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GIRIS VE AMAC

Diyabet, 6zellikle son yillarda gelismis iilkelerde artmakta ve Diinya Saglik Orgiitii
(DSO) tarafindan “salgin” olarak nitelenmekte olan karbonhidrat, ya§ ve protein
metabolizmas1 bozuklugu ile seyreden kronik bir metabolizma hastaligidir (1). Diyabet ve
etkileri iilke ekonomilerine ciddi bir yiik getirmektedir. Bu yiikiin Tirkiye i¢in 3 milyar
dolarin tizerinde oldugu belirtilmektedir (2).

Diyabet, hastalarda cesitli komplikasyonlara neden olmaktadir. Kardiyovaskiiler
rahatsizlik riskini arttirmakta (3), retinopati ile korlilk meydana getirebilmekte (4), hamileligi
olumuz etkiliyebilmektedir (5). Bu etkilerinden dolayr bircok deneysel hayvan modeli

olusturarak diyabet incelenmektedir (3).

Memeli canlilarda, erigkin donemde hayvan tiirline gore degisen siirelere sahip genital
siklus (Ostriis) izlenmektedir (6). Bu siklus; insan, fare ve sican gibi hayvanlarda prodstrus,
Ostrus, metostrus ve didstrus olmak Tlizere birbirini takip eden dort evreden meydana
gelmektedir (7). Her sikliis evresindeki hormonel degisikliklerle basta vajina olmak iizere tiim

genital kanal organlar etkilenmektedir.

Mast hiicreleri, sitoplazmalarinda bulunan graniillerinde ¢ok sayida aktif mediatorler
tagimaktadirlar. Bunlar histamin ve heparin gibi biyoaminler ve triptaz, kimaz gibi serin
proteinlerdir (8). Yapilan ¢alismalarda, genital siklusa bagli olarak ovaryum ve uterusta mast

hiicresi dagiliminin degistigi rapor edilmistir (9).



Yapilan literatiir taramalarinda, ovaryum ve uterus dokularinin deneysel diyabete bagli
olarak mast hiicresi dagilimim1 immunuohistokimyasal metotlarla gosterir ¢alismaya
rastlanilamadi. Planan bu calismada, deneysel diyabet olusturulmus siganlarin ovaryum ve
uterus dokularinda Ostrus siklusuna bagli olarak mast hiicrelerinin dagilimindaki degisimlerin
histokimyasal ve immiinohistokimyasal metotlarla ortaya konularak literatiire katki

saglanmas1 amaglandi.



GENEL BILGILER

DIYABET

Diabetes mellitus (DM), pankreasin insiilin sekresyonunun yetersizligi ve/veya
dokularin insiiline cevabinin bozulmasiyla olusan, protein, yag ve karbonhidrat
metabolizmasini etkileyen metabolik bir hastaliktir (3). Yiiksek kan glikoz diizeyine sebep
olur ve kontrolsliz, uzun siireli seyri halinde kardiyovaskiiler hastaliklara, nefropatiye,
noropatiye, retinopatiye neden olur (4). Kardiyovaskiiler hastaliklardan dolayr diyabetli

bireyler, diyabet goriilmeyen bireylere oranla daha fazla 6liim riski tasimaktadirlar (3).

DM, Tip-1, Tip-2, diger tiirler ve gestasyonel diyabet olarak dort sinifa ayrilmaktadir.
Tip-1 diyabet, pankreas beta (p) hiicrelerinin yok olmasi sonucu ortaya ¢ikan insiilin
eksikligine bagl diyabet tipidir (10). Tip-2 diyabet ise insiilin salgisindaki kusurdan, insiiline
direncten veya her ikisinin bir arada olmasindan dolay1 ortaya c¢ikan diyabet tipidir (11).
Gestasyonel diyabet, hamilelik donemi diyabeti olarak da tanimlanabilir. Gerek hamilelik
evresinde artig goriilen progesteron, dstrojen, kortizon, laktojen gibi hormonlarin artigiyla
insiiline kars1 olusan direng, gerekse artan insiilin ihtiyacin1 anne adayinin karsilayamamast
sonucu ortaya ¢ikan durumdur. Bu tip diyabette, anne adayr dogumdan 6nce diyabet hastasi
olmasa da hamilelik evresinde kan sekeri yliksek olmaktadir. Bu tablo gebelik sonunda

genelde normale donmektedir (12).



Diyabet, DSO tarafindan “kiiresel salgin” olarak goriilmektedir ve bir bilinci

olusturulmasi i¢in “14 Kasim Diinya Diyabet Giinii” olarak ilan edilmistir (2).

Diyabet tedavisinde baslica tedavi metodu insiilin ve hipoglisemik ilaglarla yapilan
tedavidir. Kullanilan ajanlarin istenmeyen etkilerinden dolay1 alternatif yontem olarak bitkisel
ilaglar da denenmektedir (3). Bir bagska denenmekte olan yontem ise pankreas nakli ve adacik
nakli calismalaridir. Ilk olarak 1966'da Tip-1 diyabet tedavisi icin yapilan solid organ
pankreas nakli gergeklestirildi (13). Bu ¢alismay1, 1980'lerde yapilan ilk adacik hiicre nakli
calismalari takip etmistir (14). Ikibin dort (2004) yilindan itibaren popiilerligini kaybetmeye
baslasa da, giiniimiizde bir¢ok nakil merkezinde pankreas nakli basar1 ile yapilmaktadir. Ug
sekilde yapilabilen pankreas nakli 6zellikle bobrek nakli ile es zamanli yapilan hastalarda
normal glukoz homeostasisi yaninda graft ve hasta sagkalimini en etkili saglayan tek tedavi
yontemidir. Bes yildan fazla fonksiyonel pankreas grafti olan es zamanli bobrek pankreas
nakilli hastalarin takibinde diyabet iliskili komplikasyonlarin diizelmesi, sagkalim
sonuglarinin yiiksek olmasit ve yasam kalitesinin daha i1yi olmasi avantajlarindan dolay1

giiniimiizde tercih edilen pankreas nakli yontemidir (14).

Diyabetin lireme sagligini etkiledigi bilinmektedir. Tip-1 ve Tip-2 diyabet hastalarinda
yas ilerledikce cinsel isteksizlik goriilmektedir. Erkeklerde ereksiyon problemi, bayanlarda ise
vajinal kuruluk goézlenmektedir (15). Diyabet hamilelikte spontan diisiiklere, neonatal

hastaliklara hatta 6liime sebebiyet verebilmektedir (5).

Deneysel hayvan ¢alismalart ¢esitli hastaliklarin  patogenezinin anlagilmasi,
olusturulan hastaliktan korunma yollarinin ve tedavi yollarinin olusturulmasi i¢in giliniimiizde
yaygin olarak kullanilmaktadir. Deneysel hayvan modellerindeki patolojik durumlar, insana

benzemekle beraber tamamen o hastaligin insandaki formunu karsilamasit miimkiin degildir

3).

Glinlimiizde deneysel diyabet modeli ¢calismalarinda sigcan, fare, kobay, domuz, kedi,
kopek ve maymun gibi birden fazla hayvan kullanilmaktadir. Deney hayvanlarinda, deneysel
diyabet kimyasal madde ile veya virlis aracilig1 ile olusturulmaktadir. Kimyasal madde ile
yapilan diyabet modellerinde alloksan ve streptozotosin (STZ) yaygmn bir sekilde
kullanilmaktadir (3).



STZ N- (Methylnitrosocarbamoyl)-oa-D-glucosamine yapisinda olan karanlikta
saklanmas1 gereken bir maddedir. Hizla bozulmasindan dolayr ndtral pH’da saklanamaz.
Kullanilmadan 6nce sitrat tamponda ¢ozdiiriilir (3). STZ’nin antibiyotik, antitiimoral ve
karsinojenik etkileri bilinmektedir, fakat pankreas B hiicrelerine verdigi harabiyetden dolay1

yaygin olarak deneysel hayvan modellerinde kullanilmaktadir (3).
OVARYUM HiSTOLOJISI

Esey hiicreleri olan oositlerin meydana getirildigi, salgiladigi hormonlarla genital
siklusu diizenleyen ve disi genital sisteminin diger organlari {izerinde de etkili olan bir
organdir. Oval bi¢imlidir ve hilus bolgesiyle mezovaryum araciligi ile asilidir. Mezovaryumu,
peritonun viseral yapragi (mezotel ve bagdokusu) Orter ve ovaryumun geri kalan kismui
germinatif epitel tarafinda ortiiliidiir (16,17). Bu hiicreler, ovaryum hiicrelerinin kaynagi
degildir, yalnizca peritoneal kaviteyi orten oOzellesmis mezotel hiicreleridir. Germinatif
epitelyum tek katli pirizmatik ya da kiibiktir. Ancak, yaslilikta bu epitel yassilagir (17).
Ovaryum hiicre kaynagi olmadiklarindan dolayr ovaryum yiizey epiteli olarak da
adlandirilmaktadir (16). Germinal epitel bir bazal mebrana oturmakta ve altinda yeralan siki
bag dokusu, tunika albugineya adin1 almaktadir (17). Tunika albugineya tiim ovaryumu bir

kapsiil gibi sarmaktadir (16,18).

Ovaryum korteks ve medulla olarak iki bolgeye ayrilmaktadir. Bu iki bolgenin
siirlar1 tam belirgin degildir (16).

Kortek organin fonksiyon goren boliimiidiir. Bu nedenle zona parensimatoza olarak
da adlandirilir (17). Bu bolgede matiirasyonun ve dejenerasyonun farkli evrelerinde, oosit
iceren, farkli boyutlardaki ovaryum follikiilleri bulunur. Cocukluk c¢agindaki ovaryum
korteksinde primordiyal follikiiller ¢ok sayidadir; seksiiel olgunluga ulasan kadinlardaki

ovaryum korteksinde ise riiptiire follikiillerin yerini alan korpus luteum'lar ¢oktur.

Medulla, ovaryum i¢ kisminda yer almaktadir. Cok sayida kivrimli kan damarlari,
sinirler ve lenfatikler i¢eren gevsek bag dokusu yapisindadir (16). Kan damarlarica zengin bir

bolge olmasindan dolay1 zona vaskuloza olarak da adlandirilir (17).

Ovaryumda follikiillerin gelisimi olduk¢a karmasik ve uzun siirelidir. Intrauterin
yasamda ovaryumlarda baglangicta birka¢ milyon adet (7 milyona kadar) olan oosit sayisi,

doguma kadara apopitozis mekanizmasi ile 2 milyona kadar diismektedir. Dogumdan sonra



puberteye kadar bu hiicrelerde bir gelisme ve sayisal artig goriilmemekle beraber, atreziye
ugrayarak puberte zamaninada bu sayr 400.000’¢ kadar diismektedir. Kortekste inaktif
bekleyen primordiyal follikiiller aktif hale gectikten sonra primer, sekonder ve tersiyer

follikiil olmak tizere gelisim evrelerine gore ti¢ farkli follikiile farklilanir.

