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Ekzojen Steroid Hormonlarin Tavsan Endometriyumunda
Apoptotik ve Mitotik indeks Uzerindeki Etkisi

Role of Exogenous Steroid Hormones on the Regulation of Apoptosis
and Miytotic Index in the Endometrium of Rabbit
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Ostrojen ve progesteron endometrial gelisimin
dizenlenmesinde, endometrial epitelde hiicre prolif-
erasyonu ve Olimi arasindaki dengenin
surdiirilmesinde onemli bir rol oynar.

Bu calismada hormon tedavisinden sonra tavsan
uteruslarinin histolojik kesitlerinde mitotik ve apop-
totik indeksler belirlenerek kontrol grubu ile
karsilastinimistir.

Ostrojen apoptozda azalmaya sebep olurken
progesteron ile farklilik bulunamamigtir. Mitotik
degerlerde ise Ostrojenle istatiksel anlami olmayan
hafif artis, progesteron ile diisme saptanmstir.

Diger taraftan tek doz human koryonik gon-
odotropin yapilarak bir kisim hayvanlarda yalanci
gebelik olusturulmus, bu hayvanlarda mitoz ve apop-
toz kinetigi incelendiginde 1-4. giinlerde mitozda
artma ve apoptozda azalma, 5-9.glinlerde de mitozda
azalma, belirgin apoptoz artisi saptanmistir.

Ooferektomi yapilan grupta olusan apoptoz
artisinin dstrojen ve progesteron verilmesi ile engel-
lenebilecegi gozlenirken, ooferektomi yapilmayan
grupta ve normal hormonal diizeylerdeki hayvan-
larda ekzojen ostrojenin apoptozisi bloke etme
etkisi progesterona gore daha anlamh bulunmus-
tur.

Anahtar Kelimeler: Apoptoz, mitoz, endometrium,
Ostrojen, progesteron,.

Estrogen and Progesterone have a great role on
the regulation of endometrial growth and the balance
between cell proliferation and death in endometrial
epithelium.

In this study, mitotic and apoptotic indices have
been determined on the uteruses of rabbits after hor-
monal therapy and compared with the control group.

Estrogen has decreased apoptosis while there's
been no difference found with progesterone. Mitotic
figures increased slightly with estrogen and
decreased slightly with rogesterone, but none of
them were staistically significant.

On the other hand, pseudopregnancy has been
achieved on some rabbits by giving one dose of
human Chorionic Gonadotropin and mitosis and

apoptosis kinetics have been evaluated. There's
been an increase in mitosis and decrease in apopto-
sis on the 1*-4 " days and a decrease in mitosis and
a significant increase in apoptosis on the 5™ - 9"
days.

The increase in apoptosis can be downregulated
by giving Estrogen and Progesterone in the
oophorectomy group. The apoptosis blocking effect
of exogenous estrogen is more meaningful than
progesterone on the non-oophorectomy group and
the group with normal hormonal level.

Key Words: Apoptosis, mitosis,endometrium, estro-
gen, progesterone.

Apoptozis ya da programh hicre olimi, hicre
yikimindaki fizyolojik bir procestir. Hiicre 6liim( embriyo
ve fetliste morfogeneziste, ayni zamanda eriskinde de
normal doku homeostazinin devam ettirimesinde
oldukga dnemlidir. Menstriel siklus boyunca kadin gen-
ital traktinda hiicre 6limi ve yenilenmesi oldukca
duzenli bir sira ile olusur. Overde follikiil atrezisi ve
endometriumun siklik bir sekilde dokilmesinde apop-
tozis rol oynar. Patolojik durumlarda apoptozis ile hiicre
olumudnun durdurulmasi timér olusumunda temel bir rol
oynayabilir "'. Apoptozisin kadin genital sistemine 6zgu
birgok fizyolojik ve patolojik durumlarda temel bir proges
olmasi nedeniyle bu konuda genis bilgilere ihtiyac

TABLO 1: Ostojen ve prog onun apopitotik indekse etkisi
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Tablo 1 : Ostojen ve progesteronun apopitotik indekse etkisi



TABLO 2: Ostrojen ve progesteronun mitotik indekse
etkisi
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Tablo 2 : Ostrojen ve progesteronun mitotik indekse etkisi

duyulmaktadir.

