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1. GIRiS VE AMAC

Infertilite tedavisinde yardimci iireme tekniklerinin (YUT) kullanim1 son
30 yilda artmistir ve gelismis iilkelerdeki tiim gebeliklerin %]1’inden fazlasi artik
YUT ile gergeklesmektedir [1, 2]. Kontrollii ovaryum stimiilasyonunun (KOH)
kullanim1 bir seferde ¢oklu ovaryum follikiillerinin gelisimini sagladigi icin in
vitro fertilizasyonun (IVF) basarisinda kilit bir faktordiir [3]. KOH genellikle
giivenli bir tedavi yontemi olmasina ragmen, OHSS de dahil olmak {izere ciddi

yan etkilerin ortaya ¢ikma olasilig1 vardir [4] .

OHSS, follikiiler gelisme ve ovulasyonu indiikklemek icin kullanilan
ekzojen gonadotropin tedavisinin neden oldugu yatrojenik bir komplikasyondur
[5]. En son “Avrupa Insan Ureme ve Embriyoloji Dernegi” (ESHRE) raporuna
gore, Avrupa iilkelerinde OHSS goriilme sikligi %0,18 ile %1,40 arasinda
degismektedir [6]. OHSS nin klinik ve laboratuvar bulgularina goére, sendromun
siddetini belirlemek icin hafif, orta ve siddetli olmak {izere bir siniflandirma
yapilmistir [7]. Geng yas, diisiik viicut agirligi, yiiksek Ostradiol diizeyleri, hizli
artan Ostradiol diizeyi, yiiksek bazal anti-Miillerian hormon (AMH)
konsantrasyonu, stimule olan follikiil sayis1 ve boyutlari, toplanan oosit sayisi,
polikistik over sendromu varligi, luteal destek i¢in insan koryonik gonadotropin
(hCG) kullanim1 ve gebelik, OHSS gelisimi i¢in risk faktorleridir [7]. OHSS nin
hafif seyreden klinik formundan agir morbidite ve hatta G6liime kadar degisen
genis bir klinik spektrumu vardir. Hafif seyreden durumlarda hastalarda genellikle

karinda huzursuzluk, hafif bulant1 ve kusma, ishal ve genellikle birka¢ giin i¢inde



diizelen karnda distansiyon gibi belirti ve bulgular goriiliir. Bununla birlikte,
hastaligin daha siddetli formlari, hastanede tedavi edilmesini gerektirebilecek
hayati tehdit eden komplikasyonlarla iliskili olabilir [8]. OHSS ile iligkili hayati
tehdit eden komplikasyonlar arasinda pulmoner emboli, derin ven trombozu, akut
bobrek yetmezligi, akut solunum sikintist sendromu yer almaktadir. Siddetli
OHHS’ye yol acan patofizyolojik mekanizma halen net olarak bilinmemektedir.
Patofizyolojisi tam olarak agiklanamasa da OHSS'nin klinik goriiniimlerinden
sorumlu mekanizmanin, cesitli bolgelerdeki kapillerler gecirgenlik artisindan
kaynaklandig1r bilinmektedir [9, 10]. Bu artmis vaskiiler gecirgenlik, akut
hemodinamik anormallikler ve birtakim klinik semptomlarla baglantili olarak
stvinin hizli ve yogun bir sekilde intravaskiiler bosluktan iigiincii bosluga (karin
ici, eklem ic¢i ve akcigerlere) ge¢mesine neden olur [9, 10]. OHSS’nin
patofizyolojik siirecine bir¢ok sistemin ve aracinin dahil oldugu 6ne siiriilmiistiir.
Bu faktorler; ovaryan renin—angiotensin sistemi, prostaglandinler, histaminler,
sitokinler, VEGF/vaskiiler ge¢irgenlik faktorii (VPF), pigment epitel-kaynakli

faktor (PEDF)’diir [9-12].

Immiin sistem ile ovaryumlar arasindaki etkilesim, gonad fizyolojisinde
gelecek i¢in umut veren ovaryumun islevi ve ovaryan siire¢ler ve OHSS'nin yeni
olas1 aracilarim ne siiren bir alan olarak ilgi ¢ekmektedir [13-15]. Interldkinler,
ozellikle cesitli intra-ovaryan diizenleme mekanizmalarinin olast modiilatorleri
olarak bir¢ok aragtirmada calisilmistir [11, 13, 15]. Sitokinler, follikiiler sivida ve

bunu ¢evreleyen ovaryum dokusunda tespit edilmistir. IL-2, IL-6 ve TNF-a artmis



vaskiiler gecirgenlikte rol oynayan medyatorlerdir [16]. IL-8, lipopolisakaritle
uyarilmig insan kani mononiikleer I6kositleri tarafindan firetilen bir ndtrofil
kemotaktik faktoriidiir. IL-8, polimorfoniikleer notrofillerin (PMN) kemotaksisini

indiikler ve vaskiiler gecirgenligi arttirir [17].

Vaskiiler endotelyal biiylime faktorii (VEGF) bir kemokindir ve insanda en
aktif endojen pro-anjiyogenik faktordiir. VEGF-A, VEGFR'lerin ve anjiyogenez
ile iligkili en belirgin reseptor olan primer VEGFR-2'ye baglanarak etki eden en
onemli anjiyogenez aktivatoriidiir [18]. Bunlarla birlikte, VEGF-A, korpus
luteumun dejenerasyonunu hizlandirma ile iligkili olabilecek ve progesteron
liretiminin azalmasma yol acabilecek sitokinler ile de baglantilidir [19].
Ovaryumda gerceklesen bu siireglerde islev goren vaskiiler endotelyal biiylime
faktorii (VEGF), OHSS gelisiminde de en onemli faktor olarak goriilmektedir.
Ovaryum kaynaklt VEGF, hCG’ye cevaben asir1 salgilanir ve endotel hiicreleri
tizerinde kendi reseptorii olan VEGFR-2'ye baglanarak vaskiiler gegirgenligin
artmasmma ve OHSS'nin klinik belirtilerine yol agar. Ayrica, histamin ile

karsilagtirildiginda VEGF endotel gecirgenligini 50.000 kat daha arttirir [11].

OHSS’li kadinlarda, VEGF, graniiloza-lutein hiicreleri tarafindan asir1
eksprese edilip, iiretilir ve daha sonra hCG'nin indiikledigi kapiller gecirgenligin
artmasina yanit olarak follikiiler siviya salinir [20, 21]. Bununla birlikte, plazma
ve asitteki VEGF seviyeleri OHSS'nin klinik tablolari ile uyumludur. Ayrica hCG
uygulamasinin, graniiloza-lutein hiicrelerinde VEGFR-2 ekspresyonunu arttirdigi,

0zellikle OHSS riski tagtyan hastalarda da ytliksek oldugu gosterilmistir [22, 23].



OHSS’ye 6zgii kesin bir tedavi mevcut degildir. OHSS'nin riskinin en aza
indirilmesi ve tedavisi i¢in bir¢ok etkili ajan getirilmis olmasina ragmen, tamamen
ortadan kaldirilamamistir [11]. OHSS'in en iyi tedavisi hi¢ olusmamasini
saglamaktir [11]. Uygulanan tedavi yontemleri, oosit olgunlagsmasini tetiklemek
icin hCG kullanimindan kagiilmasi, embriyo transferinin ertelenmesi ve hastanin
durumunun sikica izlenmesinden ibarettir [7, 11]. Ozetle, OHSS tedavisinin temel

dayanag1 destekleyici tedavilerdir [9].

Melatonin, sahip oldugu reseptdr cesitliligi sayesinde farkli dokularda
farkli islevler gosterebilen c¢ok yonli bir molekiildir [24]. Melatonin
reseptorlerinin insan hipotalamusunda ve hipofizinde bulunmasi melatoninin bu
dokularda iiretilen gonadotropin salgilatict hormon (GnRH), follikiil uyarici
hormon (FSH) ve liiteinlestirici hormon (LH) gibi hipotalamus ve hipofiz
hormonlarinin diizenlenmesinde etkili olabilecegini diisiindiirmektedir. Ayrica bu
reseptorler sadece merkezi sinir sisteminde degil periferik dokularda da
bulunmaktadir. Melatonin reseptorlerinin (MT1, MT2) mRNA's1 ve/veya protein
ifadesi, meme epitel dokusu, miyometrium [25], ovaryum graniiloza ve luteal
hiicreleri dahil olmak iizere insan iireme dokularinda tanimlanmistir [26].
Melatonin sentezlendiginde, pineal bez hiicrelerinde depolanmaz ve hizli bir
sekilde kan dolasimina buradan da daha sonra safra, beyin omurilik sivisi,
tilkiiriik, semen, amniyotik sivi ve ovaryum follikiil sivisi gibi diger viicut

stvilaria salinir [24].



Melatonin insan follikiil sivisinda plazmadan daha yliksek seviyelerde
bulunur, c¢ilinkii melatonin sadece genel dolagimdan kaynaklanmaz, ayrica
ovaryumda da sentezlenir [27]. Bir¢ok arastirma, ovaryumun farkli mevsimsel
donemlerde melatonin tiretebildigini, baska arastirmalar ise melatonin ile follikiil
kalitesi ve ovaryum fonksiyonlart arasinda onemli bir bag bulundugunu
gostermistir  [28]. Infertil kadinlarda melatonin tedavisinin intra-follikiiler
melatonin konsantrasyonlarini arttirdigi, intra-follikiiler oksidatif hasar1 azalttigi

ve fertilizasyon ile gebelik oranlarini arttirdigi bildirilmistir. [24].

Melatoninin ovaryumdaki anjiyogenez siireci ile yakindan iliskili olan
anjiyogenik faktor VEGF-A’nin salinimina etkisi vardir. Gerek in vitro gerekse de
in vivo aragtirmalar melatoninin VEGF salgilanmasin1 diizenledigini gosteren
destekleyici kanitlar ileri siirmiistiir. Melatoninin sigan ovaryum epitel ve stroma
hiicrelerinde VEGF-A'y1 ve proliferatif hiicre niikleer antijen ekspresyonunu
azalttig1 bulunmustur [19]. Bunlarla birlikte, giiclii bir antioksidan olan melatonin,
follikiiler atreziyi azaltan ve in vitro fertilizasyon basar1 oranini ve oosit kalitesini

gelistiren giiclii bir antioksidan ve serbest radikal temizleyicisidir [27].

Bu calismanin amaci, deneysel olarak olusturulmus OHSS grubundaki
yapisal ve vaskiiler degisiklikleri Kontrol ve KOH gruplar ile karsilagtirmali
olarak incelemek ve OHSS grubunda olusabilecek degisiklikler iizerine
antioksidan ve antiinflamatuar etkileri oldugu bilinen melatonin uygulamasinin

olasi etkilerini aragtirmaktir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Ovaryum

2.1.1. Ovaryum embriyolojisi

Bir embriyonun genetik cinsiyetinin, spermatositin bir X veya Y
kromozomu tasimasina bagli olarak, déllenme sirasinda belirlendigi sdylenebilir.
XX cinsiyet kromozom konfigiirasyonuna sahip embriyolarda, gonadin mediiller
kordonlar1 geriler ve sekonder bir kortikal kord jenerasyonu gelisir. XY cinsiyet
kromozom kompleksi olan embriyolarda, mediiller kordlar testis kordonlarina

dontisiir ve sekonder kortikal kordlar gelisemez.

XX cinsiyet kromozomu tamamlayicis1 olan ve Y kromozomu olmayan
disi embriyolarda, primordiyal cinsiyet kordonlar1 diizensiz hiicre kiimelerine
ayrisir. Primordiyal germ hiicre gruplarimi igeren bu kiimeler ovaryumlarin
mediiller kismin1 olusturur. Daha sonra bu yapilar kaybolurlar ve yerini ovaryum

medullasini olusturan vaskiiler bir stroma alir (Sekil 1).
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Sekil 1. Ovaryumlarin embriyolojik gelisimi. A. Embriyogenezin 7. haftasi, B.
Embriyogenezin 5. ayinda ovaryum ve genital kanallarin embriyolojik gelisimi [29].

Disi gonadin ylizey epiteli, erkefin aksine, ¢ogalmaya devam eder.
Yedinci haftada, altta yatan mezenkime niifuz eden ancak ylizeye yakin kalan

ikinci nesil kordonlar olan kortikal kordonlar ortaya ¢ikar (Sekil 1).

Ovaryumler ara mezodermden koken alirlar. Embriyonik hayatin 7.
haftasina kadar disi ve erkek embriyodaki gonadlar morfolojik olarak aynidir.
Primordiyal germ hiicreleri 4. haftada vitelliis kesesi duvarinda belirir ve 5-6.
haftalarda Ttrogenital kivrima go¢ ederler. Embriyonik gelisim sirasinda,
primordiyal germ hiicreleri, vitelliis kesesinden ovaryumlarin gelistigi mezonefrik
sirta go¢ eder. Germ hiicre gelisimi kemik morfogenetik proteinlerinin (BMP) -4,

-8b ve -2 etkisi altindadir [30].



Gonadal sirttaki gociin sonunda, bunlar oogonium adinmi alir. Oogonia,
graniiloza hiicreleri haline gelecek olan bir bag dokusu tabakasi icinde
olgunlasmaya devam edecektir. Bu silire¢ primordiyal ovaryum follikiillerinin

temelini olusturur [31].

Urogenital kivrimm mezodermal (s6lomik) epiteli gonadin epitelini ve
stromasini olusturmak {izere prolifere olur ve boliinen endoderm kokenli germ
hiicreleri ovaryumu olusturmak {izere bu prolifere olan epitel hiicreleriyle

etkilersime gegerler [32].

Yedinci haftadan sonra primordiyal germ hiicrelerinde mayoz boéliinmeler
gerceklesir ve etraflarim1 s6lomik epitel hiicreleri ile mezonefrik hiicre artiklar

sarar [33].

Ucgiincii ayda, kortikal kordonlar izole hiicre kiimelerine ayrilir. Bu
kiimelerdeki hiicreler ¢cogalmaya devam eder ve her bir oogonyumu follikiiler
hiicreler ad1 verilen bir epitel hiicre tabakasiyla ¢evrelemeye baslar. Oogonia ve

follikiiler hiicreler birlikte bir primordiyal follikiilii olusturur.[29]

Yiizeyel ovaryum korteksinde solomik epitelin  kivrimlart cinsiyet
kordonlarint (pregraniiloza hiicreleri) olusturur. Her ovaryum, gubernakulum
boyunca (inguinal bolgeye asagidan tutturulmus) pelvis igine iner; gubernakulum,
fallop tiipliniin girisinde uterus duvarinin bir parcasi haline gelir ve yetiskinlerde

ovarian ve round ligament olarak devam eder. Gonadal ¢ikint1 bélgesinde sdlomik



epitelin invajinasyonlar1 da iki tip genital kanalin ¢ikmasina sebep olur;
mezonefrik kanallar (Wolffian kanallar) ve paramezonefrik kanallar (Miillerian
kanallar). Sonunda Miillerian kanallarindan uterusu ve uterin tiipleri olustururlar.
Wolffian kanal artiklar1 ise yasamin ileri evrelerinde Miillerian kanal ¢evresinde

goriilebilir [34].

2.1.2. Ovaryumun anatomisi

Ovaryumler pelviste yer alan bir ¢ift organdir. Erigkinde ovaryumler ovoid
sekilli olup yaklasik olarak 3-5 x 1,5-3x 0,6-1,5 cm Olciilerinde ve 5-8 gr
agirliktadir. Uterusun her iki yaninda lateral pelvik duvara yakin, broad ligamanin
arkasinda, rektumun 6niinde yer alirlar. Her iki ovaryum anterior (hiler) yiiziinden
iki katli periton kivrimiyla (mezoovaryum) broad ligamanmin arka yiiziine
asilidir. Ayn1 zamanda medial polden ayni taraf uterus kornusuna uteroovaryan
ligaman ile, lateral polden lateral pelvik duvara infindibulopelvik ligaman ile

baglidir. [35]

Aortun bir dali olan ovaryan arter infindibulopelvik ligaman iizerinden
ovaryumun mezoovaryal sinirinda uterin arterin ovaryan dali ile anostomoz yapar
ve buradan ¢ikan yaklagik 10 arterial dal ile ovaryum hilusundan medullaya girer
[35, 36]. Ovaryumlerin kanlanmasi hem ovaryan arter hem de uterin arterler
sayesinde olmaktadir. Ovaryan arter renal arterin altindaki abdominal aorttan veya

L2 seviyesinden orjin almaktadir. Ovaryan arter ligamentum suspensory ovary



boyunca seyreder ve mezo-ovaryuma girer. A. ovarica broad ligament iginde a.

uterina ile anostomoz yapar [37].

Ovaryumun venleri arterleri takip ederek hilusta bir araya gelip pleksus
olusturarak ovaryan venlere drene olurlar. Sag ovaryan ven inferior kaval vene,

sol ovaryan ven renal vene drene olur [35].

Ovaryumun lenfatikleri esas olarak follikiillerin teka tabakalarindan kdken
alir. Olgun follikiiliin graniiloza tabakasi lenfatiklerden yoksunken korpus
luteumda zengin bir lenfatik ag mevcuttur [35, 36, 38]. Ovaryum lenflerinin ¢ogu
L2 seviyesinde paraaortik lenf nodlarina drene olurlar. Lenfatikler, ovaryan ven
ile birlikte renal arterlerin ve aortun bifurkasyonu yakinindaki paraaortik lenf
diigiimlerine gider. Ancak yapilan arastirmalarla 2 yol daha kesfedilmistir.
Birincisi, lateral damarlar yoluyla hipogastrik lenf diiglimlerine drene olan
lenfatikler, ikincisi ise dis iliak ve inguinal lenf nodlarma drene olan round
ligamente yakin damarlarn takip eden lenftir. Bu yollar klinik olarak oldukca

onemli olup, over kanseri metastazinda 6nem arzeder (Sekil 2) [39].
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Sekil 2. Disi ireme organlarinin sematik goriiniimii [40] (Tiirkgelestirilmistir).

Ovaryumlarin 2 sempatik innervasyon kaynagi vardir ve biri ovaryan
pleksustan gecer. Ovaryan pleksusun kaynagi uterusun fundusunun bazi
kisimlarini da innerve eden renal pleksusdur. Ovaryan pleksuslar ovaryan
suspensory ligamentler ile ovaryumlara taginir. Sempatik innervasyonun ikinci
kaynagi ise lig. ovarie ile taginan superior ovaryan sinirdir. Parasempatik
innervasyon ise pelvik splanknik sinirlerden koken alan uterin (pelvik) pleksustur

[41].
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2.1.3. Ovaryum histolojisi

Ovaryumlar1 mezotelyum yerine “germinal epitel” kaplar. Ovaryum
ylizeyi tek katli kiibik ve bazi kisimlarda yass1 hiicrelerle kaplidir. Germinal epitel
olarak bilinen bu hiicre katmani, mezovaryumu kaplayan mezotelyum ile
stireklilik gosterir. Periton bosluguna bakan kisminda mikrovilluslar gozlenir [32].
Yogun bir bag dokusu tabakasi olan tunika albuginea germinal epitel ile altta
yatan korteks arasinda yer alir. Ovaryum epitel yiizeyinden ortaya ¢ikan tiimorler
ovaryum kanserlerinin %70'inden fazlasini olusturur. Yiizey epitel tlimorlerinin
kokeni, ovulasyon sirasinda meydana gelen germinal epitelin tekrar tekrar

bozulmasi ve onarimu ile iligkili olabilir.

Ovaryum, korteks ve medulladan olusur.

Medulla veya mediiller bolge

Ovaryumlarin merkez kisminda bulunur ve gevsek bag dokusu, nispeten
biiylik, kivrilmis kan damarlart kiitlesi, lenfatik damarlar ve sinirler igerir (Sekil

3).
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Korteks veya kortikal bolge

Ovaryumlarin medullay1 g¢evreleyen periferik kisimlaridir. Korteks bag
dokusuna gdmiilii ovaryum follikiillerini igerir. Follikiillerin etrafindaki stromada

daginik diiz kas lifleri bulunur. Medulla ve korteks arasindaki sinir belirsizdir.

Ovaryum follikiilleri, gelisen oosit i¢in mikro ortam1 saglar.[40]

Somatik Hiicreler:

Grantiloza hiicreleri, biiyiiyen oositi hemen kusatir. LH dalgalanmasindan
once androjenleri Ostrojene doniistiirerek On hipofiz tarafindan salinan follikiil
uyarict hormona (FSH) yanit verirler. Graniiloza hiicreleri tarafindan kullanilan
androjenler, graniiloza hiicrelerinin disinda bulunan teka hiicreleri tarafindan
saglanir.

LH dalgalanmasindan sonra graniiloza hiicreleri “luteinizasyon” adi
verilen bir degisime ugrar. Luteinizasyon, graniiloza hiicrelerini, liiteinizan
hormona duyarl hiicrelere doniistiiriir. Bu siire¢ graniiloza hiicrelerinin eskisi gibi
Ostrojen liretmek yerine progesteron liretmesini saglar. Ovulasyondan sonra, teka-
lutein hiicreleriyle birlikte graniiloza hiicreleri, esas olarak progesterondan
sorumlu olan korpus luteumu olusturur [42].

Stroma hiicreleri, organa 6zgii organizasyonel bir iskelet olusturan bag

dokusu hiicreleridir (fibroblastlar, endotel hiicreleri, epitel hiicreleri, vb.). Aslinda,
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ovaryumun epitel hiicreleri en yaygin over kanseri tipinden sorumlu olsalar da

stroma hiicreleri de 6nemli bir malignite kaynagidir. [43]

2.2. Follikiiler gelisim

Ovaryan follikiil gelisimi intrauterin donemde baglar ve ovaryumun
korteksinde gergeklesir. Gebeligin besinci haftasinda, bir disi fetiisiin ovaryumu
yaklasik 500 ila 1300 primordiyal germ hiicresi igerir. Primordiyal germ hiicreleri
mitoza maruz kalir ve gebeligin yirminci haftasinda disi fetiisiin yaklasik 6 ila 7
milyon germ hiicresi vardir. Mitoz tamamlandiginda, germ hiicreleri mayoz
boliinmeye girer ve mayoz faz I evresinde duraklar, germ hiicre kistleri olusur.
Peripartum, her bir germ hiicre kisti, bir oosit ve tek tabakali graniilosa hiicreleri
iceren primordiyal follikiil olugturmak igin geriler. Bu siiregte bir¢ok germ hiicresi
kaybedilir ve disi 1-2 milyon primordiyal follikiil ile dogar. Ergenlige ulastiginda,
yaklasik 400.000 ila 500.000 primordiyal follikiil kalir. Menarstan sonra ayda
yaklagik 1000 follikiil kaybedilir. Otuzbes yasindan sonra follikiiler kayip orani

artar [44-48].

Ovaryan follikiil gelisiminin iki farkli asamasi1 vardir: gonadotropinden
bagimsiz biiyiime ve gonadotropine bagimli biiyiime. Bu fazlar ayrica sirasiyla
antral oncesi bilylime ve antral biiyiime olarak da bilinir. Gonadotropinler FSH ve
LH’dir. Hipotalamustan salinan GnRH etkisiyle FSH ve LH 6n hipofiz bezinden
yapilir ve salinir. FSH, graniiloza hiicre proliferasyonunu uyararak follikiiler

biiylimeyi ve LH ise ovulasyonu kontrol eder [47, 49, 50].
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Histolojik olarak, folllikiil gelisim siirecinde ii¢ temel ovaryum follikiilii

tird tanimlanabilir:

* Primordiyal follikiiller;
* Primer ve sekonder (antral) follikdiller;

* Matur follikiil veya Graaf follikiilleri.

Sekonder folikiil

Geg primer folikiil Atretik folikiil

Olgunlagmaya yakin
folikiil

Erken primer folikiil Atretik folikiil

Primordiyal folikiil

Kan damarlari . : \ \‘ Oosit
" L 4

Korpus albikans

Riiptiire folikiil

K hy jiku
A orpus hemorajikum

Sekil 3. Ovaryum i¢inden bir kesitin sematik ¢izimi. Bu ¢izim, erken primer follikiilden
olgun (Graafian) follikiile kadar follikiiler gelisimin asamalarini gostermektedir.
Follikiillerin olgunlasmasi ok yoniinde gergeklesir. Ovulasyondan sonra follikiildeki
degisiklikler, korpus luteumun ve nihayetinde korpus albicansin gelismesine yol acar [40]
(Tirkgelestirilmistir).
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Primordiyal Follikiil

Primordiyal follikiiller ilk olarak fetal gelisimin {iglincii ayinda ortaya ¢ikar.
Primordiyal follikiillerin erken biiyiimesi gonadotropin stimiilasyonundan
bagimsizdir. Olgun ovaryumda, tunika albugineanin hemen altindaki korteks
stromasinda primordiyal follikiiller bulunur. Oosit tek bir yassi follikiil hiicre
tabakasi tarafindan ¢evrelenir (Sekil 4). Follikiil hiicrelerinin dig yiizeyi bir bazal
laminayla sinirlanmistir. Bu asamada oosit ve g¢evresindeki follikiil hiicreleri
birbirine ¢ok yakin bir sekilde yerlesmistir. Follikiildeki oositin ¢ap1 yaklagik 30
pum'dir. Ince dagilmis kromatin ile bir veya daha fazla niikleol iceren biiyiik,
ekzantrik bir ¢ekirdege sahiptir. Ooplazma olarak adlandirilan oositin
sitoplazmasi bir Balbiani cismi igerir (Sekil 4a). Balbiani cismi, Golgi zarlar1 ve
vezikiillerinin, endoplazmik retikulumun, sentriollerin, ¢ok sayida mitokondri ve
lizozomlarin lokalize bir birikimi olarak ortaya ¢ikar. Ek olarak, insan oositleri
halka seklinde lameller igerir ve ¢ok sayida kiigiik vezikiil sitoplazma boyunca
kii¢iik, kiiresel mitokondri ile birlikte bulunur. Anniiler lamelleri bir dizi niikleer

zarf profiline benzer.
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Bazal lamina
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PRIMORDIYAL FOLIiKUL

Sekil 4. Primordiyal follikiil. a. Primordiyal follikiilin sematik ¢izimi, ilk mayotik
boliinmenin profaz fazinda tutulan oositi gosterir. Oosit, tek katli yasst follikiil hiicre
tabakasiyla c¢evrilidir. Bu hiicrelerin dis ylizeyi bir bazal laminayla bag dokusundan
ayrilir. Ooplazma, elektron mikroskobunda goriildiigii gibi, bir Balbiani gdvdesi, anniiler
lameller ve kiigiik kiiresel mitokondri gibi karakteristik organelleri igerir. b. Primordiyal
follikiillerin bu fotomikrografi, tek katli yasst follikiil hiicreleriyle (FH) cevrili oositleri
gostermektedir. Genellikle, oositin ¢ekirdegi (N) ekzantrik bir konumdadir. Cekirdegin
kesit diizlemine dahil olmadig1 iki oosit gosterilmektedir (X). Benzer sekilde, follikiil
hiicrelerinin kesite bagli ortaya ¢iktig1 ve oositlerin goriilemedigi iki follikiil (ok) vardir
[40] (Turkgelestirilmistir).