Primordiyal follikiiller, tiinika albugineyanin altinda yerlesmislerdir. Primordiyal
follikiiller 25um c¢apinda bir oosite sahiptir (16). Primer follikiiller, en basit ve kiiciik
follikiillerdir. Yasam siiresince ovaryum ylizeyi yakininda konumlanirlar. Follikil epitelleri,
oosit membrani disinda tek kathidir (17). Primordiyal evrede yassi olan follikiil epitel
hiicreleri, primer folikiil evresinde kiibik ve giderek prizmatik bir hal almaktadirlar. Puberte
evresine kadar ovaryum bu follikiillerle doluyken, cinsel olgunlagsma ile birlikte, folikiil
stimulan hormon (FSH) etkisiyle sekonder ve tersiyer folikiiller gelismeye baslamaktadir (17).
Sekonder follikiil ovaryum yiizey epitelinden daha derinde bulunmaktadir, primer follikiile
gore daha gelismistir. Gittikge biiyliyen oosit ¢ok katli hale gelen follikiil epitelince
sarilmaktadir. Oosit ile follikiil epitelleri arasinda, homojen goriiniiste bir kalinlasma dikkati
ceker. Oositler ve follikiil epitelleri tarafindan salgilanan bu yapiya zona pellusida (ZP) denir
(18). Isik mikroskobunda incelendiginde homojen, camsi bir goriiniise sahip olan ZP elektron
mikroskobunda incelendiginde ise, oosit ile follikiil epitel hiicrelerine ait mikrovillus'lar
dikkati ¢eker. Oosit ile follikiil epiteleri arasinda yogun bir metabolizma gorevini iistlenen
ZP’da, karsilikli olarak birbirlerine dogru uzanan mikrovilluslar, homojen ya da camsi
goriliniise neden olan, hiyaluronik asit ve glikoprotein igeren bir kit substans tarafindan sikica

bir arada tutulurlar. ZP; ZP1, ZP2 ve ZP3 olmak {izere en az 3 farkl glikoprotein igermektedir
(19).

Follikiil epitellerini saran bazal membranin disinda bagdoku iplikleri ile bagdoku
hiicreleri 6zel bir kilif sekillendirirler ve bu teka follikuli olarak adlandirilir. Bu folikiil,
tersiyer follikiilde daha belirgin hale gelir ve teka interna (i¢ kilif) ve teka eksterna (dis kilif)
olmak iizere iki katman halinde izlenir (19). Her iki katman da, stromadaki fibrositlerden
koken alan mekik bigciminde hiicrelerden olusur. Endokrin yapili organlarda oldugu gibi
damarlardan zengindir ve teka interna hiicreleri farklilastiklarinda steroid salgilayan hiicre
ozelliklerine sahip yap1 kazanirlar (fazla miktarda diiz endoplazmik retikulum, tubiile tip
mitokondriyonlar gibi). Teka eksterna esasen bagdokusu yapisindadir ve i¢inden gecen kan

damarlari i¢ katmaninin kapiller damar agin1 olusturur (18).



Tersiyer follikiiller, sekonder follikiiliin epitelinde yer yer erimelerin olugsmasi ve
olusan bu bosluklarin birlesip tek biiyiik bir follikiil boslugu yapmasi ile belirir. Baglangicta
kiiciik ve sayica fazla olan bu bosluklar birlesir ve follikiiler antrum adindaki tek ve biiytlik
boslugu meydana getirir. Antrum iginde likor follikiilii adinda saydam ve visk6z bir sivi
bulunmaktadir. Likor follikiilii biylime faktorleri, graniiloza hiicrelerinden olusturulan streoid
ve hiyaluronik asitten zengindir. Teka interna, bir adrojen prekiirsoru olan androstenediyonu
salgilar. Androstenediyon, testosteron tiretimi ic¢in follikiil hiicrelerine transfer edilir.

Testosteron, aromataz enzimi araciligi ile dstradiyole dondistiirtirliir (19).

Baglarda ovaryumun derinlerinde bulunan tersiyer follikiil, biiylimesiyle birlikte
ovaryum ylizeyine yoOnelmekte ve en sonunda ovaryum yiizeyine dayanmaktadir (17).
Ovaryum yiizeyine dayanan follikiilden dolay1 incelen tunika albugineya ve germinal epitel
disa dogru kubbemsi bir ¢ikinti yapar. Buradaki follikiiller ¢ok gelismistir ve ovulasyon
asamasina yaklagmiglardir. Tersiyer follikiillerin en gelismisleri formlar1 Graaf follikiilii
olarak da isimlendirilmektedir. Graaf follikiilliinde, oositin hemen ¢evresindeki follikiil epi-
telleri, oositi radiyer olarak bir ta¢ gibi sararlar. Bu follikiil epitellerin olusturdugu katmana
korona radiyata denir. Korona radiyatanin disinda birka¢ sira da gelisi glizel dagilmis
follikiil epitelleri bulunur. Bu olusumlarin tiimii, follikiil duvarinin bir tarafina tutunmus
olarak adeta bir yarimada bigiminde, antruma dogru uzanir. Bu uzantiya kumulus ooforus ad:
verilir. Follikiil duvarini olusturan birkac katli epitel hiicresinin en disindakiler bazal
membranla sarilirlar. Igteki epitel hiicreleri ise antrumu sinirlandirirlar. Bazal membrandan
antruma kadar follikiil duvarmi olusturan ve antrumu cevreleyen bu follikiil epitelleri

katmanina stratum granulozum denir (17).

Disa kubbelenmis Graff follikiilii artik ovulasyonun baslamasi i¢in germinal epitele
baski yapmaktadir. Follikiildeki tekaninda asir1 gelismesi ile birlikte, Graff follikiili
germinatif epitele iyice yaslanarak ovaryum korteksinin disa dogru balonlagmasina neden
olmaktadir. Nihayet germinatif epitel ince bir noktasindan patlar. Bu noktaya stigma ismi de
verilmektedir. Likor follikiilii icinde serbest kalan kumulus ooforus, yiiksek bir basingla Graff
follikiiliinden disar1 atilir. Cevresi korona radiyata ve onun da disinda birkac sira follikiil
epiteli ile saril1 oosit I, ovaryum yiizeyine uzanan fimbriya ovarika'lar ve infundibulum
yardimiyla yakalanarak yumurta yoluna gelir. Ostrojen hormonu iceren likér follikiili'nin
bosalmas1 ve oosit II'nin atilmasiyla, ovulasyon sonrasinda Graaf follikiiliiniin boslugunda bir

takim yapisal degismeler goriilmekte ve bunun yerine korpus luteum gelismektedir (17).



UTERUS HISTOLOJISi

Uterus pelvis boslugunda 6nde mesane, arkada rektum ve altta vajina arasinda yer alan
kalin duvarli, kastan yapilmis ve i¢i bos embriyonun implante oldugu organidir (20).
Insanlarda basit yapida iken (uterus simpleks), hayvanlarda ikiye catallidir. Bu yapiya iki

boynuzluda (uterus bikornis) denir (16).

Sican uterus kornularinin uzunlugu 4-6 cm kadardir. Bu iki kornu distalde

birlesmektedirler. Ancak icte iki canalis cervicis gosterirler (21).

Uterus bosluklu duvart histolojik olarak {i¢ katmandan meydana gelmektedir. Bunlar;

endometriyum, miyometriyum, perimetriyum tabakalaridir (20).
Endometriyum

Tunika mukoza diye de adlandirilmaktadir. Histolojik olarak lamina epiteliyalis ve
lamina propriya olmak iizere iki katmandan meydana gelmektedir (17). Lamina epiteliyalis;
insan, at ve sigan tiirli canlilarda tek katli prizmatik epitelden meydana gelmektedir (17, 21,
22). Hiicrelerin bir kismi kinosilyumludur, kinosilyumsuzlarda ise salgt graniilleri
bulundugundan salgi hiicreleri olarak isimlendirilirler. Insanlarda siklusun son yariminda daha
belirgin goziiken silyumlarin hareketleri vajinaya yoneliktir. Lamina propriya; hiicreden
zengin bagdoku katmanidir ve igerisinde uterus bezlerini bulundurur. Uterus bezleri,
dallanmalar gosterebilen basit tiibiiler bezlerdir. Canlinin bulundugu genital siklus fazina gore
degisik gorlinim kazanir. Uterus bezlerinin bazal yani miyometriyuma bakan alt {igte birlik
boliimiinii i¢inde barindiran bagdoku (endometriyum bazalis) fibroz karakterdedir ve kan

damarlarindan zengindir. Bu goriiniin insanlarda daha ¢ok belirgindir (17).

Endometriyum iki katmandan olusur. Endometriyumun 1/3 derin kismin1 olusturan ve
uterus bezlerinin son kisimlarini iceren miyometriyuma komsu bdlgeye endometriyum
bazalis (stratum basale endometriale) denir. Bu katman menstruasyon sirasinda atilmaz ve
endometriyumun yenilenmesi buradan olur (23).

Endometriyumun 2/3 ylizeyel bolgesinde ise bezlerin boyun ve gdévde kisimlari
yerlesiktir. Bu katman menstruasyonla atilir. Buraya endometriyum fonksiyonalis (stratum

functionale endometriale) denir (23).



Endometriyum, ovaryum siklusuna bagli olarak sirasiyla proliferasyon, sekresyon ve

involiisyon adinda ii¢ evre gegirir (17).

Proliferasyon evresi: Ovaryumda follikiillerin olgunlastig1 ve follikiil hormonlarinin
salgilandigi doneme rastlar (17). Bu yiizden follikiil hormonu (6strojenik faz) evresi de
denilmektedir (20). Salgilanan hormonun etkisi ile endometriyum kalinlasir. Kalinlagma bag
dokunun hiicrelerindeki artis sonucu lamina propriyanin genislemesi ve uterus bezlerinin
biiyiimesiyle olur. Uterus bezleri ¢ok fazla uzarlar ve lamina propriyaya sigmak icin kivrimlar

yaparlar (17).

Sekresyon evresi: Ovaryumdan ovulasyonun olmasinda sonra goriilen evredir (17).
Lutein hormonu evresi olarak da adlandirilmaktadir (20). Bu dénemde uterus bezleri salgi
yapmaya baslar. Bez epitel hiicrelerinin sitoplazmasi ve bezlerin lumeni salgi ile dolarak daha
genis hacimli bir goriinim kazanir; ayrica bezler daha da kivrimli bir durum alirlar. Kilcal
damarlarin gecirgenligi bu donemde ¢ok arttig1 icin lamina propriya 6demli goriiliir. Eger
dollenme gergeklesmisse, cevresi trofoblast’lardan olusan embriyo, bu sekilde degisme

gosteren endometriyum’a implante olur (17).

Involusyon evresi: Iskemik faz olarak da isimlendirilmektedir (16). Dollenmenin
gerceklesmedigi durumda sekresyon evresinin sonunda endometriyum tekrar inaktif duruma

gecer; sekresyon durur, bezler kii¢iiliir ve endometriyum kalinlig1 azalir (17).

Insanlarda endometriyum’un bazal béliimiindeki spiral arteriyollerin  siirekli
kontraksiyonu nedeniyle endometriyum’un yukari boliimlerine kan gitmez. Bunun sonucunda
da, beslenemeyen tiim olusumlarda nekroz baglar. Daha sonra spiral arteriyollerde
kontraksiyon sona erince beslenemedigi i¢in yukari kisimlar1 6len damarlarda yirtilmalar olur
ve kan oOdemli lamina propiya’ya yayiir. Endometriyum fonksiyonalisin tamamen
yikilmastyla da bu kanla bulasik nekrotik doku parcalari uterus liimenine dékiiliir. Insanda bu
doneme mestruasyon evresi denir. Bu donemi, yikilan ve biitlinliigli bozulan endometriyumun
yenilenme evresi izler. Nekrotik boliimii atildig1 icin incelmis olan endometriyumda, uterus
bezi epitelleri c¢ogalarak lamina epiteliyalisi sekillendirir ve lamina propriyayr uterus

liimeninden sinirlandirir (17).

