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OZET

Tarcin Ekstrakti Uygulanan Diabetik Ratlarin Pankreas Dokusunda NGF (Nerve
Growth Factor-Sinir Biiyiime Faktorii) ve Trk-A (Tlrozmkmaz A) Reseptoru

Dagiliminin Immunohlstoklmyasal Olarak Incelenmesi.

Calismada 60 adet (30 erkek + 30 disi) Sprague Dawley cinsi rat kullanildi. Deney
gruplan kontrol, sham, targin, diabet ve diabet+tar¢in olarak. belirlendi. Diabet ve
diabet+targin gruplarina intraperitoneal (i.p) STZ (Streptozotosin) enjeksiyonu yapilarak
diabet olusturuldu. Daha sonra tar¢in ve diabet+targin gruplarina targin ekstrakti 14 giin
boyunca 200 mg/kg olacak sekilde oral gavaj yolu ile verildi. Calisma sonunda ratlara
servikal dislokasyon uygulandiktan sonra alinan pankreas dokulan rutin histolojik
islemlerden " gegirilerek parafinde bloklandi. Bu bloklardan alinan kesitlere
immunohistokimyasal yéntemler uygulandi. Sonug olarak biitiin gruplardan elde edilen
canli agirlik ve aglik kan glikozu dlgiimleri degerlendirmesinde diabet ve diabet+tarcin
grubu ile kotrol grubu arasinda istatistiksel olarak anlamli diizeyde farklilik oldugu
belirlendi (p<0.05). Ratlarin pankreas dokusunda NGF immunoreaktivitesinin biitiin
gruplarda asinuslar, pars ekskretorya, duktus ekskretoryus ve Langerhans adaciklarinda
oldugu  gorildi.  Diabet grubunda  Langerhans  adaciklanindaki ~ NGF
immunoreaktivitesinin azaldigi, tar¢in uygulamasindan sonra diabet+targin grubunda
immunoreaktivitenin arttigt belirlendi. Trk-A immunoreaktivitesi ise kontrol, sham ve
tarcin gruplaninda asinuslar ve Langerhans adaciklarinda goriildii. Diabet grubunda
Langerhans adaciklarinda Trk-A immunoreaktivitesinin tamamen ortadan kalktig
gozlendi. Tar¢in uygulamasindan sonra diabet+targin  grubunda Langerhans
adaciklarinda Trk-A immunoreaktivitesinin olmadig: tespit edildi. Bu sonuglardan yola
¢ikarak yuksek kan glikoz diizeyini diigiirticii etkisi oldugu bilenen tar¢inin NGF salinimi
uzerine artirict etkisi oldugu ancak Trk-A reseptorii salinimint etkilemedigi belirlenmistir.

Anahtar kelimeler: NGF, Trk-A, tar¢in, pankreas, immunohistokimya.
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SUMMARY

Immunohistochemical Examination of Cinnamon Extract Administration on the
Distribution of NGF (Nerve Growth Factor) and Trk-A. (Tyrosin Kinase A)

Receptor on Diabetic Rats Pancreatic Tissue.

In this study, 60 (30 malet+30 female) Sprague Dawley rats were used.
Experimental groups were defined as control, sham, cinnamon, diabetes and
diabetes+cinnamon. For the formation of experimental diabetes (diabetes and diabetes-
cinnamon groups), STZ injection was performed. After verifying diabetes, cinnamon
extract was administered daily 200 mg /kg by oral gavage route for 14 days to cinnamon
and diabetes-cinnamon groups. At the end of the experiment rats were euthanized by
cervical dislocation and obtained pancreatic tissue. These tissue were embedded in
paraffin after routine histological processing. The immunohistochemically methods were
performed on the sections. As a result; In all groups, body weight and fasting blood
glucose obtained from male and female rats and the values were statistically evaluated.
Between . diabetes and diabetes+cinnamon groups with control were determined
significant difference by statistically on female and male rats. NGF immunoreactivity was
observed in acinus, the pars excretory, ductus excretoryus and islets of Langerhans on
female and male rats pancreatic tissues of all groups. NGF immunoreactivity was
decreased in the islets of Langerhans in diabetes group, increased in the
diabetest+cinnamon group on female and male rats. Trk-A immunoreactivity was
observed in acinus and the islets of Langerhans on female and male rats pancreatic tissues
of the control, sham and cinnamon groups. Trk-A immunoreactivity was observed in the
absence the islets of Langerhans on female and male rats pancreatic tissues of diabetes
and diabetes+cinnamon groups. Based on this result, it was determined that the cinnamon
which is effective on blood glucose levels, has positive effect on the production of NGF
but did not affect the releaseing Trk-A receptors.

