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TESEKKUR
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Bu tezin deneysel boliimii “Bortezomib’in overektomi uygulanan sigcan uterusu
tizerine etkilerinin incelenmesi: histopatolojik, stereolojik ve immiinohistokimyasal bir
caliyma” bashg ile Atatiirk Universitesi Rektorliigii Hayvan Deneyleri Yerel Etik
Kurulu Bagkanliginin 06.06.2014 tarih ve 95 sayili karari ile etik kurul yonergesine

uygun olarak yapilmuistir.



OZET

BORTEZOMIB’iN OVEREKTOMi UYGULANAN SICAN UTERUSU
UZERINE ETKILERININ INCELENMESI: HISTOPATOLOJIK,
STEREOLOJIK VE IMMUNOHISTOKIMYASAL BiR CALISMA

Amag: Bu calismada; ovarektomi yapilmis siganlarda proteazom inhibitorii olarak
kullanilan Bortezomib’in uterus {iizerindeki olas1 koruyucu etkilerinin histolojik,
morfometrik ve immiinohistokimyasal yontemler ile degerlendirmesi hedeflenmistir.
Materyal ve Metot: Calismada denek olarak 12 haftalik, 250-300 gr canli agirhiginda
30 adet Spraque dawley cinsi disi sigan kullanilmigtir. Hayvanlar baslangicta kontrol
grubu (Kont, n=6) ve overektomi yapilmis deney grubu (n=24) olmak {iizere iki ana
gruba ayrilmislardir. Bilateral overektomi yapilmis gruplarda kendi arasinda overektomi
yapilan grup (Ovt, n=6), overektomi sonras1 f—Glukan verilen grup, overektomi sonrasi
Ostrojen verilen grup (Ost, n=6), overektomi sonras1 Bortezomib verilen grup (Bort,
n=6) olmak tizere 4’e ayrilmistir. Deneklerden elde edilen uterus dokular1 ¢ikartilarak
stereolojik, rutin 151k mikroskobik, elektron mikroskobik ve NF-kB (Niikleer factor-
kappa B=P65) reaktivitesi acisindan immiinohistokimyasal yontemler ile incelenmistir.
Bulgular: Stereolojik ve histopatolojik incelemelerde overektomi ve overektominin
ardindan Ostrojen uygulamasinin tiim uterus tabakalarinda atrofiye ve ayrica hem
epitelyal hem de stromal hiicrelerde dejenerasyona neden oldugu agik¢a goriildii. -
glukan ve ozellikle de Bortezomib’in uterus tabakalarinin ve s6z konusu hiicrelerin
saglikli yapisinin korunmasinda etkili olabilecegi gortiildii.
Sonu¢: Tim bu bulgular 1s18inda menapozdan sonra Ostrojen replasman tedavisi
uygulamasiin uterus morfometrisi ve yapist lizerinde herhangi bir koruyucu etkisi
olmadigi, hatta mevcut durumu daha da kotiilestirebilecegi, dstrojen yerine B-glukan ve
ozellikle de bir proteozom inhibitérii olan Bortezomib’in kullanilmasinin proteozom
inhibisyonu ve NF-«xB yolagi iizerinden faydali olabilecegi diistiniilmektedir.
Anahtar Kelimeler: Bortezomib, B-glukan, Overektomi, Ostrojen, Rat, Uterus,
Yaslanma

Habib KHOSHVAGHTI, Doktora Tezi

Ondokuz Mayis Universitesi- Samsun, Kasim-2016



ABSTRACT

INVESTIGATION OF THE EFFECTS OF BORTEZOMIB ON THE
OVARIECTOMY APPLIED RAT UTERUS: A HISTOPATHOLOGICAL,
STEREOLOGICAL AND IMMUNOHISTOCHEMICAL STUDY

Aim: In this study; potential protective effects of bortezomib, which was used as a
proteasome inhibitor, on the uterus of ovariectomized rats were investigated with
histological, morphometric and immunohistochemical methods.

Materials and Methods: In this study, 30 Sprague dawley strain female rats (12 weeks
old, 250-300 g body weight) were used. Animals in the control group (Cont, n=6) were
not subjected to any treatment. Ovariectomy was performed on the experimental groups.
They (n=24) were divided into Ovariectomy (Ovt, n=6), Estrogen (Ost, n=6), B-glucan
(B-glu, n=6) and Bortezmib (Bort, n=6) groups. Twelve weeks later, the subjects were
perfused while they were 24-week old. Then, uterine tissues were removed and
examined by morphometrical, routine light microscopical, electron microscopical
methods and in terms of NF-kB (nuclear factor-kappa B=P65) immunoreactivity.
Results: Morphometric and histopathological examination showed that ovariectomy
and the application of estrogen after ovariectomy lead to the atrophy in all layers of
uterus and also clearly cause the degeneration in both epithelial and stromal cells. But,
B-glu and especially bortezomib was seen to be effective in the uterus and protect the
layer structures and these cells.

Conclusion: In the light of these findings, we suggest the absence of any protective
effect of estrogen replacement therapy after menopause, and that the therapy may
worsen the current situation even more in terms of the uterine morphometry and the
structure. However, B-glu, and in particular a proteasome inhibitor bortezomib was
found to be useful by means of the proteasome inhibition and NF-kB pathway.

Keywords: Aging, Bortezomib, -glucan, Estrogen, Ovariectomy, Rat, Uterus

Habib KHOSHVAGHTI, Ph.D. Thesis

Ondokuz Mayis University- Samsun, November -2016
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1. GIRIS

Biyolojik yaslanma; yasa bagli hiicre metabolizmasinin azalmasi sonucu
kademeli olarak iiretilen metabolik iirinlerin azligi, temel islevlerini yerine getirme
kapasitesinin kaybi, viicudun fizyolojik biitiinliigi yitirildigi ve kacinilmaz olarak
oliimle sonuglanacag bir siirectir (Finch ve Morgan, 1990). Yaslanma; oksidatif stresin
artmasi, inflamatuar yanitin gogalmasi ve ilerleyici organ yetmezligi ile karakterizedir.
Yaghilik asamasinda hiicre ve organ fonksiyonlarinda pek c¢ok degisiklik ortaya
cikmaktadir (Lepez-Otin ve ark., 2013). Saglikli yaglanma ve yasa bagli nérodejeneratif
hastaliklar bazi ortak patolojik mekanizmalar ile noronal disfonksiyona neden olur;
ozellikle yaslilikta ortaya ¢ikan mitokondri hasari, hiicrelerde enerji a¢igina ve hiicreye
glikoz giriginin azalmasina yol acar (Lam ve ark., 2009). Mitokondriyal solunumun
azalmas1 sonucu yagh farelerin beyninde, 6zellikle hipokampus ve serebral kortekste
mitokondriyal hasar gozlemlenmistir. Bu beyin bolgelerinde yasglanma ile goriilen
belirgin degisiklikler, yaslanma siirecinde en ¢ok etkilenen bdlgelerin hipokampus ve
serebral korteks oldugunu diisiindiirmektedir (Navarro ve Boveris, 2008).

Yaslanma karmasik bir olgu olmakla birlikte, yaslanmaya yol acan
mekanizmalar ile ilgili pek ¢ok teori Onerilmistir. Serbest radikal teorisine gore,
mitokondriyal hasar, reaktif oksijen tiirevlerinden kaynaklanir ve yaslanma
nedenlerinden birisidir (Schottker ve ark., 2015). Reaktif oksijen tiirevlerinin tiretimi ve
dokularin antioksidatif kapasitesi arasindaki dogal denge bozuldugunda, mitokondriyal
DNA hasar1 ve disfonksiyonu gergeklesir, ardindan oksidatif stres olusur ve bdylece
hiicrelerde apoptoz artar (Barja, 2013).

Telomer teorisine gore, daha yiiksek apoptoz orani, hiicrelerin yenilenme hizinin
artmasina neden olur ve bu durum da telomerlerin kisalmasina yol acar. DNA ug¢larinin
uzunlugu bu mitotik hiicrelerin olas1 mitoz sayisini sinirlar (Shawi ve Autexier, 2008).
Ozet olarak, yasla birlikte hiicreler daha hizli yaslandigindan, artan telomer kaybini
reaktif oksijen tlirevlerinin asir1 iiretimi takip eder ve bu durum da yaslanma
yolaklarindan birisidir (Starr ve ark., 2008). Serbest radikaller antioksidan sistem
tarafindan nétralize edilir. Bu sistem, 6zellikle hiicre, membran fonksiyonlarini serbest
radikal saldirilarma kars1 korur (Sies, 1997). Giiniimiizde yaslanma ve yasla iliskili

hastaliklarin gelisiminde oksidatif stresin 0zgilil rolii arastirilmaktadir. Ancak bu



kompleks iligkiyi tanimlayan mekanizmalar halen belirsizdir (Voss ve Siems, 2006).
Karmagik iliskili oksidatif stres belirteclerinin fonksiyonunu anlamak ig¢in, bu
belirteglerin normal ve patolojik siireclerdeki diizeyleri 6lgiilebilir (Mateos ve Bravo,
2007).

Oksidatif hasar sonucu meydana gelen degisikliklerden birisi de hiicrede yapilan
yeni proteinlerin hatali bir bi¢imde katlanmasidir. Bu hasarli proteinler chaperonlar
tarafindan taninan, bir poli-ubikuitin zinciri ile etiketlenir ve proteazomlar tarafindan
yikilirlar  (Schottker ve ark., 2015). Hiicredeki poli ubikuinasyon ve protein
bozulmasinin sik ve proteinlerin kisa 6miirlii olmasi sonucu hiicre 6liimii gergeklesir (Li
ve Wang, 2011). Bu noktada proteozomlar hasarli proteinleri yikarak hiicrenin apoptoza
gitmesini Onlemeye calisirlar. Bu yolaktan faydalanilarak gelistirilen ilaglar ile
proteazom inhibisyonu yapilarak kanser hiicrelerinin apoptoza gitmesi saglanmakta ve
boylece kanserin gesitli tiplerinin basari ile tedavi edilmesi miimkiin olabilmektedir
(Hoeller ve Dikic, 2009; Hegde ve Upadhya, 2011; Li ve Wang, 2011; Baraibar ve
Friguet, 2012). Bu durumun aksine, Huntington ve Alzheimer gibi baz1 nérodejeneratif
hastaliklarda ise proteozom aktivasyonunun yararli olabilecegi one siiriilmiistiir (Huang
ve Chen, 2009).

Dogal menopoz ortalama 45-55 yaslar1 arasinda olusur ve kadinlarin normal
yaglanma siirecinde mutlaka goriilen bir olaydir (Gold ve ark., 2001). Bu dénemde
kadinlarda birgok fizyolojik degisiklik meydana gelir (Hale ve Burger, 2009).

Kadinlarda post menapozal donemde ortaya ¢ikan bu degisiklikler yasam sekli
ve kalitesini onemli diizeyde etkilemektedir (Asikainen ve ark., 2003). Bu donemdeki
tim degisiklik ve fizyolojik bozukluklari azaltmak amaciyla Ostrojen tedavisi
onerilmektedir. Ancak siklusun devami ve hiicrelerin saglikli olabilmesi agisindan
proteozom aktivitesi de ¢ok Onemlidir. Bu asamada proteozomun hiicrenin ihtiyag
duymadigr  (oksitlenmis, hasar gérmiis, yanlis sentezlenmis), hiicre ici
sinyalizasyonunda ve apoptozda oOnemli rol oynayan protein gruplarinin
diizenlenmesinde etkili oldugu bilinir (Saelens ve ark., 2004; Elmore, 2007). Litratiirde
kanser hiicrelerinde proteozom inhibisyonunun O6nemli oldugu da yer almaktadir.
Calismamizda kullanilan, proteozom inhibitdrii olan bir ajandir. Multiple miyelom
(MMy) hastalarinin tedavisinde kullanilan pozitif sonuclar alindigindan 6nemi giderek

artmaktadir. Proteozom inhibisyonu; hiicre i¢indeki olan en onemli yolaklradan biri



Niikleer faktor kappa B (NF-kB)’ nin baskilanmasi olarak agiklanmaktadir (Hou et al.,
2014). Bu durum, hiicre proliferasyonunu, biiyiime fakorlerini ve ayrica apoptotik ve
anti-apoptotik proteinleri kodlayan ¢esitli genlerin transkripsiyonunu inhibe eder (Chen,
2005).

Literatiir taramalarinda, uterus dokular1 {izerine Bortezomib’in etkilerini igeren
calisma sayisinin olduk¢a az oldugu gozlemlenmistir (Chen, 2005). Bu calismada;
overektomize siganlarin uterusu lizerinde proteazom Onleyici bortezomib’in koruyucu
etkisi morfometrik, histolojik, immiinohistokimyasal ve elektron mikroskobik
yontemler kullanilarak arastirilmistir.

Calismamizda kullanilan overektomize deneklere sirasi ile dstrojen, B-glukan ve
bortezomib uygulanmis; Ostrojen eksikliginin hem endometriyumda, hem de
miyometriyumda  belirgin  atrofiye sebep oldugu goézlenmistir. Bortezomib
uygulamasinin ise endometriyumu korudugu histopatolojik ve morfometrik analizlerle
gdzlenmistir. Immiinohistokimyasal incelemede ise proteozom inhibisyonuna ragmen
endometriyumda sitoplazmik NF-«B aktivitesinin etkileri gézlemlenmistir.

Sonug¢ olarak; Ubiquitin-Proteozom Sistemi hiicresel protein sagliginin
korunmasinda hayati bir role sahiptir. Hiicrelerde bulunan 26S proteozomlar secici
olarak; yanlis katlanan proteinleri veya artik ihtiya¢ olmayan proteinleri ortadan
kaldirir, ayrica protein kalitesinin kontroliinii saglayarak, metabolizma, hiicre dongiisii
veya antijen sunumu gibi bir¢ok hiicresel siirecte rol oynar (Voges ve ark., 1999; Finley
ve ark., 2016). Bu sistemin iglev bozuklugu noérodejeneratif hastaliklar ve kanser de
dahil olmak {izere, ¢esitli patolojiler ile iligkilidir. Bu nedenle, proteoazom 6nemli bir
ilag hedefidir ve hatta neredeyse hiicresel esash etkin tedavi icin bu sistemin de dikkate
alinmasi bir 6n kosuldur (Sledz ve Baumeister, 2016).

Bu calismadan elde edilen sonuglar bir proteozom inhibitorii olan Bortezomib’in
overektomize sican uterusu iizerinde hem morfometrik, hem de genel ve ince yapi
diizeyinde olumlu etkileri olabilecegini gostermektedir. Bu etkinin proteozom
inhibisyonu ve NF-xB yolag: iizerinden oldugu diisiiniilmektedir. Boylece ¢alismanin

literatiire katki saglayacagini umuyoruz.



2. GENEL BILGILER

2.1. Yaslanma

Biyolojik yaslanma, yasa bagli hiicre metabolizmasinin azalmasi sonucu
kademeli olarak iiretilen metabolik {iriinlerin azaldigi, temel islevlerini yerine getirme
kapasitesini kaybettigi, viicut fizyolojik biitiinliigiiniin yitirildigi ve ka¢inilmaz olarak
Oliimle sonuglanacagi bir siirectir (Finch ve Morgan, 1990). Yaslanma; molekiil, hiicre
ve organlari kapsayan bir modifikasyon mekanizmasi olsa da dogada en az anlasilmis
biyolojik siirecleden biridir. Son yillardaki ¢calismalar, 6zellikle yasamin ve hastaliklarin
hiicresel ve molekiiler diizeyde genetik ve biyokimyasal siireclerin degisimini izleyerek
yaslanma oraninin kontrol edilebilmesi iizerinde yogunlagmaktadir. Bu kapsamda
genomik istikrarsizlik, telomer bozulmasi, epigenetik degisiklikler, proteostaz kaybi,
diizensiz besin almak, mitokondriyal disfonksiyon, hiicre yaslanmasi, kok hiicre
tilkkenisi ve degisen hiicre ici iletisim gibi slireclerin yaslanma ile iligkisi olabilecegi
bildirilmistir (Vijg, 2004; Lombard ve ark., 2005; Garinis ve ark., 2008; Lopez-Otin ve
ark., 2013).

2.2. Yaslanma Teorileri

Bilim adamlar1 yaglanmanin yaklasik 7000 genin allelik varyasyonu, genlerde
meydana gelen mutasyonlar hatta baz1 genlerin yoklugu ile iliskili olabilecegini 6ne
siirmektedir (Mather ve Carstensen, 2005). Bu karmasik siiregler, farkli mekanizmalar
ve multifaktoriyel nedenlerden kaynaklanmaktadir. Giiniimiizde yaslanma siirecini
ayrintilartyla olmasa da agiklamaya calisan, pek cok teori mevcuttur (Vijg, 2004;

Lombard ve ark., 2005; Garinis ve ark., 2008). Bu teoriler asagida kisaca 6zetlenmistir:
2.2.1. Telomer-Telomeraz Teorisi

Yaslanmanin nedenlerinden biri oldugu diisiiniilen "telomer kaybi" hipotezine
gore Okaryotik organizmalarin kromozomlariin uglarinda bulunan spesifik DNA tekrar
dizileri olan telomerler, her boliinme sonunda belli miktarlarda azalarak yaslanma ve
apoptozise neden olmaktadir (Cong ve ark., 2002). Bu degisim molekiiler diizeyde
DNA’nin mutasyonlar noktasinda, telomer yipratma ve metilasyon kaliplarindaki

degisikliklerdeki bir artis ile de iliskilidir (Fraga ve ark., 2005; Risques ve ark., 2008),



Yine bu hipoteze gore telomerler DNA'nin son kisminin tamamlanmasinda rol
oynamaktadir. Telomer ile spesifik DNA baglayici proteinler 6zel niikleoprotein
yapilarinin olusturulmasi i¢in birlesir ve eksoniikleolitik bozulmayr 06nleyerek
kromozomlarin ugtan uca fiizyonu ile genomik biitiinliigiin korunmasini saglar
(Hatakeyama ve ark., 2016). Kromozomal istikrarin korunmasinda énemli rolii olan
telomer uzunlugu, telomerik DNA'nin bir zincirinden sentezlenen, riboniikleoprotein
yapisindaki telomeraz enzimleri tarafindan diizenlenir (Alder ve ark., 2011). Kanser
hiicrelerinin ¢ogunun telomeraz aktivitesinin yiiksek oldugu bildirilmistir (Natarajan ve
ark., 2016). Somatik hiicreler normal sartlar altinda sonsuza kadar bdliinemezler.
Somatik hiicrelerin periyodik boliinmesinde her defasinda telomer ile DNA'nin
kademeli kayb1 goriilmektedir. Telomerlerin kademeli kisalmasi, prolifere hiicrelerin
fonksiyon kaybi ile sonuglanir. Bu durum ise hiicre sagligini ve 6mriinii etkilemektedir
(Lansdorp, 2000; Martinez ve Blasco, 2011; Ornish ve ark., 2013). Diger bir degisle
genetik olarak telomer uzunlugu yasin artmasiyla birlikte azalmaktadir (Nordfjall ve
ark., 2005; Shammas, 2011; Njajou ve ark., 2012). Yasamin erken donemlerinde,
kalittmin telomer uzunlugunda giiglii etkisi oldugu (Robertson ve ark., 2000)
belirlenmis ve bu durum daha kisa telomere sahip kisilerin daha kisa dmiirlii olmasi ile
iligkilendirilmistir (Salpea ve Humphries, 2010; Ludlow ve Roth, 2011). Pek ¢ok
hiicresel genin regiilasyon dongiisii hiicresel yaslanma sirasinda de§ismektedir (Zhang
ve ark., 2003). Yapilan c¢aligmalarda yasanma siirecinde telomer uzunlugunun
kisalmasimin genetik bozukluklar, kanser riskleri (meme, mesane, akciger mide ve
bagirsak) ve konjenital diskeratosis sendromu gibi ailesel hastaliklar ile iligkisi oldugu
bildirilmistir (Adaikalakoteswari ve ark., 2007). Hatta ¢ocuklarda erken yas stresleri ve
davranig problemlerinde genetik polimorfizmin yani sira telomer uzunlugundaki
degisimleri de hastaligin siddeti ile baglastiran ¢aligmalar mevcuttur (Armanios ve ark.,
2005; Comijs ve ark., 2013). Ayrica; bazi ¢aligmalarda Sigara, obezite, sagliksiz
beslenme, oksidatif stres ve enflamasyon gibi olumsuz faktorlerin telomer kisalmasi ile
baglantili olabilecegi bildirilmistir (Donate ve Blasco, 2011; Tiainen ve ark., 2012;
Ornish ve ark., 2013).



