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1.GIRIS

Folikuler sividaki nukleotid metabolizmasi ve
oksidan/antioksidan dengenin belirlenmesi, in vitro fertilizasyonun saglikli
ylrutalebilmesi icin 6nem arz etmektedir. Bunlardan adenozin deaminaz,
guanaz ve 5- niUkleotidaz enzimlerinin  aktiviteleri  nukleotid
metabolizmasinin anahtar enzimleri olmalari agisindan anlamlidir.
Oksidasyon hassasiyeti parametresinin tayini de oksidan/antioksidan
denge hakkinda bilgi sahibi olmak acgisindan 6nemli bir gdstergedir. Bu
calismada, adi gegen parametreler tayin edilerek folikiler sividaki
nukleotid metabolizmasi ve oksidan dengenin durmu hakkinda bilgi

edinilmesi amaclanmigtir.

2. GENEL BILGILER

2.1. Adenozindeaminaz [ADA] (adenozin amino hidrolaz EC 3.5.3.3)
Hakkinda Genel Bilgiler

2.1.1 Adenozin Deaminaz enziminin adlandiriimasi

Adenozin deaminaz (ADA; EC 3.5.4.4, Adenozin
aminohidrolaz) adenozin ve deoksiadenozinden amonyagin ayrilmasi ile

123458 Pijrin yikim yolunda,

inozin ve deoksiinozin olusumunu katalizler
inozin ve deoksiinozinin olusumundan sonra hipoksantin olusur.
Hipoksantin salvage yolun en 6nemli substratlarindadir. Buyizden ADA

ayni zamanda salvage yolun da enzimi olarak da kabul edilmektedir
7,8,9,10,11,12



Adenozin deaminaz hidrolazlar sinifinda bulunan bir
enzimdir olup, hidrolazlar C-O, C-N, C-C ve fosfo anhidrit bagini da iceren

diger bazi baglarin hidrolotik olarak yikilmasini katalizleyen enzimlerdir
13,14

2.1.2 ADA’nin Yapisi

Adenozin deaminaz, sekiz B zinciri ve periferde sekiz a heliks
iceren paralel bir a3 kompleksi icerir. Bu protein 1088 nukleotid tarafindan
sifrelendiriimektedir. Protein zinciri baslangigtaki metiyonin harig 362
aminosit igerir. N- terminal ugtaki aminoasit alanin, C- terminal ugtaki
aminoasit ise 16sindir =,

ADA’'nin atomik absorbsiyon spektroskopisine goére her

enzim molekilld basina 0.9 £ 0.1 Zn atomu baglar. Aktif merkezdeki Zn

214 295,

iyonu, His™ , His'’ ve His®™*' (in N atomlarina, Asp®® ' in O atomuna ve
hidroksipurin ribontkleozid ' in (HDRP) O atomuna koordine baglarla
baglanmistir °.

Spesifik olarak adenozin ve bazi diger nukleozit analoglarini
substrat olarak kullanir *"*°. Hayvan dokularinda yaygin olarak bulunur.
Enyuksek aktivite cekumintestinal mukoza ve dalakta bulunur. Buna
karsilik iskelet kasinda, deride ve kemikte de ¢cok az aktivite vardir. Enzim
blyuk Olctide hicrenin stoplazmik fraksiyonunda bulunmasina karsilik,
kismen niikleusta da mevcuttur 2%,

Substrat spesifikligi, elde edildigi kaynaklara gore degisiklik
gosterir. Ayni sekilde farkli organ ve dokulardan elde edilen enzim farkl
optimal pH, elektroforotik mobilite ve substrat spesifikligi gosterir. Buna
karsilik ayni organizmanin farkli dokularinda ayni enzim mevcuttur %%,
Serumdaki ADA aktivitesi malin timorlerde viral hepatitte ve sirozda enzim
aktivitesinin artti§i  goriimistir.  Ozellikle gunumiuzde serum ADA
aktivitesi, akciger kanseriyle akciger tuberkulozunun ayirici teshisinde de

kullaniimaktadir 2%, Akciger kanserinde serumdaki ADA aktivitesi anlamli

2



derecede degisiklik gostermemesine ragmen, tiberkilozda anlamh
derecede yukselme gorulmektedir.

2.1.3 Adenozin Deaminazin gorev aldigi reaksiyonlar

ADA, adenozin ve 2’- deoksiadenozini sirasi ile inozin ve 2'-
deoksiinozine yikim yolunu katalize etmektedir. Bu reaksiyon geriye
donlsumsitz oldudu igin, bu enzim reaksiyonu adenozinin yikilmasinda
kontrol basamagini olusturur. Adenozin ve deoksiadenozin molekullerinin
yuksek konsantrasyonlari hucre igin toksik oldugundan bu nikleozidlerin

hiicre ici seviyelerinin diizenlenmesi agisindan énemlidir %°.

ADA
Adenozin (2' deoksiadenozin) + H,O — inozin (2' deoksiinozin )+ NH, "

NH, 0

N T N

/ N V4 NH
<,If; (AL

HOCH, HOC
ADA Hy &
T RO — K’ 3 +  NH
HO| H H | H
OH OH OH OH
Adenozin inozin



=
I
]
Q
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2 HOC
ADA 2
i} o 5,
k,." H 4+ H,O % G o T NH4
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OH H
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Sekil 1: ADA’nin katalizledigi tepkimeler

2.1.4 Adenozin deaminaz izoenzimleri

ADA’ nin iki izoformu vardir. Diguk molekdl agirhkh olan
ADA1 timus, eritrosit ve kalpte bulunurken, yuksek molekul agirlikli ADA2
karaciger, bobrek ve bagirsaklarda bulunur®’. ki molekil ADAA1,
glikoprotein yapisindaki bir proteinle birleserek ADA2 formunu meydana
getirdigi gdsterilmistir 222,

ADA baglayici protein (ABP), insan serumunda serbest
molekuler formda dimerik olarak bulunmaktadir. Enzimin ki¢gtuk formunun
blyuk forma dénismesinin konversiyon faktori veya dontsum faktora adi
verilen ADA baglayici bir proteinle gerceklesir. En fazla miktarda bobrekte
en az miktarda ise eritrosit ve trombosit'te bulunur. ABP, bir integral

membran protein olup membranin i¢ ve dis yuzlyle baglantilidir 30



2.1.5 Adenozin Deaminazin lokalizasyonu

ADA, insan ve hayvan dokularinin hemen hemen hepsinde
bulunmaktadir. ADA’nin aktivitesinin délgimlerinde lenfoid dokularda diger
dokulara gore daha fazla aktivite oldugu tespit edilmistir. ADA'nin esas
fizyolojik aktivitesi lenfoid gogalma ve farklilasma ile ilgilidir **. ADA diizeyi
lenfositlerde eritrositlere gore 10 kat daha yuksektir. T lenfositlerinde B
lenfositlerine gore daha ylksek oranlarda bulunurken, daha az farkhilasmis
T hiucrelerinde daha fazla bulunmaktadir. Bu nedenle, ADA hicresel

immdinitenin bir géstergesi olarak da kabul edilmektedir 32:33:34:3>,36.37.38.39

ADA aktivitesi; insanda lenfoid olmayan dokular arasinda
Ozellikle duodenal epitelyal hucre villuslarinda, daha az olarakta
gastrointestinal sistemin diger bolumlerinde, santral sinir sisteminin tim
hdcre tiplerinde, kas, akciger, pankreas, ve bdbrek gibi organlarda gesitli

miktarlarda bulunur *°.

2.2 Adenozin Deaminazin Substratlari Hakkinda Genel Bilgi

(Adenozin ve 2'-deoksiadenozin)

Adenozin, ADA ic¢in dogal bir substrattir. Ayni zamanda
hicrenin normal fonksiyonunu goérmesi icin gerekli olan metilasyon
reaksiyonu sonucunda elde edilmektedir. Bu reaksiyonda, S-adenozil
metiyonin (SAM), S-adenozil metiyonin metil tarnsferaz enzimi ile S-
adenozil homosisteine (SAH) ve SAH hidrolaz ile homosistein ve

adenozine donismektedir #4243,



ADA eksikligi ile ortamda artan adenozin SAH’In yigilmasina
neden olmaktadir. SAH'In yigiimasi SAM ile SAH’In yarigmaya girmesine
ve buna bagll olarak metilasyon reaksiyonunun durmasina neden
olmaktadir. ADA eksikligi ile ortamda artan diger bir substrat olan 2’-
deoksiadenozin ise SAH hidrolazin inaktivatori olup SAH hidrolazi
dogrudan inhibe etmektedir. Homosistein, homosistein metil tarnsferaz ile
metil grubunu transfer ederek metiyonini olusturmaktadir. Kobalamin (B12),
homosisteinin metiyonine dénisimu igin bir faktér olmaktadir. Kobalamin
eksikligi ile ortamda SAH konsantrasyonu artmakta ve bdylece metilasyon

reaksiyonu durmaktadir.

