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ÖZET 

Özdemir F. Ovaryan Hiperstimülasyonlu Sıçanlarda Mezenkimal Kök Hücrelerin 
Ovaryum Üzerine Etkilerinin İmmünohistokimyasal ve Elektron Mikroskobik 
İncelenmesi. İstanbul Üniversitesi Sağlık Bilimleri Enstitüsü, Histoloji ve Embriyoloji 
Anabilim Dalı. Doktora Tezi.  İstanbul. 2022.    

Ovaryum hiperstimülasyon sendromu (OHSS) yardımcı üreme tedavileri sırasında 
ovulasyon indüksiyonu için yapılan gonodotropin uygulamaları sonucu gelişen ciddi bir 
iatrojenik komplikasyondur. Eksojen gonodotropin uygulamaları ovaryumlardan salınan 
vazoaktif ve inflamatuar sitokin seviyelerini arttırarak vasküler permeabilitede artışa 
neden olmaktadır. Artan vasküler permeabiliteyle birlikte üçüncü boşluklarda sıvı 
birikimi, ödem, asit, hipovolemi, akut respiratuar distres sendromu gibi yaşamı tehdit 
eden durumlar ortaya çıkabilmektedir. Mezenkimal kök hücreler (MKH) anti-
inflamatuar, immunmodulator, antioksidan ve antiapoptotik etkileri birçok çalışma ile 
gösterilmiş multipotent hücrelerdir.  

Bu çalışmada; OHSS modeli oluşturulmuş Wistar Albino cinsi ratlarda insan göbek 
kordonu kaynaklı MKH’lerin terapötik etkileri incelendi. Bu amaçla, hoescht 3342 
boyası ile DNA işaretlemesi yapılan MKH’ler intraperitoneal olarak hayvanlara enjekte 
edildi. Sakrifikasyonun ardından ovaryum dokuları ışık ve elektron mikroskobik 
yöntemlerle histopatolojik olarak değerlendirildi. Alınan serum örneklerinde estradiol 
(E2) ve IL-6 seviyeleri analiz edildi.  

OHSS grubunda; hemorajik alanlar, vasküler dilatasyonlar ve ödem belirgindi. 
Kortekste gelişen tüm folikül tiplerinde kontrol grubuna kıyasla bir azalma gözlenirken 
atretik foliküllerde ve  korpus luteum yapılarında anlamlı bir artış izlendi. Serum E2, 
IL-6 düzeylerinin ve VEGF immünoreaktivitesinin  OHSS grubunda anlamlı derecede 
arttığı tespit edildi. MKH uygulaması ile birlikte OHSS grubunda oluşan. ödem, 
hemorajik alanlar ve vasküler dilatasyonlarda azalma gözlendi. MKH’lerin folikül, 
korpus luteum sayıları üzerinde istatistiksel olarak olmasa da hafif iyileştirici etki 
gösterdiği izlenirken serum estradiol, IL-6 seviyeleri ve VEGF immünoreaktivitesi 
üzerinde  anlamlı bir azalışa neden olarak terapötik etki gösterdiği tespit edildi. Elektron 
mikroskobik analizlerle ultrastrüktürel değişiklikler değerlendirildi. 

Bu sonuçlar, MKH’lerin OHSS patogenezi üzerinde olumlu etkileri olduğunu 
göstermektedir. Bununla birlikte, MKH’lerin OHSS tedavisinde alternatif bir 
farmakolojik ajan olarak kullanılabilmesi için daha kapsamlı deneysel ve klinik 
çalışmalara ihtiyaç vardır. 

Anahtar Kelimeler : OHSS, Mezenkimal Kök Hücre, İnsan Göbek Kordonu, VEGF, 

 IL-6 

Bu çalışma, İstanbul Üniversitesi Bilimsel Araştırma Projeleri Birimi tarafından 
desteklenmiştir. Proje No: 34798 
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ABSTRACT 

Ozdemir F. Immunohistochemical and Electron Microscopic Investigation of the 
Effects of Mesenchymal Stem Cells on the Ovary in Rats with Ovarian 
Hyperstimulation Syndrome. Istanbul University, Institute of Health Science, Histology 
and Embryology Programme. PhD Thesis. İstanbul. 2022   

Ovarian hyperstimulation syndrome (OHSS) is a serious iatrogenic complication that 
develops as a result of gonadotropin administrations for ovulation induction during 
assisted reproductive treatments. Exogenous gonadotropin administrations cause an 
increase in vascular permeability by increasing the levels of vasoactive and 
inflammatory cytokines secreted from the ovaries. Fluid shift to the third space via 
increased vascular permeability, so life-threatening conditions such as edema, ascites, 
hypovolemia, and acute respiratory distress syndrome can be observed. Mesenchymal 
stem cells (MSCs) are multipotent cells whose anti-inflammatory, immunomodulatory, 
antioxidant, and antiapoptotic effects have been shown in many studies.  

In this study; the therapeutic effects of human umbilical cord-derived MSCs in an 
experimental OHSS rat model were investigated. For this purpose, MSCs whose DNA 
was labeled with Hoechst 3342 dye were injected intraperitoneally into the rats. After 
sacrification, histopathological evaluation of ovarian tissues was performed under light 
and electron microscope. Estradiol (E2) and IL-6 levels in serum samples were 
analyzed. 

In the OHSS group; hemorrhagic areas, vascular dilatations and edema were evident. 
While a decrease was observed compared to the control group in all follicle types 
developed in the cortex, a significant increase was observed in atretic follicles and 
corpus luteum structures. Serum E2, IL-6 levels and VEGF immunoreactivity were 
significantly higher in the OHSS group. A decrease was observed in edema, 
hemorrhagic areas and vascular dilatations in the OHSS group with the administration 
of MSCs. While it was observed that MSCs had a slight curative effect on follicle and 
corpus luteum numbers, although not statistically significant, it was found to have a 
therapeutic effect by causing a significant decrease in serum estradiol, IL-6 levels, and 
VEGF immunoreactivity. Ultrastructural changes were evaluated by electron 
microscopic analysis. 

These results show that MSCs have positive effects on the pathogenesis of OHSS. 
However, further experimental and clinical studies are needed to use MSCs as an 
alternative pharmacological agent in the treatment of OHSS. 
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1. GİRİŞ VE AMAÇ 

Ovaryan hiperstimülasyon sendromu (OHSS), yardımcı üreme tedavileri 

sırasında gelişen, gonadotropin etkili ovulasyon indüksiyonunun iatrojenik bir 

komplikasyonudur (1, 2). OHSS patofizyolojisinin altında yatan esas mekanizma halen 

tamamen açıklığa kavuşamamış olsa da; ovaryumların folikül uyarıcı hormon (FSH) ile 

yapılan kontrollü ovulasyon indüksiyonunu takiben lüteinizan hormon (LH) ve human 

koryonik gonadotropine (hCG) maruz kalması sonucu oluştuğu bilinmektedir. Korpus 

luteum oluşumunda ve ovaryum boyutunda meydana gelen artış ile karakterize olan 

OHSS’de, ovayumlardan  salgılanan vazoaktif ve proinflamatuvar  faktörlerin etkisiyle, 

kapiller permeabilitede artış meydana gelmekte ve bunun sonucu olarak da 

intravasküler alandan periton boşluğuna sıvı birikimi gerçekleşmektedir (3, 4). 

İntravasküler hacimdeki azalma hemokonsantrasyona, birçok hayati organın 

perfüzyonunun azalmasına ve tromboembolik etkiye yol açabilmektedir. Özellikle 

şiddetli form OHSS’de, serum 17 β-estradiol (E2) seviyelerindeki artış, vasküler 

endotelyal büyüme faktörü (VEGF), çeşitli proinflamatuar sitokinler (IL-2, IL-6, IL-8, 

IL-10, IL-18 ve Tümör Nekroz Faktör-α (TNF-α), histaminler, büyüme faktörleri gibi 

birçok mediatörün de salınımı ile birlikte renal, hepatik ve solunum fonksiyon 

bozuklukları dahil olmak üzere çoklu organ yetmezliği gelişebilmektedir (1, 3, 5). IL-6, 

OHSS patogenezinde aktive olan en önemli sitokinlerden biridir. Makrofajlar, 

lenfositler endotel hücreleri, gibi birçok hücre tarafından sentezlenen IL-6’nın vasküler 

permeabiliteyi arttırdığı bilinmektedir (6). Yapılan çalışmalarda OHSS hastalarının 

foliküler sıvılarında kontrol gruplarına kıyasla IL-6 seviyesinin yüksek olduğu 

gözlemlenmiştir. Bu nedenle, in vitro fertilizasyon hastalarında oosit toplama sırasında 

foliküler sıvıdaki IL-6 konsantrasyon seviyelerinin, OHSS' nin erken bir belirleyicisi 

olarak kullanılabileceği düşünülmektedir (7, 8). 

Mezenkimal kök hücreler (MKH); immünmodulator, immünsüpresif, 

antioksidan ve antiapoptotik etkileri birçok çalışma ile gösterilmiş, multipotent özellikte 

doku onarım potansiyelleri yüksek olan hücrelerdir. MKH’ler terapötik etkilerini 

migrasyon, farklılaşma ve salgıladıkları pro-inflamatuar ve anti-inflamatuar sitokinler, 

hepatosit büyüme faktörü (HGF), insülin benzeri büyüme faktörü-1 (IGF-1), VEGF gibi 

parakrin faktörler aracılığı ile gerçekleştirirler (9-11). 
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MKH' ler, kemik iliği, adipoz doku, göbek kordonu, amniyotik sıvı, diş pulpası, 

wharton jeli ve plasenta gibi çeşitli  dokulardan izole edilebilir (10, 12). İnsan göbek 

kordonunundan (İGK) izole edilen MKH’lerin daha az bioetik sorun teşkil etmesi, kolay 

elde edilmesi, hipoimmunojenik olması, yüksek proliferasyon hızı ve 

transplantasyondan sonra uzun canlı kalma süresi gibi özelliklere sahip olması, diğer 

MKH kaynakları ile kıyaslandığında bu hücreleri; allojenik transplantasyon tedavileri 

için daha avantajlı bir kök hücre kaynağı haline getirmiştir (13, 14). Prematüre ovaryan 

yetmezlik (POF) ve polikistik over sendromu (PKOS) gibi inflamatuar süreçlerde yer 

alarak ovaryum hasarı oluşturulan birçok hastalık modelinde, transplante edilen 

MKH’lerin iyileştirici etkileri gösterilmiştir (15-17). Tüm bu yararlı etkiler, MKH’ lerin 

OHSS gibi inflamasyon artışı ile karakterize hastalıkların tedavisinde önemli bir rol 

oynayabileceğini düşündürmektedir. 

Son yirmi yılda, klinik uygulamalarda  ovulasyon indüksiyonu için  hCG yerine  

gonadotropin salgılatıcı hormon (GnRH) agonistlerinin kullanılması OHSS insidansını 

ve şiddetini önemli ölçüde azaltmış olsa da en son Avrupa İnsan Üreme ve Embriyoloji 

Derneği raporuna göre, Avrupa ülkelerinde OHSS insidansı %0,18 ile %1,40 arasında 

değişmektedir (18). Günümüzde kabergolin kullanımı dışında herhangi bir tedavi 

seçeneğinin bulunmaması farklı tedavi seçeneklerinin gerekliliği düşüncesini 

doğurmuştur. Literatürde OHSS modeli oluşturulmuş sıçanlarda, İGK-MKH 

uygulamasının ovaryum üzerindeki etkilerinin araştırıldığı herhangi bir çalışma 

bulunmamaktadır. Bu bilgiler ışığında planlanan projemizde, OHSS patogenezinde 

oluşan;  folikül ve oosit yapısının bozulması, granüloza hücrelerinde apoptozis, korpus 

luteum oluşumunda, ovaryum boyutunda,  inflamasyonda (IL-6 seviyesinde artış) ve 

damar permeabilitesinde artış (VEGF seviyesinde artış)  gibi hasarlara karşı İGK-MKH’ 

lerin koruyucu etkilerinin morfolojik, immünohistokimyasal, biyokimyasal ve 

ultrastrüktürel olarak değerlendirilmesi amaçlandı. 

 

 



 3 

2. GENEL BİLGİLER 

2.1. Ovaryum  

2.1.1. Ovaryum Histolojisi 
İnsanda ovaryumlar, gametogenez aşamalarının gerçekleştiği, steroid 

hormonlarının üretildiği, yaklaşık 1,5 cm genişliğinde, 3 cm uzunluğunda ve 1 cm 

kalınlığında bir çift organdır (19, 20). Ovaryumların yüzeyi kübik veya yassı tek katlı 

bir epitel ile kaplıdır. Germinal epitel olarak da adlandırılan bu tek katlı epitel tabakası 

ovaryum dışında mezotel ile devamlılık gösterir. Germinal epitelin altında sıkı bağ 

dokusu yapısında, tunika albuginea adı verilen bir tabaka yer almaktadır. İntrauterin 

yaşamda ve doğumdan sonraki ilk birkaç ay henüz oluşmamış olan tunika albuginea, 

mezenkim kaynaklı fibroblastoid hücrelerinin ortaya çıkmasıyla oluşur. Literatürde 

tunika albuginea ile ilgili detaylı çalışma bulunmamakla birlikte, bu tabakanın çeşitli 

ovaryum tümörlerinin kaynağı olduğu düşünülmektedir (19-21). Ovaryum sınırları 

birbirinden keskin bir şekilde ayrılmayan korteks ve medulla adı verilen iki kısımdan 

oluşur. Tunika albuginea‘nın altında bulunan korteks, medullayı çevreleyecek şekilde 

ovaryumun periferinde yer alır. Kortekste, yer yer düz kas hücreleri içeren ve hücreden 

oldukça zengin bir bağ dokusu içine gömülü olan ovaryum folikülleri bulunur. 

Ovaryumun merkezi bölgesinde bulunan medulla ise; hilumdan gevşek bağ dokusu 

içinde içeri giren, sinirler, kan  ve lenf damarları bulunur (19, 22). 

Ovaryum, gamet üretimi ve menstrüal siklusu kontrol eden östrojen, progesteron 

gibi steroid yapıdaki hormonların, sentezlenip salgılanması işlevlerini gerçekleştiren bir 

organdır. Ösrtojen, erken dönemde iç ve dış genital organların organogenezinde rol 

alırken puberte döneminde ise dişi seks karakterlerinin gelişiminde görev alır. Ayrıca, 

duktal ve stromal yapıların gelişimini uyararak meme bezleri üzerinde etki gösterir. 

Progesteron ise endometriyumda salgılama değişiklikleri oluşturarak, uterus ve diğer iç 

genital organları implantasyon sürecine hazırlar (19, 23). 

