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OVULASYON. INDUKSIYONU YAPILAN HASTALARDA
FOLLIKULER GELISIM DONEMINDE SERUM
MALONDIALDEHID VE NIiTRIK OKSIT SEVIYELERI

Mekin SEZIK1, Okan OZKAYAL, Ummiihan D. TOROSZ,
Mukaddes COLAKOGULLARI3, Hakan KAYA%*

OZET:

Amag: Infertilite nedeniyle, intrauterin inseminasyon
siklusunda oviilasyon indiiksiyonu alan hastalarda lipit pe-
roksidasyon durumu ve nitrik oksit diizey degisikliklerinin
prospektif olarak arasgtirilmast.

Calismamin Yapildigh Yer: Siileyman Demirel Universi-
tesi Tip Fakiiltesi Kadin Hastaliklart ve Dogum Klinigi.

Materyal ve Metod: Oviilasyon indiiksiyonu yapilan 8
kadindan alinan 48 kan drnegi calismaya dahil edildi. Tiim
kadinlara step-up protokolii ile kontrollii oviilasyon indiik-
siyonu uygulandi. Siklusun 1, 5, 7, 9, 11 ve 13. giinlerinde
hastalardan alinan kan orneklerinden ostradiol, malondial-
dehid ve nitrik oksit calisildi. Ostradiol, malondialdehid ve
nitrik oksit diizeylerinin ilk giinden itibaren olan degisiklik-
leri Friedman nonparametrik testi ile arastirildi. P<0.05
anlaml olarak kabul edildi.

Bulgular: Calismaya dahil edilen hastalarin yas, viicut
kitle indeksi ve infertilite siireleri arasinda fark yoktu. Sik-
lus baslangicindan itibaren dstradiol diizeyi anlamli olarak
(p<0.0001) artarken malondialdehid diizeyinde anlamli de-
gisiklik yoktu (p=0.8). Ortalama nitrik oksit diizeyinde ise
anlamli olmayan (p=0.2) azalma egilimi saptandi.

Sonug: Oviilasyon indiiksiyonu sirasinda lipit peroksi-
dasyonunun ve serbest radikal hasar varligimin arasgtirilma-
s1, ostrojenin bu durumlardaki roliiniin belirlenmesi igin ge-
nis serili, oksidan ve antioksidan sistemin beraber deger-
lendirildigi ¢calismalara gereksinim vardwr. (Tiirk Fertil.
Der. 2005; 13:116-120).

Anahtar Kelimeler: Oviilasyon Indiiksiyonu, Ostradiol,
Malondialdehid, Nitrik Oksit

SERUM MALONDIALDEHYDE AND NITRIC
OXIDE VALUES DURING OVULATION
INDUCTION FOR FOLLICULAR
MATURATION

SUMMARY:

Objective: To prospectively evaluate changes in lipid
peroxidation status and nitric oxide values during ovulation
induction following intrauterine insemination for infertility
treatment.

Institution: Siileyman Demirel University, School of
Medicine, Department of Obstetrics and Gynecology

Material and Methods: Forty-eight blood samples
from 8 women undergoing ovulation induction treatment
were included. All women received step-up controlled ovu-
lation induction. Estradiol, malondialdehyde, and nitric
oxide levels were determined on cycle days 1,5,7,9,11, and
13. Friedman nonparametric tests were used to evaluate the
change in values over time. P<0.05 was considered signifi-
cant.

Results: Age, body mass index, and infertility duration
of the patients were comparable with no significant diffe-
rences. Mean estradiol values increased significantly
(p<0.0001) throughout the menstrual cycle, whereas mean
malondialdehyde concentrations did not significantly
(p=0.8) change over time. Although not significant (p=0.2),
mean nitric oxide values had a tendency to decrease throug-
hout the cycle.

Conclusion: Comprehensive investigations evaluating
oxidant-antioxidant systems with lipid peroxidation and free
radical damage during ovulation induction should be enco-
uraged. (Turkish J. Fertil., 2005; 13:116-120).

Keywords: ovulation induction, estradiol, malondial-

dehyde, nitric oxide.
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GIRIS:

Giinlimiizde infertilite tedavisinde oviilasyon in-
diiksiyonu en sik kullanilan tedavi yaklagimidir. Yas
artigt ile 6zellikle menopoz doneminde kadinlarin ko-
roner arter hastaliklarina yakalanma riski ve buna
bagli maternal morbidite ve mortalite yiikselmektedir
(1,2). Serbest radikaller bir¢ok fizyolojik veya pato-
lojik durumda {iretilen, bir veya daha fazla eslesme-
mig elektronu bulunan herhangi bir atom veya mole-
kiilerdir (3). Serbest radikaller bircok enzimatik ve
nonenzimatik reaksiyon ile olusabilirken lipit, kar-
bonhidrat, protein gibi bircok makromolekiil iizerine
etki gostermektedirler (4). Serbest radikal olusumu
ansatiire yag asitlerinin peroksidasyonuna ve sonucta
aldehidik iiriin olan malondialdehid (MDA) olusu-
muna neden olmaktadir (5). Yani MDA lipit peroksi-
dasyonunu gosteren bir belirtectir. Oksidan ve anti-
oksidan dengenin oksidan lehine donmesi oksidatif
stres olarak tanimlanmakta ve bu da lipit peroksidas-
yonu sirasinda serbest radikal olusumunu artirmakta-
dir (3).