Gunumizde gerek tedavi gerek replasman amaci ile
eksojen Ostrojen ve progesteron preparatlar yaygin
olarak kullanilimaktadir. Kaynaklarda normal menstriiel
siklusta apoptotik degisikliklerle ilgili yayinlar mevcut
olmakla birlikte eksojen ostrojen ve progesteronun
apoptoz Uzerindeki etkilerini arastiran invivo histopatolo-
jik calismalar az sayidadir #34,

Bu calismada normal tavsan endometriumunda ve
ayrica yalanci gebelik olusturulmasindan sonra ooferek-
tomi yapilan ve yapilmayan hayvanlarda eksojen olarak
verilen Ostrojen ve progesteronun normal doku home-
ostazinda major bir rol oynayan apoptozis (izerindeki
etkileri arastinlmistir. Calismada deney hayvani olarak
tavsanlarin secilmesinin sebebi strekli éstrus durumun-
da olmalari nedeniyle hormonal etkileri arastirmada iyi
bir deneysel model olusturmalanidir .

GEREG ve YONTEM

DENEY HAYVANLARI: Yaklasik alti haftalik, 3-4 kg
agrhgindaki, virgin, disi tavsanlar kullanidi. Her bir
tavsan ayn kafeslere alindi. Tavsanlar deney pro-
tokoliine uygun olarak tedavilerinin bitiminde boyun
atardamarlar kesilerek sakrifiye edildi. Uteruslar hemen
eksize edildikten sonra birkag mm lik enine kesitler
yapildi ve % 10 luk formol igerisinde tesbit edildi. Rutin
histopatoiojik takip yéntemlerinden sonra hazirlanan
kesitler Hematoksilen Eozin ile boyandi ve 151k
mikroskopunda incelendi.

HORMONLAR: 17 Beta dstradiol (O) ve progesleron
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TABLO 3:hCG'nin Al veMl'ye etkisi
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Tablo 3 : hCG'nin Al ve Mi'ye etkisi

(P) (Sigma) az miktarda aseton icinde c¢ozuldikten
sonra misir yagi ile dilue edildi ve tavsanlann arka
bacaklarindan intramtskiler olarak verildi. (O) dozu
ginlik 2,5 mg/kg, (P) ise 1 mg/kg idi. Yalanci gebelik
olusturulan hayvanlarda her hayvana tek doz distile
suda ¢6ztnmusg 100 Gnite human korionik gonadotropin
(hCG) intramuskiler olarak verildi. Hormon dozlarinin
belirlenmesinde daha 6nce yapilan arastirmalar esas
alindi & ° )

APOPTOTIK INDEKS VE MITOTIK iNDEKSIN
BELIRLENMESI : Her preparatta X 400 biyiitmede
rastgele secilmis alanlarda toplam 500 glanddiler hiicre
saylldi ve bu hicreler igindeki mitotik ve apoptotik
hicrelerin tim hiicrelere oram % olarak hesaplanarak
mitotik ve apoptotik indeks degerleri belirlendi.
Apoptotik cisimcikleri belirlemede Kerr ve ark. nin kriter-
leri kullanildi ®. Buna gore apoptotik cisimcikler sitoplaz-
malari kondanse homojen ve eozinofilik olan, koyu
bazofilik ve kondanse kromatini olan yapilar seklinde
gorulmektedir. Bazilarinda kondanse kromatin birden
fazla pargaya ayrlmig olarak gériiliirken bazilarinda ise
sitoplazma belirsizlesmis, klguk, tek bir kromatin
parcasi olarak kalmistir. Apoptotik cisimcikler bazen
gevredeki hicrelerden berrak bir halo ile ayrilmig olarak
gorulebilmektedir.

