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Diyabetik sigan overlerindeki glikoz hasari ve NF-kappa B yolunun etkisi
Glucose injury in diabetic rats’ ovaries and effect of NF-kappa B way
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Ozet

Amag: Bu calismada, sican modellerinde glikoz toksisitesinin overdeki hasarlanma siddeti ve bu hasarin NF-kappa B
Uzerinden etkilerinin olup olmadidinin arastiriimasi amaglandi.

Gere¢ ve Yontem: Yedi adet sigcanda deneysel olarak diyabetes mellitus modeli olusturuldu. Yedi adet kan glikoz
seviyesi normal olan sican kontrol grubu olarak alindi. Sekiz hafta sonra over dokulari gikarilip histolojik olarak
incelendi. Gruplarin 6zellikleri, tek yonli ANOVA ve Mann Whitney U testi ile kargilastirildi. p<0.05 degerleri anlamli
olarak kabul edildi.

Bulgular: Diyabetik siganlarin over dokusunda, kontrol grubu normal siganlarla karsilastinidiginda; folikuler
dejenerasyon, stromal dejenerasyon, stromal fibrozis ve NF-kappa B immunoekspresyonunun anlamli olarak arttigi
tespit edildi (p=0,0001).

Sonug: GCalismamiz glikoz toksisitesinin overde siddetli olarak gergeklestigini ve bu hasarin NF-kappa B Gzerinden
oldugunu goéstermektedir. Bu nedenle NF-kappa B inhibitorleri diyabete bagh gelisen doku hasarini énlenmesinde
umit verici olmaya devam etmektedir.

Anahtar Sozciikler: Diyabetes mellitus, prematiir over yetmezIligi, ileri glikasyon urinleri, ileri glikasyon urln
reseptorleri, NF-kappa B.

Summary

Aim: To investigate glucose toxicity for ovarian damage severity and the effect of these by NF-kappa B way in rat
models.

Materials and Methods: An experimental diabetes mellitus model was created in seven rats. All seven rats, whose
blood glucose levels were normal, were included in the control group. After eight weeks; bilateral oophorectomy was
performed and the ovaries were researched histologically. The group characteristics were compared by one-way
ANOVA and Mann Whitney U test. p values less than 0.05 were accepted as significant.

Results: There was a significant increase of follicular degeneration, stromal degeneration, stromal fibrosis and NF-
kappa B immune-expression in diabetic rats’ ovary when compared to the control group of normal rats (p=0,0001).

Conclusion: Our study shows that glucose toxicity occured severely in the ovaries and this injury originated in the
NF-kappa B way in diabetes mellitus. Therefore, NF-kappa B inhibitors continue to be promising in preventing
diabetic related tissue injury.

Key Words: Diabetes mellitus, premature ovarian failure, advanced glication end products, receptor of advanced
glication end products, NF-kappa B.
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Girig

Diyabetes mellitus, hiperglisemi ile karakterize, insdlin
aktivitesinin mutlak veya rolatif kaybi ile gidebilen ve son
organlarda kendine 06zgu patolojiler yaratabilen bir
hastaliktir. Hiperglisemi, doku hasarini 5 major
mekanizma ile gergeklestirir. Bunlar; poliol yolu
Uzerinden glikoz ve dider sekerlerin artmis ¢ozulmesi,
ileri glikasyon urtnlerinin (AGE - advanced glication end

products) intraselltler artisi, AGE ve onun aktive
ligandlari igin artmis reseptdr ekspresyonu, protein
kinaz-C izoformlarinin aktivasyonu ve heksozamin

yolunun asiri aktivasyonudur (1). Bu 5 mekanizma
sadece mitokondrial asiri ylklenme ve buna baglh olusan
serbest oksijen radikalleri ile agiklanmaktadir (2).

