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DIYABETIK SICANLARDA uPAR VE VITRONEKTIN MOLEKULLERININ
ENDOMETRIYUMDAKI DAGILIMLARININ iNCELENMESI

Pmar AKOKAY

Dokuz Eyliil Universitesi Tip Fakiiltesi Histoloji ve Embriyoloji Anabilimdali,

Narhdere, Izmir.

OZET

Amacg:

Bu caligmada streptozotosin (STZ) ile diyabet olusturulan siganlarda, implantasyon
Oncesi prodstrus ve Ostrus donemlerinde uterus dokusunda uPAR ile vitronektin
molekiillerinin  uterus limen epiteli, bez epiteli ve stromadaki dagilimlarini
immunhistokimyasal olarak incelemeyi amagladik. Ayrica, diyabette implantasyon oncesi
siiregte uterusta meydana gelen histomorfolojik degisiklikleri histokimyasal, ultrastriiktiirel

yontemlerle arastirdik.
Yontem:

Deneysel modelimizde 28 adet Wistar susu disi sigan kullanildi. Denekler 4 gruba (n=7)
ayrildi. Deneklere vaginal smear yontemi uygulanarak siklus tayini yapildi ve uygun
donemdeki denekler segilerek sakrifiye edildi. Grup 1 (kontrol grubu); hi¢ birsey
uygulanmadan, siklusun prodstrus sathasinda uterus doku ornekleri alinan grup. Grup 2
(kontrol grubu); hi¢ birsey uygulanmadan, siklusun Ostrus sathasinda uterus doku ornekleri
alman grup. Grup 3 (diyabet grubu); deneklere intraperitonal olarak sodyum sitrat ig¢inde
¢oziinmiis STZ (45 mg/dl) uygulandiktan 8 hafta sonra prodstrus sathasinda uterus doku
ornekleri aliman grup. Grup 4 (diyabet grubu); deneklere intraperitonal olarak sodyum sitrat
icinde ¢oziinmiis STZ (45 mg/dl) uygulandiktan 8 hafta sonra Ostrus safthasinda uterus doku
ornekleri alinan grup. Tiim denekler 8 haftalik deney uygulanmasindan sonra sakrifiye edildi.
Histokimyasal incelemeler i¢in hematoksilen ve eozin (H&E), masson trikrom ve periyodik
asit schiff (PAS), immiinohistokimyasal olarak da uPAR ve vitronektin antikorlar1 ile

boyamalar yapildi, uterus ince yapis1 ultrastriiktiirel diizeyde incelendi.
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Bulgular:

Yapilan histokimyasal ve ultrastriiktiirel incelemelerde kontrol prodstrus ve Ostrus
gruplarinda normal uterus yapisinda oldugu gozlendi. Diyabet prodstrus ve Ostrus gruplarinda,
uterus limen ¢apinda daralma, liimen epiteli hiicrelerinin boylarinda kisalma, bag dokusunda
artis ve ince yapi diizeyinde uterus llimenini doseyen epitelde ve hiicre baglantilarinda yapisal
degisiklik bulundu. Yapilan immunohistokimyasal incelemeler sonucu, vitronektin
molekiiliiniin diyabet prodstrus grubunda, kontrol grubuna gore tutulumunun azaldigi, diyabet
Ostrus grubunda, kontrol grubuna goére vitronektin molekiiliiniin tutulumunun arttig1
gozlenmistir. uPAR molekiiliiniin ise, diyabet prodstrus grubunda, kontrol grubuna gore
tutulumunun arttig1, diyabet 6strus grubunda, kontrol grubuna gore yine uPAR molekiiliiniin

tutulumunun arttig1 gézlenmistir.

Sonug: Elde ettgimiz verilere dayanarak diyabetin implantasyon oncesi siiregte uterus doku
hasar1 olusturdugu ve implantasyon i¢in gerekli olan vitronektin ve uPAR molekiillerinin,

uterus dokusundaki dagilimlarini etkiledigini gozlemledik.

Anahtar Kelimeler: Diyabet, prostrus, 0strus, uPAR, vitronektin.
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INVESTIGATION OF uPAR AND VITRONECTIN MOLECULS IN ENDOMETRIUM
OF DIABETIC RATS

PINAR AKOKAY

Dokuz Eylul University, Medical Faculty, Department of Histology and Embriology

Narlidere, IZMIR

ABSTRACT
Summary:

We aimed to investigate the expressions of the uPAR and vitronektin molecules
immunhistochemically in STZ diabetic rats uterine tissues lumen of the epithelium, glandular
epithelia and stroma before the proeustrus and eustrus preimplantation periods in this study.
In addition, examine the histomorphologic changes that occurred before the implantation

process in diabetic uterine by histochemical and ultrastructural techniques.

Objective:

28 wistar female rats were used in this experiment. Animals were divided into 4 groups
by using vaginal smear method and the rats which were in the convenient phase were
sacrificed. Group 1 (control group): This group of which uterus tissue samples were taken in
phase of proeustrus of cycle by applying nothing. Grup 2 (control group): This the group of
which uterus tissue samples wer taken at phase of eustrus of cycle by doing nothing. Group
3(diabet group): This is the group of which uterus tissue samples were taken at the phase of
proeustrus 8 weeks after applying STZ (dissolved in sodium sitrate) given intraperitoneally
which. Group 4 (diabet group): This is the group which uterus tissue samples were taken at
the eustrus phase 8 weeks after applying STZ (dissolved in sodium sitrate) which was given
intrapritoneally. All rats were sacrifeced 8 weeks after applying the experiment. For the
histochemical investigation, hematoxylin eozin (H&E), Masson Tricrom, periodic asit shiff
(PAS), stainings were done with vitronectin and uPAR antibodies for immunohistochemical

staining. Thin sections were taken for ultrastructural examination.
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Result:

As a result of investigations, immunohistochemical distribution of vitronectin molecules
in diabet proeustrus group reduced when comparison to control group. In diabet proeustrus
group immunpositive vitronectin molecules increased in comparison with control group. As
for uPAR molecules in diabet proeustrus group, immunpositivity increased when compared to
control group, in diabet eustrus group increase of uUPAR immunpositivity seen in comparison

with control group.
Conclusion:

Depending on the daha we obtained; we observed that diabet causes uterus tissue
damage in the period of preimplantation and molecules of vitronectin and uPAR were

necessary for implantation in uterus tissue.

Key words: Diabetes, proeustrus, eustrus, vitronectin, uPAR
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1.GiRIS VE AMAC

Diabetes Mellitus (DM), hiperglisemi, dislipidemi, glikoziiri ve bunlara eslik eden bir
grup metabolik bozuklugu i¢ine alan kronik bir metabolik hastaliktir. Diabetes Mellitus’un
siiflandirilmas: yapildiginda hastaligin etyolojisi ve patogenezi géz oniine alinir. Diyabetin
biitiin tipleri hiperglisemi ile karakterizedir ancak hipergliseminin ortaya ¢ikis mekanizmalari
farklik gosterir (1). Diyabetin bazi1 formlar1 mutlak insiilin yetersizligi veya insiilin
sekresyonunda kusura yol acan genetik bir hata ile karakterize iken, bazi formlarinda da
insiilin direnci s6z konusunudur. Diyabet esas olarak tip 1 ve tip 2 diyabet olarak
siiflandirilmaktadir (2,3). Bunlar disinda gebelik oncesi tanimlanan pregestasyonel diyabet
ve gebelik diyabeti olarak adlandirilan gestasyonal diyabet tiirleri bulunmaktadir.

Gestasyonal diyabet gebelik sirasinda gelisen glikoz tolerarans bozuklugudur. Kalitim
yoluyla beta hiicre rezervindeki azalma, pankreasin plasenta hormonlar1 tarafindan
olusturulan insiilin direncini kirabilecek miktarda insiilin salgilayamamasinin sonucudur.
Gebeliklerin  %2-5’inde goriiliir ve tedavi edilmezse fetal makrozomi, hipoglisemi,
hipokalsemi ve hiperbilirubinemiye yol agabilir (3,4). Bu da disi lireme sisteminin yapisini ve
biitiinliglinii ayrica implantasyondan doguma kadarki siiregte hem fetusu hem de anneyi
etkilemektedir.

Diyabetin disilerde uterusun molekiiler yapist ve endometriyal siklus diizeninede etkileri
oldugu diisiiniilmektedir. Endometriyal siklusun bozulmasi sonucunda preimplantasyon ve
implantasyon siireclerinde bagarisizliga neden olabilmektedir. Literatiirii inceledigimizde,
genetik olarak ketoniirik diyabet (KD) olan ¢in hamsterlarinda yapilan ¢alismalarda, uterus
morfolojisindeki  degisiklikler  calisilmis  ve  diyabet olmayan  hamsterlarla
karsilagtirildiklarinda KD’li hamsterlarin uterus yiizeylerinde mikrovillus bulunmadigi ve
sekresyon aktivitesi olmadigr saptanmistir. Bu epiteli doseyen bazal laminasinin kalinliginda
kontrol grubuna gore 2-5 kat artis goriilmiistiir. KD’li hamsterlarin uterusunda bozulma ve
hiicreler aras1 matrikste artig saptanmistir (5). Baska bir ¢alismada obez olmayan diyabetik
farelerde uterus agirhiginin azaldigi, luminal ve glandular epitel iginde lipid biriktigi,
endometriyum ve myometriyumun atrofiye ugradigi ve kas hiicre tabakasi sayisinin azaldigi
gosterilmistir (6).

Ayrica diyabetten etkilenen endometriyal yapinin ¢cok miktarda artan hiicre i¢i ve

hiicreler arasi lipid birikimleri ile karakterize oldugu gosterilmistir. Bunlarin; interstisiyel
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perivaskiiler sizint1 ve daha sonra da ¢ok miktarda trigliserid emilimi ve serbest yag asidi
konsantrasyonunun artmasi sonucu olustugu diistiniilmiistiir (7). Tiim bu durumlarin iiremede
basarisizliga yol acabilecegi fikrini ortaya koymustur.

Urokinaz plazminojen aktivatdr (uPA) sistem; hiicre invazyonunda, adhezyonunda ve
gociinde ¢cok onemli rol oynayan bir proteindir. uPA sistemi baglica iirokinaz plazminojen
aktivator (uPA), iirokinaz plazminojen aktivator reseptorii (uPAR) ve iki biiyiik {irokinaz
plazminojen aktivator inhibitorlerinden (PAI-1 and PAI-2) olusur (8). uPA anjiogenezde etkili
olan metalloproteinazlarin ve gesitli biiylime faktorlerinin aktivasyonuna katkida bulunan bir
serin proteazdir (9). Bir hiicre yiizey reseptorii olan lirokinaz plazminojen aktivator reseptorii
(uPAR) ekstraseliiler proteolizisi diizenlemekle birlikte integrin aktivitesinde ve sinyalinde
gorev alir, boylece hiicre-EMC homeostazina katilir (10). uPAR epiteliyal, endoteliyal ve
birgok hematopoiezis hiicreleri tarafindan eksprese edilen glycosylphosphotidylinositol (GPI)
ile baglanan hiicre yiizeyi reseptoriidiir (11). Chapman ve arkadaglar1 uPAR’mn fibrinojen,
kollajen, vitronektin ve fibronektin ile sirastyla aMB2, a2f1, a3p1 ve aSB1 araciligi ile
hiicre adhezyonunu diizenledigini gostermislerdir (10). uPA seviyesi endometriyumda
erken/orta sekresyon fazinda, prolifertatif faza gére daha azdir ve ayrica uPA seviyesi gec
sekresyon ve menstriiel fazda azalmigtir. uPAR ise tim siklus boyunca epiteliyal
hiicrelerinden sentezlenir. Sekretuar fazda stromal hiicrerden sentezlenir ve epitel hiicrelerine
baglanir (12).

Hiicre adhezyon molekiil ailesi (CAM); integrinler, kadherinler, selektinler ve
immiinglobiilinlerdir (9). Integrin ailesi kovalent olmayan baglarla baglanmis o ve B alt
tinitelerinden olusan transmembran glikoproteinleridir (13). Memelilerde tanimlanmis 18 o ve
8 B zinciri vardir. Bunar biribirleri ile eslestirildiginde 24 tane farkli fonksiyona sahip
heterodimer olustururlar (14).

Ligand spesifitelerine gore memeli integrinleri laminin baglayici integrinler (alfl,
a2B1, a3B1, a6PB1, a7Pp1 ve ab6B4), kollajen baglayict integrinler (alp1, a2B1, a3p1, al0B1
ve al1B1), 16kosit integrinler (a2, aMP2, aXpB2 ve aDP2) ve arjinin-glisin-aspartik asit
(RDG) taniyict integrinler (a5p1, aVB1, aVP3, aVRS, aVP6, aVPR8 ve allfb3) olarak
gruplara ayrilabilir (15).

Integrin resptorlerinin birgogu ECM bilesenlerinde gdzlenen tripeptid, arjinin-glisin-

aspartik asid (RGD) dizisini tanir. ECM ve integrinler arasindaki bu etkilesim hiicre
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iskeletinde sinyal donilistimil i¢in 6nemli degisiklileri indiikler (16). a5B1, aVB1, aVP3,
aVPs5, aVB6, aVP8, allbf3 heterodimerlerini igeren integrin ailesinin ¢ogu iyesi
ligandlarindaki RGD dizisini tanir (17). aVB3 integrin, RGD etkilesimi ile vitronektin,
fibronektin, fibrinojen, osteopontin, trombospondin ve von Willebrand faktor (faktor VIII)
gibi cok farkli ligandlara baglanabilir (18,19). aVB3 integrin endomtriyumun luminal
epitlinde en iyi karakterize edilen hiicre adhezyon molekiiliidiir. Fare ve tavsan modellerinde
a VB3 integrinin blokaj1 implantasyonu bozar (20).

Vitronektin bir¢cok fonksiyona sahip kanda ve ekstraseliiler matrikste bulunan bir
glikoproteindir. Vitronketin glikozaminoglikanlara, kollajene, plazminojene ve {irokinaz
reseptoriine baglanir ayrica inhibitor etkili plazminojen aktivator inhibitor-1’1 stabilize eder
(21). Vitronektin 459 aminoasitten olusan 75 kDa agirliginda bir glikoproteindir. Proteinin
yaklagik 1/3’ii karbonhidrattan olugmaktadir. Vitronektin ii¢ adet glikolizasyon bolgesi igerir.
Somatomedin B olan N-terminal ucu (1-39), hemopeksin ile homoloji gosteren merkez kismi
(131-342) ve yine hemopeksin ile homoloji goésteren C-terminal ucu (347-459) (22).
Vitronektinin somatomedin B ucu arjinin-glisin-asparjin sekanst (RGD) icerir. Bu sekans
ekstraseliiler matriksteki yayilan hiicrelerin baglanmasina aracilik eder (21).

Insan vitronektini ile tavsan ve fare vitronektini ~%80 homoloji gdsterir (23).
Vitronektin kollajen baglama ve heparin baglama kisimlari ile ekstraselliiler matrikse baglanir
ve integrin aVP3, aVPS5, aVP1, allbp3, aVP6 ve aVPS§ etkilesimi ile hiicre adhezyonu,
yayilmas1 ve goglinde gorev alir (24,25). Ayrica vitronektin embriyonik gelisim, yara
lyilesmesi, dokunun yeniden yapilanmasinda, timor metastazinda, aterosklerozis ve immiin
defansta rol alir (26). Vitronektin, reseptorii spesifik bir integrin olup avfB3, menstiirel
siklusun 19. giinii endometrial epitelde belirmektedir. Bu ekspresyonun baslangici varsayilan
acik implantasyon penceresine denk gelmektedir. Bu da bu vitronektinin implantasyonda
onemli rol oynadig1 sonucunu gostermektedir (27).

Literatiirde diyabetik uterusta, vitronektin ve uPAR molekiillerine ve bunlarin
etkilesimlerine ait ¢alisma bulunmamaktadir. Bu c¢alismada STZ ile diyabet olusturulan
siganlarda, endometriyal siklus degisiklikleri g6z Oniine alinarak, implantasyon 6ncesi siiregte
(prodstrus ve Ostrus donemlerde) uterus dokusundaki 1sik mikroskobik ve elektron
mikroskobik degisiklikleri ve uPAR ile vitronektin molekiillerinin uterus liimen epiteli, bez
epiteli ve stromadaki dagilimlarini inceledik. Bu konuda elde edilen verilerin literatiire,

diyabetin molekiiler etkilesimleri ile ilgili katkis1 olacagi inancindayiz.
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2. GENEL BIiLGILER

2.1. Uterus
2.1.1. Uterus Embriyolojisi

Kromozomal ve genetik cinsiyet, X kromozomuna sahip ovumun X veya Y
kromozomu tagiyan spermle fertilizasyonuna baglidir. 7. Haftadan 6nce gonadlarin goriiniimii
her iki cinste de birbirine benzer, dolayisiyla ‘farklanmamis gonadlar’ olarak adlandirilirlar
(28).