Keywords: NGF, Trk-A, cinnamon, pancreas, immunohistochemistry.




1. GIRIS

Diabet, hiperglisemi durumunun .meydana gelmesi ile tanimlanan 6nemli bir
hastaliktir (Xu ve ark. 1999). Pankreasta bulunan beta (B) ’hijcr,e sayisinin belirgin
derecede azalmasimin diabetin ortaya ¢ikmasinda »c")nemli bir rol oyna&@ ifade
edilmektedir. Diabet hastaliginin iki tipi vardir. Tip 1 diabette B hiicrelerinin tiimiiniin
immun yikimi s6z konusu iken, tip 2 diabette ise 8 hiicrelerinin bir kisminin zarar gordigii
bildirilmistir (Pipeleers ve ark. 2001). Ayrica Tip 2 diabette canli‘ kalan B hiicrelerinin
sagliklt pankreasta bulunan B hiicreleri kadar insiilin séntezleyemedi gi ve uretilen instlin
miktarinin yiiksek kan glukoz seviyesini digiirmeye yetmedigi belirtilmistir (Butler ve
ark. 2003). |

Targin defnegiller (Lauraceae) ailesine ménsup, bilimsel adi cinnamon olarak
bilinen, giiney ve gineydogu Asya’ da yetisen ve bir¢ok tiirii olan hos kokulu bir agactir
(Annabritanica 1990). Tar¢inin asil anavataninin eskiden Seylan olarak bilinen Sirilanka
oldugu kabui edilir. Dilimize ise Hindistan’da kullamlan ‘dal-chini’ yani ‘Qin‘ odunu’
anlamim tasiyan kelimeden ge¢migtir. Zamanla ‘dal-chini’ targin adimi almistir (Atlas
2009). Targinin yiiksek kan glikozunu diistirdiigi, hasarli olan B hiicrelerini onardig ve
diabet hastaligr tizerinde olumlu etkileri olabilecegi ifade edilmektedir (Jia ve ark. 2009,

Kumar ve ark. 2012).

Norotrofinler (NT) polipeptit yapili biyime faktorleridir. Yetiskin bir sinir
sisteminde sinaptik fonksiyonlarin kontrolii, plastisite, néronal yasam morfolojisi ve
farklilasmasini siirdiirmek igin nérotrofinler gereklidir. Ancak nérotrofinlerin sinir
sistemi disindaki sistemlerde de farkli fonksiyonlarinin oldugu belirtilmistir (Reichardt
ve ark. 2006, Bayar ve ark. 2010). Sinir biiyiime faktori (NGF); Beyin, Kaynakli
Norotrofik Faktor (BDNF), NT-3, NT-4, NT-5, NT-6, NT-7 gibi norotrofin ailesinin ilk
kesfedilen iiyelerindendir (Bayar ve ark. 2010). NGF; noroblast gogalmasi, dorsal kok
gangliyonu olgunlagmast, akson biiylimesi gibi gt’)revlen'; olan ve periferal uyarima karst
reaksiyon gosteren doku ile bu dokuyu uyaran sinirler arasinda mesaj alici rolii olan trofik
bir protein olarak tanimlanmustir (Friess ve ark. 1999, Berker 2005, Faydaci ve ark. 2005).
NGF’nin hiicre yiizeyinde bulunan iki gesit reseptore baglandigi belirtilmistir. Bunlardan




birinin Tirozin kinaz A (Trk-A) digerinin ise Tirozin kinaz aktivitesi olmayan p75 oldugu

ifade edilmistir (Trim ve ark. 2000, Faydaci ve ark. 2004, Dang ve ark. 20006).

1. 1. Pankreas
1. 1. 1. Anatomisi

Pankreas anatomik olarak iist karin bolgesinin arka duvarind yakin bir sekilde
yerlesen baslangig kismu duedonum iginde kalan ve ug kismu ise dalaga yakin bir bolgede
bulunan bir organdir. Agirligi 150 gr kadar olup bag dokulu bir kapsiil ile sarilidir. Kan
damarlari, sinirler ve beze ait kanallar da bu bag dokulu kisimda yer alir. Konumu
pankreas: agir travmalardan korumaktadir. (Jun‘queira‘and Carneiro 2009, Ober ve
Izzetoglu 2010). