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OZET

Ozdemir F. Ovaryan Hiperstimiilasyonlu Siganlarda Mezenkimal K&k Hiicrelerin
Ovaryum Uzerine Etkilerinin Immiinohistokimyasal ve Elektron Mikroskobik
Incelenmesi. Istanbul Universitesi Saglik Bilimleri Enstitiisii, Histoloji ve Embriyoloji
Anabilim Dali. Doktora Tezi. Istanbul. 2022.

Ovaryum hiperstimiilasyon sendromu (OHSS) yardimci iireme tedavileri sirasinda
ovulasyon indiiksiyonu i¢in yapilan gonodotropin uygulamalar1 sonucu gelisen ciddi bir
iatrojenik komplikasyondur. Eksojen gonodotropin uygulamalari ovaryumlardan salinan
vazoaktif ve inflamatuar sitokin seviyelerini arttirarak vaskiiler permeabilitede artisa
neden olmaktadir. Artan vaskuler permeabiliteyle birlikte Gctncl bosluklarda sivi
birikimi, 6dem, asit, hipovolemi, akut respiratuar distres sendromu gibi yasami tehdit
eden durumlar ortaya ¢ikabilmektedir. Mezenkimal kok htcreler (MKH) anti-
inflamatuar, immunmodulator, antioksidan ve antiapoptotik etkileri bir¢ok ¢alisma ile
gosterilmis multipotent hiicrelerdir.

Bu ¢alismada; OHSS modeli olusturulmus Wistar Albino cinsi ratlarda insan gobek
kordonu kaynakli MKH’lerin terapdtik etkileri incelendi. Bu amagla, hoescht 3342
boyasi ile DNA isaretlemesi yapilan MKH’ler intraperitoneal olarak hayvanlara enjekte
edildi. Sakrifikasyonun ardindan ovaryum dokular1 1s1tk ve elektron mikroskobik
yontemlerle histopatolojik olarak degerlendirildi. Alinan serum 6rneklerinde estradiol
(E2) ve IL-6 seviyeleri analiz edildi.

OHSS grubunda; hemorajik alanlar, vaskuler dilatasyonlar ve 6dem belirgindi.
Kortekste gelisen tiim folikiil tiplerinde kontrol grubuna kiyasla bir azalma gdzlenirken
atretik folikiillerde ve korpus luteum yapilarinda anlamli bir artis izlendi. Serum E2,
IL-6 diizeylerinin ve VEGF immiinoreaktivitesinin OHSS grubunda anlamli derecede
arttig1 tespit edildi. MKH uygulamasi ile birlikte OHSS grubunda olusan. 6dem,
hemorajik alanlar ve vaskiler dilatasyonlarda azalma gézlendi. MKH’lerin folikdl,
korpus luteum sayilar1 iizerinde istatistiksel olarak olmasa da hafif iyilestirici etki
gosterdigi izlenirken serum estradiol, IL-6 seviyeleri ve VEGF imminoreaktivitesi
tizerinde anlaml bir azaliga neden olarak terapotik etki gosterdigi tespit edildi. Elektron
mikroskobik analizlerle ultrastriiktiirel degisiklikler degerlendirildi.

Bu sonuglar, MKH’lerin OHSS patogenezi {izerinde olumlu etkileri oldugunu
gostermektedir. Bununla birlikte, MKH’lerin OHSS tedavisinde alternatif bir
farmakolojik ajan olarak kullanilabilmesi i¢in daha kapsamli deneysel ve klinik
caligmalara ihtiyag vardir.

Anahtar Kelimeler : OHSS, Mezenkimal Kok Hiicre, Insan Gébek Kordonu, VEGF,
IL-6

Bu calisma, Istanbul Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Birimi tarafindan
desteklenmistir. 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. Istanbul. 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.

Key Words: OHSS, Mesenchymal Stem Cell, Human Umbilical Cord, VEGF, IL-6

The present work was supported by the Research Fund of Istanbul University. Project
No: 34798



1. GIRIS VE AMAC

Ovaryan hiperstimilasyon sendromu (OHSS), yardimci iireme tedavileri
sirasinda  gelisen, gonadotropin etkili ovulasyon indiksiyonunun iatrojenik bir
komplikasyonudur (1, 2). OHSS patofizyolojisinin altinda yatan esas mekanizma halen
tamamen agikliga kavusamamis olsa da; ovaryumlarin folikiil uyarict hormon (FSH) ile
yapilan kontrollii ovulasyon indiksiyonunu takiben liteinizan hormon (LH) ve human
koryonik gonadotropine (hCG) maruz kalmasi sonucu olustugu bilinmektedir. Korpus
luteum olusumunda ve ovaryum boyutunda meydana gelen artis ile karakterize olan
OHSS’de, ovayumlardan salgilanan vazoaktif ve proinflamatuvar faktorlerin etkisiyle,
kapiller permeabilitede artis meydana gelmekte ve bunun sonucu olarak da
intravaskiiler alandan periton bosluguna sivi birikimi gerg¢eklesmektedir (3, 4).
intravaskiler hacimdeki azalma hemokonsantrasyona, bircok hayati organmn
perflizyonunun azalmasimna ve tromboembolik etkiye yol acabilmektedir. Ozellikle
siddetli form OHSS’de, serum 17 pB-estradiol (E2) seviyelerindeki artis, vaskiler
endotelyal buyume faktorli (VEGF), ¢esitli proinflamatuar sitokinler (IL-2, IL-6, I1L-8,
IL-10, IL-18 ve Tumor Nekroz Faktor-a (TNF-a), histaminler, buytume faktorleri gibi
bircok mediatérin de salinimi ile birlikte renal, hepatik ve solunum fonksiyon
bozukluklar1 dahil olmak tizere ¢oklu organ yetmezligi gelisebilmektedir (1, 3, 5). IL-6,
OHSS patogenezinde aktive olan en onemli sitokinlerden biridir. Makrofajlar,
lenfositler endotel hiicreleri, gibi bir¢ok hiicre tarafindan sentezlenen IL-6’nin vaskdiler
permeabiliteyi arttirdigi bilinmektedir (6). Yapilan ¢alismalarda OHSS hastalarinin
folikiiler sivilarinda kontrol gruplarina kiyasla IL-6 seviyesinin yiiksek oldugu
gbzlemlenmistir. Bu nedenle, in vitro fertilizasyon hastalarinda oosit toplama sirasinda
folikiiler sividaki IL-6 konsantrasyon seviyelerinin, OHSS' nin erken bir belirleyicisi

olarak kullanilabilecegi diisiiniilmektedir (7, 8).

Mezenkimal kok hucreler (MKH); immunmodulator, immdinsupresif,
antioksidan ve antiapoptotik etkileri bircok ¢alisma ile gosterilmis, multipotent 6zellikte
doku onarim potansiyelleri yiksek olan hicrelerdir. MKH’ler terap6tik etkilerini
migrasyon, farklilasma ve salgiladiklar1 pro-inflamatuar ve anti-inflamatuar sitokinler,
hepatosit buylme faktort (HGF), insulin benzeri blytme faktori-1 (IGF-1), VEGF gibi
parakrin faktorler araciligi ile gergeklestirirler (9-11).



MKH' ler, kemik iligi, adipoz doku, gébek kordonu, amniyotik siv1, dis pulpast,
wharton jeli ve plasenta gibi cesitli dokulardan izole edilebilir (10, 12). Insan gébek
kordonunundan (IGK) izole edilen MKH’lerin daha az bioetik sorun teskil etmesi, kolay
elde edilmesi, hipoimmunojenik olmasi, yiksek proliferasyon hiz1 ve
transplantasyondan sonra uzun canli kalma suresi gibi 6zelliklere sahip olmasi, diger
MKH kaynaklar ile kiyaslandiginda bu hticreleri; allojenik transplantasyon tedavileri
i¢in daha avantajli bir kok hiicre kaynagi haline getirmistir (13, 14). Prematire ovaryan
yetmezlik (POF) ve polikistik over sendromu (PKOS) gibi inflamatuar slreclerde yer
alarak ovaryum hasari olusturulan birgok hastalik modelinde, transplante edilen
MKH’lerin iyilestirici etkileri gosterilmistir (15-17). Tiim bu yararli etkiler, MKH” lerin
OHSS gibi inflamasyon artis1 ile karakterize hastaliklarin tedavisinde 6nemli bir rol

oynayabilecegini diistindliirmektedir.

Son yirmi yilda, klinik uygulamalarda ovulasyon indiiksiyonu i¢in hCG yerine
gonadotropin salgilatict hormon (GnRH) agonistlerinin kullanilmasi OHSS insidansini
ve siddetini onemli 6lciide azaltmis olsa da en son Avrupa insan Ureme ve Embriyoloji
Dernegi raporuna gore, Avrupa iilkelerinde OHSS insidans1 %0,18 ile %1,40 arasinda
degismektedir (18). Giiniimiizde kabergolin kullanimi diginda herhangi bir tedavi
seceneginin bulunmamasi1 farkli tedavi seceneklerinin gerekliligi diisiincesini
dogurmustur. Literatirde OHSS modeli olusturulmus siganlarda, IGK-MKH
uygulamasinin ovaryum Gzerindeki etkilerinin arastirildigi  herhangi bir ¢alisma
bulunmamaktadir. Bu bilgiler 1s18inda planlanan projemizde, OHSS patogenezinde
olusan; folikiil ve oosit yapisinin bozulmasi, graniiloza hucrelerinde apoptozis, korpus
luteum olusumunda, ovaryum boyutunda, inflamasyonda (IL-6 seviyesinde artig) ve
damar permeabilitesinde artis (VEGF seviyesinde artis) gibi hasarlara kars1 IGK-MKH’
lerin  koruyucu etkilerinin morfolojik, immunohistokimyasal, biyokimyasal ve

ultrastriiktiirel olarak degerlendirilmesi amaglandi.



2. GENEL BILGILER

2.1. Ovaryum

2.1.1. Ovaryum Histolojisi

Insanda ovaryumlar, gametogenez asamalarinin gerceklestigi, steroid
hormonlarinin iretildigi, yaklasik 1,5 cm genisliginde, 3 c¢cm uzunlugunda ve 1 cm
kalinliginda bir ¢ift organdir (19, 20). Ovaryumlarin yiizeyi kiibik veya yassi tek katl
bir epitel ile kaplidir. Germinal epitel olarak da adlandirilan bu tek katli epitel tabakasi
ovaryum disinda mezotel ile devamlilik gosterir. Germinal epitelin altinda siki bag
dokusu yapisinda, tunika albuginea adi verilen bir tabaka yer almaktadir. Intrauterin
yasamda ve dogumdan sonraki ilk birka¢ ay heniiz olusmamis olan tunika albuginea,
mezenkim kaynakli fibroblastoid hdcrelerinin ortaya ¢ikmasiyla olusur. Literatiirde
tunika albuginea ile ilgili detayli ¢calisma bulunmamakla birlikte, bu tabakanin gesitli
ovaryum tiimorlerinin kaynagi oldugu disiiniilmektedir (19-21). Ovaryum sinirlari
birbirinden keskin bir sekilde ayrilmayan korteks ve medulla adi verilen iki kistmdan
olusur. Tunika albuginea‘nin altinda bulunan korteks, medullay1 ¢evreleyecek sekilde
ovaryumun periferinde yer alir. Kortekste, yer yer diiz kas hiicreleri iceren ve hicreden
olduk¢a zengin bir bag dokusu i¢ine goémiili olan ovaryum folikdlleri bulunur.
Ovaryumun merkezi bdlgesinde bulunan medulla ise; hilumdan gevsek bag dokusu

icinde iceri giren, sinirler, kan ve lenf damarlar1 bulunur (19, 22).

Ovaryum, gamet Uretimi ve menstrial siklusu kontrol eden Ostrojen, progesteron
gibi steroid yapidaki hormonlarin, sentezlenip salgilanmasi islevlerini gergeklestiren bir
organdir. Osrtojen, erken dénemde i¢ ve dis genital organlarin organogenezinde rol
alirken puberte doneminde ise disi seks karakterlerinin gelisiminde gorev alir. Ayrica,
duktal ve stromal yapilarin gelisimini uyararak meme bezleri Uzerinde etki gosterir.
Progesteron ise endometriyumda salgilama degisiklikleri olusturarak, uterus ve diger i¢

genital organlar1 implantasyon siirecine hazirlar (19, 23).

2.1.2. Folikiil Gelisimi

Ovaryumun Kkorteksinde, her biri tek bir primer oosit ve bunu cevreleyen
graniiloza yada folikiil hiicrelerinden olusan, farkli boyutlarda folikiiller bulunmaktadir.
Folikullerin gelisimi, puberte ile birlikte ovaryum steroidleri, gonadotropinleri ve

folikiiler hiicre salgilar etkisi altinda dongiisel olarak tamamlanir.



Gelisim evresine gore histolojik olarak 3 tip folikiil tanimlanir (19). Bunlar;

2.1.2.1. Primordial Folikul

Embriyonik donemin 4. haftasinda endodermal hiicreler arasinda olusan
primordial germ hiicreleri vitelliis kesesinden disi gonad taslagina gé¢ eder. Gonadlara
ulasan primordial germ hiicleri oogonyumlara farklilagir ve yogun bir mitotik boliinme
stirecine girerler. Bu esnada, s6lom epitelinden hiicre proliferasyonu ile primitif seks
kordonlar1 gelisir ve primordial germ hiicrelerinin etrafin1 sarar. Daha sonra primitif
seks kordonlart medulla icerisinde dagilarak dejenere olur. Yedinci haftada ovaryum
yiizey epitelinden kortikal kordonlar yani sekonder seks kordonlar1 olusur. Bu kordonlar
dordinci ayda hiicre kiimelerine ayrilir, prolifere olur ve oogonyumlarin etrafini

sararak primordial folikiil olusumunu baslatirlar (22, 24).

