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BEYAN

Bu tez ¢alismasmm kendi galismam oldugunu, tezin planlanmasindan yazimina kadar
tiim asamalarda etik dig1 higbir davranigimin olmadiging, tezimdeki bitiin bilgileri akademik
ve etik kurallar i¢inde elde ettifimi, bu tez ¢aligmasi sonucu elde edilmeyen bitiin bilgi ve
yorumlar icin kaynak gosterdifimi ve bu kaynaklan da kaynaklar listesine aldigim, yine bu
tezin cabsiimas1 ve yazimi swrasinda patent ve telif haklarim ihlal edici bir davramsin

olmadigini beyan ederim.
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1. OZET

Gebelikte sekillenen diabetes mellitus, hem anne sagligi hem de yavru sagligi icin
son derece onemli ve giderek goriilme sikligi artan bir metabolik bozukluktur. Bu
hastaligin gelisimi ve tedavisine yonelik yeni aragtirmalara ihtiya¢ vardir. Bu ¢alismada da
ileri gebe ratlarda farkli tip ve dozlardaki kimyasal ajanlarla olusturulan diabetes
mellitus’un yavru sagligi lizerindeki etkilerinin belirlenmesi amag¢lanmistir. Bu amagla, 35
adet ileri gebe rat kullanildi. Ratlar rastgele bes gruba ayrilarak 1. gruptaki hayvanlar
kontrol grubu olarak ayrildi. Alloksan 2. gruptaki hayvanlara 40 mg/kg, 3. gruptaki
hayvanlara 60 mg/kg dozda intraperitonal olarak uygulandi. Streptozotosin 4. gruptaki
ratlara 40 mg/kg, 5. gruptaki hayvanlara ise 60 mg/kg dozda intraperitonal olarak enjekte
edildi. Daha sonra hayvanlarin dogumlari takip edilerek dogan yavru sayilari, yasama
orani, laktasyon siiresi, kongenital anomalileri kaydedildi ve gruplar arasinda istatistiki
karsilastirmalar yapildi. Calisma sonunda diyabetli annelerden dogan birer disi yavrunun
kanlart alindi ve kan serumlarinda glikoz, total protein, albiimin, trigliserit, kolesterol,
kalsiyum (Ca) ve fosfor (P) diizeyleri Olgiilerek gruplar arasinda karsilagtirmalar yapildi.
Yapilan uygulamalar sonunda, iki ve tiglincli gruptan birer hayvan abort yapti. 40 mg/kg
Streptozotosin uygulanan 4. gruptaki ratlardan dogan bir erkek yavruda korlik tespit
edildi. Diger gruplardaki dogan yavrularda herhangi bir anomali tespit edilmedi. Cesitli
dozlarda uygulanan diyabetik ajanlarin gebelik siiresini uzattigi tespit edildi. En fazla
yavru 6limiiniin Alloksan uygulanan gruplarda oldugu gozlendi. Streptozotosin uygulanan
gruplarda da yavru oliimlerinin kontrol grubuna goére daha fazla oldugu, ancak Alloksan
uygulanan hayvanlara nazaran daha az yavrunun Oldiigii tespit edildi. Yavrularin kan
serumu glikoz, total protein, albiimin, trigliserit, kolesterol, Ca ve P degerleri agisindan

herhangi bir fark belirlenemedi.

Anahtar Kelimeler: Diabetes Mellitus, Rat, Streptozotosin, Alloksan, Yenidogan



2. SUMMARY

INFLUENCE OF DIABETES MELLITUS INDUCED WITH
DIFFERENT TYPES OF CHEMICAL AGENTS IN PREGNANT RATS
WITH ADVANCED PREGNANCY

Diabetus mellitus during pregnancy is a metabolic disease which is extremely
important for both mother and offspring and has increasingly high incidence. New
researches required for treatment and development of this disease. This study was
conducted to determine effects of diabetus mellitus formed with different types and doses
of chemical agents on health of the offsprings. For this purpose, 35 rats with advanced
pregnancy were used. Rats were divided into five groups randomly and animals in first
group were selected to be control group. Alloxan administired intraperitonally with doses
of 40 mg/kg for group 2, and of 60 mg/kg for group 3 Streptozotocin injected to rats of
group 4 with doses of 40 mg/kg and to animals of group 5 with 60 mg/kg intraperitonally.
After birth, number of born offspring, survival rate, lactation period, and congenital
anomalies were recorded and statistical comparisons between groups were performed. At
the end of study, blood of one female offspring born to mothers with diabetes were taken
and levels of glucose, total protein, albumin, triglycerides, cholesterol, calcium (Ca),
phosporus (P) in blood serum was measured and compared between groups. Due to
applications, one animal per second and third group were aborted. In group 4 which
administered with 40 mg/kg Streptozotocin, blindness in a male offsprings were
determined. No anomalies were detected in other groups. Diabetic agents administered
with various doses were found to prolong the gestation period. Death rates was found to be
maximum in the group treated with Alloxan. Death of offsprings in Streptozotocin-treated
group was found to higher compared to control group, but less than Alloxan-treated
animals. No difference were determined for values of glucose, total protein, albumin,

triglycerides, cholesterol, Ca and P in blood serum of offsprings.

Keywords: Diabetes Mellitus, Rat, Streptozotocin, Alloksan, Newborn



3. GIRIS ve AMAC

Diabetes mellitus, gesitli etiyolojik nedenlerle insiilinin yetersiz salinmasi ve/veya
yetersiz etkisi sonucu ortaya ¢ikan ve hiperglisemi ile karakterize metabolik bir hastaliktir.
Diyabetteki kronik hiperglisemi, basta goz, bobrekler, sinirler, kalp ve damarlar olmak
izere bir¢ok organda hasara yol acarak farkli klinik durumlarla karsimiza ¢ikar.

