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OZET

Uterin fibroidleri, tireme cagindaki kadinlarda %50-%70 prevalansa sahip olan yaygin
jinekolojik iyi huylu timdrlerdir. Yillardir semptomatik fibroidlerin tedavisi cerrahi olarak
yapilmaktadir. Ancak, uterin fibroidlerinin etiyolojisinin anlasilmasi nedeniyle, son yillarda
bu tiimorlerin tedavisinde de gelismeler olmustur. Bu ¢alisma, Ulipristal Asetat (UPA) ve
D3 vitamininin uterin fibroidlerin histolojik 06zellikleri iizerindeki sinerjik etkisini
arastirmay1 amaglamistir. Bu amaca ulasmak i¢in, ortalama viicut agirligi 180-200 g olan 47
adet gebe olmayan disi Wistar albino rat rastgele secilimle 8 gruba ayrildi; Normal kontrol
grubu, D3 vitamini grubu, UPA grubu, uterin fibroid model grubu, D3 vitamini tedavi grubu,
UPA tedavi grubu, D3 vitamini+UPA tedavi grubu ve sham grup. Bu ¢alismada, gruplar
arasindaki kollagen igerik farkliliklarini degerlendirmek igin Masson trikrom boyamasi;
Gruplar arasindaki serumdaki MMP-9 ve TIMP-1 igerigini degerlendirmek i¢in ELISA
yontemi, gruplar arasinda diiz kas hiicre dagilimi, fibrosis, proliferasyon ve anti-apototik
etkileri degerlendirmek o-SMA, TGF-$3, PCNA ve Bcl-2 antikorlar1 ile
immiinohistokimyasal teknikler kullanilmistir. Tiim veriler degerlendirildiginde o6zellikle
proliferasyonun baskilanmasi agisindan D3 vitamini etkin bir tedavi olarak ortaya ¢iksa da
tiim belirtegler icin sinerjistik etkide UPA baskin 6zellik gostermis ve tedavide etkin oldugu
gosterilmistir. Kombine kullanimda, tek basina UPA veya D3 vitamininden histopatolojik
degisiklikleri onemli o6l¢iide iyilestirdigini, kollagen birikimini azalttigini, hiicresel
proliferasyonu azalttigini, apoptosisi indiikledigini ve fibrozis azalttigini bulundu. Bu, D3
vitamini ve UPA’nin, 6zellikle D3 vitamini eksikligi olan uterin fibroidleri hasta olan
kadinlar i¢in semptomatik uterin fibroidlerinin tedavisinde birlikte kullanilabilecegi
anlamina gelir.
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ABSTRACT

Uterine fibroids represent the most common gynecological benign tumors, with a 50%-70%
prevalence among reproductive-age females. For decades, the management of symptomatic
fibroids had to be surgical. However, because of advances in understanding the etiology of
uterine fibroids, there has been a noticeable improvement in the treatment of these tumors in
recent years. The present study aimed to investigate the synergistic effect of Ulipristal
Acetate (UPA) and vitamin D3 on the histological characteristics of uterine fibroids. In order
to reach this purpose, 47 non-pregnant female Wistar albino rats with an average body
weight of 180-200g have been randomly divided into 8 groups as follows: Normal control
group, vitamin D3 group, UPA group, uterine fibroid model group, vitamin D3 treatment
group, UPA treatment group, vitamin D3+UPA treatment group, and sham group. In this
study, Masson trichrome staining was used to evaluate the collagen content differences
between the groups; ELISA method was used to evaluate the serum content of MMP-9 and
TIMP-1 between the groups; Immunohistochemical techniques with a-SMA, TGF-$3,
PCNA, and Bcl-2 antibodies were used to evaluate smooth muscle cell distribution, fibrosis,
proliferation, and anti-apoptotic effects between the groups. When all the data were
evaluated, although vitamin D3 emerged as an effective treatment, especially in terms of
suppression of proliferation, UPA showed the predominant feature in the synergistic effect
for all markers and was shown to be effective in the treatment. It was found that the combined
use significantly improves histopathological changes, reduces collagen deposition, reduces
cellular proliferation, induces apoptosis, and reduces fibrosis better than UPA or vitamin D3
alone. This means that vitamin D3 and UPA can be used together in the treatment of
symptomatic uterine fibroids, especially for women who are complaining of uterine fibroids
and have vitamin D3 deficiency.
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1. GIRiS

Uterin fibroidler (=UF, miyomlar, fibromiyomlar, fibromalar veya leiomyomlar olarak da ifade
edilmektedir), dogurganlik cagindaki kadinlarda en sik goriilen benign pelvik tiimdrlerdir [1].
Klinik olarak 30 yasin {izerindeki kadinlarin %20-30'unda, 40 yasin {izerindekilerin %40'mdan
fazlasinda yiikseldigi ve daha sonra menopoz sirasinda geriledigi varsayilmaktadir [2]. 30 yasin
altindaki kadinlar igin goriilmesi nadirdir, ancak imkansiz degildir [1]. Dahasi, histerektomi
orneklerinin yaklagik %69-77'sinde Leiomyoma goriiliir [2]. Malignite orani (leiomyosarkom)

0.64/100 000 kadin / yildir ve 40 yasin altindaki kadinlarda ¢ok nadirdir [3].

Daha Onceki caligmalar uterin fibroid gelisiminde Ostrogenin roliine odaklanirken,
progesteronun Onemli rolii ancak yakin zamanda tanimlanmigtir. Progesteron, UF
hiicrelerinin mitotik aktivitesini arttirir [4]. Progesteron fizyolojik etkilerini reseptorleri olan
PRA ve PRB ile gosterir. Her iki PR izoformunun da miyometriyum ve UF’de varlig
gosterilmistir. Bununla birlikte UF’de PR ekspresyonu, komsu miyometriyumdan daha
ylksektir ve progesteronun hiicre proliferasyonu ve ECM birikimi yoluyla timor
biliyimesinde kritik roliinii gosterir [5]. Progesteronun EGF, TGF-$3, PCNA ve Bcl-2
proteinlerinin ekspresyonunu arttirarak UF bilylimesini ve sag kalimini etkiledigi
bildirilmistir [6]. Bunun yaninda egzersiz, stres, sigara kullanimi, diyet, obezite, kafein ve
alkol tiikketimi, UF gelisimi ve biiyiimesinde rol oynayan sinyal yolaklarini ve molekiiler

mekanizmalari etkiliyor gibi goriinmektedir [7].

UF’lerin %50 ile %651 asemptomatiktir. Semptomlarin varligi ve siddeti, fibroidlerin
biiytikliigiine, lokalizasyonuna ve sayisina baghdir, ancak biiyiikliik tek basina semptomlari
belirlemez. UF iligskili semptomlar, hafif ile siddetli arasinda degisir. Agir mensturasyon
kanamas1 ve pelvik basing en sik goriilen semptomlardir ve yasam kalitesi iizerinde olumsuz bir
etkisi olabilir. UF kaynakli kan kayb1 kronik demir eksikligi anemisi, bas donmesi, halsizlik ve
yorgunluga neden olabilir. Hastalar ayrica pelvik agr, kabizlik, idrar sikligi ve hatta idrar
retansiyonundan sikayet edebilirler. Ayrica, lokalizasyonuna gore fibroidler implantasyonu,
plasentasyonu ve devam eden gebeligi etkileyebilir. Bu nedenle, UF infertilite, spontan

aborsiyon, prematiire dogum ve fetal malpresyonun bir nedeni olabilir [3,8,9].

UF yonetimi semptomlara, fibroidin tipine ve biiyiikliigiine, hastanin yasina ve dogurganligi

koruma arzusuna baghdir. Bekleme tedavisi, cerrahi tedavi ve ilag tedavisi olmak {izere



segenekler bulunmaktadir. Cogu UF vakasmin tedaviye gereksinimi yoktur ve bekleme
tedavisi uygundur. Bilylimeyi izlemek i¢in hekim, 6 ayda bir aktif olarak biiytliyen fibroidleri
olan hastayr takip etmelidir [9]. Ote yandan, semptomatik UF’ler, cerrahi ve ilag

uygulamasinin kombinasyonu ile tedavi edilebilir.

Cerrahi tadavi yontemleri siklikla kullanilan yontemlerdir. Bunlardan histerektomi [UF’lerle
birlikte uterusun da alinmasi], uzun yillar boyunca tercih edilen ve halen en sik kullanilan
tedavi yontemidir. Histerektomi kesin bir islemdir ve fibroid niiksii riski olmadan
menstruasyonun tamamen sona ermesini garanti eder. Bununla birlikte, 6nemli morbidite,
uzun hastaneye yatis ve uzun bir iyilesme siiresi gz Oniinde bulundurulmalidir.
Histerektomi, dogurganligi korumak istemeyen semptomatik fibroidleri olan kadinlar i¢in
endikedir [3,9,10]. Diger bir cerrahi yontem olan Miyomektomi [sadece UF’lerin alinmasi]
uterusunu korumak isteyen kadinlar i¢in bir alternatiftir. Ancak miyomektominin; miyom
%20.3-22.9 olasilikla niiks olmasi, agri ve infertiliteye neden olabilecek yapisikliklar

dezavantajlarint olusturmaktadir [9-11].

UF tedavisinde cerrahiyi 6nlemeyi ve/veya en aza indirmeyi, amaglayan yontem ilag tedavisidir.
[lag tedavisinin temel amaci, tiimér hacmini azaltmak ve UF’lerin semptomlarini gidermektir [6].
Birden fazla tibbi tedavi prosediirii uygulanmaktadir: Non-steroid anti-enflamatuar ilaglar ve
antifibrinolitikler (traneksamik asit) gibi hormonal olmayan tedaviler [9] ile uzun yillardir 6nerilen
gonadotropin salgilayan hormon agonistleri (GnRH agonistleri) ve son yillarda GnRH
antagonistleri, aromataz inhibitorleri, progestin preparatlari ve segici progesteron reseptor
modiilatorleri (SPRM'ler) gibi hormonal tedaviler [3,6]. GnRH agonistleri, GnRH antagonistleri,
aromataz inhibitorleri ve SPRM'ler UF’lerin boyutunu kiigiiltiir. Ayrica SPRM'ler ameliyattan

kaginmanin yani sira preoperatif yonetim igin de etkilidir [3,6,9,10].

Ulipristal asetat (UPA), SPRM ailesi i¢inde, UF'lerin tibbi yonetimi i¢in en umut verici
ajandir. Secici progesteron reseptér modiilatorii olan UPA’nin fibroid biiylimesini inhibe
ettigi  gosterilmistir [12,13]. UPA, hiicresel proliferasyonun inhibisyonu, apoptosisin
indiiksiyonu ve ekstraselliiler matriks (ECM) birikimini azaltmak yoluyla fibroid hacmini
kiigiiltiir [14-16]. Yapilan ¢alismalarda UPA’nin, PCNA ve Bcl-2 ekspresyonunu azaltarak
UF hiicrelerinin proliferasyonunu inhibe ettigi buna karsin apoptosis indiikledigi
gosterilmistir [17]. Ayrica UPA tedavisinin UF hiicrelerinde matriks metalloproteinaz

(MMP) ekspresyonunu arttirdigr ve TIMP ekspresyonunun azalttigi, bunun sonucunda da



ECM’de kollagen birikimini engelleyerek fibrozisi yok ettigi bildirilmistir [18]. UPA; TGF-
B3lin serum ve timoér dokusu konsantrasyonunu diisiirerek UF dokusunda hiicre

proliferasyonu ve farklilasmasini da azaltir [19].

Yapilan literatiir incelemesinde D3 vitamininin kemik metabolizmasina olan etkileri yaninda
UF ile de iliskili olduguna dair yapilan ¢alismalara rastlanmistir; Bu ¢alismalar D3 vitamini

eksikliginin UF ig¢in bir risk faktorii oldugunu gostermektedir [20—23].

UF'leri olan kadinlarda serum D3 vitamini diizeylerinin genel popiilasyona gore anlamli
derecede diisiik oldugu ve D3 vitamini eksikliginin fibroid biiyiimesi ve gelisimi i¢in bir risk
faktorii olabilecegi bildirilmistir [24,25]. Klinik bir ¢alisma; UF'li kadinlarda D3 vitamini
takviyesinin fibroidlerin biiyiimesini stabilize ettigini ve ilgili semptomlarin baglamasin
onledigini gostermistir [26]. Bir baska randomize klinik ¢alisma, 12 hafta boyunca D3
vitamini tiiketiminin UF biiylimesini engelleyebilecegini ortaya koymustur. Calismanin
sonucunda arastiricilar; bu yontemin girisimsel bir tedavi olarak kullanilmasinin yararl
olabilecegini, ancak uzun vadeli etkilerinin belirlenmesi gerektigini vurgulamislardir [27].
2019 yilinda yayimlanan ve insan UF hiicreleri lizerinde yapilan bir arastirmada, D3

vitamininin UPA’in anti-fibroid etkilerini arttirdig1 bildirilmistir [28].

Tim literatiir bilgilerinden yola ¢ikarak bu ¢alismada deneysel uterin fibroid olusturulan
ratlarda D3 vitamini ve Ulipristal asetatin ayr1 ayr1 ve sinerjistik etkilerinin fibrotik,
proliferatif ve apoptotik yonlerden, immiinohistokimya ve ELISA yontemleri kullanilarak

incelenmesi amaglanmistir.






2. GENEL BILGILER
2.1. Uterus Embriyolojisi

Ikinci haftanin sonunda, embriyo epiblast ve hipoblast adi verilen iki diiz hiicre katmanindan
olusur. Ugiincii hafta basladiginda, embriyo gastrulasyon dénemine girer ve epiblasttan ii¢
embriyonik germ tabakasi (ektoderm, mezoderm ve endoderm) olusur. Gelisimin ti¢iincii ile
sekizinci haftalar1 arasinda embriyonik donem veya organogenez dénemi olaylanir ve bu
siiregte tic germ tabakasi viicudun doku ve organlarinin taslaklarna farklanir [29,30].
Mezoderm germ tabakasinin bir boliimii olan ara mezoderm (intermedier mezoderm) esas

olarak genitotiriner sistemin (gonadlar, genital kanallar ve bobrekler) kokenini olusturur.

Hem erkek hem de disi embriyolarda genital sistemin gelisiminin baglangici primitif iiriner
organlarla ortaktir. Ara mezoderm, intraembriyonik kélomun dorsal duvarinda iki tarafli bir
kabariklik olusturur. Urogenital kabariklik olarak adlandirilan bu yapimin medial bélgesi
genital kabariklik olarak isimlendirilir ve bu bolge ileride erkekte testis, diside ovaryumlara
farklanir [31]. Gonadlarin gelisiminde germ hiicreleri belirleyicidir. Gelisimin ilk 6
haftasinda erkek ve diside gonadlar benzer morfolojik 6zelliktedir ve bu evre “farklanmamis
evre” olarak isimlendirilir. 6. Haftada germ hiicrelerinin gonadlara ulagmasi ile birlikte,
germ hiicrelerinin sahip oldugu cinsiyet kromozomuna gore gonadlar testis ya da ovaryum
yoniinde farklanir. Germ hiicrelerinin sahip oldugu cinsiyet kromozomu bir yandan
gonadlarin disi ya da erkek yoniinde farklanmasini saglarken, ayni zamanda diger i¢ ve dis

genital organlarin da kaderini belirler [29].

Farklanmamis evrede, hem erkek hem de disi embriyonda iki ¢ift genital kanali vardir:
mezonefrik (wolffian) kanallar ve paramesonefrik (miillerian) kanallar. Paramesonefrik

kanallar uterus, tuba uterina ve vaginanin bir boliimiine farklanir [30,32].

Gebeligin 44. ve 48. giinleri arasinda paramesonefrik kanallar, lirogenital kabarikligin

anterolateral yiizeyinde k6lom epitelinin embriyo boyuna invaginasyonu ile olusur [29,32].

Paramezonefrik kanallarin kranial uglar1 huni benzeri bir yapiya sahiptir ve periton
bosluguna acilir. Kaudal olarak paramesonefrik kanallar 6nce mezonefrik kanallara kosut

uzanir, daha sonra mezonefrik kanallar1 ¢aprazlayarak median hatta uzanir. Bu diizlemde,



kars1 taraftan gelen paramesonefrik kanal ile birbirine yaklasir sonra kaynasarak “Y” harfi
seklinde bir uterovaginal primordiyum olusturur. Kaynasmis kanallarin kaudal ucu,
iirogenital siniisiin dorsal duvarina farklanir ve burada kiigiik bir sislik, siniis tiiberkiiliinti

olusturur [30].

Paramesonefrik kanallar kadin genital sisteminin biiyilk ¢ogunlugunu olusturur; tuba
uterinalar, paramesonefrik kanallarin kaynasmamis kranial kisimlarindan farklanirken,

uterovaginal primordium ise uterus ve vaginanin kranial boliimiine farklanir.

Uterusun endometriyum ve miyometriyum tabakalari splanknik mezoderm kdkenlidir.
Ayrica kaynasmis paramesonefrik kanal ligamentum latum’u olusturur. Uterus ile

ligamentum latum, pelvik boslugu rektuterin kese ve vezikouterin keseye boler [32].

2.2. Uterus Anatomisi

2.2.1. Uterusun yapisi ve yeri

Uterus, (Womb, Metra) kalin duvarli, armut bi¢imli, i¢i bos bir kas organidir. Geng nullipar
yetiskinde, uterus pelviste yer alir. Korpus mesane iizerinde bulunur, serviks mesane ile
rektum arasinda yerlesiktir. Yaklagik 8 cm uzunlugunda, 5 cm genisliginde, 2-3 cm
kalinligindadir. 30-120 g agirligindadir ve hamilelikte 1 kg'a ulasabilir. Uterus; fundus,
korpus ve serviks boliimlerinden olusur (Sekil 2.1-A). Fundus, tuba uterinalarin girisinin
istiinde, Korpus (Korpus uteri), tuba uterinalarin girisinin altinda bulunurken Serviks
(Serviks uteri), uterusun dar kismidir (yaklasik 2.5 cm uzunlugunda). Bir i¢ os, sevikal kanal
ve vaginaya acilan disg bir os'den olusur. Nullipar kadinlarda dis os yuvarlak veya oval
goriiniir, pardz kadinlarda ise enine yarik bir sekil alir{Sekil 2.1-B}. Isthmus (Isthmus uteri),
korpusun daralmis kismidir (yaklasik 1 cm uzunlugunda) [33-35]. Koronal boliimde, uterus
boslugu ters bir liggen seklini alir, sagital kesitte ise dar bir alana benzer [36]. Uterus, serviks
ve vaginanin bosluklar1 i¢ os (uterus ve serviks) ve dis os (serviks ve vagina) yoluyla

birbirine baglanir [33].

Anterior olarak uterusun govdesi, uterovezikal kese ve mesanenin iist yiizeyi ile iliskilidir.
Posterior olarak uterusun govdesi rektuterin kese (Douglas kese) ve igerigi ile
komsuluktadir. Lateral olarak ise ligamentum latum ve uterin arter ve ven ile komsuluk yapar
[33].
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Sekil 2.1. A. Uterus tiipiiniin ve uterusun anatomik kisimlart B. Serviksin dig os'si:
(yukarida) nullipar; (asagida) paréz C. Uterusun ters g¢evrilmis pozisyonu D.
Uterusun antevert ve anteflekslenmis pozisyonu [33]

Cogu kadinda (80%), uterus govdesi anterior olarak mesaneye dogru biikiilmiistiir
(antefleksiyon) ve serviks asagi ve geriye dogru (anteversiyon) yonlenmistir [dis os rektuma
dogru isaret eder]{Sekil 2.1-C,D}. Bu pozisyon, intraabdominal basinci artarsa uterusun
vaginadan disar1 ¢itkmasini dnler. Bazi kadinlarda ise (20%) uterus govdesi posterior olarak
rektuma dogru biikiiliir (retrofleksiyon) ve serviks asagi ve ileriye dogru (retroversiyon)

lokalizedir [dis os mesaneye dogru yonlendirilir] [33,35].