Primer Follikiil

Primordiyal follikiil biiyiiyen bir follikiile doniisiirken, oositte, follikiil
hiicrelerinde ve bitisik stromada degisiklikler meydana gelir. Baslangicta oosit
bliyiir ve etrafindaki yassi1 follikiil hiicreleri ¢ogalir ve kiibik hale gelir. Bu
asamada yani follikiil hiicreleri kiibik hale geldiginde follikiil primer follikiil
olarak tanimlanir. Oosit biiyilidiik¢e, zona pellusida adi1 verilen ve oositi distan
saran ve belirli proteinlerden olusan bir yap1 gelisir. Zona pellusida oosit ve bitisik
follikiil hiicreleri arasinda yer alir (Sekil 5). Insanlardaki zona pellucida, ZP-1 (80
ila 120 kDa), ZP-2 (73 kDa) ve ZP-3 (59 ila 65 kDa) olarak adlandirilan farkh tig,

siilfatlanmis asidik zona pellucida (ZP) glikoprotein smifindan olusur. Isik
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mikroskobunda zona pellucida, asidofilik lekeler ve periyodik asit-Schiff (PAS)
reaktifleri ile derinlemesine boyanan homojen ve kirilgan bir tabaka olarak agikca
goriilebilir. Zona pellusida ilk olarak, tek kathi kiibik veya piramidal follikiil

hiicreleri ile gevrili oosit 50 um ila 80 um ¢apa ulastiginda goriiliir.

Follikiil hiicrelerinin hizl1 proliferasyonuyla membrana graniiloza (stratum
granulosum) adinda, oositi ¢evreleyen ¢ok tabakali bir epitel olusur. Follikiil
hiicreleri artik graniiloza hiicreleri olarak tanimlanmaktadir. Bazal lamina,
prizmatik hale gelen follikiil hiicrelerinin en dis tabakasi ile bag dokusu stromast
arasinda bulunur. Follikiiler biiylime sirasinda graniiloza hiicreleri arasinda ¢ok

sayida oluklu baglant1 gelisir.

Folikiil Stroma
hiicreleri

Bazal lamina

PRIMER FOLIKUL

Sekil 5. Erken primer follikiil. a. Erken gelisim asamasinda bir primer follikiiliin gematik
cizimi. Oosit ve komsu follikiil hiicreleri arasinda zona pellusida olusumu. Tek kath
kiibik follikiil hiicreleri biiyiiyen oositi ¢evreler. b. Primordiyal follikiiliin fotomikrografi.
Oositi gevreleyen farkli follikiil hiicreleri (FH) [40] (Tiirkgelestirilmistir).
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Grantiloza hiicreleri ¢cogaldikga, follikiilii ¢cevreleyen stromal hiicreler bir
bag dokusu kilifi olusturur. Teka olarak bilinen hiicreler, bazal laminanin hemen

disinda yer alir (Sekil 6). Teka hiicreleri ayrica iki katmana ayrilir:

» Teka interna, kiibik sekretuvar hiicrelerden olusan yiiksek derecede
vaskiilarize i¢ teka tabakasidir. Teka interna'nin tamamen farklilasmis hiicreleri,
steroid tireten hiicrelerin karakteristik yapisal 6zelliklerini segiler. Teka interna
hiicreleri ¢ok sayida luteinize edici hormon (LH) reseptoriine sahiptir. LH
stimiilasyonuna yanit olarak, dstrojenlerin dnciileri olan androjenleri sentezler ve
salgilarlar. Salgi hiicrelerine ek olarak, teka interna fibroblastlar, kollajen

demetleri ve endokrin organlara 6zgii zengin bir kiiciik damar agi igerir [40].

* Teka eksterna, bag dokusu hiicrelerinin dis tabakasidir. Esas olarak diiz

kas hiicreleri ve kollajen lif demetleri igerir.

Iki teka tabakasi arasindaki ve teka eksterna ile etrafindaki stroma
arasindaki sinirlar belirgin degildir. Bununla birlikte, graniiloza tabakasi ile teka
interna arasindaki bazal lamina, bu tabakalar arasinda belirgin bir sinir olusturur.
Bazal lamina teka interna'nin zengin kilcal yatagini follikiiler biiylime doneminde

avaskiiler olan graniiloza tabakasindan ayirir [40].

Oosit olgunlastik¢a organellerin dagilimi degisir. Primordiyal oositin tek
Balbiani cisminden tiiretilen c¢oklu, daginik Golgi elementleri, sitoplazmada

daginik hale gelir. Serbest ribozomlar, mitokondri, kiiciik vezikiiller ve
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multivezikiiler cisimlerin sayis1 ve graniillii endoplazmik retikulum (GER) miktar1
artar. Ara sira lipid damlaciklar1 ve lipokrom pigment kitleleri de goriilebilir.
Memeliler dahil birgok tiiriin oositleri, kortikal graniiller olarak bilinen 6zel salgi
vezikiilleri igerir (Sekil 6a). Bu graniiller oolemmanin (oositin plazma zar1) hemen
altinda bulunurlar. Graniiller oosit sperm tarafindan aktive edildiginde ekzositoz
yoluyla salinan proteazlar1 icerir. Zona pellusida gelistikce, oositten ¢ok sayida
diizensiz mikrovillus perivitellin bosluga dogru uzanir (Sekil 6). Ayn1 zamanda,
graniiloza hiicrelerinden ince c¢ikintilar geliserek oositin mikrovillusuyla birlesir
ve dahasi oosit plazma membranina invajine olur. Bu ¢ikintilar plazma zariyla

temas edebilir, ancak hiicreler arasinda sitoplazmik bir devamlilik olusturmaz [40]

Sekonder (Antral) follikiil:

Graniiloza hiicrelerinin proliferasyonu sonucu boyutlar1 artan primer
follikiil kortikal stromanin derinlerine ilerler. Oosit ve follikiiler biiylime igin
FSH, biiylime faktorleri (6rn. Epidermal biiyiime faktorii [EGF], insiilin benzeri
biiyiime faktorii 1 [IGF-I]) ve kalsiyum iyonlar1 (Ca*?) gibi faktorler gereklidir

[40].

Sekonder follikiillerin daha fazla olgunlagmasi ve ovulasyon i¢in baskin
bir follikiiliin se¢imi gonadotropin bagimlidir. FSH, sekonder follikiiliin graniilosa
hiicre tabakasindaki FSH reseptorlerine baglanir. FSH stimiilasyonuna yanit
olarak, follikiiller biiylimeye ve sivi dolu bir alan gelistirmeye devam eder. Bu

bosluk antrum olarak adlandirilir ve biiyliyen oosit ve graniiloza hiicrelerinden
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salman maddeleri icerir. LH, teka internadaki LH reseptorlerine baglanir ve
androjenlerin tiretilmesini uyarir. Bu androjenler follikiiler biiylimeyi uyarmasinin
yani sira follikiillerde apopitozu da indiikler. Ovaryum follikiilleri olgunlastikca,
daha biiyiik follikiiller androjenleri dstrojene doniistiirmek i¢in aromataz enzimini

kullanabilirler [44, 46, 47, 49, 50].

Stratum granulosum, 6-12 hiicre tabakasi kalinligina ulastiginda, graniiloza
hiicreleri arasinda sivi dolu bosluklar belirir (Sekil 5). Hyaluronan bakimindan
zengin follikiil sivis1 graniiloza hiicreleri arasinda birikmeye devam ederken,
bosluklar birlesmeye baslar ve sonunda antrum adi verilen hilal seklinde tek bir
bosluk olusturur [40]. Bu son haliyle follikiil artik sekonder follikiil veya antral
follikiil olarak tanimlanmaktadir. Yaklasik 125 pm capa ulasan ekzantrik olarak
konumlandirilmis oosit daha fazla biiylimez. Biiyiimenin inhibisyonu, graniiloza
hiicreleri tarafindan antral siviya salgilanan oosit olgunlagsma inhibitdrii (OMI) adi
verilen, 1-2 kDa'lik bir peptidin varligtyla saglanir. Sekonder follikiiliin boyutu ile
OMI konsantrasyonu arasinda dogrudan bir korelasyon gozlenir. Konsantrasyon,
kiigiik follikiillerde en yiliksek ve olgun follikiillerde en diisiiktiir. Follikiil
stvisinin il ortaya ¢iktig1 erken sekonder follikiil evresinde 0,2 mm olan follikiil

capi biiylimenin devam etmesiyle 10 mm veya daha fazla ¢apa ulasir [40].
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Sekil 6. Sekonder follikiil. a. Graniiloza hiicreleri arasindaki kiiciik sivi dolu bosluklarin
birlesmesiyle ortaya ¢ikan sivi dolu antrumu gosteren sekonder follikiiliin sematik ¢izimi.
Aktif olarak biiyliyen bu follikiil birgok boliinen graniiloza hiicresine sahiptir. Call-Exner
organlart bu agamada goriiliir. Daire i¢indeki biiyiik biiyiitmede, graniiloza hiicreleri,
bazal lamina ile teka interna ve teka eksterna arasindaki iliski gdsterimektedir. Teka
interna hiicreleri, oldukga vaskiilarize, steroid iireten hiicrelere farklilasir. Teka interna,
teka externa adi verilen bir dis stromal hiicre tabakasi ile cevrilidir. Bazal lamina,
graniiloza hiicrelerini teka internadan ayirir. b. Sekonder follikiiliin fotomikrografi.
Follikiiler siviyla dolu antrum (A), stratum granulosum (SG) i¢inde goriilebilir. Sekonder
follikiilin bazal laminasinin disinda ¢ok kath teka interna hiicreleri (TI) ve eksterna
hiicreleri (TE) goriilebilir [40] (Tiirkgelestirilmistir).

Sekonder follikiiliin boyutu arttik¢a, birkag kat graniiloza hiicresiyle ¢evrili
antrum da genigler (Sekil 6). Stratum granulosum, oosit ile iligkili bolge haricinde
nispeten homojen bir kalinliga sahiptir. Burada graniiloza hiicreleri, antruma

cikint1 yapan, kalinlasmis bir kitle, kiimiiliis ooforus olusturur. Oositi hemen
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cevreleyen ve ovulasyonda onunla birlikte atilan kiimiiliis ooforusun hiicrelerine
korona radiata ad1 verilir. Follikiiler olgunlagsma sirasinda, graniiloza hiicrelerinin
yiizey mikrovillus sayisi artar ve serbest antral ylizeyde artan sayida LH reseptorii
ile iligkilidir. Graniiloza hiicreleri arasinda yerlesmis, PAS pozitif boyanan, Call-
Exner cisimleri olarak adlandirilan (Sekil 6a) cisimler goriilebilir. Graniiloza
hiicreleri tarafindan salgilanan bu cisimler hyaluronan ve proteoglikanlar icerir

[40]

Pre-ovulatuar (Graafian) follikiil:

Olgunlasmis bu follikiil biiyiik boyutu nedeniyle (¢apt 10 mm veya daha
fazla) ovaryum korteksi boyunca uzanir ve ovaryum ylizeyinde bir ¢ikintiya
neden olur. Follikiil maksimum boyutuna yaklastik¢a graniiloza hiicrelerinin
mitotik aktivitesi azalir. Stratum granulosum’un kalinligi antrumun boyutu
arttikga incelmektedir. Graniiloza hiicreleri arasindaki bosluklar genislemeye
devam ettik¢e, ovulasyona hazirlik olarak graniiloza hiicrelerinin arasindan oosit
ve kiimiillis hiicreleri serbestlesir. Oositi cevreleyen kiimiiliis hiicreleri artik
korona radiata denilen bir hiicre katmanini olusturur. Bu hiicreler ve gevsek bir

sekilde baglanmis kiimiiliis hiicreleri, ovulasyonda atilan oositle birlikte kalir [40].

Follikiil olgunlagsmas1 doneminde, tekal tabakalar daha belirgin hale gelir.
Lipid damlaciklari, teka interna hiicrelerinin sitoplazmasinda goriiliir ve bu

hiicreler, steroid iireten hiicrelerle birlikte ultrastriiktiirel 6zellikler gosterir [40].
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Insanlarda LH, teka interna hiicrelerini androjen salgilamasi igin uyarir.
Aromataz enzimi eksikliginden dolayi, teka interna hiicreleri dstrojen iiretemezler.
Bunun aksine, graniiloza hiicreleri aromataz enzimi ile donatilmistir; bu nedenle,
baz1 androjenler, daha ileri islemler icin diiz ylizeyli (graniilsiiz) endoplazmik
retikulumlara (sER) taginir. FSH'ye yanit olarak graniiloza hiicreleri, androjenlerin
Ostrojenlere doniisiimiinii katalize eder, bu da graniiloza hiicrelerini ¢ogalmaya
tesvik eder ve bdylece gelismekte olan follikiiliin boyutu artar. Hem follikiilerden
hem de sistemik kaynaklardan {iretilen Ostrojen seviyelerinin artmasi ile,
gonadotroplarin GnRH’a artan duyarlilig1 artar. Ovulasyondan yaklagik 24 saat

once adenohipofizde FSH veya LH saliniminda bir artis indiiklenir [40].

Teka ckstema  Teka interna

Graniiloza
hiicreler

Basal lamina

Folikiiler
sivi ile dolu

L

OLGUN GRAFIiAN FOLIKUL

Sekil 7. Gelisimin ge¢ agamasindaki sekonder follikiil. a. Kiimiiliis ooforosa gomiilii bir
oosit iceren biiyiik bir antruma sahip olgun (Graafian) follikiiliin sematik ¢izimi. Oositi
cevreleyen kiimiiliis ooforus hiicreleri ovulasyondan sonra oositle kalir ve korona radiata
olarak adlandirilir. b. Olgun sekonder follikiiliin fotomikrografi. Oosit i¢eren biiyiik bir
stvi dolu antruma (A) ve kiimiiliis ooforus (KO) dikkati ¢ekmektedir. Antrum liimenini
cevreleyen hiicreler membrana granuloza'yt (stratum granulozum, SG) olusturur.
Ovaryum yiizeyinin saginda iki primer follikilliin izlenmektedir (sag {iist) [40]
(Tirkgelestirilmistir).
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Ovaryumun iki temel islevi vardir. ilk olarak, ovaryum disi iireme
sistemini yoneten cesitli hormonlar iiretir. Diger bir islevi ise ovaryum, dollenme
icin olgun bir oositin seg¢ilmesini, gelismesini ve salinmasmi kontrol eder.
Ovaryum follikiilogenezi olarak bilinen bu siire¢ intauterin hayatta baslar.
Ergenlikten sonra, primordiyal follikiiller degisik siire¢lerden gecip ovulasyon

oncesi olgunlagmis follikiillere doniisebilir [51].

2.3. Ovulasyon

Ovulasyon, dollenme potansiyeline sahip dominant follikiiliin ovaryumdan
fallop tiipiine riiptiirii ve salinmasi ile tanimlanan fizyolojik bir siirectir. Esas
olarak ovulasyon siireci gonodotropik hormon seviyeleri ile diizenlenir ve
menstrual dongilideki ii¢lincli agamadir. Follikiiler salim follikiiler faz1 takip eder
ve endometrial dokiilme veya implantasyona ilerleyen Luteal fazdan 6nce gelir.
Hipotalamik-hipofiz-ovaryum  aksin  fonksiyonu  1iyi diizenlenmisse,

menstriiasyondan yaklasik 14 giin 6nce follikiiler salim meydana gelir.

Artan Ostrojen seviyeleri, hipotalamik-hipofiz-adrenal (HPA) aksina
negatif bir geri besleme sinyali gondererek, dolagimdaki FSH diizeylerini azaltir.
Biiyiik bir follikiil dominant follikiil olarak se¢ilir ve azalan FSH seviyelerine
duyarhdir. Biiytik follikiiller graniiloza ve teka hiicrelerinin hizli ¢cogalmasiyla
birlikte olgunlasmaya devam eder. Antrum da hizla biiyiir. Gelismekte olan ancak
bu dongili sirasinda baskin follikiil olarak sec¢ilmeyen daha kiiciik follikiiller

dejenere olur, cilinkii kiigiik boyutlar1 FSH'ye duyarliliklarint azaltir. Dominant
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pre-ovulatuar follikiiliin graniiloza hiicreleri, yiiksek konsantrasyonlarda LH
reseptorleri icerir ve LH dalgalanmasina yanit verir. Pre-ovulatuar follikiil
tarafindan {retilen dolasimdaki Ostrojen seviyesinin daha da artmasi LH
dalgalanmasina neden olur ve ovulasyon ile sonuglanir. Ovulasyon sirasinda

follikiil olgun oositini dollenme i¢in serbest birakir [46, 47, 50].

Pubertede pubars (tliylenme) evresi baslangicinda, gonadotropik
hormonlar, primordiyal follikiillerin Mayoz 1 evresinin tamamlanmasini
saglayarak sekonder bir follikiil olusmasini saglarlar. Sekonder follikiil Mayoz 2
ile baslar ve dollenme olana kadar bu evre tamamlanamaz. Her ovulasyon
doneminde saglikli, dollenebilecek, baskin bir follikiil salinimi i¢in ortalama
1.000 follikiil kaybeder ve bu siire¢ yasa bagh olarak da hizlanir. Her ovulasyon
periyodunda, follikiill sayist bu sekilde azalarak sonunda ovulasyon
fonksiyonunun durmasina veya menopozun baslamasina neden olur. Ayrica her
ay sag ve sol ovaryumlarin follikiil salinimlarimi degistirdigi ise yaygin bir

distincedir [52-54].

Ovulasyon, GnRH, Gonadotropin hormonlar1 (FSH, LH), Ostrojen ve
Progestron gibi hormonlarin seviyelerinin dalgalanmasi ile diizenlenir. Bu
hormonlar arasindaki siki iliski ve kontrollii degisiklikler, bir oositin adneksal

uterus yapilarina salinmasi i¢in zorunludur [53].
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Luteal Faz:

Luteal faz menstrual dongiiniin 14-28. Giinleri arasinda siirer. Korpus
luteum olusumu ile baslar ve hamilelik veya luteoliz (korpus luteumun yok
edilmesi) ile sonlanir. Ovulasyondan sonra, graniiloza ve teka hiicreleri sirastyla
graniiloza lutein hiicreleri ve teka lutein hiicreleri haline geldiginde oositi atilmis
olan bos follikiil korpus luteum adin1 alir. Korpus luteum, implantasyonu ve erken
gebeligi desteklemek icin progesteron ve Ostrojen salgilar. Implantasyon
gerceklesmezse, korpus luteum, korpus albicans olarak bilinen bir bag dokusu

yapisina doniisiir [50].

Diisen hormon seviyeleri FSH'yi bir sonraki dongii i¢in follikiil almaya
baslamasi ic¢in uyarir. Dollenme meydana gelirse, erken plasenta tarafindan
tiretilen hCG korpus luteumu korur ve plasenta gebeligi desteklemek i¢in yeterli

progesteron yapana kadar progesteron seviyelerini korur [55].

2.4. Anovulasyon

Ovulasyon bozukluklari, infertilitenin yaklasik %30'undan sorumludur ve
genellikle diizensiz menstruasyon donemleri (oligomenore) veya adet gérememesi
(amenore) ile kendini gosterir. Tedavilerin ¢ogu basit ve etkilidir. Bununla
birlikte, anovulasyonun tiim nedenleri ovulasyon indiiksiyonu ile tedaviye uygun

degildir. Anovulasyon c¢ogu zaman tibbi veya cerrahi indiiksiyonla tedavi
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edilebilir, ancak ovulasyon indiikksiyonunun miimkiin olup olmadigim

belirleyecek olan anovulasyonun sebebidir [56].

2.4.1. Anovulasyon smiflandiriimasi

Anovulasyon Bozukluklari, Diinya Saghk Orgiitii tarafindan 3 gruba

ayrimstir.

Grup I Bozukluklari: Anovulasyon vakalarin %10’undan sorumlu olan
Hipogonadotropik hipogonadizme yol agan hipotalamik sorunlar neden olur.
Bunlara Ornek olarak Kallmann Sendromu, apopleksiden kaynaklanan
Panhipopituitarizm, otoimmiin yikim, adenom etkilesimi veya enfeksiyonlar
verilebilir. Dogum sonras1 kanama (Sheehan Sendromu) veya kafa travmasi da

geri doniisii olmayan veya gecici olan hipotalamik yetmezlige neden olabilir [57].

Grup II Bozukluklar: Anovulatuar vakalarin %85'inden sorumlu olan
HPO aksin disfonksiyonu. Amerika Birlesik Devletleri'ndeki kadin kisirliginin en
yaygin nedeni, ovulasyonu tetiklemek i¢in kullanilan ¢esitli hormonal faktorlerin
tetikledigi ovulasyon islev bozuklugudur. HPO aksimin (hipotalamus, hipofiz,
ovaryum) herhangi bir noktasinda problemler ortaya g¢ikabilir ve ovulasyon
basarisizligina neden olabilir. Amerika Birlesik Devletleri'nde kronik ovulatuar
disfonksiyonun en yaygin nedeni, ovulasyonu bircok noktada engelleyen

Polikistik Over Sendromu (PKOS)'dur [54].
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Polikistik Over Sendromu, anovulatuvar infertilitenin etiyolojisinde yer
alan bir endokrinopati olarak kabul edilir (vaka sayi1si>%90). PKOS, frajil ve
hiperplastik endometriyal dokunun neden oldugu anovulatuar kanamaya sekonder
diizensiz menstruasyon dongiileri ve hiperandrojenizm ile karakterizedir ve ¢esitli

metabolik diizensizlikler (hiperinsiilinemi) ile iliskilidir [58].

Hiperandrojenizm, androjen hormon seviyeleri ile LH / FSH seviyeleri
arasindaki dengenin bozulmasinin sonucudur. Bunun nasil meydana geldigine dair
kesin mekanizma tam olarak anlasilamamistir, ancak arastirmalar, Ostrojenin
androjenlere yag dokusu tarafindan periferik doniisiimii sonucunda serum
androjen seviyelerini yiikselttigi ve Ostrojenin azalmasi ile sonuglanan bir

mekanizma ile oldugu diisiincesini desteklemektedir [54].

Insiilin direncine (IR) sekonder hiperinsiilineminin PKOS'ta rol oynadig
diisiiniilmektedir. Ergenlik doneminde, insiilin biliylime faktorii-1'den (IGF-1)
kaynaklanan ve bir dereceye kadar insiilin direncinin goriilmesi yaygin bir
diisiincedir. IR glikoz metabolizmasi ile sinirliysa, bu siire¢ bilyiik 6l¢iide normal
kabul edilir. PKOS'lu kadinlarda IR, karaciger dahil bir¢ok sistemi etkiler ve bu
da cinsiyet hormonu baglayici globulin (SHBG) sentezinin azalmasina neden olur.
Diisiik SHBG seviyeleri, hormon dengesini daha da bozarak serbest androjenlerin

yiikselmesine katkida bulunur [54].
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Olgunlasmams hipotalamik-hipofiz-ovaryum aksi

Olgunlasmamis hipotalamik-hipofiz-ovaryum aksin bir sonucu olarak
addlesan kadinlarda diizensiz menstruel kanama ile ortaya c¢ikan anovulasyon,
yaygin ve beklenen bir bulgu olabilir. Menars baslangicindan sonraki ilk yil
icinde anovulatuar menstruasyon paterni goriilebilir ve 18 yasma kadar devam

edebilir. HPO aksinin olgunlasmaya ulastigina inanilmaktadir [58, 59].

Grup III Bozukluklar: Genetik, yatrojenik veya edinilmis nedenlerin bir
sonucu olarak oositlerin erken tlikenmesini diisiindiiren ovaryum yetmezligi
olarak tanimlanir. Turner sendromu, prematiire ovaryan yetersizliginin en yaygin
genetik formu iken otoimmiin tiroidit ile indiiklenen hipotiroidizm, grup III
anovulasyon disfonksiyonuna neden olan otoimmiin aracili en 6nemli ovaryum

yetmezligi durumdur [58, 60, 61].

2.5. Ovulasyon indiiksiyonu

Ovulasyon indiiksiyonu, ovaryum disfonksiyonu olan kadinlarda normal
ovulasyonu uyarmak i¢in ila¢ kullanimini tanimlamak i¢in yaygin olarak
kullanilan bir ifadedir. Ovulasyon indiiksiyonu i¢in kullanilan ilaglar ayrica diger
infertilite nedenleri (erkek faktorii, yasa bagl ve aciklanamayan) olan hastalarda
follikiiler ~ gelisimi  uyarabilir, ovulasyonu artirarak yardimci iireme
teknolojilerinde veya in vitro fertilizasyonda oosit toplama isleminde ovaryumlari

asirt uyarmak i¢in kullanilabilirler [62].
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1- Klomifen sitrat

En yaygin ovulasyon indiiksiyon ilac1, zamanlanmus cinsel iliski veya intra
uterin inseminasyon (IUI) ile birlikte kullanilan klomifen sitrattir (CC). CC hem
Ostrojen agonisti hem de antagonist Ozelliklere sahip trifeniletilen tiirevi
nonsteroid bir maddedir. 1967'de klinik kullanim i¢in onaylanmis ve agirlikli
olarak bir Ostrojen antagonisti olarak islev gormektedir ve esas olarak
hipotalamustaki Ostrojen reseptdrlerine baglanir. CC'nin Ostrojen reseptorlerine
uzun siireli baglanmasi, artan Ostrojen seviyesinin negatif geri beslemesini
kesintiye ugratir ve follikiiler biiyiimeyi ve olgunlasmay1 uyaran FSH'nin siirekli
tiretimine neden olur. Normal tiroid ve prolaktin seviyelerine sahip ve endojen
Ostrojen Tlretebilen anovulatuar kadinlarda kullanimi endikedir. Ayrica,
aciklanamayan infertilitesi olan kadinlarin ampirik tedavisi i¢in IUI ile kombine

olarak kullanilir [63].

CC, spontan veya progestin ile indiiklenen menstruasyonun baslamasindan
3 ila 5 giin sonra oral olarak uygulanir. Geleneksel uygulamanin aksine, yakin
zamanda yapilan bir ¢alismada, progestin yoksunlugu yasamadan o6nce CC'ye
baslayan PKOS'lu anovulatuar kadinlarin, menstruasyonu indiiklemek igin
progestin alan kadinlardan 6nemli 6l¢iide daha yiiksek gebe kalma ve canli dogum
oranlarina sahip oldugunu ileri siirdii [64]. CC tedavisi tipik olarak 5 giin boyunca
giinde bir tane 50 mg'lik tablet ile baglar. Ovulasyon genellikle son CC dozundan
5 ila 10 giin sonra ortaya ¢ikar. CC kullanan hastalarda ovulasyonu dogrulamak

ve ovulasyonu saglayan en diisiik dozla devam etmek onemlidir. Hastalar ovule
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olur ancak bu dongili sirasinda hamile kalmazlarsa dozu artirmanin bir yarar
yoktur. Hastalar anovulatuar kalirsa, doz artirilmalidir. Amerika Birlesik
Devletleri Gida ve ilag Dairesi (FDA)'nin onerilen maksimum dozu 5 giin
boyunca 100 mg / giin'diir; bununla birlikte baz1 doktorlar, ovulasyon saglanana
kadar dozu 50 mg'lik artislarla 250 mg'a kadar artirmaya devam etmektedirler.
Gilinde 250 mg'lik 5 giinliik bir rejimle ovulasyonu basaramayan bazi CC'ye

direngli kadinlar, ayn1 dozun 8 giinliik kiirline yanit verebilir [65].

Anovulatuar kadinlarda CC kullanimi, yumurtlayan ve ilact 12 siklusa
kadar siirdiirenlerde yaklasik %75 ovulasyon oranlart ve %50 ila %70 genel
gebelik oranlar1 ile sonuglanir [66, 67]. CC'ye yanit olarak ovulasyon saglanan
anovulatuar kadinlarda siklus dogurganligi yaklasik %15'tir. Gebeliklerin ¢ogu ilk
6 ovulasyon dongiisii i¢inde gerceklesir. Aciklanamayan infertiliteye sahip ¢iftler
icin CC ile ampirik olarak birinci basamak tedavidir. Birbirinden bagimsiz olarak
uygulanan tedaviler olarak CC veya IUI, ge¢mis kontrollere kiyasla her ay temel
gebe kalma sansini (dogurganlik) iyilestirmez, ancak CC ile IUI kombinasyonu

aylik dogurganlik oranini ikiye katlayabilir [68].

