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Ozet

Amag: Kuersetin (KE), dogada yaygin olarak bulunan bir flavono-
iddir. Bu deneysel ¢alismada, KE’nin streptozotosin uyarimli diya-
betik sicanlarin plasentasi tizerindeki etkisini incelemeyi amagcladik.

Yontem: Otuz virjin disi Wistar sigan1 (200-250 g), en az 12 saat
boyunca 15 erkek sicanla ciftlestirildi. Gebeligin baslangicindan
itibaren sicanlar, kontrol, streptozotosin (STZ) ve STZ+KE sek-
linde egit olarak ti¢ deneysel gruba ayrildi. Gebe siganlar, gebeligin
21. giininde sakrifiye edildi ve plasenta dokulari alindi. Tim
gruplarin plasenta dokular ve kan érnekleri, biyokimyasal ve his-
tolojik analiz i¢in islendi.

Bulgular: KE tedavisi, STZ uyariml diyabetik sicanlardaki yiiksel-
mis serum glikoz seviyelerinde keskin bir diisiise ve azalmig serum
insiilin konsantrasyonlarinda artisa yol agt1 (p<0.05). Plasental ma-
londialdehit (MDA) seviyesi, tedavi edilmeyen gruba kiyasla KE ile
tedavi edilen siganlarda 6nemli oranda azald: (p<0.05). Tedavi gor-
meyen diyabetik grupla kiyaslandiginda, KE tedavisi stiperoksit dis-
mutaz (SOD) ve glutatyon peroksidaz (GPx) aktivitelerini anlamli
derecede artird: (p<0.05). Diyabetik grupta ise ¢ogalan hiicre niikle-
er antijeni (PCNA) immiin etiketleme yogunluklari azalmis ve sican
plasentalarindaki TUNEL pozitif hiicreler artmist1.

Sonug: KE, oksidatif stresi ve apoptozu azaltarak ve plasenta mor-
folojisini muhafaza ederek diyabet tizerinde koruyucu bir etkiye
sahiptir. KE, gebelikteki diabetes mellitus tedavisini giiclendirme
umudu vermektedir.

Anahtar sozciikler: Apoptoz, plasental diabetes mellitus, oksidatif
stres.

Abstract: Quercetin improves metabolic sequels and
placental morphology in streptozotocin-induced
diabetic rats

Objective: Quercetin (QE) is a flavonoid widely distributed in
nature. This experimental study was designed to evaluate the effect
of QE on the placenta in streptozotocin-induced diabetic rats.

Methods: Thirty virgin female Wistar rats (200-250 g) were mated
with 15 males for at least 12 h. From the onset of pregnancy, the rats
were divided equally into three experimental groups including con-
trol, streptozotocin (STZ)-treated, and STZ+QE-treated. Pregnant
rats were sacrificed on day 21 of pregnancy and the placental tissue
was harvested. Placental tissues and blood samples in all groups were
processed for biochemical and histological analysis.

Results: QE treatment gave rise a sharp decrease in the elevated
serum glucose levels and an increased in the lowered serum insulin
concentrations in STZ-induced diabetic rats (p<0.05). Placental mal-
ondialdehyde (MDA) level was considerably reduced in rats treated
with QE when compared to untreated group (p<0.05). QE treatment
produced a significant increase superoxide dismutase (SOD) and glu-
tathione peroxidase (GPx) activities compared with the diabetic
untreated group (p<0.05). On the diabetic group, proliferating cell
nuclear antigen (PCNA) immunolabeling intensities decreased and
TUNEL positive cells in the placenta of rats was found to increased.

Conclusion: Quercetin has a protective effect in diabetes by decreas-
ing oxidative stress and apoptosis, and by preservation of plasental mor-
phology. QE gives hope to improve treatment diabetes mellitus in
pregnancy.
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Girig

Gebelikteki diyabet, anormal fetal biiyiime ve yeni-
dogan komplikasyonlar1 gibi cesitli rahatsizhiklarla iligki-
lidir." Gebelik déneminde diyabet, plasentanin agirlik ve
boyutunun artmasi”™ ve anormal plasenta agirligt / fetal
agirlik orani” gibi bazi plasental bozukluklarla iligkilen-
dirilmigtir. Plasenta agirhigr ve fetal agirhik arasindaki
giiclii korelasyon,”” bu korelasyonun maternal hipertan-
siyon ve diyabet ile fetal intrauterin biiyiime kisithilig: gi-
bi patolojik kogullardan etkilenmesi nedeniyle, intraute-
rin yagam boyunca fetal sagligin bir gostergesi olarak

kullanilmaktadur.

Streptozotosin (STZ) uyarimli diyabetik sicanin ge-
beligi, plasentomegali ve ¢esitli derecelerde fetal biytime
geriligiyle de karakterizedir.” Makrozomi genellikle di-
yabetli gebelerin bebeklerinde goriildigiinden, biiyiime
geriliginin de hayvanlardaki spontan ve deneysel diya-
betlerde goriilmesi neredeyse bir kuraldir. Maternal di-
yabet varliginda plasentomegalinin fonksiyonel anlamu
siganlarda ve diger tiirlerde belirsizdir” ve biiyiime inhi-
bisyonunun ne zaman bagladi1 veya maternal diyabette
plasental patolojinin fetal biiytimeyi nasil etkiledigi bilin-
memektedir."” Bazi arastirmacilar, siirekli biiyiime sti-
miilasyonu ve hiicre bolinmesinde gecikmeli matiiras-
yon saglayarak hipergliseminin sican plasentalarinda go-
receli bir immatiiriteye yol actigin ileri siirmiistiir.” Ye-
ni bir ¢aligma, kadin plasentasinin instilin veya gida kisit-
lamasiyla farkli anormallikler gosterdigini ortaya koy-
mugtur."" Bununla birlikte, dolagimdaki glikozun normal
seviyeleri, plasenta ve fetiislerin normal oldugu anlamina
gelmez. Hiperglisemiye sekonder olarak fetiis ve plasen-
tada ortaya ¢ikan defektler, normal glikoz seviyelerine
ragmen devam edebilmektedir.