Adenozin hlcre icine girdigi zaman ¢ alternatif
metabolizma ile karsi karsiya gelmektedir. Birincisi SAH hidrolaz ile S-
adenozil homosistein olusumu, ikincisi adenozin kinaz ile adenilik asite
(AMP->ATP) fosforilasyonu ve dglncusu de ADA ile inozine
deaminasyonudur. Bu Uc¢ alternatif yollardan enzim substrat ilgisi en fazla
olan birinci reaksiyon olup bunu ikinci ve Gctincl reaksiyonlar izlemektedir.
Bunun igin adenozin konsantrasyonu dusuk oldugunda adenozinin buyuk
kismi ATP’ ye fosforillenirken, adenozinin ylUksek konsantrasyonunda
inozine deaminasyonu goérulmektedir. Substrat olarak 2’-deoksiadenozin
kullanildiginda iki alternatif metabolizma bulunmaktadir. Bunlardan
birincisi ADA ile deoksiinozin olugturmak Uzere deaminasyonu, ikincisi
deoksiadenozin kinaz ile deoksiadenilik asite fosforilasyonudur. 2'-
deoksiinozin olusurken yuksek konsantrasyonunda dAMP meydana

gelmektedir 444>,



2.2.1 dATP Birikmesinin Metabolik Sonucu

Deoksiadenozin trifosfat (dAATP) adenozin metabolizmasinin
bir Grinudur. dATP, DNA sentezi icin gerekli olan normal bir 6n maddedir.
Bununla beraber yuksek konsantrasyonlarda zararl etkiler gostermektedir.
ADA eksikliginin bir sonucu olarak ortamda dATP konsantrasyonu
artmaktadir. dATP hdcrenin buyUmesi igin gerekli olan bir enzim olan
ribonukleotid rediktazi inhibe etmektedir. Bunun sonucu olarak DNA
yapimi inhibe olmakta ve DNA iplik kirllmalari artmaktadir. Bu iplik
kirilmalari hiucrenin normal gorevini yapmasina engel olmakta ve sonugcta
o6lim olayi gerceklemektedir %47,

Sonug¢ olarak dNDP ya hizla DNA’ ya dénusmekte ya da
deoksinukleozidlere yikilmaktadir. Lenfositlerde ve diger memeli
hicrelerinde deoksinukleotid havuz buyuklugu az olup, DNA sentezi igin
cok kisa bir sure yeterli olmaktadir. dATP, ribonukleotid reduktazi inhibe

ettigi icin dNDP yeterli sentezlenememektedir “2.

2.3 Piirin Nukleotidlerin Metabolizmasi

Purinler, heterosiklik bilesikler olup hem karbon hem de
karbon digi (hetero) atomlar igeren halkali yapilardir. Purinlerin baglica
turevleri nikleozidler ve nukleotidler olup bunlarin her ikisi de, azot hetero
atomuna bir B-N- gilikozid bagi ile baglanmis siklik seker (gcogunlukla bir
pentoz) icerir. Nukleozidler buna ek olarak, sekerin hidroksil gruplari ile

esterlenmis bir veya daha fazla sayida fosfat grubu igerirler.



2.3.1 Sentezi
Sirasiyla;
1. Amfibolik ara maddelerden sentez (de novo sentez),
2. Purinlerin fosforibozilasyonu ve

3. Purin nikleozidlerinin fosforilasyonudur.

Pdrinlerin de-novo sentezi (Sekil 2), Riboz-5 Fosfat’la bagslar.
Sentez yolunun 1. basamaginda, ATP girisi ile 5- fosforibozil-1 —pirofosfat
(PRPP) meydana gelir. Bu madde de novo purin biyosentez yolunda ilk
olugan ara madde olmasinin yani sira, pirin kurtarma yolunda, NAD" ve
NADP" biyosentezinde yer alan bir ara maddedir. Bu reaksiyon PRPP
sentetaz enzimi tarafindan katalize edilir.

Sentezin 2. basamaginda 1. karbona bagl pirofosfat grubu
glutaminin amid grubuyla yer degistirir. Boylece 5’-Fosfo-B-D-ribozilamin
(Fosforibozilamin) olusur. Bu reaksiyonu PRPP glutamil amidotransferaz
katalizler. Bu ilk iki reaksiyon de novo sentez yolunda hiz kisitlayici

basamaklardir.

Diger reaksiyonlar, 3. - 11. basamaga kadar ardisik
reaksiyonlar seklinde devam ederek, son basamak olan 11. basamakta
IMP siklohidrolaz tarafindan katalizlenen formimidoimidazol karboksamid
ribozil-5-fosfatin halkasinin kapanmasi ile, ilk purin nukleotidi olan inozin

monofosfat (IMP) olusur *°.
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Sekil 2: Riboz-fosfat ve ATP'den de novo piirin biyosentezi yolu *°



2.3.2 IMP’nin AMP ve GMP’ ye ¢evrimi

IMP sentezinden sonra yol dallanir ve iki kisa tepkime dizisi,
AMP ve GMP olusumuna vyol acar. IMP’ye aspartat eklenmesi
adenilosuksinat olusturur. Bu tepkimede GTP’ye ihtiya¢ vardir. Adenozin
5’-monofosfat (AMP) olusturmak Uzere fumaratin serbest birakilmasi

adenilosuksinaz tarafindan katalizlenir.

IMP’nin, IMP dehidrojenaz tarafindan katalizlenen bir
tepkimede NAD® tarafindan oksidasyonu ksantozin monofosfat (XMP)
olusturur. XMP’nin 6-okso grubunun glutaminin amid azotu tarafindan

transamidasyonu, 5.tepkimeye benzer #°

~aoc — g G—cogw 99C= G ?”CDO

2

:6_' 000 — c c coo~ '}'.
<
Hfﬁ/\> \Q/‘ \> N >
i, GTR, Mg?
2 N/\N 6 ADENILOSOKSINAZ
i ADEN[LOSUKSINATj
A-5.F) DEHIDROGENAZ n 5-(F} Ft 5.(E)
Inozin monofosfat Adenilosiiksinat Adenozin monofosfat
(IMP) (IMFS) {AmP)
MAD® Hp0

NADH IMP DEHIDROGENAZ

&MY

Glutarmin Glutamat

fiar o
M N J N
HN RN \\@/ HNt BN
OJ:;EL/\T> s Ha”:JQ‘N l N>
R-5-F)

TRANSAMINIDAZ] i
R-5-F)

Ksantozin monofosfat Guanozin menofosfat
(XMP} (GMP)

Sekil 3 : IMP'nin AMP ve GMP’ye cevrilmesi *°
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AMP ve GMP monontkleotidleri, niikleozid monofosfat kinaz
tarafindan katalizienen ATP’den fosforil aktariimasi yoluyla nukleozid
difosfatlarina (ADP ve GDP) cevrilir. GDP, daha sonra, bir diger ATP
tiketilerek nikleozid difosfat kinaz tarafindan GTP’ye cevrilir. (Sekil 4)
ADP’nin ATP’ye c¢evrimi,birincil olarak oksidatif fosforilasyon ikincil olarak

glikoliz ve sitrik asit dongusu tepkimeleri ile basarilir.

ATF ADF ATF ADP
Mikleozid N ;_1 MWikleozid g‘ﬂ Mikleozid

monofosfat difosfat trifosfat

| KINAZ xinaz |

Sekil 4 : Niikleozid monofosfatlarin niikleozid difosfatlar ve nukleozid

trifosfatlara cevrilmesi
2.3.3 Kurtarma yollar1 (Salvage Pathways)

Parin, purin ribonukleozidleri ve parin
deoksiribonikleozidlerinin mononukleotidlere c¢evrimi, de novo senteze
oranla daha az enerji gerektiren ve kurtarma tepkimeleri olarak bilinen
olaylari kapsar. Miktar olarak daha dnemli olan bir mekanizma, serbest bir
purinin (Pu), PRPP tarafindan, purin 5’-monontikleotid (Pu-RP) olusturmak

Uzere fosforibozilasyonunu kapsar:

Pu + PP-RP » PU-RP + PP,
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Pdrinlerin, PRPP’ye bagimli fosforibozilasyonu, adenin
fosforiboziltransferaz ( adenini AMP’ye cevirir Sekil 5) ve hipoksantin-
guanin fosforiboziltransferaz (hipokasntin veya guanini IMP veya GMP’ye

cevirir (Sekil 6) tarafindan katalizlenir.

ME MH,

‘4:' ® PRER
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s LG &
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H““H P M
&denin - B0 —HaC
; ADENMIN =
FFoSFoRIBOZIL H H
L TRAMNSFERAE I-
= £ H
O O
AMP

Sekil 5: Adeninin adenin fosforiboziltransferaz katalizlenen

fosforibozilasyonu *°

o
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Sekil 6: Hipokasantin ve guaninin sirasiyla IMP ve GMP vermek uzere

fosforibozilasyonu *°
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ikinci bir kurtarma mekanizmasi, bir purin ribonukleozidin

(PuR) ATP tarafindan direkt fosforilasyonunu kapsar:

PuR+ATP _____, PuR-P + ADP

Adenozin kinaz, adenozinin AMP’ye veya deoksiadenozinin
dAMP’ye fosforilasyonunu katalizler. Deoksisitidin kinaz, deoksitidin,
deoksiadenozin ve 2’-deoksiguanozinin sirasiyla, dCMP, dAMP ve
dGMP’ye fosforilasyonunu katalizler.

Plrin nukleotid biyosentezinin ana yeri olan memeli
karacigeri, kendi biyosentezlerini yapamayan dokular tarafindan

kurtarilmak ve kullanilmak iizere piirin ve bunlarin niikleozidlerini saglar *°.

2.3.4 Purin nukleotidlerin yikimi (katabolizma)

Adenozin deaminaz enzimi, adenozin ve 2'-adenozini
siraslyla inozin ve 2'-deoksiinozine donusturmektedir (Sekil 7). Purin yikim
yolunda purin nokleotidleri, 5'-nUkleotidaz enziminin etkisiyle fosfat
gruplarini kaybederek adenozin monofosfata (AMP) doéntsmektedirler.
Elde edilen AMP ya 5'-nikleotidaz ile adenozine ya da AMP deaminaz ile
deamine edilerek inozin monofosfata (IMP) donusmektedirler. Daha sonra
adenozin, adenozin deaminaz ile inozine, IMP ise 5'-niukleotidaz
tarafindan inozine gevrilmektedir.

