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OZET

Bu calismada Kitosan oligosakkarit uygulanan diyabetik ve non-diyabetik ratlarin
bagirsaklarinda PCNA, PYY ve CCKAR dagilimmin immunohistkimyasal olarak
incelenmesi amaglanmustir.

Calismada 30 adet Spraque Dawley rat, kontrol, sham, diyabet, KOS ve diyabet+KOS
olarak 6’sarli gruplara ayrildi. Deneme gruplarindaki 12 rata 50 mg/kg STZ uygulandi.
Kan-glikoz diizeyi 250 mg/dl olan ratlar diyabetik kabul edildi. Diyabet oldugu teyit
edilen 6 rata 500 mg/kg KOS 14 giin boyunca oral gavajla verildi. ince bagirsak
dokusunun histolojisini incelemek igin H&E, PAS ve Crossman’m ti¢lii boyamalari
yapildi. Ayrica gruplardaki hayvanlarin Ince bagirsaklarinda PCNA, PYY ve CCKAR
seviyeleri immunohistokimyasal yontemle Incelendi.

Calismada diyabetik ratlarin canli agirligmin azaldigi tespit edildi. Diyabet ve
diyabet+KOS gruplarmin duodenum dokusunda villus uzunluklarini arttig1 belirlendi.
PCNA immunoreaktivitesinin tiim doku ve gruplarda kript epitellerinde yogun oldugu
gbzlendi. PYY immunoreaktivitesinin lamina epitelyalis hiicrelerinde ve lamina
propriya ile submukoza bag doku hiicrelerinde oldugu bulundu. CCKAR
immunoreaktivitesinin lamina propriya ve submukoza bag doku hiicrelerinde, bazi kas
doku hiicrelerinde oldugu tespit edildi.

Yapilan bu g¢alismada diyabetik canlilarda KOS uygulanmasi ile ince bagirsak
dokusunda histolojik olarak olusan degisiklikler incelendi. Ayn1 zamanda diyabetin,
ratlarin ince bagirsak dokusundaki PCNA immunoreaktivitesi ve gastrointestinal
hormonlar olan PYY ile CCKAR’nin immunoreaktivitesinde olusturdugu
degisiklikler incelendi. Giiniimiizde hala en ¢ok ¢alisilan hastaliklardan biri olan
diyabetes mellitus ile ilgili yaptigimiz bu ¢aligmada elde edilen verilerin, diyabetin
ince bagirsaktaki etkileri ve bu etkileri azaltmak i¢in KOS kullanim1 etkisinin daha
fazla incelenmesi gerektigini diislinmekteyiz.

Anahtar Kelimeler: CCKAR, Diyabet, KOS, PCNA, PYY



VI

SUMMARY

The aim of this study was to investigate the distribution of PCNA, PYY and CCKAR
in the intestines of diabetic and non-diabetic rats treated with Chitosan
oligosaccharide.

In the study, 30 Spraque Dawley rats were divided into 6 groups as rat, control, sham,
diabetes, COS and diabetes + KOS. 50 mg/kg STZ was applied to 12 rats in the
experimental groups. Rats with blood-glucose levels higher than 250 mg/dl have been
deemed diabetic. 500 mg/kg COS was given for 6 rats throughout 14 days with oral
gavage. To examine the histology of the small intestine tissue, H&E, PAS and
Crossman triple staining was performed. In addition, PCNA, PYY and CCKAR levels
in small intestines of animals in groups were examined by immunohistochemical
method.

In this study, it has been found that live weight decreased in the diabetic group. It was
determined that the length of the villus was increased in the duodenum tissue of
diabetes and diabetes + KOS groups. PCNA immunoreactivity was observed in crypt
epithelium in all tissues and groups. PYY immunoreactivity was found in lamina
epithelial cells and lamina propria and submucosa connective tissue cells. CCKAR
immunoreactivity was found in lamina propria and submucosa connective tissue cells
and some muscle tissue cells.

In this study, histological changes in small intestine tissue were examined by
application of KOS in diabetic organisms. In addition, PCNA immunoreactivity in the
small intestine of rats and changes in the immunoreactivity of CCKAR and PYY,
which are gastrointestinal hormones, were investigated. We believe that the data
obtained in this study about diabetes mellitus, which is still one of the most studied
diseases, needs to be further studied the effects of diabetes on the small intestine and
the effect of using KOS to reduce these effects.

Keywords: CCKAR, COS, Diabetes, PCNA, PYY



1. GIRIS

Diyabet metabolizmada hasara yol agmakta ve bu hasardan dolayida doku ve
organlarda biyokimyasal ve fonksiyonel degisiklikler olusmaktadir (Palmer 1993).
Diyabet (DM) sonucunda gozlenen karbonhidrat, yag ve protein metabolizmasindaki
anormalliklerin altinda insiilinin hedef dokulardaki etkilerinin eksikligi bulunmaktadir

(Ada, 2011).

Kitosan oligosakkarit (KOS), bagirsak hareketlerinin  ve sindirim
faaliyetlerinin  diizenlenmesi, bagirsak  mikroflorasinin  (bifidobakterilerin)
desteklenmesi, karaciger fonksiyonlarinin diizenlenmesi gibi fonksiyonel etkilerinin
yani sira sindirim yoluyla alindiginda yag emilimini azaltarak kilo kaybim
desteklemesi bakimindan 6nem tasimaktadir. Kitosanin, toksik Ozellikte olmamasi,
cevreye zarar vermeden biyolojik olarak parcalanabilir 6zellikte olmasi ve viicut
icerisinde, tamamen zararsiz liriinlere (amino sekeri) parcalanmasindan 6tiirii herhangi

bir yan etkisi de bulunmamaktadir (Kumar 2000, Guang 2002).

Bu arastirmanin amaci kitosan oligosakkarit uygulamasinin diyabetik ve non-
diyabetik ratlarin bagirsaklarinda hiicre proliferasyon hizinin belirlenmesi amaciyla,
proliferasyon evresindeki hiicrelere 6zgii Proliferating Cell Nuclear Antigen (PCNA)
ve bagirsaklarda salgilanan sindirim enzimlerinin salgilanmasinda rolii olan PYY ve
kolesistokinin reseptorii A’nin diizeyini immunohistokimyasal olarak incelemektir.
Ayrica diyabetin ince bagirsak dokusunda olusturabilecegi hasarlar ve bunun {izerine

kitosan oligosakkaritin etkilerinin histolojik olarak incelenmeside amaglanmustir.

1.1 DIYABETES MELLITUS

Diyabetes mellitus (DM), pankreastan salgilanan insulin sekresyonundaki
yetersizlik ve/veya dokularin insiiline cevabindaki bozukluklarla olusan, yag, protein
ve karbonhidrat metabolizmasini etkileyen bir hastaliktir (Oztiirk ve ark. 1996).

Giiniimiizde ¢ok 6nemli bir saglik problemi haline gelen ve yasam boyunca devam



eden DM, akut ve kronik komplikasyonlari sebebiyle hastanin yasam Kkalitesini
oldukga diisiiren, ekonomik agidan 6nemli olan kronik bir hastaliktir (Yegin ve Mert
2013). DM uzun donemde cesitli organlarda hasar, fonksiyon bozukluklar1 ve
yetersizliklere neden olarak akut ve kronik komplikasyonlarla seyrini devam ettiren
hastaliktir (Saito ve ark. 2006, Cambay 2011).

Diyabetes mellitus, hiperglisemik hiperozmalar durum (HHD), diyabetik
ketoasidoz (DKA) gibi akut olan komplikasyonlarla birlikte kronik mikrovaskiiler ve
makrovaskiiler komplikasyonlar sebebiyle de ciddi saglik problemlerine ve liimlere
neden olabilmektedir (Kharroubi ve Darwish 2015). Diyabet hastaliginin Klinik
bulgular1 polifaji (fazla yeme), poliiiri (¢ok idrar yapma), polidipsi (¢ok su icme),
pruritis (kasinti1), kilo kayb1 gibi belirtilerdir. Kronik hiperglisemi bir¢ok organda,
ozellikle sinirler, gozler, kalp, bobrekler ve kan damarlarinda uzun zamanh islev
bozukluklari, hasar, gorevini yapmada sorunlar ile iliskili oldugu belirtilmektedir
(Hilton ve ark. 2002, ADA 2012).

1.1.1 Diyabetes Mellitus Tipleri

Diyabetes Mellitus’un ¢ok farkli tipleri olup, siniflandirilmasi, etiyolojisi ve
patogenezisi arastirmalarin 15181 altinda stirekli yenilenmektedir. DM un baglica dort
tipi bildirilmistir, bunlar; Tip 1 diyabetes mellitus, Tip 2 diyabetes mellitus,
Gestasyonel diyabetes mellitus ve spesifik diyabetes mellitus tipleridir (ADA 2012).

Tip 1 Diyabetes Mellitus

Tip 1 diyabetes mellitus, pankreasta bulunan ve B-hiicrelerinin (T-hiicrelerinin
aracilik ettigi insiilin iiretiminden sorumlu) otoimmiin veya otoimmun dis1 sebeplerle
zedelenmesi sonucu meydana gelen hiperglisemi ve insiilinopeni ile karakterize olan
kronik ve metabolik bir hastalik olarak tanimlanmaktadir (Ak¢ay ve ark. 2000, Raz ve
ark. 2005, Abaci ve ark. 2007).

Tip 1 diyabet eskiden, “’insiiline bagimli diyabet’’, ’juvenil diyabet’’ ve
“’cocukluk ¢aginda baslayan diyabet’’ olarak adlandirilmaktaydi (Alberti ve Zimmet



1998). Tip 1 diyabet genellikle cocuklar ve genglerde goriildiigii gibi, son zamanlarda
yetiskin yaslardaki insanlarda da saptanan tip 1 diyabet olgular1 da artmaktadir (King
2012).

Tip 2 Diyabetes Mellitus

Daha 6nceki zamanlarda ’insiiline bagimli olmayan diyabet’” ya da “’eriskin
diyabet’ olarak adlandirilan tip 2 diyabetes mellitus tiim diyabet vakalarinin %90—
95°ini olusturmaktadir. Bu tip diyabet en yaygin goriilen formdur (ADA 2012). Tip 2
diyabetes mellitus hastalarinda hiperglisemi kademeli bir sekilde artis gosterdiginden,
diyabetin olusturdugu semptomlar hastalar baslangicta fark edemez ve bu tip diyabet

hastalar1 yasamlar1 yillarca tan1 almadan devam ettirmektedir (Association, 2004).

Gestasyonel Diyabetes Mellitus (Gebelik Diyabeti)

Gebelikte, insiilin direncindeki  gelisme etkisiyle pararel olarak
hiperinsiilineminin goriildigii diyabetojenik olarak meydana gelen bir kondisyon
olarak tanimlanmaktadir (Setji ve ark. 2015). GDM’in risk faktorleri arasinda bulunan
obezite, ailede diyabetli olmasi, hastanin 6nceki gebeliklerinde gestasyonel diyabet
gecirmis olmasi, annenin yasi, polikistik over sendromu bulunup bulunmamasi,

hareketsiz bir yagam olarak sayilmaktadir (Gilmartin ve ark. 2008).

Spesifik Nedenlere Bagh Diyabetes Mellitus

En ¢ok bilinen Tip 1 diyabetes mellitus, tip 2 diyabetes mellitus ve Gestasyonel
diyabetes mellitus disinda, bazi durumlar da diyabetin olusabilecegi, bazi nadir
hastaliklarin da diyabet ile seyrinin devam edebilecegi bildirilmektdir. (Alberti ve
Zimmet 1998). Spesifik nedenlere baglh diyabetes mellitus genellikle, B hiicrelerindeki
genetik kusurlar, insulin etkisinde genetik kusurlar, ekzokrin pankreasta hasar,

endokrinopati, ilag ve kimyasal aracili, enfeksiyon aracili, bagisiklik aracili formun



yaygin olmayan hali ve diyabetle iliskilendirilen diger genetik faktorlerden
kaynaklanan diyabetes mellitus olarak siniflandirilmaktadir (Association, 2004).

1.2  BIYOPOLIMERLER

Biyopolimerler, canli kaynaklarin dogrudan kendilerinden, canli yapilarin
metabolizmalarinin ara ya da ana iirliinlerinin sentetik olarak polimerizasyonundan
veya canlt organizmalarin dogrudan polimerize olarak {iiretimleri sonucunda elde
edilebilen ¢ok dnemli bir polimer sinifidir. Biyopolimerler; mantarlar, kabuklu canlilar
ve odun gibi dogal malzemelerden tiirevlendirilmektedirler. Ozellikleri geri
dontistiiriilebilir olmalar1, biyobozunur ve biyouyumlu olmalaridir. Yapilarinin dogal

olmasindan dolay1 antibakteriyel 6zellik gosterirler (Schiffman ve Schauer 2008).

1.2.1 KITIN ve KITOSAN

Seliilozdan sonra biyosferde yaygin olarak bulunan ikinci biyopolimer olan
kitin, yengeg, karides gibi kabuklu su iriinlerinin ana bilesenidir ve bdceklerin
iskeletleri ile mantarlarin hiicre duvarlarinda bulunmaktadir (Guang 2002). Kitinin

biyosferde bulundugu yerler Tablo 1°de listelenmistir.

Tablo 1: Kitinin biyosferdeki kaynaklar1 (Kirubagaran 2005)

Deniz Canlilar Bocekler Mikroorganizmalar
Halkal1 solucanlar Akrepler Yesil alg
Yumusakgalar Oriimcekler Kahverengi alg
Deniz omurgasizlari Kolsu ayaklilar Maya

Kabuklular Brachiopods Penicillium miselleri
Yengeg Karincalar Ascomydes

Karides Hamam bdocegi Chytridiaceae
Istakoz Arilar Blastocladiaceae




Kitinin bir¢ok tiirevi bulunmaktadir. Bunlar arasinda en ¢ok kullanilan1 ve en
onemli tlirevi kitosandir. Kitosan, 1811°de Henri Bracannot tarafindan kesfedilmistir.
1894 yilinda Hoppe-Seyler, kitini 180°C’de potasyum hidroksit igerisinde islemis
(deasetilasyon) “kitosan”1 elde etmistir (Guang 2002). 1977 yilinda Muzarelli kitin ve
kitosan hakkindaki ilk kapsamli yaymi yapmistir (Guang 2002, El-Tahlawy ve ark.
2005).

Kitosamin Kimyasal Yapisi ve Ozellikleri

Kitosanin deasetilasyon derecesi ve molekiiler agirligi, en Onemli
ozelliklerindendir ve oOzellikle deasetilasyon kosullarina ve elde edildigi kaynaga
(zaman, sicaklik, NaOH konsantrasyonu) bagl olarak degismektedir. Molekiil agirligi
(25-2000 KD) ve deasetilasyon derecesi (%40-98) iiretim kosullarina bagli olarak
degiskenlik gosterir (Cardoso 2012).

