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1. GIRIS

Toplumda ciftlerin %10-15 inde infertilite problemi bulunmaktadir (1).
ovulasyon fonksiyon bozuklugunda ovulasyon indiikksiyonu amaciyla,
gonadotropinlerin kullanimi1 son 30 yilda oldukca artmistir. Ancak bu ilaglarin
kullanimi  sirasinda ciddi iyatrojenik bir komplikasyon olan ovaryen

hiperstimulasyon sendromu (OHSS) gelisebilmektedir (2).

OHSS’ nin klinik bulgulari, masif ekstravaskiiler sivi akiimiilasyonu ve
hemokonsantrasyondur. Hastalarda renal yetmezlik, hipovolemik sok,
tromboembolik ataklar ve adult respiratuvar distress sendromu (ARDS) ortaya
cikabilir. Bu sendromda, insan koryonik gonadotropini (hCG) stimiilasyonu
altindaki overler tarafindan vazoaktif maddelerin salgilanmasi ile kapiller
permeabilitede artis ortaya ¢ikar. Insanlarda OHSS gelisiminde, hCG, Vaskiiler
endotelyal biiyiime faktorii (VEGF), Ostradiol, progesteron, renin-anjiotensin
sistemi, kinin-kallikrein sistemi, prostaglandinler, sitokinler, nitrik oksit gibi

ajanlar sorumlu tutulmustur (3).

OHSS, VEGF’ nin, vaskiiler endotelyal biiyiime faktorii reseptorii-2
(VEGFR-2)’ yi aktive etmesine bagli olarak vaskiiler gegirgenligin (VG) artmasi

sonucu ovarian hipersekresyon ile olusur (4).



Interlokin 6 (IL-6) bir akut faz reaktani olarak vaskiiler permeabilitenin
arttifn ve vaskiiler protein kacaginin olustugu patolojilere aracilik etmektedir.
Hipotansiyon ve asit bulgular1 ile giden akut alkolik hepatit ve akut pankreatitte

yiiksek IL-6 diizeyleri bu bulgulara eslik etmektedir (5).

Resveratrol, viniferin polimer sinifindan olup bitki hiicrelerinde
fitoalleksin olarak bulunur. Resveratroliin (3,5 4- trihy-droxystilbene) bilinen en
iyi kaynaklan tiziim (50-100 pg/g), kirmizi sarap, dut, yaban mersini, ve yer

fistigidir (6).

Resveratroliin anti-aging, anti kanserojen, kardiyovaskiiler sistem iizerine
koruyucu, anti-inflamatuar, iskemi reperfiizyon sagaltici, antioksidan 6zellikleri

vardir (7).

Calismamizda amacimiz resveratroliin OHSS olusturulmus rat modelinde,

OHSS iizerine ve IL-6 ,VEGF iizerinde etkilerini degerlendirmektir.



2. GENEL BILGILER

2.1.INFERTILITE

Infertilite, ciftlerin en az bir yil siireyle, hicbir kontrasepsiyon yontemi
kullanmaksizin, diizenli cinsel iligkide bulunmalarina ragmen c¢ocuk sahibi
olamamalar1 durumudur. Toplumda ¢iftlerin %10-15" inde infertilite problemi

bulunmaktadir (1).

Birinci yilin sonunda saglikhi ¢iftlerin %85-90’1nda gebelik gergeklesir (9).
30’ lu yaslarin sonlarinda olan kadinlarda, infertilite goriilme oran1 %25’ e
ulasirken, 40 yasindan sonra fertilitede azalma daha hizli olur (10,11).

2.2. KONTROLLU OVARYEN HiPERSTIMULASYON

Oviilasyon indiiksiyonu yalnizca amenore ve anoviilasyon durumlarinda
degil, tubal, erkek nedenli ya da nedeni bilinmeyen infertilite olgularinda da
kullanilmaktadir. KOH kavrami IVF (in-vitro fertilizasyon) pratiginden
dogmustur. Uterusa birden fazla embriyo verilerek gebelik hizinin arttiginin
anlagilmasiyla iyi kalitede yumurtalarin segilebilmesine imkan verecek ve
miimkiin oldugunca ¢ok folikiilin elde edilebilecegi KOH rejimleri 6nem

kazanmustir (12).



2.2.1. Kontrollii Ovaryen Hiperstimiilasyon Ajanlari

2.2.1.1. Klomifen Sitrat

Klomifen sitrat (CC) ilk olarak 1956 yilinda sentezlenmis ve klinik
kullanimi 1960’ ta baslamistir. CC oral yoldan alindiginda aktif olan nonsteroidal
bir ajandir. Cis ve trans izomerleri olarak adlandirilan iki sterokimyasal izomerin
karigimindan meydana gelmektedir. Giiniimiizde ise bu tanimlama yerine,

izomerleri zuklomifen ve enklomifen olarak tanimlanmaktadir (13).

CC 50 mg’ lik tabletler halinde mevcuttur ve %38’ i daha aktif olan
zuklomifendir. CC’ nin yapisinin Ostrojenik bir maddeye benzemesi etki
mekanizmasinin ipucudur. CC cok zayif dstrojenik etki gosterir. Ostrojene olan
yapisal benzerligi Ostrojen reseptorleri tarafindan taninmasi ve baglanmasi igin

yeterlidir. Ancak Ostrojenden farkli pek cok 6zelligi vardir (14).

CC hipotalamustaki 6strojen reseptorlerine baglanir ve Ostrojenin
Gonadotropin salgilatici hormon (GnRH) iizerindeki negatif feed back etkisini
bloke ederek GnRH pulsatilitesini arttirir ve sonucta hipofizden gonadotropin
sentezini arttirir. Ikinci etki mekanizmasinin ise hipofiz iizerindeki ostrojen
reseptorlerine direk baglanarak gonadotropin sentezini artirdigt ~ seklindedir. CC
kullanimi1 ile her iki mekanizma aktive olmakta ve gonadotropin sentezi
artmaktadir. CC in tek doz alimdan itibaren 6 hafta sonra dahi intestinal yolla
atilim1 devam eder ve Ostrojen reseptorleri tizerine olan etkisi uzun siire de devam

eder (15).



2.2.1.2. GnRH ANALOGLARI

Peptid yapidaki GnRH’ 1n primer yapisinin delesyon ya da bir veya birkag
aminoasitinin yer degistirmesi ile elde edilen GnRH yapisal analoglarindan ¢ok

sayida mevcuttur (17).

GnRH agonistleri (GnRH-a)

Deneysel ve klinik ¢alismalarda GnRH analoglarinin tekrarlayan invivo
kullaniminin gonadotropinler iizerinde bifazik salimm yaptigi bulunmustur. ilk
olarak FSH (Folikiiler Stimiilan Hormon) ve LH (Liiteinizan Hormon)’ da ani
salinim (flare up etki) olur; daha sonra GnRH reseptorii down regiilasyonu pituiter
desentisizasyon asamasi gelisir. Gonadotropin sentezindeki progresif azalma,
GnRH-a kullanim siiresince devam eder. Desentisizasyonun siddet ve siiresi LH
i¢in doza bagimhidir. Yine doz ve formiilasyona baglh olarak ila¢ birakildiktan
sonra da endojen GnRH’ a refrakter bir period olusur. GnRH-a’ nin bu 6zellikleri

iki tedavi protokoliinde kullanilmaktadir (16,17).

GnRH antagonistleri

Agonistlerin yanisira molekiiler yapidaki 6 ve 10. aminoasit’ lerin disinda
1, 2, 3 ve 8. pozisyondaki aminoasitlerdeki modifikasyonlarla antagonistler elde
edilmistir. Antagonistler yarismali olarak reseptorlere baglanir, endojen GnRH’

nun ilk salmimim onler ve bdylece flare-up etkisini ortadan kaldirir. Ik elde



edilen antagonistlerde histaminin salinimina bagl alerjik yan etkiler goriilmesine

karsin yeni preparatlarda bu etki ortadan kalkmistir (18).

GnRH antagonistleri ile GnRH-a wuzun protokolle karsilastirmali
calismalarda sonuclar tartismalidir (19). Folikiiler gelisim acisindan bakildiginda
agonist sikluslara gore antagonist sikluslarda folikiillerin baglangicta hizhi
biiytidiigii ve 6stradiol seviyesinin daha ¢abuk arttig1 goriilmiistiir (20). Antagonist
protokoliiniin kisa olmasit ve 3. jenerasyon antagonistlerin klinik toleransinin
yilksek olmasi antagonist protokoliiniin avantajlaridir. Kullanilan eksojen
gonadotropin miktarinin, OHSS sikliginin ve toplam maliyetin az olmasi da diger

onemli avantajlaridir (20).

2.2.1.3. Gonadotropinler

FSH ve LH karisimi olan diisiik spesifisiteye sahip ve alerjik reaksiyonlara
neden olan {iiriner proteinleri iceren insan menapozal gonadotropini (hMG)
yillardir kullanilmaktadir (21). Gonadotropin se¢imi kullanilan GnRH analog
rejimine ve overin tahmini cevabina gore yapilmahdir. So6zgelimi,
hipogonadotropik hipogonadizmde hMG preparatlar1 yeterli Ostrojen iiretimi ve
endometrial matiirasyonu saglamasi nedeniyle tercih edilmektedir veya polikistik
over sendromlu (PCOS) hastalarda FSH kullanim1 ile hMG ye gore daha az

oranda OHSS izlenmektedir (22).

[lk olarak 1958’de pituiter bez FSH ekstraktlari, 1962’ de de tiriner
ekstraktlar tariflendi. Saflastirilmis insan idrar FSH’1 (u-hFSH) %95’ ten fazla
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oranda saf FSH ve 9000 IU FSH/mg icerir. Sonralar1 rekombinant DNA
teknolojisiyle saf insan FSH’1 follitropin alfa ve follitropin beta iiretildi.
R-hFSH’ 1 %99’ dan fazla oranda saf FSH ve 10000 IU FSH/mg spesifik
aktiviteye sahiptir (21). Cesitli caligmalarda ve meta-analizlerde toplam oosit
sayisi, FSH toplam dozu ve tedavi siiresi, gebelik oranlar1 agisindan r-FSH’ 1n

iiriner iiriinlere gore daha etkin oldugu belirtilmektedir (21, 23, 24).

GnRH-a kullanilan IVF protokollerinde LH artisin1 saglamak igin
saflagtirilmig insan idrar koryonik gonatropini (u-hCG) kullanilmaktadir. Bu iiriin
saf yapida rekombinan teknolojiyle de {iiretilmistir (r-hCG). Bu iiriiniin 250
mikrogrami 5000 IU u-hCG’ ye esdegerdir. Calismalarda toplanan oosit sayis1 ve
matiir oosit sayist konusunda celigkili sonu¢lar olmakla beraber ortak nokta hCG
sonrast serum progesteron konsantrasyonun r-hCG ile daha yiiksek oldugu

yoniindedir (22,25,26).

