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OZET

Bu c¢alismada, diyabetik ve non-diyabetik fare kalp dokusunda oksitosin
reseptOriiniin  immunohistokimyasal lokalizasyonunun incelenmesi amaglanmistir.
Caligmada 18 adet Balb-c cinsi erkek fare kullanildi. Deney gruplart; kontrol, sham
ve diyabet grubu olarak belirlendi. Diyabet grubuna i.p. enjeksiyonla Streptozotosin
(STZ) verildi ve diyabet olusturuldu. Sham grubuna yine i.p. yolla sodyum sitrat
¢ozeltisi uygulandi. Kontrol grubundaki hayvanlara ise herhangi bir uygulama
yapilmadi. STZ uygulandiktan 30 giin sonra farelere eter anestezi altinda servikal
dislokasyon yapildiktan sonra kalp dokulart alindi. Alinan her bir kalp dokusu diisey
olarak ikiye bdliinerek rutin histolojik islemlerden gegirilerek parafinde bloklanip
kesitler alindi. Alinan kesitlere, histolojik olarak incenlenmek {izere Crossman’in
lcli boyamasi (triple), H&E ve PAS yapildi. Oksitosin reseptdrii’niin
immunoreaktivitesi Avidin-Biotin-Peroksidaz Kompleks (ABC) metodu uygulanarak
belirlendi. Deney siiresi bitiminde; gruplarin canli agirliklari, kan glikoz seviyesi,
doku agirliklart  ve kalp doku Orneklerinde  oksitosin  reseptOriiniin
immunohistokimyasal lokalizasyonu ve dokunun histolojik yapist karsilastirildi.
Diyabet grubunda ilk ve son giin canli agirligi karsilastirildiginda son giin canli
agirhginda azalma belirlendi. Kalp dokusunun agirliklart gruplar arasinda
karsilastirildiginda gruplar arasinda istatistiksel diizeyde bir fark olmadigi. Histolojik
incelemeler sonucunda diyabet grubunda diger gruplardan histolojik agidan belirgin
bir farklar oldugu tespit edildi. Immunohistokimyasal incelemeler sonucunda, sham
ve kontrol gruplarinda oksitosin reseptoriiniin benzer 6zellikte immunoreaktivite
gosterdigi goriildii. Diyabet grubunda ise diger gruplara gore oksitosin reseptoriiniin
immunoreaktivitesinin endotel ve kapiller alanlarda benzer, hiicre membrani,

sitoplazma ve purkinje hiicrelerinde daha az oldugu goriildii.

Anahtar Soézciikler: Diyabet, immiinohistokimya, Kalp, Oksitosin, Oksitosin

Reseptori
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SUMMARY

The aim of this study was to investigate the immunohistochemical localization of
oxytocin receptor in diabetic and non-diabetic mouse heart tissue. Eighteen male
Balb-c mice were used in the study. Animals were divided into three groups;
control, sham and diabetes. The diabetes group was given STZ by i.p injections and
diabetes was induced. Sham group was again treated with sodium citrate solution by
ip. The animals in the control group did not receive any treatment. After 30 days of
STZ application, mice were cervical dislocated under ether anesthesia and their heart
tissues were removed. Each heart tissue was vertically divided into two parts and
routine histological procedures were applied and then tissues were blocked in
paraffin and sections were taken. For histological examination, Crossman triple
staining, H&E and PAS were applied to the sections. Immunoreactivity of OTR was
determined by Avidin-Biotin-Peroxidase Complex (ABC) method. At the end of the
study period; live weight of the groups, blood glucose level, tissue weights and
immunohistochemical localization of OTR in heart tissue samples and histological
structure of tissue were compared. When the first and last day body weight were
compared in the DM group, it was determined a decrease in the last day and in
control group, it was determined an increase in the last day. When weights of heart
tissue were compared between the groups, there was no statistically significant
difference between the groups. As a result of histological examinations, it was found
that there was a significant difference histologically in the diabetes group from the
other groups. Immunohistochemical examinations showed that oxytocin receptor
showed similar immunoreactivity in sham and control groups. In the diabetic group,
the immunoreactivity of oxytocin receptor was similar in endothelial and capillary
areas, but less in cell membrane, cytoplasm and purkinje cells.

Keywords: Diabetes, immunohistochemistry, Heart, Oxytocin and Oxytocin
Receptor



1.GIRIS VE AMAC

Diyabet, insiilin salgilanmasinda yetersizlik ve/veya insiilin etkisindeki

bozukluklar nedeniyle ortaya ¢ikan, hiperglisemi ile taninan ve bir cokkomplikasyon
ile karakterize bir hastaliktir (Roth 2007). American Diyabetes Association (ADA)
kriterlerinegore, aclik kan sekerinin (AKS) normal degeri<100 mg/dl olmasi
gerekmektedir. AKS’nin > 126 mg/dl olmas1 durumunda kisi asikar DM olarak kabul
edilmektedir (Tirkiye Endokrinoloji ve Metabolizma Dernegi 2013).
2005°te diinya genelinde 230 milyon diyabet hastasi oldugu bildirilmistir. 2013’te
382 milyon olan diyabetli sayisinin 2035 yilinda 592 milyona ulasacagi tahmin
edilmektedir (http://www.idf.org/diyabetesatlas/data-visualisations.).
Oksitosin(OT); 9 aminoasitten olusan peptit yapili bir hormondur (Du Vigneaud
1956).0T nin seker metabolizmasi iizerinde etkili oldugu bilinmektedir. Oksitosinin
glisemik kontrolde etkili oldugu, pankreastan salgilanan insiilin ve glukagon
sekresyonunun artmasina neden oldugu literatiirlerde belirtilmistir (Bjorkstrand
1996).

Oksitosin kardiyak kok hiicrelerinde diferansiyasyonu uyarir (Soares ve
ark.1999, Favaretto ve ark 1997). ANP {iizerinden natrilirez saglar (Petersson 2008).
Sistemik kan basmcini diisiirdiigli ayrica oksitosinin kalpte parasempatik uyari
(negatif inotrop ve kronotropik) etkiler gosterdigi bilinmektedir (Houshmand 2009).
Oksitosinin hipertansiyon gelisimini dnledigi de belirtilmistir (Ondrejcakova 2009).

Oksitosin ve Oksitosin Reseptorii kalpte bulunmaktadir. Oksitosin kapte
direkt veya ANP, NO stimulasyonu saglayarak kardioprotektif etkiler (apoptozis
onleyici) olusturmaktadir (Paquin ve ark. 2002, Jankowski 2004).

Bu ¢alismada, DM’un kalp dokusundaki Oksitosin Reseptoriiniin
immiinoreaktivitesi, lokalizasyonu ve kalp dokusunun genel histolojik yapisi iizerine

olan etkisinin incelenmesi amaglanmustir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Diyabetes Mellitus

Diyabetes mellitus pankreastaki beta hiicrelerinin insiilin tiretimindeki
bozukluklardan veya insiilin etkisindeki bozukluklardan kaynaklanan metabolik bir
hastaliktir. Diyabetes mellitusun akut ve kronik komplikasyonlari goriilmektedir.
Hastaligin ilerlemesiyle tiim dokularda noropatik ve kardiyovaskiiler bozukluklar
goriilmektedir (Watkins 1996, Tanyeri 1996). Diyabet gelisiminde; sagliksiz
beslenme, gegirilen enfeksiyonlar, norolojik bozukluklar, genetiksel yatkinlik, troid
bezi, hipofiz bezi ve bobrek iistii bezlerindeki patolojik degisimlerde etkilidir
(Yilmaz 1999).

DM da en sik goriilen belirtileri, asir1 bir sekilde goriilen aglik hissi ve ¢ok
yemek yeme (polifaji), agiz kurulugu ve buna bagli olarak ¢ok su igme (polidipsi) ve
sik sik idrara ¢ikmadir (poliiiri). Ayrica bulanik gérme, deri infeksiyonlari, yaralarin
gec iyilesmesi ve bas agrist gibi klinik Dbelirtilerinde  gorildigi de
bilinmektedir(imamoglu ve ark. 1995).

2005 yilinda tiim diinyada 230 milyon diyabet hastasi oldugu belirtilmistir.
2013’te 382 milyona ulasan bu saymin 2035 yilinda 592 milyona ulasacagi tahmin
edilmektedir (http://www.idf.org/diyabetesatlas/data-visualisations.). Diyabet tiim
diinya goriilen bir hastaliktir. Ancak gelismis iilkelerde daha sik goriildigi
bilinmektedir(Wild ve aark. 2004). 2013 yilinda (20-79 yas arasi1) diyabetli sayisinin
en yiiksek oldugu 5 {ilke arasinda Tiirkiye 7 milyonla 3. siradaydi. Diyabet
yaygmligimin en yiiksek oldugu 5 iilke siralamasinda ise 1. sirada % 14,85 ile
Tiirkiye yer almaktayd: (http://www.idf.org/diyabetesatlas/data-visualisations.).

