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BEYAN
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biitiin bilgi ve yorumlara kaynak gésterdigimi ve bu kaynaklar1 da kaynaklar listesine
aldigimi, yine bu tezin ¢alisilmasi ve yazimi sirasinda patent ve telif haklarim ihlal

edici bir davranigim olmadigini beyan ederim.
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TESEKKUR
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Laboratuvar ¢aligmalarim sirasinda yardimlar: bulunan asistan arkadaglarim Ars.
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Doktora egitimimin her aninda sevgisi ve saygisiyla yanimda olan, tez
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hayat yolculugunda birlikte yiiridigim yol arkadasim Ars. Gor. Mustafa
OZTATLICI'ya,

Beni bu giinlere getiren, biiyiik fedakarliklarla beni yetistiren, hayatimdaki en
degerli varliklarrm canim ANNEM, BABAM ve KARDESLERIM’e sonsuz
tesekkiirlerimi sunarim.

Iyi ki varsimniz.

HULYA BIRINCI



KISALTMALAR VE SIMGELER

AC : Adenilat Siklaz

AKT : Protein Kinaz B

AMH > Antimiillerien Hormon

ARC : Arkuat ¢ekirdek

AVPV : Anteroventral paraventrikiiler ¢cekirdek
bFGF : Temel Fibroblast Biiyliime Faktorii
BMP15 : Kemik Morfogenik Protein-15

BMP2 : Kemik Morfogenik Protein-2

BMP4 : Kemik Morfogenik Protein-4

BMP7 : Kemik Morfogenik Protein-7

BMP8 : Kemik Morfogenik Protein-8

CAMP : siklik Adenozin Monofosfat

Cx37 : Konneksin 37

Cx43 : Konneksin 43

EGF : Epidermal Biiyiime Faktorii

ELISA : Enzyme-linked immunosorbent assay
ERK1/2 - Ekstraseliiler Sinyalle Diizenlenen Protein Kinazlar 1 ve 2
FIGLA : Germ Hattindaki Faktor alfa

FOXL2 : Forkhead box L2

FSH : Folikiil Uyarict Hormon

GDF-9 - Bliyiime Farklilagma Faktorii-9

GIFT : Gamet Intrafallopian Transfer

GnRH : Gonadotropin Serbestlestirici Hormon
GnRHa : Gonadotropin Serbestlestirici Hormon agonisti
hCG : Insan Koryonik Gonadotropin

ICSI : Intrasitoplazmik Sperm Enjeksiyonu
IGF : Insiilin-benzeri Biiyiime Faktorii

IL-1 . Interlékin-1

IL-2 . Interlokin-2

IL-6 . Interlékin-6

IL-8 : Interlokin-8



IUI
IVF
KGF
KISS1R
KL
KOH
LH
LHR
LOD
LPA
mTOR
OHSS
oMl
PDGF
PEDF
PI3K
PKA
PKC
PKOS
POF
PTEN
qRT-PCR
SDF-1
TGF
TNF-a
TSC1
TSC2
VEGF
VEGFR1
VEGFR2
VPF
YUT
ZIFT

. Intrauterin Inseminasyon

. In vitro Fertilizasyon

: Keratinosit Biiylime Faktori

- Kisspeptin Reseptorii

: Kit Ligand

- Kontrollii Ovaryan Hiperstimiilasyon

- Luteinlestirici Hormon

. Luteinlestirici Hormon Reseptorii

: Laparoskopik Ovaryan Drilling

: Lizofosfatidik asit

: Rapamisin Memeli Hedefi

: Ovaryan Hisperstimiilasyon Sendromu
: Oosit Maturasyon Inhibitérii

. Platelet Kaynakli Biiylime Faktorii

: Pigment Epiteli Kaynakli Faktor

: Fosfatidil inositol 3-OH-kinaz

: Protein Kinaz A

: Protein Kinaz C

: Polikistik Over Sendromu

: Prematiire Ovaryan Yetmezlik

: Fosfataz ve Tensin Homolog

- Kantitatif Gergek Zamanli Polimeraz Zincir Reaksiyonu
: Stromal Tiirevli Faktor-1

: Dontistiirticii Biiyiime Faktorii

: Timo6r Nekroz Faktorii- o

: Tuberoz Skleroz Kompleksi 1

: Tuberoz Skleroz Kompleksi 2

- Vaskiiler Endotelyal Biiytime Faktorii

: Vaskiiler Endotelyal Biiyiime Faktorii Reseptorii 1
: Vaskiiler Endotelyal Biiytime Faktorii Reseptorii 2
: Vaskiiler Gegirgenlik Faktorii

: Yardimli Ureme Teknikleri

: Zigot Intrafallopian Transfer
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1. OZET

Amac: OHSS modeli olusturulmus siganlarda, Kisspeptin-54'iin, ovaryum
morfolojisine ve VEGF, PEDF, PKA ve PKC seviyelerine etkisinin arastirilmasi
amagclanmustir.

Gereg ve Yontem: immatiir disi Sprague-dawley siganlar1 (n=30, 25 giinliik, 30-40gr)
rastgele 5 gruba (kontrol, sham, OHSS modeli, kisa siireli kisspeptin-54 uygulanmis
OHSS modeli ve uzun siireli kisspeptin-54 uygulanmis OHSS modeli) ayrildi. Serum
LH ve FSH seviyeleri ELISA ile belirlendi. Sag ovaryumlardan oositler ve graniiloza
hiicreleri izole edilerek VEGF, PEDF, PKA, PKC i¢in qRT-PCR analizi yapildi.
Oositler alfa-tiibiilin i¢in immiinofloresan yontem ile boyandi. Sol ovaryum dokulari
morfolojik olarak ve VEGF, PEDF, PKA, PKC i¢in immiinohistokimyasal yontemler
ile degerlendirildi.

Bulgular: OHSS grubunda, fallop tiiplerinde dilatasyon, ovaryumlarda anormal
agirlik ve hacim artis1 gozlendi. Kisa ve uzun siireli Kisspeptin-54 uygulanan
gruplarda etkilerin azaldig1 belirlendi. OHSS grubunda, gelismekte olan folikiillerin
ve korpus luteumlarin azaldigi, kistik ve atretik folikiillerin arttigi gozlenirken,
Kisspeptin-54 uygulanan gruplarda, gelisen folikiil sayilarinin ve korpus luteumun
artt1ig1, atretik ve kistik folikiillerin azaldig1 saptandi. OHSS grubundaki graniiloza
hiicrelerinde VEGF, PKA, PKC seviyeleri mRNA ve protein diizeyinde artis
gosteritken, PEDF seviyelerinin distiigii belirlendi. Kisspeptin-54 uygulanan
gruplarda bu etkilerin iyilestigi bulundu. Oositlerin tiim gruplarda immatiir oldugu,
olgun oositlerin kesimden oOnce ovulasyona ugradigi gozlendi. Uzun tedavi
protokoliiniin kisa tedavi protokoliinden daha etkili oldugu belirlendi.

Sonuclar: Kisspeptin-54’tin  OHSS bulgularin1 azaltan etkilere sahip oldugu
belirlendi.  Kisspeptin-54’tiin  OHSS riskli kadinlarda oosit matiirasyonunu
tetikleyebilen bir araci oldugu diistiniilmektedir.

Anahtar kelimeler: Kisspeptin-54, OHSS, PEDF, VEGF. PKA, PKC
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2. ABSTRACT

Aim: The aim of this study is to investigate the effect of Kisspeptin-54 on ovarian
morphology and VEGF, PEDF, PKA and PKC levels in OHSS rat model.

Material and method: Immature female Sprague-dawley rats (n=30, 25 days old, 30-
40gr) were randomly divided into 5 groups (control, sham, OHSS model, short-term
Kisspeptin-54 administrated OHSS model and long-term kisspeptin-54 administrated
OHSS model). Serum LH and FSH levels were determined by ELISA. gRT-PCR
analysis was performed for VEGF, PEDF, PKA, PKC in isolated oocytes and
granulosa cells from right ovaries. Oocytes were stained with an immunofluorescence
method for alpha-tubulin. Left ovarian tissues were evaluated morphologically and by
immunohistochemical methods for VEGF, PEDF, PKA, PKC.

Results: In OHSS group, dilatation in fallopian tubes, abnormal increase in weight
and volume in ovaries were observed. It was determined that effects decreased in short-
and long-term Kisspeptin-54 administrated groups.It was observed that while
developing follicles and corpus luteums decreased, cystic and atretic follicles
increased in OHSS group, developing follicle and corpus luteum increased and atretic
and cystic follicles decreased in Kisspeptin-54 administrated groups. It was found that
VEGF, PKA, PKC levels increased in mRNA and protein levels, while PEDF levels
decreased in granulosa cells in OHSS group. It was indicated that these effects
improved in Kisspeptin-54 groups. It was observed that oocytes were immature in all
groups and mature oocytes were ovulated before sacrification. It was determined that
long-term Kisspeptin-54 administrated group was more effective than short-term
administration.

Conclusions: It was determined that Kisspeptin-54 had reducing of OHSS symtoms.
Kisspeptin-54 is thought to be an agent that can be trigger oocyte maturation in women
at risk of OHSS.

Key words: Kisspeptin-54, OHSS, PEDF, VEGF. PKA, PKC



3. GIRIS VE AMAC

Ovaryan hiperstimiilasyon sendromu (OHSS), Yardimli Ureme Teknikleri (YUT)
sirasinda kontrollii ovaryan hiperstimiilasyonunun (KOH) hayati tehdit eden
iyatrojenik bir komplikasyonudur. Luteal faz (erken baslayan OHSS) veya erken
hamilelik (ge¢ baslayan OHSS) sirasinda ortaya cikabilmektedir. KOH, YUT basari
oranini arttirmak ic¢in birden fazla ovaryan follikiilii iiretmeyi amaglamaktadir.
Sendrom, bulgularin siddetine ve semptomlarina gore siniflandirilmaktadir. OHSS'nin
hafif, orta, siddetli ve klinik olmak tizere 4 smnifi bulunmaktadir. Hafif OHSS
vakalarinda karin siskinligi ve hafif asit gozlenirken orta OHSS vakalarinda ultrasonda
asit belirtisi, orta derecede karin agrist ve bulanti/kusma gozlenmektedir. Siddetli
OHSS vakalarinda ise klinik asit, oligoiiri, 0,45'ten yiiksek hematokrit degeri,
hiponatremi, hipoozmolarite ve hiperkalemi vardir. Klinik OHSS vakalarinda da
gergin karin, genis hidrotoraks, 0,55'ten yiiksek hematokrit degeri, tromboembolizm,
akut solunum giigliigli gozlenmektedir. Veriler, tim in vitro fertilizasyon (IVF)
sikluslarinda hafif OHSS insidansimnin % 20-33, orta OHSS insidansinin % 3-6 ve
siddetli ve klinik OHSS insidansinin % 0,1-% 2 oldugunu bildirmektedir. Orta, siddetli
ve yagsami tehdit eden OHSS'nin klinik bulgulari, anjiyotensin ve Vaskiiler Endotelyal
Biiyiime Faktorii (VEGF) gibi vazoaktif maddelerin fazlaca tiretilmesine bagl kilcal
membranin gegirgenliginin artmasi sonucunda ortaya ¢ikmaktadir. Bu anjiyojenik
faktorler ile intravaskiiler sivi, interstisyel alanlara gecis yapar, kan basinci diiser. Bu
da karinda asit, plevral eflizyon, hipotansiyon, ¢oklu organ yetmezligi, akut bobrek
yetmezligine bagli oligiiri ve tromboemboli ile sonuglanmaktadir. Ovaryum
blytikliigiindeki artis ve ¢cok sayida luteal kistin varligt OHSS'nin erken donemlerinde

adneksiyal torsiyona neden olabilmektedir.

OHSS'nin 6nlenmesi i¢in GnRH agonistlerinin (GnRHa) kullanimi, diisiik doz
Insan koryonik Gonadotropin (hCG) uygulamasi, luteal fazda steroid destegi,
kisspeptin uygulamasi ve rekombinant insan LH uygulamasi gibi metodlarin

kullanildig: aragtirmalar yer almaktadir. Giiniimiizde arastirmacilar, OHSS'yi 6nlemek



i¢in, oosit olgunlagtirma isleminde hCG yerine GnRHa kullanimin1 6nermektedir.
Bununla birlikte, OHSS'nin, GnRHa'y1 kullanan ¢ok yiiksek riskli bireylerde de
goriilebildigi raporlanmistir. Klinik ¢alismalarda kullanilan diger bir ortak strateji,
embriyo kriyoprezervasyonudur. Bu yontem endojen hCG'nin yol agtigt OHSS'in geg
formunun 6niine ge¢mek i¢in yararli olmasina ragmen, eksojen hCG uygulamasinin
neden oldugu erken OHSS gelisimini engelleyememektedir. Bu nedenle, OHSS
belirsiz bir mekanizma ile potansiyel olarak oliimciil bir durumdur ve OHSS'ye ve

Onlenmesine aracilik eden mekanizmalarla ilgili yeni arastirmalara ihtiyag¢ vardir.

VEGF, 38-46 kDa'luk heparin baglayan homodimerik glikoproteindir. PDGF
ailesine aittir ve ovaryumdaki graniiloza hiicrelerinden salgilanan ana proanjiyogenik
faktordiir. Buna ek olarak, VEGF, histaminden 5000 kat daha gii¢lii olan bir vaskiiler
gecirgenlik arttiricisidir ve OHSS insidansinda 6nemli bir rol oynamaktadir. Bu
nedenle, VEGF, nitrik oksit ve baglanti proteinlerini diizenleyerek ve vaskiiler
gecirgenligi arttirarak OHSS yi tetikleyebilmektedir. Yapilan bir ¢ok caligma
graniiloza hiicrelerinden salinan VEGFmin OHSS gelisimindeki roliinii baz
almaktadir. Oosit maturasyonu artisi i¢in kullanilan hCG veya Luteinlestirici hormon
(LH), graniiloza hiicrelerindeki LH reseptorleri tizerinden Protein Kinaz A (PKA) ve
Protein Kinaz C (PKC)'yi aktive etmektedir. hCG'nin uzun bir yarilanma omrii (5-7
giin) vardir. Bu nedenle tek doz verildiginde bile uzun siireli bir etki gostermektedir.
Korpus luteum 1 haftaya kadar uyarilir ve bu yolak sonucunda da graniiloza
hiicrelerinden VEGF ekspresyonunun arttig1 bilinmektedir. VEGF ekspresyonundaki
artig ise endotel hiicrelerindeki VEGF reseptor 2 (VEGFR2)'nin uyarimini arttirarak
sonugta OHSS gelisimine neden olmaktadir. VEGF inhibisyonunun OHSS ile iliskili

ovaryan degisimlerini 6nledigi rapor edilmistir.

Pigment Epiteli Kaynakli Faktor (PEDF), 50 kDa'luk bir glikoproteindir. Serin
proteaz inhibitorlerinin iiyesidir ve fizyolojik bir antianjiogenik faktér oldugu
bildirilmistir. Antianjiyogenik etkisini, proanjiyogenik faktorleri dogrudan veya
dolayli olarak etkileyerek gostermektedir. Yapilan c¢alismalar, PEDF'nin
proanjiyogenik faktor olan VEGF'yi de inhibe ettigini rapor edilmistir. hCG
uygulamasindan sonra graniiloza hiicrelerinde PEDF ve VEGF'nin ters orantili olarak
eksprese edildigi; VEGF seviyesinin artarken, PEDF seviyesinin azaldigim

gosterilmistir.



Kisspeptinler, Kiss-1 olarak adlandirilan gen tarafindan transkribe edilen bir 6nciil
proteinden tiireyen, hipotalamo-hipofizyer-gonadal aksi etkileyerek puberte ve
fertilitede Onemli roller aldiklar1 diistiniilen, farkli aminoasit uzunluklarindaki
noropeptidler olarak bilinmektedirler. Kisspeptinlerin farkli tiirleri, amino asitlerin
sayisina gore ayirt edilir. Bunlar kisspeptin-54, 14, 13 ve 10'dur. Farkli kisspeptinlerin
degisik tiirlerde birbirinden farkli etki gdosterdikleri yapilan ¢aligmalarda
goriilmektedir. Kemiricilerde kisspeptin 54'lin, in-vivo olarak diger kisspeptin
tirlerinden daha giiclii etki gosterebilecegi  bildirilmistir.  Kisspeptin-54
hipotalamustaki noronlardan salgilanan bir néropeptidtir ve GnRH {iretimini uyarir.
Kisspeptin-54'iin intravendz infiizyonu ile erkeklerde plazma LH seviyelerinde % 200,
FSH'da % 18 ve testosteron seviyelerinde % 13 lik artisa neden olmaktadir.
Kisspeptin-54 iin kadinlarda subkutanéz enjeksiyonu ile hem LH hem de FSH
diizeylerinde artis gozlenmektedir. Yiksek OHSS riski tasiyan IVF hastalarina
Kisspeptin-54 verildiginde hastalarin % 95'inde oosit maturasyonunun gerceklestigi ve
OHSS gelismedigi bildirilmistir. Kisspeptin-54'in GnRH iiretimine etki mekanizmasi
bilinmesine ragmen OHSS vakalarinda kisspeptin-54 uygulamasinin VEGF ve PEDF

tizerine etkileri heniliz agiklanamamustir.

Bu c¢alismada, Kisspeptin-54'tin OHSS tedavisinde kullaniminin, 00sit
matilirasyonu, ovaryum morfolojisi, VEGF, PEDF, PKA ve PKC seviyeleri {izerine

etkilerinin incelenmesi amag¢lanmistir.



4. GENEL BIiLGILER

4.1. OVARYUM

Disi lireme sistemi i¢ genital ve dis genital organlardan olusmaktadir. I¢ genital
organlar iki adet ovaryum, iki adet fallop tiipii, uterus ve vajina; dis genital organlar
ise klitoris, vestibiil, labium major, labium minér ve mons pubistir. Disi {ireme
sisteminin temel fonksiyonu tiirlerin devamliliginin saglanmasidir ve bu sistem,
karmasik hormonal, noral ve fizyolojik faktorlerin kontroli altindadir (Gartner ve
Hiatt 2012).

Ureme hayati1 boyunca, disi {ireme organlari, her ay hem yapisal hem de
fonksiyonel degisikliklere ugramaktadir. Bu degisimlerin olusturdugu siirece
menstrual dongii denilmektedir. Olgunlagsmakta olan bireyde goriilen ilk menstrual
dongli menars adim1 alir. Menstrual dongiiler diizensiz hale geldiginde veya artik

tamamen ortadan kalktiginda bu siire¢ menopoz olarak adlandirilir (Eroschenko 2008).

Ovaryumlar, iist pelvik kavitede yer alan oval yapili, badem sekilli organlardir.

En temel fonksiyonlar1 sunlardir:

1. Disi gametinin {iretilmesi

2. Ostrojen ve progesteron sentezi

3. Ureme organlarmin postnatal kontrolii
4

Ikincil cinsiyet 6zelliklerinin gelisimi (Kierszenbaum ve Tres 2015)

Ovaryumlar, birbiri ile iligkili 2 siirecten sorumludur. Bunlardan ilki oogenezdir
ve oositlerin iiretimi anlamina gelmektedir. Ikincisi ise steroidogenezdir ve steroid

hormonlarin tiretimi anlamina gelmektedir (Ross ve Pawlina 2016).

Ovaryumlar tarafindan salgilanan iki temel steroid hormon Ostrojen ve

progesterondur. Ostrojen, i¢ ve dis genital organlarm biiyiimesi ve olgunlasmasini ve
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puberte ile birlikte ikincil cinsiyet 6zelliklerinin geligmesini saglamaktadir. Ayrica
Ostrojen, meme bezi lizerine etki ederek duktal ve stromal biiylimeyi ve yag dokusunun
birikimini uyarmaktadir. Progesteron, 6zellikle uterusun endometriyum tabakasina
etki ederek sekretuar degisimleri uyarmakta ve uterusu gebelige hazirlamaktadir. Buna
ek olarak, meme bezindeki lobiiler proliferasyonu tetikleyerek meme bezini

laktasyona hazirlamaktadir (Ross ve Pawlina 2016).

4.1.1. Anatomisi

Ovaryumlar, abdomenin sag ve sol alt taraflarinda bulunan badem sekilli bir ¢ift
organdir. Fallop tiiplerinin yakininda, fossa ovarica icerisinde bulunmaktadirlar.
Mezovarium ile ligamentum latum uterinin arka yiiziine, ligamentum ovarii proprium
ile de uterus yan duvarlarma baghdir (Sekil 1). Ovaryumun 6n kisminda umbilikal
ligament; arka kisminda ise iireter ve internal iliyak arter bulunmaktadir. Ovaryum,
stispensor ligament ile pelvik duvara baglidir. Siispensor ligament, ovaryan ateri, veni,
parasempatik ve sempatik sinir pleksuslarini tagimaktadir (Schiinke ve ark. 2009;
Chung ve ark. 2015; Gibson ve Mahdy 2019;).

Margo Tuba uterma
Meso- mesovaricus

varium
Uterus,
Facies posterior

Lig. ovarii proprium

Extremitas tubaria

Extremitas uterina

Stigma (Graaf Lig. suspensorium ovarii

folikUliniin gigkinligi)

A.v.ovarica |

Lig. latum uteri Facies medialis

Marqo liber

Sekil 1. Ovaryum anatomisi (Schiinke ve ark. 2009)

Ovaryum 2 cm genisliginde, 3,5 cm uzunlugunda ve 1 cm kalinhigindadir.
Ovaryum hacmi kadin yaslandik¢a degisim gostermektedir. Ureme ¢agindaki
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kadinlarda hacim en yliksek seviyede iken menopoz ile birlikte ovaryum hacmi

kiigtilmektedir (Gibson ve Mahdy 2019).

Ovaryumun kanlanmasi, hem ovaryan arter ile saglanmaktadir. Ovaryan arter,
abdominal aortadan koken almaktadir ve siispansor ligament icerisine girmektedir ve
uterin arterin dallariyla anastomoz yapmaktadir. Ovaryumun drenaji ovaryan venler
ile ger¢eklesmektedir. Sag ovaryan ven inferior vena kavaya; sol ovaryan ven ise sol

renal vene katilmaktadir (Chung ve ark. 2015).

4.1.2. Histolojisi

Ovaryum, tek katli yassi veya kiibik olabilen germinal epitel ile ¢evrili bir organdir.
Germinal epitelin altinda sik1 diizensiz bag dokusu yapisinda tunika albuginea adi
verilen bir kapsiil bulunur (Gartner ve ark. 2011). Tunika albugineanin hemen altinda
ovaryum histolojik 2 tabaka sergilemektedir. Dis tabaka korteks, i¢ tabaka ise
korteksin sardigi medulladir. Korteks ovaryan folikiillerden zengin iken medulla
yiiksek diizeyde damarlanma gosteren bag dokusundan olusmaktadir. Korteks ile

medulla birbirinden net ¢izgilerle ayrilmamaktadir (Gartner ve Hiatt 2012).

Korteks farkli gelisim asamalarindaki ovaryan folikiillerden olusmaktadir. Bu
folikiiller primordiyal, primer, sekonder ve graaf (tersiyer) folikiillerdir. Ovaryumun
korteksinde, igerisinde primer oositlerin yer aldigi primordiyal folikiiller
bulunmaktadir. Her bir primer oosit, mayoz bdliinmenin profaz 1 evresindedir. Primer
oositlerin etrafinda folikiiller hiicreler adi verilen yassi epitel hiicre tabakasi ile
cevrilidir. Folikiiler hiicreler mayoz-6nleyici madde denen bir faktdr salgilayarak
primer oositin 1. mayoz bolinmeyi tamamlamasini engeller (Gartner ve Hiatt 2012).
En olgun folikiil graaf folikiiliidiir ve ovulasyonla sekonder oositin atilmasi ile geride
kalan kan hiicreleri ve bag dokusunun yeniden diizenlenmesiyle yerini korpus
hemorajikum, korpus luteum ve korpus albikansa birakmaktadir (Ross ve Pawlina
2016).

Primordiyal folikiiller: Folikiiler gelisimin en erken basamagindaki folikiillerdir.
Merkezi bir primer oosit ile onu sarak tek katli yassi epitel hiicrelerinden olusmaktadir.
[lk olarak fetal gelisimin 3. ayinda goriilmektedirler. Bu folikiillerin erken biiyiimesi,

gonadotropin  stimiilasyonundan bagimsizdir. Olgun bir ovaryumda, tunika
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albugineanin hemen altinda, korteksin en periferinde yerlesiktirler. Folikiiller hiicreler
desmozomlar araciligi ile birbirlerine baghdirlar ve etraflarindaki stromadan bazal
lamina ile ayrilmaktadirlar. Bu folikiildeki oositin ¢ap1 yaklasik 30 um’dir ve bir veya
daha fazla ¢ekirdekgik ve ince kromatin iplikleri igeren genis eksentrik bir ¢ekirdege
sahiptir. Ooplazma adi verilen oosit sitoplazmasi Balbiani cisimcikleri igermektedir

(Sekil 2a) (Ross ve Pawlina 2016).

Primer folikiiller: Gelisim asamasindaki folikiillerin ilkidir. Primordiyal folikiil
gelisirken hem oositte hem folikiiler hiicrelerde hem de folikiilii ¢gevreleyen stromada
birtakim degisiklikler meydana gelmektedir. Oncelikle folikiiler hiicreler ¢ogalir ve
tek kathi kiibik hale gelir. Bu asamadaki folikiil erken primer folikiil olarak
adlandirilmaktadir. Bu sirada oositin ¢ap1 artmaktadir. Oosit biiyiidiikge spesifik
proteinler salgilamaya baglar ve bu proteinler oositin etrafinda hiicre dis1 bir kilift yani
zona pellusiday1 olusturmaktadir. Histolojik kesitlerde zona pellusida homojen ve
refraktil goriilmektedir. Insanlarda, oosit ile tek katli kiibik folikiiler hiicreler arasinda
yer alan zona pellusida 3 farkli zona pellusida glikoprotein sinifindan meydana
gelmektedir. Bunlar ZP-1, ZP-2 ve ZP-3’tir. ZP-1’in fonksiyonu heniiz
bilinmemektedir. ZP-2’nin ikincil spermatozoa-baglayici protein olarak islev
gosterdigine inanilmaktadir. ZP-3 en 6nemli protein olup, spermatozoa baglayici
reseptortiir ve akrozom reaksiyonunu indiiklemektedir. Bu degisimlere ek olarak oosit
plazma membraninin hemen altinda kortikal graniiller adi verilen vezikiiller
goriilmektedir. Bu graniiller proteaz igerirler ve fertilizasyon sirasinda oositten

salgilanmaktadirlar (Sekil 2b) (Ross ve Pawlina 2016).

Erken primer folikiilde folikiiler hiicreler hizli mitoz boliinme gergeklestirerek ¢ok
katli kiibik hale gelmektedir. Bu asamadaki folikiillere ge¢ primer folikiil; folikiiler
hiicrelere ise graniiloza hiicreleri denir. Graniiloza hiicreleri arasinda oluklu baglantilar
(gap junction) olusmaktadir (Ross ve Pawlina 2016). Buna ek olarak zona pellusidaya
komsu graniiloza hiicreleri filopodya denen uzantilar ile primer oositin mikrovilluslari
da zona pellusida igerisinde birbirleriyle oluklu baglantilar araciligiyla baglanti
kurmaktadir (Gartner ve Hiatt 2012). Primer folikiil gelisirken folikiiliin etrafindaki
bag dokusu stromal hiicreleri, bir bag dokusu kilifi olusturmaya baslamaktadir. Bu
kilifa teka folikiili denir. Teka folikiili daha sonra 2 tabaka halinde diizenlenmektedir:
bunlar teka interna ve teka eksternadir. Teka interna, graniiloza hiicrelerinin bazal

laminasinin hemen disindaki salgi hiicrelerinin bulundugu, yiiksek damarlanma
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gosteren tabakadir. Teka interna hiicreleri Luteinlestirici hormon (LH) reseptdrleri
icermektedir. LH uyarimina bagli olarak bu hiicreler 6strojen Onciilii androjenleri
iretmektedir. Teka eksterna, teka internanin disinda yer almaktadir. Bu tabaka temel
olarak diiz kas hiicreleri ve bag dokusu yapisindadir. Teka eksterna ¢evre stromal

dokuyla devamlilik gostermektedir (Ross ve Pawlina 2016).

Sekonder (antral) folikiil: Primer folikiil, boyutu arttik¢a korteksin derinine
inmeye baslamaktadir. Folikiil uyarici hormon (FSH) gelisimi uyarmaktadir.
Graniiloza hiicreleri 6-12 tabakali hale geldiginde bu hiicreler arasinda sivi dolu
bosluklar (Call-Exner cisimcikleri) olusmaya baslamaktadir. Bu asamadaki folikiil
sekonder folikiil adin1 almaktadir. Sekonder folikiiliin igerisindeki bosluklarda
hiyaluronandan zengin folikiiler sivi birikmektedir. Bu kiigiik sivi dolu bosluklar
ileriki sathalarda birleserek antrum denen tek bir boslugu olusturmaktadir. Antrumun
olugmasi, graniiloza hiicrelerinin primer oosite gore yeniden organize olmasina yol
acmaktadir. Oosit ile folikiil duvari arasinda yerlesik olan graniiloza hiicreleri kumulus
ooforus; oositin etrafindaki ilk sirada yer alan graniiloza hiicreleri ise korona radiata
adin1 almaktadir. Sekonder folikiildeki oosit folikiil igerisinde eksentrik bir konum alir
ve yaklasik 125 um capa sahiptir. Bu boyuta ulastiktan sonra oosit daha ileri bir
biliylime gostermemektedir. Bunun nedeni graniiloza hiicreleri tarafindan salgilanan
oosit matiirasyon inhibitori (OMI)’diir (Sekil 2¢) (Kierszenbaum ve Tres 2015; Ross
ve Pawlina 2016).

Graaf (Matiir) folikiilii: En biiyiik folikiil tipidir. Folikiiler gelisim devam ettikge,
folikiil icerisindeki antrum iyice genislemekte ve folikiil ¢ap1 10-20 mm’ye
ulagsmaktadir. Graniiloza hiicre proliferasyonu yavaslamaktadir ve oositin etrafinda
tek sira korona radiata gézlenmektedir. Graaf folikiil asamasinda, folikiil etrafindaki
teka tabakalar1 da daha belirgin hale gelmektedir. Teka interna hiicrelerinin i¢lerinde
lipid damlaciklart goriilmektedir (Sekil 2d) (Kierszenbaum ve Tres 2015; Ross ve
Pawlina 2016).

Folikiiler atrezi: Bircok primer folikiil matiirasyon siirecine baglamaktadir ancak
genel olarak sadece bir folikiil gelisimini tamamlayabilmektedir. Kalan folikiiller
apoptoz ile atrezi siirecine girmektedir. Folikiiller primer folikiilden itibaren herhangi
bir asamada atreziye ugrayabilmektedir fakat folikiil boyutu arttikca atretik folikiil

orani1 da artmaktadir. Atretik folikiiller, cams1 membran adi verilen kalinlasmis ve
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katlanma gosteren bazal membran ile karakterizedir. Ayni zamanda katlanmis zona
pellusida ve apoptotik fragmentler igeren oosit de gézlenebilmektedir (Kierszenbaum
ve Tres 2015).

Ovulasyon

Hipofiz bezinden salgilan LH seviyesinin ve lokal olarak mayoz-uyarict maddenin
artmasi, ovulasyondan hemen once primer oositin 1. mayoz boliinmeyi tamamlayarak
2. mayoz boliinmenin metafaz asamasina ge¢mesini saglamaktadir. Artik oosit
sekonder oosit adini almakta ve 1. kutup cisimcigini de barindirmaktadir (Gartner ve
ark. 2011). Bu basamakta, graaf folikiilii ovaryum yiizeyinde stigma denen bir ¢ikinti
yapmaktadir. Teka eksterna ve tunika albuginea i¢indeki proteolitik aktivite, graaf
folikiiliinlin yirtilmasini ve sekonder oositin atilmasimi kolaylastirmaktadir. Atilan
oosit fallop tiipii igerisine girmektedir. Bu silire¢ ovulasyon olarak adlandirilmaktadir

(Kierszenbaum ve Tres 2015).

(d) Mature {graafian) follicle

Sekil 2. Ovaryan folikiillerin sematik gosterimi. a. Primordiyal folikiil, b. Geg
primer folikiil, c. Sekonder folikiil, d. Graaf folikiilii (Tortora ve Derrickson 2017)
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Kadinlarda ortalama menstrual dongii 28 giindiir. Baz1 dongiiler daha kisa bazilar
daha uzun olabilmektedir ancak her sekilde ovulasyon menstruasyon baglangicindan

14 giin 6nce olmaktadir (Gartner 2017).

Ovulasyondan sonra, graaf folikiilin kalintilar1  biizlislip katlanmaya
baslamaktadir. Folikiiler bosluk icerisinde kan dolmaktadir ve artik bu yap1 korpus
hemorajikum olarak adlandirilmaktadir. Folikiil igindeki kan makrofajlar tarafindan
fagosite edilmektedir. Yiiksek LH, Ostrojen, insiilin-benzeri biiyiime faktorii (IGF) I
ve 11, insan koryonik gonadotropin (hCG) ve prolaktin korpus hemorajikumu korpus
luteuma dontstiirmektedir. Korpus luteumda, graniiloza hiicreleri modifiye hale
gelerek graniiloza lutein hiicrelerine; teka interna hiicreleri modifiye hale gelerek teka

lutein hiicrelerine farklanmaktadir (Gartner 2017).

Graniiloza lutein hiicreleri, genis, soluk boyanan hiicrelerdir. Sitoplazmalarinda
lipid damlaciklar1 bulunmaktadir. Bu hiicreler, progesteron iiretiminin yaninda teka-
lutein hiicreleri tarafindan iiretilen androjenleri de Ostrojene doniistiirmektedirler.
Korpus luteumun periferinde yer alan lutein hiicreleri, koyu boyanan hiicrelerdir ve

bazi progesteronlari ve androjenleri iiretmektedirler (Sekil 3) (Gartner 2017).

Graniiloza lutein ve teka lutein hiicrelerinin iirettigi progesteron ve Ostrojen, LH
ve FSH salgis1 durdurarak bagka folikiillerin gelisimini dnleyerek ikinci bir ovulasyon
olmamasini saglamaktadir. Eger gebelik gerceklesmez ise, menstruasyon korpus
luteumu; gebelik gerceklesir ise gebelik korpus luteumu olusmaktadir. Gebelik korpus
luteumu, gebelik ile olusan plasentadan salgilanan hCG yardimiyla devamliligini
yaklasik 3 ay korumaktadir. Gebelik veya menstruasyon korpus luteumu, gorevini
tamamlamadiktan sonra dejenere olmaktadir. Bu asamada, dejenere korpus luteum
makrofajlar ile fagosite edilir, fibroblastlar yerlesir ve kollajen sentezler. Bu siiregler
sonunda da korpus albikans olugsmaktadir. Bir siire sonra korpus albikans rezorbsiyona
ugramaktadir ve kalintilari, ovaryum yiizeyinde skar dokusu olarak goriilmektedir
(Gartner 2017).
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4.1.3. Fizyolojisi

Ovaryum, salgiladigi hormonlar ve baglantida oldugu hipotalamus ve hipofiz ile

disilerde cinsiyet gelisimi ve tireme fonksiyonlarini kontrol etmektedir. Puberte ile

birlikte (9-12 yaslarinda), hipofiz daha fazla FSH ve LH salgilamaya baslamaktadir.

Bu artis hem ovaryan hem de menstriial dongiiniin baglamasini saglamaktadir. (Hall

2016).

Disi tireme sistemi, ii¢ ayr1 hormonal grubun etkisi altindadir (Hall 2016). Bunlar:

1. Hipotalamus kokenli hormon: Gonadotropin serbestlestirici hormon (GnRH)

2. Hipofiz bezi kokenli gonadotropinler: GnRH hormonuyla uyarilan FSH ve LH

3. Ovaryum koékenli hormonlar: FSH ve LH hormonlari ile uyarilan Ostrojen ve

progesteron
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GnRH, 10 amino asitlik bir peptidtir ve hipotalamustaki arkuat ¢ekirdekte yer alan
ndronlar tarafindan sentezlenmektedir. Noronlarda iiretilen bu peptid, hipotalamik-
hipofizyer portal sistem araciligi ile hipofiz bezindeki gonadotrop hiicrelerden FSH ve
LH salinimini uyarmaktadir. Puberte Oncesinde, hipotalamustan belirgin miktarda
GnRH salgilanmamaktadir. Puberte ile birlikte salgi miktar1 artis gostermekte ve
siklagmaktadir. Menstrual dongii boyunca, yaklasik olarak her 90 dakikada bir GnRH
salgilanmaktadir (Hall 2016).

