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ONSOZ

Diyabet hastaligi, genellikle kalitimsal ve ¢evresel etkenlerin birlesimi ile olusan ve
kan glikoz seviyesinin asir1 derecede yiikselmesiyle sonuc¢lanan metabolik bir hastaliktir.
Ayrica sadece kan sekeri yiiksekligi ile seyretmeyip, 6zel komplikasyonlara da yol
acmaktadir. Giiniimiiz insaninin yasam sartlarindan dolayi, diyabet tiim diinyada hizla
yayilmakta ve yiiksek mortalite ile morbidite riski tasimaktadir. Ulkemizde yaklasik 2
milyon seker hastasmnin ve 1,5-2 milyon kadar da gizli seker hastasinin oldugu tahmin
edilmektedir. Hastaligin viicutta cesitli organlarin fonksiyonlarini olumsuz etkilemesinin
yaninda, yol agtig1 sosyal ve ekonomik sorunlar nedeni ile modern toplumun sosyal bir

problemi haline gelmistir.

Gilintimiizde diyabet ile ilgili ¢esitli ¢alismalar yapilmakta ve siirdiiriilen bu
calismalarin hedefi; diyabeti onlemek, erken tanilamak, komplikasyonlarini1 gidermek ya
da geciktirmektir. Diyabetin ve komplikasyonlarinin patogenezinde pek ¢ok mekanizma
ileri siirtilmekle birlikte; bunlarin icinde en fazla kabul goreni artan serbest radikallerin
komplikasyonlara neden olmasidir. Yapilan caligmalarda; diyabet hastalarnin oksidatif
strese duyarl olduklari, yiiksek kan glikoz diizeyinin ise; serbest radikallerin aracilik ettigi
lipid peroksidasyonu ile iliskili oldugu ifade edilmistir. Ayrica diyabet tablosunda

antioksidan enzim aktivitelerinin de daha diisiik oldugu bildirilmistir.

Karotenoid ailesinin bir {iyesi olan likopen insan viicudunda en yaygin bulunan
antioksidanlardan biridir. Reaktif oksijen tiirleri ve serbest radikallerin temizlenmesinde
olduke¢a etkilidir. Cesitli ¢calismalarda likopenin oksidatif stres ve diyabet iizerine olan
etkileri incelenerek yiiksek kan glikoz seviyesini diisiirdiigi, lipid peroksidasyonunu
azaltma ve antioksidan kabiliyeti arttirmada etkili oldugu saptanmustir. Ayrica diyabetle

iliskili komplikasyonlarin baskilanmasinda rol aldig1 da ifade edilmistir.

Sunulan c¢aligmada, diyabet olusturulan erigkin disi ratlarmn genital organlarinda
meydana gelen degisiklikler belirlenmis ve oral olarak verilen likopenin bu organlarda
olusan bozukluklarin giderilmesine yonelik etkileri tespit edilmistir. S6z konusu arastirma
‘Deneysel diyabet olusturulan disi ratlarin genital sistemindeki degisiklikler ve bu
degisiklikler iizerine likopenin etkileri’ isimli ve VHF-12018 kodlu proje ile Adnan

Menderes Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Birimi tarafindan desteklenmistir.
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SIMGELER VE KISALTMALAR DiZiNi

‘OH Hidroksil Radikali

'0, Singlet Oksijen
8-OHdG 8-Hidroksi-2-Deoksiguanozin
AB Alsian Mavisi

Abs Absorbans

ALP Alkalen Fosfataz
ANOVA Varyans Analizi

ATP Adenozin Trifosfat
ATPase Adenozin Trifosfataz
BA Biiyiik Antral

Bcl-2 B-Hiicreli Lenfoma-2
BSA Sigir Serum Albiimini
CsHgOg Askorbik Asit

Ca Kalsiyum

CAT Katalaz

CRP C-Reaktif Protein

Cu Bakir

CuS04.5H,0 Bakir Siilfat

Cx40 Konneksin-40

Cx43 Konneksin-43

Cx45 Konneksin-45

DAB 3, 3'-Diaminobenzidin
DNA Deoksiriboniikleik Asit

E Endometriyum



ELISA Enzim Baglantili Immiin Analiz

eNOS Endotelyal Nitrik Oksit Sentaz
FasL Fas Ligand

Fe Demir

FSH Folikiilii Stimiile Eden Hormon
GJAI Gap Junction Alfa-1 Protein

GLH Ganiiloza Luteal Hiicreler

GnRH Gonadotropin Serbestleyici Hormon
GPx-1 Glutatyon Peroksidaz-1

GSH Glutatyon

GSH-Px Glutatyon peroksidaz

H Hidrojen

H/R Hipoksi/Reoksijenasyon

H,0, Hidrojen Peroksit

HbAlc Glikolize Hemoglobin
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1.GiRiS
1.1. Disi Genital Sistem

Disi genital sistem; esey hiicrelerini lireten ovaryumlar, tuba uterinalar, uterus,
vajina ve dis genital organ olarak da vulva’dan olugmaktadir (Tanyolag 1999). Disi iireme
sistemi organlariin hepsi bircok dnemli gorevleri yerine getirirler. Bunlar; disi cinsiyet
hormonlarinin salgilanmas1 (Ostrojen, progesteron), oosit gelisimi ve fertilizasyon i¢in
uygun ortamin saglanmasi, blastositlerin taginmasi ve implantasyonu, gebelik boyunca
fetlistin gelisimi (Eroschenko 2001), dogumdan sonra yavrunun iireme organlarinin
biiylimesinin diizenlenmesi ve sekonder seks karakterlerinin gelismesi olarak 6zetlenebilir

(Abraham 2006).

1.1.1. Ovaryum

Ovaryum, esey hiicrelerini meydana getiren, salgiladigi hormonlarla disi genital
sistemin diger organlari iizerinde de etkili olan ve genital siklusu diizenleyen hem ekzokrin
hemde endokrin bir organdir (Tanyolag 1999, Paker 1993). Ekzokrin islevi, puberte
doneminden baslayarak menapoza kadar siiren ve 28 giinliik sikluslarla, bir disi yumurta
hiicresinin iiretilip holokrin tip salgilamayla atilmasidir. Endokrin islevi ise, steroid yapida
hormonlar olan 6strojen ve progesteron salgilamasidir (Karadz 2002). Ovaryum genellikle
oval olup hilus bdlgesinden mezovaryum ile asilidir. Mezovaryumu, peritonun visseral
yapragi (mezotel ve bagdoku) orter. Ovaryumun geri kalan kismi germinatif epitel ile
kaplidir. Germinatif epitel bir bazal membran lizerine oturur. Tek kath prizmatik ya da
kiibiktir. Altinda siki bagdokulu tunika albuginea bulunur (Tanyolag 1999). Germinatif
epitel teriminin kullanilmasi, embriyonel doénemde c¢ogalarak seks kordonlarini
olusturmasindan ileri gelir (Erdost 2010). Tunika albuginea’nin altinda oositleri iceren
ovaryum folikiillerinin bol miktarda bulundugu dis kisim kortikal bolge yer alir. Folikiiller
kortikal bolgenin bag dokusu (stroma) i¢inde gdmiiliidiir. Bu stroma tipik ig bigciminde
fibroblastlar icerir ve bu fibroblastlar hiimoral uyaranlara diger organlarin
fibroblastlarindan farkli yanit verir (Junqueira ve ark 2006). Bunlar ovaryum
paransimindeki bagdoku icinde yaygimn olarak goriilen epiteloid karakterde intersitisyel
hiicrelere doniiserek Ostrojen hormonu salgilarlar (Tanyolag 1999). Ovaryumun en i¢ kismi
gevsek bag dokusu i¢inde zengin bir damar yatagi iceren medullar bolgedir (Junqueira ve
ark 2006). Kan damarlarmin bol ve yaygin olusu nedeniyle medullaya zona vaskuloza da
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denir. Ayrica bu bolgede diiz kas telleri, lenf damarlar1 ve sinir telleri bulunur (Tanyolag
1999). Korteks ve medulla bolgeleri arasinda belirgin bir smir yoktur (Junqueira ve ark
2006). Korteks ve medullanin yapis1 seksiiel siklusun evrelerine, yasa ve tiire gére oldukca
degiskendir (Erdost 2010). Kanatlilarda ise sadece sol ovaryum aktif olup sag ovaryum
rudimenterdir (Ergilin ve ark 2012). Ovaryumun dis yiizeyi ovulasyon gerceklesmedigi i¢in
puberte donemine kadar diizdiir; ovulasyon basladiktan sonra ylizey diizgiinliigiinii

kaybeder (Erdost 2010).
1.1.1.1. Ovaryum folikiilleri

Ovaryum folikiilleri korteksin stromasi iginde yer alir. Bir folikiil, bir ya da daha
fazla tabaka olusturmus folikiil hiicreleriyle (graniiloza hiicreleri) cevrili bir oositten
meydana gelir (Junqueira ve ark 1998). Dogumda insan ovaryumun tahmini folikiil sayis1
dort yliz bin kadardir. Bu folikiillerin yaklasik 400-450 tanesi olgunlagmasini tamamlar ve
ovum olarak iireme yollarinda serbest birakilir. Folikiillerin ¢ogu atreziye ugrar,
menopozdan sonra ise hemen hemen hi¢ folikiil kalmaz (Zhang 1999). Folikiillerin boyutu
ve epitel kilifin kalinlig1 gelisim asamalarina gore degisiklik gosterir. Folikiil biiylimesi
esnasinda; folikiiller bir dizi degisiklikler gecirerek, primordial, primer, sekonder ve

olgunlasmis folikiiller olarak ayirt edilebilirler (Krause 1996).
1.1.1.1.1. Primordial folikiil

Tek kath yass1 epitelli folikiillerdir (Erglin ve ark 2012). Ovaryumda primordial
folikiillerin en ¢ok sayida bulundugu donem dogum oncesidir (Junqueira ve ark 1998).
Dogumdan sonra ise sayilar1 azalir (Gartner ve Hiatt 1997). Primordial folikiiller ilk olarak
fetal gelisimin tglincli ayinda ovaryumlarda ortaya c¢ikar. Primordial folikiillerin erken
donem gelisimleri gonadotropin uyarimindan bagimsizdir (Ross ve ark 2003). Kortekste
germinatif epitelin altinda yer alirlar (Karaéz 2002). Her bir primordial folikiil bir primer
oositten olusur (Junqueira ve ark 1998). Primordial folikiil i¢indeki oosit yaklasik 25 pm
capinda, kiire biciminde bir hiicredir. Biiyiik bir niikleusu ve yine biiyiik bir niikleolusu
vardir. Kromozomlar ¢ogunlukla ¢6ziilmiis haldedir ve koyu boyanmazlar. Sitoplazmadaki
organeller niikleusa yakin bir kiime olusturma egilimi gosterirler. Sitoplazmada ¢ok sayida
mitokondri birka¢ golgi kompleksi ve endoplazmik retikulumu sarniglart bulunur
(Junqueira ve ark 2006). Primordial folikiildeki yumurta hiicresi primer oosit ergenlik

donemine kadar 1. olgunlagma bodliinmesinin profaz evresinde bekler (Ergiin ve ark 2012).
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1.1.1.1.2. Primer folikiil

Yasam boyunca ovaryum yiizeyine yakin bulunurlar (Tanyolag 1999). Puberte
doneminde salgilanmaya baslayan folikiil stimulan hormonun (FSH) etkisiyle hem oosit
hemde folikiil epitel hiicreleri gelisir (Ergiin ve ark 2012). Baslangicta tek katl kiibik olan
folikiil epitel hiicreleri daha sonra tek kath prizmatik folikiil epitel hiicrelerine doniisiir.

Primer oosit I. mayoz bdliinmenin profaz asamasindadir (Erdost 2010).
1.1.1.1.3. Sekonder folikiil

Ovaryumun ylizeyinden daha derinde yer alirlar. Cogalan folikiil epitel hiicreleri
gittikce bliyiliyen oositi ¢ok sirali olarak sararlar. Sayilar1 artan sitoplazmadan fakir folikiil
epitelleri, 6zellikle ¢ekirdekleri ile taneli bir goriintii sergilerler; bu ylizden bu hiicrelere
graniiloza hiicreleri de denir. Oosit ile folikiil epitel hiicreleri arasinda homojen sekilde bir
kalinlasma dikkati ¢eker. Oosit ve folikiil epitellerinin olusturdugu bu yapiya membrana
pellusida ya da zona pellusida adi verilir (Tanyolag 1999). Elektron mikroskobunda hem
oosit, hemde en i¢ siradaki folikiil epitel hiicrelerinde bol mikrovillusun bulundugu,
aralarinda glikoprotein ara maddenin yer aldig1 goriiliir. Bu yap1 biiyliyen oositin folikiil
epitelinden difiizyonla beslenmesini karsilamak i¢in ylizeyi genisletir (Paker 1993). Folikiil
epitellerini saran bazal membranin disinda bagdoku iplikleri (kollagen ve retikulum
iplikleri) ve bagdoku hiicreleri (fibroblastlar) 6zel bir kilif sekillendirir; buna da teka
folikiilii denir (Tanyolag¢ 1999). Bu yap1 bir siire sonra teka interna ve eksterna olarak ikiye
ayrilir. Teka interna hiicreleri farklilagsmalarmi tamamladiklarinda steroid sentezleyen
hiicrelerin yapisal ozelliklerini kazanirlar. Bu hiicrelerin testesteron salgiladigi ve bu
salgmnin daha sonra graniiloza hiicreleri tarafindan Ostrojene doniistiiriildiigii kabul
edilmektedir (Karadz 2002). Teka internadaki hiicreler bol miktarda agraniiler
endoplazmik retikulum, tiibiiler kristaya sahip mitokondriyumlar ve c¢ok sayida lipid
damlacig1 igerir. Hiicreler arasinda kan ve lenf kapillar ag1 vardir. Bu 6zellik sadece teka
internada mevcut olup graniiloza hiicrelerinde yoktur (Erdost 2010). Teka eksternada bag
doku hiicreleri ile kilcal damarlar bulunur ve damarlarla salg1 hiicreleri arasinda kapiller

pleksus vardir (Karaéz 2002).



1.1.1.1.4. Tersiyer folikiil

Folikiil epitelleri (graniiloza hiicreleri) arasindaki gevsek yapidan kaynaklanan
diizensiz interseliiler araliklar, hiicre siralar1 artarak folikiil biiylidiikkce yer yer bosluklar
seklinde belirmeye baslar. Baslangicta kiicik ve c¢ok sayida olan bu bosluklar
(antrum folikiili) birbiriyle birleserek daha az sayida fakat daha genis bosluklar halini alir.
Bu bosluklarin i¢i bir siv1 ile doludur. Bu s1vi1 folikiil epitellerinden salgilanan bol miktarda
steroid hormonlar1 (Ostrojen, progesteron, androjen), hiyaluronik asit ve proteolitik
enzimleri icerir. Yine bu agamada teka folikiiliinden ve intersitisyel hiicrelerden de dstrojen

salgilanir (Tanyolag¢ 1999).
1.1.1.1.5. Graaf folikiilii

Folikiil bilyiimesi ovaryum yiizeyine dogru olur. I¢i stviyla dolu olan antrum tek bir
bosluk halini alir ve folikiil de ¢ok biiyiir. Bu durumda tersiyer folikiil ovaryum yiizeyine
dayanir ve burada germinatif epitel ile onun altindaki ¢ok incelmis tunika albugineya’y1
disa dogru kubbelendirir. Bunlar ¢ok gelismis ve patlamaya yakin asamadaki folikiillerdir
(Tanyola¢ 1999). Graaf folikiiliinde oosit I mayoz bdliinmenin ikinci asamasia gegerek
oosit II’yi olusturur (Ergiin ve ark 2012). Oositin hemen ¢evresindeki yiiksek prizmatik
folikiil epitelleri oositi tag gibi sarar. Bu epitellerin olusturdugu katmana korona radiyata
denir. Oosit ile korona radiyata arasinda zona pellusida (membrana pellusida) vardir. Bu
katmanin ince yapisinda, oosit ile korona radiyata hiicrelerinin sitoplazma uzantilarinin
(mikrovilluslarin) ‘gap junction’ seklindeki baglantilar1 goriiliir. Korona radiyatanin
disinda birkac sirada diizensiz diziliste folikiil epitelleri bulunur. Bu olusumlarin tiimii
folikiil duvarmin bir tarafina tutunmus olarak adeta bir yarimada bi¢iminde antruma dogru
uzanir. Bu uzantiya kumulus ooforus adi verilir. Folikiil duvarini olusturan birka¢ katl
epitel hiicresinin en disindakiler bazal membran ile sarilirlar, ictekiler ise antrumu
sinirlandirirlar. Bazal membrandan antruma kadar folikiil duvarmi olusturan ve antrumu
cevreleyen bu folikiil epitelleri katmanina stratum granulozum denir (Fawcett 1993,

Tanyolag¢ 1999).

Sekonder folikiilde de var olan teka folikiilii tersiyer folikiilde ¢cok daha belirgindir.
Teka internanin hiicreleri tamamen farklilastiginda steroid tireten hiicrelerle benzerlik
gosterir.  Bu  hiicrelerin graniiloza tabakasina tasmman bir steroid hormon olan

androstenedion sentezledigi bilinmektedir. Graniilozadaki hiicreler folikiil uyaric1
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hormonun etkisiyle androstenedion’u 0Ostrojene doniistiiren aromataz enzimini salgilar.
Ostrojen folikiilii gevreleyen stromaya doner, kan damarlar1 araciligiyla kana geger ve tiim

viicuda yayilir (Junqueira ve ark 2006).
1.1.1.1.6. Atretik folikiil

Ovaryumda dogustan var olan oositlerin pek ¢ogu olgunlasarak ovaryumdan atilma
asamasina ulasamaz. Her gelisme evresinden cesitli biiyiikliikte folikiillerde ve cogunlukla
da primer folikiillerde biiylimenin durmasi ve folikiiliin gerilemesi s6z konusudur
(Tanyolac 1999). Folikiil hiicreleri ile oositler dliir ve ortadan kaldiran (fagositoz) hiicreler
tarafindan sindirilir. Bu silire¢ graniiloza hiicrelerinde mitoz bdliinmenin durmasi,
graniiloza hiicrelerinin bazal laminadan ayrilmasi ve oositin 6liimii ile belirginlesir. Hiicre
oliimiinden sonra kalmtilar1 fagosite etmek iizere folikiilii makrofajlar istila eder. Daha ileri
evrede, fibroblastlar folikiilin bulundugu alani kaplar ve kollajen iceren bir nedbe
olusturur (Junqueira ve ark 2006); buna da atretik folikiil denir. Gerileme siirecine giren
folikiil ne kadar gelismisse, yerinde sekillenen nedbe dokusu da o kadar biiylik olur.
Folikiil atrezisinde serbest kalan hormon da seksiiel siklusun diizenlenmesine katkida
bulunur (Tanyola¢ 1999). Atretik folikiiller cams1 membran denilen kalin ve kivrilmig
membrandz materyal, ¢ok degisiklige ugramamis zona pellisuda, dejenere olmus oosit,

folikiil hiicrelerinin kalintilar1 ve istila eden makrofajlar ile ayirt edilirler (Abraham 2006).

Folikiil atrezisi dogum Oncesinden menapozun birka¢ yil sonrasina kadar
goriilmesine ragmen, ozellikle yogun oldugu bazi donemler vardir. Anne hormonlarmin
etkisinin ortadan kalktigi dogumdan hemen sonraki donem ile hormonal degisikliklerin
goriildigli ergenlik ve gebelik sirasinda olduk¢a belirginlesir (Junqueira ve ark 2006).
Ayrica postmenopozal donem kadinlarda primordial folikiiller yoktur. Ovaryum korteksi
sadece stroma ve korpus albikanslar1 igerir, gelismekte olan folikiiller ise bulunmaz.
Postmenapozal dénemde ovaryum premenapozal donemden daha kiicliktiir ve atrofik

olarak tanimlanir (Young ve Heat 2000).
1.1.1.2. Ovulasyon

Germinatif epitele iyice yaslanarak ovaryum korteksini disartya dogru balonlastiran
Graaf folikiili tunika albugineya’daki damarlar1 da sikistirir ve o bolgenin saglikli

beslenmesine engel olur. Bu arada folikiil epitel hiicrelerinin salgiladigi proteolitik



enzimler de kolaylikla teka’yi, tunika albuginea’nin bagdokusunu ve germinatif epiteli
eritir. Ayn1 anda kanda Ostrojen diizeyinin en yiiksek noktaya ulagsmasi, hipofiz 6n
lobundan fazla miktarda luteinizasyon hormonu (LH) salgilanmasina neden olur. Sonugta
germinatif epitel zayiflayan bir noktasindan patlar. Bu patlama ayni1 zamanda g¢evresinde
engeli kalmayan ve i¢ basincida iyice artmus Graaf folikiiliiniin patlamasina neden olur.
Cevresi korona radiata ve onunda disinda birka¢ sira folikiil epiteli ile sarili olan ve 2.
olgunlasma boliinmesinin metafaz asamasinda bulunan oosit II ovaryum yiizeyine uzanan
fimbriya ovarikalar ve infundibulum yardimiyla yakalanarak tuba uterina’ya gelir
(Sternberg 1997, Tanyolag 1999). Ovulasyondan kisa bir siire 6nce ya da ovulasyon aninda
primer oosit 1. mayoz boliinmesini tamamlar ve 23 ¢ift yapili kromozom tasiyan diploit
miktarda iki hiicre olusur. Birinci hiicre biiyiiktiir ve sekonder oosit admni alir. Diger hiicre
cok kiigtiktiir ve 1. polar cisim adin1 alir. Sekonder oosit hemen 2. mayoz bdliinmeye girer

ancak boliinmeyi spermiyum tarafindan déllendikten sonra tamamlar (Kara6z 2002)

Insanda bu olay aybas1 dongiisiiniin ortalarinda yani 28 giinliik dongiiniin yaklasik
14. giiniinde gerceklesir. Cogunlukla her dongiide ovaryumdan yalnizca bir oosit serbest
birakilir ancak bazen ovulasyon gerceklesmeyebilir. Bazen de ayn1 anda iki ya da daha
fazla oosit atilabilir ve bunlarin hepsi dollendigi takdirde birden fazla fetiis olusabilir.
Dollenme ovulasyon sonrasindaki ilk 24 saat icinde gerceklesmezse, oosit bozulur ve

ortadan kaldirilir (Junqueira ve ark 2006).
1.1.1.3. Korpus luteum

Hormon (6strojen) iceren likor folikiilii’niin bosalmasi ve oosit II’nin atilmasiyla
ovulasyon sonrasinda Graaf folikiiliiniin boslugunda bir takim yapisal degisiklikler goriiliir.
Bu anda kanda Ostrojen diizeyinde diisme olmustur. Hipofizden salgilanan luteinizasyon
hormonu ile luteotropik hormon (LTH) da bu yapisal degismelerde rol oynarlar. Folikiiliin
biliziisen boslugu icine c¢eperdeki yirtik kan damarlarmdan kan dolar. Stratum
granulozum’u olusturan folikiil epitel hiicreleri farklilasarak endokrin fonksiyonlu iri lutein
hiicrelere doniigiirler. Aynmi1 zamanda bliziisiip kivrimlanan stratum granulozum’un
disindaki teka interna hiicrelerinde de benzeri degismeler goriiliir ve bunlar da teka lutein
hiicrelere dontisiirler. Bagdoku ve kilcal diizeyde kan damarlar1 da bu hiicreler arasina
yayilir. Boylece iri graniiloza lutein hiicreleri ile onlardan biraz daha kiigiik olan teka lutein

hiicreleri tarafindan Graaf folikiiliiniin yerinde yeni bir olusum meydana getirilir. Lipid ve
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sart lipokrom pigmenti (lutein) iceren bu hiicrelerin sekillendirdigi olusum korpus
luteum’dur. Bu endokrin bir organ olup lutein hormonu (progesteron) salgilar ayrica
buradan oksitosin de salgilanir. Ancak korpus luteum az da olsa dstrojen de salgilar ve bu
suretle hipofiz’den tekrar folikiilii stimiile eden hormon (FSH) ve LH sekresyonu onlenir.
Korpus luteum etkinlik gosterdigi siirece kanda progesteron diizeyi yiiksek kalir ve
ovaryum dinlenme siirecine girer ayrica folikiil gelismeleri oldugu gibi durur. Ciftlesme
sonucunda tuba uterina’ya kadar ulasan spermiyumlar, ovulasyonla atilan oosit II’yi
yakalayabilirse dollenme olur ve yeni bir canli da yasama ilk adimini atar. Bu durumda
ovaryumda olusan korpus luteum ¢ok gelisir ve gebelik siiresince varligini siirdiiriir (Ross
ve ark 1995, Tanyola¢ 1999), buna korpus luteum graviditatis ad1 verilir (Ergiin ve ark
2012). Embriyonun trofoblastik hiicreleri tarafindan sentezlenen bir hormon olan insan
koriyonik gonadotropin hormonu (HCG) korpus luteumu uyaran sinyaller gonderir. insan
koriyonik gonadotropin hormonunun etkisi LH’ye benzerdir boylece korpus luteumun
bozulmas1 engellenir (Junqueira ve ark 2006). Ancak, gebeligin ikinci yarimindan itibaren
korpus luteum fonksiyonlarina plasenta da katkida bulunur. Gebelik olmadig:1 takdirde
sadece belirli siklus donemlerinde gelisme gosteren ve fazla biliylimeyen korpus luteum
olusur (Tanyola¢ 1999), buna da korpus luteum periyodikum denir (Ergiin ve ark 2012).
Gebeligin sona ermesi ya da yeni bir siklusun baslamasiyla bu olusumlarin yerinde biiytlik
bir nedbe dokusu sekillenir. Korpus luteumlarin yerinde olusan bu beyazimsi nedbe
dokusuna korpus albikans denir. Korpus luteum’un yikimmda endometriumda sentezlenen

ve aniden serbest birakilan prostoglandin’in etkisi s6z konusudur (Tanyolag 1999).
1.1.1.4. Ostrus siklusu

Korpus luteum’un yikimmin ardindan hipofizden saliman FSH ovaryumu yeni
folikiilleri gelistirme yoniinde uyarir. Korpus luteum’un yikimiyla da kanda progesteron
diizeyi diiser ve ovaryumda siiriip giden ve zincirleme olarak birbirini izleyen bu olaylar
ovariyel siklusu olusturur. Bu siklus, ovaryum hormonlar1 ile hipofizden salinan
gonadotropik hormonlarin karsilikli etkilesmeleriyle diizenli olarak siirlip gider. Gebe
kalinmadig1 takdirde insanda bu siklus normal olarak 28 giinde bir tekrarlanir (Tanyolag
1999). Bu periyodik degisiklikler evcil memelilerde hayvan tiirlerine gore ozellikler
gosteren devreler (prodstrus, Ostrus, meostrus, didstrus ve andstrus) halindedir ve Gstrus

siklusu adin1 alir (Hassa ve Ast1 2003).



1.1.1.4.1. Proostrus

Bu devrede adenohipofizden salgilanan FSH nin kontrolii altinda folikiiler gelisim
baslar ve ovaryumda bir 6nceki doneme ait korpus luteum geriler (Erdost 2010). Graaf
follikiiniin teka internasi ve graniiloza hiicreleri dstrojen salgilarlar. Ostrojenik hormonun
etkisi altinda disinin seksiiel heyecaninda artma gozlenir. Bu hormon tuba uterina ve uterus
epitelinde silyum olugmasini sitimiile eder, endometriyumda vaskiilarizasyon artar (Hassa
ve Ast1 2003) ayrica uterus mukozasinin yiiksekligi ve yiizey epitelleri hacim olarak artar.
Bu degisiklikler daha az oranda vajinada da meydana gelir. Bu donemde progesteron
seviyesi diiser, hipofizden FSH salmimi ve Ostrojen seviyesi de giderek artar (Erdost

2010).
1.1.1.4.2. Ostrus

Ovulasyonun meydana geldigi devredir. Gelismesini tamamlamig olgun
folikiillerden biri patlar ve yumurta hiicresi ovaryumdan atilir (Hassa ve Ast1 2003).
Ostrojen en iist seviyededir, hipofizden FSH salinimi azalarak LH ile luteotropik hormon
iiretimi ve salinimi artar (Erdost 2010). Tuba uterina ve endometriyumda vaskiilarizasyon
ile sekresyon artar. Miyometriyumda kalinlagsma go6zlenir. Vajina genisler, hiperemiktir ve
inek disinda diger hayvanlarin c¢ok katli yassi epitel hiicrelerinden ibaret olan vajina
epitelinin yiizlek hiicrelerinde kornifikasyon goriiliir. Inekte ise, bu epitel ¢ok kath
prizmatiktir (vajinanin 6n kisminda) ve Ostrusta bu prizmatik hiicreler mukus salgilar

(Hassa ve Ast12003).
1.1.1.4.3. Metostrus

Bu devre ovaryumda korpus luteum’un sekillenmesi ile karakterizedir. Progesteron
diizeyi yiikselir ve dstrojen minumum diizeye diiser. Uterus epiteli kismen dokiiliir ve bazi
tiirlerde (6rnegin disi kopekte) hafif bir hemoroji de goriiliir (Hassa ve Ast1 2003). Bu
kanama inekte de oldukca az goriilebilir. Inekte 1-3. giinler arasinda goriiliir (Erdost 2010).
Vajinal smear ¢ok sayida 16kosit ve az sayida kornifiye olmamis hiicreleri icerir (Hassa ve

Ast12003).
1.1.1.4.4. Diostrus

Ostrus siklusunun en uzun devresidir. Korpus luteum’un salgiladig1 progesteron

hormonunun etkisiyle uterus bezleri uzar ve kivrimli bir hal alirlar. Gerek mukoza bezleri
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gerekse bez epitelleri yliksek prizmatik sekillidir ve uterus siitii ad1 verilen bir salgi
salarlar. Endometriyum vaskiilarizasyonunun artmasi ve bezlerin gelismesiyle iyice
kalinlasir. Bu durum doéllenme oldugu taktirde geliserek devam eder. Dollenme
olmadiginda ise, korpus luteum’un gerilemeye baslamasi ve progesteron diizeyinin
diismesiyle uterus bezleri kisalir, sekresyon azalir, mukoza incelir ve biiziisiir (Hassa ve
Ast1 2003). Diostrus korpus lutem gerileyinceye kadar devam eder. Vajina epitelinde salgi

aktivitesi didstrusun sonunda azalmaya baslar (Erdost 2010).
1.1.1.4.5. Andstrus

Sekstiel aktivitenin olmadigi uzun bir donemdir. Bazi hayvanlarda goriilen bu
donem oldukg¢a uzun bir dinlenme siirecidir. Bu donem ineklerde goriilmez, inekler gebe
kalmadiklar siire i¢inde 21 giinde bir 6strus gosterirler. Kopeklerde ise bu donem yaklagik

2 aylik bir siireci kapsar (Erdost 2010).
1.1.2. Tuba Uterina

Ovulasyonda atilan oosit II’yi i¢ine alan, fertilizasyon i¢in uygun ortam olusturan,
zigotun uterusa yollanmasina ve bu sirada beslenmesini saglayan 12-15 cm uzunlugundaki

tiip bigimli muskiiler yapilardir (Paker 1993).
Anatomik olarak 4 boliimii vardir:

infundibulum: Huni bigiminde ve peritona acilan genis boliimdiir. Serbest
kenarinda parmak sekilli cikintilar (fimbria) bulunur. Fimbrialardan bir tanesi ¢ok

gelismistir, ovaryuma ¢ok yakin bulunur ve ovarian fimbria adin1 alir.

Ampulla: Ince duvarl, kivrimly, istmus boliimiine gore ¢apr daha genis olan,
infundibulumun agildig tiibiiler boiimdiir. En uzun segmenttir. Tubanin yaklasik 2/3’{inii

olusturur.

Istmus: Oldukgca kisa olan istmus’un ¢ap1 ampulladan daha dar, fakat duvari daha

kalindir.

Intramural boliim — Pars interstisyalis: Tubanm uterus duvari igindeki 1 cm
kadarlik boliimiidiir. Tubanin duvar kalinlig1 uterusa dogru giderek arttigi halde, lumen

cap1 tersine azalmaktadir (Paker 1993).



Tuba uterinanin duvar yapisi ii¢ kathdir ve lumenden itibaren sirasiyla tunika

mukoza, tunika muskularis ve tunika seroza olarak adlandirilir.

Tunika mukoza, lumene uzanan plikalar yapar. Bu plikalar uterusa gidildikge kisalir
ve daha az dallanma gosterirler. En uzunlar1 tuba uterinanin baslangi¢ boliimiinii olusturan
ampulla boliimiindedir. Bu uzun plikalarin bir kismu tiipiin ucundan sagak sacak disariya
cikarlar ve ovaryum yiizeyine uzanirlar (fimbriya ovarika). Lamina epiteliyalis tek katl
prizmatiktir. Uterus’a dogru epitel hiicrelerinin yiikseklikleri azalir. Bu hiicrelerin bir kismi1
kinosilyumludur (silyumlu hiicreler). Titrek tiiylerin ritmik hareketi sayesinde ve
olusturulan bir sivinin da yardimiyla oosit II ya da embriyo uterusa dogru iletilir.
Silyumsuz hiicrelerin (sekretorik hiicreler) sitoplazmalarinda salgi graniilleri bulunur. Bu
salgi, oositin ya da embriyonun korunmasina ve beslenmesine yardim eder. Ampulla’da
yumurta hiicresinin bulunmasi halinde (ovulasyon sonrasinda) sekretorik hiicrelerin sayisi
artar. Oysa folikiillerin olugmasi doneminde (ovulasyondan o6nce) silyumlu hiicreler
cogunluktadir (Tanyolag 1999). Bu hiicrelerde salgi yapimi, salgmimn verilmesi ya da
silyum sayisinin artmasi-azalmasi hormonal siklusa baglidir. Ostrojenin etkisi ile salgi
yapimi hizlanir, silyum sayis1 artar ayrica progesteronun etkisiyle salginin lumene
verilmesi ve silyumlarm hareketliligi hizlanir (Erdost 2010). Lamina propriya gevsek

bagdoku yapisindadir. Lamina muskularis yoktur (Erdost 2010).

Tunika muskularis, genellikle igte sirkiiler ve daha genis bir alan1 kaplayan dista
ise, longitudinal yonlii diiz kas hiicrelerinden olusur. Kaslar sinirsel kontrol altinda oldugu
gibi, hormonal etki altinda da bulunurlar (Paker 1993) ve uterusa yonelik peristaltik
hareketleriyle yumurta hiicresinin ya da embriyonun ilerlemesine yardimei olurlar. Tunika

seroza peritonun visseral yapragidir (Tanyolag 1999).
1.1.3. Uterus

Memelilerde yavrunun gelistigi organdir. Insanda basit yapilista bu organ
hayvanlarda ikiye catallanir, yani iki boynuzludur (Tanyolag 1999). Insanlarda anatomik
olarak fundus, korpus, istmus ve serviks olmak iizere 4 boliimden olusur (Paker 1993).
Biitiin bosluklu organlarda oldugu gibi uterusun duvar yapisi da ii¢ kattan olusur, bunlar;
tunika mukoza (endometriyum), tunika muskularis (miyometriyum) ve tunika seroza

(perimetriyum)’dir (Fawcett 1993).
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Lamina epiteliyalis; insan, tek parmakli ve etcillerde tek katli prizmatiktir.
Gevisgetirenlerde ve domuzda yalanci ¢cok katli prizmatik epitel ortiisii ile ortiiliidiir. Gerek
tek kath gerekse yalanci ¢cok katli prizmatik epitel hiicrelerinin bir kismi kinosilyumludur.
Silyum icermeyen hiicrelerin sitoplazmalarinda salgi graniilleri bulunur. Hareketleri
vajinaya yonelik olan olan silyumlar, 6zellikle insanda siklusun son yariminda goriiliir
(Tanyola¢ 1999). Ancak sinematografik incelemelerde bazi silyumlarin ovaryuma dogru
hareket ettigi de goézlenmistir. Bu durumun spermin tuba uterinaya dogru hareketini
kolaylastirdigina inanilmaktadwr (Paker 1993). Lamina propriya; fibroblastlardan,
makrofajlardan, mast hiicrelerinden zengin gevsek bag dokusu yapisindadir (Ergiin ve ark
2012). Lamina propriya icerisinde uterus bezleri bulunur. Bunlar yer yer dallanma gosteren
basit tiibiiler bezlerdir. Siklusa bagli olarak bu bezler degisik goriiniimler kazanirlar
(Sternberg 1997). Bu bezler ¢ok sayida sekresyon yapan silyumsuz mikrovilluslu
hiicrelerden olugmaktadir. Ovulasyona yakin donemde proliferasyon hizi artarken,
ovulasyondan sonra ise uterus bezleri salgi yapmaya baslar (Ergiin ve ark 2012).
Gevisgetirenlerde lamina propriya’nin bez icermeyen bolgeleri vardir. Bunlar gebelikte
digme seklinde cok belirgin olusumlara doniisiirler, plasentanin maternal yarimmi
olusturan bu yapilara karunkula denir. Uterus bezlerinin bazal yani miyometriyuma bakan
icte birlik bolimiinii i¢inde barindiran bagdoku (endometriyum bazalis) fibroz
karakterdedir ve kan damarlarindan zengindir (Tanyola¢ 1999). Lamina muskularis ve
submukoza katmanlar1 bulunmaz (Ergiin ve ark 2012). Insanda lamina propriyanin geri
kalan yiizlek boliimii (endometriyum fonksiyonalis), 28 gilinde bir tekrarlanan periyodik
degisiklikler gosterir. Yashilikta endometrium atrofiye ugrar ve incelir. Bez agizlar1 kismen

kapanarak salg1 birikimi sonucu kiictik kistlere doniistir (Paker 1993).