Tiirkiye Diyabet Epidemiyolojisi (TURDEP)’nin 1997-1998 yillarinda 20 yas ve
lizeri 24788 kiside yaptigi caligmada, diyabet prevalansi %7,2 olarak belirtilmis,
2010 yilinda 20 yas ve iizeri 26499 kiside yaptig1 ikinci bir ¢alismada ise bu
prevalansi, yaklasik iki kat artisla %13,7 olarak bildirilmistir. Uluslararas1 Diyabet
Federasyonu(IDF), 2011 yilinda, 20-79 yas grubu i¢cin DM prevalansinin %8,3

oldugunubelirtmis ve bu durumun, 2030’da %9,9 olacagini bildirmistir.



2.1.1.Diyabetes Mellitus’un Tam ve Simiflamasi

2003 yilinda Diinya Saglik Orgiitii (WHO) diyabeti; Tip 1 DM, Tip 2 DM,
Gestasyonel DM (GDM), spesifikdiyabet tipleri ve prediyabet olarak bes klinik
siifta incelenmistir (Baskal 2003).

2.1.1.1. Tip 1 Diyabetes Mellitus

Tip 1 Diyabetes Mellitus (T1DM), Pankreas B hiicrelerinin yikimindan
kaynaklanan insiilin salimmmindaki yetersizlik sonucu gelisen hiperglisemi ile

karakterize kronik metabolik bozukluktur (Craigve ark. 2009).

Tip 1 DM cocukluk ve juvenil ¢agda en sik goriilen endokrin hastaligidir.
Dogumdan sonraki ilk 6 ay nadir goriiliirken 9. Aydan itibaren goriilme siklig
artmaya baglar. 5-7 yas grubunda ve puberte doneminde en yiiksek seviyede

goriildigi bilinmektedir.

T1DM, komplikasyon riski ile ¢ocuklarn yasam kalitelerini, sosyal
faaliyetlerini, fiziksel ve ruhsal halleri olumsuz etkilenmektedir (Rubin ve Peyrot,
1999, Johson ve Perwien, 2001). Tipl DM daha ¢ok kis mevsiminde daha g¢ok
karsilagilan bir hastaliktir. Yasam tarzindaki hizli degisim ile birlikte gelismis ve
gelismekte olan toplumlarda diyabet prevelansinin hizla arttigi bilinmektedir
(Zimmet ve ark. 1999).

Tiirkiyede cogu okul yasinda 15000 civarinda diyabetli ¢cocugun oldugu ve
her y1l 1500-1700 civarinda ¢ocuga Tip 1 Diyabet tanis1 kondugu ongoriilmektedir
(Cocuk Endokrin Dernegi [CED], 2010). Diinya genelinde ise her yil 14 yas alt1
79000 ¢ocuga T1DM tanist kondugu tahmin edilmektedir (International Diyabetes
Federation [IDF], 2014).

2.1.1.2. Tip 2 Diyabetes Mellitus

Yetiskin insanlarda goriilen, organizmanin {irettigi insiilinin, hiicre
reseptorlerince algilanamayip hiicre icerisine alinamadigi durumda hiicre igerisinde

absorbe edilen glukoz enerji olarak kullanilamaz bu durumda tip 2 diyabet gelismeye



baslar. Tip 2 diyabette periferik dokularda (6zellikle kas ve yag dokusunda) insiilinin
etkisi yetersizdir ve glukoz tutulumunun az oldugu bilinmektedir. Tip 2 DM’de
diyabet belirtileri ge¢ ortaya ¢ikmaktadir bu nedenle diyabet tanis1 ge¢ konmaktadir
(American Diyabetas Assocation 2010, Whittington ve ark 2001).

2.1.1.3. Gestasyonel Diyabetes Mellitus

Gebeligin 24. haftasindan once bilinen karbonhidrat intoleransi olmayan
gebelerin 24-28. haftada AKS nin 126 mg/dl iizerinde olmasi durumda birey GDM
olarak kabul edilir (Metzger 1991).

2.1.1.4. Pre-diyabetik

Kan sekeri diizeyi normalden yiiksek oldugu halde, diyabet tanisi koymaya yeterli
yiikseklikte degilse bu durumda kisi pre-diyabetik (gizli seker hastasi) olarak
tanimlanir (Erdogan 1997).

2.1.1.5. Diger Spesifik Tipler

Diyabetin diger spesifik tipleri; insiilin saygilayan hiicrelerde genetiksel
bozukluklar, ekzokrin pankreas hastaliklar1 ve endokrinopatigibi bozukluklar

sonucunda goriilmektedir (Olgun 2002).

2.2. KALP

2.2.1. Kalbin Histolojisi

Kalp; kalp kasindan olusan ritmik kontraksiyonlar yaparak kanin tek yonli
akigini saglayan bir organdir. 2 atrium ve 2 ventrikiil olmak {lizere dort odaciktan
olusur. Atriumlar kalbin kani alan odaciklaridir. Venrikuluslar ise kani dolagima
gonderen odaciklardir. Kalbin sag ve sol boliimleri interatrial ve intervenrikiiller
septumlar ile birbirinden ayirir. Kalbin pompaladigikan, akciger dolasimi ve
sistematik dolasimi seklinde diger organlara gonderilir. Kan vena kava kranialis ve

vena kava kaudalis ile sag atriuma gelir,buraya gelen kan atrioventrikiiler (tikiispid



kapakgik) yol ile sag ventrikiile gegip temizlenmek {izere arteriya pulmonalis
aracilifiyla akcigere pompalanir. Akcigerde temizlenen kan; vena pulmonalis
araciligr ile kalbin sol atriumuna doénen kan atriyo ventrikiiller valviil
(bikiispit=mitral kapak) ile sol ventrikiile oradanda aorta ile sistematik dolasima
pompalanir. Atriyoventrikiiler kapakc¢iklar kanin atriyumlara doniisiinii engellerken
aorta yakininda yer alan semilunar kapakgiklar kanin kalbe doniisiinii engeller. Kalp

icten disa dogru 3 katmandan olusmaktadir(Ozer ve ark. 2013).

Endokardiyum:Kalbin i¢ yiiziiniidrter. Tek katli yass1 endotel hiicrelerinden olusan
endotel ve fibroelastik bag dokudan olusan subendotel katmanlari endokardiyumu
olusturur. Subendotel katmani elastik iplikler ve diiz kas hiicreleri bakimindan
zengindir ayrica impuls iletim sistemini saglayan purkinje hiicreleri bu katmanda
bulunmaktadir (Ozer ve ark. 2013).

Miyokardiyum: Endokardiyumdansonra gelen katmandir. Kalp duvarmnin esas
unsurlar1 burada bulunmaktadir. Miyokardiyum, ventrikiillerde atriyuma oranla daha
kalindir(Girgin ve ark. 2015).

Kalp kasinda miyofibrillerden kaynaklanan bantlagmalar goriiliir bu nedenle
cizgili gorliinimleri vardir. Kalp kasi hiicrelerinin ¢ekirdegi hiicre merkezinde
bulunaktadir. Kalp kasi tellerinin birbirine baglandig1 noktalar kalin diskler seklinde
gorilmektedir. Bu diskler interkalat disk olarak adlandirilmaktadir. Isik
mikroskobunda merdiven gibi goriinmektedir. interkalat diskler en gok M. Papillaris
boliimiinde belirgindir. Kalp kas1 hiicreleri komsu hiicrelerine kollateral kollar olarak
bilinen yan kollarla baglanirlar. Bu hiicrelerin arasinda bag doku ile dolu olup kan
damarindan zengindir. Kalp kas1 tellerinde sarkoplazma retikulumu boldur ancak
enine tubuluslar iyi gelismemistir. Kalp kasinda terminal sistern yerine diyadlar
gelismigtir. ~ Sarkoplazmik retikulumlar invaginasyon yaparak kalsiyumun

depolandig1 kesecikleri olusturur(Ozer ve ark. 2013).

Perikardiyum(Epikardiyum):Kalbi disardan saran serdz zardir. Kalbin dis yiizii tek
katli yasst mezotel hiicreleri ve gevsek bag dokudan olugmustur. Bu katmanda

sinirler, sinir gangliyonlar1, damarlar ve kalbi sar1 yag doku bulunmaktadir(Ozer ve
ark. 2013).



Kalp valviilleri endotelin yaptig1 kivrimlardan olusur. Dis yiizii endotel
hiicreleriyle ortiiliir i¢ kisminda ise fibroz doku bulunmaktadir. Fibroz doku kalp
iskileti icinde kordo tendinea olarak bilinen ipliksel uzantilar meydana getirir. Bu
uzantilar kantraksiyon aninda ventrikiillerin ters donmesini engellemektedir(Girgin

ve ark. 2015).