Menstruasyon dongiisii boyunca gonadotropinlere bagli olarak ovaryan degisimler
ger¢eklesmektedir. Bu gonadotropinler FSH ve LH’tir. FSH ve LH glikoprotein
yapisindadir (Hall 2016).

Kadinlarda, ardigik 3 farkli ovaryan déngii bulunmaktadir (Kierszenbaum ve Tres
2015):

a. Folikiiler evre: Bu evre folikiilogenezi ifade etmektedir ve 28 giinliik menstrual

dongiiniin 6.-13. giinlerini kapsamaktadir.

b. Ovulatuvar evre: Olgun graaf folikiilden oositin atilmasidir. LH seviyesinin
artistyla stigmadan oosit atilarak fallop tlipline girmektedir. Menstrual dongiiniin 14.

giintidiir.

c. Luteal evre: Korpus luteumun olusum agamasidir. Menstrual dongiiniin 15.-28.

giinlerini kapsamaktadir.

a. Folikiiler evre: Menstrual dongiiniin basindaki ilk birkac giin FSH ve daha az
seviyede LH artis1 olmaktadir. FSH, ovaryumdaki 6-12 primer folikiiliin gelisimini
uyarmaktadir. Graniiloza hiicreleri FSH uyarisyla prolifere olmaktadir. Ayni1 zamanda
teka interna hiicreleri de uyarilarak androjen sentezlemeye baslamaktadir. Bu
androjenler graniiloza hiicreleri tarafindan Ostrojene doniistiiriilmektedir. Graniiloza
hiicreleri Ostrojen ile birlikte progesteron da sentezleyerek bu iki hormonu folikiiler
stviya vermektedir. Folikiiler sivida artan Ostrojen, graniiloza hiicrelerinin daha fazla
FSH reseptorii ifade etmesine neden olmaktadir. Bu pozitif geri besleme

mekanizmasiyla graniiloza hiicreleri FSH’a daha duyarli hale gelmektedir (Hall 2016).

FSH ve Ostrojen, graniiloza hiicrelerindeki LH reseptorlerini de arttirmaya

baslamaktadir. Menstrual dongiiniin 7-10. giinlerinde sadece 1 folikiil ileri olgunlagma
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stirecine devam ederken diger 5-11 folikiil atreziye ugramaktadir. Atrezinin nedeni,
yiiksek seviyedeki Ostrojenin hipotalamus iizerinde negatif geri besleme etkisi

gostererek FSH salgisinin azaltmasidir (Hall 2016).

b. Ovulatuvar evre: Normal 28 giinliik bir menstrual dongiide 14. giinde
ovulasyon ger¢eklesmektedir. Ovulasyondan 2 giin 6nce, LH seviyesi 6-10 katina
¢ikmaktadir ve Ovulasyondan 16 saat 6nce en yiiksek seviyesine ulasmaktadir. LH
artisl, graniiloza hiicrelerinden salgilanan progesteronu arttirirken, Gstrojeni

azaltmaktadir (Hall 2016).

c. Luteal evre: Ovulasyondan sonraki luteal fazda, yiiksek diizeydeki LH, oositin
atildig1 folikiildeki graniiloza ve teka hiicrelerinin farklilagarak salgi yapan hiicre
Ozellikleri kazanmalarin1 saglamaktadir. Bunun sonucunda da korpus luteum
olugmaktadir. Korpus luteum yiiksek diizeyde progesteron ve daha az diizeyde 6strojen
tiretmektedir. Gebelik olusur ise progesteron gebeligin siirdiiriilmesine yardimci

olmaktadir (Hall 2016).

Gebeligin olusmadigi durumda, korpus luteumdan salgilanan 6strojen ve inhibin,
hipotalamus-hipofiz izerindeki negatif geri besleme mekanizmalariyla FSH ve LH’1n
diismesine neden olmaktadir. Azalan FSH ve LH korpus luteum dejenerasyonunu
indiiklemektedir ve  menstrual  dongiiniin  26.  Giiniinde dejenerasyon
tamamlanmaktadir. Korpus luteumun kaybolmasiyla, Ostrojen, progesteron ve
inhibinde ani bir azalma olmaktadir. Bu ani azalma hipotalamus-hipofiz iizerindeki
negatif etkinin kalmasina, menstruasyon kanamasina ve ardindan yeni bir dongiiniin

basglamasina yol agmaktadir (Sekil 4) (Hall 2016).
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Sekil 4. Menstrual dongiiniin giinleri ve etkili hormon diizeyleri (Hall 2016)

4.2. OVARYUM GELISIMI VE OOGENEZ

Gonadlar, baslangicta bir ¢ift genital kabart1 olarak ortaya ¢ikmaktadir. Epitelin
cogalmast ve altinda bulunan mezenkimin yogunlagmasi ile meydana gelirler.
Gelisimin 6. haftasina kadar germ hiicreleri genital kabartilarda goriilmemektedir.
Erken gelisim doneminde, yolk kesesinin duvarinda epiblast kokenli primordiyal germ
hiicreleri gozlenmektedir. Primordiyal germ hiicre olusumu, ekstraembriyonik
ektodermden salgilanan kemik morfogenik protein-4 ve -8 (BMP4 ve BMP 8) ve
visseral endodermden salgilanan BMP2 ile saglanmaktadir (Rimon-Dahari ve ark.
2016). Bu hiicreler, arka bagirsagin dorsal mezenteri boyunca hareket ederler ve

besinci haftanin basinda genital kabartilara ulagmaktadirlar. Primordiyal germ
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hiicreleri genital kabartilara gelmeden hemen Once, kabartilardaki epitel hiicreleri
cogalmaya baslamayarak alttaki mezenkim dokusuna ge¢mektedir. Burada primitif

seks kordonlarini olusturmaktadirlar. Bu kordonlar yiizel epiteline baglidir (Sadler
2011).

XX kromozomuna sahip embriyoda, Sry geninin olmamasi, WNT4 ve RSPO1
transkripsiyon faktorlerinin aktif hale gelmesini ve bodylece disi ovaryumunun
gelismesini saglamaktadir (Rimon-Dahari ve ark. 2016). Boylece, primitif seks
kordonlari, diizensiz hiicre gruplarmma ayrilmaktadir. Bu hiicre gruplari, gonadin
medullar kismini isgal ettikten sonra kaybolmaktadir. Daha sonra bu hiicrelerin yerini
Vaskiiler stromal doldurmaktadir. Disi gonadin yiizey epiteli ¢ogalmaya devam
etmektedir. Yedinci haftada, bu hiicreler alttaki mezenkime ilerler ve boylece kortikal
kordlar olusmaktadir. Gelisimin 3. aymin sonunda bu hiicre kordlar1 bir veya daha
fazla primordiyal germ hiicresinin etrafin1 sarmaktadir. Germ hiicreleri oogonyumu

olustururken, etraflarindaki hiicreler folikiiler hiicreleri meydana getirmektedir (Sadler

2011).

Oogenez, oogonyumun olgun oosite farklilagma siirecidir. Bu siire¢ insanlarda
prenatal donemde ger¢eklesmektedir. Gonadlarda bulunan oogonyumlar, gelisimin 3.
aymin sonunda mitoz boliinme gegirerek sayilarini arttirmaktadir. Bu oogonyumlardan
bazilar1 1. mayoz boliinmenin profaz 1 asamasina girmektedir. Bu asamadaki
oogonyumlar artik primer oosit adin1 almaktadir. Sonraki birka¢ ay boyunca mitoz
boliinme devam etmektedir. Gelisimin 5. ayinda germ hiicrelerinin sayisinin 7 milyon
oldugu tahmin edilmektedir. Bu asamada germ hiicre Oliimleri baslamaktadir.
Gelisimin 7. Ayinda hemen hemen tiim oogonyumlar dejenere olmakta ve tiim primer
oositler 1. mayoz bdliinmenin profaz 1 evresine girmektedir. Bu primer oositlerin her
biri yass1 folikiiler hiicreler ile ¢evrilidir ve sonugta primordiyal folikiil olugsmaktadir
(Sadler 2011).

Doguma yakin bir zamanda, primer oositler profaz 1’e baglamaktadir ancak profaz
1’in diploten agamasinda kalmaktadir. Diploten agamasindaki bu duraklama, folikiiler
hiicreler tarafindan salgilanan oosit matiirasyon inhibitorii araciligiyla olmaktadir.
Yenidoganda, primer oosit sayis1 600.000-800.000 iken; pubertede bu say1 40.000’dir.
Ureme yas1 boyunca 500°den daha az oosit ovulasyona ugramaktadir. Menstruasyon

dongiisiinde LH en yiiksek seviyeye ulastiginda, primer oosit 1. mayoz boliinmeyi
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tamamlayarak 2. mayoz boliinmenin metafaz evresinde kalmaktadir. Bu asamada 2
kardes hiicre meydana gelmektedir. Bunlardan birincisi sekonder oosit iken digeri 1.
kutup cisimcigi adini almaktadir. Eger fertilizasyon gerceklesirse, sekonder oosit

ikinci mayoz boliinmeyi tamamlayabilmektedir (Sekil 6) (Sadler 2011; Sanchez ve

Smitz 2012).

4.3. FOLIKULOGENEZ

Folikiilogenez, primordiyal folikiilden itibaren primer folikiil, sekonder folikiil ve
graaf folikiiliiniin gelisim asamalarini i¢ine alan gelisimsel siireci ifade etmektedir. Bu

stire¢ karmasik molekiiler ve hormonal mekanizmalar ile denetlenmektedir.
1. Primordiyal folikiil aktivasyonu

Primordiyal folikiiller temel {ireme {niteleri olarak kabul edilmektedir. Ciinkii
gelisen folikiillere ve dolayisiyla menstruasyona neden olmaktadirlar. Folikiilogenezin
ilk basamagi primordiyal folikiiliin aktivasyonudur. Yapilan bircok calisma ile
primordiyal folikiiliin olusumunu etkileyen faktorler gosterilmistir. Germ hattindaki
faktor alfa (FIGLA) transkripsiyon faktoriiniin dogumda primordiyal folikiiliin
olusumu icin gerekli oldugu ve bu proteinin yoklugunda yenidogan faredeki oositlerin
hayatta kalamadigi bildirilmistir (Soyal ve ark. 2000). Baska bir ¢alismada, folikiiler
hiicrelerde ifade edilen Forkhead box L2 (FOXL2) transkripsiyon faktoriiniin, somatik
hiicrelerin primer oosit etrafinda organize olmasi i¢in gerekli oldugu gosterilmistir
(Uda ve ark. 2004). Prematiire ovaryan yetmezIligi olan kadinlarda, FIGLA ve FOXL2
proteinlerinde mutasyonlarin oldugu ve bu proteinlerin primordiyal folikiil geligimi
icin gerekli oldugu rapor edilmistir (Harris ve ark. 2002; Udar ve ark. 2003; Zhao ve
ark. 2008).

Oosit, iligkili folikiiler hiicreler, bitigik interstisyel hiicreler ve gevresindeki diger
folikiiller arasindaki parakrin iletisim, primordiyal folikiil aktivasyonunu kontrol
etmektedir. Fare ¢alismalariyla elde edilen bilgiler, aktivasyonu ve folikiiler biiyiime
oranini oositin kontrol ettigini gostermektedir. Oosit, en az iki ana sinyal yolunun

diizenlenmesinden sorumludur. ilk olarak, folikiil aktivasyonunu sinirlandirmak igin
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Fosfatidil Inositol 3-OH-kinaz (PI3K)-Protein Kinaz B (AKT)-Foxo3a sinyali
gerekmektedir (Sullivan ve Castrillon 2011). Bu sinyal yolaginda Fosfataz ve Tensin
Homolog (PTEN) islev gormektedir. Oositlerdeki PTEN kaybi, primordiyal
folikiillerin global aktivasyonuna neden olur ve folikiil aktivasyonunu 6nlemek i¢in
PTEN aracili PI3K sinyal yolag1 inhibisyonunun gerekli oldugu gosterilmistir (Reddy
ve ark. 2008). Benzer sekilde hem oositlerde hem de graniiloza hiicrelerinde ifade
edilen bir transkripsiyon faktorii olan Foxo3a null fareler, postnatal olarak global

primordiyal folikiil aktivasyonuna ugramaktadir (Castrillon ve ark. 2003).

Rapamisin Memeli Hedefi (mTOR) sinyal yolagi da folikiil aktivasyonunu
diizenlemektedir. Tuberoz Skleroz Kompleksi proteinleri (TSC1 ve TSC2), oositlerde
mTOR sinyalini inhibe ederek primordiyal folikiillerin aktivasyonunu 6nlemektedir
(Adhikari ve ark. 2009). Bu iki sinyal yoluna ek olarak, oositler tarafindan salgilanan
bir kemokin olan Stromal Tiirevli Faktor-1 (SDF-1)’in folikiil aktivasyonunu inhibe

etmek i¢in otokrin/parakrin etki gosterdigi bildirilmistir (Holt ve ark. 2006).

Homeobox transkripsiyon faktorleri olan LHX8 ve NOBOX, bir¢ok oosit geninin
ifadesini diizenlemektedir. Bu genler arasinda Doniistiiriicii Bliylime Faktorii (TGF)
ailesinin tyeleri olan Biiylime Farklilasma Faktori-9 (GDF-9) ve BMP15 yer
almaktadir. Oosit tiirevli GDF-9 ve BMP15, primer folikiil asamasinda graniiloza
hiicrelerinin ¢ogalmasini indiiklemektedir. Platelet Kaynakli Biiyiime Faktorii (PDGF)
ve Temel Fibroblast Biiytime Faktorii (bFGF), oosit tlirevli faktorlerdir ve graniiloza
hiicre proliferasyonunu ve Kit ligand (KL) salgisin1 uyarmaktadir. Graniiloza
hiicrelerinden salgilanan KL, oosit {izerindeki c-kit tirozin kinaz reseptoriine
baglanarak oosit matiirasyonunu uyarmaktadir (Parrott ve Skinner 1999; Yoshida ve
ark. 1997). Bu baglanma Foxo3a’nin inaktivasyonunu saglayarak primordiyal folikiil

aktivasyonuna neden olmaktadir (Liu ve ark. 2006; Reddy ve ark. 2005).

Stromal hiicrelerden salgilanan faktorler de primordiyal folikiil aktivasyonuna
katkida bulunmaktadir. Keratinosit Biiyiime Faktorii (KGF), BMP4 ve BMP7 stromal
hiicrelerden salgilanmaktadir ve primordiyal folikiilden primer folikiile gecisi

arttirmaktadir (Nilsson ve Skinner 2003; Kezele ve ark. 2005; K-F Lee ve ark. 2001).

Primordiyal folikiillerin ¢evresindeki diger folikiiller de aktivasyonu
diizenlemektedir. Biiyliyen diger folikiillerden salgilanan Antimiillerien hormon

(AMH), primordiyal folikiil gelisimini negatif yonde etkileyerek ovaryan rezervin
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korunmasina katkida bulunmaktadir (Sekil 5) (Carlsson ve ark. 2006; Holtve ark.
2006; Durlinger ve ark. 1999).

Primordial > Primary

basal lamina
granulosa cells

GDF-9(+)
BMP-15(+)

surrounding

follicies bloodstream / KL(+)
g theca cells

Sekil 5. Kemirgenlerde primordiyal folikiil aktivasyonunun diizenlenmesi (Williams

ve Erickson 2012)

2. Primer folikiil gelisimi

Primer folikiil gelisimindeki en 6nemli olaylar, FSH reseptdriiniin ifadesi, oositin
biiytimesi ve farklilagsmasidir. FSH, aktivin, siklik Adenozin Monotrifosfat (CAMP) ve
TGF, grantiloza hiicrelerinden FSH reseptorlerinin ifadesini saglamaktadir (Findlay ve
Drummond 1999).

Primer folikiil asamasinda oosit ¢ap1 25-120 pm arasindadir. Bu asamada zona
pellusida olugmaktadir. Bu olusumda, FIGLA ve NOBOX’un merkezi rol oynadigi
bildirilmistir (Choi ve Rajkovic 2006; Joshi ve ark. 2007). Graniiloza hiicrelerinden
salgilanan KL de oosit bilylimesini arttirarak folikiil gelisimini desteklemektedir

(Packer ve ark. 1994).

Oosit ve graniiloza hiicreleri arasindaki oluklu baglantilar da primer folikiil

gelisimine katki saglamaktadir. Konneksin-37 (Cx37) oosit tarafindan salgilan oluklu

20



baglant1 proteinidir. Konneksin-43 (Cx43) ise graniiloza hiicreleri tarafindan
salgilanmaktadir (Grazul-Bilska ve ark. 1997; Simon ve ark. 1997). Oosit ve graniiloza
hiicreleri arasinda Cx37 ve Cx43 heterotipik oluklu baglantilar olusurken, graniiloza
hiicreleri arasinda Cx43 homotipik oluklu baglantilar1 olusmaktadir. Bu baglantilar
araciligi ile oosit gelisimi i¢in gerekli diizenleyici molekiillerin ve besinlerin aktarimi

saglanmaktadir (Eppig 1994; Carabatsos ve ark. 2000).
3. Sekonder folikiil gelisimi

Sekonder folikiil gelisimi, oosit etrafinda ¢ok katli graniiloza hiicrelerinin ve sivi
dolu kiigiik bosluklarin olugsmasiyla karakterizedir. Yapilan bir ¢caligmada, gelisimin
bu asamasinda GDF-9 ve BMP15’in etkili oldugu bildirilmistir. Bu ¢alismaya gore, bu
faktorlerin olmadig1 fare ve koyunlarda, sekonder folikiil asamasina ge¢ilemedigi
gosterilmistir.  Sekonder folikiil olustuktan sonra oosit arttk hacim artigi

gostermemektedir (Chang ve ark. 2002).
4. Graaf folikiilii gelisimi

Graaf folikiil olusumunun temel 6zelligi folikiil igerisinde biiyiik bir boslugun ve
bu bosluk i¢erisinde folikiiler sivinin var olmasi ile birlikte oositin folikiiliin bir
kutbunda yer almasidir (Williams ve Erickson 2012). Yapilan g¢alismalar, antrum
olusumunda Cx37 ve KL’nin rol oynadigin1 gostermektedir. Bu proteinlerin
yoklugunda antrum olusamamakta ve infertilite ortaya ¢ikmaktadir (Simon ve ark.
1997; Yoshida ve ark. 1997).

Antrum olustuktan sonraki adim dominant folikiilin gelismesidir. Graaf folikiil
asamasinda ¢ogu folikiildeki graniiloza hiicre mitozu yavaslarken, bir folikiildeki
mitoz hiz1 oldukga yiiksek oranlara ¢ikmaktadir. Baskin folikiil olusumunu etkileyen
diger bir faktor ise plazma FSH diizeyidir. FSH diizeyindeki ilk artis folikiilogenezi
uyarirken ikinci yiikselme baskin folikiil sec¢ilimini uyarmaktadir. FSH’taki ikinci
yiikselis, antrumdaki FSH konsantrasyonunu arttirarak folikiiler sivi hacminin daha da
biiylimesine neden olmaktadir. Boylece en iyi gelisen folikiilden oosit ovulasyona
ugramaktadir (Sekil 6) (Williams ve Erickson 2012).
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Sekil 6. Oogenez ve folikiiler gelisim asamalar1 (Tortora ve Derrickson 2017)

4.4, INFERTILITE

Infertilite, bir yillik diizenli ve korunmasiz cinsel iliskiye ragmen gebeligin
olmamasi olarak tanimlanmaktadir (Starc ve ark. 2019). Giiniimiizde infertilite, yaygin
bir problemdir ve diinya ¢apinda iireme yasindaki ¢iftlerin % 8 ile % 12’sini etkiledigi
tahmin edilmektedir. Diinyada bolgelere gore degisiklik gosteren bu oran Giiney Asya,
Orta ve Dogu Avrupa, Orta Dogu ve Kuzey Afrika gibi bazi bolgelerde % 30’lara
ulagsmaktadir. Bu oranlar goz oniine alindiginda diinya genelinde 186 milyondan fazla

ciftin infertilite ile iliskili oldugu bildirilmistir (Inhorn ve Patrizio 2015).
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Infertilite sadece kadimna, sadece erkege veya her ikisine bagli olabilmektedir.
Cinsiyete bagli infertilite oranlari iilkelerin gelismislik seviyesine gore degismektedir.
Fransa merkezli bir ¢alismada, infertilite olgularinin yaklasik % 34’1 kadin kaynakli,
% 20’si erkek kaynakli, % 39’unun da hem erkek hem de kadin kaynakli oldugu rapor
edilmistir (Boyar 2013). Baska bir ¢alismaya gore ise erkek kaynakli infertilite orani
% 20-30, kadin kaynakli infertilite % 20-30, her ikisine bagl infertilite oran1 ise % 50
olarak ifade edilmistir (Vander Borght ve Wyns 2018).

Infertilite, primer ve sekonder olmak iizere iki alt kategoriye ayrilmaktadir. Primer
infertilite, hicbir zaman klinik gebelik teshisi konmamus ¢itlerin sahip oldugu infertilite
tipidir. Sekonder infertilite ise, klinik gebelik teshisi olmayan ancak daha 6nce klinik
gebelik tanis1 konmus ¢iftler i¢in gegerli terimdir (Zegers-Hochschild ve ark. 2017).
Infertilite oranlarim gdsteren 1990-2010 yillar1 arasindaki bir ¢alismada, 48,5 milyon
infertil ¢iftten 19,2 milyonunun primer infertiliteye, 29,3 milyonunun ise sekonder

infertiliteye sahip oldugu bildirilmistir (Mascarenhas ve ark. 2012; Starc ve ark. 2019).

Infertilite bircok hastaliga bagli olabilmektedir. Bu genel hastaliklar Tablo 1’de
Ozetlenmistir. Bu hastaliklarin goriilmedigi ancak gebe olamayan ve infertil sayilan

kadinlar agiklanamayan infertilite olgusunu tasimaktadirlar (Roupa ve ark. 2009).

4.4.1. Kadin infertilitesi

Kadinlarda infertilite, 35 yas alt1 kadinlarin 1 yillik, 35 yas {istii kadinlarin 6 aylik
diizenli ve korunmasiz iliskiye ragmen gebe kalamamasi olarak ifade edilmektedir
(Merritt ve ark. 2019). Diinyada sik¢a karsilasilan kadm infertilitesi sekonder
infertilitedir. Bunun nedenleri, giivenli olmayan kiirtaj yapilmas1 ve diisiik sonrasi

veya dogum sonrasi meydana gelen enfeksiyonlardir (Vander Borght ve Wyns 2018).

Kadin primer infertilitesinin temel nedenleri anovulasyon ile ovaryum
disfonksiyonu (% 25-35), tubal hastaliklar (% 20-25), endometriozis (% 10-20), uterus
ile iligkili hastaliklar (fibroidler, adezyonlar; % 5-10) ve aciklanamayan infertilitedir
(% 20-30) (Szamatowicz ve Szamatowicz 2020). Bu nedenlerle birlikte yas ¢evresel
faktorler ve beslenme de infertiliteye yol acabilen nedenler arasindadir (Deyhoul ve
ark. 2017).
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Tablo 1. Hastalik ile iliskili infertilite nedenleri (Vander Borght ve Wyns 2018)

Kadin ile iliskili hastahklar

Prematiire ovaryan yetmezlik (POF)
Polikistik over sendromu (PKOS)
Endometriozis

Uterin fibrozlar

Endometriyal polipler

Erkek ile iligkili hastahklar

Testikuler eksiklikler

Post- testikiiler basarisizliklar

Her iki cinsiyet ile iligkili hastahklar

Hipogonadotropik gonadizm
Hiperprolaktinemi

Silier fonksiyon bozuklulkari
Kistik Fibroz

Enfeksiyon

Sistemik hastaliklar

Cevresel faktorler

Anovulasyon, folikiil gelisimi sonrasinda oositin ovaryumdan atilma asamasinda
gozlenen basarisizliktir. Anavolasyona bagh kadin infertilite oran1 oldukca yiiksektir.
Hiperprolaktinemi, hipogonadotrofik hipogonadizm, hipergonadotrofik hipogonadizm
ve PKOS anovulasyona yol agan hastaliklardir. Prolaktin hormonunun kanda anormal
seviyede yiiksek olmasi hiperprolaktinemiye yol agmaktadir ve bunun sonucunda
GnRH sentezi inhibe olmaktadir. Boylece hipofizden FSH ve LH salgis1 azalarak
anovulasyon meydana gelmektedir. infertil kadinlarda hiperprolaktinemi oran1 % 5’tir.
Hipogonadotrofik hipogonadizm ve hipergonadotrofik hipogonadizm de FSH ve LH

salgilarin etkileyen rahatsizliklardir ve bu hormonlarin degisimi infertilite nedenleri
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arasinda yer almaktadir (Vander Borght ve Wyns 2018; Brugo-Olmedo ve ark. 2001;
Olooto ve ark. 2012).

Heterojen bir durum olan PKOS, kadinlarin % 5-10'unu etkileyen, kadinlarda en
stk goriilen endokrin bozukluktur (Franks 2008). Ovulasyon bozuklugunun yani sira
implantasyon potansiyeli de PKOS varliginda azalmaktadir (Hart 2016). Obezitenin,
PKOS ve metabolik/ovulatuvar fonksiyon bozukluguna yol agtig1 diisiiniilmektedir ve
kilo kaybmin ovulasyonu diizelttigi ve hiperandrojenizmi azalttigi bulunmustur

(Crosignani ve ark. 2003).

Infertilitede tubal ve peritoneal faktdrler arasinda endometriozis, pelvik
adezyonlar, genellikle chlamidia'ya bagli pelvik inflamatuvar hastaliklar, tubal
okliizyon ve tubal disfonksiyon bulunmaktadir. Tubal faktorler peritoneal faktorlerle
benzer prevalansa sahiptir ve primer infertilitenin en temel nedenleri arasindadir
(Olooto ve ark. 2012). Endometriozis infertilite ile iliskili patolojik bir pelvik
inflamatuvar siiregtir. Endometriozise bagl infertilite ile iliskili mekanizmalar
adezyon ve fibrozise bagli anatomik bozulmalardan endokrin anormalliklerine ve
immiinolojik bozukluklara kadar uzanmaktadir. Endometriozis varliginda embriyonun
implantasyon potansiyeli azalmaktadir. Ureme cagindaki kadinlarda endometriozis
gercek prevalanst belirsizligini korumaktadir (Olooto ve ark. 2012). Popiilasyon
temelli ¢aligmalarda tahmini genel endometriozis prevalansi % 0,8 ile % 6 arasinda
degismektedir; bununla birlikte, infertil kadinlarda prevalans % 20 ile % 50 arasinda
degismektedir, ancak zaman periyotlar1 ve hastalarin yasi ile 6nemli farkliliklar

gostermektedir (Tanbo ve Fedorcsak 2017).

Uterus faktorleri arasinda dikkat ¢ekici olanlar, anormal uterus sekli ve intrauterin
septum, polipler, leiomyom ve Asherman sendromu gibi malformasyonlardir.
Uterustaki benign fibroid 30'lu yaslardaki kadinlarda oldukg¢a yaygindir. Biiyiik
miyomlar uterus yiizeyinin yapisini bozarak, fallop tiiplinii bloke ederek, uterus
boslugunun seklini bozarak veya serviksin pozisyonunu degistirerek infertiliteye

neden olabilmektedir (Olooto ve ark. 2012).

Dogurganlik yasla birlikte azalmaktadir. Kadin dogurganligt 18 ve 24 yaslar
arasinda en list seviyede iken, 27 yasindan sonra diismeye baslamaktadir. Ovaryum
rezervi agisindan, tipik bir kadin, 30 yasinda ovaryum rezervinin % 12’sine, 40 yasinda

ise ovaryum rezervinin % 3’{ine sahiptir. Ovaryum rezervinin % 81'i sadece yasa bagli

25



olarak degismektedir ve bu da yas1 kadinlarda infertilitede en 6nemli faktorlerden biri

haline getirmektedir (Wallace ve Kelsey 2010; Olooto ve ark. 2012).

Kalori kisitlamasinin ve asir1 egzersizin ovulasyon sikligi, zayif endometriyal
gelisimi ve amenorede azalmaya yol agtig1 bildirilmistir (Hart 2016). Alkol ve sigara
kullaninminin da infertiliteye neden oldugu bildirilmistir. Sigara kullanimi,
folikiilogenez, endometriyel reseptivite, anjiyogenez ve uterus miyometriyumunu
etkilemektedir (Dechanet ve ark. 2011). Yapilan bir ¢calismaya gore, sigara igenlerin
sigara igmeyenlere gore infertil olma olasilig1 % 60 daha fazladir. Sigara igmek, IVF
ile canli dogum yapma olasiligini % 34 azaltmakta ve diisiik riskini % 30 arttirmaktadir

(Olooto ve ark. 2012).

Stress ve kimyasal ajanlara (pestisitler, organik c¢oziiciiler, silikonlar vb.)

maruziyet infertiliteyi etkileyen ¢evresel faktorlerdir (Olooto ve ark. 2012).

4.4.2. infertilite Tedavisi

Infertilite tedavisi, infertilitenin nedenine, siiresine, ¢iftlerin yasina ve kisisel
tercihlerine baghdir. Cifte infertilitenin bazi nedenlerinin diizeltilemeyecegi
aciklanmalidir. Tedavi i¢in finansal, fiziksel ve zaman taahhiidii gerekmektedir. Ciftin
saglig1 belirlendikten ve degerlendirildikten sonra ¢ifte asagidaki tedavi yontemleri

aciklanabilir (Olooto ve ark. 2012):

Intrauterin inseminasyon (IUIl): Agiklanamayan infertilite ve minimal
endometriozis ve hafif erkek faktorlii infertilite problemleri olan kadin vakalar i¢in
kullanilabilmektedir. Burada toplanan ve konsantre edilen saglikli spermler
yumurtlama zamani boyunca dogrudan uterusa yerlestirilir. [UI'nin zamanlamasi

normal dongii ile veya dogurganlik ilaglari kullanilarak koordine edilebilir.

IVF: IVF'de, bir kadindan ¢ok sayida olgun oosit toplanir ve laboratuvar
ortaminda erkegin spermiyle ayni ortama konularak dollenme saglanir. Daha sonra,

dollenmis embriyolar fertilizasyondan 3-5 giin sonra uterusa implante edilmektedir.

Zigot Intrafallopian Transfer (ZIFT) ve Gamet Intrafallopian Transfer
(GIFT): ZIFT'de dollenmis oosit dogrudan fallop tiipiine aktarilmaktadir. GIFT te ise
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fallop tiipiine sperm ve oosit karisimi yerlestirilmektedir ve orada dollenme meydana

gelmektedir.

Intrasitoplazmik Sperm Enjeksiyonu (ICSI): ICSI'de tek bir saglikli sperm
dogrudan olgun bir o0osit igerisine enjekte edilir. ICSI, semenin kalitesiyle ilgili bir
sorun oldugunda veya ¢ok az sperm oldugunda veya daha 6nce IVF dongiileri basarisiz
oldugunda kullanilmaktadir. Bununla beraber giiniimiizde en sik tercih edilen yontem

ICSI’dir.

Yardimh Hatcing: Bu teknik sayesinde, embriyonun uterusa implantasyonu,
embriyonun dis katmanlarmin bozulmasi ile desteklenmektedir. Bu yontem,

embriyonun sorunsuz implant yapmasina yardimci olmaktadir.

Donér Oosit ve Spermleri: Yardiml tireme teknolojisi ¢ogunlukla evli ¢iftin
oositlerini ve spermlerini kullanmaktadir, ancak oosit ve spermlerle ilgili ciddi
sorunlar oldugunda, verimi artirmak i¢in spermler veya hatta embriyo bir baskasindan

alinmaktadir.

Tasiyic1 Gebelik: Uterusu olmayan veya uterusu fonksiyonel olmayan bir kadin,
kendi oositi ve esinin spermi ile olusturulan embriyonun tasiyict anne vasitasiyla

tasinmasina karar verebilmektedir.

Evlat edinme: Bu, agiklanamayan birden fazla IVF basarisizlik dongiisii olan

ciftler i¢in bir segenek olabilmektedir.

4.5. KONTROLLU OVARYAN HIiPERSTIMULASYON

Yardimli iireme teknikleri (YUT) erkek ve kadin infertilitesini tedavi etmek igin
kabul edilen, spontan olarak gebelik elde edemeyen ciftlerin, gebelik elde edebilmeleri
icin yapilan tiim islemleri kapsayan ileri tekniklerdir (Ozpulat 2017). YUT
uygulamalarindan biri olan IVF, oosit ve spermlerin uygun laboratuvar kosullarinda
bir araya getirilerek dollenmelerini saglayan islemlerin biitiintidiir (Delilbas1 2008).

Diinya genelinde 8 milyon bebek IVF uygulamalariyla diinyaya gelmistir (Ratna ve
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ark. 2020). Giiniimiizde yapilan IVF uygulamalarinin temeli kontrollii ovaryan

hiperstimiilasyondur.

Kontrollii ovaryan hiperstimiilasyon (KOH), kaliteli embriyo eldesi icin tek
dongiide birden fazla folikiil ve dolayisiyla birden fazla olgun oosit gelisimini uyarma
teknigidir (Howie ve Kay 2018). YUT uygulamalarinda hastadan birden fazla oosit
elde edebilmek hem en kaliteli oositi segmek hem de birden fazla embriyo iireterek en
kaliteli bir veya iki embriyoyu transfer ederek basari sansin1 arttirmak icin KOH kritik
onem tasimaktadir (Howie ve Kay 2018). Oosit Kalitesini ve canli dogum oranlarini
artirmak, disiik ovaryum rezervi olan hastalarda ovaryan yaniti iyilestirmek ve
herhangi bir komplikasyon riskini azaltmak i¢in g¢esitli KOH protokolleri
gelistirilmistir. GnRH agonist veya antagonistleri kullanilarak, hipofizyer
downregiilasyon saglanarak veya downregiilasyon olmadan farkli gonadotropinlerin
kullanildig: farkl tedavi yontemleri bulunmaktadir. Her hastaya uyabilen tek bir
protokol olmadigindan se¢ilen tedaviler kadinin yasini, ovaryum rezervini, hormonal
durumunu, endometriozis, PKOS ve ovaryum kisti gibi iligkili durumlar ve varsa daha
onceki IVF siklusunda cevaplar1 goz Oniine alinarak kisisellestirilmelidir. Ek olarak,
KOH protokolii, tedavi masraflari ve kadinin tercihi agisindan giftlerle birlikte
degerlendirilerek secilmelidir. Bazi kadinlar daha hizli olmasi nedeniyle kisa
protokolii tercih edebilirken, bazilar1 endometriozis ile iligkili agrinin kontrolii

bakimindan uzun protokoliin denenmesini isteyebilmektedir (Giirgan ve ark. 2017).

IVF dongiisii, GnRH agonistleri kullanilarak hipofiz downregiilasyonu ile
baslamaktadir. Bunlar hipofiz fonksiyonunu engelleyerek erken endojen LH
dalgalanmasint  Onlemektedir ve IVF basar1 oranlarmi iyilestirmektedir.
Downregiilasyon olmadan erken ovulasyon, dongiilerin % 35'inde gerceklesmektedir.
Downregiilasyon, ince bir endometriyum ve ultrasonda sessiz ovaryumlar ile

dogrulanmaktadir. Downregiilasyona ulagmanin farkli yollar1 vardir.

GnRH agonistleri, GnRH reseptorleriyle etkilesen dekapeptidlerdir. Aminoasit
sekansindaki bazi aminoasitlerin farkli yerlesimiyle dogal GnRH’a gore yar1 6mrii (2-
4 dakika) ve yetenegi artmig molekiillerdir. GnRH agonistlerinin kullanimi, prematiire
LH pikini engelleyerek, folikiiler aktivasyonu yiikselterek ve elde edilen oosit sayisini
arttirarak siklus iptal oranlarini azaltmaktadir, bu yolla da KOH’u optimize etmektedir

(Giirgan ve ark. 2017). En yaygin yontem olan GnRH agonistleri uzun protokolde
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kullanilmaktadir ve folikiiler fazin ortasinda bu protokole baslanmaktadir.
Baslangigtaki uyarici etkiden sonra, agonistler GnRH reseptorlerini baskilamaktadir
ve sonraki olaylar1 inhibe etmektedir. Siirekli stimiilasyon hipofiz bezini

duyarsizlastirarak gonadotropinlerin salinimini azaltmaktadir (Howie ve Kay 2018).

