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OZET

Diyabetik Farelerin Ovaryan Follikiil Morfolojisinde ve Zona Pellusida Proteinleri
Dagillminda Goriilen Degisikliklerin Immiinohistokimyasal ve Ince Yap1
Diizeyinde Incelenmesi

Zona pellusida memeli oositinin etrafim saran glikoprotein yapida yar
saydam bir matrikstir. Insan ve farelerde ZP1, ZP2 ve ZP3 olmak iizere iic major
glikoproteinden meydana gelir. Bu glikoproteinlerin her biri, spermin zona
pellusidaya baglanmasinda, fertilizasyondan sonra oositin birden fazla spermle
dollenmesinin  engellenmesinde ve implantasyondan onceki embriyonun
korunmasinda onemli roller oynar.

Infertilite, ortalama olarak ciftlerin %20’sinde ortaya ¢ikan erkek veya
kadin faktoriine bagh olabildigi gibi bazen de aciklanamayan nedenlerle ortaya
c¢ikan bir durumdur. Diyabet uzun donemde cesitli organlarda yetmezlige ve
fonksiyon bozukluguna sebep olur. Bu ¢calismada diyabetin eriskin disi farelerde
zona pellusida iizerine etkilerinin incelenmesi amacland.

Calismada eriskin 12 adet Balb/C disi fare kullanildi. Fareler diyabet (n=6)
ve kontrol (n=6) grubu olmak iizere ikiye ayrildi. Diyabet grubuna streptozotosin
(200 mg/kg) uygulandi. Hayvanlar 4 hafta sonra ovulasyon indiiksiyonunu takiben,
sakrifiye edildi. Kontrol grubuna ise sadece ovulasyon indiiksiyonu yapilarak
hayvanlar sakrifiye edildi. Elde edilen over dokular1 elektron mikroskobik ve
immiinfloresan isaretleme icin takip edilerek incelendi.

Elektron mikroskobik incelemelerde diyabetik grupta, graniiloza
hiicrelerinde apoptozisin arttigl, zona pellusidamn morfolojisinde ve oosit
sitoplazmasinda anormallikler oldugu gozlendi. immiinfloresan isaretlemede
diyabet grubuyla kontrol grubu arasinda ZP2 antikorunun ekspresyonlarinda
herhangi bir farklihga rastlanmadi. Ancak, diyabet grubundaki zona
pellusidalarda fragmantasyonlar oldugu goriildii.

Sonu¢ olarak ZP2 glikoprotein ekspresyonlar1 acisindan gruplar arasinda
fark olmamasina ragmen diyabet grubunda zona pellusidanin yapisinin bozulmasi
diyabetin ZP2 disindaki glikoproteinleri etkilemis olabilecegini diisiindiirdii.
Anahtar Sozciikler: Zona Pellusida, Diyabet, Elektron Mikroskopi, ZP2, Infertilite
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ABSTRACT

Immunohistochemical and ultrastructural examination of the alterations in the
morphology of the ovarian follicle and distribution of the zona pellucida proteins
of the diabetic mice.

Zona pellusida, a semi-transparent matrix in a glicoprotein structure,
surrounds the mammalian oocyte. Zona pellusida consists of three major
glicoproteins called as ZP1, ZP2 and ZP3. Each of these proteins has crucial roles
on sperm binding to zona pellucida, preventing polyspermy after fertilization and
protection of the preimplant embryo .

Infertility occurs in the 20% of the couples in the population due to male or
female disfunction or sometimes unidentified causes. Diabetes has long term effects
on organs as failure and disfunction. The main purpose of this study was to
observe the effects of diabetes on the zona pellucida of adult female mice.

Twelve adult Balb/C mice were used for the study. Study design has two
groups as diabetes (n=6) and control (n=6). In the diabetes group, 200 mg/kg dose
of streptozotosin were administered to each adult female mice and after four
weeks, following the ovulation induction, both diabetes and control group animals
were sacrificed. Postmortem tissues were than processed for the ultrastructural
examination and immunofluorescence staining.

Ultrastructural examination of the diabetes group tissues showed increased
apoptosis in the granulosa cells and abnormalities in the morphology of zona
pellucida and oocyte cytoplasm. Immunofluorescence staining of ZP2 protein did
not show any significant difference between the control and diabetes groups.
However, fragmentation in the diabetes group zona pellucida is observed.

Despite there is no difference on the ZP2 glicoprotein expression between
the groups, our observation of the ultrastructurally impaired zona pellucida made
us to suggest that diabetes might have caused an alternation on the expression of
the other glicoproteins.

Key words: Zona pellucida, Diabetes mellitus, Electron microscopy, ZP2,
Infertility.



1. GIRIS

Zona pellusida memeli oositinin etrafin1 saran glikoprotein yapida yar1 saydam
bir matrikstir. Insan zona pellusidasi yalnizca gelisen oositlerin sentezledigi ZP1, ZP2,
ZP3 ve ZP4 denen dort glikoprotein igerir (1). Giinlimiizde, fareler ve diger tiirlerde ise
bu glikoproteinlerin yalnizca ilk TUi¢ tanesi gosterilebilmistir. Zona pellusida
glikoproteinleri tlire 6zgili olarak ddllenmis oosite spermin baglanmasindan sorumludur.
Bu glikoproteinler spermi, akrozomal enzimlerinin ekzositoz ile salinmasi i¢in uyarir ve
dollenmis oosite baska bir spermin baglanmasini engeller. Genel olarak, her iig
glikoprotein oogenezde zona pellusidanin olusmasinda yapisal bir rol oynar. Ayrica,
ZP3 tire 6zgl davranarak serbest ylizen spermler i¢in primer sperm reseptorii olarak
gorev yaparken, ZP2 sekonder sperm reseptorii olarak islev goriir ve akrozomla
reaksiyona girerek spermi baglar. Her ii¢ glikoprotein de gelisen oositler tarafindan
sentezlenir ve salgilanir (2, 3). Normal bir zona pellusidanin varlig1 fertilizasyonun
gerceklesebilmesi i¢in ¢ok dnemlidir.

Infertilite, ortalama olarak ciftlerin %20’sinde ortaya ¢ikan erkek veya kadin
faktoriine bagli olabildigi gibi bazen de sebebi bulunamayan bir durumdur. Bu durumun
tam ve tedavisi ¢ogu zaman zor ve yiiksek maliyetli olmaktadir. Onemli orandaki
olguda ise tedavi basarisiz kalabilmektedir.