2.2.2. Uterusun baglar

Endopelvik fasya; pelvik boslugu c¢evreler, pelvik i¢c organlarin kapsiiliinii yapar, kan
damarlar1 ve sinirler etrafinda kiliflar olusturur. Cesitli yerlerde bu yogunlasir ve i¢ organlari

pelvik duvara tutunduran baglar olusturur. Uterus ile ilgili baglar sunlardir [36]:



= Ligamentum latum uteri, uterusun kenarlarindan pelvisin yan duvarlarina ve tabanina
uzanan ¢ift katmanli mezenterdir. Ovaryumlart (mezovaryum), tuba uterinalar
(mezosalpinks) ve uterusu (mezometriyum) sarar.

= Ligamentum teres uteri, tuba uterinalarin kosesinden anterior olarak lateral pelvik
duvara uzanan ve inguinal kanaldan Labia majoraya gegen fibromiiskiiler bir kordondur.
Uterusun pozisyonunu stabilize eder.

= Ligamentum cardinale uteri, pelvisin lateral duvarlarindan servikse ve vaginanin iist
ucuna gecen fibromiiskiiler pelvik fasyadir.

»= Ligamentum rectouterinum, bag dokusu, serviksin kenarlarindan sakrumun ortasina
kadar iistten ve hafifce dorsal olarak seyreder.

= Ligamentum pubocervicale, serviksi pubik simfizin arka yiizeyine baglar.

Ligamentum pubocervicale, Ligamentum cardinale uteri ve Ligamentum rectouterinum,
ozellikle Ligamentum cardinale uteri, perine membrani, levator ani kaslar1 ve perine cisim

ile birlikte pelvik boslukta uterusun stabilize edilmesinde 6nemli bir rol oynar [33-35].

2.2.3. Uterusun kan damarlar:

Uterus, esas olarak internal iliak arterin bir dali olan uterin arter tarafindan beslenir. Uterin
arter, lireterin Oniinden gecer ve i¢ os seviyesinde servikse ulasir, daha sonra ligamentum
latum uteri'nin iki tabakasi arasinda uterusun lateral duvari boyunca yiikselir ve son olarak
ovaryan arteri ile anastomoz yapar. Seyri sirasinda, uterin arter serviks ve vajinaya kiiciik
bir dal verir. Uterus ayrica ovaryan arterden kan alir. Uterin ven uterin arteri takip eder ve

internal iliak vene akar [33].

2.2.4. Uterusun lenfatik drenaji

Uterusun fundusundan gelen lenf damarlar1 ovaryan damarlari boyunca lomber lenf
bezlerine gecer, ancak bu damarlarin bazilar1 uterusun ligamentum teres uteri boyunca
yizeyel inguinal lenf bezlerine gecer. Uterus govdesinin ¢ogundan lenfatik damarlar
ligamentum latum uterin iginden dis iliak lenf bezlerine ulasir. Serviksten gelen damarlar ise
uterus damarlar1 boyunca ligamentum cardinale uterin iginden gegerek i¢ iliak lenf bezlerine

akar, ayrica ligamentum rectouterinum boyunca geger ve sakral lenf bezlerine agilir [34].



2.2.5. Uterusun sinir beslemesi

Uterus, Pleksus hipogastrik inferiordan sempatik ve parasempatik sinirler (pelvik pleksus
olarak da bilinir) tarafindan innerve edilir. Pleksus hipogastrik inferior, rektumun, mesane
tabaninin ve vaginanin her iki tarafinda yer alir. Her pleksus, bir hipogastrik sinirin (Pleksus
hipogastrikus superior’dan) ve pelvik splanknik sinirin birlesmesinden olusur. Dolasim
esnasinda pelvik i¢ organlar1 innerve eden rektal pleksusa, uterovaginal pleksusa, ve vezikal
pleksusa koken verirler. Pleksus hipogastrik inferior postganglionik sempatik lifler,
preganglionik ve postganglionik parasempatik lifler ve viseral afferent lifler igerir.
Parasempatik lifler pelvik pleksusa pelvik splanknik sinirlerden (S2'den S4'e) girer, uterus
gevsemesi ve vazodilatasyonunu saglar. Sempatik lifler, hipogastrik sinirlerden ve sakral
splanknik sinirlerden (T10'dan L2'ye) Pleksus hipogastrik inferiora girer; uterus kasilmasi
ve vazokonstriksiyonuna neden olur. Visseral afferent lifler ise sempatik lifler (L1-L2
seviyelerine veya T11-T12 seviyelerine) ve parasempatik lifler (S2-S4 seviyelerine) yoluyla
agr1 ve diger hisleri tasir [33,35,36].

2.3. Uterusun Histolojisi

Histolojik olarak uterus duvari, li¢ katmandan olusur. Bu katmanlar disaridan igeriye dogru

asagidaki gibi diizenlenmistir [37,38]:

=  Perimetrium, uterusun baglari ile devam eden bag dokusu tabakasidir, Diger organlarin
tunika serozasina karsilik gelir. Mesaneye komsu olan duvar1 adventisyadir.
=  Miyometriyum, kalin yiiksek vaskiilarize diiz kas tabakasidir.

=  Endometriyum, uterusun mukozasidir.

Perimetriyum uterusun 6n yiizii adventisya ile kaplidir; bdylece, bu alan retroperitonealdir.
Fundus ve uterus govdesinin arka ylizeyi ise mezotel ve ince bir gevsek bag dokusu

tabakasindan olusan seroza ile kaplidir. Bu nedenle bu alan intraperitonealdir [37,39].

Miyometriyum uterus duvarinin en kalin tabakasidir. Birbirinden kesin sinirlar ile ayird
edilemeyen ii¢ diiz kas katmandan olusur. D1s ve i¢ tabakalar uzunlamasina diizenlenmis diiz
kas liflerinden olusur. Yiiksek vaskiilarize orta tabaka dairesel olarak diizenlenmis diiz kas
demetlerinden olusur ve ¢ok sayida biiylik kan damari ve lenfatik icerir, bu nedenle stratum

vaskiilare olarak adlandirilir [37,39]. Serviks yakininda diiz kas dokusu yerini fibroz bag
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dokusuna birakir. Servikste miyometriyum, elastik lifler ve daginik diiz kas hiicresi i¢eren

yogun, diizensiz kollagen6z bag dokusundan olusur [39].

Miyometriyal kas hiicrelerinin sayis1 ve biiylikliigli Ostrogen seviyesine bagli olarak
degiskenlik gosterir [39]. Gebe olmayan kadinlarda miyometriyal diiz kas hiicreleri yaklasik
50 um uzunlugundadir [37]. Gebelik sirasinda ise, artan Gstrogen seviyesine bagli olarak
uterus hacimce biiyiik bir genislemeye ugrar. Oncelikle mevcut diiz kas hiicreleri biiyiik
ol¢iide biiyiir (hipertrofi) ve 500 pm uzunluga veya daha fazlasina ulasabilir. Ikincil olarak,
mevcut kas liflerinin boliinmesi ve farklilasmamis mezenkimal hiicrelerin farklilagsmasi ile

yeni diiz kas lifleri (hiperplazi) olusur [37,40].

Gebelik sirasinda uterus olagan dis1 genislemesine karsin, miyometriyal diiz kas hiicreleri
relaksinin etkisi nedeniyle biiziilmez, dogum sirasinda ise miyometriyal kasilma, uyarici bir
faktor olan oksitosinin kontrolii altindadir [40]. Fotiistin siirekli biiytimesi nedeniyle uterus
duvart ¢ok ince hale gelir. Dogumdan sonra miyometriyal diiz kas hiicreleri kiiciiliir ve
bazilar1 apoptosise ugrar. Gereksiz kollagen enzimatik olarak yok edilir ve uterus neredeyse
orijinal boyutuna geri doner, ancak uterus duvari gebelik 6ncesine gore daha kalin ve uterus

boslugu ise dncekinden daha biiyiik kalir [37].

Endometriyum uterusun mukozal katmanidir, tek katli prizmatik epitel ve lamina propria'dan
olusur. Epitel hem silyasiz salgi yapan Peg hiicrelerine hem de silyali hiicrelere sahiptir.
Lamina propria, tip 11l kollagen lifleri, bol miktarda fibroblast, makrofajlar ve 16kositleri
icerir. Lamina propriada basit dalli tiibiiler bezler olan uterus bezleri bulunur (Gl uterinae).
Bu bezler, ovaryum hormonlarina gore siklik degisiklikler gdsterir. Bezlerde silyali hiicreler

bulunmaz [38,39].
Islevsel olarak, endometriyum iki katmandan olusur:

= Stratum fanksiyonale kalin, yiizeysel bir tabakadir (1 - 7 mm kalinlik), bu tabaka
menstruasyon sirasinda dokiiliir [39].

= Stratum bazal (yaklagik 1 mm kalinlikta), miyometriyuma bitisik tabakadir. Esas olarak
yiiksek oranda hiicresel lamina propria'dan olusur ve uterus bezlerinin bazal boliimlerini
icerir. Stratum bazale menstruasyon evresinden sonra stratum fonksiyonelinin

yenilenmesinden sorumludur [38,39].
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Endometriyumu besleyen kan damarlart miyometriyumun orta tabakasindan kaynaklanir.
Uterin arter, stratum vaskiilarde anastomoz yapan 6 ile 10 Arkuat artere agilir. Arkuat
arterler, Stratum bazale'ye giren radyal arterlere acilir. Kiigiik bir dal sadece bu tabakay1
besleyen kiiclik diiz arterlere dallanir. Radyal arterin ana dali ise endometriyuma dogru
ilerler ve uzun, progesterona duyarli spiral arterleri olusturur. Spiral arterler daha sonra
Stratum fanksiyonale'nin bezlerini ve bag dokusunu besleyen zengin bir kapiller ag yapisi
olusturur [37-39].

2.3.1. Menstruel siklus sirasinda endometriyumda olaylanan degisiklikler

Menstruel siklus, endometriyumun fonksiyonel tabakasinda meydana gelen bir dizi
degisimleri igerir. Stratum bazalede herhangi bir degisim olaylanmaz. Menstruel siklus,
ovaryum steroidlerinin salgilanmasini diizenleyen hipofiz bezi tarafindan ({iretilen
gonadotropinlerin kontrolii altindadir. Normal mestruasyon dongiisii kanamanin basladigi
giinden itibaren 28 giinliik bir dongiidiir [37]. Dongii sirasinda endometriyum birbirini

izleyen ii¢ fazdan geger [37,39,40]:

Menstruel faz

Menstruel siklusun baslangi¢ fazidir. Ovaryumdan salgilanan Gstrogen ve progesteronun
azalmasindan kaynaklanir. Bu hormonal diisiisiin bir sonucu olarak, stratum fonksiyonle’nin
kanlanmasinda degisiklikler meydana gelir. Kanama baglamadan 1-2 giin 6nce, Spiral
arterlerin duvarlarinda birkag saat siiren periyodik kasilmalar baglar ve bu durum stratum
fonksiyonele'nin hipoksi ve aralikli iskemisine yol acar [37]. (Baz1 kaynaklar bu evreye
iskemik veya premenstruel faz adini verir [40]). Bu siirenin sonunda, spiral arterler kalic1
olarak sikisir. Bezler, fonksiyonel tabakaya giden oksigenin azalmasi nedeniyle salgilanmay1
durdurur ve kapanir [39]. Kisa bir siire sonra spiral arterler tekrar genigler, ancak arteriyel
kasilma siirelerinin devam etmesi kisa siireli kan akis1 sebebiyle, spiral arterlerin yiizey
epitelinin bozulmasi ve son olarak kopmalar1 meydana gelir. Béylece riiptiire damarlardan
gelen bozulmus kan, dejenere stratum funksiyonale ile birlikte menstruasyon kanamasi
olarak vagina yoluyla atilir. Kanamanin bagladig1 glin menstruasyonun 1. giinii kabul edilir
[39]. Dokiilme islemi stratum bazaleye ulasana kadar siirer. Bu faz 3 ile 4 giin devam eder

ve stratum fonksiyonale ile birlikte yaklasik 35 ml ile S0 ml kan kaybedilir [37].
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Stratum bazale, diiz arterlerinden kan akisinin siirekliligi nedeniyle canli kalir. Stratum
bazalede bulunan bezlerinin taban kisimlarinda bulunan hiicreler prolifere olmaya baslar, bir
yandan da yeni hiicreler uterus yiizeyine go¢ eder ve lamina proprianin dokiilen bag dokusu

ile epitelizasyona baglar. Boylece proliferatif faza girilmis olur [39].

Proliferatif faz (Ostrogenik faz)

Folikiiliin olgunlagmasi ile eszamanli olarak ortaya ¢ikar ve dstrogen hormonunun kontrolii
altindadir. Yaklasik 4. veya 5. giinde baslar ve 14. giine kadar devam eder [39]. Menstruel
faz bittiginde endometriyum yaklagik 1 mm kalinligindadir ve sadece uterus bezlerinin bazal
kisimlar1 ve diiz arterleri olan stratum bazalden olusur [37]. Sekonder folikiillerden itibaren
sekrete edilen 0strogenin etkisi altinda, bezlerin bazal bolgesindeki hiicreler bezleri yeniler
ve dokiilen endometriyal yiizeyi kaplamak i¢in go¢ eder. Stromal hiicreler ¢ogalir, temel
madde ve kollagen salgilarlar, es zamanli olarak spiral arterler uzar, ancak endometriyumun
ticte birin iist kismina ulagmazlar [37]. Bu asamada, endometriyum basit prizmatik epitel ile
kaplanir ve uterus bezleri tiibiilerdir, limenleri dar ve neredeyse bostur [38]. Proliferatif
fazin sonunda, endometriyum yaklasik 3 mm kalinligindadir, bezler hafif kivrimli bir

goriiniime sahiptir ve epitel hiicrelerinin tabaninda glikojen birikimleri vardir [37].

Salgilama fazi (progestasyonel faz)

Lluteal faz olarak da adlandirilir, ovulasyondan 1-2 giin sonra baslar, yaklagik 13 giin siirer
ve korpus luteum tarafindan salgilanan progesteron hormonunun etkisi altindadir [39]. Bu
faz sirasinda, stromada biriken glikojen nedeniyle, endometriyum 6demli hale gelir ve 5-6
mm kalinliga ulagabilir. Bezler biiytir, olduk¢a kivrimli ve dalli hale gelir ve salgt iiriinleri
ile doldukga, liimenleri kese goriiniimiinii alir. Bezler tarafindan iiretilen salgi iiriinleri besin
bakimindan zengindir ve implantasyon meydana gelirse embriyonik gelisim i¢in dnemlidir.

Spiral arterler kivrintili olarak endometriyal yilizeye ulasana degin uzar [37,39].

2.4. Uterin Fibroidlerin Tarihgesi, Epidemiyolojisi ve Etiyolojisi

Uterin Fibroidler, antik dénemden itibaren bilinmekte olup; ilk olarak Hipokrat tarafindan
“uterus taslar1” olarak adlandirilirken, Galen, M.S ikinci ylizyilda onlar1 “skleromlar”

olarak tammlamistir. Ingiliz Miizesi'nde sergilenen bazi mumyalar iizerinde yapilan
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radyografik incelemelerde de UF oldugu diisiiniilen kalsifiye pelvik kitlelere rastlanmistir

[41,42].

UFlerin, tibbi olarak tanimu ilk olarak 1793 yilinda Londra'daki St. George Hastanesinden
Matthew Baillie tarafindan yapilmistir [7,43]. ”Fibroid" terimi Rokitansky (1860) ve Klob
(1863) tarafindan kullanilmistir. Alman patolog Virchow ise bu tiimorlerin uterus diiz
kasindan kaynaklandigini gostermis ve klinik olarak ilk “Miyom” terimini kullanmistir.
Miyom endikasyonlarina baglh olarak ilk laparotomi ise 1809'da Danville’de yapilmistir

[41].

UF insidansinda Onemli etnik farkliliklar vardir. Epidemiyolojik ¢aligmalar, UFlerin
zencilerde, Kafkas kadinlarindan daha yaygin oldugunu gostermistir. Dahasi, Afrikali-
Amerikali kadinlarda uterus fibroidleri daha erken yasta teshis edilir ve Kafkas
kadinlarinkinden daha semptomatik ve daha biiyliktiir [1]. UFlerin aile oykiisii de rol
oynayabilir. Birinci derece akrabalarda uterin fibroidler riskinin iki katina ¢iktigi,
monozigotik ikizlerde, ikizlerden birinde UFler ortaya cikarsa, dizigotik ikizlerin
gebeliginden daha yiiksek risk altinda olduklari bildirilmistir [6]. Birgok galisma tarafindan
dogrulandig1 iizere, gebeligin koruyucu mekanizmasi bilinmemekle birlikte parite, UF

gelisimi riski ile ters orantilidir [44].

UF’nin ana etiyolojisi bilinmemektedir, ancak {i¢ yolla ilgili olaylarin olusumundan
kaynaklandig1 diistiniilmektedir: 1) Seks steroid hormonlar1 2) Diizensiz yara iyilesmesi ve
3) Genetik anomaliler. UF biiyiimesi i¢in hem 06strogen hem de progesteron onemlidir
[45,46]. Fibroidler genellikle iireme yillarinda ortaya ¢ikar. UF sahibi kadinlar daha yiiksek
ostrogen, aromataz, progesteron reseptorii (PR) ve Ostrogen reseptori-o (ER-a)
konsantrasyonlarina sahiptir [46,47]. Progesteron, UF hiicrelerinin gelisimine ve
cogalmasina yardimci olurken, Ostrogen progesteronun kullanilabilirligini artirarak
progesterona karsi doku duyarliligini arttirir [47]. Bir baska olasi teori, tekrarlanan
miyometriyal hasar ve onarimin UF olusumuna yol agabilecegidir. Patogenez, ameliyattan
sonra keloidlerin (hipertrofik skarlar) gelisimiyle karsilastirilabilir bir sekilde yaralanmaya
verilen cevaba benzer olabilir [48]. Genetik olarak; UF’lerin yaklasik %50'sinde kromozom
12'nin trizomisi, kromozom 7'nin uzun kolundaki delesyonlar, 12g15'in rreorganizasyonu ve

MED12 ve HMGA2 genlerinde mutasyonlar gériilmiistiir [49].
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2.5. Uterus Fibroidlerinin Histolojik Ozellikleri ve Etkin Olan Ekstraselliiler Matriks
Bilesenleri, Sitokin ve Biiyiime Faktorleri

Mikroskobik olarak farkli varyantlar gosterebilir: 1)- Birden fazla diizensiz ¢ekirdege sahip
biiyiik hiicrelerden olusan bir kokteyl ile karakterize Bizarre ¢ekirdeklere sahip fibroid. 2)-
Normal miyometriyuma kiyasla hiperseliilerlik gosteren Hiicresel fibroid. 3)- Hidropik
fibroid, 6demli degisime ve kistik kavite olusumuna yol agan genis hidropik degisime sahip
timordiir. 4)- Mitotik olarak aktif fibroid, 5-14 mitotik rakam /10 HPF olan ve koagiilatif
timor nekrozu veya diffiiz orta ile siddetli niikleer atipi olmayan timdrdiir. 5)- Apoplektik
fibroid, esas olarak progesteron tedavisi goren bir hastada gelisen genis enfarktiis tipi
nekrozlu bir timori ifade eder. 6)- Lipoleiomyoma tipik fibroid ve olgunlagmis adipositlerin
karisimidir. 7)- Epitelioid fibroid, eozinofilik sitoplazmali ¢okyiizlii, oval veya yuvarlak
hiicrelerden olusur. Bu tiimorde koagiilatif tiimdr nekrozu yoktur ve mitotik rakamlarin
say1s1 minimaldir. 8)- Miksoid fibroid, tiimoér hiicreleri arasinda Alcian blue (+) asidik miisin
birikimi ile karakterizedir. Bu tiimor diizgilin sinira sahiptir ve mitotik rakamlar iki veya daha

az / 10 HPF'dir [2,6].