Endometriyumda goriilen bu periyodik degismelerin tiimii uterinal siklusu olusturur ve
bu degismeler ovariyel siklus ile baglantilidir. Birlikte genital siklus olarak isimlendirilen bu

iki siklusu hipofizin gonadotropik hormonlart yonlendirir (17).
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Miyometriyum

Tunika muskularis olarak da adlandirilmaktadir. Uterus katmanlarinin en kalin olanidir
(20). Organizmanin biitliin diiz kaslar1 ele alindiginda en uzun diiz kaslar burada bulunur.
Gebelik donemi ile diger donemlerde uzunluklar1 farklilik gostermekle birlikte en uzun
donem gebelik donemidir. Kaslar iki yonlii katmanlar halindedir. Endometriyuma yakin
kisimda sirkiiler kaslar bulunmaktadir ve dista bulunan longitudinal kas katmanina gore
kalindir (17). Iki kas katmani arasinda stratum vaskulare ad1 verilen kan damarlarinca zengin,
sinirleri de igeren bir bag doku katmani yer alir (17,20). Perimetriyuma yakin kisimdaki kas

katmani hiicreleri longitudinal yonelimlidir (17).
Perimetriyum

Tunika seroza olarak da isimlendirilir. Periton’un visseral yapragidir. Bazal membrana
oturan mezotel hiicreleri ve bazal membrana bitisik gevsek bagdokusu ile miyometriyuma

baglanir (17).

SICANLARDA MENSTURAL SiKLUS EVRELERI VE OZELLIKLERIi

Sigcanlar, puberte baslangicindan yashliga kadar dongiisel aktivite gosteren ve
mevsime bagli olmayan polidstrik, yani lireme donemi boyunca birden fazla kizginlik evresi
goriilen hayvanlardir. Puberte ile baslayan ilk menstural siklus dort giin kadar siirer ve
yaslandikca bu siire giderek uzayarak hayatin son donemlerinde alt1 giinii bulur (24).

Sicanlarda &strus siklusu ortalama 4-5 giin siirmektedir. Ostrus siklusu laboratuvar
kolonilerinde mevsimden bagimsiz olarak yil boyu siirmektedir (25). Siklus prodstrus, strus,
metostrus ve didstrus olmak tizere 4 donemden olusur. Prodstrus evresi yaklasik 12 saat,
Ostrus evresi 9-15 saat, metdstrus evresi 21 saat ve didstrus evresi de ortalama 57 saat siirer
(26).

Prodstrus evresinde; liiteinlestirici hormon (LH) ve estradiol en {ist diizeye ulasir.
Estradiol, evrenin baglangicinda en diisiik diizeydeyken, evrenin ortalarina dogru en yiiksektir.
Progesteron degeri metdstrus ve didstrustan sonraki pik seviyesine prodstrus fazinin sonunda
ulagir (27).

Ostrus evresine gecerken, estradiol diizeylerinde hafif bir azalma olur. Follikiil uyarict
hormonda (FSH) da yavas bir artis goriiliir (24). Ostrus evresinde; LH en diisiik diizeydedir.

FSH en yiiksek degerine ulasir. Estradiol diizeyi diismeyi siirdiiriir ve bu evrenin ortalarina
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dogru en alt diizeydedir. Progesteron diizeyinde de artma olur ve Ostrusun sonuna dogru
oviilasyon gergeklesir (24).

Metostrus evresinde; estradiol seviyesi artmaya baglar. Progesteron sekresyonu
metostrus evresi siiresince yiiksektir ve bu fazda korpus luteum olusumu gergeklesir (28).

Diostrus evresi dinlenme fazidir (28). LH ve FSH diizeyleri diisiiktiir. Progesteron
sekresyonu, didstrus fazi siiresince yiiksektir. Bu evrede estradiol diizeyinde de azalma siirer,
prodstrus donemine dogru en diisiik diizeye ulasir (24).

Memelilerin degisik tiirlerinde, 6strus agsamalarini belirlemek i¢in kabul edilen yontem
vajinal smeardir (29). Bu yontem, vajinal duvardan siiriintii alinmast ya da vajinal yikama
sonucu elde edilen preparatlar iizerinde, her bir faz ile ilintili hiicre tiplerinin histolojik olarak
taninmasi esasina dayamir. Ostrus siklusu fazlarina ait hiicre dagilimlar1 ve smear yogunlugu
Tablo 1’de verilmistir. Bu yontem canli hayatta iken, tekrarlayan sikluslara ait gézlemler i¢in
giivenilir bir kayit saglar. Ayrica hayvanlarda ovulasyon zamani, kizginlik dénemi
(davranigsal Ostrus) ve gebeligin tespiti i¢in de kullanilan pratik bir yontemdir (30).

Etkili bir saptama i¢in vaginal sitolojik orneklerin giin boyunca ayni saatte alinmasi
gerekmektedir. Ratlarda, pamuk ¢ubuklar kullanilarak sik sik alinan smearlerde kornifiye
hiicrelerin ya da Ostrus benzeri smearlerin normalden fazla sayida gozlendigi bildirilmistir
(31). Sik smear almak vajinal epitelde kornifikasyona neden olmaktadir (32).

Tablo 1. Vajinal smeardeki hiicre morfolojisi ile 6strus siklus safthalarinin
siniflandirilmasi (33)

HUCRE TiPI*
Siklus sathas1 | Lokositler Nukleuslu Kornifiye epitelyum Smear
epitelyum yogunlugu
Prodstrus 0/+ +/+++ 0/+ orta
sik dejenere 1yi gelismis
(Predominant)
Ostrus 0 0 /A ortadan
goreceli olarak kiigiik siddetliye
hiicreler (predominant)
Metostrus 0/++ 0 ++/+++ ortadan
Ostrustakinden daha siddetliye
genis,
daha diiz ve daha
kiimelenmis (6bek)
Diostrus +/+++ +/+++ 0 ya da +/++ ince ya da
(Predominant) cogunlukla ortadan
diizensiz sekilli siddetliye
ve vakuollii

"Hiicre yogunlugu: 0 = yok, + = az, ++ : orta yogunlukta, +++ : siddetli.
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PANKREAS

Karin boslugunda bulunan, endokrin ve ekzokrin olarak calisan bir bezdir. Bezin dis
kismin1 zayif bir kapsiil sarmaktadir. Anatomik goriiniis itibariyle tiikriik bezlerine
benzemesine ragmen endokrin fonksiyonu ile tiikriik bezlerinden ayrilir (17). Ekzokrin
kisimdaki sentro-asiner hiicreler tiikriik bezlerinde bulunmadig: i¢in bu yonii ikinci bir farki
olusturur (20). Pankreasin ekzokrin kismi bilesik tubulo-alveolar bez yapisindadir. Lipaz,
amilaz, tripsin, simotripsin, karboksipeptidazlar, elastazlar, proteazlar, nukleazlar pankreasin

ekzokrin kismindan salgilanmaktadir (17).

Pankreasin endokrin boliimiine Langerhans adaciklart adi verilmektedir ve serdz
asiniislerden izole bir sekilde konumlanmigslardir (20). Endokrin adaciklar salgilar1 ve
boyanma 0&zellikleri ile birbirinden ayrilan 4 farkli hiicreyi icermektedir. Langerhans
adaciklarinin genellikle periferinde konumlanmis hiicrelere alfa (o) hiicreleri denmektedir
(34). Asidofil oOzellige sahip bu hiicreler kan glikoz seviyesini yiikselten glukagon
hormonunu salgilamaktadir (17). Bazofilik 6zellik gosteren hiicreler B hiicreleridir ve
salgilar1 ise kan glikoz seviyesini diisiiren insiillin hormonudur (16). Anilin mavisi
boyamalar1 ile boyandiginda ince graniillerinin boyanmasi ile ayirtedilen delta (D) hiicreleri
a ve B hiicreleri salgilarin1 yavaglatmakta goérev alan somatostatin’i salgilamaktadir (17).
Ayrica D hiicrelerinin gastrin salgiladiklar1 da bilinmektedir (17). Endokrin pankreasta az
saylda bulunan endokrin karakterli bir diger hiicre tipi de F hiicreleri ki bunlar pankreatik
polipeptitler salgiladigi icin pankreatik polipeptid (PP) hiicreleri olarak da
adlandirilmaktadir (16).

MAST HUCRELERI

Mast hiicreleri, bazofil graniilositler gibi sitoplazmalarinda c¢esitli biiytlikliiklerde
graniiller barindiran metakromatik boyanma 6zelligine sahip bagdoku hiicreleridir (18). Yag
hiicrelerinden sonra bagdokunun en biiylik hiicresi mast hiicreleridir (35). Mast hiicreleri
insanda yaklagik 30 um, kemirgenlerde 3,5 —22 um biiyiikliigiindedir ve sitoplazmalarinda
yaklagik 50 — 500 salg1 graniilii igerirler (36). Hemen hemen biitiin omurgalilarda bulunan
mast hiicreleri, bag dokunun uzun 6miirlii hiicrelerindendir (35,37). Mast hiicreleri viicuttaki
dokularda kan damarlar1 ve sinirler yakini alanlar, dis ¢evre ile iliskide olan ylizeylerde daha

fazla bulunurlar (38). Kemikiligindeki CD34" multipotent progenitdr hiicrelerden koken alir
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ve kanda prekiirsor hiicreler olarak dolasirlar, hedef bolgeye goc ederek cesitli faktorler
sayesinde farklilagir ve olgunlasirlar (8). Mast hiicresi graniilleri igerisinde heparin, histamin,
eozinofilik kemotaktik faktor, N - asetil — B — glukosaminidaz, B — glukoronidaz, triptaz,
kimaz, prostaglandin D2, si¢an mast hiicresi proteazi I ve II (RMCP I ve RMCP II) ve
serotonin (insan mast hiicresinde bulunmaz) gibi mediyatorler tasimaktadirlar (39).
Sitoplazmik graniillerindeki stilfatlanmis glikozaminoglikanlarin varligi nedeniyle uygun
kosullarda metakromazi gostermektedirler (35). Icerdikleri heparin ve triptaz metakromatik
boyanmaktadir (37). Histolojik olarak toluidin mavisi (TB) gibi metakromatik boyalarla,
kloroasetat esteraz aktivitesiyle, alsiyan mavisi-safranin ikili boyamasi ile ve anti- triptaz ve
anti-kimaz immunohistokimya teknikleri ile gosterilebilirler (36).

Katyonik (bazik) boya, boyanan objeye kendi rengini verdiginde, bu boyama
ortokromatik olarak isimlendirilir. Baz1 boya iyonlari, bir substrata baglandiginda, absorbe
olan 15181 dalga boyunu degistirerek objenin rengini boyaninkinden farkli hale getirir. Bu
olaya metakromazi adi verilmektedir. Katyonik boyalarla metakromatik etki, sadece bazofilik
doku komponentlerinde goriiliir. Metakromatik olarak boyanan yapi, kromotropik olarak
isimlendirilir (40).

Kan damar, sinir ve dis ¢evre ile iligkili yerlerde izlenen mast hiicreleri (38), ovaryum
ve uterus dokularinda da degisen say1 ve dagilimlarda goriilmektedir. Ovaryum ve uterusta
farkli canli tiirlerinde mast hiicresi dagiliminin seksiiel siklusun farkli evrelerinde degistigi
belirtilmektedir (9).