Diabetes mellitus (DM), pankreastan insiilin sekresyonunun yetersizligi ve/veya
dokularin insiiline yanitinin bozulmasiyla olusan, protein, yag ve karbonhidrat
metabolizmasini etkileyen metabolik bir hastaliktir. Diyabet, Tip 1 ve Tip 2 diyabet
olarak siiflandirilir (4). Bu hastaligin uzun dénem etkileri, retinopati, noropati ve
nefropatiye yol acabilir. Diyabetli insanlarda kardiyovaskiiler, periferal vaskiiler ve
serebrovaskiiler hastaliklarin riski artar (5). Ayrica tip 1 diyabetli kadinlarda polikistik
over sendromu sikliginin arttigi, bunun yani sira tip 1 diyabetik kadinlarin normal
kadinlara gore daha erken menopoza girdigi ve amenore ve oligomenore gibi menstriiel
bozukluklara sahip olduklar1 da bilinmektedir (6).

Literatiirde diyabetin oosit maturasyonunu olumsuz etkiledigini gosteren pek ¢ok
calisma bulunmaktadir. Ancak, diyabetik bireylerin follikiilleri ve zona pellusidalarinin

ince yapisim1 ve zona pellusida glikoproteinlerinin ekspresyon 6zelliklerini inceleyen



calismalara rastlanamamistir. Bu calismada, eriskin diyabetik disi farelerdeki follikiil ve
zona pellusida morfolojisinin elektron mikroskobik olarak incelenmesi ve zona
pellusida glikoproteinlerinin  ekspresyonlarinin  immiin isaretleme yontemleriyle

degerlendirilmesi amaclandi.



2. GENEL BILGILER

Overe ait follikiiliin gelismesi, somatik hiicre proliferasyon siirecinin
koordinasyonu ile oosit biiyiimesi ve maturasyonunun farklanmasini gerektirir (7).
Graniiloza hiicreleri ve oosit arasindaki parakrin etkilesim, hiicresel fonksiyonlarin
diizenlenmesinde ve normal follikiiler gelisimde onemlidir (8,9). Follikiiler gelisim
sirasinda oosit ve graniiloza hiicreleri arasindaki etkilesimi diizenlemek de FSH’in
gorevidir.

Overe ait follikiiller, birinci mayoz boliinmenin diploten evresinde bekleyen bir
oosit ve etrafin1 ¢evreleyen birkag yassi follikiiler hiicreden meydana gelen primordial
yapilar olarak gelismeye baglar. Kemirgenlerde follikiil gelisimi dogumdan sonraki
birkac giinde es zamanli meydana gelirken, evcil hayvanlar ve primatlarda fetal hayatta
daha uzun bir siirede olusurlar (10). FSH ve LH overlerde siklik degisiklikler yaparlar.
Bu degisiklikler ovaryan siklus olarak bilinir. Ovaryan siklusta, primordial follikiiller
daha ¢ok olmak flizere gelisimin her evresindeki follikiiller bulunur. Fetal gelisimin 3.
aymda overlerde ilk ortaya ¢ikan primordial follikiillerdir. Bu evredeki primordial
follikiillerin gelisimi gonadotropin stimulasyonundan bagimsizdir. Oositi ¢evreleyen
follikiiler hiicreler mitoz ile c¢ogalirken, bir yandan da kiibik sekilli graniiloza
hiicrelerine farklanirlar ve bundan sonra primer veya pre-antral follikiiller olarak
tanimlanirlar (11, 12). Follikiil, belli bir biiyiikliige ulastigi anda graniiloza hiicreleri
arasinda antrum adi verilen bir bosluk olusur, daha sonra bu antrum akigkan bir siviyla
dolar ve bundan sonra follikiil antral veya sekonder follikiil olarak adlandirilir. Bu
evreye ulasildigi zaman follikiillerin daha fazla biiyiimesi ve gelismesi igin
gonadotropin gereklidir. Oositin olgunlasma evresi kemirgenlerde pre-antral follikiil
sirasinda olur. Bu evrede ayrica zona pellusida olugmaya baglar ve fertilizasyondan
sonra ve erken embriyonik gelisim sirasinda embriyo i¢in gerekecek olan m-RNA ve
protein {iretilir (13). Follikiilogenezle iligkili dinamik degisiklikler endokrin ve over igi

mekanizmalarla diizenlenir (14).



2.1. Zona Pellusida

Tiim memelilerin yumurtalar1 zona pellusida denilen ince ekstraselliiler bir
ortiiyle sarilmistir, implantasyon Oncesi gelisim, fertilizasyon ve oogenez siiresince
onemli bir rol oynar. Memeli oositlerini, dollenmis oosite ve gelisimin erken blastokist
evresine kadarki embriyoyu bir zona pellusida sarar(15). Fare zona pellusidasi yalnizca
gelisen oositlerden sentezlenen 3 farkl fibriler glikoprotein igerir ve bu uzun fibriller
bir araya gelerek bir matriks olusturur (16).

Zona pellusida, oogenez, fertilizasyon ve implantasyon oncesi gelisim siiresince
onemli bir rol {istlenir. Ornegin; ddllenmis oosite spermin baglanmasimi diizenler ve
akrozom reaksiyonunu indiikler. Zona pellusida déllenmis yumurtaya bagka bir spermin
baglanmasini da onler (17, 18). Zona pellusida, implantasyon 6ncesi gelisim siiresince,
embriyonik-embriyonik olmayan eksenin ve birinci bolinme diizleminin hizaya
girmesini etkiler. Zona pellusida implantasyon Oncesi embriyonun biitiinligiinii de
saglar (19).

Tiim memeli oositleri kalinhigi (~1-25 pum) ve protein igerigi farkli tiirlere gore
degiskenlik gosteren bir zona pellusidaya sahiptir. Fare oositi zona pellusidast ~6,2 um
kalinliktadir ve ~3,5 ng protein icerir. Zona pellusida esnektir, antikor, enzim ve kiiciik
virlislere gec¢irgendir. Birbirine bagli uzun fibrillerden olusmustur, indirgenmis ajanlar,
sicaklik, asit veya bazlar tarafindan ¢6ziinebilir. Zona pellusida glikoproteinlerinin

(ZPGs) non-kovalent etkilesimiyle fibriller bir arada tutulurlar (20, 21).

2.2. Zona Pellusida Glikoproteinleri

Fare zona pellusidast mZP1, mZP2 ve mZP3 olmak iizere 3 glikoprotein igerir.
Insan Zona pellusidas1 ise hZP1, hZP2, hZP3 ve hZP4 olarak adlandirilan 4
glikoproteinden olusur. Fare zona pellusida kiitlesinin %80’inden fazlast mZP2 ve
mMZP3 ten olusur. Fare ve insan zona pellusida glikoproteinlerinin polipeptidleri, farkli
kromozomlar iizerinde bulunan tek-kopya genleri tarafindan kodlanir. ZP2 ve ZP3
glikoproteinlerinin benzerligi farkli tiir memelilerde iyi korunurken (~%65-98) ZP1
glikoproteinleri daha az korunur (~%40) (22, 23).

Zona pellusida kalmhig1 ¢evreledigi oositin ¢apiyla dogru orantilidir. insan ve



fare zona pellusida glikoproteinleri tam gelisen ve gelismeye devam eden oositler
tarafindan es zamanli olarak sentezlenir. Fare oosit gelisimi siiresince protein sentez
yaklasik 40 kat artar ve zona pellusida glikoprotein sentezi bu proteinlerin toplaminin

yaklasik %5°1 kadarini olusturur (24).

