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ÖZ

Amaç: Granüloza hücreleri oosit beslenmesi ve olgunlaşması, kapasitas-
yon ve akrozom reaksiyonu gibi oosit-sperm etkileşimi olayları üzerine 
önemli bir role sahiptir. Bu nedenle, granüloza hücreleri ile ilgili çalışmalar, 
oositin sağlıklı gelişmesi ve fertilizasyon için de önemlidir. Çalışmada ovu-
latuar faktör (OF, infertil) ve erkek faktörü nedeniyle (EF, sağlıklı bireyler) 
in vitro fertilizasyon (IVF) ünitesine başvuran hastaların oosit-kümülüs 
kompleksinden elde edilen granüloza hücrelerinde, in vitro ortamda liqui-
ritigenin ’in (LQ) etkilerinin immünositokimyasal olarak incelenmesi amaç-
lanmıştır.
Gereç ve Yöntem: Çalışmada OF ve EF nedeni ile İstanbul Üniversitesi Tıp 
Fakültesi tüp bebek IVF ünitesine başvuran hastalar alındı. 5 EF ve 5 OF 
hastasından alınan granüloza hücreleri kültür ortamında EF, EF- Dimetil 
sülfoksit (DMSO), EF-LQ, OF, OF-DMSO ve OF-LQ gruplarına ayrıldı. 
Hücreler uygulama sonrası lösemi inhibitör faktör reseptör (LIFR) immüno-
sitokimyasal boyaması yapılarak Aperio ImageScope analiz proğramıyla 
boyanma şiddeti ve hücre morfolojisi bakımından incelendi.   
Bulgular: OF ve OF-DMSO gruplarının granüloza hücrelerinde LIFR immü-
nositokimya boyanma şiddeti, EF ve EF-DMSO gruplarına göre anlamlı 
olarak azalmıştır. EF-LQ ve OF-LQ gruplarının, granüloza hücrelerinde LIFR 
immünositokimya boyanma şiddeti bakımından diğer gruplarla karşılaştı-
rıldığında aralarında anlamlı bir artış olduğu saptanmıştır. OF ve OF-DMSO 
gruplarının granüloza hücrelerinde, apoptotik hücre morfolojisini yansıtan 
bulgular gözlenirken, EF-LQ ve OF-LQ gruplarında ise hiç veya daha az 
olarak gözlenmiştir.
Sonuç: LQ-gruplarının granüloza hücrelerinde LIFR immünositokimya 
boyanma şiddeti algoritmaları, özellikle OF ve OF-DMSO gruplarına göre 
yüksek saptanmış ve apoptotik hücre morfolojisi üzerine olumlu etkileri 
gözlenmiştir. Bu sonuçlar, LQ ‘nun IVF ünitelerinde alternatif bir medyum 
ajanı olarak kullanılabileceğini düşündürmektedir. Bu nedenle LQ ‘nun 
klinikde kullanılabilmesiyle ilgili daha kapsamlı çalışmalara ihtiyaç duyul-
maktadır.
Anahtar kelimeler: İnfertilite, Kümülüs-granüloza hücreleri, Lösemi inhibi-
tör faktör reseptör, Liquiritigenin

ABSTRACT

Objectives: Granulosa cells have an important role in oocyte nutrition and 
maturation,  oocyte-sperm interaction events such as capacitation, and 
acrosome reaction. Therefore, studies with granulosa cells are also 
important for the healthy development of the oocyte and fertilization. The 
aim of this study was to investigate the effects of liquiritigenin (LQ) in vitro 
on granulosa cells that were obtained from the oocyte-cumulus complex 
of patients who were treated in the in vitro fertilization (IVF) unit due to 
ovulatory factor (OF, infertile) and male factor (MF, healthy).
Materials and Methods: This study included patients who were treated in 
the IVF unit of the Istanbul University Faculty of Medicine due to OF and 
MF. Granulosa cells obtained from 5 MF and 5 OF patients were divided 
into MF, MF-Dimethyl sulfoxide (DMSO), MF-LQ, OF, OF-DMSO and OF-LQ 
groups in culture medium. After the application, the cells were stained 
with the leukemia inhibitory factor receptor (LIFR) immunocytochemical 
staining and the staining intensity was examined with the Aperio 
ImageScope analysis software and cell morphology.
Results: The LIFR immunocytochemistry staining intensity in the granulosa 
cells of the OF and OF-DMSO groups was significantly decreased when 
compared to the MF and MF-DMSO groups. The LIFR staining intensity in 
the granulosa cells of the MF-LQ and OF-LQ groups were determined to be 
significantly higher than the other groups. In the granulosa cells of OF and 
OF-DMSO groups, the findings reflected apoptotic cell morphology, but  
showed no or less apoptotic cell morphology in the MF-LQ and OF-LQ 
groups.
Conclusions: In granulosa cells of LQ-groups, LIFR immunocytochemistry 
staining intensity algorithms were obtained as significantly higher than in 
the especially the OF and OF-DMSO groups, and showed the positive 
effects on apoptotic cell morphology. These results suggest that LQ may 
be used as an alternative medium agent in IVF units. Therefore, more 
comprehensive studies are needed for the clinical use of LQ.
Keywords: Infertility, Cumulus-granulosa cells, Leukemia inhibitory factor 
receptor, Liquiritigenin
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GİRİŞ

İnfertilite modern toplumlarda üreme yaş grubundaki çiftlerde 
yaygın olarak görülen bir problemdir (1). Dünya Sağlık Örgütü, 
infertiliteyi 12 ay veya daha fazla düzenli korunmasız cinsel iliş-
kiye rağmen klinik gebelik elde edilememesi durumunda ortaya 
çıkan üreme sistemi hastalığı olarak tanımlamaktadır (2). İn-
fertilite vakalarının yaklaşık % 40-50 ’si kadın faktörlerine bağlı 
olarak meydana gelmektedir (3). Gebeliğin sağlanması veya 
canlı doğum için kaliteli gamet, embriyo ve implantasyon için 
uygun maternal çevreye ihtiyaç vardır (4). Bütün bu şartların 
sağlanması için, farmakolojik ve cerrahi tedaviler (çoğunlukla 
endoskopi) ile yardımcı üreme tekniklerinde büyük ilerlemeler 
kaydedilmiştir. Ancak, başarı oranlarının artmasına rağmen ge-
belik oranları istenilen düzeylere ulaşamamıştır (5). Bu durum 
oositin içinde bulunduğu intrafoliküler çevrenin, fiziksel ve kim-
yasal koşullarını ön plana çıkarmaktadır. Oositin etrafını çevre-
leyen kümülüs hücreleri, oosit maturasyonuna yardım ederken, 
zararlı çevresel etkilerden de oositi korurlar. Son yıllarda yapılan 
araştırmalar oosit ve çevresindeki foliküler somatik hücreler 
arasındaki ilişkiye dikkat çekerek, kümülüs ve granüloza hücre-
lerinin, oositin reprodüktif potansiyeline ve canlılığına katkıda 
bulunduğunu göstermektedir (6). Antral foliküldeki granüloza 
hücreleri bulundukları bölgeye göre farklı fenotipler gösterir. 
Dıştan içe doğru mural, antral ve kümülüs granüloza hücreleri 
oositi çevrelerler ve her biri oosite ve çevredeki teka hücrele-
rine yakınlıklarına göre farklı özellikler gösterirler. Kümülüs gra-
nüloza hücreleri diğer granüloza hücrelerine göre daha düşük 
oranda LH reseptörü ve aromataz enzimi içerirken, oosit için 
gerekli olan metabolik desteği sağlarlar (7).

