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SIMGELER VE KISALTMALAR DIiZiNi

OHSS - Ovarian hiperstimiilasyon sendromu

LH : Luteinizan hormon

WHO : Diinya Saglik Orgiitii (World Health Organization)

PCOS : Polikistik over sendromu

ART : Yardimc1 Ureme Teknolojileri (Assisted Reproductive Technology)
1UI > Intrauterin inseminasyon

IVF > In vitro fertilizasyon

ICSI - Intrasitoplazmik sperm enjeksiyonu

AMH : Anti-Miillerian Hormon

ARDS . Akut solunum sikintis1t sendromu (Acute respiratory distress syndrome)
COS : Kontrollii yumurtalik stimiilasyonunu (Controlled Ovarian Stimulation)
CcC : Klomifen sitrat

hMG : Insan menopozal gonodotropin (human menopausal gonadotropin)
FSH : Folikiil stimiilan hormon

GnRH - Gonodotropin salgilatict hormon (Gonadotrophin-Releasing Hormone)
hCG : Insan koriyonik gonadotropin ( human Chorionic Gonadotropin)
VEGF : Vaskiiler endotelyal biiylime faktorii (vascular endothelial growth factor)
VPF - Vaskiiler gecirgenlik faktorii (vascular permeability factor)

Z0-1 : Zonula okludens-1

RAS : Renin-anjiyotensin sistemi

IGF : Insiilin benzeri biiyiime faktérii (insulin-like growth factor)

EGF : Epidermal biiyiime faktorii (epidermal growth factor),

viii



TGF-a, : Doniistiirticti biiylime faktorii-alfa

TGF-p - Doniistiirticti bliylime faktorii-beta

bFGF : Temel fibroblast biliylime faktorii (basic Fibroblast Growth Factor)

PDGF : Trombosit kaynakl1 biiytime faktorii (platelet-derived growth factor)

LH . Luteinlestirici hormon

ER Stres : Endoplazmik Retikulum Stres

GnRHA : Gonadotropin salgilatict hormon agonisti

FDA : Food and Drug Administration

NSAID : Steroid olmayan antiinflamatuar ilaglar (Nonsteroidal Anti-Inflammatory
Drugs)

GDF-8: Growth differentiation factor-8



SEKILLER DiZINI

Sekil 1. Disi genital sistemin median gOrintimil..........oovvveviiiieeiiiieeniiieiiee e 3
Sekil 2. Ovaryumun genel goriniimil ve $ematize CIZIMI ......ocververviriinieiiseeneeneeee e 4
Sekil 3. Primordiyal fOliKTL ........coovoiiiiiiiiii e 5
Sekil 4. Unilaminer primer fOliKTl .........oocooiiiiiii e 6
Sekil 5. Multilaminer primer fOlIKTUL ......cccoviiiiiiiiii 6
Sekil 6. Sekonder fOIIKTL .......ociiiiiiiii e 8
Sekil 7. Olgun graaf fOliKUIT ......cccveiiiiiiiieii e 9
Sekil 8. Folikiillerin sematize GIZIMIETT .........ceeeiiuiiieiiiiiie et et e e 10
Sekil 9. KOrpus TUtEUM YAPIST ..eeivviiiiiiiiiiieiie ettt 12
Sekil 10. Sigandisi genital diSSEKSIYONU .......ccooiviiiieiiiiisiee e 13
Sekil 11. Deney gruplarinin sembolize gOrtintliStli .........coovvereeiirieniiniie e 31

Sekil 12. Gruplara ait sican agirlik degisimlerinin karsilastirilmasi. Grup 1 ve Grup
3, Grup 4, Grup 5; Grup 2 ve Grup 3, Grup 4, Grup 5 arasinda anlamh
farklilik oldugu gorGlmiistiir (P<0,05). ....ciiiiiiiiiieie e 53

Sekil 13. Gruplara ait sican over agirliklarinin karsilagtirilmasi. Grup 1 ve Grup 3,
Grup 4, Grup 5; Grup 2 ve Grup 3, Grup 4, Grup 5; Grup 3 ve Grup 5
arasinda anlamli farklilik goriilmiistiir (P<0,05)......cccooiiiiiiiiiiiiiee e 55

Sekil 14. Serumda bulunan protein miktarinin tayin edilmesinde kullanilacak olan

formiiliin saptanmasi i¢in elde edilen grafik............cccoooviiiiiiiiiiiie, 66

Sekil 15. Dokuda bulunan protein miktarinin tayin edilmesinde kullanilacak olan

formiiliin saptanmasi igin elde edilen grafik..............ccocooiiiiiiiiiin 67

Sekil 16. Periton sivisinda bulunan protein miktarinin tayin edilmesinde kullanilacak

olan formiiliin saptanmasi igin elde edilen grafiK...........ccccoevvvvviieiiiieicci e 67



Sekil 17. Serumda bulunan Histamin miktarinin tayin edilmesinde kullanilacak olan

formiiliin saptanmasi igin elde edilen grafik..........cccocoviiiiiiiiiiniieie e 68

Sekil 18. Serum Histamin/BCA degerlerinin gruplar aras1 dagilimini gosteren grafik.

Grup 1 ile Grup 2, Grup 3 ve Grup 4 arasinda; Grup 2 ile Grup 4 ve Grup 5
arasinda; Grup 3 ile Grup 4 arasinda ve Grup 4 ile Grup 5 arasinda anlaml

farklilik tespit edildi (P<0,05)......cciiiiiiiiiiieeee e 69

Sekil 19. Serumda bulunan VEGF miktarinin saptanmasinda kullanilacak olan

formiiliin saptanmasinda kullanilan grafik ............c.ccccooeiiiiiii i 70

Sekil 20. Serum VEGF/BCA degerlerinin gruplar arasi dagilimin1 gosteren grafik.

Sekil

Grup 1 ile Grup 3, Grup 4 ve Grup 5 arasinda; Grup 2 ile Grup 3 ve Grup 5
arasinda; Grup 3 ile Grup 4 arasinda; Grup 4 ile Grup 5 arasinda anlamli

farklilik tespit edildi (P<O,05). .ccvviiiiiiiiiii i 71

21. VEGFR-2 miktarinin saptanmasinda kullanilacak olan formiiliin

saptanmasinda kullantlan grafik ... 72

Sekil 22. Serum VEGFR-2/BCA degerlerinin gruplar arast dagilimini gosteren

grafik. Grup 1 ile Grup 3 ve Grup 5 arasinda anlaml farklilik tespit edildi
(PRO,05). .ttt bttt 73

Sekil 23. Doku VEGFR-2/BCA degerlerinin gruplar aras1 dagilimini gosteren grafik.

Grup 1 ile Grup 3, Grup 4 ve Grup 5; Grup 2 ile Grup 3, Grup 4 ve Grup 5;
Grup 3 ile Grup 5 arasinda anlamli farklilik tespit edildi (p<0,05). ......ccccooviiivrnnnnne. 75

Sekil 24. E; miktarinin saptanmasinda kullanilacak olan formiiliin saptanmasinda

Kullanilan grafik ..o e 75

Sekil 25. Serum E2/BCA degerlerinin gruplar arasi dagilimini gosteren grafik. Grup

1 ile Grup 3 ve Grup 5; Grup 2 ile Grup 3 ve Grup 5 arasinda anlamli fark
oldugu tespit edildi (P<O,05)...c.ciiiiiieiiiiiiee e 77

Sekil 26. Doku E2/BCA degerlerinin gruplar arast dagilimini gosteren grafik. Grup 1

ile Grup 3, Grup 4 ve Grup 5; Grup 2 ile Grup 3, Grup 4 ve Grup 5 arasinda
anlamli farklilik tespit edildi (P<XO,05). ...ccvviiiiiiiiiiii e 78

Xi



Sekil 27. Albumin miktarinin saptanmasinda kullanilacak olan formiiliin

saptanmasinda kullantlan grafik ............ccooooiiiiiiiii e 79
Sekil 28. Periton sivist Albumin/BCA degerlerinin gruplar arasi dagilimini gosteren

grafik. Grup 1 ile Grup 3, Grup 4 ve Grup 5; Grup 2 ile Grup 3, Grup 4 ve

Grup 5; Grup 3 ile Grup 5 arasinda anlamli farklilik tespit edildi (p<0,05)................ 80
Sekil 29. Doku Albumin/BCA degerlerinin gruplar aras1 dagilimini gosteren grafik.

Gruplar aras1 anlamli farklilik tespit edilemedi. .........ccccooveiiiiiiiiiic 82

Xii



RESIMLER DIiZiNi

Resim 1. Siganlarin abdominal bélgeden temiz kesiler ile diseke edilmesi ............ccccvveeennen. 31
RESIM 2. Laparotomi ISIEIMI ......eiuveiiiiieiieie st ste e sre e sreesneaneenneas 32
Resim 3. 2 mL % 0.9 steril salin ile peritoneal lavaj islemi ..........cccccoovvineiiiiiiiniiiccee, 33
RESIM 4. PEIItON MASAJT ...veviviiieiieiieiesieste sttt bttt b bbbt e e n e 34
Resim 5. Peritondaki toplam sivinin mikropipet yardimiyla geri toplanmasi ...........ccccevene.. 35
Resim 6. Santrifiij sonrasi elde edilen SErUM gOTiNtiSIL.........eovevrvirieieirieieesese e 36
Resim 7. Rotari mikrotom Ve SU DANYOSU ..........ceieieiiiriiiiieiiiesieeeee e 40

Resim 8. Uygun derece seyreltme uygulanmamis olan ve spektrofotometrenin okuma

aralig1 disinda olan orneklerin gOrUNtlIeri.......cccvviiiieiieii e 44
Resim 9. Uygun oranlarda seyreltilmis olan 6rneklerin BCA analizi 6ncesi gorintiileri....... 45

Resim 10. Spektrofotometrede 450 nm’de O6l¢iim Oncesi sar1 renge donmiis olan

L0334 1S] 14 1<) R 46
Resim 11. Jel dokiildiikten sonra donma aSAMAST ..........ccueerverreerreereeseeseeieseesseeseseesreeeessens 49
Resim 12. Gruplara ait sag overlerin makroskobik gorinimleri...........cc.ccoovoreieiiinennnnnn, 55

Resim 13. Grup 1 (Kontrol) grubunda yer alan siganlarin ovaryum doku preparatlari
(71 = 0 ) TSRS 57

Resim 14. Grup 2 (Sham) grubunda yer alan si¢anlarin ovaryum doku preparatlari
(H&E = 10X) <.ttt ettt 57

Resim 15. Grup 3 (OHSS) grubunda yer alan si¢anlarin ovaryum doku preparatlari
L =104 NSO 58

Resim 16. Grup 3 (OHSS) grubunda yer alan siganlarin ovaryum doku
preparatlarindaki hemorajik bolge odaklart (H&E - 10X)......cccovviiiiiiiiiiiiiicee, 58

Xiii



Resim 17. Grup 4 (OHSS+1 mg/kg indometazin) grubunda yer alan siganlarin
ovaryum doku preparatlart (H&E - 10X) ....c.ooiiiiiiiiiieiieecesiee e 59

Resim 18. Grup 4 (OHSS+1 mg/kg indometazin) grubunda yer alan siganlarin
ovaryum doku preparatlarindaki hemorajik bolge odaklar1 (H&E - 10X)............c........ 59

Resim 19. Grup 5 (OHSS+5 mg/kg indometazin) grubunda yer alan siganlarin
ovaryum doku preparatlart (H&E - 10X) ....c.oooiiiiiiiieiieeccsieceee e 60

Resim 20. Grup 5 (OHSS+5 mg/kg indometazin) grubunda yer alan siganlarin
ovaryum doku preparatlarindaki hemorajik bolge odaklart (H&E - 10X).......ccceeveneee. 60

Resim 21. Grup 1 (Kontrol) grubunda yer alan siganlarin ovaryum doku preparatlari

ve mast hiicre yerlesimleri (Toluidin Mavisi = 20X).....cccueiivrrieiieeninieseeseene e 61

Resim 22. Grup 2 (Sham) grubunda yer alan sicanlarin ovaryum doku preparatlari ve

mast hiicre yerlesimleri (Toluidin Mavisi - 20X) .....occoveiiiiiiinininneese e, 62

Resim 23. Grup 3 (OHSS) grubunda yer alan siganlarin ovaryum doku preparatlari ve
mast hiicre yerlesimleri (Toluidin Mavisi - 20X) ..o, 63

Resim 24. Grup 4 (OHSS+1 mg/kg indometazin) grubunda yer alan siganlarin

ovaryum doku preparatlari ve mast hiicre yerlesimleri (Toluidin Mavisi - 20X).......... 64

Resim 25. Grup 5 (OHSS+5 mg/kg indometazin) grubunda yer alan siganlarin

ovaryum doku preparatlart ve mast hiicre yerlesimleri (Toluidin Mavisi - 20X).......... 65

Resim 26. Gruplara ait farkli proteinlerin ifadelenme derecelerinin temsil goriintiileri......... 83

Xiv



TABLOLAR DIiZiNi

Tablo 1. Doku takip ProtOKOLU.........ccueiieiieiieiieeie et e e nne e 40
Tablo 2. Hematoksilen-Eozin ile Boyama ProtoKolii .............ccooviiiiiiiiiniiencc e, 41
Tablo 3. Toluidin Mavisi ile Boyama ProtoKoll .........ccccoeriiiiiiiiiiiccsc e, 42

Tablo 4. Gruplara ait sican agirlik degisimlerinin ortalama ve standart sapma degerleri,

Tablo 5. Gruplara ait sican ovaryum agirliklarimin ortalama ve standart sapma

AEGRIICTT, N7 ottt ettt bn et st e et e 53

Tablo 6. Gruplara ait birim basina serum histamin degerlerinin ortalama ve standart

SAPMA AETETICTT...veeuvieiiii ettt 68

Tablo 7. Gruplara ait birim basina diisen serum VEGF degerlerinin ortalama ve

standart sapma deGETler .........cooviiiiiiiiii 70

Tablo 8. Gruplara ait birim bagina diisen serum VEGFR-2 degerlerinin ortalama ve

standart Sapma deZerleri........ccoivvviiiiiiiiiiic s 73

Tablo 9. Gruplara ait birim basina diisen doku VEGFR-2 degerlerinin ortalama ve

standart sSapma deGETleri .........cocviiiiiiiii e 74

Tablo 10. Gruplara ait birim basina diisen serum E> degerlerinin ortalama ve standart

SAPMA AEZETICTT...c.uviviiiiiiii e 76

Tablo 11. Gruplara ait birim basina diisen doku E> degerlerinin ortalama ve standart

SAPMA AEGETICT ...t 7

Tablo 12. Gruplara ait birim basina diisen periton sivisi albiimin degerlerinin ortalama

ve standart Sapma deerleri ........ccovvvviiiiiiiiiiii 80

Tablo 13. Gruplara ait birim basina diisen doku albumin degerlerinin ortalama ve

standart SapmMa deGETIeri .........cooviiiiiiiiii 82

XV



OZET

OVARIAN HIPERSTIMULASYON SENDROMU (OHSS)
OLUSTURULAN SICANLARDA,
INDOMETAZIN’IN OVARYUM UZERINDEKI

YAPISAL, BIYOKIMYASAL VE MOLEKULER DUZEYDEKIi ETKILERI

Gokmen Yilmaz E. Aydin Adnan Menderes Universitesi, Saghk Bilimleri Enstitiisii,

Histoloji ve Embriyoloji (T1p) Doktora Programi, Doktora Tezi, Aydin, 2024

Amac: indometazin’in farkli dozlarinin OHSS {izerindeki etkilerini yapisal, biyokimyasal
ve molekiiler yontemlerle ayrintili olarak arastirmak amaglanmistir. Literatiirdeki celigkili
sonuglardan biri olan histaminin ve mast hiicrelerinin OHSS iizerindeki etkileri arastirilarak
aciklik getirilmesi amaglanmaktadir. Bunlarin yani sira literatiirde sinirli sayida mevcut olan
OHSS patofizyolojisine ait verilere katki saglanmasi ve patafizyolosinin daha iyi
anlasilmas1 amaglanmustir.

Gereg¢ ve Yontem: Calismada hayvan materyali olarak, immatiir (22 giinliik) ve agirliklar
40-80 gram arasinda degisen 40 adet Wistar albino cinsi disi sigan kullanildi. Siganlar her
gruba 8’er tane olacak sekilde rastgele olarak 5 gruba ayrildilar. Sifir kontrol grubuna
herhangi bir iglem uygulanmazken, sham grubuna 6 giin boyunca 0.1 mL % 0.9’luk steril
salin subkutan (s.c.) olarak enjekte edildi. OHSS gruplarina 4 giin boyunca 10 IlU PMSG
subkutan (s.c.) olarak enjekte edildi. Ardindan deneyin 5. giiniinde 30 IU hCG subkutan
(s.c.) olarak enjekte edildi. Tedavi gruplarinda ise; 6 giin boyunca 1 mg/kg ve 1 mg/kg
indometazin subkutan (s.c.) olarak enjekte edildi. Deneyin 7. giiniinde siganlar genel
anestezi altina sakrifiye edildiler. Ardindan serum, periton sivist ve doku Orneklerinden
ELISA ile protein tayini islemleri, histokimyasal boyamalar ve western blot islemleri

gerceklestirildi.

Bulgular: Gergeklestirilen deneyler sonucunda; OHSS deney grubunda sigan kilo

degisimleri ve over agirliklar1 artmis olarak saptandi. Bu verilerin indometazin sayesinde
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dozu ile ters orantili olarak diisiis oldugu saptandi. Ek olarak OHSS durumunda
gbzlemlenen tigiinciil bosluklara sivi kagisi, OHSS gruplarinda gézlemlendi. Bu durumun
indometazin uygulanan gruplarda diisiis sagladigi tespit edildi. Ayrica histopatolojik
incelemelerde; OHSS grubunda artmis sayida kistik folikiil, korpus luteum ve hemorajik
bolge odaklar1 saptandi. Bu bulgular ilag uygulanan gruplarda doz ile ters orantili olarak
diisis gosterdi. Mast hiicrelerinin OHSS durumunda hem sayi, hem yogunluk, hem de

lokasyon olarak degisiklige ugradig tespit edildi.

Sonu¢: Indometazin’in doz bagimli olarak OHSS semptomlarm azalttigi ve

patofizyolojisinde iyilesme sagladi tespit edildi.

Anahtar Kelimeler: Histamin, indometazin, Mast Hiicreleri, Ovarian Hiperstimulasyon

Sendromu.
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ABSTRACT

STRUCTURAL, BIOCHEMICAL, AND MOLECULAR EFFECTS OF
INDOMETHACIN ON THE OVARY IN RATS WITH OVARIAN
HYPERSTIMULATION SYNDROME (OHSS)

Gokmen Yimaz E. Aydin Adnan Menderes University, Health Sciences Institute,

(Medicine) Program, Doctorate Thesis, Aydin, 2024

Objective: The aim was to investigate the effects of different doses of indomethacin on
OHSS in detail using structural, biochemical and molecular methods. The aim was to clarify
the effects of histamine and mast cells on OHSS, which are among the contradictory results
in the literature. In addition, it was aimed to contribute to the limited data available in the
literature on the pathophysiology of OHSS and to better understand the pathophysiology.

Materials and Methods: In the study, 40 immature (22 days old) female Wistar albino rats
weighing between 40-80 grams were used as animal material. The rats were randomly
divided into 5 groups, 8 in each group. No procedure was applied to the zero control group,
while the sham group was injected with 0.1 mL of 0.9% sterile saline subcutaneously (s.c.)
for 6 days. The OHSS groups were injected with 10 IU PMSG subcutaneously (s.c.) for 4
days. Then, on the 5th day of the experiment, 30 IU hCG was injected subcutaneously (s.c.).
In the treatment groups, 1 mg/kg and 1 mg/kg indomethacin were injected subcutaneously
(s.c.) for 6 days. The rats were sacrificed under general anesthesia on the 7th day of the
experiment. Then, protein determination procedures with ELISA, histochemical staining
and western blot procedures were performed from serum, peritoneal fluid and tissue

samples.

Results: As a result of the experiments performed; it was determined that the weight
changes and ovary weights of the rats in the OHSS experimental group increased. It was
determined that these data decreased inversely proportional to the dose thanks to
indomethacin. In addition, the fluid leakage to the tertiary spaces observed in OHSS was

observed in the OHSS groups. It was determined that this situation decreased in the
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indomethacin-administered groups. In addition, in histopathological examinations; an
increased number of cystic follicles, corpus luteum and hemorrhagic area foci were detected
in the OHSS group. These findings decreased inversely proportional to the dose in the drug-
administered groups. It was determined that mast cells underwent changes in both number,

density and location in OHSS.

Conclusion: Indomethacin was found to reduce the symptoms of OHSS in a dose-

dependent manner and provide improvement in its pathophysiology.

Key Words: Histamine, Indomethacin, Mast cells, Ovarian Hyperstimulation Syndrome.
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1. GIRIS

Ovarian hiperstimiilasyon sendromu (OHSS), infertilite tedavilerinin bir
komplikasyonu olarak ya da nadiren dogal ovaryen siklus sirasinda ortaya ¢ikabilen masif
ovaryen biiylime, ¢oklu ovaryen kistler ve kapiller gecirgenlikteki artisa bagl intravaskiiler
alandan tgiinciil bosluga sivi kagisi ile karakterize olan bir sendromdur (Cetin, Goktolga ve
Cetin, 2017; Giligyetmez ve Ayyildiz, 2013). OHSS gelisen vakalarda ovaryum hacimce
genislemistir ve i¢i sivi dolu folikiillerle kaplidir. Siddetli vakalarda tromboz, emboli, inme
ve hatta 6liim gibi ciddi komplikasyonlar ortaya ¢ikabilmektedir (Cetin, Goktolga ve Cetin,
2017; Giigyetmez ve Ayyildiz, 2013). Ayrica, yapilan bazi galigmalar ile OHSS’yi takip
eden gebeliklerde artmis oranda preeklampsi ve preterm eylem riski oldugu da gosterilmistir
(Courbiere, Oborski, Braunstein, Desparoir, Noizet ve Gamerre, 2011).

OHSS’nin patofizyolojisi tam olarak aydinlatilamamistir ve OHSS'yi tamamen
ortadan kaldirabilecek bir yontem heniiz mevcut degildir. Uygulanan tedavi yontemleri
hastanin klinik tablosu ve risk faktorleri g6z Oniine alinarak, hekimin deneyimi ve
gozlemlerine dayanarak secilmekte olan semptomatik ve ampirik (deneysel) yontemlerdir.
Ayrica bu yontemler IVF basarisinda verim diisiikliigiine sebep olabilmektedir. Bu nedenle
OHSS’nin ortaya ¢ikmasimi 6nlemek i¢in, genel bir koruyuculuk etkisine sahip ajanlarin
kesfedilmesine olan ihtiyag biiyiiktiir.

Bu ¢alisma ile, indometazinin OHSS {izerindeki etkilerini yapisal, biyokimyasal
parametreler ve molekiiler belirtecler agisindan ayrintili olarak arastirmak ve literatiirdeki
mevcut ¢eligkili bilgilerden bir kismina agiklik getirmek amaglanmaktadir. Ayrica OHSS ile
‘endoplazmik retikulum stres’ arasinda dogrudan bir baglanti kurulmasi1 amaglanmaktadir.
Literatiirdeki celigkili sonuglardan biri olan histaminin OHSS iizerindeki etkileri
arastirilarak agiklik getirilmesi amaglanmaktadir. Tiim bunlara ek olarak, bu arastirma ile
farkli dozlarda uygulanacak olan indometazinin etkileri kiyaslanacak ve en etkili olan dozun

belirlenmesi saglanacaktir.



2.GENEL BIiLGILER

2.1. Ovaryum Anatomisi

Kadin genital sistemi; dig genital organlar (organa genitalia feminina eksterna) ve ig
genital organlar (organa genitalia feminina interna) olmak tizere ikiye ayrilir. D1s genital
organlar; diaphragma urogenitale ile arcus pubicus’un altinda yer alir. Mons pubis, labium
majus pudendi, labium minus pudendi, clitoris, bulbus vestibuli ve glandula vestibularis
majoris dis genital organlardir. I¢ genital organlar ise pelvis boslugunda yer alir ve
ovaryumlar, tuba uterina, uterus ve vajina bu gruba dahil organlardir (Arincit ve Elhan,
1997; Faller ve Shuenke, 2004).