Kitosan; kitinin deasetile edilmesi sonucunda [-1,4-2-deoksi-2-aminoD-
glikopiranoz ve [-1,4-2-deoksi-2-asetamidoD-glikopiranoz birimlerinden olusan
linear bir polisakkarittir (Vernazza ve ark. 2005).

Kitosan, non-toksik, biyouyumlu ve biyobozunurdur. Seliilozdan farkli olarak,
amino polisakkaritler ilging¢ biyolojik, fizyolojik ve farmakolojik 6zellikler gosterir.
Yara iyilesmesinde, hemostatik aktivitede, immun yanit artirrminda, hipolipidemik
aktivitede, mukoadezyonda ve antimikrobiyal aktivitede dnemli uygulamalar1 vardir.
Kitosan ayn1 zamanda, gen aktariminda, hiicre ve doku kiiltiirii galigmalarinda destek
materyal olarak kullanilmaktadir (Kurita 2001, Kumar 2000).

Kitinin uygulamalar1 Kitosan ile kiyaslandiginda olduk¢a smirli oldugu
bilinmektedir. Bunun nedeni ise Kitin yapisal olarak seliiloza benzemesine ragmen
kimyasal olarak inert bir biyopolimerdir (Agnihotri ve ark. 2004). Coziintirligi
oldukga smirli  olan kitin ancak lityum kloriir, hegzafloro-2-propanol,
hegzafloroaseton ve dimetilasetamit gibi yiiksek toksik ozeligi olan ¢oziiciilerde
cozlinebilmektedir. Bu farklilik kitinin endiistriyel uygulamalarda kullanimini
kisitlamaktadir. Kitin ve kitosan arasindaki ayrim igin kriter, kitosanin seyreltik asit

igerisindeki ¢oziintirligidiir (Peter 1995).



Kitosanin kolestrol diisiiriicii etkiye sahip oldugu bilinmektedir. Polikatyonik
yapisi sayesinde (-) yikli lipidlerle etkilesime girerek kolestroli diistirdiigi
distiiniilmektedir. Kitosan bilinen herhangi bir yan etkisi bulunmamaktadir. Ciinkii
biyolojik olarak pargalanabilen Kitosan ¢evreye zarar vermez, toksik 6zelligi bulunmaz
ve viicut igerisinde tamamen zararsiz Uriinlere (amino sekeri) parcalanir (Berger ve
ark. 2004).

Kitosan ve tiirevleri, biyouyumlu ve biyopargalanabilir olmalarindan dolay1,
doku rejenerasyonunu hizlandirici Ozellikleri sayesinde kemik ve kikirdak
iyilesmesinde kullanilmaktadir (Kawakami ve ark. 1992, Muzarelli ve ark. 1994).
Ratlarda yapilan c¢alismalarda, eklem kikirdaginin iyilesmesi ve epifizel kikirdagin
biiylimesinin incelenmis ve kitosan ¢ozeltisi sican diz eklem bosluguna enjekte
edilmistir. Kitosanin, kikirdak kalinliginda olusan azalmayi biiyiik 6l¢iide yavaslatmis
ve eklem kikirdak kondrosit dansitesini de belirgin olarak arttirdigi gosterilmistir.
Kitosanin eklem igindeki fibroblast, fibrosit ve monositler ile fibréz dokunun
proliferasyonunu diizenledigi belirtilmektedir (Lu ve ark. 1999).

Kitosanin gidalarda antioksidan olarak kullanilabilecegi ileri siiriilmektedir. Bu
durum lipid oksidasyonunda prooksidan olarak rol oynayan demir ve bakir gibi metal
tyonlarini, pH<6,0 altindaki organik asit soliisyonunda ¢oziindiiriilen ve katyonik
polielektrolit 6zellik kazanan kitosanin baglamasi ile izah edilmektedir. Boylece
kitosanin gidalardaki oksidasyona neden olan metal iyonlarmi baglamasi lipid
oksidasyonunu engellemektedir (Kamil ve ark. 2002, Hammond 2004).

Yin ve ark. (2002) diisiik molekiil agirhigina sahip Kitosan olgosakkarit
(KOS)’in 0,5 mg/ml diizeyindeki konsantrasyonlarinda %80’den daha yiiksek
stiperoksit radikal tutucu fonksiyona sahip oldugunu belirtmislerdir. Molekiil
agirhiginin yanisira KOS’un %90 gibi yiiksek derecede deasetile edilmis seklinin
stiperoksit, karbon ve hidroksil merkezli radikal tutulumu igin daha kullanilabilir
oldugu ileri siiriilmektedir (Je ve ark. 2004).

Kitosan, dogada yaygin sekilde bulunmasi ve toksik 6zellikte olmamasindan
dolay1 derivatlarinin antioksidan olarak kullanilmasina olan ilgi giiniimiizde gitgide
artmaktadir (Sun ve ark. 2008). Kitosanin biyouyumluluk 6zelligi sayesinde,
antifungal, antibakteriyal ve antitumoral 6zellikleri siklikla arastirilmaktadir. Ayrica

hemostatik olmasi, agir metal, biyodegradasyon, yag ve protein absorbsiyonu gibi



ozellikleri sayesinde bir¢ok alanda yaygin kullanilmaktadir. Buna ilaveten giiniimiizde
en ¢ok kullanildigr alanlarmin basinda hiicre kiiltiirii, biyosensdr uygulamalari,

kontrollii ilag salimi, gida ve su aritim sistemleri yer almaktadir (Majeti ve Kumar

2000).

1.3  SINDIRIiM SiSTEMi

Besin, oral kavitede (agiz boslugu) yapilar ve tiikiiriik bezleri yardimiyla 6n
maserasyon, nemlendirme ve bolus olusumundan sonra hizli bir sekilde farinksten
0zofagusa gecer. Besin gastrointestinal kanaldan daha yavas gecer ve mideden ve ince
bagirsaklardan gegiste, sindirim, ¢oziiniie hale getirme ve emilim ile iliskili ana
degisiklikler meydana gelir. Absorbsiyon, esas olarak ince bagirsak duvarinda

gerceklesmektedir (Tanyolag 1999, Ross ve Pawlina 2014).

1.3.1 INCE BAGIRSAKLAR

Midede mekanik ve kimyasal olarak parc¢alanan besin maddelerinin en 6nemli
enzimatik degisimlere ugradigi yer bagirsaklardir. Karbonhidratlar ve proteinlerin
ilkel unsurlarina ayrilmasi bagirsaklarda gergeklesir. Polisakkaritler monosakkaritlere,
polipeptitlerde aminasitlere parcalanir. Ayn1 zamanda yaglarda bagirsaklarda yag
asitleri ve monogliseridlere doniistirler. Bagirsaklarda enzim faaliyetleri, 6zellikle
bagirsaklarin proksimal boliimlerinde olur. Yine bu bdliimlerde ilkel unsurlarina

ayrilan besin maddelerinin emilmesi s6z konusudur (Tanyolag 1999).

1.3.1.1 Iince Bagirsak Embriyolojisi ve Anatomisi

Bagirsaklar, embriyolojik gelisimin dordiincii haftanin basinda, embriyonun
bas ve kuyruk ile lateral yonde katlanmasiyla baglar. Endoderm ile doseli vitellus
kesesinin bir boliimiiniin embriyonun iginde kalarak tiip seklindeki ilkel bagirsak

kanalinin olusturmasiyla gelisir. Ilkel bagirsagin kraniyal kism1 én ve ara bdliimii,



orta-kaudal kismi ise arka bagirsak olarak isimlendirilir (Sadler 2005, Moore ve
Persaud 2002).

Sindirim kanalinin en uzun bdoliimii olan ince bagirsaklar, piloris’ten
baslayarak valva ileocaecalis’e kadar uzamr. sekum ve piloris arasindaki Ince
bagirsak; pelvis ve karin boslugunun alt ve orta kisminda kivrimlar seklinde bulunur.
Ince bagirsagin baslangi¢c kismindan bitis kismina dogru gidildikce ¢apr daralir. Ince
bagirsak, yaklasik olarak 6-8 m uzunlugundadir. Karin ve pelvis boslugunda kivrimlar

halinde bulunur (Hatiboglu 2003, Arinci ve Elhan 2006).

1.3.1.2 Ince Bagirsak Histolojisi

Ince bagirsaklar genel olarak sindirimin tamamlandig1 ve emilim olaylarinin
en ist diizeyde gergeklestigi yerdir (Yoriik 2016). Sindirim kanalinin en uzun
komponentidir ve {i¢ anatomic boliime ayrilir. Bu boliimler duodenum, jejenum ve
ileumdur olarak 3 boliime ayrilir (Ross ve Pawlina 2014). Histolojik olarak bu ii¢
boliimiin farkliliklar1 olmasina karsin ortak bir¢ok yapisal 6zellikleri vardir (Ross ve
Pawlina 2014, Yoriik 2016).

Duodenum ince bagirsagin birinci, en kisa ve en genis kismidir. Midenin
pilorsinde baslar ve duodenojejunal bileskede sonlanir (Ross ve Pawlina 2014).
Duodenum, mideden gelen kismen sindirilmis kimusun yaninda mideden pankreastan,
karacigerden ve safra kesesinden gelen, ayrica sindirim enzimlerini, enzim
prekiirsorlerini ve sindirim ile absrbsiyona yardimci olan diger iiriinleri igeren salgilari
alir. Duodenum 4 tabakadan olusur: Tunika mukoza ve alt kisimlari lamina epitelyalis,
lamina propriya, lamina muskularis, duodenum (Brunner) bezleri ile birlikte alt kisim
bag dokusu tabakasi olan Submukoza, icte sirkiiler dista longitidunal seyirli kas
tabakas1 Tunika Muskularis ve visseral periton tabakasi olan Tunika Serozadir (Ross

ve Pawlina 2014, Yoriik 2016).

Jejenum duodenojejunal bileskede baslar ve ince bagirsagin beste ikilik

kismini olusturur. Morfolojik ozellikleri ileuma benzemek {izere kademe kademe



degisir. Jejenum ince bagirsakta besinlerin emiliminin gergeklestigi asil kisimdir (Ross

ve Pawlina 2014).

fleum ince bagirsakta su ve elektrolitlerin geri emildigi bashica kisimdir.
Temelde jejenum ile aymi histolojik 6zelliklere sahiptir. Ancak ileumdaki villuslar
siklikla yaprak benzeridir ve lamina propriyadaki lenfoid doku, ileumun
antimezenterik tarafinda ¢ok sayida bulunan kiigiik ve biiyiik lenf nodiilleri halinde
organize olmugstur. Nodiiller Peyer plaklar1 olarak adlandirilan genis lenfoid doku

kiimelerini olusturmak {izere kaynasir (Ross ve Pawlina 2014).

Ince bagirsakta emilim yiizeyini genisletmek icin ¢esitli yiizey farklilasmalari;
dairesel katlantilar (Kerkring valfleri/valvulae conniventes, plika sirkularis), bagirsak
villuslar1 ve mikrovilluslar vardir. Ince bagirsak yiizeyini villuslar 10, mikrovilluslar
20, dairesel katlantilar 3 kat biiyiitiir. Hepsi birden yiizeyi 600 kat arttirarak 200 m?’lik
alan olustururlar (Erdogan ve ark. 1996, Junqueria ve ark. 1998, Gartner ve Hiatt
2001).

Dairesel katlantilar tunika mukoza ve submukozanin birlikte yaptig: sirkiiler,
spiral yada yarim ay seklinde katlanmalardir. Duodenum’un ilk 5 cm’lik boélimi
disinda ¢ok sayida ve uzun katlantilar gozlenir. Jejenum’da siktir ve iyi gelismislerdir
(Junqueria ve ark. 1998, Gartner ve Hiatt 2001, Gékmen 2003). Ileum’un orta
kisimlarina kadar olan béliime dogru sayilar giderek azalarak kiigiiliirler ve ileum’un
distal boliimiine gidildik¢e de kaybolurlar. Bagirsak villuslar1 damardan zengin kiigiik
parmak seklinde cikintilar (1 mm? de 40-50 adet) olur ve ince bagirsagin biitiin
yiizeyinde bulunurlar. Villuslar, duodenum ve jejeunumda ¢ok sayida yassi ve genis,
ileumda boliimiinde az sayida ve silindir sekillidir (Erdogan ve ark. 1996, Gartner ve
Hiatt 2001, Arinct ve Elhan2006).

Mikrovilluslar, bagirsak villuslarinin {izerini saran epitel hiicrelerinin apikal
yiiziindeki yiizeysel farklanmalardir. Bir kisim sitoplazmayla beraber hiicre zarinin
liimene dogru yaptigr parmagimsi ¢ikintilardir. Uzunluklari 1 pm; caplar ise 0,5
um’dir. yiizeylerinde glikokaliks oOrtiisii bulunur. Hiicre yiizeyine dik ve birbirlerine
kosut yerlesmislerdir ve esit boydadirlar. Bu nedenle c¢izgili kenar olarak

isimlendirilirler. Bagirsak ortii epitelinde 1mm? de yaklagik 3000-4000 adet
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mikrovillus bulunur (Erdogan ve ark. 1996, Gartner ve Hiatt 2001, Akay 2004, Ross
ve Pawlina 2014).

Glanduler mukoza 6zelliginde olan ince bagirsaklarin duvar yapisi lumenden
itibaren tunika mukoza, submukoza, tunika muskularis ve tunika seroza

katmanlarindan olusmaktadir (Ross ve Pawlina 2014).
Tunika mukoza

Alt katmanlar1 lamina epitelyalis, lamina propriya ve lamina muskularis olan
bu katmanin en karakteristik 6zelligi mukozal uzantilar olan villus intestinalislerdir.
Ince bagirsagin yiizey epiteli kendini her 5-6 giinde bir yenilemektedir. K&k hiicreler
mukozal bezlerin tabanina siirlandirilmistir ve hiicre replikasyon zonu bezin alt
yarisina siirlandirilmistir. Hiicreler villusun iizerine dogru go¢ ederler ve villusun
ucundan dokiiliirler. Tiim epitelyal hiicreler, absorbtif hiicreler, goblet hiicreleri,
enteroendokrin hiicreler ve Paneth hiicreleri ayn1 kok hiicre populasyonundan kdken
almaktadir. Enteroendokrin hiicreler digerlerine gore yavas go¢ ederler (Gartner ve

Hiatt 2001, Ross ve Pawlina 2014).