Gonadlar (testisler ve overler) ii¢ kaynaktan kdken alirlar.

1.Posterior abdominal duvar1 déseyen mezotel (mezodermal epitel)

2.Altindaki mezensim (embriyonik bag dokusu)

3.Pimordiyal germ hiicreleri

Cinsiyetin farklanmasi, bazilar1 otozomal olan ¢ok sayida genin rol oynadigi kompleks
bir siiregtir. Seksiiel dimorfizmin anahtar1 kisa kolunda (Yp11) SRY genini (sex-determining
region on Y) tasiyan Y kromozomudur. Bu genin protein iriinii rudimenter durumdaki
cinsiyet organlarmin kaderini belirleyen genleri harekete geciren bir transkripsiyon
faktoriidiir. SRY proteini testis belirleyici faktordiir (TBF). Bu faktoriin varligiyla fetusun
cinsiyeti erkek tipinde, yoklugunda da kiz tipinde gelisir (29).

Gelisimin 5.-6. haftalarinda, genital sistem farklanmamis sathadadir ve iki ¢ift genital
kanal bulunmaktadir. Mezonefrik kanallar (Wolffian kanali), erkek iireme sisteminin
gelisiminde Onemli yer tutarken, paramezonefrik kanallar (miilleriyan kanali) disi ilireme
sistemi gelisiminde rol oynamaktadir (28). Disilerde ana genital kanallar paramezonefrik
kanallardan olusur. Baslangicta her kanalda {i¢ kisim tanimlanabilir.

1.Karin bosluguna acilan kranial vertikal parca

2.Mezonefrik kanallar1 ¢aprazlayan horizontal kisim

3.Kars1 taraftan gelen esiyle birlesen kaudal vertikal kisim

Overlerin asag: inisi ile birlikte ilk iki kisimdan uterus tiipleri (fallop tiipleri) gelisir
(29). Kanallarin kaudal, birlesmis kisimlarindan ise, uterovaginal primordiyum farklanir. Bu
yap1, adindan da anlagilacagi gibi, uterus ve vajinayr (vajina’nin suprior kismi) olusturur.
Endometriyal stroma ve miyometriyum, komsu splanik mezensimden gelismektedir.

Mezonefrik kanallarin birlesmesi ile es zamanl olarak, iki peritoneal katlanti da birlesir,
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boylece ligamentum latum uteri (broad lig.) ligament ile, iki peritoneal kompartman olan,
rektouterin ve vesikouterin ¢ukurlar meydana gelir. Uterus uzunlugu boyunca yanlarda,
ligamentum latum uteri (broad lig.) arasinda, mezensim prolifere olur ve differensiye olarak
gevsek bag dokusu ve diiz kastan olusan, hiicresel bir doku olan parametriyumu olusturur
(28).

2.1.2. Uterus Anatomisi
2.1.2.1. Yeri ve Yakin Komsulugu

Pelvis minor’un, tam ortasinda yerlesmis duvarlar1 kalin kas tabakasi ile sarili bir
organdir. Uterus rektumun oniinde, vesica urinarianin arkasinda ve vaginanin iistiinde yer alir.
Ustten ise bagirsak kivrimlari ile komsudur. Bununla birlikte uterusun durumu ve yakin
komsulugunda bulunan organlarin 6zellikle mesane ve rektumun dolu veya bos olusuna gore

degisir. Uterusun iist boliimil tuba uterina ile, pelvis i¢indeki boliimii vagina ile devam eder.
2.1.2.2. Boyutlar

Hi¢ dogum yapmamis bir kadinla (nullipara) bir ya da daha fazla dogum yapmis
kadinlarda (primipara ve multipara) uterusun boyutlar1 degisiklik gosterir. Hamilelik
doneminde uterusun hacmi, sekli ve pozisyonu degisir. Nullipara’da uterusun boyu 6-7 cm
iken, eni corpus uteride 4 cm; cervix uteride ise 2,5 cm’dir. On-arka kalinhig1 ise yaklasik 2,5-
3 cm, agirhigr 40-45 gr’dir. Primpara veya multiparada ise uterusun boyu 8 cm eni corpus
uteride Scm, cervix uteride 3 cm, kalinligt 3-3,5 cm ve agirhigr ise 55-65 gram’dir. Ancak
menapoz sirasinda uterus tekrar kiiglilerek nulliparadaki boyutlarina geriler ve hatta daha da
kiigiilebilir. Bu olay menapoz doneminde disi cinsiyet hormonlarinin yetersizligi ile

agiklanabilir.
2.1.2.3. Sekil ve Konumu

Uterus tabani yukarida, tepesi asagida ters konumlu bir armuta benzer. Onden ve
arkadan hafif basik¢adir. Organin uzun ekseni orta planda yerlesim gostermekle beraber,
uterusun pelvis eksenine uyan ve Oone agagiya bakan bir konkavitesi vardir. Bununla birlikte
uterusun durumu ve yakin komsulugunda bulunan organlarin 6zellikle mesane ve rektumun
dolu veya bos olusuna gore degisir. Uterusun uzun ekseni, fundus uteri ile osteum uteri

internum arasinda uzanan hattir.
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Normal konumlu uterusun corpus uterinin uzun ekseni ve cervix uterinin uzun ekseni
arasinda agiklig1 asag1 ve One bakan yaklasik 100-170 derecelik bir agi1 vardir. Uterusun

aciklig1 6ne dogru bir egim gostermesine anteflexio adi verilir.

Uterusun uzun ekseni ile vaginanin uzun ekseni arasinda da agiklig1 6ne bakan yaklasik
90-110 derecelik baska bir ag1 vardir. Anteversio denilen bu durum uterusun vaginaya gore
one dogru egilmesidir. Uterusun normal konumu anteflexio ve anteversio durumudur. Kadin

ayakta iken uterus yatay pozisyondadir.
2.1.2.4. Hacmi

Dogum yapmamis kadmnlarin uteruslar1 5-6 cm? sivi olacak sekilde iken, gebelikte fetiis

ve eklerini alacak kadar genisler (30).
2.1.2.5. Uterusun Anatomik Boliimleri
2.1.2.5.1. Corpus Uteri

Karin bosluguna serbest olarak uzanan tuba uterinanin uterusa giris kisminin tistiinde
kalan yuvarlak béliimiine fundus denir. Korpus, fundustan isthmusa dogru daralir. On yiizii;
mesaneye bakar, bu ylizii saran periton asagiya dogru servikse kadar inerek mesane arka
yiiziine atlar. Arka yiizli: ¢ok konvekstir, periton bu yiizde asagi inerek serviks ve vaginanin
ist boliimiinli sardiktan sonra rektum On yiiziine atlar. Bu yiiz ince barsak kivrimlar ile
komsudur. Fundus, biitiin yénlerde konvekstir. Ust uglarinda, tuba uterinalar uterusa agilirlar.
Bunun biraz alt kismima ligamentum teres uteri tutunmustur. Ust kismma ise ligamentum

ovari proprium tutunur. Bunlarin hepsi ligamentum latum uteri i¢indedirler (31,32).

2.1.2.5.2. Cervix Uteri

Isthmusun altindaki kisimdir, 2 cm uzunlugundadir. Vaginanin igine invaginasyon
gosterir. Portio supravaginalis cervicis; onde mesaneden fibroz bir dokuyla ayrilmistir. Portio
vaginalis; vaginanin i¢ine invagine olmus kisimdir, agzinda ostium uteri bulunur. Ostium
uteri, labium anterius ve labium posterius adli iki dudakla cevrilidir. Arka dudakla vagina
arasindaki ¢ikmaza, forniks posterior denir. Cavum uteri ise fundus kisminda bir {iggen

seklindedir, asagida bir kanal haline doniisiir. Canalis Cervicis Uteri, ortada daha genis,
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uclarda dardir. Ostium internum aracilityla kavum uteriye, ostium uteri araciligiyla vaginaya
acilir (31,32).

2.1.3. Uterus Histolojisi

Embriyonun doguma kadar iginde gelistigi, kalin miiskiiler duvarli, armut bigimli

organdir. Kavitesi yassidir. Ust yan taraflarindan sagli sollu tuba uterinalara agilir (33).
Uterus histolojik olarak ii¢ katmandan olusur;

- Perimetriyum (tunika seroza)
- Miyometriyum (tunika muskularis)

- Endometriyum (tunika mukoza).

Perimetriyum, uterusu c¢evreleyen dis ser6z tabakasi ya da peritonun visseral yapragidir.

Pelvik ve abdominal periton ile devam eder. Mezotel ve ince bir gevsek bag dokusu igerir
(34).

endometriyum

miyometriyum

perimetriyum

Sekil 1: Uterusun histolojik yapisi (34)
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Miyometrium en kalin tabakadir. Spiral, longitudinal ve sirkiiler diiz kas fibrilleri,
birbirinden keskin sinirlar ile ayrilmayan 4 tabaka olusturur.

1.Stratum Submukozum: Mukozaya komsu kas tabakasi, kas fibrilleri longitudinaldir.

2.Stratum Vaskulare: Bircok biiylik kan damari bulunan, kas fibrillerinin sirkiiler
yonlii oldugu tabakadir.

3.Stratum Supra Vaskulare: Hem sirkiiler, hem longitudinal kas fibrillerinin
bulundugu ince bir tabakadir.

4.Starum Subserozum: Serozaya komsu, longitudinal diiz kas fibrilleri tabakasidir
(33).

Miyometriyum, fundus ve korpusun orta boliimlerinde daha kalin iken tuba uterinanin
(pars intramuralis tuba uterina) agilis yerinde daha ince bir yap1 gosterir (35).

Gebe olmayan uterusda diiz kas hiicrelerinin boyu yaklasik 50 um’dir. Gebelik sirasinda
uterus c¢ok biiyiik bir genislemeye ugrar. Biiylime ilk olarak var olan diiz kas hiicrelerinin
hipertrofisinden dolay1 olur. Diiz kas hiicreleri 500 um’den daha fazla boya ulasir ve ikinci
olarak var olan kas hiicrelerinin boéliinmesi ile yeni fibrillerin olusmast ve farklilasmamis
mezenkim hiicrelerinin farklanmasi ile biiyiime olur. Bag dokusu miktar1 artmaktadir (34).
Gebelik esnasinda bircok diiz kas hiicresi protein salgisi yapan hiicrelerin ultrastriiktiirel
Ozelliklerini gosterir ve aktif kollajen sentez ederler. Gebelik sonrasinda, bazi diiz kas
hiicrelerinde harabiyet, digerlerinin boyutlarinda azalma ve kollajenin enzimatik yikimiyla
uterusun boyutlart gebelik dncesindekine yakin degerlere iner (36). Gebe olmayan kisilerde
uterus kontraksiyonlari, hissedilemeyecek kadar azdir. Kontraksiyonlar cinsel uyart1 ya da
menstruasyon sirasinda artarak krampa benzer agri olarak ortaya c¢ikar (33). Dogum
sirasindaki uterus kasilmalar1 ise hormonal olaylarin sonucu gergeklesir. Kortikotropik
hormon etkisiyle miyometriyum ve fetal membranlar prostaglandinleri tiretirler. Hipofiz bezi
oksitosin hormonunu salgilar. Prostaglandinler ve oksitosin uterus kasilmalarini diizenler
(37).

Endometriyumun baglica gorevi, fertilize ovumun implantasyonu i¢in elverisli yatak
olusturmak, implantasyona katilmak ve maternal plasentayr yapmaktir (33). Endometriyum,
epitel ile basit tiibliler bezler igeren lamina propriadan olusur. Bezler miyometriyuma yakin
alt boliimlerinde bazen dallanmalar gosterir (36). Lamina propria yogun, diizensiz kollajen

lifler igeren bol hiicreli, fibroblastlardan zengin, gevsek bag dokusu yapisindadir. Ig bigimli
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bag dokusu hiicreleri, makrofajlar, lokositler ve c¢ok sayida retikiiler lifler igerir.
Endometriyumun lamina propriasi diizensiz siki bag dokusudur. Retikiiler liflerden ve bag
doku hiicrelerinden zengindir (37). Hiicrelerarast madde ¢oktur. Proliferasyon ve sekresyon
evresinde glikozaminoglikanlar fazladir (38).

Ureme donemi boyunca, endometriyum yap1 ve islev bakimindan farkli iki tabaka ya da
Zon igerir.

-Stratum fonksiyonale ya da fonksiyonel tabaka, endometriyumun kalin tabakasi olup,

menstruasyon ile dokiiliir.

-Stratum bazale ya da bazal tabaka, mensturasyon boyunca korunur ve stratum

fonksiyonalenin rejenerasyonu i¢in kaynak olusturur (34).

Fonksiyonel tabaka bezlerinde epitel kdkenli dort tip hiicre bulunur. Bunlar; proliferatif
hiicreler, salgi olusturan hiicreler, silyali hiicreler, ve bazal hiicrelerdir (39). Proliferatif ve
bazal hiicrelerin ¢ekirdek kromatinleri yogundur ve belirsiz bir c¢ekirdekgik igerirler.
Sitoplazmalar1 bazofiliktir. Proliferasyon evresinde hiicre sayisi artar ve gekirdeklerin ¢oklugu
nedeniyle bez epitelinde yalanci ¢ok katli epitel goriintimii olusur (38).

Salgi hiicre sitoplazmalari, miisindz olmayan salgi igerir. Salgi once cekirdek alti
sitoplazmada birikir. Bu hiicreler vakuollii, vakuolsiiz ve tuba uterina hiicrelerine benzer
hiicreler olarak ii¢ farkli yapidadir. Vakuolsiiz hiicrelerin ¢ekirdekleri yuvarlaktir. Kromatin
icerikleri homojen dagilmistir. Cekirdekgikleri belirgin, sitoplazmalart eozinofiliktir.
Vakuollii hiicrelerin ¢ekirdekleri ise proliferatif hiicrelerinkine benzer (40,38). Silyali
hiicreler proliferasyon evresinde daha belirgindir. Geng silyali hiicreler bazal laminaya yakin
piramit sekillidir. Sitoplazmalar1 seffaf acik renktedir. Salgilama evresinde ince yap1
diizeyinde dev mitokondriyonlar ve ¢ekirdeklerinde kanal sistemi tanimlanmistir (38).

Gebelik ve sekresyon evresinde fonksiyonalis katmani iki kattan olusur. 2/3 {ist boliimii
bezlerin daralip kapanmis boyun bdlgelerini igerir ve kompakt tabaka adin1 alir. Alt boliim ise
stingerimsi yapidadir ve spongidz tabaka (str. spongiosum endometriale) denir (36).

Endometriyum yeni doganda genellikle proliferasyon evresindeki gortiniimdedir.
Dogumdan sonra iki hafta icinde bu, gerileme gosterir. Endometriyum, incelir ve aktif
olmayan bezler icerir (38). Puberte de dnce endometriyum epiteli tek katli, algak kiibikdir ve
ince bir stroma ile desteklenir. Epitel de stromaya dogru ¢okmiis az sayida tiibiiler bezler
goriiliir (41). Dogurganlik evresinde epitel hiicreleri, stromal hiicreler ve damarlar hizli bir

sekilde ¢ogalir. Her menstriial dongiide endometriyumun yiizeyel iicte ikilik kismi dokiilerek,
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bazalis tabakasindan yenilenir. Endometriyum menars ve menapoz arasinda, tek katli
prizmatik epitel ve altda lamina propriyadan olusmaktadir. Miyometriyum ve endometriyum
menopozda, atrofiye ugrar ve endometriyum bezleri diizlesir. Bezler biiyiik oranda kaybolarak
doku daha fibrotik bir goriiniim alir (42).

Ergenlik c¢agindaki kadinlarda hipofiz 6n lobunun uyarimi altindaki ovaryum
hormonlarinin etkisiyle endometriyumda dongiisel degisimler olur. Buna menstriial ya da
uterinal dongiide denir. Menstriial dongiiler, ovum iiretimi ile baglantilidir. Bu nedenle disi
sadece menstriiasyon gordigl yillarda dogurgandir. Pratik olarak menstriial dongiiniin
baslangici menstriial kanamanin goriildiigii glin olarak alinir. Menstriial dongii 12-15 yaslarda
baslar ve menopoza degin siirer (36). Endometriyum ortalama 28 giinde 3 evresel degisiklik
gosterir (37).