Diabetes mellitus, insanlarda en sik rastlanan metabolik hastalik olup degisik
populasyonlarda yaklasik %2-8 arasinda goriildiigii bildirilmektedir ve bu oran her gegen
yil daha da artmaktadir. Toplumdaki yayginligina paralel olarak degisik populasyonlarda
gebeliklerin %1-14u gestasyonel diyabet , % 0,5’i de pregestasyonel diyabet ile komplike
olmaktadir (1).

Diyabetle komplike olmus gebelikler normal gebe grubuna goére birtakim maternal ve
fetal riskler icermektedir. Gegen yiizyilin baglarinda diyabetle komplike olmus
gebeliklerde maternal mortalite %45 ve perinatal mortalite %60’lar gibi ¢ok yiiksek
oranlarda seyretmekteydi. 1920’lerde insiilinin tedavide kullanilmaya baglamasiyla bu
oranlar oldukca diigmiistiir. Buna ragmen hala bazi1 komplikasyonlara bu gebelerde daha
sik rastlanilmaktadir (2).

Sunulan tezde kimyasal ajanlarla diyabet olusturulmus ileri gebe ratlarda meydana
gelen gebelik diyabetinin yenidoganlar itizerindeki etkisini, olusacak muhtemel riskleri
saptamay1 ve bunlari literatiirdeki mevcut bilgilerle kiyaslayarak etkinliginin arastirilmasi

amaglandi.



4. GENEL BIiLGILER

4.1. DIABETES MELLITUS

Diabetes mellitus pankreasin insiilin iiretimindeki bozukluklardan veya insiilin
etkisindeki defektler sebebiyle olusan ve tibbi bakim gerektiren metabolik bir hastaliktir.

Diabetes mellitus akut komplikasyonlarin yanisira, ilerleyen donemlerde tim
dokularda noropatik ve kardiyovaskiiler bozukluklara yol agan, morbidite ve erken
mortalite riskini arttiran yaygin bir hastaliktir. 2005 yilinda tiim diinyada 230 milyon
diyabet hastast oldugu bildirilmistir. 2013’te 382 milyon olan diyabetli sayist higbir sey
yapilmaz ise 2035 yilinda 592 milyona ulasacagi tahmin edilmektedir (3).

Diyabet tiim diinya iilkelerinde goriilen metabolik bir hastaliktir. Ancak gelismis
tilkelerde daha sik goriilmektedir (4).

2013 yilinda (20-79 yas arasi) diyabetli sayisinin en yiiksek oldugu 5 iilke arasinda
Tirkiye 7 milyonla 3. siradaydi. Diyabet yayginliginin en yiiksek oldugu 5 iilke
siralamasinda ise 1. sirada % 14,85 ile Tiirkiye yer almaktaydi (3).

4.2. GEBELIKTE DIABETES MELLITUS

Gebelikte diabetes mellitus, gebelikte pankreas hiicrelerinin yeterli insiilin
salgilayamamasi durumunda glikoza karsi toleransin azaldigi gegici bir diyabet durumudur
(5).

Gebelikte diabetes mellitus semptomlarin devam etmesiyle kroniklesir. Ailesinde
gebelikte diabetes mellitus oykiisii olan kisilerde, 30 yas iistii ve fazla kilolu bayanlar da
gebelikte diabetes mellitus’a daha fazla rastlanmaktadir (6).

Gebelik doneminde diyabet su sekilde siniflandirilabilir (7):

1. Pregestasyonel diyabet ( Tip 1 ve Tip 2 diabet)

2. Gebelikte diabetes mellitus

Priscilla White (8) yaklasik 50 y1l 6nce gebelik diabetes mellitus’unu siniflandirmus,
1986 yilinda ise American College of Obstetricions and Gynecologists (ACOG) tablo
4.2.1°deki simiflandirma bigimini 6nermistir. Tabloya gore gebelik diyabeti tanis1 konmus

olan hastalar glisemi diizeylerine gore alt gruplara ayrilmislardir.



Oral glikoz tolerans testi anormal olup tablo 4.2.1°deki degerlere sahip olan hastalar
A1 simifina dahil edilir. A¢lik kan sekeri 105mg/dl ve lizerinde olanlar A2 sinifindadir.

Gebelikte diabetes mellitus tanisi olanlarin sadece ortalama %15’inde aglik glikoz
seviyesi yiiksektir (9). Priscilla White siniflamasina karsilik gelen B-H arasi siniflandirma,
pregestasyonel diyabet tanisi olan gebelerin siniflanmasidir. Klas D, F, R’de vaskiiler
hastaligin artmasiyla fetal kayip ve diyabetin siddeti artar. Klas A ve C arasinda
makrosami, D ve R arasinda da intrauterin gelisme geriligi ve fetal kayip daha fazladir

(10).

Tablo 4.2.1. Gebelikte diyabet siniflandirmasi (ACOG 1986) (10)

Klas Baslangi¢ Achik plazma Postprandiol Tedavi
glikozu glikozu (2 saat)

Al Gestasyonel <105 mg/dl <120 mg/di Diyet

A2 Gestasyonel >105 mg/dl >120 mg/dl Insiilin
Klas Baslangig yas1 (yil) Siire (y1l) Vaskiiler hastallkk  Tedavi
B >20 <10 -- Insiilin
C 10-19 10-19 -- Insiilin
D <10 >20 Bening Retinopati  Insiilin
F Herhangi Herhangi Nefropati* Insiilin
R Herhangi Herhangi Proliferatif Insiilin

Retinopati
H Herhangi Herhangi Kalp Insiilin

* Gebelikte tam konuldugunda <20 gestasyon haftasindan once 24 saatlik 500 mg ve

tizeri proteiniiri

Gebelikte diabetes mellitus olgusu tiim gebeliklerin %7’sini etkilemekte ve bu oran
farkli popiilasyonlarda %1 ile %4 arasinda degismektedir (11).

Tablo 4.2.2°de diabetik gebeliklerde dogum zamanini etkileyen faktorler 6zetlenmistir.