2.3. Zona Pellusida Glikoproteinlerinin Yapisal Ozellikleri

Insan ve fare zona pellusida glikoproteinlerinin temel yapisi gegen 25 yil
stiresince etraflica aragtirillmistir. Zona pellusida glikoproteinleri, kus, kurbaga ve balik
yumurtalariin vitellin kapli glikoproteinleriyle iliskilidir. Bu iligki, balik, kurbaga ve
kuslarin vitellin kapli glikoprotein genlerini i¢eren zona pellusida genlerinin filogenetik
yapisinin anlasilmasina yardimer olmustur (25). Bu vitellin kapl glikoproteinlerin zona
pellusida glikoproteinlerinin polipeptidleriyle ortak 6zellikleri oldugu ortaya ¢ikmustir.
Yeni olusan zona pellusida  glikoproteinleri, salgi vezikiilleriyle oosit plazma
membranina tasinir ve ekstraselliiler bosluga birakilir. Bu glikoproteinler bir araya

gelerek kalinlasmis zona pellusiday1 olustururlar (26, 27).

2.4. Zona Pellusida Glikoproteinlerinin Fertilizasyona Etkisi

Zona pellusida glikoproteinleri fertilizasyon siirecine birka¢ adimda katilir.
Farelerin akrozom reaksiyonunda mZP3, sperm ekzositozunu indiikleyici olarak ve
sperm i¢in reseptor olarak gorev yapar (28, 29). Farelerdeki bulgulara gore, mZP3’e
akrozomu saglam sperm baglanir, akrozom reaksiyonu tamamlanir. Daha sonra sperm
mZP2’ye baglanir, zona pellusida delinir ve oosit plazma membrani erir. Sperm ve
oositin flizyonu zona pellusida glikoproteinlerinin degismesine neden olur ve serbest
ylizen sperm zona pellusidaya baglanamaz ve daha oOnce baglanan sperm zona

pellusidayi eritemez (30, 31).

2.5. Infertilite

Infertilite, diizenli bir cinsel yasama sahip iireme cagindaki bir ciftte dogum



kontrol yontemlerini kullanmaksizin bir yilin sonunda gebeligin olmamasi olarak
tanimlanir. Ureme islevinin eksiksiz ve sorunsuz olarak gerceklesmesi ise hem kadin
hem de erkekte anatomik, fizyolojik, hormonal ve immiinolojik sistemlerin tam bir
biitlinliilk ve uyum igerisinde caligmasina baghdir. Aksine bir durum iireme islevinde
bozulma ve kisaca infertilite olarak tanimlanan sorunun yasanmasina neden olmaktadir
(32). Infertilitenin; ovulasyon problemleri, tubal tikaniklik, yasa bagl faktorler, uterin
problemler, tubal ligasyon, vazektomi, agiklanamayan infertilite ve tiiberkiilozis gibi
bir¢cok nedeni vardir (33).
Infertilite nedenleri 4 biiyiik kategoride incelenebilir:
1. Kadin faktorii
i1. Erkek faktorii
iii. Cok faktorlii infertilite
iiii. Aciklanamayan infertilite

Her bir kategorideki etken yiizdesini belirlemek zordur. Fakat infertilite
nedenlerinin yaklasik %35°1 kadin faktorlerden, %30’u erkek faktorlerden, %20°si her
iki este belirlenen anormalliklerden ve %15°1 ise arastirma sonrasi teshis konulamayan
nedenlerden kaynaklanmaktadir. Baz1 giftlerde, erkek (azospermi ya da ejakulasyon
eksikligl) veya kadinin (ovaryan basarisizlik, tubal tikaniklik ya da uterusun olmayisi)
kisirligindan dolayr dogal gebelik miimkiin olmamaktadir (34). Servikal, uterin, tubal,

ovaryan ve peritoneal faktorler (endometriozis v.b) disi infertilitesine neden olur (35).

2.6. Diabetes Mellitus Tanis1 ve Siniflamasi

Diabetes mellitus (DM), insiilin eksikligi veya insiilinin etkisiz kalmas1 sonucu
olusan, birlikte karbonhidrat, protein ve yag metabolizmasi bozuklugunun eslik ettigi
hiperglisemi ile seyreden kronik metabolik bir sendromdur. Diyabet; asir1 su i¢cme ve
idrara ¢ikma, mellitus ise sekerli idrar anlamina gelmektedir (36).

Hastaligin patogenezi klinik tiplere gore farklilik gostermektedir. Tip I DM’de
pankreasin 3 hiicrelerinde genetik ve immiinolojik faktorler sonucu gelisen harabiyet
vardir. Tip II DM’de insiiline kars1 periferik direng, insiilin sekresyonunda azalma ve
asir1 hepatik glikoz iiretimi mevcuttur. Insiilin direncinin nedeni periferdeki insiilin

fonksiyonun azalmasi ve hepatik glikoz liretiminin artmasidir. Tiim bu olaylarda primer



neden kesin bilinmemekle birlikte hastaligin ¢evresel ve genetik etkiler sonucu gelistigi
diistiniilmektedir (37, 38).

Giliniimlizde uzlasmanin en fazla saglandigi diabetes mellitus siniflamasi
Amerikan Diyabet Dernegi tarafindan 2000 yilinda kabul gormiistiir (37).
Diabetes Mellitus siniflamasi
1) TiP I Diabetes Mellitus

a. Otoimmiin

b. idiyopatik
2) TIP II Diabetes Mellitus

a. Periferik insiilin direnci

b. Insiilin salinim yetersizligi
3) Diger ozel tipler

a. Beta hiicre fonksiyonu ile ilgili genetik bozukluklar

b. Insiilin etkisi ile ilgili genetik bozukluklar

c. Ekzokrin pankreas hastaliklar1

d. Endokrinopatiler

e. Ilaglar

f. Enfeksiyonlar

g. Immiin kékenli DM

h. Gestasyonel DM

Tip | Diabetes Mellitus, tim DM’li olgularin % 5-10’unda goriilen Tip I DM,
pankreasin P hiicrelerinin otoimmiin ve idiyopatik hasar1 sonucu gelisir. Immiin hasarm
gostergesi olarak adacik ve insiilin otoantikorlari ile glutamik asit dehidrogenaz (GAD)
ve HLA (insan 16kosit antijeni) otoantikorlar1 saptanabilir. Diger otoimmiin hastaliklarla
birlikte goriilme oran1 ytliksektir. Daha nadir goriilen idiyopatik formunda ise
otoimmiinite yoktur, beta hiicre hasarinin nedeni bulunamaz. Tip I DM’li tiim hastalarda
diyet ve oral antidiyabetik ilaglara yeterli yanit alinamaz ve olgularin biiyiik kismi1
insiilin replasman tedavisine mutlak gereksinim duyarlar.(33, 34)

Tip Il Diabetes Mellitus, en sik goriilen bu tip DM’li hastalarin %90 nin1
olusturur. Degisik derecelerde insiilin yetmezligi ve insiilin direnci ile karekterizedir.
Cogunlugunu obezlerin olusturdugu hastalar, insiilin replasmanina genellikle ihtiyag

gostermezler. Tip I DM’ye gore daha fazla genetik yatkinlik vardir. Tip II DM



gelisiminde viicut kitle indeksinin 25 ve {izeri olmasi, ailede DM Oykiisii ve/veya
gestasyonel DM 0Oykiisiiniin bulunmasi risk faktorii olarak kabul edilir (35, 36).