Proliferatif evre; dongiinin 5 ile 14’lincli gilinleri arasinda gergeklesir. Ovaryum
follikiillerinin gelismesi ve Ostrojen hormonun iiretimi ile ilgili evredir. Tiim evre boyunca
hiicresel ¢cogalma ile bezler ve endometriyumun ylizey epiteli artar (36). Proliferatif evrenin
erken doneminde endometriyum genellikle 2 mm den daha incedir. Tek katli prizmatik epitel
hiicreleri igeren salg1 bezleri dardir ve tiibiiler bezler bazal katmandan endometriyal boslugun
yiizeyine kadar genelde diiz ve birbirlerine karsit yonde uzanirlar (42). Bez hiicrelerinde
graniillii endoplazmik retikulum sisterna sayisinda ve golgi kompleksi boyutlarinda giderek
bir artig gortiliir. Bu sekilde hiicreler salgilama erki i¢in hazirlik yapar. Yenilenmekte olan
stroma icine dogru spiral arterler ilerlerler (36). Yenilenen spiral arterler fazla kivrimh
degildirler ve fonksiyonalis katmaninin yiizeye dogru 2/3 iine erisirler. Ostrojen hormonunun
etkisiyle bezler kivrilir ve liimenleri genisler. Bezlerde glikojen birikimi baglamigtir. Hiicreler

iri, yogun kromatinli ¢ekirdek igerir (37).
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Sekil 2: Menstriiel siklusada uterusun histolojik yapsisi. a. Proliferatif fazda endometriyum.

b.Sekretuvar fazda endometriyum. c. Stratum fonksiyonalenin yapisi (34).

Geg proliferatif evrede bez epiteli ve stromada artig sonucunda endometriyum kalinlasir.
Endometriyumun fonksiyonalis katmanindaki salgi bezleri bazaldeki dallanmis boliimleriyle
karsilastirildiginda birbirinden oldukga ayriktirlar. Bazalde salgi son bdliimleri daha ¢oktur ve
stroma yogundur. Ovulasyonun yaklagmasiyla bez epitelleri uzar ve yalanct katlanmalar
olustururlar (42). Endometriyum, dongiiniin 14. giiniinde tiimiiyle yenilenmis ve ¢ogalmistir.
Bu evre ovulasyondan bir giin sonraya degin siirer ve sonunda endometriyum kalinligi 3 mm’
ye ulasmistir (34). Epitel hiicrelerinin bazal sitoplazmalarinda glikojen birikimi belirgindir.
Bu alisilmis histolojik kesitlerde hiicrelerin bazal kisimlarinda bosluklar seklinde belirgindir.

Sekresyon (luteal) evresi ovulasyondan hemen sonra baslar ve 28. giine degin siirer (34). Bu
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evre progestron hormonu etkisiyle gerceklesen menstriiasyona hazirlik niteliginde olan
degisikliklerin basladigi donemdir (42). Ayrica ovulasyondan sonra olusan korpus luteumdan
salgilanan progestron etkisi ile endometriyumda sekretuvar degisiklikler olur. Bu
degisikliklerin amaci, dollenen ovumun implantasyonu i¢in uygun bir ortam olusturmaktir
(43). Korpus luteumdan salgilanan progesteron hormonunun etkisinde olaylanir. Bu evrede
endometriyum kalinlasmay siirdiiriir, bu kalinlasma epitel hiicrelerinin depoladiklar1 glikojen
nedeniyle olusan hipertrofiden, damarlanmanin artmasindan ve 6demden kaynaklanir (34). ilk
24-36 saat sekresyon evresinin yapisal olarak durgun donemidir. Bez hiicrelerinin
cogunlugunda vakuoller, ¢ekirdek alt1 sitoplazmadadir. ileri giinlerde vakuoller ¢ekirdek {istii
bolgeye gecer (37).

Erken sekretuvar evre, evrenin baslangicindan 21. giine kadarki dénemdir. Ostrojen
reseptorleri azalir. Progestron reseptorleri ozellikle stromada bol miktarda bulunurlar.
Endometriyal bezler daha da artar ve liimen araligi genisler. Bez hiicreleri de genisler.
Sitoplazmada biiylik mitokondriyonlar izlenir (43). Stroma i¢inde kivrimlanmis, dallanmis ve
genislemis lumenleri salgiyla dolu bezlerle 6zellesmistir. Salgi tiriinleri bez epitel hiicrelerinin
bazalinde birikmeye baslar ve apikale dogru birikimi siirdiiriir ve liimene atilirlar (37). Salgi
apokrin salgilama seklindedir. Karbonhidratlardan zengindir. 22. giinde spiral arterler tiim
fonksiyonalis katmanini kaplar. Bezlerin salg1 erkleri diizensiz hale gelirler (44).

Ovulasyon sonrast 5-9. giinler orta sekresyon evresidir. Stroma i¢inde kivrimlanmais,
dallanmis ve genislemis lumenleri salgiyla dolu bezlerle 6zellesmistir. Salgi iiriinleri bez
epitel hiicrelerinin bazalinde birikmeye baslar ve apikale dogru birikimi siirdiiriir ve liimene
atilirlar (37). Ovulasyondan sonra dollenme gergeklesirse tiim endometriyum desidua halini
alir. Dollenme olmazsa, sekresyon evresi sona erer. Korpus luteumun islevi azalir. Progestron
ve Ostrojen hormonlarinin da azalmasiyla menstiirasyon evresi baslar (36).

Ovulasyondan sonra 10-14. giinler ge¢ sekresyon evresidir. Spiral arterler belirginlesir.
Ovulasyondan sonra déllenme ger¢eklesmisse, depolama ve aktif salgilama gibi olaylar siirer.
Endometriyum, desidua halini alir. Déllenme olmazsa sekresyon evresinin sonunda korpus
luteumun islevi azalir. Progesteron ve Ostrojen salgis1 da azalir ve nekroz baglar. 1-4. giinler
mestruasyon evresidir. Bu evrede endometriyum 0,5-3 mm kalinligindadir. Bezler kisadir.
Yiizey epiteli gozlenmez. Hiicrelerarasi sivinin g¢ekilmesi nedeniyle fonksiyonalis katmant

incelmistir (38).
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Sekretuvar evrenin sonunda spiral arterlerin duvarlar1 kasilarak kan akimi engellenir.
Olusan iskemi damar duvarinin ve endometriyum fonksiyonalis katmaninin nekrozuna neden
olur. Bu arada kasilan damarlarin yukarisinda bulunan kan damarlar1 yirtilir ve kanama baslar.
Bu kanamanin siiresi, hiperplazi derecesine gore degisir (36). Devamli strojen etkisi veya
Ostrojen diizeyinin azalmasi sonucunda endometriyum bir taraftan yenilenirken diger taraftan
dokiiliir ve kanar (43). Yaklasik 30-50 ml kan kaybi olur. Endometriyum kismen ayrilmis bir
hale gelir. Menstriial evrenin sonunda endometriyumdan geriye, endometriyum bezlerinin
bazal boliimlerini iceren bazal tabakadan baska bir sey kalmaz (36). Bu evrede fonksiyonalis
katmaninda oksijen azalmistir. Menstriiasyon evresi 6ncesi ve siiresince bazalis katman1 kendi
diiz arterlerinden beslenmeyi siirdiirir. Buradaki bezlerin bazal hiicreleri ¢ogalarak yeni
olusan hiicreler yiizeye dogru ilerleyerek bezleri tamamlarlar. Bu katmanin damar endoteli ve
stroma hiicreleri de ¢ogalir. Kollagen ve ara madde salgilanir. Bu evreye yenilenme ya da
rejenarasyon evresi denir. Bez hiicrelerinin ¢ogalmast ve bunlarin yiizeye dogru

tiimlenmesiyle proliferatif evre ve dongii yeniden baslar (37).

2.1.4.Endometriyumun Kanlanmast

Endometriyumu besleyen kan damarlar1 bu tabakanin biiyiik bir boliimiiniin periyodik
olarak dokiilmesinde dnemlidir. Arkuat arterler, miyometriyumun orta bolgelerinde dairesel
olarak yerlesmislerdir. Bunlarda endometriyuma dogru dik acilarla 1sinsal dallar ¢ikar. Bu
1s1nsal (radial) arterler endometriyum bazalisteki kisa diiz arterleri yaparlar (44). Ismsal
arterlerin ve bunlardan keskin acilarla dallanan bazal arterlerin devami olan spiral arterler
endometriyal arterleri olusturmaktadir. Ayrica spiral arterler, endometriyumun fonksiyonalis
katmaninin tigte birini ve orta kisminin ¢cogunu kanlandirirlar. Bu damarlar hormonal etkilere
karst oldukca duyarlidir. Bu nedenle de menstriiasyonda ©nemli rol oynarlar.
Endometriyumun bazal katmanin1 ya da orta tabakanin kiigiik bir kismini1 kanlandiran arterler,
diiz arterlerdir. Diiz arterler ¢ap ve uzunluk olarak spiral arterlere karsin daha kisadir.
Hormonal aktiviteye yanit vermezler (42). ince duvarli genislemis bdlgeler kapiller yatakda
ve endometriyumun vendz sisteminde de bulunabilirler. Endometriyumda ince duvarli venler

ve kapillerden olusan bir ag vardir (34,44).
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2.1.5. Uterus Fizyolojisi

Disi hormonal sistemi {ic hormon grubunun etkisindedir. Bunlar;

a) Hipotalamustan sentezlenen hipotalamik serbestlestirci hormon ya da gonadotropik
serbestlestirici hormon (GnRH).

b) Hipofiz 6n lobundan salgilanan follikiilleri uyaran hormon (FSH) ve luteinizan
hormon (LH). Bu hormonlar gonodotropik serbestlestirici hormona yanit olarak salgilanirlar.

¢) Ovaryumdan salgilanan ostrojen ve progestron’dur. Bunlar hipofiz 6n lobundan da
saliman FSH ve LH’ ya yanit olarak salgilanirlar (45).

Bu hormonlarin salgilanma miktarlar1 genital dongii siiresince degismektedir. Dongliniin
farkli evrelerinde salinim hizlar1 degiskendir (46).

Hipotalamustan GnRH salgilanmasi1 ortalama 2 saatte bir ger¢eklesir ve birka¢ dakika
stirer. GnRH’nin pulsatil salinimi1 LH’ nin salinimina neden olurken FSH salgis1 siireklidir.
GnRH yiikselmesi dongiiyii baslatir. GnRH hipofiz 6n lobundan LH ve FSH salinimini
arttirir.

LH, androjenleri olusturan teka hiicrelerini uyarir. Androjenler FSH’nin etkisi ile
graniiloza hiicrelerinde dstrojene déniistiiriiliir. Ostrojenler follikiiler siviya girer. Ostrojen
diizeyi yiikselince ilk olarak GnRH, daha sonra da FSH ve LH salinim1 baskilanir. Dongiiniin
yaklasik 12- 13. giinii ¢ok yiikselen Ostrojen diizeyi pozitif geri bildirim etki yaratarak LH
salinimini arttirir. Ovulasyondan yaklasik 18 saat dnce ani LH ve FSH artis1 6nce ovulasyona,
daha sonrada korpus luteumun olusumuna yol acar. LH’ nin ovulasyon Oncesi ani artisi
olmazsa ovulasyon gerceklesmez. Ovulasyondan sonra korpus luteumda ¢ok yiiksek
yogunlukta progestron salgilanir (47,45).

Progestron ve dstrojen, GnRH, LH ve FSH’ y1 baskilar. Ostrojen ve progestron’un geri
bildirim etkisine ek olarak korpus luteum graniiloza hiicrelerinden salgilanan inhibin
hormonu gibi hipofizden FSH salinimini baskilanmaktadir. Menstriiasyondan birkag¢ giin 6nce
korpus luteum dejenere olur. Plazma da progestron ve Ostrojen diizeyi diiser. GnRH, LH ve

FSH baskilanmaktan kurtularak yeni dongii baslar (43).
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2.2. Disi Sican Genital Sistem

2.2.1. Disi Sicanlarda Ureme Siklusu ve Uterus Histolojisi

Diostrus: Diostrus baslangicinda uterus kiiciiktiir ve aktif degildir. Uterus
boynuzlarinda belirgin bir damarlanma yoktur ve liimen bir yarik gibi goriiliir. Endometriyum
zaman zaman dejenere hiicrelerin goriildiigii, alcak kiibik ya da silindirik epitele sahiptir.
Diostrusun baslanicinda mitotik aktivite vardir, ancak ozellikle bezler inaktifdir. Safhanin
ilerlemesiyle bezler aktiflik kazanir. Ayrica asamanin sonunda, endometriyumla bitisik
stromada hafif 6dem goriiliir (Sekil 3) (48).

Proostrus: Bu asamada endometriyumda genis hiicreler goriilmeye baslar, hiicreler
kiibikten silindirik hale gecer. Bu asamada sinirl1 bir mitotik aktivite vardir ve endometriyum
epiteli ile bez epitelinde dejenerasyon goriilmez, ayrica inflamatuvar hiicre infiltrasyonu da
goriilmektedir. ProOstrusun sonuna dogru mitotik aktivite azalir. Endometriyum
damarlanmasi artar, stromada 6dem goriiliir (Sekil 3) (48).

Ostrus: Endometriyal epitelde ki degisimler ile birlikte, bezlerde gériilen dejenerasyon
ve nekrozis ile Ostrus baglangici tanimlanir. Buna mitotik aktivite ve 16kosit infiltrasyonunda
azalma eslik eder. Ostrusun sonuna dogru liimende dilatasyon goriiliir ve mitotik aktivite
endometriyum epitelinin bazi yerlerinde tekrar goriilmeye baglar (Sekil 3) (48).

Metostrus: Metdstrus boyunca uterus endometriyumu hem devamli bir damarlanma

hem de mitotik aktivite gosterir. Ayrica lokosit infiltrasyonda goriilmektedir (Sekil 3) (48).

Kiigiik yank benzeri lumen

Dejenrasyonyok

Uterus lim eninde
dilatasyon
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Sekil 3: Sicanlarda ostrus siklusu boyunca uterusun histolojik yapisi. a.Diostrus

b.Prodstrus c.Ostrus d.Metéstrus (48).

2.2.2 Sicanlarda Ostrus Siklusu

Laboratuvar hayvanlarindan olan si¢anlar puberteye 50 ile 70. giinlerde ulasirlar.
Sicanlarda ovulasyonlu ostrus yaklasik 77. giinde goriilmeye baglar. Sicanlar genellikle ilk
olarak 60 ile 120. giinlerde ciftlesirler ve 300. giine ulasildiginda fertilite en yiiksek diizeye
¢ikar. Sigcanlarin en uygun iireme siiresi 9-10 aydir. Sigcanlar yil boyu polidstrus gosteren
hayvanlardir. Ostrus siklusu dort, bes giin siirer ve siklus prodstrus, dstrus, metdstrus ve
didstrus olmak {tizere dort donemden olusmaktadir. Bu donemde prodstrus ve Ostrusun

yaklagik 12 saat, didstrusun ise 57 saat slirdiigli bilinmektedir (49,50).

Menstriiel dongiide proostrus baslangicinda, vajinal sitolojide, en baskin hiicre tipi ara
hiicredir, bazal, parabazal ve yiizeyel hiicreler az sayidadir. Bu evrenin sonuna dogru yiizeyel
hiicrelerde artis olur. Ostrus evresinde kornifiye olmus hiicrelerde (yiizeyel hiicreler) ve
l6kositlerde artis olur. Baslangicta az sayida goriilen parabazal ve bazal hiicreler evrenin

ortalarina dogru kaybolur (51,52).