Tunika muskularis, uterus duvarinin en kalin katmanini olusturur. Organizmadaki
en uzun diiz kas hiicreleri buradadir. Diiz kas hiicreleri igte sirkiiler yonliidiir ve daha kalin
bir katman olustururlar. Dista bulunan katman ise longitudinal yonlii kas hiicrelerinden
sekillenir ve daha incedir. Bu iki kas katmani arasinda bol miktarda kan damar1 bulunur.
Kan damarlarindan zengin olan bu bdlgeye stratum vaskiilare denir (Garther ve Hiatt
1997). Gebelik sirasinda miyometriyum hem hiperplazi hemde hipertrofi sonucu c¢ok
biiyiir. Gebelik sirasinda pek ¢ok diiz kas hiicresi protein salgis1 yapan hiicrelerin ince yap1
ozelliklerini gosteririr ve aktif olarak kollajen sentezlerler (Junqueira ve ark 2006). Gebelik
sirasinda miyometriyal kontraksiyonlarin baskilanmasi ovaryum ve plasentadan salgilanan
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bir peptid hormon olan relaksin’in kontrolii altindadir (Abraham 2006). Gebelik sonrasinda
bazi1 diiz kas hiicrelerinde bozulmalar goriiliir, bazilarinin boyutlar1 azalir ve kollajen
enziminin etkisiyle yikilirlar. Boylece uterusun boyutlar1 gebelik Oncesindekine yakin
Olciilere iner (Junqueira ve ark 2006). Tunika seroza mezotel hiicreleriyle dosenmis gevsek

bag dokulu katmandir (Ergiin ve ark 2012).
1.1.3.1. Endometriyal siklus

Ovaryum siklusu ile es zamanla ve ovaryumdan salgilanan hormonlara (dstrojen,
progesteron) bagl olarak uterus endomeriyumu yapisal ve islevsel degismeler gosterir. Bu

periyodik olaya ‘uterus (endometriyal) siklusu’ denir. Dort evreden olusur:
1. Proliferasyon evresi (Folikiiler evre; 5-14 giinler arasi)
2. Sekresyon evresi (Progestasyonel evre; 14-27 giinler arasi)l
3. Iskemi evresi (27-28 giinler aras1)
4. Menstruasyon evresi (1-5 giinler aras1) (Karadz 2002).
1.1.3.1.1. Proliferasyon evresi

Siklusun 5-14 giinleri arasinda olaylanir. Menstruasyon sonunda baslar ve
ovulasyona kadar siirer. Mensturasyon evresinin sonunda uterusun endometriyum
fonksiyonalis tabakas1 dokiilmiis ve geriye sadece bazal tabaka kalmistir. Uterusun bazal
tabakasinda uterus bezlerinin bazal kisimlar1 ve spiral arterlerin alt kisimlar1 bulunur.
Endometriyumda proliferasyon evresi yasanirken, ayni donemde ovaryumlarda FSH
uyarimi ile folikiiller gelismekte ve Ostrojen hormonunu salgilamaktadirlar (graniiloza ve
teka interna hiicreleri tarafindan) (Karadz 2002). Folikiiler evre, 6-12 oositin gelismesiyle
baglar. Bu gelisme FSH’a bagimlidir. Siklusun 6. giiniinde yalnizca bir folikiil gelisimini
stirdiirtir, digerleri ise atreziye ugrar (Abraham 2006). Ayrica endometriyum kalinlagir. Bu
kalinlagma bagdoku hiicrelerindeki ve temel maddedeki artis sonucu lamina propriyanin
genislemesi ve uterus bezlerinin biliyiimesiyle olur. Bagdoku katmani genisledigi i¢in ¢ok
uzayan uterus bezleri lamina propriya’ya sigabilmek i¢in kivrimlar yapar (Ross ve ark

1995).
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1.1.3.1.2. Sekresyon evresi

Siklusun 14-27. giinleri arasindaki donemdir. Bu evrede, 15. giinde ovulasyon
olmus ve oosit II’nin atilmasindan dolay1 korpus luteum olusmustur (Karadz 2002). Bu
donemde uterus bezleri salgi yapmaya baslar. Bez epitel hiicrelerinin sitoplazmasi ve
bezlerin lumeni salgi ile dolarak daha hacimli bir gériinlis kazanir ayrica bezler daha da
kivrimli bir durum alirlar. Kilcal damarlarin gegirgenligi bu dénemde ¢ok arttigi i¢in
lamina propriya 6demli goriilir (Tanyolag 1999). Spiral arterioller iyice uzayarak
endometriyumun yiizeyine kadar ulasirlar. Bez hiicreleri glikojenden zengin salgi
salgilayarak bezlerin lumenlerini doldurur (Karaéz 2002). Sayet yumurta yolunda
dollenme olmussa ¢evresi trofoblastlardan olusan embriyo, bu sekilde degisim gosteren
endometriyuma implante olur (Tanyolag¢ 1999). Endometriyum bezlerinin arasinda
yerlesim gosteren hiicreler, biiyliylip gelisirler ve glikojen ile lipid depolayarak desidua

hiicrelerine doniisiirler (Karadz 2002).
1.1.3.1.3. iskemi evresi

Siklusun 27-28. giinleridir. Eger dollenme olmamigsa korpus luteum 14 giin aktif
kalir ve bu siire sonunda hormon salgilamay1 durdurur (Karaéz 2002). Endometriyumu’un
bazal boliimiindeki spiral arteriollerin siirekli kontraksiyonu nedeniyle endometriyum’un
yukar1 boliimlerine kan gitmez. Bunun sonucunda da, beslenemeyen tiim olusumlarda
nekroz baglar (Fawcett 1993). Bezler salgilama yapamaz ve endometriyum sudan

yoksunlasir ve biiziiliir (Kara6z 2002).
1.1.3.1.4. Menstruasyon evresi

Siklusun 1-5. giinleridir. iskemiden sonra endometriyum fonksiyonalis nekroze olur
ve spiral arteriollerin yirtilmasi ile kan ve bez artiklar1 vajinadan dokiilmeye baslar. Buna
menstruasyon kanamasi ya da adet gorme denir. Dokiilme bazal tabakaya kadar siirer

(Kara6z 2002).
1.1.3.2. Serviks uteri

Uterusun vajinaya baglanan en dar boliimiidiir. Lamina epiteliyalis’i tek katlh
pirizmatiktir. Lamina propriyast sadece insanda ve etcillerde mukus salgilayan dalli tiibiiler
bezler icerir. Diger hayvanlarda epitel kat1 olusturan pirizmatik hiicreler holokrin salgilama

bigiminde servikal mukusa doniistirler. Mukoza lumene kadar uzanan kivrimlara
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(pilikalara) sahiptir. Servikste cok gii¢lii bir kas katmani bulunur. Kaslar gebelikte serviks
icin tikayict bir halka bigiminde gorev goriir ve gebeligin sonuna kadar serviksin kapali
kalmasini saglayarak fotal gelisimin giivenligini {stlenir. Serviksin agiz kisminin kapali
tutulmasinda mukus kitlesinin de bliyiikk pay1r vardwr. Servikal mukusun i¢inde bulunan
kalikrein enzimi spermiyumlarin hareketini arttirir (Tanyolag 1999). Ovulasyon sirasinda
miik6z salgilar sulanir ve spermin uterusa girmesine olanak saglanir. Luteal fazda ya da
gebelikte progesteron diizeyleri, miikoz salgilar1 degistirerek daha virk6z bir hal almasina
neden olur ve bdylece uterus govdesine spermin ve mikroorganizmalarin geg¢isi engellenir.
Dogumdan 6nce sevikste goriilen genisleme ise siddetli kollajenolizise ve bunun yol agtig1
yumusamaya baghdir (Junqueira ve ark 2006). Tunika muskularis icte sirkular dista
longitudinal diiz kas tabakasindan ibarettir. Icte yer alan sirkiiler katman elastik ipliklerden
zengindir. Bu kaslar dogum anmda 6nemli derecede gevser. Hem kas hem de elastik
iplikler dogumdan sonra serviksin eski yapisina donmesine yardimci olur. Tunika seroza

gevsek bag doku yapisindadir (Erdost 2010).
1.1.4. Vajina

Ciftlesmenin gergeklestigi organ olup tunika mukoza, tunika muskularis ve tunika
adventisya katmanlarmi icerir. Kutan mukoza yapisindadir. Lamina epiteliyalis genel bir
degisle ¢ok kath yassidir (Garther ve Hiatt 1997). Ancak bu ¢ok kath yassi epitel durumu
ozellikle evcil hayvanlarda ovulasyona denk gelen Gstrus donemi ve bir de andstrus igin
gecerlidir. Ayrica Ostrus evresinde ylizlek hiicrelerin keratinlesmesi s6z konusudur.
Gebelik durumunda ¢ok katli yiizlek epitelin hiicreleri kiibik ya da prizmatik olurlar.
Ayrica gebelikte ve ozellikle de gebeligin son donemlerinde lamina epiteliyalisin kalinlig1
azalir. Bu ayrintilardan yararlanarak vajinadan hazirlanan froti ve biyopsi preparatlarinin
incelenmesiyle seksiiel siklus saptanir. Lumende vajinay1 kayganlastiran siit kivaminda ve
kuvvetli asit reaksiyonda bir salgi bulunur (Tanyolag 1999). Ostrojen uyarisi ile vajina
epiteli biliylik 6lciide glikojen sentezleyip biriktirir. Vajinal hiicrelerin dokiilmesiyle bu
glikojen vajina epitelinde depolanir. Vajinadaki bakteriler glikojeni doniistiirerek vajinanin
genelde diisiik olan pH’sindan sorumlu laktik asidi olustururlar. Vajinadaki asidik ortam

baz1 patojen mikroorganizmalara karsi koruyucu bir etki saglar (Junqueira ve ark 2006).

Lamina propriya hiicrelerden zengindir. Submukoza gevsek bagdoku yapisindadir

ve bez icermez (Tanyolag 1999). Vajina mukozasi neredeyse duyusal sinir
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sonlanmalarindan yoksundur, bulunan birka¢ ¢iplak sinir sonlanmasi ise muhtemelen agri
algilayan sinir lifidir (Junqueira ve ark 2006). Tunika muskularis icte sirkiiler, dista ise
longitudinal yonlii diiz kas hiicrelerinden olusur. Tunika adventisya organi distan sarar ve

fibroz bagdoku yapisindadir (Fawcett 1993, Tanyolac 1999).
1.1.5. Vulva (D1s Genital Organlar)
Bu kisimda vestibulum vajina, labiyumlar ve klitoris gibi olusumlar yer alir.
1.1.5.1. Vestibulum vajina

Labiyumlarin arasinda kalan vajina ve dis iiretranin acildigi dar bir araliktir.
Vestibulum vajina vajinadan himen ile ayrilmistir (Erdost 2010). Uretra buraya agilir.
Lamina epiteliyalis ¢ok kath yassidir. Lamina propriya’da bez bulunmaz. Submukozada
bezler vardir. Bunlar dally, tiibiiler yap1 gdsteren glandula vestibularis minorislerdir. insan,
gevisgetiren ve kedide ayn1 yapida olan glandula vestibularis mayorisler (Bartholin bezleri)
de bulunur (Tanyola¢ 1999). Bu bezler erkekteki bulboiiretral bezlerle benzerdir. Bu
bezlerde siklikla yangi gelisir ve son derece agrili kistler olusur (Junqueira ve ark 2006).
Bu bez gruplar1 miikdz salgi yaparlar. Vestibulum vajina’da vajinadan gelen diiz kaslara

iskelet kaslar1 da eslik eder (Tanyolag 1999).
1.1.5.2. Labiyumlar

Evcil hayvanlarin ¢ogunda, sadece insanlarin labiyum minoriine karsilik gelen bir
¢ift deri kivrimudir. Insanlarda ise, pubisten asagi dogru uzanan iki biiyiik deri kivrimi
yaninda iki kiiciik deri kivrimi daha vardir. Bunlar labia major ve mindr olarak tanimlanir
(Erdost 2010). Labia mindrler i¢inden elastik liflerin gectigi siingerimsi bir bag dokudan
olusan deri kivrimlaridir. Bunlar1 orten c¢ok kath yassi epitelin yiizeyinde ince bir
keratinize hiicre katmani bulunur. Labia mindrlerin i¢ ve dis yiizeylerinde yag ve ter
bezleri bulunur. Labia majorler, bol miktarda yag dokusu ve ince bir diiz kas tabakasi
iceren deri katlantilaridir. I¢ yiizeylerinin histolojik yapisi labia mindrlere benzerdir. Dis
yiizey kaba, kivrimli killar iceren deriyle oOrtiiliidiir. Yag ve ter bezleri her iki ylizeyde de
cok sayida bulunur (Junqueira ve ark 2006).

15



1.1.5.3. Klitoris

Klitoris ve penis embriyonik kdken ve histolojik yapt bakimindan benzerdir
(Junqueira ve ark 2006). Klitoris; govde (erektil dokudan), glans klitoris ve glans’1 orten
prepusyumdan ibarettir. Govde boliimii kan damarlarindan zengin bir bag dokudan olusur,
yag doku ve diiz kas hiicrelerini igerir. Erektil dokunun miktar tiirlere gore farklhidir
(Erdost 2010). Glans Kklitoris insan, kopek ve tek parmaklilarda ger¢ek bir korpus
kavernozum’a (korpus kavernozum Kklitoridis) sahiptir. Diger hayvanlarda bu erektil
dokunun yerini damardan zengin bir bag doku alir. Bu olusumun iizerini kii¢iik, kilsiz bir
deri kivrimi (prepusyum) Orter (Tanyolag 1999). Prepusyum erkeklerde oldugu gibi
pariyetal ve visseral yapraklara sahiptir (Erdost 2010). Epidermis katmanmnin altindaki bag
dokuda tek tiik serbest yag bezi ve deri reseptorleri olarak ¢ok sayida genital duyu
cisimcikleri bulunur (Garther ve Hiatt 1997, Tanyolag 1999).

1.2. Disi Genital Sistemin Gelisimi

Bir canlmin gelisimi, {ireme hiicrelerinin fertilizasyonla olusturduklar1 seks
kromozomlarmin kombinasyonu (XX veya XY) ile belirlense de erkek veya disi
gonadlarina ait morfolojik 6zellikler, gelisimin belirli bir evresine kadar ayirt edilemez. Bu
sirece ‘indifferent satha’ denir ve bu sathadaki gonadlara da ‘indifferent gonad’ adi
verilmektedir (Giirsoy ve Toptagel 1997). Gonadlarin bu durumuna uygun olarak
baslangicta disi ve erkekte dis genital organlar da birbirine benzer goriiniistedir. Boylece
cinsiyet her ne kadar dollenme ile gerceklesmisse de heniiz bu durum anatomik olarak

belirgin degildir (Petorak 1986).
1.2.1. Farkhlasmamis Gonad

Gonadlar posterior abdominal hattaki mezotelyum, alt mezenkim ve primordial
cinsiyet hiicrelerinden olusan ii¢ yapidan koken alirlar (Gilirsoy ve Toptagel 1997).
Gonadal gelisimin ilk belirtileri, mezonefrozun medialinde mezotelde bir kalinlasma ile
meydana gelir. Bu epitelin ve altindaki mezensimin proliferasyonu ile mezonefrozun
medialinde bir kabariklik olusur. Parmak seklindeki epiteliyal kordonlar (primer seks
kordonlari), alttaki mezensimin icerisine dogru kisa siirede biiyiirler. Farklilagsmamis gonad
dista yer alan bir korteks ve icte yer alan bir medulladan olugmaktadir. Eger embriyo XX

seks kromozom kompleksine sahip ise, farklilasmamis gonadin korteksi over’e farklilasir,
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medullast ise geriler. Embriyo XY seks kromozom kompleksini i¢cermekte ise, medulla
testise farklanir, korteks bir takim kalintilar1 diginda geriler ve dejenere olur (Moore ve

Persaud 2002).
1.2.2. Primordial Cinsiyet Hiicreleri

Her iki cinsin ilkel seks hiicreleri olan primordial cinsiyet hiicreleri yuvarlak ve 25-
30 mikron ¢apindadir. Yuvarlak ve biiyiik cekirdek, belirgin bir veya birkag¢ ¢ekirdekgik
icerirler. Periferal sitoplazmalar1 yliksek alkalin fosfataz aktivitesini gosterir. Bol glikojen
partikiilleri ile ¢ok sayida lipid damlaciklar1 iceren sitoplazmalar1 yalanci ayak benzeri
diizensiz uzantilara sahiptir (Giirsoy ve Toptagel 1997). Primordial cinsiyet hiicreleri,
gelisimin erken evrelerinde yolk kesesinin allantois’e yakin duvarindaki endoderm
hiicreleri arasinda belirirler. Son bagirsagin mezenterinin dorsali boyunca ameboid
hareketlerle primitif gonadlara ulasirlar ve genital sirtlar1 iggal ederler. Bu hiicreler genital
sirtlara ulasamadiklar1 takdirde gonadlar gelisemez. Gonadlarin over veya testis
farklilasmasinda primordial cinsiyet hiicrelerinin indiikleyici rolii vardir (Sadler 2005).
Primordial cinsiyet hiicrelerinin ortaya ¢iktig1 ilk yerden, plika genitalis’e kadar uzanan
yola gonad yolu denir (Petorak 1986). Hiicreler gerek gogleri sirasinda gerekse ilkel

gonadlara ulastiktan sonra mitoz boliinme ile cogalirlar (Giirsoy ve Toptagel 1997).
1.2.3. Ovaryumlarin Gelisimi

Disi embriyolarinda gonadal gelisim daha yavas olur. Primer seks kordonlar:
belirgin degildir, medulla igerisine dogru sokulurlar ve rudimenter bir yap1 olan rete
ovarii’yi olustururlar. Bu olusan yap1 ve primer seks kordonlar1 erken fotal periyotta overin
yiizey epitelinden koken alarak altta bulunan mezensim igerisine dogru girerler. Bu epitel
mezotelden gelismektedir. Kortikal kordonlarin boyutlar1 arttiginda, primordial cinsiyet
hiicreleri onlarm igerisine girer. Bu kordonlar izole hiicre kiimelerine parcalanirlar, olusan
primordial folikiillerin her biri primordial cinsiyet hiicrelerinden koken alan bir oogonyum
icerir. Oogonyumlar primer seks kordonlarindan gelisen, tek tabakali yassi folikiiler
hiicreler ile smirlandirilmistir (Moore ve Persaud 2002). Fetal hayatta oogonyumlarin
birbirini izleyen mitozlar: ile binlerce primitif cinsiyet hiicresi olusur. Dogumdan o6nce
bircok oogonyum dejenere olmasima ragmen geriye 2 milyon civarinda oogonyum kalir ve

biiyliyerek primer oosit adin1 alirlar. Dogumdan hemen sonra ylizey epiteli tek tabakali
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yass1 bir hale doniisiirler. Yiizey epiteli korteksteki folikiillerden tunika albuginea adi
verilen ince fibroz bir kapsiille ayrilir. Ovaryum gerileyen mezonefrozdan bagimsiz hale
gelirken, mezovaryum adi verilen kendi mezenteri ile asili kalir (Giirsoy ve Toptagel
1997). Ovaryumlar olustugu yerden tuba uterinalarla beraber sag ve sola dogru yayilirlar

ve esas yerlerine yerlesirler (Petorak 1986).
1.2.4. Disi Genital Kanallarin ve Bezlerin Gelisimi

Disi genital yollarinin ¢ogunlugu paramezonefrik duktuslar tarafindan olusturulur.
Tuba uterinalar, paramezonefrik duktuslarin birlesmemis kranial boliimlerinden gelisir
(Moore ve Persaud 2002). Bunlarin kaudal kisimlar1 da uretus kanalini olusturmak iizere
kaynasirlar. Duktuslarin kaudal birlesmis haldeki paramezonefrik kanallarmin lateralinden
pelvis duvarma kadar uzanan kivrim, uterusun broad ligamentidir ve uterus ile broad
ligamentler, pelvisi uterorektal pos ve uterovesikal pos olarak ikiye boler. Kaynasan
paramezonefrik kanallardan uterusun korpusu ve serviksi gelisir. Bunlarm etrafi;
endometrial stromayi, miyometriyumu ve perimetriyumu meydana getiren bir mezensim
tabakas1 ile sarilidir. Paramezonefrik kanalin solid ucunun iirogenital sinusa ulagsmasindan
hemen sonra, sinusun pelvik parcasindan sinovajinal bulbus adi verilen ¢ikintilar belirir ve
hizlica prolife olarak solid vajinal plagi olustururlar. Proliferasyon plagi kranial ucta
devam ederek, uterus ile lirogenital sinus arasindaki mesafeyi uzatir (Sadler 2005). Daha
sonra vajinal plagin merkezi hiicreleri pargalanir ve vajina lumeni olusur. Periferal hiicreler
vajinal epiteli olustururlar (Moore ve Persaud 2002). Uretra’dan ayrilan tomurcuklar ¢evre
mezenkim i¢ine dogru biiyiirler ve Uretral bezler ile paraiiretral bezleri olustururlar.
Urogenital sinus’tan ayrilan ¢ikintilar ise, Bartholin bezlerini yaparlar (Giirsoy ve Toptagel
1997).

1.2.5. Disi Di1s Genital Organlarin Gelisimi

Disilerde dis genital organlarin gelisimi Ostrojenlerin denetimi altindadir (Sadler
2005). Bu ostrojenler fetal overler ve plasenta tarafindan tiretilmektedir (Moore ve Persaud
2002). Genital tiiberkiil ventral yonde kivrilir ve klitoris seklini alir. Labioskrotal kabartilar
labia majorleri, iiretra kivrimlar1 ise labia mindrleri meydana getirir (Drews 2000).
Urogenital oluk vestibulum vajina’y1 olusturur (Kayali ve ark 1992). Disi iiretras: ise;

iirogenital sinus’un daha kranial béliimiinden gelismektedir (Carlson 2004).
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1.3. Diabetes Mellitus

Diabetes mellitus (DM) insiilinin eksikligine, yokluguna veya etkisizligine bagli
olarak hiperglisemi ile birlikte bazi hiimoral ve dokusal belirtileri kapsayan hastalik
tablosunun adidir (Obek 1990). Bu hastalik her yasta goriilebilen, iilkemizde ve diinyada
giderek hizla artan, siirekli tibbi bakim gerektiren, tedavi maliyeti ¢cok yiiksek olan ve
onemli komplikasyonlar1 nedeniyle ¢ok sorun yasatan bir endokrin hastaliktir (Citil ve ark

2010).
1.3.1. Diyabetin Simiflandirilmasi
1.3.1.1. Tip 1 diabetes mellitus

Tip 1 diyabet genetik olarak duyarl bir kiside baz1 ¢cevresel maddelerin (bakteriyel,
kimyasal, diyete bagli) otoimmiin tepkiyi tetikledigi bir hastaliktir (Carpenter 2002).
Genellikle pankreatik beta hiicrelerine kars1 gelisen antikorlarla beta hiicreleri yikima ugrar
(Hough ve ark 2001) boylelikle endojen insiilin salgisinin ¢ok az olmasi1 veya hi¢ olmamasi
ile karakterizedir (Andreoli ve ark 1993). Bu diyabet tiirii siddetli hiperglisemi ile birlikte,
ani gelisen, insiilin ile tedavi olmazsa ilerleyip ketoasidoz ve 6liime yol agan bir hastaliktir
(Aral 1998). Ketoasidoz ve 6liime engel olmak i¢in insiilini dig kaynaklardan yerine koyma
geregi vardir (Andreoli ve ark 1993). Diyabetin baslamasindan sonra hastalarda birkac
hafta veya ay siiren bir ‘balayr donemi’ goriiliir. Bu donemde, hastalarda glikoz
metabolizmas1 normallesir. Daha sonra hastalik tekrar ortaya ¢ikar ve yasam boyu insiilin
tedavisi gerekir. Bu nedenle tip 1 diyabet, insiiline bagimli diyabet olarak da

isimlendirilmektedir (Aral 1998).

Tip 1 diyabetin baslama yasi, en sik olarak 11-13 yaslar1 arasindadir ve puberte
baslangict ile ayn1 doneme rastlar. Bununla birlikte; hastalik yashilik donemi de dahil
olmak iizere herhangi bir yasta baslayabilir (Andreoli ve ark 1993). Hastalar zayiftir ve
tedaviden sonra bile sigmanliga egilim azdir. Asir1 hiperglisemi oldugundan tanida zorluk
cekilmez. Insiilin tedavisi uygulanmazsa ketozis semptomlar1 ortaya ¢ikar. Bu hastalar oral
antidiyabetik ilaclara cevap vermezler ve otopsilerde beta hiicre yetmezligi goriiliir (Aral

1998).
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Hastalarda, hiperglisemiye bagli ozmotik dilirez sonucu idrara ¢ikma artmistir.
Idrarda glikozun yani sira su ve elektrolit kaybr da vardir. Hiperozmolar durum nedeniyle
susama hissi mevcuttur. Gorme bulanikligi, lens ve retinanin hiperozmolar sivilara maruz
kalmas1 sonucunda gelisir. Normal ya da artmis istaha ragmen ortaya cikan kilo kaybi1
subakut gelisen hastalikta sik goriiliir. Kilo kaybi baglangicta su, glikojen ve trigliserid
azalmasina bagliyken daha sonra aminoasitlerden glikoz ve keton cisimcikleri yapilmasi
sonucu kas kayb1 da olaya eklenir. Plazma voliimiiniin azalmasi ortostatik hipotansiyona ve
bunun semptomlarina neden olur. Total potasyum kaybi ve kas protein katabolizmasi
nedeniyle giicsiizliik ortaya ¢ikar. Periferik sinirlerin gegici disfonksiyonuna bagli

paresteziler gozlenebilir (Candan 2003).
1.3.1.2. Tip 2 diabetes mellitus

Onceden insiiline bagimli olmayan bu tip diyabette; insiilin rezistansi, rolatif bir
insiilin eksikligi (Ilicin ve ark 2005), beta hiicre islev kaybi, diizensiz hepatik glikoz
iiretimi ve anormal barsak insiilin emilimi vardir (Carpenter 2002). Genellikle eriskinlerde
herhangi bir yasta gelisebilir (Runge ve Greganti 2009). Hastalar tamamen asemptomatik
olabilirler. Semptomatik olanlarda poliiiri, agiz kurulugu ve polidipsi vardwr. Kasmnti,
halsizlik, wvulvovajinit ve goérme bozukluklar1 diger semptomlar arasinda yer alir.

Hastalarda hafif hipertansiyon goriilebilir (Candan 2003).

Bu kisiler baslangigta ve siklikla hayat boyu yasamak icin insiilin tedavisine
gereksinim duymazlar. Bu tip hastalarm ¢ogu obezdir ve obezitenin kendisi de bir miktar
insiilin rezistansina neden olur. Obez olmayanlarin da daha ¢ok abdominal bolgede olmak
iizere viicut yag yiizdesi artmis olabilir. Bu diyabet tipinde ketoasidoz ¢ok nadir goriiliir ve
genellikle infeksiyon gibi bagka bir hastaliga bagli stres nedeniyle olusur. Bu tip diyabet,
hipergliseminin kademeli olarak artig gdstermesi ve baslangicta klasik semptomlarin hasta
tarafindan hissedilecek kadar siddetli olmamasi nedeniyle siklikla uzun yillar
tanilanmayabilir. Ancak bu hastalar makrovaskiiler ve mikrovaskiiler komplikasyonlarin
gelismesi agisindan artmug risk tasmlar. Tip 2 diyabet hastalarinda insiilin salgisinda
eksiklik vardir ve bu insiilin salgisi, insiilin rezistansint kompanse etmek icin yetersizdir.
Diyabetin bu formunun gelisme riski yas, obezite, fiziksel aktivite azlig1 ile artis gosterir.
Daha oOnceden gestasyonel diyabet hikayesi olan kadmlarda, hipertansiyon ya da

dislipidemi olanlarda daha sik goriiliir. Siklikla kuvvetli bir genetik yatkinlik mevcuttur
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(iligin ve ark 2005). Birgok hastanin birinci derece akrabalarinda diabetes mellitus vardir

(Runge ve Greganti 2009).
1.3.2. Diyabet Tanis1

Semptomatik olarak; diabetes mellitus tanis1 plazma glikoz seviyesinin acik ve
kuskuya yer vermeyecek sekilde yliksek olmasi ve beraberinde poliiiri, polidipsi, polifaji
ve hizli kilo kaybi1 seklindeki tipik belirtilerin varligi ile konulabilir (Berkow 1987).
Semptomu olmayan bir hastada ise diyabetten siiphelenince ilk tani koyduracak test aglik
kan glikoz konsantrasyonunun 6lciilmesidir. Tan1 koydurucu deger, farkl giinlerde en az
iki kez 140 mg/dI’nin {lizerinde a¢lik plazma glikozunun tespit edilmesidir (Aral 1998).
Aclik plazma glikoz degerindeki bu yiikselis; uzun siireli aglik, komplikasyon olarak
meydana gelen bazi hastaliklar, gebelik, plazma glikoz diizeyini yiikselttigi bilinen bazi

ilaglar ile strese bagli olmamalidir (Berkow 1987).

Tani kriterlerinden biri de OGTT (Oral Glikoz Tolerans Testi)’dir. Kilograma 1.75
g glikoz olacak sekilde kisinin viicut agirhigma gore hesaplanan sivi diyet, toplamda 75
gramdan fazla glikoz icermemelidir. Bu testin gerektigi gibi uygulanabilmesi i¢in hastanin
en az ii¢ giin boyunca kisitlanmamis yani en az 150 mg veya daha fazla karbonhidrat
iceren bir diyetle beslenmesi ve normal fiziksel faaliyetlerini siirdiirmesi gerekmektedir.
Ayrica hasta test Oncesi 16 saati gegmemek iizere en az 10 saat a¢ kalmis olmalidir. Biitiin
bu kosullar yerine getirildikten sonra hastanin aglik kan 6rnegi alinir ve hastanin kilosuna
gore hesaplanan glikoz, suda eritilerek 5 dakika i¢inde hastaya i¢irilir. Hastanin sekerli
suyu icmeye basladig1 an sifir kabul edilerek 2 saat boyunca yarim saat araliklarla hastadan
kan Ornekleri almir. Glikoz yiiklemesinden iki saat igerisinde almnan kan orneklerinin
herhangi birinde ve ayrica da ikinci saatte alman Ornekte vendz plazma glikoz
konsantrasyonunun 200 mg/dI’yi buldugu ya da astig1 degerler elde edilirse kisiye diyabet
teshisi konulur (Aral 1998). A¢lik plazma glikozu 140 mg/dI’nin altinda ise ve oral glikoz
tolerans testi sirasinda 30., 60., 90. dakikalardaki glikoz seviyeleri 200 mg/dl’y1 asarsa ve
2. saat test degeri 140-200 mg/dl arasinda ise kiside ‘glikoz tolerans bozuklugu’ vardir.
Glikoz tolerans bozuklugu olanlarin cogunlugunda diyabet ilerlememekte ve diyabete bagli

mikrovaskiiler komplikasyonlar goriilmemektedir (Andreoli ve ark 1993).
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Diyabetin tani kriterlerinde kullanilan diger testler ise, intravevoz glikoz tolerans
testi (IVGTT) ile glikolize hemoglobin testi (HbAlc)’dir. Intravevoz glikoz tolerans testi,
rutin olrak kullanilan bir test degildir. Ancak arastrmalarda, glikoz kullaniminin
degerlendirilmesinde giivenilir sonuglar verir. Sonuglar (k) degeri olarak bildirilir ki, bu
deger glikozun dolasimdan temizlenmesi i¢in gereken zamani yansitir. Glikolize
hemoglobin testinin, hemoglobinopatisi olmayan kisilerde artmasi diyabetin delili oldugu
kanitlanmistir. Bu testten elde edilen deger tanisal agidan aghik kan glikoz diizeyi ile
korelasyon gosterir. Ancak halen tanisal bir test olarak degilde, glisemik kontrol derecesi

hakkinda fikir vermek i¢in kullanilir (Aral 1998).
1.3.3. Diyabet Komplikasyonlar

1.3.3.1. Diyabetin akut komplikasyonlarn
1.3.3.1.1. Hipoglisemi

Kan sekerinin 60 mg/dl altma diismesidir. Belirtiler hipoglisemiyi kompanse etmek
amactyla salinan epinefrinin etkisine ve beyin glikozunun azalmasma baghdir. Epinefrin
salinmasina baglh olarak terleme, titreme, tasikardi, aglik hissi gibi belirtiler ortaya ¢ikar.
Beynin tek besin kaynagi glikozdur ve glikoz beyinde depolanmamaktadir. Kan sekeri 60
mg/dI’nin altma diistiiglinde bas donmesi, sersemlik, solukluk, tagikardi, konusma gii¢ligi,
donukluk, tremor, biling bulanikligi, bayilma ve konviilsiyon ortaya ¢ikar, tedavide biling
aciksa oral glikoz ya da sekerli besinler, kapali ise glikoz enfiizyonu uygulanir (Demir
1998).

1.3.3.1.2. Diyabetik ketoasidoz

En sik tip 1 diyabetlilerde goriilmekle birlikte, 6zellikle de akut hastalik siirecinde
olmak tizere tip 2 diyabet hastalarinda da goriilebilir (Carpenter 2002). Hastalarda
dolasimdaki insiilin seviyesinin eksikligi ile mutlak ya da rolatif glukagon fazlalig
sonucunda ortaya ¢ikar (iligin ve ark 2005). Ketoasidoz; hiperglisemi, asidoz ve plazma
keton yogunlugunun yiiksek olmasi ile karakterizedir (Andreoli ve ark 1993). Belirti ve
bulgular; ani baglayan poliiiri, polidipsi, istahsizlik, bulanti, kusma, solukta aseton kokusu

ve kirmizi-kuru cilttir. Tedavide siv1 elektrolit ve insiilin uygulamasi yapilir (Demir 1998).
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1.3.3.1.3. Hiperozmolar ketonik olmayan sendrom

Hemen hemen tamami; yasly, fiziksel agidan zayif ve serbest su girisi sinirli olan tip
2 diyabetli kisilerde gozlenir. Patogenezi diyabetik ketoasidoz’a benzerdir ancak
hipergliseminin daha belirgin olmasi, asidoz ve ketoneminin goreceli olarak olmamasi ve
dehidratasyonun daha fazla olmasi ile ayrilir. Serbest yag asidi diizeyleri diisiiktiir bu
nedenle de keton cisimcikleri saptanmaz, bulanti1 ve kusma nadirdir. Laktik asit
diizeylerindeki yiikselme doku perflizyonunun bozulmasina baghdir ve diyabetik
ketoasidozdan daha belirgindir. Serum insiilin diizeyleri normal ya da artmis olup genelde
insiilin direnci saptanmistir (Carpenter 2002). Tedavi hedefleri siv1 ve eletrolit agisindan
ozelliklede sodyum ve potasyumun diizeltilmesi, insiilin ile plazma glikoz seviyesinin
disiiriilmesi seklinde diizenlenir. Asir1 voliim yiiklenmesini onlemek i¢in santral vendz

basing takip edilmelidir (Candan 2003).
1.3.3.1.4. Laktik asidoz

Kanda laktatlarin artmasi, pH seviyesinin diismesi, biling bulanikligi ve
hipertansiyon belirtileriyle seyreden mortalitesi yiiksek bir klinik tablodur (Obek 1990).
Genellikle ciddi bir hastaligi olan bireylerde oksijen dagiliminin veya kullanimimin
yetersizligi sonunda olusur. Laktik asit birikimi, laktat tiretimi ile kullanimi arasindaki
dengenin bozulmus oldugunu gésterir (Iligin ve ark 2005). Diyabetik ketoasidozda
muhtemel sok, hipotansiyon ve keton cisimler nedeniyle laktik asit yapimi hizlanir.
Dolayisiyla her diabetik ketoasidoz ve hiperozmolar komada laktik asidoz gelisebilir (Aral
1998). Diyabet hastalarinda laktik asidoza gotiiren sebepler arasinda; bobrek yetmezligi,
karaciger parenkim hastaligi, fazla alkol tiiketimi ve biguanid smifi antidiyabetik ilaglar
kullanilmasi sayilabilir. Laktik asidoz; kaslarda agri, karin agrisi, halsizlik, bulanti, diyare,

hipotansiyon ve hipotermi gibi belirtilerle ortaya ¢ikar (Obek 1990).
1.3.3.1.5. Bakteriyel/fungal (mantar) enfeksiyonlar

Enfeksiyon diyabetli hastayr komaya sokabilecegi gibi kan glikoz regiilasyonunu
gliclestirmeye sebep olur. Hiperglisemik ortamda organizmada enfeksiyonlara yatkinlik
artarken, enfeksiyonlara diren¢ bozulur. Glikoziirinin bulunmasi bakteriler i¢in kiiltiir

ortamu teskil edip mesane fonksiyon bozukluklar1 ve staza yol acarak infeksiyon riskini
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arttirmaktadir. Otopsi incelemelerinde akut piyelonefrit sikliginin diyabet hastalarinda
daha yiiksek oldugu belirlenmistir. Kiiciik goriilen ve 6nem verilmeyen hafif infeksiyonlar
kisa zamanda ilerleyerek sepsise yol acabilir. Diyabet hastalarinda Sliimlerin % 6°s1
enfeksiyonlardan kaynaklanmaktadir (Aral 1998). Diyabet hastalarinda kandidiazis, iiriner
sistem ve cildin genel enfeksiyonlari ile tiiberkiiloz gibi hastaliklar siktir (Hough ve ark
2001).