Ovaryumlar pelvis'in yan duvarinda bulunan fossa ovarica'ya yerlesmislerdir. Tuba
uterinanin alt arka kisminda bulunan ovaryumlar, lig. latum uteri iginde yer alirlar ve uzun
eksenleri dikey yerlesimlidir. Pembe-gri renkte olan ovaryumlarin dis ylizeyi yiizeyi
ergenlik donemine kadar periton zar1 ile kapli olup, diiz ve parlaktir. Ergenlik doneminden
sonra matlasma meydana gelir. Ovulasyonlarin gergeklesmesi ve yapilan dogumlar
sebebiyle yiizeyleri piiriizlii bir goriiniim alir. Her bir ovaryum yaklasik 4 cm uzunlugunda,
2 cm genisliginde ve 0,8 cm kalinhigindadir. Agirliklart 3 ila 5 gram arasindadir. ‘Facies
lateralis,” ve facies medialis olarak iki ylizeyi, extremitas tubaria ve extremitas uterina
olarak iki ucu ve margo liber ve margo mesovarioca olarak iki kenar1 bulunur. Her iki
ovaryumun 6n bdlgesinde hilus adi verilen sinirlerin ve kan damarlarinin girdigi bir kisim
bulunur. Mezovaryum olarak adlandirilan yapi; periton kivrimidir ve kan damarlarinin
ovaryumlara iletilmesinde gorev alir. Ayrica ovaryumu, uterusun yan yiizeylerinde bulunan
ligamentum latuma baglar. Ligamentum ovarii yardimi ile ise uterusun yan duvarina

baglanirlar (Sekil 1.) (Arinct ve Elhan, 1997).
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Sekil 1. Disi genital sistemin median gériintimii (Faller ve Shuenke, 2004)

2.2. Ovaryum Histolojisi

Nulliparlarda ovaryumlar, yaklasik olarak 3 cm uzunluga, 1.5 cm genislige ve 1 cm
kalinliga sahip badem seklinde organlardir. Germinal epitel olarak adlandirilan yiizey
epitelleri tek katli yass: epitel ya da tek katli kiibik epitel ile ortiiliidiir. Germinal epitelin
hemen altinda, tunika albuginea adi verilen siki bag dokusundan olusan bir yap1 bulunur.
Overler korteks ve medulla bolgesi olmak {izere iki bolge igerirler. Korteks bolgesi, tunika
albuginea’nin altinda bulunan ve ovaryum folikiillerini, korpus luteum ile korpus albikans
yapilarini igeren bdlgedir. Igerisinde oositleri igeren ovaryum folikiilleri, korteks bdlgesinin
stromal kisminda gomiilii durumdadir. Overlerin medulla bolgesi ise; gevsek bag
dokusundan olusan, kan damarlari, lenf damarlar1 ve sinirler agisindan oldukga zengin olan
i¢ bolgesidir. Korteks ve medulla bolgeleri arasinda ayirt edici kesin bir sinir

bulunmamaktadir (Sekil 2.) (Junqueira ve Carneiro, 2009).
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Sekil 2. Ovaryumun genel goriiniimii ve sematize ¢izimi (Junqueira ve Carneiro, 2009).

2.2.1. Folikiilogenez ve Ovaryum Folikiilleri

Primordiyal folikiilden graaf folikiil olusumu agsamasina kadar olan gelisim siirecine
folikiilogenez adi verilir ve ovaryumun korteksinde gerceklesir. Bir ovaryum folikiilii, bir ya
da daha fazla folikiil hiicresi ya da graniiloza hiicresi katmaniyla cevrili tek bir oositten
olusur (Junqueira ve Carneiro, 2009). Folikiiller korteks bolgesinin stromasinda bulunurlar
(Ross ve Pawlina, 2006).

Oogenezin ilk asamalar1 fetal donemde gergeklesir ve seri mitotik boliinmeler ile tek
katli yass1 folikiil hiicreleri ile ¢evrili primer oosit igeren, primordiyal folikiillerin sayisinda
artma meydana gelir. Primordiyal folikiiller ovaryum korteksinin en {ist kisminda yer alir ve
icermis oldugu primer oositler mayoz béliinmenin birinci profaz evresinde arreste
ugramistir. Primordiyal folikiiller fetal donemin {icilincii ayinda olusmaya baglarlar. Olgun
bir ovaryumda primordiyal folikiiller tunika albuginea’nin alt kisminda yer alirlar. Burada
primer oosit tek katli yass1 folikiil hiicreleri ile sarilmistir. Folikiil hiicrelerinin dis yiizeyi ise

bazal lamina ismi verilen yapi ile sarilmistir (Sekil 3.) (Ross ve Pawlina, 2006). Bu



asamadaki primer oositler hiicreler; agilmis halde kromozomlara, ¢ekirdege yakin yerlesimli
stoplazmik organeller, ¢ok sayida mitokondrion ve az miktarda golgi kompleksi ile

endoplazmik retikulum organelleri igermektedir (Junqueira ve Carneiro, 2009).

lamellae

Sekil 3. Primordiyal folikiil (Ross ve Pawlina, 2006)

Puberte ile birlikte folikiiler bliylime baglar ve ilk ovulasyon menarstan bir siire sonra
gergeklesir (Junqueira ve Carneiro, 2009; Ross ve Pawlina, 2006). Normal sartlar altinda her
siklus sirasinda sadece bir oosit tam olgunluga ulasarak ovule olur. Ureme yasam dongiisii
icerisindeki bir kadin, hayati boyunca yaklasik olarak 400 adet olgun ovum iiretir. Bu durum
dogum esnasinda 600.000 ile 800.000 civarinda olan primer oositlerin pek g¢ogunun
olgunlagmay1 tamamlayamayarak atreziye ugradiklarini gostermektedir (Ross ve Pawlina,
2006).

Folikiiler biiyiime hipofiz tarafindan salgilanan folikiil uyarict hormon (FSH) uyarisi
ile baglar. FSH uyarisi ile birlikte; oositte, folikiil hiicrelerinde ve yakin boélge stromasinda
degisiklikler ortaya ¢ikar. Oositin; ¢ekirdegi biiylir, mitokondriler sayica artar ve
endoplazmik retikulum genisleyerek biiyiir. Folikiil hiicreleri ise; ¢ogalarak tek katli kiibik
seklini alirlar. Bu agamadaki folikiile unilaminer (tek tabakali) primer folikiil ad1 verilir. Bu
asamada 0o0sit ile folikiil hiicreleri arasinda ‘zona pellusida’ sekillenmeye baslar (Sekil 4.).
Folikiil hiicreleri c¢ogalmay1 siirdiirerek c¢ok katli folikiil hiicrelerini yani graniiloza

tabakasini olusturur. Bu asamadaki folikiile; multilaminer primer folikiil veya preantral



folikiil ismi verilir. Bu asamada ‘zona pellusida’ tam olarak olusmustur (Junqueira ve
Carneiro, 2009; Ross ve Pawlina, 2006). Zona pellusidayi 151k mikroskobu altinda asidofilik
boyalarla boyayarak gostermek miimkiindiir. Bu olusumda bazal lamina halen varligini
stirdiirmektedir (Sekil 5.) (Ross ve Pawlina, 2006).
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Sekil 4. Unilaminer primer folikiil (Ross ve Pawlina, 2006)
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Sekil 5. Multilaminer primer folikiil (Ross ve Pawlina, 2006)



Folikiiller biiytidiikge; korteksin derin kismina dogru ilerlerler ve graniiloza hiicreleri
cogalmaya devam eder. Folikiilii ¢evreleyen stromal hiicreler bazal laminanin etrafinda
‘teka folikiili” olarak adlandirilan ve ‘teka interna’ ile ‘teka eksterna’ olarak iki kisimdan
olusan bag dokusu katmanlarma farklilasirlar. Teka interna, kiibik salgi hiicrelerinden
olusan yogun vaskiilarizasyon gosteren tabakadir. Bu tabakadaki hiicreler bol miktarada
luteinizan hormon (LH) reseptoriine sahiptir. Bu durum LH uyaris1 geldikten sonra dstrojen
Onciilleri olan androjenleri sentezlemelerini saglar. Teka eksterna ise bag dokusu
hiicrelerini, diiz kas hiicrelerini ve kollajen lifleri igeren dis tabakadir. Teka interna ve teka
eksterna arasindaki siir belirgin degildir. Ancak graniiloza hiicreleri ile teka interna
hiicreleri arasinda bulunan bazal lamina bu iki komsu arasinda belirgin bir sinir
olusturmaktadir (Ross ve Pawlina, 2006). Ayni zamanda graniiloza hiicreleri arasinda
folikiil sivis1 (likor folikiili) birikmeye baslar. Bu sivi hyaluronan agisindan zengindir ve
kaviteler birlestikce antrum adi verilen bosluklar1 olusturur. Bu folikiile sekonder folikiil
veya antral folikiil ismi verilir. Sekonder folikiil biiyiidiik¢e antrum genisler ve baz1 hiicreler
folikiil duvarinda belirli yerlerde yogunlasirlar (Junqueira ve Carneiro, 2009). Graniiloza
hiicreleri oositin etrafindaki bdlge haricindeki yerlerde nispeten aymi kalinlikta iken, oosit
ile temasta oldugu bolgede kumulus ooforus adi verilen tiimsek yapiyr olusturur. Oositin
etrafin1 cevreleyen ve ovulasyon sirasinda oosit ile birlikte atilan hiicrelere ise korona

radiata ismi verilmektedir (Sekil 6.) (Junqueira ve Carneiro, 2009; Ross ve Pawlina, 2006).
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Sekil 6. Sekonder folikiil (Ross ve Pawlina, 2006)

Her menstiirasyon dongiisiinde genellikle bir folikiil baskin hale gelir ve digerlerinden
daha fazla biiyiir. Bu folikiil, ‘graaf folikiilii’ veya ‘olgun folikiil’ olarak adlandirilir ve
oldukca biiyiik bir boyuta sahiptir. Ovaryumun yiizeyinde ‘stigma’ bir ¢ikinti olusturur. Bu
asamada folikiil biiylidiikge; graniiloza hiicrelerindeki mitoz kapasitesi azalir, antrumun
boyutu artar ve graniiloza tabakasi incelir. Teka tabakalar1 daha belirgin bir sekilde ortaya
cikarken, teka interna hiicrelerinin stoplazmalarinda lipid damlaciklart olusmaya baslar

(Sekil 7.) (Ross ve Pawlina, 2006).
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Sekil 7. Olgun graaf folikiilii (Ross ve Pawlina, 2006)

Folikiillerin ¢ogu folikiiler atreziye ugrar ve dejenere olarak ‘atretik folikilii’
olustururlar (Ross ve Pawlina, 2006). Gelisimin herhangi bir asamasinda bulunan pek ¢ok
folikiil atreziye ugrar ve makrofajlar tarafindan sindirilirler. Ilerleyen asamalarda ise ortadan
kaldirilan folikiilin bulundugu alan fibroblastlarca kaplanir ve nebde dokusu olusturulur
(Junqueira ve Carneiro, 2009). Sekil 8.’de folikiillerin sematize ¢izimleri tek bir gorsel

lizerinde gosterilmistir.
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Sekil 8. Folikiillerin sematize ¢izimleri (Junqueira ve Carneiro, 2009)

2.2.2. Ovulasyon

Ovulasyon olarak adlandirilan siireg, sekonder oositin graaf folikiilden atildig1 bir
stirectir ve hormon araciligiyla gergeklesir. Serbest kalan oosist ve korona radiata hiicreleri
tuba uterinanin fimbriyalar1 tarafindan yakalanir. Bu siire¢ mensturasyon siklusunun

yaklagsik 14. glinlinde gerceklesir (Junqueira ve Carneiro, 2009).
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Ovulasyonu baslatan tetik mekanizmasi, ovulasyondan yaklasik 24 saat kadar once
adenohipofizden LH salimimindaki artis ile baglar. Bu duruma cevaben graniiloza
hiicrelerinde bulunan LH reseptorleri azalir ve bdylelikle Ostrojen itiretimi durur (RoSS ve
Pawlina, 2006). Kandaki LH seviyesinin artis1 ile birlikte ovaryumdaki kan akisinda bir
artma meydana gelir. Es zamanli olarak lokal bir sekilde prostaglandin, histamin,
vazopressin ve kolajenaz salinimi da gergeklesir. Graniiloza hiicreleri daha gevsek bir
ortintiiye sahip olurlar. Folikiil duvarinin kiigiik bir kismi zayiflar ve bu zayiflama ile
birlikte folikiil dis duvarinin yirtilmast ve owvulasyon gergeklesir. Folikiil yilizeyinde
stigmanin belirmesi, ovulasyonun yakin oldugunun gostergesidir (Junqueira ve Carneiro,
2009). Bu durumlar primer oositin mayoz boliinmesinin kaldig1 yerden devam etmesi igin
gerekli uyartyr vermis olur. Mayoz 1’in tamamlanmasi, LH pikinden yaklasik 12-24 saat
kadar sonra, ovulasyondan hemen once tamamlanir. Birinci mayozun tamamlanmasiyla
sekonder oosit ve birinci polar cisimcik olusur (Ross ve Pawlina, 2006). Birinci kutup
cisimcigi, niikleus ve ¢cok az miktarda sitoplazma igeren oldukga kiiciik bir hiicredir. Birinci
kutup cisimciginin atildiktan sonra, oositin niikleusu (¢ekirdegi) ikinci mayoz boliinmeye
baslar. Bu asamadaki bir oositin boliinmesi, metafaz evresinde duraklar. Folikiil duvarindaki
yirtilma ile birlikte; oosit, zona pellusida, korona radiata, birinci kutup cisimcigi ve az
miktardaki folikiil sivisi ovaryumdan atilir ve fimbriyalar tarafindan yakalanir. Ardindan bu
yap1 tuba uterina boyunca ilerler. Eger fertilizasyon ger¢eklesmezse, oosit ovulasyondan 24

saat sonrasinda bozulmus olur (Junqueira ve Carneiro, 2009).

Ovulasyon sonrasinda ovaryum igerisinde kalan folikiil parcalar1 olan, graniiloza ve
teka interna hiicreleri liiteinizasyona ugrarlar. Graniiloza hiicrelerinin boyutlarinda artis
meydana gelir. Bu asamadan itibaren bu hiicrelere ‘graniiloza lutein’ hiicreleri ad1 verilir.
Teka internada yer alan hiicreler ise artik ‘teka liitein’ hiicreleri olarak adlandirilirlar.
Graniiloza liitein ve teka liitein hiicreleri birlikte korpus luteumun yapisini olustururlar ve
progesteron liretmeye baslarlar (Junqueira ve Carneiro, 2009). Korpus luteum, gegici bir
endokrin salg1 bezidir ve ovaryumun korteks bolgesinde yer alir (Sekil 9.) (Ross ve Pawlina,
2006). Korpus luteumun gelecegi, fertilizasyon gergeklesmesine ve ardindan gebelik
olusumuna bagli olarak sekillenir. Gebelik olusmazsa, korpus luteum 10-12 giinliik bir siire
boyunca progesteron salgiladiktan sonra dejenere olur. Bu durum progesteron miktaridaki
diisiis ile sonuglanacagi ig¢in mensturasyon gergeklesir. Korpus luteumun gerilemesi

tamamlandiktan sonra tekrar FSH salinimi uyarilir ve yeni bir mensturasyon siklusu
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uyarilmis olur. Korpus luteum mensturasyon siklusunun bir kismi boyunca mevcut yapisini
korur. Bu yapiya ‘mensturasyon korpus luteumu’ ismi verilir. Ardindan makrofajlar
tarafindan sindirimi gergeklestirilir. Sindirimin ardindan bulundugu bdolge fibroblastlarca

kaplanarak ‘korpus albikans’ adi verilen yapiy1 olusturur (Junqueira ve Carneiro, 2009).

Teka Graniloza Bag dokusu
lutein hicreleri lutein hiicreleri

Sekil 9. Korpus luteum yapist (Junqueira ve Carneiro, 2009).

2.3. Sicanlarda Ovaryum

Sicanlarda ovaryumlar, bobreklerin kaudalinde bulunur. Hebel ve Stromberg (1976)
sag yumurtaligi, 4.-5. lumbar vertebra seviyesinde, sol ovaryumu ise 5.-6. lumbar vertebra
hizasina oldugunu géstermislerdir. Ancak Rowett (1952) ovaryumlari, biraz daha 6nde, sol

yumurtalik sol bobregin yaninda yer alacak sekilde gostermistir (Sekil 10.).
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Sekil 10. Sigandisi genital disseksiyonu (Maynard ve Downes, 2019).

Yetiskin bir siganda ovaryumlar, 5x4x3 mm?® boyutunda ve yaklastk 60 mg
agirhigindadir. Sag ovaryum abdominal aortun bir dali ile kan destegini temin ederken, sol
ovaryumda damarlar bobrek damarlariyla baglantilidir.  Yumurtalik arterleri  ‘broad
ligament’ igerisinde uzanir ve iliak arterlerden ¢ikan uterin arterlerle anastomoz yapar

(Maynard ve Downes, 2019).

2.4, infertilite

Infertilite; Diinya Saghk Orgiitii’niin (WHO - World Health Organization) ve
Uluslararas1 Yardimer Ureme Teknolojileri izleme Komitesi’nin (ICMART - International
Committee for Monitoring Assisted Reproductive Technologies) tanimlamalarina gore; 12
ay veya daha uzun siireli, diizenli ve korunmasiz cinsel iliskiden sonra klinik gebelik elde
edememeyle sonuglanan bir lireme sistemi hastaligidir (Zegers-Hochschild, Adamson, de
Mouzon, Ishihara, Mansour, Nygren, Sullivan ve Vanderpoel, 2009). Aciklanan verilere
gore, diinya capinda 186 milyondan daha fazla insan infertilite ile miicadele etmektedir
(Inhorn ve Patrizio, 2015). Infertilite durumu; erkek, kadin veya her ikisi kaynakli olarak

ortaya cikabilmektedir. Erkek inferitilite sebepleri temel olarak; azospermi veya koital
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infertilite seklinde smiflandirilmaktadir. Azospermi ve koital infertilite sebepleri ise;
varikosel, testis yetmezligi, genital sistem enfeksiyonu, testis bozukluklari, testis kanseri,
hormonal bozukluklar, retrograd ejakiilasyon, uzun siireli sicaga maruziyet, obezite, ileri
yas, sigara, alkol, agir metal veya pestisit maruziyeti, oksidatif stres, genetik faktorler,
cesitli ¢evresel ve beslenme faktorleri veya idiopatik olabilmektedir (Mamuna ve Menaz,
2017). Kadn infertilite sebepleri ise; yas, fiziksel sorunlar, hormonal bozukluklar, polikistik
over sendromu (PCOS) ve endometriyosis gibi hastaliklar, obezite, genetik problemler,
yasam tarz1 aliskanliklari, idiopatik veya endokrin fonksiyonlarini bozan pek ¢ok kimyasal

ve ¢evresel faktorlere maruziyet olabilmektedir (Hart, 2016; Ziv-Gal ve Flaws, 2016).

2.5. Yardimel Ureme Teknolojileri

Yardime1 Ureme Teknolojileri (ART - Assisted Reproductive Technology), infertilite
sebebiyle basarili bir gebelik elde edememe durumuna ¢dziim olarak, 1978 yilindan itibaren
basarili bir sekilde uygulanmaktadir ve o zamandan bu yana 7 milyondan fazla dogumla
basarili sonug¢ elde edilmesini saglamistir (Adamson, de Mouzon, Chambers, Zegers-
Hochschild, Mansour, Ishihara, Banker ve Dyer, 2018). Giiniimiizde Yardimci Ureme
Teknolojilerine (ART) basvurulma siklig1 diinya ¢apinda giderek artmaktadir (Farghuar ve
Marjoribanks, 2018). Yardimci Ureme Teknolojileri (ART), igerisinde pek ¢ok farkli
uygulama ve yontem barindirmakla birlikte; en sik kullanilanlari intrauterin inseminasyon
(IUI), in vitro fertilizasyon (IVF), intrasitoplazmik sperm enjeksiyonu (ICSI) yéntemleridir
(Nardelli, Stafinski, Motan, Klein ve Menon, 2014).

Giiniimiizde IVF ile embriyo transferi prosediirii oldukca standart hale gelen bir
uygulama olmustur ve birka¢ temel adimdan olusmaktadir (Farghuar ve Marjoribanks,
2018; Eugster ve Vingerhoets, 1999). Bunlar sirasiyla; bir veya birden fazla oositin
olgunlagsmasini saglamak i¢in ila¢ veya enjeksiyon uygulamalari ile ovaryumun hormonal
olarak uyarilmasi asamasi, olgunlasmis olan oositin ultrason kontrollii aspirasyon ile veya
laparoskopi ile ovaryumdan geri cagrilmasi asamasi, laboratuvar kosullarinda oositlerin
sperm ile birlestirildigi fertilizasyon asamasi ve son olarak da fertilize olmus oositlerin, yani
embriyolarin, uterusa yerlestirildigi embriyo transferi asamasidir (Eugster ve Vingerhoets,

1999).
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In vitro fertilizasyon (IVF), infertilite igin etkili bir ¢dziim ydntemi olarak
uygulanmakla birlikte, baz1 olasi riskleri i¢inde barindirmaktadir. Bunlardan ilki, basarili
gebelik elde etme olasiligini artirmak icin uterusa tek seferde birden fazla embriyo
transferinin gergeklestirilmesine bagli olarak ortaya ¢ikan ¢ogul gebelik durumudur. Cesitli
IVF programlari neticesinde gerceklesen dogumlarin %20-30’u ¢ogul gebelik ile
sonuclanmaktadir. Cogul gebelik olusumuna bagli olarak prematiire dogum ve diisiik dogum
agirhip gibi riskler de ortaya ¢ikabilmektedir. ikinci ve daha 6nemli komplikasyon ise; oosit
eldesi i¢in ovaryumun hormonal olarak wuyarilmasi ile ortaya ¢ikan Ovarian
Hiperstimulasyon Sendromu (OHSS)’dir (Eugster ve Vingerhoets, 1999; Pelinck, Hoek,

Simons ve Heineman, 2002).

2.6. Ovarian Hiperstimiilasyon Sendromu

Ovarian hiperstimiilasyon sendromu (OHSS), ¢ogunlukla infertilite tedavilerinin bir
komplikasyonu olarak, nadiren de dogal ovarian siklus sirasinda ortaya ¢ikabilen masif
ovaryen biiylime, ¢oklu ovaryen kistler ve kapiller gecirgenlikteki artisa bagl intravaskiiler
alandan iiclinciil bosluga siv1 kagisi ile karakterize olan bir sendromdur. Bu s1v1 kagis1 temel
olarak abdominal bosluga olmakla birlikte, daha agir vakalarda plevral veya perikardiyal
alana dogru da gergeklesebilmektedir (Cetin, Goktolga ve Cetin, 2017; Giigyetmez ve
Ayyildiz, 2013). OHSS gelisen vakalarda ovaryum hacimce genislemistir ve ici sivi dolu
folikiillerle kaplidir. OHSS gelisimi i¢in risk olusturan etmenleri; geng yas, diisiik viicut
kiitle indeksi, cogul gebelik olusmasi, polikistik over sendromu (PCOS) varligi, bazal serum
Anti-Miillerian Hormon (AMH) diizeyinin 3,3 ng/mL’dan yiiksek olmasi, sayica 8’den fazla
antral follikiil varligi, OHSS oykiisii ve yiiksek veya hizla yiikselen serum Ostradiol
konsantrasyonu olarak saymak miimkiindiir (Delvigne ve Rozenberg, 2002; Tummon,
Gavrilova-Jordan, Allemand ve Session, 2005; Ocal, Sahmay, Cetin, Irez, Guralp, ve Cepni,
2011; Soave ve Marci, 2014; Delvigne, 2009).
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2.6.1. Ovarian Hiperstimiilasyon Sendromunun Siniflandirilmasi

OHSS’nin klinik olarak siniflandirilmasi, baslangi¢ zamanlarina gére erken OHSS ve
gec OHSS seklinde yapilmaktadir. Erken OHSS, ovaryumun hormonal olarak uyarilmasini
takip eden 4. ile 7. giin arasinda ortaya ¢ikan ovaryum yamiti ile iligkilidir ve genellikle
ekzojen hCG uygulamasiin akut bir sonucudur (Mathur, Akande, Keay, Hunt ve Jenkins,
2000). Ote yandan, ge¢ OHSS, ilk 10 giinliik periyottan sonra ortaya c¢ikan ve daha gok
implante olan/olmus embriyo tarafindan iiretilen endojen hCG veya luteal faz destegi olarak
uygulanan hCG ile ortaya ¢ikmaktadir (Papanikolaou, Pozzobon, Kolibianakis, Camus,
Tournaye, Fatemi, Steirteghem ve Devroey, 2006). Fiziksel semptomlar genellikle
abdominal sigkinlik hissi ile baglar ve sonrasinda bulanti, kusma, ishal, uyusukluk ve istah
kaybiyla devam eder. Karin boslugunda sivi birikimini (asit) temsil eden nefes darligi
ve/veya azalmis idrar ¢ikist Oykiisii de bu siirecte ortaya cikabilir. Klinik bulgular ise; hizli
kilo alimi, oligiiri veya aniiri, hemokonsantrasyon, lokositoz, hipovolemi, elektrolit
dengesizligi, ascites birikimi, plevral ve perikardiyal eflizyonlar, akut solunum sikintisi
sendromu (ARDS - Acute respiratory distress syndrome), tromboembolik sonuca sebep olan
hiperkoagulasyon ve c¢oklu organ yetmezligi seklinde olabilmektedir (Whelan ve Vlahos,
2000). Ayrica siddetli vakalarda tromboz, emboli, inme, akut solunum sikintisi sendromu
(ARDS) ve hatta 6liim gibi ciddi komplikasyonlar da ortaya cikabilmektedir (Eugster ve
Vingerhoets, 1999; Pelinck, Hoek, Simons ve Heineman, 2002; Cetin, Goktolga ve Cetin,
2017; Giigyetmez ve Ayyildiz, 2013). Tiim bunlara ek olarak, yapilan bazi ¢aligmalar ile
OHSS’yi takip eden gebeliklerde artmis oranda preeklampsi ve preterm eylem riski oldugu
da gosterilmistir (Courbiere, Oborski, Braunstein, Desparoir, Noizet ve Gamerre, 2011).

