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SIMGE VE KISALTMALAR

% : Yiizde

°C : Santigrat

DM : Diabetes Mellitus
ERa : Ostrojen reseptorii alfa
H+E : Hematoksilen + Eozin
kg : Kilogram

LH : Liiteinizan Hormon
mg > Miligram

mli - Mililitre

o - Alfa

B . Beta

pm : Micrometre



GIRIS VE AMAC

Diyabet bircok sistem ve organi etkileyen, kan glukoz seviyesindeki artis ile
Ozellesmis, diinyada sanayilesme ve sehirlesmenin artmasi ile rastlanma orani giderek artan
en onemli metabolik hastaliklarin basinda gelmektedir. Diyabet nedeniyle hem diinyada hem
de iilkemizde milyonlarca insan etkilenmekte ve is veriminde diisiisler, ila¢ ve hastahane
masraflarinda artiglar gibi ¢ok sayida maddi sorunlarla karst karsiya kalinmaktadir. Bunun
yaninda her iki cinsiyet i¢in de 6nemli infertilite sorunlarina yol actig1 bilinen bir gercektir.

Diyabet, disi ve erkek lireme organlarinda bir¢ok patolojik duruma neden olmaktadir.
Bunlar arasinda, erkeklerde libido azligi, spermatozoon sayisinda azalmalar, serum
testosteron seviyelerinde diistislerle birlikte, testis dokusunda histolojik olarak seminifer
tubiillerde dejenarasyonlar, tubiil hacimlerinde ve germ hiicrelerinde azalmalar, tubiillerde
olgunlagsmamis germ hiicrelerinde liimene dokiilmeler gibi bulgular izlenmektedir. Disilerde
ise, ovaryumlarda folikiil gelisiminde gelisim kusurlar1 ve olgunlasmamis folikiil sayisinda
artiglar, amenore veya oligomenore, vajina kurulugu, cinsel isteksizlik gibi etkilerle beraber
infertileteye neden olmaktadir. Son zamanda yapilan arastirmalar gostermektedir ki, diyabete

bagli olarak ortaya cikan infertilite, infertilite vakalar1 arasinda 6nemli bir tutmaktadir.



Ostrojen hormonlarinin, disi genital sistem {izerinde diizenleyici etkileri yaninda
bir¢ok sistem iizerine etkili oldugu bilinmektedir. Ovaryumlarda folikiil gelisim ve uterusda
endometriyumun implantasyona hazirlanmasinda etkili olan Ostrojenlerin salgilanmasi ¢esitli
etkenlere bagl olarak degisime ugrayabilmektedir. Diyabet, disi genital sistem iizerinde
meydana getirdigi olumsuz etkiler nedeniyle implantasyonu olumsuz yonde etkilemektedir.
Ostrojen hormonlarina ait reseptérler de diyabete bagli olarak degisim gosterek implantasyon
lizerinde olumsuz yonde etki olusturmaktadir. Ostrojen reseptorlerindeki degisime bagl
olarak uterus endometriyumunda, Ostrojenlere cevaplar degismekte ve endometriyumun
proliferasyon ve sekresyonunda aksamalar meydana gelmektedir.

Planlanan bu arastirmada, streptozotosin (STZ) ile deneysel diyabet olusturulmus
sicanlarda, uterus endometriyumunda Ostriis siklusunun Ostriis ve met0Ostriis fazlarinda,
Ostrojen reseptor alfa (ERa) ekspresyonunun diyabete bagli olarak degisimlerinin

immiinohistokimyasal olarak belirlenmesi amag¢lanmistir.



GENEL BIiLGILER

DIABETES MELLITUS

Diabetes mellitus (DM), insiilin salgisinin mutlak veya goreceli eksikligi ya da insiilin
rezistans1 ile olusan, hiperglisemi ile kendini belli eden, karbonhidrat, yag ve protein
metabolizmast bozukluklar1 1ile karakterize kronik metabolik bir hastaliktir. DM’un
etiyopatogenezi ile ilgili arastirmalar, hastaligin heterojen, hiperglisemi ile karakterize pek
¢ok durumu igine alan bir sendrom oldugunu géstermektedir (1). Diinya saglik 6rgiitii (DSO)
tarafindan “salgin” olarak nitelendirilen DM, gelismis ve gelismekte olan iilkelerde yayginligi
giderek artan Onemli saglik problemlerinin basinda gelmektedir. Diyabet ve diyabete bagh
komplikasyonlar, insan sagligini ve yasam kalitesini ciddi oranda etkilemekle beraber, iilke
ekonomilerine de biiyiik yiikler getirmektedir (2).

Diyabetin sebep oldugu komplikasyonlar arasinda; retinopati, néropati, nefropati,
kardiyovaskiiler hastaliklara yatkinlik ve infertilite sorunlar1 bas1 ¢ekmektedir (3). Diyabetin
sebepleri arasinda genetik yatkinlik, beslenme aliskanliklar1 (fast-food tiirii beslenme, yiliksek
enerjili diyetler), haraketsizlik ve ¢esitli kimyasal ajanlara maruziyetler sayiabilir (4).

Diabetes mellitus; Tip 1, Tip 2, diger tiirler ve gestasyonel diyabet olarak dort sinifa
ayrilmaktadir (5).

Tip-1 Diabetes Mellitus
Tip-1 DM (Juvenil baslangigli) otoimmiin bir hastalik olup, pankreas endokrin adacik
beta (B) hiicrelerinin ilerleyici harabiyetiyle olusan insiilin yetmezligi ile karakterize formdur

(6). Bu hastalarin yaklasik %90’inda, 30 yas oncesinde hastalik teshis edilir. Tip | diyabetli



hastalar hayatlarin1 devam ettirmek ve ketoasidozdan korunmak ig¢in diizenli olarak insiilin
almak zorundadirlar (7).

Tip-2 Diabetes Mellitus

Bu tip diyabet, en ¢ok goriilen tiptir. Insiiline bagimli olmayan diyabet olarak da
tanimlanir. Nedeni insiiline karsi1 periferik direng veya yetersiz insiilin salinimi ya da her
ikisinin de birlikte olmasi sonucu ortaya ¢ikmaktadir (8). Tip-II diyabet, genelde 40 yas istii
bireylerde goriiliir. Yanlis beslenme aliskanliklari, hareketsizlik, yasam tarzi ve obezite Tip-II
diyabetin riskini artan etkenlerdendir (9). Bu tip diyabetin tedavisinde, insiilin direncinin

azalmasi ve endojen insiilinin salgilanmasi amaglanir (10).

Spesifik Nedenlere Bagh Diyabet Tipi

Pankreas [-hiicrelerinin fonksiyonunda genetik bozukluklar, insiilininin etkisinde
genetik kusurlar, ekzokrin pankreas hastaliklari, endokrinopatiler, ¢esitli ilaglar, enfeksiyonlar
(11), Down, Klinefelter sendromu gibi etkenlere bagli olarak ortaya ¢ikan diyabet tiirtidiir
(12).

Gestasyonel Diabetes Mellitus (GDM)

Diyabetin bu tiirli, ilk defa hamilelik esnasinda goriiliir ve glukoz toleransindaki
bozulmalarla tanimlanan diyabet tipidir. Gebeliklerin yaklasik %2-4’iinde goriilen bu tiir
diyabet, en yaygin olarak gebeligin {iciincii trimesterinde ortaya ¢ikar (13). Insiilin eksikligi
sonucu, hiperglisemi olusmaktadir. Kadinlarda hamilelik yas1 25’den yiiksek olmasi, ailede
diyabet Oykiisiiniin olmasi, hamilelikten 6nce asir1 kiloluluk durumu, 6nceki hamileliklerde
GDM veya glukoz toleransi bozuklugu tanimlanmasi ve hamilelik déneminde kan-glukoz

seviyelerinin yiiksek olmasi, GDM riskini arttiran faktorler arasinda 6ne ¢ikanlardir (11,13).