Gestasyonel DM, gestasyonel DM gebeligin baslangiciyla veya ilk teshisinde
glikoz tolerans1 bozuklugunun herhangi bir derecesi olarak tanimlanir. Diyabet gebelik
oncesi teshis edilmis ise pregestasyonel, ilk kez gebelik sirasinda tespit edilmis bir
glikoz intoleransi ise gestasyonel diabetes mellitus (GDM) adin1 alir. GDM gebeliklerin
yaklasik %4’linde saptanirken, pregestasyonel diyabetin goriilme siklg1 yaklagik 1000
gebelikte 1-3’tiir.

Insanlarda tip 1 diyabet veya insiilin bagimli diyabetin, diisiik ve konjenital
anomalilerin riskini artirmak gibi nedenlerle gebeligi negatif sekilde etkiledigi
bulunmustur. Ayrica maternal diyabetin, tip 1 diyabet olusturulan faregillerde
implantasyon Oncesinde embriyo gelisimini olumsuz etkiledigi de gosterilmistir (37,
38). Onceki calismalarda diyabetin bir hiicreli zigot evresinden dnce meydana gelen
embriyoyu kot etkiledigi gosterilmistir. Streptozotosin ve alloksanla indiiklenmis
hipoinsiilinemik ve hiperglisemik farelerden elde edilen zigotlarda, hCG
enjeksiyonundan 48 saat sonra non-diyabetik kontrollerle karsilastirildiginda iki hiicreli
evrenin invivo gelisiminin geri kaldigi gézlenmistir (39). Ayrica diyabetik ve kontrol
farelerden elde edilen 2 hiicreli embriyolarin kontrol medyumunda invitro kiiltiirleri
karsilastirlldiginda diyabet grubunda blastokist evresinin 6nemli derecede geciktigi
gbzlenmistir. Ayn1 ¢calismada, diyabetik farelerin oositleri de incelenmistir. Kimyasalla
indiiklenmis diyabetik farelerin oositlerinde germinal vezikiil yikim1 ve mayoz 1’in
onemli derecede aksadig1 gozlenmistir (40, 41). Oositi ¢evreleyen graniiloza hiicreleri,
oosite yapisal ve hormonal destek saglar. Bunlar oosit ¢evresinde cok tabakali bir
formdadir. Graniiloza hiicreleri ve oosit arasinda parakrin sinyallesme ve gap
junctionlarla bir iletisim vardir. Normal graniiloza hiicre iletisimi ve gelisiminin varligi
oosit gelisimi ve farklanmasi i¢in Onemlidir. Diyabetik farelerde geciken oosit
maturasyonu, graniiloza hiicreleri arasindaki zayif hiicrelerarasi haberlesmenin bir
sonucu olabilir (42, 43). Konneksin-43, normal follikiilogenez ve graniiloza hiicreleri
arasindaki hiicrelerarasi haberlesme icin gerekli olan gap junction anahtar proteinidir.
Konneksin 43 ekspresyonunun eksikliginde zayif follikiilogenezle birlikte anormal
oositler goriilebilir. Ayrica, diyabetli ve sagliklt insanlarin retinal perisitleri

karsilastirildiginda konneksin 43 seviyesinin diistiigli gozlenmistir (44, 45, 46).



Daha 6nce yapilan ¢alismalarda hipergliseminin fare blastokistlerinde apoptozisi
indiikledigi belirlenmistir. Ancak, hipergliseminin gelisen follikiillerdeki graniiloza
hiicre apoptozisiyle iliskisinin az oldugu bulunmustur (47). Agiklanamayan infertilite
vakalarinda graniiloza hiicre apoptozisinin arttig1 gosterilmistir (48). Oositin etrafini
cevreleyen kiimiiliis hiicreleri apoptozisindeki artigin, diisikk gebelik sonuglar1 ve oosit
maturasyonu gecikmesiyle iliskili oldugu da bildirilmistir (49, 50).

Omurgalilarda apoptozisin baglamastyla iligkili iki temel yolak vardir. Bunlardan
ilkinde Bcl-2 ailesinin oliim-uyaran iiyelerinin vasitasiyla mitokondriyal pargalanma
meydana gelir. Boylece mitokondri igerisindeki pro-apoptotik elektron tasiyici
sitokrom-c serbest kalir. Sitokrom-c prokaspaz—9 ve apoptotik peptidaz uyarict faktor-
1'le (APAF-1) birleserek apoptozom adi verilen bilesik molekiilii olusturur ve
apoptozom da kaspazlar1 aktive ederek apoptozu baslatir (51). ikincil apoptotik yolak
kaspaz-8in aktivasyon yoniinde ve TNF siiperailesine ait ligandlar tarafindan hiicre-
oliim reseptorlerinin aktivasyonunu kapsar. Iki yolagin da Bcl-2 ile homolog domainler
tagityan Bid proteini araciligiyla birlestigi goriilmiistiir (52, 53).

Transmisyon elektron mikroskobuyla yapilan bir ¢alismada, maternal diyabetin
oositlerdeki mitokondriyon yapisi tizerine etkileri incelenmistir. Diyabetik farelerin
oositlerindeki mitokondriyonlarin bazilarinda membranlar arast boslugun daraldigi ve
bir diger kisminda ise dis membranin riiptiire olmasiyla yalnizca i¢ membranin
goriildiigli rapor edilmistir. Ayrica daha Once yapilan caligmalarda, erken donem
embriyolarinda yiliksek glikoz sartlarinda daha fazla trikarboksilik asit (TCA)
metabolitlerinin mitokondriyal fizyoloji degisikliklerine neden oldugu da gosterilmistir.
Bir bagka calismada ise, maternal diyabetin oosit icerisindeki mitokondriyonlarda hem
yapisal fonksiyon bozukluguna neden oldugu hem de dagiliminin bozuldugu
gosterilmistir (54). Oositin fertilizasyon yetenegi ve embriyo kalitesinin belirlenmesinde
mitokondriyal durum ve follikiiler hiicrelerdeki apoptozisin belirte¢ olarak
kullanilabilecegi rapor edilmistir. (55)

Diyabetin horomonal diizeni bozdugu hatta bu durumun da bdbrek
hastaliklarinin ve cinsel islev bozuklugu sikliginin artisinda etkisi oldugu O©ne
stiriilmiistiir. Bu iddiaya dayanarak da over hormonlarinin serum konsantrasyonlarindan

diyabetik renal komplikasyonlarin 6nceden anlasilabilecegi de 6ne siiriilmiistiir (56).



