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OZET

Atorvastatin’in Diyabetik Sican Ovaryumlar1 Uzerinde Biyokimyasal ve Histolojik

Etkilerinin Incelenmesi

Amag. Deneysel diyabet modeli (DM) olusturdugumuz siganlarin ovaryumlarinda olusan
hasar1 incelemek ve Atorvastatin tedavisinin doku koruyucu etkilerini degerlendirmektir.
Yontem. STZ ile diyabetik hale getirdigmiz Wistar albino si¢anlara Atorvastatin igeren bir
ilag 21 giin siire 2 farkli dozda (10 ve 20 mg/kg/glin) verildi. Deney sonunda alinan kan ve
ovaryum dokularinda biyokimyasal ve histolojik incelemeler yapildi. Kan 6rneklerinde
MDA, GSH, Pentraksin-3, TGF-B, AMH ve Insulin diizeyleri ELISA ile; Ovaryum doku
orneklerinde AMH ve TGF-B gen ekspresyonu PCR teknigi ile; H&E, VEGF, TGF-B ve
TUNEL ile boyanmis ovaryum doku kesitleri 151k mikroskobunda ve folikiilleri elektron
mikroskobu (EM)’da incelendi.

Bulgular. DM grubu siganlarda poliiiri, polidipsi ve diisiik viicut agirliklari ile karakterize
agir diyabet semptomlar1 gézlendi; kanda ve ovaryum doku homojenatinda MDA ytiiksek
diizeydeydi ve Trigliserid, Pentraxin-3 seviyeleri yiiksek, HDL-kolesterol ise diisiiktii. En
fazla atretik follikiil ve apoptotik hiicre sayisi DM grubundaydi. DM-Atorvastatin(10)
grubunda ise ovaryum doku homojenatinda GSH daha yiiksek diizeylerdeydi; bu grupta
VEGF, AMH, TGF-B gen ekspresyon diizeyleri artmisti; atretik folikiil ve apoptotik hiicre
sayist ise azalmisti. Ovaryum kesitlerinde fibrotik alanlarin DM grubuna gére daha az
oldugu gozlendi. DM ve DM-Atorvastatin(20) grubunda fibrotik alanlar, genislenmis kan
damarlar gozlendi; TGF-f folikiiller arasi alanlarda, damarlarin etrafinda ve hilusta daha
fazla gozlendi. Kontrol grubuna gore diger gruplarda daha az VEGF ekspresyonu gozlendi
(p<0.05). EM ile DM grubunda graniilosa hiicre sitoplazmasinda yer yer de lipid igeriginin
bozularak lamellar tarzda birikimleri gozlendi. DM-A(20) grubunda da bazi alanlarda az
sayida lipid vakiiolleri lamellar tarzda bozulmus morfolojide gozlendi.

Sonu¢. DM grubu ile karsilastirmada Atorvastatinin 10mg/kg/giin dozda uygulanmasi
doku koruyucu etkisini ortaya ¢ikardi. Oysa 20 mg/kg/gilin dozda uygulmasinda MDA ve
Pentraxin-3 diizeylerinin yiiksek bulunmasi ve ovaryum histolojisi bize bu dozda tedavinin
toksik etki gosterdigini diistindiirdii.

Anahtar Sozciikler: Diyabet, Atorvastatin, Ovaryum, Sigan, Oksidatif stress, Apoptozis,

Antioksidanlar.



ABSTRACT

Investigation of Biochemical and Histological Effects of Atorvastatin on Diabetic Rat
Ovaries

Objectives. Our aim in this study was to investigate the damage of rat ovaries in an
Streptosotosin induced diabetes model and to evaluate the tissue protective effects of
Atorvastatin treatment.
Method. A drug containing Atorvastatin was administered in 2 different doses (10 and and
20 mg/kg/day) for 21 days to Wistar albino STZ-induced diabetic rats. At the end of the
experiment, biochemical and histological examinations were performed on blood samples
and ovarian tissues. MDA, GSH, Pentraxin-3, TGFB, AMH and Insulin levels were
determined in blood samples by ELISA; the expressions of AMH and TGF-B genes were
examined in ovarian tissue samples by PCR; Ovarian tissue samples were examined in the
sections stained with H&E,VEGF, TGF-p and TUNEL under a light microscope and
ovarian follicles electron microscopically (EM).
Findings. In the DM group was observed severel diabetic symptoms like polyuria,
polydipsia and low body weights; MDA shows a high level in the blood and ovarium tissue
homogenate; triglyceride and Pentraxin-3 levels were high, HDL-cholesterol was low. The
largest number of atretic follicles and apoptotic cells were present in the DM group. In
DM-A(10) group, GSH was higher in ovarian tissue homogenate; in this group VEGF,
AMH and TGF-B gene expression levels were high; the number of atretic follicles and
apoptotic cells have decreased and fibrotic areas in ovarian sections were observed to be
less than the DM group. In the DM and DM-A(20) groups fibrotic areas, dilated blood
vessels were observed; TGF-f was observed more frequently in the follicular spaces,
around the blood vessels and in the hilus. According to the control group, less VEGF
expression was observed in the other groups (p<0.05). In EM, the granulosa cell cytoplasm
of DM group occasionally had accumulation in the lamellar form due to impaired lipid
content. In the DM-A (20) group, in some areas, a small number of lipid vacuoles was
observed in the lamellar form of impaired morphology.
Results. In comparison with DM group, administration of Atorvastatin at dose 10
mg/kg/day resulted in tissue protective effect. However, high levels of MDA and
Pentraxin-3 at a dose of 20 mg/kg/day and ovarian histology suggested that this dose had a
toxic effect.
Key Words: Diabetes, Atorvastatin, Ovary, Rat, Oxidative stress, Apoptosis,

Antioxidants.

Vi



TESEKKUR

Doktora egitimim boyunca hi¢bir konuda benden destegini esirgemeyen, tez ¢alismamda
benimle birebir ilgilenen, karsilastigim sorunlarin ¢dziimiinde elinden gelen yardimi
gosteren degerli danisman hocam Sayin Prof. Melda YARDIMOGLU YILMAZ’a ¢ok

tesekkiir ederim.

Histoloji-Embriyoloji Anabilim Dali Bagkani Sayin Prof. Dr. Sireyya CEYLAN’a,
Biyokimya Anabilim Dalindan Doktor Ogretim Uyesi Ceyla ERALDEMIR’e,
Biyoistatistik Anabilim Dal1 Ogretim Uyesi Prof. Dr. Canan BAYDEMIR e, KOGEM’den
Dog. Dr. Yusufthan Yazir'a ve Doktor Ogretim Uyesi Gokhan DURUKSU’ya, Marmara
Universitesi Ogretim Uyesi Prof. Dr. Feriha ERCANA’a ve egitimime yapmis olduklar

katkilarindan dolay1 tiim degerli hocalarima tesekkiir ederim.

Sevgili arkadaslarim Ars. Gor. Dr. Aysegiil ALBAYRAK AYTEKIN, Ars. Gér. Dr. Sema
KURNAZ OZBEK, Ars. Gor. Sabriye KARADENIZLI, Ars. Gér. Ozgiir Doga OZSOY,
Ars. Gor. Selenay FURAT RENCBER, Uzman Kiibra KAVRAM ve Ars. Gor. Dr. Ozlem
Tugce KAYA’ya yiirekten tesekkiir ederim. Ayrica bize deneylerimizde kullandigimiz

Atorvastatin preparatlarini temin eden Nobel ilag firmasina tesekkiir ederiz.

Doktora 6grenimime sagladigi burs destegi ile katkida bulunan Yurtdis1 Tiirkler ve Akraba
Topluluklar Bagkanligi’na tesekkiir ederim.

Hayatimin her aninda oldugu gibi bu zorlu siirecte de yanimda olan, sevgi ve ilgileriyle
bana gii¢ veren ve bana inanan sevgili esim Agim OSMANI ve biricik kizlarim Ejona ve

Arbana’ya cok tesekkiir ederim.

Liridona ADILI OSMANI
KOCAELI, Haziran 2018

Vii



TEZiN ASIRMA OLMADIGI BiLGiSi

Tezimde baska kaynaklardan yararlanilarak kullanilan bilgi ve ¢izimler kaynaklar
gosterilerek verilmistir. Tezimin bir yayidan kismen ya da tamamen asirma olmadigint ve

bir intihal programi kullanilarak test edildigini beyan ederim.

30/05/2018
Ad1 Soyadi
Imza

viii



ICINDEKILER

KABUL VB ONALY ottt ettt e e et e e st e e e sab e e e sateeasseeeeneeeanes i
ETIK KURUL.....cootmiiiiiiiieieiseiessess e sss et st iv
OZET .ottt \
ABSTRAGCT oottt ettt st b e be st e st e st st et e s e e be st e st e reabenbe e enearenen Vi
TESEKKUR.......oouivieeeeeeeeeeeeeeeeeee e eeeeeeeeaeeeeeins vii
TEZIN ASIRMA OLMADIGI BILDIRIST .....oovviieiieeeeeeeeeeeeeeeeeeeee s viii
ICINDEKILER ..ot iX
SIMGELER VE KISALTMALAR DIZINI .....ocooviiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee xiii
CIZIMLER DIZINT ..o XV
CIZELGELER DIZINT ..o XX
LUGIRIS oottt sttt st e et ee et ee et e seaseses s eseeeese e seesaseeseaeeseneenes 1
IO O 1 =T o PR SPPRP 1
1.1.1. Ovaryumun EMDBIYOIOJIST .......c.coeiiiiiiiiiiiieceese e 1
1.1.2. OVaryumun ANALOIMIST .......eiuiiiriieieieriesie ettt sb bbb be st neenees 1
1.1.2.1. Ovaryumun Damar Ve SINITIEIT .......coooviiiiiii e 2
1.1.3. Ovaryumun Histolojik Yapis1 ve Folikiillerin Geligimi ..........ccccoceeveiveeniininnicnicnene 3
1.1.3.1. Primordiyal FOIKIUL ........cccooiiiiiiiiiieiie e e 3)
1.1.3.2. Primer FOIKTUL .....cooiiiiiiii ittt e e e e 5
1.1.3.3. Sekonder FOIKTUL .......c..ooiiiiiiiiieie e 7
1.1.3.4. Tersiyer (Olgun) Folikiil (Graaf FOIKUI) ......ccvevveieriiiiieciieiceeieieeeeee e 8
1.1.3.5. Atretik FOIKUL ...oooviiiiiiiieie ettt e e sree s 9
1.1.3.6. EIB Epitelyal Inkliizyon Bezleri (Epithelial inclusion glands)..............c.cccoeveuvenn 9
1.1.4. Ovaryumun FIZYOIOJIST .....cc.oiuiiiiiiiiiieieieeeee et 10
1.1.4.1. Ovulasyon ve Korpus Luteum Olu$masi..........cccccrvrvviiiiiiiiiiiciinieeseccsee e 10
1.2. DIADELES MEIIITUS ..ottt 11
1.2.1. Diyabetin Siflandirtlmast ..........cccueeeiiiieiiiiiii e 12
1.2.1.1. Tip 1 Diabetes Mellitus (DM).......cccouiiiiiiiiieiieseee e 12
1.2.1.2. Tip 2 Diabetes Mellitus .(DM).......ccouiiiiiiie et 14
1.2.1.3. Gestasionel Diabetes Mellitus (GDM).........oovueiiiiiiiiiiiesie e 15
1.2.1.4. Diger Nedenlere Bagli Olarak Spesifik Diyabet Tipleri.......cccccccveervvienciiieniinnnne 15
1.2.2. Diyabetin KompliKaSyonlart ............ccccveeriiiieeiiieeiiieeciieeeiee ettt 15
1.2.3. Diyabet Tan1t ve TeAaAVIST ....cccueeruieriieiiieniieiieeie ettt et 15



1.2.4. Deneysel Diyabet MOUEHEIT .....c.coviiiiiiiiece e e 16

1.2.4. 1. SErEPLOZOTOSIN. ...ttt sttt b ettt ne e bbb 17
1.2.5. Diyabetes Mellitus ve Disi Genital SiStemi .......cc.ceecvveeeiiieriiieeriie e 17
1.3. Reaktif Oksijen TUrleri (ROT) c..oooeeviiieiiieiee et 18
1.3.1. Antioksidan SIStEMIET ..........cociiiiiiiic e 20
1.3.2. Diyabete Bagli OKsidatif Stres........ccocoieiiiiiriieiiieniieeiieieeie et 21
1.3 3 APOPIOZ. .ot n 23
14, STALINIEE oo s 23
1.4.1. Atorvastatin’in Etki MeKanizmalari............cccovveeveriiniininiinieenieceeeeescee e 24
1.4.2. Statinlerin Yan EtKHEr ... 24
1.4.3. Statinlerin Pleiotropik EtKIlEri..........ccooiviiiiii e 25
144, ATOTVASATIN. ..ottt 27
2 AMAGC ettt a bttt e h e e bt et a e e s h et e et e sae e e ne s 29
B Y ONTEM. ittt 30
3.1, Deney HayVanlari........ccoouioiiiiiieiicieeie e 30
3.2, SAKIITIKASYON ...oeciii ittt et et e e e s e e sre e 31
3.3. Viicut AZirhklarinim OIGHMIL .......co.cvevevierieeierceee et 31
3.4. Glikoz Seviyesinin OlGHMIL........c..c.eveieriierueiiereresceeeseee e eese et 31
3.5. BiyoKimyasal ANGlIZ ...........coovoiiiiiiicie et 31
3.5.1. DOKU HOMOJENIZASYONU.......ueeiuierieiiieitieie sttt sttt ste et esaaesre e e staesreene s 31
3.5.1.1. DoKUAA Protein TaYINT ....cceiieieieiesiesiesiieeeee ettt 32
3.5.2. Kanda Trigliserid, Kolesterol, TGF-f3, AMH, Pentraksin-3, Insulin, MDA ve

(€] 1] Lo A T I/ [ PSSO SRR 32
3.5.2.1. Trigliserid ve HDL Kolesterol Olgiim ve Trigliserid ile HDL Kolesterol Orant...32
3.5.2.2. TGF-B, AMH, Pentraksin-3 ve Insulin OIglmii............cccocevevevevreereeireccere e 32
3.5.2.3. Insulin Direnci HeSaplamasL...............cocoveveueueueuereeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeens 32
3.5.2.4. Malondialdehit (MDA) ve Glutation (GSH) Olgliimii............ccooveveverirririererennne. 32
3.5.2.5.Glutation (GSH) OIGHML.........c.oeuieieieeeieieeeieeeeeeeee e 32
3.6. Isik Mikroskopi Uygulamalari...........ccooviiiiiiiiiiiiiicic e 33
3.6.1. Hematoksilen&Eozin Boyamasi ile Morfolojik Degerlendirme...............c.couerenneenee. 33
3.6.1.1. FOIKUIL SAYIMI....ciiiiiiiiiiiieiccec e s 34
3.6.2. Immiinohistokimyasal Uygulamalar..............ccccceviriviiiireinicreriseesssseessessesse s 34
3.6.2.1. TGF-B ImMinohiStOKIMYaSI.......ccvivreviiireieiiiseieieieise e 34
3.6.2.2. VEGF ImminohiStOKIMYAST .......cvoviriveveviriiiiiscreieiesiesesesessses st sss e, 34



3.6.2.3. Imunohistokimya Mikrograflarin Kuantifikasyonu (Boyanmanin Rakamsal

HESAPIANIMAST) ...ttt ettt b e et b e et b e b et b et e neen 35
3.6.2.4. TUNEL BOYAMAST ...eeiviiiiiiiieiiiieiieeeiiie sttt e s essnneeesnnee e s 35
3.7. Transmisyon Elektron Mikroskop (TEM) ile Ultrastriiktiirel Yontemler..................... 36
3.8. Kantitatif Gergek Zamanli (Real-Time) Polimeraz Zincir Reaksiyonu (gRT-
PR ) ettt E b b n ettt n s 36
3.9. IStatiStIKSEl ANIZ..........coviiciii 37
3.10. Kullanilan Kimyasal Malzemeler ve Cihazlar............c.ccocooviiiiiiiiiiiicee 37
3.10.1. Kimyasal MalZemeIEr.........c..ooviiiiiiiieeee e 37
3.10.2. CHNAZIAL ...t 38
4. BULGULAR. ...t 39
4.1. Atorvastatinin Glikoz Seviyeleri Uzerinde EtKSiSi........ccococevrieveriieiesisiereseceesnenans 39
4.1.1. Gruplar Aras1 Aglik Kan Glikoz Degerlerinin Zamana Bagli Degisimi.................... 39
4.1.2. Gruplar I¢i Aclik Kan Glikoz Degerlerinin Zamana Bagl Degisimi........................ 41
4.2. Atorvastatinin Viicut Agirligi Uzerinde BKiST ........coovvirevrviveisirerenciesieese e 43
4.2.1. Viicut Agirliklarmin Zamana Bagli Olarak Grup I¢i Degisimi..........ccocvvevevcviirinnnns 43
4.2.2. Viicut Agirliklarinin Gruplar Arast Degigimleri........ccocvvvvriiiiiiiiiieiineesecc e 47
4.2.3. Hayatta Kalma OTanl.........ccceeiuiieiiiiiiiiieiiie et 48
4.3. Biyokimya Bulgulari........ccoccoiiiiiiiiiiiiiiiic 48
4.3.1. Atorvastatin’in Serum Insulin Seviyeleri Uzering EtKisi ..........c..ooeovrriiiiererienennnn. 48
4.3.2. Atorvastatin’in Serum Insulin Direnci Uzering EtKiSi..........coooevrververieererreerneriinnne, 50
4.3.3. Atorvastatin’in Serum AMH Seviyeleri Uzerine EtKiSi...........ccccovvevririiverererirenennnn, 51
4.3.4. Atorvastatin’in Plazma TGF-B Seviyeleri Uzerineg EtKisi .........cccooovvvivirirererrirennne, 53
4.3.5. Atorvastatin’in Plazma Pentraksin-3 Uzerine EtKiSi..........cccovevevriereriirisiereninennnn, 54
4.3.6. Atorvastatin’in Serum MDA ve GSH Seviyelerin Uzerine EtKisi .........cccoovivevenanne. 55
4.3.7. Atorvastatin’in Lipid Profili Uzerine BtKiSi ........cccocovirevereiiiririreresiieceseesee e 57
4.3.8. Atorvastatin’in Trigliserid ile HDL Kolesterol Orant EtKiSi............cccccoceviiiinnnnen, 59
4.3.9. Atorvastatin’in Ovaryum Dokusu MDA ve GSH Seviyelerin Uzerine EtKisi........... 61
4.4, Hayvanlarin Makroskopik DegiSimIeri..........cceevviiiriiieiiiieeiieeiee e 63
4.5. Is1k Mikroskobi Bul@Uulart...........ccoooiiiiiiiiiiice e 66
4.5.1. H&E Boyamasi ve Folikiil Sayimi Bulgulari.........ccccooviiiiiiiiiiie, 66
4.5.1.1. KOrpus LULEUM SAYIMI......cciiiiiiiiiiiiie i 84
4.5.1.2. Atretik FOIKUIerin SayImiI..........cooiiiiiiiiiiiiiiee e 85
4.5.1.3. Diger Bul@UIar..........ooiiiiiiiec e 86

xi



4.5.2. Immiinohistokimya BUulGUIATL............ccccevriveuiiiieueriiciescre e 88

4.5.2.1. TGF-B ISArEtlemESi.......cveviverricreiiicieiceeieecte ettt 88
4.5.2.2. VEGF ISAI@tICMES1.....cucieieieeeieiiceceee ettt sttt ettt 97
4.5.2.3. TUNEL Isaretlemesi ile Apoptotik Hiicre Tayini.......coovveerevereererereceercereeeens 104
4.6. TEM ile Ultrastriiktiirel INCElEmE. ........ccoevevvccerieieiecieceee et 112

4.7. Kantitatif Ger¢ek Zamanli (Real-Time) Polimeraz Zincir Reaksiyonu (qRT-

1 SOOI 117
4.7.1. Ovaryum Dokusu AMH Gen EKSPreSYONU.........c.ccverueiieieeieiieseesiesiesieesiesee e 117
4.7.2. Ovaryum Dokusu TGF-3 Gen EKSPreSyonuU............ccceeeveereeriieieseenieeieneesieeieseeens 118
T I 2 B 1 s PSP 119
6. SONUCLAR Ve ONERILER..........c.ccoiiiiiiiiiiiieeeeee ettt 127
KAYNAKLAR DIZINT......oovoiiiiiieiiieeie sttt 129
(07461 20 @11 8 USSR 141

xii



SIMGELER VE KISALTMALAR DiZiNi

a.: Arteria

AGE: Advanced Glication End Products (ileri glikasyon son iiriinleri)
AMH: Antimiillerian Hormone

Apo-B: Apolipoproetein B

C: Selsius/Santigrat

DAB: Diaminobenzidin

Dk: Dakika
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Tez, asagidaki denetimler yapilarak tamamlanmuistir.

Kapak ve i¢ kapak sayfalarinda BILIM UZMANLIGI ya da DOKTORA seklinde elde
edilen tinvanlar yazildi (Kapak sayfasina danisman adi yazilmamalidir.).

Kapak sayfasina mezun olunan PROGRAMIN (Anabilim dalinin degil) ad1 yazildi.

Tez kapag sirt kismina kilavuzda belirtilen ¢izimde (yazinin yoniin dikkat!) ad, program,

yil yazildi.

Onay sayfasi uygun ¢izimde hazirlandi (kazanilan iinvanlar BILIM UZMANLIGI ya da
DOKTORA olmalidir) imzalatildi1 (Enstitii miidiiriiniin imzas1 da gereklidir, imzalarin ayni

renk kalemle atilmasina dikkat edilmelidir).

Dizinler kilavuzda belirtildigi gibi siralandi.

On sayfa i, ii, iii sekilde Roma rakamlar1 onuldu.

Sayfa numaralar1 kilavuzda belirtildigi sekilde konuldu.
Sayfa diizeni kilavuzda belirtildigi sekilde yapildi.

Ana metin satir aralig1 1.5 olacak sekilde yazildi.
Kaynaklar alfabetik siraya gore yazildi.

Kaynak gosterme ilkelerine ve yazim kurallarina uyuldu.

Ekler kilavuzda belirtildigi gibi verildi.

30/05/2018
Danigsman
imza
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1. GIRIS
1.1. Ovaryum

1.1.1. Ovaryumun Embriyolojisi

Gonadal cinsiyet, fertilizasyon sirasinda belirlenen genetik cinsiyet sonucunda

olugsmaktadir. Embriyonun genetik cinsiyetinin fertilizasyon asamasinda belirlenmis
olmasina ragmen, gonadlar cinsiyete 6zgii morfolojik 6zelliklerini fertilizasyonun yedinci
haftasina, 44. giiniine kadar kazanmamis olurlar (Moore ve Persaud 2009, Sadler 2006).
Her iki cinsiyette de gonadlarin olusmasi ve farklilasmasi primordial germ hiicrelerinin
(PGH) ara (intermediate) mezoderm bdlgesine gelmesiyle baslar. PGH’1 yolk kesesi
duvarindaki hiicrelerden fertilizasyon sonrasi 4. haftada farklilasir. 4 ile 6. haftalar arasinda
PGH’i ameboid hareketler ile ilkel barsagin etrafindaki dorsal mezenter yolu ile viicudun
arka duvarma dogru gog¢ eder. Ilk PGH’ler 5. haftada 10. torasik omurga diizeyinde iki
yaninda karin arka duvarina goc ederler, gevsek mezenkimal doku icine yerlesirler ve
burada mitoz ile c¢ogalmasi bagliyor. Gelisen ovaryumlarda destek hiicreleri (sélom
epitelinden kayanaklanan folikiil epitel hiicreleri ve mezenkimal hiicreler) PGH etrafinda
toplanirlar.  Oogonyumla somatik destek hiicrelerinin karsilikli etkilesimi  sonucu
yumurtaligin ovaryumu korteks kismi i¢inde primordiyal folikiiller olusur (Moore ve
Persaud 2009, Schoenwolf 2009).
Solom epitelinin proliferasyonu ile primer cinsiyet kordonlar1 gelisir. 7. haftada ise
ovaryum yiizey epitelinin proliferasyonuyla sekonder cinsiyet kordonlar1 gelisir.
Oogonyumlar yogun boliinmeler gegirerek intrauterin yasamin 2. aymda yaklasik
600.000°e, 5. ayinda ise 7 milyonun iizerinde bir sayiya ulasir. 3. aydan baslayarak
oogonyumlar 1. mayoz boliinmenin profaz evresine girer ve profazin diploten evresinde
kalarak primer oositlere doniisiir (Ovalle 2013). Doguma kadar mevcut oositlerin = %801
atreziye ugrar ve yeni dogan bebekte yaklasik 600.000-800.000 folikiil bulunur (Moore ve
Persaud 2009). Bu say1 adolesan donemde 40.000°in altina iner ve folikiiler atreziyle
birlikte 40-45 yaslarinda geriye yaklagik 8.000 oosit kalir (Anthony 2013, Moore ve
Persaud 2009).

1.1.2. Ovaryumun Anatomisi
Disi lireme sisteminin ovariumlar erkeklerdeki testislerin karsiligi olup uterusun her iki

yaninda yerlesmis bir ¢ift organdir (Liu ve dig 2010, Eroschenko 2001).



Ovaryumlar, fossa ovarica (yumurtalik ¢ukuru) icine yerlesmislerdir. Fossa ovarica adi
verilen bu ¢ukur, a. iliaca externa ile a. iliaca interna arasinda yer alir. Bu ¢ukur, yukaridan
a. iliaca externa, asag1 ve On taraftan lig. latum uterinin tabani ve arkadan ise iireter ile
siirlamaktadir (Ovalle ve Nahirney 2013).

Facies medialis- i¢ ve facies lateralis- dis olmak {izere iki ylizii; 6n- margo mesovaricus
(mezoovaryan) ve arka- margo liber (serbest) olmak tizere iki kenari; ekstremitas tubaria-
tubal (iist) ve ekstremitas uterina- uterin (alt) olmak iizere iki ucu vardir. On kenar olan
margo mesovaricus diiz olup kisa bir peritoneal plika olan mesovarium lig. latum uteriye
baglanir. lig. suspensorium ovarii (infundibulopelvik bag) ile ovaryum pelvik duvara

baglanir (Mader 2004, Standring 2005, Scanlon 2007). Cizim 1.1.