UF’lerin en Onemli tanimlayict Ozellikleri ekstraselliiler matris bilesenlerinin asir1
birikmesidir [50]. Normal miyometriyum ile karsilastirildiginda, UF’lerdeki kollagen lifler
daha kisa ve anormal sekilde yapilanmiglardir. Ayrica UF’ler, normal miyometriyuma gore
daha fazla kollagen (Tip I, Il, 11l ve V) bulundurur ve Tip I/111 kollagen oran1 bozulur [50—
52]. Bazi galigmalar, UF’lerin ECM'sinde baskin kollagenin tip I oldugunu bildirmistir
[53,54]. Kollagen; fibrozise ve artmig UF hacmine neden olur, ayrica diiz kas hiicrelerinin
cogalmasinda da rol oynar [52,53,55]. Ayni1 zamanda apoptosise kars1 direnglidir ve sonug

olarak, uterus diiz kas hiicrelerinin diizensiz artan proliferasyonu izlenir [56,57].

UF hiicreleri ayrica, matris metaloproteinazlar (MMP'ler) ve MMP'lerin doku inhibitérleri
olan (TIMP'ler) proteolitik enzimleri de eksprese eder. MMP'ler, ECM'nin bozunmasindan
sorumlu olan ¢inko - bagimli endopeptidazlardir [50,58]. Bu enzimler esas olarak
fibroblastlar, kondrositler, monositler, nétrofiller ve makrofajlar, ayrica epidermisteki
keratinositler gibi baz1 epitel hiicreleri ve kanser hiicreleri tarafindan iiretilir [37]. insanlarda
24 tip MMP’ler tanimlanmustir [37,59]. Bunlardan MMP-2 ve MMP-9, ECM molekiillerinde
major kollageni sindiren en 6nemli proteolitik enzimlerdir. MMP'lerin aktivitesi 6zellikle

metaloproteinazlarin doku inhibitorleri (TIMP'ler) tarafindan inhibe edilebilir ve MMP'lerin
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ve TIMP'lerin rollar1 arasindaki denge, ECM'nin yeniden sekillendirilmesi i¢in kritik 6neme
sahiptir. Bu nedenle, bazi hastaliklarda MMP ve TIMP'lerin asir1 ekspresyonu, ECM'in
genis Olglide bozunmasiyla iliskilidir [58]. TIMP-1 ve TIMP-2'nin sirasiyla MMP-9 ve
MMP-2'yi bagladig1 bilinmektedir [60]. Mevcut ¢alismalar MMP -1,-2, -3, -9, -11, -14, -16
ve -24'in ekspresyonunun UF'lerde yiikseldigini goslermistir [50,61,62].

UF hiicrelerinde ECM sentezini diizenleyen ve fibrozise katilabilen ¢esitli biiyiime faktorleri
ve sitokinler vardir. Biiylime faktorlerinin 6nemli bir 6rnegi, doniistiiriicii biiylime
faktortinii-p’dir (TGF-B). TGF-B, bir¢ok dokuda hiicre dongiisiiniin ilerlemesinde,
proliferasyonda ve hipertrofide inhibitdr ve uyarici bir rol oynayan ii¢ izoformlu (TGF-B1,
TGF-B2 ve TGF-B3) bir polipeptittir [37,53]. Hem TGF-p hem de reseptorleri normal
miyometriyumda [63] ve UF’lerde [64] eksprese edilmektedir. TGF-B3 baskin izoformdur
ve normal miyometriyuma kiyasla UF dokusunda onemli Ol¢iide artar. TGF-B3, normal
miyometriyal ve UF hiicrelerinde basta kollagen tip I olmak iizere cogu ECM bilesenlerinin
ekspresyonunu arttirirken [50,65], MMP-2 ve MMP-11 sentezini azaltir [66]. Bu sonuglar,
TGF-B3'tin UF’yi tamimlayan fibrotik siirecin karakterizasyonunda temel roliinii
gostermektedir [62]. Lee ve arkadaslar tarafindan yapilan bir ¢alismada TGF-B3 ve TGF-
B1 uygulamasmin normal miyometriyuma kiyasla UF’lerde ECM birikimini ve hiicre

proliferasyonunu arttirdig1 goriilmiistiir [67].

UF, fibroz ECM’ye ek olarak diiz kas hiicrelerinin c¢apraz demetlerinden olusur.
Mikroskobik incelemelerde UF’lerde diiz kas hiicrelerinin boyca uzadiklari ve eozinofilik
sitoplazmaya, diizensiz sekilli ¢ekirdeklere sahip olduklar1 bildirilmistir. UF’de, diiz kas
hiicreleri, ¢cevreleyen normal miyometriyuma kiyasla daha siki paketlenmis goriiniir ve bu
UF’ye daha hiicresel bir goriiniim kazandirir [2]. Submukozal UF’lerin diiz kas hiicrelerinin
(SMC) a-SMA, PCNA, vb proteinlerin isaretlenmesiyle yapilan immiinositokimyasal
degerlendirmeler sonucunda kontraktil ve proliferatif fenotip diiz kas hiicrelerinden

olustugu belirlenmistir [68,69].

Miyofibroblastlar, hem fibroblastlarin hem de diiz kas hiicrelerinin 6zelliklerini gosteren
modifiye fibroblastlardir. Miyofibroblastlar, ECM'nin sentezi veya bozunmasi ve
cevresindeki dokunun kasilmasiyla bag dokusu sekillenmesini yeniden diizenleyebilir. a-diiz
kas aktinin (a-SMA) ekspresyonu, miyofibroblastlarin kontraktil fenotipinin ayirt edici bir
ozelligidir [38]. Protik ve arkadaslarinin yaptiklari bir ¢alismada UF dokusunda a-SMA
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pozitif ve desmin negatif hiicreler ve ¢ok miktarda kollagen bulundugu, bunun da ECM
birikiminde miyofibroblastlarin varligi1 ve rolini gosterdigi bildirilmistir [70].
Miyofibroblastlar inflamatuar sinyallerle aktive edilir ve doku homeostazinin saglanmasinda
onemli rol oynar. Tekrarlanan ovulasyon, menstrilasyon, implantasyon, zararli uyaranlar,
hipoksi ve oksidatif stres uterusta kronik inflamatuar bir durum olusturabilir. Boyle bir
durumda uterus dokusunda yaralanma meydana gelebilir. Sonucunda da, TGF-B ile
fibroblast hiicreleri aktive edilir, bu hiicrelerin bir kismi da doku onarimi ve homeostazi
desteklemek adina miyofibroblastlara farklanir (Sekil. 2.2). Bununla birlikte, kronik
inflamasyon siirecinde miyofibroblastlar apoptosise diren¢ gosterir ve patolojik fibrozise

neden olan ECM iiretmeye devam eder [50,68].

TGF-B IL-1B, TNFa, etc.
v

o-SMA  (myofibroblast )

Sekil 2.2. Fibroblastlarin TGF-f ile aktivasyonu. TGF-B, TGF-B reseptoriine baglanir ve
Smad2 / 3'ii aktive eder. Aktive olan Smad2 / 3, Smad4 ile baglanir ve fibrozis
icin ¢ok Oonemli olan gen ekspresyonunu diizenlemek adina ¢ekirdege aktarilir.
Aktive olmus Smad2 / 3, Smad aktivasyonunu inhibe eden ve IkBa'y1 asiri

eksprese eden ve boylece inflamatuar yaniti baskilayan Smad7'yi de aktive
edebilir [68]

Son yapilan ¢aligmalarda, en yaygin iki UF alt tipi olan MED12- LM ve HMGA2- LM larin
ikisinde de, hiicrelerin yaklasik %90'mmin diiz kas hiicreleri (SMC) ve tiimorle iliskili

fibroblast (TAF) oldugu ortaya konmustur [71].

UF dokusunda hiicrelerin proliferasyonu ve apoptosis oranlari arasinda bir dengesizlik
vardir; UF artmig hiicresel proliferasyon ve azalmis hiicresel 6liim ile karakterizedir [72].
Baz1 deneysel ve klinik ¢alismalarda, prolifere hiicre niikleer antijeni (PCNA) ve Bcl-2

proteinlerinin saptanmasi, sirasiyla hiicre proliferasyonunu ve apoptosisi analiz etmede
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yardimci olabilecegi bildirilmistir. PCNA, prolifere hiicrelerin ¢ekirdeginde lokalize bir
molekiildiir. DNA replikasyonu, onarimi ve hiicre dongiisii diizenlemesi gibi ¢esitli hiicresel
islemler i¢in bir kofaktor gorevi goriir [73]. Bir ¢alismada, normal miyometriyuma karsin
UF dokularinda PCNA'nin asir1 ekspresyonunu gosterilmistir [72]. Holdsworth-Carson ve
arkadaslar1 tarafindan yapilan daha yeni bir ¢alisma, biiyiik fibroidlerin kii¢liklerden daha
fazla PCNA eksprese ettigini, biiyiik fibroidlerde asir1 hiicre proliferasyonu oldugunu
gostermektedir [74]. Apoptosis, yasli, hasarli ve istenmeyen hiicrelerin ortadan kaldirdigi,
programlanmig hiicre Oliimiiniin aktif bir dogal seklidir. DNA par¢alanmasi, hiicre
biiziilmesi, mitokondriyal islev kayb1 ve apoptotik cisimlerin olusumu ile karakterizedir.
Hiicrelerde mitokondriyon, hiicresel stresin algilanmasi ve sitokrom c¢ gibi proteinlerin
sitoplazmaya birakilarak apoptosisin baslatilmasindan sorumludur. Bu da hiicre
dejenerasyonundan sorumlu kaspazlar ad1 verilen bir proteolitik enzim kaskadini aktive eder.

Bu olay Bcl-2 protein ailesi tarafindan diizenlenir [37,75].

B hiicreli 16semi/lenfoma-2 (Bcl-2), Bcl ailesine ait olan ve antiapoptotik bir faktor olarak
hareket ederek apoptosisde merkezi bir rol oynayan bir proteindir. Eski ve yeni ¢alismalar,
UF’lerde Bcl-2 proteininin normal miyometriyuma karsin asirt ekspresyonunu ortaya
koymustur ve bu durum Bcl-2'yi UF gelisiminin tanimlanmasi i¢in molekiiler belirteglerden
biri yapar [76,77]. Ayrica gesitli caligmalarda, bir ilacin veya baska bir maddenin UF
iizerindeki etkisini veya etkinligini test etmek i¢in standart olarak hiicre proliferasyonu ve

apoptosisi kullanilmustir [13,78,79].

2.6. Steroid Hormonlarmin Uterin Fibroid Patogenezindeki Rolii

Steroid hormonlar UF olusumu ve biiylimesinde 6nemli rol oynar. Bununla birlikte 6strogen
ve progesteronun UF biyolojisindeki gercek islevsel rolii heniiz tam olarak anlagilamamustir.
UF’ler klasik olarak Ostrogen bagimli tiimorler olarak kabul edilmistir [47]. Nedeni

maddeler halinde siralanacak olursa:

= UF’ler genellikle iireme yillarinda bulunurlar, menopozdan sonra azalirlar [4].

=  Postmenopozal kadinlarda kombine hormon tedavisi, menopozal ovaryan durgunlugun
etkisinden fibroid biiyiimesini kurtarabilir [80].

=  UF’ler, ozellikle erken gebelikte, dolagimdaki ostrogenlerin ve plasental kokenli

progesteronun asiri seviyelerine yanit olarak biiyiiyebilir [81].
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= Kombine kontraseptifler ve sadece progestin kullanimi fibroid kiigiilmesine yardimci
olur [82].

=  Gonadotropin salgilayan hormon (GnRH) agonisti veya antagonisti, olasilikla
dolasimdaki 6strogen ve progesteron seviyelerini diisiirerek UF regresyonunu indiikler
[83].

= Son zamanlarda klinik uygulamalarda secici Ostrogen reseptér modiilatorleri ve
Mifepriston, asoprisnil ve ulipristal asetat gibi segici progesteron reseptor

modiilatorlerinin fibroid biiylimesini inhibe ettigi gosterilmistir [12,13].

Ostrogenler, ¢ekirdegin iginde ve/veya hiicre zarinda bulunan &strogen reseptérlerine (ER)
baglanarak hedef hiicreleri iizerinde ¢ok sayida etki gosterir; burada ER'lerin yaklasik %90-
95'1 hiicre ¢ekirdeginde lokalizedir. Niikleer ER'ler ayrica ERa ve ERB olmak iizere iki tipe
ayrilir. ERa esas olarak uterusta ve memede bulunur [6]. UF’lerde normal miyometriyuma
karsin artmis ERa ve ERB mMRNA ve protein diizeyleri bulunmustur [50,84,85]. UF’ler
Ostrogene sadece ovaryan steroidogenezi yoluyla degil, ayn1 zamanda androjenlerin
aromataz ile tiimdrlerin kendi iglerinde lokal doniisiimii yoluyla da etkin kalirlar. Bu durum
UF’lerin kendi bilylimelerini siirdiirmek i¢in yeterli dstrogen tiretebildikleri anlamina gelir.
Son zamanlarda UF’lerin komsu miyometriyuma kiyasla daha yiiksek aromataz ve 17b-HSD
tip 1 diizeylerine sahip oldugu goriilmistiir. Bu durum daha yiiksek doku Ostrogen

seviyelerine yol agar [6,86].

Ostrogenin fibroid biyolojisindeki rolii karmasiktir ve progesteron, biiyiime faktdrleri ve
genetik ve epigenetik faktorler dahil olmak iizere diger birgok faktorii icerir. Ostrogen, UF
patogenezinde rol oynadigi diistiniilen ¢esitli genlerin ekspresyonunu arttirir [4,57]. Ayrica,
ER-a yoluyla progesteron reseptorlerinin (PR) ekspresyonunu diizenleyerek tiimorijenik
dokuyu progesteron sinyallerine daha duyarli hale getirir ve progesteronun fibroid

biiytimesini indiiklemesi i¢in bir mikroortam saglar [4].

Daha onceki caligmalar UF gelisiminde Ostrogenin roliine odaklanirken, progesteronun
onemli rolii yakin zamanda tanimlanmistir. Progesteron, menstruel siklusun salgilama
(progestasyonel) fazi sirasinda UF hiicrelerinin mitotik aktivitesinin arttirir. Bu durum UF
baskin steroidal etki gibi goriinmektedir [4]. Ostrogen reseptdrlerine benzer, progesteron da
fizyolojik etkilerini reseptorleri olan PRA ve PRB ile gosterirler. Her iki reseptor de iki

baskin yoldan biriyle gen ekspresyonunu degistirerek hiicre fonksiyonunu etkiler: niikleer
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transkripsiyonun modiilasyonu ve hizli sinyallemenin aktivasyonu [57]. Her iki PR
izoformunun da hem miyometriyumda hem de UF’de varligi gosterilmistir. Bununla birlikte
UF’de PR ekspresyonu, komsu miyometriyumdan daha ytiiksektir ve progesteronun hiicre
proliferasyonu ve ECM birikimi yoluyla tiimér biiyiimesinde kritik roliinii gosterir [5].
Progesteronun EGF, TGF-B3, PCNA ve Bcl-2 proteinlerinin ekspresyonunu arttirip TNF-o

ekspresyonunu azaltarak UF biiylimesini ve sag kalimini etkiledigi bildirilmistir (Sekil 2.3)

[6].

' Progesteron II

v v v v \4
—( 1GFp 1 scL2 | TNF-q | eGrl IGF-T |
| T e
’ ! MAPK yolu MAPK/

ERK/ ECM ile iliskili genlerin iiretimini arttirir ATVISgATE P-AKT/
f][::ﬁ(isyv(:::u ECM degradasyonu ile iliskili genlerin P-S6K
- it tiretimini azaltir aktivasyonu

% Fos B

Hiicre bitylimesini ve farklilasmasini
HoF I aktive eder
v Anjiyogenezi uyarir
Miyom Hiicre dongiisiiniin diizenler

Miyom hiicrelerinin
Apoptosisi Aktive eder > cogalmasi

hiicrelerinin
klonal biiyiimesi

Sekil 2.3. Uterine fibroid patolojisinde progesteron sinyal yollar. MAPK: mitojen-aktive
protein kinaz; PDGF: platelet kaynakli biiytime faktorii; PI3K: fosfatidilinositol-
3-kinaz; AKT: serin / treonin protein kinaz B; Bcl-2: B-cell
Iileukemia/lymphoma-2 protein; EGF: epidermal biiyiime faktorii; TGF-B3:
donistiriici buytime faktori p3; P-AKT: Fosforile AKT; P-S6K: Fosforile
edilmis p70 ribozomal S6 kinaz; IGF-I: Insiilin benzeri biiyiime faktérii I; TNF-
a: timor nekroz faktorii a; ERK: ekstraseliiler sinyal regiileli kinaz; Smad:
Dekapentaplejiye Karst Annelerin Baskilayicisi

Her ne kadar dstrogenler fibroid biiylimesinde birincil uyarict olarak diisiiniilse de klinik
caligmalar oOstrogenle iligkili fibroid biiylimesi i¢in progesteronun gerekli oldugunu
gostermistir. Bu da ostrogenlerin fibroid proliferasyonunu uyarmak i¢in gerekli oldugunu,
ancak yeterli olmadigin1 gostermektedir. Ishikawa ve arkadaslar1 E2 + P4 kombinasyonunun
fibroid boyutunda anlamli farkliliklar olusturdugu sonucuna varmiglardir. Buna gore her

ikisinin de UF hiicresi proliferasyonu yoluyla miyomatdz biiylimeyi uyardigi sonucuna
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ulagilmistir [87]. Baska bir deyisle, dstrogen progesteronla birlikte hiicre sayisint ve ECM

hacmini artirarak UF biiytimesini arttirir [88].

2.7. Uterin Fibroidlerinin Patofizyolojisi

UF’ler, monoklonal uterusun benign diiz kas tiimorleridir. Tipik olarak, uterusun korpusunda
(98%) ortaya cikar, ancak servikste, uterus ligamentlerinde ve nadiren de ovaryum veya tuba
uterinada bulunabilmektedir [2]. Uterin fibroidler, enine kesitte genellikle beyaz spiral
goriiniime sahip sert timorler olarak izlenir. Cevreleyen miyometriyumdan daha solukturlar
ve genellikle normal uterus kas tabakasi ile aralarinda ¢ok keskin bir sinir ¢izgisi (psddo
kapsiillii tiimorler) vardir [3]. Ayrica briit goriiniimde hiyalin ve miksoid degisim alanlari,
hidropik dejenerasyon, kanama, nekroz, kistik dejenerasyon ve kalsifikasyonlar goriilebilir.
Kanama ve nekroz, 6zellikle tiimdrler biiyiikse, hamile veya progesteron kullanan kadinlarda
da goriilmekle birlikte, UF’lerde de siklikla rastlanir. Hidropik bolgeler yar1 saydamdir ve
ekstraseliiler sivinin birikmesi nedeniyle kistik bir boslugun olusmasina neden olabilir.
Hemorajik bolgeler koyu bir gériintime sahipken, nekrotik alanlar sar1 veya ten rengi goriiniir
[2,6,49]. UFler genellikle (80%) c¢oguldur, boyutlar1 bilyiikk ol¢iide degisir ve birkag
milimetreden 20 cm ¢apinda ve hatta daha biiyiik boyutlara kadar goriilebilir [3,49].

UF, kadinlarda morbiditenin 6nemli bir nedenidir. Biiyiikliiklerine ve konumlarina bagl
olarak farkli klinik semptomlar1 vardir: Bunlara pelvik agri (hastalarin %20-40'1), anormal
uterin kanama (hastalarin %30'u), anemi ve idrar kacirma dahildir. Infertilite (subfertilite),
implantasyon ile ilgili sorunlar, erken dogum, kiirtaj, malprezantasyon, da UF ile ilintili

diger sorunlar1 olusturur.