Bundan sonraki basamak diger purin bazi olan
guanozinle ortak yurur ve bu raksiyonlari purin nukleozit fosforilaz (PNP)

enzimi katalizler.

13



OH OH
Adenozin

H,0
ADENOZIM
DEAMINAZ |
NH 7

OH CH oH OH
Inozin Guanozin

PURIN NOKLEOZID. | PORIN NOKLEQZID
i FOSFORILAZ | | FOSFORILAZ
Riboz 1-fasfat
o - o
: A
HA oKsloazZ Hi .N. .
IR

i, N B~
H0 +0p Hyo, 20 CNHTHNH
Hipoksantin Ksantin Guanin

HaQ +Qy
KSANTIN
OKSIDAZ

HzC

Riboz 1-fosfat

MH

[e}

>=€J
N

Urik asit
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2.4. Guanaz {GUA(guanin aminohidrolaz EC 3.5.4.3 )}

Bircok hayvansal dokuda bulunmaktadir. insanlarda esas
olarak karaciger, bobrek, beyin ve ince bagirsakta vardir. Kalp, akciger,
dalak, pankreas, iskelet kasi, eritrositler ve lokositlerde ise ¢ok duguk

aktivite vardir veya bir kisminda hig yoktur °*°

. Karaciger hucresinin
nikleus, mitokondri ve engok da stoplazmasinda bulunmaktadir.
Serumdaki aktivitesi son derece dusuktir. Serumdaki aktivite akut viral
hepatitte c¢ok vyukselir, buna karsilk tikanma sarilliginda, sirozda,
enfaktlste, akut pankretatitte ve malin tumorlerde serumda ¢ok az bir artig
52,53

gorular Guanaz enziminin katalizledigi purin yikim yoluna ait

reaksiyon;

Guanin + H,O guanaz Ksantin + NH3

2.5. 5" Nukleotidaz {5'-NT (5’-ribonukleotid fosfohidrolaz EC 3.1.3.5)}

Nukleotidazlar  genel olarak  adenozin  veya  inozinin

monofosfatlarindan fosfat’'in hidrolizini katalizlemektedir.
AMP (IMP) +H,O = Adenozin (inozin) + Pi

Riboz halkasinin 5 numarali karbon atomuna bagli durumda
bulunan fosfat gruplarina sahip nukleozit fosfatlarin D fosforilasyonunu
katalizler. 200000’in tzerinde bir molekdl katlesi wardir. Enzimin optimal
pH si Michale-Menten sabitleri enzimin saflastirildiyi kaynada gore
degisiklik gosterir >*. Adenozin monofosfata karsi serum 5’ niikleotidazin
Km degeri 0.2 mM dir. Seminal sivi igin bulunan optimal degerler pH 8.5-

9.5 arasinda degisiklik gosterirken, insan serum 5’nuklootidazin optimal
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pH si 7.5 tir. 5’nukleotidaz flortr, borat ve arsenat gibi anyonlar ve ¢inko
kobalt bakir nikel gibi metal iyonlari tarafindan inhibe edilir. Son Urin
inhibisyonu ise D fosforillenmis nikleozitler tarafindan olusturulur. Orto
fosfatlar ise ancak ¢ok yuksek konsantrasyonlarda inhibisyon olustururlar.
Buna karsilik magnezyum, kalsiyum, demir, baryum ve kobalt iyonlari ise

enzimi aktive eder *°.

2.6. Folikil Sivisi

Folikal sivisi, tup bebek merkezlerinde infertilite tedavisine
alinan kadinlarin hiperstimule edilmis preovulatuar foliklllerinden yumurta
aspirasyonu sirasinda rutin olarak elde edilir. Ovaryum folikil sivisi
analizleri son yillarda yumurta mikro c¢evresinin belirlenmesi igin

yapilmaktadir.

Follikiler sivi ekstraselliler sivinin ovarian folikullerin

antrumu icinde biriken bir yerdir *°

. Folliktler sivi steroidleri hipofizer
gonadotropinlerin  kontroli ile graniloza ve teka hucrelerinden
salgilanmaktadirlar. Butun antral follikil gelisim devrelerinde follikller sivi
kumulus yumurta kompleksi ile tamamiyla kaplanir ve bazi steroidler

5 Ovarian

follikller sivida plazmadan bin (1000) kat yiksek olabilir
steroidlerin follikuler sividaki konsantrasyonu follikiler sividan kana

sinirlanmisg difiizyon ile kandan oldukga yiiksek oldugu séylenmektedir 2.

Folliktler sivi steroidleri, yumurta kalitesinin tahmin etmek
icin gucli bir marker olarak bilinmektedir. Bunlarin konsantrasyonlari
yumurta fertilizasyonu, embriyo gelisimi ve implantasyonla iligskilendirmek

icin onemlidir *°.
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Ozellikle, klasik in Vitro Fertilizasyonda yumurta
maturasyonu sadece kumulus korona kompleksine  bakilarak
degerlendirildigi icin yumurta yeterliligi konusunda daha saglikh bilgi
verebilecedi duslncesiyle folikll sivisinin igerigi yogun olarak arastiriimis
ve yapilan analizler sonunda ¢ok cesitli sayr ve miktarlarda hormon
icerdigi tespit edilmistir >900:61.62:63

Folikil maturasyonu olurken foliklller sivi hacmi gibi
folikuller sividaki steroid ve steriod olmayan maddelerin konsantrasyonu
artis goOstermektedir. Yumurta kumulus korona kompleks morfolojisi
maturasyonu boyunca folikuller sivi igerisinde yikandigindan folikuller
sivinin biyokimyasal 6zelikleri ile yumurta maturitesi arasinda direk bir

iliski oldugu vurgulanmaktadir °°’,

Yumurta mikrogevresi olan folikil sivisinin iglevlerini

asagidaki sekilde siralamak mumkuanddar.

1. Yumurtay! negatif etkilerden korumak.

2. Yumurtayi gerekli zaman diliminde olgunlagtirmak.

3. Menstrual siklus slresi boyunca, proliferatif 6zellikli endometriyum
gelistirmek icin uygun hormonal ortami olugturmak

4. Maturasyonu tamamlamig yumurtanin gerekli zamanda disariya
¢lkarmak

5. implantasyon icin uygun sartlari olusturmak ve gebeligin devamini

surdurmek igin korpus luteum gelisimini temin etmek.

2.7 INFERTILITE (KISIRLIK)

Kisirlik, bir yil boyunca korunmaksizin duzenli cinsel iligki
olmasina ragmen gebeligin olusmamasidir ®*. Fekundabilite, aylik dénem
icerisinde gebe kalabilme potansiyelidir. TUm populasyonda fekundabilite
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orani % 25 tir. Fekundite ise bir menstruel siklusta canli dogum ile
sonuglanan gebeligi yakalayabilme potansiyelidir. Korunma yodntemi
kullanmayan kisir ciftlerin %57’si ilk 3 ayda, %72’si 6 ay icinde, %85’ 1

yilda, %93l ise 2 yilin sonunda gebe kalmaktadir °*.

Kisirhk sebeplerini; %35 erkek kisirhgi, %35 tubal ve pelvik
patolojiler, %15 ovulatuvar disfonksiyon, %10 nedeni agiklamayan kisirlik,
%5 yaygin olmayan nedenlerdir (anatomik, enfeksiydz ve diger endokrin
patolojiler) °*.

Kadinlarda kisirliga neden olan sartlar arasinda %40
ovulatuvar disfonksiyon, %40 tubal ve pelvik patolojiler, %210

aciklanamayan nedenler ve %10 yaygin olmayan nedenler sayilabilir ®.

2.7.1. Kadin ve Erkek infertilitesi

Overi normal olan ama fonksiyonel uterusu olmayanlarda
(mdllerian anomali, siddetli intrauterin yapisiklik, gecirilmis histerektomi),
gebeligin 6nemli riskler getirebilecegi medikal hastaliga sahip kadinlarda
yapilacak tasiyici annelik uygulamalari amaciyla da IVF uygulanabilir.
Otozomal resessif veya seks gegisli genetik hastaliklarda IVF esliginde
yapilacak Preimplantasyon Genetik Tani (PGT) islemi ile bu riskleri

tasiyacak gocugun dogmasi engelenebilir.

Koti sperm kalitesi  kisir  giftlerin  yaklasik  %20’nde
infertilitenin tek nedeni iken, digerlerinde hafif ama o6nemli semen
anormallikleri intra uterin inseminasyonla(lUl) ile ekarte edilebilir®?. Tedavi
mumkun degil veya basarisiz, inseminasyon da tercih edilmiyor ise,
ejekllatdan, epididimden veya testisden elde edilen spermler ile IVF veya

ICSI secenek tercih edilebilir 3.
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Dinya Saglk Orgutinin (WHO) standart tanisal
protokolleri kullanarak olusturdugu verilere gore infertil ¢iftlerin %37’sinde
kadin faktorl; %8’inde erkek faktorl, %35’inde her iki faktdr birden
bulunmus, %5’inde sebebi agiklanamamistir. %15’i gbzlem esnasinda

gebe kalmistir *.