1.1.2.1 Ovaryumun Damar ve Sinirleri

Ovaryum arterleri: Ovaryumlara kan getiren esas damar ovaryan arter (arteria
ovarica) olup, abdominal aortanin dallarindan biri olmaktadir. A. renalis altinda aortadan
ayrilir. Ovaryumlarin kanlanmasini saglayan ikincil damar ise arteria uterinanin ovaryan
dalidir (ramus ovaricus). Mezovaryumda, ovaryumlara kan getiren ramus ovaricus ile a.
ovarica anastomoz yaparlar. Arterler ovaryuma hilustan girerek medulla ve korteks
siirinda pleksus meydana getirmektedir (Arinct ve Elhan 2001, Waugh ve Grant 2001).

Ovaryum venleri: Ovaryum venleri ovaryan arterlerle birlikte yiikselir ve pampiniform
pleksus olusturur. Karin boslugunda sag ovaryan ven inferiyor vena kavaya (v. cava
inferior), sol ovaryan ven ise sol renal vene (v. renalis sinistra) a¢ilimaktadir (Standring

2005, Armnci ve Elhan 2001, Waugh ve Grant 2001).

Ovaryum innervasyonu: Ovaryuma ait sinirler ovaryan arter etrafinda yer alan
ovaryan pleksus aracilifiyla gelir. Otonom sisteme ait sempatik lifler (n. Splanchnicus
minor) araciligi ile gelirken, parasempatik lifleri vagus siniri (n. vagus) araciligi ile gelir

(Gokmen 2003, Arinct ve Elhan 2001) (Cizim 1.1.).
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Cizim 1.1. Disi lireme sisteminin genel goriintiisii.

1.1.3. Ovaryumun Histolojik Yapisi ve Folikiillerin Gelisimi

Ovaryum, tek kathi yassidan kiibige kadar degisiklik gosteren germinal denilen bir
yiizey epiteli ve yiizey epitelinin hemen altinda beyazimsi rengini veren ve tiim ovaryumu
bir kapsiil gibi saran tunika albuginea denilen sik1 bag dokusu ile ¢evrilmistir (Ross 2011).
Makroskobik olarak dista korteks ve icte medulla kisimlarindan olusmustur. Ovaryumda
korteks gelisirken medulla geriliyor. Korteks ise dista, ovaryumun cevresinde medullay1
cevreleyen, folikiilleri igeren hiicreden zengin kisimidir. Medulla, damardan zengin gevsek
fibroelastik bag doku yapisindadir. Histolojik oOzellikleri birbirinden farkli olan bu iki

boliim arasinda keskin bir sinir bulunmamaktadir (Esrefoglu 2004). Cizim 1.2.
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Cizim 1.2. Ovaryumun genel goriintiisii ve folikiilogenez.

Korteks stromasi i¢inde ¢esitli gelisme evrelerinde ovaryum follikiilleri yerlesmistir.
Histolojik olarak ovaryumda 3 temel folikdil tipi tanimlanmustir:

Primordiyal Folikiil

Olgunlasan Folikiil

Primer Folikiil ( unilaminar primer ve multilaminar primer folikiil)

Sekonder Folikul

Graaf Folikiilii (Olgun Folikiil)



1.1.3.1. Primordiyal Folikiil

Primordiyal folikiiller, tunika albugineanin hemen altinda gruplar halinde bulunan
oositi saran tek katli yass1 folikiil hiicrelerinden olusmaktadir (Sadler 2010).
Primordiyal folikiildeki oosit = 30 pm capinda kiire seklinde bir hiicredir. Hafifce
eksantrik yerlesmis biiylik bir niikleusu ve iri bir niikleolusu bulunmaktadir. Balbiani
cisimcikleri; Golgi zarlari ve vezikiilleri, endoplazmik retikulum, sentrioller,

mitokondri ve lizozomlarin lokalize bir birikimi olarak ortaya ¢ikmaktadir (Ross 2016).

FC- folikiiller hiicreleri; X-folikiller; N-nukleuslar

mitokondria

annulate
lamellae

Primordiyal folikdil

Cizim 1.3. Primordiyal folikiil (Ross 2016).

1.1.3.2. Primer Folikiil
Oosit biiytirken, folikiilii ¢evreleyen hiicreler ¢ogalarak kiibik hal alir. Bu asamada
folikiil primer folikiil olarak tanimlanir. Oosit biiyiidiikce, spesifik proteinler

salgilanmaya baslar, zona pellusida denilen hiicre dis1 bir membranda biriktiriyorlar

(Ross 2016).



_folikil hiicreleri

Primer folikiil

FC- folikiiller hiicreleri
Cizim 1.4. Unilaminer Primer folikiil (Ross 2016).

Hizli mitotik cogalmasi sayesinde, tek katli folikiil hiicreleri, stratifiye epitelyum
olusumuna neden olur ve oositi ¢evreleyen membrana graniilozu (Stratum granulosum)
ortaya cikar. Folikiil hiicreleri simdi graniilosa hiicreleri olarak tanimlanmaktadir.
Granulosa hiicreleri ¢ogaldik¢a, stromal hiicreleri hemen folikiilii ¢evreleyor, bazal
laminaya dis tarafindan theca folliculi olarak bilinen bag doku hiicrelerinden olusan bir

kilif olusturuyor (Ross 2016).

graniiloza tabakasi graniiloza hiicreleri
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Cizim 1.5. Multilaminer Primer folikiil (Ross 2016)
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GC-graniiloza hiicreleri; ZP- zona pellusida.

1.1.3.3. Sekonder Folikiil

Stratum granulosum 6 ila 12 hiicre tabaka oldugunda, siv1 ile dolu bosluklar granulosa
hiicreleri arasinda goriinmeye baglar (Cizim 1.6). Likor folikiili denilen sivi granulosa
hiicreleri arasinda birikmeye devam ettikce, bosluklar birikir ve antrum denilen tek, hilal
seklinde bir bosluk olustururlar. Folikiil simdi sekonder folikiil veya antral folikiil olarak
tanimlanmaktadir. = 125 mm'lik bir ¢apa ulasan ksantrik olarak yerlestirilmis oosit, daha
fazla biiylimeye maruz kalmaz. Stratum granulosum oosit ile ilintili bdlge haricinde,
nispeten diizgilin ve esit bir kalinliga sahiptir. Burada granulosa hiicreleri, antruma dogru
uzanan kalinlasmis bir tepecik, kiimiiliis ooforus olusturur. Oositi hemen ¢evreleyen ve
ovulasyonda onunla birlikte kalan kumulus ooforus hiicreleri, korona radiata olarak

adlandirlir.

kan daman

teka interna
hiicreleri

graniiloza
hiicreleri

o

;.‘{}};"}0?".‘. ..".‘ '
é’%’%‘%" : {

g e
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kan damarlan

basal lamina graniiloza hiicreleri

Cizim 1.6. Sekonder folikiil (Ross 2016)

A-antrum; GC-graniilosa hiicreleri; Tl-teka interna; TE-teka eksterna.



1.1.3.4. Tersiyer (Olgun) Folikiil (Graaf Folikiilii)

Graaf folikiil olarak da bilinen olgun folikiilin ¢ap1 10 mm veya daha fazladir.
Genis boyutu nedeniyle ovaryum korteksinin tam kalinligina kadar uzanir ve ovaryum
yiizeyinde bir ¢ikinti olusturur. Folikiil maksimum boyuta yaklastika, graniiloza
hiicrelerinin mitotik aktivitesi azalir. Oosit, kiimiiliis ooforus adi verilen graniiloza
hiicrelerinden olusan bir sap ile folikiil duvarima baglanir (Cizim 1.7). Ovulasyon
esnasinda oosit ve oositi ¢evreleyen korona radiata, kiimiiliis ooforustan ayrilir ve
oosit-zona pellusida-korona radiata kompleksi folikiil sivisi iginde serbest olarak yiizer.
LH (Lutenizasyon hormonu) pik dalgalanmasina yanit olarak, graniiloza hiicreleri
tizerindeki LH reseptorleri duyarsizlastirilmistir ve granulosa hiicreleri artik LH'ya
tepki olarak Ostrojen iiretmemektedir. Bu dalgalanma tarafindan tetiklenen, primer
oositin ilk mayoz bdliinmesi devam eder ve sekonder oosit ve ilk polar cismin

olusumuyla sonuglanir.

basal lamina teka teka

Skstorna Sntema granuloza hiicreleri

korona radiata

'F‘i -,

antrum
folikiiller sivi

e

AT kumulus ooforus

Olgun GRAAF folikiilii
Cizim 1.7. Graaf folikiil (Ross 2016)
A-antrum; CO-kumulus ooforus; SG- graniiloza tabakasi; Tl-teka interna.

1.1.3.5. Atretik Folikiil
Folikiillerin ¢cogu, ovarian folikiiler atrezisi adi verilen bir siirecte dejenere olarak
kaybolur. Atreziyi graniilosa hiicrelerinin apoptosisi baslatir. Cok sayida folikiil, fetal

gelisim, erken pstnatal yasam ve ergenlik doneminde atreziye maruz kalmaktadir.



Puberteden sonra, her menstrual siklusun sirasinda bir grup folikiiller gruplar halinde
olgunlagmaya baglar ve sadece bir folikiil olgunlagmasini tamamlar.

Folikiiler degisiklikler asagidaki sirayla devam eder:

* Graniiloza hiicrelerinde apoptosisin baslatilmasi, mitozun durdurmasi ve granulosa

hiicreleri i¢indeki endoniikleazlar ve diger hidrolitik enzimlerin ekspresyonu.
* Granulosa tabakasinin nétrofiller ve makrofajlarla invazyonu.
* Granuloza tabakasinin vaskiilarize bag dokusu lifleri ile invazyonu
* Granulosa hiicrelerinin folikiiliin antrumuna dokiilmesi
* Teka interna hiicrelerinin hipertrofisi

* Dejenerasyon devam ettikge folikiiliinilin yikilmast

* Folikiil bosluguna bag dokusunun invazyonu (Ross 2016).

Cizim 1.8. Atretik folikiil

1.1.3.6. EIB Epitelyal inkliizyon Bezleri (Epithelial inclusion Glands)

Yiizey epitelyumunun ovaryumun ic¢inde invazyonlari inkliizyon kistlerinin
olusumuyla sonuglanmaktadir. Bu inkliizyon kistlerinde ovaryum yiizey epitelyumu
metaplazi ve neoplaziye ugrabilir. Bazi arastirmacilara gore, bu inkliizyon kistlerinin
ovulasyon alani etrafindaki invaginasyonlardan olusturuluyor. Onlar polikistik ovary
sendromu (PCOS)'nda belirgin oldugu bildirilmistir. Bu oligoovulasyon ve



anoviilasyon ile tanimlanan bir durumdur. Digerleri, normal ovaryumda bulunmayan
millerian duktal epitel igeren kistlerdir, ovaryum epitelyal kanserlerinin nedeni
oldugunu ve ayni anda fallop tiipii ve peritoneal kanserler i¢in ortak bir baglantiy1

temsil ettigini belirtmislerdir (Dubeau 2008, Strauss I11 ve Barbieri 2014).

1.1.4. Ovaryumun Fizyolojisi

Ovaryum, disi oosit hiicrelerinin {iretilmesi ve hormonlarin sentezlenmesi ile salgilanarak
fonksiyonlarin1 gergeklestirmektedir. Hipotalamusta sentezlenen gonadotropin serbestlestirici
hormona (GnRH) yanit olarak 6n hipofiz hormonlarindan luteinizan hormonu (LH) ve folikul
stimiilan hormonu (FSH) salgilanir. On hipofiz bezinden salgilanan bu iki hormona yanit
olarak ovaryum tarafindan progesteron ve dstrojen salgilanir (Mader 2004). Ostrojen ig
ve dis genital organlarin biliylimesinden ve pubertede disi cinsiyet karakterlerinin
gelisiminden sorumludur. Ostrojen sentezi oncelikle LH tarafindan uyarilmis teka
interna hiicrelerinin androjen sentezlemesiyle baslamaktadir. Daha sonra graniiloza
hiicreleri FSH‘mn etkisiyle iretilen androjenleri Ostrojene doniistiirmektedir (Ross
2011). Progesteron, teka hiicreleri tarafindan sentezlenerek menstrual siklusun ikinci
yarisinda uterusu dollenmis yumurtanin implantasyonuna hazir hale getirir. Ayrica

memedeki salg1 yapict olusumlarin gelisimlerini saglamaktadir (Guyton ve Hall 2006).

1.1.4.1. Ovulasyon ve Korpus Luteum Olusmasi

Puberte ile birlikte folikiilogenez baslar. Folikiilogenez siireci her folikiil i¢in 84 giin
stirer. Folikiil i¢cindeki primer oosit bu donemde 1. mayozun profaz 1 evresinden 2.
mayozun metafaz 2 evresine kadar ilerler (Mazaud ve dig. 2002, Delilbas1 2008,
Hawkins ve Matzuk 2008). Ovulasyondan kisa bir siire 6nce ya da ovulasyon aninda
primer oosit 1. mayoz bdliinmesini tamamlar ve 23 ¢ift yapili kromozom tasiyan diploit
miktarda iki hiicre olusur. Birinci hiicre biiyliktiir ve sekonder oosit adin1 alir. Diger
hiicre ise ¢ok kiiciiktiir ve 1. polar cisim adinmi alir. Sekonder oosit hemen 2. mayoz
boliinmeye girer, ancak boliinmeyi fertilizasyondan sonra tamamlar (Karaéz 2002).
Oviilasyondan 6nceki son 7 giinde secilen folikiillerden bir tanesi baskin hale gegerek
oviilasyondan onceki son 24 saatte ise LH pikiyle bu folikiildeki oosit oviilasyonla
birlikte atilir (Mazaud ve dig. 2002, Gardner 2008). Ovulasyon, sekonder oositin Graaf
folikiiliinden atilmasidir. Ovulasyondan sonra folikiilde kalan graniiloza ve teka
hiicrelerinden olusan duvar, derin katlantilar yapar ve teka internadaki kapilerler folikiil

liimenine akar; boylece korpus hemorajikum meydana gelir. Graniiloza ve teka interna
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tabakasindaki hiicrelerin sitoplazmalarinda bulunan lipit damlaciklarinin miktar artar;
hiicreler teka lutein ve graniiloza lutein hiicrelerine doniisiir. Bu durum luteinizasyon
olarak adlandirilir ve olusan bu yapiya korpus luteum (sar1 cisim) adi verilir. Korpus
luteum, progesteron ve Ostrojen salgilar; bu sayede endometriyumun gelismesini ve

sekretuvar aktivitesini stimule ederken endometriyumu zigotun implantasyonu igin
hazirlar (Ross 2011).

L]
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folikiil folikdil folikdil luteum korpus luteumlar
| |
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Cizim 1.9. Ovaryan ve uterin fizyolojik dongiileri.

1.2. Diabetes Mellitus

Diabetes Mellitus karbonhidrat, yag ve protein metabolizmalarinda bozuklukla
karakterize olmaktadir. Yiiksek kan glikoz seviyeleriyle seyreden ve viicutta pek ¢ok
sistemi etkileyerek yasam boyu devam eden bir hastaliktir (Guyton ve Hall 2001). Tiirkiye
Endokrinoloji ve Metabolizma Dernegi tarafindan benzer bir tani verilmis: Diyabet (Seker
Hastalig1) insiilin hormonunun eksikligi veya etkisizligi sonucu olusan, dmiir boyu siiren

bir hastaliktir (TEMD Diyabet Calisma Grubu, 2018).
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Diinya saglik orgiitine (WHO) gore Diinya genelinde Oliimlerin % S'inden  fazlasi
diyabetten kaynaklanmaktadir. 2010 yilinda 220 milyon olan diyabetli hasta sayisinin,
2025'de 300 milyonu asmasi kaginilmaz goriilmektedir. Diinya genelinde = 382 milyon
insanin, yani toplam niifusun % 8.3’{linilin, diyabet oldugu tahmin edilmektedir (Guariguata

ve dig. 2014).

Tiirkiye'de diyabetli insanlarin sayist 1998 yilinda 2,5 milyondan 2013 yilinda neredeyse 7
milyona yani ¢ kat artmistir. Tiirkiye'de 1998 ve 2010 yilinda yapilan toplum tabanli
aragtirmalarina gore, diyabet yaygmligi eriskinlerde yaklasik% 90 artarak yiikselmeye
devam etmektedir. Tiirkiye'de diyabetli kisilerin ¢ok sayida olmasi nedeniyle, Avrupa'da
diyabetli hastalarin = % 13’iinii olusturmaktadir. Ilaveten, Tiirkiye'de 3,7 milyon kisi tip 2
diyabet aday1 olup glikoz toleransina sahiptir (International Diabetes Federation -IDF
2013).

1.2.1. Diyabetin Simiflandirilmasi
Diyabet icin 2018 yilinda Amerikan Diyabet Birligi’nin yaptig1 siniflandirmaya gore;
Tip 1, Tip 2, Gestasyonel ve diger nedenlere bagli olarak spesifik diyabet tipleri olmak

iizere 4 ana gruba ayrilmistir (American Diabetes Association 2. 2018).

1.2.1.1. Tip 1 DM (insiiline Bagimh Diyabet)

Pankreastaki Langerhans adaciklarinda insiilin salgilayan beta hiicrelerinin kaybi
sonucu olusan tam insiilin eksikligi ile karakterize olup giiclii inflamatuar etkiye sahip
kronik bir otoimmdiin hastaliktir (Eizirik ve dig. 2009 ve Cizim1.10).

Tip 1 Diyabet. insiilin yetersizligi

A Glikoz
a2 Azaltilmig F:

5 insulin Ry

Cizim 1.10. Tip 1 Diyabetes Mellitus’ta Insiilin yetersizligi (What is Type 1 Diabetes?).
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Daha once “insiiline bagimli diyabet” veya “gen¢ baslangi¢ch diyabet” olarak adlandirilan
bu form diyabetin % 5-10'unu olusturur ve pankreatik [ hiicrelerinin hiicresel aracili
otoimmiin yikimindan kaynaklanir (American Diabetes Association 2. 2018, Sperling
2000, Alemzadeh 2004).

Otoimmiin belirtegler, adacik hiicresi otoantikorlart ve GAD (GAD65), insiilin, tirosin
fosfatazlar I1A-2 ve 1A-2b ve ZnT8'e kars1 otoantikorlari igerir. Tip 1 diyabet, bu otoimmiin
belirteclerin bir veya daha fazlasinin varligi ile tanimlanir (American Diabetes Association
2.2018).

Hastalarda, hiperglisemiye bagli ozmotik diiirez sonucu idrara ¢ikma artmistir. Idrarda
glikozun yan1 sira su ve elektrolit kayb1 da vardir. Hiperozmolar durum nedeniyle susama
hissi mevcuttur. Normal ya da artmis istaha ragmen ortaya ¢ikan kilo kayb1 subakut gelisen
hastalikta sik goriiliir. Kilo kaybi baslangigta su, glikojen ve trigliserid azalmasina
bagliyken daha sonra aminoasitlerden glikoz ve keton cisimcikleri yapilmasi sonucu kas
kayb1 da olaya eklenir. Total potasyum kaybi1 ve kas protein katabolizmasi nedeniyle
glicsiizliik ortaya c¢ikar. Periferik sinirlerin gecici disfonksiyonuna bagli paresteziler

gozlenebilir (Candan 2003).

Idiopatik tip 1 Diabet. Tip 1 diyabetin bazi formlar1 bilinen bir etyolojiye sahip degildir.
Bu hastalar kalici insiilinopeni var, fakat beta hiicresi otoimmiinitesi i¢in bir kanit yoktur.
Tip 1 diyabetli hastalarin kii¢lik bir kismi1 bu kategoriye girse de, bunlarin ¢ogu, Afrikali ya
da Asya kokenli olmaktadir. Bu diyabet formu giiclii bir sekilde kalitsaldir ve HLA ile
iligkili degildir (American Diabetes Association 2. 2018).

1.2.1.2. Tip 2 DM ( Insiiline Bagimli Olmayan Diyabet)

Daha 6nce “Insuline bagimli olmayan diyabet” veya “eriskin baslangicli diyabet” olarak
adlandirilan tip 2 diyabet, tiim diyabetlerin % 90-95'ini olusturur. Bu form, relativ (mutlak
degil) insiilin eksiklige ve periferal insiilin direncine sahip hastalari kapsar (Cizim1.11). En
azindan baslangicta ve genelde yasam boyunca, bu hastalar hayatta kalmak i¢in insiilin

tedavisine ihtiya¢ duymayabilir (American Diabetes Association 2. 2018).
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Tip 2 Diyabet. insulin rezistans

A <  clikez
A\ 1nsulin v 9

Cizim 1.11. Tip 2 Diyabetes Mellitus“ta Insiilin direnci ve GLUT 4’iin etkisi (What is
Type 2 Diabetes?)

Tip 2 diyabetin ¢esitli nedenleri vardir. Spesifik etiyolojiler bilinmese de, B hiicrelerinin
otoimmiin yikimi goriilmiiyor. Tip 2 diyabetli hastalarin ¢ogu fazla kilolu veya obezdir.
Tip 2 diyabet siklikla uzun yillar tan1 konulmadan gider, ¢linkii hiperglisemi yavas yavas
gelisiyor ve erken asamalarda, hastanin klasik diyabet semptomlarin1 fark edebilmesi icin
yeterince siddetli degildir. Yine de, tani konmamis hastalar bile makrovaskiiler ve
mikrovaskiiler komplikasyonlarin gelisme riskini artirmaktadir (American Diabetes

Association 2. 2018).

1.2.1.3. Gestasionel Diabetes Mellitus (GDM)

GDM, hamileligin ikinci veya ii¢lincii trimesterinde ilk tani konulan diyabettir ve
onceden var olan tip 1 mi ya da tip 2 diyabet mi agik degildir. GDM dogumdan sonra tip 2
diyabet gelisimi i¢in artmis risk sunmaktadir (Noctor ve dig. 2016, Kim ve dig. 2002) ve
etkili onleme miidahaleleri mevcut oldugu i¢in (Ratner ve dig. 2008, Aroda ve dig. 2015),
GDM tanist konan kadinlara, prediyabet ve tip 2 diyabet i¢in Omiir boyu tarama
yapilmalidir.

1.2.1.4. Diger Nedenlere Bagh Olarak Spesifik Diyabet Tipleri: Monogenik diyabet
sendromlari: Neonatal Diyabet, Genglerin Erigkin Tipi Diyabeti (Maturity-Onset Diabetes
of the Young-MODY); ekzokrin pankreas hastaliklari: Kistik Fibrozisla ilgili diyabet ve
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ilag veya kimyasal kaynakli diyabet: glukokortikoid kullanimi, HIV/AIDS tedavisinde

veya organ nakli sonrasi diyabet.

1.2.2. Diyabetin Komplikasyonlari

Tedavi altinda olsun veya olmasin tiim diyabet hastalarinda kan sekeri (plazma glikoz)
diizeylerinin kontrol altinda olmadigi durumlarda kisa (akut) ve uzun (kronik) dénemde
cesitli sistem, organ veya doku hasarlar1 ortaya ¢ikabilir.
Hipoglisemi (diisiik kan sekeri), ketoasidoz (diyabetik koma), laktik asidoz, bakteri/mantar
enfeksiyonlari, hiperglisemik nonketotik koma diyabetin akut komplikasyonlaridir. Kronik
komplikasyonlar arasinda ise, mikrovaskiiler hasarin en sik goriildiigii; retinopati (gozlerin
hasar gbrmesi), noropati (sinirlerin hasar gérmesi), nefropati (bdbreklerin hasar gérmesi)
ve makrovaskiiler hasarin en sik goriildiigii; hizlanmis damar sertligi, diyabetik ayak,
koroner arter hastaligi ve impotens vardir. Bu komplikasyonlar hem Tip 1 hem de Tip 2
diyabetlilerde ortaya cikabilir. Ozellikle kronik olanlar yillar boyunca belirti vermeden
ilerleyebilir.
Sik goriilen diyabet komplikasyonlarindan diyabette mantar enfeksiyonlari, diyabetik ayak,
diyabetik ndropati ve diyabetik nefropatidir (Uludag 2010).

1.2.3. Diyabet Tam ve Tedavisi

American Diabetes Association (ADA) tarafindan hazirlanan “Standards of Medical
Care in Diabetes-2018”e gore, diyabetin tehsis metodu bulunmaktadir. ilk olarak plazma
glikoz; aclik kan sekeri >126 mg / dL (7.0 mmol / L) ve aglik siiresi ise 8 saat olmasi
gerekmektdir. Bunun yaninda 75 g oral glikoz tolerans testi (OGTT) sirasinda 2 saatlik
plazma glikozun (2-sa PG) degeri: OGTT sirasinda 2-sa PG >200mg/dL (11.1mmol/L) ya
da ALC kriterleri: A1C > 6.5% (48 mmol/mol). Aym testler diyabeti taramak ve
prediyabetli olanlarda da tespit etmek i¢in kullanilabilinmektedir.
Tip 1 diyabetli ¢ogu kiside, giinliik prandial (hizl1 etkili veya 68iin zamani) insiilin ve bazal
insiilin enjeksiyonlar1 veya siirekli subkutan insiilin inflizyonu ile tedavi edilmelidir. Tip 1
diyabetli bireylerin ¢ogunda hipoglisemi riskini azaltmak i¢in hizli etkili insiilin analoglari
kullanilmahidir. Tip 1 diyabetli hastalar1 prandial insiilin dozlar ile karbonhidrat alimina,
yemek Oncesi kan sekeri diizeylerine ve beklenen fiziksel aktiviteye gdre uygun almak i¢in
egitim verilmesi gerekmektedir (American Diabetes Association 8. 2018).
Metformin, kontrendike degilse ve tolere ediliyorsa, tip 2 diyabetin tedavisi i¢in tercih
edilen ilk farmakolojik ajandir. Metformini uzun siireli kullaniminda, B12 vitamini

eksikligi ile iliskili olabilir ve 6zellikle anemi veya periferik néropati olanlarda metformin
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ile tedavi edilen hastalarda vitamin B12 diizeylerinin periyodik 6l¢iimii yapilmaktadir.
Semptomatik olan ve/veya A1C > 10% (86 mmol / mol) ve/veya kan Glikoz seviyeleri 300
mg/dL (16.7 mmol/L) olan yeni tan1 konulmus tip 2 diyabetli hastalarda insiilin tedavisini
baslatmay1 germektedir. Tip 2 diyabet ve aterosklerotik kardiyovaskiiler hastaligi olan
kisiler yasam tarzini degistirerek metformin ilag1 iletedavi olunuyorlar. Fakat major
kardiyovaskiiler olaylar1 azaltmak icin antihiperglisemik ajan kanagliflozinin hastaya 6zgii

olarak eklenmesi gerkmektedir (American Diabetes Association 8. 2018).