ISTATISTIK DEGERLENDIRME: Mann-Whitney Testi
kullanild.

| Kontrol (n=5) 14 0,4
(0) (n=3) 1 08
(P) (n=3) 1.4 0,2

Tablo 4 : (O) ve (P) uygulamasindan sonra ortalama Al ve Mi
degerleri

) Apoptotik|  Mitotik |
Deney Grubu indeks | indeks
Kontrol (n=5) 1.4 0,4
hCG (n=3) 46 0,2
hCG + Ooferektorimi (n=3) 8,6 0,2
hCG + Oaferektorimi (0)(n=3) 4.2 0,5
hCG + Qoferektorim +Progesteron (n=3) 28 0

Tablo 5 : Yalanci gebelik olusturulan ve ooferektomi yapilan
gruplarda ortalama Al ve MI degerleri
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Deney Grubu Apoptotik indeks Mitotik indeks
H_Kontrol (n=5) 1.4 0.4
hCG (n=3) 46 0,2
hCG +(0) (n=3) 2.4 0.4
| hCG (P) (n=3) 28 0,1

Tablo 6 : Yalanci gebelik olusturlup ooferektomi yapilmayan
gruptaki ortalama Al ve Mi degerleri

SONUGLAR

OSTROJEN VE PROGESTERON ETKISi: Galisma
basinda bes hayvan sakrifiye edilerek absolii kontrol
olarak kullanildi. Diger hayvanlar yukanda belirtilen
dozlarda O ve P aldilar. 24 saat ara ile iki enjeksiyon
yapildi ve son enjeksiyondan 24 saat sonra hayvanlar
sakrifiye edildi Sonuclar Fig 1A, 1B ve tablo | de goster-
ilmistir. O verilen grupta apoptoz diizeylerinde azalma
gézlenirken (p<0,05), P verilen grupta anlamh bir
degisiklik saptanmamistir. Kontrol ve P gruplarnnda
apoptotik indeks ortalama % 1 ,48, O grubunda % 1 dir.

Mitoz degerlerinde P verilen grupta kontrol grubuna
gore anlamli bir azalma gdzlenirken (p< 0,05) O grubun-
da bir farkliik saptanmamistir. Kontrol, O ve P gru-
plannin ortalama mitotik indeksleri sirasiyla % 0,48, %
0.84 ve % 0,2 dir.

hCG'NIN ETKIiSi: hCG enjeksiyonu ile endometrium-
da hiperplazi, proliferasyonun kesilmesi ve tam olarak
diferansiasyonu i1e giden bir yalanci gebelik tablosu
olusur "2, Bu sekilde tam olarak diferansiye ve hiper-
plazik bir endometrium modelinde de O ve P'nun apop-
totik ve mitotik indekse olan etkileri arastiriidi ve bu esna-
da bir grup hayvana ooferektomi yapilip endojen O ve
P'nun etkisi kesildikten sonra eksojen olarak O ve P ver-
ildi

Ooferektominin yapilacagl uygun zamani belirleye-
bilmek icin énce tek doz hCG yapilan tavsanlarda 24
saat ara ile 9. giine kadar her giin ortalama iki hayvan
sakrifiye edilerek apoptotik ve mitotik indeksleri belirlen-
di (Fig. 2). Mitoz degerleri 2. giinde hizla pik olusturdu ve
daha sonra giderek azalarak 5. giinde sifira kadar distu.

Apoptoz degerleri ise ilk glnlerde normalin altina
inerken 5. gunden itibaren giderek artis gosterdi ve 9.
glnde normalin 25 katina kadar giktr.

Proliferasyonun durup apoptotik hicre kaybinin
hentiz artmadigi 4. ginde hCG enjekte edilen hayvanlar
iki gruba ayrild:

1. grupta ooferektomi yapildiktan sonra yukarnda
belirtilen dozlarda 24 saat ara ile iki kez O veya P veya
misiryag: verildi.

2. grupta ooferektomi yapiimadan 1 . gruptaki hay-
vanlarla ayni dozlarda O veya P veya misiryagi verildi.

Deney hayvanlan her iki grupta da 2 glin sonra sakri-
fiye edildi. Ooferektomiden sonra apoptoz degerleri her-
hangi bir hormon veriimeyen hayvanlarda belirgin olarak

artti (p< 0,05). Mitozda ise anlaml bir degisiklik olmadi.
Apoptozdaki bir artis (O) ile her iki grupta da bloke
olurken (p< 0,05) mitozda farkliik saptanmadi. (P) da
benzer sekilde apoptozdaki artisi bloke ederken her iki
grupta da mitotik aktivite sifir ya da sifira yakin deger-
lerdeydi.