2.3. Diabetes Mellitus

Diabetes mellitus (DM), kronik hiperglisemi ile seyreden, insiilin sekresyonu azlig1 veya
insiilinin etkisinde azlik ve bazen de her ikisinin bozuklugundan kaynaklanan metabolik bir

hastaliktir. Klinik olarak ortaya ¢ikisi, klasik olarak poliiiri, polifaji, polidipsi ve zayiflama
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gibi semptomlarladir. Kronik bir metabolizma hastaligi olan diabetes mellitusta akut
metabolik komplikasyonlarin  yam1 sira, kronik mikrovaskiiler ve makrovaskiiler
komplikasyonlar, hastaliga bagli morbidite ve erken mortalitenin en 6nemli nedenidir (53).
Hastaligin patogenezi klinik tiplere gore farklilik gostermektedir. Tip I DM’da
pankreasin B hiicrelerinde genetik ve immiinolojik faktorler sonucu gelisen harabiyet vardir.
Tip Il DM’da insiiline kars1 periferik direng, insiilin sekresyonunda azalma ve asir1 hepatik
glikoz iiretimi mevcuttur. Insiilin direncinin nedeni periferdeki insiilin fonksiyonunun
azalmasi ve hepatik glikoz tiretiminin artmasidir. Tiim bu olaylarda primer neden kesin olarak
bilinmemekle birlikte hastaligin ¢evresel ve genetik etkiler sonucu gelistigi diistiniilmektedir
(4,3).
Diabetes Mellistus’un tani1 kriterleri Diinya aglhk Orgiitii (WHO) tarafindan 1970’lerden
sonra kabul edilmistir. Bu kriterler birgok uzun siireli ¢alismay1 temel almakta olup, ¢esitli

derecelerdeki glukoz intoleransi ve diyagnostik glisemik esik degerlerini belirlemektedir (54).

2.3.1. Diabetes Mellitusun Siniflandirilmasi
Tiirkiye Endokrinoloji ve Metabolizma Dernegine gére DM’un siniflandirilmasi su
sekildedir,
1) Tip 1 Diyabetes Mellitus (Genellikle mutlak insiilin noksanligina sebep olan B-hiicre
yikimi vardir)
a. Immiin aracilikl1
b. Idiyopatik
2) Tip 2 Diyabetes Mellitus (insiilin direnci zemininde ilerleyici insiilin sekresyon defekti
ile karakterizedir)
3) Gestasyonel Diabetes Mellitus
4) Diger spesifik diyabet tipleri
a. B-Hiicre fonksiyonlarinin genetik defekti (monogenik diyabet formlari)
e 20. Kromozom, HNF-4a
e 7. Kromozom, Glukokinaz
e 12. Kromozom, HNF-1a
e 13. Kromozom, IPF-1
17. Kromozom, HNF-1b

2. Kromozom, NeuroD1
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e 2. Kromozom, KLF11

¢ 9. Kromozom, CEL

e 7. Kromozom, PAX4

e 11. Kromozom, INS

e Mitokondriyal DNA

e 11. Kromozom, Neonatal DM
e Digerleri
b. Insiilinin etkisindeki genetik defektler
e Leprechaunism

e Lipoatrofik diyabet

e Rabson-Mendenhall sendr.

e Tip A insiilin direnci

e Digerleri

c. Pankreasin ekzokrin doku hastaliklari
¢ Fibrokalkul6z pankreatopati
e Hemokromatoz

e Kistik fibroz

e Neoplazi

e Pankreatit

e Travma/pankreatektomi

e Digerleri
d. Endokrinopatiler

e Akromegali

e Aldosteronoma

¢ Cushing sendr.

¢ Feokromositoma,

¢ Glukagonoma

¢ Hipertiroidi

e Somatostatinoma

e Digerleri

e. flac veya kimyasal ajanlar
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e Atipik anti-psikotikler

o Anti-viral ilaglar (HIV tedavisi)

e [3-adrenerjik agonistler

e Diazoksid

¢ Fenitoin

¢ Glukokortikoidler

e o-Interferon

e Nikotinik asit

e Pentamidin

e Proteaz inhibitorleri

e Tiyazid grubu ditiretilkler

e Tiroid hormonu

e Vacor

e Digerleri (post transplant diyabet)
f. Immun aracihkl nadir diyabet formlar

e Anti--insiilin reseptor antikorlari

e Stiff-man sendr.

e Digerleri

g. Diyabetle iliskili genetik sendromlar (Monogenik diyabet formlari)

e Alstrom sendr.

e Down sendr.

e Friedreich tipi ataksi

¢ Huntington korea

e Klinefelter sendr.

e Laurence-Moon-BiedI sendr.

e Miyotonik distrofi

e Porfiria

e Prader-Willi sendr.

e Turner sendr.

e Wolfram (DIDMOAD) sendr.

e Digerleri (TURKIYE ENDOKRINOLOJi VE METABOLIZMA DERNEGI)



Tip 1 Diabetes Mellitus pankreatik beta hiicrelerine karsi antikor iiretimi ile karakterize
otoimmiin bir hastaliktir (55). Diinyada genel prevalans 5 yasinda 1/1430, 16 yasinda ise
1/360 civarindadir. Ulkemizdeki prevalans1 yaklasik 1/2000°dir. Etiyolojisinde genetik ve
cevresel bircok etken rol oynamaktadir. Politiri, polidipsi ve kilo kaybi ile kendini gosteren
Tip 1 DM, insiilin, egzersiz ve beslenmenin planlanmasi ile tedavi edilmektedir. Birgok farkli
insiilin rejiminin yanit sira immiinoterapi gibi yeni tedavi ydntemleri iizerinde de
calisilmaktadir (56).

Tip 2 DM en yaygin goriilen metabolizma hastaligidir. Gelismis tilkelerde toplumun %5-
10’u tip 2 DM’dur. Tiim diinyada tan1 konulan diyabet vakalarinin %90- 95’ini tip 2 diyabet,
%5-1"unu tip 1 diyabet ve %2-3’lini ise diger diyabet formlar1 olusturmaktadir. Diyabetin
topluma yiikii artmaktadir. Toplumlarin ¢cogunda korliik ve son donem bobrek yetersizliginin
en Onemli nedeni diyabettir. Diyabetli olmayan yasitlarina kiyasla, tip 2 diyabetlilerde
kardiyovaskiiler risk 2-4 kat daha fazladir (57).

Gestasyonel diyabet glikoz intoleransi ile baglar ve ilk kez gebelik sirasinda tanimlanir.
Bu pataloji gebeliklerin yaklasik %1-10"unda goriiliir ve en ¢ok fetal makrozomya, fetal
malformasyonlar, dogum 6ncesi 6liim ve uzun dénemde annede Tip 2 diyabet gelisme riski
artar (58). Diyabet gebelikte oldukca sik goriilen bir komplikasyondur. Diyabetle komplike
olmus gebelikler normal gebe durumuna gore birtakim maternal ve fetal riskler icermektedir.
Yeterli glisemik kontrol saglanamadigi zaman bebekte konjenital malformasyonlardan uterus
igerisinde Oliime, annede hipoglisemiden diyabetik ketosidoza, retinopati ve nefropatide artisa
neden olmaktadir (59). Bu konjenital malformasyonlarin gebeligin 7. Haftasindan once
olusarak; anensefali, spina bifida, hidrosefalus gibi ¢esitli merkezi sinir sistemi ve kardiyak
anomalilerden olusan kaudal gerileme sendromunu olusturmasi s6z konusudur (60).
Gestasyonel DM, gebelikte baslayan glikoz toleransi bozuklugunun herhangi bir derecesi
olarak tanimlanir. Diyabet, gebelik oncesinde teshis edilmis ise pregestasyonel DM, ilk kez
gebelik sirasinda tespit edilmis bir glikoz intolerans: ise gestasyonel DM adimi alir (61).
Insanlarda tip 1 diyabet veya insiilin bagimli diyabetin, diisiik ve konjenital anomalilerin
riskini artirmak gibi nedenlerle gebeligi negatif sekilde etkiledigi bulunmustur. Ayrica
maternal diyabetin, tip 1 diyabet olusturulan kemiricilerde implantasyon dncesinde embriyo
gelisimini olumsuz etkiledigi de gosterilmistir (55,62). Yas ile birlikte ilerleyen hiperglisemik

durumun siddetlenmesi 6zellikle endometriyal epitel tabaka icerisinde sitolojik degisikliklerin
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artmasiyla birlikte olmaktadir. Db/db mutasyonun ekspresyonundan sonra uterusun epitel
hiicresel biitiinliiglinde azalma oldugu, epitel bazal membran katlantilarmin arttigi, bazal
membranin kalinlastigi, sitoplazmik organellerin hacminin azaldig1 ve belirgin bazal kutup
lipid birikiminin oldugu gosterilmistir (63). Genetik olarak ketoniirik diyabet (KD) olan ¢in
hamsterlarinda yapilan ¢alismalarda uterus morfolojisindeki degisiklikler calisilmis ve diyabet
olmayan hamsterlarla karsilastirildiklarinda KD’li  hamsterlarin  uterus ylizeylerinde
mikrovillus bulunmadigi ve sekresyon aktivitesi olmadigi saptanmistir. Bu epiteli doseyen
bazal laminasinin kalinliginda kontrol grubuna gore 2-5 kat artig goriilmiistir. KD’li
hamsterlarin uterusunda bozulma ve hiicreler arasi matrikste artis saptanmistir. Cin
hamsterlarinda KD safhasi ile iliskili olarak uterin epitel ve stromada bozulma oldugu ve
bunun iireme bozuklugu ile muhtemel bir iligskisi oldugu gosterilmistir (5). Diyabetten
etkilenen endometriyal yap1 cok miktarda artan hiicre igi ve hiicreler arasi lipid birikimleri ile
karakterizedir. Bunlar; interstisiyel perivaskiiler sizinti ve daha sonra da c¢ok miktarda
trigliserid emilimi ve serbest yag asidi konsantrasyonunun artmasi sonucu olusur. Obezite ve
diyabete bagli olarak iireme bolgesinin maturasyonunun tehlikeye girmesi sonucu, fetus ile

plasenta gelisimi baskilanir ve lireme bolgesinde atrofi meydana gelir (64).

2.3.2. Diyabet Siklikgini Etkileyen Faktorler

1. Diabet yayginhginda cografyanin rolii:

- DM iiniversaldir, baz1 bolgelerde seyri ve sikligi degisiktir. Greonland ve Alaska’da
seyrektir ve hafif seyretmektedir. Insuline bagimli DM tipi hemen hemen yoktur.

- Pima’li yerlilerde ve Arizona’lilarda diyabet ¢ok siktir, Malta’da oldukca siktir.

- Uzak dogudaki siklik batidaki gibidir. Tip 1 diabet seyrek olup, erkeklerde DM daha
siktir.

- Gogler DM sikligim etkilemektedir. Israil’e go¢ edenlerde ve Uzakdogu, Japonya’dan
Amerika’ya go¢ edenlerde DM daha sik olarak gozlenmistir.

2. Yas ve cins: Diyabet siklig1 yaslanmakla artmaktadir. Kadinlarda daha sik oldugu
saptanmaktadir. Uzakdogu ve 6zellikle Japonya’da erkeklerde daha sik oldugu goézlenmistir.

3. Kalitim: Ailesinde diyabet tarif edenlerde diyabetin daha sik oldugu g6zlenmistir.
Diyabetteki kalitimin ¢ok genli ve multifaktorel oldugu ¢agdas goriilmiistiir.

4.Sismanhkk: Diyabet sismanlarda daha siktir. Diyabetik niifusun hemen % 85’1

sismandir.
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5. Gebelik: Gebelik, diyabetojen bir faktor olup, sik hamilelik ve dogum, diyabete yatkin
kisileri diyabete gotiiriir. Ayrica gebelikte de diyabet oluslur. Buna gestasyonel diyabet
denir.Gebelikte glikoza tolerans bozulur (GIGT). Tip II ve Tip I diyabet gebelikte oluslur.

6. Cevre faktorleri: Dengesiz beslenme, asir1 ve yetersiz beslenme diyabet sikligini
etkiler. Enfeksiyonlar, ameliyat ve anestezi stresleri, sik hamilelik, bilingsiz ila¢ kullanma da

diyabet sikligini etkileyen ¢evre faktorleridir (1).

2.4. Plazminjen Aktivator Sistem

Reprodiiktif siklusu iki proteolitik sistem ile iliskilidir: fibrinolitik sistem ve plazmin
bagimli proteolitik sistem. Iki sistem de hormonlar, sitokinler ve biiyiime faktorleri tarafindan
kontrol edilir (65). Fibrinolitik sistem hemostatik denge, doku onarimi, timor invazyonu ve
anjiyogenez gibi pek cok fizyolojik ve patofizyolojik siirecte rol oynayan bir sistemdir ve
bir¢cok proteolitik enzimi igerir (66). Ekstraseliiler proteolizis, bircok calismada gosterilen
doku yikimi, dokunun yeniden modellenmesi ve hiicre gociinli iceren, birgok slirecte
onemlidir. Proteolitik enzimler protein ekspresyonu, proenzim aktivasyonu ve enzim
inhibisyonunu da iceren farkli seviyelerde sikica kontrol edilir. Insanlarda proteolitik
kaskadlarin bircogu serpin olarak adlandirilan bir grup inhibitor tarafindan regiile edilen serin
proteazlara baghidir (67). Plazminojen Aktivatdr Sistem (PAs), oldukca dikkat cekmis
proteolitik sistemi kontrol eden onemli bir serpindir. Bu genel enzim sistemi, vaskiiler
fibrinoliz, embriyo implantasyonu, anjiyogenez ve timor metastazi gibi birgok fizyolojik ve
patolojik siireclerde lokalize proteolitik aktivite saglar. iki fizyolojik Plazminojen Aktivator
Sistemi bilinmektedir; Doku Tipi PA (tPA) ve zimojen plazminojeni plazmine ceviren

Urokinaz Tip PA (uPA).
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Cell membrane

Sekil 4: uPAR molekiiliiniin yapis1 (11)

tPA, endotelyal hiicreler tarafindan tek zincirli aktif enzim olarak sentezlenir ve
salgilanir. Plazmin ile proteolitik pargalanma sonucunda iki zincirli molekiile doniisiir. Hem
tek hem de iki zincirli formlar1 aktivator 6zellige sahiptir (66).
uPA sistemi baglica iirokinaz plazminojen aktivator (uPA), iirokinaz plazminojen
aktivator reseptorii (uPAR) ve iki biiyiik lirokinaz plazminojen aktivator inhibitorlerinden
(PAI-1 and PAI-2) olusur (8). uPA anjiogenezde etkili olan metalloproteinazlarin ve gesitli
biiyiime faktorlerinin aktivasyonuna katkida bulunan bir serin proteazdir (9). Birgok hiicre
uPA’e 6zel reseptorler eksprese eder. uPAR, sisteinden zengin glikoprotein yapisindadir. Ug
adet homolog ekstraseliiler bélgeden olusur. C-terminal bolgesinden kovalent bagla hiicre
yiizeyine tutunur. uPA’nin uPAR’iine baglanmasi enzimin EGF domaini ve reseptdriin N-
terminal domaini arasindaki etkilesim sonucunda gerceklesir. uPA’iin reseptdriine baglanmasi
hiicre i¢i sinyal iletimini ve bolgesel proteolizisi aktive eder. Bu durum muhtemelen doku
gelisiminde kritik rol oynamaktadir (66).
uPAR Ly6/uPAR/a-neurotoksin benzeri li¢ adet domain igeren glikolipit baglantili bir
membran proteinidir. uPAR serin proteaz olan uPA ya da onun yiiksek afinite ve 6zgiilliige

sahip zimojeni pro-uPA’ya baglanir (Sekil 11) (68,11).
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uPA ve uPAR bir¢ok normal hiicre tarafindan ve tiimor hiicreleri, bunun yanm sira
trofoblast ve fetal membran hiicreleri tarafindan eksprese edilir (69,70). Bilindigi gibi
ovulasyon, implantasyon ve plasentasyon, hiicre gocili, dokunun yeniden sekillenmesi,
anjiyogenez, dogum Oncesi degisimler ve diger bir dizi lireme olaylari gibi uPA/uPAR
aktivitesi igindeki yerel fibrinoliz/proteoliz siireclerine katkida bulunur (65). Ayrica uPA
sisteminin bir rolii de trofoblastlarin diizenlenmesinde, invazyonunda ve gogiinde
gosterilmistir (71).

J. Nordengren ve arkadaslarinin insanlarda menstriil siklus evrelerinde, uterus tizerinde
yaptiklar1 ¢alismada, proliferatif fazda, erken/orta sekretuvar fazda uPA’nin daha yiiksek
miktarda oldugunu, ancak ge¢ sekretuvar evrede ve menstriiel sirasinda uPA’nin proliferatif
faza gore arttigim1 gostermislerdir. Yine aymi ¢alismada, proliferatif fazda erken/orta
sekretuvar faza gére uPAR’1in daha fazla miktarda oldugunu gostermislerdir. Bu fark uPAR
dagiliminin epitelden stromaya kaymasiyla ilgili olabilecegini 6ne siirmiislerdir. Ayrica
yaptiklar1 ¢aligmada PAI'niin ge¢ proliferatif fazdan, sekretuvar faza dogru artis gdsterdigini

ve mestiirasyonda maksimum seviyeye geldigini géstermislerdir (72).