IVF tedavisi sonucunda ortaya ¢ikan ve son yillarda insidans: giderek artan (%1-23)
OHSS’nin gelismesine sebep olarak; kontrollii yumurtalik stimiilasyonunu (COS -
Controlled Ovarian Stimulation) gerceklestirmek i¢in kullanilan klomifen sitrat (CC), insan
menopozal gonodotropin (h(MG - human menopausal gonadotropin), folikiil stimiilan
hormon (FSH), gonodotropin salgilatict hormon (GnRH - Gonadotrophin-Releasing
Hormone), GnRH analoglar1 ve insan koriyonik gonadotropin (hCG - human Chorionic

Gonadotropin) gibi ajanlar Ongoriilmektedir. Tim bu ajanlar arasinda ise, OHSS
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gelisiminde temel sorumlu olarak hCG uygulamasi goriilmektedir (Cetin, Goktolga ve

Cetin, 2017; Giigyetmez ve Ayyildiz, 2013).

2.6.2. Ovarian Hiperstimiilasyon Sendromunun Patofizyolojisi

OHSS’nin patofizyolojisi tam olarak aydinlatilamamis olmakla birlikte temel
mekanizmanin, oosit olgunlasmasini tetiklemek i¢in uygulanan hCG’nin granuloza
hiicrelerinde masif liiteinizasyona sebep olmasi ve graniiloza hiicreleri tarafindan vaskiiler
endotelyal biiylime faktorii (VEGF - vascular endothelial growth factor) salgilanmasi
oldugu distiniilmektedir. VEGF, vaskiiler gegirgenlik faktorii (VPF - vascular permeability
factor) olarak da adlandirilan oldukca etkili vazoaktif bir glikoproteindir ve vaskiiler
gecirgenlikle birlikte anjiyogenezi de artirarak OHSS'min patogenezinde kritik bir rol
oynamaktadir. Histamin ile karsilastirildiginda, VEGF’in endotel gegirgenligi 50.000 kat
daha fazla arttirdig1 ortaya konmustur (Roberts ve Palade, 1995) ve yapilan ¢aligsmalar ile
siddetli OHSS durumlarinin, daha yiiksek VEGF seviyeleri ile iligkili oldugu gosterilmistir
(Cetin, Goktolga ve Cetin, 2017; Levin, Rosen, Cassidenti, Yee, Meldrum, Wisot ve
Pedram, 1998; Namavar Jahromi, Parsanezhad, Shomali, Bakhshai, Alborzi, Moin Vaziri ve
Anvar, 2018; Pellicer, Albert, Mercader, Bonilla-Musoles, Remohi ve Simon, 1999).

Insan VEGF geni (VEGFA, OMIM 192240) kromozom 6p12 iizerinde bulunur (Zhao,
Nyholt, Thomas, Treloar ve Mongomer, 2008) ve sekiz ekzondan olusur (Busso, Garcia-
Velasco, Gomez, Alvarez, Simon ve Pellicer, 2008). VEGF geni, kemirgenlerde ve
insanlarda ayni ekzonik yapiy1 gosterir ve aralarinda %95 protein homolojisi bulundurur
(Rizk, 2009). VEGF molekiilii biyolojik aktivitesini, tirozin kinaz reseptor ailesine ait olan
ve endotelyal hiicre yiizeyinde bulunan reseptorlerine baglanarak gosterir (Shalaby, Rossant,
Yamaguchi, Gertsenstein, Wu, Breitman ve Schuh, 1995). VEGF i¢in tanimlanan spesifik
endotelyal hiicre membran reseptorleri; VEGFR-1 (Flt-1), VEGFR-2 (FIk-1/KDR) ve
VEGFR-3’tiir (Shibuya, 2011).

FIk-1/KDR reseptorii, esas olarak vaskiiler gegirgenlikte, anjiyogenezde ve
vaskiilogenezde rol oynamaktadir. Bu o6zelliklerinden dolayr Flk-1/KDR reseptdriinii

hedeflemek, jinekolojik-onkoloji alaninda ¢alisan arastirmacilar tarafindan siklikla

kullanilmaktadir. Flt-1 reseptorii ise, mevcut damarlardaki endotel hiicreleri arasindaki siki
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baglantilarin saglanmasin1 ve bakimin1 kontrol ederek VEGF biyoaktivitesinin bir
diizenleyicisi olarak islev goriir ve vaskiiler gegirgenligi inhibe eder (Shalaby, Rossant,
Yamaguchi, Gertsenstein, Wu, Breitman ve Schuh, 1995). Flt-1 reseptorii ayrica ¢oziiniir bir
reseptor (sVEGFR-1) olarak da iretilmektedir (Kendall, Wang ve Thomas, 1996).
SVEGFR-1, VEGF'yi baglamak i¢in tam uzunluktaki VEGF reseptorleri ile rekabet eder ve
vaskiiler gecirgenligi inhibe etmek i¢in Flk-1/KDR ile heterodimerize olur (Roeckl, Hecht,
Sztajer, Waltenberger, Yayon ve Weich, 1998). VEGFR-3 ise, erken embriyogenezde
anjiyogenezi diizenleyebilir, ancak cogunlukla lenfanjiyogenezin kritik diizenleyicisi olarak
islev goriir (Shibuya, 2011). Yapilan ¢aligmalar ile ovaryum folikiillerinin teka interna hiicre
yiizeyinde de VEGF resoptorlerinin bulundugu (Busso, Garcia-Velasco, Gomez, Alvarez,
Simon ve Pellicer, 2008) ve OHSS gelismeyen kadinlarin 6nemli Olglide daha yiiksek
SVEGFR-1 plazma seviyelerine sahip oldugu, OHSS gelisen kadinlarda ise 6nemli dlciide
daha yiiksek miktarda VEGF ve daha diisiik sVEGFR-1 seviyelerine sahip oldugu
gosterilmistir (Pau, Alonso-Muriel, Gémez, Novella, Ruiz, Garcia-Velasco, Simon ve
Pellicer, 2006).

VEGF ve OHSS arasindaki iliskinin temel asamalarina yakindan bakilirsa; hCG
uygulamasina yanit olarak OHSS gelisen kadinlarda VEGF’nin, graniiloza-lutein hiicreleri
ve endotel hiicreleri tarafindan tiretildigi goriilmektedir. Buna bagl olarak, graniiloza lutein
hiicrelerinde VEGF ve Flk-1/KDR reseptoriiniin mRNA ekspresyonu 6nemli 6l¢iide artis
gostermektedir. VEGF daha sonra folikiiler siviya salinarak hem otokrin hem de parakrin bir
sekilde vaskiiler gecirgenligin en {ist seviyeye ulagsmasina sebep olmaktadir (Gomez, Soares,
Busso, Garcia-Velasco, Simon ve Pellicer, 2010; Scotti, Abramovich, Pascuali, Irusta,
Meresman, Tesone ve Parborell, 2014). OHSS durumunda vaskiiler gecirgenligin artma
sebebi, folikiiler stvidaki VEGF'in hiicreler arasindaki siki baglantilardan sorumlu olan ZO-
1 (zonula okludens-1) proteininin bozulmasina (Levin, Rosen, Cassidenti, Yee, Meldrum,
Wisot ve Pedram, 1998) ve endotelyal klaudin-5 ekspresyonun azalmasina (Rodewald, Herr,
Duncan, Fraser, Hack, Konrad, Gagsteiger, Kreienberg ve Wulff, 2009) sebep oldugu ve
boylece hiicre iskeletinin yeniden diizenlenmesini sagladig1 seklinde ortaya konmustur.
Vaskiiler gecirgenligin artis1 sonucunda, intravaskiiler alandan {iciinciil bosluga sivi kagist

meydana gelmektedir (Cetin, Goktolga ve Cetin, 2017).

OHSS gelisimi veya siddeti tizerinde dogrudan veya dolayli olarak etkili olabilecek

diger Onerilen faktorler ise; histamin, prostoglandinler, interlokin-1 ve interlokin-6,

18



anjiyotensin II, ovaryum i¢i renin-anjiyotensin sistemi (RAS), insiilin benzeri biliyiime
faktorii (IGF — insulin-like growth factor), epidermal biiylime faktorii (EGF - epidermal
growth factor), dondstiiriicii biiyiime faktorii-alfa ve beta (TGF-a - transforming growth
factor alpha ve TGF-p - transforming growth factor beta), temel fibroblast biiylime faktorii
(bFGF - basic Fibroblast Growth Factor), trombosit kaynakli biiyiime faktorii (PDGF -
platelet-derived growth factor)’diir (Gomez, Soares, Busso, Garcia-Velasco, Simon ve
Pellicer, 2010; Namavar Jahromi, Parsanezhad, Shomali, Bakhshai, Alborzi, Moin Vaziri ve
Anvar, 2018; Naredi, Talwar ve Sandeep, 2014; Whelan ve Vlahos, 2000).

Bunlarin igerisinde, histamin biyolojik olarak aktif bir mediator olan pek ¢ok canli
organizmada mevcuttur. Histaminler, insan viicudunda hemen hemen biitiin dokularda
bulunur ve ¢ogunlukla mast hiicrelerindeki graniillerde ve beyaz kan hiicreleri olan
bazofiller ile eozinofillerde iiretilir ve depolanir. Histaminler, inflamasyon veya asir1
duyarlilik reaksiyonlarinin gelismesi durumuna, vazodilatasyon, 6dem, artmis vaskiiler
gecirgenlik ve diiz kas kasilmasi da dahil olmak tizere pek ¢ok cevap olugturulmasini saglar
(Benly, 2015). Ovaryumlardaki mast hiicre sayisi ovarian siklus asamasina bagli olarak
farklilik gostermektedir. Ayrica normal siklus sirasinda gerceklesen LH (luteinlestirici
hormon) pikinin hemen ardindan veya IVF sikluslarmdaki hCG enjeksiyonlarmin hemen
ardindan ovaryumda histamin salinimi gerceklestigi de bilinmektedir. Bu durum 6dem ve
hiperemi ile sonu¢lanmaktadir (Krishna, Beesley ve Terranova, 1989). 1974 yilinda yapilan
bir ¢alisma ile sistemik histamin blokoj1 uygulanmasimin OHSS gelisiminin engellenmesi
izerinde etkili olabilecegi yoniinde sonuglar bildirilmistir (Knox, 1974). Fakat bu sonucun
tam tersini bildiren ¢alismalar da mevcuttur (Erlik, Friedman, Ben-David ve Paldi, 1979).

Bu nedenle histaminin OHSS gelisimindeki rolii heniiz kesinlik kazanmamastir.

Tiim bu tanimlanan faktdrlerin yani sira, 2016 yilinda yapilan 6zgiin bir calisma ile,
OHSS deney modeli olusturulmus olan siganlara tedavi edici ajan olarak Endoplazmik
Retikulum Stres (ER Stres) mekanizmalarinin baskilanmasimi saglayan bir kimyasal
verildiginde OHSS siddetinde diisiis meydana geldigi ortaya konulmustur. Bu bulgu, ER
stres mekanizmalarmin OHSS gelisimi iizerindeki potansiyel etkileri ile ilgili siipheler
dogurmustur (Takahashi, Harada, Hirota, Zhao, Yoshino, Urata, 1zumi, Takamura, Hirata,
Koga, Wada-Hiraike, Fujii ve Osuga, 2016).
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2.6.3. Ovarian Hiperstimiilasyon Sendromunun Onlenmesi ve Tedavisi

Gilinimiizde OHSS'yi tamamen ortadan kaldirabilecek heniiz bir yontem mevcut
degildir (Namavar Jahromi, Parsanezhad, Shomali, Bakhshai, Alborzi, Moin Vaziri ve
Anvar, 2018). Bu nedenle OHSS gelisiminin dnlenmesine yonelik uygulamalar, yumurtalik
stimiilasyonu uygulamalarina tabi tutulan tiim hastalarin klinik tablolarinin dikkatli bir
sekilde incelenmesi ve potansiyel risk faktorlerinin belirlenmesi sonucunda olusturulan
tahminlere dayanmaktadir (Humaidan, Quartarolo ve Papanikolaou, 2010). Bu uygulamalar
arasinda ultrason ve serum E; (Ostrodiol) O6lgme testleri kullanilarak yumurtlamanin

izlenmesi, "altin standart" olarak kabul edilmektedir (Delvigne ve Rozenberg, 2002).

OHSS gelisimini 6nlemek i¢in uygulanabilecek yontemler iki sinifta toplanabilir.
Bunlar birincil O6nleme yontemleri ve ikincil Onleme yontemleridir. Birincil 6nleme
yontemlerinin temel prensibi, risk faktorlerinin degerlendirilmesinin ardindan, hastalar
ovarian stimulasyona diisiik, normal veya yiiksek yanit verenler olarak siniflandirilir ve
hastaya uyacak sekilde stimiilasyon protokolii kisisellestirilir. Diisiik ovarian yanit veren
hastalara daha yiiksek ovarian yanit verecek sekilde bir protokol uygulanirken; yiiksek yanit
veren hastalara ise daha diisiik bir ovarian yanit ile iligkili tedavi protokolleri uygulanir.
Ikincil 6nleme yOntemleri ise, ovaryumun yumurtalik stimiilasyonuna asir1 yanit
vermesinden kaynaklanan risk faktorlerinin varliginda kullanilir ve tedavi dongiisii sirasinda
yiiksek riskle ilerlemis hastalarda OHSS'yi 6nlemek amaciyla ilgili yontemler uygulanir

(Humaidan, Quartarolo ve Papanikolaou, 2010).

Birincil 6nleme yontemleri; uygulanan hormon dozlarinin ve siirelerinin azaltilmasi,
GnRH antagonist protokollerinin uygulanmasi, luteal faz destegi saglamak i¢in uygulanan
hCG uygulamalarindan kag¢inma, in vitro maturasyon uygulanmasi, insiilin direncinin
ovarian fonksiyon bozuklugu roli nedeniyle metformin gibi insiilin iliskili ajanlarin
kullanim1 seklindedir. Ikincil 6nleme yontemleri ise; serum Ez (8strodiol) seviyeleri
diizelene kadar veya oOnemli Olgiide azalana kadar gonadotropin stimiilasyonunun
durdurulmasi ve hCG uygulamasinin geciktirilmesini i¢eren yavaslatma/azaltma (coasting)
uygulamalarinin baglatilmasi, hCG’nin azaltilmig dozlarda uygulanmasi,
oositlerin/embriyolarin  kriyoprezervasyon islemi ile dondurulmasi ve E> seviyelerinin

diizelmesi ile uygulamalara devam edilmesidir. Ayrica, erken OHSS'nin gelismesini
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Oonlemek ic¢in garantili tek yontem olan hCG dongili iptalinin uygulanmasi, ovulasyonu
tetiklemek icin gonadotropin salgilatict hormon agonisti (GnRHa) ve rekombinant LH gibi
alternatif ajanlarin kullanilmas1 da ikincil 6nleme yoOntemleri arasinda yer almaktadir
(Aboulghar, 2009; Humaidan, Quartarolo ve Papanikolaou, 2010; Namavar Jahromi,
Parsanezhad, Shomali, Bakhshai, Alborzi, Moin Vaziri ve Anvar, 2018; Manno, Tomei,
Marchesan ve Adamo, 2005).

OHSS'yi onlemek icin kullanilan diger olasi stratejiler ise; stimiilasyon sirasinda ve
yumurtanin almmasindan sonra GnRH antagonisti (GnRH-ant) uygulama protokoli,
intravendz albiimin ve hidroksietil nisasta infiizyonu, kalsiyum glukonat infiizyonu,
glukokortikoidlerin uygulanmasi, dopamin agonisti olan ‘kabergolin’ uygulanmasidir
(Aboulghar, 2009; Humaidan, Quartarolo ve Papanikolaou, 2010; Manno, Tomeli,
Marchesan ve Adamo, 2005). Siddetli OHSS’li hastalarda erken donemde GnRH
antagonisti veya dopamin agonisti kullaniminin yararh etkileri oldugunu gosteren birtakim
calismalar mevcuttur. Fakat bunlarin rutin kullanimlar i¢in etkinligini gésterecek daha fazla
calismaya ihtiya¢ vardir (Baumgarten, Polanski, Campbell ve Raine-Fenning, 2013, Lainas,
Kolibianakis, Sfontouris, Zorzovilis, Petsas, Tarlatzi ve Tarlatzis, 2012; Rollene, Amols,
Hudson ve Coddington, 2009). Bu 6nlemler, OHSS'yi tamamen ortadan kaldirmamakta,
ancak OHSS siddetinde bir diisiis saglamaktadir (Chen, Burmeister, Goldschlag ve
Rosenwaks, 2003). OHSS’nin sebep oldugu istenmeyen sonuglari 6nlemek igin tek basina
veya yukaridakilerle birlikte uygulanan o6nleyici stratejiler olusturulmus gesitli ¢alismalar
mevcuttur. Tim bu yaklagimlara ek olarak, konfor hissini artirmasi igin asit sivi aspirasyonu
da uygulanabilmektedir. Ayrica hemokonsantrasyon sonucu tromboembolizm riskini
onlemek igin heparin uygulamasi da onemli bir yer teskil etmektedir (Al-Shawaf ve
Grudzinskas, 2003).

Yukarida da deginildigi gibi OHSS tedavi yontemleri semptomatik ve deneyseldir. Tk
olarak s1v1 dengesini saglamay1, plazma hacmini geri kazanmay1 amaglamaktadir. OHSS’ye
kars1 uygulanan koruma ve tedavi yontemleri, hastanin klinik tablosu ve ilgili risk faktorleri
gbz Oniline almarak, hekimin deneyimi ve gozlemlerine dayanarak secilmekte ve
uygulanmaktadir (Al-Shawaf ve Grudzinskas, 2003). Bu yontemler ise daha ¢ok hastada
ortaya c¢ikan sorunlari ortadan kaldirmaya yonelik go6zlemsel ve gegici siireglere
dayanmaktadir. Ayrica hastanin bireysel tedavisi, OHSS'nin siddetine ve herhangi bir ikincil

komplikasyon varligina gore degisiklik gosterebilmektedir. Bunlarin yami sira, siklusu
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baskilamanin disinda uygulanan yontemlerin higbiri tamamen verimli degildir (Delvigne ve
Rozenberg). Siklus baskilama ise IVF basarisindaki diisiis ve zaman kayb1 agisindan verim
diisiikligi ile sonug¢lanmaktadir. OHSS nin ortaya ¢ikmasini 6nlemek i¢in, hastanin kisisel
klinik tablosunun gézlemi ile hekim deneyimini baz alan uygulamalardan ziyade, genel bir
koruyuculuk etkisine sahip ajanlarin kesfedilmesine olan ihtiyag¢ bliyiiktiir. Bu nedenle de

daha fazla deneysel calismaya ihtiya¢ duyulmaktadir.

2.7. Steroid Olmayan Antiinflamatuar ilaglar

Steroid olmayan antiinflamatuar ilaglar (NSAID - Nonsteroidal Anti-Inflammatory
Drugs), diinya ¢apinda oldukga sik regete edilen ve FDA (Food and Drug Administration)
onayina sahip olan bir ila¢ grubudur. Bu ilaglar antiinflamatuar, analjezik ve antipiretik
etkilere sahiptir (Phillips ve Currier, 2004). Bas ve kas agrilari, ates, dismenore, artrit,
pireksi, gut, migren ve bazi kardiyovaskiiler hastaliklarin tedavisinde kullanilmaktadirlar.
Ayrica bazi1 vakalarda akut travma sonrasit opioid amagli olarak da kullanilmaktadirlar
(Dawood, 2006; Shekelle, Newberry, FitzGerald, Motala, O'Hanlon, Tarig, Okunogbe, Han
ve Shanman, 2017; Oyler, Parli, Bernard, Chang, Procter ve Harned, 2015).

NSAID'ler icin birbirinden farkli pek c¢ok siniflandirma bigimi mevcut olmakla
birlikte, cogunlukla kimyasal yapilarina ve segiciliklerine gore siniflandirilirlar. Bunlar;
asetillenmis salisilatlar, asetillenmemis salisilatlar, propiyonik asitler, asetik asitler, enolik
asitler, antranilik asitler, naftil alanin ve segici COX-2 inhibitorleri seklindedir (Ghlichloo
ve Gerriets, 2020). Bu siniflandirmanin yani sira NSAID'ler yar1 6miirlerine gore de kisa ve

uzun etkili olmak {izere 2 gruba ayrilirlar (Ardoin, 2006).

NSAID'lerin ana etki mekanizmasi, hiicre zari iizerinde yer alan siklooksijenaz
enzimlerinin (Cox-1 ve Cox-2) katalitik etkisinin inhibisyonu {izerinedir. Siklooksijenaz
enzimleri; aragidonik asidin tromboksanlara, prostaglandinlere (PG) ve prostasiklinlere
dontstiiriilmesinde rol oynar (Vane, 1971). Tromboksanlar, trombosit yapigsmasinda rol
oynarken; prostaglandinler pro-inflamatuar molekiillerdir ve fizyolojik ve/veya patolojik
olarak ortaya ¢ikan anjiyojenezde ve vazodilatasyonda gorev alir (Form ve Auerbach, 1983;
Gately, 2000; Ghlichloo ve Gerriets, 2020; Harada, Nagy, Sullivan, Thomas, Endo, Rodan
ve Rodan, 1994).
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Yapilan ¢alismalar ile bir prostaglandin ¢esidi olan PGE2'nin VEGF iiretiminde gorev
aldig1 (Pai, Szabo, Soreghan, Atay, Kawanaka ve Tarnawski, 2001) gosterildikten sonra,
dolayli olarak prostaglandin sentezinin bloke edilmesini saglayan NSAID’lerin anti-
anjiyogenik bir ajan olarak kullanildig: alanlar giderek artmistir. Ayrica NSAID’ler {izerinde
yapilan bir bagka c¢alisma sonucunda, NSAID’lerin VEGF ile indiiklenmis vaskiiler
gecirgenligi de azalttigi bulunmustur (Pakneshan, Birsner, Adini, Becker ve D'Amato,
2008). Tim bu bilgiler 15181nda anti-anjiyogenik 6zelliklerinin ortaya konulmasiyla birlikte
NSAID’ler, bilinen rutin regete edilme sebepleri disinda, korneada, g¢esitli timor
dokularinda ve endometriyozisde teropatik amacgla kullanilarak olumlu sonuglar elde
edilmistir (Fulton, 1984; Ozawa, Murakami, Tamura, Terada, Yaegashi ve Okamura, 2006).
Ayrica kolon kanseri ve Alzheimer hastaliginin 6nlenmesinde kullanilmasina dair ¢aligmalar
da mevcuttur (Tarnawski ve Jones, 2003). Bunlara ek olarak, NSAID'ler erken dogum
eyleminde tokoliz amacl olarak da kullanilabilmektedirler. Ayrica bir NSAID ¢esidi olan
aspirinin, antifosfolipid sendromunda diisiik dozlarda uygulanmasi, preeklampsi ve
tekrarlayan diisiiklerin 5nlenmesinde rol oynamaktadir (Bloor ve Paech, 2013). Ote yandan
infertil erkek bireylerde yapilan calismalar ile bir NSAID cesidi olan rofekoksibin’in
kullanim1 sonrasinda, sperm parametrelerinin morfoloji, konsantrasyon ve motilite agisindan
kalitesinin yiikseldigi bildirilmistir (Naz ve Kamal, 2017). Bir baska calisma ile, NSAID
cesitleri olan meloksikam ve selekoksib kullanimi ile OHSS durumunda artmis olan VEGF
seviyesinin Onemli Olgiide azaldigr gosterilmistir (Cilgin, 2019; Quintana, Kopcow,

Marconi, Young, Yovanovich ve Paz 2008).

