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OZET

Giiltomruk M. Oral kontraseptiflerin ovaryum matriks metalloproteinazlar: ile
etkilesimlerinin morfolojik olarak degerlendirilmesi. Istanbul Universitesi Saglik
Bilimleri Enstitiisii, Histoloji ve Embriyoloji Programu. Yiiksek Lisans Tezi. Istanbul.
20009.

Giincel olarak kullanilmakta olan dogum kontrol preparatlarmin bilesiminde
bulunan progesteron ve Ostrojen kombinasyonunun ovaryum stromasinda yer alan
hiicrelerde olusturabilecekleri etkileri agirlikli olarak matriks metalloproteinazlari
(MMP) ve bazi biiyiime faktorleri diizeyinde arastirmay1 hedefledik.

Calismamizda, 20 adet balb/c cinsi disi fare kullanilarak 2 grup olusturuldu.
Kontrol grubunda bulunan farelere hicbir uygulama yapilmazken deney grubunu
olusturan 10 adet fareye 21 giin siireyle 20 pug Ostrojen (etinil Ostradiol) ve 90 ug
progesteron (levonorgestrel) gavaj yoluya verildi. Deney sonunda, MMP-2, MMP-9,
vaskiiler endoteliyal biiyiime faktorii (VEGF), bazik fibroblast biiytime faktorii (bFGF)
ve hiicre proliferasyonuna yonelik immiinohistokimyasal, histokimyasal ve ince yapi
diizeyinde arastirma protokolleri uygulandi. Yapilan histolojik degerlendirmede deney
grubunda atretik folikiil sayisinda istatistiksel olarak anlamli bir artis oldugu, bunun
disinda hiicrelerde morfolojik olarak bir degisiklik meydana gelmedigi izlendi.
Immiinohistokimya ¢aligmalarinda ovaryum stromasi ve folikiil yapilarinda MMP-2 ve
bFGF isaretlenme derecelerinde bir fark olmadigi, MMP-9’da stromaya ait glandiiler
hiicrelerde boyanma derecesinde artis, VEGF’de ise stromaya ait glandiiler hiicrelerde
ve luteal dokuda boyanma derecesinde azalma oldugu goézlendi. Sentez fazindaki
hiicreleri belirlemek amaciyla yapilan 5-Bromo-2’-deoksiuridin (BrdU) isaretlemesi ile
deney grubunda kontrol grubundan farkli olarak ovaryum stromasinda boyanmanin
olmadig1 ve folikiile ait graniiloza hiicrelerinin proliferasyon indeksinde istatistiksel
olarak anlamli bir azalmanm oldugu izlendi. Elektron mikroskobik inceleme sonucunda
deney grubu stromasmda bulunan glandiiler hiicrelerde salgi graniil iceriginde ve
morfolojisinde bozukluklar meydana geldigi izlendi. Ayrica stromal hiicrelerde yer yer
hidropik dejenereasyon, mitokondri inkliizyonlar1 ve fagositik hiicre sayisinda da artig
gibi cesitli dejeneratif degisiklikler meydana geldigi belirlendi.

Calismamizda ovaryumda levonorgestrel ve etinil dstradiol kombinasyonunun
fizyolojik diizeyin dtesinde etkiler olusturabilecegi sonucuna varildi.

Anahtar Kelimeler: Ovaryum stromasi, oral Kkontraseptifler, matriks
metalloproteinazlar, immiinohistokimya, elektron mikroskopi.

Bu calisma, Istanbul Universitesi Bilimsel Arastrma Projeleri Birimi tarafindan
desteklenmistir. Proje No: 1742
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ABSTRACT

Gultomruk M. Morphological evaluation of oral contraceptives and ovarian tissue
matrix metalloproteinase interactions. Istanbul University Institute of Health Science,
Histology and Embriology Programme. Master Thesis. Istanbul. 2009.

We aimed to search the effect of progesterone and estrogen combination which
is used in current birth control pills, on the cells of ovarian stroma, especially from the
aspect of matrix metalloproteinases (MMP) and certain growth factors.

In our study 20 balb/c female mice in 2 groups were used. Any treatment were
applied in the control group and 20 pg estrogen (ethinyl estradiol) and 90 pg
progesterone (levonorgestrel) were applied for 21 days to ten mice in experiment group
by gavage. At the end of the experiment period, immunohistochemical staining
protocols for MMP-2, MMP-9, vascular endothelial growth factor (VEGF) and basic
fibroblast growth factor (bFGF) and S-phase detection via 5-bromo-2’-deoxyuridine
(BrdU) assay, histochemical protocols and ultrastructural evaluation performed. In
histological assessment, no morphological differences in ovaries between two groups
were detected, except significant increase in follicular atresia in experiment In
immunohistochemical assays there was no difference in MMP-2 and bFGF staining in
ovarian stroma and follicles in both groups and an increase in MMP-9 staining in
glandular cells of stroma and decrease in VEGF staining in glandular cells of stroma
and luteal tissue were observed. To determine the proliferation BrdU labelling was
applied. In experiment group no labelling in ovarian stroma and decrease in numbers of
proliferating granulosa cells was statistically different from control group. Electron
microscopic examination revealed alterations in both quantity and quality of secretory
granules in interstitial glandular cells. Furthermore degenerative changes such as
autophagic vacuoles and swelling in membrane bound organelles, mitochondrial
inclusions and phagocytic cells were more prevalent in experiment group.

We concluded that the effects of levonorgestrel and ethinyl estradiol
combination may have results beyond physiological level.

Key Words: Ovarian stroma, oral contraceptives, matrix metalloproteinases,
immunohistochemistry, electron microscopy.

The present work was supported by the Research Fund of Istanbul University.
Project No. 1742



1. GIRIS VE AMAC

Oral kontraseptifler, dstrojen ve progesteron kombinasyonu olarak 1950’lerde
ovulasyonu ve implantasyonu bloke ettiklerinin bulunmasinin ardindan her gecen giin
kullanim oranlar1 artan dogum kontrol preparatlaridir (2). Ulkemizde de rahim ici
araglardan sonra en ¢ok kullanilan yontem oral kontraseptiflerdir ve yaygin olarak
kullanilan oral kontraseptif kombinasyonlar1 icinde Ostrojen bileseni olarak etinil
Ostradiol, progesteron bileseni olarak ise levonorgetrel bulunmaktadir (16). Oral
kontrasepstifler kontrasepsiyon i¢in etkili bir yontem olmasi disinda terapotik olarak
pek cok yararlh etki de sunmaktadir (47).

Disi iireme sistemi i¢cinde her over ve menstrilasyon dongiisiinde ovaryum ve
uterusun hiicre dis1 matiks (ECM) ve stroma yapilarinda ¢ok kapsaml degisiklikler
meydana gelir (8). Ovaryumun islevi olan hormonlarin sentezi ve oositlerin iiretimi
dokunun dinamik, kapsamli ve dongiisel bi¢cimde yeniden modellenmesini
gerektirmektedir. Ovaryumda bu degisiklikler folikiil gelisimi, folikiil duvarinin
yikilmasi ve oositin serbest kalmasi, korpus luteum olusmasi ve gerilemesi siire¢leridir
(19). Ovaryum ECM yapisinda meydana gelen bu degisiklikleri kontrol eden sistemler
icinde matriks metalloproteinazlar (MMP) 6nemli bir grup olusturmaktadirlar (8).

MMP’ler insanlarda 23 farklh {iyeden olusan bir gen ailesidir. Yapilar1 ve
substrat Ozgiilliklerine gore kollajenazlar, jelatinazlar (MMP-2 ve MMP-9),
stromelisinler, zar tip MMP’ler ve digerleri olmak iizere bes alt grupta siiflandirilirlar
(41). Endoteliyal hiicre invazyonu, anjiyogenez, timOr progresyonu, hiicre gocii ve
cogalmasi, apoptoz gibi pek cok biyolojik ve patolojik siirecte 6nemli rolleri vardir (19).

Vaskiiler endoteliyal biiyiime faktorii (VEGF), 6zellikle endotel hiicreleri i¢in
0zgiil etkilere sahip olan multifonksiyonel bir biiyiime faktorii ailesidir ve viicutta
ovaryum folikiilleri, korpus luteum hiicreleri ve Leydig hiicreleri de dahil olmak tizere
bir¢ok farkl hiicre tipi tarafindan sentezlenir. Endotel hiicreleri i¢in 6nemli bir mitojen
olan ve migrasyon etkisine sahip bu faktor, fizyolojik olarak ovulasyondan hemen 6nce
ovaryum folikiillerinden salgilanarak yeni damarlarm olusumunu arttirir (50, 51).

Fibroblast biiyiime faktorii (FGF) hiicre cogalmasi ve gocii, embriyogenez,
morfogenez, implantasyon gibi pek cok siirecte rol oynayan, heparin bagh, cok
fonksiyonlu polipeptidlerdir (49). Ovaryumda folikiil gelisimi ve dominant folikiil
seciminde dnemli olan anjiyogenez, VEGF ve FGF uyarisi ile gerceklesir (46).



Disaridan verilen hormonlarin organ ve doku diizeyindeki klinik etkileri iyi
bilinmekle birlikte dokuyu olusturan yapisal bilesenler arasindaki etkilesimleri arastiran
caligmalarin sayist sinirhidir. Calismamizda, giincel olarak kullanilmakta olan dogum
kontrol preparatlarinin bilesiminde bulunan progesteron ve 0strojen kombinasyonunun
ovaryum stromasinda yer alan hiicrelerde olusturabilecekleri etkileri matriks
metalloproteinazlar, ¢esitli biiylime faktorleri ve hiicre kinetigi diizeyinde arastirmayi
hedefledik. Bu amacla yaygin olarak kullanilan oral kontraseptif preparatlarinda
bulunan levonorgestrel ve etinil dstradiol kombinasyonunun ovaryumun folikiil dis1
bilesenlerindeki olas1 diizenleyici islevleri, bu islevlerin folikiil ile etkilesimleri ve hiicre
proliferasyonu diizeyindeki etkileri fare ovaryum stromasina odaklanilarak histolojik ve

immiinohistokimyasal boyama teknikleri ve ince yap1 diizeyinde incelenmistir.



2. GENEL BIiLGIiLER

2.1. Oral Kontraseptifler
Kontrasepsiyon; koitus olmasma ragmen gebeligin Onlenmesidir. Kadinlarda
etkili bir kontrasepsiyon saglanabilmesi i¢in lireme fizyolojisinde ii¢ noktada miidahale

sOz konusudur.

1. Ovulasyonun baskilanmasi (hormonal kontrasepsiyon)

2. Oosit  fertilizasyonunun farkli yOontemlerle Onlenmesi (ritim ve bariyer
metodlari)

3. Oosit fertilize olmus ise implantasyonun dnlenmesi (rahim i¢i arag) (53).

1950’lerde progesteronun ovulasyonu engellediginin bulunmasi ve takiben
kombine oral kontraseptif ilaglarin gelistirilmesi, insanda tireme kontroliiniin kilometre
taslar1 olarak kabul edilir. Hormonal kontraseptiflerin kullanimi, giivenli iireme kontrolii
saglamalar1 nedeniyle, cok kisa zamanda tiim diinyada yayginlagsmistir (20) ve bu oran
her gecen giin daha da artmaktadir (16). Alindiklar1 siirece ve geri doniislii bir sekilde
gebe kalmayi Onleyen hormonal kontraseptiflerin intramiiskiiler, vajinal, subkutan
implant gibi ¢esitli uygulama sekilleri de vardir. Ancak en sik kullamilan sekli oral
kontraseptiflerdir (20). Kontrasepsiyon amaciyla oral yoldan kullanilan &strojen ve
progestojen bilesiklere oral kontraseptifler ad1 verilir ve yeterli dozlarda uygulanan
ostrojen ve progesteron, folikiil stimulan hormon (FSH) ve luteinizan hormon (LH)
salgilanmasimi durdurarak ovulasyonu engellerler (14). Kombine oral kontraseptifler,
cesitli kontraseptif yontemler iginde sterilizasyon hari¢ en etkili kontrasepsiyon
araclaridir (20, 53). Bu ilaglar bugiin, 0Ozellikle batili {iilkelerde en popiiler
kontrasepsiyon araci olarak kullanilmaktadir. Ulkemizde ise en son Tiirkiye Niifus ve
Saglik Arastirmas: (TNSA) 2003 verilerine gore Rahim ici araclardan sonra, en fazla
kullanilan aile planlamas1 yontemi oral kontraseptiflerdir (16).

Kombine oral kontraseptifler, sentetik bir Ostrojen (genellikle etinil Ostradiol
veya menstranol) ile progestojen (progestin) aktiviteye sahip bir C-19 steroid
(noretisteron asetat, levonorgestrel, norgestrel gibi) olmak {izere iki bilesenden
olusurlar.

Kullanilis sekillerine gore oral kontraseptifler 4 cesittir.

Monofazik oral kontraseptifler: Ostrojen ve progesteron dozu sabittir ve 21 giin siireyle

kullanilirlar. Tkinci uygulama 7 giinliik bir ilags1z donemden sonra baslar.



Bifazik oral kontraseptifler: Ostrojen dozu sabittir, progestin dozu ilk 10 giin diisiik, son
11 giin yiiksektir.
Trifazik oral kontraseptifler: Ostrojen ve progestin menstrilasyon dongiisiindeki
hormonal degisikliklere benzer olarak degisken dozlarda kullanilmaktadir.
Minihaplar: Yalnizca progestin igerirler ve kesintisiz olarak kullanilirlar (20).

Oral kontraseptiflerin etki ettigi diisiiniilen basamaklar:
1. [lacin progestin bileseninin servikal mukus bilesimini degistirdigi bilinmektedir.

Bu degisiklik de sperm penetrasyonunun engellenmesi i¢in yeterli olabilir.