[Ik 1879 yilinda tanimlanan mast hiicreleri, yapilan ¢aligmalarla formola kars1 ayni
duyarliliga sahip olmadiklar1 goriilmiis, kemirici mast hiicreleri 6nceleri formol direncgli ve
formol duyarli mast hiicreleri olarak siniflandirilmistir. Sonraki caligmalarda, formol duyarli
mast hiicrelerinin genelde mukozal alanlarda, formol direngli mast hiicrelerin ise deri dermisi
bag doku katmanlarinda yerlesik olduklari tespit edilmistir. Formol duyarli mast hiicrelerinin
daha ¢ok mukozada yerlesik oldugu goriiliince atipik veya mukozal mast hiicreleri (MMC),
formol direngli mast hiicrelerinin daha ¢ok bag dokuda alanlarinda yerlesik olmasi nedeniyle
tipik veya bag dokusu mast hiicreleri (CTMC) olarak isimlendilmistir. MMC’nin sadece bag
dokuda olmadig1 bagirsak kas tabakasinda da bulundugu tesbit edilince bu siniflandirmanin
tam olarak dogru olmadigmm ortaya cikardi. Ilerleyen yillardaki ¢alismalarla, mast hiicresi
salgilarimin fareler, siganlar ve insanlarda farklilik gosterdigi ortaya cikarilmis ve tekrar

siiflandirmaya gidilmistir (Tablo 2)(38).
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Tablo 2. Fare, si¢an ve insanda mast hiicresi tipleri ve graniil icerikler (38)

Mast hiicresi tipi Biyojenik amin Notral proteaz Proteoglikan
Fare: Mukozal Histamin MMCP-1,-2 Kondroitin siilfat E
Bag doku Histamin+Serotonin | MMCP-3,-4,-5,-6,-7 | Heparin
Karboksipeptidaz
Sigan: Mukozal Histamin RMCP-2, MMCP-5, | Kondritin siilfat di-B,
Karboksipeptidaz AE
5 ) ) ) RMCP-1, Heparin
Bag doku Histamin+Serotonin Karboksipeptidaz N
Kondroitin stilfat E
Insan: MCr Hiicresi | Histamin Triptaz Heparin,
kondrotin siilfat
MCrc Hiicresi | Histamin Triptaz, kimaz, Heparin.

katepsin, )
Kondrotin siilfat

G- benzeri proteaz,

Karboksipeptidaz

MMCP: Fare mast hiicresi proteazi, RMCP: Sigan mast hiicresi proteazi, MCr: Tritaz igeren mast hiicresi,
MCrc: Triptaz ve kimaz igeren mast hiicresi

Mast hiicrelerindeki tiim proteazlarin 1/3’ni serin proteazlar olusturur. Yasam icin
onemli fonksiyonlar1 bulunan serin proteazlarin tanimlanmasi ve simiflandirilmasi molekiil
agirliklar1 dikkate alinarak yapilir. En Onemli serin proteazlar triptaz ve kimazdir (8).
Insanlarda mast hiicreleri, serin proteaz igeriklerine gore smiflandirilmistir. Bunlar; triptaz
iceren (MCr), triptaz ve kimaz iceren (MCrc) ve yaygin kabul gérmesede tanimlanmis olan
sadece kimaz i¢eren (MCc)’dir (37,41). Katepsin G serin proteaz ailesine aittir, MCr¢’larda
bulunurlar (8). MCrc deri, lenf diiglimleri ve gastrointestinal sistemin submukozal
katmanlarinda agirlikli olarak bulunur. MCr bagirsak ve akciger mukozasinda baskin mast
hiicre tipi olduklar1 goriilmektedir (41).

Triptaz secici olarak mast hiicreleri ve bazofillerde bulunan tripsin benzeri substrat
spesifik Ozellige sahip serin proteaz ailesidir. Tritaz ailesinden PII-triptaz mast hiicre

graniillerinde depolanirken, a-protriptazlar saglikli bireylerde ve akut seyirli olmayan sistemik
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mastositoz durumunda mast hiicrelerinden salgilanan kandaki en 6nemli inaktif proenzim
ozelligindeki triptaz formudur (8). Mast hiicre graniillerde depolanan inaktif BII-prototriptaz
heparin varliginda ve iki kademede gerceklesen bir siirectir.

Triptaz proteazlar1 organizmada c¢esitli gorevleri yerine getirmektedir. Triptaz kronik
yangilarda, doku yenilenmesinde (8), anjiyogenezin uyarilmast (37) ve cesitli biyolojik
streclerde onemli roller oynar. Aktif mast hiicrelerinden triptazin salinimi, komsu mast
hiicrelerinde de salgilamayi arttirarak yangi sirasinda tepkinin genislemesine hizmet eder. In
vivo ve in vitro kosullarda fare mast hiicre triptazinin fibrinojeni yikimlamak yoluyla
antikoagiilant etki gosterdigi de bildirilmektedir. Antikoagiilant etkisi ile asir1 duyarliligin
bulundugu bolgelerde dokular igine sizan plazmanin pihtilagsmasini 6nlemede, doku ve damar
yenilenmesinde de rol oynadigi bilinmektedir. Ancak insandaki antikoagiilant aktivitenin
triptazin intrinsik aktivitesinden ¢ok, heparin ile olusturdugu kompleks sayesinde meydana
geldigi goriisti hakimdir (8).

Kimazlarin ilk olarak 1959’da mast hiicrelerinde lokalize olduklar tespit edilmistir.
Bunlar kimotripsin benzeri substrat spesifitesine sahiptirler (8). Inaktif prekiirsorler olarak
sentezlenenler kimaz, mast hiicre graniillerinde negatif yiiklii heparin ve kondroitin siilfata
baglanarak aktif enzim olarak depolanirlar. Kimazlar a ve B olarak iki gruba ayrilir. Memeli
mast hiicrelerinde a-kimazlar yaygin olarak bulunur. Son yillardaki ¢alismalar a ve B kimaz
arasinda angiotensin-I’in angiotensin-II’ye doniisiimiinde, substrat spesifitesi bakimindan
farkliliklar oldugunu gosterilmistir. a-kimazlarin angiotensin I’den angiyotensin II’yi
olusturduklar1 gosterilmis olmasina karsin, § kimazlarin angiyotensin II’yi hem olusturduklari
hem de yikimladiklar1 belirlenmistir. Kimazlarin deri i¢i enjeksiyonu, eozinofil ve notrofil
grantiilositler gibi yangi hiicrelerinin birikimiyle karakterize dermatit sekillenmesine,
epidermis-dermis baglantisinin yikimlanmasiyla deride kabarcik olusumuna neden olur (8).

Ayrica kimazin  apoptotik ajan  olarak gérev yaptigida  bilinmektedir  (37).
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GEREC VE YONTEMLER

Deneyimizde Trakya Universitesi Tip Fakiiltesi Deney Hayvanlari Birimi’nde
iretilmis, agirliklar1 250-300 g arasinda degisen Wistar albino 64 adet erigkin disi sican
kullanildi. Deney siiresi boyunca, tiim deneklerimiz, optimum laboratuvar kosullar1 (22+1 0C,
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
30.05.2012 tarih ve 2012.04.04 karar nolu (Ek 1) onay alindu.

Calisma baslangicinda, hayvanlarin tartimlart yapilarak tamami bir gece ag¢ birakildi.
Ertesi sabah biitiin hayvanlarin aglik kan sekerleri (IME-DC, Almanya) &lgiildii. Olgiim
sonunda elde edilen kan degerleri ile (en diisiik 52 miligram (mg)/desilitre (dl), en yiiksek 136
mg/dl) hayvanlarin saglikli olduklar: tespit edildi. Caligmamizda hayvanlar rastgele Kontrol
gruplarn ve Diyabetik gruplar olarak ikiye ayrildi. Otuziki (32) denek Kontrol gruplarini
olusturmak i¢in ayrildi ve herhangi bir uygulama yapilmadi. Diyabet gruplarini olusturan 32
sicana 60 mg/kilogram (kg) tek doz STZ uygulanarak 2 giin beklendi. Ikinci giiniin gecesinde
STZ uygulanan hayvanlar ag birakilip sabah tekrar kan degerleri 6lgiildii. Olgiimde elde edilen
degerler ile (en diisiik 320 mg/dl, en yiliksek 541 mg/dl) hayvanlarin diyabet olduklari
anlasildi. Olgiim sonunda 18 giin (ilk STZ uygulamasinin ardindan 21 giin) beklendi. Yirmibir
(21) giin sonra vajinal smear yontemiyle deneklerin dstrus siklusu tayini yapildi. Istenen

siklusta olan sicanlar sakrifiye edilerek toplamda denekler sekiz gruba ayrildi.
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Deney gruplari; 1- Kontrol Prodstrus
2- Kontrol Ostrus
3- Kontrol Metostrus
4- Kontrol Didstrus
5- Diyabet Prodstrus
6- Diyabet Ostrus
7- Diyabet Metdstrus
8- Diyabet Didstrus

VAJINAL SMEAR YONTEMI

Deney sonunda 21. glinden baslanarak 24 saatte bir defa deneklerin vulva bolgesi
70°1ik etil alkolle (Merck, Almanya) silindikten sonra, steril tahta ¢ubuklarin pamukla
kaplanmis u¢ kisimlar1 nemlendirildi ve vajina igerisinden, nazikge siiriintii alinip, lam iizerine
yayildi. Yayma lamlar1 oda sicakliginda kurumasi beklendi. Kuruyan yaymalar %70’lik
metanol (Merk, Almanya) daldirip bekletilmeden ¢ikarildi ve oda sicakliginda kurutularak
yaymanin fiksasyonu saglandi. %1°lik TB (Fluka, 89640) ile 5 dakika boyanan preparatlar
distile su ile yikanip kurutuldu ve kapatma uygulamaksizin incelendi. Fazlarin

fotograflanmasi (Olympus CX31-Japan) ile saglandi.

ISIK MiKROSKOBIK INCELEME

Isik mikroskobik incelemeler icin pankreas, ovaryum ve uterus dokulari, Trakya
Universitesi Tip Fakiiltesi Histoloji ve Embriyoloji Anabilim Dali Isitk Mikroskopi
Laboratuvar’inda islemlendirildi. Bu amagla ovaryumlarindan biri (sag veya sol rastlantisal
bicimde) ile uterus doku parcast Carnoy fiksatorii (60 ml absolut alkol, 30 ml kloroform, 10
ml glasiyal asetik asit) ile 12 saat fiksasyonu saglandi. Oniki (12) saatin sonunda dokular 1
saat %70’lik alkolle muamele edilmek sureti ile dehidratasyon safhasi gecildi. Dokular1 1’er
saat olmak kaydiyla sirasiyla %80, %90, %96°1ik alkollerden ve 1,5 saatlik siire ile de 2 kez
mutlak alkolden gecirildi. Bu islemlerin ardindan saydamlastirma basamagi icin dokular 45
dakika toluol ile muamele edildi, siirenin sonunda dokular 50-55°C sicakliktaki yumusak
parafine alind1 ve en az 45 dakika bekletildi. Bu silirenin sonunda dokular yumusak parafinden

stvi sert parafine alindi ve daha sonra bloklandi. Bu bloklardan Leica RM-2245 silindirli
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mikrotom kullanilarak 5 mikrometre (um) kalinligindaki kesitler alindi. Kesitler seri sekilde
almmis olup, her bloktaki birinci, sekizinci ve onbesinci seri kesit lama alinarak 3 farkhi
bolgeden alanin bulundugu preparatlar elde edildi. Ovaryum ve uterus dokularindaki mast
hiicrelerinin boyanarak dagilimi ve sayimi %, 1 TB (Fluka, 89640) ile boyandi. Isik
mikroskobunda (Olympus CX31-Japan) incelenerek bulgularin fotograflar: ¢ekildi.