CC kullanimu ile ¢ogul gebelik insidansi yaklasik %8'dir ve bunlarin ¢cogu
ikizdir. Ugiiz veya daha yiiksek dereceli ¢oklu dogumlar nadirdir ancak yine de
gerceklesebilir [63]. En yaygin yan etki, CC alan kadinlarin yaklasik %10'unda
ortaya ¢ikan vazomotor semptomlardir. Daha az gdriilen yan etkiler arasinda ruh
hali degisiklikleri, gogiislerde hassasiyet, bas agrilar1 ve mide bulantis1 bulunur.

Gorme bozukluklart %2'den daha az goriiliir ancak bazen kalic1 olabilir ve bunlara

32



sahip hastalarda CC kullanim1 durdurulmalidir. CC alan kadinlarin gebe kaldig:
cocuklarda dogumsal anomalilerde veya dogumsal kusurlarinda artis yoktur. Bazi
retrospektif caligmalar ovaryum kanseri riskinin arttifini bildirmesine ragmen,
genel olarak CC almis infertil kadinlarda ovaryum veya meme kanseri

insidansinda bir artig goriilmemektedir [69, 70].

2- Letrozol:

Letrozol, androjenlerin dstrojenlere doniisiimiinii engelleyen bir aromataz
inhibitdriidiir. Letrozol, hormon reseptorii pozitif veya bilinmeyen meme kanseri
olan postmenopozal kadinlarin tedavisinde endikedir. Letrozoliin ovulasyon
indiiksiyonundaki etki mekanizmasinin, hipotalamusun ve hipofizin Gstrojenin
negatif geri beslemesinden kaynakli oldugu diisiiniilmektedir. Daha diisiik bir
Estradiol seviyesi ile, hipotalamus ve hipofiz lizerinde negatif geri bildirim olur
ve GnRH seviyeleri ve buna bagl olarak FSH artar, bu da follikiiler gelisimin
daha fazla uyarilmasina yol agar. Letrozol, CC'ye yanit vermeyen kadinlarda veya
vazomotor semptomlar, gorsel degisiklikler veya bas agrilar1 gibi CC kullanimina
bagli yan etkileri olan kadinlarda ovulasyonu uyarmak i¢in kullanilabilir. Bu yan
etkiler, ovulasyon indiiksiyonu ig¢in letrozol kullanan hastalarda nadirdir.
Endometriyumun proliferasyonu Ostrojen tarafindan uyarilir. CC kullanan bazi
hastalarda CC’nin bir Ostrojen antagonisti olmasindan dolayr endometriyum
kalinliginin azalmasi (7 mm'den az) gézlenmis ve implantasyonu azaltmigken.
Letrozol, endometriyum {izerinde ayn1 antidstrojen etkiye sahip degildir. Letrozol,

zamanli cinsel iligki veya IUI kombinasyonu olarak kullanilabilir [69].
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3- Gonadotropinler:

Ovulasyon indiiksiyonu ve ovaryan follikiiler gelisim tedavisi i¢in
kullanilan diger bir ajan gonadotropinler (LH VE FSH) dir. Metformin ve CC
tarafindan ~ ovulasyon indiiksiyonuna  direngli  anovulatuar PKOS'ta,
hipogonadotropik hipogonadizm veya hipofiz disfonksiyonu olan vakalardaki
ovulasyon indiiksiyonu ve agiklanamayan infertilite tedavisinde IUI ile birlikte
siiperovulasyon veya KOH ig¢in tercih edilir [71, 72]. Ovulasyon indiiksiyonu i¢in
gonadotropinlerin ~ kullanildigt  bu vakalarda, transvajinal ultrasonografi
kullanilarak follikiilogenezin yakindan izlenmesi ve serum estradiol seviyelerinin
degerlendirilmesi gerekir. Bu tiir bir izleme, gonadotropin dozlarmin, hCG
enjeksiyonunun zamani ile IUI'nin ve en dnemlisi OHSS ve ¢ogul gebelik gibi
komplikasyonlarin olusumunu Onlemektir. Tedavide hastanin yasi, ovaryan
rezervi ve infertilite tanisi, ilk gonadotropin dozu, maksimum follikiil sayisinin ve
ovaryum stimiilasyonunun hizinin (veya siklus uzunlugunun) belirlenmesinde
dikkate alinmalidir. Hastalarda, spontan veya indiiklenmis menstruel siklusun
baslamasindan sonra siklusun 2. veya 3. giiniinde tedaviye baglanir. Gonadotropin
enjeksiyonlarina baglamadan once transvajinal ultrason ile endometriyal polipler,
submukozal fibroidler veya konjenital kusurlar gibi uterus anormalliklerini

tanimlamak gereklidir [73].

Gonadotropinlerin dozu, ovaryum yanitini degerlendirmek i¢in serum
estradiol seviyesinin ilk dl¢timiinden itibaren 6. veya 7. giine kadar devam edilir.

Follikiiler yanit1 belirlemek i¢in bu sirada transvajinal ultrason yapilir [74].
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Follikiillerin 10 mm'ye ulastiktan sonra giinde 1-2 mm biiyliyecegi tahmin
edilebilir ve follikiiler gelisim en ¢ok 18 ila 19 mm'ye ulastiginda yeterli kabul
edilir. Olgiilen en biiyiik follikiil 18 ila 19 mm veya daha fazla maksimum capa
ulastiginda, 10.000 IU hCG (Profasi) intramiiskiiler olarak uygulanir. Alternatif
olarak rekombinant hCG (Ovidrel) subkutan olarak 250 pg verilebilir [75]. HCG
enjeksiyonundan 33 ila 39 saat sonra gerceklestirilen IUI ile optimum gebelik

oranlar1 elde edilir [76].

2.6. Ovaryan Hiperstimiilasyon Sendromu (OHSS)

Ovaryan Hiperstimiilasyon Sendromu (OHSS), yardimci tireme teknikleri
uygulamasinin yatrojenik bir komplikasyonudur. Sendrom, overlerin kistik
genislemesi ve artmis damar gegirgenligi ve ovaryan neo-anjiyogenezi nedeniyle
intravaskiiler ortamdan {igiincii bosluga sivi kagmasi ile karakterizedir. OHSS
olusumu, hCG uygulanmasina baglidir ve hCG uygulamasi olmadan oldukga
nadirdir. Hastanin genel saglik durumu iizerindeki etkisi hafif bir klinik tablodan
Olimciil olgulara kadar degisiklik gosterir. HCG ve OHSS arasindaki iliskiye,
anjiyojenik molekiil VEGF'nin iiretimi yoluyla aracilik edildigi disiiniilmektedir.
Orta ile siddetli OHSS, sikluslarin yaklasik %1-5 goriiliir. Ancak, gercek insidansi

hesaplamak oldukc¢a zordur [77-81].
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2.6.1. OHSS icin risk faktorleri

OHSS'nin gelisiminde iyi bilinen ve agik¢a kanitlanmis birgok risk faktorii
vardir. KOH uygulanan herhangi bir kadin, oosit dondrleri da dahil olmak iizere
OHSS gelisme riski altindadir, ancak bazi faktorlerin varligi riski daha c¢ok
artirabilir. OHSS i¢in tedavi oncesi risk faktorleri arasinda daha once Polikistik
over sendromu (PKOS) [77, 82, 83], OHSS o6ykiisii [84], yliksek anti-Miillerian
hormon seviyesi, gen¢ yas [82, 85, 86], alerjik gecmis, yliksek antral follikiil

sayis1 ve diisiik viicut kitle indeksi (VKI) yer almaktadir [86].

KOH sirasinda ve sonrasinda yiiksek serum estradiol konsantrasyonlari,
30'dan fazla oositin alinmasi [87], taze embriyo transferini takiben hamilelik [82]
ve ovaryumdaki follikiillerin say1 ve biiytlikliigii OHSS riski artis1 ile iliskilidir. Bu
risk faktOrlerinin tanimlandigi g¢aligmalar tasarim, Ornek biiyiikligi ve tam
Olgiitlerinde ©nemli o6lgiide farklilik gosterir ve bircogu IVF i¢in KOH
protokollerinin su anda kullanilanlardan 6nemli 6lgiide farkli oldugu bir zamanda
gerceklestirilmistir. OHSS insidansini azaltmaya yonelik spesifik Onlemler
arasinda IVF sirasinda GnRH agonistlerinin yerine GnRH antagonistlerinin
kullanilmasi, nihai oosit olgunlagsmasini tetiklemek i¢in GnRH agonistlerinin
kullanilmasi, embriyo bankaciligi kullanimi ve KOH sonunda kabergolin

kullanimi yer alir [78, 80, 88, 89] .

Risk faktorlerinden, ¢ok yiiksek seviyede veya hizla yiikselen estradiol

seviyeleri OHSS'min derecelendirilmesinde diger faktorlere nazaran daha az
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giivenilirdir. Ornegin biiyiik ¢apa sahip follikiillerin sayilmasi, aslinda OHSS’de

serum estradiol diizeylerinden daha iyi bir belirtectir [80].

2.6.2. OHSS smiflandirilmasi

OHSS iki sekilde tanimlanmistir: OHSS'min erken formu (hCG
enjeksiyonunu tetikleyen ovulasyondan sonraki giinler i¢inde), hCG tarafindan
ortaya ¢ikmasina ragmen, gonadotropin stimiilasyonuna abartili bir ovaryum
tepkisi ile iligkili iken, ge¢ formda (hCG'den 10 giin sonra) [90] esas olarak
plasental hCG salgilanmasi ile iligkilidir. Erken formun olustugu ve bunu gebelik

takip ettigi olgular ciddi ve uzun siirelidir [91].

Geleneksel olarak OHSS taniminda, ovaryum boyutlarinda artma, asit,
hemokonsantrasyon, hiperkoagulasyon ve elektrolit dengesizlikleri gibi bir¢cok
semptom igerir. Semptomlar genellikle OHSS nin siddeti (hafif, orta ve siddetli)
ve baslangic zamanina (erken veya geg) gore sekillenir. OHSS klinik ve
laboratuvar bulgulara dayanarak tipik olarak hafif, orta ve siddetli olabilir (Tablo

1) [91].

Siddetli OHSS, plevral effiizyon, akut bobrek yetmezligi ve vendz
tromboembolizm gibi ciddi komplikasyonlara yol acabilir. OHSS, kontrollii
ovaryan stimulasyonun en ciddi komplikasyonu olup, bu durumu 6nlemek i¢in
alinacak Onlemleri belirlemek i¢in patofizyolojisini, risk gruplarini tanimlamak

gerekmektedir. Klasik fizyolojik OHSS degisiklikleri arteriyolar vazodilatasyon
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ve kilcal damarlardaki gecirgenlik artisi ile sonuglanan ve intravaskiiler alandan

ekstravaskiiler bosluklara siv1 kagisi ile sonuglanan bir durumdur [88, 89].

Siv1 kacist hipovolemik ve hiponatremik bir durumla sonuglanir. Bu
durumun olusmasinda VEGF’nin ortaya c¢ikmasi ile vaskiiler endotelyal

stimulasyon, anjiogenezis, korpus luteum olusumu ve follikiilerin gelismesi gibi

etkileri olur [82-84].
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Tablo 1. OHSS nin klinik olarak simiflandirilmasi [92] (Tirkgelestirilmistir).

Golan ve ark.

overler ve belki kiigiik
kistler

Grade 1: Karinda gerginlik

veya ishal

Grade 3: grade 2+

Grade 4: grade 3+

Arastirmacilar ~ Hafif Orta Ciddi
Rabau ve ark. Grade 1: 24 saatlik Grade 3: grade 2+ Grade 5: grade 4+  Grade 6: Grade 5+ kan
(1967) Ostrojen >150pg ve karinda sigkinlik ve asit ve hidrotoraks  volumii, viskozitesi ve
pregnanediol>10 mg Ultrason ile tespit pihtilagma anama zamam
edilmis over kistleri degigikligi
Grade 2: +genislemis
overler ve kistler Grade 4: grade
3+kusma ve
muhtemelen ishal
Schenker ve Grade 1: 24 saatlik Grade 3: grade 2+ Grade 5: grade 4+  Grade 6:
Weinstein Ostrojen >150pg ve karinda siskinlik biiyiik over Hemokonsantrasyon +
(1978) pregnanediol)] 0 mg kistleri ve asit artmis kan viskozitesi ve
Grade 4: grade 3 + ve/veya pihtilagma anormallikleri
Grade 2: +genislemis bulanti, kusma ve/ hidrotoraks

Grade 5: Grade 4+
Hemokonsantrasyon +

(1989) ve huzursuzluk ultrasonla tespit edilen klinik olarak asit artmug kan viskozitesi ve
asit varlig1 ve/veya pihtilagma anormallikleri ve
Grade 2: grade 1+bulant, hidrotoraks ve azalmisg renal perfizyon
kusmave/veya ishal, solunum sikintisi
geniglemis overler 5-12cm ve hidrotoraks
Ciddi OHSS: Kritik OHSS: degisken
Navot ve ark. degisken biiyiikliikte 6verler; giddetli
(1992) biiyiiklikte asit ve/veya Hidrotoraks;
overler, masif asit  Htc > 55%; WBC > 25.000;
ve/veya oligiiri, kreatinin:>1.6;
hidrotoraks; Htc >  kreatinin klirensi <50
45%; WBC > ml/min; bobrek yetmezligi,
15.000; oligiiri, tromboemboli ve ARDS
kreatinin:1-1,5;
kreatinin klirensi
>50 ml/min;
karaciger
disfonksiyonu ve
anazarka 6dem
Huzursuzluk, agr, Grade A: Dispne, Grade B: Grade C:
Rizk ve bulanti, kann sisligi, oligiiri, bulanti, Grade A Respiratuar
Aboulghar ultrasonla tespit edilen kusma, ishal, +giddetli asit, distres
(1999) asit ve geniglemis karin agnisy, klinik  oldukga sendromu,
overler, normal kan ve olarak asit varligi, biiylimiis renal
biyolojik parametreler karn sisligi veya overler, ciddi yetmezlik
hidrotoraks, dispne ve veya venoz
ultrasonla tespit oligiiri, artrms  tromboz
edilen asit ve hematokrit,
genislemis yiikselmis
overler, normal serum
biyokimyasal kreatinini ve
parametreler karaciger
disfonksiyonu

Ovaryan stimulasyon tekniklerinin, OHSS patofizyolojisinin ve OHSS
olustuktan sonra ki izlemlerin daha da iyi anlasilmasi ile ovulasyon indiiksiyonu
ve sonugta bu sendromun olusma ihtimali azalacaktir. Indiiksiyon ile gebe
kalamayan hastalarda bu mekanizma kendi kendini sinirlayacak ve bir sonraki

menstruel siklusta diizelecektir. Ancak gebeligin devam ettigi hastalarda, artan
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hCG seviyeleri ovaryumu uyarmaya devam edecek ve semptomar ilk trimestirin
sonuna kadar stirebilecektir. Hastaligin siddeti ile kandaki hCG seviyeleri dogru
orantilidir ve bu hCG seviyelerine cevaben VEGF nin asir1 uyarilmasi ile
OHSS’deki vaskiiler gecirgenlik artar. OHSS nin patogenezinde ayrica IL-6, IL-
18, IGF-1, Transforming growth faktér ve Renin-anjiyotensin sistemi gibi

sistematik ve lokal vasoaktif maddeler rol alir. [12, 82, 85-87, 93]

OHSS sadece LH reseptdr stimiilasyonuna maruz kalan kadinlarda
goriiliir. Nadir istisnalar disinda, OHSS sadece LH'den daha uzun bir yar1 dmre
sahip olan ve dolayisiyla korpus luteum igindeki graniiloza hiicrelerinde genis
luteinizasyona neden olan hCG'ye maruz kaldiktan sonra ortaya ¢ikar [12]. Bu da
VEGF gibi artmis vaskiiler gegirgenlige ve hemokonsantrasyona neden olan en
onemli vazoaktif maddelerin {iretimine yol agar [94, 95] . Ilgin¢ bir sekilde,
KOH'ye siddetle cevap veren tiim kadinlarda OHSS gelismez. IVF uygulanan
OHSS gelisme riski yiiksek kadinlarin prospektif bir caligmasinda, OHSS gelisen
kadinlarda OHSS gelismeyen kadinlardan daha az ¢oziiniir VEGF reseptorii 1
tiretildigi tespit edilmistir [96]. VEGF aktivitesinin ¢oziiniir diizenleyicilerinin
tiretimindeki farkliliklara ek olarak, OHSS'ye duyarlilik gonadotropinlere
duyarhiliktaki farkliliklardan da kaynaklanabilir. OHSS ayrica, hCG'nin
baglandigr FSH reseptoriinde mutasyonlari olan kadinlar gibi gonadotropinlerin
yoklugunda da rapor edilmistir [95]. Bu nedenle, OHSS i¢in risk faktorlerini

tanimlamak miimkiin olsa da bir kadmin bireysel OHSS riskinin, KOH'ye
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cevabinin ne kadar gii¢lii oldugu disindaki faktorler tarafindan belirlenebilecegi

aciktir [95].

2.6.3. OHSS Patofizyolojisi

Patofizyolojik mekanizmalar kesin olarak aydinlatilmamis olsa da
OHSS'nin klinik etkilerinden sorumlu olan temel mekanizma, kan damarlarinin
kapiller gecirgenligindeki artis gibi goriinmektedir [10, 97-99]. Bu artan vaskiiler
gecirgenlik intravaskiiler ortamdan "iigiincii bosluga" hizli ve yogun bir sivi
gecisine neden olarak, akut hemodinamik anormallikler ve genis bir klinik

cesitlilik meydana getirmektedir [10, 99, 100].

OHSS'nin patofizyolojik siirecinde yer alan birkag sistem ve aract oldugu

One siirtilmistiir [10, 98, 99, 101]:

a. Ovaryum renin-anjiyotensin sistemi (OVRAS).
b. Prostaglandinler.

c. Histaminler.

d. Sitokinler.

e. VEGF / vaskiiler gecirgenlik faktorii (VPF).

f. Pigment epitel kaynakli faktor (PEDF) (Sekil 8).
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Sekil 8. OHSS patogenezinde rol oynayan mediatorler [11].

2.6.3.1. Ovaryan Renin—Anjiotensin Sistemi (OVRAS) ve OHSS

Renin ve onun 6nciisii olan yliksek molekiil agirlikli prorenin, dolagimdaki
plazmada bulunur ve prorenin aktif renin'den 10 kat daha yiiksek seviyelerdedir
[102-105]. Bobrekteki afferent arteriyollerin duvarindaki jukstaglomeriiler
hiicrelerden kdken almakla birlikte, prorenin ayrica ovaryum, plasenta ve diger
dokular tarafindan da iiretilir. Bir asit proteaz olan renin, anjiyotensinojenden
anjiyotensin I (AI) olusumunda rol oynar. Al adli bu dekapeptit, anjiyotensin
doniistiiriicii enzim (ACE) tarafindan anjiyotensin II'ye (AIl) dontisiir. Siklus
ortast LH artisina paralel olarak, prorenin'de énemli bir artis vardir. Luteal faz
ortasinda ise progesterona paralel ikinci bir artig olur ve ayrica bu asamada aktif

reninde de bir artis meydana gelir [106-108].
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Plazma prorenin, hMG / hCG ovulasyon indiiksiyonunda ve KOH'da hCG
uygulamasindan sonra da artar ve bu tiir hastalarda follikiiler siv1 (FS) prorenin
seviyeleri, hMG / hCG stimiilasyonundan sonra plazma prorenin
konsantrasyonlarindan yaklagik 10 kat daha yiiksektir [108, 109]. Siklus ortas1
prorenin artist, Transvajinal USG (TVUS) ile tespit edilen preovulatuar
follikiillerin sayis1 ile ilgilidir [110] ve erken gebelikteki prorenin artiginin
derecesi, endojen hCG sekresyonundaki artisa paralel olarak korpus luteum sayisi
ile iligkilidir., Prematiir ovaryan yetmezligi olan hastalara uygulanan oosit
donasyonu ile elde edilen gebeliklerde prorenin artisinin olmamasi sistemik

proreninin ovaryan kaynakli oldugunu dogrulanmaktadir [108].

Plazma renin konsantrasyonlar1 ile OHSS derecesi arasinda dogrudan bir
korelasyon oldugu ve AIl salgilanmast yoluyla OVRAS''m OHSS
patofizyolojisinde 6nemli bir rol oynadig1 diistiniilmektedir [98]. KOH'dan sonra
OHSS gelisen kadinlarda, tedavide kullanilan plazma voliim genisleticilerin
inflizyonuna ragmen OHSS’nin devam etmesi, artmis plazma renin aktivitesi ve

yiiksek plazma aldosteron konsantrasyonlarinin bir sonucudur [111].

AlI 6ncelikle inhibitdr ajan olmasina ragmen, vaskiiler ge¢irgenligi artirma
ve anjiyogenezi indiikleme yetenegi, spontan dongiilerde ve OHSS'de
postovulatuar peritoneal sivinin birikmesinde 6nemli bir patofizyolojik rolii vardir
[108]. AIl, kapiller gecirgenligi artirmanin yani sira, kapiller damarlardaki
veniilleri daraltarak kapiller filtrasyon basincini da artirir. All’nin daha biiyilik

arteriyollerdeki kasilma etkisi ile, endotel hiicrelerinin ayrilmasina neden olarak
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vaskiiler gecirgenlikte daha fazla artisa neden olabilir. Aciklanan bu
mekanizmalar ile, kan hacminde belirgin bir azalma ile ekstravaskiiler sivida ve

lenfatik stvinin akiginda bir artis meydana gelmektedir [108].

Bir intraovaryan peptit olan AIl [108, 112], anjiyogenezisi uyararak [109,
113], vaskiiler gecirgenligi arttirarak [114] ve prostaglandinlerin salinimini
uyararak [115], OHSS'nin patofizyolojik mekanizmalarinda rol oynayan 6nemli

faktorlerden biridir [108].

Siddetli OHSS'li hastalarin periton sivisinda ¢ogunlugu prorenin olan ¢ok
yiiksek bir renin konsantrasyonu ve yiiksek AIl immiinoreaktivite seviyeleri
gosterilmigtir. OHSS hastalarindaki asit sivisinda siirekli olarak yiiksek All
seviyeleri bulunmasina ragmen, asit olusumu ic¢in tek basina yeterli degildir.
Bununla birlikte, AIl, VEGF [116] veya sitokinler [117] gibi diger faktorler

sinerjistik olarak, asit olusumunda ortak hareket ederler.

2.6.3.2. Sitokinler ve OHSS

Genel olarak ovaryum fonksiyonu ve daha spesifik olarak da ovulasyon
stireci, ¢esitli sitokinler tarafindan diizenlenir. Sitokinler, aktive edilmis immiino-
diizenleyicilerdir ve mezenkimal hiicreler tarafindan sentezlenen polipeptitlerdir.
Interlokinler, gesitli intraovaryan diizenleyici mekanizmalarin olas1 modiilatorleri

olarak daha 6zel olarak incelenmistir [15, 118]. Ovaryum stromasinda makrofajlar
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bulunmasina ragmen, immiin sisteminin diger bilesenlerini, menstriiel siklusun

farkli asamalar1 boyunca gérmek miimkiindiir [15, 118, 119].

Geg follikiiler fazda, mast hiicreleri, ovaryum stromasina biiyiik 6l¢iide
s1zarak, siklus ortasindaki gonadotropin artigina yanit olarak degraniilasyona ugrar
[120]. Bu degraniilasyonu, polimorfoniikleer (PMN) hiicrelerin, "T" lenfositlerin
ve makrofajlarin gogii izler. IVF i¢in oosit toplama sirasinda aspire edilen
follikiiler s1v1 hiicre popiilasyonunun %5-15'inde doku makrofajlar1 ve monositleri
tanimlanmistir [121]. Bu belirgin akut enflamatuar reaksiyon, muhtemelen,
ovulasyon sirasinda meydana gelen artan follikiiler neovaskiilarizasyona sekonder
olarak follikiiler kemotaktik faktorlerin salgilanmasi ve / veya salinmasi ile

iligkilidir. Ayrica oositin kendisi de sitokinler iiretebilir [122].

Interlokin-1 (IL-1), daha once lenfosit aktive edici bir faktor olarak da
bilinen aktif makrofajdan tiiretilmis bir sitokindir. Klasik iiretim bdlgesi olan
epitel doku, vaskiiler doku, lenfoid doku, epidermal doku ve graniiloza hiicreleri
gibi ¢esitli dokular, makrofajlarin yani sira IL-1 iiretir. IL-1, yapisal olarak iliskili
IL-1a ve IL-1B olmak iizere iki formda bulunur, IL-1B biyolojik olarak daha
glicliidiir. Her iki IL-1 de domuz ve fare graniiloza hiicrelerinin in vitro
luteinizasyonunu azaltir ancak ¢ogalmalarini uyarir [15, 123, 124]. Ayrica IL-18,
in vitro tekal progesteron iiretimini uyarmak i¢in hCG ile sinerjik olarak hareket
eder ve sigir luteal hiicreleri tarafindan prostaglandin iiretiminin giicli bir

uyaricisidir [15].
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Inflamasyon sirasinda, IL-1 reseptdrlere baglanmak igin yarisir ve PMN
hiicre birikimini destekler. Deneysel olarak uygulandiginda, IL-1, belirgin
vaskiiler sizint1 dahil olmak iizere bircok lokal ve sistemik etkiye neden olur
[125]. IL-1'in ovaryumdaki reseptdr antagonistinin gdsterilmesine ek olarak, IL-
1B ekspresyonu gonadotropinler tarafindan yukari dogru diizenlenir, bu da
ovulasyonda fizyolojik bir rol ve hMG- / hCG ile iliskili olas1 bir patofizyolojik

aract mekanizma oldugunu diisiindiiriir [117].

Baska bir sitokin olan IL-6, baslangicta hepatosit ve hibrit biiylime faktorii
ile saflagtirllmis bir interferon tiirii olarak tanimlandi [15]. IL-6'nin mRNA's1,
kendi kendini sinirlayan iki anjiyogenetik siiregte in vivo Tretilir. Bunlar
follikiilogenez ile iligkili neovaskiilarizasyon ve embriyo implantasyonundan
sonra desiduada kapiller agin olusumudur [126]. OHSS'nin gelisiminde IL-2, IL-6
ve tiimor nekroz faktorii-a'nin (TNF-a) olast prediktif rolii belirlendi [127]. Daha
sonra OHSS gelisen IVF hastalarinin FS'inde yiiksek veya diisiik yanit veren
OHSS olmayan kontrollere kiyasla énemli 6l¢lide daha yiiksek IL-6 seviyeleri
bulunmustur. Bu nedenle, oosit toplama gilinlinde IL-6'nin FS’daki
konsantrasyonunun IVF / YUT hastalarinda OHSS gelisimini 6ngorebilecegi
goriilmektedir. Bu nedenle, taze embriyo transferi (ET) olmayan ve embriyo
kriyoprezervasyonu yapilan tim IVF dongiilerinde, FS'daki yiiksek IL-6
seviyelerinin OHSS olusmast ihtimalini artirdigi distiniilmektedir. Alternatif

olarak, transfer edilen embriyolarin sayisinin diger tiim IVF dongiilerinde bir ile
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sinirlandirilmasi, ¢oklu gebelikleri en aza indirmenin yan1 sira OHSS riskini de en

aza indirebilir [15].

