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Ostriis Siklusu Boyunca Sigan Ovaryumunda ADAMTS-1
Metalloproteinazinin Dagilimi

A Disintegrin and Metalloproteinase with Thrombospondins Motifs 1 (ADAMTS-1), ovaryumdaki
folikuler gelisim sirasinda folikil butunligunid ve iglevselligini surdirmek amaciyla yeniden
sekillenmede rol oynayan bir metalloproteinazdir. Bu galismada, disi sicanlarin farkli éstris siklusu
evrelerindeki ovaryum dokularinda ADAMTS-1 immunolokalizasyonu incelendi. Vajinal smear
yontemi ile duzenli siklus gosteren hayvanlar tercih edilerek 18 adet Wistar Albino cinsi sigan;
prodstris (Grup 1), 6stris (Grup Il) ve diéstris (Grup Ill) olmak Uzere Ug¢ gruba ayrildi. Prodstrus
evresinde; folikul epitel hicreleri, teka hiicreleri, liteal hlcreler ve intersitisyel hiicrelerde yodun
ADAMTS-1 immiinoreaktivitesi gézlendi. Ostriis evresinde, prodstriis evresine gére bu ovarian
huicrelerde daha az yogun ADAMTS-1 immunoreaktivitesi belirlendi. Didstris evresinde, boyama
yogunlugunun folikiler hucreler ile teka hiicrelerinde 6stris evresine benzer oldugu, liteal ve
intersitisyel hiicrelerde ise daha hafif oldugu saptandi. Histoskor verilerine gére, ADAMTS-1
immunoreaktivitesinin prodstris evresinde (2.84+0.13) 6stris (1.18+0.07) ve didstrus (1.08+£0.10)
evrelerine gore en ylksek degere (P<0.05) ulastigi tespit edildi. Sonug olarak; folikiler gelisim,
oviilasyon ve regresyon streglerini igeren farkl siklus evrelerinin ekstraselliler matriksindeki (ESM)
yapisal degisikliklerle iligkili olarak ADAMTS-1 immunoreaktivitesinde farkliliklar belirlendi.

Anahtar Kelimeler: ADAMTS-1, éstriis siklusu, sican, immiinohistokimya

Distribution of ADAMTS-1 Metalloproteinase in the Rat Ovarium during the
Estrous Cycle

A Disintegrin and Metalloproteinase with Thrombospondins Motifs 1 (ADAMTS-1) is a
metalloproteinase involved in remodeling to maintain follicle integrity and functionality during
follicular development in the ovary. In this study, ADAMTS-1 immunolocalization was investigated
in ovarian tissues of female rats at different oestrus cycle stages. Eighteen Wistar Albino rats were
divided into three groups as proestrus (Group 1), estrus (Group Il) and diestrus (Group Ill) animals
by choosing animals with regular cycles by vaginal smear method. In the proestrus stage, intense
ADAMTS-1 immunoreactivity was observed in follicle epithelial cells, theca cells, luteal cells and
interstitial cells. In the estrus phase, less intense ADAMTS-1 immunoreactivity was detected in
these ovarian cells compared to the proestrus stage. In the diestrus phase, the staining intensity
was found similar to the estrus phase in follicular cells and theca cells, but lighter in luteal and
interstitial cells. According to the histoscore data, it was determined that ADAMTS-1
immunoreactivity reached the highest value (P<0.05) in proestrus stage (2.84+0.13) compared to
estrus (1.18+0.07) and diestrus (1.084+0.10) stages. As a result, differences in ADAMTS-1
immunoreactivity were determined in relation to the structural changes in the extracellular matrix
(ECM) of different cycle stages including follicular development, ovulation and regression
processes.

Key Words: ADAMTS-1, estrous cycle, rat, immunohistochemistry

Girig

Ekstraselliler matriks (ESM), hiicreler arasi mikrogevrenin 6nemli yapisal ve
fonksiyonel bir komponentidir. ESM'nin yeniden sekillenebilen dinamik yapisi; hiicrenin
proliferasyon, diferansiasyon, adezyon ve migrasyon gibi fonksiyonlari ile membran
proteinlerinin yikimi ve proteolizis gibi biyolojik olaylarin gerceklesmesinde énemli bir
role sahiptir (1). ESM'nin esas bilesenleri olarak gérev yapan proteoglikanlar, matriksin
yapisal ve fonksiyonel bitinliginin korunmasinin yani sira yeniden sekillenmesinde
oldukca etkilidirler (2). Bu proteoglikanlardan versikan ve agrekana karsi katalitik
aktiviteye sahip olan bazi ESM metalloproteinazlari gérev almaktadir (3).