Nitrik oksit bir¢ok sistemde, 6zellikle vaskiiler ge-
cirgenlik, toniis ve pihtilagma ilizerine onemli rol oy-
namaktadir. Ayrica; nitrik oksit (NO) hidroksi radikal,
sliperoksit anyon ve hidrojen peroksit gibi oksidatif
stres sonrasinda salinabilen bir serbest radikal olarak
da degerlendirilmektedir. Bu molekiillerin artis1 veya
antioksidan sistemin yetersizligi durumunda lipit pe-
roksidasyonunda artig, hiicre iglev bozuklugu ve hiic-
re Olimi olugsmaktadir (6). Viicutta oksidan sistemi
dengelemek icin glutatyon peroksidaz, katalaz ve sii-
peroksit dismutaz gibi antioksidan enzimler de gorev
almaktadir (6). NO, apopitozis igin 6nemli bir diizen-
leyici olmakla beraber kadin tireme fonksiyonlari i¢in
de onemli bir modiilatordiir. Follikiilogenezi, oosit
matiirasyonunu, fertilizasyonu ve implantasyonu NO
etkileyebilmektedir (7).

Diisiik dansiteli lipoproteinler (LDL) serbest oksi-
jen radikalleri tarafindan arterial intima bolgesinde
oksitlenir. Bir¢ok in vitro ¢aligsmada Ostrojenin antiok-
sidan gorev yapip LDL oksidasyonunu engelledigi
saptanmustir (2,8). Bu caligmada oviilasyon indiiksi-
yonu yapilan infertil hastalarda kisa stire icerisinde ar-
tan Ostrojene bagl olarak lipit peroksidasyonu goster-
gesi olan MDA diizeyinde ve bir serbest radikal olan

NO diizeyinde anlamli bir degisiklik olup olmadig1
aragtirildi.

MATERYAL VE METOD

Calismamiza infertilite nedeniyle klinigimize bas-
vuran, oviilasyon indiiksiyonu alan toplam 8 kadindan
alinan 48 kan 6rnegi dahil edildi. Tiim kadinlara step-
up protokolii ile kontrollii oviilasyon indiiksiyonu uy-
guland1 (goserelin asetat 3.6 mg 1x1 sc ve rekombi-
nant FSH ampiil). Siklusun 1, 5,7, 9, 11 ve 13. giinle-
rinde hastalardan antekiibital venden Ostradiol, MDA
ve NO calisilmasi i¢in kan alindi. Caligmadaki hasta-
larin hepsi 40 yag altinda bilinen bir sistemik hastalig1
olmayan, herhangi bir ila¢ veya E vitamini dahil vita-
min preparati kullanmayan, obez (BMI > 25 kg/mz)
olmayan, sigara ve alkol kullanmayan kadinlardi.

Serum MDA incelemesi Kamal ve arkadaglarinin
(9) protokolii ile yapilmistir. Ozet olarak, 10 dakika
1500 devirde santrifiijii takiben elde edilen 0.25 ml se-
rum, %20’lik 2.5 ml trikolorasetikasit ve %67’lik 1 ml
tiobarbiitirik asit ile karigtirilmigtir ve bu karisim 30
dakika cok sicak suda inkiibe edilmistir. Kaynamadan
sonra karisima 4 ml butanol eklenmesini takiben so-
gutulmustur. Bu da 3000 devirde 20 dakika santrifiij
edilmigtir. Elde edilen {iiriintin spektrofotometrik ola-
rak absorbanst 535 nanometrede (Shimadzu UV-
1202, Japan) ol¢iilmiigtiir. Sonuclar nmol/ml olarak
verilmistir. 1,1,3,3-tetractoksipropane MDA standart-
larmin hazirlanmasinda kullanilmigtir.