Diyabette oksidatif stres, reaktif oksijen tiirlerinin
(ROS) artmus tiretimi yiiztinden artabilir. ROS’un artmus
iiretimi, protein glikasyonu"*""! ve hiperglisemik bir or-
tamda glikoz oto-oksidasyonu' ile iligkilendirilmistir. In-
san viicudunun diger organlarinda oldugu gibi plasenta-
daki hiicre gelisimi ve fonksiyonu, hiicre proliferasyonu
ve hiicre olimi arasindaki dengeye baglidir. Cogalan
hiicre niikleer antjeninin (PCNA), erken gebelikte en
cok, gebeligin orta donemlerinde daha az ve miyatta en az
eksprese oldugu bildirilmistir."” Gebeligin 11 ila 13. giin-
lerinde plasentadaki yogun PCNA pozitivitesinin, gebeli-
gin 17 ila 21. giinleri arasida azaldig1 belirtilmigtir."

Apoptoz, gelismis organizmalarda hiicrelerarasi ilis-
kilerde istendigi sekilde ihtiya¢ duyulmayan ve fonksi-
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yonlar1 ortam zarar gormeden bozulmaya yatkin, prog-
ramli hiicre 6liimiidiir. Insanlardaki normal gebeligin ilk
ve son trimesterinde alman plasenta Orneklerindeki
apoptoz tiim hiicre tiirlerinde gérilmistiir ve apoptotik
hiicrelerin biiyiik bir kisminin (>%50) trofoblast oldugu
saptanmistir. Gebelik ilerledikce, yaslanmanin dogal bir
sonucu olarak artmis apoptozun gozlemlendigi yoniinde
genel bir goriig bulunmaktadir."™"™

Flavonoidler, bitkiler aleminde ikincil metabolit ola-
rak yaygin sekilde bulunan, dogal sekilde olusan bir bile-
sen grubudur. Anti-enflamatuar, anti-alerjik, antiviral,
antibakteriyel ve antitiimoral faaliyetler gibi ilging klinik
ozellikleriyle bilinmektedirler."” Bu flavonoidlerden biri
olan kuersetin (KE), oksijen radikallerini temizleme,”*"
lipid peroksidasyonuna karsi koruma" gibi cesitli meka-
nizmalarla oksidatif hasar1 ve hiicre olimini engeller.
STZ ile uzun siireli tedavi olan diyabetik hayvanlarda ok-
sidatif stresin azaldigi gosterilmistir® Bu caligmanin
amaci, KE’nin plasenta fonksiyonunu ve morfolojisini
iyilestirip iyilestirmedigini ve diyabetik siganlarda tro-
foblast proliferasyonu ve oksidatif stresle birlikte apopto-
tik aktiviteyi etkileyip etkilemedigini belirlemektir.

Yoéntem
Hayvanlar

Bu caligma, etik komite onayiyla Trakya Universi-
tesi Tip Fakiiltesi Deneysel Arastrma Laboratuva-
r'nda, deney hayvanlariim bakimi ve kullanimi kilavu-
zuna uygun olarak gerceklestirildi. Caligmada 30 disi ve
15 erkek yetiskin Wistar sican1 (200-250 g) kullanilds
ve hicbiri daha énce ciftlestirilmemisti. Iki disi ve bir
erkek gece boyunca ayni kafeste tutuldu. Siganlar, stan-
dart laboratuvar kogullari altunda (07:00-19:00 arasi
1siklandirma, 21+1 °C sicaklik ve serbest sekilde kulla-
nabildikleri sigan besini ve ¢esme suyu) makrolon ka-
feslerde ayri ayr1 tutuldu. Ertesi sabah kontrol edilen
sperm-pozitif vajinal smearimn, basarili ciftlesmeye isa-
ret ettigi distinildi. Sperm-pozitif giin, gebeligin ilk
glinii olarak kabul edildi. Gebe hayvanlar, her biri 10
sican icerecek sekilde rastgele olarak kontrol, STZ ve
KE+STZ gruplarma ayrildi. Kontrol grubuna ¢aligma
boyunca sadece izotonik NaCl (2 ml/kg/giin) enjekte
edildi. Diyabet, STZ grubunda (50 mg/kg viicut agirli-
g1, 5 mmol/L sitrat tamponunda ve pH 4.5’te taze ¢6-
ziinmiis) tek bir intraperitoneal STZ enjeksiyonuyla
gebeligin baginda indiiklendi. KE, Sigma Chemi-
cal’dan (St. Louis, MO, ABD) temin edildi ve intrape-
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ritoneal enjeksiyondan hemen 6nce 0.5 mI’lik %60 eta-
nolde ¢6ziindii. KE grubundaki sicanlara, STZ enjeksi-
yonundan 3 giin 6nce baglayarak 24 giin boyunca intra-
peritoneal olarak giinde bir kez KE (15 mg/kg) verildi.
Her iki gruptaki deney hayvanlarinda, STZ verilmesin-
den sonraki 24 saat icinde diyabet gelisti. Diabetes
mellitus, Ames One Touch Glucometer (LifeScan;
Johnson and Johnson, ABD) ile teyit edildi ve yalnizca
glikoz seviyesi =300 mg/dL olan hayvanlar diyabetik
kabul edildi.”” Tiim diyabetik sicanlar kloral hidrat ile
uyusturulduktan sonra servikal dislokasyon yoluyla
sakrifiye edildi ve fetiis ile plasentalar, gebeligin 21. gii-
niinde alind1.

Biyokimyasal prosedur

Sicanlar, gebeligin 21. giintinde intraperitoneal klo-
ral hidrat (6 ml %7 kloral hidrat/kg viicut agirhig) ile
uyusturuldu.”” Bu operasyon sonrasinda embriyo ve
plasenta agirligt ayr1 ayri ol¢tildi. Her bir gebe sican
sakrifiye edildi ve plasenta dokusu, lipit peroksidasyon
triinleri, antioksidan enzimler ve morfolojik goriinim
agisindan degerlendirildi. Kan 6rnekleri, heparinli si-
ringayla yapilan kardiyak ponksiyonla alindi. Serum
glikoz, Boehringer, Mannheim, Almanya tiretimli re-
aktiflerle gerceklestirilen heksokinaz yontemiyle,”” in-
silin ise cift-antikor radyoimmiinassay kiti (Amersham
Radiochemical Centre, Bucks, Birlesik Krallik) kullani-
larak belirlendi.””