UTERUS ANATOMISI

Pelvis boslugunda, rektum ile mesane arasinda yer alan embriyonun implante oldugu,
embriyo ve fotiisiin gelisip, dis ortamda yasayabilecek olgunluga geldigi liimenli bir organdir.
Duvar yapisinin kalinligi kassal katmanmin miiskiiler yapisindan ileri gelmektedir (14).
Onden arkaya basik, ters duran armut seklinde bir morfolojik goriintiiye sahiptir (15). Uterus,
nullipar kadmlarda yaklagik olarak 7.5 cm uzunlugunda, 5 cm genisliginda, 2.5 cm

kalinligindadir ve agirhigi 30-40 gram kadardir. Uterus anatomik olarak 3 boliime ayrilir:

a-Fundus, b- korpus (govde), c- serviks (14,16).
4



Fundus
Uterusun en iist kismini olusturan, tuba uterinalarin uterusa acildiklar1 diizeyin
tizerinde yer alan dar kisimdir. Tuba uterinalarin uterusa agildiklar1 yerden istmusa kadar

devam eder.

Korpus
Tuba uterinalarin uterusa agildiklar1 yerden servikse kadar devam eden, embriyonun
implante oldugu, gelistigi ve uterusun esas kismini olusturan boliimiidiir. Anteriyor ylizeyi

diiz ve posteriyor yiizii ise konveks bir goriiniimdedir (17) .

Serviks
Uterusun en alt pargasi olup, kisa bir ¢ikint1 ile vajinaya agilir. Servikal kanal olarak
isimlendirilen serviks limeni uterusa agilan (internal os) ve vajinaya agilan (eksternal 0s)

daralmalar gosteririr (18).

UTERUS HISTOLOJISI

Uterus kalin bir duvar yapisina sahip olup, histolojik olarak 3 katmandan meydana

gelmistir (19). Bu tabakalar distan i¢ce dogru:

a-Tunika seroza (perimetriyum), b- tunika muskularis (miyometriyum) ve c- tunika mukoza
(endometriyum)’dir (14,17, Sekil 1 ve 2)

Perimetriyum
Yiizeyinin mesaneye komsu olan kismi hari¢ mezotel hiicrelerinin dosedigi bag
dokusundan olusan uterus dig katmani perimetriyumdur. Serviks uteriyi sadece arkadan,

korpus uteriyi dnden ve arkadan saran peritonun visseral yapragidir (20).

Miyometriyum

Miyometriyum, uterusun en kalin ve orta tabakasini meydana getiren, bag dokusu ile
birbirinden ayrilmis diiz kas liflerinden meydana gelen kassal katmandir. Kas katmanlarinin
arasindaki bag doku igerisinde yogun olarak kan damarlari, lenf damarlar1 ve sinir telleri yer

alir (21).



Uterusun miyometriyum katmani i¢ ice gecmis sekilde, sinirlart zaman zaman tam
olarak ayirt edilmeyen 3 tabakadan meydana gelmistir:

Myometriumun i¢ tabakasi, subendometrial tabaka, endometriumun stratum basale
tabakasina paralel yerlesimli yogun diiz kas liflerinden; orta katman kan ve lenf

damarlarindan zengin, sirkiiler veya spiral diiz kaslardan ve dis katman ise yiizeye paralel

seyirli diiz kaslardan olusur (22).

o)

Sekil 1. Insan uterus dokusunun agital enine keiti, E: Endoetriyum, M: miyometriyum,
Ok: Perimetriyum, X8.

Endometriyum

Insan ve kemirgenlerde uterusunda endometriyumu, tek katli silindirik epitelden
olusan lamina epitelyalis ve basit tubuler karakterli bezler igeren gevsek bag dokudan
meydana gelen lamina propria alt katmanlarini igerir. Uterus endometriyumu, Ostriis
sikliisiindeki degisimlere bagli olarak siirekli dejenere olmakta ve tekrar proliferasyon
gecirmekte olup, bu degisim ovaryal hormonlarindaki degisimlere bagli olarak meydana
gelmektedir (23).

Uterusun foksiyonu ile iligkili olarak endometriyum iki alt katmandan meyda gelir:
1. Yiizeyel tabaka olan stratum fonksiyonalis. Lamina epitelyalis ve onun altinda yer alan

lamina propriyanin biiyiik bir kismin1 kapsayan, insanlarda menstrual kanama sirasinda atilan

ve implantasyonun sekillendigi endometriyum alanidir. Bu katman, ovaryum hormonlarina



bagiml olarak 6demli ve kanli bir hal alir ve gebelik sekillenmediginde nekroza ugrayarak
menstrual kan i¢inde uterus limenine dokiiliir (17,20).

2. Derin ve miyometriyuma komsu olan endometriyum katmani stratum bazalis. Yaklagik 1
mm veya daha az kalinliga sahiptir. Uterus bezlerinin ve lamina propriayanin baglangi¢
kismini icermektedir (24).

Arkuat arterler, miyometriyumun ara tabakasinda sirkiiler olarak yerlesirler ve bu arterden

endometriyumu besleyen iki kol ¢ikar:

a- Diiz arterler, endometriyumun bazal kismin1 besler

b- Kivrimli arterller, endometriyumun fonksiyonel kismini besler (20).
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Sekil 2. Siganlara ait uterus dokusunun enine kesiti, E: Endometriyum, S: Sirkiiler kas
tabakasi, L: longitudinal kas tabakasi, OKlar: stratum vaskulare katmaninda yer
alan biiylik damarlar, H&E, 40X.

Uterusun fizyoloji

Ergenlik yasina girmis ve saglikli bireylerde ovaryal hormonal degisime bagh olarak,
kadinlarda 28 giinde bir degisen siire ile uterus dokusunda proliferasyon, sekresyon ve

involusyonu iceren ve sonunda 3-5 giin siire kanama ile sonlanan degisimlerin tiimiine



uterinal siklus denir. Uterinal siklus sonunda birey gebe kalmamis ise endometriyumun
stratum fonksiyonalis katmanini da iceren kan-doku artiklari vajen yolu ile disart atilir.
Araliklarla goriilen siklik uterin kanamalara, menstriial kanama ve siklusa da menstrual siklus
denir (25).

Menstriial siklusun fazlar

a- Folikiiler (proliferasyon, ostrojenik) faz: Bu evre, ovaryumda folikiillerin
gelistigi, Ostrojen hormonunun baskin oldugu ve bu hormona cevap olarak endometriumda
proliferasyonun goriildiigii, uterus bez sayilarinin arttigi ve 6dematik bir formun gelistigi
evredir (26).

Menstriial kanamanin bitimi ile baslar, insanlarda menstriial kanamanin 5. giintinden
baslayip ve 15-16. giine kadar siirer. Bu evrede uterus mukuzasi ve uterusun bezleri folikiil
stimiilan hormon (FSH) etkisinden dolay1 kalinlagir ama salg1 yapmaz (27). Epitel katman1 ve
lamina propriyadaki hiicrelerde mitotik aktivite iist seviyelerdedir. Tibiiler bez epitel
hiicreleri yukariya dogru go¢ etmeye baslar ve bezler gelistikge daralip kivrimli bir yapiya
dontsiirler (28).

b- Sekresyon (progestasyonel) fazi: Olgun folikiiliin (Graafian folikiilii) patlamasi ve
oositin atilmasini takiben gelisen, corpus luteumun aktif oldugu donemdir. Bu donemde
baskin olan hormon corpus luteum kaynakli progesterondur. Gelisen uterus bezlerinde
progesterona yanit olarak salgilama aktivitesi baglamig durumdadir (29).

Endometriyal bezlere paralel olarak seyreden spiral damarlarin da boylar1 artar ve
stromada yer alan fibroblast hiicrelerinin sitoplazmasinda yag ve glikojen depo haline gelir.
Sekresyon evresi progesteron ve ostrojen hormonlariin Kotrolii altindadir (30). Eger gebelik
olusur ise endometriumun lamina propriasinda yer alan stromal hiicreler biiyiimeye ve
yiikselen progesteron seviyesine tepki olarak glikogen ve lipid depolamaya baslar. Bu

hiicreler bundan sonra “desidual hiicre”ler olarak adlandirilmaya baglarlar (31).

c-iskemik faz: Bu donem, menstrusyondan énceki kisa bir siiredir ve progesteron
seviyesinde diisiis sebebi ile meydana gelir. Eger ki dollenme gergeklesmezse corpus luteum
10 giin boyunca progesteron hormonu iiretmeye devam eder (32). Endometriyum fonksiyonel
tabakasindaki spiral arterlerin ani bozulmas: nedeni ile iskemi meydana gelir ve

endometriyumda nekroz baslar (33).



d-Menstrual faz: Bu evrede, iki giin i¢inde uzun siireli arteriyel kontraksiyonlarin
sonunda endometriyum yiizey epiteli dokiiliir ve arterlerin duvarlar1 da yirtilir. Bunu takiben
fonksiyonel endometriyum tabakasi nekroze olarak dokiilmeye baslar. Kivrimli olan arterler
acilip genislerler, yirtilan damarlardan venoz ve arteriyel kan, nekrotik endometrium dokusu,
stroma ve bez epitel hiicreleri kanla karisik bir sekilde disart atilir (34).