Strese bağlı artan reaktif oksijen radikalleri (ROS) ‘nin, infertilite 
patogenezinde anahtar bir rol oynadığı tanımlanmıştır (8). Hüc-
redeki oksijen tüketimi önemli ölçüde oksidatif fosforilasyon-
la gerçekleştiği için, ROS üretiminin büyük çoğunluğu normal 
fizyolojik koşullar altında bu yolla üretilir. Ancak, bu ürünlerin 
aşırı üretilmesi oksidanlar ve antioksidanlar arasındaki dengeyi 
bozar. Membran lipid peroksidasyonu, proteinlerin oksidasyonu 
ve DNA hasarına neden olarak oosit, embriyo ve implantasyo-
nu negatif etkiler (9). Bunun yanı sıra hücre fonksiyonlarını da 
bozarak hücrelerin apoptoza gitmesine neden olur ve oosit ma-
turasyonu, ovulasyon ve fertilizasyon gibi süreçlerin bozulması 
sonucunda infertiliteye neden olur (10). Hücre içinde üretilen 
ROS ‘lar oldukça karmaşık ve birbirleriyle ilişkili antioksidan 
sistemleri tarafından kontrol edilir (11). Ayrıca diyetle alınan 
antioksidanlar da hücreleri oksidatif stresin neden olabileceği 
hasarlardan korumaktadır (12). 

Hücre kültüründe kullanılan kültür medyumları oosit için çok 
önemlidir. Bu medyumlar bir yandan hücreler için gerekli olan 
substratları sağlarken bir yandan da uygun pH ve osmolarite 
gibi çevresel koşulların oluşmasına katkıda bulunurlar (13). An-
cak hücre içi üretilen ROS ’ların yanı sıra kullanılan medyum ve 
tamponların da spontan olarak ROS içerdiğini gösteren çalış-
malar bulunmaktadır (14-15). Bu durum bazı IVF ünitelerinde 
gebelik ve implantasyon oranlarının düşük olmasını açıklayabilir. 
Kültür medyumlarında reaktif oksijen radikallerinin üretimini 
kontrol eden antioksidan takviyelerin kullanımı oosit hasarını 
önleyerek IVF ünitelerinde daha iyi sonuçların elde edilmesini 
sağlayabilir. 

Oositin lipid rezervleri ve çok sayıda mitokondrileri ile çok iyi 
bir organizasyona sahip olması, maturasyonu için gerekli olan 
yüksek enerji ihtiyacını karşılamasına yardımcı olur (16). Ancak 
bu organizasyon tek başına yeterli değildir. Oosit maturasyonu 
sırasında metabolik enerji ihtiyacını karşılamak için çevresin-
deki kümülüs hücreleri ile iyi düzenlenmiş bir işbirliği içindedir 
(17). Oosit ve kümülüs hücreleri arasındaki metabolik işbirliği 
çeşitli uzantılar, gap junctionlar ve parakrin faktörler aracılığıyla 
sağlanır (Şekil 1). Böylece enerji için gerekli maddelerin, yapısal 
komponentlerin ve iyonların olgunlaşmakta olan oosite geçişi 
sağlanır (18).

Şekil 1: Antral folikülde oositi çevreleyen granüloza hücrelerinin 
şematik bir çizimi. Kümülüs hücrelerinin zona pellusidaya doğru 
çeşitli uzantılar gönderdiği görülmektedir.

LIF, interlökin 6 ailesinin bir üyesidir (19). Vücuttaki birçok doku 
ve hücre tipi üzerinde çeşitli etkiler gösterebilen pleiotropik 
salgılanan bir sitokindir. Etkisini hücre yüzey reseptörü olan 
LIFR ’ye bağlanarak gösterir ve folikül gelişimi, embriyo gelişi-
mi, blastokist implantasyon, ortodontik diş hareketi ve kanser 
gelişimi olmak üzere birçok fizyolojik ve patolojik süreçte rol 
oynamaktadır (20). Ayrıca LIF ‘in granüloza hücrelerinin farklı-
laşması üzerine de etkileri olduğu gösterilmiştir. (21). Kümülüs 
granüloza hücrelerinin oosit ile yakın ilişkisi oositin kalitesi açı-
sından da bilgi verebilir. Bu nedenle, granüloza hücrelerinde 
LIFR ’nin boyanma paterni ve yoğunluğu, folikül matürasyonu 
ve disfonksiyonunu daha iyi anlamamıza yardımcı olabilir.

