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ONSOZ:

Menopoz hastalannda 6zellikle hormonal menopoz tedavisi verilemeyen menopoz
hastalarinda vajinal yakinmalar (pruritus, irritasyon, disparoni ve vajinal kanama) en
onemli sorunlardandir. Vajinal semptomlara yonelik yeni tedavi yaklagimlannin
gelistiriimesinde vajen epitelinin ¢ogalma ve farklanma fizyolojisinin anlagilmasinin
onemi biyiiktiir. Pek ¢ok hiicre tipinin bityiime ve farklilagmasinin diizenlemesinde rolii
oldugu bildirilen D vitaminin hormonal menopoz tedavisi alamayan kadinlar igin
alternatif bir tedavi yontemi olabilecegini diisinmekteyiz

Bu ¢alisma TUBITAK Saglik Bilimleri Aragtirma Grubunca desteklenmisgtir.
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TABLO ve RESIMLER

Tablo-1: Diésterus, Proosterus, Osterus dénemindeki ve ovariektomi sonrasi vajen
dokusunda mikrofotografik alanlara o6zgi farkli bolgelerde vitamin D reseptor

tanimlanmast

Tablo- 2: Vitamin D uygulamasi sonrast vajen dokusunda mikrofotografik alanlara 6zgii
farkl: bolgelerde komifin alfa ekspresyonu

Resimler:

Resim 1: Diostrus donemindeki siganlardan alinan vajen dokusunda vitamin D reseptor
dagilimi. Apikal hiicreler; (ac), bazal hiicreler; (*), bag dokusu lifleri; (¢ift ok), bag
dokusu hiicreleri ;(kalin ok) Immunoperoksidaz X 200

Resim 2: Proosterus donemindeki siganlardan alinan vajen dokusunda vitamin D
reseptor dagihmi. Apikal hiicreler; (ac), miikkoz hiicreler; (mii) bazal hiicreler; (*), bag
dokusu lifleri; (¢ift ok), bag dokusu hiicreleri; (kalin ok).

Immunoperoksidaz X 200

Resim 3: Osterus donemindeki si¢anlardan alinan vajen dokusunda vitamin D reseptor
dagilimi. Komifiye tabakasi; (K), Apikal hicreler; (ac), bazal hiicreler; (*), bag dokusu
lifleri; (¢ift ok), bag dokusu hiicreleri; ( kalin ok).

Immunoperoksidaz X 200

Resim 4: Ovariektomiden 3giin sonraki sigan vajen dokusunda vitamin D reseptor
daglimi. Epitel; (E), bag dokusu lifleri; (¢ift ok), bag dokusu hicreleri; (kalin ok).
Immunoperoksidaz X 200

Resim 5: Ovariektomiden 3giin sonraki sigan vajen dokusunda vitamin D reseptor
dagilimi. Epitel, (E), bag dokusu lifleri; (¢ift ok), bag dokusu hiicreleri; (kalin ok).
Immunoperoksidaz X 100




Resim 6: Overioktomi sonrast sigan vajen dokusunda kornifin alfa ekspresyonu.
Epitel ;(E), bag dokusu lifleri; (¢ift ok), bag dokusu hicreleri; (kalin ok).
immunoperoksidaz X 200

Resim 7: Overioktomi sonrast 20 IU vitamin D uygulamast yapilan gruptan alinan si¢an
vajen dokusunda komifin alfa ekspresyonu. Epitel; (E), bag dokusu lifleri; (¢ift ok), bag
dokusu hiicreleri; (kahin ok).

fmmunoperoksidaz X 200

Resim 8: Overioktomi sonrast 30 IU vitamin D uygulamast yaptlan gruptan alinan sigan
vajen dokusunda komnifin alfa ekspresyonu. Epitel; (E), Apikal hicreler; (ac), bazal
hiicreler; (*), bag dokusu lifleri; (gift ok), bag dokusu hicreler; (kalin ok).
fmmunoperoksidaz X 400

Resim 9: Overioktomi sonrast 50 IU vitamin D uygulamast yapilan gruptan alinan sican
vajen dokusunda komifin alfa ekspresyonu. Epitel; (E), komifiye tabaka, (K) Apikal
hiicreler; (ac), bazal hiicreler; (*) bag dokusu lifle (¢ift ok), bag dokusu hiicreleri ;(kalin
ok)

immunoperoksidaz X 400

it

S

ST




TABLO ve RESIMLER

Tablo-1: Dibsterus, Proosterus, Osterus donemindeki ve ovariektomi sonrast vajen
dokusunda mikrofotografik alanlara o6zgii farkhi bolgelerde vitamin D reseptor

tantmlanmasi

Tablo- 2: Vitamin D uygulamasi sonrast vajen dokusunda mikrofotografik alanlara 6zgi
farkli bolgelerde komifin alfa ekspresyonu

Resimler:

Resim 1° Diostrus donemindeki sicanlardan alinan vajen dokusunda vitamin D reseptor
dagilimi. Apikal hiicreler, (ac), bazal hicreler; (*), bag dokusu lifleri; (gift ok), bag
dokusu hiicreleri ;(kalin ok) Immunoperoksidaz X 200

Resim 2 Proosterus donemindeki sicanlardan alinan vajen dokusunda vitamin D
reseptor dagilimi. Apikal hucreler; (ac), miik6z hiicreler; (mii) bazal hicreler; (*), bag
dokusu lifleri; (cift ok), bag dokusu hiicreleri; (kalin ok).