Rekombinant LH (r-hLLH) 1n yarilanma 6mrii 2 saat iken u-hCG’ nin 24
saat olup aralarinda 10 kat fark ve yaklasik 7 giinliik aktivite farki vardir. Daha
uzun Omrii ve yiiksek afinitesi nedeni ile u-hCG ile GnRH-a ya veya LH a gore

OHSS riski daha fazladir (27).

2.3. Ovaryen Hiperstimiilasyon Sendromu

Gonadotropinlerle tedavi edilen infertil hastalarda gorillen en Onemli
komplikasyon olan OHSS, semptomatik hastalarda vaskiiler permeabilitenin
artmasi ve sivinin intravaskiiler alandan ekstravaskiiler alana kagmasindan dolay1
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viicut bosluklarina sivi  akimiyla karakterize bir durumdur. Bu masif
ekstravazasyonun sonucunda hipotansiyon, renal kan akimi azalmasi, idrar
cikisinda azalma, hemokonsantrasyon, organ perfiizyonunun azalmasi,
tromboembolik olaylar ve sivinin peritoneal kaviteye ve akcigerlere kagmasi
sonucu abdominal rahatsizlik ve respiratuar distres sendromu olusabilir. Overlerin

asir1 bilyiimesine bagli adneksial torsiyon gelisebilir (28).

Abramav ve ark.” nin Israil de yaptig1 en biiyiik kohort tipi calismada,
IVF’ i takiben gelisen agir OHSS vakalarinin insidensini  %0.24 olarak

bildirmistir (8).

2.3.1. OHSS Patofizyolojisi

OHSS patofizyolojisi net olarak bilinmemektedir. Ancak siire¢, overler ve
cevresindeki vaskiiler yapilarin permeabilite artisi ile ilgilidir (30). Kritik noktay1
follikiiler sividaki proanjigenik ve antianjiyojenik faktorler arasindaki denge
olusturmaktadir. B-hCG ve analoglari, Ostrojen, Ostradiol, prolaktin, histamin ve
prostaglandinler OHSS etiyopatogenezinde suglanmakla beraber interlokinler,
timor nekroz faktor (TNF)-a, endotelin-1 ve vazoaktif maddeler, VEGF,

vaskiiler permeabilitenin artmasinda etkin rol oynamaktadir (31).

2.3.1.1. Vaskiiler Endotelyal Biiyiime Faktorii

OHSS fizyopatogenezinde rol oynayan nedenler arasinda ilk sirada,
vaskiiler endotel gegirgenlik faktorii (VPF) olarak da adlandirilan VEGF olup,

hCG bagimli ovaryen anjiogeneziste en Onemli mediatordiir (32,33). hCG

8



eklendikten sonra graniiloza hiicrelerindeki VEGF mRNA (Mesajc1 riboniikleik

asit) seviyesinin arttig1 bilinir (36,37).

VEGF sadece yeni damar olusumunu uyarmaz ayrica reseptor-2 (VEGFR-

2) aracilikli vaskiiler hiperpermabiliteyi de uyarir (4).

Endotel hiicrelerine 06zgiill olan VEGF ailesi ilk olarak 1980’ lerde
bulunmustur. {1k bulundugu yillarda tek bir iiyeden olustugu diisiiniilse de yapilan
calismalarla bunun bir¢ok iiyesi olan bir aile oldugu ortaya konulmustur. Bu
ailenin VEGF-A (Human- VEGF olarak da adlandirilir), VEGF-B, VEGF-C,
VEGEF-D, VEGF-E, Plasental biiyiime faktorii (PIGF) ve yilan zehiri VEGF’ i
(svVEGF, VEGF-F) adi verilen yedi iiyeden olustugu goriilmiistiir. Literatiirde
yer alan bircok makalede VEGF olarak isimlendirilen biiyiime faktorii, aslinda

Human- VEGF’ ii ya da diger adiyla VEGF-A’ y1 tammmlamaktadir (34,35).

Basta VEGF-A olmak iizere ailenin tiim iiyeleri; viicutta olagelen bir¢ok
fizyolojik (vaskiilogenez, anjiogenez veya kemotaksi gibi) ve patolojik olayda
(kanser, neovaskiiler hastaliklar veya kronik inflamatuar hastaliklar gibi) rol

almalarindan dolay1 son yillarda oldukca popiiler olmuslardir (36).

Bu biiyiime faktorii ailesinin endotel hiicresinde etki gosterebilmesi i¢in
oncelikle ona baglanabilmesi gerekir. Bir baska deyisle, endotel hiicrelerinin
VEGF’ den faydalanabilmesi i¢in onun baglanabilecegi 0zgiil reseptorleri
sentezlemesi gerekir. Bu reseptorler 5 tanedir: VEGFR-1, VEGFR-2, VEGFR-3,
sVEGFR-1 ve sVEGFR-2. ilk bulunan reseptorler VEGF reseptor-1, Fms like

9



tyrosine kinase-1 (flt-1) ve VEGF reseptor-2, Kinase insert domain receptor (flk-
1, KDR)’ dir. Bunlar ilk olarak embriyogenez sirasinda sentezlenirler (39). Bu iki
reseptoriin amino asitlerinin %44’ i ortaktir. Bu reseptorler yaklagik 1300 amino
asitten olusur ve iki boliim igerirler. Birinci boliim, hiicre i¢inde kalan ve tirozin
kinazin etkinlik alanlarini igeren hiicre i¢i boliimdiir. Ikinci boliim ise, hiicre
disinda kalan tek kisa membran kopriileri dizisi ve ligand baglama bolgeleri

iceren 7 adet immiinoglobiilin benzeri yapidan olusan hiicre dis1 bolimdiir (40).

Immunoglobulin benzer % % i
bélge
)0

1
I T T

Tirozn kinaz \T u \T
VEGFR VEGFR-2 VEGFR 3
(Fi-1) (KORFIK-1) e

Sekil 1. VEGF reseptorleri (39)

Flt-1 ve KDR reseptorleri VEGF’ ye yiiksek affinite ile baglanmaktadir.
VEGF, KDR reseptorlerine baglandiginda hiicrelerde kemotaksis ve mitojenik
aktivite uyarilirken, Flt-1 reseptorlerine baglandiginda buna ters etki
goriilmektedir. KDR intakt hiicrelerde tirozin fosforilasyonunu oldukg¢a giiclii
saglarken, Flt-1’ de bu etki daha hafiftir (41). VEGF geninin regulasyonunda

cesitli mekanizmalar ileri stirtilmiistiir.
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1- Hipokside invivo ve invitro olarak Hipoksi ile indiiklenebilen faktor
(HIF) ile VEGF mRNA’ smin yiiksek ekspresyonudur (42). Muhtemel bir
mekanizma VEGF ve eritropoetinin homolog genlerine dayandirilmaktadir. Diger
bir muhtemel mekanizma adenozin A2 reseptorlerinin aktivasyonunu saglayan,
siklik adenozin monofosfat artisi (cAMP) ile sonuclanan adenozin artisidir.
Artmis cAMP muhtemelen protein kinaz-A bagimli yoldan VEGF mRNA

uretimini arttirmaktadir.

2- Sitokinler ve biiyiime faktorlerinin VEGF mRNA iiretimini ve protein
sekresyonunu arttirmasidir. IGF-1, VEGF mRNA’ si ve protein uretimini VEGF
geninin  transkripsiyon oranint  hemde mRNA stabilitesini  arttirarak
indiikleyebilmektedir. Epidermal biiylime faktorii (EGF), transforming growth
factor- a (TGF-a) ve transforming growth factor - f (TGF- ), platalet derived
growth factor (PDGF), basic fibroblast growth factor (bFGF), Interlokin-1 B (IL-1

B) ve IL-6 VEGF’ yi yiikseltmektedir.

3- Epitelyal ovaryen kanserli hastalarin asit sivilar1 ve plazmasinda bir
bioaktif fosfolipid olan lisofosfatidik asit (LPA) seviyeleri yiiksek bulunmustur.
LPA, VEGF mRNA ekspresyonunu ve VEGF protein seviyelerini muhtemelen
endotelyal diferansiyasyon genini (Edg)-4 ve muhtemelen diger LPA

reseptorlerini aktive ederek arttirmaktadir (41).

4- Hiicre farklilasmasim1 VEGF gen iiretiminin diizenlenmesinde dnemli

rol oynamaktadir. Fibroblast hiicrelerinde tiimor baskilayici geninin,p53,mutasyon
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formu VEGF mRNA ekspresyonunu indiikleyebilmektedir (43). RAS’ 1n
onkojenik mutasyonu veya amplifikasyonu VEGF un yiikselmesine neden
olmakta ve bu bir RAS inhibitorii olan farnesyl transferaz tedavisi ile bloke
olabilmektedir. Yeni olarak, Von Hipple- Lindau (VHL) tiimor baskilayic1 geni
VEGF gen ekspresyonunu regiile ettigi bulunmustur. Tiimor hiicrelerinin
ekspresse ettigi mutant VHL genleri endotelyal hiicrelerin mitojenik aktivitesini

anti VEGF antikorlar ile notralize olabilmektedir.

Potent bir adenilat siklaz aktivatorii olan forskolin, VEGF mRNA
iretimini indiiklemektedir. Bir adenilat siklaz aktivatorii olan LH’ 1n ovarian

granuloza hiicrelerinde VEGF mRNA iiretimini arttirabilmektedir (41).

2.3.1.2. interlokin-6

[L-6 lenfoid ve lenfoid olmayan, T hiicreleri, B hiicreleri, mezensial
hiicreler ve degisik hiicreler tarafindan iiretilmektedir. IL-1, TNFa’ ya benzer
sekilde degisik etkileri gerceklestirebilmektedir. IL-6’ nin aym1 zamanda ovaryen
stimulasyona giden hastalarin folikiiler sivisinda, asit sivisinda ve OHSS’ li
hastalarin plazmasinda da yiikseldigi bulunmustur. Ovarian folikiiler gelismeye
eslik eden neovaskularizasyon ve embriyonik implantasyonu takiben maternal
desiduada kapiller agin diizenlenmesi olmak iizere iki anjiogenik durumda IL-6
mRNA’ s1 invivo olarak iiretilmistir (42). IL-6, ovaryen tiimor hiicreleri tarafindan
iiretilmekte ve anjiogenezisin ilerlemesinde, tiimor hiicrelerinin diizenlenmesinde
ve ovaryen kanser ile iligkili asit gelisiminde onemli rol oynayabilir (43). IL-6’

nin bu simirh iiretimi sitokinlerin reprodiiktif anjiogeneziste rol aldiklarini
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diisiindiirmektedir. Bu bulgularin 1s181inda IL-6" nin OHSS’ deki mediatorlerden
biri oldugu soylenebilir. IL-6" nin IL-1 ve TNFa ile beraber lokositoz, artmis
kapiller permeabilite, karaciger tarafindan sentezlenen akut faz maddeleri gibi
sistemik reaksiyonlarda mediyatdr oldugu diisiiniilmektedir. Invivo ve invitro
olarak IL-6° nin IL-1 ve TNFo’ dan bagimsiz olarak vazodilatasyon ve
hipotansiyona yol agmadig1 bildirilmistir. IL-6° nin OHSS deki patogenezindeki
rolii net olmamakla beraber neovaskularizasyon ve asit formasyonu ile iligkili
olabilir. Bununla beraber TNFa ve IL-1f en azindan ilk basta OHSS’ deki kapiller
permeabilite ve vazomotor instabiliteden sorumlu olabilir. [L-6, OHSS’ deki
peritoneal akut faz yamiti artirarak, overlerden peritoneal kaviteye sivi

gollenmesini ve inflamatuar mediatorlerin birikimini saglayarak etkili olabilir

42).
i Estradiol
_—
ADHA SNS RAS — Renin ? j'l ¢ Luteal faz hCG
Prostaglandin
T / An"lagl i Gebelik
jiogenin
Hormonlar ve vasoaktif - <"1 Endoien LH
mediatérler Y T> vWF ndojen
Baroreseptor Prolaktin i
stimulasyonu T . .
T Ovarian Stimulasyon —————— Anjlogenesis
CVP azalmast [ | \
Akut inflammatuar cevap IL-1
> VEGF
Inflammatuar mediatérler IL-6 — Yikselmesi
4 71
Alkut faz proteinleri TNF-aifa
Arteriolar
vazodilatasyon \ -8 :
T R Artrug vaskuler
Bradikinin ¢ Kallkrein-kinin sisteri permeabilite