2. [la¢ tarafindan indiiklenen endometriyal degisiklikler normal implantasyonu
engelleyebilir.
3. Ila¢ Fallop tiipii sekresyonu ve motilitesine etki ederek fertilize olmus oositin

uterus bosluguna erken ulagsmasini saglayabilir ve bu sayede de implantasyon hatalari
gergeklesebilir.
4. [lag ovaryumun endojen gonadotropinlere yanitini engelleyerek ovulasyonu
inhibe edebilir. Endojen gonadotropik diizenlenmeye karsi ovaryum yanitinin
baskilanmasi oral kontraseptiflerin etki mekanizmasinin temelini olusturmaktadir (13).
Ovulasyonun gerceklesmesi hipotalamo-hipofizer sistemin kontrolii altindadir.
Gonadotropinlerin salgilanmasi, hipotalamustan salgilanan gonadotropin salgilatici
hormunun (GnRH) kontrolii altinda gerceklesir. FSH etkisiyle, gelisen folikiilde, LH
doruguna bagh olarak ¢atlama (ovulasyon) meydana gelmektedir. Oral kontraseptiflerin
etkisi muhtemelen, hipotalamo-hipofizer seviyede GnRH’nin ve dolayisiyla
gonadotropinlerin yeterli diizeyde salgilanmasini ve bunlarin hedef organ iizerindeki
etkilerini, yani folikiil gelisimini ve ovulasyonu baskilamak seklindedir (53). Oral
kontraseptifler, negatif geri bildirim mekanizmasi1 ile hipofizden FSH ve LH
sekresyonunu inhibe eder. Diisiik seviyedeki FSH ve LH baskin folikiil gelisimini onler
ve sonu¢ olarak Ostrojen seviyesi artmaz, LH dorugu olusmaz ve ovulasyon
tetiklenmemis olur. Boylece fertilizasyon i¢in uygun bir folikiil bulunmaz. Ovulasyon
meydana gelse dahi servikal mukus ve uterusta meydana gelen degisiklikler
fertilizasyon ve implantasyonu engeller (48).
5. Ila¢c gonadotropinlerin salgilanmasini1 engelleyerek ovulasyonu inhibe edebilir
(13).

Oral kontraseptifler, kontrasepsiyon i¢in etkili bir yontem olmas: disinda pek

cok yararl etki de sunmaktadir. Kadinlarda iireme sistemindeki diizensiz kanama, agrili



ve uzun menstrilasyon periyotlar: gibi semptomlarin iyilestirilmesi icin, akne, hirsutizm,
menoraji, endometriyoz ve hormon replasman tedavisinde (47), pelvik inflamasyon
tedavisinde ve dig gebeliklerin 6nlenmesinde kullanilmaktadir. Demir eksikligi anemisi,
primer dismenore, fonksiyonel over kistleri ve iyi huylu meme tiimorleri gibi
hastaliklarin goriilme sikligini azallttiklarma iliskin kanitlar vardir (20).

Ayrica tam olarak kanitlanmamis olmakla birlikte osteoporoz, toksik sok
sendromu, fibroid ve romatoid artrite karsi koruyucu olduklart ileri siiriilmektedir. Oral
kontraseptiflerin meme kanserine kars1 koruyucu etkileri bulunmamaktadir. Ote yandan
cok sayida epidemiyolojik arastirmada oral kontraseptiflerin meme kanseri riskinde artig
ile iliskili oldugu belirtilmistir. Ozellikle iireme caginin ortalarindaki (25-39 yas)
kullaniminin giivenli oldugu, ancak erken ve ileri yaslarda, kullanim siiresi ile iliskili
olarak riskin arttig1 goriisii agirlik kazanmaktadir. Diger taraftan serviks kanseri riskini
artirdiklarma iliskin  verilerin bulunmasina karsin, nedensel bir iliski heniiz
kanitlanmamistir. Oral kontraseptiflerle 1ilgili en ©nemli kaygilardan biri de
kardiyovaskiiler hastalik riskini artirmalar1 olasihgidir. ilk epidemiyolojik calismalarin
riskin arttig1 yoniinde sonuglar ortaya koymasimna karsin, ozellikle diisiik dozlu oral
kontraseptiflerin kullanildigi doénemlere iligkin yeni veriler, baska risk faktorleri
tasimayan saglikli kadinlarda giivenli olduklarint gostermektedir. Ancak olasi risklerin
onlenmesi i¢in Ozellikle tromboembolik hastalik Oykiisii olanlarla, 35 yasin lizerinde
olup sigara icen kadinlarda oral kontraseptif kullanirmindan kaginilmasi 6nerilmektedir
(20). Ancak oral kontraseptif kullananlarda kullanmayanlara kiyasla, hipertansiyon,
kolestaz ve kolelitiazis gibi safra kesesi hastaliklari, iiriner enfeksionlar, vajinal
moniliazis siklig1 belirgin bir artis gostermektedir. Tim bu komplikasyonlar, oral
kontraseptif alim siiresi ile de iliskili bir durumdur (53).

Fare, sican, kopek gibi deney hayvanlarinda tek veya kombine sekilde strojen
ve progestinlerle yapilan ¢aligmalar IARC (The International Agency for Research on
Cancer) tarafindan ayrintili olarak degerlendirilmis, sonuglar Ostrojenlerin ve
progestinlerin kanserojenik etkilerinin hormonal ortama ve verilen doza kritik dlciide
bagimli oldugunu gostermistir.

Arastirmalarin ¢cogu, oral kontraseptiflerin saglikli kadinlardaki kontrasepsiyon
dis1 yararlarmin, olas: risklerinden ¢ok daha baskin oldugu konusunda birlesmektedir

(20).



2.1.1. Levonorgestrel ve Etinil Ostradiol

Giiniimiizde gecerli olan ve iilkemizde yaygm olarak kullanilan oral
kontraseptiflerin icinde Ostrojen bileseni olarak etinil Ostradiol ve progesteron bilseni
olarak levonorgestrel bulunmaktadir (16). Kombine oral kontraseptifler iginde
kullanilan progestojenler ¢ok sayidadir ve bunlarin hepsi 19-nortestosteron’un 17-a-
etinil tiirevleridir. Biyokimyasal ve metabolik etkileri doza, etkisine ve selektivitesine
baghdir. Etki cesitleri kullanilan uygulama tipine gore degismektedir. Selektivite
progesteronun progesteron reseptOriine afinite oranma karsilik androjen reseptdriine
afinite oran1 olarak tanimlanmaktadir. Progestojenler i¢inde norgestrel’in D ve L olmak
lizere 2 stereoizomeri vardir ve levonorgestrel biyolojik olarak aktif olandir.

Levonorgestrel, progesteron, androjen, mineralokortikoid ve glukokortikoid
reseptorlerine yiiksek afinite ile baglanmaktadir. Fakat Ostrojen reseptorlerine
baglanmazlar. Ancak, servikal mukusa sperm penetrasyonunu azaltan giiclii bir
antiostrojenik etkileri vardir (25).

Etinil Ostradiol, dogum kontrol haplarinda bulunan yar1 sentetik Ostrojen
bilesimidir ve oral yolla verildiginde kimyasal yapis1 nedeniyle aktivitesini
kaybetmemektedir. Steroid molekiilin C;; konumundaki etinil grubu molekiilii
karacigerdeki enzimatik bozulmadan korumaktadir ve bu durum oral uygulama ile
aktivite kaybini onlemektedir. Etinil Ostradiol pek cok kombine oral kontraseptifin
ostrojen bilesenidir. Etinil dstradiol 6strojen reseptorlerini ve buna bagli olarak 6strojeni
aktive ederek hormonal etki gostermektedirler (45). Etinil Ostradiol i¢in temel
metabolizma yollar1 siilfatlanma ve hidroksillenmedir. Bir¢ok kontraseptif steroid
plazmada albiimine baglanir. Oral kontraseptifler alindiktan sonra yaklasik olarak 3 saat
icinde jejunumun iist kisminda etkili bir bicimde absorbe olurlar. Bagirsak duvari ve
karacigerde gerceklesen bir sonraki basamak (hepatik ilk gecis metabolizmasi) steroid
plazma seviyesi ve farmakolojik etkilerini belirlemektedir. Etinil Ostradioliin % 40
kadar1 karacigerde konjuge olarak ince bagirsaga inaktif glukronidler olarak gecerler.
Bagirsagin bakteri florasi tarafindan aktif etinil Ostradiole doniistiiriilir ve reabsorbe
edilirler. Hepatik ilk gecis metabolizmas1 (first-pass) ve enterohepatik dongii steroid
biyoyararhilik i¢in Onemli belirleyicilerdir (26). Karaciger progesteronu ¢esitli
bilesiklere aktif olarak metabolize ettigi i¢in progesteron oral yolla verildiginde

etkisizdir (31). Progestojenler icinde levonorgestrel karaciger gecisi sirasinda neredeyse



hi¢ etkilenmez (26) ve bundan otiirii de oral kontraseptiflerde yaygin olarak kullanilir

(31).

2.2. Ovaryumlar

Disi iireme sistemi, pelviste yerlesik i¢ genital organlar kapsaminda
degerlendirilen bir ¢ift ovaryum ile genital kanallar olan fallop tiipleri (ovidukt veya
tuba uterina), uterus, vajina ve labia major, labia minor ve klitoris olarak isimlendirilen
dis genital organlar kapsaminda incelenir (33). Islevleri disiye ait iireme hiicreleri olan
gametlerin (oositler) iiretilmesi ve dollenmis embriyo ve fetiis evrelerinden doguma
kadar tasimaktir. Ayrica, iireme sisteminin organlarini kontrol eden ve viicudun diger
organlar1 iizerinde etkileri olan cinsiyet hormonlarmi da iiretir. ik menstriiasyon
kanamalarinin oldugu menarsta baslayarak lireme sistemi hormonlarin kontrolii altinda
yap1 ve islevsel etkenlik bakimindan dongiisel degisiklikler gecirir (44). Ovaryumlar
eriskinlerde boyu 3 cm eni 2 cm olan solid, badem bi¢cimindeki bezler olup, kadin
tireme sistemindeki dongiiel degisikliklerin merkezi durumundadir ve menstriiel dongii
olarak bilinen, diizenli araliklarla tekrarlayan degisikliklere ugrarlar (33).

Gonad gelisiminin ilk evreleri embriyonik yasamin 5. haftasinda ortaya cikar.
Gelisimine baslayan ovaryumlar ii¢ kaynaktan koken alirlar.

e Mezodermal epitel (s6lom epiteli),
e Altindaki mezensim (embriyonik bag doku),
¢ Primordiyal germ hiicreleri (32).

Gelisimin 5. haftasinda primordiyal germ hiicreleri vitellus kesesinin arka
duvarindan dorsal mezenter boyunca goc ederler ve 6. haftada gelecekteki gonadlarin
olusacagi 10. torasik seviye bolgesine ulasirlar. Primordiyal germ hiicrelerinin etkisiyle
bu bolgedeki mezonefroz hiicreleri ve sdlom epiteli ¢ogalir ve genital kabartilar:
olustururlar. S6lom epitelinin alttaki mezensim dokusu i¢cine ¢okmesi ve primordiyal
germ hiicrelerini kugsatmasi ile primer seks kordonlar1 olusur. Primer seks kordonlari
dejenere olur ve kortekste yerini sekonder seks kordonlari olusturur. Sekonder seks
kordonlarinin yapisinda bulunan primordiyal germ hiicresi ileride oositi, kordon
hiicreleri ise folikiil hiicrelerini olusturacaktir (27). Mediilla bolgesinde ise dejenere
olan primitif seks kordonlarinin yerini ovaryum mediillasin1 olusturmak iizere dorsal

aort ve kardinal venden koken alan damar ag1 ve mezonefroz kokenli stroma almaktadir

(5, 27).



Puberte Oncesi ovaryum yiizeyi diiz bir goriintiiye sahiptir. Ancak zamanla
ovaryum Yyiizeyi tekrarlayan ovulasyonlara bagl olarak diizensiz bir sekil alir (39).
Ovaryumlarin bir yanlar1 mezovaryum denilen bir mezentere sahiptir. Bu yap1
ovaryumun hilumundaki genis baga tutunur. Ovaryumlar, viseral peritondan farklilasan
bir ortil ile sarihidir. Bu yap1 germinal epitel adiyla bilinir, ancak ovaryum yiizey epiteli
daha uygun bir terminolojidir (33). Ovaryum yiizey epitelinin hemen altinda,
ovaryumun beyazimsi rengini veren ve tunika albuginea olarak adlandirilan tikiz bir bag
dokusu katmani bulunur (44) ve tiim ovaryumu kapsiil gibi sarar. Bir ovaryumun dista
yer alan korteks ve icte yer alan mediilla boliimleri vardir (33). Ovaryumda korteks ve
mediilla bolgeleri arasinda kesin bir sinir bulunmamaktadir (44).

Mediilla veya mediiller bolge ovaryumun merkezinde yer alir (39). Siirlari
belirgin olarak secilemeyen mediilla; ¢ok sayida kivrimli kan damarlari, sinirler ve
lenfatikler iceren gevsek bag dokusu yapisindadir (33).

Ovaryum stromasinda bulunan ig seklindeki hiicreler teka internanin hormon
sentezleyen hiicrelerine farklilagtiklarindan fibroblastlardan farkli 6zelliktedirler.
Kolajen liflerden olusan bir ag tarafindan desteklenmektedirler. Ovaryum mediillasinin
stromasinda fibroblastlar ve ¢ok sayida elastik lif iceren ve kolajenden zengin gevsek
bag dokusu bulunur. Cogu memeli tiiriinde ovaryum stromasinda ayrica Ostrojenleri
sentezleyen epiteloid interstsiyel hiicre kiimeleri ve kordonlar1 bulunmaktadir. Epiteliyal
goriiniimil ve salg1 aktivitelerinden dolay: bu hiicreler stroma i¢inde yaygin bir dagilhim
gosterirler ve interstisyel bezler (glandiiler hiicreler) olarak isimlendirilirler. Gerileyen
folikiillerin teka tabakalarindan yeni hiicreler eklendik¢e lutein hiicrelere benzeyen
sikica paketlenmis ve giderek biiyiiyen hiicre gruplarmi olustururlar. ileri yaslardaki
kemirgenlerde folikiiller bu hiicre kiimeleri ile cevrelenmistir. insan ovaryumunda
interstisyel bez dokusu daha az yogunluktadir. Interstisyel hiicre kiimeleri erken
yaslarda daha fazla goriilmekte ve yetiskinlerde stroma icerisine dagilmis olarak az
sayida gruplar seklinde bulunmaktadirlar. Epiteloid hiicrelerin bir diger grubuda hilus
hiicreleridir. Hilus hiicreleri mezovaryumda ve ovaryumun hilusunda kiigiik gruplar
halinde bulunan hiicrelerdir. Testisteki Leydig hiicrelerine benzerlik gosterirler.
Sitoplazmasinda cok sayida lipid damlacigi, kolesterol esterleri ve lipofuskin pigmenti
ve Leydig hiicrelerinde bulunan Reinke kristallerine es yapidaki kristaller
bulunmaktadir. Bunun digindaki yapisal 6zellikler steroid sentezi yapan hiicrelerin tipik

yapisini tagimaktadir (4).