Immunoperoksidaz X 200

Resim 3: Osterus donemindeki siganlardan alinan vajen dokusunda vitamin D reseptor
dagilimi. Komifiye tabakast, (K), Apikal hiicreler; (ac), bazal hiicreler; (*), bag dokusu
lifleri; (cift ok), bag dokusu hiicreleri; ( kalin ok).

immunoperoksidaz X 200

Resim 4: Ovariektomiden 3giin sonraki sigan vajen dokusunda vitamin D reseptor
dagihm. Epitel; (E), bag dokusu lifleri; (¢ift ok), bag dokusu hiicreleri; (kalin ok).
Immunoperoksidaz X 200

Resim 5: Ovariektomiden 3giin sonraki sigan vajen dokusunda vitamin D reseptor
dagilm. Epitel, (E), bag dokusu lifleri; (¢ift ok), bag dokusu hiicreleri; (kalin ok).
Immunoperoksidaz X 100




Resim 6: Overioktomi sonrast si¢an vajen dokusunda komifin alfa ekspresyonu.
Epitel ;(E), bag dokusu lifleri; (¢ift ok), bag dokusu hiicreleri; (kalin ok).
Immunoperoksidaz X 200

Resim 7: Overioktomi sonrast 20 IU vitamin D uygulamasi yapilan gruptan alinan sigan
vajen dokusunda komifin alfa ekspresyonu. Epitel; (E), bag dokusu lifleri; (¢ift ok), bag
dokusu hiicreleri; (kalin ok).

Immunoperoksidaz X 200

Resim 8: Overioktomi sonrast 30 IU vitamin D uygulamas: yapilan gruptan alinan sigan
vajen dokusunda komifin alfa ekspresyonu. Epitel; (E), Apikal hucreler; (ac), bazal
hiicreler; (*), bag dokusu lifleri; (cift ok), bag dokusu hiicreleri; (kalin ok).
Immunoperoksidaz X 400

Resim 9: Overioktomi sonrast 50 IU vitamin D uygulamas: yapilan gruptan alinan sigan
vajen dokusunda komifin alfa ekspresyonu. Epitel; (E), komifiye tabaka; (K) Apikal
hiicreler: (ac), bazal hiicreler; (*) bag dokusu lifle (gift ok), bag dokusu hiicreleri ;(kalin
ok)

Immunoperoksidaz X 400
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separating all the samples in two categories for 1 and 4 integrin expression: negative (absence

of reaction) and positive(+,++,+++).

Results
Group I (Pregnancy of day 4)
Pl integrin
The\‘ surface epithelium in this group demonstrated strong apical membrane staining and
moderate apical and basal cytoplasmic staining for B1 integrin. In addition, kollogen fibers
and cells in stroma stained moderately. No B1 integrin staining was found in glandular cells.
In this group , surface epithelial cells and stromal cells showed a stronger B1 staining as
compared to B4 staining . Endothelial cells of blood vessels were negative (Fig:1).
P integrin
Moderate staining was observed on apical and basal cytoplasm of surface epithelium in
group I animals. A slightly stronger staining was detected on apical membrane of surface
epithelium whereas no staining was found for 4 integrin on basal membrane. No B1 integrin
staining was found in glandular cells but interestingly a linear staining decorated on their
apical membrane. Poor staining was determined in stromal cells and fibers. Endothelial cells

of blood vessels were negative (Fig: 2).

Group II (Pregnancy of day 6)

PAintegrin

Surface epithelial cells and glandular cells displayed a weak membraneus and diffused
cytoplasmic staining for B4 integrin. Strong staining was observed in fibers of stroma (Fig: 3).
Pl Integrin

Positive staining for B1, which gradually changes from weak to moderate was observed on
apical part of surface epithelium. It was interesting to observe that some cells had no
immunoreaction on surface epithelium whereas the others had moderate. Stromal fibers
showed a weak staining immunoreactivity. Moderate immunoreactivity was observed on

endothelium of blood vessels.
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Giris ve Amac
Vitamin D3 (1-25dhydroxyvitamin D3 [ 1,25 (OH)2 D3]) pek ¢ok hiicre tipinde DNA
sentezini artirarak hiicre gogalmasim ve farklanmasint saglamaktadir . Vitamin D3 steroid-
tiroid hormon reseptor siiperailesinin bir iiyesi olup intraselliiler reseptore baglanarak iglev
gorir. Vitamin D nin hiicre ogalmas: ve farklanmasinda dstrojene benzer etkiler gosterir.
Lokal veya sistemik vitamin D kullamimi hormon tedavisi alamayan menopoz hastalar igin

.yeni bir ¢oziim olabilir. Bu g¢aligmada iki amacimiz vardi. Oncelikli amacimiz osterus siklus

siresince ve overioktomi sonrasi vajen epirtelinde vitamin D reseptor dagihminin ve
yerlesiminin belirlenmesi. Yassi epitel farklanmas: cok safhali bir islem olup her satha ayn
bir gen ile karakterizedir (2,3). Kornifin alfa geni yassi epitel farklanmasim belirleyen
genlerin en bilinenidir Calismamizin ikinci amact overioktomize farelere gesitli dozlarda
vitamin D uygulamasi yaptiktan sonra vajen epitelinde kornifin alfa ekspresyonun dagilimin
ve yerlesimini belirlemektir,

Gerec ve Yontem

Caligmanuzin ilk kisminda elli sigan didsetrus, prodsterus ve dsterus ve iki overioktomize
grubu olacak sekilde 5 gruba ayrildi. Denekler servikal dislokasyon yontemiyle 6ldiriilerek
vajenleri alindi. Vajen dokularina vitamin D reseptortnii belirlemek amactyla
immunohistokimyasal yontem uygulands. Ikinci kisimda kirk sicana overioktomi yapildi.
Bunlar 4 gruba ayrildi. Ik grubu kontrol olarak kullamild:. Tkici gruba 201U/kg , 3. gruba
301U /kg vitamin D 15 giin siireyle intramuskular olarak enjekte edildi. Dordiincii grup sigana
vitamin D intramuskular olarak tek doz halinde enjekte edildi. Vitamin D3 uygulamasi
yapildiktan 14 giin sonra hayvanlar ldiirilerek vajenleri gikanldi ve immnohistokimyasal
islem icin hazirland:.
Bulgular

Tum ostrerus sikluslarinda Vitamin D reseptorii vajen epitelinin suprabazal ve bazal
tabakasinda tammlandi. Diesterus ve sterus da VDR apikal hiicrelerde pozitif olmasima
kargin proesterusda negatifti. Vitamin D reseptorii overioktomize sicanlarm vajen epitelinde
negatif reaksiyon gosterdi.Ikinci basamak galismamizda iki-ti¢ sirah olan overioktomili vajen
epitelinin vitamin D enjekte edilen grupta ¢ok sirali hale geldigi belirlendi aym zamanda bu
grupta kornifin a ekspresyonu biitiin gruplarda pozitif reaksiyon gosterdi. Overioktomili
grupta ise vajen epiteli kornifin a ekspresyonu agisindan negatifti.