1.2.4. Deneysel Diyabet Modelleri

Tip 1 diyabet modelleri; ila¢ kullanarak olusturulan tip 1 diyabet modelleri (Alloksan,
Streptozotosin), viriisle olusturulan modeller, transgenik tip 1 diyabet modelleri olarak
gruplandirilabilir ve spontan tip-1 diyabet modelleri (Cin hamsteri, Bio-Breeding rat,
Keeshand kopegi, NOD fare, Macaca nigra maymunu, Yeni Zelanda beyaz tavsani,
Komedo Diabetes Prone rat) bunlardir. Tip 2 diyabet modelleri ise; yiiksek seviyede
hiperglisemili modeller (db/db fare, Rhesus maymunu), orta seviyede hiperglisemili
modeller (ob/ob fare), deneysel modeller (pankreatektomi, hipotalamik lezyon) ve diyet ile
olusturulan modeller (yiiksek yagh ve sekerli diyetle beslenme) olarak sayilabilir (irer ve
Alper 2004).
Tip-1 diyabet modeli en yaygin kullanilan Streptozotosin (STZ) intraperitoneal (i.p) tek bir
yliksek doz ve i.p ¢oklu diisiik doz enjeksiyonlar olan 2 protokolii mevcutdur. Tek dozlu
rejim yoluyla diyabet indiiksiyonu i¢in bildirilen dozlar 100 mg/kg ile 220 mg/kg arasinda
degisir. Diisiik dozlu protokolda ise ardisik 5 giin 40 mg/kg STZ i.p olarak uygulanmasi
onerilirmektedir (Rees ve Alcolado 2005). Sigcanlarda diyabet olusturmak i¢in en g¢ok
kullanilan doz i.p. olarak 60-80 mg/kg’dir. Ancak daha yiiksek dozlar da kullanilabilir.
Eriskin siganlara diisiik dozda STZ multipl dozda (40 mg/kg, 5 giin) verilirse
inflamasyonla giden otoimmiin tip 1 diyabet modeli olusturulabilir. Tek doz 60-100 mg/kg
STZ verilen diyabet modeli otoimmiin profil olusturmaz ( Erbas 2015).
Deneysel hayvan modelleri, patolojiye genetik olarak uygun tiirlerin segilebilmesine;
istatiksel degerlendirmeye yetecek kadar ¢ok sayida Ornekle calisilabilmesine ve
degiskenlerin kontrol altinda tutulmasina; birden fazla risk ve patolojinin ¢aligilabilmesine;
tan1 koydurucu, koruyucu veya terapotik yaklagimlarin denenmesine olanak vermektedir.
Bununla birlikte hayvanlarda olusturulan diyabet modellerinin higbiri insan diyabetine tam

olarak esdeger tutulamaz (Irer ve Alper 2004).
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1.2.4.1. Streptozotosin (STZ)

Streptomycetes achromogenes tiirii akterilerden veya sentetik yollarla elde edilen
Streptozotocin  (2-deoxy-2-(3-(methyl-3-nitrosoureido)-D-glucopyranose, oOnceleri dar
spektrumlu bir antibiyotik olarak kullanilmistir (Cizim 9). Rakieten ve arkadaslari
tarafindan (Vavra ve dig. 1959, Rakieten ve dig. 1963) diyabetojenik etkisi oldugunu tespit
edilmis ve deneysel diyabet modeli olusturmak i¢in kullanilmaya baslanmistir. STZ,
diyabette pankreatik beta hiicrelerinin toksisitesini arastirirken kullanilan en belirgin
diyabetojenik, antibiyotik ve antikanser ajanidir (Gauthier 2014).

STZ’nin hedefi pankreatik beta hucresindeki DNA’dir. STZ’in hucre icinde nitrozure
gruplarinin dekompozisyonu ile olusan reaktif karbonyum iyonlart DNA bazlarinda

alkilasyona neden olarak hizli ve ireverzibl nekroz ile sonuclanir (Nakagami ve dig. 2005).

1.2.5. Diabetes Mellitus ve Disi Genital Sistemi

Diabetes mellitus, kan sekeri yiiksekligi yaninda, 6zel komplikasyonlara yol agan bir
hastaliktir (Obek 1990). Yapilan cesitli calismalarda; diyabete bagli dstrojen (Cox ve dig.
1994), progesteron (Tesone ve dig. 1983), LH ve FSH diizeylerinde azalma oldugu
bildirilmistir (Bestetti ve dig. 1987). Yiiksek glikoz diizeyinin rat graniiloza hiicrelerinde
Ostrojen ve progesteron diizeyini azalttig1 (Chabrolle ve dig. 2008) ve DM’li kadinlarda
menarsda gecikme ve menstrual diizensizliklerin yayginligi, ayn1 yastaki nondiabetik
kadinlardan daha fazla goriilmistiir (Yeshaya ve dig. 1995). Lin ve arkadaslari, fare
ovaryumlarimin kesitlerinde diyabete bagl oosit gelisiminde gecikmenin oldugu
belirlemislerdir. Ayni ¢alismada; anneksin V, Bax ve kaspaz-3 eksprese eden oosit
miktarinda yiikselme saptanmislardir ve diyabetin oositte apoptosis’i arttirdigi
kanitlanmiglardir (Lin ve dig. 2010). Diyabetli kadinlarda PCOS prevalansinin daha
yiiksek, hirsutizm’in daha yaygin goriildiigii bildirilmistir (Tok ve dig. 2004). Diyabetin
ovulasyon oranini azalttig1, oositteki mayotik ig defektlerini ve andploidi’yi arttirdigi
vurgulanmistir (Cheng ve dig. 2011). Diyabet kumulusla ¢evrili oositlerde konneksin
ekspresyonunun ve gap junction iletisiminin azaldigi, bu durumun bozulmus oosit mayotik
olgunlagmasi ve zayif gebelik sonucundan sorumlu olabilecegi ifade edilmistir (Ratchford

ve dig. 2008).

1.3. Reaktif Oksijen Tiirleri (ROT)
Serbest radikaller, dis atomik orbitallerinde bir veya daha fazla ¢ift olusturmamais

elektron igeren yiliksek enerjili, stabil olmayan bilesiklerdir. Bu giftlenmemis elektron
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serbest radikalere biiyiik bir reaktiflik kazandirarak protein, lipid, DNA ve niikleotid
koenzimler gibi bircok biyolojik materyale zarar vermelerine neden olmaktadir (Bansal ve
Bilaspuri 2010).

Yani aerobik ortamda serbest radikallerin ¢ogu oksijen radikali halindedir (Hensley ve
dig.2000). Serbest radikaller eslenmemis elektron bulundurduklarindan dolayr diger
maddelerle kolaylikla reaksiyona girebilirler. Elektronlarmi ¢iftler halinde (eslenik)
bulunduran atomlar veya molekiiller ise kararli bir yapiya sahip olduklarindan, baska
molekiiller ile reaksiyonlara girme egilimleri serbest radikaller kadar yiiksek degildir. Bu
ylizden kararli yapida bulunan, eslenmemis elektronu bulunmayan ve diger maddeler ile
radikallerden daha zayif bir Cizimde reaksiyona giren molekiiller nonradikaller olarak
tanimlanir (Halliwell 1999; Valko ve dig. 2007). Serbest radikaller oksijen ve nitrojen
kaynakli olabilir. Oksijen kaynakli olanlar Reaktif oksijen tiirleri (ROT), oksijen molekdilii
iceren kimyasal reaktif molekiiller olup radikal olan hidroksil iyon (OH), siiperoksit iyon
(O2), nitrik oksit iyon (NO) ve radikal olmayan ozon (Og3), oksijen (Oy), lipid peroksit
(LOO), hidrojen peroksit (H20,) gibi molekiilleri temsil eder (Agarwal and Said 2005).

85
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Cizim 1.12. Reaktif Oksijen Tiirleri (ROT)

Siiperoksit Radikali (O)
Stiperoksit radikali, serbest radikal olmasina ragmen yiiksek derecede reaktif degildir

(Cadenas ve Sies, 1998). Normalde oksijenin suya doniistiiriilmesi gerekirken, toplam
elektronlarm % 1-3’ O, olusturmak iizere sizdigi submitokondriyel parcaciklar

tizerindeki ol¢timlerde gosterilmektedir. Siiperoksit radikali, elektron transport sisteminde

hem kompleks | hem de kompleks III’te iiretilir ve anyonik forma doniistiigiinde
mitokondrinin i¢ membranindan kolaylikla gecer. Kompleks I’e bagh O, ozellikle
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matriksin igine birakilir ve saglam mitokondriden herhangi bir kagak ortaya c¢ikamaz

(Muller ve dig. 2004).

Hidrojen Peroksit Radikali (H20,)

Hidrojen peroksit, bir serbest radikal olmamasina ragmen yine de ¢ok dnemlidir. Clinkii
biyolojik membranlara niifuz edebilir. Hidrojen peroksit, notrofillerin fagozomlarinda
bulunan bir enzim olan miyeloperoksidaz tarafindan hipokloréz asite (HOCIl) doniistiiriiliir.
Bu sirada gecis metallerinin oksidasyonu yoluyla da O olusmasina neden olarak ROT
molekiillerinin iiretilmesinde bir aract olarak rol oynar. Hidrojen peroksidin bir diger
onemli fonksiyonu da hiicre i¢i sinyal molekiilii roliinii yerine getirmektir (Rhee 1999).
Hidrojen peroksit’in énemli 6lgiide hiicre 6liimiinii indiikledigi ve hiicre i¢i ROT diizeyini,
lipid peroksidasyonu ve DNA fragmantasyonunu arttirdigi belirlenmistir (Kim ve dig.

2013).

Hidroksil Radikali (- OH)

Hidroksil radikali, biyomolekiiller ile daha gii¢lii reaksiyona girmesinden dolay1
biyolojik sistemlere diger ROS’lardan daha fazla zarar verebilir. Oksidatif streste en olast
toksik reaktan olarak goriilmektedir (Betteridge 2000). En kisa 6miirlii ve en reaktif radikal
olarak ozellikle yakin ¢evresindeki dokularda biiyiik hasara sebep olur (Das 2000).

Nitrik Oksit Radikali (NO)

Nitrik oksit radikali olduk¢a reaktif bir molekiil olup yagda ¢oziiniir ve biyolojik
membranlardan kolaylikla gegebilir. Endotel hiicresi, sinir hiicresi, diiz kas hiicresi,
makrofaj ve trombosit gibi ¢esitli hiicrelerde, nitrik oksit sentaz enzimi araciligiyla

sentezlenebilir. Diisiik dozda bulunmas1 yararh iken yiiksek dozu zararli olmaktadir (Das

2000).

1.3.1. Antioksidan Sistemler

Reaktif oksijen tiirlerinin olusumunu ve bunlarin meydan getirdigi hasar1 6nlemek igin
viicutta bircok savunma mekanizmasi1 gelistirilmistir. Bunlar antioksidan savunma
sistemleri veya antioksidanlar olarak bilinmektedirler. Antioksidanlar; ROT'ni tutarak,
onlar1 ¢ok daha zayif yeni bir molekiile gevirerek, onlarla etkilesip bir hidrojen aktarip
aktivitelerini azaltarak veya inaktif sekle doniistiirerek yada radikalleri kendilerine

baglayip zincirlerini kirarak etki gostermektedirler. Endojen ve ekzojen antioksidanlar
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olmak tzere iki gruba ayrilirlar. Endojen antioksidanlar, biyolojik molekiillerin

oksidasyonunu engelleyen enzimatik antioksidanlar1 igerir. Bunlar; siiperoksit dismutaz

(SOD), glutatyon peroksidaz (GPx), glutatyon rediiktaz (GR) ve katalaz (CAT) dir

(Cizim1.14). Listelenen bu enzimler birlikte ¢alisarak O, and H,O,'yi daha zararsiz olan

H,O, ve Oj'ye gevirirler. Ekzojen antioksidanlar ise ¢ogunlukla meyve ve sebzelerde

bulunup viicuda disaridan alinirlar (Agarwal ve Said 2005, Akkus 1995).
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Cizim 1.13. Antioksidan sisteminin sematik goriintiisii.

1.3.2. Diyabete Bagh Oksidatif Stres

Hiperglisemi, doku hasarini 5 major mekanizma ile gergeklestirmektedir (Cizim1.15.).

Bunlar:

Poliol yolu iizerinden glikoz ve diger sekerlerin artmis ¢oziilmesi;

Ileri glikasyon fiiriinlerinin (AGE - advanced glication end products) intraselliiler
artisi,

AGE ve onun aktive ligandlar1 i¢in artmis reseptor ekspresyonu;

Protein kinaz-C izoformlarinin aktivasyonu ve

Heksozamin yolunun asir1 aktivasyonudur.
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Cizim 1.14. Hiperglisemi doku hasar mekanizmalari.

Mitokondriyal aktivatorler tarafindan siiperoksidin asir1 tiretimi GADPH'yi inhibe ederek
bes ana hiperglisemik hasar yolu (Brownlee, 2001 ve 2005; D’Souza et al, 2009)'in dan.
Yukar akigh glikolitik metabolit gliseraldehid-3-fosfat, metilglioksal ve diasilgliseroliin
onciisiidiir. Bu nedenle, artan seviyeler, sirastyla AGE yolunu ve PKC yolagini aktive eder.
Daha ileri akista, glikolitik metabolit fruktoz-6-fosfat artar, bu da heksosamin yolundan
akis artar. Son olarak, GAPDH inhibisyonunun, hiicre i¢i glikozu ve akiy1 poliol yolundan
arttirdig1 da bulunmugtur. Tersine, 4 yolun her biri tek tek ROT seviyelerini arttirmak igin

hareket ettiginden, oksidatif streste ortak bir paydaya sahiptir.

Bu bes yolagin, hiperglisemi tarafindan tetiklenen bir ortak yolak ile baglantilidir.
Brownlee ve arkadaslari, yiiksek glikoz kosullar1 altinda, mitokondri tarafindan fazla
iretilen ROT un, oksidatif strese yol agtigin1 gostererek bu alandaki arastirmaya onciiliik
etmislerdir (Brownlee 2001). Yapilan caligmalarda deneysel olarak diyabet olusturulan
sicanlarda ve diyabetik hastalarda ROT’un ve lipid peroksidasyonun onemli derecede
arttig1 ve oksidatif stresin diyabet etiyolojisinde ve ilerlemesinde rolii oldugu bildirilmistir
(Brownlee 2005). Sonug¢ olarak: DM karbonhidrat, yag, protein metabolizmasi
bozukluklariyla ortaya ¢ikan kronik metabolik bir hastalik olmakla beraber ayni1 zamanda
nonenzimatik glikozilasyon, sorbitol yol aktivitesi, heksozamin yolu aktivitesi, oksidatif

glikozilasyon, protein kinaz C aktivitesi ve enerji metabolizmasindaki degisiklikler ile
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artmis bir oksidatif stres durumudur (Vincent ve dig. 2004). Insanlar iizerinde yapilan
caligmalarda; tip II diyabet hastalarinin oksidatif strese duyarli olduklari, yliksek kan
glikoz diizeyinin serbest radikallerin aracilik ettigi lipid peroksidasyonu ile iliskili
olduguna isaret edilmistir (Likidlilid ve dig. 2010). Insiiline bagimli gen¢ diyabet
hastalarinda ise antioksidan enzimlerden siiperoksit dismutaz, katalaz ve glutatyon
peroksidaz’in plazma diizeylerinin 6nemli Ol¢lide azaldigir ayrica lipid peroksidasyon
belirteci olan MDA’nin plazma diizeyinin ise arttig1 saptanmistir (Indran ve dig. 2004).
Cesitli hayvan deneylerinde malondialdehid diizeyini énemli 6lgilide arttirdigr (Morakinyo
ve dig. 2013), kan hiicreleri ve bobrek dokusu metabolizmasinda aerobik ATP sentezinin
baskilanmasi, laktat birikimi ve laktik asidoz gelisimi gibi dramatik degisiklikleri
olusturdugu belirlenmistir. Diger taraftan, diyabetin membran lipidlerinde tekrar
yapilanmaya, mikrovizkositede degisikliklere yol actig1, insiilin reseptorlerini ve
membrana bagli Na (+), K (+)-ATPase ve Ca(2+)-ATPase’1 baskiladigi bildirilmistir
(Mikaelian ve dig. 2013).

Oksidatif stresin diyabetin kronik komplikasyonlarinin gelismesinde olduk¢a 6nemli bir
role sahip oldugu bilinmektedir. Bu bilgiden yola c¢ikarak eksojen olarak verilen
antioksidanlarin bu komplikasyonlarin hafifletilmesinde ve/veya ortaya c¢ikmasinin
engellenmesinde yararli olabilecegi fikri ileri siiriilmiis olup diyabet tedavisinde
antidiyabetiklere ek olarak antioksidan maddelerin veya antioksidan Ozellikleri olan
ajanlarin kullanilmasinin oksidatif stresle basa ¢ikabilmek i¢in gerekli olabilecegi yoniinde

kanaat olusmustur (Brownlee 1995).

1.3.3. Apoptoz

Hiicre oliimiyle ilgili ilk bilgiler, 1920 yilinda 151k mikroskobunun ve yeni boya
yontemlerinin kesfiyle baslamis ve ilk nekroz tanimlanmistir. Kerr ve arkadaglar1 1972
yilinda, nekrozdan farkli olusan bir hiicre 6liimii gostermis ve buna eski Yunanca’da
sonbaharda yaprak dokiimii anlamima gelen “apoptoz’’ adi verilmistir. Apoptoz terimi, o
zamandan giiniimiize kullanilagelmekte ve fizyolojik nedenlerden kaynaklanan hiicre
oliimiinii ifade etmektedir. Apoptoz gelismis organizmalarda hiicrelerarasi iliskilerin geregi
olarak gereksinim duyulmayan ve fonksiyonlart1 bozulan hiicrelerin, cevreye zarar

vermeden programl: 6liimii olarak tanimlanmaktadir. (Oktem ve dig. 2001, Altunkaynak ve
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dig. 2008). Apoptotik hiicre 6liimii ve yenilenmesinin giinde yaklasik 1x1011 hiicreyi
buldugu hesaplanmaktadir. Bu hizda bir hiicre 6liimii ve yeniden yapimi, yetiskin bir
insanin viicut agirliginin her 18-24 ayda bir yeniden yapim ve yikimi anlamina gelmektedir
(Ulukaya 2018). Memeli ovaryumunda folikiillerin ortaya c¢ikma islemi, folikiiler
dalgalanma siireci igerisinde proliferasyon, farklilasma ve atrezi arasinda kompleks bir
etkilesim sonucunda meydana gelir. Folikiil atrezisi olarak bilinen bu islem apoptozdur ve
folikiil hiicrelerinin 6liimii genetik olarak belirlenmistir (Mayes 2002, Zeuner ve dig.
2003).

1.4. Statinler

Statinler ilk olarak bir kiif olan Penicillium citrinium’ dan izole edilmisler ve 1976’da
Endo ve meslektaslar1 tarafindan kolesterol sentezi inhibitorii olarak tanimlanmislardir
(Endo ve dig. 1976). Ardindan Brown ve arkadaslari tarafindan (1978) statinlerin
hidroksimetilglutaril koenzim A (HMGCoA) rediiktaz enzimini inhibe ederek etki ettigi
bildirmiglerdir (Brown ve dig. 1978). Alberts ve arkadaslari insanda kullanimi uygun
goriilen ilk statin lovastatini gelistirmislerdir ve Aspergillus terreus’dan izole etmislerdir
(Alberts ve dig. 1980). Lovastatinin FDA (Food and Drug Administration) tarafindan kabul
edilmesinden sonra, simdiye kadar yedi statin daha gelistirilmistir. Bunlardan fungal
kaynakli HMGCoA rediiktaz inhibitorleri: lovastatin, simvastatin ve pravastatin ve sentetik
bilesikler olanlar: atorvastatin, fluvastatin, cerivastatin, pitvastatin ve rosuvastatin
(Davidson 2002).
1970'erden beri su ana kadar en yaygin recete edilen ilaglardir (Whayne 2011). Genellikle
giivenli ve 1yi tolere edilen olarak kabul edilmektedir. Statinler, giiniimiizde primer ve
sekonder korumada en sik kullanilan ve kardiyovaskiiler hastaligi onleyici veya risk
diisiiriicti etkileri ¢ok sayida ¢alismada gosterilmis olan, en giiclii ilaglardir (Takemoto ve

Liao 2001).

1.4.1. Atorvastatin’in Etki Mekanizmalari

Statinler, kolesterol sentezinde hiz kisitlayict basamak olan 3-hidroksi-3-
metilglutarilkoenzim A (HMG CoA) rediiktaz enzimini geri doniisiimlii olarak inhibe
ederek, mevalonat yolu ile kolesterol sentezini (Cizim1.16) engeller (Takemoto ve Liao
2001). Bu enzimin statinler tarafindan yarigmali inhibisyonu hepatositlerde kolesterol
sentezini baskilar. Hiicre igindeki kolesterol miktarinin azalmasi hepatosit yiizeyinde LDL

reseptorii ekspresyonunu artirir. Sonugta dolasimdan daha fazla LDL kolesterol ¢ekilir ve
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dolasimdaki LDL konsantirasyonu azalir (Hobbs ve dig. 1992). Plazma total kolesterol,
LDL-k, apo-B ve TG’lerin diizeyini distirirken, HDL-k diizeyini yiikseltirler (Takemoto
ve Liao 2001).

Asetil KoA Asetil KoA

(c2) (c2) Kolesterol sentezi hiz
kisitlayici basamagi

Tiolaz
KoA
Asetasetil KoA MEVALONAT
(c4) (C6)
HMG-KoA Asetil KoA HMG-KoA
rediiktaz
Sentaz KoA
2 NADP~
3-hidroki- )
3-metilglutaril KoA 2 NADPH+H
(C6)

Cizim 1.15. Statinlerin kolesterol sentezine etkisi.

1.4.2. Statinlerin Yan Etkileri:

HMG-CoA rediiktaz inhibitorleri yan etkilerinin diger lipid diisiiriiciilere gore genellikle
iyi tolere edilen, giivenli ilaglardir. En sik goriilen yan etkileri bulanti, kusma, diyare gibi
gastrointestinal bozukluklar ile basagrisi, dokiintli ve periferik noropatidir. Klinik agidan
en 6nemli yan etkileri ise hepatotoksisite, rabdomiyoliz ve ilag etkilesimleridir (Hsu ve dig.
1995). Statin kullanimiyla iligkili, klinik anlam1 olan tek biiyiik yan etki miyopatidir. Biitiin
statinler miyopatiye ve rabdomiyolize yol agabilir (Physicans’ Desk Reference 2001).
Miyopati riskini artiran ek bir ila¢ uygulanmayan hastalarda, miyopati riski diistiktiir (< %
0.1). Fibrat grubu ilaglar ve niasin tek baslarina kullanildiklarinda da miyopatiye sebep
olabilmektedirler. Statinler, fibratlar veya niasin ile birlikte uygulandiginda, muhtemelen
iskelet kaslarinda sterol sentezinin asir1 baskilanmasi sebebiyle miyopati gelisir
(farmakodinamik etkilesim) (Christians 1998).

Son yillarda yapilan klinik ¢aligmalarda diyabetik olmayan statin tedavisi géren hastalarda
yeni gelisen diyabet (new onset diabetes) olustugu gozlenmistir. Statinlerin farmakokinetik
ve farmakodinamik ozelliklerine bagli olarak cesitli molekiiler mekanizmalarla insulin

sekresyonunu ve glikoz geri alimini, dolayisiyla glisemik kontrolii olumsuz sekilde
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etkiledigi distiniilmektedir. Bunun yanisira statin tedavisi gerektiren hastaliklarin
kompleks yapisindan dolay: statinlerle birlikte kullanilan B-blokorler, tiazid ditiretikler ve
glukokortikoidlerin de diyabet riskini artirabilecegi rapor edilmistir. Ancak diyabette
kardiyovaskiiler hastalik riskini azaltmada oldukca etkili olmasi nedeniyle risk-yarar
iliskisine bakilarak kullanilmasi onerilmektedir (Bang ve Okin 2014, Barylski ve dig.
2014, Ruscica ve dig. 2014).

1.4.3. Statinlerin Pleiotropik Etkileri

Statinlerin bugiin i¢in bilinen pleotropik etkileri; endotel fonksiyonunu diizeltmesi, NO
bioyararlanimin1 arttirmasi, aterosklerotik plaklarin stabilizasyonu, vaskiiler diiz kas
proliferasyonunu inhibe etmesi, trombosit agregasyonunu ve vaskiiler inflamasyonu
azaltmasi ve antioksidan Ozellik gdstermesidir. Apoptotik, immunosupresif ve
onkoprotektif etki, osteoporoz, kronik bobrek hastaligi ve albuminiiri tizerine etkileri gibi
pek ¢ok yararl etkisi literatiirde bahsi gecen pleiotropik etkileri arasindadir (Almong 2004,
Kwak ve dig. 2003).

Endotel Fonksiyonunu ve nitrik oksit iizerine etkileri: Statinler plazmada LDL
diizeylerini diistirmek ve yliksek dansiteli lipoprotein (HDL) diizeylerini artirmak suretiyle
endotel fonksiyonunu diizeltebilir. Statinler, ayrica endotelyal nitrik oksit sentaz (eNOS)
aktivitesini arttirarak ya da oksidatif stresi azaltarak, NO biyoyararlanimini arttirmakta ve
endotel fonksiyonunu bozan hipoksi ve okside-LDL bulunan ortamlarda da eNOS
aktivitesini diizeltmektedirler (Bonetti 2003). Statinlerin endotel fonksiyonu diizeltici
etkilerinin olusmasinda rol aldig1 bagka bir mekanizma antioksidan o6zelliklerinden
kaynaklanmaktadir. Statinler, endotel kaynakli gevsemeleri, siiperoksid ve hidroksil
radikalleri gibi, ROT olusumunu inhibe ederek arttirir; bununla birlikte, lipid diistiriicii

etkileriyle vaskiiler oksidatif stresi zaten azaltmaktadirlar (Jones ve dig. 2003).