Tablo 4.2.2. Diyabetik gebeliklerde dogum zamanini etkileyen faktérler (10)

MATERNAL FETAL

Vaskiiler hastalik Tahmini fetal agirlik
Glisemik kontrol Fetal distress siiphesi
Serviksin durumu Anomali varhigi

Onceki obstetrik oykii

4.2.1. GEBELIKTE DIABETES MELLITUS KOMPLIiKASYONLARI

Gebelik diabetes mellitus’u olan anne ve bebeklerde morbiditeyi arttiran sorunlar

metabolik, gestasyonel ve fetal olarak {i¢ grupta toplanabilir.

Tablo 4.2.1.1. Maternal ve fetal komplikasyonlar (12)

Metabolik Komplikasyonlar Gestasyonel Fetal

Komplikasyonlar Komplikasyonlar

Akut Kronik

Hipoglisemi - Mikrovaskiiler komplikasyonlar

. o Preeklampsi Abortus
(mikroanjiopati)

) ) Polihidroamnios  Konjenital
Retinopati )

) Uriner malformasyonlar
Nefropati
. i ) . ) enfeksiyonlar Makrozomi ve
Hiperglisemi  Noropati
. . Preterm dogum Miad asimi
-Makrovaskiiler komplikasyonlar ]
Hiperozmolar Intrauterin

Koroner kalp hastaligi

. 5 hiperglisemik Fetal 6lim
Periferik damar hastaligi

. sendrom (HHS)  Dogum
Serebrovaskiiler hastaliklar
. Diyabetik yaralanmalari
Arterioskleroz
) ) N ketoasidoz Akut fetal distress

Beyin arterlerinde degisiklikler




4.2.1.1. Fetal komplikasyonlar

Gebelik diabetes mellitusun’da makrozomi orani olmayanlara gore %6-19 oraninda
daha fazladir. Makrozomik bebeklerde hipertrofik kardiyomyopati goriiliir (13).

Makrozominin ortaya ¢ikardigi baslica problemler enstiirmantal dogum oranlarinin
artmast ve dogum yaralanmalarina sebep olabilmesidir (14). Naylor ve ark. (13) 1996
yilinda yaptiklar1 caligmada gebelik diabetes mellitus’u olan annelerde sezaryen orani %30
olarak bildirilmistir.

Diabetes mellitus’lu gebeliklerde konjenital malformasyon goriillme orani %6-10
arasinda olup normal gebeliklere gore bu oran 3-5 kat daha fazladir (7,8).

Yapilan bir ¢ok arastirmada maternal glikoz diizeyinin prekonsepsiyonel donemde
malformasyon olusumu iizerinde biiyiik etkisi oldugu ortaya ¢ikmistir (15,16).

Greene ve ark. (17) insiiline bagiml diyabeti olan hastalarda 1. trimesterdaki HbAlc
(glikohemoglobin Alc) seviyesi ile ilgili major malformasyonlari aragtirmig, HbAlc < %
9,3 ise malformasyon orani %3,2, HbA1c>%14,4 ise malformasyon oranini %40 olarak
bildirmislerdir.

Ancak Akarsu ve ark. (18) diyabetik anne bebekleri lizerine yapmis olduklar1 bir
calismada annenin HbAlc seviyesi ile Respiratuar Distres Sendromu, hipoglisemi,
hipokalsemi, polisitemi, yenidogan sarilig1 arasi iligski ve komplikasyonlarda artma orani
belirlenememistir.

Ayrica yine Akarsu ve ark. (18) 22 diyabetik anne bebegi iizerinde yapmis olduklari
calismada bebeklere ait elde edilen klinik ve biyokimyasal bulgulari Tablo 4.2.1.1.1°deki
gibi bildirmislerdir.



Tablo 4.2.1.1.1. Diyabetik anne bebegi tanili olgularda biyokimyasal bulgular (18)

Semptom ve bulgular

Laboratuar n (%)
Hipoglisemi 12 (54,5)
Hiperbilirubinemi 11 (50)
Kan grubu uyusmazligi 4 (36)
Hipokalsemi 2(9)
Polisitemi 2(9)
Anemi 2(9)
Trombositopeni 1(4,5)

Genel popiilasyona oranla diyabetli anne bebeklerinde malformasyon orani1 4-8 kat
daha fazla olmasinin yani sira yine diyabet gebelikteki en 6nemli perinatal 6liim nedenidir.
Diabetes mellitus’lu anne bebeklerinde goriilen en ¢ok malformasyonlar kardiyak ve

merkezi sinir sistemi anomalileridir (19).

Tablo 4.2.1.1.2. Diyabetik anne bebeklerinde goriilen baslica konjenital anomaliler

(10)

Kardiovaskiiler Sistem Iskelet Sistemi Gastrointestinal
Sistem

Biiyiik arterlerin transpozisyonu Kaudal Regresyon sendromu Trakeosofajial
Ventrikiiler septal defekt Spina bifida fistiil
Atrial septal defekt Barsak atrezisi
Situs inversus Imperfore aniis
Santral Sinir Sistemi Genitoiiriner Sistem
Anensefali Potter sendromu
Meningomyelosel Polikistik bobrekler
Mikrosefali Cift tireter




Hiperglisemi ve hiperketoneminin organogenez doneminde fetiiste malformasyon
yarattig1 ratlarda yapilan deneylerde goriilmiistiir. Deneylerde glikoz seviyesi iki katina
cikarildiginda malformasyon orant %20 iken dort katina ¢ikarildiginda %50 oldugu
gbzlenmistir (20).

Sonug olarak, glikolize hemoglobin seviyesi ylikseldikce, fetusun etkilenme riski de
artmaktadir.

Diabetes mellitus’lu anne bebeklerinde yenidogan doénemde hipoglisemi,
hipokalsemi, hiperbilirubinemi ve polisitemi oranlarinda artis gériilmiistiir (21).

Diabetes mellitus’lu anne bebeklerinde hematokritin %65’ten biiyiik olmasi
polisitemiyi tanimlar ve bu diabetes mellitus’lu anne bebeklerinin %10-40’inda goriliir
(8,22).

Respiratuar distres sendromu diabetes mellitus’lu anne bebeklerinde 5-6 kat daha sik

goriiliir (7).

4.2.1.2. Maternal Komplikasyonlar

Preeklampsi proteiniiri gibi komplikasyonlari olan diyabetiklerde goriilmektedir.
Arteriyel kan basinct normal olan gebelere oranla preeklamptik diyabetik gebelerde
mortalite 20 kat artmaktadir (23).

Retinopati diyabetin siiresi ile alakali olup kronik bir komplikasyona doniismiisse 5-
15 yi1l arasinda bu oran %70-75 artmaktadir. Gebelik diyabetik retinopatinin prognozunu
kotiilestirir (24,25).

Polihidroamnios diyabetik olmayan gebelere oranla insidansi1 30 kat daha fazladir
(26,27).

Diyabetli gebelerde %20 oraninda asemptomatik bakteriiiri ve bunlarin dortte birinde
pyelonefrit bulgusu goriiliir (26).

Diyabetli gebelerde preterm dogum orani yiiksek oldugundan neonatal morbidite
ciddi problem olusturmaktadir. Diyabetli kadinlarda diyabetik olmayanlara gére perinatal
mortalite oran1 2 kat fazladir. Ayrica diyabetli gebelerin prekonsepsiyonel donemlerinde

glisemi kontolii yetersizse spontan diisiik oranlarimin da arttig1 goriilmiistiir (7).



4.3. RATLARDA UREME FiZYOLOJiSi

Ratlar burun, dudaklar, kulaklar, ayakalti ve avug icleri disinda viicudu tiiyler ile
kapli kemirgenlerdir. Disi ratlar genellikle ilk birkag ayda olgunlasirken, erkek ratlarda
biiyiime ve kemiklesme 2 yasina kadar siirebilir (28-30).

Ratlarda cinsiyet tayini perineal bolgeye bakilarak saptanabilir. Erkek ratlarda aniis
ile Uiretral aciklik arasinda skrotum goriiliir. Anogenital agikliga bakilarak cinsiyet tayini de
yapilabilinir. Erkek ratlarda anogenital agiklik disilere gére daha fazladir. Erkek ratlarda
meme ucu bulunmamaktadir (31).

Puberte donemini baglatan faktoér tam olarak bilinmemekle birlikte, erkek ratlarda
puberte descensus testis ve spermatogenesis ile baslar. Tlk sprem iiretimi dogumdan sonraki
45. glindiir (32). Disi ratlarda pubertenin tetikleyicisi vaginal agiklik ve ilk prodstrustur.
Vaginal acgiklik 33-42. giinlerde meydana gelir. Diizenli Ostrus sikliisii ise vaginal agiklik
bagladiktan bir hafta sonra baglar (33).
4.3.1.Seksiiel (Ostrus) Siklusu

Rat seksiiel siklus 4-5 giin siirmektedir. Siklus prodstrus, Ostrus, metadstrus ve
didstrus olmak iizere 4 asamadan meydana gelir. Proostrus evresi 12 saat devam eder ve bu
evre sonunda disi erkegi kabul etmeye baslar. Ostrus evresi de 12 (9-15) saat devam eder.
Bu evrede disi erkegi kabul etmeye devam eder ve lordozis hareketi gozlemlenir.
Metaostrus evresinde disi artik erkegi kabul etmez. Didstrus evresi ise 57 saat siirer (34-

36).
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Didstrus Prodstrus Ostrus Metdstrus Andstrus

Sekil 4.1. Ratlarda seksiiel sikliis donemlerine gore vaginal sitolojik goriiniim (37)
Barinaklarda uygulanan 151k siiresinin seksiiel sikliis iizerinde onemli etkileri vardir.

Aydinlik/karanlhik siiresi 12saat/12 saat olan ratlarda sekstiel sikliis 4 giin siirerken 16

saat/8 saat olan ratlarda seksiiel sikliis 5 gilindiir. Ratlarin 1518a maruz kalma siireleri
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uzadik¢a seksiiel sikliisiin diizensizlestigi ve iireyemedikleri goriilmistiir. Siirekli kirmizi
1s18a maruz kalan ratlarda seksiiel siklusun uyarildig1 goriilmustiir (38,39).

Rat yavrular1 goz ve kulak kanallar1 kapali, tiiysiiz olarak dogarlar (34). Yavru sayisi
dogum agirhigi ile ters orantilidir. Disi ratlarda 7-9 aya kadar fertilizasyon goriiliir. Erkek
ratlarin tireme yetenekleri disilere gore daha uzun siirer ve ancak 2 yasindan sonra fertilite
azalmaya baglar (34,40).

Seksiiel sikliis dongiisiiniin donemlerinin bilinmesi ve takibi ¢ok miktarda ve ayni

donemde gebe kalmuis rat elde etmek igin gereklidir.

Tablo 4.3.1.1. Ratlara ait baz1 fizyolojik degerler (41).