2.2.2. Yikic1 Hatalar ve Hasarlar Teorisi

Serbest radikaller tarafindan olusturulan hasar incelendiginde, Denham Harman
tarafindan Onerilen Yaslanma Serbest Radikal Teorisine gore, serbest oksijen radikalleri
normal metabolik siire¢lerde endojen olarak ortaya ¢ikar ve yaslanma siirecinde rol
oynar (Boussicault ve ark., 2008). Reaktif Oksijen Tiirleri terimi, molekiiler oksijen
(Oy), siiperoksit radikalleri gibi degisken metabolitleri igerir, O, den ve hidroksil
radikal’den (HO) ve hidrojen peroksit gibi ve radikal olmayan (H»O;) molekiillerden
daha yiiksek bir reaktiviteye sahiptir (O2) (Inoue ve ark., 2003; Winterbourn, 2008).
Artan yagla birlikte oksidanlar ve antioksidanlar arasindaki dengesizlik, hiicresel
sireglerde iglevlerin progresif kaybi ile sonuglanan ¢esitli makromolekiillerin
birikmesine ve dolayisi ile oksidatif hasara yol agarak, yaslanma fenotipine neden olur
(Bokov ve ark., 2004). Diger taraftan oksidatif strese bagli olusan enflamasyon,
yaslanma ve kronik hastaliklarda rol oynayan oksidatif stresin klinik etkilerini anlamada
onemli bir rol oynamaktadir (Cadenas ve Davies, 2000). Birgok kanit yaslanmada
oksidatif stres teorisini desteklemektedir (Bokov ve ark., 2004). Buna karsin hiicresel
yaslanma sirasinda gozlenen mitokondri kitlesinde ve reaktif oksijen tiirleri
diizeylerindeki artigin, mitokondriyal membran potansiyelindeki azalma ile baglantisi
bilindigi halde bu islemler ve yaslanma arasindaki iliski henliz tam olarak
aydinlatilmamistir (Passos ve ark., 2007). Salmon ve ark. (2010), fareler {izerinde
yaptiklar1 bir ¢alismada antioksidan savunma sistemindeki genetik manipulasyonlar ile
olusturulan oksidatif stresin birkag istisna disinda dmiir uzunlugunda bir degisiklige
neden olmadigini vurgulamistir.

Bilgi aktarimindaki hatalar ve gen yapisinda meydana gelen degisiklikler
incelendiginde hiicre fonksiyonunun, kendi DNA yapisinin saglamligina bagl oldugu
bildirilmektedir. DNA kodlama bdolgelerinde ortaya ¢ikan mutasyonlar, timér olusumu
veya yaslanma ile sonuglanan anormal protein ekspresyonuna veya fonksiyonuna neden
olabilir. (Campisi ve Yaswen, 2009). Somatik hiicrelerin bazi tiplerinde, gen ekspresyon
profillerinin degisimine bagl olarak kronolojik yasin da degistigi bildirilmistir
(Chambers ve ark., 2007). Diger taraftan biyolojik yaslanma siirecinde protein
oksidasyona bagli artan strese karsi tepki olusturan genler belirli slireglerde proteinlerin

hasarli veya yanlis katlanmis hale gelmesine yol agmaktadir (Chambers ve ark., 2007).



2.3. Yaslanma Siirecinde Hiicresel Degisiklikler

Farkli tiirden hiicreler, farkli derecelerde oksidatif fosforilasyon sistemi
kullanmasina ragmen, pek ¢ok arastirma verilerine gore mitokondri disfonksiyonunun
yaglanmanin ilerlemesinde 6nemli bir etken oldugu disiiniilmektedir (Hutter ve ark.,
2004). Fakat pek c¢ok aragtirmact mitokondri disfonksiyonunun hiicresel yaslanmanin
diger uyaranlarindan (telomer disfonksiyonu, onkogen aktivasyonu ve genotoksik
stress) bagimsiz olustugunu bildirmislerdir (Zwerschke ve ark., 2003; Hutter ve ark.,
2004; Passos ve ark., 2007). Diger taraftan stres genotoksik hiicre veya replikatif
yaglanmig  hiicreler, Golgi komplekslerinde sitokinler, biiyiime faktorleri,
metalloproteinazlar ve hiicre dis1 matriks proteinleri salgilayarak inflamasyonu
indiiklemektedir (Coppe ve ark., 2010).

Yaslanan dokularin ve organizmalarin lizozomlarinda degisiklikler yaygindir ve
yaslanma gostergesi olarak kullanilmaktadir. Lizozom, proteinler de dahil olmak {izere
pek cok makro molekiillerin degradasyonundan sorumlu bulunmaktadir. Lizozomlara
substrat proteinlerin verilmesi i¢in en az bes farkli yol bilinmektedir. Bu yollardan iigii,
yasla birlikte azalir ve bdylece proteoliz artmaktadir (Cuervo ve Dice, 2000). Yapilan
yaslanmayla birlikte peroksizomal fonksiyonda genel diisiise isaret etmektedir
(Perichon ve Bourre, 1996). Peroksizomlar daha kiiciiliir, ama yash sicanlarda sayisi
daha da artar (Popper, 1986). Yaslanmayla birlikte peroksizomlarin katalaz ve agil-
CoA oksidaz igeriginin azaldig1 buna karsin tiyolaz ve iirat oksidaz iceriginin arttig1
gosterilmigtir (Masters ve Crane, 1995). Ayrica, niikleer yapilardaki organizasyon
bozuklugu ya da defekt de kanser ve yaslanmayla ciddi olarak iliskilidir (Foster ve
Bridger, 2005). Hiicresel yaslanma sirasinda bu yapilarin morfolojisi degisiklige
ugrayarak yaslanmis hiicrelerin daha da biiyiimesine ve amorf hale doniismesine neden

olur (Sherwood ve ark., 1988).
2. 4. Yaslanma Siirecinde Dokudaki Degisiklikler

Yaslanma sirasinda, iskelet kaslarinda, kas kitlesi ve islev kaybi ile birlikte
molekiiler, histolojik ve fonksiyonel degisiklikler goriilir (Hasten ve ark., 2000).
Yaslanan kas; myojenik potansiyel ve fibrojenik aktivite arasinda bir denge kaybina

maruz kalir. Boylece yaslanmis kas; giderek daha da fibrotik olurken, tamir kapasitesi



ve rejenarasyon yeteneginin de azalmasi ile kas dokusunda onemli bir bag dokusu
birikimi meydana gelir (Wood ve ark., 2014). Yaslanma ile birlikte kemik mineral
kompozisyonunda da biiyiik degisiklikler olur (Koester ve ark., 2011).

Yasghligin kadin {iireme sistemi {lizerine etkisine bakildiginda; hormonal
seviyedeki azalma nedeniyle uterus ve overlerde atrofi goriiliir. Erkeklerde genital
sistem degisiklikleri daha az goriilmekte; testosteron saliniminda azalma daha ge¢ ve
yavas gerceklesmektedir (Dennerstein ve ark., 2000; Freeman ve ark., 2001; Hollander
ve ark., 2001; Bromberger ve ark., 2010). Eklem kikirdagindaki yasa bagli en bariz
yapisal degisiklik eklem yiizeyindeki fibrilasyondur (Buckwalter ve ark., 2000). Diger
taraftan eklem kikirdagi matriksinde yer alan kollajen ¢apraz baglarin lif yogunlugunda
artis ve azalmis su konsantrasyonu izlenmektedir. Gastrointestinal sistemde yaslanma
ile ilgili disfonksiyon gelisme riski, 6zellikle orofarenks, yemek borusu, kolon ve
rektumda fazladir. Yagh insanlarda, hipofaringeal sfinkterdeki peristaltik basing dalgasi
ve amplitiid siiresi artarken iist 6zofagus sfinkterinin amplitiidii azalmaktadir (Shaker ve
ark., 1993). Yaslanmanin gastrik ve kolonik motiliteye etkisi, mide’den sivilarin yavas
bosalmasi, digki tiretimi ve gecis hizinin azalmasi olarak ortaya ¢ikmaktadir (Smits ve
Lefebvre, 1996). Beyin yaslanmasi norofizyolojik siireglerde progresif diisiis ve bellek
bozuklugu ile iligkilidir. Ayrica memelilerde yaslanma ile birlikte, noronal sinapslarin
ve dendritik yogunlugun azaldig1 gozlenir (Page ve ark., 2002; Mostany ve ark., 2013).

Diger yandan yaslanma ile beraber, immiin sistemde de belirgin ve kapsamli
degisikliklere ugramaktadir. Bu degisimin 6zellikle T hiicre aracili cevaplar ve dentritik
hiicre fonksiyonunda bozukluga yol agtig1 ve bdylece yash insanlarda enfeksiyonlara,
otoimmiiniteye ve kansere yatkinligi arttirmada anahtar bir rol oynadig bildirilmistir
(Horber ve ark., 1997; Pascot ve ark., 1999). Yaslanmada inflamasyon kaynaginin tespit
edilmesi i¢in yasli farelerde yapilan bir ¢caligmada, makrofaj ve T hiicrelerinin roliiniin
yiiksek inflamasyon ile iligkili oldugu gosterilmistir (Lumeng ve ark., 2011). Disilerde
bu durumun nedeni Ostrojenin polimorfoniiklear lokositlerin (PMNL) fagositozunu
stimiile ederken, kemik iliginden 16kosit iiretimini baskilayarak bu hiicrelerinden
proinflamatuar sitokin salinimin1 da inhibe etmesidir. Boylece T hiicre bagimh
inflamasyonun azaltilmasina yol acar (Martin-Millan ve Castaneda, 2013). Yaslanmaya
bagli Ostrojen diizeyinin azalmasi inflamasyonu tetiklemektedir (Sniekers ve ark.,

2009). Yaptiklar1 c¢aligmada disi farelerde Ostrojen reseptdrlerinin silinmesinin



eklemlerde subkondral kemik degisimi, kikirdak hasar1 ve osteofit degisiklikler ile
sonuglandigini  bildirmislerdir. Klinik uygulamalar, yaslanmaya bagli menapoz
nedeniyle osteoartrit yayginligimin kadinlarda erkeklere nazaran daha yiiksek oldugunu
gostermektedir (Martin-Millan ve Castaneda, 2013). Yaslanma siireci ile birlikte
dokularin insiiline yanitinin azalmasi ve/veya glikoza karsi insiilin salgilanmasinda
eksilme dolayisi ile de glikoz toleransinda azalma goriilmektedir. Yine, tiroid bezinin
kiiciilmesine bagl olarak da tiroid hormon seviyesinde azalma ve bazal metabolizma

hizinda yavaslama goriilmektedir (Honka ve ark., 2016).
2.5. Kadin Ureme Sisteminin Histoloji ve Embriyolojisi

Seks farklilagmasi, birgok geni igeren karmasik bir siiregtir. Erkeklerde cinsiyet
olusumu ovumu dolleyen XY kromozom yapisina sahip spermdeki Y kromozomu
tizerinde yer alan SRY proteinine baghdir. Bu proteinin varliginda erkek embriyodaki
gonad testis olarak farklilasir. Eger ovumu dolleyen sperm XX kromozom yapisinda ise
SRY bolgesi bulunmayacagindan embriyo disi olma yoniinde farklilasir ve gonadlar
over olarak gelisir. Kadinlarda, gonadlarin yiizey epiteli, erkeklerden farkli olarak,
prolifere olmaya devam etmektedir. Yedinci haftada, bu kortikal hiicre kordonlari, altta
yatan mezengime niifuz ederler, ancak yine de yiizeye yakin kalirlar. Dérdiincii ayda, bu
kordanlar, izole hiicre kiimelerini bolerek, her biri ilkel germ hiicrelerini ¢evreleyerek
premordiyal folikiilleri olusturur. Her yumurtalik basik, oval bir yapi olarak, pelvis
boslugu icinde derinde yer alir. Overin bir boliimii broad ligamente peritoneal
katlantinin bir bolimii olan mezovaryum ile bagka bir boliimii de uterus duvarina
overyan ligament ile yapisir.

Over vyiizeyl germinal epitel olarak adlandirilan tek bir hiicre tabakasi ile
kaplidir. Bu hiicre tabakasinin altinda kalin ve diizensiz siki bag dokusundan olusan
tunika albuginea yer alir. Tunika albuginea altinda, over korteksi bulunur (Sadler,
2012). Korteksin derin kisimlarinda, ¢ok¢a damar igeren bagdokusu 6zelliginde medulla
kismi bulunur. Korteks ve medulla arasinda belirgin bir sinir yoktur ve bu iki bolge
birbirine karisir. Embriyonik gelisim sirasinda, vitelliis kesesi endoderminden kdken
alan germ hiicreleri, ilkel overlere go¢ eder ve orada oogoniyumlara doniisiir, mitoz ile
boliinlir ve sonra mayoz bdlinmenin ilk asamasina girer ama bdliinmeyi

tamamlamazlar. Gelisimin bu asamasinda beklerler ve artik primer oosit olarak



adlandirilirlar. Daha sonra yine fetal yasamda tek katli ve yassi over epitel hiicreleri ile
cevrilen primer oositler primordiyal folikiillere dontigiirler (Sadler, 2012). Ergenlik
baslangicinda hipofiz hormonlariin etkisi altinda, primordial folikiil, biiyiir ve siras1 ile
birincil, ikincil ve biiyiilk olgun folikiile doniiserek korteks derinliklerine dogru
uzanirlar. Boylece over korteksi; gelisimin ¢esitli asamalarda, ¢ok sayida folikiil ile
doludur. Buna ek olarak, yine over korteksi igerisinde ovule olmus bir folikiilden
farklilasan korpus luteumlar veya dejenere olmus korpus luteumlardan meydana gelen
korpus albikanslar da goriilebilir. Ayrica over folikiilleri, gelismenin c¢esitli
asamalarinda (primordiyal, primer, sekonder ve olgun folikiil) dejenerasyon da denilen
atrezik bir silirece ugrayabilir ve dejenere olan folikiiller daha sonra makrofajlar
tarafindan fagosite edilir. Folikiiler atrezi, dogumdan 6nce baslar ve bireyin ilireme
dénemi boyunca devam eder (Eroschenko ve Fiore, 2005).

Her uterin tiip yaklasik 12 cm uzunlugundadir ve ovaryumlardan uterusa dogru
uzanir. Uterin tliplin bir ucu, uterus i¢ine niifuz ederek acilir; diger ucu da, yumurtaligin
yakindaki periton bosluguna agilir. Uterin tiipleri normalde, devam eden dort bolgeye
ayrilmistir. Overe en yakin bdlge, huni sekilli infundibulumdur. Infundibulumdan
uzanan; ince fimbriya da denilen parmaksi uzantililar, yumurtaliga yakin
yerlesmektedir. Infundibulumdan sonra devam eden ikinci bolge, ampulla, en genis ve
uzun kismudir. Olgun ovumun bir spermle dollenmesi uterin tiiplerin bu kisminda
gerceklesir. Uciincii bolge, isthmus, duvarindaki kas tabakasi kalmn olmakla beraber
liimeni en dar ve tiip kism1 en diiz olan boliimdiir. Uterin tiipiin son boliimii, interstisyel
(intramural) bolgesidir ve kalin uterus duvarini gecerek, liimene acilir (Eroschenko ve
Fiore, 2005).

Insan uterusu, kalin kash bir duvari olan, armut seklinde bir organdir. Gévde
veya korpus uterusun biiyiikk bolimiinii olusturur. Uterusun yuvarlak, uterin tiiplerin
girigi lizerinde bulunan iist boliimiine, fundus denir. Uterusun daha asagidaki, govde
veya korpus altinda bulunan, daha dar ve terminal kismina, uterus boynu (serviks) denir.
Uterus agz1 ¢ikint1 yaparak, vajina igine agilir (Eroschenko ve Fiore, 2005). Uterus
duvarn ii¢ tabakadan olusur: bu tabakalar en dista, seroza veya adventisiya ile kapl
perimetriyum, kalin diiz kas tabakasindan olusan miyometriyum ve i¢ tabaka
endometriyumdur. Endometriyum tek katli prizmatik epiteli, sayisiz uterus bezlerini

olusturmak iizere lamina propriaya invajine olur. Endometriyum, normal olarak iki
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fonksiyonel tabakaya ayrilir, liimene komsu stratum fonksiyonalis ve bazalde stratum
bazalis (Eroschenko ve Fiore, 2005). Gebe olmayan bir kadinda ylizeydeki
fonksiyonalis tabakas1 menstruasyon sirasinda kan damarlar ile birlikte ayrilip dokiiliir
ve fonksiyonalis tabakasi derindeki bazal tabaka tarafindan tekrar yapilir. Endometrium
arterleri, adet dongiisiinde ve adet asamasinda Onemli bir rol oynamaktadir. Broad
ligament ic¢indeki, uterin arterler arkuat arterlere dallanirlar (Eroschenko ve Fiore,
2005). Arkuat arterler endometryiumu besleyen diiz ve spiral arterlere dal verirler. Diiz
arterler kisadir ve endometriyumun bazal tabakasini besler, spiral arterler ise uzun ve
kivrimlidir ve endometriyumun yiizey veya fonksiyonalis tabakasini besler. Diiz
arterlerin aksine, spiral arterler kandaki hormonal degisikliklere son derece duyarlidir.
Adet dongiisii sirasinda ovaryum hormonlarin Ostrojen ve progesteronun kandaki
seviyelerinin azalmasi, fonksiyonel tabakanin dejenerasyonuna ve dokiilmesine yol

acarak adet kanamasina sebep olur (Eroschenko ve Fiore, 2005).
2.6. Kadin Ureme Sistemi Fizyolojisi
2.6.1. Menstruasyon Siireci

Kadinlarin hormonal sistemi; hipotalamustan salgilanan gonadotropin salgilatict
hormon (GnRH), 6n hipofizden salgilanan, folikiil uyarici hormon (FSH), ve luteinizan
hormon (LH), ovaryum hormonlari olan Gstrojen ve progesteron olmak iizere i¢
bolgeden kontrol edilir. On hipofizden salgilanan FSH ve LH hipotalamustan GnRH
salmimina serbest yanit olarak salgilanirlar. Ostrojen ve progesteron ise anterior hipofiz
bezinden salinan iki kadin cinsiyet hormonuna yanit olarak ovaryumlar tarafindan
salgilanir (Guyton ve Hall, 2006). Yaklasik her 28 giinde bir, 6n hipofiz bezinden
salinan gonadotropik hormonlar, 8-12 yeni folikiiliin yumurtaliklarda biiylimeye
baslamasina neden olur. Bu folikiillerden birinin olgunlasmasi; igerisinde biiyiiyen
oositin dongiiniin 14. giiniinde atilmasi ile sonuglanir. Folikiil bliyiimesi sirasinda,
Ozellikle Ostrojen salgilanir. Ovulasyondan sonra, olgun folikiiliin salgi hiicreleri korpus
luteum haline gelir ve progesteron biiyiik miktarlarda salgilanir. Iki hafta sonra, korpus
luteum, dejenere olur, yumurtalik hormonlar1 dstrojen ve progesteron bunun {izerine

biiyiik miktarda azalir ve menstruasyon baslar (Guyton ve Hall, 2006).
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2.6.2. Yashlikta Olusan Menopoz Siireci

Kadinlarin 45-50’1i yaslarinda, cinsel dongii genellikle diizensiz hal alir ve
yumurtlama siklikla basarisiz olur. Birka¢ ay ile birkag¢ yil arasinda degisen bir siire
sonra, dongii tamamen sona erer. Dongiiniin durdugu ve disi cinsiyet hormonlarinin yok
denecek kadar azaldigi periyoda menapoz denilmektedir. Menapozun sebebi
ovaryumlarin tilkenmesidir (Guyton ve Hall, 2006). Bir iireme ¢ag1 boyunca 400 kadar
primordiyal folikiil olgunlasir ovule olurken yiiz binlerce folikiil ise atreziye ugrar. 45
yaslara gelindiginde FSH ve LH tarafindan uyarilabilecek sadece bir ka¢ primordiyal
folikiil kalmistir ve primordiyal folikiillerin sayist sifira yaklastikca ovaryumlarda
sentezlenen ostrojen miktar1 da azalir. Ostrojen yapimi kritik bir degerin altina
diistiiglinde, gonadotropinler FSH ve LH i yapimi baskilayamaz. Bu nedenle
menapozdan sonra gonadotropinler FSH ve LH (6zellikle FSH) siirekli ve biiyiik
miktarlarda tretilir. Zamanla geri kalan primordiyal folikiiller atreziye ugrar ve
ovaryumlardan &strojen salmimi sifira iner (Lizcano ve Guzman, 2014). Ostrojen
yoklugu genelde belirli fizyolojik isaretleri de beraberinde getirir: (1) Cildin asir
kizarmas: ile karakterize ‘sicak basmalar1’ (2) dispne hissi gelmesi (3) huzursuzluk (4)
yorgunluk (5) anksiyete bunlardan bazilaridir. (6) Muhtemel degisik psikotik durumlar,
(7) tim viicutta azalmis gii¢ ve kemik kalsifikasyonu semptomlar1 da kadinlarin yiizde
15’inde tedavi gerektirecek kadar giicliidiir. Psikolojik danigsmanlik fayda vermez ise,
giinliik kiiciik dozlarda Ostrojen verilmesi genelde semptomlar: tersine cevirir ve
asamali olarak doz azaltilmasi ile post-menapozal kadinlarda agir semptomlar
onlenebilmektedir (Mendez ve ark., 2005; Olszowy ve ark., 2012; Seki ve ark., 2012;
Van Hook ve ark., 2013; Lizcano ve Guzman, 2014).