2.2.2. Kalbin Anatomisi

Gogilis boslugu (cavitas thoracis) mediastinum ile sag ve sol plevra
bosluklara ayrilir. Mediastinum her iki yandan akcigerlere komsudur. Burada kalp,
damarlar, gevsek bag doku igine yerlesmis lenf diigtimleri, timiis, 6zafagus ve trakea
bulunmaktadir (Cordon ve ark 2005).

Sistem ve pulmoner dolasimin miiskiiler pompasi olan kalp; damarlarca
zengin olan perikard kesesi i¢inde yer almaktadir. Kalp, tabani iistte tepe kismi altta
olan koni sekilli hafif yassi bir organdir. Mediastinumun orta boliimiinde 2-6.
kaburgalar hizasinda, hafif sola dogru egik olarak sternumun arkasinda
bulunmaktadir. insanda ortalama agirligi 300gr, hacmi ise 500-700cm® civarindadir

(Cordon ve ark 2005).

Kalpte iki atrium ve iki ventrikiil olmak iizere dort bosluk bulunmaktadir.
Atrium ve ventrikiillerin dis yiizeyini intravenrikiiler(sulcus
intervenricularisanteriyor et posteriyor) ve koroner oluklar (sulcus coronaris) belirler.
Kan dolasimi atriumlar ile venrikiiller ve ventrikiillerle aorta ve pulmoner trunkus

arasinda bulunan tek yone agilan kapakgiklar sayesinde devam ettirilir (Cordon ve ark
2005).

Kalbin 6n yiiziiniin (facies sternocostalis) biiylik bir boliimiinii sag ventrikiil
olusturmaktadir. On yiiz vertikal yonde seyreden koroner oluk aracilifiyla sag
ventrikiilden ayrilmaktadir. Sol ventrikiilden ise 6n oluk (sulcus interventricularis
anterior) sayesinde ayrilmaktadir. Kalbin 6n yiizii yukartya dogu aortanin ve
pulmoner arterin baslangic kismini olusturmatadir. Kalbin arka yiizii (basis cordis)
dort koseli olup dort pulmoner venin agildigi sol atrium tarafindan sekillenir. Apex

cordis kalbin sol alt tarafinda yer alir sol ventrikiiliin u¢ noktas1 apex cordis ile son



bulmaktadir. Kalbin alt yiliz (facies diaphragmatica) hatlari1 6nde sag ve sol
ventrikiiller, arkada ise sag atrium olusturmaktadir. Sol yiiziin bir boliimii sol atrium
bliyiik bir kismini ise sol ventrikiil olusturmaktadir. Bu yiiz sol akciger ile temas
halindedir. Kalbin sag yiiziinde bulunan sag atrium sag akcigerle dogrudan temas
halindedir. Kalbin bu boslugu iistten vena cava superior alttan da vena cava inferior

acilmaktadir (Cordon ve ark 2005).

2.2.3. Kalbin Fizyolojisi

Kalp kas1 yapisal olarak iskelet kasina fonksiyon bakimindan diiz kasa
benzemektedir. Kalp; atrium kasi, ventrikiil kasi ve 6zellesmis uyarici kas lifleri
olmak lizere ii¢ tip kas lifinden olusturmaktadir. Antrium ve ventrikiil kaslarinin
kastlma siiresi uzundur. Bu kaslar sadece kasilma o6zelligi ile iskelet kasindan
farklilik gosterirler. Ozellesmis uyar1 ve iletici kas lifleri ¢okaz miktarda miyofibril
icerirler. Bu lifler implus olusturma ve iletme 6zelligi ile kalp fonksiyonlarinda
onemli bir yere sahiptir. Ozellesmis uyar1 ve ileti liflerinin kasilma o6zelligi gok
zayiftir. Atrium ve ventrikiil kaslar iskelet kasindan farkli olarak birbirine paralel
seyrederek bir araya gelen kas liflerinin kafese benzer sekilde organizasyonundan

meydana gelir (Cordon ve ark 2005).

Kalp kas1 hiicreleri birbirlerine gap junction olarak bilinen oluklu
baglantilarla baglanirlar. Bu bolgeler interkalat disk olarak isimlendirilir.
Hiicrelerden her hangi birine gelen implus bir hiicreden digerine bdylece biitiin
atrium ve ventrikiil kaslarma yayilir. Sadece kalp kaslarinda goriilen bu durum
sinsisyum &zelligi olarak adlandirilmaktadir.iki ventrikiil duvarmi olusturan
ventrikill sinsisyumlar1 ve iki atrium duvarini olusturan atrium Sinsisyumlari olmak

tizere kalp iki ayr1 sinsisyumdan olusmaktadir (Cordon ve ark 2005).

Atrium ve ventrikiilleri birbirinden ayiran kapakgiklarin etrafinda fibroz doku
bulunmaktadir. Fibroz doku yalitkan 6zellik gosterdiginden dolay: atriuma iletilen
aksiyon potansiyelleri, atrium sinsisyumundan ventrikiil sinsisyumuna sadece
Ozellesmis bir ileti sistemi araciligiyla gecmektedir. Bu durum Atriyo-Ventrikiiler

diigimdan implusun gegmesini geciktirmektedir. Boylece ventrikiiller atriumlardan



kisa bir siire sonra kasilir. Bu sistem kalbin pompa etkisinin devamlilig1 agisindan

oldukga 6nemlidir (Cordon ve ark 2005).

2.3. STREPTOZOTOSIN

Streptozotosin nitroziire grubu tasiyan alkilleyici bir kemoterapdtiktir. 1950
yilinda Streptomyces achromogenes mantarindan izole edilmistir. Deoksiriboniikleik
asitte alkillenme olusturarak hiicre 6liimiine yol acarmaktadir (Khaki ve ark. 2010)
Sicanlarda deneysel diyabet olusturmak igin en ¢ok kullanilan doz i.p. yontemle60-
80 mg/kg’dir (Kushwaha ve Jana 2013). Ancak daha yiiksek dozlar da kullanilabilir.
Fare dozu 150 mg/kg’dir. Siganlarda 40 mg/kg dan daha disiik dozlar diyabet
olusturmak i¢in yetersiz kalmaktadir. Streptozosin pH 4.5, 0.1 molliik sitrat tampon
icinde ¢oziilerek uygulanir (Rajasekaran ve ark.2005).Streptozosin verildikten 48
saat sonra kuyruk veninden o6lgiilen kan glukoz seviyesi 200-300 mg/dL’den yiiksek
olmas1 durumunda denekler diyabetik kabul edilir (Khaki ve ark. 2010).

Diyabetin Diinya genelinde hizla artmasi1 bu hastaligin anlagilmasina yonelik
yapilan deneysel diyabetmodellerini yaygmlastirmistir (Oztiirk ve ark. 2002, Khaki
ve ark. 2010, Kushwaha ve Jana 2013).

STZ uygulanan hayvanlarin kan glikoz degerinde 3 faz goriliir. STZ
uygulandiktan hemen sonra baglayan faz hiperglisemik faz olarak adlandirilmaktadir.
Bu asamada plazma insiilin diizeyi diisiik kan sekeri diizeyi oldukga yiiksek
olmaktadir. Uygulamadan hemen sonraki ilk 2 saat igerisinde karacigerdeki
glikojenin ani yikimindan dolayr gecici hiperglisemi goriiliir.  Ikinci faz;
uygulamadan 6 saat sonra baslar ve hipoglisemi ile karakterize edilir. Uygulanan
STZ pankreas beta hiicrelerinin kiimeler halinde 6lmesine neden olur bdylece asir
miktarda insiilin salinir ve hipoglisemi goriiliir. Bu donemde plazma insiilin diizeyi
cok yiiksektir. Ugiincii faz; 10- 12 saat sonra baslayan hiperglisemi dénemidir.
Plazma insiilin diizeyi diiser ve ilerleyen zamanlarda da diisiik olarak kalir

(Rajasekaran ve ark.2005).



2.4. Oksitosin ve Oksitosin Reseptorii

Oksitosin(OT); Sistein- Tirozin- sistein- prolin- 16sin- glisin izoldsin-
glutamin- asparajin- dizilimine sahip, 9 aminoasitten olusan peptit yapili bir
hormondur. Hipofizin arka lobudan salgilanir. Oksitosinin atom agirhigi 1007
daltondur. 1 mol oksitosin 1007,19gramdir (Ross ve ark. 2009).