Yogun bir mitotik boliinme geciren oogonyumlarin sayilari 20. haftada yaklagik
7 milyona ulasir. Bu asamada ki mitotik aktivite gelecekteki over rezervinin ne kadar
olacagini belirler. Mitozla boélinme devam ederken oogonyumlarin bir kismi 1. mayoz
bolinmenin profazina girer ve primer oosit adini alir. 28. hafta civarinda mitoz bélinme
sona erer, atrezi siireci baslar ve ¢ok sayida primer 0osit ve oogonium atretik hale gelir.
Dejenere olmayan folikuller 1. mayoz bolinmenin profaz asamasinda duran primer

oositler ile birlikte primordial folikiil yapisini olustururlar (24-26).

Erken gelisimleri gonadotropin ekspresyonlarindan bagimsiz olan primordial
folikiiller, tunika albugineanin altindaki korteks stromasinda yer alirlar. Tek katl yass1
folikdl hicreleri ile cevrili primordial folikildeki oositin ¢apt 30 pm’dir. Bu asamada ki
oosit ince dagilmis kromatin ve niikleolus iceren blyik bir nukleusa (germinal vezikil)
sahiptir. Sitoplazmasinda endoplazmik retikulum, golgi kompleksi, lizozom ve
mitokondri gibi organellerin kiime seklinde bir araya gelmesiyle olusan balbiani
cisimcigi yer alir. Insan oositleri farkli olarak morfolojik olarak niikleer porlarmn
yapisina 6zdes, bir niikleer zarf kesiti dizisi olan anuller lameller igerir. Primer oositler
mayoz 1’in profaz evresinde uzun yillar kalir. Oositin olgunlagsmasi bu siire zarfinda
primordial folikiil hiicrelerinden salinan oosit olgunlagmasini baskilayict madde (OMI)
tarafindan engellenir. Mayoz boliinmedeki bu duraksama ovulasyon éncesi maturasyon
ilerletici faktor (MPF) salinmasiyla ortadan kalkar (19, 23-25).



2.1.2.2. Primer Folikul

Primordial foliklller, blytme evresine gecince, oosit ve folikil hiicrelerinde
degisiklikler meydana gelir. Oositi gevreleyen tek katli yassi folikiil hiicreleri, dnce
kiibik daha sonra prizmatik sekil alir. Germinal vezikiil biiyiir ve oosit ¢ap1 artarak 50-
80 pm’ulasir. Bu asamada graniiloza hiicreleri ve oosit tarafindan salinan, ylksek
glikoprotein ve glikozaminoglikan seviyeleri iceren zona pellusida yapisi olusur. Bu
evredeki folikil unilaminar primer folikdl (tek katli primer folikiil) olarak adlandirilir.
Zona pellusida ZP-1, ZP-2, ZP-3 adi verilen 3 glikoproteinden olusmaktadir. ZP-3,
akrozomal reaksiyonda rol alan énemli bir sperm reseptoridir. Tek tabakali prizmatik
folikdil hicreleri prolifere olarak ¢ok tabakali hale gelir ve graniiloza hiicre tabakasini
olustururlar. Bu asamada folikiil multilaminar primer folikll (¢cok katli primer folikiil)
adin1 alir. Graniiloza hiicreleri arasinda oluklu baglantilar gelisir. Oosit maturasyonu
arttikca sitoplazmada bulunan balbiani cisimcigi dagilir, kortikal graniiller belirir,
grandllii endoplazmik retikulum ve serbest ribozom sayisi artar. Bu degisiklikler
olurken folikil cevresindeki stromada yer alan fibroblast hicreleri, teka kilifini
olusturur (19, 21, 22).

2.1.2.3. Sekonder Folikul

Cok katli primer folikiildeki graniiloza hiicre tabakasi 6-12 tabakaya ulastiginda,
bu hiicreler arasinda iginde folikiil sivisi ihtiva eden bosluklar olusur. Kalinlasan zona
pellusida ile birlikte bu asamadaki folikiiller, sekonder folikiil olarak adlandirilir.
Folikiil stvisi iginde glikozaminoglikanlar, plazminojen, progesteron, dstrojen, androjen,
aktivin, inhibin, follistatin gibi FSH ve LH saliniminnda etkili olan hormonlar bulunur.
Folikiil gelisimi ve s1vi miktar1 arttikca, bu sivi dolu bosluklar birleserek tek bir bosluk
olan antrumu olusturur. Graniiloza hiicreleri FSH bagimli hale gelir ve oositi antrum
tarafinda kusatan, kumulus ooforus adi verilen bir tiimsek olusturur. Oositi zona
pellusidanin hemen {izerinde ¢evreleyen ve ovulasyonda oositle birlikte kalan, prizmatik

sekilli kumulus ooforus hiicreleri ise korona radiata adin1 alir (19, 22).

Folikiiller gelisim devam ettik¢ge folikiil ¢evresinde gelisen teka kilifi; teka
interna ve teka eksterna tabakalarina farklanir. Teka interna; folikiil bazal laminasina
bitisik yliksek derecede vaskiilarize, tipik steroid salgi yapan hiicrelerden olusmus i¢
tabakadir. Buradaki hiicreler LH stimiilasyonuna yanit olarak bir androjen onciilii olan
androstenedion salgilar. Androstenedion graniiloza hiicrelerine taginir ve FSH etkisi

altinda aromataz enzimi tarafindan Ostradiole ¢evrilir. Teka eksterna; ovaryum stromasi



ile devam eden, kollajen lifleri ve diz kas hiicreleri igeren dis tabakadir. Teka interna ve
folikiil arasindaki smir belirgin iken, teka tabakalar1 ve stroma arasindaki sinir belirgin

degildir (21, 22, 25).

2.1.2.4. Tersiyer (Graaf) Folikul

Folikul gelisimi devam ederken antrum baydr, granuloza hicrelerinde
proliferasyon azalir. Folikiil biiyiimesi ile orantili bir mitotik aktive olugsmadigi icin
graniiloza tabakasi ince bir tabaka olarak gozlenir. Ovulasyondan once g¢ap1 10-20
mm’ye ulasan folikiil tersiyer (Graaf) folikiil olarak adlandirilir. Antrum boyutunda artis
meydana geldik¢e graniiloza hiicreleri arasindaki boslukta artar, oosit ve kumulus
hiicreleri ile kalan graniiloza hiicreleri arasindaki baglant1 zayiflar, ovulasyon surecine
hazirlik baslar. Korona radiata ve bu hiicrelerle birlikte gelen bazi kumulus ooforus
hiicreleri ovulasyonda oosit ile birlikte kalir. Primer ve sekonder folikiil grantloza
hicrelerinde sadece FSH reseptori bulunurken Graaf folikilde LH reseptorleri de
vardir. LH reseptorleri ovulasyon sonrasinda kalan folikiil liteinizasyonunda goérev alir.

Teka tabakalar1 bu donemde daha belirgindir. (19, 22, 23).

2.1.3. Ovulasyon ve Korpus Luteum

Ovulasyon, sekonder oositin ovaryumdan korana radiata hucreleri ile birlikte
atildigi hormon uyarimli bir siiregtir. Ovulasyondan hemen once artan 0Ostrojen
seviyelerinin etkisiyle LH salinnminda ani bir artis gerceklesir. LH’daki ani artigla
germinal vezikiiliin devamliligim1 saglayan siklik adenozin monofosfat (CAMP) esik
degerinin altina diiser ve germinal vezikiil par¢alanir. Bdylece mayoz 1’in profazinda
bekleyen primer oosit boliinmesini tamamlayarak mayoz II ‘nin metafazinda duraksar
ve sekonder oosit adin1 alir. Ovulasyondan sonra 24 saat canli kalabilen sekonder oosit,

fertilizasyon gerceklesirse mayoz Il ‘yi tamamlar aksi durumda dejenere olur (19, 23,
25).

Her menstrial siklusta 5-12 folikiil gelismeye baslar fakat gogunlukla bir folikiil
daha fazla biyiiyerek baskin hale gelir ve diger folikiillerin gelisimi inhibe olur. Baskin
olan folikiil, folikiiler biiyiimenin biitiin asamalarini tamamlar ve ovulasyona ugrar.
Ovulasyon oOncesinde folikiiler sividaki hacim ve basing artigiyla Graaf folikuli
ovaryum yizeyinde bir ¢ikint1 olusturur. Bu ¢ikint1 tizerinde stigma ad1 verilen damarsiz
bir bolge belirir. Ani LH artis1 ile birlikte, graniloza hiicreleri daha fazla miktarda

prostaglandin, hyaluronan salgilar, kumulus ve graniiloza hiicreleri arasinda



glikozaminoglikanlar birikir ve teka ekstarna tabakasindaki diiz kas lifleri, folikuler
stvidan gelen prostaglandinlerin etkisiyle kasilmaya baglar. Ovaryum yiizeyinde artan
gerilim sonucu stigma bolgesi yirtilir ve sekonder oosit etrafindaki korana radiata ve
kumulus hicreleriyle birlikte tuba uterinanin fimbriyalarina dogru atilir. Ovulasyon

stireci tamamlanmis olur (19, 21, 22).

Ovulasyondan sonra ovaryum korteksinde kalan Graaf folikllin graniloza ve
teka interna hucrelerinde bir dizi degisiklik meydana gelir. Folikiil hiicreleri biizisiir,
katlanir ve bazal laminas1 yikilir. Teka internadaki damarlardan antrum bosluguna
dogru bir kanama gergeklesir ve buradaki kanin pihtilasmasi sonucu korpus
hemorajikum olugur. Daha sonra stromadan gelen bag dokusu folikiil boslugunu kaplar,
teka interna ve graniiloza hiicreleri LH etkisiyle gergeklesen ve luteinizasyon olarak
adlandirilan bir siirecle; morfolojik ve islevsel bir degisiklige ugrar, teka lutein ve
graniiloza lutein hiicrelerine farklilagir ve korpus luteum yapisi olusur. Graniiloza lutein
hiicreleri, graniiloza hiicrelerinden herhangi bir mitotik aktivite olmadan gelisen caplari
25-30u arasinda olan merkezi yerlesimli, steroid sentezleyen hiicre 6zelliklerini (tiibiiler
kristali mitokondri, agraniiler edoplazmik retikulum, lipid damlaciklar1) edinmis
hicrelerdir (19, 21). Bu hicreler FSH ve LH etkisiyle progesteron ve &strojen
salgilarlar. Teka lutein hiicreleri ise, LH etkisiyle androstenedion ve progesteron iireten,
15 p ¢apinda, daha koyu boyanan steroid sentezleyen hiicre 6zellikleri tastyan, periferik
yerlesimli hiicrelerdir. Fertilizasyon ve implantasyon gerceklesirse korpus luteum
gelisimini  siirdiiriir ve gebeligin Uc¢Uncl aymma kadar, uterus endometriyumunun
blyumesini desteklemek i¢in, implante embriyonun trofoblast hiicrelerinden salgilan
hCG etkisiyle progesteron ve 0Ostrojen Uretmeye devam eder. Fertilizasyon ve
implantasyonun ger¢eklesmedigi durumda ise korpus luteum sadece 14 giin aktif kalir.
Trofoblast kaynakli hCG uyarimi olmadigi i¢in steroid hormon tiretimi azalir ve korpus
luteum dejenere olmaya baglar. Dejenere korpus luteumun hiicreleri arasinda hiyalin
materyal birikir ve korpus albikans adini alir. Bu yapida ovaryum korteksi igine

gomalir ve birkag ay icinde kaybolur (19, 22, 24).



2.1.4. Folikuler Atrezi

Ovaryum folikiillerinin ¢ogu gelisimlerini tamamlayamaz ve atrezi denilen bir
stirecle dejenere olurlar. Fetal gelisim, postnatal hayat, puberte ve menopoz déneminde,
foliktllerin biiylik bir ¢ogunlugu graniiloza hiicrelerinde gelisen apopitoz ile birlikte
atreziye ugramaktadir. Her menstrual siklusta ¢ok sayida primordiyal folikiil
olgunlasmaya baslar, fakat sadece bir tanesi atreziye ugramaz ve folikuler
maturasyonunu tamamlar. Kiiciik folikiillerin atrezisi sirasinda 6nce immatir oosit
dejenere olmaya baglar, kigulir daha sonra graniiloza hucreleri dejenerasyona ugrar.
Blyuk foliklllerin atrezisinde ise, matir oositin dejenerasyonu gecikir, atrezi graniiloza
hlcrelerinin proliferasyonun durmasi ve apopitozu ile baslar. Atretik folikiiller dalgal
hiyalin bir tabaka olan camsi membran, dejenere olmus zona pellusida, oosit ve

graniiloza hiicrelerini istila eden makrofajlarin varligiyla ayirt edilebilirler (19, 21).

2.2. Ovaryan Hiperstimulasyon Sendromu

2.2.1. Genel Tanimlama

Ovaryan hiperstimilasyon sendromu, bazen rutin gebelik sireclerinde spontan
olarak gelisebilse de, ¢gogunlukla yardimci tireme tedavileri sirasinda olusan ve 6limle
sonuclanabilen ciddi bir iatrojenik komplikasyondur. Infertilite problemleri diinya
capinda ~186 milyon insani etkilemekte ve yardimci lireme tedavilerine olan talep
giderek artmaktadir (27). Hem in vivo fertilizasyon hem de in vitro fertilizasyon (I\VF)
uygulamalar1 sirasinda, daha fazla oosit elde edilmesi igin eksojen hCG ile yapilan
kontrollli ovulasyon indiiksiyonu; kapiller permeabilitede artis, ovaryum boyutunda
bliylime ve periton boslugunda sivi birikimi ile karakterize OHSS olusumuna neden

olabilmektedir (1, 3) .

OHSS Kklasik olarak hafif, orta ve siddetli olmak iizere {i¢ kategoriye
ayrilmaktadir (5, 28). Hafif form, yuksek serum 17-estradiol (E2), progesteron (P4),
seviyeleri ile karakterizedir ve “kimyasal OHSS” olarak tanimlanir ve Ovaryum gap1 5
cm'den kiglktir. Orta form OHSS’de ise siskinlik, karin agrisi, mide bulantisi, kusma,
ishal goriiliir ve ovaryum capt yaklasik 5-12 cm ¢apinda biiylimiistiir. Siddetli formda,
ovaryum ¢ap1 genellikle 12 c¢m 'den biyik olup masif asitler ile cevrilidir, hidrotoraks,
perikardiyal eflizyon ve bobrek fonksiyon bozuklugu ile hemo-konsantrasyon gelisebilir
(1, 5, 28). Orta ve siddetli form OHSS insidansi, tim IVF sikluslarinda %3 ile %10
arasinda iken yuksek riskli grupta olan PKOS’lu hastalarda goriilme sikligi %20'ye
ulagabilir (6, 29, 30).



