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OZET

Ovaryan hiperstimiilasyon sendromu (OHSS), yardimci tireme teknikleri sirasinda ortaya
cikabilen ciddi bir iatrojenik komplikasyondur. OHSS'ye 6zgii bir tedavi mevcut degildir.
Durumun arkasindaki patofizyolojiyi aydinlatmak ve boylece kalici bir tedavi icin daha
fazla arastirma gereklidir. Bu calismada OHSS modeli olusturulmus sicanlarda, Kersetinin
ovaryum morfolojisine ve iliskili oldugu VEGF/VEGFR-2, IL-6 uzerindeki etkilerinin
arastirilmasi amaclanmistir. 28 adet 21-22 ginlik immatir disi Wistar Albino sican, her
grupta 7 adet olacak sekilde rastgele 4 gruba (Kontrol, KOH, OHSS ve OHSS+Kersetin)
ayrildi. Ovaryum dokusunun histo-morfolojik olarak incelenmesi icin Hematoksilen-Eozin,
Periyodik asit Schiff; VEGFA ve VEGFR-2 proteinlerinin ekspresyonunun degerlendirilmesi
icin imminohistokimyasal boyama; periton sivisindaki IL-6, VEGFA ve serumdaki E;
degerlerinin belirlenmesi icin ELISA analizleri gerceklestirildi. Gruplar arasinda vicut
agirhigl, ovaryum agirhk ve caplari, peritoneal sivisindaki vaskiler endotelyal bliyime
faktort (VEGF), IL-6 degerleri, serum E; degerleri ve VEGFA, VEGFR-2 immiin ekspresyonu
karsilastirildi. Ovaryum agirliklari ve gaplari, periton sivisi VEGF ve IL-6 degerleri ve VEGFA,
VEGFR-2 ekspresyonu, Kersetin ile tedavi edilen siganlarda, tedavi edilmeyen OHSS
grubuna gore anlamli sekilde daha dusiuk bulundu. Ayrica ovaryumdaki yapilar
degerlendirildiginde Kersetin uygulamasinin korpus luteum ve kistik yapilarin sayisini
OHSS’li grup ile karsilastinldiginda anlamh sekilde azalttigl, atretik follikliil sayisini ise
arttirdig1 saptandi. Kersetinin OHSS bulgularini azaltan etkilere sahip oldugu belirlendi.
Kersetin kullaniminin OHSS’nin hem 6nlenmesinde hem de kontroliinde etkili olabilecegi
ortaya konulmustur.
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ABSTRACT

Ovarian hyperstimulation syndrome (OHSS) is a serious iatrogenic complication that can
occur during assisted reproductive techniques. There is no specific treatment for OHSS.
More research is needed to elucidate the pathophysiology behind the condition and to
find a permanent treatment for it. In this study, it was aimed to investigate the effects of
guercetin on ovarian morphology and related VEGF/VEGFR-2 expression and IL-6 level rat
model of OHSS. 28 immature female Wistar Albino rats, 21-22 days old, were randomly
divided into 4 groups (Control, KOH, OHSS and OHSS+Quercetin), 7 in each group.
Hematoxylin-Eosin, Periodic acid Schift staining for histo-morphological examination of
ovarian tissue and immunohistochemical staining for evaluation of VEGFA and VEGFR-2
expression, ELISA analyzes to determine the concentration of IL-6, VEGFA in the
peritoneal fluid and E; in the serum were performed. Body weight, ovarian weight and
diameters, vascular endothelial growth factor (VEGF) and IL-6 levels of peritoneal fluid,
serum E; levels, and ovarian expression of VEGFA and VEGFR-2 were compared between
the groups. Ovarian weights and diameters, peritoneal fluid levels of VEGFA and IL-6 and
ovarian VEGFA, VEGFR-2 expression were found to be significantly lower in quercetin-
treated rats than in the untreated OHSS group. In addition, when the structures in the
ovary were evaluated, it was found that quercetin administration significantly decreased
the number of corpus luteum and cystic structures compared to the group with OHSS,
and increased the number of atretic follicles. It was determined that quercetin has effects
that reduce OHSS findings. It has been demonstrated that the use of quercetin can be
effective both in the prevention and control of OHSS.
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Ovaryumdaki follikillerin degerlendirmesinde kullanilan 6rnek yapilar.
(A) primordiyal (PRE) ve primer unilaminar (PU) follikiil 6rnekleri PAS,
40x, (B) primer unilaminar (PU) follikil 6rnegi PAS, 40x (C) primer
multilaminar follikil 6rnegi (PM), (D) antral follikil 6rnekleri (AntF), (E)
Graaf folliKUI OrNEEi «.ccccevvvreeiiee e

Ovaryum dokusuna ait kistik yapi ornekleri, kistik yapi (KY), oosit
kalintilari (=), graniloza hiicre tabakasi (») liteinize hicreler (LH),
korpus lutem (KL) (A) H&E, 40x; (B, C) H&E, 100X ......ccccvvreeeecrrereeecrreeeeennen.

Ovaryum cap Olcimunin yapilisi, H&E, 40X .....covveeeeeeciiiiieeee e,
Gruplara ait ovaryum dokularinin makroskopik goériinimleri ......................

Kontrol grubuna ait ovaryum dokusunun genel goérintisi, primordiyal
folliktil (=), multilaminar primer follikiul (=), gelismekte olan folliklller
(»), antral follikul (%k), atretik follikil (4), kan damari (¥ ), H&E, 40x.......

Kontrol grubuna ait ovaryumdaki germinal epitel (=) altinda yerlesim
gosteren primordiyal (¥) ve unimalinar primer follikiller (>), epitelin

altindaki siki bag dokusu yapisindaki t. albuginea (<*), antral follikal (%),
kan damari (#), mitotik figlirler (») H&E, 100X .......ccovvuvvverereeiiiirrrreeeneeenn,

Kontrol grubuna ait ovaryum dokusu (A) gelisen cesitli follikller yapilar,

antral follikil (%), Graaf follikal (GF), atretik follikiil (4), H&E, 40x, (B)
kontrol grubuna ait Graaf follikil yapilarinin goriintist, Graaf follikil

(GF), oosit (=), korona radiata hiicre tabakasi (A), graniloza hiicre
1abakast =), PAS, 100X ......cccccirureeiieeieiiiiiiieeeeeeeeeeesitiereeeeeeesesssssreeeeeeeessennns

KOH grubuna ait ovaryum dokusunun genel goruntisu, antral follikdl
(%), atretik follikiil (#), kistik yapilar (%), korpus luteum (%), gelismekte
olan follikal yapilari (»), Graaf follikGli (GF) H&E, 40X ......uvvveeeeeeeercnnrnnen.

KOH grubuna ait ovaryumdaki tek katli kiibik epitel yapisindaki germinal
epitel altinda vyerlesim gosteren primordiyal ve unimalinar primer

folliktiller, epitelin altindaki siki bag dokusu yapisindaki t. albuginea (+*),
kan damari (#), mitotik figlirler (=) H&E, 100X .......cccevrveeereirrereeecireee e

63

63

69

71

75

76

77

78



Resim

Resim 4.8.

Resim 4.9.

XVi

Sayfa

OHSS grubuna ait ovaryum dokusunu gevreleyen tek katli kiibik epitelden
olusan germinal epitel (»), gelisim farkli asamalarindaki primordiyal (V¥),
unilaminar primer (») ve multi-laminar primer follikiller (%) ve korpus
luteum (4) yapilarini olusturan buyik soluk poligonal gorinimli
graniloza litein hiicreleri (=) ve teka lutein hiicreleri (=), t. albuginea
(89) HE&E, 200X ... veeeeeereeeeeeseeeeseeeeseeseeeessesessesseeseseseeesesesesessseeeseeseesessaeseeeneans

A-OHSS grubuna ait ovaryum dokusunun ¢ok fazla sayida kistik follikiiltin
ve korpus luteumun oldugu genel gorintisd, kistik yapilar (%), korpus
luteum (+), hemorajik alan (®), oosit kalintilari (=), H&E, 40x B- OHSS
grubundaki kistik yapilarin buyiik buylltmedeki genel goriintisi, kistik
yapilar (%), korpus luteum (%), oosit kalintilari (=), follikiil hiicre
tabakasi (»), hemorajik alan (HA), H&E, 100X.......cccvveeereeereieirrreeereeeernennns

Resim 4.10. A- OHSS grubuna ait ovaryum dokusunun genel goriintis, kistik yapilar

(*), korpus luteum (%), hemorajik alan (HA), kan damari (KD), H&E,
40x. B- OHSS grubuna ait ovaryum dokusunda ¢ok fazla sayida kistik

yapilar (%), korpus luteum (4), hemorajik alan (»), oosit kalintilari (=),
HBLE, Z0X ..uuuuurururuuuuurnuneusnsnsnsusssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssnsnes

Resim 4.11. A,B- OHSS+Kersetin grubuna ait ovaryum dokusunun genel gorintisd,

kistik yapilar (%), korpus luteum (%), antral follikil (%), gelismekte

olan folliktiller (»), oosit kalintilari (=), hemorajik alan (HA), kan
damart (KD), H&E, 40X .....cccccuueeeeeiiiieeeeitieeeecieeeeeetteeeeeevaeeeeenaaeeeeearaeeeeenns

Resim 4.12. OHSS+Kersetin grubuna ait ovaryum dokusunu cevreleyen tek kath

kiibik epitelden olusan germinal epitel (»), gelisimin farkl
asamalarindaki primordiyal (V), unilaminar primer (») ve multi-
laminar primer follikiller (%) ve korpus luteum (4) yapilarini olusturan
graniloza lutein hicreleri (=), t. albuginea (%), H&E, 200x.....................

Resim 4.13. A-B Kontrol grubuna ait ovaryum dokusunda follikiillere ait graniiloza

hicrelerinde zayif, teka hicreleri ve stromadaki hiicrelerde orta
derecede VEGFA immiinoreaktivitesi gorilmekte 100x, 200x, C- negatif
kontrol 100x, DAB-Hematoksilen ......ccooeeeeieieeeiiiiieieeeeeeeeeeeeeeeeeeeceeeccceee,

Resim 4.14. A-E, KOH grubuna ait ovaryum dokusu kesitlerinde, kontrol grubuna

gore artmis VEGFA immiuinoreaktivitesi, kan damarlarinda kuvvetli
immuano reaktivite dikkati ¢ekmekte A- gesitli evrelerdeki follikiller,
korpus luteum ve kistik yapi, 40x, B- antral follikiller ve kistik yapi,
100x, C- farkli evrelerdeki follkiller ve kistik yapilar, kan damarlari 100x
D- multilaminar primer follikil, 200x, E- antral follikil, 200x, F- negatif
kontrol, 4x, DAB-HemMatoKSileN ....cocoeeeeiieieeeieeeieeeeeeececececececeeeeecececeeee e

80

81

82

83

84

93



Resim

Resim 4.15.

Resim 4.16.

Resim 4.17.

Resim 4.18.

Resim 4.19.

Resim 4.20.

Resim 4.21.

Resim 4.22.

XVii

Sayfa

OHSS grubuna ait ovaryum kesitlerinde kontrol ve KOH grubuna gore
artmis, kuvvetli VEGFA imminreaktivitesi izlenmekte, A, B- genel
gorintd, 40x, C-gesitli evrelerdeki follikiller ve korpus luteum yapilari,
100x, D- kistik yapi ve gelisim asamasindaki follikiller, 100x, E- olgun
follikll, 200x, F- negatif kontrol, 40x, DAB-Hematoksilen..............c..c........

OHSS+Kersetin grubuna ait ovaryum dokusu kesitlerinde, korpus
luteum graniiloza hiicrelerinde zayif VEGFA immunoreaktivite dikkati
cekmekte, A- cesitli evrelerdeki follikiiller ve stroma 40x, B- olgun
follikiil ve korpus luteum yapilari 100x, C- gesitli follikiller ve korpus
luteum vyapilari, D- korpus luteum, 200x, E- olgun follikiil, 200x F-
negatif kontrol 40x, DAB-Hematoksilen .......ccccovveeeeeiiiiiicinnreeeeec e,

Kontrol grubuna ait ovaryum dokusunda gelisimin degisik
asamalarindaki graniiloza, teka hicrelerinde ve arterlerde VEGFR-2
immunreaktivitesi g0zIenmMeKte ......cccvvveeiiiiciiieieec e,

KOH grubuna ait ovaryum dokusunda degisik gelisim asamalarindaki
follikillerini teka hicrelerinde, korpus luteumdaki graniloza lutein,
teka lutein hiicrelerinde orta derecede kan damarlarinda kuvvetli
VEGFR-2 immiin reaktivitesi gOrilmekte .....ccccceevvveccnveeeeeieeiieirireeeeeeenn

OHSS grubuna ait ovaryum dokusunda korpus luteumdaki, graniiloza
lutein, teka lutein hicrelerinde kan damarlarinda kuvvetli VEGFR-2
immunoreaktivitesi gorilmekte, A, B- kistik yapi ve korpus luteum
yapilari ve follikiller ve stroma, 40x, C- korpus luteum, 200x, D, E-
korpus luteum ve cesitli follikiiller yapilari, 100x, F- negatif kontrol,
100X, DAB-HEMAtOKSIIEN ...uvvvveeiieiiiiiiiiiiiiiiiiieieieriieeeeerereesrerererereseeeeereaeeeeeee

OHSS+Kersetin grubuna ait ovaryum kesitlerinde, OHSS grubuna gore
teka- lutein, graniiloza-litein hicrelerinde, kan damarlarinda azalmis
VEGFR-2 imminoreaktivitesi gorllmekte, A- c¢esitli evrelerdeki
folliktiller, korpus luteum yapilari, 100x, B- olgun follikiil ve korpus
luteum yapilari C- korpus luteum, 100x, D- follikiil ve kan damari, 200x
E- olgun follikiil ve kan damari, 200x, F- negatif kontrol, 40x, DAB-
HeMAtoKSIIEN oo e e

Kontrol grubuna ait ovaryum dokusunun (¢ boyutlu modellemesi,
medulla (M), tunika albuginea (T), germinal epitel (G), korteks (C),
primordiyal epitel (pf), uni-laminar primer follikiil (pu), multi-laminar
primer follikiil (pm), antral follikil (s), arteria ovarica (a), vena ovarica

OHSS grubuna ait ovaryum dokusunun ¢ boyutlu modellemesi,
medulla (M), hemorajik alan (ha), tunika albuginea (T), germinal epitel
(G), korpus luteum (CL), korteks (C), kistik yapi (%), hemorajik kist (A),
arteria ovarica (a), Vena ovarica (V) coovceeeeeeeeeienrreeeeeeceeeeireeeeee e e eeennneeeens

95

96

97

98

99

100

101



SIMGELER VE KISALTMALAR

Xviii

Bu calismada kullanilmis simgeler ve kisaltmalar, aciklamalari ile birlikte asagida

sunulmustur.

Simgeler

Hg
Mm
M

cm

H20;
KDa
Kg

mg

Na
OH

Kisaltmalar

AKT
BCA
CAT
COX-2
E2
EGF
ELISA
ERK
FSH
GnRH

Agiklamalar

Mikrogram
Mikrometre
Mikromolar
Santimetre

Gram

Hidrojen peroksit

Kilodalton
Kilogram
Miligram
Milimetre
Sodyum
Hidroksil

Aciklamalar

Protein Kinaz B

Bikinkoninik asit

Katalaz

Siklooksijenaz-2

17-estradiol

Epidermal blyime faktori

Enzim bagl imminosorbent deneyi
Ekstraseliiler diizenlenmis kinaz
Follikiil uyarici hormon

Gonadotropin salgilatici hormon



Kisaltmalar

GnRH-a
GnRH-ant
GSH
GSH-PX
H&E
hCG
hMG
HUVEC
IGF-I
IL-6

IVF

i.P.
KOH
LDL

LH

LOX
MIF
mRNA
NF-kB
OHSS
omi
OPU
ou

PAS
PCOS
PIGF
PMSG
ROS
RTK
S.C.

Agiklamalar

GnRH agonistleri

GnRH antagonistleri

Glutatyon

Glutatyon Peroksidaz
Hemotoksilen eozin

insan koryonik gonadotropini
Uriner insan menopozal gonadotropini
insan umblikal ven endotel hiicresi
insiilin benzeri biiytime faktéri |
interlékin-6

in-vitro fertilizasyon
intraperitoneal

Kontrolli ovaryan hiperstimulasyon
Distk yogunluklu lipoproteini
Luteinize edici hormon

Lipoksijenaz

Millerian inhibe edici faktor
Mesajci RNA

Nikleer Faktor kappa beta

Ovaryan hiperstimulasyon sendromu
Oosit maturasyon inhibitori

Oosit toplama

Ovaryum uyarimi

Periyodik asit Schiff

Polikistik Over Sendromu

Plasental biylme faktori

Gebe kisrak serum gonadotropini
Reaktif Oksijen Turleri

Reseptor tirozin kinaz

Subkutan

Xix



Kisaltmalar

SOD
TDF
TNF-a
TSP-1
VEGF
VEGFR-1
VEGFR-2
VPF

YUT

Agiklamalar

Superoksit Dismutaz

Testis belirleyici faktor

TUmor nekroz faktori-alfa
Trombospondin-1

Vaskiiler endotelyal biylime faktori
VEGF reseptori 1

VEGF reseptori 2

Vaskiiler gegirgenlik faktora

Yardimci Greme teknolojileri

XX



1. GIRIS

Son dekatlarda infertilite tedavisinde daha siklikla basvurulan lGremeye yardimci tedavi
yontemleri ile elde edilen gebelikler gelismis Ulkelerdeki tim gebeliklerin yizde birinden
fazlasini olusturmaktadir [1, 2]. Uremeye yardimci tedavi yéntemlerinden biri olan in vitro
fertilizasyonun basarisinda 6nemli bir siire¢ olan kontrollii ovaryan hiperstimiilasyon
(KOH) givenli bir yontem olmakla birlikte aralarinda ovaryan hiperstimiilasyon

sendromunun da oldugu bircok ciddi klinik duruma neden olabilmektedir [3, 4].

Follikiil gelisimini ve ovulasyonu uyarmak igin eksojen gonadotropin uygulamasinin bir
komplikasyonu olarak kabul edilen OHSS, “insan Ureme ve Embriyoloji Dernegi” (ESHRE)
son raporuna gore, Avrupa Ulkelerinde %0,18-1,40 siklikta gorilmektedir [5, 6]. OHSS
gelisimi icin risk faktorleri arasinda genc yas, disiik vicut agirhigi, polikistik over sendromu
varligi, ylksek Ostradiol dizeyleri, hizli artan 6stradiol seviyesi, bazal anti-mullerian
hormon konsantrasyonunun ylksek diizeyde olmasi, stimule olan follikil sayisi ve bu
follikillerin capi, toplanan oosit sayisi, luteal destek icin insan koryonik gonadotropin
(hCG) kullanimi ve gebelik gibi faktorler ve siiregler bulunmaktadir [7]. Klinik ve
laboratuvar bulgularina gore siniflandirildiginda hafif olgular, tedavi sikluslarinin %23-
33’linde; orta siddetli olanlar, %3-6’sinda, siddetli formlar ise %0,3-5’'inde izlenmistir [7,
8]. OHSS’de klinik tablo, karinda rahatsizlik hissi, hafif diizeyde bulanti, kusma, ishal ve
karinda distansiyon gibi hafif semptom ve bulgulardan, hastanin hastaneye yatisini
gerektiren derin ven trombozu, pulmoner emboli, akut solunum sikintisi sendromu, akut
bobrek yetmezligi gibi hayati tehlikesi olan durumlara kadar degisiklik gostermektedir. [9-
11].

OHSS’nin siddetli klinik formunun altinda yatan fizyopatolojik mekanizma halen net olarak
bilinmemekle birlikte [11], akut hemodinamik anormelliklere ve intravaskiler sivinin
Uclinct bosluklara yogun bir sekilde gecisine neden olan cesitli kan damarlarindaki
gecirgenlik artisi klinik bulgulardan sorumlu gorilmektedir [12-15]. Bu vaskiler gegirgenlik
siirecinde ovaryan renin—angiotensin sistemi, prostaglandinler, histamin, sitokinler,
vaskiler endotel buyime faktorli (VEGF)/vaskuler gecirgenlik faktori (VPF), pigment

epitel-kaynakh faktor (PEDF) gibi faktorlerin rol aldigi 6ne surilmustir [12-14, 16, 17].



Bagisiklik sistemi ile overler arasindaki etkilesim, gonad fizyolojisinde gelecek igin umut
veren ve OHSS'nin yeni olasi aracilarini 6ne siiren bir alan olarak ilgi cekmektedir [18, 19].
Bu nedenle, genel ovaryum fonksiyonu ve ovaryumdaki siregler daha spesifik olarak
cesitli sitokinler tarafindan dizenlenebilir [18, 19]. Bu mediatorler arasindan oOzellikle
interlokinler, intra-ovaryan yolaklarin olasi dizenleyicileri olarak bir¢ok arastirmada
calisilmistir [12, 18, 19]. Hiperstimule overlerde follikiiller sividan ve bunu c¢evreleyen over
dokusundan salinan faktorler kana karisir ve bu maddeler peritoneal membranlardaki
damarlari stimule ederek sivi kagagina neden olur [20]. IL-2, IL-6 ve timor nekroz faktor-

alfa (TNF-a) artmis vaskiiler permeabilitede rol oynayan mediatorlerdir [21].

Vaskiler endotelyal biylime faktori, OHSS gelismesine yol acan en 6nemli faktor olarak
goriinmektedir. Histamin ile karsilastirildiginda VEGF'nin endotel gecirgenligini 50.000 kat
daha arttirdigi gosterilmistir [12]. hCG’ye bir yanit olarak asiri derecede salgilanan over
kaynakli VEGF, endotel hicreleri tizerindeki VEGFR-2 reseptoriine baglanarak vaskiler
gecirgenligin artmasina ve bdylece OHSS belirtilerine yol agar [22]. VEGF'nin vaskiler
gecirgenligi arttirarak asit olusumuna neden oldugu artisindaki 6nemi, uyarilmis disi
sicanlarda gosterilmistir. Ovulasyon indiksiyonu yapilmis siganlarda VEGF ve VEGFR-2'nin
asir eksprese edildigi ve vaskiiler gecirgenlikte bir artisa neden olarak asit olusumuna

neden oldugu cesitli calismalarla ortaya konulmustur [23].

VEGF'nin KOH hastalarinda hCG tarafindan artirildigina dair dolayh kanitlar [24, 25], goz
onine alindiginda, bazi deneyler insanlarda KOH'a benzer gonadotropinler kullanilarak
ovaryum genislemesi ve asitleri indiklemis ve ovaryum VEGF, VEGFR-2 mRNA ve protein
seviyelerinin hCG uygulamasindan 6nce bile arttigini gostermistir [26, 27]. Bu etkiler,
ovaryuma 0Ozgldir ve cevresindeki dokulara 6zgi degildir. Aslinda, KOH ooforektomize
edilmis hayvanlarda asiti indiklememistir [27]. OHSS'li kadinlarda graniloza-lutein
hicreleri [24] tarafindan asiri eksprese edilen VEGF, hCG'nin neden oldugu kapiller
gecirgenlik artisi sonucunda folliktler siviya salinir [24, 28]. hCG kiiltlire grantiiloza-luteal
hiicrelerinde VEGF ekspresyonunu indiikler, bu durum OHSS gelisen kadinlarda, sendrom
gelistirmeyen kadinlardan daha yiksektir [29]. Bunlarla birlikte, plazma [30] ve asit [31]
VEGF diizeylerinin OHSS'nin klinik gorinimleri ile korele oldugu gosterilmistir. Ayrica hCG

uygulamasinin, graniloza-lutein hiicrelerinde VEGFR-2 ekspresyonunu arttirdigi ayrica bu



artisin OHSS riski tasiyan hastalarda oldugu da gosterilmistir [30]. Endotel hiicre-hicre
baglantilari, VEGF etkinligindeki hedeflerdendir. Artan VEGF seviyeleri ile artan kaderin
artigi ve artmig vaskiler gegirgenligin morfolojik onayini temsil eden endotel hiicrelerinin
sekilsel diizenlenimlerindeki degisiklikleri ortaya konulmustur. Artan VEGF seviyelerinde
kaderin ekspresyonundaki artis ve endotel hicrelerin sekilsel dizenlemelerindeki

degisiklikler artmis vaskiiler gecirgenligin morfolojik kaniti olarak tanimlanmistir [32].

VEGF ve IL-6, her iki potansiyel aracinin da monositler, endotel hiicreleri ve graniloza
hiicreleri tarafindan Uretilip salindigi rapor edilmistir. Vaskiler gecirgenligin arttirilmasi,
temel olarak VEGF ve IL-6 Uretiminden kaynaklanan belirgin bir olasiliktir [25]. IL-6 ¢ok
islevli bir sitokindir ve ayrica 6nemli bir enflamasyon dizenleyicisidir. Ayni zamanda, IL-6,
VEGF ekspresyonunun indiklenmesi vyoluyla aracilik eden immiinomodilator ve
anjiyojenik etkilere sahiptir. IL-6'nin birka¢ hilicre hattinda VEGF ekspresyonunu

indiikledigi gosterilmistir [33].

OHSS'yi 6nlemeye ve tedavi etmeye yonelik birgok etkili ajan bulunmasina ragmen, 6zgin
bir tedavisi mevcut degildir [12, 34]. Ayrica OHSS gelisimini dnlemek icin gelistirilen KOH
uygulamasi Oncesi ve sonrasi tim modifikasyonlara ragmen, yine de OHSS gelisimi
engellenememektedir [12]. Bu nedenle en kesin yontem OHSS'nin hi¢ olusmamasini
saglamakla birlikte [12] tedavide temel dayanagl destekleyici tedaviler olusturmaktadir
[13]. Mevcut tedaviler, oosit olgunlasmasini tetiklemek icin hCG kullanimindan
kacinilmasini, embriyo transferinin ertelenmesini ve hastanin durumunun siki takibinden
ibarettir [7, 34, 35]. Bunlara ek olarak, KOH da ortaya cikan OHSS olgularinin raporlanma
orani hala oldukca distktiir [6, 7]. Durumun arkasindaki patofizyolojiyi aydinlatmak ve
boylece kalici bir tedavi icin daha fazla arastirma gereklidir [13]. OHSS'nin sican modelleri,
faydali girisimsel stratejiler gelistirmek icin degerli olabilir [34]. 21. ylzyildaki en blylk
modern tip ¢alismalarindan biri gergekten herhangi bir OHSS komplikasyonu olmadan

dogurganhgin saglanmasidir [12].

Gunumdizde, bitki ekstreleri, disi Greme bozukluklarini tedavi etmek igin yaygin olarak
kullanilmaktadir [36, 37]. Flavonoidler, genis farmakolojik aktiviteleri nedeniyle blyik ilgi

ceken bitki bazh bilesiklerdir [38]. Kersetin (3,5,7,3',4’- pentahidroksflavon), ozellikle



domates, sogan, brokoli, marul, Gzim, elma ve yaban mersini olmak lizere meyve ve
sebzelerde bulunan bir flavonoiddir [39, 40]. Kersetin, ortalama 25-50 mg/gin miktar ile
en yaygin tuketilen diyet flavonoidlerinden biridir [41]. Ayrica, Kersetin fitodstrojen olarak

bilinen bir dizi bitki bazl steroid yapida olmayan bilesik grubunun bir Gyesidir [40].

Kersetin, antioksidan potansiyele [42], kardiyovaskiler koruma etkisine, anti-
inflamatuvar, antikanser aktiviteye [43-45], anti-diyabetik [46] etkilere ve menopoz
sonrasl kadinlarda kemik kaybinin tekrardan kazanilmasi gibi 6zelliklere sahiptir [47].
Disik yogunluklu lipoproteini (LDL) oksidasyondan [48], lipid peroksidasyonundan [49]
korur ve hiicrelerde redoks dengesizliklerini 6nler [50]. Kersetin, GSH, SOD, CAT, GSH-PX
ve Glutatyon rediktaz aktivitelerini artirarak serbest radikal liretimi Gzerinde glcll bir
temizleme etkisine sahiptir [51]. Victor ve arkadaslari tarafindan yapilan bir ¢alismada,
Kersetin uygulamasinin, antioksidan ve anti-apopitotik etkileriyle Wistar siganlarinin
uterus ve ovaryum dokularinda kadmiyum klorir (CdCly) kaynakli toksisite lizerinde
onleyici etkiler olusturdugu bulunmustur [52]. Yakin zamanda Kersetin'in antioksidan
enzimler Uzerindeki etkisinin degerlendirilmesi icin yapilan bir baska calismada ise,
Kersetin'in PCOS sigan modelinde SOD, CAT ve GPX'in aktivitesini anlamli sekilde arttirdig
ve ayrica Letrozolin over morfolojisi Uzerindeki etkilerini tersine cevirdigi ortaya
koyulmustur [53]. Bunlara ek olarak Kersetin hem platelet agregasyonu hem de
adezyonunun inhibisyonunu saglarken vaskiler endotel hiicrelerini H,0, hasarindan sahip

oldugu antioksidan o6zellikleri yolu ile korur [54].

Kersetin ayrica, hiicre steroidojenik aktivitesini dizenler ve hormonal endeksleri
dizeltmeye yardimci olur, bu sayede ovaryum fonksiyonlarini da modiile eder [55].
Naseer ve arkadaslari, 1s1 stresi yasatilan tavsanlarda, Kersetin takviyesinin follikiler
gelisimi 6nemli 6lctide gelistirdigini, graniloza hicrelerinin apoptozisini en aza indirdigini
bulmuslardir [56]. Bazi in vitro ¢alismalarda Kersetinin ovaryum hiicreleri tizerindeki olasi
roli de arastiriimistir. Kersetinin domuz veya tavuk ovaryum follikiillerinden elde edilen
kilture graniloza hiicrelerinde, T-2 toksinine veya kadmiyuma bagl oksidatif hasari ve
apoptozu Onledigi bildirilmistir [57, 58]. Ayrica, Chen ve ark. Kersetinin yaslanan
sicanlarda ovaryum follikiiller rezervini etkileyerek olumlu etkiler olusturdugunu o6ne

sirmuslerdir [59].



Kersetin, OHSS patogenezinde de o6nemli bir yer tutan enflamasyonu engelleme
yetenegine de sahiptir. Yapilan arastirmalar sonucunda, kersetin’in (10-25 uM), LPS ile
uyariimis BV-2 mikroglia hiicrelerinde NO ve TNF-a Uizerinde inhibe edici bir etki gosterdigi
bildirilmistir [60]. Baska bir arastirmada ise Kersetin (10 uM), asag dogru diizenlenmis
COX-2 ve NF-kB ekspresyonunu ve okratoksinle uyarilmis HepG2 (insan hepatoma)
hiicrelerinde NO (retimini azalttigi rapor edilmistir [61]. Diger arastirmalarda ise

Kersetinin IL-1pB, IL-6, IFN-y inhibe ettigi gosterilmistir.

Bunlara ek olarak kersetinin, OHSS patofizyolojisinin temelinde olan anjiyojenezdeki bazi
basamaklari modiile etme kabiliyeti oldugu bildirilmistir [62]. Pratheeshkumar ve
arkadaslari kersetinin antianjiojenik aktivitesini farkli modeller kullanarak incelemiglerdir.
Kersetinin, anjiyogenezde, endotel hiicrelerinin proliferasyonu, goci ve tip olusumu dahil
olmak tzere birkag 6nemli adimi engelledigini géstermislerdir. Bu etkilere VEGF'nin neden
oldugu VEGFR-2 fosforilasyonunun baskilanmasinin yani sira asagi-akim kinazlarinin AKT,
MTOR ve ribozomal protein S6 kinazinin HUVEC'lerde fosforilasyonunun inhibisyonu da
eslik ettigi rapor edilmistir [63]. Daha sonraki arastirmalarda; Kersetinin, HUVEC de
VEGFR-2 mRNA ekspresyonunu inhibe ettigi ve hem HUVEC'lerde hem de zebra balig
embriyolarinda ERK'nin fosforilasyonunu azalttigi bulunmustur [64]. Bunlara ek olarak,
Kersetin, hem p38MAPK hem de ERK 1/2 'in fosforilasyonunu da inhibe etmistir.
Arastirma sonucunda Kersetin antianjiyogenik aktivitesini VEGFR2 aracili asagl akis
sinyallemesinin modilasyonu yoluyla gerceklestirmis olabilecegi ileri strtlmistir [65].
Ayrica, Kersetinin, AKT sinyalini modiile ettigi ve lenfomali farelerde anjiyojenezi inhibe

ettigi gosterilmistir [66].

Kersetin yukaridaki etkileri ile OHSS’nin temel patofizyolojik mekanizmalarindaki hem
inhibisyon hem de regiilasyon 6zelliklerinde dolayi heniiz 6zgiin bir tedavisi olmayan bu
sendromun hem 6nlenmesi hem de tedauvisi igin potansiyel tasimaktadir. Ayrica literatur
arastirmalart sonucunda OHSS sican deney modelinde Kersetinin kullanildigi bir
arastirmaya rastlanilmamigtir. Literatlr bulgular 15181 altinda, Onerilen bu ¢alismada,
ovaryan hiperstimilasyon sendromu modeli olusturulan ratlarda Kersetinin OHSS (zerine

ve iliskili oldugu VEGF/VEGFR-2, IL-6 Gizerindeki etkileri arastirilacaktir.