2.7. Ostrojen

Ostrojenler 18 karbonlu steroid hormonlardir. Baslica dstrojenler; B-dstrodiol,
Ostron ve Ostriol’dur. Kanda bulunan ve ostrojenlerin en aktif sekli dstradiol 178 dir ve
daha az aktif olam ise &strondur. Ostrondan olusan Ostriol, gebelikte idrarda ve
plasentada bulunan &strojendir. Ostrojenler, ovaryumlar, bdbrek {istii bezler, plasenta ve
testislerden sentezlenirler (Watson ve Simmons, 2010). Ostrojenler etkilerini ya gen
aktivasyonu ya da yap1 ve fonksiyon metabolizmas: ile ilgili enzimlerini etkilemek

suretiyle gercgeklestirirler. Molekiiler oksijen ve NADPH’a gereksinim gdsteren bir
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enzim sistemi Ostrojen sentezini katalize etmektedir. Ostrojenler belirli proteinlerin
teskili i¢in ribosomal- RNA ve m- RNA sentezini tesvik ederek hiicre proliferasyonunu
ve ayrica genital sisteminin morfolojik ve fonksiyonel olarak gelisimini saglamaktadir
(Guyton ve hall, 2006). Diger taraftan viicut yaglarmin dagilisi, sekonder seks
karekterlerinin ~ olusumu, wuzun kemiklerin gelisimi, su, tuz ve mineral
metabolizmasindaki degisiklikler de dstrojenin etkilerine baglidir (Watson ve Simmons,
2010). Gebe olmayan kadinlarda, Ostrojenin  O6nemli miktar1 ovaryumlardan
salgilanirken, az miktar1 bobrekiistii bezi tarafindan salgilanir. Gebelik doneminde ise
yiiksek miktarda plasenta tarafindan salgilanir (Guyton ve Hall, 2006). Folikiiler
gelisme Ostrodiol sekresyonunun artigina paralel olarak artar. Ovaryumlarin teka
granuloza hiicrelerinde Ostojenin sentezi FSH ve kismen de LH etkisi ile kontrol
edilmektedir. Ostrojenin kandaki konsantrasyonu belirli bir diizeye ulastiginda ise
negatif feed back mekanizmasiyla 6nce hipotalamus ve hipofizden GnRH, FSH ve LH
salgilar1 durur, boylece Ostrojen salgilanmasi da durmus olur (Guyton ve Hall, 2006).
Ostrojenler karacigerde parcalanirlar ve cesitli steroidlere cevrilerek hidroksillenmis
metabolitler, glukoronoidler veya siilfatlar seklinde idrar ve digki ile atilirlar. Konjuge
Ostrojenin disar1 atilan metabolitleri, insan ve hayvanlarda ovaryum fonksiyonunun
giivenilir indikatorleri olarak bilinmektedir (Johnson ve Williams, 2004; Kostich ve

ark., 2013; Zhang ve ark., 2014).
2.8. Overektomi

Overektomi ovaryum veya ovaryumlarin cerrahi olarak ¢ikarilmasidir.
Overektomi en sik ovaryum kistleri veya kanser gibi hastaliklarda gercgeklestirilen bir
islemdir veya yumurtalik kanseri ve meme kanserine yakalanma olasiligini azaltmak
icin profilaktik olarak histerektomi ile birlikte uygulanir. Veteriner bilimlerinde ise
yumurtaliklar, fallop tiipleri, uterus boynuzlar1 ve uterusun tam olarak c¢ikarilmasi
seklinde olup; beseri  hekimlikteki  endikasyonuna ilaveten  hayvanlarin
dogurganliklarinin  kontrolii i¢in de uygulanmaktadir. Tim {ireme sisteminin
(yumurtaliklar, fallop tiipleri, uterus) c¢ikarilmasina total overiyo-histerektomi terimi
kullanilmaktadir. Histerektomi yumurtalik veya fallop tiipleri ¢ikartilmadan sadece
uterusun c¢ikarilmasidir (Barmparas ve ark., 2010). Overektominin kanser agisindan

yiiksek riskli olan kadinlar i¢cin hayatta kalmay: artirdigr bildirilmistir Overektomi
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ayrica adet dongiisinii ortadan kaldirarak, endometriyozun tedavisi igin de
kullanilmaktadir (Barmparas ve ark., 2010). Buna karsin overektomi ameliyatinin
hormonal etkilerden kaynaklanan ciddi uzun vadeli sonuglart mevcuttur. Overektominin
cinsel islevler lizerinde ciddi negatif etkileri bildirilmistir (Castelo-Branco ve ark.,
2009). Bunlardan ilki, bilateral overektomi ameliyati gecirmis kadmnlarin ¢ogunlukla
tireme fonksiyonlarinin yaninda Ostrojen ve progesteron hormonlari yapma
kabiliyetlerinin ¢ogunu da kaybetmesidir. Oysa dogal menopozda yumurtaliklarin
hormonlar1 6zellikle de androjenler diisiik seviyelerde de olsa iiretilmeye devam
etmektedir (Hayes ve ark., 2016). Rapor edilen diger risk ve yan etkiler arasinda erken
6lum, kardiovaskiiler hastlalik, kognitif bozukluk, demans, parkinsonizm, osteoporoz,
kemik kiariklar1 vardir (Parker ve ark., 2005; Rocca ve ark., 2008; Shuster ve ark., 2008).

Ancak s6zkonusu yan etkilerin olusum mekanizmasi tam olarak bilinmemektedir.
2.9. Nekroz

Canli bir organizmada hiicre ve dokunun patolojik Oliimiine nekroz
denilmektedir. Nekroz; hipoksi, fiziksel hasar, hipertermi, kompleman aktivasyonu, UV
151k gibi zararli hiicre dis1 uyaranlar sonucu olusmaktadir (Proskuryakov ve ark., 2003).
Nekroz, hiicre ya da doku dis etkenlerden kaynaklanir ve hemen hemen her zaman
zararhdir ve 6liimciil olabilir (Rocca ve ark., 2008). Nekroza ugramis bir hiicrede sisme
ve plazma membraninin yikilmasi sonucunda sitoplazmik igerik hiicre disi ortama
verilmektedir. Bu durumda, hiicrenin nekrotik artiklari enflamatuar hiicreleri dokuya
cagirarak soz konusu dokunun pargalanmasina yol acar. Boylece hiicre zedelenmesi
sonucu gelisen irreversibl harabiyet hiicrenin 6liimiine neden olur (Proskuryakov ve
ark., 2003). Farkli histomorfolojik 6zellik gosteren 6 nekroz tipi mevcuttur.

1. Koagiilasyon nekrozu: Olii dokuda jelatin benzeri maddenin olusumu ile karakterize
dir. Bu tiir nekroz sekli hipoksi ve enfarktiis gibi durumlarda goriiniir. Koagiilasyon
nekrozu, bobrek, kalp ve bobrek iistii gibi bezlerde ve dokularda ortaya ¢ikar. Siddetli
iskemi, en sik bu formun nekrozuna neden olur (Proskuryakov ve ark., 2003).

2. Likefaksiyon nekrozu: Koagiilasyon nekrozunun aksine; viskoz, sivi bir kitle
olusturmak tizere Olii hiicrelerin sindirimi ile karakterizedir (Kumar ve ark., 2005) ve

bakteriyel veya fungal enfeksiyonlarda iltihabik bir yanit sonucu olusur. Nekrotik sivi
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kitlesi, olii 16kositlerin varligl nedeniyle, krem rengi-sar1 rengindedir (Kumar ve ark.,
2005).

3. Gazh nekroz: Genellikle biiyilk ve derin yaralanmalarda dokuya infiltre olan
Clostridum welchii gibi anaerob bakteriler tarafindan olusturulur. Dokular gaz biilleri
icerir, hizla parcalanir, kotii kokar ve bu durum sonucunda dliim gergeklesir (Morrison
ve ark., 2015).

4. Kazeoz nekroz: Koagiilasyon ve likefaksiyon nekrozunun bir kombinasyonu olarak
ortaya ¢ikar. Mycobacterium tiirleri (6rnegin tiiberkiiloz), mantarlar ve bazi1 yabanci
maddeler nedeniyle olugsmaktadir. Nekrotik doku, beyaz ve siki1 yapida olup peynir gibi
goriiniir (Bohn, 2010).

5.Yag nekrozu: Yag dokusunun 6zel nekrozudur, 6rnegin akut pankratit’de pankreas
enzimlerinin pankreas ve periton bosluguna serbestlesmesi ile fokal yag harabiyeti
olusur. Aktif pankreas enzimleri yag hiicrelerinin membranlarinda erimeye yol agarak
lipaz enzimlerini aktiflestirir. Aktiflesen lipaz enzimleri yag hiicrelerindeki trigliseritleri
parcalar. Ac¢iga ¢ikan serbest yag asitleri Ca*? tuzlan ile birleserek sabunlagsmaya yol
acar. Sonugta makroskopik olarak kire¢ beyazi goriinlimiinde hiicre kitleleri olusur.
(Bohn, 2010).

6. Fibrinoid nekroz: Genellikle hipersensitibilite reaksiyonu olarak bag dokusunda ve
damarlarda goriliir. Mikroskopik seviyede kii¢iik odaklar olustururlar. Damarlar
asidofil homojen bir goriiniim alir. Bag dokusunda kollajen doku hastaliklarinda, damar
duvarlarinda kollajen doku hastaliklari, malign HT’da ve midede peptik {ilser

durumlarinda ortaya ¢ikmaktadir (Kumar ve ark., 2005).
2.10. Apoptoz

Organizmanin homeostazi; hiicre 6liimii ve hiicre ¢ogalmasi arasindaki sabit bir
dengeye baglidir. Apoptoz, embriyonik donemden 6liime kadar pek ¢ok fizyolojik veya
patolojik olayda izlenebilen programlanmis hiicre 6liimii siirecidir (Lo ve ark., 2011).
Hiicre degisiklikleri (morfoloji) ve 6liime yol acan bu siireg, bazi biyokimyasal olaylar
ile karakterizedir. Bu degisiklikler, hiicrenin tomurcuklanmasini, biiziilmesini, niikleer
parcalanmasini, kromatin yogunlagmasini, kromozomal DNA parcalanmasini ve mRNA
‘nin ortadan kalkmasini icermektedir. Programli hiicre 6liimii siirecinde, hiicrenin kendi

genlerinin aktivasyonu veya g¢evreden gelen sinyallerle apoptozis baslatmaktadir (luchi
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ve Yagura, 2016). Yetiskin insanlarda her giin yaklasik 50-70 milyon hiicre, apoptoz
nedeniyle oliir. 8 ve 14 yaslar arasindaki ¢ocuklarda ise bu oran yaklagik 20 - 30 milyon
arasindadir (luchi ve Yagura, 2016). Nekroz, akut hasar sonucu travmatik hiicre 6liimii
seklinde iken, apoptoz oldukg¢a diizenli ve kontrollii bir siirectir ve canlinin yasam
dongiisii boyunca gesitli avantajlar saglamaktadir. Ornegin, gelismekte olan bir insan
embriyosunun el ve ayak parmaklari arasindaki hiicrelerin apoptoza ugramasiyla
gelisimin erken donemlerinde el ve ayak parmaklar1 arasinda mevcut bulunan perdelerin
ortadan kalkmasi saglanir. Apoptoz mekanizmasi son derece diizenli bir siiregtir, bir kez
baslanan apoptoz durdurulmaz. Apoptoz, iki yoldan, baslatilmaktadir. I¢sel yolda, hiicre
stresi algilayarak kendini 6ldiiriir. Bu durumda apoptotik proteinler mitokondrileri hedef
olarak se¢mektedir. Bu proteinler mitokondriyal membran gegirgenligini azaltarak
sismelerine ya da mitokondriyal zarin gecirgenligini artirarak efektorlerin disari
sizmasina Yol agarak apoptoza neden olur (Gyulkhandanyan ve ark., 2015). Dissal yolda
ise; hiicre kendi sinyalleri ile degil, diger hiicrelerden gelen sinyallere gore apoptozu
baslatir. Hiicre dis1 uyaranlar; timor nekroz faktorii (TNF), koloni uyarict faktorler
(CSF), néron biiyiime faktorii (NGF), insiilin benzeri biiylime faktori, IL-2 gibi
maddelerin ortamda azalmasi ile glukokortikoidler, radyasyon, ilaglar, gesitli antijenler
gibi pozitif uyaranlar olabilir. Ozellikle son zamanlarda otoimmiin hastalik gelisiminde
rolii oldugu belirtilen Fas/FasL, sFas proteinleri, virlisler (HIV viriisii GP120 proteini
tizerinden, influenza viriisii TNF reseptorii lizerinden; adenovirus hiicre genetik yapisini

bozarak) hiicreyi apoptoza gotiirmektedir (Wajant, 2002).
2.11. Proteozom

Proteazom, tiim Okaryotik hiicrelerde ve cogu bakteri tiirlinde bulunan zarla
cevrili bir multi katalitik enzim kompleksidir. Hem normal hiicreler, hem de kanser
hiicreleri proteazom igermektedir. Proteazomlarin genel gorevi, hasar gormiis veya ise
yaramayan proteinleri, proteoliz ad1 verilen ve peptid baglarini kirarak ¢alisan bir enzim
araciligiyla viicuttan atmaktir. Hiicre i¢indeki hasar gormiis proteinlerin diizenli
yikimint saglayan proteazomlar hiicredeki protein geri doniislimii acgisindan kritik
oneme sahiptir. Proteazomun islevi, proteinleri degrade etmektir (Dou ve Zonder,
2014). Proteazomun alt-tabakalari, tiimor bastiricilar, hiicre dongiisii diizenleyicileri,

transkripsiyon faktorleri, inhibe edici molekiiller ve anti-apoptotik proteinler (6rnegin

16



Bcl-2) gibi sinyal molekiilleri igermektedir (Dou ve Zonder, 2014). Proteozom, hiicre
dongiisii, endositoz, transkripsiyon, organel biyogenezi, spermatogenez, anjiogenez,
apoptoz ve protein sentezi gibi pek ¢ok hiicresel olayda gorev alan proteinlerin yikimini
veya islenmesini saglayarak bu hiicresel mekanizmalara direkt veya indirekt bir sekilde
katkida bulunmaktadir (Hilt ve Wolf, 1996).

Proteinlerin degradasyonu bozuldugu zaman, muhtemelen hizlandirilmis ve
kontrolsiiz mitoz sonucu, kanser hiicreleri gelisir (Kumatori ve ark., 1990). Kanser
hiicrelerinin ¢ogalmasi, yayilmasi ve hayatta kalmasi proteazom tarafindan regiile
edilen proteinlere baglidir. Proteozom inhibitorleri farklilasmis ve bdliinmeyen
hiicrelerin aksine spesifik olarak boliinebilen tiimor hiicrelerinde apoptozu uyarmaktadir
(Frankel ve ark., 2000; MacLaren ve ark., 2001; Shah ve ark., 2001; LeBlanc ve ark.,
2002; Bold, 2004).

2.12. Bortezomib

Bortezomib, kanser tedavisinde rasyonel bir yaklasim olarak ortaya ¢ikmuistir
(Adams ve ark., 1999) ve multipl miyelom ve manto hiicreli lenfoma tedavisi i¢in ABD
Gida ve llag Idaresi (FDA) tarafindan onaylanan ilk proteazom inhibitdriidiir (Belch ve
ark., 2007). Bortezomib proteazom enzim komplekslerini inhibe ederek hastaligin
baslangic tedavisi ya da cesitli ilaglar ile kombine halinde kullanilmaktadir. Diger
taraftan bortezomib daha once uygulanan tedavilere kars1 direngli hale gelmis olan ya
da daha 6nce uygulanan tedaviler sirasinda relaps meydana gelmis olan hastalar igin de
onemli bir tedavi se¢enegidir. Proteazomun bortezomib tarafindan inhibe edilmesi hiicre
ici proteinlerin yikiminit 6nler ve bu yolla hiicrelerin ig¢indeki birden fazla sinyal
yolagim etkiler. Kanser hiicrelerindeki sinyal yolaklarinda meydana gelen bu bozulma
hiicre 6liimiine ve tiimdr biiylimesinin inhibisyonuna neden olabilir (Richardson ve ark.,
2009; Richardson ve ark., 2014). Calismalar, saglikli bireyler ile karsilastirildiginda
bircok kanser hastalarinin (akut myleoid leukemia, AML, Hodging’s disease, chronic
myleoproliferatif syndrome ve solid tiimor hastalar1) plazmalarinda 26S proteozom
miktarinin  1000-kat kadar yiikseldigini gostermistir (Dutaud ve ark., 2002). Bu
caligmalar, proteozom inhibitorlerinin spesifik olarak ¢ogalabilen hiicrelerde apoptoza

neden olduklarini; dolayisiyla, diger anti-kanser ilaclara gére daha avantajli durumda
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olduklarini ve kanser tedavisinde daha etkili olabileceklerini gostermektedir (Dutaud ve
ark., 2002).

2.13. p-Glukanlar

Glukanlar yapisal bilesen olarak glukoz igeren ve birbirlerine B-glikozidik
baglarla baglanmis polisakkaritlerdir. B-glukanlar maya, bakteri ve mantarlar ile yulaf,
arpa, ¢avdar gibi tane yemlerin hiicre duvarlarindan elde edilen glikoz polimerleridir
(Saraswat-Ohri ve ark., 2011). B-glukanlarin glukoz molekiillerinin baglanma sekilleri
farkl1 olabilir. Glukoz molekiillerinin birbirleri ile baglanis sekillerindeki farkliliklar her
bir B-glukana kendine has yapisal 6zelligini kazandirir. Molekiil agirligi, dallanma
derecesi, uyumluluk ve molekiiller arasi birlesim sekilleri bakimindan farklilik
olusturan B-glukanlar degisik biyolojik aktiviteler gostermektedir (Bohn ve BeMiller,
1995). Maya ve mantarlarin hiicre duvarlarinda bulunan B-glukanlar az sayida 1,6 B
bagli dallar ile 1,3 B bagh glikopiranosil kalintilarindan olusurken, arpa ve yulaf hiicre
duvarlarindaki B-glukanlar 1,3 ve 1,4 B bagh glikopiranosil kalintis1 igeren dalsiz
yapidadir. Bakterilerde ise 1,3 B bagl glikopiranosil kalintisi iceren dalsiz B-glukanlar
bulunur (Saraswat-Ohri ve ark., 2011). Suda ¢6ziilen ve ¢oziilmeyen B-glukanlarin
kullanim alanlari, etki mekanizmalar1 ve genel biyolojik aktiviteleri arasinda biiyiik
farklilik vardir. Tahil temelli B-glukanlar suda ¢oziilme ozelliklerinden dolayr insan
beslenmesinde ¢oziiniir lif destegi ve sindirim sistemi aktivitelerde rol almaktadir. Suda
coziinmeyen, ekmek mayas: veya mantardan elde edilen B-glukanlarin ise bagisiklik
sistemi lzerindeki etkilerinden faydalanilmaktadir (Bohn ve BeMiller, 1995). B-
glukanlar immun sistem hiicrelerini baz1 6zel reseptorler aracilig ile aktif hale getirerek
bagisiklik sistemini gii¢clendirdigi i¢in iyi bir immun uyarict olarak bilinirler (Brown,
2006). Hayvan rasyonuna B-glukan ilavesinin plazma IL-6, TNF-o ve IL-10 iiretimini
artirdigim1  dolayisiyla bagisiklik fonksiyonu iizerine yararli etki gdsterdigini
bildirmislerdir. B-glukan karsinom, sarkom ve blastom hiicreleri {lizerinde dogrudan
sitotoksik etki gostermektedir (Brown, 2006).

Bizim c¢alismamizda; overektomi cerrahi prosediirii uygulanmis si¢anlarda
Ostrojen, B-glukan ve proteazom inhibitorii olarak kullanilan bortezomib’in uterus
tizerindeki olast koruyucu etkilerinin morfometrik, histolojik ve immiinohistokimyasal

yontemler ile ortaya konulmasi hedeflenmistir.
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Etik Kurul, Deneklerin Temini ve Deney Gruplari

3.1.1. Etik Kurul Onay1

Bu tezin deneysel boliimi “Bortezomib’in overektomi uygulanan sican uterusu

tizerine etkilerinin incelenmesi: histopatolojik, stereolojik ve immiinohistokimyasal bir

calisma” bashigr ile Atatiirk Universitesi Rektorliigii Hayvan Deneyleri Yerel Etik

Kurulu Bagkanliginin 06.06.2014 tarih ve 95 sayili karari ile onaylanmustir.

3.1.2. Materyal Temini ve Deney Gruplarinin Olusturulmasi

Calismada 30 adet 12 haftalik disi sigan (Sprague Dawley) kullanilmustir.

Denekler Atatiirk Universitesi Tibbi Deneysel Uygulama ve Arastirma Merkezi’nden

(ATADEM) temin edilmistir. Deney siiresi boyunca tiim deneklerimiz optimum

laboratuvar kosullarinda (22+1°C sicaklikta, 12 saat aydinlik/karanlik siklusunda) ve ad

libitum ile beslenmistir. Calismada bes ayr1 grup olusturulmustur. Her bir grupta alti
denek kullanilmistir (Tablo 1).