2.1.2. Folikül Gelişimi 
Ovaryumun korteksinde, her biri tek bir primer oosit ve bunu çevreleyen 

granüloza yada folikül hücrelerinden oluşan, farklı boyutlarda foliküller bulunmaktadır. 

Foliküllerin gelişimi, puberte ile birlikte ovaryum steroidleri, gonadotropinleri ve  

foliküler hücre salgıları etkisi altında döngüsel olarak tamamlanır.  
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Gelişim evresine göre histolojik olarak 3  tip folikül tanımlanır (19). Bunlar; 

2.1.2.1. Primordial Folikül 
Embriyonik dönemin 4. haftasında endodermal hücreler arasında oluşan 

primordial germ hücreleri vitellüs kesesinden dişi gonad taslağına göç eder. Gonadlara 

ulaşan primordial germ hücleri oogonyumlara farklılaşır ve yoğun bir mitotik bölünme 

sürecine girerler. Bu esnada, sölom epitelinden hücre proliferasyonu ile primitif seks 

kordonları gelişir ve primordial germ hücrelerinin etrafını sarar. Daha sonra primitif 

seks kordonları medulla içerisinde dağılarak dejenere olur. Yedinci haftada ovaryum 

yüzey epitelinden kortikal kordonlar yani sekonder seks kordonları oluşur. Bu kordonlar 

dördüncü ayda hücre kümelerine ayrılır, prolifere olur ve oogonyumların etrafını 

sararak primordial folikül oluşumunu başlatırlar (22, 24). 

Yoğun bir mitotik bölünme geçiren oogonyumların sayıları 20. haftada yaklaşık 

7 milyona ulaşır. Bu aşamada ki mitotik aktivite gelecekteki over rezervinin ne kadar 

olacağını belirler. Mitozla bölünme devam ederken oogonyumların bir kısmı 1. mayoz 

bölünmenin profazına girer ve primer oosit adını alır. 28. hafta civarında mitoz bölünme  

sona erer, atrezi süreci başlar  ve çok sayıda primer oosit ve oogonium atretik hale gelir. 

Dejenere olmayan foliküller 1. mayoz bölünmenin profaz aşamasında duran primer 

oositler ile birlikte primordial folikül yapısını oluştururlar (24-26). 

Erken gelişimleri gonadotropin ekspresyonlarından bağımsız olan primordial 

foliküller, tunika albugineanın altındaki  korteks stromasında yer alırlar. Tek katlı yassı 

folikül hücreleri ile çevrili primordial foliküldeki oositin çapı 30 µm’dir. Bu aşamada ki 

oosit ince dağılmış kromatin ve nükleolus içeren büyük bir nükleusa (germinal vezikül) 

sahiptir. Sitoplazmasında endoplazmik retikulum, golgi kompleksi, lizozom ve 

mitokondri gibi organellerin küme şeklinde bir araya gelmesiyle oluşan balbiani 

cisimciği yer alır. İnsan oositleri farklı olarak morfolojik olarak nükleer porların 

yapısına özdeş, bir nükleer zarf kesiti dizisi olan anuller lameller içerir. Primer oositler 

mayoz 1’in profaz evresinde uzun yıllar kalır. Oositin olgunlaşması bu süre zarfında  

primordial folikül hücrelerinden salınan oosit olgunlaşmasını baskılayıcı  madde (OMI) 

tarafından engellenir. Mayoz bölünmedeki  bu duraksama ovulasyon öncesi maturasyon 

ilerletici faktör (MPF) salınmasıyla ortadan kalkar (19, 23-25). 
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2.1.2.2. Primer Folikül 
Primordial foliküller, büyüme evresine geçince, oosit ve folikül hücrelerinde 

değişiklikler meydana gelir. Oositi çevreleyen tek katlı yassı folikül hücreleri, önce 

kübik daha sonra prizmatik şekil alır. Germinal vezikül büyür ve oosit çapı artarak 50-

80 µm’ulaşır. Bu aşamada granüloza hücreleri ve oosit tarafından salınan, yüksek 

glikoprotein ve glikozaminoglikan seviyeleri içeren zona pellusida yapısı oluşur. Bu 

evredeki folikül unilaminar primer folikül (tek katlı primer folikül) olarak adlandırılır. 

Zona pellusida ZP-1, ZP-2, ZP-3 adı verilen 3 glikoproteinden oluşmaktadır. ZP-3,  

akrozomal reaksiyonda rol alan önemli bir sperm reseptörüdür. Tek tabakalı prizmatik 

folikül hücreleri prolifere olarak çok tabakalı hale gelir ve granüloza hücre tabakasını 

oluştururlar. Bu aşamada folikül multilaminar primer folikül (çok katlı primer folikül) 

adını alır. Granüloza hücreleri arasında oluklu bağlantılar gelişir. Oosit maturasyonu 

arttıkça sitoplazmada bulunan balbiani cisimciği dağılır, kortikal granüller belirir, 

granüllü endoplazmik retikulum ve serbest ribozom sayısı artar. Bu değişiklikler 

olurken folikül çevresindeki stromada yer alan fibroblast hücreleri, teka kılıfını 

oluşturur (19, 21, 22). 

2.1.2.3. Sekonder Folikül 
Çok katlı primer foliküldeki granüloza hücre tabakası 6-12 tabakaya ulaştığında, 

bu hücreler arasında içinde folikül sıvısı ihtiva eden boşluklar oluşur. Kalınlaşan zona 

pellusida ile birlikte bu aşamadaki foliküller, sekonder folikül olarak adlandırılır. 

Folikül sıvısı içinde glikozaminoglikanlar, plazminojen, progesteron, östrojen, androjen, 

aktivin, inhibin, follistatin gibi FSH ve LH salınımınnda etkili olan hormonlar bulunur. 

Folikül gelişimi ve sıvı miktarı arttıkça, bu sıvı dolu boşluklar birleşerek tek bir boşluk 

olan antrumu oluşturur. Granüloza hücreleri FSH bağımlı hale gelir ve oositi antrum 

tarafında kuşatan, kumulus ooforus adı verilen bir tümsek oluşturur. Oositi zona 

pellusidanın hemen üzerinde çevreleyen ve ovulasyonda oositle birlikte kalan, prizmatik 

şekilli kumulus ooforus hücreleri ise korona radiata adını alır (19, 22). 

Foliküller gelişim devam ettikçe folikül çevresinde gelişen teka kılıfı; teka 

interna ve teka eksterna tabakalarına farklanır. Teka interna; folikül bazal laminasına 

bitişik yüksek derecede vaskülarize,  tipik steroid salgı yapan hücrelerden oluşmuş iç 

tabakadır. Buradaki hücreler LH stimülasyonuna yanıt olarak bir androjen öncülü olan 

androstenedion salgılar. Androstenedion granüloza hücrelerine taşınır ve FSH etkisi 

altında aromataz enzimi tarafından östradiole çevrilir. Teka eksterna; ovaryum stroması 
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ile devam eden, kollajen lifleri ve düz kas hücreleri içeren dış tabakadır. Teka interna ve 

folikül arasındaki sınır belirgin iken, teka tabakaları ve stroma arasındaki sınır belirgin 

değildir (21, 22, 25). 

2.1.2.4. Tersiyer (Graaf) Folikül 
Folikül gelişimi devam ederken antrum büyür, granüloza hücrelerinde 

proliferasyon azalır. Folikül büyümesi ile orantılı bir mitotik aktive oluşmadığı için 

granüloza tabakası ince bir tabaka olarak gözlenir. Ovulasyondan önce çapı 10-20 

mm’ye ulaşan folikül tersiyer (Graaf) folikül olarak adlandırılır. Antrum boyutunda artış 

meydana geldikçe granüloza hücreleri arasındaki boşlukta artar, oosit ve kumulus 

hücreleri ile kalan granüloza hücreleri arasındaki bağlantı zayıflar, ovulasyon sürecine 

hazırlık başlar. Korona radiata ve bu hücrelerle birlikte gelen bazı kumulus ooforus 

hücreleri ovulasyonda oosit ile birlikte kalır. Primer ve sekonder folikül granüloza 

hücrelerinde sadece FSH reseptörü bulunurken Graaf folikülde LH reseptörleri de 

vardır. LH reseptörleri ovulasyon sonrasında kalan folikül lüteinizasyonunda görev alır. 

Teka tabakaları bu dönemde daha belirgindir. (19, 22, 23). 

2.1.3. Ovulasyon ve Korpus Luteum  
Ovulasyon, sekonder oositin ovaryumdan korana radiata hücreleri ile birlikte 

atıldığı hormon uyarımlı bir süreçtir. Ovulasyondan hemen önce artan östrojen 

seviyelerinin etkisiyle LH salınımında ani bir artış gerçekleşir. LH’daki ani artışla 

germinal vezikülün devamlılığını sağlayan siklik adenozin monofosfat (cAMP) eşik 

değerinin altına düşer ve germinal vezikül parçalanır. Böylece mayoz 1’in profazında 

bekleyen primer oosit bölünmesini tamamlayarak mayoz II ‘nin metafazında  duraksar 

ve sekonder oosit adını alır. Ovulasyondan sonra 24 saat canlı kalabilen sekonder oosit, 

fertilizasyon gerçekleşirse mayoz II ‘yi tamamlar aksi durumda dejenere olur (19, 23, 

25). 

Her menstrüal siklusta 5-12 folikül gelişmeye başlar fakat çoğunlukla bir folikül 

daha fazla büyüyerek baskın hale gelir ve diğer foliküllerin gelişimi inhibe olur. Baskın 

olan folikül, foliküler büyümenin bütün aşamalarını tamamlar ve ovulasyona uğrar. 

Ovulasyon öncesinde foliküler sıvıdaki hacim ve basınç artışıyla Graaf folikülü 

ovaryum yüzeyinde bir çıkıntı oluşturur. Bu çıkıntı üzerinde stigma adı verilen damarsız 

bir bölge belirir. Ani LH artışı ile birlikte, granüloza hücreleri daha fazla miktarda 

prostaglandin, hyaluronan salgılar, kumulus ve granüloza hücreleri arasında 
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glikozaminoglikanlar birikir ve teka ekstarna tabakasındaki düz kas lifleri, foliküler 

sıvıdan gelen prostaglandinlerin etkisiyle kasılmaya başlar. Ovaryum yüzeyinde artan 

gerilim sonucu stigma bölgesi yırtılır ve sekonder oosit etrafındaki korana radiata ve 

kumulus hücreleriyle birlikte tuba uterinanın fimbriyalarına doğru atılır. Ovulasyon 

süreci tamamlanmış olur (19, 21, 22). 

Ovulasyondan sonra ovaryum korteksinde kalan Graaf folikülün granüloza ve 

teka interna hücrelerinde bir dizi değişiklik meydana gelir. Folikül hücreleri büzüşür, 

katlanır ve bazal laminası yıkılır. Teka internadaki damarlardan antrum boşluğuna 

doğru bir kanama gerçekleşir ve buradaki kanın pıhtılaşması sonucu korpus 

hemorajikum oluşur. Daha sonra stromadan gelen bağ dokusu folikül boşluğunu kaplar, 

teka interna ve granüloza hücreleri LH etkisiyle gerçekleşen ve luteinizasyon olarak 

adlandırılan bir süreçle; morfolojik ve işlevsel bir değişikliğe uğrar, teka lutein ve 

granüloza lutein hücrelerine farklılaşır ve korpus luteum yapısı oluşur. Granüloza lutein 

hücreleri, granüloza hücrelerinden herhangi bir mitotik aktivite olmadan gelişen çapları 

25-30µ arasında olan merkezi yerleşimli, steroid sentezleyen hücre özelliklerini (tübüler 

kristalı mitokondri, agranüler edoplazmik retikulum, lipid damlacıkları) edinmiş 

hücrelerdir (19, 21). Bu hücreler FSH ve LH etkisiyle progesteron ve östrojen 

salgılarlar. Teka lutein hücreleri ise, LH etkisiyle androstenedion ve progesteron üreten, 

15 µ çapında, daha koyu boyanan steroid sentezleyen hücre özellikleri taşıyan, periferik 

yerleşimli hücrelerdir. Fertilizasyon ve implantasyon gerçekleşirse korpus luteum 

gelişimini sürdürür ve gebeliğin üçüncü ayına kadar, uterus endometriyumunun 

büyümesini desteklemek için, implante embriyonun trofoblast hücrelerinden salgılan 

hCG etkisiyle progesteron ve östrojen üretmeye devam eder. Fertilizasyon ve 

implantasyonun gerçekleşmediği durumda ise korpus luteum sadece 14 gün aktif kalır. 

Trofoblast kaynaklı hCG uyarımı olmadığı için  steroid hormon üretimi azalır ve korpus 

luteum dejenere olmaya başlar. Dejenere korpus luteumun hücreleri arasında hiyalin 

materyal birikir ve korpus albikans adını alır. Bu yapıda ovaryum korteksi içine 

gömülür ve birkaç ay içinde kaybolur (19, 22, 24). 
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2.1.4. Foliküler Atrezi 
Ovaryum foliküllerinin çoğu gelişimlerini tamamlayamaz ve atrezi denilen bir 

süreçle dejenere olurlar. Fetal gelişim, postnatal hayat, puberte ve menopoz döneminde, 

foliküllerin büyük bir çoğunluğu granüloza hücrelerinde gelişen apopitoz ile birlikte 

atreziye uğramaktadır. Her menstrual siklusta çok sayıda primordiyal folikül 

olgunlaşmaya başlar, fakat sadece bir tanesi atreziye uğramaz ve foliküler 

maturasyonunu tamamlar. Küçük foliküllerin atrezisi sırasında önce immatür oosit 

dejenere olmaya başlar, küçülür daha sonra granüloza hücreleri dejenerasyona uğrar. 

Büyük foliküllerin atrezisinde ise, matür oositin dejenerasyonu gecikir, atrezi granüloza 

hücrelerinin proliferasyonun durması ve apopitozu ile başlar. Atretik foliküller dalgalı 

hiyalin bir tabaka olan camsı membran, dejenere olmuş zona pellusida, oosit ve 

granüloza hücrelerini istila eden makrofajların varlığıyla ayırt edilebilirler (19, 21).  