Lamina epitelyalis Cizgili tek kathi yiiksek prizmatik hiicrelerden olusmaktadir.
Bagirsagin tunika mukozasinin epitel hiicreleri, absorbtif hiicreler (enterositler) ve bu
hiicrelerin arasinda bulunan enteroendokrin hiicreler, Goblet hiicreleri, M-hiicreleri,
kok hiicreler, ve Paneth hiicreleri olmak iizere 6 tiir hiicre vardir (Erdogan ve ark. 1996,

Ross ve Pawlina 2014).
Bu hiicrelerin kisaca gorevleri soyledir;

Enterositler, epiteldeki hiicrelerin ¢ogunlugunu olusturan primaztik sekilli ve
cekirdekleri bazalde yerlesik, primer fonksiyonlar1 absorbsiyon olan hiicrelerdir.
Enterositler ayni zamanda son sindirim ve absorbsiyonun yaninda, suyun ve
elektrolitlerin salgilanmasi igin gerekli enzimleri iireten salgilayici hiicrelerdir (R0Ss

ve Pawlina 2014).

Goblet hiicreleri, uniseliiler (tek hiicreli) miisin salgilayan endoepitelyal
bezlerdir. Sayilar1 duodenumdan Ileuma gidildikgce artar (Junqueria ve ark. 1998, Ross
ve Pawlina 2014).
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Enteroendokrin hiicreler, ¢esitli parakrin ve endokrin hormonlari iretirler.
Bagirsak bezlerinin bazalinde bulunurlar. Sayilar1 duodenumdan ileuma gidildikge
azalir. Enteroendokrin hiicreler, sitoplazmanin bazal kisminda yerlesmis olan ince
graniilli ve bu graniil yapilamnin iist kistmlarinda yer alan ¢ekirdekleri ile epitel

hiicrelerinden ayrilirlar (Ross ve Pawlina 2014).

M hiicreleri (mikrokatlant1 hiicreleri), lamina propriyadaki genislemis lenf
nodiillerini kaplayan modifiye enterositlerdir. Bagirsak liimeninden lamina propriaya
antijenleri tasiyan ve bu boliimde fagositoz yapan Ozellesmis epitel hiicreleridir

(Junqueria ve ark. 1998, Ross ve Pawlina 2014).

Paneth hiicreleri, ana fonksiyonlar1 antimicrobial maddeler salgilayarak dogal
mukozal bagisiklig1 siirdiirmektir (Erdogan ve ark. 1998, Ross ve Pawlina 2014).
Bagirsak bezlerinin tabaninda yerlesiktirler. Sayilarinin artmasi patolojik olgu

gostergesidir. (Ross ve Pawlina 2014).

Lamina propriya: Epitelin altindaki gevsek bag dokusu katidir. Epitelin altinda
baslayarak lamina muskularis mukozaya kadar uzanir. Damar aglarindan ve retikiiler
liflerden zengindir. Lamina propriya’da; epitelin altindaki bag dokusuna dogru yapmis
oldugu girintilerden olusan bagirsak bezleri (Lieberkiihn bezleri-kriptler) bulunur.
Burada ayrica lenfatik aga yonelen kér sonlu lenf damarlar (lakteal) bulunur. Ileum
lamina propria’sinda diger bolimlerden farkli olarak Peyer plaklar (folliculi
lymphatici agregati) goriiliir (Erdogan ve ark. 1996, Junqueria ve ark. 1998,
Eroschenko 2001).

Lamina muskularis: ince, diiz kas hiicreleri tabakasindan olusmaktadir. Villuslarin

lamina propriyasina diiz kas hiicre kordonlart uzanir (Junqueria ve ark. 1998).
Submukoza

Siki bag dokusundan ve adipoz hiicreleri igeren alanlardan olusmaktadir (Ross
ve Pawlina 2014). Elastik liflerden zengin diizensiz siki bag dokusudur. Iginde biiyiik
kan ve lenf damarlar ile sinirler; yer yer de yag doku kiimeleri bulunur. Epitel
tabakasinin yakininda ve diiz kas tabakasi i¢inde bulunan sinir sonlanmalarindan,

bagirsak iceriginin bilesimine ve bagirsak duvarinin genisleme derecesiyle ilgili
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uyarilar1 alan noron gruplarindan olusan submukozal pleksus’u (Meissner) igerir.
Duodenum’a 6zgii olarak bu katmanda 6zel bezler (glandula submucosae, Brunner
bezleri) bulunur (Erdogan ve ark. 1996, Junqueria ve ark. 1998, Gartner ve Hiatt 2001,
Eroschenko 2001).

Tunika Muskularis

Icte sirkiiler olarak diizenlenmis kas hiicreleri, dista longitudinal olarak
diizenlenmis diiz kas hiicreleri tabakasindan olusur. ki kas tabakasi arasinda
miyenterik pleksusun (Auerbach pleksusu) ana komponentleri bulunur. ince
bagirsakta iki tip miiskiiler kontraksiyon ger¢eklesir. Segmentasyon kasilmasi igerigin
hem proksimale hemde distale dogru yer degistirmesini saglar. Bu tip kasilmada
primer olarak sirkiiler kas tabakasi gorev alir. Ikinci tip kasilma olan peristalsiste ise
hem sirkiiler kas tabakasi hem de longitudinal kas tabakalarinin koordine hareketleri

ile gergeklesir ve intestinal icerigi distale dogru hareket ettirir (Ross ve Pawlina 2014).
Tunika Seroza

Duodenum’un ikinci ve iigiincii kisimlari disinda Ince bagirsaklar periton ile
sarilmislardir. Tunika seroza tek katli yas1 mezotel hiicreleri ve altindaki ince gevsek
bag dokusu tabakasi olan tela submukoza’dan olusur. Bag dokusunda kan ve lenf
damarlar: ve damarlar yakininda mast hiicreleri igerir (Erdogan ve ark. 1996, Gartner

ve Hiatt 2001, Kierszenbaum 2006).

1.4  PROLIFERATIF HUCRE NUKLEER ANTIJENI (PCNA)

Proliferatif hiicre niikleer antijeni (PCNA) baslangicta siklin hiicrelerinde
yiiksek seviyelerde eksprese oldugu tespit edildigi i¢in bir siklin olarak tanimlanmustir.
PCNA ekspresyonu hiicre dongiisiinde, G1 fazinin son %5'i ve S-fazinin ilk %35'i
sirasinda meydana gelmektedir (Kelman 1997, Paunesku ve ark. 2001). Bundan dolay1
hiicrede bulunan PCNA seviyesi, prolifere hiicrelerin ayirt edilmesinde bir belirteg
olarak kullanilmaktadir (Foley ve ark. 1991, Ozaydm 2009). PCNA, DNA’y1
cevreleyerek yiiziik benzeri bir yap1 olusturur ve hiicrede bulunan yuvarlak yapili
(ring-shaped) tek proteindir (Kelman 1997, Avunduk ve ark. 2000). PCNA, hiicrelerde
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DNA sentezini katalize eder ve DNA tamiriyle gorevli olan DNA-polimeraz
enzimlerinin kofaktorii olarak gorev yapar (Kelman, 1997).

Cesitli siklin genlerinin sekanslar1 incelendiginde, PCNA'nin proliferasyon igin
gerekli olmasina ragmen ne yapisal olarak ne de evrimsel olarak siklin proteinleri ile
iligkili olmadig1, bu nedenle proliferatif hiicre niikleer antijeni ekspresyon modelinden
esinlenilen isim kullanilmaktadir (Krishna ve ark. 1994). Cekirdekte gorevli olan
PCNA’nin hiicre c¢ogalmasindaki rolii kismen anlasilmis olmasina karsin,
sitoplazmada goérev yapan PCNA’nin fonksiyonu heniiz yeterince anlasilmamistir
(Karahan ve ark. 2008). Ayrica PCNA’nin DNA sentezindeki direkt etkileri oldugu
bilinmesine ragmen tiim etkileri heniiz net olarak bilinmemektedir (Matsumoto ve ark.
1987). PCNA, hiicrenin ana DNA replikasyonu ve tamir mekanizmalarinda yer alan
halka benzeri bir proteindir. DNA polimerazlarin kayan kiskaci roliindeki PCNA, hem
Okaryotlarin hem de prokaryotlarin benzer islelere sahiptir ve dkaryotik filogenetik
agac boyunca benzer islevleri korur (Krishna ve ark. 1994). PCNA, DNA replikasyonu
icin hayati bir enzim olan 36.000 molekiiler agirlikli bir DNA polimeraz delta yardime1
proteinidir. Aminoasit sayis1 261 olan PCNA, hem bitki hem de hayvan hiicrelerinde
bulunmaktadir (Foley ve ark. 1991, Essers ve ark. 2005). PCNA, 1985'teki kesfinden
itibaren yogun olarak galisilmis, ancak birgok islevi ve ¢esitli ekspresyon kaliplari,
PCNA ile iliskili her yolu kesfetmeyi zorlagtirmistir (Paunesku ve ark. 2001).

PCNA proteini, hiicrelerin hem yasaminda hemde 6liimii sirasinda {i¢ gesit
isleve sahiptir. DNA replikasyonu ile mesgul olmadiginda, PCNA (en sik olarak
p53'iin kontrolii altinda), hiicrenin zarar gordiigii durumlarda DNA hasar1 durdurma
ve onarima gonderme, ya da hiicrenin tamiri mimkiin olmadiginda, hiicrelerin
apoptozuna ugramalarina neden olmaktadir (Paunesku ve ark. 2001). Ayrica
PCNA’nin hiicre bolinmesinde rol alan diger proteinleri koordine etme ve onlarin
gorevlerini diizenleme fonksiyonlar1 bulunmaktadir (Maga ve Hubscher 2003).

Immiinohistokimyasal ydntemlerle yapilan boyamalarda diisiik diizeyde
sitoplazmada ve yiiksek oranda g¢ekirdekte lokalize oldugu tespit edilen PCNA’nin,
osteosarkoma ve lenfoma hiicrelerinde, yiiksek oranda farklilasma yetenegi bulunan
fotal hiicrelerde ve plasentadaki sitotrofoblastlarda bulundugu bildirilmektedir
(Karahan ve ark 2008). PCNA’nin bir hiicrede yasam veya 6limden sorumlu olan

temel molekiillerden biri oldugu diistiniilmektedir (Paunesku ve ark. 2001).
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1.5  PEPTIT-YY (PYY)

PYY, giicli bir santral oreksijenik hormon olan noropeptid Y (NPY) ve
pankreatik endokrin hiicrelerinden salinan pankreatik polipeptid, peptidlerin
polipeptid kivrim ailesine aittir. PY'Y, NPY ve polipeptidin amino asit dizinlerinde
onemli 6l¢iide homoloji bulunmaktadir ve bu yapilar, polipeptid kivrim olarak bilinen,
U seklinde tersiyer bir yapiya sahip olma seklinde ortak bir 6zellik gosterirler
(Tatemoto ve ark. 1982, Conlon 2002). PYY, dokularda ve dolagimda iki sekilde
bulunur; PYY1.35 ve PYY3.3s (Ekblad ve Sundler 2002). PYYY distal ince bagirsak ve

kolonun enteroendokrin L hiicrelerinde salinir (Huda ve ark. 2006).

Insanlarda PYY, gastrointestinal sistem boyunca yerlesmis endokrin L
hiicrelerinde bulunur; en ¢ok ifade edildigi yerlerin basinda rektum gelir; bunu ileum
ve kolon izler (Adrian ve ark. 1985). Salinimi intraluminal besin maddeleri, glikoz,
safra asitleri, lipidler, kisa zincirli yag asitleri ve amino asitlerce uyarilir. Salinimi ayni
zamanda diger bagirsak peptidlerince de modiile edilir: vazoaktif intestinal peptid
(VIP), kolesistokinin (CCK), gastrin ve glukagon-like peptide 1 (GLP-1) (Ballantyne
2006).

PYY sadece mukozada bulunur ve igerigi proksimalden distal gastrointestinal
kanala dogru artar. Sigmoid kolonda midedekinden 400 kat daha ¢ok mukozada
bulunur (Adrian ve ark. 1985, Ferri ve ark. 1988). Salinip DPP-IV ile metabolize
olunca PYY (3-36) kan-beyin bariyerini gecer ve hipotalamusun arkuat niikkleusunda
noropeptid Y (NPY) noronlarindaki Y2 reseptorlerine baglanir ve burada komsu
proopiomelanokortin (POMC) noronlar1 iizerindeki tonik inhibisyonu kaldirarak

tokluga neden olur (Batterham ve ark. 2002).

PYY’nin intraserebroventrikiiler uygulanmasi ratlarda gida alimini artirir
(Stanley ve ark. 1985, Clark ve ark. 1987). Ratlarda dordiincii ventrikiile PYY
infiizyonu artmis gida alimi ile sonuclanir ve etki, i¢lincli ventrikiil ve lateral
ventrikiile PYY inflizyonlar ile gozlenene benzer (Corp ve ark. 2001). PYY direkt
olarak ratlarin hipotalamik arkuat niikleusuna enjekte edildiginde NPY yi azaltir ve

POMC’yi artirir ve azalmis gida alimina yol acar (Broberger 2005). PY'Ynin santral
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uygulanmasi azalmig pankreatik sekresyon ve gecikmis gastrik bosalmaya da neden
olur. Ratlarda beyinkokiiniin postrema alanina direkt inflizyon CCK’e bagli pankreatik
salgiy1 inhibe eder (Deng ve ark. 2001). PYY ve diger Y2 reseptor agonistleri beynin
arka tarafindaki dorsal vagal komplekse enjekte edildiginde tiroid releasing hormone
(TRH) stimulasyonuna bagli gastrik bosalmada azalma ile sonuglanir (Chen ve ark.
1997).

16 KOLESISTOKININ (CCK)

Mide, ince bagirsak, kalin bagirsak ve pankreas gibi sindirim organlarinda
bulunan endokrin hiicrelerden bir dizi hormon iiretilir. Salgilanan bu hormonlarin
bazilar1 sindirim kanali duvarinda, karacigerde ve pankreastaki salgi hiicreleri lizerine
etki gosterirken, bir kismi sindirim kanalindaki diiz kas hiicreleri iizerinde etkilerini
gosterirler (Koeppen ve Stanton 2009). CCK, duodenumdaki endokrin hiicreler

tarafindan lipid ve polipeptidlerin varliginda salgilanan bir hormondur (Liman 2010).