2.7.1. Uterin fibroidleri ve infertilite

UF, infertil kadinlarin %5-10'unda bulunur ve bunlarin %1-2.4'liinde infertilitenin tek
nedenidir [89,90]. Dogurganlik {izerindeki etkisi, timdriin yeri ve biiyiikligi ile belirlenir;
Servikal fibroidler serviksin yer degistirmesine veya tikanmasina neden olabilir, benzer
sekilde submukozal ve intramural fibroidler, sperm ve embriyon taginmasini ve tuba uterina
islevini engelleyebilecek diizeyde olabilir. Uterus boynuzunun yakininda bulunan fibroidler

tuba uterinay1 tikayabilir ve oosit tasinmasini 6nleyebilir [88,91].
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2.7.2. Uterin fibroidleri ve implantasyonu

UF, uterus kontraktilitesini artirip sitokin profilini bozarak veya anormal vaskiilarizasyona
ve kronik inflamasyona neden olup implantasyonu etkileyebilir. Intramural fibroid
vakalarinda, implantasyon faktdrlerinin, implantasyon sirasinda azaldigi goriilmiistiir. Bu
durum embriyo implantasyonunun basarisiz olmasina ve infertiliteye neden olabilir [92].
Implantasyon sirasinda, dogal Sldiiriicii hiicreler (NKC) uterustaki en énemli ve en bol
bulunan immiin hiicreleridir ve sayilarindaki herhangi bir degisiklik implantasyon
basarisizlig1 ile baglantilidir. Miyomlarda, miyom yakinindaki endometriyumda, miyomdan
uzak endometriyuma kiyasla NK hiicre sayilar1 belirgin sekilde azalir ve makrofajlar 6nemli

olgtide artar [90,93,94].

2.7.3. Utrin fibroidleri ve obstetrik sonuclar

Fibroidler klinisyenler tarafindan gebe kalmadan doguma kadar olumsuz iireme sonuglarina
neden olan bir faktor olarak kabul edilmistir. Bununla birlikte, fibroidlerin obstetrik
sonuclardaki gercek etkisi tam olarak acik degildir. Ilaveten, fibroidlerin sayisinin,
biiytikliigiiniin ve tipinin obstetrik sonuglar tizerindeki etkisi tartismalidir. Bazi ¢alismalar
submukozal veya intramural fibroidlerin varliginda spontan abortus riskinin arttigini1 bulmus
olsa da digerleri, fibroid lokalizasyonunun spontan abortusun ortaya ¢ikmasi i¢in 6ngdriicii
oneme sahip olmadigini belirtmistir [91,95-97]. Fibroidlerin biiyiikliigiiniin gebelik kaybi
tizerinde etkisi goriilmemistir [97,98]. Ancak sayisi goz Oniine alindiginda, ¢oklu olan
kadinlardaki gebelik kayb riski, tekil olan kadinlara oranla daha yiiksek olabilir [95]. Cogu
calisma erken dogum, plasental abrupsiyon, makat prezentasyonu gibi malprezentasyon ve
dogum sonrasi kanamanin gebelikte fibroidlerin komplikasyonlari oldugunu géstermektedir
[91,95]. Dogumda asir1 kan kaybi, biiyiik fibroidlerle daha fazla iligkili gérinmektedir [99].
Plasental abrupsiyon ise fibroid lokalizasyonu ile daha baglantili goriinmektedir [95].
Fibroidler ayrica fetiisiin malprezentasyonu ile de iligkilendirilmistir. [95,100]. Fibroidli
hamile kadinlarda sezaryen riski artar, ancak fibroidlerin biyiikligi, sayisi ve
lokalizasyonunun sezaryen dogum insidansini arttirip arttirmadigi konusunda fikir birligi
yoktur [100,101]. Ancak bir ¢alisma, fibroid biiytlikliigiiniin, sayisinin veya pozisyonunun

sezaryen orani izerinde higbir etkisi olmadigini gostermistir [96].
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2.8. Leiomyomlarin Tedavisinde Ulipristal Asetat ve D3 Vitamininin Rolii

Attlee'nin ilk basarili miyomektomiyi basardigi 1845'ten beri UF tedavisi tamamen cerrahi
olmustur. Total abdominal histerektomi ve miyomektomi ile baslayan ve miyoliz, uterin
arter embolizasyonu ve daha yakin zamanda MRG odakl1 ultrason cerrahisi gibi daha az
invaziv teknikler de kullanilmistir. 20. yiizyilin ikinci yarisinda, ameliyata alternatif olarak
ve genellikle ameliyattan once veya sonra tedaviye yardimci olarak bir dizi tibbi 6neriler
bulunmustur [56]. UF’ler hormon bagimli tiimérler oldugundan tibbi y6netimi hormonal
tedaviye odaklanmistir. En kullanigh tibbi rejimler GnRH agonistleri, GnRH antagonistleri,
aromataz inhibitorleri, progestin preparatlari ve son zamanlarda selektif progesteron reseptor

modiilatorleridir (SPRM) [6].

SPRM'ler progesteron reseptorleri igin sentetik ligandlardir ve progesteron reseptorlerine
(PR) kars1 agonistler veya antagonistler olarak gorev yaparlar. Ureme sisteminin her yerinde
PR'ler iizerinde ¢alisarak, SPRM'ler fibroid biiziilmesine yardimci olan ve semptomlari
kontrol eden cesitli etkilere sahiptir. Normal miyometriyal hiicreleri etkilemeden apoptosisi
indiikler ve UF hiicrelerinde proliferasyonu azaltirlar. Ayrica luteinize edici hormon
dalgalanmasini inhibe ederek anoviilasyona ve amenoreye yol agabilir ve GnRH
analoglarinin aksine SPRM'lerin 6strogen eksikligine neden olmazlar [102]. SPRM'ler
progesteronun etkisini bloke ettiginden, uzun siireli uygulanmasi, “progesteron reseptorleri
modiilatort ile iligkili endometriyal degisiklikler” (PAEC) olarak adlandirilan iyi huylu geri
doniistimlii endometriyal degisikliklere neden olabilir. PAEC'ler sirasinda, endometriyum
hafif kalinlagma gosterir, endometriyal bezler kistik olarak genisler. Ancak mitotik aktivite
gostermezler. Ayrica ‘kiimes teli” goriiniimiinde, anastomoz yapan kapiller aglar goriilebilir
[6,103]. Mifepristonun ortaya ¢ikmasindan bu yana SPRM ailesindeki ilag sayisi, ulipristal
asetat (UPA), asoprisnil, unoprostone, lonaprisan, vilaprisan ve telapristonu icerecek sekilde

belirgin sekilde genislemistir [102].

Ulipristal asetat (UPA), SPRM ailesi iginde UF'lerin tibbi yonetimi igin en umut verici ajan
haline gelmistir. Kod adi CDB-2914 veya VA-2914 olan Ulipristal, 19-norprogesterondan
tiiretilmis sentetik bir steroiddir (Sekil.2.4), PR-A ve PR-B i¢in yiiksek afiniteye sahiptir; bir
antagonist ve kismen bir agonist olarak calisir. 2000 yilinda farmakolojik ve klinik
endikasyonlar1 {izerine bir dizi arastirmaya baslanmis, [83] 2008'den baslayarak da

ulipristal'in selektif etkisi klinik olarak incelenmeye baslanmistir. 3 aylik CDB-2914
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uygulamasinin, plasebo grubuna kiyasla ve ciddi yan etkiler olmaksizin UF hacmini 6nemli
Olgiide azalttigi bulunmustur [104]. Takip eden yillarda, UPA'nin etkisi, Avrupa faz III
caligmalarinda “Uterin Leiomyomataya Bagli Semptomlarin Azaltilmasinda PGL4001
(ulipristal) Etkinlik Degerlendirmesi’nde (PEARL) iyi sonug¢ vermistir. UPA sadece
menorajiyi kontrol etmekle kalmayip ayni zamanda fibroid boyutunu 6nemli 6l¢iide azaltma
yetenegi gostermistir [105,106]. UPA nin uzun siirreli kullanim analizlerinde de etkinlik ve
giivenlik insidansinda bir degisim saptanmamis endometriyal hiperplazi veya endometriyal

kanser olusmamustir [107,108].

Sekil 2.4. Ulipristal asetatin kimyasal yapisi

Ulipristal Asetat ve diger tiim SPRM'ler; hipofiz bezi, endometriyum ve UF’ler {izerinde
dogrudan etki yapabilir. Hipofiz bezine yaptigi etki sonucunda, UPA ovulasyonu engeller
veya geciktirir ve fizyolojik araliktaki LH, FSH ve 6strogen seviyelerini kismen azaltir. Bu
da Hipoostrogenizm belirtileri ortaya ¢ikmadan kanama kontrolii ve amenore ile sonuglanir.
Endometriyumda, kanamay1 durdurabilir ve daha once de belirtildigi gibi iyi huylu ve
tamamen geri doniisiimlii olan progesteron reseptér modiilatorlerine bagli endometriyal
Degisikliklere (PAEC) neden olabilir. UF’lerde ise UPA, hiicresel proliferasyonun
inhibisyonu, apoptosisin indiiksiyonu ve ECM birikiminin azaltilmasi yoluyla fibroid

hacmini azaltir [14-16].

2.8.1. Uterin fibroidlerin tedavisinde UPA'nin etki mekanizmasi

Progesteron genellikle UF biiytimesini iki sekilde destekler: 1) Epidermal biiyiime faktoriinii
(EGF) ve Bcl-2 ekspresyonunu arttirir; 2) Tiimor nekroz faktorii (TNF) ekspresyonunu
azaltir. Progesteron antagonisti olarak UP, PCNA ve Bcl-2 ekspresyonunu azaltarak UF

hiicrelerinin proliferasyonunu inhibe eder ve apoptosisi indiikler [17]. Ayrica UPA, fibroid
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hiicrelerinde MMP ekspresyon artigi ve TIMP ekspresyon azalmasini saglayarak, ECM’de
kollagen birikimini engeller [18]. TGF-f3'iin serum ve tiimor konsantrasyonunu azaltir ve
boylece dolayli yoldan UF dokusunda hiicre proliferasyonunu ve farklilagmasini

engelleyebilir (Sekil.2.5) [19].
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Sekil 2.5. Uterin fibroidlerin ulipristal asetat (UPA) molekiiler yaniti. Not: Donnez J,
Courloy GE, Donnez O, Dolmans MM. Ulipristal acetate for the management of
large uterine fibroids associated with heavy bleeding: a review. Reprod Biomed
Online 2018; dan esinlenilmistir [109]

2.8.2. D3 vitamini ve uterin fibroid iliskisi

D3 vitamini eksikliginin bir¢ok saglik sorunuyla iliskili oldugu konusunda farkindalik giin
gectikce artmaktadir. Glinlimiize dek; kalsiyum homeostazi ve kemik sagliginda D3
vitamininin rolleri iyi karakterize edilmistir. Son 10 yilda, D3 vitamininin; enfeksiyonlarin,
kardiyovaskiiler hastaliklarin, olumsuz gebelik sonuglarinin ve tiimorlerin 6nlenmesinde de

yardimet oldugu gosterilmistir [110-112].

D3 vitamini yagda ¢oziinen bir vitamindir. “D vitamini" terimi, ilgili pro-vitaminleri,
ergosterol ve 7-dehidrokolesterolden (7-DHC) olusan ergokalsiferol (D2 vitamini) ve
kolekalsiferol (D3 vitamini) anlamina gelir (Sekil.2.6). D3 vitamini metabolizmasi cilt,
karaciger ve bobrek tarafindan diizenlenir. Insanlarda D3 vitamini, diyetten (10-20%) veya

agirlikli olarak cildin epidermis tabakasindaki (80-90%) iiretimden olmak iizere iki farkli
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kaynaktan elde edilebilir. Endojen D3 vitamini sentezi deride baslar. Epidermis ve dermisin
her ikisi de 7 dehidrokolesterol (7-DHC) igerir. UV radyasyonu (280-315 nm) cilt
katmanlarindan gegtiginde, 7 dehidrokolesterol’iin UV fotonlarin1 emerek previtamin D3'e
doniistimiinii indiikler. Bu fotoizomerizasyonu, D3 vitamin molekiiliiniin (kolekalsiferol)
olusumuna yol acan previtamin D3 termal bagimli izomerizasyonu izler [113,114]. Diyet D
vitamini (D2 veya D3 vitamini) genellikle ince bagirsakta emilir. Emildikten sonra ekzojen
D vitamini, superior vena kavaya akan lenfatik sisteme giren silomikronlar yoluyla
paketlenir. Deri ya da bagirsak yolu ile kan dolasimina girdikten sonra, karacigerde 25-
hidroksivitamin D'ye [25 (OH) D] ve daha sonra bobreklerde 1,25- dihidroksi D vitaminine
[1,25 (OH) 2D] doniistiiriiliir. Bu bilesiklerin her ikisi de ¢ogunlukla D vitamini baglayici
proteine (DBP) baglanarak kanda dolasir. Dokularda 1,25 (OH) 2D DBP'den ayrisir ve
cesitli metabolik eylemleri aktive eden hiicre i¢i D3 vitamini reseptorlerine (VDR)

baglanarak islevini gerceklestirir [115,116].

Vitamin D; Vitamin D3

Sekil 2.6. D vitamininin baglica formlari

D3 vitamininin baglica iki rolii vardir: I- Kemik, paratiroid, bagirsak ve bobreklerde
calisarak kandaki kalsiyum ve fosfat konsantrasyonlarinin kontroliinii i¢eren kalsemik roller.
I1- Kemik iligi, bagisiklik sistemi, deri, kas, bagirsak, meme ve prostat gibi ¢esitli doku
tiplerinde hiicre farklilasmasini1 ve antiproliferatif fonksiyonu iceren nonkalsemik roller

[115].

Endokrin Dernegi'nin Klinik Kilavuzlar Alt Komitesi ve Klinik Isler Kore Komitesine gére
D3 vitamini yetersizligi 21-29 ng/mL serum 25-hidroksivitamin D, D3 vitamini eksikligi ise
20 ng/ml'nin altinda serum 25-hidroksivitamin D olarak tanimlanmaktadir. Serum D3
vitamini diizeyleri viicut agirligi, yas, ten rengi, yiiksek enlemler, mevsim, giines 15181
yogunlugu ve maruz kalma gibi birgok faktérden etkilenebilir [117,118]. Serum 25-

hidroksivitamin D seviyesi irktan irka degisir: Kafkas kadinlarinin serum D3 vitamini
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konsantrasyonlarinin digerlerine gére daha yliksek oldugu bildirilmektedir, oysa Afrikali
Amerikalilar gibi daha koyu tenli olanlar daha diisiik temel D3 vitamini konsantrasyonlarina,
15-20 kat daha yiiksek siddetli D3 vitamini eksikligi prevalansina sahiptirler [119,120]. Bu
saglikli varyasyon kismen, sentezi i¢in gerekli olan UV giines radyasyonunu bloke eden
derideki yiiksek melanin seviyelerinin neden oldugu yetersiz D3 vitamini iiretiminden
kaynaklanmaktadir. Afrikali Amerikalilar olarak, koyu ten rengi ve daha diisik UV
radyasyon seviyeleri kombinasyonu nedeniyle yiiksek enlemlerde D3 vitamini eksikligi
artmaktadir [121]. Obez kadinlarda D3 vitamini eksikligi daha yiiksek oranda bulunur.
BMi'si 30'dan yiiksek olan hamile kadinlar D3 vitamini eksikligi riski altindadir. Yag
dokusu, dolasima girmeyen D3 vitamini i¢in bir depo gorevi goriir [117]. Bir¢ok hiicre tipi
tizerindeki 6nemli etkileri nedeniyle Hipovitaminoz D, yetiskinlerde osteoporoz hastaligina;
cocuklarda osteomalazi ve rasitizme neden olabilir. Ayrica tip 2 diabetes mellitus, olumsuz
gebelik ve dogum sonuglari, kanser ve multipl skleroz gibi otoimmiin durumlar da dahil
olmak tizere ¢esitli saglik sorunlar1 gézlenebilir [122]. Ancak gegmiste inanilanin aksine D3

vitamininin toksisitesi son derece nadirdir [117].

Son ¢alismalar, D3 vitamini konsantrasyonu ile uterin fibroid gelisimi arasinda ters bir oranti
oldugunu gostermistir. UF'leri olan kadinlarda serum D3 vitamini diizeylerinin genel
poplilasyona gore anlamli derecede diisiik oldugu ve D3 vitamini eksikliginin fibroid
biiyiimesi ve gelisimi i¢in bir risk faktorii olabilecegi gosterilmistir [24,25]. Wise ve
arkadaslari, D3 vitamini metabolizmasinda ve cilt pigmentasyonunda rol oynayan genlerde
polimorfizm ile iligkili olarak UF insidansini aragtirdiklar1 ¢alismalarinda, 8 gende 12
polimorfizmle iliskili olarak UF riskini inceleyerek, bu polimorfizmlerin, D3 vitamini
tasinmasinda (GC), kolesterol sentezinde (DHCR?7) ve hidroksilasyonunda (CYP2R1 ve
CYP24A1) yer alan genlerin i¢inde veya yakininda lokalize oldugunu belirlediler. 12
Polimorfizmden 3'iiniin UF ile anlamli sekilde iligkili oldugunu bildirdiler [123]. Yapilan
baska bir ¢alismada da UF'li kadinlarda D3 vitamini takviyesinin fibroidlerin biiylimesini
stabilize ettigi ve ilgili semptomlarin baglamasini 6nledigi gosterilmistir [26]. Baska bir
randomize klinik c¢alismada, 12 hafta boyunca D3 vitamini tiiketiminin UF biiylimesini
engelleyebilecegini ortaya koymustur. Buna gdre bu yontemin girisimsel bir tedavi olarak
kullanilmasi1 faydali olabilecegi, ancak uzun vadeli etkileri belirsizligini korudugu ve bunun
belirlenmesi gerektigi vurgulanmistir [27]. Suneja ve arkadaslari, D3 vitamini takviyesi

almanin, semptomatik fibroidleri ve D3 vitamini eksikligi olan kadinlarda fibroid
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semptomlarini azaltmada, uterus ve UF boyutunu dengelemede etkili oldugu sonucuna

varmiglardir [124].

2.8.3. Miyom tedavisinde D3 vitamininin etki mekanizmasi

D3 vitamininin fizyolojik etkisi, proliferasyon, apoptosis, DNA onarimi, ECM birikimi ve
sinyalizasyon dahil olmak {tizere coklu hiicresel yolaklarin aktivasyonu ile iliskilidir
(Sekil.2.7). UF’lerin biiyiimesinin diizenlenmesinde D3 vitamininin biyolojik roliinii
anlamak icin Blauer ve arkadaslar1 histerektomi uygulanan premenopozal kadinlarda D3
vitamininin hem miyometriyal hem de UF hiicrelerinin biiylimesini inhibe ettigini ortaya
koyan bir ¢alisma yapmislardir [125]. Farkli birkag ¢alisma bu 6n sonucu dogrulamistir ve
D3 vitamininin, PCNA, siklin D1, CDK1, Bcl 2'nin azaltilmas1 yoluyla fibroid hiicrelerinin
biiytimesini inhibe ettigini gostermistir [126-128]. Deneysel g¢alismalar, Gstrogen sinyal
modiilasyonunun D3 vitamininin proliferasyon iizerindeki etkilerini agiklamada da rol
oynayabilecegi onerisini dogurmaktadir. Bu baglamda D3 vitamini, UF hiicrelerinde doza
bagli ER ve PR ekspresyonunu inhibe edici etkiler gostermistir [129]. Corachan ve
arkadaslari, insan primer UF hiicrelerinde D3 vitamininin Wnt / B-katenin ve TGFS sinyal
yollaklarina etkilerini incelemisler ve D3 vitamininin UF’lerin farkli molekiiler alt tiplerinde
proliferasyonu ve ECM olusumunu azaltabilecegini 6ne siirmiislerdir [130]. Baska bir
caligmada, D3 vitamininin insan UF hiicrelerinde TGF-B3'in fibrozis {izerindeki etkisini
baskiladigi goriilmistir [131]. D3 vitamininin insan UF hiicrelerinde MMP'lerin
ekspresyonu ve aktivitesi iizerindeki etkisini degerlendirmek icin yapilan bagka bir
caligmada, D3 vitamininin MMP-2 ve MMP-9 seviyesini diigiirdiigii ve buna bagli olarak
VDR ve TIMP-2 ekspresyonunu arttirdigi bildirilmistir [58]. D3 vitamini ayrica UF
hiicrelerinde kollagen tip 1, fibronektin ve plazminojen aktivator-1'in  (PAI-1)
ekspresyonunu 6nemli Olgiide azaltmaktadir [128]. D3 vitamininin DNA onarim
proteinlerinin diizenlenmesi iizerinde dogrudan etkili oldugu gosterilmistir. UF’lerde, DNA
onarim mekanizmalari islevsiz olabilir ve DNA onarim protein iiyelerinin miyometriyuma
kiyasla az olmasi buna bagli olabilir. Fibroid hiicrelerinde D3 vitamininin uygulanmasi,
DNA hasarin1 6nemli 6lgiide azaltir ve VDR indiiksiyonu ile birlikte DNA hasar yanitimi
geri kazandirir [132]. Ayrica Elkaffas ve arkadaslari tarafindan yapilan bir arastirma, D3
vitamini tedavisinin, dietilstilbestrol (DES) gibi endokrin bozucu kimyasallara maruz kalan

miyometriyal kok hiicrelerdeki DNA hasar1 azalttigini gostermistir [133].
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Sekil 2.7. Uterin leiomyomada D3 vitamini sinyalinin sematik sunumu. 1 ve | sirasiyla artan

(kirmiz1) veya azalan (mavi) seviye veya islevi gosterir. mMVDR: membrana bagl
D3 vitamini reseptorii; PLC: fosfolipaz C; AC: adenilat siklaz; IP3: inositol
trisfosfat; IP3R: inositol trifosfat reseptorii [4]
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3. GEREC VE YONTEM

Calismamizda kullanilan deney hayvanlari i¢in Gazi Universitesi Deney Hayvanlar1 Yerel Etik
Kurulu'ndan G.U.ET-19.041 sayili etik kurul izni alinmistir. Deneyde, 47 adet, 6-8 haftalik,
gebe olmayan 180-200 gr agirliginda disi Wistar albino rat kullanilmistir. Hayvan deneyleri
Gazi Universitesi Laboratuvar Hayvanlar Yetistirme ve Deneysel Arastirma Merkezi’nde
(GUDAM) gergeklestirilmis olup, Denekler 12 saatlik fotoperiyotta, 22+2°C ortam sicakliginda,

%0355 nem ortaminda ve ad libitum igme suyu ve standart yemle beslenmistir.
3.1. Cahsmada Kullanilan Kimyasal Malzemeler

3.1.1. ilac ve c¢oziiciiler

Caligmalar sirasinda kullanilan ilag ve ¢oziiciiler Cizelge 3.1°de verilmistir.