Doku érneklerinin hazirlanmasi

Tiim plasenta dokular: tartildi ve 0.15 M KCl soliis-
yonuyla homojenize edildi, bu dokularin %10 homoje-
natlar1 (agirlik/hacim) hazirlandi. Doku homojenatlari,
10 dakika boyunca 4 °C’de soguk santrifijj ile 600 x g’de
santrifiijlendi. Ust faz, 20 dakika boyunca 10.000 x g’de
santriftjlendi, béylece postmitokondriyal fraksiyon elde
edildi. Doku homojenatlarinda dokularin malondialdehit
(MDA) seviyesi belirlendi; siiperoksit dismutaz (SOD) ve
glutatyon peroksidaz (GPx) aktiviteleri, bu homojenatla-
rin postmitokondriyal fraksiyonunda incelendi. Ornek-
lerdeki protein miktarini belirlemek icin bisinkoninik
asit yontemi kullanildi.””

Lipid peroksidasyon tespiti

Lipid peroksidasyon (LPO) i¢in bir son iirtin olan
MDA, 532 nm’de tiyobarbitiirik asit reaktif maddeleri-
nin absorbanst tespit edilerek hesaplandi.”” MDA sevi-
yeleri, MDA nmol/mg protein olarak ifade edildi.

Superoksit dismutaz tespiti

Siiperoksit dismutaz aktivitesi, riboflavin ile hassas-
lagtirilmis o-dianisidinde fotooksidasyon orani kapasi-
tesinin artirilmasi prensibiyle 6l¢iildii.”” Renkli iiriin,
spektrofotometrik olarak 460 nm’de 6l¢iildi ve sonug-
lar IU/mg protein olarak belirtildi.

Glutatyon peroksidaz tespiti

Glutatyon peroksidaz aktivitesi, Lawrence ve
ark.’nin protokoliine gére 6l¢iildii.” Sonuglar, séniim-
leme (yokolus) katsayisinda NADPH kullanarak hesap-
landi ve nmol NADPH/mg protein/dk olarak ifade
edildi.

Histokimyasal prosedurler

Tum gruplarda plasenta dokulari, gebeligin 21. gii-
niinde toplanarak sabitlendi. Ardindan, kii¢iik parcala-
ra ayrildi ve cinsiyet sivisinda (%90 etanol, %40 for-
maldehit ve %96 asetik asitte pikrik asitle satiire soliis-
yon; 80:10:5) 4 °C sicaklikta 8 saat boyunca bekletildi.
Materyaller daha sonra gece boyunca %40 formaldehit
ve %90 etanol (1:9) solisyonunda sabitlendi. Daha
sonra rutin dehidrasyon ve temizleme teknikleri kulla-
nilarak parafin icerisine gémiildi. 5 pm kalnliginda
kesitler alindi ve degrade edici alkol serisi ve saf suda
kisa stire kaldiktan sonra periyodik asit-Schiff (PAS) re-
aksiyonuyla boyand:.""

immunohistokimyasal prosediirler

Plasenta dokulari, ayr1 ayr1 Bouin fiksatifine dalduri-
lip, alkolde dehidrate edildikten sonra parafine gomiildi.
5 pm’lik kesitler alinip deparafinize edildi ve PCNA im-
miinohistokimya ile boyandi. Immiinohistokimyasal re-
aksiyonlar, Hsu ve ark.’nin agikladigi ABC teknigine g6-
re gerceklestirildi.”? Prosediir su adimlart ierdi: (1) en-
dojen peroksidaz aktivitesi 30 dakika boyunca saf suda
%3 H:0: ile inhibe edildi; (2) kesitler, 10 dakika boyun-
ca saf suda yikandy; (3) nonspesifik baglanmis antikorlar,
PBS ile 1:4 oraninda diliie edilen normal ke¢i serumuyla
(DAKO X 0907, Carpinteria, CA, ABD) inkiibasyon yo-
luyla bloklandi; (4) kesitler, spesifik monoklonal anti-
PCNA antikoruyla (Katalog No MS-106-B, Thermo
LabVision; Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA,
ABD) inkiibe edildi, 1:50 oraninda 1 saat diliie edildi ve
ardindan oda sicakligina alindy; (5) ardindan kesitler 3x3
dakika boyunca PBS’de yikands; (6) sonrasinda biyotin-
lenmis anti-fare IgG (DAKO LSAB 2 Kiti) ile inkiibe
edildi; (7) kesitler 3x3 dakika boyunca PBS’de yikandy
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(8) daha sonra ABC kompleksiyle (DAKO LSAB 2 Kiti)
inkiibasyona alindilar; (9) inkiibasyonu takiben kesitler
bir kez daha 3x3 dakika boyunca PBS’de yikands; (10)
peroksidaz, aminoetilkarbazol substrat kitiyle (AEC kiti;
Zymed Laboratories, Thermo Fisher Scientific, Walt-
ham, MA ABD) saptandy; (11) bu islemden sonra kesitler
cesme suyunda 10 dakika boyunca yikanarak dehidrate
edildi; (12) cekirdekler hematoksilen ile boyandi ve (13)
kesitler, DAKO Faramount’a yerlestirildi.

Tum gruplara ait kesitlerde PCNA immiin boyan-
mast pozitif olan hiicre sayilarmin degerlendirilmesi
HSCORE (histolojik skorlama) ile yapildi. Immiinohis-
tokimyasal tekniklerle boyanan kesitler 6zel bir okiiler
skala kullanilarak g1tk mikroskobunda (Olympus CX31,
Tokyo, Japonya) degerlendirildi. Her bir kesitte sekiz
bolge, x400 biiytitmede immiinohistokimyasal boyan-
manin analizi icin degerlendirildi. Boyanmalar, kesitteki
6zel boyanmanin yogunlugu temel alinarak yar1 kantita-
tif olarak skorlandi. Degerlendirme yiizde olarak yapildi
ve alandaki tiim hiicreler agagida verilen yogunluk kate-
gorilerinden birisine dahil edildi: Zayif (), hafif (+), orta
(++), gliclti (+++) ve ¢cok giicli (++++) olarak kaydedildi.

