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0OZGUN ARASTIRMA

Diyabetin Uterus Dokusu Uzerinde Morfolojik Etkilerinin
ve Mucin-1 Ekspresyonunun Degerlendirilmesi

Berna OZDENOGLU KUTLU, Serpil UNVER SARAYDIN, Ozlem DELIiBAS

Sivas Cumhuriyet Universitesi Tip Fakiiltesi, Histoloji ve Embriyoloji Anabilim Dali, Sivas, Tiirkiye.

OZET

Diyabet giiniimiiz diinyasinda en 6nemli saghik sorunlarindan birisi olarak kabul edilmektedir. Diyabette serbest radikallerin ortaya ¢ikmasi
oksidatif strese neden olur. Caligmamizda, ratlar lizerinde streptozotosin (STZ) ile deneysel diyabet modeli olusturulmasi sonrasinda,
diyabetin, hayvanlarin uterus dokusu iizerinde herhangi bir etkisinin olup olmadiginin arastirilmasi amaglanmistir. Caligmada agirliklar
yaklasik 250-300 gram agirliginda 8-10 haftalik Wistar Albino cinsi erigkin disi rat kullanildi. Kontrol ve diyabet olmak tizere iki gruba
ayrildi. Hayvanlar Ostrus siklusuna gore; Ostriis donemleri belirlenerek bu dénemde uterus dokular1 alindi. Siganlara 60 mg/kg derisimlerde
hazirlanan STZ, intraperitonal (IP) yoldan enjekte edildi. STZ verildikten iki giin sonra kuyruk veninden kan glukoz seviyesine bakildi.
Degeri 200-300 mg/dL’den biiyiik olan siganlar diyabet kabul edildi. 30 giin sonra uterus dokulari ¢ikarildi. Doku orneklerinden 3 pm
kalmliginda kesitler alindi. Alinan uterus dokusunda, morfoloji i¢in (H&E), kollajen lifleri gésterebilmek i¢in ise Picro-sirius red boyama
yontemleri kullanildi. immiinfloresan boyama igin ise Mucin-1 (MUC1) antikoru kullanildi. Diyabet grubunda yer alan uterus dokusunun
endometrium bdolgesindeki histopatolojik ve morfometrik degisiklikler izlendi. Yapilan ¢alismada, diyabetin uterus endometrium kollajen lif
yogunlugunu azalttig1 ve bezler lizerinde de olumsuz etkilerinin oldugu belirlendi. Sonug olarak diyabetin doku bozulmasina yol agabilecegi
ve bez yapilari lizerinde olumsuz etkilerinin olabilecegi diisiiniilebilir.

Anahtar Kelimeler: STZ. Uterus. Endometriyum. Kollajen. MUCI1.
Evaluation of the Morphological Effects of Diabetes on Uterine Tissue and Mucin-1 Expression

