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OZET

Amag: Diyabetes mellitus, diinya capinda hizla artan insiilin eksikligi ya da insiilin direnci sebebiyle olusan
karbonhidrat, lipid ve protein metabolizmasi bozuklugu ile belirgin ytiksek mortalite ve morbiditeye sahip en-
dokrin ve metabolik bir hastaliktir. Hipokampustaki noronal sistem tizerinde de etkileri oldugu calismalarda
gosterilmistir. Calismamizin amaci deneysel diyabet olusturulan ve normal sicanlarda, gebelik doneminin her
trimesterinde hipokampustaki piramidal néron sayisina etkilerini stereolojik yontemlerle degerlendirmektir.
Materyal ve Metot: Calisma icin sicanlar rastgele olmak tizere iki gruba ayrildi. Kontrol grubu(n:18), Diyabetes
mellitus grubu(n:18); Streptozotosin (STZ) ile deneysel diyabet olusturulan Diyabetes mellitus grubuna tek doz
45mg/ kg Streptozotosin intraperitoneal (i.p) olarak uygulandi. Kontrol grubuna herhangi bir islem uygulan-
madi. Uygulamadan 72 saat sonra her iki gruptaki sicanlarin aclik kan sekerleri olciildii. Diyabet grubunda aglik
kan sekeri degeri 200 mg/ dl tizerinde olanlar diyabet olarak kabul edildi. Vaginal smear ve vaginal plak izlemi
yapilarak gebelik tespiti yapildi. Gebelik trimester donemleri olan 7, 14 ve 21. giinlerde anestezi altinda sican-
lardan beyin dokular: ¢ikarilarak rutin 1s1k mikroskobik histolojik takip yapildi. Her iki gruba sayisal yogunluk
hesaplamasi amaciyla fiziksel disektér metodu uygulandi. Bunun i¢in 5 pm kalinliginda ilki rastgele olmak
tizere sonrakiler her 400pm’de bir ortalama bes cift kesit alindi. Kesitler Hematoksilen-Eozin ile boyandi. Isik
mikroskobunda incelenerek, fotograflandi. Stereolojik incelemede tarafsiz sayim cercevesiyle néron sayimi ya-
pild. Istatistiksel analizde Mann-Whitney U testi kullanild.

Bulgular: Stereolojik hesaplamalar sonucunda diyabet ve kontrol gruplar: arasindaki hipokampal néron say1-
sinda istatistiksel agidan anlamli fark bulundu(p<0.05). Ancak trimesterler arasinda gruplarda herhangi bir is-
tatistiksel fark bulunmad.

Sonug: Diyabetin viicutta bir¢ok zararl etkisi oldugu bilinmekte olup calismamizda gebe sicanlarda hipokam-
pal noron sayisinda anlamli azalmaya neden oldugu tespit edildi.

Anahtar Kelimeler: Diyabet, Gebelik, Hipokampus, Stereoloji, Streptozotosin.

ABSTRACT

Objective: Diabetes mellitus is an endocrine and metabolic disease increasing world wide with the markedly
high mortality and morbidity due to carbohydrate, lipid and protein metabolism disorder caused by insulin
deficiency or insulin resistance. Studies have also shown that it has effects on the neuronal system in the hip-
pocampus. The aim of our study is to evaluate the effects of the pyramidal neuron number in the hippocampus
in each trimester of pregnancy by stereological methods in experimentally induced diabetes and normal rats.
Material and Method: Rats were randomly divided into two groups for the study. Control group (n:18), Dia-
betes mellitus group (n:18); experimental diabetes was induced by streptozotocin (STZ). A single dose of
45mg/ kg Streptozotocin was administered intraperitoneally (i.p) to the Diabetes mellitus group. No treatment
was applied to the control group. Fasting blood glucose of rats in both groups was measured 72 hours after
the application. In the diabetes group, those with a fasting blood glucose value above 200 mg/ dl were conside-
red as diabetes. Pregnancy was determined by monitoring vaginal smear and vaginal plaque. Routine light
microscopic histological follow-up was performed by removing brain tissues from rats under anesthesia on the
7th, 14th and 21st days of pregnancy. Physical dissect or method was applied to both groups for numerical
density calculation. For this, an average of five pairs of sections were taken at 5 pm thickness, the first of which
was random, and the subsequent ones were every 400 pm. Sections were stained with Hematoxylin&Eosin.
Examined and photographed under a light microscope. Neuron counting was performed with an unbiased co-
unting frame in stereological examination. Mann-Whitney U test was used for statistical analysis..

Results: As a result of stereological calculations, a statistically significant difference was found in the number
of hippocampal neurons between diabetes and control groups (p<0.05). However, there was no statistical diffe-
rence between the groups between trimesters.

Conclusion: It is known that diabetes has many harmful effects on the body, and in our study, it was determined
that there was a significant decrease in the number of hippocampal neurons in pregnant rats.

Keywords: Diabetes, Hippocampus, Pregnancy, Stereology, Streptozotocin.
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GIRIS

Diyabetes mellitus, diinya capinda hizla artan insti-
lin eksikligi ya da instilin direnci sebebiyle olusan
karbonhidrat, lipid ve protein metabolizmas1 bo-
zuklugu ile belirgin yiiksek mortalite ve morbidi-
teye sahip endokrin ve metabolik bir hastaliktir. Hi-
pokampus’un 6grenme ve bellek olusumunda rol
aldig1 bilinmektedir. Insanlarda ve hayvanlarda hi-
pokampus lezyonlari, bilgilerin kisa stireli bellekten
uzun sureli bellege aktarilmasinda cesitli sorunlara
yol agar ve boylece yeni bilgilerin depolanmas en-
gellenmis olur (Yongug, 2009). Diyabet bir¢ok organ
ve doku tizerinde uzun donemde olumsuz etkiler
olusturmaktadir. Hipokampustaki noronal sistem
tizerinde de etkileri oldugu calismalarda gosteril-
mistir. Hipokampus histolojik olarak ti¢ boliime ay-
rilmaktadir ve bu ti¢ boliimiin tamamina hipokam-
pal formasyon ad1 verilmektedir. Bilginin kisa stire-
liden, uzun siireli hafizaya doniistiiriilmesinde, hi-
pokampus rol oynar (Tanbek, 2015). Hipokampu-
sun bilhassa davranis olusturma ve hafiza ile iligkili
fizyolojik olaylarda kayda deger roli vardir. Amig-
dala, orbitofrontal korteks ve 6n singulat korteksle
birlikte hipokampus bilgi isleme stirecinde ve emos-
yonel bellekle deklaratif bellek olusumunda rol oy-
nar (Ko¢ Okudur, 2013). Diyabetin hipokampustaki
noronal yapilarda norotransmitter salgilanmasi ve
norotransmitterlerin reseptorlerle kombinasyonu
diizeyinde yapisal, fonksiyonel ve kimyasal tiirlii
bozulmalara ve néronal apopitozise sebep olarak bi-
lissel islevleri bozdugu yapilan arastirmalarla or-
taya konmustur (Koroglu ve ark., 2004). Biz de ¢alis-
mamizda Diabetes mellitus olusturulan ve normal
sicanlarda, gebelik doneminin her {i¢ trimesterinde
de hipokampustaki piramidal néron sayisinda mey-
dana gelen degisiklikleri stereolojik yontemlerle de-
gerlendirmeyi amacladik.