1.3.3.2. Diyabetin kronik komplikasyonlar

Diyabetin kronik komplikasyonlar1 makroangiopatiler ve mikroangiopatiler olarak

2 ana grupta ele alinmaktadir (Demir 1998).
1.3.3.2.1. Makroangiopatiler
1.3.3.2.1.1. Makrovaskiiler hastahk

Bu gruptaki en onemli sorun kardiovaskiiler ve serebrovaskiiler hastaliklardir.
Hipertansiyon, miyokard iskemisi ve enfarkti, gecici iskemik ataklar ve inme ile periferik
vaskiiler hastalik bunlarin arasinda sayilabilir. Diyabetiklerde arteroskleroz’un ve vaskiiler
tromboz’un patogenezi diyabetik olmayan kisilerle benzerdir sadece siire¢ diyabetiklerde
cok daha hizhidir (Carpenter 2002). Arteroskleroz’un yiiksek riski nedeniyle, vaskiiler
hastalik i¢in olagan risk faktorleri agresif olarak tedavi edilmelidir. Diyabetiklere sigaray1
birakmalar1  Onerilmeli ve hipertansiyon mevcutsa dikkatle tedavi edilmelidir.
Diyabetiklerde sik goriilen hiperlipidemi diisiiriilmelidir (Andreoli ve ark 1993). Siki
glikoz kontrolii saglamak icin yogun insiilin terapisinin uygulandigr caligmalar

kardiovaskiiler hastaliklarda diizelmeler gostermistir (Carpenter 2002).
1.3.3.2.2. Mikroangiopatiler

Diyabetin mikroangiopatik komplikasyonlar1 ‘Diyabetik Triopati’ adiyla anilir ve

bu gruptaki patolojiler; retinopati, nefropati ve néropatidir (Demir 1998).

1.3.3.2.2.1. Retinopati

Diyabete iliskin patolojiler goziin sklera tabakasi disinda tiim katmanlarini tutar ve
diyabetik retinopati edinsel gorme kaybinin birinci nedenidir. Diyabetik retinopati gorme
bozukluklarindan, katarakt ve korliige kadar uzanabilen genis bir yelpazede incelenir ve
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retinopati proliferatif ve nonproliferatif olmak iizere iki grupta ele almmaktadir (Demir
1998). Nonproliferatif retinopati; sert, mumsu eksiidalar, yumusak eksiidalar ve retinal
hemoraji ile karakterizedir. Cok yaygin olup siklig1 diyabet siiresine bagl olarak yiikselir.
Genellikle gormeyi etkilemez ve stabil seyreder. On yillik diyabetlilerde % 50, 20 yillik
diyabetlilerde yaklasik % 90 oraninda non-proliferatif retinopati mevcuttur. Proliferatif
retinopati; neovaskiilarizasyon (yeni damar olusumu) ile karakterizedir, vitr6z retina
dekolmanina ve sonucta agir gérme kaybi ile korliige sebep olur. Baslica tedavisi laser
fotokoagiilasyonu ile miimkiin olup gorme kaybin1 6nemli derecede diizeltmektedir

(Andreoli ve ark 1993).
1.3.3.2.2.2. Nefropati

Diyabetik nefropati tip 1 diyabetiklerde hastaligin baslamasindan 15-20 yil sonra
yaklasik olarak % 50 oraninda goriilmektedir. Tip II diyabetiklerde ise nefropati daha
seyrek goriiliir (Andreoli ve ark 1993). Diyabetik nefropati Kimmenstill Willson sendromu
olarak da bilinir ve erken belirtisi mikroalbliminiiri’dir (Demir 1998). Baslangicta tiim
hastalarda glomeruler filtrasyon hizi ve renal kan akimi higbir histolojik degisiklik
olmaksizin artar. Bu tablo; glomeruler hipertrofi, renal biiylime, mezangial matriksin
genislemesi ve glomeruler bazal membranin kalinlasmas: seklinde ilerler ve
glomerulosikleroz ile sonuglanir (Carpenter 2002). Baslangigta proteiniiri intermittan
vasiflidir. Daha sonra kalict sekle doner. Nefrotik sendrom vakalarin hepsinde goriilmez.
Zamanla glomertil filtratin azalmasina, hipertansiyon da eklenerek komplikasyon {iremi

(bdbrek yetmezligi) ile sonuglanir (Obek 1990).

1.3.3.2.2.3. Noropati

Periferik ve otonom ndropati olmak iizere iki sekilde goriiliir. Periferik noropati alt
ekstremiteleri tutar. En yaygin belirtileri; ekstremitelerde his kaybi, uyusma, karmcalanma,
batma ve yanma hissi, duyu kayiplari ile kas kuvvetsizligidir (Demir 1998). Ileri vakalarda
agr1 duyusu kaybi1 basing bolgelerinde kronik iilserlerin gelismesine yol acar (Hough ve ark
2001). Otonom noropatinin belirti ve bulgularindan en belirgin olanlari; postural
hipotansiyon, kardiovaskiiler cevapta azalma, gastroparezi (Candan 2003), bulanti, kusma,
konstipasyon, iiriner retansiyon, inkontinans, asir1 terleme ve erkeklerde impotanstir
(Demir 1998).
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1.3.4. Diyabet Tedavisi

Biitiin diyabet hastalarinda tedavinin baslangigtaki amaci hiperglisemi sonucu
gelisen semptomlarin  giderilmesidir. Tedavinin ikinci amaci ise uzun siireli
komplikasyonlarin 6nlenmesidir. Tip 1 diyabetiklerde insiilin tedavisi gereklidir. Bununla
birlikte, insiiline bagimli diyabette diyet tedavinin 6nemli bir kismin1 olusturmaktadir. Tip
1 diyabette 6glinlerin zamanlamasi ve kalori icerigi onemlidir ayrica diyetin vaskiiler
hastalik riskini azaltict nitelikte olmasi gerekir. Orta ve uzun etkili insiilin tedavisi ile
ogiinlerin zamanlamasi insiilin eksikligine gore diizenlenmelidir. Ogiinlerde gecikme ya da
atlama olursa veya 6giin az miktarda ise hipoglisemi riski artar. Bunun tersine; 68iinler ¢cok
fazla miktarda olursa hiperglisemi meydana gelir. Ogiinlerin zamanlamasi ve igerigi sabit
tutulabilirse hastanin hayat tarzina uyarak insiilin dozunu ayarlamak miimkiin olabilir.
Vaskiiler hastalik riskini azaltmak i¢in, biitlin hastalarin doymus yag ve kolesterol igerigi
disiik diyet almasi gerekir. Diyette lifli besin miktarinin yiiksek olmasi, karbonhidrat
emilimini azaltarak serum lipid diizeyini disiirmektedir. Bu nedenle, diyetteki lifli besin

miktarinin arttirilmasi 6nerilmelidir (Andreoli ve ark 1993).

Tedavide kullanilmakta olan insiilinler; etki siiresi, saflik derecesi ve kaynaklari
bakimindan farklilik gostermektedir. Insiilin’in azami etkisi ve etki siiresi, hastadan
hastaya degismektedir. Hatta ayni hastada insiilinin subkutan emilimi, enjeksiyon yerine
gore degistigi gibi, giinden giine de farklilik gosterebilir. Bu sebeple, her bir hasta i¢in ayr1
insiilin rejimi diizenlemek daha dogru bir yoldur. Uygulanan insiilinin tipi, dozu ve
zamanlamas1 onceden diisiinlilen ideallere gdre degil, hastanin yanitina gore olmalidir.
Ayrica bir hasta i¢cin diizenlenen insiilin uygulamasi sabit olmayip, zamanla tekrar
diizenlenmesi gerekir. Fiziksel aktivitedeki degisiklikler, gelisme durumu, 6giin igerigi,
kullanilan diger ilaclar, araya giren bir hastalik ve stres insiilin uygulamasinda degisiklik

yapilmasma sebep olabilir (Yasavul 2004, Andreoli ve ark 1993).

Insiiline bagimli olmayan diyabetiklerde diyet tedavisi ¢ok dnemlidir. Eger diyet ile
kan sekeri diizeyi ayarlanamazsa, oral hipoglisemik ilaclar veya insiilin kullanilmasi
gerekir. Tip 2 diyabet hastalarinin ¢ogu obez oldugu i¢in, diyet tedavisinin baslica amaci
hastay1 zayiflatmaktir. Kalori kisitlamasi, genellikle hipergliseminin 6nemli derece
diizelmesine yardimci olur. Kan sekeri diizeyindeki bu diisme, hastada daha kilo kaybi1

olmadan goriilmektedir. Kilo verme girisiminde bulunanlarda egzersiz siklikla yarar saglar
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ve bu nedenle eger hastanin ileri evre koroner arter hastaligi bulunmuyorsa, siddetle
onerilmelidir. Tip 2 diyabetli zayif olgularda, kalori kisitlanmamalidir. Insiiline bagimli
olmayan biitiin diyabetlilerde, doymus yag ve kolesterol alimi kisitlanmahdir. Tip 2
diyabetli olan hastalarin c¢ogunlugunda, sadece diyetle i1yi bir metabolik kontrol
saglanamamaktadir. Boyle hastalarda, diyetle birlikte oral hipoglisemik ilacin kullanilmas1
gerekmektedir. Tip 2 diyabetli hastalarin bir kisminda insiilin tedavisi gerekmektedir. Bu
hastalarda yanlizca insiilin direnci oldugu i¢in, siklikla daha yiiksek insiilin dozuna gerek

vardir (Andreoli ve ark 1993).

1.3.5. Deneysel Diyabet Modelleri

Gilinilimiize kadar tanimlanmig bir¢ok hayvan diyabet modeli bulunmakla birlikte,
bu modellerden higbiri insan diyabetine tam olarak esdeger tutulamaz (Pickup ve Williams
2002). Tip 1 diyabet modelleri; kimyasal olarak olusturulan tip-1 diyabet modelleri
(Alloksan, streptozotosin), spontan tip-1 diyabet modelleri (Bio-Breeding rat, NOD fare,
Macaca nigra maymunu, Keeshand kdépegi, Cin hamsteri, Yeni Zelanda beyaz tavsani,
Komedo Diabetes Prone rat), viriisle olusturulan modeller, transgenik tip 1 diyabet
modelleri olarak gruplandirilabilir. Tip 2 diyabet modelleri ise; agir diizeyde hiperglisemili
modeller (db/db fare, Rhesus maymunu), ilimli hiperglisemili modeller (ob/ob fare),
deneysel modeller (pankreatektomi, hipotalamik lezyon) ve diyet ile olusturulan modeller

(yiiksek yagli ve sekerli diyetle beslenme) olarak sayilabilir (Irer ve Alper 2004).
1.3.6. Diabetes Mellitus ve Disi Genital Sistem

Diabetes mellitus, yalniz kan sekeri yiiksekligi ile seyretmeyip, 06zel
komplikasyonlara yol agan bir hastaliktir (Obek 1990). Yapilan gesitli ¢alismalarda;
diyabete bagli dstrojen (Cox ve ark 1994), progesteron (Tesone ve ark 1983), LH ve FSH
diizeylerinde azalma oldugu bildirilmistir (Bestetti ve ark 1987). Yiiksek glikoz diizeyinin
rat graniiloza hiicrelerinde Ostrojen ve progesteron diizeyini azalttig1 (Chabrolle ve ark
2008), serum ve folikiillerdeki insiilin benzeri biiyiime faktorii I (IGF-I) diizeyinin
diyabetik grupta daha diisiik oldugu ve folikiil sivisindaki strojen oraninin diyabete bagli
olarak azaldigi ortaya konmustur. Bunlarin aksine; serum &strojen ve FSH diizeylerinin
diyabet ve kontrol gruplarinda benzer oldugu, glisemik durumun folikiil sivisindaki

progesteron konsantrasyonunu etkilemedigi (Meurer ve ark 1991), serum FSH, LH,
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Ostrojen ve total testosteron diizeyinin diyabette daha yiiksek oldugu ve insiiline bagimli
olmayan diyabetli kadmnlarin biyokimyasal ve klinik olarak hiperadrogenizm’e sahip

olduklar1 da ifade edilmistir (Tok ve ark 2004).

Diyabetin ovaryum {izerine etkileri incelendiginde; ovaryum agirhiginin azaldigi
(Tesone ve ark 1983), atretik folikiil oraninin daha ytiksek oldugu (Meurer e ark 1991, Cox
ve ark 1994), primer ve sekonder folikiillerde folikiil sayilarinin azaldigi (Garris 1984),
folikiiler capin daha kiiciik oldugu tespit edilmistir (Cox ve ark 1994). Fare ovaryumlarmin
kesitlerinde diyabete baglh oosit gelisiminde gecikmenin oldugu belirlenmistir. Ayni
calismada; anneksin V, Bax ve kaspaz-3 eksprese eden oosit miktarinda yiikselme
saptanmis olup, diyabetin oositte apoptosis’i arttirdigi dile getirilmistir (Lin ve ark 2010).
Diyabetli kadmnlarda polikistik over sendromu prevalansinin daha yiiksek, hirsutizm’in
daha yaygin goriildiigii bildirilmistir (Tok ve ark 2004). Diyabetin etkisiyle ikinci kutup
cisimcikleri bulunan oositlerin yiizdesinin daha diisiik oldugu (Rehdk ve ark 1996),
dejenere olmus oosit sayisinin ise daha yiiksek oldugu tespit edilmistir (Vesela ve ark
1995). Diyabetin ovulasyon oranini azalttigi, oositteki mayotik i defektlerini ve
anoploidi’yi arttirdigr vurgulanmistir (Cheng ve ark 2011). Diyabetik NOD (Non-Obese
Diabetic) farelerde ovaryum graniiloza hiicrelerinde ve atretik folikiillerde yiiksek
konsantrasyonda lipid damlaciklarinin bulundugu, ovaryum stroma hiicrelerinde atrofi
olusumu ve lipid kaybinin oldugu saptanmis olup bu yapisal degisikliklerin, oosit
olgunlasmas: ile ilgili bozukluklarla baglantili olabilecegi bildirilmistir (Tatewaki ve ark
1989). Diyabet tablosunda kumulusla ¢evrili oositlerde konneksin ekspresyonunun ve gap
junction iletisiminin azaldigi, bu durumun bozulmus oosit mayotik olgunlasmasi ve zayif
gebelik sonucundan sorumlu olabilecegi ifade edilmistir (Ratchford ve ark 2008). Hem
akut hemde kronik diyabet modellerinde, daha kiiciik ve daha az gelismis folikiillerin
bulundugu, kumulusla ¢evrili oositlerde konneksin-43 ekspresyonunun daha diisiik oldugu,
bu sebeple hiperglisemi ve hipoinsiilineminin oosit olgunlasmasi lizerine zararh etkiye
sahip olabilecegi vurgulanmistir (Chang ve ark 2005). Ayrica diyabetik farelerde ovaryum
disfonksiyonlarinin folikiiler atrofi, adipozite, bozulmus steroidogenesis ve glikoz

kullanimindaki dengesizlik ile iligkili oldugu ifade edilmistir (Garris ve ark 1985).

Diyabetin tuba uterina, uterus ve vajina iizerine etkileri incelendiginde; diyabet

grubundaki ratlarin ovaryum, uterus ve vajina kiitlelerinin degistigi, uterus endometriyum
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yiiksekligi ile vajina epitelinin kalmmlhiginin azaldigi saptanmistir (Ivanova ve ark 1977).
Ayrica diyabete bagli azalmis hiicre proliferasyonuna paralel olarak uterus miyometrial kas
tabakasinda daralmanin meydana geldigi tespit edilmistir (Favaro ve ark 2010). Diyabetik
NOD farelerde uterusta agmlik kaybi, luminal ve glandular epitelde lipid birikimi,
endometriyal ve miyometriyal atrofi ile kas hiicre katmanlarinin sayisinin azaldigi
bildirilmis olup uterustaki bu degisikliklerin implantasyon ve canli embriyo oraninin
azalmasi ile iligkili olabilecegi vurgulanmistir (Tatewaki ve ark 1989). Ketoniirik ve
diyabetik hamsterlarda kontrole kiyasla uterus epitelinin mikrovillus ve sekresyon
aktivitesinden yoksun oldugu, epitel yiiksekliginin azaldigi, epitel altindaki bazal
laminanin daha ince oldugu, endometriyal stromanin bozuldugu ve stromal kan
damarlarmin bazal laminasinin daha ince oldugu belirlenmistir (Garris ve Smith 1983).
Diyabetik ratlarda insiilin eksikli§ine bagli olarak uterusta hiicre bdliinme oranimin
oglisemik ratlara gore azaldigi, insiilin tedavisinin ise luminal hiicre boliinme diizeyini
restore ettigi ifade edilmistir (Kirkland ve ark 1981). Alloksan ile diyabet olusturulan ve
gebe olmayan disi tavsanlarin tireme sistemindeki kapillar damarlarin ince yapili olduklar:
fakat bazal membranlarinda yaygim bir kalinlasma gozlendigi ifade edilmis olup goriilen bu
vaskiiler lezyonlarn {iireme sisteminin fonksiyonlarmi etkileyebilecegi bildirilmistir
(Liebhart ve Szamborski 1974). Gestasyonel endometriyumun diyabete bagli immun ve
vaskiiler defektlere sahip oldugu ve bunun muhtemelen fetal kayip ile dogum defektlerine
katki saglayabilecegi vurgulanmistir (Burke ve ark 2007). Diyabetin preimplantasyon
doneminde fallop tiiplerinde ve uterusta insiilin benzeri biliyiime faktorleri ve
reseptorlerinin  mRNA ekspresyonlarinda degisime yol ag¢tigi ve bunun diyabetik
embriyopati ile sonuglanabilecegi ifade edilmistir (Zakaria ve ark 2007). Diyabete bagh
vajinal submukozadaki kollagen bag dokunun yogun, diizensiz ve bi¢imsiz yerlestigi,
vaskiilaritenin azaldig1 belirlenmistir. Ayrica transforming biiytime faktori f1 (TGF-B1)
ekspresyonunun kollagen bag dokuda, fibroblastlarda ve diiz kas liflerinde goze carptigi,
kontrol grubunda ise TGF-B1 ekspresyonunun gézlenmedigi bu nedenle diyabetin TGF-1
yoluyla vajinal doku fibrozis’ini uyarabilecegi vurgulanmistir (Park ve ark 2001). Benzer
olarak diyabetin vajinal dokuda kollagen, TGF-f1 ve plazminojen aktivator inhibitor
ekspresyonu ile apoptozisi arttirdigi, a-diiz kas aktin ekspresyonunu azalttigi tespit edilmis
ve bu kanitlara dayanilarak diyabetin vajinal fibrozis ile iliskili oldugu bildirilmistir

(Ferrini ve ark 2006). Diyabete bagli vajinal muskularis alanda daralma, elastik ipliklerde

29



belirgin bir kisalma ve nitrerjik immunreaktif sinir liflerinde 6nemli bir azalma saptanmis
olup diyabetin vajinal yapiy1 bozdugu ifade edilmistir (Cushman ve ark 2009a). Diyabet
tablosu nedeniyle vajinal Ostrojen, progesteron ve androjen reseptor ekspresyonlarmin
onemli Olclide azaldig1 ve boylelikle steroid reseptor sinyalizasyonunun dagilimindaki
bozulmalarin vajinal fonksiyonlar1 olumsuz etkileyecegi vurgulanmistir (Cushman ve ark
2009b). Vajinal diiz kaslarin islevlerinin adrenerjik, kolinerjik ve NANC (non-adrenergic,
non-cholinergic) norotransmitter mekanizmalarla diizenlendigi ve diyabetin bu
mekanizmalar1 bozdugu ifade edilmis boylelikle norotransmisyondaki diyabetle iliskili
degisikliklerin seksiiel uyarim esnasinda yetersiz fizyolojik yanit ile sonucglanabilecegi
bildirilmistir (Giraldi ve ark 2001). Benzer olarak diyabetin vajinal doku yapisi ve hiicre
gelisimi ile diiz kas kasilmasini diizenleyen anahtar enzimlerde dramatik degisikliklere
neden olabilecegi, nihayetinde seksiiel uyarim esnasinda genital cevabin etkilenebilecegi

belirtilmistir (Kim ve ark 2006a).
1.4. Serbest Radikaller ve Oksidatif Stres

Serbest radikal, atomik ya da molekiiler yapilarda ¢iftlenmemis bir veya daha fazla
tek elektron tastyan molekiillere verilen isimdir. Baska molekiiller ile ¢ok kolayca elektron
alisverigine giren bu molekiillere oksidan molekiiller veya reaktif oksijen partikiilleri de
denilmektedi (Cavdar ve ark 1997).

Serbest radikaller 3 yolla meydana gelir:

1. Kovalent bagli normal bir molekiiliin, her bir parcasinda ortak elektronlardan
birisinin kalarak homolitik boliinmesi.

XY —» X +Y

> Normal bir molekiilden tek bir elektronun kaybi veya bir molekiiliin heterolitik
boliinmesi.
X:Y ->XT+Y'

3. Normal bir molekiile tek bir elektronun eklenmesi.

A+e A~

Biyolojik sistemlerde serbest radikaller en fazla elektron transferi sonucu meydana
gelirler. Serbest radikaller pozitif yiiklii, negatif yiiklii veya elektriksel olarak ndtral
olabilirler (Akkus 1995). Hem organik ve hem de inorganik molekiiller halinde bulunurlar
ve oldukea reaktif dzellik tasirlar (Kavas 1989). Cu®’, Fe'", Mn®*" ve Mo”" gibi gecis
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metallerinin de ortaklanmamis elektronlar1 oldugu halde serbest radikal olarak kabul
edilmezler. Fakat bu iyonlar reaksiyonlar1 katalize ettiklerinden dolay1 serbest radikal
olusumunda 6nemli rol oynarlar (Akkus 1995). Canlinin i¢inde serbest radikal olusumu
endojen olarak normal metabolik reaksiyonlardan ya da eksojen olarak sigara dumani ve
hava kirleticileri, baz1 ¢oziiciiler, ilaclar, pestisidler ve radyasyona maruz kalma gibi

durumlardan kaynaklanabilir (Machlin ve Bendich 1987).

Reaktif nitrojen tiirleri (RNS) ile birlikte reaktif oksijen tiirleri (ROS) olarak bilinen
serbest oksijen radikalleri, hem yarali hemde zararli olmak tizere ¢ift yonlii rol oynayan
maddeler olarak bilinmektedirler. Nitrik oksit sentaz ve Nikotinamid Adenin Diniikleotid
Fosfat (NADPH) oksidaz isoformlar1 gibi sikica tanzim edilmis enzimler tarafindan
uiretilir. Reaktif oksijen tiirlerinin mitokondrial elektron transfer zinciri ya da NADPH’ nin
siirekli uyarilmasindan kaynaklanarak asir1 iiretimi oksidatif stresle sonuclanir (Valko ve
ark 2007). Yiiksek reaktif molekiiller hiicresel memranlarda ¢okludoymamis yag asitleri ile
DNA’da niikeotidlerle ve proteinlerde siilfidril baglariyla reaksiyona girerek doku hasarina
yol agabilirler (Machlin ve Bendich 1987). Reaktif oksijen tiirlerinin iiretimindeki asir1 ve
devamli artisin; kanser, diyabet, arterioskleroz, ndrodejeneratif hastaliklar, romatoid artrit,
iskemi/perfiizyon hasari, obstriiktif uyku apnesi ve yashilik siireci gibi ¢esitli hastaliklarin
ve bozukluklarin patogenezinde yer aldig1 ifade edilmektedir (Droge 2002). Oksidatif stres
normal hiicrelere kiyasla ¢esitli kanser hiicrelerinde mevcut olan hiicresel redoks
diizensizligini uyarir ve bu durum da onkojenik stimiilasyonla iligkilidir. DNA mutasyonu
karsinojeneziste kritik bir asamadir ve bazi tiimorlerde oksidatif DNA lezyonlarinin
diizeyinin ytikseldigi bildirilmistir (Valko ve ark 2006). Bunun aksine; ROS ve RNS diistik
konsantrasyonlarda enfeksiyon ajanlarina kars1t defans, hiicresel sinyal yolaklarmin
fonksiyonun siirdiiriilmesi ve mitojenik cevabin iletilmesinde yaral etkilere sahiptir (Valko

ve ark 2007).

Ilgingtir ki; gesitli ROS ile iliskili islevler, hiicreleri ROS ile iliskili oksidatif strese
kars1 korur ve redox balansinin tekrar kurulmasini ve siirdiiriilmesini saglar. Reaktif
oksijen tiirlerinin agik¢a ikiyiizlii bir karakter oldugu ispatlanmistir. Ornegin; ROS hiicre
icinde, kanser hiicrelerinin onkojenik fenotiplerinin siirdiiriilmesi ve indiiklenmesini
saglayan hiicrei¢i sinyal kaskadlarinda ikincil mesajc1 olarak davranirken, hiicresel yasliligi

ve apoptozisi uyararak anti-tiimorijenik bir fonksiyon yiirtitiir (Valko ve ark 2007).
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Artan oksidatif stres; reaktif oksijen radikalleri Onciilerinin asir1 iiretimi ve/veya
engelleyici ve tutucu sistemlerin diisiik verimlilik géstermesinden kaynaklanabilir. Serbest
radikal iiretiminde artisa yol agilarak hiicre Oliimii, doku hasar1 ve metabolik stresin
otokatalitik dongiisii yiikseltilebilir boylece baskilayaci ve Onleyici mekanizmalar riske
atilarak oksidatif stres daha da alevlenebilir. Biyolojik sistemlerde; oksidan iiretiminin
orani ve reaktif oksijen tiirlerinin kararli hal seviyeleri kolaylikla 6l¢iilemez. Bu sebeple;
oksidatif hasar Ol¢timleri olusumun kinetikleri, kararli durum seviyeleri ya da dokularda
plazma ve idrardaki antioksidanlarin birikim 6lgiisiinden tahmin edilerek anlasilmaktadir

(Baynes 1991).
1.4.1. Reaktif Oksijen Tiirleri

1.4.1.1. Siiperoksit radikali

Hemen tiim aerobik hiicrelerde oksijenin bir elektron alarak indirgenmesi sonucu,
serbest siiperoksit radikal anyonu (O,.”) meydana gelir.

O, +¢e — 0

Stiperoksit bir serbest radikal olmakla birlikte kendisi direkt olarak fazla zarar
vermez. Asil Oonemi, hidrojen peroksit kaynagi olmasi ve geg¢is metalleri iyonlarmnin
indirgeyicisi olmasidir. Siiperoksit’in fizyolojik bir serbest radikal olan nitrik oksit ile
birlesmesi sonucu reaktif bir oksijen tiirevi olan peroksinitrit meydana gelir.

0,” + NO- — ONOO™

Boylece NO-’in normal etkisi inhibe edilir. Ayrica peroksinitrit’in dogrudan
proteinlere zararh etkileri vardir. Stiperoksit diisilk pH degerlerinde daha reaktiftir. Ayrica

hem oksitleyici hem de rediikleyici 6zellige sahiptir (Akkus 1995).

1.4.1.2. Hidrojen peroksit radikali

Molekiiler oksijenin ¢evresindeki molekiillerden 2 elektron almasi1 veya
siiperoksit’in bir elektron almasi sonucu peroksit olusur. Peroksit molekiilii 2 hidrojen
atomu ile birleserek hidrojen peroksit’t (H»O,) meydana getirir. Hidrojen peroksit
membranlardan kolayca gecebilen, uzun 6miirlii bir oksidandir (Akkus 1995). Hidrojen
peroksit’in dnemli Olciide hiicre 6liimiinii indiikledigi ve hiicre i¢ci ROS diizeyini, lipid

peroksidasyonu ve DNA fragmantasyonunu arttirdig1 belirlenmistir (Kim ve ark 2013). Bu

32



serbest radikal antioksidan enzimler tarafindan detoksife edilir (MacMillan-Crow ve Crow

2011).

Oy-+ € + 2H — H,0,

O, + 2. + 2H" — H,0,

Biyolojik sistemlerde hidrojen peroksit’in iiretimi siliperoksit’in dismutasyonu ile
olur. iki siiperoksit molekiilii iki proton alarak hidrojen peroksit ve molekiiler oksijeni
olusturur. Reaksiyon sonucu radikal olmayan {iriinler meydana geldiginden bu bir
dismutasyon reaksiyonu olarak bilinir.

20,-+ 2H — H,0,+ O,

Hidrojen peroksit bir serbest radikal olmadig1 halde, reaktif oksijen tiirleri igine
girer ve serbest radikal biyokimyasinda dnemli rol oynar. Ciinkii stiperoksit ile reaksiyona
girerek en reaktif ve zarar verici serbest oksijen radikali olan hidroksil radikalini
olusturmak iizere kolaylikla yikilabilir.

H,O, + O- — ‘OH + OH™ + O,

Bu reaksiyona Haber-Weiss reaksiyonu adi verilir. Bu reaksiyon katalizorlii ya da
katalizorsiiz olarak olusabilir. Fakat katalizorsiiz reaksiyon oldukca yavas ilerler. Demirle
katalizlenen ikinci sekli ise ¢ok hizlidir. Bu reaksiyonda énce feri demir (Fe;") indirgenir.
Sonra ferro demir kullanilarak ‘Fenton reaksiyonu’ ile hidrojen peroksit’ten -OH ve OH™
dretilir (Akkus 1995).

O- + Fe;' — O, + Fey'

Fe;” + H0, — Fe;” + OH” + -OH

Oy- + H,0, — Fe;' + OH™ + -OH

1.4.1.3. Hidroksil radikali

Hidroksil radikali (-OH), hidrojen peroksit’in ge¢is metallerinin varliginda Fenton
reaksiyonu meydan gelir. Suyun yiiksek enerjili iyonize edici radyasyona maruz kalmasi
sonucunda da hidroksil radikali olusur (Akkus 1995).

H-O-H — H- + -OH

Oksidatif streste en olasi toksik reaktan olarak goriilmektedir. Asir1 derece reaktif

olup ¢ok hizli bir sekilde hem yiiksek hem de diisiik molekiil agirliktaki bilesikleri hasara
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ugratabilir veya degistirebilir (Erener ve ark 1992). Ayrica tioller ve yag asitleri gibi ¢esitli

molekiillerden bir proton kopararak yeni radikallerin olugmasina sebep olur (Akkus 1995).

1.4.1.4. Singlet oksijen

Singlet oksijen ('O,), ortaklasmamus elektronu olmadig: i¢in radikal olmayan
reaktif oksijen molekiiliidiir. Serbest radikal reaksiyonlar1 sonucu meydan geldigi gibi
serbest radikal reaksiyonlarmin baslamasma da sebep olur. Oksijenin elektronlaridan
birinin enerji alarak kendi spininin ters yoniinde olan baska bir orbitale yer degistirmesiyle
olusur. Delta ve sigma olmak iizere 2 sekli vardir. Singlet oksijen, uyarilmis elektronlarin
daha diisiik enerji seviyelerine inmesiyle 151k yayar. Singlet oksijenin kimyasal bir bilesikle
etkilesimi sonucu kemiluminesans meydana gelmesi ve bunun 6lgiilmesiyle reaktif oksijen
tiirlerinin direkt tayini yapilabilmektedir (Akkus 1995). Singlet oksijen heme proteinleri,
lipoksijenazlar, aktive lokositler ve radikal sonlandirma reaksiyonlarmin aracilik ettigi
siregleri ihtiva eden enzimatik ve enzimatik olmayan bir dizi reaksiyon tarafindan
olusturulabilir (Davies 2003). Singlet oksijen genotoksik ve sitotoksik etkiler sarfederek
biyomolekiiller iizerinde zararli etkiler olusturur. Bunun yaninda; cesitli proteinlerin
ekspresyonlarinin indiiklenmesine yol agan hiicresel sinyal olaylar1 lizerine de belirgin

etkileri oldugu 6ne siiriilmektedir (Briyiba ve ark 1997).

1.4.1.5. Hipokloroz asit

Hipokloréz asit, ndtrofiller tarafindan {iretilen giligli bir oksidandir.
Miyeloperoksidaz enzimi; hipoklordz asit’in hidrojen peroksit ve klorid’ten iiretimini
katalize eder (Winterbourn ve Kettle 2000). Bu bilesik dnemli bir antibakteriyel ajandir.
Fakat asir1 ya da yanlis yerde iiretimi ateroskleroz, artrit ve bazi kanser tiirleri gibi ¢ok
sayida hastaligin olusumuna katki sunabilir (Pattison ve Davies 2001). Hipoklordz asit
DNA bazlarinin klorlanmasina ve proteinlerde tirozin kalintilarina yol acabilir ayrica
membran proteinlerine zarar vererek membranlardan gegebilir. Bunlarin yaninda;
proteolitik enzimlerin baskilanmasinda onemli olan alfa 1-antiproteinaz’i ayrica endotel
hiicrelerinin membraninda bir glikoprotein olan ve kan pihtilagsmasmin diizenlenmesinde

rol oynayan trombomodulin’i inaktive edebilir (Halliwell ve Gutteridge 1999).
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1.4.2. Reaktif Nitrojen Tiirleri

1.4.2.1.Nitrik oksit (NO)

Nitrik oksit; gaz halinde bir serbest radikal olup, cesitli fizyolojik ve patolojik
siireclerin 6nemli bir aracisidir (Knight 1999). Nitrik oksit, nitrik oksit sentaz enzimi
vasitasiyla L-argininden sentezlenir (Atmaca 2001). NO, ya konstitutif (esas) ve kalsiyuma
bagimli ya da indiiklenebilir ve kalsiyumdan bagimsiz olarak meydana gelir (Tiirkoz ve
Ozerol 1997). Nitrik oksit sentaz enziminin iki yapici/esas bir de indiiklenebilir olmak
iizere li¢ izoformu bulunmaktadir (nNOS, INOS, eNOS). Bu enzimler aym hiicrelerde
eksprese olmazlar. Yapici enzimlerin bir tanesi endotelde, digeri ise merkezi ve perifer
sinirlerde, iskelet kaslarinda, pankreas B hiicrelerine, bronsiyol epitel hiicrelerinde, uterus
ve mide de bulunur. Biitiin izoformlar, L-arginin’in sitrulin ve nitrik oksit’e doniislimiinii
katalize eder (Knight 1999). Nitrik oksit vaskiiler endotelyum, néronlar ve immiin hiicreler

gibi bircok dokuda iiretilir (Atmaca 2001).