Ratlara ait baz fizyolojik degerler

Erigkin viicut agirlig1 (disi) 200-300 g

Erigkin viicut agirligi (erkek) 300-500 g

Dogum agirligi 5-6¢

Yasam siiresi 2,5-3,5yil

Seksiiel olgunluk (disi) 65-110 giin (13 hafta)
Seksiiel olgunluk (erkek) 65-110 giin (13 hafta)
Sikliis uzunlugu 4-5 giin

Ostrus siiresi 14 giin

Gebelik siiresi 21-23 giin

Yavru sayist 6-12

Postpartum Ostrus dogumdan 24 saat sonra fertil
Dogum agirligi 69

Siitten kesme 4 hafta

Dogurganlik siiresi 350-440 giin

Isik peryodu (aydinlik/karanlik) 12/12

4.3.2. Ciftlesme

Disi ratlarda lordozis ciftlesmenin oldugunu gosteren bir davranistir (42). Erkek
ratlarda testeron varlifinda c¢iftlesme gozlemlenebilir. Ciftlesme daha ¢ok karanlik evrede
meydana gelir (43). Ciftlesme vaginal smearde sperm varligi veya giftlesme olayinin

gozlemlenmesi ile dogrulanabilir (44).
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4.3.3. Ratlarda gebelik ve dogum

Vaginal smearde spermin varligi gebeligin goriilmesi agisindan en belirleyici tani
aracidir (44). 14. giinden itibaren meme bezi gelisimi baglar. Gebelik ¢iftlesmeden doguma
kadar ortalama 21-23 giin stirmektedir (28).

Disi ratin gebeligin 16. giinlinde erkek rattan ayrilmasi gerekir. Ciinkii erkek rat
yenidoganlar1 yiyebilir ve diside mastitise neden olabilir (45).
4.3.3.1. Dogum

Dogumdan 2-3 giin 6nce disi rat yuva yapmaya baslar ve bu laktasyon boyunca
devam eder (28). Ortamdaki 1s1 degisikligi, yiiksek ses ve yavrulara dokunulmasi annenin
yavrulari 6ldiirmesine veya reddetmesine sebep olur (46).
4.3.4.Abort ve olii dogum

Eger disi kotii cevre kosullarina maruz kalmigsa, kotii beslenmisse, agir kimyasallara
maruz kalmigsa, bir hastaligi varsa abort veya 6lii dogum yapabilir. Ancak anne fetal

materyali yedigi i¢in ¢gogu kez bu durum fark edilmeyebilir (45).

4.4. DENEYSEL DiYABET MODELLERI

Diyabet c¢esitli hayvan tiirlerinde cerrahi, farmakolojik veya genetik yollarla
olusturulabilir. Bu deneylerin ¢ogu kemirgen hayvanlarin iizerinde yapilir (47).

Giiniimiizde rat diyabet i¢in en ¢ok kullanilan deney hayvani modelidir (48,49).

4.4.1. Diyabetin farmakolojik indiiksiyonu

1996-2006 yillar1 arasinda yapilmig arastirmalarin pek ¢ogunda hayvanlarda diyabet
olusturmak i¢in farmakolojik indiiksiyon modeli kullanilmistir (50). Streptozotosin (%69)
ve Alloksan (%31) en sik kullanilan kimyasallardir. Bu maddeler diyabet olusturma
Ozelliklerini intraperitoneal, intravenéz ve subkutan olarak enjekte edildikten sonra
gosterirler. Kullanilan ajanlarin dozu hayvan tiirlerine ve ajanlarin verilis yollarma gore
farkliliklar gosterir (51,52). Yapilan diyabet ¢alismalarinda aglik kan sekeri diizeyi 250
mg/dL’nin iizerinde olan hayvanlar diyabetli olarak kabul edilmektedir (53).
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4.4.1.1. Streptozotosin

Streptozotosin pankreasin yapisinda degisiklikler meydana getirerek, B-hiicrelerinin
nekrotik hasarina sebep olup hem insiiline bagimli hem de insiilinden bagimsiz diyabete
neden olmaktadir. Streptozotosin’in hayvanlarda diyabet indiiklemesinde tercih edildigi
bildirilmigtir (51,54,55) Streptozotosin diyabet arastirmalarinda kullanilan en uygun
ajandir (56,57). Ik defa 1963’te Rakieten vd. Streptozotosin’in diyabet olusturmada
kullanilabilecek bir ajan oldugunu bildirmistir. Streptozotosin’in neden oldugu
hipoinsiilinizim sendromuna Streptozotosin diyabeti adi verilmektedir (58). Streptozotosin

uygulanan deney hayvanlarinda ayn1 giin diyabet olustugu kabul edilir (59).

4.4.1.2. Alloksan

Alloksan pankreas f hiicrelerini hasarlayan selektif bir ajandir. Pankreas B hiicreleri
Alloksan’t spesifik olarak hiicre ig¢ine alir ve biriktirir (60,61). Alloksan uygulamasina
bagli olarak pankreastan yogun insiilin salinimi gerceklesir. Bu sebepten fetal (Sliimciil)
hipoglisemi gelisme olasilig1 vardir. Yapilan dlgiimlerde aglik kan sekeri diizeyi 200-260
mg/dL olanlar ¢alismaya alinir (62,63).
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5. MATERYAL VE YONTEM

5.1. ARASTIRMANIN AMACI VE TiPi

Ileri gebe ratlarda farkli tip kimyasal ajanlarla olusturulan diyabetin yenidoganlar
tizerindeki etkilerinin neler oldugunun belirlenmesi amaciyla arastirma deneysel olarak

planlandi ve gerceklestirildi.
5.2. ARASTIRMADA YANITLARI ARANAN SORULAR

Kimyasal ajanlarla olusturulan gebelik diyabetinin yavru ratlarin klinik bulgular1 ve
laboratuar degerleri lizerinde ne gibi etkileri vardir?
Gebelik diyabeti yavrularda ve ileri gebe ratlarda ne gibi komplikasyonlar meydana
getirebilir?

5.3. ARASTIRMANIN YERi VE ZAMANI

Calisma Firat Universitesi Deneysel Arastirmalar Birimi’nde Eyliil 2013 — Subat
2014 tarihleri arasinda yiiriittildi.