MATERYAL ve METOT

Calisma igin Van Yiiziincii Y1l Universitesi Hayvan
Deneyleri Etik kurulundan etik onay alinds
(24/08/2017, No: 2017 /08). Otuz alt1 adet 2 aylik, ye-
tiskin ortalama 190-250 gr. agirliginda Wistar Albino
cinsi disi sican alindi. Sicanlar randomize olarak 2
gruba (kontrol ve diyabet) ayrildi. Deney hayvanlar:
standart kafeslerde, 12/12 1sik/karanlik siklusu,
2242 oC sicaklikta, standart pellet yem ve musluk su-
yuyla ad-libitium beslenmeye tabi tutuldular. STZ
fresh olarak hazirlanip 45 mg/kg tek doz intraperi-
toneal olarak uyguland: ve akabinde 72 saat sonra
achik kan sekeri seviyesi olctildii (Kannan ve ark.,
2016). 200 mg/dl ve tizerindeki sicanlar diyabet ka-
bul edildi. Kontrol grubuna herhangi bir islem yapl-
madi. Bundan sonra sicanlarin vajina girisine bir
damla serum fizyolojik damlatilip pamuklu ¢ubuk
yardimiyla smear alindi. Oda sicakliginda smearler
kurutularak fiksasyon saglandi. Yiizde birlik tolui-
din mavisi ile 5 dakika boyanan preperatlar distile
suyla yikandiktan sonra entellan ile kapatildi. Mik-
roskopta incelendi (Sekil 1). Diyabet ve kontrol gru-
bundaki sicanlarin siklus senkronizasyonu saglana-
rak ciftleseme i¢in bir gece boyunca 3 disi 1 erkek ola-
cak sekilde kafese konuldu. Vajinal plak tespit edi-
lenler gebe olarak kabul edildi. Calismamizda birinci
trimester icin gebeligin 7. gtinti, ikinci trimester igin
gebeligin 14.giin{i, ti¢linci trimester i¢in gebeligin 21.
gini secildi. Her iki gruptan gebeligin 7. 14. ve
21.gtinlerinde 6 adet hayvanin anestezi (ketamin, 50
mg/kg) altinda beyin dokusu biitiin olarak ¢ika-
rildi.  Dokular % 10'luk nétral formaldehit soliis-
yonunda 24 saat tesbit edildi. Rutin 1s1k mikroskobik
histolojik takip yapildi. Her iki gruba sayisal yogun-
luk hesaplanmas1 amaciyla fiziksel disektor yontemi
uygulandi. Parafine gomiilen dokulardan mikro-
tomla 5pm kalinliginda ardisik kesitler alindi. ilki
rastgele olmak tizere sonrakiler her 400pm’de bir or-
talama bes cift kesit alindi. Kesitler Hematoksilen-
Eozin ile boyand1 ve entellenla kapatildi. (Bancroft
ve Stevens, 1996; Demir, 2001). Istk mikroskopunda
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(Nikon (Y-IM) Eclipse, Japan) 100 ‘liik objektifte do-
kular incelendi ve fotograflandi. Sayisal yogunluk
hesaplama formiilti kullanilarak hipokampusun pi-
ramidal hiicre tabakasindaki cornu ammnois’in ttim
alanlarindaki piramidal néronlar ayrim yapilmadan
sayima dahil edildi. Stereolojik olarak, Sayisal Yo-
gunluk Hesaplama formiilti kullanilarak tarafsiz sa-
yim cercevesinin alani bu buiytitmede 6500pm olarak
ele alindi. Alan drneklemede ise ¥4 oran1 uygulana-
rak kareli alan cetvelimizin her dortte bir alan1 sa-
yima dahil edildi. Sayim yapilirken ilk kesitte gozle-
nip ikinci kesitte gozlenmeyen noron cekirdekleri

baz alinarak noronlar sayild.
Sayisal Yogunluk Hesaplama formiilii:
Nv =N/ Vref

Nv: hiicrelerin sayisal yogunlugu (hticre/birim ha-
cim), N: hiicre sayis1 ve Vref: hipokampusun toplam
referans hacmidir (Mayhew ve Gundersen, 1996).

Standart sterelojik yaklasimda her gruptaki opti-

(HK= Coefficient of Error; CE) ve degisim katsayis1
(DK= Coefficient of Variation; CV) kullanilir (Gun-
derson ve Jensen 1987). Calismamizin HK ve DK de-

gerleri literattir verileriyle uyumluydu.

[statistikler minimum, maksimum, standart sapma,
medyan ve ortalama degerler olarak degerlendirildi.
[statistiksel analizde Mann-Whitney U testi kulla-
nildi. Hesaplamalar SPSS istatistik paket progra-
minda ytiritiilda ve anlamlilik diizeyi %5 olarak ka-
bul edildi.

BULGULAR

Stereolojik hesaplamalar sonucunda istatistiksel ola-
rak diyabet ve kontrol gruplar1 arasinda hipokampal
piramidal noron sayis1 bakimindan anlaml fark tes-
pit edildi. (p<0.05) (Tablo 1) (Sekil 1) . Ancak trimes-
terler arasinda (I, II. ve III) hipokampal piramidal no-
ron sayist agisindan anlamli fark izlenmedi (Tablo 2)
(Sekil 2, 3). Sicanlara ait beyin dokusunda yapilan
histopatolojik incelemede gruplar arasinda fark iz-

.. . .. lenmedi.
mum Ornek boyutunu belirlemek icin hata katsayisi
Tablo 1.Gruplar arasi karsilastirma sonuglar:
Grup Median Mean Std. Sap. Minimum Maximum *p.
Hiicre Sayisal Kontrol 569201 571754 77974 465807 704628
Yogunluk 0,011
Diyabet 446038 456828 128145 234876 745890
(mm®)
Tablo 2. Gruplarda trimesterler aras1 karsilastirma sonuglar1
Kontrol Diyabet
TrimesterMedian Ort. SS Min. Max. Median Ort. SS Min. Max. *p.
Hiicre T1 625628 639149 59875 587190 704628 424081 517215 199170 381673 745890 0,513
Sayisal Yogun-1; 536702 549473 90727 465807 645909 425713 391682 108337 234876 480428 0,077
luk
T3 528471 526639 43506 482246 569201 469752 483302 40146 451684 528471 0,275