2.7.1. indometazin

Indometazin, (1-(p-klorobenzoil)-5-metoksi-2-metilindol-3-asetik  asit), NSAID
smifina dahil olan bir ilagtir ve diger NSAID'lere benzer sekilde antipiretik, analjezik ve
antiinflamatuar 6zellikler gosterir. Indometazin ilk olarak 1965 yilinda FDA ilag onayi
almistir ve kapsiil, rektal fitil, silirekli salinimli formiilasyonlar ve oral kullanim igin
siispansiyonlar olarak iiretilmektedir (Nalamacho ve Wortmann, 2014). Indometazin,
romatoloji alaninda oldukga sik recete edilen bir ilag tiiriidiir ve piyasaya siiriilen bir¢ok

NSAID’in degerlendirilmesinde bir standart olarak kullanilmaktadir. indometazinin giiclii

23



bir prostaglandin sentez baskilayicist oldugu gosterildikten sonra, romatoloji alaninin
disinda da pek ¢ok durum i¢in hem klinik ve hem de deneysel olarak kullanilmaya
baslanmustir. Indometazinin énemli klinik uygulamalarindan bir digeri ise; 1970°li yillardan
bu yana erken dogum durumlar i¢in tokolitik amagla kullanilmasidir. Yapilan ayrintili
arastirmalar ve meta analiz sonuglara gore, olumsuz neonatal sonuglarda indometazinin
tokolitik amagcla kullanimina bagh olarak artmis bir risk bulanmamistir (Loe, Sanchez-
Ramos ve Kaunitz, 2005). Bunlarin disinda indometazin; belirli neoplastik hastaliklarla
iligkili ~ hiperkalsemi, dismenore, patent duktus arteriozus gibi durumlarda da
kullanilmaktadir (Helleberg, 1981). 2008 yilinda yayimnlanan bir ¢calisma ile farklit NSAID
ilaclarmin patolojik korneal neovaskiilarizyon durumu iizerine etkileri incelenmis ve
indometazinin diger NSAID cesidi ilaglara kiyasla daha fazla oranda VEGF kaynakli
anjiogenezi ve vaskiiler gegirgenligi baskiladigi bulunmustur (Pakneshan, Birsner, Adini,
Becker ve D'Amato, 2008). Yapilan bir bagka calismada indometazinin sigan ayak
O0deminde Onemli bir inhibitdr aktivite gosterdigi ve antiinflamautar 6zellik sergiledigi

gosterilmistir (Chatterjee, 2017).

Literatiirde, indometazinin OHSS iizerine etkilerini incelemek {izerine 1970°li ve
1980’1 yillarda yapilmis olan birka¢ yayin bulunmaktadir. Ancak bu yaymlar; birbiriyle
celigkili sonuglar igermektedir ve arastirmalart glinlimiiz imkanlarina ve incelemelerine gore
oldukga yiizeysel bir seviyede kalmistir (Borenstein, Elhalah, Lunenfeld ve Schwartz, 1989;
Elchalal ve Schenker, 1997; Katz, Lancet, Borenstein ve Chemke 1984; Pride, Yuen, Moon
ve Leung 1986; Schenker ve Polishuk, 1976). Biz bu ¢alismamizla, indometazinin OHSS
tizerindeki etkilerini biyokimyasal, yapisal ve molekiiler seviyelerde ayrintili olarak
arastirmay1 ve literatiirdeki mevcut celiskili bilgilere aciklik getirmeyi amacgladik. Ayrica
yakin donemde OHSS’nin patofizyolojisinde etkili olabilecegine dair bulgular sunulan ER
stres mekanizmasi lizerinde indometazin kaynakli degisiklikleri saptamay1 ve OHSS ile ER
stres arasinda dogrudan bir baglanti kurmayr amacgladik. Ayrica literatiirdeki celiskili
verilerden olan, mast hiicrelerinin ve histaminin OHSS tizerindeki etkilerini arastirarak
aciklik getirmeyi ve indometazinin OHSS semptomlarinda meydana getirebilecegi
potansiyel degisiklikler sonrasinda mast hiicreleri ve histamin iceriginde degisiklik olup
olmayacagini saptamay1 hedefledik. Tiim bunlara ek olarak, yaptigimiz arastirma ile farkl
dozlarda uygulanan indometazinin etkileri kiyaslanmis ve etkili olan dozun belirlenmesine

katki saglanmasini amagladik.
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Gereg

3.1.1. Kullanilan Cihazlar

e Hassas terazi (Denver Instruments, S1-234, Germany)

e +4°C Buzdolabi1 (Bosch, KDN56NW20N, Germany)

e -80°C Buzdolabi (MELING, China)

e Buz makinesi (Scotsman AF80, Italy)

e Distile su cthaz1 (Nuve, ND12, Turkey)

e Otoklav (HMC Hirayama, Japan)

e pH metre (HANNA Instruments, USA)

e Sonikator (Bandelin Ultrasonic HD2200, Germany)

e Sogutmali santrifiij (Hettich zentrifugen MIKRO 200r, Germany)

e Masaiistii santrifiij (Isolab, MCZ001267, Gemany)

e Vorteks (Yellowline IKA TTS2, USA)

e Is1 blogu (Thermo Mixer, TS100, Turkey)

o Spektrofotometre (Epoch, Biotek, USA)

e Calkalayici-Shaker (Shaker, Hangzhou miu instruments TS-300, China)
e Manyetik karistirici (Niive, MK 318, Turkey)

e Western Blot Seti (Biorad Mini PROTEAN Tetra Cell, 552BR, USA)

o Mikropipet seti (Cleaver Scientific, UK)
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e Gorilintiileme cihazi (G:Box Syngene, DR4V/1309, UK)
¢ Sicak Su Banyosu
e Plate Reader

e Olympus BX-50 Mikroskop (Olympus BX-50, Olympus Optical Co., Tokyo,
Japonya)

e Isik mikroskobu (Olympus CX21, Japan)
e Mikrotom cihazi (Leica, RM 2135, Germany)
e Parafin cihazi (Leica, EG 1110, Germany)

e Coklu boyama aparati-Chamber (Biogen, USA).

3.1.2. Kullanilan Kimyasallar

e PMSG 1000 IU (Biovendor, RP1782721000)

¢ hCG 1 mg (Abcam, ab51782)

e indometazin (Cayman, 70270, USA)

e Sican E; l¢iimii ELISA kiti (Sunred, 201-11- 0175)

e Sigcan VEGF o6l¢iimii ELISA kiti (Sunred, 201-11- 0660)

e Sican VEGFR-2 6l¢iimii ELISA kiti (Sunred, 201-11- 0665)
e Sican Histamine (HIS) 6l¢iimii ELISA kiti (SunRed, 201-11- 0798)
e Sican Albumin dl¢iimii ELISA kit (Sunred, 201-11- 1235)

¢ Formaldehit (Tekkim, TK060160.05001)

e Etanol (Tekkim, TK200655.02501)

e Ksilol (Tekkim, TK090270.05003)

e Parafin (Tekkim, TK200661.05004)

e Entellan (Merck, M107961.0500)
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e Harris Hematoksilen Boyasi (Beslab, BS-001)

¢ Su Bazli Eozin Boyasi (Beslab, BS-013)

e Toluidine Mavisi (Chembio, CB3340.0100)

¢ RIPA Lizis Tamponu 10X (EMD Millipore, 20-188, Germany)
e Proteaz Inhibitdr Kokteyli (BioVision, USA, K297)

e Bca Assay KIT (ABP Biosciences, P011, USA)

e Tris-Base (Sigma Life Science, T1503, USA)

e Glisin (Sigma-Aldrich, 15527, China)

e Metanol (Merck, 106009)

e Sodyum Kloriir (Sigma Life Science, S3014, Germany)

e Sodyum Dodesil Siilfat (Multicell, 800-100-EG, USA)

e Tween 20 (Sigma-Aldrich, P1379, France)

¢ 2-Merkaptoetanol (Biotech, UN2966, USA)

e Amonyum persiilfat (Sigma Life Science, A3678, Japan)

o Akrilamid (Sigma Life Science, A3553, China)

e Bisakrilamid, TEMED (Sigma Life Science, T9281, China)

¢ Loading Dye-SDS-Page (Pagesta, 5x SDS-PAGE sample buffer, 751-00, Korea)
e Yagsiz Siit Tozu (Evka)

e Filtre Kagidi-Whatman Kagidi (Cytiva, 1001-125, China)

e PVDF-Nitroseliiloz promixed membran (Merck Millipore,)

e Protein Ladder (Thermo — 26619)

e ECL (Clarity Western ECL Substrate Biorad, 170-5060)

o Aktif kaspaz 3 Monoklonal Antibody (Elabscience / E-AB-22115)

e Kaspaz-12 Poliklonal Antibody (Elabscience / E-AB-64000)
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e CHOP Poliklonal Antibody (Elabscience / E-AB-65670)

¢ Beta aktin Policlonal Antibody (Elabscience / E-AB-40338)

3.1.3. Hayvan Materyali

Calismada yer alan hayvan deneyleri; Aydin Adnan Menderes Universitesi Hayvan
Deneyleri Yerel Etik kurul onay1 ile (Ek 1: Etik kurul karar no: 64583101/2022/62), Aydin
Adnan Menderes Universitesi Tip Fakiiltesi Deney Hayvanlari Uretim Merkezi ve
Arastirma Laboratuvari’nda gergeklestirildi. Hayvan materyali olarak; Aydin Adnan
Menderes Universitesi Tip Fakiiltesi Deney Hayvanlari Uretim Merkezi ve Arastirma
Laboratuvari’ndan temin edilmis olan, immatiir (22 giinliik) ve agirliklar1 40-80 gram
arasinda degisen 40 adet Wistar albino cinsi disi sican kullanildi. Immatiir sican
kullanilacak olmasinin sebebi, OHSS deney modelinin olusturulabilmesini etkileyebilecek

olan ovaryum siklusunun geng yastaki siganlarda heniiz baslamamis olmasidir.

Sicanlar; seffaf kafesler igcinde 12 saat aydinlik, 12 saat karanlik sirkadiyen ritimde, 22
+ 2°C sicaklik ve %45-60 bagil nem kosullarina sahip odalarda tutuldu. Tim siganlar
standart sigan yemi ve ¢esme suyu ile ad libitum olarak beslendi. Deney boyunca 2 giinde

bir siganlarin bulundugu kafeslerin ortami (talag) temizlendi.

Sican OHSS deney modelini olusturabilmek i¢in; 22 giinliik immatiir Wistar albino
cinsi disi sicanlara 4 giin boyunca 10 IU Pregnant Mare Serum Gonadotropin (PMSG)
subkutan (s.c.) olarak enjekte edildi ve folikiiler uyarilma saglandi. Ardindan, deneyin 5.
giinii 30 1U hCG subkutan (s.c.) olarak enjekte edildi ve oositlerin olgunlagsmasi saglandi.
Sicanlarda hCG enjeksiyonu gergeklestirildikten iki giin sonra VEGF ve Flk-1/KDR
reseptOrii maksimum seviyeye ulastigi icin, sicanlar deneyin baglangicindan sonra 7. giinde
intraperitoneal (i.p.) 90/10 mg/kg - ketamin/ksilazin ile anestezi altina alindiktan sonra

sakrifiye edildiler.

Deneyin baslangicinda ve sonunda sican agirliklari 6lgiildii.
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3.1.3.1. Deney Gruplar: ve Hayvan Deneyleri Calisma Plani

Siganlar her gruba 8’er tane olacak sekilde rastgele olarak 5 gruba ayrildilar. Deney

gruplarina uygulanan islemler Sekil 11°de 6zetlenmistir.

a. Grup 1 (Sifir kontrol grubu): Bu gruptaki 22 giinliik immatiir siganlara herhangi bir
islem uygulanmadi. OHSS modelinin basar1  bir sekilde olusturulup

olusturulamadiginin kontrolii olarak kullanildilar.

b. Grup 2 (OHSS sham grubu): Bu gruptaki 22 giinliik immatiir siganlara, 22.-27.
glinler arasinda (6 giin boyunca) 0.1 mL % 0.9’1uk steril salin subkutan (s.c.) olarak
enjekte edildi. (Sigan OHSS modeli olusturmak i¢in kullanilacak olan hormonlar ve
tedavi i¢in kullanilan indometazin ilaci steril salin igerisinde ¢ozdiiriildiikten sonra

enjekte edilmektedir).

c. Grup 3 (OHSS grubu): Bu gruptaki 22 giinliik immatiir siganlara 22.-25. giinler
arasinda (4 giin boyunca) 0.1 mL % 0.9’luk steril salin igerisinde ¢dzdiiriilmiis 10
IU Pregnant Mare Serum Gonadotropin (PMSG) subkutan (s.c.) olarak enjekte
edildi. Ardindan, 26. giin, yani deneyin 5. giiniinde 30 IU hCG subkutan (s.c.)

olarak enjekte edildi.

d. Grup 4 (OHSS ve 1mg/kg indometazin grubu): Bu gruptaki 22 giinliikk immatiir
sigcanlara 22.-25. giinler arasinda (4 giin boyunca) 0.1 mL % 0.9’Iuk steril salin
igerisinde ¢Ozdiriilmiis 10 U Pregnant Mare Serum Gonadotropin (PMSG)
subkutan (s.c.) olarak enjekte edildi. Ardindan, 26. giin, yani deneyin 5. giiniinde
30 IU hCG subkutan (s.c.) olarak enjekte edildi. Uzun siireli tedavi etkilerini
gosterebilmek i¢in 22.-27. giinler arasinda (6 giin boyunca) Img/kg indometazin
subkutan (s.c.) olarak enjekte edildi.

e. Grup 5 (OHSS ve 5mg/kg indometazin grubu): Bu gruptaki 22 giinlik immatiir
sicanlara 22.-25. giinler arasinda (4 giin boyunca) 0.1 mL % 0.9’Iuk steril salin
icerisinde ¢Ozdiiriilmiis 10 IU Pregnant Mare Serum Gonadotropin (PMSG)
subkutan (s.c.) olarak enjekte edildi. Ardindan, 26. Giin, yani deneyin 5. giiniinde
30 IU hCG subkutan (s.c.) olarak enjekte edildi. Uzun siireli tedavi etkilerini
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gosterebilmek i¢in 22.-27. giinler arasinda (6 giin boyunca) 5mg/kg indometazin

subkutan (s.c.) olarak enjekte edildi.

Herhangi bir islem uygulanmayacak
Subkutan % 0.9’1uk salin enjeksiyonu
Subkutan 10 1U PMSG enjeksiyonu
Subkutan 30 1U hCG enjeksiyonu
Sakrifikasyon

1 mg/kg indometazin

5 mg/kg indometazin

ol 1111

Sekil 11. Deney gruplarinin sembolize gorlintiisii

3.1.3.2. Hayvan Deneylerinin Sonlandirilmasi ve Orneklerin Toplanmasi

Deneyin 7. giiniinde; siganlara intraperitoneal (i.p.) 90/10 mg/kg - ketamin/ksilazin
enjeksiyonu ile genel anestezi altina siganlarda ‘pedal refleksi’ test edildikten sonra siganlar
abdominal bolgeden temiz kesiler ile diseke edildi ve laparotomi islemi (Resim 1. ve Resim
2.) gergeklestirildi. Ardindan 2 mL % 0.9’luk steril salin ile peritoneal lavaj (Resim 3.)
yapildi. 2 mL % 0.9’luk steril salin peritoneal kaviteye verildikten sonra 30 saniye masaj
yapildi ve mikropipet yardimiyla periton sivis1 dikkatlice geri toplandi (Resim 4. ve Resim
5.). Toplanan periton sivilari, etiketlenmis olan ependorf tiiplere aktarilarak ileri

biyokimyasal analizler i¢in -80°C’da saklandi.
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Resim 1. Siganlarin abdominal bolgeden temiz kesiler ile diseke edilmesi
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Resim 2. Laparotomi iglemi
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Resim 3. 2 mL % 0.9 steril salin ile peritoneal lavaj islemi
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Resim 4. Periton masaji
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Resim 5. Peritondaki toplam sivinin mikropipet yardimiyla geri toplanmasi
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Sicanlar genel anestezi altindayken, yesil uglu 10 mL’lik enjektor yardimiyla kalpten
2-3 mL kan 6rnegi alindi. Alinan kan 6rnekleri sar1 kapakli kan tiiplerine; enjektoriin ucu ve
sar1 kan tiiplinlin kapagt c¢ikarilarak ve enjektor kan tlipliniin ¢eperinde dondiiriilerek
yavasca aktarildi. Kan ornekleri 15-20 dakika igerisinde 3.000 rpm’de 10 dakika +4°C’da
santrifiij edildi (Resim 6.). Elde edilen serum ornekleri etiketlenmis olan ependorf tiiplere

aktarilarak ileri biyokimyasal analizler i¢in -80°C’da saklandi.

Resim 6. Santrifiij sonrasi elde edilen serum goriintiisii

Sicanlar, peritoneal lavaj islemi gerceklestirildikten ve kalpten kan alma islemi
tamamlandiktan sonra, halen genel anestezi altinda iken kalpten toplam kan alimi ile

sakrifikasyon gergeklestirildi.

Sakrifiye edilen siganlarin bilateral ovaryum dokulari ¢ikarilarak agirliklar: tartildi ve
biiyiikliikleri fotograflandi. Ardindan sol over dokulari aliiminyum folyoya sarilarak sivi
azota atildi. Boylelikle hizli bir dondurma islemi gergeklestirildi. Daha sonrasinda ise
western blot ve doku ELISA analizleri gergeklestirilene dek -80°C’a kaldirilarak saklandi.
Sag over dokulari ise histolojik incelemelerde kullanilmak tizere doku kasetine aktarilarak

%10’luk notral formaldehit igerisinde tespit edildi.
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3.2. Yontem

3.2.1. Kimyasallarin Hazirlanmasi

3.2.1.1. %10’luk Tamponlanmis Nétral Formalin (pH=7.0)

¢ 100 mL Formaldehit
¢ 900 mL Distile su

¢ 4 g NaH2P04.H20

¢ 6.5 g Na;HPO4

3.2.1.2. Western Blot Yontemi icin Hazirlanan Tamponlar

Tris (1M):

¢ 60,55 g Tris-Base
e 500 mL Distile su
¢ pH 6,8’¢ ayarlandi

Tris (1,5M):

¢ 90,08 g Tris-Base
¢ 500 mL Distile su
¢ pH 8,8’¢ ayarlandi

Sodyum dodesil siilfat (SDS):

¢ 10 g SDS
e 100 mL Distile su



Tris Buffered Saline (TBS):

¢ 6,05 g Tris-HCI

¢ 8,76 g NaCl

¢ 1000 mL Distile su
¢ pH 7,6’ya ayarlandi.

Amonyum Persiilfat :

¢ 0,1 g Amonyum persiilfat (APS)

e 1 mL Distile su

Akrilamid-Bisakrilamid:

¢ 30 g Akrilamid
¢ 0,8 g Bisakrilamid
¢ 100 ml Distile su

Yiiriitme Tamponu (10X):

¢ 30,3 g Tris Base

e 144 g Glisin

e 10 g SDS

¢ 1000 mL Distile su

Yiiriitme Tamponu (1X):

¢ 100 mL Yiiriitme tamponu (10X)
¢ 900 mL Distile su

Transfer Tamponu:

¢ 3,03 g Tris-Base



e 14,4 g Glisin
e 200 mL Metanol
e 2 ml SDS (%10)

Yikama tamponu / TBST:

¢ 1000 mL TBS
e 1 mL Tween 20

Bloklama Tamponu (%65):

e 5 gsiit tozu

¢ 100 ML TBS

Strip Tamponu:

¢ %2 SDS
e 62,5 mM Tris (pH:6,8)
¢ 100 mM B-Merkaptoetanol

3.2.2. Doku Orneklerinde Histokimyasal Incelemeler

3.2.2.1. Doku Takibi ve Bloklama

Sicanlarin sag overleri ile histokimyasal doku takibi islemi gergeklestirildi. Bunun igin
dokular %10’luk notral formaldehitte tespit edildikten sonra, bir gece (17 saat) akar su
altinda yikandi. Ardindan ise asagidaki tabloda (Tablo 1) gosterilen doku takip yontemi
uygulandu.
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Tablo 1. Doku takip protokolii

KULLANILAN KIMYASAL SURE
%50°1ik Etanol 1 Saat
%70’lik Etanol 1 Saat
%80’1ik Etanol 1 Saat
%96°11ik Etanol 1 Saat
%96°1ik Etanol 1 Saat

%100’liik Etanol 1 Saat
%100’lik Etanol 2 Saat
Ksilen (Oda Isisinda) 30 Dakika

Ksilen (Etiivde) 45 Dakika
Ksilen (Etiivde) 30 Dakika
Siv1 Parafin (Etiivde) 1,5 Saat
S1v1 Parafin (Etlivde) 1,5 Saat
Bloklama

Elde edilen parafin bloklar +4°C’da saklanmistir.

3.2.2.2. Parafin Bloklardan Kesit Alma

Elde edilen parafin bloklardan rotari mikrotom yardimiyla (Resim 7.), ayni yapinin iki
kez degerlendirilmeye alinmasini 6nlemek i¢in 50 pm araliklarla, 4 pm kalinliginda kesitler
alinarak lama aktarildi (Woodruff, 1988). Her gruba ait en az 6 sigandan ve her bir sigandan

en az 6’sar farkl kesit alinarak inceleme yapildi.

Resim 7. Rotari mikrotom ve su banyosu
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3.2.2.3. Alinan Kesitlerin Hematoksilen-Eozin ile Boyanmasi

4 um kalinliginda alinan kesitler 40°C’deki su banyosuna aktarilarak parafin kesitlerin
acilmasi1 saglandiktan sonra lama aktarilarak kurumaya birakildilar. Ardindan kesitler
deparafinizasyon islemi i¢in bir gece etiivde (60°C) bekletildikten sonra ksilol ile
deparafinizasyon islemine devam edilerek asagidaki tabloda (Tablo 2) gosterilen boyama
protokolii kullanildi. Kullanmis oldugumuz Eozin soliisyonu su bazli oldugu i¢in, dncelikle
mevcut eozin soliisyonundan ¢alisma soliisyonu hazirlandi. Bunun i¢in; her 100 mL Eozin

soliisyonu igerisine 0.5 mL glasial asetik asit eklendi.

Tablo 2. Hematoksilen-Eozin ile Boyama Protokolii

KULLANILAN KiMYASAL SURE
Ksilen 10 Dakika
Ksilen 10 Dakika

%100’Lik Etanol 1 Dakika
996’11k Etanol 1 Dakika
%80’lik Etanol 2 Dakika
%70°lik Etanol 4 Dakika

Akarsu 5 Dakika
Hematoksilen 2-7 Dakika
Akarsu 3-5 Dakika
Eozin Y (Su bazli) 2-4 Dakika
Akarsu 2 Dakika
%50’lik Etanol 1 Dakika
%70’lik Etanol 1 Dakika
%80°lik Etanol 1 Dakika
%100’liik Etanol 30 Saniye
Ksilen 10 Dakika
Ksilen 10 Dakika

Entellan ile kapatma
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3.2.2.4. Alinan Kesitlerin Toluidin Mavisi ile Boyanmasi

Toluidin mavisi ile boyama islemi dokuda yer alan ve metakromazi gosteren mast
hiicrelerinin konumu, sayis1 ve boyanma yogunluklar1 agisindan degerlendirilebilmesi i¢in
yapildi. Toluidin mavisi ile ¢alisma soliisyonu hazirlamak i¢in, dncelikle 0.5 g NaCl 50 mL
distile su igerisinde ¢ozdiiriildii (%1 NaCl soliisyonu). pH derecesi 2.0-2.5 arasinda olacak
sekilde HCI eklenerek ayarlandi. Ardindan %1°lik toluidin mavisi stok soliisyonundan 5 mL
ve %]1’lik NaCl soliisyonundan 45 mL alinarak toluidin mavisi ¢aligma soliisyonu
hazirlandi. Bu soliisyon her ¢alisma sirasinda taze olarak hazirlanip tiiketildi. Burada 6nemli
olarak c¢alisma soliisyonunun pH derecesinin, boyamada kontrast olusturabilmek igin,

2.5’ten diisiik olmasina dikkat edilmistir.