2.7.1.1. Kadin infertilitesi

Kadin infertilitesi bir cok nedene badli olarak tartisilabilir. En

cok basvurulan bagliklar tubal faktor infertilitesi ve  endometriozisdir.

a- Tubal Faktor infertilitesi

in vitro fertilizasyon teknigi ortaya c¢ikmadan &nce
dizeltilemez derecede tubal hasari olan kadinlar steril kabul edilirlerdi.
Daha az derecede hasari olanlarin gebe kalma ihtimalleri ise orta
derecede kabul edilir. Yardimci Ureme Tekniklerinin  modern
cergevesinde, cerrahi tedavi secenekleri giderek dnemini kaybetmekte ve
tubal faktorii olan infertil kadinlardaki gebelik oranlari dramatik olarak
artmaktadir.

Hafif derecede distal tubal hastaliyi olanlarda postoperatif
gebelik oranlart  %50’leri gectiginden, rekonstruktif tubal cerrahi
uygulanmasi uygundur °>®©”. Bu nedenle, siddetli distal tubal hastaligi
olanlarda IVF tedavisi tercih edilmelidir. IVF ile elde edilen gebelik oranlari
cerrahiden yuksektir. Bununla birlikte cerrahi ile olusan gebelik oranlari
%10-35 arasinda ve ektopik gebelik riski (%5-20) daha fazladir 97971,

b- Endometriozis

Endometriozisi hem klinikk hem de patofizyolojik olarak

tanimlamak mUmkuindidr. Klinik olarak, endometrial dokunun uterus
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kavitesi ve muskuler tabakasi disinda olmasi, patofizyolojik olarak ise
endometrial bez ve stromanin her ikisinin de bulunmasi ve dokularin

metabolik aktivitesinin varligi olarak tanimlanir.

Endometriozisin infertiliteye yol acabilecegi muhtemel
mekanizmalar etkin yumurta tutulumunu, uygun yumurta gelisimini veya
erken embriyogenezi Onleyerek kendini gosteren bozulmus adneksial

anatomi ve azalmis endometrial reseptivitedir olarak siralanabilir ">2.

Endometriomalar tedavi edilmeyebilirler veya yumurta
toplanmasindan hemen once aspire edilebilirler. Her iki durumda, yumurta
toplanmasindan sonra ovarian abse gelisimi riski artmistir “*"°. Ozellikle 3
cm altinda olan endometriomalarin IVF sonuglari Uzerine olumsuz etKkisi

olmadigi gosterilmistir.

2.7.1.2. Erkek infertilitesi

Bir yil icerisinde korunma olmaksizin yapilan normal cinsel
iliskiye ragmen gebe kalamayan ciftlerin orani yaklagsik %15 kadardir.
Erkegin bu durumdaki orani yaklasik %20 iken, kadin esile birlikte ve
aciklanamayan bu grup da igine alindiginda bu oran %50’lere varmaktadir.
Ureme ¢agindaki erkeklerin %6’sinda infertilite problemi ortaya
cikmaktadir. Bu olgularin yaklasik %90’iInda da bozulmus bir
spermatogenez vardir. Normalde fertil bir erkekte glinde 120 milyon sperm

yapimi olmaktadir “°.

infertil giftlerin yaklasik olarak yarisinda erkeklerde sperm
sayilari Dinya Saglik Orgutinin (WHO) normal fertil erkeklerde bulunan
degerlerin altinda ¢ikar. Bunun yaninda ¢ocuk sahibi olabilen erkeklerde

de bu degerlerin altinda sperm sayilarina rastlanmaktadir. Dolayisi ile

20



sperm sayisi ile beraber hareketli ve normal yapili sperm sayilari
onemlidir. Ayrica bu degerlerin biraz altinda olan erkeklerde de dogal yolla
gebelikler olusabilmektedir. Eger kadinda Ureme ile bir sorun yok ise,
erkek esini DSO sperm analizi kriterlerine gére de dusik sperm

paramatreleri ile de hamile birakabilir.

Sperm sayisi 13.5 milyon sperm/mL, ileri hareketli %32 veya

morfolojisi %9 olanlarda erkek faktorine bagli infertilite olasihgr artmigtir
77

Tibbi veya cerrahi olarak koéti semen kalitesini normale
getirmek, mumkun ise, genellikle ilk ve en ¢cok en sik basvurulan yoldur.
Tedavi mumkun degil veya basarili olmaz ise bazi hastalarda intra uterin
inseminasyon ek fayda saglayabilir. En iyi sonuglar total motil sperm sayisi
10 milyondan normal morfoloji orani da %14’den blyuk oldugunda alinir.
Total motil sperm sayisi bir milyondan veya morfoloji %4'den az

78,79,80,81

durumlarda ¢ok dusuk gebelik beklenir

Sonug olarak, ureme ¢cagindaki erkeklerin %6’sinda infertilite
problemi ortaya c¢ikar. Bunlarin yaklasik %90’inda da bozulmus bir
spermatogenez vardir. Erkek infertilitesi infertil ¢iftin yaklasik yarisini
olusturmakta olup, bunlarin %30-50’sinde de etyoloji saptanamamaktadir.
Degerlendirmede semen analizi dikkatli ve dizgin yapildiginda, ¢ok
kiymetli bilgi saglayabilmekte ve tedaviyi yoénlendirmektedir. Ozel klinik
testler, prensip olarak, erkek infertilitesinin nedeninin tanimlanmasinda

tedaviyi yonlendirebilecekse yapilmalidir.

2.8. Yardimli Ureme Yollari

Dunyada ilk olarak1944 yilinda Boston’lu iki bilim insani;
John Rock ve Miriam Menkin yillarca devam eden c¢alismalarinin

sonucunda ilk kez vicut diginda insan yumurtasi ve spermini bir araya
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getirilerek fertilizasyonu bildirmiglerdir. Bu olaydan 34 yil sonra, 25
Temmuz 1978 yilinda ingiliz bilim adamlari Robert Edwards ve Patrick
Steptoe’nun in vitro fertilizasyon (IVF) ile dogan ilk bebegdi aciklamalari

lizerine Ureme tibbi icin dnemli bir déniim noktasi baslamistir 8.

Cagimizda yardimli Ureme teknikleri (YUT)'nin ilerlemesiyle
kisirlik tedavisindeki basari oranlari artmis ve daha ¢ok kisir giftin saglikli
ve canli bebede sahip olma sansi artmigtir. Overden yumurtalarin elde
edilmesini veya spermin hazirlanarak kullaniimasini saglayan tum
teknikleri igermektedir. ilk yoéntem intrauterin inseminasyon olmakla
beraber, en yaygin yontem in vitro fertilizasyon (IVF) olup, ancak gin
gectikce teknolojik yéntemler de sayica artmaktadir. YUTUn basarisi

kisirhgin degerlendirmesi ve tedavisi tamamen degisim gecirmektedir.

IVF islemi eksojen gonadotropin ile yapilan kontrolli ovarian
stimilasyonu, transvajinal ultrasonografi altinda oosit toplanma iglemini,
laboratuarda fertilizasyonu ve embryolarin uterusa transferini icerir. IVF
artik ejekulat ile intra stoplazmik sperm enjeksiyonu (ICSl) veya
mikrocerrahi epididimal sperm aspirasyonu (MESA) veya testikller sperm
ekstraksiyonu (TESE) ile elde edilmis spermlerin intra sitoplazmik olarak
enjekte edildigi yontemleri, yardimli embriyo tutunma teknigini (assisted

hatching) ve implantasyon éncesi genetik taniyi (PGT) icermektedir 2.

2.8.1 Fertilizasyon

Tuba uterinanin distal 1/3 bolimU olusturan ampulla
bdlgesinde gergeklesir. Bu kisim tuba uterinanin en uzun ve genis
bdlimudur. Fertilizasyon, tuba uterinanin diger kisimlarinda da olabilir,
fakat yumurta uterusa ulastiktan sonra artik olmaz. Fertilizasyon sperm ile
yumurtanin reaksiyonu ile baglar ve birinci mitoz bdélinmesinin metafaz

asamasinda anne ve baba kromozomlarinin birlesmesiyle tamamlanir.
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Fertilizasyon asagi yukari 24 saat devam eder. Karbonhidrat baglayici
reseptor proteinler gametlerin yiizeylerinde bulunurlar. Bunlar fertilizasyon
sirasinda gametlerin birbirini dogru bir sekilde taniyip reaksiyona

girmelerini saglamaktadirlar .

Fertilizasyon spermin  yumurta ile olan kompleks
reaksiyonlar dizisidir. Fertilizasyon olayinin gercgeklesebilmesi igin sperm
ve yumurta arasindaki reaksiyon belli bir kural icinde devam etmelidir. Bu
durumda, spermlerin kimulUs hucreleri arasinda ileri hareket etmesi, zona
pellusidaya baglanip penetre olmasi ve spermle yumurta zarlarinin
birleserek spermin yumurta sitoplazmasi igine girmesi saglanir. Bu
reaksiyonlarin devaminda yumurta baska bir spermin girmemesini
engellemek igin kortikal reaksiyon ve zona reaksiyonu olur.

Toplanan yumurtalar  spesifik  kdltir ~ ortamlarinda
yumurtalarin mattrasyon durumuna goére, matur yumurtalar i¢in 4-8 saat,
immatir yumurtalar icin 12-24 saat inkibasiyondan sonra semenden
hazirlanmis hareketli spermatozoalarla karigtirilirlar (insemine edilirler).
inseminasiyonu takiben 16-24 saat sonra yumurtanin fertilize olup
olmadidi kontrol edilir. Fertilizasyon iki ayri prontkleus ve iki polar cismin
varhigi ile belirlenir &.