Kolesistokinin (CCK) peptid hormonlarin ‘bagirsak-beyin’ ailesinin bir
tiyesidir. Duodenum, jejunum, proksimal ileum mukozasinda lokalize enteroendokrin
hiicrelerden (I hiicreler) ve miyenterik pleksus ile beyindeki 6zellesmis noronlardan
da salinir. CCK, bagirsak ve beyinde bircok regiilator fonksiyonlar gosterir.
Gastrointestinal sistemde CCK; gastrik bosalma ve distansiyon, safra kesesi
kontraksiyonu, pankreatik sekresyon ve intestinal motiliteyle iliskilidir (Liddle
1997,2003). CCK, sekretin ve gastrin ile birlikte klasik ii¢lii bagirsak hormonlari
olarak adlandirilirlar (Rehfeld 2004). Sindirim sisteminde bagirsaklardan salgilanan
hormon ve peptidlerin yapis1 homolog iki aileden olusur. ilk grup gastrin ve CCK,
ikinci grup VIP, GIP ve sekretindir (Johnson 1991). Gastrin ve CCK karboksi
terminalinde ortak bes aminoasit dizisine sahiptirler. Ortak olarak sahip olduklar1 bu
karboksi terminali sayesinde benzer etki gdstermektedirler ve bu 6zelliklerinden

dolay1 bu iki hormona kardes hormonlarda denilmektedir (Johnson 1991, Cummings
2007).
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Gastrointestinal sistem igerisinde CCK, hem salgisal hemde noral dokularda
bulunur. Ozellikle duodenal ve jejunal mukozalarda lokalize olan enteroendokrin
hiicrelerden yiiksek konsantrasyonlarda salgilanir (Buchan ve ark. 1978). Bunun yam
sira CCK, enterik sinirlerde de bulunmaktadir. CCK igeren noéronlarin en bol
bulundugu bolgeler kolon ve ileumdur (Larsson ve Rehfeld 1989). CCK igeren
noronlar mezenterik ve submukozal pleksuslarin yani sira dairesel kaslarda da bulunur

(Moran ve Kinzig 2004).

CCK daha onceleri safra kesesi kasilmasinin, pankreas enziminin
salgilanmasinin, pankreas bezinin biliyiimesinin ve bagirsak hareketliliginin
kontroliinden sorumlu olan gastrointestinal hormon olarak kabul edilmekteydi ve
pankreozymin olarak adalandirildi. Daha sonra ilk belirtilen etkisi safra kesesi lizerine
oldugundan bu hormona Kolesistokinin adi verildi (Liddle ve ark. 1985, Morisset
2005).

CCK’nin birgok molekiiler formu bulunmaktadir. Canli tiirlerinde kanda,
bagirsaklarda ve beyinde CCK’nin aktif formlart CCK-58, CCK-33 ve CCK-8 aktif

bulunan formlaridir (Reeve ve ark. 1994).

CCK birgok fonksiyonunu, hedef organlarda yerlesmis G-birlesik CCK
reseptorlerine baglanarak gosterir. Simdiye kadar iki farkli reseptor tanimlandi: CCK-
1 ve CCK-2 (daha dnceden sirasiyla CCK-A ve CCK-B diye biliniyorlard1). CCK-1
reseptorleri baslica gastrointestinal kanalda, myenterik pleksus ve vagal afferentlerde
bulunur. CCK-A reseptorii safra kesesi kontraksiyonu, pankreatik enzim sekresyonu,
gastrik bosalmayr ve beslenmeyi inhibe etme ve dopamine etkilerini gliclendirme
tizerine fonksiyonlar1 vardir (Kachur ve ark. 1991, Jacqueline ve ark. 1994). CCK-2
reseptorleri agirlikli olarak beyinde eksprese edilir. CCK-1, sulfatlanmis CCK’y1
baglamak i¢in oldukca spesifiktir, CCK-2 gastrin ve CCK’y1 esit afiniteyle baglar
(Smith ve ark. 2002).



17

1.7 DIYABETES MELLITUS - KIiTOSAN OLIGOSAKKARIT -
INCE BAGIRSAK

Diyabetli hastalarda gastrointestinal semptomlar olan diyabetik enteropati
(DE), diyare, diski inkontinansi, kabizlik, dispepsi, bulanti ve kusma veya bu
semptomlarin bir kombinasyonu seklinde kendini gosterir ve diyabetli hasta
popiilasyonunun %75’inde goriiliir. DE genellikle diger diyabetic komplikasyonlarin
olusumunda ortaya ¢ikar (Bytzer ve ark. 2001, D’ Addio ve Fiorina 2016).

Diyabet organizmalarda serbest radikal ve plazma yag asidi diizeyini artisa,
antioksidan diizeyinde de azalmaya neden olarak endotel hiicrelerde hasara yol
acabilmektedir. Bozulmus glikoz, lipid ve antioksidan seviyelerinin iyilestirilmesi ile
diyabete bagli komplikasyonlarin engellenmesinde faydali olabilecegi yoniindeki
gelismeler dikkate alindiginda KOS’un bu yonden dolayli olarak etki edebilecegi
diistiniilmektedir (Lee ve ark. 2003). Bununla ilgili Miura ve ark. (1995) yaptiklar
caligmalarinda, polimerik kitosanin neonatal diyabetik farelerde kan glikoz ve lipid
diizeyini diisiiriicii etkisinin oldugunu bildirmislerdir.

Kim ve ark. (2009)’nin yaptiklar1 STZ ile olusturulmus diyabetik ratlarda
kitosan oligosakkaritin (KOS) uzun donemli etkilerini arastirdiklar1 ¢aligmalarinda,
KOS’un B hiicrelerinin proliferasyonunu ve adaciklarin neogenezisini hizlandirdigini
ve diyabetik sigcanlarda insiilin ile immuno-isaretleme gosteren hiicrelerde insiilin
sekresyonunun arttifin1  belirtmislerdir. Bu sonuglar 1s18inda  KOS’un glikoz
metabolizmasinin diizenlenmesinde 6nemli bir rol oynayabilecegini belirtmislerdir.
Ayrica pankreatik B hiicrelerinin yenilenmesi sinirli bir potansiyele sahip oldugu i¢in
KOS ile tedavinin énemli olabilecegi belirtilmistir (Kim ve ark. 2009, Liu ve ark.
2007). Lee ve ark. (2003)’nin STZ kullanarak yapay olarak olusturduklari diyabetli
ratlara %0.3 KOS’u dort hafta boyunca uygulamiglar ve deney sonucunda KOS
uygulanan diyabetik ratlarda kontrol grubuna gore aghk glikoz diizeyinin %19
azaldigini, glikoz toleransinin 6nemli diizeyde arttigin1 ve serum tokluk-triglisert
diizeylerinin %49 azaldigini belirtmislerdir.

Sonug olarak arastirmacilar, KOS un diyabet olusturulan ratlarda trigliseriti
azaltici, glikoz toleransini ve insiilin sekresyonunu yiikseltici etkilerinin oldugunu ve

buna ek olarak mitokondriyalardaki vakuollesme ve miyofibrillerdeki ayrilma ile
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dejenerasyona ugrama gibi diyabetik kardiyomiyopati olgularini azaltabilecegini
vurgulayarak KOS’un antidiyabetik ajan olarak faydali olabilecegini belirtmislerdir
(Kondo ve ark. 2000, Lee ve ark. 2003).

Kitosan kullaniminin ince bagirsak dokusu duodenumunda villus boyunu
uzattigini belirten ¢alismalar vardir (Xu ve ark. 2013, Wan ve ark. 2017, Hu ve ark.
2018). Aymi zamanda kitosanin bagirsak biiyiime performansini, bagirsak
morfolojisini, bagirsak epitel hiicrelerindeki bariyer fonksiyonlarini, bagirsak sitokin
ekspresyonlarini ve antioksidan sistemlerini etkiledigi bilinmektedir (Hu ve ark. 2018)

Pankreasta gelisen degisimlerle birlikte kendini gosterebilen diyabetes mellitus
gibi, diyabet olusumunda pankreas dokusunda olusturdugu zararli etkileri
bulunmaktadir (Bjelakovic ve ark. 2005). Buna ek olarak diyabetes mellitus’un biitiin
doku, organ ve sistemleri etkileyebildigi gibi gastrointestinal sistem organlarini da
etkiledigi disiiniilmektedir. Diyabetli hastalarda gastrointestinal sistem hastaliklarina
oldukga sik rastlanmaktadir (Zhao ve ark. 2003, Bjelakovic ve ark. 2005, Bragg 2008).
Diyabet sikayeti ile kilinigine basvuran hastalarin %751 ciddi bir sekilde
gastrointestinal problemler yasadiklarini belirtmektedirler (Zhao ve ark. 2003).

Wolosin ve Edelman (2000), oral kaviteden baslayip (6zofagus, mide, ince ve
kalin bagisaklar) anorektal bolgeye kadar olan biitiin gastrointestinal sistemin de
diyabetten etkilendigini bildirmiglerdir. Bundan dolay: diyabetli hastalarda goriilen
gastrointestinal semptomlar kompleks bir yap1 olusturur. Bu sikayetler arasinda refli,
disfaji, erken doyma, kusma, abdominal agri, bulanti, kabizlik veya ishal diyabetli
hastalarda sik rastlanilanlaridir (Zhao ve ark. 2003). Biitiin gastrointesitinal sistem
dokularinin (6zefagus, mide, ince bagirsaklar, kalin bagirsaklar, pankreas, karaciger,
safra kesesi) DM’den etkilendigi kabul edilmektedir (Bjelakovic ve ark. 2005).

Diyabet ve komplikasyonlari gastrointestinal sistem hastaliklar1 ile heniiz
iliskilendirilemedigi i¢in bir¢cok diyabetli hastanin gastrointestinal sikayetlerine tani
koyulamadigi igin tedavi edilemedigi bildirilmektedir (Bragg 2008).

DM’li hastalarda gozlemlenen bagirsak sorunlarimin ana nedeni DE sisteminde
bulunan sinir hiicrelerinin (néronlarin) disfonksiyonu seklinde tanimlanmakta ve
enterik noropati olarak adlandirilmaktadir (Bjelakovic ve ark. 2005, Bragg 2008). Bu
sekilde istemsiz ya da otonomik olarak isimlendirilebilecek néropati, intestinal

motiliteyi ve fonksiyonlarinin inhibisyonunu etkileyebilir. Dolayisiyla da gelisen bu
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noropati, intestinal sistem fonksiyonlarinda yavaslama ya da hizlanma olusturarak
karmasik semptomlar seklinde hastalarda ortaya ¢ikmaktadir. ince bagirsakdaki igerik
gecisi sirasindaki motilitede olusan bozukluk sebebi ile bagisak hareketliliginin
yavaslamasi sonucunda, igerikte abdominal agriya ve diyareye neden olan bakteri
artis1 gozlenmektedir (Wolosin ve Edelman 2000). Diyabetik hastalarda genellikle
mide rahatsizliklar1 asemptomatik seyrederken bunun aksine ince bagirsak dokusunda
meydana gelen rahatsizliklar semptomatik bir sekilde kendini gosterir ve bu durum
hastalarda diger durumlardan daha fazla rahatsizlik verici hale gelmektedir. Ince
bagirsak dokusunda meydana gelen bu rahatsizliklarin  baslicalart  diyare,
malabsorpsiyon olarak gosterilmektedir (Bjelakovic ve ark. 2005).
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2. MATERYAL VE YONTEM
2.1. MATERYAL

2.1.1. Deney Hayvanlarinin Temini

Deney hayvanlar1 Atatiirk Universitesi Tibbi Deneysel Uygulama ve Arastirma
Merkezi, Erzurum’dan 30 adet erkek Spraque Dawley rat temin edilmistir. Deneyde
ratlarda yapilan uygulamalar i¢in Kafkas Universitesi Veteriner Fakiiltesi KAU-
HADYEK/2017-085 kodlu Etik Kurulu onayi alindi. 30 adet yeni nesil erkek Spraque
Dawley rat (ortalama 8-12 haftalik) 1 hafta boyunca standart rat yemi (Erzurum
Bayramoglu Yem Fabrikas1 A.S’den temin edilen) ile beslendi ve su alim1 serbest
birakildi. Deney hayvanlar1 gruplara ayrilarak standart rat kafeslerinde, 22+2°C 1s1 ve
%150+5 nem oran1 olan ve 12 saat 1s1k ile 12 saat karanlik olan standart bir ortamda

tutuldu.

2.2. METOT

Deney hayvanlari1 6’sarli olmak iizere 5 gruba ayrilmistir.

Kontrol grubu n:6

Sham grubu n:6

Diyabet grubu n:6

Kitosan oligosakkarit grubu (KOS) n:6

Diyabet + KOS n:6

Calismada yapilacak olan uygulamalar ratlarin 1 haftalik ortama uyum
saglamasinin ardindan diyabet olustugu teyit edildigi giin 0. giin kabul edilerek 3., 7.

ve 14. glinlerde yapilmistir.

2.2.1. Gruplara Yapilan Uygulamalar

Kontrol grubu

Kontrol grubuna 14 giinliikk siire¢ igerisinde herhangi bir uygulama
yapilmamustir.

Sham grubu

Sham grubundaki ratlara sitrat tamponu (pH 4.5’deki 0.1 M) intraperitoneal
olarak enjekte edilmistir. Diyabet olusumu saglanmasindan itibaren sham grubuna

KOS grubu ile ayn1 anda 14 giin boyunca oral gavaj ile su verilmistir.
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Diyabet grubu

Diyabet grubunda bulunan ratlara deneysel olarak diyabet olustumak igin
kullanilan streptozotosin (STZ) (Sigma S0130-100 MG) soguk zincir sartlarinda temin
edildi. -20 °C’ de muhafaza edildi.

Diyabet grubuna 8 saat aglik sonrasi sitrat tamponu (pH 4,5 de 0.1M ) igerisinde
eritilen streptozotosinden (STZ), her hayvana 50 mg/kg olacak sekilde tek doz canli
agirhiklarina gore ayarlanarak intraperitoneal (i.p) uygulandi (Ar’Rajab ve Ahren
1993). Denekler enjeksiyon uygulamasindan 4 saat sonra standart rat yemi ve igme
suyu ile beslendi. Diyabet grubuna STZ uygulamasindan 72 saat sonra 8 saatlik aglik
sonrasi ratlardan alinan kanda glukometre (Accu- Chek- Go, Roche) ile dlgiilerek 250
mg/dI’nin tizerinde kan glikoz diizeyi olanlar diyabetli olarak kabul edildi (Kanitkar
ve Bhonde 2004).

KOS grubu

Diyabet olusumu teyit edildigi giinden itibaren KOS grubundaki ratlara 14 giin
boyunca 500 mg/kg oraninda kitosan oligosakkarit distile su ile ¢ozdiiriilerek oral
gavaj ile verilmistir (Ju ve ark. 2010).

Diyabet + KOS grubu

Grupta bulunan ratlara 6nce diyabet grubu ile birlikte sitrat tamponu STZ, her
hayvana 50 mg/kg olacak sekilde tek doz canli agirliklarina gore ayarlanarak
intraperitoneal (i.p) olarak uygulanmistir. Diyabet olusumu teyit edildikten 72 saat
sonra KOS grubu ile birlikte 500 mg/kg oraninda kitosan oligosakkarit 14 giin boyunca

oral gavaj ile verilmistir.