GnRH antagonistleri, GnRH reseptorlerine yarigmali olarak baglanarak
gonadotropin sekresyonunda ani, hizli ve geri doniisiimlii inhibisyona neden
olmaktadir. GnRH antagonistleri gibi antagonistler de aminoasit siralamasindaki
degisimler ile elde edilmektedir. Akut baskilatic1 etkilerinden dolayr GnRH
antagonistleri prematiire LH pikini engellemek amaciyla tedavi siirecine, folikiiler
fazin herhangi bir asamasinda baslanabilmektedir. Verilislerini takiben hizli ve geri
dontigimlii olarak FSH ve LH salinimini inhibe etmektedirler (Kahyaoglu 2019;
Giirgan ve ark. 2017).

GnRH agonist veya antagonistlerinden sonra gonadotropinler ile folikiiler gelisim
baslatilmaktadir. Onceleri, insan iiriner menopozal gonadotropinleri kullanilmustir,
ancak bunlar kontaminasyon ajanlari ve LH ve FSH’1n degisken konsantrasyonlarini
icerdiginden alternatifler aranmistir. Daha sonra, rekombinant FSH ve LH
gelistirilmistir (Nardo ve ark. 2013). Rekombinant FSH, 2011 yilinda yayinlanan bir
derlemede, idrar kaynakli gonadotropinler ile karsilastirilmis ve canli dogum hizi veya
ovaryan hiperstimiilasyon sendromu oranlarinda klinik olarak anlamli bir fark
bulunamamistir. Gonadotropin se¢iminin ilaca ulasilabilirlik ve maliyetlere bagh

olmasi 6nerilmektedir (van Wely ve ark. 2011).

GnRH agonistleri LH salinimin1 baskiladigindan, sonraki LH eksikligi folikiiler
olgunlagsmay1 onleyebilmektedir ve IVF basarisint azaltabilmektedir. LH destegi,
rekombinant LH ile saglanabilmektedir veya iriner insan menopozal
gonadotropininden saflastirilan FSH ile kombine edilebilir. Bununla beraber 2018
yilinda yapilmis baska bir derlemeye gore ise rekombinant LH in gebelik oranini
artirabildigi, ancak canli dogum hizinda iyilesme olmadigini1 gosteren bazi kanitlar

gosterilmistir (Howie ve Kay 2018).

Dogal bir dongiide LH 1n ani yiikselisi, oositin metafaz II'ye ge¢gmesini, baskin
folikiiliin  yirtilmasin1  ve korpus luteumun olugsmasini saglamaktadir. IVF
protokoliinde bu asama, yapisal olarak LH’a benzer oldugu icin genellikle hCG

enjeksiyonuyla indiiklenmektedir. Yapilan bir ¢alismada, rekombinant ve liriner hCG
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karsilastirilmis ve hCG kullanildiginda oosit sayisinin arttigi gosterilmistir (Youssef
ve ark. 2016). En sik kullanilan matiirasyon yontemi olmasina ragmen hCG’nin,
Ovaryan hiperstimiilasyon sendromuna neden oldugunu bildiren ¢ok sayida calisma

mevcuttur (Cetin ve ark. 2017).

4.6. OVARYAN HIPERSTIMULASYON SENDROMU

4.6.1. Tanim

Ovaryan hiperstimiilasyon sendromu (OHSS), infertilite tedavisinde kullanilan
KOH’un iyatrojenik bir komplikasyonudur. Diinya Saghk Orgiitii'ne gore siddetli
OHSS oran1 % 0,2-1 arasindadir (Cetin ve ark. 2017). Bu oran 18. Avrupa IVF Gozlem
Raporu’na gore 2014 yilinda % 0,3 olarak tespit edilmistir (De Geyter ve ark. 2018).
Sendrom, intravaskiiler alandan ekstravaskiiler alana siv1 gegisi ile karakterizedir. Sivi
gecisleri ilk etapta abdominal bosluga olurken, daha ileri vakalarda plevral ve
perikardiyal alanlara da olabilmektedir. Kadinlarda erken luteal fazda veya erken
gebelik doneminde olusabilmektedir. Genellikle, ovulasyonun uyarilmasindan birkag
giin sonra belirtiler ortaya ¢ikmaktadir (Sekil 7) (Delvigne ve Rozenberg 2002; Cetin
ve ark. 2017).

OHSS’nin baslangi¢ formunda, ovaryumlarin boyutunda artis ve abdominal
rahatsizliklar goriilmektedir. Sonrasinda, ovaryumlar kistik hale gelmekte ve
abdominal siskinlik, agri, mide bulantisi, kusma ve bazen de ishal ortaya ¢ikmaktadir.
Ileri evrelerde, sadece vajinal ultrason ile belirlenebilen asit veya klinik boyutlara
ulasan asit gézlenmektedir. Protein acisindan zengin bu ekstravaskiiler sivi, peritonda,
plevrada ve hatta perikardiyak boslukta birikmektedir. Intravaskiiler hacmin
azalmasma ve hemokonsantrasyon, vazokonstriktdr ve antinatriliretik faktorlerin
artmasina, ciddi hipoalbiiminemi ve bazen hipovolemi, oligiiri ve elektrolit
dengesizligine neden olmaktadir. Tromboembolik fenomen OHSS'nin nihai
komplikasyonudur ve sonugta ¢oklu organ yetmezligi (renal, hepatik ve respiratuvar
sistem basarisizligi) ile 6limle sonuglanabilmektedir (Delvigne ve Rozenberg 2002;
Blumenfeld 2018).
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Uciincii bosluklara
siv1 gecisi

Hipovolemi
Asit Azalmis organ Hemokonsantrasyon
Hidrotoraks perfiizyonu Hiperkoagiilabilite
Kompartman sendromu Karaciger/Bobrek Tromboembolik
vetersizligi olaylar

Sekil 7. OHSS patofizyolojisi (Timmons ve ark. 2019)

4.6.2. Siniflandirilmasi

OHSS simiflandirmalarinin amaglari iki yonliidiir: (i) tahmin etme ve Onleme

becerilerini gelistirmek icin OHSS'nin farkli siddet asamalar1 ve derecelerinin

insidansin1  kargilagtirmak ve (ii) yOnetim semalarini standart ve optimize hale

getirerek tedaviyi kisisellestirmek. Bu nedenler dogrultusunda OHSS hafif, orta,

siddetli ve kritik olmak iizere 4 sinifa ayrilmistir. Veriler, tiim IVF sikluslarinda hafif
OHSS insidansinin % 20-30, orta-siddetli OHSS insidansinin % 1-5 ve kritik OHSS
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insidansimin % 01-2 oldugu bildirilmistir. OHSS smiflandirmasi ve klinik belirtileri
Tablo 2’de 6zetlenmistir ( Cetin ve ark. 2017; Blumenfeld 2018).

Tablo 2. OHSS siniflandirmasi ve klinik belirtileri

Siif

Klinik belirtiler

Hafif

Karm sigkinligi
Hafif bulanti-kusma
Diyare

Scm’den kiigiik ¢apli ovaryumlar

Orta

Hafif formun belirtilerine ek olarak karinda asit varligi

Siddetli

Orta formun belirtilerine ek olarak;
Klinik asit

Siddetli karin agrist

Siddetli bulanti-kusma

Kilo alimi artis1

Plevral effiizyon

Siddetli dispne

Oliguri/Antiri

Senkop

Venoz tromboz

Kritik

Siddetli formun belirtilerine ek olarak;
Akut bobrek yetmezligi

Aritmi

Perikardiyal effiizyon

Tromboemboli

Massif hidrotoraks

Sepsis

Akut Respiratuvar Distres Sendromu
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4.6.3. Patofizyolojisi

Kesin patofizyolojik mekanizmalar acik bir sekilde aydinlatilmamis olsa da
OHSS'nin klinik belirtilerinden sorumlu altta yatan mekanizma, kan damarlarinin
kilcal gegirgenliginde bir artis gibi goriinmektedir. Bu artmis vaskiiler gecirgenlik,
akut hemodinamik anormallikler ve genis klinik semptomlar ile iliskili olarak sivinin
intravaskiiler bosluktan ekstravaskiiler alanlara ve viicut bosluklarina hizli ve yogun
bir sekilde ge¢cmesine neden olmaktadir. OHSS'min patofizyolojik siirecine c¢esitli
sistemlerin ve aracilarin dahil oldugu ileri siiriilmiistiir. Baslica nedenler sunlardir

(Nastri ve ark. 2010; Blumenfeld 2018):

e Ovaryan renin-anjiyotensin sistemi

e LHvehCG

e Histaminler

e Sitokinler

e Vaskiiler Endotelyal Biiytime Faktorii (VEGF)
e Pigment Epiteli Kaynakli Faktér (PEDF)

Ovaryan renin-anjiyotensin sistemi

Plazma renin aktivitesi ile OHSS'nin siddeti arasinda dogrudan bir korelasyon
yirmi yildan uzun bir slire Once tanimlanmistir. Prorenin, baglica bobrekteki
jukstaglomertiler hiicrelerde sentezlenmektedir. Ek olarak ovaryum, plasenta ve diger
dokular tarafindan da iiretilmektedir. Anjiyotensinojen, renin tarafindan anjiyotensin
I’e donistirilmektedir. Anjiyotensin I, anjiyotensin doniistiiriici enzim ile
anjiyotensin 1I’ye dondstiiriillmektedir. Menstrual dongiide proreninin LH ve
progesteron ile korelasyon gdsterdigini belirtilmistir. Menstrual dongiiniin ortasindaki
LH artisina paralel olarak prorenin artis1 ve orta luteal fazda progesteron artigina
paralel olarak aktif renin artist olmaktadir. Plazmadaki prorenin ayrica KOH
uygulamasindaki hCG indiiksiyonundan sonra yaklasik 10 kat artmaktadir. OHSS'li
kadinlarda anjiyotensin II'nin folikiiler s1v1 ve abdominal asit konsantrasyonu, plazma
konsantrasyonundan daha yiiksektir ve siddetli OHSS durumunda plazma anjiyotensin
doniistiiriicii enzimin de yiikseldigi bildirilmistir (Nastri ve ark. 2010; Palumbo ve ark.
2016; Blumenfeld 2018).
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LH ve hCG

hCG, yaklasik 36 kDa’lik bir glikoproteindir. Ozel fizyolojik rollere sahip 4 farkl:
hCG birimi bulunmaktadir ve ortak o ve B alt birimlerini paylagsmaktadir. Bunlar
plasental hCG (tipik), hiperglikolize hCG (h-hCG), hipofizyer hCH (p-hCG) ve kanser
hiicreleri tarafindan salgilanan hiperglikolize B-alt birimdir. Tipik hCG ve p-hCG,
hormonal fonksiyona sahipken, hiperglikolize analoglari otokrin/parakrin etki

gostererek daha lokal gorevler listlenmektedir (Borisova ve ark. 2017).

hCG, LH ile ayn1 LHR reseptoriine baglanmaktadir. LHR, G-protein eslikli bir
reseptordiir. hCG’nin reseptor afinitesi LH’tan daha yiiksektir ve yarilanma omrii

LH’tan daha fazla oldugundan resept6r uyarimi daha uzun siirelidir (Borisova ve ark.
2017).

Ovaryumlardaki LHR, teka ve graniiloza hiicre ylizeylerinde yer almaktadir. Bu
reseptor, LH veya hCG varliginda sinyal iletimini 2 yolak ile saglamaktadir. Bunlardan
ilki Fosfolipaz C, Protein Kinaz C (PKC) ve Ekstraseliiler Sinyalle Diizenlenen Protein
Kinazlar 1 ve 2 (ERK1/2) aktivasyonudur. Uyarilan diger yolakta ise Adenilat Siklaz
(AC) islev gormektedir. AC’nin aktivasyonu, Protein Kinaz B (AKT), Protein Kinaz
A ve ERK1/2 molekiilleriyle sinyal akisini saglamaktadir. Sonugta, steroidogenez ve

gen ifadeleri regiile edilmektedir (Borisova ve ark. 2017).

Yapilan ¢alismalar, OHSS'nin ana nedeninin, mevcut IVF protokollerinde oosit
olgunlagmasini indiiklemek i¢in hCG kullanimidir. Normal menstrual dongiide oosit
olgunlagsmas1 i¢in fizyolojik uyaran, yaklasik 48 saatlik bir siireye sahip LH
dalgalanmasidir. hCG, uygulandiktan sonra bir haftaya kadar dolasimda kalan LH
benzeri aktiviteye sahiptir ve bu nedenle ovaryumlarin asir1 stimiilasyonuna ve OHSS

olusumuna neden olmaktadir (Abbara ve ark. 2015).
Histaminler

Hayvan modelinde OHSS nin antihistaminik preparatlar uygulanarak tavsanlarda
bloke edilebildigi bildirilmistir. Antihistaminik ile tedavi edilen hayvanlarda
hiperstimiile ovaryumlarin kontrol grubuna gore daha hizli geriledigi gozlenmistir. Bu
deneysel ¢alismalar umut verici sonuglar vermesine ragmen, daha sonraki ¢aligmalar
OHSS'nin indiiklendigi tavsanlar ve kontroller arasindaki histamin diizeylerinde higbir

fark olmadigini gostermistir (Dauod ve Schenker 2018).
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Sitokinler

Bazi immiin sistem {riinleri OHSS patofizyolojisi ile iligkilendirilmistir. Baz1
sitokinler, geg folikiiler olgunlagsma, ovulasyon, korpus luteum fonksiyonu ve embriyo
implantasyonu sirasinda meydana gelen inflamatuvar siiregle iligkilidir. Yapilan
calismalarda, Timdr nekroz faktorii a (TNF-o), Interlokin-1 (IL-1), -2 (IL-2), -6 (IL-
6) ve -8 (IL-8)’in vaskiiler gegirgenlik degisimlerini uyardig: bildirilmistir. IL-6, 1L-8
ve TNF-a seviyeleri OHSS hastalarinin periton sivisinda kontrollere goére anlaml
derecede artmustir. IL-6 ayrica anjiyogenez siirecine de katilmaktadir (Pellicer ve ark.
2019).

Vaskiiler Endotelyal Bityiime Faktorii (VEGF)

OHSS gelisimini saglayan gercek faktor bir dizi 6n kosulu yerine getirmelidir.
Ifadesi hCG ile arttirilmali ve OHSS vakalarinda daha yiiksek olmalidir. Vaskiiler
gecirgenlik tizerinde belirgin ve giiclii bir etkiye sahip olmalidir ve bu faktoriin

inhibisyonu OHSS'nin Klinik belirtilerini inhibe etmelidir (Pellicer ve ark. 2019).

Giliniimiizde hCG’nin etkiledigi faktor, tiimor hiicreleri tarafindan salgilandiginda
onemli dl¢iide vaskiiler gegirgenlige neden olabilmesi nedeniyle baslangicta Vaskiiler
Gegirgenlik Faktorii (VPF) olarak tanimlanan Vaskiiler Endotelyal Biiylime Faktorii
(VEGF) olarak kabul edilmektedir. Histamin ile karsilastirildiginda, VEGF endotel
gegcirgenligini 50.000 kat arttirmaktadir (Roberts ve Palade 1995).

Insan VEGF geni 6p12 kromozomu iizerinde yer almaktadir ve sekiz eksondan
olugmaktadir. VEGF geni, kemirgenlerde ve insanlarda ayni ekzon yapisinm
gostermektedir, aralarinda % 95 protein homolojisi vardir (Burchardt ve ark. 1999).
VEGF, 38-46 kDa'luk heparin baglayan homodimerik glikoproteindir. Platelet
Kaynakli Biiyiime Faktorii (PDGF) ailesine aittir ve ovaryumdaki graniiloza
hiicrelerinden de salgilanan ana proanjiyogenik faktordiir (Pellicer ve ark. 2019). Sigan
ovaryumundaki hibridizasyon ¢aligmalari, ¢ogunlukla LH dalgalanmasindan sonra

VEGF mRNA ifadesinin 6nemli 6l¢iide arttigini gostermistir (Phillips ve ark. 1990).

VEGF biyolojik etkilerini, tirozin kinaz reseptor ailesine (VEGFR-1 (Flt-1) ve
VEGFR-2 (Flk1/KDR)) ait olan ve endotelyal hiicre yiizeyinde bulunan reseptorlere
baglanarak gerceklestirmektedir. VEGFR-2, vaskiiler gecirgenlik, anjiyogenez ve

vaskiilogenezin diizenlenmesinde rol oynarken, VEGFR-1, endotelyal hiicreler
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arasindaki sik1 baglantilarin olusumunu ve korunmasini kontrol etmektedir (Shalaby
ve ark. 1995). Ek olarak VEGFR-1, mRNA o&nciiliiniin alternatif splicing ile ¢oziiniir
bir reseptor (sVEGFR-1) olarak iiretilmektedir (Kendall ve ark. 1996). Bu reseptoriin
VEGF'yi baglamak i¢in VEGF-1 ve VEGF-2 reseptorleri ile rekabet ettigi ve vaskiiler
gecirgenligi engellemek i¢in VEGFR-2 ile heterodimerize oldugu goriilmektedir
(Roeckl ve ark. 1998).

VEGF'nin KOH hastalarinda hCG ile arttigmma dair birgcok kanit mevcuttur.
Gonadotropin stimiilasyonunu KOH olarak uygulayan bazi deneyler, ovaryumlarin
genisledigini, abdominal asit artisinin bulundugunu ve ovaryan VEGF, VEGFR-2
MRNA ve protein seviyelerinin arttigini gostermistir. hCG uygulamasi tim bu
parametreleri maksimum diizeye cikarmistir. Bu etkiler ¢evre dokulara degil
ovaryuma Ozgilidiir. Bununla birlikte overektomize hayvanlarda asit olusmamistir

(Gomez ve ark. 2003; Gomez ve ark. 2011).

Scotti ve ark (2014), 36 sican kullandiklar1 calismalarinda deneysel OHSS
olusturulan sicanlarda, VEGF inhibit6rii olan TRAP ile VEGF'yi inhibe etmislerdir ve
sonucta OHSS'nin erken belirtileri olan progesteron ve dstrojen seviyelerindeki artigin
ve ovaryumdaki kistik yapilardaki artisin azaldigin1 gostermislerdir (Scotti ve ark.
2014).

Endotelyal hiicre-hiicre baglantilart VEGFnin hedefleridir. Artmus VEGF
diizeyleri ile birlikte kaderin ekspresyonunda bir artis gozlenmistir. Ek olarak
endotelyal hiicrelerde konformasyonel degisimler ve buna bagh vaskiiler gegirgenlik
artis1 saptanmistir (Villasante ve ark. 2007). Tiim bu bulgulara dayanarak OHSS
patogenezinin temel bileseninin VEGF artis1 oldugu kabul edilmektedir (Bar-Joseph
ve ark. 2016).

Pigment Epiteli Kaynakh Faktor (PEDF)

Son birka¢ y1lda PEDF, OHSS patofizyolojisinin yeni bir faktorii ve olasi aracisi
olarak ortaya cikmistir. PEDF, 50kDa’luk bir glikoproteindir. Serin proteaz
inhibitorleri ailesine ait, ndrotrofik ve immiinomodulatuvar 6zelliklere sahip dogal bir
anjiyogenez inhibitoriidiir PEDF, proanjiyojenik faktorlerin aktivitesini inhibe
etmektedir ve VEGF’nin endotelyal hiicreler {zerindeki etkilerini inhibe

edebilmektedir. Bir grup arastirmaci, PEDF’nin hormonlara bagl olarak graniiloza
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hiicrelerinde ifade edildigini ve salgilandigini bulmuslardir ( Chuderland ve ark. 2013,;
Craword ve ark. 2013; Miller ve ark. 2015; Bar-Joseph ve ark. 2016; Miller ve ark.
2016).

Chuderland ve ark graniiloza hiicrelerinde ve fareler lizerinde yaptiklari
¢alismada, hCG’nin, in vivo ve in vitro PEDF ekspresyonunu azalttigini ve PEDF
ekspresyonunun, VEGF ekspresyonunun zit yonlii ¢alistigini gostermislerdir. Ayni
calisgmada, PEDF ve VEGF arasindaki dengenin ovaryumun fizyolojik fonksiyonunu
diizenledigi ve bu iki antagonistik regiilator arasindaki hassas dengenin kismen hCG

veya LH tarafindan modiile edilebildigini belirtmislerdir (Chuderland ve ark. 2013).

Graniiloza hiicrelerindeki LH sinyal yolag1 iyi bilinmektedir. LH, G-protein eslikli
LH reseptoriine baglanarak hiicre i¢cindeki PKA ve PKC yolagim aktive etmektedir.
Ayrica, LH ile stimiilasyon, kismen PKA ve PKC’nin de aracilifiyla, Epidermal
Biiylime Faktorii (EGF) benzeri bliylime faktorleri ile EGF reseptoriiniin
transaktivasyonunu indiiklemektedir. Bar-Joseph ve ark yaptiklari c¢aligmada,
PEDF’nin hCG ile azaldigini; bu azalmanin PKA ve PKC yolaklar: iizerinden
oldugunu bildirmislerdir. Yine ayni1 ¢alismada, PKA ve PKC’nin inhibisyonunun,
PEDF azalmasimi Onledigini; PKC agonisti verildiginde ise PEDF’nin azalma
gosterdigini belirtmislerdir. Sonug olarak, hCG’nin PEDF seviyesini azaltirken, VEGF
seviyesini arttirdig1 ve bu yolagin PKA ve PKC aracili oldugu rapor edilmistir (Sekil
8) (Bar-Joseph ve ark. 2016).
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Sekil 8. hCG aracili PEDF ve VEGF sinyalizasyonunun sematik gosterimi (Bar-
Joseph ve ark. 2016)

4.6.4. Risk Faktorleri

Cok sayida risk faktorii OHSS gelisimine katkida bulunmaktadir. Bunlar:

e (Geng yas
e Daha dnceki OHSS o6ykiisii
e PKOS

e Bazal serum AMH diizeyinin >3,3ng/ml olmasi ve >8 adet antral folikiil varlig
e Folikiil sayis1 (>10mm iizeri >20 adet folikiil)

e Yiiksek veya hizla yiikselen serum Ostrojen konsantrasyonu.

e [VF’de toplanan oosit sayisi (bu say1 arttik¢a risk artmaktadir)

e Luteal faz destegi i¢in progesteron yerine hCG kullanilmasi

e (Gebelik olugmasi

Geng yasta olmanin OHSS riskini arttirdig1 diisiiniilmektedir. Bunun nedeni, geng

bir ovaryumda daha fazla sayida gonadotropin reseptoriiniin bulunmasi ve
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stimiilasyona duyarliligin daha yiiksek olmasi olarak agiklanmistir (Timmons ve ark.
2019). Genis kapsamli (144 ¢alisman) yapilan sistematik derlemede, 35 yasin altindaki
kadinlarda OHSS riskinin % 60 daha fazla bulundugu rapor edilmistir (Medicine
2016). Ancak bazi c¢alismalar, gen¢ yasin OHSS riskini arttirmadigini da
belirtmektedir (Cetin ve ark. 2017).

PKOS’un, OHSS riskini arttirdig1 bildirilmistir. Ozellikle 10 mm’den kiiciik 10
adetten fazla folikiil varligit OHSS’ye zemin olusturmaktadir (Timmons ve ark. 2019).
Yapilan bir ¢calismada, siddetli OHSS hastalarinin % 63’iinlin ayn1 zamanda PKOS
hastas1 oldugu gosterilmistir (MacDougall ve ark. 1993).

Daha 6nceden OHSS ge¢irmis olan kadinlarin yeni IVF dongiisiinde tekrar OHSS
gelistirme riski yliksektir. Tatar ve ark, OHSS gec¢cmisi olan kadinlardaki OHSS
gelisme riskini, olmayanlara gore 15,2 kat daha fazla bulmuslardir (Tatar ve ark.
2013).

Yiiksek bazal AMH, OHSS'nin birincil risk faktorleri arasinda tanimlanmistir. Lee
ve ark tarafindan 262 IVF hastasi ile yapilan ¢alismaya gore, 3,6 ng/ml bazal serum
AMH seviyesindeki artigsa bakilarak, % 90,5 hassasiyet ve % 81,3 6zgiilliikk ile OHSS
tahmin edebilmektedir (Lee ve ark. 2008).

Antral folikiil sayisi, OHSS gelisimini tahmin etmede yardimci olabilmektedir.
Jayaprakasan ve ark’nin 2012 yilinda yaptig1 bir ¢alismada, 24’ten fazla antral folikiil
varliginin orta ve siddetli OHSS riski ile iliskili oldugunu bildirilmistir (Jayaprakasan
ve ark. 2012).

OHSS insidansinin analiz edildigi tiim ¢caligmalarda, sendromun ortaya ¢ikmasinin
gebelik sansi ile baglantili oldugu kaydedilmistir. OHSS gelisme riski hem IVF'de hem
de ovaryum indiiksiyon dongiilerinde hamilelik meydana geldiginde 2 ile 5 kat daha
yiiksektir (Delvigne ve Rozenberg 2002). Erken OHSS'nin eksojen hCG
uygulamasinin akut bir sonucu (hCG uygulamasinda sonraki 1-10 giin i¢inde) oldugu
ileri stirtiliirken, ge¢ OHSS, gebelige bagli olarak salgilanan endojen hCG (hCG
uygulamasindan 13-38 giin sonra) tarafindan indiiklendigi ve sadece gebe hastalarda,
Ozellikle birden fazla gebelik kesesi olanlarda gozlendigi bildirilmistir (Lee ve ark.
2010).
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Baglangigta ostrojenin OHSS patofizyolojisindeki rolii biiyiik ilgi uyandirmistir,
¢linkii bu hormonun yiiksek seviyesi bu sendromla giiglii bir sekilde iliskilidir. Bu
iliski, arastirmacilar1 6strojen konsantrasyonundaki yiikselmenin bu sendroma neden
olduguna inanmasina neden olmustur. Bununla birlikte, 6strojenin OHSS gelisimi igin
gerekli olmadigr gosterilmistir; ¢iinkii 17,20-desmolaz aktivite eksikligi olan bir
kadinda, diisiik Ostradiol diizeylerine ragmen IVF sirasinda OHSS geligmistir. Ek
olarak, sadece yiiksek Ostradiol seviyeleri degil, hCG de yiikseldiginde OHSS ortaya
cikmaktadir. Giinlimiizde artmis serum Ostradiol ve OHSS seviyeleri arasindaki iliski,
sadece graniiloza hiicre aktivitesinin bir belirteci olarak kabul edilmektedir. Bununla
birlikte, OHSS goriilen kadinlarda serum 6strojen seviyesi yiiksek oldugundan (2500
pg/ml’den fazla) veya hizla yiikseldiginden, dstrojen hala OHSS belirteclerinden biri
olarak kabul edilmektedir (Nastri ve ark. 2010).

4.6.5. Onlenmesi

OHSS'min o6nlenmesi ve erken taninmasi hastanin giivenligini saglamak i¢in
onemlidir. Onlemenin ilk adim1, hastanin stimiilasyon olgusunu bireysellestirmek igin
risk faktorlerinin tanimlanmasidir. Ovulasyon indiiksiyonu i¢in stimiilasyon
semalarinin dogru adaptasyonu OHSS insidansinin azalmasina neden olmaktadir.
Daha sonra, gonadotropinlere karsi ovaryan cevabin siki bir sekilde izlenmesi ve
stimiilasyonun ovaryum yanitina gore uyarlanmasi gerekmektedir (Delvigne ve
Rozenberg 2002). OHSS'yi tamamen ortadan kaldiracak higbir yontem yoktur.
Bununla birlikte, 6nlenmesi hayat kurtarici olabilir ve esas olarak tedavisi yerine tercih

edilmektedir.

Ovulasyon indiiksiyonu: OHSS riski ge¢mise, fizik muayeneye, ultrason
sonuglarina ve antral folikiil sayisina gore ayr1 ayri degerlendirilmelidir. PKOS'lu
hastalar OHSS i¢in daha ytiksek risk altindadir. PKOS'lu hastalarda ovulasyon i¢in
minimum gonadotropin dozu kullanilmalidir ve yavasga arttirma stratejilerinin,
yavasca azaltma stratejilerinden iistiin oldugu diistiniilmektedir. Bir arttirma stratejisi
sirasinda, diisitk dozda gonadotropin (75 IU) ile ovulasyon indiiksiyonu baslatilir.
Gonadotropin, ancak 10 mm’den daha biiyiik bir folikiil gelistirilmemigse, 14 giin
sonra artacaktir. Uygun doz 18 mm’den biiylik en az 1 folikiil iiretilinceye kadar

stirdiiriilmelidir (Jahromi ve ark. 2018).

40



Metformin: Kapsamli bir derlemede (798 vaka ile yapilan 8 randomize kontrollii
calisma yer almaktadir), metforminin OHSS riskini % 63 oraninda azalttigi, klinik
gebelik oranlarmi arttirdigi ve canli dogum oranlaria etki etmedigi sonucuna
varilmistir. OHSS'yi 6nlemek i¢in KOH'tan en az 2 ay 6nce giinliik 1000 ile 2000 mg

arasinda metformin dozu onerilmektedir (Tso ve ark. 2014).

Ovulasyon icin aromataz inhibitorleri: Aromataz inhibitorleri, sitokrom p450
enzimlerini inhibe ederek Ostrojen iiretiminin azalmasina neden olmaktadir. Bu yolla,
FSH {iretimi artmakta ve folikiilogenez uyarilmaktadir. Sonug olarak, negatif feed-
back mekanizmalar1 bozulmadan kalmakta ve ovulasyon uyarimi sirasinda OHSS
insidansini azaltmaktadir. Bununla birlikte, bir Cochrane derlemesi, diger ovulasyon
uyarici ilaglarin aksine aromataz inhibitorlerinden sonra OHSS oranlarinda herhangi

bir fark gosterememistir (Jahromi ve ark. 2018).

Polikistik over sendromlu hastalarda laparoskopik ovaryan drilling:
Laparoskopik ovaryan drilling (LOD), ovaryum stimiilasyonundan 6nce ovulasyonu
arttirmak i¢in alternatif bir yontem olarak disiiniilebilmektedir. LOD'un temel
avantaji, ovulasyon indiiksiyonu i¢in gerekli gonadotropinlerin dozunu ve siiresini
azaltmaktir. LOD, bir veya her iki ovaryum igin, 4-10 mm derinliklerde 4-10
koterizasyon noktasini indiikleyebilmektedir. Her bir ovaryumda 4 noktadan daha az
drilling uygulamasi, gebelik oranlarmin diismesine ve 10'dan fazla noktanin
indiiklenmesi ovaryum hasaria neden olabilmektedir. En iyi sonuglar yiiksek serum

LH seviyesine sahip zayif kadinlarda goriilmistiir (Jahromi ve ark. 2018).

hCG alternatifleri: Folikiillerin olgunlagsmasini ve ovulasyonu tetiklemek igin
tercih edilen ilag, OHSS gelisiminin olas1 riskine dayanarak secilmelidir. Ekzojen
hCG, uzun stiredir LH artisin1 tetiklemek i¢in kullanilmistir. Bununla birlikte, 24 saati
asan uzun yarilanma dmrii nedeniyle luteotrofik etkilere yol agmaktadir (Jahromi ve
ark. 2018). hCG'nin geleneksel 10000 IU dozu yerine 3300 IU hCG dozunun YUT
uygulamalarinda etkili oldugu, ancak 2000 IU dozunun etkili olmadig1 bildirilmistir.
Fakat diisiik doz uygulamalar1 ve OHSS riski arasinda heniiz bir fikir birligi yoktur
(Fiedler ve Ezcurra 2012). Serum 6strojen konsantrasyonlart 3000 pg/ml’den yiiksek

olan kadinlarda hCG dozunun yariya diisiiriilmesi tavsiye edilmektedir.

GnRH agonistleri, hipofizden LH salinimin1 uyararak, yarilanma 6mrii hCG’den

daha kisa gonadotropin kaynag1 saglamaktadir. Yiiksek OHSS riski tasiyan kadinlarda,
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GnRH antagonisti protokolii sirasinda ovulasyonun GnRH agonisti ile saglanmasi ve
embriyolarin dondurulmasi stratejisi, OHSS riskini nerdeyse ortadan kaldirmaktadir.
Ancak yapilan bir ¢alismaya gore bu yaklasim, hCG yaklasimima gore gebelik

oranlarini diistirmektedir (Jahromi ve ark. 2018).

GnRH reseptorii olan GnRH-R, ilk olarak fare gonadotrop hiicre hattindan,
sonrasinda ¢ok sayida memeliden, omurgalidan ve omurgasizlardan klonlanmaistir. Bu
reseptdr, 7 transmembran zincire sahip G-protein eslikli reseptordiir. Diger G-protein
eslikli reseptorlerden farki, sinyal inhibisyonu i¢in dakikalar i¢inde duyarsizlasmasina
neden olan karboksil terminal kuyrugunun olmamasidir. Bdylece ovulasyon igin
gerekli olan uzun siireli LH kaynagi saglanabilmektedir. Bununla birlikte, GnRH
agonistlerinin uzun siireli (1-3 hafta) kullanimi, insanlarda dolagimdaki
gonadotropinlerde diisiise neden olmaktadir. Duyarsizlagtirma mekanizmasi temel
olarak inositol trifosfatin Ca*? mobilizasyonunu saglayamamasi ve/veya protein kinaz
aktivasyonunun yavaslamasidir. Gonadotrop hiicre GnRH agonistine cevap vermeye
devam eder ancak biyolojik olarak aktif gonadotropinleri salgilayamamaktadir (Millar
ve Newton 2013).

Teorik olarak rekombinant LH kullanimi, OHSS riskini azaltmaya uygun bir
stratejidir. Ancak Youssef ve ark rekombinant ve iiriner hCG arasinda bir farka
rastlamamiglardir (Youssef ve ark. 2016). Daha sonra yapilan c¢alismalarda
rekombinant LH’in diisiik gebelik oraniyla iligkili oldugu rapor edilmistir

(Papanikolaou ve ark. 2011).

OHSS riski yiiksek olan hastalarin GnRH antagonist protokollerinden gegtikten
sonra minimum risk tastyacagi kanitlanmigtir. Bununla birlikte, GnRH antagonist
protokollerinin kullanimlarinin ilk yillarindan sonra etkinligi ve gebelik oranlari ile
ilgili tartigmalar olmustur. Kanada Jinekoloji ve Obstetrik Cemiyeti yiiksek riskli
kadinlarda ve oosit veya embriyonun dondurulacagi uygulamalarda GnRH
antagonistine ek olarak GnRH agonisti kullanilmasin1 onermektedir (Cetin ve ark.

2017).

Coasting yaklasimi: Bu yaklasim gonadotropinlerin kesilmesi ve hCG
uygulamasinin geciktirilmesi veya ertelenmesi anlamina gelmektedir. Serum Gstrojen
seviyesinin veya folikiil sayisinin ¢ok yiiksek diizeye ulastigi hastalarda, hCG

uygulamasi, Ostrojen seviyeleri diisene veya sabit kalana kadar birkag giin
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geciktirilebilmektedir. =~ Coasting  siliresi ~ boyunca  hi¢gbir  gonadotropin
uygulanmamalidir. Serum 6strojen seviyesi genellikle her 2 giinde bir iki katina ¢ikar
ve onde gelen folikiiller 8-10 mm'ye ulastiginda ve LH reseptorleri ortaya ¢iktiginda
folikiil ¢cap1 giinde 1,5-2 mm artar. Gonadotropin uygulamasi durdurulduktan sonra,
olgun folikiiller 4 giin boyunca biiylimeye ve serum Ostrojen konsantrasyonlari
yaklasik 1 veya 2 giin boyunca artmaya devam etmektedir. Erteleme islemi, gebelik

oranlarinin diismemesi i¢in 4 giinden fazla siirmemelidir (Jahromi ve ark. 2018).

Kadinlarda KOH protokolii esnasinda ortaya ¢ikan bulgulara gore stimiilasyon
siklusu hCG verilmeden iptal edilebilmektedir. Ancak folikiiler gelisim uyarildig1 i¢in,
endojen LH’a bagl olarak ovulasyon olabilmekte ve gebelik olusabilmektedir. Bunun
sonucunda ise, yiiksek riskli kadinda gebelikle beraber OHSS bulgular1 daha da
kotiilesebilir. Bu nedenle, siklus iptali yapilan kadinlara 11 giine kadar koitus yasagi

da getirilmektedir (Delvigne ve Rozenberg 2002).

Albiimin: OHSS'yi 6nlemek i¢in intravendz albiimin uygulanmasi 6nerilmektedir.
Albiiminin, vazoaktif maddelerin korpus luteumdan salinmasin1 6nledigi ve OHSS'yi
indiikleyebilecek diger ek maddelerin sentezini inhibe ettigi diistiniilmektedir. Ayrica,
albimin  intravaskiiller —hacmi  korumaya yardim ederek  hipovolemi,

hemokonsantrasyon, asit ve plevral efiizyon gelisimini 6nleyebilmektedir (Venetis ve

ark. 2011).

Hidroksietil starch soliisyonu: Insan albiimininde kontaminasyon olabilmesi
thtimali farkli bilesik ihtiyaci dogurmustur. Hidroksietil starch soliisyonu (HES),
biyolojik olmayan, ucuz bir ¢ozeltidir. Bu ¢ozeltide farkli molekiil agirligina sahip
cesitli bilesikler bulunmaktadir. HES, Intravaskiiler hacmi belirgin sekilde arttirarak
ozmotik basing artis1 saglamaktadir. Ayrica serumdaki yarilanma omrii yaklagik 10
saattir ve platelet birikimine neden olmamaktadir. Bu yonleriyle OHSS riskini azalttig:

diistiniilmektedir (Delvigne ve Rozenberg 2002).

Dopamin agonisti kullanma: Son kanitlar, hCG uygulanan giinden itibaren bir
dopamin agonistinin uygulanmasinin, hCG'ye bagli VEGFR-2 fosforilasyonunu
inhibe ederek OHSS insidansin1 azaltabildigini gostermektedir. Dopamin
agonistelerine kabergolin ve guinadagolid 6rnektir. Intravendz albiimin ile kabergolin
kullanimini karsilagtiran iki randomize kontrollii ¢alisma, kabergolinin (0,5 mg/giin)

OHSS'nin 6nlenmesinde albiiminden daha etkili oldugunu, kabergolinin hematokriti,
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asidi ve orta OHSSyi azalttigin1 gostermistir (Tang ve ark. 2012; Tehraninejad ve ark.
2012). Ek olarak, bir ¢alisma PKOS'lu kadinlarin PKOS olmayanlara kiyasla
kabergoline daha az duyarli oldugunu, bu durumun ise biiyiik olasilikla dopamin ve

dopamin reseptor ekspresyonu iiretiminin azalmasina bagli oldugunu gostermistir (

Gomez ve ark. 2011; Fiedler ve Ezcurra 2012).

Kisspeptin: Kisspeptin, fertilitenin ndéroendokrin regiilasyonunda 6nemli rol
oynayan, dogal olarak olusan bir peptit hormonudur. Kisspeptin, hipotalamustaki
farkli néronal bolgelerden salinmaktadir ve kisspeptin reseptorii (KISS1R) araciligiyla
dogrudan GnRH noronlar iizerinde etki etmektedir. Kisspeptin salgilayan néronlar,
norokin-B (uyaric1) ve B-dinorfin (inhibitor) tarafindan diizenlenmektedir ve
dolasimdaki Ostrojen ve progesteron seviyelerinden etkilenmektedir. Insanlarda
eksojen olarak uygulanan kisspeptin, doza bagli olarak, hipofizden 6ncelikle LH ve
daha az 6l¢iide FSH salimini indiiklemektedir. Kisspeptinin giivenli olmas1 ve hasta
tarafindan iyi tolere edilmesi, kisspeptinin YUT uygulamalarinda oosit
matiirasyonunun uyarilmasinda kullanilabilecegini diistindiirmiistiir. Bu konuda
yiiriitiilen ve basarili sonuglar elde edilen faz ¢alismalar1 mevcuttur ( Jayasena ve ark.

2014; Abbara ve ark. 2015; Thomsen ve Humaidan 2015).

4.7. KISSPEPTINLER

Kisspeptinler, hipotalamusta yer alan kisspeptin noronlarindaki Kiss-1 geni
tarafindan transkribe edilen Onclil bir proteinden (Kisspeptin-145) tiireyen,
hipotalamohipofizyer gonadal aksi etkileyerek farkli gorevleri iistlenen peptidlerdir.
Bu 6nciil protein 145 aminoasit uzunlugunda olup stabil ve aktif degildir. Bu peptid,
post-translasyonel mekanizmalar ile ilk olarak 54-aminoasitlik bir peptid olan
Kisspeptin-54 (metastin)’e doniistiiriillmektedir. Kisspeptin-54 de farkli post-
translasyonel ~mekanizmalar ile biyolojik olarak 3 farkli aktif peptide
dontstiirilmektedir. Bu peptidler, sahip olduklar1 aminoasit sayisina gore
adlandirilmaktadir: Kisspeptin-14, Kisspeptin-13 ve Kisspetin-10. Benzer C-terminal
motifine sahip olduklarindan, bu peptidlerin tamami1 KISS1R olarak adlandirilan

reseptore  baglanabilmektedirler. Yapisal benzerlikleri ve ayn1 reseptorii
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paylasmalarindan dolay1 bu peptidler kisspeptin ailesi olarak ifade edilmektedir (Sekil
9) ( Kafa ve Eyigor 2011; Tng 2015; Hu ve ark. 2018).

NH, COOH
v P
ﬁsé!-r.—g;':‘m I
I 2% 6 121 “?
KP-145 154 kDa
63 121
17 koa- KP4
108 121
16 uoa- KP-13
109 121
13 kDa- KP-10
12 121

Sekil 9. Kisspeptin tipleri (Kafa ve Eyigor 2011)

Kiss-1 geni, ilk kez 1996 yilinda Hershey, Pensilvanya, ABD’de, insan malignant
melanoma supresorii olarak kesfedilmistir. Hershey sehrindeki tnli ¢ikolata
markasindan esinlenerek isimlendirmeleri yapilmistir (Lee 1996). KISS1R reseptorii
ise ilk kez 1999 yilinda bulunmustur (Lee ve ark. 1999). GPR54, AXOR12,
hOT7T175, CPPB1 ve HHS8 gibi farkli isimlerle de anilmaktadir. KISSIR, 7
transmembran bolge iceren G-protein eslikli reseptordiir. Kisspeptinler ve KISSIR,
bir¢ok memeli tiiriinde hipotalamus, hipofiz bezi, ovaryum, testis, plasenta, pankreas
, bobrek, yag doku, karaciger, fallop tiipli, ince bagirsak ve lenf nodlarinda ifade
edilmektedir (Tng 2015; Hu ve ark. 2018).

Kisspeptin noéronlar1 ve reseptdrleri, sinir sisteminin g¢esitli bolgelerinde yer
almaktadir. Kisspeptin ndronlarmin yeri, hayvan tiirleri arasinda farklilik
gostermektedir. Insanlarda, hipotalamus, bazal gangliyonlar ve periventrikiiler

bolgede kisspeptin noronlari tanimlanirken; KISS1R hipotalamus, bazal gangliyonlar,
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amigdala, substantia nigra, hipokampus ve omurilikte lokalize olmaktadir.
Kemirgenlerde, arkuat g¢ekirdek (ARC) ve anteroventral periventrikiiler ¢ekirdek
(AVPYV) dahil olmak iizere hipotalamusun ¢esitli kisimlarinda kisspeptin néronlari
gosterilmistir. AVPV'deki kisspeptin néronlari, GnRH noéronlarinin biiyiik afferent
noronlaridir (Tng 2015).

4.7.1. Kisspeptinlerin Ovaryum ile iliskisi

Kisspeptinlerin ve KISS1R nin iireme sistemi ile iliskisi 2003 yilina kadar tam
olarak aydinlatilmamuistir. Birbirinden bagimsiz iki grup 2003 yilinda KISSIR ile ilgili
calismislardir. de Roux ve ark hipogonadotopik hipogonadizm teshisli bireylerde
yaptiklar1 genotip analizinde KISSIR geninde mutasyon oldugunu bildirmislerdir.
Seminara ve ark da fare ve insanda KISS1R geninde mutasyon deneyleri yapmislardir
ve bu gendeki mutasyonun, hipogonadotropik hipogonadizme, pubertede gecikmeye
ve seksiiel gerilemeye neden oldugunu rapor etmislerdir (De Roux ve ark. 2003;

Seminara ve ark. 2003).

Kisspeptin noronlarindan salgilanan kisspeptin, baska bir hiicredeki reseptoriine
baglandiginda hiicre i¢inde bir dizi olay tetiklenmektedir. Reseptdriin aktive olmasiyla
hiicre i¢inde Fosfolipaz C ve PKC aktivasyonu gergeklesir. Bu proteinlerin
aktiflesmesi, ERK sinyal yolagmin uyarilmasi ve hiicre ici Ca* artisina neden
olmaktadir. Noron icinde aktiflesen bu olaylar zinciri néronun depolarizasyonuyla
sonuglanmaktadir (Hu ve ark. 2018). Yapilan ¢alismalarda, KISSIR’nin GnRH
noronlarinda yer aldi§1 ortaya konulmustur. GnRH noronlarindaki reseptor
aktivasyonuyla tetiklenen bir dizi olay, bu néronlardan LH ve daha az oranda FSH
salgilanmasini uyarmaktadir (Kafa ve Eyigor 2011). Kisspeptin tipleri arasinda en
fazla uzunluga sahip olan Kisspeptin-54 enjeksiyonunun, erkeklerde plazmadaki LH
diizeyini iki kat, FSH diizeyini 0,18 kat ve testosteron diizeyini 0,13 kat arttirdigi;
kadinlarda ise LH ve FSH diizeylerini arttirdig1 ve LH artisinin FSH’1in 7 kat1 oldugu
bildirilmistir (Jayasena ve ark. 2009).

Giliniimiize dek yapilan c¢alismalarla kisspeptinin, folikiiler gelisim, oosit
matilirasyonu, ovulasyon ve steroidogenez mekanizmalar1 {izerinde gii¢lii etkileri
oldugu bulunmustur. Fernandois ve ark tarafindan siganlara 28 giin boyunca kisspeptin
veya kisspeptin antagonisti verilmis ve folikiiler gelisim degerlendirilmistir. Calisma

sonucunda, diisiik doz kisspeptin verilen sigan ovaryumlarinda daha az sekonder
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folikiil ancak daha fazla graaf folikiilii ve korpus luteum goriilmiistiir. Kisspeptin
antagonisti verilen sigan ovaryumlarinda ise daha fazla sekonder folikiil ancak daha az
graaf folikiilii ve korpus luteum tespit edilmistir. Ayni1 calisma, kisspeptinin FSH
reseptOr sayisini azaltarak primordiyal folikiil aktivasyonunu azalttigin1 ve AMH
seviyesini arttirarak graaf folikiil gelisimini arttirdigini da gostermistir (Fernandois ve
ark. 2016). Kemirgenlerde yapilan Kissl ve Kisslr gen susturma calismalarinda,
ovaryum agirliklarinin ve boyutunun azaldig: bildirilmistir. Kisslr geni heterozigot
fare modelinde ise reseptdr ifadesinin, primer ve sekonder folikiil sayisinin azaldig,
kistik folikiil sayisinin arttig1 ve bunlara bagli olarak POF gelistigi ifade edilmistir (Hu
ve ark. 2018).

Kisspeptinin ovulasyona etkilerini aragtiran bir ¢aligmada, erken folikiiler fazda,
Ostrojenin arkuat cekirdekteki kisspeptin ifadesini inhibe ettigi bildirilmistir. Ancak
ovulasyondan Once, yine Ostrojenin anteroventral periventrikiiler c¢ekirdekteki
kisspeptin ifadesini stimiile ettigi ve kisspeptin-GnRH baglantisi ile LH yiikseliginin
saglandigi belirtilmistir (Sekil 10) (Dungan ve ark. 2006). Tim bu sonuglar,
kisspeptinin ve reseptdrlerinin, ovaryan rezervi korudugu, daha fazla sayida graaf
folikiilii gelisimini uyardigir dolayisiyla folikiillogenezde pozitif etki gosterdigi
diistintilebilmektedir (Hu ve ark. 2018).

Kisspeptinin oosit matiirasyonuna etkisini degerlendiren ilk klinik deneme 2014
yilinda yapilmistir. IVF protokoliine ek olarak oosit toplama isleminden 36 saat 6nce
53 hastaya farkli dozlarda Kisspeptin-54 enjekte edilmistir. Calisma sonucunda
hastalarin % 96’sindan en az bir adet olgun oosit ve % 92’sinden transfere uygun
embriyo elde edilmistir. Olgun oosit sayist dozlar arttik¢a artmis ancak oositlerin

matiirasyon orani benzer bulunmustur (Jayasena ve ark. 2014).

Klinik denemelerden 6nce kisspeptinler ile iligkili hayvan ¢aligmalar1 yapilmistir.
Koyunlardaki ve kemirgenlerdeki analizler, ovulasyon igin Kisspeptin sinyalinin
gerekli oldugunu ve Kisspeptin-54 uygulamasinin ovulasyonu indiikleyebilecegini
belirlemistir. Kinoshita ve ark Kisspeptin-notralize edici monoklonal antikoru disi
sicanlarin preoptik bolgesine dogrudan enjekte etmistir ve ovulasyonun durdugunu
tespit etmislerdir. Matsui ve ark prepubertal siganlarda bir [IVF protokolii uygulamislar
ve subkutan Kisspeptin-54 enjeksiyonunun hCG ile ayn1 6l¢iide ovulasyonu uyardigini
gostermistir (Abbara ve ark. 2018).
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Kisspeptinler ile ilgili yapilan caligmalar, puberteye gecis, folikiiler gelisim,
ovulasyon ve steroidogenez siiregleri igin kisspeptin-GnRH sinyalizasyonunun gerekli
oldugunu ortaya koymustur.

GnRH ndronu

Arkuat Hisspeptin

cekirdekteki
kisspeptin ndronu
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Sekil 10. Kisspeptin ndronlarinin 6strojen ile diizenlenmesi. Kp: Kisspeptin ARC:
Arkuat ¢ekirdek AVPV: Anteroventral periventrikiiler ¢cekirdek (Tng 2015).
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4.7.2. Kisspeptin ve OHSS

Kisspeptin ile ilgili analizler, kisspeptin uygulamasinin giivenli oldugunu ve
hastalar tarafindan iyi tolere edildigini gdstermektedir. IVF uygulamalarinda
karsilasilan en biiyiik sorunlardan biri OHSS’dir. Oosit matiirasyonu ve ovulasyon igin
kullanilan hCG OHSS’nin en biiyiik nedenidir. Bu yiizden son ¢alismalar hCG’nin
yerine veya diisiik doz hCG ile kullanilabilecek ya da OHSS riski tasiyan kadinlarda
bu riski en aza indirebilecek yeni alternatifler iizerine yogunlasmistir. Bu amagla
GnRH agonistleri ve antagonistleri ¢alisilmaktadir. Bu iki yontemle birlikte

kisspeptinler de ¢alisilan diger peptidlerdir.

OHSS riski yiiksek kadinlarda kisspeptin ile ilgili ilk ¢alisma 2015 yilinda
yapilmistir. Antral folikiil sayis1 23’ten fazla ve AMH seviyesi 40 pmol/l olan yiiksek
riskli kadinlara 3,2 ile 12,8 nmol/kg dozda Kisspeptin-54 enjekte edilmistir. Sonugta,
olgun oosit verimi doz bagimli olarak % 121’e kadar artmistir. Ayrica 3 kadin (% 5)
hafif OHSS teshisi alirken hi¢bir kadmin orta veya siddetli OHSS gdstermedigi
belirlenmistir (Abbara ve ark. 2015).

Baska bir ¢alismada hastalara 2 doz Kisspeptin-54 verilmesinin LH artis siiresini
uzatip uzatmayacagi test edilmistir. Bu amacgla OHSS riski yliksek kadinlardan olusan
2 gruba oosit toplanmasindan 36 saat once tek doz Kisspeptin-54 verilmistir. Bu
uygulamadan 10 saat sonra ise bir gruba salin verilirken diger gruba ikinci doz
Kisspeptin-54 enjeksiyonu yapilmigtir. Sonugta, oosit verimi, tek doz Kisspeptin-54
enjekte edilen grupta % 45°ten % 60’a; 2 doz Kisspeptin-54 verilen grupta ise % 45’ten
% 70’e ¢ikmistir. Ayrica anormal ovaryan yanit olmadan 4’ten fazla oosit eldesi de

saglanmigtir (Abbara ve ark. 2017).

Disi iireme sistemindeki pozitif etkileri ve IVF tedavisinin kritik sonucu olan
OHSS riskini azaltmas1 sayesinde Kisspeptinler, ilgi ¢ekici peptidler olmaya devam
edecektir. Kisspeptin-54’tin, kemirgenlerdeki en gii¢lii kisspeptin tiirii olabilecegi
bildirilmistir (Kafa ve Eyigor 2011) ve bu nedenle bu ¢alismada da Kisspeptin-54

secilmistir.

Calismada, Kisspeptin-54'tin  OHSS tedavisinde kullaniminin, ovaryum
morfolojisi, oosit matiirasyonu, VEGF, PEDF, PKA ve PKC seviyeleri iizerine

etkilerinin incelenmesi amaglanmustir.
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5. GEREC VE YONTEM

Calismamiz Manisa Celal Bayar Universitesi Tip Fakiiltesi Hayvan Deneyleri

Yerel Etik Kurulu’nun 25/04/2017 tarih ve 77.637.435 numarali onay1 ile yapildi.

Bu ¢alisma TUBITAK 1002- Hizli Destek Programi tarafindan 218S918 no’lu

proje ile desteklendi.

5.1. DENEYSEL OHSS MODELI OLUSTURULMASI

Calismada Kobay deney hayvanlari laboratuvarindan temin edilen 25 giinliik 30
adet immatiir disi Sprague-dawley cinsi si¢an kullanildi. Siganlar, Manisa Celal Bayar
Universitesi Tip Fakiiltesi Deney Hayvanlari Laboratuvari’nda, sicaklik ve nem
kontrollii ortamda 12 saat aydmnlik (08:00-20:00) ve 12 saat karanlik dongiisiine
uyularak bakildi. Calisma boyunca siganlarin su ve besin aliminda bir kisitlama

yapilmadi. Ortam sicaklig1 24+1 °C olacak sekilde ayarlandi.

Deneysel OHSS modeli, 25 giinliik 18 adet immatiir disi Sprague-dawley cinsi
sicanda olusturuldu. Modeli olusturmak i¢in postnatal 25. giinden itibaren ardisik 4
giin boyunca 0,1 ml 50 IU Gebe Kisrak Serum Gonadotropin (PMSG) (HOR-272,
ProSpec) ve 29. giin 0,1 ml 25 IU insan Koryonik Gonadotropin (hCG) (HOR-250)
intraperitoneal (i.p.) enjekte edildi (Kitajima ve ark. 2004).

5.2. CALISMA GRUPLARI

Grup | (n=6): Bu gruptaki deneklere postnatal 25. giinden itibaren ardisik 5 giin
boyunca 0,1 ml % 0,9’luk sodyum kloriir (NaCl) i.p. enjekte edildi. Sham grubu olarak

belirlendi.
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Grup Il (n=6): Bu gruptaki deneklere postnatal 27. giinde 0,1 ml % 0,9’luk NaCl
icerisinde hazirlanan 10 IU PMSG ve 29. giin 0,1 ml % 0,9’luk NaCl igerisinde
hazirlanan 10 IU hCG 1i.p. enjekte edildi. Bu gruptaki hayvanlarin ovaryan
stimiilasyonu saglanarak matiire edilmis sigan grubu olusturuldu. Kontrol grubu olarak

belirlendi.

Grup Il (n=6): Bu gruptaki deneklere postnatal 25. giinden itibaren ardisik 4 giin
boyunca 0,1 ml % 0,9’luk NaCl igerisinde hazirlanan 50 IU PMSG ve postnatal 29.
giin 0,1 ml % 0,9’luk NaCl igerisinde hazirlanan 25 IU hCG i.p. olarak enjekte edildi.
OHSS grubu olarak belirlendi (OHSS grubu).

Grup IV (n=6): Bu gruptaki deneklere postnatal 25. giinden itibaren ardigik 4 giin
boyunca 0,1 ml % 0,9’luk NaCl i¢erisinde hazirlanan 50 IU PMSG ve postnatal 29.
giin 0,1 ml % 0,9’Iuk NaCl icerisinde hazirlanan 25 IU hCG i.p. olarak enjekte edildi.
Ayni1 gruba postnatal 29. ve 30. giinlerde, giinde 2 kere (saat 08:00 ve 17:00) olacak
sekilde 0,1 ml % 0,9’luk NaCl igerisinde hazirlanan 100 pg/kg kisspeptin-54 (24477,
Cayman Chemical) i.p. olarak enjekte edildi. Kisa siireli kisspeptin-54 uygulanmis
OHSS grubu olarak belirlendi (KK grubu).

Grup V (n=6): Bu gruptaki deneklere postnatal 25. giinden itibaren ardigik 4 giin
boyunca 0,1 ml % 0,9’luk NaCl igerisinde hazirlanan 50 IU PMSG ve postnatal 29.
giin 0,1 ml % 0,9’luk NaCl igerisinde hazirlanan 25 IU hCG i.p. olarak enjekte edildi.
Ayni gruba postnatal 25. giinden itibaren ardisik 6 giin boyunca, giinde 2 kere (Saat
08:00 ve 17:00) olacak sekilde 0,1 ml % 0,9’luk NaCl icerisinde hazirlanan 100 pg/kg
kisspeptin-54 i.p. olarak enjekte edildi. Uzun siireli kisspeptin-54 uygulanmis OHSS
grubu olarak belirlendi (UK grubu).

Tim gruplardaki denekler, deney protokoliine baslanmadan Once ve
sakrifikasyondan Once tartildi. Belirtilen uygulamalarin ardindan postnatal 31. giinde
anestezik madde [10 mg/kg ksilazin (Bioveta) ve 60 mg/kg ketamin hidroklorid
(Richter Pharma)] verilerek uyutuldu. Intrakardiyak olarak 5 ml kan alindiktan sonra
siganlar dekapite edilerek ovaryumlar:1 ¢ikarildi. Cikarilan ovaryumlarin agirliklari

kaydedildi. Deney gruplari ve deney protokolii Tablo 3’te toplu olarak verildi.
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Tablo 3: Deney gruplari ve deney protokolii

Grup 1. giin 2. giin 3. giin 4. giin 5. giin 6. giin
| Sham 0,1 ml % 0,1 ml% 0,1 ml% 0,1 ml % 0,1 ml %
(N=6) 0,9 NaCl 0,9 NaCl 0,9 NaCl 0,9 NaCl 0,9 NaCl
1 Kontrol 101U/0,1 ml 101U/0,1 ml
(N=6) PMSG/ % hCG/ % 0,9
0,9 NaCl NaCl

1l OHSS 501U/0,1 501U/0,1  501U/0,1ml  501U/0,1  25IU/0,1 ml

(N=6) Modeli ml PMSG/ ml PMSG/ PMSG/ ml PMSG/ hCG/
% 0,9 % 0,9 % 0,9 % 0,9 % 0,9
NaCl NaCl NaCl NaCl NaCl

v Kisa siireli 501U/0,1 501U/0,1  501U/0,1ml  501U/0,1 251U/0,1 100 ng/kg
(N=6) Kisspeptin mIPMSG/ mIPMSG/ PMSG/%  mlPMSG/ ml hCG/ kisspeptin

uygulanmig % 0,9 % 0,9 0,9 NaCl % 0,9 % 0,9 -54
OHSS NaCl NaCl NaCl NaCl+100 (Giinde 2
modeli ng/kg kez)

kisspeptin-
54 (Gilinde 2
kez)

\Y Uzun siireli ~ 501U/0,1 501U/0,1  501U/0,1ml  501U/0,1  251U/0,1ml 100 pg/kg
(N=6) Kisspeptin mIPMSG/ mIPMSG/ PMSG/% mIPMSG/ hCG/% 0,9 kisspeptin

uygulanmis % 0,9 % 0,9 0,9 % 0,9 NaCl+100 -54
OHSS NaCl+100 NaCl+100  NaCl+100  NaCl+100 ng/kg (Giinde 2
modeli ug/kg ng/kg ug/kg ug/kg kisspeptin- kez)

kisspeptin  Kisspeptin  kisspeptin-  Kkisspeptin 54 (Giinde 2
-54 -54 54 (Giinde 2 -54 kez)
(Ginde 2 (Gtiinde 2 kez) (Giinde 2
kez) kez) kez)

5.3. KAN ORNEKLERININ ELISA iLE ANALIZi

5.3.1. Serumlarin Eldesi

Sigan FSH ve LH spesifik Enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) yontemi
icin tim deneklerden intrakardiyak olarak alinan kan, 20 dakika oda 1s1sinda bekletildi.
Ardindan 3000 rpm’de 20 dakika santrifiij sonrasi1 serum elde edildi. Bu serumlar yeni

ependorf tiiplere alinarak analizler yapilana kadar -80°C’de muhafaza edildi.
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5.3.2. ELISA ile FSH Analizi

FSH analizi i¢in sigan FSH spesifik kit (EA0015Ra, BT-Laboratory, Cin)
kullanildi. Buna gore; 96 kuyucuklu mikroplakanin 1 kuyucugu kor olarak
kullanilmak tizere bos birakildi.

Daha sonra 7 kuyucuga 50 pl, kitin kullanma klavuzunda belirtilen 12,8, 6,4, 3,2,
1,6, 0,8, 0,4 ve 0 mIU/ml konsantrasyonlarinda standart soliisyonlar eklendi. Kalan
kuyucuklar serum 6rnekleri i¢in kullanildi.

Her kuyucuga (kor ve standartlar hari¢) tiim deney gruplarindaki her bir denege ait
50’ser ul serum eklendi. Iyice karistirildi.

Tiim kuyucuklara (kor hari¢) 50°ser ul biotinli antijen eklendi ve 37°C’de 30
dakika inkiibe edildi.

Kuyucuklar 300 pl yikama tamponu ile bes kez yikandi.

Sonrasinda her kuyucuga 50°ser pl Avidin-HRP konjugati eklenerek 30 dakika
inkiibe edildi.

Kuyucuklar 300 pl yikama tamponu ile bes kez yikandi.

Substrat soliisyon A’dan 50’ser pl ve substrat soliisyon B’den 50’ser ul eklenerek
karanlikta 10 dakika 37°C’de inkiibe edildi.

Her kuyucuga 50°ser pl stop soliisyonu eklenerek mikroplaka okuyucuda 450 nm

dalgaboyunda absorbans degerleri dl¢iildii.

5.3.3. ELISA ile LH Analizi

LH analizi igin sigan LH spesifik kit (EA0013Ra, BT-Laboratory, Cin) kullanildi.
Buna gore; 96 kuyucuklu mikroplakanin 1 kuyucugu kor olarak kullanilmak iizere
bos birakildi.

Daha sonra 7 kuyucuga 50 pl kitin kullanma klavuzunda belirtilen 6,4, 3,2, 1,6,
0,8, 0,4, 0,2 ve 0 mlU/ml konsantrasyonlarinda standart soliisyonlar eklendi. Kalan
kuyucuklar serum 6rnekleri i¢in kullanildi.

Her kuyucuga (kor ve standartlar harig) tiim deney gruplarindaki her bir denege ait
50’ser ul serum eklendi. lyice karistirilda.

Tiim kuyucuklara (kor hari¢) 50’ser ul biotinli antijen eklendi ve 37°C’de 30
dakika inkiibe edildi.

Kuyucuklar 300 pl yikama tamponu ile bes kez yikandi.
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e Daha sonra her kuyucuga 50’ser ul Avidin-HRP konjugati eklenerek 30 dakika
inkiibe edildi.

e Kuyucuklar 300 pul yikama tamponu ile bes kez yikandi.

e Substrat soliisyon A’dan 50’ser pul ve substrat soliisyon B’den 50°ser ul eklenerek
karanlikta 10 dakika 37°C’de inkiibe edildi.

e Her kuyucuga 50’ser ul stop soliisyonu eklenerek mikroplaka okuyucuda 450 nm
dalgaboyunda absorbans degerleri 6l¢iildi.

5.4. SOL OVARYUM DOKULARININ HISTOLOJIK ANALIZi

5.4.1. Sol Ovaryum Dokularmin Alinmasi ve Parafin Doku Takibi

Dekapite edilen siganlarin sol ovaryum dokular1 morfolojik analiz i¢in % 10’luk
formalin (TK.060160.05001, Tekkim) igerisine alinarak fikse edildi ve 48 saat
sonunda fiksatifin uzaklastirilmasi i¢in, ovaryumlar 1 gece akar ¢esme suyu altinda
yikandi. Suyun uzaklastirilmasi i¢in artan konsantrasyonlardaki alkol (920.026.2500,
Isolab) serilerinden gecirildi. Ksilen (16446, Sigma-Aldrich) ile seffaflastirma
yapilarak parafine gomiildii. Ayrintili parafin doku takibi protokolii Tablo 4’te verildi.

5.4.2. Sol Ovaryum Dokularindan Kesitlerin Alinmasi

Parafin bloklardan mikrotom (RM2245, Leica) ile 5 pm kalinliginda kesitler
alindi. Hematoksilen-Eozin boyama yapilacak kesitler rodajli lam iizerine;

immiinohistokimyasal boyama yapilacak kesitler ise lizinli lam iizerine alindu.
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Tablo 4. Parafin doku takibi protokolii

Kullanilan kimyasal madde Siire (saat)
% 10’luk formalin 48
% 60 alkol 1
% 70 alkol 1
% 80 alkol 1
% 90 alkol 1
% 100 alkol 1
% 100 alkol 1
Ksilen-alkol (1:1) 1/2
Ksilen 1
Ksilen 1
Ksilen-Parafin (1:1) 1/2
Parafin 1
Parafin 1

Parafine gdbmme

5.4.3. Sol Ovaryum Dokularinin Morfolojik Analizi i¢cin

Parafin bloklardan alinan kesitler parafinin uzaklastirilmasi amaciyla 60°C’lik
etiivde 1 gece bekletildi. Etiivden ¢ikarilan kesitler 60 dakika ksilende bekletildikten
sonra rehidratasyon igin sirasiyla % 96, % 80, % 70 ve % 60’11k alkol serilerinde ikiser
dakika tutuldu. Kesitler 5 dakika akar ¢cesme suyunda bekletildikten sonra ¢ekirdek
boyamasi i¢in 5 dakika Harris hematoksilene (1043020025, Merckmillipore) konuldu.
Tekrar 5 dakika akar ¢esme suyunda bekletilen kesitler asit-alkole batirilip ¢ikarildi ve
5 dakika akar ¢esme suyunda bekletildikten sonra sitoplazmik ve hiicre dis1 alanlarin
boyanmasi i¢in 4 dakika eozinde (1159350025, Merckmillipore) tutuldu. Fazla boya
akar ¢esme suyu altinda uzaklastirildiktan sonra kesitler, dehidratasyon i¢in sirasiyla
% 80 ve % 96’lik alkollerde birer dakika bekletildi. Ardindan ksilen igerisinde 60
dakika tutulan kesitler entellan (1079610500, Merckmillipore) ile kapatildi ve kamera
entegreli 151k mikroskobu (Olympus DP26-CU; Leica Dm750) ile fotograflandi.
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5.4.4. Sol Ovaryum Dokularinin Hacminin Hesaplanmasi

Ovaryum dokusunun toplam hacminin hesaplanmasinda Cavalieri prensibi
kullanild1 (Howard ve Reed 1998). Bu prensibe gore, tiim deneklerden alinan ovaryum
dokular1 parafin bloklarindan doku gelmeye basladigi andan itibaren tiim kesitler
atlanmadan alindi. Daha sonra araliklar sabit olacak sekilde her bir ovaryumdan
toplam 10 kesit alinarak Hematoksilen-Eozin boyamasi yapildiktan sonra alan hesabi
yapilmak iizere kullanildi. Ovaryum alani1 hesaplamasi i¢in asagidaki noktasal

araliklar1 3 mm olan Sekil 11°deki Cavalieri sablonu kullanildi.

R i S T S S S T T T T T T S S S S S S
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S T S T A S S e S S S S S S S S S S S R S S S S N
I R S S S T T T T e T S S S S S S S S S S S Y
S T S S S S S T T T i T e i T S o S S S S S S Y
R T S e T S S S S S S S S SR S S S S S S R S SO R S
R i S T S S S T T T T T T S S S S S S
R i S T S S S T T T T T T S S S S S S
R T S e T S S S S S S S S SR S S S S S S R S SO R S
R i S T S S S T T T T T T S S S S S S
I e i S T S S S S S S S S i S ' + o+
++++++++++++++++++++_+++J>a/p + o+
++++ o+ + o+
++++++++++++++++++++-+t'_'!' + o+
I e i S T S S S S S S S S i S d + o+
I S e S S S S S S S S A s 2 S S S o+ o+
R i S T S S S T T T T T T S S S S S S

Sekil 11. Ovaryan alan hesabr i¢in kullanilan sablon (Ornek gdsterimdir)

Cavalieri ydntemine gore, alan dlgiimii icin A= Xp x a/p formiilii; hacim hesabi

icinise V=A x T =Xp x a/p x T formiilii kullanilmaktadir.

Bu formiilde; A, kesit alanint; Zp, kullanilan Cavalieri sablonunda dokuya temas
eden toplam nokta sayisini; a/p, kullanilan Cavalieri sablonundaki 1 noktanin kesit
tizerinde kapladigi alani; V, hesaplanan doku hacmini; T, alinan kesitin kalinligini
(ince kesitler kullanilacak ise iki kesit arasindaki kesit araligini) ifade etmektedir. Bu
formiiller dogrudan ardisik kesitler iizerinden yapilan toplam hacim hesabina

uygundur.
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Bu ¢alismada, Kkesitsel goriintiiler iizerinden hacim hesab1 yapildi ve bu yontem

icin modifiye edilmis asagidaki formiil kullanildi (Adam ve ark. 2010).
V=Tx[(SUxd)/SL]xXp

Formiildeki SU, gériintii bliylitmesini gosteren skalanin temsil ettigi uzunlugu; d,
noktali alan 6l¢iim cetvelindeki iki nokta arasindaki mesafeyi; SL, goriintiideki
skalanin cetvel ile Olgiilen gercek uzunlugunu; XP, dlgliimii yapilan dokunun kesit
ylizey alanlar1 {izerine diisen toplam nokta sayisini ifade etmektedir. Formiil

kullanilirken, formiile girilecek uzunluklarin ayni birimden olmasina dikkat edildi.

5.4.5. Sol Ovaryum Dokularimin Folikiil Sayilarinin Hesaplanmasi

Folikiillerin morfolojik olarak smiflandirilmasi Ross’a gore yapildi (Ross ve
Pawlina 2016). Bu smiflamaya gore, oosit etrafinda tek tabaka yassi hiicrelerin
goriildiigi folikiiller primordiyal folikiil; oosit etrafinda tek tabaka kiibik hiicrelerin
goriildigi folikiiller erken primer folikiil; oosit etrafinda birden fazla kiibik hiicre
tabakasinin (artik graniiloza hiicreleri adin1 alir) goriildiigii folikiiller ge¢ primer
folikiil; graniilosa hiicreleri arasinda bir veya daha fazla bosluk veya tek bir biiyiik
antral bosluk iceren folikiiller sekonder folikiil; oosit etrafinda kumulus ooforus un
goriildiigii ve tek bir biiyiik bosluk igeren folikiil graaf folikiilii olarak tanimlandi.
Ayrica, antral boslukta kan pihtisi igeren folikiiller korpus hemorojikum; antral
boslukta bag doku hiicrelerinin bulundugu ve siskin graniiloza lutein hiicrelerinin
gortldiigt folikiiller korpus luteum; folikiil igerisinde boslugun olmadigi, piknotik
cekirdeklere sahip hiicrelerin goriildiigi veya deforme olmus zona pellusida
kalintilarinin bulundugu folikiiller atretik folikiil olarak tanimlandi. Bunlara ek
olarak, oosit icermeyen, biiyiik bir antral bosluga sahip ve genellikle 1-2 sirali
graniiloza hiicre tabakasinin bulundugu folikiiller kistik folikiil olarak tanimlandi

(Cruz ve ark. 2012).

Ovaryum dokularinin alan hesabinda kullanilan ve kesit araliklar1 Tablo 3’te

verilen, her grup i¢in 10’ar adet kesit folikiil sayimi i¢in kullanildi (Sun ve ark. 2017).
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5.4.6. Sol Ovaryum Dokularinin immiinohistokimyasal Boyamasi

Kesit alma igsleminden sonra lam tizerindeki dokular 60°C’lik etiivde 1 gece
bekletildi. Etiivden sonra preperatlar 60 dakika ksilende bekletildi. Daha sonra
sirasiyla % 95, % 80, % 70 ve % 60’lik alkollerde ikiser dakika tutuldu ve ardindan 10
dakika distile suya alindi. Sonrasinda 3 defa 5’er dakika Fosfat tampon soliisyonu
(PBS, 003002, Invitrogen) ile yikand1. Doku gecirgenligini saglamak icin 37°C’de 10
dakika Tripsin (TA-125-TR, Thermo scientific) ile muamele edildi. Kesitler 3 defa
5’er dakika PBS ile yikandi. Endojen peroksidaz aktivitesini inhibe etmek i¢in kesitler
5 dakika % 3’lik H202’de (K31355100303, Merckmillipore) oda sicakliginda
bekletildi. Tekrar 3 kez 5’er dakika PBS ile yikandi. Ticari olarak satin alinan kitte
hazir olarak gelen bloklama soliisyonunda (TA-060-UB, Thermo scientific) kesitler 1
saat oda sicakliginda bekletildi. Ardindan anti-VEGF (sc-7269, Santa cruz), anti-
PEDF (MAB1059, Chemicon), anti-PKA (sc-28316, Santa cruz) anti-PKC (sc-8393,
Santa cruz) birincil antikorlar eklenerek 1 gece +4°C’de bekletildi. Daha sonra kesitler
3 defa 5’er dakika PBS ile yikandi. Ticari kit ile gelen biotinli sekonder antikor (TP-
060-BN, Thermo scientific) ile tiim kesitler 30 dakika oda sicakliginda muamele edildi
ve ardindan tekrar 3 kez 5’er dakika PBS ile yikandi. Yine ticari kit ile gelen
Streptavidin peroksidaz (TS-060-HR, Thermo scientific) ile 30 dakika oda
sicakliginda muamele edilen tiim kesitler inkiibasyon sonras1 3 defa 5’er dakika PBS
ile yikandi. Immiinoreaktivitenin goriiniirliigiinii saglamak i¢in Diaminobenzidin
(DAB, TA-125-HD, Thermo scientific) ile 1-10 dk boyama iglemi yapildi. Kesitler 5
dakika PBS ve 5 dakika distile su ile yikandiktan sonra artalan boyamasi olarak
Mayer’s Hematoksilen (05-M06002, Bio-Optica) ile 5 dakika boyandi. Kesitler 3 defa
5’er dakika distile suda yikanarak % 80’lik alkolde 2 dakika, % 90’11k alkolde 2 dakika
bekletildikten sonra 1 saat ksilende tutuldu ve son olarak entellan (1079610500,
Merckmillipore) ile kapatildi. Kamera entegreli 151k mikroskobu (Olympus DP26-CU;
Leica MD750) ile fotograflandi.

Immiinohistokimya boyamalarindaki yogunluklar H-skor analiz ydntemi ile
degerlendirildi. Bu yontemde her grup i¢in rastgele 10 farkli bolge segilerek (graniiloza
hiicrelerinin oldugu boélgeler), boyanma dereceleri negatif (0), zayif (1), orta (2) ve
kuvvetli (3) pozitif olmak tizere iki histolog tarafindan farkli zamanlarda
degerlendirildi. Degerlendirmeye katilan iki histolog c¢alisma hakkinda herhangi bir

bilgiye sahip degildi. Immiinoreaktivite derecesi % hiicre olarak degerlendirildi ve
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2(1+d)hy formiilii (d: boyanma derecesi, hy: o dereceye sahip hiicre yiizdesi)
kullanilarak H-skor hesaplandi (Yilmaz ve ark. 2018).

55 SAG OVARYUM DOKULARINDAN ALINAN GRANULOZA
HUCRELERINDEN KANTITATIF GERCEK ZAMANLI POLIMERAZ
ZINCIiR REAKSIYONU (qRT-PCR) ANALIZI

5.5.1 Graniiloza Hiicrelerinin Eldesi

Sicanlar dekapite edildikten sonra sag ovaryum dokular1 M2 kiiltiir vasatina
(M7162, Sigma-Aldrich) alindi. Stereomikroskop (Olympus, SZXO07) altinda,
etraflarindaki dokular uzaklastirildi. Oositler, 26,5 gauge igneler kullanilarak, punch
yontemi ile ovaryumdan ¢ikartildi. Oositlerin etrafindaki graniiloza hiicreleri qRT-
PCR i¢in ependorf tiiplere toplandi. Graniiloza hiicreleri 1000 rpm’de 5 dakika
santrifiij edildi. Stipernatant uzaklastirildi ve steril PBS eklenerek tekrar 1000 rpm’de
5 dakika santrifiij edildi. Siipernatant uzaklastirildiktan sonra tiipiin dibinde kalan
graniiloza hiicreleri, VEGF, PEDF, PKA ve PKC genlerinin doz ve zaman bagimli
ifadelerini incelemek amaciyla qRT-PCR yonteminde kullanilana dek -80°C’de

muhafaza edildi.
5.5.2 Graniiloza Hiicrelerinden Total RNA izolasyonu

Tiim gruplardan ayri ayri elde edilmis graniiloza hiicrelerinden RNA izolasyonu,
The PureLink® RNA Mini Kit (12183018A, Invitrogen) kullamlarak kit protokoliine

uygun olarak yapildi. Buna gore:

1. Graniiloza hiicreleri tizerine 300 pl % 1 2-merkaptoetanol iceren Lizis
tamponu eklendi ve voktekslendi.

2. Bu karigim tlizerine 300 ul % 70°1ik etanol eklendi ve vortekslendi.

3. Hazirlanan karigim toplama tiipline konulan spin kolon iizerine aktarildi
ve 12000 rpm’de 15 saniye santrifiij edildi. Tiipte kalan kisim
uzaklagtirildi.

4. Spin kolon tizerine 700 pl yikama tamponu I eklendi ve 12000 rpm’de 15

saniye santrifiij edildi. Tlpte kalan kisim uzaklagtirilda.
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5. Spin kolon tizerine 500 pl yikama tamponu II eklendi ve 12000 rpm’de 15
saniye santrifiij edildi. Tipte kalan kisim uzaklastirildi. Bu islem 2 kez
tekrarlandi.

6. Spin kolon bos sekilde 12000 rpm’de 2 dakika santrifiij edildi.

7. Spin kolon kit ile gelen yeni bir tiipe alind1. Uzerine 60 pl RNaz-free su
eklenerek 12000 rpm’de 2 dakika santrifiij edildi. RNA’nin tiipiin dibine
inmesi saglandi.

8. Izole edilen RNA’larmn kalitatif ve kantitatif analizleri spektrofotometrik
olarak Maestro Gen cihazi kullanilarak gergeklestirildi.

5.5.3 Total RNA’dan Komplementer DNA (¢cDNA)’nin Sentezi

Elde edilen RNA’larin hemen The High Capacity RNA-to-cDNA™ (4368814,
Invitrogen) kiti kullanilarak cDNA ¢evirimleri gerceklestirildi. Kit protokoliine gore;
2 ul 10X RT tamponu, 2 ul 10X Random primer, 0,8 ul 25X dNTP, 1 ul Multiscribe
enzim, 4,2 ul ultra saf su ve 10 pl total RNA kullanilarak 20 pL hacimde reaksiyon
kuruldu (Tablo 5). Her reaksiyon basina 1 ug total RNA eklenerek 25°C de 10 dakika,
37 °C de 120 dakika, 85°C de 5 dakika bekletildi ve tiim RNA o6rneklerinden cDNA
¢evrimleri yapildi (Tablo 6).

Tablo 5. cDNA sentezi igin hazirlanan reaksiyon karigimi

Kullanilan madde Miktar (ul)
10X RT buffer 2

10X Random primer 2

25X dNTP 0,8
Multiscribe enzim 1

Ultra saf su 4,2

Total RNA 10

Tablo 6. cDNA sentez basamaklari

1. Basamak 2. Basamak 3. Basamak 4. Basamak
Sicaklik (°C) 25 37 85 4
Siire (dakika) 10 120 5 00)
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5.5.4 gRT-PCR Analizi

Elde edilen cDNA’lar PCR reaksiyonlarinda esit konsantrasyonlarda (10 ng) kalip
olarak kullanilarak total hacim 20 ul olacak sekilde Power SYBR™ Green PCR
Master Mix (4367659, Thermo scientific), 500 nM’lik forward ve reverse primer

karisimi (Tablo 7) ve ultra saf su eklenerek reaksiyon karisimi hazirlandi (Tablo 8).

Tablo 7. gRT-PCR i¢in kullanilan primerler

Gen Forward primer dizi (5°-3’) Reverse primer dizi (5’-3°) Referans
VEGF CAGCGACAAGGCAGACTATT TTGGCACGATTTAAGAGGG (Yuan ve
ark. 2011)
PEDF CTGTGAGAGTCCCCATGATGT AGGGGCAGGAAGAAGATGATA  (Zhu ve ark.
2012)
PKA CAGCCCAGTTGGATCATTTT GCTTCAGCTTCACCACCTTC (Wang ve
ark. 2014)
PKC GGAACTCAGGCAGAAGTTCG CAGTTCCTCTGTTCCCTTCC (Kameyama
ve ark.
2008)

GAPDH GATGGGTGTGAACCACGAGAAAT ACGGATACATTGGGGGTAGGAA  (Cai ve ark.
2018)

Tablo 8. qPCR ig¢in hazirlanan reaksiyon karigimi

Kullamilan madde Miktar (ul)
Power SYBR™ Green PCR Master Mix 10
Forward-reverse primer 1,5

cDNA 2

Ultra saf su 6,5

Her bir gen icin hazirlanan karigimlar MicroAmp™ Fast Optical 96-Well
Reaction Plate (4346906, Applied Biosystems) iizerindeki kuyucuklara konularak
amplifikasyon islemi yapildi (Tablo 9). Amplifikasyonun sonunda gen

ekspresyonunda meydana gelen degisikliklerin miktarin1 (kat cinsinden) belirlemek
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amaciyla GAPDH referans geni kullanilarak relatif kantitasyon analizleri StepOnePlus

qPCR (4376600, Aplied Biosystems) cihazi ile gergeklestirildi.

Tablo 9. gPCR amplifikasyon basamaklari

AmpliTaq Gold

DNA Polimeraz | PCR
Basamak aktivasyonu

Ik Déngii (40)

denatiirasyon Denatiirasyon Baglanma/Uzama
Sicaklik (°C) | 95 95 60
Zaman 10 dakika 15 saniye 1 dakika

5.6. SAG OVARYUM DOKULARINDAN ALINAN OOSIiTLERIN
IMMUNOFLORESAN ANALIZI

Sag ovaryum dokularindan izole edilen oositler % 4’liik paraformaldehit (Merck,
TP704404) ile 30 dakika oda sicakliginda fikse edildi. Sonrasinda 3 kez 15’er dakika
% 1 sigir albiimini (BSA, A7906, Sigma-Aldrich) igeren PBS ile yikandi. Zona
pellusidanin ayrilmasi igin asit tyroid soliisyonunda [140 mM NaCl (Merck, 106404),
3 mM CaCl2.2H20 (C3881, Sigma-Aldrich), 5 mM MgCI2.6H20 (63063, Sigma-
Aldrich), % 0,1 (w/v) glukoz (G8270, Sigma-Aldrich) ve % 0,4 (w/v)
polyvinylpyrrolidone (PVP-360, Sigma-Aldrich) distile su igerisinde hazirlandi] 60
dakika bekletildi. Stereomikroskop (SZX07, Olympus, Japonya) altinda zona
pellusidanin ayrilmasini takiben % 0,1 Triton-X-100 (1.08603.100, Atom scientific)
iceren PBS igerisinde 15 dakika tutuldu. Ardindan BSA igeren PBS ile 15 dakika
yikandi. Oositler, normal koyun serumunda (sc-2488, Santa cruz) 1 gece +4°C’de
bekletildi. Ertesi giin yikama yapilmadan a-tubulin primer antikoru (sc-5286, Santa
cruz) eklenerek 36 saat +4°C’de bekletildi. Stire bitiminde BSA igeren PBS ile 3 kez
10’ar dakika yikandi ve 1/500 oraninda hazirlanan goat anti-mouse FITC (AP308F,
Millipore) sekonder antikoru eklenerek karanlik ortamda 1 gece +4°C’de bekletildi.
Ardindan ¢ekirdek boyamasi i¢in 1/10 oraninda hazirlanan DAPI (4083S, Cell

62



signaling technology) igeren kapatma medyumuna (TA-060-UG, Thermo scientific)
alindi. Boyamalar, floresan atagmanli inverted mikroskop (IX71, Olympus, Japonya)

altinda incelenerek fotograflandi.

5.7. ISTATISTIKSEL ANALIZ

Verilerin degerlendirilmesinde Graphpad Prism 7 programi kullanildi. 1k olarak
degerlerin normal dagilip dagilmadiginin belirlenmesi i¢in Shapiro-Wilk normallik
testi yapildi. Verilerin dagilimi1 normal ise parametrik test olan tek yonlii varyans
analizi (one-way ANOVA) testi kullanildi. Verilerin dagilimi normal degil ise
nonparametrik test olan Kruskal-Wallis testi kullanildi. Istatistiksel analizler % 95
giiven araligi kullanilarak hesaplandi ve p<0,05 olan degerler istatistiksel olarak
anlaml kabul edildi. Istatistiksel olarak anlamli farkin gozlendigi verilerde, bu farkin

hangi gruplardan kaynaklandiginin gdsterilmesi igin post-hoc testleri kullanildi.

gRT-PCR isleminin sonunda gen ekspresyonlarinda meydana gelen

degisikliklerin analizi i¢in 22T yéntemi kullanildi ve sonuglar ortalama + standart

sapma olarak verildi (Livak ve Schmittgen 2001).
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6. BULGULAR

6.1. DENEYSEL GRUPLARIN OLUSTURULMASI

Deneysel protokol sonunda dekapite edilen siganlarin fallop tiipleri ve ovaryum
biiyiikliikleri fotograflandi. Sham grubuna ait sicanlarin fallop tiiplerinin ince ve
ovaryumlarmin normal biiyilikliikte oldugu goriildii (Resim 1A). Stimiile edilmis
kontrol grubuna ait si¢anlarda fallop tiiplerinin, sham grubuna gore daha kalin oldugu
ve ovaryumlarin daha biylk oldugu gozlendi (Resim 1B). Hiperstimiilasyon
protokolii ile deney modeli olusturulan OHSS grubunda fallop tiiplerinin oldukga
genisledigi ve ovaryumlarin normalden ¢ok daha biiyiik oldugu saptandi (Resim 1C).
OHSS protokolii ile birlikte kisa siireli Kisspeptin-54 uygulanan KK grubunda fallop
tiiplerinin sham ve kontrol grubunun fallop tliplerine gore daha kalin ve ovaryumlarin
daha biiyiik oldugu gozlenirken; OHSS grubuna gore fallop tiiplerinin daha ince ve
ovaryumlarin daha kiiclik oldugu goriildii (Resim 1D). OHSS protokolii ile birlikte
uzun stireli Kisspeptin-54 uygulanan UK grubunda da KK grubu ile benzer bulgulara
rastlandi (Resim 1E).
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Resim 1. Tiim gruplara ait fallop tiirlerinin ve ovaryumlarin goriintiileri. Sham grubu
(A), Kontrol grubu (B), OHSS grubu (C), KK grubu (D), UK grubu (E). Ok baslart:
Fallop tiipleri. Oklar: Ovaryumlar
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6.2. VUCUT AGIRLIK DEGISIMLERININ DEGERLENDIRILMESi

Deney protokolii baglangicinda ve bitiminde tiim gruplardaki sicanlar tartilarak
agirhiklar kaydedildi. Istatistiksel analiz igin ANOVA testi, ¢oklu karsilastirma igin
ise Tukey testi kullanildi.

Kontrol grubunun viicut agirligi degisimi 24,62+3,53 olarak belirlendi. Kontrol
grubu ile karsilagtirildiginda sham grubundaki agirlik degisiminin 43,12+5,6 gr’a
yiikseldigi ve bu degisimin istatistiksel olarak anlamli oldugu belirlendi (p<0,0001).
OHSS grubunun agirlik degisiminin 31,3543,19 gr oldugu, kontrol grubundan daha
fazla kilo aldig1 fakat bu degisimin istatistiksel olarak anlamli olmadig1 saptandi
(p=0,11). KK grubu agirlik degisimi 37,23+6,63 gr olarak saptandi ve kontrol grubuna
gore daha yiiksekti. Bu farkin istatistiksel olarak anlamli oldugu tespit edildi
(p=0,0006). UK grubunun ise sham grubundan sonra en yiiksek degisime sahip grup
olarak 39,76+2,36 gr artis gosterdigi ve bu degisimin istatistiksel olarak anlamli
oldugu belirlendi (p<0,0001) (Tablo 10 ve Sekil 12).

Gruplar arasi karsilagtirmalara bakildiginda, sham grubu ile OHSS grubu arasinda
kilo aliminin istatistiksel olarak anlamli oldugu bulundu (p=0,0012). Deneysel OHSS
modeli olusturulan OHSS grubu ile hem deneysel OHSS modeli olusturulan hem de
kisa doz Kisspeptin-54 uygulamasi yapilan KK grubu karsilagtirildiginda, KK
grubunun OHSS grubundan daha fazla kilo aldigr bulunmasina ragmen, bu farkin
istatistiksel olarak anlamli olmadig: belirlendi (p=0,199). OHSS grubu ile hem OHSS
modeli olusturulan hem de uzun siireli Kisspeptin-54 uygulamasi yapilan UK grubu
karsilastirildiginda, UK grubunun daha fazla kilo artisi gosterdigi ve bu farkin
istatistiksel olarak anlamli oldugu saptandi (p=0,0279). KK ve UK gruplarinin
ovaryum agirligi degisimlerinde istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmadi

(p=0,869) (Tablo 10 ve Sekil 12).

Tablo 10. Tiim gruplarin viicut agirligi degisimi (ortalama + std sapma)

Sham Kontrol OHSS KK UK

Viicut agirhg

e e 43,1245,6 24,62+3,53 31,3543,19 37,23+6,63 39,76+2,36
degisimi (gr)
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Sekil 12. Tiim gruplarin viicut agirligi degisimi grafigi (n=6). Sham grubu deney
protokolii esnasinda en fazla kilo alan grup olurken; stimiile edilmis kontrol grubu en
az kilo alan grup olarak belirlendi. OHSS grubu kontrol grubuna gore daha fazla kilo
alirken KK ve UK gruplarindan daha diisiik kilo degisimi gosterdi. OHSS ve KK
gruplar1 arasindaki kilo degisimi farklar: istatistiksel olarak anlamli bulunmazken;
OHSS ve UK gruplar arasindaki kilo degisim farklar istatistiksel olarak anlamli
bulundu. * p<0,033, **p<0,002, ***p<0,0001

6.3. OVARYUM AGIRLIKLARININ DEGERLENDIRILMESI

Deney protokolii sonrasinda, tiim gruplarin ovaryumlart ¢ikarilarak tartildi.

Ovaryum agirliklarinin istatistiksel analizleri yapildi.

Kontrol grubunun ovaryum agirhigi 0,08+0,02 gr olarak belirlendi. Sham
grubunun ovaryum agirliginin kontrol grubundan diisiik oldugu, ancak bu farkin
istatistiksel olarak anlamli olmadigi belirlendi (0,02+0,003 gr; p=0,128). OHSS, KK
ve UK gruplarinin ovaryum agirliklarinin sirasiyla 0,25+0,05 gr, 0,20+0,02 gr ve
0,1940,002 gr oldugu bulundu. Kontrol grubuyla karsilastirildiginda bu gruplardaki
ovaryum agirliklarinda belirgin bir artisin bulundugu ve bu artigin istatistiksel olarak
anlamli oldugu saptandi (sirastyla p<0,0001, p=0,0004 ve p=0,001) (Tablo 11 ve Sekil
13).
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Gruplar aras1 istatistiksel karsilagtirmalara bakildiginda en diisikk ovaryum
agirhigina sahip grubun sham grubu oldugu saptandi (0,02+0,003 gr) (Tablo 11). Sham
grubuyla kiyaslandiginda, OHSS, KK ve UK gruplarinin ovaryum agirliklarinin
istatistiksel olarak anlamli derecede artis gosterdigi goriildii (p<0,0001) (Tablo 11).
OHSS, KK ve UK gruplar1 kendi iglerinde kiyaslandiginda, ovaryum agirliklari
arasinda belirgin bir istatistiksel farkin olmadigi bulundu (Tablo 11 ve Sekil 13).

Tablo 11. Tiim gruplarin ovaryum agirliklar1 (ortalama + std sapma)

Gruplar  Sham Kontrol OHSS KK UK
Ovaryum 4 15, 0,003 0,08+002 025+005 0204002 0,19+ 0,002
agirhg (gr)
[ ook ok - ]
0,4 ek 1
[ #])R
E ' * %
=~ 03
g,n
o
T 92
£
=
ey
S o1 I I
) i
, =
KK UK

Sham Kontrol OHSS

Sekil 13. Tiim gruplarin ovaryum agirlig1 grafigi. Ovaryum agirliginin, sham grubunda
en diisiik, OHSS grubunda ise en yiiksek oldugu belirlendi. Kontrol grubu ile sham
grubu arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmadi. Kontrol grubu ile OHSS,
KK ve UK gruplarnt kiyaslandiginda istatistiksel olarak anlamli bir artisin oldugu
saptandi. **p<0,002, ***p<0,0001
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6.4. ELISA SONUCLARININ DEGERLENDIRILMESI

6.4.1. FSH Analizi Sonuclari

Intrakardiyak olarak alinan kan orneklerinden elde edilen serumlar, FSH
seviyelerinin tespiti i¢in ELISA yoOntemi ile incelendi. Cikan sonuglar analiz
edildiginde, kontrol grubu FSH miktarinin 3,61940,17 mIU/ml oldugu belirlendi.
Sham grubundaki FSH miktar1 1,67+0,18 mIU/ml olarak tespit edildi ve kontrol
grubuyla karsilastirildiginda FSH miktarlar1 arasinda istatistiksel olarak anlamli
farkliligin oldugu bulundu (p<0,0001). OHSS grubunda, uygulamalara bagli olarak
FSH miktar yaklasik 2 kat artt1 (7,08£0,47 mIU/ml) ve bu artig istatistiksel olarak
anlamliydi (p<0,0001). KK grubunda FSH seviyesinin (4,66+£0,10 mlU/ml), OHSS
grubuna benzer sekilde arttig1 fakat bu artistn OHSS grubundan daha diisiik oldugu
bulundu. Kontrol grubu ile kiyaslandiginda bu artisin istatistiksel olarak anlamli
oldugu belirlendi (p<0,0001). OHSS modelinde uzun siireli Kisspeptin-54 verilen UK
grubunun FSH seviyesinin (3,85+£0,19 mIU/ml) kontrol grubuna benzer seviyede
oldugu saptandi. Bu iki grup arasinda istatistiksel olarak belirgin bir fark tespit
edilmedi (p=0,330) (Tablo 12).

Istatistiksel olarak ¢oklu karsilastirma testleri ile gruplar birbirleriyle de
kiyaslandi. Buna gére sham ve OHSS, sham ve KK, sham ve UK, OHSS ve KK, OHSS
ve UK ve son olarak KK ve UK gruplari arasinda da FSH seviyesi bakimindan
istatistiksel olarak anlamli farklarin bulundugu belirlendi (p<0,0001) (Tablo 12).

6.4.2. LH Analizi Sonuclar:

Deney gruplarina ait serum Orneklerinden elde edilen sonuglara gore kontrol
grubunun LH miktar1 0,24+0,02 mIU/ml olarak belirlendi. Sham grubuna bakildiginda
bu miktarin 0,08+0,01 mIU/ml oldugu ve kontrol grubuyla arasinda istatistiksel olarak
anlaml bir farkin bulunmadigi saptandi (p=0,68). OHSS grubunun LH miktar1, kontrol
grubu LH seviyesinin yaklasik 15 kat1 oldugu saptandi (3,59+0,47 mIU/ml) (Tablo
12). OHSS modeli ajanlarinin LH seviyesini oldukg¢a yiiksek diizeye getirdigi ve
istatistiksel olarak incelendiginde kontrol grubuyla OHSS grubu arasinda belirgin bir

istatistiksel anlamlilik oldugu belirlendi (p<0,0001). OHSS modelinde Kisspeptin-54
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verilen KK ve UK grubu LH seviyeleri sirasiyla 0,31+0,02 mlU/ml ve 0,36+0,03
mlIU/ml kontrol grubuyla karsilagtirildiginda, artis oldugu ancak bu artisin istatistiksel
olarak anlamli olmadig1 bulundu (sirasiyla p=0,978 ve p=0,843) (Tablo 12).

Gruplar arasi istatistiksel analizler sonucunda, OHSS grubundaki LH seviyesi
artisinin hem sham hem KK hem de UK gruplariyla kiyaslandiginda istatistiksel olarak
anlamli oldugu bulundu (p<0,0001). Sham, KK ve UK gruplar1 LH miktarlar1 kendi
iclerinde kiyaslandiginda, aralarinda istatistiksel anlamlilik bulunmadig1 saptandi

(Sham-KK p=0,347; sham-UK p=0,164; KK-UK p=0,991) (Tablo 12).

Tablo 12. Tim deney gruplarina ait FSH ve LH i¢in ELISA analizi sonuglar1 (ortalama
+ std sapma)

miU/ml Sham Kontrol OHSS KK UK

FSH 1,67+0,18™ 3,619+0,17 7,08+0,47" 4,66+0,10™  3,85+0,19

LH 0,08+0,01 0,24+0,02 3,5940,47" 0,31+0,02 0,36+0,03

**p<0,002, ***p<0,0001

6.5. HISTOLOJIiK ANALiZ SONUCLARININ DEGERLENDIRILMESI

6.5.1. Ovaryum Morfolojilerinin Degerlendirilmesi

Morfolojik analiz i¢in gruplara ait Hematoksilen-Eozin boyama goriintiileri
incelendiginde, sham grubu ovaryumlarinin normal morfolojide oldugu, atretik ve
kistik folikiil sayilariin olduk¢a diisiik oldugu gozlendi (Resim 2A ve Resim 2B).
Kontrol grubu ovaryumlarinda, farkli gelisim asamalarinda olan folikiiller gézlendi ve
folikiil tipleri ve bag dokusu alanlar1 normal gériiniimdeydi (Resim 2C ve Resim 2D).
OHSS grubuna ait ovaryumlarda, olduk¢a artmis sayida, biiyiik kistik folikiiller ve
genislemis kan damarlar1 saptandi ve korpus hemorajikum, korpus luteum ve atretik
folikiiller de izlendi (Resim 2E ve Resim 2F). KK grubuna ait ovaryumlarda, kistik

folikiillerin oldugu fakat sayisinin azaldigi, korpus hemorajikum sayisindaki artis ile
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birlikte yer yer atretik folikiillerin varlig1 saptandi, primordiyal, erken ve ge¢ primer
folikiillerin de azaldig1 goriildii (Resim 2G ve Resim 2H). UK grubu ovaryumlarinda,

atretik ve kistik folikiil sayilarin iyice azaldigi, korpus luteum sayilarinin arttigi

belirlendi (Resim 21 ve Resim 2J).
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Resim 2. Sham (A-B), Kontrol (C-D), OHSS (E-F), KK (G-H) ve UK (I-J) gruplarina ait
ovaryum kesitlerinin Hematoksilen-Eozin boyama goriintiileri. Kirmizi ok basi: Primordiyal
folikiil. Sar1 ok: Erken primer folikiil. Kirmizi ok: Geg primer folikiil. Siyah ok basi: Sekonder
folikiil. Siyah ok: Graaf folikiili. Sar1 yildiz: korpus hemorajikum. Siyah yildiz: Korpus
luteum. Mavi ok basi: Atretik folikiil. Sar1 ok basi: Kistik folikiil. Mavi yildiz: Teka eksterna.
Mavi ok: Genislemis kan damarlar1. Olgek A,C,E,G.I 100pm; B,D,F.H,J 50pm
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6.5.2. Ovaryum Hacimlerinin Degerlendirilmesi

Gruplara ait ovaryum hacimlerinin hesaplanmasinda Cavalieri ydnteminden
yararlanildi. Tiim deneklerden alinan her bir ovaryumdan toplam 10 adet kesit alinarak
Hematoksilen-Eozin boyamasi yapildi ve bu kesitler alan ve hacim hesab1 i¢in
kullanildi.

Elde edilen sonuglara gore, kontrol grubuna ait deneklerin ovaryum hacimlerinin,
sham grubundakilerin yaklasik 2 kati oldugu belirlendi. Ancak istatistiksel olarak bu
fark anlamli bulunmadi (p=0,09). Kontrol grubu ile kiyaslandiginda, OHSS grubunda
ovaryum hacimlerinin 3 kat; KK ve UK gruplarinda ise ovaryum hacimlerinin yaklagik
2,5 kat arttig1 belirlendi ve bu artislar istatistiksel olarak anlamli bulundu (p<0,05).
OHSS grubu ile kiyaslandiginda hem KK hem de UK gruplarina ait ovaryan
hacimlerin azaldigi ancak bu azalmanin anlamli olmadig1 tespit edildi (sirasiyla
p=0,27, p=0,33). KK ve UK gruplar1 arasinda da anlaml1 bir fark olmadig: saptandi
(p=0,99) (Tablo 13).

Tablo 13. Tiim deney gruplarina ait ovaryum hacim sonuglari (ortalama + std sapma)

Sham Kontrol OHSS KK UK
Ovaryum
hacmi

15,3843,16  32,14+1,27 88,24+8,03*** 75,844+11,96** 76,67+5,75**
(mm?d)

**p<0,002, ***p<0,0001.

6.5.3. Ovaryum Folikiil Sayilarinin Degerlendirilmesi

Folikiil sayilarinin hesaplanmasinda, her gruptan 10 adet kesit kullanildi. Her grup
i¢in ayr1 ayr1 olmak tiizere, her kesitteki toplam folikiil sayis1 farkli folikdil tiplerine
oranland1 ve % folikiil degerleri elde edildi. Istatistiksel analiz igcin ANOVA testi ile
Geisser-Greenhouse dogrulamasi kullanildi. Coklu karsilastirma igin ise Tukey testi
kullamildi. P<0,05 degerleri anlamli kabul edildi. Istatistiksel analiz sonuglar1 Tablo

14°te verildi.

73



Primordiyal folikiil

Primordiyal folikiil oran1 sham grubundaki ovaryumlarda en yiiksek; OHSS
grubunda en diigiiktii (Tablo 14). KK ve UK gruplarinda da primordiyal folikiil
sayisinin azaldigi belirlendi (Tablo 14). OHSS, KK ve UK gruplari, kontrol grubuyla
karsilastirildiginda, primordiyal folikiil azalisinin istatistiksel olarak anlamli oldugu
bulundu (p<0,0001) (Tablo 14). KK ve UK gruplarinda primordiyal folikiil orani
OHSS grubundan daha ytiksekti ancak bu fark anlamli bulunmadi (sirastyla p=0,13,
p=0,07) (Tablo 14).

Erken primer folikiil

Erken primer folikiil oranlar1 incelendiginde, en yiiksek oran sham grubuna aitti
(Tablo 14). Kontrol grubu ile kiyaslandiginda bu farkin anlamli oldugu saptandi
(p=0,02) (Tablo 14). OHSS ve UK gruplarinda folikiil oraninin azaldig1 ve kontrol
grubuna gore bu azalmanin anlamli oldugu belirlendi (p<0,033) (Tablo 14). KK
grubunda folikiil oraninin en diisiik seviyeye indigi ve kontrol grubuyla aralarinda

istatistiksel fark oldugu belirlendi (p<0,002) (Tablo 14).
Gec primer folikiil

Geg primer folikiil oran1 tiim gruplar arasinda benzer bulundu. Istatistiksel analiz

sonuglarina gore gruplar arasinda herhangi bir farka rastlanmadi (p>0,05) (Tablo 14).
Sekonder folikiil

Kontrol grubunda sekonder folikiil oraninin en yiiksek oldugu saptandi (Tablo
14). Sham, OHSS, KK ve UK gruplarinda bu oranin azaldig: belirlendi. Kontrol grubu
ile karsilastirildiginda, sham, OHSS ve KK gruplarindaki azalmanin istatistiksel olarak
anlamli oldugu (p<0,033), ancak UK grubunda anlamli bir fark bulunmadigi (p=0,21)
tespit edildi (Tablo 14). OHSS, KK ve UK gruplar1 kendi iclerinde kiyaslandiginda
anlamli farka rastlanmadi (p=0,072) (Tablo 14).

Graaf folikiilii

En yiiksek Graaf folikiilii oran1 UK grubunda; en diisiik oran ise sham grubunda
gozlendi (Tablo 14). Kontrol ile sham gruplar1 arasinda istatistiksel fark bulunamadi

(p=0,55) (Tablo 14). OHSS, KK ve UK gruplarindaki graaf folikiilii oranlarinin
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kontrol grubuna gdre arttig1 ve bu artigin istatistiksel olarak anlamli oldugu belirlendi

(p<0,033) (Tablo 14).
Korpus hemorajikum

Sham grubunda korpus hemorajikum gézlenmez iken, kontrol grubunda oldukga
diisiik oranda rastlandi (Tablo 14). OHSS, KK ve UK gruplarinda korpus hemorajikum
sayilariin belirgin sekilde arttigi, bu artisin KK ve UK gruplarinda anlamli oldugu
(strastyla p<0,0002, p<0,0001), OHSS grubunda ise anlamli olmadig1 (p=0,22)
belirlendi (Tablo 14). Ayrica KK grubundaki korpus hemorajikum oraninin, OHSS
grubuna gore anlamli seviyede arttig1 (p<0,05), UK grubunda ise KK grubuna kiyasla
anlaml1 bir azalma oldugu tespit edildi (p<0,05) (Tablo 14).

Korpus luteum

Kontrol grubu ile karsilagtirildiginda, OHSS, KK ve UK gruplarindaki korpus
luteum oranlarinin istatistiksel olarak anlamli bir artis gosterdigi (p<0,002), sham

grubunda hi¢ korpus luteum olmadigi izlendi (Tablo 14).
Atretik folikiil

Atretik folikiil oraninin OHSS, KK ve UK gruplarinda, kontrol grubuna gore
arttig1, ancak sadece OHSS grubunda istatistiksel fark oldugu goézlendi (p<0,033)
(Tablo 14). Sham grubunda atretik folikiil oraninin en diisiik oldugu, ancak kontrol
grubuyla aralarinda anlamli bir fark olmadigi saptandi (p=0,72) (Tablo 14). KK
grubunda atretik folikiil oraninin OHSS grubuna gore azaldig1 ancak bu azalmanin
anlamli olmadig: belirlendi (Tablo 14). UK grubundaki bu folikiil tipinin oraninin,
OHSS grubuna gore azaldigi ve aralarinda anlamli farkin oldugu belirlendi (p<0,05)
(Tablo 14).

Kistik folikiil

OHSS, KK ve UK gruplarinda kistik folikiil sayisinin artis gosterdigi izlendi
(Tablo 14). Kontrol grubuna goére degerlendirildiginde bu artisin, OHSS ve KK
gruplarinda anlamli oldugu (p<0,033), UK grubunda ise anlamli olmadigi (p=0,99)
belirlendi (Tablo 14). UK grubu OHSS ve KK gruplar ile kiyaslandiginda, atretik

folikiil oraninin UK grubunda azaldig1 ve bu azalmanin her iki gruba gore anlamli
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oldugu bulundu (p<0,05) (Tablo 14). Sham grubunda ¢ok az sayida kistik folikiil
gozlendi (Tablo 14).