(mmd)
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Sekil 2. Diyabet grubu 1. trimester (a) 2. trimester (b) ve 3. trimester (c) piramidal hiicrelerin gortintimii
(siyah ok) (Hematoksilen & Eozin, Scale bar 100 pm)

Sekil 3. Kontrol grubu 1. trimester (a) 2. trimester (b) ve 3.trimester (c) piramidal hiicrelerin gortintimii
(siyah ok) (Hematoksilen- Eozin, Scale bar 100 pm)
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TARTISMA

Hiperglisemi hafiza ve dikkat acisindan bozulmalara
sebep olabilir. Kronik hiperglisemi bilissel bozul-
maya ve sinapsal diizenlemede bozulmalara neden
olabilmektedir. Hipergliseminin yan1 sira hipoglise-
mide bilissel islevlerde harabiyet yapmakta ve tek-
rarlayan hipoglisemi ataklar1 bu yikimi 1,5 - 2 kat ar-
tirmaktadir (Unal ve ark., 2015). Beyin dokusu insii-
lin tiretmedigi halde hipokampusda instilin resep-
torleri tespit edilmistir. Bu instilin reseptorlerinin be-
yindeki islevleri gida alimini azaltma, bilissel fonksi-
yonlar, bellek ve norodejeneratif bozukluklara sebep
olmaktadir. Tip 1 ve Tip 2 Diyabetes mellitusda kog-
nitif islevlerde azalma oldugu tespit edilmistir (Erto-
rer, 2014). Yonguc ve arkadaslarmin (2009) yaptig
calismada; STZ ile deneysel diyabet olusturulan mo-
delde Morris Su Labirenti (MWM) deneyinden ve
stereolojik incelemeden elde edilen veriler, STZ ile
deneysel diyabet olusturulan sicanlarda platformun
yerini 6grenmede bozulmalara sebep oldugu ve hi-
pokampusun piramidal katmanindaki toplam néron
say1sini azalttigr gortilmiistiir. Zhao ve arkadaslari-
nin (2016) yaptig1 baska bir calismada STZ ile diyabet
olusturulan ratlarin hipokampusunda CA1’in kapla-
dig1 alanda azalma ve sinaptik yapilarda dejeneras-
yon saptanmustir. Onar ve arkadaslarinin (2019) yap-
tig1 calismalarinda yine STZ kullanilarak olusturulan
diyabetin hipokampusde NLRP3 seviyesini artirarak
ve nitrozatif stres olusumuyla sicanlarda 6grenme ve
hafiza bozukluguna sebep oldugunu gostermisler.
Bizimde calismamizda diyabetik gebe sicanlarin hi-
pokampal piramidal néron sayisinda kontrol gru-
buyla karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlaml1
fark tespit edildi. Yapilan bir galismada kontrolsiiz
gestasyonel diyabetin postnatal donemde sican yav-
rularinin hipokampal noronlar {izerinde norotoksik
etki yaptig1 gortilmiistiir (Golalipour ve ark., 2012).
Kontrolstiz diyabet gebe sicanlarin yavrularinda se-
rebral purkinje hiicrelerinde tahribata neden ol-
makta ve bu yavrularda motor ve davranissal
fonksiyonlarda bozulma goriilmektedir (Hami ve

ark., 2016). Bu calismalar diyabetin yavru sicanlar-
daki etkilerini gostermekte olup bizim ¢alismamizda
gebe sicanlarmn tizerinde oldugu icin motor ve dav-
ranis fonksiyonlar1 degerlendirilmedi. Sonugta diya-
betin viicudun bir¢ok boéliimiinde hasara neden ol-
dugu bilinmekte olup yaptigimiz calismayla gebe s1-
canlarda hipokampal noéron sayisinda azalmaya ne-
den oldugu tespit edildi ve daha ileri ¢alismalarla
desteklenmesinin uygun olacag: gortistindeyiz.

Cikar Catismasi
Yazarlar ¢ikar catismasi olmadigini beyan eder.

Van Uluslararas: Uygulamali Bilimler Kongresi (24-
25 Temmuz 2020/ Van) 6zet sozlii bildiri olarak su-

nulmustur
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