ABSTRACT

Diabetes mellitus (DM), is considered one of the most important health problems in today's world. The emergence of free radicals in DM
causes oxidative stress. In our study, after creating an experimental DM model with streptozotocin (STZ) on rats, we aimed to determine
whether DM has any effect on the uterine tissue of the animals. An 8-10 week old Wistar Albino adult female rat weighing approximately
250-300 grams was used in the study. They were divided into two groups: control and diabetic. According to the estrous cycle of animals;
Estrus periods were determined and uterine tissues were taken during this period. STZ applied to rats at concentrations of 60 mg/kg showed
that intraperitoneal (IP) were erased. Two days after STZ administration, blood glucose characteristics were examined from the tail vein.
Rats with a value greater than 200-300 mg/dL were considered diabetic. After 30 days, the uterine tissues were removed. 3 um thick sections
were taken from tissue samples. In the uterine tissue taken, hematoxylin and eosin (H&E) staining methods were used for morphology, and
Picro-sirius red staining methods were used to show collagen fibers. Mucin-1 (MUCI1) antibody was used for immunofluorescence staining.
Histopathological and morphometric changes in the endometrium region of the uterine tissue in the diabetic were observed. In our study, it
was determined that DM reduces the uterine endometrium collagen fiber density and has negative effects on the glands. As a result, diabetes
can lead to tissue concentration and the negative effects on gland structures will continue.
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endometriyumu, miyometriyuma yakin kisimlarda yer
yer dallanmalar yapan basit tiibiiler bezlerden ve
yapisal olarak stratum bazale ve stratum fonksiyonale
seklinde iki boliimden olusmaktadir’. Miisinler, mukus
salgisinda bulunan glikoprotein molekiilleridir. Ureme
sisteminde sperm hareketliligi, bakteriyel hasarin
giderilmesi ve implantasyonun kolaylastirilmast gibi
onemli islevleri vardir’. Disi tireme sisteminde uterus
epitelinde MUC]1 ifade edilir’. Calismamizda, ratlar
iizerinde STZ ile deneysel diyabet modeli
olusturulmas:  sonrasinda, diyabetin, hayvanlarin
uterus dokusunda MUCI, kollajen lif, endometrial
bezlerin ¢ap1 iizerindeki etkilerinin belirlenmesi
amaclanmistir. Ayrica c¢alismamiz da, deneysel
diyabet modeli olusturulduktan sonra, daha 6ncesinde
ayr1 ayri ¢alisilmig fakat bir arada c¢alisilmayan uterus
bez capi, MUCI ve kollajen liflerin bir biitiin halinde
degerlendirilmesi amaglanmistir.

Gereg ve Yontem
Deney Hayvanlari

Arastirma Cumhuriyet Universitesi Hayvan Deneyleri
Yerel Etik Kurulu'nun 65202830-°050.04.04-51°
numarali izni ile yapilmustir.

Calismada agirliklar1  yaklastk  250-300 gram
agirhiginda 8-10 haftalik Wistar Albino cinsi eriskin
disi rat kullanildi. Hayvanlar standart pellet yem ve
¢cesme suyu ile beslendi ve kontrol ve diyabetik olmak
iizere iki gruba ayrildi. Hayvanlar, Gstriis dongiisiiniin
durumu yani, prodstrus, dstrus, metadstrus ve didstrus
asamalar1 siganlarda vajinal smear yontemi ile

belirlenerek®, hayvanlarin 6strus déneminde uterus
dokular1 alindi. Si¢anlardan, kontrol grubuna serum
fizyolojik (%0.9 NaClI), diyabet gruba ise 60 mg/kg
derisimlerde hazirlanan STZ, IP yoldan enjekte edildi.
STZ wverildikten iki giin sonra kuyruk veninden kan
glukoz seviyesine bakildi. Degeri 200-300 mg/dL’den
biiyiik olan siganlar diyabet kabul edildi’.

Histopatolojik Inceleme

30 giin sonra uterus dokular1 ¢ikarildi. Doku drnekleri
%10 tamponlanmis ndtral formalin ¢ozeltisinde tespit
edildikten sonra farkli konsantrasyonlarda alkoller ile
dehidrasyon ve ksilol ile seffaflandirma islemi
yapilarak sonrasinda parafin bloklara gomiildil.
Devaminda parafin bloklardan 3 pum kalinliginda
kesitler alindi. Daha sonra uterusta, genel morfoloji
icin (H&E), kollajen lifleri gosterebilmek icin ise
Picro-sirius red boyama yontemleri yapildi. Ayrica
alman doku orneklerine immiinofloresan boyama
yontemi uygulandi. Bu yontem i¢in, MUCI (Santa
Cruz, sc-53381) antikoru  kullanildi.  Doku
orneklerinin endometrium bolgesinde yer alan bezlerin
cap degerleri de olgiilerek karsilikli degerlendirme
yapildi. Her iki grubun uterusundan alinan seri kesitler
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morfometrik analiz i¢in kullanildi. Kollajen lif
yogunlugu ve bez cap Ol¢ciim degerleri icin, Picro-
sirius red boyama goriintiileri incelendi. Her gruptan
x40 Dbiyiitmede 5 uterus gorlintiisi alindi ve
endometriyal ~ kollajen  Image I'™"  yazilim
kullanilarak 6l¢iildii.