Endometriyum dokiilmesi ve kaybedilen kan miktari kadinlarda farklidir, hatta ayni
kadinda farkli zamanlarda degisimler goriilir. Bu donem sonunda endometriyum ince bir
yaptya sahip olup, hiicreleri mukozayr yeniden olusturmak i¢in boliinlip ¢ogalarak,

endometriyumu yeni bir siklus i¢in hazirlar (35).

SICANLARDA UTERUS ANATOMISI
Sicanlarda uterus, pelvis ve abdomen boslugunda yerlesik olup ve ¢ift kornuludur. Bu
iki kornu kaudal kisimda birlesirler ve vajinaya iki ayr1 serviksle acilirlar. On kisimda vezika

urinaria ve arkada rektum ile komsudur ve bagirsaklarla sarilidir (36).

SICANLARDA MENSTURAL SIKLUS VE GEBELIK
Sicanlar, pubertenin baglamasindan yasliliga kadar siiren siklik aktivite gdsteren ve

mevsime bagli olmayan polidstrik, yani ireme siiresi boyunca birden fazla kizginlik evresi
gosteren hayvanlardir. Puberte ile baslayan ilk menstural siklus dort giin kadar siirer ve yas
artik¢a bu donem giderek uzayarak hayatin son déonemlerinde alt1 giinii bulmaktadir (37).

Siganlarda Ostrus siklusu ortalama 4-5 giin siirmektedir. Bu evre laboratuvar
kolonilerinde mevsimden bagimsiz olarak yil boyu siirer (38). Menstural siklus, birbirini takip
eden 4 doneme yani prodstrus, Ostrus, metdstrus ve didstrus olarak alt evrelere ayrilir. Bir
siklus periyodunda proostrus evresi yaklasik 12 saat, dstrus evresi 9-15 saat, metdstrus evresi
21 saat ve diostrus evresi 57 saat stirmektedir (39).

Proostrus doneminde; Ostradiol ve liiteinlestirici hormon (LH) iist diizeye ulasir.
Ostradiol, dénemin baslangi¢ giinlerinde diisiik diizeydeyken, dénemin ortalarina dogru
giderek yiikselerek pik seviyeye ulasir (40).

Ostrus donemine gecerken, dstradiol seviyelerinde de hafif bir diisiis goriiliir. Folikiil
uyaricit hormonunda da artis olur (41). Ostrus doneminde; LH en diisiik seviyesindeyken FSH
yiiksek seviyelerde bulunur. Ostradiol seviyesinde ise diisiis devam eder ve bu evrenin
ortalarina dogru en alt seviyeye iner. Progesteron seviyesinde ise artis olur ve Ostrus fazinin

sonunda ovulasyon meydana gelir (42).



PANKREAS HISTOLOJISI

Pankreas, karin boslugunda dalak ve duedonum arasinda insanlarda 60-160 gr
agirlinda olan endokrin ve ekzokrin 6zellikleri bir arada gosteren bir bezdir. Ekzokrin boliim
seréz bez yapisindadir ve yapisal olarak parotise benzer ama endokrin bolimde Langerhans
adaciklart bulunmasi ve ¢izgili kanala sahip olmamasiyla parotisten ayrim gosterir. Ekzokrin
pankreasin son kisminda sentroasiner hiicreler goriiliir (43). Bu kisim bilesik tubulo-alveolar
bez yapisi Ozelliklerine sahiptir. Pankreasin ekzokrin kismindan lipaz, amilaz, tripsin,
simotripsin, karboksipeptidazlar, elastazlar, proteazlar salgilanir (30).

Pankreasin endokrin kismina Langerhans adaciklari adi verilir ve bu kisim ser6z
asiniislerden izoledir (44). Endokrin adaciklar birbirinden ayrilan 4 farkli hiicre igerir ve bu
hiicresel ayrim salgt ve boyanma o6zelliklerine gore yapilir. Langerhans adaciklarinin
periferinde yerlesen hiicreler alfa (a) hiicreleridir (45). Bu hiicreler asidofil o6zellige
sahiptirler ve kan glukoz seviyesini yiiksetmek i¢in glukagon hormonunu salgilarlar (30).
Ikinci biiyiik hiicre grubu olan B hiicreleri daha ¢ok merkezi yerlesimli ve bazofilik
ozelliklere sahiptirler ve insiilin hormonu salgilarlar, bu hormon da kan glukoz seviyesini
diistiriicti etkiye sahiptir (45). Delta (D) hiicreleri o ve B hiicrelerinin salgilarini yavaglatmak
icin somatostatin salgilayan diger tip endokrin hiicre tiriidiir (43). Az sayida bulunan
endokrin karakterli bir diger hiicre tipi ise F hiicreleri dir. Bu hiicreler pankreatik
polipeptitler salgiladig1 i¢in pankreatik polipeptid (PP) hiicreleri olarak da adlandirlarlar
(30). Endokrin adaciklarda bu dort hiicre grubuna ek olarak bulunan bir diger hiicre tiirti de G
hiicreleridir, ¢ok az sayidadirlar ve sindirim kanalinda yerlesik olarak bulunan gastrin

hiicreleri (G hiicreleri) gibi gastrin salgilarlar.

Ostrojen Hormonu

Ostrojen hormonu ovaryumlardan salgilanan steroid yapili cinsiyet hormonlarindan
biridir. Bu hormon, embriyonik ve fetal gelisimde onemli bir role sahipdir ve kadinlarin
sekonder seksiiel karakterizasyonu, iireme dongiisii, fertilite ve gebeligin devamlilig: tizerinde
onemli etkisi bulunmaktadir (46).

Ostrojen 18 karbonlu bir hormondur ve iig alt tipi vardir: Bunlar stradiol, dstriol ve
ostron hormonlaridir. Ostradiol, ovaryumun en etkin Ostrojenidir, baslica graniiloza ve
graniiloza lutein hiicrelerinde salgilanir. Ostradioldan daha az etkin olan &striol, énemli
miktart gebelik doneminde karacigerde Ostrondan iiretilir. Bunlarin igerisinde &stronun

etkiligi en azdir ve periferik dokularda dstradiol ya da androstenedionun doniistiiriilmesi ile
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olusabilir (47). Ovaryumlara ek olarak plasenta, Ostrojen hormononun en Onemli
kaynaklarindandir. Ostrojenler, ovaryumlar gibi erkek bireylerde de testislerden sentezlenir ve
bunlara ek olarak da periferal dokularda androjenlerin aromatizasyonu ile de sentezlenirler
(48).

Ostrojen reseptorii

Ostojen hormonlar1 hedef hiicrelerine ulastiklarinda etkilerini gdsterebilmek icin dzgiil
reseptorlerine baglanmalar1 gerekir. Hormonlar biyolojik aktivitelerini gosterebilmek igin
membran reseptorlerine ya da cekirdek reseptdrlerine baglanirlar (49). Ostrojenler, ¢ekirdek
reseptOr proteine baglanip organ ve dokuya 06zgiil fizyolojik cevaplari baslatirlar. Steroid
reseptor siliperailesine ait olan Ostrojen reseptorlerinin  iki tipi vardir: Bunlar, ostrojen
reseptorii alfa (ER-a) ve Ostrojen reseptorii beta (ER-B)’dir. Bu iki reseptor proteininin DNA
baglanim bolgesi oldukga birbirine benzerdir ama molekiiliin genelinde olan aminoasit
benzerligi azdir (50). Bu reseptorlerin immiinohistokimyasal olarak yerlesimleri belirlenmis
ve farkli yerlerde olduklari tespit edilmistir. ER-a graniiloza hiicrelerinde goriilmez ama
germinal epitel, interstitial hiicreler ve teka hiicrelerinde ekspresyonlar1 goriilmiistiir. ER-3;
primer, sekonder ve olgun folikiillerin granuloza hiicrelerinin niikleuslarinda tespit edilmistir
(37). Yapilan calismalarda, prenatal ve primordiyal folikiillerde Ostrojen reseptorlerinin
eksprese edilmedikleri tespit edilmistir. Ostrojen reseptorleri antral folikiillerin graniiloza
hiicrelerinde goriilmekle beraber bu reseptorler, baskin olmayan folikiillerin graniiloza
hiicrelerinde de goriilirler. Menstrual siklus doneminde teka interna ve onu saran doku
hiicrelerinin, Ostrojen reseptdrii immiin negatif olduklar1 belirlenmistir (51). Ostrojen
reseptorlerinin yar1 6mriileri 2-4 saattir ve yaklasik 6 saatte baglanma yetenekleri azalir. Bu

nedenle, ostrojen etkisinin devamlilik gosterebilmesi i¢in Ostrojen varligmin devamli olmasi

gerekmektedir (52).
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GEREC VE YONTEMLER

Calismamiz, Trakya Universitesi Tip Fakiiltesinde Deney Hayvanlar1 biriminde
yapildi. Ayn1 biyolojik ve fizyolojik 6zelliklere sahip 20 adet ii¢ aylik Wistar albino disi sican
kullanild1i. Hayvanlarin ortalama agirliklart 200-250 gr arasindaydi. Deney siiresi boyunca,
tiim deneklerimiz, optimum laboratuvar kosullar1 (22+1°C, 12 saat karanlik/aydinlik
siklusunda) altinda, giinliik icme suyu ve %21 ham protein iceren pelet yemlerle (Purina)
beslendi. Diizenli olarak kafes bakimlar1 yapildi.

Calisma igin Trakya Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu’ndan
27.06.2014 tarihinde TUDHYEK-2014/26 karar nolu (Ek 1) onay alindu.

Calisma baslangicinda, hayvanlar numaralandirildilar ve agirlik tartimlari yapilarak
kayit altina alindi. Denekler baslangi¢ doneminde rastgele kontrol ve diyabet gruplarim
olusturmak tizere iki gruba ayrildilar. Deney baslangicinda tiim denekler bir gece a¢ birakildu.
Ertesi sabah biitiin hayvanlarin aglik kan sekerleri kuyruk venlerinden (IME-DC, Almanya)
olgiildii. Ol¢iim sonunda elde edilen kan degerleri ile (en diisiik 84 miligram/desilitre (mg/dL;
en yiiksek 132 mg/dL) hayvanlarin saglikli olduklari tespit edildi. Kontrol grubuna sadece
serum fizyolojik tek doz olarak intraperitoneal (i.p.) enjekte edildi. Diyabet grubuna, diyabet
olusumu i¢in tek doz (60 mg/kg) streptozotosin (STZ) i.p. enjeksiyonu yapildi. Enjeksiyonu
takiben 48.saatin sonunda kuyruk venlerinden alinan kan 6rneklerinden kan glikoz seviyesi
280 mg/dl ve istii olanlar diyabet kabul edilip deneye dahil edildiler. Diyabet olusumu
takiben 21.giinden itibaren her sabah deneklerin vulva bolgesi %70’lik etil alkolle (Merck,
Almanya) silindikten sonra, steril tahta c¢ubuklarin pamukla kaplanmis ug¢ kisimlar
nemlendirildi ve vajina igerisinden, nazikg¢e siiriintii alinip, lam {izerine yayildi. Yayma

lamlarin oda sicakliginda kurumasi beklendi. Kurumay: takiben smear Ornekleri toluidin



mavisi ile boyandi ve 1s1k mikroskobunda (Olympus BXS51, Japan) incelendi; Ostrus ve
metostrus fazinda olan hayvanlar derin anestezi altinda uyutularak uterus ve pankreas doku
ornekleri alindi. Alinan 6rnekler %10°luk tamponlu nétral formaldehitde 48 saat siire ile fikse

edildi ve rutin histolojik takiplerden sonra parafinde bloklandilar.

BIYOKIMYASAL ANALIZLER

Anestezi saglandiktan sonra, uterus doku Orneklerinin alimindan 6nce kardiyak kan
alinarak biyokimyasal degerlendirme i¢in Trakya Universitesi Saglik Arastirma ve Uygulama
Merkezi Hormon Laboratuvari’na génderildi. Biyokimyasal analiz icin Trakya Universitesi
Saglik Aragtirma ve Uygulama Merkezi Hormon Laboratuvari’na gonderilen deney ve kontrol
grubundaki kanlar1 santrifiij edildi. IMMULITE 2000 XPi Overview Siemens cihazinda

Immunoassay yontemiyle total dstradiol degerleri pg/ml olarak tayin edildi.

DOKU TEMINI VE HAZIRLANMASI

Streptozotosin uygulamasint takip eden 21. giinden itibaren deney ve kontrol
gruplarinda, vajinal smear ornekleri alinarak ilgili siklus fazinda (Gstriis veya metrdstriis) olan
siganlarin  kan sekerleri Ol¢iildli, intramuskular yoldan 50 mg/kg ketamin (Ketalar-
Eczacibasi/Tiirkiye) ve 10 mg/kg xylazine (Rompun-Bayer/Tirkiye) ile anestezi saglanip
diseke edildikten sonra uterus ve pankreas ornekleri alindi. Alinan uterus ve pankreas
ornekleri %10 luk tamponlu nétral formaldehit fiksatifinde tespit edildi. Dokularin 11k
mikroskopik incelemeleri igin islemlendirilmeleri Trakya Universitesi Tip Fakiiltesi Histoloji

ve Embriyoloji Anabilim Dali rutin Laboratuvari’nda gergeklestirildi.

Isik Mikroskobik inceleme

Isik mikroskobik incelemeler igin uterus ve pankreas dokulari, Trakya Universitesi Tip
Fakiiltesi Histoloji ve Embriyoloji Anabilim Dali Isik Mikroskobi Laboratuvar’inda isleme
tabi tutuldu. Bu amagla uterus ve pankreas doku parcasti %10’luk tamponlu ndtral
formaldehit soliisyonu (Sigma-Aldrich, HT501128-4L) igerisine alinarak 48 saat fikse edildi.
Fiksasyon sonrasinda dokular bir gece akarsuda yikandi. Ardindan sirasiyla %70, %80, %90,
%96’ 11k alkollerden, 1’er saat 2 tekrar ve 1,5 saat mutlak alkolden olmak kaydi ile gegirilerek
dehidretasyon islemi tamamlandi. Daha sonra saydamlagtirma basamagi i¢in dokular 45
dakika toluol ile muamele edildi, siirenin sonunda doku ornekleri 42-44 °C sicakliktaki
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yumusak parafine alindi1 ve en az 45 dakika bekletildi. Bu siirenin sonunda dokular yumusak
parafinden, sivi sert parafine alinarak parafin bloklar elde edildi. Bu bloklardan Leica RM-
2245 silindirli mikrotom kullanilarak 5 pum kalinhigindaki kesitler alindi. Genel histolojik

durumun incelenmesi amaciyla hematoksilen ve eozin (H&E) boyasi uygulandi.

Ostrojen Reseptorii Immiinohistokimyasal Boyama

Immiinohistokimyasal incelemeler icin uterus dokulari, Trakya Universitesi Tip
Fakiiltesi Histoloji ve Embriyoloji Anabilim Dali Isik Mikroskobi Laboratuvar’inda
islemlendirildi.

Inceleme icin her gruba ait uterus dokularindan 5 pm kalinhiginda parafin kesitler
alind1 ve deparafinizasyon islemini takiben, kesitler suya indirildi. Suya indirilen kesitler
antijen retrival i¢inde mikrodalga firinda 20 dakika kaynatildi. Oda 1sisinda 20 dakika
sogumaya birakildiktan sonra, kesitler fosfat tampon soliisyonu (PBS) ile yikandi. Bu
asamadan sonra hidrojen peroksidaz aktivitesinin giderilmesi i¢in metanolde (Riedel- de
Haen, 24229) hazirlanan %3’liikk hidrojen peroksit (H202) ile 20 dk muamele edildi. Kesitler
PBS ile yikandi. Ozgiil olmayan antikor baglanmalarini bloklamak iizere kesitlere %1
preimmiin rabbit serum (Ultra V Block, LabVision, TA-015-UB) uygulandi. Daha sonra
kesitler nemli chamber i¢inde 1/100 oraninda sulandirilmis primer antikor ile 1 saat siire ile
inkiibe edildi. Kullanilan primer antikor, anti- ERa antikoru (ABCAM, ab32063, USA) idi.
Kesitler 3 kez PBS ile yikama sonrasinda 20 dakika sekonder antikor soliisyonunda
(biotinylated second antibody, Invitrogen, UK) tutuldu. Tekrar 3 kez PBS’de yikanan
kesitlere 20 dk streptavidin peroksidaz soliisyonu (Streptavidin peroxidase, enzyme conjugate,
Invitrogen, UK) uygulandi. Daha sonra kesitlere 3 kez PBS ile yikamanin ardindan 10 dakika
diamino benzidin (DAB) kromojen soliisyonu (Invitrogen, UK) uygulamasi yapildi. Kesitler
distile su ile yikandiktan sonra 5 dakika Mayer hematoksilen uygulanarak zit boyama yapildu.
Alkol serilerinden (%70, %80 ve %96’lik alkolde 2 dakikadan 2 defa, %100’liik alkolde 2
dakikadan 3 defa) gegirildi. Saydamlastirma igin 3 dakikadan 3 defa ksilolde bekletilerek
kapatma soliisyonu ile lamel kapatildi ve 151k mikroskobunda degerlendirmeye alindi ve

gerekli alanlarin fotograflar ¢ekildi (Olympus CX31, Japan).
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BULGULAR

Gruplarin  olusturulmasinda vajinal smear metodu kullanildi. Vajinal smear

orneklerine ait kontrol ve diyabetik gruplara ait bir fotograf Sekil 3’de sunulmustur.

Sekil 3. Vajinal smear Ornekleri. a: Kontrol Ostriis, b: Diyabetik metostriis grubuna ait

goriintliler. Toluidin mavisi, 400X.

Viicut Agirhk Bulgular:

Deney baslangici kontrol ve diyabetik gruplarin viicut agirliklart 6l¢iimleri kayit altina
alinmis olup, deney sonunda elde edilen degerler ile karsilagtirilmistir. Kontrol gruplarinda
baslangi¢ degerine gore deney sonunda anlamh bir artis tespit edilirken; diyabetik gruplarda
deney sonunda deney baslangicina gore anlamli derecede agirlik kayiplart goriilmiistiir

(P<0.05; Tablo 1 ve Sekil 4).
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Tablo 1. Gruplara ait deney baslangici ve deney sonu viicut agirlik degerleri (g)

Kontrol Kontrol Diyabet Diyabet

Ostriis Metostriis Ostriis Metéostriis
Deney Baslangic1 | 182.8+6.4 186.6+2.3 198.9+49.5 198.8+8.4
Deney Sonu 194.6+8.12 | 201.6+10.32 172.4+12.5P 183.6+9.6°

a: P<0.05; Deney baslangi¢ degerine gore anlamli olarak artmas;

b: P<0.05; Deney baslangi¢ degerlerine gore istatistiksel azalmstir.

Vicut Agirlik Degisimi (g)
d

Kontrol Ostriis  Kontrol Metdstriis

-30 - b

-35 -

Sekil 4. Deney sonunda deney baslangicina gore viicut agirlik degisimleri a: P<0.05; Deney
baglangic degerine gore anlamli olarak artmis; b: P<0.05; Deney baslangig
degerlerine gore istatistiksel anlamli olarak azalmistir.

Kan Sekeri Bulgular

Deney baglangicinda kan glukoz deger gruplar arasinda birbirine yakin ve saglikl bir
goriiniime sahip olduklar1 tespit edildi. Deney sonunda kontrol gruplarindan elde edilen kan
glukoz degerleri, baslangi¢ degerlerine gore anlamli bir degisim gostermezken, her iki diyabet
grubunda da deney sonunda baslangi¢ degerine gore anlamli artisin oldugu tespit edilmistir

(P<0.05; Tablo 2 ve Sekil 5). Diyabetik gruplarin karsilastirilmasinda ise her ne kadar diyabet
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metostriis grubunda kan glukoz degeri yliksek ¢ikmis olsa da istatistiksel olarak anlamlilik

belirlenmemistir (P>0.05, Tablo 2).

Tablo 2. Gruplara ait deney baslangici ve deney sonu kan glukoz degerleri (mg/dl)

Kontrol Kontrol Diyabet Diyabet
Ostriis Metostriis Ostriis Metostriis
Deney 97.4£8.1 99.2+9.8 107.2+10.2 105.2+8.5
Baslangici
Deney Sonu 113.5£10.5 115.0+7.8 562+27.92 580+41.52

a: P<0.05; Kontrol gruplarina ait baslangi¢ ve deney sonu degerler ve Diyabetik gruplara ait baslangic degerleri
ile karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli.

N Deney Baslangici Deney Sonu

700 -

—

600 - ?
500 -
400 -
300 -
200 -

100 | oa B > B

Kontrol Ostriis Kontrol Metostriis Diyabet Ostriis Diyabet Metdstris

Sekil 5. Gruplara ait deney baslangic1 ve deney sonu kan glukoz degerleri (mg/dl) a: P<0.05;
Kontrol gruplarina ait baglangic ve deney sonu degerler ve Diyabetik gruplara ait
baslangi¢ degerleri ile karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli.

Kan Ostradiol Bulgular:
Deney sonunda intrakardiyak olarak alman kan orneklerinden Trakya Universitesi
Hastanesi Merkez Labrotuvarinda yapilan 6stradiol analizlerinde, kontrol metdstriis dstradiol

seviyesi kontrol Ostriis degerine gore anlamli olarak diisiik tespit edilmistir (P<0.05).
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Diyabetik 0Ostriis grubunda, kontrol gruplarina ve diyabetik metdstriis grubuna gore anlamli
olarak yiiksek Ostradiol seviyesi tespit edilmistir. Diyabetik metostriis grubunda ise kontrol
Ostriis ve diyabetik Ostriis gruplarina gore anlamli diizeyde diisiik ve kontrol metdstriis

grubuna gore ise anlamli olarak yliksek oldugu belirlenmistir (P<0.05, Sekil 6).

Serum Ostradiol seviyesi (pg/ml)

50 -

20 -

Kontrol Ostriis Kontrol Metdstriis ~ Diyabet Ostriis ~ Diyabet Metdstriis

Sekil 6. Serum 0Ostradiol seviyeleri. a: P<0.05; Kontrol 6striise gore; b: P<0.05; Kontrol
Ostriis ve kontrol metdstriise gore; c: P<0.05; Kontrol dstriis, kontrol metdstriis ve
Diyabet 0striis gruplarina gore istatistiksel olarak anlamli.

Histopatolojik Bulgular

Pankreas bulgular:

Kontrol gruplarinda, pankreas dokusu gerek ekzokrin gerekse endokrin bdliimlerinin
goriiniimii ile saghkli bir yapida idi (Sekil 7). Diyabetik gruplarda ise endokrin boliimde
piknotik cekirdekleri ile nekrotik hiicreler, yapist bozulmus kontrol gruplarina gore goéreceli

olarak kii¢iilmiis Langerhans adaciklarinin varligi tespit edilmistir (Sekil 8).
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Sekil 8. Diyabetik Ostriis grubuna ait pankreas goriintiisii, H&E, 400X
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Uterus bulgulan

Kontrol dstriis ve metétriis gruplarinda normal saglikli uterus histolojik yapisi izlendi
(Sekil 9 ve 10). Diyabetik gruplara ait H&E uterus kesitleri incelendiginde, endometriyum ve
uterus bez epitellerinin ¢ok sayida nekrotik hiicre igerdigi, epitelde yer yer biitiinliik kaybi,
uterus bezlerinde hiicresel dokiilmeler ve bez yapisinda bozulmalar tespit edildi (Sekil 11 ve

12).
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Sekil 9. Kontrol ostrus grubuna ait saglikli uterus goriintiisii, H&E, 400X
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Sekil 10. Kontrol metdstriis grubuna ait saglikli uterus goriintiisii, H&E, 200X.

iR

L LR A
Sekil 11. Diyabetik 6striis grubuna ait uterus goriintiisii.*: Yapist bozulmus uterus bezi, oklar:
Nekrotik hiicreler, (Ig resim: endometriyum epitel hiicrelerinde ¢ok sayida goriilen
piknotik ¢ekirdek yapisi), H&E, 400X.
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Sekil 12 D1yabet1k metdstrils grubuna ait uterus goruntusu oklar Nekrotlk geklrdege sahip
hiicreler, H&E, 200X.