Ovariyan fonksiyon, tireme dénglisii boyunca meydana gelen bir dizi doku yeniden
sekillenme olaylarina baghdir (4). Ovaryumdaki ESM’'nin ¢ogalma, farkhlasma, hayatta
kalma dahil olmak Uzere folikiil bliiyimesi ve olgunlagsmasi igin gerekli olan hiicresel
surecleri dizenledigi bilinmektedir (5). ESM’nin sentezi ve degradasyonu ise oviilasyon,
korpus liteum olusumu ve liteal regresyon icin hayati éneme sahiptir (4). ESM
dénisim ve homeostazisinin kontroll, matriks metalloproteinazlari (MMP) olarak bilinen
proteolitik enzimlerin etkisiyle gerceklesmektedir. MMP’indan biri olan ADAMTS-1 (A
Disintegrin and Metalloproteinase with Thrombospondins Motifs 1), ovaryumdaki
folikiler gelisim sirasinda folikil butinluguni ve islevselligini surdirmek amaciyla
yeniden sekillenmede rol oynamaktadir (6). Esas olarak mural granuloza hicreleri
tarafindan uretilen ADAMTS-1’in (7, 8) mRNA ekspresyonunun rodent ovaryumunda LH
artisindan sonra yikselerek preovilator foliklllerde bazi proteoglikanlarin pargalandigi
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yer olan kumulus oosit kompleksinde lokalize oldugu
tanimlanmisgtir (7). Ayrica ADAMTS-1’den yoksun
farelerin  ovariyan foliklllerinde olgun  oositlerin
hapsoldugu bildiriimis ve normal ovilasyon igin
ADAMTS-1’in gerekli oldugu 6ne slriimustir (9).

Ovaryum, folikillerin strekli olarak buylylp oviile
oldugu veya geriledigi dongisel doku morfogenezisinden
gecen dinamik bir organdir (10-12). Bu doéngisel
asamalar, kontrolli yeniden sekillenme, hucre
farklilasmasi ve hiicre 6limu suregleri boyunca memeli
ovaryumunun sabit tutulmasini saglamaktadir (13).
Ovaryumda folikiler gelisim sirasinda yani folikdl
blylrken ve kiguk bir primordiyal folikiilden buylk bir
preovilator Graff folikiline giden yol boyunca
farklilastikga, ESM'de kapsamli hiicresel proliferasyon
ve yeniden sekillenme meydana gelmektedir. Folikuler
ESM’deki morfolojik degisiklikler, oviilasyondan o6nce
ovariyan MMP aktivitesinde bir artisi iceren bir dizi
proteolitk olayin etkisiyle meydana gelmektedir.
Ovllasyon surecinde proteolizisin apikal folikller
bagdokusunu bozdugu, folikiler duvar yapisinin
bltlnligund degistirdigi ve bdylece oosit salinimini
kolaylastirdigi varsayllmaktadir (6). Dolayisiyla MMP
sisteminin, éstris siklusu boyunca ovaryumda meydana
gelen bu dinamik yapisal dedgisiklikleri duzenledigi
dusundlmektedir. Bununla birlikte bu sistemdeki bazi
MMP’inin  salinimini veya etkinligini modile eden
ADAMTS-1 proteazinin, 6strus siklusu evrelerindeki roli
tam olarak bilinmemektedir. Bu amagla mevcut
galismada, siganlarin farkli dstris siklusu evrelerindeki
ovaryum dokularinda muhtemel ADAMTS-1
immunolokalizasyonunun gdsterilmesi amagclandi.

Gereg ve Yontem

Arastirma ve Yayin Etigi: Sicanlar Uzerinde
uygulanan tiim prosediirler, Firat Universitesi Hayvan
Deneyleri Yerel Etik Kurulu (FUHADYEK) tarafindan
onaylanmis etik kurul izni (Etik no: 13.02.2019-2019/03-
31-2019/20) ile gerceklestirildi.