Asirl dusuk sperm konsantrasyonu, motilitede azalma ve
anormal sperm morfolojisi klasik IVF’'de fertilizasyonun olmayisinin primer
sebepleridir.
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Sekil 8: Fertilizasyon icin sperm ve yumurta reaksiyonlar %

Glnimiizde intra sitoplazmik sperm enjeksiyonu (ICSI)
siddetli erkek infertilitesi tedavisinde tek ¢ézimdur. Tercihen iyi morfolojiye
sahip tek bir canli sperm embriyolog tarafindan secilerek yumurtanin igine
enjekte edilir. ICSI proseduruanun temeli yumurta ve sperm iglemlerine
dayanmaktadir. ICSl isleminin SUZI isleminden farkli olarak tek bir sperm
zona pellusidadan sonra ikinci bir bariyeri; oolemmayi gecerek enjekte

edildigi icin daha invaziv bir yéntemdir &’
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ICSI yontemi ile elde edilen ilk canli dogum tavsan ve

8 Insanlardaki ilk gebelikler ise 1992 yilinda

sigirlarda bildirilmigtir
gergeklestiriimistir. ICSI prosedurinin ortaya ¢ikisindan ¢ok kisa bir slre
sonra fertilizasyon oranlarinin, gelisen embriyo sayisinin ve implantasyon

oranlarinin SUZI’ ye gére daha yiiksek oldugu gésterilmistir .

2.8.2 implantasyon

implantasyon, embriyonun 6ncelikle desidua igerisine
yerlesip sonra da annenin dolagsim sistemine plasentayi olusturmak igin
ulasmasini kapsayan bir seri islem olarak tanimlanmaktadir *°. Bu esnada
endometrium ile embriyo arasinda buylume faktorleri, hormonlar, adezyon
molekdlleri, ekstraselller matris ve prostoglandinler ile olusan karmasik bir
iligki/iletisim vardir. Embriyo bu etkenlerle epitele yapismakta, bazal
membrana dogru inmekte ve stromaya invaze olmaktadir °*. Bu sistemde
meydana gelen herhangi bir aksaklik, implantasyonu engellemektedir.
implantasyon mekanizmalari tam olarak aydinlatimadikca endometrial

uygunlugun kesin bir tanimini yapmak zordur.

Embriyo gelisiminin birinci haftasi boyunca gergeklesen
olaylar sematik olarak sekil 9'da asagida anlatiimaktadir. Gebelik
baslangici yumurtaliklardan atilan yumurtanin uygun zamanda (atildiktan
12-24 saat sure i¢inde) cinsel birlesme olmasi ile erkekten gelen spermin
(disi genital yollarinda 48-72 saat yasayabilir) dollenmesi (fertilizasyon) ile
baglar. Yumurta ve sperm Fallop tUpunun iginde bulusur ve dodllenme
burada olur. Doéllenen yumurtadaki hicreler bir yandan bdlunerek
¢ogalirken diger yandan rahime (uterus) dogru yolculugunu surdurar.
Yaklasik 6. gun uterus icine gelir ve rahim i¢ zarina (endometriyum)

yapigir ve buraya yerleserek gelismeye baslar.
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2-hiicreli evre

8-hicreli 4-hilcreli evre

evre

Déllenmemisg
yumurta

Implantasyon
{yuvalanma)

Yumurtalik

Sekil 9: Embriyo gelisiminin birinci haftasi boyunca gerceklesen

olaylarin sematik gorinimi %
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3-GEREC ve YONTEM

3.1. Deney Gruplari

Bu cgalismaya, Gazi Universitesi Tip Fakiltesi Kadin
Hastaliklari ve Dogum AD’na bagh Tup Bebek Merkezine problemleri
sebebi ile devam eden normal, zayif ve ylksek cevapli 45 infertil hastalar
dahil edildi.

I. Grup (Normal, n=15): Normal over yanit veren yas ortalamalari 29.3
+ 5.2 ve toplanan folikil sayisi 5 ve 20 arasinda olan hastalardan
olusmaktadir.

II. Grup (Zayif, n=15): Zayif yanit veren yas ortalamalar 35.1 + 3.9 ve
toplanan folikul sayisi §’ten az olan hastalardan olusmaktadir.

[ll. Grup (Yuksek, n=15): Yuksek cevap veren yas ortalamalari 26.9 +

4.3 olan ve toplanan folikul sayisi 20’den fazla hastalardan olusmaktadir.

Folikal sivilari yumurta toplama islemi sirasinda folikullerden
aspire edilerek eppendorf tlplere konuldu. Toplanan materyal -80 °C de
deney yapilincaya kadar muhafaza edildi. Toplanan folikll sivilarindaki
enzimatik ve diger analizler Gazi Universitesi Tip Fakiltesi Tibbi

Biyokimya AD Arastirma Laboratuarinda c¢aligildi.

3.2. Etik Kurul Onayi
Bu calisma, T.C. Gazi Universitesi Tip Fakdltesi Kurumsal
Arastirma Degerlendirme Komisyonu tarafindan, 02 Haziran 2010 tarihli

ve 44 No'lu karari uyarinca etik agidan uygun bulunmustur.
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3.3. Kullanilan Aletler

pH metre (Jenway)

Hassas Terazi (Schimadzu, Libror,AEG 220)

Vorteks (Heidolf Reox 2000)

Spektrofotometre (Schimadzu,UV 1601)

Benmari (Heto)

Sogutmali santrifuj (Damon IEC,B-20A sogutmali,Hermle Z 323K
Otomatik ve cam pipetler

Diger plastik ve cam malzemeler

3.4. Kullanilan Kimyasallar

Kullanilan tim maddeler analitik saflikta olup, Sigma-Aldrich
ve Merck firmalarindan temin edilmistir. Disodyum Hidrojen Fosfat
(NazHPQO,), Potasyum Dihidrojen Fosfat (KH,PO,), Trikloroasetikasit
(TCA), Sodyum Hidroksit (NaOH), Adenin, Guanin, CuSO,4, Fenol,
Sodyum nitropurissiad, 1,1,3,3-Tetraetoksipropan, Triton X-100, KCI,
MgCl,, Amonyum Sulfat (NH,).SO,, Etanol, TRIS ve HCI.
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Metotlarin Uygulanmasi

3.5. Kullanilan Metotlar

3.5.1 Adenozin Deaminaz [Adenozin amino hidrolaz EC 3.5.4.4]

Aktivitesinin Tayini

ADA aktivitesi tayini ile ilgili bircok metot mevcuttur. Bunlar
spektrofotometrik, radyoizotop isaretleme teknigi ve HPLC ile olmak Uzere
Uc baslik altinda toplanmaktadir. Biz burada pratik ve ekonomik olmasi
sebebi ile spektrofotometrik metodu tercih ettik. Spektrofotometrik metot iki
sekilde yapilmaktadir. Birincisi adenozin’in maksimum absorbans verdigi
265 nm deki absorbans azalmasinin takip edildigi kinetik metod, digeri ise
628 nm de ADA etkisi ile agiga c¢ikan amonyak-fenol kompleksinin
absorbansinin 6lgtldigu end poin metotdur. Calismamizda kullandigimiz
metot 265 nm de Adenozin’in inozine doénusimindeki absorbans

azalisinin takip edildigi metotdur *°°.

ADA
Adenosine + Hb O — Inosine + NH;

Prensip: Yukaridaki reaksiyon geregi 265 nm de maksimum absorbans
veren adenosin’in  ADA tarafindan tlketiimesine bagl  olarak

absorbansdaki azalma takip edilir.
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Tablo 1 : ADA aktivitesinin tayini

Reaktifler (L) Numune Kor
Tampon 100 100
Numune 20 20
D. su 880 860
Abs degisimi sabitlesinceye kadar takip edilir
Substrat 20 ok

265 nm’de kor’e karsi daha 6nce 0 ayari yapilan spektrofotometre ile 1, 2.,
3., 4. ve 5. dakikalarda numunenin absorbans degisimi okunur. ( Kisaca

265 nm de 5 dakika absorbans azalmasi takip edilir.

Reaktifler:
Tampon: 50 mM, pH.7.2 Fosfat ya da Tris tamponu
Adenozin: 4.0 mM

ADA Aktivitesi, adenozin substratinin molar sogurma

katsayisindan yararlanilarak hesaplanmistir (¢ adenosine: 8.1 |/umol.cm).

Bir IU, bir dakikada 1pumol adenozini (2'deoksiadenozin) inozine

(2’deoksiinozin) dénustlren enzim aktivitesi olarak tarif edilmektedir.
ADA Aktivitesi (IU/L) = (An- Ak) X 6.27

An: Numunenin absorbansi

Ax: Kor'un absorbansi

30



3.5.2. Guanaz - Gua (Guanin Aminohidrolaz; Guanin Deaminaz-GD)

Tablo 2 : Guanaz aktivitesinin tayini

Reaktif (mL) Numune Numune Stan. Koru | Standart
Kord

Tampon 2.0 2.0 2.5 2.5

Guan | n *%k% 050 *kkk *%k%

Numune 0.20 0.20 Frk rk

Standart Frx *rx ok 0.20

DSU *%k% *kkk 020 *%k%

Taplerin agz1 parafilmle kapatilhp, kanistirilir ve 37 °C de 30 dakika su
banyosunda inkibe edilir.

H2SO4 0.40 0.40 0.40 0.40
Guanin 050 _— E—— -
Na-Tungstat 0.20 0.20 0.20 0.20
Karistirilip 10 dakika 5000 rpm de santriflij edilerek supernatantlar ayrilir
Supernatant 2.0 2.0 2.0 2.0
Fenol/Nitropur | 2.0 2.0 2.0 2.0
Alkalinhipokl. | 2.0 2.0 2.0 2.0

Karistirilip 15 dakika 37 °C ‘lik su banyosunda beklettikten sonar 630 nm
de her bir tipun absorbansi d. suya kargi okunur.