Tablo 14. Tiim deney gruplarina ait folikiil sayilari (% ortalama + std sapma)

Sham Kontrol OHSS KK UK
Primordiyal 55 76,399 25014548  344+149™ 514129 5874206
folikiil
Erkenprimer ;.5 261" 21694680  0.1943.91° 5984201 9+2,23"
folikiil
Gegprimer 14 14,1185 1079:813 11244573 7.25+3,03 11+4,78
folikiil
Sekonder 45 654t 205041074 12454868  12,324752° 13214891
folikiil
Graaf folikiil 3,15+1,47 5,97+4,14 13,63+7,89" 18,04+9,49" 25,21+£13,53"
Korpus 00 0,68+1,36 3584314  10,56+352",  4,63+1,78%
hemorajikum
Korpus 00 2294226  1651+1057°  18,714479" 1834842
luteum
Atretik 074+111  2,05+1,82 64543 16" 3734303 2 444219,
folikiil
Kistik folikiill  0,40:0,58  8,95+3,86  23,46+13,49"  182748,61°  10,27+4,87ax

*: Kontrol grubuna gore kiyaslama *p<0,033, **p<0,002, ***p<0,0001. a:
OHSS grubuna gore kiyaslama, a=p<0,05; x: KK grubuna gore kiyaslama, x=p<0,05

6.5.4. Ovaryumlarin immiinohistokimyasal Analizlerinin Degerlendirilmesi

Ovaryumlarin immiinohistokimyasal degerlendirmelerinde, H-skor teknigi

kullanild1. Her bir primer antikor i¢in, her gruptaki farkli folikiil tiplerinde yer alan
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graniiloza hiicrelerinin karsilastirmasi yapildi. Istatistiksel analizlerde ANOVA ile

birlikte Tukey testi kullanildi.
6.5.4.1. VEGF Dagilim

VEGF immiinoreaktivite dagilimlar1 folikiiller bazinda degerlendirilmis ve

karsilastirmalar1 Tablo 15°te verilmistir.
Primordiyal folikiil

Primordiyal folikiillerdeki graniiloza hiicrelerinin VEGF immiinoreaktivitesi,
sham (Resim 3D) ve kontrol gruplarinda oldukc¢a zayif iken, OHSS grubunda kuvvetli
pozitif olarak belirlendi. Bu gruplarin H-skor degerlerinin sirasiyla 52+26,73,
50,5+21,67 ve 360,3+19,69 oldugu hesaplandi ve H-skor degerleri arasinda anlamli
fark saptandi (p<0,05) (Tablo 15). KK ve UK (Resim 7A) gruplarinda ise VEGF
immiinoreaktivitesinin bazi graniiloza hiicrelerinde zayif iken bazilarinda orta oldugu
belirlendi. KK grubunun H-skor degerinin 102,5+1,45, UK grubunun H-skor degerinin
ise 12243,55 oldugu tespit edildi (Tablo 15). Bu gruplarin H-skor sonuglarinin, kontrol
grubuna gore anlamhi artig gosterirken (p<<0,0001) (Tablo 15), OHSS grubuna gore
anlaml sekilde azaldigi saptand1 (p<0,05) (Tablo 15).

Erken primer folikiil

Tim  gruplardaki  graniiloza hiicrelerinin VEGF  immiinoreaktivitesi
karsilagtirildiginda, en yiiksek boyanma, orta pozitif olmak tizere OHSS grubunda
saptandi (Resim 5B). Sham (Resim 3B), kontrol, KK (Resim 6C) ve UK (Resim 7A)
gruplarina ait graniiloza hiicrelerinde ise yer yer orta-kuvvetli pozitif boyanmalar
gozlense de genel olarak negatif-zayif pozitif boyanma tespit edildi. Sham, kontrol,
OHSS, KK ve UK gruplarina ait H-skor degerleri sirasiyla 27,1+19,2, 21,9+1,7,
172,2+35,6, 58,3+6,3 ve 55,4+16,4 olarak belirlendi (Tablo 15). OHSS grubu ile
kontrol arasinda anlamli farkin oldugu bulundu (p<0,0001) (Tablo 15). Kontrol ve
Sham gruplar1 arasinda anlamh fark saptanmaz iken (p=0,2) (Tablo 15); Kontrol-KK
ve Kontrol-UK gruplari arasinda istatistiksel fark oldugu belirlendi (p<0,033) (Tablo
15). KK ve UK gruplart OHSS grubuyla kiyaslandiginda, VEGF H-skor degerlerinin
KK ve UK gruplarinda daha diisiik oldugu ve OHSS grubuyla aralarinda anlamli fark
oldugu gozlendi (p<0,05) (Tablo 15).
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Gec¢ primer folikiil

Sham (Resim 3A-D), kontrol (Resim 4A, C), KK (Resim 6A, B) ve UK (Resim
7A) gruplarinda VEGF immiinoreaktivitesinin negatif oldugu, OHSS grubunda baz1
graniiloza hiicrelerinin zayif boyanma gosterdigi gézlendi (Resim 3-7). Sham, kontrol,
OHSS, KK ve UK gruplarina ait H-skor degerleri sirasiyla 33+20,2, 54,1£25,3,
97,2423,4, 66,4+12,5 ve 59,2+22,3 olarak belirlendi (Tablo 15). H-skor sonuglari
kontrol grubu ile karsilastirildiginda, OHSS grubunda anlamli artis oldugu (p<0,033)
(Tablo 15) ancak diger gruplarda anlamli degisim olmadig1 (p>0,05) saptand1 (Tablo
15). OHSS grubuyla kiyaslandiginda ise sham ve UK gruplarinda anlamli azalma
oldugu (p<0,05) (Tablo 15); KK grubunda ise anlamli bir farkin olmadigi (p=0,75)
tespit edildi (Tablo 15).

Sekonder folikiil

Graniiloza hiicrelerindeki VEGF immiinoreaktivitesinin sham grubunda yer yer
zay1f pozitif ancak ¢ogunlukla negatif oldugu (Resim 3A, B), kontrol (Resim 4A, C),
KK ve UK (Resim 7A) gruplarinda zayif pozitif oldugu belirlendi. OHSS grubunda
boyanmanin arttig1 ve orta pozitif oldugu saptandi (Resim 5D). Sham, kontrol, OHSS,
KK ve UK gruplarina ait H-skor degerleri sirasiyla 88+27,1, 100+32,4, 247,6+52,1,
105,6+2,5 ve 109+1,8 olarak belirlendi (Tablo 15). Kontrol grubu ile sham grubu
arasindaki VEGF H-skor degerlerinde anlamli bir farkin olmadigi gézlendi (p>0,05)
(Tablo 15). OHSS grubunda immiinoreaktivitenin arttigi ve kontrol grubuna gore
istatistiksel olarak anlamli farkin bulundugu goriildii (p<0,0001) (Tablo 15). KK ve
UK gruplarinda graniiloza hiicrelerinin H-skor degerlerinin arttigi ancak kontrol grubu
ile karsilastirildiginda anlamli bir farkin olmadigi belirlendi (p>0,05) (Tablo 15).
Ayrica KK ve UK gruplarinda OHSS grubuna gore VEGF seviyesinde anlaml
azalmalar gozlendi (p<0,05) (Tablo 15).

Graaf folikiilii

OHSS grubundaki bazi graniiloza hiicrelerinde kuvvetli pozitif boyanmayla
birlikte siklikla orta pozitif boyanma saptandi (Resim 5B). Sham (Resim 3A), kontrol
(Resim 4D), KK (Resim 6A, D) ve UK (Resim 7A, C) gruplarinda boyanmanin zay1f
pozitif oldugu gozlendi. Sham, kontrol, OHSS, KK ve UK gruplarina ait H-skor
degerleri sirasiyla 75421, 89,4+20,4, 242,4+43,4, 71,5£28,5 ve 62,3£10,3 olarak
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belirlendi (Tablo 15). VEGF H-skor degerleri kontrol grubu ile kiyaslandiginda,
sadece OHSS grubunda istatistiksel olarak anlamli bir farkin oldugu belirlendi
(p<0,0001) (Tablo 15). OHSS grubu ile diger gruplar kiyaslandiginda ise, sham, KK
ve UK gruplarinda anlamli bir azalmanin oldugu tespit edildi (p<0,05) (Tablo 15).

Korpus hemorajikum

Sham grubunda korpus hemorajikum saptanamadigindan bu grup, korpus
hemorajikum VEGF H-skor degerlendirmesine katilmadi. Kontrol grubunda
boyanmanin zayif pozitif, OHSS grubunda orta-kuvvetli pozitif, KK ve UK grubunda
ise zayif-orta pozitif oldugu saptandi. Kontrol grubunun H-skor degeri 1234+44,3
olarak hesaplandi (Tablo 15). OHSS grubundaki korpus hemorajikum graniiloza
hiicrelerinde H-skor degerinin 286,7+50,5 oldugu ve kontrol grubuna gore anlamhi
derecede yiikseldigi belirlendi (p<0,0002) (Tablo 15). KK ve UK gruplarinda da bu
degerin sirastyla 182,4+45,7 ve 141,4+14,9 oldugu ve kontrol grubuna gdre anlamli
seviyede arttig1 (p<0,05), ancak OHSS grubuna gore anlamli seviyede azaldigi
(p<0,05) tespit edildi (Tablo 15). UK grubu graniiloza hiicrelerindeki azalmanin KK
grubundan da anlamli seviyede oldugu belirlendi (p<0,05) (Tablo 15).

Korpus luteum

Sham grubunda hi¢ korpus luteum saptanmadigindan bu grup bu degerlendirmeye
dahil edilmedi. VEGF immiinoreaktivitesinin kontrol grubunda zayif pozitif (Resim
4A), OHSS grubunda orta-kuvvetli pozitif (Resim 5A, C), KK grubunda orta pozitif
(Resim 6C) ve UK grubunda zayif pozitif (Resim 7B) oldugu saptandi. H-skor
degerleri kontrol grubunda 129+44, OHSS grubunda 269,1+21, KK grubunda
202,7+£57,7 ve UK grubunda 108,4+26 olarak hesaplandi (Tablo 15). Graniiloza
hiicrelerindeki VEGF H-skor degerleri kiyaslandiginda, OHSS ve KK gruplarinda
kontrol grubuna gore anlamli bir artis oldugu (p<0,05) (Tablo 15); UK grubu ile
kontrol grubu arasinda ise anlamli bir fark olmadigi (p=0,62) (Tablo 15) belirlendi.
OHSS grubu ile kiyaslandiginda KK ve UK gruplarindan anlamli azalma tespit edildi
(p<0,05) (Tablo 15). UK grubunda ise H-skorun KK grubuna gore anlamli seviyede
azaldig saptandi (p<0,05) (Tablo 15).
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Atretik folikiil

Atretik folikiillerdeki graniiloza hiicreleri incelendiginde, kontrol, OHSS ve KK
gruplarindaki boyanmanin zayif pozitif oldugu, sham ve UK gruplarinda ise
boyanmanin bazi hiicrelerde zayif pozitif iken cogunlukla negatif oldugu tespit edildi.
VEGF H-skor degerlerine bakildiginda, kontrol grubunda 133,5+45,1, OHSS
grubunda 104,1+25,2 ve KK grubunda 138,6+36,2 oldugu saptandi ve bu gruplar
arasinda istatistiksel bir fark belirlenemedi (p>0,05) (Tablo 15). Kontrol grubu ile
kiyaslandiginda sham grubu immiinoreaktivitesinin diisiik oldugu (48,2+16,2,
p<0,05), UK grubunda kontrol ve KK gruplarina gére anlamli degisimin bulundugu
gozlendi (63,4+12,3, p<0,05) (Tablo 15).

Kistik Folikiil

Bu folikiil tipindeki graniiloza hiicrelerinde VEGF immiinoreaktivitesinin sham
(Resim 3A) ve OHSS grubunda zayif pozitif iken, kontrol (Resim 4A, B), KK (Resim
6A, B) ve UK (Resim 7B) gruplarinda genel olarak negatif oldugu saptandi. VEGF H-
skorunun sham grubunda 105+31 ve OHSS grubunda 121,525 oldugu ve bu
gruplarda kontrol grubuna gore anlamli derecede arttigi belirlendi (p<0,05) (Tablo 15).
Kontrol, KK ve UK gruplariin H-skor degerleri arasinda istatistiksel herhangi bir fark
belirlenemedi (sirasiyla 53,6+15,6, 47,1+11,6 ve 35,949,3, p>0,05) (Tablo 15).
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Resim 3. Sham grubuna ait ovaryum dokularinda VEGF immiinohistokimyasal
analiz goriintiileri. Olcek A 100pum; B,C 50um; D 20um

Resim 4. Kontrol grubuna ait ovaryum dokularinda VEGF immiinohistokimyasal
analiz goriintiileri. Olgek A 100pm; B,C 50um; D 20um
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Resim 5. OHSS grubuna ait ovaryum dokularinda VEGF immiinohistokimyasal
analiz goriintiileri. Olcek A 100pum; B,C 50um; D 20um

Resim 6. KK grubuna ait ovaryum dokularinda VEGF immiinohistokimyasal analiz
goriintiileri. Olgek A 100pum; B,C 50pum; D 20pm
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Resim 7. UK grubuna ait ovaryum dokularinda VEGF immiinohistokimyasal analiz
goriintiileri. Olgek A 100pum; B,C 50um; D 20um
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Tablo 15. Tiim gruplara ait VEGF immiinohistokimyasal H-skor sonuglar1 (ortalama
+ std sapma)

Sham Kontrol OHSS KK UK
Primordiyal o) hc 73 50542167  3603:19,697°  102,5+145%  12243.55%
folikiil
Erkenprimer ;1190 210417 17224356  583+63%  554+164"
folikiil
Geg primer 33+20,2, 54,1425,3 97,2423 4" 6644125 592422 3,
folikiil
Sekonder 88+27,1, 100£32,4  247,6£52,1™  105,6:2,5, 109+1,8,
folikiil
Graaf folikiil 75421, 89,4+20,4 242 4+43 4™ 71,5+28,5, 62,3+10,3,
Korpus 00 123+44,3 286,7+50,5™ 18244457  141,4+14,9%
hemorajikum
Korpus 00 12044 269,1421™  202,7457,7%  108,4+264
luteum
Atretik 4824162, 1335¢451 10414252 13764362  63.4+12,3%
folikiil
Kistik folikiil  105+31" 53.6+15,6 121 5425* 4714116, 359493,

*: Kontrol grubuna gore kiyaslama *p<0,033, **p<0,002, ***p<0,0001. a: OHSS grubuna gore
kiyaslama, a=p<0,05; x: KK grubuna gore kiyaslama, x=p<0,05

6.5.4.2. PEDF Dagilim

PEDF immiinoreaktivite dagilimlar1 folikiiller bazinda degerlendirilmis ve

karsilastirmalar1 Tablo 16’da verilmistir.

Primordiyal folikiil

Primordiyal folikiillere ait graniiloza hiicrelerinde PEDF immiinoreaktivitesinin

sham (Resim 8A) ve kontrol grubunda zayif-orta pozitif, OHSS grubunda negatif, KK

84



ve UK (Resim 7A) gruplarinda ise kuvvetli pozitif oldugu belirlendi. Sham, kontrol,
OHSS, KK ve UK gruplarina ait H-skor degerleri sirasiyla 191+44,2, 196+44,7,
47,4+5,7, 381+8,87 ve 369+11,9 olarak hesaplandi (Tablo 16). Kontrol grubu ile
karsilastirildiginda, PEDF H-skor degerlerinin sham grubunda kontrol grubuna benzer
oldugu (p>0,05) (Tablo 16); OHSS grubunda en az seviyede oldugu (p<0,0001) (Tablo
16); KK ve UK gruplarinda anlamli seviye arttig1 (p<0,0001) (Tablo 16) belirlendi.
OHSS grubu ile kiyaslandiginda ise KK ve UK gruplarinda da belirgin bir artisin
oldugu saptandi (p<0,05) (Tablo 16).

Erken primer folikiil

PEDF boyanmalarinin sham (Resim 8A, C) ve kontrol gruplarinda zayif pozitif,
OHSS grubunda negatif, KK ve UK gruplarinda ise kuvvetli pozitif oldugu belirlendi.
H-skor degeri kontrol grubunda 146+36,3 olarak hesaplandi (Tablo 16). Kontrol grubu
ile karsilastirildiginda, graniiloza hiicrelerinin PEDF H-skor degerlerinin sham
grubunda 154+39,9 oldugu ve kontrol grubuna benzer oldugu (p>0,05) (Tablo 16),
OHSS grubunda 34,9+11,1 seviyesine diiserek anlamli sekilde azaldigi (p<0,0001)
(Tablo 16), KK ve UK gruplarinda sirastyla 363+41,7 ve 367,7+15,3 oldugu ve
anlamli seviyede arttig1 (p<0,0001) (Tablo 16) belirlendi. OHSS grubu ile
kiyaslandiginda ise KK ve UK gruplarinda da belirgin bir artisin oldugu saptandi
(p<0,05) (Tablo 16).

Gec primer folikiil

Bu folikiillerde graniiloza hiicrelerindeki immiinoreaktivitenin sham (Resim 8A-
C) ve kontrol (Resim 9B) gruplarinda zayif pozitif, OHSS grubunda yer yer zayif
pozitif olmakla beraber ¢ogunlukla negatif, KK grubunda orta pozitif (Resim 11A, C)
ve UK grubunda kuvvetli pozitif oldugu tespit edildi. PEDF H-skor degerleri sham,
kontrol, OHSS, KK ve UK gruplarinda sirasiyla 167+£38,4, 115£55, 79,8+33,7,
238+56,8 ve 383£16,9 olarak hesaplandi (Tablo 16). Sham ve OHSS gruplarinda
kontrol grubuna kiyasla bir degisimin olmadig1 (p>0,05) (Tablo 16); KK ve UK
gruplarinda ise kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlamli derecede arttigi
(p<0,0001) (Tablo 16) belirlendi. Sham, KK ve UK gruplarindaki H-skor degerlerinin
OHSS grubuna kiyasla anlamli bir artis gosterdigi (p<<0,05) (Tablo 16) saptandu.
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Sekonder folikiil

Sekonder folikiillerdeki graniiloza hiicrelerinde sham (Resim 8A, C, D) ve kontrol
(Resim 9D) gruplarinda bazi alanlarda zayif pozitif baz1 alanlarda ise orta pozitif
PEDF boyanmasi gézlendi. OHSS grubunda boyanmanin azaldigi ve negatif oldugu
belirlendi (Resim 10D). KK grubundaki hiicrelerde boyanmanin arttigi ve hem orta
pozitif hem de kuvvetli pozitif boyanma oldugu saptandi. En yiiksek immiinoreaktivite
ise UK grubunda gozlendi ve kuvvetli pozitif boyanan graniiloza hiicreleri izlendi
(Resim 12A). H-skor degerleri sham, kontrol, OHSS, KK ve UK gruplarinda sirasiyla
186,6+48, 154+34,5, 33,1£10,4, 288+71,2 ve 384+79 olarak hesaplandi (Tablo 16).
Kontrol grubuna gore, PEDF H-skor degerlerinin, OHSS grubunda oldukg¢a azaldigi
bulundu (p<0,0002) (Tablo 16). Bu degerin KK grubunda, kontrol ve OHSS
gruplarindan belirgin sekilde yiiksek oldugu (p<0,05); UK grubundan ise anlamli
seviyede diisiik oldugu (p<0,05) gozlendi (Tablo 16). En yiiksek artisin UK grubunda
oldugu ve bu grubun diger gruplara gore istatistiksel anlamlilik barindirdig: saptandi

(p<0,05) (Tablo 16).
Graaf folikiili

OHSS grubu disindaki tiim gruplarda, graaf folikiilii graniiloza hiicrelerindeki
PEDF immiinoreaktivitesi oldukca yiiksek bulundu. OHSS grubunda negatif boyanma
gozlenirken (Resim 10B), kontrol grubunda yer yer orta pozitif ve kuvvetli pozitif
alanlara (Resim 9A, C), sham, KK (Resim 11D) ve UK (Resim 12A, C, D) gruplarinda
ise kuvvetli pozitif alanlara rastlandi. H-skor degerleri incelendiginde, sham, kontrol
ve KK gruplar1 arasinda anlamli bir degisim olmadigi (sirastyla 317+30, 287+43,6 ve
331+61,3, p>0,05) (Tablo 16); UK grubunda ise kontrol grubuna gére anlamli bir
artigin var oldugu (350+35,1, p<0,05) (Tablo 16) saptandi. OHSS grubunda bu degerin
kontrol grubuna kiyasla istatistiksel olarak azaldig: belirlendi (34,1+18,8, p<0,0001)
(Tablo 16).

Korpus hemorajikum

Sham grubu ovaryumlarinda korpus hemorajikum bulunamadigindan bu grup bu
degerlendirmeye dahil edilmedi. Bu folikiil tipindeki graniiloza hiicrelerinin boyanma
derecelerinin kontrol grubunda kuvvetli pozitif, OHSS grubunda negatif, KK
grubunda orta pozitif ve UK grubunda kuvvetli pozitif oldugu saptandi. H-skor degeri
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kontrol grubunda 313+36,1 ve OHSS grubunda 36,1+10,5 olarak hesaplandi (Tablo
16). OHSS grubunda kontrol grubuna gore anlamli bir azalmanin oldugu goézlendi
(p<0,0001) (Tablo 16). KK grubu H-skor degeri 220+59,2 oldugu ve kontrol grubuna
gore anlaml1 bir azalmanin bulundugu saptandi (p<0,05) (Tablo 16). UK grubundaki
PEDF H-skor degeri 346,2+22,7 olarak hesaplandi ve kontrol grubu ile benzer sonuca
sahip oldugu gorildi (p>0,05) (Tablo 16). KK ve UK gruplarindaki PEDF seviyesinde
OHSS grubuna kiyasla artis oldugu gozlendi (p<0,05) (Tablo 16).

Korpus luteum

Sham grubu ovaryumlarinda korpus Iluteum olmadigindan bu grup bu
degerlendirmeye dahil edilmedi. Graniiloza hiicrelerinin kontrol grubunda orta pozitif
(Resim 9B), OHSS grubunda negatif (Resim 10A, C), KK grubunda orta pozitif
(Resim 11A, C) ve UK grubunda kuvvetli pozitif oldugu saptandi. Kontrol, OHSS,
KK ve UK gruplarinin H-skor degerleri 227+39,9, 40,6+1,8, 270+68,8 ve 375+20,8
olarak hesaplandi (Tablo 16). OHSS grubu H-skor degerinde kontrol grubuna goére
anlamli bir azalmanin oldugu goézlendi (p<0,0001) (Tablo 16). KK grubunda kontrol
grubuna gore bir artis oldugu ancak bu artisin anlamli olmadig1 saptandi (p>0,05)
(Tablo 16). UK grubundaki PEDF immiinoreaktivitesinin oldukg¢a arttig1 ve kontrol
grubu ile aralarinda istatistiksel fark oldugu gézlendi (p<0,05) (Tablo 16). KK ve UK
gruplarindaki PEDF seviyesi OHSS grubuna kiyasla artis gosterdi (p<0,05) (Tablo
16). Ek olarak immiinoreaktivite derecesinin UK grubunda KK grubundan daha fazla
oldugu belirlendi (p<0,05) (Tablo 16).

Atretik folikiil

Sham (Resim 8C) ve kontrol gruplarinda zayif ve orta pozitif alanlar izlenirken,
OHSS grubunda negatif alanlar gézlendi. KK grubundaki hiicrelerde orta pozitif
alanlar baskin olurken (Resim 11A), UK grubundaki hiicrelerde kuvvetli pozitif
alanlar izlendi. Atretik folikiillerdeki graniiloza hiicrelerinin H-skor degerinin sham
(147+37,7) ve kontrol (199+54,8) gruplarinda benzer oldugu (p>0,05), OHSS
grubunda minimum diizeyde oldugu (19,5+7,84) ve bu degerin kontrol grubuyla
karsilagtirildiginda anlamli farka sahip oldugu belirlendi (p<0,0001) (Tablo 16). PEDF
immiinoreaktivitesinin KK (265+£65,7) ve UK (366+23,4) gruplarinda kontrol
grubundan anlamli seviyede yiiksek oldugu bulundu (p<0,05) (Tablo 16). OHSS
grubuyla kiyaslandiginda, sham, KK ve UK gruplarindaki H-skor degerlerinin anlamli
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sekilde artig gosterdigi belirlendi (p<0,05) (Tablo 16). KK ve gruplar1 kendi iclerinde
kiyaslandiginda ise UK grubundaki PEDF artisinin KK grubundan daha yiiksek ve
istatistiksel olarak anlamli oldugu saptandi (Tablo 16).

Kistik Folikiil

Kistik folikiillerdeki graniiloza hiicrelerinin sham (Resim 8A-C) ve kontrol
(Resim 9B) gruplarinda zayif ile orta pozitif, OHSS grubunda en diisiik seviyeye
ulasarak negatif (Resim 10B), KK grubunda artig gdstererek orta pozitif (Resim 11A,
B) ve UK grubunda en yiiksek seviyeye gelerek kuvvetli pozitif (Resim 12B) oldugu
saptand1. PEDF H-skor degerinin sham (181+70,6) ve kontrol (183+40,2) gruplarinda
benzer oldugu (p>0,05), OHSS grubunda olduke¢a diisiikk oldugu (39,3+7,5) ve bu
degerin kontrol grubuyla karsilastirildiginda anlamli bir farka sahip oldugu belirlendi
(p<0,0001) (Tablo 16). PEDF immiinoreaktivitesi KK ve UK gruplarinda sirasiyla
283+31,6 ve 349+21,2 oldugu ve kontrol grubundan anlamli seviyede artis gosterdigi
belirlendi (p<0,05) (Tablo 16). OHSS grubuyla kiyaslandiginda, sham, KK ve UK
gruplarindaki H-skor degerlerinin anlamli sekilde artis gosterdigi tespit edildi (p<<0,05)
(Tablo 16). UK grubundaki H-skor artisginin KK grubundan istatistiksel olarak daha
yiiksek oldugu saptand1 (p<0,05) (Tablo 16).
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Resim 8. Sham grubuna ait ovaryum dokularinda PEDF immiinohistokimyasal
analiz goriintiileri. Olcek A 100pum; B,C 50um; D 20um

Resim 9. Kontrol grubuna ait ovaryum dokularinda PEDF immiinohistokimyasal
analiz goriintiileri. Olgek A 100pum; B,C 50um; D 20um
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Resim 12. UK grubuna ait ovaryum dokularinda PEDF immiinohistokimyasal analiz
goriintiileri. Olgek A 100um; B,C 50pum; D 20pm
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Tablo 16. Tiim gruplara ait PEDF immiinohistokimyasal H-skor sonuglari (ortalama

+ std sapma)

Sham Kontrol OHSS KK UK

Primordiyal

. 191+44,2, 196+44,7 47 445,77 381+8,87", 369+11,9",
folikiil

Brkenprimer  1o/.309, 1461363  34.9:111"  363:41,7,  367,74153",

folikiil
Gegprimer 100 04, 115455 79,8+33,7 238+56,8™,  383+16,9™x
folikiil
Sekonder r 4R -
188,648, 1544345  33,1+104 288712, 384+79""
folikiil
Graaf folikiil ~ 317£30, 287436  34,1+18,8"" 3314613, 350+35,1%,
o Korpus 00 313£36,1  36,1+105™  220459.2% 3462422 7a
emorajikum
Korpus 00 2274399  40,6+1,8™" 270+68,8, 375+20,8%
luteum

Atretik folikiil 147+37,7, 199+54,8 19,5+7,84™" 265+65,7" 366+23,4""

Kistik folikiil 181+70,64 183+40,2 39,3+7,5™ 283+31,6™,  349+21,2" 4

*: Kontrol grubuna gore kiyaslama *p<0,033, **p<0,002, ***p<0,0001. a: OHSS grubuna gore
kiyaslama, a=p<0,05; x: KK grubuna gore kiyaslama, x=p<0,05

6.5.4.3. PKA

PKA immiinoreaktivite dagilimlart folikiiller bazinda degerlendirilmis ve

karsilastirmalar1 Tablo 17°de verilmistir.
Primordiyal folikiil

PKA immiinoreaktivitesinin sham (Resim 13B, C), kontrol ve UK gruplarinda

negatif, OHSS grubundaki bazi alanlarda kuvvetli pozitif iken ¢cogunlukla orta pozitif
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ve KK grubunda zayif pozitif oldugu saptandi. Primordiyal folikiillerdeki graniiloza
hiicrelerinin gruplar arasi PK A H-skor degerleri sham grubunda 54,8+18,55 ve kontrol
grubunda 53,5+27,2 olarak hesaplandi ve bu gruplar arasinda istatistiksel farkin
olmadig belirlendi (p>0,05) (Tablo 17). OHSS grubu H-skor degeri 297+53,33 olarak
hesaplandi ve kontrol grubu ile kiyaslandiginda OHSS grubunda istatistiksel olarak
anlamli bir fark tespit edildi (p<0,0001) (Tablo 17). KK grubunda, 115,9+30,91 olan
H-skor degerinin kontrol grubundan istatistiksel olarak yiiksek oldugu (p<0,05);
OHSS grubundan ise istatistiksel olarak diisiik oldugu (p>0,05) gézlendi (Tablo 17).
UK grubunda PKA H-skor degerinin kontrol grubundan az oldugu (36,6+10,83) ancak
bu azalmanin istatistiksel olarak anlamli olmadig1 belirlendi (p>0,05) (Tablo 17). UK
grubu OHSS ve KK gruplari ile karsilastirildiginda, UK grubunda bu iki gruba gore
anlaml1 bir azalma oldugu tespit edildi (p<<0,05) (Tablo 17).

Erken primer folikiil

PKA immiinoreaktivitesinin, OHSS grubunda kuvvetli pozitif oldugu (Resim
15D), kontrol (Resim 14D) ve UK (Resim 17B, C) gruplarinda ise negatif oldugu
saptand1. Sham (Resim 13B-D) ve KK gruplarinda hem negatif hem de zayif pozitif
boyanmis alanlar izlendi. Sham, kontrol, OHSS, KK ve UK gruplarmmin H-skor
degerleri 99,8+31,6, 24,7+22,8, 351+27,3, 92,5+31,5 ve 28+18,5 olarak hesaplandi
(Tablo 17). H-skor sonuglari kontrol grubu ile karsilastirildiginda, sham, OHSS ve KK
gruplarinda istatistiksel olarak anlamli seviyede yiikselme oldugu belirlendi (p<0,05)
(Tablo 17). UK grubu H-skor degerinin kontrol grubuna benzer oldugu goézlendi
(p>0,05) (Tablo 17). UK grubunda PKA yogunlugunun OHSS ve KK gruplarindan
daha diisiik oldugu ve bu azalmanin anlamli oldugu saptand1 (p<0,05) (Tablo 17).

Gec primer folikiil

Geg primer folikiillerdeki graniiloza hiicrelerinin PKA immiinoreaktivitesinin,
sham (Resim 13A-D) ve kontrol (Resim 14D) gruplarinda negatif oldugu goézlenirken,
KK (Resim 16D) ve UK gruplarinda negatif ve zayif pozitif alanlara rastlandi. OHSS
grubu graniiloza hiicrelerindeki boyanmanin ise kuvvetli pozitif oldugu belirlendi.
Sham, kontrol, OHSS, KK ve UK gruplarmin H-skor degerleri sirasiyla 36+19,9,
74,2+35,4, 3434+42,2, 94,7+23,1 ve 88,5+7,96 olarak hesapland:1 (Tablo 17). Kontrol
grubu ile kiyaslandiginda yalnizca OHSS grubunda anlamli bir fark bulundu
(p<0,0001) (Tablo 17). Diger gruplarin kontrol grubuna benzer H-skor degerlerine
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sahip oldugu ve istatistiksel bir fark olmadig1 saptandi (p>0,05) (Tablo 17). KK ve UK
gruplarinda ise OHSS grubuna gore belirgin bir azalma oldugu ve bu azalmanin

anlamli oldugu tespit edildi (p<0,05) (Tablo 17).
Sekonder folikiil

Bu folikiilde yer alan graniiloza hiicrelerinin sham grubunda negatif (Resim 13A-
D), kontrol grubunda zayif pozitif (Resim 14A, B, D), OHSS grubunda kuvvetli
pozitif, KK (Resim 16A) ve UK gruplarinda ise zayif pozitif boyanma gosterdigi
saptand1. Sham, kontrol, OHSS, KK ve UK gruplarimin H-skor degerleri sirasiyla
91,8+21,2, 114+£36,3, 349+27,8, 175,8+11,4 ve 130,9+5,8 olarak hesaplandi (Tablo
17). Kontrol grubu ile karsilastirildiginda PKA yogunlugunun sham ve UK
gruplarinda degismedigi (p>0,05) ve OHSS ve KK gruplarinda arttig1 (p<0,05)
gozlendi (Tablo 17). OHSS grubu ile kiyaslandiginda ise, PKA H-skor degerlerinin
sham, KK ve UK gruplarinda istatistiksel olarak azaldigi belirlendi (p<0,05) (Tablo
17).

Graaf folikiilii

Sham ve kontrol (14C) gruplarinda negatif alanlar ile zayif pozitif alanlarin
oldugu, OHSS grubunda kuvvetli pozitif bolgelerin oldugu (Resim 15A, B), KK ve
UK gruplarinda ise hem zayif pozitif hem de orta pozitif boyanmalar oldugu saptanda.
Kontrol grubunun H-skor degeri 97,4+4,2 olarak hesaplandi (Tablo 17). PKA H-skoru,
OHSS grubunda 364+13, KK grubunda 202+21,4 ve UK grubunda 189+22,9 olarak
belirlendi ve bu degerlerin kontrol grubundan istatistiksel olarak daha yiiksek oldugu
saptandi1 (p<0,05) (Tablo 17). Sham grubu H-skor degerinin 77,1+13,7 oldugu ve
kontrol grubu ile arasinda anlamli bir farkin bulunmadigi tespit edildi (p>0,05) (Tablo
17). KK ve UK gruplarmin PKA degerlerinin OHSS grubuna gore anlamli seviyede
azaldig1 belirlendi (p<0,05) (Tablo 17).

Korpus hemorajikum

Sham grubunda korpus hemorajikum saptanamadi§indan bu grup, korpus
hemorajikum VEGF H-skor degerlendirmesine katilamadi. VEGF boyanmasi kontrol
grubunda orta pozitif, OHSS grubunda kuvvetli pozitif, KK (Resim 16A) ve UK
gruplarinda ise orta pozitif alanlar ile birlikte zayif pozitif olarak tespit edildi.

Graniiloza hiicrelerinin PKA H-skor degerleri kontrol grubunda 220+32,9, OHSS

%94



grubunda 335,94+21,76 olarak hesaplandi ve aralarinda istatistiksel farkin oldugu
saptandi (p<0,0001) (Tablo 17). KK grubu H-skor degerinin 154,2+14,37 ve UK grubu
H-skor degerinin ise 119,5+5,9 oldugu ve kontrol grubuna goére anlamli seviyede
azaldig1 gozlendi (p<0,05) (Tablo 17). KK ve UK gruplarinda OHSS grubuna gore de
belirgin bir azalma tespit edildi (p<0,05) (Tablo 17). UK grubundaki PKA yogunluk
diisiisiiniin KK grubundan anlamli seviyede fazla oldugu saptandi (p<0,05) (Tablo 17).

Korpus luteum

Sham grubunda hi¢ korpus Iuteum saptanamadigindan bu grup bu
degerlendirmeye dahil edilemedi. PKA boyanmasinin, kontrol (Resim 14A), KK
(Resim 16A, B) ve UK (Resim 17A, C) gruplarinda zayif pozitif iken, OHSS grubunda
kuvvetli pozitif (Resim 15A, C) oldugu tespit edildi. Kontrol, OHSS, KK ve UK
gruplarina ait H-skor degerleri sirastyla 127434, 338+17, 179+£22 ve 148+14 olarak
hesaplandi (Tablo 17). Kontrol grubuna gére OHSS grubu PKA H-skor degerlerinin
OHSS grubunda anlamli olarak arttig1 (p<0,0001) (Tablo 17); KK ve UK gruplarinda
ise anlamli seviyede azaldig1 gozlendi (p<0,05) (Tablo 17). KK ve UK gruplarinda
OHSS grubuna gore de belirgin bir azalma tespit edildi (p<0,05) (Tablo 17). UK
grubunun KK grubundan daha belirgin bir immiinoreaktivite kaybina sahip oldugu

belirlendi (p<0,05) (Tablo 17).
Atretik folikiil

Sham grubu graniiloza hiicrelerinin negatif, kontrol grubu hiicrelerinin zayif
pozitif, OHSS grubunun kuvvetli pozitif ve KK ve UK gruplarinin orta pozitif
boyandig1 gozlendi. Atretik folikiillerdeki PKA H-skor degeri, kontrol grubuna gore
(132+28,4), sham grubunda anlamli olarak azalirken (50+18,4, p<0,0001) (Tablo 17);
OHSS (330,1+33,7), KK (213,9+6,3) ve UK (233,6+2,2) gruplarinda anlamli seviyede
artt1 (p<0,05) (Tablo 17). OHSS, KK ve UK gruplar1 kendi i¢lerinde kiyaslandiginda,
KK ve UK gruplarinda PKA yogunlugunun OHSS grubuna gore istatistiksel olarak
azaldig1 belirlendi (p<0,05) (Tablo 17). En belirgin fark sham grubu ile OHSS grubu
arasinda belirlendi ve bu fark istatistiksel olarak anlamli bulundu (p<0,05) (Tablo 17).