3. GEREC VE YONTEM

3.1. Deney hayvanlarinin elde edilmesi

Deney protokolii Mersin Universitesi Hayvan Deneyleri Etik Kurulu tarafindan
onaylanmistir. Calismamizda Mersin Universitesi, Tip Fakiiltesi, Deney Hayvanlar
Arastirma Laboratuvari’ndan elde edilen 12 adet 12 haftalik disi Balb/C fareleri
kullanildi. Bu fareler kontrol (n=6) ve diyabet (n=6) olmak tizere iki gruba ayrildi.

3.2. Deneysel diyabet olusturulmasi

Deney grubundaki farelere tek doz olarak 200 mg/kg streptozotosin (Sigma
Chemical Co.) sodyum sitrat tampon (pH: 4,4) sollisyonunda ¢oziindiiriilerek periton ici
yolla enjekte edildi. Enjeksiyondan 4 giin sonra kan glikoz seviyeleri 200 mg/dl
tizerinde olanlar diyabetik olarak kabul edildi. Kontrol grubundaki disi farelerin

tiimiiniin kan glikoz seviyeleri 200 mg/dl den daha diisiikti.

3.3. Ovulasyonun uyarilmasi

Ovulasyonun  uyarilmast  amaciyla, diyabet grubuna streptozotosin
enjeksiyonundan 4 hafta sonra, kontrol grubuna ise beklemeden hayvan basma 10 IU

gebe kisrak serum gonadotropini (Folligon, Intervet®) periton igi yoldan enjekte edildi.

3.4. Overlerin elde edilmesi, fiksasyon

Ovulasyon uyarilmasindan 48 saat sonra disi fareler Xsilazin (10 mg/kg) +
Ketamin (100 mg/kg) anestezisi ile uyutuldular. Farelerin agrili uyaranlara yanit
vermedigi anlasildiktan sonra hayvanlarin gogiis kafesleri agildi ve transkardiak yoldan

once %0,9’luk izotonik NaCl ¢dzeltisi, bunu takiben ise %4’liikk paraformaldehit +
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%0,05 gluteraldehit soliisyonu ile perfiizyon yapildi. Yeterli perfiizyon ve fiksasyon
saglandiktan sonra, overler iki tarfli olarak ¢ikartildi ve overlerden bir tanesi
immiinfloresan isaretlemeye uygun fiksasyonu saglamak icin %4’liikk paraformaldehit
coOzeltisine diger over ise elektron mikroskobik incelemeye uygun fiksasyonu saglamak

icin %2,5’lik gluteraldehit ¢ozeltisine alind1.

3.5. Immiinfloresan isaretleme

Paraformaldehit ¢ozeltisindeki dokular bir gece buzdolabinda +4°C’de
bekledikten sonra, 12 saat %20 siikroz, takiben %30’luk siikroz + %0,1°lik sodyum azid
solusyonunda bekletildiler. Kesitler alinmadan yaklasik 30 dk once, dokular -20°C’ye
konarak donmalar1 saglandi. Dokulardan kriyostat ile (Leica CM1900, Avusturya-
Viyana) 10 um kalinliginda kesitler adheziv kapli lamlara alindi.

Isaretleme islemi yapilmadan &nce kesitler lamlar iizerinde pap-pen ile cevrildi.
Daha sonra transfer pipetleri kullanilarak 7,4 pH’a sahip PBS soliisyonunda 10 saniye
yikandi. Rat monoklonal anti-ZP2 primer antikoru (Katalog no: sc-32752, Santa Cruz
Biotechnology Inc. California U.S.A.) PBS-BSA ¢ozeltisi icerisinde 1/50 oraninda diliie
edildi. Primer antikor soliisyonu damlatilan kesitler nemli ortamda 37°C’de iki saat
inkiibe edildiler. Inkiibasyondan ¢ikarilan kesitler 3x2 dakika PBS soliisyonunda
yikandi. Daha sonra kesitlere FITC konjuge goat anti-rat sekonder antikoru (Katalog no:
sc—2011, Santa Cruz Biotechnology Inc. California U.S.A.)1/50 diliisyonda hazirlanarak
damlatildi ve 90 dakika 37°C’de karanlik ve nemli ortamda inkiibe edildi.
Inkiibasyondan sonra kesitler 3x2 dakika PBS soliisyonunda yikandi. Son yikamadan
sonra lamlar dikkatlice kurulandi ve ¢ekirdeklerin boyanmasi i¢in kesitler DAPI igerikli
kapatma medyumu (UltraCruz Mounting Medium, katalog no: sc-24941 Santa Cruz
Biotechnology Inc. California U.S.A.) ile kapatildi. Lamellerin etrafi, kesitlerin hava
almamasi i¢in tirnak cilasi ile izole edildi. Hazirlanan preparatlar Olympus BXS51

floresan mikroskop (Olympus GmbH, Germany) ile incelenerek fotograflandi.
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3.6. Elektron mikroskobik inceleme

Elektron mikroskobik inceleme i¢in alinan dokular dncelikle 1mm®’lik pargalara
boliindii ve yaklasik 4—6 saat %2,5°lik gluteraldehit soliisyonunda tespit edilen dokular
fosfat tampon soliisyonuna alindi. Daha sonra dokular asagidaki siraya gore takip
edildi.

e  %1’lik osmium tetraoksit soliisyonunda 1 saat

e Fosfat tamponda 2X10 dakika

e % 50 Etil alkolde + 4° C’de 15 dakika

e 9% 70 Etil alkolde + 4° C’de 15 dakika

e 9% 86 Etil alkolde + 4° C’de 15 dakika

e % 96 Etil alkolde + 4° C’de 15 dakika

e % 100 Etil alkolde + 4° C’de 15 dakika

e % 100 Etil alkolde + 4° C’de 15 dakika

e %100 Etil alkolde oda sicakliginda 15 dakika

e Propilen oksitte oda sicakligindal5 dakika

e Propilen oksitte oda sicakliginda 15 dakika

e Propilen oksit + gdmme materyali oda sicakliginda 30 dakika
e Propilen oksit + gdmme materyali oda sicakliginda 30 dakika
e Safrezin oda sicakliginda 1 gece

Bu islemlerden sonra dokular kapsiiller igerisinde epoksi rezine gémiilerek 60°
C’lik etiivde 24 saat polimerize edildi. Bu bloklardan Leica Ultracut UCT125
ultramikrotom (Leica Avusturya-Viyana) ile 70 nm kalinliginda kesitler 300 gozenekli
bakir gridlere alind1 ve uranil asetat ve kursun sitrat soliisyonlar1 ile boyandi. Boyanan
kesitler Jeol JEM1011 transmisyon elektron mikroskobuna eklenmis Megaview III

dijital kamera (Olympus GmbH, Germany) ile fotograflanarak degerlendirildi.
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4. BULGULAR