Hiperglisemiye bagh olusan ileri glikasyon Urlnleri, hiicre
ylzeyindeki reseptoriine (RAGE - receptor of advanced
glication end products) baglanarak etki etmektedir.
RAGE; kromozom 6 (zerinde Major Histokompatabilite
Kompleksi-lll (MHC Class-lll) bélgesinde kodlanmig
immunglobulin ailesi Uyesi bir reseptér kompleksidir
(3,4). RAGE, nikleer faktor-kappa B (NF-kappa B)
yolunu kullanarak gen ekspresyonunda yaptigi patolojik
degisikliklerle organ hasari olusturabilmektedir(5). NF-
kappa B yolunun aktivasyonu Anjiotensin-2 artisina ve
TGF-beta ve inflamatuar sitokin (TNF, IL-1 gibi)
salinimina sebep olmaktadir (6). TGF-beta dokularda
fibrozisi tetikleyerek ekstrasellier matrikste artisa neden
olmaktadir (7). Diyabetik nefropati, noropati ve
kardiyovaskiler degisikliklerde NF-kappa B bagh
hasarlanma literatirde iyi taninmakla birlikte (8-10);
diyabetin olusturdugu over hasari mekanizmasi net
degildir.

Calismamizin  amaci, sigan modellerinde glikoz
toksisitesinin overdeki hasarlanma siddetini ve bu
hasarin NF-kappa B Uzerinden etkilerinin  olup

olmadigini gostermektir.
Gereg ve Yontem

Deney hayvanlari

Calismaya 14 adet 200-220 gr agirhiginda 12-16 haftalik
disi Sprague Dawley sican alindi. Tum siganlar ad-
libitum beslenme sartlarinda, oda sicakhgi (22+2°C) ve
neminde, 12 saatlik aydinlik / karanhk siklusu
olusturularak kafeslerde barindirildi. Deneysel islemler,
Ege Universitesi Tip Fakiiltesinden alinan etk kurul
onayi ile yirutuldu.

Deneysel islemler

7 adet Sprague-Dawley disi sicana diyabetes mellitus
olusturmak i¢in, 60 mg/kg dozunda STZ (Sigma-Aldrich),
0.1 mmol Na-sitrat tampon icinde (pH 4.5) ¢6zllerek
intraperitoneal yolla uygulandi. Diyabet gelisimini kontrol
etmek i¢cin STZ uygulamasinda 48 saat sonra kuyruktan
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“stick” aracilikh (Plusmed®) kan glikozu &lgildid. 260
mg/dL (14.4 mmol/L) ve lzerinde kan glikozuna sahip
olan siganlar diyabet olarak kabul edilip ¢alismaya dahil
edildi. 7 sigan normal kontrol grubu olarak c¢alismaya
alind1 ve herhangi bir islem uygulanmadi. Kontrol grubu
sicanlarda kuyruktan “stick” aracilikli bakilan kan
glikozlar 120 mg/dL altinda olarak tespit edildi. 8 hafta
beklenen siganlar perflize edilip over dokusu ¢ikarildi ve
histolojik olarak incelendi.

Histolojik inceleme

Histolojik ve immunhistokimyasal incelemeler igin, tim
siganlara ketamin (40 mg/kg, Alfamine®, Ege Vet,
Alfasan International B.V. Holland) ve xylazine
hydrochloric (4 mg/kg, Alfazyne®, Ege Vet, Alfasan
International B.V., Holland) ile anestezisi intraperitoneal
olarak uygulandi. Batin agilarak overler gikarilip %4
formol ile fikse edildi. Takip iglemlerinden sonra 5 um’lik
kesitler alindi, sonrasinda hematoksilen & eosin (H&E)
ve NF-kappa B (Bioss, Inc.; 1/100) ekspresyonu igin
immunohistokimyasal boyama yapildi. Olympus BX51
mikroskobu ve mikroskoba implante Olympus C-5050
dijital kamera  kullanilarak  fotograflar  cekildi.
Degerlendirme ve skorlama 2 histolog tarafindan, ardigik
olmayan rastgele secilmis ortalama on iki histolojik
kesitten yapildi.