2.2. Ovaryan Hiperstimülasyon Sendromu 

2.2.1. Genel Tanımlama 
Ovaryan hiperstimülasyon sendromu,  bazen rutin gebelik süreçlerinde spontan 

olarak gelişebilse de, çoğunlukla yardımcı üreme tedavileri sırasında oluşan ve ölümle 

sonuçlanabilen ciddi bir iatrojenik komplikasyondur. İnfertilite problemleri dünya 

çapında ~186 milyon insanı etkilemekte ve yardımcı üreme tedavilerine olan talep 

giderek artmaktadır (27). Hem in vivo fertilizasyon hem de in vitro fertilizasyon (IVF) 

uygulamaları sırasında, daha fazla oosit elde edilmesi için eksojen hCG ile yapılan 

kontrollü ovulasyon indüksiyonu; kapiller permeabilitede artış, ovaryum boyutunda 

büyüme ve periton boşluğunda sıvı birikimi ile karakterize OHSS oluşumuna neden 

olabilmektedir (1, 3) .  

OHSS klasik olarak hafif, orta ve şiddetli olmak üzere üç kategoriye 

ayrılmaktadır (5, 28). Hafif form, yüksek serum 17-estradiol (E2), progesteron (P4), 

seviyeleri ile karakterizedir ve “kimyasal OHSS” olarak tanımlanır ve ovaryum çapı 5 

cm'den küçüktür. Orta form OHSS’de ise şişkinlik, karın ağrısı, mide bulantısı, kusma, 

ishal görülür ve ovaryum çapı  yaklaşık 5-12 cm çapında büyümüştür. Şiddetli formda, 

ovaryum çapı genellikle 12 cm 'den büyük olup masif asitler ile çevrilidir, hidrotoraks, 

perikardiyal efüzyon ve böbrek fonksiyon bozukluğu ile hemo-konsantrasyon gelişebilir 

(1, 5, 28). Orta ve şiddetli  form OHSS insidansı, tüm IVF sikluslarında %3 ile %10 

arasında iken yüksek riskli grupta olan PKOS’lu hastalarda görülme sıklığı %20'ye 

ulaşabilir (6, 29, 30).  
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Ovulasyon indüksiyonu sırasında OHSS'yi önlemek için GnRH agonisti, aspirin, 

metformin, dopamin agonisti (kabergolin) kullanımı ve embriyo kriyoprezervasyonu 

gibi çeşitli stratejiler geliştirilmiştir (30). Fakat bazı hastalarda yukarıda belirtilen 

müdahalelere rağmen orta ve şiddetli form OHSS oluşabilmektedir (31). Bu nedenle 

OHSS riskini en aza indirmek için ovulasyon indüksiyonundan sonra ikincil 

müdahalelere ihtiyaç vardır. 

2.2.2. Patogenez 
OHSS patogenezindeki mekanizmalar kesin olarak aydınlatılmamış olsa da, 

hCG kullanımı ile birlikte, ovaryumlarda vazoaktif maddelerin salınımında meydana 

gelen artış, vasküler permeabiliteyi arttırarak intravasküler dehidratasyona ve üçüncü 

boşluklara sıvı geçişine sebep olmaktadır (6, 32). Ovaryum boyutunda masif büyüme, 

korpus luteum oluşumunda ve serum 17 β-estradiol (E2) seviyesinde artış ile karakterize 

olan OHSS’de; ovaryan renin-anjiyotensin sistemi, prostaglandinler, histaminler, 

sitokinler (IL-2, IL-6, IL-8, IL-10, IL-18, TNF), VEGF, Pigment epitel kaynaklı faktör 

(PEDF) gibi birçok mediatör aktive olmaktadır. OHSS’nin şiddetli formunda ödem, 

hipovolemi, asit, hidrotoraks, hidroperikardiyum, tromboz ve akut respiratuar distres 

sendromu gibi yaşamı tehdit eden durumlar ortaya çıkabilmektedir (1, 3, 33).  

2.2.2.1. VEGF 
VEGF, güçlü anjiogenik, endotelyal hücreye özgü mitojenik ve vasküler 

permeabiliteyi arttırıcı etkilere sahip, heparin bağlayıcı bir glikoproteindir (34, 35). 

İnflamasyon, yara iyileşmesi, embriyogenez, büyüme ve neoplazmaların metastazı gibi 

hem normal hem de patolojik anjiyogenez süreçlerinde önemli bir  rol oynayan VEGF, 

ovaryan anjiyogenezisi, foliküler büyüme ve korpus luteum oluşumunda da görev alır 

(6, 34, 35). Endotel hücreleri arasında yer alan sıkı bağlantı proteinlerini yeniden 

düzenleyerek kapiller permeabilitede artışa neden olur (29). VEGF ekspresyonu ve 

OHSS patogenezi arasındaki ilişki bir çok çalışmada gösterilmiştir (32, 36). IVF 

sikluslarında oosit maturasyonu için gerekli  olan hCG uygulaması, luteinize granüloza 

hücrelerinde VEGF messenger RNA (mRNA) eskpresyonunu arttırır. Aşırı salgılanan 

VEGF, endotel hücreleri üzerinde bulunan VEGF reseptörü 2 (VEGFR2)’ye bağlanarak 

fosforile eder ve kapiller permeabilitede artışa neden olur (37, 38). Kapiller 

permeabiltede artış intravasküler dehidratasyon, hemokonsantrasyon, azalmış organ 

perfüzyonu ve üçüncü boşluklarda sıvı birikimi ile sonuçlanarak solunum, böbrek ve 

dolaşım problemlerinin gelişmesine sebep olur (32, 36, 38). Ratlarda yapılan 
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çalışmalarda VEGFR2‘ünü bloke eden bir bileşik olan SU-5416 uygulamasının  kapiller 

permeabilitedeki artışı azalttığı gösterilmiş olsa da tromboemboli oluşturma riski 

nedeniyle insan tedavilerinde kullanılamayacağı bildirilmiştir (39, 40). Ayrıca dopamin 

reseptör agonistlerinin de (kabergolin) endotel hücreleri üzerindeki VEGFR2’ yi bloke 

ederek hafif form OHSS tedavisinde kullanılabileceği, fakat ağır form OHSS 

tedavisinde yetersiz kaldığı, gebelik sırasında gelişen OHSS vakalarında ise uterusta ki 

neovaskülarizasyonu azalttığı  rapor edilmiştir (36, 38, 41). 

2.2.2.2. İnterlökin-6 
IL-6; glikoprotein yapıda, moleküler ağırlığı 20 kilodalton olan, IL-6 reseptörü -

α (IL-6Rα) aracılığı ile sinyal veren, 4 helikal sitokin ailesinin bir üyesidir (8, 42). IL-6,  

IL-6Rα’ya bağlanır, transmembran glikoprotein 130 (gp130) ile etkileşime geçer ve 

januskinaz (JAK), sinyal dönüştürücü transkripsiyon aktivatörü (STAT), mitojenle 

aktive edilen protein kinaz (MAPK), fosfatidilinositol-3-kinaz yolakları aracılığıyla 

hücre içi sinyalleşmenin başlatılmasını sağlar. Glikoprotein 130, bütün hücrelerde 

bulunurken, IL-6Rα; megakaryositler, belirli lökosit popülasyonları ve hepatositler  gibi 

birkaç hücre tipinde ekspresse edilir. Fakat endotel hücreleri gibi bazı hücreler 

yüzeylerinde IL-6 affinitesi olan çözünür IL-6 reseptörü -α (sIL-6Rα) bulundurur (8, 42) 

IL-6-IL-6Rα yolağı klasik sinyal yolağı olarak adlandırılır ve anti-inflamatuar 

süreçlerde rol alırken,  IL-6- sIL-6Rα yolağı ise  trans -sinyal yolağı olarak adlandırılır 

ve proinflamatuar süreçlerde rol alır (43, 44). sIL-6Rα‘nın otoimmün hastalıklar ve 

kanser dahil olmak üzere çeşitli patofizyolojik süreçlerde, IL-6 aktivitesini kontrol ettiği 

birçok çalışmayla gösterilmiştir. IL-6, OHSS'li kadınlarda bulunan başlıca 

immünregülatör sitokinlerden biridir. Özellikle, şiddetli form OHSS hastalarının asit 

serum ve folikül sıvılarında, IL-6 ekspresyonunun arttığı bir çok çalışma ile 

gösterilmiştir (6). Wei ve arkadaşları ise yaptıkları çalışmada IL-6 trans-sinyal yolağı 

aracılı endotelyal bariyer disfonksiyonunun, malign over asidi oluşumuna neden 

olduğunu rapor etmişlerdir. Bu bulgular, OHSS sonucu meydana gelen vasküler sızıntı 

ile IL-6 trans-sinyal yolağı arasında potansiyel bir bağlantı olduğunu göstermektedir (8). 

2.2.2.3. Estradiol 
Estradiol (E2), folikülogenez, ovulasyon, luteal fonksiyon ve steroidogenez gibi 

dişi üreme sistemi üzerinde önemli rol oynayan süreçlerde yer alan ve granüloza 

hücrelerinden sentezlenen steroid bir hormondur (45). E2' nin biyosentezi, sitokrom 

P450 ailesi 19 alt ailesi A üyesi (CYP19A1) geni tarafından kodlanan aromataz enzimi 
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tarafından katalize edilir. Aromataz, preovulatuar foliküllerin granüloza hücrelerinde 

eksprese edilir ve ovulasyondan sonra, granüloza hücreleri aromataz eksprese eden ve 

E2 sentezleme kapasitesini koruyan granüloza-lutein hücrelerine farklılaşır. 

Aromataz/E2 ekspresyonu hipofizden salgılanan FSH kontrolü altında gerçekleşir (45, 

46). Bununla birlikte, çeşitli büyüme faktörlerinin ve hormonların, granüloza 

hücrelerinde aromataz/E2 ekspresyonunu düzenlediğide rapor edilmiştir (45). E2, 

vasküler permeabilite ve VEGF ekspresyonlarını arttırarak OHSS patofizyolojisinde 

önemli bir rol oynar (47). OHSS hastalarında, foliküler sıvı ve serum E2 seviyeleri 

önemli ölçüde yüksek bulunmuştur (1, 29, 45). Yapılan son çalışmalar, oosit 

maturasyonu için yapılan son hCG uygulaması öncesinde ve hemen sonrasında artan E2 

seviyelerinin OHSS erken tanısında kulanılabileceğini belirtmektedir (6, 45). 

Günümüzde klinik uygulamalarda, hastalarda; ovulasyon indüksiyonu sonucu gelişen 

folikül sayısının 20'den fazla, E2 seviyesinin 4000 pg/ml' in üzerinde olması  orta form 

OHSS; folikül sayısının 30'dan fazla ve E2  seviyesi 6000 pg/ml'in üzerinde olması, 

şiddetli form OHSS gelişimi için risk sınırı olarak kabul edilmektedir (48). 

OHSS‘nin yardımcı üreme tedavileri dışında; FSH reseptör genindeki 

mutasyonlar, gebelik sırasında anormal derecede yüksek hCG sekresyonu, hipofiz 

adenomu 1 ve pankreatik nöroendokrin tümör kaynaklı FSH sekresyonu gibi patolojik 

süreçlerde de oluştuğu rapor edilmiştir (32, 49, 50). 

2.3. Mezenkimal Kök Hücreler 
Mezenkimal kök hücreler, kemik iliği, adipoz doku, diş pulpası, göbek kordonu,  

wharton jeli, plesanta gibi dokulardan izole edilebilen, endoderm, mezoderm ve 

ektoderm kaynaklı hücrelere farklılaşma yeteneği gösteren, güçlü multipotent özellikte  

kök hücrelerdir (10, 11, 51). Anti-inflamatuar, immünmodulatör süreçlerde yer almaları 

ve in vitro ortamda kolay elde edilebilmeleri, bu hücreleri son yıllarda bir çok hastalığın 

tedavisi için güçlü bir seçenek haline getirmiştir. Uluslararası Hücresel Tedavi Derneği 

Mezenkimal Kök Hücre Komitesi’ne göre MKH’ler; standart kültür koşullarında 

plastik-adherent olmalı, osteoblastlara, adipositlere, kondroblastlara farklılaşabilmelidir. 

Ayrıca, CD (Yüzey farklılaşma antijenleri) CD105 CD90, CD73, CD90 yüzey 

moleküllerini eksprese edebilirken, CD45, CD34, CD14, CD11b, CD79a, CD19, HLA-

DR yüzey moleküllerini eksprese etmemelidir (10, 52). Kaynaklarına bakılmaksızın 

bütün MKH’ler morfoloji, farklılaşma potansiyeli ve immünofenotip bakımından bazı 

benzer özellikler taşısalar da, farklı kaynaklardan elde edilen MKH’ler arasında 
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proliferasyon hızları, büyüme oranları, immünosupresif özellikleri ve gen ekspresyon 

profilleri açısından farklılıklar bulunmaktadır (53). İlk kez Friedenstein ve ark. 

tarafından  fare kemik iliğinden (Kİ) izole edilen Kİ-MKH’ler üzerinde en fazla çalışma 

yapılan hücrelerdir ve günümüzde kök hücre uygulamalar için altın standart olarak 

kabul edilmektedirler (11, 54, 55). Bununla birlikte, Kİ-MKH’lerinin, kemik iliğinden 

izolasyonun ağrılı ve invaziv bir süreç olması, tek seferde elde edilen hücre miktarının 

ve hücre proliferasyon hızının az olması, farklılaşma yeteneklerinde yaşa bağlı meydana 

gelen gerileme gibi dezavantajlarının olması bu hücrelerin klinik uygulamalarını 

sınırlandırmakta ve araştırmacıları yeni hücre kaynaklarına yöneltmektedir (56). Göbek 

kordonundan izole edilen kök hücreleri, göbek kordonunun atık bir doku olması, hücre 

elde etmek için invaziv bir sürecin gerekmemesi ve bundan kaynaklı daha az enfeksiyon 

riski taşıması, hücre proliferasyon hızlarının yüksek olması, in vitro ortamda kırk pasaja 

kadar çoğalabiliyor olması, temel doku uyumluluk kompleksi II (MHC II) molekülü ve 

CD40, CD80, CD86 stimülatör ligandları içermemesi ve bu sebeple daha az 

immünojenik aktivasyon göstermesi gibi özellikleri, bu hücrelerin klinik uygulamalarda 

kullanımını daha avantajlı konuma getirmiştir (11, 57).  

Mezenkimal kök hücreler terapotik etkilerini üç farklı mekanizma ile gösterirler. 