Ovaryum korteksi veya kortikal bolge ovaryumun periferinde mediillay:
cevreleyen bolgedir (39). Korteks helezon seklinde diizenlenmis hiicreden zengin bag
dokusu yapisindadir. Farkli olgunlasma ve dejenerasyon evrelerinde izlenen, oosit
iceren, farkli boyutlardaki ovaryum folikiilleri stroma i¢ine gomiilii olarak bulunur (33).
Folikiillerin ¢evresindeki stroma dagmik bir sekilde diiz kas hiicreleri (39), heryone
dagilmis olan kolajen ve retikiiler lifler (11) ve tipik ig biciminde fibroblastlar igerir ve
bu fibroblastlar, hormonal uyarilara diger organlarin fibroblastlarindan farkli yanit verir
(44). Cocukluk cagindaki ovaryum korteksinde ¢ok sayida primordiyal folikiil bulunur;
cinsel olgunluga erismis kadinlardaki ovaryum korteksinde ise catlamis folikiillerin
yerini alan korpus luteum’larin sayis1 fazladir (33).

Ovaryumlarin: gametlerin iiretimi (gametogenez) ve steroidlerin iiretimi
(steroidogenez) olmak iizere birbiriyle iligkili iki temel gorevi vardir.

Ovaryumlar tarafindan salgilanan iki temel steroid hormon, Ostrojenler ve
progestojenlerdir:

Ostrojenler, i¢c ve dis genital organlarin gelismesi ve olgunlagmasini tesvik
ederler ve pubertede gelisen disi esey karakterlerinden sorumludurlar. Ostrojenler ayrica
meme gelisiminin baglatilmas: i¢in adipoz dokunun akiimiilasyonu ve stromal ve duktal
biiyiimenin diizenlenmesi ile meme bezleri iizerine etki etmektedirler (39). Ostradiol en
cok bulunan ve en etkin olan ovaryum Ostrojenidir; baslica graniiloza ve graniiloza
lutein hiicreleri tarafindan iiretilir (12).

Progestojenler ise, endometriyumda salgisal degisiklikleri diizenleyerek ic
genital organlari, dzellikle de uterusu gebelik i¢in hazirlar. Progestojenler ayrica lobiiler
proliferasyonun diizenlenmesi ile meme bezlerini laktasyon i¢in hazirlar.

Her iki hormon da menstriiasyon dongiisiinde dollenmis ovumun implantasyonu
icin uterusun hazirlanmasinda 6nemli bir rol oynamaktadir. Eger implantasyon
gerceklesmezse, uterus endometriyumu dejenere olur ve menstrilasyon devam eder.

Her biri bir oosit igeren ¢esitli biiyiikliikteki ovaryum folikiilleri korteks stromasi
icine dagilmis halde bulunmaktadirlar. Folikiil biiyiikliigii oositin gelisiminin hangi
evresinde oldugunu gostermektedir (39). Fetal yasam sirasinda olusan primordiyal
folikiiller tek swrali yassi folikiil hiicreleriyle ¢evrili bir primer oosit icerir ve kortikal
bolgenin en iist katmaninda yer alir. Bu hiicreler, mayoz boliinmenin birinci profaz
evresindedirler. Puberteden baslayarak, kiiciik bir primordiyal folikiil grubunda,

folikiiler biiyiime olarak adlandirilan bir siire¢ baslar. Bu siire¢ oositler, graniiloza
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hiicreleri ve bu folikiilleri ¢evreleyen stromadaki fibroblast hiicrelerindeki degisiklikleri
kapsar (44). Folikiil epiteli ve cevresindeki stroma, folikiillerin olgunlasmasiyla iliskili
olarak hem hiperplaziye hem de hipertrofiye ugrar (33). Folikiillerin biiyiimesi,
hipofizden salgilanan FSH tarafindan uyarilir. Oosit, bu donemde c¢ok hizli biiyiir.
Folikiil hiicreleri mitoz bdliinmeyle cogalirlar ve tek katli kiibik hiicre katmanini
olustururlar. Folikiiller biiytidiikge kortikal bolgenin daha alt bolgelerine go¢ ederler.
Folikiil hiicreleri arasinda folikiil sivist toplanmaya baslar ve sivi iceren ufak bosluklar
birleserek antrumu olustururlar.

Oositte ve graniiloza tabakasinda bu degisiklikler olusurken, folikiiliin hemen
bitisigindeki stromada yer alan fibroblastlar teka folikiiliyi olusturmak iizere
farklilagirlar. Bu katman daha sonra teka interna ve teka eksterna olarak farklilasir (44).
Teka interna icte, kiibik salgi yapici hiicrelerin olusturdugu damardan zengin bir
tabakadir (39). Teka internanin hiicreleri tamamen farkhlastiginda steroid iireten
hiicreler ile benzer yap1 gosterirler. Bu 6zellikler arasinda bol miktarda diiz endoplazma
retikulumu (DER), tiibiiler kristali mitokondriyumlar ve ¢ok sayida lipid damlaciklar:
yer alir (44). Ayrica teka interna hiicreleri bol miktarda LH reseptorii icermektedirler.
LH uyarisina yanit olarak dstrojen onciilleri olan ve graniiloza tabakasina tasinan bir
steroid hormon olan androstenedion sentezler ve salgilarlar (39). Graniiloza hiicreleri,
FSH etkisiyle andronostenedionu Ostrojene doniistiiren aromataz enzimini salgilar.
Ostrojen folikiilii cevreleyen stromaya doner, kan damarlar1 araciligiyla kana gecer ve
tim viicuda yayilir (44). Teka interna tabakasinda salgi yapan hiicrelerin disinda
fibroblastlar, kolajen demetleri ve zengin bir kilcal damar ag1 bulunmaktadir (39).
Endokrin isleve sahip tiim organlar gibi teka interna da damardan zengindir; kiigiik kan
damarlar teka internaya girer ve bu bolgenin salg1 yapan hiicrelerinin ¢evresinde zengin
bir damar ag1 olusturur. Teka eksterna, baslica, teka internay1 cevreleyen diizenli
fibroblast katmanlar1 (44), diiz kas hiicreleri ve kolajen lifciklerden olusur (39). iki teka
katmani arasmdaki sinir belirgin degildir. Teka interna ve graniiloza hiicre katmanlar:
arasindaki sinir, hiicrelerin morfolojik olarak farkli olmasindan ve aralarinda kalin bir
bazal membran bulunmasindan dolay1 belirgindir.

Her aybasi1 doneminde, genellikle bir folikiil digerlerinden daha fazla biiyiir ve
baskin hale gelir. Diger folikiiller yikima ugrar. Olgun folikiil ya da Graaf folikiilii
olarak adlandirilan ovulasyon oOncesi folikiil son derece biiyiiktiir ve ovaryum

yiizeyinden cikint1 yapar. Graniiloza hiicrelerinde ¢ogalma olmadigindan, graniiloza
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hiicre tabakasi daha ince bir hale gelir. Bu folikiiller cok kalin bir teka katmanma
sahiptirler (44).

Cok sayida primer folikiil olgunlagma siirecine baslar; ancak, yalnizca bir ya da
iki folikiil gelisimini tamamlar, digerleri atrezi denilen bir olayla bozunur (12).
Folikiiller gelisimlerinin herhangi bir asamasinda atreziye ugrayabilirler. Bu siirec
graniiloza hiicrelerinde mitoz bolinmenin durmasi, graniiloza hiicrelerinin bazal
laminadan ayrilmasi ve oositin 6liimii ile 6zellik kazanmaktadir. Hiicre oliimiinden
sonra folikiildeki kalintilar makrofajlar tarafindan ortadan kaldirilir. Bir sonraki evrede,
fibroblastlar folikiilin bulundugu alani kaplar ve kolajen iceren bir yara iyilesme

dokusu (nedbe dokusu) olusturur (44).

2.3. Ovulasyon

Ovulasyon, olgun folikiil duvarmin yirtilmast ve oositin serbest kalmasidir.
Serbest kalan oosit oviduktun genislemis ucu tarafindan yakalanir. Bu olay 28 giinliik
menstrilasyon dongiisiiniin yaklasik 14. giiniine denk gelir ve her siklusta ovaryumdan
yalnizca bir oosit serbest birakilir. Ovulasyon bazen gerceklesmeyebilir ya da bir
siklusta birden fazla oosit atilabilir (44). Hormonal degisiklikler, enzimatik etkiler ile
birlikte oositin folikiilden atilmasindan sorumludur. Bu faktorler;

¢ Folikiil sivisinin miktarinda ve basincinda artis,

¢ Plazminojenlerin aktivasyonu ile folikiil duvarmin enzimatik proteolizi,

e Stratum graniillozum ve oosit — kiimiilis kompleksi arasinda bulunan
glikozaminoglikanlarin hormonlar araciligtyla ortadan kaldirilmasi,

e Teka eksterna tabakasindaki diiz kas liflerinin prostaglandinlerin etkisi ile

kasilmasidir (39).

Ovulasyon i¢in uyariyr olusturan, biiyiiyen folikiil tarafindan iiretilen
dolasimdaki yiiksek Ostrojen diizeylerine yanit olarak On hipofizden salgilanan LH
diizeyindeki ani yiikselmedir. Kandaki LH diizeylerinin artmasmin ardindan birkag
dakika i¢inde ovaryumun kan akiminda bir artig goriiliir ve plazma proteinleri kapiler ve
postkapiler veniillerden sizarak ddeme yol agar. Lokal olarak prostaglandinler, histamin,
vazopressin ve kolajenaz saliverilir. Graniiloza hiicreleri daha fazla hiyaliironik asit
retir ve aralarindaki baglantilar gevser. Folikiill duvarmin kiiciik bir kismi, tunika
albugineadaki kolajen yikimi, iskemi ve bazi hiicrelerin 6lmesi nedeniyle zayiflar.

Folikiil s1vis1 miktarindaki ve basincindaki artis ve biiyiik olasilikla diiz kas hiicrelerinin
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kasilmasiyla birlikte bu zayiflama, folikiil dis duvarmin yirtilmasina ve ovulasyona yol
acar. Ovulasyondan hemen 0Once folikiil hiicreleri, sahip olduklar1 FSH reseptorlerinin
yam sira, LH reseptorleri de edinir. Bu olay, korpus luteumun luteinizasyonu ya da
gelismesi acisindan biiylik 6nem tasir. Ovulasyondan birkag saat once, folikiil hiicre
tabakas1 ve teka interna korpus luteuma doniismeye baslar. Ovulasyonun ardindan,
geride kalan folikiiler hiicre tabakasi biiziisiir ve hormon salgilayan major bir bez olan
korpus luteumun bir pargasi olur (12). Folikiil iceriye dogru c¢oker ve kivrimlanmalar
olusurken, liimeni fibrin igeren sivi ve kan ile dolar. Bu ¢okelti daha sonra pihtiya
doniisiir ve yerini fibroz yara iyilesme dokusu alir. Graniiloza hiicreleri ve teka hiicreleri
arasindaki bazal membran parcalanir ve 6nceden damarsiz olan graniiloza hiicrelerinin
arasma damarlar uzanmr. On hipofizden salgilanan LH etkisiyle, graniiloza hiicreleri
graniiloza lutein, teka interna hiicreleri ise teka lutein hiicrelerine doniisiir. Her iki hiicre
tipi de steroid sentezleyen hiicrelerle ortak ozellikler gosterirler. Graniiloza lutein
hiicreleri, progesteron hormonunu, teka lutein hiicreleri, dstrojen hormonunu sentezler
ve salgilarlar. Gebelik gerceklesirse, korpus luteum ilk 8 hafta varligimi siirdiiriir,
plasenta gelistikten sonra ise baslica steroid hormon yapim islevini iistlenir. Gebelik
olusmamissa korpus luteum giderek geriler, progesteron yapimi durur ve korpus
albikans veya beyaz cisim olarak adlandirilan beyaz renkli nedbe yapisina doniisiir (33).
Korpus luetumun gerilemesi —luteoliz- sonucunda, korpus albikans olusur. Bu siirecte,
korpus luteumun bozunan luteal hiicre kiimelerinin yerini stromal bag dokusu alir.

Korpus albikans ovaryumlarda kalir; kii¢iiliir ama hicbir zaman kaybolmaz (44).