Tablo 1. Caligmada kullanilan deneklerin gruplara gore dagilimi

Gruplar

Grup |
Grup 11
Grup I
Grup IV

Grup V

Kontrol (Kont) grubu
Overektomi (Ovt) grubu
Overektomi + Ostrojen (Ost) grubu (0,2 mg/kg 17 p—Ostradiol)
Overektomi + B-Glukan (B-glu) grubu (75 mg/kg B—Glukan)

Overektomi + Bortezomib (Bort) Grubu (0,2 mg/kg Bortezomib)
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Gruplara uygulanan iglemler asagidaki gibi 6zetlenmistir:

I. Grup (Kont): Saglikli ve higbir islem yapilmamis kontrol grubunu
olusturmaktadir. Bu grup aymi laboratuvar sartlarinda 12 hafta beslenme sonrasi higbir
deneysel islem uygulanmaksizin perflize edilmistir (24 haftalik iken).

Il. Grup (Ovt): Bu gruptaki denekler overektomi operasyonun ardindan 12
hafta daha yagamalar1 saglandiktan sonra, toplamda 24 haftalik iken perfiize edildi.

I11. Grup (Ost): Bu gruptaki deneklere overektomi operasyonundan sonraki 8
haftalik iyilesme siiregleri beklendikten sonra, 4 hafta boyunca, haftada 2 kez 0,2 mg/kg
B—Ostradiol uygulandi. Uygulamalarin ardindan denekler toplamda 24 haftalik iken
perfiize edildi (Modena ve ark., 2005).

IV. Grup (B-glu): Bu gruptaki deneklere overektomi operasyonundan sonraki 8
haftalik iyilesme siiregleri beklendikten sonra, 4 hafta boyunca, haftada 2 kez 75 mg/kg
f—Glukan uygulandi. Uygulamalarin ardindan denekler toplamda 24 haftalik iken
perfiize edildi (Kim ve ark., 2011).

V. Grup (Bort): Bu gruptaki deneklere overektomi operasyonundan sonraki 8
haftalik iyilesme stirecleri beklendikten sonra, 4 hafta boyunca, haftada 2 kez 0,2 mg/kg
bortezomib uygulandi. Uygulamalarin ardindan denekler toplamda 24 haftalik iken
perfiize edildi (Moreau ve ark., 2011).

Tim gruplardaki denekler 24. haftada ketalar (Eczacibasi/Tiirkiye), 10 mg/kg ve
xylazine (Rompun-Bayer/Tiirkiye) ile uyutuldu ve %10’luk formalin ile kardiak yoldan
perfiizyonlar1 saglandi. Hemen sonra uterus dokulari alinarak ayri ayri kodlandiktan
sonra, %10’luk formalin soliisyonu igerisinde 72 saat boyunca fikse edildi. Daha sonra
elde edilen doku Ornekleri rutin histopatolojik, stereolojik ve immunohistokimyasal

yontemlerle degerlendirildi.

3.2. Deney Prosediirii
3.2.1. Overektomi Prosediirii

Il. - V. Grup olarak belirlenen disi sicanlar 20 mg/kg dozda tiopental sodyumla
anestezi altina alindi. Daha sonra karin bolgesinden lateral 2—3 cm insizyon agilarak,
overlere ulasildi. Overler bilateral ekzisyonla alindi. Siganlarin operasyon sonrasi uygun
ortamda barinmasi saglanarak ilk 2 giin 25 mg/kg dozda giinde 2 kez metamizol

sodyum ile analjezileri saglandi. Bir hafta boyunca siganlara her giin uygun dozda
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penisilin verilerek ve yara yeri pansumanlar1 yapilarak enfeksiyon kapmalar1 engellendi.
Overektomi sonrasi sicanlar 8 hafta boyunca normal su ve diyet ile beslenerek
yaglanmalari i¢in gerekli siirenin olugmasi saglandi (Sekil 1; Benmansour ve ark.,
2016).

Sekil 1. Overektomi uygulama prosediirii izlenmektedir

Bortezomib uygulama prosediirii overektomi isleminden 8 hafta (60 giin) sonra
baslandi. 7 ml izotonik i¢inde 3,5 mg bortezomib ¢oziildii. 1 ml’de 0,5 mg bortezomib
cozeltisi olacak sekilde falkonlara ayrildi. Bu ¢ozeltiden her bir denege 8 pl olacak
sekilde enjekte edildi. Bu uygulama 1 ay boyunca haftada 2 kez tekrarlandi. 17-f
ostradiol uygulamasi gavaj yoluyla 0,2 mg/kg 17- ostradiol (estrofem tablet) verilerek
yapildi. B-1,3-D-glukan uygulamasi igin ise her bir denege 75 mg/kg B-1,3-D-glukan
subkutan olarak verildi
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3.3. Isik Mikroskobik Islemler
3.3.1. Parafin Kesitlerde Konvansiyonel Isik Mikroskopik Islemler

Alman dokularin %10’luk formalin (Merck Millipore, Darmstadt, Germany)
igerisinde fikse edilmesinin ardindan doku takip asamalar1 asagidaki gibi uygulandi.
Akarsuda yikama (24 saat)
Dehidratasyon iglemi:
-%70’lik Alkolde 24 saat,
-%80’lik Alkolde 1 saat,
-%96’lik Alkolde 1 saat,
-%96’lik Alkolde 1 saat,
-%100’lik Alkolde 1 saat,
-%100’lik Alkolde 1 saat bekletildi.
Seffaflastirma iglemi:
-Ksilende 10 dakika,
-Ksilende 10 dakika bekletildi.
Infiltrasyon islemi:
-Ksilen + boncuk parafin karisiminda 60°C<lik etiivde 1 saat,
-Boncuk parafinde 60°C‘lik etiivde 1 saat,
-Boncuk parafinde 60°Clik etiivde 2 saat bekletildi.

Dokularin Parafin Bloklara Gomiilme Islemi:

Dokular parafin bloklara gomiilerek kesit alinmasi iglemine hazir hale getirildi. Parafin
bloklardan mikrotom (Leica RM2125RT) ile kesilen 5 um’lik kesitler cam lamlar

tizerine alindi. Bu amacla kesitler asagida siralanan islemlere tabi tutuldu.

Hemotoksilen—Eozin Boyama
-Ksilen’de (20 dk.)
-Ksilen’de (10 dk.)
-%80’lik Alkol (10 dk.)
-Iki ayr1 %96°Iik Alkol (5 dk.)
-Cesme suyunda yikama

-Hematoksilen boyama (1 dk.)
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-Asit-Alkol karigimina batirilip ¢ikarma
-Eozin soliisyonunda (1 dKk.)
-Suda yikama (1 dk.)
-%80’lik Alkolde (10 dk.)
-Iki ayr1 %96°lik Alkol (10 dk.)
-Ksilen serilerinde (20 dk.)
-Entellan ile kapama (Bancroft ve Gamble, 2008)

Masson Uclii Boyama
-Bouin Solisyonu 60 °C etiivde (120 dk.) bekletme
-Oda sicakliginda (12 saat-1 gece) bekletme
-Akarsuda (sar1 renk gidene kadar) yikama
-Distile suda (5 dk.) yikama
-Weigert's hematoxylin (30 dk) bekletme
-Akarsuda (5 dk.) yitkama
-Distile suda (5 dk.) yikama
-Biebrich scarlet (10 dk.) bekletme
-Distile suda (5 dk.) yikama
-Fosfofungistik Asit (5 dk.) bekletme
-Aniline blue (10 dk.) bekletme
-%96 Etanol (30 sn.) bekletme
-Absolii etanol (5 dk.) bekletme
-Absolii etanol (5 dk.) bekletme
-Absolii etanol (5 dk.) bekletme
-Ksilende (30 dk.) bekletme
-Ksilende (30 dk.) bekletme
-Ksilende (30 dk.) bekletme
-Entellan ile kapama (Masson, 1929)

3.4. immiinohistokimyasal islemler

Immiinohistokimyasal degerlendirme igin polilizinli lama alinan Kkesitler
streptavidin-biotin-peroksidaz metodu kullanilarak NF-xB (p65) (Rabbit polyclonal ab,
p65 Ab-1, dilisyon 1.75) ile boyandi. Deparafinizasyon isleminden sonra kesitler
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endojen peroksidaz aktivitesini bloke etmek amaciyla distile suda hazirlanmis %10’luk
hidrojen peroksidazda 30 dk. bekletildi. Antijen uzaklastirma i¢in kesitler 10 mmol L—1
sitrate buffer (pH 6,8)’da 10 dk. yiiksek dereceye ayarlanmis mikrodalga firinda tutuldu.
Ultra V blok ile 20 dk. preinkiibe edilen dokular, oda sicakliginda bir saat primer
antikor damlatilarak bekletildi. Daha sonra 20 dk. biotinle isaretlenmis sekonder antikor
ve 30 dk. streptavidin peroksidaz kompleksi ile inkiibe edildi. Kromojen olarak 3-
amino—9-etil karbazol ve zemin boyama i¢in Mayer hematoksileni kullanildi. Negatif

kontrol i¢in primer antikor damlatilmadan benzer islemler uygulandi (Hsu, 1993).
3.5. Kesitlerden Goriintii Elde Edilmesi

Incelemeye hazir hale gelen kesitler Olympus BH 52 (Olympus, Tokyo; Japan)
marka kamera atagmanli 151k mikroskobu altinda incelenerek ilgili tim gruplara ait

fotograflar ¢ekildi.
3.6. Elektron Mikroskobik Takip Islemi

Denekler anestezi altinda iken uterus iizerine %35’lik gluteraldehit damlatildi ve
ardindan uterus dokulari ¢ikarildi. Daha sonra;

- %5’lik Gluteraldehit soliisyonu icerisinde 1 saat bekletildi.

- Siire sonunda 4x15 dakika Milloning tamponuyla yikandi.

- Tamponla yikamanin ardindan %1°lik osmium tetraoksit icerisinde 1,5 saat
karanlik ortamda bekletildi.

- 4x15 dakika Milloning tamponuyla tekrar yikandi ve dehidratasyon iglemine
gecildi.

Dehidratasyon i¢in;

- %50’1ik asetonda 15 dakika,

- %75’1ik asetonda 15 dakika,

- %95°1ik asetonda 15 dakika,

- %100’liik asetonda 20 dakika,

- %100’k asetonda 20 dakika bekletildi.

- Propilen oksitte 20 dakika,

- Propilen oksitte 20 dakika,

- %50 Propilen oksit + %50 Araldit karisiminda 1 saat,
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- %100 Aralditte 1 saat boyunca infiltrasyon islemine tabi tutuldu.

Bu siire sonunda silikon gomme kalib1 igerisinde bloklanan dokular 45 °C’deki
etiive yerlestirildi ve her 30 dakikada bir 5 °C’lik 1s1 artis1 yapilarak 62 °C’ye ulasildi.
62 °C’de 48 saat bekletilerek polimerizasyonu saglanan plastik bloklardan elmas bigakli
ultramikrotom (Leica Ultracut UCT, Leica Microsystems GmbH, Almanya) yardimi ile
70 nm ve 500 nm kalinliginda kesitler alindi. 70 nm kalinligindaki kesitler 200 mesh
bakir grid iizerine alinarak elektron mikroskobik analiz i¢in uranil asetat — kursun sitrat
ile boyandi. 500 nm kalinligindaki kesitler ise cam lam {iizerine alinarak %1’lik toluidin
mavisi ile boyandi. Elde edilen yari ince kesitler 151k mikroskobu altinda incelenerek
elektron mikroskop altinda incelenecek bolgeler belirlendi ve daha sonra ince kesitler
Jeol STEM (JEOL JSM-7001FTTLS LV SEM, Tokyo, Japan) elektron mikroskop
altinda goriintiilendi (Inaga ve ark., 2002).

3.7. Stereolojik Islemler

Bu calismada; uterusun morfometrik yapisi stereolojik olarak degerlendirildi. Bu
amagla; endometriyum, miyometriyum Ve peripetriyum tabakalarinin kalinliklar:
morfometrik olarak tespit edildi. Total uterus hacminin yaninda; uterus liimeninin,
endometriyum, miyometriyum, perimetriyum tabakalarinin ve bu tabakalarda yer alan
damarlarin hacimleri Cavalieri Prensibiyle hesaplandi. Ayrica, uterus bezlerinin
ortalama ¢ap1 ve alan1 niikleator metodu kullanilarak hesaplandi. Kullanilmasi
planlanan bu yontemlere gore hesaplamalar i¢in asagida anlatilacagi gibi stratejiler

belirlendi.
3.7.1. Uterus Tabakalarinda Kahnhk Ol¢iimii

Elde edilen tiim kesitlerde endometriyum, miyometriyum, perimetriyum
tabakalariin kalinliklari kesit ekseni boyunca dort bir taraftan 6l¢iilerek s6z konusu

tabakalarin kalinligi ile ilgili ortalama bir deger elde edildi (Sekil 2).
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Sekil 2. Elde edilen tiim kesitlerde endometriyum, miyometriyum, perimetriyum tabakalarinin

kalmliklarimin 6l¢iimiiniil gosterilmektedir
3.7.2. Stereolojide Hacim Hesabi

Diizenli bir sekle sahip olan nesnelerin hacimleri (kare, diktérgen, kiip v.b.)
V=t.a (V=Hacim, t= yiikseklik, a=taban alani) formiilii ile kolayca hesaplanabilir.
Hacimleri rutin aritmetik formiillerle hesaplanmayan diizensiz sekilli yapilarin
hacimlerin hesaplanmasinda ise ‘Cavalieri metodu’ kullanilmaktadir. Cavalieri metodu
ile diizenli bir sekle sahip olmayan ii¢ boyutlu nesnelerin birbirine paralel olan dilimlere
ayrilarak her bir dilimin yiizey alanin dilimin kalinligiyla ¢arpilmasi sonucunda her bir
dilimin hacmi hesaplanir. Tiim dilimlerin hacimleri birbirleriyle toplanarak tiim yapinin
toplam hacmi hesaplanmis olunur.
V=txa/px} P
V= Ilgilenilen kesitin hacmi
P= Kesit ylizey alanlarinda sayilan nokta sayist
t= Ortalama kesit kalinlig
a/p = Herbir noktanin gergekte temsil ettigi alan
Kesitlerde uterus ylizey alanin1 hesaplamak i¢in farkli boyutlarda noktali alan
olgiim cetvelleri (NAOC) kullanildi (Uterus tabakalarinin alanlarmnin dl¢iimii igin, d=2,5
mm; uterus bezi ve damar alani 6lgiimii igin, d= 1 mm). NAOC de nokta yerine "+"

kullanilir. Noktalar uzayda birbirine dik iki ¢izginin kesismesi sonucu elde edilir ve sifir
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boyutludur. Bu nedenle NAOC ndeki "+" larin kollarinin kesistigi kose yiizey alani
Olciim hesaplamasi amaci ile kullanilan noktadir. Bu noktalarin her biri, dort adet
noktanin arasinda kalan bir birim alanina karsilik gelir ve bu alan a/p ile gosterilir. Bu
sekilde olusturulan noktali alan 6l¢liim cetvelinde her bir nokta arasindaki sabit mesafe
bilinmektedir. Uterus Kesitlerin goriintiisiine diisen toplam nokta sayisi bu birim alan
degeri ile ¢arpildiginda, ilgili kesitin alani elde edilir.

Bu calismada tiim deneklerin uterus orneklerinden elde edilen kesitler arasinda
1/20 oraninda bir 6rnekleme araliginin uygun olabilecegine karar verilmesinin ardindan,
ilk kesit rastgelelik prensibi geregi 1-20. Kesitler arasindan rastgele, diger kesitler ise
baslangigta segilen kesit lizerine 19 kesit atlanip 20. kesitin alinmasiyla gergeklestirildi.
Bu ¢alismada, sayim hesaplamasinda Cavalieri prensibi ve niikleator sondalar1 olan
Stereo-Investigator (siirim 9.0, Microbrightfield, Colchester, VT; USA) adli 6zel bir
yazilim kullanildi.

Hacim hesaplama islemleri, stereolojinin temel prensiplerinden “hata katsayis1”
g6z Oniinde bulundurularak gergeklestirildi. Bunun i¢in (Gundersen ve Jensen, 1987)

tarafindan gelistirilen asagidaki formiil kullanildi.
Noise = 0.0724x (b/+/a)x /nx > P
Noise: kesit yiiz alaninin kompleksligi
b/+/a : ortalama profil sinir uzunlugu/ ayni profilin ortalama alaninin koki
Nn: incelenen kesit sayisi
2P: kesiti kesen toplam nokta sayist

Noise, 0rnegin kesit yiiz alaninin kompleksligi hakkinda bilgi veren bir degerdir,
b/+/a ortalama profil sinir (boundary) uzunlugunun ayni profillerin ortalama alaninin
karekokiine bolimiine esittir, n incelenen kesit sayisidir ve P biitiin kesite degen

toplam nokta sayidir.

Vargs (D a) =(3-(A— Noise) —4-B+C)/12

i=1

n
Vargy (z a) : toplam alanin varyansi
i=1
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A: PiXPi

B: Pi X Pjs1

C: Pi X Pjs2

Rasgele sistematik Grneklemede (SRS) Varg, (D a) toplam alanin varyansini

i=1

gostermektedir. Bu bilgi kesit 6rneklerinde uygun ¢esitliligi saglamak i¢in gerekli olan

yeterli kesit sayis1 hakkinda fikir verir. A, B, ve C, Tablo 2’nin siitunlarinda belirtilmis

verinin rakamsal degerlerini gostermektedir.

Tablo 2: Hata katsayisinin hesaplanmasi

Kesit No Pi A B C
Pi X Pi Pi X Pi+1 Pi X Pis2

1 30 900 840 960
2 28 784 896 1008
3 32 1024 1152 1056
4 36 1296 1188 1260
5 33 1089 1155 1254
6 35 1225 1330 945
7 38 1444 1026 088
8 27 729 702 621
9 26 676 508 0 -
10 23 529 - s

Toplam 308 9726 8887 8092
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Noise =0.0724x (b/ P
olse x( \/E)XW = 0,0724x5x55,50= 20,91

Vargy (3"a) = (3-(A— Noise) —4- B+C)/12= 3x(9726-20,91) — 4x 8887+ 8092/12
i=1
138,27

Total,sr =Noise+ Vargs = 159 ,18

v/ Total Var

CEQ.P) = P

=0,0401

Hacim(mm?®) =t (mm)x a/p (mmem)X(ZP) =9,63 mm®

Total,,r = Noise +Vargs

Total,sr: Toplam varyans
Noise: kesit yiiz alaninin kompleksligi

Varsgs: toplam alanin varyansi

~/Total Var

CE(ZP):T

CE: hata katsayis1
Total,sr: Toplam varyans

YP: kesiti kesen toplam nokta sayist

HK son hesaplanan degerdir. Genellikle HK’nin en yiiksek sinir1 %5 olarak kabul edilir

(Gundersen ve Jensen, 1987).
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3.7.3. Niikleator Metoduyla Ortalama Uterus Bezi Alaninin Hesaplanmasi

Bu ¢alismada uterus bezinin ortalama alani hesaplanmasinda asagidaki islem
sirasi takip edildi:

1. Sayilmasi istenen objeyi (uterus bezi) iceren alanlar kesitler tiizerinde
belirlendi.

2. [llgilenilen alanlarin dis hatlar1 Stereoinvestigator programinda ¢izildi.

3. Dis hatlar1 belirlenen uters kesitin alan1 hesaplandi.

4. Hesaplanan referans kesit alani1 uzaysal olarak X ve Y diizlemlerinde esit
aralikli alanlar igeren adimlara boliindii.

X-Y diizlemindeki uygun adim aralig1 belirlendikten sonra belirlenen bu adim
araliginda uterus bezi alan Olglimlerinin yapilabilmesi i¢in kesit diizleminde sayim
kurallar1 6nceden belirlenmis “tarafsiz sayim ¢ercevesi” kullanildi. Boylece sayim
yapilan her adimda tarafsiz sayim gercevesinin sag iist kosesine degen en biiyiik capli
uterus bezi son kisminda niikleator metoduyla belirlendi. En biiyiik capli oldugu
belirlenen bu bezler lizerinde noktali ol¢iim cetveli kullanilarak uterus bezi alam

hesaplanda.