Birinci mekanizma; transdiferansiyasyon ve hücre füzyonu olmak üzere iki yolla 

gerçekleşir. Transdiferansiyasyon süreci ile MKH’ler, hasarlı bölgeye göç eder, 

farklılaşır ve hasarlı hücrelerin yerini alarak doku rejenerasyonunda görev alırlar. Hücre 

füzyonunda ise MKH’ler ve göç edilen bölgedeki hücreler arasında füzyon meydana 

gelir. Hasarlı dokudaki hücrelerin nükleusları füzyon etkisiyle yeniden programlanır ve 

MKH’lere özgü genleri eksprese ederek apopitotik etkilerden korunurlar (11, 58). İkinci 

mekanizma; MKH’ler; HGF, VEGF, IGF-1 gibi büyüme faktörleri, IL-4, IL-6, IL-8, IL-

10 vb. sitokinler ve monosit kemotaktik protein-1 gibi immünomodülatör, 

immünsüpresif, antiapoptotik moleküller salgılayarak parakrin etki gösterebilirler. 

MKH’ler immünmodulatör etkilerini  T hücreleri ve IFN- γ üreten  yardımcı T hücre 1 

(Th1) proliferasyonunu inhibe ederek ve sitotoksik T hücresi aracılı sitotoksisiteyi 

azaltarak ve B hücresi proliferasyonu inhibisyonu ile antikor (İmmunoglobulin G, 

İmmunoglobulin M) oluşumunu engelleyerek gösterirler (59). Üçüncü mekanizma ise; 

MKH’ler göç ettikleri bögedeki hücrelerle sıkı bağlantılar, desmozomlar ve gap 

junctionlar aracılığı ile etkileşime geçerek bu hücrelerin proliferasyonunu, 

migrasyonunu ve farklılaşmasını sağlayabilirler (11, 60, 61).  
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Prematür ovaryan yetmezlik, PKOS gibi hastalıklar ve kemoterapi uygulamaları 

infertilite problemlerine neden olmakta ve İVF uygulamalarına olan talep gün geçtikçe 

artmaktadır. Günümüzde kullanılan hormon replesman tedavileri çoğu zaman yeterli 

olamamakta ve meme kanseri, OHSS gibi komplikasyonların gelişimine sebep 

olmaktadır (10, 62). Bu bağlamda, son yıllarda MKH’lerin infertilite üzerine etkilerini 

araştıran bir çok çalışma yapılmıştır. MKH’lerin oositlere farklılaşması ile ilgili bilgiler 

sınırlı ve yetersiz olsada; ovaryum hasarı oluşturulmuş ratlar kullanılarak yapılan 

deneysel çalışmalarda MKH uygulamalarının folikül sayısını, E2 seviyelerini arttırdığı 

ve granüloza hücrelerinde apopitozu azalttığı rapor edilmiştir. MKH’ler hasarlı 

ovaryum dokusu üzerindeki iyileştirci etkilerini, granüloza, teka  ve vasküler endotelyal 

hücrelere farklılaşma yetenekleri ve salgıladıkları VEGF, HGF, lösemi inhibitör faktörü 

(LIF), transforme edici büyüme faktörü β1 (TGF-β1), Bcl-2 gibi parakrin faktörler 

aracılığı ile gerçekleştirirler (11, 59, 63). Farklı dozlarda uygulanan insan göbek 

kordonu mezenkimal kök hücrelerinin POF ve PKOS oluşturulmuş rat modellerinde; E2 

ve FSH seviyelerini düzenlediği, folikül sayılarını arttırdığı  pro-inflamatuar sitokin 

seviyelerini azalttığı bildirilmiştir (10, 63, 64). Bütün bu yararlı göz önüne alınarak bu 

çalışmada diğer kök hücre kaynaklarına kıyasla daha avantajlı olan insan göbek 

kordonu mezenkimal kök hücrelerini kullanıldı. 
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3. GEREÇ VE YÖNTEM 

Bu çalışma İstanbul Tıp Fakültesi Histoloji ve Embriyoloji Anabilim Dalı, 

Bezmiâlem Vakıf Üniversitesi Deney Hayvanları Laboratuvarı, Dicle Üniversitesi 

Sağlık Bilimleri Uygulama ve Araştırma Merkezi’nde; Bezmialem Vakıf Üniversitesi 

Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu tarafından verilen 30.05.2019 tarihli ve 2019/118 

sayılı etik kurul onayı doğrultusunda gerçekleştirilmiştir. 

3.1. Hücre Kültürü Protokolü 

3.1.1. Mezenkimal Kök Hücrelerin Proliferasyonu 
Bu çalışmada göbek kordonundan izole edilen, İGK-MKH hücre hattı T25 ve 

T75 steril kültür flasklarda, DMEM-F12 (Dulbecco’nun modifiye edilmiş Eagle 

medyumu, F12 ham medyumu), %10’luk fetal sığır serumu (FCS), 100 μg/ml 

streptomisin, 100 IU/ml penisilin 0.2 μM glutamin, içeren kültür medyumu içerisinde, 

% 95 hava ve %5 CO2 içeren 37 °C sıcaklığa sahip inkübatörde inkübasyona 

bırakılarak çoğaltıldı. Hücre yoğunluğu %70-80’e ulaştığı zaman pasajlama işlemine 

başlandı. Kültür medyumu uzaklaştırıldıktan sonra hücreler kalsiyum ve magnezyum 

içermeyen fosfat tamponu (CMF-PBS) yıkandı. %2’lik tripsin kullanılarak flaska 

yapışan hücrelerin kaldırılması sağlandı. Daha sonra tripsin miktarı kadar medyum 

eklenerek pipetaj aracılığı ile hücreler toplandı, 1500 rpm’de 5 dk santrifüj edildi, 

süpernatant atıldı ve 2 ml medyum eklenerek T25 ve T75 kültür flasklarına aktarıldı. 

Hücre sayısını belirlemek için, hücreler tripsin uygulanarak toplandı. Hücre 

süspansiyonu falcon  tüpe alındı, 500 rpm de 5 dk santrifüj edildi ve süpernatant kısmı 

atıldı. Pellet üzerine hücre yoğunluğu baz alınarak 2-5 ml kültür medyumu eklendi. 

Yeni oluşan hücre süspansiyonu Neubauer lamına 45° açıyla verildi ve hücre sayımı 

yapıldı. Transplantasyon için gerekli olan hücre sayısına ulaşıldı. 

3.1.2. Mezenkimal Kök Hücrelerin Hoescht 3342  İle İşaretlenmesi 
Hayvan deneyleri protokolünün 3.günü 12 ml medyum içerisinde bulunan 

yaklaşık 12x106 İGK-MKH‘ye Hoechst 3342 (Sigma B2261-25mg bisBenzimide H 

33342 trihydrochloride) boyası yapılarak bu hücrelerin DNA yapılarının işaretlenmesi 

sağlandı. 0,5 ml dimetil sülfoksit (DMSO) içine 5 mg Hoescht 3342 boyası eklendi ve 

stok solüsyon oluşturuldu. Stok solüsyondan ml başına 1-2 µl olucak şekilde Hoechst 

3342 boyası alındı ve  içerisinde yaklaşık 12x106 İGK-MKH ve 12 ml medyum bulunan 
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falcon tüpüne eklendi ve karanlık ortamda 30 dk bekletildi. Hücrelere fazla boyadan 

arınması için CMF-PBS 5 dk iki kez yıkama işlemi yapıldı ve 12 ml serumsuz medyum 

eklenerek hücre süspansiyonu oluşturuldu. Bu hücre süspansiyonundan insülin iğnesi ile 

1ml alındı ve intraperitoneal olarak ratlara enjekte edildi. 1ml hücre süspansiyonun 

içerisinde yaklaşık 1x106  hücre vardı. Ayrıca Hoechst 3342 ile boyanan bir miktar 

hücre  florasan mikroskop (Olympus IX71) kullanılarak incelendi 

3.2. Hayvan Deneyleri Protokolü 

3.2.1. Deney Gruplarının ve OHSS Modelinin Oluşturulması 
Bu çalışmada Bezmiâlem Vakıf Üniversitesi Deney Hayvanları Laboratuvarı 

tarafından sağlanan 22 günlük Wistar Albino cinsi 30-40 gram ağırlığında, 24 adet 

immatür dişi sıçan kullanıldı. Hayvan sayıları için power (güç) analizi yapıldı. 

İncelenen literatürde VEGF yoğunluğu baz alınarak  %80 güç ile I. tip hata olasılığı 

0,05 alınarak  ortalama  0.3, 1.86, 2.3, 1.1 ve  standart sapma 1 olarak alındığında her 

bir grupta minumum 6 denekle çalışılması uygun bulundu. Her grupta 6 sıçan olacak 

şekilde 4 grup oluşturuldu (65). Deney süresi 7 gün olarak planlandı ve birinci gün 

hayvanların 22 günlük oldukları gün olarak belirlendi. Daha önceden oluşmuş korpus 

luteum yapılarının  olmaması ve gelişen çok sayıda folikülün varlığı nedeniyle çalışma 

22 günlük immatür ratlar kullanılarak yapılmıştır (66). Hayvanların yaş aralığının küçük 

olmasından dolayı intravenöz enjeksiyon yönteminin transplante edilcek hücrelere zarar 

verebileceği düşünülmüş ve bu nedenle intraperitoneal yöntem seçilmiştir. 

Kontrol (n=6) Hücre uygulamasının yapıldığı 3. gün intraperitoneal (i.p) yolla 1ml 

serumsuz medyum uygulandı. 

OHSS (n=6) 1.2.3.4. günler 10 IU PMSG (Gebe kısrak serum gonadotropini) ve 5.gün 

30 IU hCG subkutan olarak uygulanarak ağır form OHSS modeli oluşturuldu. 

MKH (n=6) Deney protokolünün 3.günü her hayvana Hoescht 3342 ile işaretlenmiş ~ 

1x106  İGK-MKH hücresi 1ml serumsuz medyum içerisinde i.p yollla uygulandı. 

OHSS+MKH (n=6) 1.2.3.4. günler 10 IU PMSG ve 5.gün 30 IU hCG subkutan olarak 

uygulanarak ağır form OHSS modeli oluşturuldu. 3.gün her hayvana Hoescht 3342 ile 

işaretlenmiş ~ 1x106 MKH hücresi 1ml serumsuz medyum içerisinde i.p yollla 

uygulandı. 
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hCG uygulamasından 48 saat sonra (7.gün)  sıçanlar ketamin/ksilazin  anestezisi 

altında sakrifiye edildi. Deney sonlandırılmadan önce, Enzim Bağlı İmmünosorbent 

Analiz (ELISA) analizleri için bütün deney gruplarından kan örnekleri alındı. Kan 

örnekleri 2000 g’de 10 dk santirfüjlendikten sonra serum toplandı ve -80oC’de ELİSA 

analizleri yapılıncaya kadar muhafaza edildi. Histolojik ve immünohistokimyasal 

incelemelerde kullanılmak üzere sağ ovaryum dokuları %10’luk tamponlanmış 

formaldehit solüsyonu içine alınarak fikse edildi. OHSS deney modeli ve MKH 

uygulamasına ilişkin süreç Şekil 1’ de verilmiştir. 

 

 

 

Şekil 3-1: OHSS  deney modeli ve MKH uygulaması akış şeması 
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3.2.2. Işık Mikroskobu Analizleri  
Fosfat tamponlu %10’luk formalin solüsyonu içerisindeki sağ ovaryumlar, 

yükselen alkol serilerinden; sırasıyla %70 (60dk), %95 (30 dk iki kez) ve %100 (30 dk 

iki kez) tutularak dehidrate edildi ve ksilol (Pancreac 141769.1612) içinde 60 dk 

boyunca şeffaflaştırma işlemi yapıldı. Dokular erimiş parafin  (Merck 1.07337.1000)  

içerisinde 45dk (3 kez) 56°C’deki etüvde bekletidildi ve  parafin bloklara gömüldü (67). 

İmmunflorasan uygulamalar için 5 μm’lik, seri kesit ve immunohistokimya boyamaları 

için ise 3 μm’lik kesitler mikrotom (LEICA, RM 2255) ile alındı. Folikül sayımı için 

alınan seri kesitler aynı folikülün tekrar sayılmasını engellemek için 60 μm da bir 

olacak şekilde her bir ovaryumdan 20 kesit aralıklarla alınan 5’er kesit üzerinde 

hematoksilen eozin boyaması yapılarak değerlendirildi (68). 

3.2.2.1. Hematoksilen Eozin Boyası  
Parafin bloklardan alınan 3 μm’lik kesitler 56°C’lik etüvde bekletildikten sonra 

30 dakika ksilolde bekletilerek parafinden arındırıldı ve daha sonra inen alkol 

serilerinden geçirilerek distile suya alındı. Kesitler 10 dk hematoksilen  ile boyandıktan 

sonra 15-20 dk çeşme suyunda morartma uygulandı. Asit alkole alınarak fazla boyası 

giderilen kesitler eozinde 2 dk boyandı ve distile suya alındı. Daha sonra kesitler 

yükselen alkol serilerinden geçirildi. Ksilol uygulaması sonra  kesitler kapatıcı ile 

kapatıldı morfolojik özellikleri değerlendirmek amacıyla ışık mikroskobunda (Olympus 

BX40) incelendi. 

3.2.2.2.  VEGF İmmünohistokimya Boyama 
Parafin bloklardan alınan 3 μm’lik kesitlerde VEGF immünoreaktivitesini 

değerlendirmek için VEGF antikoru (sc-7269) ve immünohistokimya kiti (Fare Spesifik 

HRP/AEC (ABC) ab64258) kullanıldı. Adeziv lam üzerine alınan kesitler bir gece 

etüvde bekletildikten sonra ksilolde 2 kez 5 dk tutularak parafinden arındırıldı. İnen 

alkol serilerinden geçirilerek distile suya alındı ve kesitlerin rehidrate olunması 

sağlandı. Kesitler antijen iyileştirme (antijen retrieval) amacıyla sitrat tampon solüsyonu 

(pH=6,0) içinde mikrodalgada 3dk 2 kez kaynatıldı ve soğuması için 15 dk bekletildi. 

Fosfat tamponlu serum fizyolojik (PBS) ile iki kez 5 dk yıkamanın ardından kesitler 

endojen peroksidaz blokajı için H2O2’de 10 dakika karanlık ortamda bekletildi ve 

sonrasında tekrar PBS ile iki kez 5 dk yıkama yapıldı. Lam üzerindeki doku kesitlerinin 

etrafında hidrofobik kalem kullanılarak bir alan oluşturuldu. Özgül olmayan antikor 

bağlanmalarını engellenmesi amacıyla 10 dk protein blok solüsyonunda tutuldu. 