Ooferektomi yapilan ve yapilimayan hayvanlar birbiri
ile karsilastinldiginda apoptoz degerleri ooferektomi
yapiimadan (O) verilen grupta daha distiktir (p< 0,05).
(P) ile ise béyle bir etki gozlenmemistir. Mitoz deger-
lerinde de her iki grup arasinda anlaml farkliik buluna-
mamisgtir

TARTISMA

Uterus epitelinin proliferasyonu, farklilasmasi ve
olimii (O) ve (P) tarafindan regule edilmektedir . ©)
epitelde mitoz artisi, stromal konjesyon, édem ve bir
miktar enflamatuar hicre infiltrasyonuna sebep olur,
(P) ise endometriumda proliferasyonu inhibe etmek-
tedir "4, Apoptozisin hormonal regiilasyonu konusun-
da Rhesus maymunlarinda yapilan bir calismada iki haf-
talik dstradiol tedavisinden sonra endometriumda Ki-67
pozitif hiicrelerde artma ve apoptoz duzeylerinde azal-
ma saptanmigtir. Ostradiol ve (P)un kombine veriime-
siyle ise Ki 67 pozitif, proliferatif hiicreler az sayida ve
apoptoz belirlenemeyecek diizeylerdedir "

Deney hayvanlannda kontrasyon ve ooferektominin
prostat ve uterusta apoptozisi indiikledigi bilinmektedir
(16,17). Nawaz ve ark. hCG uygulanan tavsanlarda
ooferektomiden sonra apoptotik indekste olusan artisin
() + (P) ve 6zellikle (P) ile engellenebilecegini belirt-
mislerdir .

Bizim calisgmamizda ise normal hayvanlarda eksojen
(P)un apoptozu engelleme etkisi anlamli degilken, ©)
ile apoptoz dlzeylerindeki azalma anlamli bulunmus-
tur. hCG yapilan hayvanlarda endometriumda hiicrel-
erde belirgin bir proliferasyonla birlikte apoptotik
hiicrelerin oraninda azalma saptanmistir. Enjeksiyondan
48 saat sonra maksimum mitoz degerleri saptanirken
apoptoz degerleri normalin altindadir. Besinci ginden
itibaren mitoz degerleri sifira kadar diiserken apoptozda
belirgin artis vardir ve burada apoptotik indeks ile mitotik
indeks arasinda ters bir iliski oldugu goérilmektedir.

Ooferektomi yapilan hayvanlarda intaktlara gofe
belirgin apoptoz artisi mevcuttur. Bu artis (©) ve (P) ile
énemli 6lgiide engellenmistir. Ooferektomiden sonra ya
da ooferektomi yapilimadan (P) verilen gruplar arasinda
farkliik mevcut degildir. Ancak (O)ile ooferektomi yapil-
mayan hayvanlarda apoptoz degerlerindeki disme,
opere edilenlere goére daha belirgindir. Burada
muhtemelen endojen (O) hormonlari ile, eksojen olarak
verilen (O) aditif bir etki olusturmaktadir. (P)da ise benz-
er bir etki gézlenmemistir. Muhtemelen hedef dokular-
daki etki endojen (P) ile optimal diizeye ulagsmakta ve
eksojen olarak daha fazla (P) verilmesi apoptoz tzerinde
herhangi bir etki olusturmamaktadir.

Benzer sekilde yalanci gebelik olusturulmadan
sadece (O) ve (P) tedavisi yapilan hayvanlarda (©) ile
apoptoz degerleri disme gosterirken eksojen (P)un



apoptoz Gzerinde herhangi bir anlamh etkisi olmamistir.

Sonug olarak eksojen (O) ve (P)un hiicre prolif-
erasyonu ve apoptoz Uzerinde belirleyici rolleri vardir.
Hormon gekilmesi sonucunda ekzojen olarak verilen (O)
ve (P) apoptozisi engellemektedir. Normal hormonal
duzeylerde ise eksojen (O)in apoptozisi bloke etme etk-
isi (P)a gbre daha anlamli gozikmektedir ve bu yolla
uterus epitelinde asin gelisime, endometrial hiperplazi
ve karsinom gibi patolojik durumlarnin ortaya gikmasina
yol acabilir.
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