2.4. Matriks Metalloproteinazlar (MMP)

Hiicre dis1 matriks hiicreler aras1 bosluklarda 6zel bir ortam olusturan dinamik,
interaktif bir yapidir. Dokulardaki hiicrelerin bir arada tutulmasina yardimci olur ve
bunun yani sira hiicre biiylimesi ve farklilasmasini kontrol eden pek cok hormon icin
depo gorevi yapar. Bu yap1 hiicrelerin, 6zel fonksiyonlar1 gerceklestirmesi icin
kendilerini yonlendirecek hiicre ici sinyal yollar1 ile dogrudan ya da dolayli olarak
etkilesmesini saglar. Matriks ile hiicreler arasinda meydana gelen bu etkilesimler
organizmanin normal gelisimi ve fonksiyonu i¢in kritik bir rol oynar. Hiicre-matriks
etkilesimleri hiicre dis1 matriks bilesenlerinin hidrolizinden sorumlu olan proteolitik
enzimler (ekstraseliiler proteazlar) tarafindan diizenlenir. Bu enzimler hiicre dis1 matriks

yapisinin bilesimini ve biitlinligiinii diizenleyerek matriks molekiilleri tarafindan
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olusturulan sinyallerin kontrolii, hiicre proliferasyonu, farklilagmasi ve Oliimiinde de
temel rol oynar. Bu enzimler icinde MMP’ler 6nemli bir grubu olusturmaktadir (34, 37).
MMP’ler ekstraseliiler matriksin proteinakdz elemanlarini tamamen bozabilen ve sinyal
proteinlerini parcalayabilen, ¢inko ve kalsiyuma bagimli enzimlerdir (43). MMP’ler
tiirlerine gore endotel hiicreleri, makrofajlar, fibroblastlar, damar diiz kas hiicreleri, T
lenfositler, trombositler, kondrositler, keratinositler, epitel hiicreleri, mezenkim
hiicreleri, nétrofiller, trofoblastlar, osteoblastlar gibi oldukg¢a farkli hiicre tipleri
tarafindan ifade edilirler (34). Insanlarda MMP ailesi yapisal ve islevsel dzelliklerine
gore 5 alt gruba ayrilir: kolajenazlar, jelatinazlar, stromelisinler, zar tipi MMP’ler ve
digerleri (heterojen alt grup) (19).

MMP’lerin pek ¢ogu yapr ve islevleri acisindan cok sayida benzerlik
gostermektedirler. Bu ortak ozellikler;

I- MMP’lerin preproenzim olarak sentezlenmesi ve inaktif proenzim seklinde
salgilanmas,
2- Latent zimojenlerin hiicre dis1 alanda aktivasyonu,
3- Katalitik bolge tarafindan ekstraseliiler matriksin taninmasi ve kirpilmasi,
4- Hiicre dis1 ortamda MMP etkisinin serum ve doku kaynakli metalloproteinaz
inhibitorleri araciligi ile inhibisyonudur (8).

MMP’ler yapilarindaki pek ¢ok benzerlige ragmen ECM bilesenlerini tanima
ve Ozgiinliik agisindan bazi farkliliklar gostermektedir. Ornegin, kolajenazlar (MMP-1
MMP-8 ve MMP-13) fibriler ve nonfibriler kolajeni parcalayabilme yetenegine sahiptir.
Jelatinazlar (MMP-2 ve MMP-9) Kkatalitik bolgelerinde fibronektin benzeri bolge
icerirler ve bu Ozellikleri ile jelatine baglanabilir ve onu parcalayabilirler. Jelatinazlar ve
stromelisinler, bazal membranm temel elemanlarindan tip IV kolajen, laminin ve
fibronektini bozabilir. Stromelisinler (MMP-3, MMP-7, MMP-10 ve MMP-11) sadece
ECM siisbstratlar1 iizerine etki gostermeyip diger MMP’ler, biiylime faktorleri ve
insiilin benzeri biiylime faktorii baglayici proteinler ve tiimor nekroze edici faktor o
(TNF- a) gibi sitokinler lizerinde de etki gostermektedir. Bu enzimler ile baglayici
proteinlerin ve biiyiime faktorlerinin ekstraseliiler bolgelerinin parcalanmasi, hiicre
biiylimesinin modiilasyonu, dogrudan hiicre-matriks etkilesimi ya da dolayli olarak
biiylime faktorleri biyoyararliligi diizenlenmektedir. Zar tipi MMP’ler karboksi-terminal

bolgelerinde plazma zarina tutunmalarini saglayan transmembran birim ve hiicrenin dig
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yiizeyinde bulunan ekstraseliiler bir bolge icermektedir ve temel goérevleri MMP-2
aktivasyonunun diizenlenmesidir (8).

Dokunun yeniden sekillenmesi, MMP aktivitesinin transkripsiyon, translasyon,
sekresyon, latent enzim aktivasyonu ve MMP inhibisyonu basamaklarmda MMP
aktivitesinin modiilasyonu ile diizenlenen karmasik bir siirectir. MMP aktivasyonunun
kontroliinii saglayan 2 6nemli nokta latent enzimlerin (proMMP’ler) aktivasyonu ve
MMP aktivitesinin matriks metalloproteinazlarin endojen doku inhibitorleri (TIMP) ve
o makroglobulin tarafindan inhibisyonudur (43).

Ekstraseliiler alanda pro-MMP’lerin aktivasyonu diger MMP’ler ve plazminojen
aktivator / plazmin sistemi gibi proteinazlar ve reaktif oksijen tiirleri gibi proteolitik
olmayan aracilar ile gerceklesmektedir (8). Metalloproteinazlarin pek ¢ogu saliminin
ardindan aktive olurken, stromelisin-3, MMP-23 ve biitiin zar tipi MMP’ler bir serin
proteaz olan furin ya da bilinmeyen farkli aktivatorler aracilig: ile hiicre i¢inde aktive
olurlar ve aktif formda salgilanirlar (43).

ECM bozucu enzim alt gruplarinin ortak bir islev bolgesi ve aktivasyon

mekanizmasi vardir. Zar tip MMP’ler disinda hepsi proteolitik aktivite kazanilmasi icin
aktive edilmeleri gereken latent pro-form (zimojenler) olarak sentezlenir ve
salgilanirlar. Aktif bolgelerinde Zn™" iyonu bulunmaktadir ve stabilitenin korunabilmesi
icin kalsiyuma ihtiyaclar1 vardir ve fonksiyonlarini notral pH’da siirdiiriirler.
MMP sentezi temel olarak transkripsiyonel asamada diizenlenir. MMP gen ekspresyonu
cok yonlii sinyal yollar1 ile siirdiiriilen ¢ok sayida diizenleyici ve baskilayici faktorler
araciligi ile diizenlenir. Bu faktorler icinde forbol esterleri, integrin kokenli sinyaller,
sitokinler ve interlokinler, interferonlar, epidermal biiyiime faktorii (EGF), keratosit
biiylime faktorii (KGF), sinir biiylime faktorii (NGF), bazik fibroblast biiylime faktorii
(bFGF), vaskiiler endoteliyal biiylime faktorii (VEGF), trombosit kaynakli biiylime
faktorii (PDGF), TNF-a ve ekstraseliilar matriks metalloproteinaz indiikleyicileri
(EMMPRIN) gibi biiyiime faktorleri bulunmaktadir. Sitokinler, biiyime faktorleri ve
hormonlar ayrica mRNA transkripsiyon stabilesini post-transkripsiyonel olarak
diizenlemektedirler.

MMP’ler gelisim siirecinde temel efektorlerdir. Endoteliyal hiicre invazyonu,
anjiyogenez ve tiimOr yayilmasinda onemli rolleri bulunmaktadir. Hiicre gocii, hiicre
proliferasyonu, apoptoz ve biyolojik olarak aktif molekiillerin islevini diizenleyen doku

morfogenezi siireclerine katilmaktadir (19). Hiicre dis1 alanda MMP aktivitesi serum ya
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da doku kaynakli inhibitorler ile kontrol edilmektedir. Serum kaynakli inhibitorler oy
makroglobulin ve a;-inhibitor-3 gibi makroglobulinlerdir ve proteazlarin pek cogunu
inhibe edebilme o6zelligindedirler. Inhibitorlerin diger grubu lokal olarak iiretilen ve
0zgiin MMP’leri inhibe edebilen metalloproteinazlarin endojen doku inhibitorleridir
(TIMP). TIMP’ler reprodiiktif dokularda baskin olarak bulunmakta ve ovaryum ve
uterusta pek cok siiregte hormonal olarak kontrol edilip, lokal olarak tiretilmektedir (8).

Organizmada fizyolojik olaylarin siirdiiriilmesinde MMP aktivitesi ile TIMP’ler
arasinda siirekli bir denge s6z konusudur. MMP ekspresyonu, gen transkripsiyonunu
etkileyen faktorlerin etkisi altindaki cesitli fizyolojik ve patolojik kosullarda gelisen
yeniden modellenme sirasinda artar. Bu sirada MMP’lerin tiretimi TIMP’lerin iiretimini
asabilir. Boylece MMP’ler ve TIMP’ler arasindaki denge bozulur. Dengenin MMP
aktivitesi yOniine kaymasi1 matriksin kontrolsiiz olarak yikilmasmma ve sonugta
fizyopatolojik olaylarin olusumuna zemin hazirlar (37).

MMP’ler embriyonik gelisim, blastosist implantasyonu, organ morfognezi, sinir
gelismesi, ovulasyon, servikal dilatasyon, dogum sonrasi uterus involiisyonu,
endometriyal siklus, kemik yeniden modellenmesi, yara iyilesmesi, anjiyogenez,
apoptoz gibi pek cok normal biyolojik siire¢ ve artrit, kanser, kardiyovaskiiler
hastaliklar, nefrit, ndrolojik hastaliklar, kan-beyin bariyerinin bozulmasi, deri, kornea ve
gastrik iilser, karaciger fibrozisi, anfizem, fibrotik akciger hastaliklar1 gibi patolojik
stireclere katilmaktadir (8).

Disi iireme sisteminde MMP enzim sistemi ovaryum ve uterusun dinamik
yapisal elemanlarinda meydana gelen degisiklikleri diizenlemektedir. Cesitli hormonlar,
biiytime faktorleri ve sitokinler araciligi ile doku yapisinda meydana gelen bu
degisiklikler ovaryumun luteal/folikiiler, uterusun ise endometriyal fonksiyonu icin
onemlidir. Tek tabakali graniiloza hiicreleri ile c¢evrelenmis primordiyal folikiiliin
preovulatuvar Graaf folikiiliine farklilagsabilmesi i¢cin biiyliyen ovaryum folikiiliinde
hiicre proliferasyonu ve hiicre dis1 matriksin yeniden modellenmesi gereklidir (8).
MMP’ler ve TIMP’lerin folikiil gelisimi ile ilgili olarak ECM yeniden modellenmesi

stirecinde onemli rollerinin oldugu kabul edilmektedir (19).
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2.5. Vaskiiler Endoteliyal Biiyiime Faktorii (VEGF)

Vaskiiler Endoteliyal Biiyiime Faktorii (VEGF), ozellikle endotel hiicreleri icin
0zgiil etkilere sahip olan multifonksiyonel bir biiyiime faktorii ailesidir. Endotel
hiicresinin ¢ogalmasina, go¢ etmesine ve farklilasmasma sebep olur. VEGF, hem
gelisim sirasinda, hem de yetigkinde vaskiilogenez ve anjiyogenez i¢in Onemli ve
gereklidir. Bu biiyiime faktorii, 6zellikle damar olusumunda kritik bir rol oynarken,
endotel hiicrelerinin yiiriittiigii bir¢ok islevde de gerekli oldugu goriilmiistiir. Bu islevler
embriyogenez, yara iyilesmesi, tiimor biiylimesi, miyokard iskemisi, okiiler neovaskiiler
hastaliklar ve romatoid artrit gibi kronik inflamatuar hastaliklar1 da kapsayan fizyolojik
ve fizyopatolojik olaylarda 6n plana ¢ikmaktadir.

Son yillarda VEGF {izerine yapilan ¢alismalar, bu ailenin PDGF siiperailesinin
Onemli bir iyesi olduklarini ortaya koymustur. Ayn1 zamanda VEGF ailesinin VEGF-A
(Human-VEGF), VEGF-B, VEGF-C, VEGF-D, VEGF-E ve Plasenta biiyiime faktorii
(PIGF) adi verilen alt1 iyeden meydana geldigini gostermistir (51). VEGF endotel
hiicresi yiizeyinde bulunan reseptorlerine baglanip bu hiicreyi etkiler. Bu reseptorler
VEGF reseptor-1, ¢oziilebilir-VEGF reseptor-1, VEGF reseptor-2, ¢oziilebilir-VEGF
reseptor-2 ve VEGF reseptor-3’tiir. VEGF sayesinde endotel hiicreleri prolifere olmakta
ve bu biiylime faktoriine dogru go¢ edip dizilerek yeni damarlar i¢cin Oncii olan tiip
bicimlenmesini saglamaktadir (52). VEGF viicutta ovaryum folikiilleri, korpus luteum,
akciger alveol hiicreleri, bobrek glomeriil viseral epitel hiicreleri, bobrek proksimal
tiibiil hiicreleri, adrenal korteksin tiim hiicreleri, Leydig hiicreleri, aktive makrofajlar,
arteriyolleri cevreleyen fibroblastlar, bronsiyol ve koroid pleksus epitel hiicreleri,
hepatositler gibi bir¢ok farkl hiicre tarafindan sentezlenir. Endotel hiicreleri i¢in 6nemli
bir mitojen olan ve hiicre gocii etkisine sahip bu faktor, fizyolojik olarak ovulasyondan
hemen Once ovaryum folikiillerinden salgilanarak yeni damarlarin olusumunu artirirken,
ovulasyondan sonra bu salgilama gorevini korpus luteum iistlenir.