Cizelge 3.1. Ilag ve ¢oziiciiler

SiraNo  Ilaglarmn adi Katalog Numarasi Marka ve tiretim yeri
1. Dietilstilbestrol (DES) D4628-1G Sigma Aldrich, Almanya
2 Progestan 100mg A06396 Kogak Farma.Tiirkiye
3. Ulipristal asetat 30mg GO03AD02 Abdi Ibrahim Ilag. Tiirkiye
4 D3 vitamini 10001U TR-34-K-046654 Vefa ilag San. ve Tic. Ldt. Tiirkiye

3.1.2. Antikorlar ve kitler

Calismalar sirasinda kullanilan antikorlar ve kitler Cizelge 3.2’de verilmistir.
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Cizelge 3.2. Antikorlar ve kitler

Sira No  Antikorlar ve Kitlerin ad1 Katalog Numaras1 Marka ve iiretim yeri
: sc-56 . -
1. Fare PCNA (pc10) antikoru Lot-12219 Santa Cruz Biyoteknolojisi-USA
2 Fare a-SMA (1A4) antikoru sc-32251 Santa Cruz Biyoteknolojisi-USA
Lot:F0319

3 Tavsan Bcl-2 antikoru bs-4563R Bioss-USA
4. Tavsan TGF B 1+2+3 antikoru bs-4538R Bioss-USA
5 Rat MMP-9 ELISA Kiti 96T E-EL-R 3021 ElabScience-USA
6 Rat TIMP-1 ELISA Kiti 96T E-EL-R0540 ElabScience-USA

Masson Trichrome with 04-010802 . . .
- Aniline blue kiti Lot:09211 Bio Optica-Milano S.p.A.

Ultra vision Detection system Lot:PHL659660 R
8 HRP kit 125 ml REF:TP-125-HL  |nermo Scientific-USA
9 AEC Chromogen & Substrat Lot:HA53704 Thermo Scientific-USA

System 125 ml

REF:TA-125-HA

3.1.3. Diger kimyasal malzemeler

Caligmalar sirasinda kullanilan kimyasal malzemeler 3.3’de verilmistir.

Cizelge 3.3. Kimyasal malzemeler

SiraNo  Malzeme adi Katolog no Marka ve iiretim yeri
. Lot:462249 .
1. Vision Mount 125 ml 1250 test REF:TA-125-UG Thermo Scientific-USA
; Lot:UD51273 L
2. Ultra Ab Diluent 125 ml REFTA-125-UD Thermo Scientific-USA
3. Mayer’s Hematoxylin 50 ml ZD-RRSP60A Thermo Scientific-USA
4, Eosin gelblich 100g Art. 1345 MERCK- Germany
. Lot:MK170706 L
5. Citrate Buffer (10x) 500 ml REF:AP-9003-500 Thermo Scientific-USA
Lot:MK170923 L
6. EDTA buffer (10x) 500 ml REF:AP-9004-500 Thermo Scientific-USA
7. PBS Tablets PH (1tab/100ml) Lot: 0C65263 BioShop- Canada
. Lot:Pp101104 S
8. Hydrogen Peroxide Block 125ml REF-TA-125-HP Thermo Scientific-USA
TK.200650.05001 . .
0 e
9. Teksoll (%96) Lot-150120185001 Tekkim-Tiirkiye
. Lot:081118134001 e o
10. Ksilol TK_ 090270.05003 Tekkim-Tirkiye
11. %9 Serum fizyolojik Al11760069A Polifarma- Tiirkiye
12. Formaldehit %10 TK.060160.05001 Tekkim-Tirkiye

Lot:250119117001
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3.2. Deney Hayvanlarin Gruplandirma ve Ozellikleri

Deney hayvanlarindan rastgele 8 gruba olusturuldu. Deney gruplarinda kullanilan hayvan

say1s1 ve uygulanan islemler agsagida belirtilmistir:

= Grup1: (n=6) Normal kontrol grubu (NKG): Bu grupta 5 hafta boyunca her bir denege
0.05 ml serum fizyolojik gavajla her giin ve 0.02ml serum fizyolojik intramuskiiler
haftada 3 giin olarak uygulandi. Sonraki 3 hafta boyunca her giin 0.05ml serum
fizyolojik gavaj yolu ile verildi.

= Grup 2: (n=7) D3 vitamini grubu (D3G): Bu grupta 3 hafta boyunca her giin 300ng/giin
1,25 Dihidroksivitamin D3 gavaj yoluyla uygulandi [134].

= Grup 3: (n=7) ulipristal asetat grubu (UPAG): Bu grupta 5 hafta siiresince her giin
serum fizyolojik i¢inde 3 mg/kg/giin UPA gavajla verildi [135].

= Grup 4: (n=6) uterin fibroid model grubu (UFMG): Bu grupta UF modelini indiiklemek
icin, 5 hafta boyunca haftada 3 giin 1.35mg/kg/giin Dietilstilbesterol (DES) gavajla ve
1mg/kg progesteron intramuskiiler olarak uygulandi [136].

=  Grup 5: (n=6) uterin D3 vitamini tedavi grubu (D3TG): Bu grupta 5 hafta boyunca
haftada 3 giin 1.35mg/kg/giin Dietilstilbesterol (DES) gavajla ve 1mg/kg progesteron
intramuskiiler olarak uygulandi. Ardindan 3 hafta boyunca da 300ng/giin 1,25
Dihidroksivitamin D3 gavajla verildi [134,136].

=  Grup 6: (n=7) ulipristal asetat tedavi grubu (UPATG): Bu grupta 5 hafta boyunca
haftada 3 giin 1.35mg/kg/giin Dietilstilbesterol (DES) gavajla ve 1mg/kg progesteron
intramuskiiler olarak uygulandiktan sonraki 5 hafta boyunca da serum fizyolojik iginde
3 mg/kg/giin ulipristal asetat gavajla verildi [135,136].

=  Grup 7: (n=7) ulipristal asetat + D3 vitamin tedavi grubu (D3+UPATG): Bu grupta ilk
5 hafta boyunca haftada 3 giin gavajla 1.35mg/kg/giin Dietilstilbesterol (DES) ve
Img/kg progesteron intramuskiiler olarak uygulandi. Sonraki 3 hafta boyunca gavaj
yoluyla 300ng/ giin dozda 1,25 Dihidroksivitamin D3 ve 3 mg/kg/giin serum fizyolojik
icinde c¢oziilen UPA verildi. UPA uygulamasinin literatiirde belirtilen siiresini
tamamlamak adina 2 hafta boyunca sadece 3 mg/kg/giin % 0.9 fizyolojik salin i¢inde
dozda UPA tedavisine davam edildi [134-136].

=  Grup 8: (h=1) Sham Grubu (SG): Bu grupta 5 hafta boyunca haftada 3 giin gavajla

0.05ml serum fizyolojik ve intramuskiiler 0.02ml serum fizyolojik uygulamasi yapilda.
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Tim ¢aligma boyunca, sicanlarin agirligi giinliik olarak Ol¢iildii. Ayrica tedavi sonrasi
komplikasyonlar1 ve yan etkileri kaydetmek i¢in giinliik olarak yiyecek veya su alimlar1 ve

hareketliliklerinde herhangi bir degisikligin olup olmadigi gézlemlendi.

3.3. Doku Orneklerinin Alinmasi

Deney hayvanlarina 40 mg/kg ketamin hidrokloriir ve 5 mg/kg ksilazin hidrokloriir
enjeksiyonu ile derin anestezi yapildi. Intrakardiyak kan &rnekleri silika tiiplerinde toplandi
ve sonra santrifiijlenerek serumlar1 alindi. Serum oOrnekleri MMP-9 ve TIMP-1 ELISA
analizi i¢in -20°C'de saklandi. UF’lerinin makroskopik olarak dogrulanmasi agisindan uterus
ornekleri alindi. Uterus agirliklar1 6l¢iildii ve organ katsayisi agagidaki formiil kullanilarak

hesaplandi [136]:

Organ katsayist = Organ agirlig1 (mg) / Rat viicut agirhigi (g) x 100. (3.2)

Histolojik incelemeler i¢in, tim gruplardan alinan uterus 6rnekleri, oda sicakliginda 72 saat
boyunca %10’luk noétral formalin soliisyonunda fikse edildi. Siire sonunda rutin 151k
mikroskobik takip basamaklarindan gecirilen doku 6rnekleri parafine gomiilerek bloklandi.
Bloklardan mikrotom ile ( Leica SM 2000, Germany) 4 -5 mikrometre kalinhiginda kesitler

alindi.

3.4. Isik Mikroskobik Incelemeler

3.4.1. Masson trichrome boyama yontemi

Deparafinizasyon i¢in 37°C'lik etiivde bir gece bekletilen kesitler, deparafinizasyonun
devami icin etiiv 1sis1 57-63°C' ye cikarilarak 2 saat daha bekletildi. Kesitler
deparafinizasyonu tamamlamak igin 2x15 dakika ksilolde birakildi. Daha sonra rehidrasyon
islemi i¢in, kesitler sirasiyla % 100°’lik, % 96’11k ve % 80’lik alkol serilerinden 10’ar dakika
gecirilerek sudan, 2x5 dakika distile sudan gecirilerek alkolden kurtarildi. Daha sonra,
"Anilin mavisi ile Masson Trikrom" kit prosediiriine uygun olarak asagidaki basamaklar

takip edilerek boyama islemi gerceklestirildi:



33

1. Bir tiipte 6 damla Weigert'in demir hematoksilin - A soliisyonu ve 6 damla Weigert'in
demir hematoksilin - B soliisyonu birlikte karistirildi. Daha sonra hazirlanan soliisyon
kesit lizerindeki dokulara damlatilarak 10 dakika bekletildi.

2. Yikanmadan, kesitlerin iizerindeki soliisyonlar1 bosaltildi ve daha sonra dokulara 10
damla Pikrik asit alkollii soliisyon konuldu ve 4 dakika boyunca etki etmeye birakildu.

3. Kesitler distile suda hizli bir sekilde (3-4 saniye) yikandi ve daha sonra dokulara 10
damla Ponceau asit fuchsin konuldu ve aktivasyon igin 4 dakika birakildu.

4. Kesitler tekrar distile suda yikandi ve dokularin {izerine 10 damla Fosfomolibdik asit
soliisyonu damlatildi ve 10 dakika boyunca etki etmeye birakildu.

5. Yikama yapmadan kesitlerin iizerindeki sollisyon bosaltildi ve dokulara 10 damla
Masson anilin mavisi damlatild1 ve 5 dakika boyunca aktivasyonu i¢in beklendi.

6. Kesitler distile suda yikandi, sirastyla %70’lik, %80’lik, %96’lik ve %100'lik
alkollerden hizlica gegirildi. Son alkolde 1 dakika boyunca bekletildi. Ksilen iginde
seffeflastirild1 ve entellan ile kapatildi.

Fibrozis, Masson Trikrom boyamasi ile boyanan gruplarda bulunan kollagen liflerinin

yogunlugu karsilastirilarak degerlendirildi.

Boyanan kesitler Leica DM 4000B (Germany) bilgisayar destekli 1sik mikroskobunda

incelendi ve Leica Q Vin 3 programinda degerlendirildi.
3.4.2. Immiinohistokimyasal yontem

=  Deparafinizasyon amacyla, Polilizinli lamlara alinan kesitler 37 °C” deki etiivde bir gece
tutuldu, daha sonra etiiv 1s1s1 57-63°C’ ye ¢ikartilarak 2 saat bekletildi.

=  Deparafinizasyonu tamamlamak i¢in 2x15 dakika ksilende tutuldu ve sonrasinda
rehidrasyon islemi gerceklestirmek icin, kesitler sirasiyla % 100’lik, % 96’lik ve %
80’lik alkol serilerinden 10’ar dakika gecirilerek sudan, 2x5 dakika distile sudan
gecirildi.

=  Doku igerisinde formaldehitin kapattigi reseptor bolgelerinin agiga ¢ikarmak amaciyla,
preparatlar tretici firma onerisine gore EDTA (pH: 8.0) (TGF-B3 ve Bcl-2) ve sitrat
tamponunda (pH: 6.0) (a-SMA, PCNA) sirasiyla 4 dakika, 3.5 dakika ve 3 dakika
mikrodalga firina konuldu. Oda 1sisinda 20dk sogutulduktan sonra Pap pen ile kesit

uzerindeki dokularin etrafi sinirlandirilda.
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Kesitler PBS (Phosphate Buffer Saline) (pH: 7.4) ile 3x2 dakika yikandiktan sonra 15
dakika %3’liik hidrojen peroksite etkin birakilarak dokulardaki endojen peroksidaz
aktivitesi bloke edildi ve islem bitiminde kesitler 3 kez PBS ile yikandi.

Ozgiin olmayan baglanmalarin engellenmesi amacyla Ultra V Block ile 5-10 dakika
etkin birakildi.

Sonrasinda yikama yapmadan kesitlerin iizerindeki Ultra V Block soltisyonu dokiildii
ve primer antikorlar dokulara konuldu. kesitler 45 dakika oda sicakliginda bekletildikten

sonra, 1 gece +4°C’de inkiibe edildi. Kullanilan primer antikorlar:

Anti-PCNA (Proliferatif hiicre niikleer antijeni) (1:100); Gruplar arasindaki hiicre
proliferasyonundaki farki belirlemek amaciyla kullanlmistir.

Anti-TGF-B3 (Transforme edici biiyiime faktorim (B3) (1:200); Gruplar arasinda
fibrozis farkini belirlemek amaciyla kullanlimstir.

a-SMA (o-diiz kas aktin) (1:100) ; Myometriyumda diiz kaslarin gruplar arasindaki
farkini belirlemek amaciyla kullanilmistir .

Anti-Bcl 2 (B hiicreli lenfoma 2) (1:200); Gruplar arasinda apoptosis farkini belirlemek

amactyla kullanilmastir.

Stire sonunda dokular 3 kez 3'er dakika PBS ile yikandiktan sonra, 10 dakika boyunca
biyotinli sekonder antikor uygulanarak primer antikora baglanmasi sagland.

Tekrar PBS ile yikandiktan sonra dokular 10 dakika boyunca enzimin biyotine
baglanmas1 amaciyla streptavidin peroksidaz enzim kompleksi ile konjuge edildi.

PBS ile tekrar yikama sonrasinda, kromojen olan AEC uygulanarak gozle goriilebilen
immiin reaksiyonun agiga ¢ikmasi saglandi. Yaklasik 3-5 dakika bekletildi ve immiin
tepkimenin ortaya ¢ikmasi saglandi.

Zemin boyamasinda Mayer’s Hematoksilen kullanilarak, preparatlar ultramount ile

kapatildu.

Hazirlanan preparatlar Leica DCM 4000 (Germany) bilgisayar destekli goriintiileme

sisteminde, mikroskop altinda degerlendirildi ve sisteme bagli Leica Q Vin 3 programinda

resimleri ¢ekildi. Immiinohistokimyasal tutulumlar her bir antikor ve her grup igin

degerlenirilerek kantitatif veriler olusturuldu ve gruplar arasindaki anlamli farkliliklar

istatistiksel analizler ile degerlendirildi.
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3.5. MMP-9 ve TIMP-1 Enzime Bagh iImmiinosorbent Assay (ELISA) Yéntemi

» Intrakardiyak kan alimi ile toplanan kan Ornekleri oda sicakliginda 1 saat boyunca
pihtilagsmast beklendi ve sonra 20 dakika boyunca 1000 x g'de 2-8 derecede
santrifiijlendi. Bundan sonra, slipernatant (serum) topland1 ve kullanim zamanina kadar
-20 derecede korundu.

=  Kullandigimiz ELISA kiti ile Sandvig-ELISA prensibi uygulandi. Bu kitte saglanan
mikro ELISA plakasi, Sigan MMP-9 ve TIMP-1 antikoruna 6zgii bir antikorla 6nceden
kaplanmuigtir.

= (Calismaya baslamadan Once kitler ve ratlara ait serum Ornekleri oda sicakligia (18-
25°C) getirildi.

= Yikama tamponu, standart ¢alisma soliisyonu, biyotinli Antikor ¢alisma soliisyonu ve
HRP konjugati ¢calisma soliisyonu firmanin talimatlaria gdre hazirlandi.

= Tabaninda 0Ozgiil antikora 06zgili yiizeyler bulunan mikroplate kuyucuklarma 100
mikrolitre hazirlanan standart ¢alisma soliisyonu ya da serum eklendi ve 90 dk 37 derece
sicakliktaki etiivde inkiibe edildi.

» Inkiibasyon sonunda fazla siv1 uzaklastirildi ve 100 mikrolitre biyotinli antikor ¢alisma
sollisyonu eklendi ve 60 dakika 37 derece sicakliktaki etiivde inkiibe edildi.

= Mikroplate, tim baglanmamis bilesenleri ¢ikarmak ic¢in yikama tamponu ile 3 kez
yikandi.

* Yikama sonrasinda kuyucuklara 100 mikrolitre HRP konjugati calisma soliisyonu
eklendi ve 30 dakika 37 derece sicakliktaki etiivde inkiibe edildi ve ardindan 5 kez
yikandi.

*  Orneklerin {izerine 90 mikrolitre substrat ¢ozeltisi eklendi ve 15 dakika 37 derece
sicakliktaki etiivde inkiibe edildi. I¢inde sadece MMP-9 ve TIMP-1 antikoru igeren
orneklerin bulundugu kuyucuklar maviye dondii.

= Enzim-substrat soliisyonu, 50 mikrolitre stop soliisyonu ilave edilerek durduruldu,
ardindan renk sariya doniistil.