4.1. Elektron mikroskobik bulgular:

Kontrol grubu: Gelisen follikiillerin zona pellusidalari fibriler goriiniimlii dens
bir matriksten olusmaktaydi ve cok sayida hiicreler arasi uzantilara sahipti (Sekil 4.1.1).
Zona pellusidanin kalinligr her yerde homojen olarak izlendi. Fragmantasyon veya
yapisal bozukluk bulgularina rastlanmadi. Oosit sitoplazmasinda bol miktarda annulate
lameller, kiimeler halinde vezikiiller ve diger hiicre organelleri bulunmaktayd: (Sekil
4.1.2). Graniiloza hiicreleri ise gelisen follikiillerin maturasyonuna gore degisik
biiyiikliiklerde ve diizgiin dizilimliydi, ayrica birbirlerine ve zona pellusidaya siki bir
sekilde tutunmusglardi. Bazi graniiloza hiicreleri, zona pellusida matriksini sentezliyor
gibi goriinmekteydi. Bu alanlarda zona matriksi ile sentezi yaptig1 diisiiniilen hiicre

arasindaki sinir belirsizlesmisti (Sekil 4.1.3).
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Sekil 4.1.1: Kontrol grubu graniiloza hiicreleri (GH), zona pellusida (ZP), graniiloza
hiicreleri ile oosit arasindaki mikrovillus benzeri uzantilar (ok) ve annulate lameller (ok
bas1) (X30,000).

Sekil 4.1.2: Kontrol grubunda normal goériiniimlii bir follikiile ait graniiloza hiicreleri
(GH), zona pellusida (ZP), oosit ve graniiloza hiicreleri arasindaki baglantilar (ok) ve

14



oosit sitoplazmasinin (OS) elektron mikrografi (X4,000).

Sekil 4.1.3: Kontrol grubunda zona pellusida (ZP), oosit sitoplazmasi (OS), graniiloza
hiicreleri (GH) ve graniiloza hiicreleri tarafindan sentezleniyormus izlenimi veren zona
pellusida matriksi ( yi1ldiz) (X15,000).

Diyabet grubu: Zona pellusidanin yapist diizensizlik gostermekteydi ve kalinligi her
yerde ayni degildi (Sekil 4.1.4). Baz1 noktalarda zona pellusida biitiinligii bozulmustu
(Sekil 4.1.5). Baz1 follikiillerde zona pellusida ile oosit arasina graniiloza hiicrelerinin
girdigi de izlendi (Sekil 4.1.6). Zona pellusida kontrol grubuna gore daha gevsek bir
dokuya sahipti, fibriler yapisin1 kaybetmisti ve oosit ile graniiloza hiicreleri arasi
baglantiyr saglayan mikrovillus benzeri uzantilarin sayisi da oldukg¢a azalmisti. Bu
uzant1 kayb1 grantiloza hiicreleri tarafinda daha belirgindi (Sekil 4.1.7).

Bu grubun oositlerinde de degisiklikler gozlendi. Sitoplazmalarinda kiimelenmis
halde cesitli biyiikliikklerde vezikiiller ve multivezikiiler cisimler bir arada
bulunmaktaydi (Sekil 4.1.8). Baz1 oosit sitoplazmalarinda artmis vakuoller ve bunlarin
etrafinda toplanmis ¢ok sayida mitokondriyonlar da goriildii (Sekil 4.1.9). Oosit ile zona

pellusida arasindaki perivitellin aralikta vakuol benzeri genislemelere rastlandi (Sekil
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4.1.10).

Graniiloza hiicrelerindeki apoptozis kontrol grubuna gore oldukg¢a artmisti. Bu
artis bazi bolgelerde apoptotik hiicre odaklar1 meydana getirecek kadar fazlayd: (Sekil
4.1.11). Korona hiicreleri birbirlerine ve zona pellusidaya gevsek bir sekilde tutunmustu
(Sekil 4.1.12). Graniiloza hiicrelerinin kiibik bigimleri ve diizenli dizilimleri bozulmustu
ve vakuolizasyon artmisti. Bunlara ek olarak bazi graniiloza hiicrelerindeki
mitokondriyonlarda sisme ve krista yapisinin bozulmasiyla karakterize degisiklikler de
gozlendi. (Sekil 4.1.13) Bu grupta atretik follikiillerin sayis1 da kontrol grubuna gore
oldukea fazlaydi (Sekil 4.1.14 ve Sekil 4.1.15).

Sekil 4.1.4: Diyabet grubundaki follikiillerde, oosit sitoplazmasi (OS), diizensiz
goriiniimlii zona pellusida (ZP) ve graniiloza hiicre sitoplazmasindaki vakuoller (ok)
(X3,000).
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Sekil 4.1.5: Diyabet grubunda bir follikiile ait, oosit sitoplazmasi (OS), zona pellusida
(ZP), biitiinliigii bozulmus zona pellusida (ok), graniiloza hiicreleri (GH) ve graniiloza
hiicreleri igerisinde vakuoller (ok basi) (X5,000).

Sekil 4.1.6: Diyabet grubunda, graniiloza hiicreleri (GH), zona pellusida (ZP), oosit
sitoplazmas1 (OS) ve oosit ile zona pellusida arasia giren graniiloza hiicresi (yildiz)
(X10,000)
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Sekil 4.1.7: Diyabet grubunda, oosit sitoplazmasi (OS), graniiloza hiicreleri (GH) ve
zona pellusida (ZP) (%X20,000).

Sekil 4.1.8: Diyabet grubunda oosit sitoplazmasindaki multivezikiiler cisimler (ok) ve
kiimelenmis vezikiiller (yildiz) (X30,000)
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Sekil 4.1.9: Diyabet grubunda, graniiloza hiicreleri (GH), zona pellusida (ZP), oosit
sitoplazmas1 (OS), oosit sitoplazmasindaki vakuoller (V) ve vakuolleri saran
mitokondriyonlar (ok) (X7,500).

Sekil 4.1.10: Diyabet grubunda diizensiz zona pellusida (ZP), oosit sitoplazmasi (OS)
ve perivitellin aralikta vakuollerin (yildiz) (X3,000).
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Sekil 4.1.12: Diyabet grubunda, oosit sitoplazmasi (OS), zona pellusida (ZP) ve gevsek
diizenlenmis graniiloza hiicreleri (GH) (X5,000).
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Sekil 4.1.13: Diyabet grubundaki graniiloza hiicrelerinde sismis ve krista yapist
bozulmus mitokondriyonlar (ok) ile hiicre i¢i vakuoller (ok bas1) (X10,000).