Serum nitrat incelemesi Schmidt ve arkadaglar
(10) ile Moshage ve arkadaglari (11) tarafindan tanim-
lanmakla birlikte nitrat, nitrat rediiktaz tarafindan en-
zimatik konversiyon sonrast nitrit olarak ol¢iilmiistiir.
Kisaca 100 BL serum 4 kat distile su ile seyreltilmis-
tir. Aspergillus spp. dan NADPH, FAD, nitrat rediik-
taz son tirtine 50 mmol/l, 5 mmol/l, 200 U/l sirasiyla
eklenmistir. Ornekler sirast ile 1 saat 37 °C’de inkiibe
edilmig ve tavsan kasindan elde edilen tavsan laktat
dehidrogenazdan 7460 U/L ve 10 mmol/l Na piriivat
karistirilmistir. Ornekler ayrica oksitlenmis NADPH
da 37 0C’de 20 dakika inkiibe edilmis ve 15 gr/l son
konsantrasyona ulagsmak i¢in ile 1/20’lik ¢inko siilfat
soliisyonu eklenerek deproteinize edilmigtir. Oda si-
cakliginda 10,000 devirde 5 dakika santrifiij sonrasi
elde edilen 100 BL {irtin “mikrotiter plate well” i¢ine
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yerlestirilmistir. Gries soliisyonundan iizerine 100 BL
eklenmistir (1 gr/L siilfanilamid, 25 gr/L fosforik asit
ve 0.1 g/L N-1-naphthylethylenediamine). Oda sicak-
liginda 10 dakika renk gelisiminden sonra “mikropla-
te” okuyucu (FlashScan S12, Analytikjena, Almanya)
kullanilarak absorbans 540 nm dalga boyunda 6l¢iil-
dii. Distile suda hazirlanan potasyum nitrath c¢ozelti
ile olusturulan kalibrasyon egrisi iizerinden hesapla-
ma yapildi.

Istatistiksel analizde, Windows SPSS 8.0 progra-
mu kullanildi. Hastalardan elde edilen 1, 5,7, 9, 11 ve
13. giinlerdeki kan 6rneklerinden elde edilen ostradiol
(E), MDA ve NO degerleri ortalama [ standart sap-
ma (Ort i SD) olarak belirlendi. Ostradiol, MDA ve
NO diizeylerinin ilk giinden itibaren olan degisiklikle-
ri Friedman nonparametrik testi ile kargilastirildi.
P<0.05 anlamli kabul edildi.

BULGULAR

Calismaya katilan hastalarin demografik 6zellikle-
ri tablo I’de gosterilmistir. Hastalarin yas, viicut kitle
indeksi ve infertilite siireleri arasinda fark yoktu.

Tablo 1. Hastalarin demografik ozellikleri

MDA ve NO Degisimleri

100 -

80 -

60 -

40

20

|—4-MDA e NO |

Yas (yil) 30.114.9
Viicut kitle indeksi (kg/mz) 262134
Infertilite siiresi 901144

Siklusun 1, 5, 7, 9, 11 ve 13. giinlerinde alinan
kanlardan ¢aligilan E5, MDA ve NO degerleri tablo
II’de gosterilmistir.

Siklus baglangicindan itibaren ortalama E, deger-
leri artarak ilk giin ile karsilagtirildiginda diger giin-
lerde anlaml olarak daha yiiksekti. Bununla beraber
MDA diizeylerinde anlaml1 degisiklik yok iken ortala-

ma NO diizeyleri siklusun ilk giinlerindeki artigtan
sonra, ilerleyen giinlerde diisiis egilimi gosteriyordu;
fakat bu istatistiksel olarak anlamli degildi. Siklus
baglangicindan itibaren MDA ve NO diizeylerindeki
degisim Sekil 1’de gosterilmistir.

TARTISMA

Ateroskleroz yas ile beraber artmakta olup, 6zel-
likle hipoostrojenik hastalarda LDL ve yiiksek dansi-
teli lipoprotein (HDL) diizeyini ilgilendiren degisik-
likler aterosklerotik lezyon olusumunda onemli rol
oynamaktadir (2). LDL serbest radikaller tarafindan
oksidize edilir ve bu LDL ¢ok hizl1 bir sekilde makro-
fajlara alinir. Biriken makrofajlar ateroskleroz olusu-
mu icin 6nemli rol oynamaktadirlar (2). Sonugta LDL
oksidasyonu ateroskleroz gelisiminde en 6nemli fak-
torlerden biridir (1). Lipit peroksidasyonu olugmasin-
da oksijen serbest radikallerinin artis1 6nemli rol oy-
namakta ve sonucta MDA olusmaktadir (5). Literatiir-
de yapilan bircok ¢alismada 6strojenin antioksidan ol-
dugu ve LDL’nin oksidasyonunu engelleyerek antiok-
sidan rol oynayarak ateroskleroza karsi koruyucu ol-
dugu belirtilmektedir (2). Biz ¢aligmamizda oviilas-
yon indiiksiyonu sirasinda kisa donem igerisinde Eo
artig1 ile lipit peroksidasyonu gostergesi olan MDA
ve NO seviyelerinde bir degisiklik olup olmadigini