Antitrombotik etkisi: Statinlerin gesitli ¢alismalarda artan trombosit aktivitesini inhibe
ettii  gozlemlenmistir. Statinlerin bu etkisinde tromboksan A2 ve trombosit
membranindaki kolesterol igeriginin diizenlenmesi 6nemli rol oynamaktadir. Hayvan
caligmalarinda, statin tedavisi ile hasarli damarlarda trombosit agregasyonunun inhibe
oldugu ve trombus olusumunun azaldigir da gosterilmistir (Oto ve dig. 2003, Aikawa ve

dig. 2001).
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Antiinflamatuar Etki: Yapilan ¢alismalar, statinlerin aterosklerotik plaklarda bulunan
inflamatuar hiicreleri azalttigi ve antiinflamatuar etkileri oldugunu kanitlanmistir. Statin
kullanimina bagli olarak gelisen antiinflamatuar etkinin olusum mekanizmalar1 ¢ok
cesitlidir. Bunlar arasinda; endotelin-1, interlokin-6, vaskiiler hiicre adezyon molekiilii-1
(VCAM-1), interselliiler adhezyon molekiilii-1 (ICAM-1) ve platelet derived growth factor
(PDGF), C- reaktif protein (CRP) diizeyinde ve proinflamatuar sitokinlerde (IL-1p ve
TNF-alfa) diizeylerinde azalma; niikleer faktér-kB (NF-kB) aktivasyonunda azalma, NO
diizeyinde artma, endotelyal hiicre aktivasyonunda, peroksizom proliferatér aktive
reseptor-alfa (PPAR-a) diizeyinde artis, apolipoprotein Al ekspresyonun uyarilmasi, LDL
oksidasyonunun inhibisyonu ve bazofillerden histamin {iretiminin inhibisyonu

bulunmaktadir (Vaughan ve dig. 2000, Chan ve dig. 2004).

Antioksidan Etki: Statinler, stiperoksit formasyonunda ve serbest oksijen radikallerinin
uzaklastirilmasinda 6nemli rol oynarlar (Wassmann ve dig. 2001). Bu ilaglarin sadece
lipid disiiriicii degil, ayn1 zamanda anti-inflamatuar 6zellikleri ateroprotektif etkilerinden
sorumlu olabilecegini gosteren kanitlar vardir (Jukema 2004). Hiperkolesteromik
sicanlarda Atorvastatin’in oksidatif markirlar, nitrik oksit ve homosistein degisimini de
azalttig1 ve anjiotensin-II ile uyarilan vaskiiler remodelling ve oksidatif stresi onledigi

bildirilmistir (Briones 2009).

Antihipertansif Etki: Yapilan bir ¢alismada sistolik hipertansiyonlu hastalarda
Atorvastatin ile hem sistolik hem de diyastolik tansiyonun azaldigi saptanmis. Bagka

caligmalarla da kolesterol diisiisiinden bagimsiz olarak kan basincinda azalmalar goriilmiis

(Kawano ve Yano 2006).

Antitiimor (onkoprotektif) Etki: Yapilan hiicre kiiltiiri ¢alismalarinda, kanser
hiicrelerinde HMG-CO0A enzim inhibisyonu ile Ras, Rho ve Rac gibi isoprenoid proteinler
bloke oldugunda, hiicre biiylimesinin ve diferansiyasyonunun azaldigr gosterilmistir
(Demierre ve dig. 2005). Statinler, Mitojen Aktive Protein Kinaz (MAPK),
fosfotidilinozitol 3 kinaz (PI3K), protein kinaz B (AKT), epidermal biiyiime faktorii
reseptorii (EGFR) gibi birgok onemli hiicresel sinyal yolagini etkiler. Sonu¢ olarak
statinler; proapoptotik, antianjiogenetik ve immunomodiilatuar etkileri nedeniyle kanser
hiicresinde biiyiimeyi onlerler (Chan ve dig. 2003).

19701 yillardan beri kullanilmakta olan statinler giinlimiizde en yaygin olarak kullanilan

ilaglar (Whayne 2011) olup, genellikle giivenli ve iyi tolere edildigi kabul edilmektedir.
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Bununla birlikte, bes den fazla biiyiik randomize plasebo-kontrol ¢alismasinin
arastirmacilari, bu tiir ilaglar1 alan hastalarda diyabetin gelisimi ile ilgili sonuglar

bildirmistir (Sattar ve dig. 2010, Preiss ve dig. 2011).

1.4.4. Atorvastatin

Atorvastatin ikinci kusak statin grubundan olup lipid dusiiriicii etkisini 3-hidroksi-
3metilglutaril koenzim A (3-Hydroxy-3-Methylglutaryl Coenzyme A, HMG-CoA)’y1
inhibe ederek gostermektedir (Cizim1.17).

Cizim 1.16. Atorvastatinin kimyasal yapist (PubChem CI1D:60823).

IUPAC: (3R,5R)-7-[2-(4-fluorofenil)-3-fenil-4-(fenilkarbamoil)-5-propan-2-il pirol-1- il]-
3,5-dihidroksiheptanoik asit.

HMG-CoA’nin yapisal analogu olan statinler HMG-CoA rediiktaza 1000-10000 kat fazla
affiniteleri sayesinde enzimi kompetitif ve reversibl inhibe ederek kolesterol sentezini
inhibe ederler. indirekt olarak da LDL-reseptorlerinin up-regiilasyonu ile plazma kolesterol
seviyesini azaltirlar (Kapur ve Musurunu, 2008).

Atorvastatin’nin diger statinlerden farkli olarak trigliserit seviyesindeki azalmaya sebep
olmas1 iki olasi mekanizmayla aciklanmaktadir; (1) trigliseritlerin viicutta taginmasini
saglayan VLDL tretiminde gerekli olan kolesterol sentezinin inhibisyonu sonucu VLDL
sekresyonundaki azalma, LDL reseptoriiniin ekspresyonunun artmasi sonucu VLDL ve
LDL baglanmasinda artma (Bakker ve dig. 1996, Lea ve McTavish, 1997).
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2. AMAC

Bu caligmada birinci amacimiz deneysel diyabet modeli olusturdugumuz siganlarin
ovaryumlarinda olusan hasar1 incelemekti, ve 2.amacimiz ise Atorvastatin tedavisinin doku
koruyucu etkilerini degerlendirmekti. STZ ile indiiklenen diyabetin ovaryum dokusundaki
yapisal degisimleri 151k mikroskobik diizyede H&E ile boyanmis seri kesitlerde follikiil
sayimi ve rutin incelemeler yapilarak degerlendirildi. Ovaryum dokusunda hasarin
degerlendirilmesi i¢in TUNEL teknigi ile apoptoz, TGF-f ve VEGF immunohistokimya
teknigi kullanilarak incelemeler yapildi. STZ ile diyabetik hale getirilen ve farkli dozlarda
Atorvastatin tedavisi alan gruplar karsilastirildi. ilaveten, plazmada ve ovaryum doku
homojenatinda oksidatif stres parametreleri ve diger biyokimyasal oOlgiimler ile
degerlendirme yapildi. Leica marka kamerali mikroskop ile fotograflar1 ¢ekildi. Elektron
mikroskobu ile ovaryen dokuya ait hiicre organelleri ve stroma ultrastruktiirel diizeyde
incelenerek fotomikrograflar1 alindi. Bdylece diyabetin etkisi ve Atorvastatin’in bir

antioksidan olarak diyabetik sican ovaryumlarini koruyup koruyamayacagi degerlendirildi.
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3. YONTEM

Calisma icin Kocaeli Universitesi Hayvan Arastirmalar1 Etik Kurulundan 09 Temmuz
2015 karar tarihli ve KOU HADYEK: 7/12-2015 sayil1 Etik Onay alindi, tiim deneyler etik

kurul ilkelerine uygun olarak gergeklestirildi.

3.1. Deney Hayvanlar

Calismamizda Kocaeli Universitesi Deneysel Tip Arastirma ve Uygulama Biriminden
temin edilen 66 adet, 180-200 gr agirliginda, Wistar albino irki disi sigan kullanildi.
Hayvanlar 12 saat aydinlik 12 saat karanlik ortamda, uygun kafesler igerisinde
barindirilarak serbestge beslenip su igmeleri saglandi. Tiim hayvanlar deney siiresi boyunca

normal pelet yem ve su ile beslendi.
Sicanlar baglangigta kontrol ve deney grubu olarak ikiye ayrildi;

Kontrol gruplart

1) Kontrol grubu (Kontrol; n=11): Diyabet grubu siganlara STZ verildigi zamanda ve ayni
Cizimde tek doz kontrol grubuna sitrat tampon (0.1 M, pH 4.0, 1ml) i.p. olarak verildi
(Erbas ve dig. 2013).

2) Atorvastatin’in doza bagimli kontrol gruplar1 (n=11+11=22)

a) Kontrol + 10 mg/kg/glin Atorvastatin [K-A(10)]: Oral gavage yolu ile saglikli normal
hayvanlara, diyabetik hayvanlara uygulanan tedavi ile senkronize zamanlarda 21 giin

stireyle verildi (Parlakgumus ve dig. 2014).

b) Kontrol + 20 mg/kg/giin Atorvastatin [K-A(20)]: Oral gavage yolu ile saglikli normal
hayvanlara diyabetik hayvanlara uygulanan tedavi ile senkronize zamanlarda 21 giin

stireyle verildi (Parlakgumus ve dig. 2014).

Deney gruplari

3) Diyabet grubu (DM; n=11): STZ 60 mg/kg dozda (0.1 M, pH 4.0, 1 ml sitrat tampon
icinde) i.p. tek doz olarak verildi (Erbas ve dig. 2013, Artung-Ulkumen ve dig. 2015).

4) Atorvastatin’in doz bagimli tedavi gruplar1 (n=11+11=22)

a) Diyabet + 10 mg/kg/giin Atorvastatin grubu [DM-A(10)]: Diyabetik siganlara oral
gavage yolu ile Atorvastatin (10 mg/kg/day) 21 giin siireyle verildi (Parlakgumus ve dig.
2014).
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b) Diyabet + 20 mg/kg/giin Atorvastatin grubu [DM-A(20)]: Diyabetik siganlara oral
gavage yolu ile Atorvastatin (20 mg/kg/day) 21 giin siireyle verildi (Parlakgumus ve dig.
2014).

Deneylerimiz (sitrat tampon, STZ enjeksiyon ve Atorvastatin ilag tedavisi) 4 hafta siirdi.
STZ verildikten bir hafta sonra hayvanlarin kan glikoz seviyeleri 2.kez kontrol edildikten
sonra, Atorvastatin si¢anlara 3 hafta (21 giin) siire oral gavage yolu ile verildi, diyabetik

olmayan si¢anlar deney dis1 birakildi.

3.2. Sakrifikasyon
Deney siiresinin sonunda her gruptaki tiim hayvanlar Alfazyne (2.5 mg/kg; i.p) ve
Ketalar (12.5 mg/kg; i.p) anestezisi altinda kalplerinden kan alinarak (kardiyak ponksiyon)

sakrifiye edildi ve batinlar1 agilarak sag ve sol ovaryumlar1 alindu.

3.3.Viicut Agirliklarinin Ol¢iimii
Deney basindan itibaren hayvanlarin viicut agirliklar1 haftada iki giin ve deney sonunda

tartilarak kaydedildi.

3.4. Glikoz Seviyenin Ol¢iimii
Glikoz seviyesi, ilag uygulandiktan 24 ve 48 saat sonra ve sakrifiye etmeden Once
olgiildii. Kuyruk ucu kesilerek Optimum Xceed marka gliikkoz 6l¢iiciiye kan damlatildi ve

kan glikoz seviyeleri kaydedildi.

3.5. Biyokimyasal Analiz

Kalpten alman kan 6rneklerinde KOU Tip Fakiiltesi Biyokimya Laboratuvarinda serum
MDA, Glutation (GSH), TGF-B, Insulin seviyeleri ile plazma AMH ve Pentraksin-3
seviyeleri belirlendi. Ayni sekilde ovaryum dokusunda da MDA ve GSH seviyeleri tespit
edildi.

3.5.1.Doku Homojenizasyonu

Sican ovaryumlarinda; protein tayini i¢in dokular tartilarak iizerine 1/10 (agirlik/voliim)
oraninda PBS (0.1 M/pH 7.4) eklenip doku homojenizatorii ile homojenize edildi (Calkins
ve dig. 2001). Homojenatlar 20 dk 3000 rpm'de santrifiij edilerek siipernatantlari ayrildi ve
ependorflara alinarak -40°C'de analiz edilecegi zamana kadar saklandi; analiz sirasinda

coziilerek calisildi.
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3.5.1.1.Dokuda Protein Tayini

Total protein tayini Lowry modifiye metoduyla yapildi (Hartree 1972). Analiz ettigimiz
parametrelerin (MDA ve GSH) doku sonuglari, doku protein miktarina oranlanarak elde
edildi.

3.5.2. Kanda Trigliserid, Kolesterol, TGF-p, AMH, Pentraksin-3, insulin, MDA ve
GSH Tayini

3.5.2.1. Trigliserid ve HDL Kolesterol Olciimii ve Trigliserid ile HDL Kolesterol
Oram

Kardiyak ponksiyon ile alinan kan oOrnekleri pihtilasma amaciyla 10-20 dk oda
sicakliginda bekletildi. 2000-3000 RPM'de yaklasik 20 dk sentrifiij edildi ve siipernatantlar
dikkatlice toplandi. Cikarilan 6ziit (ekstrakt), —20°C'de muhafaza edildi. Elde edilen
serumda Trigliserid ve HDL Kolesterol seviyeleri rutin biyokimya otoanalizorii ile 6lgiildii.

Trigliserid ile HDL Kolesterol oran1 otomatik online kalkulator kullanarak 6l¢iildii.

3.5.2.2. TGF-p, AMH, Pentraksin-3 ve Insulin Ol¢iimii

Kandan elde edilen plazma 6rneklerinde TGF-f (R0084), AMH (R0640), Pentraksin-3
(R1002) ve Insulin (R2466), ELISA kiti kullanilarak calisildi. Calisma kit protokoliine
uygun olarak yapildu.

3.5.2.3 Insulin Direnci Hesaplamasi

Insulin direnci asagidaki formulu kullanarak hesaplandi.

HOMA-IR = [Insulin(mIU/L) xGlukoz (mmol/L)] / 405 (Li ve dig. 2014, Matthews ve
dig. 1985).

3.5.2.4. Malondialdehit (MDA) Ol¢iimii

Lipid peroksidasyonu iiriinii olan MDA, tiyobarbitiirik asit (TBA) ile reaksiyona girerek
535 nm'de maksimum absorbans veren pembe renkli bir kompleks olusturur. Bu
kompleksin renk siddeti spektrofotometrik olarak Olglilerek 6rnek icindeki MDA
konsantrasyonu tayin edildi (Buege ve Aust 1978).

3.5.2.5. Glutation (GSH) Ol¢iimii
Glutatyon peroksidaz (GPx) aktivitesi: GPx aktivite tayin yonteminde, H,O, varliginda
indirgenmis glutatyonun (GSH) GPx tarafindan okside glutatyona (GSSG) oksitlenir ve

oksitlenen GSSG’nin glutatyon rediiktaz enzimi araciligiyla tekrar GSH’a donustiiriilmesi
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esnasinda ortamda bulunan indirgenmis nikotinamid adenin dintikleotid fosfat (NADPH)
kullanilir. Kullanilan bu NADPH miktar1 absorbansdaki azalis seklinde 340 nm dalga
boyunda izlenir. GPx aktivitesi kanda U/g Hb olarak tanimlanirken doku igin U/g protein
olarak ifade edilir. Bu yontemin yapilis1 kisaca; 50 mmol/L TRIS tamponunda (pH 7.6)
hazirlanan 1 mmol/L Na2 EDTA, 2 mmol/L indirgenmis glutatyon, 0.2 mmol/L NADPH,
4 mmol/L sodyum azid ve 1000 U glutatyon rediiktaz i¢eren bir karistmin 980 ul ile 20 ul
eritrosit hemolizat1 veya doku homojenat1 karistirilir ve 37°C’de 5 dakika inkiibasyona
birakilir. Reaksiyon, 8.8 mmol/L hidrojen peroksit eklenmesiyle baslatilir ve 3 dakika i¢in
340 nm’de okunan absorbanslarin azalis1 kaydedilir (Pleban ve dig. 1982).

3.6. Isik Mikroskopi Uygulamalari

Hayvanlardan alinan sol ovaryumlar 151k mikroskobik takip uygulamak iizere fosfat
tamponlu %10'luk formalin soliisyonuna konularak fikse edildi ve ardindan yiikselen
dereceli etanol serilerinden (sirasiyla %70, %90, %96 ve %100) gecirilerek dehidrate
edildi. Daha sonra %100 etanolde 2 kez 30 dk siireyle tutuldu ve ksilen iginde 30 dk
stireyle seffaflagtirma islemi yapildi. Bunu takiben 56°C'deki etiivde ilk olarak yumusak
daha sonra sert sivi parafin i¢inde 45'er dk bekletilen parcalar parafin bloklara gomiildii.
Bu bloklardan mikrotom ile 4 pm kalinliginda seri kesitler alindi. Her bir ovaryumdan 10
kesit araliklarla alinan 10'ar kesit (sistematik 6rnekleme igin)Hematoksilen—Eozin (H&E)
ile boyandi; birer kesite de TGF-B ve VEGF immiinohistokimya ve TUNEL teknigi
uygulandi (Bolon ve dig. 1997, Dorostghoal ve dig. 2011).

3.6.1. H&E Boyamasi ile Morfolojik Degerlendirme

Parafin kesitler 2 saat siireyle 56°C'lik etiivde bekletildi, sonra 2 defa 20'ser dk. ksilende
bekletilerek kesitler {izerindeki parafin uzaklastirildi. Kesitler, azalan alkol serisinden
(%100, %96, %90, %70) gecirildi ve saf suya alindi. Ardindan Mayer Hematoksilen'de 5
dk bekletilerek hiicre niikleuslar1 boyandi. Fazla boyanin giderilmesi i¢in iki kere sudan
gecirilen kesitler asit-alkole 10-15 saniye (sn) batirilip ¢ikarilarak diferansiye edildi ve
tekrar saf suya alindi. Daha sonra %100 etanolden hizlica gegirilen kesitler sitoplazmik
boyanma i¢in Eozin Y soliisyonunda 2-3 dk tutuldu ve tekrar %100 etanole alindi. 3 kez
%100 etanol serisinden gecen kesitler ksilolde ikiser kez 15'er dk bekletilerek
seffaflastirild1 ve entellan ile kapatildi.
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3.6.1.1. Folikiil Sayimi

Her bir ovaryumdan 10 kesit araliklarla aliman 10'ar kesit H&E ile boyandi ve folikiil
sayimi1 yapildi (Dorostghoal ve dig. 2011). Ayn1 folikiillerin tekrar sayilmasini engellemek
icin 5 seviyede bir alinan kesitlerde ayr1 ayri folikiil sayimi yapilip toplandi ve total
ovaryumdaki ortalama folikiil sayisi hesaplandi. Folikiiller; primordiyal, unilaminar
primer, multilaminar primer, sekonder, Graaf folikiil, korpus luteum ve atretik folikiil
olarak simifland1 ve gruplar arasinda folikiil sayilar1 ile bu folikiillerin morfolojik 6zellikleri

degerlendirildi (Du ve dig. 2014, Bulut ve dig. 2015).

3.6.2. Immiinohistokimyasal Uygulamalar
Parafin bloklardan alinan seri kesitlerde TGF-B ve VEGF i¢in immiinohistokimya
teknigi uygulandi. Ayrica apoptotik hiicreler TUNEL kiti kullanilarak incelendi.

3.6.2.1. TGF-p immiinohistokimyasi

Parafin bloklardan polilizinli lamlar iizerine alinan 4 um'lik kesitler 56 °C'lik etiivde (2
saat) bekletildikten sonra ksilende 3'er kez 10dk bekletilerek parafinden iyice arindirildi.
Ardindan, sirasiyla 2x5 dk %100k alkolde, 1x5 dk %96'lik alkolde, 1x5 dk %901k
alkolde, 1x5 dk %70'lik alkolde ve son olarak 2x5 dk distile su iginde bekletildi. Kesitler
sitrik asit soliisyonu i¢ine alinarak mikrodalgada 5 dk kaynatild1 ve sogumasi i¢in 20 dk
bekletildi. 2 kez 5'er dakika fosfat tamponlu serum fizyolojik (PBS) ile yitkamanin ardindan
kesitler endojen peroksidazi bloklamak i¢in metanolde hazirlanan %0.3' lik H,O,'de 5 dk
bekletildi. 2 kez PBS'de yikanan lam {izerindeki kesitlerin etrafi hidrofobik kalem (pap
pen) ile ¢izilerek havuz olusturuldu. Bir kez T-PBS'de yikanan kesitlere 6zgiil olmayan
antikor baglanmalarin1 bloklamak tizere 5 dk protein blok soliisyonu uygulandi. Ardindan
kesitlere 1/200 dilusyonundaki Anti-TGF-B antikoru (ab 190503) uygulandi ve +4 C'de
gece boyunca bekletilerek primer antikor uygulamasi yapildi. U¢ kez PBS ile yikama
sonrasinda 20 dk biyotinlenmis sekonder antikor (ab 97057) soliisyonunda tutuldu. Ug kez
PBS'de yikanan kesitlere 20 dk peroksidaz soliisyonu uygulandi ve yikama sonrasinda
kesitlere 5 dk DAB kromojen soliisyonu uygulamasi yapildi. Kesitler distile su ile
yikandiktan sonra 10 sn Mayer hematoksileni uygulanarak zit boyama yapildi ve ardindan

yikama sonrasinda Entellan ile kapatildi.

3.6.2.2. VEGF immiinohistokimyasi
VEGF i¢in yapilan immiinohistokimya uygulamasinda TGF-B immiin boyamasi

sirasinda tarif edilen basamaklar izlendi. Kesitlere 1/50 dilusyonundaki VEGF antikoru
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(sc-7269) uygulandi. ve +4°C'de gece boyunca bekletilerek primer antikor uygulamasi
yapildi. Ug¢ kez PBS ile yikama sonrasinda 20 dk biyotinlenmis sekonder antikor
soliisyonunda (ab 97057) tutuldu. U¢ kez PBS'de yikanan kesitlere 20 dk peroksidaz
soliisyonu uygulandi ve yikama sonrasinda kesitlere 3 dk DAB kromojen soliisyonu
uygulamasi yapildi. Kesitler distile su ile yikandiktan sonra 10 sn Mayer hematoksileni

uygulanarak zit boyama yapildi ve ardindan yikama sonrasinda entellan ile kapatildi.

3.6.2.3. Imunohistokimya Mikrograflarin Kuantifikasyonu (Boyanmanin Rakamsal
Hesaplanmasi)

Imunohistokmya mikrograflarin kuantifikasyonu igin Image] softverin ‘Fiji’ versionu
kullanildr. (http:/fiji.sc/Fiji). Isik mikroskop ile elde edilen standart kirmizi-yesil-mavi
(RGB) renkli goriintiiler, Fiji tarafindan degerlerin intensitesi (yogunlugu) Olgiilen
maksimum 250 intensitesine (beyaz, boyanmamis alanlar ile temsil edilir) sahiptir. Daha
fazla antijen-kromojen mevcut, alan daha koyu goriiniir. Bununla birlikte, koyu bolgeler
daha diisiik degerlerin intensitesine sahiptir, bu da antijen miktar1 ve sayisal degeri arasinda
ters bir korelasyona neden olur (Nguyen ve dig. 2013). Degerlerin intensitesini elde etikten
sonra OD=log(Max. intensity/Mean intensity) (max intensity = 255 8-bit goriintiiler i¢in)

kullanarak optik yogunlugu hesaplandi (Varghese ve dig. 2014, Ruifrok ve dig. 2001).

3.6.2.4. TUNEL Boyamasi

Parafin bloklardan alinan 4 um'lik kesitler 2 saat 56°C‘lik etiivde bekletildikten sonra
toluolde 3x10 dk bekletilerek deparafinize edildi ve derecesi azalan alkol serilerinden
(strastyla %100, %100, %96, %90, %70) gecirilip 5 dk PBS'de yikandi. Daha sonra antijen
iyilestirme amaciyla 15 dk oda 1sisinda proteinaz K soliisyonu uyguland: ve distile su ile
yikanan (2x2 dk) kesitler endojen peroksidazi bloklamak i¢in metanol ile hazirlanan
%3'lik H»O,'de 5 dk karanlikta bekletildi. PBS ile (2x5 dk) calkalandiktan sonra lam
iizerindeki kesitlerin etrafi hidrofobik kalemle ¢izilerek havuz olusturuldu ve kesitlere 10
dk oda 1sisinda dengeleme tamponu uygulandi. Daha sonra kesitler 37 °C'de terminal
deoksiniikleotidil transferaz enziminde 1 saat bekletildikten sonra durdurma tamponuyla 15
sn calkaland1 ve oda 1sisinda 10 dk bekletildi. PBS'de yikanan (3x1 dk) kesitlere oda
1s1sinda 30 dk anti-digoksigeninperoksidaz konjiigati uygulandi ve yikama sonrasinda 7 dk
DAB kromojen soliisyonu uygulamasi yapildi. Metil green ile zit boyama yapilmasinin
ardindan kesitler kapatma medyumu ile kapatildi. Leica DM 1000 151k mikroskobu ile tiim
folikiil cesitleri ve hiicreler arasi stromasi incelendi. Folikiillerin granulosa hiicrelerinde ve

stromada goriilen immiinoreaktif niikleuslar ayri ayri sayildi.
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3.7. Transmisyon Elektron Mikroskop (TEM) ile Ultrastrukturel incelemeler
Yaklagik 1 mm® boyutundaki doku 6rnekleri %2,5’luk 0.1 M PBS tamponlu (pH 7.2)
glutaraldehit ile +4°C’de 12 saat fikse edildi ve PBS’e alindi. Daha sonra %2’lik osmiyum
tetroksitle 1 saat postfiksasyonu yapildi. Dercesi artan alkol serilerinden (%70, %90, %96,
%100) gecirilerek dehidrate edildi ve propilen oksitten gecirilerek epona gémiildii. Epona
gomilen doku oOrnekleri polimerizasyon igin 60°C’deki etiivde 1 gece boyunca
bekletilmistir. Ultramikrotomda (Leica Ultracut R) alinan yaklasik 1 pm kalinligindaki yar1
ince kesitler toluidin mavisi ile boyandi. Yart ince kesitler fotomikroskopta (Olympus
BX51, Tokyo, Japonya) degerlendirildi ve dijital kamera (Olympus DP 72, Tokyo,
Japonya) ile fotograflar ¢ekildi. Yar1 ince kesitlerde uygun bolgeler tespit edildikten sonra
60 nm kalinligindaki ince kesitler bakir gridler lizerine alinmig ve uranil asetat ve kursun
sitrat ile kontrastlanmistir. ince kesitler, JEOL 1200 SX II TEM ile 80kV’de incelenmis ve
dijital kamera (Morada Soft Imaging System, Olympus, USA) ile fotograflar1 alinmistir.

