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ABSTRACT

Hyperthyroidism and diabetes are diseases of the endocrine system that may be associated with each other. The purpose
of our study was to evaluate VEGF immunolocalization in the uterine tissue of rats with experimental diabetes and
hyperthyroidism. The study examined the weight of 8-10 week old Wistar albino female rats weighing approximately 200-
220 grams. The animals were kept in three groups according to the estrus cycle: control, diabetic, and hyperthyroid.
Estrus was prolonged. The rats were given streptozotocin dissolved in 60 mg/kg concentrations to induce hyperglycemia.
Uterine tissues from deceased rats were removed after 30 days via intraperitoneal injection. The animals were given
thyroxine (L-thyroxine) hormones via subcutaneous filtration at a dose of 250 mcg/kg/day for 21 days to induce
hyperthyroidism. After fixing the tissue samples in a 10% buffered neutral formalin solution, 3 pm sections were taken
from the paraffin blocks. Immunohistochemical analysis was performed to determine VEGF localization in the tissue
samples taken from the uterus. The obtained tissues were compared and evaluated, and photographs of the relevant areas
were taken. When the control and expetimental groups were evaluated, it was noted that VEGF localization was reduced
in diabetic uterine tissue, especially in the epithelial and stromal regions. VEGF localization was reduced in the
hyperthyroid group in both the control and experimental groups. Therefore, diabetes and hyperthyroidism, being
endocrine diseases, may affect VEGF.
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OZET

Hipertiroidi ve diyabet birbitleri ile iligkili olabilen endokrin sistem hastaliklardir. Calismamizda, deneysel diyabet ve
deneysel hipertiroidi olusturulan ratlardan alinan uterus dokusu tizetinde VEGF lokalizasyonun karsilikli degetlendirilmesi
amaglanmustir. Calismada agirliklar yaklagik 200-220 gram agirhiginda 8-10 haftalik Wistar Albino cinsi eriskin disi rat
kullanildi. Kontrol, diyabetik ve hipertiroidi olmak tzere U¢ gruba ayrilan hayvanlar Ostrus siklusuna gore; Ostris
donemlerinde alindilar. Sicanlara, deneysel diyabet olusturmak icin 60 mg/kg derisimlerde hazitlanan streptozotosin,
intraperitonal yoldan enjekte edildikten 30 glin sonrasinda uterus dokulart ¢ikarildi. Hayvanlarda hipertiroidi olusturmak
icin 21 glin siire ile 250 mcg/kg/glin olmak lizere subkutan enjeksiyon yolu ile tiroksin (L-tiroksin) hormonu enjekte
edildi. Doku 6rnekleri %10 tamponlanmis nétral formalin ¢ozeltisinde tespit edildikten sonra parafin bloklardan 3 um
kalinliginda  kesitler alindi. Alinan doku uterus Orneklerine VEGEF lokalizasyonunun  belitlenebilmesi  icin
immunohistokimyasal yontem uygulandi. Elde edilen dokular karslastirlarak degerlendirildi ve uygun alanlardan
fotograflar ¢ekildi. Kontrol ve deney gruplar karsilikli degerlendirildiginde diyabetik grupta yer alan uterus dokusunda
Ozellikle, epitel ve stroma alanlarinda VEGF lokalizasyonunun azalmis oldugu dikkat ¢ekti. Hipertiroidi olan grupta da
benzer sekilde kontrol grubundaki VEGF lokalizasyonunun deney grubunda azalmis oldugu belirlendi. Dolayisiyla,
endokrin hastaliklar olan diyabet ve hipertiroidinin VEGF lokalizasyonu tizerinde etkili oldugu ve VEGF lokalizasyonu
diizeyinin azalmasi yoniinde katk: sagladig sylenebilir.
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1. Girig

Diyabet, giinlimiizin en énemli saglik problemleri
icinde yer almaktadir. Pankreasta langerhans
adaciklarinda bulunan 3 hicreleri tarafindan Gretilen
insilin, kan glikoz seviyesinin ayarlanmasint saglar.
Hicrelerden salglanan  instlin = salinimda  veya
hiicrelerde meydana gelebilecek olumsuzluk sonucu
Tip 1 diyabet hastaligi sekillenmektedir [1]. Diyabette,
karbohidrat, yag ve protein metabolizmasinda
anormallikler ortaya ctkmaktadir. Bunun yani sira,
glukogenolizis ve glukoneogenez yollart ile glukozun
karacigerde tiretimi artig géstermekte, kas ve yag doku
gibi perifer dokular tarafindan glukozun alinmas: da
azalmaktadir [2]. Sicanlarda deneysel hiperglisemiyi
indukleyerek diyabetojenik ajan olarak kullandan
Streptozotosin (STZ), pankreas 3 hiicrelerinin asiri
serbest radikal Uretmesine neden olarak instlin
biyosentezini ve salgilanmasinin  azalmasina yol
acmaktadir [3]. Hipertiroidi metabolizmayr 6nemli
Olciide uyarirtken ve ani kilo kaybima, hizli veya
diizensiz kalp atislarina, terleme ve sinirlilie neden
olmaktadir [4]. Hipertiroidizmli hastalarin ¢ogunda
tiroid bezi normalin iki ¢ katt kadar biyimekte
bundan kaynaklt hiperplazi meydana gelmektedir.
Ureme ¢agindaki kadinlarda gériilme sikhgt oldukca
yuksektir  [5]. 46kDa agirliginda, homodimerik,
heparine baglt glikoprotein yapisinda bir molekiil
olan, Vaskiiler endotelyal biiyime faktéri (VEGE),
tumor hiicreleri, makrofajlar, trombositler,
keratinositler ve bobrek mesangial hiicreleri de olmak
tzere pekgok hiicre tipi tarafindan tretilmektedir.
Kemik olusumu, hematopoez, yara iyilesmesi ve
gelisim gibi normal fizyolojik islevlerde de VEGF
gorev  almaktadir [6]. VEGF endotel hicre
farklilasmast  ve Oncesinde var olan mevcut
damarlardan yeni kapilletlerin  gelismesi icin de
gereklidir. Ayrica, VEGF ‘nin hiicre yasami ve ciddi
stres durumunda ¢ogalabilmesi icin yasamsal faktor
oldugu yoniinde de kanitlar mevcuttur [7].

Damar endoteli biiyiime faktorii olarak bilinen ve
damar olusumunu tesvik eden bir protein olan
VEGF'nin cesitli alt tipleri vardir ve bu tiplerin
diyabet ve hipertiroidi gibi hastaliklarla iliskisi farklidik
gosterebilir [8]. Alt tipleri arasinda VEGF-A, B, C,D
ve PIGF yer almaktadir. Tiroit hormonlari
metabolizmay: ve oksijen tiketimini artirken, bu artss,
bazt dokularda hipoksiye benzer durumlar yaratabilir
ve VEGF dretimini artirabilmektedir. Hipertiroidi
durumunda ise bazi durumlarda tiroid bezinde
vaskilarite artigina ve buna baglt olarak VEGF
ekspresyonunda yiikselmesine yol agabilmeketedir [9].
Diyabette VEGF-A  artisinin = 6nemli  oldugu

bilinmektedir ve kronik hiperglisemi, retinal damar
hasatina neden olabilmektdir [10].

Hipertiroidi ve diyabet birbitleri ile iliskili olabilen
endokrin sistem hastaliklardir. Tiroid bezinin asirt
calismast  sonucunda hipertiroidi  gelisit ve bu
durumda kanda T3 ve T4 diizeyi yitkselmektedir [11].
Diyabet ise, kan sekeri diizeyinin kontrol edilememesi
ile meydana [2,12]. Hipertiroidi metabolizmay1
hizlandirir, diyabet instlin tretimini ve dolayistyla
enerji tiretimini engelleyerek sonugta her iki hastalikta
kilo kayb1 gerceklesmektedir. Bu iki hastalik kalp, g6z,
cilt ve sinir sistemi problemlerine de neden olur.
Hipertiroidi ve diyabetin ayri ayri uterus ile ovaryum
tzerindeki etkileri calistlmis  fakat iki hastaligin
uterusun  kan  damarlart  Gzerindeki  etkisi
karstlastirmali olarak calistimamustir. Dolayistyla biz de
bu ¢alismamizda, diyabet ve hipertiroidi olan uterus
dokusu tzerinde VEGF ekpsresyonun karsilikli
olarak degerlendirilmesini amacladik.

2. Yontem

Calismamizda agirliklart yaklasik 200-220 gram
agirhginda 8-10 haftalik Wistar Albino cinsi eriskin
disi rat kullanildi. Hayvanlar standart pellet yem ve
cesme suyu ile beslendi. Devaminda, kontrol,
diyabetik ve hipertirodi olmak tzere 3 gruba ayrildi.
Hayvanlar Ostrus siklusuna gore; 6striis dénemlerinde
alindilar [13].