= Spektrofotometrik olarak optik dansite degeri (OD) 450 nanometre dalga boyunda
olgtildii (ALLSHENG Microplate Reader-AMR-100, China). Standart soliisyonlari ile
olusturulan OD degerleri ile olusturulan standart egri tlizerinden 6rnekteki antikorun

konsantrasyonu hesaplandi.
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3.6. istatistiksel Analizler

Uterusa organ katsayisi ile serum MMP-9 ve TIMP-1seviyelerin ELISA, ve PCNA, a-
SMA, TGF-B3, Bcl-2 THC sayisal verileri istatistiksel olarak degerlendirildi. Istatistikler
Eistatistik Firmas1 (Samsun/Tiirkiye) tarafindan hizmet alim1 seklinde yapildi. Veriler IBM
SPSS V23 ile analiz edildi. Normal dagilima uygunluk Shapiro-Wilk testi ile incelendi. Ug
ve lizeri gruplara gore normal dagilan verilerin karsilastirilmasinda tek yonlii varyans analizi
kullanild1 ve ¢oklu karsilastirmalar Duncan testi ile incelendi. Ug ve iizeri gruplara gore
normal olmayan verilerin dagilim karsilagtirmasinda Kruskall Wallis H testi kullanild1 ve
coklu karsilastirmalar Dunn testi ile incelendi. Analiz sonuglari nicel veriler i¢in ortalama +
standart sapma ve ortanca (minimum — maksimum) seklinde sunuldu. p<0,050 olan degerler

istatistiksel olarak anlamli Kabul edildi.
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4. BULGULAR

4.1. Uterusun Makroskopik Degisiklikleri

NK grubu (Resim 4.1A) , D3 grubu (Resim 4.1B), UPA grubu (Resim 4.1C), ve Sham
(Resim 4.1H), grubuna ait uteruslar normal goriiniimdeydi. Ancak, UFM (Resim 4.1D), D3T
(Resim 4.1E) ve UPAT (Resim 4.1F) gruplarina ait uteruslar asimetrik hornlu ve hemarojik
goriinlimdeydi ek olarak UFM grubunda kistik yap1 belirgindi. D3+UPAT (Resim 4.1G)

grubuna ait uteruslarin makroskopik goriintiisii NK grubundakine neredeyse benzerdi.

Resim 4.1. Deney gruplarina ait uteruslarin makroskobik goriintiileri. NKG (A), D3G (B),
UPAG (C) UFMG (D), D3TG (E), UPATG (F), D3+UPATG (G,) SG (H)

4.2. Uterus Organ Katsayis1 ( Uterus organ Coefficient)

Deneyin basindan sonuna kadar, siganlarin agirligi giinliik olarak 6l¢iildii. Deney bitiminden

sonra, her gruba ait siganlarin uterus dokular tartildi. Siganlarin agirlig1 ve uterusun agirligi,
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organ katsayisini hesaplamak icin kullanildi.Uterus katsayisi asagidaki formiil kullanilarak

hesaplandi: Organ katsayis1 = Uterus agirligi (mg)/Sigan viicut agirligi (g) x 100.

Gruplara gore Organ Katsayisi ortanca degerleri arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark
bulundu (p<0,001). D3 ve UPA gruplarina ait uterus organ katsayist NK grubuna gore
anlamli olarak artt1 (p<0,001) (p<0,001) (Sekil 4.1). ikili karsilastirmalarda D3G ile UPAG
anlamli bir fark bulunmadi (Sekil 4.1).UFM grubuna ait uteruslarin organ katsayisi NK
grubundakinden daha yiiksekti (p<0,001) (Sekil 4.1). UPAT grubuna ait uteruslarin organ
katsayis1 UFM grubunundakinden daha diistiktii (p<0,001) (Sekil 4.1). Ancak D3T grubuna
ait uteruslarin organ katsayist UFM grubundakinden daha yiiksekti (p<0,001) (Sekil 4.1).
D3+UPAT grubuna ait uterus organ katsayist UFM grubuna kiyasla 6nemli 6lgiide azaldi
(p<0,001) (Sekil 4.1). D3T grubuna ait uteruslarin organ katsayist NK grubundakinden daha
yiiksekti (p<0,001) (Sekil 4.1). UPAT grubuna ait uteruslarin organ katsayis1 NK
grubunundakinden daha diisiiktii (p<0,001) (Sekil 4.1). Ug tedavi grubu arasinda,
D3+UPAT grubuna ait uterus organ katsayisi, NK grubunkine en benzer olaniydi.
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Sekil 4.1. Gruplara gore organ katsayisi (Coefficient) degerlerine kutu grafigi ve
karsilastirma sonuglari, Kruskall Wallis H testi (p<0,001), a-b: Ayn1 harfe sahip
gruplar arasinda fark yoktur (Dunn testi)
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D3T, UPAT ve D3+UPAT gruplarini karsilastirdigimizda UFM grubuna gore, en yiiksek
organ katsayisit D3T grubunda gozlemlenirken, en diisiikk organ katsayist UPAT grubunda
tespit edildi (Sekil 4.1). Bu bulgular, tek basina D3 vitamini uygulanan uterin fibroid
boyutunun, tek basina UPA ya da D3+UPA kombine tedavisine kiyasla azaltmadigini

gostermektedir.

4.3. ELISA Bulgulari

Tiim gruplara ait serum MMP-9 ve TIMP-1 degerleri ELISA yéntemi ile karsilastirmali

olarak degerlendirildi.

4.3.1. Serum MMP-9 bulgular:

MMP-9 i¢in yapilan ELISA sonuglari istatistiksel olarak degerlendirildiginde; NK ve UPAG
arasinda istatistiksel anlamli bir fark bulunmazdan, D3G ve D3TG’nun birbirine yakin
oldugu, ancak NK ve UPAG’a gore istatistiksel olarak anlamli diizeyde artmig MMP-9
seviyelerine ulasildig: dikkati ¢cekti. UFMG, UPATG ve D3+UPATG gruplarinda ise kendi
aralarinda benzer ancak NKG ve D3 uygulanan gruplara gore istatistiksel olarak anlamli
artmis MMP-9 diizeyi izlendi. Bu bulgular UPA ‘nin UF modelinde kollagenaz aktivitesi
acisindan D3 vitaminine gore daha etkin oldugunu, ancak bu etkinin istatistiksel olarak
anlamli olmadigin1 gostermektedir. D3 vitamini ve UPA’ nin birlikte uygulandig grupta ise
MMP-9 seviyesi agisindan D3 vitamini baskin etki gézlenmis olup, bu sonug istatistiksel
olarak da anlamli bulunmustur (P<0.008) (Sekil 4.2).
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Sekil 4.2. Gruplara gore MMP-9 degerlerine siitun grafigi ve karsilastirma sonuglari, tek
yonlii varyans analizi (p<0,008), a-b: Aymi harfe sahip gruplar arasinda fark
yoktur (Duncan testi)

4.3.2. Serum TIMP-1 bulgular

Tim gruplart kiyasladigimizda, gruplar arasi serum TIMP-1 ortanca degerleri arasinda
istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmamistir (p<0,109). D3 ve UPA gruplarina ait
ratlarin serum TIMP-1 seviyelerinde NK grubuna gore bir artig bulundu ancak istatistiksel
olarak anlamli degildi (p<0,109) (Sekil 4.3). UFM grubuna ait ratlarda serum TIMP-1
seviyeleri, NK grubuna kiyasla daha yiiksek bulundu ancak istatistiksel olarak anlamli
degildi (p<0,109) (Sekil 4.3). Ikili karsilastirmalarda, D3T ve UFM grubu arasinda serum
TIMP-1 seviyelerinde istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmadi (p<0,109) (Sekil 4.3).
UPAT ve D3+UPAT gruplarina ait ratlarda serum TIMP-1 seviyelerinin UFM grubuna
kiyasla azaldig1 ancak istatistiksel olarak anlamli bulunmadigi tespit edildi (p<0,109) (Sekil
4.3). D3T ve UPAT gruplarina ait ratlarda serum TIMP-1 seviyelerinin NK grubuna kiyasla
bir artis bulundu ancak istatistiksel olarak anlamli bulunmadig tespit edildi (p<0,109) (Sekil
4.3). Ayrica D3+UPAT grubuna ait ratlarda serum TIMP-1 seviyelerinin NK grubuna
kiyasla istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmadi (p<0,109) (Sekil 4.3). Bu bulgular
uygulanan tedavinin dokudaki MMP-1 inhibitérii {izerinden anlamli bir etkiye sahip

olmadigin1 géstermektedir.
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Sekil 4.3. Gruplara gore TIMP-1 degerlerine kutu grafigi ve karsilagtirma sonuglari,
Kruskall Wallis H testi (p<0,109)

4.4. Masson’s Trikrom Boyamasi Histopatolojik Bulgular:

4.4.1. Kontrol grubu

Kontrol grubuna ait incelemelerde,  uterusun; endometriyum, myometriyum ve
perimetriyum sinirlar1 belirgin bir sekilde, normal histomorfolojik yapilariyla ayirt edildi
(Resim 4.2.A,B). Endometriyumda, liimenin tek katli prizmatik epitel ile doseli oldugu,
lamina propriada uterus bezlerinin ve ekstraseliiler matriksin homojen bir dagilim gosterdigi
(Resim 4.2.C), myometriyumda sirkiiler ve longitudinal kas tabakalarinin simirlarinin
belirgin oldugu goriildii (Resim 4.2.D). Perimetriyum normal seroza yapisinda izlendi
(Resim 4.2.A,B,D).
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Resim 4.2. NK grubuna ait Masson Trikrom boyamasi (A). Endometriyum (<),
myometriyum (=) ve perimetriyum (¥*), normal histomorfolojik yapilariyla ayirt
edilmektedir (B). Endometriyumda, tek katli prizmatik epitel («—), lamina
propriada uterus bezleri (<) izleniyor (C). Myometriyumda (=) sirkiiler ve
longitudinal kas tabakalar1 goriiliiyor (D). (Masson’s Trikrom A: 4X , B: 10X,
C: 20X, D: 20X)

4.4.2. D3 vitamini grubu

D3 vitamini uygulanan grupta yapilan 151k mikroskobik incelemelerde, kontrol grubuna
benzer sekilde, uterus tabakalari ve tabakalara ait histolojik yapilar normal histomorfolojik

goriintiileriyle ayirt edildi (Resim 4.3.A,B,C,D).
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Resim 4.3. D3 grubuna ait Masson Trikrom boyamasi (A).Endometriyum (<),
myometriyum (=) ve perimetriyum (¥*) sinirlart belirgin bir sekilde, normal
histomorfolojik yapilariyla ayirt edilmektedir (B). Endometriyumda, tek katli
prizmatik epitel («) . Lamina propriada uterus bezleri (<) goriiliyor (C).
Myometriyum (=) (D). (Masson’s Trikrom A: 4X , B: 10X, C: 20X, D: 20X)

4.4.3. UPA grubu

Kontrol grubu ve D3 vitamini uygulanan kontrol grubuna benzer sekilde bu grupta da uterus
tabakalarinin sinirlari belirgin olarak ayirt edilebildi (Resim 4.4.A,B,D). Farkli olarak epitel
hiicrelerinin boyunun kisalarak yer yer tek katli kiibik epitele doniistiigli géze carpti. Epitelde
meydana gelen bu degisikliklik, uterus bezlerinde daha belirgin olarak ayirt edildi (Resim
4.4.B,C). Doku boyunca kapiller dilatasyon ilgiyi ¢ekti (Resim 4.4.C,D). Diger gruplardan
ayricali olarak bu grupta lamina propriada bulunan hiicrelerin artig gosterdigi beraberinde
apoptotik hiicrelerin de goreceli olarak arttigi izlendi (Resim 4.4.C). Bu bulgu UPA’nin
matriks metalloproteinazlarin iiretimini arttirmasi ve apoptosisi indiiklemesiyle uyumlu

olarak degerlendirildi. Kas hiicrelerinde normal histomorfolojik yap1 izlendi.
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Resim 4.4. UPA grubuna ait Masson’s Trikrom boyamasi (A). Endometriyum (<),
myometriyum (=) ve perimetriyum (*) sinirlart belirgin bir sekilde, normal
histomorfolojik yapilariyla ayirt edilmektedir (B). Uterus bezlerinde kistik
dilatasyon (o), kapiller dilatasyon (), lamina propriada apoptotik hiicreler ("),
stromal hiicreler («) (C). Myometriyumda (=) sirkiiler ve longitudinal kas
tabakalari, kapiller dilatasyon (J) (D). (Masson’s Trikrom A: 4X , B: 10X, C:
40X, D: 40X)

4.4.4. Fibroid model grubu

Bu grupta yapilan 151k mikroskobik incelemelerde, endometriyum yiizey epitelinde
dejeneratif degisiklikler ve lamina propriada yogun fibrozisisi destekler sekilde kollagen lif
boyanmasi dikkati ¢ekti (Resim 4.5.A,B,C). Lamina propriadaki yogun kollagen yapis1 ve
heterojen fibrotik alanlarin doku boyunca yayildigi gozlemlendi. Subepiteliyal bolgede
hemosiderin yiikli histiyositler goriildii (Resim 4.5.C). Myometriyumda kas hiicrelerinde
dejenerasyon ve 6dem oldugu, kas hiicrelerin birbirleriyle diizensiz kesisim gostererek
kivrimlar olusturdugu izlendi, bu yapi fasikiil organizasyonunun dejenere olmasiyla

uyumluydu. Dejenere kas hiicrelerinin arasinda fibrotik doku goriildii (Resim 4.5.D).
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Resim 4.5. UFM grubuna ait Masson’s Trikrom boyamasi (A). Bu grupta uterus
katmanlariin sinirlart belirgin degildir, endometriyum («»), myometriyum (=),
myometriyumda 6dem (d), fibrotik alan (\), perimetriyum (*), (B). Yiizey
epitelinde dejeneratif degisiklikler («—), heterojen ekstraseliiler matriks (0),
subepiteliyal bolgede hemosiderin yiiklii histiyositler (0), azalmis stromal
hiicreler («) (C). Myometriyum (=), kas hiicrelerinde dejenerasyon (N\), 6dem
(), fibrotik alan (V) goriilmekte (D) . (Masson’s Trikrom A: 4X , B: 10X, C:
20X, D: 20X)

4.4.5. Fibroid modeli + D3 vitamini tedavi grubu

Uterin fibroid olusturulup, tedavi amaglhi D3 vitamini uygulanan grupta yapilan 1s1k
mikroskobik incelemelerde, endometriyumda tek katli prizmatik epitel yapisi, kontrol
grubuna benzer sekilde ayirt edildi (Resim 4.6.A,B). Kapiller dilatasyon bu grupta da
belirgindi (Resim 4.6.B). Kollagen liflerin , fibroid grupla uyumlu olarak heterojen dagilim
gosterdigi izlendi (Resim 4.6.C). Miyometriyumun kas tabakasinin fibroid gruba benzer
ozellikler gostererek, dejenerasyona ugradigr goriildii. Kas hiicrelerinde 6dem bu gruptada

goze carpti (Resim 4.6.D).
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Resim 4.6. D3T grubuna ait Masson Trikrom boyamasi. (A). Endometriyumda (<), tek
katli prizmatik epitel («—) yapis, kapiller dilatasyon (J), lamina propriada uterus
bezleri (<), heterojen ekstraseliiler matriks (¢), myometriyumda 6dem (&), kas
hiicrelerinde dejenerasyon (N), perimetriyum (*) (B). lamina propriada uterus
bezleri (<), heterojen ekstraseliiler matriks (0), kapiller dilatasyon (J) (C). Kas
tabakasinda dejenerasyon (N\), myometriyumda 6dem () goriilmektedir (D).
(Masson’s Trikrom A: 4X , B: 10X, C: 20X, D: 20X)

4.4.6. Fibroid modeli +UPA tedavi grubu

Uterin fibroid olusturulup, tedavi amagli UPA uygulanan grupta yapilan 151k mikroskobik
incelemelerde, endometriyumda tek katli prizmatik epitel yapisi, kontrol grubuna benzer
sekilde ayirt edildi (Resim 4.7.A,B). Subepiteliyal bélgede hemosiderin yiiklii histiyositlerin
varligl bu grupta da goriildii ancak gorece fibroid gruptan az olduklari saptandi (Resim
4.7.B). Yer yer dejenerasyona ugramis, kollagen lif demetleri ile gevrelenmis bez yapilarida
goriildi (Resim 4.7.B). Ancak yogunlugun fibroid gruba kiyasla olduk¢a azalmis oldugu
belirgindi. Lamina proprianin hiicre sayisinda artis belirgindi ve kollagen yapisinin fibroid

model grubundan daha homojen bir sekilde dagildigi goriildi (Resim 4.7.B,C).
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Miyometriyumun kas tabakasinin kontrol grubuna benzer olarak daha diizenli bir yapi
sergiledigi ve kas hiicrelerinin ve niikleuslarinin daha igsi formda oldugu goriilse de kontrol
grubundan ayricalikli olarak yer yer kas hiicrelerinde dejenerasyonun ve ddemin de devam
ettigi izlendi (Resim 4.7.D). Bu deformasyon fibroid gruba kiyasla oldukca azalmis
diizeydeydi.

Resim 4.7. UPAT grubuna ait Masson Trikrom boyamasi (A). Tek katli prizmatik epitel
(<), heterojen ekstraseliiler matriks (0), subepiteliyal bolgede hemosiderin
yiiklii histiyositler (0), azalmig stromal hiicreler («) , lamina propriada uterus
bezleri (<), perimetriyum (*) (B). Endometriyumda («<>) tek katli prizmatik
epitel («) , subepiteliyal bolgede hemosiderin yiikli histiyositler (a) (C).
Miyometriyumda diizenli kas tabakasi ve igsi kas hiicreleri (=) , yer yer kas
hiicrelerinde 6dem (<) (D). (A:4X, B: 10X, C: 40X, D: 20X; Masson’s Trikrom)

4.4.7. Fibroid modeli UPA+D3 vitamini tedavi grubu

Uterin fibroid olusturulup, tedavi amagli UPA+D3 vitamini uygulanan grupta yapilan 151k

mikroskobik incelemelerde, uterus tabakalarinin smirlart NK grubuna benzer bir sekilde
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diizenli sinirlarla ayirt edilmektedir (Resim 4.8.A,B). Endometriyumda tek katli prizmatik
epitel olagan yapisindaydi (Resim 4.8.B,C). Lamina proprianin subepiteliyal bolgesinde
lokalize hemosiderin yiiklii histiyositler bu grupta da goriildii ancak fibroid model
olusturulan gruplar arasinda gorece en az olan grup olarak belirlendi (Resim 4.8.C). Lamina
propriyadaki fibrozise bagli heterojenitenin en aza inerek kontrol grubuna yaklastig1 goriildii
(Resim 4.8.C). Miyometriyumun, homojen organize kas liflerinden olustugu goriildi. Kas

lifleri arasinda 6dem izlenmedi (Resim 4.8.D). Kontrol grubuna en yakin histomorfolojik

yaptya sahip grubun bu grup oldugu goriildii.

Resim 4.8. D3+UPAT grubuna ait Masson Trikrom boyamasi. (A). Endometriyum (<),
endometriyal bezler (<), myometriyum (=) ve perimetriyum (*) sinirlar1 belirgin
bir sekilde, normal histomorfolojik yapilariyla ayirt edilmektedir (B).
Endometriyumda tek katli prizmatik epitel («—), lamina propriada subepiteliyal
bolgede lokalize hemosiderin yiiklii histiyositler (0),endometriyal bezler (<)
(C). Endometriyum («>), miyometriyum (=), endometriyal bezler (<) (D). (A:
4X B:10X, C:20X, D:20X; Masson’s Trikrom)

Sonug olarak; klinikte fibroid tedavisinde rutin olarak kullanilan UPA’nin fibroid

patolojisinde 6nemli bir iyilesme sagladigi bir kez daha izlenmis oldu. D3 vitamini
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uygulanan grubta uygulanan dozun uterus genelinde olumlu etki gosterdigi ancak yetersiz
kaldig1 belirlendi. Kontrol grubuna en yakin iyilesmenin ise UPA ile D3 vitaminin birlikte
uygulandig1 grupta oldugu saptandi. Bu bulgular 1s181inda uterin fibroid tedavisinde D3
vitamininin UPA ile sinerjistik etki gosterdigi ve, klinik kullanim i¢in destek tedavi olarak

D3 vitamininin de protokole eklenebilecegi kanisina varildi.
4.5. Immiinohistokimyasal Bulgular
4.5.1. Immunohistokimyasal bulgularin degerlendirilmesi

Uterus dokularina ait a-SMA, PCNA, TGF-B3 ve Bcl-2 antikorlarinin immiinohistokimyasal
H- skor yapildi. Hi¢ tutulum gostermeyen hiicreler 0, % 50'den az tutulum gosterdiyse 1.
Derece, %50-%75 tutulum gosterdiyse 2. Derece, %75'ten fazla tutulum gosterdiyse, 3.