HCG'nin periferik kan mononiikleer hiicrelerinin IL-2 {iretimi iizerindeki
normal olumsuz etkisinin OHSS'den muzdarip hastalarda kayboldugunu ve bunun
sonucunda IL-2 ekspresyonunun ve sitokin sinyallemesinin (SOCS)

baskilanmasinin bozuldugunu 6ne stirmiislerdir [14],

Siddetli OHSS'li kadinlarda sitokinlerin ve nitritlerin peritoneal sivi
konsantrasyonlar1 6l¢iilmiisdiir. OHSS hastalar1, kontrollere kiyasla peritoneal sivi
seviyelerinde onemli dlgiide artmig IL-6 (3523'e kars1 30 pg / mL), TNF-a (14'e
kars1 4.2 pg / mL) ve IL-8'e (1695'e kars1 900 pg / mL) sahipti. Serumda, yalnizca
IL-6 seviyeleri onemli Slgiide yiiksekti (375'e kars1 11 pg / mL) [117]. Aksine,
OHSS hastalarinin asit sivisinda nitrit seviyeleri énemli Olclide daha diisiiktii
(0.5'e kars1 34 nmol / mL). OHSS hastalarinda IL-1 seviyeleri daha yiiksekti ve
IL-1 reseptor antagonist seviyeleri daha diisiiktii, bu da IL-1'in potansiyel olarak
artmis biyolojik potansiyelini diisiindiirmektedir [117]. TNF-a, IL-1, IL-2, IL-6 ve
IL-8 sitokinlerinin her birinin, birlesik etkilerinin ilave veya hatta sinerjik
olabilecegini tahmin ederek vaskiiler gegirgenlikte degisikliklere neden oldugu

gosterilmistir [15, 128-130].

TNF-a, esas olarak uyarilmig makrofajlar tarafindan iiretilen bir 17-kDa
polipeptididir [117]. Inflamatuar, immiin ve konak¢1 savunma mekanizmalarinin

endojen bir aracisi olarak hareket eden son derece giiglii bir sitokindir. TNF-a,
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diger tiim sitokinlerden daha fazla, c¢esitli akut hastaliklar1 karakterize eden
patofizyolojik siireglerle iliskilendirilmistir ve vaskiiler gecirgenligin olugsmasinda

Oonemli bir aracidir [131].

TNF-a'nin lokalize, kisith etkileri faydali olabilirken, TNF-o'nin sistemik
ve genel salinimi, kapiler sizint1 sendromunda oldugu gibi yikici ve hizla dldiiriicti
olabilir [131]. Ovaryumda TNF-a, hiicre biliylimesini uyarir, follikiilogeneze
katilir ve hatta epitelyal ovaryum kanseri olusumunda rol alir [132]. TNF-a
ovaryumda, oosit, graniiloza hiicreleri ve ovaryum mononiikleer hiicreleri
tarafindan sentez edilmekte ve graniiloza hiicrelerinde de yiiksek afiniteli
reseptorleri vardir [131]. TNF-a ve IL-1’in ovaryumda bulunmasi, sentezi ve alim
mekanizmalar1 dahil, aynm1 zamanda fizyolojik ve / veya patofizyolojik

stimiilasyon mekanizmalar1 da aydinlatilamamigtir [131].

Interleukin 8, lipopolisakkarit ile uyarilan insan kani mononiileer
l16kositler tarafindan iiretilen bir nétrofil kemotaktik faktordiir [17, 117]. In vitro
olarak IL-8, kemotaksiyi uyarir, lizozomal enzim salinimini artirir, Mac-1'1 yukari
dogru diizenler ve reseptor ekspresyonunu tamamlar. In vivo olarak IL-8, PMN
kemotaksisini indiikler ve vaskiiler gecirgenligi arttirir [17, 133]. Ovulasyon
cevresinde ve sonrasinda lokositlerin dagiliminda biiyiik ve dnemli degisiklikler
meydana geldiginden ve asir1 gegirgenlikten sorumlu bazi elementlerin IL-8
tarafindan indiiklenebilmesi nedeniyle, bu sitokinin ovaryum fizyolojisinde ve

OHSS mekanizmasinda potansiyel bir rolii oldugu ileri stirtilmiistiir [17, 117].
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2.6.3.3. Vaskiiler Endotelyal Biiyiime Faktorii (VEGF) ve OHSS

IVF icin KOH uygulanan kadinlarda olusan FS ve periton sivisina neden
olan artan kapiller gegirgenlik, kismen VEGF'den kaynaklanmaktadir ve OHSS
olusumunda ovaryumun kaynak oldugu diisiiniilmektedir [134-136]. Bir sitokin
olan VEGF, gii¢lii anjiyojenik, endotelyal hiicrelere 6zgili mitojenik ve vaskiiler
gecirgenligi artirict aktivitelere sahip bir heparin baglayic1 glikoproteindir [135-
137]. VEGF, yara iyilesmesi, embriyogenez, bilyiime ve neoplazmalarin metastazi
ile iligkili bir siire¢ olan enflamasyonda ve ayrica normal ve patolojik
anjiyogenezde Onemli roller oynar [22, 136]. VEGF, proliferasyonu ve
anjiyogenezi indiiklemek i¢in dogrudan endotel hiicreleri lizerinde etki eder, in
vitro olarak insan luteinize graniiloza hiicrelerinde bulunur. Yiiksek VEGF
konsantrasyonlar1 vaskiiler gegirgenligi arttirir ve plazmanin ekstravazasyonuna
yol acar, bunu da hemokonsantrasyon izler [135, 136]. Siddetli OHSS'li
hastalardan alan asit sivisinda yiiksek konsantrasyonlarda VEGF bulunmustur
[22, 136]. VEGF'nin OHSS'de asit olusumunda 6nemli bir kapiller gecirgenlik
faktorli olabileceginin gosterilmesine ek olarak, OHSS'deki kapiller gecirgenlik
aktivitesinin %70'i rekombinant insan VEGF antiserumu ile noétralize edilmistir

[22, 136].

Hastaneye yatirilan siddetli OHSS'li yedi hastanin plazmasinda ve asit
stvisinda yiiksek seviyelerde VEGF tespit edilmis ve klinik olarak iyilesme
siirecinde ise plazma degerlerinde dnemli 6l¢iide azalma tespit edilmistir. VEGF

seviyeleri ile yiiksek hematokrit ve beyaz kan hiicresi sayimi gibi kapiller sizinti
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ve hemokonsantrasyonun belirli biyolojik 6zellikleri arasinda 6énemli korelasyon
olmasida OHSS'de artan ovaryum vaskiiler gecirgenliginin patofizyolojik
mekanizmasinda Onerilen VEGF teorisi ile uyumludur. VEGF'nin peritoneal sivi
seviyelerinin plazmadaki seviyesinden daha yiiksek olmasi, ovaryumlardan
ve/veya mezotelyal ylizeylerden lokal bir sekresyonu veya bu faktdriin ovaryum
ve / veya mezotelyal damarlar yoluyla aktif bir sekilde tasinmasini

distindiirmektedir [22].

2.6.3.4. Pigment epiteli kaynakh faktor ve OHSS

Son birkac yilda, OHSS patofizyolojisinde rol alan yeni bir faktdr olarak
ortaya cikmustir [101, 138, 139]. PEDF, norotrofik ve immiin modiile edici
Ozelliklere sahip dogal bir anjiyogenez inhibitdrii olan, serin proteaz
inhibitdrlerinin inhibitdr olmayan tiiyelerine ait 50 kDa glikoproteindir [140].
PEDF, giiclii proanjiyojenik faktorlerin uyarici aktivitesini inhibe eder ve endotel
hiicre aktivitesi tizerindeki VEGF etkisini inhibe edebilir. PEDF'nin insan
ovaryumunda varoldugunu, graniiloza hiicreleri tarafindan hormona bagimli bir
sekilde iiretildigini ve salgilandig1r bulunmustur. PEDF, in vitro insan umbilikal
ven endotel hiicrelerinin proliferasyonunu, gogiinii ve tiip olusumunu inhibe etme
kabiliyeti ile gosterildigi gibi anti-anjiyojenik bir etkiye sahiptir. HCG, hem in
vivo hem de in vitro olarak PEDF ekspresyonunu azaltabilir ve PEDF
ekspresyonu, VEGF ekspresyonunun tam tersidir [141]. Bu nedenle, PEDF ve
VEGF arasindaki dengenin fizyolojik ovaryum fonksiyonunu diizenledigi ve bu

iki antagonistik diizenleyici arasindaki "ince ayarin" en azindan kismen hCG veya
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LH tarafindan modiile edilebilecegi goriilmektedir [138]. Ruth Shalgi grubu,
cesitli deneylerde PEDF'nin OHSS semptomlarini azaltmasini hem anjiyojenik
hem de inflamatuar yollarla iligskilendiren kanitlar saglamistir [101, 138]. Bu
arastirmacilar (Miller et al., 2016), bir OHSS modeli olarak lizofosfatidik asit
(LPA) ile uyarilan insan primer graniiloza hiicrelerinde (P <0.01) IL-6 ve IL-8
ekspresyonunun arttigini gostermistir [101]. Rekombinant PEDF'nin birlikte
uygulanmasi, LPA kaynakli IL-6 ve IL-8 mRNA ve proteinin ekspresyonunu
sirastyla dort ila bes kat azalttigi gosterilmistir [101]. Benzer sekilde, IL-8 ile
uyarilan insan graniiloza hiicreleri, VEGF mRNA'nin ekspresyonunu artirdi ve
hCG ile kostimiilasyon, VEGF mRNA ekspresyonunda onemli Olclide daha
yiiksek bir artisa neden oldu (P <0.001), bu artis PEDF uygulamasiyla 6nemli
Olciide azaltildi (Miller ve ark.,2016). In vivo, OHSS ile olusturulan farelere
PEDF enjeksiyonu, IL-6'nin ovaryum ekspresyonunu azaltti (P <0.01) ve
OHSS'nin siddetini iyilestirdi [101]. Bu nedenle PEDF, OHSS patofizyolojisinde
ikili bir rol oynuyor gibi goriinmektedir ve OHSS'yi olusturan hem enflamatuar
hem de anjiyojenik mekanizmalar1 antagonize edebilecegi diisiiniilmektedir [101,

138, 139].

2.6.4. OHSS’nin onlenmesi

Hicbir yontem OHSS'yi tamamen engellemez, ancak yliksek riskli
hastalarin taninmasi bu riski azaltmanin ilk adimidir [142]. PKOS, yiiksek AMH

(> 3.4 ng / mL), yiksek E2 (> 3.500 pg / mL), multifollikiiler gelisim (>25
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follikiil) veya alinan yiiksek sayida oosit (>24 oosit), artmis risk ile iliskilidir

[142].

2.6.4.1. KOH ve GnRH antagonistleri

OHSS i¢in yiiksek riskli hastalarda uygulanan stimiilasyon protokolleri,
KOH i¢in mevcut baslangi¢ dozlarinin daha diisiik dozlarda baslanmasi1 ve GnRH
antagonistlerinin kullanimini ile gonadotropin stimiilasyonunun toplam dozunu ve

stiresini azaltmak ve LH artisinin 6nlenmesine yardime1 olur [143].

GnRH antagonistleri, oosit alimini takiben uygulandiginda, gebelik ve
canlt dogum oranlar iizerinde herhangi bir yan etki olmaksizin siddetli erken

OHSS'nin gerilemesini hizlandirdig1 goriilmektedir [144].

2.6.4.2. Ovulasyon tetiklenmesi

OHSS insidansint azaltmak i¢in hCG dozunun azaltilmas: tartismalidir
[142]. GnRH agonistleri, bir endojen LH artisin1 indiiklemek i¢in hCG yerine
kullanilabilir. Endojen LH'nin ¢ok kisa yarilanma 6mrii, OHSS'nin sikligini ve /
veya siddetini azaltabilir. GnRH agonist tetikleyicileri daha diisiik gebelik oranlari
ile iliskili oldugundan, yeni bir embriyo transferi planlanmayan hastalar i¢in tercih

edilebilir bir segenek olabilir [142].
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Yeni bir dongli ile devam etmek isteyenler icin, bir GnRH agonisti
tetikleyicisi ile birlikte uygulanan diisiik doz hCG, bir GnRH agonistinin tek

basina kullanildiginda gézlenen daha diisiik gebelik oranlarini artirabilir [142].

2.6.4.3. Coasting yaklasim

E2 seviyeleri> 4,500 pg / mL oldugunda ve / veya 15 ila 30 olgun follikiil
mevcut oldugunda coasting diisiiniilebilir. Coasting esnasinda gonadotropin
stimiilasyonu durdurulur ve E2 seviyeleri giinliik olarak kontrol edilir [145].
E2'nin ilk yiikselisi tipik olarak coastingin ilk 48 saatinde gozlenir, ancak
seviyeler daha sonra diizlesmeli veya azalmalidir [146]. Serum E2 seviyeleri
<3,500 pg / mL'ye diistiigiinde hasta tetiklenebilir. GnRH agonistleri ilk LH
dalgalanmasinin bastirilmasi i¢in kullaniliyorsa, coasting boyunca bir antagoniste

gecis, daha iyi sonuglarla iliskilendirilmistir [ 145].

2.6.4.4. Siklus iptali

Dongii iptali, olgun follikiil> 30 varsa, coast siiresi> 4 giin ise veya

coasting sirasinda E2 seviyeleri> 6.500 pg / mL'ye ylikselirse Onerilebilir.

2.6.4.5. Yardimeci ilaclar

Metforminin yardimci kullanimi PKOS hastalarinda azalmig OHSS

oranlar1 ile iligkilidir [147]. Aspirin ve kalsiyum kullanimi, ayr1 yardimci
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maddeler olarak OHSS riskini azaltiyor gibi goriinmektedir [142]. Kanitlar, hCG
tetiklemesini takiben letrozol kullaniminin orta ila siddetli erken baslangicli
OHSS'yi 6nlemede etkili oldugunu gostermektedir [148]. VEGF iiretimini inhibe
eden bir dopamin agonisti olan kabergolin, hCG uygulama giiniinden itibaren 8
giin boyunca giinde 0,5 mg verildiginde OHSS oranlarin1 diisiirmiistiir [142, 149].
Kalp kapak hastaligi olanlarda uzun siireli kabergolin kullanimindan
kacinilmalidir [145, 146]. OHSS oranlarinin diismesinde albiimin uygulamasinin

yarar1 net degildir [142].

2.6.4.6. Embriyo kriyoprezervasyon (Cryopreservation)

Transfer olmadan tiim embriyolarin kriyoprezervasyonu ge¢ baslangicli
OHSS'yi oranlarmi diisiiriiyor gibi gorilinse de, erken baslangicli OHSS meydana
gelebilir [146]. lyilestirilmis dondurma teknikleriyle, donma / ¢oziilme

transferlerini takip eden canli dogum oranlar taze transfer ile benzerdir [150].

2.6.4.7. In vitro oosit olgunlagsmasi

In vitro oosit olgunlasmast (IVM), ovaryumlarin gonadotropinlerle
uyarilmas: ihtiyacin1 tamamen ortadan kaldirir. IVM dongiileri sirasinda,
olgunlasmamis follikiiller hCG uygulamasiin ardindan aspire edilir ve alinan
oositler olgunlasana kadar in vitro biiyiitiiliir. Olgun oositler tohumlama veya
ICSI ile dollenir.. IVM deneysel bir prosediir olarak kabul edilir ve sadece

ozellesmis merkezlerde yapilmalidir [151]. Geleneksel YUT’e alternatif olarak
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Onerilmeden once bu teknigin daha fazla degerlendirilmesi i¢in hala randomize

caligmalara ihtiya¢ vardir [152].

2.7. Melatonin

Melatonin oldukc¢a etkili bir antioksidandir ve hiicreleri, lipid
peroksidasyonu ve DNA hasar1 gibi reaktif tiirlerin neden oldugu oksidatif strese
kars1 korur (Sekil 9) [153]. Melatonin, tiim omurgalilarin epifiz bezinde ve diger
birgok organda serotonin yoluyla triptofandan sentezlenen bir indolamindir [154].
Baglangigta melatonin, yalnizca 1s18a duyarli memelilerin iireme davranisi ile
iligkiliydi [155, 156]; ancak, antioksidan ve antiapopitotik 6zelligi artik genis

capta rapor edilmistir.

Melatoninin giiclii antioksidan etkileri, toksik oksijen tiirevlerini
temizleme ve  reaktif tirlerin  olusumunu azaltma  kabiliyetinden
kaynaklanmaktadir [154, 157, 158]. Melatonin, amfifilik dogasi nedeniyle
oksidatif hasara kars1 korumada tipik olarak daha etkilidir ve her organa ve tiim
hiicrelere girmesine izin verir, bdylece hem lipid hem de sulu hiicresel ortamlarda
oksidatif hasar1 azaltir [159, 160]. Melatoninin siiplirme islevlerine, dolayl
antioksidan ozellikleri, antioksidan enzim aktivitelerinin bir uyaricis1 olarak etki

eder [157, 161].
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Melatoninin dolayli antioksidan rolii, zarar1 kismen indirgenmis oksijen
tiirevlerini zararsiz molekiillere metabolize etmeyi veya diger endojen olarak

tiretilen antioksidanlarin sentezini indiiklemeyi igerir [27].

2.7.1. Oksidatif hasar ve melatoninin overler iizerindeki koruyucu etkisi

Ozellikle ovulatuar siire¢ sirasinda follikiil iginde iiretilen OH, O ve H,0»
gibi reaktif oksijen tiirlerinin oosit i¢in zararli oldugu bilinmektedir [162]. Cesitli
organellerin ve hiicre iskeletinin canliligin1 ve biitlinliigiinii korumak i¢in ¢ok
onemli olan proteinlerdeki ve diger kisimlardaki modifikasyonlar ile iligkilidir ve
bu nedenle hiicresel aktiviteyi, organizasyonu ve organel dagilimini
etkileyebilirler [163]. Artmis siliperoksit dismutaz (SOD) ve glutatyon (GSH)
aktivitesi gibi oksidatif strese kars1 koruyucu mekanizmalar, follikiildeki ROS ve
antioksidanlar arasindaki dengeyi kontrol eder ve oosit ve graniiloza hiicrelerinin
islevi icin kritik Oneme sahiptir [162]. Birka¢ ¢alismada, insan graniiloza
hiicrelerini ve oositi oksidatif stresten korumada melatoninin etkinligini
arastirmistir [159, 164]. Hem epifiz bezinden hem de ekstrapineal bolgelerden
tiiretilen fizyolojik melatonin seviyeleri, niikleer ve mitokondriyal DNA'y1 serbest
radikallerin hasarindan korur (Sekil 10) [165]. Ekzojen olarak verildiginde
melatonin, fare hiicrelerini doza bagl bir sekilde DNA hasarina kars1 korudugu
gozlenmistir [166]. Melatoninin, siganlarda iyonlastiric1 radyasyon veya toksik
ilag maruziyetinden kaynaklanan genomik hasar1 azalttigi bilinmektedir [167].
Melatonin insan kan hiicrelerinde elektron transferi yoluyla DNA'y1 yiiksek bir

verimlilikle onarabilir [168]. Oksidatif stres kosullar1 altinda, melatoninde hizli
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bir diisiis, metabolitlerinin seviyelerinde artigla birlikte meydana gelir, drnegin,
N1-asetil-N2-formil-5-metoksikinuramin (AFMK) ve N1-asetil-5-
metoksikinuramin (AMK) [51, 52]. AMK'nin fizyolojik seviyelerinin de oksidatif

protein yikimina kars1 olduk¢a koruyucu oldugu bilinmektedir [169].
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Sekil 9. Melatonin yoklugunda lipid peroksidasyonuna yol acan olaylar (A) ve melatoninin
ovaryum dokusunda lipid peroksidasyonuna (B) kars1 koruyucu etkileri. Melatonin, reaktif tiirlerin
neden oldugu mitokondriyal membranda lipid peroksidasyonuna kars1 koruma saglar. Kanutlar,
yerel olarak iiretilen melatonin ve metabolitlerinin hiicresel ortamda hem reaktif oksijen tiirlerini
hem de reaktif nitrojen tiirlerini temizledigini gostermektedir. O, siiperoksit iyonu; SOD,
siiperoksit dismutaz; CAT, katalaz; GPX, glutatyon peroksidaz; H>O,, hidrojen peroksit; Cyt c,
sitokrom c¢; OH, hidroksil radikali. [170]

2.7.2. Melatonin ovaryan follikiiller iizerine etkisi

Oosit ve somatik hiicreler tarafindan follikiiler mikro ortamda reaktif
oksijen tiirleri iiretimi, follikiilogenez sirasinda molekiiler ve biyokimyasal yollar1
diizenler [27, 171]. Reaktif oksijen tiirleri, antral follikiillerdeki graniiloza
hiicreleri de dahil olmak iizere steroid iireten hiicreler tarafindan olusturulur
¢linkli bu hiicreler yiiksek enerji seviyeleri gerektirir [172]. Azalan antioksidan
enzim seviyelerinin (6rn., SOD, glutatyon ve katalaz) eslik ettigi biiyiik

miktarlarda ROS, atretik follikiillerde oksidatif stres aracili apopitozise katkida
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bulunabilir [173]. Apopitoz, FSH, LH ve parakrin faktorler gibi endokrin
faktorlerle diizenlenen fizyolojik bir siirectir [174]; Kontrollii olarak hiicrelerin
kendi kendini yok etmeye [175] yol agan Oliimciil uyaranmi (fizyolojik veya
patolojik) baslatirlar ve interniikleozomal DNA fragmantasyonu, hiicre kii¢iilmesi,

plazma membran kalinlagmasi ve apopitotik cisimlerin olusumu ile karakterize

edilir [176].

Sitokrom ¢ ve diger pro-apopitotik proteinlerin salinmasinin bir sonucu
olarak apopitozu diizenlemede mitokondriyanin rolii kanitlanmistir [177]. B
hiicreli lenfoma-2 ailesinin (Bcl-2) {iyeleri, sitokrom ¢ boliinmesinin ve saliminin
diizenlenmesi ile antral follikiillerin atrezisi i¢in énemlidir. Biiyiiyen follikiillerin
graniiloza hiicrelerinde hedeflenen asir1 Bcl-2 ekspresyonu, transgenik farelerin
ovaryumlarinda apopitozu azaltir [178]. Sitozole salindiginda, sitokrom c
apopitotik kaskadi tetikleyen prokaspazlari, 6rnegin kaspaz 3 ve kaspaz 9'u aktive
eder [27]. Benzer sekilde, serbest radikaller, DNA hasar1 nedeniyle baslatilan

atretik follikiillerde apopitotik kaskadin aktivasyonunu tetikler [179].

Insan ovaryum follikiiler sivisindaki (FS) melatonin konsantrasyonlari,
eszamanli olarak toplanan plazma Orneklerindekinden Onemli oOlgiide daha
yiiksektir [162, 180, 181]. FS'deki yiiksek melatonin konsantrasyonlari
muhtemelen hem kandan follikiillere aktif melatonin tasinmasi hem de ovaryum
sentezi ile korunur [164]. Graniiloza hiicrelerinde ve oositlerde melatoninin bir
Onclisli olan serotoninin varligi, yerel melatonin sentezi ile uyumludur [182].

FS'de melatonin, serbest radikalleri ortadan kaldirarak, antioksidan enzimleri

58



uyararak ve graniiloza hiicreleri tarafindan seks steroid hormonu iiretimini tesvik

ederek etki eder [159].

Melatonin, follikiil gelisiminin farkli asamalarinda ¢esitli islevlere sahip
gibi goriinmektedir [182]. Preantral follikiil gelisimi iizerine melatoninin rolil
hakkindaki bilgiler sinirli olmakla birlikte, yakin zamanda yapilan bir ¢aligmada,
FSH ile birlikte melatoninin kegi preantral follikiillerinin follikiiler biiylimesini
destekledigi  bildirilmistir [183]. Birkag ¢alismada melatoninin antral
follikiillerdeki etkilerini, Ornegin seks steroid tretiminin diizenlenmesi, LH
mRNA ekspresyonu, Bcl2 ve Casp3 iiretimi ve ILGF-beta aktivitesini
tanimlanmistir [27, 162, 184]. Biiyilyen insan follikiilindeki FS melatonin
konsantrasyonundaki artigin atreziden kacinmada Onemli bir faktér olduguna
inanilmaktadir [27], c¢ilinkii bu sivida bulunan melatonin kritik hiicrelerin
apopitozunu azaltir, preovulatuar follikiillerin tam olarak gelismesine izin verir ve
ovulasyon i¢in olgun oositler saglar [185]. Bununla birlikte, follikiiler gelisimin,
melatoninin etkisinin 6tesinde bircok hormon ve biiylime faktorleri dahil olmak
lizere ¢ok sayida faktdr tarafindan diizenlendigi iyi bilinmektedir. Melatonin,
sican dokularinda [186]hem CuZnSOD hem de MnSOD i¢cin mRNA seviyelerini,
insan endotel hiicrelerinde GSH sentezini [161] artirir ve Bel-2 ekspresyonunu
indiikleyerek ve kaspaz 3 aktivitesini azaltarak apopitozun intrinsik mitokondriyal
yolaginin indiiksiyonunu onler; bu eylemler hiicreleri oksidatif strese kars1 korur
ve faregillerde hiicre cogalmasini diizenler [187]. Eksojen melatonin uygulamasi,

intrafollikiiler oksidatif hasar1 ve esansiyel molekiillerin oksidatif mutilasyonunu
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onemli Ol¢lide azaltir, bu da insanda fertilizasyon ve gebelik oranlarini artirir
[159, 162]. Melatonin, follikiiller se¢imi etkileyebilecek insan graniiloza
hiicrelerinde LH reseptorlerinin mRNA ekspresyonunu artirarak LH'ye follikiiler
yanitt modiile eder [188]. Dahasi, melatonin ile indiiklenen progesteron iiretimi,
progesteron sentezi ic¢in spesifik bir gen olan CYPI1A inhibisyonu yoluyla
gerceklesir ve progesteron sentezi igin spesifik bir gen olup, negatif geri besleme
yoluyla sekresyonunu arttirir [70], follikiiler dominans asamasinda follikiiler

olgunlagma ve ovulasyon siireci [189] i¢in gereklidir.
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Sekil 10. Overlerde ROS ve RNS tarafindan indiiklenen DNA hasarina yol agan apopitoz
kaskadinin ¢izimi (A). Melatonin, Bcl-2 ekspresyonunu indiikleyerek, sitokrom c salimimi modiile
ederek ve kaspaz 3 aktivitesini azaltarak (B) intrinsik mitokondriyal apopitoz yolaginin
indiiksiyonunu 6nler. Melatonin ayrica elektron transferi yoluyla DNA'y1 onarabilir. ROS, reaktif
oksijen tiirleri; RNS, reaktif nitrojen tiirleri; AIF, apopitoz indiikleyici faktor; NF-kB, niikleer
faktor kB; I-kB, inhibitorler kinaz beta. [170]

2.7.3. Melatoninin korpus luteum iizerine etkisi

Reaktif tiirler, hem luteogenez hem de luteolizde rol oynadiklari igin tiim
luteal fazlarda Onemli bir rol oynarlar. Korpus luteumda, steroidojenik ve
inflamatuar hiicreler, ornegin makrofajlar ve ndtrofiller potansiyel ROS

kaynaklaridir ¢iinkii bu bilesikler normal metabolizmanin yan iriinleridir [27].
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Steroidojenik enzimlerin aracilik ettigi reaktif oksijen tiirleri ve hiicre ici
kolesteroliin mitokondriye taginmasinda rol oynayan tasiyici proteinler, korpus
luteumda progesteron sentezini modiile eder [190]. Ayrica NO, sigir luteal endotel
hiicrelerinde PGF2a sentezini giiglendirir, SOD ekspresyonunu modiile eder ve
katalaz aktivitesini azaltir [191]. Serum progesteron konsantrasyonu, SOD
aktiviteleri ve ROS konsantrasyonlar1 arasinda onemli bir iligki bildirilmistir
[192]. Bakir-¢inko SOD, sigir luteal hiicrelerinin sitozoliinde iiretilen O.'yi
temizleyerek luteal fonksiyonun korunmasina katkida bulunur [193]. Si¢an luteal
hiicrelerinde, hiicre i¢i SOD aktivitesindeki bir azalmaya genellikle korpus luteum
tarafindan progesteron iiretimindeki bir azalma eslik eder [190]. Ovulatuar siireg,
lokal inflamatuvar yanita benzerdir ve yiiksek seviyelerde reaktif tiirlerle
sonuclanir [194], bunlarin arasinda ROS, ovulasyon sirasinda luteinizasyona
ugrayan graniiloza hiicrelerine potansiyel olarak zarar verebilir [195].
Follikiilogenezde oldugu gibi, melatonin farkli luteal asamalarda cesitli islevlere
sahiptir. Biiyiik follikiillerdeki yiiksek melatonin konsantrasyonu, progesteron
tiretimi ile sonuglanan uygun liiteinizasyon ile iligkilendirilmistir. Melatonin,
steroidogenez yolaginda 6nemli bir ikinci haberci olan cAMP'yi inhibe ederek
steroidogenezi baskilar [27]. Insanda, preovulatuar follikiildeki melatonin
seviyelerinin artmasi, luteinize graniiloza hiicrelerini oksidatif stresten korur,
bdylece oksidatif stres luteal fonksiyonu inhibe ettiginden, sonraki korpus
luteumun erken luteolizini 6nler [195]. Ayrica melatonin, PGF2a'nin sentezleyici
enzimi olan ve progesteron iiretimi ve luteal islevi slirdiirmek i¢in gerekli olan

siklooksijenaz-2 gen ekspresyonunu inhibe eder [27]. Yiiksek ROS seviyeleri,
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luteal hiicrelerin plazma membranin1 bozan, korpus luteum regresyonuna neden
olan lipid peroksidasyonunu tetikler [196, 197]. Azalmis antioksidan enzim
seviyelerinin eslik ettigi ROS artis1, luteoliz i¢in 6n kosul olan oksidatif stres

aracil1 apopitoza katkida bulunur [198].