2.2.2. Canh Agirhik Olgiimii

Ratlarin canli agirliklari, STZ enjeksiyonu yapildigi giinden kesim giiniine
kadar, 0., 3., 7. ve 14. giinlerde 8 saatlik aglik sonras1 hassas dijital terazi (Precisa-
XB220A) ile tartild1.

2.2.3. Kan-Glikoz Degerlerinin Ol¢iimii
Ratlarin kan-glikoz degerleri 8 saatlik aclik sonrasi 0., 3, 7. ve 14. giinlerde
Olctildii. Kullanilan STZ uygulamasindan 72 saat sonra 8 saat ac¢ birakilan ratlarin

kuyruk ug¢larindan alinan kanda el glukometresi (Accu- Chek- Go, Roche) kullanilarak
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kan- glikoz degerleri olgiildii. Kan glikoz degeri 250 mg/dl ve iizerinde olanlar
diyabetli kabul edildi.

2.2.4. Dokularin Alinmasi ve Preparasyon Asamasi

14 giinliik deney asamas1 tamamlandiktan sonra eter anestezisi altinda ratlara
servikal dislokasyon uygulanarak bagirsak dokular1 alindi. Daha sonra ince bagisak
kisimlar1 duodenum, jejenum ve ileum ayrt ayr1 %10’luk formaldehit soliisyonuna
alindi. Ardindan dokular rutin histolojik islemlerden (takip, parafine gomme)
gecirilerek kesit alinmak iizere hazirlandi. Biitiin gruplarin duodenum, jejenum ve

ileum olmak {izere her birinden Sum kalinliginda kesitler alindi.

2.2.5. Histokimyasal inceleme

Histolojik incelemeler i¢in alinan kesitlere Crossman tiglii boyamasi (triple
boyama), Periodic Acid Schiff (PAS) ve Hematoksilen&Eosin (H&E) boyamalari
uygulandi. Hazirlanan preparatlar 151k mikroskobunda (Olympus Bx51, Japan)
histolojik ve histopatolojik bulgular degerlendirilerek gerekli goriilen olgular

fotograflandirildu.

2.2.6. Immunohistokimyasal inceleme

PCNA, PYY ve CCKAR antikorlarmin ince bagirsak dokusundaki
immunolokalizasyonunu incelemek igin Avidin-Biotin-Peroksidaz kompleks (ABC)
teknigi (Hsu 1981) uygulandi. Kesitler deparafinizasyon ve rehidrasyon islemlerinden
gecirilerek fosfat buffer soliisyonunda (Fosfat buffer salin (PBS)) calkalandiktan sonra
endojen peroksidaz aktivitesinin inhibe edilmesi i¢in %3’liikk H202’de (0.1 M’lik
PBS’de hazirlanmig) 10 dakika inkiibe edildi. PBS ile yikandiktan sonra (3x5 dk)
antijenleri agiga ¢ikarmak igin 10 dk mikrodalgada 1s1 (800 watt) uygulandi. Tekrar
PBS ile yikandiktan sonra (3x5 dk) spesifik olmayan baglanmalar1 engellemek icin
kesitler, 10 dakika siireyle UV Blok serumda (%10) inkiibe edildi. Kesitler oda
sicakliginda anti-PCNA antibody (ab18197, Rabbit Polyclonal) (1:500), PYY
antibody (ab131246, Rabbit Polyclonal) (1:400) ve CCK-AR Antibody (sc514303,
Mouse Monoclonal) (1:400) ile 1’er saat inkiibasyona birakildi.
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Primer antikor uygulamasi sonrasi PBS ile yikamanin ardindan kesitler iizerine
sekunder antikor (Biontinylated Goat Anti-Rabbit (Lab. Vision, 510.991.2800)) ilave
edilerek 30dk oda 1si1sinda bekletildi. Fosfat buffer salinde yikanan (3x5 dk) kesitlere
streptavidin horse radish peroksidaz ilave edilerek oda 15 dk tutuldu. Tekrar PBS ile
yikanan (3x5 dk) kesitlere bu defa kromojen uygulamasi i¢in Diaminobenzidin-
hidrojen peroksidaz (DAB- H202) teknigi (Shu, S. 1988) kullanildi. Kesitlere
kromojen soliisyonu eklendikten immunoreaktivitenin olma durumuna gore reaksiyon
distile su ile durduruldu. Cekirdek boyamasi i¢in hematoksilen kullanildi. Ardindan
rutin islemlerden (dehidrasyon, saydamlastirma) gegirilen kesitler preparart haline
getirilerek 151k mikroskobunda (Olympus Bx51, Japan) incelendi. Dokulardaki PCNA,
PYY ve CCKAR immunreaktivitesi, reaksiyon yogunlugunun derecesine (+++, ++, +)
gore, gruplar arasinda karsilastirilarak belirlendi (Okihiro ve Hinton 2000).
Hazirlanan preparatlara PCNA, PYY ve CCKAR immunoreaktivitesinin
spesifik oldugunu belirlemek amaciyla, primer antikor ilave etmeden boyama

prosediirii uygulanarak negatif kontrol preparatlar1 degerlendirildi.

2.2.7. Histometrik Verilerin Toplanmasi

2.2.7.1. Villus Uzunlugu (VU)-Villus Genisligi Olciimii (VG)

Duodenum, jejenum ve ileum kesitlerinden, kesit alma ve boyama islemleri
sirasinda zarar gérmemis, iyl durumda bulunan her bir hayvan dokusundan 10’ar adet
villus se¢ildi. Villus uzunlugu 6l¢iimii, villuslarin lumene bakan apikal uglarindan
bazalde villus — kripta birlesim yerine kadar olan mesafeyi ifade etmektedir (Ekinci ve
ark. 2004). Her bir hayvandan 10’ar adet olmak kosulu ile ince bagirsagin 3 boliimii
icin bir bolimde 300 adet olacak sekilde toplamda 900 adet villus uzunlugu
dlgiilmiistiir. Iyi yapida bulunan bu villuslarin orta kismma denk gelen alan villus
genisligini ifade etmektedir. Tiim doku ve gruplarda toplam 900 adet villus genisligi
Ol¢iilmiistiir (Ekinci ve ark. 2004). Tim olgiimler Imagel (1.52a/Java 1.8.0-112)

programinda um cinsinden hesaplanmustir.
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2.2.7.2. Kript Derinligi (KD) Ol¢iimii

Kript derinligi 6l¢iimii, villus-kripta birlesim yerinden submukoza baslangicina
kadar olan alani ifade etmektedir (Xu ve ark. 2003). Duodenum, jejenum ve ileum
boliimleri i¢in biitlin gruplardaki kesitlerden segilen kript derinligi ImagelJ (1.52a/Java
1.8.0-112) programinda pm cinsinden hesaplanarak tiim gruplardan toplam 900 adet

Olgiilmiistiir.

2.2.7.3. Goblet Hiicre Sayisi ve Paneth Hiicre Sayisimin Belirlenmesi

Goblet hiicre sayisi, villuslarin baslangi¢ bolgesinden itibaren belirlenen 200
um‘lik birim uzunluk boyunca sayilan toplam goblet hiicre sayisin1 ifade etmektedir
(Bozkurt ve ark 2008). Goblet hiicrelerinin PAS ile boyanan kesitlerden 200pum’lik
birimlerden fotograflanan resimlerden ImageJ (1.52a/Java 1.8.0-112) programinda
sayimi yapilmistir. Duodenum, jejenum ve ileumda biitiin gruplardaki her bir
hayvandan olmak iizere toplam 30 hayvandan sayildi.

Paneth hiicrelerinin sayimi i¢in H&E ile boyanan kesitlerin tunika mukozanin
bazalinde bulunan kriptlerin 200 um’lik resimleri kullanilarak toplam 30 hayvanin
duodenum, jejenum ve ileumlarinda ImageJ (1.52a/Java 1.8.0-112) programinda

sayildi.
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Resim 1: Histometrik olarak hesaplanan alanlar. a) villus uzunlugu, b) villus genisligi, c) kript derinligi

Istatistiksel Verilerin Hesaplanmasi

Toplanan veriler SPSS 16.0 programinda One-Way ANOVA testi ve ardindan
¢oklu karsilastirma testlerinden Tukey ve Duncan testleriyle analiz edilerek, gruplarin
ortalama degerleri arasindaki farklarin 6nem dereceleri p<0,05 degeri 6nemli kabul

edilerek belirlendi.
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3. BULGULAR

Calismamizda ratlara ait canli agirlik ve kan-glikoz verileri, villus uzunluklari,
villus genisligi, kript derinligi, goblet ve Paneth hiicre sayilari istatistiksel olarak
degerlendirilmistir. Histolojik olarakta her gruba ait duodenum, jejenum ve ileum
dokular1 Hematoksilen-Eozin (H&E), Periodic Asit Schiff (PAS) ve Crossman {iglii
(Triple boyama) boyamalar1 yapilarak incelenmistir. Ayrica immunohistokimyasal
olarak PCNA, PYY ve CCKAR antikorlarinin immunoreaktivitelerinin yogunluklari

puanlama yontemiyle degerlendirilmistir.

Canhi Agirhik Bulgulan:

Ratlarin canli agirliklar1 gruplarin kendi igerisinde olmak tizere 0., 3., 7. ve 14.
giinler aras1 karsilastirilarak degerlendirilmesi yapilmistir.

Yapulan istatistiki degerlendirme sonucunda Kontrol, sham ve KOS gruplarinin
kendi igerisinde giinlere gore 6nemli bir fark olmadigi tespit edildi. Diyabet ve
Diyabet+KOS gruplart incelendiginde ise bu gruplarin kendi igerisinde canli
agirliklarin istatistiksel anlamda 6nemli bir fark (p<0,05) oldugu goriildii. Bu verilere
gore diyabet ile diyabet+KOS grubundaki ratlarin canli agirliklarinin kendi iglerinde
onemli derecede (p<0,05) azaldig: belirlendi (Tablo 2).

Tablo 2. Gruplar aras1 ve giinler arasi canli agirlik bulgularinin karsilagtirilmas (P<0,05). N: Hayvan
sayist
a,b,c: Ayni satirda farkli harf tagiyan ortalamalar arasinda fark istatistiki olarak dnemlidir.

Gruplar N 0.giin 3.giin 7.giin 14.giin

Kontrol 6 331,6£33,2% | 341,1+31,5% | 337,4£34,5% | 324,2+58,12
Sham 6 283+57,5° 300,4+79,12 | 313,5+67,8% | 339,3+59,22
Diyabet 6 289,6+45,8% | 271,1£46,9° | 254,4+47,4° | 215,5+23,1°
KOS 6 325+54,92 345,9+51,1% | 324,1+59,1* | 335,7+63,6
Dia+tKOS |6 328+41,72 266,3+50,1° | 222+64,9° 289.3+19,1°
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Kan-Glikoz Bulgulari

Ratlarin kan-glikoz degerleri gruplarin kendi i¢erisinde ve gruplar arast olmak
tizere 0., 3., 7. ve 14. giinlerde istatistiki olarak degerlendirilmesi yapildi.

Kan-glikoz yonii ile kontrol, sham ve KOS gruplarinin hem kendi i¢lerinde
hemde bu gruplar arasinda istatistiksel diizeyde anlamli bir fark gériilmedi. Diyabet ve
diyabet+KOS gruplarinda diger gruplara gore kan-glikoz diizeyinin yiiksek (p<0,05)
oldugu belirlendi. Ayrica diyabet ve diyabet+tKOS gruplarinda zamana bagl olarak
kan-glikoz diizeyinin arttig1 (p<0,05) gozlendi (Tablo 3).

Tablo 3. Gruplar aras1 ve giinler aras1 kan-glikoz bulgularinin karsilagtirilmasi (P<0,05). N: Hayvan
say1st
a,b,c: Ayni satirda farkli harf tagiyan ortalamalar arasinda fark istatistiki olarak dnemlidir.

Gruplar N 0.giin 3.giin 7.giin 14.giin
Kontrol 6 90+9,612 92,8+12,52 90,8+11,72 96,5+9,3%
Sham 6 88,3£14,72 91,5+19,32 92,1+12,2 94,6+13,72

Diyabet 6 89,6+13,12 317,1248,1° | 451,5+78,1¢ | 462,1+70,8°

KOS 6 93,3+11,6% 93,549,3% 92+11,12 86,5+18,4°

Dia+tKOS |6 92,1+11,4% 316,3+43,3% | 433,3+72,8° | 488,1499,1°

Histometrik Bulgularin Degerlendirilmesi

Duodenum dokusunda villus uzunlugu yoni ile yapilan degerlendirmede
gruplar arasi istatistiksel olarak anlamli (p<0,05) bir fark oldugu gozlendi. Diyabet,
KOS ve diyabet+KOS gruplarinda hem kontrol ve sham gruplarina gére hemde kendi
aralarinda istatistiksel diizeyde anlamli bir farklilik (p<0,05) oldugu tespit edildi.
Ayrica villus uzunlugunun en yiiksek diyabet grubunda oldugu belirlendi. Villus
genigligi bakimindan diyabet ve KOS gruplarinin hem kendi aralarinda hemde diger
gruplar ile aralarinda istatistiksel diizeyde 6nemli bir fark (p<0,05) oldugu goriildii.
Villus genisliginin en ince diyabet grubunda en kalin KOS grubunda oldugu belirlendi.
Kript derinligi yoniinden ise kontrol, sham ve KOS gruplari arasinda bir fark olmadigi,

ancak diyabet grubunda diger gruplara gore kript derinliginin azaldigi saptandi.
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Diyabet+KOS grubununda ise kript derinliginin diger gruplara gore arttgi tespit edildi

(Tablo 4).

Tablo 4. Duodenum villus uzunlugu, villus genisligi ve kript derinligi verilerinin karsilastiriimasi
(P<0,05). N: Olgiilen villus intestinalis ve kript sayist
a,b,c,d: Ayn1 satirda farkli harf tasiyan ortalamalar arasinda fark istatistiki olarak énemlidir.