Immiinohistokimyasal Bulgular

Uterus endometriyum epitel ve bez epitelindeki ERo’nin  immiinohistokimyasal
dagilimimna bakildiginda deney grubu siganlarda kontrol grubuna gore istatistiksel olarak
anlamli derecede tespit edildi. Kontrol metOstrus kontrol Ostriise gore anlamli bir azalma
gosterdi. Diyabet Ostriis grubu kontrol metostrus grubuna gore anlamli olarak artmis ama
kontrol ostriisa gore anlamli bir diisiis gostermisti. Diyabet metdstriis grubunda kontrol ostriis,
kontrol metdstriis ve diyabetik metostriis gruplar ile karsilagtirdiginda istatistiksel olarak

anlamli bir azalma gozleenmistir (Sekil 13-21).

22



20

10

ER-a Dagilimi Ylizdesi

b

Kontrol Ostriis Kontrol Met®dstriis Diyabetik Ostriis  Diyabetik Metdstriis

Sekil 13. Uterus endometriyum epitel ve bez epitelindeki ERo’nin immiinohistokimyasal

dagilimi. a: P<0.05; Kontrol Ostriis grubuna gore; b: Kontrol striis ve kontrol
metostriis gruplarina gore; c: Kontrol dstriis, kontrol metdstriis ve diyabetik Ostriis
gruplarina gore istatistiksel olarak anlaml:.
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Sekil 14. Kontrol 6striis grubuna ait uterus go
Kalin oklar: ERa negatif hiicreler, Immiinoperoksidaz boyamasi, 400X.
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Sekil 15. Kontrol dstriis grubuna ait endometriyal bezlerin goriintiisii. ince oklar: ERa pozitif
hiicreler; Kalin oklar: ERa negatif hiicreler, immiinoperoksidaz boyamasi, 400X.
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Sekll 16. Kontrol grubu metdstriis grubuna ait uterus goriintiisii. Immunoposz hiicrelerin
endometriyum bez epitellerinde, liimen epiteline gore daha yogun ve fazla sayida
oldugu dikkat cekmektedir. Ince oklar: ERo pozitif hiicreler; Kalin oklar: ERa
negatif hiicreler, Immiinoperoksidaz boyamasi, 400X.

25



e
]
% w ,
Sekil 17. Kontrol metostriis grubuna ait negatif kontrol kesiti, Immiinoperoksidaz

» - o
P -

o lm |

L3

oy

¢

L)

¥
wo
re A

boyamasi, 200X.

Sekil 18. Diyabet striis grubuna ait uterus goriintiisii. Ince oklar: ERa pozitif hiicreler;

400X.

Immiinoperoksidaz boyamasi,

9

Kalin oklar: ERa negatif hiicreler
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Sekil 19. Diyabetik metostriis grubuna ait uterus goriintiisii. ince oklar: ERa poZitif hiicreler;

Kalm oklar: ERa negatif hiicreler, Immiinoperoksidaz boyamasi, 400X.
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Sekil 20. Diyabetik metdstrils grubuna ait uterus kesiti. Ince oklar: ERa pozitif hiicreler;
Kalin oklar: ERa negatif hiicreler, Immiinoperoksidaz boyamasi, 400X.
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Sekil 21. Diyabet met0striis grubuna ait negatif
400X.
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kontrol kesiti. Immiinoperoksidaz boyamasi,
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TARTISMA

Glinlimiizde diinya saglik orgiitii tarafinda salgin hastalik olarak degerlendirilen DM,
metabolik hastaliklar igerisinde en kompleks sendromlardan biri olup, bati iilkelerinde ve
gelismekte olan iilkelerde, kalp hastaligi ve kanserden sonra, Oliim nedenlerinin en
onemlilerinden biridir. DM hiperglisemi ile karakterize, insiilin {ireten pankreas -
hiicrelerinin yikimi ile olusan ve buna bagli olarak, viicutta insiilin eksikligi ile kendini
gosteren bir hastaliktir (tip I diyabet). Tip II diyabetes mellitus da heterojen bir hastalik olup,
insiilin direnci ve/veya insiilin salgilanma kusurlar1 ile karakterizedir. DM, hastalarda kan
glukoz seviyesinde artisa ve kilo kayiplarina sebep olmakta, ayrica protein, karbonhidrat ve
lipid metabolizmasini da etkilemektedir (1,2,47).

Streptozotosin (STZ) ile diyabet olan hayvanlarda, kan-glukoz seviyesinde artis, kilo
kayiplari, endokrin pankreasta hasar ve buna bagl olarak insiilin hormon diizeyinde azalma
yapilan pek c¢ok calisma ile gosterilmistir (48). Calismamizda, STZ ile deneysel diyabet
yapilan disi siganlarda kilo kayiplar1 ve kan-glukoz degerlerindeki artig daha 6nce yapilan
calismalarla benzerlik gostermektedir. Yine daha Once yapilan bir arastirmada, STZ ile
diyabet modeli olusturulan erkek si¢anlarda ostradiol seviyesinin artis gosterdigi, serum
testostron seviyesinin ise onemli derecede azalma gosterdigi bildirilmis ve bu hormonal
degisimler bobrek hastaliklari ile iliskilendirilmistir (49).

Insanlarda yapilan c¢alismalarda, diyabetin seks hormonlar iizerine olumsuz etkiler
yaptig1 bildirilmistir. Yapilan arastirmalarda, diyabetik erkeklerde testosteron seviyesinin
diisiik, aksine estradiol seviyesinin ¢ok yiiksek oldugu bildirilmistir. Buna karsin, diyabetik

kadinlarda serum estradiol seviyesi ¢ok diisiik iken, serum testosteron diizeyleri oldukca
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yiiksek belirlenmistir (50,51,52). Ostrojenler yapisal olarak streoid grubu hormonlardan olup,
bunlar 17-B estradiol, Gstriol ve 6stron olmak iizere li¢ temel hormonu olustururlar ve kadin
ve erkek iireme sistemlerini diizenleyici hormon olarak islev goriirler (53). Ostrojenlerin
diizenleyici etkilerini sadece iireme organlarinda degil, farkli sistemlere ait doku ve
organlarda da etki gostermektedirler. Kemik dokusu, kardiyovaskiiler sistem, bagisiklik
sistemi ve merkezi sinir sistemi bu dokulardan en belirgin olanlaridir (53,54). Yapilan bu
arastirmada, diyabetik siganlarda kontrol si¢anlara goére Osstriis ve metOstriis fazlarinda
ostradiol seviyesinin anlamli olarak yiiksek oldugu belirlenmistir. Bununla birlikte, hem
kontrol hem de diyabetik gruplarda, serum ostradiol seviyesinin striis fazinda metdstriis
fazindan daha yiiksek oldugu tespit edilmistir. Yapilan bir aragtirmada, menstrual siklusun
proliferatif fazinda endometrial ve miyometrial dokularda Ostradiol seviyelerinin diger
fazlarla karsilagtirllmasinda arttigi tespit edilmistir (55). Bozoglu (2013) ve Bozoglu ve
Karaca (2014) yaptiklar calismada, deneysel hipertiroidi modeli olusturulmus disi sicanlarda,
tim Ostriis fazlarinda serum 6strojen seviyelerinin kontrol gruplarina gore yiiksek oldugunu
bildirmistir (56,57).

