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Ratlarda Uterusta Follitropin Alfanin
Matriks Metalloproteinaz-7

Ekspresyonuna EtKisi
Oz

Follitropin alfa, gonadotropinler olarak tanimlanan hormon ailesine ait
bir gesit folikiil uyarict hormondur ve yardimla tireme teknolojisinde
kullanilmaktadir. Calismamizda, Follitropin alfa verilmis hayvanlarin
uterus dokusu lizerinde, Matrix Metalloproteinaz-7 ekspresyonunun
gosterilmesi amaglanmistir. Calismamizda, viicut agirliklar: ortalama
200-220 gram agirhginda 8-10 haftahk Wistar albino cinsi 16 adet
eriskin disi rat kullanildi. Di6strus dénemini 3’e bolecek sekilde
Follitropin alfa (4 IU) enjeksiyonu yapildi. 21 giiniin sonunda uterus
dokular1 alindi. Dokudan alinan 6rnekler %10 tamponlanmis nétral
formalin ¢ozeltisinde tespit edildi. 3 pm kalinliginda kesitler alinan
doku uterus orneklerine genel morfoloji i¢in Periyodik asit-Schiff ve
Hematoksilen-eozin boyama yontemleri, Matriks Metalloproteinaz-7
lokalizasyonun belirlenebilmesi i¢in immiinfloresan yo6ntemler
uygulandi. Elde edilen dokular karsilagtirilarak degerlendirildi ve
uygun alanlardan fotograflar ¢ekilerek semikantitatif olarak
degerlendirdi. Kontrol ve deney gruplari morfolojik olarak karsilikl
degerlendirildiginde, deneysel grupta uterus liimeninin kontrol
grubuna oranla ¢ok fazla genisledigi, epitel tabakasinda yer alan
hiicrelerin ¢ekirdek sayilarinda artisla beraber epitel tabasinin da
hiicre sinirlarinda artis meydana geldigi gozlendi. Matrix Metallo
proteinaz-7 ekspresyonunda ise gruplar arasi yine anlaml farkhiliklar
izlendi. Sonug¢ olarak Follitropin alfa'min uterus dokusu tizerinde
hormonal diizenlenim agisindan farkliliklara ve matriks bozulmasi gibi
degisikliklere sebep olabilecegi diisiinilmektedir.

Anahtar kelimeler: Follitropin alfa, matrix metalloproteinaz-7, uterus.
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Effect of Follitropin Alpha on Matrix

Metalloproteinase-7 Expression in Uterus in Rats
Abstract
Follitropin alfa is a type of follicle-stimulating hormone belonging to the
hormone family registered as gonadotropins and is used in assisted
reproductive technology. In our study, we aimed to demonstrate the
expression of Matrix Metalloproteinase-7 in the uterine tissue of
animals given Follitropin alfa. In the study, 16 adult female Wistar
albino rats with an average weight of 200-220 grams, 8-10 weeks old,
were recorded. Follitropin alfa (4IU) filling was administered in a
manner that divided the diestrus phase into three segments. Uterine
tissues were taken at the end of 21 days. Tissue samples were fixed in
10% buffered neutral formalin solution. Periodic Acid-Schiff and
Hematoxylin-eosin staining methods were used for general
morphology in tissue uterine samples from which 3 um sections were
taken, and immunofluorescence methods can be used to determine
Matrix Metalloproteinase-7 localization. The obtained tissues were
compared and evaluated semi-quantitatively by taking photographs in
appropriate areas. Morphological comparison between control and
experimental groups revealed a marked expansion in the uterine lumen
across control categories, along with increased epithelial cell diversity
and enhanced delineation of epithelial cell borders. Significant
differences in Matrix Metalloproteinase-7 expression were observed
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between groups. In conclusion, follitropin alfa alters the hormonal milieu of uterine tissue, leading to
matrix-related structural changes.

Keywords: Follitropin alfa, matrix metalloproteinase-7, uterus.