Sekil 2. OHSS’ nin temel patofizyolojisi (44)
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2.3.2. Risk Faktorleri ve OHSS’ nin Onlenmesi

OHSS gelisme riski asagidaki Ozellikleri tasiyan kisilerde daha
fazladir (45):

1.Geng yas

2.Polikistik Over Hastalig1

3.Yiiksek serum Ostrojen seviyeleri (>2000 pg/ml)

4.0Onceki sikluslarda OHSS

5. Kiigiik ve orta biiytikliikteki 15 ten fazla folikiil

Rizk, OHSS’ nin 6nlenmesinde “ON KURAL”dan bahsetmektedir (46).

On Kural

1. hCG vermeme: en genel metod

2. hCG’ yi geciktirme

3. Oviilasyonu tetiklemek i¢in GnRH-a kullanimi

4. Follikiiler aspirasyon

5. Luteal faz destegi i¢in progesteron

6. Kriyoprezervasyon ve daha sonraki sikluslarda dondurulup ¢6ziilmiis
embriyolarin tekrar yerlestirilmesi

7. PCOS’ ta step-up protokolii ve laporoskopik drilling

8. Oositlerin atilimi aninda albumin verilmesi

9. IVF programinda hCG verilmesinden 35 saat sonra overyan
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folikiillerin en iyilerinin alinmasi

10. Glukokortikoid verilmesi

2.3.3. OHSS Siniflamasi

Golan ve arkadaglan klinik isaretler, semptomlar, ultrasonografik bulgular
ve laboratuvar bulgularin1 kullanarak OHSS’ yi 3 smmf ve 5 dereceye
ayirmislardir. OHSS’ yi siniflamada en popiiler siniflama Golan ve arkadaslarinin

yaptig1 siniflamadir (8).

Hafif OHSS: Grade I ve II olarak ayrilir. Grade I’ de abdominal
distansiyon ve agr1 mevcuttur. Grade II’ de grade I’ e ilave olarak bulanti, kusma,
diyare gibi gastrointestinal semptomlar ile overlerdeki biiyiime 5-12 cm

arasindadir.

Orta OHSS: Grade III’ de ilave olarak ultrasonografik olarak asit bulgusu

mevcuttur.

Agir OHSS: Grade IV ve V olarak ayrilir. Grade III’ e ilave olarak asitin
klinik olarak saptanmasi ve/veya hidrotoraks veya dispne. Grade V’ de tiim
bunlara ilave olarak kan voliimiinde degisiklikler, hemokonsantrasyona sekonder
olarak artmis kan vizkositesi, koagulasyon anormallikleri ve bozulmus renal
perfiizyon ve fonksiyon goriilebilmektedir (15, 8). Golan’in klasifikasyon
sisteminde kritik nokta, agir OHSS’ li vakalarda kimlerin ani,hayati tehdit edici
durumla kars1 karsiya oldugunun bilinmemesidir (47). Whealan ve ark. Golan
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klasifikasyonu kullanilarak tamimlanmis tiim agir OHSS’ li hastalarin potansiyel

olarak kritik kabul edilmelerini ve hospitalize edilmelerini 6nermektedir (8).

Tablo 1. OHSS Siniflamasi

HAFIF OHSS Over Boyutu 5-10 cm
Grade 1 Abominal rahatsizlik ve gerginlik
Grade 11 Grade I + bulanti, kusma ve/ veya diare
ORTA OHSS Over Boyutu 10-12 cm
Grade I11 Grade II + USG’ de asit bulgular1
CiDDI OHSS Over Boyutu 12 cm’ den fazla
Grade IV Grade III + Klinik olarak belirgin asit ve/ veya
plevral effiizyon ve dispne bulgulari
Grade V Grade IV + Hipovolemi, hemokonsantrasyon, kan
viskozitesinde artig, hiperkoagiilabilite, renal perfiizyon ve
fonksiyonlarinda bozulma
2.3.4. OHSS Tedavisi

OHSS gelistigi zaman tedavide 6ncelikle konservatif yaklasilir. OHSS’ nin

zamanla dereceli olarak iyilesebilecegi unutulmamalidir. Gebelik olusmazsa 7

giinde, olusursa 10-20 giinde tablo geriler. Hafif ve orta siddetli OHSS

hastalarinda diizenli telefon goriismesi ve muayene, ayrica hastada dispne, idrar

azalmas1 ve/veya alisilmadik durumlarin bildirmesi takip agisindan yeterli

goriilmektedir. Kilo artimi c¢oksa, batinda agr fazla ise, hematokrit (Htc) % 50
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olmussa, oligiiri, dispne ve postural hipotansiyon varsa hospitalize edilmelidir.
Pelvik ve abdominal muayene, fiziksel aktivite ve cinsel iliski yasaklanir. Yatak
istirahati, giinliik kilo takibi, aldig1 ¢ikardig: siv1 takibi onerilir. Het (hematokrit),
BUN (kan iire azotu), elektrolitler, total protein, albumin/globulin orani,
koagulasyon faktorleri ve iriner sodyum, potasyum oOlgiimleri seri olarak
tekrarlanir. EKG  (elektrokardiyografi) hiperkaleminin takibi agisindan
kullanilabilir. Elektrolit dengesizlikleri i¢in gerekli tedaviler yapilir. Su ve tuz
altmimin kisitlanmasi tartigmali bir konudur. Htc takibi herhangi bir kanamayi
belirlemek agisindan anlamlidir. Ciddi vakalarda overlere dikkat edilerek asit
aspirasyonu solunumu rahatlatir. Tekrarlanan aspirasyonlarda kayip olan plazma
proteinlerinin yerine konulmasina dikkat edilmelidir. Bu hastalarda cerrahi

girisimden miimkiin oldugu kadar kaginmak gerekir (45).

HAFIF OHSS

Konservatif tedavi ve takip

CiDDi OHSS

Monitorizasyon Yontemleri:
1. Siki s1v1 takibi
2. Plazma ve idrar osmolaritesi
3. Ure ve elektrolitler
4. Pihtilagma parametreleri
5. Karaciger fonksiyon testleri
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6. Gebelik testi
7. Pelvik sonografi

8. Invaziv hemodinamik monitorizasyon

Medikal Tedavi:

1. Dogru dolagim ve elektrolit imbalansi
(i)Elektrolit imbalansinin diizeltilmesi
(ii)Plasma genisleticiler
2. Antikoagulanlar: klinik ve laboratuvar tromboembolizmde
3. Prostaglandin sentez inhibitorleri renal perfiizyonu arttirabilir
4. Diiiretikler: intra vaskiiler voliimii azaltir

5. Dopamin: oligiirik hastalarda kullanilabilir

Cerrahi Tedavi:
Laparoskopi:
1. Tecriibeli cerrah
2. Eger sadece hemoraji, torsiyon, riiptiir, ektopik gebelik varsa

3. Hasta hemodinamik olarak stabilse

Laparotomi:

Gecmeyen iki tarafl ovarian kistte



Asidik Sivimin Aspirasyonu:
1. Abdominal parasentez

2. Transvajinal aspirasyon

Asidik Sivimin Aspirasyonunun Avantajlari
1. Semptomlan diizeltir

2. Renal fonksiyon ve iiriner ¢ikigi diizeltir

3. Hospitalizasyonu kisaltir

4. Vendz doniisii ve kardiak output’ u diizeltir

2.3.4.1. Hastanede Klinik Biyomonitorizasyon

Hastanin genel durumu diizenli izlem gerektirir ve vital bulgular1 giinliik
agirlik ve bel cevresinin olgiimiinii gerektirir. Ozellikle idrar ¢ikisinin ve sivi
takibinin ¢ok dikkatli yapilmasi gerekir. Biyokimyasal monitorizasyon bobrek
(BFT) ve karaciger fonksiyon testleri (KCFT), koagulasyon profilinden ve tam
kan sayimindan (CBC) olugur. Serum ve iiriner osmolarite ve {iiriner elektrolit
Olctimii hastaligin siddeti artarsa gerekli olabilir. Respiratuvar problemler ve/veya
BFT’ de belirgin bozulma kan gazlar1 ve asit baz dengesinin arastirilmasin
gerektirir. Bu Olctimlerin aralii, hastaligin siddetine gore degisebilir. USG’de
over Olciileri ve asit olup olmadig1 ve plevral veya perikardial efiizyon olup
olmadig1 degerlendirilir. Ayrica intra veya ekstrauterin gebelik ve coklu veya
heterotropik gebelik olup olmadig1 degerlendirilir. GoOglis X-ray’ 1 ayrica
hidrotoraks varligi hakkinda bilgi verir. B- hCG tespiti miimkiin olan en kisa
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stirede gebeligi gosterir. Invaziv hemodinamik monitorizasyon; (santral venoz
basing ve pulmoner arter basinci), voliim genisletici verilmeye baslamanin kesin

kosuludur.

