


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 gdsteren 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 1,5840,14*° | 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 calismasinda; 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 agirhiginin 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 vermiglerdir. 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¢tiim 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 intravendz 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 agirliklarinda azalma tespit edilmis, diyabet+likopen

gruplarinda ise diyabet gruplarina gore viicut agirliklarinin arttig1 saptanmastir.

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 gozlendigi, 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 baslangicia gore calismanin sonunda viicut agirliklariin anlamli

bir sekilde arttigi, diyabet gruplarinda ise; istatistiksel acidan onemli olmasada azaldigi
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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 agirliklart 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 bagl olabilecegi diistiniilmektedir.

4.2. Achk Kan Glikoz Diizeyi

Likopenin aghik kan glikoz diizeyi lizerine etkileri ile ilgili c¢esitli bulgulara
ulasilmistir. 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 agtigini1 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
Olgiide 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 baglangicindaki (4. hafta) ve ¢caligmanin
sonundaki (8. hafta) aglhik kan glikoz degerlerinin kontrol gruplarmma 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. Calismamizda 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 artig1 olan
tip 1 diyabetli hastalarda daha yaygin oldugunu tespit etmislerdir. Ayrica diizensiz siklus
gosteren hastalarin  %77’sinde polikistik ovarian degisikliklerin bulundugunu da
bildirmislerdir. 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 kadinlarmm 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
goriildigini 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 onemli
Ol¢tide daha diisiik oldugunu belirlemislerdir. Cox ve ark (1994) ise; diayabetik domuzlarin
normal domuzlara goére daha yiiksek LH ve daha diisiilk 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 agirliklarinm kontrol ratlara gére onemli Olgiide 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 cesitli ¢aligsmalarda 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 artmig oldugu tespit edilmistir. Bu bulgular, diyabetin ovaryumda ¢esitli yapisal
bozukluklara yol actigini teyit etmektedir. Ayrica g¢alismamizda likopenin ovaryum
yapisindaki histopatolojik bozukluklar1 diizeltmede etkisinin olamadigr 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 kalinlastigin1 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 i¢i lipid birikintilerinin arttigi 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 saptamiglardir. 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 bliylik antral folikiil sayilarinda gruplar arasinda anlamli bir
degisiklik goriilmezken; korpus luteum sayismin kontroHmisir grubuna gore
diyabet+musir yagi grubunda 6nemli diizeyde arttigi tespit edilmistir. Ayrica diyabet+misir
yag1 grubunda atretik folikiil sayisiin 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 alindig1 bildirilmemistir. Bu durum Ostrus 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 Ozellikle 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 calismalarda 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 Slgiide 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 ac¢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.

Tiimor hiicre hatlarinda yapilan ¢alismalarinda; likopen uygulamasinin hiicrelerdeki
konneksin-43 ekspresyonunu 6nemli 6l¢iide arttirdigi (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, saglamhigmmm ve kalmligimin saglanmasina katki saglar
(Duzguner ve ark 2008). Bunlarin yaninda; Zhang ve ark (1992) ise, likopeni de i¢ine
alarak karotenoidlerin, konneksin-43’tin 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’lin 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 gore 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; biliyiikk 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 sayismnin 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 iy1 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 gére daha yiiksek oldugu saptanmistir (Madazli ve
ark 2008).

Streptozotosin ile deneysel diyabet olusturulan c¢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 oOnemli 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
azaldigini 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 ¢aligmalarinda 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 sayilarinin 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¢climler incelendiginde ise; kontrol+misir yagi ile
diyabet+misir yag1 gruplar1 arasinda ylizey ve bez epitel yiiksekliklerinde 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 membranin da PAS pozitif boyandigi

gorilmiistiir. 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 salgi 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 gruplarma gore diyabet gruplarinda istatistiksel olarak anlamli

olmasa da azaldig1 saptanmastir.

Bez epiteline yonelik calismalarda ise; Noci ve ark (1995), insan uterus
endometriyumunda glandular epitel hiicre tabaninda PAS pozitif, ince dagmik 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 gore dnemli dlciide yliksek oldugunu
saptamislardir. Calismamizda ise; uterus bez epitelindeki PAS pozitivitesinin kontrol

gruplarma gore diyabet gruplarinda anlamh sekilde azaldig1 saptanmaistir.

Yapailan literatiir incelemesinde uterusta diyabetin PAS reaksiyonuna etkisi ile ilgili
bir caligmaya 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

104



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, a-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 cesitli 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 caligmalara 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 agisindan
onemli bir degisiklik goriilmezken; tunika muskularis kalmlhiginda anlamli bir artis tespit
edilmistir. Yapilan calismalarda; Zhou ve ark (2008), likopenin akcigerlerde fibrozisi
kismen azalttigimi 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 nemli 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 ¢alismada vajinanin PAS yontemi ile boyanma 6zelligi incelendiginde;
lamina epiteliyalisteki ylizeye yaki 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; ¢alisgmamizda 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.
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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 6l¢iide 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 artti@i, 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 azaldigi, 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 saptand:.

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¢lanmastir.

Arastirmada; 30 adet eriskin disi Wistar Albino 1rki rat (ortalama 160 g / 4 aylik)
kullanildi. 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¢ozdiriillerek 4 mg/kg likopen verildi.
Kontrol+musir yagi ve diyabet+misir yag1 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 diostrus 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’m 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 uygulandu.

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+misir 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 yiiksekliginin ve

tunika muskularis kalinligmn 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

kalinlhignin 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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