Ovulasyon indiiksiyonu sirasinda OHSS'yi 6nlemek igin GnRH agonisti, aspirin,
metformin, dopamin agonisti (kabergolin) kullanimi1 ve embriyo Kriyoprezervasyonu
gibi cesitli stratejiler gelistirilmistir (30). Fakat bazi hastalarda yukarida belirtilen
miidahalelere ragmen orta ve siddetli form OHSS olusabilmektedir (31). Bu nedenle
OHSS riskini en aza indirmek i¢in ovulasyon indiksiyonundan sonra ikincil
mudahalelere ihtiyag vardir.

2.2.2. Patogenez

OHSS patogenezindeki mekanizmalar kesin olarak aydinlatilmamis olsa da,
hCG kullanimi ile birlikte, ovaryumlarda vazoaktif maddelerin saliniminda meydana
gelen artig, vaskiiler permeabiliteyi arttirarak intravaskiiler dehidratasyona ve iiglincl
bosluklara sivi gegisine sebep olmaktadir (6, 32). Ovaryum boyutunda masif biylime,
korpus luteum olusumunda ve serum 17 B-estradiol (E2) seviyesinde artis 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 kaynakl1 faktor
(PEDF) gibi bircok mediator aktive olmaktadir. OHSS’nin siddetli formunda 6dem,
hipovolemi, asit, hidrotoraks, hidroperikardiyum, tromboz ve akut respiratuar distres
sendromu gibi yasami tehdit eden durumlar ortaya ¢ikabilmektedir (1, 3, 33).

2.2.2.1. VEGF

VEGF, giclu anjiogenik, endotelyal hicreye 6zgi mitojenik ve vaskiler
permeabiliteyi arttirict etkilere sahip, heparin baglayici bir glikoproteindir (34, 35).
inflamasyon, yara iyilesmesi, embriyogenez, biiyiime ve neoplazmalarin metastazi gibi
hem normal hem de patolojik anjiyogenez sireclerinde 6nemli bir rol oynayan VEGF,
ovaryan anjiyogenezisi, folikiiler biiyiime ve korpus luteum olusumunda da gorev alir
(6, 34, 35). Endotel hiicreleri arasinda yer alan siki baglanti proteinlerini yeniden
diizenleyerek kapiller permeabilitede artisa neden olur (29). VEGF ekspresyonu ve
OHSS patogenezi arasindaki iliski bir ¢ok ¢alismada gosterilmistir (32, 36). IVF
sikluslarinda oosit maturasyonu icin gerekli olan hCG uygulamasi, luteinize graniiloza
hicrelerinde VEGF messenger RNA (MRNA) eskpresyonunu arttirir. Asiri salgilanan
VEGF, endotel hiicreleri tizerinde bulunan VEGF reseptori 2 (VEGFR2)’ye baglanarak
fosforile eder ve Kkapiller permeabilitede artisa neden olur (37, 38). Kapiller
permeabiltede artis intravaskiiler dehidratasyon, hemokonsantrasyon, azalmis organ
perflizyonu ve (glincu bosluklarda sivi birikimi ile sonuglanarak solunum, bobrek ve

dolasim problemlerinin gelismesine sebep olur (32, 36, 38). Ratlarda yapilan
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calismalarda VEGFR2‘linii bloke eden bir bilesik olan SU-5416 uygulamasinin Kkapiller
permeabilitedeki artis1 azalttigi gosterilmis olsa da tromboemboli olusturma riski
nedeniyle insan tedavilerinde kullanilamayacagi bildirilmistir (39, 40). Ayrica dopamin
reseptor agonistlerinin de (kabergolin) endotel hiicreleri Uzerindeki VEGFR2’ yi bloke
ederek hafif form OHSS tedavisinde kullanilabilecegi, fakat agir form OHSS
tedavisinde yetersiz kaldigi, gebelik sirasinda gelisen OHSS vakalarinda ise uterusta ki

neovaskiilarizasyonu azalttigi rapor edilmistir (36, 38, 41).

2.2.2.2. interl6kin-6

IL-6; glikoprotein yapida, molekiiler agirlig1 20 kilodalton olan, IL-6 reseptord -
a (IL-6Ra) araciligi ile sinyal veren, 4 helikal sitokin ailesinin bir Gyesidir (8, 42). IL-6,
IL-6Ra’ya baglanir, transmembran glikoprotein 130 (gp130) ile etkilesime gecer ve
januskinaz (JAK), sinyal doniistiiriicii transkripsiyon aktivatorii (STAT), mitojenle
aktive edilen protein kinaz (MAPK), fosfatidilinositol-3-kinaz yolaklar1 araciligiyla
hiicre i¢i sinyallesmenin baslatilmasin1 saglar. Glikoprotein 130, bitun hicrelerde
bulunurken, IL-6Ra; megakaryositler, belirli 16kosit popiilasyonlar1 ve hepatositler gibi
birkag htcre tipinde ekspresse edilir. Fakat endotel hiicreleri gibi bazi hiicreler
yuzeylerinde IL-6 affinitesi olan ¢ozuntr IL-6 reseptori -o (SIL-6Ra) bulundurur (8, 42)
IL-6-1L-6Ra  yolagi klasik sinyal yolagi olarak adlandirilir ve anti-inflamatuar
streclerde rol alirken, I1L-6- sIL-6Ra yolagi ise trans -sinyal yolagi olarak adlandirilir
ve proinflamatuar siireglerde rol alir (43, 44). sIL-6Ra‘nin otoimmiin hastaliklar ve
kanser dahil olmak tizere ¢esitli patofizyolojik streclerde, IL-6 aktivitesini kontrol ettigi
birgok c¢aligmayla gosterilmistir. 1L-6, OHSS'li kadinlarda bulunan baslica
immunreglator sitokinlerden biridir. Ozellikle, siddetli form OHSS hastalarinin asit
serum ve folikiil sivilarinda, IL-6 ekspresyonunun arttigi bir ¢ok c¢alisma ile
gosterilmistir (6). Wei ve arkadaslar1 ise yaptiklari ¢alismada IL-6 trans-sinyal yolagi
aracilt endotelyal bariyer disfonksiyonunun, malign over asidi olusumuna neden
oldugunu rapor etmislerdir. Bu bulgular, OHSS sonucu meydana gelen vaskiiler sizinti

ile IL-6 trans-sinyal yolagi arasinda potansiyel bir baglanti oldugunu gostermektedir (8).

2.2.2.3. Estradiol

Estradiol (E2), folikiilogenez, ovulasyon, luteal fonksiyon ve steroidogenez gibi
disi tireme sistemi iizerinde Onemli rol oynayan sireclerde yer alan ve graniiloza
hlcrelerinden sentezlenen steroid bir hormondur (45). E2' nin biyosentezi, sitokrom
P450 ailesi 19 alt ailesi A iiyesi (CYP19A1) geni tarafindan kodlanan aromataz enzimi
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tarafindan katalize edilir. Aromataz, preovulatuar folikullerin grantiloza hucrelerinde
eksprese edilir ve ovulasyondan sonra, graniiloza hiicreleri aromataz eksprese eden ve
E2 sentezleme Kkapasitesini koruyan granilloza-lutein hicrelerine farklilasir.
Aromataz/E2 ekspresyonu hipofizden salgilanan FSH kontrolii altinda gergeklesir (45,
46). Bununla birlikte, cesitli biiylime faktorlerinin ve hormonlarin, granuloza
hlcrelerinde aromataz/E2 ekspresyonunu diizenledigide rapor edilmistir (45). E2,
vaskiler permeabilite ve VEGF c¢kspresyonlarin1 arttirarak OHSS patofizyolojisinde
onemli bir rol oynar (47). OHSS hastalarinda, folikller sivi ve serum E2 seviyeleri
onemli Olcude yiiksek bulunmustur (1, 29, 45). Yapilan son c¢aligmalar, 00Sit
maturasyonu i¢in yapilan son hCG uygulamasi dncesinde ve hemen sonrasinda artan E2
seviyelerinin OHSS erken tanisinda kulanilabilecegini belirtmektedir (6, 45).
Gunumuzde klinik uygulamalarda, hastalarda; ovulasyon indiiksiyonu sonucu gelisen
folikiil sayisinin 20'den fazla, E2 seviyesinin 4000 pg/ml' in tzerinde olmasi orta form
OHSS; folikiil sayisinin 30'dan fazla ve E2 seviyesi 6000 pg/ml'in Uzerinde olmasi,
siddetli form OHSS gelisimi igin risk sinir1 olarak kabul edilmektedir (48).

OHSS'nin  yardimci Ureme tedavileri disinda; FSH  reseptér genindeki
mutasyonlar, gebelik sirasinda anormal derecede yiiksek hCG sekresyonu, hipofiz
adenomu 1 ve pankreatik ndroendokrin timor kaynakli FSH sekresyonu gibi patolojik

stireclerde de olustugu rapor edilmistir (32, 49, 50).

2.3. Mezenkimal Kok Hucreler

Mezenkimal kok hiicreler, kemik iligi, adipoz doku, dis pulpasi, gobek kordonu,
wharton jeli, plesanta gibi dokulardan izole edilebilen, endoderm, mezoderm ve
ektoderm kaynakli hiicrelere farklilasma yetenegi gosteren, gucli multipotent 6zellikte
kok hucrelerdir (10, 11, 51). Anti-inflamatuar, immunmodulator siireglerde yer almalari
ve in vitro ortamda kolay elde edilebilmeleri, bu hiicreleri son yillarda bir ¢ok hastaligin
tedavisi icin gucll bir segenek haline getirmistir. Uluslararasi Hiicresel Tedavi Dernegi
Mezenkimal Kok Hicre Komitesi’ne gore MKH’ler; standart kiltir kosullarinda
plastik-adherent olmali, osteoblastlara, adipositlere, kondroblastlara farklilasabilmelidir.
Ayrica, CD (Yuzey farklilagma antijenleri) CD105 CD90, CD73, CD90 ylzey
molekdllerini eksprese edebilirken, CD45, CD34, CD14, CD11b, CD79a, CD19, HLA-
DR ylizey molekillerini eksprese etmemelidir (10, 52). Kaynaklarina bakilmaksizin
bitin MKH’ler morfoloji, farklilasma potansiyeli ve immiinofenotip bakimindan bazi

benzer Ozellikler tasisalar da, farkli kaynaklardan elde edilen MKH’ler arasinda
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proliferasyon hizlari, biiylime oranlari, immiinosupresif 6zellikleri ve gen ekspresyon
profilleri acisindan farkliliklar bulunmaktadir (53). ilk kez Friedenstein ve ark.
tarafindan fare kemik iliginden (Ki) izole edilen Ki-MKH’ler iizerinde en fazla ¢alisma
yapilan hiicrelerdir ve ginumizde kok hiicre uygulamalar igin altin standart olarak
kabul edilmektedirler (11, 54, 55). Bununla birlikte, KI-MKH’lerinin, kemik iliginden
izolasyonun agrili ve invaziv bir siire¢ olmasi, tek seferde elde edilen hiicre miktarinin
ve hiicre proliferasyon hizinin az olmasi, farklilasma yeteneklerinde yasa bagli meydana
gelen gerileme gibi dezavantajlarinin olmasi bu hiicrelerin klinik uygulamalarini
siirlandirmakta ve arastirmacilari yeni hiicre kaynaklarina yoneltmektedir (56). GObek
kordonundan izole edilen kok hicreleri, gobek kordonunun atik bir doku olmasi, hiicre
elde etmek icin invaziv bir surecin gerekmemesi ve bundan kaynakli daha az enfeksiyon
riski tasimasi, hiicre proliferasyon hizlarinin yiiksek olmasi, in vitro ortamda kirk pasaja
kadar ¢ogalabiliyor olmasi, temel doku uyumluluk kompleksi Il (MHC I1) molekili ve
CD40, CD80, CD86 stimiilator ligandlart igermemesi ve bu sebeple daha az
immunojenik aktivasyon gostermesi gibi 6zellikleri, bu hiicrelerin klinik uygulamalarda

kullanimini daha avantajli konuma getirmistir (11, 57).