N | Kontrol Sham Diyabet KOS Dia+KOS
V-U | 300 | 316,6£52,7% | 301,9+57,5% | 618,9£102° | 369,7+59,4° | 509,9+75,2¢
V-G | 300 | 75,6+17,9% | 82+14,82 48+12,8" 96,5+29,6° | 77,9+21,43
K-D | 300 | 167,9+23,6% | 183,4+28,8% | 103,1+33,3° | 171,7+27,3% | 196,6+43,6°

Jejenum dokusunda villus uzunlugunun gruplar arasi yapilan istatistiki
degerlendirilmesinde anlamli bir fark (p<0,05) gozlenmistir. Diyabet ve KOS
gruplarinda kontrol ve shama gore daha diisiik villus uzunlugunun oldugu, dia+KOS
grubunda en yiiksek villus uzunlugu oldugu tespit edildi. Duodenumdan farkli olarak
diyabet grubunda villus uzunlugunun kontrole gore daha az olmasi dikkati ¢ekti. Villus
genisligi bakimindan ise kontrol, sham, KOS ve diyabet gruplarinda yakin degerler
bulunmasina karsin diyabet grubunda belirgin bir azalma (p<0,05) gézlendi. Gruplar
arasi kript derinligi karsilastirildiginda ise kontrol, sham ve dia+KOS gruplari arasinda
anlamli bir farkin olmadigi, diyabet ve KOS gruplarinin ise hem kendileri arasinda
hemde diger gruplara kiyasla aralarinda istatistiksel olarak anlamli bir fark (p<0,05)
sergiledigi gozlendi. Diyabet grubunda kript derinliginin diger gruplara gore azalmis
oldugu belirlendi (Tablo 5).

Tablo 5. Jejenum villus uzunlugu, villus genisligi ve kript derinligi verilerinin karsilagtirilmasi
(P<0,05). N: Olgiilen villus intestinalis ve kript sayis1
a,b,c,d: Ayni satirda farkli harf tasiyan ortalamalar arasinda fark istatistiki olarak 6nemlidir.

N | Kontrol Sham Diyabet KOS Dia+KOS
V-U | 300 | 297,3+48,2% | 292+41,5% | 264,3+60,6° 269,2+39,8° 322,9455,5°
V-G | 300 | 81,1+17¢ 73,9+15,7% | 48,6+14,9° 71,8+17,2° 71,1+17,8°
K-D | 300 | 135,6+19,2% | 134,7+21,1% | 96,8+23,6° 117,4+22° 140,8+25,4?
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fleumda villus uzunluguna bakildiginda kontrol, sham ve diyabet gruplart
arasinda anlamli bir fark olmadigi goriildii. KOS ve diyabet+KOS gruplarinda ise
villus uzunlugunun diger gruplara gore yiliksek oldugu, bununda istatistiki diizeyde
anlaml1 (p<0,05) oldugu gozlendi. Villus genisligi yonii ile kontrol, sham ve diyabet
gruplar arasinda fark olmadigi, KOS ve diyabet+KOS gruplarinda ise diger ii¢ gruba
gore istatistiki diizeyde anlamli bir fark (p<0,05) tespit edildi. Kript derinligi
bakimindan yapilan istatistiki degerlendirmede gruplar aras1 anlamli bir fark (p<0,05)
oldugu, ancak diyabet grubunda kript derinliginin diger gruplara oranla Onemli

derecede azaldig belirlendi (Tablo 6).

Tablo 6. ileum villus uzunlugu, villus genisligi ve kript derinligi verilerinin karsilastiriimasi (P<0,05).
N: Olgiilen villus intestinalis ve kript say1st
a,b,c,: Ayni satirda farkli harf tagiyan ortalamalar arasinda fark istatistiki olarak 6nemlidir.

N | Kontrol Sham Diyabet KOS Dia+KOS

V-U | 300 |212,6+38,9% | 198,2+23,5% | 197,8+43,3* | 231,1+71,7° | 258,3+36,8°

V-G | 300 | 54,7+10,8° 60+19,7¢ 53,6+12,5% 71,3+16,1° 73,8+17°

K-D | 300 | 140,9+38,7¢ | 131,6+19,7¢ | 108,5+23,3" | 133,2+17,8% | 136,9+17,7°

Goblet hiicresi sayisi yonii ile yapilan istatistiki degerlendirmede tiim gruplar
bakimindan duodenumda anlamli bir fark olmadig: ancak diyabetiklerin duodenumda
diger gruplara gore istatistiSe yansimayan bir azalma oldugu goriildii. Jejenumda,
kontrol ve sham gruplart ile diyabet, KOS ve diyabet+KOS gruplari arasinda
istatistiksel anlamda fark oldugu, bu gruplardaki goblet hiicre sayisinin kontrol ve
sham grubuna gére daha az oldugu belirlendi. ileumda ise duodenum ve jejenumdan
farkl1 olarak diyabet grubundaki goblet hiicre sayisinin diger gruplara oranla 6nemli

derecede arttig1 tespit edildi (Tablo 7).
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Tablo 7. ince bagirsak boliimlerinde Goblet hiicre sayisimin gruplar arasi karsilastiriimast (P<0,05).
N: Hayvan say1s1

a,b,c,: Ayni satirda farkli harf tagiyan ortalamalar arasinda fark istatistiki olarak dnemlidir.

G-H N | Kontrol Sham Diyabet KOS Dia+KOS
Duodenum | 6 | 119,1£26,1* | 109,8+40° 87,6+18,7° 111,3+15,5% | 90,5+19,52

Jejenum 6 146,1+6,72 142,5+17,4% | 103,6+33,6° 128,5+14,3¢ | 122,3+18,2°
ileum 6 164,1+30,2°8 162,6+11,6* | 191,6+21,8?2 157+16,62 160,8+34,82

Paneth hiicrelerinin sayisi gruplar arasinda karsilastrildiginda, duodenumda
diyabet grubundaki Paneth hiicre sayisinin diger gruplara oranla istatistiksel anlamda
daha fazla oldugu gériildii. Jejenumda ise kontrol, sham ve KOS gruplari ile diyabet
ve diyabet+KOS gruplar: arasinda fark oldugu tespit edildi. Ileumda ise jejenumla
benzer sekilde kontrol, sham ve KOS gruplar ile diyabet ve diyabet+KOS gruplari
arasinda fark oldugu tespit edildi. Paneth hiicre sayisinin duodenum, jejenum ve fleum

dokularinda diyabet gruplarinda sayisinin artmig oldugu belirlendi (Tablo 8).

Tablo 8. ince bagirsak boliimlerinde Paneth hiicre sayisimin gruplar arasi karsilastiriimast (P<0,05).
N: Hayvan sayis1
a,b,c,: Ayni satirda farkli harf tagiyan ortalamalar arasinda fark istatistiki olarak dnemlidir.

P-H N | Kontrol Sham Diyabet KOS Dia+KOS
Duodenum 6 |6,16+2,85° | 5,66+3,01% | 12,3+4,03" | 3,83+1,94% | 7,33+4,63%

Jejenum 6 |7,16+£3,31% | 5,66+2,50% | 15,8+4,75° | 9,16+5,23% | 14,3+3,32°

Ileum 6 | 12,5+2,73° | 12,1+4,30% | 20,3+4,54° | 13+4,562 16+5,21°




31

Histolojik Degerlendirme

Ince bagirsak dokusunun duodenum, jejenum ve ileum béliimleri 151k
mikroskobik diizeyde incelendi. Bagirsak boliimlerinde kontrol ve sham gruplari yonii
ile gerek histolojik gerek immunohistokimyasal olarak herhangi bir farklilik
gozlenmedigi i¢in gruplardan birisi degerlendirmeye alimmistir. Gruplar ince
bagirsagin katmanlar1 yoniinden incelendiginde tiim gruplarda tunika mukoza, lamina
epitelyalis, lamina propriya, lamina muskularis, submukoza, tunika muskularis ve
tunika seroza katmanlarindan olusmaktaydi (Resim 2, Resim 3).

Kontrol ve KOS gruplarinda yapisal olarak herhangi bir farklilik gozlenmezken
(Resim 6, Resim 8), diyabet (Resim 7) ve diyabet+KOS (Resim 4) gruplarinin
duodenumlarinda villus yapilarinin daha uzun ve ince oldugu, kript derinliginin daha
az oldugu gozlendi. Ileumda ve jejenumda ise duodenumdan farkli olarak
diyabetiklerde villus uzunluklarinin daha kisa idi. Ilaveten duodenumda oldugu gibi
jejenum ve ileumda da villus eni ve kript derinliginin azaldig1 gozlendi.

Diyabet grubunda lamina propriya ve submukozada yer yer dagilmalar (Resim
7) ve hiicresel yapilarda degisiklikler oldugu (Resim 5), diyabet+KOS grubunda
diyabet grubuna gore daha az oldugu goriildii.

Paneth hiicre sayilarinin diyabet ve diyabet+KOS gruplarinda diger gruplara
gore artt1g1 belirlendi (Tablo 8, Resim 5, Resim 9).
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Resim 2: Kontrol grubu duodenum genel histolojik gériniimii. a) Tunika Mukoza, b) Submukoza, c)
Tunika Muskularis. H&E Bar:500 pm

Resim 3: Diyabet grubu duodenum genel histolojik gériiniimii. Triple boyama Bar:500pm
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7 ¢ 50 um
, SM: Submukoza, TM: Tunika

Resim 5: Diyabet gru
muskularis. H&E Bar:50pm.
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Resim 6: Kontrol grubu jejenum dokusu. a) Villus, b) Kri.pt bolgesi, SM
muskularis. Triple boyama Bar:200pm

T 200 pm
) Submukoza, TM) Tunika

Resim7: Diyabet grubu jejenum dokusu. Triple boyama Bar: 200um
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Resim 8: KOS grubu ileum dokusu. Triple boyama Bar:100

&

¥
wa

Resim 9 iya su. OkIr Paneth
hiicreler, SM: Submukoza, TM: Tunika Muskularis. H&E Bar:100um
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Duodenum PAS+ hiicrelerin diyabet ve dia+KOS gruplarinda kontrol, sham ve
KOS gruplarina gore daha az yogun oldugu goriildii. Jejenumda ise gruplar arasinda
PAS+’1igi yoniinden sadece diyabet grubunun kontrol, sham, KOS ve dia+KOS
gruplarina oranla daha az oldugu tespit edildi. ileum dokusunda da jejenum ile benzer
sekilde diyabet grubundaki PAS yogunlugunun diger gruplara oranla daha az oldugu
belirlendi (Resim 10, Resim 11).

Tim grup ve dokularda PAS+’liginin ozellikle yogun olarak goblet
hiicrelerinde, lamina epitelyalisin ¢izgili kenarinda, epitel hiicreleri arasinda bulunan

uzun yapili bazi hiicrelerde, az yogun sekilde Paneth hiicrelerinde ve lamina propriya

ile submukozada oldugu belirlendi (Resim 12, Resim 13).




37

e gy Ay el A
Resim 12: Kontrol grubu ileum dokusu PAS boyamasi. Oklar: Goblet hiicreleri. Bar: 100pm
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Resim13: Diyabet grubu ileum dokusu PAS boyamasi. Ok: Goblet hiicreleri, Ok Basi: Paneth
hiicreleri. Bar: 100pm

Immunohistokimyasal Degerlendirme

PCNA

PCNA immunoreaktivitesinin tiim gruplarin duodenum, jejenum ve ileum
kisimlarinda tunika mukozanin bazalindeki kriptlerde yogun olarak baslayip,
villuslarm ug¢ kisimlarma dogru azaldigr goriildii (Resim 14). immunorektivitenin en
yogun kript epitel hiicrelerinde, villusu kaplayan epitel hiicrelerinde ise daha zayif
oldugu, villuslarin ug¢ kisimlarina dogru ise PCNA immunoreaktivitesinin olmadigi
tespit edildi (Resim 14). Lamina propriyada villusun ug¢ kisimlarindaki bag doku
hiicrelerinde kriptler arasindakilere gore daha yogun oldugu gozlendi. Ayrica kriptler
arast hiicrelerde ve submukozada bulunan tek tek hiicrelerde PCNA
immunoreaktivitesinin oldugu goriildii (Resim 15). Tunika muskularis katmaninda ise
PCNA immunoreaktivitesine rastlanmadi.

Tiim gruplarda kriptleri olusturan epitel hiicrelerinde immunoreaktivite yogun
olarak varken bu epitel hiicreleri arasinda bulunan goblet hiicreleri ve uzun yapil

ticgenimsi hiicrelerde reaktivitenin olmadigi belirlendi (Resim 16). Yine bazalde
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bulunan kript epitel hiicreleri arasinda bulunan Paneth hiicreleri ve enteroendokrin
hiicrelerin genelinde PCNA immunoreaktivitesine rastlanmazken bu hiicrelerin
bazilarinda niikleer immunoreaktivitenin oldugu bu hiicrelerde bulunan reaktivitenin
diyabet ve diyabet+KOS gruplarinda bulunan hiicrelerde daha fazla oldugu tespit
edildi.

Gruplar arast PCNA immunoreaktivitesinin diyabet ve diyabet+KOS
gruplarinda (Resim 15,16,18,19), kontrol, sham ve KOS gruplarina gére daha yogun
ve tunika mukozada bulunan hiicrelerin genelinde immunoreaktivite oldugu goriildii.

PCNA immunoreaktivitesinin ince bagirsakta ileuma dogru gidildikce azaldig
belirlendi (Resim 16,17,19). Bu durumun ileuma gidildik¢e artan goblet hiicre

sayisindan dolay1 oldugu diisiiniilmektedir.

100 um
Resim 14: Duodenum Kontrol grubu PCNA immunoreaktivitesi genel goriiniimii. Bar: 100pum
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100 um
Resim 15: Duodenum Diyabet grubu PCNA immunoreaktivitesi genel goriiniimii. Bar: 100pm

\

,7 - NS == o ~ ~ ~ O
Resim 16: Duodenum Diyabet+KOS grubu PCNA immunoreaktivitesi. Oklar: Immunoreaktivite
bulunmayan iicgenimsi hiicreler, Ince Ok Basi: Immunopozitif bag doku hiicreleri, Kalin Ok Bas:
Goblet hiicreleri. Bar:200pm

Fiw Ty am
-
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~ 100 pm

Resim 17: Jejenum sham grubu PCNA immunoreaktivitesi genel goriiniimi. Bar: 100pum

100 pm

Resim18: Jejenum diyabet grubu PCNA immunoreaktivitesi genel goriiniimii. Bar: 100pm
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Tablo 9. ince bagisak dokusunda genel olarak PCNA immunoreaktivitesinin skorlama tablosu

Kontrol Sham Diyabet KOS Dia+KOS
T. mukoza ++ ++ +++ ++ +4+4+
L. epitelyalis | + + ++ ++ ++
L. propriya + + ++ + ++
Kript ++ ++ +++ ++ +++
Submukoza | - - + - +

PYY

PYY immunoreaktivitesinin tiim gruplardaki duodenum, jejenum ve ileumda
submukozada tek tek hiicrelerde ve villus intestinalisin lamina propriyadaki bulunan
bag doku hiicrelerinin bazilarinda oldugu goriildii (Resim 20,21). Goblet hiicreleri,
enteroendokrin hiicreler ve Paneth hiicrelerinde PYY immunoreaktivitesi goriillmedi
(Resim 25).