Sonuc:
Vitamin D reseptoru siklus siresince pozitif reaksiyon gosterirken, overioktomi sonrasmda
negatifti.

Sonuglarimiza gore  Vitamin D ¢ok kath epitel farkhilagmasinda etkili olan cornifin alfa
ekspresyonun diizenlenmesinde rol oynamaktadir.




ABSTRACT

Intraduction:

Vitamin D, via its active metabolite 1, 25-dihydroxyvitamin D3, plays a critical part in

regulation of growth and differentiation of tissues lining keratinizing stratified squamous
epithelium. The biological effects of 1, 25-Dihydroxyvitamin D3 activity are thought to be
mediated by an intracellular receptor 1,25- dihydroxyvitamin D which belongs to the steroid
thyroid nuclear receptor super family Previosly aim of this study was to determine the
distrubition of VDR in rat vaginal epithelium during estrus cycle and in ovarectomized rats
Squamous differentiation is a multi-stage process in which each step is characterized by
expression of specific genes including those encoding various keratins and proteins involved in
formation of cross-linked envelope(3,6). Cornifin o or human small proline-rich proteins
(SPRR’s) was used as across-linked protein and analyze the regulation of the squamous

specific gene, cornifin a by vitamin D in vaginal epithelium by immunohistochemistry which

has not been previously reported

Materials and Methods:

The experiment was performed in two groups of rat: The expression of the VDR was examined
in the first group during the estrous cycle and in the second group after ovariectomy. Vaginas
were removed and processed for immunocytochemistry for first aim.

Forty mature inbred female rats were ovariectomized under anesthesia. ovarioktomized
animals divided four group. Group 1 were used as a control. The second group, included 10
rats , were injected intramuscularly with 20 TU/kg of vitamin D3 (Groupll), 10 rats (Grouplll)
were injected intramuscularly with 30 IU/kg of vitamin D3 for fifteen days. Ten
rats(GrouplV) were injected intramuscularly single with 50 TU /kg of vitamin D3 as a single
dose . Animals were killed, vaginas removed and processed for immunohistochemical analysis
for second aim..

Results:

In cyclic rats, VDR was detected in basal and suprabasal cells during all of the cycle periods.
In apical cells VDR was positive in diestrus and estrus while negative in proestrous. In
ovariectomized rats, VDR was not detected in all layers of vaginal epithelium In our study
localization of the VDR antigen was predominantly cytoplasmic. Only nuclear staining was
seen on early estrous. the vaginal epithelium consist of a stratified, nonkeratinizing epithelium
which change into a highly- stratified keratinizing epithelium upon treatment with vitamin D3.
Cornifin o expression was positive in group ILILIV. In control rats, cornifina was not detected
an any layers of vaginal epithelium.

Conclusion:

In vaginal epithelium the presence of VDR was shown by using immunohistochemical
techniques. During the estrous cycle VDR has an important role in proliferation and
differentiation of vaginal squamous epithelium similar to the effects of estrogen.

Our results demonstrate that vitamin D3 play key roles in regulation of differentiation and
cornifin o expression in vaginal epithelium.



GIRIS

Menopoz hastalarmda - 6zellikle hormonal menopoz tedavisi  verilemeyen menopoz
hastalarninda vajinal yakinmalar (pruritus, irritasyon, disparoni ve vajinal kanama) en onemli
sorunlardandir. - Vajinal semptomlara yonelik yeni tedavi yaklagimlarimn geligtirilmesinde
vajen epitelinin ¢ogalma ve farklanma fizyolojisinin anlagiimasinin  6nemi biyiktir. D
vitaminin de ostrojene benzer sekilde pek gok hiicre tipinin bilyiime ve farklilagmasimn
diizenlemesinde rolii oldugu bildirilmektedir (1). Vitamin D hiicrelerde reseptorlere
baglanarak islev goriir (1). Cesitli dokularda varligi gosterilen Vitamin D reseptorlerinin
(VDR) vajen epitelindeki varlii ve yerlesiminin bilinmesi hormonal tedavi alamayan hastalar
igin D vitamini uygulamasinin  altenatif bir yontem olarak gelistirilebilecegini disiinmekteyiz
_ Bu nedenle bu calismadaki oncelikle ~ vajen epitelinde Osterus siklusu siiresince ve
ovariektomi sonrasinda  vitamin D reseptorlerini (VDR)  arastrdik. Ikinci amacimiz
overioktomi sonrasi vitamin D uygulanan siganlarda ¢ok kath yassi epitel farklanmasmmn
incelemekti. Cok kath epitel farklanmas: ¢ok safhali bir prosesdir ve her bir basamakta farkl
bir gen ekspresyonu ile karakterizedir (2,3). Kornifin alfa ¢ok kath yasst epiteli diizenleyici
proteinlerden biridir . Overioktomili hayvanlarda vajen epitelinde kornifin alfa proteini tesbit
edilememistir (2,3). Bu caligmada vitamin D uygulamasi yapilan hayvanlarin vajen epitelinde
cok kath yass: epitel farkllagmasim belirlemek icin kornifin - alfa  ekspresyonu

immunohistokimyasal olarak incelendi.

GENEL BILGILER

Vajen epitelinin gogalmas: ve hiicrelerin farklanmasi kompleks bir olaydir. Ostrojen,
A vitamini, ( biyolojik formlar retinal, retinoik asit ve retinoidler) vajen epitelinin
cogalmasim ve farklanmasim etkiler. Ostrojen vajinada yass: epitel farklilagmasim uyarir ve
keratinisazyonun artirir, Vitamin A ve retinoik asit 6strojenden farklh olarak Gstrojenin
uyardigs terminal farklanmay: baskilayarak mitkoz sekresyon yapan hiicre sayisim artirir. A

vitamini eksiligi kalici keratinizasyona neden olur (4,5).
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Epidermis keratinizasyonunda retinoik asid, retinoid ve vitamin A'mn yam sira
vitamin D’ nin de rolii oldugu bildirilmektedir (1).