2.3.4.2. Medikal Tedavi

Dolasim ve elektrolitler: Genelde OHSS’ li hastalar hipovolemik,
hiperkalemik ve azotemiklerdir. OHSS’ nin aciklanmasinda pek c¢ok faktér One
siiriilmiigtiir. Ozellikle intravaskiiler sivi kacaginin etiyolojideki yeri nemlidir.
Bu baglamda VEGEF, histamin, serotonin, biiyiime faktorleri ve renin-angiotensin
sistemi suclanmistir. Tedavinin temel yolu dogru dolasim volimii ve elektrolit
imbalansinin diizeltilmesidir. Amac normal 1.V. voliimii saglamak ve yeterli renal
fonksiyonu saglamaktir. Bu olay kolloid plazma genisleticiler ve insan
albuminiyle saglanabilir. Plazma genisleticileri kullanilmasinin ekstravaskiiler
bosluga dagilmadan hemen oOnceki yararli etkilerinin gegici oldugu ve asit
olusumunu arttirmasi ihtimali de mevcuttur. Uygun soliisyon ile elektrolit
diizensizligi diizeltilebilir (48,49). Shapiro ve Hanning, Na ve su kisitlamasi
onermistir (48,50). Ancak Thaler hasta agirligi, bel cevresi veya periferik 6demde
bu yontemle degisiklik olmadigimi sdylemistir (49). Dolayisiyla Na ve su
kisitlamasinin genis kullamimi yoktur (51). Antikoagulan tedavisi eger klinik
tromboemboli bulgusu veya laboratuvarda yiiksek koagulabilite varsa endikedir
(52-54). Giiniimiizde ven6z tromboz OHSS’ nin en sik goriilen ciddi
komplikasyonudur. Siddetli OHSS’ lerde proflaktik heparinin uzunca siire biitiin

vakalara verilmesi uygundur. Voliim yiiklenmesi olmadan diiiretik tedavisinin

20



I.V. voliimii daha da daraltarak hipotansiyon ve sekellerini agirlastirmasi ihtimali
vardir. Diiiretikler kan vizkozitesini ve venoz tromboz riskini artirir. Bunun

yaninda pulmoner konjesyon veya 6demin tedavisinde kullanilirlar.

Dopamin, son zamanlarda ciddi OHSS sonucu olusan oligiirik hastalarda
bobrek fonksiyonunu diizeltmek icin kullanilmaktadir. Dopamin renal etkilerini,
renal kan akimi ve renal filtrasyonu arttirarak gosterir bunu da bobrekteki
dopaminerjik reseptorleri uyarmak yoluyla basarmaktadir. Dopaminle tedavi olan
oligiirik hastalarda mantiga uygun olan sivi ve tuzdan kacinmak ve akut bobrek
yetmezliginden korunmaktir. Buna karsin dopamin tedavisi ciddi ve sik1 gozlemle

verilmelidir (55).

OHSS rodent modelinde, vaskiiler permeabilite artisi, SU5S416 (selektif
VEGEF reseptor (Flk-1/KDR) inhibitorii) kullanilarak VEGFR-2’ nin intraseliiler

fosforilasyonu bloke edilerek nlenmistir (56,57).

Yiitksek doz Dopamin reseptor-2 (Dp-R2) agonistinin eklenmesi fare
kanser modelinde VEGF/VEGFR-2 sinyal aracilikl tiimor iliskili anjiogenezisi ve
vaskiiler permeabiliteyi bloke etmistir. invitro ¢alismalar sonucunda altta yatan
VEGFR-2 aracilikli molekiiler mekanizmanin Dp-R2’ nin aktivasyonu ile

indiiklendigini gosterilmistir (58).

Meloksikam bir COX-2 inhibitériidiir. Daha Onceden yapilmis bir
calismada meloksikam ile VEGF ekspresyonunun azaldigi immunohistokimyasal
olarak gosterilmistir (59).
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Antihistaminiklerin, tavsan modellerinde OHSS gelisimini Onledigi
gosterilmistir. H1 reseptor blokajinin asit olusumu bloke ettigi ve ovarian cap
artimini azalttigi gosterilmistir. Bununla birlikte diger ¢alismalarda H1 veya H2
reseptor blokajinin OHSS gelisimine etkisi gosterilememistir. Histaminin OHSS’
de mediator oldugu veya antihistaminiklerin OHSS tedavisinde rolleri olduguna

dair 6nemli kanitlar bulunmamaktadir (60).

Bir diger c¢alismada; OHSS olusturulmus miirin modelinde doksisiklin
kullaniminin, peritoneal sivinin spektrofotometrik tekniklerle incelenemesiyle

vaskiiler kacagi onledigi gosterilmistir (61).

RESVERATROL

Resveratrol (3,5,4’-trihydroxystilbene) ilk kez 1976 yilinda Langcake ve
Pryce tarafindan {iziimde fitoaleksin olarak bulunmustur (62). Basta iiziim olmak

izere findik, cilek ve bir¢cok taze meyvede bulunmaktadir.

Resveratrolun trans-resveratrol ve cis-resveratrol olmak iizere iki izoformu
bulunmaktadir. Yiiksek pH ve ultraviyole 151k transtan cise doniisiime sebep
olurken; diisiik pH, yiiksek 1s1 ve giin 15181 cisten transa doniisiime sebep
olmaktadir. Trans izomer daha stabil olan formdur (63). Resveratroliin yaklagik
%20’ lik kism1 duodenumdan absorbe edilip, biitiin organlara yayilir ve absorbe
edilen major form resveratrol-glukuronidtir (64). Resveratroliin glukuronidasyonu
duodenum ve Kkaracigerde gergeklesir. Glukurinidasyonun major {iriinii
transresveratrol-3-O-glukuronid, trans- resveratrol-4-glukuronid, ve
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transresveraresveratrol-3-O-sulfattir (65). Plazmada serbest trans-resveratrol ¢cok

az miktarda bulunur ve yar1 omrii kisadir.

OH

HO
OH

Resveratrol

Sekil 3. Resveratrolun kimyasal yapisi

Resveratroliin tiimor gelisimindeki cesitli hiicresel olaylar1 inhibe ederek
kanserden koruyucu etki olusturdugu yapilan caligmalarda gosterilmistir (66-69).
Resveratroliin antitiimor etkisi tam olarak anlasilmamasina ragmen; antidstrojenik
etkisi, p53, fas-fas ligand sistem ve mitojen aktif edilmis protein kinaz (MAPK)
ekspresyonunu aktive etmesi; p4501A1, riboniikleotid rediiktaz, ornitin
dekarboksilaz, protein kinaz C, DNA polimeraz inhibisyonu ve apopitozisi
indiiklemesi nedeniyle antitimor etkisi gosterdigi diisiiniilmektedir (67-78).
Bunun yaninda, anjiogenezisi inhibe edici etkisinin de antitiimor etkide rol
oynadig1 diisiiniilmektedir. Yeni damar olusumu, endotelyal hiicre aktivasyonu ve

proliferasyonu, bazal membran hasari, aktive ve prolifere olan endotelyal
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hiicrelerin stromal bosluga invazyonu gibi ¢ok basamakli bir siirectir (79).
Anjiogenezisde rol oynayan VEGF veya FGF gibi molekiillerin inhibisyonu ve
kapiller benzeri tiip formasyonunun supresyonu ile anjiogenezis kontrol altina
almabilir. Yapilan c¢aligmalarda t-resveratroliin endotelyal hiicre mikrotubul
destabilizasyonu ve FGF beta ve VEGF inhibisyonu ile anjiogenezisi inhibe ettigi
gosterilmistir (80-83). Resveratroliin monosit ve alveolar epitelyal hiicrelerde
niikleer faktor- kappa B ve aktivator protein -1 inhibisyonu ile siklooksijenaz 2 ve
nitrikoksit sentaz enzimlerini suprese ederek inflamasyonu smirlayici etkisi
gosterilmistir (84, 85). Ayn1 zamanda, niikleer faktor- kappa B (NF-kappa B) ile
regiile edilen matriksmetalloproteinaz-9, hiicre yiizey adezyon molekiilleri
(interselliller adezyon molekiilii-1 (ICAM-1), endotelyal 16kosit adezyon
molekiilii-1 (ELAM), vaskiiler hiicre adezyon molekiilii-1 (VCAM-1) gibi ¢esitli
molekiillerin de supresyonunu saglar. Antiinflamatuar etkinin yam sira NF-kappa
B aracili eksprese olan bazi genlerin supresyonuyla da antikanserojenik etki
gosterir (82). C-resveratrol de NF-kappa B gen ailesinin ekspresyonunu, monosit
kemotaktik peptid-1 (MCP-1), RANTES (regulated on activation, normal T cell
expressed and secreted) transkripsiyonunu, monosit koloni-stimiile edici faktor-1
(M-CSF), graniilosit-monosit koloni sitiimiile edici faktér 2 (GM-CSF), graniilosit
koloni sitiimiile edici faktor 3 (G-CSF), transforming growth faktor beta (TGF-
beta) ve ekstraselliiler ligand interlokin 1 (IL-1) gibi proinflamatuar sitokinleri
inhibe eder. Buna karsin, c-resveratrol interlokin 6 (IL-6), tiimor nekrozis faktor
alfa (TNF alfa), interlokin regulatuar faktor-1 (IRF-1) gibi bazi proinflamatuar

sitokinleri de stimiile ederek pro-inflamatuar yolakta dengeleyici etki gosterir
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(86). Aromataz aktivitesini suprese ederek Ostrojen sentezini sinirlayici etkiside
yapilan caligmalarda gosterilmistir (87). Karacigerde lipid sentezi ve lipoprotein
oksidasyonunu engelleyerek antioksidan etki gosterir (88-90). Ek olarak,
damarlar1 aterosklerozdan korur, trombosit agregasyonunu inhibe eder ve

eikanazoid sentezini azaltir (77-91).

Tablo 2. Resveratroliin etkileri

DNA sentezinin inhibisyonu

Apopitozis indiiksiyonu

Anjiogenezis inhibisyonu

Antiinflamatuar etki

Aromataz inhibisyonu ile antiostrojenik etki
Trombosit agregasyonunun inhibisyonu
Aterosklerozdan koruyucu etki

Antioksidan etki

Kanserden koruyucu etki
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2.3.4.3. Ciddi OHSS’ de Asit Sivisi ve Plevral Efiizyonun Aspirasyonu

Abdominal Parasentez

Thaler, bir ¢alismada parasentez sonrasi {iriner ¢ikigin prosediir sonrasi
kisa siirede arttigimi, agirligin azaldigimi ve bacak 6deminin ve abdominal
cevrenin azaldigini gostermistir (49). Uygulamay1 takiben kreatinin klirensinin
%350 oraninda arttigin1 gostermislerdir. Bider, ciddi OHSS’ li ve plevral efiizyon
veya asiti sonucu dispne ve nefes darlig1 olan 12 hastayr abdominal aspirasyon ile
tedavi etmistir (92). Abdominal veya plevral efiizyon drenaji tiim hastalarda
semptomlart diizeltmistir. Aspire edilen s1v1 miktar1 200 ve 1400 ml arasindaymuis.
USG esliginde yapildiginda ovarian kiste zarar riski minimize edilir. Parasentez
solunum sikitisinda gegici rahatlama saglar. Bazi1 hastalar spontan diizelmeye
kadar tekrarlayan parasentez ve efiizyon drenajina ihtiya¢c duyarlar. Uzmanlar
parasentezde olusabilecek bazi riskleri sOylemis ve proteinden zengin sivinin
cekilebilecegini belirtmistir (93). Padilla, OHSS’ de ciddi asit ve efiizyonun
abdominal parasentez ile bosaltilmasinin iyi tolere edilip rahatlama sagladigini
gostermislerdir (94). Renal fonksiyonlar1 diizeltmenin bagka yararlari daha ileri
calismalar1 gerektirmektedir. Al-Ramabhi, iic vakada peritoneal kateter kullanmig
ve parasentezin tekrarlanma ihtiyacini azalttigini belirtmistir. USG klavuzlugunda
kapali sistem (simp-lack) kilitli Dawson-Miieller kateter yerlestirilmis ve asit
stvisinin siirekli drenajina izin vermistir. Abdominal rahatsizlikta énemli azalma
ve iiriner ¢ikista diizelme herhangi bir komplikasyon olmadan gerceklesmistir. Bu
teknigin tek cekinilebilecek yani biiyiikk miktarda plazma proteininin azalmasidir

(95).