Oksitosin; 1906 yilinda Sir Hanry Dale tarafindan bulunmustur. Gebe kedilerin
uterusunda ilk defa goriilen Oksitosinin uterusta kontraksiyonu saglayarak dogumu
hizlandirdig1 Dale tarafindan farkedilmistir. Oksitosin yunanca hizli dogum anlamina
geldiginden dolay1r Dale’nin hormona bu ismi verdigi bilinmektedir (Hanry Dale
1906).

Oksitosin sentezi yapilan ilk peptid hormondur. 1953 yilinda Vincent du Vigneaud
tarafinda sentez edilen Oksitosin sentez edilen ilk peptid horman olmasi nedeniyle
1955 yilinda Vincent du’ya Nobel 6diilii kazandirmistir (Vigneaud 1956). Oksitosin;
hipotalamus  supraoptik ve paraventrikiiler c¢ekirdeklerinde, magnoselliier
norosekretuar hiicrelerde yapilip, arka hipofize, norofizinden taginir. Ayrica bu
bolgeden ¢ikan aksonlar nukleus akkumbense projekte olurlar (Ross ve ark. 2009).

Oksitosinin, beyin omurilik sivinda (BOS) ol¢limlerinden diiirnal ritmi
oldugu belirtilmistir. Oksitosin Reseptorii (OTR) membranda bulunur ve Gq
tizerinden etkili oldugu bilinmektedir (Amico ve ark, 1983) OT ve OTR’nin bir¢ok
dokuda etkili oldugu bilinmektedir.

Oksitosin ve Oksitosin Reseptoriiniin erkek genital sistemde Ejukulasyon,
prostatik iiretra, mesane boynunda ve duktus ejukulatoriusta etkilerinin olundugu
bilinmektedir. Oksitosin erkek genital sistemdeki etkisini Vla reseptorii iizerinden

yapar (Gupta ve ark. 2008).

Oksitosin Reseptoriiniin beyinde ¢ok yaygin olarak bulunmaktadir. Limbic
system (santral amygdaloid nukleus, ventral subikulum, talamus, hipotalamus
ventromedial nukleus), Basal ganglionlar, beyin sapi, spinal kord oksitosin

reseptoriiniin yogun olarak bulundugu yerler arasindadir (Tribollet ve ark 1992).

Oksitosinin hayvanlarda lokomotor aktiviteyi azalttig1 bilinmektedir. Yiiksek

dozda oksitosin sedatif etkiler olusturmaktadir. (Uvnas ve ark. 1994). Oksitosin
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verileneriskinlerde sinirlilik ve anksiyetenin azaldigi bilinmektedir. Ayrica

ogrenmede azalmanin meydana geldigi de bildirilmistir(Bruins ve ark. 1992).

2.4.1. Oksitosin ve Oksitosin Reseptorii’niinPankreas ve Seker Metabolizmasi
Uzerine Etkisi

Oksitosinin seker metabolizmasi iizerinde etkili glisemik kontrolde etkili
oldugu bilinmektedir. Oksitosin pankreastan salgilanan insulin ve glukagon

sekresyonunun arttirmasina neden olmaktadir (Bjorkstrand ve ark 1996).

Oksitosinfarkli  dozlarda fare, tavsan, koyun, kopek inek gibi
denekleriizerinde uygulanmigtir. Oksitosin uygulamalarinin pankreasta OKksitosinin
baglanma bolgelerinin (OTR) artmasina neden oldugu bildirilmistir (Sulu ve ark.
1999).

Koyunlara yapilan Oksitosin uygulamasinda insiilin ve glukagon salinimini

arttirdigi belirtilmistir (Mineo ve ark. 1997, Wallin ve ark. 1989).

Tavsanlara yapilan Oksitosin uygulamasiminikinci dakikadan itibaren insiilin
diizeyinde anlamli bir artisa neden olurken glikoz ve glukagon diizeylerini

etkilemedigi belirtilmistir (Knudizon 1981).

Kopeklerdeki Oksitosin uygulamasinda onbes dakikadan sonra plazma glikoz,
insiilin ve glukagon diizeylerinde artis oldugu bilinmektedir (Aitszuler ve Hamshire
1981). Ayrica hipoglisemide Oksitosin diizeyinin arttigt da bilinmektedir
(Gutkowska ve ark. 1997). Hayvanlara verilen oksitosinin vagal kolinerjik

aktivasyon ile insulin salinimini arttirir (Danalache 2007).

2.4.2. Oksitosin ve Oksitosin Reseptorii’niin Kardiovaskiiler Sistemle Tliskisi

Merkezi sinir sisteminde Oksitosin i¢eren aksonlarin kalp damar sistemini kontrol
eden beyindeki hiicre ¢ekirdeklerinde desonlanmaktadir. Bu baglantt Oksitosinin
kalp-damar  sisteminin ~ merkezsel  diizenlenmesinde  etkili  oldugunu
diisiindiirmektedir Cevresel Oksitosinin  uygulamalarinin  canlinin  arteriyel

basincinda diisiise neden oldugunu goésteren ¢aligsmalar bulunmaktadir (Petty ve ark.
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1985).Intravendz ve intraperitonel yollarla hayvanlara enjekte edilen Oksitosinin
Atrial Natritiretik Peptit (ANP) salimimini arttirarak idrar araciligiyla sodyum

atilimini hizlandirdigr bilinmektedir (Haanwinckel ve ark 1985).

Oksitosin ve reseptorii kalpte bulunmaktadir. Oksitosin kalpte direkt veya
ANP, NO stimulasyonu saglayarak kardioprotektif etkiler (apoptozis Onleyici)
olusturmaktadir. (Paquin 2002 ve ark, Jankowski 2004)

Oksitosin  kardiyak kok hiicrelerin diferansiyasyonu uyarir (Soares ve
ark.1999, Favaretto 1997). ANP iizerinden natrilirez saglar (Petersson 2007).
Sistemik kan basincint disiiriir. Oksitosin  kalpte ayrica negatif inotropve
kronotropik(yavaslatici) etkiler gosterir (Houshmand 2008). Parasempatik sistem
tizerine noromodulator etkilidir. Hipertansif sicanlara dogumdan itibaren OKsitosin
verildigi bir calismada Oksitosinin hipertansiyon gelismesini 6nledigi belirtilmistir
(Ondrejcakova 20099. Miyokard infarktiis (MI) hayvanlarda, Oksitosinin kardiyak
fonksiyonlar iyilestirdigi bildirilmistir (Authier ve ark 2009, Miki ve ark 2009).
Tavsan miyokard iskemi-reperfiizyon modelinde oksitosin verilmesi ERK1/2, AKT

ve eNOS sistemini aktive ettigide bilinmektedir (Asad ve ark 2001).

Oksitosinin kalp kasi tizerindeki etkisini belirlemeyi amaglayan bir ¢alismada
kalbin sag kulak¢igi inkiibe edilerek kan hacminde artisin oldugu ve bunun
baroreseptorler tarafindan algilanarak hipotalamusa iletilmesi sonucu OKksitosin
saliniminin bagladig: bildirilmistir. Salgilanip kana verilen Oksitosin, dolagimla sag
atriuma gelmekte ve burada buluna Oksitosin Reseptorii molekiillerini aktiflestirerek
ANP salinimini uyarmaktadir (Favaretto ve ark. 1997). ANP reseptorler araciligiyla
guinilat siklazi (SGMP) aktiflestirmektedir. Salgilanan sGMP sinoatrial digiimiin
uyar1 olusturma sikligini azaltmaktadir. Serbest kalan sGMP molekiillerinin negatif
inotropik etki olusturdugu bdylece sag kulakgiktan ¢ikan kan hacminde azalma
oldugu belirtilmistir. ~ Artig gosteren ANP molekiilleri sag karmcikta negatif
inotropik etki olusturmaktadir. Sonug¢ olarak bu dongii kalbin sag bdlmelerini

etkileyerek kalpten kan ¢ikisini azalttigi bildirilmistir.

ANP molekiilleri bobrekten Na ¢ikisini arttirmaktadir. Boylece bobrekten

¢ikan kan hacminin azalmasini saglamaktadir (Favaretto ve ark. 1997).
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3. MATERYAL VE METOT

Bu calisma igin Kafkas Universitesi Deney Hayvanlari Yerel Etik Kurulu’ndan
(KAU-HADYEK) 25.05.2016 tarihinde 2016-042 sayili etik kurulu numarasi ile
onay alinmistir. Deneysel asamalar Kafkas Universitesi Deney Hayvanlar1 Uygulama
ve Arastirma Merkezinde, laboratuvar asamasi ise Kafkas Universitesi T1p Fakiiltesi

Histoloji ve Embriyoloji Ana Bilim Dali’inda gerceklestirilmistir.