Sekil 3. Caligmada kullanilan Olympus DP72 digital fotograf makinas1 atagmanli Nikon Eclipse E600
mikroskop cihaz1 (Atatiirk Universitesi, Tip Fakiiltesi, Histoloji ve Embriyoloji ABD)
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3.8. istatistik

Bu c¢aligmadan elde edilen tim stereolojik bulgulara ait istatistiksel analizler,
SPSS 21.0 programi1 (IBM SPSS Statistics, United Stated of America) kullanilarak
yapildi. Boylece, elde edilen uterus 6rneklerinin epitel, endometriyum, miyometriyum
ve perimetriyum kalinliklar1 ve hacimleri, ortalama damar ve uterus bezi alanlari
arasindaki karsilastirmalar One-Way ANOVA testi (Bonferroni Post Hoc Test)
kullanilarak yapildi. Tiim karsilastirmalarda P degeri 0,05 olarak kabul edildi.
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4. BULGULAR

Bu calismada elde edilen uterus o6rneklerinin endometriyum, miyometriyum ve
perimetriyum kalinliklar1 ile hacimleri, ortalama uterus bezi ve damar alanlar
morfometrik olarak degerlendirildi. Ayrica, uterus 6rnekleri 151k mikroskobik diizeyde
histopatolojik ve immiinohistokimyasal (NF-Kappa B) acidan; elektron mikroskobik
diizeyde ise ince yap1 agisindan degerlendirildi. Calisma sonucunda elde edilen bulgular

Ortalama+Standart Hata (Ort£SH) olarak tablolarda verilmistir:
4.1. Stereolojik Bulgular

Oncelikle, kesitlerin endometriyum, miyometriyum ve perimetriyum
tabakalarinin kalinliklar1 x4 liik objektif biiyiitmesinde hesaplandi. Gruplara ait veriler

tablo ve sekillerde ayr1 ayri1 verildi.
4.1.1. Endometriyum Kahnhgima Ait Bulgular

Endometriyum kalinliklarina ait degerler incelendiginde; kontrol grubuna
kiyasla, diger gruplara ait deneklerin uteruslarinin endometriyum kalinliginin anlaml
bir sekilde azaldigi izlendi ve kontrol grubu ile diger tiim gruplar arasinda ileri diizeyde
anlamli fark belirlendi (p=0,00). Bununla birlikte, endometriyum kalinliklarinin Ovt
grubunda Ost grubundan (p=0,36); B-glu grubunda ise Ovt gurubundan (p=0,81), farkli
olmadig: tespit edildi. Yine bu parametre agisindan, Bort ve B-glu gruplari arasinda,
(p=0,00) ve Bort ile Ovt gruplar: arasinda (p=0,001) ileri derecede anlamli fark tespit
edildi.

Tim gruplarin endometriyum kalinliklarina ait bulgular Tablo 3 ve Sekil 4’de

verilmistir.
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Tablo 3: Tiim gruplardan elde edilen endometriyum kalinligi degerleri (Ort + OSH)

Gruplar Endometriyum kalinhg: (mm)
Kont 1,523+0,0722
Ovt 0,664+0,106
Ost 0,746+0,1148
B-glu 0,886=0,1512
Bort 1,066+0,1916

Endnmetriyum kalinhgi
1,8 - ale
1,6 - -
14 -
E 1,2 - =
E ]
—
= 08 -
= 06 -
=
0,4 -
0.2 | I l I
0
Kont Ost B-glu Bort

Sekil 4. Tim gruplara ait endometriyum kalinliklarin1 gosteren grafik. (#), Kont grubu ile diger tiim
gruplar arasinda deger ileri derecede anlamli fark tesbit edildi (p=0,00). Bununla birlikte,
endometriyum kalinliklarinin Ovt grubunda Ost grubundan (p=0,36); B-glu grubunda ise Ovt
gurubundan (p=0,81), farkli olmadig1 tespit edildi. Yine bu parametre agisindan, Bort ve B-glu
gruplari arasinda, (p=0,00) ve Bort ile Ovt gruplari arasinda (p=0,001) ileri derecede anlamli fark
tespit edildi
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4.1.2. Miyometriyum Kalinhgna Ait Bulgular

Tim gruplardan elde edilen uterus Orneklerinde miyometriyum kalinligi
degerleri incelendiginde; kontrol grubu ile Ovt arasinda P=0,000; Kont grubu ile Ost
grubu arasinda P=0,000 ve Kont grubu ile B-glu grubu arasinda P=0,001 diizeylerinde
azalma izlendi. Gruplar arasinda en diisiik miyometriyum kalimliginin Ost grubundan
elde edilmesi dikkat cekici idi. Bort grubunda Ovt grubuna kiyasla miyometriyum
kalinliginin ileri diizeyde yiiksek oldugu tespit edildi (p=0,001). Ovt ve B-glu gruplari
arasinda P=0,123 ve Kont-Bort gruplari arasinda P=0,115 miyometriyum kalinligi

acisindan anlamli bir degisiklik goriilmedi.

Tiim gruplarin miyometriyum kalinliklarina ait bulgular Tablo 4 ve Sekil 5’de

sunulmustur.
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Tablo 4. Tim gruplardan elde edilen miyometriyum kalinligi degerleri (Ort + OSH) goriilmektedir

Gruplar Miyometriyum kalinhg (mm)
Kont 0,371+£0,073
Ovt 0,242+0,0248
Ost 0,169+0,02940
p-glu 0,245+0,054
Bort 0,297+0,0516

Miyometriyum kalinlig
0,45 - -
0,4 -
w
0,35 -
E 03 -
E 0,25 -
—
= 02 -
S 0,15 -
0,1 -
0,05 -
0
Kont f-glu Bort

Sekil 5. Tiim gruplara ait miyometriyum kalinliklarini gosteren grafik. (#), Kont grubu ile Ovt arasinda
P=0,000; kontrol grubu ile Ost grubu arasinda P=0,000 ve Kont grubu ile B-glu grubu arasinda
P=0,001 diizeylerinde deneklerin uteruslarinin miyometriyum kalinliginin azaldig1 izlendi; Bort
grubunda Ovt grubuna kiyasla miyometriyum kalinliginin ileri diizeyde yiiksek oldugu tespit
edildi (p=0,001)
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4.1.3. Perimetriyum Kalinhgina Ait Bulgular

Perimetriyum kalinliklarina ait degerler incelendiginde gruplar arasinda higbir

fark tespit edilemedi.

Tiim gruplarin perimetriyum kalinliklarina ait bulgular Tablo 5 ve Sekil 6 ve

7’de sunulmustur.
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Tablo 5. Tim gruplardan elde edilen perimetriyum kalinligi degerleri (Ort + OSH)

Gruplar Perimetriyum kalinhgi (mm)
Kont 0,303+ 0,019
Ovt 0,426+ 0,060
Ost 0,410 + 0,060
B-glu 0,449 + 0,064
Bort 0,373 £ 0,058

Perimetriyum kalinhgi

0,5 7

0,45 |

0,4 o
E 0,35 -
E_ 0,3 -
= o525 -
E
= 0,2 -
-4

0,13 A

0,1 |

0,05 -

[+] T T T T |
Kont. Ovx Ost BGI Bort

Sekil 6. Perimetriyum kalinliklarina ait degerler incelendiginde ise, gruplar arasinda higbir fark tespit

edilemedi
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Sekil 7. Deney gruplarina ait uterus endometriyum kalinlik dlgtimlerini gosteren histolojik inceleme; iist
kisimda soldan saga siras1 ile Kont, Ovt ve Ost gruplarina; alt satirda ise f-glu ve Bort gruplarina

ait panaromik uterus goriintiileri izlenmektedir. Boya: Hematoksilen-Eozin
4.1.4. Endometriyum Hacmine Ait Bulgular

Endometriyum hacmine ait degerler incelendiginde; Ovt grubu (P=0,001), Ost
grubu (P=0,001) ve B-glu gruplarinda (P=0,004) Kont grubuna gore endometriyum
hacminin anlaml bir sekilde azaldigi dikkat ¢ekmekteydi. Yine, Bort grubunda, Ovt
(P=0,04) ve Ost (P=0,04) gruplarma goére endometriyum hacminin anlamli diizeyde
arttig1 tespit edildi. Buna karsin Ovt grubu, B-glu ve Ost gruplari arasinda anlamli bir
farklilik olmadig1 (P=1,00) goriildii. Ayn1 sekilde Kont ve Bort gruplari arasinda da
anlamli bir farklilik yoktu (P=0,139).

Tiim gruplarin endometriyum, miyometriyum ve perimetrium tabakalarinin ve
bu tabakalarin epitel, damar, uterus bezi gibi alt bilesenlerinin ve ayrica uterus
liimeninin Cavalieri yontemine gore noktali alan 6l¢iim cetveli kullanilarak hesaplanan

hacim bulgulart ile ilgili sonuglar Tablo 6 ve Sekil 8-13’de sunulmustur.
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Tiim gruplarin endometriyum hacimlerine ait bulgular Tablo 6 ve Sekil 8’de verilmistir.

Tablo 6. Tim gruplardan elde edilen endometriyum hacim degerleri (Ort = OSH)

Gruplar Endometriyum Hacmi (mm®)
Kont 273,93+21,90
Ovt 85,61+13,75
Ost 85,77£14,27
B-glu 110,02+15,82
Bort 175,49+19,69

Endometriyum hacmi

td
%*
¥
I

Kont Owvt Ost B-glu Bort

350 -

g

P
un
=]

Hacim [mm?)
g8 8§ 8

w
L=

=]

Sekil 8. Tiim gruplara ait endometriyum hacmini gosteren grafik. Endometriyum hacmine ait degerler
incelendiginde; Ovt grubu (P=0,001), Ost grubu (P=0,001) ve B-glu gruplarinda (P=0,004)
Kont grubuna gore endometriyum hacminin anlamli bir sekilde azaldig: dikkat ¢ekmekteydi
(#). Yine, Bort grubunda, Ovt (P=0,04) ve Ost (P=0,04) gruplarina gore endometriyum
hacminin anlaml diizeyde arttig1 tespit edildi (*). Buna karsin Ovt grubu, B-glu ve Ost gruplari
arasinda anlamli bir farklilik olmadig1 (P=1,00) goriildii. Aynmi sekilde Kont ve Bort gruplari
arasinda da anlamli bir farklilik yoktu (P=0,139)
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4.1.5. Uterus Bezi Alanina Ait Bulgular

Ortalama uterus bezi alan1 degerleri incelendiginde; Ovt (P=0,04), Ost (P=0,036)
ve B-glu (P=0,043) gruplarina ait deneklerin ortalama uterus bezi alaninin kontrol
grubuna oranla anlamli bir sekilde azaldigi dikkat ¢ekmekteydi. Bort grubundaki
deneklerin ortalama uterus bezi alaninin Ovt (P=0,047), Ost (P=0,043) ve B-glu
(P=0,047) gruplarina oranla anlamli bir sekilde arttig1 goriildii. Buna kars1 Ovt grubu,
Ost ve B-glu gruplar ile karsilastirdiginda ise ortalama uterus bezi alaninin Owvt
grubunda Ost grubundan anlamli 6l¢iide fazla oldugu tespit edildi (P=0,04). Ovt ve -
glu gruplar1 arasinda ise anlamli bir fark tespit edilmedi. Kont grubu ile Bort gruplari

arasinda anlamli bir fark gézlemlenmemistir (p>0,05).

Niikleator metodu ve Cavalieri prensibi kullanilarak elde edilen tiim gruplarin

uterus bezi alanlarina ait bulgular Tablo 7 ve Sekil 9°da sunulmustur.
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Tablo 7: Tim gruplardan elde edilen ortalama uterus bezi alan1 degerleri (Ort = OSH)

Gruplar Ortalama uterus bezi alan1 (mm?)
Kont 0,015+0,0008
Ovt 0,012+0,0011
Ost 0,011+0,0006
B-glu 0,010+0,0009
Bort 0,014+0,0012
Ortalama uterus bezi alani
0,35 - 2
*
0,3 - # *
— 0,25 4 -
E o2 %
i ]
£ 0,15 - -
< 0,1 -
0,05 -
0
Kent Ovt Ost B-glu Bort

Sekil 9. Tiim gruplara ait ortalama uterus bezi alani verileri. Ortalama uterus bezi alan1 degerleri
incelendiginde; Ovt (P=0,04), Ost (P=0,036) ve B-glu (P=0,043) gruplarina ait deneklerin
ortalama uterus bezi alaninin kontrol grubuna oranla anlamli bir sekilde azaldig: dikkat
¢ekmekteydi. Bort grubundaki deneklerin ortalama uterus bezi alaninin Ovt (P=0,047), Ost
(P=0,043) ve B-glu (P=0,047) gruplarina oranla anlaml bir sekilde arttig1 goriildii. Buna kars1
Ovt grubu, Ost ve B-glu gruplart ile karsilastirdiginda ise ortalama uterus bezi alaninin Ovt
grubunda Ost grubundan anlamli 6l¢tide fazla oldugu tespit edildi (P=0,04). Ovt ve B-glu
gruplar1 arasinda ise anlamli birfark tespit edilmedi. Kontrol grubu ile Bort gruplar1 arasinda

anlamli bir fark gézlemlenmemistir (p>0,05)
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4.1.6. Uterus Bezi Hacmine Ait Bulgular

Tiim gruplarin Cavalieri prensibi ile elde edilen ortalama uterus bezi hacimlerine

ait bulgular Tablo 8 ve Sekil 10’da sunulmustur.

Tablo 8. Tim gruplardan elde edilen uterus bezi hacmi degerleri (Ort = OSH)

Gruplar Ortalama uterus bezi hacmi (mm?®)
Kont 0,05 £0,003
Ovt 0,059+0,007
Ost 0,062+0,003
B-glu 0,063+0,004
Bort 0,049+0,002

Ortalama uterus bezi hacmi(mm?)

1

Kont Ovt Ost B-glu Bort

Sekil 10. Deney gruplarina ait uterus bezi hacmi 6l¢iimlerini gosteren grafik. Gruplar arasinda herhangi

bir fark gozlenmemektedir
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Ortalama uterus bezi hacimlerinin incelenmesinde gruplar arasinda anlamli bir

farklilik gériilmemistir (p>0,05).
4.1.7. Miyometriyum Hacmine Ait Bulgular

Miyometriyum hacmine ait degerler incelendiginde; Kont grubuna kiyasla, hem
Ovt grubu (P=0,003) hem de B-glu (P=0,003), Ost (P=0,006) ve Bort (P=0,001)
gruplarina ait deneklerin miyometriyum hacimlerinin ileri derecede azaldigi
gozlemlendi. Bort grubu Ovt ve B-glu gruplarina gére (P=0,03); Ost grubuna gore
(P=0,04) uteruslarinin miyometriyum tabakalarinin hacimleri arasinda anlamli fark

gozlemlendi.

Tiim gruplarin miyometriyum hacimlerine ait bulgular Tablo 9 ve Sekil 11°de

sunulmustur.

43



Tablo 9. Deney gruplarma ait miyometriyum hacmi 6lgtimleri (Ort + OSH)

Gruplar Miyometriyum Hacmi (mm?®)
Kont 203,76 £16,93
Ovt 73,54+15,02
Ost 81,68+11,34
B-glu 73,47+8,04
Bort 124,16+11,88

Miyometriyum hacmi (mm?3)
250 1
# =
oo 4 -
£ 150 .
‘E' T
E 100 4
b =
Eu | l !
Kont Ovt Ost B=glu Eort

Sekil 11. Deney gruplarina ait uterus miyometriyum hacim 6l¢limlerini gosteren grafik. (#),Kont grubuna
kiyasla, hem Ovt grubu (P=0,003) hem de B-glu (0,003), Ost (P=0,006) ve Bort (P=0,001)
gruplarina ait deneklerin miyometriyum hacimlerinin ileri derecede azaldig1 gézlemlendi. Bort
grubu Ovt ve B-glu gruplarma gore (P=0,03); Ost grubuna gore (P=0,04) uteruslarin

miyometriyum tabakalariin hacimleri arasinda anlamli fark gézlemlendi
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4.1.8. Perimetriyum Hacmine Ait Bulgular

Perimetriyum hacimlerine ait degerler incelendiginde hem Ovt grubu (P=0,003),
hem de B-glu (P=0,002) ve Ost grubuna ait (p=0,002) deneklerin kontrol grubuna
kiyasla hacim degerlerinin ileri derecede azaldig1 gézlemlendi. Kontrol grubu ile Bort
aralarinda anlamli bir farklilik olmadigi (p>0,05) buna karsin Bort grubunda
perimetriyum hacimlerinin Ovt (P=0,04) ve Ost (P=0,04) gruplarina kiyasla anlaml
seviyede arttigr goriildii. Ovt, Ost ve B-glu gruplarn arasinda da anlamli bir farklilik
olmadigi (p>0,05) tespit edildi.

Tiim gruplarin perimetriyum hacimlerine ait bulgular Tablo 10 ve Sekil 12’de

sunulmustur.
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Tablo 10. Deney gruplarina ait uterus perimetriyum hacmi 6lgiimleri (Ort £ OSH)

Gruplar Perimetriyum Hacmi (mm?®)
Kont 230,06+34,63
Ovt 119.25+25,57
Ost 116,30+£32,55
B-glu 116,45+38,52
Bort 183,73+29,48

Perimetriyum hacmi (mm?3)
300 -
# w
250 +
w
T 200 |
£
I- 150 -+
£ 100 -
50 4
0
Kont Ovt Ost B-glu Bort

Sekil 12. Deney gruplarina ait uterus perimetriyum hacmi 6l¢iimlerini gosteren grafik. (#),Perimetriyum
hacimlerine ait degerler incelendiginde hem Ovt grubu (P=0,003), hem de p-glu (P=0,002) ve
Ost grubuna ait (P=0,002) deneklerin kontrol grubuna kiyasla hacim degerlerinin ileri derecede
azaldig1 gozlemlendi. Kont grubu ile Bort aralarinda anlamli bir farklilik olmadig: (P>0,05)
buna karsin Bort grubunda perimetriyum hacimlerinin Ovt (P=0,04) ve Ost (P=0,04) gruplarina
kiyasla anlamli seviyede arttig1 goriildii. Ovt, Ost ve B-glu gruplari arasinda da anlamli bir

farklilik olmadig1 (P>0,05) tespit edildi
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4.1.9. Damar Hacmine Ait Bulgular

Tiim gruplarda damarlarin kapladigi ortalama hacim degerlerine ait bulgular

Tablo 11 ve Sekil 13’de sunulmustur.

Tablo 11. Tim gruplardan elde edilen toplam damar hacmi degerleri (Ort = OSH)

Gruplar Toplam Damar Hacmi (mm?®)
Kont 78,89+17,57
Ovt 23,24+12,70
Ost 14,25+5,29
B-glu 32,63+20,49
Bort 18,57+4,12
Tnplam damar hacmi (mm?3)
90 -
80 -
__ 70 4
H'IE Eu o
E 50 -
E 40 -
8 30 -
20 4
10 ] i
]
Kont Ost B-glu  Bort

Sekil 13. Deney gruplarina ait damar hacmi 6l¢timlerini gésteren grafik. (#),Hem Ovt grubu (P=0,007),
hem de Ost (P=0,005), B-glu (P=0,009) ve Bort gruplarina ait (P=0,006) deneklerin uterus
kesitlerinde damarlarin kapladigi toplam hacim degerlerinin Kont grubuna kiyasla ileri
derecede azaldigi gozlemlendi. Ovt, Ost, B-glu ve Bort gruplar1 arasinda anlamli bir farka

rastlanmadi (P>0,05)
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Hem Ovt grubu (P=0,007), hem de Ost (P=0,005), B-glu (P=0,009) ve Bort
gruplarina (P=0,006) ait deneklerin uterus kesitlerinde damarlarin kapladigi toplam
hacim degerlerinin Kont grubuna kiyasla ileri derecede azaldig1 gozlemlendi. Ovt, Ost,

B-glu ve Bort gruplari arasinda anlamli bir farka rastlanmadi (p>0,05).
4.2. Isik Mikroskop ile Elde Edilen Bulgular

Bu calismada uterusun histolojik yapisina uygun olarak endometriyumun tunika
mukozasini olusturan tek katli prizmatik epiteli ile lamina propriya’y1 (stroma) meydana
getiren gevsek bag doku elemanlar1 olan bag doku hiicreleri, bag doku lifleri (6zellikle
kollajen lif miktari), kan damarlar1 ile uterus bezleri incelenmistir. Bununla birlikte
miyometriyumun endometriyuma yakin olan i¢ (sirkiiler-dairesel) diiz kas katmani, iki
kas tabakasi arasinda yer alan 6zel damarlanmalar1 meydana getiren stratum vaskiilare
ve perimetriyuma yakin seyreden dis (longitudinal-uzunlamasina) kaslardaki degisimler

degerlendirilmistir.
4.2.1. Kontrol Grubuna Ait Bulgular

Isik mikroskobu ile kontrol grubunda yapilan incelemelerde merkezi yerlesimli
limeni cevreleyen endometriyum, miyometriyum ve perimetriyum tabakalarindan
olustugu; bu tabakalarin normal ve saglikli goriiniimde oldugu izlendi. Endometriyum,
epitel tabakas1 ve gevsek bag dokusundan meydana gelen lamina propria yapilarindan
olusmaktaydi. Tek katli prizmatik epitel normal goriinlimlii olarak izlendi. Liimeni
doseyen bu epitel hiicrelerinin merkezi yerlesimli yuvarlak ve oval nukleuslart
Okromatik olarak go6zlemlendi. Epitel tabakasinin hemen altinda yer alan lamina
propriyada yer alan stromal hiicreler, diizensiz seyirli kollajen lifleri arasinda yer
almaktaydi. Endometriyumun en kalin tabakasini ortaya ¢ikaran bu bag dokusu
icerisinde yer alan kan damarlarinin yapisal olarak biitlinligiinii  korudugu
goriinmekteydi. Ayrica endometriyum igerisinde yer alan uterus bezleri liimenlerinin
acik bir sekilde goriildiigli ve bez epitelini olusturan hiicrelerin tek katli kiibik epitel
yapisinda oldugu tesbit edildi. Uterusun miyometriyum tabakasinda sirkiiler diiz kas
tabakasi1 olarak bilenen endometriyuma bitisik konumlu diiz kas demetlerinin bulundugu

ve hacimsel olarak longitudinal diiz tabakasina nispeten daha kalin oldugu tespit edildi.
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Longitudinal ve sirkiiler kas tabakalar1 arasinda bulunan stratum vaskiilarede bulunan

kan damarlar1 normal goriiniimdeydi (Sekil 14-17).