2.5. Vitronektin

Ekstarseliiler matriks, hiicre hareketi, hiicre cogalmasi ve biiylimesi dahil, yasam, hiicre
sekli degisiklikleri, go¢ ve farklilagsmay1 diizenler. Ekstraseliiler matriksin birincil bilesenleri,
fibroz yapisal proteinler (kollajen, laminin, fibronektin, vitronektin ve elastin), 6zellesmis
proteinler (bliylime faktorleri, kiiclik matriseliiler proteinler ve kiiglik integrin baglayici
proteinler) ve preteoglikanlardir. Kanda ve ekstraseliiler matrikste bolca bulunan, c¢ok
fonksiyonlu bir glikoprotein olan vitronektin ilk kez serum yayilma faktorii olarak
tanimlanmistir. Ayn1 zamanda ‘epibolin’ ve ‘s proteini’ olarak adlandirilmis ve bu sekilde bir

kompleman membran atak kompleksi olarak tanimlanmastir (73).

Vitronektin glikozaminoglikanlara, kollajene, plazminojene ve iirokinaz reseptoriine
baglanir ayrica inhibitér etkili plazminojen aktivatdr inhibitér-1’1 stabilize eder (21).
Vitronektin 459 aminoasitten olusan 75 kDa agirliginda bir glikoproteindir. Proteinin yaklagik

1/371 karbonhidrattan olusmaktadir.
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Vitronektin ii¢ adet glikolizasyon bolgesi icerir. Somatomedin B olan N-terminal ucu
(1-39), hemopeksin ile homoloji gosteren merkez kismi (131-342) ve yine hemopeksin ile
homoloji gdsteren C-terminal ucu (347-459) (22). Vitronektinin somatomedin B ucu arjinin-
glisin-asparjin sekansi (RGD) icerir. Bu sekans ekstraseliiler matriksteki yayilan hiicrelerin

baglanmasina aracilik eder (Sekil 12) (21).

Vitronectin

{Human)

Hemopeaxin-Like Domains
M-Linked Glycans ~ -
Altemate Disulfides TN T

.

signal | | |
Peptide Vitronectin WB5 Subunit

Somatemedin-B Vitronectin V10 Subunit
Domain

Sekil 5: Vitronektin molekiiliiniin yapis1 (22)

Bir¢ok plazma vitronektini, diger plazma proteinleri gibi memelilerde karacigerden
kaynaklanir. Vitronektin yalnizca adhezif olaylar1 diizenlemez ayn1 zamanda komplementler,
koagiilasyon ve fibrinolitik sistemle iliskili proteolitik enzim kaskadlarinin biiyiik bir kismini
da kontrol eder (73).

Insan vitronektini ile tavsan ve fare vitronektini ~%80 homoloji gdsterir (23).
Vitronektin kollajen baglama ve heparin baglama kisimlari ile ekstraselliiler matrikse baglanir
ve integrin aVP3, aVPS5, aVP1, allbp3, aVP6 ve aVP8 etkilesimi ile hiicre adhezyonu,

yayllmast ve gogiinde gorev alir (24,25). Ayrica vitronektin embriyonik gelisim, yara
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tyilesmesi, dokunun yeniden yapilanmasinda, timor metastazinda, aterosklerozis ve immiin
defansta rol alir (26). Vitronektin, reseptorii spesifik bir integrin olup avp3, menstiirel
siklusun 19. giinlii endometrial epitelde belirmektedir. Bu ekspresyonun baslangici varsayilan
acik implantasyon penceresine denk gelmektedir. Bu da bu vitronektinin implantasyonda
onemli rol oynadig1 sonucunu gostermektedir (27). Ayrica avB3’iin fibronektin, onsofetal
fibronektin, vitronektin, osteopontin, tenaskin ve Won Willebrand faktoriin ¢ok yonlii bir
reseptorl oldugu rapor edilmistir (74,75).

Onceki arastirmacilar, varsayilan implantasyon penceresinde ovulasyondan sonraki 6. ve
10. glinlerde endometriyumda, integrin alt tiir a VB3 vitronektin ve onun reseptdriiniin ifade

edildigini 6ne siirmiislerdir (27,76). Bu protein embriyo yiizeyinde de gosterilmistir (77).
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Arastirmanin Tipi

Aragtirma deneyseldir.

3.2. Arastirmanin Yeri ve Zamani

Aragtirmanin deneysel ayag1 Dokuz Eyliil Universitesi Deney Hayvanlar1 Anabilim Dali
Laboratuvari’nda gerceklestirilmistir. Histokimyasal ve immunohistokimyasal
degerlendirmeler Dokuz Eyliil Universitesi Histoloji Embriyoloji Anabilim Dali’nda

gerceklestirilmistir.
3.3. Arastirmanin Evreni ve Orneklemi/Calisma Gruplan

Arastirmada toplam ii¢ grup olusturulmustur. Deney gruplarn asagidaki sekilde

diizenlenmistir:

Grup 1 (Kontrol grubu, n=7): Higbir sey uygulanmayan deneklerden uterus doku

ornekleri, siklusun proostrus sathasinda alinmistir.

Grup 2 (Kontrol grubu, n=7): Hicbir sey uygulanmayan deneklerden uterus doku

ornekleri, siklusun Ostrus sathasinda alinmistir.

Grup 3 (Diyabet grubu, n=7): Deneklere intraperitoneal olarak sodyum sitrat (pH:4.5)

icinde ¢oziinmiis olan 45 mg/kg STZ uygulandi. Uygulamay1 takip eden 3. giinde, deneklerin
kuyruk veninden alinan kan 6rnekleri glukometre kullanilarak kan glikoz degerleri dl¢tildii ve
250 mg/dl ve tizerinde bulunanlar diyabetik kabul edildi. 8. Haftanin sonunda vajinal smear
yapilarak prodstrus sathasinda oldugu belirlenen denekler sakrifiye edilererek uterus doku
ornekleri alindu.

Grup 4 (Diyabet grubu n=7): Deneklere intraperitoneal olarak sodyum sitrat (pH:4.5)

icinde ¢ozlinmiis olan 45 mg/kg STZ uygulandi. Uygulamay: takip eden 3. giinde, deneklerin
kuyruk veninden alinan kan drnekleri glukometre kullanilarak kan glikoz degerleri dl¢tildii ve
250 mg/dl ve tizerinde bulunanlar diyabetik kabul edildi. 8. Haftanin sonunda vajinal smear
yapilarak Ostrus safhasinda oldugu belirlenen denekler sakrifiye edilerek uterus doku

ornekleri alindi.
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Yaptilan literatiir arastirmalarina gore kronik diyabetin 8 haftada olustugu saptanmis

ve bu ylizden sakrifikasyon deneysel diyabet olusturulduktan 60 giin sonra gergeklestirildi.

3.4. Calisma Materyali

Calismamizda Dokuz Eyliil Universitesi Tip Fakiiltesi Arastirma Birimi’ nden
(DETFAB) temin edilen Wistar susu toplam 28 disi sican (200-250 g) kullanilmistir. Dokuz
Eyliil Universitesi Laboratuvar Hayvanlar1 Bilimi Anabilim Dali, Deney Hayvanlari
Laboratuvari’nda Wistar susunun bulunmasi ve literatiir ile uyumlu olmasi nedeniyle bu tiir
ve cins se¢ilmistir. Tim denekler ¢alisma sonlanincaya kadar Deney Hayvanlari
Laboratuvarlarinda 12/12 saat karanlik/aydinlik periyodunda, 20-22 °C oda sicakliginda

barindirilmigtir. Denekler dinlendirilmis musluk suyu ve standart pellet yem ile beslenmistir.

3.5. Arastirmanin Degiskenleri

Arastirmada Kontrol prodstrus ve Kontrol 0Ostrus grublarina higbir uygulama

yapilmamis olup, Diyabet prodstrus ve Diyabet 0strus gruplarina STZ uygulanmustir.

3.6. Veri Toplama Araclari
3.6.1. Arastirmada Kullanilan Demirbas Malzemeler

Arastirmada; deneklerden elde edilen dokularin takibinde etiiv, kesitlerin alinmasinda
mikrotom, boyamalarda kullanilan distile su gereksinimi i¢in distile su cihazi,
immiinohistokimyasal incelemeler i¢in humidity chamber ve otomatik mikropipetler

kullanilmistir.

3.6.2. Arastirmada Kullanilan Yontemler

Deney sonunda elde edilen doku 6rneklerine rutin doku takip prosediirii uygulanmas,
ince kesitleri alinmis, ¢esitli histokimyasal ve immiinohistokimyasal boya uygulamalarina tabi
tutulmustur. Arastirmada histokimyasal degisiklikler i¢in hematoksilen & eozin, PAS ve

masson trikrom, immiinohistokimyasal olarak uPAR ve vitronektin boyamalar1 yapilmistir.
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3.6.2.1. Denek Agwrliklarinin Degerlendirilmesi

Deney baslangicinda ve deney sonunda (sakrifikasyon oOncesi) deneklerin agirliklar
Olctildii. Sonucglar SPSS 15,0 paket programinda degerlendirildi. Deneklerin agirliklarinin
baslangic ve deney sonundaki verilerinin, grup i¢inde karsilastirilmasinda p<0,05 olan

degerler istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.
3.6.2.2. Deneklerin Menstriiel Sikluslarimin Belirlenmesi

Disi siganlara herglin 6-12 saat araliklarla vagina smear uygulandi. Vaginal smearla
alinan Ornekler lama yayildi. Hazirlanan preparatlar %96°lik, %80’lik, %70’lik azalan alkol
serilerinden gegirilip, akarsuda 5 dakika bekletildi. Daha sonra 30 saniye eozinde bekletildi.
Eozinden ¢ikarilan preparatlar %70°lik, %80’lik ve %96’lik artan alkol serilerinden gegirilip
havada kurutulduktan sonra, preparatlar incelendi. Vaginal sitolojik veriler Schaberg (1992)’

nin dongiisel degisimlerine bagli olarak elde ettigi bulgular dogrultusunda degerlendirildi.

3.6.2.3. Histokimyasal Incelemeler

Sol uterus histokimyasal incelemeler i¢in %10’luk formolde 24-48 saat bekletilerek
fiske edildi. Daha sonra fiksatifin uzaklastirilmasi amaciyla 1 gece akarsu altinda yikandi.
Dehidratasyon amaciyla sirasiyla %70, %80 ve %96’lik etil alkol serilerinde 20’°ser dakika;
ardindan 4 farkli aseton serisinde 20’ser dakika tutuldu. Seffaflastirma amaciyla 30’ar dakika
iki farkli ksilene tabi tutuldu. 1’er saatlik 2 kez yumusak parafin ile immersiyonu saglandiktan
sonra dokular sert parafin bloklar icerisine gomiildii. Rotary mikrotom (RM 2255, Leica)
araciligi ile Sp kalinhiginda kesitler alind1 (Tablo 1).

Tablo 1: Doku takip protokolii.

Islem Madde Siire
Fiksasyon %10’luk formol 24-48 saat
Fiksatiften Uzaklastirma Akarsu 1 gece
Dehidratasyon %70-80-96 11k alkol serileri 20’ser dakika
Post Fiksasyon Aseton 1-2-3-4 20’ser dakika
Seffaflandirma Xylol 1-2 30’ar dakika

Yumusak parafin 1-2 1’er saat
Bloklama Sert parafin
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3.6.2.3.1. Hematoksilen-Eozin Boya Protokolii

Alinan kesitler deparafinizasyon islemi i¢in 1 gece 60°C’lik etiivde tutuldu. Ardindan
ilki 20 dakika (etiivde) diger ikisi 10’ar dakikalik {i¢ farkli ksilene tabi tutuldu. Daha sonra
dehidratasyon islemi icin 5 degisim azalan alkol serilerinden gegirildi, kesitler distile su ile
calkalandiktan sonra 10 dakika hematoksilen (01562E, Surgipath, Bretton, Peter Borough,
Cambridgeshire) ile boyandi. Boyamanin ardindan, boyanin fazlasinin dokudan
uzaklastirilmasi i¢in 10 dakika akarsuda yikanan kesitler, 2 dakika eozin (01602E, Surgipath,
Bretton, Peter Borough, Cambridgeshire) boyasi ile boyandi. Boyamadan sonra sirasiyla %70,
%80, %96 ve 2 seri absolii alkolden gegirilen kesitler seffaflastirma amaciyla 20’ser dakika {i¢
degisim ksilende tutulduktan sonra entellan (UN 1866, Merck, Darmstadt, Germany) ile
kapatildi (Tablo 2).

Tablo 2: Hematoksilen-Eozin boya protokolii.

Islem Madde Siire
Deparafinizasyon 60°C etiivde 30 dakika
Deparafinizasyon Ksilen 1 (etiivde) 20 dakika
Deparafinizasyon Ksilen 2 (oda 1s1sinda) 10 dakika
Deparafinizasyon Ksilen 3 (oda 1s1sinda) 10 dakika
Rehidratasyon %100’ Lik alkol Calkalama
Rehidratasyon %100’liik alkol Calkalama
Rehidratasyon %96’ 11k alkol Calkalama
Rehidratasyon %80’lik alkol Calkalama
Rehidratasyon %70’lik alkol Calkalama
Yikama Distile Su Calkalama
Boyama Hematoksilen 10 dakika
Yikama Akarsu 10 dakika
Boyama Eozin 2 dakika
Yikama 9%70-80-96-100-100’11ik alkol Calkalama
Seffaflastirma Ksilen 1 20 dakika
Seffaflastirma Ksilen 2 20 dakika
Seffaflastirma Ksilen 3 20 dakika
Kapama Entellan
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3.6.2.3.2. Masson Trikrom Boya Protokolii

Deparafinizasyon i¢in 1 gece 60°C’lik etiivde bekletilen kesitler ii¢ farkli ksilende

tutuldu. Daha sonra azalan alkol serilerinden geciridi. Distile suda g¢alkalandiktan sonra

masson trikrom boyama seti (2049 GBL, Istanbul, Tiirkiye) icerisinden dokular iizerine 4

damla weigert hematoksilen boyasi ile 4 damla ferrik kloriir ¢ozeltisi damlatildi ve 10 dakika

bekletildi. Distile su ile yikandiktan sonra kesitlere uygulanan 2 damla asit-alkol c¢ozeltisi 4

dakika sonra uzaklastirildi. Ardindan 2 damla ponceau asit fuksin azofloksin ¢ozeltisi

dokunun {izerini tamamen kaplayacak sekilde uyguland: 4 dakika bekletilen kesitler distile su

ile yikandi. Daha sonra 2 damla fosfomolibdik asit turuncu G boyasi ile 10 dakika muamele

edildikten sonra uzaklastirildi ve 8 damla agik yesil boya ile 5 dakika boyandi. Boyamanin

ardindan distile su ile yikanan kesitler artan alkol serilerinden geg¢irildi. Ksilen ile

seffaflastirma yapildiktan sonra entellan ile kapatildi (Tablo 3).

Tablo 3: Masson Trikrom boya protokolii.

Islem Madde Siire
Deparafinizasyon 60°C etiivde 1 gece
Deparafinizasyon Ksilen 1 (etlivde) 30 dakika
Deparafinizasyon Ksilen 2 (oda Isisinda) 20 dakika
Deparafinizasyon Ksilen 3 (oda Isisinda) 20 dakika
Rehidratasyon %100’1iik alkol Calkalama
Rehidratasyon %100’1iik alkol Calkalama
Rehidratasyon %96’ 11k alkol Calkalama
Rehidratasyon %80’lik alkol Calkalama
Rehidratasyon %70’1ik alkol Calkalama
Yikama Distile su Calkalama
Boyama No:1 + No:2 soliisyonu 10 dakika
Yikama Distile su Calkalama
Boyama No:3 4 dakika
Boyama No:4 4 dakika
Yikama Distile su Calkalama
Boyama No:5 10 dakika
Boyama No:6 5 dakika
Yikama Distile su Calkalama
Dehidratasyon %70-80-96-100-100’liik alkoller Calkalama
Seffaflastirma Ksilen 1 20 dakika
Seffaflastirma Ksilen 2 20 dakika
Seffaflastirma Ksilen 3 20 dakika
Kapama Entellan
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3.6.2.3.3. Peryodik Asit Schiff (PAS) Boya Protokolii

Alinan parafin kesitler deparafinizasyon islemi i¢in 1 gece 60°C’lik etiivde bekletildi.