Pankreas dokular1 151k mikroskobik incelemeleri amaciyla %10’luk tamponlu
formaldehit soliisyonu (100 ml % 37’lik formalin soliisyonu, 900 ml distile su, 6,5 gram
Na,HPO4, 4 gram NaH,PO4H,0) ile 48 saat fiksasyonu saglandi. Kirksekiz (48) saatin
sonunda dokular1 bir gece akar suda yikanmasi saglandi. Yikama isleminin ardindan sirasiyla
%70, %80, %90, %96’lik alkollerden, 2 tekrar ve 1,5 saat olmak kaydi ile mutlak alkolden
gecirilerek  dehidretasyon islemi tamamlandi. Dehidretasyon islemlerin  ardindan
saydamlastirma basamagi i¢in dokular 45 dakika toluol ile muamele edildi, siirenin sonunda
doku Grnekleri 50-55°C sicakliktaki yumusak parafine alindi ve en az 45 dakika bekletildi. Bu
stirenin sonunda dokular yumusak parafinden siv1 sert parafine alindi ve daha sonra bloklandi.
Bu bloklardan Leica RM-2245 silindirli mikrotom kullanilarak 5 pm kalinligindaki kesitler
alindi. Pankreas dokular1 Langerhans adaciklarindaki degisimlerin gozlemlenmesi icin
hematoksilen ve eozin (H+E) boyasi ile boyandi. Isik mikroskobunda (Olympus CX31-Japan)

incelenerek bulgularin fotograflar ¢ekildi.

Isik Mikroskobik Incelemelerde Hiicre Sayimlari ve Istatistiksel Analizler

TB ile boyanan preparatlarda mast hiicrelerinin dagilimini belirlemek ic¢in yapilan
hiicre sayimlarinda 100 kare okiiler mikrometre (eyepiece graticule) kullanildi. 40°lik objektif
biiylitmesinde okuler mikrometrenin 100 kare birim alanindaki mast hiicreleri sayildi ve

milimetre kare (mm?)’deki hiicre sayis1 hesaplandi (35).

Her uterus kesitinin endometriyum ve miyometriyum katmalarindan rastgele segilen
her bir bolgeden 6’sar (toplam 12) biiyiitiilmiis alanda hiicre sayimi yapildi. Ovaryum
kesitlerinde rastgele se¢ilen her bir bolgeden 12 biiyiitiilmiis alanda mast hiicre sayimi yapildi.

Seri kesitlerin sayilmasi sonucu bu rakamlarin aritmetik ortalamasi alindi.

IMMUNOHISTOKIMYASAL INCELEME
Immiinohistokimyasal incelemeler i¢in ovaryum ve uterus dokulari, Trakya

Universitesi Tip Fakiiltesi Histoloji ve Embriyoloji Anabilim Dali Isik Mikroskobi
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Laboratuvar’inda islemlendirildi. Bu amacla ovaryumlarindan biri (sag veya sol rastlantisal
bicimde) ile uterus doku parcast %10’luk tamponlu formaldehit soliisyonu (100 ml % 37°1lik
formaldehit soliisyonu, 900 ml distile su, 6,5 gram Na,HPO,4, 4 gram NaH,PO4H,0) ile 48
saat fiksasyonu saglandi. Kirksekiz (48) saatin sonunda dokular bir gece akar suda yikanmaya
birakildi. Yikama isleminden sonra dokular 1’er saat siireyle sirasiyla %70, %80, %90,
%96’lik alkollerden, bir buguk (1,5) saat 2 kez mutlak alkolden gecirildi. Bu islemlerin
ardindan saydamlagtirma basamagi i¢in dokular 45 dakika toluol ile muamele edildi, siirenin
sonunda dokular 50-55° C sicakliktaki yumusak parafine alindi ve en az 45 dakika bekletildi.
Bu siirenin sonunda dokular yumusak parafinden sivi sert parafine alindi ve daha sonra
bloklandi. Elde edilen bloklardan Leica RM-2245 silindirli mikrotom kullanilarak 5 pm
kalinligindaki kesitler alindu.

Triptaz immiinohistokimyasal Boyamasi

Poli-L-lisin kapli lamlara alinan kesitler deparafinize edilerek suya indirildi. Kesitler
mikrodalgaya dayanikli 6zel salelerde pH 6.0 sitrat buffer sollisyonu igerisine siralanarak
Vestel marka 1550 model mikrodalga firinda maksimun konumunda 2 kez 5’er dakika antijen
retriavel igslemi yapildi. Daha sonra oda 1sisinda 20-25 dakika sogumaya birakildi. Soguyan
kesitler pH 7,2-7,4 0,01M phosphate buffer saline (PBS)’de 3 kez 5’er dakika yikandi.
Endojen peroksidaz aktivitesini bloke etmek i¢in %3’liikk H,O, (hidrojen peroksid)’in metanol
soliisyonunda 20 dakika inkiibe edildi ve PBS ile yikandi. Ozgiil olmayan antikor
baglanmalarmi bloklamak {izere kesitlere %1 preimmiin rabbit serum (Ultra V Block,
LabVision, TA-015-UB) 5 dakika siireyle uygulandi. Dokular PBS ile 5 dakika yikandiktan
sonra ¢evresi silinerek pap-pen ile ¢izildi. Dokular nemli bir ortamda yatay konularak {izerine
primary antibody (PAB) damlatildi (Abcam, ab2378) ve 2 saat siireyle inkiibe edildi (Triptaz
1/250 oraninda diliient soliisyonu ile sulandirildi.) PBS’de 3x5 dakika yikandi. Yikama
sonrast sekonder antibody (biotinli) damlatilarak 10 dakika oda 1sisinda inkiibe edildi. PBS’de
3x5 yikandi. Kesit ¢evresi silindikten sonra HRP-streptavidin (Thermo, Ingiltere) damlatilarak
10 dakika oda 1sisinda inkiibe edildi. PBS’de 3x5 dakika yikandi. AEC kromojeni (Abcam,
ab64257) kesitlere damlatildi ve 10 dk. sonra mikroskop altinda boyanma olup olmadigi
kontrol edilerek dokular distile suya alindi. Weigert’in demirli hematoksilen'de 5 dakika
zemin boyamasi yapildi ve musluk suyunda 3—5 dakika yikandi ve distile suya alindi hemen
ardindan su bazli kapatma medyumu (Dako Faramount Aqueous Mounting Medium) ile

kapatildi.
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Kimaz Immiinohistokimyasal Boyamasi

Poli-L-lisin kapli lamlara alinan kesitler deparafinize edilerek suya indirildi. Kesitler
mikrodalgaya dayanikli 6zel salelerde pH 6.0 sitrat buffer soliisyonu igerisine siralanarak
Vestel marka 1550 model mikrodalga firinda maksimun konumunda 2 kez 5’er dakika antijen
retriavel islemi yapildi. Daha sonra oda 1sisinda 20-25 dakika sogumaya birakildi. Soguyan
kesitler pH 7,2-7,4 PBS’de 3x5 dakika yikandi. Endojen peroksidaz aktivitesini bloke etmek
icin %3’lik H,O, (hidrojen peroksid)’in metanol soliisyonunda 20 dakika inkiibe edildi ve
PBS ile yikandi. Doku cevresi silinerek pap-pen ¢izildi. Dokular nemli bir ortamda yatay
konularak {izerine PAB damlatildi (Biorbyt, ingiltere) ve oda 1s1sinda iki saat muamele edildi
(Kimaz 1/250 oraninda dillient soliisyonu ile sulandirildi). PBS’de 3x5 dakika yikandu.
Kesitlere sekonder antibody (biotinli) damlatilarak 10 dakika oda 1sisinda inkiibe edildi.
PBS’de 3x5 yikandi. Takiben HRP-streptavidin damlatilarak 10 dakika oda 1sisinda inkiibe
edildi. PBS’de 3x5 dakika yikandi ve 3,3’-diaminobenzidine (DAB) kromojen hazirlanarak
damlatildi. On dakika (10dk.) sonra mikroskop altinda boyanma olup olmadig1 kontrol
edilerek dokular distile suya alindi. Weigert’in demirli hematoksilen'de 5 dakika zemin
boyamasi yapildi ve musluk suyunda 3x5 dakika yikandi ve distile suya alindi. Kesitler
sirasiyla %96 ve mutlak alkolde 1’er dakika tutuldu. Parlatma toluenine alinan preparatlar 20

dk toluende bekletildi, ardindan toluen bazli kapatma maddesi ile kapatildi.

IMMUNOHISTOKIMYASAL INCELEME HUCRE SAYIMLARI VE
ISTATISTIKSEL ANALIZLER

Immiinohistokimyasal boyama yapilan preparatlarda kimaz (+) ve triptaz (+) mast
hiicre dagilimi1 semikantitatif olarak degerlendirildi. Semikantitatif degerlendirme su sekilde
yapildi; yok (-), 1-2 hiicre (£), 3-4 hiicre (+), 5-6 hiicre (++), 7 ve daha fazla sayida hiicrede

(+++).

20



BULGULAR

MORFOMETRIK BULGULAR
Kan Glukoz Diizeyleri

Tiim deneklerin kan glukoz degerleri deney oncesinde STZ uygulamasindan 3 giin
sonra glukometre (IME-DC, Almanya) kullanilarak o6lgiildii. Bu o6l¢iimler sonunda tiim
hayvanlarin kan glikoz diizeylerinin ilk Ol¢iim sonunda 52-136 mg/dl arasinda oldugu
saptand1. Kontrol Gruplar1 hayvanlarinin kan glikoz diizeylerinde deneyin basindan sonuna

kadar istatistiksel olarak anlamli bir farklilik goriilmedi (Sekil 1).

M Baglangic ® Deney Sonu

95

90

mg/dl

70

65

Proostrus Ostris Metostris Diostris

Sekil 1. Kontrol gruplarina ait deney bast ve deney sonu kan seker diizeyleri (mg/dl)
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Diyabetik gruplarinda STZ uygulamasindan 3 giin sonraki Ol¢iimde kan glikoz
diizeylerinin diyabet olusumunda gézlemlenecek seviyede arttigr goriilmiistiir (Sekil 2). Bu

Olctimdeki degerlerimiz 320-541 mg/dl arasinda oldugu tespit edilmistir.

M Baslangic M Deney Sonu

500
450
400
350
300
£250
200
150
100

50 -

Prodstrus Ostriis Metostris Diostris

* P<0.05 kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlamli

Sekil 2. Diyabetik gruplara ait deney baslangici ve deney sonu kan seker diizeyleri (mg/dl)
Agirhik Bulgular

Tim gruplardaki deneklerin agirliklar1 deneyin basinda ve sonunda yapilmistir.
Deneylerin sonunda prodstrus, metdstrus ve didstrus kontrol grubu hayvanlarin agirliklarinda
ilk tartimlarina gore istatistiksel olarak anlamli bir artis gozlendi (P<0.05;Sekil 3). Kontrol
Ostrus grubu son tartim agirliginda ise ilk tartima gore istatistiksel olarak anlamli olmayan bir

artis gozlemlendi.
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M Baslangic ® Deney Sonu

195

190

185

180

£175 -
o]

St
170 -
165 -

160 -

155 -
Prodstrus Ostris Metostris Diostris

* P<0.05 kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlamli.