Ostrojenler hormonlar1 hedef dokularda, iki farkli reseptér alt grubuna baglanarak etki
ederler. Ostrojen reseptdr alt gruplari “strojen reseptdr alfa-ERa ve ERB”dir ve sirasiyla
ESR1 ve ESR2 genleri tarafindan kodlanirlar. Her iki reseptor de degisik hiicre tiplerinde
eksprese edilirler. Bununla birlikte, a- izoformu insiilin duyarli dokularda B-izoformundan
daha yogun eksprese edilir. Bu reseptorler ¢ogunlukla niiklear olarak bulunmakta olup,
yapilan aragtirmalarda kismi olarak da plazma membraninda lokalize olduklari gosterilmistir.
Plazma membraninda yerlesik olan reseptorler, Ostrojelerin intraseliiler sinyallerinin daha
hizli etki gOstermesine aracilik ettigi bildirilmistir (58,59,60). Le May ve ark. yaptiklar
calismalarinda, Ostrojenlerin erkek ve disi sicanlarda insiilin iiretiminin siirdiiriilmesine
aracilik ettigi bildirilmistir. Bu etki mekanizmasini da, pankreatik  hiicreleri iizerine olan
STZ kaynakli oksidatif stresin ortadan kaldirilmasi ile antiapoptotik etki gdstermesine
dayandirilmistir ve bu yolak kismi olarak da ERa’ya bagli olabilecegi ileri siiriilmiistiir (61).

Saruhan ve ark. tarafindan yapilan bir c¢alismada, uterusun ylizey epitelinde,
endometriyal bez hiicrelerinde, myometriyum ve stromada ER’nin dagiliminin luteal ve
folikiiler fazlarda degiskenlik gosterdigi bildirilmistir (62). Yapilan arastirmalarda, diyabete
bagli olarak uterus stromal ve epitelyal hiicrelerinde Ostrojen hormonunun, Ostrojen ve
progesteron reseptor ekspresyonlarint degistirdigi gosterilmistir (63). Bagka bir arastirmada,

ekzojen olarak verilen Ostrojenin, progesteron reseptorleri ve kendi reseptdrlerini artirdigr ve
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yine ekzojen verilen progesteronun ise ER ve progesteron reseptor diizeylerini azaltici etki
yaptigi gosterilmistir (64).

Ribas ve ark. yaptiklar1 ¢alismalarinda, Ostrojenin anti-diyabetik etkisinin oldugunu
gostermislerdir (65). Insan ve kemirgenler iizerinde yapilan calismalar Gstrojenin glukoz
homeostaz1 iizerine pozitif etkisi oldugunu bildirmistir. Ostrojen, pankreas B hiicrelerinden
insiilin salgisini arttirmakta, adipoz ve kas dokularinda glukoz alimini stimiile etmekte ve
karacigerde glukoneogenezin baskilanmasini saglayarak kan glukoz diizeyinin ayarlanmasina
yardimci olmaktadir (66). Sunulan bu ¢alisma, diyabetik Ostriis ve metdstriis fazindaki
siganlarda, kontrol grubu Ostriis ve metdstriis grubu siganlara gore Ostradiol seviyesinin
anlamli olarak yiiksek oldugu tespit edilmistir. Bu sonug¢ Onceki ¢alisma sonuglarina benzere
olarak, kan glukoz seviyesinin diizenlemesinde énemli bir faktor olabilecegini diisiindiirmekle
beraber, diyabetik gruplarda deney sonuda kan glukoz seviyeleri kontrol gruplarina gore
anlamli olarak yiiksek bulunmustur (P<0.05).

Yapilan hayvan modellerinde, aromataz enziminin glukoz homeostazinda 6nemli
islevler gosterdigi bildirilmistir. Aromataz knock out ve Ostradiol (E2) sentez edemeyen
farelerde yapilan bir aragtirmada; hem erkek hem de disi farelerde glukoz oksidasyonunun
azalmis oldugu ve serum insiilin seviyelerinin ise yiikseldigi gosterilmistir (67,68). Yapilan
baska bir calismada ise aromataz knock out erkek farelerde, glukoz intoleransinin ve insiilin
direncin gelistigi ve bunun E2 tedavisi ile geriye doniistiiriilebildigi tespit edilmistir (69).
Insanlarda yapilan bir arastirmada da, aromataz eksikligi olan erkeklerde, yiiksek insiilin
seviyeleri bildirilmigtir (70).

ERa knock out farelerde, hepatik insiilin direnci iskelet kaslarinda glukoz kullanimi
azligr ile iliskilendirilmistir. Deneysel modellerde anti-obesitik 6zelligi bilinen E2’nin
eksikligi ve direncinin hiperfajiye sebep olmadigi bildirilmistir (68). Benzer sekilde, ERa
yoksunlugunun disi ve erkek farelerde, hiperfaji gelismeksizin obesiteye neden oldugu ve
enerji harcamalarinin azaldig: bildirilmistir (71). Sunulan bu arastirmada, diyabetik siganlarda
kontrollere gore anlamli diizeyde viicut agirlik kayiplar tespit edilmistir. Bu agirlik kayiplari
STZ ile olusturulan diyabetik duruma bagli olarak ortaya cikan oksidatif stresinin ve yem
tiiketiminde meydana gelen azalmayla agiklanabilir. Bunun yaninda sunulan bu arastirmada,
diyabetik Ostriis ve metostriis gruplarinda kontrol gruplarina gére ERa pozitif hiicre yiizdesi,
uterus endometryium epiteli ve uterus bez epitellerinde anlamli olarak azalma gdstermistir.
ERa pozitif hiicre ylizdesindeki azalmaya ragmen, sicanlarda kilo kayiplarinin diyabet

kaynakli oksidatif strese bagli olarak gelismekte oldugu diisiiniilmektedir.
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Daha once yapilan bir arastirmada, STZ ile diyabet olusturulan sicanlarda uterus
dokusunda endometriyal kalinlasma ve proliferasyonun ¢ok yiizeysel oldugunu, bunu da
Ostrojenin yetersiz salgilanmasi ve azalmis duyarliligi ile agiklanmistir (72). Diyabetik
sicanlarda kontrol sigcanlara gore uterus agirligi anlamli derecelerde azaldigi yapilan
calismalarda bildirilmistir (73). Yapilan farkli bir arastirmada ise, diyabetik siganlarda
endometrial epitel, stroma ve miyometrium kontrollere gore daha az gelisim gosterdigi
bildirilmistir. Sunulan bu arastirma sonucunda, endometriyum stromasinin daha ince, uterus
bez epitel gelisiminin ise daha zayif oldugu gézlemlenmistir. Bu sonuglar1 daha dnce yapilan
caligmalar ile benzerlik gostermektedir (74).

Endometriyum epiteli ve stroma hiicrelerinin biiylimesini gesitli bliylime faktorler:
diizenler (70). Yapilan arastirmalarda, ge¢ proliferasyon fazinda ER ekspresyonunun tiim
uterus hiicrelerinde en yiiksek degerine ulagtigi gosterlimistir. Stromal ve diiz kas hiicreleri,
glandular epitel hiicrelerine goére daha az pozitiflik verdigi bildirilmistir. Erken sekresyon
fazinda, ER boyanmasi stromal ve diiz kas hiicrelerinde proliferasyon fazina gore azaldigi;
buna kars1 glandular epiteldeki ER ekspresyonu azaliginin daha az oldugu bildirilmistir (61).

Ostradiol, DNA sentezini ve proliferasyonu uyarir; Ostrojen ile progesteron
reseptoriiniin  ekspresyonunu artirir. Endometriyumun proliferasyon fazinda, tiim uterus
hiicrelerinde Gstrojen ve progestron reseptoriinde gozlenen artig, muhtemelen lokal dstradiol
konsantrasyonundaki artisin sonug¢ olarak yorumlanmustir. Cesitli hiicre tiplerindeki ER
ekspresyonundaki anlamli azalma, endometriyal ve miyometrial dokulardaki 6stradiol

konsantrasyonunda keskin bir diisiis ile paralel bulgular gostermektedir (75).
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SONUCLAR

Sunulan bu arastirmada; deneysel diyabet olusturulmus siganlarin uterus dokusunda
Ostrojen reseptor alfa (ERa) dagilimmin immunohistokimyasal olarak belirlenmesi
amagclanmistir.