Hematoksilen-eozin boyama

Parafin bloklardan alinan doku Orneklerinden, 3-4
um’lik seri kesitler 1 gece etiivde bekletildikten sonra
asagida belirtilen islem basamaklar1 uygulandi.

Ksilolde deparafinizasyon i¢in 60 dk bekletildi.
Sonrasinda sirastyla %100-%95-%80-%70-%50 alkol
ve distile suda 2 kez calkalama islemi yapildi.
Hematoksilen ile 8 dk boyandi. Fazla boyanin akmasi
icin akarsuda calkalandi. Devaminda, asit alkole
daldirtp ¢ikarma, amonyakta 30 sn ve akarsuda
calkalama islemi yapildiktan sonra eozin ile 5 dk
boyandi. Sonrasinda sirastyla, %30-%50-%70-%80-
%95-%100 alkol g¢alkalandi. Ksilolde 1 gece
seffaflandirma icin ksilolde 1 gece bekletildi ve
entellan ile kapatildi.

Picro-sirius red boyama

Parafin bloklardan aliman doku Orneklerinden, 3-4
um’lik seri kesitler 1 gece etiivde bekletildikten sonra
asagida belirtilen islem basamaklar1 uygulandi.

Ornekler distile suda galkalandiktan sonra picro-sirius
red boyast 60 dk siiresince boyandi. Boyama sonrasi
asetik asit soliisyonu ve %100’liik alkolde c¢alkalama
islemi yapildiktan sonra entellan ile kapatildi.

Immiinfloresan boyama bulgulart

Parafin bloklardan aliman doku Orneklerinden, 3-4
pm’lik seri kesitler 1 gece etiivde bekletildikten sonra
asagida belirtilen islem basamaklart uygulandi.

Ksilolde deparafinizasyon, %100’lik alkol 2’ dk,
%100°lik alkol 2* dk, %95°1ik alkol 2’ dk, %80°lik
alkol 2’ dk, %70’lik alkol 2’ dk, distile su 5 dk
yikandi. Mikrodalga firinda 2 defa 5’er dakika
sirastyla maksimum giigte ve 550W’°da 10 mM
sodyum sitrat tamponu (pH=6) icerisinde epitoplarin
aciga ¢ikarilmasi gerceklestirildi. Pappen (Daido
Sangyo Co., Ltd. Tokyo, Japan) ile drneklerin etrafi
cizildi. Kesitler yikama ¢ozeltisinde (PBS-Triton X-
100) 2 kez 3’dk yikandi. Kesitlerin immiinoglobulinin
nonspesifik tasinmasini engellemek i¢in SuperBlock
(Sky Tech Lab, USA) ¢ozeltisinde oda 1sisinda 30
dakika inkiibe edildi. Kesitler primer antikorlarla 4
°C’de nemli karanlik ortamda gece boyu inkiibe
edildi. Bu ¢alismada kullanilan primer antikor ve
kullanildiklar1 seyreltme oranlar;; MUC1 (1:100).
Primer antikor pH=7.4 olan antibody diluent reagent
(Invitrogen, USA) c¢ozeltisi ile sulandirildi. Yikama
¢ozeltisinde (PBS-Triton X-100) 4 kez 3’er dakika
yikandi. Sekonder antikor; Goat Anti-Mouse IgG
H&L (Alexa Flour 568): (ab175473) abcam ve oda
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1sisinda 1 saat nemli ortamda inkiibe edildi. Yikanma
¢ozeltisinde (PBS-Triton X-100) 4 kez 3’er dakika
yikandi. 0.5 pg/ml DAPI (Sigma, USA) ile oda
isisinda 5 dk cekirdek boyamas: yapildi. Yikama
cozeltisinde (PBS-Triton X-100) 5 dakika yikandi.
Kapatma mediumu ile kapatma yapildi.