Nitrik oksit (NO), kalp damar sistemi homeostazisinin diizenlenmesinde etkili en
onemli aract molekiillerden biri olarak bilinmektedir (Biilbiil ve Soylu 2008). Hiicre
zarmdan geger ve kan akimi ile trombozun modiilasyonunda hiicre i¢i mesajc1 olarak gorev
yapar. Bununla birlikte; endotel kaynakli gevseme faktorii olarakla taninir ve vaskiiler diiz
kas gevsemesi i¢in onemli bir sinyal rolii vardir (Knight 1999). Nitrik oksit’in kalp damar
sistemi iizerine; damar genislemesi, trombosit agregasyonunun Onlenmesi, damar
yaralanmalarini takiben damar diiz kas hiicrelerinin ¢ogalmalarinin engellenmesi, kalp kas1
kasiliminin kontrol edilmesi (Biilbiil ve Soylu 2008) ve nétrofil infiltrasyonunun inhibe
edilmesi gibi bir¢ok fizyopatolojik etkileri bulunmaktadir (Atmaca 2001). Ayrica sinir
sisteminde de fizyolojik ve patolojik rolleri vardir. Sinir sistemi morfogenezinde ve
sinapslarin sekillenmesinde rol oynar, ndrotransmitter salinimini ve gen ekspresyonunu

diizenleyebilir (Tiirkdz ve Ozerol 1997).

Endojen olarak iiretilen NO; immiinitenin diizenlenmesi (Tiirkoz ve Ozerol 1997)
ve malign hiicrelerin yikimimi i¢ine alan antimikrobiyal aktiviteye de sahiptir. iINOS,
immiinulojik ve inflamatuar uyarim sonrast makrofaj, notrofil, mast hiicresi, endotel ve
vaskiiler diiz kas hiicreleri gibi ¢cok sayida hiicrede eksprese olur. Bu sebeple; nitrik oksit

immun hiicreleri aktive eder ve Oldiiriicii bir molekiil gibi davranir. Nitrik oksit’in direk
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toksisitesi 1limli olmasma ragmen, siiperoksit ile tepkimeye girdigi zaman gicli bir
oksidan olan peroksinitrit olusur bdylece toksisitesi biiyiikk Olciide artar. Peroksinitrit’in
cesitli norodejeneratif, baz1 bobrek ve romatotid artrit gibi hastaliklarda rolii olabilecegi

gosterilmistir (Knight 1999).
1.4.3. Serbest Radikallerin Lipidler Uzerine Etkisi

Serbest radikaller, savunma mekanizmalarmin kapasitesini asacak oranlarda
olustuklar1 zaman organizmada ¢esitli bozukluklara yol acarlar. Biyomolekiiller serbest
radikaller tarafindan etkilenirler fakat lipidler en hassas olanlaridwr. Membrandaki
kolesterol ve yag asitlerinin doymamig baglari, serbest radikallerle kolayca reaksiyona
girerek peroksidasyon iiriinleri olustururlar. Poliansatiire yag asitlerinin oksidatif yikimu,
lipid peroksidasyonu olarak bilinir ve olduk¢a zararhdir. Lipid peroksidasyonu ile
meydana gelen membran hasar1 geri doniistimsiizdiir (Akkus 1995). Ciinkii hiicresel lipid
cift katmani lipid peroksidasyonuna yiiksek oranda duyarlidir. Bu siire¢ hiicrenin 6liimiine

yol agabilir (Knight 1999).

Organizmada olusan serbest radikal etkisi sonucu, membran yapisinda bulunan
poliansatiire yag asidi zincirinden bir hidrojen atomu uzaklastirilir. Boylece yag asidi
zinciri bir lipid radikali niteligi kazanir. Olusan lipid radikali dayaniksiz bir bilesiktir ve bir
dizi degisiklige ugrar. Molekiil ici c¢ift baglarinin pozisyonlarinin degismesiyle dien
konjugatlar1 ve daha sonra lipid radikalinin molekiiler oksijenle etkilesmesi sonucu lipid
peroksil radikali meydan gelir. Lipid peroksil radikalleri, membran yapisindaki diger
poliansatiire yag asitlerini etkileyerek yeni lipid radikallerinin olusumuna yol agarken,
kendileri de agiga cikan hidrojen atomlarii alarak lipid hidroperoksitlerine doniistirler.
Boylece olay kendi kendine katalizlenerek devam eder. Plazma ve organel lipid
peroksidasyonu metallerin varliginda artar. Bu metaller redoks katalisti olarak gorev
yaparlar ve siiperoksit ile hidrojen peroksit’in daha giiclii oksidanlara doniisiimiinii
katalizlerler. Lipid peroksidasyonu sonucu olusan lipid hidroperoksitlerinin yikimi, gecis
metalleri iyon katalizini gerektirir. Lipid hidroperoksitleri yikildiginda cogu biyolojik
olarak aktif olan aldehidler olusur. Bu bilesikler ya hiicre diizeyinde metabolize edilirler
veya baslangictaki etki alanlarindan diffiize olup hiicrenin diger boliimlerine hasari
yayarlar. U¢ veya daha fazla ¢ift bag ihtiva eden yag asitlerinin peroksidasyonunda

tiobarbiitirik asit ile Olciilebilen malondialdehid (MDA) meydana gelir (Akkus 1995).
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Malondialdehid, serbest radikallerin hiicre zarinda olusturdugu lipid peroksidasyonunun
son lriinlerindendir (Siilleyman ve ark 2001). Bu metod lipid peroksit seviyelerinin

Olgtilmesinde siklikla kullanilir (Akkus 1995).

Lipid peroksidasyonunun temel mekanizmasi, olusan toksik aldehidlerin proteinler
ve protein yapisinda olmayan yapilarla etkilesmesi ve hiicre zarlarina yonelik istenmeyen
etkiler meydana getirmesidir (Yarsan 1998). Direkt olarak yapisina ve indirekt olarak
reaktif aldehidler iireterek diger hiicre bilesenlerine zarar verirler. Boylece bircok hastaliga
ve doku hasarina sebep olurlar. Lipid radikallerinin hidrofobik yapida olmas: yiiziinden
reaksiyonlarin ¢ogu membrana bagli molekiillerle meydana gelir. Membran permeabilitesi
ve mikroviskozitesi ciddi sekilde etkilenir. Peroksidasyonla olusan malondialdehid
membran kompenentlerinin ¢apraz baglanma ve polimerizasyonuna sebep olur. Bu da
deformasyon, iyon transportu, enzim aktivitesi ve hiicre yiizey bilesenlerinin agregasyonu

gibi membran 6zelliklerini degistirir (Akkus 1995).

Yapilan ¢esitli calismalarda; tip 2 diyabet hastalarinda serum MDA diizeylerinin
onemli 6lciide yiiksek oldugu (Kumawat ve ark 2013, Bhatia ve ark 2003) ve artmus lipid
peroksidasyonunun yiiksek glikoz seviyeleri ile yakin bir iliskiye sahip oldugu
bildirilmistir (Bandeira Sde ve ark 2012). Bununla birlikte; diyabet hastalarin
eritrositlerinde membran lipid peroksidasyonunun 6nemli dlglide arttig1 ve eritrositlerdeki
membran lipid peroksidasyon hasar diizeyinin glikolize hemoglobin diizeyi ile 6nemli
Olciide paralellik gosterdigi belirlenmistir (Jain ve ark 1989). Ayrica kastaki lipid
peroksidasyonunun insiilin direncinin gelisiminde rol oynayabilecegi ifade edilmistir
(Ingram ve ark 2012). Bunlarin yaninda; streptozotosin ile diyabet olusturulan ratlarda kan
serumunda (Kinalski ve ark 2000) ve uterus endometriyumunda MDA diizeylerinin 6nemli
Olciide arttig1 (Gliney 2012), ayrica iskemi reperflizyon hasarinda ovaryum greftlerinde

lipid peroksidasyon iiriinlerinin daha yiiksek oldugu vurgulanmistir (Nugent ve ark 1998).

1.4.4. Antioksidan Sistemler

Reaktif oksijen tiirlerinin olusumunu ve bunlarin meydan getirdigi hasar1 dnlemek
icin viicutta bircok savunma mekanizmasi geligmistir. Bunlar antioksidan savunma
sistemleri veya antioksidanlar olarak bilinirler. Antioksidanlar; serbest oksijen radikallerini
tutarak, onlar1 ¢cok daha zayif yeni bir molekiile ¢evirerek, onlarla etkilesip bir hidrojen

aktarip aktivitelerini azaltarak veya inaktif sekle doniistiirerek ya da radikalleri kendilerine
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baglayip zincirlerini kirarak etki gosterirler. Antioksidanlar; enzimatik ve enzimatik

olmayan antioksidanlar seklinde siniflandirilmaktadir (Akkus 1995).

1.4.4.1. Enzimatik antioksidanlar
1.4.4.1.1. Siiperoksit dismutaz

Siiperoksit dismutaz (SOD); enzim peroksit’in hidrojen peroksit ve molekiiler
oksijene doniislimiinii katalizler. Hiicresel bdlmelerdeki siiperoksit diizeyini kontrol
etmede Onemli bir rol oynar (Akkus 1995). SOD1/CuZn-SOD, SOD2/Mn-SOD ve
SOD3/EC-SOD olmak iizere ii¢ farkli izoformu bulunmaktadir (Koyama ve ark 2013). Bu
enzimin fizyolojik fonksiyonu; oksijeni metabolize eden hiicreleri siiperoksit serbest
radikallerinin zararl etkilerine kars1 korumaktir. Boylece lipid peroksidasyonunu inhibe
eder (Akkus 1995). Siiperoksit dismutaz endojen olarak hiicresel savunmada gorev alir. Bu
sebeple inflamatuar hastaliklarin tedavisi i¢in kullanigh terapotik bir ajandir. Eksojen SOD
ilavesi; notrofil apoptozisini indiikler ve boylelikle SOD’un nétrofil aracili inflamasyonun
baskilayic1 bir mediatorii olarak kullanigh olabilecegi bildirilmektedir (Yasui ve Baba
2006). Bununla birlikte; sliperoksit dismutaz fagosite edilmis bakterilerin intraseliiler
oldiiriilmesinde rol oynar. Bu yiizden SOD graniilosit fonksiyonu i¢in ¢ok 6nemlidir.

Ayrica lenfositlerde de SOD aktivitesi bulunmaktadir (Akkus 1995).

1.4.4.1.2. Glutatyon peroksidaz

Glutatayon peroksidaz bir selenoenzimdir ve tiyol ko-faktorli zararh
hidroperoksitlerin  indirgenmesini  katalizleyerek oksidatif stresten organizmanin
korunmasinda anahtar bir rol oynar (Bhabak ve Mugesh 2010). Glutatyon peroksidaz
(GSH-Px)’1n fagositik hiicrelerde de 6nemli fonksiyonlar1 vardir. Diger antioksidanlarla
birlikte GSH-Px, serbest radikal peroksidasyonu sonucu fagositik hiicrelerin zarar
gormesini engeller. Eritrositlerde de GSH-Px oksitatif strese kars1 en etkili antioksidandir.
Glutatyon peroksidaz aktivitesindeki azalma, hidrojen peroksit’in artmasina ve siddetli
hiicre hasarmna yol acar (Akkus 1995). Glutatyon peroksidaz-1 (GPx-1) enzimatik olarak
hidrojen peroksiti suya indirgeyerek onun zarali etkilerini sinirlandirr (Kavas 1989).
Ayrica reaktif oksijen tiirlerinin aracilik ettigi kanser baslangicinin dnlenmesini saglar

(Brigelius-Floh¢é ve Kipp 2009 ).
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1.4.4.1.3. Katalaz

Katalaz dort tane hem grubu bulunan bir hemoproteindir (Akkus 1995). Hidrojen
peroksit’in su ve oksijene ayrigimini katalize eder (Zhang ve ark 2010) ayrica organik
hidroperoksitleri ¢ikarir (Naziroglu 2012). Bu enzim bir molekiil hidrojen peroksiti
elektron verici bir substrat olarak, digerini de oksidan veya elektron alicis1 olarak
kullanabilir (Akkus 1995). Katalaz memeli hiicrelerinin peroksizomlarinda mevcut olan bir
enzimdir (Scibior ve Czeczot 2006). Hidrojen peroksit’in toksik etkilerine karsi hiicreleri
korumada kritik roller oynar (Goyal ve Basak 2010). Cesitli hastaliklar i¢in iyilestirici bir
faktor olarak kullanilabilir (Nishikawa ve ark 2009). Katalaz gen mutasyonlar1 diyabet,
hipertansiyon ve vitiligo gibi hastaliklarla iligkilidir (G6th ve ark 2004).

1.4.4.2. Enzimatik olmayan antioksidanlar
1.4.4.2.1. C vitamini

C vitamini (askorbik asit) kapali formiili C¢HgOgs olan bir ketolaktondur. Suda
eriyebilen vitaminlerden olan askorbit asit, 6zellikle yesil sebze, meyve ve turunggillerde
bol miktarda bulunur. ince barsaklardan emilir. Isitilmaya dayaniksizdir, durulanmaya ise
dayaniklidir (Akkus 1995). C vitamini notrofil fonksiyonlarinda 6nemlidir ve dolagimdaki
l6kositlerde yliksek konsantrasyonlarda bulunmaktadir (Knight 1999). Ayrica C vitamini
demir aliminda Onemli bir regiilatordiir. Ferrik demiri ferro formuna rediikleyerek
gastrointestinal sistemden diyet nonhem demir absorbsiyonunu saglar ve demir bagli
proteinleri stabilize eder. Bircok hayvan glikozdan C vitamini sentezleyebilir fakat
insanlar, diger primatlar, kobay ve yarasalarda C vitamini sentezinde gerekli olan
gulonolakton oksidaz enzimi eksik oldugundan diyetlerinde bu vitamine gereksinim
gosterirler. Nitekim uzun siireli askorbik asit yoklugu kollajenin post-translasyonel
modifikasyonunda defekte neden olup skorbiit’e ve sonunda Oliime yol acabilir.
Antiskorbutik etkisine ilaveten C vitamini biyolojik sistemlerde giiclii bir rediikleyici ajan

ve serbest radikal temizleyicisidir (Hacisevki 2009).

Yapilan ¢esitli caligmalarda; C vitamininin kadmiyuma maruz kalan rat testisinde
oksidatif stresi Onledigi ve steroid iiretiminde hayati roller oynadig: tespit edilmistir (Sen

Gupta ve ark 2004). Gokkusagi alabaliklarinda C vitamini eksikliginin hem sperm
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konsantrasyonunu hem de motilitesini azalttig1 bu sebeple C vitamininin erkek balik
iremesinde Onemli bir faktor oldugu bildirilmistir (Ciereszko ve Dabrowski 1995).
Ovaryumun iskemi perflizyon hasarinin azaltilmasinda etkili oldugu belirlenmistir (Sagsoz
ve ark 2002). Konjestif kalp yetmezligi olan hastalarda C vitamini takviyesinin in vivo
endotel hiicre apoptozisini baskiladigi boylelikle C vitamininin endoteliyal fonksiyonlarda
yararlarmin oldugu saptanmustir (Rdssig ve ark 2001). Sigara icenlerde koroner
mikrosirkulatuar cevapsizligi ve bozulmus koroner akimi restore ettigi bildirilmistir
(Kaufmann ve ark 2000). Ayrica L-askorbik asit’in akut myeloid 16semi hiicrelerinde
apoptozisi indiikledigi (Park ve ark 2004) ve yiiksek doz intravendz C vitamini tedavisinin
kanser hastalarinda inflamasyonu azaltabilecegi vurgulanmistir (Mikirova ve ark 2012).
Bunlarin yaninda; streptozotosin ile diyabet olusturulan ratlarda C vitamininin gastrik asit
salgilanmasinin diizeltilmesinde yararli oldugu ve iilserasyona karsi koruyucu oldugu ifade
edilmistir (Owu ve ark 2012). Diger taraftan; tip 1 diyabetli addlosanlarda akut
hiperglisemik etkiyi ve endotel fonksiyonlarindaki bozulmay1 bloke ettigi belirlenmistir

(Hoffman ve ark 2012).

1.4.4.2.2. E vitamini

Yagda eriyen bir vitamindir. En c¢ok pamuk yagi ve keten togumunda
bulunmaktadir. En 6nemli goérevi dncelikle antioksidan etkiye sahip olmasidir (Mammadov
2002). E vitamini; kritik siilfat gruplar1 ile ansatiire fosfolipidlerin oksidasyonuna aracilik
eden reaktif oksijen ve serbest radikallerin yan etkilerine karsi viicudun hiicre i¢i
savunmasinin bir parcasidir. E vitamininin oksidasyonu ile hiicre i¢inde diger lipid
materyallerinin serbest radikallere ve peroksitlere oksidasyonunu onlenir. Ayrica bir zincir
kirma antioksidani1 olarak calisip, serbest radikalleri notralize eder ve membranlarda
lipidlerin oksidasyonunu o6nler (Mcdowell 2000). Yapilan cesitli calismalarda; E
vitamininin eritroid dnciilerinin koloni olusturma sayisini arttirdigi, eritropoez’i yiikselttigi
ve kan hemoglobin diizeyini gelistirdigi tespit edilmistir (Jilani ve Igbal 2011). Ayrica
hiimoral immuniteyi etkileyerek B lenfositleri uyarr ve Ig sentez hizmni arttirir
(Mammadov 2002). Bunlarin yaninda; oksidatif stres yoluyla testis’in yap1 ve
fonksiyonlarmi bozan formaldehid maruziyetine karsi E vitamininin bir 6lciide bu hasari
reserve ettigi bildirilmistir (Zhou ve ark 2006). Ayrica testiste alfatoksin ile olusturulan
lipid peroksidasyonunu 6nemli Olclide diizelttigi (Verma ve Nair 2001) ve 2,3,7,8-

40



tetrachlorodibenzo-p-dioxin (TCDD)’nin testiste meydana getirdigi oksidatif strese karsi
onemli bir koruyucu etkiye sahip oldugu saptanmistir (Latchoumycandane ve Mathur
2002). Ovaryumda iskemi perflizyon hasarimi azaltarak folikiillerin hayatta kalma oranini
arttirdigr (Nugent ve ark 1998) ve telomeraz aktivitesini baskilayarak yumurtalik kanser
gelisimine karst onemli bir koruyucu ajan olabilecegi vurgulanmistir (Bermudez ve ark
2007). Bunlarmn yaninda; vitamin E’nin alloksan ile diyabet olusturulan farelerde kandaki
insiilin konsantrasyonunun azalmasini Onleyebilecegi ifade edilmistir (Kamimura ve ark
2013). Diyabetik komplikasyonlarmn geciktirilmesinde ve yani sira komplikasyonlarin
ilerlemesinin yavaglatilmasinda 6nemli bir role sahip oldugu bildirilmistir (Jain ve Jain
2012). Ayrica tip 1 diyabet hastalarinda oksidatif stresi diizelttigi ve antioksidan savunma
sistemini gelistirdigi tespit edilmistir (Gupta ve ark 2011). Diger taraftan; rat akcigerinde
diyabetle olusan patolojik degisikliklere karsi koruyucu etkisi oldugu ifade edilmistir
(Alireza ve ark 2013).

1.4.4.2.3. Karotenoidler

Karotenoidler bitkilerde bulunan, acik sari-kirmizi arasi renkleri veren
pigmentlerdir. Meyve sebze tiiketimi sonucu viicuda almirlar (Otles ve Ath 1997). Yagda
¢oziiniirler (Riccioni 2009), suda ise ¢dziinmezler (Otles ve Ath 1997). Karacigerde ya da
yag dokuda depolananirlar (Agarwal ve ark 2012). Bazi karotenoidler A vitamini 6n
maddesi olarak aktivite gosterirler ve bu nedenle viicut i¢in gerekli olan A vitamininin

sentezi agisindan dnemlidirler (Otles ve Atl 1997).

Karotenoidler; biyolojik membranlarla etkilesimleri ve kimyasal yapilar1 nedeniyle
antioksidan 0Ozellige sahiptirler (Riccioni 2009). Fotosentetik organizmalarda singlet
oksijenin sondiiriilmesi yoluyla ¢ok 6nemli koruyucu bir rol oynarlar (Ramel ve ark 2013).
Diyetteki en bol karotenoidler; beta-karoten, likopen, lutein, beta-kriptoksatin, zeaksatin ve

astaksatin’dir (Riccioni 2009).

1.4.4.2.3.1. Likopen

Likopen; kirmiz1 renkli karotenoid bir pigmenttir (Hekimoglu 2010). Karotenoid
ailesinde yer almasina ragmen pro-vitamin A aktivitesine sahip degildir (Mordente ve ark
2011). Gida islenme siirecinde yikilmaz (Bénhegyi 2005). Likopen; domates salgasi,

domates ketgapi, pizza sosu, domates suyu, karpuz, domates sosu, pembe guava, papaya,
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taze domates ve pembe greyfurt gibi gidalarda bulunmaktadir (Bramley 2000). Bu
fitokimyasal insan viicudunda en yaygin bulunan gii¢lii karotenoid antioksidanlardan
biridir (Hekimoglu 2010). Reaktif oksijen tiirleri ve serbest radikal temizlenmesinde
oldukea etkilidir. Hiicre siklusunu kontrol eder ve faz 11 detoksifikasyon enzimlerini aktive
eder (Belter ve ark 2011). Enzim aktivitelerini ve cevaplarini etkileyerek redoks hassas
molekiiler hedefleri kontrol edebilir (Palozza ve ark 2012). Reaktif oksijen radikallerini

stipiirerek lipid peroksidasyonu ve DNA hasarin1 6nlemede etkilidir (Kelkel ve ark 2011).

Sekil 1.1. Likopen’in yapisi (Bramley 2000)

Yapilan cesitli ¢calismalarda; likopen’in sisplatin ile olusturulan nefrotoksisite ve
oksidatif strese karsi koruyucu etkiye sahip olabilecegi bildirilmistir (Atessahin ve ark
2005). Siklosporin A ile indiiklenen oksidatif stresin rat testisinde ve sperm kalitesinde
meydana getirdigi yapisal ve fonksiyonel zararlara karsi potansiyel bir koruyucu rolii
oldugu saptanmistir (Tiirk ve ark 2007). Ayrica deneysel katarakt gelisimine karsi
koruyucu ya da terapi amagh kullanilabilecegi ifade edilmistir (Gupta ve ark 2003).
Bunlarin yaninda; okratoksin A ile olusturulan DNA hasarindan karaciger ve bdbrek
dokularin1 koruyabilecegi belirlenmistir (Aydin ve ark 2013). Demir ile indiiklenen
oksidatif stres, proliferasyon ve otofajiyi hem biyokimyasal hemde histolojik olarak
onledigi tespit edilmistir (Liu ve ark 2013). Total antioksidan kapasiteyi arttirip, MDA-
LDL olusumunu baskilayarak T hiicre bagimli adaptif immun cevab1 hafiflettigi
saptanmistir (Neyestani ve ark 2007). Diger taraftan; erkeklerde iskemik fel¢ riskini
azalttigi (Karppi ve ark 2012) ve kemoterapinin yan etkilerini onleyebilece§i ya da

azaltabilecegi bildirilmistir (Sahin ve ark 2010).

Likopen’in kardiovaskiiler hastaliklar, kanser ve diabetes mellitus gibi hastaliklarda

da kayda deger etkilerinin oldugu ifade edilmistir. Bu hastaliklarla ilgili ¢aligmalarda;
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likopen’in Onemli kalp koruyucu etkisi oldugu, miyokard enfarktiisiiniin tedavi ve
profilaksisinde yardimci olarak sunulabilecegi belirlenmistir (Ojha ve ark 2013). Ayrica
hipoksi/reoksijenizasyon (H/R) 1ile indiiklenen kardiomiyositlerdeki apoptozise karsi
korunmada gii¢lii bir farmakolojik potansiyale sahip oldugu vurgulanmistir (Yue ve 2012).
Bunlarin yaninda; in vitro ¢alismalarda normal hiicreleri etkilemeksizin kanser
hiicrelerinde hiicre bilyiimesini durdurup, apoptozisi indiikleyebildigi bildirilmistir. In
vivo c¢alismalarda ise; likopen tedavisinin karaciger, akciger, meme ve kolon da tiimor
gelisimini baskiladig1 (Trejo-Solis ve ark 2013), kanserlesme asamasinda gap juction
iletisimini arttirdig1 saptanmustir (Kelkel ve ark 2011). Benzer olarak; prostat kanser
hiicrelerinde metastatik kapasiteyi azalttigi, proliferasyonu baskiladigi ve apoptozisi

indiikledigi belirtilmistir (Holzapfel ve ark 2013).

Likopen’in alloksan ile diyabet olusturulan ratlarda kilo kaybimni ve hiperglisemiyi
tyilestirdigi bu durumun da muhtemelen lipid peroksidasyonunu azaltma ve antioksidan
kabiliyeti arttirmadaki etkisiyle iligkili olabilecegi vurgulanmistir (Yue ve ark 2006). Diger
taraftan; diyabetle iliskili komplikasyonlarda onemli bir belirte¢ olan ACE (Anjiotensin
Dénitistiiriicti Enzim) aktivitesinin baskilanmasinda etkili oldugu bildirilmistir (Yue ve ark
2012). Bunlarin yaninda; diyabetik ratlarda erektil disfonksiyonlar1 glikoz seviyesini
diistirerek, oksidatif stresi azaltarak ve eNOS aktivitesini arttirarak restore ettigi ifade
edilmistir (Gao ve ark 2012). Ayrica streptozotosin (STZ) ile diyabet olusturulan ratlarda
serum glikoz, total kolesterol, triglisert, aminotransferaz (ALT), aspartat aminotransferaz
(AST) seviyelerini diisiirdiigii, serum insiilin seviyesini arttirdigi (Bayramoglu ve ark
2013) ve endotel disfonksiyonlarla iligkili diyabetik vaskiiler komplikasyonlarin
onlenmesinde yararli olabilecegi belirtilmistir (Zhu ve ark 2011). Diger taraftan; diyabetle
iliskili O6grenme ve hafiza bozukluklarinda terapdtik potansiyelinin olabilecegi
vurgulanmistir (Kuhad ve ark 2008a). Ayrica diyabet tablosunda soguk allodinisini ile
sicak hiperaljesini azalttig1, diyabetik ndropatinin tedavisinde yardimci rolii oldugu (Kuhad
ve Chopra 2008) ve diyabetik fare modelinde noropatik agriy1 azaltabilecegi bildirilmistir
(Kuhad ve ark 2008b). Bunlarin yaninda; ilerlemis diyabetik retinopatili hastalarda 6nemli
Olgtide daha diisiik serum likopen diizeylerinin oldugu, diyabetik retinopatinin terapotik,
siddet ve tanisal agidan degerlendirilmesinde likopenin yardimci olabilecegi ifade

edilmistir (L1 ve ark 2010). Ayrica tip 2 diyabetli post menopozal kadinlarda
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ateroskleroz’un 6nlenmesi i¢in ilave ilag olarak kullanilabilecegi vurgulanmistir (Olfer'ev

ve ark 2004).

1.5. Diyabette Oksidatif Degisiklikler

Diyabetin ve komplikasyonlariin patogenezinde pek c¢ok mekanizma ileri
siriilmiigtiir. Bunlar i¢inde en fazla kabul goreni ise artan serbest radikallerin
komplikasyonlara neden olmasidir (Memisogullar1 2005). Insanlar iizerinde yapilan
calismalarda; tip II diyabet hastalarnin oksidatif strese duyarli olduklari, yiiksek kan
glikoz diizeyinin serbest radikallerin aracilik ettigi lipid peroksidasyonu ile iliskili
olduguna isaret edilmistir (Likidlilid ve ark 2010). Diyabetik noropati komplikasyonu
goriilen diyabet hastalarinda goriilmeyenlere gore nitrik oksit serbest radikal diizeyinin
daha ytiksek, katalaz ve glutatyon antioksidan enzim aktivitelerinin ise daha diistik oldugu
saptanmustir  (Ozkul ve ark 2010). Insiiline bagimli gen¢ diyabet hastalarmda ise
antioksidan enzimlerden siiperoksit dismutaz, katalaz ve glutatyon peroksidaz’in plazma
diizeylerinin O6nemli Ol¢iide azaldigi ayrica lipid peroksidasyon belirteci olan MDA

(malondialdehid)’nin plazma diizeyinin ise arttig1 saptanmistir (Indran ve ark 2004).

Cesitli hayvan deneylerinde diyabetin kreatinin, kardiak enzim ve C-reaktif protein
(CRP) diizeylerini arttirdigi; hematolojik parametreleri, kardiyak hipertrofi ve oksidatif
stresi ise daha da kotiilestirdigi ifade edilmistir (Patel ve ark 2013). Bunlarin yaninda;
malondialdehid diizeyini 6nemli 6l¢lide arttirdig1 (Morakinyo ve ark 2013), kan hiicreleri
ve bobrek dokusu metabolizmasinda acrobik ATP sentezinin baskilanmasi, laktat birikimi
ve laktik asidoz gelisimi gibi dramatik degisiklikleri olusturdugu belirlenmistir. Diger
taraftan; diyabetin membran lipidlerinde tekrar yapilanmaya, mikrovizkositede
degisikliklere yol actigi, insiilin reseptorlerini ve membrana bagli Na (+), K (+)-ATPase ve
Ca(2+)-ATPase’t baskiladig:r bildirilmistir (Mikaelian ve ark 2013). Ayrica protein
karbonil (PCO) ve 8-hidroksi-2'-deoksiguanozin (8-OHdG) diizeylerinin diyabetik
ratlarin plazma ve karaciger dokusunda daha yiiksek oldugu saptanmistir (Korkmaz ve ark
2012). Bunlarin yaninda diyabet tablosunda aminotransferaz, aspartat aminotransferaz ve
alkalen fosfataz diizeylerinin arttig1, aksine hepatik glutatyon-S-transferaz, katalaz, plazma
glutatyon, vitamin C ve total protein degerlerinin ise azaldig1 belirtilmistir (Ademiluyi ve
Oboh 2012). Diger taraftan diyabetin etkisiyle bobrekte TBARS (tiyobarbitiirik asit-
reaktif maddeler) ve lipid hidroperoksit diizeylerinin arttig1 saptanmistir (Finamor ve ark
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2012). Benzer olarak; beyin ve siyatik sinirde ise MDA, nitrik oksit (NO), total oksidan
(TOS) ve oksidatif stres indeksinin 6nemli dl¢lide arttig1, aksine total antioksidan (TAS)’1n

ise azaldig1 vurgulanmistir (Acar ve 2012).

Diyabetin disi genital sistem lizerine etkisi ile ilgili ¢caligmalarda ise; insiiline
bagimli diyabetik prepubertal farelerin ovaryumlarda Cu/Zn SOD aktivitesinin azaldigi
saptanmistir (Powers ve ark 1996). Ayrica diyabetik gebe ratlarin uteruslarinda MDA
diizeyinin artt1g1, siiperoksit dismutaz diizeyinin ise azaldigi bildirilmis olup artmis
oksidatif strese maruz kaldiklar1 ifade edilmistir (Kinalski ve ark 2000). Ayrica diyabetik
rat vajinasinda serbest oksijen tiirlerindeki artisin ve siiperoksit dismutaz diizeyindeki

azalmanin oksidatif stresi isaret ettigi ifade edilmistir (Ferrini ve ark 2006).
1.6. Konneksinler

Gap juctionlar kiigilk molekiillerin hiicreler arasi gecisine olanak saglayarak;
gelisim, hiicresel metabolizma ve hiicresel biiylimenin kontrolii gibi c¢esitli biyolojik
stireglerin kontroliinde rol alirlar. Vertebralilarda, gap junctionlar konneksin gen ailesinden
gelen proteinler tarafindan sekillendirilir (Lampe ve Lau 2000). insanlarda 20, farelerde ise
21 iiyeye sahiptirler (Meens ve ark 2013) ve tahmini molekiil agirliklarina goére
isimlendirilirler (Talbot ve Verrecchia 2012). Alt1 konneksin bir konnekson i¢ine monte
edilir (Meens ve ark 2013) ve iki konneksonun kenetlenmesi gap junction kanallar1 olusur.
Hiicre-hiicre apozisyonlarinda bulunurlar. Cok sayida hiicre iki veya daha fazla konneksin
eksprese eder (Sdez ve ark 2003). Hiicre-hiicre kanallarindaki konneksinlerin sayisi
transkripsiyon ve translasyon ile regiile edilir ve bu siire¢ler sik1 kontrol altindadir (Nielsen
ve ark 2012). Komsu hiicreler gap junctionlarda mevcut olan hiicreler arasi kanallar
arayiciligiyla iyonlar, ikincil mesajlar1 ve kiiclik metabolitleri paylasirlar (Bruzzone ve ark
1996). Gap junction kanallari; parakrin hiicreleraras1 sinyalizasyon gibi fizyolojik
fonksiyonlarda ve hiicre 6liimii indiiksiyonu gibi patolojik durumlarda rol alirlar. Ayrica
hiicrelerarasi inositol trifosfat bagimli kalsiyum dalgalarmin yayilmasini kapsayan kiiciik
molekiillerin transferinden sorumludurlar. Bunlarin yaninda; heterojen hiicrelerin
metebolik ve elektriksel cevaplarinin kordinasyonunda da rol alirlar (Sdez ve ark 2003).
Konneksinler tarafindan saglanan hiicre-hiicre iletisimi hiicre biiylimesinin diizenlenmesi,
farklilasma ve gelisim gibi ¢esitli hiicresel fonksiyonlar i¢in ¢ok onemlidir (Wei ve ark

2004).
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Konneksin-37 endotel hiicrelerinde, monosit/makrofaj ve kan pulcuklarinda
bulunurken; konneksin-43 agirlikli olarak endoteliyal bir konneksindir ve diiz kas
hiicreleri, yerlesik ve dolasimdaki l6kositler (nétrofil, dentritik hiicreler, lenfositler,
aktiflesmis makrofajlar ve mast hiicreleri) gibi ¢esitli hiicre tiplerinde bulunur (Pfenniger
ve ark 2013). Ayrica konneksin-43, gap junction alfa-1 proteini (GJA1) olarak bilinir ve
testikiiler gap junction proteini olarak da anmilmaktadir. Seminiferus epitelinde gap
junctionlar komsu sertoli hiicreleri arasinda ve sertoli ile cinsiyet hiicreleri arasinda yer
alir. Bunlarm yaninda; sertoli hiicrelerinde proliferasyonun kesilmesi ve normal

olgunlasmada temel role sahiptirler (Sridharan ve ark 2007).

Konneksin-43 hiicre-hiicre iletisiminde ¢esitli rollere sahip oldugu gibi motilite ve
go¢iin diizenlenmesinde de 6nemli rolleri vardir. Noral hiicrelerde konneksin-43 protein
diizeylerinin azalmasi farelerde kortikal gelisim asamasinda noronlarin gociiniin diismesi
ile sonuglanir. Diger hiicre tiplerinde de; konneksin-43 ekspresyonu ile hiicre morfolojisi,
adhezyon, motilite ve go¢ arasindaki paralellikler not edilmistir (Matsuuchi ve Naus 2013).
Ayrica beyinde astroglialar, genis miktarda konneksin eksprese ederler ve noron ile
oligodendrositlere kiyasla yiliksek diizeyde gap junction iletisimi sergilerler (Theis ve

Giaume 2012).

Konneksin genlerindeki mutasyonlar kardiovaskiiler anomaliler, periferal noropati,
sagirlik, deri hastaliklar1 ve katarak gibi cesitli hastaliklarla iligkilidir (Wei ve ark 2004).
Konneksin-26’daki resesif mutasyonlar orta—siddetli sensorinoral isitme kaybina, dominant
mutasyonlar ise duyma kaybi ve palmoplantar keratoderma gibi deri hastaliklariyla
sonuglanir. Konneksin-43’teki dominant mutasyonlar ise; okulodentodigital displazi diye

adlandirilan bir hastalik ile sonu¢lanan gelisimsel bozukluklar sergiler (Laird 2008).

Konneksinler vaskiiler fizyolojide de onemlidir. Vaskiiler duvardaki radyal ve
longitudinal hiicre-hiicre iletisimine destek olurlar (Morel ve Kwak 2013). Kalpte Cx40,
Cx43, Cx45 eksprese olur. Normal elektriksel iletisim, kalp kasinin koordineli senkronize
kasilmas1 ve kalbin normal embriyonik gelisimi i¢in ¢ok Onemlidirler (Salameh ve ark
2013). Biiyiik arterlerde; endotel hiicreleri konneksin 37, 43 ve 45 ekspre eder. Bundan
baska; miyoendotel gap junctionlar vaskiiler tonun diizenlenmesinde gorev alirlar

(Haefliger ve ark 2004). Ayrica gap junctionlar yoluyla olusturulan hiicre-hiicre iletisimi
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kiiltiire edilmis neonatal rat ventrikiiler miyositlerin hayatta kalmasinda 6nemli bir rol

oynamaktadir (Yasui ve ark 2000).