Boyama islemine geg¢ildiginde ise; lama aktarilan 4 pm kalinligindaki kesitler,
deparafinizasyon islemi i¢in bir gece etiivde (60°C) bekletildi. Ardindan uygulanan adimlar

Tablo 3.’te gosterilmistir.

Tablo 3. Toluidin Mavisi ile Boyama Protokolii

KULLANILAN KiIMYASAL SURE
Ksilen 10 Dakika
Ksilen 10 Dakika
%100’lik Etanol 30 Saniye
%100’11ik Etanol 30 Saniye
%95’lik Etanol 30 Saniye
dH.0 3-4 Dakika
Toluidin Mavisi 3 Dakika
Akarsu 1 Dakika
Akarsu 1 Dakika
%95°1ik Etanol 5 Sefer Daldirma Cikarma
%100’lik Etanol 5 Sefer Daldirma Cikarma
Ksilen 7 Dakika
Ksilen 7 Dakika

Entellan ile kapatma
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3.3. Biyokimyasal incelemeler

-80°C’de, uygun kosullar altinda muhafaza edilmis olan serum, periton sivis1 ve doku
ornekleri kullanilarak ilgili proteinlerin miktar1t ELISA yontemi kullanilarak gergeklestirildi.
Bunun i¢in oncelikle 6rneklere BCA protein analizi yapilarak toplam protein miktarlar

tayin edildi.

3.3.1. BCA Analizleri

BCA protein analizleri i¢cin ABP Biosciences, PO11 katalog numarali kit kullanildu.

Serum ve periton stvist Ornekleri ek bir isleme tabi tutulmazken, doku 6rneklerinden
BCA analizini ve ELISA deneylerini yapmadan once protein izolasyon islemi
gerceklestirildi. Bunun igin, ovaryum dokulari igerisinde buz olan bir kutuya alindi ve temiz
bir beher icerisinde serum fizyolojik kullanilarak giizelce temizlendi. Ardindan dokulardan
fazla suyu uzaklastirip tartma islemi gergeklestirildi. Doku agirliginin 5 kat1 hacimde olacak
sekilde RIPA tamponu ve proteaz inhibitor kokteyl karisimi eklendi. Buz {izerinde ufak bir
mekanik parcalama gergeklestirildikten sonra, sonikator yardimiyla homejenizasyon
gerceklestirildi. Ardindan ornekler 16.000 g’de 10 dakika 4°C’de santrifiij edildi.
Siipernatant dikkatlice alinarak -80°C’ye kaldirildu.

Over dokusundan protein izolasyonu gergeklestirildikten sonra, serum, periton sivisi
ve doku 6rneklerinin spektrofotometrenin okuma araligina girebilmesi ig¢in uygun seyreltme
miktar1 tayin edildi. Bunun i¢in tiim 6rnekler farkli derecelerde seyreltilerek, 5 kat (5X),
10X, 15X, 20X, 30X, 40X, 45X, 50X, 55X, 60X, farkli ornek cesitleri i¢in ideal olan

seyreltme oranlar1 saptandi (Resim 8.).

43



Resim 8. Uygun derece seyreltme uygulanmamis olan ve spektrofotometrenin okuma araligi

disinda olan 6rneklerin goriintiileri.

BCA protein analizi kitin protokoliine uygun olarak gergeklestirildi. Bunun igin
oncelikle, 50 birim A soliisyonu ile 1 birim B soliisyonu karigtirilarak BCA c¢aligma
soliisyonu hazirlandi. Ardindan BCA protein standartlar1 ilgili oranlarda seyreltilerek farkli
konsantrasyona sahip protein drnekleri elde edildi. 96 kuyucuklu plate igerisinde her bir
standarttan ve ornekten ikiser tekrar olacak sekilde 20 pL eklendi. Bunun iizerine 200 pL
BCA calisma soliisyonu eklendi ve 30 saniye calkalandi. 96 kuyucuklu plate’in {izeri
aliminyum folyo ile kapatilarak 37°C’de 20 dakika boyunca inkiibe edildi. Ardindan plate

soguduktan sonra spektrofotometrede 562 nm’de 6l¢tim gergeklestirildi.

Bu islemin sonunda; serum ve doku Ornekleri i¢in ideal seyreltme oraninin 50X,

periton stvist i¢in ideal seyreltme oraninin ise 5X oldugu saptandi.

Bu oranlar saptandiktan sonra, 50X seyreltilmis serum ve doku ornekleri ile 5X
seyreltilmis periton sivis1 drnekleri ile tekrar BCA analizi yapilarak ¢ikan degerler (ug/mL
birimi ile) kaydedildi ve grafik egrileri olusturuldu (Resim 9.).

44



Resim 9. Uygun oranlarda seyreltilmis olan 6rneklerin BCA analizi 6ncesi goriintiileri

3.3.2. ELISA Deneyleri

ELISA deneyleri, kullanilan kitlerin protokoliine uygun olarak gerceklestirildi. Serum
Histamin miktarinin analizi igin; SunRed marka 201-11- 0798 katalog numarali, serum
VEGF miktarmin analizi i¢in; SunRed marka 201-11- 0660 katalog numarali, serum ve
doku VEGF-R2 miktarinin analizi igin; SunRed marka 201-11- 0665 katalog numarali,
serum ve doku E> miktarinin analizi i¢in; SunRed marka 201-11- 0175 katalog numarali,
periton sivisi ve doku albumin miktarinin analizi i¢in; SunRed marka 201-11- 1235 katalog

numarali ELISA kitleri kullanildi.

Kitlerin protokolleri birbirine oldukca benzerdi. BCA analizlerinde oldugu gibi her bir
ornek iki tekrar olacak sekilde calisildi. Protokollerin asamalar1 kisaca; her bir kitin kendi
protein standartlari, ilgili oranlarda seyreltme gergeklestirilerek hazirlandi. Ardindan
standartlarin eklendigi kuyucuklara; 50 pL protein standardi, 50 pL streptavidin-HRP
soliisyonu eklendi. Test kuyucuklarina ise; 40 pL ilgili oranlarda seyreltilmis olan 6rnekler,
10 pL ilgili antikor ve 50 pL streptavidin-HRP soliisyonu eklendi. Bu asamada, 96
kuyucuklu plate iizerinde bos kuyucuk igine herhangi bir madde eklenmedi. Orneklerin
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tizeri kapatildiktan ve hafifce calkalandiktan sonra 37°C’de 60 dakika boyunca inkiibe
edildi. Inkiibasyon bittikten sonra kuyucuklardaki soliisyonlar dokiildii. Ardindan 30 kat
seyreltilmis olan yikama soliisyonu ile kuyucuklar 3 tekrar halinde yikandi. Kuyucuklarda
kalan tiim damlaciklar uzaklastirildiktan sonra, tiim kuyucuklara (bos kuyucuklar da dahil)
50’ser uL A ve B kromojen soliisyonlar: eklendi. Isiktan uzak tutabilmek i¢in 96 kuyucuklu
plate aliiminyum folyoya sarilarak 37°C’de 10 dakika boyunca inkiibe edildi. Islem
tamamlandiktan sonra tiim kuyucuklara (bos kuyucuklar da dahil) 50 pL reaksiyonu
durdurma soliisyonu eklendi. Bdylece mavi rengin sariya doniisimii ger¢eklestirildi (Resim
10.) ve spektrofotometrede 450 nm’de 6lgiim gergeklestirildi. Cikan degerler kaydedildi ve
grafik egrileri olusturuldu.

Resim 10. Spektrofotometrede 450 nm’de 6l¢iim Oncesi sar1 renge donmiis olan 6rnekler

Ardindan, pg’daki ilgili protein miktarinin hesaplanmasi i¢in ilgili protein/BCA
oranlar1 kendi birimlerine uygun olarak hesaplandi. Bunun sonucunda elde edilen birimler;
Histamin i¢in, pg/ pg; VEGF igin, pg/ ng; VEGFR-2 i¢in, ng/ pg; Ez i¢in, pg/ pg; albiimin
igin ise mg/ pg olarak saptandi.
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3.4. Western Blot

Sol ovaryum dokularindan izole edilen proteinler, SDS-PAGE (sodyum dodesil stilfat-
poliakrilamid jel) jel elektroforezi ile molekiil agirliklarina gore ayrildi. Ardindan jel
tizerindeki proteinler bir poliviniliden difloriir (PVDF) membrana aktarildi ve birincil
antikorlar aktif kaspaz 3, kaspaz 12, CHOP ve beta-aktin ile muamele edildi. Bu proteinler

niteliksel olarak analiz edildi.

3.4.1. Over Dokusunun Homejenizasyonu ve Protein izolasyonu

Ovaryum dokulart, igerisinde buz olan bir kutuya alindi ve temiz bir beher igerisinde
serum fizyolojik kullanilarak giizelce temizlendi. Ardindan dokulardan fazla suyu
uzaklastirip tartma islemi gergeklestirildi. Doku agirliginin 5 kati hacimde olacak sekilde
RIPA tamponu ve proteaz inhibitdr kokteyl karisimi eklendi. Buz lizerinde ufak bir mekanik
parcalama gerceklestirildikten sonra, sonikatdr yardimiyla homejenizasyon gergeklestirildi.
Ardindan 6rnekler 16.000 g’de 10 dakika 4°C’de santrifiij edildi. Stipernatant dikkatlice
alinarak -80°C’ye kaldirild1.

Tim oOrnekler her seferinde jele yiiklenmeden once -80°C’den cikartildiktan sonra
13.000 rpm’de 5 dakika 4°C’de santrifiij edildi.

3.4.2. izole Proteinler ile BCA Analizi ve Seyreltmeler

BCA protein analizleri icin ABP Biosciences, PO11 katalog numarali kit kullanildi.
Ovaryum dokularindan protein izolasyonu gerceklestirildikten sonra kit protokoliine uygun

olacak sekilde BCA analizi gerceklestirildi.

Bunun i¢in oncelikle, 50 birim A soliisyonu ile 1 birim B soliisyonu karistirilarak
BCA c¢alisma soliisyonu hazirlandi. Ardindan BCA protein standartlart ilgili oranlarda
seyreltilerek farkli konsantrasyona sahip protein ornekleri elde edildi. 96 kuyucuklu plate

igerisinde her bir standarttan ve 6rnekten ikiser tekrar olacak sekilde 20 uL eklendi. Bunun
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tizerine 200 uL BCA calisma soliisyonu eklendi ve 30 saniye c¢alkalandi. 96 kuyucuklu
plate’in tizeri aliminyum folyo ile kapatilarak 37°C’de 20 dakika boyunca inkiibe edildi.

Ardindan plate soguduktan sonra spektrofotometrede 562 nm’de 6l¢iim gerceklestirildi.

3.4.3. SDS-PAGE Jel Dokme, Ornek Yiikleme ve Yiiriitme

SDS-PAGE jel elektroforezini gerg¢eklestirmek igin kullanilan alt ve iist jelin igerikleri
sOyledir:

Ust Jel (%4):

e 54 dH.0O

e 1 ml Akrilamid/Bis

¢ 0,945 mL 1M Tris, pH:6,8
e 75 uL SDS

e 75 uL APS

e 7,5 uL TEMED

Alt Jel (%12):

e 3mL dH20

e 4 mL Akrilamid/Bis

e 3mL 1,5M Tris, pH:8,8
e 120 pL SDS

e 50 uL APS

e 6 uL TEMED

Alt jel elektroforez diizenegindeki cam levhalara dokiildiikten sonra jelin tizeri 300 pL
isopropanol ile kaplanarak jelin ylizeyinin piirlizsiiz olmasi saglandi. Alt jel donduktan
sonra isopropanol filtre kagidi kullanilarak uzaklastirildi ve alt jelin {izerine st jel dokiildii.
Ust jel dokiildiikten hemen sonra 7 kuyucuklu 1,0 mm’lik tarak iist jele yerlestirilerek jelin

donmas1 beklendi (Resim 11). Donma islemi gerceklestikten sonra, jel hala cam levhalar
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icerisinde ve tarak takili iken saklama kabina yerlestirildi ve {izerine yeterli miktarda
yiiriitme tamponu (1X) eklenerek bir gece +4°C’de bekletildi. Bir gece sonra iist jeldeki
taraklar dikkatlice cikarildi ve jel, drneklerin yiikklenmesi i¢in hazir hale getirildi (Resim
11.).
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Resim 11. Jel dokiildiikten sonra donma asamasi

-80°C’den c¢ikarilan 6rnekler jele yiikleme yapmadan 6nce 13.000 rpm’de 5 dk 4°C’de
santrifiij edildi. Siipernatant alinarak her 6rnegin tizerinde 6 pL yiikleme boyasi eklendi ve
10 saniye vorteks yapilarak 96°C’de 5 dk, 1s1 blogu kullanilarak proteinlerin denatiirasyonu
saglandi. Orneklere denatiirasyon sonrasi tekrar vorteks ve kisa bir spin (¢oktiirme) yapild
ve jele yiiklenecek hale gelmesi saglandu. Ilk ve son kuyucuklara 4 pL protein marker, diger
kuyucuklara ise 6rnekler grup sirastyla 40 pg olacak sekilde yiiklendi. Elektroforez 90 V’da
baslatildi ve ist jeli gegene kadar (15-20 dk) yiiriitiildii. Elektroforezin alt jele gelmesiyle
100 V’da ve 1,5-2 saat yiiriitiildii.

3.4.4. SDS-PAGE Jelin Membrana Transfer Edilmesi, Blotlama

Jelde yiiriitiilerek molekiil agirligina gore ayrilmig olan proteinlerin PVDF membrana
transfer isleminin yapilabilmesi icin transfer sandvici hazirlandi. Oncelikle transfer havuzu

igerisine transfer tamponu eklendi. Havuzun igerisinde, transfer sandviginin siyah yiizii altta
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kalacak sekilde yerlestirildi ve sirasiyla iizerine siinger, whatman kagidi (filtre kagid), jel,
PVDF-nitroseliilloz membran (membran, %100 metanolle 5 dk bekletilerek aktiflesmesi
saglandi), whatman kagidi ve siinger yerlestirildi ve bu asamalarin her birinde rulo aparati
kullanilarak hava kabarcigi olusumunun engellenmesi saglandi. Son olarak da transfer
sandvi¢inin gri yiizii liste gelecek sekilde kapatilarak kilitlendi ve sandvigin siyah yiizii
transfer kasedinin siyah yliziine gelecek sekilde yerlestirildi. Kaset tank igerisine
yerlestirilirken “+” ve “—” yonlere dikkat edildi. Tankin igerisine transfer soliisyonu ve buz

akiisii eklendi, +4°C’de, 70V’da, 2 saat transfer islemi ger¢eklestirildi.

3.4.5. Membramn Bloklanmasi, Primer ve Sekonder Antikor ile Muamele Edilmesi ve

Goriintiillenmesi

Proteinlerin PVDF membrana transfer islemi tamamlandiktan sonra, membran 6zel
western blot kabina alind1 ve {lizerine taze hazirlanmig 10 mL blocking soliisyonu eklenerek,
oda sicakliginda calkalayici iizerinde 1 saat inkiibe edildi. Blocking soliisyonu iizerine
primer antikor (aktif kaspaz 3 (1:500); kaspaz 12 (1:1000); CHOP (1:1000) ve beta-aktin
(1:500)) eklenerek, calkalayici iizerinde 1 gece +4°C’de inkiibasyona birakildi. inkiibasyon
sonrasinda membran, yikama tamponu (wash buffer, TBST) ile 5’er dk boyunca 6 defa
calkalayici iizerinde yikandi. Membran iizerine tekrar taze 10 mL blocking soliisyonu ile
ilgili primer antikora gore anti-mouse 19G, HRP-linked sekonder antikor (1:5000) veya anti-
rabbit 1gG, HRP-linked sekonder antikor (1:5000) eklendi. Calkalayici tabla tizerinde, oda
sicakliginda 2 saat inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon sonrasi membran, yikama tamponu ile
5’er dk boyunca 6 defa calkalayici tizerinde yikandi. Yikama sonrasi membran iizerine ECL
soliisyonundan (1:1) 1 mL eklenerek 10-15 dk beklendi ve western blot goriintiilleme
cihazinda goriintii alindi. Goriintiileme sonrasinda housekeeping protein olarak kullanilan
beta aktin goriintiisii almak i¢in membran, stripping buffer ile 30 dk, oda sicakliginda
inkiibe edildi ve yikama tamponu ile yikama islemi tekrar edilip, block soliisyonu ile oda
sicakliginda 1 saat bloklandi. Block soliisyonu tizerine Beta aktin antikoru eklenerek, 1 gece
+4°C’de inkiibe edildi. inkiibasyon sonras1 membran tekrar yikama soliisyonu ile yikand1 ve
tekrar block soliisyonu eklenip, ilizerine sekonder anti-mouse 1gG, HRP-linked antikor
(1:5000) (Cell Signaling, 7076S, Netherlands) ile 2 saat oda sicakliginda inkiibe edildi. Son
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olarak yikama tamponu ile yikama yapildi ve membran iizerine ECL soliisyonu eklenerek

goriintii alindu.

3.5. istatistiksel Analiz

Veri analizi igin IBM SPSS Statistics Version 22 (Siirtim tarihi:2014, Chicago, ABD)
kullanildi. Orneklerin normal dagilim gosterip gostermedigini saptamak igin; kullanilan
ornek sayist 30 ve fazlasi ise Kolmogorov Smirnov testi; kullanilan 6rnek sayist 30 ve alti
ise Shapiro Wilk testi uygulandi. Parametrik (normal) dagilim gosteren degerlere One Way
ANOVA testi ile normal dagilim géstermeyen non-parametrik degerlere Kruskal-Wallis
testleri uygulandi. Bonferroni diizeltmesi uygulandiktan sonra, elde edilen p degerleri
dikkate alinarak gruplar arasi karsilastirmalarda p<0,05 oldugunda anlamli olarak kabul
edildi. One Way ANOVA ile analiz edilen parametrik verilerin varyanslarinin homojenitesi,
Levene testi ile degerlendirildi. Gruplar arasindaki farklilik varyanslari homojen olan
parametrik veriler (p>0,05) Tukey post hoc; varyanslart homojen olmayan parametrik
veriler ise (p<0,05) Tamhane testi ile degerlendirildi. p<0,05 anlamli olarak kabul edildi.
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4. BULGULAR

4.1. Hayvan Agirhik Degisimleri ve Ovaryum Agirhklar: Bulgular

4.1.1. Hayvan Agirhik Degisimleri

Hayvan deneyleri siiresince, beklenmeyen bir hayvan kaybi yasanmadi. Bu siireg
icerisinde tiim si¢anlarin, hem deney baslangicinda ve hem de deneylerin sonunda olmak
tizere viicut agirliklart 6l¢iildii. Gruplara ait siganlarin, agirlik degisimlerinin ortalamasina

ve standart sapma degerlerine ait betimsel istatistikler Tablo 4’te verilmistir.

Tablo 4. Gruplara ait sigan agirlik degisimlerinin ortalama ve standart sapma degerleri, n=7

GRUPLAR ORTALAMA = STANDART SAPMA
Sifir Kontrol Grubu 29,82+1,33 g
OHSS Sham Grubu 29,68+2,52 g
OHSS Grubu 33,90+1,54 g
OHSS + Img/kg indometazin Grubu 34,92+2,83 g
OHSS + 5mg/kg Indometazin Grubu 34,20+0,84 g

Deneyin baglangict ile sonunda meydana agirlik degisimleri arasinda istatistiksel
olarak anlamli bir fark olup olmadigini degerlendirmek i¢in 6ncelikle normalite dagilimi test
edildi. Verilerin normal dagilim gosterdigi saptandiktan sonra One Way ANOVA testi ile
incelenmesi gerceklestirildi. Agirlik degisimi ortalama puanlarinin gruplar arasinda anlamli
farklilik gosterdigi goriildii. Varyanslarin homojenliginin incelendigi Levene Testinin
anlamli ¢ikmamas1 nedeniyle varyans homojenliginin saglandig1 sdylenebilmektedir. Hangi
gruplar arasinda anlamli farklilik oldugunu belirlemek amaciyla yapilan Tukey post hoc

testine gore sonuglar Sekil 12°de gosterildigi gibi ¢ikmustir.
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Kilo Degigimi

10,00

0.00
Grup 1 Grup 2 Grup 3 Grup 4 Grup 5

p<.05

Sekil 12. Gruplara ait sican agirlik degisimlerinin karsilastirilmasi. Grup 1 ve Grup 3, Grup
4, Grup 5; Grup 2 ve Grup 3, Grup 4, Grup 5 arasinda anlamli farklilik oldugu
gortilmistiir (p<0,05).

4.1.2. Ovaryum Agirhiklar:

Deneyin son giinlinde siganlar sakrifiye edildikten sonra ¢ikarilan ovaryum dokular
tartilarak oOlciildii. Gruplara ait sicanlarin, ovaryum agirliklarinin ortalamasina ve standart

sapma degerlerine ait betimsel istatistikler Tablo 5’te verilmistir.

Tablo 5. Gruplara ait sigan ovaryum agirliklarinin ortalama ve standart sapma degerleri,

n=7
GRUPLAR ORTALAMA = STANDART SAPMA
Sifir Kontrol Grubu 0,04 +0,007 g
OHSS Sham Grubu 0,04 +0,005 g
OHSS Grubu 0,34 +£0,097 g
OHSS + 1mg/kg Indometazin Grubu 0,29 +£0,026 ¢
OHSS + 5mg/kg indometazin Grubu 0,19 +0,050 g

Ovaryum agirliklarn arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark olup olmadigim
degerlendirmek i¢in Oncelikle normalite dagilimi test edildi. Verilerin normal dagilim

gostermedigi saptandiktan sonra Kruskal-Wallis testi ile incelenmesi gergeklestirildi. Hangi
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gruplar arasinda anlamli farklilik oldugunu belirlemek amaciyla her bir grup icin Mann-

Whitney U testi uygulandi ve Bonferroni diizeltmesi ile yorumlandi. Sonuglar Sekil 13°te

gosterildigi gibi ¢ikmustir.
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0,30

Ovaryum Agirigr

0,20

0,00

*

Grup 1
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p

Grup 3
Gruplar

<05

Grup 4
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Sekil 13. Gruplara ait sican over agirliklarinin karsilastirilmasi. Grup 1 ve Grup 3, Grup 4,

Grup 5; Grup 2 ve Grup 3, Grup 4, Grup 5; Grup 3 ve Grup 5 arasinda anlamli

farklilik goriilmistiir (p<0,05).

4.2. Makroskobik Bulgular

Deney sonucunda gozlemlenen ve elde edilen makroskobik bulgular;

1.Grup 1 ve Grup 2’ de peritoneal lavaj icin 2 mL steril salin peritoneal kaviteye

verildikten sonra yaklasik 2 mL steril salin peritondan toplanirken, OHSS grubunda bu

miktar 3,5 mL oldu. Bu durum OHSS deney modelinin basarili olarak olusturuldugu ve

ticiinciil bosluklara sivi salinimi oldugunu dogrulamaktadir. 1 mg/kg indometazin

verilen grupta bu miktar yaklasik 3 mL iken, 5 mg/kg indometazin verilen grupta ise

yaklagik 2,5 mL s1v1 peritondan toplandi. Bu durum ise OHHS sican deney modelinde,

indometazinin vaskiiler gecirgenligi ve {igiinciil bosluklara sivi kagisini azalttigim

gostermektedir.
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2. Ovaryum biiyiikleri Grup 3’te en biiyiik iken, Grup 1 ve Grup 2’de en kiicilik
durumdadir. Indometazin gruplarinda ise 5 mg/kg indometazin verilen Grup 5’te, 1
mg/kg indometazin verilen Grup 4’e kiyasla daha kiigiik gézlemlendi (Resim 1).

3. Grup 3’te ovaryum daha vaskiilerize durumda iken Grup 1 ve Grup 2’de vaskiilogenez
artis1 saptandi. Grup 4 ve Grup 5’te ise Grup 3’e kiyasla azalmis bir vaskiilogenez

gozlemlendi (Resim 12).