 18 

Bloklama sonrasında kesitlere yıkama işlemi yapılmadan 1:100 dilüsyonunda VEGF 

antikoru uygulandı ve +4°C de 24 saat inkübasyona bırakıldı. İnkübasyon sürecinin 

ardından kesitler 3 kez 5 dk PBS ile yıkandı ve 10 dk biyotin içeren sekonder antikor 

solüsyonunda tutuldu. 3 kez 5 dk PBS ile yıkamanın ardından kesitlere 10 dk 

streptavidin peroksidaz solüsyonu uygulandı. PBS ile yıkama işlemi gerçekleştirildikten 

sonra kesitlere 10 dk aminoetil karbazol (AEC)  kromojen uygulandı. Kesitler distile su 

ile yıkandı ve spesifik reasksiyonun daha kolay incelenebilmesi için 50 saniye Mayer 

hematoksilende zıt boyama yapıldı. Ardından çeşme suyu ve distile su ile yıkama  

yapıldı ve su bazlı kapatıcı ile kapatma işlemi uygulandı. 

Görüntü analiz programı image J 1.46r ile kesitlere renk dekonvolüsyon işlemi 

yapıldı (69). Her grupta yer alan boyamalardan (n=6) 3 kesittte x40 büyütmede elde 

edilen 2 alandaki görüntüye renk dekonvolüsyon işlemi uygulandı ve elde edilen veriler 

istatistiksel olarak değerlendirildi. 

3.2.2.3. Hoescht 3342  İmmünflorasan analizi 
İmmunflorasan analizler için adeziv lamlar üzerine alınan 5 μm’lik parafin 

ovaryum kesitleri 56°C’deki etüvde bekletildikten sonra 30 dakika ksilolde bekletilerek 

parafinden arındırıldı ve immunflorasan mikroskop (Olympus BX61) kullanılarak 

incelendi. 

3.2.3. Elektron Mikroskobu Analizi 
Ultrastrüktürel incelemeler için alınan sol ovaryum dokuları 0,1M fosfat 

tamponlu %2,5’lik gluteraldehit solüsyonu içerisinde +4°C’ de iki gün tutularak fikse 

edildi. Fiksasyon işleminden sonra dokular, 1 mm3’lük parçalar haline getirildi ve  

%1’lik osmik asit (EMS 19132) içinde 1 saat fikse edildikten sonra %1’lik uranil asetat 

içinde tutularak kontrastlama yapıldı. Artan alkol serilerinde dehidratasyonu sağlanan 

dokular, propilen oksite 2 kez 10 dk olucak şekilde konuldu. Ardından dokular birer 

saat süreyle sırasıyla  1:1 ve 1:3 propilen oksit: epon karışımlarına ve sonrasında saf  

epon  içerisine konuldu. Kapsüller içinde epona gömülen dokular 60 °C, 18 saat etüve 

konuldu ve polimerizasyon işlemi yapıldı. Hazırlanan bloklardan ultramikrotom 

kullanılarak (C:Reichert OM U3) yarı ince kesitler alındı ve çalışmada incelenecek 

hedef alanlar belirlendi. Daha sonra 60 nm kalınlığında ince kesitler alınarak film ile 

kaplı 100 mesh gridler üzerine yerleştirildi ve 30 dk uranil asetat, 10 dk kurşun nitrat 
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damlaları ile muamele edildi ve JEOL 1011 transmisyon elektron mikroskopunda 

değerlendirildi. 

3.2.4. Hormon ve Sitokin Analizi 
Hormon (E2) ve  sitokin (IL-6) analizleri, deney sonunda sıçanlardan alınan kan 

örneklerinden elde edilen serumlarda ELISA yöntemi ile belirlendi mikroplate okuyucu 

(Biochrom Anthos Zenyt 200 Microplate Raders ) ile absorbans ölçümü yapıldı. 

3.2.4.1. Estradiol Analizi 
Estradiol ölçümü  elisa kiti (EIA-2693 DRG Estradiol Elisa) protokolüne uygun 

olarak yapıldı. 25 μl orjinal standarttan 0,25 pg/ml, 100 pg/ml, 250 pg/ml, 500 pg/ml, 

1000 pg/ml, 2000 pg/ml olmak üzere 5 farklı konsantrasyon hazırlandı. Her standarttan 

ve serum örneklerinden 25 μl kuyucuklara konularak üzerine 100 μl Streptavidin- 

horseradish peroksidaz eklendi ve 90 dk oda sıcaklığında inkübasyona bırakıldı. Üç 

defa 400 μl yıkama solüsyonu ile yıkama yapıldıktan sonra  her bir kuyucuğa 100 μl 

substrat solüsyonu konuldu ve oda sıcaklığında 30 dk inkübe edildi. İnkübasyon 

sonrasında stop solüsyonundan 50 μl her kuyucuğa eklenerek enzimatik reaksiyonun 

durdurulması sağlandı ve 10 dakika içerisinde 450 nm dalgaboyunda ELISA okuyucuda 

optik dansitesi okundu.  

3.2.4.2. IL-6 Analizi 
Sitokin IL-6 ölçümü elisa kiti (Rat IL-6 Elisa Kit Picokine EK0412) protokolüne 

uygun olarak yapıldı. 10 ng/ml rat  liyofilize IL-6 standardı ve 1ml dilüent solüsyonu 

kullanılarak stok konsantrasyon hazırlandı. Stok standarttan 4000 pg/ml, 2000 pg/ml, 

1000 pg/ml, 500 pg/ml, 250 pg/ml, 125 pg/ml, 62,5 pg/ml ve 0 pg/ml olmak üzere 8 

farklı konsantrasyon hazırlandı. Her standarttan ve bütün gruplardan alınan rat serum 

örneklerinden her kuyucuğa 100μl konuldu. Sıfırıncı standard konsantrasyon 

kuyucuğuna 100 μl dilüent solüsyonundan eklendi. Koruma membranı ile plate 

kapatıldı ve oda sıcaklığında 90 dk inkübasyona bırakıldı. İnkübasyondan sonra 

kuyucuklardaki sıvı boşaltıldı ve 100 μl Biotinylated Anti-Rat IL-6 antikoru eklendi ve 

üzeri koruma membranı ile kapatılarak oda sıcaklğında 60 dk inkübe edildi. Her 

kuyucuğa 300 μl yıkama solüsyonu eklenerek 3 defa yıkama işlemi yapıldıktan sonra 

100 μl Avidin-Biotin-Peroksidaz kompleksi eklendi ve oda sıcaklığında 40 dk 

inkübasyona bırakıldı. Yıkama işlemi 5 defa tekrarlandıktan sonra her kuyucuğa 90 μl 

renk geliştirme reaktifi eklendi ve karanlık ortamda oda sıcaklığında 25 dk inkübe 
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edildi. Ardından 100 μl stop solüsyonu eklenerek sarı renk oluşumu gözlendi ve 30 dk 

içerisinde 450 nm dalga boyunda ELISA okuyucuda optik dansitesi  okundu. 

3.3. İstatistik Analizleri 
Folikül sayıları ve ağırlık verilerinin istatistiğinde Graphpad Prism (ver. 7.00) 

programı kullanılmıştır. Parametrelere ait verilerin normaliteleri Shapiro-Wilk testi ile 

ölçülmüştür. Normal dağılım gösteren çoklu değişken grupları arasındaki ortalamaların 

kıyası ANOVA (Tukey testi ile beraber) ile yapılırken, normal dağılım göstermeyen 

çoklu grupların arasındaki kıyaslamalar ise Kruskall-Wallis (Dunn Testi ile beraber) 

ortaya konuldu. Tüm veriler ortalama ± ortalamaların standart hatası (standart error of 

mean=s.e.m) olarak ifade edildi ve p<0.05 değeri istatistiksel olarak anlamlı  kabul 

edildi.  

Elisa analizleri için SPSS 24.0 istatistik programı kullanılarak Tek Yönlü 

Varyans (Tek Yönlü ANOVA) testi yapıldı. Estradiol ve IL-6 konsantrasyonlarının 

gruplar arası karşılaştırması için  post hoc Tukey testi kullanıldı. Tüm veriler ortalama ± 

SEM olarak edildi ve p<0.05 değeri istatistiksel olarak anlamlı  kabul edildi. 

VEGF verilerinin istatistik analizleri için SPSS (Statistical Package for Social 

Sciences) programı kullanıldı. Elde edilen sonuçlar, tek yönlü varyans analizi (one-way 

ANOVA) ve post-hoc Tukey testleri kullanılarak değerlendirildi. İstatistik analizler 

sırasında güven aralığı p ˂0.05 anlamlı olarak kabul edildi. 

3.4. Kullanılan Kimyasal Maddeler,  Malzemeler, ve Cihazlar   

3.4.1. Kimyasal Maddeler ve Malzemeler  
Ketalar (Pfizer), Ketamin HCl (Doğa İlaç), Ksilazin HCl, Formaldehit (Sigma, 

15512), Etil Alkol (Merck, 1.00983.2500), Ksilol (Pancreac 141769.1612), Parafin 

(Thermo, 6774060), PMSG (Folligon 1000 IU intervet), hCG (1500 IU Chorulon; 

Intervet), Anti-VEGF monoklonal primer antikor (Santa Cruz sc7269), Fare spesifik 

HRP/AEC (ABC) immünohistokimya kiti (ab64258), Antikor dilüent solüsyonu 

(ScyTek ABB125), Mayer hematoksilen, Eozin, Su bazlı kapatma solüsyonu (1161 

ImmunoHistoMount Sigma), Glutaraldehit (Merck, 104239), Epoxy Embedding 

Medium Kit (Sigma, 45359-1EA-F) (EMS G100-Cu), Jelatin Kapsül (Size 3) (EMS 

70104). Sıçan IL-6 ELISA Kit (Picokine EK0412), Sıçan ELİSA Kit (EIA-2693 DRG 

Estradiol Elisa), İnsan göbek kordonu mezenkimal kök hücre hattı  (ATCC Normal 

Human Umbilical Cord-Derived Mesenchymal Stem Cells, PCS-500-010™). Hoechst 



 21 

3342 (Sigma B2261-25mg bisBenzimide H 33342 trihydrochloride), (Bayer), DMEM 

F12 (Sigma-Aldrich, D8900-10L), DMSO (Sigma-Aldrich), Fetal bovine serum FBS, 

(Panbiotech P30-3306), Tripsin/EDTA, Mikrotom bıçağı (Feather A35), hidrofobik 

kalem, Pozitif şarjlı lam, lamel 10 μl, 100 μl, 200 μl ve 1000 μl’lik mikropipet ve uçları, 

25 cm2’lik  ve 75  cm2’ lik hücre kültür kapları, insülin enjektörü, ependorf tüpü, 

santrifüj tüpü, Neubauer lamı, bakır grid (EMS G100-Cu). 

3.4.2. Cihazlar 
Doku takip cihazı (Leica TP1020) Mikrotom (Leica RM 2255), Geçirimli 

Elektron Mikroskobu (JEOL-JEM 1011), Ultramikrotom (EMUC7), Işık Mikroskobu 

(Olympus BX61), İnkübatör, Santrifüj, Buzdolabı (Arçelik), Manyetik karıştırıcı, 

Mikroplate okuyucu (Biochrom Anthos Zenyt 200 Microplate Raders ) Sterilizasyonu 

yapılmış sınıf II laminar havalandırmalı tezgâh. 
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4. BULGULAR 

4.1. Florasan Mikroskopi Bulguları 
Transplantasyon öncesi canlı MKH’ler Hoescht 3342 boyanarak DNA’ları 

işaretlendi.  Florasan mikroskopi altında  hücre DNA’ları mavi renkte gözlendi (Şekil4-

1). Hoescht 3342 ile işaretli MKH’lerin transplantasyon sonrası ovaryum dokusuna 

migrasyonunu değerlendirmek için tüm grupların ovaryum dokusu parafin bloklarından 

alınan kesitler florasan mikroskopunda analiz edildi. OHSS+MKH ve MKH gruplarında 

mavi renkte ışıma gözlenirken hücre transplantasyonu yapılmayan Kontrol (Şekil4-2)  

ve OHSS (Şekil4-3)  gruplarında ışıma gözlenmedi. Hoescht 3342 ile işaretli MKH’ler, 

ovaryum dokusunda vasküler alanlarda ve stromada görüldü. OHSS+MKH (Şekil4-4)  

grubunda ovaryum stromasında ve vasküler alanda görülen ışıma MKH grubuna(Şekil 

4-5) kıyasla daha fazlaydı.  

 

Şekil 4-1: Transplantasyon öncesi Hoescht 3342 ile işaretlenen MKH hücrelerinin florasan 
mikrografı, Bar 50 μm. 
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Şekil 4-2: Kontrol grubu vasküler alan florasan mikrografı. Bar 25 μm 
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Şekil 4-3: OHSS grubu, vasküler alan florasan mikroskopi fotoğrafı. Bar 25 μm 
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Şekil 4-4: OHSS+MKH grubu vasküler alan florasan mikrografı. Bar 25 μm 
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Şekil 4-5: MKH grubu vasküler alan florasan mikrografı. Bar 25 μm 

 

4.2. Hayvan ve Ovaryum Dokusu Ağırlık Verileri 
Deney protokolünün ilk ve son günü bütün gruplardaki hayvanların ağrlık 

ölçümleri yapılarak istatistikselolarak karşılaştırıldı. Kontrol ve MKH grupları arasındaki 

ağırlık artışında istatistiksel olarak anlamlı bir fark bulunmadı (p> 0.05). OHSS ve 

OHSS+MKH gruplarında ise, Kontrol ve MKH gruplarına kıyasla istatistiksel olarak 

anlamlı bir artış gözlendi (p ≤ 0.001***). OHSS+MKH grubunda MKH uygulaması 

ağırlık artışını azaltmış olsada, OHSS grubu ile karşılaştırıldığında bu azalış istatistiksel 

olarak anlamlı bulunmadı (p= 0,8942), (Şekil 4-5). 
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Şekil 4-6: Deney hayvanlarına ait ağırlık değişim grafikleri. A- ilk ağırlık grafiği p> 0.05 
tüm gruplara göre , B- son ağırlık grafiği pa ≤ 0.01, pb ≤ 0.05; Kontrol grubuna 
göre,  pc > 0.05; OHSS grubuna göre. Değerler ortalama ± SEM olarak ifade 
edildi (n=6) 

Sakrifikasyon sonrasında bütün gruplardan alınan sağ ovaryum dokularının 

ağırlık ölçümü yapıldı ve istatistiksel olarak gruplar arasındaki farklılıklar analiz edildi. 