Melatonin ve tiirevlerinin dogrudan etkisinin yani sira, bu indol ayrica
dolayli olarak korpus luteumu da korur [27, 199], ancak korpus luteumdaki
melatonin etkileri acik¢a tanimlanmamistir. Dolayli olarak melatonin tarafindan
uyarilan Bcl-2, GSH, katalaz ve diger faktorlerin ROS birikimini azalttigi ve
bdylece oksidatif stresorlerin neden oldugu apopitozdan birka¢ hiicre hattini
korudugu dikkate alindiginda [185]; Bu sitoprotektif etkinin, ROS'un reaktif
olmayan tiirlere doOniistiiriilmesi yoluyla korpus Iluteumda da meydana
gelebilecegi sonucuna varmak mantiklidir. Bu nedenle melatonin, oksidatif ve

nitrozatif strese karsi birinci savunma hatti olarak kategorize edilebilir [185].
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3. GEREC VE YONTEM

Bu randomize kontrollii deneysel calisma icin Gazi Universitesi Tip
Fakiiltesi Deney Hayvanlar1 Etik Kurulu tarafindan 18.03.2019- E.35745 giin ve
say1l1 onay1 alinmis ve calisma etik kurallara uygun olarak Gazi Universitesi Tip
Fakiiltesi Histoloji ve Embriyoloji Anabilim Dal1 tarafindan yiiriitilmistir.
Calismanin deney asamas1 30 Haziran 2020 tarihinde Gazi Universitesi Eczacilik
Fakiiltesi Deney Hayvanlar1 Arastirma Merkezi“nde gerceklestirildi. Giderler i¢in
gerekli destek Gazi Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri (01/2019-54 proje
kodu ile) tarafindan saglandi. Deney sonunda c¢ikartilan dokularin histopatolojisi,
Immiinohistokimyasal ¢alismalar1 Gazi Universitesi Tip Fakiiltesi Histoloji ve
Embriyoloji Anabilim Dali, ELISA deneyleri Gazi Universitesi Eczacilik

Fakiiltesi ABD tarafindan ¢alisildi.

3.1. Deney hayvanlari

Yapilan c¢alismada kullanilan hayvanlarin temini  ‘Kobay Deney
Hayvanlar1 Laboratuvar1 San. Ve Tic. Ltd. Sti” adli firmadan temin edilip,
barindirilmasi, bakimi ve tedavi protokolii Gazi Universitesi Eczacilik Fakiiltesi
Deney Hayvanlari Bakim ve Arastirma Unitesinde (GUEDAM) tarafindan
yapilmistir. Bu tez arastirmasinda, deneysel OHSS modelinde melatoninin
etkilerini incelemek icin 22 giinliik, 28 adet Wistar Albino cinsi disi sicanlar
kullanild1. Hayvanlar polisiilfon kafeslerde 12 saat gece/giindiiz periyodunda, 21-

24°C ve %45-55 nem 06zelligi olan hayvan barinma yerlerinde, standart sican yemi
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ve musluk suyu ile ad [libitum olarak beslendi. Hayvanlarin giinliik kafesleri

temizlenerek bakimi yapildi.

deneklerin izlenmesi yapildi.

Sicanlarda OHSS modelinin olusturulmasi ve

3.2. Deneyde kullanilan kimyasallar ve cihazlar

Tablo 2. Deneyde kullanilan cihaz ve kimyasallarin listesi.

Deneyde Kullamlan Kimyasallar

VEGF-A Polyclonal Antibody 100ul

Bioss-USA, Katalog no:bs-1665R

VEGF-C Polyclonal Antibody 100ul

Bioss-USA, Katalog no:bs-1586R

Rat Esradiol, E2 ELISA Kit 96T

CUSABIO, Katalog no: CSB-E05110r

Rat VEGF PicoKine™ ELISA Kit

ScienCell Research Laboratories, Katalog No:
EK0540)

Rat IL-6 PicoKine™ ELISA Kit,

ScienCell Research Laboratories, Katalog No:
EK0412

Formaldehit %10 (Tamp. PH:6.9-7.1)

Tekkim, Katalog TK.060161.05001

UltraVision Polyvalent (Rabbit-Mouse)

LabVision. Katalog no:TP-060-HL

UltrAb Diluent 125ml.

LabVision, Katalog no: TA-125-UD

Melatonin endogenous hormone 5 gr

BioVision Katalog n0:248-5G

Chorionic Gonadotropin (cg), human 1 mg

BioVision Katalog no:4778-1000

Pregnant Mare Serum Gonadotropin Peptide

Abbexa, Katalog no: abx260389

PBS -Fosfat tamponlu su, Ph 7.4

Besolab, Katalog no: BS-161

Hydrogen Peroxide Block

Thermo scientific, Katalog no: TA-125-HP

UltraV Block Thermo scientific, Katalog no: TA-060-UB
Streptavidin Peroksidaz Thermo scientific, Katalog no: TS-060-HR
Diaminobenzedin (DAB) Thermo scientific, Katalog TS-125-HDS

Entellan® new rapid mounting medium

Ksilen (izomerleri Karigim1) Extra pure 2.51t

Tekkim, Katalog TK.090270.02500

Teksoll 96 % Extra pure 2.51t

Tekkim, Katalog TK. 930131.02500

Haematoxylin Harris Non Pap [11]

Bio-Optica, BO 05-06004/L

Eosin Alcoholic [11]

Bio-Optica, BO 05-10003/L

Deneyde Kullanilan Cihazlar

LEICA RM 2245 Mikrotom Aleti

Sk L~

LEICA LAS V4 4.9 Software

LEICA TP 1020 Doku Takip Cihazi
LEICA EG 1120 Parafin Gomme (Bloklama) Cihaz1

Electro-Mag M420BP inkiibator Cihazi
LEICA DM 4000B Germany Kamera entegreli Isik Mikroskobu
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3.3. Deney Gruplar

Calismaya dahil edilen sicanlar rastgele segilerek 4 gruba ayrildi.

Grup 1: Kontrol (n=7) Grubu; Postnatal 22-26 giinler arasi: %0,1 Etil

Alkol intraperitoneal (i.p.) olarak uygulandi.

Grup 2: KOH Grubu (n=7); Postnatal 24. Giin: 10 IU gebe kisrak serum

gonadotropini + postnatal 26. Giin: 10 IU hCG subkutan (s.c) uygulandi.

Grup 3: OHSS Grubu (n=7); Postnatal 22. Giinden itibaren 4 giin

boyunca 10 IU PMSG s.c. ve postnatal 26. giin: 30 [U hCG s.c. verildi.

Grup 4: Melatonin uygulanmis OHSS Grubu (n=7); Postnatal 22.
Gilinden itibaren 4 giin boyunca 10 IU PMSG s.c. ile postnatal 22.glinden

baslayarak 6 giin boyunca 50 mg/kg/Melatonin i.p. ve postnatal 26. Giin 30 U

hCG s.c. olarak verildi [28].

Deney grubu ratlarda OHSS belirtilerinin ortaya ¢ikmasi i¢in postnatal
22.giinden itibaren 4 gilin boyunca PMSG 10 L.U. s.c. olarak uygulandi. Postnatal
26 giinliik olan KOH grubu deneklere 10 L.U. hCG (s.c.), OHSS grubu ve
melatonin uygulanmis OHSS grubundakilere (Grup 3) 30 L.U. hCG ile ovulasyon

indiiksiyonu yapildi [200].
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Tim 22 giinlik hayvanlarin c¢alismaya baslamadan onceki agirliklar
Ol¢iiliip kaydedildi. Tedavi grubu ratlardan Grup 4’e 50 mg/kg Melatonin 1 ml
%0,1°1ik etil alkolde ¢oziilerek i.p. olarak, her PMSG ve hCG’den 2 saat sonra
22.-27. giinler arasinda uygulanacaktir. Kontrol grubuna yalnizca melatoninin

¢Oziiciisii olan %0,1°lik etil alkol verildi.

Tablo 3. Deney protokolii [200].

1. giin (22) | 2. giin (23) | 3. giin (24) | 4. gin (25) | S. giin (26) | 6. giin (27) | 7.gin

Grup 1 | %01 Etil %01 Etil %01 Etil %01 Etil %01 Etil %01 Etil

Alkol Alkol Alkol Alkol Alkol Alkol
Deneyin
Grup 2 | PMSG 10 PMSG 10 PMSG 10 PMSG 10 | hCG 101U Bitisi
U U U IU
Grup 3 | PMSG 10 PMSG 10 PMSG 10 PMSG 10 | hCG 301U
IU U IU IU
Grup 4 | PMSG 10 PMSG 10 PMSG 10 PMSG 10 | hCG 301U
IU ve IU ve IU ve IU ve ve Melatonin

Melatonin | Melatonin | Melatonin | Melatonin | Melatonin | 50 mg/kg
S50mgkg | 50mgkg | 50mgkg | S0mgkg | 50 mgkg

3.3.1. Deney prosediiriiniin sonlandirilmasi

Deneyin ilk ve son gilinii hayvanlarin canli agirliklari tartildi ve deney
stiresi sonunda hayvanlar ksilazin (10 mg/kg) ve ketamin (500 mg/kg) anestezisi

altinda intrakardiyak punksiyonla kan alinarak sakrifiye edildi.
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3.4. Orneklerin toplanmasi

Sakrifikasyon islemi Gazi Universitesi Eczacilik Fakiiltesi Deney
Hayvanlar1 Bakim ve Arastirma Unitesinde (GUEDAM) yapildi. Ketalazin (50
mg/kg) ve Ksilazinden (10 mg/kg) olusan karigimla genel anestezi uygulandi.
Periton s1vist alinmasindan sonra denegin kalbinden tiim kan1 bosaltilacak sekilde

ve atim olmayana kadar sakrifiye islemi tamamlanda.

Periton sivisin toplanmasi

Genel anestezi altinda yapilan laparotomi islemi sonrasi peritoneal kavite 2
ml %0,9 NaCl solusyonu (21 derece) ile doldurularak 30 saniye ¢alkalanip doku
ve damar hasar1 olusturmadan periton yikama sivis1 dikkatlice geri alind1 ve IL-6
ile VEGF’nin ELISA yontemi ile analizi i¢in deney glinline kadar uygun

kosullarda (-20°C) saklandi.

Kan serum orneklerinin elde edilmesi

Serum E2 seviyesi ol¢iimii i¢in alinacak kanlar EDTA’l1 serum tiiplerine
aktarildi ve 3000 rpm da 10 dk santrifiij edilerek serumun ayrilmasi saglandi. Elde
edilen serumlar yapilacak olan biyokimysal analizler i¢in -80°C’de deney giiniine

kadar muhafaza edildi.
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3.5. Histolojik Degerlendirme

3.5.1. Ovaryum dokularinin alinmasi

Sakrifiye edilen hayvanlar1 bilateral ovaryum ve uterus dokular
cikarilarak agirliklar1 Olgtildi. Biitiin gruplardaki hayvanlarin ovaryumlari
histolojik incelemeler i¢in yeterli miktarda %10’luk noétral formaldehit igeren

kaplara alind1.

3.5.2. Doku takibi ve parafin bloklara gomme

Ovaryum dokular1 alindiktan sonra %10’luk notral formaldehit iceren
kaplarda 48 saat bekletildikten sonra ¢ikarilarak 24 saat akarsu altinda yikanarak
formaldehitten uzaklastirildi. Daha sonra dokulardaki suyun uzaklastirilmasi i¢in
etil alkol serilerinden gegcirilerek seffaflastirma islemi i¢in ksilole tabi tutuldu ve
ardindan parafin bloklara gomiildii. Parafinizasyon doku takibi protokolii Tablo

3’de gosterilmistir.
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Tablo 4. Parafin doku takibi protokolii.

Kimyasal maddeler Siire
Distile su 1 saat
% 70°lik alkol 1 saat
%80°lik alkol 1 saat
%96’hk alkol 1 saat
%96’hk alkol 1 saat
%96’hk alkol 1 saat
%96°hk alkol 1 saat
Ksilol 1 saat
Ksilol 1 saat
Ksilol 1 saat
Parafin 1 saat
Parafin 1 saat

3.5.3. Hematoksilen-eozin boyama yontemi

Lama alinan kesitler, iizerlerindeki parafinin erimesi igin etiivde 40 °C’de
bir gece boyunca bekletildi. Etiivden alinan kesitler 30 dakika ksilode bekletildi.
Rehidratasyon islemi i¢in sirasiyla 10’ar dakika %100, %96, %80, %70 ve

%50’lik etil alkol serilerinde bekletildi. Havada alkol ugana kadar kurutulduktan
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sonra 10 dakika akarsuda yikandi. 5 dakika Harris Hematoksilen’de bekletildi.
Sonra 10 dakika akarsuda yikandi. Daha sonra kesitler %70 alkol + 2-3 damla
glasiyel asetik asit karisimina batirilarak 2-3 dip yapildi. Sonra tekrar akarsu
altinda 10 dakika yikanan kesitler 3 dakika Eosin boyasinda bekletildi. Bu
islemden sonra 10 dakika daha su altinda yikanan kesitler dehidratasyon i¢in
strastyla %50°1ik, %70’lik, %80°1ik, %96’lik ve son olarak da %100’liik alkol
serilerinde 2’ser dakika bekletildi ve daha sonra 45 dakika ksilolde bekleyen

kesitler entellan ile kapatildi.

Alman ovaryum doku Ornekleri rutin histolojik takip ydntemlerinden
gecirilerek parafin bloklara gomiildii ve elde edilen parafin bloklardan 5 pum
kalinliginda doku bitene kadar 1/10’lik kesit ¢ifti alinarak, Hematoksilen-Eosin
(H&E) boyamasi ve immiinohistokimyasal boyama ydntemleri uygulandi. Deney
sonunda boyanan kesitler Leica DM 4000B (Germany) bilgisayar destekli 1s1k
mikroskobunda incelendi. Elde edilen goriintiiler Leica LAS V4.9 programlariyla
degerlendirildi. Histo-Morfometrik olarak ovaryum g¢api, antral follikil ve
Graafian follikiil, atretik follikiil sayilar1 ve korpus luteum sayilar1 asagidaki

tanima gore degerlendirildi [40];

Antral Follikiil (Sekonder follikiil): Stratum granulosum tabakasinda 6 ila
12 hiicre tabakasi kalinligina olan ve graniiloza hiicreleri arasinda sivi dolu

bosluklar olan follikiiller.
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Graafian (Olgun) Follikiil: Biiyiikk tek bir bosluk ile oositi gevreleyen

kumulus ooforusun izlendigi follikiiller.

Atretik Follikiil: Oositini kaybetmis, merkezinde graniiloza hiicreleri,
aralarinda piknotik cisimler ve ince parlak bir membran ile teka internadan

ayrilmis follikiil yapisi.

Korpus Luteum: Merkezinde bir follikiiler kavite ile ¢cevresinde graniiloza

lutein hiicre tabakalar1 ve onun bitisiginde teka lutein olan yapi.

Kistik Follikiil: Biiyiik bir antral bosluga sahip, oositi olmayan ve

graniiloza tabakasi incelmis ve hatta dejenere olmus follikiiller.

Ovaryum Cap1: 1/10 6rneklem araligi ie alinan seri kesitlerde ovaryum
cap1 Ol¢iimii i¢in merkezinden gececek sekilde alinan 6 farkli sekilde cap 6l¢iimii

yapild1 ve bu dl¢limlerin ortalamasi alindi.

3.5.4. Immiinohistokimyasal boyama yontemi

Parafin bloklardan 5 pum kalinliginda kesitler alinarak polilizinle lamlara
yerlestirildi. Deparafinizasyon ve dehidratasyon islemleri H&E boyama
yonteminde oldugu gibi yapilarak 2 kez 5’er dakika distile sudan gecirildi. Daha
sonra, dokulara sitrat tamponu (pH 6.0) ile mikrodalga firinda retriver islemi

uygulandi. Dokularin etrafi PAP-pen ile c¢evrilerek nemli ortam olan
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immiinohistokimya barina dizilip, dokular 3 kez 3’er dakika PBS ile yikandi.
Daha sonra, 15 dakika %3’liikk hidrojen peroksit ile etkin birakilan dokulardan
endojen peroksidaz aktivitesi bloke edildi. Islem sonrasinda PBS ile lamlar
yikandi. Yikanan lamlara 5 dakika UltraV Block uygulanarak, 6zgiin olmayan
baglanmalarin engellenmesi saglandi. Bu islemden sonra dokular yikanmadan
primer antikor asamasina gecildi. Bloklama asamasinin ardindan kesitler
yikanmadan, 1/200 oraninda hazirlanan VEGF-A ve VEGF-C primer
antikorlarina etkin birakilarak 45 dakika oda sicakliginda bekletildi. Bu asamada
dokulara uygulanan primer antikorlar +4 °C derecede 1 gece inkiibe edildi. Ertesi
giin primer antikordan sonra lamlar 3 kez 3’er dakika PBS ile yikandi. Daha sonra
10 dakika biotinli sekonder antikor uygulanarak primer antikora baglanmasi
saglandi. Tekrar PBS ile yikandiktan sonra dokular enzimin biotine baglanmasi
amaciyla 10 dakika streptavidin peroksidaz enzim kompleksine etkin birakilip,
islem sonunda dokular yine 3 kez 3’er dakika PBS ile yikandi. Son olarak ortama
diaminobenzedin iceren (DAB) substratt iceren kromojen DAB eklenerek
boyamasi gergeklestirildi. Kesitler 3 dakika PBS ve 5 dakika distile su ile
yikandiktan sonra Mayer’s Hematoksilen ile 5 dakika boyandi. Sonrasinda 3 kez
3’er dakika distile su ile yikanan kesitler sirasi ile %80’lik alkolde 2 dakika
%090°1lik alkolde 2 dakika bekletildi. Son olarak 1 saat ksilen de bekleyen kesitler
entellan ile kapatildi. Kesitler bilgisayar destekli DM 4000 Leica Germany

goriintiilii analiz sisteminde incelenerek degerlendirildi.
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3.6. ELISA Analizleri

Peritoneal sividan VEGF (ve IL-6 dl¢limleri serum orneklerinden ise Estradiol E>
diizeyleri kantitatif olarak gergeklestirildi. Olciimler hazirlik, analiz ve hesaplama
olmak iizere iic asamada planlandi. Bu prosediir ELISA kitin iireticisi tarafindan
saglanan bilgiler dikkate alinarak gergeklestirildi ve biitiin ¢ozeltiler ile kit
icerisinde mevcut olan reaktifler kullanildi. Soliisyonlar ¢alismadan 6nce oda
sicakligina getirildi. Yikama tamponu ve analiz tamponu prosediirde belirtilen
miktarda distile su ile dilue edilerek kullanima hazir hale getirildi. Biotin-konjugat
ve Streptavidin-HRP, analiz tamponu kullanilarak plastik tiip icerisinde sirasi ile
1:100 ve 1:240 oraninda seyreltildi ve seyreltme isleminden sonra 30 dakika
igerisinde kullanildi. Klasik ELISA test protokolii uygulanarak, aliman 6rnekler
herbir kuyucuga 50 pL olacak sekilde konuldu ve tiim 6rnekler 2 tekrarli olarak
calisildi. Inkiibasyon siireleri sonunda primer ve sekonder-HRP konjuge
antikorlarla muamele edilen 6rnekler kit protokolii esas alinarak isleme alindi ve
450 nm dalga boyunda absorbans degerleri mikroplaka okuyucu yardimiyla
Olctimlendirildi. Sonuglar kit icerisindeki standartlar ile ¢izilen kalibrasyon grafigi

kullanilarak degerlendirildi.

3.7. istatistiksel Analizler

Tim deneklerin ovaryum kesitlerindeki ovaryum c¢ap1 Olglimii, antral follikiil,
atretzikreik follikiil ve korpus luteum sayimlar1 yapildi. Sayisal 6l¢timler medyan,

minimum ve maksimum olarak 6zetlendi. Sayisal Ol¢iimlerin 1s18inda gruplar
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aras1 farklilik Kruskal Wallis ile iki grup arasindaki farklilik ise Mann Whitney U
ile hesapland1. Istatiksel analizlerde Graphpad Prism 8.0 paket programi

kullanilmistir ve p<0.05, p<0.01 ve p<0.001 degerler anlaml1 kabul edilmistir.
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4. BULGULAR

4.1. Ovaryum Cikarilmasi

Deney prosediirii sonunda sakrifiye edilen hayvanlarin uterus ve
ovaryumlart ¢ikarillarak islem fotograflandi (Resim 1). Kontrol grubunun
ovaryumlarmin diger gruplara oranla daha kiiciik ve piiriizsiiz bir yiizeye sahip
oldugu goriildii. Ozellikle hiperstimiile edilen OHSS grubunun ovaryumlar1 diger
gruplara gore daha biiyiik, hiperemik ve kistik yapida gozlendi. OHSS modeli ile
birlikte melatonin verilen grubun ovaryumlar1 OHSS grubuna gore daha az

hiperemik ve kiiciik olmasina ragmen kistik yapilar gézlenmekteydi (Resim 1).

Resim 1. Deney hayvanlarinin ovaryum (ok) ve uteruslarinin ¢ikarilmasi goriintiileri.
Kontrol grubu (a), KOH grubu (b), OHSS grubu (c), Melatonin uygulanmis OHSS grubu

(.
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4.2. Viicut Agirhklar1 Ol¢iimii

Deneyin baslangic ve son giiniinde sicanlarin agirliklart olgiildii ve
kaydedildi. Elde edilen veriler ANOVA testi ile istatistiki olarak, Tukey testi ile

karsilastirmali olarak degerlendirildi.

Biitiin gruplarda ilk ve son giinii arasindaki agirlik farklar1 degerlendirildi.
Gruplar arasindaki karsilastirmada viicut agirligi artislarinin istatistiki olarak

anlamli olmadig1 goriildii (p=0.18) (Sekil 11).
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Sekil 11. Deney gruplarmin deneyin 1. ve 7. giinii dl¢iilen viicut agirliklarinin istatistiki
grafigi. Ort.deger+SEM
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4.3. Ovaryum Agirhiklarinin Ol¢iimii

Deney sonunda ¢ikarilan ovaryumlar tartildi ve ¢ikan sonuglar istatistiki olarak
degerlendirildi. Ovaryum agirliklarinin gruplar arasi karsilastirmasinda en diisiik
ortalama agirlik 0.125+0.01 gr ile kontrol grubuna ait iken en yiiksek ortalama
agirhik 0.255+0.01 gr ile OHSS grubuna aitti. KOH grubu ve melatonin
uygulanmig OHSS grubunun ortalama ovaryum agirliklart ise sirasiyla
0.208+0.02 gr ve 0.244+0.01 gr olarak hesaplandi. KOH, OHSS ve melatonin
uygulanmis OHSS gruplarinin kontrol grubu ile karsilastirildiginda ortalama
ovaryum agirliklarinin daha fazla oldugu ve bu farkin istatistiki olarak anlamli
oldugu goriildii (sirasiyla p=0.01, p=0.0002, p=0.0007). KOH, OHSS ve
melatonin uygulanmig OHSS gruplart karsilastirildiginda ise ortalama ovaryum

agirliklart bakimindan gruplar arasinda istatistiki olarak bir fark olmadigi tespit

edildi (Sekil12).
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Sekil 12. Deney gruplarinin ovaryum agirliklar1 Ol¢limiiniin  istatistiki  grafigi.
Ort.deger=SEM
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4.4. Histomorfometrik Degerlendirme Sonuclar:

4.4.1. Histolojik bulgular

4.4.1.1. Kontrol grubu

Hematoksilen&eozin boyali ovaryum preparasyonlari 151k mikroskobu ile
incelendiginde, kontrol grubuna ait ovaryumlarin gelismekte olan follikiil sayilari,
korteks ve medulla yapilar ile teka tabakalariin normal morfolojik goriiniimde
oldugu gozlendi. Tunika albuginea tabakasi altinda kortekste degisik evrelerde
bulunan gelismekte olan follikiil yapilar1 ile graniiloza hiicre tabakalar1 izlendi
(Resim 2A). Follikiillerin biiyiimesi ile birlikte oositi ¢evreleyen graniiloza hiicre
tabakasinin artmis kalinlig1 ve ileri asamalarda graniiloza hiicrelerinin arasindaki
bosluklarin birlesmesi ile antrum olusumu izlenmektedir. Follikiillerin etrafini
cevreleyen ve daha eozinofilik boyanan teka interna ve eksterna tabakalari tiim

preparatlarda normal bir sekilde gozlenmekteydi. (Resim 2)

4.4.1.2. Kontrollii ovaryan hiperstimiilasyon grubu

Hormonal indiiksiyon yapilmig bu grubun ovaryum kesitlerinde kontrol
grubuna kiyasla korpus luteum, kistik follikiil ile sekonder ve Graaf
follikiillerdeki artig dikkat ¢ekiciydi. Graaf follikiillerinde biiylik tek parca halinde
antral bosluk ve oositi ¢evreleyen kumulus ooforus gézlenmekteydi. Medulladaki

vaskiilarizasyon artis1, sekonder ve Graaf follikiil sayisinin artmasi indiiksiyon
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sonunda beklenen bir durum olarak degerlendirildi. Bunlara ek olarak boyut
olarak Graaf follikiiliinden daha biiyiik olan kistik follikiillerde graniiloza hiicre
tabakasinin azaldig1 ve dejenere oldugu, i¢inde bulunan boslugun daha fazla 11k

kirict yapida oldugu gozlendi (Resim 3).