3.8. Kantitatif Ger¢ek Zamanh (Real-Time) Polimeraz Zincir Reaksiyonu (QRT-PCR)
Deney gruplarinin géreceli gen ekspresyon analizi igin dncelikli olarak RNA Izolasyon
Kiti (Exiqon) ile total RNA izolasyonlar1 gerceklestirildi. Dokular homojenizator (lka
Ultra-Turrax) kullanilarak, kit icerisindeki lizis solusyonu ile homojenize edildi. Kitin
onerdigi Cizimde RNAaz icermeyen su ile sulandirilip 20 pL Proteinaz K enzimi ile 55
Cde 10 dk bekletilerek 14,000 x g de santrifiij sonrasi slipernatant yeni bir tiipe aktarilarak
hiicre debrisi/atiklart uzaklastirildi. Supernatanta 450 uL 96-100% ethanol eklendi, vortex
ile karistirildi. Bu karisim filtreli kolonlara aktarildi. Santrifiij ile RNA igeriginin kolonlara
emdirilmesi saglandi ve 2 defa yikama solusyonu ile 14,000x g for 2 minutes santrifiijle
yikanan kolonlar 1 dk bos cevrilerek kalan etanolun uzaklastirilmasi ile saf olarak RNA'y1
iceren kolonlar temiz bir ependorf tiipline gecirildi. 40 pL elution buffer eklenerek
santriifiij ile RNA'nin ependorflara aktarilmasi saglandi.
Orneklerin safligi ve miktar1 Pikodrop cihaziyla o&lgiildii. Safligin istenilen 1,8-2,0
araliginda oldugu saptandi. RNA’lardan Transcriptor First Strand ¢cDNA Sentez Kiti
(Roche) ile komplementer DNA sentezi gerceklestirilmistir. cDNA sentez reaksiyonu i¢in
once RNA’ya polyA kuyruguna baglanacak Oligo DT primer eklendi thermal cycler
cithazinda 65°C’de 10dk primerlerin baglanmasi icin bekletildi. ikinci asamada buz iizerine
alinan Ornege hazirlanan ikinci karigim eklendi. Bu ikinci karisim RNAdan cDNA'yi
sentezi gergeklestirecek ters transkriptaz enzimini ve gerekli reaksiyon tamponunu ve

dNTP icermekteydi. Sonrasinda tekrar termal cycler cihazina alinan 6rnek 55°C’de 30 dk,
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85°C’de 5 dk bekletilerek cDNA sentezi gerceklesmesi saglanmistir. cDNA’lar -20°C’de
PCR asamasina kadar saklanmistir.

Real time PCR reaksiyonu; SYBR i¢eren MasterMix soliisyonu (Invitrogen Power SYBR
Green PCR Master Mix), AMH ve TGF-B genlerine uygun primerler hazirlanarak Real
time PCR cihazinda (Lightcycler480-11, Roche) ¢alisilmistir. Housekeeping (Referans) gen
olarak beta aktin (ACTB) geni kullanilmistir. Degerlendirme AACp metoduyla

gerceklestirilmistir.

3.9. Istatistiksel Analiz

Istatistiksel degerlendirme, IBM SPSS 20.0 paket program ve GraphPad Prism version
7.04 ile yapildi. Normal dagilima uygunluk testi Kolmogorov-Smirnov-Testi ile
degerlendirildi. Normal dagilim gdsteren niimerik degiskenler ortalama +/- standart sapma,
normal dagilim gdstermeyen niimerik degiskenler medyan (25. persantil-75. Persantil)
olarak verildi. Gruplar arasindaki farklilik normal dagilima sahip olan niimerik degiskenler
icin tek yonlii varyans analizi ile (ANOVA), normal dagilima sahip olmayan niimerik
degiskenler icin ise Kruskal Wallis Testi ile belirlendi. Coklu karsilastirmalar i¢in Tukey
testi kullanildi. p<<0.05 istatistiksel olarak anlamlilik icin yeterli kabul edildi.

3.10. Kullanilan Kimyasal Malzemeler ve Cihazlar

3.10.1. Kimyasal Malzemeler
Alfazyne (50 ml)

Ketalar (500 mg) (Pfizer: 150086)
Formaldehit (Tekkim)

Ethanol

Etil Alkol %96 (Tekkim)

Toluen

Parafin

Entellan

Metanol

Streptozotosin (STZ)

TGF-p antikoru

VEGF antikoru

Apoptag Plus Peroxidase In Situ Apoptosis (TUNEL) Kit
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Hidrojen Peroksit

HRP Anti-Polyvalent Sekonder Kit
DAB Chromogen Substrate Kit
Mayer's Hematoxylin
Gluteraldehit

Osmium tetroxide

Propilen oksit

3.10.2. Cihazlar

Alisei Quality System Seac Radim Company analyser (Italy/Rome)-ELISA READER
BECKMAN COULTER DXI-600 otoanalizori

Buzdolabi (Argelik)

Hassas terazi (Scaltec-STB31)

IKA T18 Digital ULTRA TURRAX homojenizator
UVmini-1240 UV-VIS Spectrophotometer- SHIMADZU

pH metre (Inolab wtw)

Vorteks (LMS)

Mikrodalga (Regal)

Etiiv (Elektro-mag)

Mikrotom (Leica SM 2000R)

Isik mikroskobu (Leica DM 1000) ve Kamera (Leica DMC 2900)
Ultramikrotomda (Leica Ultracut R)

Fotomikroskopta (Olympus BX51, Tokyo, Japonya)

Dijital kamera (Olympus DP 72, Tokyo, Japonya)

Derin dondurucu (BEKO)
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4.BULGULAR
4.1. Atorvastatin’in Glikoz Seviyeleri Uzerine Etkisi

4.1.1. Gruplar Aras1 Achik Kan Glikoz Degerlerinin Zamana Bagh Degisimi
Kontrol, diyabet ve tedavi gruplarinda 24., 48.saatlerde ve 28. giinde kan glikoz
degerleri glikometre ile dl¢iilerek degerlendirildi (Cizelge 4.1). STZ uygulamasindan 24
ve 48 saat sonra ve uygulamanin 28. giiniinde yapilan ol¢limlerde diyabetli deneme
gruplari ile kontrol grubu karsilastirildiginda kan glikoz degerlerinde anlamli bir artis
(p<0.0001) saptand1. Diyabet olusturulan gruplarda STZ'nin (60 mg / kg, i.p.) tek doz
enjeksiyonu bu hayvanlarin% 95'inde yiiksek kan glukoz seviyeleri (400 = 70 mg/dL)'nin
olugmasina neden olmustur. Sitrat tamponu enjekte edilen ve Atorvastatin alan kontrol
gruplarinda kan glukoz seviyeleri 91+7 mg/dL araliginda kalmistir (Cizelge 4.1). Diyabet
kontrol (DM) grubunda ve Atorvastatin alan diyabetik siganlarda [(DM-A (10) ve DM-A
(20)], kan glukoz seviyelerinde anlamli bir artig (P <0.001) saptand1 (Cizim 4.1). STZ
enjekte edilen hiperglisemik siganlarda poliiiri, polidipsi ve diislik viicut agirliklar ile

karakterize agir diyabet semptomlar1 gézlendi.
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Cizelge 4.1. Gruplar aras1 aglik kan glikoz degerlerinin zamana bagh degisimleri

(mg/dl), (n=10) (X£SD)

GLIKOZ | KONTROL DM DM-A(10) DM-A(20) K-A(10) K-A(20) Sig.=P
(mg/dl)

Glikoz 24. P<0,0001*
saatte 92,18+12,9% | 383,54+9231° | 421,63+98,76" 387,45+66,55° | 98,36£6,91° | 96,09+7,46°

Glikoz 48. P<0,0001*
saatte 93,90£11,27% | 450,22+56,53" 418,63+123,08° | 428,90+46,43° | 100,45+9,04° | 93,18+5,45°

Glikoz 28. P<0,0001*
giinde 100,54+10,64% | 321,0+138,96" 363,09+111,64° | 358,60+69,13° | 95,72+7,60° 96,54+6,69°

P<0.0001* a-b, b-a, b-c; P<0.0001* a-b, b-a, b-c; P<0.0001* a-b, b-a, b-c
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Cizim 4.1. Gruplar arasi aglik kan glikoz degerlerinin zamana bagl degisimleri.

24 .saatte glikoz seviyeleri: * P<0,0001 a-b, b-a, b-c; 48.saatte glikoz seviyeleri: * P<0.0001
a- b, br-a-, b--c*; 28. giinde glikoz seviyeleri:* P<0.0001 a*-b*, b*-a*, b*-c*.
Gruplardaki degerler ortalama (X)+standart hata (SE) olarak ifade edildi.

4.1.2. Gruplar ici Achk Kan Glikoz Degerlerinin Zamana Bagh Degisimi

Kontrol, diyabet ve tedavi gruplarinda 24., 48.saatte ve 28. giinde aglik kan glikoz
degerleri glikometre ile 6lclilerek degerlendirildi ve kiyaslandiginda istatistiksel olarak
p<0.001 diizeyinde olduk¢a anlamli bir artis belirlendi (Cizelge 4.2 ve Cizim 4.2).
Zamana bagl kan glikoz diizeylerinin 6l¢iimlerini degerlendiridigimizde 28. giin dl¢limlerinin

48. saate gore anlaml diizeyde diisiik oldugunu gézlemledik.
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Cizelge 4.2. Gruplar i¢i aglik kan glikoz degerlerinin zamana bagli degisimleri

(mg/dl), (n=10) (X+SD)

Glikoz Diizeyleri

24 saatte 48.saate 28. giinde Sig.=P
(mg/dl)
Kontrol 91,30+1330 | 92,70+11,30 100,70+11,20
b c
DM 40470463047 | 45520855577 | 355,70£110.33° | 5 59
= **x
DM-A(10) 445.60461.79° 449 ,30+73,08" 363,90117,64° P=0.00013
P=0.0007***
b c
DM-A(20) 390,90+69,11° 440,40+48,54 360,90+66,44 P=0.0018%*
K-A (10) 98,20+7,269 90,20+29,15 95,20+7,80
K-A(20) 97.00+7.19 93,50+5,64 97,30+6,55

P<0.0001*** b-c Diyabet grubu, 48.saatte ve 28. giinde arasinda fark var. P=0.00013** a-c
DM-A(10) grubu, 24. saatte ve 28. giinde arasinda fark var. P=0.0007*** b-c DM-A(10)
grubu 48. saatte ve 28. giinde arasinda fark var. P=0.0018** b-c DM-A(20) grubu 48. saatte

ve 28. giinde arasinda fark var.
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Cizim 4.2. Gruplar i¢i aglik kan glikoz degerlerinin zamana bagl degisimleri.

*** P<0.0001 Diyabet grubu, 48. saatte ve 28. giinde arasinda 6nemli fark var. ** P=0.00013
DM-A(10) grubu, 24. saatte ve 28. giinde arasinda fark var. *** P=0.0007 DM-A(10) grubu
48. saatte ve 28. giinde arasinda fark var. ** P=0.0018 DM-A(20) grubu 48. saatte ve 28.
giinde arasinda fark var.

Gruplardaki degerler ortalama (X)+standart hata (SE) olarak ifade edildi.

4.2. Atorvastatin’in Viicut Agirhg Uzerine Etkisi

4.2.1. Viicut Agirhklarinin Zamana Bagh Olarak Grup I¢i Degisimi

Diyabet ve diyabet tedavi gruplari arasinda viicut agirliklar1 kontrol grubu ile
karsilastirildiginda goriilen diisiis istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (p<0.001). Diyabet
grubundaki (DM) si¢canlarin agirlklari deneylerin sonuna kadar diismeye devam etti. 150 g
altindaki hayvanlar oldii. 10mg/kg Atorvastatin alan gruptaki [DM-A(10)] si¢anlarin
agirliklari, enjeksiyondan sonraki hafta hizla distii, ilag aldiktan sonra toparlanma fark edildi

ve kilo kaybi durdu. 20 mg/kg Atorvastatin alan gruptaki [DM-A(20)] siganlarin agirliklari,
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enjeksiyondan sonraki hafta hizla diistii, ila¢ aldiktan sonra toparlanma fark edildi ve kilo
kaybi1 durdu ve baslangi¢ agirliklarina donmeye basladi.

Atorvastatin ile tedavi edilen diyabetik olmayan gruplar, ilk hafta (Atorvastatin tedavisine
heniiz baglanmadigr donemde) viicut agirliginda siirekli bir artig gésterdi. Ancak, 21 giin
boyunca 10mg/kg/giin Atorvastatin ile tedavi edilen gruplarda, viicut agirliklarin artis1 durdu
ve 20mg/kg/giin Atorvastatin dozu K-A(20) grubunda viicut agirliginda hafif bir diismeye
neden oldu (Cizelge 4.3 ve Cizim 4.3).
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Cizelge 4.3. Grup i¢i deney hayvanlariin viicut agirliklarinin gilinler arasi degisimleri

(gr), (n=10) (X+SD)

. . 7.giin (ilaca . . . Sig.=P
Gruplar 0.giin 3.glin baslanmasr) 14.giin 21.gilin 28.glin P<0.0001
P=0.02
Kontrol 190,4+14,28 | 190,9+15.32 | 200,4+14,40° | 201,6+14,03° | 197,5+15,60 | 184,10+17,07° | P=0.01
DM 202,8+22,00° | 184+24,28" | 168,5+19,96¢° | 168,4+24,73° | 159,5+18,04° | 152,10+16,05 Ezg'gggl
DM-A(10) 193,8+17.40 | 186,5+15,.45 |180,8+13,46 | 189+13,85 187,8+16,16 | 186,80+18,56
P=0.002
DM-A(20) 202,7+12,65° | 193,7+15,10 | 177+16,56° | 196,5+21,49° | 197,4+21,17° | 197,90+17,71¢ | P=0.001
P<0.0001
K-A(10) 189,4+14,53* | 198,2+19,08 | 206,2+15,78° | 206,1+15,29° | 202,5+18,32 | 200,90+20,22 | P=0.01
P=0.001
K-A(20) 203,2+27,45% | 217,7+27,45" | 224,1+14,60° | 204,9+12,23 | 202,3+21,46° | 194,10+22,15° | P=0.0001
P<0.0001

P=0.02 a-b Kontrol grubu 7. giin ve 14. giin, P=0.01 b-c 14. giin ve 28. giin aras1 fark saptandi. P=0.004 a-b DM grubu, 0.ve 3.

giin arasi; P<0.0001 a-c, b-c* 0. giin ve 7. 14. 21. 28. gilinler arasi, 3. giin ve 21, 28. gilinler aras1 6neml bir fark saptandi. P=0.002

b-c DM-A(20) grubu 7. giinlin ve 14. ve 21. giinler arasi; P=0.001 b-d 7.giin ve 28. giin arasi; P<0.0001 a-b 0. giin ve 7. giin aras1

onemli bir fark saptandi.
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P=0.01 a-b K-A(10) grubu 0. ve 7. 14. giinler aras1 fark var; P=0.001 a-c K-A(20) grubu 0. ve
7. gun arasi; P=0.0001 b-e, c-d 3. ve 28. giin, 7. ve 21 giin aras1 éneml1 bir fark saptandi;

P<0.0001 c-e 7. giin ve 28. giin aras1 dnemli bir fark saptandi.

250 -
240 B 0.GUN
228 ] B 3. GUN
210 + 5 m 7-GUN
200 A _ i (ilag baslamasi)
) 190 -
180 - B 14. GUN
170 -
160 - = 21. GUN
150 -
140 - = 28. GUN
130 - _ :
AN
S R
+ Q\&\ o“‘ + +

Cizim 4.3. Deney hayvanlarinin viicut agirliklarinin grup ici giinler arasi degisimleri

* P=0.01 Kontrol grubu 14.giin ve 28.giin arasi fark saptandi; K-A(10) grubu 0. ve 7. 14.
glinler arasi fark var. ** P=0.001 DM-A(20) grubu 7.giin ve 28. giin aras1; K-A(20) grubu 0.
ve 7. giin arasi fark saptandi. *** P<0.0001 DM grubu 0. giin ve 7. 14. 21. 28. giinler arast, 3.
giin ve 21, 28. giinler aras1 6nemli bir fark saptandi; DM-A(20) grubu 0. giin ve 7. giin arasi
onemli bir fark saptandi; K-A(20) grubu 3. ve 28. giin, 7. ve 21. 28. giinler aras1 6neml1 bir
fark saptandi.

Gruplardaki degerler ortalama (X)+standart hata (SE) olarak ifade edildi.
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4.2.2. Viicut Agirhklarmmin Gruplar Aras1 Degisimleri

Atorvastatin tedavi ile edilen diyabetik ve non diyabetik gruplarda 28. giinde viicut agirlarinda
yiikselis saptandi. En biiylik fark K-A(20) ve DM gruplar arasinda saptandi (P<0.003).
Deneyin sonunda sagilikli Atorvastatin alan gruplar viicut agirliklar: en yiiksekti. DM

grubunda ise viicut agirliklart en diisiiktli (Cizelge 4.4 ve Cizim 4.4).

Cizelge 4.4 Deney hayvanlarinin viicut agirliklarinin gruplar aras1 degisimleri

(gr), (n=10) (X£SD)

Gruplar (X£SD) Sig.=P
KONTROL 195,5+7.4

DM 179,3+17.87

DM-A(10) 193,9+14.32 <0,05 **
DM-A(20) 187,1£13.59

K-A(10) 201,8+13.0

K-A(20) 204,0+18.9

*P<0,008 K-A(10) ve DM arasinda fark saptandi. +P<0,003 K-A(20) ve DM arasinda fark
saptandi.

Viicut agirhiklan g
210
205
w 200
& 195
=
£ 190
b
© 185
=2
5 180
>
175
170
165
KONTROL DM-A(10) DM-A(20) K-A(10) K-A(20)

Cizim 4.4. Deney hayvanlarinin viicut agirliklarinin gruplar aras1 degisimleri.

P<0,008 * DM grubu ile kiyaslandiginda arasinda fark saptandi. P<0,003 ** DM grubu ile
kiyaslandiginda arasindaki fark saptandi.

Gruplardaki degerler ortalama (X)+standart hata (SE) olarak ifade edildi.
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4.2.3. Hayatta Kalma Oram
DM grubunda, siganlarin >%>50, ¢alismanin sonuna ulagsmadan (28 giin) 61dii. Atorvastatin ile
tedavi edilen diyabetik ve nondiyabetik kontrol gruplarinda mortalite gozlenmedi (Cizim 4.5).

Hayatta kalma orani
12 911 11 11 11 11 11
B hayvan say
10 - ® olen sayisi
8 - M kalan
6 ® 6lim
6 - oranlari
4 -
211
0 0 0 0
0 - 0,545454545
DM-A(20) DM-A(10) KONROL  K-A(10)  K-A(20) DM

Cizim 4.5. Deney hayvanlarinin farkli gruplarda hayatta kalma oraninin karsilastirilmast.

4.3. Biyokimya Bulgulari

4.3.1. Atorvastatin’in Serum Insulin Seviyeleri Uzerine Etkisi

Diyabet (DM) grubunda bekledigimiz gibi insulin seviyeleri diisiik bulundu. Fakat goze
carpan bulgu DM ve Atorvastatin ile tedavi edilen gruplarda, insulin seviyeleri (11,72 + 1,42
ve 11,47 + 1,09), DM grubundakiler ile karsilastirildiginda (8,79 + 1.61) istatistiksel olarak
anlamli diizeyde (p <0.05) yiiksekti (Cizelge 4.5 ve Cizim 4.6).
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Cizelge 4.5. Deney hayvanlarinin serum Insulin seviyelerinin karsilastiriimasi

(ng/mL), (n=8)

Grup (X+SD) Sig.=P
KONTROL 11,83 + 1,43

DM 8,79+ 1,61

DM-A(10) 11,72+ 1,42 <0,05**
DM-A(20) 11,47+1,09

K-A(10) 15,12+ 2,99

K-A(20) 13,08+3,31

* P<0.05 Kontrol, DM-A(20). DM-A(10) ile K-A(10) arasinda fark var. * P<0.005 DM ile K-
A(20), arasinda fark var. "P<0.001 DM ile K-A(10) arasinda fark var.

INSULIN

il

CONTROL DM-A10 DM-A20 K-A10 K-A20

20 -
18 -
16 -

mmol/L
I
o N

1 1 1

o N B O
1

Cizim 4.6. Deney hayvanlarinin farkli gruplarda serum insulin seviyelerinin karsilagtiriimast.

P<0.05 * K-A(10) grubu ile kiyaslandiginda; P<0.005 ** DM grubu ile kiyaslandiginda;
P<0.001 *** K-A(10) grubu ile kiyaslandiginda.

Gruplardaki degerler ortalama (X)+standart hata (SE) olarak ifade edildi.
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4.3.2. Atorvastatin’in Insiilin Direnci Uzerine Etkisi

Calismamizda insulin ve glikoz sonuglarina gore insulinin yilikselmesine ragmen, glikozun

diismedigini gozlemledik ve bunun bir insulin direnci oldugunu belirledik (Cizim 4.7). Bunu

daha iyi degerlendirmek i¢in her hayvanin kan sonuglarina ait HOMA-IR formulu kullanarak

insulin direncini hesapladik (Cizelge 4.6 ve Cizim 4.8).

16 -+

14 -

12 A

10 -

H
1

0 -

- 450
- 400
- 350
300

250
® INSULIN

200 . .
Glikoz 28. giin

150

100

50

KONTROL

DM-A10 DM-A20

K-A10

K-A20

Cizim 4.7. Deney hayvanlarmnin grup ici Insulin ve glikoz seviyelerinin karsilagtiriimast.

10 ve 20 mg/kg/ glin Atorvastatin alan gruplar, diger kontrol gruplart ile kiyaslandiginda,

insiilin direncin degerleri daha yiiksek ¢ikti (P <0.0001).

Cizelge 4.6. Deney hayvanlarmin farkli gruplarinda Insulin direnci: HOMA-IR (Homeostatic

Model Assessment for Insulin Resistance)’nin karsilastirilmasi.

Gruplar (X£SD) Sig.=P
KONTROL 2,79+0,38

DM 6,1 £1,94

DM-A(10) 10,78 + 2,61 <0,005+""
DM-A(20) 9,94+1,51

K-A(10) 3,47+0,37

K-A(20) 3,314+0,43

*P<0.005 DM ve K-A(20) arasinda fark var; + =0.0008 Kontrol ve DM arasinda fark var;
P<0.0001 DM-A(10) ve DM-A(20), Kontrol grubu ile kiyaslandiginda; DM-A(10) ve DM-
A(20), DM grubu ile kiyaslandiginda; K-A(10) ve K-A(20), DM-A(10) grubu ile
kiyaslandiginda; K-A(10) ve K-A(20), DM-A(20) grubu ile kiyaslandiginda;
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HOMA-IR

Cizim 4.8. Deney hayvanlarinin farkli gruplarda Insulin direnci ( HOMA-IR Homeostatic
Model Assessment for Insulin Resistance)’nin karsilastirilmasi.

P=0.0008 *Kontrol ve DM arasi fark; P<0.0001 ** Kontrol ve DM grublari ile
kiyaslandiginda; # DM-A(10) ve DM-A(20) grublart ile kiyaslandiginda.

Gruplardaki degerler ortalama (X)+standart hata (SE) olarak ifade edildi.

4.3.3. Atorvastatin’in Serum AMH Seviyeleri Uzerine Etkisi
AMH seviyelerinde, DM grubunda 6nemli bir diisiis gézlendi. Atorvastatin alan diyabetik
gruplarinda doza bagiml bir yiikselis fark edildi (Cizelge 4.7 ve Cizim 4.9).
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Cizelge 4.7. Deney hayvanlarinin serum AMH (Anti Mullerian Hormon) seviyelerinin
karsilastirilmast

(ng/mL), (n=8)

Gruplar (X£SD) Sig.=P
KONTROL 2,85+ 1,43

DM 1,24+ 0,99

DM-A(10) 2,80+0,50 <0,005™
DM-A(20) 3,26+0,77

K-A(10) 2,5310,54

K-A(20) 2,3840,50

*P=0.03 K-A(20) DM grubu ile kiyaslandiginda; +P<0.001 Kontrol, DM-A(10), DM-A(20),
K-A(10) DM grubu ile kiyaslandiginda.

AMH

4,5

4
3,5 -
€2,5 -

2 -
1,5 A

1 -
0,5 -

0

CONTROL DM-A10 DM-A20 K-A10 K-A20

Cizim 4.9. Deney hayvanlarinin farkli gruplarda serum AMH (Anti Mullerian Hormon)
seviyelerinin karsilastirilmasi.

P<0.001 ** DM grubu ile kiyaslandiginda; P=0.03 * DM grubu ile kiyaslandiginda.
Gruplardaki degerler ortalama (X)+standart hata (SE) olarak ifade edildi.
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4.3.4. Atorvastatin’in Plazma TGF-p Seviyeleri Uzerine Etkisi

Gruplar aras1 Plazma TGF-f seviyelerinde istatistiksel olarak anlamli bir fark
saptanmamasina ragmen, DM grubunda plazma TGF-f seviyeleri diger gruplara gore daha
diistik bulundu (Cizelge 4.8 ve Cizim 4.10).

Cizelge 4.8. Deney hayvanlarinin Plazma TGF-f (Déniistiiriicii Bliylime Faktorii Beta)
seviyelerinin karsilastirilmasi

(pg/mL), (n=8)

Gruplar (X+£SD) Sig.=P
KONTROL 98,00+26,32

DM 73,01+27,49

DM-A(10) 83,57+43,95 0,384
DM-A(20) 79,10+30,7

K-A(10) 73,47£19,57

K-A(20) 92,37+35,25

Gruplar aras1t TGF-PBnin istatistiksel olarak anlamli bir fark saptanmamustir.