Sekil 4.1.14: Diyabet grubunda, graniiloza hiicreleri (GH) ve atretik follikiil (AF)
(X3,000)
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Sekil 4.1.15: Diyabet grubunda, graniiloza hiicreleri (GH), apoptotik hiicre (AH), atretik
follikiil (AF) ve oosit kalintisi (y1ldiz) (X5,000).
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4.2. Floresan mikroskobik bulgular:

Kontrol grubu: Anti-ZP2 antikoru ile zona pellusidalarin belirgin olarak isaretlendigi
gorildii. Zona pellusidalar ¢ogunlukla diizgiin goriiniimliiydii ve biitlinliikleri
bozulmamisti (Sekil 4.2.1 ve Sekil 4.2.2). Kesitte atretik follikiillere ait oldugu
diisliniilen zona pellusida kalintilart da bulunmaktaydi. Bu yapilar da anti-ZP2 antikoru
ile belirgin bir sekilde isaretlenmisti (Sekil 4.2.3).

Sekil 4.2.1: Kontrol grubunda anti-ZP2 antikoruyla isaretlenmis zona pellusida (ok)
(X400).
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Sekil 4.2.2: Kontrol grubunda ZP2 pozitif zona pellusida (ok) ve antrum (A) (X100).

Sekil 4.2.3: Kontrol grubunda ZP2 pozitif zona pellusida (ok) ve atretik follikiiller (ok
bas1) (X100).
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Diyabet grubu: Bu grupta da zona pellusidalar anti-ZP2 antikoru ile kuvvetli pozitif
olarak isaretlenmisti ancak, isaretlenme yogunlugu bakimindan iki grup arasinda
farklilik saptanmadi. Zona pellusidalarin kontrol grubuna gore daha diizensiz yapida
oldugu ve yer yer fragmantasyon gosterdigi belirlendi. Bazi follikiillerde zona
pellusiday1 cevreleyen graniiloza hiicrelerinde zayif isaretlenmeye rastland:r (Sekil
4.2.4). Overdeki atretik follikiil sayis1 olduk¢a artmis olarak goriildii (Sekil 4.2.5 ve
Sekil 4.2.6).

Sekil 4.2.4: Diyabet grubunda ZP2 pozitif fragmante olmus zona pellusida (ok),
graniiloza hiicreleri (GH) ve antrum (ok bas1) (X400).
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Sekil 4.2.5: Diyabet grubunda ZP2 pozitif zona pellusida (ok) ve atretik follikiiller (ok
basi) (X100).

Sekil 4.2.6: Diyabet grubunda ZP2 pozitif zona pellusida (ok) ve atretik follikiiller (ok
basi) (X40).
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5. TARTISMA

Bu caligmada, diyabetin gelisen follikiillerdeki zona pellusidanin morfolojisine
ve glikoprotein yapisina bir etkisi olup olmadiginin belirlenmesi amaglandi. Morfolojik
degerlendirme igin transmisyon elektron mikroskopla inceleme yapilirken, glikoprotein
icerigin degerlendirilmesi i¢in ise anti-ZP2 antikoru ile immiinfloresan isaretleme
yapild.

Zona pellusidanin fertilizasyondaki rolii uzun zamandir bilinmektedir. Normal
bir zona pellusidanin varlig1 fertilizasyonun gergeklesebilmesi i¢in gereklidir. Zona
pellusida insanda ZP1, ZP2, ZP3 ve ZP4 glikoproteinlerinden olusurken, farelerde ise
ZP1, ZP2 ve ZP3 glikoproteinlerinden meydana gelir. Bu glikoproteinlerin sentez
yerinin insanlarda graniiloza hiicreleri ve oosit oldugu, farelerde ise yalnizca oositler
oldugu bildirilmekle birlikte bizim ¢alismamizin elektron mikroskobisinde fare zona
pellusidasinin graniiloza hiicreleri tarafindan da iiretildigini gosteren bulgulara rastladik.

Diyabetin karbonhidratlar, yaglar ve proteinler lizerine etkileri viicutta g¢esitli
seviyelerde bir¢ok bozukluga neden olur. Son yapilan ¢alismalarda diyabetli farelerde
oositin bliylime ve olgunlasmasinin veya mayoz 1’in tamamlanmasinin geciktigi rapor
edilmistir (48). Diyabetin oosit ve kiimiiliis hiicreleri arasindaki geg¢it baglantilar1 (gap
junction) ile olan iletisimi azalttig1 bunun sonucunda hiicrelerde apoptozisin arttig1 ve
oosit gelisiminin geri kaldig1 da 6ne siiriilmiistiir (57, 58). Bizim c¢alismamizda da,
diyabet grubundaki graniiloza hiicrelerinde apoptozisin arttigt ve hem graniiloza
hiicreleri arast hem de graniiloza hiicreleri ile zona pellusida arasindaki baglantilarin
zayifladigin1 gozlemledik. Ayrica graniiloza hiicreleriyle oositin dogrudan iliski
kurmasini saglayan ve zona pellusida icerisinde yer alan hiicreler arasi uzantilarin da bu
grupta oldukc¢a azaldigini izledik. Bu durum, gelismekte olan oositin graniiloza
hiicrelerinden gelen parakrin sinyal destegini kaybetmis olabilece§ini ve buna bagh
olarak da oositin etkilenerek infertiliteye yol agabilecegini diisiindiirdii.

Zona pellusida glikoproteinlerinin eksikliginde zona pellusidanin yapisinin
bozuldugu oOnceki c¢aligmalarda bildirilmistir (30). Zona pellusida glikoproteinleri
fertilizasyonda onemli roller oynar. ZP3 glikoproteini akrozom reaksiyonunda primer

reseptor olarak, ZP2 glikoproteini ise sekonder reseptdr olarak islev goriir. Dolayisiyla
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zona pellusida glikoproteinlerindeki herhangi bir eksiklik veya defekt fertilizasyonun
gerceklesmesini olumsuz yonde etkiler (59). Bu ¢alismada elde ettigimiz sonuglara gore
diyabet ZP2 glikoprotein ekspresyonunda onemli bir degisiklige yol agmadigi halde
diyabetik gruptaki zona pellusidalarin morfolojileri bozulmustu, fibriler goriiniimli
yapisint ve bazi bdlgelerde biitiinligiinii kaybetmisti. Bu durumun diyabetin ZP2
glikoproteininden ¢ok ZP1 ve ZP3 glikoproteinlerini etkilemesinden kaynaklanabilecegi
diisiiniildii. Ayrica bu ¢alismada sadece ZP2 ekspresyonu ve zona pellusida ince yapisi
degerlendirilmis zona pellusida ile sperm etkilesimini goOsteren islevsel deneyler
yapilmamistir. Belki de diyabetin etkisiyle ZP2 glikoproteininin ekspresyonundan ¢ok
islevinde bozulmalar meydana gelmektedir. Yaptigimiz elektron mikroskobik
incelemede diyabet grubunda yalnizca zona pellusidalarda degil oosit ve graniiloza
hiicrelerinde de anormallikler bulunmaktaydi.