Siganlara, kontrol grubu icin serum fizyolojik
(%0.9 NaCl), diyabetik deney grubu icin 60 mg/kg
derisimlerde hazirlanan streptozotosin intraperitonal
yoldan [12], hipertiroidi deney grubu icin ise tiroksin
(L-tiroksin)  hormonu 21 gin sire ile 250
mcg/kg/giin olmak tzere subkutan enjeksiyon yolu
[11] ile verildi. Sonrasinda hayvanlarin uterus dokulart
cikarildi. Doku 6rnekleri %10 tamponlanmis notral
formalin ¢6zeltisinde tespit edildikten sonra farkls
konsatrasyonlarda alkoller ile dehidrasyon ve ksilol ile
seffaflandirma  islemi yapilarak sonrasinda parafin
bloklara gémildi. Devaminda parafin bloklardan 3
pm kalinhginda kesitler alindi. Daha sonra uterus
doku Orneklerine VEGF  proteinini  (VEGF-A,
abcam;1:50, AEC kromojen) gosterebilmek icin
immiinohistokimyasal yontem uygulandi.
Mikroskobik degerlendirme igin almnan kesitler 151k
mikroskobunda degerlendirilerek uygun alanlardan
fotograflar cekildi. Semikantitatif degerlendirme icin
(Tablo 1), bitin kesitler birbirinden bagimsiz iki
gbzlemci tarafindan incelenerek, uterus dokusunda
VEGF antikorunun boyanma derecesine gore;
boyanma olmamis ise negatif (-), hafif derecede
boyanma olmus ise (+), orta derecede boyanma

olmus ise (++), kuvvetli derecede boyanma olmus ise
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(+++), cok kuvvetli derecede boyanma olmus ise
(++++) boyanma  olarak  uterus  dokulan
degerlendirildi [14].

3. Sonuglar

Kontrol grubu ile deney gruplari uterus doku
ornekleri karsilastirildiginda, t¢ grup arasinda gesitli
farkliliklar  bulundu. Kontrol grubunda VEGF’nin,
uterusun  epitel bolgesinde lokalize oldugu dikkat
cekti. Epitel bolgesinde 6zellikle mikrovillus  ve
sitoplazmik alanlarda VEGF lokalizasyonunun yogun
oldugu belirlendi. VEGF lokalizasyonun, endometrial
bezlerin epitel hiicrelerinin sitoplazma bélgeleri ve
endometrium stromasinda yer alan bazi stromal

hicrelerde de gerceklestigi gozlendi. Stroma igerisinde
yer alan kan damatlarinda da lokalizasyon oldukca
belirgindi (Sekil 1). Diyabetik deney grubunda epitel
bolgesinde benzer sekilde VEGEF lokalizasyonu
izlendi fakat kontrol grubuna oranla azalmis oldugu
gozlendi. Endometrial bezlerde, stroma alanlart ve
kan damarlarinda  VEGF lokalizasyonun kontrol
grubuna oranla benzer sekilde azaldigr gézlendi (Sekil
2). Hipertiroidi olan deney grubunda ise diyabet
grubunda oldugu gibi, epitel, endometrial bezler,
sttoma alanlart ve kan damarlarinda VEGF
lokalizasyonun azaldig1 dikkat ¢ekti (Sekil 3).

Table 1. Kontrol ve deney grubunun semikantitatif yénden degerlendirilmesi.

VEGF Luminal Epitel Bez Epiteli Stroma Kan Damart
Kontrol +++ ++ ++ ++
Diyabetik + + + +
Hipertiroidi + + +

Sekil 1. Kontrol grubu VEGF immiunolokalizasyonu,
uterus epiteli (ok isareti), A) 40X B) 100X. Kontrol
grubu  VEGF  immiinolokalizasyonu,  uterus
endometrial bez (yildiz isareti), C) 40X D) 100X.
Kontrol grubu  VEGF  immunolokalizasyonu,
uterusun stromal hicreleri (ok isareti), E) 40X, F)
100X. Kontrol grubu VEGF immiinolokalizasyonu,
uterus kan damarlart (ok isareti), G) 40X, H) 20X.