Istatiktiksel Analiz

Bezler ve MUC1'in immiinofloresan yogunlugunun
karsilagtirilmasi bes farkli hayvandan analiz yapilarak
degerlendirildi. Istatistiksel analizler icin GraphPad
Prism 8 yazilimi kullamldi. iki grup arasindaki farki
analiz etmek i¢in t - test kullanildi. P < 0.05 degeri
istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.

Bulgular
Istatiksel Bulgular

Kontrol grubu bez cap1 ortalama degeri: 244,439, SD
degeri: 109,573, diyabet gruplar1 i¢in ortalama cap
degeri: 60, 255, SD degeri: 22,894. Kontrol grubu
MUCI1 ekspresyon ortalama degeri: 14,400, SD
degeri: 2,556, diyabet gruplari igin ortalama c¢ap
degeri: 31,129, SD degeri: 4,817.

Morfolojik bulgular

Hematoksilen-eozin boyama

Kontrol ve diyabet gruplar1 arast bez c¢aplari
karsilagtirildiginda bez ¢aplari arasinda farkliliklar
belirlendi. Diyabet grubunun bez caplarinin kontrol
grubuna oranla liimenlerinin daralmis oldugu gozlendi
(Sekil 1).

Sekil 1.
Kontrol (A, B) ve diyabet (C, D) grubu endometrial
bez gosterimi, endometrial bezler (daire). (H&E x20).

Picro-sirius red boyama

Kontrol grubu ile diyabet grubu uterus doku 6rnekleri
karsilagtirildiginda ¢esitli farkliliklar gézlendi. Uterus
orneklerinin endometriyum bdlgesinde yer alan
tiibtiler bezlerin iki grup arasi oldukga farkli oldugu
dikkat ¢ekti. Kontrol (Sekil 2) ve diyabet (Sekil 3)

gruplarinda tiibiiler bez liimenleri arasinda farklilik
carpict idi. Diyabet grubunda yer alan bezlerin liimen
¢aplarinin oldukg¢a daralmis oldugu gozlendi.

Sekil 2.
Kontrol grubu endometrial bez gosterimi, endometrial
bez liimeni (yildiz). (Picro-sirius red x100).

Sekil 3.
Diyabet grubu endometrial bez gosterimi, endometrial
bez liimeni (yildiz). (Picro-sirius red x100).

Immiinfloresan boyama bulgulari

Kontrol ve deney gruplarina ait kontrol grubunda
stromada ve miyometriyumda yer alan kan
damarlarinda MUCI ekspresyonu tespit edildi (Sekil 4
A-I).

Diyabet grubunda ise, kontrol grubuna benzer sekilde
stromada ve miyometriyumdaki kan damarlarinda
MUCI1 ekspresyonu izlendi (Sekil 5 A-I). Fakat
diyabet grubunda hem stromada hem de
miyometriyumda yer alan kan damarlar sayisinda bir
artis gozlendi. Diyabet grubunda endometriyumdaki
uterus bezlerinin liimeninde MUCI ekspresyonu
gozlendi (Sekil 5 E). Stromal hiicrelerin bazilarinda
MUCI daha gii¢lii bir sekilde eksprese edildi (Sekil 5
F, I). Kontrol ve diyabet gruplari arasinda
endometriyal bez g¢aplart karsilastirildiginda diyabet
grubunda azalma belirlendi (*** P <0,0001) (Sekil 6).
MUC!'in immiinofloresan yogunlugu kontrol ve
diyabet gruplari arasinda belirlendi (*** P <0,0001)
(Sekil 7).
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Kontrol Grubu

Sekil 4.