Sekil 14-a. A-B: Kontrol grubuna ait uterusun goriniimii izlenmektedir. En: endometriyum, My:
miyometriyum, Pr: perimetriyum, Ep: epitel. A: x4’lik biiyiitme, B: x40’lik biyiitme.

Boyama: Hematoksilen Eozin
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Sekil 14-b. C-D: Kontrol grubuna ait uterusun goriiniimii izlenmektedir. Lp: Lamina propria, Ub: uterus
bezi. C;x40’lik biiyiitme, D; x40’lik biiyiitme. Boyama: Hematoksilen Eozin
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Sekil 15-a. A-B: Kontrol grubuna ait uterusun goriiniimii; Farkli kesitlerden miyometriyum ve
perimetriumun normal gériiniimi gorillmektedir. En: endometriyum, My: miyometriyum,
Pr: perimetriyum, Lp: Lamina propria, Ub: uterus bezi. A; x40’lik bilyiitme, B; x10’1uk
Boyama: Hematoksilen-Eozin
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Sekil 15-b. C-D: Kontrol grubuna ait uterusun gorinimii; Farkli kesitlerden endometrium,
miyometriyum ve perimetriumun normal gériinimi gorillmektedir. Ep: epitelyum, Lp:
Lamina propria, DK: damar katmani. C; x40’lik biiyiitme, D; x10’luk biiyiitme.
Boyama: Hematoksilen-Eozin
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Sekil 16-a. A-B: Kontrol grubuna ait uterusun goriiniimii. A-B Farkli kesitlerden endometrium,
miyometriyum ve perimetriumun normal goriiniimii goriilmektedir. En: endometriyum,
My: miyometriyum, Pr: perimetriyum. A; x4’lik biyiitme, B; x10’luk biiyiitme.
Boyama: Masson’un Uglii Boyas1
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Sekil 16-b. C-D: Kontrol grubuna ait uterusun goriniimii. Farkli kesitlerden endometrium,
miyometriyum ve perimetriumun normal goriniimii goriilmektedir. En: endometriyum,
My: miyometriyum, Pr: perimetriyum, Ep: epitelyum, Lp: Lamina propria, Ub: uterus
bezi. C; x10’luk biiyiitme, D; x40’lik biiyiitme. Boyama: Masson’un Uglii Boyasi
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Sekil 17-a. A-B: Kontrol grubuna ait uterusun goriiniimii. Farkli kesitlerden endometrium, miyometriyum
ve perimetriumun normal goriiniimii goriilmektedir. En: endometriyum. A; x4°lik biiyiitme,

B; x10’1uk biiyiitme. Boyama: Masson’un Uglii Boyasi
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Sekil 17-b. C-D: Kontrol grubuna ait uterusun gériiniimii. Farkli kesitlerden epitel, lamina propria ve
uterus bezi normal goriiniimil goriilmektedir. Ep: epitel, Lp: Lamina propria, Ub: uterus
bezi. A; x40’Iik biiyiitme, B; 10’11k biiyiitme. Boyama: Masson’un Uglii Boyas1
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4.2.2. Ovt Grubuna Ait Bulgular

Ovt grubunun 151k mikroskobik goriintiileri histolojik olarak incelendiginde;
endometriyum ve miyometriyumda belirgin degisiklikler gézlemlendi. Uterus limenini
cevreleyen tek kath prizmatik epitelin degisiklige ugrayip, yerini yassi ve tek katli kiibik
epitele biraktig1 fark edildi. Epitelin altinda yer alan lamina propria igerisinde yer yer
enflamatuar hiicreler goriildi. Bu degisikliklerin arasinda en c¢ok dikkat c¢eken
endometriyumun stromasinda olan dejenaratif degisimlerdi. Ozellikle stromadaki
kollajen liflerde azalma ve stromal hiicrelerde bir ¢ogalma gozlemlendi. Ayn1 zamanda
endometriyal bezlerde atrofi ve bezin yapisini olusturan kiibik epitel hiicrelerindeki
heterokromatik niikleuslar fark edildi. Bezlerin yapisini olusturan kiibik epitelin yerini
yasst epitele biraktigt gbézlemlendi. Bununla birlikte stromal kan damarlarinin
sayillarinda azalma ve liimenlerinde daralma oldugu belirlendi. Miyometriyum
kalinliginda goézle goriiliir bir azalma tespit edildi. Miyometriyumun yapisini olusturan
diiz kas hiicrelerinde hiperkromatik c¢ekirdek yapisi ile beraber bir kiiciilme izlendi ve

stratum vaskiilaredeki kan damarlarinda dejenerasyon izlendi (Sekil 18-20).
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Sekil 18-a. A-B: Ovt grubuna ait uterusun goriniimii. = isareti: B resimlerinde epitelin
dejenerasyonunu gostermektedir. Aj; x4’lik biiyiitme, B; x10’luk biiyiitme. Boyama:
Hematoksilen-Eozin
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Sekil 18-b. C-D: Ovt grubuna ait uterusun goriniimi. = isareti: D resimlerinde epitelin

dejenerasyonunu, *: stromayi; 9 isareti: epitelin proliferasiyonunu gostermektedir. C;

x40’lik bityiitme, D; x10’lik biiyiitme. Boyama: Hematoksilen-Eozin
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Sekil 19-a. A-B: Ovt grubuna ait uterusun goriiniimii; A’daki gerceveler, kiigiik biiylitmede epitel
yiiksekligi azalmig uterus bezlerinin goriinimil; - isareti: yiizey epitelinin inceldigi
alanlar1 gostermektedir. A; x4°lik biiyiitme, B; x10’1uk biiyiitme. Boyama: Hematoksilen-

Eozin
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Sekil 19-b. C-D: Ovt grubuna ait uterusun goriniimii; - isareti: yiizey epitelinin inceldigi alanlari,
= jgareti: endometriumun damarlarinin dejenerasiyonunu gostermektedir. C; x40’lik

biiylitme, D; x40°1lik biiylitme. Boyama: Hematoksilen-Eozin
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( isareti: epitelde incelme, gostermektedir.

Sekil 20-a. A-B: Ovt grubuna ait uterusun goriiniimi.

un Uclii Boyas1

B}

luk bityiitme. Boyama: Masson

luk biiyiitme, B; x10°

)

A; x10
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Sekil 20-b. C-D: Ovt grubuna ait uterusun gorinimdi. - isareti: epitel incelmesini gostermektedir. C;

un Uglii Boyasi

B}

x40’k biyiitme, D; x40°lik biiyiitme. Boyama: Masson
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4.2.3. Ost Grubuna Ait Bulgular

Ost grubunun 151tk mikroskobik uterus gorlintileri histolojik olarak
incelendiginde, Ovt grubunun bulgularina benzer 6zellikler sergiledigi goriildii. Uterus
ylizey epitelinde incelme ve dejenere olan kisimlar goriinmekteydi. Ayrica yiizey
epitelini olusturan tek katli prizmatik epitelin morfolojik olarak degisiklige ugrayip,
yerini yassi veya tek katli kiibik epitele biraktig1 fark edildi. Bu hiicrelerin bir kismi
bazalde vakuoler dejenerasyonlar icermekteydi. Miyometriyum tabakasinda yer alan kas
hiicrelerinin rutin fibriler kas goriintiisiinden uzak olusu dikkati ¢ekti. Miyometriyum ve
perimetriyumun arasinda yer alan damarlarin duvarmin saglikli gériintimiinii kaybettigi

gozlendi (Sekil 21-23).

64



,,N” 3 cé_‘_. ’ g /8 %
g 3?,’.,‘ 4 5 ; ' ¥
:'1”‘.47"'; W
o MG RUPASERNY, R RIER A Ty
B g R
3 QA@?#"‘:{' 5 “-. "_#{"nﬂ o)
ity ) GS0UM

Sekil 21-a. A-B: Ost grubuna ait uterusun goriiniimii; B’de miyometriyum tabakasinin saglikli kas
tabakasi goriiniimiini kaybettigi dikkat ¢ekmektedir. A; x4’lik biiylitme, B; x10’luk

biiylitme. Boyama: Hematoksilen-Eozin
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Sekil 21-b. C-D: Ost grubuna ait uterusun goériiniimii; - epitelde incelmeyi ve dejenerasyonu
gostermektedir. C’de ok ile isaret edilen epitel hiicrelerinin bazal kisminda goézlenen
vakuoler dejenerasyonlar dikkat ¢ekmektedir. C; x40’lik biiyiitme, D; x40°lik biiyiitme.

Boyama: Hematoksilen-Eozin
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Sekil 22-a. A-B: Ost grubuna ait uterusun goriiniimii; -2 epitelde incelmeyi ve dejenerasyonu, *

cekirdekleri heterokromatik olarak gozlenen uterus bezini gostermektedir. Aj; x10’luk

biiyiitme, B; x40’lik biiyiitme. Boyama: Hematoksilen-Eozin
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Sekil 22-b. C-D: Ost grubuna ait uterusun goriinimii; = : damar duvarindaki hasar1 gostermektedir.
C’de ki cergeveli alanda gosterilen damar D’de detayli olarak izlenmektedir. C; x10’lik
biiyiitme, D; x40’lik biiylitme. Boyama: Hematoksilen-Eozin
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Sekil 23-a. A-B: Ost grubuna ait uterusun goériiniimii; (: epitelde incelmeyi ve dejenerasyonu
gostermektedir. A; x4’liik bilyiitme, B; x10’lik biiyiitme. Boyama: Masson’un Uglii
Boyasi
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Sekil 23-b. C-D: Ost grubuna ait uterusun goriiniimii; = : damar duvarlarindaki hasar1 gostermektedir.
D’de iist kisimda goriilen damara ait tunika muskiilaris tabakasindaki hasar detayli olarak

izlenmektedir. C; x40’lik biiyiitme, D; x40°lik biiyiitme. Boyama: Masson’un Uglii Boyasi
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4.2.4. p—glu Grubuna Ait Bulgular

Overektomi yapilan ve P—Glukan ile tedavi edilen grubun isik mikroskobik
gorlntiisii histolojik olarak incelendiginde, endometriyumun epitel kisminda hem
hiicrelerin proliferasyonunu gosterir tarzda ¢ok katli goriiniim; hem de bazi alanlarda
epitel dejenerasyonu tespit edildi. Uterus bezleri ise ¢ogunlukla saglikli goériiniimde
izlendi. Yine endometriyumun lamina propriyasi hem stromal hiicreler hem de kollajen
lifler agisindan zengindi. Ayrica hem endometriyumun lamina propria tabakasinda hem
de miyometriyum-perimetriyum arasinda ¢ok sayida kan damari bulundugu gézlendi
(Sekil 24, 25).
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Sekil 24-a. A-B: B—glu grubuna ait uterusun goriiniimii; B’de ¢ok katli epitelin goriildiigi alanlar
belirginken oldugu dikkat ¢ekmektedir. A; x4’lik biiyiitme, B; x10’lik biiyiitme.

Boyama: Hematoksilen-Eozin
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Sekil 24-b. C-D: B—glu grubuna ait uterusun goriintimii; =>: etrafindaki hiicrelere kiyasla daha sik
yerlesimli ve okromatilk ¢ekirdekli epitelyum hiicreleri gozlenmektedir. C’de ¢ok kath
epitelin gorildigi alanlar belirginken; D de epitel yiiksekliginin fazla, hiicrelerin sik

konumlu oldugu dikkat ¢ekmektedir. C; x40°lik biiyiitme, D; x40’lik biiylitme. Boyama:
Hematoksilen-Eozin
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Sekil 25-a. A-B: B—glu grubuna ait uterusun goriiniimii, - etrafindaki hiicrelere kiyasla daha
okromatik cekirdekli ve sik konumlu epitel gozlenmektedir. B’de ¢ok katli epitelin
goriildiigii alanlar ve uterus bezlerinde proliferasyon belirginken dikkat ¢ekmektedir. A;
x4’liik biyiitme, B; x40’lik biiyiitme. Boyama: Masson’un Uglii Boyasi
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Sekil 25-b. C-D: p—glu grubuna ait uterusun goriiniimi; 9: etrafindaki hiicrelere kiyasla daha
okromatik cekirdekli ve stk konumlu epitel gozlenmektedir. D’de ¢ok katli epitelin
goriildiigii alanlar ve uterus bezlerinde proliferasyon belirginken; *: C kan damarlarinin

coklugu dikkat g¢ekmektedir. C; x40’lhik bilyiitme, D; x40’lik biiyiitme. Boyama:
Masson’un Uglii Boyasi
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4.2.5. Bort Grubuna Ait Bulgular

Overektomi yapilan ve bortezomib ile tedavi edilen grubun isik mikroskobik
gortintiileri histolojik olarak incelendiginde, limeni doseyen tek katli prizmatik epitelin
cogunlukla korundugu goriildii. Uterus bezlerinde de herhangi bir anormallik
gozlenmedi. Ozel olarak stromal bag doku liflerindeki azalmayla birlikte, stromal
hiicrelerin siklig1 dikkati ¢ekti. Miyometriyumun yapisini olusturan diiz kas hiicreleri de

bu grupta daha siklikla gézlemlendi (Sekil 26-27).

76



200um
e ]

Sekil 26-a. A-B: Bort grubuna ait uterusun goriiniimii; »=: miyometriyumdaki kas hiicrelerinin
proliferasyonunu gostermektedir. A; x4’liik biiylitme, B; x10’lik biiylitme. Boyama:
Hematoksilen-Eozin
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Sekil 26-b. C-D: Bort grubuna ait uterusun goriiniimii; »»: miyometriyumdaki kas hiicrelerinin
proliferasyonunu gostermektedir. D’de yiizey epiteli ve stromanin saglikli goriinimii
dikkat ¢ekmektedir. C; x40’lik biiylitme, D; x40’hk biiylitme. Boyama: Hematoksilen-
Eozin
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ekil 27-a. A-B: Bort grubuna ait uterusun goriiniimii; B jamina propriadaki stromal hiicrelerin
gru
proliferasyonunu gostermektedir. A; x4’lik biiyiitme, B; x10’luk biiyiitme. Boyama:

Masson’un Uglii Boyas1
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Sekil 27-b. C-D: Bort grubuna ait uterusun goriinimi; »=: miyometriyumdaki kas hiicrelerinin

proliferasyonunu gostermektedir. D’de miyometriyum ve perimetriyumun saglikli
goriiniimii dikkat ¢ekmektedir. C; x10°luk biiyiitme, D; x10’luk biiyiitme. Boyama:
Masson’un Uclii Boyasi
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4.3. Immiinohistokimyasal Bulgular

Immiinohistokimyasal degerlendirme icin polilizinli lama alinan kesitler
streptavidin-biotin-peroksidaz metodu kullanilarak NF-kB (P65) (Rabbit polyclonal ab,
p65 Ab-1, diliisyon 1.75) ile boyandi. Tiim gruplardan clde edilen bulgular 1sik
mikroskobu altinda degerlendirildi.

4.3.1. Kontrol Grubuna Ait Bulgular

Kontrol grubuna ait olarak uterusun her {i¢ histolojik katmani1 (endometriyum,
miyometriyum ve perimetriyum) kiigiik mikroskop biiylitmeleri ile (x4 ve x10)
incelendiginde immiin pozitif boyanmaya rastlanmadi. Detayli inceleme sonunda ise
NF-kB pozitifliginin az sayida endotel hiicresi ve kan damarlarinda oldugu goriildii.
Miyometriyum ve perimetriyum arasindaki stratum vaskiilare stromasinda seyrek
immiin pozitif aktivitenin oldugu dikkat ¢ekiciydi. Bunlarin haricinde stromal hiicreler,
endometriyumun tek katli yilizey epitelinde, uterus bezlerinde ya da miyometriyumu

olusturan diiz kas hiicrelerinde immiin pozitif boyanma goriilmedi (Sekil 28).
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Sekil 28-a. A-B: Kontrol grubuna ait uterusun goriiniimii; immiin pozitif boyanmanin zayiflig1 dikkati
cekmektedir. A; x4’lik biyiitme, B; x10’luk biiylitme. Boyama: Anti-NF-xB

Immiinperoksidaz & Mayer’in Hematoksileni
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Sekil 28-b. C-D: Kontrol grubuna ait uterusun goriiniimii; immiin pozitif boyanmanin zayiflig1 dikkati
¢ekmektedir. C; x40’lik biyitme, D; x10’luk biiyitme. Boyama: Anti-NF-xB

Immiinperoksidaz & Mayer’in Hematoksileni
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4.3.2. Ovt Grubuna Ait Bulgular

Overektomi  yapilan grubun NF-kB p65 immiin pozitif aktivitesi
degerlendirildiginde, uterus bez epitel hiicreleri ve endometriyumu olusturan tek katl
prizmatik epitel hiicrelerinde immiin pozitif boyanma saptandi. Aymi sekilde,
miyometriyumdaki sirkiiler ve longitudinal diiz kas tabakalarinda da immiin pozitiflik
gozlendi. Immiin reaktivite stratum vaskiilaredeki ve stromadaki cok sayida kan
damarlar1 ve endotel hiicrelerinde de yogun bir sekilde goriildii. Ayrica stromal
hiicrelerde de kuvvetli bir NF-xB tutulumu go6zlemlendi. Genellikle bu hiicresel

tutulumun hem sitoplazmik diizeyde hem de ¢ekirdekte oldugu izlendi (Sekil 29).
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Sekil 29-a. A-B: Ovt grubuna ait uterusun goriiniimi; A, Kiiciik bliylitmede genel goriiniim, B’de
Endometriyum stromasindaki kan damarlarimin belirgin immiin pozitifliginin goriiniimi
dikkat ¢cekmektedir. A; x4’lik biiylitme, B; x10’luk biyiitme. Boyama: Anti-NF-xB

Immiinperoksidaz & Mayer’in Hematoksileni
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Sekil 29-b. C-D: Ovt grubuna ait uterusun goriiniimii; C ve D’de Endometriyumda uterus stromasini

olusturan bag doku hiicrelerinde immiin pozitif boyanma izlenmektedir. 9 ve 2= sirasi
ile epitel ve stromal hucrelerde immiin pozitif boyanmay1 gdstermektedir. C; x40’lik
biiyiitme, D; x40’lik bilyiitme. Boyama: Anti-NF-kB Immiinperoksidaz & Mayer’in

Hematoksileni
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4.3.3. Ost Grubuna Ait Bulgular

Overektomi yapilan ve Ostrojen ile tedavi edilen grupta, uterus bez epiteli
hiicreleri ve endometriyumu olusturan tek katli prizmatik epitel hiicrelerinde yogun NF-
kB immiin pozitifligi goriildii. Endometriyumda uterus stromasini olusturan bag doku

hiicrelerinde de kuvvetli immiin pozitif boyanma goriilmekteydi (Sekil 30).
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Sekil 30-a. A-B: Ost grubuna ait uterusun gorliniimii; A, kiicik biiylitmede genel goriiniim; B,

endometriyum epitelinde belirgin immiin pozitiflik goriiniimi dikkati ¢ekmektedir. 9:
epitel hucrelerde immiin pozitif boyanmayir gostermektedir. A; x10’luk biiyiitme, B;

x40’11k biiyiitme. Boyama: Anti-NF-kB immiinperoksidaz & Mayer’in Hematoksileni
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Sekil 30-b. C-D: Ost grubuna ait uterusun goriiniimii; C ve D’de endometriyumda uterus stromasini
olusturan bag doku hiicrelerinde kuvvetli immiin pozitifligin goriiniimii dikkati ¢cekmektedir.
= stromal hucrelerde immiin pozitif boyanmay1 gostermektedir. C; x40°lik biyiitme, D;

x40’1l1k bityiitme. Boyama: Anti-NF-kB immiinperoksidaz & Mayer’in Hematoksileni
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4.3.4. p—glu Grubuna Ait Immiinohistokimyasal Bulgular

Overektomi yapilan ve Bf—glukan ile tedavi edilen grupta, endometriyum yiizey
epiteli ve stromal hiicrelerinde yogun NF-kB immiin pozitifligi gorildi. Ayrica

stromadaki kapiller endoteli hiicrelerinde de zayif immiin pozitiflik izlendi (Sekil 31).
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Sekil 31-a. A-B: B—glu grubuna ait uterusun goriiniimii; A) Kiiciik biiyiitmede genel goriiniim, B’de
Endometriyum epitelinde belirgin immiin pozitiflik izlenmektedir. ) ve 9 : sirast ile yiizey
epiteli, stromal hiicreler, pozitif boyanmay1 gostermektedir. A; x10’1uk bityiitme, B; x40’ lik

biiyiitme. Boyama: Anti-NF-«kB Immiinperoksidaz & Mayer’in Hematoksileni
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Sekil 31-b. C-D: B—glu grubuna ait uterusun goriiniimii; 3=—: damar duvarindaki pozitif boyanmay1
gostermektedir. C; x40’lik biiyiitme, D; x40’lik biiyiitme. Boyama: Anti-NF-xB

Immiinperoksidaz & Mayer’in Hematoksileni
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4.3.5. Bort Grubuna Ait Immiinohistokimyasal Bulgular

Overektomi yapilan ve Bort ile tedavi edilen grupta ise, epitel ve stromal
hiicrelerde NF-kB immiin reaktivitesi belirgindi. Pozitiflik gosteren hiicre sayisi
oldukca yogun olarak gozlemlendi. Pozitif boyanma bazi stromal hiicrelerin
sitoplazmalarinda kuvvetli olarak gdzlemlenirken ¢ekirdekte zayif olarak izlendi.
Immiin pozitiflik uterusun stromada yerlesik olan bez epiteli hiicrelerinde ve
endometriyumun tek katl epitelinde goriildii. Damarlarda da immiinreaktivite belirgin
olarak gozlendi. Miyometriyumdaki kas katmanlar1 arasindaki damarlarinin ve
stromadaki kan damarlarinda endotel hiicrelerinde NF-«kB pozitifliginin yogun oldugu

goriilmekteydi (Sekil 32).
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Sekil 32-a. A-B: Bort grubuna ait uterusun goriiniimii; A, kiiciik biiylitmede genel goriinim; B

endometriyumdaki stromal hiicrelerde yogun sitoplazmik immiin pozitiflik izlenmektedir.