Mezenkimal kok hicreler terapotik etkilerini ¢ farkli mekanizma ile gosterirler.
Birinci mekanizma; transdiferansiyasyon ve hiicre fuzyonu olmak (zere iki yolla
gerceklesir. Transdiferansiyasyon sureci ile MKH’ler, hasarli bolgeye go¢ eder,
farklilagir ve hasarli hicrelerin yerini alarak doku rejenerasyonunda gorev alirlar. Hiicre
flizyonunda ise MKH’ler ve gog¢ edilen bolgedeki hiicreler arasinda flizyon meydana
gelir. Hasarl1 dokudaki hiicrelerin niikleuslari fiizyon etkisiyle yeniden programlanir ve
MKH’lere 6zgi genleri eksprese ederek apopitotik etkilerden korunurlar (11, 58). ikinci
mekanizma; MKH’ler; HGF, VEGF, IGF-1 gibi buyume faktorleri, 1L-4, 1L-6, IL-8, IL-
10 vb. sitokinler ve monosit kemotaktik protein-1 gibi imminomodulatér,
immunsupresif, antiapoptotik molekiiller salgilayarak parakrin etki gosterebilirler.
MKH’ler imminmodulatér etkilerini T hicreleri ve IFN- y {ireten yardimci T hiicre 1
(Thl) proliferasyonunu inhibe ederek ve sitotoksik T hiicresi aracili sitotoksisiteyi
azaltarak ve B hiicresi proliferasyonu inhibisyonu ile antikor (Immunoglobulin G,
Immunoglobulin M) olusumunu engelleyerek gosterirler (59). Uglinci mekanizma ise;
MKH’ler go¢ ettikleri bogedeki hicrelerle siki baglantilar, desmozomlar ve gap
junctionlar araciligi ile etkilesime gegerek bu hicrelerin proliferasyonunu,

migrasyonunu ve farklilasmasini saglayabilirler (11, 60, 61).
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Prematir ovaryan yetmezlik, PKOS gibi hastaliklar ve kemoterapi uygulamalari
infertilite problemlerine neden olmakta ve IVF uygulamalarina olan talep giin gegtikce
artmaktadir. Giiniimiizde kullanilan hormon replesman tedavileri ¢ogu zaman yeterli
olamamakta ve meme kanseri, OHSS gibi komplikasyonlarin gelisimine sebep
olmaktadir (10, 62). Bu baglamda, son yillarda MKH’lerin infertilite Uzerine etkilerini
arastiran bir ¢cok caligma yapilmistir. MKH’lerin oositlere farklilagmas: ile ilgili bilgiler
sinirlt ve yetersiz olsada; ovaryum hasar1 olusturulmus ratlar kullanilarak yapilan
deneysel c¢alismalarda MKH uygulamalarinin folikil sayisini, E2 seviyelerini arttirdig:
ve graniloza hicrelerinde apopitozu azalttigi rapor edilmistir. MKH’ler hasarl
ovaryum dokusu tizerindeki iyilestirci etkilerini, graniiloza, teka ve vaskiler endotelyal
hiicrelere farklilasma yetenekleri ve salgiladiklar1 VEGF, HGF, [6semi inhibitor faktor(
(LIF), transforme edici blyime faktori Bl (TGF-B1), Bcl-2 gibi parakrin faktorler
araciligi ile gergeklestirirler (11, 59, 63). Farkli dozlarda uygulanan insan gobek
kordonu mezenkimal kok hucrelerinin POF ve PKOS olusturulmus rat modellerinde; E2
ve FSH seviyelerini diizenledigi, folikiil sayilarin1 arttirdigi  pro-inflamatuar sitokin
seviyelerini azalttig1 bildirilmistir (10, 63, 64). Biitiin bu yararli goz oniine alinarak bu
caligmada diger kok hiicre kaynaklarina kiyasla daha avantajli olan insan gobek

kordonu mezenkimal kok hiicrelerini kullanildi.
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3. GEREC VE YONTEM

Bu calisma Istanbul Tip Fakiiltesi Histoloji ve Embriyoloji Anabilim Dal,
Bezmidlem Vakif Universitesi Deney Hayvanlar1 Laboratuvari, Dicle Universitesi
Saglik Bilimleri Uygulama ve Arastirma Merkezi’nde; Bezmialem Vakif Universitesi
Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu tarafindan verilen 30.05.2019 tarihli ve 2019/118
sayili etik kurul onay1 dogrultusunda gerceklestirilmistir.

3.1. Hicre Kulturia Protokolil

3.1.1. Mezenkimal Kok Hucrelerin Proliferasyonu

Bu c¢alismada gdbek kordonundan izole edilen, IGK-MKH hiicre hatt1 T25 ve
T75 steril kultir flasklarda, DMEM-F12 (Dulbecco’nun modifiye edilmis Eagle
medyumu, F12 ham medyumu), %10’luk fetal sigir serumu (FCS), 100 pg/ml
streptomisin, 100 1U/ml penisilin 0.2 uM glutamin, iceren kultlir medyumu icerisinde,
% 95 hava ve %5 CO2 iceren 37 °C sicakliga sahip inkibatorde inkibasyona
birakilarak c¢ogaltildi. Hiicre yogunlugu %70-80’e ulastifi zaman pasajlama islemine
baslandi. Kiltiir medyumu uzaklastirildiktan sonra hiicreler kalsiyum ve magnezyum
icermeyen fosfat tamponu (CMF-PBS) yikandi. %2’lik tripsin kullanilarak flaska
yapisan hiicrelerin kaldirilmasi saglandi. Daha sonra tripsin miktar1 kadar medyum
eklenerek pipetaj araciligi ile hiicreler toplandi, 1500 rpm’de 5 dk santriflj edildi,
stipernatant atild1 ve 2 ml medyum eklenerek T25 ve T75 kiiltiir flasklarina aktarildi.

Hicre sayisimi belirlemek igin, hicreler tripsin uygulanarak toplandi. Hicre
stispansiyonu falcon tiipe alindi, 500 rpm de 5 dk santrifuj edildi ve siipernatant kismi
atildi. Pellet tizerine hiicre yogunlugu baz alinarak 2-5 ml kiltir medyumu eklendi.
Yeni olusan hiicre siispansiyonu Neubauer lamina 45° agiyla verildi ve hiicre sayimi

yapildi. Transplantasyon igin gerekli olan hiicre sayisina ulasildi.

3.1.2. Mezenkimal Kok Hiicrelerin Hoescht 3342 ile Isaretlenmesi

Hayvan deneyleri protokollnin 3.gind 12 ml medyum icerisinde bulunan
yaklagik 12x10° IGK-MKH*‘ye Hoechst 3342 (Sigma B2261-25mg bisBenzimide H
33342 trihydrochloride) boyasi yapilarak bu hiicrelerin DNA yapilarinin isaretlenmesi
saglandi. 0,5 ml dimetil stilfoksit (DMSO) icine 5 mg Hoescht 3342 boyasi eklendi ve
stok soliisyon olusturuldu. Stok soliisyondan ml basina 1-2 pl olucak sekilde Hoechst
3342 boyasi alind1 ve icerisinde yaklasik 12x10° IGK-MKH ve 12 ml medyum bulunan
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falcon tlpine eklendi ve karanlik ortamda 30 dk bekletildi. Hucrelere fazla boyadan
armmasi i¢in CMF-PBS 5 dk iki kez yikama islemi yapildi ve 12 ml serumsuz medyum
eklenerek hiicre siispansiyonu olusturuldu. Bu hicre stspansiyonundan instilin ignesi ile
Iml alind1 ve intraperitoneal olarak ratlara enjekte edildi. 1ml hicre suspansiyonun
icerisinde yaklasik 1x10° hiicre vardi. Ayrica Hoechst 3342 ile boyanan bir miktar
hicre florasan mikroskop (Olympus IX71) kullanilarak incelendi

3.2. Hayvan Deneyleri Protokoli

3.2.1. Deney Gruplarinin ve OHSS Modelinin Olusturulmasi

Bu calismada Bezmidlem Vakif Universitesi Deney Hayvanlar1 Laboratuvar
tarafindan saglanan 22 glnlik Wistar Albino cinsi 30-40 gram agirliginda, 24 adet
immatilir disi sigan kullanildi. Hayvan sayilar1 icin power (gli¢) analizi yapildi.
Incelenen literatiirde VEGF yogunlugu baz almarak %80 gii¢ ile L. tip hata olasilig1
0,05 alinarak ortalama 0.3, 1.86, 2.3, 1.1 ve standart sapma 1 olarak alindiginda her
bir grupta minumum 6 denekle calisiimasi uygun bulundu. Her grupta 6 sigan olacak
sekilde 4 grup olusturuldu (65). Deney siiresi 7 giin olarak planlandi ve birinci giin
hayvanlarin 22 giinliik olduklar1 giin olarak belirlendi. Daha 6nceden olugsmus korpus
luteum yapilarinin  olmamasi ve gelisen ¢ok sayida folikiiliin varlig1 nedeniyle calisma
22 gunlik immatdr ratlar kullanilarak yapilmistir (66). Hayvanlarin yas araliginin kiigiik
olmasindan dolay1 intravendz enjeksiyon yonteminin transplante edilcek hiicrelere zarar

verebilecegi diisiiniilmiis ve bu nedenle intraperitoneal yontem secilmistir.

Kontrol (n=6) Hiicre uygulamasimin yapildigi 3. giin intraperitoneal (i.p) yolla 1ml

serumsuz medyum uygulandi.

OHSS (n=6) 1.2.3.4. glnler 10 IU PMSG (Gebe kisrak serum gonadotropini) ve 5.gin
30 IU hCG subkutan olarak uygulanarak agir form OHSS modeli olusturuldu.

MKH (n=6) Deney protokolinin 3.glnd her hayvana Hoescht 3342 ile isaretlenmis ~
1x10° IGK-MKH hiicresi 1ml serumsuz medyum igerisinde i.p yollla uygulanda.

OHSS+MKH (n=6) 1.2.3.4. ginler 10 IU PMSG ve 5.gun 30 IU hCG subkutan olarak
uygulanarak agir form OHSS modeli olusturuldu. 3.gun her hayvana Hoescht 3342 ile
isaretlenmis ~ 1x10° MKH hiicresi 1ml serumsuz medyum icerisinde i.p yollla

uygulandi.
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hCG uygulamasindan 48 saat sonra (7.giin) si¢anlar ketamin/ksilazin anestezisi
altinda sakrifiye edildi. Deney sonlandirilmadan énce, Enzim Bagli immiinosorbent
Analiz (ELISA) analizleri igin biitiin deney gruplarindan kan 6rnekleri alindi. Kan
ornekleri 2000 g’de 10 dk santirfiijlendikten sonra serum topland: ve -80°C’de ELISA
analizleri yapilincaya kadar muhafaza edildi. Histolojik ve immiinohistokimyasal
incelemelerde kullanilmak iizere sag ovaryum dokulart %10’luk tamponlanmis
formaldehit solisyonu i¢ine alinarak fikse edildi. OHSS deney modeli ve MKH

uygulamasina iligkin siire¢ Sekil 1’ de verilmistir.
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Sekil 3-1: OHSS deney modeli ve MKH uygulamasi akis semasi



17

3.2.2. Isik Mikroskobu Analizleri

Fosfat tamponlu %210’luk formalin solisyonu igerisindeki sag ovaryumlar,
yukselen alkol serilerinden; sirasiyla %70 (60dk), %95 (30 dk iki kez) ve %100 (30 dk
iki kez) tutularak dehidrate edildi ve ksilol (Pancreac 141769.1612) icinde 60 dk
boyunca seffaflastirma islemi yapildi. Dokular erimis parafin (Merck 1.07337.1000)
icerisinde 45dk (3 kez) 56°C’deki ettivde bekletidildi ve parafin bloklara gémuldi (67).
Immunflorasan uygulamalar i¢in 5 pm’lik, seri kesit ve immunohistokimya boyamalari
icin ise 3 pum’lik kesitler mikrotom (LEICA, RM 2255) ile alind1. Folikiil sayimi igin
alinan seri Kesitler ayni folikiiliin tekrar sayilmasini engellemek i¢in 60 pm da bir
olacak sckilde her bir ovaryumdan 20 kesit araliklarla aliman 5’er kesit Uzerinde

hematoksilen eozin boyamasi yapilarak degerlendirildi (68).

3.2.2.1. Hematoksilen Eozin Boyasi

Parafin bloklardan alinan 3 um’lik kesitler 56°C’lik etiivde bekletildikten sonra
30 dakika ksilolde bekletilerek parafinden arindirildi ve daha sonra inen alkol
serilerinden gecirilerek distile suya alindi. Kesitler 10 dk hematoksilen ile boyandiktan
sonra 15-20 dk ¢esme suyunda morartma uygulandi. Asit alkole alinarak fazla boyasi
giderilen kesitler eozinde 2 dk boyandi ve distile suya alindi. Daha sonra kesitler
yukselen alkol serilerinden gecirildi. Ksilol uygulamas1 sonra Kesitler kapatici ile
kapatildi morfolojik 6zellikleri degerlendirmek amaciyla 151k mikroskobunda (Olympus
BX40) incelendi.

3.2.2.2. VEGF immiinohistokimya Boyama

Parafin bloklardan alinan 3 pm’lik kesitlerde VEGF imminoreaktivitesini
degerlendirmek i¢cin VEGF antikoru (sc-7269) ve immunohistokimya kiti (Fare Spesifik
HRP/AEC (ABC) ab64258) kullanildi. Adeziv lam iizerine alinan kesitler bir gece
etlivde bekletildikten sonra ksilolde 2 kez 5 dk tutularak parafinden armndirildi. inen
alkol serilerinden gecirilerek distile suya alindi ve kesitlerin rehidrate olunmasi
sagland1. Kesitler antijen iyilestirme (antijen retrieval) amaciyla sitrat tampon soliisyonu
(pH=6,0) icinde mikrodalgada 3dk 2 kez kaynatildi ve sogumasi i¢in 15 dk bekletildi.
Fosfat tamponlu serum fizyolojik (PBS) ile iki kez 5 dk yikamanin ardindan kesitler
endojen peroksidaz blokaji i¢in H,O,’de 10 dakika karanlik ortamda bekletildi ve
sonrasinda tekrar PBS ile iki kez 5 dk yikama yapildi. Lam tizerindeki doku kesitlerinin
etrafinda hidrofobik kalem kullanilarak bir alan olusturuldu. Ozgiil olmayan antikor

baglanmalarin1 engellenmesi amaciyla 10 dk protein blok solusyonunda tutuldu.
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Bloklama sonrasinda kesitlere yikama islemi yapilmadan 1:100 diliisyonunda VEGF
antikoru uyguland: ve +4°C de 24 saat inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon siirecinin
ardindan kesitler 3 kez 5 dk PBS ile yikandi ve 10 dk biyotin iceren sekonder antikor
solisyonunda tutuldu. 3 kez 5 dk PBS ile yikamanin ardindan kesitlere 10 dk
streptavidin peroksidaz soliisyonu uygulandi. PBS ile yikama islemi gergeklestirildikten
sonra kesitlere 10 dk aminoetil karbazol (AEC) kromojen uygulandi. Kesitler distile su
ile yikand1 ve spesifik reasksiyonun daha kolay incelenebilmesi icin 50 saniye Mayer
hematoksilende zit boyama yapildi. Ardindan ¢esme suyu ve distile su ile yikama

yapild1 ve su bazli kapatici ile kapatma iglemi uygulandi.

Goriintii analiz programi image J 1.46r ile kesitlere renk dekonvoliisyon islemi
yapild1 (69). Her grupta yer alan boyamalardan (n=6) 3 kesittte x40 blyitmede elde
edilen 2 alandaki goriintiiye renk dekonvoliisyon islemi uygulandi ve elde edilen veriler

istatistiksel olarak degerlendirildi.