Retinoidlerin  bazal keratinositlerin  farklanmasin baskilayici, normal deride
keratinositlerin ¢ogalmasmm arttirici etkilerine karsik, vitamin D farkhilagmus keratinosit
¢ogalmasmt azaltmakta ve ostrojenin etkisine benzer sekilde keratinosit farklanmasim
indiiklemektedir. Pek gok hiicre tipinin bilyime ve farklilagmasinin diizenlenmesinde roli
oldugu, bu arada epidermis keratinizasyonunda da rol aldig bildirilen vitamin D3, steroid —
tiroid hormon reseptor siper ailesinin bir iiyesi olan bir intraselliler reseptore (vitamin D
reseptor= VDR) baglanir. Reseptorleriyle birlikte vitamin D3, genlerin vitamin D3’e yamt
veren elementlerine baglamr ve bu genlerin transkripsiyonunu pozitif veya negatif olarak
etkiler (1,4).

Karaciger, bobrek, tiroid, adrenal, gastrointestinal yol, meme ve deriyi de igeren pek cok
normal epitelyal dokuda vitamin D reseptori saptanmugtir (5). Aktif vitamin D3’iin siganlarda,
iireme sistemde kritik rol oynadig bildirilmistir (6). Disi siganlarin ireme sisteminde vitamin
D reseptorii yalmzca ovaryumlar ve servikal hiicrelerde ¢aligiimg ve ovaryum follikiillerde
(spesifik olarak granilosa hiicrelerinde), follikiller teka hiicrelerinde ve ovarian stroma ve
germinal epitelinde, normal servikal dokunun alt servikal tabakalarinda ozellikle bazal hiicre
tabakasmnda saptanmistir (5-7).

GEREC VE YONTEM
Aragtirmada ergin 50 digi sicanlar kullamldi. Haftada 5 giin alinan vajinal smearlarin
sitolojik incelenmesiyle strus siklusu monitorize edildi ve yalnizca 2 giinii diostrus (diosterus
1 ve 2), 1 giinii prodstrus ve 1 giini Ostrus olmak iizere en az 2 diizenli siklusu gozlenen
sicanlar galigmaya alindi. Siganlar 5 gruba aynidi. 1. grup diosterus donemindeki, 2. grup
proosterus donemindeki, 3. grup osterus dénemindeki, 4. grup ve 5. grup ovariektomi yapilan

sicanlan igermektedir.

Siganlann ilk 3 grubu servikal dislokasyon yontemiyle 6ldurildi ve vajen dokulan
cikarildi. Ovariektomi yapilan siganlardan 10 tanesi ovarektomi sonrasi 3. giinde (4. grup)
diger 10 tanesi ise 5. giinde (5. grup) ayn yontemle oldurildi ve vajenleri alindi.

Alinan vajen dokulart %10 luk nétral formalinde 72 saat tesbit edildi. Daha sonra
parafine gémillen 6rneklerden 4-5um kahinhginda kesitler polilizinli camlara alind1. Kesitlere
rutin 15tk mikroskop takip yontemi uygulandi. Vajen epitelinde vitamin D reseptorierini




belirlemek icin avidin- biotin immunohistokimyasal yontemi uyguland. Primer antikor Santa
Cruz Biotechnology’ den yontem kiti ise Zymed Laboratories INC’.den elde edildi.

immunohistokimyasal Boyama Yontemi

Endojen peroksidaz aktiviteyi bloke etmek icin dokular 10 dakika %3 lik hidrojen
peroksitte tutuldu. Antijenik belirtilerin maskelenmemesi igin saponin ile 15 dakika inkiibe
edildi.

k immiinoglobilinlerin ~ 6zgiil olmayan baglamalarim engellemek igin bloking
serumda 15 dakika bekletildi. Kesitler VDR primer antikorda (Rabbit poliklonal antikor
Lot#1039, Santa cruz Biotecnology) +4°C de inkiibe edildi. Kesitler 15 dakika sekonder
antikorda ( Biotinlated antikor Part# 20570999, Zymed Laboratories INC) bekletildi. PBS
yikamasindan = sonra avidin-biotin-compleks-peroksidaz  uyguland:. Kromojen olarak
Diaminobenzidine (DAB, Lot#10163354) kullamldi. Daha sonra =zt boyama igin
hematoksilende 1dakika siireyle bekletilen ornekler dereceli alkol serilerinden ve ksilenden
geirildi  ve gk mikroskobunda incelenerek  resimlendi. Immun  aktivitenin
degerlendirilebilmesi igin asagidaki skala kullamld.

(-) :Boyanma yok
(/+/ -): Cok zayf boyanma
+ : Zayf boyanma
++ : Orta boyanma

+++ : Kuvvetli boyanma

Aragtirmamuzin ikinci kismnda overoktomi yapilan 40 sigan her grupta 10 denek
olacak sekilde 4 gruba aynldi. Overioktomi yapilan 3 grup sigana ovarioktomiden 1 hafta
sonra cesitli dozlarda vitamin D uygulamast yapildi. Grup 1 kontrol olarak kullanilds.
Vitamin Dj, 2. gruba 20 iu./kg, 3. gruba 30 iu/kg, 15 gin sireyle intramuskular olarak
enjekte edildi. Dordinci Grupa 50 iu/kg vitamin Ds, intramuskuler olarak tek doz
halinde verildi. Vitamin Ds uygulamas: yapildiktan 10 giin sonra biitiin siganiar kesildi
ve vajenleni gikanlarak formaldehitle tesbit edildi. Ahgilagelmis 151k mikroskop takip
yontemi uygulandxktan sonra kesitler lizinli camlara ahnarak kornifin alfa ekspresyonu
icin immunohistokimyasal yontem uyguland:.
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Immunohistokimyasal Yontem
Endojen peroksidaz akiiviteyi bloke etmek icin dokular 10 dakika %3 likk hidrojen

peroksitte tutuldu. Kesitlerde 1 saat bloking solusyonda oda sisinda inkiibe edildikten sonra
1/1500 kornifin alfa antikorunda ( SQ37A-Ab- Jetten lab) 1 saat bekletildi. Sekonder
antikorda 1saat bekletilen kesitlere avidin-biotin-compleks-peroksidaz uygulandi. Kromojen
olarak Diaminobenzidine (DAB, Lot#10163354) kullamldi Daha sonra zt boyama igin
hematoksilende 1dakika siireyle bekletilen drnekler dereceli alkol serilerinden ve ksilenden
gegirildi  ve 1gk  mikroskobunda incelenerek  resimlendi.  Immun  aktivitenin
degerlendirilebilmesi igin asafidaki skala kullamid:.