3.1. Materyal

3.1.1. Deney Hayvani1 Materyalinin Temini ve Barindirilmasi

Calismada kullanilan deney hayvanlar1 Atatiirk Universitesi Tibb1 Deneysel
Uygulama ve Arastirma Merkezinden temin edildi. Calismada 18 adet erkek Balb-c
cinsi fare kullanildi. Her kafeste 6 hayvan olmak {izere denekler rastgele ayrildi.
Hayvanlar 25 + 2 sicaklikta ve % 60-65 civarinda nem kosullarinda barindirildi.
Barindirma ortaminin 12 saat karanlik ve 12 saat aydinlikta olmasina dikkat edildi.
Kafesve suluklar her giin temizlendi. Hayvanlar pelet yemlerle ve ¢esme suyu ile
beslendi. Beslenmede kullanilan standart fare yemi Erzurum Bayramoglu Yem
Fabrikasindan temin edildi. Yemler 6zel ¢elik kaplarda, su ise ¢elik bilyeli suluklarda

verildi.

3.2. Metot

3.2.1. Deney Gruplarinin Olusturulmasi

Hayvanlar temin edildikten sonraki iki hafta hi¢ bir uygulamayapilmadan
ortama adapte olmalar1 saglandi. Adaptasyon sonrast denekler Tablo 1’ de

gosterildigi gibi gruplara ayrildi.
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Tablo 1. Deney gruplari ve yapilan uygulamalar.

Deney Denek Yapilan Deneysel Uygulama

Gruplan Sayisi

Kontrol Grubu | (n=6) Her hangi bir uygulama yapilmadi

Sham Grubu (n=6) Sodyum sitrat ¢ozeltisi i.p olarak tek seferlik

uygulandi. (pH:4.5)

Diabet Grubu | (n=6) pH degeri 4.5 olan 0.1 M Sitrat tamponu igerisinde
¢ozdiiriilmiis Streptozotocin (STZ) 100 mg/kg dozda
i.p yolla, tek sefer uygulandi.

3.2.2. Diabet Olusturulmasi
3.2.2.1. STZ Soliisyonunun Hazirlanmasi

STZ (Sigma S0130-1G); 40mg/lml oraninda Sodyum sitrat tamponu
igerisinde ¢ozdiirlildii. STZ taze hazirlanip aliminyum folyo ile sarili tiipte ve buz
dolu beherde muhafaza edilerek 151k ve sicaktan korundu. Deney grubuna intra-
peritonal olarak Iml’lik insiilin enjektorii ile hayvan agirliklarina gére 100mg/kg

oraninda tek doz seklinde uygulandi (Bingdl ve Kocamis, 2009).

3.2.2.2. Sodyum Sitrat Cozeltisinin Hazirlams1

0.294 gr sodyum sitrat dihidrat (Cs Hs Naz O; 2H,0 = 294,1 g/mol) alinarak
deiyonize su ile hacim 100 ml’ ye tamamlandi ve 1 Normal HCI ile pH s1 4.5%¢

ayarlandi.

3.2.3.Agirhk Ol¢iimlerinin Yapilmasi

Hayvanlarin agirliklar1 STZ uygulamasindan once (0.giin) ve dokularin
alindigi giin  (30.glin ) hassas dijital terazi (Precisa-XB220A) ile tartilarak
kaydedildi.
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3.2.4. Kan Sekeri Seviyesinin Belirlenmesi

Biitlin hayvanlarin kan glikoz seviyeleri STZ uygulamasina geg¢ilmeden 6nce
kuyruk venlerinden alinan birer damla kanla glikometri cihazi (Rocho Accucheck
Go) kullanilarak o6lgiildii. Aclik kan sekeri olgiilmeden once biitiin hayvanlar 12 saat
a¢ birakildi.

Diabet grubundaki hayvanlar 72 saat sonra tekrar 12 saat a¢ birakilarak aglik

kan glikoz diizeyleri kuyruk venlerinden alinan kandan 6lgiildii.

Aclik kan glikoz diizeyi 200 mg/dl {izerinde olan hayvanlarin diabet oldugu
kabul edildi (Kanitkar ve Bhonde 2004). Calismanin 30. giiniindedokular alinmadan

once hayvanlar yine 12 saat a¢ birakildi ve kan glikoz seviyeleri son defadl¢iildii.

3.2.5. Doku Orneklerinin Alinmasi

Diyabet grubuna STZ uygulandiktan sonraki 30. glinde eter anestezi altinda
servikal dislokasyon uygulandi ve biitiin gruplar 6tenazi edilerek deneklerin kalp
dokular1 ¢ikarildi. Dokular alinmadan 6nce hayvanlar 12 saat a¢ birakilarak son aglik

kan glikoz seviyeleri ve agirlik 6l¢iimleri kaydedildi.

Alinan biitiin dokularin agirliklar1 hassas terazide belirlendi. Ikiye boliinen
kalp dokular1 immunohistokimyal ve histolojik ¢alismalarda kullanilmak {izere rutin

histolojik iglemlerden gecirildi.

3.2.6. Histolojik incelemeler icin Doku Hazirlanmasi

Alnan kalp dokular1 histolojik ve immunohistokimyasal olarak incelenmek
tizere % 10’luk formol ve buoin solisyonlarinda tespit edildi. Ardindan dereceli
alkoller, metil benzoat ve benzol serilerinden gegirilerek parafinde bloklandi.
Hazirlanan bloklardan krom-alum-jelatin ile kaplanan lamlara 5 pm kalinliginda
kesitler alindi. Kalp dokusunun genel olarak histolojik yapisini incelemek amaciyla
Crossman’in ii¢lii boyamasi (triple boyama), Hemotoksilen-Eosin (H&E) ve
Periyodik Asit Shiff (PAS) boyama teknikleri uygulandi (Luna 1968). Kapatilan
prepratlar degerlendirilmek tizere 1s1k mikroskobunda (Olympus Bx43, Japan)
incelenip gerekli kisimlar Olypus DP21 fotograf makinesi ile fotograflandi.
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3.2.7. immunohistokimyasal incelemeler

Bloklanan dokulardan 5 um kalinliginda kesitler alindi. Alinan kesitlerin bir
kismi rutin histolojik incelemeler i¢in kullanildi. Geriye kalan kesitler ise Oksitosin
Reseptoriiniin kalp dokusunda immunohistokimyasal lokalizasyonunu incelemek
amaciyla kullanildi. Kalp dokusunda Oksitosin Reseptorii immunoreaktivitesini
incelemek i¢in Avidin-Biotin-Peroksidaz Kompleksi (ABC) uygulandi (Hsu ve ark
1981). Alman kesitlere deparafinizasyon ve dehidrasyon islemleri uygulanip fosfat
buffer salin (PBS) (0,1 M, pH; 7,2)’de calkalanarak endojen peroksidaz aktivitesini
engellemek i¢in 0,1 M’lik PBS’te hazirlanmis % 3’liik H,O,’de 20 dk. inkube edildi.
Kesitler PBS ile tekrar yikandiktan sonra antijenleri agiga ¢ikarmak amaciyla 12 dk
mikrodalga firinda sitrat buffer soliisyonun i¢inde 600 watt 1s1 uygulandi. Kesitler
tekrar 3-5 dk boyunca PBS ile yikanip ardindan spesifik olmayan baglanmalar
onlemesi i¢in sekonder antikora uygun UV serumda (%10) 10 dk inkube edilip PBS
ile yikandi. Daha sonra kesitler iizerine anti-OTR antikoru (abcam:ab217212 (1:250
dilisyon oraninda)) uygulandi ve oda sicakliginda 1 saat inkiibe edildi. Primer
antikorun inkiibasyonundan sonra tekrar PBS ile yikanan dokulara primer antikorun
iretildigi tiire kars1 olan biotinlenmis sekonder antikor uyguland: ve oda sicakliginda
30 dk bekletildi. Ornekler tekrar PBS ile yikandiktan sonra streptavidin peroksidaz
ile oda 1sisinda 30 dk. inkiibe edildi. Tekrar PBS ile yikandiktan sonra kromojen
uygulamasi i¢in Diaminobenzidine (DAB (Thermo TA-125-HD)) teknigi uygulandi
(shu ve ark 1988).

Kesitlere kromojen soliisyonu uygulandiktan sonra 151k mikroskobunda
kontrol edilerek immunoreaktivitenin olusumuna gore reaksiyon distile su ile
durduruldu. Hazirlanan dokulara son olarak zit boya olarak hemotoksilen uygulandi
ve dehidrasyon-saydamlastirma islemleri sonucunda kesitler entellan yardimiyla

lamelle kapatildi.

Hazirlanan preparatlar Olympus Bx43 1sikmikroskobu ile incelenerek,
Olympus DP21 fotograf makinesiylefotograflandi. Kesitlerde, boyanan hiicrelerin
boyanma dereceleri belirlendi. Boyanma derecesi: 0 (reaksiyon yok), +1(az yogun),

+2 (orta derecede yogun), +3 (cok yogun) olarak degerlendirildi.
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Dokulardaki Oksitosin Reseptorii(OTR) immunoreaktivitesinin spesifik olup
olmadigini tespit etmek amactyla negatif kontrole primer antikor asamasi atlatilarak

diger islemler aynmi sekilde uygulandi.