Ardindan ilki 1 saat (etiivde) diger ikisi 30’ar dakikalik {i¢ farkli ksilene tabi tutuldu. Daha

sonra dehidratasyon iglemi i¢in azalan alkol serilerinden gegcirildi, distile su ile ¢alkalandiktan

sonra 10 dakika peryodik asit ile muamele edildi. Ardindan 10 dakika akarsuda bekletilen

kesitler distile suda calkalanip kurutulduktan sonra 20 dakika schiff reagent ile muamele

edildi. Sonrasinda 10 dk akarsuda yikandi. Daha sonra dehidratasyon islemi i¢in artan alkol

serilerinden gecirilen kesitler seffaflastirma amaciyla 20’ser dakika li¢ degisim ksilende

tutulduktan sonra entellan (UN 1866, Merck, Darmstadt, Germany) ile kapatildi (Tablo 4).

Tablo 4: Peryodik Asit Schiff (PAS) boya protokolii.

Islem
Deparafinizasyon
Deparafinizasyon
Deparafinizasyon
Rehidratasyon
Yikama
Boyama
Yikama
Boyama
Yikama
Boyama
Yikama
Dehidratasyon
Seffaflastirma
Kapama

Madde
60°C etlivde
Ksilen 1 (etiivde)
Ksilen 2-3 (oda 1sisinda)
%100-100-96-80-70’1ik alkol
Distile su
Peryodik asit
Akarsu
Schiff
Akarsu
Hematoksilen
Akarsu
%60-70-80-96-100’1iik alkol serileri
Ksilen 1-2-3
Entellan

3.6.2.4. Morfometrik Degerlendirmeler

3.6.2.4.1. Uterus Liimen Capt

Siire
1 gece
I saat
30 dakika
Calkalama
Calkalama
5 dakika
10 dakika
20 dakika
10 dakika
2-3 dakika
6 dakika
Calkalama
20’ser dakika

Deney gruplarindaki her bir denek i¢in ayr1 ayr1 dort bolgeden liimen cap Olglimii

yapildi. Gruplar arasi istatistiksel karsilastirmada Kruskal Wallis Varyans Analizi testi,

gruplarin ikili karsilagtirmasinda da Mann-Whitney U testi kullanildi. p<0,05 olan degerler

istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.

50



3.6.2.4.2. Uterus Liimen Epiteli Uzunlugu

Deney gruplarindaki her bir denek i¢in ayr1 ayr1 sekiz bolgeden liimen epiteli uzunlugu
Olctimii yapildi. Gruplar arasi istatistiksel karsilastirmada Kruskal Wallis Varyans Analizi
testi, gruplarin ikili karsilastirmasinda da Mann-Whitney U testi kullanildi. p<0,05 olan

degerler istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.
3.6.2.5. Immiinohistokimyasal Incelemeler
3.6.2.5.1. Anti-Vitronektin Boyama Protokolii

Alman kesitler 6ncelikle 60 °C’lik etiivde 1 gece bekletildi daha sonra seffaflastirma
amactyla 30" ar dakika ii¢ degisim ksilole tabi tutuldu. Azalan alkol serilerinden gegirilip
distile suda calkalandi. Suyu uzaklastirilan dokularin etrafi pappen ile ¢izildi. Ardindan
dokular 15 dakika 37°C de Tripsin ile muamele edildi. 3 kez fosfat tamponlu saline (PBS) ile
yikanan kesitler 10 dk Hidrojen Peroksit ile oda 1sisinda muamele edildi. Tekrar PBS ile
yikama yapildi ve 1 saat bloklama soliisyonu (TA125-UB, Lab Vision, Fremont, CA) ile
bekletildi. Primer antikor rat spesifik anti-vitronektin antikoru (1:100; Bios, 1932R, Rb aVit)
ile + 4 °C’ de 1 gece bekletildi. Ertesi giin PBS ile yapilan yikamadan sonra anti-mouse
biotin-streptavidin hidrojen peroksidaz ikincil antikoru (85-9043 Zymed Histostain Kit, San
Francisco, USA) ile 30 dakika bekletildi. Yine PBS ile yikanan kesitler olusturulan
immunohistokimyasal reaksiyonun goriiniirliigiinii saptamak amaciyla diaminabenzidinamine
(DAB) (Roche, Germany) ile muamele edildi. Distile su ile yikanan kesitlere mayer’s
hematoksilen ile artalan boyamas1 saglandiktan sonra akarsu ile yikandi. Artan alkol ve ksilol

serilerinden gegirildikten sonra entellan (UN 1866, Merck, Darmstadt, Germany) ile kapatildi.
3.6.2.5.2. Anti-uPAR Boyama Protokolii

Alman kesitler dncelikle 60 °C’lik etiivde 1 gece bekletildi daha sonra seffaflastirma
amaciyla 30" ar dakika {i¢ degisim ksilole tabi tutuldu. Azalan alkol serilerinden gegirilip
distile suda galkalandi. Suyu uzaklastirilan dokularin etrafi pappen ile ¢izildi. Ardindan
dokular 15 dakika 37°C de Tripsin ile muamele edildi. 3 kez PBS ile yikanan kesitler 10 dk
Hidrojen Peroksit ile oda 1sisinda muamele edildi. Tekrar PBS ile yikama yapild1 ve 1 saat
bloklama soliisyonu (TA125-UB, Lab Vision, Fremont, CA) ile bekletildi. Primer antikor rat
spesifik anti-uPAR antikoru (Biovision) ile + 4 °C” de 1 gece bekletildi. Ertesi giin PBS ile
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yapilan yikamadan sonra anti-mouse biotin-streptavidin hidrojen peroksidaz ikincil antikoru
(85-9043 Zymed Histostain Kit, San Francisco, USA) ile 30 dakika bekletildi. Yine PBS ile
yikanan kesitler olusturulan immunohistokimyasal reaksiyonun goriniirliigiini saptamak
amactyla DAB (Roche, Germany) ile muamele edildi. Distile su ile yikanan kesitlere mayer’s
hematoksilen ile artalan boyamasi saglandiktan sonra akarsu ile yikandi. Artan alkol ve ksilol

serilerinden gecirildikten sonra entellan (UN 1866, Merck, Darmstadt, Germany) ile kapatildi.
3.6.2.5.3. Semikantitatif Imnmunohistokimyasal Analiz

Hiicrelerdeki vitronektin ve uPAR molekiillerinin dagilimimi belirlemek i¢in Anti-
Vitronektin Antikor ve Anti-uPAR Antikor boyamas: yapildi. Gruplar arasi vitronektin ve
uPAR molekiillerinin dagilimint belirlemek i¢in, uterus dokusunun dort farkli bolgesinde
(limen epiteli, stroma, bez epiteli ve miyometriyum) semikantitatif Ol¢timler yapildi.

Semikantitatif skorlama asagidaki gibi tanimlandi (78).

Tablo 5: Semikantitatif Immunohistokimyasal Skorlama

Skor Immunohistokimysal Bulgular

3 Goriintiiniin genelinde giiglii pozitif boyanma
2 1 ve 3 arasinda pozitif boyama

1 Cok az pozitif boyanma

0 Pozitif boyanma yok

3.6.2.8. Ultrastriiktiirel Incelemeler
3.6.2.8.1. Elektron Mikroskobik Doku Takibi

Karnovski soliisyonuna (pH 7,4) konulan dokular + 4°C’de 48 saat bekletildi. Ornekler
daha sonra 0,1M sodiumphosphate buffer ve 0,1M sucrose karisiminda 3 kez 15 dk bekletildi.
%2 sodiumphosphate buffered osmium tetraoxide (pH 7,4) soliisyonu ile 90 dk post fiksasyon
icin muamele edildi. 0,1M sodiumphosphate buffer (pH 7,4) ile 3 kez 15 dk yikandi. %50
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oraninda hazirlamig aseton ile 2 kez 15 dk dehidratasyonu yapildi. Dokular %70 aseton, %0,5
uranylasetate ve %1 phosphotungstic acid karisiminda kontrastlama amaciyla + 4°C’ de 1
gece bekletildi. Daha sonra sirastyla %80, 90 ve 96’lik aseton ile 2 kez 15 dk muamele edilen
dokular %100’liik asetonda 2 kez 20 dk tutuldu. Propilen oksitte 2 kez 15 dk bekletilen
dokular sirasiyla 30 dk 2:1, 1:1 ve 1:2 oraninda hazirlanan propilen oksit: epon karigimlarinda
bekletildi. Epon soliisyonunda + 4°C’de 1 gece bekletildi. 3. giin hazirlanan yeni epon

soliisyonunda 48 saat 65°C’ lik etlivde polimerizasyon i¢in bekletildi.

Daha sonra yar1 ince kesitler alinarak alan belirlendi. Belirlenen alanlardan ince kesitler
formvar kapli gridler {izerine alindi. Uranil asetat ve kursun sitratla kontrastlamasi yapildi ve

transmisyon elektron mikroskobunda (Carl Zeiss Libra 120) degerlendirildi.

3.7. Arastirma Plani ve Takvimi

Tez Konusunun Blirlenmesi ve Literatiir Arastirmasi
Eyliil 2011-Subat 2012
Etik Kurul ve Yénetim Kurulu Onayi
Subat 2012-Mart 2012
Deneysel Materyalin Toplanmasi ve Dokularin Degerlendirilmesi

Nisan 2012-Haziran 2012
Labratuvar Calismalari

Haziran 2012-Kasim 2012

Tez Yazma

Kasim2012-Aralik 2013
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3.8. Verilerin Degerlendirilmesi

Deney sonunda elde edilen verilerin degerlendirilmesinde SPSS 15,0 paket programi
kullanildi. Veriler ortalama + standart hata olarak gosterildi Gruplar arasi istatistiksel
karsilastirmada Kruskal Wallis Varyans Analizi testi, gruplarin ikili karsilagtirmasinda da
Mann-Whitney U testi kullanildi. p<0,05 olan degerler istatistiksel olarak anlamli kabul
edildi.

3.9. Arastirmanin Siirhhiklar

Aragtirma planlanan dogrultuda ilerlemis, herhangi bir aksaklikla karsilagiimamaistir.

Arastirmada herhangi bir sinirlilik durumu ortaya ¢ikmamastir.

3.10. Etik Kurul Onay1

Aragtirmamiz Dokuz Eyliil Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu tarafindan
2 Mart 2012 tarihinde gergeklestirilen 04.04.2012 no’ lu toplantida, 10/2012 Protokol no ile

etik agidan uygun bulunmustur.

Etik kurul onay1 Ek-1 olarak teze eklenmistir.
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4. BULGULAR

4.1. Denek Agirliklarinin Degerlendirilmesi

Gruplarin  deney baslangi¢ agirlik ortalamalari; kontrol prodstrus grubunda
222,6667+18,68333¢r, kontrol Ostrus grubunda 214414,14214gr, diyabet prodstrus grubunda
228,0000£11,09955¢gr, diyabet Ostrus grubunda 221,3333+6,976150larak bulundu. Deney
bitis agirlik ortalamalar ise; kontrol prodstrus grubunda 244,0000+13,02306gr, kontrol dstrus
grubunda 236,8333+10,49603gr, diyabet proostrus grubunda 202,3333+17,86244¢r, diyabet
Ostrus  grubunda 192,5000+17,017640larak  saptandi. Bu degerler gbz Oniinde
bulunduruldugunda, kontrol prodstrus ve kontrol Ostrus gruplarindaki deneklerde deney
baslangi¢ ve bitis agirliklart arasinda istatistiksel olarak anlamli bir agirlik artis1 saptanirken
(p=0,028, p=0,027), diyabet prodstrus ve diyabet Ostrus grublarinda baglangic ve bitis
agirliklar arasinda istatistiksel olarak anlamli bir azalis saptandi (p=0,027, p=0,046).
Sonuglar SPSS 15,0 paket programinda Wilcoxon Sirali Isaretler Testi kullanilarak

degerlendirildi.
Denek Agirliklari

300
250
200
% 150
100
50

(. PROOSTRUS K. OSTRUS D. PROOSTRUS D. OSTRUS

mONCE 222,6667 214 228 221,3333

BSONRA 244 236,8333 202,3333 197

Sekil 6: Gruplarin deney baslangici ve deney sonundaki agirhklari.
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4.2 Deneklerin Kan/Glukoz Seviyelerinin degerlendirilmesi

Gruplarin deney baglangic kan/glukoz seviyeleri ortalamalari; kontrol prodstrus
grubunda 222,6667+18,68333mg/dl, kontrol Ostrus grubunda 214+14,14214mg/dl, diyabet
prodstrus grubunda 228,0000+11,09955mg/dl, diyabet Ostrus grubunda
221,3333+6,976150larak bulundu. Deney bitis kan/glukoz seviyeleri ortalamalari ise; kontrol
prodstrus grubunda 244,0000+13,02306mg/dl, kontrol Ostrus grubunda
236,8333+10,49603mg/dl, diyabet prodstrus grubunda 202,3333+17,86244mg/dl, diyabet
Ostrus grubunda 192,5000+17,01764mg/dlolarak saptandi. Bu degerler gbéz Oniinde
bulunduruldugunda, kontrol prodstrus ve kontrol prodstrus gruplarindaki deneklerde deney
baslangic ve bitis kan glukoz seviyeleri arasinda istatistiksel olarak anlamli bir artis
saptanmadi (p=0,752, p=0,115), diyabet prodstrus ve diyabet dstrus grublarinda baslangic ve
bitis kan glukoz seviyeleri arasinda istatistiksel olarak anlamli bir artis saptandi (p=0,027,
p=0,028). Sonuglar SPSS 15,0 paket programida Wilcoxon Sirali Isaretler Testi kullanilarak
degerlendirildi (Sekil 6).

Kan Sekeri Degerleri
600
500
400
T
= 300
E
200
100
0 D
K. PROOSTRUS K.OSTRUS PROGSTRUS D.OSTRUS
mONCE 131,5 132,1667 128 129,1667
BWSONRA 130 126,5 509,3333 442,3333

Sekil 7: Gruplarin deney baslangici ve deney sonundaki kan/glukoz seviyeleri
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4.3. Histokimyasal Bulgular
4.3.1. Hematoksilen-Eosin Boyama Degerlendirmesi

Kontrol proostrus grubuna ait uterus kesitleri incelendiginde, yapisal degisimlerin
proliferasyon evresinin baslangicina uyum gosterdigi gozlendi. Uterus limeni az girintili
cikintili olmasi, bezlerin olusmaya baslamasi ve damarlardaki yogunluk poliferasyon

evresinin geligimi ile uygun bulunmustur.

Kontrol 0Ostrus evresine ait kesitler incelendiginde ise, liimen epitelinin prodstrus
grubuna ait limen epiteline gore daha uzun prizmatik bir yap1 aldig1 gozlendi. Liimende
belirgin katlantilar vardi ve uterus bezleri geliskindi. Cekirdekler genellikle bazale yerlesik ve

oval oldugu gozlendi.

Diyabet proostrus ve Ostrus gruplarma ait kesitler incelendiginde, diyabet prodstrus
grubunda liimen epiteli hiicrelerinin kontrol grubuna gore daha kisa oldugu go6zlendi.
Cekirdekler yuvarlak ve genellikle bazale yerlesikti. Bezlerde dilatasyon, kan damarlarinda
ise artis gozlendi. Diyabet Gstrus grubuna ait kesitler incelendiginde liimen epitelinin kontrol
Ostrus grubunun liimen epiteline gore kisaldigi gozlendi. Ayrica kan damarlarinda artig

gozlendi.
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Sekil 8: Kontrol prodstrus grubuna ait kesit. Az girintili liimen (L), bezler (=) ve
damarlar (=) goriilmektedir. H&E x4 biiyiitme. Bar 500pm.

Sekil 9: Kontrol proostrus grubuna ait kesitler. Liimen epiteli (LE)ve bezler (=9)
goriilmektedir. H&E x40 biiyiitme.Bar 50pm.
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Sekil 10: Kontrol 6strus grubuna ait Kkesit. Genislemis liitmen (L), bezler (=) ve kan
damarlar (=) goriilmektedir. H&E x4 biiyiitme. Bar 500pm.

Sekil 11: Kontrol ostrus grubuna ait Kesitler. Liimen epiteli (LE) ve bezler (=)
goriilmektedir. H&E x40 biiyiitme. Bar 50pm.
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Sekil 12: Diyabet proostrus grubuna ait kesit. Liimen (L) ve cogalmis kan
damarlari (=) goriilmektedir. H&E x10 biiyiitme. Bar 200pm.