Kontrol ve MKH gruplarında ovaryum ağırlıklarında istatistiksel olarak anlamlı bir 

farklılık bulunmadı (p>0.05). OHSS ve OHSS+MKH gruplarında ovaryum ağrlıkları, 

Kontrol ve MKH grupları ile karşılaştırıldığında istatistiksel olarak anlamlı bir artış 

gözlendi (p ≤ 0.05). OHSS+MKH grubunda, MKH uygulamasının   ovaryum ağırlıkları 

üzerinde bir değişiklik oluşturmadığı gözlendi, OHSS ve OHSS+MKH grupları 

arasında istatistiksel olarak  olarak anlamlı bir fark bulunmadı (p>0.05), (Şekil4-6). 
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Şekil 4-7: Ovaryum ağırlık grafiği. pa ≤ 0.05 kontrol grubuna göre,  pb ˃ 0.05 OHSS 
grubuna göre. Değerler ortalama ± SEM olarak ifade edildi (n=6) 

 

4.3. Işık Mikroskopi Bulguları 

4.3.1. Hematoksilen Eozin Boyası 
Ovaryum dokularını içeren parafin bloklardan alınan seri kesitler H&E boyası 

uygulanarak genel morfoloji, tüm ovaryum folikülleri ve korpus luteum yapıları 

değerlendirildi. Kontrol ve MKH gruplarında ovaryum dokusu stabil bir yapı gösterdi. 

Germinal epitel tek katlı yassı yer yer tek katlı kübik formdaydı ve altında yer alan  

tunika albuginea tabakası normal görünümdeydi. Ovaryum korteks medulla hatları 

belirgindi. Kortekste tüm folikül yapıları (primordial, unilaminar primer, multilaminar 

primer, sekonder, Graff) görüldü. Folikül hücrelerinin nukleusları, aktivitesiyle uyumlu 

olarak ökromatik soluk boyanma gösterdi (Şekil4-8,9). 

 OHSS grubunda ovaryum boyutunda belirgin bir artış gözlenirken germinal 

epitel ve tunika albuginea tabakası normal görünümdeydi. Ovaryum korteksinde tüm 

folikül yapıları (primordial, unilaminar primer, multilaminar primer, sekonder, Graff) 

gözlendi fakat neredeyse tüm kortekse yayılan, dışta teka lutein hücreleri ile çevrili, içte 

poligonal şekilli, soluk sitoplazma içeren granüloza lutein hücrelerinden oluşan korpus 
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luteum yapıları daha belirgin ve fazlaydı. Korpus luteum yapılarında ve interstisyel 

alanlarda çok sayıda hemorajik alan ve vasküler dilatasyon gözlendi. Özellikle 

intertistiyal alanlarda ödem belirgindi. Ayrıca folikül kavitesinde çok sayıda nekrotik 

granüloza hücresinin meydana getirdiği debris yapısı izlendi. Korpus luteum sayı ve 

boyutlarının artışı ile artan korteks alanına karşılık medulla bölgesi iç kısımda vasküler 

dilatasyonların ve hemorajik alanların yoğunlukta olduğu daha dar bir alan olarak 

gözlendi (Şekil4- 10, 11, 12, 13, 14, 15,16), OHSS+MKH grubunda ise OHSS grubuna 

kıyasla interstisyel ödem, korpus luteum sayısında ve hemorajik alanlarda azalış 

gözlenirken  folikül sayısında artış vardı (Şekil4-17, 18). 

 

Şekil 4-8: Kontrol grubu, ovaryum dokusu ışık mikrografı. Graff folikülü (kalın ok), 
sekonder folikül (asteriks), multilaminar primer folikül (ok başı) germinal epitel 
(ince ok). H&E, Bar 100 μm. 
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Şekil 4-9: MKH grubu, ovaryum dokusu ışık mikrografı. Graff folikül (beyaz ok), 
Sekonder folikül (asteriks), multilaminar primer folikül (kalın ok), unilaminar 
primer folikül (ok başı) germinal epitel (ince ok). H&E, Bar 100 μm 
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Şekil 4-10: OHSS grubu ovaryum dokusu ışık mikrografı. Korpus luteum (asteriks) 
medulla (M), sekonder folikül (kalın ok), germinal epitel (ince ok). H&E, Bar 200 
μm. 
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Şekil 4-11: OHSS grubu ışık mikrografı. Korpus luteum (asteriks), Hemorajik alanlar 
(HA). H&E, Bar 100 μm. 
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Şekil 4-12: OHSS grubu ışık mikrografı. Hemorajik alanlar (HA, oklar). H&E, Bar 50 
μm. 
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Şekil 4-13: OHSS grubu ışık mikrografı. İntertistiyal alanlarda ödem. H&E, Bar 20 μm. 
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Şekil 4-14: OHSS grubu ışık mikrografı. A- Kortekste vasküler dilatasyon ve korpus 
luteum yapıları 100 Bar μm. B- Vasküler dilatasyonun büyük büyütmede 
gösterimi. H&E, Bar 20 μm. 
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Şekil 4-15: OHSS grubu ışık mikrografı. Medullada vasküler dilatasyon. H&E, Bar 200 
μm. 
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Şekil 4-16: OHSS grubu ışık mikrografı. Atretik foliküller; folikül sıvısı içerisinde 
apopitoza uğramış granüloza hücreleri ve hemorajik alanlar. H&E, Bar 100 μm 
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Şekil 4-17: OHSS+MKH grubu ovaryum dokusu ışık mikrografı. Sekonder folikül (siyah 
asteriks), multilaminar primer folikül (beyaz ok), unilaminar primer folikül 
(kalın ok), primordial folikül (ok başı), korpus luteum (beyaz asteriks), germinal 
epitel (ince ok). H&E, Bar 100 μm. 
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Şekil 4-18: OHSS+MKH grubu ovaryum dokusu ışık mikrografı. Korteks, hemorajik 
alanlarda azalma  (asteriks). Bar 50 μm. 

4.3.2. VEGF İmmünohistokimyasal Boyama 
ImageJ görüntü analiz programıyla VEGF antikorunun boyanma miktarına 

bakıldığında, kontrol ve MKH gruplarının granüloza hücrelerinde VEGF 

immünohistokimya boyanması zayıftı (Şekil 4-19,20). Kontrol, MKH ve OHSS grupları  

arasındaki VEGF antikoru boyanmasına bakıldığında aralarındaki fark anlamlı bulundu 

(p<0.001, Tablo4-1). OHSS grubunun VEGF immünohistokimya boyanma şiddetinin 

kontrol, MKH ve OHSS+MKH gruplarına göre daha koyu ve yaygın bir boyanma 

göstererek arttığı gözlendi (Şekil 4-21). OHSS grubunda VEGF immünohistokimyasal 

boyanmasında oosit ve zona pellusida ile özellikle korpus luteumdaki granüloza 

hücrelerinde diğer gruplara göre daha güçlü bir boyanma gözlendi. Kapillerlerin 

stromada ve korpus luteumda granüloza hücre tabakasına doğru penetre olmasıyla 

boyanmanın daha yoğun olduğu gözlendi. OHSS+MKH grubu ile OHSS grubu 

arasındaki VEGF antikoru boyanmasına bakıldığında aralarındaki fark anlamlıydı 

(p<0.001, Tablo4-1). OHSS+MKH grubunda VEGF antikoru boyanma yoğunluğu 

OHSS grubuna göre daha zayıftı (Şekil 4-22). OHSS+MKH grubu ile kontrol ve MKH 

gruplarının VEGF antikoru boyanmasına bakıldığında arasındaki fark anlamlı değildi. 
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Şekil 4-19:Kontrol grubuna ait ovaryum dokusunda VEGF immünohistokimya 
boyanmasının ışık mikrografı görülmektedir. Oosit (O), granüloza hücreleri 
(GC) ve zona pellusida ok başı ile gösterilmiştir. Bar 40 µm. 
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Şekil 4-20: MKH grubuna ait ovaryum dokusunda VEGF immünositokimya 
boyanmasının ışık mikrografı görülmektedir. Oosit (O), granüloza hücreleri 
(GC) ve zona pellusida ok başı ile gösterilmiştir. Bar 40 µm. 
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Şekil 4-21: OHSS grubuna ait ovaryum dokusunda VEGF immünohsitokimya 
boyanmasının ışık mikrografı görülmektedir. Oosit (O), granüloza hücreleri 
(GC) ve zona pellusida ok başı ile gösterilmiştir. Bar 40 µm. 
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Şekil 4-22: OHSS+MKH grubuna ait ovaryum dokusunda VEGF immünohistokimya 
boyanmasının ışık mikrografı görülmektedir. Oosit (O) ve granüloza hücreleri 
(GC) gösterilmiştir. Bar 40 µm. 
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Tablo 4-1: Kontrol, MKH, OHSS ve OHSS+MKH gruplarının, ImageJ görüntü analiz 
programı kullanılarak, VEGF immünohistokimya boyanma şiddetini gösteren 
tablo görülmektedir. Kontrol grubuyla karşılaştırıldığında anlamlı farklılık 
gösteren gruplar * işareti, OHSS grubuyla karşılaştırıldığında anlamlı farklılık 
gösteren gruplar # işareti ile belirtilmiştir (p< 0,001). 

 

4.3.3. Folikül Sayımı Sonuçları 
Bütün deney gruplarının ovaryum dokularından 60 μm aralıklarla olacak şekilde 

3 μm’lik kesitler alınarak primordial, unilaminar primer, multilaminar primer, sekonder, 

Graff, atretik folikül ve korpus luteum sayıları değerlendirildi. Primordial, unilaminar 

primer, multilaminar primer, sekonder, Graff foliküller için yapılan değerlendirme 

sonuçları şu şekildeydi; Kontrol grubu ve MKH grubu arasında istatistiksel anlamda bir 

fark bulunmadı (p> 0.05); OHSS ve OHSS+MKH gruplarında, bütün folikül 

sınıflarında Kontrol grubu ve MKH gruplarına kıyasla anlamlı bir azalış gözlendi 

(p<0.0001); OHSS+MKH grubunda, OHSS grubuna kıyasla folikül sayılarında artış 

meydana gelsede istatistiksel olarak anlamlı bir fark gözlenmedi (sırasıyla p değerleri 

p=0,5680, p=0,9599, p=0,9864, p=0,2518, p=0,1172). Korpus luteum ve atretik folikül 

sayısı Kontrol ve MKH gruplarına kıyasla OHSS ve OHSS+MKH gruplarında anlamlı 

derecede arttı (p<0,0001). OHSS+MKH grubunda MKH uygulaması korpus luteum ve 

atretik folikül sayısını azaltsada, OHSS grubu ile karşılaştırıldığında istatistiksel olarak 
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anlamlı bulunmadı (sırasıyla p değerleri p=0,7586, p=0,4551). Kontrol ve MKH 

grupları arasında korpus luteum ve atretik folikül sayılarında anlamlı bir fark bulunmadı 

(p> 0.05), (Tablo4-1). 

                                              KONTROL           MKH                     OHSS          OHSS+MKH 

Primordial F. 170,5 ± 7,215 166,2 ± 5,492b 53,33 ± 8,269a 66 ± 6,055a,d 

Unilaminar Primer F. 46,5 ± 3,041 45,33 ± 2,848b 15,5 ± 4,87a 17,83 ±1,956a,d 

Multilaminar Primer F. 78,17 ± 3,361 61 ± 4,775c 28,33 ± 2,716a 26,67 ± 2,716a,d 

Sekonder F. 60,83 ± 0,8333 59,83 ± 1,352b 19,5 ± 4,039a 26,67 ± 3,007a,d 

Graaf F. 12,17 ± 0,4773 12,17 ± 0,6009b 2,5 ± 0,8466a 5 ± 0,9661a,d 

Atretik F. 15,67 ± 1,647 10,83 ± 0,3073b 47,83 ± 4,028a 42,67 ±2,155a,d 

Korpus Luteum 7 ± 1,342 8 ± 0,2582b 207,8 ±27,85a 187,3 ± 9,265a,d 

Tablo 4-2 : Deney gruplarına ait ovaryum folikül sayıları. Değerler ortalama ± SEM olarak 
ifade edilmiştir. (n=6), F: folilkül. ap<0,0001, bp >0.05, cp ≤ 0.05 Kontrol grubuna 
göre, dp > 0.05 OHSS grubuna göre. Değerler ortalama ± SEM olarak ifade edilmiştir 
(n=6).   

4.4. Elektron Mikroskopi Bulguları   
Her grupta oosit içeren elektron mikroskop kesitlerinde, oositi çevreleyen 

küboid granüloza hücrelerinin ultrastrüktürel yapıları incelendi (Şekil 4-23). Kontrol 

grubu elektron mikroskobik incelemesinde granüloza hücrelerinin yer yer derin 

invajinasyonlar içeren oldukça büyük bir nukleusa ve bir veya birden fazla nukleolusa 

sahip oldukları gözlendi. Sitoplazmalarında çok sayıda mitokondri, endoplazmik 

retikulum sisternaları, ribozomlar, lipid damlacıkları ve veziküller gözlendi (Şekil 4-

24). 

MKH grubuna ait elektron mikroskobik incelemede granüloza hücrelerinin 

büyük bir nukleus ve bir veya birden fazla nukleolusa sahip oldukları gözlendi. 

Sitoplazmalarında çok sayıda mitokondri, endoplazmik retikulum, ribozom, lipid 

damlacıkları ve veziküller gözlendi (Şekil 4-25). 
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OHSS grubu elektron mikroskobik incelemesinde granüloza hücrelerinin bir 

nukleus ve bir veya daha fazla nukleolusa sahip oldukları gözlendi. Sitoplazmalarında 

az sayıda mitokondri, endoplazmik retikulum sisternaları, ribozomlar ve veziküller 

gözlendi. Granüloza hücrelerinin sitoplazmasının büyük bir bölümünü kapsayan yer yer 

materyalle dolu büyük çaplı vakuollerin olduğu gözlendi (Şekil 4-26). 

OHSS+MKH grubunda granüloza hücrelerinin büyük bir nukleus ve çok sayıda 

nukleoluslara sahip oldukları gözlendi. Sitoplazmalarında çok sayıda mitokondri, 

endoplazmik retikulum sisternaları, ribozomlar ve veziküller gözlendi. Granüloza 

hücrelerinin sitoplazmasında OHSS grubundaki gibi büyük vakuoller gözlenmedi (Şekil 

4-27). 