5.4. ARASTIRMA GRUBUNUN OZELLIKLERI

Bu tezde hayvan materyali olarak, 200-250 gram agirliginda, 3-4 aylik, 35 adet
Wistar ki disi rat kullanildi. Firat Universitesi Deneysel Arastirmalar Birimi’nde bulunan
300 adet disi rat igerisinden vaginal irrigasyonla Ostriiste olduklari tespit edilen 35 adet
hayvan se¢ildi. Hayvanlar tigerli gruplar halinde kafeslere kondu. Her kafese fertilitesi

daha 6nceden tespit edilmis bir adet erkek hayvan yerlestirilerek ¢iftlesmeleri takip edildi.
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Sekil 5.1. Wistar irki ratlarin yasadiklart kafeslerden bir goriiniim

5.5. ARASTIRMAYA ALINMA KRIiTERLERI
Deneysel caligmalar sirasinda segilen ratlarin disi ve Ostrus doneminde olmalarina

dikkat edildi. Dogumlar sonunda sadece disi yavru ratlarin kan 6rnekleri degerlendirmeye

alind1. Disi yavrularin secilmesi bir 6rnekligin saglanmasi agisindan tercih edilmistir.
5.6. ARASTIRMANIN VERILERININ TOPLANMASI

Vaginal irrigasyonlar Risvanli ve ark.’nin (2003) (64) tarif ettigi sekilde uygulandi.

Lastik puar ve pipet ucu kullanilarak steril distile su ile irrigasyonlar yapildi.
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Sekil 5.2. Vaginal irrigasyon igleminden bir goriiniim

[rrigasyon sonrasi elde edilen s1v1 lam iizerine konarak 40X biiyiitme de mikroskopta
incelendi. Hazirlanan preparatlardaki hiicre tiplerinin yogunluklar1 +, ++, +++ olarak
degerlendirildi. Stperfisiyel hiicre yogunlugu +++ olan hayvanlar 6striiste oldugu kabul
edildi. Vaginal irrigasyonla hazirlanan preparatlarda spermatozoit goriilen hayvanlar
ciftlesmis olarak kabul edildi. Bu tarih gebeligin 0. giinii olarak belirlendi.

5.6.1. Uygulama Gruplar

Gebeligin 13. giiniinde hayvanlar asagidaki gibi gruplandirildi.

1. grup: kontrol grubu intraperitonal serum fizyolojik (n=7),

2. grup: Alloksan (Sigma) 40 mg/kg intraperitonal (n=7) (65),

3. grup: Alloksan (Sigma) 60 mg/kg intraperitonal (n=7) (65),

4. grup: Streptozotosin (Sigma) 40 mg/kg intraperitonal (n=7) (66),

5. grup: Streptozotosin (Sigma) 60 mg/kg intraperitonal (n=7) (66)enjekte edildi.

Streptozotosin ve Alloksan 0,1 M sitratli fosfat tamponunda ¢oziilerek belirtilen
dozlarda hazirlanmistir.

Enjeksiyonlardan 3 giin sonra yani gebeligin 16. giiniinde ratlarin kuyruklarindan kan

alinarak glukometre ile glikoz konsantrasyonlar1 6l¢iildii. Normal kan glikoz degeri 90-110
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mg/dl olarak kabul edilirken; kan glikoz diizeyleri 250 mg/dI’nin iizerinde olanlar
diyabetik olarak kabul edildi (67).
Calisma siiresince ratlara giin boyu 12 saat karanlik 12 saat aydinlik rejimi

uygulandi. Hayvanlara yiyebildikleri kadar yem ve su verildi.
5.7. VERI TOPLAMA ARACLARI

Calismada deneysel verilerden yararlanilarak sonuca gidilmeye ¢aligildi. Bu amacgla,
hayvanlar bireysel kafeslere konarak dogumlar: takip edildi; dogan yavru sayilari, yasayan
yavru sayilari, kongenital anomalileri kaydedildi ve gruplar arasinda istatistiki
karsilastirmalar yapildi.

Yavrular 1 aylik olduktan sonra her hayvanin saglikli 1 disi yavrusu dekapite edildi.
Dekapite edilen hayvanlarin kanlar1 alindi ve rutin islemler sonrasi serumlar1 ayrilarak
Olctimler yapilana kadar -20 %C’de saklandi.

Yavrularin kan serumlarinda glikoz, total protein, alblimin, trigliserit, kolesterol, Ca
ve P dizeyleri olgiilerek gruplar arasinda karsilastirmalar  yapildi.  Olgiimler

spektrofotometrik yontemle yapildi.
5.8. ARASTIRMANIN DEGiSKENLERI

Ileri gebe ratlara farkli dozlarla uygulanan diyabetik ajanlarin disi yavrularin bazi

kan parametreleri tizerine etkileri, bagimsiz gruplar arasinda degerlendirilmistir.
5.9. ARASTIRMANIN VERILERININ iSTATISTIKI ANALIZLERI

Gruplar arasindaki gebelik siirelerinin, yavrularin kan serumu glikoz, total protein,
albiimin, trigliserit, kolesterol, Ca ve P karsilastirilmasi i¢in Kruskal Wallis testi yapildi.
Bu testte onemlilik ¢iktig1 durumlarda 6nemlilik derecesinin belirlenebilmesi i¢in Mann
Whitney U testi kullanildi. Yavru yasama oranlariin belirlenebilmesi i¢in Fisher’in Ki-
Kare testi uygulandi. Istatistiki analizler, bilgisayar ortaminda SPSS 11,5 programinda
yapildi.
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5.10. ARASTIRMANIN SINIRLILIKLARI

Deneysel calismanin basinda ratlarin seksiiel sikluslar1 senkronize edilmedigi igin
Ostrustaki hayvanlarin bulunmast uzun zaman almistir. Ayrica Ozellikle Alloksan

uygulanan gruplarda hem anne hem de yavru 6liimleri gézlenmistir.
5.11. ARASTIRMANIN ETIK VE SOSYAL YONU

Tez i¢in Firat Universitesi Deney Hayvanlari Etik kurulundan “Etik Kurul Raporu”
alind1 (FUHADEK 2013/07-96).