Folikuler dejenerasyon, stromal dejenerasyon ve stromal
fibrozis parameterlerinin her biri icin ayri ayri skorlama
yapildi. Her parametrenin siddeti g6z 6nune alinarak
0’'dan 3’e puan verilerek skorlama sistemi olusturuldu.
Overin tamami  degerlendirildiginde s6z edilen
parametreler % 33 altinda ise 1, %33 - %66 arasinda ise
2, %66 Uzerinde ise 3 puan verilerek hesaplama yapildi.

immunohistokimyasal degerlendirme X 100 biyiitmede
yapildi ve pozitif reaksiyon veren hicreler yizde (%)
olarak hesaplandi.

[statistiksel analiz

istatistiksel agidan verilerin degerlendirimesinde SPSS
for Windows 15.0 istatistik paket programi kullanildi.
Gruplarin  degiskenlerinin  parametrik  6zelliklerinin
karsilagtirmasinda tek yonli  ANOVA, gruplarin
parametrik olmayan 6zelliklerinin karsilastirmasinda ise
Mann Whitney U testi uygulandi.

Bulgular

Diyabetik siganlarin over dokusunda, kontrol grubu
normal siganlarla karsilastinldiginda; foliktler
dejenerasyon, stromal dejenerasyon, stromal fibrozis ve
NF-kappa B immunoekspresyonunun anlamli olarak
arttigr tespit edildi (p=0,0001). Diyabetik siganlarda
overin  morfolojik yapisi  bozuldugu ve stromal
inflamasyon oldugu gézlendi. Resim-1’de kontrol grubu
ve diyabetik sigcanlarin over dokulari ve NF-kappa B
ekspresyonu gosterildi.
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Sekil-1. Kontrol grubu ve diyabetik siganlarin over dokulari ve
NF-kappa B ekspresyonlarinin karsilastiriimasi.

a- Kontrol grubu normal over dokusu (H&E) (tf: tersiyer folikdl,
sf: sekonder folikul, s: stroma) X 20

b- Kontrol grubu normal over dokusu NF-kappa B ekspresyonu

c- Diyabetik sican over dokusu (H&E) (f: tersiyer folikul, sf:
sekonder folikdl, fi: stromal fibrozis, fd: folikil dejenerasyonu,
si: stromal inflamasyon)

d- Diyabetik sigan over dokusu NF-kappa B ekspresyonu
(oosit, stromal hiicre ve perivaskuler alanda)

Kontrol grubunda normal over dokusundaki stromal
dejenerasyon skoru 0.12+0.08 olarak tespit edilmisken;
bu skor diyabetik siganlarda 248+0.46 tespit edilip
anlamli olarak yiksek bulundu (p=0.0001). Folikul
Dejenerasyon Skoru ise; kontrol grubunda 0.28+0.12
olarak izlenirken, yine diyabetik sicanlarda 2.82+0.34
tespit edilip anlamh olarak yiiksek bulundu (p=0.0001).
Stromal Fibrozis Skoru; kontrol grubunda 0.24+0.05
iken, diyabetik siganlarda 2.36+0.14 olarak g&zlenip yine
anlamli olarak ylksek bulundu (p=0,0001). Son olarak

NF-kappa B  immunoekspresyonu yizdesi (%)
hesaplandi. Bu oran kontrol grubu normal over
dokusunda %5.6+2.14 iken, diyabetik sicanlarda

%43.21+458 olarak tespit edildi. Bu artis da istatistiksel
acidan anlamli bulundu (p=0.0001). Bu bulgular Tablo-1
ve 2’de 6zetlendi.

Tablo-1. Kontrol grubu normal over dokusu ile diyabetik siganlardaki over dokusunun stromal dejenerasyon, folikil dejenerasyonu

ve stromal fibrozis skorlarinin karsilastiriimasi.
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Stromal Dejenerasyon

Folikul Dejenerasyon

Stromal Fibrozis

Stromal Folikiil ) - NF-kappa B
Dejenerasyon Dejenerasyon Stromsell(IOFrlllJ)roms Immunoekggresyonu
Skoru Skoru Yiizdesi (%)
Normal kontrol 0.12 + 0.08 0.28 +0.12 0.24 + 0.05 5.6+2.14
Diyabetik sican 248+046* 2.82£0.34 ** 2.36 £ 0.14 *** 43.21 + 4.58 ***x

*Normal kontrol ve Diyabetik sigan, Stromal Dejenerasyon, p=0.0001
**Normal kontrol ve Diyabetik si¢can, Folikll Dejenerasyon, p=0.0001

***Normal kontrol ve Diyabetik sigan, Stromal Fibrozis, p=0.0001

****Normal kontrol ve Diyabetik sican, NF-kappa B Immunoekspresyonu, p=0.0001
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Tartisma

Yasam kalitesine olan olumsuz etkileriyle birlikte, yiiksek
morbidite ve mortaliteye sahip diyabet hastaligi ve
komplikasyonlarinin patogenezini arastirmak igin yapilan
calismalarda hayvan modelleri yaygin bicimde kullanil-
maktadir. Deneysel hayvan modelleri; patolojiye genetik
olarak uygun turlerin segilebilmesine, istenilen sayida
ornekle calisilabilmesine ve degiskenlerin kontrol altinda
tutulmasina, fazla sayida risk ve patolojinin bir arada
caligilabilmesine; tanisal, koruyucu veya tedavi edici
yaklagimlarin denenmesine olanak vermektedir. Bununla
birlikte hayvanlarda olusturulan diyabet modellerinin
higbiri insan diyabetine tam olarak esdeger tutulama-
yacagini unutmamak gerekir.

Yapilan calismalarda deneysel olarak diyabet olustu-
rulan siganlarda ve diyabetik hastalarda serbest oksijen
radikallerinin ve lipid peroksidasyonun énemli derecede
arttigi ve oksidatif stresin diyabet etiyolojisinde ve
ilerlemesinde roli oldugu bildirilmistir (11). Proteinler
diyabette oldugu gibi yliksek glikoz konsantrasyonlari ile
karsilagtiklarinda, glikoz bir enzimin aracihgina gereksi-
nimi olmadan proteine baglanarak kontrolsiz glikasyon
reaksiyonlarina neden olur. Glikasyona ugramis bu
proteinler, molekuler oksijene bir elektron vererek
serbest oksijen radikali olusumuna neden olur (12).
Glikoz ve proteinlerin amino gruplari arasinda kendiligin-
den gelisen enzimatik olmayan glikasyon reaksiyonlari
yoluyla 6nce Shiff bazlarini, sonrasinda daha stabil olan
Amadori Urtnlerini olusur. Amadori UrUnlerinin olusu-
mundan sonra ise AGE meydana gelir (13). AGE'ler,
endotelin araciligiyla vazokonstriksiyon nedeniyle
endotel hasarina yol agabildigi gibi, daha kompleks
biyokimyasal mekanizmalarla serbest radikal Gretebilme
kapasitesine de sahiptirler. Yine AGE’lerin toksik etkileri
arasinda; proteinlerin yapilarini  ve fonksiyonlarini
degistirebilmeleri, kendi reseptorleri ile oksidatif stresi
indikleyebilmeleri ve sonucta NF-kappa B gibi redoks
duyarl transkripsiyon faktorlerini aktive etmeleri ve ilgili
genlerin (prokoagulant doku faktéru endotelin, adhezyon
molekilli, VCAM-1 gibi) ekspresyonlarinin artisi da
bulunmaktadir (14). Calismalar; AGE’lerin, reseptor
aracili mekanizma ile serbest radikal Uretimini uyarma-
sinin yani sira, artmis serbest radikallerinin de hiicre igi
AGE olugsumunu arttirdigini goéstermektedir (15). Yapilan
calismalarda AGE’nin, protein kinaz-C'’yi aktive ettigi ve
aktive olan protein kinaz-C’nin, vaskiler kan akimini,
damar permeabilitesini, hicre digi matriks bilesenlerini
ve hicre buyumesini etkileyerek vaskiler komplikas-
yonlarin patogenezinde rol aldidi1 éne surtimektedir (16).
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AGE’ler temelde diyabet komplikasyonlarinda iki sekilde
rol almaktadir. Bunlardan birincisi; 6zellikle ekstrasellier
matriksin yapisindaki proteinler arasinda g¢apraz baglar
olusturarak matriks yapisini ve fonksiyonlarini bozmasi,
ikincisi ise; AGE’lerin bazi hlcrelerde bulunan reseptor-
lerine (RAGE) baglanmasi sonucunda cesitli sinyal
yolaklarini aktive ederek cesitli transkripsiyon faktorle-
rinin ve sitokinlerin sentezine ve salinimina vyol
acmaslyla pek c¢ok metabolik degisikliklere neden
olmasidir (5). RAGE ekspresyonu, diyabet ile birlikte
inflamasyonda da artar (17). AGE’nin RAGE'ye
baglanmasi ile hicre igi sinyal yolaklarini uyarmasi NF-
kappa B'yi aktive eder. NF-kappa B’nin aktivasyonu ise
inflamatuar sitokinlerin, adezyon molekdllerinin ve cesitli
mediyatdrlerin ekspresyonunu saglar (18). NF-kappa B
inhibitdrleri  diyabete bagli gelisen organ hasarini
onlenmesi amaciyla kullaniimaya baslanmistir (19).