Glycyrrhiza radix ‘ten izole edilen LQ geleneksel Çin tıbbında 
oldukça yaygın olarak kullanılan bir flavonoiddir. Anti-inflama-
tuar, antioksidan, anti-alerjik, anti-tümör ve  östrojenik olmak 
üzere birçok aktiviteye sahiptir (22-25). Son yıllarda LQ ’in ROS 
kaynaklı hücre hasarına karşı, antioksidan etkisi olduğu çeşitli 
çalışmalarda gösterilmiştir (26-28). Fakat granüloza hücreleri 
üzerindeki etkisi ile ilgili bir araştırma henüz yapılmamıştır. LQ 
‘nun IVF merkezlerinde, başta granüloza hücreleri ve oositin 
sağlıklı gelişimi ve başarılı bir implantasyon için, alternatif bir 
medyum ajanı olarak kullanılıp kullanılamayacağını araştırmak 
amacıyla, insandan elde edilen granüloza hücreleri üzerinde, LQ 
’nun etkilerinin hücre morfolojisiyle ve LIFR immünositokimya-
sal boyamasıyla değerlendirilmesi amaçlanmıştır.
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Gereç ve Yöntem
Çalışma İstanbul Üniversitesi İstanbul Tıp Fakültesi Klinik Araş-
tırmalar Etik Kurulu ’nun 10/05/2019 tarih ve 09 sayılı toplan-
tısında kabul edilmiştir. Çalışmada 18-35 yaş arası OF ve erkek 
faktörü EF nedeni ile İstanbul Üniversitesi Tıp Fakültesi Hastane-
si tüp bebek ünitesi infertilite kliniğine başvuran hastalar yazılı 
onamları alınarak dahil edildi. 5 EF ve 5 OF olmak üzere toplam 
10 hastadan alınan oositlerden elde edilen kümülüs-granüloza 
hücreleri incelenmek üzere deneyde kullanıldı.

Ovaryan stimülasyon ve oosit toplanması
Gonadotropin salgılatıcı hormon (GnRH) agonist ve antagonist-
leri ile  yapılan ovaryan stimülasyonu sonrası 18 mm ’ye ulaşan 
en az iki adet folikül oluştuğunda oosit maturasyonu için re-
combinant insan koryonik gonadotropini (hCG) uygulandı. Takip 
eden 36. saatte sedasyon anestezisi altında yumurta toplama 
(OPU) işlemi yapıldı. Elde edilen kümülüs-oosit komplekslerine 
birbirinden ayrılmaları için denüdasyon işlemi uygulandı. Elde 
edilen kümülüs hücreleri % 10 fetal bovine serum (Gibco, In-
vitrogen Life Technologies, Paisley, UK), % 1 penisilin ve strep-
tomisin (Sigma-Aldrich, St Louis, MO, USA) eklenmiş DMEM/
F12  medyumuna (Sigma-Aldrich, St Louis, MO, USA) alındı.

Hücre kültürü 
Alınan kümülüs-granüloza hücreleri, falcon tüpte 2000 RPM 
devirde 10 dakika santrifüj edildi. Ardından tüpün üstünde ka-
lan süpernatan uzaklaştırılarak pellete 1 ml medyum eklendi. 
Pellet pipetaj ile homojenize edildikten sonra 6 ’lık kültür kuyu-
cuklarına ekilerek primer hücre kültürü meydana getirildi ve 37 
°C nemli atmosfere sahip %5 CO2 varlığındaki inkübatör içinde 
büyütüldü. EF ve OF grubu hastalardan alınan ve kültüre edilen 
hücreler toplamda 6 gruba ayrıldı. 24 saat sonra EF grubundaki 
hücrelere medyum eklenirken EF-DMSO grubundaki hücrelere 
16 μL DMSO (Sigma-Aldrich, St Louis, MO, USA) ve  EF-LQ gru-
bundaki hücrelere 40 μM LQ (Sigma-Aldrich, St Louis, MO, USA) 
eklendi. 24 saat sonra OF grubundaki hücrelere medyum ekle-
nirken OF-DMSO grubundaki hücrelere 16 μL DMSO ve OF-LQ 
grubundaki hücrelere 40 μM LQ (Sigma-Aldrich, St Louis, MO, 
USA) eklendi. Hücreler  48. saatte 0.25 % ‘lik tripsin enzimi (Sig-
ma-Aldrich) ile kaldırıldı. Hücreler 2000 RPM devirde 10 dakika 
santrifüj edilmesinin ardından tüpün üstünde kalan süpernatan 
uzaklaştırıldı. PBS ile yıkandıktan sonra tekrar 2000 RPM devir-
de 10 dakika santrifüj edildi. Ardından % 0,1 ’lik tripan mavisi ile 
eşit miktarda hücre solüsyonu karıştırılarak sayma kamarasında 
sayıldı ve canlı-ölü hücre oranları belirlendi.