Kalpte konneksin-43 kardiyak ventrikiiler gap junctionlarmm majér proteinidir
(Boengler ark 2009). Ayrica konneksin-43 kardiyomiyosit mitokondrisinin i¢
membraninda da lokalize olur (Schulz ve ark 2007). Konneksin-43 protein diizeyi; kalp
yetmezligi ya da dilate kardiomiyopatili hastalarda ve aritmi ile iliskili patofizyolojik

durumlarda azalir (Boengler 2009).

Ovaryumda gap junctionlar esas olarak konneksin-43 ve 37’den olusur.
Folikiilogenesis ve oogenesis’in diizenlenmesinde vazgecilemez rolleri vardir. Ovarian
konneksin-43 gonadotropinler tarafindan regiile edilir. Normal ovaryum fonksiyonlarinda
ozellikle konneksin-43 kanser baskilayicit olarak gorev yapar (Gershon ve ark 2008).
Ovule olmamis oositlerde konneksin-43 miktarinda yasa bagh artis gdézlenir (Granot ve
Dekel 1998). Ayrica konneksin-43 diizeyi apoptotik indeks ile iliskilidir ve konneksin-43
ekspresyonu graniiloza hiicre yasaminda onemli bir rol oynar (Krysko ve ark 2004).
Konneksin-43 immunreaktivitesine dogumdan sonra folikiilegenesis’in basinda ulasilir.
Graniiloza hiicreleri arasindaki baglant1 Ozellikle konneksin-43 kanallar1 tarafindan
olusturulur ve folikiiler biilylimenin devamlilig1 i¢in gereklidir. Konneksin-43 iceren gap
junction kanallar1 folikiiler gelisimin erken agamalarinda graniiloza hiicre populasyonunun
genislemesi i¢in gereklidir. Graniiloza hiicre katmanlarinimn diizenli gelisimindeki bir sorun
oosit i¢in siddetli sonuglar dogurabilir (Ackert ve ark 2001). Konneksin-43’{in yoklugunda
erken preantral asamada graniiloza hiicreleri biiylimeyi durdurur (Gittens ve ark 2003).
Konneksin-43 diizeyi su bufalolarinin ovaryumunda atreziyle iliskili olarak azalmaktadir.
Gap junction iletisimdeki kayip atrezi siirecinde koordineli bir rol oynamaktadir (Feranil
ve ark 2005) ayrica uygun folikiil ve korpus luteum gelisimi i¢in gereklidir (Durlej ve ark
2011). Bunlarin yaninda; oksitosin konneksin-43 sentezini etkiler. Oksitosin Ostrodiol
sentezini uyarir ve korpus luteumda kiiciik ve biiyiik hiicreler arasinda etkilesime olanak
saglayan konneksin-43’iin ekspresyonunu etkileyebilir (Khan-Dawood 1997). Konneksin-
37 ise; oosit ile graniiloza hiicreleri arasindaki gap junctionlarda mevcuttur ve konneksin-
37 eksik fareler olgun folikiillerden mahrum kalir. Ayrica ovulasyonda sorunlar olusur ve
cok sayida uygun olmayan korpus luteum gelisir. Buna ek olarak; mayotik yeterlilik elde

edilmeden 6nce oosit gelisimi aksar. Cilinkii hiicreler aras1 kanallar vasitasiyla olan hiicre-
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hiicre sinyalizasyonu hiicresel etkilesimin kordinasyonunu saglar ve bu da basarili

oogenezis ve ovulasyon i¢in gereklidir (Simon ve ark 1997).

Diyabetle ilgili calismalarda; yiiksek glikozun kiiltiir edilmis vaskiiler diiz kas
hiicrelerinde protein kinaz C tarafindan organize edilen konneksin-43’tin asir1
fosforilizasyonunun gap junction hiicreler arasi iletisim aktivitesinin baskilanmasma yol
actig1 bildirilmektedir. Bunun da diyabetle iliskili makroangiopatinin gelisimine katki
saglayabilecegi vurgulanmistir (Kuroki ve ark 1998). Ayrica retinal perisitlerde yiiksek
glikozla saglanan gap junction hiicreler arasi iletisiminin baskilanmas1 ve konneksin-43’{in
asag1 regiilasyonunun (downregiilasyon) diyabetik retinopatide vaskiiler hemostazisin
bozulmasinda rol oynayabilecegi ifade edilmistir (Li ve ark 2003). Ovaryumda ise; diyabet
tablosunda kumulusla ¢evrili oositlerde konneksin ekspresyonunun ve gap junction
iletisiminin azaldigi, bu durumun bozulmus oosit mayotik olgunlagsmasi ve zayif gebelik
sonucundan sorumlu olabilecegi bildirilmistir (Ratchford ve ark 2008). Hem akut hemde
kronik diyabet modellerinde daha kiiciik ve daha az gelismis folikiillerinin bulundugu,
kumulusla ¢evrili oositlerde konneksin-43 ekspresyonunun daha diisiik oldugu, bu sebeple
hiperglisemi ve hipoinsiilineminin oosit olgunlasmasi iizerinde olumsuz bir etkiye sahip

olabilecegi vurgulanmistir (Chang ve ark 2005).
1.7. Apoptozis

Apoptozis organizmada gorevini tamamlamis ya da hasara ugramis hiicrelerin ¢evre
hiicrelere zarar vermeden ortadan kaldirilmasini saglayan, genetik olarak kontrol edilen
programlanmis bir hiicre 6liimiidiir (Turgut ve ark 2006). Hiicre 6liimii embriyogenezis,
metamorfozis, endokrin bagimli doku atrofisi ve normal doku dongiisii esnasinda goriiliir
(Erdogan ve Uzaslan 2003). Apoptozis hiicre i¢inden veya disindan gelen 6liim sinyalleri
ile baslar. Bu sinyaller iki ana apoptotik yol olan hiicre disi/hiicre 6liim reseptorii ve hiicre
ici/mitokondrial yolu harakete gegirir (Oztiirk 2002). Apoptozis DNA parcalanmas,
plazma membran1 kabarciklanmasi, hiicre hacminin kii¢iilmesi (Kiess ve Gallaher 1998),
fosfotidilserin molekiillerinin hiicre membranin dig ylizeyine ¢ikmasi, hiicre kiigiilmesi,
kromatin yogunlagmas1 ve apoptotik cisimciklerin olusmasi gibi farkli biyokimyasal ve
morfolojik degisikliklerle karakterizedir. Bu degisimleri saptamak icin DNA
fragmantasyonu (Terminal deoxynucleotidyl transferase dUTP nick end labeling, TUNEL),

agaroz jel elektroforezi ve Enzyme-Linked Immuno Sorbent Assay (ELISA) gibi
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yontemler kullanilabilir. Transmisyon elektron mikroskopisi apoptozun morfolojik olarak
taninmast icin 1yl bir yontemdir. Apoptozis ayrica Kaspaz-3 ile immunohistokimyasal
olarakta belirlenebilir (Giiles ve Eren 2008). Apoptotik hiicreler apoptotik cisimlere

ayrilarak fagositler ve gevre hiicreler tarafindan dokudan uzaklastirilirlar (Oztiirk 2002).

Cok sayida hormon, sitokin ve biiyiime faktoriiniin apoptozisin baslangicini
onleyerek genel ya da dokuya 6zel yasamsal faktorler olarak gorev yaptigi bilinmektedir.
Buna ilave olarak; ¢ok sayida hormon ve biiylime faktorii fizyolojik ya da patolojik
kosullar altinda programli hiicre 6liimiinii kolaylastirma ya da uyarma yetenegindedir.
Steroid hormonlar meme bezi, prostat, ovaryum ve testis gibi steroid bagimli doku
tiplerinde apoptozisin potansiyel diizenleyicileridir. Epidermal biiylime faktorii, sinir
biliylime faktorii, trombosit kaynakli bliyiime faktorii ve insiilin benzeri biiyiime faktorii
gibi biiylime faktorleri yasamsal faktorler olarak davranirlar. Hematopoetik hiicreler, ovule
olmamig folikiiller, meme bezi, feokromasitoma hiicreleri ve noronlar gibi ¢ok sayida

hiicrede ise apoptozisi baskilarlar (Kiess ve Gallaher 1998).

Programlanmis hiicre O6liimiinii aktive eden fizyolojik mediatorler Fas ve Fas
Liganttir (FasL). Hiicre membran ylizeyindeki Fas-FasL etkilesimi, tiimor hiicrelerinin
sitotoksik T lenfositler ve dogal katil/6ldiirticii (natural killer) (NK) hiicreler tarafindan
oldiiriilmesinde ¢ok Onemli bir yere sahiptir. (Erdogan ve Uzaslan 2003). Kaspazlar
programli hiicre O6limiiniin ¢ok 6nemli aracilaridir. Bunlarin iginde; kaspaz-3 siklikla
aktive edilen bir 6liim proteazidir. Kaspaz-3 apoptotik kromatin yogunlagmasi, DNA
parcalanmasi, hiicrenin pargalara ayrilmasi ve apoptotik cisimlerin olusumu gibi siireclerle
iligkilidir (Porter ve Janicke 1999). Bcl-2 (B-cell lymphoma 2) ailesi ise; hem apoptotik
hem anti-apoptotik liyelere sahiptir. Bcl-2 proteinleri arasindaki dengeye gore proapoptotik
veya anti-apoptotik sinyaller mitokondriyi etkilemektedir. Apoptotik sinyaller baskinsa
sitokrom C apoptozom kompleksini olusturmak i¢in mitokondriden ayrilir. Tetiklenmis
olan apoptozis organ yetmezligine neden olurken, apoptozun engellenmesi hiperplazi ve

kansere neden olmaktadir (Yazic1 ve ark 2009).

Yapilan cesitli calismalarda; diyabette retinal noral hiicre 6liimiiniin erken olustugu
ve retinada noOral hiicre apoptozisindeki artis ile norodejenerasyonun diyabetik
retinopatinin 6nemli bir bileseni olduguna isaret edilmistir (Barber ve ark 1998). Diyabetik

hayvanlarin arka kok gangliyon néronlarinda ve schwan hiicrelerinde mitokondrinin balon
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gibi sismesi ve mitokondrinin i¢ krista tabakasiin bozulmas1 gibi apoptotik kaskadlarin bir
parcasini olusturan mitokondriyal degisiklikler rapor edilmistir. Bu verilere dayanilarak;
diyabetik hayvanlarda oksidatif stresin mitokondriyal degisiklikleri artirabildigi ve bunun
da programli hiicre 6liimii kaspaz yolaklarmin aktivasyonuna yol agabilecegi vurgulanmig
olup, diyabetik duyusal noropati i¢in yeni bir patojenik mekanizma ortaya konmustur

(Russell ve ark 1999).

Glikozla uyarilan serbest radikal artisinin in vitro ve in vivo podosit apoptozisine
yol actig1 bunun da tip 1 ve 2 diyabet modellerinde diyabetik nefropati olusumuna yonelik
yeni bir patomekanizma olabilecegi ifade edilmistir (Susztak ve ark 2006). Ayrica tiibiiler
epitel hiicrelerinin apoptozisi diyabetik bobrek hastaliginin major o6zelligidir ve
hiperglisemi tiibiiler hiicrelerde serbest radikal ile oksidatif stres iiretimini tetikler (Habib
2013). Diyabetik bobrekte artmis oksidatif stresin ise apoptozisi indiikleyebilecegi
vurgulanmig olup diyabetik nefropatinin olusumuna kat1 sunabilecegi bildirilmistir (Zhang

ve ark 1997).

Yiiksek glikoz insan umbilikal ven endotel hiicrelerinde apoptozisi yiikseltebilir bu
da diyabetik hastalarda hiperglisemi yoluyla potansiyel endoteliyal hasar1 akla getirebilir
(Baumgartner-Parzer ve ark 1995). Miyokard enfarktiisiinden 12 hafta sonra diyabetik
hayvanlarda apoptotik kardiyomiyosit sayisinin daha yiiksek oldugu saptanmistir Ayrica
apoptotik kardiyomiyosit kaybinin diyabet tablosunda miyokard enfarktiisiinden sonra,
progresif kalp dilatasyonu ve zayif prognoza katki saglayan onemli bir mekanizma
olabilecegi bildirilmistir (Bicklund ve ark 2004). Ayrica kontrol edilemeyen diabetes
mellitus’un miyokardial apoptoziste artis ile iliskili oldugu vurgulanmistir (Feng ve ark

2013).

Diyabetik farelerin kumulus hiicrelerinde par¢alanmis mitokondri sikligmin arttigi,
mitokondrinin transmembran potansiyelinin azaldigi ve mitokondri dagiliminda bir
kiimelenmenin oldugu ifade edilmistir. Ayrica maternal diyabetin etkisiyle mitokondrial
bozulmalarin sitokrom C serbest kalmasi yoluyla kumulus hiicrelerinde apoptozise yol
acildigina yonelik deliller sunulmustur. Bununla birlikte; diyabetin kumulus hiicreleri
iizerine zarali etkileri ile oosit icin gerekli olan sinyal ve beslenme etkilesiminin
bozabilecegi ve bunun da diyabetik disilerde oosit yetersizligi ile zayif gebelik sonucglarina

yol acabilecegi belirtilmistir (Wang ve ark 2010). Diger taraftan histolojik degerlendirme
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ve TUNEL boyama ile hem akut ve hemde kronik insiilin bagimli diyabet tiplerinde
hayvanlarda ¢ok sayida apoptotik odak iceren, az gelismis ovaryum folikiillerin oldugu
saptanmistir. Ayrica immunohistokimyasal olarak diyabetik hayvanlarm kumulus
hiicrelerinde tiimor nekrozis faktor ile iliskili apoptozis indiikleyici ligand (TRAIL) ve
onun reseptorii olan KILLER ekspresyonlarinda biiylik Olgiide bir artisin sergilendigi
goriilmiistiir (Chang ve ark 2005).

Yapilan literatiir incelemelerinde diyabetin disi genital sistem organlarinin
histolojisi iizerine etkisi konusunda sinirli sayida ¢alismaya rastlanirken (Chang ve ark
2005, Ivanova ve ark 1977, Park ve ark 2001), likopenin diyabetik hayvanlarin disi genital
sistemine etkisi konusunda herhangi bir ¢alismaya rastlanmamistir. Sunulan ¢aligmada,
deneysel diyabet olusturulan erigkin disi ratlarin genital organlarinda (ovaryum, uterus ve
vajina) meydana gelen degisikliklerin  histolojik, histokimyasal, histometrik,
immunohistokimyasal, ELISA ve TUNEL yontemleriyle incelenmesi ayrica oral olarak

verilen likopenin bu organlar iizerindeki etkilerinin degerlendirilmesi amag¢lanmstir.
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2. GEREC VE YONTEM
2.1. Gereg

Aragtirmada Ege Universitesi Deney Hayvanlar1 Unitesinden temin edilen 44 adet
eriskin Wistar Albino ki (ortalama 160 g / 4 aylik) disi rat kullanildi. Bu ¢calisma Adnan
Menderes Universitesi Deney Hayvanlar1 Yerel Etik Kurulunun izniyle (2011/042)
gerceklestirildi. Ratlar arastirma siiresince 12 saat aydinlik/karanlik ortamda, 24+1°C

ortam sicakliginda, konvansiyonel kosullarda, ad libitum su ve yem ile beslendi.

Ratlara tek doz 50 mg/kg streptozotosin (STZ) (BioShop STR 201.1) 0,01 M sitrat
tamponu pH: 4,5 igerisinde intraperitoneal (i.p.) yolla verilerek deneysel diyabet
olusturuldu (Malcangio ve Tomlinson 1998). Ug giin sonra ratlarm kuyrugundan alinan
kan orneklerinde glikometre (Contour TS Bayer) ile aclik kan glikoz degerleri 6l¢iildii (Ali
ve ark 2009). Ac¢lik kan glikoz diizeyi 250 mg/dl ve lizerinde olan hayvanlar ¢aligmaya
dahil edildi (Kuhad ve ark 2008a, Kuhad ve ark 2008b). Kontrol grubundaki hayvanlara ise
esit miktarda 0,01 M sitrat tamponu pH: 4,5 i.p. olarak uygulandi. Deney siirecinde 9
hayvan o6liirken, 5 hayvanda deneysel diyabet olusmadi. Bu sebeple ¢alismada toplam 30
hayvan kullanildi. Ayrica ¢alismada kullanilan likopen (%10 FS DSM, Redivivo TM,
Code 7803) DSM Gida Uriinleri Tic. Ltd. Sti. (Istanbul)’den temin edildi ve viicut
agirhigina gore giinlik 4 ml/kg misir yaginda 4 mg/kg likopen olacak sekilde hayvanlara
gavaj yoluyla verildi. Yanlizca misir yag: verilen gruplara ise, viicut agirligma gore giinliik

4 ml/kg misir yag1 ayni yolla verildi.

Streptozotosin ile diyabet olusturulduktan 3 hafta sonra kontrol ve diyabetik ratlar

rastgele 4 gruba ayrildi.

I. Grup (kontrol+misir yagi, n=6): Gavaj yoluyla 4 hafta boyunca her giin 4 ml/kg

misir yagi verildi.

II. Grup (kontrol+likopen, n=6): Gavaj yoluyla 4 hafta boyunca her giin 4 ml’kg

musir yaginda ¢ozdiirtilerek 4 mg/kg likopen verildi.

III. Grup (diyabet+misir yagi, n=8): Gavaj yoluyla 4 hafta boyunca her giin 4 ml/kg

misir yagi verildi.
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IV. Grup (diyabet+likopen, n=10): Gavaj yoluyla 4 hafta boyunca her giin 4 ml/kg

musir yaginda ¢ozdiirtilerek 4 mg/kg likopen verildi.

Likopen uygulamasmin son haftasinda biitiin gruplarda yer alan hayvanlarin
diizenli Ostrus siklusu gosterip gostermedikleri vajinal smear yontemi ile belirlendi
(Marcondes ve ark 2002). Calismanin baslangicinda ve sonunda (8. hafta) tiim gruplardaki
ratlarin viicut agirliklary; ¢alismanin baslangicinda, likopen uygulamasinin basinda (4.
hafta) ve calismanin sonunda (8. hafta) ise aclik kan glikoz degerleri 6l¢iildii. Deney
sonunda Ostrus siklusunun didstrus doneminde olan hayvanlar hafif eter anestezisi altinda
servikal dislokasyon ile oldiiriildii (Garris ve ark 1982). Oldiiriilen hayvanlarin sag
ovaryumu, uterusun sag kornusu ve vajina Ornekleri alindi. Doku ornekleri % 4
paraformaldehit (pH: 7,4) tespit soliisyonunda +4 °C’de 24 saat tespit edildi ve rutin
histolojik takip serilerinden gegirilip paraplasta gomiilerek bloklandi. Ayrica sol ovaryum

sv1 nitrojende dondurulup -80 °C’de saklandi.
2.2. Yontem

Calismada deney sonunda elde edilen Orneklere histolojik, histokimyasal,
immunohistokimyasal yontemler ile ELISA teknigi uygulandi. Elde edilen veriler

istatistiksel olarak degerlendirildi.
2.2.1. Histolojik Yontem

Paraplasta gOmiilmiis olan ovaryum, uterus ve vajina bloklarindan 5 pm
kalinhiginda kesitler alindi. Her hayvandan elde edilen kesitlere genel histolojik
goriinlimiin incelenmesi ve histometrik degisimlerin belirlenmesi amaciyla Crossman’in

iclii boyama metodu uygulandi (Crossmon 1937).
2.2.1.1. Uclii boyama metodunun uygulanmasi
Bu yontemde asagida belirtilen islem siras1 izlendi.

1. Paraplast kesitler iki defa 5 dk ksilolde tutuldu. Daha sonra derecesi giderek azalan
alkol serilerinde (%100 alkol-I’de 3 dk, %100 alkol-II’de 3 dk, %96’lik alkol’de 3
dk, %80’lik alkolde 3 dk, %70’lik alkolde 3 dk) bekletildi.

2. Distile suda iki kez galkalandiktan sonra 5 dk akan ¢cesme suyunda yikandi.
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3. Kesitler ¢ekirdek boyasi i¢in 8 dk Weigert’s demir hemotoksilen soliisyonunda

bekletildi. Daha sonra 5 dk siireyle akan ¢esme suyunda yikand:.

4. Metil karbonatta 2 dk calkalandiktan sonra 5 dk akan ¢esme suyunda, 3 dk da

distile su igerisinde bekletildi.

5. Kesitler sitoplazma boyamasi i¢in asit fuksin boya soliisyonuna 4 kez batirilip

c¢ikarildi. Daha sonra 4 kez distile suda ¢alkalandi.

6. Bag doku beyazlasmmcaya kadar kesitler yaklagik 15 dk fosfotungustik asitte
bekletildi. Sonrasinda 5 dk distile suda yikandu.

7. Kesitler bag doku boyamasi icin 1 dk anilin blue boya soliisyonunda bekletildi.

Daha sonra 4 kez distile suda ¢alkalandi.

8. Kesitler %2’lik asetik asitte 3 dk bekletildikten sonra, sirastyla hizlica distile sudan
ve %96 alkolden gecirildi.

9. Kesitler bu kez derecesi yiikselen alkol serilerinden (%96’lik alkolde 3 dk, %100
alkol-I’de 3 dk, %100 alkol-1I’de 3 dk) gecirildi.

10. ki defa 5’er dk ksilolde bekletildikten sonra entellan ile kapatildi.
2.2.1.2. Histolojik ve histometrik degisimlerin belirlenmesi

Dokularda normal histolojik goriiniimden farkli olarak meydana gelen degisimler,
sayisal degerler ve histometrik 6lciimler Crossman’s li¢lii boyama yontemi ile boyanan ve
her hayvana ait iki kesitte incelenerek belirlendi. Calismada ovaryum folikiillerinin
siniflandirilmasi, klasik folikiil siniflandirilmasi géz oniine alinarak yapildi (Pedersen ve
Peters 1968, Zik ve ark 2010). Bu simiflandirmada, graniiloza hiicre sekli ve hiicre katman

sayist goz oniline almmustir (Cizelge 2.1).
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Cizelge 2.1. Folikiil smiflandirmasi

Adlandirma Tanim
Primordial folikiil Tek katli yass1 graniiloza hiicre (GH) katmani
Primer folikiil Tek kath kiibik (GH) katmani
Sekonder folikiil 2-3 siral kiibik (GH) katmamn
Kiigiik antral folikiil <5 swral1 kiibik (GH) ve kii¢tik antral bosluklu
Biiyiik antral folikiil 5<srmralt GH’li genis antral bosluk,

belirgin teka tabakali

Gruplara gore folikiil ve korpus luteum sayilar1 kesit bazinda saptandi (Nilsson ve
ark 2007). Ayrica histopatolojik olarak; ovaryum kesitlerinde korpus luteumlar
vakuolizasyon, intersitisyel alanlar ise hidropik dejenerasyon agisindan incelendi.
Belirlenen degisimler semi-kantitatif olarak degerlendirildi. Bu amacla subjektif puanlama
(0: Negatif, 1: Zayif, 2: Orta, 3: Siddetli) yapildi (Remer ve ark 2003). Ovaryumdaki
folikiil ve korpus luteum caplar1 ise; kesitlerde yer alan biitiin folikiil ve korpus luteumlar

Olgtilerek saptandi (Shima ve ark 2011).

Uterusta yiizey epiteli yiiksekligi ile endometriyum kalinligi bes farkli alandan
yapilan Ol¢iimlerle, bez epiteli yiiksekligi ve bez alan1 degerleri endometriyumda rastgele
secilen bes adet bezden elde edilen verilerle ve bez sayisi ise kesit bazinda inceleme
yapilarak saptandi (Alan ve Liman 2011, Yatkin 2005). Vajinada ise; lamina epiteliyalis
yiiksekligi ile tunika muskularis kalinlig1 bes farkli alandan yapilan 6lciimlerle tespit edildi
(Alan ve Liman 2011). Olgiim islemleri goriintii analiz programi (Leica Q Win Standart)

yardimiyla interaktif olarak gerceklestirildi ve gerekli goriilen yerlerden fotograflar ¢ekildi.
2.2.2. Histokimyasal Yontemler

Hayvanlarin ovaryum, uterus ve vajina bloklarindan elde elen 5 pm kalinligindaki
kesitler organosilan (3-Aminopropyl-triethoxysilane, Sigma A3648) ile kaplanmis lamlara
alindi. Periyodik Asit Schiff (PAS) yontemi ovaryum, uterus ve vajina kesitlerine
uygulandi (Culling 1985). Buna ek olarak; ovaryumda Terminal Deoxynucleotidyl
Transferase dUTP Nick End Labeling (TUNEL) (GenScript TUNEL Apoptosis Detection

Kit Cat. No: L00297) teknigi uygulanarak apoptotik hiicreler belirlendi (Zamani ve ark
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2013). Uterusta ise, Alcian Blue (AB) pH: 2,5 (asidik mukosubstans) boyama metodu
uygulanarak epiteliyal asidik mukosubstans histokimyasal olarak incelendi (Culling 1985).

2.2.2.1. Periyodik asit schiff boyama metodu
Bu yontemde asagida belirtilen islem siras1 izlendi.

1. Paraplast kesitler iki defa 5 dk ksilolde tutuldu. Daha sonra derecesi giderek azalan
alkol serilerinde (%100 alkol-I’de 3 dk, %100 alkol-II’de 3 dk, %96’lik alkol’de 3
dk, %80’lik alkolde 3 dk, %70’lik alkolde 3 dk) bekletildi.

2. Kesitler %1°lik periyodik asitte oda sicakliginda 10 dk tutuldu ve ardindan 10 dk
akan ¢esme suyunda yikandi.

3. Daha sonra kesitler Schiff ayiracinda karanlik ortamda 15 dk bekletildi.

4. Kesitler potasyum metabisiilfit I ve potasyum metabisiilfit 11 soliisyonlarinda 5’er
dk tutuldu ve ardindan 10 dk akan ¢esme suyunda yikandi. Daha sonra distile suda
calkaland:.

5. Kesitler ¢ekirdek boyasi i¢in 5 dk hemalaum soliisyonunda bekletildi ve ardindan
15 dk siireyle akan ¢esme suyunda yikandi. Daha sonra distile suda ¢alkalandi ve

%96 alkolden hizlica gecirildi.

6. Kesitler derecesi yiikselen alkol serilerinden (%96’lik alkolde 3 dk, %100 alkol-
I’de 3 dk, %100 alkol-II"de 3 dk) gegirildi.

7. Ikidefa 5 dk ksilolde bekletildikten sonra entellan ile kapatildi.
2.2.2.2. Alcian blue pH: 2,5 boyama metodu
Bu yontemde asagida belirtilen islem siras1 izlendi.

1. Paraplast kesitler iki defa 5 dk ksilolde tutuldu. Daha sonra derecesi giderek azalan
alkol serilende (%100 alkol-I"de 3 dk, %100 alkol-II"de 3 dk, %96’lik alkolde 3 dk,
%380’lik alkolde 3 dk, %70’lik alkolde 3 dk) bekletildi. Daha sonra distile suda iki
kez calkalandi.
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. Kesitler Alcian blue pH: 2,5 soliisyonunda 60 dk tutuldu. Ardindan distile suda
calkaland:.

. Kesitler ¢ekirdek boyasi icin 5 dk kernechtrot soliisyonunda bekletildi. Daha sonra
distile suda calkaland1 ve %96 alkolden hizlica geg¢irildi.

. Kesitler bu kez derecesi yiikselen alkol serilerinden (%96’lik alkolde 3 dk, %100
alkol-I’de 3 dk, %100 alkol-1I’de 3 dk) gecirildi.

. Iki defa 5 dk ksilolde bekletildikten sonra entellan ile kapatildi.

2.2.2.3. TUNEL yontemi
Bu yontemde asagida belirtilen islem siras1 izlendi.

. Paraplast kesitler iki defa 5 dk ksilolde tutuldu. Daha sonra derecesi giderek azalan
alkol serilerinde (%100 alkol-I’de 3 dk, %100 alkol-II"de 3 dk, %96’lik alkol’de 3
dk, %80’lik alkolde 3 dk, %70’lik alkolde 3 dk) bekletildi. Daha sonra kesitler 2
defa 5 dk PBS (Tuzlu Fosfat Tamponu) pH: 7,4 icerisinde tutuldu.

. Kesitler 37 °C’lik etiivde ve nemli ortamda proteinaz K (20 ul/ml) ile 15 dk inkiibe
edildikten sonra, oda sicakliginda PBS icerisinde 2 defa 5 dk bekletildi.

. Kesitlere 25 °C’lik etiivde ve nemli ortamda, metanolde %3’liik H,O, iceren
bloking soliisyonu 10 dk uygulandi. Ardindan kesitler oda sicakliginda PBS
icerisinde 2 defa 5 dk bekletildi.

. Kesitlere etraflar1 kurutma kagit1 ile temizlendikten sonra 37 °C’lik etiivde, nemli
ortamda ve 1siktan korunarak 60 dk taze hazirlanmis ve igerisinde denge
(equilibration) tamponu, biotin-11-dUTP ve TdT bulunan TUNEL reaksiyon
karigim1 uygulandi. Daha sonra kesitler oda sicakliginda PBS igerisinde 3 defa 5 dk
bekletildi.

. Kesitler etraflar1 kurutma kagit1 ile tekrar temizlendikten sonra 37 °C’lik etiivde,
nemli ortamda ve 1siktan korunarak 30 dk Streptavidin-HRP soliisyonuda inkiibe

edildi. Ardindan kesitler oda sicakliginda PBS icerisinde 3 defa 5 dk bekletildi.
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6. Reaksiyonu ortaya cikarmak icin kesitlere 25 °C’lik etiivde, nemli ortamda ve
1siktan korunarak 2 dk 3,3'-diaminobenzidine (DAB) ¢alisma soliisyonu uygulandi.
Daha sonra kesitler oda sicakliginda PBS igerisinde 3 defa 5 dk bekletildi.

9. Kesitler ¢ekirdek boyasi icin 5 dk metil green soliisyonunda bekletildi. Daha sonra
distile suda calkaland1 ve %96 alkolden hizlica geg¢irildi.

7. Kesitler derecesi yiikselen alkol serilerinden (%96’lik alkolde 3 dk, %100 alkol-
I’de 3 dk, %100 alkol-1I"de 3dk) gegirildi.

8. Ikidefa 5 dk ksilolde bekletildikten sonra entellan ile kapatildi.

2.2.2.4. Histokimyasal degisimlerin belirlenmesi

Dokularda her hayvana ait iki kesit degerlendirildi ve TUNEL i¢in ovaryumda,
PAS reaksiyonu i¢in ovaryum, uterus ve vajinada, Alcian blue pH: 2,5 reaksiyonu i¢in ise
uterus kesitlerinde inceleme yapildi. Ovaryumda gruplara goére apoptotik hiicre sayilari
biiytik antral folikiilerin graniiloza katmaninda ve korpus luteumlarda belirlendi. Kesitlerde
yer alan biitiin biiylik antral folikiiller ve korpus luteumlar degerlendirmeye alindi. Bu
sebeple; biiyiik antral folikiilerin graniiloza katmaninda 1764 pm®’lik birim alanda 5 farkli
yerden sayim yapildi (Eren ve ark 2008). Korpus luteumlarda ise, semi-kantitatif olarak
subjektif puanlama yoluyla apoptotik hiicre yogunluk degerleri tespit edildi. Elde edilen
veriler folikiil ya da korpus luteum basina diisen degerler olarak saptandi (Durand ve ark
2004).

Uterusun ylizey ve bez epitel hiicrelerindeki PAS ve AB pH: 2,5 pozitif reaksiyon
yogunluklar1 ile vajinanin lamina epiteliyalisindeki PAS pozitif reaksiyon yogunlugu
subjektif puanlama ile belirlendi (Witte ve 2012). Uterusta endometriyal bag dokuda PAS
pozitif hiicre sayilar1 ise, 28224 um?’lik birim alanda 5 farkli yerden sayilarak elde edildi
(Eren ve ark 2008). Sayim ve puanlama islemleri goriintii analiz programi (Leica Q Win
Standart) yardimiyla interaktif olarak gerceklestirildi ve gerekli goriilen yerlerden

fotograflar ¢ekildi.
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2.2.3. immunohistokimyasal Yontem

Hayvanlarin ovaryum bloklarindan elde elen 5 pm kalinligindaki kesitler
organosilan ile kaplanmis lamlara alindi. Konneksin-43 ekspresyonunun belirlenmesi igin
avidin biotin peroksidaz yontemi uygulandi. Bu amagla rabbit anti-connexin 43 poliklonal
antikoru (Rabbit anti-connexin 43 polyclonal antibody, unconjugated, Bioss bs-0651P)
kullanild.

Asagida belirtilen islem siras1 izlendi.

1. Paraplast kesitler iki defa 5 dk ksilolde tutuldu. Daha sonra derecesi giderek
azalan alkol serilerinde (%100 alkol-I’de 3 dk, %100 alkol-II"de 3 dk, %96’lik
alkol’de 3 dk, %80’lik alkolde 3 dk, %70’lik alkolde 3 dk) bekletildi. Daha

sonra distile suda iki kez ¢alkalandi.

2. Antijen retrieval icin kesitler 98 °C’de 0,01 M sodyum sitrat pH: 6 i¢inde
mikrodalga firmda 3 defa 5 dk kaynatildi. Ardindan kesitler 20 dk oda
sicakliginda sogutuldu ve TBS (Tuzlu Tris Tamponu) pH: 7.4 ile 2 defa 5 dk
yikandu.

3. Endojen peroksidaz aktivitesini gidermek ic¢in kesitler distile su ile hazirlanmig

olan %3’liikk H,O,’de 15 dk bekletildi.

4. Bloklama uygulamasi i¢in kesitler bloking soliisyonunda (Invitrogen Broad

Spectrum Ref: 859043 Lot: 1018708A) 1 saat tutuldu.

5. Kesitler +4 °C’de 1 gece TBS ile 1/200 oraninda diliie edilmis olan primer
antikorda (rabbit anti-connexin 43 poliklonal antikor) bekletildi.

6. Ertesi giin kesitler 6nce TBS ile 2 defa 5 dk yikandi. Ardindan kesitler 1 saat
oda 1s1sida biotinli ikincil antikorda (Invitrogen Broad Spectrum Ref: 859043
Lot: 1018708A) inkiibe edildi.

7. Daha sonra kesitler TBS ile 2 defa 5 dk yikand1 ve ardindan kesitler 1 saat oda
isisinda streptavidin HRP  (Invitrogen Broad Spectrum Ref: 859043 Lot:
1018708A)’de inkiibe edildi.
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8. Kesitler TBS ile 2 defa 5 dk yikandi. Antikor baglanma gdsteren hiicrelerin
boyanmasi1 DAB kullanilarak (2 dk) gerceklestirildi. Ardindan kesitler distile su
ile yikand1.

9. Kesitler ¢ekirdek boyasi igin Harris Hemotoksilen’de 10 saniye bekletildi. Daha
sonra akarsuda calkalandi, ardindan distile suda 5 dk bekletildi ve %96 alkolden
hizlica gecirildi.

10. Kesitler derecesi ylikselen alkol serilerinden (%96’lik alkolde 3 dk, %100 alkol-
I’de 3 dk, %100 alkol-1I"de 3 dk) gegirildi.

11. Iki defa 5 dk ksilolde bekletildikten sonra entellan ile kapatildu.

Boyama yonteminde es zamanli olarak primer antikor ilave edilmeksizin ayni

yontem uygulanan doku kesitleri ise negatif kontol olarak degerlendirildi.
2.2.3.1. Konneksin-43 yogunlugunun degerlendirilmesi

Her hayvana ait iki ovaryum kesiti incelendi. Isik mikroskobunda (Leica DMLB)
kahverengi reaksiyon pozitif olarak kabul edildi. Elde edilen kesitlerde degerlendirme;
hedef dokunun boyanip boyanmamasina, boyanmanm hedef dokudaki dagilimma ve
boyamanin karakterine (niikleer ya da sitoplazmik) bakilarak yapildi. Bu amacla her
ovaryum kesitindeki biitiin primordial, primer, sekonder, kii¢iik antral, biiyiik antral, atretik
folikiiller ile korpus luteumlar ve intersitisyel hiicrelerin degerlendirilmesi subjektif
puanlama ile yapild1 ayrica gerekli goriilen yerlerden fotograflar c¢ekildi (Feranil ve ark

2005).
2.2.4. Lipid Peroksidasyonunun Ol¢iimii

Hayvanlardan elde edilen ovaryumlarda malondialdehid (MDA) diizeyi ELISA
yontemi ile belirlendi. Bu amacla dncelikle ovaryumlar homojenize edilerek homojenat
hazirlandi. Daha sonra hazirlanan homojenatlardaki protein miktar1 Lowry metodu ile

tespit edildi. Ardindan ELISA prosediirii uygulandi (Vinciguerra ve ark 2012).
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2.2.4.1. Ovaryum dokularindan homojenat hazirlanmasi

1. -80 °C’de muhafaza edilen ovaryumlar derin dondurucudan (Nuaire Glacier)

almarak ¢6zdiiriildii ve ¢oziildiikten sonra distile su ile yikand1.