g 1 Ly )
Sekil 2. Diyabetik grubu VEGF
imminolokalizasyonu, A) 40X B) 40X. Uterus epiteli
(ok isareti). Diyabetik grubu VEGF
imminolokalizasyonu, C) 40X, D) 100X, Uterus
endometrial bez (yildiz isareti). Diyabetik grubu
VEGF imminolokalizasyonu, E) 40X, F) 100X.
Uterusun stromal hicreleri (ok igareti). Diyabetik
grubu VEGF immiinolokalizasyonu, G) 20X, F) 40X,
Uterus kan damarlari (ok isareti).
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§ek11 3. Hipertiroidi grubu
immiunolokalizasyonu, A) 40X B) 100X, Uterus
epiteli (ok isareti). Hipertiroidi grubu VEGF
immiinolokalizasyonu, C) 40X, D) 100X, Uterus
endometrial bez (yidiz isareti). Hipertiroidi grubu
VEGF imminolokalizasyonu, E) 40X, F) 100X,
Uterusun stromal hicreleri (ok isareti). Hipertiroidi
grubu VEGF immiinolokalizasyonu. G) 20X, H)
40X. Uterus kan damarlari (ok isareti).

4. Tartigma

Endokrinolojik  hastaliklar  icerisinde en stk
gozlenen diyabet ve tiroid hastaliklar1 genis yas
gruplartyla  beraber,  sosyoekonomik  seviyeleri
etkileyebilen
bilinmektedir [15]. Diyabet, mikrovaskiler ve

metabolik hastaliklar olarak
makrovaskiiler yapilart etkileyen komplikasyonlara
sahip yaygin bir hastalikken, hipotiroidide ise belirti
ve bulgular, tiroid hormon eksikliginin meydana
getirdigi ~ metabolik  olaylarda  yavaslama  ve
glukozaminoglikanlarin intertisiyel dokuda birikimi
sonucu aciga ¢ikmaktadir [16]. Hipotiroidili olgularin
6nemli bir kismina otoimmin kronik tiroidit s6z
konusu oldugu icin Tip 1 diabetes mellitus gibi
otoimmiin kdékenli hastalik eslik edebilmektedir [17].
VEGTF, endotelyal htcreler icin giiclii bir mitojen ve
temel anjiyogenik faktor olarak tanimlanabilmektedir
[18]. Diyabetin uzun sireli komplikasyonlarindan
bircogu bozulmus anjiyogenezle iligkili olan vaskiler
bozukluk ile karakterizedir [19]. Anjiyogenez varolan
kan damarlarindan yeni kan damari olusumu seklinde
bilinmektedir [20]. VEGF, heparin bagimli bir
glikoproteindir. Makrofajlar tarafindan turetilmekle
beraber, fibroblast, endotelyal ve epidermal hiicreler
tarafindan  da  sentezlenebilmektedir.  Spesifik
reseptorlerine baglanarak etki géstermesinin yant sira,
VEGF endotelyal hiicrelerin - mikrovaskiler tip
formasyonunu, migrasyonunu ve proliferasyonunu

uyararak, giicli anjiyogenik etki de gOstermektedir

[21]. Ayrica VEGTF, yetigskinlerde menstriiel siklus gibi
normal anjiyogenik sitirece de katilmaktadir [22].
VEGF, endometriyumda anjiyogenezin ve vaskiiler
fonksiyonun kilit bir diizenleyicisidir ve implantasyon
stirecine katkisi iyi bir sekilde belirlenmistir. Diyabetin
kadin Ureme sistemi tizerinde ciddi komplikasyonlara
yol actigi bilinmektedir. Deneysel olarak sicanlarda
olusturulan diyabet modelinde ve diyabet hastalarinda
serbest oksijen radikallerinin ve lipid
peroksidasyonunun 6nemli 6l¢tide arttig bildirilmistir
[23]. Calismalar da, diyabetli ratlarda folikilogenezin
etkilendigi bildirilmistir [24]. Yapilan bir calismada
STZ ile indiklenen diyabetik kosullarin diyabetik
sicanlarin uterus kesitlerinde VEGF lokalizasyonun
o6nemli olciide artirdigint ve muhtemelen anormal
anjiyogeneze yol actigt gdsterilmistir [25]. VEGF
diyabetik kosullarda retinopati, néropati, nefropati ve
kardiyovaskdler
iliskilendirilmistir [25]. VEGF, timér proliferasyonu