VEGF mRNA’sinin transkripsiyonu; trombosit kaynakli biiyiime faktorii-bb
(PDG-BB), keratinosit biiytime faktorii (FGF-7), EGF, TNF-a, transforme edici biiyiime
faktorii-p1 (TGF-B1) ve interlokin-f1 gibi cesitli faktorler tarafindan baslatilir. Boylece
bu maddelerin mitojenik olmadigi, VEGF salgilanmasina yol acarak mitojeniteyi
artirdiklar1 gosterilmistir. Ayrica protein biiytime faktorlerinin haricinde, forbol esterleri
ve prostaglandin E, (PGE,) gibi bazi kii¢iik mediyatorlerin de VEGF ekspresyonunu
diizenledikleri goriilmiistiir (51).
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2.6. Fibroblast Biiyiime Faktorii (FGF)

Fibroblast biiyiime faktorleri (FGF) hiicre ¢ogalmasi ve gogii, embriyogenez,
morfogenez, implantasyon ve tiimorogenez gibi ¢esitli biyolojik siireclerde gorev alan
cok fonksiyonlu ve heparin baglh polipeptidlerdir (49). Omurgalilarda FGF ailesi 22
tiyeden olugmaktadir. Omurgali tiirleri icinde FGF’ler gen yapisin1 ve amino asit
dizilimlerini yiiksek Olciide korumaktadirlar. Hiicre yilizeyinde bulunan 4 FGF
reseptOriiniin aktivasyonu icin heparan siilfat gereklidir ve FGF’ler heparan siilfat
proteoglikanlarina kars1 yiiksek afinite gosterirler. Embriyonik gelisim sirasinda
FGF’ler hiicre ¢ogalmasi, hiicre gocii ve hiicre farklilagsmasi siireclerinde ¢ok cesitli
etkiler gosterirken erigkinlerde FGF’ler homeostatik faktorlerdir ve yara iyilesmesi
siirecinde gorev alirlar. FGF’ler anormal olarak sentezlendiklerinde kanser patogenezine

de katkida bulunurlar (36).
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3. GEREC VE YONTEM

Bu calisma Istanbul Universitesi Deneysel Tip Arastirma Enstitiisiiniin
(DETAE) 24.07.2007 tarih ve 33 numarali Deney Hayvanlar1 Etik Kurulu onay: ile
Istanbul Universitesi Istanbul Tip Fakiiltesi Histoloji ve Embriyoloji Anabilim Dali Isik
ve Elektron Mikroskobu laboratuarlarinda gergeklestirildi.

3.1. Hayvan Deneyi Uygulamasi

Calismamizda Istanbul Universitesi Deneysel Tip Arastirma Enstitiisii Deney
Hayvanlar1 Biyolojisi ve Biyomedikal Uygulama Anabilim Dali laboratuarlarinda
tiretilmis Balb/c soyu, eriskin, 27+4 g agirhigimda 20 adet disi fare kullanildi. Deney
hayvanlar: standart kafeslerde 12 saat aydinlik, 12 saat karanlik ve 1s1s1 22-24 °C olan
fizyolojik ortamlarda tutulup, uygun kosullarda barindirildi. Ayni biyolojik kosullar
altinda tuttugumuz hayvanlar standart pellet yem ve musluk suyu ile serbest beslemeye
tabi tutuldular. Deney uygulamalar1 14/11/2008 — 4/12/2008 tarihleri arasinda
gercgeklestirildi.

20 adet Balb/c soyu fare kullanilarak her grupta 10’ar adet olmak iizere toplam 2
grup olusturuldu. (1-Kontrol Grubu, 2-Deney Grubu)

1.Grup (Kontrol Grubu): Bu grupta bulunan 10 adet hayvana deney siiresi
boyunca hi¢bir uygulama yapilmada.

2. Grup (Deney Grubu): Bu grupta bulunan 10 adet hayvana 21 giin siireyle
giinliik doz olarak 90 pg levonorgestrel (Sigma N2260) ve 20 ug etinil dstradiol (Sigma
E4876) gavaj yoluyla verildi (25). Calismamizda kullanilan bu ilaclar iilkemizde
kullanilan oral kontraseptiflerin bilesiminde bulunan komponentlerdir (16). Farelere
verilecek olan maddelerden levonorgestrel kloroform (Merck) icinde, etinil dstradiol ise
%96 etanol icinde ¢oziilerek hazirlandi ve zeytinyag: ile seyreltilerek (18) hesaplanan
dozlar1 i¢inde bulunduran giinliik 0,5 ml hacim icinde 21 giin siireyle gavaj yoluyla
hayvanlara verildi.

Toplam 21 giin olan deney siiresinin sonunda kontrol ve deneyli gruplara ait tiim
hayvanlara 50 mg/kg dozda BrdU (Sigma B-5002) intraperitoneal olarak injekte
edilerek in vivo BrdU isaretlemesi yapildi. BrdU injeksiyonundan 2 saat sonra 50-200

mg/kg ketamin anestezisi altinda hayvanlarin batinlar1 agilarak sag ve sol ovaryumlari
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151k mikroskobik inceleme icin %10’luk formaldehit ve elektron mikroskobik inceleme

icin %2,5’luk gluteraldehit soliisyonlarina alindi. Daha sonra hayvanlar sakrifiye edildi.

3.2. Isik Mikroskobu Takibi

Deney hayvanlarindan alinan ovaryumlar 151k mikroskobik inceleme icin
tamponlanmis %10’luk formaldehit soliisyonunda 48 saat siireyle tespit edildi. Dokular
her birinde 24 saat bekletilmek suretiyle yiikselen dereceli alkol serilerinden (%70,
%90, %96, %100) gecirilerek dehidrate edildikten sonra toluolde (Merck) 1 saat siireyle
saydamlastirma islemi gergeklestirildi. Dokularin kesite hazirlanmasi i¢in sivi parafin
icerisinde 56°C’ye ayarlanmis etiivde (Heraeus) 1 saat bekletildi ve daha sonra dokular
parafin bloklara gomiildii. Hazirlanan parafin bloklardan mikrotom (Leica RM 2255) ile
3,5 mikron kalinhiginda kesitler alindi. Immiinohistokimya uygulamalar1 igin seri

parafin kesitler Histogrip (Zymed 00-8050) ile kaplanan lam iizerine alindu.

3.2.1. Histokimyasal Boyalar

3.2.1.1. Hematoksilen & Eozin (H&E):

Dokularin genel goriiniimiinii belirlemek amaciyla H&E boyast uygulandi.
Boyamanin yapilisy;
o Parafin kesitler 30 dakika toluolde bekletilerek dokudan parafinin dokudan
uzaklasmast saglandi. Derecesi azalan alkol serilerinden (%100, 96, 90, 70) gecirilen
kesitler daha sonra distile suya indirildi.

o Hematoksilende 30 dakika boyand1.

o Cesme suyunda calkalanda.

o Boyanin fazlasi asit alkolde giderildi.

o Kesitler cesme suyunda 1 saat bekletilerek mordanlama sonucu olusan renk tonu
ayarlandi.

o Eozinde 3 dakika boyandi.

o Distile suda yikandu.

° Bu kez yiikselen alkol serilerinden (%70, 90, 96, 100) gecirilerek toluole alind1
ve daha sonra kesitler Kanada balzami (AppliChem 8007-47-4) ile kapatildi.

Islem sonunda, hiicre cekirdegi mavi-mor, sitoplazma ise pembe renge boyandi.
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3.2.1.2. Masson Trikrom:

Bag dokusunun genel goOriiniimiinii izlemek ve Ozellikle kolajen lifleri
belirlemek amaciyla Masson trikrom boyasi yapilda.
Boyamanin yapilisi;

o Parafin kesitler 30 dakika toluolde bekletlerek dokudan parafinin uzaklagmasi
saglandi. Derecesi inen alkol serilerinden (%100, 96, 90, 70) gecirilen kesitler daha
sonra distile suya indirildi.

o Weigert hematoksilende 4 dakika boyandi.

o Cesme suyunda 10 dakika tutuldu.

o Ponceau xylidin-asit fuksin soliisyonu ile 5 dakika boyanda.

o Hizlica %1 asetik asitten gecirildi.

o Orange G ile 10 dakika boyandi.

o Hizlica %1 asetik asitten gecirildi.

o Light Green ile 7 dakika boyandi.

o Hizlica %1 asetik asitten gecirildi.

o 3 kez %100 etanolden gegirildi.

o Kesitler toluolden gecirilerek kanada balzamu ile kapatildi.

Islem sonunda, kolajen lifler yesil, cekirdek mavi-siyah, sitoplazma, alyuvarlar

ve kas dokusu kirmizi renge boyandi.

3.2.1.3. Periyodik Asit Schiff (PAS):

Karbonhidrattan zengin yapilarin 06zellikle glikojen ve bazal membran
boyanmalarini1 gostermek amaciyla PAS boyasi yapildi.
Boyamanin yapilisy;
o Parafin kesitler 30 dakika toluolde bekletilerek dokudan parafinin uzaklagmasi
saglandi. Derecesi azalan alkol serilerinden (%100, 96, 90, 70) gecirilen kesitler daha
sonra distile suya indirildi.
o Periyodik asitte 2 dakika boyandi.
o Distile suda 10 dakika bekletildi.
o Kesitler Schiff reaktaninda 10 dakika boyand1.



21

o Akarsu altinda 10 dakika bekletildi.

o Mayer hematoksilen ile 7 dakika boyand:.

o Akarsu altinda 10 dakika bekletildi.

o Ikiser kez %100 alkol ve toluolden gecirilerek kanada balzamu ile kapatilda.
Islem sonunda glikojen, glikoprotein gibi karbonhidratlar mor-menekse,

cekirdek mavi renge boyandi (1).

3.2.2. immiinohistokimya Uygulamasi

3.2.2.1. MMP-2, MMP-9, VEGF, FGF isaretlemesi
Ovaryum dokusunda stromada incelenmesi hedeflenen MMP-2, MMP-9, VEGF
ve bFGF hiicre i¢i igsaretlemeleri i¢in immiinohistokimya ¢aligmasi yapildi.

o Kesitler 1 gece 56°C etiivde tutularak lama tutunmalar1 saglandi..

o Kesitler bu seriden gecirilerek saf suya indirildi.
o Toluol................. 2x10 dakika
o SafAlkol............. 2x5 dakika
o %96 Alkol ............ 2x 5 dakika
o %90 Alkol ............ 2x 5 dakika
o %70 Alkol ............ 2x 5 dakika
o SafSu................ Ix 5 dakika

o Endojen peroksidazi maskelemek icin kesitler %3 H,O, (Merck 108597) —
metanol (Riedel-de Haén 24229) bulunan salede 10 dakika karanlikta bekletildi.
o 2 kez fosfat tamponlu serum fizyolojik (PBS) ile yikand1.
o Antijenin iyilesme islemi i¢in kesitler icinde 10 mM sitrat tamponu (pH=6) olan
saleye koyularak mikrodalga firinda 5 dakikalik periyotlarla 3 kez muamele edildi.
o Mikrodalga firindan ¢ikarilan kesitler oda sicakliginda 20 dakika sogumaya
birakildi.
o 2 defa PBS ile yikandi.
o Dokularin etrafi hidrofobik kalemle (Zymed 008899) sinirland1.
o Immiinohistokimya tepsisine konan kesitlere
o MMP-2 ve VEGF boyamasi i¢in; 30 dakika Ultra V blok (Zymed 85-9043)
uyguland.
o MMP-9 ve FGF boyamas: icin; 30 dakika tavsan serumu (Santa Cruz sc-
2338) uygulandi.
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o Primer antikor uygulamasi her antikor icin farkli diliisyon oranlarinda
gercgeklestirildi.

o MMP-2 (Santa Cruz sc-13595) : 1/ 10
o MMP-9 (Santa Cruz sc-6840) : 1/ 50

o VEGF (Santa Cruz sc-53462) : 1/100
o bFGF (Santa Cruz sc-1884) : 1/ 50

o Kesitlere belirtilen oranlarda antikor diliient (Zymed 00-3118) ile hazirlanan
primer antikorlar uyguland: ve gece boyu +4°C de bekletildi.

o 2 defa PBS ile yikandi.

o MMP-2 ve VEGF i¢in Histostain Plus Broad Spectum kit i¢inde bulunan Broad
spectrum sekonder antikor (Zymed 85-9043) ile, MMP-9 ve FGF i¢in rabbit anti-goat
sekonder antikor (sc-2774) ile 30 dakika sekonder antikor uygulanda.

o 2 defa PBS ile yikandi.

o 30 dakika HRP- Streptavidin (Zymed 85-9043) uygulandi.

o 2 defa PBS ile yikandi.

o Karanlikta 5 dakika kromojen (Zymed 002007) uygulanda.

o Distile su ile calkalandu.

o 10 dakika Mayer Hematoksilen uygulandi.

o 7 dakika ¢cesme suyunda bekletildi.

o Preparatlar kurulanip AEC ile uyumlu su bazli kapatict (Zymed 008010) ile
kapatild1.

Immiinohistokimya ile boyanan preparatlarmn boyanma yogunluklar1 iki ayri
arastiric tarafindan degerlendirilerek (-) Boyanma yok; (+) Soluk; (+) Orta; (++)

Yogun; (+++) Cok yogun boyanma seklinde derecelendirildi.

3.2.2.2. BrDU isaretlemesi
Ovaryum dokusunda stroma bdlgesinde ve graniiloza hiicrelerinde sentez

fazindaki hiicrelerin belirlenmesi amaciyla BrdU immiinohistokimya calismasi yapild.

o Kesitler 1 gece 56°C etiivde tutuldu ve parafini giderildi.
o Kesitler bu seriden gecirilerek saf suya indirildi.

o Toluol................. 2x10 dakika

o SafAlkol............. 2x5 dakika

o %96 Alkol ............ 2x 5 dakika
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o %90 Alkol ............ 2x 5 dakika
o %70 Alkol............ 2x 5 dakika
o SafSu.................. 1x 5 dakika

Endojen peroksidazi maskelemek i¢in kesitler %0,5 H,O, — metanolde 20 dakika

stireyle karanlikta bekletildi.

3 defa distile su ile yikandi.

37 °C etiivde tripsin ile 30 dakika muamele edildi.
2 defa distile su ile yikandi.

37 °C etiivde 4N HCl ile 30 dakika muamele edildi.
Dokularin etrafi hidrofobik kalemle siirlandi.

Immiinohistokimya tepsisine konan kesitlere 30 dakika Ultra V blok (Zymed 85-

9043) uygulandi.

Primer antikor (Zymed 18-0103) 1/50 diliisyon oranminda antikor diliient ile

hazirlanarak kesitlere uygulandi ve gece boyu +4°C’de bekletildi.

2 defa PBS ile yikandi.

Sekonder antikor 30 dakika uygulandi.

2 defa PBS ile yikandi.

30 dakika Streptavidin uygulandi.

2 defa PBS ile yikandi.

Karanlikta 5 dakika kromojen uygulandu.

Distile su ile calkalandu.

7 dakika Mayer Hematoksilen uygulanda.