2. GENEL BILGILER

2.1. Ovaryum

2.1.1. Ovaryum embriyolojisi

Embriyonun genotipi’'nin 46, XX veya 46, XY olmasi fertilizasyon sirasinda gergeklesir [67].
1. - 6. haftalar arasinda genetik olarak disi veya erkek 6zellikte olan embriyolar fenotip
acisindan birbirinden ayirt edilemezler [67, 68]. Yedinci hafta itibari ile embriyo cinsel
fenotip ozelliklerine gore degismeye baslar [67]. Bu degisim sureci SRY geni tarafindan
kontrol edilmektedir. SRY geni, cinsiyet belirleyici bolge Y protein’in (testis belirleyici
faktor olarak da adlandirilir [TDF]) kodlarini tasir. Embriyoda TDF proteinin ifadelenmesi
gerceklestiginde, gonad testis olarak farklilagir. Testosteron ve Miillerian inhibe edici
faktor (MIF) yoklugunda ise, embriyo disi fenotip olarak farklilasmaya baslar [67]. 12.
hafta itibari ile dis genital 6zellikler, erkek veya disi fenotip olarak ayirt edilecek bigime

gelir ve bu farkhlasma siireci 20. haftada tamamlanir [67].

intermediate (ara) mezoderm dorsal viicut duvari boyunca tirogenital kabartiyr olusturur.
Daha sonra ¢Olom epitelinin ve altinda bulunan Urogenital kabarti mezoderminin
cogalmasi sonucunda bir ¢ift gonadal kabarti meydana gelir [67]. Gonadal kabartilardan
gelisen primer cinsiyet kordonlari (primer seks kordonlari) primordiyal germ hiicrelerini
icerir [67]. Fakat gelisimin 6. haftasina kadar genital sirtlarda herhangi bir germ hicresi

yoktur [68].

Epiblasttan tlireyen primordiyal germ hicreleri, primitif cizgi boyunca goé¢ ederek 3.
haftada vitellis kesesinin allontois’e yakin olan duvarindaki endoderm hucreleri arasina
yerlesir [68]. Dordinci haftada hiicreler sonbagirsagin mezenterinden ilerleyerek 5. hafta
basinda gonadlara 6. haftada ise genital sirtlara ulasirlar [67, 68]. Eger bu go¢ kesintiye
ugrarsa gonadlar gelisemez [68]. Primordiyal germ hiicrelerinin genital katlantilara
(primitif gonadlar) girmesinden kisa bir siire 6nce ve girisleri sirasinda, genital katlantilarin
epiteli g¢ogalip, mezensime ilerleyen primitif cinsiyet kordonlari olarak adlandirilan

diizensiz hicre kordonlarini olusturur. Erkek ve disi embriyolarda bu kordonlar ylizey



epiteline olan baglantisini bir siire daha surdurir. Bu evredeki gonadlara farklanmamis
gonad adi verilir [68]. Disi gonadlarda, primitif cinsiyet kordonlari diizensiz hiicre kiimeleri
seklinde diizenlenim gosterirler. Primitif germ hicresi gruplarini iceren hicre kimesi
olusumlari, daha ¢ok overin medullar bdlgesinde konumlanmislardir. Bu hiicre
kiimelerinin bir slre sonra kaybolmasi ile yerini vaskiler yapidaki stroma (ovarian
medulla) doldurur [68]. Disi gonadin yiizeyindeki epitel ¢cogalmaya devam ederek 7.
haftada kortikal kordonlar denilen ikinci nesil kordonlari olustururlar [68]. Dérdinci
aydan itibaren bu kordonlar izole hiicre kiimelerine ayrilarak ¢ogalmaya devam ederler.
Bu hiicre kiimeleri her oogoniumun etrafini follikiiler hiicreler olarak adlandirilan bir
epitel hiicresi katmaniyla cevrelerler. iste bu follikiiler hiicreler oogoniumunlar ile birlikte
primer follikiili olustururlar [68, 69]. Bu gelisim evrelerinde disi gonadin medullar

kordonlari geriler ve kortikal kordonlarin ikinci nesli olusur [68].

Ovaryumlarin inisi

Ovaryumlar ilk olustuklarinda abdomen bdlgesindedir, fakat daha sonra pelvis
bolgesinden uzakta olan st abdominal boélgenin oransiz gelismesi sonucunda pelvise
dogru inerler. Bu yer degistirme siirecinde Gubernakulum etkili faktérlerden biri olarak

kabul edilmektedir [67].

2.1.2. Ovaryum anatomisi

Ovaryumlar sag-sol bir ¢ift olarak kadindaki temel tGreme organlaridir. Temel islevleri
gametleri ve disiye 6zgl seks hormonlari (progesteron ve Ostrojen) Uretmek olan
ovaryumlar erkekteki testislerin karsihgidir. Ovaryumlar dogurmamis yani nullipar
kadinlarda, pelvis minor'un dis-yan duvarlarindaki fossa ovarica'larda bulunurlar. Fossa
ovarica'nin bulundugu bdélgenin sinirlari ise lig. latum uteri' nin arkasinda olarak yukarida
a. ve v. iliaca externa; arkada a. ve v. iliaca interna ve (ireter; 6nde oblitere umbilikal
arter’dir. Tabaninda ise a. ve v. obturatoria ve n. obturatorius bulunmaktadir. Dogurmus
kadinlarda bulunduklari bolge sabit degildir. Ovaryumlar, hamilelik sirasinda uterusun
blylimesi sonucunda karin bosluguna gecerken, dogum sonrasi uterus'un kicllmesi

nedeniyle tekrardan pelvis bosluguna geri donerler. Fakat oncesindeki bulunduklari



konumlari ayni degildir. Cogunlukla rektouterin ¢ikmazda, rectum'un iki yaninda yer alan
ve "Claudius cukuru" olarak [72] adlandirilan bolgeye konumlanirlar [70-72]. Her bir
ovaryum makroskopik olarak pembemsi gri renklidir ve badem seklinde olup, 3 cm
uzunlugunda, 2 cm genisliginde, 1 cm kalinhiginda ve 3 -5 gr agirliga sahiptir. Dis ylizeyleri
dizenli ovulasyonun baglamadigi kizlarda ve menopoza giren kadinlarda diz iken,
puberteden sonraki dénemde ovulasyon nedeniyle solid nodiiler bir goriiniim alir. Her bir
ovaryum Facies medialis ve facies lateralis adl iki ylize, extremitas tubaria ve extremitas

uterina adli iki uca, margo liber ve margo mesovaricus adli iki kenara sahiptir [70-72].

Ovaryumun on kenari olan margo mesovaricus diiz bir yapida olup, yoni oblitere a.
umbilicalis'e doniktir ve kisa bir peritoneal plika olan mesovarium ile lig. latum uteri'ye
baglanir. Mesovarium'un alt-medial kenari (extremitas uterina) ile cornu uteri arasinda lig.
ovarii proprium (lig. uteroovaricum, chorda utero-ovarica) uzanir. Mesovarium'un iki
yapragi arasinda, hilum ovarii'ye ulasan arter, ven ve lenfatikler ile sinirler bulunmaktadir.
Ovaryum, infundibulopelvik bag olarak da adlandirilan lig. suspensorium ovarii ile pelvik
duvara baglanir. Ligamentum suspensorium ovarii bir periton plikasidir. Bu vyapi
ovaryum'un Ust ucu ve buna yakin 6n kenar ile a. ve v. iliaca'larin yakininda bulunan pelvis
dis-yan duvari arasinda uzanir. Ovarium'un damar-sinir yapilari bu bag icinde yerlesmistir.
Bu bag icinde yer alan v. ovarica, plexus pampiniformis olarak da adlandiriimaktadir.
Ovarium torsiyonu, genellikle mesovarium veya lig. suspensorium ovarii’nin uzun olmasi
nedeniyle meydana gelir. Bunun sonucunda gelisen ovarium iskemisi, abdominal agri
olusturur. Mesovarium cift kath peritonundan olusur ve ovaryum’un 6n kenarini lig. latum
uteri'nin arka yapragina baglar. Ligamentum ovarii proprium, Guberneculum'un bir
artigidir ve ovaryumu cornu uteri’ye baglar. Ayrica ligamentum ovarii proprium, lig. latum
uteri'nin iki yapragl arasinda uzanir ve 3 cm uzunlukta ve 3 mm kalinliktadir. Fimbria
ovarica ise fimbriae tubae uterinae iginde en uzun olanina verilen addir. Infundibulum

tuba uterinae'den ovaryuma uzanir [70-72].

Ovaryumun damar ve sinirleri

Ovaryum'un ana arteri L2 seviyesinde aorta abdominalis’ten ayrilan a. ovarica'dir. Bu arter

lig. suspensorium ovari ve mesovarium icinden gecerek ovaryum'a ulasir. ikinci olarak a.
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uterina'nin bir dali olan r. ovaricus, da ovaryumun kan destegine katilir. Arteria ovarica nin
herhangi bir tikanma durumunda, a. ovarica dallari ile anastomoz yapan r. ovaricus
ovaryum'u beslemeye calisir [70-72]. Bu anastomoz yapisina ait bolgeden kaynaklanan ve
digerlerine gore daha biyik olan bu damarlar mezovaryumdan gecip, hilum ovarii'yi
kanlandirirlar. Ovaryumun medullasina gegtiklerinde dallanip, yiksek diizeyde sarmal hale
geldiklerinden dolay;, bu biyiuk arterlere spiral arterler adi verilmektedir [73].
Ovaryumdan ¢ikan venler 6nce plexus pampiniformis'i meydana getirdikten sonra, v.
ovarica’yi olustururlar. Vena ovarica, sag tarafta v. cava inferior'a, sol tarafta ise v. renalis
sinistra’ya direne olur. Ovaryumlarindan ¢ikan lenf damarlari a. renalise paralel olarak

ilerleyip, nodi lumbales (nodi aortici lateralis ve nodi preaortici)’e akar [70-72].

Ovaryumu innerve eden plexus ovaricus, n. vagus ile gelen parasimpatikler ve T10-T12
seviyesinden gelen simpatik liflerden olusur. Ayrica ovaryumun yansiyan agrisi, gbbegin
hemen altinda bulunan T10-T11 dermatomlarinda, yani alt abdominal ve pubik bolgede
hissedilir. Bunlara ek olarak otonom innervasyonun ovaryumlar U{zerindeki etkileri

bilinmemektedir [70-72].

2.1.3. Ovaryum histolojisi

Ovaryumlar distan periton ile ortiilii olmasina ragmen bu periton puberteyle beraber yassi
epitele dondsidr [73]. Germinal epitel olarak adlandirilan bu hicresel katman
mezovaryumu c¢evreleyen mezotelyum ile sireklilik gostermektedir. Yani ovaryum
mezotelyum yerine germinal epitel ile ¢cevrelenmektedir [74]. Bu tabakanin altinda ise
kollagen lif miktari yiksek olan tunica albuginea olarak adlandirilan bir tabaka yer alir.
Ovaryumun esas dokusu ise bu tabakanin altinda bulunur. Bu doku dista cortex ovarii ve

icte medulla ovarii olarak isimlendirilen iki kissmdan olusmaktadir [73].

Cortex ovarii (Korteks) de cesitli seviyelerde gelisim halinde olan ovaryum follikilleri ve
bunlarin arasini dolduran bag dokusu yer alirken, medulla ovarii’ de (Medulla) ise gevsek
bag dokusu ve bunun icinde bulunan damarlar ve sinirler bulunmaktadir [73]. Medulla ile

korteksin sinirlari birbirinden kesin bir sekilde ayrilmaz [74].
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Her biri tek bir oosite sahip olan ¢esitli boyutlardaki ovaryum folliklleri korteksin
stromasinin icine daginik bir bicimde yerlesmislerdir. Oogonium denilen primitif germ
hiicrelerinin olgun oositlere dontismesi olayl olan oogenezin ilk evreleri fétal donemde
meydana gelir [68, 74]. Bu evrede yiksek miktarda gerceklesen mitotik boéliinmeler
sayesinde oogonyumlarin sayisi artar [73]. Dogumla bu ana kadar meydana gelmis olan
oositler birinci mayozun béliinme evresinde arreste ugrayarak puberteye kadar bu sekilde

kalirlar ve gelisimleri duraklar [68, 74].

Puberteden 6nce ovaryumun korteks bolgesindeki sayisi yaklasik 400.000 olan follikiller
herhangi bir gelisme gostermezler ve primer follikiil olarak kalirlar. Puberte ile follikiiller
kiguk gruplar halinde déngusel bir biylime ve olgunlasma sergilerler [68, 74]. Puberte
sonras! cesitli gelisim evrelerinden sonra Graaf follikiilii olarak adlandirilan son evreye
gecerler [73]. Graaf follikili olgunlastiktan sonra igerisinde bulunan ovum, ovulasyon
denilen olay ile disari atilir ve bu son evredeki follikilin yerini korpus luteum alir. Gorevi
progesteron (retimi olan bu yapi fertilizasyon olayl gerceklesir ise gebeligin ilk 6 ayi
boyunca fonksiyonunu sirdirir. Bundan sonraki siirecte plasenta bu gorevi (stlenir. Eger
fertilizasyon olmaz ise korpus luteum 14 giin gibi kisa bir slire iginde kaybolur ve korpus
albicans’a dondsur. Bir kadin dogurganlik periyodu icinde ortalama olarak 400 kez

ovulasyon yapabilmektedir [73].

2.1.4. Follikiilogenezis

Primordiyal follikiilden ovulasyona katilacak olan tersiyer follikilin olusumuna kadar olan
tim degisimleri iceren gelisim doénemidir [69]. Ovaryum follikllleri gelismekte olan
oositler icin mikro-cevreyi saglamakla gorevlidirler [74]. Follikiiliin sahip oldugu boyut
Ozellikleri oositin gelisim evresini gosterir ve histolojik olarak 3 temel tip ovaryum

follikiilinden bahsedilebilir [74].

1. Primordiyal folliktller
2. Blyumekte olan folliktller: Primer ve Sekonder (antral) follikiil olarak alt gruplara
ayrilir.

3. Olgun follikll ya da Graaf follikiller
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Siklus gegiren bir ovaryumda her gelisim evresinde olan follikiil bulunmasina ragmen

primordiyal folliklller baskin olanlaridir [74].

Primordiyal folliklller

ilk olarak fetal yasamin {i¢lincii ayinda gériinmeye baslayan primordiyal follikiillerin erken
gelisimi gonadotropin uyarimina bagh degildir [74]. Tam gelismis bir ovaryumda bu
follikiler korteks stromasinda tunika albugineanin hemen altina konumlanmislardir. Yassi
follikiil hiicreleri primer oositi tek bir katman seklinde sararken, bazal lamina ise bu
follikdl hiicrelerinin dis yizeyini cevreler. Bu follikiiliin sahip oldugu oositler yaklasik 30
mikron capindadir. Oosit nikleusu ise blyilk, eksantrik yerlesimlidir ve ince dagilmis
kromatin ve bir ya da daha fazla nikleolus icerebilir [74]. Ooplazma olarak da bilinen
oositin sitoplazmasi Golgi membran ve vezikiillerinden, mitokondriyon, endoplazma
retikulumu ve lizozomlardan olusan Balbiani cisimcigi ile aniler lameller icerir [69, 74].
Puberte ile follikiillerin bundan sonraki gelisimi oositin blylmesi, maturasyonu, follikiler
epitel hiicrelerinin gogalmasi ve follikili gevreleyen stromadaki degisiklikler ile strdtralur

[69].

Primer follikiller

Primordiyal follikillerin yassi sekilli olan hiicreleri degiserek, 6nce kibik bir siire sonra
prizmatik hticreler haline gelirler. Follikil hiicreleri tek kath kibik sekil aldiginda artik bu

folliklller primer follikiil olarak kabul edilirler [69].

Olgun olmayan oosit gelisirken etrafina glikoprotein ve glikozaminoglikan tirinde
molekdller salgilarken, bu bdlge kuvvetli PAS pozitif 6zellik gosterir ve zona pellusida
olarak adlandirilir [69]. Bu boélgenin yapimina follikiiler hiicrelerin de katkisi vardir. Fakat
zona pellusida, oosit yaklagik 50-80 mikron ¢apa ulagmadan goriinmez. Olusan bu tabaka
fertilizasyon olayinda ¢cok 6nemli gorevleri olan sperm icin reseptérler icerir. Hem oosit
hem de follikul epitel hiicreleri mikrovilluslara sahiptirler ve bu uzantilar zona pellusida
hizasinda birbirleri ile perivitellin aralik denilen bolgede oluklu baglantilar (gap junction)
ile temas halindedir. Bu sayede follikil hiicreleri biyliyen oosite besin destegi saglarlar

cinki follikiil blyldikge kalinlasan epitel yiziinden oosit stromadan uzaklastigl igin
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beslenmesi zorlasmaktadir [69]. Bu gelismeler, yasanirken follikil hicreleri oositin
bollinmesini durdurmak icin oosit maturasyonunu inhibe edici faktori de sentezleyip
salgilarlar. Bununla birlikte oosit de follikiil epitelinin gelisimini uyarici faktoérler (BMP
gibi) Uretir ve salgilar. Sonrasinda oositi saran hiicrelerin sayisi artar ve ¢ok kath bir epitel

haline gelen bu hiicre tabakasina artik stratum graniilozum adi verilir [69].

Tek katl prizmatik veya c¢ok kath prizmatik epitel morfolojisine sahip degisik
bayukliklerdeki follikiller primer follikil olarak degerlendirilir. Eger bir follikil tek katli
epitel icerirse unilaminar primer follikiil, cok kath bir epitel katmani (stratum graniilozum)
icerirse multilaminar primer follikiil olarak isimlendirilir [69, 74]. Stratum granilozum
hicreleri birbirleri ile ¢ok sayida bulunan oluklu baglantilar ile iletisim halindedirler.
Graniloza hicreleri, follikiil uyarici hormon (FSH) reseptorlerine sahiptir ve bu sayede FSH
bu reseptorlere baglanarak az da olsa bu hiicrelerden 6strojen salinimini uyarir. Bu uyari

follikalln ileri gelisimi icin 6nem arz eder [69].

Ayrica bag dokusunda da bazi degisimler olur. Stroma, follikil etrafindaki teka follikuli
denilen bir siki doku meydana getirir. Bu teka hiicrelerinde sentezlenen anjiyogenez
uyarici faktorler follikul gevresindeki vaskularizasyonu arttirarak biiyliyen oosit ve sayisi
giderek artan follikll hiicrelerinin beslenmesini destekler [69]. Teka follikill ile stratum
granlilozum arasinda camsi membran olarak adlandirilan bir bazal membran bulunur.
Sonraki siiregte teka follikiili teka interna denilen bir i¢ ve teka eksterna denilen bir dig
tabakay! olusturur. Teka interna kan damarlari yoniinden zengin iken teka eksterna,
kollagen lif ve diiz kas hicreleri yoniinden zengindir [69]. Teka interna tabakasi steroid
salgisi yapabilen hiicrelere, fibroblastlara ve bunlarin yaninda kolajen liflere ve kii¢lik kan
damarlarina sahiptir. Buradaki hicreler Luteinize edici hormon (LH) reseptorlerine
sahiptirler ve LH uyarimi ile Ostrojenlerin 6ncil molekilleri olan androjenler
(androstenedione) sentezlerler [69]. Uretilen bu androjenler graniiloza hiicrelerine
gonderilirler ve sonrasinda FSH etkisi altinda sentezlenen aromataz enzimi vasitasiyla
Ostrojenlere dondstirdlirler. Sonrasinda salgilanan bu 6strojenler teka tabakasina doner
ve buradaki vaskiler yol ile biitiin viicuda dagilir. Ostrojenlerin graniiloza hiicrelerindeki

LH reseptorlerini arttirici 6zelligi vardir [69].
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Sekonder follikiiller (Antral Follikil)

Multilaminar primer follikiilde bulunan stratum granitilozumun hiicre tabakasi 8-12 katli
bir hale gelince bu hiicreler gevresinde seffaf 6zellikte bir sivi ile dolu olan diizensiz yapida
bosluklar belirir [69]. Baslangicta bu sivi graniiloza hicreleri tarafinda Uretilirken sonraki
evrelerde plazma kaynakhdir. Bu 6zellikleri tasiyan follikiil bundan sonra sekonder follikiil
ismini alir. Bu sivi dolu olan bosluklar zamanla birbirleri ile kaynasarak antrum denen tek
blyik bir boslugu meydana getireceklerdir. Antrumun follikil sivisi, su tutma 6zelligi olan
hyalironik asitten zengin oldugu icin follikill capinin giderek artmasini saglar. Bu donemde

oositin ¢cap1 250 um civarinda olcilmektedir [69, 74].

Tersiyer follikul (Graaf follikula)

Follikdl blytrken follikiiliin icindeki sivi da antrumun genisligi de artmaya devam eder. Bu
slrecte bir grup graniiloza hicrelerince sarilmis olan oosit, follikiiliin bir kenarina itilir
[69]. Oosit ve etrafindaki graniloza hiicreleri follikiil IGmenine dogru uzanan kumulus
ooforus olarak adlandirilan bir timsek meydana getirirler. Bu sirada oositi saran granuloza
hiicrelerine ise korona radiyata denir. Graniiloza hiicrelerinden olusan ¢ok katli bir hiicre
tabakasi da antrum boslugunu sarar. Bu tabakaya da membrana grantiloza adi verilir [69].
Hem korona radiyata hicreleri hem de oosit, plazma membranlarindaki mikrovilluslar
arasinda bulunan oluklu baglantilar ile iletisim halindedir. Grantiloza hiicreleri tarafindan
sentezlenen hyallronik asit ve proteoglikanlardan zengin olan Call-Exner cisimleri belirir.
Bu materyal, hiicreler arasi ortamda Periyodik Asit-Schiff (PAS) pozitif boyanma o6zelligi

gosterir [69].

Follikillerin biyiimesinin kontrolid ve etkileyen faktérler

Oosit ve follikillerin blylimesi igin ¢esitli faktorlere ihtiyag vardir. Bu faktorlerin en
onemlileri FSH, bliyiime faktorleri olan; epidermal biylime faktorl (EGF), insllin benzeri
biuylime faktorl | (IGF-1) gibi biuylime faktorleri ve kalsiyum iyonlaridir. [69, 74]. Ayrica,
follikdl buydkliklerinin kontrolii grantiloza hiicreleri tarafindan uretilerek antrum sivisina
birakilan oosit maturasyon inhibitérii (OMi) gibi inhibitér faktérleri ile de saglanmaktadir

[69].



15

Bunlarla birlikte, follikiilerin gelisiminde anjiyogenezin de etkin rol oynadigi bilinmektedir
[69]. Graniiloza tabakasi ovulasyon anina kadar avaskilerdir, clinkii teka interna ve
eksterna tabakalarinda iki kapiller ag bulunmasina ragmen, bu damarlar bazal membrani
gecemezler [69, 74]. Ovule olan follikiller diger antral follikiillere gére daha yaygin bir
vaskiler ag icerdiklerinden dolayi, daha fazla miktarda gonadotropine etkin kaldiklari
aydinlatilmistir.  Kisaca, hangi follikiilin ovulasyona gideceginin belirlenmesinde

vaskilarizasyon seviyesi de 6nem tasimaktadir [69].

Vaskiler endotelyal bliyime faktorii (VEGF) follikillerin vaskilarizasyonunu kontrol eden
en 6nemli molekildir. Bu faktor endotel hiicrelerinin proliferasyonunu ve migrasyonunu
kuvvetle uyarirken, vaskiler gegirgenligi arttirici 6zellik gdsterir. Ovaryumda VEGF'nin ana
kaynagi graniloza hiicreleri olup, ayrica teka hiicre tabakasinda bulunan damarlarin
endotel hiicrelerinde de Uretilmektedir. Follikil gelisirken bu molekilin follikil sivisindaki
konsantrasyonu artar [69]. Hangi follikiiliin ovulasyona katilacaginin belirlenmesindeki en
onemli faktor follikil sivisindaki VEGF seviyesidir. Bu etmene ek olarak, ovaryumda
bulunan bir diger kuvvetli endotel hiicre mitojeni ise fibroblast bliylime faktori-2 dir.
Ozellikle gelismis follikiillerde miktari yiiksek olan bu faktdér baslica teka hiicre

tabakasindaki perisitlerde ve endotel hiicrelerinde bulunmaktadir [69].

Tersiyer follikillerin icinde erken dénemde primer oosit bulunurken, ovulasyona yakin
doénemde bu folliklllerin icinde sekonder oosit bulunur [69, 74]. Primordiyal follikillerde
yer alan primer oositler birinci mayotik bolliinmelerine embriyoda baslamalarina ragmen
bu slre¢ mayotik profazin diploten evresinde arreste ugrar. Birinci mayotik profaz
ovulasyondan hemen 6ncesine kadar tamamlanmadigi icin primer oositler birinci mayotik
profazda 12-50 yil beklerler [74]. Follikiildeki gelisim sirdiikce oosit de geliserek
ovulasyondan hemen onceki birinci mayoz bolliinmesini (rediksiyon boliinmesi) tamamlar
[69]. Primer oositin her kardes hicresi ayni miktarda kromatin materyaline sahip olmasina
ragmen, kardes hicrelerden biri daha fazla miktarda sitoplazma alir ve sekonder oosit
haline gelir. Sekonder oositin ¢api ortalama 150 mikron metreye ulasir. Birinci polar cisim

(birinci kutup cismi) denilen diger kardes hiicre ise ¢ok az miktarda sitoplazma alir [74].
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Ovulasyona 6-12 saat kala, 2. mayoz bdlinmesine girmesine ragmen bu bdlinme de
tamamlanmaz ve ovulasyondan 3 saat once metafaz evresinde duraklar [69, 74]. Bu
bélinme ise, sadece sekonder oosit bir spermatozoon tarafindan penetre edildiginde
tamamlanir. Bu olayin gerceklesmesini takiben sekonder oosit ikinci mayoz bolinmesini
tamamlar ve 23 kromozom setine sahip maternal pronikleuslu olgun bir ovum meydana
gelir. Bu bolinme sonucu ortaya c¢ikan diger hiicre ikinci polar cisim olarak

adlandiriimaktadir [74].

Bu dongiye katilan follikillerin ilk gelismeye baslamalari ise FSH kontrol( altindadir. [69].
Bu silrecte teka tabakasinda da degisimler gorilmektedir. Teka interna hiicreleri
sitoplazmalarinda lipid depolayarak steroid Uretebilen hiicrelere dondstrler. LH uyarimi
ile bu hiicrelerden salgilanan androjenler daha sonra Ostrojenlere cevrilirler.
Androjenlerin bir kismi granilsiiz endoplazma retikulumunda FSH uyarimi yolu ile

graniiloza hiicrelerinin ¢cogalmasini stimiile eden ostrojenlere donisturalir [69].

2.1.5. Ovulasyon

Sekonder oositin Graaf follikiilinden karin bosluguna atildigi strectir [69, 74]. Bu olay 28
glnlik donglinuin yaklagik 14. glintinde gergceklesmektedir [74]. Her dongl basinda FSH ile
uyarilan 15-20 primer follikilden sadece bir veya ikisi gelisimini tamamlar. Bu nedenle her
menstrual siklusta bir veya iki adet oosit olgun hale gelerek karin bosluguna atilir [69].
Atilan bu hiicre sekonder oosit olup, sonrasinda tuba uterinalarin uglarinda bulunan
fimbriyalarin vasitasiyla buradan alinarak uterusa dogru tasinir. Ovaryum ylizeyinden
ayrilmasini takiben 24 saat canlilik 6zelliklerini koruyan oosit, bu dénemde fertilizasyona
ugramaz ise dejenere olarak kaybolur [69]. Ovulasyon, hormonlarin kontroli altinda
gerceklesen bir slrectir ve her siklusta ovulasyon Oncesinde ve sonrasinda farkli
hormonlar etkilidir [69, 74]. FSH, servikal mukusun spermin ilerlemesini saglayacak sekilde
degismesine, endometriumun proliferatif doneme girmesine ve ovulasyonda asil etkili
olan LH'In dénglinin ortalarinda artan miktarlarda salgilanmasina neden olur [69]. LH,
oositin 1. mayoz bdlinmesini sonlandirip 2. mayoza girmesine, follikiiler stromal
hiicrelerin progesteron sentezlemesi yoniinden uyarilmasina (luteinizasyon) ve sonugta

follikGlin catlayarak ovulasyona gitmesine yol acar [69].
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Ovulasyondan hemen 6nce Graaf follikiil ovaryum yizeyine dogru bir ¢ikinti olusturur. Bu
sirecte makula pellusida veya stigma olarak adlandirilan bu kicik alanin kanlanmasi
bozulur. En sonunda stigma incelip yirtilarak ovulasyon gergeklesmis olur [69]. Bu slirecte
oosit ile, zona pellusida ve cevresindeki korona radiata hiicreleri ovaryum ylizeyinden

atilmis olur. [69].

Ovulasyondan sonra teka internada bulunan kapillerlerin riptiire olmasi nedeniyle follikil
boslugunda gerceklesen kanama sonrasi korpus hemorajikum ortaya cikar. Blzisen
follikil duvari kivrimlar yapar. Bu sirada bag dokusu hucreleri follikiili isgal eder ve
sonrasinda graniiloza ve teka interna hicreleri morfolojik degisimler gecirirler. [69]. Bu
hiicreler, steroid Ureten hucrelerin sitoplazmalarinda gosterdigi yaygin granlsiz
endoplazma retikulumu, bol mitokondriyon ve lipid damlalarinin bulunmasi 6zelliklerini
kazanirlar. Hicrelerin arasinda teka internadan kdken alan c¢ok sayida kan ve lenf
kapillerleri bulunur. Tipik endokrin doku 6zelliklerine sahip olan bu yapiya korpus luteum

denir [69].

Ovulasyonda etkili olan faktorler [69]

e Follikll sivisinin hacim ve basincinda yasanan artis,

e Follikil duvarinin, matriks metalloproteinazlarin enzimatik aktivitesi ile parcalanmasi,

e Qosit-kumulus kompleksi ile membrana granilozum arasinda glukozaminoglikan
birikimi (6zellikle hyaluronik asit),

e Prostaglandinlerin teka internada yer alan diiz kaslarda meydana getirdigi kontraksiyon

etkisi.

2.1.6. Korpus Luteum

Korpus luteum, graniloza tabakasindan gelen graniiloza lutein hiicreleri ve teka interna
tabakasindan gelen teka lutein hiicreleri olmak (izere iki tip hiicre grubu igerir ve endokrin

Ozellige sahip bir yapidir [69, 74].

Graniloza lutein hicreleri vezikiiler nikleusu olan ve soluk boyanma 0zelligine sahip

genis (yaklagtk 30 um ¢apinda) hicrelerdir. Sitoplazmalarinda ise bol miktarda lipid
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damlalari vardir ve bu hiicreler progesteron lretmeye baslarlar [69, 74]. Korpus luteumda
bulunan diger grup olan teka hiicreleri ise graniiloza hiicrelerinden daha kicik yapida
olup, heterokromatik goriinimli nukleusa sahiptirler. Bu hiicreler ovulasyondan 6nce

salgiladiklari gibi 6strojen salgilamaya devam ederler [69].

Korpus luteumdan salgilanan bu hormonlarin uterus duvarinin gebelige hazir hale
getirilmesinde ¢ok 6nemli islevleri vardir. Eger ovule olan oosit herhangi bir sperm ile
dollenmez ise korpus luteum oositin atilmasindan ortalama olarak dokuz giin sonra
dejenere olur. Bu yapiya menstruasyon korpus luteumu adi verilir. Hicreleri kigulip
vaskilarizasyonu azalan korpus luteumda dejenerasyon olusur ve hiicreler apopitoz ile
O0lmeye baglar. Bu siiregler ilerlerken genisleyen bag dokusunda hiyalinizasyon
gozlenmeye baslar ve korpus luteum giderek beyaz bir skar yapisi olan korpus albikans
haline gelir. Eger ovile olan oosit bu doénemde fertilizasyona ugrar ise
sinsitrotrofoblastlarca salgilanan hCG sayesinde korpus luteum varligini devam ettirerek
daha da gelisir ve gebelik korpus luteumunu meydana getirmektedir. Bu luteal hicreler,
plasenta 2. ay itibari ile hormon lretmeye baslasa da, 4. ayin sonuna kadar da
progesteron Uretmeyi slrdirirler. Bu zamandan sonra bu gorevi tamamen plasenta
Ustlenmektedir. Bu sirenin sonunda gebelik korpus luteumu da yerini korpus albikans’a
birakmaktadir. Fakat olusan bu yapi menstruasyon korpus luteumundan koken alan

korpus albikanstan daha buyuktir [69, 74].