Giris

Follitropinalfa (FA), gonadotropinler olarak tanimlanan hormon ailesine ait bir c¢esit folikiil
uyaricl hormondur. Gonadotropinler ise lireme ve fertilite ile iligki icerisindedirler. Yetigskin kadin
bireylerde; yumurtlama yapamayan ve Kklomifen sitratla tedaviye yanit vermemis kadinlarda
yumurtlamay1 gerceklestirmek, yardimla ilireme teknolojisinde birden ¢ok folikiiliin gelismesine katki
saglamak i¢cin Gonal-F’den yararlanmlmaktadir. Gonal-f ‘follitropin alfa’ adinda bir ila¢ icermektedir.?
Folikiil uyarict hormon (FSH) menstruasyon, folikiiler gelisim ve ovulasyon da dahil olmak iizere biiyiime,
cinsel gelisim ve liremenin diizenlenmesinde gorev alan bir hormondur. FSH kismen, dolasimdaki seks
hormonu seviyeleri de dahil olmak lizere bir¢ok sinyale yanit olarak hipotalamusta iiretilen Gonadotropin
salgilatic1 hormonun (GnRH)ile diizenlenmektedir. FSH ve liiteinizan hormon (LH), lireme dénemindeki
kadinlarda 6strojen liretimini diizenlerken, kan dolasiminda bulunan 6strojen FSH ve LH seviyelerinin
azalmasina yol actig1 icin bazi oral kontraseptiflerde (dogum kontrol ilac1) dstrojenler bulunmaktadir.2
Matriks metalloproteinaz ailesinin bir {iyesi olan matriks metalloproteinaz-7 (MMP -7) matrilizin ismiyle
de bilinmekte ve ekstraselliiler matrikste proteolitik aktivite sergilemektedir.3 Invazyon, metaztaz,
anjiogenez, hiicre biiylimesi ve tlimor olusumunun pek ¢ok asamasinda yer alirken ve kanser dokusunda
da yogunlukla lokalize olmaktadir.* MMP’lerin pek¢ogu predominant olarak stromal hiicrelerden
tiretilmesine nazaran MMP-7’yi de iceren baz1t MMP’ler tiimér hiicrelerinde ekspresyon géstermektedir.>
MMP-7 ile FA arasindaki iliski dogrudan, net olarak tanimlanmamistir. Fakat edinilen sinirli bilgiler
dogrultusunda, MMP-7 ve FA'nin dolayl yollarla birbirlerine bagl olabilecegi diistiiniilmektedir. FSH’1n
hedef dokular tizerinde baslattig1 bazi biyolojik siirecler FSH'1n ifadesini etkileyebilmektedir. Dolayisiyla,
FA uygulamasi sonucu MMP-7 lokalizyonu etkilenebilir.6Calismamizda, folikiil uyarici bir hormon olan
FA’'nin, hayvanlara verilmesi sonrasinda uterus iizerinde meydana getirdigi degisikliklerin histokimyasal
ve immiinfloresan yontemlerle belirlenmesi amaglanmistir.