Distile su ile 2 kez yikandi.

Preparatlar kurulanip AEC ile uyumlu su bazli kapatici ile kapatildi.

BrDU ile ile boyanan preparatlarda stromada ve graniiloza hiicrelerine 1000’er

hiicre sayild1 ve ¢ikan degerler istatistiksel olarak degerlendirildi.

Histokimya ve immiinohistokimyasal boyama yontemleri ile hazirlanan preparatlar 151k

mikroskobu (Olympus CX21) ile incelendi ve incelenen boliimlerin fotografi sayisal

olarak kaydedildi. (Sony DSC-M2).
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3.3. Elektron Mikroskobu Takibi
3

Deney hayvanlarindan aliman ovaryum doku Orneklerinden 1mm
biiytikliigiindeki parcalar 0.1 M fosfat tamponu (pH 7.4) ile tamponlanmis olan %2,5’lik
gluteraldehit ¢ozeltisi icinde 24 saat +4°C’de fikse edildi.

o 2 kez 10’ar dakika PBS ile muamele edildi.

o 1 saat Osmik asit (ikinci fiksatif) i¢cinde bekletildi.

o PBS icinde 10 dakika bekletildi.

o 9% 1’1ik uranil asetat 1 saat uygulandi.

o PBS icinde 10 dakika bekletildi.

. Herbirinde 10’ar dakika olmak {iizere yiikselen aseton serilerinden (%30, %50,
%70, %90, %96, %100, %100) (Merck) gecirildi

o 1 saat 1:1 Aseton : Epon karisiminda bekletildi.

o 1 saat 1:3 Aseton : Epon karisiminda bekletildi.

o 1 saat saf epon icinde bekletildi.

o Son olarak dokular 0,6 x 1 mm boyutlarindaki jelatin kapsiiller ic¢inde
doldurulmus géomme ortamina (Epon 812 — Merck) gomiiliip 60°C’lik etiivde 18 saat
bekletilerek eponun polimerizasyonu saglandi.

Alman yar: ince kesitler toluidin mavisiyle boyanip, hedef boliimler tespit
edildi ve ince kesit alinacak bolgeler belirlendi. Ultramikrotom (C. Reichert OM U3) ile
400 - 600 nanometre kalinliginda alian ince kesitler, film ile kaplanmis 100 pencereli
bakir kafesler iizerine alindi. Kontrastlama icin 30 dakika uranil asetat ve 10 dakika
kursun nitrat (Reynold’s) damlalar1 iizerinde bekletildikten sonra kesitler transmisyon
elektron mikroskobu (TEM) (JEOL —JEM 1011) ile incelenerek incelenerek MegaView
sayisal goriintiileme kameras1 ve AnalySIS (Soft Imaging Software, GmbH) yazilimu ile

fotograflandi. (23).

3.4. istatistiksel Analiz
Yapilan caligmadan elde edilen verilerin istatistiksel karsilastirmas1 SPSS 14.0

istatistik programu ile gerceklestirildi. Deney ve kontrol gruplarina ait ovaryum
dokularinda atretik folikiillerin ve graniiloza hiicrelerinde ve stromada BrdU ile
isaretlenmis hiicrelerin sayilar1 arasindaki farkin degerlendirilmesi Student t testi ile

analiz edildi. Anlamlilik sinir1 p < 0,05 olarak kabul edildi.



25

3.5. Kullanilan Malzemeler ve Cihazlar

3.5.1. Kullanilan Malzemeler

Levonorgestrel (Sigma N2260), etinil ostradiol (Sigma E4876), kloroform (Merck),
BrdU (Sigma B-5002), toluol (Merck), Histogrip (Zymed 00-8050), Kanada balzami
(AppliChem 8007-47-4), HO, (Merck 108597), metanol (Riedel-de Haén 24229),
hidrofobik kalem (Zymed 008899), Ultra V blok (Zymed 85-9043), tavsan serumu
(Santa Cruz sc-2338), MMP-2 (Santa Cruz sc-13595), MMP-9 (Santa Cruz sc-6840),
VEGF (Santa Cruz sc-53462), bFGF (Santa Cruz sc-1884), antikor diliient (Zymed 00-
3118), sekonder antikor (sc-2774), sekonder antikor (Zymed 85-9043), HRP-
Streptavidin (Zymed 85-9043), kromojen (Zymed 002007), AEC ile uyumlu su bazlh
kapatici (Zymed 008010).

3.5.2. Kullamlan Cihazlar

Mikrotom (Leica RM 2255), etiiv (Heraeus), 1sik mikroskobu (Olympus CX21),
fotograf makinesi (Sony DSC-M2), Ultramikrotom (C. Reichert OM U3), transmisyon
elektron mikroskobu (TEM) (JEOL —JEM 1011), CCD kamera (Megaview GmbH)
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4. BULGULAR

4.1. Isitk mikroskobu bulgular:

Calismamizda kontrol ve deney gruplarina ait ovaryum doku orneklerinin genel
goriiniimiinii belirlemek amaciyla H&E, karbonhidrattan zengin yapilarin 6zellikle
glikojen ve bazal membran boyanmalarim1 géstermek amaciyla PAS ve bag dokusunun
genel goriiniimiinii izlemek ve Ozellikle kolajen lifleri belirlemek amaciyla Masson
trikrom histokimyasal boyalar1 uygulandi. H&E ile boyama sonucunda deney grubunda
ileri gelisim asamalarindaki folikiillerin bulunmadig1 gozlemlendi (Sekil 4-1b). Masson
trikrom boyasi ile kontrol ve deney gruplarma ait ovaryum dokularinda stroma bdlgeleri
karsilastirildi ve iki grup arasinda bag dokusu miktarinda ve kolajen lif dagiliminda bir
fark olmadigi izlendi. Uyguladigimiz histokimyasal boyalar ile folikiillerin teka
tabakalar1 karsilastirmali olarak incelendiginde iki grup arasinda tabakalarin kalmliklar1
bakimindan fark olmadigi gézlendi (Sekil 4-2a, b). PAS ve Masson trikrom boyalari ile
atretik folikiillerin degerlendirilmesinde deney grubunda kontrol grubuna kiyasla daha
fazla sayida ve daha biiyiik folikiillerin atreziye ugradigi gozlendi.(Sekil 4-2a, b; Sekil
4-3a, b; Sekil 4-4a, b). Deney grubunda atretik folikiil sayis1 kontrol grubuna gore
istatistiksel olarak anlaml diizeyde daha fazla bulundu (p<0,001).

Histokimyasal boya uygulamasi sonucunda degerlendirilen atretik folikiil
sayllarina gore yapilan istatistiksel analiz sonuglar1 tablo 4-1’de derlenmis olarak
sunulmaktadir.

Tablo 4-1: Deney ve kontrol grubunda histokimyasal boyama ile saptanan atretik folikiil
sayilari.

Kontrol Grubu Deney Grubu
(n:13) (n:18)

Ortalama Atretik Folikiil Sayis1 3,07 +£2,46 9,11 +4,29%

*p<0,001
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Sekil 4-1: Kontrol (a) ve deney (b) gruplari ovaryum morfolojisi genel goriintiisiine ait 151k
mikrokobu fotografi. Hematoksilen — eozin (x4)



Sekil 4-2: Kontrol (a) ve deney (b) gruplarinda ovaryumdaki bag dokusu dagilimim
gosteren 151k mikroskobu fotografi. Masson trikrom (x10)
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Sekil 4-3: Kontrol (a) ve deney (b) gruplari ovaryum dokusu genel goriintiisiine ait 151k
mikroskobu fotografi. PAS (x4)
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Sekil 4-4: Kontrol (a) ve deney (b) gruplar: ovaryum dokusu atretik folikiillerin
goriintiisiine ait 151k mikroskobu fotografi. PAS (x10)
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4.2. immiinohistokimya bulgular:

4.2.1. FGF

Kontrol grubuna ait ovaryum dokusunda bFGF’yi belirlemek amaciyla yapilan
immiinohistokimyasal boyamada ovaryum yiizey epitelinde ve ovaryumun stromasinda
glandiiler hiicrelerde yogun boyanma meydana gelirken, diger bag dokusu hiicrelerinde
ve teka interna tabakasmnda boyanmanin olmadigi gozlenmedi. Graniiloza hiicreleri ve
luteal dokuda boyanmanin orta derecede, teka eksterna hiicrelerinde boyanmanin soluk
oldugu izlendi (Sekil 4-5a; Sekil 4-6a).

Deney grubuna ait farelerin ovaryumlarinda bFGF’ye yonelik olarak
gergeklestirilen immiinohistokimyasal boyama sonucunda kontrol grubuna benzer
sonuglar elde edildi. Yapilan gozlemde ovaryum ylizey epitelinde ve ovaryumun
stromasinda glandiiler hiicrelerde yogun boyanma meydana gelirken, diger bag dokusu
hiicrelerinde ve teka interna tabakasinda boyanmanin olmadig1 gozlenmedi. Graniiloza
hiicreleri ve luteal dokuda boyanmanin orta derecede, teka eksterna hiicrelerinde

boyanmanin soluk oldugu izlendi (Sekil 4-5b; Sekil 4-6b).

4.2.2. MMP-2

Kontrol grubuna ait ovaryum dokusunda MMP-2"yi belirlemek amaciyla yapilan
immiinohistokimyasal boyamada ovaryumun stromasinda glandiiler hiicrelerde ve luteal
dokuda boyanmanin yogun oldugu ve teka interna hiicrelerinde ise boyanmanin soluk
oldugu izlendi. Teka eksterna hiicrelerinde orta diizeyde boyanma gozlenirken, ovaryum
yiizey epitelinde, diger bag dokusu hiicrelerinde ve graniiloza hiicrelerinde boyanmanin
olmadig1 gozlemlendi (Sekil 4-7a; Sekil 4-8a).

Deney  grubuna  ait  hayvanlarm  ovaryumlarmin  MMP-2  i¢in
immiinohistokimyasal olarak isaretlenmesi sonucunda kontrol grubuna benzer sonuclar
elde edildi. Ovaryumun stromasinda glandiiler hiicrelerde ve luteal dokuda boyanmanin
yogun oldugu ve teka interna hiicrelerinde ise boyanmanin soluk oldugu izlendi. Teka
eksterna hiicrelerinde orta diizeyde boyanma goézlenirken, ovaryum ylizey epitelinde,
diger bag dokusu hiicrelerinde ve graniiloza hiicrelerinde boyanmanin olmadigi

gozlemlendi (Sekil 4-7b; Sekil 4-8b).
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4.2.3. MMP-9

Kontrol grubuna ait ovaryum dokusunda MMP-9’u belirlemek amaciyla yapilan
immiinohistokimyasal boyamada ovaryum yiizey epitelinde, graniiloza hiicrelerinde ve
teka interna hiicreleri boyanmanin orta diizeyde oldugu izlendi. Ovaryumun
stromasinda glandiiler hiicrelerde ve luteal dokuda boyanmanin yogun oldugu
gozlemlendi. Teka eksterna hiicrelerinde ve diger bag dokusu hiicrelerinde ise
boyanmanin olmadig1 izlendi (Sekil 4-9a; Sekil 4-10a).

Deney  grubuna  ait  hayvanlarm  ovaryumlarmin  MMP-9  i¢in
immiinohistokimyasal olarak isaretlenmesi sonucunda kontrol grubuna benzer sekilde
ovaryum yiizey epitelinde, graniiloza hiicrelerinde ve teka interna hiicreleri boyanmanin
orta diizeyde oldugu izlendi. Luteal dokuda boyanmanin yogun oldugu, Teka eksterna
hiicrelerinde ve diger bag dokusu hiicrelerinde ise boyanmanin olmadig: izlendi Kontrol
grubundan fakli olarak deney grubunda ovaryumun stromasinda glandiiler hiicrelerde

boyanma derecesinde artis oldugu belirlendi (Sekil 4-9b; Sekil 4-10b).

4.2.4. VEGF

Kontrol grubuna ait ovaryum dokusunda VEGF’yi belirlemek amaciyla yapilan
immiinohistokimyasal boyamada ovaryum yiizey epitelinde ve graniiloza hiicrelerinde
boyanmanin orta diizeyde oldugu izlendi. Ovaryum stromasinda glandiiler hiicrelerde ve
luteal dokuda yogun boyanma oldugu, diger bagdokusu hiicreleri, teka interna ve teka
eksterna hiicrelerinde ise boyanmanin olmadigi izlendi (Sekil 4-11a; Sekil 4-12a).

Deney  grubuna  ait hayvanlarm  ovaryumlarmin ~~ VEGF  i¢in
immiinohistokimyasal olarak isaretlenmesi sonucunda kontrol grubuna benzer sekilde
ovaryum yiizey epitelinde ve graniiloza hiicrelerinde boyanmanin orta diizeyde oldugu,
glandiiler hiicreler disindaki diger bag dokusu hiicrelerinde, teka interna ve teka
eksterna hiicrelerinde boyanmadin olmadig1 izlendi. Kontrol grubundan farkl olarak
stromada yer alan glandiiler hiicrelerde ve luteal dokuda boyanmanin orta diizeyde
oldugu gozlendi (Sekil 4-11b; Sekil 4-12b).

FGF, MMP-2, MMP-9 ve VEGF immiinohistokimya uygulamalarimiz sonucu
elde ettigimiz bulgularimizin 6zeti olarak degerlendirilebilecek genel dzellikler bir tablo

seklinde toplu olarak sunulmaktadir. (Tablo 4-2)
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4.2.5. BrdU

Kontrol grubuna ait ovaryum dokusunda sentez fazindaki hiicreleri belirlemek
amaciyla yapilan BrdU ile immiinohistokimyasal boyama sonucunda folikiillere ait
graniiloza hiicrelerinde (Sekil 4-13a) ve ovaryum stromasinda (Sekil 4-14a)
isaretlenmenin oldugu gézlendi.