Sekil 3. Kontrol gruplarina ait deney baglangici ve deney sonu canli agirlik degerleri (gr)

Diyabetik gruplardaki hayvanlarin son tartimlarindaki agirliklar: ilk tartimlarindaki
agirliklarina gore istatistiksel olarak anlamli derecede azalmanin yasandig1 gozlemlenmistir (P

<0.05;Sekil 4).

M Baslangic M Deney sonu

200
180
160
140

20
§1100
80
60
40
20

Prodstris Ostris Metostris Diostris

*P <0.05 kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlaml.

Sekil 4. Diyabetik gruplara ait deney baslangici ve deney sonu canli agirlik degerleri (gr)
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MORFOLOJIK BULGULAR

Vajinal Smear Bulgular:

Deneklerden alinan vajinal smear yaymalar1 Tablo 1°deki gibi degerlendirildi ve

denekler gruplarina ayrildi (Sekil 5).

Sekil 5. a: Diyabet prodstrus grubu hayvandan alinmis smear goriintiisii; b: Kontrol ostrus
grubu hayvandan alinmis smear goriintiisli; ¢: Diyabet metdstriis grubu hayvandan

alinmig smear goriintiisii; d: Kontrol didstrus grubu hayvandan alinmis smear
gortlntiist, TB, X200.

Histolojik Bulgular

Isik Mikroskobik Bulgular

Isik mikroskobik incelemelerde deney ve kontrol grubu hayvanlarindan alinan pankreas,

ovaryum ve uterus dokular1 incelenmistir. Pankreas dokusunun incenmesinde H+E boyasi

yapildi.
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Ovaryum ve uterus dokulari ise Toluidin mavisi boyamasi ile Ostrus siklusunun farkl

evrelerindeki mast hiicresi dagilimi ortaya ¢ikarildi.
Pankreas Histopatolojik Bulgular

H+E boyamas: ile boyanan pankreas dokulari incelendiginde, kontrol grubu
hayvanlarin Langerhans adaciklarinda normal yapida olduklar izlenirken, diyabetik grup
hayvanlarin  endokrin adaciklarinda [ hiicrelerinde nekroz, vakuollesmenin ve

dejenerasyonlarin varligi dikkat ¢ekiciydi (Sekil 6).

Sekil 6. a: Kontrol grubu sigandan alinmig pankreas dokusu; b: Diyabet grubu sigcandan
alinmig pankreas dokusunda endokrin adaciklarin gériiniimii H+E, X400.

Ovaryum Histokimyasal Mast Hiicresi Gosterimi

Ovaryum dokusunda TB ile boyamada, metakromatik boyanan mast hiicrelerinin
genellikle ovaryumun medulla kisminda ve bu alanda da genellikle kan damar1 yakinlarinda
yerlesik olduklar1 saptandi (Sekil 7). Kortikal alanlarda TB (+) mast hiicreleri daha

azinliktaydi ve germinal epitel katmaninda bu hiicrelere rastlanmadi (Sekil 8).

Ovaryum dokularinda yapilan TB boyamasi sonucu elde edilen mast hiicre kontrol ve
diyabet gruplarinda Ostrus evreleri karsilastirildi. Prodstrus, Ostrus, didstrus sikluslarinin
kontrol ve diyabet gruplan karsilagtirildiginda, diyabet gruplarinda mast hiicresi sayisinda
istatistiksel olarak anlamli bir artis gosterirken, metdstrus grubunda kontrol ve diyabet
siganlarin ovaryumlarindaki mast hiicresi sayisi arasindaki artis anlamsizdir (P<0.05; Sekil 9-

12).
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Sekil 7. Diyabetik grup Ostrus evresi sigan ovaryum medullasinda mast hiicreleri, TB,
X200.

Sekil 8. Kontrol grubu Ostrus evresi sigan ovaryum korteksinde mast hiicresi, TB,
X400
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H Kontrol M Deney

14

*

12

10

Prodstrus Ostrus Metostrus Didstrus

*: P<0.05 kontrole gore istatistiksel olarak anlamli.

Sekil 9. TB boyamasinda ovaryum dokusunda mast hiicresi dagilimi.

Sekil 10. Kontrol grubu metdstrus evresi sigan ovaryum medullas1 mast hiicreleri,
TB, X400
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Sekil 11. Kontrol prodstrus sican ovaryum medullasinda kan damarlarina yakin
yerlesimli mast hiicreleri, TB, X200

Sekil 12. Diyabetik grup didstrus evresi sigan ovaryum medullasinda mast hiicreleri,
TB, X400
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Uterus Histokimyasal Mast Hiicresi Gosterimi

Uterus dokulart TB ile boyanan kesitlerde mast hiicreleri endometriyum ve
miyometriyum katmanlarinda sayimlar1  yapilarak kontrol ve diyabet gruplarin

karsilastirilmasi yapildi.

Uterus endometriyum katmani incelendiginde, mast hiicrelerinin lamina propriya
tabakasinda bulundugu gézlemlendi (Sekil 14). Uterusun endometriyum katmaninda diyabet
ve kontrol gruplarindan elde edilen mast hiicresi sayilar1 diyabetik siganlarda, kontrol grubuna

gore istatistiksel olarak anlamli bir artisin oldugu gozlendi (P<0.05; Sekil 13 ve 15).

M Kontrol M Deney

14

Proostrus Ostrus Metostrus Diostrus

*: P<0.05 kontrole gore istatistiksel olarak anlamli.

Sekil 13. TB boyamasinda uterus endometriyumunda mast hiicresi dagilima.
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Sekil 14. Kontrol grubu 6strus evresi si¢an uterus endometriyumunda mast hiicresi,
TB, X1000

Sekil 15. Kontrol grubu prodstrus evresi sican uterus endometriyumunda mast
hiicreleri, TB, X400
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Uterus miyometriyum katmani incelendiginde mast hiicrelerinin stratum vaskulare
bolgesinde damarlara yakin konumda yerlestikleri gozlemlendi. Yine bu katman
degerlendirildiginde kontrol ve diyabet gruplarmi karsilagtirildiginda ostrus ve didstrus
evrelerinde istatistiksel olarak anlamli bir degisim gozlenmezken (P>0.05; Sekil 16 ve 17),
proostrus ve metostrus evrelerinde diyabet grubu ile kontrol grubu arasinda istastiksel olarak

anlamli bir degisim gozlemlendi (P<0.05; Sekil 16 ve 18).

H Kontrol ® Deney

16 *

14

12

10

H ()} (o]
I

Prodstrus Ostrus Metostrus Didstrus

*: P<0.05 kontrole gore istatistiksel olarak anlamli;

Sekil 16. TB boyamasinda uterus miyometriyum dokusunda mast hiicresi dagilimi
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Sekil 17. Diyabetik grup didstrus evresi si¢an uterus miyometriyum katmaninda mast
hiicreleri, TB, X400

Sekil 18. Diyabetik grup metodstrus evresi sigan uterus miyometriyum katmaninda
mast hiicreleri, TB, X400
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Immiinohistokimyasal Bulgular

Immiinohistokimyasal olarak triptaz ve kimaz pozitif mast hiicrelerinin dagilimi
ovaryum ve uterus dokularinda dstrusun farkli fazlarinda karsilastirilarak degerlendirilmesi

yapildi.

Triptaz Boyamasi

Ovaryum ve uterusun dokularinda yapilan

boyamasindan elde edilen triptaz pozitif mast hiicre dagilimi1 Tablo 3°de verilmistir.

immiinohistokimyasal  triptaz

Tablo 3. Ovaryum ve uterus dokularinda farkli siklus evrelerinde triptaz pozitif mast hiicre
semikantitatif dagilimi

Siklus Evresi | Kontrol Diyabetik
Ovaryum Uterus Ovaryum | Uterus
Proostrus + - + -
Ostrus + + + +
Metostrus ++ ++ ++ +
Diostrus + + + =+

Yok (-), 1-2 hiicre (%), 3-4 hiicre (+), 5-6 hiicre (++), 7 ve daha fazla sayida hiicrede (+++)

Triptaz boyamasi sonucunda siklus fazlarina gdre ovaryum dokusu incelendiginde
proostrus (Sekil 19 ve 20) ve metostrus (Sekil 21 ve 22) fazlarinda deney grubu ile kontrol
gruplar1 arasinda triptaz pozitif hiicre sayisinda bir degisim goézlenmemistir. Ostrus siklusu
incelendiginde deney grubu kontrol

sicanlariin ovaryumlarinda, sicanlarin

grubu
ovaryumlarma gore bir artis oldugu gozlendi (Sekil 23-25). Didstrus evresinde ise diyabet
grubu siganlarin ovaryumlarinda, kontrol grubu si¢anlarinin ovaryumlarina gore bir azalmanin

oldugu tespit edildi (Sekil 26).
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Sekil 19. Kontrol grubu prodstrus evresi sigan ovaryumunda triptaz immiin boyamast,
X400. Ok: Triptaz pozitif boyanan mast hiicresi; V: Ven ve A: Arter

Sekil 20. Diyabetik grup prodstrus evresi sigan ovaryumunda triptaz immiin boyamasi,
X400. Oklar: Triptaz pozitif boyanan mast hiicreleri; K: Kan damari ve F:
Folikdl.
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Sekil 21. Kontrol grubu metostrus evresi sigan ovaryumunda immiin boyamasi, X400.
Oklar: Triptaz pozitif boyanan mast hiicreleri.

Sekil 22. Diyabetik grup metdstrus evresi sican ovaryumunda triptaz immiin
boyamasi, X200. Oklar: Triptaz pozitif mast hiicreleri
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Sekil 23. Kontrol grubu Ostrus evresi sican ovaryumunda triptaz immiin boyamasi,
X200. Oklar: Triptaz pozitif mast hiicreleri; V: Vena A: Arter.

Sekil 24. Kontrol grubu ostrus evresi sican ovaryumda triptaz immiin boyamasi, X400.
Oklar: Triptaz pozitif mast hiicreleri; V: ven ve A: arteriyol.
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Sekil 25. Diyabet grubu Ostrus evresi sican ovaryumda triptaz immiin boyamasi,
X400. Oklar: Triptaz pozitif mast hiicreleri.

Sekil 26. Kontrol grubu didstrus evresi sican ovaryumda triptaz immiin boyamasi,
X400. Oklar: Triptaz pozitif mast hiicreleri.
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Yapilan triptaz boyamasinda diyabet ve kontrol gruplarimin prodstrus evresi uterus
dokusunda triptaz pozitif mast hiicresine rastlanmadi. Ostrus evreside triptaz pozitif mast
hiicre sayis1 diyabet grubu siganlarin uteruslarinda, kontrol grubu siganlarin uteruslarina gore
bir artis gosterdigi tesbit edildi (Sekil 27). Metostrus ve didstrus evrelerinin kontrol ve diyabet
gruplart kendi iclerinde karsilastirildiginda diyabet grubu siganlarin uteruslarinda, kontrol

grubu sicanlarin uteruslarina gore bir azalma gosterdigi saptandi (Sekil 28-30).
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Sekil 27. Diyabetik grup Ostrus evresi sigan uterusunda triptaz immiin boyamasi,
X400. Oklar: Triptaz pozitif mast hiicreleri.
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Sekil 28. Kontrol grubu didstrus evresi sigan uterusda triptaz immiin boyamasi, X400.
Ok: Triptaz pozitif mast hiicresi.