26



Transvajinal USG Klavuzlugunda Aspirasyon

Aboulghar, 11 siddetli OHSS hastadan olusan calismalarinda siddetli
OHSS olan hastalarda USG esliginde transvajinal asit sivis1 aspirasyonunun
etkilerini arastirmistir (96). Ortalama hastanede kalis siiresini, semptomatik siireyi
ve bozulmus elektrolit dengesi goriilme siiresinin konservatif tedavi edilen gruba
gore cok daha kisa oldugunu bulmustur. Aboulghar ve Rizk, asit sivisinin hemen
aspirasyonunun hastalardaki semptomlarin hizla kaybolmasina, genel durumun
iyilesmesine ve iiriner c¢ikisi artmasina neden oldugunu gostermislerdir (97). Asit
stvisinin 900 ml. gibi az bir miktarinin drenaji ile semptomlarda belirgin diizelme
ortaya cikmaktadir. Biiyiik voliimlerde asit sivisi aspire edilse dahi hemodinamik
yan etkiler goriilmemistir. Plazma proteinlerinin replasmani ise asit sivisindaki
proteinlerin yiiksekligi nedeniyle sarttir. Ozellikle hastalarin %30’ unda yapilan
ikinci aspirasyonda bu gerekli goriilmiistiir. Asit sivisinin birikim hizi oldukga
degisken hizlarda iken ortalama olarak rahatsizliga sebep olabilecek kadar biiyiik
miktar asit sivis1 birikimi 3-5 giinde olmaktadir. Aboulghar, ciddi OHSS’ i 3
vakada asit sivisinin transvajinal aspirasyonu ve oto transfiizyonla tedaviye
gitmistir (98). Bu yontemle semptomlarin belirgin diizelisi ve iiriner ¢ikisin
artmas1 ilk diizelen bulgulardir. Ototransfiizyon sirasinda ve sonrasinda hic
reaksiyon goriilmemistir. Bu yoOntem basit, giivenli ve heterojen biyolojik
materyal kullanmadan carpici fizyolojik basart ile sivi ve proteinlerin yanlis
dagilimim diizeltebilen bir yontemdir. Ancak asitin ototransfiizyonuna, dolasima
sitokinlerin reenjeksiyonuna neden olabildiginden dolayi, baz1 arastirmacilar
tavsiye etmemektedirler (52).
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Aboulghar, ciddi OHSS tedavisinde I.V. sivi tedavisinin ve asit sivisi
aspirasyonunun miktarin1 belirlemistir. Ciddi OHSS’ li 42 kadin, asit sivisinin
USG esliginde transvajinal aspirasyonu ve intra vendz sivi infiizyonuyla tedavi
edilmistir. Ayn1 kosullardaki konservatif olarak tedavi edilmis 10 hasta da kontrol
grubunu olusturulmugstur. Calismanin birincil sonlanim degerleri; hemotokritteki
yiizde degisimi, kreatin klirensini ve idrar cikisinin aspirasyondan onceki ve
sonraki degerlerini icermistir. Hastanede kalig siireleri iki grup arasinda
karsilastirilmistir. Hematokrit degeri %22 diisme, kreatinin klirensi %79,3 artma
ve idrar cikisinda %?220,7 artis izlenmistir. Ortalama aspirasyon sivist 3900 ml.
olarak bulunmustur. Tedavi edilen hastalarin ortalama hastanede kalis siireleri 3,8
giin olarak belirtilmistir. Kontrol grubunda ciddi semptom ve elektrolit
imbalansinin devam etmesi ortalama 9 giin, ortalama hastanede kalis siiresi 11

giin olarak bulunmustur.

Ciddi OHSS’ li hastalarda hassas 1.V. siv1 tedavisi ve asit stvisinin T.V.
USG ile aspirasyonu semptomlarin gecmesi i¢in giivenli, etkili, komplikasyonu
onleyen ve hastanede kalis siiresini kisaltan bir yontemdir. USG drenaj sirasinda
over yaralanmasini kolaylikla 6nler. Bu yontemi uygulamak i¢in anesteziye gerek

yoktur. Douglastan asit sivisinin drenaji daha iyi saglanmaktadir (99).
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2.3.4.4. Cerrahi Tedavi

Laparoskopi

Hurwitz, OHSS’ 1i hastada over torsiyonunu ilk kez bildirmistir. Bu
vakada gebelik terme kadar devam etmis ve sonucgta normal ikiz dogum olmustur
(100). Mashiach, over torsiyon gelismis hiperstimiile 12 gebe kadini bildirmistir.
Adnekslerdeki hemoraji  ve iskeminin torsiyonu detorsiyone etmekle

diizelebilecegini belirtmistir (101).

Laparotomi

Rizk, OHSS’ de laparotomiden kaginmistir (102). Eger cok gerekliyse
uzman jinekolog tarafindan ve hemostatik Olciimler altinda yapilmasini
belirtmistir. Bider, over torsiyonu, riiptiire kist ve ovarian kistin i¢ine kanamasi
yiiziinden opere olan ciddi OHSS’ 1li 16 hastanin operasyon prosediiriinii
anlatmistir (92). Aboulghar ektopik gebelikle komplike ciddi OHSS’ li hastalarin
cerrahi tedavisini yapmustir. Ektopik gebeligin tedavisi bu gibi vakalarda ¢ok zor
bir durum olarak goriilmektedir. Ciddi OHSS gelisen hastalarda i¢ kanama ortaya
citkmakta ve kaybedilen kan miktar1 genel durumu yansitmak igin yeterli
olmayabilmektedir. Biiyiik overlerin varlig1 pelvisi doldurmakta ve diger yapilarin

USG’ de goriilmesini zorlagtirmaktadir.
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3. GEREC VE YONTEM

Arastirmamn Tipi

Deneysel miidahale; deneysel calisma protokolii Gazi Universitesi Tip
Fakiiltesi Deneysel Arastirma Kurulu tarafindan, etik ve bilimsel yonden
onaylandiktan sonra, National Instute of Health “Guide for the care and Use of
Laboratory Animals” kurallarina uygun olarak gerceklestirildi. Calismaya Gazi
Universitesi Hayvan Etik Kurulu tarafindan G.U.E.T.-11.072 referans nosu ile
arastirma onay1 verilmistir. Deneyde kullanilan ratlar, Gazi Universitesi Arastirma

Merkezi’ ne bagl hayvan laboratuvarindan temin edildi

Deney Dizaym

Calismada 24 adet 15 giinliik disi Wistar-Albino ratlar1 alinarak laboratuvarda 7
giin tutulup, 22 giinliik ve agirliklart 30-50 gram arasina ulasincaya kadar ratlar
standart dietle beslenip, sinirsiz su verildi ve 12 saat aydinlik, 12 saat karanlik
programi uygulandi. Calisma 24 adet ratla tamamlanmis olup, her grupta 6 rat

olacak sekilde, 4 grupla calisilmistir.

Grup 1: 22-26 giinler arast 0.1 cc salin (intraperitoneal)

Grup 2: 24. Giin 10 IU gebe kisrak serum gonadotropini (PMSG) + 26.

Giin 10 IU human koryonic gonadhotropin (hCG)

Grup 3: 22-26 giinler aras1 10 IU PMSG + 26. giin 30 [U hCG

30



Grup 4: 22-26 giinler aras1 10 IU PMSG + 26. giin 30 IU hCG + 60 mg/kg

Resveratrol (81) (Her PMSG ve hCG’ den 2 saat 6nce)

Aneztezi

Biitiin hayvanlarin anestezisi 50 mg/kg ketamin hidrokloriir (Ketalar;
Eczacibasi Warner-Lambert ilag sanayi, Levent- Istanbul) ve 7 mg/kg xylazine
hidroklorit’ in (Rompun-Bayer Sisli- Istanbul) aseptik sartlarda intraperitoneal

verilmesi ile saglandi.

Kontrol grubu (Grup 1) ratlara 22-26. Giinler aras1 5 giin 0.1 cc salin

intraperitoneal uygulandi.

Deney grubu ratlarda OHSS’ nin major belirtilerinin ortaya ¢ikmasi igin,
grup 3 ve 4’ deki ratlara 4 giin boyunca, grup 2’ deki ratlara sadece 24.giin
PMSG (Folligon®-Intervet) 10 I.U. subkutan6z (s.c.) olarak verildi. 26 giinliik
olan hayvanlardan grup 2’ dekiler (hafif OHSS grubu) 10 [.U. hCG (Chorulon®-
Intervet), ciddi OHSS grubundakiler de (Grup 3-4) ise 30 L.U. hCG ile ovulasyon
indiiklendi. Tiim 22 giinliik hayvanlarin calismaya baslamadan onceki agirliklar
Olciiliip kaydedildi. Tedavi grubu ratlardan grup 4’ e 60 mg/kg Resveratrol
(Resveratrol (Polygonum cuspidatum)®- Solgar vitamin and herb) oral gavaj
yontemi ile, her PMSG ve hCG’ den 2 saat 6nce uygulandi hipotermiden korumak
icin islemler 22-26 derece oda sicakliginda yapildi. Tim ratlar hCG
uygulamasindan 4 saat sonra tekrar tartilarak 50 mg/kg ketamin intraperitoneal
uygulandi. Ardindan laparotomi islemi yapildi. Peritoneal kavite 2 ml % 0.9 NaCl
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solusyonu (21 derece) ile doldurularak 30 saniye calkalanip doku ve damar hasari
olusturmadan periton yikama sivisi dikkatlice geri alindi. Ratlarin overleri
bilateral c¢ikartildi. Sonrasinda hayvanlardan intrakardiyak kan alinarak
hayvanlara Otanazi uygulandi. En son olarak bilateral overleri hassas tartida

tartildi.

Histopatolojik Inceleme

Her ratin overleri ayr1 ayr1 formaldehit iceren kaplara alindi. VEGF
ekspresyonunu degerlendirmek i¢in overler immunohistokimyasal boyama
yapilarak degerlendirildi. Dokular % 10 tamponlu formalinde tesbit edilip, rutin
doku takip islemlerinden gegirilerek parafin ile bloklandi. Parafinli bloklardan
mikrotom ile 4-5um lik kesitler alimp deparafinize edildi. Hemotoksilen-Eozin

boyasi ile boyanarak degerlendirildi.

VEGF (clone: VG-1 mouse, Neomarkers) ekspresyonunu belirlemek icin
streptavidin-biyotin ti¢lii indirekt immunperoksidaz yontemi kullanilarak boyama

yapildi.