2.1.7. Follikiler atrezi

Ovaryumda gergeklesen follikiiller atrezi, embriyonik dénemden itibaren baslayarak
dizenli bir sekilde devam eden bir silirectir [74]. Puberte sonrasi ovaryumdan alinan
herhangi bir kesitte atreziye ugrayan farkli evrelerdeki follikiller izlenebilmektedir. Follikdl
hiicrelerinin c¢ekirdeklerinin piknotik hale gelmesi ve sitoplazmalarinin dagilmasi bu
stirecte ilk gdzlemlenen degisikliklerdir. ilerleyen siirecte makrofaj ve diger bag dokusu
hiicreleri tarafindan follikiil invazyona ugratilmaktadir. Sonrasinda ise oosit dejenere olur
ve arkasinda belirgin bir zona pellusida yapisi birakir. Bu suregte follikil ice katlanabilir ya
da kollabe olabilir ama kalinligi ve boyanma 6zelliklerini genelde kaybetmez. Eger kesit

alaninda bulundugu takdirde seklini yitirmis zona pellusida yapilari, atretik follikdlin
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belirlenmesinde glivenilir veriler sunmaktadir. Olgunlasma siirecinin sonuna yaklagsmis
olan buyuk follikillerdeki atrezi olayinda teka interna hiicreleri ovaryum korteksinde
kiimeler olusturan epiteloid hiicreler halinde kalirlar. Bu hiicreler hep birlikte interstisyal
bezler olarak tanimlanirlar ve steroid yapidaki hormonlari salgilama islevini strdirirler

[74, 75].

2.1.8. Ovaryan siklusun hormonal diizenlenmesi (menstrual siklus)

Her menstrual siklusda ovaryum iki fazli déngulsel degisimler gegirir. Bu fazlar, follikiler

faz ve luteal faz olarak ikiye ayrilir. Ovulasyon bu iki fazin arasinda meydana gelir [74].

Follikiler Faz

Follikller faz, FSH ve LH kontrolli altinda sayilari 10 ile 20 arasinda olan az sayida primer
follikGlin gelismesiyle baslar. Menstrual déngliniin 5-7. glinlerinde dominant follikillerin
se¢imi yapilir. FSH, déngiiniin 8-10. gunlerinde follikiil biylmesini kontrol eden ana
hormondur. FSH, baslica dstrojenler gibi steroid yapida olan hormonlari follikiil [imenine
salgilayacak olan graniiloza ve teka hiicrelerini uyarir. Bu siirecte dominant follikiildeki
ostrojen Uretimi ile hipofiz bezinden FSH salinmasi arasinda bir geri bildirim vardir ve
buradaki 6strojen Uretimi arttikga hipofizdeki FSH Gretimi de baskilanir [74]. Slire¢ devam
ederken, Uretilen 6strojen follikil limeninde birikir ki en sonunda ulasilacak diizey ile
gelisimin ve blyldmenin siirmesi icin follikillerin FSH'a olan bagimhligi ortadan kalkar.
Ovulasyondan onceki gec follikiiler evrede LH'In tesiriyle progesteron seviyeleri artmaya
baslar. Kanda bulunan 6strojen konsantrasyonu ile adenohipofizin artik daha fazla FSH
uretmesi baskilanir. Ovulasyonu indiikleyen degisim, FSH'daki kiiglik artiglarin eglik ettigi
ani LH yukselisidir. Ovulasyon, LH seviyesinin ani ylikselmesinin basladigi andan itibaren
ortalama 34-36 saat sonra veya LH'In en yiksek seviyeye gelmesinden ortalama 10-12

saat sonra meydana gelir [74].

Luteal Faz

Ovulasyonun hemen ardindan, ruptire follikilin graniloza ve teka hicrelerinin gecirdigi

hizli morfolojik degisiklikleri ile korpus luteumu meydana getirmesi luteal fazi baslatir.
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Olusan korpus luteum ylksek miktarlarda progesteron ve Ostrojen salgilar. Oositin bir
spermatozoon tarafindan penetre edilmesi halinde bu iki hormonun, o6zellikle de
progestronun aktivitesiyle, endometriyumun implantasyona hazirlanmasi amaciyla gerekli
olan sekretuar evreye girilir [74]. Menstrual dongii boyunca korpus luteumun gelisiminin
ve sirekliliginin LH’'nin kontroliinde oldugu duslnilmektedir. Fertilizasyon olmadig
takdirde, hormon seviyelerinin azalmasi nedeniyle korpus luteum birka¢ giin icinde
dejenere olur. Fertilizasyonun gerceklesmesi durumunda, korpus luteum muhafaza edilir
ve Ostrojenleri ve progesteronu {retme gorevini sirdirir. ilk zamanlarda
sinsityotrofoblastlarca salinan hCG hormonu, ilerleyen sirecte plasenta tarafindan
uretilir. HCG, korpus luteumu uyarir ve gebelik boyunca bu yapinin sirekliliginden

sorumludur [74].

2.2. infertilite

2.2.1. infertilite tanimi ve prevalansi

infertilitenin tanimi 2013 yilinda Amerikan Ureme Tibbi Dernegi tarafindan giincellenerek
yayinlanmistir [76]. Buna gore; infertilite, 12 ay veya daha fazla zaman boyunca
korunmasiz cinsel iliski veya terapdtik dondr inseminasonu sonrasinda basarili bir

gebeligin saglanamamasi ile tanimlanan bir hastaliktir [76].

infertilite prevalansi kadinlarda yaklasik %13 iken erkeklerde %10'dur. Bunlara ek olarak
kadinlar arasinda infertilite prevalansi yasla birlikte artar [77]. Bir ¢alismada, 32 ve 38
yasinda, kadinlarin %12 ve %21'i infertilite olarak raporlanmistir [78]. Kadinlarin
dogurganlik potansiyeli 35 vyasindan sonra azaldigl igin, ¢ogu otorite infertilite
degerlendirmesinin, 35-40 yas arasi kadinlarda 6 ay, 40 yasin lizerindeki kadinlarda ise 3
ay sonra baslatilmasini dnermektedir [79, 80]. Bu Ureme glgliginlin birincil nedeni
yaslanma ile fertilizasyon oranlarindaki azalmadir. 30 ile 34 vyaslar arasindaki
fertilizasyondaki azalma %15-19 olarak tespit edilmisken, 35-39 yas araliginda ise bu
dislis orani %26-46 kadar yikselmektedir. Ayrica, 40 ile 45 yas skalasinda %95 e varan bir

disls orani gdzlenmektedir [81].
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2.2.2. infetilite tedavi yéntemleri
infertilitenin tedavi edilmesi amaciyla kullanilan tedavi yontem ve teknikleri baslica
Klomifen sitrat ile ovulasyon indiiksiyonu, gonadotropin uygulamasi ile ovulasyon

indiiksiyonu ile bunlarla beraber uygulanan intrauterin inseminasyon ve yardimci Greme

teknikleridir [82].

Yardimci Greme teknolojileri (YUT)

Yardimci Gireme teknolojileri (YUT), oositlerin viicut disinda dogrudan manipiilasyonunu
iceren tim teknikleri icermektedir [83]; Gamet intrafallop transferi (GIFT), zigot intrafallop
transferi (ZIFT), in vitro fertilizasyon (IVF) ve intrasitoplazmik enjeksiyon (ICSI) baslica

yardimci treme teknikleridir [82].

in vitro fertilizasyon

in vitro fertilizasyon, YUT'nin ilk ve hala en yaygin kullanilan tiriidir ve diger ilgili teknikler
de YUT’nin kapsaminda bulunmaktadir. Modern YUT’nin basarisi, infertilitenin hem
degerlendirilmesinde hem de tedavisinde tam anlamiyla devrim yaratmistir [83]. IVF,
eksojen gonadotropinler ile kontrollii over hiperstimilasyonu ile baslayan ve ardindan
transvajinal ultrasonografi rehberliginde ovaryumlardan oositlerin alinmasi, laboratuvarda

doéllenme ve embriyolarin uterusa transservikal transferini iceren bir slirectir [83].

2.3. Kontrollii Ovaryan Hiperstimiilasyonu (KOH)

1980'lerin basinda kontrollli ovarian hiperstimilasyon (KOH) tekniginin gelistiriimesi dogal
bir dongliden elde edilenden daha fazla sayida uygun oosit elde edilmesine olanak
vermesi, her ne kadar geleneksel inseminasyonu kendi basina etkilemese de, bu sayede
tim IVF sirecini daha verimli kilmistir. Herhangi bir infertilite tedavisinde uygulanan
ovaryan stimilasyon teknigi, daha yiksek gebelik sansi saglarken, coklu gebelik ve
ovaryan hiperstimilasyon sendromu (OHSS) gibi blyik yan etkilere de neden
olabilmektedir [84]. Stimulasyon ajanlarinin tiri ve dozu, stimilasyon rejimleri ve diger

ajanlarla birlikte uygulanmasi, gebelik oranlari, canli dogum oranlari ve komplikasyon
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oranlari acisindan sonuclari etkilemektedir [84]. Zaman icerisinde hastalarin over
rezervlerine ve stimilasyona alinacak cevaplarin farkliigina gore bazi protokoller
gelistirilmeye calisilmistir. Hastaya 6zgl olusturulan KOH protokollerinde en yliksek

gebelik oranlari ile en az istenmeyen yan etkiler amaglanmaktadir [85].

2.3.1. Kontrollii ovaryan hiperstimiilasyon protokol segimi

Uygulanacak KOH protokoliinin secimi; hastanin yasina, tedavi o©ncesi vyapilan
ultrasonografi sonucuna, hormonal test sonuglarina ve daha dnce IVF denemesi olmus ise
alinan cevaba gore yapilir. Boylece hastaya en uygun olan tedavi protokolii olusturulmaya
calisilir. Otoritelerce kabul géren yaklasim daha once basarisiz sonug alinan protokoliin
degistirilmesidir [85]. Alisilagelmis IVF protokollerinde, dongii tGzerinde daha kolay kontrol
saglamak amaciyla kadina 6zgli hormonlar baskilanir. Bu siirecte gonadotropinler ve

bunlardan baska agonistler ve antagonistler de kullanilmaktadir [85].

2.3.2. Kontrollii ovaryan hiperstimiilasyonunda kullanilan ajanlar

Gonadotropinler

Gonadotropinler terimi, FSH ve LH iceren ilaclar icin kullanilmaktadir [86]. 20. ylzyilin ilk
yarisindan itibaren bu preparatlar infertilite tedavisi igin kullanilmaya baslanmistir [85].
Ovaryumlari uyarmak icin kullanilan ilk preparatlar, gebe kisrak serumundan, domuz ve
insan hipofiz ekstrelerinden saflastirilarak elde edilmistir. Ascheim ve Zondek ilk olarak
1927 yilinda, adenohipofizden salgilanan gonadotropik faktor ile ayni etkiye sahip olan bir
proteini gebe kadinlarin idrarindan izole ederek "gonadotropin" ya da "prolan' olarak

adlandirmislardir [85].

insan menopozal gonadotropini (hMG)

Gebe kadinlarin idrarindan izole edilen gonadotropinlerin kesfinden sonra Zondek 1930
senesinde postmenopozal kadinlarin idrarlarinda da gonadotropinlerin bulundugunu
ortaya cikarmistir [85]. insan menopozal gonadotropini (hMG), menotropin de

denmektedir, ilk olarak anovulatuar infertil olan hastalarda ovulasyon indiiksiyonu igin
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kullanilmistir.  IVF tedavilerinin basgladigi 1980'lerin basinda multifollikiiler ovarian

gelisiminin uyarilmasinda dnemli bir yeri vardir [85, 87].

Insan koryonik gonadotropini (hCG)

Ascheim ve Zondek tarafindan 1923 yilindaki yaptiklari gézlem sonucunda hCG varhgi
kesfedilmistir. Bu calismada gebe kadinlarin idrarinin, olgunlasmamis farelere enjekte
edildigi ve sonucunda bu idrar 6rneginin hem follikiiler olgunlasmayr hem de overin
stromal luteinizasyonunu indiikleyen gonad uyarici bir madde igerdigi ortaya ¢ikariimistir
[87]. Sonrasinda, in vitro olarak hCG'nin plasental doku tarafindan salgilandigi,
sinsitiyotrofoblast'a lokalize oldugu ve dev sinsitiyotrofoblast hiicrelerinden kaynaklandigi
gosterilmistir [87]. Bu ¢alismanin sonrasinda plasental orijinli olanlar igin "koryonik
gonadotropin” terimi kullaniimaya baslanmistir [85]. hCG’nin kesfinden sonra, KOH
protokollerindeki ovulasyonun uyarilmasinda hCG uygulamasi Uzerinden durulmustur

[88].

Eger preovulatuvar follikiller olustugunda, hCG kullanilirsa graniloza hiicrelerinde
luteinizasyon, Ostrojen yerine progesteron Uretimi, mayoz bélinmenin baslamasi, oosit
olgunlagsmasi ve 36-40 saat sonra follikdl rliptlri gerceklesmektedir. Fakat bu olaylarin
gerceklesmesi uygun boyutta folliklil varligina ve graniloza ve teka hiicrelerindeki LH
reseptorlerinin LH’ye olan isteklerinin de uygun olmasina baglidir. hCG’nin sahip oldugu
molekiler yapinin LH’ninkine benzerliginden dolayi geg follikiiler fazda gerceklesen LH
yikselmesine benzer sekilde hCG kullanilmaktadir. LH gibi hCG de ortalama 30 kDa
agirhga sahip, glikoprotein yapisinda olup, hemen hemen benzer alfa alt-Gnitelere sahip,
yiksek sistein icerikli bir molekildiir. Bunlara ek olarak hem hCG hem de LH’nin,
luteinizasyonu uyarmak ve lutein hiicrelerini desteklemek gibi islevleri vardir. ikisi
arasindaki temel farkhliklar, beta alt-Gnitelerinin farki, salgilanmalarinin diizenlenmesi ve

hCG’nin farmakokinetik klirensindeki degisikliklerdir [85].
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Gebe kisrak serum gonadotropini (PMSG)

Cole ve Hart tarafindan hMG kesfi ile ayni sene icinde, gebe kisraklarin serumundan
gonadotropinlerin izole edilmesi basarilmig ve hayvanlarda PMSG'nin gigli gonadotropik

etkiye sahip oldugu bulunmustur [85].

Gebe kisrak serum gonadotropini, gebe kisraklarin koryonunda bulunur ve gebe
kisraklarin kanlarindan laboratuvar ve klinik calismalarda kullanilmak (izere sterilize
edilerek toz haline getirilebilecek sekilde bliyiik miktarlarda elde edilebilmektedir [87]. At
familyasinda, PMSG sadece LH benzeri aktiviteye sahiptir ve ata iliskin koryonik
gonadotropin (eCG) olarak bilinir. Diger tiirlerde, PMSG hem FSH hem de LH aktivitesine
sahiptir ve follikillerin gelisimini, ovulasyonu ve korpus luteum olusumunu uyarmaktadir

[87].

Gonadotropin salgilatici hormon (GnRH) analoglari

Gonadotropin salgilatici hormon

Gonadotropin salgisinin kontrolli, baslangigta LH salgilayan hormon olarak bilinen
gonadotropin salgilatici hormonun (GnRH) hipotalamik salinimi ile gerceklestirilir. GnRH,
medial bazal hipotalamusta, esas olarak arkuat nulkleusun iginde ve ventral
hipotalamusun preoptik boélgesinde yer alan gevsek bagl bir grup nérondan uretilir ve
salinir. Hicrelerin gévdesinde sentezlenip, aksonlar boyunca sinapslara tasinir ve pulsatil
bir sekilde hipofiz bezinin portal sisteminin kompleks kapiller agina salinir. GnRH ilk olarak
1971'de sonrasinda Nobel Oduli'ni kazanan Andrew Schally ve Roger Guillemin

tarafindan bagimsiz bir sekilde izole ve karakterize edilerek, sentezlenmistir [89].

GnRH, birkac diger beyin peptitleri gibi, 56-amino asit dizisine iceren GnRH ile iliskili peptit
olan ¢ok daha blyik bir 6ncl peptitin bir pargasi olarak sentezlenen bir dekapeptittir.
GnRH'nin yapisi, insanlar dahil tim memeliler icin ortaktir ve etkisi hem erkeklerde hem
kadinlarda benzerdir. GnRH adenohipofizde vyerlesmis gonadotropik hicrelerin

membranindaki kendine ait transmembran reseptoriine baglanarak reseptoriin
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dimerizasyonuna neden olur. Ardindan FSH ve LH'nin yapim ve salgilanmasini baslatan

hiicre-ici yolagi aktive eder [85].

GnRH yari dmriiniin oldukga kisa olusu ve enzimatik yikim ile hizla inaktive olmasindan
dolayi daha uzun siire GnRH reseptorlerini uyarabilecek yeni ajanlarin arayisina girilmistir.
Bunun iginde de GnRH'nin aminoasit dizisinde yeni diizenlemeler ile daha uzun yari d6mre

ve daha yliksek reseptor affinitesine sahip yeni preparatlar tretilmistir [85].

GnRH agonistleri (GnRH-a)

GnRH agonisti (GnRH-a) deri alti enjeksiyonuyla verilen sentetik bir hormondur. Bir
GnRH-a uygulanmasi baslangicta hipofiz bezinden FSH ve LH'nin salinmasina neden olur.
Bununla birlikte, devam eden uygulama ile hipofiz gonadotroplari tarafindan FSH ve
LH'nin salinmasini en aza indiren ve olusacak olan bir LH dalgalanmasini 6nleyen GnRH
reseptorlerinin asagl reglilasyonu olusur. GnRH agonistleri, IVF tedavisi géren kadinlara
gonadotropinlerle uygulanir. Asil yarari, bir GnRH agonisti ile 6n etkilesmenin bir LH
dalgalanmasini 6nlemesidir. Bu ajanlara 6rnek olarak; Loprolid, Buserelin, Goserelin ve

Histrelin verilebilir [86].

GnRH antagonistleri (GnRH-ant)

GnRH antagonistleri, GnRH reseptorlerine geri dontisiimli olarak baglanir. Boylece FSH ve
LH'nin salinmasini onler. FSH ile GnRH antagonistlerinin kullaniminin en biylk yarari, LH
dalgalanmasinin bastirilmasidir. GnRH agonistlerinin aksine, GnRH antagonistleri bir LH
dalgalanmasinin 6nlenmesinde acil bir etkiye sahiptir ve tedavi dongisi sirasinda daha az
enjeksiyon gerektirir. Bu ajanlara 6rnek olarak; Ramorclix, Cetrorelix, Ganirelix verilebilir

[86].

Diger kullanilan ajanlar

Yukarida bahsedilen ajanlara ek olarak ovariyan stimulasyon uygulamalarinda; Klomifen
sitrat, Aromataz Inhibitorleri (Letrozol), oral kontraseptifler, Tamoksifen, biyiime

hormonu, testosteron ve metformin de kullaniimaktadir [73, 85].
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2.3.3. Kontrollii ovaryan hiperstimiilasyon (KOH) protokolleri

Pratikte IVF'de coklu sayida oositin elde edilmesi sayesinde gelisecek embriyolardan segim
yapma sansinin fazla olmasi gebelik oraninin arttirilabilmesi i¢in 6nemlidir. Hipotalamo-
hipofizer aks da dogal olarak var olan pozitif ve negatif geri-besleme mekanizmalari
monofollikller bir ovaryan siklusunun olusmasini saglar. Bununla birlikte estradiol seviyesi
esik diizeyi gecerse, hipofizden LH tetiklenmesi ile olusan LH dalgasi spontan bir
ovulasyona neden olmaktadir. Sadece gonadotropinler ile ovaryum stimulasyonlarinin
yapildigl zamanlarda dongiilerin ortalama %20'sinde bu etkenlerden dolay! prematiir LH
dalgalanmasi gerceklesmekte ve bu da siirdiriilen dongilerin iptaline neden olmaktaydi

[90].

GnRH'nin uyardigi gonadotropin salgilanma rejimi gec¢ follikliler donemde yaklasik 71
dakikada bir olmakta iken, ge¢ luteal donemde 216 dakikada bir gerceklesmektedir. Eger
hipofiz saatte 3 'ten fazla veya slirekli GnRH' la stimile edilirse, bu bezdeki reseptoérler
duyarsizlasarak normal FSH ve LH sekresyon rejimi bozulur. Bu fizyolojik sirecin
bulunmasindan ve GnRH'nin da kimyasal yapisinin aydinlatiilmasindan sonra gelistirilen
GnRH agonist analoglarinin 1980'li yillarda IVF uygulamalarinda kullanilmaya baglanmasi

ile hipofiz bezinin duyarsizlasmasina ve baskilanmasina olanak taninmistir [90].

GnRH agonistleri, hipofizden FSH ve LH gonadotropinlerinin kan dolasimina salgilanmasini
saglar ve bu etkiye "flare-up etkisi" denir. Ortalama degismeyen bir dozda verilen agonist
analoglari 5 ile 7 gunluk sireden sonra, hipofiz bezindeki GnRH reseptorlerinin hiicre
membranindan sitoplazmaya cekilmesine sebep olarak hipofizin duyarsizlasmasina yol
acarlar [91]. Bu durumda da dolasimdaki Estradiol seviyesi, hipofiz bezinde pozitif geri-
besleme mekanizmasini aktive edemez ve olusabilecek bir erken LH yilkselmesi
engellenmis olur. Bu gelismeler sayesinde wuygulanan gonadotropin miktari
artinlabilmekte, ayrica dongi slreleri daha da uzatilabilmektedir. Sonug¢ olarak;
uygulanan stimilasyon artik kontrollii ovaryan hiperstimiilasyon (KOH) olarak

tanimlanabilir [90].
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GnRH agonist (GnRH-a) protokolleri

GnRH agonistleriyle, uzun ve kisa olarak ortak iki protokol gelistirilmistir. Zamanla bu
protokollerde ufak dizenlemeler sonucu varyasyonlar da ortaya c¢ikmigtir. Her iki
protokolde de ayni ajanlar uygulanirken, doz ve uygulanma doénemleri degismektedir.
GnRH-a'lerinin uygulamasina erken follikiiler fazda veya o©nceki siklusun luteal fazi
ortasinda baslanabilir. Hangi GnRH-a protokoliiniin daha iyi sonug verecegi yonindeki

arastirmalar halen slirmektedir [85].

Su ana kadar ki gelistirilen agonist baskilamali protokoller [85];

e Kisa Agonist Protokolleri: Kisa (co-flare up protokol), Mikrodoz flare-up, Ultrakisa
protokolleri
e Uzun Agonist Protokolleri: Uzun luteal, Uzun follikiiler, Depo-uzun, Oral konstraseptif +

Luteal long protokolleri.

GnRH antagonist (GnRH-ant) protokolleri

GnRH antagonistleri hipofizer GnRH yolagini dogrudan baskilayabilmektedir ve bunu
yaparken de baslangic agonistik etki (flare-up etkisi) olusturmaz [85, 90]. GnRH-ant
protokollerinin kullaniimasindaki asil amag, el verdigi siirece normal bir déngiinin taklit
edilmeye calisilmasidir. Spontan menstruel doéngi kullanilarak follikiler stimilasyon
sirasinda endojen kaynakli gonadotropinler de en etkin bigimde degerlendirilmekte ve
beklenen LH yikselmesinden hemen 6nce uygulanacak GNRH-ant ile hipofiz baskilanmasi
saglanmaktadir. Ginlimizde fix tek doz ve multipl doz olmak Uzere 2 tip protokol tercih

edilmektedir. [85, 90].

2.3.4. Kemirgenlerde siiperovulasyon

Ardisik PMSG ve hCG enjeksiyonlarini igeren rejimler ilk 6nce Runner tarafindan
olgunlasmamis farelerde o6strus, ovulasyon ve koitusu indiklemek icin kullaniimistir.
Fowler ve Edwards 1957 de, PMSG enjeksiyonunu takiben 48 saat sonra hCG uygulanan

yetiskin fareler kullanarak, ostrus'a girilmesi, profaz I'den metafaz Il'deki ilk polar
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cisimcigin salinmasina kadar art arda gelen mayotik asamalar boyunca ilerlenmesi ve

ovulasyon ve implantasyon icin gerekli olan stireleri gozlemleyip tanimlamislardir [87].

2.3.5. KOH monitorizasyonu ve monitorizasyonun amaglari

Ovaryan stimilasyon uygulamasindaki amag, ¢cok sayida follikiil gelisimi ile uygun sayida
olgun oosit ve kaliteli ~embriyo saglanmasinin  yaninda  stimilasyonun
komplikasyonlarindan, 6zellikle ciddi ve olimcul olabilen OHSS den kaginmaktir. Bunun
icin tedavi uygun bicimde monitorizasyon gerektirmektedir [92]. KOH &ncesinde
baslatiimalidir. Tedaviden 6nce kotl veya asirt yanit verecek olgular tespit edilerek,
hastaya 6zgin tedavi uygulanip hastaya 6zgli doz secimi yapilmalidir. Ovaryum cevabinin
tahmin edilip ve en uygun tedavi protokolliniin segilebilmesi igin over rezervi
degerlendirilmelidir. Uzun protokol uygulamasindaki baslangic safhasinda yeterli hipofizer
inhibisyonun varligi tespit edilmelidir. Uygulanan ovaryan stimulasyon ilaglarinin etkileri
degerlendirilerek dozlarin bu verilere dayanarak hesaplanmalidir. Ovulasyonun uyariimasi
icin en uygun tarihe karar verilerek OHSS'nin ortaya ¢ikmasinin engellenmesi amaglanir

[92].

2.4. Ovaryan Hiperstimiilasyon Sendromu (OHSS)

2.4.1. OHSS’nin tanimi ve insidansi

Ovaryan hiperstimiilasyon sendromu ovaryumun medikal manipilasyonu sonucu ortaya
¢ikan en ciddi komplikasyondur [93]. Tam ovulasyon indiiksiyonuna (Oi) ihtiya¢ duyan
gebe kalmak isteyen ovule olamayan hastalarda ve belli sayida oosit aliminin istendigi
yardimci Greme teknikleri (ART) uygulanan kadinlarda kontrollii ovaryan stimiilasyonunda
(KOH) gorulur. Bu nedenle, OHSS, infertilite tedavilerinin bir sonucu olarak geng saghkl
bireyleri etkileyen, iatrojenik bir durumdur [93]. OHSS, abdominal distansiyon ve
huzursuzluk, genislemis ovaryum, asit, gelismis ovaryum vaskiler gecirgenligi ve diger

komplikasyonlarini da igeren genis bir belirti ve semptom yelpazesine sahiptir [93-95].

Siddetli formu ile OHSS, hayati tehdit edici bir durumdur; ¢clinkii bobrek yetmezligine, felg

ve bir ekstremitenin perflizyonun kaybini iceren vendz veya arteriyel tromboembolik



29

olaylara neden olabilir [93]. Ayni zamanda anne olimiyle de iliskilendirilmisti [96].
Bunlara ek olarak OHSS, is, yatak istirahati ve hastanede kalmanin yani sira, agir
vakalardaki yogun tibbi yonetim nedeniyle 6nemli bir ekonomik kayba neden olmaktadir.
OHSS'nin gergek insidansinin belirlenmesi, sendromun genel kabul gormis bir tanimi
olmadigi icin zordur. Ayrica, uygulanacak olan klinik yénteme (Oi veya KOH), kullanilan
ilaclara ve tedavi edilen hasta tipine (risk altinda olan veya altinda olmayan) baglidir [93].
Zamanlanmis iliski veya intrauterin inseminasyon (asilama) igin klomifen sitrat veya
aromataz inhibitorleri ile ovulasyon indiiklendiginde hafif bir OHSS formu olusabilir, fakat

orta ila siddetli OHSS nadiren olsa da gortilmektedir [97].

2.4.2. OHSS’nin siniflandirmasi

Diger hastaliklarda oldugu gibi OHSS'nin klinik bir spektrumu vardir. Bu spektrumun bir
ucunda hafif belirti ve bulgular yer alirken, diger ugta yogun yonetim gerektiren hastalar

ve 6lum riski yer almaktadir. Siniflama iki nedenden dolayi yapilmistir [98]:

e Hastalik tedavisinin daha iyi idare edilmesi ve dngérilmesi amaciyla farkl evrelerin
insidansini hesaplamak.

e Optimal ve standart tedavi semasini meydana getirerek tedaviyi bireysellestirmek.

Rabau ve arkadaslarinin 1967'de ilk olarak ortaya koydugu, ardindan Schenker ve
Weinstein'in 1978' de revize ettigi siniflama sistemi klinik goriinim ve laboratuvar
bulgulari temel alinarak olusturulmustur [97, 98]. OHSS, hafif, orta ya da siddetli formlara

karsilik gelen ¢ kategoride ve alti derecede (grade) siniflandirilmistir [7, 12].
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Cizelge 2.1. OHSS'nin siniflandiriimasi

OHSS Siniflama [97]

Siniflama Klinik ve Biyokimyasal Ozellikleri

Grade 1 | Sadece Lab. Bulgulari (Total Griner E2>150 mg/24 saat)
Hafif OHSS

Grade 2 | Grade 1 + Ovaryan blyiime (<5 cm)

Grade 3 | Hafif OHSS + Abdominal distansiyon

Orta OHSS
Grade 4 | Grade 3 + Bulanti, kusma, diare, ovaryan biliylime (5-12 cm)

Grade 5 | Orta OHSS + Asit ve/veya hidrotoraks

Ciddi (Siddetli) OHSS
Grade 6 | Hepsi + hemokonsantrasyon, koagulopatiler ve renal yetmezlik

Hafif form, yiksek serum 17-estradiol (E2) ve progesteron (P4) seviyeleri, yani “kimyasal
OHSS” olarak tanimlanir. Ovaryumlar, ¢ap olarak 5 cm'den kigik olup, hafifce
blyumdistir [12]. Hafif form, bircok kadinda izlenmektedir ve tedavinin hedefi oldugu igin
klinik 6nemi bulunmamaktadir. Eger erken seviyede asit varligi tespit edilirse ciddi OHSS
olarak siniflandirilir. Uglincii boslukta sivi birikiminin olmadigi erken evrede bile az ya da
orta miktarda sivi ultrasonografi yontemi sayesinde tespit edilebilmektedir. Asit
bulgusuna rastlanmasi hastaligin cabuk bir sekilde ciddi forma evrilebileceginin gostergesi

kabul edilmeli ve yakindan izlenilmesi gerekliligi unutulmamalidir [98].

Orta formda siskinlik, abdominal distansiyon ve huzursuzluga mide bulantisi, kusma ve

ishal eslik eder. Ovaryumlardaki bliyiime 5 ila 12 cm ¢apina kadar ulasir [12].

Ciddi formda, ovaryum caplari genellikle 12 cm'den daha biylkttr, genellikle masif asitler
ile cevrilidir, daha az siklikta hidrotoraks ve/veya perikardiyal efflizyonla bulunur ve

nadiren de olsa, bobrek fonksiyon bozuklugu ve hemokonsantrasyon olusabilir [12].

1992 yilinda Navot ve arkadaslarinin ortaya koyduklari kategorizasyonda ovaryan biiyiime
yerine klinik goriinim ve laboratuvar parametreleri dikkate alinmaya baslanmistir. Bu
yapilan siniflamada yaygin (generalize) 6dem ve karaciger fonksiyon bozuklugu "ciddi
form" olarak; gergin asit, ARDS, ciddi hemokonsantrasyon (htc>%55) ve l|6kositoz

(>25000) "hayati tehdit eden form" olarak kabul edilmistir [98].
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Cizelge 2.2. Ciddi ve kritik OHSS’nin karsilastirilmasi

Ciddi OHSS Kritik OHSS

Degisken blyliklikte over Degisken buyiklikte over

Gergin asit ve/veya hidrotoraks  Gergin asit ve/veya hidrotoraks ve/veya perikardial efiizyon

Htc> %45 Htc> %55

BK> 15000 h/mm3 BK> 25000 h/mm3
Oligodri Oligodiri / anlri
Kreatinin 1,0-1,5 mg/d| Kreatinin> 1,6 mg/dI
K.C disfonksiyonu Renal yetmezlik
Anazarka tarzi 6dem Tromboemboli ARDS

1999 yilinda ise Rizk ve Aboulghar [99] hafif formu klinik 6nemi bulunmadigindan dolayi
siniflamadan ¢ikarmislardir ve ciddi OHSS'yi ise grade A, B, C olarak gruplamislardir [98].

Gizelge 2.3. Rizk ve Aboulghar’a gére OHSS siniflamasi [99]

OHSS Siniflama (Rizk ve Aboulghar, 1999)

Siniflama Klinik ve Biyokimyasal Ozellikleri

Huzursuzluk, agri, bulanti, distansiyon, asit, blyik overler, normal

Orta OHSS hematolojik ve biyolojik profil
Dispne, oligiiri, bulanti, kusma, diare, abdominal agri, klinik asit varhgi,
Grade A belirgin abdominal distansiyon veya hidrotoraks, USG'de belirgin asit ve
bliylk overler, normal biyokimyasal profil
Ciddi Grade A'ya ilave olarak masif gergin asit, belirgin biylimus overler, ciddi
(Siddetli) Grade B dispne ve belirgin oligliri, artmis hematokrit, ylikselmis serum kreatinin ve
OHSS karaciger fonksiyon bozuklugu

Grade C ARDS, renal akim durmasi, ven6z tromboz gibi komplikasyonlar

Ozetle; OHSS hakkinda bircok siniflama yapilmasina ragmen OHSS'nin dinamik yapisindan

dolayi orta formlarin saatler icinde ciddi forma dontisebilecegi unutulmamahdir [98].
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2.4.3. OHSS’nin patofizyolojisi

Olgunun patofizyolojisi tam olarak aciklanamasa da OHSS'nin klinik goriinimlerinden
sorumlu altta yatan mekanizmanin, gesitli kan damarlarinin kapiller gegirgenligindeki bir
artistan kaynaklandigi bilinmektedir [13-15]. Bu artmis vaskiiler gecirgenlik, akut
hemodinamik anormallikler ve genis bir klinik gorlinim yelpazesi ile baglantili olarak
sivinin intravaskiler bosluktan “Ucinci kompartimana” hizh ve yogun bir sekilde

kaymasina neden olur [13, 14].