5.12. ARASTIRMANIN TAMAMLANMASINDA KARSILASILAN
DURUMLAR

5.12.1. Olumlu
Caligmada gebelik diyabetinin anne ve yavru sagligi iizerinde ne gibi olumsuz
etkilere sebep oldugu gériilmiistiir. Ozelikle Streptozotosin uygulanan gruplarda daha az

sorunla karsilasilmistir.
5.12.2. Olumsuz

Gebe ratlardan bazilarinin abort yapmasi, dogum siirelerinin uzamasi, alinan kan

orneklerinden bazilarinin yeterli olmamasi ¢alismanin hizini diisiirmiistiir.
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6. BULGULAR

Bu boliimde deney hayvanlarinin kan glikoz degerleri, diyabetik kimyasal ajanlardan
hangi oranda etkilendikleri ve sonugta dogan yavrular lizerindeki etkileri tablolarla detayl
olarak agiklanmistir.

Gebeligin 16. giinliinde anne ratlarin kan glikoz konsantrasyonlarinin ortalamalar1

tablo 6.1°de verilmistir.

Tablo 6.1. Gebeligin 16. giiniinde ratlarin kan glikoz konsantrasyonlari

Grup Glikoz mg/dl
1. grup (n=7) 118,00+12,01
2 grup (n=7) 263,71£9,30
3 grup (n=7) 283,29+28,14
4. grup (n=7) 344,86+85,12
5 grup (n=7) 356,86+70,14

Yapilan ¢alisma sirasinda 2, 3 ve 5. gruplardan birer hayvan enjeksiyonlar sonrasi
oldii. iki ve iiciincii gruptan birer hayvan da abort yapti1 (Tablo 6.2).

40 mg/kg Streptozotosin uygulanan 4. gruptaki ratlardan dogan bir erkek yavruda
korliik tespit edildi. Diger gruplardaki dogan yavrularda herhangi bir anomali tespit
edilmedi (Tablo 6.2).

Gruplar arasinda karsilastirma yapildiginda gebelik siiresinin kontrol grubu (1. grup)
ratlarda diger gruptaki hayvanlara nazaran daha kisa oldugu (21,00+£0,31) ve c¢esitli
dozlarda uygulanan diyabetik ajanlarin gebelik siiresini uzattigi tespit edildi (p<0,05)
(Tablo 6.2).

Yavrularin yasama orani agisindan gruplar karsilastirildiginda ise en fazla yavru
oliimiiniin Alloksan uygulanan gruplarda (2. grup 30; 3. grup 27) oldugu gozlendi (P<0,01)
(Tablo 6.2). Streptozotosin uygulanan gruplarda da yavru dliimlerinin (4. grup 7; 5. grup 4)
kontrol grubuna gore daha fazla oldugu ancak Alloksan uygulanan hayvanlara nazaran

daha az yavrunun 61diigii tespit edildi (p<0,01) (Tablo 6.2).
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Tablo 6.2. Gruplar arasinda dogan yavru sayisi, yasayan yavru sayisi, 0len yavru

sayist ve anomalili yavru sayilarinin karsilastiriimasi.

Gebelik Yavru yasama orani

Gruplar _
siiresi (Giin) DYS YYS 0YS AYS Abort

1. grup (n=7) 21,00+0,31% 68 67% 12 0 0
2. grup (n=6) 22,20+0,37° 43 13° 30° 0 1
3. grup (n=6) 22,00+0,0° 41 14° 27° 0 1
4. grup (n=7) 22,43£0,20° 62 55¢ 7 1 0
5. grup (n=6) 22,83+£0,07° 45 41% 4% 0 0
P * s s

DYS: Dogan yavru sayisi, YYS: Yasayan yavru sayisi, OYS: Olen yavru sayisi,
AYS: Anomalili yavru sayisi. Gebelik siirelerinin karsilastiritlmasi i¢in Kruskal Wallis
testi yapildi. Yavru yasama oranlarinin karsilastirmalart igin Fisher’in Ki-Kare testi
uyguland.

* p<0,05; ** p<0,01

a,b,c,d: Aynu siitunda farkli harflerle gosterilen degerler arasindaki fark 6nemli
Dogan yavrularin biyokimyasal parametreleri Tablo 6.3’te 6zetlenmistir. Ancak

yavrularin kan serumu glikoz, total protein, albiimin, trigliserit, kolesterol, Ca ve P

degerleri agisindan herhangi bir fark belirlenememistir (p>0,05).
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Tablo 6.3. Dogan yavrularin biyokimyasal degerleri

Total
Glikoz ) Albiimin Trigliserit Kolesterol Ca P
Gruplar protein
mg/dl g/dl mg/dl mg/dl mg/dl mg/dl
g/dl
1. grup (n=7) 141,86+5,14 4,89+0,10 3,26+0,04 93,71£19,42 70,14+4,67 10,17+1,69 6,99+0,1
2. grup (n=5) 106,40+14,98 4,87+0,16 3,244+0,07 56,40+5,33 62,60+3,61 10,83+0,28 8,63+0,83
3. grup (n=5) 129,80+9,19 4,17+0,29 3,20+0,30 56,60+13,10 51,00+6,23 10,71+0,32 7,56+0,55
4. grup (n=7) 129,00+5,85 4,74+0,07 3,2440,04 78,00+£13,99 56,57+2,99 11,39+0,15 7,36%0,53
5. grup (n=6) 138,00+1,03 4,88+0,07 3,26+0,04 78,50£8,72 58,50+1,63 11,75+0,20 6,96+0,44
P - - - - - - -

- Gruplar arasindaki fark 6nemsiz (p>0,05).