Kistik Folikiil

Kistik folikiillerdeki en diisiik boyanma kontrol grubunda (Resim 14A), en yiiksek
boyanma ise OHSS grubunda (Resim 15A, C) gozlendi. Sham grubunda zayif pozitif
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(Resim 13A), kontrol grubunda negatif, OHSS grubunda kuvvetli pozitif, KK
grubunda zayif pozitif ve UK grubunda orta pozitif (Resim 17A, B) boyanmalar
saptandi. Kontrol grubu (50,6+12,8) ile karsilastirildiginda, atretik folikiillerdeki PKA
H-skor degerinin sham (103+£24), OHSS (335+31,2), KK (169,4+71,9) ve UK
(209,1+£39,8) gruplarinda anlamli seviyede arttigi belirlendi (p<0,05) (Tablo 17).
OHSS, KK ve UK gruplart kendi i¢lerinde kiyaslandiginda, KK ve UK gruplarinda
PKA yogunlugunun OHSS grubuna gore istatistiksel olarak azaldigi belirlendi
(p<0,05) (Tablo 17). Sham grubu PKA immiinoreaktivitesinin OHSS grubundan
oldukca diisiik oldugu ve bu farkin istatistiksel olarak anlamli oldugu tespit edildi
(p<0,05) (Tablo 17).

Resim 13. Sham grubuna ait ovaryum dokularinda PKA immiinohistokimyasal
analiz goriintiileri. Olcek A 100pum; B,C 50um; D 20um
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Resim 14. Kontrol grubuna ait ovaryum dokularinda PKA immiinohistokimyasal
analiz gorintiileri. Olgek A 100pm; B,C 50pum; D 20pm

Resim 15. OHSS grubuna ait ovaryum dokularinda PKA immiinohistokimyasal
analiz goriintiileri. Olgek A 100pm; B,C 50um; D 20um
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Resim 16. KK grubuna ait ovaryum dokularinda PKA immiinohistokimyasal analiz
goriintiileri. Olgek A 100pum; B,C 50um; D 20um

Resim 17. UK grubuna ait ovaryum dokularinda PKA immiinohistokimyasal analiz
goriintiileri. Olgek A 100pum; B,C 50um; D 20um
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Tablo 17. Tiim gruplara ait PKA immiinohistokimyasal H-skor sonuglari (ortalama +

std sapma)

Sham Kontrol OHSS KK UK

P”P;E{(?i'lya' 54,8+18,55 5352725 297,7+53,33"™" 1159+30,91%  36,6-10,83xx

Erken primer

o 09,.8431,6". 24,7+228 351+27,3™ 92,54+31,5% 28+18,5a
folikiil

Geg primer 36£19,9 7424354 3431422 94,7423 1, 88,5+7,964
folikiil

Sekonder g1 9012, 1144363 3494278  1758+114% 130,945 8u

folikiil
Graaf folikiil 77,1137,  97,4+4,2 364413 202421,4%, 189+22,9%,
Korpus 0+0 220432,9  335,9+21,76™ 154241437, 1195459

hemorajikum

Korpus 00 127434 338417 179+22™, 148414,
luteum

Atretik folikiil 50+18,4™,  132+28,4 330,1£33,7 213,9+6,3" 233,6+2,2",

Kistik folikiil 103+24", 50,6+12,8 335+31,2™ 169,4+71,9%, 209,1+39,8",

*: Kontrol grubuna gore kiyaslama *p<0,033, **p<0,002, ***p<0,0001. a: OHSS grubuna gore
kiyaslama, a=p<0,05; x: KK grubuna gore kiyaslama, x=p<0,05

6.5.4.4. PKC

PKC immiinoreaktivite dagilimlar1 folikiiller bazinda degerlendirilmis ve

karsilastirmalar1 Tablo 18’de verilmistir.

Primordiyal folikiil

Gruplar aras1 PKC sonuglarina gére, sham (Resim 18B-D) ve kontrol (Resim 19C,

D) gruplarina ait primordiyal folikiillerdeki graniiloza hiicrelerinde kuvvetli pozitif
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boyanma gozlendi. OHSS grubunda orta pozitif alanlar ile zayif pozitif alanlarin
varligi belirlendi. KK ve UK (Resim 22B) gruplarinda orta ve kuvvetli pozitif boyanan
alanlar tespit edildi. H-skor sonuglar1 sham grubunda 330,1+29,93, kontrol grubunda
372,8+16,59, OHSS grubunda 192,3+30,74, KK grubunda 276,9+25,16 ve UK
grubunda 289,7+19,78 olarak hesaplandi (Tablo 18). Kontrol grubu ile
kiyaslandiginda, sham grubunda herhangi bir fark olmadigi (p>0,05) (Tablo 18),
OHSS, KK ve UK gruplarinda immiinoreaktivitenin azaldigi ve bu azalmanin
istatistiksel olarak anlamli oldugu belirlendi (p<0,05) (Tablo 18). OHSS grubunun H-
skor derecesi sham grubuna gore de anlamli derecede diisiik bulundu (p<0,05) (Tablo
18). Kisspeptin verilen KK ve UK gruplar1 kontrol grubuna gore daha diisiik H-skor
degerine sahipken (p<0,05) (Tablo 18), bu degerin OHSS grubuna gére arttig1 ve bu
artisin anlaml oldugu saptandi (p<0,05) (Tablo 18).

Erken primer folikiil

Kontrol grubunda PKC immiinoreaktivitesinin kuvvetli pozitif oldugu (Resim
19C, D); sham (Resim 18C, D), OHSS, KK ve UK gruplarinda ise orta pozitif
boyanmalarin oldugu belirlendi. Sham grubunda PKC H-skor degerinin 249,3+20,04,
kontrol grubunda ise 369+49,99 oldugu ve bu iki grup arasinda anlamli bir farkin
bulundugu tespit edildi (p<0,05) (Tablo 18). OHSS (206,6+15,74), KK (264,1+18,69)
ve UK (293,4+16,25) gruplarindaki H-skor derecesinin kontrol grubuna gére anlaml
seviyede azaldigr saptandi (p<0,05) (Tablo 18). OHSS grubuna gore kiyaslama
yapildiginda, KK ve UK gruplarinda PKC seviyesinin artti§1 belirlendi (p<0,05)
(Tablo 18). UK grubunun ise KK grubundan daha yiiksek boyanma siddetine sahip
oldugu gozlendi (p<0,05) (Tablo 18).

Gec primer folikiil

Geg primer folikiillere ait graniiloza hiicreleri incelendiginde, sham (Resim 18B),
kontrol (Resim 19C), KK (Resim 21C) ve UK (Resim 22A, C) gruplarinda orta pozitif
alanlar ile yer yer kuvvetli pozitif alanlar da saptandi. OHSS grubunda zayif ile orta
pozitif alanlar izlendi (Resim 20B). Sham ve kontrol gruplarinda yiiksek PKC H-skor
degeri belirlendi (sirasiyla 282,64+34,62 ve 265,4+39,94) ve bu iki grup arasinda bir
farka rastlanamadi (p>0,05) (Tablo 18). OHSS grubunda H-skor degerinin
176,7+12,56 oldugu ve kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlamli bir azalma

oldugu bulundu (p<0,002) (Tablo 18). KK ve UK gruplarindaki PKC H-skor degerleri
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sirasiyla 217,5+14,58 ve 209,7+23,84 seklinde hesaplandi ve kontrol grubuna kiyasla
anlamli azalma gosterirken (p<0,05), OHSS grubuna kiyasla anlamli artig gosterdigi
saptand1 (p<0,05) (Tablo 18). KK ve UK gruplarn arasinda istatistiksel bir fark
belirlenemedi (p<0,05) (Tablo 18).

Sekonder folikiil

Graniiloza hiicrelerindeki boyanmanin kontrol (Resim 19A-D), OHSS (Resim
20C) ve KK (Resim 21B) gruplarinda orta pozitif oldugu belirlendi. Sham (Resim
18A-D) ve UK (Resim 22B) gruplarinda ise zayif pozitif ile yer yer orta pozitif olarak
izlendi. Kontrol (210,3+16,73) ve sham (197,6£17,6) gruplarindaki sekonder
folikiillerde PKC H-skor degerleri arasinda bir fark saptanamadi (p<0,05) (Tablo 18).
OHSS grubundaki boyanma seviyesinin kontrol grubuna gore artis gosterdigi
(271,4+39,36) ve istatistiksel olarak anlamli oldugu belirlendi (p<0,05) (Tablo 18).
KK grubu ile kontrol grubu arasinda bir fark olmazken (226,84+28,59, p>0,05), OHSS
grubuna gore anlamli bir diisiis belirlendi (p<0,05) (Tablo 18). UK grubundaki PKC
H-skor degerinin (181,5+24) kontrol grubundan daha diisiik oldugu ve bu disiisiin
anlamli oldugu saptandi (p<0,05) (Tablo 18). OHSS ve KK gruplarina gore UK
grubunda belirgin bir azalma oldugu goriildi (p<0,05) (Tablo 18).

Graaf folikiil

Sham grubunun zayif pozitif PKC boyanmasina sahip oldugu belirlendi (Resim
18A). Kontrol (Resim 19A, C), KK (Resim 21A, D) ve UK (Resim 22D) gruplarinda
PKC seviyesinin orta pozitif oldugu, ancak KK ve UK gruplarinda yer yer kuvvetli
pozitif alanlarin da var oldugu saptandi. OHSS grubunda yer alan graniiloza
hiicrelerinde kuvvetli pozitif boyanan alanlar izlendi (Resim 20A). H-skor sonuglari
degerlendirildiginde, sham grubunda (146,8+10,24) kontrol grubuna (212,94+24,2)
gore anlamli bir azalma bulundu (p<0,05) (Tablo 18). OHSS grubundaki PKC H-skor
degerinin (340+42,3) kontrol grubundan anlamli derecede yiiksek oldugu saptandi
(p>0,05) (Tablo 18). KK ve UK gruplarindaki PKC H-skor degerinin sirasiyla
284,5+23,58 ve 259,2+33,6 oldugu ve kontrol grubuna gore artig gosterdigi (p<0,05),
OHSS grubuna gore ise azaldig belirlendi (p<0,05) (Tablo 18). Ayrica, UK grubunun
KK grubundan anlamli derecede daha diisiik degere sahip oldugu tespit edildi (p<0,05)
(Tablo 18).
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Korpus hemorajikum

Sham grubu ovaryumlarinda korpus hemorajikuma rastlanmadi. Bu nedenle bu
grup istatistiksel hesaba dahil edilemedi. Gruplardaki graniiloza hiicrelerinin boyanma
dereceleri kontrol grubunda zayif pozitif, OHSS grubunda kuvvetli pozitif, KK ve UK
gruplarinda orta pozitif olarak izlendi. Kontrol grubu H-skor degeri 176,4+18,81
olarak hesaplandi (Tablo 18). PKC H-skor degerinin, OHSS grubunda 325,8+33,9, KK
grubunda 216,1+31,8 ve UK grubunda 221+17,21 oldugu ve kontrol grubuna goére
anlaml artis gosterdigi, en yiiksek farkin ise OHSS grubuna ait oldugu belirlendi. Bu
fark istatistiksel olarak anlaml1 bulundu (p<0,0001) (Tablo 18). KK ve UK gruplarinda
kontrol grubuna gore anlamli bir artig goriiliirken (p<0,05) (Tablo 18); OHSS grubuna
gore anlamli bir azalma tespit edildi (p<0,05) (Tablo 18). KK ve UK gruplari arasinda
ise PKC seviyesi bakimindan herhangi bir farka rastlanamadi (p>0,05) (Tablo 18).

Korpus luteum

Sham grubuna ait ovaryumlarda korpus luteuma rastlanmadi ve bu nedenle bu
grup istatistiksel analize dahil edilemedi. Kontrol grubuna ait ovaryumlarda yer alan
graaf folikiillerde PKC immiinoreaktivitesinin zayif pozitif oldugu tespit edildi (Resim
19A). OHSS grubunda bu degerin kuvvetli pozitif oldugu saptandi (Resim 20B-D).
KK (Resim 21B) ve UK (Resim 22A, C) gruplarinda orta pozitif boyanma izlendi. H-
skor degerleri kontrol grubunda 127,3+17,3, OHSS grubunda 350,4+22,63, KK
grubunda 265,2+36,92 ve UK grubunda 215,6+17,71 olarak belirlendi (Tablo 18). H-
skor sonuglart degerlendirildiginde, OHSS grubundaki boyanma seviyesinin kontrol
grubundan anlamli derecede yiiksek oldugu belirlendi (p<0,0001) (Tablo 18). KK
grubu analiz edildiginde, bu grupta da kontrol grubuna gore anlamli bir artis gézlendigi
(p<0,05) (Tablo 18) ancak OHSS grubuna gore PKC seviyesinin azaldig1 saptandi
(p<0,05) (Tablo 18). UK grubunda kontrol grubuna gore belirgin bir artisin oldugu
(p<0,05) (Tablo 18), ancak hem OHSS hem de KK grubuna gore belirgin bir
azalmanin varlig1 da saptand1 (p<0,05) (Tablo 18).

Atretik folikiil

Atretik folikiillerde bulunan graniiloza hiicrelerinin, sham grubunda bazi alanlarda
zay1f pozitif bazi alanlarda ise orta pozitif boyanmaya sahip oldugu belirlendi ve H-

skor degeri 176,3+20,7 olarak hesapland1 (Tablo 18). Kontrol, KK ve UK gruplarinda
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bu boyanmanin orta pozitif oldugu ve H-skor degerlerinin sirasiyla 209,9+29,6,
231,5428,62 ve 239,94+19,13 oldugu (Tablo 18), OHSS grubunda ise en yiiksek degere
ulasarak kuvvetli pozitif oldugu ve H-skor degerinin 362,9+25,29’a yiikseldigi
belirlendi (Tablo 18). Sham grubundaki atretik folikiillerde PKC H-skor degeri kontrol
grubuna benzer bulundu (p>0,05) (Tablo 18). OHSS grubunda H-skor degerinin
kontrol grubuna oranla arttig1 ve istatistiksel olarak anlamli bir fark oldugu belirlendi
(p<0,0001) (Tablo 18). KK ve UK gruplarinda PKC ifadesinin, kontrol grubuna gore
artarken, OHSS grubuna gore azaldigi tespit edildi (p<0,05) (Tablo 18).

Kistik folikiil

Immiinoreaktivite degerlendirildiginde PKC boyamasinin sham grubunda hem
zay1f pozitif hem de orta pozitif oldugu (Resim 18A), kontrol ve UK (Resim 22A, B)
gruplarinda orta pozitif oldugu ve OHSS grubunda kuvvetli pozitif oldugu saptandi.
KK grubu incelendiginde orta pozitif hiicrelere eslik eden ¢ok sayida kuvvetli pozitif
hiicrenin varlig1 izlendi (Resim 21C). Sham grubundaki kistik folikiillerde PKC H-
skor degeri (199,1+16,85) kontrol grubuna (211,2+41,55) benzer bulundu (p>0,05)
(Tablo 18). OHSS grubunda bu degerin (383,4+29,74) kontrol grubuna oranla arttigi
ve istatistiksel olarak anlamli fark bulundugu belirlendi (p<0,0001) (Tablo 18). KK ve
UK gruplarinda PKC ifadesinin 288,7+28,29 ve 220,4+29,04 oldugu ve kontrol
grubuna gore artarken, OHSS grubuna gore diistiigii gozlendi (p<0,05) (Tablo 18). UK
grubundaki diislisiin, KK grubundan daha yiiksek oldugu ve bu iki grup arasinda da
anlaml bir fark bulundugu saptandi (p<0,05) (Tablo 18).
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Resim 18. Sham grubuna ait ovaryum dokularinda PKC immiinohistokimyasal
analiz goriintiileri. Olcek A 100pum; B,C 50um; D 20um

Resim 19. Kontrol grubuna ait ovaryum dokularinda PKC immiinohistokimyasal
analiz gorintiileri. Olgek A 100pum; B,C 50pum; D 20pm
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Resim 20. OHSS grubuna ait ovaryum dokularinda PKC immiinohistokimyasal
analiz goriintiileri. Olcek A 100pum; B,C 50um; D 20um

Resim 21. KK grubuna ait ovaryum dokularinda PKC immiinohistokimyasal analiz
goriintiileri. Olgek A 100um; B,C 50pum; D 20pum
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Resim 22. UK grubuna ait ovaryum dokularinda PKC immiinohistokimyasal analiz
goriintiileri. Olgek A 100um; B,C 50pm; D 20pm
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Tablo 18. Tiim gruplara ait PKC immiinohistokimyasal H-skor sonuglar (ortalama +

std sapma)
Sham Kontrol OHSS KK UK
Pr'}fgﬁlr(?i'lya' 330,1429,93, 372,8+1659 192,3+30,74" 276942516  289,7+19,78%
Erken
primer 2493+20,04%, 369+49,99  206,6+1574"" 264,1+18,69™, 2934+16,25
folikiil
Gef‘i) EE‘;‘” 282.6+34,62, 2654+39.94 1767+12,56™ 217,5+14,58%  209.7+23 84,
S?{fﬁﬂgfr 197,6417,6, 2103+16,73 271,4+39.36°  226.8+28.59,  181,5+24%
Graaf folikiil 146 8+1024% 212.94242  340+42,3%  284512358% 259 2433.6%
Korpus - " -
hemorajikum 0+0 176,4+18,81  325,8+33,9 216,14318%  221+17,21%
Korpus 00 127,3+17,3  350,4+22,63™ 2652+36,92", 215,6:17,71"x
luteum
Atretik 176,3+20,7,  209.9429.6  362,9+2529"  2315+2862%  239,9+19,13%
folikiil
Kistik folikiil 199,1+16,85, 211,2+4155 383442974  288,742829"  220.4+29.04"

*: Kontrol grubuna gore kiyaslama *p<0,033, **p<0,002, ***p<0,0001. a: OHSS grubuna gore
kiyaslama, a=p<0,05; x: KK grubuna gore kiyaslama, x=p<0,05
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6.6. GRANULOZA  HUCRELERININ gRT-PCR  ANALIZi
SONUCLARININ DEGERLENDIRILMESIi

gRT-PCR isleminin sonunda gen ekspresyonlarinda meydana gelen

2°82CT yontemi kullanildi. Veriler, GAPDH referans genine

degisikliklerin analizi i¢in
gore normalize edildi ve sonuglar ortalama =+ standart sapma olarak verildi. Bu
yonteme gore kontrol grubu gen ifadesi 1 olarak alindi. Gruplar arasi karsilagtirma igin
ANOVA testi; coklu karsilagtirma i¢in ise Tukey Testi kullanildi. P<0,05 degerleri

istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.
6.6.1. VEGF Bulgulan

Sol ovaryumdan toplanan graniiloza hiicrelerindeki VEGF mRNA ifadesinin
belirlenmesi i¢in qRT-PCR yontemi kullanildi. Analiz sonuglarma gore sham
grubunun VEGEF ifadesi 0,685+0,07 idi. Bu ifadenin kontrol grubuna gére daha az
oldugu ve aralarinda anlamli bir fark oldugu tespit edildi (p=0,041) (Sekil 14, Tablo
19). OHSS grubunda VEGF ifadesinin 4,6 kat artis gosterdigi (4,608+0,15) ve bu
artigin istatistiksel olarak anlamli oldugu saptand1 (p=0,001) (Sekil 14, Tablo 19). KK
grubundaki VEGF ifadesinin kontrol grubuna kiyasla 2,2 kat artig gosterirken
(2,267+0,08) (p=0,025) (Tablo 19), OHSS grubuna kiyasla azaldig1 (Tablo 19) ve bu
degisimlerin istatistiksel olarak anlamli oldugu bulundu (sirasiyla p=0,025 ve
p=0,001) (Sekil 14, Tablo 19). VEGF ifadesinin, UK grubunda kontrol grubuna gore
1,7 kat arttig1 (1,775+0,09) (Tablo 19), OHSS grubuna gore ise azaldigi (Tablo 19) ve
bu ifadelerin istatistiksel olarak anlamli oldugu belirlendi (sirasiyla p=0,019 ve
p=0,001) (Sekil 14, Tablo 19). KK ve UK gruplar1 kendi aralarinda kiyaslandiginda,
VEGEF seviyesinin, KK grubunda daha yiiksek oldugu ve bu artigin istatistiksel olarak
anlamli oldugu belirlendi (p=0,029) (Sekil 14, Tablo 19).

108



aiad

|
ki

kx4

VEGF
Relatif mMRNA ifadesi

Sham  Kontrol OHSS

Gruplar

Sekil 14. Tim gruplara ait VEGF Relatif mRNA ifadelerinin karsilagtirilmasi.
P<0,05’ten kiiclik degerler istatistiksel olarak anlamli kabul edildi. * p<0,033,
**p<0,002, ***p<0,0001

Tablo 19. Tiim gruplara ait VEGF relatif mRNA ifadeleri ve istatistiksel analizleri

(ortalama + std sapma)

Sham Kontrol OHSS KK UK

VEGFRelatif ) oo 007 120 4.608:015  2.267+0,08 1,775+0,09
MRNA ifadesi

6.6.2. PEDF Bulgular:

Kontrol grubu ile kiyaslandiginda, PEDF ifadesinin, sham grubu hari¢ tiim
gruplarda artis gosterdigi belirlendi (Sekil 15, Tablo 20). Sham grubunda PEDF
ifadesinin kontrol grubuna nazaran daha az oldugu (0,995+0,04) (Tablo 20) fakat bu
farkin istatistiksel olarak anlamli olmadigi gorildi (p>0,05) (Sekil 15, Tablo 20).
OHSS grubunun PEDF ifadesinin, kontrol grubuna gore yaklasik 1,8 kat azalma
gosterdigi (0,555+0,03) (Tablo 20) ve bu sonucun istatistiksel olarak anlamli oldugu
saptand1 (p<0,0001) (Sekil 15). KK grubunun PEDF ifadesi, kontrol grubuna oranla
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yaklagik 2 kat artarken (2,133+0,24, p=0,001), OHSS grubuna oranla yaklasik 4 kat
arttig1 (p=0,001) (Sekil 15, Tablo 20) ve bu sonuglarin anlamli oldugu bulundu (Sekil
15). UK grubunun PEDF ifadesinin kontrol grubuna gore yaklasik 3 kat (2,946+0,1,
p=0,001) (Sekil 15, Tablo 20), OHSS grubuna gore ise yaklasik 5 kat arttig1 (Tablo
20) ve bu farkin istatistiksel olarak anlamli oldugu saptandi (p=0,001) (Sekil 15). KK
ve UK gruplar1 kiyaslandiginda, UK grubundaki PEDF ifadesinin, KK grubuna gore
yaklagik 1 kat fazla oldugu ve bu farkin anlamli oldugu goézlendi (p=0,025) (Sekil 15,
Tablo 20).

PEDF

Relatif mRNA ifadesi

Sham Kontrol OHSS KK UK

Gruplar

Sekil 15. Gruplara ait PEDF Relatif mRNA ifadelerinin karsilastirilmasi. P<0,05’ten
kiigiik degerler istatistiksel olarak anlamli kabul edildi. **p<0,002, ***p<0,0001

Tablo 20. Tiim gruplara ait PEDF relatif mRNA ifadeleri ve istatistiksel analizleri
(ortalama + std sapma)

Sham Kontrol OHSS KK UK

PEDF Relatif

=+ + =+ + =+
MRNA ifadesi 0,995+0,04 1+0 0,555+0,03  2,133+0,24 2,946+0,1
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6.6.3. PKA Bulgulan

Kontrol grubu ile kiyaslandiginda, PKA ifadesinin, OHSS grubunda yaklasik 3
kat (2,97340,12) (Tablo 21); KK grubunda yaklasik 1,8 kat (1,755+0,07) (Tablo 21)
ve UK grubunda 1,7 kat (1,754+0,08) (Tablo 21) artis gosterdigi ve bu degerlerin
istatistiksel olarak anlamli oldugu belirlendi (sirasiyla p=0,023; p=0,032; p=0,037)
(Sekil 16). Sham grubunun PKA seviyesi, kontrol grubuna olduk¢a benzer idi
(0,984+0,02) (Tablo 21) ve anlamli bir fark saptanmadi (p=0,75) (Sekil 16). KK ve
UK gruplarmmin PKA ifadelerinin OHSS grubuna oranla azaldigi ve bu azalmanin
istatistiksel olarak farkli oldugu saptandi (sirasiyla p=0,049, p=0,043) (Sekil 16, Tablo
21). KK ve UK gruplart arasinda PKA gen ifadesinde istatistiksel bir fark
belirlenemedi (p=0,455) (Tablo 21 ve Sekil 16).

PKA
Relatif mRNA ifadesi

Sham Kontrol OHSS
Gruplar

Sekil 16. Gruplara ait PKA Relatif mRNA ifadelerinin karsilastiritlmasi. P<0,05’ten
kiigiik degerler istatistiksel olarak anlamli kabul edildi. * p<0,033, **p<0,002

111



Tablo 21. Tim gruplara ait PKA relatif mRNA ifadeleri ve istatistiksel analizleri
(ortalama =+ std sapma)

Sham Kontrol OHSS KK UK

PKA Relatif

MRNA ifadesi 0,984+0,02 1+0 2,973+0,12 1,755+0,07 1,754+0,08

6.6.4. PKC Bulgular

Sham grubu PKC ifadesinin kontrol grubuna gore yaklasik 1,2 kat az oldugu
(0,834+0,06) ve iki grup arasinda istatistiksel olarak anlamli fark bulundugu belirlendi
(p=0,037) (Sekil 17, Tablo 22). Kontrol grubu ile karsilagtirildiginda, PKC ifadesinin,
OHSS grubunda yaklasik 1,9 kat (1,888+0,12), KK grubunda 1,7 kat (1,716+0,04) ve
UK grubunda da yaklasik 1,7 kat (1,683+0,05) arttig1, bu artiglarin istatistiksel olarak
anlamli oldugu goriildii (sirastyla p= 0,008, p=0,004 ve p=0,007) (Sekil 17, Tablo 22).
OHSS grubunun PKC seviyesinin, KK ve UK gruplarina goére anlamli oranda
yiikseldigi belirlendi (sirastyla p=0,043, p=0,038) (Sekil 17, Tablo 22). PKC mRNA
seviyesi UK grubunda KK grubundan daha diisiik olmasina ragmen, bu iki grup

arasinda istatistiksel fark olmadig1 saptandi (p=0,999) (Sekil 17, Tablo 22).
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PKC
Relatif mRNA ifadesi

Sham Kontrol OHSS KK UK

Gruplar

Sekil 17. Gruplara ait PKC Relatif mRNA ifadelerinin karsilastirilmasi. P<0,05’ten
kiigiik degerler istatistiksel olarak anlamli kabul edildi. * p<0,033, **p<0,002

Tablo 22. Tim gruplara ait PKC relatif mRNA ifadeleri ve istatistiksel analizleri

(ortalama + std sapma)

Sham Kontrol OHSS KK UK
PKCRelatif o0/ 006 120 18884012 17164004  1.683+0,05
MRNA ifadesi
6.7. OOSIT IMMUNOFLORESAN BOYAMALARININ
DEGERLENDIRILMESI

Sag ovaryum dokusundan 1. kutup cisimcigi atilmig, diizglin yiizeyli olgun
oositlerin toplanmasi planlanmaktaydi. Ancak OHSS modeli protokolliine gore, deney
protokoliiniin 5. giiniinde siganlara hCG enjekte edildi ve modelin tam anlamiyla
olusabilmesi i¢in hCG enjeksiyonundan 48 saat sonra sakrifikasyon gergeklestirildi.

Bir mikrotiibiil bileseni olan a-tiibiilin boyamasi ile oositler ve oositlerin etrafinda

113



sikica bagli korona radiata hiicreleri, yine sik1 bagl gruplarla karakterize graniiloza
hiicreleri ve belirgin bir zona pelusida goriildii (Resim 23). Toplanan bu oositlerde
diizgiin yiizeyli oositler gozlenmesine ragmen, 1. kutup cisimcigine rastlanamadi

(Resim 23).

Resim 23. Kontrol (A-C), Sham (D-F), OHSS (G-l), KK (J-L) ve UK (M-O)
gruplarina ait oositlerin faz kontrast (A, D, G, J, M), DAPI (B, E, H, K, N) ve a-tubulin
(C,F, 1, L, O) goriintiileri. Yesil: a-tubulin. Mavi: Cekirdek. Olgek: 100 pm
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7. TARTISMA

Infertilite, giiniimiizde yaygin bir problemdir ve diinya genelinde iireme yasindaki
ciftlerin % 8-12’sini etkiledigi tahmin edilmektedir. Infertilite tedavisinde kullanilan
yontemlerden biri IVF’tir. IVF teki temel siireg, birden fazla oosit elde etmek amaciyla
yapilan kontrollii ovaryan hiperstimiilasyondur. Ancak hiperstimiilasyon sonucunda
istenmeyen bir komplikasyon olan OHSS gelisebilmektedir. OHSS’ nin 6nlenmesi
veya tedavi edilmesi, gliniimiiz kosullarinda biiyiik 6nem tasimaktadir. Bu nedenle,
OHSS’yi baz alan hayvan ¢aligmalar: giin gectikge artmaktadir. Hastalik dnleme veya
tedavi protokollerinin gelistirilmesi i¢in oncelikle hastaligin nedenleri, patofizyolojisi
ve patogenezinin anlasilmasi Onemlidir. Yapilan c¢alismalarda, OHSS’nin temel
nedeninin hCG uyarimi oldugu bildirilmistir (Blumenfeld 2018; Abbara ve ark. 2015).
OHSS, kapillerlerde ge¢irgenligin artmasina, intravaskiiler bolgelerden ekstravaskiiler
bolgelere sivi gegmesine ve ¢oklu organ yetmezligi ve oliime kadar ulagabilen ¢ok
sayida klinik bulguya neden olmaktadir (Delvigne ve Rozenberg 2002; Luke ve ark.
2010; Dauod ve Schenker 2018). OHSS riski tasiyan kadinlarda infertilite tedavisi
zorlasmakta ve ¢ogunlukla tedavi yarida birakilmaktadir. Kisspeptinler, bir Arg-Phe-
NH2 karboksil-terminal motifi ile karakterize edilen RFamidler olarak bilinen bir
peptid hormon ailesinin tyeleridir. Bu peptitler, gida aliminin kontrolii, agri,
inflamatuvar yanitlar, gelisim, lireme ve metabolizmay1 iceren ¢ok sayida fizyolojik
ve patofizyolojik siiregte yer almaktadir. Kisspeptin tiplerinden biri olan Kisspeptin-
54, hipotalamustaki noronlardan salgilanan ve GnRH ndoronlarindaki reseptorlere
baglanarak, gonadotropin sentezini uyaran bir noropeptidtir. Ovaryumda da

kisspeptin-54 reseptorlerinin bulundugu belirlenmistir (Hu ve ark. 2018).

Aragtirmacilar eksojen kisspeptinin kadinlarda gonadotropin sekresyonunu akut
olarak uyardigin1 gostermistir. Bununla birlikte, diizenli adet dongiisii olan saglikli
kadinlara uzun siireli kisspeptin enjeksiyonunun farmakolojik etkilerini arastiran
sinirh sayida calisma bulunmaktadir. Uzun siireli kisspeptin uygulamasinin, erkek

maymunlarda ve fonksiyonel hipotalamik amenoreli kadinlarda derin tasifilaksiye
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neden oldugu tespit edilmistir (Seminara ve ark. 2006; Jayasena ve ark. 2009; Jayasena
ve ark. 2010). Jayasena ve ark, menstrual dongiiniin folikiiler faz1 sirasinda iki kez
Kisspeptin-54 tedavisi sonrasinda saglikli kadinlarda menstrual dongiiniin devam

ettigini gostermistir (Jayasena ve ark. 2013).

Son yillarda, OHSS riski tasiyan kadinlarda Kisspeptin-54 uygulamasini deneyen
caligmalar bulunmaktadir (Abbara ve ark. 2015). Ancak Kisspeptin-54’iin OHSS
mekanizmasina etkisi tam olarak bilinmemektedir. Bu bilgiler 1s181inda, ¢alismamizda,
OHSS modeli olusturulmus sigcanlarda Kisspeptin-54’iin graniiloza hiicrelerindeki

molekiiler mekanizmalar tlizerine etkisinin incelenmesi amaclanmustir.

Sicanlar bir¢ok hastalik modeli i¢in uygun hayvanlardir. Calismamizda immatiir
sicanlarin kullanilma nedeni, istatistiksel analiz icin ayni yasta, ayni menstrual
dongiide uygun sayida sican elde etmenin zorlugu, bir 6nceki dongiiye ait hormonlarin
etkili olabilecegi, dnceki dongiilere ait folikiillerin var olabilecegi, olgun sicanlarda
dongiiniin kisa olmasi (3-5 giin) ve hiperstimiilasyon i¢in yeterli siirenin olmayisidir.
Yaptigimiz bu ¢alismada, sicanlarda OHSS modeli siklikla kullanilan deneysel model
olan PMSG ve hCG kullanilarak olusturulmustur ve en sik kullanilan yontem budur
(Kitajima ve ark. 2004). Farkli olarak, PMSG yerine rekombinant FSH; hCG yerine
LH’1n kullanildig1 ¢alismalar da bulunmaktadir (Gomez ve ark. 2003; Kitsou ve ark.
2016). Modelin olusup olusmadigi, ovaryum boyutu, fallop tiiplerinin genisligi, kolon
morfolojisi gibi kalitatif tayin yontemleri veya vaskiiler gecirgenlik testi gibi kantitatif
tayin ile yapilmaktadir (Kitajima ve ark. 2004; Ajonuma ve ark. 2005; Turan ve ark.
2015).

Calismamizdaki deneysel protokol sonunda, OHSS modeli olusturulan siganlarda
kontrol grubuna kiyasla, fallop tiiplerinde sivinin biriktigi, kolonun dilate oldugu ve

ovaryumlarin genisledigi gozlendi. Bu bulgular, modelin olustugunu gostermektedir.

OHSS modeli olusturdugumuz siganlarda, Kisspeptin-54’iin kisa siireli ve uzun
siireli olmak tizere 2 deneysel protokolii uygulandi ve Kisspeptin-54’iin OHSS
bulgularint 6nleyip 6nlemedigi incelendi. Bu nedenle gruplar arasindaki hayvan
agirliklart degisimleri, ovaryum agirliklari, fallop tiiplerinin morfolojisi ve ovaryum
geniglikleri ile hacimleri kiyaslandi. Ek olarak, Kisspeptin-54’tiin, LH ve FSH
seviyelerine etkisi ELISA yontemi ile; VEGF, PEDF, PKA ve PKC ifadelerine etkisi

ise gRT-PCR ve immiinohistokimyasal yontemler ile analiz edildi. Elde edilen
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bulgular, Kisspeptin-54’iin OHSS bulgularini azalttigin1 gostermektedir. Kisspeptin-
54’iin kemirgenlerde giiglii etkileri oldugu bildirildiginden ¢alismamizda bu kisspeptin

tipi secildi.