Sekil 13: Diyabet proostrus grubuna ait kesit. Kisalmis liimen epiteli (LE) ve
bezler =) goriilmektedir. H&E x50 biiyiitme. Bar SO0pm.
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Sekil 14: Diyabet ostrus grubuna ait kesit. Daralmis liimen (L), bezler (=p) ve
cogalmis kan damarlari (=) goriilmektedir. H&E x10 biiyiitmede, Bar 200pm.

Sekil 15: Diyabet 6strus grubuna ait Kesit. Kisalmis liilmen epiteli (LE) ve bezler
&=p) goriilmektedir. H&E x40 biiyiitmede. Bar S0pm.
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4.3.2. Masson-Trikrom Boyama Degerlendirmesi

Bag dokusu artisin1 gozlemlemek i¢in Masson Trikrom ii¢’lii boyamasi yapildi. Bu
boyama sonucunda niikleuslar siyah, sitoplazma kirmizi, kollajen ve mukus mavi
goriilmektedir. Buna gore kontrol gruplarinda normal uterus yapis1 gozlenirken, diyabetik

gruplarda kollajen miktarinin arttig1 gézlendi.
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Sekil 16: Kontrol proostrus grubuna ait kesit. Uterus liimen yapis1 normal

yapsinda gozlenmektedir. Masson Trikrom x10 biiyiitme. Bar 200pm.

Sekil 17: Kontrol 6strus grubuna ait kesit.Uterus liimen yapisi1 normal seklinde

goriilmektedir. x10’luk biiyiitmede. Bar 200pm.
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Sekil 18: Diyabet proostrus grubuna ait kesit. Kollajen miktarinda artis
goriilmektedir.x10 biiyiitme. Bar 200pm.

Sekil 19: Diyabet éstrus grubuna ait kesit. Kollajen miktarinda artis

goriilmektedir. x10 biiyiitme. Bar 200pm.
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4.3.3. PAS Boyama Degerlendirmesi

Calismamizda bazal membran kalinligini degerlendirmek i¢in PAS ile boyama yapildi.
Kontrol prodstrus ve Ostrus gruplarina ait kesitler incelendiginde uterus liimen epitelinde ve
bez epitelinde bazal membranin normal kalinlikta oldugu goézlendi. Diyabet prodstrus ve
Ostrus gruplarma ait kesitler incelendiginde kontrol gruplarinda farkli olarak bazal

membranda PAS boyasinda bazal membranlarda diizensizlikler oldugu gozlendi.
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Sekil 21: Kontrol éstrus grubuna ait kesit. x40’k biiyiitme. Bar S0pm.
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4.4. Morfometrik Bulgular
4.4.1. Uterus Liimen Capi

Tim gruplarda her denekten elde edilen uterus kesitlerinde uterus liimen c¢ap1
hesaplandi. Elde edilen sonuglara gore liimen ¢aplari, kontrol prodstrus grubunda 634,5358
pum £209,50212 um kontrol &strus grubunda 1340,1679 pm + 564,87570 um, diyabet
proostrus grubunda 254,0896 pm +241,44276 um ve diyabet Ostrus grubunda 520,5821 pm
+252,75912 pm olarak hesaplandi.

1600
1400
. 1200
E_g 1000
= 800
£
5 600
= 400
£
]
0
K. K. OSTRUS D- D. OSTRUS
PROOSTRUS ’ PROOSTRUS ’
\ILUMEN CAPI 634,5358 1340,1679 254,0896 520,5821

Sekil 24: Gruplarin uterus liimen ¢ap ortalamasi

Bu degerler goz oniinde bulunduruldugunda, kontrol prodstrus ve Ostrus gruplar
karsilagtirildiginda, kontrol prodstrus grubunun liimen ¢apinin, kontrol dstrus grubunun liimen
capma gore daraldigr gozlendi ancak sonu¢ anlamli degildi (p<0,00). Kontrol prodstrus ve
diyabet prodstrus gruplar karsilastirildiginda, diyabet grubun liimen capi, kontrol grubuna
gore daralmisti, ancak sonug¢ anlamli degildi (p<0,00). Kontrol 6strus ve diyabet Ostrus
gruplar karsilastirildiginda, diyabet grubunun liimen capinin kontrol grubuna gére daralma

vardi ancak sonug¢ anlamli degildi (p<0,00).
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4.4.2.Uterus Epitel Uzunlugu

Tiim gruplarda her denekten elde edilen uterus kesitlerinde uterus epitel hesaplandi.

Elde edilen

sonuclara

gore

epitelyum kalinliklari,

kontrol

proostrus

grubunda

31,3203+3,71296, kontrol 0Ostrus grubunda 34,6265pum =+7,47104 um, diyabet prodstrus
grubunda 13,8822 pum +2,35847 um ve diyabet Ostrus grubunda 17,4132 pm £3,65733 pm

olarak hesaplandi.

mikrometre pm

40
35
30
25
20
15
10

EPITELUZUNLUGU

K.
PROOSTRUS

K. OSTRUS

D.
PROOSTRUS

D. OSTRUS

\lEPiTEL UZUNLUGU

31,3203

34,6265

13,8822

17,4132

Sekil 25: Gruplarin uterus liimen epiteli uzunluk ortalamasi

Bu degerler g6z oniine bulunduruldugunda, kontrol prodstrus ve kontrol dstrus gruplari

karsilagtirildiginda prodstrus grubunun epitel uzunlugunun, Ostrus grubuna gore azaldigi

gozlendi, ancak sonu¢ anlamli degildi (p<0112). Kontrol prodstrus ve diyabet proostrus

gruplart karsilastirildiginda, diyabet grubun epitel uzunlugu, kontrol grubuna gore azaldigi

gozlendi, ancak sonu¢ anlamli degildi (p<0,00). kontrol strus grubu ile diyabet dstrus grubu

karsilagtirildiginda, diyabet Ostrus grubunun epitel boyu uzunlugu kontrol grubuna gore

azaldig1 gozlendi, ancak sonug anlamli degildi (p<0,00).
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4.5. immiinohistokimyasal Bulgular
4.5.1.Anti-Vitronektin Immiinohistokimya Boyama Bulgulart

Hiicrelerdeki vitronektin dagilimini belirlemek i¢in anti-Vitronektin antikor boyamasi
yapildi. Gruplar arasi vitronektin molekiil dagiliminmi belirlemek i¢in, uterus dokusunun dort
farkli bolgesinde (liimen epiteli, stroma, bez epiteli ve miyometriyum) semikantitatif dl¢ctimler

yapild.

Kontrol prodstrus grubuna ait kesitler incelendiginde, elde edilen sonuglara gore; liimen
epitelinde 1,250+0,41833, stromada 1,6667+0,60553, bez epitelinde 1,250+0,41833,
miyometriyumda 1,2504+0,41833 olarak saptandi. Kontrol 0Ostrus grubuna ait kesitler
incelendiginde, elde edilen sonuglara gore vitronektin dagilimi; liimen epitelinde 2,00+0,

stromada 2,0833+0,20412, bez epitelinde 2,000, miyometriyumda 2,00+0 olarak saptandi.

Diyabet prodstrus grubuna ait kesitler incelendiginde, elde edilen sonuglara gore
vitronektin dagilimi; limen epitelinde 0,500+0,44721, stromada 1,00+0,89443, bez
epitlelinde 0,500+0,44721, miyometriyumda 0,500+044721 olarak belirlendi. Diyabet 6trus
grubuna ait kesitler incelendiginde, elde edilen sonuglara gore vitronektin dagilimi; limen
epitelinde 2,2250+0,41833, stromada 2,2250+0,41833, bez epitelinde 2,2250+0,41833,
miyometriyumda 2,2250+0,41833 olarak belirlendi.

Prodstrus Doneminde Vitronektin Ostrus Doneminde Vitronektin
Molekiiliiniin Dagilimi Molekiiliiniin Dagilimi

14 23
12 205

1

08 21
06 2,05
2
04 1,95
02 19
0 MIYOMETRI L MIYOMETRIY
EPITEL | STROMA | BEZEPITELI EPITEL STROMA | BEZ EPITELI
YUM UM
BKONTROLPROOSTRUS| 1,25 1,25 1,5 1,25 BKONTROLGSTRUS 2 2,0833 2 2
WDIYABET PROOSTRUS 05 1 05 05 HDIYABET (STRUS 2,25 2,25 2,25 2,25

Sekil 26: Gruplarin uterus kesitlerinde Vitronektin molekiiliiniin dagilimi
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Tablo 6: Gruplarin uteruslarinda vitronektin dagilimi ortalamasi

Liimen Epiteli | Stroma Bez Epiteli Miyometriyum
Kontrol Proostrus
Diyabet Prodstrus | p<0,016 p<0,144 p<0,016 p<0,016
Kontrol Ostrus
Diyabet Ostrus p<0,140 p<0.,461 p<0,140 p<0,140

Bu degerler g6z onilinde bulunduruldugunda, kontrol prodstrus ve diyabet prodstrus
gruplart karsilastirildiginda, liimen epitelinde vitronektin molekiiliiniin dagiliminda kontrol
grubuna gore, diyabetik grupta anlamli azalma vardi (p<0,016). Kontrol prodstrus ve diyabet
proostrus gruplart karsilastirildiginda, stromada vitronektin molekiiliiniin dagiliminda kontrol
grubuna gore, diyabetik grupta azalma vardi, ancak sonug¢ anlamli degildi (p<0,144). Yine
kontrol prodstrus ve diyabet prodstrus gruplart karsilastirildiginda bez epiteli ve
miyometriyumda diyabetik grupta anlamli bir azalma gozlendi (p<0,016). Kontrol &strus
grubu ile diyabet Ostrus gruplart karsilagtirildiginda, liimen epitelinde, stromada, bez
epitelinde ve miyometriyumda vitronektin molekiiliiniin dagiliminin diyabetik grupta

artmasina ragmen sonuglar anlaml degildi (p<0,140).
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Sekil 27: Kontrol proostrus grubuna ait kesit. x40 biiyiitmede. Bar SOpm.

Sekil 28: Kontrol 6strus grubuna ait kesit. x40 biiyiitmede. Bar S0pm.
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Sekil 29: Diyabet prodstrus grubuna ait kesit. Vitronektin x40 biiyiitme. Bar S0pm.

Sekil 30: Diyabet dstrus grubuna ait kesit.Vitronektin x40 ve biiyiitme. Bar S0pm.
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Sekil 31: Kontrol prodstrus grubuna ait Kkesitler. Vitronektin x100 biiyiitmede. Bar
20pm.

Sekil 32: Kontrol ostrus grubuna ait Kesitler. Vitronektin x100 biiyiitmede. Bar
20pm.
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Sekil 33: Diyabet proostrus grubuna ait kesit. Vitronektin x100 biiyiitmede. Bar
20pm.

Sekil 34: Diyabet 6strus grubuna ait Kesitler. Vitronektin x100 biiyiitmede. Bar
20pm.
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4.5.2. Anti-uPAR Immunohistokimya Boyama Bulgulart

Hiicrelerdeki uPAR dagilimimi belirlemek i¢in anti-uPAR antikor boyamas1 yapildi.
Gruplar arast uPAR molekiil dagilimini belirlemek icin, uterus dokusunun dort farkli
bolgesinde (llimen epiteli, stroma, bez epiteli ve miyometriyum) semikantitatif Slgtimler

yapild.

Kontrol prodstrus grubuna ait kesitler incelendiginde, elde edilen sonuglara gore uPAR
dagilimi; liimen epitelinde 2,4167+0,20412, stromada 2,4167+0,20412, bez epitelinde
2,4167+0,20412, miyometriyumda 2,0833+0,20412 olarak saptandi. Kontrol dstrus grubuna
ait kesitler incelendiginde, elde edilen sonuglara gore; limen epitelinde 2,0833+0,66458,
stromada 2,250+0,41833, bez epitelinde 2,0833+0,66458, miyometriyumda 2,0833+0,66458

olarak saptandi.

Diyabet prosotrus grubuna ait kesitler incelendiginde, elde edilen sonuglara gore uPAR
dagilimi; liimen epitelinde 2,8333+0,25820, stromada 2,8333+0,25820, bez epitelinde
2,8333+0,25820, miyometriyumda 2,8333+0,25820 olarak belirlendi. Diyabet 6strus grubuna
ait kesitler incelendiginde, elde edilen sonuglara gore vitronektin dagilimi; liimen epitelinde
2,8333+(0,25820, stromada 2,7500+0,41833, bez epitlelinde 2,7500+0,41833,
miyometriyumda 2,7500+0,41833 olarak belirlendi.

Proistrus Dineminde uPAR Molekiiliiniin Ostrus Dineminde uPAR Molekiiliiniin
Dagilimi Dagilin
29 3
28 25
27 )
26
15
25
24 1
23 0,5
b MIYOMETRi ’ MIYOMETRY
EPITEL | STROMA | BEZEPITELI EPITEL STROMA | BEZEPITELI
YUM UM
BKONTROLPROOSTRUS| 24167 | 24167 | 24167 | 24167 BKONTROLOSTRUS | 2,0833 2,25 2,0833 2,0833
HDIYABETPROOSTRUS | 28333 | 28333 | 12,8333 | 28333 HDIYABETOSTRUS | 2,8333 275 2,75 275

Sekil 35: Gruplarin uterus kesitlerinde uPAR molekiiliiniin dagilimi
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Tablo 7: Gruplarin uteruslarinda uPAR dagilimi ortalamasi

p<0,069

Bu degerler goz onilinde bulunduruldugunda, kontrol prodstrus grubu ile diyabet
proostrus gruplar1 karsilastirildiginda, liimen epitelinde, stromada, bez epitelinde ve
miyometriyumda uPAR molekiiliiniin dagilimi diyabetik grupta kontrol grubuna gére anlamli
artmistir (p<0,018). Kontrol Ostrus ve diyabet Ostrus gruplart karsilastirildiginda, liimen
epitelinde anlamli artis vardi (p<0,028), stromada ve miyometriyumda uPAR molekiiliiniin
dagiliminda kontrol grubuna gore, diyabetik gruptaartis vardi ancak sonuclar anlamli degildi
(p<0,069, p<0,062, p<0,062).
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Sekil 37: Kontrol 6strus grubuna ait kesit. uPAR x40 biiyiitmede. Bar 50pm.
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Sekil 39: Diyabet 6strus grubuna ait kesit. uPAR x40 biiyiitmede. Bar S0pum.
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Sekil 41: Kontrol 6strus grubuna ait kesit. uPAR x100 biiyiitmede. Bar S0pm.
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Sekil 43: Diyebet dstrus grubuna ait kesit. x100 biiyiitmede. Bar SOpm.
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4.6. Ultrastriiktiirel Bulgular

Ince yap1 diizeyinde, uterus liimenini ddseyen epitelde ve hiicre baglantilarinda

morfolojik degisiklikler bulundu.
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Sekil 44: Kontrol prodstrus grubuna ait kesit. Uranil Asetat-Kursun Sitrat, X1000

biiyiitme.

Sekil 45: Kontrol éstrus grubuna ait kesit. Uranil Asetat-Kursun Sitrat, X1000

biiyiitme.
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Sekil 46: Diyabet proostrus grubuna ait kesit. Uranil Asetat-Kursun Sitrat, X1000

biiyiitme.

Sekil 47: Diyabet proostrus grubuna ait Kkesit. Uranil Asetat-Kursun Sitrat, X1000

biiyiitme.

84



S. TARTISMA

Calismamizda diyabetin kadin iireme sistemi hormonlar1 araciligr ile uterus {izerine
etkisi oldugunu diisiinerek, menstriiel siklusun prodstrus ve Ostrus evrelerinde diyabetik
sicanlarda uterusda olusan yapisal degisiklikleri histokimyasal, immunohistokimyasal ve

ultrastriiktiirel diizeyde inceledik.

Yapilan caligmalarda diyabetli si¢an, fare, tavsan gibi c¢esitli hayvan tiirlerinde
kan/glukoz seviyelerinde artig gosterilmistir. Garris’in diyabette endometriyum epitelindeki
lipo-apoptozisi gostermek i¢in fareler lizerinde yaptig1 ¢alismada diyabetli deneklerin, kontrol
gruplarma gore kan/glukoz seviyelerinde artis oldugunu gostermistir (64). Savion ve
ark.larinin fareler {izerinde, diyabetin uterus ve lenfoid organlardaki makrofaj ve T
hiicrelerinin etkisine bakmay1 amagladiklar1 calismada diyabetik farelerin kontrol gruplarina
gore kan/glukoz seviyelerinde artis oldugunu gostermislerdir (79). Biz de ¢alismamizda,
yapilan calismalarla uyumlu olarak diyabet prodstrus ve Ostrus gruplarini, kontrol prodstrus
ve Ostrus gruplari ile karsilastirdigimiz da kan/glukoz seviyelerinde anlamli bir artis oldugunu

gozlemledik.