TUNEL analizi

In situ apoptotik hiicre 6liimii sirasinda cekirdekte
meydan gelen DNA kirilmasini saptayabilen terminal
deoksintikleotidil transferaz aracili dUTP nick end labe-
ling (TUNEL) yontemi, bir apoptoz tespit kitiyle
(TdT-FragelTM DNA Kirilmast Tespit Kiti, Katalog
No. QIA33; Calbiochem, MilliporeSigma Merck,
Darmstadt, Almanya) birlikte kullanildi. Ureticinin ta-
limatlart dogrultusunda kullanilan test kiti dahilindeki
tum kimyasallarin listesi agagida verilmistir. Bes pm ka-
linligindaki renal kesitler, ksilende deparafinize edildi
ve daha 6nce aciklandigi sekilde kademeli bir etanol se-
risinde rehidre edildi. Ardindan, 20 mg/ml proteinaz K
ile 20 dakika boyunca inkibe edildiler ve TBS’de
yikandilar. Endojen peroksidaz aktivitesi, %3 hidrojen
peroksit inkiibasyonuyla inhibe edildi. Kesitler daha
sonra 10-30 dakika boyunca tampon ¢ozeltide, ardin-
dan 90 dakika boyunca 37°C’lik nemli ortamda TdT
enzimiyle inhibe edildi. Kesitler, 6nceden 1siilmus ¢a-
lisma giicti durdurma/yikama tamponunda, oda sicakli-
ginda 10 dakika boyunca bekletildi, ardindan 30 dakika
bloklayict tamponda inkiibe edildi. Her bir agama ara-
sinda TBS ile yikama yapildi. Isaretleme DAB kullani-
larak gerceklestirildi, karsit boya olarak metil yesili kul-
lanildi. Kesitler kurutulup temizlenerek gomiildi.
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TUNEL hiicre sayist kontrol ve deney gruplarin-
dan elde edilen plasenta dokular1 arasindaki yar: kanta-
tif farklar gozlemlenerek belirlendi. Degerlendirme
yiizde olarak yapildi ve alandaki tiim hiicreler agagida
verilen yogunluk kategorilerinden birisine dahil edildi:
Yok (-), zayif (z), hafif (+), orta (++), giiclii (+++) ve ¢ok
gliclii (++++) olarak kaydedildi. Bu analiz, plasenta ke-
sidi bagina en az beg alanda x400 biiytitmede, her hay-
vandan iki kesit tizerinde gerceklestirildi.

istatistiksel analiz

Veriler ortalama = standart sapma (SD) olarak ifade
edildi ve tekrarlanan varyans 6l¢iimleriyle analiz edildi.
Ortalamalar arasindaki farklar: test etmek i¢in Tukey
testi kullanildi, varyans analizi (ANOVA), anlamli bir F
orani (p<0.05) gosterdi. Immiinohistokimyasal verile-
rin analizi i¢in parametrik olmayan bir test (Kruskal-
Wallis) kullanildi. P degerinin <0.05 oldugu durumlar-
da farkliliklar istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.

Bulgular
Biyokimyasal bulgular

Caligmanin baslangicinda sicanlarin baglangic agir-
liklar: tiim gruplarda benzerdi. Tedavi sonunda diyabe-
tik hayvanlarda kilo kayb1 goriildi. Baglangi¢ ve bitis
viicut agirliklari, kontrol sicanlart ve KE tedavili diya-
betik sicanlar arasinda farkl: degildi. Diyabetik hayvan-
lar, siirekli olarak hiperglisemi sergiledi. KE tedavisi
(24 giin boyunca), STZ uyarimli diyabetik sicanlardaki
yikselmis serum glikoz seviyelerinde keskin bir diistise
ve azalmug serum insiilin konsantrasyonlarinda ise arti-

sa yol act1 (Tablo 1).

Tablo 1. A (kontrol), B (tedavi gérmemis diyabetik) ve C (KE tedavisi
gormUs diyabetik) gruplarindaki viicut agirhigi ve serum glikoz
ve instlin seviyeleri.

Parametreler A B C
Baslangic vicut agirligi (g) 233+12 23249 231+8
Bitis vuicut agirligi (g) 236+13 179+6* 235+11
Baslangi¢ serum glikozu (mg/dl) 104+7 102+6 1005
Bitis serum glikozu (mg/dl) 100+5 290+15f 185+8*
Baslangi¢ serum insulini (mU/l) 57+3 59+4 58+4
Bitis serum insulini (mU/l) 59+4 12+18 2021

Istatistiksel analizde, Tukey testiyle birlikte tek yonlit ANOVA kullaniimistir. Degerler
ortalama + standart sapma olarak ifade edilmistir; her grup icin n=10; *A grubuna
kiyasla p<0.05; *A grubuna kiyasla p<0.01; *B grubuna kiyasla p<0.05; SA grubuna
kiyasla p<0.001; B grubuna kiyasla p<0.05.
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Diyabet uyarimli oksidatif stres, kontrol grubuna
kiyasla, plasenta dokusunda (bir LPO markeri olan)
MDA seviyesinin anlamli diizeyde artisa neden oldu.
Ancak plasental MDA seviyesi, tedavi edilmeyen diya-
betik gruba kiyasla KE ile tedavi edilen sicanlarda
onemli oranda azaldi. Diyabet ayrica, SOD ve GPx an-
tioksidan enzim aktivitelerinde kontrol grubuna naza-
ran anlamli diizeyde diisiise yol acti. KE tedavisi, teda-
vi gormeyen diyabetli gruba kiyasla SOD ve GPx akti-
vitelerinde anlamli bir artisa neden oldu (Tablo 2).

Gebelik sirasinda diyabet tanist konmusg hayvanlar-
da plasenta ve fetiis agirliklar, KE tedavisi uygulanmug
sicanlar ve kontrol sicanlaria gore daha yiiksek bulun-

du (Tablo 3).