OHSS’nin patofizyolojik slirecine bircok sistem ve aracinin dahil oldugu 6ne strdlmistar.
Bu faktorler; ovaryan renin—angiotensin sistemi (OVRAS), prostaglandinler, histaminler,
sitokinler, vaskiler endotel buyume faktori (VEGF)/vaskiler gegirgenlik faktorid (VPF),

pigment epitel-kaynakh faktor (PEDF)’diir [12-14, 16, 17].

interlokin -1,-2,-6,-8
TNF

Vaskiiler kompartman
Kapiller gegirgenlikte artis
VEGF Anjiogenez
|von Willebrand faktor Salinmasi
\ Ovaryan ve
/ patofizyolojik
Ovaryum 3 degisiklikler

Diger vazoaktif maddeler

Graniiloza hiicreleri Angiogenin
Vaskiiler endotelyum  |—|Kinin-kallikrein
Lokositler hiicreler Cozlinebilir vaskiiler hiicre

<°" molekiller|

RAS
AKktif renin
Angiotensin

Arteriolar OHSS
vazodilasyon

Ozmoregilasyo

nun bozulmasi

Sekil 2.1. OHSS'nin patofizyolojisi [100]
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Ovarian renin—angiotensin sistemi (OVRAS)

Renin-anjiotensin-aldosteron sisteminin yerel aktivasyonu, neovaskularizasyon ve kapiller
gecirgenligi arttirarak OHSS’nin siddetli formunun olusumuna sebep olabilmektedir [13].
Renin-anjiotensin sisteminin bir parcasi olan Anjiotensin Il, cok etkili bir vazokonstriktor
faktordir. Bununla birlikte vaskiler endotel hiicrelerinde vazokonstriktif etki olusturarak,
vaskiiler gecirgenligin artisina neden olur. OHSS’de belirgin 6zellik olan bu artis,

anjiotensin Il artisi ile birlikte olabilir [101].

Prostaglandinler

Prostaglandinler, OHSS'nin patofizyolojisinde geleneksel olarak kilit aracilar olarak ortaya
surllmustir. Bu molekiller, Anjiotensin Il retimini arttirarak OHSS'yi dogrudan veya
dolayl olarak uyarabilir. Ayrica, asiri derecede artan farmakolojik Gstrojen seviyeleri de
prostaglandin (retimini uyarabilir. Bir prostaglandin inhibitdéri olan indometazin‘nin
siddetli OHSS olgularinin tedavisinde bir onleyici olarak, daha sonra OHSS tedavisi icin
insan denemelerinde kullaniimasi hayal kirikligi ile sonuglanmistir [12, 18]. Bunlara ek
olarak, tavsan ovaryum dokusundaki prostaglandin sentezini azaltma kabiliyetine ragmen,
indometazin, farmakolojik dozlarda bile asit olusumunu ve ovaryum biyiimesini

onleyememistir [12].

Histaminler

Histaminler, OHSS'nin olasi aracilari olarak 6ne surldlmustir [18, 102]. Bir ¢alismada
tavsan modeli kullanilarak, OHSS'de H1 reseptor blokerleriyle tedavi arastiriimistir. Her ne
kadar ilk sonuglar, asit ve ovaryum kisti olusumunu inhibe etmede cesaretlendirici olsa da
daha sonraki calismalar hayal kirikligi yaratmistir. Bir diger arastirmada, OHSS'li
tavsanlarda veya kontrollerinde histamin dulzeylerinde bir fark bulunamamistir [12].
Benzer sekilde, Zaides, Friedman ve ark., iki farkli H1 reseptor antagonisti kullanmis, fakat
OHSS'nin  patofizyolojik mekanizmasinda histamin veya serotonin rolinin olup
olmayacagi hakkinda hicgbir ipucu bulamamistir. Bu nedenle, su anda histaminlerin OHSS

patogenezinde 6nemli bir rol oynadigina inanilmamaktadir [12, 18, 102].
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2.4.4. Sitokinler

Bagisikhk sistemi ile overler arasindaki etkilesim, gonadal fizyolojide gelecek icin umut
veren ve OHSS'nin yeni olasi aracilarini 6ne siren bir alan olarak ilgi gekmektedir [18, 19,
103]. Bu nedenle, genel ovaryum fonksiyonu ve ovaryumdaki siirecler daha 6zgiin olarak
cesitli sitokinler tarafindan dizenlenebilir ve aracihk edilebilir [18, 19]. Sitokinler,
aktiflestirilmis immunoreglilatorler ve mezenkimal hiicreler tarafindan sentezlenen
polipeptitlerdir. interldkinler, 6zellikle cesitli intra-ovaryan diizenleme mekanizmalarinin
olasi modulatorleri olarak bircok arastirmada calisiimistir [12, 18, 19]. Hiperstimule
overlerden salinan faktor veya faktorler kana karisir ve bu maddeler peritoneal
membranlardaki damarlari stimule ederek sivi kacagina neden olur [20]. Sitokinler,
follikiiler sivida ve bunu cevreleyen over dokusunda tespit edilmistir. interlokin IL-2, IL-6
ve timor nekroz faktor-alfa (TNF-a) artmis vaskiler permeabilitede rol oynayan

mediatorlerdir [21].

interldkin-6

interldkin (IL) -6 (20-30 kD, glikoprotein), esasen bagisiklik sistemi ve farkli tipteki adipoz
doku, hepatositler ve ovaryum follikiiler graniiloza hicreleri tarafindan uretilen bir
pleiotropik sitokindir [104]. IL-6, baslangicta hepatositlerden izole edilmis bir interferon
turd olarak tanimlanmistir [19, 105]. IL-6'nin mRNA'sI in vivo olarak kendi kendini
sinirlayan iki anjiyogenetik siiregte uretilir: Follikiilogenezis ile iliskili neovaskularizasyon

ve implantasyondan sonra uterus desidua kapiller agin olusumu [106].

Geva ve Lessing, IL-2, IL-6 ve TNF-a’nin OHSS gelisimindeki olasi roliini belirlemeye
calismislardir [107]. Arastirmacilar, yiiksek veya disik yanita sahip, OHSS olmayan
kontrollere oranla daha sonra OHSS gelisen IVF hastalarinin follikiler sivisinda anlamli
olarak daha yuksek IL-6 seviyeleri bulmuslardir. Bu nedenle, yumurta toplanmasi sirasinda
IL-6'nin follikiiler sivi konsantrasyonunun IVF hastalarinda OHSS'nin gelisimini olumlu
yonde tahmin edebilecegi goriilmektedir [19]. Bunlara ek olarak, IL-2, IL-6 ve TNF-a'nin
follikller sivisindaki konsantrasyonlari ile serum E; dizeyleri veya alinan oosit sayisi

arasinda korelasyon bulunamamistir [107]. Bu nedenle, follikil sivisinda ylksek IL-6
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seviyesi OHSS olusumuna isaret ettigi igin, bu IVF sikluslarinda taze embriyo transferi (ET)
olmadan tiim embriyolarin dondurulmasi tavsiye edilmektedir. Alternatif olarak, transfer
edilen embriyolarin sayisinin diger tim IVF dongllerinde bir ile sinirlandirilmasi, goklu

gebeliklerin minimize edilmesinin yani sira OHSS riskini de asgariye indirebilir [12].

Revel ve digerleri siddetli OHSS'li kadinlarda periton sivisindaki sitokin ve nitrit
konsantrasyonlarini 6lgmislerdir. OHSS hastalarinin peritoneal sivisindaki IL-6 (3523'e 30
pg/ml), TNF-a (14'e karsi 4.2 pg/ml) ve IL-8 (1695'e karsi 900 pg/ml) seviyeleri kontroller
ile karsilastirildiginda onemli dlcliide daha yiiksek bulunmustur. Serumda ise sadece IL-6
dizeyleri anlaml olarak daha yiksek olarak olciilmustiir. Diger yandan, OHSS hastalarinin
asitli sivisindaki nitrit seviyelerinin de (0.5 vs 34 nmol/ml) anlamli derecede dusuik oldugu

gosterilmistir (375'e 11pg/ml) [108].

TNF-a, IL-1, IL-2, IL-6 ve IL-8'in her birinin, birlesik etkilerinin additif veya sinerjistik
olabilecegi one sirilerek vaskiiler gecirgenlikte degisiklikleri uyardigi gosterilmistir [12,
19, 109]. Baska bir ¢alismada ise over karsinomasi olan hastalarin asitli sivisinda IL-1, TNF-
a ve IL-6 dizeylerinin yiksek oldugu bildirilmistir [110]. Bir diger calismada ise; IL-6, IL-8
ve TNF-a seviyeleri, OHSS hastalarinin peritoneal sivisinda, kontrollere kiyasla anlamh

olarak artarken, IL-1 seviyelerinde bu derecede bir artis gorilmemistir [108].

Endotel hiicreleri, makrofajlar, lenfositler, epitel hiicreleri ve fibroblastlar dahil bircok
hiicre tarafindan Uretilen her yerde bulunan sitokin olan IL-6, IL-1 ve TNF-a gibi sok
tetikleyici sitokinler tarafindan indiklenir. IL-6 ¢ok sayida etkisi yaninda anjiyogenez ve
hiperpermeabiliteyi ilgilendiren etkilere sahiptir. Cesitli calismalar, OHSS hastalarin asit

sivisinda ve serumunda IL-6 seviyelerinde artis oldugunu dogrulamistir [12, 107, 111, 112]

2.4.5. Vaskiiler endotel bilyiime faktori (VEGF)

Vaskiler endotel biyime faktorli (VEGF) ailesi ilk kez 1980 kesfedilmis olup, ilk
bulundugu zamanlarda tek bir Giyeden meydana geldigi diisliniilse de, sonraki arastirmalar
bunun bircok Gyesi olan bir aile oldugunu ortaya cikarmistir. Bu aile VEGF-A (Human-VEGF
olarak da isimlendirilmektedir), VEGF-B, VEGF-C, VEGF-D, VEGF-E, Plasental bliyime
faktorda (PIGF) ve yilan zehri VEGF'U (svWEGF, VEGF-F) olarak isimlendirilen yedi iyeden
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olusur. Ayrica kaynaklarda VEGF olarak isimlendirilen biuylime faktori gercekte Human-
VEGF’'nin ya da diger adiyla VEGF-A’yi isaret etmektedir [113, 114]. ilk sirada VEGF-A
olmak Uzere ailenin tim Uyeleri; viicutta meydana gelen birgok fizyolojik (vaskiilogenez,
anjiyogenez veya kemotaksi gibi) ve patolojik sirecte (kanser, neovaskiler hastaliklar
veya kronik inflamatuar hastaliklar gibi) gérev yapmalari nedeniyle son yillarda oldukga

popiler hale gelmislerdir [115, 116].

Vaskiler endoteliyal biyume faktoria (VEGF) ve vaskiler gecirgenlik faktori (VPF)

VEGF, 46kDa agirhiginda, homodimerik, heparine bagh glikoprotein yapisinda bir
molekildir [117]. Vaskiler gecirgenlik faktord (VPF) olarak da bilinen VEGF, baslangicta
endotel hiicresine 6zgi bir mitojen olarak tanimlanmistir [118]. VPF ise timorle iliskili kan
damarlarindan proteinlerin ekstravazasyonunu destekleme islevi goren bir protein olarak
bulunmustur [119]. Daha sonra VPF ve VEGF’nin tek bir VEGF geni tarafindan kodlandigi

anlasiimistir [100].

VEGF, timor hiicreleri, makrofajlar, trombositler, keratinositler ve bdbrek mesangial
hiicreleri dahil olmak (izere bircok hiicre tipi tarafindan uretilmektedir. VEGF'nin
aktiviteleri vaskiler sistemle sinirl degildir; VEGF, kemik olusumu, hematopoez, yara

ivilesmesi ve gelisim gibi normal fizyolojik islevlerde de rol oynar [120].

VEGF reseptorleri

Bu biylme faktorl ailesinin biyolojik etkilerini gosterebilmesi igin kendisine 6zgii olan
reseptorlerine baglanabilmesi gereklidir. Bu ligandlar, VEGF reseptérid 1 (VEGFR1),
VEGFR2 ve VEGFR3 olarak bilinen Ug iligkili tip Il reseptor tirozin kinazina (RTK) baglanir.
Her VEGF ligandi, bu VEGF reseptorlerinin her biri icin kendine 6zgi baglanma
spesifikligine ve affinitesine sahiptir. VEGFA, VEGFB ve PIGF, VEGFR-1'e baglanir; VEGFA,
VEGFR-2'ye baglanir; VEGF-C ve VEGF-D, VEGFR-3'e baglanir. VEGF-C ve VEGF-D'nin
proteolitik islenmesi, VEGFR-3'e kiyasla daha dugsik afinite ile de olsa, VEGFR-2'ye
baglanmalarina izin verir [116, 121]. VEGF reseptorleri de diger bliyime faktorlerinin
transmembran Ozellikteki tirozin kinaz reseptorlerine benzer sekilde 6zgilin ligandlari ile

baglandiginda dimerize olurlar ve sonrasinda cevap olusturmak igin hiicre igerisindeki
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mekanizmalari harekete gegirirler. VEGF tarafindan uyarilan bu reseptorler de sinyal iletisi
saglayacak olan diger gorevli proteinleri fosforile hale getirirler. Boylece ikincil haberciler
olusur ve mesajin hiicre icerisinde tasinmasi saglanir [116]. Heparan silfat da VEGF'nin
reseptoriine baglanmasina yardimci olarak onemli bir gorev Ustlenir ve bu olayin

dizenlenmesine katilir [122].

VEGFR-1 (flt, fms benzeri tirozin kinaz reseptori)

VEGF reseptor 1, Flt-1 veya fms benzeri tirozin kinaz-1 (ki burada fms, McDonough
sarkom virlisinl ifade eder) olarak da isimlendirilmektedir [123]. VEGFR-1, VEGF icin
VEGFR-2'den daha yiksek afiniteye (yaklasik 15 pM'ye karsi 750 pM) sahiptir. VEGFR1'in
C-terminal kuyrugunda bulunan alti adet kalinti, fosforilasyon bdlgesi olarak
tanimlanmistir [123]. VEGFR-1 secici olarak vaskiler endotel hiicreleri tarafindan eksprese
edilir (Kendall ve Thomas, 1993). Ayrica, trofoblast hicrelerinde, monositlerde ve

mezengial bobrek hiicrelerinde de Uretilmektedir [124].

VEGFR-2 (flk-1, kinaz ekli alan iceren reseptér VEGFR-2 (KDR)

VEGFR-2, Bruce ve digerleri tarafindan 1992'de tanimlanmis olup [125], Flk-1/KDR (Fetal
Karaciger Kinaz-1/Kinaz Ekli Alan iceren Reseptér) olarak da adlandirilir [126]. VEGFR-2
insanlarda ana VEGF reseptorii [125] olmakla birlikte VEGF sinyalizasyonunda ana bir
kavsaktir [127]. VEGF ile uyarilmis endotel hiicre gogl, proliferasyonu, hayatta kalmasi ve

artmig vaskiler gegirgenligin baskin aracisidir [126].

Fareler ile gerceklestirilen arastirmalarda VEGFR-2'nin Uretiminde yokluk ve sorunlarin
olmasi durumunda bu hayvanlarin hematopoietik prekirsor hicrelerinin, farkhilasmis
endotel hiicrelerinin olmadigi ve organize kan damarlarinin gelisemedigi ve in utero 8.8 ile
9.5 giinler arasinda o6limin gergeklestigi gosterilmistir. Bu sonuglar dogrultusunda
VEGFR-2 hem endotelyal hem de hematopoietik prekiirsor hiicrelerin gelisiminde zorunlu
oldugu aydinlatilmistir [116]. Vaskiiler endotel hiicrelerinde ve lenfatik endotel
hiicrelerinde bol miktarda eksprese edilmektedir [128]. VEGFR-2 ayrica néronal
hiicrelerde, megakaryositlerde, hematopoetik kok hicrelerde, retinal progenitor

hiicrelerde ve farkli kanser hiicrelerinde ifade edilir [127].
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VEGFR-2, VEGF'ye VEGFR-1'den daha duslk afiniteye sahip olmasina ragmen, VEGFR-2
ligandlarina yanit olarak gliclli protein-tirozin kinaz aktivitesi sergilemektedir. VEGFR-2'nin
alti tirozin kalintisi, otofosforile edilir. Kalintilarin 1054 ve 1059'un VEGFR-2 aktivasyon
dongusi icindeki otofosforilasyonu, kinaz aktivitesinin artmasina neden olmaktadir [123].
VEGFR-2, VEGFA'nin normal fizyolojik etkilerinin yiritilmesinde aracilik gorevi
Ustlenirken, bunun tersine VEGFR-1, bu fizyolojik slirecte yaniltici olarak gérev yapar ya da

sinyal yolagini baskilayarak negatif bir etkinin ortaya ¢cikmasina neden olur [116, 129].

VEGF geninin ifadelenmesi

insan VEGF geni, 6p12 kromozomunda yerlesik ve sekiz ekzondan olusmaktadir. VEGF
geni, kemirgenlerde ve insanlarda ayni ekzon yapisini gosterir, aralarinda %95 protein
homolojisi vardir. insana benzer sekilde sican ovaryum hibridizasyon c¢alismalari
sonucunda, c¢ogunlukla LH dalgalanmasindan sonra gorilen ©6nemli VEGF mRNA
ifadelenmesinin oldugu gosterilmistir [93]. Molekiiler biyoloji c¢alismalari, OHSS
gelisiminde 6nemli olan VEGF ve hCG arasinda gligll bir baglanti oldugunu gostermektedir
[100]. ilk olarak, hibridizasyon calismalari sican [130] ve primat [131] ovaryumundaki
VEGF mRNA ifadelenmesinin agirlikh olarak LH dalgalanmasindan sonra oldugunu
gdstermistir. Bu artis OHSS icin de esastir. ikinci olarak, LH salgilanmasini baskilamak icin
GnRH antagonisti ile luteal faz uygulamasi, (LH'ye bagh olan) VEGF mRNA ifadesini
azaltmistir ki bu ifadelenme LH'ye baghdir [100, 131].

VEGF Uretiminin dizenlenmesi

VEGF Uretimi hipoksi, sitokinler ve prostaglandinler ile yukari yonli olarak diizenlenir
[118, 132]. Dogrudan anjiyogenezi uyarmayan sitokinler ve blyime faktorleri, bazi hiicre
tiplerinde VEGF ekspresyonunu etkileyerek anjiyogenezi diizenleyebilir. Baska bir deyisle,
sitokinler dolayli bir anjiyogenik veya anti-anjiyogenik etkiye sahip olabilmektedir [100,
133]. VEGF uretimini kuvvetlendiren bilylime faktorleri arasinda transforme blylime
faktort b, fibroblast blyime faktorii-4, trombosit (platelet) kaynakh bliyime faktord,
instlin benzeri blyume faktori-1, IL-1b ve IL-6 bulunmaktadir [33, 100, 133]. VEGF

Uretimi, trombospondin, hiperoksi ve interlokin-10 ile de azalir [100].
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Fizyolojik ve patolojik durumlarda VEGF'nin roli

In vivo olarak VEGF, damar gecirgenliginde cok bulyilk bir rol oynamaktadir. Ayrica,
gelismekte olan embriyoda ve endometrial siklus ve foliklllerin luteinizasyonu gibi yogun
sekilde anjiyogenez geciren yetiskin dokusunda anjiyogenezin baslatiimasi ve gelisiminde
onemli bir yer tutmaktadir [134]. Fizyolojik roline ek olarak, VEGF, timor
vaskiilarizasyonunun gelisiminde ve romatoid artrit gibi durumlarda goriilen asiri
neovaskilarizasyonda kritik bir anjiyojenik faktor olarak gosterilmistir [100]. Ayrica,
endometriozisli kadinlarin periton sivisinda bu faktoriin seviyeleri, normal kontrollerle

karsilastirildiginda artis gostermektedir [100].

Ureme fonksiyonunda ve ovaryan kist olusumunda VEGF'nin rolii

Disi Greme sistemi de ileri diizeyde fizyolojik anjiyojenez sergilemektedir. Ovaryum ve
uterusda gergeklesen anjiyogenez, Ostrojen/menstrual donglsiinin surdurilmesi ve
dizenlenmesi ve gebeligin olusmasi ve devami icin gereklidir [100, 135]. VEGF ayrica
vaskdler gegirgenligi arttirma kabiliyeti, ovaryum kistlerinde sivi olusumu ve tuba uterina
tipindeki akinti olusumunda 6énemli bir faktér olabilmektedir [100, 136, 137]. Yapilan
arastirmalar sonucunda, ireme donemi boyunca VEGF'nin, anjiyogeneze aracilik ederek
ovaryum folliklllerinin ve korpus luteumun biyimesinde ve korunmasinda énemli bir rol
oynadigl sonucuna varilmistir [135, 136]. Ek olarak arastirma sirasinda fallop tipl Iimen
epiteli icindeki VEGF, vaskiler gecirgenligi arttirmis ve tubal limen salgilarini modiile
etmistir [136]. Benzer sekilde, iyi huylu over neoplazmlarinin epitelinde var olan VEGF,

over kistlerinde sivi olusumuna katkida bulunabilmektedir [100].

VEGF ve OHSS arasindaki baglanti

VEGF'nin OHSS'deki roli kapsamh bir sekilde degerlendirilmistir [25, 132]. Albert ve
digerleri VEGF'nin OHSS gelisiminde potansiyel bir araci olarak rolinid dogrulayan (¢
dnemli neden ileri siirmustir [28]. ilk olarak, VEGF ve izoformlari vazoaktif dzelliklere
sahiptir [106, 119]; ikinci olarak, VEGF follikiiler sivida tanimlanmistir ve Gglinci olarak,

MRNA transkriptleri ve proteinleri granilosa-luteal hiicrelerinde tespit edilmistir [136].
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Bunlara ek olarak da VEGF, kontrol hastalarina kiyasla OHSS gelisen kadinlarin serum ve

periton sivisinda artmistir [30, 100].

2.4.6. OHSS risk faktorleri

Teorik olarak, OHSS gonadotropinlerin kullanildigi kontrolli ovaryan hiperstimilasyon
uygulanan herhangi bir hastada gelisebilmektedir. Fakat bazi kadinlar ¢ok daha yiksek risk
altindadir. Bu risk grubundaki kadinlarin belirlenmesi, klinik uygulamada OHSS'yi azaltmak
ve hatta ortadan kaldirmak igin ¢ok 6nemlidir [93]. Arastirmalar sonucu bazi faktorler
OHSS gelisiminde risk faktori olarak tanimlanmistir. Yas, distk vicut agirhgi, PCOS gibi
olgular KOH'tan 6nce baslangicta risk olarak degerlendirilen primer risk faktoérleridir.
Ovulasyon indlksiyonu esnasinda meydana gelen ylksek miktarda eksojen gonadotropin,
hizli artan 6stradiol seviyesi, daha once OHSS gecirme gibi durumlar ise sekonder risk

faktorleri olarak adlandirilmistir [93, 98].

Cizelge 2.4. OHSS risk faktorleri [93]

OHSS Risk Faktorleri (Pellicer 2019)
KOH dan Once

— Oncesinden OHSS gegirme

— PKOS veya PKOS benzeri ovaryum yapisi
— Siyah Irk

— Geng Yas <35 yas

—Antral follikil sayisi> 2mm > 24
—Serum AMH> 3,4 ng/ml

KOH Sirasinda

- 19 Follikal gelisimi

- Serum E2>3500 pg/ml

OPU dan Sonra

- 15’ten fazla oosit alimi yapilmasi

2.4.7. OHSS’nin 6nlenmesi

Teoride, gonadotropinler verilerek KOH uygulanan herhangi bir hastada OHSS
gelisebilmektedir [93]. OHSS'yi tamamen ortadan kaldirmak miimkiin olmamakla birlikte,
risk faktorlerinin erken tanimlanmasi ve KOH'a giren kadinlarin dikkatli klinik yonetimi ile
insidansta onemli distsler saglanabilir [7]. OHSS icin alinan 6nlemler primer (birincil) ve

sekonder (ikincil) olarak kategorize edilebilir. Birincil énleme stratejileri, stimilasyon
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protokollinl over yaniti igin bir hastanin bireysel risk faktérlerine yonelik kisisellestirmeye
odaklanir. ikincil 6nleme stratejileri ise, OU’ya (ovarian uyarimi) asiri yaniti olan

hastalarda OHSS'yi 6nlemek igin kullanilir [7].

2.4.8. OHSS’nin tedavisi

OHSS'in en iyi tedavisi OHSS’den kaginilmasidir. Her ne kadar spontan gebelikte OHSS
nadiren gorinse de OHSS'nin buyiik cogunlugu in vivo veya in vitro fertilizasyon icin
ovulasyon indiiksiyonundan veya KOH’dan sonra gergeklesir [12]. OHSS'nin klinik yonetimi
icin tedavi yaklasimi, hastaligin ciddiyeti ve ilerlemesine bagh olarak ¢cok yonliidir ve buna
gore bireysellestirilmistir. OHSS tanisi konulduktan sonra hastaligin siddeti saptanmalidir.
Ayakta tedavi, daha hafif OHSS formlari olan kadinlar icin 6nerilmektedir [7]. Ayakta
tedavi unsurlari arasinda ginlik sivi dengesi, glinlik agirlik, karin cevresindeki artisin
degerlendirilmesi, kan testleri ile her 48-72 saatte bir ultrason muayenesi ve degerlerde
herhangi bir bozulma belirtisinde klinige basvurma uyarisi yer almaktadir. [7]. OHSS'ye
bagli hastaneye yatis Olgutleri hematokriti yizde 45’ten yiksek olmasi ve/veya herhangi
bir pulmoner veya hemodinamik belirtisidir. OHSS'de yatan hasta tedavisi sivi yonetimi ve
eger hipo-albliminemi belirtilirse (>28 mg/dl) albimin uygulamasi ile diurezis bakimi;
antikoagilan ilaglarin belgelendirilmis bir trombofili, pihtilasmanin artmasi veya
tromboembolizm 6ykiisii veya 48 saatlik olagan intravendz tedaviden sonra dizeltilmemis
hemokonsantrasyonu olan hastalarda uygulanmasini ve kuldosentez/parasentez'i igerir
[7]. Klinik tablo hizla degisebileceginden hastanede yatan hastalar sik sik kontrol
edilmelidir. Kritik OHSS gelistigi zaman, hasta yogun bakima kabul edilmelidir. Sadece ¢ok
kritik durumlarda erken gebeligin kesilmesi duslintlmelidir [7]. Kabergolin verilmesi (8
gin boyunca giinde 0,5 mg) [138] ve bir GnRH antagonisti ile kabergolin (7 glin boyunca
oral 0,5 mg arti 2 giin boyunca giinde 250 mcg ganirelix) VEGF'nin ve daha sonra OHSS'nin

etkilerini azaltmak igin tavsiye edilmistir [139].

OHSS'ye 6zgii bir tedavi mevcut degildir [34]. OHSS'nin en aza indirilmesi ve tedavisi icin
bircok etkili ajan getirilmis olmasina ragmen, tamamen ortadan kaldirilamamistir. OHSS'in
en iyi tedavisi hi¢c olusmamasini saglamaktir [12]. Tedaviler, oosit olgunlasmasini

tetiklemek icin hCG kullanimindan kaginilmasi, embriyo transferinin ertelenmesi ve
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hastanin durumunun sikica izlenmesinden ibarettir [7, 34, 35]. Ozetle, OHSS tedavisinin

temel dayanagi destekleyici tedavilerdir [13].

Son yirmi yilda, ovulasyon ve follikiiler aspirasyondan dnce GnRH agonistlerinin (GnRHa)
insan koryonik gonadotropininin (hCG) yerine kullanilmasi, son follikiiler olgunlasmanin
tetiklenmesi sirasinda gelisen OHSS’ nin insidansini ve ciddiyetini 6nemli 6lglide azaltmistir
[7, 35, 140]. Fakat OHSS, GnRHa kullanan ¢ok yiksek riskli bireylerde yine de ortaya
cikabilmektedir [140]. Ayrica, OHSS gelisimini ©6nlemek igin gelistirilen KOH
uygulamasindaki hem oncesinde hem de sonrasindaki tim modifikasyonlara ragmen, yine
OHSS gelisimi engellenememektedir [12]. Bunlara ek olarak, KOH da ortaya ¢ikan OHSS
olgularinin raporlanma orani hala olduk¢a disiktir [6, 7]. Durumun arkasindaki
patofizyolojiyi aydinlatmak ve boylece kalici bir tedavi icin daha fazla arastirma gereklidir
[13]. OHSS'nin sigan modelleri, faydali girisimsel yontemler gelistirmek icin degerli olabilir
[34]. 21. ylzyildaki en blyik modern tip ¢alismalarindan biri gercekten herhangi bir OHSS

komplikasyonu olmadan infertilite klinigi olusturmaktir [12].

2.5. Kersetin

2.5.1. Fitokimyasallarin siniflandiriimasi

Giunlmuzde, bitki ekstreleri, kadinlardaki tireme bozukluklarini tedavi etmek icin yaygin
olarak kullanilmaktadir. Fitokimyasallar, bircok hastalik riskini azaltma yetenegine sahip,
bitkilerde yaygin bir sekilde bulunan, besleyici olmayan (besin-disi) biyoaktif bilesiklerdir.
50.000'den fazla bilinen farkl fitokimyasal tanimlanmistir. Belirgin bir sekilde, fenolikler
bir veya daha fazla aromatik benzen halkasina sahiptir ve mono veya polihidroksile
edilebilir. Ayrica fenolikler, insan beslenmesinde en bol bulunan antioksidanlar olarak

kabul edilir [141].
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Sekil 2.2. Fitokimyasallarin siniflandiriimasi [141]

Fenolikler; fenolik asitleri, stilbenleri, tanenleri ve kumarinleri iceren flavonoid olmayanlar
ve flavonoidler olarak iki kategoride siniflandirilir [141]. Flavonoidler, genis farmakolojik
aktiviteleri nedeniyle blylk ilgi ceken bitki kokenli bilesiklerdir [38]. Bununla birlikte,
flavonoidler de yapisal farkhliklarina gore flavonlar (apigenin), flavononlar (eriodictyol,
narengenin), flavonoller (Kersetin, kaempferol), antosiyaninler (malvidin) ve izoflavonoid
(genistein) olarak alti sinifa ayrilirlar [142]. Flavonoidler, c¢icegin renginden ve
aromasindan sorumlu sekonder bitki metabolitleridir ve antibakteriyel, antiviral,

antioksidan, antialerjik ve antienflamatuar 6zelliklere sahiptirler [141].

2.5.2. Kersetinin molekiiler yapisi ve genel 6zellikleri

Kersetin (3,3',4',5,7-pentahidroksi flavonlari), Sophora japonica L., Dendranthema
morifolium (Ramat.) Tzvel ve Crataegus pinnatifida bunge gibi bitkilerin ciceklerinde,
yapraklarinda ve meyvelerinde yaygin olarak bulunan bir flavonoid bilesigidir ve cesitli
biyolojik aktiviteye ve yliksek tibbi degere sahiptir [143]. Ayrica, kersetin fitodstrojen
olarak bilinen bir dizi bitki kdkenli steroidal olmayan bilesik grubunun da bir Gyesidir [40].
insanlar tarafindan Kersetin tiiketimi giinde 11 ila 21 mg arasinda degisirken, bazen bu

tiketim onerilen miktardan daha azdir [144, 145].
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Sekil 2.3. Kersetinin molekiler formli [146]

Kersetin, antioksidan potansiyele [42], kardiyovaskiiler koruma etkisine, anti-inflamatuar,

antikanser aktiviteye [43-45], anti-diyabetik [46] etkilere ve menapoz sonrasi kadinlarda

kemik kaybinin tekrardan kazanilmasini saglayan etkilere sahiptir [47]. Disik yogunluklu

lipoprotein (LDL) oksidasyonundan [48], lipid peroksidasyonundan [49] korur ve

hiicrelerde redoks dengesizliklerini 6nler [50]. Bunlarla birlikte, Uluslararast WHO Kanser

Arastirma Ajansi'na gore Kersetin, insanlar igin kanserojenik olan kategoride (Grup 3)

siniflandirilmaz [147]. Ayrica, Kersetinin klinik calismalari yapilarak popllasyon lizerinde

hicbir toksisitesi veya yan etkisi gozlenmedigi bildirilmistir [148]. Kersetin temel olarak

deglikozilasyondan sonra emilir [149].

Anjioprotektif ‘
Ozellikler Anti-Kanser ygslanma
Alerji
' Astim
Anti-enflamatuar
= Diyabet
Bagisiklik ve KERSETIN

Enfeksiyonlar Anti-obezetik

Insan Prostat ve

Adenokarsinom Duygudurum
bozukluklarm
Gastroprotektif Egzersiz Artrit
Performanst ~—

Sekil 2.4. Kersetinin 6zellikleri [150]



45

2.5.3. Kersetinin antioksidan o6zellikleri

Kersetin, serbest radikalleri temizleme ve gecis metali iyonlarini baglama yeteneginden
oturd glcli bir antioksidan olarak kabul edilir [151]. Sahip oldugu bu antioksidan
kapasitesi temel olarak Kersetin molekili icindeki serbest radikal stipirme islemi icin en
uygun konfiglirasyona sahip olan iki antioksidan farmakoforu’na baghdir. Bunlar, A
halkasinin 3. pozisyonundaki hidroksil (OH) grubu ve B halkasindaki katekol grubudur
(Sekil 2.3) [152]. Bazi arastirma ekipleri tarafindan kabul edildigi gibi, flavonoid ailesi
icinde Kersetin, O~ [153] ve ONOO- [154] dahil olmak lizere ROS'un en giigli
temizleyicisidir [150]. Bu ozellikler kersetini, kardiyovaskiler ve norodejeneratif
hastaliklar gibi viicutta zararli etkiler olusturabilen lipit peroksidasyonu igin iyi bir inhibitor
yapmaktadir [42]. Boylece Kersetin gibi antioksidanlar olusan radikallerle reaksiyona
girerek lipid peroksidasyonunu sonlandirilabilirler [150]. Ek olarak, Kersetin, sadece lipit
peroksidasyonunun ilerlemesini durdurmaz, ayni zamanda serbest radikal olusumunun
onlenmesinde katkida bulunan glutatyon seviyelerini de arttirir [155]. Kersetin, GSH, SOD,
CAT, GSH-PX ve Glutatyon rediiktaz aktivitelerini artirarak serbest radikal Gretimi lizerinde
gucli bir temizleme etkisine sahiptir [51]. Kersetin ilging bir sekilde, Ca®* bagiml hiicre
oliminG onleyerek, oksidatif stresden etkilenen hiicreleri koruyabilmektedir [42]. Begum
ve Terao, kersetin aglikonun ve konjugat metabolitlerinin (kersetin-3-O-B-glukuronid ve
kersetin-3-O-B-gliikositin),  eritrositlerin ~ sigaranin  neden oldugu zararlardan
koruyabilecegini ortaya c¢ikarmislardir [150, 156]. Ayrica, 40 sporcunun oldugu bir
¢alismada bildirildigi Gzere, Kersetin, egzersizin neden oldugu oksidatif stresin artmasini
engelleyebilmektedir [157]. Sicanlarda sodyum floriir (NaF) kaynakh oksidatif stres
hasarina karsi yapilan 6n tedavi sonrasinda Kersetin karaciger ve bobrek hasarini
onleyerek oksidatif durumun 6nemli 6lclide toparlanmasini saglamistir [150]. Benzer bir
¢alismada, NaF intoksikasyonunda kersetinin kardiyoprotektif 6zellikleri incelenmistir. NaF
uygulamasi kalbin proksidan-antioksidan statisi ile ilgili tim endeksleri 6nemli 6l¢lide
degistirmesine ragmen Kersetin 6n tedavisinin, bu degisiklikleri dnledigi bulunmustur
[150]. Kersetin gibi flavonoidler icin taninan bu antioksidan aktivite, genellikle diyabet,
koroner kalp hastaligi ve inme gibi kronik hastaliklara bagh oksidatif stres riskinin azalmasi
ile iligkilendirilmistir [158]. Victor ve digerleri tarafindan yapilan bir ¢alismada, Kersetin

uygulamasinin, antioksidan ve anti-apoptotik etkileriyle Wistar sicanlarinin uterus ve
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ovaryum dokularinda kadmiyum kloriir (CdCl;) kaynakli toksisite Gizerinde onleyici etkileri

bulundugu gosterilmistir [52].

Bunlara ek olarak; Kersetin hem platellet agregasyonu hem de adezyonunun
inhibisyonunu saglarken vaskiler endotel hicrelerini H,O2 hasarindan sahip oldugu
antioksidan ozellikleri yolu ile korur [54]. Yakin zamanda kersetinin'in antioksidan
enzimler Uzerindeki etkisinin degerlendirilmesi icin yapilan bir baska calismada ise,
kersetin'in PCOS sigan modelinde SOD, CAT ve GPX'in aktivitesini anlaml sekilde arttirdig
ve ayrica Letrozolin over morfolojisi Uzerindeki etkilerini tersine c¢evirdigi ortaya
koyulmustur [53]. Ayrica, Kersetin serbest radikalleri temizleyerek, inflamasyonu da

azaltabilir [150].

2.5.4. Kersetinin anti-inflamatuar etkileri

GUnumuzde, Kersetinin, genellikle inflamasyon ile uyarilan in vitro enzimler olan
siklooksijenaz (COX) ve lipoksijenaz (LOX) Uretimini inhibe ettigi bilinmektedir [46, 150];
bununla birlikte, in vivo deneyler de bu anti-inflamatuar etkiyi kanitlamaktadir. Ayrica
kersetinin, Graves orbitopatisinden kiiltire edilen fibroblastlarda proinflamatuar
sitokinleri 6nemli Olglide inhibe ettigi aydinlatilmigtir [150, 159]. Kersetin igeren
Rhodomyrtus tomentozanin 6zitleri ile tedavi sonucunda, LPS uygulanmis RAW 264.7
hiicrelerinde ve periton makrofajlarinda bu tedavinin NO ve prostaglandin E2 salinimini

etkili bir sekilde azalttigi ortaya ¢ikariimistir [160, 161].

Flavonoidlerin, sitokin sekresyonu Uzerindeki etkisine iliskin olarak yapilan baska bir
arastirmada ise, 50 ve 100 nM dozda kullanilan Kersetinin, LPS ile uyarilmis RAW 264.7
makrofajlarinda IL-6 ve TNF-alfa sekresyon seviyelerini azalttigi gérilmistir [162]. Ayrica,
kersetinin (10-25 uM dozda), LPS ile uyarilmis BV-2 mikroglia hiicrelerinde NO ile TNF-a
Uzerinde inhibe edici bir etki gosterdigi de belirlenmistir [60]. Baska bir arastirmada ise
okratoksinle uyarilmis HepG2 (insan hepatomu) hiicrelerinde Kersetinin (10 uM dozda),
asagl dogru diizenlenmis COX-2 ve NF-kB ekspresyonunu ve NO lretimini azalttigl rapor

edilmistir [61].
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Kersetin (25 uM) LPS ile inkiibe edilmis insan kaninda IL-1pB, IL-6, IFN-y ve TNF-a Uretimini
etkili bir sekilde inhibe etmistir [163]. Bununla birlikte insan deneklere verilen alti haftalik
Kersetin takviyesi (150 mg) sitokin TNF-a'nin serum konsantrasyonunu énemli olglde
azaltmistir [164]. Flavonoid olan kersetin'in sitokin ekspresyonu tzerindeki etkisine iliskin
olarak, 100-200 mg/kg dozlarda, sican hipertrigliseridemisi ile iliskili akut pankreatit
modelinde pankreas histopatolojik hasarini azalttigi ve NF-kB, IL-1B, IL-6 ve TNF-a'nin
mRNA'sin1 ve protein ekspresyonunu azalttigl tespit edilmistir [165]. Bunlara ek olarak
kersetin'in (100 uM), sican aort endotel hiicrelerinde yiksek glukoz kaynakli NF-kB ve AP-
1 aktivitesini sirasiyla %43 ve %69 azalttigi rapor edilmistir [166].

Ayrica Kersetin anti-enflamatuar sitokin olan IL-10'un ekspresyonu lzerine uyarici etkiler
yapabilmektedir [150]. Bu yondeki bir calismada febril konvilsiyon (Hipertermik nobet)
olusturulan sicanlarin hipokampusiinde Kersetin (10 mg/kg) ile tedavi edilen ile edilmeyen

gruplar karsilastirildiginda IL-10 konsantrasyonunun arttigi tespit edilmistir [167].

Cizelge 2.5. Kersetinin etkiledigi molekller mekanizmalar

Kersetinin Etkiledigi Molekiler Mekanizmalar [62]

LVEGFR2 fosforilizasyonu; J VEGFR2 mRNA ifadelenmesi; J ERK sinyal yolagi;
AKT/mTOR/P70S6K sinyal yolaklarinin modulasyonu; | MAPK ve PI3K/AKT sinyal yolaklari;
J COX-2 ifadelenmesi; \ MMP-2 ve MMP-9 salgilanmasi

2.5.5. Kersetinin anti-anjiyojenik, anti-tiimor etkileri

Son zamanlarda, Kersetin pro-anjiyojenik ve antianjiyojenik etkileri nedeniyle ilgi
cekmektedir [168]. Bazi calismalar, kersetin'in hem in vivo hem de in vitro tlimor, koroid
ve retinal anjiyojenez Uzerindeki anti-anjiyojenik etkilerini ortaya koymaktadir [62-65,
168]. OHSS patofizyolojisinde de cok Onemli olan anjiyojenez, yeni kapiller yapilarin
blylimesini ifade eder ve bu silirece bliyime faktorleri, adezyon molekdlleri, endostatin
gibi molekdiller aracilik etmektedir. Fizyolojik anjiyojenez, ireme gelisimi ve hasar onarimi

ile iliskilidir [148].
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Pratheeshkumar ve digerleri Kersetinin anti-anjiojenik aktivitesini farkli modeller
kullanarak  incelemislerdir.  Kersetin'in, anjiyogenezde, endotel hiicrelerinin
proliferasyonu, gogu ve tiip olusumu dahil olmak tizere birkag 6nemli adimi engelledigini
gostermislerdir. Bu etkilere VEGF'nin neden oldugu VEGFR2 fosforilasyonunun
baskilanmasinin yani sira asagi-akim kinazlarinin AKT, mTOR ve ribozomal protein S6
kinazinin HUVEC'lerde fosforilasyonunun inhibisyonunun da eslik ettigi bildirilmistir [63].
Daha sonraki arastirmalarda; Kersetin’in, HUVEC de VEGFR2 mRNA ekspresyonunu inhibe
ettigi ve hem HUVEC'lerde hem de zebra baligi embriyolarinda ERK'nin fosforilasyonunu

azalttig) bulunmustur [64].

Son zamanlarda, bu flavonoidin bir endotel hiicre hattinda VEGF'nin indlkledigi
anjiyogeneze engel oldugu bildirilmistir. Mikromolar diizeyde hiicre olusumunu, goc¢l ve
tip olusumunu inhibe ettigi de ortaya konulmustur. Bunlara ek olarak, Kersetin hem
p38MAPK hem de ERK 1/2 'in fosforilasyonunu da inhibe etmistir. Arastirma sonucunda,
kersetinin antianjiyogenik aktivitesini VEGFR-2 aracili asag akis sinyalizasyonunun

modailasyonu yoluyla gerceklestirmis olabilecegi ileri stirlilmustir [65].

Literatir, Kersetinin gesitli kanser hiicre hatlarinin (insan ovaryum kanseri, meme kanseri,
akciger kanseri, insan kolon kanseri, vb.) ve cesitli ksenograft kanser modellerinde kanser
blyiumesini [148] ve proliferasyonunu inhibe edebilecegini gostermektedir [148, 169,
170]. Bu gahsmalarda timorli hayvan modellerinde hayatta kalma orani 6nemli lglide
artmis ve tedavi sonunda timor hacmi 6nemli Olglide azalmistir. Kersetin'in ksenograft
hayvan modelleri (zerindeki inhibitér etkisi, apoptozun desteklenmesinde,
proliferasyonun, anjiyogenezin ve metastazin inhibisyonunda kendini gostermektedir
[148]. Bununla birlikte; Kersetin, kanser hiicrelerinde c¢oklu ila¢ direncini azaltabilir ve
ilaglarin antitiimor etkilerini artirabilir [170]. Meme kanseri ve 16semi hiicre ksenograft
modelleri kullanilan arastirmalar sonrasinda, farkli dozlarda kersetin’in, Akt/mTOR yolunu
inhibe ederek apoptozu ve hiicre donglisiini uyarabildigi bildirilmistir. [66, 171, 172].
Diger bir ¢alismada, kersetin’in, AKT sinyalini dizenleyerek lenfomali farelerde

anjiyojenezi inhibe edebildigini ortaya koymustur [66].
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Trombospondin-1 (TSP-1), timoér blylimesini inhibe edebilen ve OHSS patogenezinde
yeni arastirma konularindan biri olan [173] daha once kesfedilmis bir anti-anjiyojenik
faktordir [174]. Son zamanlarda yapilan bir calismada, kersetin'in, TSP-1 ekspresyonunu
yukari dogru diizenleyerek prostat kanseri fare modelinde tlimor blyldmesini inhibe
edebildigi bulunmustur [174]. Zhao ve digerleri, meme kanseri BALB/c fare modelinde, 34
mg/kg kersetin uygulanmasi sonucunda, kalsinorin/NFAT yolaginin inhibe edilerek
anjiyogenezin onlenebildigini bulmuslardir [175]. Ayrica, in vivo deneyler ile kersetin'in
timor metastazi lzerindeki onleyici etkisi de dogrulanmistir. Kolorektal akciger metastazi,
50 mg/kg Kersetin ile yapilan tedaviden sonra anlamli derecede azalmistir [148]. Kersetin
uygulamasi ayrica EGFR sinyal yolunu dizenleyerek VEGF ekspresyonunu baskilamis ve
sonucunda EMT'yi inhibe etmistir [148, 176]. Kersetinin allojenik timor blylumesi
uzerindeki engelleyici etkisi, akciger kanseri, pankreas kanseri, vb. timoér hicresi

modellerinde de bulunmustur [148].
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Sekil 2.5. Kersetinin molekiler mekanizmalari [177]
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2.5.6. Kersetinin ovaryuma etkileri

Kersetin, hiicre steroidojenik aktivitesini diizenler ve hormonal indekslerin
diizenlenmesine yardimci olup bu sayede ovaryumun islevlerini de diizenler [55]. Naseer
ve digerleri, 1sI stresi yaratilan tavsanlarda, Kersetin takviyesinin follikiiler gelisimi 6nemli
Olgude iyilestirdigi, granlloza hiicrelerindeki apoptozu en aza indirdigini gostermiglerdir
[56]. Bazi in vitro calismalarda kersetin'in over hicreleri Uzerindeki olasi roli de
arastinilmigtir. Kersetin’in domuz veya tavuk ovaryum follikiillerinden elde edilen kiltlre
graniiloza hiicrelerinde, T-2 toksinine veya kadmiyuma bagli oksidatif hasari ve apoptozu
onledigini bildirilmistir [57, 58]. Ayrica, Chen ve digerleri, Kersetin’in yaslanan sicanlarda
ovaryumun follikller rezervini etkileyerek olumlu etkiler olusturdugunu 6ne siirmuslerdir

[59].

Kersetin’in yukaridaki etkileri ile OHSS nin temel patofizyolojik mekanizmalarindaki hem
inhibisyon hem de regiilasyon 6zelliklerinden dolayi heniiz 6zglin bir tedavisi olmayan bu
sendromun hem 6nlenmesi hem de tedauvisi igin potansiyel tasimaktadir. Ayrica literatir
arastirmalart sonucunda OHSS sican deney modelinde Kersetinin kullanildigi bir
arastirmaya rastlanilmamigtir. Literatlr bulgular 15181 altinda, Onerilen bu ¢alismada,
ovaryan hiperstimilasyon sendromu modeli olusturulan ratlarda Kersetinin OHSS Uzerine

ve iliskili oldugu VEGF/VEGFR-2, IL-6 Gizerindeki etkileri arastirilacaktir.



3. GEREG VE YONTEM

Tezin bu bolimde ilk olarak tez arastirilmasinda kullanilan bitin laboratuvar arag¢ ve
gerecleri ile deney sirasinda kullanilan sarf malzemeleri ve bunlarin marka, Uretildigi tilke
bilgileri verildi. Bundan sonraki bdlimde OHSS sigan deney modelinin nasil yapildigl,
deney plani ve ardindan deney sonunda hangi islemlerin yapildigi ayrintilari ile aciklandi.
Bir sonraki bolimde arastirmada gergeklestirilen deney yontemleri uygulanan protokolleri
ile yazildi. Bu bolimin ardindan deneyler sonucunda elde edilen ovaryum dokularinin
histo-morfolojik olarak nasil degerlendirildigi anlatildi. Son bélimde ise tim deneyler ve

analizler sonucunda elde edilen sonuclarin istatistiksel olarak nasil degerlendirildigi

aciklanarak gereg ve yontem bélimu sonlandiriimistir.

3.1. Kullanilan Makine, Techizatlar ve Sarf malzemeleri

3.1.1. Makine ve techizatlar

Cizelge 3.1. Kullanilan makine ve teghizatlarin listesi

Makine ve Techizat isimleri

Marka, Model ve Uretildigi Ulke

Otomatik doku takip cihazi

Parafin Gomme (Bloklama) Cihazi
Mikrotom

Bilgisayar destekli goriintiileme cihazi
Mikroskop yazilimi

Mikroplaka okuyucu

Sogutmali santrifij

-80°C ve -20°C derin dondurucu
Sogutmali mikrosantrifij

ETOV

Combi-spin vortex

Leica TP 1020, Almanya

Leica EG 1120, Almanya

Leica SM 2000, Almanya

Leica DM 4000B, Almanya
LEICA LAS V4 4.9, Almanya
PowerWave XS, Biotek, ABD
Rotina 420R, Hettich, Almanya
Sanyo, Japonya

Micro 200R, Hettich, Almanya
isolob, Almanya

isolab, Almanya
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3.1.2. Kullanilan kit, kimyasal ve sarf malzemeleri

Cizelge 3.2. Kullanilan sarf malzemeleri

Sarf Malzeme Marka, Lot ve Uretildigi Ulke
PMSG Oviser 500 (8Y02-1, 8502-1), Hipra, ispanya
hCG Choriomon 5000 I.U. IBSA, isvicre

Kersetin Sigma Aldrich, ABD

VEGF-A Polyclonal Antibody 100pl Bioss-USA

VEGF-R2 Polyclonal Antibody 100pl Bioss-USA

UltraVision Polyvalent (Rabbit-Mouse) LabVision TP-060-HL

Hydrogen Peroxide Block Thermo scientific, TA-125-HP

UltraV Block Thermo scientific, TA-060-UB
Streptavidin Peroksidaz Thermo scientific, TS-060-HR
Diaminobenzedin (DAB) Thermo scientific, TS-125-HDS
Tween 80 Sigma-Aldrich, ABD

DMSO Sigma Aldrich, ABD

Rat E2 ELISA kit Bioassay Technology Laboratory, Cin
Rat VEGFA ELISA kit Bioassay Technology Laboratory, Cin
Rat IL-6 ELISA kit Bioassay Technology Laboratory, Cin
Pierce BCA Protein Assay Kit Thermo Fisher Scientific, ABD

Pikrik Asit isolab, Almanya

PBS -Fosfat tamponlu su, Ph 7.4 Besolab, BS-161

Asetik Asit Sigma-Aldrich, ABD

Teksoll 96 % Extra pure Tekkim, TK.930131.02500

Ksilen (izomerleri Karisimi) Extra pure Tekkim, TK.090270.02500

Formaldehit Tekkim, TK.060161.05001
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3.2. OHSS Sigan Modelinin Plani, Yapilisi ve Orneklerin Toplanmasi

| Deney Semas| |
@ [ Kan Ornekleri ] ‘ 5 ml Serum ’

Fizyolojik

v
Ovaryum l

/ J' Santrifij: 3000
rpm, 10dk
[Ovaryum AQIHIkIarq [Bouin solisyonu ﬁksasyonu]
Parafin Bloklama Serum -

Pe[iton Sivisi
l J OrnekKleri

(Histolojik Degerlendime |

< am l

30 saniye sonra periton
boslugundaki sivi aspire
edildi

ELISA
Euea)
l l v v
- Ovaryum gapi Degerlendirilecek Degderendirilecek Degerlendirilecek
- Korpus luteum sayisi Parametreler: Parametre: Parametreler
- Kistik folliktl sayisi
- Atretik follikdl sayisi -VEGFA -E2 -1L-6
- Antral folikdl sayisi -VEGFR-2 -VEGFA

- Pre-Antral follikil sayisi

Sekil 3.1. Deney semasi

3.2.1. OHSS deney plani

Tamamlanan calisma, Gazi Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu’ndan alinan
G.U.ET-19.017 karar nolu etik kurul onayi alinarak yapilmistir. Calismada, 22 giinlik, 28
adet Wistar Albino cinsi disi sicanlar kullanilarak OHSS modeli olusturulmustur [22, 178,
179]. Bu yas araliginin tercih edilme nedeni, eriskin olmayan siganlarin ovaryumlari
cogunlukla olgunlagsmanin farkl evrelerinde follikiillerden ve ovaryumun destek hicreleri
olan interstisyel hiicrelerden olusur. interstisyel hiicreler luteinizasyona neden olan
hiicrelerdir ve bir miktar 6strojen salgilayarak FSH’nin etkinligine yardimci olur. Hayvanlar
12 saat gece/glindliz periyodunda, 21-24 °C ve %45-55 nem 0zelligi olan hayvan barinma
yerlerinde, standart sican yemi ve musluk suyuyla beslenmislerdir. Sicanlarda OHSS
modelinin olusturulmasi ve deneklerin izlenmesi Gazi Universitesi Eczacilik Fakiiltesi
Deney Hayvanlari Bakim ve Arastirma Unitesinde yapilmistir. Calismaya dahil edilen

sicanlar asagida belirtildigi gibi rastgele 4 gruba ayrilmistir (Cizelge 3.1).
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Gizelge 3.3. OHSS sican modeli deney plani

1. giin 2. giin 3. giin 4, giin 5. giin 6. giin 7.glin
(22) (23) (24) (25) (26) (27) (28)
DMSO- DMSO- DMSO- DMSO- DMSO- DMSO-
Grup 1: Tween 80- Tween 80- Tween80- Tween80- Tween 80- Tween
Kontrol Saline Saline Saline Saline Saline 80-Saline
(0.5:1:8.5) (0.5:1:8.5) (0.5:1:8.5) (0.5:1:8.5) (0.5:1:8.5) (0.5:1:8.5) )
)
Grup 2: PMSG -]
hCG 101U o
KOH 101U <
35
Grup 3: PMSG PMSG PMSG PMSG
hCG 301U
OHSS 101U 101U 101U 101U g
PMSG PMSG PMSG PMSG  hCG 301U ¥0)
Grup 4: 101U 101U 101U 101U
OHSS+Kersetin Kersetin Kersetin Kersetin Kersetin Kersetin Kersetin

30mg/kg 30mg/kg 30mg/kg 30mg/kg 30mg/kg 30mg/kg

3.2.2. Hayvan deneyinin yapilisi

Tim 22 glinlik hayvanlarin galismaya baslamadan dnceki agirliklari dlgiliip kaydedilmistir.
Kontrol grubuna (Grup 1) Kersetinin ¢ozliclisi olarak kullanilan DMSO-Tween80-Salin
(0,5:1:8,5) cozeltisi [180] Kersetin ile ayni hacimde olacak sekilde deneyin 1. ve 6. glinleri
arasinda intraperitoneal yol ile uygulanmistir. KOH grubundaki (Grup 2) hayvanlara ise
ovaryum indiksiyonu yapmak icin deneyin 3. glinii PMSG 10 I.U. ve 5. giinii hCG 10 1.U.
subkutan (s.c.) olarak uygulanmistir. OHSS (Grup 3) ve OHSS+Kersetin (Grup 4) grubunda
sicanlarda OHSS’nin major belirtilerinin ortaya c¢ikmasi icin [22, 178, 179], 22 ginlik
ratlara 4 giin boyunca PMSG 10 I.U. s.c. olarak uygulandi. Sonrasinda ise ovulasyonu
indiikleme icin her iki grubada deneyin 6. gliniinde 30 I.U. hCG s.c. olarak uygulandi.
Tedavi grubuna ise Kersetin [181] DMSO-Tween80-Saline (0,5:1:8,5) sollisyonunda
¢ozilerek 30 mg/kg dozda intraperitoneal yolla, her PMSG ve hCG uygulamasindan 2 saat
once deneyin 1. ve 5. glinleri arasinda ve 6. giin diger giinlerdeki uygulama saatinde tek
basina uygulandi. Deney sonunda tiim siganlar tartildi ve agirliklarina goére ksilazin (5-8
mg/kg/i.p.) ve ketamin (75-90 mg/kg/i.p.) anestezisi altinda intrakardiyak kan alinarak

sakrifiye edilmistir.
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3.2.3. Orneklerin toplanmasi

Periton Sivisinin Alinmasi

TUm siganlar hCG uygulamasindan 48 saat sonra tekrar tartildi ve 50 mg/kg ketamin i.p.
olarak verilerek laparotomi gergeklestirildi. 2 ml serum fizyolojik tampon peritoneal
bosluga doldurularak 30 saniye calkalandi ve periton yikama sivisi dikkatlice geri

alinmustir. Alinan 6rnekler deney gliniine kadar uygun kosullarda (-80°C) saklanmistir.

Kanlarin Toplanmasi

Deney sonunda biitliin gruplardaki hayvanlarin derin anestezi (ketamin- ksilazin) altinda
intrakardiyak kan alinarak 6tenazileri gerceklestirildi. E; serum seviyesi 6l¢iimi icin alinan
kanlar serum tiplerine aktarilarak, 3000 rpm da 10 dk. santriflj edilip, serumun ayrilmasi
saglanmistir. Elde edilen serumlar, yapilan biyokimyasal analizler icin -80°C'de deney

ginilne kadar saklandi.

Ovaryum Dokularinin Alinmasi

Sakrifiye edilen hayvanlarin bilateral ovaryum dokulari gikarilarak agirliklari 6lgilda. Bitin
gruplardaki hayvanlarin ovaryumlari histolojik incelemeler icin yeterli miktarda Bouin
sollisyonu iceren kaplara alindi. Sonrasinda, 4 giin boyunca Bouin sollisyonunda fiksasyon
gerceklestirilerek %70'lik lityum karbonath alkol sollisyonunda 24 saat yikama islemi
yapilarak dokular takibe alindi. Takip isleminden sonra ovaryum dokulari parafine

gomilerek parafin bloklar elde edildi.

Kullanilan Fiksasyon soliisyonu: Bouin fiksatifi (100 ml bouin soliisyonu icin)

e 75 ml Pikrit asit (su ile doyurulmus)
e 25 ml formaldehit

e 2 ml Asetik asit
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Gizelge 3.4. Kullanilan otomatik takip proseduri

Kullanilan Kimyasal ve Orani Sire
%70 Alkol 45 dakika
%70 Alkol 45 dakika
%80 Alkol 45 dakika
%96 Alkol 1 saat
%96 Alkol 1 saat
%96 Alkol 1 saat
%96 Alkol 1 saat
Ksilol 1 saat
Ksilol 1 saat
Ksilol 1 saat
Parafin 1 saat
Parafin 1 saat

3.3. Deney Yontemleri

Ovaryum dokusunun histolojik olarak incelenmesi icin H&E (Hematoksilen-Eozin),
Periyodik Asit Schiff (PAS); VEGFA ve VEGFR-2 proteinlerinin immiinohistokimyasal
ekspresyonunun degerlendirilmesi icin immuinohistokimyasal boyama; periton sivisindaki
IL-6, VEGFA ve serumdaki E2 oranlarinin belirlenmesi igin ELISA (Enzim bagl
immunosorbent deneyi) analizleri ve 1sik mikroskobundan elde edilen bulgular
dogrultusunda ovaryum dokularinin bilgisayar ortaminda 3 boyutlu modelleme islemleri

gerceklestirildi.

3.3.1. Hematoksilen-eozin boyama yontemi

Ovaryum kesitleri 60°C’'lik etiivde 1,5-2 saat boyunca deparafinizasyon islemi icin
bekletildi. Sonrasinda ise 6rnekler 2 kez 15’ser dakika farkli ksilolde bekletildikten sonra
siraslyla azalan (%100-90-80-70-50) etil alkol serisinde 10’ar dk tutuldu. Daha sonra,
ovaryum kesitleri 10 dk akar musluk suyunda yikanarak alkolden arindirildi. ilk olarak 10
dakika hematoksilen boya sollisyonu ile boyanan kesitler daha sonra akar musluk suyu

altinda 10 dakika yikandi. Asiri hematoksilen boyanmasini engellemek icin kesitler glasiyel
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asetik asit ile alkol karigimi olan sollisyona 2-3 kez batirilip ¢ikarildi ve sonrasinda yine
akan musluk suyu altinda 5 dakika daha yikandi. Bu sefer ovaryum kesitleri 10 dakika
Eozin boya sollisyonu ile boyandiktan sonra 3-5 dakika boyunca akan musluk suyu ile
yikanarak dehidratasyon islemi icin artan etil alkol (%100-90-80-70-50) serisinden hizlica

gecirildi. Son olarak 6rnekler 45 dakika ksilolde bekletildikten sonra entellan ile kapatildi.

3.3.2. Periyodik asit Schiff (PAS) boyamasi

Ovaryum dokularindan 4 um kalinliginda alinan kesitler asagidaki PAS prosediri
uygulanarak bilgisayar destekli Leica DM 4000B LAS Ver. 4.9 (Almanya) goriintili analiz

sisteminde incelenerek degerlendirildi.

Periyodik asit boyama yontemi

e Lam Uzerine alinmis doku kesitlerin deparafinizasyon islemi icin 37 °C etiivde bir gece
boyunca bekletildikten sonra etliv derecesi 57 °C'ye cikarilarak 1 saat daha bekletildi.

e Sonrasinda ovaryum doku kesitleri 2 farkh klisol soliisyonunda 5'ser dakika stresince
bekletildi.

e Kesitler sirasi ile %100 (2 defa), %96, %80 ve %70'lik etil alkol soliisyonlarinda 3 dakika
stresince bekletildi.

e Alkol sollisyonlarindan cikarilan kesitler, distile suda 4-5 kez batirihp-cikarilarak
alkolden arindiriidi.

e Bundan sonra doku kesitleri 10 dakika siiresince %0,5'lik Periyodik asit sollisyonunda
bekletildi.

e Periyodik asit solisyonundan arindirmak igin kesitler 10 dk. boyunca akar suda yikandi.

e Yikanan kesitler Schiff reaktifi sollisyonunda 25 dakika boyunca bekletildikten sonra
sodyum metabislilfit ile 2 defa 5 dakika boyunca yikandi.

e Sonrasinda bu sefer akar musluk suyunda 15 dakika boyunca yikama yapilip distile
sudan gecirilen kesitler 1 dakika sliresince Harris Hematoksilen ile cekirdek boyasi
yapildi.

e Boyanan kesitler akan musluk suyu ile 10 dk. yikandi.
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e Ovaryum kesitleri azalan alkol serilerinden gegirildikten sonra ksilolde bekletilip

entellan ile kapatildi.

3.3.3. immiinohistokimyasal (IHC) boyama

Degerlendirilen IHC parametreleri

Vaskiler endotelyal blyime faktor A (VEGFA), Vaskiiler endotelyal biylime faktor

resoptori 2 (VEGFR-2) ekspresyonu (imminohistokimyasal).

Ovaryum dokularindan 4 um kalinhginda alinan kesitler asagidaki immuinohistokimyasal
boyama prosediirii uygulanarak bilgisayar destekli Leica DM 4000B LAS Ver. 4.9 (Almanya)
goruntlli  analiz  sisteminde incelendi. VEGFA ve VEGFR-2 proteinlerinin

immunohistokimyasal yogunluklari semikantitatif olarak degerlendirildi.

immiinohistokimyasal boyama yontemi

e Polilizinli lam Gizerindeki doku kesitlerinin deparafinizasyon islemi icin 37 °C etlivde bir
gece boyunca bekletildikten sonra etiv derecesi 57 °C'ye ¢ikarilarak 1 saat daha
bekletildi.

e Sonrasinda ovaryum doku kesitleri 2 farkl ksilol soliisyonunda 15'ser dakika stresince
bekletildi.

e Kesitler sirasi ile %100, %96, %80 ve %70'lik etil alkol sollisyonlarinda 1 dakika
stresince bekletildi.

e Alkol solisyonlarindan cikarilan kesitler, 2 kez 5’er dakika distile suda bekletilerek
alkolden arindirild.

e Daha sonra, 15 dakika %3’lik hidrojen peroksit uygulamasi ile dokularda endojen
peroksidaz aktivitesi bloke edildi. islem sonrasinda PBS ile lamlar ile 3 kez yikandi.

e Daha sonra, sitrat tamponu (pH 6.0) kullanilarak doku kesitlerine mikrodalga firinda 15
dk. retrieval islemi uygulandi.

e islemden sonra soguyana kadar bekletilen kesitler (15 dk. civarinda) distile suya

alinarak 2 ayri kapta 5 dk. distile su da bekletilerek sitrat solisyonundan arindirildi.
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e Ovaryum dokularin etrafi PAP-pen ile gevrilerek nemli ortam olan immiuinohistokimya
barina dizildikten sonra 3 kez PBS (Ph 7.4) ile yikandi.

e Bu islemin ardindan 0zgiin olmayan baglanmalarin engellenmesi amaciyla doku
kesitlerine 30 dk. UltraV block uygulandi ve herhangi bir yikama yapilmadan primer
antikor asamasina gegildi.

e Bu asamada kullanilan primer antikorlar: VEGFA igin 1/250 ve VEGFR-2 igin ise 1/150
dilisyon oranlari kullanildi. Dilisyonlar PBS ile hazirlandi.

e Ovaryum kesitleri gece boyunca +4 °C primer antikorlar ile inkiibe edildi.

e Sonraki giin 16 saati gegmeden, kesitler 3 kez 3’er dakika PBS ile yikanarak 30 dakika
boyunca biotinli sekonder antikorun primer antikora baglanmasi saglandi.

e Bu islemin ardindan doku kesitleri PBS ile 3 kez 3’er dakika iyi bir sekilde yikandiktan
sonra 30 dakika suresince streptavidin peroksidaz enzim kompleksine etkin birakilip,
islem sonunda dokular yine 3 kez 3’er dakika PBS ile yikandi.

e Son olarak ortama diaminobenzedin (DAB) substrati iceren kromojen DAB eklenerek
reaksiyonun gercgeklestigi gozlemlendiginde reaksiyon distile su ile durdurularak
kromojen boyamasi gergeklestirildi.

e Sonrasinda dokularin zit boyanmasi  Mayer'in  hematoksilen  kullanilarak
gerceklestirilmistir. Bu islemler sonunda dokular 5 dk. akan suda yikandi.

e |HC boyamasi yapilan ovaryum dokularinin entellan ile kapatilmasi igin kesitler artan
(%70, %80, %96, %100) alkol serilerinde otuz saniye altinda olacak sekilde gecirilerek
30 dk. boyunca ksilolde bekletildi.