Tablo 2. Dokulardaki OTR immiinoreaktivitesinin derecelendirilmesi.

Dokulardaki reaksiyon yogunlugu | Semboller
Cok Yogun +++
Yogun ++

Az +

Yok -

3.2.9. istatistiksel Analizler

Istatistik analiz icin SPSS programmmn 16.0 versiyonu kullanildi (SPSS 2007).
Gruplar arasi ¢oklu karsilagtirmalar i¢in one-way ANOVA kullanildi. Homojen
gruplar i¢cin Benferroni, homojen olmayan gruplar icin Tamhene testleri uygulandi.

Ikili karsilastirmalar icin ise paired-samplest testi uygulandi.
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4. BULGULAR

Calismamizda diyabetik ve non diyabetik Balb-c cinsi farelerin canli
agirhiklar,, kalp agirliklart  ve Kkan-glikoz degerleri istatistiksel —olarak
degerlendirilmistir. Ayrica kalp dokusunun genel histolojik yapisi ve oksitosin

reseptOrii immiinoreaktivitesi incelenip bulgular degerlendirilmistir.

4.1. istatiksel Bulgular

Calismamizda 18 adet fare bulunmaktadir. Ug grupta incelenen deneklerin
canli agirlik ile kalp agirliklart ve glikoz degerlerinin istatiksel olarak degisip

degismegi istatiksel olarak belirlenip gruplar arasinda karsilastirma yapilmistir.

4.1.1. Canh Agirhk Bulgular

Hayvanlarin canli agirliklariyla ilgili degerlendirmeler 0. ve 30. giinlerde
yaptlmistir.  Ayni  gilinlerde belirlenen canli  agirliklar  istatiksel —olarak
degerlendirilmistir. Calismamizda gruplar arasinda karsilastirma yapilmamistir. Her
grup kendi i¢inde 0. ve 30.giin agirliklarina gore karsilagtirilmistir. Sham gurubunda
0. ve 30.glin arasinda canli agirlik bakimindan istatistiksel bir fark tespit
edilmemistir. Kontrol gurubunda 0. ve 30.glin arasinda canli agirlik bakimindan
istatistiksel bir fark tespit edilmis olup bu farkin artis yoniinde oldugu goriilmiistiir.
Ancak diyabet gurubunda 0. ve 30.giin arasinda canli agirlik bakimindan tespit edilen

istatistiksel farkin agirlik azaligindan kaynaklandigi gériilmiistiir (Tablo 3) (P< 0,05).
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Tablo 3. Canli agirhiklarin grup i¢inde 0. ve 30.giinlere gore karsilastirmasi.

Canh agirhk
Gruplar Giinler N SD P
ortalamasi (gr)
0.giin 6 37,67 3,27
Diyabet 0,010*
30.giin 6 31,00 3,90
0.giin 6 36,17 4,36
Sham 0,217
30.glin 6 39,00 2,97
0.giin 6 35,00 4,34
Kontrol 0,026*
30.glin 6 41,00 3,52

*P<0.05 (SD:Standart sapma)

4.1.2. Kalp Agirhgi Bulgular

Her ii¢ grubun kalp dokusu ayni giin alinip agirliklar1 olciildi. Yapilan
istatistiksel degerlendirmeler sonucunda gruplar arasinda istatistiksel diizeyde bir
fark goriilmedi fakat diyabet grubunda sham ve kontrol gruplarina gére kalp agirlig

ortalamasinin géreceli olarak az oldugu goriildii (Tablo 4).

Tablo 4. Kalp agirhiklarinin 30.giinde gruplar arasinda karsilastirmasi.

Gruplar |N Kalp agirlik ortalamasi (gr) | SD Minimum | Maximum | F
Diyabet |6 1,62 0,29 |0,12 1,93

Shame 6 1,76 0,12 |0,05 1,91 2,428
Kontrol |6 1,88 0,17 0,07 2,04

(SD:Standart sapma)

4.1.3. Achik Kan Glikoz Bulgular

Biitiin gruplarin kan-glikoz degerleri 0. ve 30. giinlerde belirlendi. Yapilan 6lgiim

sonuglar1 gruplar arasinda karsilastirlliginda 0. giinde elde dilen degerlerin her {i¢
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grupta da benzer oldugu belirlendi. 30. giinde yapilan Olgiimde ise kan glikoz
degerlerinin, diyabet grubunda sham ve kontrol gruplarina gore belirgin bir sekilde

arttig1 goriildii (Tablo 5).

Tablo 5. Gruplar arasinda aghk kan glikoz degerlerinin karsilastirmasi.

Kan glikoz diizeyi . )
Gruplar N SD Minimum Maximum | F
(mg/dl)
Diyabet 0. giin 6 81,50° 10,05 71,00 95,00
Shame 0.giin 6 91,00 13,89 72,00 108,00
Kontrol 0.giin 6 86,33 6,62 78,00 95,00
88,775*
Diyabet 30.giin |6 265,50° 40,49 218,00 318,00
Shame 30.giin 6 87,67 9,09 76,00 102,00
Kontrol 30.giin 6 93,502 8,76 83,00 106,00

Farkli ist karakterler arasinda istatistiksel diizeyde anlamli fark vardir. *P<0.05 (SD:Standart sapma)

4.2. Histolojik Bulgular

Tim grubuplarda Triple, H&E ve PAS boyamalari yapilip Olympus Bx43 151k
mikroskobunda incelendi. Yapilan incelemeler sonucu longitidunal kesitlerde kalp
kas1 lifleri horizontal ve diizenli olarak uzadigi goriildii. Kalbin genel histolojik
yapist incelenip endokardiyum (Resim 11), miyokardiyum ve perikardiyum
katmanlar1 belirlendi (Resim 7-8). Endokardiyumda bulunan diiz kas hiicreleri ve tek
katli yass1 endotel hiicreler goriildii (Resim11). Subendotel katmani ve bu katmanda
belirgin bir sekilde bulunan purkinje hiicreleri gortildii (Resim11). Miyokardiyum
katmaninda kalp kasi tellerinde miyoflamanlarin enine bantlagsmalari, iki kalp kasi
hiicresini birbirine baglayan interkalat diskler (13-15) ve kalp kasi hiicresinin yanlara
yaptig1 Kolletarel baglantilar belirgin olarak goriildii (Resim 1-3). En dis kisimda
perikardiyum katmani ve burada bulunan kan damarlar1 yag hiicreleri ve diger

histolojik yapilar goriildi (Resim 3 ve 4). Histolojik incelemelerde biiyiikk damarlar
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(Resim 12) ve kalp kapakgiklar: tespit edildi (Resim 9 ve 10). Tiim gruplarda kalp
kapake¢iklarinin ve biliyliik damar duvar katmanlariin PAS boymasiyla en belirgin
sekilde boyandig1 goriildi (Resim 9, 10 ve 12). PAS boyamasiyla boyanan kesitlerde
Purkinje hiicrelerinin kontrol ve sham grubunda diabet grubuna gore daha belirgin

sekilde boyandig1 goriildii (Resim 9 ve 11).

Kontrol gurubu incelenginde bu guruba ait kalp dokusu katmanlarinda herhangi bir
degisiklik goriilmemistir. Bunun yani sira, diiz kas hiicreleri, endotel ve purkinje
hiicrelerinde, miyokardiyumdaki histolojik yapilarda, kalp kasi hiicreleri ve
olusumlarinda herhangi bir bozukluk olmadig: tespit edildi (Resim 5). Kontrol ve
sham guruplarinda, Kalp kasi dokusunda perikardiyuma yakin bolgelerde ve
miyokard i¢ bolgelerinde baz1 hiicrelerin triple boyama ile diyabet grubuna gore daha
koyu boyandig tespit edildi (Resim7-8).

Sham gurubu incelendiginde kontrol grubuyla benzer yapilar tespit edildi.
Kalp dokusunda bulunan tiim histolojik yapilarin normal yapida oldugu goriildi
(Resim 6).

Diyabet grubu kalp dokusu inclendiginde bazi miyokard bolgelerinde hafif
diizeyde kalp kasi hiicrelerinde dejenerasyon oldugu goriildii (Resim 4). Kontrol
grubu dokularinin interkalat disklerinde diizgiin bantlagmalar ve diizenli bir yapi
goriilirken diyabet grubunda bazi interkalat disklerin konturlarinda bozulmalar
oldugu gozlendi (Resim13).
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Resim 1: Diyabet grubu kalp dokusundaki kolleteral dallanmalarin (ok ucu) histolojik goriiniimii,
H&E boyama. Bar: 50pum.