3.2.2.3. Hoescht 3342 Immunflorasan analizi

Immunflorasan analizler i¢in adeziv lamlar iizerine alinan 5 pm’lik parafin
ovaryum kesitleri 56°C’deki ettivde bekletildikten sonra 30 dakika ksilolde bekletilerek
parafinden arindirildi ve immunflorasan mikroskop (Olympus BX61) kullanilarak

incelendi.

3.2.3. Elektron Mikroskobu Analizi

Ultrastriikttrel incelemeler ic¢in alinan sol ovaryum dokular1 0,1M fosfat
tamponlu %2,5’lik gluteraldehit soliisyonu icerisinde +4°C’ de iki gun tutularak fikse
edildi. Fiksasyon isleminden sonra dokular, 1 mm®lik parcalar haline getirildi ve
%71’lik osmik asit (EMS 19132) icinde 1 saat fikse edildikten sonra %1’lik uranil asetat
icinde tutularak kontrastlama yapildi. Artan alkol serilerinde dehidratasyonu saglanan
dokular, propilen oksite 2 kez 10 dk olucak sekilde konuldu. Ardindan dokular birer
saat sireyle sirasiyla 1:1 ve 1:3 propilen oksit: epon karisimlarina ve sonrasinda saf
epon icerisine konuldu. Kapsiller icinde epona gomilen dokular 60 °C, 18 saat etive
konuldu ve polimerizasyon islemi yapildi. Hazirlanan bloklardan ultramikrotom
kullanilarak (C:Reichert OM U3) yar1 ince kesitler alindi ve ¢alismada incelenecek
hedef alanlar belirlendi. Daha sonra 60 nm kalinliginda ince kesitler alinarak film ile

kapli 100 mesh gridler {izerine yerlestirildi ve 30 dk uranil asetat, 10 dk kursun nitrat
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damlalar1 ile muamele edildi ve JEOL 1011 transmisyon elektron mikroskopunda
degerlendirildi.

3.2.4. Hormon ve Sitokin Analizi

Hormon (E2) ve sitokin (IL-6) analizleri, deney sonunda siganlardan alinan kan
orneklerinden elde edilen serumlarda ELISA yontemi ile belirlendi mikroplate okuyucu
(Biochrom Anthos Zenyt 200 Microplate Raders ) ile absorbans 6l¢iimii yapildi.

3.2.4.1. Estradiol Analizi

Estradiol 6lcimu elisa kiti (E1A-2693 DRG Estradiol Elisa) protokoliine uygun
olarak yapildi. 25 pl orjinal standarttan 0,25 pg/ml, 100 pg/ml, 250 pg/ml, 500 pg/ml,
1000 pg/ml, 2000 pg/ml olmak tizere 5 farkli konsantrasyon hazirlandi. Her standarttan
ve serum oOrneklerinden 25 pl kuyucuklara konularak (zerine 100 ul Streptavidin-
horseradish peroksidaz eklendi ve 90 dk oda sicakliginda inkiibasyona birakildi. Ug
defa 400 ul yikama soliisyonu ile yikama yapildiktan sonra her bir kuyucuga 100 pl
substrat soliisyonu konuldu ve oda sicakliginda 30 dk inkiibe edildi. Inkiibasyon
sonrasinda stop solisyonundan 50 pl her kuyucuga eklenerek enzimatik reaksiyonun
durdurulmasi saglandi ve 10 dakika igerisinde 450 nm dalgaboyunda ELISA okuyucuda

optik dansitesi okundu.

3.2.4.2. IL-6 Analizi

Sitokin IL-6 6lcumu elisa kiti (Rat IL-6 Elisa Kit Picokine EK0412) protokoliine
uygun olarak yapildi. 10 ng/ml rat liyofilize IL-6 standardi ve 1ml diliient solisyonu
kullanilarak stok konsantrasyon hazirlandi. 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 Uizere 8
farkli konsantrasyon hazirlandi. Her standarttan ve biitiin gruplardan alinan rat serum
orneklerinden her kuyucuga 100ul konuldu. Sifirinci standard konsantrasyon
kuyucuguna 100 pl dillent solisyonundan eklendi. Koruma membrani ile plate
kapatildi ve oda sicakliginda 90 dk inkiibasyona birakildi. Inkiibasyondan sonra
kuyucuklardaki sivi bosaltildi ve 100 ul Biotinylated Anti-Rat 1L-6 antikoru eklendi ve
tizeri koruma membrani ile kapatilarak oda sicaklginda 60 dk inkiibe edildi. Her
kuyucuga 300 pl yikama soliisyonu eklenerek 3 defa yikama islemi yapildiktan sonra
100 ul Avidin-Biotin-Peroksidaz kompleksi eklendi ve oda sicakliginda 40 dk
inklibasyona birakildi. Yikama islemi 5 defa tekrarlandiktan sonra her kuyucuga 90 ul
renk gelistirme reaktifi eklendi ve karanlik ortamda oda sicakliginda 25 dk inkiibe
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edildi. Ardindan 100 pl stop soliisyonu eklenerek sar1 renk olusumu goézlendi ve 30 dk
icerisinde 450 nm dalga boyunda ELISA okuyucuda optik dansitesi okundu.

3.3. Istatistik Analizleri

Folikiil sayilar1 ve agirlik verilerinin istatistiginde Graphpad Prism (ver. 7.00)
programi kullanilmisgtir. Parametrelere ait verilerin normaliteleri Shapiro-Wilk testi ile
Olclilmiistiir. Normal dagilim gosteren ¢oklu degisken gruplar1 arasindaki ortalamalarin
kiyast ANOVA (Tukey testi ile beraber) ile yapilirken, normal dagilim gdstermeyen
coklu gruplarin arasindaki kiyaslamalar ise Kruskall-Wallis (Dunn Testi ile beraber)
ortaya konuldu. Tiim veriler ortalama + ortalamalarin standart hatasi (standart error of

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

Elisa analizleri igin SPSS 24.0 istatistik programi kullanilarak Tek Yonli
Varyans (Tek Yonli ANOVA) testi yapildi. Estradiol ve IL-6 konsantrasyonlarinin
gruplar arasi karsilastirmasi i¢in post hoc Tukey testi kullanildi. Tiim veriler ortalama +

SEM olarak edildi ve p<0.05 degeri istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.

VEGF verilerinin istatistik analizleri igcin SPSS (Statistical Package for Social
Sciences) programi kullanildi. Elde edilen sonuglar, tek yonlii varyans analizi (one-way
ANOVA) ve post-hoc Tukey testleri kullanilarak degerlendirildi. Istatistik analizler

sirasinda giiven araligi p <0.05 anlamli olarak kabul edildi.

3.4. Kullanilan Kimyasal Maddeler, Malzemeler, ve Cihazlar

3.4.1. Kimyasal Maddeler ve Malzemeler

Ketalar (Pfizer), Ketamin HC1 (Doga Ilag), Ksilazin HCI, 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) immunohistokimya Kiti (ab64258), Antikor dillient soliisyonu
(ScyTek ABB125), Mayer hematoksilen, Eozin, Su bazli kapatma soliisyonu (1161
ImmunoHistoMount Sigma), Glutaraldehit (Merck, 104239), Epoxy Embedding
Medium Kit (Sigma, 45359-1EA-F) (EMS G100-Cu), Jelatin Kapsul (Size 3) (EMS
70104). Sigan IL-6 ELISA Kit (Picokine EK0412), Sigan ELISA Kit (EIA-2693 DRG
Estradiol Elisa), insan gobek kordonu mezenkimal kok hiicre hatti (ATCC Normal
Human Umbilical Cord-Derived Mesenchymal Stem Cells, PCS-500-010™). Hoechst
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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 bigagi (Feather A35), hidrofobik
kalem, Pozitif sarjli lam, lamel 10 pl, 100 pl, 200 pl ve 1000 pl’lik mikropipet ve uglari,
25 cm?lik ve 75 cm? lik hiicre kiltir kaplari, insiilin enjektdrii, ependorf tiipi,
santrifiij tlpd, Neubauer lami, bakir grid (EMS G100-Cu).

3.4.2. Cihazlar

Doku takip cihazi (Leica TP1020) Mikrotom (Leica RM 2255), Gegirimli
Elektron Mikroskobu (JEOL-JEM 1011), Ultramikrotom (EMUCTY), Isik Mikroskobu
(Olympus BX61), Inkiibatér, Santrifiij, Buzdolabi1 (Arcelik), Manyetik karistiricy,
Mikroplate okuyucu (Biochrom Anthos Zenyt 200 Microplate Raders ) Sterilizasyonu

yapilmis sinif II laminar havalandirmali tezgah.
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4. BULGULAR

4.1. Florasan Mikroskopi Bulgular:

Transplantasyon oncesi canli MKH’ler Hoescht 3342 boyanarak DNA’lari
isaretlendi. Florasan mikroskopi altinda hiicre DNA’lart mavi renkte gozlendi (Sekil4-
1). Hoescht 3342 ile isaretli MKH’lerin transplantasyon sonrasi ovaryum dokusuna
migrasyonunu degerlendirmek igin tiim gruplarin ovaryum dokusu parafin bloklarindan
alian kesitler florasan mikroskopunda analiz edildi. OHSS+MKH ve MKH gruplarinda
mavi renkte 1s1ma gozlenirken hiicre transplantasyonu yapilmayan Kontrol (Sekil4-2)
ve OHSS (Sekil4-3) gruplarinda 1s1ma gézlenmedi. Hoescht 3342 ile isaretli MKH’ler,
ovaryum dokusunda vaskiler alanlarda ve stromada gorildi. OHSS+MKH (Sekil4-4)
grubunda ovaryum stromasinda ve vaskiiler alanda goriilen 1s1ma MKH grubuna(Sekil

4-5) kiyasla daha fazlaydi.

Sekil 4-1: Transplantasyon oncesi Hoescht 3342 ile isaretlenen MKH hiicrelerinin florasan
mikrografi, Bar 50 pm.
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Sekil 4-2: Kontrol grubu vaskuler alan florasan mikrografi. Bar 25 pm



Sekil 4-3: OHSS grubu, vaskiiler alan florasan mikroskopi fotografi. Bar 25 pm

24
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Sekil 4-4: OHSS+MKH grubu vaskuler alan florasan mikrografi. Bar 25 pm
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Sekil 4-5: MKH grubu vaskiiler alan florasan mikrografi. Bar 25 pm

4.2. Hayvan ve Ovaryum Dokusu Agirhik Verileri
Deney protokolinun ilk ve son gund bitin gruplardaki hayvanlarin agrlik

Olglimleri yapilarak istatistikselolarak karsilastirildi. Kontrol ve MKH gruplari arasindaki
agirhik artisginda istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmadi (p> 0.05). OHSS ve
OHSS+MKH gruplarinda ise, Kontrol ve MKH gruplarina kiyasla istatistiksel olarak
anlamli bir artis gozlendi (p < 0.001***). OHSS+MKH grubunda MKH uygulamasi
agirhik artigini azaltmis olsada, OHSS grubu ile karsilagtirildiginda bu azalis istatistiksel
olarak anlamli bulunmadi (p= 0,8942), (Sekil 4-5).
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Sekil 4-6: Deney hayvanlarina ait agirhk degisim grafikleri. A- ilk agirhik grafigi p> 0.05
tiim gruplara gore , B- son agirhk grafigi p® < 0.01, p° < 0.05; Kontrol grubuna
gore, p° > 0.05; OHSS grubuna gore. Degerler ortalama + SEM olarak ifade
edildi (n=6)

Sakrifikasyon sonrasinda biitiin gruplardan alinan sag ovaryum dokularinin
agirlik 6lgiimii yapildi ve istatistiksel olarak gruplar arasindaki farkliliklar analiz edildi.
Kontrol ve MKH gruplarinda ovaryum agirliklarinda istatistiksel olarak anlamli bir
farklilik bulunmad: (p>0.05). OHSS ve OHSS+MKH gruplarinda ovaryum agrliklari,
Kontrol ve MKH gruplar ile karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli bir artig
gozlendi (p < 0.05). OHSS+MKH grubunda, MKH uygulamasinin  ovaryum agirliklari
tzerinde bir degisiklik olusturmadigi gozlendi, OHSS ve OHSS+MKH gruplari
arasinda istatistiksel olarak olarak anlamli bir fark bulunmadi (p>0.05), (Sekil4-6).
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Sekil 4-7: Ovaryum agirhk grafigi. p* < 0.05 kontrol grubuna gore, p° > 0.05 OHSS
grubuna gore. Degerler ortalama + SEM olarak ifade edildi (n=6)

4.3. Isik Mikroskopi Bulgular

4.3.1. Hematoksilen Eozin Boyasi

Ovaryum dokularini igeren parafin bloklardan alinan seri kesitler H&E boyasi
uygulanarak genel morfoloji, tim ovaryum folikillleri ve korpus luteum yapilar
degerlendirildi. Kontrol ve MKH gruplarinda ovaryum dokusu stabil bir yap1 gosterdi.
Germinal epitel tek kath yassi yer yer tek kath kiibik formdaydi ve altinda yer alan
tunika albuginea tabakasi normal gorinimdeydi. Ovaryum korteks medulla hatlari
belirgindi. Kortekste tiim folikiil yapilar1 (primordial, unilaminar primer, multilaminar
primer, sekonder, Graff) goruldi. Folikdl hicrelerinin nukleuslari, aktivitesiyle uyumlu

olarak 6kromatik soluk boyanma gosterdi (Sekil4-8,9).