Sekil 29. Diyabetik grup didstrus evresi sican uterusunda triptaz immiin boyamast,
X400. Ok: Triptaz pozitif mast hiicresi ve K: kan kapileri.



Sekil 30. Diyabetik grup metdstrus evresi sigan uterus endometriyumda triptaz immiin
boyamasi, X400. Ok: Triptaz pozitif mast hiicresi.

Kimaz Boyamasi

Ovaryum ve uterus dokularinda kimaz pozitif boyanan mast hiicre dagilimi Tablo 4°de
verilmistir.

Tablo 4. Ovaryum ve uterus dokularinda farkli siklus evrelerinde kimaz pozitif mast hiicre

semikantitatif dagilimi

Siklus Kontrol Diyabetik
Evresi

Ovaryum Uterus Ovaryum Uterus
Proostrus | + + + +
Ostrus + ++ + +
Metostrus | ++ ++ ++ +++
Diostrus + + + +

Yok (-), 1-2 hiicre (£), 3-4 hiicre (+), 5-6 hiicre (++), 7 ve daha fazla sayida hiicrede (+++)




Kimaz boyamasinda, genel olarak kimaz pozitif mast hiicreleri ovaryum medullasinda
yogun olarak lokalize olduklar1 gozlemlenirken, ¢ok seyrek olarak da korteks alaninda
goriildii (Sekil 34). Kimaz pozitif mast hiicre dagilimi incelendiginde ovaryum dokusunda
Ostrus, metostrus ve didstrus fazlarinda kontrol ve deney gruplart arasinda bir farkliligin
olmadigr tespit edildi (Sekil 31-34). Prodstrus grubunda ise, diyabet grubu ovaryumlarinda
kontrol grubuna gore bir artis gosterdigi gézlemlendi (Sekil 35 ve 36).

Sekil 31. Kontrol grubu Ostrus evresi sican ovaryumda kimaz immiin boyamasi, X400,
Oklar: Kimaz pozitif mast hiicreleri.
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Sekil 32. Kontrol grubu metostrus evresi sigan ovaryumda kimaz immiin boyamasi,
X400, Ok: Kimaz pozitif mast hiicresi.

Sekil 33. Diyabetik grup metOstrus evresi sigan ovaryum korteksinde kimaz immiin
boyamasi, X200, Oklar: Kimaz pozitif mast hiicreleri.
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Sekil 34. Diyabetik grup didstrus evresi sican ovaryum korteksinde kimaz immiin
boyamasi, X400, Oklar: Kimaz pozitif mast hiicreleri.

Sekil 35. Kontrol grubu prodstrus evresi sican ovaryumda kimaz immiin boyamasi,
X200, Ok: Kimaz pozitif mast hiicresi.
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Sekil 36. Diyabetik grup prodstrus evresi sigan ovaryumda kimaz immiin boyamast,
X400, Ok: Kimaz pozitif mast hiicresi.

Uterus dokularinda siklus fazlar1 ele alindiginda Proostrus grubu hayvanlarda kimaz
pozitif hiicreler diyabetik ve kontrol grubunda kiyaslandiginda semikantitatif dagilimda bir
degisiklik gozlenmemistir (Sekil 38). Metostrus grubu siganlarda uterus dokularinda kimaz
pozitif hiicrelere bakildiginda diyabet grubu hayvanlarda kontrol grubuna gore bir artis
gozlemlenmistir (Sekil 39 ve 40). Ostrus ve diostrus fazlar1 uteruslarda diyabet ve kontrol
grubu karsilastirildiklarinda, diyabet grubunda kimaz pozitif hiicrelerin kontrole gore
dagilimlarinin azaldig1 gézlenmistir (Sekil 41-43) .
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Sekil 37. Kontrol grubu prodstrus evresi sigan uterusunda kimaz immiin boyamasi,
X400, Oklar: Kimaz pozitif mast hiicreleri

Sekil 38. Kontrol grubu metdstrus evresi sigan uterusunda kimaz immiin boyamasi,
X400, Ok: Kimaz pozitif mast hiicreleri.
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Sekil 39. Diyabetik grup metdstrus evresi sican uterusunda kimaz immiin boyamasi,
X400, Oklar: Kimaz pozitif mast hiicreleri.

Sekil 40. Kontrol grubu 6strus evresi sigan uterusunda kimaz immiin boyamasi, X400,
Oklar: Kimaz pozitif mast hiicreleri.
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Sekil 41. Kontrol grubu didstrus evresi sigan uterusunda kimaz immiin boyamasi,
X400, Oklar: Kimaz pozitif mast hiicreleri.

Sekil 42. Diyabetik grup didstrus evresi sican uterusunda kimaz immiin boyamasi,
X400, Oklar: Kimaz pozitif mast hiicreleri.
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TARTISMA

DM, kan glikoz diizeyinde artisa, bireylerin kilo kayiplarina sebebiyet veren,
karbonhidrat, protein ve lipid metabolizmasini etkiliyen olduk¢a kompleks bir metabolik
hastaliktir. STZ ile yapilan deneysel diyabet modeli ¢calismalarinda, deneklerde kilo kayiplari,
kan glikoz diizeyi artig, endokrin pankreasta hasar ve buna bagli olarak insiilin hormon
seviyesinde azalma meydana gelmektedir (42, 43). Sunulan bu calismada, deneysel diyabet
olusumunu takiben si¢anlarin endokrin pankreaslarindaki hasarlar, kan sekeri degerlerindeki
yiikselmeler ve kilo kayiplar 6nceki ¢aligmalarla paralellik gostermektedir.

Ostrus siklusu sirasinda disi genital organlarda birgok fizyolojik ve histofizyolojik
degisimlerin meydana geldigi bildirilmistir. Bu degisimlerden en c¢ok etkilenen organ
vajinadir (7). Bu degisimler goz 6niinde bulundurularak, vajinal smear metodu ile tiim memeli
canlilarda Gstrus siklusu belirlenebilmektedir (7). Sunulan ¢alismada da, bu bilgilere paralel
smear goriintiileri elde edilmis ve sicanlarin 6strus fazlari belirlenmistir.

Mast hiicreleri sitoplazmik graniillerinde histamin, heprain, triptaz, kimaz, eozinofil
kemotaktik faktor-A (ECF-A), vb. biyoamin ve enzimler bulunduran bag dokusunun
immiinolojik hiicrelerindendir. Mast hiicreleri organizmada 6zellikle dis ortam ile baglantili
doku ve organ kompartmanlarinda ve Ozellikle kan damarlar1 yakinlarinda lokalize olma
egilimi gosteren hiicrelerdir (9). Mast hiicreleri, graniillerinde bulunan stilfatlanmig
glikozaminoglikanlarin (heparin) varligi nedeniyle bazik (TB, metilen mavisi, tiyonin vb.)
boyalar ile boyandiginda metakromazi gosterirler (40).

Mast hiicrelerinin fare, sican, inek, hamster gibi tiirlerin ovaryum ve uteruslarinda
Ostriis sikliisiine bagli degisim gosterdigi bildirilmistir (9). Yapilan arastirmalarda, sigan

ovaryum ve uterus dokularinda mast hiicreleri dagilimin 6strus siklusunun farkli evrelerinde
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sayisal dagilimlarda farkliliklar oldugu gorilmektedir (9,44). Ayni ¢aligmalarda ovaryum
medulla ve korteksinde mast hiicrelerin var oldugu, ama medullanin kortekse gére daha fazla
mast hiicresi i¢erdigi rapor edilmektedir (9). Yapilan bu calismada da, buna paralel olarak
mast hiicreleri ovaryumda tespit edilmis ve medullada kortekse gore daha fazla mast
hiicresinin yerlestigi gézlenmistir.

Mast hiicrelerinin, Ostrus siklusunun farkli evrelerinde uterustaki dagiliminin degistigi
farkli hayvan tiirlerinde ¢esitli calismalarla ortaya konmustur. Eren ve ark. fare uterusunda
yaptiklar1 ¢aligmada, Ostrus ve didstrus donemi uteruslar kiyaslanmig, hem endometriyum
hem de miyometriyumda Ostrus donemindeki dagilimin didstrus donemindeki farelere gore
fazla oldugu tespit edilmistir (45). Ayni calismada, miyometriyumda endometriyuma gore
daha fazla mast hiicresi yerlestigi tesbit edilmistir. Sigan uterusu ilizerinde yapilan ¢alismada
(9), endometriyumda en yiiksek dagilimin gozlendigi evrenin Gstrus, miyometriyumda en
fazla mast hiicresinin bulundugu evrenin metdstrus oldugu gosterilmistir. Sunulan bu
calismada, endometriyum ve miyometriyumda TB ile boyanmis en yliksek sayida mast
hiicresinin bulundugu evrenin metdstrus oldugu tespit edilmistir.

Deneysel diyabet ¢aligmalarinda, diyabete bagli olarak farkli doku ve organlarda
yerlesik olan mast hiicre dagiliminin degistigi ve degraniilasyonun oldugu bildirilmistir. Kalp,
karaciger ve mesane gibi farkli organ ve organ katmanlarinda diyabete bagli olarak mast
hiicresi dagilimi degistigi gosterilmistir. STZ ile deneysel diyabet olusturulmus sicanlar
tizerinde Cetin ve ark. tarafindan yapilan c¢alismada, diyabetik si¢anlarin kalp dokularinda
kontrol grubuna gdre mast hiicrelerinde bir artisin oldugu tespit edilmistir (46). Vard: ve ark.
siganlar lizerine yaptig1r calismada, deneysel diyabetin karaciger dokularinda mast hiicresi
sayisini azalttii rapor edilmistir (47). Deneysel diyabet olusturulan siganlarin mesanelerinde
yapilan incelemede, kontrol grubu hayvanlarin mesanelerinde intraepiteliyal mast hiicrelerine
rastlanmaz iken, diyabet olusturulan gruplarda diyabete bagl intraepiteliyal mast hiicrelerine
rastlanmistir (48).

Sunulan bu arastirmada, ovaryum dokusunda prodstriis, Ostriis ve didstriis grubu
diayabetik siganlarda, kontrole gore mast hiicre sayilarimin anlamli olarak artig1 tespit
edilmistir (P<0.05). Metostriis evresinde mast hiicreleri diyabetik grupta artmasina ragmen
istatistiksel olarak anlamli diizeyde olmadigr gosterilmistir. Karaca ve ark. yaptiklari
calismada, ovaryumda Ostriis fazinda medulla en yiiksek iken, ovaryum korteksinde ise

metostriis evresi mast hiicre dagilimin en yliksek evreler oldugu bildirilmistir (9).
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Aydin ve ark. (44) yaptiklar1 caligmada, ovaryum dokusunda prodstriis grubu
siganlarda kortekste mast hiicresine rastlanmadigi bildirilmisken, kortekste en yiliksek mast
hiicre sayisinin metdstriis evresinde oldugu ileri siiriilmiistiir. Bununla birlikte, ovaryum
medullasinda en yiiksek mast hiicre sayis1 Ostriis fazinda, en diisiik degerin ise prodstriis
evresinde oldugu bildirilmistir.