hastaliklarin gelisimi ile

ve cesitli patolojik streglerde hayati bir rol olan
anjiyogenezde rol oynayan kritkk bir buytme
faktoridir [25]. VEGF sadece endotelyal hiicre
proliferasyonunu inditklemekle kalmaz, aynt zamanda
hiicre gogtinii tesvik eder ve apoptozu baskilar. Bu
nedenle,  diyabetik  komplikasyonlardaki  kilit
mekanizmalardan biri olan patolojik anjiyogenezin
o6nemli bir diizenleyicisidir. Anormal anjiyogenez,
kanama, fibrozis ve inflamasyona yol agan, diizenli bir
oryantasyon olmaksizin yeni damarlarin olugmast ve
yayllmast ile karakterizedir [25]. Calismamizda
diyabetin uterusta VEGF lokalizasyonunu azaltigi
gorildi.  Dolaysiyla, diyabetin  seks hormonlart
tzerinde degisiklik yaparak VEGF lokalizasyonunda
bir azalmaya neden olabilecegini diisiniiyoruz.

Tiroid hormonlart normal memeli gelisimi icin
gereklidir ve kardiyovaskiler, sinir, bagisiklik ve
treme sistemlerinde temel roller oynadig iyi
bilinmektedir. Gergekten de, tiroid fonksiyon
bozuklugunun kadin tireme kapasitesi tizerinde ¢esitli
etkileri oldugu bildirilmistir [26]. Ayrica, tiroid
hormonlarinin  dogum sonrast ve olgunlagmamig
sicanlarin yumurtaliklarinda folikiler gelisimde 6nemli
rol oynadigini daha 6nce de bildirilmistir. Bununla
birlikte, titoid hormonlarinin dreme kapasitesini
etkileme mekanizmalart tam olarak anlagtlamamistir
ve cesitli faktorler tek basina veya bitlikte rol
oynayabilmektedir. Ayrica, tiroid hormonlarinin geng
yetiskin sicanlarda uterus gelisimi ve islevi tizerindeki
etkisi hakkinda ¢ok az sey bilinmektedir.

Normal menstriial siklus ve folikillogenez igin
hipotalamus-hipofiz-ovaryum ekseni ve hipotalamu-
hipofiz-tiroid ekseni arasinda bir denge olmalidir.
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Ovaryum hiicrelerinde (oosit, graniloza hiicreleri)
tiroid hormon reseptérleri bulunmaktadir. Bu durum
tiroid hormonlarinin  bu organ izerinde etkili
oldugunu  gostermektedir  [27]. Dahasi  insan
endometriyumunda tiroid hormon reseptorlerinin
varligint  gosteren  ¢alismalar  mevcuttur  [28].
Hipetiroidi bu organlar tzerine dogrudan kendi
reseptorleri araciligtyla ya da hipofiz ekseni araciligtyla
etki ederek infertiliteye neden olmaktadir [29].
Calismalar ~ hipertiroidli ~ kadinlarin ~ plazma
testosteron ve androstenedion seviyelerinin yiiksek
oldugunu ve bunlarin periferik déniisiimle estradiol
ve estrona dontserek seviyelerinin  artirdigini
bildirmektedir. Yapilan bir calismada disi ratlarda
deneysel olarak olusturulan hipertiroidi modelinde,
kontrol grubuna goére hipertiroidili ratlarda estradiol
ve progesteron konsantrasyonunun daha yiksek
oldugu gosterilmistir [30]. Baska bir calisma, adet
gbrmeye  devam  eden  hipertiroidi  kadinlarda
Ostrojenin  6nemli  Olcide  artugini  ancak
progesteronun degismedigini gostermistir. Ayrica, bir
in vitro calisma tiroid hormonlarinin insan korpus
luteum hiicrelerinden P4 salinimint dolayli olarak
biyik 6lciide uyardigin géstermistir [31]. Ostrojen,
testosteron ve androstenedion plazma seviyelerinin
hipertiroidi durumunda arttgr bilinmektedir. Tiroid
hormonlari, uterusta reseptorleri araciligiyla etki
gOstererek Ostrojene verilen yamitt diizenlemektedir
[31]. Yapilan bir calismada hipotiroidi durumunda
azalan  tiroid hormonlarinin  etkisiyle uterusta
Ostrojene tepkinin azaldigini gostermistir [32]. Tiroid
hormonlarinin  farkli tiroid durumlarinda hipofiz
ckseni  tzerinden  seks  hormon  seviyelerini
degistirerek ~ menstriiel  dizensizliklere  neden
olabilecegi ve uterus fonksiyonunu etkileyebilecegini
distntyoruz.
Kisaltmalar
VEGF  Vaskiiler ndotelyal Biiytime Faktorii
STZ  Streptozotosin
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