OHSS grubunda ovaryum boyutunda belirgin bir artis gozlenirken germinal
epitel ve tunika albuginea tabakasi normal goriiniimdeydi. Ovaryum korteksinde tim
folikiil yapilar1 (primordial, unilaminar primer, multilaminar primer, sekonder, Graff)
gozlendi fakat neredeyse tiim kortekse yayilan, dista teka lutein hiicreleri ile gevrili, icte

poligonal sekilli, soluk sitoplazma iceren graniiloza lutein hiicrelerinden olusan korpus
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luteum yapilari daha belirgin ve fazlaydi. Korpus luteum yapilarinda ve interstisyel
alanlarda ¢ok sayida hemorajik alan ve vaskiiler dilatasyon gozlendi. Ozellikle
intertistiyal alanlarda édem belirgindi. Ayrica folikul kavitesinde ¢ok sayida nekrotik
graniiloza hiicresinin meydana getirdigi debris yapisi izlendi. Korpus luteum say1 ve
boyutlarinin artis1 ile artan korteks alanina karsilik medulla bolgesi i¢ kisimda vaskiiler
dilatasyonlarin ve hemorajik alanlarin yogunlukta oldugu daha dar bir alan olarak
gozlendi (Sekil4- 10, 11, 12, 13, 14, 15,16), OHSS+MKH grubunda ise OHSS grubuna
kiyasla interstisyel 6dem, Kkorpus luteum sayisinda ve hemorajik alanlarda azalis
gozlenirken folikiil sayisinda artig vardi (Sekil4-17, 18).

Sekil 4-8: Kontrol grubu, ovaryum dokusu 1sik mikrografi. Graff folikiilii (kalin ok),
sekonder folikiil (asteriks), multilaminar primer folikiil (ok bas1) germinal epitel
(ince 0ok). H&E, Bar 100 pm.
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Sekil 4-9: MKH grubu, ovaryum dokusu 1sitk mikrografi. Graff folikul (beyaz ok),
Sekonder folikiil (asteriks), multilaminar primer folikiil (kalin ok), unilaminar
primer folikiil (ok basi) germinal epitel (ince ok). H&E, Bar 100 pm



31

Sekil 4-10: OHSS grubu ovaryum dokusu 1sitk mikrografi. Korpus luteum (asteriks)
medulla (M), sekonder folikiil (kalin ok), germinal epitel (ince ok). H&E, Bar 200
pm.
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Sekil 4-11: OHSS grubu 151k mikrografi. Korpus luteum (asteriks), Hemorajik alanlar
(HA). H&E, Bar 100 pm.
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Sekil 4-12: OHSS grubu 151k mikrografi. Hemorajik alanlar (HA, oklar). H&E, Bar 50
pm.
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Sekil 4-13: OHSS grubu 151k mikrografi. Intertistiyal alanlarda 6dem. H&E, Bar 20 pm.
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Sekil 4-14: OHSS grubu 151k mikrografi. A- Kortekste vaskuler dilatasyon ve korpus
luteum yapilari 100 Bar pm. B- Vaskuler dilatasyonun buyuk buyutmede
gosterimi. H&E, Bar 20 pm.
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Sekil 4-15: OHSS grubu 151k mikrografi. Medullada vaskiiler dilatasyon. H&E, Bar 200
pm.
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Sekil 4-16: OHSS grubu 151k mikrografi. Atretik folikiiller; folikiil sivis1 icerisinde
apopitoza ugrams graniiloza hiicreleri ve hemorajik alanlar. H&E, Bar 100 pm
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Sekil 4-17: OHSS+MKH grubu ovaryum dokusu 151k mikrografi. Sekonder folikiil (siyah
asteriks), multilaminar primer folikill (beyaz ok), unilaminar primer folikul
(kalin ok), primordial folikiil (ok basi), korpus luteum (beyaz asteriks), germinal
epitel (ince ok). H&E, Bar 100 pm.
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Sekil 4-18: OHSS+MKH grubu ovaryum dokusu 151k mikrografi. Korteks, hemorajik
alanlarda azalma (asteriks). Bar 50 pm.

4.3.2. VEGF immunohistokimyasal Boyama

Imagel] goriintli analiz programiyla VEGF antikorunun boyanma miktarina
bakildiginda, kontrol ve MKH gruplarinin graniiloza hicrelerinde VEGF
immiinohistokimya boyanmasi zayift1 (Sekil 4-19,20). Kontrol, MKH ve OHSS gruplari
arasindaki VEGF antikoru boyanmasina bakildiginda aralarindaki fark anlamli bulundu
(p<0.001, Tablo4-1). OHSS grubunun VEGF immunohistokimya boyanma siddetinin
kontrol, MKH ve OHSS+MKH gruplarina gore daha koyu ve yaygin bir boyanma
gostererek arttigi gézlendi (Sekil 4-21). OHSS grubunda VEGF immunohistokimyasal
boyanmasinda oosit ve zona pellusida ile oOzellikle korpus luteumdaki granuloza
hiicrelerinde diger gruplara gére daha gucli bir boyanma go6zlendi. Kapillerlerin
stromada ve korpus luteumda graniiloza hiicre tabakasina dogru penetre olmasiyla
boyanmanin daha yogun oldugu gozlendi. OHSS+MKH grubu ile OHSS grubu
arasindaki VEGF antikoru boyanmasina bakildiginda aralarindaki fark anlamliyd:
(p<0.001, Tablo4-1). OHSS+MKH grubunda VEGF antikoru boyanma yogunlugu
OHSS grubuna gore daha zayift1 (Sekil 4-22). OHSS+MKH grubu ile kontrol ve MKH

gruplarinin VEGF antikoru boyanmasina bakildiginda arasindaki fark anlamli degildi.
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Sekil 4-19:Kontrol grubuna ait ovaryum dokusunda VEGF imminohistokimya
boyanmasimin 151k mikrografi gorilmektedir. Oosit (O), graniloza hicreleri
(GC) ve zona pellusida ok basi ile gosterilmistir. Bar 40 pm.
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Sekil 4-20: MKH grubuna ait ovaryum dokusunda VEGF immunositokimya
boyanmasimin 151k mikrografi gorilmektedir. Oosit (O), granuloza hicreleri
(GC) ve zona pellusida ok basi ile gosterilmistir. Bar 40 pm.
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Sekil 4-21: OHSS grubuna ait ovaryum dokusunda VEGF imminohsitokimya
boyanmasimin 151k mikrografi gorilmektedir. Oosit (O), granuloza hicreleri
(GC) ve zona pellusida ok basi ile gosterilmistir. Bar 40 pm.
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Sekil 4-22: OHSS+MKH grubuna ait ovaryum dokusunda VEGF imminohistokimya
boyanmasinin 151k mikrografi gérulmektedir. Oosit (O) ve graniloza hucreleri
(GC) gosterilmistir. Bar 40 pm.
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Tablo 4-1: Kontrol, MKH, OHSS ve OHSS+MKH gruplarinin, ImageJ goriintii analiz
programi Kkullanilarak, VEGF immiinohistokimya boyanma siddetini gosteren
tablo gorulmektedir. Kontrol grubuyla Kkarsilastirildiginda anlamh farkhilik
gOsteren gruplar * isareti, OHSS grubuyla karsilastirlldi@inda anlamh farkhhik
gosteren gruplar # isareti ile belirtilmistir (p< 0,001).

4.3.3. Foliktl Sayimi Sonuglari

Biitlin deney gruplarinin ovaryum dokularindan 60 um araliklarla olacak sekilde
3 um’lik kesitler alinarak primordial, unilaminar primer, multilaminar primer, sekonder,
Graff, atretik folikil ve korpus luteum sayilar1 degerlendirildi. Primordial, unilaminar
primer, multilaminar primer, sekonder, Graff folikiiller i¢in yapilan degerlendirme
sonuglari su sekildeydi; Kontrol grubu ve MKH grubu arasinda istatistiksel anlamda bir
fark bulunmadi (p> 0.05); OHSS ve OHSS+MKH gruplarinda, bdtin folikdl
smiflarinda Kontrol grubu ve MKH gruplarina kiyasla anlamli bir azalis gézlendi
(p<0.0001); OHSS+MKH grubunda, OHSS grubuna kiyasla folikiil sayilarinda artis
meydana gelsede istatistiksel olarak anlamli bir fark gozlenmedi (sirasiyla p degerleri
p=0,5680, p=0,9599, p=0,9864, p=0,2518, p=0,1172). Korpus luteum ve atretik folikul
sayis1 Kontrol ve MKH gruplarina kiyasla OHSS ve OHSS+MKH gruplarinda anlaml
derecede artt1 (p<0,0001). OHSS+MKH grubunda MKH uygulamasi korpus luteum ve
atretik folikill sayisin1 azaltsada, OHSS grubu ile karsilastirildiginda istatistiksel olarak
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anlamli bulunmadi (sirasiyla p degerleri p=0,7586, p=0,4551). Kontrol ve MKH

gruplar1 arasinda korpus luteum ve atretik folikil sayilarinda anlamli bir fark bulunmadi

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

Primordial F.

Unilaminar Primer F.

Multilaminar Primer F.

Sekonder F.

Graaf F.

Atretik F.

Korpus Luteum

KONTROL

170,5+ 7,215

46,5 £+ 3,041

78,17 + 3,361

60,83 + 0,8333

12,17 + 0,4773

15,67 + 1,647

7+1,342

MKH OHSS
166,2 +5,492° 53,33 + 8,269°
4533+2,848°  155+4,87°
61+4,775° 28,33 +2,716°
59,83+ 1,352° 19,5 +4,039°
12,17 +0,6009° 2,5 + 0,8466°
10,83 + 0,3073" 47,83 + 4,028°

8 +0,2582" 207,8 +27,85°

OHSS+MKH
66 + 6,055%°
17,83 +1,956*
26,67 + 2,716
26,67 + 3,007
5+ 0,9661%*
42,67 +2,155%°

187,3 + 9,265%¢

Tablo 4-2 : Deney gruplarina ait ovaryum folikiil sayilar1. Degerler ortalama = SEM olarak
ifade edilmistir. (n=6), F: folilkiil. ®p<0,0001, °p >0.05, °p < 0.05 Kontrol grubuna
gore, °p > 0.05 OHSS grubuna gére. Degerler ortalama + SEM olarak ifade edilmistir

(n=6).

4.4. Elektron Mikroskopi Bulgular:
Her grupta oosit iceren elektron mikroskop Kkesitlerinde, oositi cevreleyen

kiiboid granlloza hicrelerinin ultrastriiktiirel yapilar1 incelendi (Sekil 4-23). Kontrol

grubu elektron mikroskobik incelemesinde graniloza hicrelerinin yer yer derin

invajinasyonlar igeren oldukc¢a biyik bir nukleusa ve bir veya birden fazla nukleolusa

sahip olduklar1 gozlendi. Sitoplazmalarinda ¢ok sayida mitokondri, endoplazmik

retikulum sisternalari, ribozomlar, lipid damlaciklar1 ve vezikiiller gozlendi (Sekil 4-

24).

MKH grubuna ait elektron mikroskobik incelemede granilloza hicrelerinin

bliylik bir nukleus ve bir veya birden fazla nukleolusa sahip olduklari goézlendi.

Sitoplazmalarinda ¢ok sayida mitokondri, endoplazmik retikulum, ribozom, lipid

damlaciklar1 ve vezikiiller gozlendi (Sekil 4-25).
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OHSS grubu elektron mikroskobik incelemesinde grantiloza hicrelerinin bir
nukleus ve bir veya daha fazla nukleolusa sahip olduklar1 gézlendi. Sitoplazmalarinda
az sayida mitokondri, endoplazmik retikulum sisternalari, ribozomlar ve vezikiiller
g6zlendi. Graniloza hiicrelerinin sitoplazmasinin biiyiik bir boliimiinii kapsayan yer yer

materyalle dolu biiyiik ¢apli vakuollerin oldugu gozlendi (Sekil 4-26).

OHSS+MKH grubunda granuloza hicrelerinin blyuk bir nukleus ve ¢ok sayida
nukleoluslara sahip olduklar1 goézlendi. Sitoplazmalarinda c¢ok sayida mitokondri,
endoplazmik retikulum sisternalari, ribozomlar ve vezikiiller gozlendi. Graniiloza
hiicrelerinin sitoplazmasinda OHSS grubundaki gibi buytik vakuoller gozlenmedi (Sekil
4-27).

Sekil 4-23: Kontrol grubuna ait elektron mikrografinda oosit (O), zona pellusida (ZP), ve
kare ile isaretlenen alanda inceleme igin secilen graniloza hicresi
gorialmektedir.Bar 10 um.
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Sekil 4-24: Kontrol grubuna ait graniloza hucresinin elektron mikrografi gérulmektedir.
Nukleus (N), nukleolus (n), mitokondri (M) ve endoplazmik retikulum ok ile
gosterilmistir. Bar 1 pm.
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Sekil 4-25: MKH grubuna ait graniloza hicresinin elektron mikrografi gorilmektedir.
Nukleus (N), nukleolus (n), mitokondri (M) ve endoplazmik retikulum ok ile
gosterilmistir. Bar 1 pm.
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Sekil 4-26: OHSS grubuna ait grantloza hicresinin elektron mikrografi gérulmektedir.
Nukleus (N), nukleolus (n), vakuol (V) ve endoplazmik retikulum ok ile
gosterilmistir. Bar 1 pm.
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Sekil 4-27: OHSS+MKH grubuna ait granudloza hicresinin elektron mikrografi
goralmektedir. Nukleus (N), nukleolus (n), vakuol (V) ve endoplazmik retikulum
ok ile gosterilmistir. Bar 1 pm.

4.5. Estradiol ve IL-6 ELISA Sonuclar:

Sakrifikasyon Oncesi hayvanlardan alinan kanlarin santrifiij edilmesiyle toplanan
serumlarda, E2 hormonu ve IL-6 sitokin seviyelerine ELISA yontemiyle bakildi.
Standartlardan elde edilen absorbans degerleri baz alinarak absorbans/konsantrasyon
egrisi olusturuldu ve R? degerleri bulundu (E2 R® =0,974, IL-6 R®=0,9873).
Serumlardaki E2 ve IL-6 konsantrasyonlar1 bu denklemler Gzerinden pg/ml hesaplandi.
Sekil 4-28’de gosterilen sonuglar analiz edildiginde E2 seviyelerinde; Kontrol ve MKH

gruplar1 arasinda istatiksel olarak anlamli bir fark gézlenmedi (p>0.05) OHSS grubunda
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E2 seviyesi Kontrol ve MKH gruplan ile karsilagtirildiginda anlamli derecede artt
(p<0.001). OHSS+MKH grubunda MKH uygulamasimnin, E2 seviyelerini OHSS
grubuna kiyasla istatistiksel olarak anlamli derecede azalttig1 goriildii (p<0,001). IL-6
icin yapilan analiz sonuglart ise su sekildeydi; Kontrol ve MKH gruplar1 arasinda
istatistiksel olarak anlamli bir fark gézlenmezken, OHSS ve OHSS+MKH gruplarinda
IL-6 seviyesi Kontrol ve MKH gruplar ile karsilagtirildiginda anlamli derecede artti.
OHSS+MKH grubunda, MKH uygulamasinin OHSS olusumu ile artan IL-6 seviyelerini
istatiksel olarak anlamli derecede azalttigi gozlendi (p<0.05), (Sekil 4-29).