 

Şekil 4-23: Kontrol grubuna ait elektron mikrografında oosit (O), zona pellusida (ZP), ve 
kare ile işaretlenen alanda inceleme için seçilen granüloza hücresi 
görülmektedir.Bar 10 µm. 
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Şekil 4-24: Kontrol grubuna ait granüloza hücresinin elektron mikrografı görülmektedir. 
Nukleus (N), nukleolus (n), mitokondri (M) ve endoplazmik retikulum ok ile 
gösterilmiştir. Bar 1 µm. 
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Şekil 4-25: MKH grubuna ait granüloza hücresinin elektron mikrografı görülmektedir. 
Nukleus (N), nukleolus (n), mitokondri (M)  ve endoplazmik retikulum ok ile 
gösterilmiştir. Bar 1 µm. 
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Şekil 4-26: OHSS grubuna ait granüloza hücresinin elektron mikrografı görülmektedir. 
Nukleus (N), nukleolus (n), vakuol (V) ve endoplazmik retikulum ok ile 
gösterilmiştir. Bar 1 µm. 
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Şekil 4-27: OHSS+MKH grubuna ait granüloza hücresinin elektron mikrografı 
görülmektedir. Nukleus (N), nukleolus (n), vakuol (V)  ve endoplazmik retikulum 
ok ile gösterilmiştir. Bar 1 µm. 

 

4.5. Estradiol ve IL-6 ELISA Sonuçları 
Sakrifikasyon öncesi hayvanlardan alınan kanların santrifüj edilmesiyle toplanan 

serumlarda, E2 hormonu ve IL-6 sitokin seviyelerine ELISA yöntemiyle bakıldı. 

Standartlardan elde edilen absorbans değerleri baz alınarak absorbans/konsantrasyon 

eğrisi oluşturuldu ve R2 değerleri bulundu (E2 R2 =0,974, IL-6 R2=0,9873). 

Serumlardaki E2 ve IL-6 konsantrasyonları bu denklemler üzerinden pg/ml hesaplandı. 

Şekil 4-28’de gösterilen sonuçlar analiz edildiğinde E2 seviyelerinde; Kontrol ve MKH 

grupları arasında istatiksel olarak anlamlı bir fark gözlenmedi (p>0.05) OHSS grubunda 
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E2 seviyesi Kontrol ve MKH grupları ile karşılaştırıldığında anlamlı derecede arttı 

(p<0.001). OHSS+MKH grubunda MKH uygulamasının, E2 seviyelerini OHSS 

grubuna  kıyasla istatistiksel olarak anlamlı derecede azalttığı görüldü (p<0,001). IL-6 

için yapılan analiz sonuçları ise şu şekildeydi; Kontrol ve MKH grupları arasında 

istatistiksel olarak anlamlı bir fark gözlenmezken, OHSS ve OHSS+MKH gruplarında 

IL-6 seviyesi  Kontrol ve MKH grupları ile karşılaştırıldığında anlamlı derecede arttı. 

OHSS+MKH grubunda, MKH uygulamasının OHSS oluşumu ile artan IL-6 seviyelerini 

istatiksel olarak anlamlı derecede azalttığı gözlendi (p<0.05), (Şekil 4-29). 

 

Şekil 4-28: A- Estradiol ELISA kiti absorbans/konsantrasyon grafiği. B- Gruplara ait 
ortalama serum Estradiol seviyeleri, ap < 0,001, Kontrol ve OHSS+MKH gruplarına 
göre, bp < 0.05, MKH grubuna göre. Analiz verileri ortalama ± SEM olarak ifade 
edilmiştir (n=6) 

 

 

 

Şekil 4-29: A- IL-6 ELISA kiti absorbans/konsantrasyon grafiği. B- Gruplara ait ortalama 
serum IL-6 seviyeleri, ap < 0.05 Kontrol, MKH ve OHSS+MKH gruplarına göre. 
Analiz verileri ortalama ± SEM olarak ifade edilmiştir (n=6). 
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5. TARTIŞMA 

İnfertilite insidansı her geçen gün artarken ekonomik, sosyal ve psikolojik bir 

çok problemi de beraberinde getirmektedir. Yardımcı üreme tedavileri bu bağlamda 

infertil bireyler için umut vadetmektedir. İlk canlı doğumun gerçekleştiği 1978 yılından 

günümüze  kadar geçen kırk yılda en az 8 milyon IVF bebeği dünyaya gelmiştir (70). 

Ancak her tedavide olduğu gibi yardımcı üreme tedavileri sırasında da çeşitli 

komplikasyonlar gelişebilmektedir. OHSS, in vitro/vivo fertilizasyon uygulamaları 

sırasında hCG ile yapılan ovulasyon indüksiyonu sonucu gelişen en ciddi iatrojenik 

komplikasyonlardan biridir (1). Daha fazla oosit eldesi için yapılan eksojen 

gonodotropin uygulamaları ovaryum boyutunda, korpus luteum oluşumunda, serum E2 

seviyelerinde ve vasküler permeabilitede artışa neden olmaktadır. Artan vasküler 

permeabilte ile birlikte hipovolemi, assit, hidrotoraks, hidroperikardiyum, tromboz ve 

akut respiratuar distres sendromu gibi yaşamı tehdit eden durumların ortaya çıkabildiği 

OHSS oluşmaktadır (5, 6). 

Farklılaşma potansiyelleri, yüksek proliferasyon hızları, migrasyon yetenekleri 

ve salgıladıkları sitokinler, kemokinler, büyüme faktörleri gibi parakrin etkiler 

sayesinde MKH’ler, günümüzde güçlü bir terapötik ajan olarak pek çok hastalığın 

tedavisinde kullanılmaktadır (71). Bu çalışmada ilk kez, OHSS modeli oluşturduğumuz 

ratlarda MKH’nin ovaryum dokusu üzerindeki terapötik etkileri incelenmiştir. Hoescht 

3342 ile DNA işaretlemesi yapılan insan göbek kordonu MKH’leri OHSS modeli 

oluşturulan ratlara intraperitoneal olarak enjekte edilmiştir.  

MKH’lerin hasarlı dokuya migrasyonu ve yerleşmesinin altında yatan 

mekanizmalar hala tam olarak aydınlatılamamıştır. Fakat son yıllarda yapılan çalışmalar  

MKH migrasyonunda bir çok farklı parametrenin rol aldığını göstermektedir (72, 73). 

Dokunun vaskülarizasyon düzeyi ve dokuda meydana gelen hasar derecesi migrate olan 

MKH sayısını etkilemektedir. Transplantasyon sonrası kan damarlarından zengin, 

yoğun hasarlı dokulara MKH’lerin daha fazla yerleştiği rapor edilmiştir (73). 

MKH’lerin migrasyon sürecinin stromal kaynaklı faktör-1 (SDF-1), kemokin reseptörü 

(CXCR4), VEGF, HGF, IGF-1, TGF-β, temel fibroblast büyüme faktörü (bFGF) ve 

trombosit kaynaklı büyüme faktörü (PDGF) gibi çeşitli sitokinler, kemokinler ve 

büyüme faktörlerinin etkisi altında gerçekleştiği gösterilmiştir. Bir çok çalışmada 

özellikle SDF-1-CXCR4 aksının transplantasyon sonrası MKH’lerin hasarlı dokuya 
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migrasyonunda önemli bir rol oynadığı rapor edilmiştir. Kemoterapi, inflamasyon gibi 

patolojik süreçlerde ekspresyonu artan ve çeşitli hücreler tarafından salgılanan SDF-1, 

CXC kemokin alt ailesinin bir üyesidir. Hematopoietik, endotelyal, nöronal, progenitör 

hücreler ve kök hücreler dahil olmak üzere çeşitli hücrelerde eksprese olan CXCR4 ise 

SDF-1 için birincil kemokin reseptörüdür. MKH’den eksprese olan CXCR4, bu 

hücrelerin SDF-1 gradyanları boyunca migrasyonunu ve hasarlı dokuya yerleşimini 

sağlar (72, 74). Prematür ovaryan yetmezlik oluşturulmuş sıçanlarda, amniyotik 

membrandan izole edilen kök hücrelerinin ovaryum dokusuna migrasyonunun SDF-1-

CXCR4 aksı üzerinden gerçekleştiği ve bu aks üzerindeki yolaklarda oluşturulan  

inhibisyonların ovaryum dokusuna göç eden hücre sayısında azalmaya neden olduğu 

gösterilmiştir (72). VEGF ve reseptörü VEGFR, çeşitli hücre tiplerinin büyümesi, 

gelişmesi ve migrasyonunda önemli rol oynar (75). Yapılan in vivo ve in vitro 

çalışmalarda artan VEGF seviylerinin SDF-1 ekpresyonunu arttırdığı gözlemlenmiştir 

(76). OHSS patogenezindeki en önemli süreçlerden biri vasküler permeabilitedeki artış 

ve buna bağlı olarak artan VEGF ekspresyon seviyeleridir (1). 

 Kalhori ve arkadaşlarının yaptığı bir çalışmada, Hoescht 3342 işaretlenmiş Kİ-

MKH, PKOS modeli oluşturulmuş sıçanlara transplante edilmiş ve bu hücrelerin 

ovaryum dokusuna yerleştiği gözlemlenmiştir (17). Jalalie ve arkadaşları ise 

siklofosfamid kullanarak POF modeli oluşturdukları sıçanlara CM-DiI ile işaretledikleri 

İGK-MKH hücrelerini transplante etmiş ve bu hücrelerin ovaryum dokusunda 

korteksten ziyade medulla bölgesinde lokalize olduğunu belirtmişlerdir (77). Biz de 

çalışmamızda Hoescht 3342 ile işaretlediğimiz MKH’lerin transplantasyon sonrası 

ovaryum dokusunda korteksten ziyade medulladaki vasküler alanda daha yoğun bir 

şekilde lokalize olduğunu gözlemledik.  

OHSS patogenezinde artan vasküler permeabilete, ovaryum boyutunda artışa ve 

üçüncü boşluklarda asit birikimine neden olmaktadır. Artan ovaryum boyutu ve asit 

miktarı ile birlikte doku ve vücüt ağırlıklarında da belirgin bir artış meydana 

gelmektedir (32, 78). Cheng ve arkadaşları, hCG uygulaması sonucu OHSS 

oluşturdukları ratlarda, hayvan vücut ve ovaryum ağırlıklarında artış gözlemlemişlerdir 

(45). Biz de çalışmamızda deney protokolünün ilk günü ve son günü yaptığımız ağırlık 

ölçümlerini değerlendirdiğimizde literatürdeki çalışmalarla uyumlu sonuçlar elde ettik. 

OHSS grubunda kontrol grubuna kıyasla hayvan vücut ağırlıklarında anlamlı bir artış 

gözlendi. Sakrifikasyon sonrası ölçülen ovaryum ağırlıklarında da kontrol grubuna 
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kıyasla OHSS grubunda belirgin bir artış izlendi. MKH’lerin ağırlık değişimi üzerindeki 

terapötik etkileri oluşan hasar tipine bağlı olarak değişebilmektedir. PKOS modeli 

oluşturulmuş ratlarda  MKH uygulaması ile birlikte hayvan ağırlıklarında azalma 

olduğu rapor edilmiştir (79). Çalışmamızda MKH uygulaması, OHSS sonucu artan 

ovayum ağırlıklarında bir değişiklik oluşturmadı. Hayvan vücüt ağırlıklarında ise MKH 

uygulaması bir azalma oluşturdu fakat bulunan değerler istatistiksel olarak anlamlı 

bulunmadı. 

Ovulasyon indüksiyonu sırasında yapılan uygulamalar, artan vasküler 

permeabilite ve korpus luteum sayılarının etkisiyle ovaryum dokusunda, intertisyel 

ödem ve hemorajik alanlar oluşmaktadır (32, 80). Darabi ve arkadaşları OHSS modeli 

oluşturdukları ratlarda, ovaryum korteks ve medullasında hemorajik alanlar 

gözlemlemişlerdir (78). Yapılan literatür çalışmaları ile uyumlu olarak biz de 

çalışmamızda OHSS grubunda kortekste, intertistiyal ödemin vasküler dilatasyonların 

ve hemorajinin yoğun olduğu alanlar gözlemledik. Korpus luteum yapılarındaki artış 

nedeniyle korteks tabakası daha geniş bir alanda yer alırken, medulla bölgesi vasküler 

dilatasyonların ve hemorajik alanların belirgin olduğu daha dar bir alan olarak izlendi. 

Bazı atretik folikül kavitelerinde çok sayıda nekrotik granüloza hücresinin meydana 

getirdiği debris yapısı izlendi. Literatürde MKH’nin OHSS üzerindeki iyileştirici 

etkilerini inceleyen bir çalışma bulunmamaktadır. Ancak, OHSS patogenezinde olduğu 

gibi inflamatuar süreçlerin rol aldığı, bir çok hastalık modelinde, MKH’in ovaryum 

dokusu üzerindeki terapötik etkileri gösterilmiştir. PKOS ve POF modeli oluşturulmus 

rat modellerinde MKH uygulamasının parakrin faktörler aracılığıyla ovaryan 

anjiyogenezi arttırdığı ve ovaryum hasarını anlamlı derecede iyileştirdiği bir çok 

çalışma ile gösterilmiştir (73, 81). Lu ve arkadaşları MKH transplantasyonu sonrası 

POF modeli oluşturdukları ratların ovaryum dokularında, intertistiyal hiperplazi ve 

fibrozisin azaldığını belirtmişlerdir (82). Biz de çalışmamızda, MKH uygulamasının 

OHSS+MKH grubunda, OHSS grubuna kıyasla ovaryum dokusunda; interstisyel 

ödemi, hemorajik alanları ve vasküler dilatasyonları  azalttığını gözlemledik. OHSS 

patogenezi sonucu oluşan ovaryum hasarı üzerine MKH’lerin terapötik etkilerini 

parakrin faktörler aracılığı ile göstermiş olabileceğini düşünmekteyiz. 

OHSS, ovaryum boyutunda, korpus luteum oluşumunda artışa neden olurken, 

foliküler gelişimi de etkileyerek, folikül rezervinde azalmaya neden olmaktadır (78, 83) 

Luo ve arkadaşları yaptıkları çalışmada OHSS modeli oluşturdukları ratlarda kontrol 
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grubuna kıyasla, korpus luteum ve atretik folikül sayılarında artış, primordial, primer, 

sekonder ve antral folikül sayılarında ise azalma olduğunu belirtmişlerdir (3). 

Çalışmamızda yukarıdaki bigiler ile uyumlu olarak OHSS grubunda korpus luteum ve 

atretik folikül sayılarında anlamlı bir artış, primordial, unilaminar primer, multilaminar 

primer, sekonder, Graaf folikül sayılarında ise azalış gözlendi.  