Resim 2: Kontrol grubu kalp dokusundaki kolleteral dallanmalarin (OK ucu) histolojik gériinimii.
H&E boyama. Bar: 50pum.
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Resim 3: Sham grubu kalp dokusundaki kolleteral dallanmalarin (siyah kalin ok) histolojik
gortiniimii, endotel ¢ekirdegi (siyah ince ok), kalp kasi cekirdegi (turuncu ok) H&E boyama.
Bar:50pum.

Resim 4: Diyabet grubunda kalp dokusunda miyositlerdeki dejenerasyonun (siyah ok) histolojik
gortiiniimii. H&E boyama. Bar: 50um.
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Resim 5: Kontrol grubunda kalp dokusundaki miyositlerin histolojik goriiniimii. H&E boyama. Bar:
100pm.

Resim 6: Sham grubunda kalp dokusundaki miyositlerin histolojik goriiniimii. H&E boyama
H&E boyama Bar:50pum.
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Resim 7: Diyabet grubu, kalp dokusunda perikardiyum ve miyokardiyumun histolojik gériiniimdi.
Koyu boyanan bdlge (ok ucu). Triple boyama, Bar:50pum.

Resim 8: Kontrol grubu, kalp dokusunda perikardiyum ve miyokardiyumun histolojik gériiniimii.
Perikardiyuma yakin miyositler (Siyah ok). Miyokardin i¢ bolgelerindedki bazi miyositler (turuncu
ok). Triple boyama. Bar:50um
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Resim 9: Diyabet grubu kalp dokusu ve kapakgik dokusunun histolojik gériiniimii. PAS boyama. Bar:
100pm.

Resim 10: Sham grubu kalp dokusu ve kapake¢ik dokusunun histolojik gériinimii. PAS boyama. Bar.
50pm.
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Resim 11: Kontrol grubu kalp dokusundaki endokardiyum ve purkinje hiicrelerinin histolojik
goriiniimii. Purkinje hiicreleri (siyah ok), endokardiyum endoteli (turuncu ok). PAS boyama.
Bar:50pum.

Resim 12: Kontrol grubu biiyiik damar histolojik gériiniim. Kontrol grubu PAS boyama. Bar: 50pm.
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Resim 13: Diyabet grubu kalp dokusunun boyuna kesitinde interkalat disk (Siyah ok) goriiniimii.
H&E boyama. Bar: 50pum.

Resim 14 Kontrol grubu kalp dokusunun boyuna kesitinde interkalat disk gériniimi. Siyah ok
(interkalat disk) Enine bantlagma (turuncu ok). H&E boyama. Bar: 50pm.
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Resim 15: Sham grubu kalp dokusunun boyuna kesitinde interkalat disk (siyah ok) goriiniimii, enine

bantlagsma (turuncu ok). H&E boyama. Bar: 50um.

4.3. immiinohistokimyasal Bulgular

Kontrol, sham ve diyabet gruplarindan alinan kalp dokularinda oksitosin
reseptOriiniin immunohistokimyasal lokalizasyonu incelendi. Yapilan incelemelerde
tiim gruplarda oksitosin reseptorii immunoreaktivitesi tespit edildi. Kontrol ve sham
grubundaki immiinoreaktivitenin diabet grubuna gore daha gii¢lii oldugu gozlendi.
Kontrol ve sham grubunda miyosit hiicrelerinin zarinda diabet grubu miyosit hiicre
zarlarina gore daha giiglii bir reaksiyon gozlendi (Resim 21, 26, 28 ve 30) (Tablo 5)
Tiim gruplarda genelde ¢ekirdekte immunoreaktivite goriilmezken, kontrol ve sham
grubunda diabet grunbuna gore bazi kalp kasi hiicresi ¢ekirdeklerinde OTR
immunoreaktivitesinin daha gii¢lii oldugu goriildii (Resim 23-27). Diabet gurubunda
sitoplazmada goriilen immunoreaktivitenin diger guruplara gére daha zayif oldugu
goriildii. Ayrica tiim guruplarin kapillerinde ve endotel tabakalarinda giiclii
immunoreativite gézlendi (Resim 16, 17, 28 ve 30). Yine endokardiyumdaki purkinje
hiicrelerinin OTR immunoreaktiviteleri ti¢ gruba gore karsilagtirildiginda kontrol ve

sham grubunda yogun reaktivite varken diyabet grubunda az reaktivite goriildil
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(Resim 26-28). Bazi kesitlerde sitoplazmada genelde immunoreaktivite olmamasina
karsin az sayidaki bazi hiicrelerin sitoplazmalarinda immunoreaktivite goriildi
(Resim20-31). Gruplar aras1 goriilen OTR immunoreaktivitesi, kalbin fakli histolojik
bolgelerinde skorlanarak yogunluklar1 belirlendi (Tablo 5). Kontrol ve sham
gruplarinda immiinoreaktivitenin yogun oldugu (Resim17-31), diyabet grubunda ise
az yogunlukta oldugu gorildi (Resim 16-29). Kalp kapakg¢iklarinda ve miyosit

membranlarinda OTR immunoreaktivitesi gozlenmistir (Resim 24).

Tim gruplardan alman kalp dokularindaki  Oksitosin  reseptorii
immunoreaktivitesinin spesifik olup olmadigin1 degerlendirmek amaciyla yapilan
negatif ~ kontrolde  oksitosin  reseptérii  immunoreaktivitesine  rastlanmadi
(immunohistokimya protokoliindeki primer antikor diginda tiim asamalar uygulandi)

(Resim 32).

Tablo5. Kalp dokudaki yapilarin Oksitosin Reseptorii Immunoreaktivite yogunlugu

Kalp  dokusundaki | Kontrol Sham Diyabet
yailar/ Reaksiyon | Grubu Grubu Grubu
yogunlugu

Hiicre zar1 +++ +++ ++
Sitoplazmasi ++ ++ ¥
Cekirdek ++ ++ +
Endotelyum +++ +++ +H+
Purkinje hiicreleri ++ ++ +
Kiigiik kapiller +++ +++ +++




50 um

Resim 16:Diyabet grubu kalp dokusundaki OTR immunoreaktivitesi az yogunince ok:endotelde

reaktivite, kalin ok ucu:hiicre membraninda reaktivite. Bar: 50pum.

50 um

Resim 17: Kontrol grubu Kkalp dokusundaki OTR immunoreaktivitesi. Ok: Kapillerdeki

immunoreaktivite. Bar: 50um.
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Resim 18: Sham grubu kalp dokusundaki OTR immunoreaktivitesi. Bar:50pm.

Resim 19: Diyabet grubu kalp dokusu, miyokardin i¢ bolgesi (A) ve epikardiyuma yakin perifer
bolgesi (B). Bar: 100pum.
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50 um

Resim 20: Kontrol grubu kalp kasi dokusundaki OTR immunoreaktivitesi, bazi hiicrelerde

sitoplazmik immunoreaktivite. Ok: Cekirdek etrafindaki sitoplazmada immunoreactivite. Bar: 50pm.

Resim 21: Sham grubu kalp dokusunda hiicreler arast membranda OTR immunoreaktivitesi (ok ucu).

Bar: 50pm.
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Resim 22: Sham grubu kalp dokusundaki purkinje hiicresindeki OTR immunoreaktivite ok ucu.

Bar:50pum.

Resim 23: Sham grubu kalp dokusu endokardiyumdaki bazi hiirelerin gekirdeklerindeki OTR

immunoreaktivitesi (Ok). Bar:50pm.
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Resim 25: Diyabet grubu kalp dokusunda purkinje hiicrelerinde OTR immunoreaktivitesi (OK).
Bar:50um.
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Resim 26: Diyabet grubu kalp dokusunda purkinje hiicreleri ve miyosit hiicreleri membraninda OTR
immunoreaktivitesi (Ok). Bar:50um.

Resim 27: Kontrol grubu kalp dokusunda purkinje hiicreleirnde OTR immunoreaktivitesi (Ok). Bar:

50pum.
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Resim 28: Kontrol grubu kalp dokusunun enine kesitinde hiicre membranlarinda (kisa ok), purkinje

hiicresinde (uzun ok), endotel yasisi epitelindeki (turuncu ok) OTR immunoreaktivitesi. Bar : 50pum.
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Resim 29: Diyabet grubu kalp dokusu enine Kesitinde miyosit hiicrelerindeki OTR

immunoreaktivitesi. Bar:20um.