Derece olarak siniflandirildi.
4.5.2. a-SMA bulgular

Tim gruplarda, a-SMA tutulumu esas olarak diiz kas hiicrelerinde ve stromal hiicrelerde
izlendi ve gruplar arasi farkliliklar bu baglamda degerlendirildi (Resim 4.9). NK, D3G ve
UPAG da 6zellikle miyometriyumda kuvvetli tutulum ayirt edilirken, stromada da goreceli
¢ok sayida hiicrede immiinreaktivite izlendi (Resim 4.9.A,B,C). UFM grubunda
miyometriyumdaki tutulumun, azalan diiz kas hiicresine bagli olarak azaldig1 goriiliirken,
stromal hiicrelerde immiinreaktivitenin korundugu ilgiyi ¢ekti (Resim 4.9.D). D3T grubunda
immiinreaktivite yogunlugu tiim gruplara karsin goreceli daha da azalmis olarak gozlendi;
stromal hiicrelerdeki immiinreaktivitenin UFM grubuna gore daha zayif oldugu ilgiyi ¢ekti
(Resim 4.9.E). UPAT grubunda immiinreaktivitenin UF olusturulan gruba yakin oldugu;
ozellikle miyometriyumda ve stromal hiicrelerde var oldugu goriiliirken, son grupta da
benzer tutulum yogunlugu ilgiyi ¢ekti (Resim 4.9.F, G). Isik mikroskop diizeyinde belirlenen
bu bulgusal farkliliklar istatistiksel olarak anlamli bulunmadi (p<0,958) (Sekil 4.4).

Sonug olarak UFM grubunda, fibrozise bagh diiz kas hiicre yogunlugunda meydana gelen
azalmanm a-SMA tutulumunu belirgin olarak etkiledigi, her ne kadar istatistiksel olarak
anlamli olmasa da 6zellikle UPA tedavisinin diiz kas kaybin1 engelledigi, ikili uygulamada

da UPA baskin etkinin devam ettigi goriildii.
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Resim 4.9. Tiim gruplara ait uterus dokularinda a-SMA immiin boyamasi. (A): NKG, (B):
D3G, (C): UPAG, (D):UFMG, (E):D3TG; (F):UPATG; (G) D3+UPATG
Miyometriyumda, uterus bezlerinde ve stromal hiicrelerinde (<3) sitoplazmik a-
SMA immiinoreaktivitesi. (AEC & Hematoksilen, A:20X, B:10X, C:20X,
D:10X, E:10X, F:10X, G:10X)
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Sekil 4.4. Gruplara gore a-SMA degerlerine kutu grafigi ve karsilagtirma sonuglari, Kruskall
Wallis H testi (p<0,958)

4.5.3. TGF-B3 bulgulan

Tim gruplarda TGF-B3 pozitif hiicrelerde tutulum sitoplazmik olarak izlendi. Kontrol
grubunda tiim gruplar arasinda en zayif immiinreaktivite gorildi. TGF-B3
immiinreaktivitesi; 6zellikle bez epitel hiicrelerinde ve daha zayif olarak da ylizey epiteli ve
stromal hiicrelerde ayirt edildi (Resim 4.10.A). D3G ve UPA gruplarinda tutulumun kontrol
grubuna kiyasla yogun oldugu goriildii (Resim 4.10.B,C), bu bulgu istatistiksel olarak da
anlamli bulundu. En kuvvetli TGF-B3 immiinreaktivitesi UFM grubunda ilgiyi ¢ekti. Bu
grupta epitel hiicrelerine ek olarak stromal hiicrelerde de yaygin tutulum saptand: (Resim
4.10.D). Bu bulgu istatistiksel olarak da anlamli bulundu. D3T grubunda immiinreaktivitenin
fibroid olusturulan gruba yakin pozitiflik gosterdigi belirlendi ancak bu bulgu istatistiksel
olarak anlamli degildi (Resim 4.10.E). UPAT ve D3+UPAT gruplarinda immiinreaktivitenin
ozellikle stromal hiicrelerde belirgin olarak zayifladig: izlenirken, bez ve ylizey epitel
hiicrelerinde yogun oldugu goriildi (Resim 4.10.F, G). Tum tedavi gruplari kendi aralarinda
degerlendirildiginde istatistiksel olarak anlamli bir fark tespit edildi (p<0,015) (Sekil 4.5).

Sonug olarak TGF-B3 tutulumunun UF grubunda belirgin olarak arttigi, bunun da fibrozisi
tetikledigi goriiliirken, tedavi amagli D3 vitamininin tek basina yada UPA ile kombine
kullaniminin olumlu etki yaratmadig: saptandi. Bu sitokin i¢in UPA’nin tedavi edici 6zelligi

nin baskin oldugu kanisina varildi.
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Resim 4.10. Tiim gruplara ait uterus dokularda TGF-B3 immiin boyamasi. (A): NKG, (B):
D3G, (C): UPAG, (D):UFMG, (E):D3TG; (F):UPATG; (G) D3+UPATG
stromada, bezlerde ve ylizey epitelinde ve stromal hiicrelerde (=) TGF-p3
immiinoreaktivitesi goriilmekte. (AEC & Hematoksilen, A:10X, B:20X,
C:20X, D:10X, E:10X, F:10X, G:10X)
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Sekil 4.5. Gruplara gore TGF-B3 degerlerine kutu grafigi ve karsilagtirma sonuglari,
Kruskall Wallis H testi (p<0,015), a-b: Ayni harfe sahip gruplar arasinda fark
yoktur (Dunn testi)

4.5.4. PCNA bulgular

Tim gruplarda, PCNA tutulumu niikleer olarak degerlendirildi. NK grubu, D3 grubu ve
UPA gruplarinda az sayida bez epitel ve ylizey epitel hiicreleri ile stromada PCNA pozitif
hiicreler saptandi (Resim 4.11.A,B,C). Bu gruplar arasinda PCNA pozitif hiicre sayilari
bakimindan istatistiksel olarak da anlamli fark bulunmadi (Sekil 4.6). En ¢ok pozitif
hiicrenin oldugu grubun UFM olusturulan grup oldugu ilgiyi ¢ekti. Bu grupta ozellikle
stromada bulunan hiicrelerin genelinde tutulum ilgiyi ¢ekti (Resim 4.11.D).UFM ile tedavi
verilmeyen gruplar arasinda PCNA tutulum farki istatistiksel olarak da anlamli bulundu
(p<0,001) (Sekil 4.6). D3T uygulanan grupta UFM grubuna kiyasla bez ve yiizey epitelinde
az, lamina propriyada ise UFM grubuna benzer PCNA tutulumu dikkati ¢ekti (Resim
4.11.E). UPAT ve D3+UPAT gruplarinda ise bez epitel hiicrelerinde PCNA pozitifligi
belirgindi. (Resim 4.11.F,G). Bu gruplar ile UFM grubu arasinda tutulum istatistiksel olarak
da anlamli bulundu (p<0,001). Ancak D3T, UPAT ve D3+UPAT ile NK gruplar1 arasinda
istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmadi (Sekil 4.6).

Sonug olarak UF grubunda hiicre proliferasyonunun diger tiim gruplara kiyasla arttigi, bu
sonucun isatatistiksel olarak da anlamli oldugu belirlendi. Yapilan mikroskobik
degerlendirmede D3 tedavi grubunda en az PCNA tutulumu oldugu, dolayisiyla D vitamini

uygulamasinin hiicre proliferasyonunu en etkin azalttig1 gozlenirken, bu bulgu istatistiksel
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olarak anlamli bulunmadi. Sinerjistik etkiyi degerlendirdigimiz son grupta ise UPA baskin

bir sonug ilgiyi ¢ekti.

Resim 4.11. Tim gruplara ait uterus dokularda PCNA immiin boyamasi (A): NKG, (B):
D3G, (C): UPAG, (D):UFMG, (E):D3TG; (F):UPATG; (G) D3+UPATG
Stromada ve uterus bezlerinde (=) PCNA immiinoreaktivitesi goriilmekte.
(AEC & Hematoksilen, A,B,C,D,E,F,G:10X)
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Sekil 4.6. Gruplara géore PCNA degerlerine kutu grafigi ve karsilagtirma sonuglari, Kruskall
Wallis H testi (p<0,001), a-b: Ayn1 harfe sahip gruplar arasinda fark yoktur (Dunn
testi)

4.5.5. Bcl-2 bulgular:

Tiim gruplarda Bcl-2 immiinreaktivitesi basta epitel hiicreleri olmak {izere endometriyuma
ait stromal hiicreler ve miyometriyumun kas hiicrelerinde izlendi ve gruplar arasindaki
farkliliklar degerlendirildi (Resim 4.12.). Anti-apoptotik bir faktdér olan Bcl-2
immiinreaktivitesi NK ve D3 gruplarinda zayif olarak gozlenirken (Resim 4.12.A.B), , UPA
grubunda, 6zellikle bez epitel hiicrelerinde orta dereceli olarak izlendi (Resim 4.12.C). UFM
grubundaki tutulum zayiftan ortaya degisiyordu (Resim 4.12.D). Tedavi gruplarinda ise en
zayif tutulumun D3T grubunda oldugu dikkati ¢ekti (Resim 4.12.E). UPAT grubunda UFM
grubuna benzer orta dereceli immiinreaktivite izlenirken (Resim 4.12.F), D3+UPAT
grubunda tutulumun D3 vitamini baskin etki gosterdigi; zayif oldugu ilgiyi ¢ekti (Resim
4.12.G). Ancak yapilan istatistiksel analizler sonucunda Bcl-2 tutulumu agisindan gruplar

arasinda anlamli bir fark bulunmadi (p<0,442) (Sekil 4.7).

Sonug olarak Bcl-2 tutulumunun gruplar arasinda istatistiksel olarak da kanitlandigi {izere
belirgin bir farklilik gostermedigi ilgiyi ¢ekti. Ancak D3T grubu yine de en zayif tutulum
gosteren grup olarak belirlendi. Sinerjistik etkiyi degerlendirdigimizde ise Bel-2 tutulumu
acisindan D3 vitamininin UPA uygulamasina baskin oldugu dikkati ¢ekti.
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Resim 4.12. Tiim gruplara ait uterus dokularinda Bcl-2 immiin boyamasi. (A): NKG, (B):
D3G, (C): UPAG, (D):UFMG, (E):D3TG; (F):UPATG,; (G) D3+UPATG, bez
epiteli, yilizey epitel hiicreleri ve stromal hiicrelerde () Bcl-2
immiinoreaktivitesi goriilmekte. (AEC & Hematoksilen, A:20X, B:20X,
C.20X, D:10X, E:10X, F:10X, G:10X)
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Sekil 4.7. Gruplara gore Bcl-2 degerlerine kutu grafigi ve karsilagtirma sonuglari, Kruskall

Wallis H testi (p<0,442)
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5. TARTISMA

Uterin fibroidler, iyi huylu miyometriyal timorler olmalarina ragmen, kadinlarin yasam
kalitesi ve saglik hizmetleri endiistrileri {izerinde olumsuz etkileri vardir. Ureme ¢agindaki
kadinlarda en sik goriilen jinekolojik tiimdrler olan UF’lerin prevalansi, 50 yasina kadar %70
ile %80'dir. Ayrica, etkilenen kadinlarin %25 ile %50'si agir menstriiasyon kanamasi ve
pelvik agri, infertilite, tekrarlayan abortus ve preterm doguma kadar 6nemli klinik morbidite

yasamaktadirlar [28,82].

UF’lerde hiicre proliferasyonu ve hiicre dliimii (apoptosis) arasindaki dengesizlik kilit
faktordiir. "Fibroid" isminden de anlasilacagi gibi fibrozisin temel oOzellikleri ile ayirt
edilirler [53,137]. UF’lerin en ay1rt edici 6zelligi, kollagenlere ek olarak ECM bilesenlerinin
asir1 sentezi ve birikimidir. Buna bagli olarak, ECM remodelinginde 6nemli rol oynayan

yiiksek spesifik MMP ve TIMP seviyelerine sahiptirler [50,55].

Kadinlarda sezaryenden sonra en sik yapilan ikinci ameliyat histerektomidir ve
histerektominin de en sik nedeni UF’leridir [11]. Ancak UF tedavisinde total cerrahiye
alternatifler aranmaya devam edilmektedir. Giinlimiizde, bu tiir tiimoérlerin minimal invaziv
bir sekilde ¢ikarilmasini saglayan histeroskopik cerrahi teknikler gelistirilmektedir. Ancak
bir¢ok bilimsel grup, UF'yi cerrahi miidahaleye bagvurmadan medikal yontemlerle tedavi
etmek icin protokoller benimsemeye tesvik etmektedir. Ulipristal asetat (UPA) secici
progesteron reseptor modiilatorii (SPRM) olup, UF tedavisi i¢in klinik onay alarak

kullanilmaya baslanmistir [138].

Son 10 yilda UPA, basar1 oranlar1 ve giivenirlik agisindan umut verici sonuglar géstermistir.
Ureme ¢agindaki kadinlarda orta ile siddetli UF semptomlari igin giivenli ve etkili bir

preoperatif tedavidir. Ayrica UF boyutunu azaltmada etkinligini gostermistir [109,139].

Yapilan c¢alismalarda, hipovitaminoz D, UF gelisimine oOnemli bir katki olarak
tanimlanmistir [140]. Sonug olarak, D3 vitamin takviyesinin, UF semptomlarini azaltmanin

yani sira uterus ve UF hacmini stabilize etmede etkili oldugu bildirilmistir [124].

Bu calismada da ratlarda deneysel olarak olusturulan UF’lerde UPA ve D3 vitamininin

sinerjistik etkileri histolojik yontemlerle arastirildi.
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Ciebiera ve arkadaglari, yayinladiklar1 vaka calismalarinda 37 ve 49 yasindaki iki kadin
hastada {i¢ ay boyunca UPA'nin (glinde 5Smg) D3 vitamini (oral olarak giinde 70001IU) ile
kombine verilmesinin, toplam tiimor hacmini 37 yasindaki bir kadinda %47.8, 49 yasindaki
kadinda da 9%63.3 azalttigin1 bildirmislerdir [141]. Bizim c¢alismamizda, uteruslarin
makroskopik muayenesi sirasinda, UFM grubu ile karsilastirildiginda, D3+UPA
uygulamasinin, timor boyutunu, NK grubuna yakin sekilde azalttigi belirlendi (p<0,001).
Tek basina UPA uygulamasi da UF boyutunu 6nemli 6lgiide azaltmaktadir (p<0,001). Ancak
tek basma D3 vitamini uygulamasi, UF boyutunu tizerinde UPA kadar etkili olmamistir
(p<0,001).

Donnez ve arkadaslari, UPA ile 13 haftalik UF tedavisinin, UF boyutunu etkili bir sekilde
azalttigin1  gostermiglerdir [105]. Yapilan arastirmalarda, Donnez ve arkadaslari,
semptomatik UF’lerin tedavisi i¢in giinde 5 veya 10 mg ulipristal asetatin 12 haftalik
uygulamasimin etkinligini aragtirmislar, etkinlik agisindan, her iki dozun da UF hacminde
azalma sagladigin1 bildirmislerdir [142]. Onceki calismalar1 destekler sekilde, bu ¢alismada
da D3 vitaminiyle karsilastirildiginda UPA uygulamasinin, tiimér hacmini gézlemlenebilir
derecede azalttig1 goriilmiistiir (p<0,001). UPA tedavi grubunun, tek basina D3 vitamininden

daha etkili sekilde tiimor hacmini kii¢iilttigli sonucuna varilmastir.

2012 yilinda Halder ve arkadaslari, eker rat modelinde D3 vitamini tedavisinin UF
timorlerini 6nemli 6lgiide kiiciilttiginii bildirmistir [20]. Hajhashemi ve arkadaslar
tarafindan yiiriitiilen ve kadin hastalar {izerinde yapilan bir arastirmada benzer sonuglara
ulagilmistir [143]. Arjeh ve arkadaslarinin ¢alismasinda ise, D3 vitamini tiiketiminin deney
grubundaki UF hacmini O6nemli 0Olgiide azaltmayacagi , ancak timor biiylimesini
yavaglatabilecegi vurgulanmistir [27]. Suneja ve arkadaslari, D3 vitamini takviyesinin UF
hacmini stabilize etmede etkili oldugunu bularak ayni sonuca ulasilmistir [124]. Arjeh ve
arkadaslarinin yaptig1 ¢alismaya benzer sekilde bu ¢alismada da tek basina D3 vitamininin

UF boyuntunda énemli bir azalmaya neden olmayacagi sonucuna varildi.

Mikroskobik olarak, UFM grubuna ait uteruslar, NK grubu ile karsilastirildiginda gok
sayida histopatolojik degisiklik gozlendi; bu grupta epitel hiicrelerinin boyunda kisalma,
kapiller dilatasyon, heterojen ekstraseliiler matriks goriinlimii, apoptotik hiicre sayisinda
artma ve miyometruyum organizasyonunda bozulmalar oldugu goriildii. Zhao ve arkadaslari,

UF’ler igin bir sigan modeli olusturduklarinda da benzer patolojik degisiklikleri gosterdiler
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[136]. Ote yandan Whitaker ve arkadaslarinin yaptig1 calisma da, UPA, progesteron reseptor
modiilatori ile iligkili endometriyal degisiklikler (PAEC) adi verilen; inflamasyon,
hiperplazi veya neoplazi bulgusu olmaksizin degisen derecelerde kistik glandiiler dilatasyon
gosterdirdigi bulundu. UPA uygulamasinin UF hastalarinin endometriyumu tizerindeki
etkilerini arastirdiklar1 bu calismada; UPA ile tedavinin endometriyal morfolojide ve
endometriyal hiicre proliferasyonunu arttirmadan degisikliklere neden oldugu sonucuna

varmuglardir [144].

Calismamizda; D3+UPA ile tedavinin, UF nin neden oldugu histopatolojik degisiklikleri
onemli Ol¢lide azalttigi bulunmustur. Endometriyal epitel hiicrelerinde de NK grubuna
benzer sekilde diizelmeler oldugu, miyometriyum kas tabakasinin goreceli esit kalinlikta
oldugu ve dejenerasyonun ve 6demin azaldigi dikkati ¢ekti. UPA'nin, D3 vitamininden daha
1y1 sonuclar vermesine ragmen, D3 vitamini veya UPA ile tedavinin patolojik degisiklikleri

bir dereceye kadar iyilestirebilecegi kanisina varildi.

Kamel, Wagih, Kili¢ ve arkadaslari, kollagen ¢apraz baglama ile UF gelisimi arasindaki
iligkinin yan1 sira kollagen c¢apraz baglama enzimlerinin bu tiimdrlerin bilylimesindeki
roliinii incelemiglerdir. Kollagen ve kollagen c¢apraz baglayici enzimlerin asir
hidroksilasyonunun ECM sertligini ve dolayisiyla UF biiylimesini arttirdigini saptamiglardir
[145]. Jayes ve arkdaslar1 da sekiz kadindan elde edilen 19 UF dokusunda yogun Masson
trikrom boyamasi oldugunu bildirmistir. Incelenen tiim UF kesitlerinde en az %37 kollagen
icerdigi bildirilmistir [52]. Ali ve arkadaslari, D3 vitamin eklenmesinin UPA'nin UF
hiicreleri tizerindeki antifibrotik etkisini arttirip arttirmayacagini  degerlendirdikleri
calismalarinda UPA’nin kollagen tip I ekspresyonunu %35 (P.001) azalttigin1 ve bu oranin,
D3 vitamini eklendiginde % 37 (P.001) oranina kadar geriledigini bildirmislerdir.
Immiinofloresan verilerinde, tek basmma UPA tedavisinin yogun ve diizensiz kollagen
liflerde %20 (P.05) azalma ve UPA/D3 vitamin kombinasyonu ile %80 (P.001) azalma
oldugu ortaya konmustur [28]. Cox ve arkadaslari, masson trikrom boyasi kullanilarak
plasebo ile tedavi edilen gruba kiyasla UPA ile tedavi edilen grubun ECM'sinde daha az
kollagen tretimi oldugunu saptamislardir [146]. Calismamizda, uterus dokularindaki
kollagen dagilimini degerlendirmek i¢in Masson'un trikrom boyama yontemi kullanildi.
Literatiir ile uyumlu olarak UFM grubunda, neredeyse dokunun tamamini kaplayacak
sekilde yiiksek kollagen igerigi dikkati ¢ekti. Kas tabakasinin kollagen lifleri ile biiyiik

olgtide infiltre edilerek kas organizasyonunu olduk¢a bozdugu izlendi. UPA'nin kollagen
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miktarini tek basina da azalttigi ancak D3 vitamini ile birlestirilince daha etkin oldugu

saptanmistir.