İmmünositokimyasal boyama
24 kuyucuklu kültür kapları içerisine yerleştirilen yuvarlak la-
mellerde üretilen hücreler LIFR antikoru (C:19, sc-659, tavşan 
poliklonal, Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA, USA) ve 
immünositokimya kiti (ScyTek, UltraTek AGL125) kullanılarak 
boyandı. Lameller sırasıyla PBS ve % 0,5 triton X-100 solüsyonla-
rında oda ısısında muamele edildi. PBS ile yıkamadan bloklama 
solüsyonunda 5 dakika bekletildi. Daha sonra lameller primer 
antikora (1/100 dilusyon) yerleştirilerek bir gece + 4 0C ’de bek-
letildi. Ertesi gün PBS ile yıkama yapılarak, biotinli antipolivalent 
sekonder antikor solüsyonunda 25 dakika oda ısısında bekletil-
di. Daha sonra, PBS ile yıkama yapılarak streptavidin peroksidaz 
solüsyonunda 25 dakika oda ısısında bekletildi. Lameller PBS 

yıkandıktan sonra, AEC kromojeni ile muamele edildikten sonra 
Mayer ’in hematoksileni zıt boyama yapıldı. Daha sonra, lamel-
ler su bazlı kapatıcı ile kapatılarak, ışık mikroskobunda (Olympus 
BX61 mikroskop bağlantılı DP72 Olympus kamera sisteminde) 
fotoğraflandı ve incelendi.

Aperio ImageScope görüntü analiz programıyla kesitlere renk 
dekonvolüsyon işlemi uygulandı. Renk dekonvolüsyon işlemi 
sonrasında elde edilen algoritmalar istatistiksel olarak değerlen-
dirildi. Her grupta yer alan boyamalardan (n=5) x 20 büyütmede 
elde edilen 3 ayrı görüntüye renk dekonvolüsyon işlemi uygu-
landı (29). Renk dekonvolüsyon işlemi sonrasında elde edilen 
algoritmalar istatistiksel olarak değerlendirildi.

İstatistik
İstatistik analizler için SPSS (Statistical Package for Social Scien-
ces) programı kullanıldı. Elde edilen sonuçlar, tek yönlü varyans 
analizi (one-way ANOVA) ve post-hoc Tukey testleri kullanılarak 
değerlendirildi. İstatistik analizler sırasında güven aralığı p ˂0.05 
anlamlı olarak kabul edildi. 

BULGULAR

EF, EF-DMSO, EF-LQ, OF, OF-DMSO ve OF-LQ gruplarının, tri-
pan mavisi boyamasıyla canlı hücre sayımları istatistiksel olarak 
analiz edildi. EF ile EF-DMSO ve EF-LQ grupları arasında canlı 
hücre sayımları arasında anlamlı bir fark bulunmadı (p= 0,9997, 
p= 0,7282, Tablo 1).  OF ve OF-DMSO grupları ile EF, EF-DMSO 
ve EF-LQ grupları arasında canlı hücre sayımları arasındaki fark 
anlamlıydı (p<0.001, Tablo 1). OF-LQ grubu ile OF ve OF-DMSO 
grupları arasındaki fark anlamlı (p<0.001, Tablo 1), EF, EF-DMSO 
ve EF-LQ grupları arasındaki fark ise anlamlı bulunmadı (p=1, 
p=1 ve p= 0,6664, Tablo 1).