Bir çok çalışmada, MKH’lerin ovaryum hasarı üzerindeki terapötik etkilerinin 

germ hücrelerine farklılaşmadan ziyade; teka, granüloza, vasküler endotelyal hücreler 

gibi oosit ve folikül gelişimini destekleyen hücrelere farklılaşma yetenekleri ve 

salgıladıkları IGF-1, HGF, LIF, VEGF, TGF- β1, Bcl-2, gibi parakrin faktörler aracılığı 

ile gerçekleştiği gösterilmiştir (62, 84). POF modeli oluşturulan ratlara transplante 

edilen MKH’lerin gelişen tüm folikül tiplerinde iyileştirici etki göstererek folikül 

rezervini arttırdığı bir çok çalışma ile rapor edilmiştir (10). Xie ve arkadaşları DHEA 

kullanarak ratlarda oluşturdukları PKOS modelinde, MKH uygulamasının PKOS 

sonucu azalan korpus luteum ve folikül sayılarını arttırdığını rapor etmişlerdir (59). 

Çalışmamızda MKH uygulaması ile birlikte primordial, unilaminar primer, 

multilaminar primer, sekonder, Graaf folikül sayılarında artış, korpus luteum ve atretik 

folikül sayılarında ise azalış gözlendi fakat bu değerler istatiksel olarak anlamlı 

bulunmadı. Ağır form OHSS modeli oluşturduğumuz OHSS gruplarında deney 

protokolü gereğine uygun olarak hayvan kaybı olmaması için deney süresi kısa tutulmuş 

ve MKH transplantasyonundan sonra hayvanlar 5. günde sakrifiye edilmiştir. Protokole 

uygun olarak hücre transplantasyonundan kısa bir süre sonra deneyin sonlandırılmış 

olmasının, MKH’in OHSS histopatolojisi üzerindeki terapotik etkilerini göstermesini 

sınırlandırmış olabileceğini düşünüyoruz. MKH’lerin ağır form OHSS modeli 

oluşturulan ratlarda folikül sayıları üzerindeki etkisi istatiksel olarak anlamlı olmasa da, 

folikül sayılarındaki artış, yukarda belirtilen ve OHSS patogeneziyle benzer inflamatuar 

süreçlerin yer aldığı literatür çalışmalarındaki iyileştirici etkilerle uyumludur. 

IL-6, OHSS patogenezinde rolü olan en önemli sitokinlerden biridir. Endotel 

hücreleri, makrofajlar, lenfositler gibi birçok hücre tarafından sentezlenen IL-6,  VEGF 

ekspresyonunu arttırarak vasküler permeabiliteyi arttırır (1, 6, 85). Sitokin kaynaklı 

meydana gelen vasküler permeabilitedeki akut artış inflamatuar yanıtların 

gerçekleşebilmesi için gereklidir. Bununla birlikte vasküler permeabilitedeki uzun süreli 

artış doku ve organlarda hasar meydana getirerek birçok hayati fonksiyonun aksamasına 

sebep olmaktadır (85). OHSS hastalarının asit, serum ve folikül sıvılarında IL-6 
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seviyelerinin arttığı birçok klinik çalışmada rapor edilmiştir (6, 29). Chen ve arkadaşları 

OHSS modeli oluşturdukları ratlarda serum IL-6 seviyelerinin kontrol grubuna kıyasla 

arttığını gözlemlemişlerdir (86). Wei ve arkadaşları ise OHSS oluşturdukları ratlarda 

IL-6 ekspresyonunda görev alan trans sinyal yolağını bloke ettiklerinde VEGF 

ekspresyonunda azalma olduğunu belirtmişlerdir (8). Biz de çalışmamızda  ratlarda  

alınan serum örneklerini ELİSA yöntemi ile analiz ettiğimizde IL-6 seviyesinin OHSS 

grubunda belirgin bir şekilde arttığını gözlemledik.  

MKH’lerin en önemli parakrin etkilerinden biri immunmodulatör özelliklere 

sahip olmalarıdır. Hasarlı bölgedeki inflamatuar faktörlerin salgılanma seviyelerine 

göre, MKH’ler pro-inflamatuar ya da anti-inflamatuar fonksiyon sergilerler. Düşük 

interferon gama (IFN-γ) ve TNF-α seviyelerinde, MKH’ler makrofaj inflamatuar 

protein alfa/ beta (MIP-lα/β) ve kemokin 9-10-11 (CXCL9-10-11) gibi faktörler 

salgılayarak proinflamatuar fonksiyon gösterirler. Yüksek IFN-γ, TNF-α, IL-6 

seviyelerinde ise MKH’ler regülatör T hücrelerinin aktivasyonunu indüklemek üzere 

TGF-β, HGF indoleamin 2,3-dioksijenaz (IDO), prostaglandin E2 (PGE2) ve nitrik 

oksit sentaz (NO) gibi faktörler salgılayarak anti-inflamatuar süreçlerde rol alır ve 

terapötik etkilerini gösterirler (87).  Kalhori ve arkadaşları PKOS modeli oluşturdukları 

ratlarda artan serum IL-6 ekspresyon seviyesinin MKH transplantasyonu sonucu 

azaldığını rapor etmişlerdir (17). Çalışmamızda, OHSS sonucu artan serum IL-6 

seviyeleri MKH uygulaması ile birlikte istatistiksel olarak anlamlı derecede azaldığı. 

OHSS+MKH grubunda meydana gelen IL-6 seviyelerindeki anlamlı azalmanın 

MKH’lerin bir çok hastalığın tedavisinde kanıtlanmış olan anti-inflamatuar etkilerinden 

kaynaklanmış olabileceğini düşünmekteyiz. 

Ovulasyon indüksiyonu sırasında yapılan hCG uygulamasının  hemen öncesinde 

ve sonrasında yükselen serum E2 seviyeleri OHSS erken tanısı için önemli bir 

belirteçtir. Hem klinik uygulamalardan elde edilen hasta verilerinde, hem de oluşturulan 

OHSS hayvan modellerinde serum E2 seviyeleri yüksek bulunmuştur (5, 45) Ajonuma 

ve arkadaşları eksojen gonadotropin uygulaması sonucu artan E2 seviyelerinin, epitelyal 

klor (Cl) kanal proteinini kodlayan kistik fibrozis transmembran regülatör (CFTR) gen 

ekspresyonunu arttırdığını, bunun da vücut boşluklarında iyon ve sıvı retansiyonuna ve 

sonuçta hipovelemi plevral efüzyona neden olduğunu rapor etmişlerdir (88). Zhai ve 

arkadaşları da yaptıkları çalışmada, hCG uygulayarak OHSS modeli oluşturdukları 

ratlarda serum E2 seviyelerinin arttığını belirtmişlerdir (4). Yukarıda belirtilen literatür 
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çalışmaları ile uyumlu olarak çalışmamızda OHSS grubu serum E2 seviyelerinde 

belirgin bir artış gözlendi. OHSS+MKH grubunda ise MKH uygulamasının E2 

seviyelerini anlamlı derecede azalttığı izlendi. OHSS+MKH grubunda meydana gelen 

E2 seviyelerindeki anlamlı azalmanın MKH’lerin ovaryum üzerindeki parakrin 

etkilerinden kaynaklanmış olabileceğini düşünmekteyiz.  

OHSS patogenezindeki en önemli mediatörlerden biri VEGF’dür. Heparin 

bağlayıcı bir glikoprotein olan VEGF’in, foliküler gelişim, korpus luteum fonksiyonu 

ve ovaryum anjiyogenezinde bütünleyici bir rol oynadığı bilinmektedir. 

Anjiyogenezisdeki bozukluklar, anovülasyon ve infertilite, gebelik kaybı, OHSS ve 

ovaryum neoplazmı dahil olmak üzere çeşitli bozukluklara yol açabilir (89, 90). 

VEGF'nin baskın folikül seçimi ve atrezi için önemli bir düzenleyici molekül 

olabileceği ileri sürülmüştür (91). Yang ve arkadaşları, granüloza hücrelerindeki VEGF 

ekspresyonunun, muhtemelen oosit tarafından salgılanan faktörlere bağlı olarak, 

vaskülariteden sorumlu bir faktör olduğunu rapor etmişlerdir (92). Sığır foliküllerinde 

yürütülen başka bir çalışmada gösterildiği gibi, foliküler vaskülarite, folikülün baskın 

hale gelmesinde de çok önemli görünmektedir, çünkü östrojen-aktif foliküller ile VEGF 

ekspresyonu arasında pozitif bir korelasyon olduğu gösterilmiştir (93, 94). Ayrıca 

VEGF’in memeli ovaryumunda granüloza hücre apoptozundan kaynaklanan foliküler 

atreziyi de inhibe ettiği belirtilmiştir (95).  

VEGF‘ün  aşırı expresyonu ve artan damar yoğunluğu ovaryum granüloza hücre 

tümörlü hastalarda önemli bir anjiogenik özellik olarak belirtilmiştir (96, 97). VEGF, 

vasküler endotel hücreleri için güçlü bir mitojendir ve tümör anjiyogenezisinin 

anlaşılmasında önemli bir parametredir (98). PKOS’lu hastaların hem granüloza hem de 

teka hücrelerinde güçlü VEGF immün boyanması bildirilmiştir (89, 99). Gonadotropin 

stimülasyonuna aşırı yanıt veren PKOS hastalarında OHSS tetiklenebilir (100). Elde 

edilen bulgular OHSS, ovulasyon bozukluğu, fertilite ve endometriozis gibi PKOS’un 

çeşitli patolojik durumlarında anormal ovaryum anjiyogenezinin rol oynadığını 

göstermektedir (101, 102). Özellikle, Xie ve arkadaşları PKOS‘un ilerlemesi ile 

anjiyojenik faktörlerin düzensizliği arasında belirgin bir ilişki olduğunu göstermişlerdir 

(103). VEGF, PKOS hastalarında da yüksek oranda ekspresse edilmektedir. Bu alandaki 

literatürlerin büyük bir kısmı, VEGF’ün OHSS'nin çok önemli bir aracısı olabileceğini 

vurgulamıştır (99, 100, 104, 105). Ayrıca anjiyogenezi hedeflemenin PKOS'u tedavi 

etmek için umut verici bir terapötik seçenek olabileceğini ileri sürülmüştür (106, 107). 
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 Ovulasyon indüksiyonu için yapılan eksojen hCG uygulaması ile birlikte 

granüloza hücrelerinde VEGF mRNA seviyeleride artış meydana gelmektedir. VEGF 

endotel hücreleri üzerinde bulunan VEGFR2’ye bağlanarak fosforile etmekte ve klaudin 

5, kadherin gibi endotel bağlantı proteinlerini yeniden düzenleyerek  kapiller 

permeabilitede artışa neden olmaktadır (6, 32). Yapılan klinik çalışmalarda OHSS 

hastalarının folikül ve serumlarında VEGF ekpresyonun arttığı gösterilmiştir (1).  

 Gomez ve arkadaşları OHSS modeli oluşturdukları ratlarda ovaryum VEGF 

ekspresyonlarının arttığını saptamışlardır (108). Zhang ve arkadaşları OHSS 

oluşturdukları rat ovaryum dokusunda VEGF  ekspresyonlarının  arttığını gözlemlerken  

Ginkgo biloba uygulamasından sonra VEGF ekspresyonlarının azaldığını bulmuşlardır 

(83). Bu nedenle, çalışmamızda OHSS’de anjiyogenezis üzerine potansiyel bir tedavi 

kriteri olarak VEGF ekpresyonunu araştırmamıza dahil ettik. Çalışmamızda OHSS 

grubunda ovaryum dokusunda immünohistokimya analizlerimiz sonucunda VEGF 

ekspresyonunda artış gözlemlerken MKH+OHSS grubunda ise anlamlı bir azalma 

olduğunu saptadık. Yapılan çalışmalarda OHSS patogenezinde artan IL-6 seviyelerinin 

VEGF ekspresyonunu arttırarak vasküler permeabilite de artışa neden olduğu rapor 

edilmiştir (8). Çalışmamızda MKH uygulamasının IL-6 seviyesinde azalmaya sebep 

olarak ovaryum dokusu VEGF ekspresyonunu azalttığını düşünmekteyiz. 

Son yıllarda artan infertilite insidansına bağlı olarak IVF uygulamalarına olan 

talep her geçen gün artmaktadır. Bu bağlamda IVF uygulamaları sırasında oluşan OHSS 

gibi komplikasyonlar üzerine bir çok çalışma yapılmıştır (1, 30). Fakat yaptığımız 

literatür araştırmalarında OHSS sonucu ovaryum dokusunda meydana gelen 

ultrastrüktürel değişiklikleri inceleyen bir çalışma bulunmamaktadır. Bununla birlikte 

PKOS gibi OHSS için yüksek risk barındıran hastalık modellerinde ovaryum 

dokusundaki  morfolojik değişiklikler elektron mikroskobik olarak değerlendirilmiştir. 

Çelik ve arkadaşları PKOS modeli oluşturdukları ratlarda, granüloza hücreleri üzerine 

yaptıkları elektron mikroskobik incelemelerde, granüloza hücreleri arasındaki bağlantı 

komplekslerinde azalma, dejenere mitokondri, lipid birikimi ve vakuol saysında artış 

gözlemlemişlerdir (109). Çalışmamızda, OHSS grubu elektron mikroskobik 

incelemesinde granüloza hücrelerinin sitoplazmalarında mitokondri, endoplazmik 

retikulum ribozom ve vezikül sayılarında azalma olduğu gözlendi. Ayrıca granüloza 

hücrelerinin sitoplazmasında yer yer materyalle dolu büyük çaplı vakuoller gözlendi. 

MKH uygulaması ile birlikte OHSS+MKH grubunda organel ve vezikül sayılarında 
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artış gözlenirken, büyük vakuol sayılarında ise azalma olduğu tespit edildi. Bu durum 

bize MKH uygulamasının granüloza hücre morfolojisi üzerine olumlu etkileri olduğunu 

düşündürdü. 

 Sonuç olarak bu çalışma, MKH uygulamasının OHSS modeli oluşturulmuş 

ratlarda VEGF immünoreaktivitesi, serum E2 ve IL-6 seviyelerini azaltarak ovaryum 

hasarı üzerinde iyilleştirici etkileri olduğunu göstermektedir. Ağır form OHSS rat 

modeli protokolüne uygun olarak MKH transplantasyonundan kısa bir süre sonra 

deneyin sonladırılmış olmasının MKH’in azalan folikül rezervi ve artan korpus luteum 

sayıları üzerindeki terapotik etkilerini göstermesini kısıtlamış olabileceğini 

düşünmekteyiz. Literatürde MKH’in OHSS patogenezinde yer alan mediatörler üzerine 

etkilerini inceleyen bir çalışma bulunmamaktadır. Bu açıdan çalışmamız özgün bir 

nitelik taşımaktadır. Bununla birlikte MKH’lerin OHSS patogenezi üzerindeki 

etkilerinin altında yatan mekanizmaların  açığa kavuşması için daha kapsamlı deneysel 

ve klinik çalışmalara ihtiyaç vardır. 
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