Deney grubuna ait ovaryum dokusunda ise BrdU ile immiinohistokimyasal
boyama sonucunda kontrol grubuna benzer olarak graniiloza hiicrelerinde (Sekil 4-13b)
boyanmanin meydana geldigi ancak hi¢cbir stroma bolgesinde (Sekil 4-14b) boyanmanin
olmadig1 goriildii. Elde ettigimiz bu degerler istatistiksel olarak degerlendirildi. Deney
grubunda graniiloza hiicrelerinde ve ovaryum stromasinda ve folikiile ait graniiloza
hiicrelerinde sentez fazindaki hiicrelerin sayisinda istatistiksel olarak anlaml bir azalma
meydana geldigi izlendi (p<0,001).

BrdU sayimlarma gore yapilan istatistiksel analiz sonuglar1 graniiloza hiicreleri
(Tablo 4-3) ve stroma hiicreleri (Tablo 4-4) i¢in tablo seklinde toplu olarak

sunulmaktadir.
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Tablo 4-2: FGF, MMP-2, MMP-9 ve VEGF immiinohistokimya uygulamalarimiz sonucu

kontrol ve deney gruplarina ait bulgulara ait genel 6zellikler.

FGF MMP-2 MMP-9 VEGF
Kontrol Deney | Kontrol | Deney | Kontrol | Deney j Kontrol | Deney
Grubu Grubu Grubu |Grubu ]| Grubu |Grubu [ Grubu |Grubu
Ovaryum yiizey ++ ++ - - + + + +
epiteli
Teka interna - - + + + + _ _
Teka eksterna + + + + - - - -
Graniiloza + + - - + + + +
hiicreleri
Luteal dokusu + + ++ ++ ++ ++ ++ +
Interstisyel ++ ++ ++ ++ ++ +++ ++ +
landiiler hiicreler
Diger bag - - - - - - - -
dokusu hiicreleri

(-: Boyanma yok, X: Soluk, +: Orta, ++: Yogun, +++: Cok yogun boyanmayi ifade etmektedir.)

Tablo 4-3: Kontrol ve deney gruplarina ait Graniiloza hiicreleri BrdU sayim sonuclari.

Kontrol Grubu Deney Grubu
(n:16) (n:23)
Ortalama Boyanan
Graniiloza Hiicre Sayis1 21,56 +7,13 18,74 + 6,4*

*p < 0,001

Tablo 4-4: Kontrol ve deney gruplarina ait stroma hiicreleri BrdU sayim sonuclari.

Kontrol Grubu

(n:11)

Deney Grubu
(n:11)

Stromada Boyanan Ortalama

Hiicre Sayis1

337+1,1

0*

*p < 0,001




Sekil 4-5: Kontrol (a) ve deney (b) gruplari ovaryum dokusu FGF immiinohistokimya
boyamasinin genel goriintiisiinii gosteren 151k mikroskobu fotografi. (x10)
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Sekil 4-6: Kontrol (a) ve deney (b) gruplar: ovaryum dokusu interstisyel glandiiler
hiicreler ve diger bag dokusu hiicrelerinde FGF immiinohistokimya boyamasim
gosteren 151k mikroskobu fotografi. (x40)
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Sekil 4-7: Kontrol (a) ve deney (b) gruplari ovaryum dokusu MMP-2 immiinohistokimya
boyamasinin genel goriintiisiinii gosteren 151k mikroskobu fotografi. (x10)



Sekil 4-8: Kontrol (a) ve deney (b) gruplar: ovaryum dokusu interstisyel glandiiler
hiicreler ve diger bag dokusu hiicrelerinde MMP-2 immiinohistokimya
boyamasim gosteren 151k mikroskobu fotografi. (x40)
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Sekil 4-9: Kontrol (a) ve deney (b) gruplari ovaryum dokusu MMP-9 immiinohistokimya
boyamasinin genel goriintiisiinii gosteren 151k mikroskobu fotografi. (x10)



Sekil 4-10: Kontrol (a) ve deney (b) gruplar1 ovaryum dokusu interstisyel glandiiler
hiicreler ve diger bag dokusu hiicrelerinde MMP-9 immiinohistokimya
boyamasim gosteren 151k mikroskobu fotografi. (x40)
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Sekil 4-11: Kontrol (a) ve deney (b) gruplari ovaryum dokusu VEGF immiinohistokimya
boyamasinin genel goriintiisiinii gosteren 151k mikroskobu fotografi. (x10)



Sekil 4-12: Kontrol (a) ve deney (b) gruplar1 ovaryum dokusu interstisyel glandiiler
hiicreler ve diger bag dokusu hiicrelerinde VEGF immiinohistokimya
boyamasim gosteren 151k mikroskobu fotografi. (x40)
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Sekil 4-13: Kontrol (a) ve deney (b) gruplar1 ovaryum dokusu graniiloza hiicrelerinde
sentez fazindaki hiicrelerin BrdU immiinohistokimya boyamasim gosteren 151k
mikroskobu fotografi. (x100)
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Sekil 4-14: Kontrol (a) ve deney (b) gruplar1 ovaryum dokusu interstisyel glandiiler
stroma ve diger bag dokusu hiicrelerinde sentez fazindaki hiicrelerin BrdU
immiinohistokimya boyamasim gosteren 151k mikroskobu fotografi. (x100)
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4.3. Elektron Mikroskobu Bulgulari:

Kontrol ve deney gruplar1 ovaryum doku Ornekleri agirlikli olarak ovaryum
stromasinda bulunan interstisiyel glandiiler hiicreler ve diger bag dokusu hiicreleri
(fibroblast, makrofaj) karsilastirilmali olarak ince yap1 diizeyinde degerlendirildi.
Kontrol grubunda fibr6z doku agirlikli stromada fibroblast, fibrosit, makrofaj hiicreleri
ve elastik ve kolajen liflerin varlig1 izlendi. Ayrica stromada bulunan intersitisyel
glandiiler hiicrelerin sentez aktivitelerine bagli olarak sitoplazmalarinda gelismis DER,
cok sayida, tiibiiler kristali mitokondriyumlar ve endokrin salgr graniilleri
bulunmaktayd1 (Sekil 4-15a). Hiicre sitoplazmasinda bulunan salgi graniillerinin farkh
biiyiikliiklerde, yuvarlak sekilli ve iceriginde bulunan hormonun olgunluklarina bagh
olarak farkli yogunluk derecelerinde oldugu izlendi. Sentez aktivitesine sahip hiicre
sitoplazmalarinda yogunlugu degisken (agik — koyu) ve salgi igerigini bosaltmis
graniiller (degraniilasyon) go6zlendi. Glandiiler hiicrelerin, merkezde yer alan,
heterokromatik ve centikli bir ¢ekirdege sahip olduklar: izlendi (Sekil 4-15b). Doku
icerisinde yer yer fagositik vakuoller iceren makrofajlara rastlandi. Deney ve kontrol
gruplar1 karsilastirildiginda hiicreler arasinda kolajen ve elastik lif dagiliminda bir fark
olmadigi, 151k mikroskobik bulgularimiza benzer olarak stroma yapi ve yerlesiminde
ince yap1 diizeyinde belirgin bir degisiklik meydana gelmedigi izlendi. Yapilan
degerlendirmede kontrol grubundan farkl olarak stromada yer yer apoptotik hiicrelere
rastland1 (Sekil 4-16a) ve daha seyrek olarak bazi hiicrelerde organel diizeyinde 6dem
ve vakuollesme oldugu izlendi (Sekil 4-16b). Fagositik (makrofaj) hiicrelerin sayisinda
da bir artis oldugu izlendi. Glandiiler hiicrelerin DER sisternalarinda genisleme
meydana geldigi (Sekil 4-17a), mitokondriyum kristalarinda dejeneratif inkliizyonlarda
da bir artis oldugu gozlendi (Sekil 4-17b). Hiicrenin salg1 graniillerinde bazi farkliliklar
oldugu izlendi. Glandiiler hiicrelere ait salg1 graniillerinin birlesmis ve bu nedenle amorf
bir goriintiiye sahip olduklari, daha az sayida ancak daha yogun igerikli (koyu renkli)
olduklar: (Sekil 4-18a, b), bazi hiicrelerde ise bozunmus salg1 graniillerin varlhig: dikkat
cekmekteydi (Sekil 4-19a). Hiicrelerde bulunan salgi graniillerinin kontrolden farkli
olarak az sayida ve sadece yogun graniiller seklinde olduklar1 g6zlendi (Sekil 4-18a, b).
Deney grubu ovaryum dokusu stromasinda kontrol grubuna kiyasla daha fazla sayida
bozunmus hiicreye rastlandi. Bazi hiicrelerde fagositik vakuollerin bulundugu izlendi.

(Sekil 4-19b).



Sekil 4-15: Kontrol grubunda ovaryum stromasinda bulunan hiicrelerin ince yapi
ozelliklerini gosteren elektron mikroskobu fotografi. (a ve b) (x5000)
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Sekil 4-16: Deney grubunda stromada gozlenen apoptotik hiicreler (a) ve organel

diizeyinde 6dem ve vakuollesmeyi (b) gosteren elektron mikroskobu fotografi.
(a: x7500, b: x15000)
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Sekil 4-17: Deney grubunda DER sisternalarinda meydana gelen genislemeye bagh
vakuolizasyon (a) ve mitokondri inkliizyonlarim (b) gosteren elektron
mikroskobu fotografi. (a: x6000, b: x12000)
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Sekil 4-18: Deney grubunda stromal glandiiler hiicrelerin salg1 graniillerinde meydana

gelen degisiklikleri gosteren elektron mikroskobu fotografi (a ve b).
(a ve b : x5000)
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Sekil 4-19: Deney grubunda stromal glandiiler hiicrelerde dejenere salgi graniilleri (a) ve
fagositik hiicreleri (b) gosteren elektron mikroskobu fotografi. (a: x5000, b: x7500)
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S. TARTISMA

Bu ¢alismada, oral kontraseptiflerin bilesiminde bulunan levonorgestrel ve etinil
Ostradiol kombinasyonu ile ovaryum dokusunda meydana gelebilecek degisiklikler
histokimyasal, immunohistokimyasal ve ince yap1 diizeyinde arastirilmistir. Literatiirde
ozellikle ovaryum dokusunu ilgilendiren cesitli fizyolojik ve patolojik siireglerde
MMP’lerin durumunu ortaya koyan ¢ok sayida ¢alisma bulunmasina karsm (8), oral
kontraseptiflerin etkilerini bizim kullandigimiz parametrelerle arastiran caligmalara ait
smirli veri bulunmaktadir. Bu baglamda c¢alismamiz, ovulasyonla sonu¢lanmayan
folikiil gelisimi siirecinde stromal hiicrelerin de katildigi etkilesimlere yonelik veri
saglama ac¢isindan literatiire katki saglamaktadir.

Johnson ve ark. tarafindan gerceklestirilen klinik bir ¢calismada, deneyimizde
kullanilan ila¢ kombinasyonunun, bizim kullandigimiz dozlar1 da igeren bir uygulama
protokolii ile 1 yil siireyle oral yoldan kullanilmasi sonucu endometriyum
morfolojisinde patolojik degisiklikler meydana gelmedigi ancak endometriyumun
inaktif oldugu bulunmustur (24). Ote yandan levonorgestrel salgilayici intrauterin
araglarm endometriyumda pseudo-desidualizasyon gibi morfolojik degisiklikler
meydana getirdigi gosterilmistir (42). Her iki ¢alisma da 151k mikroskobik diizeyde
gerceklestirilmistir. Caliymamizin 151k mikroskobu ile gerceklestirilen histokimyasal
boliimiinde atretik folikiil sayisinda artis olmasi ve erken antral evrenin dtesine taginmis
folikiil bulunmamasi diginda ovaryum dokusunda dikkat ¢ekici morfolojik bir degisiklik
meydana gelmedigini gozlemledik. Ancak elektron mikroskobu ile gerceklestirilen
incelemede deney grubunda gerek folikiiler, gerekse stromal hiicrelerde organel
diizeyinde bozunma ve apoptoz goriilmesi dort giin siiren fare over dongiisiinde (6) 6
siklusa karsilik gelen siirecte ince yapi diizeyinde degisiklik olusabildigini ortaya
koymaktadir. Bu bulgu levonorgestrel ve etinil Ostradioliin islevsel diizeyin Otesinde
olusturdugu degisiklikleri isaret eden caligmalarla kosutluk gostermektedir (7, 24).

Kullandigimiz  levonorgestrel ve etinil  Ostradiol kombinasyonunun
folikiilogenezi engellemesi yiiziinden (13) deney grubumuzdaki ovaryum kesitlerinde
gelisimini erken antral evrenin Otesine tasimis folikiillerin izlenmemesi beklenen bir
sonugtur.

Ovaryumda meydana gelen folikiil gelisimi, ovulasyon, korpus luteum olusumu

ve gerilemesi ile folikiil atrezisi siirecleri anjiyogenez ve somatik hiicrelerin ve germ
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hiicrelerinin 6liimii ile 6zellik kazanan dinamik olaylardir (19). Bu olaylarin birbiriyle
esglidiimlii olarak gerceklesmesi islevlerin aksamadan yiiriitiilebilmesi ag¢isindan
onemlidir (22). Bu siirecte hiicre dis1 matriksin yeniden sekillenmesinde MMP’lerin
onemli bir rol oynadigin1 gosteren cok sayida calisma bulunmaktadir (8, 19, 43).
Kesitlerin immiinohistokimyasal degerlendirmesi cercevesinde kontrol ve deney
gruplariin nitel olarak analiz edilen MMP 2 boyanma oOriintiileri arasinda boyanma
bolgeleri ve diizeyleri bakimindan belirgin fark olmadigini ancak deney grubundaki
interstisyel hiicrelerde MMP-9’un kontrol grubundakine denk yogun boyanmanm yani
sira bazi hiicre kiimelerinde heterojen olarak ¢ok yogun boyandigini saptadik.
Bulgularimizda gruplar arasnda MMP 2°nin bulundugu bolgeler ve boyanma
yogunlugu bakimindan fark olmamasina karsilik, MMP 9 boyanmasinin intersisyel
glandiiler hiicrelerde kontrol grubuna kiyasla daha yogun olmasi folikiilogenezde bu iki
proteazin aktivasyon mekanizmalarinin farkli olmasi ile agiklanabilir (8).