GUA aktivitesi Caraway VT'nin tarif ettigi medoda gore
asagidaki sekilde yapilmistir. Metodun prensibi ilk asamada GUA dan
deaminasyon sonucu NHs'in hidrolizini, daha sonra ise NH3'n fenol ile

komplekslesmesi esasina dayanmaktadir X7,

GUA Aktivitesi (IU/L)={ (AA)numune / (AA)standart 1x13.12
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Reaktifler:

1-

Stok guanin ¢ozeltisi 2mg/mL

Guanin calisma ¢ozeltisi 0.2 mg/mL

Substrat ¢ozeltisi gunlik olarak hazirlanmaldir.

Tampon ¢6zelti 50 mM pH= 7.5 fosfat tamponu

Na tungstat %10 luk (w/v)

Fenol renk reaktifi 0.125 g sodyum nitropurusit igcerisinde bir miktar
distile su bulunan 500 mL’lik balon jojeye konur. Uzerine 25 mL
fenol ¢cozeltisi ilave edilir. Distile suyla 500 mL’ ye tamamlanir.
Alkalihipoklorit icerisinde bir miktar distile su bulunan 500 mL’lik
balon jojeye 12.5 g NaOH eklenerek ¢ozullr. Bunun Gzerine 20 L %
5.25" lik sodyumhipoklorit cozeltisi ilave edilir. Distile suyla 500
mL‘ye tamamlanir.

Stok standart ¢ozelti ; 2 mg/mL saf, (NH4).SO,4

H,SO, 0.67 normal
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3.5.3. 5-Nukleotidaz {5’NT, 5’-Ribontkleotid fosfohidrolaz, EC
3.1.3.5} tayin metodu

Tablo 3 : 5'-Nukleotidaz aktivitesinin tayini

Reaktifler Numune Numune Standard Standard
(mL) Kori kor
Tampon 1.300 1.500
MnSOg4 0.100 0.100
NiCl; 0.200 0.200
Numune 0.200 0.200
Substrat 0.200 0.200
Karistir ve 30 dakika 37 °C su banyosunda inkiibeet
TCA 2.00 2.00

3000 g de 15 dakika santriftij edilip supernatant ayrilir.
Supernatant | 2.00 2.00
Standard - - - 1.00
D.su - - 1.00 1.0
TCA - - 1.00 -
Na-asetat 3.00 3.00 3.00 3.00
NH4-Molibdat | 0.500 0.500 0.500 0.500
indirgeyici 0.500 0.500 0.500 0.500
Coz.

Karistir ve 5 dk 37 °C ‘ de su banyosunda inkube et, 680 nm’ de distile

suya karsi her bir tiiplin absorbansi 6lgdlir.

5'NT aktivitesi Donald WM’nin tarif ettigi metoda gore
yapilmistir. Metodun prensibi ilk asamada 5’AMP den fosfatin hidrolizini
daha sonra ise agiga ¢ikan fosfatin molibdat ile sari renkli fosfo molibdik
asite donusturulerek 628 nm de spektrofotometrik olarak P olcllmesi

esasina dayanmaktadir *%.
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Reaktifler:

1.MnSO4: 20 MM

2. Tampon:40 mM; pH:7.5 Na-Barbiturat tamponu

3. NiCl: 100 mM

4. AMP : Substrat 10 mM

5. TCA: 0.68M

6. NHs-Molibdate : 40 mM

7. indirgeyici Cozelti: 60 mL d. suda 25 g potasyum bisulfate ¢ozilir; 10
mL d. suda 200 mg metilaminofenol stilfat ¢ozular, iki ¢ozelti karistirihir ve
100 mL d. suyla seyreltilir.

8. Na-Asetat: 2.5 mM

9. Stok P. ¢ozeltisi: 1.0 mg P/mL, KH,PO4

10. Standart P ¢6zelti 10pug/mL stok P ¢ozeltisinden hazirlanir

Aktivite (IU/L)= (AA)sa/ (AA)s; X 108
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3.5.4. Oksidasyona Duyarlik (OD)

10 yM’hk CuSO, ¢ozeltisi ile 1/1 (v/v) 60 dakika 37 C da
muamele edilen numuneler kullanilarak asagidaki tabloya gére MDA
tayini yapilir. Metodun prensibi: iki mol TBA asidik ortamda ve 85-100 °C
sicaklikta bir mol MDA ile birleserek mor renkli TBA-MDA kompleksini
olusturur. Bu kompleksin verdigi absorbans 532 nm’de spektrofotometrik

olarak élgulir *°°.

Tablo 4 : Oksidasyona duyarlik tayini

Reaktif (ml) Numune N.Koru
Tampon 1.00 1.00
Etanol 0.20 0.20
TBA 1.00 ol
TCA 1.00 1.00
Numune/Standart|0.10 0.10

30 Dakika kaynar su banyosunda (80-95 °C) inkube ettikten sonra gesme
suyu altinda veya kendi haline birakarak sogut, 5000xg de 20 dak santrifj

et. Supernatantlar ayir.

TBA rx 1.00

lyice karistirilir ve 532 nm. de her bir tiipiin absorbansi kendi koriine veya

distile suya karsi okunur.

35




Reaktifler
1. Tampon ¢ozelti: (100 mM, pH: 6) Na;HPO4/KH,PO, (2.13 gr./11.56
gr)
2. % 20’lik TCA gozeltisi (0.6N HCI igerisinde hazirlanir)
4. % 2’lik TBA ¢o6zeltisi: 200 mg TBA az miktarda d. suda ¢oOztlerek 10

ml'lik gozeltisi hazirlanir.

MDA standarti: 1,1,3,3-Tetraetoksi propan veya MDA standartindan farkli

konsantrasyonlarda kullanilarak A= f(konsantrasyon) grafigi cizildi.

MDA Standart Grafigi
y = 0,065x
0,8
0,7
0 06 —
8 0,5 —
5 04 /
803 -
< 0,2 -
0,1 >
O 1 1 1 1 1
0 20 40 60 80 100 120
[MDA] uM

HESAP (OD): Standart grafigin egiminden faydalanilarak yapilir.
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3.6. istatistik

Elde edilen verilerin istatistiksel analizi ve grafiklerin cizimi
istatistik paket programi SPSS (Statistical Package for the Social Sciences
Program, for Windows 16.0) ile Microsoft Excel (for windows XP)
kullanilarak yapilms ve ortalama * standart sapma ( X £ SD ) olarak

sunulmustur.

Degerlendirmede c¢oklu gruplar arasi karsilastirma icin One-
Way ANOVA analizi kullaniimigtir. Normal dagilim gostermeyen gruplarin
kargilagtiriimasi igin Nonparametrik Mann-Whitney U testi, parametreler
arasindaki korelasyon iligkisini aciklamak igin ise Pearson korelasyon testi

kullanilmistir. p<0.05 degeri iistatistiksel olarak anlamli kabul edilmistir.
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5. BULGULAR

IVF hastalarinin bazi karakteristikleri ve hormon degerlerine
ait veriler Tablo5 de gorulmektedir. Gruplarin yas ortalamalari agisindan
degerlendirildiginde; normal-zayif ve zayif-ylksek gruplari arasinda
anlamh bir fark bulunmakta olup her iki karsilastirma icin p degeri p<0.001
dir.

Siklus oOncesi 3. gun FSH degerleri incelendiginde, zayif
gruba ait FSH duzeyleri her iki gruba goére anlamli derecede yuksek olarak
bulunmus olup, sirasi ile Pzn< 0.037 ve Pzy<0.007 dir.

Ovulasyon induksiyonda kullanilan toplam gonadotropin
dozu’na bakildiginda zayif grup her iki gruba gore istatistiksel olarak
anlamli derecede yuksek olarak bulunmustur (Pzy < 0.009, Pz.y<0.001).
Endometrium kalinli§i incelendiginde, zayif gruba gére hem normal hem
de yuksek grupta anlamli derecede kalinlagsma tesbit edilmistir
(Pz~n< 0.002, Pz.y<0.009).

Toplam Oosit Sayisi olarak normal gruba gore zayif grupta
anlamli bir dusus s0z konusu iken yuksek grupta anlamli derecede
yukselme s6z konusudur (Pz.n< 0.001, Pz.y<0.001ve Py.n<0.001).

2 PN Sayisi, normal gore zayif grupta anlamli derecede
dusuk bulunmasina karsilik, yuksek grupta anlamli derecede artmis olarak
bulunmustur (Pz.y<0.001, Py.n<0.001).

ICSI Yapilan Oosit Sayisi, normal gruba gore zayif grupta
dusuk iken, yuksek grupta anlamli derecede artmigtir (Pz.n< 0.001,
Pzy<0.001, Py.n<0.001).

Embriyo Transfer Sayisi ise normal gruba gére zayif grupta
anlamh derecede dugsuk bulunurken, yuksek grupta anlamli bir degisiklik
gorulmemektedir (Pzy<0.003).