MMP-9, ECM bilesenlerinde major kollageni pargalayan anahtar enzimlerden biridir ve
proteolitik aktiviteleri TIMP-1 tarafindan diizenlenir. Bazi patolojik kosullarda asiri
ekspresyonlari, kapsamli ECM bozulmasiyla baglantilidir. Donnez ve arkadaslarinin yaptigi
caligmaya gore, uterin fibroidlerin UPA'ya iyi bir yanit verdigi, MMP seviyelerinin artarken
ve TIMP seviyelerinin diistiigiinii ve MMP/TIMP dengesinin, ECM rezorpsiyonunda ve
fibroid hacminin azaltilmasinda 6nemli bir rol oynadigi sonucuna varmuslardir [109].
Calismamizda, UF modelinde D3 vitamini ve UPA ile her ikisinin birlikte uygulandigi
guplarda MMP-9 ve TIMP1 seviyelerini degerlendirmek i¢in ELISA yontemi kullanildi.
UFM grubundaki MMP-9’un serum seviyeleri, NK grubuna kiyasla 6nemli 6lglide arttigi
(p<0,008) ve TIMP-1 seviyelerinin istatistiksel olarak anlamli olmayan bir sekilde arttig1
(p<0,109) bulundu. NK grubu ile karsilastirildiginda, UF olusturulan ve D3 vitamini
uygulanan gruba ait MMP-9 serum seviyeleri anlamli derecede yiiksek (p<0,008) buna
karsin TIMP-1 seviyeleri hafif yiiksekti (p<0,109). Tedavi amagli UPA uygulanan gruptaki
MMP-9 serum seviyeleri dnemli 6l¢lide artmis bulunurken (p<0,008) TIMP-1 seviyelerinin
hafif arttig1 (p<0,109) belirlendi.

Halder ve arkadaslar1, D3 vitamininin MMP’lerin mRNA ekspresyonu iizerindeki etkilerini
incelemislerdir ve D3 vitamininin, insan fibroid hiicrelerinde MMP-9 mMRNA
ekspresyonunu, tedavi edilmeyen kontrol grubuna kiyasla doza bagl bir sekilde azalttigini
bildirmislerdir [58]. Bu ¢alisma ile uyumlu sekilde bizim ¢alismamizda da D3+UPAT
grubuna ait MMP-9 serum diizeylerinin UFM grubuna gore istatiksel olarak anlamli bir fark
olmadigr ancak TIMP-1 diizeylerinin bir miktar azaldigi (p<0,109) gozlemlendi. D3T
grubuna ait MMP-9 serum seviyelerinin ise UFM grubuna gore anlamli olarak azaldigi
(p<0,008) ve TIMP-1 seviyelerinin istatiksel olarak anlamli bir fark olmadig1 (p<0,109)

gorildi.

Diiz kas hiicreleri ve fibroblastlar, UF’lerin ana hiicresel bilesenleridir. Fibroidlerde,
fibroblastlardan 6zellesen miyofibroblastlar bulunur. Histolojik olarak miyofibroblastlar
hem diiz kas hiicrelerinin hem de fibroblastlarin 6zelliklerine sahiptir. Benzer sekilde, Protik
ve arkadaslar1, UF iginde a-SMA-pozitif olan hiicreleri ve ayrica nodiilii gevreleyen biiyiik

yogunlukta kollagen birikimini gostermis ve bu durumu miyofibroblastlarin varligina ve
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ECM iiretimindeki rollerine baglamislardir [70]. Benzer sekilde Kamel, Wagih, Kilig¢ ve
meslektaslari, UF'de normal miyometriyal dokulara kars1t a-SMA ekspresyonunda bir artis
oldugunu vurgulamislar. Ayrica, kollagen c¢apraz baglanma seviyesinin a-SMA
ekspresyonunun derecesine korele olarak arttigini1 saptamiglardir (r = 0.63, P = 0.01). Bu
bulgu, UF dokularinda artan kollagen capraz baglanmasi ile miyofibroblast fenotip
ekspresyonu arasinda bir baglanti oldugunu ortaya koymaktadir [145]. Biz de ¢alisgmamizda
diiz kas hiicre ve miyofibroblast popiilasyonlarinin klonalitesini arastirmak i¢in doku
orneklerinde a-SMA ekspresyonu degerlendirmek i¢in immiinohistokimyasal yontem
kullandik. Calismamiz, NK grubunda, miyometriyum ve stromal hiicrelerde smirli a-
SMA’in sitoplazmik ekspresyonu gosterdi. Kas tabakasinin hem uzunlamasina hem de enine
kesitleri acik¢a goriintiilendi. NK grubuna kiyasla, UFM grubunun kas katmanlarinda a-
SMA diiciik ekspresyonu ve stromada hafif ekspresyonunu ayird ettik (p<0,958). Ayrica
kollagen liflerin, kas tabakasindaki a-SMA'min siirekli ekspresyonunu bozdugu ve kas
dokusunun stromadaki a-SMA pozitif hiicreler ile ¢evrelendigi dikkati ¢ekti. a-SMA pozitif
hiicreler bize bu gruptaki miyofibroblastlarin varligini ve bunun sonucu olarak kontrolsiiz
kollagen tiretiminin nedenini gosterdi. D3 vitamini ile tedavi edilen grupta miyometriyumda
a-SMA dii¢iik ekspresyonunun yani sira stromada da dii¢iik ekspresyonu bulundu (p<0,958).
Ayrica, bu tabakadaki yogun kollagen lifi nedeniyle kas tabakasindaki a-SMA ekspresyonu
biiyiik 6lciide bozulmustu. Ote yandan UPAT grubunda a-SMA immiinreaktivitenin UFM
gruba yakin oldugu; 6zellikle miyometriyumda ve stromal hiicrelerde var oldugu, ancak kas
tabakasinin organizasyonunu daha diizelttigi goriildii. Bununla birlikte, UPA'ya D3 vitamini

eklenmesinin UPA baskin etki gosterdigi belirlendi.

Biiytime faktorleri, UF’nin gelisiminde ve ¢ogalmasinda 6énemli faktorleridir. TGFB3’iin,
UF biyolojisinde en 6nemli izoform olarak kabul edilir. Cogu hiicrede proliferasyonu ve
farklanmay1 diizenler. Fibrozisle iligkili hastaliklarin patogenezinde en 6nemli faktorlerden
biri oldugu diistiniilmektedir [66]. Kamalipooya ve arkadaslari, UF’lerin varhigi ve siddeti
acisindan serum TGF-fB’in tanisal degerini inceledikleri ¢alismalarinda, ELISA kullanarak,
UF grubundaki serum TGF-§ diizeylerinin kontrol grubundan anlamli derecede yiiksek
oldugunu belirlediler (p<0.05). Boylece TGF-B, bu tiimdrlerin teshisi ve izlenmesi igin
glivenilir biyobelirtegler gorevi gorebilir [147]. Arici ve Sozen, UF ve miyometriyumda
TGF-B3 ekspresyonu aragtirdiklar1 ¢alismalarinda, TGF-B3 mRNA diizeylerinin UF
orneklerinde miyometriyal o6rneklere gore 3,5 kat daha yliksek oldugunu bildirmislerdir

[148]. Baska bir caligmada, normal miyometriyum ve UF’lerde TGF-B3 ekspresyonlarini
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karsilastirilmig, UF nin normal miyometriyuma gore 5 kat daha yiliksek TGF-f3 mRNA

ekspresyonu seviyelerine sahip oldugu belirlenmistir [67].

Biz de ¢alismamizda, uterus fibroidlerinin fibrotik 6zelligini ve kombine tedavinin
etkinligini degerlendirmek amaciyla immiinohistokimyasal yontemler ile TGF-B3
ekspresyonunu inceledik. Literatiir ile uyumlu olarak UFM grubunda NK grubuna kiyasla
daha yiiksek TGF-B3 tutulumu belirlendi (p<0,015). Sonug¢ olarak, TGF-B3 asiri
ekspresyonunun, UF’lerde artan hiicresel proliferasyon ve buna bagli asir1 kollagen
iiretiminden kaynakli olabilecegi kanisina varildi. Neden olarak da, UF’de ki proliferatif ve

ECM iiretimi artiran yolaklar olabilecegi diistintildi.

Halder ve arkadagslari, UF hiicrelerinde D3 vitamininin TGF-B3 ekspresyonu iizerindeki
etkisini arastirdiklar1 ¢alismalarinda, D3 vitamininin, insan UF hiicrelerinde TGF-B3'iin
fibrotik etkilerini azalttigini bildirmislerdir. Bu bulgu, D3 Vitamininin UF i¢in cerrahi
olmayan bir tedavi olarak kullanilabilecek antifibrotik bir faktdér oldugunu ortaya
koymaktadir [131]. Daha yakin zamanlarda, Ciebiera ve arkadaslari, yaptiklari ¢alismanin
sonucunda UF grubundaki D3 vitamini serum konsantrasyonlarinin kontrol grubuna gore
anlamli derecede diisiik TGF-B3 serum konsantrasyonlarinin ise anlamli derecede yiiksek
oldugunu gosterdiler. Sonug¢ olarak, diisiik D3 vitamini ve daha yiliksek TGF-B3 serum
konsantrasyonlar1 UF igin risk faktorii olarak dogrulandi [149]. Bu ¢alismada UFM grubuyla
karsilastirildiginda, D3 vitamininin, TGF-B3 ekspresyonunu onemli 6lciide azaltmadigi
belirlendi. UPA ise, TGF-B3 ekspresyonunu azaltma agisindan D3 vitamininden daha
basarili bulundu (p<0,015).

Ciebiera ve arkadaslari, UPA tedavisi almayan UF hastalarda, UPA tedavisi alan UF
hastalarda ve sagliklilarda TGF-B3 serum konsantrasyonlarmi karsilastirdiklar:
caligmalarinda, UPA tedavisi almayan UF hastalarinda, kontrol grubuna kiyasla istatistiksel
olarak daha ytliksek TGF-B3 serum konsantrasyonu bulduklarini bildirimislerdir (P=.0001).
Kontrol ve UPA ile tedavi edilen gruplar arasinda TGF-B3 serum konsantrasyonlarinda
istatistiksel olarak anlamli fark olmadigi goriilmiistir [19]. Benzer sekilde, bizim
calisgmamizda da UPA'nin UPAT grubundaki TGF-B3 ekspresyonunu UFM grubuna kiyasla
onemli dlglide azalttig1 saptandi (p<0,015). Calismamizda UF tedavisinde D3 vitamininin
UPA ile kombine etkisini degerlendirmek i¢in olusturdugumuz grupta, TGF-B3
ekspresyonunun onemli Olclide azaldigi belirlendi (p<0,015). UPAT ve D3+UPAT
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gruplarinda TGF-B3 immiinreaktivitenin &zellikle stromal hiicrelerde belirgin olarak
zayifladig1 izlenirken, bez ve yiizey epitel hiicrelerinde yogun oldugu goriildii. Sinerjistik
etkiyi degerlendirdigimizde TGF-B3 immiino-ekspresyonunu azaltma agisindan UPA'nin D3

vitamini uygulamasina baskin oldugu dikkati gekti.

UF biiyiimesi, agirt miktarda ECM bileseni birikimiyle beraber hiicresel proliferasyondan da
kaynaklanir. Eski bir c¢alismada, premenopozal kadinlarda tliimorlerde ve normal
miyometriyumda UF biiylimesinde hiicre proliferasyonunun rolii incelenmistir. PCNA ve
Ki-67'yi ¢ogalan hiicreler i¢in bir belirtegler olarak kullanan g¢alismada, PCNA pozitif
hiicrelerin UF miyometriyal 6rneklerine anlamli olarak daha yiiksek oldugu bildirilmistir
[72]. Holdsworth-Carson ve arkadaslari, biiyiik fibroidlerde, bitisik miyometriyuma kiyasla
PCNA ekspresyonunun arttigini, kiigiik fibroidlerde ise miyometriyuma kiyasla PCNA
ekspresyonunun azaldigimi bildirmislerdir [74]. Kamel, Wagih, Kilig¢ ve arkadaslari,
kollagen ¢apraz baglanmasi arttikca, PCNA ekspresyonunun arttigini gostermislerdir. Bu
bulgular, kollagen ¢apraz baglanmasiin UF'deki hiicre proliferasyon yollarinin pozitif bir

diizenleyicisi oldugunu gostermektedir [145].

Calismamizda proliferatif belirte¢ olarak PCNA kullanarak uterus dokularindaki hiicresel
proliferasyonu arastirildi. NK grubunda bezlerde, mukozada ve stromal hiicrelerinde az
sayida PCNA-immiinopozitif hiicreler gézlemledik. NK grubu ile karsilastirildiginda, UFM
grubunda endometriyal bezlerinde ve mukozada artmis PCNA ekspresyonu ve stromada
PCNA'nin asirt ekspresyonu saptandi. UFM grubuna kiyasla, D3T grubunda PCNA
ekspresyonunun 6nemli Ol¢iide azaldigi (p<0,001) belirlendi. Halder ve arkadaslari, D3
vitamini tedavisinin PCNA ekspresyonunu ve diger proliferatif belirtegleri 6nemli 6lgiide
baskiladigini ve Eker siganlarinda fibroid boyutunda bir azalmaya neden oldugunu ortaya
koymustur [20]. Sharan ve arkadaslari, Western blot kullanarak D3 vitamininin PCNA
pozitifligini azaltarak insan UF hiicrelerinin biiylimesini engelledigi sonucuna varmislardir.
Sonu¢ olarak, D3 vitamini eksikligini uterin fibroidleri i¢in bir risk faktorii olarak
gormiislerdir [126]. Halder ve arkadaslarin aksine ¢alismamizda, D3 vitamininin fibroid
boyutunun azalmasi iizerinde belirgin bir etkisi olmadigin1 gozlemledik, Sharan ve
arkadaglarinin bulgularina paralel olarak, bizim ¢alismamizda da D3 vitamininin fibroid
boyutunun artmasini engelleyebildigi sonucuna vardik. UFM grubuyla karsilastirildiginda
UPA’nin, PCNA ekspresyonunu onemli Slgiide azalttigi (p<0,001) belirlendi. UPA/D3

vitamin kombinasyon tedavisinin, PCNA ekspresyonunun azalmasinda UPA baskin sonug
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verdigi dikkati ¢ekti (p<0,001). Bu bulgu Ali ve ark ¢alismalari ile desteklenmekteydi; Ali
ve arkadaslari, UPA'nin tedavi UF hiicrelerine kiyasla PCNA ekspresyonunu yaklasik %50
azalttigini1 (P< .05), ancak D3 vitamin ile kombine edildiginde, PCNA ekspresyonunun, UF
hiicrelerine kiyasla %85 (P <.001) ve tek bagina UPA ile tedavi edilen hiicrelere kiyasla da
%35 azaldigint (P < .05) bildirmislerdir. UPA/D3 kombinasyon tedavisinin, PCNA'nin
mRNA ekspresyonunu tek basina UPA'ya kiyasla 1.66 kat azalttigi vurgulanmistir (P<.05)
[28]. Biz de bulgularimiz sonucunda, literatiir ile uyumlu olarak UPA'nin D3 vitamininden
daha iyi bir antiproliferatif ajan oldugu, ancak kombine kullanimin antiproliferatif

ozelliklerini destekledigi kanisina vardik.

Uterin fibroidler, hiicre proliferasyonunun artmasi ve apoptosisin azalmasi gibi normal
dongiide olusturdugu dengesizlikle karakterizedir. Bcl-2, anti-apoptotik bir belirteg olup,
hiicre i¢i zarla iliskili bir proteindir. Asir1 ekspresyonu, kaspazlarin aktivasyonunu
kisitlayarak apoptosisin inhibisyonu yoluyla uzun siireli hiicre sagkalimina neden olur.
Dixon, Flake, Moore ve arkadaglari, IHC kullanilarak, uterin fibroid ve miyometriyal
dokulardaki diiz kas hiicrelerinde Bcl-2 dagilimini inceledikleri ¢aligmalarinda, UF ve bitisik
miyometriyal doku arasinda Bcl-2 ekspresyonunda istatistiksel olarak anlamli bir fark
olmadigini bildirmislerdir [72]. Biz de ¢alismamizda, immiinohistokimyasal yontemler ile
Bcl-2 ekspresyonunun gruplar arasindaki tutulumunu, bdylece anti-apoptotik siiregleri
degerlendirdik. NK grubunda miyometriyal diiz kas hiicrelerinde Bcl-2 tutulumu saptanmadi
(p<0,442), ancak daha 6nce bahsedilen ¢aligmanin aksine, UFM grubundaki yiizey ve bez

epiteli ile stromal hiicrelerde Bcl-2'nin orta derecede tutulum gosterdigi saptandi (p<0,442).

Halder ve arkadaslari, D3 vitamini tedavisinin hiicresel apoptosisle iliskisini belirleme
amactyla yaptigr c¢alismada Eker sicanlarinin UF tiimorlerinde D3 vitamininin Bcl-2
ekspresyonunu 6nemli 6lglide azalttigi sonucuna varmistir [20]. Benzer sonuglar Sharan,
Halder, Thota ve arkadaglari tarafindan da yapilan ¢aligmalarinca desteklenmistir [126]. Biz
de, benzer sekilde, D3 vitamininin UFM grubuna kiyasla Bcl-2 immiino ekspresyonunu

biiytik 6l¢iide azalttigini belirledik.

Benzer sekilde, D3 vitamini ve UPA'nin kombine uygulandugu UFM grubunda, Bcl-2
ekspresyonunun D3 vitamini baskin 6zellik gostererek zayifladigr ilgiyi ¢ekti. D3+UPA
grubunda da Bcl-2 ekspresyonu UFM grubuna goére zayifti ancak bu bulgu istatistiksel olarak

anlamli bulunmadi (p<0,442). Bizim sonug¢larimiz degerlendirildiginde, gruplar arasinda
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cok belirgin olmayan farkliliklar g6zlemlenmistir. Benzer bulgular1 nedeniyle Dixon, Flake,
Moore ve arkadaslari, apoptosis ile ilgili verilerin UF’lerin belirgin bir 6zelligi olmadigi

sonucuna vurgulamiglardir [72].
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6. SONUC

Histolojik olarak, UF tedavisi i¢in D3vitaminin UPA ile kombine kullaniminin UPA'nin
anti-UF o6zelliklerini 6nemli 6l¢iide destekledigi sonucuna varildi. UPA tek basina UF’ye
bagli histopatolojik degisikliklerin giderilmesinde etkili oldugu bulundu, ancak D3 vitamini
ile birlestirildiginde senkronize ve ¢oklu anti-UF etki gosterdigi dikkati ¢ekti. Kombine
kullanimin UF’nin hiicresel proliferasyonunu daha gii¢lii inhibe ederken, apoptosis lizerinde
cok belirgin etki gostermedigi, buna karsin diiz kas hiicre organizasyonunu ve anti-kollagen
ozellikleri indiikledigi belirlendi. Her ne kadar kombine tedavi daha etkin sonug verse de

genellikle tiim belirtecler i¢in UPA baskin etkinin ortaya ¢iktig1 dikkati ¢ekti.

Sonu¢ olarak D3 vitamini ve UPA ikili tedavisi, 6zellikle D3 vitamin eksikligi olan
kadinlarda terapdtik etkinlige sahip olabilir. Ayrica, uzun siireli UPA tedavi protokollerinde,
UPA'nin aralikli  kullaniminda, UPA'siz araliklarla prospektif fibroid biiyiimesini
engelleyebilecek D3 vitaminin siirekli kullanimi tedavide alternatif bir protokol olabilir

kanisina varildi.
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