4.4.1.3. OHSS grubu

OHSS grubunun ¢ogu kesitlerinde ovaryumu ¢evreleyen ince katmanli, yer
yer iginde hemorajik sahalar goriilen yapilar gozlendi. Baz1 preparatlarda kistik
follikiillerin dev boyutlara ulastig1 ve sonrasinda dejenere olup riiptiire olmasiyla
ovaryum dokusununin pargalara ayrildig: izlendi. Aslinda, etrafinda olan kistik
follikiil yapilar ile beraber ¢ok biiyiik boyutlara ulagsan bu grup ovaryum caplari
bu gibi dejenerasyon ve kopmalar sonucunda olusan ayrilmalar nedeniyle daha
diistik olciildii. Gerek kistik follikiillerin biiytimesi gerekse bu follikiillerin
biitiinliiglinlin kaybolmas1 sonucu tunika albuginea tabakasinininin ovaryumdan
ayrildig1 ve yer yer par¢alandigi gozlendi. Dikkati ¢eken diger bir yapr ise KOH
grubunda da sayilar1 artmaya baslayan korpus luteum yapilart idi. OHSS
grubunda ¢ogu korpus luteumun iginde hemorajik alanlar izlenmekteydi. En
distan ovaryumu cevreleyen artan dev kistik follikiiller, onun altinda hem say1
hem de boyut olarak artmis korpus luteum yapilar1 nedeniyle medullanin olduk¢a
kiictildigli ve bu alanda vaskiilarizasyonun arttig1 gozlendi. Medullada ve ¢ogu
zaman korteksin iglerine dogru ilerleyen yaygin hemorajik alanlarin genis yer
kapladig1 goriildii. Kontrol ve KOH grubu ile kiyaslandiginda bu hemorajik

alanlarin sayis1 oldukca fazlaydi. Bu grupta ayrica sekonder ve Graaf follikiil
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sayilarinin artigina ek olarak, icinde zona pellusida pargalari ve apopitotik
hiicreler olan daha parlak goriiniimdeki antrum ile graniiloza hiicre tabakasinda
piknotik cisimlerin gozlendigi atretik follikiil sayilarmin arttigr tespit edildi

(Resim 4).

4.4.1.4. Melatonin uygulanmis OHSS grubu

OHSS grubu ile karsilastirildiginda korpus luteum sayilari ve kistik
follikiil sayilar1 bakimindan anlamli bir degisiklik izlenmedi. Bu grupta OHSS
grubuna gore ovaryum biitiinliigiiniin daha iyi korundugu, OHSS grubunda
bulunan asir1 vaskiilarizasyon ve hemoraji alanlarinin ¢ok daha az oldugu
gozlendi. Kistik follikiillerin yer yer devam ettigi goriildii. Diger taraftan Graafian
follikiil sayilarimin daha cok arttigi, atretik follikiil sayilarininda azaldig: tespit

edildi (Resim 5).

4.4.2. Ovaryum follikiil sayim1

Hematoksilen&eozin ile boyanan preparatlarda antral, Graafian, atretik
follikiiller, korpus luteum sayilar1 ile ovaryum cap1 6l¢iimii asagidaki tanima gore

yapildi [40] ve sonuglar Kruskal Wallis ve Mann Whitney U ile analiz edildi.
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4.4.2.1. Sekonder follikiil sayim

Sekonder follikiil sayilarinin degerlendirilmesinde, diger gruplara goére en
fazla sayida follikiiliin 15,71+1,28 ile KOH grubunda oldugu ve en az sayidaki
sekonder follikiiliin ise 11+1,41 ile OHSS grubunda oldugu tespit edildi. iki grup
arasindaki fark istatiksel olarak anlamli degildi (p>0.9999). Kontrol ve melatonin
uygulanmis OHSS grubunda ise sekonder follikiil sayilar1 sirastyla 12,43+0,86 ve
13,43+1,30 idi. Gruplarin kendi aralarindaki karsilagtirmalarinda fark oldugu

ancak bu farkin istatistiki olarak anlamli olmadig1 goriildii.
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Sekil 13. Deney gruplarinin sekonder follikiil sayilarimin ortalama degerlerinin
istatistiki grafigi. Ort.deger+SEM

81



4.4.2.2. Atretik follikiil sayimi

Atretik follikiil sayilarimin istatistiki degerlendirmesinde en fazla
follikiiliin 13,2940,99 ile OHSS grubunda oldugu en diisiik saymnin ise 30,30 ile
Kontrol grubunda oldugu goriildii. Kontrol ve OHSS gruplarinin atretik follikdil
sayilar1 bakimindan aralarindaki fark istatiksel olarak anlamli bulundu
(p<0.0001). Ikinci en diisiik deger ise 4,14+0,55 ile KOH grubunda idi. Melatonin
uygulanmis OHSS grubu degerleri ise 5,85+1,01 idi. OHSS grubunun diger
gruplarla arasindaki farkin istatistiksel olarak anlamli oldugu belirlendi

(p<0.0001).
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Sekil 14. Deney gruplarmmin atretik follikiill sayllarimin ortalama degerlerinin
istatistiki grafigi. Ort.deger+SEM
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4.4.2.3. Korpus luteum sayimi

Korpus luteum sayilarinin istatistiki analizinde kontrol grubunun korpus
luteum sayilarinin ortalama degerinin 1,85+0,14 ile diger gruplara gore en az
oldugu, en fazla ise melatonin uygulanmis OHSS grubunda oldugu goriildii. Bu
iki grubun korpus luteum sayilarinin karsilagtirilmasinda her iki grup arasinda

istatiksel olarak anlamli fark oldugu gozlendi (p<0.0001).
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Sekil 15. Deney gruplarinin korpus luteum sayilarinin ortalama degerlerinin istatistiki
grafigi. Ort.deger+SEM
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4.4.2.4. Graafian (olgun) follikiil sayimm

Graafian (olgun) follikiil sayilarinin istatistiki analizinde kontrol grubu
sayilarinin ortalama degeri 3,42+0,36 ile en diisiik iken, en fazla ise 8+0,57 ile
melatonin uygulanmis OHSS grubunda oldugu, her iki grubun kendi aralarindaki
farkin istatiksel olarak anlamli oldugu goézlendi (p<0.0001). KOH grubunun olgun
follikiil sayisinin 5,14+0,63 ve OHSS grubunun olgun follikiil sayisinin ise
540,57 oldugu goriildii. Melatonin uygulanmis OHSS grubunun olgun follikiil
sayisinin KOH ve OHSS gruplarina gore farkinin istatistiksel olarak anlaml

oldugu belirlendi (sirastyla p=0.007 ve p=0.0044).

Graafian (Olgun) Follikiil

Follikiil Sayisi
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Sekil 16. Deney gruplarinin Graafian (olgun) follikiil sayilarmin ortalama degerlerinin
istatistiki grafigi. Ort.deger+SEM
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4.4.2.5. Kistik follikiil sayim

Follikiiler kist sayilarmin istatistiki analizinde kontrol grubu sayilarinin
ortalama degeri 0,85+0,26 ile en diisiiktii ve en fazla follikiiler kist sayisina sahip
melatonin uygulanmig OHSS grubunun ise follikiiler kist sayisinin 5,85+1,14
oldugu goriildii. Her iki grup arasindaki farkin istatiksel olarak anlamli oldugu
gozlendi (p=0.0006). KOH grubunda follikiiler kist sayisinin 2,42+0,42 iken
OHSS grubunda ise bu sayimin 4,1440,85 oldugu goriildii. Melatonin uygulanmis
OHSS grubu ile KOH grubu arasinda ve OHSS grubu ile Kontrol grubu arasinda
follikiiler kist sayis1 bakimindan istatistiksel olarak anlamli fark oldugu belirlendi

(strastyla p=0.0229 ve p=0.0316).

Follikiiler Kist

Sayi

A

3 .
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Sekil 17. Deney gruplarimin follikiiler kist sayilarinin ortalama degerlerinin istatistiki
grafigi. Ort.deger+SEM
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4.4.3. Ovaryum capi degerlendirilmesi

Ovaryum cap Olgiimlerinin istatistiksel analizine gore en kii¢iik ortalama
cap 1659+143,7 um ile kontrol grubunda iken en biiyiik deger 2673+327,6 um ile
OHSS grubuna aitti. OHSS ile diger gruplarin ovaryum g¢ap1 Olgilimleri
kiyaslanmasinda anlamli bir fark gozlenmedi fakat morfolojik olarak OHSS ve
melatonin uygulanmig OHSS grubunda artmig kistik foliikiillerin dejenere olup

biitlinliiglinii yitirmesine ragmen ovaryum c¢aplarindaki artis dikkat ¢ekiciydi.
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Sekil 18. Deney gruplarinin ovaryum ¢aplarinin ortalama degerlerinin istatistiki grafigi.
Ort.deger=SEM

4.4.4. Immunohistokimyasal bulgular

Deney gruplarindan alinan ovaryum kesitlerin immunohistokimyasal
olarak degerlendirilmesinde VEGF-A ve VEGF-C antikorlar1 kullanildi. Buna

gore Kontrol ve KOH grubu kesitlerinde tunika albuginea altindaki ge¢ primer
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follikiil, sekonder follikiill ve korona radiatayir olusturan hiicrelerde VEGF-A
immiinreaktivitesi izlendi (Resim 6C). OHSS grubunda ise yaygin
vaskiilarizasyon nedeniyle medullada (Resim 6B, E) ve olgun follikiillerin
graniiloza hiicre tabakalar1 ile teka tabakalarinda yaygin immiinreaktivite
mevcuttu (Resim 6E). Melatonin uygulanmis OHSS grubunda ise OHSS grubuna
kiyasla VEGF-A immiinreaktivitesinin azaldigi negatif kontrol grubuna gore

artmis alanlarin oldugu gozlendi (Resim 6A).

VEGF-C immunohistokimyasal c¢alismasinda ise kontrol grubunda
graniiloza ve teka tabakasi hiicrelerinde immiinreaktivite gézlendi (Resim 7A).
KOH grubunda sekonder follikiillerin graniiloza hiicrelerinin ve medullanin
tutulumu izlendi (Resim 7C). OHSS grubununda ise sekonder follikiil graniiloza
hiicreleri ve teka tabakalarinin diger gruplara gore yaygin immiinreaktivitesi
mevcuttu. Melatonin uygulanmis OHSS grubunda follikiilerin graniiloza
hiicrelerinin diger gruplara 06zellikle de OHSS grubuna kiyasla daha az

immiinreaktivitesi oldugu gortldii.

4.4.5. ELISA testi bulgulan

Peritoneal aspirat sivisinin ELISA testi ile degerlendirilmesi sonucunda

IL-6 ve VEGF seviyeleri incelendi.
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4.4.5.1. IL-6 analizi degerlendirilmesi

Kontrol grubu IL-6 seviyelerinin 50,72+5,24 pg/ml olarak en diisiik iken
en yiiksek deger ise 94,1543,94 pg/ml ile OHSS grubuna aitti. IL-6 seviyeleri
KOH grubunda 82,09+9,32 pg/ml, melatonin uygulanmig OHSS grubunda ise
74,27+11,17 pg/ml olarak belirlendi fakat bu artislar OHSS grubuna gore daha
azdi. OHSS grubunun kontrol grubuna gore IL-6 seviyesi arasindaki fark
istatistiksel olarak anlamli kabul edildi (p=0.0041). Diger gruplarin birbiriyle
karsilastirilmasinda IL-6 seviyeleri bakimindan fark oldugu ancak istatistiksel

olarak anlamli kabul edilmedi.
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Sekil 19. Deney gruplarinin peritoneal aspirat sivisindaki IL-6 seviyelerinin ortalama
degerlerinin istatistiki grafigi. Ort.deger:SEM
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4.4.5.2. VEGF analizi degerlendirilmesi

Kontrol grubunun peritoneal aspirat sivist VEGF seviyeleri 18,9+1,6
pg/ml ile en diisiik seviyede iken en yiiksek deger 663,2+46,49 pg/ml ile OHSS
grubuna aitti. Kontrol ve OHSS gruplarinin ortalama VEGF seviyeleri arasindaki
fark istatistiksel olarak anlamliydi (p<0.0001). KOH grubunun ortalama VEGF
seviyeleri 516,9£57,98 pg/ml ve melatonin uygulanmig OHSS grubunun
135,1+10,8 pg/ml olarak o6lgiildii. Gruplar arasi1 karsilagtirmada ise Kontrol ve
KOH gruplart arasinda anlamli fark oldugu (p=0.0027), OHSS ve melatonin
uygulanmis OHSS gruplar arasindaki farkin anlamli oldugu (p=0.255) fakat diger
gruplarin  birbirleriyle karsilastirilmasinda istatistiksel olarak anlamli fark

olmadig1 goriildii.
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Sekil 20. Deney gruplarinin peritoneal aspirat sivisindaki VEGF seviyelerinin ortalama
degerlerinin istatistiki grafigi. Ort.deger+SEM
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4.4.5.3. Estradiol (E2) analizi degerlendirilmesi

Kan serum drneklerinden elde edilen E2 sonuglarinin analiz sonucunda; en
diisiik seviye 212,1+5,33 pg/ml ile kontrol grubuna ait iken, en yiiksek deger
436,3+25,94 pg/ml ile OHSS grubuna aitti. KOH grubunun E2 seviyeleri
286,8+16,93 pg/ml ve melatonin uygulanmis OHSS grubunun E2 seviyeleri
338,54+23,89 pg/ml olarak dl¢iildii. Bu sonuglara gore Kontrol ile KOH gruplari
arasinda ve KOH ile melatonin uygulanmis OHSS gruplar1 arasindaki farkin
istatistiksel olarak anlamli olmadigi goriildii (sirastyla p=0.0599 ve p=0.2734).
OHSS grubunun Kontrol grubu ile kiyaslandiginda E2 seviyelerinin 2 kat artmis
oldugu ve istatistiksel olarak anlamli oldugu goriildii (p<0.0001). OHSS grubunun
melatonin uygulanmig OHSS ve KOH gruplar ile karsilagtirilmasinda anlamli

fark oldugu belirlendi (sirasiyla p=0.0093 ve p<0.0001).
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Sekil 21. Deney gruplarinin serum 6rneklerindeki Estradiol (E2) seviyelerinin ortalama
degerlerinin istatistiki grafigi. Ort.deger+SEM
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Resim 2. Kontrol grubuna ait hematoksilen&eozin ile boyanmis kesitler. A: Tunika albuginea (wp )
altinda gelismekte olan primordial folllikiil ve gevresinde tek kath yass: epitel (4)(40x). B: Kiigiik
biiyiitmedeki kesitte medulla, kan damarlari (A)ve follikiilogenezin degisik asamasindaki follikiiller
(* )(4x). C: Antrumun olugmaya bagladig1 sekonder follikiil ( 4), ¢ok sirali graniiloza hiicre tabakasi
(W) ve onu gevreleyen teka interna ve teka eksterna (4m$) tabakalan (40x).
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Resim 3. KOH grubuna ait hematoksilen-eozin boyama goriintiileri. A. Artmis korpus luteum sayilar
(49, Ozellikle kortekste bazen medullaya yayilmis kii¢iik hemorajik alanlar (m). B. Olgun (Graafian)
follikiil ( #)ve onun yaminda sekonder (antral) follikiil (#) izlenmekte (20x). C. Kistik yapilar (%)ve
bazen dejenere olup biitiinliigliniin bozuldugu gériilmekte (4x). D. Olgun bir follikiil ve daha
eozinofilik boyanmisg bir korpus luteum goriiniimii (20x).

92



Resim 4. OHSS grubu ovaryum kesitlerinin hematoksilen-eozin boyanmig goriintiisii.

A: Kistik follikiiller (4) ile dejenere olmus ve incelmis graniiloza tabakasi (). B: OQositi ¢evreleyen
kumulus ooforus yapist ve genis, tek parga halinde antrumu bulunan Graffian (Olgun) follikiil ()
goriiniimii(10x) . C: OHSS grubunda artmus sayida bulunan korpus luteum (4) ve kistik follikiil
gorinimil (4x). D: Korteks ve medullada yaygm hemorajik alanlar ( g) (4x). E: Kistik follikiillerin

dejenere olup biitiinliigiinii yitirmesi olusan yapilar (4x). F. Cok sayida korpus luteum ve hemorajik
sahalar izlenmekte (4x).
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Resim 5. Melatonin uygulanmis OHSS grubunun hematoksilen-eozin ile boyanmis kesitlerinin
goriiniimii. A: Biiyilik kistik follikiillerin ( # ) dejenere oldugu ve hemorajik alanlar ( wp )
gozlenmektedir (10x). B: Etrafindaki kistik follikiillerin dejenerasyonu sonucu pargalara ayrilmig
ama igindeki yapilarin korundugu ovaryumun kiiglik biiyiitme goériiniimi (10x). C: Genis ve
eozinofilik goriiniimde olan ve luteinize olmus bir korpus luteum (4) ve sekonder folikiil ( § )
gortinimi (10x). D: Gelismekte olan follikiiller ( W), alt tarafta biiyiikk bir kistik folikiil ile
olgunlagmaya baglamig bir sekonder folikiil gériiniimii (10x).
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Resim 6. OHSS grubuna ait hematoksilen-eozin boyama goriintiileri. A. Kii¢iik biiyiitmede kistik
yapilar ( 4) ve korpus luteum ( g¢)gériilmekte (4x). B. Biiyiik biiyiitmede Olgun (Graafian) follikiiliin
(¥ atreziye gitmesi, graniiloza hiicreleri arasinda dejenerasyonlar (§) ve antrumda apopitotik cisimler
(== ) izlenmektedir (10x).
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Resim 7. VEGF-A antikorunun tim grup ovaryum kesitlerindeki immiinreaktivitesi
goriintiileri. A: Kontrol grubunda atretik follikiil ve geg¢ primer follikiil graniiloza
hiicrelerindeki immiinreaktivite (20x). B: KOH grubunda olgun follikiil granuloza
hiicrelerindeki tutulum (20x). C ve D: OHSS grubunda medulladaki kan damarlar: etrafinda
ve olgun follikiil graniiloza ve antrumda immunreaktivite artist (20x). E: Melatonin
uygulanmig OHSS grubundaki gelismekte olan follikiil graniiloza hiicrelerindeki ve olgun
follikiil graniiloza ve antrumunda immiinreaktivite (20x). F: Negatif kontrol grubu (20x).
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Resim 8. VEGF-C antikorlarinin ovaryum kesitlerinde immiinreaktivite goriintiileri. A:
Kontrol grubuna ait sekonder follikiiliin oosit stoplazmasindaki immiinreaktivite. B:
OHSS uygulanmig melatonin grubuna ait gorselde olgun follikiil granuloza hiicre ve
damar cevresinde immiinreaktivite. C: KOH grubuna ait follikiil hiicresi ve luteinize
hiicre gruplarinda immiinreaktivite. E: OHSS grubunda gelismekte olan follikiillerin
granuloza hiicreleri ve teka tabakalarinin immiinreaktivite artigi. F: Negatif kontrol grubu.
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5. TARTISMA

Son yillarda artan infertilite oranlar1 nedeniyle UYTE kliniklerine basvuru
sayis1 giderek artmaktadir. Uygulanan tedavi protokolleri gebelik sansini artirmak
ve olusabilecek komplikasyonlar1 6nlemek amaciyla siirekli giincellenmektedir [1,
2]. Ovaryan hiperstimulasyon sendromu (OHSS) anovulatuar kisilerde kullanilan
ovulasyon indiiksiyonu tedavisinin ciddi bir komplikasyonudur [77, 78]. OHSS
patogenezi hala kesin olarak aydinlatilmamis olsa da patogenezinde ozellikle
VEGTF, renin anjiotensin sistemi ve bazi sitokinlerin varlig1 yapilan c¢aligmalarla
kanitlanmigtir [9, 10, 98, 100]. Bu ¢alismamizda ratlarda deneysel OHSS modeli
olusturarak melatoninin ovaryum {izerinde histomorfolojik ve biyokimyasal

etkileri degerlendirildi.

Kontrollii ovaryan hiperstimiilasyonda uygulanan protokoller ile déllenme
kapasitesine sahip bir veya daha fazla olgun oosit elde etmek planlanmaktadir.
Tedavi esnasinda uyarilan follikiiller say1 olarak artarken ovaryum agirligi da
buna paralel olarak artar. OHSS’de ovaryum agirliklarinin ¢ok daha fazla arttigi
gosterilmistir [138]. Siddetli OHSS’de ise viicut agirliginda da artis oldugu
bildirilmistir [200]. Viicut agirliklarindaki degisikliklerin OHSS patolojisinden
bagimsiz olarak degerlendirildigi bu ¢alismamizda en fazla agirlik artis1 goriilen
grup kontrol grubu idi. Gruplarin karsilastirmasinda ise anlamli bir farklilik
bulunmamistir. Viicut agirlikliklart artist OHSS’ nin siddeti ile alakali oldugundan
OHSS modeli olusturdugumuz grupta viicut agirhiginin  ¢ok artmadigi

gozlenmistir. Caligmamizda ortalama ovaryum agirliklarinin incelenmesinde
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ovaryum agirlig1 en fazla OHSS grubuna aitti ve bu agirlik artist diger gruplarla

karsilastirildiginda anlamli bulunmustur.

KOH’da uygulanan ovulasyon indiiksiyonunun amaci dollenebilecek bir
veya daha fazla saglikli oosit elde etmektir. Bu tedavi nedeniyle komplikasyon
olarak gelisen OHSS’de ise ovaryum hacmi, 6zellikle antral ve atretik follikiil
sayilar ile korpus luteum sayilarinin arttigi gosterilmistir [82, 117]. Bu bulgular
OHSS patogenezinde hem neden hem de sonug olarak goriilmektedir. Ozellikle
KOH’da antrum olusmus follikiil sayilarinin (sekonder ve graaf follikiilii) 20°den
fazla olmasi, oosit toplama islemi esnasinda ise 25 follikiil ve fazlasi ile toplanan
oositin 24’ten fazla olmasi OHSS lehine yorumlanir [85, 142]. Bu durumun
gdzden kagmast ile bireylerde OHSS tablosu meydana gelmekte, ovaryum hacmi
ve agirhigindaki artis ile artan kistik follikiil sayilart ve bu kistik follikiillerin
rliptiirii sonucu abdominal distansiyon olusmaktadir [5]. Bu parametrelerin
OHSS’nin 6nlenmesi ve olustuktan sonraki klinik takibi i¢in yapilan ¢aligmalarda
serum estradiol diizeylerinden daha anlamli oldugu goriilmiistiir [80]. Bu nedenle
deneyimizde tiim gruplardaki deneklerin ovaryan follikiilleri histomorfometrik
olarak degerlendirilmigtir. OHSS modeli olusturdugumuz grupta kistik follikiil,
atretik follikiil, korpus luteum sayilarinin ¢ok arttigi gorilmistir. Kistik
follikiillerin bazen dev boyutlara ulasip dejenere olarak riiptiire oldugu ve
ovaryum biitlinliiglinli bozdugu, artan korpus luteum sayist1 ve biyiikligi

nedeniyle de medullanin kiigiildiigii gdzlenmistir.
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Follikiil gelisimi sirasinda biiyiiyen follikiillerin graniiloza hiicrelerinde
olusan asir1 Bcel-2 ekspresyonu transgenik farelerde apopitozisi azaltmistir [179].
Benzer sekilde serbest radikaller atretik follikiillerde apopitotik kaskadin
aktivasyonunu tetiklemektedir [180]. Biiyliyen insan follikiiliindeki FS melatonin
konsantrasyonundaki artigin atreziden kacinmada onemli bir faktér olduguna
inanilmaktadir [27], c¢ilinkii bu sivida bulunan melatonin kritik hiicrelerin
apopitozunu azaltmakta, preovulatuar follikiillerin tam olarak gelismesine izin
vermekte ve ovulasyon i¢in olgun oositler saglamaktadir [189]. Birka¢ calismada
melatoninin antral follikiillerdeki etkileri, O6rnegin seks steroid iiretiminin
diizenlenmesi, LH mRNA ekspresyonu, Bcl2 ve kaspaz 3 iiretimi ve insiilin
benzeri biiylime faktorii ve doniistiiriicii biiylime faktorii-beta aktivitesi iizerine
etkileri tanimlamistir [27, 166, 188]. Melatonin ayrica, sigan dokularinda [190]
hem CuZnSOD hem de MnSOD icin mRNA seviyelerini, insan endotel
hiicrelerinde GSH sentezini [165] artirmakta ve Bcl-2 ekspresyonunu
indiikleyerek ve kaspaz 3 aktivitesini azaltarak apopitozisin intrinsik
mitokondriyal yolaginin indiiksiyonunu onlemektedir. Bu etkilerin hiicreleri
oksidatif strese karst korudugu ve siganlarda hiicre ¢ogalmasini diizenledigi
gbozlenmigtir [191]. Yaptigimiz c¢alismada histomorfometrik olarak tim
gruplardaki sigan ovaryumlarmin incelenmesinde sekonder, Graaf ve atretik
follikiil sayilar1 degerlendirildi. Melatonin uygulanan OHSS grubundaki sekonder
ve QGraaf follikiil sayist artmigken, atretik follikiil sayilar1 OHSS grubu ile
karsilagtirildiginda azalmistir. Bu bulgu melatoninin intrafollikiiler seviyesinin

artmasia bagl olarak follikiilleri apopitozisden korudugunu desteklemektedir.
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OHSS grubundaki kistik follikiilerin sayisi, melatonin uygulanmis OHSS
grubundakinden daha fazla olmasina ragmen bu fark istatistiksel olarak anlaml
bulunmamistir. OHSS grubundaki kistik follikiillerin asirt boyutlara ulagmasi,
icinde kanama odaklar1 olmasi ve riiptiire olmalar1 nedeni ile sayim islemi
oldukga giictii. Oysa melatonin uygulanan OHSS grubunda bu kistik yapilarin
daha kiigiik boyutlarda, antral igerigi bosalmis, biliziismiis ve ovaryumun yapisina
zarar vermeyecek sekilde oldugu ayni zamanda atreziye giden follikiil sayilarinda
da anlamli azalma oldugu gozlendi. Bu sonug ile melatoninin, var olan follikiil ve
oositleri korudugu, OHSS’de olusan kistik yapilarin morfolojisinde de bir onarim
rolii istlendigini diisiinebiliriz. FS'de bulunan melatoninin serbest radikalleri
ortadan kaldirmasi, antioksidan enzimleri uyarmasi ve graniiloza hiicreleri
tarafindan seks steroid hormonu iiretimini tesvik etmesi gibi etkileri vardir [163].
Follikiilogenezde oldugu gibi, melatonin farkli luteal asamalarda cesitli islevlere
sahiptir. Biiylik follikiillerdeki yiiksek melatonin konsantrasyonu progesteron
tiretimi ile sonuglanan uygun liiteinizasyon ile iliskilendirilmistir. Melatonin,
steroidogenez yolaginda 6nemli bir ikinci haberci olan cAMP'yi inhibe ederek
steroidogenezi baskilamaktadir [27]. Insanda, preovulatuar follikiildeki melatonin
seviyelerinin artmasi, luteinize graniiloza hiicrelerini oksidatif stresten korur,
bdylece oksidatif stres luteal fonksiyonu inhibe ettiginden, sonraki korpus
luteumun erken luteolizini Onlemektedir [199]. Ayrica melatonin, PGF2a'nin
sentezleyici enzimi olan ve progesteron liretimi ve luteal islevi siirdiirmek i¢in
gerekli olan siklooksijenaz-2 gen ekspresyonunu inhibe etmektedir [27].

Melatonin ve tiirevlerinin dogrudan etkisinin yani sira, bu indol ayrica dolayli
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olarak korpus luteumu da korumaktadir [27, 203]. Bu nedenle, FS'deki melatonin
konsantrasyonu da OHSS'nin Ongoriilmesinde faydali olabilir. OHSS'yi
ongormede kullanilan diger parametreler (serum E2 diizeyi, follikiil sayisi, vb.)
gibi melatoninin de potansiyel klinik degeri gosterilmistir [201]. Melatonin
uygulanmis OHSS grubundaki korpus luteum artisi ile atretik follikiil sayisindaki
azalis ise melatonin ve tilirevlerinin hem steroidogenezisi baskilamasi ile hem de
siklooksijenaz-2 gen ekspresyonu iizerinden var olan korpus luteumlari1 korumasi
ile aciklanabilir. Ayrica, melatoninin oositlerin olgunlagsmasini ve sayisin
artirabilecegi bildirilmistir [202]. Ovaryan cevabi yiiksek olan hastalarda da

yiiksek melatonin konsantrasyonu tespit edilmistir [203].