2. Dokular tartilarak her birinin agirliklar1 belirlendi ve ardindan bistiiri yardimiyla

mekanik olarak pargalandi.

3. Daha sonra pargalanan dokular tiiplere alind1 ve agirliklarinin 10 kati miktarda

soguk fosfat tamponu (pH: 7,4, 150 mM) (1/10 w/v) ilave edild1.

4. Tiplerin i¢indeki dokular buz kabi iginde homojenizator (IKA Overhead Stirrer;
Germany) yardimiyla 2000 rpm’de 2 dk homojenize edildi.

5. Daha sonra elde edilen homojenizatlar 8000 g’de (11.300 devir/dk) +4 °C’de
santrifiij (Niive-Benc Top Centrifuge, NF 800 R, Turkey) edildi.

6. Elde edilen homojenatlar ependorf tiiplere aktarilarak analiz agamasina kadar

-80 °C’deki derin dondurucuda muhafaza edildi.
2.2.4.2. Ovaryum dokusunda Lowry metodu ile protein miktar tayini

Yontemin prensibi, alkali ortamda proteinlerin Cu™ ile protein kompleksi
olusturmasi ve bu kompleksin fosfo molibdat-fosfo tungstat reaktifini (Folin-Ciocalteu’s
fenol reaktifi) indiikleyerek mavi-mor iirlin olusturmas: esasmna dayanmaktadir. Rengin

koyulugu ortamdaki protein konsantrasyonu ile dogru orantilidir.
Y ontemin uygulanmasinda asagida belirtilen islem siras1 izlendi.

1. % 1’lik olarak hazirlanan sigir serum albiimin (BSA) (Sigma A9418) (1 g BSA,
100 ml distile su, 1 g/dl) stok ¢ozeltiden derisimi % 1, % 0,8, % 0,6, % 0,4, %
0,2, %0,1,% 0,05 olan standart ¢ozeltiler hazirland1.

2. Lowry metodunda gerekli olan ¢ozeltiler hazirlandi.
Cozelti A: % 1°lik bakir siilfat

Cozelti B: % 2’lik sodyum potasyum tartarat
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Cozelti C: 0,2 M sodyum hidroksit
Cozelti D: % 4’liik sodyum karbonat
(Cozeltiler hazirlandiktan sonra Lowry I ve Lowry II ayiraglar1 hazirland.

Lowry ayirag I: 1 ml % 1°lik bakir siilfat, 1 ml % 2’lik sodyum potasyum tartarat,
49 ml 0,2 M sodyum hidroksit ve 49 ml % 4’liilk sodyum karbonat karistirilarak

hazirlandi.

Lowry ayirag II: Folin-Ciocalteu’s ayiract (Sigma F-9252) distile su ile esit oranda

sulandirilarak hazirland1 (v/v).

4. Deney tiiplerine farkli oranlarda hazirlanmis olan BSA ¢d6zeltilerinden 250 pl
alindi. Kor olusturmak i¢in iki tiipe ayni miktarda distile su konuldu. Daha sonra
iizerlerine 1250 pl Lowry ayirag I eklendi ve iyice karistirilarak oda sicakliginda 10

dk bekletildi.

5. Bu siirenin sonunda 125 ul Lowry ayirag 11 eklenip vortekslendi ve 30 dk oda

sicakliginda inkiibasyona birakildi.

6. Daha sonra UV spektrofotometrede ¢ozeltilerin 750 nm’deki absorbans degerleri

okunarak standart egri olusturuldu (Cizelge 2.2).

7. Aym prosediir ovaryum dokularindan hazirlanan homojenatlar icin de
uygulanarak absorbans degerleri belirlendi. Excel programinda elde edilen standart

egriden yararlanilarak homojenatlardaki protein miktarlar1 saptandu.

8. Daha sonra protein miktarlarmin esit olmasi i¢in biitiin numuneler PBS pH: 7,4
ile miktarlar1 10pg/ml olacak sekilde diliie edildi ve kullanilincaya kadar -80 °C’de

saklandi.
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Cizelge 2.2. BSA standart egrisi

Abs
2,5 4

2 |
1,5 < y=0,2527x+0,3856

1 - Absorbans Degerleri

—Egilim Cizgisi
0,5 -
0,05 0,1 0,2 0,4 0,6 0,8 1
BSA (%)

2.2.4.3. Ovaryum dokusunda malondialdehid diizeyinin belirlenmesi

Ovaryum MDA seviyesi hazir ticari kit (OxiSelect Adduct ELISA Kit STA-332)
kullanilarak ELISA yontemi ile belirlendi.

- Diliie edilmis doku 6rnekleri -80 °C’den ¢ikarild1 ve oda sicakligina gelmeleri

beklendi.
Ayrraclarin hazirlanmasi

- 1X Yikama tamponu: 10X yikama tamponu, deiyonize su ile 1X konsantrasyona
diliie edildi ve homojenize bir sekilde karistirildi (10 ml 10X yikama tamponu ve

90 ml deiyonize su).

- Anti-MDA antikoru ve sekonder antikor: Anti-MDA antikoru ile sekonder antikor
1:1000 oraninda assay diliient ile diliie edildi (1 pl anti-MDA antikoru ve 999 nul
assay diliient, 1 pl sekonder antikor 999 ul assay diliient).

Hangi kuyucuga hangi maddenin konuldugunun bilinmesi i¢in dncelikle haritalama

islemi yapildi. Daha sonra asagida belirtildigi gibi plaka hazirland.

- 0.5 pg/mL MDA-BSA ve 10 ug/mL azaltilmig BSA’dan hazirlanan standartlar 1-8
arasi kuyucuklara 100’er pl olarak konuldu.
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- Blank (kor) olarak distile su kullanildi ve 9. kuyucuga 100 ul konuldu.
- Diliie edilmis doku ornekleri 10-26 aras1 kuyucuklara 100’er pl konuldu.
Plaka hazirlandiktan sonra analize su sekilde devam edildi.

1. Plaka iizeri koruyucu filmle kapatildiktan sonra karistict iizerinde, 37 °C’de 2

saat inkube edildi.

2. Daha sonra her kuyucuk 250 pl 1X PBS ile 2 defa yikandi. Son yikamadan sonra
kuyucuklar bosaltild1 ve kuyucuklara hafifce vuruldu. Ardindan emici kagit havlu

ile fazla yikama soliisyonu ¢ikarildi.

3. Her kuyucuga 200 pl assay diliient konuldu ve 2 saat oda sicakliginda karistirici
iizerinde inkiibe edildi. Daha sonra her kuyucuk 3 defa 2. asamadaki gibi yikandu.

4. Her kuyucuga 100 pl diliie edilmis anti-MDA antikoru konuldu ve 1 saat oda
sicakliginda karistirict lizerinde inkiibe edildi. Daha sonra her kuyucuk 3 defa 2.
asamadaki gibi yikandi.

5. Her kuyucuga 100 pul diliie edilmis HRP ile konjuge sekonder antikor konuldu ve
1 saat oda sicakliginda karistirici tizerinde inkiibe edildi. Daha sonra her kuyucuk 5

defa 2. asamadaki gibi yikandi.

6. Substrat soliisyonu oda sicakligma gelene kadar 1sitildi. Her kuyucuga 100 pl
substrat soliisyonu konuldu ve oda sicakliginda karistirici tizerinde 30 dk inkiibe

edildi.

7. Enzim reaksiyonu her kuyucuga 100 pl stop soliisyonu konularak durduruldu ve

sonuclar spektrofotometrede 450 nm’de hemen okutuldu.
2.2.4.3.1. Malondialdehid diizeyinin degerlendirilmesi

Gruplardaki hayvanlara ait ovaryum dokularindaki MDA diizeylerinin belirlenmesi
amaciyla uygulanan ELISA protokolii sonucunda bulunan absorbans degerleri, hazirlanan
standart egriden faydanilarak hesaplandi. Doku MDA degerleri protein degerlerine

orantilanarak pmol/mg cinsinden verildi.
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2.2.5. istatistiksel Analiz

Elde edilen verilerin istatistiksel analizi i¢in SPSS 17.00 paket programi kullanild.
Viicut agirhigi, aclik kan glikozu ve ovaryumda malondialdehid diizeyi acisindan grup
ortalamalar1 arasinda farklilik olup olmadigir Kruskall-Wallis varyans analizi ile saptandi
(Kanter ve ark 2012, Carroll ve ark 2002, Markey ve ark 2005). Ovaryumda; histopatolojik
degisiklikler, folikiil ve korpus luteum sayilari ile ¢aplari, TUNEL pozitif hiicre sayist ve
konneksin-43 boyanma yogunlugu, uterusta; ylizey ve bez epitel ylkseklikleri,
endometriyum kalmligi, bez alani, bez sayisi, ylizey ile bez epitelleri PAS ve AB pH:2,5
boyanma yogunluklar1 ile endometriyal bag dokudaki PAS pozitif hiicre sayilari, vajinada
ise; lamina epiteliyalis yiiksekligi, tunika muskularis kalinlig1 ve lamina epiteliyalis PAS
pozitif boyanma yogunlugu agisindan grup ortalamalar1 arasinda farklilik olup olmadigi tek
yonlii varyans analizi (ANOVA) ile belirlendi (Ratchford ve ark 2008, Uchida ve ark 2002,
Turhan ve ark 2008, Gray ve ark 2001, Shima ve ark 2011). Onemli fark bulunan gruplar
icin bu farki hangi grup ya da gruplardan kaynaklandigini belirlemek amaciyla da Duncan
testi uygulandi. Ayn1 gruplara ait farkli zamanlarda elde edilen viicut agirlig1 degerlerinin
analizi tekrarlayan Olciimler i¢in Wilcoxon testi ile yapildi (Ziegler ve ark 1989, Bingley
ve ark 2003). Grup i¢i aglik kan glikozu degerlerinin analizi ise; tekrarlayan ol¢iimler i¢in
varyans analizi ile yapild1 ve Friedman testi uygulandi (Kempf ve ark 2010). Farkin 6nem
kontrolleri ise Bonferonni diizeltmesi uygulanmis Wilcoxon testi ile yapildi. Istatistiksel
analizlerde elde edilen veriler ortalama+standart hata olarak ifade edildi ve farkliliklar1

P<0,05 (*), P<0,01 (**) ve P<0,001 (***) olan degerler 6nemli kabul edildi.
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3. BULGULAR
3.1. Viicut Agirhg

Calismanin baslangicinda (0. hafta) ve sonunda (8. hafta) tiim gruplardaki
hayvanlarin viicut agirliklar1 6l¢iildii. Kontrol ve diyabet gruplarma ait hayvanlarin viicut
agirlik degerleri Cizelge 3.1°de verildi. Caligmanin sonundaki agirlik degerleri agisindan
gruplar arasinda anlamli bir fark olmadig1 goriildii. Gruplarin ¢alismanin baslangicindaki
ve sonundaki verileri kiyaslandiginda ise; kontroHmisir yagi ve kontrol+likopen
gruplarinda ¢aligmanin sonundaki agirlik degerlerinin, ¢aligmanin baslangicindaki agirlik

degerlerine gore anlaml bir sekilde arttig1 saptandi (P<0,05).

Cizelge 3.1. Kontrol ve diyabet gruplarinda viicut agirligi degerleri (g) (Ort.+£S.H.)

Kontrol Kontrol Diyabet Diyabet
+ + + +
Hafta Misir Yagi Likopen Masir Yagi Likopen P
n=6 n=6 n=8 n=10
0 134,33+4,50° | 153,00£1,03" [ 169,60£1,99 184,50+6,16 -
8 162,50+6,94" | 184,50+4,59" 167,20+£3,91 174,40+£8,31 OD
P * * OD OD

AB- Ayni siitunda farkli harf tasiyan veriler arasindaki fark istatistiksel olarak nemlidir.
OD: Onemli degil, *: P<0,05.

3.2. Achik Kan Glikoz Diizeyi

Calismanin baslangicinda (0. hafta), likopen uygulamasimin basinda (4. hafta) ve
calismanin sonunda (8. hafta) tiim gruplardaki ratlarin aclik kan glikoz degerleri 6l¢iildii.
Kontrol ve diyabet gruplarina ait hayvanlarin aglik kan glikoz degerleri Cizelge 3.2°de
verildi. Veriler incelendiginde; likopen uygulamasinin basindaki ve ¢alismanin sonundaki
aclik kan glikoz degerlerinin kontrol gruplarina gore diyabet gruplarinda anlamli bir
sekilde arttig1 belirlendi (P<0,001). Grup i¢i veriler kiyaslandiginda ise; diyabet+musir yagi
ve diyabet+likopen gruplarinda, likopen uygulamasmin basindaki ve ¢calismanin sonundaki
aclik kan glikoz degerlerinin ¢aligmanin baslangicindaki degerlere gore anlamli sekilde

arttig1 goruldi (**: P<0,01).
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Cizelge 3.2. Kontrol ve diyabet gruplarinda a¢lik kan glikoz degerleri (mg/dl) (Ort.£S.H.)

Kontrol Kontrol Diyabet Diyabet
+ + + +
Hafta Masir Yagi Likopen Misir Yagi Likopen P
n=6 n=6 n=8 n=10
0 65,83+3,38 | 58,50+4,41 49,60+1,83" 64,80+5,67° -
4 77,33+5,89° | 81,00+3,16° | 511,00£40,15™* | 519,10440,27%% | #k*
8 73,5043,21° | 66,33+4,72° | 476,90£41,13* | 512,90438,477% | #k*
P OD OD ok o

ab. Ayni satirda farkll harf tagiyan gruplar arasindaki fark istatistiksel olarak 6nemlidir.
AB- Ayni siitunda farkli harf tastyan veriler arasindaki fark istatistiksel olarak énemlidir.

OD: Onemli degil, **: P<0,01, ***: P<0,001.
3.3. Ostrus Siklusunun Takibi

Calismada likopen uygulamasmin son haftasinda biitiin gruplarda yer alan
hayvanlarin diizenli Ostrus siklusu gosterip gostermedikleri vajinal smear yontemi ile
belirlendi. Yapilan incelemede; kontrol gruplarina ait ratlarin 6strus sikluslarinin diizenli
oldugu tespit edildi. Diyabet gruplarindaki ratlarda ise, sikluslarin diizensiz oldugu hatta
bir¢cok hayvanin didstrus donemine takili kaldig:1 saptandi. Ayrica likopen verilen diyabetli

hayvanlarin 6strus sikluslarinin yine diizensiz oldugu goriildii.
3.4. Ovaryum
3.4.1. Histolojik Bulgular

Tim gruplardaki hayvanlarin ovaryumlarindan elde edilen kesitler Crossman’in
ticlii boyama yontemi ile boyand1 ve kesitler 151k mikroskobunda incelendi. Ovaryumun
genel histolojik yapisi incelendiginde; kontrol gruplarinda ovaryumun germinal epitel ile
cevrili oldugu gorildi (Sekil 3.2.A). Yapisal olarak; ovaryumda korteks ve medulla
katmanlarinin varhigi izlendi (Sekil 3.1). Korteks katmaninda ¢ok sayida gelismekte olan
folikiilerin bulundugu saptandi. Primordial folikiiller oositi c¢evreleyen tek katli epitel
hiicrelerinden olusmustu (Sekil 3.2 A). Primer folikiillerin merkezde bir oosit ve onu saran
tek katli kiibik epitel hiicreleri ile ¢evrili oldugu goriildii. Sekonder folikiillerde birkag katl
graniiloza hiicre katmaninin bulundugu ve zona pelllusida ile teka internanin belirgin
oldugu izlendi. Antral folikiillerin graniiloza katmani i¢inde folikiiliin biiyiikligline gore

farkli boyutlarda antrumu olusturan bosluk ya da bosluklar sekillenmisti. Teka interna ve
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eksterna katmanlar: belirgindi (Sekil 3.2 B). Kesitlerde yer yer atretik folikiiller gozlendi.
Bunlarin yaninda; organda korpus Iluteumlar bulunmaktaydi (Sekil 3.3). Korpus
luteumlardaki koyu boyanan luteal hiicrelerin teka luteal hiicreler (TLH), daha agik
boyananlarin ise ganiiloza luteal hiicreler (GLH) oldugu goriildii (Sekil 3.3 B). Folikiiller
aras1 bolgede intersitisyel hiicreler gozlendi (Sekil 3.2 A). Medulla katmaninin ise; dar bir
alanda gevsek bag doku yapisinda oldugu ve kan damarlarmmin yogun olarak yerlesim

gosterdigi goriildii (Sekil 3.1).

Sekil 3.1. Kontrol+misir yagi grubundan bir hayvana ait ovaryumda dista korteks (K), icte

ise medulla (M) katman1 yer almaktadir. Uglii boyama yontemi. Bar: 100 um.
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Sekil 3.2. KontrolH+misir yagi grubundan bir hayvana ait ovaryumun genel goriiniimii (A-
B); germinatif epitel (okbas1), primordial folikiil (ok), intersitisyel hiicreler (yildiz), kii¢iik
antral (KA) ve biiyiik antral folikiiller (BA). Uglii boyama ydntemi. Bar: 30 um (A); 50

um (B).

Sekil 3.3. Kontrol+misir yagi grubundan bir hayvana ait ovaryum dokusundaki korpus

luteum (A-B) goriintiisii (KL: Korpus luteum, Ok: Teka luteal hiicre, Ok basi: Graniiloza
luteal hiicre). Uglii boyama yontemi. Bar: 50 pm (A); 20 um (B).

Diyabet gruplarinda; korpus luteumlarda vakuollerin, intersitisyel alanlarda ise;
hidropik dejenerasyon alanlarinin kontrollere gore arttigr gozlendi (Sekil 3.4 A-D).
Calismada; ovaryumun histopatolojik agidan yapilan incelemesinde elde edilen veriler
Cizelge 3.3’te verildi. Korpus luteum vakuolizasyonunun kontrol+misir yagi grubuna gore
diyabet+misir yagi ve diyabettlikopen gruplarinda anlamli sekilde fazla oldugu saptandi

(P<0,01). Benzer olarak; intersitisyel alanlarda hidropik dejenerasyonun kontrol+misir
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yag1 grubuna gore diyabet+misir yagi grubunda Onemli oranda arttigi tespit edildi
(P<0,05).

Cizelge 3.3. Kontrol ve diyabet gruplarinda ovaryumda histopatolojik yapilarin yogunluk
degerleri (Ort.£S.H.)

Kontrol Kontrol Diyabet Diyabet
+ + + +
Parametre Misir Yagi Likopen Misir Yagi Likopen P
n=6 n=6 n=8 n=10
Korpus Luteum 0,20£0,05° | 0,38+0,08°" | 0,46+0,04° | 0,59+0,06" | **
Vakuolizasyon
Intersitisyel Alanlar
Hidropik 0,50+0,15° | 0,25+0,13° | 1,06+0,23* | 0,81+0,16™* | *
Dejenerasyon

abe, Ayni satirda farkll harf tagiyan gruplar arasindaki fark istatistiksel olarak 6nemlidir.
*: P<0,05, **: P<0,01.
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Sekil 3.4. Ovaryum dokusundaki histopatolojik degisimler. Kontrol+misir yagi (A-B) ve

diyabet+misir yagi (C-D) gruplarina ait korpus luteumlar (A, C) ve intersitisyel alanlar (B,
D). Kontrol+misir yagi grubuna kiyasla, diyabet+misir yagi grubunda korpus
luteumlardaki vakuolizasyonda (C) (okbaslari)) ve intersitisyel alanlardaki hidropik
dejenerasyonda (D) (y1ldiz) artis dikkati cekmektedir. Uglii boyama ydntemi. Bar: (A, C);
30 pm; 20 um (B, D).

Folikiil ve korpus luteum sayilar1 i¢in yapilan degerlendirmede elde edilen veriler
ise Cizelge 3.4’te verildi. Primordial, primer, sekonder, kii¢iik antral, biiyiik antral ve
atretik folikiil sayilarinda gruplar arasinda istatistiksel olarak bir farklilik bulunmazken;
kontroHmusir yagi grubuna gore diyabet+misir yagi grubunda, kontrol+likopen grubuna
gore ise diyabet+likopen grubunda korpus luteum sayilarinin anlamli sekilde fazla oldugu

tespit edildi (P<0,01).
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Cizelge 3.4. Kontrol ve diyabet gruplarinda ovaryumda folikiil ve korpus luteum sayilar

(Ort.£S.H.)
Kontrol Kontrol Diyabet Diyabet
p ¢ + + + + p
arametre Misir Yagi Likopen Misir Yagi Likopen
n=6 n=6 n=8 n=10
Primordial 8,36+1,65 7.33+1,47 7.33+1,22 6,47+0,87 OD
Folikil
Primer 5,55+1,07 8.42+1,66 6,060,74 5.42+0,65 OD
Folikil
Sekonder 1,36+0,41 2,00+0,53 2,06+0,37 1,21£0,16 OD
Folikil
Kiiciik
Antral 1,00+£0,33 1,73£0,33 1,88+0,30 1,11£0,21 OD
Folikiil
Biiyik
Antral 3,36+0,75 3,75+0,67 2,72+0,39 2,68+0,31 OD
Folikiil
Atretik 6,00+0,85 6,75+1,06 8.44+1,41 6,68<1,10 OD
Folikil
Korpus 4,55+0,54%° 2.50£0,35° | 7.53+0,62° | 5,26+1,12° Hok
Luteum

abe, Ayni satirda farkll harf tagiyan gruplar arasindaki fark istatistiksel olarak 6nemlidir.

OD: Onemli degil, **: P<0,01.
3.4.2. Histometrik Bulgular

(Calismada, ovaryumda folikiil ve korpus luteum caplar1 incelendi ve yapilan
Olciimlerde elde edilen veriler Cizelge 3.5’te verildi. Primordial, primer, sekonder, kii¢lik
antral ve biiyiik antral folikiillerin caplarinda gruplar arasinda istatistiksel olarak bir
farklilik bulunmazken, korpus luteum c¢apmin kontrol+misir yagi grubuna gore
diyabet+misir yag1 ve diyabet+likopen gruplarinda 6nemli diizeyde azaldigi saptandi

(P<0,01) (Sekil 3.5).
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Cizelge 3.5. Kontrol ve diyabet gruplarinda ovaryumda folikiil ve korpus luteum ¢aplar1
(pm) (Ort.+S.H.)

Kontrol Kontrol Diyabet Diyabet
+ + + +
Parametre Misir Yagi Likopen Misir Yag Likopen P
n=6 n=6 n=8 n=10
Primordial |4 13,0 19 9.92+0,16 9,72+0,12 9,50+0,14 | OD
Folikiil
Primer 20,14+0,77 18,40+0,51 19,48+0,42 19,29+0,73 | OD
Folikiil
Sckonder 73.83+6,17 66,43+4,52 68,59+3.36 67.22+3,65 | OD
Folikiil
Kiiciik
Antral 159,99+10,67 | 180,97+11,29 | 181,82+9,50 | 166,81+827 | OD
Folikiil
Biiyiik
Antral 396,71£16,73 | 423,77£22.87 | 46124+15.44 | 405,66£2137 | OD
Folikiil
Korpus 802,14+32,40° | 746,58+41,76™" | 685,03£16,23° | 705,01£21,76° | **
Luteum

&b Ayni satirda farkl harf tastyan gruplar arasindaki fark istatistiksel olarak énemlidir.
OD: Onemli degil, **: P<0,01.

Sekil 3.5. Kontrol+musir yagi (A) ve diyabet+misir yagi (B) gruplarinda ovaryumda korpus

luteum ¢aplari. Korpus luteum ¢apmin (yildiz isaretleri) kontrol+misir yagi grubuna gore
diyabet+musir yag1 grubunda daha az oldugu goriilmektedir. Uclii boyama yontemi. Bar:

100 pm.
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3.4.3. Immunohistokimyasal Bulgular

Calismada; tiim gruplardan elde edilen ovaryum kesitleri konneksin-43 antikoru ile
immunohistokimyasal olarak boyandi. Ardindan kesitler 151k mikroskobunda incelendi.
Ovaryumda konneksin-43 ekspresyonunun kontrol gruplarinda germinatif epitelde,
primordial ve primer folikiillerin folikiil epitel hiicrelerinin sitoplazmalarinda oldugu
belirlendi. Sekonder, kiiciik antral ve biiyiik antral folikiillerin graniiloza hiicre katmanimda
ve teka folikiilinde ekspresyon saptandi. Bunlarin yaninda; oositte konneksin-43
ekspresyonunun varligi tespit edildi. Ayrica atretik folikiillerde ve biiyiik antral folikiillerin
korona radiata hiicrelerinde konneksin-43 ekspresyonunun varligi belirlendi. Korpus
luteumlarda ise; luteal hiicrelerde konneksin-43 ekspresyonunun bulundugu gozlendi.
Intersitisyel hiicrelerde ve stromal alandaki bazi hiicrelerde de ekspresyonun varlig
saptandi. Diyabet gruplarinda ise; ovaryumdaki konneksin-43 ekspresyonunun kontrol

gruplarma benzer oldugu tespit edildi (Sekil 3.6, Sekil 3.7 ve Sekil 3.8).

Gruplara gore ovaryumda subjektif olarak puanlanan konneksin-43 yogunlugunu
gosteren veriler Cizelge 3.6°da verildi. Incelenen biitiin parametrelerde; kontrol+misir yagi
grubuna gore diyabet+misir yagi grubunda ovaryumdaki konneksin-43 ekspresyonunun
azaldig1 goriildii. Diyabet+misir yag: ile diyabet+likopen gruplar1 kiyaslandiginda ise,
atretik folikiil disinda incelenen diger biitlin parametrelerde konneksin-43 ekspresyonunun
diyabet+likopen grubunda arttigi tespit edildi. Yapilan istatistiksel degerlendirmeler goz
online alindiginda; primordial ve atretik folikiiller, intersitisyel hiicreler ve korpus
luteumlardaki luteal hiicrelerde kontroHmisir yagi grubuna goére diyabet+musir yagi
grubunda konneksin-43 immunreaksiyonundaki azalmanin istatistiksel olarak anlamli
oldugu goriildi (P<0,01; P<0,001) (Sekil 3.7, Sekil 3.8). Ayrica primordial, sekonder ve
biiylik antral folikiillerde diyabet+misir yagi grubuna gore diyabet+likopen grubunda
konneksin-43 ekspresyonunun arttig1 saptandi (P<0,01) (Sekil 3.6, Sekil 3.7).
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Cizelge 3.6. Kontrol ve diyabet gruplarinda ovaryumda konneksin-43 boyanma yogunlugu

degerleri (Ort.£S.H.)

Kontrol Kontrol Diyabet Diyabet
p ¢ + + + + p
arametre Misir Yagi Likopen Masir Yagi Likopen

n=6 n=6 n=8 n=10
Primordial |, &7, 50 2.44+0,06° | 227+0,60° | 2,50+0,05 o
Folikil
Primer 2.55+0,06 2.45+0,06 2,40+0,06 2,600,05 OD
Folikil
Sekonder 2.47£0,13%° | 2,75£0,09™* | 2,38+0,11¢ | 2,87+0,07° ok
Folikil
Kiigtik N
Antral 2.,36+0,20 2.48+0,13 2,19+0,12 2.48+0,13 OD
Folikiil
Biiyik
Antral 2,16 £0,12° 2.46+0,08" 2,08£0,10° | 2.45+0,08" ok
Folikiil
Atretik 1,4420,06" 1,57+0,07 1,0620,02° 1,0240,02¢ | #x
Folikil
Intersitisyel | ) 3¢, j5be 1,46+0,14° 1,00£0,00° | 1,16£0,08%> | #x
Hicreler
Korpus 2.22+0,06" 2.17+0,10 1,47+0,04° 1,52+0,05" ok
Luteum

abe, Ayni satirda farkli harf tagiyan gruplar arasindaki fark istatistiksel olarak 6nemlidir.
OD: Onemli degil, **: P<0,01, ***: P<0,001.
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Sekil 3.6. Ovaryumda sekonder (A-C) ve biiyiikk antral folikiillerde (D-F) konneksin-43
ekspresyonu. Diyabet+misir yagi grubuyla kiyaslandiginda (B, E); kontrol+likopen (A, D)

ve diyabet+likopen (C, F) gruplarinda sekonder ve biiyiik antral folikiillerde konneksin-43
ekspresyonun anlamli bir sekilde fazla oldugu goriilmektedir (oklar). Avidin biotin

peroksidaz yontemi. Bar: 20 pm (A-C); 30 pm (D-F).
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Sekil 3.7. Ovaryumda primordial (A-C) ve atretik folikiillerde (D-F) konneksin-43

ekspresyonu. Primordial folikiillerde; diyabet+misir yagi grubuyla (B) kiyaslandiginda
kontrol+musir yagi (A) ve diyabettlikopen (C) gruplarinda konneksin-43 ekspresyonun
arttig1 gorilmektedir (oklar). Atretik folikiillerde ise; kontrol+likopen (D) grubuna gore
diyabet+misir yagi (E) ve diyabettlikopen (F) gruplarinda konneksin-43 ekspresyonun
azaldig1 belirlendi (oklar). Avidin biotin peroksidaz yontemi. Bar: 5 um (A-C); 20 um (D-

F).
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Sekil 3.8. Ovaryumda intersitisyel hiicreler (A, C) (oklar) ve korpus luteumdaki luteal

hiicrelerde (okbaslar1) (B, D) konneksin-43 ekspresyonu. Kontrol+misir yagi grubuyla
kiyaslandiginda (A, B), diyabet+musir yagi grubunda (C, D) intersitisyel hiicreler ve korpus
luteumdaki luteal hiicrelerde konneksin-43 ekspresyonun azaldigi goriilmektedir. Avidin

biotin peroksidaz yontemi. Bar: 20 um.
3.4.4. Histokimyasal Bulgular

Calismada, tim gruplarda Periyodik Asit Shiff reaksiyonu ile boyanan ovaryum

kesitlerinde PAS pozitivite agisindan gruplar arasinda bir farkliligin olmadig1 saptandi.
3.4.4.1. Apoptotik hiicre yogunlugu

TUNEL metodu ile yapilan incelemede apoptotik hiicrelere kontrol gruplarina ait
ovaryumlarda; germinatif epitelde, primordial, primer ve sekonder folikiillerde
rastlanmadi. Apoptotik hiicreler biiyiik antral folikiillerin graniiloza hiicre katmaninda,

atretik folikiillerde ve korpus luteumlarda siklikla goriildii. Kiigiik antral folikiillerin
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graniiloza hiicre katmanlarinda, korpus albikanslarda, intersitisyel ve stromal alanlarda ise
daha seyrek olarak bulunduklari1 saptandi. Diyabet gruplarinda ise bu yapilarda TUNEL
pozitif apoptotik hiicrelerin kontrollere gore artis gosterdigi dikkati ¢gekti.

Gruplara gore ovaryumda apoptotik hiicre yogunlugunu gosteren veriler Cizelge
3.7¢de verildi. Veriler incelendiginde; biiylik antral folikiillerin graniiloza katmanlarindaki
ve korpus luteumlardaki apoptotik hiicre sayilarinin kontrol+misir yagi grubuna gore
diyabet+musir yagi grubunda yiliksek oldugu goriildii (P<0,05) fakat korpus luteumda
apoptozisteki artigin istatistiksel olarak anlamli olmadigi saptandi (Sekil 3.9). Ayrica
likopenin etkisiyle diyabetli hayvanlarin ovaryumunda apoptotik hiicre sayisinin azaldigi

belirlenmekle birlikte; bu bulgunun istatistiksel olarak anlamli olmadigi da goriilmiistiir.

Cizelge 3.7. Kontrol ve diyabet gruplarinda ovaryumda biiyiik antral folikiillerin graniiloza
katmaninda birim alanda apoptotik hiicre sayilar1 ve korpus luteumlarda apoptotik hiicre

yogunluk degerleri (Ort.£S.H.)

Kontrol Kontrol Diyabet Diyabet
+ + + +
Parametre Masir Yagi Likopen Masir Yagi Likopen P
n=6 n=6 n=8 n=10
Biiyiik
Antral 0,86+0,18" | 1,14+0,17* 1,68+0,21° 1,44+0,20 *
Folikiil
Korpus 0,58+0,10 0,67+0,15 0,81+0,05 0,58+0,06 OD
Luteum

ab. Ayni satirda farkll harf tagiyan gruplar arasindaki fark istatistiksel olarak 6nemlidir.

OD: Onemli degil, : P<0,05.
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Sekil 3.9. Ovaryumda biiyiik antral folikiil (A, C) ve korpus luteumda (B, D) apoptotik
hiicreler. KontroHmusir yagi grubuyla kiyaslandiginda (A, B); diyabet+misir yagi
grubunda (C, D) biiyiik antral folikiillerin graniiloza katmaninda ve korpus luteumda
apoptotik hiicre sayisinin arttig1 goriilmektedir (oklar). TUNEL metodu. Bar: 20 pm.

3.4.5. Malondialdehid Diizeyi

Ovaryum dokularinda yapilan MDA analizinde elde edilen veriler Cizelge 3.8°de
verildi. Veriler incelendiginde; kontrol+misir yagi ve kontrolt+likopen gruplarina gore
diyabet+misir yagi grubunda MDA degerinin dnemli 6l¢lide daha yiiksek oldugu goriildii
(P<0,01). Ayrica diyabet+musir yagi grubuna gore diyabet+likopen grubunda MDA
diizeyinin istatistiksel olarak anlamli olmasa da daha diisiik oldugu dikkati ¢ekti.
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Cizelge 3.8. Kontrol ve diyabet gruplarinda ovaryumda malondialdehid degerleri
(pmol/mg) (Ort.£S.H.)
Kontrol Kontrol Diyabet Diyabet
p ¢ + + + + p
Arametre | msir Yagi Likopen Misir Yagi Likopen
n=6 n=6 n=8 n=10
Ovaryum | 12,85+1,16° | 22,39+3,51%" | 35,67+4,85" | 30,78+4,12> | **
abe, Ayni satirda farkli harf tasiyan gruplar arasindaki fark istatistiksel olarak 6nemlidir.
**: P<0,01.
3.5. Uterus

3.5.1. Histolojik Bulgular

Uterusun genel histolojik yapis1 incelendiginde; yapisal olarak endometriyum,

miyometriyum ve perimetriyum katmanlarindan olustugu goriildi (Sekil 3.10). Kontrol

gruplarinda uterus ylizey epitelinin tek kath prizmatik yapida oldugu belirlendi.

Endometriyumdaki

bezlerin epitelinin prizmatik nitelikte oldugu goriildi.

Endometriyum bag dokusu i¢inde, ¢cok sayida bag doku hiicresine ve ¢esitli biiytlikliiklerde

kan damarlarina rastlandi. Miyometriyumda igte sirkiiler, dista longitudinal olmak iizere iki

diiz kas katmani1 mevcuttu. Distaki katmanda kas hiicrelerinin bag doku ile sarili demetler

halinde olduklar1 gozlendi. Kas katmanlar1 arasinda bol miktarda kan damarlar1 ve bag

doku bulunmaktaydi. Organin en disinda bag dokudan ince bir perimetriyum katmani

izlendi (Sekil 3.10).
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Sekil 3.10. Kontrol+musir yagi grubundan bir hayvana ait uterusun genel goriiniimii.
Lumen (L), endometriyum (E), miyometriyum (M), perimetriyum (ok). Uglii boyama
yontemi. Bar: 100 pm

Diyabet gruplarinda uterusun genel yapisal 6zellikleri kontrol gruplarina benzer
olmakla birlikte, uterusta bez sayilar1 agisindan farkliliklarin oldugu gozlendi (Cizelge
3.9). Gruplara gore endometriyumdaki bez sayilari incelendiginde; kontrol+misir yagi

grubuna gore, diyabet+misir yagi grubunda bez sayilarmin anlamli sekilde azaldigi tespit
edildi (P<0,01) (Sekil 3.11).