3.3.4. ELISA analizleri

Elde edilen periton sivisi ve serum ornekleri deneyler yapilana kadar -80 °C de muhafaza

edildi. Protein tayini ve diger ELISA analizleri ayni glin icerisinde yapildi.

Protein tayini

Elde edilen periton sivisi ve serum orneklerindeki protein miktari bikinkoninik asit (BCA)
protein miktar tayini kiti kullanilarak hesaplandi. Bu ydntemde BCA, proteinlerle

etkilesime girer ve numune solusyonunda yesilden mora renk degisimi yasanir. Renk
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degisimi protein konsantrasyonu ile degismektedir. Bu renk degisimi de spektrofotometri
yardimi ile 562 nm dalga boyunda oOlgllerek absorbans degerleri bulundu. Elde edilen
absorbans degerleri, BSA standartlari kullanilarak olusturulmus kalibrasyon egrisine gore
hesaplanarak protein konsantrasyonu belirlendi. Protein tayininde protein standarti

olarak sigir serum albtmini kullanildi ve protein miktarlari pg/mL cinsinden hesaplandi.

Periton sivisi 6rnekleri

Peritoneal sividan VEGF ve IL-6 kantitatif dlgiimleri uygun ELISA kiti kullanilarak ve kit

protokoliine uygun olarak gerceklestirildi.

Serum ornekleri

Alinan kan orneklerinden elde edilen serum 6&rnekleri kullanilarak E; parametresinin

kantitatif olglimleri uygun ELISA kiti kullanilarak kit protokoli esas alinarak gerceklestirildi.

Uygulanan ELISA yontemi

Hazirlik, analiz ve hesaplama olmak lizere 3 asamada uygulanan prosedirler ELISA kit

ureticisi tarafindan saglanan bilgiler ile hazirland.

A. Hazirlik asamasi:

Reaktiflerin ve standart diliisyonlarin hazirlanmasi

Blitlin ¢ozeltiler, kit icerisinde mevcut olan reaktifler kullanilarak, tretici firmanin 6nerdigi
prosedirlere gore analiz dncesinde ve sirasinda taze olarak hazirlandi. Bitin kullanilan
ornekler ve kimyasal sollisyonlar oda sicakligina gelene kadar bekletildikten sonra
kullanildi. Her kit prosediiriinde belirtildigi sayida standart 1:2 oraninda seri seyreltmeler
yapilarak hazirlandi. Bu standartlar standart kalibrasyon egrisinin olusturulmasinda

kullantimistir. Tim ELISA analizleri en az iki tekrarli olarak yapilmistir.
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B. Analiz Asamasi

e Standart olarak kullanilacak kuyucuklara 100 ul standart dillient eklendi.

e Periton ve serum 6rneklerinden 50 ul alinarak, kitte mevcut olan antikor ile kaplh 96
kuyucuklu kiltlir kaplarindaki kuyucuklara koyularak 2 saat 37 °C'de inkiibe edildi.

e inkiibe edildikten sonra, kuyucuklar 3 kere yikama ¢ozeltisi ile yikandi.

e Sonrasinda, her bir kuyucuga 50 pl biotin-konjugat eklendi ve kiltlr kabi yapiskan film
ile kaplanip, 1 saat boyunca 37 °C’de inkibasyona birakildi.

e Yapiskan film kaldirilip kuyucuklar bosaltilarak, baglanmamis birincil antikorun
uzaklastiriimasi icin kuyucuklar yikama ¢ozeltisi ile Gicer kez yikandi.

e Bundan sonra her kuyucuga 100 pl avidin-konjuge-HRP sekonder antikoru eklenerek
yapiskan film ile kaplanip 1 saat 37 °C’'de inkiibasyona birakildi.

e Yapiskan film kaldirilarak, kuyucuklar bosaltildi ve yikama ¢ozeltisi ile licer kez yikandi.

e Buislemden sonra her bir kuyucuga kromojen substrat ¢ozeltisi eklenerek renk
degisiminin ardindan durdurma ¢6zeltisi eklenerek enzim reaksiyonu sonlandirildi.

e Renk degisimi prensibine dayanan bu deneysel ydontemde, meydana gelen renk

degisimi 450 nm’de mikroplaka okuyucu ile absorbans degerleri olarak élgtlda.

C-Hesaplama Asamasi

e Standart konsantrasyonlari X eksenine, absorbans degerleri Y eksenine yerlestirilerek
standart kalibrasyon grafigi hazirlandi.
e Standart grafiginde absorbanslara karsilik gelen konsantrasyon degerleri tespit edildi.

e Degerler protein miktarlarina gére normalize edilerek pg/ml birim olarak sunuldu.

3.4. Histolojik Degerlendirme

3.4.1. Kesit alma ve boyama islemleri

Bouin solisyonunda fikse edilen ovaryum doku o&rnekleri rutin histolojik takip
yontemlerinden gecirilerek parafin bloklar hazirlandi. Bu bloklardan da ovaryumlardaki
ayni yapinin iki kez sayilmasini dnlemek amaci ile en az 50 um aralik olacak sekilde 4 pum

kalinhiginda seri kesitler alindi [182, 183]. Alinan bu kesitlere Hematoksilen-Eozin ve PAS
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boyamasi yontemleri uygulandi. Ovaryumlarin histo-morfolojisinin ve igindeki yapilarin
degerlendirilmesi icin butin gruplardaki her hayvan icin en az 6 ayri doku Kkesiti
incelemeye alindi [183, 184]. Ovaryumda sayilan yapilarin hepsi toplanarak 100 kabul
edildi ve her follikil ve yapini sayisi ayri ayri yizdelik olarak hesaplandi. Ayrica korpus
luteum yapilarinin sayisinin degerlendirilmesinde en blyuk alandan gegen kesitler
kullanilarak da sayim yapildi [183, 185]. Deney sonunda boyanan kesitler Leica DM 4000B
bilgisayar destekli 15tk mikroskobunda incelenerek Leica LAS V4.9 programiyla

degerlendirildi.

3.4.2. Ovaryum follikiillerin ve diger yapilarin degerlendirilmesi

Ovaryum dokularinin 1sitk mikroskobu ile incelenmesinde ovaryum follikillerin morfolojik

siniflandiriimasi asagidaki tanimlara gore yapildi [74].

I.  Primordiyal follikiil: Primer oosit etrafinda tek tabakali yassi graniiloza hiicrelerinin
izlendigi follikiil yapilari

Il. Tek tabakali primer follikiil (Erken): Primer oosit etrafinda tek tabakal kiibik
graniiloza hiicrelerinin izlendigi follikul yapilari

Ill.  Cok tabakali primer follikiil (Geg): Tanimlanabilir bir antrum icermeyen ve birden fazla
graniiloza hiicre katmaninin primer oositi cevreledigi follikiil yapilari

IV. Antral follikiil: Bir veya iki kiicik antrum bulunduran veya tek bir blyik antral bosluk
iceren follikul yapilari

V. Atretik follikiil: Atretik folliktl yapilari, kiglik follikiller icin dejenere bir oositin
gozlemlendigi veya erken gelismis antrum yapisinin oldugu veya her ikisini de igeren
folliktller yapilar; digerleri icin follikiil basina 10'dan fazla piknotik cekirdek iceren
yapilar olarak tanimlanmislardir [184, 186].

VI. Kistik yapilar: Kistik yapilar, liteal hiicrelerce ve bu luteal hiicrelerden geriye kalan
graniloza ve/veya kan hicreleri ile gevrelenmis oosit bulunduran yapilar olarak

tanimlanmistir [187, 188].
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Resim 3.1. Ovaryumdaki folliklllerin degerlendirmesinde kullanilan 6rnek yapilar. (A)
primordiyal (PRE) ve primer unilaminar (PU) follikiil 6érnekleri PAS, 40x, (B)
primer unilaminar (PU) follikil 6rnegi PAS, 40x (C) primer multilaminar follikl
ornegi (PM), (D) antral follikiil 6rnekleri (AntF), (E) Graaf follikul 6rnegi

Resim 3.2. Ovaryum dokusuna ait kistik yapi 6rnekleri, kistik yapi (KY), oosit kalintilari

(=), graniiloza hiicre tabakasi (») liiteinize hiicreler (LH), korpus lutem (KL)
(A) H&E, 40x; (B, C) H&E, 100x
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3.4.3. Histolojik bulgularin 3D modellemesi

Istk mikroskobundan elde edilen bulgular dogrultusunda, bitiin gruplardaki sicanlarin
ovaryum dokulari bilgisayar ortaminda 3 boyutlu hale getirilmistir. Bu amagla Cinema 4D
Release 24 (Maxon computer, Friedrichsdorf, Germany) adli 3 boyutlu modelleme ve
animasyon programi kullaniimistir. Elde edilen 3 boyutlu modellerden gorintiler

alinmistir. Gortintilerden 300 dpi olacak sekilde jpeg formatinda renderler yapiimistir.

3.5. istatistiksel Yontem

Deneyler sonunda elde edilen bitin degiskenlerin normal dagilim gosterip
gostermedikleri bu verilerle olusturulan histogram grafiklerinin incelenmesi ve Shapiro-
Wilk testi uygulanmasi sonucunda belirlendi. Elde edilen verilerde olusan degisikliklerin
gosterilmesi icin ortalama + standart hata degerleri kullanildi. Normallik (Parametrik) test
varsayimini gosteren degiskenler Tek yonli varyans analizi (One Way ANOVA) ile
degerlendirildi. Gruplar arasindaki farklarin degerlendirilmesinde ise Tukey post-hoc

testleri kullanildi [188].

Her gruba ait ilk ve son agirlik dlclimleri arasinda istatistiksel olarak anlaml bir farkin olup
olmadigl normal dagilima uymayan OHSS+Kersetin grubu hari¢ (Wilcoxon testi) diger

gruplarda parametrik-bagiml 6rneklem t-testi kullanilarak hesaplandi [189].

Yapilan istatistiksel analiz ve hesaplamalar GraphPad Prism 8 (ABD) kullanilarak
gergeklestirildi. istatistiksel olarak p<0,05, p<0,001, p<0,0001 degerinden kiiciik olan

sonuclar anlamli olarak kabul edildi. Veriler ortalamazstandart hata olarak verildi [188].
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4. BULGULAR

4.1. Hayvan ve Ovaryum Dokusu Agirlik Bulgulari

4.1.1. Hayvan agirhiklar

Galisma suresince kontrol ve diger gruplardaki hayvanlarda herhangi bir sebepten dolayi
bir kayip yasanmadi. Her gruba ait sicanlarin agirlik 6lcimleri bir kez deney baslangicinda
ve bir kez de deney sonunda tartilarak yapildi. Her gruba ait ilk ve son agirlik dlgiimleri
arasinda istatistiksel olarak anlamli bir farkin olup olmadigi normal dagilima uymayan
OHSS+Kersetin grubu hari¢ (Wilcoxon testi) diger gruplarda parametrik-bagimli 6rneklem
t-testi kullanilarak hesaplandi (Cizelge 4.2). Ayrica sicanlarin agirlik degisimleri de
istatistiksel olarak degerlendirildi. Fark olup olmadigi ANOVA hangi gruplarin bu farki

olusturdugunun analiz edilmesi icin ise Tukey Post Hoc testleri kullanildi.

Gizelge 4.1. Gruplara ait agirliklarin ve agirhk degisimlerinin ortalama ve standart hata
degerleri, n=7

GRUPLAR Ortalama + Standart Hata
ilk Agirlik (g) Son Agirhik (g) Agirlik Degisimi (g)
1 KONTROL 82,4314,19 119,9+10,48 37,431£1,15
2 KOH 73,4345,52 116,345,227 42,86+1,67
3  OHSS 84,4316,43 129,445,748 45,00+1,38
4 OHHS+Kersetin 71,0016,78 113,946,158 42,86+1,65

Cizelge 4.2. Her grubun ilk ve son agirliklarinin istatistiksel olarak karsilastiriimasinin
sonuglari, n=7

ilk Agirlik — Son Agirlik Test P Degeri (p<0.05)
Kontrol Bagimli 6rneklem t-testi <0,0001 (***)
KOH Bagimli 6rneklem t-testi <0,0001 (**%*)
OHSS Bagimli 6rneklem t-testi <0,0001 (***)
OHSS+Kersetin Wilcoxon testi 0,0156 (*)

Bu analizlere gore biitiin gruplarda anlaml bir agirlik artisi tespit edildi (Cizelge 4.2).
Bitln gruplardaki sicanlarin agirliklarinda zamanla birlikte artis tespit edilirken en fazla
artis OHSS grubunda (45+1,380 mg) sonra KOH (42,86+1,668 mg) ve OHSS+Kersetin
(42,86£1,654 mg) en az artis ise kontrol (37,431,152 mg) grubunda goézlemlendi.
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Cizelge 4.3. Gruplara ait siganlarin agirlik degisimlerinin ikili karsilastirma istatistik

tablosu, n=7

Tukey coklu karsilastirma testi Dizeltilmis P Degerleri
ANOVA 0,0095 (**)
Kontrol ile KOH 0,0704 (-)
Kontrol ile OHSS 0,0070 (**)
Kontrol ile OHSS+Kersetin 0,0704 (-)

KOH ile OHSS 0,7369 ()

KOH ile OHSS+Kersetin >0,9999 (-)

OHSS ile OHSS+Kersetin 0,7369 (-)

Agirhk degisimlerinin degerlendirilmesi sonucunda (ANOVA, p=0,0095) sadece kontrol
grubu ile OHSS grubu (p=0,0070) arasindaki agirlik degisimi istatistiksel olarak anlamli
bulundu (Sekil 4.1). Diger ikili karsilastirimalarda istatistiksel olarak anlamh bir fark

bulunmadi (Cizelge 4.3).
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Sekil 4.1. Gruplara ait sigan agirliklarinin karsilastirilmasi (veriler ortalama + standart hata
olarak verilmistir, n=7)

4.1.2. Ovaryum dokusu agirliklar

Her gruba ait sicanlarin deney sonlandirildiktan sonra ovaryum dokulari tartilarak
agirhklar 6lgtldi. Siganlarin ovaryum agirliklari incelendiginde ortalamalari ve standart

hata degerleri kontrol grubunda 92,14+3,247 mg; KOH grubunda 145,7+4,144 mg; OHSS
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grubunda 380 + 25,42 mg; OHSS+Kersetin grubunda 264,3 + 15,21 mg olarak
hesaplanmistir (Cizelge 4.4 ve Sekil 4.2). Gruplar arasinda fark olup olmadigi ANOVA,
hangi gruplarin bu farki olusturdugunu analiz etmek igin ise Tukey Post Hoc testleri

kullanildi.

Cizelge 4.4. Gruplara ait ovaryum agirliklarinin ortalamalari + standart hata, n=7

GRUPLAR Ortalama * Standart Hata (mg)
1 Kontrol 92,14043,247
2 KOH 145,704,144
3 OHSS 380,00+67,27
4 OHSS+Kersetin (Tedavi) 264,30+15,21

ANOVA analizi sonucunda anlamh bir fark oldugu bulundu (p<0,0001). Gruplara ait
ovaryum dokusu agirliklarinin istatistiksel olarak birbirleri ile karsilastirilmasi sonucunda
sadece kontrol ile KOH grubu arasindaki fark (p=0,0825) istatistiksel olarak anlamsiz
bulundu. Diger ikiserli karsilastiriimalarin hepsi istatistiksel olarak anlamli bulunmustur.
Bu karsilastirmalar sirasi ile Kontrol ile OHSS (p<0,001), Kontrol ile OHSS+Kersetin
(p<0,001), KOH ile OHSS (p<0,001), KOH ile OHSS+Kersetin (p<0,001), OHSS ile
OHSS+Kersetin (p<0,001) dir (Cizelge 4.5).

Cizelge 4.5. Gruplara ait ovaryum agirliklarinin degerlerinin istatistiksel coklu karsilastirma
test sonuglari, n=7

Tukey coklu karsilastirma testi Diizeltilmis P Degerleri
ANOVA <0,0001 (***)
Kontrol ile KOH 0,0825 (-)
Kontrol ile OHSS <0,0001 (***)
Kontrol ile OHSS+Kersetin <0,0001 (***)
KOH ile OHSS <0,0001 (***)
KOH ile OHSS+Kersetin <0,0001 (***)

OHSS ile OHSS+Kersetin <0,0001 (***)
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Sekil 4.2. Gruplara ait ovaryum agirlik dlgimleri (veriler ortalama + standart hata olarak
verilmistir, n=7)

Ovaryum agirliklarinin en yiksek 6lctldigi grup OHSS model grubu olarak tespit edildi.
Bununla birlikte Kersetin verilen grup ile OHSS model grubu karsilastirildiginda, Kersetinin

ovaryum agirliklarini anlamli bir sekilde (p<0,001) dustirdtgi saptandi (Sekil 4.2).

4.2. Ovaryum Dokusu Cap Ol¢iim Bulgulari

Her gruba ait siganlarin ovaryum dokulari alindiktan sonra rutin histolojik takip yéntemi
ile parafin bloklara gomiildi. Sonrasinda bu parafin bloklardan 4 um boyutundaki kesitler
alinarak H&E boyamasi gergeklestirildi. Alti farkl kesitten alinan resimler kullanilarak her
ovaryum cap 6l¢climu icin 6 ayri 6lcim Image j 1.52p programi kullanilarak (NIH, Bethesda,
MD) alindi. Sonrasinda bu 6lciimlerin ortalamalari alinarak ¢ap uzunluklari mm cinsinden

belirlendi (Resim 4.1).
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Resim 4.1. Ovaryum g¢ap 6lgimunin yapihsi, H&E, 40x

Sicanlarin ovaryum cap Olcliimleri incelendiginde ortalamalari ve standart hata degerleri
kontrol grubunda 2,32+ 0,168 mm; KOH grubunda 3,49+ 0,237 mm; OHSS grubunda 6,49+
0,098 mm; OHSS+Kersetin grubunda 5,34+ 0,272 mm olarak hesaplanmistir (Cizelge 4.6
ve Sekil 4.3). Gruplar arasinda fark olup olmadigi ANOVA, hangi gruplarin bu farki

olusturdugunu analiz etmek icin ise Tukey Post Hoc testleri kullanildi.

Cizelge 4.6. Gruplara ait ovaryum dokusu ¢ap 6lciim sonuglari (veriler ortalama + standart
hata olarak verilmistir, n=7)

GRUPLAR Ortalama + Standart Hata
1 Kontrol 2,32+ 0,17
2 KOH 3,49+ 0,24
3 OHSS 6,49+ 0,10
4 OHSS+Kersetin 5,34+ 0,27
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Sekil 4.3. Gruplara ait ovaryum cap Olc¢limleri (veriler ortalama + standart hata olarak
verilmistir, n=7)

Gruplara ait ovaryum cap Olciimlerinin istatistiksel olarak birbirleri ile karsilastiriimasi
sonucunda batin gruplar arasindaki farklar istatistiksel olarak (p<0,0001) anlamh tespit
edildi. Tukey coklu karsilastirmali testinde de bdatln ikili karsilastirmalarin sonucu

istatistiksel olarak anlamli bulundu (Cizelge 4.7).

Cizelge 4.7. Gruplara ait ovaryum cap degerlerinin istatistiksel coklu karsilastirma test
sonuglari, n=7

Tukey coklu karsilastirma testi Dizeltilmis P Degerleri
ANOVA <0,0001 (***)
Kontrol ile KOH 0,0027 (**)

Kontrol ile OHSS <0,0001 (***)
Kontrol ile OHSS+Kersetin <0,0001 (***)
KOH ile OHSS <0,0001 (***)
KOH ile OHSS+Kersetin <0,0001 (***)
OHSS ile OHSS+Kersetin 0,0031 (**)

Sonuclara gore en yiksek ¢ap 6lciimi OHSS grubunda tespit edilirken, kersetin tedavisinin
sonucunda ovaryum capinda OHSS grubuna gore anlamli bir dists (p=0,0031) bulundu.
Bunlara ek olarak bir doz PMSG uygulamasinin ovaryum caplarini kontrole gore

(p=0,0027) anlamli bir sekilde ylikselttigi tespit edildi (Sekil 4.3).
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4.3. Makroskopik Bulgular

Tim gruplara ait ovaryum dokulari makroskopik olarak incelendiginde (morfometrik
bulgularda destekledigi sekilde) kontrol grubu disindaki diger ovaryum dokularinda
ozellikle OHSS grubunda OHSS’'nin temel komponentlerinden biri olan ovaryum capinda
ve boyutundaki artis dikkati ¢ekmekteydi (Resim 4.2). Ayrica OHSS grubunda ovaryum
ylzeyinde belirgin seffaf goriinimli ve ovaryum dokusunun hemen tamamini kaplayacak
sekilde kistik olusumlar, hemorajik alanlar dikkat cekti. Kersetin uygulanan grupta ise
ovaryum c¢ap ve boyutlarinin OHSS grubuna gore kiculdigiu gozlendi. Ancak ovaryum
dokusundaki kistik olusumlarin varhigi devam etmekle beraber, OHSS grubuna gore

azalmisti (Resim 4.2).

§

Kontrol KOH OHSS OHSS+Kersetin

Resim 4.2. Gruplara ait ovaryum dokularinin makroskopik gérinimleri

4.4. Histolojik Bulgular

4.4.1. Kontrol (Grup 1) grubu

Kontrol grubuna ait sicanlarin ovaryum kesitlerinde, kiclik blylltmede ovaryum
dokusunun en distan alcak, tek kath kiibik epitelden olusan germinal epitelyum ile altinda
siki, diizensiz bag dokusundan olusan tunika albuginea ile ¢evrelenmis oldugu gorildi
(Resim 4.4). Ovaryum dokusu, dista bag dokusu yapisindaki stroma icinde degisik gelisim
asamalarinda bulunan ovaryum follikillerini iceren korteks ile igte bulunan gevsek bag

dokusu yapisindaki medulla bolimi normal goriinmekteydi (Resim 4.3). Bu gruptaki
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ovaryum dokularinin korteks ve medulla bolgeleri belirgin bir sekilde ayrit edilebiliyordu

(Resim 4.3).

Kortekste primer oositin tek kath yassi hiicreler tarafindan gevrelenmesi ile olusan
primordiyal follikiller, unilaminar primer, multilaminar primer follikiller, follikiil sivisinin
biriktigi antrum boslugu iceren, teka interna ve teka eksterna tabakalarinin ayirt edilmeye
baslandigl sekonder (antral) follikiller, primer oositin korona radiata ile ¢cevrelendigi ve
kumulus ooforusu iceren biylk capli Graaf follikillerine rastlandi (Resim 4.4,5). Bazi
antral follikil yapilarinda, graniiloza hiicre tabakasindaki hiicrelerde mitotik figlirlere
rastlandi (Resim 4.4). Bu grubun kesitlerinde bazi atretik follikiller de izlendi (Resim 4.3).
Korpus luteum vyapilari incelendiginde, icte blyuk, soluk boyanan graniiloza lutein

hiicreleri ile ve dista koyu boyanan teka lutein hiicrelerinden olusmaktaydi.

4.4.2. Kontrollii ovaryan hiperstimiilasyon (Grup 2) grubu

Kontrollli ovaryan hiperstimilasyonu olusturulan sican dokularina ait ovaryum kesitlerinin
incelenmesinden sonra ovaryum dokusunu c¢evreleyen germinal epitel kibik sekilli ve
normal goriniimdeyken altinda diizensiz siki bag dokusundan olusan tunika albuginea

bulunmaktaydi (Resim 4.7).

Ovaryum kesitlerinde degisik gelisim asamalarindaki (primordiyal, primer, antral, Graaf
follikalleri) ovaryum follikiillerini iceren korteks ile icte medulla bolgeleri ayirt edildi.
Medulla bélgesi vaskilarizasyonun artmis oldugu olusumlarin bulundugu gevsek bag

dokusu yapisindaydi (Resim 4.7).

Bu grupta kontrol grubuna gore folliklilogenezisin arttig dikkat ¢ekti (Resim 4.6 ve Cizelge
4.8). Korteksin icinde tek katl yassi sekilli follikil hiicrelerinin primer oositi cevreledigi
primordiyal follikuller ile tek kath kibik follikil hicreleri tarafinda sarili oositte olusan uni-
laminar primer follikiller ve birden fazla graniloza hiicre tabakasinin oositi cevreledigi
multilaminar primer folliklller goriinmekteydi (Resim 4.7). Bunlarin yanisira kesitlerde
atretik follikiiller de izlendi (Resim 4.6). Antral follikil, Graaf follikilin yani sira kontrol

grubuna gore daha ¢ok korpus luteum yapisi dikkati ¢ekti (Resim 4.6, Cizelge 4.8). Korpus
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luteum yapilari incelendiginde, i¢te soluk boyanan graniloza lutein hiicreleri ile dista koyu

boyanan teka lutein hiicrelerinden olustugu goriilmekteydi (Resim 4.6).

Ayrica bu grupta yapilan uygulamalara bagh olarak gelistigi disinilen ve kontrol
grubunda gorilmeyen duvari birkag sira hiicre tabakasindan olusan kistik olusumlara
rastlandi. Bunlarin follikiiler kistik olusumlar olabilecegi duslntldid. Kistik olusumlar

makroskopik gortinimde de dikkati cekmekteydi (Resim 4.3, 4.6).

4.4.3. OHSS (Grup 3) grubu

OHSS grubuna ait ovaryum kesitleri incelendiginde germinal epitel tek katl kibik sekille
izlenirken tukina albuginea dizensiz, siki bag dokusu seklinde gézlemlendi (Resim 4.8).
Yine bu grupta da ovaryum kesitlerinin korteks alaninda farkh gelisim asamalarinda olan

ovaryum follikillerine (primordiyal, primer, antral, Graff follikiller) rastlandi (Resim 4.8-9)

Ovarian hiperstimilasyon sendromu olusturulan siganlara ait ovaryum kesitlerinin
incelenmesi sonucunda kiclik ve buylik buylltmelerde soluk sitoplazmali, poligonal
yapidaki graniloza-lutein hiicreleri ile onlari gevreleyen teka lutein hiicrelerinden olusan
korpus luteum olusumlarinin ve kistik olusumlarin kontrol ve kontrolli ovarian

hiperstimilasyon grubuna gore artmis oldugu gozlendi (Resim 4.9-10, Cizelge 4.8).

Kistik olusumlarin ve korpus luteum yapilarinin ovaryum dokusunun hemen tamamina
yakinini olusturdugu saptandi. Bu bulgu makroskopik goériinimde de desteklenmekteydi
(Resim 4.3). Bunlara ek olarak i¢teki medullanin bu kistik olusumlar arasinda sikismis, dar
ve cok sayida hemorajik alanlar iceren dar bir bolge olarak izlendigi dikkati cekti (Resim

4.98B, 4.10A).

Bu gruptaki sicanlarin ovaryum dokusu kesitlerinde, OHSS'nin de ana klinik unsurlarindan
biri olarak degerlendirilen ¢ok miktarda kistik yapi ve hemorajik kistler izlendi (Resim 4.8,
Resim 4.9A). Bununla birlikte diger gruplardan farkh olarak bu kistik yapilarin cogunda kist
kavitesinde hemorajik alanlarin varligi dikkat cekti. Bazi yapilarda hemorajik alanlarin

bitlin kist boslugunu doldurdugu goriildi (Resim 4.9A-4.108B).
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Ayrica bazi kistik yapilarin ovaryum yapisini etkileyecek kadar genisledigi de izlendi (Resim
4.9A). Ayni gruba ait diger kesitlerde yine ¢ok sayida korpus luteum, korpus hemorajikum

yapilarina da rastlandi (Resim 4.9A-B, Cizelge 4.8).

4.4.4. OHSS+Kersetin (Grup 4) grubu

Bu gruba ait kesitlerde ovaryum dokusunu distan cevreleyen tek katli kiibik epitel
yapisindaki germinal epitel ile altinda diizensiz, siki bag dokusu yapisindaki t. albuginea
izlendi (Resim 4.12). Diger gruplarda oldugu sekilde kortekste degisik gelisim
asamalarinda (primordiyal, primer, antral) follikillere rastlandi (Resim 4.10-12). Kortekste
primer oositin tek katli yassi follikiil hiicrelerince g¢evrelenmesiyle olusan primordiyal
follikiiller izlendi. OHSS grubunda farkli olarak bu grubun kesitlerinde daha ¢ok antral
follikillere rastlanmistir (Resim 4.11, Cizelge 4.8). Ayrica ovaryum Kkesitlerinde atretik

follikullere de rastlandi.

Bu grupta OHSS grubunda cok sayida goriilen korpus luteum olusumlari daha azdi. Korpus
luteumlar incelendiginde, bu yapilarin soluk sitoplazmali, poligonal yapidaki graniloza-
lutein hicreleri ile onlari cevreleyen teka lutein hiicrelerinden olustugu saptandi (Resim
4.11). Ayrica bazi ovaryum kesitlerinde hemorajik bolgelere sahip korpus hemorajikumlar
da izlendi. Bu bolgeler cogunlukla biitiin korpusun merkez boslugunu doldururken bazen
de sadece bir kisminda bulunuyordu (Resim 4.11A-B). Bu grupta OHSS grubunda goriilen
cevresi hiicreler ile gevrelenmis kistik olusumlarin mevcut oldugu ancak bu olusumlarin

OHSS grubuna gore azalmis oldugu saptandi (Resim 4.11A-B).



Resim 4.3. Kontrol grubuna ait ovaryum dokusunun genel gériintisu, primordiyal follikiil
(=), multilaminar primer follikil (=), gelismekte olan follikiller (» ), antral
follikdil (%), atretik folliktl (#), kan damari (V), H&E, 40x
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Resim 4.4. Kontrol grubuna ait ovaryumdaki germinal epitel (=) altinda yerlesim
gosteren primordiyal (V) ve unimalinar primer follikiller (>), epitelin altindaki

siki bag dokusu yapisindaki t. albuginea (%), antral follikiil (%), graniloza
hicreleri (=), teka hicreleri (=) mitotik figtrler (») H&E, 100x
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Resim 4.5. Kontrol grubuna ait ovaryum dokusu (A) gelisen cesitli folliktler yapilar, antral
follikal (%), Graaf follikul (GF), H&E, 40x, (B) kontrol grubuna ait Graaf follikil
yapilarinin gorintiisi, Graaf follikil (GF), oosit (=), korona radiata hiicre
tabakasi (A ), graniiloza hiicre tabakasi =), PAS, 100x



Resim 4.6. KOH grubuna ait ovaryum dokusunun genel gorintisl, antral follikdl (%),
atretik follikal (4), kistik yapilar (%), korpus luteum (+), gelismekte olan
folliktil yapilari (»), Graaf follikili (GF), H&E, 40x



“Unilaminal
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Resim 4.7. KOH grubuna ait ovaryumdaki tek katli kiibik epitel yapisindaki germinal epitel
altinda yerlesim gosteren primordiyal ve unimalinar primer follikiller, epitelin

altindaki siki bag dokusu yapisindaki t. albuginea (%*), kan damari (4), mitotik
figlirler (=) H&E, 100x
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- Tunika
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Resim 4.8. OHSS grubuna ait ovaryum dokusunu cevreleyen tek kath kiibik epitelden
olusan germinal epitel (®), gelisim farkli asamalarindaki primordiyal (V),
unilaminar primer (») ve multi-laminar primer follikiller (%) ve korpus
luteum (4) yapilarini olusturan biylik soluk poligonal gérinimli graniloza
lGtein hicreleri (=) ve teka lutein hiicreleri (=), t. albuginea (%) H&E, 200x
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Resim 4.9. A-OHSS grubuna ait ovaryum dokusunun ¢ok fazla sayida kistik follikiillin ve
korpus luteumun oldugu genel gorintisa, kistik yapilar (%), korpus luteum
(+), hemorajik alan (®), oosit kalintilari (=), H&E, 40x B- OHSS grubundaki
kistik yapilarin biyik blytltmedeki genel gorintis, kistik yapilar (%), korpus
luteum (+), oosit kalintilari (=), follikil hiicre tabakasi (»), hemorajik alan
(HA), H&E, 100x
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Resim 4.10. A- OHSS grubuna ait ovaryum dokusunun genel goriintisa, kistik yapilar (),
korpus luteum (+), hemorajik alan (HA), gelismekte olan follikiller (»), kan
damar (KD), H&E, 40x, B- OHSS grubuna ait ovaryum dokusunda ¢ok fazla
sayida kistik yapilar (%), korpus luteum (+), hemorajik alan (®), oosit
kalintilari (=), H&E, 40x
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Resim 4.11. A, B- OHSS+Kersetin grubuna ait ovaryum dokusunun genel goriuntisd, kistik
yapilar (%), korpus luteum (+), antral follikil (%), gelismekte olan follikiller
(»), oosit kalintilari (=), hemorajik alan (HA), kan damari (KD), H&E, 40x
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Resim 4.12. OHSS+Kersetin grubuna ait ovaryum dokusunu cevreleyen tek kath kiibik
epitelden olusan germinal epitel (®), gelisimin farkh asamalarindaki
primordiyal (V¥), unilaminar primer (») ve multi-laminar primer follikller
(%) ve korpus luteum (4) yapilarini olusturan graniloza litein hicreleri (=),
t. albuginea (**) H&E, 200x
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4.4.5. Ovaryum follikiillerinin ve diger yapilarinin sayim sonuglari

Biitiin deney gruplarina ait ovaryum dokusundaki primordiyal, primer erken, primer geg,
antral ve atretik follikllleri ile kistik yapilar yontemde belirtildigi gibi sayildi. Sayim
sonuclari yizdelik olarak hesaplandi. Daha sonra bu elde edilen sonuclar yine yontemde

aciklandigi bigcimde istatistiksel yontemlerle degerlendirildi.