Grup 1 Grup 2

> o

Grup 5

0.5cm

Resim 12. Gruplara ait sag overlerin makroskobik gériiniimleri

4.3. Mikroskobik Bulgular

4.3.1. Hematoksilen — Eozin Boyamasina Ait Bulgular

Kontrol grubuna ait doku preparatlarinda ovaryumun yiizeyinde tek katli yassi/kiibik
epitelden olusan germinal epitel tabakasi belirgin olarak karsimiza ¢ikti. Germinal epitelin
altinda ise; diizensiz siki bag dokusundan olusan tunika albuginea goézlendi. Tunika
albugine’nin altinda; ovaryum dokusunun korteks ve medulla kisimlarindan olusan
tabakalanmasi gozlemlendi. Korteks kisminda; gelisim agamasinin ¢esitli asamalarinda olan
folikiiller (primordiyal, primer, antral, Graff follikiiller), korpus luteum ve korpus albikans
yapilar1 bulunmaktaydi. Medulla bolgesinde ise; gevsek bag dokusu igerisinde ¢ok miktarda
kan damarlari, sinirler ve lenf damarlar1 yer almaktaydi. Tiim bu 6zellikleri ile kontrol
grubunda yer alan si¢anlarin ovaryumlarin normal bir ovaryum histolojisine sahip oldugunu

sOylemek miimkiindiir (Resim 13).
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Sham grubuna ait ovaryum doku preparatlarinda da olagan bir goriintii karsimiza ¢ikt1.
Yine en dista saran tek katli yassi/kiibik epitelden olusan germinal epitel tabakasi ve altinda
yer alan tunika albuginea tabakasi gozlendi. Ovaryumun korteks ve medullasi rahat bir
sekilde ayirt edilebilmekteydi. Korteks kisminda; gelisim asamasinin gesitli asamalarinda
olan folikiiller, korpus luteum ve korpus albikans yapilar1 bukunmaktaydi. Medulla
bolgesinde ise; gevsek bag dokusu icerisinde ¢ok miktarda kan damarlari, sinirler ve lenf

damarlar yer almaktaydi (Resim 14).

OHSS grubuna ait ovaryum kesitleri incelendiginde; ovaryum dokusunu en dista saran
germinal epitel ve altinda yer alan tunikina albuginea tabakasi gézlemlendi. Bu grupta da
ovaryum kesitlerinin korteks alaninda farkli gelisim asamalarinda olan ovaryum
follikiillerine (primordiyal, primer, antral, Graff follikiiller) rastlandi. OHSS grubunda;
korpus luteum ve kistik folikiil yapilarinin sayica belirgin bir sekilde kontrol ve sham
gruplarmma gore artmis oldugu belirlendi. Bu bulgu makroskopik goriiniimde de
desteklenmekteydi. Bu yapilar neredeyse biitiin bir ovaryum dokusunu kapsayacak kadar
biiyiik bir olusuma sahiplerdi. Bu nedenle bu gruba ait ovaryum dokularinda medulla
bolgesi, kontrol ve sham gruplarina kiyasla toplam ovaryum hacminde daha az yer
kaplamaktaydi. Korteks ve medulla bolgelerinde hemorajik bolgele odaklar1 saptandi
(Resim 15).

OHSS+1 mg/kg indometazin grubuna ait kesitlerde; ovaryum dokusunu distan
cevreleyen germinal epitel ile altindaki diizensiz siki bag dokusu yapisindaki tunika
albuginea yapist gézlemlendi. Diger gruplarda oldugu sekilde, dokunun korteks kisminda
gelisiminin degisik asamalarinda olan follikiillere rastlandi. Bu grupta OHSS grubunda ¢ok
sayida goriilen korpus luteum ve kistik folikiil yapilar1 daha azdi. Medulla bolgesi OHSS
grubuna kiyasla; genel dokunun daha genis bir alanin1 kaplamaktaydi. Hemorajik bolgeler

bu grupta da karsimiza ¢ikt1 (Resim 16).

OHSS+5 mg/kg indometazin grubuna ait olan kesitlerde ise; yine germinal epitel ve
tunika albuginea yapisi gozlemlendi. Diger gruplarda oldugu sekilde, dokunun korteks
kisminda gelisiminin degisik asamalarinda olan follikiillere rastlandi. Bu grupta da OHSS
grubunda ¢ok sayida goriilen korpus luteum ve kistik folikiil yapilar1 daha azdi. Medulla
bolgesi OHSS grubuna kiyasla; genel dokunun daha genis bir alanin1 kaplamaktaydi.
Hemorajik bolgeler bu grupta da karsimiza ¢ikti (Resim 17).
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10X)

Resim 14. Grup 2 (Sham) grubunda yer alan si¢anlarin ovaryum doku preparatlari (H&E -
10X)
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10X)

Resim 16. Grup 3 (OHSS) grubunda yer alan siganlarin ovaryum doku preparatlarindaki
hemorajik bolge odaklari (H&E - 10X)
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Resim 17. Grup 4 (OHSS+1 mg/kg indometazin) grubunda yer alan si¢anlarin ovaryum
doku preparatlar1 (H&E - 10X)

Resim 18. Grup 4 (OHSS+1 mg/kg indometazin) grubunda yer alan siganlarin ovaryum
doku preparatlarindaki hemorajik bolge odaklart (H&E - 10X)
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Resim 19. Grup 5 (OHSS+5 mg/kg indometazin) grubunda yer alan siganlarin ovaryum
doku preparatlar (H&E - 10X)

Resim 20. Grup 5 (OHSS+5 mg/kg indometazin) grubunda yer alan si¢anlarin ovaryum
doku preparatlarindaki hemorajik bolge odaklar1 (H&E - 10X)
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4.3.2. Toluidin Mavisi Boyamasina Ait Bulgular

Toluidin mavisi ile kesit boyamasi yapilarak dokudaki mast hiicrelerinin durumu

hakkinda bilgi sahibi olunmas1 amaglandi.

Kontrol ve Sham gruplarinda mast hiicreleri interstisyel alanda ve medulla bolgesinde
yogunlagmis durumda iken, OHSS, OHSS+1 mg/kg indometazin ve OHSS+5 mg/kg
indometazin gruplarinda mast hiicreleri germinal epitelin altindaki tunika albugina
tabakasinda yerlesim gosterdi. Buna ek olarak Kontrol ve Sham gruplarinda mast hiicreleri
daha koyu graniillii olarak boyanmigken OHSS, OHSS+1 mg/kg indometazin ve OHSS+5
mg/kg indometazin gruplarinda daha soluk boyali olarak gézlemlendi.

Resim 21. Grup 1 (Kontrol) grubunda yer alan siganlarin ovaryum doku preparatlart ve
mast hiicre yerlesimleri (Toluidin Mavisi - 20X)
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Resim 22. Grup 2 (Sham) grubunda yer alan siganlarin ovaryum doku preparatlari ve mast

hiicre yerlesimleri (Toluidin Mavisi - 20X)
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Resim 23. Grup 3 (OHSS) grubunda yer alan siganlarin ovaryum doku preparatlari ve mast

hiicre yerlesimleri (Toluidin Mavisi - 20X)
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indometazin) grubunda yer alan si¢anlarin ovaryum

Resim 24. Grup 4 (OHSS+1 mg/kg i

doku preparatlar1 ve mast hiicre yerlesimleri (Toluidin Mavisi - 20X)
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Resim 25. Grup 5 (OHSS+5 mg/kg indometazin) grubunda yer alan si¢anlarin ovaryum

doku preparatlar1 ve mast hiicre yerlesimleri (Toluidin Mavisi - 20X)
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4.4. ELISA Deneylerine Ait Bulgular

4.4.1. BCA Deneyleri (Serum, Doku ve Periton Sivisi)

4.4.1.1. Serum BCA Deneyleri

Kan serumunda gerceklestirilen BCA deneyleri ile serumda bulunan protein
miktarnin saptanmasi amaglandi. Bu amagla yapilan deneyler sonucunda hazirlanan grafik

Sekil 14’te gosterilmistir.

Serum BCA
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— R
S
c
% 1 L
= y =0,0007x + 0,0209
lg 0. R2=10,9883
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Sekil 14. Serumda bulunan protein miktarinin tayin edilmesinde kullanilacak olan formiiliin

saptanmasi i¢in elde edilen grafik

4.4.1.2. Doku BCA Deneyleri

Sol ovaryum dokular ile gergeklestirilen BCA deneyleri ile over dokusunda bulunan
protein miktarinin saptanmasi amaclandi. Bu amagla yapilan deneyler sonucunda hazirlanan

grafik Sekil 15°te gosterilmistir.

66



Over Doku BCA
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Sekil 15. Dokuda bulunan protein miktarinin tayin edilmesinde kullanilacak olan formiiliin

saptanmasi i¢in elde edilen grafik
4.4.1.3. Periton Sivis1t BCA Deneyleri

Peritoneal lavaj ile toplanmis olan periton sivilari ile gerceklestirilen BCA deneyleri
ile periton sivilarinda bulunan protein miktarinin saptanmasi amaglandi. Bu amagla yapilan

deneyler sonucunda hazirlanan grafik Sekil 16’da gosterilmistir.
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Sekil 16. Periton sivisinda bulunan protein miktariin tayin edilmesinde kullanilacak olan

formiiliin saptanmasi i¢in elde edilen grafik
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4.4.2. Serum Histamin Degerleri

Kan serumunda bulunan histamin degerini saptamak igin gerceklestirilen ELISA

deneyinde, serumda bulunan histamin miktar1 tespiti i¢in hazirlanan grafik Sekil 17’de

gosterilmistir.
HISTAMIN - STANDART GRAFIGI
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Sekil 17. Serumda bulunan Histamin miktarinin tayin edilmesinde kullanilacak olan

formiiliin saptanmasi i¢in elde edilen grafik

Serum histamin degerlerinin ortalamalarma ait betimsel istatistikler Tablo 6’da

gosterilmistir.

Tablo 6. Gruplara ait birim basina serum histamin degerlerinin ortalama ve standart sapma

degerleri
GRUPLAR ORTALAMA + STANDART SAPMA
Sifir Kontrol Grubu 0,021+0,003 pg/ug
OHSS Sham Grubu 0,016+0,001 pg/pg
OHSS Grubu 0,016+0,002 pg/pg
OHSS + 1mg/kg Indometazin Grubu 0,025+0,001 pg/pg
OHSS + 5mg/kg indometazin Grubu 0,018+0,001 pg/ug
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Histamin serum verilerinin normal dagilim gosterip gostermedigi Kolmogorov
Smirnov testi ile incelendi ve bir grubun ortalamasinin normal dagilim gostermedigi tespit
edildi (p<0,05). Bu nedenle test ortalamalari arasinda anlamli fark olup olmadigi Kruskal-
Wallis H testi ile incelendi. Buna gore; gruplarin serum Histamin degerlerinin
ortalamalarinin, gruplar arasinda anlamli farklilik gosterdigi goriilmektedir. Hangi gruplar
arasinda anlamli farklilik oldugunu belirlemek amaciyla yapilan Mann-Whitney U testi
sonucunda Grup 1 ile Grup 2, Grup 3 ve Grup 4 arasinda; Grup 2 ile Grup 4 ve Grup 5
arasinda; Grup 3 ile Grup 4 arasinda ve Grup 4 ile Grup 5 arasinda anlamli fark

bulunmustur. Gruplar arasi1 karsilastirma ile ilgili sonuclar Sekil 18’de gosterildigi gibi

cikmistir.
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Sekil 18. Serum Histamin/BCA degerlerinin gruplar aras1 dagilimini gosteren grafik. Grup 1
ile Grup 2, Grup 3 ve Grup 4 arasinda; Grup 2 ile Grup 4 ve Grup 5 arasinda; Grup 3
ile Grup 4 arasinda ve Grup 4 ile Grup 5 arasinda anlamli farklilik tespit edildi
(p<0,05).
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4.4.3. Serum VEGF Degerleri

Kan serumunda bulunan VEGF degerini saptamak icin gergeklestirilen ELISA
deneyinde, serumda bulunan VEGF miktarini tespit etmek igin hazirlanan grafik Sekil 19°da

gosterilmistir.

VEGF - STANDART GRAFIGI
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Sekil 19. Serumda bulunan VEGF miktarinin saptanmasinda kullanilacak olan formiiliin

saptanmasinda kullanilan grafik

Serum VEGF degerlerinin ortalamalarma ait betimsel istatistikler Tablo 7°de

gosterilmistir.

Tablo 7. Gruplara ait birim basina diisen serum VEGF degerlerinin ortalama ve standart

sapma degerleri

GRUPLAR ORTALAMA + STANDART SAPMA
Sifir Kontrol Grubu 0,776+0,097 pg/ug
OHSS Sham Grubu 0,671+0,057 pg/ug
OHSS Grubu 0,472+0,077 pg/ug
OHSS + 1mg/kg indometazin Grubu 0,670+0,091 pg/ng
OHSS + 5mg/kg indometazin Grubu 0,538+0,129 pg/nug
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VEGEF serum verilerinin normal dagilim gosterip gostermedigi Kolmogorov Smirnov
testi ile incelendi ve iki grubun ortalamasinin normal dagilim gostermedigi tespit edildi
(p<0,05). Bu nedenle test ortalamalari arasinda anlamli fark olup olmadigi Kruskal-Wallis H
testi ile incelendi. Buna gore; gruplarin serum VEGF degerlerinin ortalamalarinin, gruplar
arasinda anlamli farklilik gosterdigi goriilmektedir. Hangi gruplar arasinda anlamli farklilik
oldugunu belirlemek amaciyla yapilan Mann-Whitney U testi sonucunda Grup 1 ile Grup 3,
Grup 4 ve Grup 5 arasinda; Grup 2 ile Grup 3 ve Grup 5 arasinda; Grup 3 ile Grup 4
arasinda; Grup 4 ile Grup 5 arasinda anlamli fark oldugu belirlenmistir. Gruplar arasi

karsilastirma ile ilgili sonuclar Sekil 20°de gosterildigi gibi ¢ikmaistir.
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Sekil 20. Serum VEGF/BCA degerlerinin gruplar arasi dagilimini gosteren grafik. Grup 1
ile Grup 3, Grup 4 ve Grup 5 arasinda; Grup 2 ile Grup 3 ve Grup 5 arasinda; Grup
3 ile Grup 4 arasinda; Grup 4 ile Grup 5 arasinda anlamli farklilik tespit edildi
(p<0,05).
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4.4.4. Serum ve Doku VEGFR-2 Degerleri

Kan serumunda ve dokuda bulunan VEGFR-2 degerini saptamak i¢in gerceklestirilen
ELISA deneylerinde, serumda ve dokuda bulunan VEGFR-2 miktarin1 gostermek igin
hazirlanan grafik Sekil 21°de gosterilmistir.

VEGFR-2 STANDART GRAFIGi
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Sekil 21. VEGFR-2 miktarinin saptanmasinda kullanilacak olan formiiliin saptanmasinda

kullanilan grafik

4.4.4.1. Serum VEGFR-2 Degerleri

Gruplarin serum VEGFR-2 degerlerinin ortalamalarina ait betimsel istatistikler Tablo

8’de gosterilmistir.
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Tablo 8. Gruplara ait birim basina diisen serum VEGFR-2 degerlerinin ortalama ve standart

sapma degerleri

GRUPLAR ORTALAMA + STANDART SAPMA
Sifir Kontrol Grubu 0,031+0,001 ng/pg
OHSS Sham Grubu 0,032+0,006 ng/ug
OHSS Grubu 0,029+0,010 ng/pg
OHSS + 1mg/kg indometazin Grubu 0,029+0,003 ng/png
OHSS + 5mg/kg indometazin Grubu 0,028+0,002 ng/png

VEGFR 2 serum verilerinin normal dagilim gosterip gostermedigi Kolmogorov
Smirnov testi ile incelendi ve bir grubun ortalamasinin normal dagilim gostermedigi tespit
edildi (p<0,05). Bu nedenle test ortalamalar1 arasinda anlamli fark olup olmadig1 Kruskal-
Wallis H testi ile incelendi. Buna gore; gruplarin serum VEGFR 2 degerlerinin
ortalamalarinin, gruplar arasinda anlaml farklilik gosterdigi goriilmektedir. Hangi gruplar
arasinda anlamli farklilik oldugunu belirlemek amaciyla yapilan Mann-Whitney U testi
sonucunda Grup 1 ile Grup 3 ve Grup 5 arasinda anlamli fark oldugu belirlenmistir. Gruplar

arasi karsilagtirma ile ilgili sonuglar Sekil 22°de gosterildigi gibi ¢ikmustir.

0,040 |

0,030

0,020

Serum VGFR2 Degeri

0,010

T T T
Kontrol Sham OHSS OHSS+1 mg OHSS+5 mg
indometazin indometazin

p<0 05

Sekil 22. Serum VEGFR-2/BCA degerlerinin gruplar aras1 dagilimini gosteren grafik. Grup
1 ile Grup 3 ve Grup 5 arasinda anlaml farklilik tespit edildi (p<0,05).
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4.4.4.2. Doku VEGFR-2 Degerleri

Gruplarin doku VEGFR-2 degerlerinin ortalamalarina ait betimsel istatistikler Tablo

9’da gosterilmistir.

Tablo 9. Gruplara ait birim basina diisen doku VEGFR-2 degerlerinin ortalama ve standart

sapma degerleri

GRUPLAR ORTALAMA + STANDART SAPMA
Sifir Kontrol Grubu 0,047+0,020 ng/pg
OHSS Sham Grubu 0,045+0,014 ng/ug
OHSS Grubu 0,021+0,001 ng/ug
OHSS + 1mg/kg indometazin Grubu 0,021+0,005 ng/pg
OHSS + 5mg/kg indometazin Grubu 0,016+0,005 ng/pg

VEGFR 2 doku verilerinin normal dagilim gosterip gostermedigi Kolmogorov
Smirnov testi ile incelendi ve li¢ grubun ortalamasinin normal dagilim gostermedigi tespit
edildi (p<0,05). Bu nedenle test ortalamalar1 arasinda anlamli fark olup olmadig1 Kruskal-
Wallis H testi ile incelendi. Buna gore; gruplarin doku VEGFR 2 degerlerinin
ortalamalarinin, gruplar arasinda anlamh farklilik gosterdigi goriilmektedir. Hangi gruplar
arasinda anlamli farklilik oldugunu belirlemek amaciyla yapilan Mann-Whitney U testi
sonucunda Grup 1 ile Grup 3, Grup 4 ve Grup 5 arasinda; Grup 2 ile Grup 3, Grup 4 ve
Grup 5 arasinda; Grup 3 ile Grup 5 arasinda anlamli fark oldugu belirlenmistir. Gruplar

arasi karsilagtirma ile ilgili sonuglar Sekil 23’te gosterildigi gibi ¢ikmastir.
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Sekil 23. Doku VEGFR-2/BCA degerlerinin gruplar arasi dagilimini gosteren grafik. Grup 1
ile Grup 3, Grup 4 ve Grup 5; Grup 2 ile Grup 3, Grup 4 ve Grup 5; Grup 3 ile
Grup 5 arasinda anlamli farklilik tespit edildi (p<0,05).

4.4.5. Serum ve Doku E2 Degerleri

Kan serumunda ve dokuda bulunan Ez degerini saptamak icin gerceklestirilen ELISA
deneylerinde, serumda ve dokuda bulunan E; miktarin1 gostermek i¢in hazirlanan grafik

Sekil 24’te gosterilmistir.

E, - STANDART GRAFIGi
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Sekil 24. E2 miktarinin saptanmasinda kullanilacak olan formiiliin saptanmasinda kullanilan

grafik
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4.4.5.1. Serum E2 Degerleri

Gruplarin serum E» degerlerinin ortalamalarina ait betimsel istatistikler Tablo 10°da

gosterilmistir.

Tablo 10. Gruplara ait birim basina diisen serum E> degerlerinin ortalama ve standart sapma

degerleri
GRUPLAR ORTALAMA + STANDART SAPMA
Sifir Kontrol Grubu 0,280+0,028 pg/ng
OHSS Sham Grubu 0,278+0,043 pg/ug
OHSS Grubu 0,219+0,036 pg/ng
OHSS + 1mg/kg indometazin Grubu 0,248+0,029 pg/ng
OHSS + 5mg/kg indometazin Grubu 0,228+0,027 pg/ug

E2 serum verilerinin normal dagilim gosterip gostermedigi Kolmogorov Smirnov testi
ile incelendi ve gruplarin normal dagilim gosterdigi tespit edildi (p>0,05). Bu nedenle test
ortalamalar1 arasinda anlamli fark olup olmadig: tek yonlit ANOVA testi ile incelendi. Buna
gore; gruplarin serum E2 degerlerinin ortalamalarmin, gruplar arasinda anlamli farklilik
gosterdigi goriilmektedir. Hangi gruplar arasinda anlamli farklilik oldugunu belirlemek
amaciyla yapilan Tukey testi sonucunda Grup 1 ile Grup 3 ve Grup 5 arasinda; Grup 2 ile
Grup 3 ve Grup 5 arasinda anlamli fark oldugu belirlenmistir. Gruplar arasi karsilastirma ile

ilgili sonuclar Sekil 25°te gosterildigi gibi ¢ikmustir.
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Sekil 25. Serum E2/BCA degerlerinin gruplar arasi dagilimmi gosteren grafik. Grup 1 ile
Grup 3 ve Grup 5; Grup 2 ile Grup 3 ve Grup 5 arasinda anlamli fark oldugu tespit

edildi (p<0,05).

4.4.5.2. Doku E2 Degerleri

Gruplarin doku E degerlerinin ortalamalarina ait betimsel istatistikler Tablo 11°de

gosterilmistir.

Tablo 11. Gruplara ait birim basina diisen doku E> degerlerinin ortalama ve standart sapma

degerler
GRUPLAR ORTALAMA = STANDART SAPMA
Sifir Kontrol Grubu 0,370+0,121 pg/ug
OHSS Sham Grubu 0,393+0,139 pg/ug
OHSS Grubu 0,170+0,028 pg/ng
OHSS + 1mg/kg Indometazin Grubu 0,182+0,014 pg/ug
OHSS + 5mg/kg indometazin Grubu 0,148+0,042 pg/ug
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E2 doku verilerinin normal dagilim gosterip gostermedigi Kolmogorov Smirnov testi
ile incelendi ve li¢ grubun normal dagilim gostermedigi tespit edildi (p<0,05). Bu nedenle
test ortalamalar1 arasinda anlamli fark olup olmadigi Kruskal-Wallis H testi ile incelendi.
Buna gore; gruplarin doku E> degerlerinin ortalamalarinin, gruplar arasinda anlamli farklilik
gosterdigi goriilmektedir. Hangi gruplar arasinda anlamli farklilik oldugunu belirlemek
amaciyla yapilan Mann Whitney U testi sonucunda Grup 1 ile Grup 3, Grup 4 ve Grup 5
arasinda; Grup 2 ile Grup 3, Grup 4 ve Grup 5 arasinda anlamli fark oldugu belirlenmistir.