Gerec¢ ve Yontem

Calisma i¢in Sivas Cumhuriyet Universitesi Deney Hayvanlar1 Etik Kurulundan 29.03.2024 tarih
ve 65202830-050.04.04-60 sayil onay belgesi alinmistir. Calismamizda agirliklar: ortalama 200-220
gram arasinda degisen 8-10 haftalik Wistar albino cinsi 16 adet erigkin disi rat kullanildi. Ratlarin
beslenmesi i¢cin standart pellet yem ve ¢esme suyu tercih edilirken, ayni zamanda oda 1sisinda, 12 saat
aydinlik-12 saat karanlik periyodlar olusturularak yetistirildi. ila¢ enjeksiyonunu, en uzun zaman
araliginda ve aralikli yapabilmek amaciyla siklus déneminin en uzun dénemini kapsayan diostrus dénemi
belirlendi. Ortalama 52-60 saat siiren diéstrus donemi icin, diéstrus donemini 3’e bolecek sekilde ilk 18.
saattel IU, ikinci 18. saatte 11U ve {ciinii 18. saatte ise 21U, FA (GONAL-f 900 IU/1,5 ml, Merck, Merck
Serono S.A, Aubonne/Isvicre) toplamda (4 IU) ila¢ enjeksiyonu yapildi 7 ve bu gruptaki hayvanlar
enjeksiyon sonrasi baska hicbir islem yapilmadan 21 giin siireyle giinliik olarak takip edildi. 21giiniin
sonunda uterus doku ornekleri alindi. Doku 6rnekleri %10 tamponlanmis nétral formalin ¢ézeltisinde
tespit edildikten sonra parafin bloklardan 3 pm kalinliginda kesitler alindi.8 Alinan doku uterus
orneklerine genel morfoloji i¢in Periodic Acid-Schiff (PAS) ve Hematoksilen-eozin boyama ydntemleri,
MMP-7 lokalizasyonun belirlenebilmesi icin immiinfloresan yontemler uygulandi- Elde edilen dokular
karsilastirillarak semikantitatif degerlendirme yapildi ve uygun alanlardan fotograflar c¢ekildi.®
Semikantitatif degerlendirme icin (Tablo 1), bloklardan alinan tiim kesitler birbirlerinden bagimsiz iki
farkli gézlemci tarafindan incelendi. Alinan uterus dokusu 6rneklerinde MMP-7 antikorunun boyanma
derecesine bakilarak; boyanma gerceklesmediginde negatif (-), hafif derecede boyanma meydana
geldiginde (+), orta derecede boyanma varsa (++), kuvvetli derecede boyanma meydana gelmis ise (+++),
cok Kkuvvetli derecede boyanma olmus ise (++++) boyanma kabul edilerek uterus orneklerine
semikantitatif degerlendirme yapildi.8

Immiinfloresan Boyama

Parafin bloklardan alinan doku érneklerinden, 3um’lik seri kesitler bir gece etiivde bekletildikten
sonra asagida belirtilen islem basamaklar1 uygulandi. Ksilol icerisinde de parafinizasyon islemi
gerceklestirildi. Devaminda 6rnekler sirasi ile %100, %95, %80, %70’lik alkol serilerinde 2’ser dakika
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bekletilerek devaminda distile su icerisinde 5 dk yikandi. Kaynatma soliisyonu i¢in sodyum sitrat tamponu
(pH=6) tercih edildi ve mikrodalgada toplamda 10 dk olacak sekilde kaynatildi. Doku 6rneklerinin
kenarlar1 Pappen (Daido Sangyo Co. Ltd. Tokyo, Japan) kalem ile cizildi. Doku ornekleri yikama
¢ozeltisinde (PBS-Triton X-100, Merck) 2 defa 3’dk olacak sekilde yikandi Kesitler iizerinde
immiinoglobulinin nonspesifik tasinmasina engel olmak icin Super Block (SkyTechLab,USA) ¢ozeltisinde
oda 1sisinda yaklasik 30 dakika inkiibe edildi. Doku 6rnekleri primer antikorlarla 4°C’de nemli karanlik
ortamda 1 gece boyu inkiibe edildi. Calismada kullanilan primer antikor MMP-7 ve antikorun seyreltilme
orani (1:100) olarak tercih edildi. Primer antikor (ab5706, Abcam), pH=7.4 olan antibody diluent reagent
(Invitrogen, USA) cozeltisi ile sulandirildi. Yikama ¢ozeltisi icerisinde (PBS-Triton X-100) 4 kez 3’er dk
boyunca yikandi. Sekonder antikor; Goat Anti-Rabbit [gG H&L (Alexa Flour 568: ab175473: Abcam)ile oda
1s1sinda yaklasik 1 saat nemli ortam saglanarak inkiibe edildi. Yikanma ¢ozeltisi icerisinde (PBS-Triton X-
100) 4 kez 3’er dk yikandi. 0.5 pg/ml DAPI (Sigma, USA) ile oda 1s1sinda 5 dk ¢ekirdek boyamasi yapildi.
Yikama ¢6zeltisinde (PBS-Triton X-100) 5 dakika yikandi. Dokularin kapatilmasi i¢in kapatici kullanildi ve
dokular kapatildi.8