Ote yandan atretik folikiil sayisinin deney grubunda daha fazla olmasi, bu grupta
fagositik faaliyete bagli olarak MMP yogunlugunun daha fazla olabilecegini diisiindiirse
de, MMP aktivitesinin daha ¢ok inflamasyonla baglantili fagositik siirece eslik etmesi
(45) deney grubumuzdaki atretik folikiillerdeki fagositik faaliyetin inflamasyon ya da
doku yeniden modellenmesi siirecindeki kadar kapsamli olmadigini gostermektedir. Bu
bulgu, atretik folikiillerin eliminasyonunda apoptoz ve otofajinin roliinii ortaya koyan
caligmalarin sonuglariyla uyumludur (17).

Oral kontraseptiflerin bilesiminde bulunan ve deneyimizde kullandigimiz etinil
Ostradioliin farkli dokularda MMP ekspresyonunu diizenleyici etki gosterdigini belirten
caligmalar bulunmaktadir (29, 45). MMP’lerin folikiil atrezisindeki rolleri ile iliskili
olarak koyunlarda hipofizektomi ile meydana gelen folikiil atrezisinde MMP-2 ve
MMP-9 seviyelerinde anlamli bir artis oldugu gozlenmistir (19). Levonorgestrel
salgilayan intrauterin araclar ile endometriyum stromasinda MMP-9 miktarinda anlaml
bir artis meydana geldigi progesteronun MMP-9 ekspresyonunu arttirdigini
diistindiirmiistiir. Yapilan caligmalarda progesteron artisina baglh olarak artan MMP-9
miktarmin progesteron diizeyinde meydana gelen azalmaya ragmen korundugunu
gostermistir (42). Calismamizda ovaryum dokusunda MMP-9 aktivitesinin de baskin
olarak interstisyel glandiiler hiicreler ve luteal dokuda gozlenmesi yukarida sozii edilen
caligmalarin  15183iInda  MMP-9  boyanmasindaki farkhiligin folikiilin hormonal

etkilesimlere agik olan interstisyel hiicrelerde goriilmesine agiklik getirmektedir.
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bFGF pek ¢ok hiicre tipinde ve siirecte etkili olan bir biiyiime faktoriidiir. bFGF,
hiicre biiyiimesi, farklilasma, anjiyogenez, doku transformasyonu ve yara iyilesmesi
gibi biyolojik siireclerde rol oynayan baslica faktorlerden biridir ve ¢ok sayida hiicre ve
doku tipinde iglev goriir. Olgun folikiillerin vaskiiler hiicrelerinde bFGF’nin varligi
gosterilmis ve bu faktoriin ovulasyona gidecek folikiil secimi ve baskin hale gelmesinde
Oonemli bir rolii oldugu 6ne siiriilmiistiir (3). Levonorgestrelin endometriyum dokusunda
olusturdugu etkilerin arastirildig1 ¢aligmalarda endometriyum stromasinda ve epiteliyal
hiicrelerde asidik FGF ve bazik FGF ekspresyon diizeyleri agisindan kontrol grubuna
gore anlaml bir fark olmadig: belirtilmistir. Bu ¢alismalarda intrauterin levonorgestrel
uygulamasi ile endometriyumdaki stromal hiicrelerde ve glandiiler epiteliyal hiicrelerde
kuvvetli boyanmanin oldugu belirlenmistir (21). Bu bulgular, bizim ¢aliygmamizda elde
ettigimiz, epitel kokenli interstisyel glandiiler hiicrelerdeki boyanma Oriintiisiiyle ayni
yondedir. Ancak bizim ¢alismamizda stromadaki bag dokusu hiicrelerinde boyanma
gozlenmemistir. Bu durum ovaryumdaki endokrin ve parakrin etkilesimlerin
diizenleyicisi ve/veya hedefinin mezenkimal interstisyel hiicre popiilasyonu oldugunu,
buna karsilik bag dokusunun nispeten geri planda kaldigin1 gostermektedir. Ote yandan
kontrol ve deney gruplar1 arasinda FGF sentez bolgeleri ve diizeyleri bakimindan bir
fark olmamasi kullanilan ilag kombinasyonunun kullandigimiz doz ve siireye baglh
olarak ovaryum dokusunda FGF ile ilintili parakrin etkilesimleri ve hiicre dinamiklerini
degistirmedigini diisiindiirmektedir.

Folikiil aktivasyonu VEGF iiretimi ve kan damarlarinin gelisimi ile iliskili bir
stirectir. Folikiilogenezde VGEF’in rolii genelde antral folikiil evresinden itibaren 6ne
cikmaktadir (22).

Sican ovaryumunda eksojen Ostrojen uygulamasinin VEGF ekspresyonu
araciligiyla erken folikiil gelisimini arttirdigi, diger taraftan eksojen VEGF
uygulamasmin da erken folikiill gelisimini indiikledigini bildiren ¢alismalar
bulunmaktadir (9). Kullandigimiz kombinasyondaki etinil Ostradioliin etkisiyle
primordiyal folikiil havuzundan daha fazla sayida primer folikiilin gelismeye
basladigin1 ancak kullanilan kombinasyonun ovulasyon siirecini bloke etmesine baglh
olarak secilen bu folikiillerin atrezi siirecine girdiklerini diisiindiirmektedir. Isik
mikroskobik degerlendirme sonucunda deney grubunda atretik folikiil sayisinda
gozlenen anlamli artis bu durum iizerinden agiklanabilir. VEGF’yi belirlemek amaciyla

yapilan immiinohistokimyasal boyama sonucunda levonorgestrel ve etinil Ostradiol
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uyguladigimiz deney grubumuzda kontrol grubundan farkli olarak stromada yer alan
glandiiler hiicrelerde ve luteal dokuda boyanma diizeyinde azalma oldugu gozlendi.
Calismada kullandigimiz kombinasyonda etinil Ostradioliin bulundugu g6z Oniine
alindiginda deney grubunda VEGF’nin daha yogun boyanmasi beklenebilir. Ancak
literatiirde progestajenlerin ve Ostrojenlerin farkli dokularda VEGF ekspresyonuna
yonelik etkilerine iligkin farkli sonuglar bildiren ve VEGF ekspresyonu ile proliferasyon
arasinda her zaman i¢in dogrusal iliskinin gosterilemedigini belirten c¢aligmalar
bulunmaktadir (21, 28). Levonorgestrelin endometriyum stromasinda, endoteliyal
hiicrelerde proliferasyon indeksinde istatistiksel olarak anlamli bir azalma olusturdugu
belirtilmistir (21). Ayrica baska calismalarda, Ostrojenin endometriyal bezlerde
proliferasyonu indiikledigi, progestinin ise Ostrojenin indiikledigi proliferasyonu inhibe
ettigi gosterilmistir (38).

Ote yandan MMP’lerin anjiyogenez iizerinde iki yonlii etki gosterdigi ve gerek
dokuya, gerekse endokrin ve parakrin etkilesimlere bagimli olarak VEGF sentezinde
artiy ya da azalma olusturdugu bilinmektedir (35). Calismamizda deney grubunda
stromal glandiiler hiicreler ve luteal dokudaki VEGF boyanma yogunlugunun kontrol
grubuna kiyasla daha soluk bulunmasi, ayn1 grupta yogun izlenen MMP-9 aktivitesiyle
iliskilendirilebilir. Bu durum da proliferasyon indeksinin deney grubunda graniiloza
hiicrelerinde anlamli azalma ve stromada hiicrelerinde proliferasyon indeksinin sifir
olarak saptanmasi ile birbirini destekler niteliktedir. Ancak s6z konusu etkilesimin,
smirlhi sayida parametre ile gerceklestirdigimiz bu c¢alismanin kisithliklar1 géz Oniine
alindiginda dikkatle yorumlanmasi ve karmasik bir iliskiyi irdelemeye doniik olciitlerle
desteklenmesi gerekir.

Overektomi uygulanan canlilarda eksojen progesteron ve Ostrojen
uygulamasinda Ostrojenin apoptoz iizerine tek basina etkisinin olmadigi gosterilmistir.
Progestin aracili apoptotik etkilerin ise endometriyumda Ostrojen varliginda
gerceklestigi, stromada ise apoptotik etkiler igin Ostrojenin gerekli olmadigi
bildirilmistir (38). Levonorgestrel ve etinil Ostradiol kombinasyonunun ovaryum
epitelinde apoptozu Onemli Olciide indiikledigi ve diisiik dozlarda ovaryum kanseri
riskinde anlamli bir azalma sagladig1 gosterilmistir (30). Calismamizda apoptoz tayini
yapilmamis olmasina ragmen elektron mikroskobik incelememiz sirasinda deney
grubunun stromasinda kontrol grubuna gore daha sik olarak apoptotik hiicrelere

rastladik. Ancak elektron mikroskobik inceleme nitel bir degerlendirme oldugundan
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apoptotik hiicre sayisindaki artisin yinelenebilir bulgu olarak degerlendirilmesinin
dogru olmayacagini diisiinmekteyiz.

Folikiil gelisim siirecini baskilayici bir miidahelenin folikiil i¢cinde graniiloza
hiicrelerinin  proliferasyonunda anlamli bir azalma gseklinde yansimasi oral
kontraseptiflerin FSH blogu olusturarak meydana getirdigi etki mekanizmas1 agisindan
beklenen bir bulgudur. Ote yandan stromada sentez fazinda hi¢ hiicre bulunmamasi
kullanilan ila¢ kombinasyonu etkilesiminin ovaryum stromasinda daha baskin oldugunu
gostermektedir. Buna ek olarak proliferasyonun kontrol grubuna kiyasla graniiloza
hiicrelerinde anlamli derecede diisiik, stromada ise hi¢ goriilmemesi hiicreyi metabolik
acidan stres altina sokan durumun varligii ve olumsuz mikrogevre (parakrin etkilesim)
etkilerini isaret eden bulgular olarak yorumlanabilir.

Ince yap1 diizeyindeki bulgularimizda ovaryumda gerek steroid tabiathi graniil
iceren glandiiler hiicre sayisinda gerekse hiicre ici graniil sayisinda azalmanin meydana
gelmesi kullandigimiz etinil Ostradiol ve levonorgestrel kombinasyonunun negatif
geribildirim mekanizmas1 dogrultusunda steroid hormon sentezinin baskilanmasiyla ve
deney grubunda sadece yogun (koyu) icerikli salgi graniiliine rastlanmasi ve varolan
graniillerin dejenerasyonu sekresyon aktivitesinin azalmasiyla baglantili bir durum
olarak degerlendirilebilir. Folikiilogenezin gerceklesebilmesi i¢in siirekli hormon
destegi gereklidir ve folikiilogenezi bloke ettigimiz i¢in salgilamanin azalmasi beklenen
bir sonucgtur. Kontrol grubunda elektron mikroskobik incelemede folikiilogenez siireci
devam ettiginden degraniilasyonun oldugu izlendi. Deney grubunda graniil
morfolojisinde meydana gelen degisiklikler, salgilama aktivitesindeki azalma ile kosut
olarak hiicre icinde koyu ve amorf salg1 graniilleri seklinde izlenmekteydi. Bu durum
aktivitesi azalmis bir hiicrede mevcut salginin hiicre digina atilma islemlerinde aksama
meydana geldigini diisiindiirmektedir. Kontrol grubunda ¢ekirdegin ¢entikli bir yapiya
sahip olmasi glandiiler hiicrelerin metabolik olarak aktif hiicreler olduklarini isaret eden
bir bulgu olarak degerlendirilmistir. Deney grubundaki glandiiler hiicrelerde cekirdek ve
DER yapisinda meydana gelen degisiklikler ise islevsel baskilanmay1
diistindiirmektedir.

Ince yap1 diizeyindeki bulgular, ovaryum dokusundaki hiicrelerde oliim
slirecinin otofaji ve apoptoz ile isledigini diisiindiirdii. Elektron mikroskobik incelemede
deney grubundaki hiicrelerde mitokondriyum inkliizyonlarinin yogun olarak goriilmesi

de yine deney grubunda sik gozlemledigimiz apoptoza gidisi Ongordiirebilecek bir
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bulgu olarak yorumlanabilir. Ayrica levonorgestrel ve etinil dstradiol uygulanan grupta
bazi stromal hiicrelerde kontrol grubundan farkli olarak vakuolizasyon ve ddemin de
goriilmesi bozunma siirecinde baskin etkinin apoptoz yolagi olmakla birlikte
levonorgestrel ve etinil Ostradioliin etkilerinin islevsel diizeyin Otesine gecebildigini
diistindiirmektedir.

Calismamizda MMP-2, MMP-9, FGF ve VEGF i¢in immiinohistokimyasal
degerlendirme nitel gozlem diizeyinde gergeklestirildi. Spektrofotometri, jelatin
zimografi gibi nicel analiz yOntemleri ile yapilan Olgiimlerle yapilacak olan
caligmalarda gruplar arasinda irdelenen parametrelerin miktarindaki degisikliklerin nicel

sonuclar olarak elde edilmesi bu tiir calismalarin yorum giiciinii artirabilir.

Ovaryumda doku yeniden modellenmesi siireci apoptoz ve proliferasyon ile
birlikte yiiriiyen biyolojik bir siirectir. Normal fizyolojik kosullarda apoptoz ve
proliferasyon arasinda bir denge s0z konusudur. Ancak calisjmamizda stromada
apoptotik  hiicre sayisinda artig ve proliferasyonda azalma meydana gelmesi
kullandigimiz levonorgestrel ve etinil Ostradiol kombinasyonunun fizyolojik siirecin
Otesine gecen etkileri olabilecegini ortaya koymaktadwr. Bu baglamda bu
kombinasyonun etkilerine doniik gelecekte yapilacak caligmalarda elde ettigimiz bu
bulgularimizi molekiiler, biyokimyasal vb. mekanizma diizeyindeki yeni parametrelerle

birlestirerek daha kapsamli bilgilere ulasmak miimkiin olabilecektir.
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