Siddetli OHSS nin klinik belirtilerinden biri viicut agirligi artisidir. Ozgur ve ark
yaptiklar1 ¢alismada, viicut agirlik degisiminin en yiiksek oldugu grup OHSS grubu
olarak belirlenmistir (Ozgur ve ark. 2018). Akman ve ark da OHSS modeli olusturulan
sicanlarin en fazla kilo alan grup oldugunu rapor etmislerdir. Bizim ¢alismamizda da
OHSS grubunun Kkontrol grubundan daha fazla kilo aldig1 ancak tedavi gruplarindan
daha az kilo aldig1 goriilmiistiir. Uzun siireli Kisspeptin-54 uygulanan grubun ise kisa
stireli uygulama alan gruba oranla daha fazla kilo aldig1 saptandi. Kisspeptinlerin,
KISS1R’ye baglanarak islev gormektedir ve bu reseptor hipotalamus ve ovaryumlara
ek olarak, yag doku, pankreas ve karaciger gibi organlarda da ifade edilmektedir (Tng
2015). Yapilan g¢alismalarda, kisspeptinlerin KISS1R {izerinden yag ve insiilin
metabolizmalarina etki ederek viicut agirligini degistirdigi belirlenmistir. Ancak bu
konudaki sonuglar hala geliskilidir. Ornegin; iki ayr1 calismada Kisspeptin-54 ve
Kisspeptin-10'un primer pankreas hiicrelerini insiilin salgilamasi i¢in uyarabildigi
gosterilirken (Hauge-Evans ve ark. 2006; Wahab ve ark. 2011), baska bir ¢alismada,
tip 2 diyabet hastalarinda ve farelerde serumda artmis kisspeptinler saptanmistir (Song
ve ark. 2014). Ek olarak, Wang ve ark, KISS1R aktivasyonunun, farelerde adiposit
farklilasmasi ve yag birikimini uyardigini bildirmistir (Wang ve ark. 2018). Bu verilere
gore calismamizda tedavi gruplarindaki viicut agirligi artisinin, kisspeptin-54’iin
pankreas ve yag metabolizmas: iizerindeki etkilerinden kaynaklandigi

distiniilmektedir.

Kontrollii ovaryan hiperstimiilasyonun amaci, tek dongiide birden fazla olgun
oosit elde etmektir. Bu amagla ¢oklu folikiil gelisimi uyarilmaktadir. OHSS nin de
bilinen bulgularindan biri ovaryumlarda anormal agirlik artisidir. Yapilan ¢ok sayida
caligmada bu artis rapor edilmistir (Kitajima ve ark. 2004; Chuderland ve ark. 2013;
Kasap ve ark. 2016). Calismamizda hem ovaryum agirliklari hem de hacimlerinin
Olgtimii sonrasinda OHSS grubunda kontrol grubuna gore yaklasik 3 kat agirlik ve
hacim artis1 goriildii. Kisspeptin-54 tedavi gruplarinda bu parametrelerin OHSS
grubuna gore azaldigi ancak bu azalma anlamli olmadig1r gozlendi. OHSS tedavi
caligmalarinda GnRH agonistleri ve antagonistleri denenmistir. Kitajima ve ark kisa

stireli ve uzun silireli GnRH agonisti uygulamasini denemisler ve hiperstimiile
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sicanlarda GnRH uygulamasinin ovaryum agirli§inda ciddi diisiise yol agtigin1 ve bu
diistisiin 6zellikle uzun GnRH grubunda oldugunu bildirmislerdir (Kitajima ve ark.
2004). Cenksoy ve ark ise OHSS modeli olusturulan siganlarda GnRH antagonistinin
ovaryan agirliklar1 azalttigini belirlemislerdir (Cenksoy ve ark. 2014). Kisspeptin-
54’iin hiperstimiile ovaryum agirli§ina veya hacmine etkisini degerlendiren herhangi
bir in vivo galismaya rastlanmadigindan ¢alismamizin bu bulgulari ilk olma 6zelligine

sahiptir.

Kontrollii ovaryan hiperstimiilasyon uygulamalarinin % 20’sinde prematiire LH
dalgalanmasi oldugu bildirilmistir. LH 1n luteal fazdan 6nceki bu yiiksek seyri, erken
luteinizasyona ve folikiiler atreziye neden olmaktadir. GnRH antagonistleri
kullanilarak, LH’daki bu erken dalgalanmanin Oniine gecilebildigi g¢alismalarda

gosterilse de yetersiz kaldiklari da ifade edilmektedir (Kummer ve ark. 2011).

OHSS karmasik ve hormonal siireglerle yakindan iliskilidir. Onlenmesi amaciyla
cok farkli yontemler gelistirilse de en sik karsilagilanlar1 GnRH agonistlerinin ve
antagonistlerinin kullanimidir. Yapilan bir ¢alismada hem GnRH agonistinin hem de
antagonistinin dahil edildigi IVF protokoliinde, GnRH antagonistinin folikiiler fazdaki
LH seviyesini diisiirdiigii, luteal fazdaki LH seviyesini arttirdig1 bildirilmistir (Fiedler
ve Ezcurra 2012).

PKOS, OHSS ile iligkilidir, ancak PKOS'dan etkilenen kadinlarda diisiik ve
preeklampsi insidansinin daha yiiksek oldugu bildirilmistir. Bunun nedeni, kanda artan
LH seviyesidir ve GnRH agonisti verildiginde LH seviyesi diizenlenmistir (Delvigne
ve Rozenberg 2003).

Folikiil matiirasyonunda, GnRH agonisti uygulamasi, graniiloza/teka lutein
hiicrelerinin LH stimiilasyon siiresini giin yerine saatlere diisiirerek ve Ostrojen ve
progesteron seviyelerinde hizli bir azalma ile luteolizi indiikleyerek OHSS'yi
onledigine inanilmaktadir (Casper 2015). Depalo ve ark yaptiklart derlemede, eksojen
gonadotropinler ile birlikte GnRH agonisti verilmesinin, FSH ve LH salgisim
baskilayarak stabil hale getirdigini ve bunun gebelik oranlarmi arttirdigini
bildirmislerdir. GnRH agonistinin FSH ve LH’1 azaltma mekanizmas1 ise GnRH
agonistinin hipofizi siirekli uyararak duyarsizlastirmasidir (Depalo ve ark. 2012).
GnRH agonistine benzer sekilde, ¢alismamizda, Kisspeptin-54’tin OHSS’nin LH

tizerindeki negatif etkilerini azaltarak, LH seviyesinin kontrol grubuna benzer
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seviyeye geldigi bulunmustur. Huncan ve Abbara da IVF hastalarina tek doz
Kisspeptin-54 enjekte etmisler ve sonugta Kisspeptin-54’tin 12-14 saat boyunca LH
seviyesini arttirdigini sonrasinda ise bu seviyenin diistiigiinii belirtmislerdir (Hunjan
ve Abbara 2019). Roa ve ark disi siganlara Kisspeptin-10 enjeksiyonundan sonra LH
seviyesinin arttigin1 ve sonrasinda normale dondiigiinii ifade etmislerdir (Roa ve ark.
2008). OHSS’de serum 0stradiol seviyeleri oldukga yiiksektir ve belirteg olarak
kullanilmaktadir. Yiiksek Ostradiol seviyesi, hipofizde pozitif geri beslemeye neden
olarak OHSS hastalarinda daha fazla LH ve FSH goriilmesine neden olabilmektedir
(Tng 2015). Calismamizda Kisspeptin-54’tin OHSS grubundaki yiiksek FSH
seviyesini azalttigt bulundu. Fernandois ve ark kisspeptinin FSH reseptorlerini
azalttigin1 ve primordiyal folikiil aktivasyonunu geciktirdigini gozlemlemislerdir
(Fernandois ve ark. 2016). Bizim c¢alismamizin sonucu da bu ve buna benzer
caligmalar ile korelasyon gosterdi. Kisspeptin-54’tin  bu etkilerini hipofizi
duyarsizlastirarak  ve  folikiil aktivasyonunu geciktirerek  gergeklestirdigini

diistindiirmstiir.

KOH sirasinda, ovulasyon tetiklendikten sonra OHSS’yi akla getirebilecek bir
dizi parametre vardir. Bunlarda ilki antruma sahip antral folikiillerin (sekonder ve
graaf folikiilii) sayisidir. Ozellikle KOH sirasinda 20°den fazla antral folikiil varlig:
OHSS riskini biiylik oranda arttirmaktadir. Oosit toplama asamasinda 25’ten fazla
folikiil olmas1 ve toplanan oosit sayisinin 24’ten fazla olmasi OHSS ile iliskilidir
(Pellicer ve ark. 2019). Eger bu durum fark edilemezse veya bu belirtiler
hiperstimiilasyonun erken evrelerinde ortaya ¢ikmaz ise hastalarin ¢ogunda OHSS
ortaya ¢ikmaktadir. Bu hastalarda ovaryum hacminin ve agirliginin artisindan sonraki
ileri hastalik evrelerinde ovaryumlar kistik hale gelmektedir ve bu durum distansiyon
ve agriya neden olmaktadir (Delvigne ve Rozenberg 2002). Ayrica bu kistik folikiiller

rupture olabilmektedir ve kanayabilmektedir (Delvigne ve Rozenberg 2003).

Caligmamizda gruplara ait ovaryumlar Hematoksilen-Eozin boyamasiyla
morfolojik olarak degerlendirildi ve folikiil tipleri sayildi. Sonuglarimiza gére, OHSS
olusturulan sican ovaryumlarinda primordiyal, erken primer, ge¢ primer ve sekonder
folikiil sayilarinin azaldig: tespit edildi. Ayrica, graaf folikiilii, korpus hemorajikum
ve korpus luteum sayilarinin arttifi gozlendi. Bu folikiil tiplerine ek olarak,
beklenildigi gibi atretik ve kistik folikiil sayilarinin da diger gruplara oranla yiiksek
oldugu goriildi.

119



Kisspeptinlerin, folikiiler gelisim, oosit maturasyonu, ovulasyon ve steroidogenez
mekanizmalart tizerinde giicli etkileri oldugu bulunmustur. Fernandois ve ark
tarafindan yapilan ¢alismada, sicanlara 28 giin boyunca kisspeptin veya kisspeptin
antagonisti verilmis ve folikiiler gelisim degerlendirilmistir. Calisma sonucunda,
kisspeptin verilen sigan ovaryumlarinda daha az sekonder folikiil, ancak daha fazla
graaf folikiilii ve korpus luteum goriilmiistiir. Kisspeptin antagonisti verilen sican
ovaryumlarinda ise daha fazla sekonder folikiil ancak daha az graaf folikiilii ve korpus
luteum tespit edilmistir. Aymi ¢alisma, kisspeptinin FSH reseptor sayisini azaltarak
primordiyal folikiil aktivasyonunu azalttigini ve AMH seviyesini arttirarak graaf
folikiil gelisimini arttirdigini da gostermistir (Fernandois ve ark. 2016). Daya,
yaymladigr bir derlemede GnRH agonistinin endojen gonadotropinleri baskilayarak
erken folikiillerin koordineli bir bigimde biiylimesini uyardigini ifade etmistir.

Boylelikle olgun folikiillerin sayis1 ve elde edilen kaliteli oosit sayis1 artmaktadir
(Daya 2000).

GnRH agonistinin folikiiler gelisim ve steroidogenez lizerine etkilerini inceleyen
bir ¢alismada, farelere farkli dozlarda GnRH agonisti enjekte edilmistir. Buna gore
kisa siireli (8 giin) yiiksek doz (5 pg/gin) GnRH agonisti verilen farelerde
folikiilogenez uyarilmistir. Farmakolojik dozda (25 pg/gin) GnRH agonisti
verildiginde ise folikiiler gelisimin inhibe oldugu, graniiloza ve teka hiicrelerinde
dejenerasyon ve erken preantral folikiillerde yiiksek doza gore artis belirlenmistir
(Singh ve Krishna 2010). Turan ve ark’nin yaptig1 baska bir ¢alismada, OHSS’nin
engellenmesi i¢in myo-inositoliin ve metforminin etkinligi degerlendirilmistir.
Arastirmacilar, metformin ve metformin+myo-inositol tedavi gruplarinda
luteinizasyonun arttigini; sadece myo-inositol verilen grupta ise OHSS grubuna gore

luteinizasyonun azaldigini ifade etmislerdir (Turan ve ark. 2015).

Caligma sonuglarimiza gore tedavi gruplarimizda, OHSS’de azalma gdsteren
primordiyal, erken ve ge¢ primer folikiillerin sayisiin arttig1 tespit edildi. Bu artis
Kisspeptinlerin primordiyal folikiil aktivasyonunu sinirlandirarak ovaryan rezervi
korudugu goriisleriyle korelasyon gostermektedir. Sekonder ve graaf folikiil
sayilarinin da OHSS grubuna zit olarak Kisspeptin-54 tedavi gruplarinda arttigi, bu
artigin uzun siireli tedavi grubunda daha belirgin oldugunu saptanmistir. Calismamizda
ayrica Kisspeptin-54’iin korpus luteum sayilarini arttirdigi bunun aksine ise atretik ve

kistik folikiil sayilarint da anlamli sekilde azalttigi goriilmiis ve bu bulgular ile
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OHSS’ye gore ovulasyon oraninin arttig1 diisliniilmiistiir. Sonug olarak, ¢alismamizda
Kisspeptin-54’iin folikiilogenezi pozitif yonde etkileyerek OHSS nin negatif etkilerini
onledigi, bununla beraber matiirasyon ve ovulasyon oranin arttirdigi, ayrica korpus
luteum olusumunu saglayarak, saglikli gebelik i¢in uygun ortami destekledigi

sonucuna varilmistir.

Prostaglandinler, inhibin, renin-anjiyotensin-aldosteron sistemi ve inflamatuvar
molekiillerin bazilart OHSS etiyolojisinde yer almaktadir. Ancak VEGF ana faktor
olarak tamimlanmistir. VEGF, vaskiiler gegirgenligi arttiran proanjiyogenik bir
faktordiir.  Etkisini  VEGF reseptorlerine  baglanarak  gergeklestirmektedir.
Immiinohistokimyasal ~¢alismalar, VEGF’nin graniiloza hiicrelerinde, teka

hiicrelerinde ve stromal hiicrelerde ifade edildigini belirlemistir (Ozgur ve ark. 2018).

Tirozin kinaz ailesine ait VEGF reseptorleri endotelyal hiicrelerde yer almaktadir.
Vaskiiler gegirgenlik ve anjiyogenezin diizenlenmesinde rol oynayan esas reseptor
VEGFR-2’dir. VEGF reseptorleri endotel hiicrelerine ek olarak sigan, maymun ve
insan ovaryan folikiillerinde ve korpus luteumda da tespit edilmistir (Scotti ve ark.
2014).

OHSS sigan modellerinin kullanildig1 ¢alismalar, hCG uygulamasindan 6nceki
gonadotropin stimiilasyonu sirasinda ovaryumdaki VEGF mRNA seviyelerinin ve
vaskiiler gegirgenliginin arttigin1 gostermistir (Gomez ve ark. 2002). Folikiilogenez
i¢in verilen gonadotropinler VEGFR-2"nin de ifadesini arttirmaktadir (Gomez ve ark.
2003). hCG tiim bu parametreleri daha da arttirarak maksimum seviyelere

ulastirmaktadir. Bu en list seviye hCG’den 48 saat sonra gdzlenmektedir.

Ozgur ve ark OHSS modeli olusturduklar1 siganlarin antral folikiil graniiloza
hiicrelerinde VEGF seviyesinin arttigini bildirmislerdir (Ozgur ve ark. 2018). Gomez
ve ark, OHSS sican modelinde ovaryumun temel VEGF kaynagi oldugunu
gostermislerdir. Ayni grup, VEGFR-2 inhibitoriiniin (SU5416) armis vaskiiler
gegcirgenligi azalttigini rapor etmislerdir (Gomez ve ark. 2002). Yine Gomez ve ark
baska bir calismalarinda, orta ve yiiksek dozlarda gonadotropinlerin VEGF ve
VEGFR-2’nin asir1 ifadesine neden oldugunu ve vaskiiler gegirgenligi arttirdigini
bulmuslardir (Gomez ve ark. 2003). Scotti ve ark da VEGF inhibitorii verdikleri OHSS
sicanlarda korpus luteum ve kistik folikiil sayisinin azaldigini, korpus luteumdaki

apoptozun  arttigini,  endotelyal  hiicrelerdeki VEGFR-2  ifadesinin  ve
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fosforilasyonunun azaldigin1 ancak hiicreler arast baglanti proteinlerinin artis

gosterdigini belirlemislerdir (Scotti ve ark. 2014).

OHSS olusumu i¢in hem LH benzeri aktivitenin hem de ovaryan fonksiyonun var
olmast gerekmektedir. Ciinkii ooferektomi yapildiginda veya KOH’ta hCG
verilmediginde bu semptomlar ortaya ¢ikmamaktadir. In situ hidridizasyon
calismalari, sicanlarda oldugu gibi insanlarda da VEGF ifadesinin hCG’den once
basladigini gdstermistir. Insan graniiloza hiicreleri kiiltiire edildiginde bu hiicrelerin de
VEGEF salgiladigi belirlenmistir. IVF uygulamalarinda oositler toplanirken izole edilen
graniiloza hiicreleri kiiltiire edildiginde ve in vitro hCG verildiginde, VEGF mRNA
seviyeleri artmigtir ve bu artig 6zellikle, sonrasinda OHSS gelistiren kadinlara ait
hiicrelerde olmustur. In vivo insan ¢alismalarinda da hCG’nin graniiloza -lutein
hiicrelerindeki VEGF oranini yiikselttigi ifade edilmistir. VEGF seviyesindeki bu artis
OHSS ile iligkili bulgularin temel nedenidir (Soares ve ark. 2008).

Calismamizdaki immiinohistokimya sonuglarinda VEGF’nin tiim gruplara ait
ovaryumlarda var oldugu goriildii. Ancak OHSS olusturulan si¢anlara ait
folikiillerdeki graniiloza hiicrelerinde VEGF ifadesinin diger gruplara gore yliksek
oranda arttig1 ancak atretik folikiillerde bir degisim olmadig1 saptandi. Fonksiyonel
folikiillere ek olarak korpus hemorajikum, korpus luteum, atretik folikiil ve kistik
folikiillerdeki VEGF  immiinoreaktivitesi de olduk¢a yiikksek bulundu.
Immiinohistokimyasal bulgularmm, qRT-PCR verileri ile de desteklendigi goriildii.
OHSS grubuna ait graniiloza hiicrelerinde VEGF mRNA seviyesinin 4,6 kat arttig1

saptandi.

hCG, oosit olgunlasmasi i¢in en yaygin kullanilan tetikleyicidir, ancak artan
OHSS riski ile iligkilidir. Oosit olgunlagmasini tetiklemek i¢in GnRH agonistlerinin
kullanilmas1 hCG'ye gére daha giivenli bir alternatiftir. Son zamanlarda kisspeptin-54,
OHSS riski yiiksek olan kadinlarda bile oosit olgunlasmasini giivenli bir sekilde
tetikleyen yeni bir terapdtik secenek olarak ortaya ¢cikmustir. Kisspeptin, hipotalamik
GnRH noronlart iizerinde etkili olarak gonadotropin sekresyonunu dolayli olarak
uyarmaktadir. Kisspeptin ve reseptorlii ovaryumlarinda ifade edilmektedir, ancak
kisspeptinlerin ovaryum iizerindeki dogrudan etkisi hakkinda smirli veri vardir

(Owens ve ark. 2018).
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Golzar ve ark 2015 yilinda insan umblikal ven endotel hiicrelerine farkli dozlarda
Kisspeptin-10 vermisler ve diisiik doz Kisspeptin-10’un migrasyonu ve proliferasyonu
arttirirken, yiliksek dozun bu parametreleri azalttigimi bulmuslardir (Golzar ve
Javanmard 2015). Zhai ve ark, Kisspeptin-10’un OHSS si¢anlara etkisini
incelemislerdir. Calismalarinda eksojen Kisspeptin-10 tedavisinin, OHSS’ye bagli
olarak azalan KISS1R seviyesinin hem ovaryumlarda hem de akcigerlerde arttirdigini
gostermislerdir. Ayrica tedavi sonucunda VEGF seviyesinin ve vaskiiler gecirgenligin
azaldigim1 bildirmislerdir (Zhai ve ark. 2017). Baska bir arastirmada, PMSG
uyarmmindan sonra si¢anlara verdikleri Kisspeptin-54’iin gonadotropin seviyelerini ve

ovulasyonu arttirdigini gostermislerdir (Matsui ve ark. 2004).

Kisspeptin-54 ile ilgili insan ¢alismalari kisa siire 6nce baslamistir. Dhillo ve ark
2005 ve 2007 yillarinda yaptiklart iki farkli calismada tek doz Kisspeptin-54
enjeksiyonunun saglikli kadinlar ve erkeklerde gonadotropin sentezini uyardigini
gostermiglerdir (Dhillo ve ark. 2005; Dhillo ve ark. 2007). Jayasena ve ark, 2009
yilinda hipotalamik amenoreli kadinlara 14 giin boyunca Kisspeptin-54 verdikleri
calisma sonucunda, Kisspeptin-54 enjeksiyonundan 4 saat sonra serum LH ve FSH
seviyelerinin arttig1 ancak 14. Giin sonunda bu hormonlarin belirgin sekilde azaldigi
tespit etmislerdir. Arastirmacilar, uzun siireli Kisspeptin-54 uygulamasinin
gonadotropin salgilanmasinda duyarsizlasmaya neden oldugunu Onermislerdir
(Jayasena ve ark. 2009). Ayni1 grup hipotalamik amenoreli kadinlarda yaptiklari 8
haftalik Kisspeptin-54 enjeksiyonunun da benzer sonuglara neden oldugunu

belirlemislerdir (Jayasena ve ark. 2010).

Jayasena ve ark 2013 yilinda, saglikli goniillii kadinlara, folikiiler fazin bagindan
itibaren 7 ve 14 giin boyunca Kisspeptin-54 enjekte etmislerdir. Uygulamalar sonunda
tim kadinlarda menstrual dongiliniin bir problem olmadan devam ettigi, ancak

kisaldig1, luteal fazin daha erken basladigi gozlenmistir (Jayasena ve ark. 2013).

Abbara ve ark, OHSS riski yiiksek olan 60 kadinda faz 2, ¢cok dozlu, randomize
bir klinik calisma yapmuslardir. Calismada standart bir rekombinant FSH/GnRH
antagonist protokoliiniin ardindan hastalara oosit maturasyonu i¢in farkli dozlarda tek
bir Kisspeptin-54 enjekte etmislerdir ve oositlerin maturasyonu degerlendirmislerdir.
Ayrica oositler intrasitoplazmik sperm enjeksiyonu ile dollenerek transfer edilmis ve

hastalar OHSS bakimindan takip edilmistir. Sonugta hastalarin % 95’inde o0o0sit
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maturasyonu gerceklesmistir. En yiiksek dozda en fazla oosit verimi saglanmistir.
Ayrica bu hastalardan sadece dordiinde hafif OHSS belirtileri gdzlenirken higbirinde
orta ve siddetli OHSS bulgularina rastlanmamistir ve Kisspeptin-54’tin OHSS riski
olan kadinlarda oosit maturasyonunda kullanilabilme potansiyeli oldugu 6nerilmistir
(Abbara ve ark. 2015). Ayn1 arastirma ekibi, OHSS riski tasiyan 62 hastaya, oosit
maturasyonu i¢in Kisspeptin-54 verdikten 10 saat sonra ikinci bir doz daha uygulamis
ve oosit matiirasyon oraninin % 45’ten % 71°e ¢iktigin1 belirlemistir (Abbara ve ark.
2017).

Calismamizda kullandigimiz VEGF immiinohistokimyasal boyama sonuglarinda,
OHSS modeli olusturulan sicanlara Kisspeptin-54’iin  kisa ve uzun siireli
enjeksiyonunun, tiim folikiil tiplerindeki graniiloza hiicrelerinde VEGF protein
seviyelerini azalttigi, ancak atretik folikiillerde bir degisime neden olmadigi tespit
edilmistir. Bu azalmanin uzun tedavi grubundaki korpus hemorajikum, korpus luteum
ve atretik folikiillerde kisa tedavi grubuna gore daha fazla oldugu goriilmiistiir. Ayni
zamanda izole edilen graniiloza hiicrelerindeki VEGF mRNA ifadesinin de
Kisspeptin-54’e yanit olarak diistiigii, bu diisiisiin uzun siireli uygulama grubunda (2,9
kat), kisa siireli uygulama grubundan (2,4 kat) daha belirgin oldugu gézlemlenmistir.
Kisspeptin-54’tin OHSS’1i sigan graniiloza hiicreleri ilizerindeki etkilerini inceleyen
herhangi bir ¢alismaya rastlanmadigindan, elde ettigimiz bulgular, literatiire 6zgiin bir

katki saglamaktadir.

Calismamizda, OHSS sican modelinde Kisspeptin-54’iin hem folikiil tiplerindeki
hem de izole edilen graniiloza hiicrelerindeki seviyeleri incelenmistir. PEDF
antianjiyogenik etki gosteren bir glikoproteindir. Graniiloza hiicrelerinde PEDF ve
VEGF denge igerisindedir ve zit yonlii fonksiyon gostermektedir. Bu denge VEGF
lehine degisim gosterdiginde ortaya vaskiiler gecirgenlik ve anjiyogenez artist
cikmaktadir. Bu nedenle VEGF artisinin neden oldugu patolojik durumlarda
rekombinant PEDF aracilarinin kullanimi ilgi ¢ekici hale gelmistir (Chuderland ve ark.
2013). Miller ve ark, in vitro sigan graniiloza hiicre hattinda ve IVF tedavisi goren
kadinlardan elde edilen graniiloza hiicrelerinde PEDF ve VEGF seviyelerini
arastirmislardir. Lizofosfatidik asit (LPA) ile uyarilan si¢an graniiloza hiicre hattindaki
PEDF seviyesi bir azalma sergilemistir. Insan primer graniiloza hiicreleri hCG ile

uyarildiginda, VEGF mRNA'sinin arttig1 belirlenmistir. Arastirmacilar ayrica, OHSS
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indiiklenen farelere rekombinant PEDF enjeksiyonunun, tiim OHSS parametrelerinin

siddetini hafiflettigini belirlemislerdir (Miller ve ark. 2016).

Kisspeptin-54 ve PEDF iliskisi Owen ve ark tarafindan incelenmistir. IVF tedavisi
goren 48 hasta hCG, GnRH agonisti, tek doz Kisspeptin-54 ve iki doz Kisspeptin-54
alanlar olmak tizere 4 gruba ayrilmistir. Bu hastalardan elde edilen graniiloza
hiicrelerindeki PEDF seviyelerinde herhangi bir farka rastlanmamistir (Owens ve ark.
2018). Calismamiz sonucunda OHSS grubuna ait folikiillerdeki PEDF diizeylerinin,
VEGF nin aksine oldukga diistiigii, Kisspeptin-54 gruplarinda ise PEDF seviyelerinin
ciddi artig gosterdigi saptandi. Graniiloza hiicrelerindeki PEDF mRNA miktarlarinin
ise immiinohistokimyasal sonuglarla korelasyon gostererek OHSS siganlarinda kontrol
grubunda belirlenen diizeyin yaklasik yarisina kadar azaldigi, tedavi gruplarinda ise
arttig1 izlendi. Bu artis oranlarinin uzun siireli Kisspeptin-54 grubunda (2,9 kat) kisa
stireli tedaviye (2,1 kat) gore daha fazla oldugu goriildii. Sonuglarimiz, Kisspeptin-
54’tin OHSS bulgularini iyilestirici veya Onleyici etkilerinin oldugunu, bu pozitif
etkilerin ise PEDF artisina cevap olarak VEGF azalisina bagli oldugunu

disiindiirmiistiir.

Giiniimiize dek yapilan ¢cok sayida ¢alisma OHSS patogenezinde interlokin-6 (1L-
6) ve interlokin-8 (IL-8) gibi inflamatuvar sitokinlerin ve reseptorlerinin rol aldigi
gosterilmigtir (Abramov ve ark. 1996; Chen ve ark. 1999). Bu sitokinlerin FSH, hCG
gibi gonadotropinler ile arttig1 ve PKC sinyal yolagini aktivasyonu ile OHSS’ye neden
olabilecegi belirlenmistir. Wei ve ark, IVF hastalarindan elde ettikleri graniiloza
hiicrelerine in vitro ortamda FSH verdiklerinde, IL-6 reseptoriiniin arttigini; ortama
PKC inhibitorii eklediklerinde ise reseptor sayisinin azaldigint saptamiglardir (Wei ve
ark. 2013).

hCG ile indiiklenen VEGF biyosentezini yoneten sinyal transdiiksiyonuna PEDF
ve PKA/PKC’nin ters yonlii aracilik ettigi gosterilmistir. van den Driesche ve ark,
histerektomi ameliyati sirasinda kadinlardan korpus luteum almislardir ve graniiloza-
lutein hiicrelerini izole etmislerdir. Primer kiiltiirde hCG verilen hiicrelerde hipoksi ile
iliskili molekiillerin ve VEGF seviyesinin PKA yolag1 araciligiyla arttigim
gostermislerdir (van den Driesche ve ark. 2008). Yapilan baska bir ¢aligmada, si¢can
graniiloza hiicre hatt1 olan LH-15 ve primer insan graniiloza hiicre hatti olan PHGC’de

hCG uygulamasinin PEDF seviyesini azalttig1 belirlenmigtir. Ayn1 ¢aligmaya gore

125



hCG muamelesi ile birlikte PKA veya PKC inhibitdrii verildiginde PEDF diizeyinin
arttigi tespit edilmistir (Bar-Joseph ve ark. 2016). Benzer ¢alismalar farkli faktorler
lizerinde de yiiriitiilmistir. Henriquez ve ark, IVF tedavisi alan kadinlarda elde
ettikleri graniiloza hiicrelerine LH, hCG ve FSH vermislerdir. Progesteron reseptorii
sayisinin hCG’ye cevap olarak PKA ve PKC yolaklart iizerinden arttigini ifade
etmislerdir (Henriquez ve ark. 2017). Calismamizda OHSS modelindeki ve
Kisspeptin-54 uygulamasindaki VEGF ve PEDF molekiillerinin PKA ve PKC ile
iliskisini degerlendirildiginde, OHSS grubunda PKA ve PKC ifadelerinin, VEGF’ye
benzer sekilde hem mRNA hem de protein diizeyinde arttigi belirlendi. Tedavi
gruplarinda ise Kisspeptin-54 uygulamasinin PKA ve PKC diizeylerini azalttig
saptandi. PKA mRNA azalis1 kisa ve uzun tedavi gruplari arasinda fark géstermez
iken, PKC mRNA seviyesindeki azalmanin, kisa Kisspeptin-54 grubunda anlamli
olmadigi, uzun Kisspeptin-54 grubunda anlamli oldugu gézlendi. Protein diizeylerinin
degerlendirilmesi sonrasinda ise azalmanin iki tedavi grubunda da anlamli oldugu ve
uzun tedavi grubunda daha fazla azalma oldugu saptandi. PKA ve PKC, graniiloza
hiicrelerinde LH reseptorlerinin aktivasyonu sonucu sirastyla Adenilat Siklaz veya
Fosfolipaz C ile uyarilarak islevsel hale gelmektedir (Bar-Joseph ve ark. 2016). Elde
edilen bulgular neticesinde, OHSS olusturulmus si¢anlara verilen Kisspeptin-54’iin,
LH reseptor sayisini azaltmis veya bloke etmis olabilecegi, Adenilat Siklaz veya
Fosfolipaz C oranini azaltmis veya inhibe etmis olabilecegi veya PKC mRNA’larinin
translasyon mekanizmalarin1 baskilamis olabilecegi distiniildi. PKA ve PKC
seviyelerinin Kisspeptin-54’e yanit olarak diismesinin bir baska nedeninin de serum
LH diizeyindeki azalma ile birlikte daha az reseptoriin uyarilmasinin olabilecegi

diistiniilebilir.

Oosit morfolojisinin 1. kutup cisimcigine gore siniflandirmasi 5'e ayrilmaktadir;
1. ve 2. smiflamaya gore 1. kutup cisimcigi atilmis olup, oosit diizgiin yiizeylidir
(Delilbast  2008). a-tubulin hiicre iskeletini olusturan mikrotiibiillerin temel
birimlerinden biridir ve hem oosit matiirasyon agsamalarint hem de 1. kutup cisimcigini
gostermek amaciyla en sik kullanilan yontem a-tubulin boyamasidir ( Machtinger ve
ark. 2013; Kierszenbaum ve Tres 2015). Bu amagla ¢alismamizda sag ovaryum
dokusundan olgun oositlerin toplanmasi planlandi. OHSS modeli protokolliine gore,
deney protokoliiniin 5. giinlinde sicanlara hCG enjekte edildi ve modelin tam

anlamiyla olusabilmesi i¢in hCG enjeksiyonundan 48 saat sonra sakrifikasyon
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gerceklestirildi. a-tubulin immiinofloresan boyama sonuglarinda, oositlerin etrafinda
koyu, kompakt kiimiiliis hiicreleri, sik1 bagl korona radiata hiicreleri ve belirgin bir
zona pellusida saptandi fakat oositlerin etrafinda tespit edilmesi beklenen 1. kutup
cisimcigi goriilmedi. Buna gore toplanan oositlerin immatiir oldugu, protokol

stirecinde hCG’den sonraki 12-18 saatte olgun oositlerin ovule oldugu diisiiniildi.
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8. SONUC VE ONERILER

Bu ¢alisma, deneysel OHSS modeli olusturulmus siganlarda Kisspeptin-54’iin
viicut agirligl, ovaryum agirligi ve hacmi, ayri ayri her bir folikiil tipi ve izole edilen
graniiloza hiicreleri i¢cin VEGF, PEDF, PKA ve PKC seviyelerine etkilerinin
incelendigi ilk calismadir. OHSS, KOH tedavilerinin bir komplikasyonu olarak ortaya
cikmaktadir ve Oliime gidebilen semptomlar1 dolayisiyla hastalari ciddi sekilde
etkileyen bir sendromdur. Modern ¢agin negatif etkilerinin gorildigi 6nemli
alanlardan biri infertilitedir. infertilite insidans1 arttikca, ¢iftlerin KOH tedavilerine
olan gereksinimleri artmaktadir ve bu yolun istenmeyen sonucu olarak da OHSS
oranlann giderek yiikselmektedir. OHSS riski tasiyan kadinlara, bu riskleri ortadan
kaldirmak veya bastan ortaya c¢ikmasii engellemek i¢in yeni tedavi arayislari
stirmektedir. hCG, OHSS’nin bilinen en biiyiik uyaricisidir. KOH protokollerinde
verilen hCG, vaskiiler gegirgenligi ve VEGF diizeylerini arttirarak temel bulgularin
ortaya ¢ikmasina neden olmaktadir. Gilinlimiizde yapilan ¢alismalarda, rekombinant
LH, GnRH agonistleri ve antagonistleri, diisiikk doz hCG gibi yaklasimlar kullanilsa da
oosit matlirasyonunu arttirdiklarin1 gosteren bulgular tartismalidir. Bu ¢alismada,
Kisspeptin-54’tin OHSS’nin 6nlenmesinde veya tedavi edilmesinde pozitif etkileri
olabilecegi gosterilmistir. Kisspeptin-54, ovaryum agirhgi, fallop tiiplerindeki
dilatasyon, ovaryan rezervin korunurken matiire folikiil sayisinin artmasi gibi ¢ok
sayida tedavi edici rol iistlenmistir. Ayrica Kisspeptin-54, kistik ve atretik folikiil
sayilarini azaltarak daha fazla saglikli korpus luteum olusumunu indiiklemis ve bu da
daha fazla olgun oositin ovule olduguna isarettir. VEGF, PEDF, PKA ve PKC mRNA
ve protein ifadeleri incelendiginde ise Kisspeptin-54’iin PEDF seviyesini arttirdigi ve
VEGF seviyesini azalttig1 belirlenmistir. Iki protein arasindaki bu artis ve azalis

mekanizmalart ise hiicre i¢i PKA ve PKC yolaklari iizerinden gerceklesmistir.

Tiim bu sonuglar, Kisspeptin-54’iin yiiksek OHSS riski tagiyan kadinlarda oosit
matiirasyon tetikleyicisi olarak kullanilabilecegini diisiindiirmektedir. Yapilacak yeni
calismalar ile Kisspeptin-54 tedavisi sonrasinda elde edilen oositlerin doéllenme
yetenegi ve 1yi kalitede embriyo olusturma potansiyeli de arastirilacak konulardandir.

Bununla beraber implantasyon mekanizmalari tizerindeki etkilerinin incelenmesinin
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de, bu noropeptidin gebelik verimini nasil arttirdigi sorularina cevap olabilecegi

onerilebilir.
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