TGF-B
160 -
140 -
120 -+

100 -
80 -
60 - {

40 -

pg/mL

CONTROL DM DM-A10 DM-A20 K-A10 K-A20

Cizim 4.10. Deney hayvanlarmin farkli gruplarda Plazma TGF-f (Doniistiiriicii Biiyiime
Faktorii Beta) seviyelerinin karsilagtirilmasi.
Gruplar aras1t TGF-B’nin istatistiksel olarak anlamli bir fark saptanmamustir.

Gruplardaki degerler ortalama (X)+standart hata (SE) olarak ifade edildi.
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4.3.5. Atorvastatin’in Plazma Pentraksin-3 Seviyeleri Uzerine Etkisi

Plazma Pentraksin-3 seviyeleri DM grubunda yiikseldi. Atorvastatin alan diyabet grubunda

plazma Pentraksin-3 seviyeleri hafif diistii. En diisiik plazma Pentraksin-3 seviyeleri, 10 mg/kg

Atorvastatin alan kontrol grubunda bulundu ve 20 mg/kg Atorvastatin alan kontrol grubu ile

arasinda istatistiksel fark saptandi. K-A(20) grubunda Atorvastatin’in toksik etkisi ortaya ¢ikti

(Cizelge 4.9 ve Cizim 4.11).

Cizelge 4.9. Deney hayvanlarinin Plazma Pentraksin-3 seviyelerinin karsilagtiriimasi

(ng/mL), (n=8)

Gruplar (X+SD) Sig.=P
KONTROL 1,87+0,48
DM 2,17+0,95
- +
DM-A(10) 1,56+0,56 P<0,05**
DM-A(20) 1,74+0,99
K-A(10) 1,12+0,38
K-A(20) 2,24+0,4

.*P=0.03 DM ile K-A(10) arasi fark var; +P=0.02 K-A(10) ile K-A(20) arasi fark var.

ng/mL

PENTRAKSIN-3

Cizim 4.11. Deney hayvanlarmin farkli gruplarda Plazma Pentraksin-3 seviyelerinin
karsilatirilmasi. P<0.05* DM ve K-A(20) grubu ile kiyaslandiginda.
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4.3.6. Atorvastatin’in Serum MDA ve GSH Seviyelerinin Uzerine Etkisi

Serum MDA Seviyeleri

Gruplar arast serum MDA seviyelerinde istatistiksel olarak anlaml bir fark
saptanmamasina ragmen, DM ve 20 mg/kg Atorvastatin alan kontrol grubunda, MDA
seviyeleri en yiiksek oldugunu fark edildi. 20 mg/kg Atorvastatin alan sagilikli grupta ilacin
zararli ve toksitisite ortaya ¢ikardigi fark edildi (Cizelge 4.10 ve Cizim 4.12).
Cizelge 4.10. Deney hayvanlarinin serum MDA (Malondialdehid) seviyelerinin

karsilastirilmas.
nmol/mL (n=11)
Gruplar (X£SD) Sig.=P
KONTROL 44,46+19,47
DM 53,10+22,99
- 41,36+10,16
DM-A(10) ) ) 0,07
DM-A(20) 36,91+8,48
K-A(10) 39,37+6,63
K-A(20) 53,34+19,53

Gruplar arast serum MDA seviyelerinin istatistiksel olarak anlamli bir fark saptanmamustir.

70 - Serum MDA
60 -
50 -
E
3 40 -
€
c
30 -
20 -
10
Kontrol DM- A(10) DM- A(ZO) K-A(10) K-A(20)

Cizim 4.12. Deney hayvanlarinin farkli gruplarda serum MDA (Malondialdehid)
seviyelerinin karsilagtirilmasi.
Gruplar aras1 serum MDA seviyelerinin istatistiksel olarak anlaml1 bir fark saptanmamugtir.

Gruplardaki degerler ortalama (X)+standart hata (SE) olarak ifade edildi.
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Serum GSH Seviyeleri

Gruplar aras1 serum GSH seviyelerinde istatistiksel olarak K-A(10) ile DM-A(10) grubu
arasinda anlamli bir fark saptandi ve DM ve 10 mg/kg Atorvastatin alan kontrol grubunda,
GSH seviyeleri en yiiksek oldugunu fark edildi (Cizelge 4.11 ve Cizim 4.13).

Cizelge 4.11. Deney hayvanlarinin serum GSH (Glutation) seviyelerinin karsilagtiriimast.
mg/mL (n=11)

Gruplar (X£SD) Sig.=P
KONTROL 0,09+0 ,01

DM 0,11+ 0,01

DM-A(10) 0,11+0 ,02 <0.05*"
DM-A(20) 0,10+0 ,01

K-A(10) 0,09+0 ,02

K-A(20) 0,09+0 ,01

*P<0.05 Kontrol, K-A(10), K-A(20), DM grubu ile kiyaslandiginda; Kontrol, K-A(20), DM-
A(10) grubu ile kiyaslandiginda; +P=0.006 K-A(10) ile DM-A(10) grubu arasinda.

Serum GSH
1300
1200
1100
1000
900
— 800
E 700
[-T+]
€ 600
500
400
300
200
100
Kontrol DM-A(10) DM-A(20) K-A(10) K-A(20)

Cizim 4.13. Deney hayvanlarmin farkli gruplarda serum GSH (Glutation) seviyelerinin

karsilastirilmasi.

P<0.05 * DM grubu ile kiyaslandiginda; P=0.006 ** K-A(10) grubu ile kiyaslandiginda.
Gruplardaki degerler ortalama (X)+standart hata (SE) olarak ifade edildi.
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4.3.7. Atorvastatin’in Lipid Profili Uzerine Etkisi
Serum TG ve TG/HDL orani anlamli derecede artarken, serum HDL diizeyi diyabetik

sicanlarda (DM) normal kontrol siganlarina gore anlamli olarak (P < 0.05) azald1 (Cizelge
4.12).

Atorvastatin’in HDL Kolesterol Uzerine Etkisi

Gruplar arast serum HDL Kolesterol seviyelerinde istatistiksel olarak anlaml1 bir fark
saptanmamasina ragmen, DM grubunda HDL Kolesterol seviyelerinin en diisiik oldugu fark
edildi ve Atorvastatin alan gruplarda, HDL Kolesterol seviyeleri ylikseldi (Cizelge 4.12 ve
Cizim 4.14).

Cizelge 4.12. Deney hayvanlarinin serum HDL-Kolesterol seviyelerinin karsilastiriimasi.

mg/dl (n=8)

Gruplar (X+SD) Sig.=P
KONTROL 56,06+11,84

DM 47,37+6,43

DM-A(10) 60,00+12,49 0,136
DM-A(20) 56,75+7,78

K-A(10) 58,37+7,23

K-A(20) 57,62+9,07

Istatistiksel olarak anlaml1 bir fark saptanmamustir.
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HDL Kolesterol

60.010 -
50.010 -
40.010 -
30.010 -
20.010 -+
10.010 -
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Kontrol DM-A(10)  DM-A(20) K-A(10) K-A(20)

mg/dl

Cizim 4.14. Deney hayvanlarinin farkli gruplarda serum HDL (High Density Lipoprotein)
Kolesterol seviyelerinin karsilastirilmasi.
Gruplar aras1 serum HDL seviyelerinde istatistiksel olarak anlamli bir fark saptanmamustir.

Gruplardaki degerler ortalama (X)+standart hata (SE) olarak ifade edildi.

4.3.8. Atorvastatin’in Trigliserid Seviyeleri Uzerine Etkisi

Atorvastatin, serum trigliserit seviyeleri lizerinde doza bagl bir etki gosterdi ve 20 mg/kg/g
Atorvastatin alan siganlar (diyabetik ve diyabetik olmayan gruplar) DM grubu ile
karsilastirildiginda, TG diizeylerinin azaldig1 gézlendi. (p<0.05) Ancak, tedavi edilmemis
diyabetik grup (DM) ile karsilastirildiginda, 10 mg/kg/gilin Atorvastatin alan sagilikli grupta
(K-A (10)) TG diizeylerini anlaml diizeyde diistii (p <0.005). Atorvastatinin 20 mg/kg/giin
doz, diyabetik olmayan grup icin olas1 bir toksik etki gostermektedir (Cizelge 4.13 ve Cizim
4.15).
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Cizelge 4.13. Deney hayvanlarimin serum Trigliserid seviyelerinin karsilastirilmasi.

mg/dl (n=8)

Gruplar (X+SD) Sig.=P
KONTROL 61,44+13,01

DM 78,00+31,06

DM-A(10) 60,00+23,12 P<0,05*"
DM-A(20) 48,87+18,02

K-A(10) 40,12+8,81

K-A(20) 46,87+10,84

*P<0.05 DM-A(20), K-A(20) gruplar1, DM grubu ile kiyaslandiginda;
+ P< 0.005 K-A(10) ile DM grubu arasnda fark.

TRIGLISERID

90

80 I

70
60 1 1

50 *%
40 I
30
20
10

— %
ot

mg/dL

CONTROL DM DM-A10 DM-A20 K-A10 K-A20

Cizim 4.15. Deney hayvanlarinin farkli gruplarda serum Trigliserid seviyelerinin
karsilagtirilmasi.

P<0.05 * DM grubu ile kiyaslandiginda; P<0.005 ** DM grubu ile kiyaslandiginda.
Gruplardaki degerler ortalama (X)+standart hata (SE) olarak ifade edildi.

4.3.8. Atorvastatin’in Trigliserid ile HDL Kolesterol Oram Uzerine Etkisi

DM grubunda TG daha yiiksekti ve HDL kolesterol daha diisiiktii, bu da TG / HDL
kolesterol oranlarinin daha yiiksek olmasina neden oldu. Atorvastatin kullanimi, bu parametre
icin tekrar doz bagiml etki gosterdi. Atorvastatin ile tedavi edilen diyabetik gruplarda 20 mg /
kg dozunda bu oran DM grubuna goére 10 mg / kg dozdan daha fazladir (P <0.005). Bu doz,
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saglikli nondiabetik gruplar lizerinde ayni etkiyi gostermemistir; bu oran diistiktiir ancak 10

mg / kg / d'lik doz biiyiik bir farklilik (P <0.0005) gosterdi (Cizelge 4.14 ve Cizim 4.16).

Cizelge 4.14. Deney hayvanlarimin Trigliserid ile HDL Kolesterol oranlarinin karsilastirilmasi.

Gruplar (X+SD) Sig.=P
KONTROL 0,99+0,20

DM 2,29+1,21

DM-A(10) 1,30+1,01 <0,05*"
DM-A(20) 0,86+0,28

K-A(10) 0,69+0,21

K-A(20) 0,80+0,34

*P<0.005 Kontrol, DM-A(20) ve K-A(20) DM grubu ile kiyaslandiginda; +P=0.0004 K-A(10)
ile DM grubu arasnda fark.

TG/HDL-C orani
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Cizim 4.16. Deney hayvanlarinin, farkli gruplarda Trigliserid ile HDL Kolesterol oranin
karsilastirilmasi.

P<0.005 * DM grubu ile kiyaslandiginda; P=0.0004 ** DM grubu ile kiyaslandiginda.
Gruplardaki degerler ortalama (X)+standart hata (SE) olarak ifade edildi.
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4.3.9. Atorvastatin’in Ovaryum Dokusu MDA ve GSH Seviyeleri Uzerine Etkisi
Atorvastatin’in Ovaryum Dokusu MDA Seviyeleri Uzerine Etkisi

MDA seviyeleri en yiiksek oldugu grup- K-A(20) grubudur. Bu bir daha 20 mg/kg dozda
kullanilan ilacin ovaryum {izerinde toksik ve zararli etkisini gosterdi (Cizelge 4.15 ve Cizim

4.17).

Cizelge 4.15. Deney hayvanlarmin ovaryum dokusu MDA seviyelerinin karsilastirilmasi
nmol/mg protein (n=11)

Gruplar (X+SD) Sig.=P
KONTROL 5,25+0,89

DM 4,95+1,84

DM-A(10) 5,70+1,39 <0,05*"
DM-A(20) 4,91+0,95

K-A(10) 4,33£1,13

K-A(20) 7,711,62

*P<0.05 Kontrol ve DM-A(10) gruplari, K-A(20) grubu ile kiyaslandiginda; +P=0.000 DM,
DM-A(20) K-A(20) gruplari, K-A(20) grubu ile kiyaslandiginda.

OVARYUM MDA
10 - *k
9 .
81 *k *
£ 7 * *k
S 6 -
Q.
Bl |
s 4
£ 3.
2 .
1 .
O T T T T T 1
CONTROL DM DM-A10 DM-A20 K-A10 K-A20

Cizim 4.17. Deney hayvanlarinin, farkli gruplarda ovaryum dokusu MDA (Malondialdehid)
seviyelerinin karsilastirilmasi.

P=0.000 ** K-A(10) grubu ile kiyaslandiginda; P<0.05 * K-A(20) grubu ile kiyaslandiginda.
Gruplardaki degerler ortalama (X)+standart hata (SE) olarak ifade edildi.
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Atorvastatin’in Ovaryum Dokusu GSH Seviyeleri Uzerine Etkisi

10 ve 20 mg/kg Atorvastatin alan hasta gruplarinda, ovaryumda GSH seviyeleri ylikseldi ve

bu Atorvastatinin antioksidan ozellige sahip oldugunu kanitlamaktadir (Cizelge 4.16 ve Cizim

4.18).

Cizelge 4.16. Deney hayvanlarinin ovaryum dokusu GSH (Glutation) seviyelerinin

karsilastirilmasi

mg/mgprotein (n=11)

Gruplar (X+SD) Sig.=P
KONTROL 0,02+0,00

DM 0.01620,005

DM-A(10) 0,022 0,005 <0,05 "
DM-A(20) 0.019+0,003

K-A(10) 0.01520,003

K-A(20) 0,019:£0,004

*P=0.03 DM ile DM-A(10) arasi fark var; +P=0.002 K-A(10) ile DM-A(10) arasi fark var

0,035 +

0,03 -

0,025 -

mg/mg protein

OVARYUM GSH

*
**
0,02 -
0,015 -
0,01 -
0,005 -
0 J

Cizim 4.18. Deney hayvanlarinin, farkli gruplarda ovaryum dokusu GSH (Glutation)

seviyelerinin karsilastirilmasi.

P=0.002 ** DM-A(10) grubu ile kiyaslandiginda; P=0.03 * DM-A(10) grubu ile

kiyaslandiginda.

Gruplardaki degerler ortalama (X)+standart hata (SE) olarak ifade edildi.
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4.4. Hayvanlarin Makroskopik Degisimleri

Hayvanlar sakrifiye edilmeden 6nce ve sonra viicutta ve organlarda bazi makroskopik
degisiklikler fark edildi (Cizim 4.19-4.22). Deneye ayni viicut agirlaya alan, deney sonunda
28. giinde sakrifiye edilmeden 6nce diyabet ve sagilikli kontrol grubuna ait sicanlarin dis
goriintimliimde farklilik gozlendi (Cizim 4.19). Kontrol grubu sicanlarin gériiniimiiniin ve
organlarmin sagilikli oldugu gézlendi. Diyabetli siganlarda ise boyun bolgesinde lezyon
(Cizim 4.20), gastrointestinal sistemde megakolon benzeri makroskobik bulgu (Cizim 4.21),

perikardiyumda s1v1 birikmesi ve fibroz farklilasma (Cizim 4.22) olarak g6zlendi.

Cizim 4.19. Diyabet ve sagilikli gruba ait iki sicanin goriiniimii.

DM (solda) ve kontrol (sagda) grubu sigcanlarin deney sonunda 28. giinde.
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Cizim 4.20. DM-A(10) grubuna ait bir siganda boyun bolgesinde agik bir lezyon'un
goruntimul.

63



DM grubu Kontrol grubu

Cizim 4.21. Diyabet gruplarina ait siganlarda GIS'in gériiniimii. Diyabet gruplarinda ait
sicanlarin cogu megakolon benzeri goriintii gozlendi, kontrol gruplarinda benzeri degisiklikler
ortaya ¢ikmadi.
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Perikartta fibroz farklilasma gézlendi Perikart kesesi s1v1 ile dolu.

Cizim 4.22. DM grubuna ait siganlarin kalpte gézlenen degisiklikler.
4.5. Isik Mikroskobi Bulgulari
4.5.1. H&E Boyamasi ve Folikiil Sayimi Bulgularn

Kontrol ve deney gruplarina ait si¢canlarin ovaryumlarinda bulunan folikiiller morfolojik
acidan degerlendirildi. Tiim gruplarda folikiilogenezin ¢esitli evrelerinde olan folikiiller
gbzlemlendi. Kontrol grubuna ait ovaryum kesitlerinde normal stroma ve olgunlasmanin farkli
evrelerinde birgok folikiil ile ovulasyonun gostergesi olan korpus luteum gozlendi. Graniiloza
hiicreleri diizgiin ve sik1 bir dizilim gosterdi. Teka hiicreleri ise igsi gorlinlimlii normal dizilim
gosterdi. Oosit ve oositi ¢cevreleyen zona pellusidada herhangi bir dejenerasyon goriilmedi
(Cizim 4.23- 4.26).

DM grubuna ait ovaryum kesitlerinde biiyiik fibrotik alanlar ve genislenmis kan damarlar: fark
edilidi (Cizim 4.27- 4.31).

DM-A(10) grubuna ait ovaryum kesitlerinde stromanin daha normal goriiniimde oldugu
izlendi. Fibrotik alanlar diyabet grubuna gore daha az, genel goriiniimiin normal bir yapiya
oldugu goriildii (Cizim 4.32- 4.35).
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DM-A(20) grubuna ait ovaryum kesitlerinde fibrotik alanlar ve genislenmis kan damarlari fark
edildi. Dilate olan damarlarin digina yayilan eritrositler ve korpus luteumlarda da kanama
alanlar fark edildi (Cizim 4.36- 4.40).

K-A(10) grubuna ait ovaryum kesitlerinde normal stroma ve olgunlagmanin farkli evrelerinde
birgok folikiil ile ovulasyonun gostergesi olan korpus luteum goézlendi (Cizim 4.41- 4.44).
K-A(20) grubuna ait ovaryum kesitlerinde normal stroma ve olgunlagmanin farkli evrelerinde
birgok folikiil gozlendi. Stromada genislemis kan damarlari, hemoraji ve yer yer fibrotik
alanlar fark edildi (Cizim 4.45-4.48).

H&E Boyamasi
KONTROL gruba ait mikrograflar:
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Cizim 4.24. Kontrol grubunda gesitli gelisim evrelerinde olan folikiiller (oklar- primordial
folikdiller; vertikal ok -primer folikiil; dairenin i¢inde sekonder folikiil; eskenar dortgen-

korpus luteumu gosteriyor).
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Cizim 4.25. Kontrol grubunda d

orinimi
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ik folikii

Cizim 4.26. Kontrol grubunda bir atreti
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DM gruba ait mikrograflar:

Cizim 4.27. DM grubun C seriden farkli 6rneklere ait genel goriiniimii. Biiyiik fibrotik alanlar

ve genislenmis kan damarlar1 fark ediliyor.
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Cizim 4.28. DM grubunda c¢esitli gelisim evrelerinde olan folikiiller.
(horizontal oklar- primordial folikiiller; vertikal oklar- soldan-saga unilaminar primer ve
multilaminar primer folikiil; onlarin ortasinda sekonder folikiil; altigen i¢inde-Graaf follikiil;

yildiz- fibrotik alanlar1 gosteriyor).
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Cizim 4.29. DM grubunda folikiilleri, genis fibrotik alanlar ve genislenmis kan damarlari.
Horizontal oklar- primer folikiilller, yildizlar- fibrotik alanlar.

RNA (2 > : 75 “

Cizim 4.30. DM grubunda tersiyer folikiil ve korpus luteumlar.
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Cizim 4.31. DM grubunda atretik folikiil goriiniimii.

DM-A(10) grubuna ait mikrograflar:
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Cizim 4.33. DM-A(10) grubunda gesitli gelisim evrelerinde olan folikiiller (horizontal ok-
primordial folikiiller; vertikal ok- unilaminar primer folikiil; y1ldiz- multilaminar primer

folikiilii gosteriyor).
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DM-A(20) gruba ait mikrograflar:

o S

Cizim 4.36. DM-A(20) grubunda C seriden ovaryumun genel histolojik gériiniimii.
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Cizim 4.37. DM-A(20) grubunda gesitli gelisim evrelerinde olan folikiiller.

(horizontal oklar- primordial folikiilleri; vertikal ok- primer folikiilii; karenin iginde- sekonder

folikiilii; yildizlar- fibrotik alanlar1 gosteriyor).
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Cizim 4.39. DM-A(20) grubuna ait korpus luteumlarin gériintimdi.
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Cizim 4.40. DM-A(20) grubuna ait atretik folikiiliin gortiniimii.

K-A(10) gruba ait mikrograflar:
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Cizim 4.42. K-A(10) grubuna ait ¢esitli gelisim evrelerinde olan folikiiller.

(horizontal oklar-primordial folikiilleri; vertikal oklar- primer folikiilleri gosteriyor).

Cizim 4.43. K-A(10) grubunaa ait diizgiin gortiniimlii korpus luteum.
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Cizim 4.44. K-A(10) grubuna ait bir atretik folikiiliin goriiniimii.

K-A(20) grubuna ait mikrograflar:

Cizim 4.45. K-A(20) grubu C seriden ovaryumun genel histolojik goriiniimii.
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Cizim 4.47. K-A(20) grubuna ait diizgiin gériinimlii korpus luteum.

80



Cizim 4.48. K-A(20) grubuna ait bir atretik folikiiliin goriiniimii.

Folikiil Sayimi Bulgulari

Farkl1 gruplardaki 151k mikroskobik bulgularda folikiilerin ve oositlerin morfolojik
degisiklikleri anlamli bulunmadi. Folikiil sayimlarinda da Graaf ve sekonder folikiilerde,
gruplar aras1 6nemli bir fark saptanmadi. En 6nemli fark primordial ve atretik folikiilerde
gozlendi. Diyabet grubunda, atretik folikillerin sayi istatistiksel olarak anlaml1 yiiksek ¢ikti.
Atorvastatin alan kontrol gruplarin ovaryumlarinda, primordial folikiillerin sayilari ¢ok

diisiiktii (Cizelge 4.17 ve Cizim 4.49.).
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Cizelge 4.17. Kontrol, DM ve tedavi gruplarindaki primordiyal, unilaminar primer,
multilaminar primer, sekonder ve Graff folikiillerin sayilari.

g]r:ui))lar primordiyal | p.unilaminar | p.multilaminar | sekonder Graff Sig.=P
Kontrol 56,14+£12,90 | 11+3,05 12,86+2,8 5,57+2,93 1,28+0,48

DM 59+14,82 16,28+6,18 23,57+6,4 10,14+1,57 | 1,28+0,75

DM-A(10) | 60,86+£16,53 | 16,28+8,06 16,28+3,6 3,86+2,26 1+0,57 <0.05™
DM-A(20) | 51,57+22,0 18,28+5,82 16,57+8,9 7,14+2.11 1,42+0,78

K-A(10) 36+22.97 8,86+5,01 8,57+1,51" 528+1,79 | 0,71+0,75

K-A(20) 33,29+10.86" | 7,71+3,95 9,142+1,7° 3,71+1,11 | 140,81

*P<0.05 K-A(10) ve K-A(20), DM grubu ile kiyaslandiginda; * P<0.0001 K-A(10) ve K-
A(20)- Kontrol, DM ve DM-A(10) grublari ile kiyaslandiginda.

Folikiil sayimi

80 1
701
60 1
501
40

301
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& K « «

Primordial foliktl
Primer unilaminar

Primer multilaminar

Sekonder folikdl

* %
* %
Graff folikul
i,
I g B

folikil sayisi

Cizim 4.49. Deney hayvanlarinin, farkli gruplarda primordiyal, unilaminar primer,
multilaminar primer, sekonder ve Graff folikiillerin karsilastirilmasi.
P<0.0001 ** Kontrol, DM ve DM-A(10) grublari ile kiyaslandiginda. P<0.05 * DM grubu ile

kiyaslandiginda.
Gruplardaki degerler ortalama (X)+standart hata (SE) olarak ifade edildi.
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4.5.1.1. Korpus Luteum Sayimm

Korpus luteum sayisinin Atorvastatin alan gruplarda daha diisiik oldugu fark edildi. G6ze
carpan Sonu¢ DM grubunda yiiksek oldugu ve 10mg/kg/g Atorvastatin alan gruplar ile
istatistiksel olarak anlamli fark saptandi (Cizelge 4.18. ve Cizim 4.50.).

Cizelge 4.18. Kontrol, DM ve tedavi gruplarindaki korpus luteum sayilarin karsilagtirilmasi.

(n=7)
Gruplar (X+£SD) Sig.=P
KONTROL 69,86+23,33
DM 97,71+21,12
DM-A(10) 58+ 24,14 .
DM-A(20) 62,71432,86 <0,05
K-A(10) 58,43+13,72
K-A(20) 66,71+5,25

*p<0.05 DM, DM-A(10) ve K-A(10) gruplar arasinda fark var.

Korpus luteum

150 T

100 T

sayi

50

Cizim 4.50. Deney hayvanlarinin, farkli gruplarda korpus luteum sayilarinin karsilastiriimasi.
p<0.05 * DM grubu ile kiyaslandiginda.

Gruplardaki degerler ortalama (X)+standart hata (SE) olarak ifade edildi.
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4.5.1.2. Atretik Folikiillerin Sayimi

DM grubunda atretik folikiillerin sayilar1 en yiiksek bulundu. Atorvastatin alan diybetik ve
nondiyabetik gruplarda atretik folikiillerin sayis1 daha diisiiktii. DM grubu ile kiyaslandiginda
onemli bir istatistiksel fark saptandi (p<0.0001) (Cizelge 4.19. ve Cizim 4.51.).