OHSS patogenezinden sorumlu oldugu diisliniilen VEGF’nin ovaryan
follikiillerin asir1 uyarilmasi sonucu artmis follikiil sayilar1 ve caplari nedeniyle
asirt eksprese oldugu ve OHSS'li hastalardan alinan asit sivisinda yiiksek
konsantrasyonlarda VEGF bulundugu gosterilmistir [90, 138]. KOH protokoliinde
uygulanan hCG’nin 6zellikle VEGF’yi arttirdigi, VEGF’nin de vaskiilarizasyon
artist ve kapiller gecirgenlik artisina neden olarak intravaskiiler ortamdaki sivinin
liclincli bosluklara kagist ile klinik tablonun olugsmasia biiyiik katki sagladigi
bildirilmistir [96]. Immiinohistokimyasal olarak, teka hiicreleri, graniiloza
hiicreleri ve stroma hiicrelerinde VEGF immiinreaktivitesinin arttig1 gosterilmistir
[200]. VEGF artiginin patogenezde yer alan renin anjiotensin sistemini uyardigi
ve sitokin salimimini artirdigi  bilinmektedir [83, 135]. Calismamizda

degerlendirilen peritoneal aspirat sivilarindaki VEGF diizeylerinin diger
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calismalarin sonuglar ile korele bicimde, OHSS grubunda anlamli olarak arttig1
goriildii. Melatonin uygulanmis OHSS grubunda ise VEGF seviyelerinin 6nemli
Olciide azaldig1 gozlendi. VEGF seviyesinin yiiksek 6l¢iildiigii OHSS grubunun
histolojik incelemesinde korpus Iuteum ve kistik follikiillerin sayisinin ve
boyutlarinin artmasi nedeniyle medullanin daralmis oldugu, vaskiilarize alanlarin
arttigi ve ovaryumun hemen her yerinde hemorajik alanlar oldugu tespit edildi.
OHSS modeli olusturulan siganlarda antral follikiillerin graniiloza hiicrelerinde
VEGF seviyelerinin arttig1 bildirilmistir [200]. Bagka bir ¢alismada ise VEGF nin
esas kaynaginin ovaryum oldugu gosterilmis ve VEGFR-2 inhibitoriiniin vaskiiler
gecirgenligi azalttigi bildirilmistir [95]. Yapilan diger bir calismada OHSS’de
FS’de melatonin seviyelerinin VEGF seviyeleri ile korele olarak arttig1 ortaya
koyulmustur. Aymi1 ¢alismada melatoninin, MT-2 reseptorii araciligr ile AKT
sinyalini aktive ettigi ve VEGF ekspresyonunun melatoninle indiiklendigi
gosterilmistir. Ek olarak melatoninin bloke edilmesiyle OHSS olusturulmus sican
ovaryumlarinda VEGF ekspresyonunun zayifladigi ve OHSS semptomlarinin
kismen azaldigr bildirilmistir [204]. Baska bir ¢alismada ekzojen uygulanan
melatonin tedavisinin sigan ovaryumlarinda VEGF ve VEGF-1 ekspresyonunu
anlamli bir sekilde artirdig1 gozlenmistir [205]. OHSS hastalarinin graniiloza
hiicrelerinde MT2 ekspresyonunun daha yiiksek oldugu bulunmustur. Bu durum
melatonin  ve reseptoriinin - OHSS'min  diizenlenmesinde rol oynadigini
gostermektedir [201]. MT2'nin PKOS ve vaskiiler gegirgenlikle yakindan
baglantili  oldugu bildirilmistir  [206, 207]. VEGF-A ve VEGF-C

immiinreaktivitelerinin deney gruplarinda karsilagtirmali olarak incelendigi
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calismamizda, tiim gruplardaki ovaryumlarda VEGF immiinreaktivitesi degisen
oranlarda goriilmekle birlikte OHSS grubunda tutulumun daha belirgin oldugu
goriildii. Medullar bolgede kan damarlart ¢evresinde, stromal hiicreler, sekonder
ve olgun follikiillerin graniiloza hiicreleri ve etrafindaki teka tabakalar
hiicrelerinde immiinreaktivite daha fazla gdzlendi. Buna karsin melatonin
uygulanmis OHSS grubunda ise VEGF tutulumunun OHSS grubuna goére azaldigi

goriildii.

KOH’da uygulanan tedavi protokollerinde 6zellikle gonadotropin ile
indiiklenmis hastalarin kan estradiol seviyelerinde anlamli artig saptanmistir [87].
Fakat OHSS patogenezinde bu seviyelerin ¢ok daha fazla artti§i ve hatta kan
estradiol seviyelerinin OHSS’nin 6nlenmesi ve OHSS tedavisinin izleminde
onemli bir parametre oldugu bilinmektedir [142]. Calismamizda OHSS grubu
serum estradiol seviyelerinin belirgin olarak arttig1 goriilmiistiir. Melatoninin
OHSS modeli olusturulmus gruptaki peritoneal sividaki artmis VEGF ve IL-6
seviyeleri ile kan serumundaki E2 diizeylerini anlamli Olclide disiirdiigii

gozlenmistir.

OHSS patogenezinde yer alan ve son yillarda {izerinde daha ¢ok ¢alisma
yapilan diger bir konu ise baz sitokinlerdir. Ozellikle IL-1, IL-2, IL-6, IL-8, IL-
10, TNF-a ve diger bazi sitokinlerin artmis kapiller gecirgenlik, ovaryan
neovaskiilarizasyon, enflamatuvar yanit ve hepatik albiimin iiretimini azaltarak

patogenezi etkiledigi anlasilmistir [15, 123-125, 127, 128, 131]. Calismamizda

104



peritoneal aspiratta IL-6 diizeylerinin OHSS grubunda Kontrol grubuna gore

yaklasik 2 kat arttig1 gdzlenmistir.

OHSS ile ilgili ¢ok sayida calisma olmasina ragmen bu sendromun
melatonin ile iligkisi ve ekzojen olarak uygulanan melatoninin ovaryumlar
tizerindeki etkisini konu alan ¢aligma olduk¢a az sayidadir. Calismamizda ekzojen
uygulanan melatoninin biyokimyasal parametreler, ovaryum histolojisi, follikiil
gelisimi, ovulasyon indiiksiyonu {iizerine genel olarak olumlu etkileri oldugu
goriilmiistiir. Ancak melatoninin etki mekenizmalarinin aydinlatilmasi anlaminda

daha ileri ¢aligmalarin planlanmasinin da uygun olacag diisiiniilmektedir.
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6. SONUC

OHSS hakkinda yapilan diger calismalar incelenerek ¢alismamizda
siganlarda deneysel OHSS modeli olusturulmustur ve hem OHSS patogenezinden
sorumlu oldugu diisiiniilen IL-6, VEGF, E2 gibi parametreler hem de OHSS
olusturulmus modelde melatoninin ovaryumlar {lizerindeki etkisi incelenmistir.
Infertilite tedavisinde kullanilan ovulasyon indiiksiyonundaki amacin déllenme
kapasitesi yiiksek oositler elde etmek oldugu diisiiniildiiglinde, indiiksiyonda
kullanilan hCG miktar1 ile tetiklenen kimi zaman hayati tehdit edecek klinik
semptomlara yol agcan OHSS’nin patogenezi, Onlenmesi ve tedavisi i¢in bu
caligmanin yararli olabilecegi diisliniilmistiir. Yaptigimiz deneysel calismada
rastgele secilmis ratlarla deneysel olarak kontrol, KOH, OHSS ve melatonin
uygulanmis OHSS gruplart olusturulmustur. Histomorfometrik olarak deney
gruplari arasinda ovaryum ¢aplari, sekonder (antral), Graafian (olgun), atretik ve
kistik follikiiller ile korpus luteum sayilar1 degerlendirilmistir. Her deney
grubundaki siganlarin deneyin ilk giinii ve son giinii viicut agirliklar1 6l¢iilmiistir.
Immunohistokimyasal olarak tiim deney gruplar1 arasinda VEGF A ve VEGF C
tutulumlar1 degerlendirilmistir. Alinan kan ve peritoneal aspirat sivilarindan E2 ile
IL-6 ve VEGF diizeyleri ELISA yontemi ile analiz edilmistir. Follikiilogenezis
sirasinda ve ovulasyon indiiksiyonunda follikiiler sivida artmis olarak bulunan
melatoninin ekzojen olarak verilmesi durumunda OHSS modeli olusmus sigan
ovaryumlarinda olgun follikiilleri arttirdig1, atretik follikiilleri anlamli olarak
azalttig1, korpus luteum sayilarmi arttirdigir gosterilmistir. Yine KOH ve OHSS

gruplarinda peritoneal aspirat sivisindaki ileri derecede artmis VEGF ve IL-6
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seviyelerini azalttig1 ortaya ¢ikmistir. Kan Orneklerinden olgiilen E2 seviyelerini

de anlamli olarak diisiirdiigli gdzlenmistir.

Calismamizin sonucunda ekzojen uygulanan melatoninin antioksidan,
antienflamatuvar ve antiapopitotik 6zelligi nedeniyle biyokimyasal parametreler,
ovaryum histolojisi, follikiil gelisimi ve ovulasyon iizerine olumlu etkileri oldugu
goriilmiistiir. Melatoninin OHSS nin 6nlenmesi ve tedavisine yardimci olabilecegi
diisiiniilmektedir. Literatiirde OHSS ve melatonin iligkisi bakimindan kisith
sayida calisma olmasindan dolay1 OHSS patogenezi ve klinik seyrinde melatonin

etkisi ile ilgili ¢aligmalara daha fazla ihtiya¢ duyulmaktadir.

107



10.

11.

12.

13.

14.

15.

7. KAYNAKLAR

Selter, J., et al., Life-threatening complications among women with severe
ovarian hyperstimulation syndrome. American journal of obstetrics and
gynecology, 2019. 220(6): p. 575. e1-575. el 1.

Sutcliffe, A.G. and M. Ludwig, Outcome of assisted reproduction. The
Lancet, 2007. 370(9584): p. 351-359.

Roque, M., et al., Freeze-all policy: fresh vs. frozen-thawed embryo
transfer. Fertility and sterility, 2015. 103(5): p. 1190-1193.

Rova, K., H. Passmark, and P.G. Lindqvist, Venous thromboembolism in
relation to in vitro fertilization: an approach to determining the incidence
and increase in risk in successful cycles. Fertility and sterility, 2012.
97(1): p. 95-100.

Delvigne, A. and S. Rozenberg, Review of clinical course and treatment of
ovarian hyperstimulation syndrome (OHSS). Hum Reprod Update, 2003.
9(1): p. 77-96.

Thomsen, L. and P. Humaidan, Ovarian hyperstimulation syndrome in the
21st century: the role of gonadotropin-releasing hormone agonist trigger
and kisspeptin. Current Opinion in Obstetrics and Gynecology, 2015.
27(3): p. 210-214.

Humaidan, P., et al., Ovarian hyperstimulation syndrome: review and new
classification criteria for reporting in clinical trials. Huoman
Reproduction, 2016. 31(9): p. 1997-2004.

Pfeifer, S., et al., Optimizing natural fertility: a committee opinion.
Fertility and Sterility, 2017. 107(1): p. 52-58.

Kwik, M. and E. Maxwell, Pathophysiology, treatment and prevention of
ovarian hyperstimulation syndrome. Curr Opin Obstet Gynecol, 2016.
28(4): p. 236-41.

Nelson, S.M., Prevention and management of ovarian hyperstimulation
syndrome. Thrombosis research, 2017. 151: p. S61-S64.

Blumenfeld, Z., The ovarian hyperstimulation syndrome, in Vitamins and
hormones. 2018, Elsevier. p. 423-451.

Delbaere, A., et al., Increased angiotensin Il in ascites during severe
ovarian hyperstimulation syndrome: role of early pregnancy and ovarian
gonadotropin stimulation. Fertil Steril, 1997. 67(6): p. 1038-45.

Kumar, P. and S.F. Sait, Luteinizing hormone and its dilemma in ovulation
induction. ] Hum Reprod Sci, 2011. 4(1): p. 2-7.

Orvieto, R., et al., Interleukin-2 and SOCS-1 proteins involvement in the
pathophysiology of severe ovarian hyperstimulation syndrome-a
preliminary proof of concept. Journal of ovarian research, 2014. 7(1): p.
106.

Shi, S.-L., et al., Expression of CD11c+ HLA-DR+ dendritic cells and
related cytokines in the follicular fluid might be related to pathogenesis of
ovarian hyperstimulation syndrome. International journal of clinical and
experimental pathology, 2015. 8(11): p. 15133.

108



16.

17.

18.

19.

20.

21.

22.

23.

24.

25.

26.

27.

28.

29.

30.

31.

Field, S.L., et al., Cytokines in ovarian folliculogenesis, oocyte maturation
and luteinisation. Molecular reproduction and Development, 2014. 81(4):
p. 284-314.

Chen, S.-U., et al., Signal mechanisms of vascular endothelial growth
factor and interleukin-8 in ovarian hyperstimulation syndrome: dopamine
targets their common pathways. Human reproduction, 2010. 25(3): p. 757-
767.

Bergers, G. and L.E. Benjamin, Tumorigenesis and the angiogenic switch.
Nature reviews cancer, 2003. 3(6): p. 401-410.

Romeu, L.R.G., et al., Effects of melatonin on histomorphology and on the
expression of steroid receptors, VEGF, and PCNA in ovaries of
pinealectomized female rats. Fertility and sterility, 2011. 95(4): p. 1379-
1384.

Albert, C., et al., The role of endothelial cells in the pathogenesis of
ovarian hyperstimulation syndrome. Molecular Human Reproduction,
2002. 8(5): p. 409-418.

Watanabe, T., et al., Gene expression signature for recurrence in stage I11
colorectal cancers. Cancer, 2009. 115(2): p. 283-292.

Abramov, Y., et al., Vascular endothelial growth factor plasma levels
correlate to the clinical picture in severe ovarian hyperstimulation
syndrome. Fertility and Sterility, 1997. 67(2): p. 261-265.

Chen, C.-D., et al., Relationships of serum pro-inflammatory cytokines and
vascular endothelial growth factor with liver dysfunction in severe ovarian
hyperstimulation syndrome. Human Reproduction, 2000. 15(1): p. 66-71.
Tamura, H., et al., Melatonin and female reproduction. Journal of
Obstetrics and Gynaecology Research, 2014. 40(1): p. 1-11.
Schlabritz-Loutsevitch, N., et al., The human myometrium as a target for
melatonin. The Journal of Clinical Endocrinology & Metabolism, 2003.
88(2): p. 908-913.

Woo, M.M,, et al., Direct action of melatonin in human granulosa-luteal
cells. The Journal of Clinical Endocrinology & Metabolism, 2001. 86(10):
p- 4789-4797.

Tamura, H., et al., Melatonin and the ovary: physiological and
pathophysiological implications. Fertil Steril, 2009. 92(1): p. 328-43.
Kandemir, Y.B., C. Aydin, and G. Gorgisen, The effects of melatonin on
oxidative stress and prevention of primordial follicle loss via activation of
mTOR pathway in the rat ovary. Cell. Mol. Biol.(Noisy le Grand), 2017.
63: p. 100-106.

Sadler, T.W., Langman's medical embryology. 2018: Lippincott Williams
& Wilkins.

Oktem, O. and B. Urman, Understanding follicle growth in vivo. Human
reproduction, 2010. 25(12): p. 2944-2954.

Yoshino, T. and D. Saito. Epithelial-to-mesenchymal transition—based
morphogenesis of dorsal mesentery and gonad. in Seminars in cell &
developmental biology. 2019. Elsevier.

109



32.

33.

34.

35.

36.

37.

38.

39.

40.

41.

42.

43.

44,

45.

46.

47.

48.

Seidman, J.D., et al., Surface epithelial tumors of the ovary, in Blaustein’s
pathology of the female genital tract. 2002.

Russell, P., Common epithelial tumours of the ovary—a new look. 1985,
Taylor & Francis.

M., G. Embryology ovary. 2020 [cited 2020 August 21st]; Available
from:
http://www.pathologyoutlines.com/topic/ovarynontumorembryology.html.
Clement, P.B., Anatomy and histology of the ovary, in Blaustein’s
pathology of the female genital tract. 1987, Springer. p. 438-470.
REEVES, G., Specific stroma in the cortex and medulla of the ovary: cell
types and vascular supply in relation to follicular apparatus and
ovulation. Obstetrics & Gynecology, 1971. 37(6): p. 832-844.

Ying, J., et al., Can ovaries be preserved after an ovarian arteriovenous
disconnection? One case report and a review of surgical treatment using
Da Vinci robots for aggressive ovarian fibromatosis. Journal of Ovarian
Research, 2019. 12(1): p. 52.

Sternberg, S.S., Histology for pathologists. 1997, Philadelphia (PA); New
York (N.Y.): Lippincott-Raven. 929-959.

Hallas-Potts, A., J.C. Dawson, and C.S. Herrington, Ovarian cancer cell
lines derived from non-serous carcinomas migrate and invade more
aggressively than those derived from high-grade serous carcinomas.
Scientific reports, 2019. 9(1): p. 1-10.

Pawlina, W. and M.H. Ross, Histology: a text and atlas: with correlated
cell and molecular biology. 2018: Lippincott Williams & Wilkins.

Del Campo, M., et al., Effect of superior ovarian nerve and plexus nerve
sympathetic denervation on ovarian-derived infertility provoked by
estradiol exposure to rats. Frontiers in physiology, 2019. 10: p. 349.
Richards, J.S. and S.A. Pangas, The ovary: basic biology and clinical
implications. J Clin Invest, 2010. 120(4): p. 963-72.

Fujisawa, M., et al., Ovarian stromal cells as a source of cancer-
associated fibroblasts in human epithelial ovarian cancer: A
histopathological study. PLoS One, 2018. 13(10): p. €0205494.
Drummond, A.E., The role of steroids in follicular growth. Reprod Biol
Endocrinol, 2006. 4: p. 16.

Hirshfield, A.N., Overview of ovarian follicular development:
considerations for the toxicologist. Environ Mol Mutagen, 1997. 29(1): p.
10-5.

Macklon, N.S. and B.C. Fauser, Follicle development during the normal
menstrual cycle. Maturitas, 1998. 30(2): p. 181-8.

Macklon, N.S. and B.C. Fauser, Follicle-stimulating hormone and
advanced follicle development in the human. Arch Med Res, 2001. 32(6):
p- 595-600.

Sun, Y.C., et al., The role of germ cell loss during primordial follicle
assembly: a review of current advances. Int J Biol Sci, 2017. 13(4): p.
449-457.

110


http://www.pathologyoutlines.com/topic/ovarynontumorembryology.html

49.

50.

51.

52.

53.

54.

55.

56.

57.

58.

59.

60.

61.

62.

63.

64.

65.

Hillier, S.G., Gonadotropic control of ovarian follicular growth and
development. Mol Cell Endocrinol, 2001. 179(1-2): p. 39-46.

Williams, C.J. and G.F. Erickson, Morphology and Physiology of the
Ovary, in Endotext, K.R. Feingold, et al., Editors. 2000, MDText.com,
Inc. Copyright © 2000-2020, MDText.com, Inc.: South Dartmouth (MA).
Barnett, K.R., et al., Ovarian follicle development and transgenic mouse
models. Hum Reprod Update, 2006. 12(5): p. 537-55.

Gilbert, R.O., Symposium review: Mechanisms of disruption of fertility by
infectious diseases of the reproductive tract. J Dairy Sci, 2019. 102(4): p.
3754-3765.

Kara, E., et al., Modulation of Gonadotropins Activity by Antibodies. Front
Endocrinol (Lausanne), 2019. 10: p. 15.

Laven, J.S.E., Follicle Stimulating Hormone Receptor (FSHR)
Polymorphisms and Polycystic Ovary Syndrome (PCOS). Front
Endocrinol (Lausanne), 2019. 10: p. 23.

Reed, B.G. and B.R. Carr, The Normal Menstrual Cycle and the Control
of Ovulation, in Endotext, K.R. Feingold, et al., Editors. 2000,
MDText.com, Inc. Copyright © 2000-2020, MDText.com, Inc.: South
Dartmouth (MA).

Hamilton-Fairley, D. and A. Taylor, Anovulation. BMJ (Clinical research
ed.), 2003. 327(7414): p. 546-549.

Dosouto, C., T. Haahr, and P. Humaidan, Advances in ovulation trigger
strategies. Panminerva Med, 2019. 61(1): p. 42-51.

Pundir, J., et al., Overview of systematic reviews of non-pharmacological
interventions in women with polycystic ovary syndrome. Hum Reprod
Update, 2019. 25(2): p. 243-256.

Mansfield, M.J. and S.J. Emans, Adolescent menstrual irregularity. J
Reprod Med, 1984. 29(6): p. 399-410.

Mikhael, S., A. Punjala-Patel, and L. Gavrilova-Jordan, Hypothalamic-
Pituitary-Ovarian Axis Disorders Impacting Female Fertility.
Biomedicines, 2019. 7(1).

Weiss, N.S., et al., Gonadotrophins for ovulation induction in women with
polycystic ovary syndrome. Cochrane Database Syst Rev, 2019. 1(1): p.
Cd010290.

Morin-Papunen, L., et al., Metformin improves pregnancy and live-birth
rates in women with polycystic ovary syndrome (PCOS).: a multicenter,
double-blind, placebo-controlled randomized trial. J Clin Endocrinol
Metab, 2012. 97(5): p. 1492-500.

Use of clomiphene citrate in women. Fertil Steril, 2006. 86(5 Suppl 1): p.
S187-93.

Diamond, M.P., et al., Endometrial shedding effect on conception and live
birth in women with polycystic ovary syndrome. Obstet Gynecol, 2012.
119(5): p. 902-8.

Lobo, R.A., et al., An extended regimen of clomiphene citrate in women
unresponsive to standard therapy. Fertil Steril, 1982. 37(6): p. 762-6.

111



66.

67.

68.

69.

70.

71.

72.

73.

74.

75.

76.

77.

78.

79.

80.

Imani, B., et al., Predictors of chances to conceive in ovulatory patients
during clomiphene citrate induction of ovulation in normogonadotropic
oligoamenorrheic infertility. J Clin Endocrinol Metab, 1999. 84(5): p.
1617-22.

Imani, B., et al., 4 nomogram to predict the probability of live birth after
clomiphene citrate induction of ovulation in normogonadotropic
oligoamenorrheic infertility. Fertil Steril, 2002. 77(1): p. 91-7.

Guazick, D.S., et al., Efficacy of treatment for unexplained infertility. Fertil
Steril, 1998. 70(2): p. 207-13.

Sanner, K., et al., Ovarian epithelial neoplasia after hormonal infertility
treatment: long-term follow-up of a historical cohort in Sweden. Fertil
Steril, 2009. 91(4): p. 1152-8.

Zreik, T.G., et al., Fertility drugs and risk of ovarian cancer: dispelling
the myth. Curr Opin Obstet Gynecol, 2008. 20(3): p. 313-9.

Gerli, S., et al., Recombinant versus urinary follicle-stimulating hormone
in intrauterine insemination cycles: a prospective, randomized analysis of
cost effectiveness. Fertility and sterility, 2004. 82(3): p. 573-578.

Gerli, S., et al., Ovulation induction with urinary FSH or recombinant
FSH in polycystic ovary syndrome patients: a prospective randomized
analysis of cost-effectiveness. Reproductive BioMedicine Online, 2004.
9(5): p. 494-499.

AR., G., Ovulation induction, in Imaging of the infertile couple, B.C.
Goldstein SR, Editor. 2001, Martin Dunitz: London, UK. p. 143-160.
Land, J.A., et al., High-dose human menopausal gonadotropin stimulation
in poor responders does not improve in vitro fertilization outcome.
Fertility and sterility, 1996. 65(5): p. 961-965.

Chang, P., et al., Recombinant human chorionic gonadotropin (rhCG) in
assisted reproductive technology: results of a clinical trial comparing two
doses of rhCG (OvidrelR) to urinary hCG (ProfasiR) for induction of final
follicular maturation in in vitro fertilization—embryo transfer. Fertility and
sterility, 2001. 76(1): p. 67-74.

Claman, P., V. Wilkie, and D. Collins, Timing intrauterine insemination
either 33 or 39 hours after administration of human chorionic
gonadotropin yields the same pregnancy rates as after superovulation
therapy. Fertility and sterility, 2004. 82(1): p. 13-16.

Jayaprakasan, K., et al., Prediction of in vitro fertilization outcome at
different antral follicle count thresholds in a prospective cohort of 1,012
women. Fertil Steril, 2012. 98(3): p. 657-63.

Kahnberg, A., et al., Prediction of ovarian hyperstimulation syndrome in
women undergoing in vitro fertilization. Acta Obstet Gynecol Scand,
2009. 88(12): p. 1373-81.

Luke, B., et al., Factors associated with ovarian hyperstimulation
syndrome (OHSS) and its effect on assisted reproductive technology (ART)
treatment and outcome. Fertil Steril, 2010. 94(4): p. 1399-1404.
Papanikolaou, E.G., et al., Incidence and prediction of ovarian
hyperstimulation syndrome in women undergoing gonadotropin-releasing

112



81.

82.

83.

84.

85.

86.

87.

88.

89.

90.

91.

92.

93.

94.

95.

hormone antagonist in vitro fertilization cycles. Fertil Steril, 2006. 85(1):
p. 112-20.

Steward, R.G., et al., Oocyte number as a predictor for ovarian
hyperstimulation syndrome and live birth: an analysis of 256,381 in vitro
fertilization cycles. Fertil Steril, 2014. 101(4): p. 967-73.

Geva, E. and R.B. Jaffe, Role of vascular endothelial growth factor in
ovarian physiology and pathology. Fertil Steril, 2000. 74(3): p. 429-38.
Levin, E.R., et al., Role of vascular endothelial cell growth factor in
Ovarian Hyperstimulation Syndrome. J Clin Invest, 1998. 102(11): p.
1978-85.

Neulen, J., et al., Human chorionic gonadotropin-dependent expression of
vascular endothelial growth factor/vascular permeability factor in human
granulosa cells: importance in ovarian hyperstimulation syndrome. J Clin
Endocrinol Metab, 1995. 80(6): p. 1967-71.

Pellicer, A., et al., The pathogenesis of ovarian hyperstimulation
syndrome: in vivo studies investigating the role of interleukin-1beta,
interleukin-6, and vascular endothelial growth factor. Fertil Steril, 1999.
71(3): p. 482-9.

Whelan, J.G., 3rd and N.F. Vlahos, The ovarian hyperstimulation
syndrome. Fertil Steril, 2000. 73(5): p. 883-96.

Revel, A., et al., Characterization of intraperitoneal cytokines and nitrites
in women with severe ovarian hyperstimulation syndrome. Fertil Steril,
1996. 66(1): p. 66-71.

Bergh, P.A. and D. Navot, Ovarian hyperstimulation syndrome: a review
of pathophysiology. J Assist Reprod Genet, 1992. 9(5): p. 429-38.
Goldsman, M.P., et al., Increased capillary permeability induced by
human follicular fluid: a hypothesis for an ovarian origin of the
hyperstimulation syndrome. Fertil Steril, 1995. 63(2): p. 268-72.
Abramov, Y., U. Elchalal, and J.G. Schenker, Severe OHSS: An 'epidemic’
of severe OHSS: a price we have to pay? Hum Reprod, 1999. 14(9): p.
2181-3.