Korpus luteum bulgulari

Yontem kisminda belirtildigi gibi, korpus luteum sayilarinin degerlendirilmesinde en biyuk
alandan gecen kesit [185] ile biitlin yapilardaki korpus luteum yilizde orani hesaplandi

(Sekil 4.4-5).
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Sekil 4.4. Gruplara ait en biyuk kesitten gegen korpus luteum sayilari (veriler ortalama +
standart hata olarak verilmistir, n=7)

Sonuglarin istatistiksel olarak degerlendirilmesinde gruplar arasindaki fark iki incelemede
de istatistiksel olarak anlamli bulundu (ANOVA, p<0,001). Tukey post hoc analizi

sonuclarina gore en distk korpus luteum sayisi kontrol grubunda bulundu (%2,37+1,10).
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KOH grubundaki korpus sayisi kontrolle karsilastirildiginda anlamli sekilde yaklasik 5 kat
arttigi (%10,65%1,76; p=0,033) gozlemlendi. En yliksek korpus sayisina OHSS model
grubunda (%40,8+2,33) rastlanirken, KOH grubuna goére anlamli bicimde (p<0,0001)
yaklasik dort kat artis oldugu bulundu. Kersetin uygulanan OHSS+Kersetin grubunda ise
korpus luteum oraninin (%28,15+2,44; p=0,0008) OHSS grubuna gore istatistiksel olarak
yaklasik yari yariya distigi saptandi. Yine bu grubun korpus sayisi orani KOH grubu ile
kiyaslandiginda anlamli olarak (p<0,0001) 2 kat artmis bulundu (Sekil 4.5, Cizelge 4.8).
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Sekil 4.5. Gruplara ait korpus luteum sayim yilizde oran sonuglari (veriler ortalama %
standart hata olarak verilmistir, n=7)

Kistik yapi bulgulari

Her grupta bulunan sicanlarin ovaryumlarindaki kistik yapilarin sayim yizde oran
sonuclarinin analizleri yapilarak ortalamalari ve standart hata degerleri kontrol grubunda
0,52+0,38; KOH grubunda 5,16+0,51; OHSS grubunda 15,44+2,98; OHSS+Kersetin
grubunda 6,62+1,03 olarak hesaplandi (Sekil 4.6, Cizelge 4.8).
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ANOVA sonuglari incelendiginde, gruplar arasindaki fark istatistiksel olarak anlamhydi
(p<0,001). En az kistik yapiya kontrol grubunda rastlandi. Kistik yapilarin, kontrole gore
KOH grubunda anlamsiz (p=0,1632) olarak yaklasik 10 kat, Kersetin grubunda anlamli
(p=0,0334) 13 kat, OHSS grubunda ise anlaml (p<0,0001) 30 kat artmis oldu, tespit edildi.
Ayrica en fazla kistik yap1 OHSS grubunda bulunurken bu grup, Kersetin uygulanan grup ile
kiyaslandiginda kistik yapilarin anlaml sekilde (p=0,0024) yaklasik yariya diistigu goruldi.
OHSS+Kersetin grubunda KOH grubuna oranla kistik yapilarda artis olsa da istatistiksel
olarak anlamli (p=0,9031) bulunmadi (Cizelge 4.8).
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Sekil 4.6. Gruplara ait kistik yapilarin sayim yiizde oran sonuglari (veriler ortalama *
standart hata olarak verilmistir, n=7)

Atretik follikil sayim sonuclari

Her grupta bulanan siganlarin ovaryumlarindaki atretik follikiil sayim ylizde oran
sonuclarinin istatistiksel analizleri yapilarak ortalamalari ve standart hata degerleri
hesaplandi. Bu sonuclara gore: kontrol grubunda 8,01+0,84; KOH grubunda 10,61+0,81;
OHSS grubunda 5,42+0,54; OHSS+Kersetin grubunda ise 9,31+0,33 degerleri bulundu
(Sekil 4.7, Cizelge 4.8).
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Sekil 4.7. Gruplara ait atretik follikiil sayim yilizde oran sonuglari (veriler ortalama %
standart hata olarak verilmistir, n=7)

Sonuglarin istatistiksel olarak degerlendiriimesinde gruplar arasindaki farkin anlamh
oldugu saptandi (ANOVA, p<0,001). En fazla atretik follikiil ylizdesi KOH grubunda
bulundu. Kontrol grubunda ise KOH grubu ile kiyaslandiginda anlamli (p=0,0492) olarak
daha az oranda atretik follikiil goriildii. En az atretik follikill ylizdesine ise OHSS grubunda
rastlanirken Kersetin uygulanan 4. grupta OHSS grubuna gére anlamh (p= 0,0019) bir
atretik follikdl artisi oldugu saptandi. Tedavi grubu ile kontrol grubu karsilastirildiginda
atretik follikdl ylzdesinde artis bulunmasina ragmen istatistiksel olarak anlamli (p=0,5236)
degildi. Bunlara ek olarak OHSS+Kersetin grubunda KOH ile karsilastirildiginda daha az
atretik follikil bulunmasina ragmen bu azalma istatistiksel olarak anlamh (0,5199)

bulunmadi (Cizelge 4.8).

Antral folliklil sayim sonuclari

Her gruba ait siganlarin ovaryumlarindaki Antral follikiil sayim ylzde oran sonuglarinin

analizleri yapilarak ortalamalari ve standart hata degerleri kontrol grubunda 22,13+1,2;
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KOH grubunda 27,42+2,58; OHSS grubunda 10,01+1,71; OHSS+Kersetin grubunda
15,61+0,86 olarak hesaplandi (Sekil 4.8, Cizelge 4.8).

Sonuglarin istatistiksel olarak degerlendiriimesinde gruplar arasindaki farkin anlamh
oldugu gorildi (ANOVA, p<0,001). En fazla antral follikiil KOH grubunda bulunurken en az
OHSS grubunda tespit edildi. Bu gruplar kiyaslandiginda ise anlamh (p<0,0001) bir disls
oldugu goruldu. KOH grubu kontrol grubu ile karsilastirildiginda antral follikiil yizdesinde
disls olmasina ragmen istatistiksel olarak anlamsizdi (p=0,1563). Ayrica, OHSS+Kersetin
grubunda antral follikdl yizdesi OHSS grubuna gbre artmasina karsi istatistiksel olarak
anlaml degildi (p=0,1239). Kersetin uygulamasi antral follikiil ylzdesini arttirmasina
ragmen anlaml bir yikselis saptanmadi. Gonadotropin uygulanan KOH grubunda ise
kontrole oranla antral follikil ylizdesi artmasina ragmen vyine bu yikselis anlamli

bulunmadi (Cizelge 4.8).
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Sekil 4.8. Gruplara ait antral follikil sayim yilizde oran sonuclari (veriler ortalama *
standart hata olarak verilmistir, n=7)
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Cizelge 4.8. Gruplara ait korpus luteum, kistik yapilar, atretik ve antral follikil sayimi
ylzde ortalama sonugclari (veriler ortalama + standart hata olarak verilmistir,

n=7)
KONTROL KOH OHSS OHSS+KERSETIN P DEG.
Korpus Luteum (Kesit) 1,29+0,52 6,57+1,02 38,71+3,64f 27,00%2,17%00 <0,001
Korpus Luteum (%) 2,3741,10 10,65+1,76* 40,80+2,328f 28,15+2,44%,  <0,001
Kistik Yapilar (%) 0,52+0,38 5,1620,51 15,44+2,98fs 6,62+1,03*%  <0,001
Atretik Follikiiller (%) 8,01+0,84 10,61+0,81* 5,4210,54* 9,31%0,33 oa <0,001
Antral Follikiiller (%) 22,1341,20 27,4242,58 10,01+1,71fs 15,61+0,86 g <0,001

Kontrol grubuna goére karsilastirma, *p <0.05, **p <0.01, fp<0,001; KOH grubuna gére karsilastirma, *p
<0.05, **p <0.01, Pp<0,001; OHSS grubuna goére karsilastirma, ®p<0.05, ®*p<0.01, ®p<0,001 (Tek-yoénlii
ANOVA post hoc Tukey testi).

Pirmer gec folliklil, primer erken follikiil ve primordiyal sayim sonuclari

Her grupta bulunan siganlarin ovaryumlarindaki primer geg, primer erken ve primordiyal
follikil sayim yizde oran sonugclarinin istatistiksel analizleri yapilarak ortalamalari ve
standart hata degerleri hesaplandi (Cizelge 4.9). Bitin incelemelerde gruplar arasindaki

farklar istatistiksel olarak anlamli bulundu (p<0,001; Cizelge 4.9).

Primordiyal follikiil orani en fazla kontrol grubunda (31,08+1,35), en az ise OHSS grubunda
(9,04+1,10) saptandi. Bu azalma istatistiksel olarak da anlamliydi (p<0,0001). KOH
grubunda ise primodiyal folliklil orani kontrole gore yine anlamli disls gosterdi.
OHSS+Kersetin grubunda (17,56+1,48) ise OHSS grubuna kiyasla anlamli (p<0,0001) olarak

daha fazla oranda primordiyal follikiil gozlemlendi (Cizelge 4.9).

Primer folliktill oranlari incelendiginde ise hem erken (22,83+1,31) hem de gec
(12,9740,90) tiplerinde en fazla oranda kontrol grubunda izlendi. Bu veriler diger gruplar
ile kiyaslandiginda farklar istatistiksel olarak da anlamh bulundu (Cizelge 4.9).
OHSS+Kersetin (17,06%£1,41) ve KOH (14,42+1,20) gruplarinin primer erken verilerinde

OHSS grubu (12,79+0,92) ile karsilastirildiginda artis gorilse de istatistiksel olarak anlami



91

degildi (p=0,0912; p=0,7845). Benzer olarak Kersetin uygulanan grupta KOH grubuna karsi
bir artis olsa da bu artis da anlamli bulunmadi (p=0,4370, Cizelge 4.9).

Bunlar ile primer geg follikiil verilerine bakildiginda en az oranda OHSS+Kersetin
(5,30+0,81) grubunda oldugu ve KOH grubu (8,73+0,83) ile kiyaslandiginda bu oranin
anlamh (p=0,0322) sekilde arttigi ayrica OHSS grubu (7,59+0,74) ile karsilastirildiginda yine
artis olsa da bunun anlamli olmadigi saptanmistir (p=0,2263) (Cizelge 4.9).

Cizelge 4.9. Gruplara ait primordiyal, primer erken ve primer ge¢ follikil sayimi yizde
ortalama sonuglari (veriler ortalama * standart hata olarak verilmistir, n=7)

KONTROL KOH OHSS OHSS+KERSETIN P DEG.
Primordiyal 31,08+1,35 21,86+0,817 9,04+1,10 17,56+1,48 % <0.001
follikal (%) '
Primer erken 22,83+1,31 14,42+1,20f 12,79+0,92f 17,06+1,41 * <0.001
follikal (%) '
Pirmer ge¢ 12,970,90 8,7310,83" 7,59:0,74/ 5,30£0,811, <0001
follikal (%) '

+

Kontrol grubuna gore karsilastirma, *p <0.05, **p <0.01, fp<0,001; KOH grubuna gére karsilastirma, *p
<0.05, **p <0.01, Pp<0,001; OHSS grubuna goére karsilastirma, ®p<0.05, ®*p<0.01, ®p<0,001 (Tek-yoénlii
ANOVA post hoc Tukey testi).

4.5. immiinohistokimya Degerlendirme Sonuglari

Yontemde belirtildigi gibi VEGFA ve VEFGR-2 proteinlerinin  ekspresyonlari

immunohistokimyasal olarak boyanarak semikantitaif olarak degerlendirildi.

4.5.1. VEGFA immiinoreaktivitesinin degerlendirilmesi

Kontrol grubundaki ovaryum kesitlerinde kortekste bulunan farkl gelisim asamalarindaki
ovaryum follikillerinin bazilarinda graniloza hiicrelerinde zayif, teka hiicrelerinde ve
stromadaki hiicrelerde yer, yer orta derecede VEGF-A imminreaktivitesi izlendi (Resim

4.13).

KOH grubunda kontrol grubuna goére ovaryum dokusuna ait kesitlerde VEGF-A
immunreaktivitesinin genel olarak artmis oldugu, ozellikle kan damarlarinin endotel

hiicrelerinde ve duvarinda kuvvetli pozitif immunreaktivitenin olmasi dikkati cekti.
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Stromada, follikillerin graniiloza ve teka hiicrelerinde VEGF-A immiinreaktivitesi ise orta

derecede izlendi (Resim 4.14)

Ovarian hiperstimilasyon olusturulmus ovaryum dokusuna ait kesitlerde, ovaryum
dokusunda kontrol ve KOH grubuna gore artmis bir VEGF-A immiunreaktivitesi dikkat
cekti. Korpus luteuma ait graniloza lutein, teka lutein hicrelerinde, kistik olusumlarin
duvarindaki hiicrelerde, kan damarlarinda kuvvetli VEGF-A imminreaktivitesi izlendi

(Resim 4.15).

OHSS+Kersetin grubuna ait ovaryum dokusu kesitlerinde, korpus luteumdaki hiicrelerde
ve graniloza hicrelerinde, KOH ve OHSS grubuna gbére daha zayif VEGF-A
imminreaktivitesi dikkati cekti (Resim 4.16). Genel olarak KOH ve OHSS gruplarina gore

bu grupta VEGF-A immiinreaktivitesi azalmisti.

4.5.2. VEFGR-2 immiinohistokimyasal olarak degerlendirilmesi

Kontrol grubuna ait ovaryum dokusu kesitlerinde, gelisimin degisik asamalarindaki
folliklllerin graniiloza ve teka hiicrelerinde orta derecede VEGFR-2 immiinreaktivitesi

gozlendi (Resim 4.17).

KOH grubuna ait ovaryum dokusu kesitlerinde degisik gelisim asamalarindaki follikillerin
teka hiicrelerinde, korpus luteum yapisindaki graniloza-litein, teka-litein hicrelerinde
orta derecede, medulla bolgesindeki kan damarlarinda kuvvetli VEGFR-2

imminreaktivitesi gorildi (Resim 4.18).

OHSS grubuna ait ovaryum dokusu kesitlerinde genel olarak kontrol ve KOH gruplarina
gore artmis VEGFR-2 imminreaktivitesi gortldi. Medulladaki kan damarlarinda, korpus
luteumdaki grantiloza-lutein, teka lutein hicrelerinde kuvvetli VEGFR-2 immunreaktivitesi

saptandi (Resim 4.19).

OHSS+Kersetin grubuna ait ovaryum kesitlerinde, OHSS grubuna goére graniloza-litein,
teka-litein hicrelerinde, kan damarlarinda azalmis bir imminreaktivite dikkati gekti

(Resim 4.20).
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Resim 4.13. A-B Kontrol grubuna ait ovaryum dokusunda follikiillere ait graniloza
hicrelerinde zayif, teka hiicreleri ve stromadaki hiicrelerde yer, yer lokalize
orta derecede VEGFA immiinoreaktivitesi gortilmekte 100x, 200x, C- negatif
kontrol 100x, DAB-Hematoksilen
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Resim 4.14. A-E, KOH grubuna ait ovaryum dokusu kesitlerinde, kontrol grubuna gore
artmis VEGFA immiinoreaktivitesi, kan damarlarinda kuvvetli immiino
reaktivite dikkati cekmekte, A- gesitli evrelerdeki follikiller, korpus luteum ve
kistik yapi, 40x, B- antral follikiller ve kistik yapi, 100x, C- farkli evrelerdeki
follkiller ve kistik yapilar, kan damarlari 100x, D- multilaminar primer follikiil,
200x, E- antral follikdl, 200x, F- negatif kontrol, 40x, DAB-Hematoksilen



Resim 4.15.

95

OHSS grubuna ait ovaryum kesitlerinde kontrol ve KOH grubuna goére artmis,
kuvvetli VEGFA immuiinreaktivitesi izlenmekte, A, B- genel gorinti, 40x, C-
cesitli evrelerdeki follikiller ve korpus luteum yapilari, 100x, D- kistik yapi ve
gelisim asamasindaki follikiiller, 100x, E-olgun follikil, 200x, F- negatif kontrol
40x, DAB-Hematoksilen
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Resim 4.16.

OHSS+Kersetin grubuna ait ovaryum dokusu kesitlerinde, korpus luteum
graniloza hiicrelerinde zayif VEGFA immunoreaktivite dikkati cekmekte A-
cesitli evrelerdeki follikiiller ve stroma (40x), B-olgun follikiil ve korpus
luteum yapilari (100x), C-gesitli follikiiller ve korpus luteum vyapilari, D-
korpus luteum, 200x, E- olgun follikiil, 200x F- negatif kontrol (40x), DAB-
Hematoksilen
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Resim 4.17. Kontrol grubuna ait ovaryum dokusunda gelisimin degisik asamalarindaki
granilloza, teka hiicrelerinde ve arterlerde VEGFR-2 imminreaktivitesi
gozlenmekte
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Resim 4.18. A, C- KOH grubuna ait ovaryum dokusunda degisik gelisim asamalarindaki
folliklllerini teka hicrelerinde, korpus luteumdaki graniloza lutein, teka
lutein hiicrelerinde orta derecede kan damarlarinda kuvvetli VEGFR-2 immiin
reaktivitesi goriilmekte, D- negatif kontrol, 40x, DAB-Hematoksilen
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Resim 4.19. OHSS grubuna ait ovaryum dokusunda korpus luteumdaki, graniloza lutein,
teka lutein  hicrelerinde kan damarlarinda  kuvvetli  VEGFR-2
imminoreaktivitesi gorilmekte, A, B- kistik yapi ve korpus luteum yapilari ve
folliktiller ve stroma 40x, C-korpus luteum 200x, D, E- korpus luteum ve gesitli
folliklller yapilari, 100x, F- negatif kontrol 40x, DAB-Hematoksilen



Resim 4.20. OHSS+Kersetin grubuna ait ovaryum kesitlerinde, OHSS grubuna gore teka-
lutein, graniloza-lutein hicrelerinde, kan damarlarinda azalmis VEGFR-2
immiinoreaktivitesi goriilmekte, A- cesitli evrelerdeki follikiller, korpus
luteum yapilari, 100x, B- olgun follikiil ve korpus luteum yapilari C-korpus
luteum 100x, D, follikiil ve kan damari, 200x E- olgun follikiil ve kan damari,
200x, F- negatif kontrol, 40x, DAB-Hematoksilen
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4.6. Histolojik Bulgularin Ug Boyutlu Modellenmesi

Yontemde belirtildigi gibi histolojik verilerden elde edilen sonuglara gore kontrol ve

ovarian hipersitimiilasyon guruplarina ait ovaryum dokularinin ¢ boyutlu modellemesi

yapildi.

Resim 4.21. Kontrol grubuna ait ovaryum dokusunun (¢ boyutlu modellemesi, medulla
(M), tunika albuginea (T), germinal epitel (G), korteks (C), primordiyal epitel
(pf), uni-laminar primer follikdl (pu), multi-laminar primer follikil (pm), antral
follikdl (s), arteria ovarica (a), vena ovarica (b)
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Resim 4.22. OHSS grubuna ait ovaryum dokusunun ¢ boyutlu modellemesi, medulla (M),
hemorajik alan (ha), tunika albuginea (T), germinal epitel (G), korpus luteum
(CL), korteks (C), kistik yapi (%), hemorajik kist (A), arteria ovarica (a), vena
ovarica (v)

4.7. ELISA Bulgular

4.7.1. Serum Estradiol (E2) 6l¢lim sonuglar

Serum oOrnekleri kullanilarak E2 hormonunun kantitatif dlgimleri ve elde edilen verilerin
istatistiksel analizleri yontemde belirtildigi sekilde yapildi. Bu sonuglara gbre gruplar
arasinda istatistiksel olarak anlamh bir farkin oldugu bulundu (p<0,001). En yiksek E2
degerleri OHSS model grubunda (1159+92,53) tespit edilirken en kiiglik E2 degerleri ise
kontrol grubunda (423,4+43,14) bulundu (Kontrol-OHSS, p<0,001). KOH (714,8+61,49) ve
OHSS+Kersetin (752,5+63,10) gruplarinin E2 degerleri ise birbirlerine yakin olarak
hesaplandi (KOH-OHSS+Kersetin, p=0,9781). Bunlarla birlikte Kersetin uygulamasinin E2
degerini OHSS grubu ile karsilastirildiginda anlamh (p=0,0052) bir sekilde duslrdigu
saptandi (Sekil 4.11, Cizelge 4.12).
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Sekil 4.9. Gruplara ait E2 ELISA analiz sonucu (veriler ortalama + standart hata olarak
verilmistir, n=7. ** p<0,01, ns: anlamsiz, KOH grubuna gore; ++ p<0,01, OHSS
grubuna gore (Tek-yonli ANOVA post hoc Tukey testi)

4.7.2. Periton sivindaki IL-6 ve VEGFA o6l¢iim sonuglari

IL-6 sonuclari

Periton sivisi ornekleri kullanilarak IL-6 kantitatif 6lglimleri ve elde edilen verilerin
istatistiksel analizleri yontemde belirtildigi sekilde yapildi. Bu analizler sonucunda gruplar
arasinda istatistiksel olarak anlamli bir farkin oldugu bulundu (p<0,001). En dislik IL-6
seviyesi kontrol grubunda bulunurken (23,94+1,37), KOH grubunda IL-6 seviyesi kontrol
grubuna gore anlamli (p<0,001) sekilde 3 kat (64,21+1,78), OHSS grubunda ise bu seviye
yine kontrol grubuna goére anlamli (p<0,001) sekilde 6 kat (121,5+6,70) daha yliksek
bulundu (Sekil 4.12). Kersetin uygulanan 4. grubun IL-6 seviyesi ise kontrole yakin
(29,94+1,53) olculirken (p=0,676), KOH grubu ile karsilastirildiginda anlamli (p<0,001) bir
sekilde 2 kat, OHSS grubu ile karsilastirildiginda ise yine anlamh (p<0,001) olarak 3 kat
daha dusuk olarak olgildi (Sekil 4.12, Cizelge 4.10).
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Sekil 4.10. Gruplara ait IL-6 ELISA analiz sonucu (veriler ortalama + standart hata olarak
verilmistir, n=7, ***p<0,001, ns: anlamsiz (Tek-yonli ANOVA post hoc Tukey
testi)

VEGFA sonuclari

Periton sivisi 6rnekleri kullanilarak VEGFA kantitatif dlciimleri ve elde edilen verilerin
istatistiksel analizleri yontemde belirtildigi sekilde yapildi. Bu sonuglara gore gruplar
arasinda istatistiksel olarak anlamh bir farkin olustugu tespit edildi (p<0,001). Periton
sivindaki en dislik VEGFA seviyesi kontrol grubunda olcildi (246,0+35,42). KOH grubunda
ise bu seviye anlamli (p<0,001) bir sekilde yaklasik olarak 2 kat (832,7+18,66) artarken,
OHSS grubunda ise bu artisin anlamh (p<0,001) olarak 6 kata (1512,0+18,69) kadar ciktigi
tespit edildi (Sekil 4.13). OHSS+Kersetin adli tedavi grubunda ise periton sivisindaki VEGF
seviyesi (412,4+15,67) KOH ve OHSS grubu ile karsilastirildiginda anlamli (p<0,001) bir
sekilde KOH grubundan 2 ve OHSS grubundan 3,5 kat daha dusilik 6lctlirken kontrol
grubuna gore yine anlaml (p=0,0007) olarak daha yiksek bulundu (Sekil 4.13, Cizelge
4.10).
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Sekil 4.11. Gruplara ait VEGFA ELISA analiz sonucu (veriler ortalama t standart hata
olarak verilmistir, n=7, ***p<0,001, ns: anlamsiz (Tek-yonli ANOVA post hoc
Tukey testi)

Cizelge 4.10. Gruplara ait E2, IL-6 ve VEGFA igin ELISA analizi sonuglari (veriler ortalama +
standart hata olarak verilmistir, n=7)

Yapilan ELISA Analizleri

Gruplar
E2 IL-6 VEGFA
Grup 1: Kontrol 423,40+43,14 23,94+1,37 246,00+35,42
Grup 2: KOH 714,80+61,49 64,21+1,78 832,70+18,66
Grup 3: OHSS 1159,00+92,53 121,5046,99 1512,00+18,69
Grup 4: OHSS+Kersetin 752,50+63,10 29,94+1,53 412,40+15,67

P Degerleri (ANOVA) <0,001 <0,001 <0,001
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5. TARTISMA

Disi liremesi, ergenlik, ovaryan follikil gelisimi, ovulasyon, luteinizasyon, doéllenme,
implantasyon, gebelik, dogum ve menapoz donemlerini iceren ve endokrin sistem
tarafindan kontrol edilen son derece dinamik degisimler icermektedir [190]. Bu karmasik
sireg icinde cesitli disi tireme sorunlari da ortaya cikabilmektedir. Bu islev bozukluklari da
12 ay veya daha fazla zaman boyunca korunmasiz cinsel iliski veya terapotik donor
inseminasonu sonrasinda basarili bir gebeligin saglanamamasi ile tanimlanan kadin
infertilitesine yol acabilmektedir [76]. Dilinya verilerine gore kadinlarda infertilite
prevalansi yaklasik %13 civarlarindadir ve bu oranda yasla birlikte artis gbézlemlenmektedir
[77]. Bu infertilite sorunlarinin ¢6zimi igin ovulasyon indiksiyonu, intrauterin
inseminasyon ve oositlerin vicut disinda dogrudan manipilasyonunu iceren tekniklerin
kullanildigi yardimcr Gireme teknikleri (YUT) gibi gesitli tedavi yontemleri gelistirilmistir
[82]. Bu tekniklerin basinda gelen in vitro fertilizasyon (IVF), YUT'nin ilk ve hala en yaygin
kullanilan ttraddr. IVF uygulamasi, disaridan gonadotropinler verilerek kontrollii over
hiperstimilasyonu ile baslatilir [83]. KOH ile ovaryumdaki dongl kontrol altina alinarak
dogal bir dongiden elde edilenden daha fazla sayida uygun oosit elde edilebilir. Boylece
tim IVF slreci daha verimli hale gelir [84]. Fakat herhangi bir infertilite tedavisinde
uygulanan bu ovaryan stimilasyon teknigi daha yiiksek gebelik sansi saglarken, coklu

gebelik ve OHSS gibi blyilik yan etkilere de neden olabilmektedir [84].

OHSS ovaryumun medikal manipilasyonu sonucu ortaya c¢ikan en ciddi komplikasyondur
[93]. Tam ovulasyon indiksiyonuna ihtiya¢ duyan gebe kalmak isteyen oviile olamayan
hastalarda ve belli sayida oosit aliminin istendigi YUT uygulanan kadinlarda KOH
esnasinda gorulir. Bu nedenle, OHSS, infertilite tedavilerinin bir sonucu olarak genc

saglikh bireyleri etkileyen, iatrojenik bir durumdur [93].

OHSS, abdominal distansiyon ve huzursuzluk, genislemis ovaryum, asit, artmis ovaryum
vaskiler gegirgenligi ve diger komplikasyonlari da igceren genis bir belirti ve semptom
yelpazesine sahiptir [93-95]. Siddetli formu ile OHSS hayati tehdit edici bir durumdur.
Glnkl bobrek yetmezligine ve felg ve bir ekstremitenin perflizyonunun kaybini igeren

venoz veya arteriyel tromboembolik olaylara neden olabilir [93]. Ayni zamanda anne
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oliumuyle de iliskilendirilmistir [96]. Bunlara ek olarak OHSS, is, yatak istirahati ve
hastanede kalmanin yani sira agir vakalardaki yogun tibbi yonetim nedeniyle 6nemli bir
ekonomik kayba neden olmaktadir. OHSS'nin gergek insidansinin belirlenmesi, sendromun
genel kabul gormis bir tanimi olmadigl icin zordur. Ayrica, uygulanacak olan klinik
yonteme (KOH), kullanilan ilaglara ve tedavi edilen hasta tipine (risk altinda olan veya

altinda olmayan) baghdir [93].

OHSS’nin patofizyolojik stirecine ovaryan renin—angiotensin, prostaglandinler, histaminler,
sitokinler, pigment epitel-kaynakli faktor ve vaskiiler endotel biylime faktori (VEGFA) gibi
bircok sistem ve aracinin dahil oldugu 6ne surilmustir [12-14, 16, 17]. Ancak arastirmalar
sonrasinda VEGFA, OHSS gelisiminde en onemli faktér olarak goérinmektedir. Over
kaynakli VEGF, hCG’ye cevaben asiri salgilanir ve endotelyal hiicreler Gzerinde kendi
reseptori olan VEGFR-2'ye baglanma, vaskiler gegirgenligin artmasina ve OHSS'nin klinik
belirtilerine yol acar [22]. VEGF'nin vaskiiler gecirgenligin artisindaki 6nemi, uyarilmis disi
sicanlarda gosterilmistir. Bu ¢alisma VEGF ve VEGFR-2'nin asiri uyarilmig siganlarda asiri
eksprese edildigini ve sendromda asit olusumundan sorumlu olabilecek vaskiiler

gecirgenlikte bir artis ile iligkili oldugunu dogrulamistir [26].

Teoride, gonadotropinler verilerek KOH wuygulanan herhangi bir hastada OHSS
gelisebilmektedir [93]. OHSS'ye 6zgl bir tedavi mevcut degildir [34]. OHSS'nin en aza
indirilmesi ve tedavisi igin birgok etkili ajan getirilmis olmasina ragmen, tamamen ortadan
kaldirlamamistir. OHSS'in en iyi tedavisi hi¢ olusmamasini saglamaktir [12]. Ozetle, OHSS

tedavisinin temel dayanagi destekleyici tedavilerdir [13].

Giunlmuzde, bitki ekstreleri, kadinlardaki tireme bozukluklarini tedavi etmek icin yaygin
olarak kullanilmaktadir. Kersetin, Sophora japonica L., Dendranthema morifolium (Ramat.)
Tzvel ve Crataegus pinnatifida bunge gibi bitkilerin ciceklerinde, yapraklarinda ve
meyvelerinde yaygin olarak bulunan bir flavonoid bilesigidir [143]. Kersetin, antioksidan
potansiyele [42], kardiyovaskiiler koruma etkisine, anti-inflamatuar, antikanser aktiviteye
[43-45], anti-diyabetik [46] etkilere ve menapoz sonrasi kadinlarda kemik kaybinin
tekrardan kazanilmasini saglayan etkilere sahiptir [47]. Dislk yogunluklu lipoprotein (LDL)

oksidasyonundan [48], lipid peroksidasyonundan [49] korur ve hiicrelerde redoks
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dengesizliklerini dnler [50]. Bunlarla birlikte, Uluslararasi WHO Kanser Arastirma Ajansi'na
gore Kersetin, insanlar icin kanserojenik olan kategoride (Grup 3) siniflandirilamaz [147].
Ayrica, Kersetinin klinik ¢alismalari yapilarak populasyon lzerinde higbir toksisitesi veya

yan etkisi gozlenmedigi bildirilmistir [148].

Kersetinin yukaridaki etkileri ile OHSS’nin temel patofizyolojik mekanizmalarindaki hem
inhibisyon hem de regiilasyon 6zelliklerinden dolayi heniiz 6zglin bir tedavisi olmayan bu
sendromun hem o6nlenmesi hem de tedavisi igin potansiyel tasimaktadir. Ayrica
antioksidan, anti-anjiojenik, anti-inflamatuar etkileri bilinen Kersetinin literatir
arastirmalari sonucunda deneysel olarak OHSS'li sican modellerinde kullanildigi herhangi
bir arastirmaya rastlanilmamistir. Literatlr bulgulari 15181 altinda, 6nerilen bu ¢alismada,
ovaryan hiperstimilasyon sendromu modeli olusturulan ratlarda Kersetinin OHSS Uzerine

ve iliskili oldugu VEGF/VEGFR-2, IL-6 Uzerindeki etkileri arastirildi.