Istatistiksel Analiz

IBM SPSS istatistik 23.0 (IBM Corp, Released 2017. IBM SPSS Statistics for Windows, Version 23.0.
Armonk, NY; IBM Corp.) programi kullanildi. Kategorik degiskenler arasindaki iliski Pearson Ki-Kare testi
ile incelendi. Tiim hipotezler i¢in anlamlilik diizeyi 0.05 kabul edildi.

Bulgular

Semikantitatif Bulgular

Uterus dokularinda goriintiilenen MMP-7 ekspresyonunun siddeti semikantitatif skorlama
yontemi ile belirlendi ve sonuglar tablolar halinde bulgular béliimiinde gosterildi (Tablo 1). Biitiin kesitler
birbirinden bagimsiz iki gozlemci tarafindan incelenerek, 15 kontrol ve 15 deney preperati olacak sekilde
uterus dokusunda bakilan her bir alan i¢cin toplamda 90 preperat incelenmistir. MMP-7 antikorunun
boyanma derecelerine gore; boyanma olmamis ise negatif (-), hafif derecede boyanma olmus ise (+), orta
derecede boyanma olmus ise (++), kuvvetli derecede boyanma olmus ise (+++), ¢cok kuvvetli derecede
boyanma olmus ise (++++) boyanma olarak uterus dokular1 degerlendirildi.

Tablo1. Kontrol ve deney grubunun semikantitatif yonden degerlendirilmesi.

MMP-7 Kontrol (n=45) Deney (n=45)
Luminal Epitel +++ +
Bez Epiteli +++ +
Stroma + +++
n (%)
Luminal Epitel 22(%73.3) 8(%26.7) p=0.001*
Bez Epiteli 23(%76.7) 7(23.3%)
Stroma 10(33.3%) 20(66.7%)

+++: Kuvvetli lokalizasyon, +: Zayif lokalizasyon, *: Pearson ki-kare

Histolojik Bulgular

Kontrolile deney grubu karsilastirildiginda, deney grubunda uterus liimenin oldukg¢a genislemis oldugu dikkat
cekti. Kontrol grubunda normal diizenlenim gosteren uterus epitelinin, deney grubunda farkh seyir gosterdigi
belirlendi. Hiicre diizenlenimi ve ¢ekirdek sayilarinda farklanmalar oldukga belirgindi. Hiicrelerin ¢ekirdek sinirlar
diizensizdi, hiicrelerde pileomorfik ¢ekirdek ve bazi hiicrelerin sitoplazmalarinda vakuoller izlendi (Sekil1).
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Sekil 1. Kontrol ve FA grubu uterus dokusunun morfolojik goriintiisii. Kontrol grubu uterus liimeni (y1ildiz),
Hematoksilen-Eozin A) 4X, B) 10X. FA grubu, uterus liimeni (y1ldiz), Hematoksilen-Eozin. C) 4X, D) 4X. Luminal epitel

(ok), Periodik asit-Schiff (PAS) E) 40X, F) 40X. Luminal epitel (ok), Periodik asit-Schiff (PAS) G) 40X, H) 100X.