Kontrol grubunda MUCI ekspresyonu. Kan damarlart

(sar1 ok). Luminal epitel (le), glandiiler epitel (ge),
kan damari (kd), stroma (str), miyometriyum (my).

Diyabet Grubu

Sekil 5.

Diyabet grubunda MUCI ekspresyonu. Kan
damarlart (sari ok), uterus bezlerinin liimeni (beyaz
ok) ve yogun MUCI ekspresyonuna sahip stromal
hiicreler (turuncu ok). Luminal epitel (le), glandiiler
epitel (ge), kan damari (kd), stroma (str),
miyometriyum (my).
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Sekil 6.

Kontrol ve diyabet gruplar: arasinda endometriyal bez

caplarmmin karsilastiriimasi. *** P < 0.0001.
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Sekil 7.

Kontrol ve diyabet gruplar: arast MUCI 'in
immiinofloresan yogunlugunun karsilastiriimast.
*xE P <0.0001.
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Tartisma ve Sonug¢

Diyabet, hiperglisemi veya insiilin eksikliginden
kaynaklanan metabolik bozukluklar nedeniyle disi
genital sisteminde degisikliklere neden olur. DM,
Ostrus  dongiisiiniin ~ zamanlamasini1  degistirebilir,
ovarian fonksiyonu degistirebilir ve digi siganlarda
ovulasyonu azaltabilir veya ortadan kaldirabilir. Ayni
zamanda, insiiline bagimli DM sigan ve farelerde
embriyonik rezorpsiyonu, konjenital anomalileri ve

perinatal mortaliteyi artirarak dogurganlig
etkileyebilir'.  Onceki  ¢alismamizda,  uterus
endometriumda kollajen lif yogunlugu iizerinde

diyabetin oldukga etkili oldugu belirlendi". Kontrol
grubu uterus bdlgesi kollajen lif yogun izlendi. STZ
uyguladigimiz diyabet grubu uterus Orneklerinde,
kollajen lif yogunlugu kontrol grubuna oranla oldukga
azalmis sekilde belirlendi. Kollajen lif yogunlugunun
gruplar arasi1 degiskenlik gosterdigi uterus bolgesi
endometriyum olarak isaretlendi. Gruplarm
endometriyum  bolgeleri  arasindaki  farkliliklari
morfometrik analiz yapilarak gosterildi. Hayvanlarin
kilo ve kan degerleri belirlendi. Diyabet grubu
hayvanlarin kilo ve kan glikoz degerlerinin kontrol
grubuna oranla anlamli sekilde azaldigi gozlendi'.
Gruplar arast karsilastirma yapildiginda, diyabet
grubunda yer alan uterus endometriumunda kollajen
lif yogunlugunun azalmasinda diyabetin etkili
oldugunu diisiinmekteyiz. Ayrica, kollajen liflerin
azalmasma yonelik etkinin, beraberinde doku
bozulmalarina yol agabilecegi ve bez yapilari {izerinde
olumsuz etkilerinin olabilecegi de sdylenebilir.
Literatiirde, diyabetin uterus bez caplarina olan etkisi
ve MUCI ekspresyonunu beraber gdsteren bir ¢alisma

bulunamamistir. Diyabet ve kontrol grubu arasi
endometrial bez yapilari karsilastirilip
degerlendirildiginde ise, diyabetin  uterusun