Biyotinlenmis baglayict (sekonder) antikor olarak, ticari olarak kullanima
hazir kitler seklinde, streptavidin-biyotin kompleksi ve kromojen olarak kullanilan
3-amino-9 FEthylcarbazole (AEC) kullanildi. Pozitif kontrol olarak plasenta
kullanildi. Negatif kontrol olarak primer antikorlar yerine PBS damlatilarak ayni

islem yapildi.
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Strept Avidin-Biotin Boyama Yontemi:

Parafine gomiilii dokulardan 4-5 p kalinhiginda kesitler polilizinli lam
iizerine almip 56 santigrathik etiivde 12 saat bekletilerek deparafinize edildi.
Kesitler 30 dakika ksilende bekletilip berraklastirildi. Her birinde bes dakika
bekletilmek tizere; sirasiyla %100,% 95 ve % 90’ lik alkollerden gegirilerek
dokularin hidrasyonu saglandi. Alkollerden arindirmak icin pH 7,2-7,4 PBS’ le
(0,01 M Phosphate Buffer Saline) ii¢ kez calkalandi. 4- 5- Lamlar mikrodalgaya
dayanikl1 6zel salelerde pH 9.0 Tris-EDTA buffer soliisyonu igerisine siralanarak
mikrodalga firinda, yiiksek derecede inkiibe edildi. Daha sonra oda 1sisinda 20
dakika sogumaya birakildi. Dokulardaki endojen peroksidaz aktivitesini ortadan
kaldirmak icin, kesitlere %3’ liik hidrojen peroksit ¢cozeltisi damlatilip 10 dakika
bekletildi. Kesitlerin etrafi dikkatlice kurulandi ve kesitin iizerini kaplayacak
sekilde primer antikor 1/50 konsantrasyonda damlatilarak bekletildi. PBS’ de 3-5
dakika yikandi. Kesit cevresi silindikten sonra Sekonder (baglayici) antikor
(Multi-species ultra streptavidin detection system-HRP; Signet, Massachusetts,
USA) damlatilarak 20 dakika oda 1sisinda inkiibe edildi. PBS’ de 3-5 dakika
yikandi. Kesit c¢evresi silindikten sonra Streptavidin-biyotin damlatilarak 20
dakika oda 1sisinda inkiibe edildi. PBS’ de 3-5 dakika yikandi. Kesit ¢evresi
silindi. AEC (3-amino 9-ethycarbazole) kromojen damlatildi. 5-20 dakika sonra
mikroskop altinda boyanma olup olmadig1 kontrol edilerek dokular distile suya
alindi. Mayer Hematoksilen” de 1-3 dakika zemin boyamasi yapildi ve musluk
suyunda 3-5 dakika yikandi. Dehidratasyon i¢in kesitler sirasiyla %90, %95 ve
%100’ liik alkollerde 5° er dakika tutuldu. Ksilolde seffaflastirildi. Doku kesitleri
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Entellan (DAKO Cytomation Faramount Aqueous Mounting Medium) ile
kapatildi. Daha sonrasinda hazirlanan preparatlar VEGF ekspresyonu,
lokalizasyonu, antral, atretik folikiil ve corpus luteum sayilar1 yoniinden
mikroskopik olarak degerlendirildi. Boyanma siddetine gore histopatolojik

skorlama yapildi.

Tablo 3. Histopatolojik skorlama

Skor 3 Siddetli Boyanma
Skor 2 Orta dereceli boyanma
Skor 1 Hafif boyanma
Skor 0 Boyanma yok

Resim 1. Histopatolojik Skorlama (3,2,1,0)
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Sitokin Olciimleri

Peritoneal sivi ve serumda VEGF ve IL-6 Olgiimleri kantitatif olarak
“Enzyme-linked immunosorbent assay” (ELISA) kiti (VEGF ve IL-6 icin
RayBiotech, Inc., Norcross, Georgia, USA) kullanilarak gerceklestirildi IL-6 i¢in,
intra-assay degiskenlik (CV) % 10 inter-assay degiskenlik % 12; VEGF igin,
intra-assay degiskenlik (CV) % 10 inter-assay degiskenlik % 12 olarak

bildirilmistir. Konsantrasyonlar pg/ml olarak verildi.

ISTATISTIKSEL ANALIZ

Aragtirma bulgularinin istatistiksel analizi SPSS for windows 16.0

programi ile yapildi.

Normal dagilimli (Shapiro-Wilk testi ile belirlendi) parametrik degiskenler
ANOVA (varyans analiz) testi ile, post hoc analizi ise LSD testi kullanilarak
yapildi. Non normal dagilim gosteren degiskenler icin Kruskal-Wallis ve Mann-
Whitney U testi testleri kullanildi. p< 0.05 anlamli olarak kabul edildi. Tiim

veriler ortalama + SD (£Standart Deviasyon) seklinde bildirildi.
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4. BULGULAR

Ratlarin ilk viicut agirliklar ile karsilastirmak iizere deney sonu hayvanlar
tekrar tartilmistir. Calisma sonu periton sivi 6rneklerinden c¢alisilan VEGF ve IL-6
diizeyleri gruplar arasinda karsilastinlmistir. Ayn1 zamanda over dokulan
hemotoksilen-eozin ~ boyama ve VEGF ekspresyonunu gosteren
immunhistokimyasal sonuclara gore degerlendirilmis, gruplar bu sonuglara gore

de degerlendirilmistir.

Tiim gruplarin genel karakteristikleri Tablo 4’ de gosterilmistir.
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Tablo 4. Calisma sonucu elde edilen tiim veriler

Grup 1 GE“F f2 Glc‘ll:lp ? Grup 4
Degiskenler (kontrol (hafi (siddetli (resveratrol p
rubu) OHSS OHSS rubu) Degeri
& grubu) grubu) &
Deney sonu
viicut agirhiklart | 46.01+1.17 | 48.71£1.81 | 51.48+2.75 | 45.61+0.78 | p<0.05
(gram)
Over
y 0.06 £0.01 | 0.12 £0.01 | 0.31 £0.01 | 0.25 £0.01 | p<0.01
agirhiklari(gram)
Periton s1vis1
VEGF 5.18£0.54 | 50.58+4.69 | oL 32801 001
) ) +6.84 +3.83
diizeyleri(pg/ml)
Pe“;‘i‘fgms‘ 261.04 | 532650 | 5509.63 | 149939 | .
. ) +79.38 | +2143.66 | +2058.34 | 561.18 | P
diizeyleri(pg/ml)
A““;Z‘yf;’:‘kul 2.33+0.98 | 4.67 20.42 | 3.3320.21 | 6.17 20.70 | p<0.05
Korpus luteum | 03, 54 | 0.8340.47 | 21.83£3.00 | 14.33+8.38 | p<0.05
Sayilar
Atretik folikiil | 03,0 3 | 23340.66 | 2.3320.42 | 7.16£0.98 | p<0.05
sayilari
Graniiloza
hiicreleri VEGF | 2.00 £0.63 | 2.83 +0.16 | 2.50 +0.22 | 1.67 +0.21 | p<0.03
histolojik skor
Teka hiicreleri
VEGF histolojik | 0.67 £0.21 | 1.00 £0.00 | 1.50 £0.22 0 p<0.03
skor
Stroma hiicreleri
VEGF histolojik | 0.67 £0.21 | 1.00 £0.36 | 1.83 £0.30 | 1.00 £0.00 | p<0.02
skor
Toplam VEGF | 3 33 | 5 | 4.8340.47 | 5.83£0.70 | 2.66 £0.21 | p<0.03
histolojik skor

Not: Istatistiksel olarak anlamli degerler koyu gosterilmistir.
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Deney sonu ortalama viicut agirliklar farki gruplar arasinda istatistiksel
olarak anlamli bulundu (p<0.05). Siddetli OHSS olusturulan grup 3’ iin viicut
agirliklart siddetli OHSS’ ye resveratrol verdigimiz Grup 4’ ten (p=0.03) ve
kontrol grubundan (p=0.04) istatistiksel anlamli1 olarak daha yiiksek saptanmustir.

Viicut ilk ve son agirliklarindaki degisim ve gruplar arasindaki farklilik

Tablo 4 ve Sekil 4’ te gosterilmistir.

Milkaggirlik
60,007 M sonagirlik

Ortalalama viicut agirh@

kontrol hafif siddetli resveretrol

Grup

Sekil 4. Ratlarin viicut agirliklarinin karsilastirilmasi

Ortalama over agirliklart bakimindan tiim gruplar arasinda istatistiksel
anlaml fark saptanmistir. Grup 2 (p<0.01), grup 3 ve grup 4 (her iki karsilagtirma
i¢in p<0.001) over agirliklar1 grup 1’ e gore anlamh yiiksek bulunmustur. Grup 3

ve grup 4 ortalama over agirhigi grup 2’ den anlamli olarak (p<0.001) daha yiiksek
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izlenmigstir. Grup 4 ortalama over agirligi grup 3’ ten anlamh daha diisiik tespit

edilmistir (p<0.009) (Tablo 4, Sekil 5).

0,40

0,30

0,20

0,10

Ortalama topnlam over agirhg

0,00 T T T T
kontrol hafif siddetl resveretrol

Grup

Sekil 5. Ratlarin toplam over agirliklarinin karsilastirilmasi

Periton sivist VEGF diizeyleri gruplar arasinda istatistiksel alamlh farkl
bulundu (p<0.05). Post-hoc testler ile degerlendirildiginde grup 2, 3 ve 4 VEGF
diizeyleri kontrol grubuna gore artmis saptandi (her 3 grup i¢in p= 0.001). Grup 3
VEGF diizeyleri grup 2’ den yiiksek olmakla birlikte bu fark istatistiksel olarak
anlamli degildi. Grup 4 VEGF diizeyleri Grup 2 ve grup 3’ e gore anlaml diisiik

bulundu (her iki karsilastirma icin p= 0.01) (Tablo 4, Sekil 6).
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1,007

1,001

1,00

1,007

1,007

1,00

Periton s1visi ortalama VEGF diizeyleri(pg/ml)

[

1,00

T
kontrol

T T T
hafif siddetli resveretrol

Grup

Sekil 6. Periton sivis1 VEGF diizeylerinin karsilastirilmasi

Ortalama periton sivis1 IL-6 seviyeleri degerlendirildiginde; grup 2 ve grup

3 degerleri IL-6 seviyeleri, grup 1’ e gore anlamh yiiksek saptandi (p=0.02).

Resveratrol grubu (Grup 4) IL-6 seviyeleri, grup 2’ den ( p= 0.08 ) belirgin olarak

daha diisiik, grup 3’ den ( p= 0.07) belirgin daha diisiik olarak tespit edilmis fakat

istatistiksel olarak fark tespit edilmemistir (Tablo 4, Sekil 7).
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Periton s1vis1 ortalama IL-6 diizeyleri(pg/ml)

|

T T T T
kontrol hafif siddetli resveretrol

Grup

Sekil 7. Periton sivist IL-6 diizeylerinin karsilastirilmasi

Ratlardan ¢ikarilan overlerin antral ve atretik folikiiller ile korpus
luteumlar1 sayilmis, VEGF incelemesi i¢in yapilan immiinhistokimyasal boyama
sonucu; graniiloza, teka ve stroma hiicreleri i¢in ayr1 ayri skorlanmistir. Gruplara
gore folikiil sayilar1 ve VEGF immiinhistokimyasal boyama skorlarinin ayrintilari

asagida belirtilmistir (Tablo 4).