Immiinfloresan Bulgular

Kontrol grubu uterus dokularinda MMP-7 ekspresyonuna bakildiginda, luminal epitel (Sekil 2) ve endometrial
bezlerin sitoplazmik alanlarinda yogun sekilde izlendi (Sekil3). Uterusun diger alanlarinda MMP-7 ekspresyonu dikkat
cekici sekilde degildi. FA grubunda ise luminal epitel (Sekil 4) ve bez epitelinde MMP-7 ekspresyonunun kontrol
grubuna nazaran azaldif1 gozlendi. Stroma alanlarinda ise MMP-7 lokalizasyonun artmis oldugu belirlendi (Sekil 5).
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MMP-7 DAPI KOMBINE

KONTROL

Sekil 2. Kontrol grubu uterus dokusunda MMP-7 immiinolokalizasyonu (A-F) 40X. Luminal epitelde yogun MMMP-7 lokalizasyonu
izlendi. Luminal epitel (beyaz ok).

MMP-7 DAPI KOMBINE

KONTROL

Sekil 3. Kontrol grubu uterus dokusunda MMP-7 immiinolokalizasyonu (A-F) 40 X. Endometrial bezlerde yogun MMP-7
lokalizasyonu izlendi. Endometrial bezler (beyaz ok).
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MMP-7 DAPI KOMBINE

FOLLITROPN ALFA

Sekil 4. FA grubu uterus dokusunda MMP-7 immiino lokalizasyonu (A-F) 40X. Luminal epitelde az yogunlukta MMP-7 lokalizasyonu
izlendi. Luminal epitel (ok).

MMP-7 DAPI . KOMBINE

FOLLITROPN ALFA

@
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Sekil 5. FA grubu uterus dokusunda MMP-7 immiino lokalizasyonu. Endometrial bezlerde orta seviyede MMP-7 lokalizasyonu Eun Z
izlendi (A-F) 40X. Endometrial bezler (beyaz ok). E N 2
Tartisma x :E
Gonadotropinler, iliremeye yardimci tedavi protokollerinin bir¢cogunda rutin olarak 5 S5
on O