3.5.2. Histometrik Bulgular

Uterusta ylizey ve bez epitel ylikseklikleri, bez alanit ve endometriyum kalinligi
incelendi. Uterusa yonelik histometrik olgiimler ile ilgili veriler Cizelge 3.9°da verildi.
Yapilan incelemede; bez alaninin kontrol+likopen grubuna gore diyabet+likopen grubunda
onemli dlgiide azaldigi tespit edildi (P<0,001). Endometriyum kalinhiginda ise; kontrol
gruplaria gore diyabet gruplarinda 6nemli bir azalmanin oldugu saptandi (P<0,001) (Sekil
3.11).
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Cizelge 3.9. Kontrol ve diyabet gruplarinda uterusta bez sayisi ve histometrik 6l¢iim degerleri (um) (Ort.£S.H.)

Kontrol Kontrol Diyabet Diyabet
+ + + +
Parametre Misir Yag Likopen Misir Yag Likopen P
n=6 n=6 n=g n=10
Yiizey Epiteli 16,58+0,66 16,53+0,32 16,65+0,59 15,06+0,35 OD
Yiiksekligi
Bez Epiteli 12,48+0.41 13,27+0,35 13,34+0,28 12,32+0,31 OD
Yiiksekligi
Bez Alani 2521,68+178,75% 2817,76+77,98 2258,16+96,00°° 1944,404+87,46° ok ok
Bez Sayisi 26,4242 5358 30,3343,10° 18,39+2.31° 19,63+2,21%° ok
Endometriyum 553,20+15,62° 594,21+23,59° 447 ,82+10,99° 408,57+11,61° ok
Kalinlig1

&b¢. Ayni satirda farkli harf tastyan gruplar arasindaki fark istatistiksel olarak énemlidir.
OD: Onemli degil, **: P<0,01, ***:P<0,001.



Sekil 3.11. Kontrol ve diyabet gruplarinda endometriyum kesitleri. Kontrol+misir yagi
grubuna (A, B) gore diyabet+musir yagi grubunda (D, E) endometriyum kalinliginin (A, D)
(siyah cizgiler, E harfleri) ve bez sayismin (B, E) (oklar) azaldigi goriilmektedir. Ayrica
kontrol+likopen grubuna (C) gore diyabet+likopen grubunda (F) bez alaninin (yildizlar)
azaldig1 saptand1. Uglii boyama yontemi. Bar: 50 um (A, B, D, E); 20 pm (C, F).

84



3.5.3. Histokimyasal Bulgular

Tim gruplardaki hayvanlarin uteruslarindan elde edilen kesitler, Periyodik Asit
Shiff (PAS) reaksiyonu ve Alcian Blue pH: 2,5 boyama yontemleri ile boyandi ve kesitler

151k mikroskobunda incelendi.
3.5.3.1. PAS reaksiyonu

Uterusun PAS yontemi ile boyanma 6zelligi incelendiginde; kontrol gruplarinda
yiizey ve bez epitel hiicrelerinin apikal bolimlerinde PAS pozitif graniillerin varligi
saptandi (Sekil 3.12.) Epitel hiicrelerinin altindaki bazal membranin da PAS pozitif olarak
boyandig1 goriildii. Bunlarin yaninda; endometriyum ile miyometriyumun kas katmanlar1
arasindaki bag dokuda PAS pozitif hiicrelerin oldugu belirlendi. Diyabet gruplarinda

uterustaki PAS reaksiyonunun kontrol gruplarma benzer oldugu tespit edildi.

Gruplara gore ylizey ve bez epitellerindeki PAS pozitif aktivitesinin yogunlugu ile
endometriyal bag dokudaki PAS pozitif hiicre sayilarini gdsteren veriler Cizelge 3.10°da
verildi. Yiizey epitelindeki PAS pozitif aktivite ile endometriyal bag dokudaki PAS pozitif
hiicre sayilar1 acisindan gruplar arasinda anlami bir fark bulunmadigi goriildi. Bez
epitellerindeki PAS pozitif aktivitenin yogunlugunun ise; kontrol gruplarina gére diyabet

gruplarinda anlamli sekilde azaldigi tespit edildi (P<0,001) (Sekil 3.12).

Cizelge 3.10. Kontrol ve diyabet gruplarinda uterus yiizey ve bez epitellerinde PAS pozitif
boyanma yogunlugu degerleri ile endometriyal bag dokuda birim alanda PAS pozitif hiicre

sayilar1 (Ort.£S.H.)

Kontrol Kontrol Diyabet Diyabet
+ + + +
Parametre Misir Yagi Likopen Misir Yagi Likopen P
n=6 n=6 n=8 n=10

Yiizey Epiteli 2,334+0,14 2,17+0,11 2,00+0,12 1,90+0,06 OD
Bez Epiteli 1,454+0,08" 1,55+0,08" 1,15+0,04° 1,26+0,04° oAk
Endometriyal -\, (5,4 5 2.20+0,28 1,97+0,22 1,85£022 | OD
bag doku

ab. Ayni satirda farkll harf tagiyan gruplar arasindaki fark istatistiksel olarak 6nemlidir.
OD: Onemli degil, ***: P<0,001.
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Sekil 3.12. Kontrol+likopen (A) ve diyabet+likopen (B) gruplarina ait uterus bez

epitellerinde PAS pozitif aktivite. Kontrol+likopen grubunda uterus bez epitelinde PAS
pozitif reaksiyonun diyabet+likopen grubuna gore daha fazla oldugu goriilmektedir (oklar).

PAS reaksiyonu. Bar: 5 um.
3.5.3.2. Alcian blue pH: 2,5 reaksiyonu

Uterusun Alcian Blue pH: 2,5 yontemi ile boyanma 6zelligi incelendiginde; kontrol
gruplarina ait yiizey ve bez epitel hiicrelerinin luminal sinirlarinin AB pozitif oldugu
gortildi (Sekil 3.13). Ayrica; endometriyum stromasinda, miyometriyumun sirkiiler ve
longitudinal kas katmanlar1 arasindaki bag dokuda ve daha yaygin olarak perimetriyumda
AB pozitif hiicrelerin bulundugu dikkati ¢ekti. Diyabet gruplarinda ise; uterustaki AB

pozitif reaksiyonun lokalizasyonunun kontrol gruplarina benzer oldugu tespit edildi.

Gruplara gore ylizey ve bez epitellerindeki AB pH: 2,5 pozitif aktivite yogunlugunu
gosteren veriler Cizelge 3.11°de verildi. Gruplar arasinda; bez epitellerindeki AB pozitif
reaksiyonun kontrol gruplarina gore diyabet gruplarinda anlamli sekilde arttigi tespit edildi
(P<0,001) (Sekil 3.13).
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Cizelge 3.11. Kontrol ve diyabet gruplarinda uterusta AB pH: 2,5 pozitif boyanma

yogunlugu degerleri (Ort.+S.H.)

Parametre Kontrol Kontrol Diyabet Diyabet
+ + + +
Misir Yag Likopen Misir Yag Likopen P
n=6 n=6 n=8 n=10
Yiizey Epiteli 0,83+0,36 1,67+0,37 1,55+0,26 0,70+0,17 OD
Bez Epiteli 0,35+0,08" | 0,53+0,07° 0,86+0,06 0,99+0,09" | ***

&b Ayni satirda farkl harf tastyan gruplar arasindaki fark istatistiksel olarak énemlidir.
OD: Onemli degil, ***: P<0,001.

Sekil 3.13. Kontrol+likopen (A) ve diyabet+likopen (B) gruplarina ait uterus bez

epitellerinde AB pH: 2,5 pozitif reaksiyon. Kontrol+likopen grubunda uterus bez epitelinde
AB pozitif reaksiyonun diyabet+likopen grubuna goére daha az oldugu gorilmektedir

(oklar). AB pH: 2,5 boyama yontemi. Bar: 5 pm.
3.6. Vajina
3.6.1. Histolojik Bulgular

Vajinanin genel histolojik yapist incelendiginde; yapisal olarak tunika mukoza,
tunika muskularis ve tunika adventisya katmanlarmdan olustugu gorildi (Sekil 3.14).
Kontrol gruplarinda lamina epiteliyalisin ¢ok katli yassi yapida oldugu belirlendi. Tunika
muskularisin icte sirkiiler dista longitudinal diiz kas katmanlarindan olustugu gozlendi.

Organin en disinda bag dokudan bir tunika adventisya katmani izlendi. (Sekil 3.14).
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Diyabet gruplarinda vajinanin genel yapisal 6zelliklerinin kontrol gruplara benzer
oldugu tespit edildi. Ancak kontrol gruplarindan farkli olarak diyabet gruplarindaki bazi
kesitlerde lamina epiteliyalis i¢cinde c¢esitli biiyiikliikklerde vakuollerin oldugu gozlendi

(Sekil 3.15).

Sekil 3.14. Kontrol+misir yagi grubuna ait bir hayvanda vajinanin genel goriintimii; lamina
epiteliyalis (ok), tunika mukoza (TM), tunika muskularis (TMs), tunika adventisya (TA).
Uglii boyama yontemi. Bar: 100 pm.
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Sekil 3.15. (A): Kontrol+misir yagi grubuna ait bir hayvanin vajina lamina epiteliyalisi
(ok). (B): Diyabet+misir yagi grubuna ait bir hayvanda, vajina lamina epiteliyalisinde

vakuol (okbas1). Uglii boyama ydntemi. Bar: 30 pm.
3.6.2. Histometrik Bulgular

Vajinada lamina epiteliyalis yiiksekligi ile tunika muskularis kalinlig1r o6l¢iildii.
Vajinaya ait histometrik Ol¢timler ile ilgili veriler Cizelge 3.12°de verildi. Lamina
epiteliyalis yiiksekligi incelendiginde; kontrol gruplarina gore diyabet gruplarinda anlamli
bir azalmanin oldugu goriildii (P<0,001). Tunika muskularis kalinliginin ise; diger gruplara
gore diyabet+misir yagi grubunda 6nemli dlglide azaldigi; diyabet+musir yagi grubuna gore

diyabet+likopen grubunda ise arttigi saptandi (P<0,001) (Sekil 3.16).

Cizelge 3.12. Kontrol ve diyabet gruplarinda vajinada histometrik 6lglim degerleri (um)
(Ort.£S.H.)

Kontrol Kontrol Diyabet Diyabet
+ + + +
Parametre Misir Yagi Likopen Misir Yagi Likopen P
n=6 n=6 n=8 n=10
Lamina
Epiteliyalis | 52,56+2,44° 61,14+2,70° 44,88+1,36¢ 41,63£1,08°¢ oAk
Yiiksekligi
Tunika
Muskularis | 47,35£1,96" | 53,61£1,79* | 41,70£1,67° | 50,00£1,63%" | ***
Kalmlhigi

&5¢ Ayni satirda farkli harf tastyan gruplar arasindaki fark istatistiksel olarak 6nemlidir.
**%: P<0,001.
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Sekil 3.16. Kontrol ve diyabet gruplarinda vajina kesitleri. Lamina epiteliyalis

yiiksekliginin (A-C, oklar) kontrol+likopen grubuna (A) gore diyabet+musir yagi (B) ve
diyabet+tlikopen (C) gruplarinda azaldigi goriilmektedir. Tunika muskularis kalmlhiginin
ise; (D-F) (siyah ¢izgiler, TM harfleri) ise, diyabet+musir yagi grubuna (E, siyah ¢izgi, TM
harfleri) gore kontrol+misir yagi (D, siyah ¢izgi, TM harfleri) ve diyabet+likopen (F, siyah
¢izgi, TM harfleri) gruplarmda daha fazla oldugu belirlendi. Uglii boyama yontemi. Bar:

20 pm.
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3.6.3. Histokimyasal Bulgular

Tim gruplardaki hayvanlarin vajinalarindan elde edilen kesitler Periyodik Asit

Schiff (PAS) reaksiyonu ile boyandi ve kesitler 151k mikroskobunda incelendi.
3.6.3.1. PAS reaksiyonu

Vajinanin PAS yontemi ile boyanma 6zelligi incelendiginde; kontrol gruplarinda
lamina epiteliyalisin ylizeye yakin katlarindaki hiicrelerin PAS pozitif reaksiyon gdsterdigi
saptandi. Ayrica lamina epiteliyalis altinda yer alan bazal membranin da PAS pozitif
oldugu goriildii (Sekil 3.17). Diyabet gruplarinda ise; vajinadaki PAS pozitif reaksiyonun

lokalizasyonunun kontrol gruplaria benzer oldugu tespit edildi.

Gruplara gore lamina epiteliyalisteki PAS pozitivite yogunlugunu gosteren veriler
Cizelge 3.13°te verildi. Lamina epiteliyalisteki PAS pozitif aktivitenin kontrol+likopen
grubuna gore, diyabet+misir yagi ile diyabettlikopen gruplarinda anlamli sekilde arttigi
tespit edildi (P<0,05) (Sekil 3.17).

Cizelge 3.13. Kontrol ve diyabet gruplarinda vajina lamina epiteliyalisinde PAS pozitif
boyanma yogunlugu degerleri (Ort.+S.H.)

Kontrol Kontrol Diyabet Diyabet
+ + + +
Parametre Misir Yagi Likopen Misir Yagi Likopen P
n=6 n=6 n=8 n=10
Lamina epiteliyalis 1,584+0,14*° | 1,4240,22° | 2,11+0,07* | 2,05£0,21° | *
PAS aktivitesi

ab. Ayni satirda farkli harf tasiyan gruplar arasindaki fark istatistiksel olarak onemlidir.

*:P<0,05.
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Sekil 3.17. Kontrol+likopen (A) ve diyabet+musir yagi (B) gruplarina ait vajina kesitleri.

Kontroltlikopen grubunda vajina lamina epiteliyalisinde PAS pozitif reaksiyonun
diyabet+misir yagi grubuna gore daha az oldugu goriilmektedir (oklar). PAS reaksiyonu.

Bar: 20 pm.
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4. TARTISMA

4.1. Viicut Agirhklan

Diyabet ve likopenin viicut agirliklar1 tizerine etkileri birgok calismada
bildirilmistir. Kuhad ve ark (2008b)’nin caliymasinda; tek doz 200 mg/kg streptozotosin
(STZ) enjeksiyonu ile deneysel diyabet olusturulmus ve streptozotosin uygulamasindan 4
hafta sonra 4. ve 8. haftalar aras1 diyabet+likopen gruplarindaki hayvanlara her giin tek
sefer olacak sekilde 1, 2 ve 4 mg/kg dozlarinda oral yolla likopen verilmistir. Sonuglar
incelendiginde; diyabetik farelerin viicut agirliklarinda kontrol farelere gore belirgin bir
azalmanin oldugu belirlenmistir. Likopen uygulanan gruplarin tamaminda ise; viicut

agirhiginin diyabetik farelere kiyasla 6nemli 6l¢tide arttig1 goriilmiistiir.

Kuhad ve ark (2008a), 65 mg/kg STZ enjeksiyonu ile ratlarda deneysel diyabet
olusturmuslar ve streptozotosin uygulamasinin 3. gilinlinden baslanarak 10. haftaya kadar
diyabet+likopen gruplarindaki hayvanlara her giin tek sefer olacak sekilde 1, 2 ve 4 mg/kg
dozlarinda oral yolla likopen vermislerdir.. Hayvanlarin viicut agirliklart incelendiginde;
kontrol ratlara kiyasla diyabetik ratlarin viicut agirhiginda kayda deger bir azalma oldugu,
kronik likopen tedavisinin ise; diyabetik ratlarin viicut agirliklarini doza bagli olarak
onemli Olgiide arttirdigr tespit edilmistir. Deney baslangicindaki ve sonundaki agirlik
degerleri incelendiginde ise; diyabet grubunda viicut agirliginin deney baslangicina gore
deney sonunda azaldigi, swasiyla 1, 2 ve 4 mg/kg dozlarinda likopen uygulanan
diyabettlikopen gruplarinda ise; deney baslangicina gore deney sonunda viicut

agirliklarinin arttig1 saptanmistir.

Duzguner ve ark (2008), tek doz intraperitoneal 45 mg/kg STZ enjeksiyonu ile
ratlarda deneysel diyabet olusturmuslar ve diyabet+likopen grubu hayvanlara
streptozotosin uygulanan giinden baslanarak 21 giin boyunca her giin tek sefer olacak
sekilde 10 mg/kg dozunda oral yolla likopen vermislerdir. Deney siirecinde hayvanlarin 0,
7, 14 ve 21. giinlerde viicut agirliklar1 olgiiliip kaydedilmistir. Veriler incelendiginde;
diyabet grubunda viicut agiwrhigmin 7, 14 ve 21. giinlerdeki 6l¢iim degerlerinin onceki
Olglim degerlerine gore devamli bir azalma gosterdigi tespit edilmistir. Diyabet+likopen

grubunda ise; 14 ve 21. giinlerdeki 6l¢iim degerlerinin daha 6nceki 6l¢iim degerlerine gore
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artiy gosterdigi saptanmis ve bununla birlikte; 14 ve 21. giinlerdeki viicut agirliklarinin

diyabet grubuna kiyasla diyabet+likopen grubunda arttig1 saptanmaistir.

Gao ve ark (2012), ratlarda tek doz intravenéz 50 mg/kg STZ enjeksiyonu ile
deneysel diyabet olusturmuslar ve 8 hafta boyunca her giin 10, 30 ve 60 mg/kg dozlarinda
intragastrik entiibasyonla likopen vermislerdir. Sonuglar incelendiginde; kontrol grubu
ratlara kiyasla diyabetik ratlarin viicut agirhiklarinda azalma tespit edilmis, diyabet+likopen

gruplarinda ise diyabet gruplarina gore viicut agirliklarinin arttig1 saptanmstir.

Aydin ve Celik (2012), ratlara tek doz intraperitoneal 45 mg/kg STZ enjeksiyonu
uygulayarak deneysel diyabet olusturmus ve hayvanlara 8 hafta boyunca her giin tek sefer
olacak sekilde 4 mg/kg dozunda oral yolla likopen vermislerdir. Hayvanlarin haftalik
olarak viicut agirliklar1 6lctilmiistiir. Veriler incelendiginde; besinci haftadan baslayarak
diyabet grubundaki hayvanlarin viicut agirliklarinda 6nemli bir azalma goézlendigi, likopen
tedavisinin ise; viicut agirlik kaybint 6nlemede 6nemli bir etkiye sahip olmadigi tespit

edilmistir.

Saad ve ark (2013), tek doz intravenoz 100 mg/kg STZ enjeksiyonu ile farelerde
deneysel diyabet olusturmuslar ve hayvanlara 10 giin boyunca her giin tek sefer olacak
sekilde 200 mg/kg dozunda oral yolla likopen vermislerdir. Veriler incelendiginde;
likopenin etkisiyle diyabetik farelerin viicut agirliklarinda 6nemli bir degisikligin olmadigi

saptanmuistir.

Sunulan arastirmada; ¢alismanin sonunda (8. hafta) elde edilen veriler
incelendiginde gruplar arasinda viicut agirliklar1 agisindan bir farkliligin olmadig:
saptanmistir. Bu sonug, Kuhad ve ark (2008a), Kuhad ve ark (2008b), Duzguner ve ark
(2008) ve Gao ve ark (2012)’nin bulgulariyla farklilik gdstermektedir. Ayrica ¢alismada,
likopen uygulamasiin diyabetik hayvanlarin viicut agiliklarini diyabet+misir yagi grubuna
gore istatistiksel olarak 6nemli olmasada bir miktar arttirdigi belirlenmistir. Bu sonug ise;
Kuhad ve ark (2008a), Kuhad ve ark (2008b), Duzguner ve ark (2008) ve Gao ve ark
(2012) tarafindan yapilan ¢alismalardan elde edilen sonugclar ile paralellik géstermektedir.
Gruplarin calismanm baslangicindaki ve sonundaki verileri kiyaslandiginda ise; kontrol
gruplarinda caligmanin baslangicina gore calismanin sonunda viicut agirliklariin anlaml

bir sekilde arttigi, diyabet gruplarinda ise; istatistiksel a¢idan onemli olmasada azaldigi
94



belirlenmistir. Bu sonuclar ise; Aydm ve Celik (2012) ve Duzguner ve ark (2008)’nin
calismalariyla uyumludur. Caligmanin sonunda kontrol gruplarma gore diyabet
gruplarinda, ayrica diyabet gruplarinda ¢aligmanin baslangicina gore calismanin sonunda
viicut agirliklar: agisindan bir fark olmamasinin nedeni diyabet gruplarina misir yagi
verilmesi olabilir. Diyabet tablosunda olusacak olan agirlik kaybir misir yagi verilerek
Oonlenmis olabilir. Bununla birlikte; caligmalarda elde edilen farkli sonuc¢larin uygulanan

likopen dozu ve deney siiresi gibi parametrelere bagli olabilecegi diistiniilmektedir.

4.2. Achk Kan Glikoz Diizeyi

Likopenin ag¢hk kan glikoz diizeyi lizerine etkileri ile ilgili c¢esitli bulgulara
ulagilmistir. Ali ve Agha (2009)’nin calismasinda; hiperglisemik ratlara kademeli likopen
dozlarmm uygulanmasiyla kan glikoz seviyesinde doza bagli bir azalma, insiilin
konsantrasyonunda ise bir artig belirlenmistir. Ayrica 90 mg/kg likopen dozunun en ¢ok

etkili oldugu vurgulanmistir.

Zhu ve ark (2011) ile Gao ve ark (2012), diyabetik ratlara 10, 30 ve 60 mg/kg
dozlarinda likopen uygulamislar ve diyabetik ratlarda likopen uygulanmasmin glikoz

seviyesinde doza bagli bir azalmaya yol agtigin1 bildirmislerdir.

Ozmutlu ve ark (2012) 28 giin, Duzguner ve ark (2008) ise 21 giin boyunca
diyabetik ratlara 10 mg/kg likopen vermisler ve diyabet+likopen grubunda plazma glikoz

seviyelerinde bir diisiis belirlemislerdir.

Kuhad ve ark (2008b) 4 hafta ile Kuhad ve ark (2008a) yaklasik 10 hafta boyunca
diyabetik ratlara 1, 2 ve 4 mg/kg dozlarinda likopen vermiglerdir. Aydin ve Celik (2012)
ise; 8 hafta boyunca diyabetik ratlara 4 mg/kg dozunda likopen uygulamistir. Sonug olarak;
kronik likopen tedavisinin diyabetik ratlarin kan glikoz diizeyini doza bagh olarak 6nemli
Olgtide 1yilestirdigini tespit etmislerdir. Benzer olarak; Saad ve ark (2013), diyabetik
hayvanlara 10 giin boyunca 200 mg/kg dozunda likopen uygulamislar ve serum glikoz

seviyesinin azaldigini belirlemislerdir.

Sunulan calismada; likopen uygulamasinin baslangicindaki (4. hafta) ve ¢aligmanin
sonundaki (8. hafta) aglhik kan glikoz degerlerinin kontrol gruplarma gore diyabet

gruplarinda anlamli bir sekilde arttigi belirlenmistir. Calismanin sonunda diyabet+misir
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yag1 ile diyabettlikopen gruplarinin aclik kan glikoz degerleri kiyaslandiginda ise,
istatistiksel acidan bir fark olmadigi saptanmistir. Caliymamizda ulasilan bu sonug, diger
calismalarla paralellik gostermemektedir. Bu farkliligin nedeninin uygulanan likopen dozu

ile deney siiresi gibi parametrelerden kaynaklanabilecegi diistiniilmektedir.
4.3. Ostrus Siklusunun Degerlendirilmesi

Diyabetin menstrual ve Ostrus siklusu tizerine etkileriyle ilgili bircok c¢alisma
bildirilmistir. Snajderova ve ark (1999), diyabetik kadinlarin %27,9’da diizensiz menstrual
siklusun gdzlendigini ve menstrual siklus diizensizliginin kontrolii saglanamamis diyabetik
tablo ile baglantili oldugunu ifade etmislerdir. Benzer olarak; Adcock ve ark (1994),
menstrual diizensizligin kontrollere gore, zayif glisemik kontrol gdsteren ve kilo artis1 olan
tip 1 diyabetli hastalarda daha yaygin oldugunu tespit etmislerdir. Ayrica diizensiz siklus
gosteren hastalarin %77 ’sinde polikistik ovarian degisikliklerin bulundugunu da
bildirmiglerdir. Bunlarin yaninda; Karimova (1983), diyabet hastalarinin %33 iiniin
bozulmus menstrual siklusa sahip oldugunu, diizenli menstrual siklus gosteren kadinlarin
ise; biitiin siklik fazlarda kan Ostrodiol diizeyinin 6nemli 6l¢lide azaldigmi bildirmistir.
Ayrica ovaryum fonksiyon bozuklugunun klinik belirtilerinin derecesinin diyabetin

siddetine bagli oldugunu vurgulamustir.

Gaete ve ark (2010), tip 1 diyabetik kadinlarim daha uzun menstrual siklusa sahip
olduklarini, oligomenore ve amenorenin kontrollere gore tip 1 diyabetli kadinlarda daha
yaygin oldugunu saptamislardir. Benzer olarak; Strotmeyer ve ark (2003), tip 1 diyabetli
kadinlarda uzun siklus ve uzun menstruasyon gibi menstrual problemlerin daha sik
goriildiglni bildirmislerdir. Ayrica tip 1 diyabetli kadinlarda daha ge¢ menars, daha erken

menapoz, daha az gebelik ve daha fazla 6lii dogumun goriildigi tespit edilmistir.

Valdes ve ark (1990), hipotalamik gonadotropin serbestleyici hormon (GnRH)
konsantrasyonunun diostrus donemindeki kontrol ratlara gore diyabetik ratlarda donemli
Olgtide daha diisiik oldugunu belirlemislerdir. Cox ve ark (1994) ise; diayabetik domuzlarin
normal domuzlara goére daha yiiksek LH ve daha diisilk Ostrojen degerlerine sahip
olduklarimi tespit etmisler. Ayrica normal domuzlar diizenli Ostrus siklusu sergilerken
diyabetik domuzlarin sikluslarinin diizenli olmadigint ya da ovulasyonda problem

yasadiklarmini bildirmislerdir. Bunlarm yaninda; Garris ve ark (1982), diyabetik
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hamsterlarda medial-bazal hipotalamusta sinir hiicrelerinin azaldigini ve biitiin diyabetik
hamsterlarin asiklik oldugunu gozlemislerdir. Ayrica korpus luteumlardaki luteal
hiicrelerde lipid miktarinin azaldigint bunun da muhtemelen serum progesteron
seviyelerindeki azalma ile iliskili oldugunu ifade etmislerdir. Diger taraftan; Taniguchi ve
ark (1984), diyabetik ratlarin sabit olarak diostrus gosterdiklerini, ovulasyon sayisi ile
ovaryum ve uterus agirliklarinin kontrol ratlara gére onemli Olgliide az oldugunu tespit

etmiglerdir.

Yapilan incelemede; kontrol gruplarna ait ratlarin diizenli olarak dstrus siklusunun
evrelerini izledikleri tespit edildi. Diyabet gruplarindaki ratlarda ise, siklus evrelerinin
diizensiz olarak devem ettigi ve bir¢ok ratin bir haftalik siirecin biiylik bir boliimiinde
ozellikle didstrus doneminde bulunduklar1 saptandi. Bu bulgular; Taniguchi ve ark
(1984)’nin ¢alismasiyla paralellik gostermektedir. Calismamiz ile diyabetin etkisiyle
ratlarda Ostrus siklusunun bozuldugu dogrulanmis ve diyabetli hayvanlara verilen

likopenin siklusun diizenlenmesinde roliiniin olmadig1 gézlenmistir.
4.4. Ovaryum
4.4.1. Histolojik Degerlendirmeler

Diyabetin ovaryum histolojisine yonelik etkileri c¢esitli ¢alismalarda ifade
edilmistir. Garris ve ark (1985), kontrol farelere gore C57BL/Ks] diyabetik farelerin
ovaryumlarinda, kayda deger derecede stromal ve folikiiler dejenerasyon ile belirgin bir
atrofinin oldugunu saptamislardir. Calismamizda ovaryum histopatolojik acidan
incelendiginde; kontrol gruplarina kiyasla diyabet gruplarinda korpus luteumlarda daha
fazla miktarda vakuol bulundugu ve intersitisyel alanlarda hidropik dejenerasyon
alanlarinin artmis oldugu tespit edilmistir. Bu bulgular, diyabetin ovaryumda ¢esitli yapisal
bozukluklara yol actigini teyit etmektedir. Ayrica g¢alismamizda likopenin ovaryum
yapisindaki histopatolojik bozukluklar1 diizeltmede etkisinin olamadig1r da saptanmustir.
Bunlara ek olarak; Liebhart ve Szamborski (1974) ise; alloksan ile diyabet olusturulan disi
diyabetik tavsanlarda iireme sisteminde kapiller damarlarin bazal membranlarinin asir1
derecede kalinlastigini gézlemislerdir. Tatewaki ve ark (1989) ise, diyabetik NOD farelerin
ovaryumlarmdaki graniiloza hiicrelerinde lipid damlaciklarinin konsantrasyonlarinda bir

artis tespit etmislerdir. Benzer sekilde; Garris ve ark (1986)’nin calismasinda, kontrol
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gruplarma kiyasla diyabetik farelerde ovaryumun graniiloza, teka ve stromal hiicrelerinde
hiicre ici lipid birikintilerinin arttig1 bildirilmistir. Bu ¢alismalarin aksine; Garris ve ark
(1982); diyabetik hamsterlarda serum progesteron seviyelerinin azaldigini saptamislardir.
Ayrica bu bulguyla iligkili olarak; kontrollere gore diyabetik hayvanlarda korpus

luteumdaki luteal hiicrelerde lipid miktariin azaldig: belirlenmistir.

Diyabet tablosunda, ovaryumdaki folikiil ve korpus luteum sayilar1 incelenmis ve
birbirine benzer sonuglar ortaya konmustur. Garris (1984) calismasinda; kontrol
hamsterlara kiyasla hem orta diizey (160-350 mg/dl kan glikozu), hem de yiiksek diizey
(>350 mg/dl kan glikozu) diyabetik hamsterlarda toplam primer ve sekonder folikiil
sayisinda azalma saptamistir. Ayrica kontrollere gore yliksek diizey diyabetik hayvanlarda
canl folikiil oraninin sekonder folikiillerde biiyiik 6l¢lide azaldigmni, canli tersiyer folikiil
sayisinda onemli bir degisik olmadigini ve atretik ile sekonder folikiil ylizdesinin ise biiytlik
Olgiide arttigini dile getirmistir. Benzer olarak; Chang ve ark (2005) da; kronik diyabetli
Akita farelerinde ovaryumlarda goriilen biiylik, antral, orta/kiigiik folikiiller ile korpus
luteum sayilarinin kontrol farelere gore daha az oldugunu belirlemislerdir. Bunlarin
yaninda; Shima ve ark (2011), STZ ile diyabet olusturulan ratlarda ovaryumlarda
primordial, primer, sekonder ve tersiyer folikiil sayilarinin azaldigini, aksine atretik folikiil
sayisinin ise arttigini saptamuglardir. Ayrica Barmak ve ark (2013) da; STZ ile diyabet
olusturulan gebe ratlarda gebeligin 18. giiniinde fotiislerden elde edilen ovaryumlarda
toplam primordial cinsiyet hiicre sayisinin azaldigini saptamislardir. Calismamizda
ovaryumdaki folikiil ve korpus luteum sayilar1 incelendiginde ise; primordial, primer,
sekonder, kiiciik antral ve biiylik antral folikiil sayilarinda gruplar arasinda anlamli bir
degisiklik  goriilmezken; korpus luteum sayismin kontroHmisir grubuna gore
diyabet+musir yagi grubunda 6nemli diizeyde arttig1 tespit edilmistir. Ayrica diyabet+misir
yag1 grubunda atretik folikiil sayisinin kontrol+misir yagi grubuna gore dikkat cekici bir
bicimde arttig1 da saptanmistir. S6z konusu calismalarda diyabetli hayvanlarda gelismekte
olan folikiillerin sayilarinin azaldig: bildirilirken; sunulan ¢aligmada kontrol gruplariyla
farklilik gostermedigi dikkati c¢ekmistir. Calismamizda ovaryum Ornekleri didstrus
doneminde alinirken, yukarida bahsi gegen calismalarda ovaryum Orneklerinin Ostrus
siklusunun hangi evresinde alindigir bildirilmemistir. Bu durum 0Ostrus siklusu
farklhiliklarinin g6z ardi edilmis olabilecegini akla getirmektedir ve bu sebeple farkl

sonuclar elde edilmis olabilir. Bunun yaninda; kontrollere gore diyabetli hayvanlarda
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korpus luteum sayilarindaki artis, diyabetli hayvanlarin Gstrus sikluslarinin bozulmus
olmas1 ve ovulasyon sonrasi korpus luteum olusumunun gerceklestigi diostrus donemine
takili kalmalarindan kaynaklanabilecegi diisiiniilmektedir. Bu bulgu ¢alismamamiz ile ilk
kez ortaya konmustur. Ayrica ¢alismamizda diyabetik hayvanlara uygulanan likopenin
etkisiyle ovaryumdaki folikiil ve korpus luteum sayilarinda bir degisiklik olmadig1 da

saptanmuistir.

4.4.2. Histometrik Degerlendirmeler

Cesitli ¢alismalarda diyabet tablosunun ovaryumda histometrik 6lgtimler iizerine
etkileri ifade edilmistir. Chang ve ark (2005), kronik diyabetli Akita farelerinde kontrol
farelere gore daha kiiciik ve orta boyutta folikiillerin bulundugunu bildirmislerdir. Benzer
olarak; Shima ve ark (2011), STZ ile diyabet olusturulan ratlarda sekonder ve tersiyer
folikiil ¢aplarinin azaldigini tespit etmislerdir. Ayrica Cox ve ark (1994), STZ ile diyabet
olusturulan domuzlarda kontrollere gore folikiiler capin daha kiiciik oldugunu
saptamislardir. Caliygmamizda ovaryumdaki folikiillerin ¢ap dlc¢iimleri incelendiginde ise;
bahsi gecen caligmalara (Chang ve ark 2005, Shima ve ark 2011, Cox ve ark 1994) benzer
sekilde, kontrol+misir yagi grubuna gore diyabet+misir yagi grubunda primordial, primer
ve sekonder folikiil ¢aplarinda istatistiksel agidan 6nemli olmasada bir azalma tespit
edilmistir. Diyabetik hayvanlarda 6zellikle kiiciik folikiillerdeki bu bulgular, diyabetin
folikiil gelisimi lizerine olumsuz etkiye sahip olabilecegini akla getirmektedir. Bununla
birlikte; c¢alismamizda kontrolH+misir yagi grubuna gore diyabet+musir yagi grubunda
korpus luteum capinin istatistiksel olarak anlamli diizeyde azaldig1 belirlenmistir. Bu bulgu
sunulan ¢aligmayla ilk kez ortaya konmustur. Ayrica calismamizda likopenin diyabetli
hayvanlarda folikiil ve korpus luteum caplar1 tizerinde 6nemli bir etkiye sahip olmadigi da

goriilmiistiir.

4.4.3. Konneksin-43 Yogunlugunun Degerlendirilmesi

Diyabetik ratlarda yapilan ¢aligmalarda; diyabetin rat kalbinde (Okruhlicova ve ark
2002, Lin ve ark 2006) ve idrar kesesinde (Poladia ve ark 2005) konneksin-43
ekspresyonunu azalttig1 bildirilmistir. Bunlarin aksine; bazi caligmalarda ise, diyabetli
hayvanlarin penil dokusunda (Chen ve ark 2008) ve kalp ventrikiillerinde konneksin-43
ekspresyonunun kontrollerden farkli olmadig1 ifade edilmistir (Howarth ve ark 2008).
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In vitro calismalarda ise; yiiksek glikoz iceren medyumda bulunan rat retinal
endotelyal hiicrelerinde konneksin-43 protein ekspresyonunun 6nemli 6lgiide azaldigi
(Tien ve ark 2013), benzer olarak; diyabetik farelerden elde edilen kumulus hiicreleriyle
kaplh oositlerde de konneksin ekspresyonun azaldigi ifade edilmistir (Ratchford ve ark
2008). Calismamizda ise; kontrol gruplarina gore diyabet+misir yagi grubunda ovaryumda
baz1 parametrelerde istatistiksel olarak onemli olmak kaydiyla konneksin-43 boyanma
yogunlugunun azaldig1 saptanmistir. Yukarida bahsedilen farkli hiicre ve dokular iizerine
yapilan ¢aligsmalarda, konneksin-43 ekspresyonu ile ilgili elde edilen sonuglar ovaryum
icinde gecerli olup ¢alismamizla paralellik gostermektedir. Yapilan bir caligmada; Kuroki
ve ark (1998), protein kinaz C aktivasyonunun aracilik ettigi konneksin-43’iin asir1
fosforilizasyonuyla, vaskiiler diiz kas hiicrelerinde yiiksek glikozun gap junction
aktivitesinin baskilanmasina yol ag¢tigini bildirmislerdir. Bu bulguya dayali olarak;
diyabetin etkisiyle 6nemli bir gap junction proteini olan konneksin-43’iin ekspresyonunun
ovaryumda azalmis olabilecegi diisiiniilebilir. Bu sebeple oosit olgunlagsmas1 ve folikiil

gelisimi olumsuz etkilenebilir.