Karsilastirilmalar igin Kruskal Wallis testi yapildi. Bu testte onemlilik ¢iktigi durumlarda énemlilik derecesinin belirlenebilmesi igin Mann Whitney

U testi kullanildi.
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7. TARTISMA

Bu tezde, maternal-fetal mortalite ve morbiditede etkili olan ve pek ¢ok degisik
etiyoloji ile ortaya ¢ikan gebelik diyabetinin ve bunun yenidogan saghigi iizerindeki etkilerini
arastirmak i¢in ileri gebe ratlarda farkli tip kimyasal ajanlar kullanilarak olusturulan diabetes
mellitusun yenidoganlar {izerine etkisi arastirilarak sonuglar degerlendirildi.

Genel olarak bazi 6zellikler diyabetik gebelerde normoglisemik olanlara gére daha fazla
goriilmektedir. Ileri yas, artmis gebelik oncesi beden kitle indeksi, parite ve makrozomik
bebek dogurma hikayeleri diyabetik gebelerde daha sik rastlanmaktadir (68-70). Nitekim
sunulan bu c¢alismada dogum siiresinde uzama, 6li dogumlar, abort, kimyasal ajanlarla
indiiklenen ratlarda korliik ve maternal 6limler diyabetik ratlarda diyabet olmayan ratlara
kiyasla karsilasilan sorunlar arasindadir.

Sunulan c¢aligmada diyabet olusturulmus ratlarda ortalama 20-22 giin olan dogum
stiresinin kontrol grubu (1. grup) ratlarda diger gruptaki hayvanlara nazaran daha kisa oldugu
(21,00+0,31) ve gesitli dozlarda uygulanan diyabetik ajanlarin gebelik siiresini uzattigi tespit
edildi (p<0,05).

Diyabetle komplike olmus gebeliklerde oOzellikle gebelik Oncesinde varligi bilinen
diyabette birtakim fetal ve maternal komplikasyonlar daha sik izlenmektedir ve bu
komplikasyonlara bagli olarak bir ¢cok gebelik erken haftalarda sonlandirilmaktadir. Ayrica
ilerlemis gebelik haftalarinda agiklanamayan fetal kayiplar gorilmektedir (7, 71-73). Diyabet
olusturmak i¢in ratlarda kullanilan farkl tipteki kimyasal ajanlarin yavrularin yagama siireleri
iizerinde bir takim degisikliklere neden oldugu goriilmiis, kullanilan Alloksan kimyasalinin
uygulandig1 gebe ratlarin yavrularindan 57 tanesinin, Streptozotosin uygulanan gebe ratlarin
yavrularindan ise 11 tanesinin 6liimiine sebep oldugu goriildii. Kontrol grubunda ise 1 tane
yavru Olmiistiir. Fakat Streptozotosin kimyasalinin kontrol grubuna gore daha fazla Alloksan
grubuna gore daha az yavru dliimiine sebep oldugu anlasildi.

Diyabetik kadinlarin gebeliklerinde en korkutan komplikasyon ileri gebe haftalarinda
meydana gelen 6lii dogumdur. Ratlar iizerinde yapilan c¢aliymada uygulama gruplarinda

abortlara rastlanmistir.

Tagpmar’in (12) yaptig1 calismada pregestasyonel diyabeti olan kadinlarda ortalama
gebelik siiresi 36,8 hafta olarak goriilmiis ve bu caligmadaki diger gruplara goére anlamli

derecede bir azalma oldugu saptanmustir. Gestasyonel diyabetiklerin, bozulmus glikoz



tolerans1 olanlarin ve normoglisemiklerin ortalama dogum haftalarinin 38,8 ile 39,0 hafta
arasinda degistigi tespit edilmistir. Ratlarla yiiriitiilen sunulan ¢alismada ise kimyasal ajanla
olusturulan diyabet sonrasi gebe ratlarin gebelik siirelerinin insan Orneginde oldugunun
tersine uzadigi gozlemlendi. Bu durumun tir farkliligindan kaynaklandigr tahmin
edilmektedir.

Insan popiilasyonunda %]1-2 sikliginda goriilen konjenital anomaliler 6zellikle
pregestasyonel bilinen diyabeti olanlarda 4-8 kat daha fazladir ve diyabetik gebeliklerde
onemli bir perinatal 6liim nedenidir (8,7,15,74). Ancak sunulan ¢alismada gestasyonel diyabet

gruplarindan sadece 40 mg Streptozotosin verilen bir yavruda korlik tespit edildi. Fakat

uygulama gruplarinda yiiksek abort oranlarina rastlanmistir.
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8. SONUC

Degisik diizeylerde glikoz toleransinin gebelikte birtakim sorunlara yol actigi, fetal,
maternal ve neonatal komplikasyonlar arttirdig1 bu tezle tekrar ortaya konulmustur. Ratlarda
yapilan bu calismada normal dogum siiresinin uzamasi, anomalili ve 6lii dogumlarin ve
abortlarin meydana gelmesi disinda insan modelinde oldugu gibi hayvan modelinde de
laboratuar bulgularinda herhangi bir ¢arpici sonuca rastlanmamaistir.

Diabetes mellitus’lu ileri gebe ratlardan sag olarak dogan disi yavrularda, yavrularin kan
serumu glikoz, total protein, albiimin, trigliserit, kolesterol, Ca ve P degerleri agisindan
herhangi bir fark belirlenememistir. Bu sonuglar bize diabetes mellitus’lu ileri gebe ratlarin
insan modellerinde oldugu gibi ¢ogunlukla yavrunun klinik olarak etkilendigini gostermistir.

Gebelikte diabetes mellitus’lu ileri gebe ratlarda elde edilen bulgular bu bozuklugun
dogumdan oOnce ve dogumdan sonra ¢esitli problemlere yol agtigini ortaya koymustur.
fleri gebe ratlarda ve yavrularinda olusan bu komplikasyonlar incelenen literatiirlerle de
uyumludur.

Ayrica, bu tezde elde edilen sonuglar dogrultusunda ileri gebe ratlarda diyabet
olusturmak igin Streptozotosin’in Alloksan’a nazaran daha rahat kullanilabilecegi kanaatine

varilmistir.
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