uygulanmaktadir. Folikiil uyarici hormon (FSH), ovaryum folikiillerinin gelistirilmesi ve iyilestirilmesini
indiiklerken, LH ise folikiiller tarafindan ostradiol sekresyonunu artirir, ayrica oosit maturasyonu ve [397|
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yumurtlamadan sorumludur.!® Rekombinant insan folikiil uyarici hormon (r-hFSH, FA) ve rekombinant
insan luteinize edici hormon (r-hLH, lutropin alfa) bireysel hasta ihtiya¢larina gére bagimsiz olarak veya
kombinasyon halinde uygulanabilmektedir. FA, gonadotropinler hormon ailesine ait bir ¢esit folikiil uyarici
hormondur. Gonadotropinler ise lireme ve fertilite ile iligkilidir. GONAL-f, yumurtaliklarin ayni anda birden
fazla yumurta iiretmesini saglamak icin verilir ve LH ile beraber yumurtaligin ve testislerin islevlerine
katkida bulunur.!! Bircok MMP’nin insan endometriumunda eksprese edildigi bilinmektedir. Goffin ve
ark.nin yaptiklan ¢alismada,’2 MMP-7'nin epitelyal hiicreler tizerinde yogunlukla olarak eksprese oldugu,
ileri sekretuar fazda ve mensturasyondaki stromal odaklarda desidualize hiicrelerde iizerinde de
bulundugunu belirtmislerdir. Brenner ve Slayden ise yaptiklar1 ¢alismada 13 progesteronun MMP-
indtikleyici faktorlerin (sitokinler gibi) lokalizasyonunu 6nleyerek MMP-7'nin de dahil oldugu MMP ailesi
tiyelerinden bazilarnin transkripsiyonunu baskiladigini gostermislerdir. Calismamizda, morfolojik olarak
uterusun diizenleniminin kontrol grubu ile deney grubu kiyaslandiginda oldukga farkli oldugu dikkati ¢ekti.
Uterus fonksiyonlarinin diizenlenmesinde steroid hormonlar, biiylime ve anjiogenik faktorler ve sitokinleri
iceren ekstraseliiler uyarim yollarnin etkilesimi olduk¢a énemlidir. Transmembran veya sitoplazmik
olarak lokalize olan bu faktoérlerin ligandlari, reseptorlerine baglanarak aktive olurlar. Bu sayede uterusta
yer alan hicrelerin farklilasma, biiylime ve proliferasyonunu uyararak endometriyumun siklik
rejenerasyonunu saglamaktadir.14-16 Dolayisiyla uterus fonksiyonunu ve diizenlenimini olumsuz yénde
etkiledigini ve bundan kaynakli uterus morfolojisinde deformasyonlar meydana getirdigini ve pleomorfik
degisiklikler olusturdugunu séyleyebiliriz. Bu degisimin, hiicrelerin sinirlarinda yer alan diizensizliklerin,
cekirdek yerlesimi yoniinden farkliliklarin ve sitoplazma alanlarinda yer alan kayiplarin olmasi nedeniyle
meydana geldigini diisiiniiyoruz. Deneysel grupta liimen genisliginin kontrol grubuyla oldukga farkh
olmasiyla beraber, endometriyum boélgesi lizerinde kayiplar izlenmesinin sebebinin FA oldugu agiktir.
Dolayisiyla FA'nin endometriyal biiyiime tzerinde olumsuz etkisinin oldugu séylenebilir.1? Ayrica elde
edilen bulgularin, yapilan benzer ¢alismalar ile karsilastirilmasi sonucu, MMP-7 ve FA arasinda dogrudan
molekiiler bir etkilesim bulunmadig, hayvan ¢alismalar1 sonucu FSH'1n folikil icerisindeki ekstraselliiler
matriks (ECM) yikimini etkilemesinden kaynakli MMP-7’'nin bu silirecte rol oynayabilecegi
disiiniilmektedir.18 Ciinki, folikiler gelisim ve ovulasyonda ECM yenilenmesi kritik oldugundan FSH
kaynakli ECM degisimleri MMP-7 enzimatik aktivitesinin dogrudan iliskili olmasi beklenmektedir.1® FA'nin
FSH reseptoriine baglanmasi sonucu farkli sinyal yolaklarini aktive ederek, ovaryumda MMP-7
ekspresyonunu artirabilmektedir. Bu enzimlerin de folikil ¢atlamasindan oosit salinimina kadar pek ¢ok
stirecte bulundugunu ve FSH'1n MMP genlerini uyardigini gosteren pek ¢ok ¢alisma da bulunmaktadir.®
Sonug olarak ¢alismamizda, MMP-7'nin daha ¢ok luminal epitel ve bez epitelinde lokalize oldugu deneysel
grupta bu durumun azaldig1 daha ¢ok stromal alanlarda yogunlasma meydana geldigi belirlenmistir. Bu
durumdan kaynakli FA'nin, uterusun hormonal diizenlenimi iizerinde farkliliklar yarattigi, matriks
bozulmasina yol agmasi gibi olumsuz sonuglar dogurdugu agiktir.

Sonug

Calismamizda, kontrol ve deney gruplar1 karsilastirildiginda gruplar arasi cesitli farkliliklar
bulunmustur. FA'nin uterusun hormonal diizenlenmesini etkileyerek farkli ekspresyon alanlarinin
olusmasina ve matriks bozulmasi gibi olumsuz durumlarin meydana gelmesine neden oldugu aciktir.
Dolayisiyla, FA'nin araci olarak FSH reseptoriinii aktive ederek dolayli yoldan MMP-7 lokalizasyonu
tizerinde etkisi gdsterilmistir. Sonug olarak; FA, folikiil gelisiminde MMP-7’in potansiyel olarak kritik bir ara
diizenleyici oldugunu diisiindiirmektedir. Konunun tam olarak aydinlatilabilmesi i¢cin daha spesifik

arastirmalara duyulmaktadir.
* %k 3k
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