Hayvanlar ve Deneysel Dizayn: Calismada 3-4
aylik, 18 adet disi Wistar Albino cinsi sican kullanildi.
Siganlar, Firat Universitesi Deneysel Arastirmalar
Merkezi'nden (FUDAM, Elaziy, TURKIYE) temin edildi
ve calisma suresince buradaki standart laboratuvar
kosullarinda (% 40-60 nem, 24+3 °C sicaklik, 12 saat
aydinlik: 12 saat karanlik dongusu) barindirilarak yem ve
su ad libitum olarak saglandi. Ostriis siklusunun evreleri
vajinal smear yéntemi ile belirlendi ve ardisik ¢ dizenli
siklus takibi gdsteren hayvanlar calismaya dahil edildi
(14). Vajinal smear érnekleri incelendiginde; proostrisin
erken evresinde sismis oval duz nlkleer epitelyal
hiicreler, 6stris evresinde godunlukla keratinize epitelyal
hicreler ve didstriis evresinde gogunlukla beyaz kan
hicreleri tespit edildi. Siganlar, her grupta 6 adet olmak
Uizere toplam Ug¢ gruba ayrildi. Gruplar; prodstris (Grup
1), Ostris (Grup 1) ve didstris (Grup lll) olarak belirlendi.

Isik Mikroskop Prosediirii: Sicanlar dekapite
edilerek laparatomi ile ovaryum dokulari alinip
immunohistokimyasal incelemeler icin degerlendirildi.
Dokular, formalin solisyonunda (%10) tespit edildikten
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sonra dereceli alkol serilerinden gegirilerek parafin
bloklar hazirlandi (15). 5 pm kalinhdindaki kesitler
imminohistokimyasal incelemeler icin kullanilarak i1sik
mikroskobu (Olympus BX-51, Olympus Optical Co., Ltd.,
Tokyo, JAPAN) altinda degerlendirildi.

immiinohistokimya Prosediirii:  Avidin-biotin-
peroksidaz kompleksi yéntemine gore
immiinohistokimya (IHK) boyama prosediirii uygulandi
(16, 17). Rabbit poliklonal Anti-ADAMTS-1 antikoru
(1/300; ab39194; Abcam, Cambridge, UK) birincil antikor
olarak uygulandi. Diger asamalar igin uygulanan iHK Kkiti
(Cat. No. TP-015-HA, UltraVision Detection System,
Anti-polyvalent, HRP/AEC, Thermo Fisher Scientific Co.,
USA) temin edilen firmanin talimatlarina gore kullanildi.
Boyama, 3-amino-9-ethylcarbazole (AEC) kromojeni
kullanilarak tamamlandi. Kesitler, Mayer'in hematoksileni
ile zit boyanarak medium ile kapatildi. IHK boyamalari
O=negatif, 0.5=eser, 1=hafif, 2=orta ve 3=yogun olmak
Uzere 0-3 arasinda sayisal bir puanlama ile hesaplandi.
Negatif alanlara 0, <% 25 boyama alanlarina 0.1, %26-
50 boyama alanlarina 0.4, %51-75 boyama alanlarina
0.6 ve %76-100 boyama alanlarina 0.9 degerleri verildi.
Nihai histoskor hesaplamasi: Histoskor= AlanxYogunluk
formla kullanilarak yapildi (18).

istatistiksel Analiz: istatistiksel veriler, IBM
SPSS/PC (Versiyon 21.0, IBM Co., North Castle, New
York, ABD) yazihm programi ile analiz edildi. Veriler
ortalama % standart sapma olarak sunuldu. Her bir
surekli degisken, normallik Shapiro Wilks testi ile kontrol
edildi. Surekli degiskenler parametrik olmayan veriler igin
Kruskal-Wallis ile Mann-Whitney U testi kullanilarak post
hoc analizi ile karsilastirildi. Istatistiksel anlamlilik
P<0.05 olarak belirlendi.

Bulgular

immiinohistokimyasal Degerlendirmeler:
Proostris evresinde folikil epitel hcreleri, teka
hicreleri, liteal hiicreler ve intersitisyel hiicrelerde
yogun ADAMTS-1 imminoreaktivitesi gozlendi (Sekil
1A). Ozellikle liteal hiicrelerde gbézlenen yaygin
boyamanin, nikleus c¢evresindeki  sitoplazmada
yogunlagsma egilimi sergiledidi tespit edildi (Sekil 1B).
Ostriis evresinde prodstriis evresine gére folikiil epitel
hicreleri, teka hucreleri, intersitisyel hicreler ve liteal
hicrelerde daha az yogun ADAMTS-1
immunoreaktivitesi belirlendi (Sekil 1C). Bu hicrelerdeki
boyamanin yaygin oldugu ve daha c¢ok sitoplazmada
lokalize oldugu dikkati c¢ekti (Sekil 1D). Didstris
evresinde folikll epitel hlcreleri, teka hcreleri, liteal
hicreler ve intersitisyel hicrelerde ADAMTS-1
immunoreaktivitesi saptandi  (Sekil 1E). Boyama
yogunlugunun, folikiiler hiicreler ile teka hiicrelerinde
Ostris evresine benzer oldugu, lGteal hicreler ve
intersitisyel hiicrelerde ise daha hafif oldugu géze garpti
(Sekil 1F). ADAMTS-1 immuinoreaktivitesine ait histoskor
verileri Sekil 1H’de verildi. Bu verilere gére, ADAMTS-1
immunoreaktivitesinin prodstris evresinde (2.84+0.13)
Ostris (1.18+0.07) ve diéstris (1.08+0.10) evrelerine
gore en yuksek degerde (P<0.05) oldugu belirlendi.
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LUK (Uistoskor)