Estradiol 120
Standart Egri Grafigi v =-0,26In(x) + 2,4073
& & R?=0,974 a,b
100 .
2 _
b
‘E‘ > 80 '[
€15 & H I
[=] -
] 2 60 I
9 2
- » =]
2 1 \ b=
E 1‘—\‘7\\ % “0
2os — o
N 20
0
0 500 1000 1500 2000 2500 0
« . Kontral MKH OHSS OHSS+MKH
onsantrasyon (pg/mt) Seri1 59,491 70,512 88,916 61,571

Sekil 4-28: A- Estradiol ELISA Kkiti absorbans/konsantrasyon grafigi. B- Gruplara ait
ortalama serum Estradiol seviyeleri, *p < 0,001, Kontrol ve OHSS+MKH gruplarina
gore, °p<0.05, MKH grubuna gore. Analiz verileri ortalama + SEM olarak ifade
edilmistir (n=6)

e IL-6 Diizeyi
Standart Egri Grafigi y =0,218In(x] - 0,5565
R? = 0,9873 600
14
s 500
=12 [
E 1 T 400
2 =
508 S 300
g 0,6 .‘.»‘
204 4/ 200
E-3
<02 100
0
0 1000 2000 3000 4000 5000 0 Kontrol OHSS OHSS IMKH
Keonsantrasyon (pg/ml) mseril 332,891 341,81 471,459 361,536

Sekil 4-29: A- IL-6 ELISA Kkiti absorbans/konsantrasyon grafigi. B- Gruplara ait ortalama
serum IL-6 seviyeleri, °p<0.05 Kontrol, MKH ve OHSS+MKH gruplarina gore.
Analiz verileri ortalama = SEM olarak ifade edilmistir (n=6).
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5. TARTISMA

Infertilite insidans1 her gecen giin artarken ekonomik, sosyal ve psikolojik bir
cok problemi de beraberinde getirmektedir. Yardimci tireme tedavileri bu baglamda
infertil bireyler icin umut vadetmektedir. Ilk canli dogumun gergeklestigi 1978 yilindan
glinimuze kadar gegen kirk yilda en az 8 milyon IVF bebegi diinyaya gelmistir (70).
Ancak her tedavide oldugu gibi yardimci lireme tedavileri sirasinda da g¢esitli
komplikasyonlar gelisebilmektedir. OHSS, in vitro/vivo fertilizasyon uygulamalari
sirasinda hCG ile yapilan ovulasyon indiiksiyonu sonucu gelisen en ciddi iatrojenik
komplikasyonlardan biridir (1). Daha fazla oosit eldesi igin yapilan eksojen
gonodotropin uygulamalar1 ovaryum boyutunda, korpus luteum olusumunda, serum E2
seviyelerinde ve vaskiler permeabilitede artisa neden olmaktadir. Artan vaskuler
permeabilte ile birlikte hipovolemi, assit, hidrotoraks, hidroperikardiyum, tromboz ve
akut respiratuar distres sendromu gibi yasami tehdit eden durumlarin ortaya ¢ikabildigi

OHSS olusmaktadir (5, 6).

Farklilasma potansiyelleri, yiiksek proliferasyon hizlari, migrasyon yetenekleri
ve salgiladiklar1 sitokinler, kemokinler, biylme faktorleri gibi parakrin etkiler
sayesinde MKH’ler, gunimuzde gugli bir terapdtik ajan olarak pek c¢ok hastaligin
tedavisinde kullanilmaktadir (71). Bu ¢alismada ilk kez, OHSS modeli olusturdugumuz
ratlarda MKH’nin ovaryum dokusu Uzerindeki terapotik etkileri incelenmistir. Hoescht
3342 ile DNA isaretlemesi yapilan insan goébek kordonu MKH’leri OHSS modeli

olusturulan ratlara intraperitoneal olarak enjekte edilmistir.

MKH’lerin hasarli dokuya migrasyonu ve yerlesmesinin altinda yatan
mekanizmalar hala tam olarak aydinlatilamamistir. Fakat son yillarda yapilan ¢aligmalar
MKH migrasyonunda bir ¢cok farkli parametrenin rol aldigin1 géstermektedir (72, 73).
Dokunun vaskilarizasyon diizeyi ve dokuda meydana gelen hasar derecesi migrate olan
MKH sayisin1 etkilemektedir. Transplantasyon sonrasi kan damarlarindan zengin,
yogun hasarli dokulara MKH’lerin daha fazla yerlestigi rapor edilmistir (73).
MKH’lerin migrasyon sirecinin stromal kaynakli faktér-1 (SDF-1), kemokin reseptori
(CXCR4), VEGF, HGF, IGF-1, TGF-p, temel fibroblast buyime faktori (bFGF) ve
trombosit kaynakli biliylime faktorii (PDGF) gibi ¢esitli sitokinler, kemokinler ve
blylme faktorlerinin etkisi altinda gergeklestigi gOsterilmistir. Bir ¢ok c¢alismada

Ozellikle SDF-1-CXCR4 aksinin transplantasyon sonrast MKH’lerin hasarli dokuya



53

migrasyonunda dnemli bir rol oynadigi rapor edilmistir. Kemoterapi, inflamasyon gibi
patolojik siireclerde ekspresyonu artan ve ¢esitli hiicreler tarafindan salgilanan SDF-1,
CXC kemokin alt ailesinin bir tyesidir. Hematopoietik, endotelyal, néronal, progenitor
hiicreler ve kok hiicreler dahil olmak iizere ¢esitli hiicrelerde eksprese olan CXCR4 ise
SDF-1 i¢in birincil kemokin reseptoridur. MKH’den eksprese olan CXCR4, bu
hicrelerin SDF-1 gradyanlar1 boyunca migrasyonunu ve hasarli dokuya yerlesimini
saglar (72, 74). Prematiir ovaryan yetmezlik olusturulmus siganlarda, amniyotik
membrandan izole edilen kdék hicrelerinin ovaryum dokusuna migrasyonunun SDF-1-
CXCR4 aksi lizerinden gergeklestigi ve bu aks iizerindeki yolaklarda olusturulan
inhibisyonlarin ovaryum dokusuna go¢ eden hiicre sayisinda azalmaya neden oldugu
gosterilmistir (72). VEGF ve reseptorii VEGFR, gesitli hiicre tiplerinin biiylimesi,
gelismesi ve migrasyonunda 6nemli rol oynar (75). Yapilan in vivo ve in vitro
caligmalarda artan VEGF seviylerinin SDF-1 ekpresyonunu arttirdigt gozlemlenmistir
(76). OHSS patogenezindeki en 6nemli siireclerden biri vaskiiler permeabilitedeki artig

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

Kalhori ve arkadaslarinin yaptig1 bir ¢alismada, Hoescht 3342 isaretlenmis Ki-
MKH, PKOS modeli olusturulmus siganlara transplante edilmis ve bu hiicrelerin
ovaryum dokusuna yerlestigi goézlemlenmistir (17). Jalalie ve arkadaglari ise
siklofosfamid kullanarak POF modeli olusturduklari siganlara CM-Dil ile isaretledikleri
IGK-MKH hiicrelerini transplante etmis ve bu hiicrelerin ovaryum dokusunda
korteksten ziyade medulla bolgesinde lokalize oldugunu belirtmislerdir (77). Biz de
calismamizda Hoescht 3342 ile isaretledigimiz MKH’lerin transplantasyon sonrasi
ovaryum dokusunda korteksten ziyade medulladaki vaskiiler alanda daha yogun bir

sekilde lokalize oldugunu gézlemledik.

OHSS patogenezinde artan vaskiler permeabilete, ovaryum boyutunda artisa ve
uclinct bosluklarda asit birikimine neden olmaktadir. Artan ovaryum boyutu ve asit
miktar1 ile birlikte doku ve vicut agirliklarinda da belirgin bir artis meydana
gelmektedir (32, 78). Cheng ve arkadaslari, hCG uygulamasi sonucu OHSS
olusturduklari ratlarda, hayvan vicut ve ovaryum agirliklarinda artis gézlemlemislerdir
(45). Biz de ¢alismamizda deney protokoliiniin ilk giinii ve son giinii yaptigimiz agirlik
Olciimlerini degerlendirdigimizde literatiirdeki caligmalarla uyumlu sonuglar elde ettik.
OHSS grubunda kontrol grubuna kiyasla hayvan vicut agirliklarinda anlamli bir artis

gozlendi. Sakrifikasyon sonrasi oOlgiilen ovaryum agirliklarinda da kontrol grubuna



54

kiyasla OHSS grubunda belirgin bir artis izlendi. MKH’lerin agirlik degisimi tizerindeki
terapotik etkileri olugsan hasar tipine bagli olarak degisebilmektedir. PKOS modeli
olusturulmus ratlarda MKH uygulamas: ile birlikte hayvan agirliklarinda azalma
oldugu rapor edilmistir (79). Calismamizda MKH uygulamasi, OHSS sonucu artan
ovayum agirliklarinda bir degisiklik olusturmadi. Hayvan viicit agirliklarinda ise MKH
uygulamasi bir azalma olusturdu fakat bulunan degerler istatistiksel olarak anlamli

bulunmadi.

Ovulasyon indiiksiyonu sirasinda yapilan uygulamalar, artan vaskuler
permeabilite ve korpus luteum sayilarinin etkisiyle ovaryum dokusunda, intertisyel
6dem ve hemorajik alanlar olusmaktadir (32, 80). Darabi ve arkadaslar1 OHSS modeli
olusturduklar1 ratlarda, ovaryum korteks ve medullasinda hemorajik alanlar
gozlemlemislerdir (78). Yapilan literatiir c¢alismalar1 ile uyumlu olarak biz de
calismamizda OHSS grubunda kortekste, intertistiyal ddemin vaskiiler dilatasyonlarin
ve hemorajinin yogun oldugu alanlar gozlemledik. Korpus luteum yapilarindaki artis
nedeniyle korteks tabakasi daha genis bir alanda yer alirken, medulla bélgesi vaskler
dilatasyonlarin ve hemorajik alanlarin belirgin oldugu daha dar bir alan olarak izlendi.
Bazi atretik folikiil kavitelerinde ¢ok sayida nekrotik graniiloza hiicresinin meydana
getirdigi debris yapisi izlendi. Literatirde MKH’nin OHSS (zerindeki iyilestirici
etkilerini inceleyen bir ¢alisma bulunmamaktadir. Ancak, OHSS patogenezinde oldugu
gibi inflamatuar siireglerin rol aldigi, bir ¢ok hastalik modelinde, MKH’in ovaryum
dokusu tizerindeki terapotik etkileri gosterilmistir. PKOS ve POF modeli olusturulmus
rat modellerinde  MKH uygulamasimnin parakrin faktdrler araciligiyla ovaryan
anjiyogenezi arttirdigi ve ovaryum hasarint anlamli derecede iyilestirdigi bir ok
calisma ile gosterilmistir (73, 81). Lu ve arkadaslart MKH transplantasyonu sonrasi
POF modeli olusturduklar1 ratlarin ovaryum dokularinda, intertistiyal hiperplazi ve
fibrozisin azaldigin1 belirtmislerdir (82). Biz de ¢alismamizda, MKH uygulamasinin
OHSS+MKH grubunda, OHSS grubuna kiyasla ovaryum dokusunda; interstisyel
O6demi, hemorajik alanlar1 ve vaskiiler dilatasyonlar1 azalttigin1 gézlemledik. OHSS
patogenezi sonucu olusan ovaryum hasar1 iizerine MKH’lerin terapotik etkilerini

parakrin faktorler araciligi ile gstermis olabilecegini diistinmekteyiz.

OHSS, ovaryum boyutunda, korpus luteum olusumunda artisa neden olurken,
folikiiler gelisimi de etkileyerek, folikiil rezervinde azalmaya neden olmaktadir (78, 83)

Luo ve arkadaslar1 yaptiklar1 calismada OHSS modeli olusturduklari ratlarda kontrol
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grubuna kiyasla, korpus luteum ve atretik folikiil sayilarinda artis, primordial, primer,
sekonder ve antral folikiil sayilarinda ise azalma oldugunu belirtmislerdir (3).
Calismamizda yukaridaki bigiler ile uyumlu olarak OHSS grubunda korpus luteum ve
atretik folikiil sayilarinda anlamli bir arti, primordial, unilaminar primer, multilaminar

primer, sekonder, Graaf folikiil sayilarinda ise azalis gézlendi.