Sunulan bu arastirmada, kontrol grubu siganlarda, ovaryum dokusunda mast hiicre
sayist mm>’de en yiiksek metdstriis, en diisiik ise didstriis evresinde tespit edilmistir. Bu
bulgular metdstriis fazindaki mast hiicresi sayisi agisindan Karaca ve ark. (9) ve Aydin ve ark.
(44)’in ¢alismalar1 ile benzerken, en diisiik sayidaki mast hiicresi sayisi agisindan ise adi
gecen caligsmalarla farkliliklar géstermektedir. Jones ve ark. (49) ovaryum medullasinda en
yilksek sayida mast hiicre sayisinin Ostriis, en az ise proostriis evresinde oldugunu
bildirmislerdir. Krishna ve ark. (50) yaptiklar1 ¢aligmada, hamster ovaryum medullasinda en
az mast hiicresinin benzer olarak prodstriis evresinde oldugunu gostermislerdir. Bununla
birlikte Jones ve ark. ovaryum korteksinde mast hiicrelerine rastlamadiklarini iddia etmislerdir
(49). Bu sonuglarla, yapilan bu calismanin sonuglar1 karsilastirildiginda korteks mast
hiicrelerin az da olsa varliginin tespit bakiminda farkliliklar oldugu goriilmektedir (Sekil
8,20,22,32-34,36).

Shinohara ve ark. yaptiklar1 arastirmada, ovariyan bursada Ostriis siklusunun 4.
giiniinde mast hiicre sayis1 1, 2, ve 3. Ostriis giinlerine gére 6nemli derecede azalmalarin
oldugu tespit edilmistir (51). Gaytan ve ark. yaptiklar1 ¢aligmada, sikliisa bagli olarak
ovaryum medulla ve korteksinde 6nemli degisimler olmasina ragmen, ovaryan bursa da ise
onemli bir degisimin olmadig: tespit edilmistir (52).

Uterusta mast hiicrelerinin Ostriis fazina bagli dagilim iizerine yapilan ¢alismalarda,
endometriyum ve miyometriyum katmanlarinda bu hiicrelerin faz degisimine bagl olarak
degisim gosterdigi gosterilmistir (9,44,53). Sunulan bu ¢alismada, kontrol grubu siganlarda
endometriyumda en fazla sayida mast hiicresi metdstriisde; en az ise prodstriis evresinde
oldugu tespit edilmistir. Bununla birlikte, diyabetik siganlarin endometriyumunda mast
hiicreleri tiim Ostriis sikliis evrelerinde kontrole gore anlamli olarak yiikseldigi tespit edilirken
(P<0.05); diyabetik sicanlarin endometriyum dokusunda en yiiksek sayida mast hiicresine
metostriisde, en az ise Ostriis evresinde oldugu tespit edilmistir. Endometriyum katmaninda,
hem kontrol hem de diyabetik siganlarda bez epitelinde ve lumen epitelde mast hiicrelerine

rastlanilmadi.
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Sunulan bu ¢aligmada, uterus miyometriyumunda mast hiicre dagilimi incelendiginde
en yiiksek sayida hiicre kontrol grubunda met0striis, en az prodstriis; diyabetik sicanlarda ise
aksine en yiiksek prodstriis en azda Ostriis evresinde tespit edilmistir. Miyometriyumda mast
hiicrelerinin yogun olarak kas katmanlar1 arasinda yer alan stratum vaskulare katmaninda
damarlan Onceki arastirmalarla karsilastirildiklarinda met6striis evresinde en fazla olmasi
yonii yakinlarina yerlesik olduklar1 gozlemlenirken, az sayida da kas lifleri aras1 bagdokusu
icine lokalize olduklar1 tespit edilmistir. Miyometriyum mast hiicreleri yapide Karaca ve
ark.’nin ¢alismasi ile paralellik gostermesine ragmen, Aydin ve ark. calismasi ile farklilik
gostermektedir (9, 44).

Yapilan literatiir taramalarinda sicanlarin disi genital organlarinda mast hiicrelerinin
immiinohistokimyasal olarak incelendigi (triptaz ve kimaz) bir calismaya rastlanilamadi. Bu
nedenle, triptaz ve kimaz pozitif mast hiicrelerindeki dagilim az sayida rastlanilan farkli doku
ve organ sonuglart ile tartisilmistir.

Kedilerde yapilan bir ¢alismada, triptaz ve kimaz pozitif mast hiicreleri deri, dil, kalp,
karaciger, dalak, bobrek ve gastrointestinal kanal organlarinda degisik oranlarda bulundugu
rapor edilmistir (54). Insanlarda, mast hiicrelerinin immiinohistokimyasal metotlarla
icerdikleri proteazlarin varligina gore yalnizca triptaz igeren mast hiicreleri (MCr), yalnizca
kimaz igeren mast hiicreleri (MC¢) ve hem triptaz ham de kimaz igceren mast hiicreler (MCrc)
olarak siniflandirilmistir (55,56).

Sunulan ¢aligmada yapilan immunohistokimyasal boyamada, triptaz pozitif mast
hiicrelerinin yapilan semikantitatif degerlendirilmesinde, kontrol ve diyabetik si¢an
ovaryumlarinda en yogun mast hiicresine met0striis evresinde rastlanilmistir (Tablo 3). Uterus
incelendiginde ise, kontrol ve diyabetik sicanlarda, immun boyama sonucunda prodstriis
fazinda triptaz pozitif mast hiicresine rastlanilmazken, kontrol gruplarina benzer olarak en
yogun met0striis fazinda oldugu tespit edilmistir.

Triptaz proteazi, gastrointestinal ve bronsial mukoza gibi alanlarda yerlesik olan atipik
mast hiicrelerinde (mukozal mast hiicreleri-MMC) lokalize olduklar: tespit edilmistir (57).
Bunun yaninda triptazin, insan akciger mast hiicrelerinde de varligi yapilan arastirmalarla
ortaya konmustur (58,59). Sunulan bu arastirmada, triptaz pozitif mast hiicrelerin sigan
ovaryum ve uteruslarinda varligi tespit edilerek, ostriis siklusuna gore de degisim gosterdigi
ilk kez ortaya konmustur.

Yapilan arastirmalarda kimaz, sican deri (60), kas (61), akciger parensim (61) ve

serozal kavite (61,62), karaciger (63) mast hiicrelerinde varlig1 tespit edilmistir (64).
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Mitani ve ark., kimaz pozitif mast hiicrelerine normal gebelik miyometriyumunda ve
plasenta dokularinda degisik oranlarda rastladiklarini bildirmislerdir (65). Bu hiicrelerin
preeklampsi durumunda miyometriyumunda artarken, plasentada ise anlamli derecede
azaldig: bildirilmistir.

Sicanlarda yapilan bir arastirmada, endometriyumda RMCP-II’nin bulmadigi, oysa
miyometriyumda az da olsa bu enzimi i¢eren mast hiicrelerine rastlandigi bildirilmistir. Buna

karsin uterus dokusunda RMCP-I igeren mast hiicrelerinin bulundugu bildirilmistir (66).
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SONUCLAR

Diyabetik sicanlarda disi genital sistem organlarinda uterus ve ovaryum dokularinda,
Ostriis sikliisiine bagli olarak mast hiicrelerinin histokimyasal ve immunohistokimyasal olarak

dagilimlar belirlendi. Buna gore;

1. Diyabetik sigcanlarda, tiim Ostriis sikliis faz1 gruplarda deney baslangicina
gore canli viicut agirliklari, deney sonunda anlamli olarak azalmanin oldugu

belirlendi.

2. TB boyamasinda, diyabetik sicanlarin ovaryumlarinda prodstriis, Ostriis ve
didstriis gruplarinda kontrole gére mast hiicrelerinde sayisinda anlamli bir

artisin oldugu tespit edildi.

3. TB boyamasinda, diyabetik sicanlarin endometriyumunda mast hiicre sayisi

tiim Ostriis sikliisiinde kontrole gore artisin oldugu tespit edildi.

4. TB boyamasina, diyabetik sicanlarda miyometriyumda prodstriis evresinde
kontrole gore artis; metOstriis evresinde ise kontrole gore anlamli bir

azalmanin oldugu tespit edildi.

5. Triptaz immun boyamasinda, ovaryum ve uterusda triptaz pozitif mast
hiicresi en yogun olarak hem kontrol, hem de diyabetik siganlarda metdstriis

evresinde tespit edildi.

6. Kimaz immun boyamasinda, kontrol ve diyabetik gruplarda en yogun kimaz

pozitif mast hiicre uterusda metostriis evresinde tespit edildi.
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OZET

Bu c¢alismada, diyabetik siganlarin ovaryum ve uteruslarinda mast hiicrelerinin
dagilimiin histokimyasal ve immunohistokimyasal olarak incelenmesi amagclandi.
Calismada, 64 disi Wistar Albino si¢an kullanildi. Denekler, rastgele 4’ii kontrol, 4’1 ise
deney grubu olmak iizere toplam 8 gruba ayrildi. Deney grubunda diyabet olusturmak igin
deneklere 60 mg/kg oraninda streptozotosin uygunlandi. Deney sonunda vajinal smear
bulgularmma gbére menstural siklus evreleri saptanarak her evre icin deney ve kontrol
gruplarinda 8 sican isleme alindi. Toluidine mavisi ile yapilan boyamada, deney grubu
ovaryumlarinda mast hiicrelerin en yogun Ostriis, en az ise di0striis evresinde tespit edildi.
Bununla birlikte diyabetik endometriyumda ise mast hiicresi en fazla met0striis, en az ise
prodstriis evresinde gozlemlendi. Triptaz ve kimaz immun boyamasinda, kontrol ve diyabetik

siganlarda, triptaz ve kimaz pozitif mast hiicresi en yogun metdstriis evresinde tespit edildi.

Sonug olarak, ostriis sikliisiine bagli olarak ovaryum ve uterusda mast hiicre dagilimini

degistigi ve bu degisimde diyabetin dnemli etkisi oldugu tespit edildi.

Anahtar Kelimeler: 0strus, mast hiicreleri, diabetes mellitus, over, uterus
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STREPTOZOTOCIN-INDUCED DIABETIC THAT HISTOCHEMICAL
AND IMMUNOHISTOCHEMICAL EXAMINATION OF MAST CELLS
DISTRIBUTION IN OVARY AND UTERUS DURING DIFFERENT
STAGES OF ESTROUS CYCLE IN RATS

SUMMARY

The objective of this study was to evaluate in the ovary and uterus distribution of mast
cells at histochemical and immunohistochemical in the diabetic rats. In the present study 64
adult female wistar albino rats were used. Subjects have randomly been separated into 8
different groups, four of which constituted the control group while the remaining four were
the actual experimental group. Diabetes was induced by intraperitoneal injection of 60 mg/kg
streptozotocin; the control group received physiological saline (5 mL kgfl). At the end of this
period, both groups were processed for every cycle after detecting their menstrual cycles
according to the vaginal smear findings. Higher MC numbers were observed by toluidine blue
staining in ovary of experimental groups, and the least dioestrous phase of the oestrous cycle
compared with other diabetic groups. However, the highest mast cells were observed in
metoestrous phase, and the least cells pre-oestrous phase of the oestrous cycle. Tryptase and
chymase immune staining, control and diabetic rats, tryptase and chymase-positive mast cells

were the most intense phase of met-oestrous.

As a result, depending on the estrous cycle, it has changed and that the change in the
distribution of mast cells in the ovary and the uterus was found to be a significant impact of

diabetes.

Keywords: eustrus, mast cells, diabetes mellitus, ovary, uterus
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