Duodenumda lamina epitelyalis ve lamina propriya hiicrelerinde yogun
sitoplazmik PYY immunoreaktivitesi belirlendi (Resim 20). Jejenumda PYY

immunoreaktivitesinin bazi villus intestinalislerin ug epitel hiicrelerinde, lamina
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propriya ve submukoza bag doku hiicrelerinde oldugu tespit edildi (Resim 23).
[leumda ise immunoreaktivitenin bag doku hiicrelerinin yanisira lamina epitelyalis ve
kript epitellerinin bazilarinda oldugu belirlendi (Resim 25).

Duodenum, jejenum ve ileumda PYY immunoreaktivitesinin en yogun
diyabet+tKOS grubunda oldugu (Resim 21,24), kontrol ve sham gruplarindaki
immunoreaktivitenin diyabet ve KOS gruplarina gore daha az oldugu belirlendi

(Resim 22). Ayrica PYY immunoreaktivitesinin en yogun duodenumda, en zayif

ileumda oldugu tespit edildi (Resim 20,25).

el

3

Resim 20: Duodenum 1yab grubu PYY immea

B

ktivi



Y
Resim 21: Duodenum Diyabet+KOS grub
doku hiicreleri. Bar: 50um
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u PYYimmun
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50 um
Resim 23: Jejenum Diyabet grubu PY'Y immunoreaktivitesi. Oklar: immunopozitif bag doku hiicreleri,
Ok Baslar1: immunopozitif epitel hiicreleri. Bar: 50um

100 um
Resim 24: fleum Diyabet+KOS grubu PYY immunoreaktivitesi genel goriiniimii. Bar:100pm
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Resim 25: {leum D1yabet+KOS grubu PYY immunoreaktivitesi. ince Oklar: Pegeth hiicreleri, Kalin
Ok: Enteroendokrin hiicresi, Ok baslari: immunopozitif kript epitel hiicreleri. Bar: 50um

Tablo 10. ince bagisak dokusunda genel olarak PYY immunoreaktivitesinin skorlama tablosu

Kontrol Sham Diyabet KOS Dia+KOS
T. mukoza + + ++ ++ +++
L. epitelyalis | + + ++ + ++
L. propriya + + + +++ +++
Submukoza | + + + ++ ++

CCKAR

CCKAR immunoreaktivitesinin PYY ile benzer sekilde tiim dokular ve
gruplarda lamina propriya ve submukoza hiicrelerinde hem sitoplazmik hemde niikleer
oldugu goriildii. Lamina epitelyalis hiicreleri arasinda bulunan uzun ve dar yapili bazi
hiicrelerde zayif sitoplazmik immunoreaktiviteye rastlandi. Tunika mukozanin kript
epitel  hiicrelerinde, Paneth ve enteroendokrin  hiicrelerinde =~ CCKAR
immunoreaktivitesi olmadigi belirlendi. Ayrica tunika muskulariste bulunan
longitudinal seyirli kas tabakasindaki bazi hiicrelerde de PYY immunoreaktivitesinin

oldugu belirlendi.
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Gruplar arasinda CCKAR immunorektivitesi karsilagtirildiginda duodenumda
kontrol ve sham gruplarinda diyabet, KOS ve diyabet+KOS gruplarina gére daha az
yogun oldugu gozlendi. Jejenumda kontrol ve sham gruplarinda ¢ok az
immunoreaktivite oldugu, KOS grubunda orta yogunlukta, diyabet ve diyabet+KOS
gruplarinda diger gruplara gore daha yogun CCKAR immunoreaktivitesi oldugu
belirlendi. fleumda en yogun immunoreaktivitenin diyabet+KOS grubunda oldugu,
duodenum ve jejenumdan farkli olarak ileum diyabet ve diyabet+KOS grubundaki
villus intestinalislerin ~ u¢  kisimlarindaki  epitellerin ~ bazilarinda  PYY
immunoreaktivitesi oldugu gozlendi.

Dokular arasinda CCKAR immunoreaktivitesinim en yogun duodenumda

oldugu, ileumda jejenumdan daha yogun immunoreaktivite oldugu tespit edildi.
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T 200 pm

Resim 27: Duodenum Kontrol grubu CCKAR immunoreaktivitesi genel goriiniimii. Bar:200um

200 um
Resim 28: Duodenum Diyabet+KOS grubu CCKAR immunoreaktivitesi genel goriiniimil. Bar: 200pum
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N b
Resim 29 Duodenum Dlyabet grubu. Ince OKlar: Uzun yap111 epltel hiicrelerde CCKAR
immunoreaktivitesi. Kalm OKlar: Lamina propriya bag doku hiicrelerinde CCKAR
immunoreaktivitesi. Bar: 50um

Resim 30 Duodenum Kontrol grubu. ince Oklar Tumka muskulans CCKAR pozitif hucreler Kalin
Oklar: Bag doku CCKAR immunpozitif hiicre. Bar: 50um
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100 um
Resim 31: Jejenum Diyabet grubu CCKAR immunoreaktivitesi genel goriiniimi. Bar: 100pm

100 pm

Resim 32: fleum Kontrol grubu CCKAR immunoreaktivitesi genel goriiniimii. Bar: 100pm
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200 um
Resim 33: fleum Diyabet+KOS grubu CCKAR immunoreaktivitesi genel goriiniimii. Bar: 200pm

50 um
Resim 34: ileum Diyabet+KOS grubu. ince Oklar: immunpozitif epitel hiicreleri, Kahn Ok:
immunpozitif bag doku hiicreleri. Bar: 50pm




Tablo 11. ince bagisak dokusunda genel olarak CCKAR immunoreaktivitesinin skorlama tablosu
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Kontrol | Sham Diyabet KOS Dia+KOS
T. mukoza + + ++ ++ +++
L. epitelyalis | - - + - +
L. propriya + + ++ +++ 4+
Submukoza | - - + ++ ++

Resim 35: Negatif Kontrol boyamasi. Bar: 200um
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4. TARTISMA VE SONUC

Histolojik ve Histometrik Bulgularin Degerlendirilmesi

Diyabetes mellitus, yol a¢tigi hasardan dolayr doku ve organlarda
biyokimyasal, fonksiyonel degisiklikler olusur (Palmer 1993). Calismamizda diyabet
olusturulmus ratlara KOS’u uygulayarak duodenum, jejenum ve ileumda histolojik
degisimlerin yanisira, proliferatif hiicrelerin tespit edilmesinde bir belirteg olan
PCNA’nin, pankreas enziminin salgilanmasinin, pankreas bezinin biiyiimesinin ve
bagirsak hareketliliginin kontroliinden sorumlu olan CCK’nin ve tokluk belirteci
gorevi olan PY'Y ’nin immunoreaktivitesinin incelenmesi amaglandi.

Zhao ve ark. (2003), Farokhi ve ark. (2012) ve Ramesh ve ark. (2007) yaptiklar1
caligmalarinda diyabetes mellitusun canli agirhigi azalttigini belirtmislerdir. Bizim
calismamizda da bu bilgilerle paralel bir sekilde diyabet olusturulan ratlarin canli
agirliklarinda 6nemli derecede azalma oldugu tespit edildi. Diyabette kilo kayb1 s6z
konusudur. Quinn (2002) diyabetteki kilo kaybinin, pankreas B hiicrelerinin
harabiyetiyle hiicrelerin glikozu kullanamamasi ve hiicrelerin ihtiyag olan glikozu
lipolizis ve glikoneogenezis yoluyla elde etmeye calismasindan dolayr viicut
agirliginda azalma meydana geldigini belirtmistir.

Bagirsak, karmagik bir sinirsel duyu ve eylem agma sahiptir. Miyenterik
kasilma ve gevsemeyi kontrol ederek motilite ile sindirim i¢in gereken kuvvetleri
olusturur (Bhor ve ark. 2004). Ince bagirsak glikoz regiilasyonunda ve diyabet
patogenezisinde kilit bir rol oynayabilir. Bu nedenle diyabetik enteropati (DE)
tedavisinin hedefleri, glisemik kontrole odaklanir ve akut hiperglisemik durumun
gastrointestinal semptomlar iizerindeki etkilerini, ayrica kronik semptomlarin
yonetimi, agirlikli olarak bozulmus sinir aglarindan kaynaklanan dismolite tizerindeki
etkilerini hafifletmeye yoneliktir (Gotfried ve ark. 2017). DM ilerledik¢e sonraki
asamalarinda meydana gelen diizensiz ndronal aglarin gelismesi diyabetin olusturdugu
hasarlarda goriilen anormal motiliteye yol acan temel bir patolojik mekanizma oldugu
belirtilmektedir (Chandrasekharan ve Srinivasan 2007, Furlan ve ark. 1999, Zanoni ve
ark. 2003).

DM’in ince bagirsak lizerine zararli etkileri hem insan hem de hayvan

caligmalarinda, bagirsak mukozal bariyerinin, sinir aglarinin ve bozulan iyilesme ve
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yeniden sekillenme mekanizmalarinda hiicresel hasar seklinde kendini gostermektedir
(Bhor ve ark. 2004, D’Addio ve Fiorina, 2016, Ordog 2008). Diyabetes mellitusun
ince bagirsak tizerinde histolojik olarak etkilerini inceledigimiz bu c¢alismada,
diyabetin lamina epitelyalis katmanindaki epitel hiicrelerinde diizensizlik, lamina
propriya ve submukoza katmanlarinda dagilmalar oldugunu belirledik. Ayrica
diyabetik grupta villus uzunlugu, villus genisligi ve kript derinliginde farkliliklarin
oldugu tespit edildi. STZ ile diyabet olusturulan ratlarin ince bagirsak morfolojisinin
degistirdigi bilinmektedir. Zhao ve ark. (2003) streptozotosin ile diyabet olusturulan
ratlarda duodenum, jejenum ve ileum dokularinda villus uzunlugu, villus genisligi,
kript derinligi, mukoza kalinlig1 ile submukoza tabakalarmin kalinliginin diyabetik
grupta oldukca arttigin1 belirtmislerdir. Bizim c¢alismamizda da Zhao ve ark.
(2003)’nin ¢alismalartyla parallel olarak duodenumda villus uzunlugunun diyabet
olusturulan ratlarda 6nemli derecede arttig1 tespit edildi. Diger taraftan jejenum ve
ileumda diyabetin villus uzunlugunu artirmadigir gozlemlendi. Villus genisliginin
duodenum ve jejenumdaki diyabetik grupta 6nemli derecede azaldigi, ileumda ise
diyabet grubu villus genisliginin kontrol ve sham gruplar ile benzer oldugu goriildii.
Yine Zhao ve ark. (2003)’nin yaptiklar1 calismada diyabetik ratlarin ince
bagirsaklainda kript derinliginin kontrol grubuna gore arttigini bildirmislerdir. Bizim
calismamizda ise kript derinliginin duodenum, jejenum ve ileum dokularinin hepsinde
diyabet grubunda kontrol grubuna gore azaldig: belirlendi.

Ayrica goblet hiicre sayisinin duodenumda diyabetik grupta istatistige
yansimayan bir azalma oldugu, jejenumda diyabetik ratlarda anlamli bir sekilde
azaldigi, ileumda ise jejenumdan farkli olarak diyabetik gruptaki goblet hiicre
sayisinin diger gruplara oranla anlamli derecede arttigi belirlendi. Buna ilaveten
enfeksiyon ve hastalik durumlarinda sayisi artabilen Paneth hiicrelerinin (Ross ve
Pawlina 2014) gruplar arasi karsilastirilmalarina bakildiginda, duodenum, jejenum ve
ileumda diyabetik gruplarda Paneth hiicre sayisinin 6nemli derecede arttigi
gbzlemlendi.

Kitosan ve tiirevlerinin gerek hiicre zara gerekse hiicrenin hayati olaylarina
olumsuz etkisinin olmadig ifade edilmistir (Thanou ve ark. 2001).

Ito ve ark. (2000) ¢alismalarinda, kitosanin siganlarin midesinde sitoprotektif

ve llser iyilestirici etkilere sahip oldugunu belirtmislerdir. Hayashi ve Ito (2002) obez
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diyabetik farelerde kitosanin antidiyabetik etkilerini arastirdiklari calismalarinda
kitosan verilen grupta 1. haftasindan itibaren serum glikoz diizeylerinin belirgin bir
sekilde diistiigilinii, glinliik olarak i¢gme suyu ile birlikte alinan kitosanin diyabetik obez
farelerde hiperglisemi, hiperinsiilinemi ve hipertrigliserideminin tedavisinde etkili
oldugunu bildirmislerdir. Kondo ve ark. (2000) yaptiklar1 ¢calismada farelere 22 hafta
boyunca diisiik molekiil agirlikli kitosan uygulanmasiin farelerde diyabetin yavas
ilerleyisini Onledigini ortaya koymuslardir. Ancak bizim ¢alismamizda KOS
uygulanan diyabetik ratlarda kan-glikoz diizeylerinde herhangi bir diistikliige sebep
olmadigi tespit edildi. Bu durumun uygulanan KOS’un dozuna ve deney siiresinin
uzunlugu ile baglantili olabilecegini diisiinmekteyiz.

Hu ve ark. (2018)’nin domuz yavrularina diisiik molekiillii kitosan igerikli diyet
uyguladiklar1 c¢alismalarinda, yavru domuzlarin biiyiime performansini, bagirsak
morfolojisini, bagirsak epitel hiicrelerindeki bariyer fonksiyonlarini, bagirsakta sitokin
ekspresyonlarin1 ve antioksidan sistemdeki etkilerini inceledikleri ¢aligsmalarinda,
kontrol grubu ile kitosan igerikli diyet uygulanan grup arasinda canli agirlik
bakimindan herhangi bir fark olmadigini belirtmislerdir. Ayrica kitosan diyeti
uygulananlarda bagirsakta villus boyu, villus eni ve kript derinligini kontrol grubu ile
kiyaslamislar ve istatistiksel anlamda 6nemli bir fark olmadigini tespit etmisler. Ayrica
kitosan igerikli takviye yapilan grupta kontrol grubuna kiyasla jejunal mukozada IL-1
ve TNF-a ekspresyonunda onemli derecede azalma olurken, TGF-f ve IL-10’un
ekspresyonunda oOnemli bir fark olmadigini belirtmislerdir. Antioksidan enzim
aktiviteleri yoniinden ise her iki grup arasinda fark olmadigini bildirmislerdir.