Tablo 1:  EF, EF-DMSO, EF-LQ, OF, OF-DMSO ve OF-LQ 
gruplarının canlı hücre sayımlarını gösteren tablo. EF 
grubuyla karşılaştırıldığında anlamlı farklılık gösteren gruplar 
*** işareti ile belirtilmiştir (p< 0,001).

Aperio ImageScope görüntü analiz programı ile LIFR antikoru 
boyanma şiddetine bakıldığında EF ile EF-DMSO grupları arasın-
da anlamlı bir fark bulunmadı (p= 1 ve Tablo 2). EF ve EF-DMSO 
grupları arasında AEC kromojeniyle kırmızı renkte işaretlenen 
LIFR immünositokimya boyanmasında bir fark gözlenmedi (Şekil 
2A ve 2B). EF ile EF-LQ grubu arasındaki LIFR antikoru boyan-
ma şiddetine bakıldığında aralarındaki fark anlamlı bulundu 
(p<0.001, Tablo 2).
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Tablo 2: EF, EF-DMSO, EF-LQ, OF, OF-DMSO ve OF-LQ 
gruplarının, Aperio ImageScope görüntü analiz proğramı 
kullanılarak, LIFR immünositokimyasal boyanma şiddetini 
gösteren tablo. EF grubuyla karşılaştırıldığında anlamlı farklılık 
gösteren gruplar *** işareti ile belirtilmiştir (p< 0,001).

EF-LQ grubunun LIFR immünositokimya boyanma şiddetinin 
EF grubuna göre daha koyu ve yoğun bir boyanma göstererek 
arttığı gözlendi (Şekil 2C). İmmünositokimyasal olarak OF grubu 
ile OF-DMSO grubu arasında LIFR antikoru boyanma şiddetine 
bakıldığında anlamlı bir fark bulunmadı (p= 1, Tablo 2). OF ve 
OF-DMSO gruplarının boyanma şiddeti EF grubuna göre daha 
soluktu (Şekil 2D ve 2E). OF grubu ile OF-LQ grubu arasındaki 
fark ise anlamlı bulundu (p<0.001, Tablo 2). EF grubu ile OF 
grubunun LIFR antikoru boyanma şiddetine bakıldığında, ara-
larındaki fark anlamlıyken (p<0.001, Tablo 2), OF-LQ grubu ile 
aralarındaki fark anlamlı değildi (p= 0,4047, Tablo 2). OF-LQ 
grubunun LIFR immünositokimya boyanması, OF ve OF-DMSO 
gruplarına göre daha koyu ve yoğun bir boyanma gösterdi (Şe-
kil 2F).

LIFR immünositokimya ve hematoksilen zıt boyamasıyla ışık 
mikroskobunda, kümülüs granüloza hücrelerinin morfolojik de-
ğişiklikleri incelendi. OF ve OF-DMSO gruplarında dejenerasyon 
morfolojisi gösteren granüloza hücreleri, piknotik nükleusa ve 
LIFR immünositokimya boyamasıyla daha soluk boyanmış bir 
sitoplazmaya ve nukleusa sahipti. Sitoplazmasında apoptozisin 
belirtilerinden biri olan apoptotik cisimler ve çeşitli büyüklük 
ve miktarda vakuoller içeren granüloza hücreleri saptandı (Şe-
kil 2A ve B).

EF ve EF-DMSO grubuna ait granüloza hücreleri, genelde oval 
veya yuvarlak biçimli LIFR immünositokimya boyamasıyla pozitif 
boyanmış bir sitoplazmaya ve nükleusa sahipti. EF ve EF-DMSO 
gruplarına ait fuziform, triangular veya iğ şekilli granüloza hüc-
relerinin, sıkı kümeler oluşturduğu gözlendi. OF ve OF-DMSO 
gruplarına göre daha az miktarda apoptotik cisim ve vakuol 
içerdikleri gözlendi (Şekil 2D ve E).