Golan, A., et al., Ovarian hyperstimulation syndrome. an update review.
Obstet Gynecol Surv, 1989. 44(6): p. 430-40.

Aboulghar, M.A. and R.T. Mansour, Ovarian hyperstimulation syndrome:
classifications and critical analysis of preventive measures. Hum Reprod
Update, 2003. 9(3): p. 275-89.

Morris, R.S., et al., Inhibition of ovarian-derived prorenin to angiotensin
cascade in the treatment of ovarian hyperstimulation syndrome. Hum
Reprod, 1995. 10(6): p. 1355-8.

McClure, N., et al., Vascular endothelial growth factor as capillary
permeability agent in ovarian hyperstimulation syndrome. Lancet, 1994.
344(8917): p. 235-6.

Soares, S.R., et al., Targeting the vascular endothelial growth factor
system to prevent ovarian hyperstimulation syndrome. Hum Reprod
Update, 2008. 14(4): p. 321-33.

113



96.

97.

98.

99.

100.

101.

102.

103.

104.

105.

106.

107.

108.

109.

110.

111.

Pau, E., et al., Plasma levels of soluble vascular endothelial growth factor
receptor-1 may determine the onset of early and late ovarian
hyperstimulation syndrome. Hum Reprod, 2006. 21(6): p. 1453-60.
Polishuk, W. and J. Schenker, Ovarian overstimulation syndrome. Fertility
and Sterility, 1969. 20(3): p. 443-450.

Navot, D., et al., Direct correlation between plasma renin activity and
severity of the ovarian hyperstimulation syndrome. Fertility and Sterility,
1987. 48(1): p. 57-61.

Kwik, M. and E. Maxwell, Pathophysiology, treatment and prevention of
ovarian hyperstimulation syndrome. Current Opinion in Obstetrics and
Gynecology, 2016. 28(4): p. 236-241.

Tollan, A., et al., Transcapillary fluid dynamics during ovarian
stimulation for in vitro fertilization. American journal of obstetrics and
gynecology, 1990. 162(2): p. 554-558.

Miller, L., et al., The dual role of PEDF in the pathogenesis of OHSS:
negating both angiogenic and inflammatory pathways. The Journal of
Clinical Endocrinology & Metabolism, 2016. 101(12): p. 4699-4709.
Sealey, J.E., S.A. Atlas, and J.H. Laragh, Prorenin and other large
molecular weight forms of renin. Endocr Rev, 1980. 1(4): p. 365-91.
Palumbo, A., J. Avila, and F. Naftolin, The Ovarian Renin-Angiotensin
System (OVRAS): A Major Factor in Ovarian Function and Disease.
Reprod Sci, 2016. 23(12): p. 1644-1655.

Hofmann, G.E., et al., Endometrial thickness is predictive of histologic
endometrial maturation in women undergoing hormone replacement for
ovum donation. Fertil Steril, 1996. 66(3): p. 380-3.

Glorioso, N., et al., Prorenin in high concentrations in human ovarian
follicular fluid. Science, 1986. 233(4771): p. 1422-4.

Sealey, J.E., et al., Cyclical secretion of prorenin during the menstrual
cycle: synchronization with luteinizing hormone and progesterone.
Proceedings of the National Academy of Sciences, 1985. 82(24): p. 8705-
87009.

Sealey, J.E., S.A. Atlas, and J.H. Laragh, Prorenin and other large
molecular weight forms of renin. Endocrine Reviews, 1980. 1(4): p. 365-
391.

Palumbo, A., J. Avila, and F. Naftolin, The Ovarian Renin—-Angiotensin
System (OVRAS) A Major Factor in Ovarian Function and Disease.
Reproductive Sciences, 2016. 23(12): p. 1644-1655.

Fernandez, L.A., et al., Renin-like activity in ovarian follicular fluid.
Fertility and sterility, 1985. 44(2): p. 219-223.

Blumenfeld, Z., N. Yoffe, and M. Bronshtein, Transvaginal sonography in
infertility and assisted reproduction. Obstetrical & gynecological survey,
1991. 46(1): p. 36-49.

Ong, A., et al., The pathogenesis of the ovarian hyperstimulation
syndrome (OHS). a possible role for ovarian renin. Clinical
endocrinology, 1991. 34(1): p. 43-49.

114



112.

113.

114.

115.

116.

117.

118.

119.

120.

121.

122.

123.

124.

125.
126.

127.

CULLER, M.D., et al., Angiotensin Il-like immunoreactivity in human
ovarian follicular fluid. The Journal of Clinical Endocrinology &
Metabolism, 1986. 62(3): p. 613-615.

Fernandez, L.A., J. Twickler, and A. Mead, Neovascularization produced
by angiotensin II. The Journal of laboratory and clinical medicine, 1985.
105(2): p. A2.

Robertson, A.L. and P.A. Khairallah, Effects of angiotensin Il and some
analogues on vascular permeability in the rabbit. Circulation Research,
1972. 31(6): p. 923-931.

Yoshimura, Y., et al., Locally produced angiotensin Il induces ovulation
by stimulating prostaglandin production in in vitro perfused rabbit
ovaries. Endocrinology, 1993. 133(4): p. 1609-1616.

McClure, N, et al., Vascular endothelial growth factor as capillary
permeability agent in ovarian hyperstimulation syndrome. The Lancet,
1994. 344(8917): p. 235-236.

Revel, A., et al., Characterization of intraperitoneal cytokines and nitrites
in women with severe ovarian hyperstimulation syndrome. Fertility and
sterility, 1996. 66(1): p. 66-71.

Kumar, P., et al., Ovarian hyperstimulation syndrome. Journal of human
reproductive sciences, 2011. 4(2): p. 70.

Hume, D.A., et al., The mononuclear phagocyte system of the mouse
defined by immunohistochemical localization of antigen F4/80.
macrophages of endocrine organs. Proceedings of the National Academy
of Sciences, 1984. 81(13): p. 4174-4177.

Nakamura, Y., et al., Increased number of mast cells in the dominant
follicle of the cow: relationships among luteal, stromal, and hilar regions.
Biology of reproduction, 1987. 37(3): p. 546-549.

LOUKIDES, J.A., et al., Human follicular fluids contain tissue
macrophages. The Journal of Clinical Endocrinology & Metabolism,
1990. 71(5): p. 1363-1367.

Zolti, M., et al., Cytokine involvement in oocytes and early embryos.
Fertility and sterility, 1991. 56(2): p. 265-272.

Mori, T., et al., Modulation of porcine granulosa cell functions by
interleukin-1. Steroids, 1989. 54(5): p. 543-552.

Gottschall, P.E., G. Katsuura, and A. Arimura, Interleukin-1 beta is more
potent than interleukin-1 alpha in supressing follicle-stimulating hormone-
induced differentiation of ovarian granulosa cells. Biochemical and
biophysical research communications, 1989. 163(2): p. 764-770.
Dinarello, C.A., Interleukin-1 and interleukin-1 antagonism. 1991.
Motro, B., et al., Pattern of interleukin 6 gene expression in vivo suggests
a role for this cytokine in angiogenesis. Proceedings of the National
Academy of Sciences, 1990. 87(8): p. 3092-3096.

Geva, E., et al., Elevated levels of interleukin-6 in the follicular fluid at the
time of oocyte retrieval for in vitro fertilization may predict the
development of early-form ovarian hyperstimulation syndrome. Fertility
and sterility, 1997. 68(1): p. 133-137.

115



128.

129.

130.

131.

132.

133.

134.

135.

136.

137.

138.

139.

140.

141.

142.

Funke, L., et al., Capillary leak syndrome associated with elevated IL-2
serum levels after allogeneic bone marrow transplantation. Annals of
hematology, 1994. 68(1): p. 49-52.

M, E., Finn AH. Interaction between neutrophils and endotheli—um. Ann
Thor (7~ ¢ Surg, 1993, 56 (6): 1503—1508.

Burke-Gaffney, A., T. Flood, and A. Keenan, Cytokine Modulation of
Adult and Neonatal Leukocyte Adherence to Vascular Endothelium, in
Vascular Endothelium. 1993, Springer. p. 155-156.

Chistyakova, G., et al., Immunological and hemostasiological disorders in
women with ovarian hyperstimulation syndrome. Gynecological
Endocrinology, 2014. 30(sup1): p. 39-42.

Naz, R.K., D. Thurston, and N. Santoro, Circulating tumor necrosis factor
(TNF)-a. in normally cycling women and patients with premature ovarian
failure and polycystic ovaries. American Journal of Reproductive
Immunology, 1995. 34(3): p. 170-175.

Larsen, C.G., et al., The neutrophil-activating protein (NAP-1) is also
chemotactic for T lymphocytes. Science, 1989. 243(4897): p. 1464-1466.
Goldsman, M.P., et al., Increased capillary permeability induced by
human follicular fluid: a hypothesis for an ovarian origin of the
hyperstimulation syndrome. Fertility and sterility, 1995. 63(2): p. 268-272.
Krasnow, J.S., et al., Vascular permeability factor and vascular
endothelial growth factor in ovarian hyperstimulation syndrome. a
preliminary report. Fertility and sterility, 1996. 65(3): p. 552-555.

Levin, E.R., et al., Role of vascular endothelial cell growth factor in
ovarian hyperstimulation syndrome. The Journal of clinical investigation,
1998. 102(11): p. 1978-1985.

Ferrara, N. and T. Davis-Smyth, The biology of vascular endothelial
growth factor. Endocrine reviews, 1997. 18(1): p. 4-25.

Chuderland, D, et al., The role of pigment epithelium-derived factor in the
pathophysiology and treatment of ovarian hyperstimulation syndrome in
mice. The Journal of Clinical Endocrinology & Metabolism, 2013. 98(2):
p- E258-E266.

Miller, L., et al., GnRH agonist triggering modulates PEDF to VEGF ratio
inversely to hCG in granulosa cells. The Journal of Clinical
Endocrinology & Metabolism, 2015. 100(11): p. E1428-E1436.

Craword, S.E., et al., The many facets of PEDF in drug discovery and
disease: a diamond in the rough or split personality disorder? Expert
opinion on drug discovery, 2013. 8(7): p. 769-792.

Ninio-Many, L., et al., microRNA-125a-3p reduces cell proliferation and
migration by targeting Fyn. Journal of cell science, 2013. 126(13): p.
2867-2876.

Medicine, P.C.0.t.A.S.f.R., Prevention and treatment of moderate and
severe ovarian hyperstimulation syndrome: a guideline. Fertility and
sterility, 2016. 106(7): p. 1634-1647.

116



143.

144.

145.

146.

147.

148.

149.

150.

151.

152.

153.

154.

155.

156.

157.

158.

Toftager, M., et al., Risk of severe ovarian hyperstimulation syndrome in
GnRH antagonist versus GnRH agonist protocol: RCT including 1050 first
IVF/ICSI cycles. Human Reproduction, 2016. 31(6): p. 1253-1264.
Lainas, G., et al., Pregnancy and neonatal outcomes following luteal
GnRH antagonist administration in patients with severe early OHSS.
Human Reproduction, 2013. 28(7): p. 1929-1942.

Garcia-Velasco, J.A., How to avoid ovarian hyperstimulation syndrome: a
new indication for dopamine agonists. Reproductive biomedicine online,
2009. 18: p. S71-S75.

Aboulghar, M., Prevention of OHSS. Reproductive biomedicine online,
2009. 19(1): p. 33-42.

Tso, L.O., et al., Metformin treatment before and during IVF or ICSI in
women with polycystic ovary syndrome. Cochrane Database of Systematic
Reviews, 2014(11).

Mai, Q., et al., Effect of letrozole on moderate and severe early-onset
ovarian hyperstimulation syndrome in high-risk women. a prospective
randomized trial. American journal of obstetrics and gynecology, 2017.
216(1): p. 42. el1-42. el0.

Alvarez, C., et al., Dopamine agonist cabergoline reduces
hemoconcentration and ascites in hyperstimulated women undergoing
assisted reproduction. The Journal of Clinical Endocrinology &
Metabolism, 2007. 92(8): p. 2931-2937.

Wong, K.M., S. Mastenbroek, and S. Repping, Cryopreservation of human
embryos and its contribution to in vitro fertilization success rates. Fertility
and sterility, 2014. 102(1): p. 19-26.

of the American, T.P.C., In vitro maturation: a committee opinion.
Fertility and Sterility, 2013. 99(3): p. 663-666.

Siristatidis, C.S., et al., In vitro maturation in subfertile women with
polycystic ovarian syndrome undergoing assisted reproduction. Cochrane
Database of Systematic Reviews, 2018(11).

Hardeland, R., et al., Melatonin--a pleiotropic, orchestrating regulator
molecule. Prog Neurobiol, 2011. 93(3): p. 350-84.

Reiter, R.J., et al., Melatonin reduces oxidant damage and promotes
mitochondrial respiration: implications for aging. Ann N'Y Acad Sci,
2002. 959: p. 238-50.

Barrett, P. and M. Bolborea, Molecular pathways involved in seasonal
body weight and reproductive responses governed by melatonin. J Pineal
Res, 2012. 52(4): p. 376-88.

Reiter, R.J. and F. Fraschini, Endocrine aspects of the mammalian pineal
gland: a review. Neuroendocrinology, 1969. 5(3): p. 219-55.

Hardeland, R., Antioxidative protection by melatonin: multiplicity of
mechanisms from radical detoxification to radical avoidance. Endocrine,
2005. 27(2): p. 119-30.

Tan, D.X., et al., Chemical and physical properties and potential
mechanisms: melatonin as a broad spectrum antioxidant and free radical
scavenger. Curr Top Med Chem, 2002. 2(2): p. 181-97.

117



159.

160.

161.

162.

163.

164.

165.

166.

167.

168.

169.

170.

171.

172.

173.

174.

175.

Reiter, R.J., et al., Peripheral reproductive organ health and melatonin:
ready for prime time. Int J Mol Sci, 2013. 14(4): p. 7231-72.

Reiter, R.J., et al., Pharmacological utility of melatonin in reducing
oxidative cellular and molecular damage. Pol J Pharmacol, 2004. 56(2): p.
159-70.

Urata, Y., et al., Melatonin induces gamma-glutamylcysteine synthetase
mediated by activator protein-1 in human vascular endothelial cells. Free
Radic Biol Med, 1999. 27(7-8): p. 838-47.

Tamura, H., et al., The role of melatonin as an antioxidant in the follicle. J
Ovarian Res, 2012. 5: p. 5.

Goud, A.P., et al., Reactive oxygen species and oocyte aging: role of
superoxide, hydrogen peroxide, and hypochlorous acid. Free Radic Biol
Med, 2008. 44(7): p. 1295-304.

Carlomagno, G., et al., Contribution of myo-inositol and melatonin to
human reproduction. Eur J Obstet Gynecol Reprod Biol, 2011. 159(2): p.
267-72.

Reiter, R.J., et al., Biochemical reactivity of melatonin with reactive
oxygen and nitrogen species: a review of the evidence. Cell Biochem
Biophys, 2001. 34(2): p. 237-56.

Vijayalaxmi, et al., Melatonin as a radioprotective agent: a review. Int J
Radiat Oncol Biol Phys, 2004. 59(3): p. 639-53.

Ferreira, S.G., et al., Effects of melatonin on DNA damage induced by
cyclophosphamide in rats. Braz ] Med Biol Res, 2013. 46(3): p. 278-86.
Sliwinski, T., et al., Protective action of melatonin against oxidative DNA
damage: chemical inactivation versus base-excision repair. Mutat Res,
2007. 634(1-2): p. 220-7.

Reiter, R.J., et al., Medical implications of melatonin: receptor-mediated
and receptor-independent actions. Adv Med Sci, 2007. 52: p. 11-28.
Cruz, M.H., et al., Essential actions of melatonin in protecting the ovary
from oxidative damage. Theriogenology, 2014. 82(7): p. 925-32.

Devine, P.J., S.D. Perreault, and U. Luderer, Roles of reactive oxygen
species and antioxidants in ovarian toxicity. Biology of reproduction,
2012. 86(2): p. 27, 1-10.

Al-Gubory, K.H., et al., Antioxidant enzymatic defence systems in sheep
corpus luteum throughout pregnancy. Reproduction, 2004. 128(6): p. 767-
74.

Halliwell, B. and J.M. Gutteridge, Free radicals and antioxidant
protection: mechanisms and significance in toxicology and disease. Hum
Toxicol, 1988. 7(1): p. 7-13.

Hussein, T.S., et al., Qocytes prevent cumulus cell apoptosis by
maintaining a morphogenic paracrine gradient of bone morphogenetic
proteins. J Cell Sci, 2005. 118(Pt 22): p. 5257-68.

Foghi, A., et al., Fas-induced apoptosis in rat thecal/interstitial cells
signals through sphingomyelin-ceramide pathway. Endocrinology, 1998.
139(4): p. 2041-7.

118



176.

177.

178.

179.

180.

181.

182.

183.

184.

185.

186.

187.

188.

189.

190.

191.

192.

Savill, J. and V. Fadok, Corpse clearance defines the meaning of cell
death. Nature, 2000. 407(6805): p. 784-8.

Ott, M., et al., Cytochrome c release from mitochondria proceeds by a
two-step process. Proc Natl Acad Sci U S A, 2002. 99(3): p. 1259-63.
Hsu, S.Y., et al., Targeted overexpression of Bcl-2 in ovaries of transgenic
mice leads to decreased follicle apoptosis, enhanced folliculogenesis, and
increased germ cell tumorigenesis. Endocrinology, 1996. 137(11): p.
4837-43.

Ptak, A., et al., Induction of cytochromes P450, caspase-3 and DNA
damage by PCB3 and its hydroxylated metabolites in porcine ovary.
Toxicol Lett, 2006. 166(3): p. 200-11.

Brzezinski, A., et al., Melatonin in human preovulatory follicular fluid. J
Clin Endocrinol Metab, 1987. 64(4): p. 865-7.

Nakamura, Y., et al., Increased endogenous level of melatonin in
preovulatory human follicles does not directly influence progesterone
production. Fertil Steril, 2003. 80(4): p. 1012-6.

Cruz, M.H., et al., Role of melatonin on production and preservation of
gametes and embryos: a brief review. Anim Reprod Sci, 2014. 145(3-4):
p. 150-60.

Rocha, R.M., et al., Interaction between melatonin and follicle-stimulating
hormone promotes in vitro development of caprine preantral follicles.
Domest Anim Endocrinol, 2013. 44(1): p. 1-9.

Tamura, H., et al., Melatonin and pregnancy in the human. Reprod
Toxicol, 2008. 25(3): p. 291-303.

Hockenbery, D.M., et al., Bcl-2 functions in an antioxidant pathway to
prevent apoptosis. Cell, 1993. 75(2): p. 241-51.

Liu, F. and T.B. Ng, Effect of pineal indoles on activities of the
antioxidant defense enzymes superoxide dismutase, catalase, and
glutathione reductase, and levels of reduced and oxidized glutathione in
rat tissues. Biochem Cell Biol, 2000. 78(4): p. 447-53.

Wang, F., et al., Melatonin promotes the in vitro development of
pronuclear embryos and increases the efficiency of blastocyst
implantation in murine. J Pineal Res, 2013. 55(3): p. 267-74.

Woo, M.M,, et al., Direct action of melatonin in human granulosa-luteal
cells. J Clin Endocrinol Metab, 2001. 86(10): p. 4789-97.

Reiter, R.J., et al., Melatonin and reproduction revisited. Biol Reprod,
2009. 81(3): p. 445-56.

Sugino, N., et al., Suppression of intracellular superoxide dismutase
activity by antisense oligonucleotides causes inhibition of progesterone
production by rat luteal cells. Biol Reprod, 1999. 61(4): p. 1133-8.

Lee, S., et al., Role of nitric oxide in the regulation of superoxide
dismutase and prostaglandin F(2alpha) production in bovine luteal
endothelial cells. J Reprod Dev, 2010. 56(4): p. 454-9.

Rizzo, A., et al., Roles of reactive oxygen species in female reproduction.
Reprod Domest Anim, 2012. 47(2): p. 344-52.

119



193.

194.

195.

196.

197.

198.

199.

200.

201.

202.

203.

204.

205.

206.

207.

Vu, H.V,, et al., Roles of prostaglandin F2alpha and hydrogen peroxide in
the regulation of Copper/Zinc superoxide dismutase in bovine corpus
luteum and luteal endothelial cells. Reprod Biol Endocrinol, 2012. 10: p.
87.

Espey, L.L., Current status of the hypothesis that mammalian ovulation is
comparable to an inflammatory reaction. Biol Reprod, 1994. 50(2): p.
233-8.

Taketani, T., et al., Protective role of melatonin in progesterone
production by human luteal cells. J Pineal Res, 2011. 51(2): p. 207-13.
Minegishi, K., et al., Reactive oxygen species mediate leukocyte-
endothelium interactions in prostaglandin F2alpha -induced luteolysis in
rats. Am J Physiol Endocrinol Metab, 2002. 283(6): p. E1308-15.
Tamura, H., et al., Melatonin as a free radical scavenger in the ovarian
follicle. Endocr J, 2013. 60(1): p. 1-13.

Miyamoto, K., et al., Effect of oxidative stress during repeated ovulation
on the structure and functions of the ovary, oocytes, and their
mitochondria. Free Radic Biol Med, 2010. 49(4): p. 674-81.

Maganhin, C.C., et al., Effects of melatonin on ovarian follicles. Eur J
Obstet Gynecol Reprod Biol, 2013. 166(2): p. 178-84.

Ozgur, S., et al., The effects of resveratrol on ovarian hyperstimulation
syndrome in a rat model. Taiwan J Obstet Gynecol, 2018. 57(3): p. 383-
388.

Li, Y., et al., Higher melatonin in the follicle fluid and MT2 expression in
the granulosa cells contribute to the OHSS occurrence. Reproductive
Biology and Endocrinology, 2019. 17(1): p. 37.

Loren, P., et al., Melatonin scavenger properties against oxidative and
nitrosative stress: impact on gamete handling and in vitro embryo
production in humans and other mammals. International Journal of
Molecular Sciences, 2017. 18(6): p. 1119.

Tong, J., et al., Melatonin levels in follicular fluid as markers for I[VF
outcomes and predicting ovarian reserve. Reproduction (Cambridge,
England), 2017. 153(4): p. 443-451.

Li, Y., et al., Melatonin stimulates VEGF expression in human granulosa-
lutein cells: A potential mechanism for the pathogenesis of ovarian
hyperstimulation syndrome. Molecular and Cellular Endocrinology, 2020:
p. 110981.

Kandemir, Y.B., et al., Is the effect of melatonin on vascular endothelial
growth factor receptor-2 associated with angiogenesis in the rat ovary?
Clinics, 2019. 74.

Li, C., et al., Association of rs10830963 and rs10830962 SNPs in the
melatonin receptor (MTNRI1B) gene among Han Chinese women with
polycystic ovary syndrome. Molecular human reproduction, 2011. 17(3):
p. 193-198.

Masana, M.1., et al., MT2 melatonin receptors are present and functional
in rat caudal artery. Journal of Pharmacology and Experimental
Therapeutics, 2002. 302(3): p. 1295-1302.

120



8. OZET

Deneysel Ovaryan Hiperstimiilasyon Sendromu Modelinde Melatoninin Yapisal ve

Vaskiiler Degisiklikler Uzerine Etkisinin incelenmesi

Son yillarda artan infertilite nedeniyle kullanilan yardimci tireme teknikleri ile basarili
gebelik oranlart giderek artmaktadir. Ovaryan follikiilleri uyarmak ic¢in kullanilan
teknikler baz1 komplikasyonlara yol agmaktadir. Bu komplikasyonlarin en énemlisi ve
hayatt tehdit edeni Ovaryan Hiperstimiilasyon Sendromu (OHSS)’dur. OHSS
patogenezinde baslica 3 mekanizma sorumlu tutulmaktadir. Bunlardan ilki artan vaskiiler
endotelyal biiylime faktorii (VEGF) duyarliligi ile intravaskiiler alandan ekstravaskiiler
alan ve {igiincii bosluklara anormal s1v1 kagisidir. Bunun sonucunda intravaskiiler voliim
azalmasina bagli hipotansiyon ve sok tablosu goriilmektedir. Ikinci mekanizma
inflamatuvar medyatorlerin [Interlokin-1 (IL-1), Interlokin-6 (IL-6), Tiimor Nekrozis
Faktor alfa (TNF- )] artisia bagl inflamatuvar siirectir. Ugiincii mekanizma ise Renin-
Anjiotensin-Aldosteron sisteminin agir1 aktivasyonuna bagli peritoneal ve plevral
bosluklar gibi ii¢lincii bosluklara hizli bir sekilde sivi kagisidir. Melatonin lipofilik yapida
bir hormon olup kan-beyin bariyerini kolayca gegebilmektedir. Melatonin sadece sistemik
dolasimda yer almaz, ayni zamanda intrafollikiiler sivida bulunup follikiillerin
olgunlagmasinda da 6nemli bir role sahiptir. Bununla beraber, melatoninin antioksidan ve
anti-inflamatuvar etkisi ve VEGF ekspresyonunu diizenleyici rol oynamasi nedeniyle
OHSS tedavisinde melatonin kullaniminin basarili olabilecegi diisiiniilmektedir.
Caligmamizda 22 giinliik, 28 adet Wistar Albino cinsi disi sigan kullanilarak OHSS
modeli olusturuldu. Bunun igin her bir grupta 7 tane olmak iizere siganlar rasgele 4 gruba
ayrildi. OHSS modelinin indiiklendigi grubta 7 giinlik melatonin tedavisinin
uygulanmasinin ardindan tiim hayvanlar genel anestezi altinda sakrifiye edildi. Ovaryum
dokular1 toplandi ve karsilagtirmali olarak makroskopik ve histolojik olarak
degerlendirildi. Ayrica, serum 6rneklerinden E2 (Estrodiol), peritoneal sividan ise VEGF

ve IL-6 parametreleri ELISA yontemiyle analiz edildi.

Anahtar Kelimeler: Ovaryan hiperstimulasyon sendromu, ovaryum, melatonin,

VEGFA, IL-6.
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9. ABSTRACT

Investigating the Effects of Melatonin on Structural and Vascular Changes in

Experimentally Induced Ovarian Hyperstimulation Syndrome

In recent years, the rate of successful pregnancies through assisted reproductive
treatments for infertility has increased gradually. However, techniques applied in order to
stimulate ovarian follicles lead to some complications. One of the worst and even life-
threatening complication of these techniques is OHSS. Three mechanisms are suggested
to be underlying in the pathogenesis of OHSS. The first mechanism is the fluid escape
from intravascular space to extravascular space and body cavities due to increased VEGF
sensitivity. Eventually, hypotension and shock develops due to intravascular volume
reduction. The second mechanism is inflammatory process due to the increase of
inflammatory mediators. And the third mechanism is excessive fluid escape to serous
body cavities such as peritoneal, pleural cavities as a result of Renin-Angiotensin-
Aldosterone system overactivation. Melatonin is a lipophilic hormone which can pass
blood-brain barrier readily. Melatonin is found not only in the systemic circulation but
also within the follicular fluid and has an important role in the maturation of the follicles.
It may be considered that melatonin may be a very beneficial agent in the treatment of
OHSS owing to its antioxidant, anti- inflammatory effects and regulatory role in VEGF
expression. In the present study, 22 days old female Wistar Albino rats were randomly
divided into 4 groups, each of which containing 7 rats and an experimental OHSS was
induced in one these groups. All animals in all groups were sacrifised at the end of the
experiment and ovaries were harvested. Macroscopic evaluation of ovaries was fallowed
by histomorpometric analysis. Additionally, blood levels of E2 (estradiol), and VEGF
and IL-6 levels in peritoneal fluid were measured through ELISA.

Keywords: Ovarian hyperstimulation syndrome, ovary, melatonin, VEGFA, IL-6.
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