Ortalama antral folikiil sayilar1 gruplar arasinda karsilastirildiginda; Grup
2, grup 1’ e gore anlaml yiiksektir (p= 0.02). Grup 4 antral folikiil sayilar grup 1°
den (p= 0.001) ve grup 3’ den (p=0.006) yiiksektir ve istatistiksel olarak

anlamlidir (Tablo 4, Sekil 8).
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6

4

2

Ortalama antral folikiil sayisi

I 1 1 I
kontrol hafif siddetli resveretrol

Grup

Sekil 8. Gruplara gore antral folikiil say1s1

Ortalama atretik folikiil sayilarina gore; grup 2 ve grup 3’ de esit deger
gozlenmistir. Bu deger grup 1° e gore daha yiiksek (p=0.035), grup 4’ e gore daha
diisiiktiir (p=0.001) ve istatistiksel olarak anlamlidir. Grup 4, grup 1’ e gore

anlaml daha yiiksektir (p=0.001) (Tablo 4, Sekil 9).

8,004
z
2 6,00
v
=
=
<
= 4,007
=
@
=
«
«
£
=
= 2,007
)
C

0,00 T T T T

kontrol hafif siddetli resveretrol
Grup

Sekil 9. Gruplara gore atretik folikiil sayilari
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Gruplar ortalama korpus luteum sayilarina gore degerlendirildiginde; grup
1 ve grup 2’ de esit deger gozlenmistir. Grup 3, grup 1 ve grup 2’ den istatistiksel
olarak anlamh yiiksektir (p=0.001). Grup 4, grup 3’ ten anlamli daha diisiiktiir

(p=0.035) (Tablo 4, Sekil 10).

!5,00]

10,007

5,007

0,007

5,007

Ortalama korpus luteum sayilari

|| 1 | 1
T T T T
kontrol hafif siddetli resveretrol

0,00

Grup

Sekil 10. Gruplara gore korpus luteum sayilari

Graniiloza hiicreleri ortalama VEGF immiinhistokimya boyanma
skorlarina gore, hafif grup VEGF skoru Grup 4’ den anlamli diisiik (p=0.006),
grup 3 VEGEF skoru ise Grup 4’ den anlamh yiiksek (p=0.03) izlenmistir (Tablo

4).

Teka hiicreleri VEGF skorlar gruplar arasinda karsilastirildiginda, en fazla
skor siddetli grupta izlenmekle birlikte; kontrol grup (p=0.03) ve resveratrol

gruptan (p=0.002) istatistiksel olarak anlamli yiiksektir. Resveratrol grup (grup
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4), kontrol (p=0.01) ve hafif gruptan (p=0.001) istatistiksel olarak anlamli olarak

az tespit edilmistir (Tablo 4).

Gruplar stroma VEGF skorlarina gore degerlendirildiginde, en yiiksek skor
siddetli grup’ ta izlenmis olmakla birlikte konrol grubu (p=0.01) ve resveratrol

grubundan (p=0.02) istatistiksel olarak anlamli yiiksek izlenmistir (Tablo 4).

Kontrol grup (grup 1) graniiloza hiicreleri orta dereceli boyanma
ozellikleri gosterirken, teka ve stroma hiicrelerinde boyanma zayiftir (Resim 2).
Hafif grup graniiloza hiicrelerinde siddetli boyanma izlenmis olup graniiler bir
karakter kazanmaya baslamistir. Teka hiicreleri daha belirgindir (Resim 2).
Siddetli grup graniiloza hiicreleri hafif grup gibi siddetli boyanma gostermis olup
graniiler boyanma 6n plandadir. Teka ve stroma hiicrelerinde boyanma artmistir

(Resim 2).
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g: Graniiloza hiicreleri, t: Teka hiicreleri, s: Stroma hiicreleri

Resim 2. A: Grup 1 (Kontrol), B, C: Grup 2 (Hafif), D: Grup 3 (Siddetli)

Resveratrol grubu graniiloza hiicrelerinde hafif boyanma izlenmis olup
teka hiicrelerinde boyanma izlenmemistir. Stromal hiicrelerde hafif siddette
boyanma tespit edilmistir. (Resim 3). Resveratrol grubu total VEGF skoru hafif ve

siddetli gruptan daha diisiik gézlenmistir (Resim 3).
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g: Graniiloza hiicreleri, t: Teka hiicreleri, s: Stroma hiicreleri

Resim 3. A, B: Grup 4 (Resveratrol), C: Grup 3 (Siddetli), D: Grup 2 (Hafif)

Toplam skorda sgiddetli grup en yilkksek skorlu grup olarak
degerlendirilmistir. Resveratrol grubu’ nun VEGF skoru hafif (p=0.008) ve
siddetli  (p=0.003) gruptan istatistiksel olarak anlamhi olarak diisiik

degerlendirilmistir (Tablo 4, Sekil 11).
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6,00

Ortalama toplam VEGF skoru

siddetli

Grup

Sekil 11. Toplam VEGF skoruna gore gruplarin karsilastirilmasi
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5. TARTISMA

Calismamizda OHSS olusturulan ratlarda resveratroliin, ratlarin viicut
agirliklari, over agirliklari, periton sivisinda VEGF, IL-6 seviyeleri, antral, atretik
folikiil sayilari, corpus luteum sayilar1 ve overlerde immiinhistokimyasal olarak,
VEGF ekspresyonu {iizerindeki etkilerini arastirdik. Daha Once resveratroliin

OHSS iizerine etkileri aragtirnlmamistir. Bu nedenle ¢alismamiz bu alanda ilktir.

Deney sonunda; siddetli gruptaki ratlarm viicut agirliklarinin ve over
agirhiklarinin, diger grup hayvanlara gore daha yiiksek; OHSS olusturulmus ve
resveratrol verilmis grubun viicut agirliklarinin ve over agirliklarinin ise kontrol
ve hafif OHSS gruplarindan daha yiiksek fakat siddetli gruptan daha diisiik
degerlerde kaldig1 izlenmistir. Bu bulgular siddetli ohss grubunun over
agirliklarinin ve hafif ve kontrol gruba gore artmis oldugunun gézlendigi benzer

rat modeli ¢alismalara benzerlik gostermektedir (59-114).

Periton sivi orneklerinden calisilan VEGF diizeyleri en yiiksek olarak
siddetli OHSS grubunda gozlenmekle birlikte, siddetli OHSS olusturulan
resveratrol grubunda kontrol ve hafif ohss grubuna gore yiiksek, siddetli gruptan
daha diisiik olarak tespit edilmistir. Periton sivis1i VEGF diizeylerinin insan ve rat

calismalarinda, OHSS siddetinin artmasiyla artis gosterdigi goriilmektedir (4-5).

Ayn zamanda graniiloza hiicreleri boyanma 6zellikleri itibariyle hafif grup
VEGEF skorlari, siddetli gruptan daha yiiksek tespit edilmistir. Literatiirdeki benzer
calismalarla bu bulgu uyusmamaktadir (29,4). Fakat resveratrol grup skoru,
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siddetli gruptan istatistiksel olarak anlaml bir sekilde daha diisiiktiir. Teka, stroma
hiicreleri ve toplam skorda resveratrol grubu VEGF skorlan siddetli OHSS

grubundan istatistiksel olarak anlamli az bulunmustur.

Viicut agirliklarinin ve over agirliklariin artisi siddetli OHSS nedeniyle
olusan sivi akiimiilasyonunun ve ovaryen bilyiimenin bir sonucu olarak
degerlendirilebilir. Ayn1 zamanda resveratroliin bu bulgulara dayanarak OHSS
olusumunda engelleyici bir etkisi olabilecegi diisiiniilebilir. Bu etkileri VEGF
ekspresyonunu ve anjiogenezisi engelleyen etkileriyle gerceklestiriyor olabilir

(80-83).

OHSS’ de vaskiiler permeabiliteyi arttiran ana faktor olarak kabul edilen
VEGF’ iin en 6nemli stimiilatorii hipoksidir (103). Hipoksi durumunda hipoksinin
indiikledigi oksijen homeostazin1 ve neovaskiilarizasyonu saglayan bazi faktorler
aciga cikar ki, bunlardan en Onemlisi VEGF’ diir. Resveratroliin c¢esitli
mekanizmalarla (protein translasyon diizenleyicilerin inhibisyonu, proteozomal
yikimin arttiritlmasi, mitojenaktiflestirilmis protein kinaz inhibisyonu gibi). VEGF
gibi hipoksi durumunda ortaya c¢ikan oksijen homeostazin1 ayarlayan ve
neovaskiilarizasyonda gorev alan faktorlerin  ekspresyonunu  azaltarak
anjiogenezisi inhibe ettigi literatiirde gosterilmistir (104). Yapilan calismalarda
resveratrolun insan dil skuamoz hiicre kanserinde ve ratlarda gliomalarda VEGF
ekspresyonunu 6nemli derecede azaltarak (81-105), endotelyal hiicre mikrotubul
destabilizasyonu ve VEGF’ yi inhibe ederek anjiogenezisi siiprese ettigi (106),

yine insan umblikal veninde matriks metalloproteinaz inhibisyonu, kapiller tubul
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formasyonunu Onleyici ve endotelyal hiicre proliferasyon ve mobilizasyonunu

engelleyici etkileriyle anjiogenezisi engelledigi gosterilmistir (107).

Daha o6nce OHSS olusturulmus rat modelinde IL-6 seviyeleri
calisilmamistir. Fakat insanlarda OHSS ile IL-6 diizeylerinde artis gozlenmistir.
Siddetli OHSS olusturdugumuz grubun IL-6 seviyeleri daha onceki calismalara
uygun sekilde kontrol grubuna gore artis gostermistir (108-110). Resveratrol
grubu IL-6 seviyelerinde ise siddetli OHSS gruba gore istatistiksel fark tespit

edilmemekle birlikte belirgin diisiis izledik.

Interlokin-6 temel olarak monositler, endotelyal hiicreler, T hiicreler ve
fibroblastlar tarafindan {iretilen bir akut faz reaktamidir. Hiperstimiile fare
overlerinde yapilan bir calismada gelismekte olan folikiiller ¢cevresindeki kapiller

agda IL-6 mRNA ekspresyonun arttig1 tespit edilmistir (108).

OHSS tanili hastalarin asit sivis1 ve serum orneklerinde IL-6’ nin artmig
oldugu gozlenmistir. Literatiirde IL-6" nin OHSS’ nin bir belirteci olabilecegini

oneren ¢ok sayida ¢alisma bulunmaktadir (108-110).