Literatiirde diyabetli hayvanlarda kilo kaybi oldugu gozlemlenmistir. Favaro ve
ark.larinin  diyabetin gebeligin erken donemlerinde miyometriyum yapist ve hiicre
proliferasyonu iizerine yaptiklar1 calismada diyabetik grupta kontrol grubuna gore viicut
agirhiginda azalma oldugunu gozlemislerdir (80). Bizim calismamizda da literatiirle uyumlu
olarak diyabetik prodstrus ve Ostrus gruplari, konrol prodstrus ve Ostrus gruplar ile
karsilastirildiginda diyabetik gruplarda viicut agirliginda azalma oldugu gézlemlendi.

Literatiirde lireme hormonlarinin uterus iizerine etkileri incelendiginde, Rodriguez ve
ark.larinin yaptigr calismada menstruel dongii sirasinda, endometriyumun fonksiyonel
katmanini olusturan yapilarin ve hiicrelerin ¢ogalmasi, farklagsmasi ve 6liimiiniin ovaryumdan
salinan Ostrojen ve progesteron hormonlarinin denetimi altinda oldugunu gézlemlemislerdir
(81). Oba ile Tomomi ve ark.larinin siganlar lizerine yaptig1 caligmalarda 4-5 giin siiren Ostrus
dongiisiinde yer alan prodstrus, Ostrus, metostrus ve didstrus evrelerinde uterusun cesitli
yapisal ve biyokimyasal degisikliklere ugradigim1 saptanmislardir (82,83). Rodriguez ve
ark.lar1 sicanlarda prodstrus evresinde endometriyum yiizey epitelinde maksimum

proliferasyon oldugunu ancak evrenin sonuna dogru proliferasyon hizinin azalmaya
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basladigin1 gostermislerdir. Bu evrede tek katli prizmatik epitel hiicrelerinin boyutlarinin
artarak yiiksek prizmatik hiicrelere doniistiigii bildirilmistir (81,84). Bez epitelinde ise bu
evrede proliferasyon goriilmemektedir. Uterus boslugu genislemege baslamis ve bosluk sivi
ile dolmustur (85). Bu asamada sinirli bir mitotik aktivite vardir ve endometriyum epiteli ile
bez epitelinde dejenerasyon goriillmez, ayrica inflamatuvar hiicre infiltrasyonu da
goriilmektedir. ProOstrusun sonuna dogru mitotik aktivite azalir. Endometriyum
damarlanmas artar, stromada 6dem goriiliir (48). Endometriyal epitelde ki degisimler ile
birlikte, bezlerde goriilen dejenerasyon ve nekrozis ile Ostrus baslangici tanimlanir. Buna
mitotik aktivite ve 16kosit infiltrasyonunda azalma eslik eder. Ostrusun sonuna dogru liimende
dilatasyon goriilir ve mitotik aktivite endometriyum epitelinin bazi1 yerlerinde tekrar
goriilmeye baglar. Chieri ve ark.lar1 ile Garris’in yaptiklar1 ¢aligmalarda, diyabetin kadin
lireme sistemi iizerinde utero-ovaryan hiicresel glukoz metabolizmasinda hasara yol actigini
gostermislerdir. Bu etkiyi hiicrelerde gdzlenen hipersitolipidemya ve hiicresel hiperpilidemi
ile acgiklamiglardir (64,86,87,88). Anderson ark.lar1 ile Berg ve ark.larmmin insan
calismalarinda da benzer sonuglar elde edilmistir (89,90,91).

Calismamizda diyabetik ve kontrol grubu sicanlarda prodstrus ve Ostrus evrelerinde
uterusun histolojik yapisini degerlendirmek i¢in hematoksilen eozin boyamasi yapildi. Benzer
sekilde Chuffa ve ark.larinin nondralone deconoatenin sican uterusu {izerine etkisini
degerlendirdikleri ¢alismada uterus liimen epitelinin hasarl gruplarda, kontrol grubuna oranla
kisaldigin1 gézlemlemislerdir (92). Biz de ¢alismamizda yapilan ¢alismayla uyumlu olarak
kontrol prodstrus grubunda uterus liimenin dar oldugunu, liimene ait epitelin prizmatige yakin
tek katli oldugunu gozledik. Endometriyumda damarlanma ve stromada 6dem gozlendi.
Kontrol 0Ostrus grubunda ise uterus liimeninde sekretuvar fazla uyumlu olarak belirgin
katlantilar vardi. Uterus liimen epiteli tek katli prizmatikti. Uterus bezlerinde ise dejenerasyon
gbzlemlendi. Diyabet prodstrus grubunda uterus liimencap1 kontrol grubuna gore daralmis ve
limen epiteli hiicrelerinin boylar1 kisalmisti. Diyabet Ostrus grubunu, kontrol grubuyla
karsilastirdigimizda benzer sekilde uterus liimen c¢apinda daralma ve limen epiteli
hiicrelerinin boylarinda kisalma gozlemlendi.

Bag dokusu artisin1 gézlemlemek i¢in Masson Trikrom ii¢’lii boyamasi yapildi. Bu
boyama sonucunda niikleuslar siyah, sitoplazma kirmizi, kollajen ve mukus mavi olarak
gozlendi. Jianli ark.larimin diyabetli insanlarda kalp dokusu {izerinde yaptiklar1 ¢alismada,

kontrol gruplart ile karsilastirildiginda, diyabetli grupta miyokardiyumda ve benzer olarak

86



perivaskiiler alanda kollajen miktarmin arttigini goézlemlemislerdir. Biz de calismamizda
kontrol prodstrus ve Ostrus gruplarinda normal bir bag dokusu gozlerken, diyabet prodstrus ve
Ostrus gruplarinda kollajen miktarinda artis oldugunu gozledik (93).

Calismamizda vitronektin ve uPAR molekiillerinin menstriiel siklusun prodstrus ve
Ostrus evrelerinde, diyabetik siganlarin uteruslarindaki dagilimimi goézlemlemek igin anti-
vitronektin ve anti-uPAR antikorlar1 ile immunohistokimyasal boyama yapildi. Lessey
ark.larinin yaptig1 calismada, vitronektin reseptdrii olan spesifik integrin avp3’iin menstiirel
siklusun 19. giiniinde endometrial epitelde belirdigini gostermislerdir. avp3’iin bu saliniminin
implantasyon penceresi doneminin baslangicina denk gelmesi avB3’iin ve dolayisiyla
vitronektinin implantasyonda 6nemli rol oynadigini diisiindiirmiistiir (27). Salmani ve
ark.larmin yaptigt calismada proliferatif fazda, yiiksek Ostrojen seviyelerinin integrin
ekspresyonunu Ostrojenin alfa reseptorii lizerinden inhibe ettigi gosterilmistir. Ayrica luteal
fazda progesteron artisinin, dstrojen alfa reseptorlerinin sayisini azalttigi ve bu durumun
belirgin integrin artis1 ile sonuglandig bildirilmistir. Progesteron da, epitelyal B3 integrin
ekspresyonunu indiiklemek icin parakrin faktorlerin (6rnek; EGF ve HB-EGF) artirilmasinda
olumlu rol oynamaktadir. insan endometriyumunda VB3 integrin ekspresyonunun da
epidermal biiylime faktorii (EGF), HB-EGF gibi pozitif, 17B-estradiol (E2) gibi negatif
faktorlerle diizenlendigi gosterilmistir. Diger bir gen olan HOXA 10, B3 alt iinitesinin
ekspresyonunun diizenlenmesinde rol oynar. HOXA 10 ile muamele edilen Kkiiltiire
endometriyal epitel hiicrelerde B3 integrin ekspresyonunun artis gosterdigi bildirilmistir (94).

Lessey ve ark.lar1 insan endometriyumunda menstriiel siklus boyunca 3 6zel integrin alt
tinitesinin, al, a4 ve B3, glandular ve liiminal epitelde eksprese oldugunu gostermislerdir
(95). Hertig ve ark.lar1 agik implantasyon penceresi giiniine denk gelen menstriiel siklusun 20.
giiniinde avP3 {in aniden arttigin1 gdstermislerdir (96). aV’in ortadan kaybolmasi ise siklusun
24. gliniine denk gelmektedir (97). Lessey ve ark.lar1 yaptiklar ¢calismada prodstrusa denk
gelen proliferatif fazda av’in epitelde ve mezenkimde zayif sekilde eksprese oldugunu ve
sekretuvar faz boyunca artig oldugunu, menstriiel siklusun 19. giiniinde 33’lin endometriyal
epitelde ve ayrica glandular epitelle, periselliller alanda dagiliminin bulunmadigin
gostermislerdir.  Bunun tersine bazal membranda av ve P3’lin ¢ok zayif boyanma
gosterdigini bildirmislerdir (98). Biz de calismamizda Ostrusa denk gelen 20. giinde avf33

reseptOrii olan vitronektinin uterustaki dagilimini immunohistokimyasal olarak inceledik.
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Kontrol prodstrus ve kontrol &strus gruplarini karsilastirdigimizda, uterus liimen epiteli,
stroma, bez epiteli ve miyometriyumda vitronektin molekiiliiniin tutulumunda 6strus grubuna
gore prodstrus grubunda azalma gozlemledik. Ayrica ilk kez bizim ¢aligmamizda diyabetik
sicanlarda, prodstrus ve Ostrus evrelerinde uterus liimen epiteli, stroma, bez epiteli ve
miyometriytumda ki vitronektin molekiiliiniin dagilimi incelendi. Buna gore, prodstrus
evresinde, diyabetik sicanlarda kontrol grubuna gore liimen epitelinde, bez epitelinde ve
miyometriyumda anlamli azalma gozlemledik. Ostrus evresinde, diyabetik sicanlarda kontrol
grubuna gore limen epiteli, stroma, bez epiteli ve miyometriyumda artis gozledik ancak
sonug anlamli degildi.

Urokinaz plazminojen aktivatér (uPA) sistem; hiicre invazyonunda, adhezyonunda ve
goclinde ¢cok dnemli rol oynayan bir proteindir. uPA ve reseptorii uPAR birgcok normal hiicre,
timor hiicreleri, bunun yani sira trofoblast ve fetal membran hiicreleri tarafindan eksprese
edilir (69,70). Ureme dénemindeki kadinlarda endometriyum her ay genis siklik degisimlere
maruz kalir. Endometriyum proliferatif fazda, dstradiol etkisi ile prolifere olur ve sekretuvar
fazda progestrona etkisi ile farklilasir. Hormonlarin geri ¢ekilmesi ile birlikte dokuda
parcalanma ve menstiirasyon gorilir. Uterin sivisindaki uPA aktivitesinin endometrial
saliimi siklusun ortasinda, proliferatif fazda maksimum seviye yiikselir, sekretuvar fazda
diistiktiir ve menstiirasyon oncesinde de tekrar yiikselir (99,100). Tor ve ark.larmin yaptigi
calismada ovulasyon, implantasyon, plasentasyon, hiicre gocii, dokunun yeniden sekillenmesi,
anjiyogenez, dogum oncesi degisimler ve diger bir dizi iireme olaylarinda fibrinoliz/proteoliz
stireclerinde uPA/uPAR aktivitesinin yer aldigin1 gostermiglerdir (65). Ayrica Lala ve
ark.larmin yaptiklar1 ¢aligmada, trofoblastlarin diizenlenmesinde, invazyonunda ve gdcilinde
uPA sisteminin bir rolii oldugunu diisiinmiiglerdir (71).

Nordengren ve ark.lar1 insanlarda menstriil siklus evrelerinde, uterus lizerinde yaptiklar
calismada, proliferatif evrede ve erken/orta sekretuvar evrede uPA’nin daha yiiksek miktarda
oldugunu, ancak gec sekretuvar evrede ve menstriiasyon sirasinda uPA’nin proliferatif faza
gore arttigini gostermislerdir. Yine aymi ¢alismada, proliferatif fazda erken/orta sekretuvar
faza gore uPAR’in daha fazla miktarda oldugunu gostermislerdir. Bu farkin uPAR
dagilimmin epitelden stromaya kaymasiyla ilgili olabilecegini one siirmiislerdir. Ayrica
yaptiklar ¢aligmada PAI’niin gec proliferatif fazdan, sekretuvar faza dogru artis gosterdigini

ve menstlirasyonda maksimum seviyeye geldigini gdstermislerdir (72).
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Biz de ¢alismamizda, onceki ¢alismalarla uyumlu olarak kontrol prodstrus ve kontrol
Ostrus gruplarin1  karsilastirdigimizda, uterus liimen epiteli, stroma, bez epiteli ve
miyometriyumda uPAR molekiiliiniin tutulumunda 6strus grubuna gore prodstrus grubunda
artis oldugunu gozlemledik. Ayrica ilk kez bizim c¢alismamizda diyabetik siganlarda,
prodstrus ve dstrus evrelerinde uterus liimen epiteli, stroma, bez epiteli ve miyometriytumda
ki uPAR molekiiliiniin dagilimi1 incelendi. Buna gore proostrus evresinde, diyabetik si¢anlarda
kontrol grubuna gore liimen epitelinde, bez epitelinde ve miyometriyumda anlamli artma
gozlemledik. Ostrus evresinde, diyabetik siganlarda kontrol grubuna gore liimen epiteli,
stroma, bez epiteli ve miyometriyumda anlamli artis gézlemledik.

Calismamizda diyabetin uterus dokusunun ultrastriiktiirel yapisina etkisini gdzlemlemek
icin elektron mikroskobik inceleme yontemi kullanildi. Literatiir incelendiginde, uterusun da
icinde oldugu epitel doku ile doseli bircok organda en yaygin calisilan baglanti birimlerinin
sik1 baglantilar oldugu (tight junction, zonula ocludens) gdézlenmistir. Bu birimin yapisina
katilan 40 proteinden en bilinenleri; integral siki baglanti birimi proteini olan junctional
adezyon molekiilii (JAM), occludin ve claudindir. Bu molekiillerin iki hiicre zarinin arasinda
koprii gorevi yaptigi saptanmistir. Mendoza ve arkadaglariin 2005 yilinda sicanlarda
yaptiklar1 ¢alismada menstriiel dongiide okludin’in sadece prodstrus evresinde uterus epitel
hiicrelerinin yan yiizlerinin en iist bolgesinde yerlesim gosterdigi bildirilmistir. Déngliniin
diger giinlerinde ise okludin’in odaksal ya da farkli siki bag birimlerinde gézlemlendigini
saptamiglardir. Klaudin 1 prodstrus doneminde uterus epitelinin yan yliziiniin en iist kisminda
aralikli olarak, Gstrus evresinde ise epitel hiicrenin bazolateralinde izlenmektedir. Klaudin 3
prodstrus evresinde bazolateral olarak, Ostrus evresinde ise sinyaller kaybolarak sadece
noktasal sekilde yan zarin en list kisminda saptanmistir (101).

Bizde ¢alisamamizda ince yapi diizeyinde, uterus liimenini déseyen epitelde ve

hiicre baglantilarinda morfolojik degisiklikler bulundu.
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6. SONUC VE ONERILER

Calismadan elde edilen verilere gore diyabetin uterusda doku hasar1 olusturdugu,
implantasyon Oncesi siiregte (prodstrus ve Ostrus donemlerinde) histokimyasal,
immunohistokimyasal ve ultrasktiiktiirel parametrelerde de degisikliklere neden oldugu

sonucuna varilmistir.

Literatiirde diyabetin implantasyon Oncesi siirecte uterus dokusu iizerine etkisini
gosteren bir calisma bulunmamaktadir. Bu agidan ¢alismamiz literatiirdeki boslugu
dolduracaktir. Diyabetin uterus dokusu iizerine etkisi ilk kez bizim c¢alismamizda
histokimyasal olarak hematoksilen & eozin, masson trikrom ve PAS, immiinohistokimyasal
olarak uPAR ve vitronektin boyamalar1 yapilarak, uterus ince yapist ultrastriiktiirel diizeyde

incelenerek ve degerlendirildi.

Bu bilgiler 1s18inda ¢alismamizin diyabetin implantasyon Oncesi siiregteki etkisinin

anlasilmas1 konusunda yol gosterici olacagi kanisindayiz.
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