() :Boyanma yok
(+ -): Cok zayif boyanma
+  : Zayif boyanma
4+ Orta boyanma

+++ : Kuvvetli boyanma

BULGULAR
Diésterus donemindeki vajinal epitel tabakasi oldukga ince olup 3-S sira geklindeydi.
Diosterus sonunda epitel gogalmaya ve st siradakiler miikoz karakter almaya baglanmsti.
Proosterus doneminde komnifiye keratinize tabaka mikoz hucre tabakastmn hemen altinda
goriildia ve geg prodsterus doneminde tiim mitkoz hiicreler vajinal limene dokiildii. osterus
doneminde epitel tabaka oldukga kalind.

Dicsterus doneminde vitamin D reseptorleri tim epitel hijcrelerinde pozitif reaksiyon
verdi. En iist siradaki hiicrelerin alt tabakadaki hiicrelere gore daha koyu boyandift dikkati
gekti. Bazal ve supra bazal hiicrelerde boyanma apikal hiicrelere kargin daha zayf idi. Bazal
membrandaki tutulumda oldukga zayifs. Boyanma sitoplazmik olup ¢ekirdek boyanmas
belirlenmedi. Bu grupta L. propriadaki kollajen fibriller bag dokusu lifleri) ve stromal
hiicreler zayif boyanma gosterdi.(Resim 1)

Prodsterus doneminde epitel diosterus donemine gore daha kalinlagmigti ve en st sirada
miikéz hiicre sirast dikkati cekiyordu. Bu dénemde suprabazal hiicreler kuvvetli reaksiyon
gosterirken iist bolgedeki mikoz hiicrelerde tutulumun negatif ya da zayif pozitif olmasi
oldukga ilgingti. Bazal hiicrelerde boyanma ise orta derecede idi. Bu gruptaki hiicrelerde de




boyanma yaygin ve graniler sekildeydi ve gekirdek boyanmamist1. Bazal membrandaki
reaksiyon zayift ancak didsterus grubuna gore daha fazla idi. Bu grupta da epitel alt1 bag
dokusu liflerinde pozitif boyanma izlendi. Ancak liflerdeki boyanma diosterus grubuna
kargin biraz daha yogundu. Stromal hiicrelerde de pozitif reaksiyon vardi (Resim 2).

Ostreus donemindeki vajinal epitelde boyanma oldukga yogun idi. Epitelde hiicre sirasi
oldukea fazla olup en iist yiizeyde ince kornifiye tabaka dikkati ¢ekti. Supra bazal ve apikal
hiicrelerin kuvvetli boyandigi belirlendi. Bazal hiicreler ise iist bolgelere gore daha az
reaksiyon gostermisti bununla birlikte boyanma yine kuvvetli idi. Bazal membranin da
kuvvetli pozitif immunboyanma gosterdigi gozlendi. Kollajen fibrillerde reaksiyon bu
gruptada pozitif idi. Apikal bolgedeki hucrelerde gekirdek boyanmas: dikkat gekiciydi.
(Resim 3).

Ovariektomi yapilan siganlarda (Grup 4 ve grup 5)ise VDR reaksiyonu negatifti. Her iki
gruptada epitel kat1 oldukga az idi Baz: alanlarda iki sira baz alanlarda tg sira izlenen
epitelin baz: bolgelerde tek kata indigi saptand:. Epitel hicrelerin normal sekillerini kaybettigi
dikkati gekti. Bag dokusu lifleri bu gruplarda zayif pozitif olup yine gekirdek boyanmast
yoktu (Resim 4,5).



Tablo-1- Dibsterus, Proosterus, Estorus donemindeki ve ovariektomi sonrast vajen dokusunda

mikrofotografik alanlara 6zgii farkh bolgelerde vitamin D reseptor tammlanmast

Grup1 Grup Grup I Grup IV GrupV
(Diosteru | (Proosterus | (Osterus | (Ovariektomi | (Ovariektomi
Dénemi) Donemi) Donemi) 3.Gin) 5. Giin)
Kornifiye P e i i o
Tabaka
Apikal et _ i+ i _
hiicreler
Suprabazal | ++ ++ -+ i o
hiicreler
Bazal ++ b+ A+ b -
Hucreler
Bazal -+ -+ -+ b N
membran
Bag Dokusu + ++ ++ ++ +
Lifleri
Stromal + + + + +
hiicreler
Epitel  hiicre _ - ++ _ _
cekirdekleni
Miikoz -+
hiicreler