Histokimyasal bulgular

Diyabetik grupta sigan plasentasinin ana histolojik
bulgularinda, trofoblastlarda bazal membran hacminde
artig, villoz odem ve intervill6z mesafelerde siv1 birikimi
oldu. Buna karsihik endometriyumun desidual bileseni
zayif ve incelmis olarak bulundu (Sekil 1-3).

Gebeligin 21. giniinde kontrol grubunda, labirent
trofoblastlari, labirent alanindaki labirent fetal damar
endotel hiicreleri, kesisme bolgelerindeki spongiyotro-
foblastlar ve trofoblast dev hiicreleri, ¢ok giicli PCNA
immiin boyanma yogunlugu gosterdi. Diyabetik grup-
ta ise PCNA immiin etiketletme yogunluklari, kontrol
grubuna ve KE tedavili diyabetik gruplara kiyasla azal-
dr. Gebeligin 21. giiniinde kontrol grubundaki si¢anla-

Tablo 2. A (kontrol), B (tedavi gérmemis diyabetik) ve C (KE tedavisi
goérmis diyabetik) gruplarindaki MDA seviyeleri ve SOD ile
GPx enzim aktiviteleri.

Parametreler A B C
MDA (nm/mg doku) 4.95+0.23 7.65+0.46* 5.83+0.33"
SOD (U/mg protein) 4.17+0.22 2.95+0.13* 3.72+0.19t

GPx (hm/mg protein) ~ 321.16+18.01  163.12+11.34* 279.17+16.25"

Istatistiksel analiz icin Kruskal Wallis testi kullanilmistir. Degerler ortalama + stan-
dart sapma olarak ifade edilmistir; her grup icin n=10. *A grubuna kiyasla p<0.01;
B grubuna kiyasla p<0.05.

Tablo 3. A (kontrol), B (tedavi gérmemis diyabetik) ve C (KE tedavisi
gormus diyabetik) gruplarindaki fetal dogum agirliginin ve
plasenta agirliginin ortalama degerleri.

Parametreler A B C
Fettstin dogum agirligi (g) 4.3+0.3 5.8+0.5% 4.9+0.4t
Plasenta agirligi (g) 0.7+0.03 1.1+0.05* 0.9+0.041

Istatistiksel analiz icin Kruskal-Wallis testi kullanilmistir. Degerler ortalama + stan-
dart sapma olarak ifade edilmistir; her grup icin n=10. *A grubuna kiyasla p<0.01;
B grubuna kiyasla p<0.05.

rin plasentalarinda nadir sayidaki TUNEL pozitif hiic-
re gozlemlendi. Gebeligin 21. giintinde diyabetik grup-
ta, kontrol grubu ve KE uygulanmis diyabetik grup ile
kargilagtirildiginda prolifere olan PCNA immiin bo-
yanma yogunlugunun azaldigi ve sicanlarin plasenta-
sinda TUNEL pozitif hiicrelerin arttigi bulundu
(Tablo 4).

Sekil 1. Kontrol grubunda plasental labirent, normal histolojik gértind-
me sahipti (PAS boyamasi. Blyltme: x320). BL: Bazal lamina,
L: Labirent.

Sekil 2. Diyabetik plasentada daha interhemal bariyerin daha blyuk
kalinigr ve duzensizligi (PAS boyamasl. Buyitme: x320). BL:
Bazal lamina, L: Labirent.

Cilt 24 | Say1 3| Aralik 2016 [IIER




Ersahin A ve ark.

Tablo 4. Her grup icin plasenta dokularinda PCNA ve TUNEL yogunlu-
gunun yari kantitatif karsilastirimasi (Kontrol, tedavi gérme-
mis diyabetik ve KE tedavili diyabetik gruplar).

Tablo 5. Her grup icin gebeligin 21. glintinde PAS boyali bélimde yari
kantitatif olarak hesaplanan plasenta glikojen icerigi (Kontrol,
tedavi gérmemis diyabetik ve KE tedavili diyabetik gruplari).

Parametreler

Kontrol Tedavi gérmemis KE tedavili

Parametreler Kontrol Tedavi gérmemis KE tedavili
diyabetik diyabetik

PCNA +++ + ++

TUNEL + +++ ++

diyabetik diyabetik
Plasentanin maternal kismi +++ + ++
Plasenta labirenti + +H+ g

PCNA ve TUNEL, yari kantitatif olarak soyle ifade edilmistir: hafif (+), orta (++),
quclt (+++) ve cok glgll (++++).

Plasentanin maternal kisminda ve plasental labirent-
te yer alan glikojen igerigi, kontrol sicanlarma kiyasla
STZ ile tedavi edilmis siganlarda daha yiiksekt. KE te-
davisi, sicanlarda STZ uyariml diyabet sonras: plasenta-
nin morfolojisinin iyilesmesine ve glikojen iceriginin
azalmasina neden oldu (Sekil 4-6, Tablo 5).

Tartisma

Mevcut literatiire baktigimizda diyabetin hem fetiis
hem de plasenta gelisimi tizerinde olumsuz etkisi oldugu
acikur. Tip 1 ve 2 diyabet, erken ve ge¢ dénem disiik ve-
ya dogum eylemlerine yol agar. Dahasi, her iki diyabet
tirti de kardiyak defektler ve plasentomegali gibi konje-
nital ve plasental anormalliklere neden olabilir."*" STZ
uyarimli diyabetik hayvan modeli, diyabet aragurmalar:
icin iyi kabul géren bir yéntem olmustur. Bu yontemde
sekonder hiperglisemi bir¢ok kritik dokuda oksidatif

strese neden olabilmektedir. Insan gebeliklerinin aksine,

Sekil 3. KE tedavisi, STZ+KE tedavili grupta plasenta morfolojisinin iyi-
lesmesine sebep olmaktadir (PAS boyamasi. Blyitme: x320).
BL: Bazal lamina, L: Labirent.
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+: Az miktarda glikojen; +, ++, +++: dokularda géreceli miktarda glikojen (+++:
yuksek, ++: orta, +: dlstk).

deney hayvanlarindaki hiperglisemi, kilo kaybiyla sonuc-
lanir.”" Buna karsin, STZ etkisindeki yenidoganlarin
hem plasenta agirhigs hem de boyu saglikli popiilasyona
gore daha fazladir."™**' Calismamizda, tedavinin sonun-
da, diyabetik hayvanlar kilo kayb1 gosterdi. Baglangic ve
sonug viicut agirliklari, kontrol sicanlarinda ve KE ile te-
davi edilen diyabetik sicanlarda farkli degildi. STZ sican-
larinda plasental veya fetal agirliklar, kontrol hayvanlari-
na kiyasla belirgin sekilde artmistu. KE tedavisi, STZ
uyarimli diyabetik sicanlarda plasenta ve fetiis agirlikla-
rinda distise yol agmustir.