Tablo I1. Siklusun belirli giinlerindeki E5, MDA ve NO degerleri

1 5 7 9 11 13 P
E; (pg/ml) 64 + 22 615 +283 950 + 563 1451+989 19721087  2234+910 <0.0001
MDA
(nmol/mL) 9.1+21 92+1.7 8.08+3.2 84 +1.03 8.1+x14 9.6 +2.5 0.8
NO
(Bmol/L) 57.8£22.1 76.3+23.1 56.08+ 159 509+219 50.1+202 395+£273 0.2
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aragtirdik. Caligmamizda hastalarda anlamli 6strojen
artisl olmasina ragmen, MDA seviyesinde anlaml1 de-
gisiklik saptanmadi. Bununla beraber anlamli olmasa
da NO seviyelerinde siklusun ilerleyen giinlerinde
azalma egilim saptadik.

Toplam 386 oviilasyon indiiksiyonu siklusunda ta-
rafimizdan yapilan diger bir ¢aligmada farkli dstrojen
seviyelerindeki lipit peroksidasyon durumu arastirildi.
Ozellikle E5 seviyesi <50 pg/ml ve >300 pg/ml iize-
rinde lipit peroksidasyonunda artis olabilecegi bulun-
du. Literatiire uygun olarak diigiik E, seviyelerinde li-
pit peroksidasyon artig1 beklenirken, yiiksek E sevi-
yelerindeki artig ilging¢ bir sonuctur (12). Mevcut ¢a-
lismamizda ise kisa donemde Ostrojen artisi oldugu
durumda belirgin bir lipit peroksidasyonu degisikligi
saptamadik. Bunun nedeni vaka sayimizin azlig1 ola-
bilir.

Literatiirde Ey’nin antioksidan etkisi ile LDL ok-
sidasyonunu engelledigini ve kan lipit profili iizerine
olumlu etkilerinin oldugunu belirten ¢ok sayida calis-
ma vardir. Postmenopozal toplam 23 hastanin deger-
lendirildigi bir yayinda, Ostrojen tedavisi ile plazma
kolesteroliinde ve LDL partikiillerinde azalma, HDL
partikiillerinde artis oldugu bulunmustur (2).

NO serbest radikal olarak da degerlendirilir. NO,
lipit peroksidasyonu ve kadin reprodiiktif iglevlerinde
onemli rol oynamaktadir. Yapilan ¢aligmalarda folli-
kiilogenezde, oosit matiirasyonunda, fertilizasyonda
ve implantasyonda 6nemli oldugu belirtilmektedir
(7). NO’ in kadin reprodiiktif sistemine etkilerini
arastiran bir ¢aligmada, artmis follikiiler NO diizeyi
ile embriyo fregmentasyonunda artig oldugu, implan-
tasyon bozuklugu, tubal ve peritoneal faktore bagh
infertilite ile NO yiikselmesinin iligkili oldugu vurgu-
lanmistir. Sonucta NO’ in diisiik embriyo kalitesiyle
iligkili oldugu belirtilmistir (7). Bizim ¢alismamiz sii-
resince hastalarin follikiiler gelisimi yeterli ve bunun
gostergesi olan Ep’nin siklusun ilerleyen giinlerinde
artist anlamli idi. Ama NO seviyelerinde anlaml1 de-
gisiklik yoktu.

Literatiirdeki ¢aligsmalarda hipodstrojenik durum-
larda belirgin lipit peroksidasyon artig1 saptanirken,
bazi ¢aligmalarda yiiksek E; seviyelerinde de lipit pe-
roksidasyonunda artig bulunmugtur. Mevcut caligma-
mizda amacimiz kisa siire icerisinde Ostrojen artigi

olan durumlarda veya oviilasyon indiiksiyonu sirasin-
da hastalarda lipit peroksidasyon durumunu degerlen-
dirmekti. Calismada bu donemde belirgin bir lipit pe-
roksidasyonu degisikligi saptamadik. Bununla birlikte
NO diizeylerinde anlamli olmasa da diigiis egilimi
saptandi. Bu egilim artan Ostrojen etkisiyle olabilir ve-
ya E5 bu yolla da lipit peroksidasyonu lizerine etkide
bulunuyor olabilir. Oviilasyon indiiksiyonu sirasinda
lipit peroksidasyonunun ve serbest radikal hasar varli-
ginin aragtirilmasi, 6strojenin bu durumlardaki roli-
niin belirlenmesi i¢in genis serili, oksidan ve antioksi-
dan sistemin beraber degerlendirildigi caligmalara ih-
tiyag vardir.
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