L S B R

_ Overioktomi yapildiktan sonra vitamin D uygulamast yapilmayan grup 1 epitel
hiicrelerinin bazs alanlarda 2-3 sirali bazs alanlardada ise tek sirali oldugu belirlendi.
Hiicreler yuvarlak veya oval sekilliydi . Kornifin alfa ekspresyonunun epitel hiicrelerinde
negatif olmasma kargin bazal laminanin pozitif reaksiyon gostermesi ilgingti (Resim 6).
Overioktomi sonrast 15 giin sireyle 20 i.u./kg vitamin D uygulamasi yapilan grup 2 deise
epitel 5 siral hale gelmigti ancak hiicre gekilleri yuvarlaktt ve olgun epitel hiicre geklinden
oldukga farkliydi. Bununla birlikte epitel hiicrelerinin yogun kornifin alfa reaksiyonu
gosterdigi ozellikle apikal hiicrelerdeki reaksiyonun bazal kisimlara kargin daha pozitif
oldugu belirlendi. Aynica ¢ekirdeklerdeki pozitif reaksiyonda dikkat gekiciydi (Resim 7).
Overioktomi sonrast 15 giin siireyle 30 i.u/kg vitamin D uygulamas: yapilan grup3’te epitel
hiicre sirastnin ve hiicre gekillerinin hemen hemen normale yakin izlendigi belirlendi. Normal
epitelde oldugu gibi bazalde yer alan hiicrelerin yiiksek boylu oldugu , bunlarin apikale
dogru iyice yassilagtifs ve en iist sirada cok ince bir sekilde korninifiye tabakasinin olugtuBu
dikkati cekti. Komnifin alfa ekspresyonu epitel hiicrelerinde pozitifti ancak apikal hiicrelerdeki
reaksiyonun bazaldekilere oranla olduk¢a yoSun olmas oldukea dikkat gekiciydi. Boyanma
sitoplazmik olup yaygin sekildeydi. Bazalde ve supra bazalde yer alan hiicrelerde gekirdek
boyanmas: negatif iken apikaldeki hiicrelerde sitoplazmayla birlikte gekirdeklerde de yogun
bir boyanma izlendi (Resim 8).

Overioktomi sonrast tek doz olarak 50 i.u./kg vitamin D  uygulanan grup 4’te epitel
tabakasmnin tam anlamyla olustugu belirlendi. Grup 3 epitel tabakasinda izlenen ince
kornifiye tabakasmm bu grupta oldukga kaln oldugu dikkati cekti. Grup 4 ‘te bazalden
apikale tiim hiicrelerde ve hiicre gekirdeklerinde kornifiye alfa reaksiyonu kuvvetli pozitifti
(Resim 9).
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Tablo-2- Vitamin D uygulamas: sonras: vajen dokusunda mikrofotografik alanlara 6zgu
farkl bolgelerde kornifin alfa ekspresyonu

Grup |
Kontrol

Grup 11
20iu/kg
Vitamin D

uygulamas:

Grup I
30iu/kg
Vitamin D
uygulamas:

Grup IV
50iu/kg
Vitamin D |

uygulamast

Kornifiye
Tabaka

Apikal

hiicreler

Suprabazal

hiicreler

Bazal
Hiicreler

Bazal

membran

Bag Dokusu
Lifleri

Stromal
hiicreler

Epitel hiicre
cekirdekleri

* Apkal hiicrelerde kuvvetli pozitif, bazal ve supra bazal hiicrelerde negatif
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Resim 1: Diosterus donemindeki sicanlardan alinan vajen dokusunda vitamin D reseptor

dagtimi. Apikal hiicreler; (ac), bazal hiicreler, (*), bag dokusu lifleri; (¢ift ok), bag
dokusu hicreleri ;(kalm ok) Immunoperoksidaz X 200

Resim 2 Prodsterus donemindeki sicanlardan alinan vajen dokusunda vitamin D reseptor
dagihmi. Apikal hicreler; (ac), miikoz hiicreler; (mii) bazal hiicreler; (¥), bag dokusu
lifleri; (¢ift ok), bag dokusu hiicreleri; (kalin ok).

Immunoperoksidaz X 200
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Resim 3- Osterus donemindeki siganlardan alinan vajen dokusunda vitamin D reseptor
dagiimi. Kornifiye tabakast, (K), Apikal hiicreler; (ac), bazal hiicreler; (*), bag dokusu
lifleri; (ift ok), bag dokusu hiicreleri; ( kahn ok).

Immunoperoksidaz X 200

Resim 4 Ovariektomiden 3gin sonraki sican vajen dokusunda vitamin D reseptor

dagihmu. Epitel, (E), bag dokusu lifleri; (¢ift ok), bag dokusu hucreleri, (kahn ok).
Immunoperoksidaz X 200
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Resim 5: Ovariektomiden 3giin sonraki sigan vajen dokusunda vitamin D reseptor
dagilm. Epitel; (E), bag dokusu lifleri; (cift ok), bag dokusu hiicreleri; (kalin ok).
Immunoperoksidaz X 100

Resim 6: Overioktomi sonrast sican vajen dokusunda kornifin alfa ekspresyonu. Epitel
(E), bag dokusu lifleri; (ift ok), bag dokusu hiicreleri; (kalin ok).
[mmunoperoksidaz X 200
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Resim 7. Overioktomi sonrasi 20 IU vitamin D uygulamas: yapilan gruptan alinan sigan
vajen dokusunda kornifin alfa ekspresyonu. Epitel; (E), bag dokusu lifleri; (¢ift ok), bag
dokusu hucreleri; (kalin ok).
Immunoperoksidaz X 200

Resim 8: Overicktomi sonras: 30 IU vitamin D uygulamast yapilan gruptan alman sigan
vajen dokusunda komifin alfa ekspresyonu. Epitel; (E), Apikal hiicreler; (ac), bazal
hiicreler; (*), bag dokusu lifleri; (¢ift ok), bag dokusu hiicreleri; (kalin ok).
Immunoperoksidaz X 400
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Resim 9: Overioktomi sonrast 50 TU vitamin D uygulamasi yapilan gruptan alman sican
vajen dokusunda kornifin alfa ekspresyonu. Epitel; (E), kornifiye tabaka, (K)Apikal
hiicreler, (ac), bazal hiicreler, (*) bag dokusu lifleri; (¢ift ok), bag dokusu hiicreleri
;(kalin ok)

Immunoperoksidaz X 400
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TARTISMA:

Vajen gok katli yass: epitel ile gevrili olup bu epitelin gogalmas: ve farklanmasi ostrojen
ve progesteron hormonu etkisindedir (8). Ostrojen hiicrelerin ¢ogalmasina ,progesteron ise
musifikasyona neden olur (9). Puberte dénemindeki hayvanlarda uterus ve vajen epitelinde
¢ogalma ve farklanma ostrojenin kontroliindedir (2,3).  Yass1 epitel farklanmas: ve
¢opalmasinda Gstrojenin yamsira retinoidlerin (Vitamin A, Retinoik asit) ve Vitamin D nin
de onemli rol oynayabilecegi bildirilmektedir (10-12).