Resveratroliin  Kalsiyum Iyonofor A23187 ve fMLP (N-formyl-
methionine-leucine-phenylalanine) ile uyarilan fare peritoneal makrofajlarindaki
IL-6 salinimu iizerine etkileri incelenmis ve resveratroliin IL-6 iizerine inhibitor
etkileri gozlenmistir. Bu etkinin Resveratroliin hiicre i¢ine kalsiyum akisim
engelleyerek IL-6 biyosentezini engellemis olabilecegi seklinde yorumlanmistir
(111). Hipoksi ve hipoglisemi ardindan reoksijenizasyon olusturulan glial
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hiicrelerde resveratroliin IL-6 gen ekspresyonunu azaltici etkisi belirlenmis ve
iskeminin indiikledigi inflamatuar durumlarda resveratroliin etkili olabilecegi

tizerinde durulmustur (112).

Calismamizda, resveratrol grubu IL-6 seviyeleri, siddetli gruba oranla
diisme egilimindedir. Bu durum resveratrolim OHSS patogenezini IL-6
ekspresyonunu muhtemel yolaklarla engelleyerek gerilettigini ve IL-6" nin bir

OHSS belirteci olabilecegini diisiindiirmektedir.

Atretik folikiiller ve korpus luteum sayilar1 karsilagtirildiginda, resveratrol
etkisindeki overlerin atretik folikiillerinin siddetli grup ve hafif gruba gore anlamh
diizeyde yiiksek oldugu gozlenmistir. Aym1 zamanda korpus luteum sayilar1 da
istatiktiksel anlaml olarak diisiik sayida tespit edilmistir. OHSS olusturulmus rat
modeli bir caligmada GnRH-a’ nin etkileri luteal apoptozis ve corpus luteum
gelisimleri incelenerek irdelenmistir (113). GnRH-a verilen OHSS grubun atretik
folikiil sayilar1 belirgin sekilde artmis ve corpus luteum diizeyi kontrol grubuna
gore istatistiksel olarak diigmiistiir. Bizde resveratrol etkisiyle benzer sonuglara
ulastik. Ayn1 c¢alismada; anjiogenezisde Onemli bir role sahip Anjiopoitein
reseptorlerinin  (ANGPT-1 ve ANGPT-2) ekspresyonun GnRH-a grubunda
azalmig oldugu gosterilmistir. Bir diger calismada, antianjiogenetik ozellikleri
daha once gosterilmis thrombospondin (TSP)-1’ in folikiiler atreziyi tetikledigi ve
anjiogenezisi gerilettigi in-vivo tespit edilmistir (114). Bu bulgular 1s18inda
folikiilogenezisi duraksatan, gerileten mekanizma anjiogenezisin engellenmesi

olabilir. Resveratrol daha once de bahsedildigi iizere muhtemel anti-anjiogenik
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etkileriyle  corpus  luteum  olusumunu  azaltip, folikiiler  atreziyi

tetikliyebilmektedir.

Resveratrol grubu antral folikiil sayilar1 gruplar arasinda en yiiksek olarak
izlenmis olup bu durum siddetli grup ve kontrol grup ile istatististiksel olarak

yiiksek bulunmustur.

IVF’ e giden hastalarin hCG ile in-vitro stimiile edilenlerinde ovum
toplanmas1 sirasinda toplanan granuloza-lutein hiicrelerinde VEGF-mRNA
ekspresyonu saptanmistir (115,116). Insan granuloza-lutein hiicreleri ayrica

VEGEF reseptorii de iiretir (29).

Literatiirde hafif ve ciddi OHSS gruplar olusturulmus rat modelinde
VEGEF ekspresyonunun ve VEFR-2 ekspresyonunun granuloza hiicrelerinde arttigi
ve bunlara bagli olarak vaskiiler gecirgenligin de arttigini belirtmislerdir (4).
Wang ve arkadaglari, 58’ i OHSS’ 1i 43’ ii kontrol hastasi olan toplam 101 IVF
hastasinda yaptiklar1 calismada, VEGF ekspresyonunu mRNA diizeyinde
degerlendirmisler ve OHSS olan hastalarin granuloza hiicrelerinde VEGF

ekspresyonunun arttigini belirtmislerdir (29).

OHSS patogenezi, basta graniiloza hiicrelerinden olmak iizere, VEGF
artisi ile karakterizedir ve bu artis dolayisiyla antral folikiil sayisi1 ile dogru orantili
olacaktir. Calismamizda resveratroliin folikiillogenezi duraksattigin1 diisiindiiren
etkileri tespit edilmistir. Ozellikle preantral ve antral follikiillerin dominant
follikiil sathasina gecmeleri resveratrol etkisiyle onlenmistir.
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Daha 6nce OHSS iizerinde resveratrol etkileri ¢alisilmamistir, Bu yiizden
literatiir incelemesinde c¢alismamizin bu konuda yapilmis ilk calisma oldugunu
gormekteyiz. Calismamizin sonucunda, resveratrolin OHSS’ nun olusumunu
Onleyebilecegi veya varolan hastalifin ilerlemesine engel olabilecegini

diisiinmekteyiz.

Calismamizda kullandigimiz resveratrol dozunun OHSS tedavisinde etkili
oldugu goriilmesine ragmen, ileride tedavide veya OHSS’ i 6nlemede kullanilacak
uygun resveratrol dozunu belirlemek i¢in doza dayali ¢calismalarin (deneysel veya

klinik) planlanmas1 uygun olacaktir.
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6. SONUC

1. Siklikla gonadotropinlerle tedavinin bir komplikasyonu olan OHSS’ nin

etyopatogenezinde anjiogenezis ve inflamatuar yanit dnemli rol oynamaktadir.

2. OHSS’ de peritoneal sivida anjiogeneziste gdrev alan en 6nemli sitokin
olan VEGF ile anjiogeneziste etkin oldugu gibi inflamatuar yanitta da rol oynayan

IL-6 diizeyleri artis gdstermektedir.

3. VEGEF gibi anjiogeneziste gorev alan ve IL-6 gibi inflamatuar yanitta rol
oynayan sitokinlerin OHSS olusumunda 6nemli rol oynamasindan dolayi, bu

sitokinlerin inhibisyonu OHSS tedavisinde yararl olabilir.

4. Resveratrol, VEGF ve kismen IL-6’ y1 inhibe edip, antianjiogenik ve
antiiflamatuar etki gostererek ayn1 zamanda folikiiler atreziyi hizlandirip

folikiilogenezde regresyon yaparak OHSS’ nin gerilemesine neden olabilir.
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7. OZET

OVARYEN HIiPERSTIMULASYON SENDROMU OLUSTURULMUS RAT

MODELINDE RESVERATROLUN ETKIiLERI

Ovarian hiperstimulasyon sendromu (OHSS) infertil kadinlarda
gonadotropinlerle folikiiler gelisimi saglamak amaclh ovaryen stimiilasyon
sirasinda ortaya cikan hayati tehdit eden komplikasyonlar1 olan bir sendromdur.
Vaskiiler gegirgenlikte artiga bagli asit ve plevral effiizyon ile karakterize klinigi
olan bu sendromda birincil siipheli faktor vaskiiler endotelyal biiytime faktorii
(VEGF)” diir. OHSS patogenezinde baska faktorlerinde rol oynadig

diistiniilmektedir.

OHSS’ nin olusumundan ¢esitli mekanizmalar sorumlu tutulmakla birlikte,
OHSS’ nin olusumu ve devaminda inflamatuar yanitin ve anjiogenezisin onemli
rol oynadigi gosterilmistir. Bizim c¢alismamizin amaci, antiinflamatuar ve
anjiogenezisi inhibe edici etki gosteren resveratroliin rat OHSS modelinde

etkilerini arastirmaktir.

OHSS’ de deney modeli olarak immatiir wistar disi rat kullandik. Toplam
24 rat ¢calismaya alind1 ve 4 gruba ayrildi. 6 tanesi kontrol grubu olarak ayrildi, 6
tanesinde hafif OHSS ve 12 tanesi de iki esit gruba boliinerek bunlarda da ciddi
OHSS olusturuldu. Gonadotropinlerle ovarian stimulasyon yapilarak hafif ve
ciddi OHSS olusturulan ratlardan, ciddi OHSS gelisen gruplardan birine tedavi

olarak 60 mg/kg resveratrol verildi. Gruplar, viicut agirliklari, over agirliklari,
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periton sivisinda VEGF ve IL-6 diizeyleri, VEGF ekspresyonu, antral, atretik

folikiil ve korpus luteum sayilar1 over yoniinden karsilastirildi.

Grup 4 periton sivist VEGF ortalama degerleri, ortalama histopatolojik
skorlar1 ve ortalama corpus luteum sayilari, grup 3 (siddetli ohss grup) ile
karsilasgtirlldiginda istatistiksel olarak diisiik bulunmustur. Atretik folikiil sayisi
grup 3 ile kiyaslandiginda istatistiksel anlamli olarak yiiksek bulunmustur. Grup 4
Periton sivis1 IL6 degerleri grup 3 ile karsilastinldiginda istatistiksel anlama

ulasmasada diisme trendinde bulunmustur.

Resveratrol, anti-inflamatuar etki gostererek ve anjiogenezisi olumsuz

yonde etkileyerek VEGF ekspresyonu azaltmistir.

Anahtar kelimeler: Resveratrol, Anjiogenezis, OHSS, VEGF, IL-6, Rat
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8. SUMMARY

THE EFFECTS OF RESVERATROL ON AN OVARIAN

HYPERSTIMULATION SYNDROME MODEL IN RATS

Ovarian hyperstimulation syndrome  (OHSS) is a life-threatening
complication that may result from intended follicular development, thus ovarian
stimulation with gonadotropins during infertility treatment. The syndrome
comprises an array of symptoms and findings. One of which is a clinical setting
involving ascites and pleural effusion due to an increase in vascular permeability.
The major causative factor of this condition is suspected to be vascular endothelial

growth factor (VEGF), although various other factors are thought to be involved.

Many mechanisms have been held responsible for the ethiopathogenesis of
this syndrome although most dwell on substantial evidence of inflammatory
processes and angioneogenesis. The aim of this study was to show the effects of
resveratrol- a substance renowned for its’ anti-inflammatory and anti-

angioneogenetic properties on a rat model of OHSS.

OHSS was simulated in immature female wistar rats. A total of 24 rats
were included and divided into 4 groups. The control group comprised 6 rats; 6
rats were included in the mild OHSS group whereas 12 rats were subjected to
severe stimulation, comprising two severe OHSS groups. Gonadotropins were
administered in different doses to achieve the varying OHSS models (ie, mild and

severe). 6 rats in the severe OHSS group were administered 60mg/kg resveratrol.
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The groups were compared according to mean body weights, ovarian weight,
peritoneal fluid VEGF and interleukin 6 (IL-6) levels, VEGF expression, antral

and atresic follicle counts as well as corpus luteum counts.

The mean peritoneal VEGF levels, histopathological scores for VEGF
expression and corpus luteum counts were significantly lower in group 4
(resveratrol group) when compare to group 3 (severe OHSS group). The number
of follicles that had undergone atresia were significantly higher in group 3 when
compared to group 4. Peritoneal IL-6 were lower in group 4 although this trend

did not reach statistical significance.

Resveratrol demonstrated an antiinflammatory effect as well as a negative

effect on angiogenesis, resulting in a decrease in VEGF expression.

Key Words: Resveratrol, Angiogenesis, OHSS, VEGF, IL-6, Rat
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