-): uterus yiizey epiteli pozitif boyanmay1 gostermektedir. A; x10’luk bilyiitme, B; 40’11k

biiyiitme. Boyama: Anti-NF-kB Immiinperoksidaz & Mayer’in Hematoksileni
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Sekil 32-b. C-D: Bort grubuna ait uterusun goriiniimii; C’de endometriyumdaki stromal hiicrelerde yogun
sitoplazmik immiin pozitiflik; D’de kapiller duvarinda immiin pozitiflik izlenmektedir. 9 ve

) . swastyla uterus ylizey epiteli ve damar duvarinda gozlenen pozitif boyanmay1
gostermektedir. C; x40’lik biyiitme, D; x40’k biyitme. Boyama: Anti-NF-xB
Immiinperoksidaz & Mayer’in Hematoksileni (Mitsiades ve ark., 2003)
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4.4. Elektron Mikroskobik Bulgular
4.4.1. Kontrol Grubuna Ait Elektron Mikroskobik Bulgular

Kontrol grubundan elde edilen uterus Orneklerinin endometriyumlar: elektron
mikroskobu diizeyinde, ince yap1 agisindan incelendiginde; epitel hiicrelerinin saglikli
yapida oldugu ve ince bir bazal membran tizerine oturdugu tespit edildi. Bu hiicrelerin
organel yoniinden son derece zengin oldugu goriildi. Cekirdekler 6kromatik gériiniimde
ve cekirdekgikler belirgindi. Mitokondriyonlar yuvarlak ya da oval goriinimdeydi.
Matriks elektron yogunlugu orta diizeydeydi. Golgi vezikiilleri iyi gelismisti. Epitel
hiicrelerinin apikal sitoplazmasinin poliribozomlar ac¢isindan zengin olusu dikkat
¢cekmekteydi. Epitel pinopodlart olgun yapida olup kiiciik ¢ikint1 seklinde izleniyorlardi.
Hiicre yan yiiz baglantilar1 normal epitel yapisi ile uyumlu idi. Lamina propriada yer
alan stromal hiicreler ve bag dokusu liflerinde herhangi bir anormallik izlenmedi. Bu
hiicreler saglikli goriinimde ve organel acisindan zengindi. Bu hiicreler birbirlerine son
derece yakin yerlesimliydi ve aralarindaki bag dokusu lifleri demetler halinde belirgin

olarak izlenmekteydi (Sekil 33).
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Sekil 33-a. A-B: Kont grubuna ait uterusun elektron mikroskobik goriiniimii. A’da endometriyum yiizey

epiteli (ep); B’de =>: epitel hiicreleri arasindaki yan yiizey baglanti komplekslerini

gostermektedir
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Sekil 33-b. C-D: Kont grubuna ait uterusun elektron mikroskobik goriiniimii. C’de stromal hiicreler ve

bag dokusu; D’de stromal hiicreler ve bag dokusu goriilmektedir
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4.4.2. Ovt Grubuna Ait Elektron Mikroskobik Bulgular

Ovt grubunda yer alan deneklerin uteruslarindan elde edilen 6rneklerin elektron
mikroskop incelemelerinde, endometriyumun yiizey epitelinde pinopodlarin azaldigi,
apikal sitoplazma uzantilarinin diizensizlestigi ve kiitlestigi, matriksin kontrol grubuna
kiyasla daha elektron yogun oldugu, hiicre apikal ve lateral sitoplazmasinda GER
tiibiillerinin artarak elektron yogun salgi igerigine sahip olusu dikkati ¢ekti. Bununla
birlikte lizozomlarin sayisinda artis goriilmekteydi. Bu hiicrelerin kii¢iilmiis ve bir
kenara dogru itilmis ¢ekirdeklerinin elektron yogun goriinimde olduklar: tespit edildi.
Epitel hiicrelerinin iizerine oturdugu bazal laminanin kontrol grubuna kiyasla kalin
oldugu dikkat ¢ekti. Hiicre yan yiiz baglantilar1 ile uyumlu bolgelerde yer alan elektron
yogun igerik ve siirlarin birbirine yapisik olmayisi1 oldukca belirgindi. Epitel altinda
yer alan lamina propria elektron yogunlugu agisindan fakir goriiniimdeydi. Lamina
propriya igerisinde yer alan diizensiz bosluklar dikkat ¢ekiciydi. Stromal hiicrelerin
bazilar1 hem ¢ekirdek, hem de hiicre matriksi agisindan elektron yogun goriinlimdeydi.
Stromal hiicreler arasindaki ekstraselliiler matriks ise bag dokusu lifleri agisindan

kontrol grubuna kiyasla fakirdi (Sekil 34).
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Sekil 34-a. A-B: Ovt grubuna ait uterusun endometriyum yiizey epiteli izlenmektedir. =>: kiiciilmiis
ve piknotik goriiniimdeki epitel hiicresi g¢ekirdeklerini, *: stromada bulunan damarlar, #:
stromada bulunan diizensiz smurli bosluklar, = : kalinlagan bazal membran; B’de

kabalagsmis organel yapisi ve elektron yogun, kiigiilmiis ¢ekirdegi ile epitel hiicreleri dikkat
¢ekmektedir
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Sekil 34-b. C-D: Ovt grubuna ait uterusun elektron mikroskobik gériinimi. n: kiigiilmiis ve kenara

itilmis epitel hiicresi ¢ekirdegini, - epitel hiicreleri arasindaki bozulmus ve elektron yogun

meteryal iceren hiicreler arasi baglanti komplekslerini gostermektedir
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Ovt grubunda yer alan deneklerin uteruslarindan elde edilen orneklerin
miyometriyum tabakalari ince yap1 agisindan degerlendirildiginde, miyometriyumda yer
alan diiz kas hiicrelerinden bazilarinin normal yapilarinin bozuldugu, centikli ya da
elektron yogun c¢ekirdekli olduklar1 gozlendi. Bir kisim hiicrelerde karyoreksisi
cagristiran elektron yogun degisimler izlendi. Hiicreler arasindaki bag dokusu liflerinin
olusturdugu demetler kontrol grubuna gore ince ve elektron yogun goriinlimdeydi.
Ayrica hiicreler arasinda apoptotik cisim olabilecegi diisiiniilen yapilar ve enflamatuar

hiicreler de bulunmaktaydi (Sekil 35).
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Sekil 35-a. A-B: Ovt grubuna ait uterusun elektron mikroskobik goriiniimii. A-B’de stromal hiicreler ve

bag dokusu lifleri detayli olarak izlenmektedir. =* : Kiiciilmiis ve kenara itilmis ¢ekirdekli

stromal hiicre A’da; =>: yapisi incelmis ve elektron yogun goriniimdeki kollajen lifler,

*: stromada bulunan damarlar, #: stromada bulunan karyoreksise ugramis cekirdegi olan

hiicreni gostermektedir
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Sekil 35-b. C-D: Ovt grubuna ait uterusun elektron mikroskobik goériinimii. a: apoptotik cisimeigi, D’de;

>

enflamatuar hiicre igeren (lenfosit) duvar yapisi bozulmus gériinen damart gdstermektedir

= yapis1 incelmis ve elektron yogun goriiniimdeki kollajen lifler, . igerisinde

104



4. 4. 3. Ost Grubuna Ait Elektron Mikroskobik Bulgular

Ost grubuna ait deneklerin uteruslar1 elektron mikroskobik diizeyde
degerlendirilirken; endometriyumun yiizey epitelinde apikal sitoplazma hatlarmnin
diizlestigi ve elektron yogun goriinimde oldugu izlendi. Bu hiicrelerde sitoplazma-
niikleus sinirlar1 ayird edilememekteydi. Cekirdek igerigi elektron yogun yapida olup
sitoplazma igerisinde sinir1 belirsiz alanlar seklinde gozlendi. Hiicreler igerisindeki
vakuollerin fazlalig1 dikkat ¢ekiciydi. Hiicre yan yiiz baglantilar1 diizenli ve sik1 yapisini
kaybetmisti. Epitel altinda yer alan lamina propria’da diizensiz bosluklar izlenmekteydi.
Stromal hiicrelerin kontrol grubuna kiyasla daha kiigiikk boyutta oldugu gozlendi. Bu
hiicrelerden bazilar1 hem ¢ekirdek, hem de hiicre matriksi agisindan elektron yogun
goriinlimdeydi. Bu hiicrelerin lizozom ve vakuoller agisindan zengin oldugu tespit
edildi. Stromal hiicreler arasindaki ekstra selliiler matriks ise bag dokusu lifleri
acisindan kontrol grubuna kiyasla fakirdi. Hiicreler arasindaki bag dokusu liflerinin
olusturdugu demetler kontrol grubuna gore ince ve elektron yogun goriinlimdeydi.

Ayrica hiicreler arasinda enflamatuar hiicreler de bulunmaktaydi (Sekil 36).
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Sekil 36-a. A-B: Ost grubuna ait uterusun elektron mikroskobik gériiniimii. A-B’de endometriyum ylizey
epitelinde gozlenen dejenerasyon ve epitelyum hiicreleri arasindaki yan ylizey baglanti
kompleksleri detayli olarak izlenmektedir. #: hiicre membrani elektron yogun, hiicre
cekirdegi ve sitoplazma sinirlar ayirt edilemeyen epitel hiicresi, *: sinirlari diizensiz damar
olasi bosluklar, n: kaba organel yapili ve ¢ok sayida sekonder lizozom igeren stromal hiicrede
elektron yogun goriinimlii ¢ekirdek, = sk yapist bozulmus hiicreler arasi baglanti

komplekslerini goriilmektedir
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Sekil 36-b. C-D: Ost grubuna ait uterusun elektron mikroskobik gériiniimii. C-D’de endometriyum yiizey

epitelinde goézlenen dejenerasyon ve epitelyum hiicreleri arasindaki yan yiizey baglanti

kompleksleri detayli olarak izlenmektedir. =>: elektron yogun goriiniimlii bag dokusu

lifleri; D’de damar olas1 yap1 igerisinde goriilmektedir
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4.4.4. B-glu Grubuna Ait Elektron Mikroskobik Bulgular

B-glu grubuna ait uteruslarin elektron mikroskop incelemelerinde endometriyum
yilizey epitelinin ¢ok katli yapisi, normal goriinimde sitoplazmasi ve ozellikle {ist
tabakalarda yer alan hiicrelerin apikal sitoplazmalarindaki organel yogunlugu belirgindi.
Epitel icerisinde yer alan birtakim hiicreler digerlerine nisbeten elektron yogun c¢ekirdek
ve niikleolusa sahipken diger hiicreler elektron gecirgen bir nucleus icermekteydi. Son
olarak bahsedilen elektron-soluk c¢ekirdekli hiicrelerde niikleolusa da rastlanmadi.
Epitelin bazal tabakalarinda nadiren apoptotik cisimlere rastlandi. Hiicre yan yiiz
baglantilar1 siki1 ve diizglin yapidaydi. Bazal lamina yer yer kalinhigi degisken ve
elektron yogun bir kat seklinde belirgin olarak izlendi. Lamina propriada kollajen lifler
ve stromal hiicreler dikkati ¢ekmekteydi. Bununla birlikte bu hiicrelerin bazilarinin
elektron yogun sitopldzmali ve ¢entikli niikleuslu olduklar1 tespit edildi. Hiicreler
arasinda yer yer damar olas1 yapilar izlendi. Yine, hiicreler arasi alanda bulunan bag

dokusu lifleri de saglikli goriinimdeydi (Sekil 37).
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Sekil 37-a. A-B: B-glu grubuna ait uterusun elektron mikroskobik gériiniimii. A’da endometriyum yiizey

epiteli goriillmektedir. n, saghkli goriiniimlii hiicre ¢ekirdekleri; -: elektron yogun

goriiniimlii epitel hiicre ¢ekirdegi, > kalinlagan bazal membran, B’de -* sk yapisi

ile saglikli goriiniimdeki hiicreler arasi baglanti kompleksleri gériilmektedir
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1 i

Sekil 37-b. C-D: B-glu grubuna ait uterusun elektron mikroskobik goriinimi. n: saghkl gorinimli

stromal hiicre ¢ekirdekleri goriillmektedir
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4.4.5. Bort Grubuna Ait Elektron Mikroskobik Bulgular

Bort grubundaki uteruslarin ince yapisina bakildiginda; endometriyum ylizey
epitelinin yapist normal goriiniimdeydi. Lizozom ve mitokondri gibi organeller hiicre
sitoplazmasi icerisinde saglikli goriintimleri ile dikkati cekmekteydi. Epitel hiicrelerinin
apikal yliz 6zellesmeleri de diizenli ve normal goriiniimdeydi. Saglikli epitel hiicreleri
arasinda nadiren elektron yogun ve ¢entikli niikleusa sahip hiicreler goriildii. Hiicre yan
yiiz baglantilar1 siki ve diizgiin yapidaydi. Bazal lamina normal olarak izlendi. Lamina
propriada kollajen lifler ve stromal hiicreler dikkati ¢ekmekteydi. Hiicreler aras1 alanda

bulunan bag dokusu lifleri de saglikli olarak izlenmekteydi (Sekil 38).
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Sekil 38-a. A-B: Bort grubuna ait uterusun elektron mikroskobik goriiniimii. Uterus ylizey epiteli ve
endometriyum stromasinin ¢ogunlukla saglikli goriiniimii dikkat ¢ekmektedir. n: bazal

yerlesimli epitel hiicresi ¢ekirdegini gostermektedir
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Sekil 38-b. C-D: Bort grubuna ait uterusun elektron mikroskobik goriiniimii. Uterus yiizey epiteli ve

endometriyum stromasinin ¢ogunlukla saglikli gériiniimii dikkat ¢ekmektedir
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5. TARTISMA

Calismamizda, overektomize edilen si¢anlarin uterusu {izerine post-menopozal
donemde bir proteozom inhibitorii olan bortezomib, Osterojen ve B-Glukan
uygulamalarinin ~ dejeneratif ve protektif etkileri; stereolojik, histopatolojik,
immiinohistokimyasal ve elektron mikroskobik yontemleri kullanilarak incelendi.

Menopoz sonrasi Ostrojen hormonunun tek basina tedavi amaci ile kullanilmasi
miyometriyum ve endometriyumda proliferasyona neden olmaktadir. Endometriyum ve
miyometriyum hiicrelerinde proliferasyonun olmasi uterus agirliginin artmasi ile
sonuclanir (Bachmann ve ark., 2009; Freedman ve ark., 2009). Kullanilan Gstrojen
tiirevleri ve hormon tedavileri endometriyumda hiperplaziye yol agar ve neticede bu
durum Kanser riskini 10 kat artirir (Vaccaro ve ark., 2013). Ornek olarak post-
menopozal hormonal (progesteron ve dstrojen) replasman tedavisinin mesane kanserine
yakalanma riskinde (bir kohort caligmasi) artisa neden olabilecegi bildirilmistir (Datta
ve ark., 2002; Gull ve ark., 2003).

Kadinlarda 0Ostrojen hormonu eksikligi, post-menopozal donemde basta
osteoporoz olmak iizere ¢esitli hastaliklarin gelisimini etkileyen faktorlerin basinda yer
almaktadir. Ostrojen noksanliginin osteoklastlara uyar1 vererek kemik kaybina neden
oldugu ve ayrica timér nekroz faktori-a (TNF-a) ve interlokin-1b (IL-1b) gibi bazi
inflamatuvar sitokin diizeylerinin artmasini da tetikledigi bilinir (Ucer ve ark., 2016).
Ostrojen tedavisinin giivenligi hala bir endise kaynagidir. Ostrojen replasmaninin kemik
korumada yararlari1 olup olmadigi, yan etkisi ve potansiyel riskleri halen tartisiimaktadir
(Martin-Millan ve ark., 2010). Disi memelilerde, yasam siiresi {izerinde Ovt'nin
olumsuz etkisi bilinmektedir, ancak bu siirecte yer alan mekanizmalar tam olarak
anlasilamamistir (Unsal ve Sonmez, 2014). Ostrojenler, viicuttaki dogal anti-
enflamatuar maddelerdendir (Monteiro ve ark., 2014), bu seks hormonlarinin over-
aracilt iiretiminin eksikligi, enflamatuar molekiillerinin asir1 birikmesine yol agmaktadir
(Monteiro ve ark., 2014).

Bir proteozom inhibitorii olarak bortezomib 2013 yilinda Velcade adiyla
kullanima baslanmis ve multiple myeloma (MM) tedavisinde kullanim1 yayginlagmistir
(Driscoll ve Woodle, 2012). Bortezomib daha ¢ok hiicre i¢i proteinlerin parcalanmasina
neden olan bir multikatalitik proteinaz kompleksidir ve proteozom islevlevlerini

Onleyerek antitiimoral 6zellik gosteren bir ajan olarak tanimlanabilir (Adams ve ark.,
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1999; Conrad ve ark., 2011; Driscoll ve Woodle, 2012). Tiim hiicrelerde 26S proteozom
tarafindan yapilan proteoliz, zorunlu bir metabolik olay olarak diistiniiliir. Ciinkii bu
yolak hiicre siklusu, bazi proteinlerin transkripsiyonu, tirozin metabolizmasi gibi
hiicrenin hayati fonksiyonlarinda bulunan proteinlerin yapisindan sorumludur. Ayrica
proteozom yaglanmig, okside olan ve hasarli proteinlerin yikimini1 da saglamaktadir
(Mackay ve ark., 2005; Veschini ve ark., 2007; Driscoll ve Woodle, 2012). Bu diizenin
bozulmas1 ise hiicreyi apoptoza kadar gotiirmektedir. Soyle ki; yikilmasi gereken
diizenleyici proteinlerin hiicrede birikimi ve proteozom inhibitdrleri araciligi ile apoptoz
uyarimi yapilarak ubikiitin/proteozom yolagi olugmaktadir (Mackay ve ark., 2005;
Veschini ve ark., 2007; Driscoll ve Woodle, 2012).

Ubikiitin/proteozom yolag1 substratlari; Myc onkogen proteini, siklinler, p53
gibi diizenleyici molekiillerdir. Bu molekiillerin imhasi, hiicre proliferasyonunun ve
dongiisiiniin ~ kontroliinii ~ degistirir.  Ornegin, proteozom tarafindan apoptoz
diizenleyicilerinden biri olan p53 ubikiitinize edilir ve yikilir (Richardson ve ark.,
2009).

Bortezomib’in hiicresel seviyede etkileri incelendiginde; MAP kinaz sinyal
yolagini ve hiicre proliferasyonunu inhibe ettigi, kaspaz bagimli apoptozu indiikledigi
NF-kB’yi inhibe ettigi, adezyon molekiillerinin ekspresyonunun azalmasina yol agtig1
goriiliir (Orlowski ve ark., 2002). Bortezomib’in NF-kB transkripsiyon faktorleri
tizerindeki etkisi ise su sekildedir: Normal hiicre siklusunda, NF-kB’nin inhibitorii olan
IkB (I kapa B) sitoplazmada NF-kB ile bagli bulunur ve NF-xB’nin niikleer
transformasyona girmesini engeller. IxB serin protein ilizerinden fosforile oldugunda
proteozomun hedefi sekline gelir ve yapisi bozulur. Bu sebeple serbest kalan NF-xB
niikleusa girip anti-apoptotik ve proliferasyon faktorlerinin transkripsiyonunu aktive
eder. Proteozom inhibitorleri ise NF-kB inhibitorii olan IkB proteininin bozulmasini
durdurarak NF-«kB aktivasyonunu engeller. Bagka bir ifadeyle, bortezomib proteozom
inhibisyonu yoluyla IkB’nin bozulmasini inhibe ederek NF-xB aktivasyonunu engeller
(Richardson ve ark., 2014). Boylece, p53 tiimor supresor geni, p27 siklin bagimli kinaz
inhibitorleri, Bax pro-apoptotik protein ve p21 gibi dnemli intraselliiler proteinlerin
transkripsiyonu artar. Ancak bu etki sirf proteozom ve pro-apoptotik faktorleri imha
etmekle kalmayip ayni zamanda anti-apoptotik faktorlerin ekspresyonunu da

uyarmaktadir (Richardson ve ark., 2009).
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Seyyedi ve ark. (2016), yaptiklar1 bir ¢alismada, cinsel ve iriner problemleri
olan postmenopozal kadinlarda vajinal ar1 siitii jeli kullanimmin vajinadaki atrofiyi
engelleme, cinsel ve lriner fonksiyonlar1 iyilestirme ve hayat kalitesini artirmada
konjuge Ostrojenler ve ticari kayganlastiricilardan daha etkili oldugunu belirlemislerdir.
Bu bilgiler 1s181inda bu ¢alismada, menopoz ve sonrasi siiregte cinsiyet hormonlarinin
noksanligi ile proteozom inhibitdrii olan bortezomib’in rat uterusu tlizerindeki etkileri
Ozellikle NF-kB aktivitesi agisindan degerlendirildi.