Gruplar aras1 karsilastirma ile ilgili sonuclar Sekil 26°da gosterildigi gibi ¢ikmustir.
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Sekil 26. Doku E2/BCA degerlerinin gruplar arasit dagilimimi gosteren grafik. Grup 1 ile
Grup 3, Grup 4 ve Grup 5; Grup 2 ile Grup 3, Grup 4 ve Grup 5 arasinda anlamli
farklilik tespit edildi (p<0,05).
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4.4.6. Periton Sivisi ve Doku Albumin Degerleri

Periton sivisinda ve dokuda bulunan birim basina diisen albumin miktarini1 saptamak
icin gerceklestirilen ELISA deneyleri sonucunda bulunan degerler Sekil 27°de

gosterilmistir.
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Sekil 27. Albumin miktarinin saptanmasinda kullanilacak olan formiiliin saptanmasinda

kullanilan grafik

4.4.6.1. Periton Sivis1 Albumin Degerleri

Gruplarin periton sivist albiimin degerlerinin ortalamalarina ait betimsel istatistikler

Tablo 12°de gosterilmistir.
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Tablo 12. Gruplara ait birim basina diisen periton sivisi albiimin degerlerinin ortalama ve

standart sapma degerleri

GRUPLAR ORTALAMA + STANDART SAPMA
Sifir Kontrol Grubu 0,113+0,012 mg/pg
OHSS Sham Grubu 0,118+0,014 mg/pg
OHSS Grubu 0,051+0,014 mg/ug
OHSS + 1mg/kg indometazin Grubu 0,069+0,026 mg/pg
OHSS + 5mg/kg indometazin Grubu 0,068+0,014 mg/pug

Alblimin periton verilerinin normal dagilim gosterip gostermedigi Kolmogorov
Smirnov testi ile incelendi ve iki grubun normal dagilim gostermedigi tespit edildi (p<0,05).
Bu nedenle test ortalamalar1 arasinda anlamli fark olup olmadigi Kruskal-Wallis H testi ile
incelendi. Buna gore; gruplarin albiimin periton degerlerinin ortalamalarinin, gruplar
arasinda anlamh farklilik gosterdigi goriilmektedir. Hangi gruplar arasinda anlamli farklilik
oldugunu belirlemek amaciyla yapilan Mann Whitney U testi sonucunda Grup 1 ile Grup 3,
Grup 4 ve Grup 5 arasinda; Grup 2 ile Grup 3, Grup 4 ve Grup 5 arasinda; Grup 3 ile Grup 5
arasinda anlamli fark oldugu belirlenmistir. Gruplar aras1 karsilastirma ile ilgili sonuglar

Sekil 28’de gosterildigi gibi ¢ikmustir.
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Sekil 28. Periton sivist Albumin/BCA degerlerinin gruplar arasi dagilimini gosteren grafik.
Grup 1 ile Grup 3, Grup 4 ve Grup 5; Grup 2 ile Grup 3, Grup 4 ve Grup 5; Grup 3
ile Grup 5 arasinda anlamli farklilik tespit edildi (p<0,05).
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4.4.6.2. Doku Albumin Degerleri

Gruplarin doku albumin degerlerinin ortalamalarina ait betimsel istatistikler Tablo

13’te gosterilmistir.

Tablo 13. Gruplara ait birim basina diisen doku albumin degerlerinin ortalama ve standart

sapma degerleri

GRUPLAR ORTALAMA + STANDART SAPMA
Sifir Kontrol Grubu 0,159+0,094 mg/pug
OHSS Sham Grubu 0,134+0,046 mg/ug
OHSS Grubu 0,080+0,043 mg/ug
OHSS + 1mg/kg indometazin Grubu 0,086+0,016 mg/pug
OHSS + 5mg/kg Indometazin Grubu 0,093+0,055 mg/pug

Albiimin doku verilerinin normal dagilim gosterip gostermedigi Kolmogorov Smirnov
testi ile incelendi ve iki grubun normal dagilim gdstermedigi tespit edildi (p<0,05). Bu
nedenle test ortalamalar1 arasinda anlamli fark olup olmadigi Kruskal-Wallis H testi ile
incelendi. Buna gore; gruplarin albiimin doku degerlerinin ortalamalarinin, gruplar arasinda
anlamli farklilik gostermedigi goriilmektedir. Gruplar arasi karsilagtirma ile ilgili sonuglar

Sekil 29°da gosterildigi gibi ¢ikmustir.
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Sekil 29. Doku Albumin/BCA degerlerinin gruplar arasi dagilimini gosteren grafik. Gruplar

aras1 anlaml farklilik tespit edilemedi.

4.5. Western Blot Deneylerine Ait Bulgular

Western blot deneylerinde aktif kaspaz 3, kaspaz 12, CHOP ve beta-aktin protein
ekspresyonu belirlendi. Resim 26, elde edilen 6rnek bantlarin niteliksel temsil goriintiilerini

gostermektedir.
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D G S Pro-kaspaz 3 — 35 kDa

s — gl Aktif kaspaz 3 — 17 kDa
Pr— Kaspaz 12 — 55 kDa
—_— -— CHOP —19/21kDa
:;? proy - : e Beta aktin —41kDa

Resim 26. Gruplara ait farkli proteinlerin ifadelenme derecelerinin temsil goriintiileri

Pro-kaspaz 3 proteini tiim gruplarda ifadelenirken, yogunluklar: artan sirayla; Grup 3,
Grup 5, Grup 4 Grup 2 ve Grup 1 seklindedir.

Aktif kaspaz 3 proteini tiim gruplarda ifadelenirken, yogunluklari artan sirayla; Grup
5, Grup 3, Grup 2, Grup 1 ve Grup 4 seklindedir.

Kaspaz 12 proteini tiim gruplarda ifadelenirken, yogunluklar: artan sirayla; Grup 5,
Grup 3, Grup 2, Grup 1 ve Grup 4 seklindedir.

CHOP proteini Grup 4 ve Grup 5’te ifade edilirken; Grup 1, Grup2 ve Grup 3’te ifade
saptanmadi. Grup 5’te ifadelenmenin Grup 4’e kiyasla daha yiiksek oldugu sdylenebilir.
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5. TARTISMA

Infertilite, Diinya Saglik Orgiiti (WHO) ve Uluslararas1 Yardimci Ureme
Teknolojileri izleme Komitesi (ICMART) tarafindan, bir yil veya daha uzun siire boyunca
diizenli ve korunmasiz cinsel iliskiye ragmen gebelik elde edememe durumu olarak
tanimlanan bir {ireme sistemi bozuklugudur (Zegers-Hochschild, Adamson, de Mouzon,
Ishihara, Mansour, Nygren, Sullivan ve Vanderpoel, 2009). Bu sorun, diinya genelinde 186

milyondan fazla kisiyi etkilemektedir (Inhorn ve Patrizio, 2015).

Hem erkek hem de kadin kaynakli olabilen infertilite, bazen her iki tarafin katkistyla
da ortaya cikabilir. Erkek infertilitesinin temel nedenleri arasinda azospermi ve koital
infertilite bulunur. Bunlar, varikosel, testis yetmezligi, genital enfeksiyonlar, hormonal
dengesizlikler, yaglanma, obezite, sigara ve alkol tiiketimi, g¢evresel maruziyetler ve
oksidatif stres gibi faktorlerle iliskilendirilmistir (Mamuna ve Menaz, 2017). Kadinlarda ise
infertilite; polikistik over sendromu (PCOS), endometriozis, hormonal bozukluklar,
yaslanma, genetik problemler, obezite, yasam tarzi aligkanliklar1 ve cevresel toksinlere
maruz kalma gibi durumlarla baglantilidir (Hart, 2016; Ziv-Gal ve Flaws, 2016). Ayrica,
hem erkeklerde hem de kadinlarda agiklanamayan (idiopatik) nedenler de infertiliteye yol

agabilir.

Yardimecr Ureme Teknolojileri (YUT), infertiliteye bagl olarak gebelik elde
edemeyen bireyler i¢in etkili bir ¢dziim sunmaktadir (Adamson, de Mouzon, Chambers,
Zegers-Hochschild, Mansour, Ishihara, Banker ve Dyer, 2018). Giiniimiizde YUT
yontemlerine bagvuru oram1 diinya genelinde artis gdstermektedir (Farghuar ve
Marjoribanks, 2018). YUT kapsaminda birgok farkli uygulama bulunmakla birlikte, en sik
tercih edilen yontemler intrauterin inseminasyon (IUI), in vitro fertilizasyon (IVF) ve
intrasitoplazmik sperm enjeksiyonu (ICSI) yontemleridir (Nardelli, Stafinski, Motan, Klein
ve Menon, 2014).

IVF ile embriyo transferi prosediirii; ilag veya enjeksiyonlarla ovaryumun hormonal
olarak uyarilarak oositlerin olgunlastirilmasi, ultrason esliginde ya da laparoskopi

yardimiyla olgunlagsmis oositlerin toplanmasi, laboratuvar ortaminda oosit ve spermin
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birlestirilmesiyle dollenmenin saglanmasi ve son olarak ddllenmis embriyolarin uterusa

transfer edilmesi seklindedir (Eugster ve Vingerhoets, 1999).

IVF, infertilite tedavisi icin etkili bir yontem olmasina ragmen bazi riskler
barindirmaktadir. Bunlar; ¢ogul gebelik, prematiire dogum ve diisik dogum agirligi,
oositlerin elde edilmesi sirasinda yapilan hormonal uyarima bagli olarak ortaya ¢ikan
Ovaryan Hiperstimiilasyon Sendromu (OHSS)’dir (Eugster ve Vingerhoets, 1999; Pelinck,
Hoek, Simons ve Heineman, 2002).

OHSS, genellikle infertilite tedavilerinin bir yan etkisi olarak ortaya ¢ikmaktadir.

Nadiren de dogal ovaryan dongii sirasinda goriilebilen bir durumdur.

OHSS, biiyiik ol¢iide biiyiimiis ovaryumlar, ¢ok sayida ovaryan kist ve kapiller
gecirgenligin artmast sonucu damar i¢inden ti¢iinciil bosluklara sivi kagisi ile karakterizedir.
Bu siv1 birikimi genellikle karin boslugunda gergeklesirken, agir vakalarda plevral veya
perikardiyal alanlara da yayilabilir (Cetin, Goktolga ve Cetin, 2017; Giigyetmez ve
Ayyildiz, 2013). OHSS vakalarinda, ovaryumlar sivi dolu folikiillerle doludur ve hacim

olarak biiylimiistiir.

OHSS’nin patofizyolojisi tlim yonleri ile heniiz aydinlatilamamis durumdadir. Temel
mekanizma igerisinde rol aldigi disiiniilen etkenin; oosit olgunlasmasini tetiklemek igin
uygulanan hCG’nin granuloza hiicrelerinde masif liiteinizasyona sebep olmasi ve graniiloza
hiicreleri tarafindan VEGF salgilanmasi oldugu diistiniilmektedir. VEGF, etkili vazoaktif bir
glikoproteindir ve vaskiiler gegirgenlikle birlikte anjiyogenezi de artirarak OHSS'nin
patogenezinde kritik bir rol oynamaktadir (Roberts ve Palade, 1995) ve yapilan ¢alismalar
ile siddetli OHSS durumlarinin, daha yiiksek VEGF seviyeleri ile iliskili oldugu
gosterilmistir (Cetin, Goktolga ve Cetin, 2017; Levin, Rosen, Cassidenti, Yee, Meldrum,
Wisot ve Pedram, 1998; Namavar Jahromi, Parsanezhad, Shomali, Bakhshai, Alborzi, Moin
Vaziri ve Anvar, 2018; Pellicer, Albert, Mercader, Bonilla-Musoles, Remohi ve Simon,
1999).

VEGF molekiilii biyolojik aktivitesini, endotelyal hiicre yilizeyinde bulunan
reseptorlerine baglanarak gosterir (Shalaby, Rossant, Yamaguchi, Gertsenstein, Wu,
Breitman ve Schuh, 1995). VEGF i¢in tanimlanan spesifik endotelyal hiicre membran
reseptorleri; VEGFR-1 (Flt-1), VEGFR-2 (FIk-1/KDR) ve VEGFR-3’tiir (Shibuya, 2011).

Bu reseptorlerden FIk-1/KDR reseptorii, vaskiiler gecirgenlikte, anjiyogenezde ve
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vaskiilogenezde onemli bir rol oynamaktadir. Bu nedenle bu reseptorii hedefleyen anti-

kanser toropatik yaklagimlarin sayisi oldukea fazladir.

VEGF ve OHSS arasindaki iliskinin 6zeti; hCG uygulamasina yanit olarak OHSS
gelisen kadinlarda, graniiloza-lutein hiicreleri ve endotel hiicreleri tarafindan VEGF
uretilmektedir. Buna bagli olarak, graniiloza lutein hiicrelerinde VEGF ve FIk-1/KDR
reseptoriiniin mRNA ekspresyonu onemli Olciide artis gostermektedir. VEGF daha sonra
folikiiler siviya salinarak hem otokrin hem de parakrin bir sekilde vaskiiler gecirgenligin en
iist seviyeye ulasmasina sebep olmaktadir (Gomez, Soares, Busso, Garcia-Velasco, Simon
ve Pellicer, 2010; Scotti, Abramovich, Pascuali, Irusta, Meresman, Tesone ve Parborell,
2014).

OHSS gelisimi ve/veya siddeti tizerinde dogrudan veya dolayli olarak etkili
olabilecegi onerilen diger bir faktor ise histamindir. Histaminler, hemen hemen biitiin
dokularda bulunur ve ¢ogunlukla mast hiicre graniillerinde ve bazofiller ile eozinofillerde
tiretilir/depolanir. Histaminler, inflamasyon veya asir1 duyarlilik reaksiyonlarinin gelismesi
durumuna, vazodilatasyon, 6dem, artmis vaskiiler gecirgenlik ve diiz kas kasilmasi da dahil
olmak tiizere pek ¢ok cevap olusturulmasint saglar (Benly, 2015). Elimizde mevcut olan
iligkili bir bilgi de; ovaryumlardaki mast hiicre sayis1 ovarian siklus asamasina bagli olarak
farklilik gosterdigidir. Yani ovaryumdaki mast hiicre sayisi, hormon sevilerine bagl olarak
degisiklik gostermektedir. Bu durum ovaryum dokusundaki histamin miktarinin OHSS ile
iliski olabilecegini diisiindiirtmektedir. Ancak histaminin OHSS gelisimindeki roli, ¢eliskili

verilerin mevcut olmasi sebebiyle heniiz kesinlik kazanmamustir.

Gilinlimiizde OHSS'yi tamamen ortadan kaldirabilecek heniiz bir yontem mevcut
degildir (Namavar Jahromi, Parsanezhad, Shomali, Bakhshai, Alborzi, Moin Vaziri ve
Anvar, 2018). OHSS gelisimini onlemek i¢in uygulanabilecek yontemler iki smifta
toplanabilir (Humaidan, Quartarolo ve Papanikolaou, 2010). Birincil 6énleme yontemleri;
hormon dozlarm1 ve tedavi siiresini azaltmayi, GnRH antagonist protokollerinin
kullanilmasini, luteal faz deste§i icin hCG enjeksiyonlarindan kaginilmasini, in vitro
maturasyonun uygulanmasini ve insiilin direncinin ovarian islev bozukluklarindaki etkisi
nedeniyle metformin gibi insiilinle iliskili ilaglarm kullamlmasimi icermektedir. Ikincil
onleme yontemleri arasinda ise, serum ostrodiol (E2) seviyeleri normale dénene veya 6nemli

Olclide azalincaya kadar gonadotropin stimiilasyonunun durdurulmast ve hCG
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uygulamasinin ertelenmesini igeren yavaslatma (coasting) yontemi, hCG'nin diisiik dozlarda
uygulanmasi, oosit ve embriyolarin kriyoprezervasyon yontemiyle dondurulmast ve E»
seviyeleri diizeldiginde tedaviye devam edilmesi yer almaktadir. Ayrica, ovulasyonu
tetiklemek i¢in gonadotropin salgilatici hormon agonistleri (GnRHa) ve rekombinant LH
gibi alternatif ajanlarin kullanilmasi, hCG dongiisiiniin iptali gibi yontemler, erken OHSS
gelisimini O6nlemek igin etkili ikincil Onlemler arasinda sayilabilir (Aboulghar, 2009;
Humaidan, Quartarolo ve Papanikolaou, 2010; Manno, Tomei, Marchesan ve Adamo, 2005;

Namavar Jahromi, Parsanezhad, Shomali, Bakhshai, Alborzi, Moin Vaziri ve Anvar, 2018).

OHSS tedavi yontemleri semptomatik ve deneyseldir. Hastanin klinik tablosu ve ilgili
risk faktorleri goz Oniine alinarak, hekimin deneyimi ve gézlemlerine dayanarak secilmekte
ve uygulanmaktadir (Al-Shawaf ve Grudzinskas, 2003). Bu yontemler ise daha ¢ok hastada
ortaya ¢ikan sorunlar1 ortadan kaldirmaya yonelik gozlemsel siireclere ve gegici sonuglara
dayanmaktadir. Ayrica hastanin bireysel tedavisi, OHSS'nin siddetine ve herhangi bir ikincil
komplikasyon varligina gore degisiklik gosterebilmektedir. Bunlarin yani sira, siklusu
baskilamanin disinda uygulanan yontemlerin hi¢biri tamamen verimli degildir (Delvigne ve
Rozenberg). Siklus baskilama ise IVF basarisindaki diisiis ve zaman kayb1 agisindan verim

diisiikliigii ile sonuglanmaktadir.

NSAID, antiinflamatuar, analjezik ve antipiretik etkilere sahip bir ila¢ grubudur
(Phillips ve Currier, 2004). NSAID'lerin ana etki mekanizmasi, hiicre zar1 {izerinde yer alan
Cox-1 ve Cox-2 enzimlerinin inhibisyonu iizerinedir. Bu enzimler, arasidonik asidin
tromboksanlara, prostaglandinlere (PG) ve prostasiklinlere dontstiiriilmesinde rol oynar
(Vane, 1971). Prostaglandinler pro-inflamatuar molekiillerdir ve fizyolojik ve/veya patolojik
olarak ortaya ¢ikan anjiyojenezde ve vazodilatasyonda gorev alir (Form ve Auerbach, 1983;
Gately, 2000; Ghlichloo ve Gerriets, 2020; Harada, Nagy, Sullivan, Thomas, Endo, Rodan
ve Rodan, 1994). indometazin bu ilag grubuna dahil olan bir ilagtir ve benzer etkilere

sahiptir (Nalamacho ve Wortmann, 2014).

Bu tez ¢aligsmasi ile, indometazinin OHSS iizerindeki etkilerini biyokimyasal, yapisal
ve molekiiler seviyelerde ayrintili olarak arastirmayr ve literatiirdeki mevcut celigkili
bilgilere agiklik getirmeyi amaglandi. Ayrica yakin donemde OHSS nin patofizyolojisinde
etkili olabilecegine dair bulgular sunulan ER stres mekanizmasi {lizerinde indometazin

kaynakl1 degisiklikleri saptamayr ve OHSS ile ER stres arasinda dogrudan bir baglanti
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kurmay1 amaclandi. Ayrica literatiirdeki celiskili sonuglardan biri olan histaminin OHSS
tizerindeki etkilerini arastirarak acgiklik getirmeyi ve indometazinin OHSS semptomlarinda
meydana getirebilecegi potansiyel degisiklikler sonrasinda histamin iceriginde degisiklik
olup olmayacagini saptamayi hedeflendi. Tiim bunlara ek olarak, yaptigimiz arastirma ile
farkl1 dozlarda uygulanan indometazinin etkileri kiyaslanmis ve etkili olan dozun

belirlenmesine katki saglanmasini1 amaglandi.

[lk OHSS hayvan modeli, 1969 yilinda Polishuk and Shenker tarafindan yetiskin
tavsanlar ile olusturuldu (Polishuk ve Shenker, 1969). Ardindan pek ¢ok arastirmaci
tarafindan bu yontem kullanilmaya devam edildi. Ancak 1980 yilinda Lindenbaum ve
arkadaglarinin yaptig1 ¢alismada yetiskin sicanlarda OHSS deney modeli olusturulmasinda
basarili olunamamistir (Lindenbaum, Sela, ltzkovitz, Beach ve Brandeis, 1980). Bu nedenle
OHSS deney modeli olusturma protokollerinde immatiir hayvanlar kullanilmaya
baslanmistir. Bunun sebebi; immatiir hayvanlarin heniiz gegmis sikluslar nedeniyle olusmus
olan korpus luteumdan etkilenmemis olmas1 ve OHSS deney modelinin olusturulabilmesini
etkileyebilecek olan ovaryum siklusunun gen¢ yastaki sicanlarda heniiz baslamamis
olmasidir. Ayrica immatiir hayvanlarin fizyolojisine dair genis bir bilgi ag1 mevcut
olmasidir (Ujioka, Matsuura, Kawano ve Okamura, 1997). Bu ¢alismada da OHSS deney
modelini olusturmak i¢in 22 giinliik immatiir sicanlar tercih edildi. Deney hayvanlarinda
OHSS hastalik modelini olusturmak i¢in 4 ardistk giin boyunca ¢ok sayida folikiil
olusumunu uyarmak i¢in 10 IU PMSG subkutan olarak enjekte edildi. Ardindan, 5. giin
stiperovulasyonu tetiklemek i¢in 30 IU hCG subkutan olarak enjekte edildi. Deneyin 7.

giiniinde si¢anlar sakrifiye edildi.

OHSS kaynakli olarak ortaya ¢ikan vaskiiler gegirgenligi test etmek i¢in evans blue
boyasi kullanilabilmektedir. Evans blue boyasi vital bir boyadir. Calisma prensibi ise
serumda bulunan albliimine baglanmasina dayanmaktadir. Eger vaskiiler gecirgenlik
artmissa, t¢iinciil bosluklara sizmis olan evans blue boyasi sebebiyle ilgili bolgelerde mavi
renkli sivi  gozlemlenmektedir. Ardindan bu sivi toplanarak renk yogunlugu igin
spektrofotometrede 620 nm’de olgiiliir ve vaskiiler gecirgenlik miktari belirlenir. Yaptigimiz
on calismada, evans blue boyasi ile vaskiiler gegirgenligi 6l¢tiikk. Bu yontemle vaskiiler
gecirgenlik Olgiilebiliyor olsa da vaskiiler gecirgenligin neredeyse hi¢ gozlemlenmedigi
kontrol ve sham gruplarinda ovaryum dokularinin evans blue boyasi nedeni ile mavi renkli

kaldiklar1 gozlemlendi. Bu durum yapilacak olan ileri deneyler i¢in potansiyel bir problem
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teskil edebilecegi igin bu yontem uygulanmaktan vazgegcildi. Bunun yerine, evans blue
boyama protokolii ile benzer isleyis gosterecek olan periton sivisindan peritoneal lavaj
yapilmas1 ve ardindan bu sivinin ELISA kiti kullamlarak spektrofotometrede olgiilmesi

gergeklestirildi.

OHSS, klinik olarak, vaskiiler ge¢irgenlikteki artis sebebiyle intravaskiiler alandan
tictinciil bosluga sivi kagis1 gozlemlenmektedir. Ayrica ovaryumlarda ¢oklu kistik folikdil
olusumu ve buna bagl olarak ovaryumlarin hacimce ve agirlik¢a artmasi ile karakterize bir
sendromdur (Palomba, Costanzi, Nelson, Caserta ve Humaidan, 2023). Yapmis oldugumuz
calismanin makroskobik bulgulari, bu bilgileri dogrular niteliktedir. Calismamizin
makroskobik bulgularinda; 2 mL serum fizyolojik peritoneal kaviteye verildikten ve
peritoneal lavaj yapildiktan sonra, peritoneal kaviteden toplanan sivi hacimlerinde farklilik
oldugu saptandi. Grup 1 ve Grup 2’de toplanan hacim yaklasik 2 mL, OHSS deney modeli
olusturulmus olan Grup 3’te yaklasik 3,5 mL, 1 mg/kg indometazin verilen Grup 4’te
yaklasik 3 mL, 5 mg/kg indometazin verilen Grup 5’te ise yaklasik 2,5 mL oldu. Bu
bulgular, OHSS deney modelinin bagarili olarak olusturuldugu ve igiinciil bosluklara sivi
salmimi oldugunu dogrulamaktadir. Ayrica indometazin verilen gruplarda toplanan sivi
hacminde goriilen azalma indometazinin vaskiiler gegirgenligi ve lgiinciil bosluklara sivi
kagisini azalttigini gostermektedir. Diger bir makroskobik bulgumuz ise, ovaryum hacimleri
tizerine oldu. Grup 3’iin over dokular1 en biiylik iken, Grup 1 ve Grup 2’de en kiiclik
durumdadir. Indometazin uygulanmis olan gruplarinda ise; 5 mg/kg indometazin verilen
Grup 5’te, 1 mg/kg indometazin verilen Grup 4’¢ kiyasla daha kiiciik over dokusu
gozlemlenmistir. Ayrica, overlerin makroskobik goriintiisinde OHSS deney modeli
olusturulmus olan gruplarda belirgin bir vaskiilerizasyon ve kistik folikiil yapilari
gozlemlendi. Tiim bu makroskobik bulgular, OHSS deney modelinin basarili olarak
olusturuldugunu ve indometazin’in OHSS iizerinde makroskobik diizeyde tedavi edici
yonde pozitif etkileri oldugunu gostermektedir. Ovaryum hacminde meydana gelen artisin
yan sira, deneylerin sonunda Olgiilen over agirliklart da benzer sonuglar1 vererek klinik
tabloyu dogrular niteliktedir. Over agirliklar1 agisindan, kontrol grubu ile sham grubu
arasinda istatistiksel olarak anlamli herhangi bir farklilik goriilmez iken, OHSS deney
modeli olusturulan gruplarda kontrol ve sham gruplarina kiyasla istatistiksel olarak anlaml
over agirhk artist  gozlemlendi. Bu bulgularimiz  mikroskobik gozlemlerle de

desteklenmistir. Rutin boyama yapilmis olan preparatlarda, kontrol ve sham grubuna ait
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olan ovaryum dokular1 olagan bir histolojiye sahipken, OHSS deney modeli olusturulan
gruplarda patofizyolojik degisimler karsimiza ¢ikti. Bunlarin basinda; OHSS olusturulan
gruplarda karsimiza ¢ikan ¢ok sayidaki kistik folikiil yapilar1 ve hiperstimulasyona cevaben
ortaya ¢ikmis artmis miktarda korpus luteum yapilar1 oldu. Bu gruplarda kistik folikiil
yapilar neredeyse tiim ovaryum dokusunu kapsayacak kadar biliyiikk gozlemlendiler ve
korteks ile medulla bolgelerinde hemorajik bolge odaklari saptandi. Bu bulgularimiz hem
OHSS patofizyolojisi ile hem de klinik seyri ile uyusmaktadir. Ayrica bu bulgular, yapilmis
olan OHSS calismalarini destekler niteliktedir (Pala, Atilgan, Ozkan, Kavak, ilhan, Akpolat
ve Sapmaz, 2015; Pascuali, Scotti, Oubifia, de Zufiiga, Gomez Pefia, Pomilio, Saravia,
Tesone, Abramovich ve Parborell, 2020; Scotti, lrusta, Abramovich, Tesone ve Parborell,
2011; Scotti, Abramovich, Pascuali, Irusta, Meresman, Tesone ve Parborell, 2014).
Indometazin uygulanmis olan gruplarda doz artis1 ile birlikte kistik folikiillerin ¢aplarinda
kiigiilmeler oldugu gozlemlendi. Tim bu bulgular, indometazinin, doz artis1 ile paralel
olarak olumlu sekilde, OHSS’nin makroskobik ve mikroskobik semptomlari iizerinde

etkileri oldugunu gostermektedir.