O2’nin H:O2’ye dismutasyonunu katalize eden SOD
aktivitesinin diyabetik sicanlarin®” ve diyabetik insanla-
rin"™* eritrositlerinde azaldigi gériilmiistiir. Caligma-
muzda ise plasental MDA seviyesi, tedavi edilmeyen di-
yabetik gruba kiyasla KE ile tedavi edilen siganlarda
onemli oranda azaldi. Diyabet ayrica, SOD ve GPx an-
tioksidan enzim aktivitelerinin kontrole nazaran anlamh

Sekil 4. Kontrol grubundaki plasentanin maternal kisminda glikojen
icerigi (PAS boyamasi. Blyutme: x320). G: Glikojen, L: La-
birent.
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sekilde azalmasini indiiklemistir. KE tedavisi, tedavi gor-
meyen diyabetli gruba kiyasla SOD ve GPx aktivitele-
rinde anlamli bir artisa neden olmustur.

STZ siganlarin plasentasinda histopatolojik 6zellik-
ler 6nemli derecede farklidir. Trofoblast hiicresinin te-
mel zarinin boyutu ve hacmi 6nemli 6l¢tide artmstir.
Kontrol grubundaki sicanlarda bu degisiklikler gozlen-
memistir. Plasenta hiicresideki proliferasyonun artma-
s1, plasentanin mikroortaminda iskemiyi gosterebilir."””
Bu durumun diyabetli hayvanlarin membranlarindaki
kalinlagma ile uyumlu oldugu bildirilmistir."” Ayni se-
kilde, kontrol edilemeyen diyabetik plasentada, plasen-
ta morfolojisinde benzer degisiklikler bildirilmistir.""
Plasenta yapisindaki kalmhigin olasi agiklamasi muko-
polisakkaridler olabilir."”" Plasental membranlarin ka-
linlagmasi, uteroplasental dolagimin inhibisyonu ile so-
nuclanir ve bu da fetiisiin biiytime geriligine neden
olur."” Bununla birlikte, membran kalinhgmndaki artig
maternal ve fetal dolasim arasindaki boslugun artmasi-
na yol acabilir. Bu da fetal beslenme saglayan molekiil-
lerin etkisiz sekilde yayilmasina neden olabilir."”

Insanlardaki diyabetik gebelikte birgok farkli pla-
senta anomalisi bulunmaktadir." Bunlardan plasento-
megali ve fetal makrozominin artmis glikoz transferi
nedeniyle olmasi ihtimali mevcuttur™ ancak insiilinin
ve muhtemelen diger hormonlarin biiytimeyi destekle-
yen etkileri nedeniyle de olabilir.**" Diyabette anilan
diger anomaliler arasinda enfarktiisler, koryoanjiyoma-
toz, villoz fibroz ve dismatiirite, basement membran

kompozisyonunda anomalileri ve artmis glikoz icerigi
de yer almaktadir.”” Caligmamizda, gebeligin 21. gii-
niinde diyabetik ve kontrol plasentalar: arasindaki en
dikkat ¢ekici farklilik, tiim diyabetik plasentalarda bazal
bolgede bircok glikojenle sismis hiicrenin varhigidir.
Plasenta labirenti i¢inde, interhemal membrandaki tro-
foblast tabakalar1 kontrol grubuna kiyasla diyabetik
hayvanlarda 6nemli derecede daha kalindi. KE ile teda-
vi, plasenta morfolojisinin iyilesmesine ve diyabetik
plasentada glikojen iceriginin azalmasina yol a¢cmistir.

Acar ve ark."” yaptiklart ¢alismada, PCNA immii-
noporzitif hiicre frekansimin kontrol grubunda ve diya-
betik sican plasentasinda azaldigini bildirmistir. Bir
bagka ¢aligmada ise, plasentadaki PCNA immiinopozi-
tif hiicre sayisinin gestasyonel yasla paralel olarak azal-
dig1 gérilmiigtiir. Bu bulgular, plasentanin miyada yak-
lagtikca proliferatif 6zelligini yitirdigi bilgisini destek-
lemektedir."” STZ uygulandiktan sonra PCNA pozitif-
liginin, kontrol grubuna kiyasla anlamli derecede azal-
dig1 gozlemlenmistir. KE tedavisi, diyabetli siganlarin
plasentasinda PCNA pozitif hiicreleri azaltmistir.

Daha 6nceki bir caligmada,”” plasentanin fetal ve
maternal kismmda bulunan TUNEL pozitif hiicreler
gebeligin 20. giintinde sayilmis ve maternal kisimdaki
apoptotik hiicrelerin sayisinin, fetal kisimdakilerden
daha yiiksek oldugu bildirilmistir. Bir bagka ¢aligma-
da,™ gebeligin 18. giiniinde sican plasentasindaki
apoptotik hiicrelerin nadiren bulundugu bildirilmistir.
Plasentanin normal gelisimi i¢in 6nemli olan apopto-

Sekil 5. STZ tedavili grupta plasentanin maternal kisminda glikojen
icerigi (PAS boyamasi. Blyttme: x320). G: Glikojen, L: La-
birent.