Prematiir over yetmezligi (POF); kromozom anomalileri,
otoimmin ve endokrinolojik hastaliklar, enfeksiyon,
radyasyon, kemoterapi neden ile hizlanmis atrezi ile
gelisebilir. 30 yas altindaki insidansi %0.1 olarak
gOsterilmistir  (20). Bu olgularin  %40’inda tiroid,
paratiroid, surrenal ve diyabet gibi endokrin hastaliklar
gorulebilmektedir. Bu olgularda otoimmun nedenler
siklikla suglanmaktayken, galaktozemi gibi karbonhidrat
metabolizmasindaki degisiklikler de yetmezlige vyol
acabilmektedir (21). Diyabetes Mellitus’un dider spesifik
organlardaki hasar mekanizmasi hakkinda literatirde
pek ¢ok galisma mevcut olup; over hasari mekanizmasi
hala net degildir. Calismamizda olusturdugumuz
modelde; hem folikil dejenerasyonu, hem stromal
dejenerasyonun diyabetik sicanlarda kontrol grubuna
gore anlamh olarak yuksek oldugunu tespit ettik.
Bununla birlikte yine diyabetik siganlarin overlerinde
artmis NF-kappa B ekspresyonu oldugunu gdézledik.
Stromal fibrozis’in de diyabetik sicanlarda daha yuksek
olarak belirlenmesi ile, AGE’nin NF-kappa B Uzerinden
overdeki hasarda rol oynadigini géstermis olduk.

Calismamiz glikoz toksisitesinin overde siddetli olarak
gerceklestigini ve bu hasarin NF-kappa B Uzerinden
oldugunu gostermektedir. Bu nedenle NF-kappa B
inhibitorleri  diyabete bagli gelisen organ hasarini
onlenmesinde Umit verici olmaya devam etmektedir. Bu
kapsam over hasarinin 6nlenmesi amaciyla o6zellikle
prematiir over yetmezligi gelisebilecek geng diyabetik
hastalar icin de genisletilebilir. Bu alanda daha buyik
capta klinik calismalara ve yeni ajan c¢alismalarina
ihtiyac oldugu asikardir.
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