e,

Sekil 1. Ostriis siklusu evrelerinde ovaryumda ADAMTS-1 immiinoreaktivitesinin dagilimi. Prodstriis (A, B), striis (C, D), distriis (E,
F), negatif kontrol (G), ADAMTS-1 immunoreaktivite histoskoru (H). Skala bar: 200 um (A, C, E, G), Skala bar: 100 ym (B, D, F).
Veriler her grup igin ortalama * standart sapma olarak verildi (P<0.05). ADAMTS-1: A Disintegrin and Metalloproteinase with

Thrombospondins Motifs 1
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Tartigsma
Matriks  metalloproteinazlari,  &stris  siklusu
boyunca ovaryumda ~meydana gelen yapisal

degisiklikleri dizenleyerek reproduktif fonksiyonlari
kontrol etmektedir. Cesitli hormonlar, sitokinler ve
blyume faktorleri tarafindan dizenlenen bu yapisal
degisiklikler, ovaryum fizyolojisi i¢in olduk¢a ©6nemlidir
(4). Ovilasyon, Ostris siklusu sirasinda liteinlestirici
hormon (LH) dalgalanmasi tarafindan harekete gegirilen
dinamik bir sure¢ olarak tanimlanmaktadir. LH, folikil
duvarinin pargalanmasi ve oositin ekstrizyonu ile
sonuglanan bir dizi biyokimyasal olayl baglatmakta ve
senkronize etmektedir (19, 20). Bu biyokimyasal olaylar
yapisal degisiklikleri dizenleyen faktorler ile MMP gibi
proteolitk enzimlerin sentezini ve salgilanmasini
icermektedir. Ovilasyon o©ncesi proteolitik olaylarin
etkisiyle meydana gelen ovariyan MMP aktivitesindeki
artis ise folikller ESM’'de degisikliklere yol agmaktadir.
Folikiler ESM'deki bu degisikliklerle baglantili olarak
folikller apeksin granuloza hucrelerinde bozulma ve
kollajen matrikste parcalanma gézlenmektedir (6).

Matriks metalloproteinaz lUyesi olan ADAMTS-1’in
folikller yirtilmaya aracilik eden bir proteaz oldugu
bilinmektedir. ADAMTS-1, granuloza hiicre reseptorlerini
bloke eden proteoglikanlari parcalayarak bu hucrelerin
gonadotropinlere olan hormonal tepkisini
kolaylastirmakta ve oosit salinimina izin vermektedir
(21). Ayrica ADAMTS-1’in dstrus siklusu evrelerindeki
ovariyan yapisal degisikliklerin diizenlenmesinde etkili
olan bazi faktérlerin salinimini veya etkinligini module
ettigi dustndlmektedir.

Calismada, siklus evrelerindeki disi siganlarin
ovaryum dokularinda ADAMTS-1 immunoreaktivitesinin
yogunlugu ve yayginhgr incelendi. Ostriis siklusu
sirasinda ADAMTS-1 imminoreaktivitesinin  siklus
asamalari boyunca degisiklikler sergiledigi tespit edildi.
Folikuler gelisimin goézlendigi prodstris evresinde
boyama yogunlugunun ve yayginliinin oldukca dikkat
¢ekici oldugu gézlendi. Bu baglamda, insan koriyonik
gonadotropini (hCG) ile superoviile edilmis immatir
sicanlarda olgun foliklllerin granuloza hicrelerine
lokalize olan ADAMTS-1’in belirgin bir periovilatér artisi
ortaya konulmustur (22). ADAMTS-1 null mutasyonuna
sahip farelerde yapilan ¢alismalar, ovilasyonun % 70-90
oraninda azaldigini kanitlamistir. Bununla birlikte bu
farelerin, folikilogenezis evrelerinde de belirgin bir
gecikme gosterdikleri belirtilimistir (23). Ayrica baska bir
calismada (9), ADAMTS-1 null farelerde oositlerin
foliktllerden saliniminin azalmasiyla birlikte ovilasyon
surecinin bozuldugu ve infertilitenin olustugu bildirilmigstir.
Bahsedilen bilgiler dogrultusunda, bu evredeki folikller
gelisimin  folikil ESM'’indeki morfolojik degisiklikleri
beraberinde getirdigi ve proteolitik aktivitenin de gerekli