Sekil 6. STZ+KE tedavili grupta plasentanin maternal kisminda gli-
kojen icerigi (PAS boyamasi. Blyltme: x320). G: Glikojen,
L: Labirent.
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zun, digaridan yapilan uygulamalarin ya da saglikli pla-
senta ve embriyoyu etkileyen olgularin sonucu olarak
agir sekilde arttig goriilmiistiir.*" Bir bagka caligma-
da ise,”" sican plasentasindaki etil nitroziirenin, labi-
rent tabakasinda apoptoza neden oldugu gosterilmistir.
Calisgmamuzda, literatiirle uyumlu olarak, kontrol gru-
bunda nadir miktarda apoptotik hiicreye rastladik.
STZ uygulamasinin bir sonucu olarak, gebeligin 21.
glintinde labirent tabakasindaki apoptotik TUNEL po-
zitif hiicre sayisinmn anlamli sekilde artugini bulduk.
KE tedavisi, diyabetli siganlarin plasentasinda TUNEL
pozitif hiicreleri azaltmistir.

Sonug

Sonug olarak calisgmamiz, gebelik esnasinda STZ
uygulamasinin, trofoblast hiicrelerdeki oksidatif stres
ve apoptoz/proliferasyon dengesini bozarak anormal
plasenta gelisimine neden oldugunu gostermektedir.
KE tedavisi, plasenta morfolojisinde iyilesmeye ve ok-
sidatif stres, glikojen igerigi ve serum glikoz seviyele-
rinde azalmaya, serum insiilin konsantrasyonlarinda ise
artisa neden olmaktadir.

Cikar Cakismasi: Cikar cakigmast bulunmadigi belirtilmistir.

Kaynaklar

1. Gewolb IH, Merdian W, Warshaw JB, Enders AC. Fine struc-
tural abnormalities of the placenta in diabetic rats. Diabetes
1986;35:1254-61.

2. Winick M, Noble A. Cellular growth in human placenta. II.
Diabetes mellitus. J Pediatr 1967;71:216-9.

3. Naeye RL. Do placental weights have clinical significance?
Hum Pathol 1987;18:387-91.

4. Desoye G, Shafrir E. The human placenta in diabetic preg-
nancy. Diabetes Rev 1996;4:70-89.

5. Lao TT, Lee CP, Wong WM. Placental weight to birth-
weight ratio is increased in mild gestational glucose intoler-
ance. Placenta 1997;18:227-30.

6. Molteni RA, Stys SJ, Battaglia FC. Relationship of fetal and
placental weight in human beings: fetal/placental weight ratio
at various gestational ages and birth weight distribution. J
Reprod Med 1978;21:327-34.

7. Heinonen S, Taipale P, Saarikoski S. Weights of placenta
from small-for-gestational age infants revisited. Placenta
2001;22:399-404.

8. Robinson J, Canavan JP, el Haj AJ, Goldspink DF. Maternal
diabetes in rats. I. Effects on fetal growth and protein turnover.
Diabetes 1988;37:1665-70.

9. Husain SM, Frost R, Mughal ZM. Effect of diabetes mellitus
on rat placenta cellularity. Early Hum Dev 2001;60:207-14.

154 Perinatoloji Dergisi

10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

21.

22.

23.

24.

25.

Padmanabhan R, Shafiullah M. Intrauterine growth retarda-
tion in experimental diabetes: possible role of the placenta.
Arch Physiol Biochem 2001;109:260-71.

Mathiesen ER, Ringholm L, Damm P. Stillbirth in diabetic
pregnancies. Best Pract Res Clin Obstet Gynaecol 2011;25:
105-11.

Gillery P, Monboise JC, Maquart FX, Borel JP. Glycation of
proteins as a source of superoxide. Diabetes Metab
1988;14:25-30.

Baynes JW. Role of oxidative stress in development of compli-
cation in diabetes. Diabetes 1991;40:405-12.

Hunt JV, Smith CC, Wolff SP. Autoxidative glycosylation and
possible involvement of peroxides and free radicals in LDL
modification by glucose. Diabetes 1990;39:1420-4.

Maruo T, Ishihara N, Samoto T, Murakoshi H, Laoag-
Fernandez JB, Matsuo H Regulation of human trophoblast
proliferation and apoptosis during pregnancy. Early
Pregnancy 2001;5:28-9.

Acar N, Korgun ET, Cayli S, Sahin Z, Demir R, Ustunel I. Is
there a relationship between PCNA expression and diabetic

placental development during pregnancy? Acta Histochem
2008;110:408-17.

Migheli A, Attanasio A, Schiffer D. Ulwrastructural detection
of DNA strand breaks by in situ end-labelling techniques. J
Pathol 1995;176:27-35.

Erel CT, Dane B, Calay Z, Kaleli S, Aydinli K. Apoptosis in
the placenta of pregnancies complicated with IUGR. Int J
Gynaecol Obstet 2001;73:229-35.

Middleton E Jr. Effect of plant flavonoids on immune and
inflammatory cell function. Adv Exp Med Biol 1998;439:175—
82.

Inal ME, Akgiin A, Kahraman A. Radioprotective effects of
exogenous glutathione against whole-body gamma-ray irradi-
ation: age- and gender-related changes in malondialdehyde
levels, superoxide dismutase and catalase activities in rat liver.

Methods Find Exp Clin Pharmacol 2002;24:209-12.

Bors W, Heller W, Michel C, Saran M. Flavonoids as antiox-
idants: determination of radical-scavenging efficiencies.
Methods Enzymol 1990;186:343-55.

Laughton MJ, Evans PJ, Moroney MA, Hoult JR, Halliwell B.
Inhibition of mammalian 5-lipoxygenase and cyclo-oxygenase
by flavonoids and phenolic dietary additives. Relationship to
antioxidant activity and to iron ion reducing ability Biochem
Pharmacol 1991;42:1673-81.

Mahesh T, Menon,VP. Quercetin alleviates oxidative stress in
streptozotocin-induced diabetic rats. Phytother Res 2004;18:
123-7.

Adegheta E. Distribution of calcitonin-gene-related peptide,
neuropeptide-Y, vasoactive intestinal polypeptide, cholecys-
tokinin-8, substance P and islet peptides in the pancreas of
normal and diabetic rats. Neuropeptides 1999;33:227-35.

Passey RB, Gillum RF, Fuller JB, Urry FM, Giles ML.
Evaluation and comparison of 10 glucose methods and the ref-
erence method recommended in the proposed product class

standard (1974). Clin Chem 1977;23:131-9.