EmbriyoTransfer Grade-1 incelendiginde normal gruba
gére zayif grupta anlamli bir degisiklik gézlenemezken ylksek grupta

anlaml derecede artis tesbit edilmistir (Pz.y<0.003).
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Tablo 5: IVF hastalarina ait gruplarin demografik verileri

_ Normal
Veriler Zayif +SD |Yuksek +SD P Degeri
+SD
P2n<0.001,
Kadin Yagi (yil) |[29.3£5.2| 35.1+3.9 | 26.9+4.3
P2y <0.001
Siklus oncesi
3.glin FSH
. 6.3+1.6 | 8743 57+15 Pzn< 0.037,
dizeyi
Pz.y<0.007
(mIU/ml)
Siklls oncesi
148.7 £ 28.4194.5 +101.1| 36.1 + 16.3 P,.y<0.019
3.gUn E2 dlUzeyi
(pg/ml)
Hcg guninde
P-,.n< 0.002,
endometrium |[13.2+1.9| 105+1.8 | 12.7+£25
P2.y<0.009
kalinhigi (mm)
. Pzn< 0.001,
Toplam Oosit
129+1.7| 3.4+£1.29 | 24.3+6.1 Pzy<0.001,
Sayisi
Py.n<0.001
P-.y<0.001,
2PN Sayis1 |6.1+299| 22+09 | 12.7+6.4
Py.n<0.001
P-,.n< 0.001,
ICSI Yapilan
95+23 | 3.2+ 08 | 16.9+5.8 P2y<0.001,
Oosit Sayisi
Py.n<0.001
Embriyo
3.1+08 | 22+09 3.2+0.8 P,.y<0.003
Transfer Sayisi
EmbriyoTransfer
1.7+12 | 14+£11 28+1.1 Pzy<0.003
Grade-1
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IVF folikul sivilarinda yapilan Enzim aktiviteleri ve lipid
peroksidasyonu gdostergesi olarak OD seviyelerine ait analiz sonuglari
Tablo 2 ve grafiklerde (Grafik 1-6) da gorulmektedir.

Tablo ve grafiklerden de gorulecegi gibi, ADA aktivitesi
normal grupla karsilastirildiginda hem zayif hem de yuksek grupta azalma
gérilmesine ragmen istatistiksel olarak anlamli disus sadece yuksek
grupta gorulmektedir p< 0.05.

5-NT enzim aktivitesi ile ilgili sonuclara bakildiginda normal
gruba gore kiyaslama yapildiginda zayif ve yuksek gruplarda bariz bir artis
olmasina karsilik istatistiksel olarak anlamli bir degisiklik bulunamamigtir.
GUA aktivitesi de 5-NT ye benzer olarak normal gruba gore zayif ve
yuksek grupta kismi artis olmasina karsilik, istatistiksel anlamda bir fark
goralmemektedir.

OD seviyelerinde normal grup ile zayif ve yuksek gruplar
arasinda anlaml bir degisiklik olmamasina karsilik, yuksek grupta zayif

grup’a gore anlamli derecede yukselme tesbit edilmistir (p<0.05).

Tablo 6. in vitro Fertilizasyon (IVF) Hastalarinin Folikiil Sivilarinda
Adenozin Deaminaz, 5’Nukleotidaz ve Guanaz Enzim Aktiviteleri ile

Oksidasyona Duyarlik Seviyeleri (XtSS)

Grup ADA(IU/L) [5NT(UL) |[GUA (lULL) |OD
(nmol/mL)

Normal (1) 4.93+2.16 4.04+2.07 3.40+£2.51 0.44+0.21

Zayif (Il) 3.95+1.82 5.13+2.19 4.37+2.39 0.40+0.23

Yuksek (1) | 1.66+1.29 5.58+2.42 4.27+2.31 0.64+0.28

istatistiksel Degerlendirme8Mann Whitney-U test)

I-11 p>0.05 p>0.05 p>0.05 p>0.05

I-111 P<0.025 p>0.05 p>0.05 p>0.05

-1 P<0.001 p>0.05 p>0.05 P<0.05
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Birim

ve Oksidasyona Duyarlik Seviyeleri

O P N W b 01O

Normal Zayif Yuksek
Gruplar

IVF'lu Hastalarin Folikil Sivilarina Ait Enzim Aktiviteleri

EADA(IU/L)
E5'NT(IU/L)
OGUA(IUIL)
OOD(umol/L)

Grafik 1. Folikul sivilarina ait ADA, 5’NT ve GUA Enzim Aktiviteleri ve

Oksidasyona Duyarlik Seviyeleri

SO P N W A~ O

IVF'li Hastalarin Folikll Sivilarina Ait ADA Aktivitesi

BADA(IU/L)

Normal Zayf Yuksek
Gruplar

Grafik 2: Folikiil sivisi ADA (IU/L) aktivitesi
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IVF'lu Hastalarin Folikdl Sivilarina Ait 5'NT Aktiviteleri

OFRL NWRKIOO

Normal Zay|f Yiksek
Gruplar

Grafik 3: Folikil sivisi 5’NT (IU/L) aktivitesi

IVF'lu Hastalarin Folikil Sivilarina Ait GUA Aktivitesi

BGUA(IUL)

O P N W b~ O

Normal Zayf Yiksek
Gruplar

Grafik 4: Gruplara ait folikiil sivisi GUA Aktivitesi
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IVF'lu Hastalarin Folikil Sivilarina Ait OD Seviyeleri

oOD(umol/L)

0,7
0,6
0,5
0,4
0,3
0,2
0,1

0

Normal Zayif Yuksek
Gruplar

Grafik 5: Gruplara ait folikul sivisi OD Seviyelerierleri
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5. TARTISMA

Biyolojik sistemlerde metabolizma ve cevresel faktorler
sonucunda molekdller oksijenden superoksit, hidroksil radikali ve hidrojen
peroksit gibi, diger bilesiklerden de N ve S kaynakli bazi reaktif turler
meydana gelmektedir. Meydana gelen bu reaktif turlerin (radikal yapilar),
konsantrasyonundaki artis vucutta dnemli fonksiyonlara sahip molekullere,
hicre zari, DNA ve makromolekullerden proteinler ve 06zellikle coklu
doymamis yag asitlerini etkileyerek, hucresel butunlugun bozulmasina ve
dolayisi ile de degisik hastaliklarin ortaya ¢ikmasina sebep olmaktadirlar.
Olusabilecek muhtemel hasarlar enzimatik ve enzimatik olmayan
savunma sistemleri tarafindan etkisiz hale getiriimektedir.

Ksantin oksidaz inhibisyonu embriyolarda ROT azalmasina
neden olmaktadir %, 6te yandan hipoksantin fare embriyolarinda 2-hiicreli
bloga neden olur ve purinler in vitro olarak fare embriyosu gelismesini

% Fare blastositlerinde ksantin oksidaz aktivitesi

inhibe etmektedir
gdzlenmemis olmasina karsin,®®> cAMPI diizeylerini uyarici oldugu bilinen
bilesiklerin eklenmesinin hipoksantinin aracilik ettigi 2-htcreli blogun
ustesinden gelebilmesi bu vyapay gelisim bloklanmasinda purin
kurtarilmasinin rol aldigini disundurmektedir. 2-hdcreli blok zamaninda
embriyolarda ROT dretiminde artis olmasi ksantin oksidazin purin
nukleotidleri ile yikimindan koken alabilir. Sonug olarak, O, ve bdylece
H,O, fare 2 hdcreli embriyolarinda ksantin/ksantin oksidaz sistemi ile
uretilebilir.

Zigot genomik aktivasyonundan (ZGA) o©Once pUrin
katabolizmasi hizlanabilir: Adenozin deaminaz aktivitesi bu zamanda
maksimumdur. Bu dénem embriyonik genom tarafindan transkripsiyon
aktivasyonu ve onceden var olan maternal mRNA’nin bldyluk kisminin
inaktivasyonu veya yikimiyla belirginlesir. Bu zamanda, hipoksantin
fosforibozil transferaz (HGPRT) aktivitesi purin kurtariimasinda ve ROT

olusumunun sinirlandiriimasinda rol oynayabilir. HGPRT aktivitesinin
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inhibisyonu ksantin oksidaz yoluyla hipoksantinin ksantine dontigmesini ve
superoksit anyonlarinin Uretilmesini indukler. Glukoz farelerde HGPRT
aktivitesini inhibe eder (Sekil 10) ve bu inhibisyon farelerde gelisimin
durmasina neden olur. Sigir embriyolarinda ROT olusumuna kismen
ortamdaki yiiksek glukoz konsantrasyonu neden olurken ¢, pirinler in vitro

fare embriyo gelismesini inhibe eder %*.

Glucose —m—b Glucose G6-phospate

Pentose

phosphate
pathway .

Purines

-

Hypoxanthine

Kanthine

Sekil 10: Glukoz, plirin metabolizmasi ve reaktif oksijen turleri uretimi

arasindaki etkilesimler.
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Sekile gore sonug su sekilde aciklanabilir;

1. Glukoz hipoksantin fosforibozil transferaz (HPRT) aktivitesini embriyoda
inhibe etmektedir ve daha sonra hipoksantin Uretiminde bir artisa neden
olmaktadir.

2. Pdrin yikilmasi ve

3. Purin kurtarma ¥’.

Hidroksil radikalleri bazlarla ve deoksiribozlarla kolayca
reaksiyona girer ve DNA dizisinin kirilmasina yol agarlar **°. Hidrojen
peroksit ise membranlardan kolayca gecgebileceginden hucre
cekirdegindeki DNA'y etkileyerek hucre disfonksiyonuna, hatta 6limune
yol acar.

ROT ve RNT ile DNA hasarlari oksidasyon, metilasyon,

depiirinasyon ve deaminasyon gibi gok gesitli yollarla olabilmektedir %",

Singlet oksijen ise guanine baglanarak DNA hasari olusturabilir °2.
Oksidanlar DNA'’yr direk etkileme vyaninda, gen ekspresyonunu
dizenleyen transkripsiyon faktorlerinde veya enzimlerde meydana gelen
degisiklikler araciigi ile de DNA hasarina yol agabilirler %°°. Oksidatif
DNA hasarlari da denilen bu tip hasarlar mutagenezise, kansere ve

yaslanmaya yol agmaktadir *%.