Vitamin A’min (retinol ) ve aktif metaboliti olan retinoik asitin (RA) tireme kanalinda ki
hiicre gogalmasim ve farklanmasim etkiledigi aym zamanda da tireme yetenegini artinict
iglevleri oldugu bilinmektedir (10,11). Vitamin A ve tiirevleri 6strojenin indikledigi terminal
farklanmay: baskilarlar (12). Vitamin A eksikligi ise kalic1 keratinizasyona neden olmaktadir
(10). Retinoidler reseptorlere baglanarak hiicresel islevlerini gergeklestirirler. Iki simif retinoid
reseptorii vardir. Retinoik asit reseptorii (RARco,B,y ) ve retionoid X reseptoris (RXRo,B.y ).
Bu iki reseptoriin dstrojen etkisinde eksprese olduklan ozellikle ostrojen sekresyonu
doéneminde bazal ve supra bazal hiicrelerde kuvvetli didsterus ve prodsterus doneminde zayif
ya da negatif eksprese edildigi saptanmustir. Buna kargin ovarioktomize vajen epitelinde
RARa belirlenirken diger reseptor grubunun RXR negatif reaksiyon gostermesi oldukga
ilgingtir. Ostrojen tedavisi alan ovariektomize farelerde RXR reaksiyonunu 6zellikle bazal ve
suprabazal hiicrelerde pozitif olmast bu sinif reseptorlerin 6strojen etkisinde islev gordiiguni
gostermektedir. (12).

Vitamin D3-1-25dhydroxyvitamin D3 [ 1,25 (OH)2 D3] in pek ¢ok hiicre tipinde DNA
sentezini artirarak gogalmayi sagladi bildirilmektedir. Vitamin D hiicre igindeki kalsiyumun
ani olarak artmasim saglar. Aragtirmacilar bu ani arisin hiicre farklanmasinda kritik rol
oynadiint disiinmektedirler. Vitamin D3 steroid-tiroid hormon reseptor siiperailesi iyesi
olan intraselliiler reseptore baglanarak islev gériir (1,4,13-15). Transkripsiyonel dizeyde c-
myc, TGF-B1, IL-2, IL-8 ve IFy gibi genler vitamin D3 tarafinan diizenlenir (3,16).

Sican epiteli bazal tabaka, supra bazal tabaka ve yiizeyel tabakalardan olusur (apikal
hiicreler, miikéz hiicreler ve keratinize hiicreler) (7,12,17). Vajen epitelinde daha once varlig

gosterilmeyen VDR bizim ¢aligmamizda diosterus, prodsterus ve sterus dénemlerindeki
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vajen epitellerinde pozitif reaksiyon gosterdi. Ancak reaksiyonun derecesi ve yerlesimi
osterus sikluslanina yani 6strojen hormonunun yassi epitel farklanmasina olan etkisine bagl
olarak farklilik gosteriyordu. Ostrojenin daha az salindifs  diésterus déneminde vajen
epitelinin yiizey hiicreleri kuvvetli boyanirken alt siralara dogru reaksiyonun yogunlugu
azalmigti. Geg diosterus ve proosterus doneminde yiizeyel hiicreler kiibik miikodz hiicrelere
donugmiistii. Bu doniisim transdifferensiasyon olarak adlandiriimaktadir ve progestron
hormonu etkisindedir (12,18).  Proosterus doneminde miikéz hiicrelerinde reaksiyonun
olmamasi ya da ¢ok zayif olmasi ancak hemen altindaki supra bazal hiicrelerde oldukga yogun
olmasi ilgingti. Osterus doneminde VDR reaksiyonunun tiim epitel boyunca oldugu buna
kargin kuvvetli boyanmanin suprabazal ve yiizey epitel hiicrelerinde oldugu goriilda. Ostrojen
hormonunun olduk¢a az oldugu ovarioktomize hayvanlann vajen epitelinde ise VDR
reseptorini belirlenemedi . Sonuglanimiz bize vitamin D reseptoriiniin éstrojen etkisinde
oldugunu ve dstrojene bagiml olarak ekspresyon gosterdigini diisiindiirtmektedir.

Bizim ¢aliymamizda vitamin D reseptorii  genelikle sitoplazmik olarak boyanma

gosterdi. Cekirdek boyanmasina yalmzca 6sterus donemindeki epitel hiicrelerinde gozlendi

Yassi epitel farklanmasi ¢ok sathal1 bir iglem olup her safha ayn bir gen ile karakterizedir
(2,3). Komifin alfa geni yassi epitel farklanmasim belirleyen genlerin en bilinenidir. Komifin
alfa geni ostrojen ve retinoidlerin ekisi altindadir. Ostrojen ve retinoidlerle komifin alfa
arasindaki iligkiyi inceleyen bir aragtirmada &strojenin kornifin alfa ekspresyonunu artine,
retinoidlerin ise azaltic etkiye sahip oldugu belirlenmistir. Aynca aym ¢alismada
ovariektomize vajen epitelinde komnifin alfa ekspresyonu saptanamamistir (2,3).

Komifin @ mRNA ekspresyonunun ostrojen verildikten sonra hemen artmaya bagladip
bildirilmektedir. Komifin alfa ekspresyonu &strojenik steridler, ostrodiol ve dietilbestrole
spesifik olarak arttifr ve bu sonuglann komifin alfa ekspresyonunun direk ve dolayh olarak
ostrojenle kontrol edildigini gostermektedir (19).