EF-LQ grubu ve OF-LQ granüloza hücrelerinin, diğer gruplarına 
göre apoptotik cisimcik ve vakuol içeren hücre sayısının daha 
az, vakuol boyutlarının da daha küçük ve az sayıda olduğu gö-
rüldü (Şekil 2C ve F).

TARTIŞMA

Şimdiye kadar yapılan çalışmalar, artan ROS’un üreme potansi-
yelini olumsuz yönde etkilediğini ve granüloza hücre ölümünü 
indüklediğini göstermektedir (30-31). Granüloza hücre ölümü 
foliküler oositleri besleyici maddelerden, büyüme ve sağ kalım 
faktörlerinden ayırır ve östradiol biyosentezini azaltır (32-33). 
Bütün bunlara bağlı olarak ovaryen bozukluklar ve infertilite 
ortaya çıkar. Antioksidanların, diğer moleküllerin oksidasyonunu 
yavaşlatabildiği veya önleyebildiği ve hücresel hasara neden 
olabilecek serbest radikallerin üretimini azaltma potansiyeli 
taşıdığı düşünülmektedir (30-34).

Oosit ve kümülüs hücrelerinin metabolik işbirliği oosit gelişi-
minde ve kalitesinde kritik bir rol oynar. Son on yılda, kümülüs 
ve oosit kompleksinin metabolizmasının anlaşılmasında önemli 
ilerlemeler kaydedilmiştir. Boldura ve ark. domuz oositlerinin 
kültür olgunlaşma ortamında antioksidan takviyesinin apoptotik 
ve döllenme sırasında germ hücrelerinin stabilitesini sağlayan 
genlerin ekspresyonu üzerine etkisini değerlendirmişlerdir. Ros-
marinik asit ve askorbik asit ile desteklenmiş ortamda yetiştiri-
len domuz oosit ve kümülüs hücre kompleksi üzerinde antiok-
sidan takviyesinin faydalı etkiler gösterdiğini bulmuşlardır (35). 
Saini ve ark. da keçi embriyolarında eksternal folik asit takviyesi-
nin oosit ve kümülüs hücre olgunlaşmasını, blastosist gelişimini 
ve folat taşıyıcılarının ekspresyonu arttırdığını ve ROS üretini 
azaltığını göstermişlerdir (34). Çeşitli çalışmalarda da melatoni-
nin ‘in embriyo üretimini desteklemek için olgunlaşma ortamı-
na verilen oosit üzerindeki etkisini çalışmışlardır. Çalışmalarda 
melatonin ‘in in vitro maturasyon ortamını desteklediğini ve 
kümülüs hücre gen ekspresyonunu etkilediğini ve partenogene-
tik blastokistlerin gelişimini azalttığını göstermişlerdir (36-37). 
Qian ve arkadaşları, kümülüs hücre-oosit komplekslerinde, aşırı 
ROS üretiminin neden olduğu zararlı etkilerden kaçınmak için 
antioksidan enzim ailesine ait olan peroksiredoksin 4 (Prdx4) ‘ü 
eksprese eden bir adenovirüs ile enfeksiyonu sonrası H2O2 ‘nin 
neden olduğu değişikliklerin önemli ölçüde ortadan kalktığını 
göstermişlerdir (38). 