Yardimci Greme protokolleri geregi kadinlara yiiksek dozda hormon tedavisi uygulanmasi
gerekmektedir. Fakat arastirmalar sirasinda bu hormon tedavisini gérmeyen lireme
cagindaki infertil olmayan kadinlardan da normal doku alinmasinda yasanan kisitliklar
yuziinden insan ovaryum arastirmalarinda zorluk ¢ekilmektedir. Belirli hiicre veya dokulari
elde etmek icin manipiile edilebilen veya kullanilabilen hayvan modelleri, insan
hastaliklarinin patofizyolojik streclerini arastirmak icin degerli araclar olarak kabul edilir
[191]. OHSS'nin sican modelleri, faydah girisimsel yontemler gelistirmek icin de degerli
olabilir [34].

Biz de galismamizda 22 giinliik, 28 adet Wistar Albino cinsi disi siganlar kullanilarak OHSS
modeli olusturduk [22, 178, 179]. Bu yas araliginin tercih edilme nedeni, eriskin olmayan
siganlarin ovaryumlari g¢ogunlukla olgunlagsmanin farkh evrelerinde follikiillerden ve
ovaryumun destek hiicreleri olan interstisyel hiicrelerden olusur. interstisyel hiicreler
luteinizasyona neden olan hicrelerdir ve bir miktar 6strojen salgilayarak FSH’nin
etkinligine yardimci olur. Bu calismada, sicanlarda OHSS deney modeli PMSG ve hCG

kullanilarak olusturulmustur. Bu model en sik kullanilan ydontemlerden biridir [178].



110

Bu arastirmada OHSS deney modeli olusturarak OHSS’li gruba Kersetin uygulandi ve OHSS
bulgularina etkileri incelendi. Bu sebep ile deney gruplari arasindaki hayvan agirlik ve
degisimleri, ovaryum agirliklari ve hacimleri ile ovaryum histo-morfolojisi ve ovaryumda
bulunan follikiller ve iliskili yapilarin yiizde oranlari hesaplanarak kiyaslandi. Bunlara ilave
olarak Kersetinin serumdaki E2 ve peritoneal sividaki IL-6 ve VEGFA seviyelerine etkisi
ELISA teknigi kullanilarak incelenirken OHSS’'nin iliskili oldugu VEGFA ve VEGFR-2
proteinlerinin ekspresyonlari Uzerine etkileri immiinohistokimyasal yontemler ile analiz

edildi.

Viicut agirhginda artis, OHSS'nin siddetli formunun klinik bulgularindan oldugu icin
incelenmesi 6nem arz eder. Ozgiir ve arkadaslarinin 2018 de OHSS’li sicanlarda
resveratroliin etkilerini arastirdiklari calismada, sicanlarin vicut agirhk degisimlerine
bakildiginda en fazla degisimin oldugu grubu OHSS olarak saptamislaridir [179]. Yine
sicanlarda OHSS modeli olusturularak yapilan ¢alismada, Kasap ve ark. kontrol grubuna
gore anlamh bir kilo artisi tespit etmislerdir [192]. Bunlara ek olarak Arman ve digerleri

yine OHSS grubunda bulunan sicanlarin, en fazla kilo aldiklarini bildirmislerdir [193].

Galismamizda da bitlin gruplardaki siganlarin agirliklarinda zamanla birlikte artis tespit
edilirken en fazla artis OHSS grubunda en az artis ise kontrol grubunda gozlemlendi.
Agirhk degisimlerini degerlendirdigimizde ise kontrol grubu ile OHSS grubu arasindaki
agirhk degisimi istatistiksel olarak da anlamli bulundu. Kersetin uygulanan tedavi
grubundaki sicanlarin siddetli OHSS grubundan daha az kilo aldiklari belirlendi, fakat bu
degisim istatistiksel olarak anlamli bulunmadi. Sonug olarak elde ettigimiz hayvan agirlik

ve degisimleri 6nceki calismalar ile uyumluydu.

IVF uygulamalarinda kullanilan KOH ile ¢oklu follikul gelisimi uyarilarak bir dénglide en
fazla olgun oosit elde edilmesi amaglanmaktadir. Fakat bu sireg icinde gelisebilen, siddetli
OHSS’nin en belirgin olgularindan biri de ovaryumun hem agirhginda hem de hacminde
meydana gelen anormal bir artistir. Bircok arastirmada da bu bulgular bildirilmistir [178,
179, 187, 192, 194]. Ozgiir ve ark. yaptiklari calismada OHSS grubunun ovaryum

agirhiklarinin kontrol grubuna oranla yaklasik olarak 4,5 kat arttig1 ve tedavi grubuna 60
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mg resveratroliin uygulanmasi sonucunda da ovaryum agirliklarinin anlamli olarak

azaldigini bildirmislerdir [179].

Galismamizda da OHSS grubuna ait ovaryum agirliklari, kontrol grubu ile kiyaslandiginda
anlamli sekilde yaklasik olarak 4 kat agirlik artisi oldugu saptandi. Ayrica tedavi grubu olan
OHSS+Kersetin grubunda ovaryum agirliklarinin OHSS model grubu ile karsilastirildiginda

anlamli bir sekilde disttgl goralda.

Kasap ve arkadaslarinin 2016 da OHSS sican deney modeli ¢alismasinda siddetli OHSS
gruplarindaki sicanlarin hem ovaryum agirliklarinda hem de caplarinda kontrole gére
anlamli artis oldugunu bildirmislerdir. Tedavi gruplarinda Resveratrol ve Kabergolin
verilmesi ile ovaryum caplarinda OHSS grubuna gore her iki grupta anlamli bir dusis
olurken, ovaryum agirliklarinda anlaml dislise sadece Resveratrol verilen grupta

rastlanmistir [192].

OHSS tedavi arastirmalarinda GnRH agonistleri ve antagonistlerinin etkileri de calisiimistir.
Kitajima ve ark. kisa sireli ve uzun sireli GnRH agonisti uygulamasini denemisler ve
hiperstimile sicanlarda GnRH uygulamasinin ovaryum agirliginda ciddi diisiise yol actigini
ve bu distgsin 6zellikle uzun GnRH grubunda oldugunu bildirmislerdir [178]. Cenksoy ve
arkadaslari ise OHSS modeli olusturulan sicanlarda GnRH antagonistinin ovaryan agirliklari

azalttigini belirlemislerdir [189].

Galismamizda da ovaryum gap Olgliimleri degerlendirildiginde yine en yiiksek ¢ap 6lgimu
OHSS grubunda tespit edilirken, Kersetin tedavisinin sonucunda ovaryum c¢apinda OHSS
grubuna gore anlamli bir dists bulundu. Bunlara ek olarak bir doz PMSG uygulamasinin

ovaryum caplarini kontrole gore anlaml bir sekilde yukselttigi de tespit edildi.

insanlarda, OHSS patolojisi, ¢oklu korpus luteum olusumuna ve follikiiller, luteal
hiicrelerden kaynaklanan VEGF seviyelerinde bir artisa neden olur [183]. Scotti ve ark.
2011 de yaptiklari arastirmada GnRH-I agonisti kullanarak OHSS'li sicanlarda korpus
luteum sayisi, VEGF seviyeleri ve luteal gelisime etkilerini incelemislerdir. Arastirma
sonucunda, en fazla korpus luteum oranina OHSS grubunda rastlanirken, GnRH-

agonistinin OHSS sican modelinde korpus luteum sayisini anlamh olarak azalttigini
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bildirmislerdir [183]. Ayrica Ozgiir ve ark. 2019 da yaptiklari calismada OHSS’li grupta
korpus luteum sayisinin kontrolli stimiilasyon grubuna gore anlamli olarak yaklasik 40 kat
arttigi, resveratrollu tedavi grubunda ise OHSS grubuna goére yari yariya distiguni
raporlamislardir [179]. Taskin ve arkadaslarinin 2015 de OHSS sican modeli (zerinde
Tosilizumab, Ranibizumab, Kabergolin (dopamin agonisti) ve GnRH-ant kullanarak
gerceklestirdikleri calismada yine en yliksek korpus luteum sayisinin OHSS’li grupta
gozlemlendigini bildirmislerdir. Ayni ¢alismada Tosilizumab tedavi gruplarinda OHSS
grubuna kiyasla anlamli olarak korpus luteum sayisinin distigini bildirmislerdir [185].
Yine Pietro ve ark. 2017 de OHSS’li sicanlara biyoaktif lipid Sfingozin-1-Fosfat (S1P)
verilerek ovaryumdaki vaskiler yapilara etkilerini inceledikleri ¢alismada da OHSS’li
grubun en yiksek korpus luteum oranina sahip oldugu ve S1P uygulamasinin tedavi

grubunda anlamli olarak bu orani distirdigin bildirmislerdir [188].

Arastirmamizda ise literatiire uyumlu olarak en yiksek korpus luteum oranina OHSS
model grubunda rastlanirken, Kersetin uygulanan OHSS+Kersetin grubunda ise bu

oraninin OHSS grubuna gore anlamli bicimde azaldigini gérdik.

OHSS'nin bir bagka karakteristik ©zelligi de luteal ve hemorajik kistlerin varligi ile
genislemis ovaryumlardir [132, 187]. Onceki calismalarda OHSS’li sicanlarinin
ovaryumlarinda, c¢oklu kistik hemorajik follikiiller ve teka-lutein kistleri ile onemli
derecede stromal 6demin olustugu bildirilmistir [187]. Scotti ve ark. 2014 de OHSS'li
sicanlara VEGF inhibitori (Trap) uyguladiklari ¢alismada, OHSS sicanlarinin ovaryum
boélimlerinde, birgogu kanamali olan yiksek oranda kistik yapilar gozlemlemislerdir. Buna
karsilik, TRAP ile tedavi edilen grupta anlaml sekilde daha az sayida kist saptadiklari, bu
da TRAP tedavisinin follikiller gelisimi iyilestirdigini ve daha fazla sayida follikilin kistik
yapilar olusturmak yerine atrezi gecirmesine yol agmis olabilecegini bildirmislerdir [187].
Yine Pietro ve ark. 2017’deki arastirmasinda, in vivo S1P uygulamasinin tedavi
uygulanmayan OHSS grubuna gore ovaryumlarda kistik yapilarin oranini anlamli sekilde
disirdigu, luteal gelisimi etkiledigi, follikiilogenezi geciktirdigi ve yukarida da belirtildigi

gibi korpus luteum ylzdesinde azalmaya yol agtigini géstermislerdir [188].
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Galismamizda da yukaridaki arastirmalarla uyumlu sekilde en fazla kistik yapi OHSS
grubunda bulunurken bu grubun Kersetin uygulanan tedavi grubu ile karsilastirildiginda
kistik yapilarin anlaml sekilde azaldigi gorildi. OHSS+Kersetin grubunda KOH grubuna

gore kistik yapilarda bir artma olsa da bu artis anlaml bulunmamuistir.

Yukarida da bahsedildigi gibi Scotti ve ark. 2011’deki arastirmasinda agonistin OHSS’li
sicanlarinda atretik follikiil sayisini, tedavi uygulanmayan hiperstimile sicanlara kiyasla
anlamli sekilde arttirdigini belirtmislerdir. Arastirma sonucunda ise kullanilan GnRH-I
agonistlerinin luteal gelisimi degistirebilecegini, folikiilogenezi geciktirebilecegini, daha
fazla sayida follikiilin atreziye ve dolayisiyla tedavi uygulanan OHSS’li sicanlarinin
ovaryumlarinda daha az sayida korpus luteum bulunmasina yol acgabilecegini
bildirmislerdir [183]. Yine Pietro ve ekibinin 2017 de yaptiklari ¢calismada atretik follikil
oranlari degerlendirildiginde en az atretik follikiil OHSS’li grupta tespit edilirken, S1P
uygulanan grupta bu oranin artmasina ragmen istatistiksel olarak anlamli olmadigi
bildirilmistir [188]. Ozgiir ve ark. 6nceden bahsedilen ayni ¢alismasinda atretik follikiil
sayisinin en az kontrol grubunda en fazla ise Resveratrol grubunda oldugu gosterilmis. Bu
durumun OHSS de asiri bir follikiil gelisimi oldugundan dolayi, follikiillerin ¢ogu artan
ovulasyon sonucunda gelistigi icin atreziye giden follikiil sayisi azalmis ve ovule olarak
korpus luteum sayisinda asiri bir artis meydana gelmistir. VEGFA follikillerin gelisiminde
onemli oldugu c¢linkii anjiyogenez ve ovule olabilecek saglikli follikiillerin ve korpus
luteumun olusmasi icin esastir. Tedavi de kullanilan Resveratrol VEGFA'y1 baskilama
ozelliginden dolayi follikiiler anjiyogenez bozulmus ve follikillerin atreziye gitmesine

neden olabilmistir [179].

Galismamizda da literatiire uyumlu olarak en fazla atretik follikll ylizdesi KOH grubunda
bulundu. En az atretik follikil ylzdesine ise OHSS grubunda rastlanirken Kersetin
uygulanan 4. grupta OHSS grubuna gore anlamli bir atretik follikdl artisi oldugu saptandi.
Tedavi grubu ile kontrol grubu karsilastirildiginda atretik follikil ylizdesinde artis

bulunmasina ragmen istatistiksel olarak anlaml degildi.

Quintana ve arkadaslari 2008’de OHSS sican modelinde Meloksikam un COX-2

ekspresyonu ve OHSS ye etkilerine incelemislerdir. Calismalarinda Kontrol ve KOH
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arasinda ovaryum agirliklarinda herhangi bir anlamh fark olugsmazken, OHSS’li grupta
yasanan ovaryum agirliklarindaki artisa ragmen tedavi grubunda Meloksikam tarafindan
ovaryum agirhiklarinin baskilandigini gostermislerdir. Antral follikiil sayilarina bakildiginda
ise dort grup arasinda anlamli bir fark bulunmadigi dikkati cekmistir [195]. Yine Scotti ve
ark. 2011’deki arastirmasinda OHSS sican modelinde GnRH-1 agonistinin ovaryum
morfolojisi Gzerindeki etkisini degerlendirdiklerinde herhangi bir antruma sahip olmayan
follikil (primer erken ve primer geg) ve antral follikl oranlarinin OHSS’li grupta en az
oldugunu ve agonist uygulanan grupta ise OHSS’li gruba gore onemli Olglide arttigini
raporlamislardir [183]. Yukarida da bahsedilen ayni calismada Taskin ve ark. farkh follikdl
evrelerini degerlendirdiklerinde sham grubunda preantral, antral ve tersiyer follikil
sayilarinin tedavi gruplarina gore daha distik oldugunu ve sadece Tosilizumab grubunda
preantral follikil sayisinin OHSS gruba gére daha ylksek bulundugunu bildirmislerdir
[185]. Onceden de bahsedilen Pietro ve ark. S1P calismasinda OHSS grubundaki antral
follikiil ylzdesi kontrol grubuna gore daha diisiik bulunurken OHSS + S1P grubunda antral
follikdl ylzdesi tedavisiz OHSS grubuna gore artmis oldugu gosterildi. Bununla birlikte, Uc¢
deney grubu arasinda preantral veya atretik folliklil ylizdesinde o6nemli farkhliklar
gdzlemlenmedigi séylenmistir [188]. Ozgiir ve ark. ayni calismasinda ise antral follikiil
sayisi bakiminda tedavi grubu OHSS grubundan daha fazla sayida antral follikiil icermekte
iken kontrol grubunda en az sayida oldugunu ve ayrica KOH grubunun ise OHSS ve kontrol

gruplarina gore daha yliksek antral follikiil bulundugunu gostermislerdir [179].

Galismamizdaki sonuglara goére, OHSS olusturulan sican ovaryumlarinda primordiyal,
erken primer, gec primer ve antral follikiil ylizde oranlarinin diger gruplara gore azaldigi
saptandi. Antral follikil oranlari incelendiginde bu azalma kontrol ve KOH grubuna gore
anlamli bulundu. Kersetin tedavisi OHSS ye gore antral follikiil sayisinda bir artis saglasa
da istatistiksel olarak anlamli bulunmadi. Primer follikiil oranlarina bakildiginda ise hem
erken hem de gec tiplerinde en yliksek ylzde oranlar kontrol grubunda tespit edildi. Yine
antral follikil oranlarinda oldugu gibi Kersetin tedavisi OHSS ye gore bir artis saglasa da
istatistiksel olarak anlaml bulunmadi. Primordiyal follikiil orani en fazla kontrol grubunda,
en az ise OHSS grubunda goruldi. Primer follikil sonuglarindan farkh olarak
OHSS+Kersetin grubundaki primordiyal follikiil ylizde oranindaki artis OHSS’li gruba gore

anlamli olarak bulundu.
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Prostaglandinler, sitokinler ve renin-anjiyotensin-aldosteron sistemindeki molekiiller gibi
bircok faktor OHSS etiyolojisinde yer alsa da VEGF, OHSS gelisiminde ana faktor olarak
degerlendirilmektedir [26]. VEGF'nin OHSS'deki roli  kapsamh bir sekilde
degerlendirildiginde, VEGF ve izoformlarinin vazoaktif ozelliklere sahip olmasi, VEGF'in
follikiiler sivida tanimlanmis olmasi, VEGF'nin  mRNA transkriptleri ve proteinleri
graniiloza-luteal hiicrelerinde tespit edilmesi ve son olarak VEGF'nin kontrol hastalarina
kiyasla OHSS gelisen kadinlarin serum ve periton sivisinda artmis olarak bulunmasi
VEGF'nin OHSS gelisiminde potansiyel bir araci olarak rol oynadigini gostermistir [30, 100].
VEGF, damar gecirgenliginde ¢ok blyik bir rol oynamasinin yaninda, gelismekte olan
embriyoda ve endometrial siklus ve follikillerin luteinizasyonu gibi yogun sekilde
anjiyogenez geciren yetiskin dokusunda anjiyogenezin baslatilmasi ve gelisiminde 6nemli

bir yer tutmaktadir [134].

Disi tGreme sistemi de ileri diizeyde fizyolojik anjiyojenez yasanmaktadir. Ovaryum ve
uterusdaki anjiyogenez, 6strojen/menstrual dénglsiniin devami ve diizenlenmesi ayrica

gebeligin olusmasi ve sirdirilmesi icin gereklidir [100, 135].

Bu silireglerde gorevli olan VEGF de etkisini VEGF reseptorlerine baglanarak
gerceklestirmektedir. VEGFA, esas olarak VEGFR-2 ye baglanarak vaskiiler gecirgenlik,
anjiyogenez ve vaskiilojenezin yiuratilmesinde aracilik gorevi Ustlenir [116, 129]. Endotel
hiicrelerine ek olarak sigan, maymun ve insan ovaryum follikiillerinde ve korpus
luteumda, farkh molekiiler teknikler ile VEGF'nin ve VEGFR-2'nin varligi ve uretildigi

gosterilmistir [26, 187].

Gomez ve digerleri tarafinda 2003’te disi sicanlara orta ve yiiksek doz gonadotropinler
verilerek sicanlarin ovaryumlarindaki VEGF ve VEGFR-2 mRNA'larinin ekspresyonlarina ve
vaskiler gecirgenligine (VP) etkilerini incelemislerdir. Analizler hCG'den 0, 24, 48 ve 96
saat sonra alinan érneklerden yapilmistir. Sonuglar degerlendirildiginde, hCG den 6nceki
gonadotropin uygulamasinin bile hem hafif uyarilan hem de OHSS’li hayvanlarin
ovaryumlarinda vaskiler gegirgenligin artmasina ve hem VEGF hem de VEGFR-2
mRNA'larinin  ekspresyonunun artirmasina yol actigini saptamiglardir. Ayrica hCG

uygulanmasi sonrasinda bu parametrelerin daha da arttigini ve 48 saat sonra en yliksek



116

degerlerine ulastigini géstermislerdir. Arastirma sonrasinda ise hem hafif hem de OHSS’li
gruplarda VEGF ve VEGFR-2 mRNA'larinin artan ekspresyonu ile artmis VP arasinda
dogrusal bir korelasyon bulmuslardir. Sonra olarak da imminohistokimyasal analizler
sonucunda, tim korpus luteumdaki graniloza-lutein ve endotel hiicrelerinde VEGF ve
VEGFR-2'nin varligini géstermislerdir [26]. Ayni grubun 2002 yilindaki ¢alismasinda ise
OHSS’li sicanlara spesifik VEGFR-2 inhibitord (SU5416) uygulanmistir. Calisma sonunda

OHSS de ortaya ¢ikan vaskuler gegirgenlikteki artisin azaldigi raporlanmistir [27].

Ozgiir ve arkadaslarinin yaptiklari calismada, OHSS’li sicanlarin antral follikiil graniiloza
hiicrelerindeki VEGF ekspresyonunda bir artisin oldugunu tespit etmislerdir. Ayni
zamanda periton sivisindaki VEGFA konsantrasyonu olglildiiglinde OHSS+Resveratrol
grubu icin OHSS ve hafif uyarilmis gruplarla karsilastirildiginda daha disik oldugunu
bunun da Resveratrol tedavisi ile iliskili azalmis VEGF aktivitesini gosterdigini
bildirmislerdir. TiUm tedavi gruplarindaki seviyeler ise kontrol grubundan daha yliksek
bulunmustur. Ayni zamanda yiksek peritoneal VEGFA seviyelerini artan vaskiler

gecirgenligin glicli bir belirteci oldugunu saptamislardir [179].

Scotti ve ekibinin 6nceden de yukarida bahsedilen 2014’teki ¢alismasinda Trap adli VEGF
inhibitorinin uygulanmasi sonucunda OHSS olusturulan sicanlarin ovaryumlarindaki
korpus luteum ve kistik follikiil sayilari azalirken korpus luteumlardaki apopitoz oraninin
arttigini bulmuslardir. Ayrica endotel hiicrelerini incelediklerinde, buradaki VEGFR-2
ekspresyonu ve fosforilasyonu azalirken endotel hiicreleri arasi baglanti proteinlerinde bir
artis yasandigini da bulmuslardir [187]. Bunlara ek olarak daha 6nce yaptiklari calismada
VEGF'nin peritoneal seviyelerine de bakmislardir. Bu sonuclara gore OHSS grubundaki
VEGF seviyeleri, kontrol grubuna kiyasla yaklasik dort kat artarken GnRH-I agonisti ile
tedavi, VEGF'nin peritoneal seviyelerinde istatistiksel olarak anlamh bir azalma ile

sonuclandigini gostermislerdir [183].

Calismamizdaki imminohistokimya boyama sonuclarina gére VEGF'nin tim gruplara ait
ovaryumlarda eksprese oldugu gozlemlendi. Kontrol grubuna ait ovaryum kesitlerindeki
VEGFA imminreaktivitesi degerlendirildiginde kortekste bulunan farkh gelisim

asamalarindaki ovaryum follikillerinin bazilarinda graniloza hicrelerindeki tutulum zayif,
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teka hicrelerindeki ve stromada bulunan hiicrelerdeki tutulum ise yer, yer orta derecede
oldugu saptandi. KOH grubunda kontrol grubuna gore ovaryum dokusuna ait kesitlerde
VEGF-A imminreaktivitesinin genel olarak artmis oldugu, o6zellikle kan damarlarinin
endotel hicrelerinde ve duvarinda kuvvetli pozitif immiinreaktivitenin olmasi dikkati
cekti. Stromada, follikiullerin graniiloza ve teka hiicrelerinde VEGF-A immiinreaktivitesi ise
orta derecede izlendi. OHSS grubundaki ovaryum dokusuna ait kesitlerde, ovaryum
dokusunda kontrol ve KOH grubuna gore artmis bir VEGF-A imminreaktivitesi dikkat
cekti. Korpus luteuma ait graniloza lutein, teka lutein hiicrelerinde, kistik olusumlarin
duvarindaki hicrelerde, kan damarlarinda kuvvetli VEGF-A immiinreaktivitesi saptandi.
OHSS+Kersetin grubuna ait ovaryum dokusuna ait kesitlerde ise, korpus luteumdaki
hiicrelerde ve graniloza hiicrelerinde, KOH ve OHSS grubuna gore daha zayif VEGF-A
immunreaktivitesi dikkati cekti. Genel olarak KOH ve OHSS gruplarina goére bu grupta

VEGF-A immiuinreaktivitesi azalmisti.

Bunun vyaninda VEGFR-2 proteininin ifadelenmesi immiunohistokimyasal olarak
degerlendirildiginde yine VEGFA gibi tim gruplara ait ovaryumlarda eksprese oldugu
gozlemlendi. Kontrol grubuna ait ovaryum dokusu kesitlerinde, gelisimin degisik
asamalarindaki follikillerin graniiloza ve teka hiicrelerinde orta derecede VEGFR-2
immunreaktivitesi saptandi. KOH grubuna ait ovaryum doku kesitlerinde degisik gelisim
asamalarindaki follikillerin teka hiicrelerinde, korpus luteum yapisindaki graniiloza-litein,
teka-lGtein hicrelerinde orta derecede, medulla bélgesindeki kan damarlarinda kuvvetli
VEGFR-2 immunreaktivitesi gorildi. OHSS grubuna ait ovaryum dokusu kesitlerinde genel
olarak kontrol ve KOH gruplarina gore artmis VEGFR-2 imminreaktivitesi gorildi.
Medulladaki kan damarlarinda, korpus luteumdaki graniloza-lutein, teka lutein
hiicrelerinde kuvvetli VEGFR-2 imminreaktivitesi saptandi. OHSS+Kersetin grubuna ait
ovaryum kesitlerinde, OHSS grubuna goére graniloza-litein, teka-litein hiicrelerinde, kan

damarlarinda azalmis bir immiinreaktivite dikkati cekti.

immiinohistokimyasal degerlendirmenin yaninda periton sivisindaki VEGFA seviyelerine
bakildiginda en disik VEGFA seviyesi kontrol grubunda olglldi. KOH grubunda ise bu
seviye anlamli bir sekilde yaklasik olarak 2 kat artarken, OHSS grubunda ise bu artisin

anlamli olarak 6 kata kadar ¢iktigi tespit edildi. OHSS+Kersetin adl tedavi grubunda ise
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periton sivisindaki VEGF seviyesi KOH ve OHSS grubu ile karsilastirildiginda anlaml bir
sekilde KOH grubundan 2 ve OHSS grubundan 3,5 kat daha disilik olctlirken kontrol

grubuna goére yine anlamli olarak daha yiksek bulundu.

Gunlmuze kadar ylritilen bircok arastirmada interlokin-6 (IL- 6) ve interldkin-8 (IL-8) gibi
inflamatuvar sitokinlerin ve reseptorlerinin OHSS olusumunda yer aldigini ortaya
koymuslardir [31]. FSH, hCG gibi gonadotropin uygulamalari sonrasi bu molekiillerde artis
yasandigl ve PKC sinyal yolaginin da aktiflesmesi ile OHSS olusumuna yol acabilecegi rapor
edilmistir. Wei ve ark. 2013 yilinda IVF tedavisi gbren kadinlardan graniiloza hiicrelerini
izole etmis ve in vitro hicre kiltliri ortaminda FSH uygulamislardir. Arastirma sonucunda
IL-6 reseptoriiniin ifadelenmesinde artis bulunurken, ortama PKC inhibitéri eklendiginde
ise reseptor sayisinda azalma oldugu gosterilmistir [196]. Bu calismalar ek olarak Revel ve
digerleri siddetli OHSS'li kadinlarda periton sivisindaki IL-6, TNF-a ve IL-8
konsantrasyonlarini 6lgmisler ve bu degerlerin kontroller ile karsilastirildiginda 6nemli
Olglide daha yiliksek oldugunu bulmuslardir. Serumda ise sadece IL-6 diizeyleri anlamli
olarak daha yiiksek olarak &lctilmistir [108]. Ozgirr ve ekibinin yukarida bahsedildigi
¢alismasinda ayni zamanda periton sivisindaki IL-6 seviyeleri 6lglilmustiir. Sonug olarak
kontrol grubunda ve hafif uyariimis olan sican grubunda beklenildigi gibi OHSS grubundan
daha disik olarak bulunmustur. OHSS+Resveratrol grubundaki periton sivisi IL-6 sonuglari
degerlendirildiginde hafif uyariimis sican ve OHSS’li sigan gruplarina gore belirgin sekilde

daha disuk IL-6 seviyelerinin 6lctldigini rapor etmislerdir [179].

Galismamizda ise en dustk IL-6 seviyesi kontrol grubunda bulunurken, KOH grubunda IL-6
seviyesi kontrol grubuna goére anlamli sekilde 3 kat, OHSS grubunda ise bu seviye yine
kontrol grubuna gore anlamli sekilde 6 kat daha yuksek bulundu. Kersetin uygulanan 4.
grubun IL-6 seviyesi ise kontrole yakin o6lculirken, KOH grubu ile karsilastirildiginda
anlamli bir sekilde 2 kat, OHSS grubu ile karsilastirildiginda ise yine anlamli olarak 3 kat

daha disuk olarak olcilda.

Yilksek diizeyde 17 B-estradiol (E2) de OHSS'nin klinik 6zelliklerinden biridir. insan
koryonik gonadotropin (hCG) uygulamasinin yapildigi glin yiksek serum E2 seviyesi, OHSS

insidansi icin bir risk faktor olarak kabul edilir. Bu nedenle serum E2, OHSS baslangicinda
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vazgecilmez bir rol oynar ve klinikte ovulasyonu indiiklemek ve OHSS'yi 6nlemek igin bazi
E2 inhibisyon ilaglari kullanilmaktadir [173]. Scotti ve ekibi yukarida da bahsedilen
¢alismasinda serum progesteron ve ostradiol diizeylerine de bakmislar ve GnRH-I agonisti
ile tedavinin bu iki parametreyi 6nemli 6lcide azalttigini gostermislerdir [183]. Kasap ve
digerleri de OHSS sican modeli lzerindeki ¢alismasinda serum E2 seviyesini 6lgmus ve
kontrol grubu ile karsilastirildiginda, OHSS icin tedavi edilen tim gruplar icin E2
dizeylerini 6nemli 6lglide arttigini bulmuglardir. Kabergolin grubunda E2 konsantrasyonu
siddetli OHSS grubuna gore daha disik olmasina ragmen istatistiksel olarak anlamli
bulunmamistir. Ancak Resveratrol grubunda, OHSS ve Kabergolin grubuna kiyasla E2

konsantrasyonu dnemli dlglide azaldigini belirtmislerdir [192].

Calismamizda ise en yliksek E2 degerleri OHSS model grubunda tespit edilirken, en kiicik
E2 degerleri ise kontrol grubunda bulundu ve OHSS+Kersetin gruplarinin E2 degerleri ise
birbirlerine yakin olarak hesaplandi. Bunlarla birlikte Kersetin uygulamasinin E2 degerini

OHSS grubu ile karsilastinldiginda anlaml bir sekilde diistirdigi saptandi.



120



121

6. SONUC VE ONERILER

Yardimci Ureme Teknikleri sirasinda ortaya cikan ve agir klinik tablo ile seyreden
OHSS’nun patogenezisi tam olarak aydinlatilamamis olup, ortaya cikan bu tablo ile ilgili
olarak uygulanan 06zglin bir tedavi yontemi de bulunmamaktadir. OHSS nun
etyopatogenezisi tam olarak aydinlatilamamis olsa da ovaryumlarda genisleme,
boyutlarinda artis, vaskilaritede artma, inflamatuar belirteglerin serum ve periton

sivilarinda yikselmesi bilinen sonuglaridir.

Antioksidan, antianjiojenik, antiinflamatuar etkileri bilinen Kersetinin literatlr
arastirmalari sonucunda deneysel olarak OHSS’li sican modellerinde kullanildigi herhangi
bir arastirmaya rastlanilmamistir. Bundan dolayr bu g¢alismamiz Kersetinin bu alanda

kullanildigi ilk arastirmalardan biri oldugu distintilmektedir.

OHSS de artan ovarium gap ve boyutlari, ovarium yapisindaki histolojik degisiklikler, kist
yapilarinin varhgi, VEGF/VEGFR-2 immdinreaktivitesi, periton sivisindaki IL-6, VEGF ve
serum E2 degerleri gbz oniine alindiginda Kersetinin olusan tabloyu iyilestirdigi yoninde

etkileri oldugu gorilmastir.

Ayrica, bu calisma kapsaminda Kersetin molekiiliiniin deneysel OHSS sican modeli
uzerindeki etkilerinin ve bu arastirmada ¢alisilan VEGF/VEGFR-2, IL-6 ve E2 gibi etken
molekillerin ve diger iliskili olabilecek olan farkli molekiiller ile birlikte daha farkli ve ileri
molekdler tekniklerle incelenmesinin OHSS’nin patogenezinin aydinlatilmasinda ve kalic

bir tedavi olusturulmasinda yarar saglayacagi diisiniilmektedir.

Kersetin molekilin farkli Greme organlari Gzerindeki etkilerinin farkli deneysel hayvan
modelleri Uzerinde daha ileri molekiler tekniklerle incelenmesinin su anda bile
destekleyici gida olarak kullanilan ve dogal bitkisel bilesik olarak insan gidalarinda da
bulunan Kersetin'in daha farkh kullanim alanlarinin bulunmasina olanak saglayacagl da

distndlmdistar.
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