Tiimdr hiicre hatlarinda yapilan ¢calismalarinda; likopen uygulamasinin hiicrelerdeki
konneksin-43 ekspresyonunu 6nemli dlgiide arttirdig1 (Fornelli ve ark 2007, Livny ve ark
2002) aksine prostat kanser hiicrelerinde konneksin-43 protein diizeyini degistirmedigi
bildirilmistir (Ford ve ark 2011). Calismamizda ise; diyabetik ratlara likopen
uygulamasiyla ovaryumda konneksin-43 yogunlugunun atretik folikiil diginda biitiin
parametrelerde arttigi, ayrica bu artisin primordial, sekonder ve biiyiik antral folikiillerde
istatistiksel olarak Onemli oldugu saptanmistir. Yapilan cesitli ¢alismalarda; likopenin
diyabet tablosunda lipid peroksidasyonunu azalttig1 bildirilmistir (Yue ve ark 2006, Aydin
ve Celik 2012, Duzguner ve ark 2008). Ayrica likopen yaygin olarak hiicre zarlarinda
yerlesim gosterir ve membran lipidlerine karsi oksidatif hasarin 6nlenmesinde gorev alarak
membranlarin  akiciliginin, saglamhigmmn ve kalnligimin saglanmasina katki saglar
(Duzguner ve ark 2008). Bunlarin yaninda; Zhang ve ark (1992) ise, likopeni de i¢ine
alarak karotenoidlerin, konneksin-43’iin hem protein hem de mRNA diizeylerini
arttirdigin1 saptamiglardir. Ayrica calismamizda, likopenin etkisiyle diyabetik ratlarin
ovaryumunda MDA diizeyinin istatistiksel olarak Onemli olmasada azaldig1 tespit
edilmistir. Bu bulgulara dayali olarak, likopenin diyabetik hayvanlarda hiicre memranlarini

oksidatif hasara kars1 koruyabilecegi ve konneksin-43’{in transkripsiyon ile translasyonunu
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arttirabilecegi akla gelmektedir. Boylece diyabet tablosunda likopenin etkisiyle hiicreler
arast baglant1 birimlerinden olan gap junctionlar ile saglanan hiicre-hiicre iletisiminin
diizenlenmesinde rol oynayan konneksin-43’tin ekspresyonunun artmis olabilecegi
diistiniilmektedir. Bununla birlikte; calismamiz ile diyabetik hayvanlarda likopen

kullaniminin ovaryumda konneksin-43 ekspresyonu tizerine etkisi ilk kez belirlenmistir.
4.4.4. Apoptotik Hiicre Yogunlugunun Degerlendirilmesi

Yapilan ¢esitli caligmalarda erkek ve disi genital organlarda diyabetle iliskili
apoptozisten bahsedilmektedir. Chang ve ark (2005)nin ¢alismasinda akut ve kronik
diyabet modellerinde, farelerin ovaryumlarinda kontrollere gére TUNEL pozitif hiicre
sayisinin arttig1 saptanmistir. Ayrica kontrol grubu hayvanlara kiyasla diyabetik farelerde
kumulusla ¢evrili oositlerde, TNF iliskili apoptosis indiikleyici ligand (TRAIL) ve onun
reseptorii olan KILLER ekspresyonlarinda da artig goriildiigii bildirilmistir. Benzer olarak;
Wang ve ark (2010), kontrollere kiyasla diyabetik farelerdeki kumulus hiicrelerinde

apoptotik hiicre oraninin 6nemli 6l¢iide arttigini bildirmislerdir.

Calismamizda; biiyiikk antral folikiillerin graniiloza katmanlarindaki ve korpus
luteumlardaki apoptotik hiicre sayilarinin kontrol+misir yagi grubuna gore diyabet+misir
yag1 grubunda yiliksek oldugu goriiliirken, biiyiik antral folikiillerdeki apoptotik hiicre
sayisindaki artigin istatistiksel olarak da 6nemli oldugu dikkati ¢ekmistir. Bu bulgular
yukaridaki caligmalarla paralellik gostermektedir. Ayrica likopenin etkisiyle diyabetli
hayvanlarin ovaryumunda apoptotik hiicre sayisinin azaldigi belirlenmekle birlikte; bu

bulgunun istatistiksel olarak anlamli olmadig1 da goriilmiistiir.

4.4.5. Malondialdehid Diizeyinin Degerlendirilmesi

Tip 2 diyabet hastalarinda plazma MDA konsantrasyonu (Skrha ve ark 1996) ile
eritrosit lipid peroksidasyonunun (Memisogullari ve ark 2003) saglikli insanlara gore artig
gosterdigi bildirilmistir. Ayrica iyt metabolik kontrollii tip 2 diyabet hastalarina gore zayif
metabolik kontrollii tip 2 diyabet hastalarinin plazma MDA degerlerlerinin daha yiiksek
oldugu belirlenmistir (Altomare ve ark 1992). Benzer olarak; noropati komplikasyonu
bulunan tip 2 diyabet hastalarmda MDA diizeyinin, néropati komplikasyonu olmayanlara
gore daha yiliksek oldugu ifade edilmistir (Bhatia ark ve 2003). Bunlarin yaninda;

gestasyonel diyabetli kadinlarda maternal ve gobek kordonundan elde edilen plazma
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MDA degerlerinin saglikli kontrollere gore daha yiiksek oldugu saptanmistir (Madazli ve
ark 2008).

Streptozotosin ile deneysel diyabet olusturulan ¢aligmalarda; ratlarda testis
(Armagan ve ark 2006), hipokampus, beyin kabugu, beyincik, beyin kokii, omurilik (Ates
ve ark 2006), karaciger ve bobrekte (Kumar ve Menon 1992) MDA diizeylerinin yiliksek
oldugu bildirilmistir. Sunulan ¢alismada; ovaryum dokularindan elde edilen MDA
degerleri incelendiginde ise, yukardaki ¢aligmalarla paralel olarak kontrol gruplarina gore

diyabet gruplarinda MDA degerinin 6nemli 6l¢iide yiiksek oldugu belirlenmistir.

Diyabete kars1 likopen kullanimu ile ilgili ¢alismalarda; 3 ay boyunca giinde bir kez
4 mg/kg oral likopen kullanimmin kan orneklerinde MDA diizeyini azalttig1 tespit
edilmistir (Singh ve ark 2012). Benzer olarak; 8 hafta boyunca 10 mg/kg, 30 mg/kg ve 60
mg/kg likopen kullaniminin ise korpus kavernozumda MDA diizeyini diyabetlilere gore
azalttig1 bildirilmistir (Gao ve ark 2012). Bunlarin aksine; likopen uygulamasiyla diyabetik
hayvanlarin kan (Aydin ve Celik 2012), beyin, karaciger, bobrek ve dalak 6rneklerinde
(Duzguner ve ark 2008) MDA diizeylerinin degismedigi de ifade edilmistir. Yapilan bu
calismada ise; diyabetli hayvanlara likopen uygulamasinin ovaryumdaki MDA diizeyini
istatistiksel olarak ©Onemli olmasada diisiirdiigli saptanmistir. Ayrica deneysel diyabet
olusturulan ratlarda ovaryum oOrneklerinde MDA diizeyi belirlenmis ve likopenin

ovaryumda MDA diizeyine etkisi calismamizla ilk kez ortaya konmustur.

4.5. Uterus

4.5.1. Histolojik Degerlendirmeler

Diyabetin uterus histopatolojisine yonelik etkileri ¢esitli ¢alismalarda bildirilmistir.
Garris ve Smith (1983), diyabetik hamsterlarda uterus epitelinin mikrovillustan ve salgisal
aktiviteden yoksun oldugunu, epitel altindaki bazal laminanin 2-5 defa daha kalin
oldugunu bildirmistir. Ayrica, endometriyumun yapismin bozuldugunu ve kalmlagmis bir
interseliiler matriks tarafindan sarilmis, yuvarlak hiicrelerden olustugunu saptamiglardir.
Bunun yaninda; Garris (1988), diyabetik ratlarda uterus agirliginin ve uterus kan akiminin
azaldigim tespit etmistir. Ayrica Garris ve ark (1984), diyabetik hamsterlarin uterusunda
cok sayida stromal hiicrenin sitoplazmik vakuolizasyon sergiledigini ifade etmislerdir.

Garris (2004), Tatewaki ve ark (1989) ve Garris ve ark (1986)’nin ¢alismalarinda ise;
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kontrol gruplarina gore diyabetik hayvanlarda uterusun luminal ve glandular epitelinde
lipid birikiminin artti§1 saptanmistir. Calismamizda, kontrol gruplarina kiyasla diyabet
gruplarinda endometriyumda bez sayilarmi 6nemli diizeyde azaldig1 belirlenmistir ve bu
bulgu Garris ve Smith (1983)’in caligmasiyla paralellik gostermektedir. Bu sonuca dayali
olarak; diyabet tablosu ile uterustaki salgi aktivitesinin degisebilecegi diisiiniilebilir. Ayrica
calismamizda likopenin diyabetik hayvanlarda endometriyumdaki bez sayisini istatistiksel

olarak dnemli olmasada arttirdig1 belirlenmistir.

4.5.2. Histometrik Degerlendirmeler

Cesitli calismalarda diyabet tablosunun uterusta histometrik Olgiimler iizerine
etkileri belirtilmistir. Garris ve Smith (1983), diyabetik hamsterlarda uterus yiizey epitel
yiiksekliginde azalmanin oldugunu tespit etmistir. Diger taraftan; Garris ve ark (1984),
diyabetik hamsterlarin uterusunda bez lumenlerinin kapali oldugunu goézlemislerdir.
Tatewaki ve ark (1989) ve McMurtrie ve ark (1985)’nin ¢aligmalarinda ise; kontrol
grubuna gore diyabetik hayvanlarin miyometriyumunda atrofi oldugu bildirilmistir.
Calismamizda uterustaki histometrik 6l¢iimler incelendiginde ise; kontrol+misir yagi ile
diyabet+misir yagi gruplar1 arasinda ylizey ve bez epitel yliksekliklerinde literatiir
verilerinin aksine onemli bir degisikligin olmadigi, bez alani ve endometriyum kalinlig:
acisindan ise; diyabet gruplarinda kontrollere gore anlamli bir azalmanin goézlendigi
belirlenmistir. Diyabetik hayvanlarda bez alani ve endometriyum kalinhigi ile ilgili
bulgular sunulan calismayla ilk kez ortaya konmustur. Bu sonuglara dayali olarak; diyabet
tablosunda uterustaki salgimnin miktarmin azalabilecegi ve dokuda yapisal bir atrofinin
sekillendigi dikkati ¢cekmektedir. Ayrica calismamizda likopenin diyabetli hayvanlarda

uterus histometrisi tizerinde dnemli bir etkiye sahip olmadigi da goriilmiistiir.
4.5.3. Histokimyasal Degerlendirmeler
4.5.3.1. PAS reaksiyonunun degerlendirilmesi

Calismamizda uterusun PAS yontemi ile boyanma 6zelligi incelendiginde; yiizey
ve bez epitel hiicrelerinin apikal boliimlerinde PAS pozitif graniillerin varlig1 saptanmistir.
Ayrica ylizey epitel hiicrelerinin altindaki bazal membranmn da PAS pozitif boyandig:

goriilmiistiir. Bununla birlikte; endometriyum ve miyometriyumun kas katmanlari
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arasindaki bag dokuda PAS pozitif hiicrelerin oldugu gozlenmistir. Yapilan cesitli
calismalarda; Larsen (1962), Ostrus doneminde tavsanlarda uterus epitelinin bazal
membranimin ve fir¢a kenara sahip silli olmayan hiicrelerin luminal sitoplazmalarmin PAS
pozitif aktiviteye sahip oldugunu, silli hiicrelerde ise reaksiyon goriilmedigini bildirmistir.
Ovariektomize tavsanlarda ise; uterus epitelinde PAS pozitif reaksiyonun kayboldugu
goriilmiistiir. Mayor ve ark (2004) ise, pekari serviks epitelinin salgisal ve silyali prizmatik
hiicrelerden olustugunu, PAS pozitif salg1 hiicrelerinin miktarinin ise, folikiiler fazdaki
hayvanlara gore luteal fazdaki ve gebe olan hayvanlarda daha fazla oldugunu ifade
etmiglerdir. Benzer olarak; Pluta ve ark (2011) da, sigirlarda serviks epitelinde ndétral
musinlerin hiicrede apikal bolime gore bazal boliimde daha fazla oldugunu tespit
etmiglerdir. Diger taraftan; Zhang ve ark (2009), Wang ve ark (2003) ve Wang ve ark
(2000)’m yaptiklar1 ¢alismalarda; uterusta dogal katil/61diiriicii hiicrelerin (Naturel Killer
Cell) PAS pozitif sitoplazmik graniillere sahip oldugu bildirilmistir. Wick ve Kress
(2002)’in calismasinda ise; keseli siganin endometriyal stromasinda makrofajlarin ¢ogu
durumda PAS pozitif reaksiyon gosterdikleri belirlenmistir. Calismamizda ise; uterus
yiizey epitelindeki PAS pozitif reaksiyonun ve endometriyum stromasindaki PAS pozitif
hiicre sayisinin kontrol gruplarna gore diyabet gruplarinda istatistiksel olarak anlamli

olmasa da azaldig1 saptanmaistir.

Bez epiteline yonelik c¢alismalarda ise; Noci ve ark (1995), insan uterus
endometriyumunda glandular epitel hiicre tabaninda PAS pozitif, ince dagmnik bir glikojen
birikiminin oldugunu tespit etmislerdir. Santos ve ark (2012) ise; pekari uterusundaki
bezlerin gebelik doneminde yogun PAS pozitif olduklarini bildirmislerdir. Bunlarin
yaninda; Witte ve ark (2012) da; N-asetilsistein ile tedavi edilen kopeklerin uterus
bezlerinde PAS pozitif skorun kontrol gruplarma gére dnemli dlciide yliksek oldugunu
saptamislardir. Calismamizda ise; uterus bez epitelindeki PAS pozitivitesinin kontrol

gruplarma gore diyabet gruplarinda anlamh sekilde azaldig1 saptanmaistir.

Yapilan literatiir incelemesinde uterusta diyabetin PAS reaksiyonuna etkisi ile ilgili
bir calismaya rastlanmamis olup; calismamizda elde ettigimiz bu bulgularla diyabetik
hayvanlarin uterusunda PAS aktivitesindeki degisimler ilk kez ortaya konmustur. Boylece,
diyabetin etkisiyle uterus bez epitelinde ndtral musinlerin azaldigi belirlenmistir.

Endometriyum stromasindaki PAS pozitif hiicrelerin ise; literatiirlere dayanarak dogal
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katil/dldiiriicti hiicreler ya da makrofajlar olabilecegi diisiiniilmektedir. Ayrica likopenin
diyabetli hayvanlarda uterustaki PAS aktivitesi tizerinde dnemli bir etkiye sahip olmadigi

da goriilmiistiir.

4.5.3.2. Alcian blue pH: 2,5 reaksiyonunun degerlendirilmesi

Uterusta Alcian blue reaksiyonu, yapilan ¢esitli ¢alismalarda tanimlanmistir. Wick
ve Kress (2002), keseli sican uterusunda luminal epitelin silli olmayan hiicrelerinin salgi
aktivitesinin apikal membran boyunca belirgin oldugunu ve Alcian blue ile zayif
boyandigini belirlemistir. Glandular epitel hiicrelerinin ise; apikal boliimlerinde Ostrus ve

prodstrus donemlerinde AB pozitif ekzositotik vezikiillerin bulundugunu saptamislardir.

Calismamizda uterusun Alcian blue pH: 2,5 yontemi ile boyanma 06zelligi
incelendiginde; yiizey ve bez epitel hiicrelerinin luminal sinirlarinda AB  pozitif
reaksiyonun oldugu goriildii. Bu bulgular yukaridaki ¢calismayla paralellik gostermektedir.
Bununla birlikte; ¢alismamizda uterus bez epitelindeki AB pozitif aktivitenin kontrol
gruplarma gore diyabet gruplarinda anlamli sekilde arttigi saptanmistir. Bu bulgular
1s181inda; diyabetin etkisiyle uterus bez epitelinde asidik mukosubstansin arttigi dikkati
cekmektedir. Ayrica ¢alismamizda elde ettigimiz bu bulgularla, diyabetik hayvanlarin
uterusunda AB aktivitesindeki degisimler ilk kez ortaya konmustur. Diger taraftan;
likopenin diyabetli hayvanlarda uterustaki AB aktivitesi iizerinde 6nemli bir etkiye sahip

olmadig1 da goriilmiistiir.
4.6. Vajina
4.6.1. Histolojik Degerlendirmeler

Diyabetin vajina histopatolojisine yonelik etkileri ¢esitli ¢alismalarda bildirilmistir.
Park ve ark (2001), kontrole gore diyabetik hayvanlarda; vajinal submukozada
vaskiilaritenin azaldigini, kollajen bag dokunun ise; yogun, diizensiz ve bi¢imsiz oldugunu
saptamislardir. Benzer olarak; Ferrini ve ark (2006), diyabetik ratlarin vajinasinda; kollajen
miktarmin ve apoptozis oraninin arttigini, o-diiz kas aktin’in ise azaldigini bildirmislerdir.
Ayrica Lee ve ark (2012) ve Kim ve ark (2006b), diyabetik ratlarda vajinal kan akimmin
azaldigin1 saptamislardir. Bununla birlikte; Park ve ark (2002), kontrollere gore alloksan

ile diyabet olusturulan tavsanlarda; klitoriste yaygin kavernozal fibrozis’in mevcut
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oldugunu belirlemislerdir. Calismamizda vajina histopatolojik acidan incelendiginde ise;
diyabet gruplarindaki kesitlerde lamina epiteliyalis i¢inde ¢esitli biiylikliiklerde vakuollerin
olustugu gozlenmistir. Bahsi gegen arastirmalara parelel olarak; calismamiz ile diyabetin
vajinada cesitli yapisal bozukluklara sebep oldugu teyit edilmistir. Ayrica ¢alismamizda
likopenin vajina yapisindaki histopatolojik bozukluklar1 diizeltmede etkisinin olmadigi da

saptanmistir.
4.6.2. Histometrik Degerlendirmeler

Diyabetin vajina histometrisi iizerine etkisi ile ilgili yapilan ¢alismalarda (Park ve
ark 2001 ve Park ve ark 2002), Cushman ve ark (2009a), Kim ve ark (2006b), kontrole
gore diyabetik hayvanlarda, vajina epitelinin ve muskularis katmanmin inceldigi
saptanmistir. Ayrica Park ve ark (2001) diyabetin vajinada fibrozise yol agtigmi
bildirmislerdir. Sunulan c¢alismada vajinadaki histometrik Olglimler incelendiginde
yukaridaki calismalara paralel bulgular elde edilmistir. Bu sonuglara dayali olarak; diyabet
tablosunda vajinada yapisal bir atrofinin sekillendigi goriilmektedir. Ayrica ¢alismamizda,
diyabetik hayvanlarda likopenin etkisiyle lamina epiteliyalis yiikseklikleri ag¢isindan
onemli bir degisiklik goriilmezken; tunika muskularis kalmlhiginda anlamli bir artis tespit
edilmistir. Yapilan calismalarda; Zhou ve ark (2008), likopenin akcigerlerde fibrozisi
kismen azalttigmi tespit etmislerdir. Tirkoglu ve ark (2012) ise, likopenden zengin diyetin
akciger hasarmin dnlenmesinde 6nemli role sahip oldugunu bildirmislerdir. Diger taraftan,
Bahcecioglu ve ark (2010) likopenin deneysel steatohepatitis modelinde steatoz ve
inflamasyon oranmi azalttigini belirlemislerdir. Ayrica Atessahin ve ark (2007) siklosporin
ile olusturulan bobrek fonksiyon bozuklugunda; likopen tedavisinin tiibiiler nekroz,
dejenerasyon, kalinlasmis bazal membran ve tiibiiller arasi fibrozis gibi patolojik
degisiklikleri 1yilestirdigini saptamiglardir. Bunlarin yaninda; Ferreira ve ark (2007)
doksorubisin ile olusturulan kardiyak toksisistede, likopenin miyosit hasarini azalttigini
tespit etmislerdir. Yue ve ark (2012) ise, likopenin hipoksi/reoksijenizasyon ile olusturulan
kalp kas1 hiicrelerindeki apoptozis oranini azalttigini bildirmiglerdir. Ayrica, Bansal ve ark
(2006) iskemi-reperflizyon hasarindan sonra olusan miyokardiyal hasarin likopen ile tedavi
edilen grupta dnemli dlciide azaldig1 belirlemislerdir. ifade edilen bu bulgulara dayanarak;

likopenin vajinada fibrozis, apoptozis ve dejenerasyon oranini azaltarak diyabete bagli
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olusan vajinal atrofinin Onlenmesinde kismi olumlu bir etkiye sahip olabilecegi

diisiiniilebilir. Bununla birlikte; bu bulgu calismamiz ile ilk kez ortaya konmustur.

4.6.3. PAS Reaksiyonunun Degerlendirilmesi

Sunulan calismada vajinanin PAS yontemi ile boyanma 6zelligi incelendiginde;
lamina epiteliyalisteki ylizeye yakin birka¢ kat epitel hiicresinin PAS pozitif reaksiyon
gosterdigi saptanmis olup, bu bulgu yapilan ¢caligmalarla (Flamini ve ark 2012, Lasnitzki

1961) paralellik gostermektedir.

Vajinada diyabet tablosunun PAS reaksiyonuna etkisiyle ilgili bir caligmaya
rastlanmazken, androjenlerin vajinadaki PAS aktivitesiyle iligkisi bildirilmistir. Groot ve
ark (1989)’nin calismasinda; siklik diivelere sentetik bir androjen olan trenbolon asetat
uygulanmis ve vajinanin yilizey epitel katmaninda PAS pozitif graniillerin arttigi
belirlenmistir. Henriques ve ark (2011) ise; ovariektomize ratlarda sentetik bir steroid olan
tibolon’un vajina iizerine etkisini incelemisler ve tibolon grubu biitiin hayvanlarda PAS
pozitivitesinin intraepiteliyal lokositlerde ve keratohiyalin graniillii ylizeysel epitel
hiicrelerinde goriildiigiinii belirlemislerdir. Caliymamizda ise; lamina epiteliyaliste PAS
pozitif aktivitenin kontrol+likopen grubuna gore, diyabet+misir yagi ile diyabet+likopen
gruplarinda anlamli sekilde arttigi tespit edilmistir. Bu bulgu diyabetin etkisiyle vajina
lamina epiteliyalisindeki hiicrelerde notral musinlerin arttigini gdstermektedir. Bununla
birlikte; ¢aliygmamizda elde ettigimiz bu bulgularla diyabetik hayvanlarin vajinasinda PAS
aktivitesindeki degisimler ilk kez ortaya konmus ve likopenin diyabetik hayvanlarin

vajinasindaki PAS aktivitesi lizerinde bir degisime yol agmadig1 saptanmustir.

107



5. SONUC

Sunulan caligmada; diyabetik ratlarda likopenin yiiksek a¢lik kan glikoz degerleri
iizerinde olumlu bir etkiye sahip olmadigi tespit edilmistir. Diyabet gruplarindaki ratlarda,
ostrus siklusu evrelerinin diizensiz olarak devam ettigi ve ratlarin biliyiik 6lciide didstrus
doneminde bulunduklar1 saptandi. Likopenin ise, Ostrus siklusunun diizenlenmesinde etkili

olmadig1 belirlendi.

Ovaryumda yapilan incelemelerde; diyabetin etkisiyle korpus luteum
vakuolizasyonunun, intersitisyel alanlardaki hidropik dejenerasyonun ve korpus luteum
sayllarmin arttii, buna karsin korpus luteum ¢aplarmin azaldigi belirlendi. Diyabetli
hayvanlara verilen likopenin ise; ovaryumdaki histopatolojik degisikliklerin 6nlenmesinde
ayrica folikiil sayilar1 ve caplar1 lizerine 6nemli bir etkisinin olmadig1 saptandi. Diyabetik
hayvanlarin ovaryumlarinda primordial ve atretik folikiiller, korpus luteumdaki luteal
hiicreler ile intersitisyel hiicrelerde konneksin-43 ekspresyonunun azaldigir saptandi.
Likopen uygulanan diyabetik hayvanlarda ise; primordial, sekonder ve biiyiik antral
folikiillerde konneksin-43 ekspresyonunun arttig1 goriildii. Diger taraftan; diyabetik
hayvanlarda ovaryumdaki MDA diizeyinin ve biyiikk antral folikiillerin graniiloza
katmanlarindaki apoptotik hiicre sayisinin daha yiliksek oldugu saptandi. Diyabetik
hayvanlara uygulanan likopenin ise, ovaryumda MDA diizeyini ve apoptotik hiicre sayisini
azalttig1 tespit edilmekle birlikte, bu etkilerin istatistiksel olarak anlamli olmadigi

belirlendi.

Uterusta yapilan incelemelerde; diyabetin etkisiyle bez sayismin, endometriyum
kalinligmin ve bez epitellerindeki PAS pozitivitesinin azaldig1, aksine bez epitellerindeki
AB pozitivitesinin ise; arttig1 tespit edildi. Ayrica diyabetli hayvanlara verilen likopenin
uterusta histometrik ve histokimyasal agidan 6nemli bir degisime sahip olmadig1 saptandu.
Vajinada yapilan incelemelerde ise; diyabet tablosuyla lamina epiteliyalis yiiksekliginin ve
tunika muskularis kalinligmin azaldigi tespit edildi. Diger taraftan; diyabet+likopen

grubunda tunika muskularis kalinliginin arttig1 saptandu.

Sunulan ¢alisma ile; diyabete bagli disi genital sistem organlarinda tespit edilen
degisikliklerin bir bolimii ilk kez belirlenmis ve bu degisiklikler iizerine bazi

parametrelerde likopenin koruyucu etkilerinin varhig: ilk kez ortaya konmustur. Bununla
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birlikte; likopen dozu ve uygulama siiresini artirarak yapilacak calismalarin disi genital

sistemde likopenin antioksidan etkisini daha ayrintili ortaya ¢ikaracag diisiiniilmektedir.
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OZET

Sunulan ¢alismada; deneysel diyabet olusturulan ratlarda disi genital sistem
organlarinda meydana gelen degisikliklerin belirlenmesi ve oral olarak verilen likopenin bu

degisiklikler iizerine etkilerinin ortaya ¢ikarilmasi amag¢lanmstir.

Arastirmada; 30 adet eriskin disi Wistar Albino 1rki rat (ortalama 160 g / 4 aylik)
kullamildi. Tek doz 50 mg/kg streptozotosin (STZ) 0,01 M sitrat tamponu pH: 4,5
icerisinde intraperitoneal (i.p.) yolla uygulanarak deneysel diyabet olusturuldu.
Streptozotosin uygulamasindan 3 giin sonra aglik kan glikoz diizeyi 250 mg/dl ve tlizerinde
olan ratlar ¢alismaya dahil edildi. Streptozotosin ile diyabet olusturulduktan 3 hafta sonra
kontrol ve diyabetik ratlar kontroHmisir yagi (n=6), kontrol+likopen (n=6), diyabet+misir

yag1 (n=8) ve diyabet+likopen (n=10) olmak iizere rastgele 4 gruba ayrildi.

Kontrol+likopen ve diyabet+likopen gruplarindaki ratlara gavaj yoluyla 4 hafta
boyunca her giin 4 mlkg misir yaginda c¢ozdiriilerek 4 mg/kg likopen verildi.
Kontrol+musir yagi ve diyabet+misir yagi1 gruplarindaki ratlara ise; hergiin 4 ml/kg misir
yag1 verildi. Likopen uygulamasinin son haftasinda biitiin gruplarda yer alan hayvanlarin

diizenli 6strus siklusu gosterip gostermedikleri vajinal smear yontemi ile belirlendi.

Calismanin baglangicinda ve sonunda (8. hafta) tiim gruplardaki ratlarin viicut
agirhiklar1 olciildii. A¢lik kan glikoz degerleri ise, calismanin baslangicinda, likopen
uygulamasinin basinda (4. hafta) ve ¢alismanin sonunda (8. hafta) tespit edildi. Calismanin
sonunda didstrus donemindeki hayvanlar hafif eter anestezisi altinda servikal dislokasyon
ile sakrifiye edildi. Hayvanlardan sag ovaryum, uterus ve vajina Ornekleri alind1 ve %
4’liik paraformaldehit’te tespit edildi. Ardindan rutin histolojik takip serilerinden gegirilen
dokular paraplasta gomiilerek, 5 um kalinliginda seri kesitler alindi. Sol ovaryum ise, sivi

nitrojende dondurulup -80 °C’de saklandu.

Hazirlanan tiim doku kesitlerine histolojik ve histometrik incelemeler igin
Crossman’mm licli boyama yontemi uygulandi. Bunun yaninda; ovaryumda
immunohistokimyasal  olarak  konneksin-43  ekspresyonu, TUNEL (Terminal
Deoxynucleotidyl Transferase dUTP Nick End Labeling) yontemiyle apoptotik hiicre
yogunlugu ve ELISA teknigiyle malondialdehid (MDA) diizeyi saptandi. Ayrica
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histokimyasal incelemeler i¢in ovaryum, uterus ve vajinaya Periyodik Asit Schiff (PAS),

uterusa ise; Alcian Blue (AB) pH: 2,5 yontemleri uygulanda.

Sunulan calismada; diyabetik ratlarda likopenin yiiksek aclik kan glikoz diizeyi
iizerinde olumlu bir etkisinin olmadig1 goriildii. Ayrica diyabetik ratlarin diizensiz Gstrus
siklusuna sahip olduklar1 tespit edildi. Ovaryumda; diyabetin etkisiyle korpus luteum
vakuolizasyonunun, intersitisyel alanlardaki hidropik dejenerasyonun ve korpus luteum
sayllarmin arttig1; korpus luteum ¢aplarinin ise, azaldigi belirlendi. Bununla birlikte;
diyabet+musir yagi1 grubunda ovaryumda primordial ve atretik folikiiller, intersitisyel
hiicreler ve korpus luteumdaki luteal hiicrelerde konneksin-43 ekspresyonunun azaldigi
saptandi. Diger taraftan; diyabetin etkisiyle ovaryumdaki MDA diizeyinin ve biiyiik antral
folikiillerin graniiloza katmanlarindaki apoptotik hiicre sayilarinin daha yiiksek oldugu
tespit edildi. Uterusta; diyabetin etkisiyle bez sayismin, endometriyum kalinliginin ve bez
epitelinde PAS pozitif aktivitenin azaldigi, aksine bez epitelinde AB pozitif aktivitenin ise
arttig1 tespit edildi. Vajinada ise; diyabet tablosuyla lamina epiteliyalis yiliksekliginin ve

tunika muskularis kalinligmin azaldig1 gézlendi.

Diyabetik hayvanlara uygulanan likopenin ovaryumun primordial, sekonder ve
biiyiik antral folikiillerinde konneksin-43 ekspresyonunu arttirdigi saptandi. Ayrica
ovaryumda MDA diizeyini ve apoptotik hiicre sayisini azalttig1 tespit edilmekle birlikte, bu
bulgularin istatistiksel olarak anlamli olmadigi belirlendi. Uterusta ise; diyabetli
hayvanlara verilen likopenin histometrik ve histokimyasal agidan 6nemli bir degisim
olusturmadig1 goriliirken; vajinada diyabet+likopen grubunda tunika muskularis

kalinlignin arttig1 saptandi.

Sonug olarak; diyabetin etkisiyle disi genital sistem organlarinda tespit edilen
degisiklikler ve likopenin koruyucu etkilerinin varligi bazi parametrelerde ilk kez ortaya
konmustur. Diyabetik hayvanlarda likopen dozu ve uygulama siiresini artirarak yapilacak
calismalarin, disi genital sistemde likopenin antioksidan etkisini daha belirgin ortaya

cikaracagi diisiiniilmektedir.

Anahtar Kkelimeler: Deneysel diyabet, konneksin-43, likopen, malondialdehid,

ovaryum, rat, TUNEL, uterus, vajina.
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SUMMARY

In this study, I have attempted to identify the changes that occurred in the genital
system organs of female rats with experimental diabetes and the effects of orally

administered lycopene upon these changes.

In the study, 30 adult female Wistar Albino rats (average body weight 160 g / 4
months old) were used. The experimental diabetes was induced using a single dose of 50
mg/kg streptozotocin (STZ) within 0.01 M citrate buffer administered intraperitoneally.
Rats with a blood glucose level on an empty stomach of 250 mg/dl or more after 3 days
were included in the study. 3 weeks after diabetes was induced using streptozotocin, the
control and diabetic rats were randomly seperated into 4 groups as follows; control + corn
oil (n=6), control + lycopene (n=6), diabetes + corn oil (n=8) and diabetes + lycopene
(n=10).

The control+lycopene and diabete+lycopene groups of rats were fed with 4 mg/kg
lycopene dissolved in 4 ml/kg corn oil using a gavage for 4 weeks. The control+corn oil
and diabetes+corn oil rats were fed with 4 ml/kg corn oil every day. During the last week
of the lycopene application, all animals in all groups were tested to see whether they

displayed regular oestrus cycles using the vaginal smear method.

At the beginning and end of the study (week 8) the body weights of all the subjects
were measured. The blood glucose levels were measured at the beginning of the study, at
the beginning of the lycopene application (week 4) and at the end of the study (week 8). At
the end of the study, the animals in the dioestrus period were sacrificed by cervical
dislocation under light anaesthetics. Samples were taken from the right ovary, uterus and
vagina and fixed in 4% paraformaldehyde. After routine histological monitoring series, the
tissues were embedded in paraplast and cross sections 5 um thick were taken. The left

ovary was frozen in liquid nitrogen at -80 °C.

All histological and histometric evaluations of tissue cross sections taken were
performed using Crossman's triple staining method. Furthermore, the immunochemical
connexin-43 expression was identified and the apoptotic cell density was measured using
the TUNEL (Terminal Deoxynucleotidyl Transferase dUTP Nick End Labeling) method,
while the malondialdehyde (MDA) levels were measured using the ELISA technique in
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ovary. Also, the Periodic Acid Schiff (PAS) method was used in the histochemical
examination of the ovary, uterus and vagina and the Alcian Blue (AB) pH: 2.5 method was

used to examine the uterus.

In the study, we observed that lycopene had no effect on blood glucose levels in
diabetic rats on an empty stomach. However, we identified that diabetic rats had an uneven
oestrus cycle. With the effect of the diabetes in the ovary the vacuolisation of the corpus
luteum, hyrdopic degeneration in the in interstitial regions and the numbers of corpus
luteum increased, while the diameters of the corpus luteum decreased. Furthermore, for the
diabetes+corn oil group, a decrease in the connexin-43 expression was observed in the
ovary primordial and atretic follicles, interstitial cells and luteal cells of the corpus luteum.
On the other hand, with the effect of diabetes an increase was observed in the ovary MDA
level and the number of apoptotic cells in the granulose layers of the large antral follicles.
With the effect of diabetes in the uterus, it was observed that the number of glands,
endometrium thickness and PAS positive activity in the gland epithelia decreased, while
the AB positive activity in the gland epithelia increased. In the vagina, we observed that
diabetes leads to a decrease in the height of the lamina epithelialis and tunica mucularis

thicknesses.

It has been identified that lycopene administration in diabetic animals increases the
expression of connexin-43 in the primordial, secondary and large antral follicles of the
ovary. Furthermore, the MDA level and number of apoptotic cells in the ovary were lower,
but found to be not statistically significant. The administration of lycopene in diabetic
animals did not lead to any histometric or histochemical changes in the uterus, while the

thickness of the tunica muscularis in the vagina increased in the diabetes+lycopene group.

In conclusion, the changes caused by diabetes in the organs of the female genital
system and the existence of protective qualities of lycopene in the some parameters was
revealed for the first time. We believe that further studies increasing the lycopene dosage
and implementation duration for diabetic animals will show that lycopene has a

pronounced antioxidant effect on the female genital system.

Keywords: Experimental diabetes, connexin-43, lycopene, malondialdehyde,

ovary, rat, TUNEL, uterus, vagina.
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