Cizelge 4.19. Kontrol, DM ve tedavi gruplarindaki atretik folikiil sayilarinin karsilastirilmasi

Gruplar (X£SD) Sig.=P
KONTROL 16,71+3,90

DM 25+6,14

DM-A(10 12,57+ 2,50 .
DM-A((Zg) 12,2943 55 <0,05
K-A(10) 771454 82

K-A(20) 93,02

*p<0.05 Kontrol ve DM grubu arasinda fark var. * p<0.0001 DM-A(10), DM-A(20), K-A(10)
ve K-A(20), DM grubu ile kiyaslandiginda.

Atretik folikuller

40 T

Cizim 4.51. Deney hayvanlarinin, farkli gruplarda atretik folikiil sayilarinin karsilistirilmasi.
p<0.0001 ** DM grubu ile kiyaslandiginda, p<0.05 * Kontrol ve DM grubu arasinda fark var.

Gruplardaki degerler ortalama (X)+standart hata (SE) olarak ifade edildi.
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4.5.1.3. Diger Bulgular
EIB Epitelyal Inkliizyon Bezleri

Kesitler 151k mikroskobunda incelenirken ve folikiilerin sayimi1 yapildiginda, epitelyal

inkliizyon bezleri fark edildi. Her kesitte degil, fakat her grupta gozlendi (Cizim 4.52).

Cizim 4.52. Kontrol grubuna ait EIB (Epitelyal inkluzyon Bezi)’in gériiniimii
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Tuba Uterinada Oosit

DM grubu H&E ile boyanmus kesitler incelenirken, tuba uterina liimeninde etrafindaki
grantiiloza hiicreleri ile beraber bir oosit fark edildi. Bu 00sit, tuba uterinanin ampulla
bolgesinde izlendiginden zamanlama olarak hemen ovulasyon sonrasi oldugu diistiniildii
(Cizim 4.53).

Cizim 4.53. DM grubunda oosit ve korona radiata hiicreleri goriiniimii.
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Cif Oositli Folikiil

DM-A(20) grubuna ait H&E kesitler incelenirken iki oositi olan bir sekonder folikiil
izlendi. ikiz bebek olusumu i¢in etken olarak kabul edilen ¢ift oosit gdzlemlenerek farkl bir

tecriibe elde edildi (Cizim 4.54.).

Cizim 4.54. DM-A(20) grubunda iki oositli folikiiliin gérﬁnﬁmﬁ.

4.5.2 immiinohistokimya Bulgular.

4.5.2.1. TGF-p Isaretlemesi

TGF-B, folikiiller aras1 alanlarda eksprese oldu (Cizim 4.55 - 4.68), granuloza hiicreleri ve
oositler boyanmadi. TGF- ekspresyonu; hilus bolgesinde, damarlarin etrafinda daha giiglii
gozlendi. Ovaryum dokusuna ait kesitlerde TGF-3 ekpresyonun kuantifikasyonu yaptigimiz
zaman DM-A(20) grubunda en yiiksek ekspresyona sahip oldugunu (Cizim 4.63 - 4.64) ve
sonra DM grubunda da giiglii bir ekspresyon gosterdigini tespit ettik (Cizim 4.58- 4.60). Diger

gruplarda kontrole gore ekspresyon daha azdi.
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Kontrol grubuna ait mikrograflar:
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Cizim 4.55. Kontrol grubuna ait ovaryumda TGF- ekspresyonu, 10X.

Cizim 4.56. Kontrol grubuna ait ovaryumda TGF-f ekspresyonu, 20X
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Cizim 4.57. Kontrol grubuna ait ovaryumda TGF-f ekspresyonu, 40X

DM grubuna ait mikrograflar:
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Cizim 4.59. DM grubuna ait ovaryumda TGF-3 ekspresyonu, 20X.

Cizim 4.60. DM grubuna ait ovaryumda TGF-f ekspresyonu, 40X.
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DM-A(10) grubuna ait mikrograflar

Cizim 4.61. DM-A (10) grubuna ait ovaryumda TGF-f ekspresyonu, 20X

Cizim 4.62. DM-A (10) grubuna ait ovaryumda TGF- ekspresyonu, 40X.
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DM-A(20) grubuna ait mikrograflar

Cizim 4.63. DM-A (20) grubuna ait ovaryumda TGF-f3 ekspresyonu, 10X.

Cizim 4.64. DM-A (20) grubuna ait ovaryumda TGF-f3 ekspresyonu, 20X.
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K-A(10) grubuna ait mikrograflar:

Cizim 4.66. K-A (10) grubuna ait ovaryumda TGF-p ekspresyonu, 20X.
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K-A(20) grubuna ait mikrograflar:

Cizim 4.68. K-A (20) grubuna ait ovaryumda TGF-p ekspresyonu, 20X.
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Cizelge 4.20. Ovaryum doku kesitlerindeki TGF-f optikal densitesi (OD) seviyelerinin

karsilastirilmasi
Gruplar (X£SD) Sig.=P
KONTROL 0,04+0,03
DM 0,09+0,08
DM-A(10) 0,01+ 0,00 0,162
DM-A(20) 0,14+0,12
K-A(10) 0,007+0,00
K-A(20) 0,02+0,02
Gruplar arasinda istatistiksel fark saptanmamustir.
TGF-Pp
0.25 7
0.20-
0.15-
)
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Cizim 4.69. Deney hayvanlarinin, farkli gruplarda ovaryum doku kesitlerdeki TGF-p (optikal
densitesi) OD seviyelerinin karsilastirilmasi.
Gruplar arasinda istatistiksel fark saptanmamustir.

Gruplardaki degerler ortalama (X)+standart hata (SE) olarak ifade edildi.
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4.5.2.2. VEGF Isaretlemesi

VEGF immunreaktivitesi, korpus luteum ve oositlerde gézlendi. Ovaryum doku kesitlerde
VEGEF ekpresyonun kuantifikasyonunda, kontrol grubuna gore diger gruplarda daha az
ekspresyon belirlendi. K-A(10) grubunda ekspresyonu biraz daha yiiksek, diyabet gruplarinda
kontrole gore VEGF ekspresyonu diisiiktii (Cizim 4.82).

Kontrol grubuna ait mikrograflar

Cizim 4.70. Kontrol grubu ovaryumda VEGF ekspresyonu, 20X.
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Cizim 4.71. Kontrol grubu ovaryumda VEGF ekspresyonu, 40X.

DM grubuna ait mikrograflar

Cizim 4.72. DM grubu ovaryumda VEGF ekspresyonu, 10X.
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Cizim 4.73. DM grubu ovaryumda VEGF ekspresyonu, 20X.

DM-A(10) grubuna ait mikrograflar

Cizim 4.74. DM-A(10) grubu ovaryumda VEGF ekspresyonu, 10X.
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Cizim 4.75. DM-A(10) grubu ovaryumda VEGF ekspresyonu, 20X.

DM-A(20) grubuna ait mikrograflar:

Cizim 4.76. DM-A(20) grubu ovaryumda VEGF ekspresyonu, 10X.
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Cizim 4.77. DM-A(20) grubu ovaryumda VEGF ekspresyonu, 20X.

K-A(10) grubuna ait mikrograflar

Cizim 4.78. K-A(10) grubu ovaryumda VEGF ekspresyonu, 10X.
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Cizim 4.79. K-A(10) grubu ovaryumda VEGF ekspresyonu, 20X

K-A(20) grubuna ait mikrograflar:

Cizim 4.80. K-A(20) grubu ovaryumda VEGF ekspresyonu, 20X.
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Cizim 4.81. K-A(20) grubu ovaryumda VEGF ekspresyonu, 40X.

Cizelge 4.21. Ovaryum doku kesitlerinde VEGF optik densitesi (OD) seviyelerinin

karsilastirilmasi.

Gruplar (X+SD) Sig.=P
KONTROL 0,32+0,26
DM 0,11+0,06
DM-A(10) 0,14 0,00 <0,05
DM-A(20) 0,07+0,02
K-A(10) 0,22+0,04
K-A(20) 0,10+0,04

* P<0.05 DM-A(20), Kontrol ve K-A(10) grublari ile kiyaslandiginda arasinda fark bulundu.
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Cizim 4.82. Deney hayvanlarinin, farkli gruplarda ovaryum doku kesitlerinde VEGF optik

densitesi (OD) seviyelerinin karsilastiriimasi.
P<0.05 * Kontrol ve K-A(10) gruplari ile kiyaslandiginda.

Gruplardaki degerler ortalama (X)+standart hata (SE) olarak ifade edildi.

4.5.2.3. TUNEL Isaretlemesi ile Apoptotik Hiicre Tayini

Mikroskop altinda incelendiginde, bir kesitin {izerindeki biitiin TUNEL ile boyanmis
kahverengi apoptotik hiicreler sayildi ve gruplara gére degerlendirildi. Apoptotik hiicreler
genelikle stromada gozlendi. Granuloza ve teka hiicrelerinde, kontrol grubu disinda apoptotik
hiicre gézlenmedi. Stromadaki hiicrelerde hafif ya da daha gii¢lii bir boyanma izlendi. Kontrol
grubunda daha az ve hafif boyanmaya sahip apoptotik hiicreler ortaya ¢ikt1 ve ¢ok nadir

granulozada da apoptotik hiicre rastlandi (Cizim 4.83).

DM grubunda, daha fazla ve hem hafif hem gii¢lii boyanmis apoptotik hiicreler gézlendi
(Cizim 4.84).
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DM-A(10) grubunda, kontrole gore apoptotik hiicreler daha azd1 ama daha koyu kahverengi
boyanma gozlendi (Cizim 4.85).

DM-A(20) grubunda daha fazla ve hem hafif, hem giiclii boyanmis apoptotik hiicreler
gozlendi (Cizim 4.86).

K-A(10) ve K-A(20) gruplarda, kontrol grubuna benzer olarak apoptotik hiicrelere daha nadir
rastlandi. K-A(20) grubunda ise apoptotik hiicrelerin boyanmasi gii¢lii idi (Cizim 4.87 ve
Cizim 4.88).

DM grubu ovaryum kesitlerinde, apoptotik hiicre sayilart DM-A(10, DM-A(20) ve K-A(10)
gruplarindan anlamli olarak (P<0.05) yiiksek bulundu. Keza DM-A(10) grubunda ise
apoptotik hiicre sayis1 K-A(10) grubuna gdre P<0.005 diizeyinde diisiik bulundu (Cizim 4.89).

Cizim 4.83. Kontrol grubuna ait TUNEL isaretlemesini gosteren mikrograf. Kontrol
grubuna ait ovaryum stromasinda TUNEL ile boyanmis kahverengi apoptotik hiicreler (ok)

gortiliiyor. 40X.
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Cizim 4.84. DM grubuna ait TUNEL isaretlemesini gosteren mikrograflar. DM grubu

ovaryum stromasinda TUNEL ile boyanmis kahverengi apoptotik hiicreler (ok) goriiliiyor.
40X.
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Cizim 4.85. DM-A(10) grubuna ait TUNEL isaretlemesini gosteren mikrograf. DM-A(10)
grubu ovaryum stromasinda TUNEL ile boyanmis kahverengi apoptotik hiicreler (ok)
goriiliiyor. 40X.

Cizim 4.86. DM-A(20) grubuna ait TUNEL isaretlemesini gésteren mikrograf. DM-A(20)
grubu ovaryum stromasinda TUNEL ile boyanmis kahverengi apoptotik hiicreler (ok)
gortiliiyor. 40X.
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Cizim 4.87. K-A(10) grubuna ait TUNEL isaretlemesini gosteren mikrograf. K-A(10) grubu
ovaryum stromasinda TUNEL ile boyanmis kahverengi apoptotik hiicreler (ok) goriiliiyor.
40X.

Cizim 4.88. K-A(20) grubuna ait TUNEL isaretlemesini gosteren mikrograf. K-A(20) grubu
ovaryum stromasinda TUNEL ile boyanmis kahverengi apoptotik hiicreler (ok) goriiliiyor.
40X
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Cizelge 4.22. Ovaryum doku kesitlerdeki apoptotik hiicre sayilarinin karsilagtirilmasi.

Gruplar (X£SD) Sig.=P
KONTROL 55,67+2,08

DM 60,33+1,05

DM-A(10) 24,00+3,06 <0,05 *
DM-A(20) 32,67+3,05

K-A(10) 32,33%3,05

K-A(20) 57,00+2.64

* P<0.05 DM grubu DM-A(10), DM-A(20) ve K-A(10) gruplari ile kiyaslandiginda.
+ P<0.005 DM-A(10), K-A(10) grubu ile kiyaslandiginda istatistiksel vark var.

Apoptotik hiicreler

801

Cizim 4.89. Deney hayvanlarinin farkli gruplarda ovaryum doku kesitlerindeki apoptotik
hiicre sayilarinin karsilagtirilmasi.

P<0.05 * DM-A(10), DM-A(20) ve K-A(10) gruplari ile kiyaslandiginda. P<0.005 ** K-
A(10) grubu ile kiyaslandiginda.
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4.6. TEM ile Ultrastriiktiirel inceleme

Kontrol grubunun toluidin mavisi ile boyali yar1 ince kesitlerinin incelemesinde diizenli
morfolojide primer ve sekonder folikiiller gozlenmistir. Granuloza hiicreleri arasinda bol
miktarda mitotik figiirlere rastlanmistir. Primer oosit yapisi diizenli morfolojide izlenmistir.
Granuloza hiicreleri diizenli morfolojidedir, sitoplazmasinda ¢ok sayida lipid vakiiolleri
izlendi (Cizim 4.90 A ve B).
Diyabet (DM) grubunda toluidin mavisi ile boyali yar1 ince kesitlerinin incelemesinde genel
olarak diizenli morfolojide primer ve sekonder folikiiller gézlenmistir. Granuloza hiicrelerinin
sitoplazmasinda bol lipid vakiiollerinin varligi yer yer de lipid igeriginin bozularak lamellar
tarzda birikimlerin oldugu gozlenmistir (Cizim 4.91 A ve B).
DM-A(10) grubunun toluidin mavisi ile boyali yar1 ince kesitlerinin incelemesinde diizenli
morfolojide primordiyal folikiiller gozlenmistir, bununla birlikte bazi alanlarda atretik
folikiillerin varlig1 gozlenmistir. Diizenli morfolojideki granuloza hiicrelerinin sitoplazmasinda
bol miktarda lipid vakiiolleri izlenmistir (Cizim 4.92 A ve B).
DM-A(20) grubunun toluidin mavisi ile boyal1 yar1 ince kesitlerinin incelemesinde ¢ok sayida
diizenli morfolojide primordiyal folikiiller gozlenmistir. Diizenli morfolojideki granuloza
hiicrelerinin sitoplazmasinda bol miktarda lipid vakiiolleri izlenmistir, baz1 alanlarda az sayida
lipid vakiiolleri lamellar tarzda bozulmus morfolojide izlenmistir. Granuloza hiicrelerinin
arasinda mitotik figiirlere rastlanmistir (Cizim 4.93 A ve B).
K-A(10) grubunun toluidin mavisi ile boyali yar1 ince kesitlerinin incelemesinde diizenli
morfolojide primer ve sekonder folikiiller gozlenmistir. Primer oosit yapist diizenli
morfolojide izlenmistir. Diizenli morfolojideki granuloza hiicrelerinin sitoplazmsinda bol
miktarda lipid vakiiollari izlendi (Cizim 4.94 A ve B).
K-A(20) grubunun toluidin mavisi ile boyali yari ince kesitlerinin incelemesinde diizenli
morfolojide primer ve sekonder folikiiller gbézlenmistir. Granuloza hiicreleri arasinda bol
miktarda mitotik figiirlere rastlanmigstir. Primer oosit yapisi diizenli morfolojide izlenmistir.
Diizenli morfolojideki granuloza hiicrelerinin sitoplazmasinda bol miktarda lipid vakiiolleri

izlenmistir (Cizim 4.95 A ve B).
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Cizim 4.90. Kontrol grubuna ait elektron mikrograf:

(A) Toluidin mavisi ile boyali yar1 ince kesitte diizenli morfolojide sekonder folikiil
gozlenmektedir. Primer oosit yapisi diizenli morfolojide izlenmektedir. Granuloza hiicreleri
arasinda bol miktarda mitotik figiirler (ok) goriilmektedir. (B) Granuloza hiicrelerinin (g)

sitoplazmasinda ¢ok sayida lipid vakiiolleri ile diizenli morfolojide izlenmistir.
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Cizim 4.91. DM grubuna ait elektron mikrograf: (A) Toluidin mavisi ile boyali yar1 ince
kesitte genel olarak diizenli morfolojide sekonder folikiil gozlenmektedir. (B) Granuloza
hiicrelerinin (g) sitoplazmasinda bol lipid vakiiollerinin varlig1 yer yer de lipid iceriginin

bozularak lamellar (ok) tarzda birikimlerin oldugu gozlenmektedir.
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Cizim 4.92. DM-A(10) grubuna ait elektron mikrograf: (A) Toluidin mavisi ile boyal1 yari
ince kesitte diizenli morfolojide primordiyal folikiil (ok) ve atretik folikiil (*) goriilmektedir.
(B) Diizenli morfolojideki granuloza hiicrelerinin sitoplazmasinda bol miktarda lipid

vakiolleri izlenmektedir.
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Cizim 4.93. DM-A(20) grubuna ait elektron mikrograf: (A) Toluidin mavisi ile boyal1 yar1
ince Kkesitte diizenli morfolojide primordiyal folikiil (ok basi) ve primer folikiil (ok)
gozlenmektedir. (B) Diizenli morfolojideki granuloza hiicresinin (g) sitoplazmasinda bol
miktarda lipid vakiiolleri izlenmektedir. Baz1 lipid vakiiolleri lamellar tarzda (ok) bozulmus

morfolojide izlenmektedir. Granuloza hiicrelerinin arasinda mitotik figiirler (m) rastlanmistir.
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Cizim 4.94. K-A(10) grubuna ait elektron mikrograf: (A) Toluidin mavisi ile boyali yar1 ince
kesitte diizenli morfolojide primer oosit ile birlikte sekonder folikiil gozlenmektedir. (B)
Diizenli morfolojideki granuloza hiicrelerinin (g) sitoplazmasinda bol miktarda lipid vakiiollari

(oK) izlenmektedir.
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Cizim 4.95. K-A(20) grubuna aitelektron mikrograf: (A) Toluidin mavisi ile boyali1 yar1 ince
kesitte diizenli morfolojide primer oosit ile birlikte sekonder folikiil gozlenmektedir.
Granuloza hiicreleri arasinda bol miktarda mitotik figilirler (ok) goriilmektedir. (B) Diizenli
morfolojideki granuloza hiicrelerinin (g) sitoplazmasinda bol miktarda lipid vakiiolleri

izlenmeketdir.
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4.7. Revers-Transkriptaz Polimeraz Zincir Reaksiyonu (RT-PCR)

AMH ve TGF-f gen ekspresyon analizi RT-PCR teknigiyle yapildi. AMH ve TGF-3 gen
ekspresyon diizeyi en yiiksek DM-A(10) grubunda bulundu.

4.7.1. Ovaryum Dokusu AMH Gen Ekspresyonu

Kontrol grubumuzla karsilagtirildiginda DM-A (10) grubunun AMH gen ekspresyonlarinda
diger gruplara gore anlamli derecede artis saptandi (Cizelge 4.23 ve Cizim 4.96).

Cizelge 4.23. Ovaryum dokusu AMH gen ekspresyon seviyelerinin karsilastiriimasi

Gruplar (X£SD) Sig.=P
KONTROL 0,37+0,39
DM 0,57+0,03
DM-A(10) 1,66+0,25 x
<0,05
DM-A(20) 0,40+0,13
K-A(10) 0,48+0,15
K-A(20) 0,23+0,09

*P<0,05 K-A(20), DM grubu ile kiyaslandiginda; biitiin gruplart DM-A(10) grubu ile
kiyaslandiginda.

AMH
2,5
2 *
1,5
1
" m I -
Kontrol DM-A(10) DM-A(20)  K-A(10) K-A(20)

Cizim 4.96. Deney hayvanlarinin farkli gruplarda doku AMH (Anti Mullerian Hormon) gen
ekspresyon seviyelerinin karsilagtiriimasi. P<0,05 biitiin gruplar1 * DM-A(10) grubu ile
kiyaslandiginda; * DM grubu ile kiyaslandiginda.

Gruplardaki degerler ortalama (X)+standart hata (SE) olarak ifade edildi.
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4.7.2. Ovaryum Dokusu TGF-p Gen Ekspresyonu

TGF-B gen ekspresyon seviyeleri karsilastirildiginda DM-A (10) ve K (10) gruplarinda
kontrol grubu ve diger gruplara gére anlamli derecede artis gozlenmistir (Cizelge 4.24 ve

Cizim 4.97).

Cizelge 4.24. Ovaryum dokusu TGF-B gen ekspresyon seviyelerinin karsilastirilmasi

Gruplar (X£SD) Sig.=P
KONTROL 4,00£0,70

DM 5,090, 18

DM-A(10) 6,65:0,51 .
DM-A(20) 4,90+0,43 | <005
K-A(10) 6,05-0,56

K-A(20) 2,97+0,62

*P<0,05 DM-A(10) ve K-A(10), K-A(20) grubu ile kiyaslandiginda;

Kontrol DM DM-A(10)  DM-A(20) K-A(10) K-A(20)

Cizim 4.97. Deney hayvanlarimin farkli gruplarda ovaryum dokusu TGF-3 gen ekspresyon
seviyelerinin karsilastirilmasi.

P<0,05 * K-A(20) grubu ile kiyaslandiginda.

Gruplardaki degerler ortalama (X)+standart hata (SE) olarak ifade edildi.
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5. TARTISMA

Diyabetes mellitus (DM), insiilin eksikligi ya da insiilin etkisindeki defektler nedeniyle
viicudun karbonhidrat, yag ve proteinlerden yeterince yararlanamadigi, stirekli tibbi bakim
gerektiren, kronik bir metabolizma hastaligi olarak tanimlanmaktadir (D’Souza ve dig. 2009).
Glinlimiizde diinyada DM prevalansi 370 milyon vakanin iistiinde kabul edilmektedir (IDF
Diabetes Atlas Group 2015). 1970’li yillardan bu yana kullanilan statinler gliniimiizde en ¢ok
regete edilen ilag grubudur (Whayne 2011).

Statinler, kardiyovaskiiler hastaliklarin onlenmesi ve hiperkolesteroleminin kontrolu i¢in
onemli role sahiptirler (Fulcher ve dig. 2015, Baigent ve dig. 2010).

Calismamizda, STZ ile diyabet modeli olusturdugumuz siganlarda viicut agirligi ile kanda ve
ovaryum dokusunda diyabetin ve Atorvastatin'in glikoz homeostazisi, oksidativ stres
parametreleri ve lipid profili {izerine etkisini ti¢ haftalik bir deney siire i¢inde arastirdik.

DM grubu sicanlarda kan glikoz seviyeleri deneyin sonuna kadar yiiksek bulundu ve glikoz
seviyeleri 300 mg/dL altina diismedi. Zamana baglh kan glikoz diizeylerinin 6l¢timlerini
degerlendirdigimizde 28. giin 6l¢iimlerinin 48. saate gére anlamli sekilde diisiik oldugunu
gozlemledik. Atorvastatin almayan DM grubunda da gézlemledigimiz bu anlamli diistikliigiin
nedeninin STZ ile olusturdugumuz DM modeli hayvanlarda 28 giine kadar beta hiicrelerinde
olusan iyilesmeden kaynaklandigini diistinmekeyiz. Yani STZ uygulanan her {i¢ grupta diisme
meydana geldigi i¢in, bu azalmaya Atorvastatin’in sebep oldugunu ve Atorvastatin'in
antidiyabetojenik etkiye sahip oldugunu séyleyemeyiz.

Tam tersine, taranabilen literatiirde arastirmalarin ¢oguna dayanarak, Atorvastatinin kan ve
ovaryum iizerinde antioksidan ve antienflamatuar etkisin yaninda, diyabetojenik etkiye sahip
oldugunu diistinmekteyiz.

Son yillarda uzun siireli diizenli statin kullanan hastalarda DM insidansinin arttigina dair
yayinlar bulunmaktadir (Yoon ve dig. 2016). Klinik sonuglara yonelik ¢aligmalar statin sonrasi
DM riskinde % 20-30 artis gostermektedir (Kei ve dig 2015).

Bazi caligmalarda statinlerin yeni diyabet gelisimi {izerinde herhangi bir etkisi bulunmamistir
(Freeman ve dig. 2001).

Diger bazi1 arastirmalar risk artis1 gostermislerdir. Sattar ve arkadaslari, prestijli Lancet

dergide yaymlan kendi meta analizinde, statin alan kisiler, plasebo veya standart bakim
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alanlara kiyasla biraz daha fazla diyabet riski altinda oldugunu gostermisler (Satter ve dig.
2010).

Statin kullanimu, tip 2 diyabetin artmis bir insidansina baglanmistir (Preiss ve dig. 2011), ve
WHI'nin bir analizi (Women’s Health Initiative) statin alan postmenopozal kadinlarda DM
riskinin arttigini bildirmislerdir. Bu sonuglar, statin tedavisinin diyabet riskini bir molekiiler
mekanizma yoluyla artirdigini kanitlamaz, ancak bu olasiligin géz oniinde bulundurulmasina
ve statin tedavisinin diyabetin gelisimine yol acan mekanizmalar tetikleyebilecegi
varsayimina yol agmistir (Culver ve dig. 2012).

Bizim ¢alismamizda, 10 ve 20 mg/kg/gilin Atorvastatin verdigimiz hayvanlarin kontrol
gruplari, glikozun her zaman 300'{in iizerinde oldugu STZ uygulanan Diyabetik gruplarin
aksine, tedavi siiresince kan glikoz seviyelerinde artis olmamistir. insanda yapilan uzun siireli
caligmalarin aksine, bizim ¢alismamizda, diabetik olmayan gruplarda Atorvastatin'in
diyabetojenik etkisini kanitlayamadik ve zaman faktoriiniin ¢cok 6nemli oldugunu vurgulamak
gerekir, ¢linkii ti¢ haftalik bir deny periyodu bu sonug i¢in yeterli olmayabilir. Bizim
calismamizda, insulin ve glikoz sonuglarina gore insulinin ylikselmesine ragmen, glikozun
diismediginin gézlenmesi bunun bir insulin direnci oldugunu diisiindiirmektedir ve HOMA-IR
formiilii kullandiktan sonra elde etti§imiz sonuglara gore, Atorvastatin alan diyabetik gruplar
insiilin direnci gosterdirler.