Resim 30: Sham grubu kalp kas1 enine kesitinde miyosit hiicre memraninda OTR immunoreaktivitesi
(kisa ok), hiicreler arasi bag dokuda OTR immunoreaktivitesi izlenmemektedir (uzun ok). Bar: 20um.
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Resim 31: Kontrol grubu kalp kast boyuna kesitte hiicrelerin sitoplazmasinda OTR

immunoreaktivitesi, interkalat disklerde (OK) az reaktivite goriilmektedir. Bar:20pm.

Resim 32: Sham grubu kalp kasi, negatif kontrol. Bar:50um.

5. TARTISMA ve SONUC

Calismamizda STZ uygulanarak deneysel diyabet olusturulan farelerde; canli
agirlik, kalp agirligr ve aglik kan sekeri degerlendirilmistir. Ayrica kalp dokusunda

Oksitosin reseptdriiniin immunohistokimyasal lokalizasyonuna bakilmistir.

Bingdl ve Kocamis (2009), Aydogan ve Bingol (2017), farelere 100 mg/kg
oraninda tek doz olarak uygulanan STZ de diyabetin gergeklestigini bildirmislerdir.
Kanitkar ve Bhonde (2004), farelerde ip olarak 100 mg/kg STZ enjekte ettiklerini ve
24 saat sonra deneklerin diyabet oldugunu bildirmislerdir. Yine Wada ve ark. (2001),
farelere 200 mg/kg STZ uygulanmasinindiyabetin olusturdugunu bildirmislerdir.
Grover ve ark. (2001), farelerde 150 mg/kg STZ’nin i.p. olarak enjeksiyonuyla yine
diyabetin gerceklestigini ve kan glikoz seviyesinin 400 mg/dl oldugu belirtmislerdir.
Young ve Wright (2002), farelere intra vendz olarak STZ enjekte ettiklerini ve
diyabetin 150 mg/kg oraninda gergeklestigini belirtmislerdir. Yaptigimiz ¢alismada
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bu kaynaklara paralel olarak farelere i.p.yolla 100 mg/kg oraninda STZ enjekte
edildi.

Yegin ve Mert (2013), calismalarinda STZ uygulamasindan sonra aglik kan
sekeri 210 mg/dl’den yiiksek olan ratlarin diyabet oldugunu kabul etmislerdir.
Biiyiikleblebici ve Karagiil (2012), ratlarda yaptiklar1 deneysel diyabette yaptiklari
calismada STZ uygulamasindan 72 saat sonra aglik kan sekeri 250 mg/dl’nin
tizerinde olan ratlarin diyabet olarak kabul etmislerdir. Demir ve Yilmaz (2013),
STZ ile olusturduklar1 diyabette 72 saat sonra ratlarin aglik kan sekerinin 140-200
mg/dl arasinda oldugu belirtilip diyabet kabul edilmis. Yine Kanitkar ve Bhonde
(2004) STZ uygulanan farelerde aglik kan sekeri diizeyinin 200mg/dl oldugunu
belirtmis ve bu hayvanlar1 diyabet kabul etmislerdir. Bu ¢alismaya paralel olarak
Young ve Wright (2002), kan glikoz seviyesi 200 mg/dl olan farelerde deneysel
diyabetin gerceklestigini kabul ettiklerini belirtmislerdir. Yaptigimiz caligmada
Kanitkar ve Bhonde (2004), Young ve Wright (2002), Yegin ve Mert (2013),
Biiyiikleblebici ve Karagiil (2012), Demir ve Yilmaz (2013)’in caligmalarina paralel
olarak AKS degeri 200 mg/dl ve iizeri olan fareler diabet olarak kabul edildi.
Koroglu ve ark.(2014), Kanter ve ark. (2012), Bal ve ark. (2011), Khaki ve ark.
(2009), deneysel diyabet olusturduklari ratlarda diyabet grubuyla kontrol gruplari
arasinda agirlik farki oldugunu, diyabetin canli agirliginda anlamli azalmalara neden
oldugunu bildirmislerdir. Grover ve ark. (2001), STZ uygulayarak deneysel diyabet
olusturduklar farelerde herhangi bi sekilde kilo kaybi olmadigini bildirmislerdir. Bu
caligmalarin aksine; Shin ve ark (2014), Kim ve ark.(2006), Haan ve ark. (2005),
Noyan ve ark. (2004),Wada ve ark. (2001), STZ ile olusturduklari deneysel
diyabette, diyabetin canli agirlik kaybina neden oldugunu belirtmislerdir. Bizim
calismamizda da bu calismalara paralel olarak diyabetik grubun canli agirliginda
azalma oldugu goriilmiistiir. Yine bizim g¢aligmamizda diger c¢alismalardan farkl
olarak kontrol grubunda agirlik artisinin istatistiksel farklilik gosterecek diizeyde

oldugu goriilmiistiir.

Cai ve ark. (1989) STZ enjeksiyonu ile olusturduklar1 deneysel diyabette
erkek siganlarin kalp dokularin degerlendirmislerdir. Diyabetin kalp dokusunuda

miyokard tabakasmin incelmesine neden oldugunu bildirmislerdir. Olusturdugu
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diyabet modellerinde, 12 hafta sonunda miyokard tabakasinda incelme
gozlemlenmisdir. Zhu ve ark. (1994), Seager ve ark. (1984), Cai (1989). STZ ile
olusturulan deneysel diyabette, sicanlarin kalp kasi hiicrelerinde myofibrillerde hasar
oldugu belirtmislerdir. Harackova veMurphy (1988),deneysel diyabet olusturulmus
siganlarda kontrol grubuna gore ventrikiiler kalp kasi hiicrelerinde belirgin
degisikikler olmadigini belirtmisledir.Cetin ve ark. (2013), deneysel diyabet
olusturduklar1 grupta kalp kasinda eozinofilik Sitoplazmali ve piknotik niikleuslu
hiicreler ve sarkoplazmada miyofibril kaybi oldugunu bildirmislerdir. Ayrica kalp
kast hiicrelerinin sitoplazmalar1 igerisinde irili ufakli vakuoller olustugunu da
belirtmislerdir. Yaptigimiz ¢alismada diyabetik farelerin kalplerinde enine ve boyuna
kesitlerde bazi1 bolgelerde miyositlerde dejenerasyon, bazi interkalat disklerde

diizensizlik goriildii.

Diyabet  olusturulmus fare  kalbinde oksitosin reseptoriiniin
immiinoreaktivitesi ile ilgi kaynaga rastlanmamistir. Jankowski ve ark. (2004)
oksitosin reseptoriiniin ontojenik gelisimi {izerine yaptigi c¢alismada oksitosin
reseptoriiniin  ratlarda embriyonik gelisimin 21. giiniinde ve postnal 1.glinde kalbin
endotel hiicrelerinde goriildiigiinii  bildirmistir. Bizim g¢alismamizda oksitosin
reseptoriiniin  immiinorektivitesinin tiim gruplarda kalp kasi hiicrelerinin hiicre
membraninda, memrana yakin sitoplazmada, bazi hiicrelerin sitoplazmalarinda,
¢ekirdeklerinde, purkinje hiicrelerinde, interkalat disklerde, kiigiik kapillerde ve
Jankowski ve ark. (2004) ¢aligmalarina paralel olarak endotelyum yassi epitelinde
oldugu goriildii. Diyabetik grupta oksitosin immunoreaktivitesinin kontrol ve sham

grubuna gore daha zayif oldugu goriildii.
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SONUC

Bu ¢alismada histolojik incelemeler sonucu, kontrol ve sham gruplari arasinda
histolojik olarak herhangi bir farklilik gézlenmemistir. Diyabet grubunda ise kalp
dokusunu genel yapisinda baz1 bolgelerde dejeneratif degisiklikler oldugu goriildii.
Canli agirliklar istatiksel olarak degerlendirildi. Gruplarin canli agirhiginda diyabet
grubunda giinlere gore azalma oldugu, kontrol grubunda artis oldugu ve sham
grubunda ise bir fark olmadigi goriildii. Kalp dokusu agirhiginin tiim gruplarda
benzer oldugu gorildi. Yapilan immiinohistokimyasal incelemelerde Kkalp
dokusunda oksitosin reseptoriiniin lokalizasyonuna bakildi. Oksitosin reseptoriiniin
immunoreaktivitesinin kontrol ve sham gruplarinda benzer yogunlukta diyabet
grubunda ise daha az oldugu gozlendi. Histolojik agidan diyabetle ilgili bir¢ok
calisma  bulunmasina ragmen kalp dokusunda oksitosin  reseptoriiniin
immunohistokimyas1 ile ilgili yeterince c¢aligma bulunmamaktadir. Bu ¢alisma
oksitosin reseptorii, diyabet ve kalp dokusu igliisii arasinda 6nemli bir iligkinin
oldugunu gostermektedir. Sonug¢ olarak diabetin oksitosin reseptdrii lizerinden de

kardiovaskiiler sistem tizerinde etkili oldugunu diisiinmekteyiz.
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