Çalışmada antioksidan aktivitesi ile ROS kaynaklı apoptozis ve 
hücre hasarına karşı embriyo, hepatosit, nöron ve osteoblas-
tik hücreler üzerinde sitoprotektif etkileri olduğu gösterilen LQ 
flavonoidini kullandık (26, 39-41). LQ, anti-hiperlipidemik, anti-
enflamatuar, anti-alerjik ve östrojenik etkiler dahil olmak üzere 
çeşitli biyokimyasal ve farmakolojik özelliklere sahiptir. LQ ‘in, 
antioksidan aktivitesi ile ROS kaynaklı hücre hasarına karşı ko-
ruyucu etkileri olduğu gösterilmiştir (42). Bu yüzden çalışmada 
infertil hastalardan elde edilen granüloza hücrelerinin kültür or-
tamında LQ flavonoidini kullandık. OF-LQ ve EF-LQ grublarındaki 
hastaların granüloza hücrelerinde LQ flavonoidinin kullanılması, 
hem OF ve OF-DMSO hem de EF ve EF-DMSO grublarındaki 
apoptotik morfoloji gösteren hücrelerde azalma gösterdi.

LIF, başarılı bir implantasyon için gerekli olan önemli bir sito-
kindir ve etki gösterebilmek için LIF-R ile bağlanmaktadır. Abir 
ve ark. ‘larının yaptığı çalışmada, insan foliküllerinde granüloza 
hücrelerinde LIF ve LIFR ekspresyonlarının folikül gelişiminde 
önemli rol oynadığını belirtmişlerdir (19). Nilsson ve ark. LIF 
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ve LIFR ‘nin sıçan ovaryumunda folikül gelişimi üzerine etki 
gösterdiğini saptamışlar (43). Çeşitli çalışmalarda in vitroda 
embriyo üretiminde kümülüs hücrelerinin, parakrin ve/veya 
otokrin tarzda hareket eden zengin bir LIF-LIFR sistemi kaynağı 
olduğunu ve sağlıklı blastokist gelişiminde görev aldıkları gös-
terilmiştir (44-45). Çalışmada EF-LQ ve OF-LQ gruplarının, gra-
nüloza hücrelerinde LIFR immünositokimya boyanma şiddeti 
diğer gruplarla karşılaştırıldığında aralarında anlamlı bir artış 
olduğu saptanmıştır.

Kaliteli oositin kullanılması IVF sonuçlarını olumlu yönde etki-
lemektedir. Ancak sağlıklı oositlerin seçimi ve başarılı bir imp-
lantasyon hala önemli bir sorun oluşturmaktadır. Kümülüs-
granüloza hücreleri oosit için gerekli olan besinlerin ve sinyal 
moleküllerinin üretilmesini sağlarlar (46). Bu sebeple kümülüs-
granüloza hücrelerinin oositin ve mikro çevrenin iyileştirilmesi 
amacıyla kullanılması indirekt olarak IVF sonuçlarına katkı sağ-
layabilir. Bu çalışmada LQ ’nun ovulatuar faktörlü infertil hasta-
ların kümülüs-granüloza hücreleri üzerinde hem LIFR sentezini 
arttırması hem de apoptotik hücre morfolojisi üzerine olumlu 
etkileri olduğu gösterilmiştir. Ön çalışma niteliğinde olan bu 
çalışmanın sonuçlarına göre, LQ ‘nun IVF merkezlerinde başarılı 
implantasyon sonuçları için alternatif bir medyum ajanı olarak 
kullanılabileceğinden dolayı, daha kapsamlı çalışmaların yapıl-
ması gerektiği sonucuna varılmıştır.
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Şekil 2: LIFR immünositokimya boyanma şiddeti bakımından gruplara ait granüloza hücrelerinde ışık mikroskobu fotoğrafları görül-
mektedir. A: EF grubu ve B: EF-DMSO grubları arasında LIFR immünositokimya boyanma şiddeti bakımından bir fark gözlenmedi.  
C: EF-LQ grubunun LIFR immünositokimya boyanma şiddetinin A: EF grubuna göre arttığı gözlenirken, D: OF ve E: OF-DMSO grup-
larının boyanma şiddeti daha soluktu. F: OF-LQ grubunun LIFR immünositokimya boyanması ise D: OF ve E: OF-DMSO gruplarına 
göre daha koyu bir boyanma gösterdi. D: OF ve E: OF-DMSO gruplarında artış gösteren apoptotik cisimcikler okbaşları ile gösteril-
miştir. Bar 20 µm. Oklar ile gösterilmiştir. 
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