OHSS hastalarinda vaskiiler gecirgenlikte meydana gelen artis ile birlikte viicutta
6dem olusumu ve kilo artis1 da gézlemlenmektedir (Ates, Dilbaz, Ergani ve Atabay, 2023;
Pala, Atilgan, Ozkan, Kavak, Ilhan, Akpolat ve Sapmaz, 2015; Pascuali, Scotti, Oubifia, de
Zuniga, Gomez Pefia, Pomilio, Saravia, Tesone, Abramovich ve Parborell, 2020). Yapmis
oldugumuz bu c¢alismada, sicanlarin agirlik artis degisimleri bu veriler ile uyumlu olarak
tespit edildi. Sican agirlik artislari agisindan, kontrol grubu ile sham grubu arasinda
istatistiksel olarak anlamli herhangi bir farklilik goriilmez iken, OHSS deney modeli
olusturulmus olan gruplarda kontrol ve sham gruplarina kiyasla istatistiksel olarak anlamli
agirlik artis1 gézlemlendi. Bu bulgularimiz hem OHSS patofizyolojisi ile hem de klinik seyri
ile uyusmaktadir.

Inflamatuar sinyaller, mast hiicrelerinin inflamasyon bolgesine toplanmasina ve
¢ogalmasina sebep olabilmektedir (Knox, 1974). OHSS gelismesi durumunda inflamasyon
sinyallerde ve belirteclerinde artis meydana gelmektedir. Bu nedenle yaptigimiz bu
calismada, mast hiicrelerinin OHSS’de degisimlerini inceledigimizde, kontrol ve sham
gruplarinda mast hiicrelerini medulla bdlgesinde yogunlasmis olarak gordiik. Ayrica bu
gruplarda mast hiicrelerinin graniilleri kii¢iiktii. Bu nedenle mast hiicreleri de kiigiik gapta

gozlemlendi. OHSS deney modeli olusturulmus olan deney gruplarinda ise mast hiicreleri
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yogunlukla germinal epitel ve tunika albuginea bolgelerinde yerlesim gosterdi. Ayrica mast
hiicrelerinin graniilleri daha biiyiik gézlemlendi. Bu nedenle mast hiicrelerinin ¢aplar1 da
daha biiyiiktii. Bu gruplarda graniiller koyu boyali olarak karsimiza ¢ikti. Bu bulgular,
OHSS durumunda mast hiicrelerinin hem yerlesim bolgesinde hem de igerdikleri graniil
yogunlugunda farklilik gosterdiklerini ortaya koymaktadir. Mast hiicreleri ¢esitli uyaranlar
sonucunda aktive olduklarinda, hiicre i¢i graniillerini salgilayarak mevcut konumlarinda
degisiklik gerceklestirebilirler (Bayramgiirler ve Demirsoy, 2013). Ayrica doku hasari
durumlarinda, mast hiicreleri hasarli bolgeye goc ederek doku onarimina yardimci
olmaktadir. Bu islem icin, fibrobilastlar1 uyarir ve kollojen sentezini arttirir. Boylelikle
fibrozis durumu karsimiza g¢ikar (Bostancieri, Duran ve Yiincii, 2020). OHSS gelisimi
sonucunda fibrozisin tetiklenmesi, pek ¢ok molekiiler yolak aktivasyonu sonucunda,
potansiyel olarak degerlendirilmektedir. Yapmis oldugumuz ¢alismada mast hiicrelerinde
meydana gelen degisiklikler neticesinde over doku fibrozisinin baslamis olabilecegini
diisiinmekteyiz. Bu durumun kesinlik kazandirilabilmesi adina, fibrozis belirtegleri ile
gerceklestirilecek olan analizler faydali olacaktir. OHSS’de mast hiicrelerinin katkist ile
ilgili literatiirde celiskili bilgiler bulunmaktadir. Yapmis oldugumuz bu c¢alismada mast

hiicrelerinin OHSS de etkili oldugunu gostermektedir.

1974 yilinda yapilan bir ¢alisma ile sistemik histamin blokoj1 uygulanmasinin OHSS
gelisiminin engellenmesinde etkili olabilecegi yoniinde sonuglar bildirilmistir (Gilfillan ve
Beaven, 2011; Knox, 1974). Fakat literatiirde bu sonucun tam tersini bildiren ¢alismalar da
mevcuttur (Erlik, Friedman, Ben-David ve Paldi, 1979). Calismamizda OHSS’de mast
hiicrelerinin gruplar arasindaki farkliliklarinin, mast hiicrelerinin i¢ermis oldugu histamin
graniillerinin degrantilasyonu ile paralellik gosterip gostermedigini saptamak i¢in ek deney
gerceklestirdik. Bunun igin, serumdan histamin degraniilasyon degeri Olgtimii
gerceklestirildi. Kontrol ve sham gruplart arasinda histamin degraniilasyonu acisindan
istatistiksel olarak anlamli herhangi bir farklilik saptanmadi. Ancak OHSS grubunda
histamin degraniilasyonu, kontrol ve sham gruplarina kiyasla istatistiksel olarak anlamli
derecede diisiik ¢ikti. Elde edilen bu sonug, mast hiicrelerinde meydana gelen degisikliklerle
korelasyon gdstermemektedir. Ancak mast hiicre aktivasyonu ile degraniilasyonu arasindaki
iliski oldukca karmasiktir. Literatiirde mevcut olan bazi ¢aligmalar, mast hiicre aktivasyonu
ile degraniilasyonu arasindaki ters iliskiyi ispatlamaktadir (He ve Xie, 2004; Gordon ve
Galli, 1991; Bot, van der Velden, Bouwman, Kroner, Kuiper, Quax ve de Vries, 2020).
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Bizim bulgumuz da mast hiicre aktivasyonu ile degraniilasyonu arasindaki ters iliskiye dair
veri sunmaktadir. Mast hiicre aktivasyonunu belirlemek i¢in histamin degraniilasyonunun
yant sira serumdan triptaz seviyesinin de kontrol edilmesinde faydali olacagini
diisiinmekteyiz. Bunlarin yanmi sira, diisiik doz indometazin uygulanan grupta histamin
degraniilasyonu daha yiiksek saptandi. Yiiksek doz indometazin uygulanmis olan grupta ise
diisiik doz indometazin uygulanan gruba kiyasla istatistiksel olarak anlamli olacak sekilde
diisiis saptandi. Bu durum indometazinin doz ile ters iligki gostererek histamin
degraniilasyonunu azalttifin1 ortaya koymaktadir. Literatlirde mevcut olan baz
calismalarda, indomethazin’in mast hiicre degraniilasyonunu ve histamin salinimini azalttig1
gostermekte iken (Behera, Mohanty, Ramani, Rath ve Pradhan, 2012; Okayama, Yoshida,
Uchiyama, Takagi, Yoshikawa 2009), bazi g¢alismalar ise indomethazin’in mast hiicre
aktivasyonunu artirarak histamin salinimini uyardigim1 gostermektedir (Maruyama, Goto,
Hiramoto, Tanaka ve Ooi, 2022; Yokoyama, Hiramoto, Koyama ve Ooi, 2014). Bu durum

calisilan doku ve kullanilan ilag dozu sebepleriyle farklilik gostermektedir.

Calismamizda serum ve doku E> seviyelerinde, OHSS grubunda kontrol ve sham
gruplarina kiyasla istatistiksel olarak anlamli bir diisiis saptandi. Yapmis oldugumuz
makroskobik, mikroskobik ve fizyolojik aragtirmalar OHSS deney modelinin basarili olarak
olusturuldugunu destekler nitelikteyken, E> seviyesindeki diistikliik mevcut baz1 ¢alismalar
ile geliski gostermektedir (Gunnala, Melnick, Irani, Reichman, Schattman, Davis ve
Rosenwaks,, 2017; Sun, Ma, Li, Hu, Wang, Zhang, Dai, ve Sun, 2021; Ben Hameid, Al-
Sindi, Allow, Nafie, Alahmad, ve Faisal, 2019; Chen, Sun, Xia, Sui, Zhou, Huang, Zhou,
Shao, Shen, Sun, Liang ve Yao, 2016). Ancak yiiksek E> seviyeleri tek basina OHSS igin iyi
bir belirleyici degildir (Fiedler ve Ezcurra, 2012). OHSS nin overde bulunan korpus luteum
ve kistik folikiil miktarinda meydana gelen artislarla da birlikte degerlendirilmesi
gerekmektedir (Fiedler ve Ezcurra, 2012). Calismamizda elde ettigimiz diisiik E> seviyesi
bulgularinin sebebi olarak; OHSS durumunda aromataz aktivitesinde meydana gelen
bozulmalar kaynakli 6strojen doniisiimiiniin azalmasi olabilecegini diisiinmekteyiz (Li,
Yuan, Hunt, Chen, Si ve Li, 2023). Bu bozulmanin folikiiler sividaki Growth Differentiation
Factor-8 (GDF-8) vyani myostatin seviyelerindeki artisgtan kaynakli olabilecegi
diistintilmektedir (Fang, Yan, Wang, Guo, Li, Jia, Han, Liu, Cheng ve Sun, 2021). Bu
nedenle E> seviyesinin konfirmasyonu i¢in folikiiler sividaki myostatin seviyelerinde

meydana gelebilecek olan degisikliklerin de kontrol edilmesinin faydali olacagina
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inanmaktayiz. E; seviyesinin diisiik ¢ikmasinda etkili olabilecegini diislindligiimiiz diger
faktorler ise; erken luteinizasyon gergeklesmesi ile Ostrojen tretiminden progesteron
tiretimine kayma yasanmasi (Lawrenz, Bixio, Coughlan, Andersen, Melado, Kalra, Savjani,
Fatemi ve Kumar, 2020), hipotalamus-hipofiz-over eksenindeki geri besleme mekanizmasi
ile yiikksek over yanmitina ragmen diisik E2 seviyelerinin gézlemlenmesi ve OHSS deney
modeli olusturulurken kullanilan hormon miktarlari ile ilgili olabilecegini diisiinmekteyiz.
Daha yiiksek dozlarda hormon kullanimi ile daha siddetli OHSS tetiklenebilicegini ve bu

durumda Ez seviyelerinde yiikselme meydana gelebilecegini diistinmekteyiz.

OHSS durumunda yiiksek serum E; seviyesi, graniiloza hiicrelerinden VEGF
salinimini tetiklemektedir (Wang, Li, Ye, Zhang, Li, ve Wang, 2018; Zhuo, Li, Zheng, Fan,
Ma, Chen, Zhao, Liu, Tang, Cheng ve Feng, 2018). VEGF, OHSS patogenezinde 6nemli bir
rol oynamaktadir. Yapmis oldugumuz bu ¢alismada, serum VEGF degerleri ELISA testi ile
degerlendirildiginde istatistiksel olarak anlamli olan ancak bilinen patofizyoloji ile uyumsuz
olan sonuglar bulundu. Bu durumun VEGF degerlerine sadece serum ornekleri lizerinden
bakmis olmamizla ilgili olabilecegini diistinmekteyiz. Folikiil sivilarmin da VEGF
konsantrasyonu agisindan degerlendirilmesinin mevcut bilgilerimize katkida bulunacagini
diisiinmekteyiz. OHSS nin ilerleyen asamalarinda VEGF, serumdan ii¢ilinciil bosluklara
gecis yapabilir. Bu durum, serumda VEGF seviyelerinin diisiik goriinmesine neden olabilir.
Peritoneal sividan yapilacak olan VEGF seviyesi 6l¢iimiiniin bu noktada faydali olacagini
diistinmekteyiz. Bunun yan1 sira folikiiller sividaki VEGF miktarinin tayini de
gerceklestirilerek, ilic asamali VEGF seviyesi belirlenmesinin daha saglikli sonuglar
verecegini disiinmekteyiz. Ayrica Serum E: seviyelerinin diisiik olmas1 sebebiyle VEGF
salmmmimin tetiklenmesinin diisiik kalmis olabilecegini diisiinmekteyiz. Serum E:
seviyelerinde tespit ettigimiz gibi, VEGF degerindeki sonuglar igin de OHSS siddetinin de

etkili olabilecegini diisiinmekteyiz.

Hem serum hem de doku orneklerinden bakmis oldugumuz VEGFR-2 miktar
sonuglarina gore; serumda kontrol ve sham grubu ile OHSS grubu arasinda istatistiksel
olarak anlamli bir diisiis saptandi. Bu durum serum orneklerinde elde ettigimiz VEGF
seviyesi ile uyumlu bir sonu¢ gostermektedir. Ayrica ila¢ uygulanmis olan gruplardaki
diisiis daha belirgin ve istatistiksel olarak anlamli olacak sekilde saptandi. Bunun ardindan
over dokusunda bakilan VEGFR-2 seviyelerinde ise, kontrol ve sham grubu ile OHSS grubu

arasinda, serum verilerine kiyasla daha belirgin ve istatistiksel olarak anlamli bir diisiis
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saptandi. Bu diisiis indometazin uygulanmis olan gruplarda da istatistiksel olarak anlamli
olarak saptandi. VEGFR-2 seviyesinde ortaya ¢ikan bu diisiisiin, VEGF’in ¢0ziiniir
VEGFR-2’ye (sVEGFR-2) baglanmasi sonucu VEGF seviyesinin diismiis ve toplam
VEGFR-2 seviyesinin diismiis olmas1 ile iliskili olabilecegini diisiinmekteyiz. Ayni
zamanda VEGF seviyesinde karsimiza ¢ikan geri besleme mekanizmasinin VEGFR-2 igin

de etkili olabilecegini diisiinmekteyiz.

Periton sivisinda ELISA yéntemi ile analiz ettigimiz albiimin miktari, kontrol ve
sham gruplarina kiyasla OHSS deney modeli olusturulmus gruplarda istatistiksel olarak
anlamli bir diisiis sergiledi. Over dokusundaki albiimin miktarinda ise istatistiksel olarak
anlaml bir degisiklik saptanmadi. Periton sivisindaki albiimin miktar1 tayinini vaskiiler
gecirgenligi test edebilmek icin evans blue boyamasina alternatif bir yontem olarak
diisiinmiistiik. Ancak ELISA verilerine gore periton sivisindaki albiimin miktart
hipotezimizle ters diisecek sekilde diisiik saptandi. OHSS’de artan vaskiiler gecirgenlik ile
ticiinciil bosluklara sivi kagisi meydana gelir. Ancak bu sivi proteinden fakirdir. Bu nedenle
periton boslugundaki sivi hacmi artarken albumin miktar1 bu hacmi orantili olarak
karsilayamayabilir. Ayrica iiciinciil bosluklara sizmis olan mevcut albiiminler siirekli olarak
periton sivisinda bulunmayip lenfatik sistem araciligiyla tekrar dolasima geri donerler. Tiim
bunlar periton sivisinda albumin seviyesini diigiik tutabilir. Ayrica vaskiiler gegirgenligin
derecesi ile ilgili albiimin seviyesinden daha dogru bir bilgi alabilmek igin, serum albiimin
seviyeleri ile periton sivisindaki albiimin seviyelerinin oraninin kiyaslanmasinin etkili

olacagini diisiinmekteyiz.

Prokaspaz 3 ve aktif kaspaz 3, hiicrelerde apoptoz (programli hiicre Oliimii)
stireclerinde 6nemli rol oynayan enzimlerdir. OHSS sirasinda artan vaskiiler gecirgenlik ve
inflamasyon, over dokusunda oksidatif stres ve hiicresel hasara yol agabilir. Bu durumda
OHSS’nin siddeti arttikga, aktif kaspaz-3 seviyelerinin artmasi beklenir. indometazin, bir
nonsteroidal antiinflamatuar ilag (NSAID) olarak COX-1 ve COX-2 enzimlerini inhibe eder.
Bu inhibisyon prostaglandin iiretimini azaltir ve inflamasyonu baskilar. Prostaglandinlerin
inflamasyon ve hiicre 6lim siire¢lerinde rol oynamasi nedeniyle, indometazin apoptoz
mekanizmalarin1 etkileyebilecegi diisiiniilmektedir. Ayrica inflamasyonun baskilanmasi
hiicresel stres faktorlerini azaltarak kaspaz-3 aktivitesinin azalmasina yol acabilir.
Calismamizda gergeklestirdigimiz western blot deneylerinden elde edilen verilere

baktigimizda; OHSS grubundaki prokaspaz 3 ve aktif kaspaz 3 ekspresyonlarinin kontrol ve
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sham grubu ile kiyaslandiginda diisiik oldugu saptandi. Bu durum yiiksek doz indometazin
uygulanan grupta daha belirgin olarak karsimiza ¢ikti. Bu, indometazinin OHSS {izerinde
olumlu etkilerinin apoptozda meydana gelen diisiisle de gosterilebilecegine isaret
etmektedir. OHSS durumunda kaspaz 3 seviyelerinin daha diisiik ¢gikmasinin sebebi olarak,
baslatic1 kaspazlarin heniiz efektér kaspaz aktivasyonunu tam olarak gergeklestirmemis
oldugu disiiniilebilir. Buna ek olarak santral dogma hesaba katildiginda, kaspaz seviyesinin
sadece protein seviyesinde degil mRNA seviyesinde de 6l¢gmenin daha net veri sumacagini

diisiinmekteyiz.

Kaspaz 12, ER strese 6zgii apoptotik bir proteazdir ve ER zarinda yerlesim gosterir.
Uzun siireli ER stres mevcudiyeti, kaspaz 12'nin aktif hale gelmesine yol acar. Yiiksek doz
indometazin uygulanmis olan gruptaki kaspaz 12 seviyesindeki diisiis, indometazinin ER
stres tizerinde baskilayici bir rolii olabilecegini ya da indometazin kaynakli patofizyolojinin
iyilesmesi ile dokuda mevcut ER stres seviyesinin diismiis olabilecegini diistindiirtmektedir.
Bunun daha net bir sekilde ayirt edilmesi i¢in ER stres durumunda aktive olan katlanmamaisg

protein cevabinin belirtecleri kontrol edilmesi faydali olacaktir.

CHOP (C/EBP Homologous Protein), ER strese yanit olarak aktive olan bir
transkripsiyon faktoriidiir. ER strese yanit olarak aktif hale gelen katlanmamig protein
cevabinin artmasi durumunda CHOP ekspresyonu artar ve apoptoz indiiklenir.
Calismamizda indometazin uygulanmis olan gruplarda CHOP aktivasyonunun artmis
oldugu saptandi. Bu durum ER stres aracili apoptozun indometazin uygulanan gruplarda

karsimiza ¢giktigin1 gostermektedir.
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6. SONUC VE ONERILER

Yardime1 Ureme Teknikleri (YUT) sirasinda uygulanan islemler sonucunda goriilen
ve ciddi klinik etkilerle seyreden Ovaryan Hiperstimiilasyon Sendromu (OHSS), patogenezi
tam olarak anlagilamamis bir durumdur. OHSS’ye yonelik spesifik bir tedavi yontemi
bulunmamakla birlikte, bu sendromun bilinen etkileri arasinda ovaryumlarin biiylimesi,
vaskiiler yapilarda artis ve korpus luteum ile kistik folikiil diizeylerinin artmasi yer

almaktadir.

Indometazin, nonsteroidal antiinflamatuar ilaglar (NSAID'ler) smifina ait olan bir
ilagtir. Bu ilag, inflamasyon, agr1 ve atesi azaltmak i¢in yaygin olarak kullanilmaktadir. Etki
mekanizmasi, prostaglandinlerin iiretimini inhibe ederek inflamasyonu diislirmesi
seklindedir. Indometazin’in OHSS deney modeli olusturulmus siganlarda kullanimina dair
herhangi bir ¢aligmaya rastlanmamistir. Bu nedenle, bu ¢alismanin indometazin kullanimi

acisindan literatiirde Oncii bir arastirma niteligi tasidigini diisiinmekteyiz.

Yapmis oldugumuz ¢alismada OHSS gruplarinda, patafizyolojisi ile uyumlu olarak,
ovaryumun hacimce genislemis, korpus luteum ve kistik folikiil yapilarinin sayica artmas,
vaskiilarizasyonun artmis ve tigilinciil bosluklara sivi kagisi oldugu gozlemlendi. Bu etkilerin
indometazin uygulanan gruplarda dozun arttirilmasi ile birlikte azaldigi gozlemlendi. Bu

nedenle indometazinin OHSS iizerinde tedavi edici etkilerinin oldugunu diisiinmekteyiz.

OHSS patofizyolojisine dair mevcut olan literatiir bilgisi oldukca sinirhdir ve
celigkili sonuglar igermektedir. Bu ¢alisma ile OHSS patofizyolojisinde mast hiicrelerinin de
rolii olabilecegi saptandi. Indometazin’in ise mast hiicre sayisinda diisiise ve yerlesiminde
degisiklige sebep olarak OHSS semptomlarini iyilestirici etkisinin oldugu saptandi. Mast
hiicresinin OHSS’deki roliine ait elde edilen verilerin matematiksel hesaplarla, say1 degisimi
acisindan degerlendirilmesine imkan saglayacak yiizey belirtecleri ile flow-sitometri
yontemlerinin kullanilmasi ile analiz edilmesinin faydali olacagini diisiinmekteyiz. Ayrica
mast hiicre aktivasyonunun degerlendirilmesi igin, serumdan triptaz aktivitesinin de kontrol

edilmesinin faydali olacagini diistinmekteyiz.
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Buna ek olarak, literatiirde mevcut olan ve OHSS ile iliskilendirilmis VEGF ve E;
seviyesine ait olan veriler ile bu ¢alismada buldugumuz veriler diisiiniildiigiinde; farkli
zaman dilimlerinde, farkli yapilardan (serum, plazma, periton sivisi, folikiiler sivi ve over
doku) alinacak olan o6rneklerin VEGF ve E; seviyesine dair analiz edilmesinin OHSS
patafizyolojisine biiyiik katki saglayacagini diisiinmekteyiz. E; seviyesindeki diisiis sebebini
daha iyi anlayabilmek ig¢in, progesteron ile GDF8 seviyesinin ve aromataz aktivitesinin

kontrolii faydali olacaktir.

OHSS deney modeli olusturmak i¢in kullanilan hormon dozlarinin arttirilmasi ile
siddetli OHSS nin tetiklenmesi saglanabilir. Boylelikle klinik tabloda etkili oldugu saptanan

verilerin deney hayvanlari modelinde de ortaya ¢ikarilmasi saglanacaktir.

Ayrica, OHSS’de indometazin’in uygulanmasinin diger organlar {izerindeki
etkilerinin de arastirilmasi ile bu bilesigin kullaniminin yayginlastirilmasina ve daha genis

bir uygulama potansiyeline katki sunabilecegini diisiinmekteyiz.
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