Wan ve ark. (2017) calismalarimda domuzlarda KOS uygulamasinin ince
bagirsagin duodenum bélimiinde yapisal degisimlere neden oldugunu, jejenum ve
ileumda ise herhangi bir degisimin olmadigini belirtmislerdir. Villus boyu ve kript
derinligi yonii ile yaptiklar1 incelemelerinde sadece KOS grubunun duodenum
bolgesinde villus uzunlugunun arttigini bildirmislerdir. Xu ve ark. (2013) yaptiklar
calismalarinda, 14 giin siiresince kitosan alimimin domuzlarda duodenum, jejenum ve
ileumda villus uzunlugunu ve kript derinligini arttirdigini tespit etmislerdir. Bizim
calismamizda ise duodenumda villus uzunlugunun diyabet, KOS ve diyabet+KOS
gruplarinda sham ve kontrol gruplarina gore daha uzun oldugu, villus genisliginin ve

kript derinliginin diyabetik grupta kontrole gore azaldigini ancak diyabet+KOS
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grubunda kontrolle benzer oldugunu belirledik. Jejenum ve ileumda, diyabet grubunda
villus uzunlugu kontrole gore azalirken, diyabet+KOS grubunun diger tiim gruplara
gore villus uzunlugunun daha fazla oldugu belirlendi. Villus genisligi ve kript derinligi
bakimindan duodenumla benzer sekilde jejenumda da diyabet grubunda anlamli
derecede azaldigi, diyabet+KOS grubunda kontrol grubuna gore bir fark olmadigi
tespit edildi. Villus genisligi ve kript derinliginde diyabetes mellitus sebebiyle olusan

azalmanin KOS uygulamasi ile normal diizeylerine yaklastigini diisiinmekteyiz.

PCNA Immunoreaktivitesinin Degerlendirilmesi

Wijsman ve ark. (1992) PCNA immunoreaktivitesini normal ve neoplastik
sicanlarin  bagirsak dokusunda incelemisler ve normal si¢anlarda PCNA
immunoreaktivitesinin tunika mukozada, kriptlerde ¢ok yogun olarak baslayip,
villuslara dogru azalan DNA replikasyonu nedeniyle az yogunlukta ve villus ug
kisimlarinda tamamen durdugunu belirtmislerdir. Carabajal ve ark. (2012) ratlarin ince
bagisaklarinda PCNA immunoreaktivitesinin yogun olarak kriptlerle sinirli oldugunu
bildirmislerdir. Zhang ve ark. (2015)’da ¢alismalarinda rat ince bagirsaginin
jejenumunda PCNA immunoreaktivitesini incelemisler ve reaktivitenin yogun olarak
tunika mukozada kriptlerde oldugunu, diger katmanlarda immunoreaktiviteye
rastlamadiklarin1 belirtmislerdir. Ezaki ve ark. (1995) rat dokularinda PCNA
immunoreaktivitesini inceledikleri ¢alismalarinda diger ¢alismalarda belirtildigi gibi
ince bagirsaklarda tunika mukozada kriptlerde oldugunu, 6zellikle kriptlerin bazaldeki
hiicrelerin ¢ekirdeklerinde ¢ok yogun oldugunu tespit etmislerdir. Yaptigimiz bu
calismada belirtilen arastirmalarla benzer sekilde PCNA immunoreaktivitesinin ince
bagisak boliimlerinin tunika mukozasinda, 6zellikle kriptlerde yogun olarak baslayip
villuslara dogru azalan bir sekilde oldugu tespit edilmistir. Bu durumun ince bagirsagin
yiizey epitelinin kendini 5-6 giinde bir yenilemesinden ve hiicre replikasyon zonunun
bezin alt yarisina smirlanmig (Ross ve Pawlina 2014) olmasindan dolayr oldugu
diistiniilmektedir.

Leach ve ark. (2004) diyabetli ve normal plasenta dokusunda PCNA
immunoreaktivitesini incelediklerinde diyabetik plasentada immunoreaktivitenin
normal plasenta dokusuna gore daha yogun oldugunu belirtmislerdir. Dkhil ve ark.
(2016) STZ ile diyabet olusturduklart ratlarin testis dokularinda PCNA
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immunoreaktivitesinin kontrole gore azaldigini bildirmislerdir. Tang ve ark. (2017)
kitosan olisakkarit kullanarak olusturduklar1 jeli diyabetik {ilser yaralarinda
kullandiklarinda kitosan oligosakkaritin fibroblast gociinii, graniilasyon doku
olusumunu ve anjiyogenezi hizlandirarak PCNA ekspresyonunu arttirdigini
bildirmislerdir. Yapilan literatiir taramalarinda diyabetlilerin bagirsaklarinda PCNA
immunoreaktivitesi yonii ile herhangi bir ¢alismaya rastlanmamis olup, bizim
calismamizda ise diyabetli ratlarin ince bagirsaklarinda PCNA immunoreaktivitesinin
kontrol ve sham grubunda bulunan ratlara gore arttigi tespit edildi. KOS ve
diyabet+KOS gruplarinda PCNA immunoreaktivitesinin diyabet grubu ile benzer

oldugu belirlendi.

PYY immunoreaktivitesinin Degerlendirilmesi

El-Salhy ve ark. (2016), kalin bagirsagin kolon kisminda enteroendokrin
hiicreler, kok hiicreler ve farklilasma projenitdr hiicreleri iizerine yaptiklar
calismalarinda PYY immunoreaktivitesinin 6zellikle liberkiihn kriptlerinde yogun
oldugunu belirtmislerdir.

Pyarokhil ve ark. (2012) gastrointestinal sistem tizerinde GLP-1, pankreatik
polipeptid ve PYY’nin immunoreaktivitesini inceledikleri g¢aligmalarinda, PYY
immunoreaktif hiicrelerin lamina epitelyaliste absorbtif hiicreler arasindaki tek tek
hiicrelerde oldugunu, immunpozitif hiicrelerin en yogun kalin bagirsakta rektumda ve
ince bagirsaktada ileumda oldugunu belirtmislerdir. Bizim ¢alismamizda ise PYY
immunoreaktivitesinin tiim gruplardaki duodenum, jejenum ve ileumda submukozada
tek tek hiicrelerde ve villus intestinalisin lamina propriyadaki bulunan bag doku
hiicrelerinin bazilarinda oldugu belirlendi. Ayrica duodenumda lamina epitelyalis
hiicrelerinde, jejenumda baz1 villus intestinalislerin ug epitel hiicrelerinde, ileumda ise
lamina epitelyalis ve kript epitellerinin bazilarinda PYY immunoreaktivitesi oldugu
gbzlendi. Ayrica PYY immunoreaktivitesinin en yogun duodenumda, en zayif ileumda
oldugu tespit edildi.

Jorsal ve ark. (2018) diyabetik bireyler ile saglikli bireylerde K ve L
enteroendokrin hiicrelerini incelediklerinde L hiicrelerinde ekspre edilen PYY nin
duodenumdan ileuma dogru arttigini, diyabetik bireylerde saglikli bireylere oranla
PYY ekspresyonunun daha fazla oldugunu belirtmislerdir. EI-Salhy (1998,2002), EI-
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Salhy ve ark. (2013) yaptiklar1 ¢alismalarda diyabetli canlilarda PYY seviyesinin
azaldigimi belitmislerdir. Bu calismada PYY’nin diyabet, KOS ve diyabet+KOS
gruplarinda konrol ve sham gruplarinda bulunan ratlara gére immunoreaktivitenin

arttig1 gdzlemlenmistir.

CCKAR Immunoreaktivitesinin Degerlendirimesi

CCK temel olarak ince bagirsak I hiicrelerinden iiretilir, esas olarak ince
bagirsagin duodenumun boliimiinde sentezlenmektedir, bununla birlikte az miktarda
jejenumdan, korteks igeren beyin kisimlari hipokampus, amigdala ve hipotalamusta
tiretilmektedir (Beinfeld ve Korchak 1985). Protein ve yaglar CCK saliniminin gii¢lii
uyaricilaridir, kan dolagimindaki glikoz artigi ise CCK saliniminda ¢ok az etkiye
sahiptir (Liddle ve ark. 1985). Besinlerin bagirsaklara girmesinin ardindan gida
alinimin diizenlenmesi i¢cin CCK, pankreas polipeptidi, PYY ve glukagon benzeri
peptid-1 (GLP-1) gibi bagirsak peptid hormonlarinin saliniminin uyarildigi
bilinmektedir (Coll ve ark. 2007, Cummings ve Overduin 2007). CCK duodenum
mukozasindan serbest birakilir ve biyolojik fonksiyonlarini yerine getirmesi igin
mukozanin lamina propriyasinda innerve olan CCK-A reseptorleri araciliiyla
gorevlerini yapar (Berthoud ve Patterson 1996, Moran ve ark. 1987).

Sternini ve ark. (1999) yaptiklar1 ¢alismada CCK-A reseptoriiniin bagirsakta
ozellikle baz1 miyenterik noronlarda ve miyenterik pleksusta yogun bir ag olusturan
varikdz fiberlerde oldugunu belirtmislerdir.

El-Salhy ve ark. (1998) diyabetik farelerin ince bagirsaklarinda endokrin
hiicreleri inceledikleri ¢alismalarinda, CCK immunoreaktivitesinin diyabetik
hayvanlarda 6nemli derecede azaldigini, ayn1 zamanda hiicre salgi endeksinin CCK
salgilayan hiicreler hari¢ tiim endokrin hiicre tiplerinde yiikseldigini bildirmislerdir.
Ayrica arastirmacilar, insan diyabetinde go6zlenen gastrointestinal fonksiyon
bozukluklarinin diyabetli hayvan modellerinin ince bagirsaklarimin endokrin
hiicrelerinde goriilen bu anormallikler ile ilgili olabilecegini belirtmislerdir. Bizim
calismamizda CCKAR immunoreaktivitesinin duodenumda diyabet ve diyabet+KOS
gruplarinda kontrol, sham ve KOS gruplarina gére daha yogun oldugu, jejenum ve

ileumda ise en yogun immunoreaktivitenin diyabet+KOS grubunda oldugu belirlendi.
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Dolagimdaki CCK’nin fizyolojik fonksiyonlarindan biri pilorik sfinkterin
kontrolii ve ardindan besin maddelerinin ince bagirsaklara verilmesidir. Patterson ve
ark. (2001)’nin rat piloris ve duodenumda enterik néronlarda, diiz kas hiicrelerinde ve
Cajal’in intersitisyel hiicrelerinde (ICC) CCKAR immunoreaktivitesini arastirdiklar
calismalarinda, yliksek antikor konsantrasyonlarinda tiim dairesel kaslarda orta
derecede immunoreaktivite oldugunu dairesel diiz kas hiicrelerinde de diisiik CCKAR
immunoreaktivitesi oldugunu bildirmislerdir. CCKAR immunoreaktivitesi distal
sfinkter kasinda ve proksimal duodenumun dairesel kasinda oldugu belirtilmektedir.
Senol ve ark. (2009) sazanlarin gastrointestinal kanal mukozasi iizerinde salgilanan
hormon ve peptidlerin lokalizasyonlarim1 inceledikleri ¢alismalarinda CCK
immunoreaktivitesinin  lamina epitelyaliste, miyenterik sinir tellerinde ve
submukozadaki bazi1 bag doku hiicrelerinde oldugunu belirtmislerdir. Yaptigimiz bu
calismada CCKAR immunoreaktivitesine longitudinal seyirli kas katmaninda bazi
hiicrelerde rastlandi. Ayrica genel olarak CCK-AR immunoreaktivitesinin lamina
propriya ve submukoza bag doku hiicrelerinde, lamina epitelyalis hiicrelerinin sadece

birka¢inda oldugu belirlendi.

Sonug olarak;

Calismamizda diyabetin ince bagirsak dokusunda olusturabilecegi hasarlar ve
bunun {izerine kitosan oligosakkaritin etkilerinin histolojik olarak incelenmesi
amaglandi. Ayrica diyabetik ve non-diyabetik ratlarin ince bagirsaklarinda PCNA,
PYY ve kolesistokinin dagilimmin immunohistokimyasal olarak incelenmesi
amaclanmustir.

Calismamizin sonucunda elde edilen bulgular gostermektedir ki diyabet ince
bagirsak morfolojisinde bir takim degisikliklere sebep olmaktadir. Diyabetik ratlarin
duodenumunda yapisal olarak olarak villus uzunluklarinin kontrol grubuna gore
onemli derecede daha uzun oldugu, jejenum ve ileumda ise boyle bir farkin olmadig:
goriildli. Villus genisligi ve kript derinliginde ise duodenum, jejenum ve ileum
dokularinin hepsinde kontrol grubuna goére daha az oldugu tespit edildi. Diyabetik
ratlarda olusan bu farklarin KOS uygulanan diyabetik ratlarda kontrol grubuna daha
yakin sonuglar oldugu belirlendi. KOS uygulamasi sonucunda 14 giin gibi kisa bir

stirede diyabetin ince bagirsaklarda morfolojik etkilerinde azalma oldugu belirlendi.
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Immunohistokimyasal olarak ince bagirsakta PCNA immunoreaktivitesinin
kriptlerde yogun olarak baslayip villus intestinalis u¢ kisimlarina dogru azaldigi
gorildii. En yogun PCNA immunoreaktivitesinin diyabetik ratlarda oldugu tespit
edildi. PYY ve CCK immunoreaktivitesinin ise ince bagirsak daha ¢ok lamina propriya
ve submukoza bag doku hiicrelerinde oldugu, yer yer lamina epitelyalis ve kript epitel
hiicrelerinde oldugu belirlendi. PYY ve CCK immunoreaktivitelerinin her ikisinde de
en yogun reaksiyonun KOS ve Diyabet+KOS gruplarinda oldugu tespit edildi.

DM prevalansinin ve buna bagli komplikasyonlarinin artmasi ile birlikte,
gastroenterologlarin diyabetle iliskili incelikli bulgularin tan1 ve tedavisinde dikkatli
olmalar1 6nemli hale gelmistir. Diyabet giderek yaygin bir hastalik haline geldiginden,
olusturdugu hasarlari ilerleten karmasik patofizyolojik mekanizmalar1 aydinlatmak
icin daha fazla arastirmaya ihtiyag vardir. Mevcut tedavilerimiz semptomlari
hafifletmeye yardimci olurken, gelecekteki aragtirmalar ileriki miyopati ve ndropati
gelismis hastalarinda rejeneratif kapasitesini arttirmaya yonelik tedaviler gelistirmeye
odaklanmalidir (Gotfried ve ark. 2017). Calismamizda bulunan sonuglarin uygulama
dozu ve deney siiresinin degistirilmesi ile daha etkili olabilecegini diistinmekteyiz.
Yapilan bu ¢alisgmadan elde edilen bulgularla giiniimiizde ¢ok yaygin olan diyabette
sindirim sistemi {izerine etkilerinin degerlendirilmesinin tip ve ilag sanayisinde
kullanimina ayrica bu konu ile ilgili yeni tedavi yontemlerinin gelistirilmesine katki

saglayacagini diistinmekteyiz.
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