endometrial bezleri iizerinde olumsuz etkileri dikkat
cekmektedir. Diyabet grubunda yer alan bezlerin
liimen c¢aplarinin kontrol grubuna oranla oldukca
daralmig olmasinda, diyabetin etkili oldugu fikri akla
gelmektedir. Ayrica, diyabet tizerinde oksidadif stresin
etkileri bilindiginden'*", bu durumun
gerceklesmesinde  oksidadif stresin  de  roliiniin
olabilecegi  diisiinebilir. ~ Yapilan  ¢aligmalarda
diyabette goriilen mikrovaskiiler ve makrovaskiiler
komplikasyonlarda oksidatif stres arastirilmistir.
Hiperglisemi, hiperinsiilinemi ve dislipidemi oksidatif
stresi indiikledigi'® ve oksidatif stresin de beta ve
endotel hiicrelerin fonksiyon bozukluguna yol acan
patojenik bir faktdr oldugu ortaya konulmustur.
Ayrica oksidatif stresin mitokondride hasar meydana
getirebildigi ve insiilin saliniminin azalmasi yoniinde
de etkili oldugu bilinmektedir. STZ wuygulamasi
sonucu olusan deneysel diyabet ile katalaz, glutatyon
peroksidaz ve siiperoksit dismutaz gibi antioksidan
enzimlerin  miktarim1  azaltirken, malondialdehit
miktarmi artirmaktadir. Boylece oksidatif stresin
artmasina yol agmaktadir'”.

Yapilan bir c¢aligmada, DM'nin miyometriyumun
sirkiiler ve longitudinal kaslar1 arasindaki bag
dokusunun azalmasina, kan damarlarmin
geniglemesine, hiicreler arasi bogluklarin artmasina,
kollajen birikiminin artmasina ve miyometriyumun
incelmesine  neden  oldugu  bildirilmistir'®.
Calismamizda da diyabet grupta stromada yer alan kan
damarlarinin sayisinda bir artis oldugu goriilmiistiir ve
ayrica miyometriyumda yer alan kan damarlarinin
sayica arttif1 ve c¢aplarmin genisledigi gozlenmistir.
Diger bir c¢alismada ise endometriyal epitel
hiicrelerinin bazal kisimlarinda lipid birikimi oldugu
bildirmistir'®. DM, ovaryumda ve endometriyumda
anormalliklere neden olarak dogurganligi azaltir ve
kotii tireme sonuglarma neden olmaktadir®®. DM'de
lipid birikimi, hiicre yapisinda degisiklikler, normal
doku  devamliligimin  bozulmasi  ve  kadin
infertilitesiyle iliskili endometriyum fonksiyonu
gozlenmistir®. Uterusun epitelyal, hiicresel yapis

bozulur ve sitoplazmik lipid birikimi, organel
disintegrasyonu  ve  apikal membran  silyer
gerilemesiyle karakterize olmaktadir'®. MUCI'in

uterus epiteline kayganlik, bakteriyel ve proteolitik
saldirilara karsi koruma sagladigina inanilmaktadir.
Daha da 6nemlisi, MUC1'in insan ve murin blastosist
implantasyonunun tutunma asamasinda kritik rol
oynayan integrinler ve selektinler gibi hiicre adezyon
molekiillerinin ekspresyonunu maskeleyen bir sterik
engele neden oldugu diisiiniilmektedir™>*. Farelerde
ve kadinlarda, implantasyon sirasinda, apikal epitelde
MUCI1 ekspresyonunun azalmasinda rol oynayan
mekanizmalardaki diizensizligin, implantasyonu ve
erken gebeligin olusumunu engelledigi
bilinmektedir®®*. Asir1 eksprese edilen MUCI, E-
kaderin ve beta-katenin bagimli bir mekanizmayla
lateral plazma membranindaki baglant1
komplekslerinin biitiinliigiinii de zayiflatmaktadir™.
Calismamizda diyabet grubunda subliminal stromada
artis gosteren MUCI1 ekspresyonunun diyabetin etkisi
ile ortaya ¢iktigi disiiniilmektedir. Bu c¢alisma,
diyabetin uterus ilizerinde etkilerinin anlasilabilmesine
yonelik bir katki saglayabilir. Diyabet ve ona yonelik
tedavi siireglerinin belirlenmesi ve yeni metotlarin
gelistirilebilmesi icin daha fazla calismaya ihtiyac
vardir.
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