Calismada, 20 adet ii¢ aylik Wistar albino disi sican kullanildi. Denekler, rastgele
kontrol ve diyabet gruplarina ayrildilar. Diyabet grubuna, diyabet olusumu i¢in tek doz (60
mg/kg) streptozotosin (STZ) periton i¢i enjeksiyonu yapildi. Diyabet olusumunu takiben
21.giinden itibaren her sabah deneklerden (kontrol ve diyabetik) vajinal smear 6rnekleri
alindi; metdstrus ve Ostrus fazinda olan hayvanlar derin anestezi altinda uyutularak uterus ve
pankreas doku 6rnekleri ¢ikarildi. Buna gore;

- Viicut agirliklarinda kontrol gruplarinda baslangi¢ degerine gore deney sonunda
istatistiksel olarak anlamli derecede artis tespit edilirken; diyabetik gruplarda deney
sonunda, deney baslangicina gore anlamli derecede agirlik kayiplari saptanmistir
(P<0.05).

- Deney baslangicinda kan glukoz degerlerinin gruplar arasinda birbirine yakin ve
hayvanlarin saglikli bir goriinlime sahip olduklar1 tespit edildi. Deney sonunda,
kontrol gruplarindan elde edilen kan glukoz degerleri baslangi¢ degerleri ile anlamli
bir degisim gostermezken, her iki diyabet grubunda da baslangic degerine gore
anlamli artis tespit edilmistir (P<0.05). Diyabetik gruplarin karsilastirilmasinda ise her
ne kadar diyabetik metostriis grubunda kan glukoz degeri yiiksek ¢ikmis olsa bile
istatistiksel olarak anlamlilik belirlenmemistir (P>0.05).

- Deney sonu 0stradiol analizlerinde, kontrol metdstriis grubunda 6stradiol seviyesinde,

kontrol ostriis grubu degerine gore anlamli derecede azalma tespit edilmistir (P<0.05).
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Diyabetik Ostriis grubunda, kontrol gruplarina ve diyabetik metdstriis grubuna gore
anlamli olarak yiiksek 0Ostradiol seviyesi tespit edilmistir (P<0.05). Diyabetik
metostriis grubunda ise kontrol Ostriis ve diyabetik Ostriis gruplarima goére anlamli
diizeyde diisiik ve kontrol metostriis grubuna gore ise anlamli olarak yiiksek oldugu
belirlenmistir (P<0.05).

Kontrol gruplarinda, pankreas dokusunun gerek ekzokrin gerekse endokrin
boliimlerinin goriiniimii saglikli bir yapida idi. Diyabetik gruplarda ise endokrin
bolimde piknotik ¢ekirdekleri ile nekrotik hiicreler, yapisi bozulmus ve kontrol
gruplarma gore goreceli olarak kiiciilmiis Langerhans adaciklarmin varligi tespit
edilmistir.

Kontrol 6striis ve metétriis gruplarinda normal saglikli uterus histolojik yapisi izlendi.
Diyabetik gruplarda, endometriyum ve uterus bez epitellerin ¢ok sayida nekrotik
hiicre, epitelde yer yer biitiinliikk kayb1, uterus bezlerinde hiicresel dokiilmeler ve bez
yapisinda bozulmalar tespit edildi.

Uterus endometriyum epiteli ve bez epitelindeki ERa’nin immiinohistokimyasal
dagilimma bakildiginda; diyabetik gruplarinda, kontrol gruplarma gore istatistiksel
olarak anlamli derecede azalma tespit edildi (P<0.05).

ERa pozitif hiicre dagilimi kontrol metdstrus grubunda, kontrol Gstriise grubuna gore
anlamli bir azalma tespit edildi (P<0.05).

Diyabetik ostriis grubunda, ERa pozitif hiicre yiizdesinde kontrol metostrus grubuna
gore anlamli olarak artig tespit edilirken; kontrol Ostriis grubuna gore ise anlaml bir
diistis belirlendi (P<0.05).

Diyabetik metdstriis grubunda ERa pozitif hiicre yiizdesi kontrol ostriis, kontrol
metOstriis ve diyabetik metostriis gruplart ile karsilastirdiginda istatistiksel olarak

anlamli derecelerde azalma gosterdigi tespit edilmistir (P<0.05).
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OZET

Diyabet kan glukoz seviyesindeki yiikselme ve bunun kronik olarak devam etmesi ile
karakterize, kronik bir metabolizma hastaligidir. Genital sistemi de igine alan bir¢ok doku ve
organda farkli komplikasyonlara sebep olmaktadir. Disi genital sistemde implantasyon
yoksunlugu, abortus gibi olumsuz etkileri bilinmektedir. Sunulan bu arastirmada, diyabetik
sicanlarin, Ostriis ve metdstriis siklus fazlarinda uterus dokusundaki Ostrojen reseptor alfa
(ERa) dagiliminin, immiinohistokimyasal olarak incelenmesi amaglanmustir.

Calismada, 20 adet iic aylik Wistar albino disi sican kullanildi ve 4 esit gruba
ayrildilar (Kontrol 0Ostriis, Kontrol metdstriis, Diyabetik Ostriis ve Diyabetik metdstriis).
Diyabet gruplarina 60 mg/kg tek doz streptozotosin (STZ) verildi. Kontrol gruplarina ise esit
hacimde serum fizyolojik enjeksiyonu yapildi. STZ uygulamasini takiben 21. giinden itibaren
vajinal smear Ornekleri alinarak Ostriis glinleri belirlendi ve anestezi altinda kan ve uterus
doku 6rnekleri alindi.

Yapilan biyokimyasal analizlerde, diyabetik Ostriis ve metdstriis gruplarinda, kontrol
gruplarina gore deney sonu serum glukoz ve Gstradiol seviyelerinde anlamli artiglar tespit
edildi (P<0.05). Elde edilen parafin kesitlere uygulanan ERa immiinohistokimyasal boyamast
sonunda, kontrol metdstriis grubunda kontrol Ostriis grubuna goére ERoa pozitif hiicre
yogunlugunun daha az oldugu belirlendi. Diyabetik Ostriis ve met0striis gruplarinda kontrol
Ostriis ve metostriis gruplarina goére daha az yogunlukta ERa pozitif hiicre tespit edildi. ERa
pozitifliginin uterus bez epitel hiicrelerinde, endometriyum epitellerine gore daha yogun
oldugu gozlemlendi.

Sonug olarak, diyabetin Ostriis siklusunun farkli fazlarinda, uterus endometriyum ve

bez epitel hiicrelerinde ERa pozitif hiicre sayisinda azalmalarin oldugu belirlenmis olup, bu
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degisimin daha ayrintili olarak ortaya konmasi icin ileri ¢aligmalara gereksinim oldugu
distiniilmektedir.

Anahtar Kelimeler: diyabet, 6striis siklusu, dstrojen reseptdrii alfa, uterus, sigan
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THE IMMUNOHISTOCHEMICAL IDENTIFICATION OF ESTROGEN
RECEPTORS DISTRIBUTION IN THE UTERINE TISSUES OF RATS
WITH EXPERIMENTALLY INDUCED DIABETES

SUMMARY

Diabetes is a chronic metabolic disease which is characterized with increase in blood
glucose level and chronic continuation of this state. The disease causes differenet
complications in various tissues and organs including reproductive system. The negative
effects such as, the deficiency of implantation and abortus are known in the female genital
system. In this presented study, it is aimed to examine immunohistochemically the
distribution of eustrogen receptor alpha (ERa) in uterus of diatebetic rats in their estrous and
metestrous cycles.

In the study, 3 months-old Wistar Albino female rats were used. They were divided
into 4 groups (Control estrous, control metestrous, diabetic estrous and diabetic metestrous;
n=5). Into diabetic groups, 60 mg/kg single dose Streptozotocin (STZ) was applied. Into
control group, equal volume saline was injected. After STZ injection, starting from 21st day,
vaginal smear samples were collected and estrous days were determined. Under anesthesia,
blood samples and uterine tissue samples were collected.

With biochemical analysis of samples, in diabetic estrous and metestrous groups,
significant increase in serum glucose and estradiol levels were detected comparing to control
group (P<0.05). ERa immunohistochemical staining of the parafine sections released that the

number of ERa positive cells were lower in the control metestrous group than control estrous
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group. In diabetic estrous and metestrous groups, the number of ERa positive cells were lower
than control estrous and metestrous groups. The intensity of ERa positivity was higher in
uterus gland epithelium than endometrium epithelium.

In conclusion, diabetes causes decrease in ERa positivity in uterus endometrium and
gland epithelium cells in different estrous phases. To examine the details of this change, the
further reasearch is required.

Keywords: diabetes, estrous cycle, estrogen receptor alpha, uterus, rat
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