Folikil  fonksiyonuyla ilgili olarak, follikil sivisinda
biyokimyasinda degisiklikler meydana gelmekte ve bu durumun hem
hicresel hem de kromozomal dizeyde insan oositlerinin gelisim
potansiyelini etkiledigi bilinmektedir. Folikul sivisi, granuloza ve teka
hicreleri tarafindan salinan pek c¢ok buyume faktorleri ve sitokinleri
icermektedir.
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Overyan yaglanmanin, folikuler sivida artmis oksidatif stresle
iligkili oldugu 6ne surualmustar. IVF yapilan yash kadinlar geng kadinlarla
karsilastirinca, yaslanan ratlarla yapilan bir ¢alismada, prostaglandin F2
alfa (PGF 2a) mdeaf indlklenen luteolizisin  azalmis murin
yumurtalarda miyotik igciklerin bozukluklarina yol agtigi ve bu nedenle
dejenerasyon veya apoptozis ortaya c¢ikabilecedi belirtimektedir.
Yaslanmis gametlerden ¢odu andploidik olmak uUzere kotu kalitede

embriyolar meydana geliyor.

Metal selasyonu lipid peroksidasyonunu ve DNA
parcalanmasini kontrol etmenin temel bir aracidir ve transferrin gibi metal
baglayici proteinler potansiyel radikal olusturucu reaksiyonlarin
kontrolinde merkezi dneme sahiptir. Albuminden sonra, tubal sivida en

bol bulunan protein transferrindir.

Fizyolojik sartlar altinda LH ve HCG, bu faktorlerin
salinimini stimile eder. Bunun sonucunda da oosit maturasyonunu

dolayisiyla fertilizasyon orani etkilenir.

Bu calismada purinlerin  yikim yolunda gorev alan
enzimlerden 5’nikleotidaz, Adenozin deaminaz, Guanaz enzimleri ile lipid
peroksidasyonuna karsi direnci degerlendirmek amaci ile Oksidasyona
duyarlik seviyelerini insan folikuller sivisindaki (FS) degisimleri normal,

zayIf ve yuksek cevap gruplarinda arastiriimistir.

Oksidatif stresin yardimci Ureme teknikleri sonuclarina
etkisini tartisan bir bagka ¢alismada FF’'da lipid peroksidaz (LPO) ve TAC
konsantrasyonlari incelenmigtir. Buna go6re ayni yas grubundaki
hastalardan normal, zayif ve ylksek gruplarina ait folikul sivilarina ait TAC

ve LPO ile gebelik oranlari arasinda sirasi ile istatiksel olarak anlamli
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derecede pozitif ve negatif bir korelasyonun oldugu belirtiimektedir. Bizim
calismamizda yine zayif over kapasiteli hastalarda, normal ve yiksek over
kapasiteli hastalarla karsilastirildiginda normal grup ile zayif ve ylksek
arasinda anlamh bir fark bulunamazken, zayif gruba gore yuksek grupta
istatistiksel olarak anlamli derecede bir yiikselme sézkonusudur (p<0.05).
Bu durum yuksek gruptaki yumurtalarin endojen ve eksojen radikalik ya da
diger oksidasyon ajanlarina kargi iyi bir koruma sagladigini

gostermektedir.fark gézlenememigtir.

Konumuzla ilgili diger caligmalara baktigimizda, purin yikim
yolu ile ilgili olarak adenozin metabolizmasinda gorev yapan enzimlerin in
vitro inhibisyonlari ile, fertilizasyonun doza bagimh olarak aktive oldugu
goruldigu belirtilmistir *°°. Bir diger calismada ise; Adenozinin folikiiler
sividaki seviyesi oocyte (oosit) yagsami ve fonksiyonu agisindan dnemli
oldugu vurgulanmistir *°*. Yine bir calismada Folikiiler sividaki oksidan
stres; ovaryan hormonlarin etkileri ve gonadotropin stimulizasyonu
acisindan dnemli bir risk faktori oldugu sdylenmistir 1°2. Oksidatif stresin,
saghkh embriyo gelisimi agisindan onemli bir risk faktord oldugunu
sdyleyen calismalar da vardir % Baska bir calismada; Sigir
embriyolarinin ~ oksidan  faktérlere  maruz  birakilmasinin  oosit
fertilizasyonunu ciddi sekilde engelledigi belirtiimistir ve bu durum oksidan
stresin bu agidan gok 6nemli bir risk faktér oldugunu gdstermektedir **,
Diger bir calisma; Piruvat gibi bir oksidan madde ile muamele hucrenin
redoks dengesini bozarak, saglikli embriyo gelisimini engellemektedir
denmektedir *°°.

Calismada elde ettigimiz sonuglar; gruplarimiz arasinda
oksidasyon hassasiyetleri agisindan normal ve zayif grup ile normal ve
zayIf arasinda bir fark olmadigini, ancak zayif ile ylksek grup arasinda
anlamh bir diren¢ farkinin oldugunu ortaya koymaktadir. ADA aktivitesi
calisma gruplarimizda normal gruba nazaran daha dusuk bulunmustur.

Buna karsilik diger enzimler agisindan anlamli bir farklihk gézlenmemigtir.
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Dusuk ADA aktivitesinin, dusuk nukleotid seviyelerinin bir neticesi

olabilecegi kanaatindeyiz.

Literatirde bazi arastirmacilarin elde ettigi sonuclar ise,
oksidan stresin saglikli embriyo geligsimi agisindan onemli bir risk faktoru
olabilecegini gostermektedir. Eger durum bdyleyse, antioksidanlarin
dogrudan kullanimi veya oksidan stres olusturan faktorlerin ve kimyasal
reaksiyonlarin inhibisyonu fertilizasyon acisindan &6nemli olabilecegi
soylenebilir.  Ayrica; saglikli fertilizasyon igcin hicre i¢i nikleotid
seviyelerinin de belirli bir dizeyin Uzerinde olmasinin 6nemli olabilecedi,
bu bakimdan da nukleotid yikimini azaltacak veya kurtarici (Salwage) yol
ile hlcre ici seviyesini arttiracak faktorlerin bu bakimdan faydali sonuglar
verebilecedi gorulmektedir. Calisma grubumuzda buldugumuz diastk ADA
duzeyi bu bakimdan bir risk durumunu (disuk adenin ve adenozin
seviyelerini) ifade edebilir. Bu celigkili sonuglar 1s1ginda, konunun
aydinliga kavusturulmasi igin ileri c¢aligmalarin yapilmasinin daha

acliklayici bilgiler saglayacagi kanaatindeyiz.
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6.0ZET

Bu calismada invitro fertilizasyon hastalarindan zayif, normal
ve yuksek responder gruplarina ait toplam 45 hastanin folikdl sivilarinda
purin-pirimidin  metabolizmasinda gorev alan enzimlerden ADA, 5'NT,
GUA aktiviteleri ile oksidan antioksidan stati hakkinda fikir sahibi
olabilmek acisindan oksidasyon duyarlihgi (OD) arastirildi. ADA
aktivitesinde normal grupla zayif ve yuksek grubu karsilastirildiginda, hem
zayIf hem yuksek grupta azalma oldugu fakat anlamli azalmanin sadece
yuksek grupta oldugu tespit edildi. 5’ NUkleotidaz ve guanaz aktivitelerine
bakildiginda, normal gruba gore zayif ve ylksek gruplarda bir artis oldugu
fakat bunun anlamli bir degisiklik olmadigi belirlendi. Oksidasyona duyarlik
aktivitesindeyse normal grupla zayif ve yuksek grup arasinda c¢ok fark
olmamasina kargin, yuksek grupta zayif gruba gore anlamh derecede
yukselme tesbit edilmistir. Bu durum yuksek gruptaki yumurtalarin endojen
ve eksojen radikalik ya da diger oksidasyon ajanlara kars! iyi bir koruma
sagladigini  gostermektedir. IVF'li  hastalarin  oksidant-antioksidan
statulerini daha iyi agiklayabilmek igin daha fazla sayida 6rnek ve hem
enzimatik hem de enzimatik olmayan parametrelerin birlikte incelenmesi

ile aydinlatilabilecedi dislincesindeyiz.

Anahtar kelimeler: Adenozin deaminaz, Guanaz, 5’Nukleotidaz,

Oksidasyona direng, folikul sivisi
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7. SUMMARY

In this study, activities of ADA, 5 NT and GUA enzymes
which participate in the nucleutide metabolism, and oxidation sensitivity
test were studied in follicular fluids from 54 in vitro fertilization patients who
respond weak, normal and high efficiency with the aim of gaining
information about oxidant/antioxidant status of the fluids. As to the ADA
activity, it has been observed that activity is lower in both study groups
relative to the controls, but the difference is meaningful only in high
respond group from statistical point of view. In the 5NT and GUA
activities, no meaningful differences were observed even there were slight
but unmeaningful decreases in both enzyme activities in the study groups.
Concerning the oxidation sensitivity values, ther were no differences
between control and study groups. However, the value was higher in high
respond group relative to low one. This scheme shows that there is strong
protective mechanisms in high respond group against oxidant stress
factors. However, it has been concluded that other oxidant/antixidant
parameters including enzymatic and non enzymatic ones should also be
studied by using more samples to obtain more correct information about

the case.

Key Words:Adenosine deaminase, Guanase, 5’Nucleotidase, Resistance
of oxidation, follicullar fluids
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