Kaynaklar

1. Kalem Z, Namli Kalem M, Simsir C. Reproduktif sistemde
ADAMTS genleri. Uludag Universitesi Tip Fakiiltesi
Dergisi 2019; 45: 111-118.
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oldugu kanisina varilmaktadir. Dolayisiyla ADAMTS-1’in
de bu yapisal degisiklikler (zerinde 6nemli bir roli
oldugu dusunilmektedir.

Folikller gelisimin devam ettigi ve sonrasinda
ovllasyon slrecinin basladigi  6stris  evresinde,
prodstris evresine gére daha az yogunlukta ADAMTS-1
imminoreaktivitesi  belirlendi.  Oviilasyon  Oncesi
asamada folikil duvarini kaplayan mural hicrelerden
salgilanan ADAMTS-1'in, genisleyen kumulus hiicre
matriksine lokalize oldugu ve bu islem sirasinda
versikani pargaladigi bildirilmistir (9). ADAMTS-1 null
farelerde yapilan calismalarda, versikan
yikimlanamadigi igin ovilator fonksiyonunun bozuldugu
ve infertilitenin go6zlendigi ortaya konulmustur. Buna
ilaveten bu farelerin ESM’nin yeniden sekillenme
strecinin de olusmadigi saptanmistir (1). Ayrica
ovulasyon esnasinda kumulus oosit kompleksinin
ovaryumdan salinabilmesi icin tekal hicre ESM'nin de
parcalanmasi gerektigi  belirtiimistir (24). ESM’de
g6zlenen bu morfolojik degisikliklerin sonucunda olusan
urinlerin, ADAMTS-1 iglevselligi icin substrat gorevi
gérdigi  ve  ADAMTS-1'i  aktive ettigi ifade
edilebilmektedir.

Siberian hamsterlarinda 06stris siklusu boyunca
ovariyan MMP’lerin  immunohistokimyasal olarak
incelendigi bir calismada, dibstris evresinde gdzlenen
MMP  yogunlugundaki azalmanin, 6&stradiol (E2)
konsantrasyonundaki disus ile baglantili oldugu ifade
edilmigtir (4). Ovulasyon sonrasi regresyon sureci olarak
tanimlanan  diéstris  evresinin  baslarinda, E2
seviyelerinin dislk oldugu bilinmektedir (25). Ayrica bu
evrede antral folikillerin sayisinin ve folikiiler hucre
boyama yodunlugunun azaldidi bildiriimistir (4). Benzer
sekilde c¢alismada dibstriis evresinde, ADAMTS-1
immunoreaktivitesinin tim ovarian hicrelerde azaldigi
belirlendi.

Bu gobzlemler 1s1§inda, sigan ovaryumunun farkli
Ostris siklusu evrelerindeki immunohistokimyasal ve
molekiler ADAMTS-1 ekspresyonuna daha 0Once
rastlanmamistir. Bu ¢alisma normal ovarian siklusundaki
ADAMTS-1 lokalizasyonunu inceleyen ilk arastirmadir.
Elde edilen sonuglar ile bu surecteki bir dizi olayin
meydana gelebilmesi igcin ADAMTS-1’in anahtar bir rol
oynadigi gosterilmektedir. Folikller gelisim, ovilasyon
ve regresyon sureglerini iceren farkl siklus evrelerinin
ESM’indeki yapisal degisikliklerle iligkili olarak ADAMTS-
1 immunoreaktivitesinde farkliliklar oldugu belirlendi.
Ozellikle prodstriis evresindeki yojun ADAMTS-1
immunoreaktivitesi, siganlarin preovilatuar déneminde
proteazlarin  rolinin olduk¢ca &énemli oldugunu
gostermektedir. Dolayisiyla ADAMTS-1’in  reproduktif
fonksiyonlardaki proteaz akvitesinin hala arastiriimasi
gereken yonlerinin oldugu ifade edilebilir.
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