Bir ¢ok ¢alismada, MKH’lerin ovaryum hasari {izerindeki terapOtik etkilerinin
germ hiicrelerine farklilasmadan ziyade; teka, graniiloza, vaskiiler endotelyal hiicreler
gibi oosit ve folikll gelisimini destekleyen hiicrelere farklilasma yetenekleri ve
salgiladiklar1 IGF-1, HGF, LIF, VEGF, TGF- 1, Bcl-2, gibi parakrin faktorler araciligi
ile gergeklestigi gosterilmistir (62, 84). POF modeli olusturulan ratlara transplante
edilen MKH’lerin gelisen tiim folikiil tiplerinde iyilestirici etki gostererek folikiil
rezervini arttirdigl bir ¢ok ¢alisma ile rapor edilmistir (10). Xie ve arkadaslart DHEA
kullanarak ratlarda olusturduklart PKOS modelinde, MKH uygulamasinin PKOS
sonucu azalan korpus luteum ve folikiil sayilarini arttirdigini rapor etmislerdir (59).
Calismamizda MKH uygulamas: ile birlikte primordial, unilaminar primer,
multilaminar primer, sekonder, Graaf folikll sayilarinda artis, korpus luteum ve atretik
folikiil sayilarinda ise azalis gOzlendi fakat bu degerler istatiksel olarak anlamli
bulunmadi. Agir form OHSS modeli olusturdugumuz OHSS gruplarinda deney
protokolii geregine uygun olarak hayvan kaybi1 olmamasi i¢in deney siiresi kisa tutulmus
ve MKH transplantasyonundan sonra hayvanlar 5. giinde sakrifiye edilmistir. Protokole
uygun olarak hiicre transplantasyonundan kisa bir siire sonra deneyin sonlandirilmig
olmasmin, MKH’in OHSS histopatolojisi zerindeki terapotik etkilerini gdstermesini
siirlandirmis  olabilecegini  diistiniiyoruz. MKH’lerin  agir form OHSS modeli
olusturulan ratlarda folikiil sayilari tizerindeki etkisi istatiksel olarak anlamli olmasa da,
folikiil sayilarindaki artis, yukarda belirtilen ve OHSS patogeneziyle benzer inflamatuar

stireclerin yer aldig literatiir calismalarindaki iyilestirici etkilerle uyumludur.

IL-6, OHSS patogenezinde rolu olan en dnemli sitokinlerden biridir. Endotel
hlcreleri, makrofajlar, lenfositler gibi bir¢ok hiicre tarafindan sentezlenen IL-6, VEGF
ekspresyonunu arttirarak vaskiiler permeabiliteyi arttirir (1, 6, 85). Sitokin kaynakli
meydana gelen vaskiler permeabilitedeki akut artis inflamatuar yanitlarin
gerceklesebilmesi icin gereklidir. Bununla birlikte vaskiler permeabilitedeki uzun sureli
artis doku ve organlarda hasar meydana getirerek bir¢ok hayati fonksiyonun aksamasina

sebep olmaktadir (85). OHSS hastalarinin asit, serum ve folikiil sivilarinda IL-6
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seviyelerinin arttig1 birgok klinik ¢alismada rapor edilmistir (6, 29). Chen ve arkadaslari
OHSS modeli olusturduklar: ratlarda serum IL-6 Seviyelerinin kontrol grubuna kiyasla
arttigin1 gézlemlemislerdir (86). Wei ve arkadaslar1 ise OHSS olusturduklar: ratlarda
IL-6 ekspresyonunda gorev alan trans sinyal yolagini bloke ettiklerinde VEGF
ekspresyonunda azalma oldugunu belirtmislerdir (8). Biz de ¢alismamizda ratlarda
alinan serum Srneklerini ELISA yontemi ile analiz ettigimizde IL-6 seviyesinin OHSS

grubunda belirgin bir sekilde arttigin1 gézlemledik.

MKH’lerin en énemli parakrin etkilerinden biri immunmodulatér 6zelliklere
sahip olmalaridir. Hasarli bolgedeki inflamatuar faktorlerin salgilanma seviyelerine
gore, MKH’ler pro-inflamatuar ya da anti-inflamatuar fonksiyon sergilerler. Diisiik
interferon gama (IFN-y) ve TNF-o seviyelerinde, MKH’ler makrofaj inflamatuar
protein alfa/ beta (MIP-la/B) ve kemokin 9-10-11 (CXCL9-10-11) gibi faktorler
salgilayarak proinflamatuar fonksiyon gosterirler. Yuksek IFN-y, TNF-o, IL-6
seviyelerinde ise MKH’ler regulatér T hucrelerinin aktivasyonunu indiklemek uzere
TGF-B, HGF indoleamin 2,3-dioksijenaz (IDO), prostaglandin E2 (PGE2) ve nitrik
oksit sentaz (NO) gibi faktorler salgilayarak anti-inflamatuar stireglerde rol alir ve
terapotik etkilerini gosterirler (87). Kalhori ve arkadaslar1t PKOS modeli olusturduklari
ratlarda artan serum IL-6 ekspresyon seviyesinin MKH transplantasyonu sonucu
azaldigin1 rapor etmislerdir (17). Calismamizda, OHSS sonucu artan serum IL-6
seviyeleri MKH uygulamasi ile birlikte istatistiksel olarak anlamli derecede azaldigi.
OHSS+MKH grubunda meydana gelen I1L-6 seviyelerindeki anlamli azalmanin
MKH?’lerin bir ¢ok hastaligin tedavisinde kanitlanmis olan anti-inflamatuar etkilerinden

kaynaklanmis olabilecegini diisiinmekteyiz.

Ovulasyon indiiksiyonu sirasinda yapilan hCG uygulamasiin hemen dncesinde
ve sonrasinda yiikselen serum E2 seviyeleri OHSS erken tanisit i¢in Onemli bir
belirtectir. Hem klinik uygulamalardan elde edilen hasta verilerinde, hem de olusturulan
OHSS hayvan modellerinde serum E2 seviyeleri yiiksek bulunmustur (5, 45) Ajonuma
ve arkadaslar1 eksojen gonadotropin uygulamasi sonucu artan E2 seviyelerinin, epitelyal
klor (CI) kanal proteinini kodlayan Kistik fibrozis transmembran regilatér (CFTR) gen
ekspresyonunu arttirdigini, bunun da viicut bosluklarinda iyon ve sivi retansiyonuna ve
sonucta hipovelemi plevral efiizyona neden oldugunu rapor etmislerdir (88). Zhai ve
arkadaglar1 da yaptiklar1 ¢alismada, hCG uygulayarak OHSS modeli olusturduklari

ratlarda serum E2 seviyelerinin arttigin1 belirtmislerdir (4). Yukarida belirtilen literatiir
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caligmalar1 ile uyumlu olarak g¢alismamizda OHSS grubu serum E2 seviyelerinde
belirgin bir artis gozlendi. OHSS+MKH grubunda ise MKH uygulamasinin E2
seviyelerini anlamli derecede azalttigi izlendi. OHSS+MKH grubunda meydana gelen
E2 seviyelerindeki anlamli azalmanin MKH’lerin ovaryum (zerindeki parakrin

etkilerinden kaynaklanmis olabilecegini diisiinmekteyiz.

OHSS patogenezindeki en 6nemli mediatérlerden biri VEGF’dir. Heparin
baglayict bir glikoprotein olan VEGF’in, folikller gelisim, korpus luteum fonksiyonu
ve ovaryum anjiyogenezinde bitiinleyici bir rol oynadigi bilinmektedir.
Anjiyogenezisdeki bozukluklar, anoviilasyon ve infertilite, gebelik kaybi, OHSS ve
ovaryum neoplazmi dahil olmak iizere ¢esitli bozukluklara yol acgabilir (89, 90).
VEGF'nin baskin folikiil se¢imi ve atrezi igin 6nemli bir duzenleyici molekil
olabilecegi ileri striilmiistiir (91). Yang ve arkadaslari, graniiloza hiicrelerindeki VEGF
ekspresyonunun, muhtemelen oosit tarafindan salgilanan faktorlere bagli olarak,
vaskiilariteden sorumlu bir faktér oldugunu rapor etmislerdir (92). Sigir folikiillerinde
yiiriitiilen baska bir calismada gosterildigi gibi, folikiiler vaskiilarite, folikiiliin baskin
hale gelmesinde de ¢cok 6nemli goriinmektedir, ctinkl ostrojen-aktif folikuller ile VEGF
ekspresyonu arasinda pozitif bir korelasyon oldugu gosterilmistir (93, 94). Ayrica
VEGF’in memeli ovaryumunda graniloza hicre apoptozundan kaynaklanan folikuler

atreziyi de inhibe ettigi belirtilmistir (95).

VEGF‘in asir1 expresyonu ve artan damar yogunlugu ovaryum graniloza hiicre
timorli hastalarda 6nemli bir anjiogenik 6zellik olarak belirtilmistir (96, 97). VEGF,
vaskiler endotel hucreleri igin gucli bir mitojendir ve timOr anjiyogenezisinin
anlasilmasinda 6nemli bir parametredir (98). PKOS’lu hastalarin hem graniiloza hem de
teka hiicrelerinde giicli VEGF immiin boyanmasi bildirilmistir (89, 99). Gonadotropin
stimiilasyonuna asir1 yanit veren PKOS hastalarinda OHSS tetiklenebilir (100). Elde
edilen bulgular OHSS, ovulasyon bozuklugu, fertilite ve endometriozis gibi PKOS’un
cesitli patolojik durumlarinda anormal ovaryum anjiyogenezinin rol oynadigini
gostermektedir (101, 102). Ozellikle, Xie ve arkadaslar1 PKOS*‘un ilerlemesi ile
anjiyojenik faktorlerin diizensizligi arasinda belirgin bir iliski oldugunu gostermislerdir
(103). VEGF, PKOS hastalarinda da yuksek oranda ekspresse edilmektedir. Bu alandaki
literatiirlerin biiyiik bir kismi, VEGF’iin OHSS'nin ¢ok 6nemli bir aracist olabilecegini
vurgulamistir (99, 100, 104, 105). Ayrica anjiyogenezi hedeflemenin PKOS'u tedavi

etmek icin umut verici bir terapétik secenek olabilecegini ileri siiriilmiistiir (106, 107).
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Ovulasyon indiiksiyonu ig¢in yapilan eksojen hCG uygulamasi ile birlikte
grantloza hucrelerinde VEGF mRNA seviyeleride artis meydana gelmektedir. VEGF
endotel hiicreleri tizerinde bulunan VEGFR2’ye baglanarak fosforile etmekte ve klaudin
5, kadherin gibi endotel baglanti proteinlerini yeniden diizenleyerek  kapiller
permeabilitede artisa neden olmaktadir (6, 32). Yapilan klinik ¢alismalarda OHSS

hastalarinin folikiil ve serumlarinda VEGF ekpresyonun arttig1 gosterilmistir (1).

Gomez ve arkadaglari OHSS modeli olusturduklar1 ratlarda ovaryum VEGF
ekspresyonlarinin  arttigim1  saptamiglardir  (108). Zhang ve arkadaslart OHSS
olusturduklari rat ovaryum dokusunda VEGF ekspresyonlarinin arttigini gézlemlerken
Ginkgo biloba uygulamasindan sonra VEGF ekspresyonlarinin azaldigini bulmuslardir
(83). Bu nedenle, ¢alismamizda OHSS’de anjiyogenezis iizerine potansiyel bir tedavi
kriteri olarak VEGF ekpresyonunu aragtirmamiza dahil ettik. Calismamizda OHSS
grubunda ovaryum dokusunda immunohistokimya analizlerimiz sonucunda VEGF
ekspresyonunda artis gozlemlerken MKH+OHSS grubunda ise anlamli bir azalma
oldugunu saptadik. Yapilan ¢alismalarda OHSS patogenezinde artan IL-6 seviyelerinin
VEGF ekspresyonunu arttirarak vaskiiler permeabilite de artisa neden oldugu rapor
edilmistir (8). Calismamizda MKH uygulamasinin IL-6 seviyesinde azalmaya sebep

olarak ovaryum dokusu VEGF ekspresyonunu azalttigini diisiinmekteyiz.

Son yillarda artan infertilite insidansina bagli olarak IVF uygulamalarina olan
talep her gegen giin artmaktadir. Bu baglamda IVF uygulamalari sirasinda olusan OHSS
gibi komplikasyonlar (zerine bir ¢ok calisma yapilmistir (1, 30). Fakat yaptigimiz
literatlir arastirmalarinda OHSS sonucu ovaryum dokusunda meydana gelen
ultrastrukturel degisiklikleri inceleyen bir ¢alisma bulunmamaktadir. Bununla birlikte
PKOS gibi OHSS igin yiiksek risk barindiran hastalik modellerinde ovaryum
dokusundaki morfolojik degisiklikler elektron mikroskobik olarak degerlendirilmistir.
Celik ve arkadaslart PKOS modeli olusturduklari ratlarda, grantloza hucreleri izerine
yaptiklart elektron mikroskobik incelemelerde, graniiloza hiicreleri arasindaki baglanti
komplekslerinde azalma, dejenere mitokondri, lipid birikimi ve vakuol saysinda artis
gozlemlemislerdir (109). Calismamizda, OHSS grubu elektron mikroskobik
incelemesinde graniiloza hiicrelerinin sitoplazmalarinda mitokondri, endoplazmik
retikulum ribozom ve vezikiil sayilarinda azalma oldugu gozlendi. Ayrica graniiloza
hlcrelerinin sitoplazmasinda yer yer materyalle dolu biiyiik ¢apli vakuoller gézlendi.
MKH uygulamasi ile birlikte OHSS+MKH grubunda organel ve vezikiil sayilarinda
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artig gozlenirken, biiyiik vakuol sayilarinda ise azalma oldugu tespit edildi. Bu durum
bize MKH uygulamasinin graniiloza hiicre morfolojisi lizerine olumlu etkileri oldugunu

diistindiirdii.

Sonug olarak bu calisma, MKH uygulamasinin OHSS modeli olusturulmus
ratlarda VEGF immdinoreaktivitesi, serum E2 ve IL-6 seviyelerini azaltarak ovaryum
hasar1 iizerinde iyillestirici etkileri oldugunu gostermektedir. Agir form OHSS rat
modeli protokoliine uygun olarak MKH transplantasyonundan kisa bir siire sonra
deneyin sonladirilmis olmasinin MKH’in azalan folikiil rezervi ve artan korpus luteum
sayilar1  Uzerindeki terapotik etkilerini  gd6stermesini  kisitlamis  olabilecegini
diistinmekteyiz. Literatirde MKH’in OHSS patogenezinde yer alan mediatorler Gizerine
etkilerini inceleyen bir ¢alisma bulunmamaktadir. Bu agidan calismamiz 6zgiin bir
nitelik tasimaktadir. Bununla birlikte MKH’lerin OHSS patogenezi (zerindeki
etkilerinin altinda yatan mekanizmalarin ag¢iga kavusmasi i¢in daha kapsamli deneysel

ve klinik ¢aligmalara ihtiya¢ vardir.
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