Hayvanlar ve insanlardaki insiilin direnci iizerine statinlerin kisa siireli etkilerini aragtiran bazi
caligmalarda olumlu etki tespit edilmistir (Lalli ve dig. 2008, Takagi ve digl.2008), diger
aragtirmacilar olumlu etki tespit etmemislerdir (Gannage-Yared ve dig.2005, Naples ve dig.
2008, Szendroedi ve dig. 2009).

Baska bir calismada Mallinson ve arkadaslar1 (2015) statinlarin en ciddi yan etkisinin iskelet
kasinda miyopati ve rabdomiyolizi, insulin direncinin sonucu oldugunu bildirmislerdir
(Mallinson ve dig. 2015). Baska bir hayvan ¢alismada Atorvastatin’in, insulin direncini
diistirdiigii, direkt pankreasa toksik etki gostererek apotpoz yolaklarini aktiflestirerek diyabet
riskini ytikselttigini bildirilmislerdir (Sadighara ve dig. 2017).

Bazi in vitro ¢alismalarda, statin kullaniminin pankreastaki beta hiicresi islevi ve diiz kas

insiilin direnci igin zararli olabilecegi ileri siiriilmiistiir (Zhao and Zhao 2015).
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Bizim ¢alismamizda Atorvastatin’in saglikli nondiabetik si¢anlarda, insulin seviyelerini ve
insulin duyarliligini etkilemedigi fakat diyabetli Atorvastatin ile tedavi edilen gruplarda
insiilin ve HOMA-IR diizeylerini arttig1 gézlenmistir.

Bizim ¢alismamizda DM grubundaki siganlarin agirliklar1 deneyin sonuna kadar diismeye
devam etmistir. Atorvastatin alan diyabet gruplarinda kilo kaybinin tedavi sayesinde durdugu
gbzlendi. 21 giin boyunca 10mg/kg/giin Atorvastatin ile tedavi edilen sagilikli gruplarda, viicut
agirliklarin artis1 durdu ve 20mg/kg/giin Atorvastatin dozu K-A(20 ) grubunda viicut
agirhiginda hafif bir diismeye neden oldu. Bu bize 20 mg/kg/giin Atorvastatin dozunun toksik
etkisiye sahip oldugunu diisiindiirmiistiir ; bu toksik etki, diyabetik olmayan sagilikli gruplarda
gozlendi, diabetik gruplarda ise Atorvastatin olumlu bir etki gosterdi.

Calismamizda Atorvastatinin hayvanlarin yagamlaraini devam ettirmelerine 6nemli bir etki
gosterdigini ortaya koymaktadir. Atorvastatin tedavi grubunda hayvan kaybi olmadigi ve genel
durumlarinin iyilestigi gozlendi. Diyabetik ve Atorvastatin alan gruplarinda viicut agirliklar
daha ytiksek bulundu, bu da biiyiik bir hayatta kalma oraniyla sonuglandi, ancak ayn1 zamanda
bu gruplar daha yiiksek plazma insiilini ve glukoz konsantrasyonlart ve daha diisiik insiilin
duyarlilig1 gosterdi.

Ayrica, aragtirmacilar, statin tedavisi alan hastalardaki diyabet riskinin ¢ok kiiciik oldugunun
altini ¢izerek statinlerin kardiyovaskiiler 6liim, kalp krizi ve inme gibi hastaliklar1 azaltic
etkilerinin, diyabet riskine kiyasla ¢ok daha agir bastigin1 vurgulamiglardir. Statinlerin
yararlarinin olasi zararlarindan kat kat fazla olmasi nedeniyle statin kullanan hastalarin
tedavilerine devam etmelerini 6nermektedirler (Sattar ve dig. 2010).

Bizim ¢aligmamizda, Atorvastatin ile tedavi edilen diyabetik gruplarda trigliseritlerde ciddi bir
azalma oldugu, 6zellikle diyabetik grupta kullanilan 20 mg/kg/g dozu, trigliserit miktarini 10
mg/kg/g dozundan daha fazla diistirmiistiir. Calismamizda, trigliserid sevsyesin diisiirme
agisindan K-A(10) grubunda K-A(20)’ye gore daha etkili oldugunu gozlendi. Bunun aksine 20
mg/kg/g paradoksal bir sekilde trigliseritlerin siddetli bir azalmaya yol agmamuistir. Bu bize
daha fazla arstirma gerektiren bu dozun bagka bir potansiyel toksik etkiyi diistinmemizi
saglamaktadir.

HDL kolesterol seviyeleri diyabet grubuna azald1 ve farkli gruplar arasinda istatistiksel olarak

anlamli bir fark yoktu fakat Atorvastatin'in kullanildig1 gruplarda bir artis gézlendi.
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Dislipidemi ve IR arasinda iligski nedeniyle, oran1 degerlendirmek i¢in kullanilan indekslerden
biri TG/HDL-C igin aterojenik indeksdir. TG/HDL-C orani IR e pratik marker olarak
onerilmistir (McLaughlin ve dig. 2003). Baz1 ¢aligmalar bu aterojenik indeksin kardiovaskiiler
hastalik ve ilk kardiovaskiiler olayin bir gostergesi oldugu sonucuna varmislardir. Ancak,
Sumner ve arkadaslarinin bildirdigi gibi, TG/HDL oraninin, Afro-Amerikan insanlarda, IR'nin
iyi bir marker olmadigini gostermisler (Summer 2005). Bizim sonuglarimiza gore Diyabetli
Atorvastatin alan gruplarinda bu parametreler arasinda bir korelasyon gérmedik ve bu
gruplarda TG/HDL oraninin IR'nin iyi bir gostergesi olmadigini sdyleyebiliriz. Bu
kanitlayamadigimiz korelasyon, ¢alismamizdaki 6rnek sayisi ve/veya deney siiresinin uzun
olmamasi nedeniyle olabilir.

Diyabet hastaliginin seyri esnasinda serbest radikal diizeyinin artmasina bagl olarak viicudun
antioksidan savunma kapasitesinin azalmasi ile birlikte oksidatif stresin zararl etkilerinde artig
ortaya ¢ikmaktadir. Daha 6nce yapilan ¢alismalarda da diyabetik sicanlarda antioksidan
savunma sisteminin degistigi ve kronik hipergliseminin serbest radikal diizeyinin artmasina
katki sagladigi bildirilmistir (Kaneto ve dig. 2004, Robertson ve dig. 2004).

Brownlee ve arkadaslari, (2001) yiiksek glikoz kosullar1 altinda, mitokondri tarafindan fazla
iretilen ROT nin, oksidatif strese yol a¢tigin1 gostererek bu alandaki arastirmaya onciiliik
etmislerdi (Brownlee 2001). Yapilan calismalarda deneysel olarak diyabet olusturulan
siganlarda ve diyabetik hastalarda ROT un ve lipid peroksidasyonun énemli derecede arttigi
ve oksidatif stresin diyabet etiyolojisinde ve ilerlemesinde rolii oldugu bildirilmistir (Brownlee
2005). Sonug olarak: DM karbonhidrat, yag, protein metabolizmas1 bozukluklariyla ortaya
cikan kronik metabolik bir hastalik olmakla beraber ayn1 zamanda nonenzimatik
glikozilasyon, sorbitol yol aktivitesi, heksozamin yolu aktivitesi, oksidatif glikozilasyon,
protein kinaz C aktivitesi ve enerji metabolizmasindaki degisiklikler ile artmis bir oksidatif
stres durumudur (Vincent ve dig. 2004). Bizim ¢alismamizda da ayni1 sekilde, kanda ve
ovaryum doku homojenatinda, lipit peroksidasyon {iriinii olan MDA oksidan olarak dl¢iildii ve
DM grubunda yiiksek degerlerde bulundu. Bizim ¢alismamizda, gruplar aras1 serum MDA
seviyelerinde istatistiksel olarak anlamli bir fark saptanmamasina ragmen, DM ve 20 mg/kg
Atorvastatin alan kontrol grubu, MDA seviyelerinin en yliksek oldugu fark edildi. 20 mg/kg

Atorvastatin alan sagilikli grupta ilacin zararl ve toksitisite ortaya ¢ikardig: fark edildi.
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Diyabette serbest radikal olusumunun artmasina karsilik radikal tutucu sistemlerde de azalma

oldugu ileri siiriilmektedir (Koseoglu ve dig. 1999).

Tip 1 diyabetik hastalarda antioksidan statii parametrelerini inceleyen ¢aligmalardaki bulgular
celiski gostermektedir. Bazi ¢alismalarda antioksidan diizeylerinin arttig1 (Griesmacher ve dig.
1995), digerlerinde ise azaldig1 bildirilmistir (Giugliano ve Ceriello, 1996). Kaul ve
arkadaslar1 (1996) diyabetik hastalarda antioksidan diizeyinde bir azalma bildirilmistir ve
STZ-indiiklenmis diyabetik sicanlarda antioksidan siiperoksit dismutaz (SOD) seviyeleri
kontrol grubuna gore % 50 daha diisiik oldugu gosterilmistir. Calismamizda antioksidan olarak
olgiilen kan Glutation seviyeleri DM grubunda artt1 ve kontrol grubu ile kiyaslandiginda
anlaml1 bir fark ¢ikt.

Diyabetik sigan ovaryumlarinda siddetli glukoz toksisitesinin ¢esitli yolaklarin aktivasyonu
yoluyla ortaya ¢iktig1 gdsterilmistir. Diger ¢alismalara uygun olarak, (Pala ve dig. 2014, Erbas
ve dig. 2014, Erbas ve dig. 2015), ¢alismamizda DM'nin sigan ovaryumlarinda stromal
fibrozis, folikiiler dejenerasyon ve hemoraji gibi ¢esitli olumsuz bulgular1 gézlendi.

Ovaryum doku hemojentinda MDA seviyeleri diyabetik gruplarda yiiksek bulundu. MDA
seviyeleri en yiiksek oldugunu grup- K-A(20) grubudur. Bu bir daha 20mg/kg dozda

kullanilan ilacin ovaryum {izerinde toksik ve zararli etkisine isaret etmektedir.

Bizim ¢alismamizda 10 mg/kg Atorvastatin alan grupta antioksidan olarak Glutation, ovaryum
doku homojenatinda daha yiiksek diizeylerde bulundu, DM grubu ile kiyaslandiginda anlamh
bir fark saptandi1 ve bu bulgumuz diger arastirmacilarin Atorvastatinin antioksian 6zeliklerini
gosteren calismalartyla uyumluydu (Parlakgiimiis, 2014).

Diyabet ve oksidatif stresin iizerinde ¢alisan Brownlee (1995), antioksidan kullanimin iyi
olacagini ileri siirmiistiir: Oksidatif stresin diyabetin kronik komplikasyonlarinin gelismesinde
oldukca 6nemli bir role sahip oldugu bilinmektedir. Bu bilgiden yola ¢ikarak eksojen olarak
verilen antioksidanlarin bu komplikasyonlarin hafifletiimesinde ve/veya ortaya ¢ikmasinin
engellenmesinde yararli olabilecegi fikri ileri siiriilmiis olup diyabet tedavisinde
antidiyabetiklere ek olarak antioksidan maddelerin veya antioksidan 6zellikleri olan ajanlarin
kullanilmasinin oksidatif stresle basa ¢ikabilmek i¢in gerekli olabilecegi yoniinde kanaat
olusmustur (Brownlee 1995).

Pentraksin-3, uzun pentraksin ailesine ait bir inflamatuar proteindir ve inflamatuar sitokinlere

yanit olarak inflamasyon bdlgelerinin herhangi bir yerinde tiretilir (Bottazi ve dig. 2010;
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Deban ve dig. 2010). Pentraksin-3 disilerin fertilitesi i¢in gerekli bir protein oldugu, kiimiiliis
oophorus hiicre dis1 matriksin dogru entegrasyon i¢in Pentraksin-3’e ihtiyac bulundugu
bildirilmistir (Garlanda ve dig. 2005). Ayni ¢alismada Pentraksin-3’lin matriks biriktirme ve
fibroziste rol oynadigini kanitlamislardir. Benzer sekide bizim ¢alismamizda, DM grubunda
Pentraksin-3, istatistiksel olarak yiiksek diizeylerde bulundu ve viicutta inflamasyona sahip
bolge oldugunu gostermistir. DM grubu siganlarda Pentraksin-3’e yanit olarak 1s1k
mikroskobik diizeyde folikiil sayisinda ve morfolojisinde ileri derecede doku hasari
goriilmemesi Pentraksin-3 artisina bagli olarak yorumlanabilecegini diisiindiirdii.
Kullandigimiz ilag, 10mg/kg/g Atorvastatin, doz olan antiinflamasyon 6zellikleri sayesinde
Pentraksin-3’iin diismesine sebep oldugu; fakat 20mg/kg dozda ise, hem hasta hem sagilikli
grupta, Pentraksin-3 bdyle bir etkiye sahip olmadig1 gézlendi, bu durum bir daha, yiiksek
dozda Atorvastatin’in toksik etkilere sahip olabilecegini diistindiirmiistiir.

AMH en iyi, erkek fetiisiindeki miillerian kanallarin gerilemesini indiikleyen bir testikiiler
iiriin olarak bilinirken (Josso ve dig. 2001), AMH ayrica primer ve sekonder folikiillerin
granulosa hiicreleri tarafindan eksprese edilir. Bu, AMH'nin erken folikiiler biiylimeyi kontrol
etmede bir rolii oldugu ihtimalini arttirmaktadir (Durlinger ve dig. 1999).

Soto ve arkadaglar1 (2009), DM'de AMH diizeylerinin daha erken azaldigin1 gostermistir.
Ayni sekilde Artunc-Ulkumen ve arkadaslar1 (2015), kendi ¢alismalarinda bizim ¢alismamiza
benzer sekilde diyabetin, AMH ve Pentraksin-3 iizerine etkisini saptamislardir (Artunc-
Ulkumen ve dig. 2015). Doza bagimli kulandigimiz ilag (10 mg/kg Atorvastatin), AMH
iizerinde ylikseltici etki gostermistir ve DM grubu ile kiyaslandiginda 1statistksel olara anlamli
fark saptandi (P<0.001). AMH gen ekspresyon analizi RT-PCR teknigiyle yapildiginda, en
yliksek DM-A(10) grubunda bulundu ve en diisiik seviye sagilikli 20 mg/kg/g Atorvastatin
alan grubunda bulundu. Bu sonucu uygun olarak, folikuler sayiminda, primordiyal ve primer
folikiiler bu grupta [K-A(20)] en diisiik bulundu ve kontrol grubu ile kiyaslandiginda anlamli
fark saptandi. Atorvastatin AMH iizerinde sagilikli gruplarda olumsuz etkisi hem kanda hem
ovaryum dokusunda saptandi. Taranabilen literatiirde bu konuda kisitli bilgi olmasi nedeniyle
detayli bir yorum yapamiyoruz. Yaptigimiz taramalara gore, diyabet ve ovaryum iizerinde
Atorvastatinin etkisi ilk defa arastiriliyor.

Bir¢ok hiicre tarafindan sentezlenen TGF [ hiicre boliinmesi (proliferasyon), farklilagmasi

(diferansiasyon), adhezyon, morfogenez, ekstraseliiler matriks olsumu ve programli hiicre
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Oliimii gibi cesitli hiicresel siireglerin kontroliinii saglamaktadir. Bu biiyiime faktoriiniin
signalizasyon yolu bir¢ok farkli yollar ile etkilserek hiicrenin homeostazini saglamaktadir (Ten
ve Hill. 2004, Feng ve Derynck. 2005). Bir kaskad seklinde ilerleyen TGF f sinyalizasyon
yolunun aktivasyonu ligandin reseptorlerine baglanmasi ile baslatilir. Bu sekilde aktiflenmis
TB-RI sitozolde bulunan Smad proteinleri fosforiller (Shi ve Massague 2003). Sonrasi
RSmadlar Smad4’iin MH2 bélgesine baglanirlar, RSmad/Smad4 kompleksi nukleoporinlerin
aracili81 ile sitozolden nukleusa aktarilir. Nukleusta RSmad/Smad4 kompleksi 300400°e yakin
genin promotor bolgesine baglanarak transkripsiyonu regiile eder (Kang ve dig. 2003, Xu ve
dig. 2004).

Artunc-Ulkumen ve arkadaslar1 (2015) yaptiklari ¢alismada Atorvastatinin TGF-p {izerindeki
etkisine de bakmislar. Bizim ¢alismamizda onlardan farkli olarak, serum TGF-f seviyeleri,
istatistiksel olarak fark ¢ikmamasina ragmen, DM grubunda biraz daha diisiik bulunmustur ve
ovaryum doku kesitlerinde imunohistokimya kuantifikasyonunun sonucunda, TGF-f yiiksek
bulunmustur. Normal hiicrelerde TGFf’nin baglica fonksiyonu hiicre proliferasyonunu
baskilamak ve diferansiasyonu hizlandirmaktir. Epitelyal ve hematopoetik hiicrelerde TGF-f3
antiproliferatif etkilidir ve hiicre sikliistiniin G1 fazinda durmasini saglamaktadir (Siegel ve
dig. 2003). Isminin aksine hiicreler iizerinde antiproliferatif (hiicre ¢ogalmasin1 baskilayici)
etkisi vardir. Ozellikle kanserli hiicrelerde TGF-B mutasyonlu olarak bulunmustur. TGF-8
sinyal molekiillerine baglaninca hiicre igerisinde apoptoz, hiicre disi matriks yeniden
diizenlenmesi, immun siipresyon ile alakali genler aktflestrilir (Feng ve Derynck,

2005). Literatiir aragtirmasi sirasinda, TGF- ’nin daha ¢ok folikiillerde ve granuloza
hiicrelerde arastirildigi goriilmistiir (Knight ve Glister 2006, Kristensen ve dig. 2014). Bizim
calismamizda, imunohistokimya teknigiyle, TGF-B ekspresyonu matrikste goriildii. 10
mg/kg/g Atorvastatim alan gruplarda, istatistiksel bir fark olmamasina ragmen, ovaryum doku
kesitlerinde imunohistokimya kuantifikasyonunun sonucunda, TGF-f daha diisiik bulundu. Bu
iki grupta, imunohistokimyanin sonucunu cevap olarak PCR teknigi ile elde edilen TGF-f3 gen
ekspresyonu kontrole gore daha yiiksektir (P<0.05). Farkli ¢calismalarda anlatilan, TGF 3
sinyalizasyon yolunun aktivasyonu bakarak, TGF-f protin ekspresyonun diismesiyle, onu
regulasyon amciyla gen aktivasyonu olusuyor. Bizim sonuglarimizla uygun olarak TGF-f
protin ekspresyonun diisiik oldugu gruplarda, gen ekspresyon seviyelerinin yiikselmesi takip

eder. Matriks yeniden diizenlenmesi, DM grubunda yiikselmis atretik folikiillerin say1s1 ve
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Atorvastatin alan gruplarda degisen atretik foliikiillerin sayisinin Yu-Lan Chu ve ark. (2018)
yaptig1 ¢alismada oldugu gibi TGF-J ile alakal1 olabilecegi diisiiniiyoruz.

VEGF-A, anjiyogenezin primer regulatoriidiir (Dvorak 1995). Anjiyogenez lizerindeki
diizenleyici etkilerinin yaninda VEGF-A ayrica folikiil aktivasyonunun direkt

aktivatoriidiir (McFee ve dig. 2012). VEGF-A'nin uygulanmasi, preovulatuar folikiillerin ve
sayisini ve ovulasyon sikligini arttirir ve atretik folikiillerin sayisini azaltir (Iijima ve dig.
2005). Parlakgumus ve arkadaslarinin (2014) ovaryum iizerinde Atorvastatin kullandig1
calismada, VEGF degerlerinin yiikseldigi ve buna paralel primordial folikiillerin sayisinin da
yiikseldigi gosterilmistir. Bizim ¢alismamizda, 10 mg/kg Atorvastatin alan gruplarda (DM,
sagliklt) VEGF ekspresyonunun yiikseldigini ve bu gruplarda atretik folikiil sayisinin
azaldigini gozlemledik. Ancak primordial folikiil sayisinda bir degisiklik saptamadik. Ayrica
TGF-B ekspresyonu yliksek bulundugu gruplarda VEGF ekspresyonu diisiik ¢ikmasi dikkat
cekici bir bulgudur.

Apoptoz diyabetin patogenezinde 6nemli bir rol oynadigi gosterilmistir. Hiperglisemi, kaspaz
ailesinin iiyeleri de dahil olmak tizere, apoptotik hiicre 6liimiine dahil olan ¢esitli proteinlerin
aktivasyonuna neden olur (Salvesen ve Dixit 1997). Cenk ve arkadaslari, (2017) kendi
caligsmasinda diyabetik si¢anlarin ovaryum stromal hiicrelerinde kaspaz-3 immiino-
ekspresyonunun, diyabetik olmayan sicanlarla kiyasla daha yiiksek oldugunu bulmuslardir ve
ovaryan stromal hiicreler lizerinde DM'nin kaspaz bazl1 apoptotik etkisini gostermistir.

Bizim ¢alismamizda, apoptotik hiicreleri TUNEL yontemi kullanarak gosterdik. Diger
caligmalara benzer sekilde, apoptotik hiicreler ovaryan stromada goriildii ve Diyabet grubunda
daha yiiksek bulundu. Atorvastatin alan gruplarda, apoptotik hiicre sayist daha diisiik bulundu.
Ozellikle 20 mg/kg/giin dozu bu parametrede doza bagimli bir etki gdstererek apoptotik
hiicreler daha diigiik bulundu. Sagilikli ve Atorvastatin alan gruplarda durum biraz farklidir ve
MDA seviyelere uyumlu olarak apoptotik hiicreler 20 mg/kg/g alan grubunda yiiksek bulundu.
Apoptotik hiicrelere, kontrol grubu disinda granulozada ¢ok sik rastlanmadik. Elektron
mikroskop ile inceledigimiz DM grubunda granuloza hiicrelerinin sitoplazmasinda bol lipid
vakiiollerinin varlig1 yer yer de lipid ig¢eriginin bozularak lamellar tarzda birikimlerin oldugu
gozlenmistir. Benzer sekilde K-A(20) grubunda, folikiillerin granuloza hiicreleri arasinda bol

miktarda mitotik figlirlere rastlanmigtir.
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6. SONUCLAR VE ONERILER

Calismamizda, zamana gore kan glikoz diizeylerinin dlglimlerini degerlendiridigimizde 28.
giin Ol¢limlerinin 48. saate gore anlamli sekilde diisiik oldugunu gézlemledik. Atorvastatin
almayan DM grubunda da gozlemledigimiz bu anlamli diisiikliigiin nedeninin STZ ile
olusturdugumuz DM modeli hayvanlarda 28 giine kadar beta hiicrelerinde olusan iyilesmeden
kaynaklandigini diisiinmekeyiz. Atorvastatin alan DM grubu siganlarda kilo kaybinin

durdugunu gozlemledik.

DM grubunda bulunan si¢anlarin 6liim oranini 6/11 olarak hesapladik. Atorvstatin alan
diyabetik siganlarda 6liim goriilmemistir. Atorvastatinin si¢anlarin viicut agirliklari ve hayata
kalma oranlar1 iizerinde anlamli bir etkisinin oldugunu gézlemledik. Atorvastatinin bu
koruyucu etkisini olusturan mekanizmalar1 ortaya ¢ikarmak i¢in ileri aragtirmalara ihtiyac

duyulmaktadir.

DM modeli olusturdugumuz gruplarm Insulin diizeylerini degerlendirdigimizde tedavi
almayan DM grubundaki Insulin diizeyleri kontrole gore anlamli diizeyde diisiik bulunmustur.
10 mg/kg ve 20 mg/kg Atorvastatin alan diyabetik sicanlarin Insulin diizeyleri kontrole yakin
bulunmustur. Ancak Insulin diizeylerindeki bu yiiksekligin kan glukoz diizeylerini anlamli
olarak etkilemedigini gézlemledik. Bu bize Insulin direnci gelistigini diisiindiirmiistiir.
Atorvastatinin hangi mekanizma ile Insulin diizeylerini yiikselttigi ve insiilin direnci

olustugunun anlasilabilmesi i¢in ileri ¢alismalar gerekmektedir.

Atorvastatin alan DM siganlarda AMH diizeyleri Atorvastin almayan DM siganlarda daha
yiiksek bulduk. Atorvastatinin bu koruyucu etkisini anlayabilmek i¢in ileri aragtirmalara

ihtiyac duyulmaktadir.

Diyabet; kilo kaybi, yliksek trigliserid, MDA ve Pentraxin-3 seviyeleri, diisiik HDL-

kolesterolii gibi viiciitta genel olumsuz etkilere sebep oldu.

Atorvastatin almayan DM grubu si¢anlarda serum ve ovaryumda MDA yiiksek bulunmustur.
Atorvastatin alan kontrol [K-A(20)] grubunda da MDA yuksek bulunmustur. Bu bize
Atorvastatin 20 mg/kg/giin kullandigimiz dozu toksik etki olusturdugunu diistindiirmiistiir. 10
mg/kg Atorvastatin alan DM grubunda [DM-A(10)] ovaryum Glutatyon diizeyleri yiiksek
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bulunmustur. Bu da Atorvastatinin diyabet hastalif1 tizerinde antioksidan etkisinin olduguna

isaret etmektedir.

DM grubunda Pentraksin-3, istatiksel olarak yiiksek diizeylerde bulundu. 10mg/kg/giin
Atorvastatin dozunun Pentraksin-3’iin diismesine sebep oldugu; fakat 20mg/kg dozun ise, hem
hasta hem sagilikl1 grupta Pentraksin-3 {izerinde bdyle bir etkiye sahip olmadig1 gézlendi, bu
durum yliiksek dozda Atorvastatin’in toksik etkilere sahip olabilecegi diisiincesini

kuvvetlendirmistir.

Diyabetin, ovaryum iizerinde etkisini degerlendirmek iizere ovaryum kesitlerini 151k
mikroskobik seviyede inceledigimizde atretik folikiiller, stromada fibrotik alanlar, hemoraji ve
apoptpz gibi doku hasarin1 gosteren bulgular gézledik. TEM ile yapilan incelemelerde
graniilosa hiicre i¢inde lipid igeriginin bozularak lamellar tarzda birikimi izlendi. 10 mg/kg/g
dozunda Atorvastatin alan grupta doku hasariyla ilgili bu etkilerin azaldig1 ve bu dozda

Atorvastatin’in koruyucu etkisi oldugunu gézlemledik.
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