Yakin zamanda yapilan c¢aligmalarda, diyabetin oosit matiirasyonunu
geciktirdigi, mitokondriyonlarinda islevsel ve yapisal bozukluklara yol agtigi, ayrica
mayoz mekiginin yapisinin ve kromozom diizenlenmesinin bozuldugu da gosterilmistir
(60, 61). Sunulan ¢alismada bunlara ek olarak ZP2 i¢in yapilan isaretleme sonuglar
degerlendirildiginde, diyabetik grupta pozitif olarak isaretlenen atretik follikiillerin
sayis1 kontrol grubuna gore belirgin olarak artmusti.

Diyabetin mitokondriyon dis zarindaki porlarin gecirgenligini arttirdigi ve
boylece sitokrom-c'nin sitoplazmaya gectigi bunun da apoptozise yol agtigi
bilinmektedir. Yapilan bir ¢aligmada diyabetin oosit mitokondriyon dis membranlarinin
parcalanmasmna yol agtigr gdOsterilmistir (61). Calismamizda, diyabete bagl
mitokondriyal hasar sonucu graniiloza hiicrelerinde apoptozun artmis olabilecegini
diisiindiik. Ayrica bulgularimizda mitokondriyal anormallikler yaninda diyabetin
oositlerde sitoplazmik vakuollere ve artmis vezikiiler birikimlere de yol actig1 saptandi.

Diyabetin cinsiyet hormonlarini da etkiledigi bilinmektedir. Hatta bu bozulmanin
diyabetik bobrek hastaligt gelisme riskini arttirabilecegi de One siiriilmektedir.
Calismamizdaki diyabetik grupta follikiilogenez, oogenez ve zona pellusida yapisinda
bozulmalar saptandi. Diyabetin dogrudan bu bozulmadan sorumlu olabilecegi gibi,
hormonal diizensizlige yol acarak da bu siirecleri etkileyebilecegini ve dolayisiyla
infertiliteye katkisinin olabilecegini de diisiindiik.

Chang ve arkadaglari, diyabetin graniiloza hiicrelerinde apoptozisi arttirdigini
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bildirmislerdir. Bizim elektron mikroskobik bulgularrmiz da bu durumu
desteklemekteydi. Diyabetik grubun graniiloza hiicrelerinde apoptotik odaklar
olusturacak kadar c¢ok sayida apoptoza rastlandi. Ayrica graniiloza hiicrelerinin
morfolojilerinde anormallikler yan1 sira birbirleriyle ve zona pellusidayla olan
baglantilarinda da ayrilmalar saptandi.

Elde ettigimiz bulgular degerlendirildiginde diyabetin zona pellusida yaninda
oosit ve graniiloza hiicrelerini de etkileyerek infertiliteye yol agabilecegi goriisiine

varildi.
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6. SONUCLAR VE ONERILER

. Yapilan elektron mikroskobik incelemede diyabetin zona pellusidalar iizerinde
zararli etkileri oldugu, zona pellusidalarin morfolojilerinin, kalinliginin,
biitiinligliniin ve fibriler yapisinin bozuldugu goriildi. Biitlinliikk bozulmasina
bagli olarak graniiloza hiicrelerinin perivitellin bosluga girdigi de izlendi.
Graniiloza hiicreleri ile oosit arasinda parakrin iletisimi saglayan ve oosit
gelisimi ve devamliligi i¢in gerekli olan hiicreler arasi mikrovillus tarzi
uzantilarin oldukga azaldig1 belirlendi.

Diyabet grubunun oosit sitoplazmalarinda kiimeler halinde vezikiiller, artmis
vakuoller ve bu vakuollerin ¢evresinde kiimelenmis ¢ok miktarda
mitokondriyonlar gozlendi. Perivitellin aralikta sivi birikimine bagli olarak
vakuol benzeri genislemeler de bulunmaktaydi.

Elektron mikroskobik incelemede, kontrol grubunun graniiloza hiicrelerinde
hemen hi¢ apoptotik hiicreye rastlanmazken diyabet grubunun graniiloza
hiicrelerinde odaklar olusturacak kadar ¢cok sayida apoptotik hiicre goriildii.

. Kontrol grubu graniiloza hiicreleri diizgiin bigimli, birbirleriyle ve zona
pellusidayla siki baglantili olarak gozlenirken diyabet grubunda graniiloza
hiicrelerinin morfolojileri ¢ogunlukla anormaldi. Graniiloza hiicrelerinin kendi
aralarinda ve zona pellusidayla olan baglantilarinda zayiflama ve ayrilmalar
gozlendi.

Onceki calismalarin sonuglarina gore zona pellusida matriksinin farelerde
yalnizca oositlerden sentez edildigi kabul edilmekteyken bizim elektron
mikroskobik bulgularimiz graniiloza hiicrelerinden de sentez edildigini
diistindiirdii.

. Yapilan immiinfloresan isaretlemede, kontrol grubuyla diyabet grubu arasinda,
ZP2 glikoproteinlerinin ekspresyonlarmin farklilik gostermedigi belirlendi.

. ZP2 ile isaretlenen zona pellusidalar diyabetik grupta daha k&tii morfolojiye ve
fragmantasyonlara sahipken, kontrol grubunun bulgular1 daha normaldi.
Literatiirde diyabetin zona pellusidalar iizerindeki etkilerini inceleyen
calismalara rastlanmamistir. Sundugumuz calisma bu konuda smirli bir 6n

degerlendirme olarak kabul edilebilir, ancak bu konunun daha genis kapsaml
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10.

11.

aragtirtlmaya ihtiyaci vardir.

Graniiloza hiicreleri ile oositler arasindaki parakrin iletisimi saglayan hiicreler
arast uzantilarin diyabet grubunda belirgin bicimde azaldigi goriildii. Daha
onceki ¢alismalarda bu iletisimin bozuldugunu gosteren islevsel analiz sonuglari
da bildirilmistir ancak, ne bizim bulgularimizda ne de literatiirde bu durumun
nedenlerini agiklayabilecek herhangi bir bilgiye ulasamadik. Bu yiizden bu
iletisim bozulmasinin nedenleri ile ilgili daha ileri g¢alismalarin yapilmasi
gerektigi kanaatine de ulastik.

ZP2 glikoproteini ekspresyonu bakimindan kontrol ve diyabet gruplar1 arasinda
farklilik saptayamamakla birlikte, diyabet grubunun zona pellusidalarinda
yapisal anormalliklere rastladik. Diyabetin bu anormalliklere yalnizca ZP2
glikoproteinini degil ZP1 ve ZP3 glikoproteinlerini de etkileyerek neden
olabilecegini diisiindiik. Literatiirde bu olast etkiyi inceleyen bir ¢alismaya
rastlayamadik. Calismamizin devaminda diyabetin ZP1 ve ZP3 glikoprotein

ekspresyonlarina olasi etkisinin de degerlendirilmesi gerektigi sonucuna ulastik.
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