Biz ¢aliymamizda vitamin D’nin ostrojene benzer etki gosterdigi hipotezinden yola ¢ikarak
Vitamin D’nin vajen epitelizasyonuna ve komifin alfa ekspresyonuna etkisi aragtirdik.
Bunun i¢in Vitamin D; G¢ farkh doz halinde overioktomi yapilan hayvanlara verildi.
Epitelizasyon agisindan en iyi sonuglar 30 i.u/kgVitamin D verilen 3.grup ve tek doz olarak
50 iu/kgVitamin D uygulanan 4.grup hayvanlardan elde edildi. ki grupta da epitelin ok
katlt oldugu hiicrelerin apikale dogru gidildikge yassi hale doniistiigii belirlendi. Grup 3 teki
komifiye tabaka ¢ok ince olmasina kargin 4 grupta daha kalin olarak izlendi. Komifin alfa
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boyanmast tiim gruplarda farklilik gostermisti. 15 giin siireyle 20 i.u/kgVitamin D uygulanan
grup 2 de tiim hiicrelerde yogun bir pozitif reaksiyon izlendi. 30 i.u./kgVitamin D verilen
grup 3 epitel hiicrelerinde reaksiyon apikal ve bazalde farkhilik gosteriyordu. Apikal hiicreler
yogun pozitif boyanma gosterirken suprabazal ve bazalde boyanma daha zayif idi. Tek doz
olarak 50 iu/kgVitamin D uygulanan grup 4 epitel hiicrelerinde ise boyanma tim
tabakalarda yaygin ve pozitifti. Aynca diger gruptan farkli olarak cekirdeklerde pozitif
reaksiyon izlendi. Overioktomi yapilan hayvanlann vajen epitelinde komnifin alfa ekspresyonu
negatif idi.

Biz bu calismamizda VDR’nin vajen epitelindeki yerlesimini ve dagilimim ilk kez
gosterdik. Aym zamanda vitamin D’nin  vajen epitelinde ostrojene benzer sekilde
epitelizasyonu indiikledigini belirledik. Bu sonuglar bize lokal veya sistemik vitamin D
kullaniminin hormon tedavisi alamayan menopoz hastalar i¢in yeni bir ¢oziim olabilecegini

kanisini uyandirdi.
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Resimler

Resim 1: Diesterus donemindeki vajen epiteli ( E), apikal hiicreler (Kalin ok), Suprabazal
hiicreler (sp), bazal hiicreler (b),bazal memran (ok) bagr dokusu liflen (Cift ok), stromal
hiicreler (asterix)

Immunoperoksidaz X10

Resim 2: Ayn1 gruptan daha biyiik biyiiltmede vajen epiteli (E), apikal hiicreler (Kalin ok),
Suprabazal hicreler (sp), bazal hiicreler (b), bazal memran (ok) bag dokusu lifleri (Cift ok),
stromal hiicreler (asterix)

Immunoperoksidaz X20

Resim 3: Proiesterus donemindeki vajen epiteli ( E), miitkoz hiicreler (m) apikal hiicreler
(Kalin ok), Suprabazal hiicreler (sp), bazal hiicreler (b), bazal memran (ok) bag dokusu lifleri
(Cift ok), stromal hiicreler (asterix)

Immunoperoksidaz X100

Resim 4 : Ayni gruptan daha biyiik biiyiiltmede vajen epiteli (E), miik6z hiicreler (m) apikal
hiicreler (Kalin ok), Suprabazal hiicreler (sp), bazal hiicreler (b), bazal memran (ok) bag
dokusu lifleri (Cift ok), stromal hiicreler (asterix)

Immunoperoksidaz X200

Resim 5: Esterus donemindeki vajen epiteli ( E), komifiye tabaka (k), apikal hiicreler (Kalin
ok), Suprabazal hiicreler (sp), bazal hiicreler (b), bazal memran (ok) bag dokusu lifleri (Cift
ok), stromal hiicreler (asterix)

Immunoperoksidaz X200

Resim 6: Ayni gruptan daha biiyiik biyiltmede vajen epiteli (E), kornifiye tabaka (k), apikal
hiicreler (Kalin ok), Suprabazal hiicreler (sp), bazal hiicreler (b), bazal memran (ok) bag
dokusu lifleri (Cift ok), stromal hiicreler (asterix)

Immunoperoksidaz X400

Resim 7: Ovariektomi yapildiktan 3 giin sonra vajenleri ¢ikanlan siganlann vajen epiteli(E),
bag dokusu lifleri (Cift ok), stromal hiicreler (asterix)

Immunoperoksidaz X200

Resim 8: Ovariekiomi yapildiktan 5 giin sonra vajenleri ¢ikanlan siganlann vajen epiteli(E),
bag dokusu lifleri (Cift ok), stromal hiicreler (asterix)

inimunoperoksidaz X200
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|0z (en gok 70 kelime):
| Bu galiymada vajen epitelinde Osterus siiresi boyunca ve overioktomi sonrast vitamin D

|

l

| reseptorlerinin varligi ve daha sonra overioktomili hayvanlara vitamin D uygulamas: yapilarak|f

lepitel farklilagmas: igin komifin alfa ekspresyonu incelenmigtir. Vitamin D reseptorleri dsterus

sikluslan suresince pozitif reaksiyon verirken overioktomili hayvanlarda negatif olarak
 belirlenmigtir. Vitamin D uygulamasi sorasinda vajen epitinde kornifin alfa ekspresyonu pozitif}
b(}yanma gostermigtir. Lokal veya sistemik vitamin D kullamminin hormon tedavisi alamayan

mencpoz hastalari i¢in yeni bir ¢6ziim olabilecegini digunmekteyiz.

| Anahtar Kelimeler: Vajina , epitel, vitamind reseptor

| Projeden Kaynaklanan Yaymlar:
| Immunohistochemical detection of 1,25 dihyroxyvitamin D receptor in rat vaaginal epithelium
Fertility and Sterility, Vol: 82, No: 6, December 2004 (makale)

YILDIRIM B, G. ABBAN, B. ERDOGAN, Expression of Vitamin D Receptor On Mouse Endometrium
: During Menstriiel Cycle, 2003, ESHRE, Madrid, ISPANYA (Poster)

|Royan Enstitiisiinden (fran) 6. International Aragtirma Odiilii igin Davet mektubu

| Aragtirmadan ¢ikan ikinci yayimn degerlendirme i¢in gonderildi. Ayni zamanda bu yil

| Danimarka’ da diizenlenen European Society of Human Reproduction & Embryology (ESHRE)
| kongresinde sunulmak tizere goderildi.
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