Calismamiza ait siganlarin uteruslarinin miyometriyum ve endometriyum
kalinliklarinda meydana gelen degisimler ortaya konulmustur. Yapilan caligmalarda,
overektomi ve overektomi sonrasinda ekzojen olarak uygulanan dstrojenin uterus kas ve
bag dokularn iizerindeki etkileri histopatolojik olarak degerlendirilmis; overektomi
grubunda uterus llimenlerinde daralma, uterus bezlerinde, damar ve miyometriyum diiz
kas hiicrelerinde sayica azalma gozlemlenmistir.

Ostrojen kullanimindan sonra ise kas tabakasinda kalinlasma, bag dokusu artis1,
kollajen lif miktarinda artis ve kas hiicrelerinde hipertrofi tespit edilmistir (Colenda ve
ark., 2010; Espeland ve ark., 2010). Farkli 6strojen tedavilerinin uterus {izerine olan
etkileri overektomize ratlarda karsilastirmali olarak incelendiginde uterus agirliginda
Ostrojen uygulamasi ile birlikte ciddi bir artis gézlenmistir. Bu durum miyometriyal ve
endometriyal kalinliklarin artmasi seklinde degerlendirilmistir (Estevez ve ark., 2010;
Cano ve ark., 2012). Ostrojen salinimi, miyometriyumun gelismesine sebep olmaktadir.
Bu gelisim hem kas hiicrelerinin biiylimesi, hem de boliiniip ¢ogalmalar ile gerceklesir.
Ostrojen kullanimu ile bir¢ok diiz kas hiicresi protein sekresyonu yapan hiicrelerin ultra-
striiktiirel Ozelligine sahip olarak, kollajen sentezi yapimina katilirlar. Bdylelikle
uterusta bulunan kollajen lif miktar1 6nemli derecede artar (Kierszenbaum,. 2006;
Junqueira ve Carneiro, 2009; Ross ve Pawlina, 2011).

Unsal ve Sonmez (2014) 'in yaptiklar1 bir ¢calismada, overektomiden sonra hig
bir histolojik degisiklik goriilmemis, yani, endometriumdaki, tek katli prizmatik epitelde
ve miyometriumda herhangi bir anormallik gézlenmemistir. Uterus duvarinin incelmesi
5.-7. glinler arasinda goriilmemekle beraber Ovt uygulanmasindan ancak 15 giin sonra
uterus duvarinda incelme tespit edilmistir. Ovarektomiden sonra Ostrojen uygulanan
grupta hi¢ bir degisiklik gézlenmemistir. Jelinsky ve ark. (2008) transkripsiyonel

seviyede yaptiklar bir ¢alismada ise overektomize sigan ve vajinal atrofi bulgulari olan
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insan gruplarinin Ostrojen tedavisine verdikleri yanitlarin birbirleri ile onemli Slgiide
Ortlistiigiinii rapor etmistir.

Uterin siklusta hem endometriyumun, hem de miyometriyumun etkilendigi
gozlemlenmistir. Miyometriyumdaki diiz kas hiicrelerinde cinsiyet hormonlarina ait
reseptorler bulunmaktadir. Buna dayali olarak siklusta degisiklikler gosterdigi
bilinmektedir. Bu bulgulara gore post-menopozal zamanda ve cinsiyet hormonlarinin
(6zellikle Ostrojen) noksanliginda miyometriyumu olusturan diiz kaslarda, hem hiicre
hacminde, hem de hiicre sayisinda bir azalmanin oldugu ifade edilmistir (Carbonel ve
ark., 2011).

Sunulan ¢aligmada elde ettigimiz morfometrik sonuglar, yukarida kisaca
Ozetledigimiz literatiirdeki sonuglardan farklidir. Kontrol grubuna ait hayvanlarin
endometriyum kalinligr ile Ovt, Ost ve B-glukan ve ii¢ deney grubuna ait deneklerin
endometriyum kalinhigr ile kiyasladigimizda, overektomi uygulanan deneklere ait
uteruslarin tim tabakalarinda kontrol grubundakilere kiyasla kalinlik ve hacim azalmasi
oldugu goriildii. Bu tabakalarin kalinlik ve hacimleri agisindan en yiiksek degerlerin
kontrol grubuna ait hayvanlarda oldugu goézlenirken, overektominin etkisi ile en az
degerlerin overektomi grubunda oldugu tespit edildi. Overektominin ardindan strojen
uygulamasinin literatiirde belirtildigi gibi tabakalarin kalinliginda ve hacminde herhangi
bir artisa neden olmadigi, hatta miyometriyum ve perimetriyum kalinligint ve hacmini
anlaml dlgiide diisiirdiigli gozlendi. Buna karsin ¢calismamizdan elde edilen bulgulara
gore B-glukan ve ozellikle de bortezomibin uterus tabakalarinin kalinligin1 ve hacmini
artirdigini tespit ettik.

Uterus bezi alani agisindan en diisiik degerler Ovt ve Ost gruplarinda, en yiiksek
degerler ise Bort grubunda elde edilmistir. Bununla birlikte ortalama bez hacmi
acisindan gruplar arasinda herhangi bir fark elde edilemedi. Damarlarin kapladigi hacim
degerleri agisindan tiim gruplarda, Kont grubuna gore azalma gozlenirken deney
gruplar1 arasinda (Ovt, Ost, B-glu ve Bort) en yiiksek hacim degerlerine B-glu grubunda
rastlandi. Fakat grup i¢i deneklerin ortalama degerleri arasindaki standart sapma fazla
oldugundan bu farklilik istatistige yansimadi.

Prizmatik epitelin kiibik epitele doniistiigii fark edilmis ve ayrica endometrium
bezlerinde atrofi goriilmiis, stromada olan bag doku liflerinin siki ve yogun sekilde

diizenlendigi, diiz kas hiicrelerinde ve stromal hiicrelerde hiperkromazi ve kiiciilme
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oldugu gosterilmistir (Carbonel ve ark., 2011). Overektomi uygulanan grupta lamina
epitelyalisi olusturan tek katl prizmatik epitelin bazi yerlerde tek kath kiibik ve yassi
epitele dontstiigii goriildii. Endometriyumda olan stroma bag dokusu liflerinde azalma
ile beraber stromal hiicrelerde bir artis tespit edildi. Ayn1 zamanda uterin hiicrelerde
morfolojik degisiklikler ve bezlerde atrofi goriildii. Ayrica, stratum vaskiilaredeki kan
damarlarinin liimenlerinde ve stromal kan damarlarinda daralmaya rastlandi. Genellikle
overektominin uterusa karsi etkileri literatiir ile uygun bir sekil gostermekte olup benzer
bulgular bizim ¢alismamizda da elde edildi. (Carbonel ve ark., 2011).

Yas ile birlikte uterus endometriyumunda bazi epitelyal degisiklikler goriildiigii
ve epitelin bazal laminasinin kalinlastig1 bilinmektedir. Calismamizda 6zellikle Ovt ve
Ost grubundaki epitel hiicrelerinde g¢ekirdeklerin kii¢lilmiis ve elektron yogunlugunun
artmis oldugu ve hiicre sitopldzmasinin ise kaba organel yapisinda oldugu goézlendi.
Ayrica Ovt ve Ost grubundaki hiicrelerin yan yiiz baglantilarinin saglikli yapisinin
bozuldugu goriilldi. Bu durum hiicrelerin 6liim siirecinin bir pargast olarak
distintilebilir. Sivridis ve Giatromanolaki (2004), 84 post menopozal kadin uzerinde
yaptiklari bir ¢alismada, tim endometriyum Orneklerinde hiicre yogunlugunun
yaslanmayla birlikte azaldigin1 gozlemlemisledir. Bu durumu hormona bagli uterus
metabolizmasindaki azalmaya baglamiglardir. Caligmamizda kontrol grubundaki
stromal hiicreler saglikli ve normal histolojik yapida gozlendi. Bu hiicrelerin aktif
protein sentezi yapan hiicrelerin organel yapisinda oldugu, sentezlenen bu kollajen
liflerin elektron yogunlugunun normal, yapisi ve dagiliminin diizenli oldugu goriildii.
Ovt grubundaki deneklerde ise lamina propriada stromal hiicrelerin seyrek ve saglikli
yapida olmadigi, buna karsin kollajen lif demetlerinin daha az miktarda ve elektron
yogun yapida oldugu tespit edildi.

Steroid hormon ve biiyiime faktorleri, endometriyumda gerceklesen ¢ogalma,
farklilasma ve apoptoz olaylarini diizenlemektedir. Hiicre ¢ogalmasi ve apoptoz
arasindaki dengenin yaslanmaya bagli olarak bozulmasi endometriyal kanser gibi birgok
problemi de beraberinde getirebilir (Estevez ve ark., 2010; Cano ve ark., 2012).
Literatlirde, yaslt sicanlarin endometriyum’unda yiiksek apoptotik indeks izlendigi
bildirilmektedir (Estevez ve ark., 2010; Cano ve ark., 2012). Biz de ¢alismamizda Ovt
grubundaki deneklerimizin endometriyumlarinda 6zellikle stromada apoptotik hiicreler

gozlemledik. Caligmamizdan elde edilen sonuglara gore, bortezomib uygulamasinin
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hem histopatolojik, hem de morfometrik acisindan koruyucu bir etkisi oldugu
diistintilebilir. Morfometrik agisindan bortezomib’in endometriyum kalinligini artirdig:
gozlenirken, histopatolojik olarak ta overektomi uygulanan gruba kiyasla tek kath
prizmatik epitel yapisinin korunmus oldugu izlendi.

Beta-glukan “Saccharomyces cerevisiae” gibi maya tiirlerinin hiicre duvarindan
elde edilmektedir. Yapilan in vitro ve in vivo calismalarda B-glukan’in bagisiklig
diizenledigi diisiiniilmektedir. Cesitli yabanci antijenlere karsi konak direnci, S.
cerevisiae'den izole edilen B-glukan uygulanmasi suretiyle artirilabilir. Buna ek olarak
B-glukan immiin-stimulator rolii ile tiimorlere karst koruyucu olabilir (Yoon ve ark.,
2008).

Kim ve ark. (2009), yaptiklar1 bir ¢alismada bakteriler tarafindan iretilen -
glukan'm, insan kolon kanseri hiicrelerinde apoptoza neden olabilecegini tespit
etmiglerdir. S6z konusu ¢alismada sirasi ile 10, 50 ve 100 mg/ml dozlarinda B -glukan
uygulanmis; kolon kanseri hiicrelerinde doza bagh bir sekilde, kromatin yogunlagmasi
canli hiicre oranlarinda azalma gibi morfolojik degisiklikler gézlemlenmis ve ayrica
TUNEL teknigi ile bu hiicrelerin apoptoza ugradig tespit edilmistir. Buna ek olarak, p-
glukan (100 mg/ml) uygulanan grupta tedavi edilmeyen kontrol grubuna kiyasla Bel 2
geninin ekspresyonunda 0,6 kez azalma tespit edilmistir. Aksine yine B-glukan (100 mg
/ml) uygulanan grupta tedavi edilmeyen kontrol grubuna kiyasla; Bax ve Kaspaz-3
expresyonu f-glukan (100 mg/ml) uygulanan grupta tedavi edilmeyen kontrol grubuna
kiyasla ise sirasiyla 3.1 ve 2.3 kez artma gozlemlenmistir.

Calismamizda da B-glukanin uterus tabakalarimin kalinliklarinda ve uterus bezi
alan1 agisindan Ozellikle Ostrojene karsit daha faydali sonuclar sagladigi sdylenebilir.
Ayrica damarlanma agisindan da sayisal olarak damar hacimlerinin artmasini sagladigi,
bu nedenle de sinirh bir faydasinin oldugu diisiiniilebilir.

Hiicresel diizeyde yaslanmanin etkileri arasinda NF-kB indiiksiyon yolunu
aktive edebilecegi iddia edilmektedir (Rovillain ve ark., 2011). Bortezomib tedavisine
dayali ve bazi komplikasyonlar proteozom serbest mekanizmalar tarafindan indiiklenen
NF-kB sinyalinden kaynaklaniyor olabilir (Adler ve ark., 2007). Bazi caligmalar
proteozom inhibisyonunun bu atipik NF-kB cevabimi sonlandirabilecegini iddia
etmektedir. Cullen ve ark. (2010), fosfotirozin bagimli, proteozom bagimsiz iist

mekanizma ile uyarilan NF-xB aracili enflamatuar gen transkripsiyonuna proteazom
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inhibisyon etkilerini incelediklerinde ilerleyen yas, geriatrik hastaliklar ve bortezomib
direnci gibi proteozomal disfonksiyonlarin hiperaktif NF-«xB yanitlar1 ile ilgili
olduklarmi1 gdstermislerdir. Ileri yaslarda goriillen enflamasyonda yasla ilgili
hastaliklarin da tesiri olabilir. Alzheimer hastaligi, artrit, kemik erimesi, kalp-damar
hastaligi, kemik kirilganligi gibi hastaliklar pro-enflamatuvar sitokinler tarafindan
etkilendigi bilinmektedir (Pratheeshkumar ve ark., 2014).

Inflamatuvar genlerin yaslhilik asamasinda indiiksiyonu altinda yatan temel
mekanizma belirsizligini korumakla birlikte bu olasi mekanizmalarin (inflamatuvar
genler regiilasyonu) NF-kB bagimli yolu sayesinde agiga cikarilabilir. Bu asamada NF-
kB’nm bir yontemi oldugunu diisiindiiren bazi ifadeler vardir. Ornek olarak yash
farelerin kemik iligi ve dalaklar gibi ana lenfoid organlar ve epidermisin yani sira
hipokampus, karaciger ve kalp kas1 gibi organlarda yasla beraber NF-kB aktivitesinini
¢ogalmasimi gosteren ¢alismalar mevcuttur (Adler ve ark., 2007; Batsi ve ark., 2009;
Rovillain ve ark., 2011).

Calismamizda NF-«kB p65 imminreaktivitesi —uterusun perimetriyum,
miyometriyum ve endometriyum tabakalarinda degerlendirildiginde her bes grupta
uterusun endometriyumunun tek katli epiteli ile uterus bezlerinde, muskular katmandaki
kas demetlerinde pozitiflik goriilmedi. Bu calismanin tiim gruplar icin benzer
sayilabilecek ortak bulgulardan biri de NF-kB p65 immiin tutulumun sadece kan damari
ve endotel hiicrelerinde belli bir sekilde pozitif olmasidir. Overektomi grubu bulgulari
literatiir ile uyumluluk gostermekteydi. Kontrol grubundan farkli olarak overektomi
yapilan grupta endometriyumun stromal hiicrelerinde, 6zel olarak endometriyum
bazalisteki bazi stromal hiicrelerde, sitoplazmik ve kuvvetli niikkleer NF-xB tutulumu
goriilmektedir. Kontrol grubundan farkli olarak overektomi yapilan ve bortezomib ile
tedavi olan deney grubunda ise, stromal hiicrelerde NF-kB immiinreaktivitesi belli
olmakla beraber genel itibariyle sitoplazmik tutulum s6z konusuydu. Bu bilgiler
rehberliginde elde ettigimiz verileri inceleyecek olursak; oOncelikle menopozun ve
dolayisiyla cinsiyet hormonlarmin (6zellikle Ostrojenin) eksikliginde uterusun
miyometriyum (diiz kas doku) ve endometriyum (bag doku) tabakalarinda belirgin bir
dejenerasyon oldugu, bunun litaratiirde bilinen bulgular ile uyum igerisinde oldugu
gorildii. Ancak proteozom inhibisyonu gergeklestiren bortezomib grubundaki

endometriyumda  olusan  morfometrik  farkliliklar  istatistiksel  acisindan
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belirlenmemektedir. Bu durumda bortezomib’in  (proteozom inhibisyonunun)
endometriyum {izerinde fazla koruyucu veya iyilestirici bir etkisinin olmadigim
diisiindiirmektedir. Proteozom inhibisyonu (bortezomib uygulamasi) NF-kB’nin
inhibisyonu anlamina geldigi distniilebilir. Calismamizda ise tam tersi bir sonug elde
edilmistir. Saglikli grupta NF-kB p65 reaksiyonu gozlemlenmis, Ovt grubunda hem
niikleer, hem de sitoplazmik tutulum olmak iizere yogun bir NF-kB p65 immiin
pozitivilik gozlenmistir. Ovt +Bort grubunda sadece sitoplazmik NF-kB p65 immiin
pozitivilik belirlenmistir. Bu bulgular menopoz durumunda bazi stromal hiicrelerin
endometriyumda olusan bu fizyopatolojik duruma kars1 hiicresel cevap olusturarak NF-
kB p65 aktivitesini artirdigin1 géstermektedir. Bunun proteozom inhibisyonunu ile NF-
kB yolagini IkB (Inhibitér Kabba B) iizerinden baskilamasi beklenirken overektominin
bir sonucu olarak NF-kB p65’in sitoplazmik reaksiyon gostermesine neden oldugu
sOylenmektedir. Bu durum ise, NF-kB yolagim atipik ikinci bir yol {izerinden (NF-
kB’nin fosfotirozin bagimli aktivasyonu) aktive edilebilecegi diislincesini ortaya
cikarmaktadir. Cerrahi yaslanma asamasi olarak bilinen cerrahi menopoz ile ortaya
cikan Ostrojen hormon noksanliginda NF-kB fosfotirozin bagimli yol ile aktive
edilebilmektedir. Bu diisiince proteozom inhibisyonun da desteklemektedir. Sonug
olarak, bu ¢alismada overektominin uterus iizerinde olumsuz etkilerinin oldugu tespit
edildi. Bu siiregte proteozom inhibisyonunun kisitli bir koruyucu etkisinin oldugu
immiinohistokimsayal ve morfometrik metodlar ile gosterilmistir. Bu ¢alisma ile
ostrojen eksikliginin endometriyumda NF-kB yolagini aktive ettigi ve NF-kB’nin
protezom bagimsiz yol ile sitoplazmada reaksiyon gosterdigi gozlenmistir. Fakat
menapozun Ostrojen reseptorlerine sahip yag dokusu, beyin ve kas gibi diger bircok
organda NF-kB yolagi iizerinden olan etkileri bilim insanlar1 arasinda merak
edilmektedir. Bir sonraki asamadaki caligsmalarda ise menapoz modelinde meme

dokusunda olusabilecek kanserler iizerine yapilmasi gerekliligini diisiinmekteyiz.
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6. SONUC VE ONERILER

1. Sonug itibariyle bu ¢alismada, overektominin uterus iizerinde negatif etkilerinin var
oldugu bir kez daha ortaya konulmustur.

2. Menopoz siirecinde, proteozom inhibisyonunun koruyucu etkisinin oldugu
morfometrik, elektron mikroskopik ve immiinohistokimsayal metodlar ile tespit
edilmistir.

3. Calisgmanin sonucunda, dstrojen eksikliginin endometriyumda NF-xB yolagini aktive
ettigi tespit edilmistir. Ayrica, B-glukanin, uterus bezi alani agisindan 6zellikle dstrojene
kiyasla daha faydali sonuglar sagladigi, endometriyumun kalinlasmasina yol agtig1 ve
damar hacimlerinin artmasini sagladigi ve son olarak NF-kB’nin protezomdan bagimsiz
bir yolak ile sitoplazmada reaksiyon gosterdigi tespit edilmistir.

4. Menopozun 0Ostrojen reseptorlerine sahip kas, beyin ve yag doku gibi diger bir¢cok
organda NF-«kB yolagi iizerinden olan etkileri bilim insanlari arasinda merak konusu
olmaktadir. Bundan sonraki calismalarda ise menopoz modelinde deri ve kemik
dokusunda bunun gibi ¢alismalar tasarlanabilecegine, menopozun deri ve Ortii sistemi
ve kemik metabolizmas1 gibi c¢esitli sistemlerdeki yaslanma stiregleri ile iligkisinin

molekiiler tabanli olarak aydinlatilmasi gerektigine inanmaktayiz.
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