Kuersetin, streptozotosin uyarimli diyabetik sicanlarda metabolik devreleri ve plasenta morfolojisini iyilestirmektedir

26.

27.

28.

29.

30.

31.

32.

33.

34.

35.

36.

37.

38.

39.

Hales CN, Randle PJ. Immunoassay of insulin with insulin-
antibody precipitate. Biochem J 1963;88:137-46.

Smith PK, Krohn RI, Hermanson GT, Mallia AK, Gartner
FH, Provenzano MD, et al. Measurement of protein using
bicinchoninic acid. Anal Biochem 1985;150:76-85.

Buage JA, Aust SD. Microsomal lipid peroxidation. Methods
Enzymol 1978;52:302-10.

Mylorie AA, Collins H, Umbles C, Kyle J. Erythrocyte super-
oxide dismutase activity and other parameters of copper status

in rats ingesting lead acetate. Toxicol Appl Pharmacol
1986;82:512-20.

Lawrence RA, Burk RF. Glutathione peroxidase activity in
selenium-deficient rat liver. Biochem Biophys Res Commun
1976;71:952-8.

Bancroft JD, Cook HC. Manual of histological techniques.
Churchill Livingstone: New York; 1984.

Hsu SM, Raine L, Fanger H. Use of avidin-biotin-peroxidase
complex (ABC) in immunoperoxidase techniques: a compar-
isonbetween ABC and unlabeled antibody (PAP) procedures. ]
Histochem Cytochem 1981;29:577-80.

Higgins M, Felle P, Mooney E, Bannigan ], McAuliffe F.
Stereology of the placenta in type 1 and type 2 diabetes.
Placenta 2011;32:564-9.

Greene DA, Stevens MJ, Obrosova I, Feldman EL. Glucose-
induced oxidative stress and programmed cell death in diabet-
icneuropathy. Eur J Pharmacol 1999;375:217-23.

Vambergue A, Fajardy I. Consequences of gestational and
pregestational diabetes on placental function and birth weight.
World J Diabetes 2011;2:196-203.

Loven D, Schedl H, Wilson H, Daabees TT, Stegink LD,
Diekus M, et al. Effect of insulin and oral glutathione on glu-
tathione levels and superoxide dismutase activities in organs of
rats with streptozotocin-induced diabetes. Diabetes 1986;35:
503-7.

Peuchant E, Delmas-Beauvieux MC, Couchouron A, Dubourg
L, Thomas M], Perromat A, et al. Short-term insulin therapy
and normoglycemia. Effects on erythrocyte lipid peroxidation-
in NIDDM patients. Diabetes Care 1997;20:202-7.

Wohaieb SA, Godin DV. Alterations in free radical tissue-
defense mechanism in streptozotocin-induced diabetes in rats.
Effects of insulin treatment. Diabetes 1987;36:1014-8.
Honda M, Toyoda C, Nakabayashi M, Omori Y. Quantitative
investigations of placental terminal villi in maternal diabetes
mellitus by scanning and transmission electron microscopy.

Tohoku J Exp Med 1992;167:247-57.

40.

41.

42.

43.

45.

46.

47.

48.

49.

50.

51.

Gil M, Bayat N, Cetin A, Kepekei RA, Simgek Y, Kayhan B,
et al. Histopathological, ultrastructural and apoptotic changes
in diabetic rat placenta. Balkan Med ] 2015;32:296-302.
Soulimane-Mokhtari NA, Guermouche B, Yessoufou A, Saker
M, Moutairou K, Hichami A, et al. Modulation of lipid metab-
olism by n-3 polyunsaturated fatty acids in gestational diabet-
ic rats and their macrosomic offspring. Clin Sci (Lond)
2005;109:287-95.

Benirschke K, Kaufmann P, Baergen RN. Pathology of the
human placenta. 6th ed. Berlin: Springer; 2012.

Singer DB. The placenta in pregnancies complicated by dia-
betes mellitus. Perspect Pediatr Pathol 1984;8:199-212.

. Pedersen J, Bojsen-Moller B, Poulsen H. Blood sugar in new-

born infants of diabetic mothers. Acta Endocrinol 1954;15:
33-52.

Sosenko IR, Kitzmiller JL, Loo SW, Blix P, Rubenstein AH,
Gabbay KH. The infant of the diabetic mother. Correlation in
increased cord C-peptide levels with macrosomia and hypo-
glycemia. N Engl J] Med 1979;301:859-62.

Susa JB, McCormick KL, Widness JA, Singer DB, Oh W,
Adamsons K, et al. Chronic hyperinsulinemia in the fetal rhe-
sus monkey: effects on fetal growth and composition. Diabetes

1979;28:1058-63.

Unek G, Ozmen A, Kipmen-Korgun D, Korgun ET.
Immunolocalization of PCNA, Ki67, p27 and p57 in normal
and dexamethasone-induced intrauterine growth restriction
placental development in rat. Acta Histochem 2012;114:31-
40.

Chauhan M, Yallampalli U, Reed L, Yallampalli C.
Adrenomedullin antagonist infusion to rats during midgesta-
tion causes fetoplacental growth restriction through apoptosis.
Biol Reprod 2006;75:940-7.

Yamauchi H, Katayama K, Ueno M, Uetsuka K, Nakayama
H, Doi K. Involvement of p53 in 1-beta-D-arabinofuranosyl-
cytosine-induced trophoblastic cell apoptosis and impaired
proliferation in rat placenta. Biol Reprod 2004;70:1762-7.

Antipatis C, Ashworth CJ, Riley SC, Hannah L, Hoggard N,
Lea RG. Vitamin A deficiency during rat pregnancy alters pla-
cental TNF-alpha signalling and apoptosis. Am J Reprod
Immunol 2002;47:151-8.

Katayama K, Ueno M, Takai H, Ejiri N, Uetsuka K, Nakayama
H, Doi K. Ethylnitrosourea induces apoptosis and growth

arrestin the trophoblastic cells of rat placenta. Biol Reprod
2002;67:431-5.

Cilt 24 | Say1 3 | Aralik 2016 155




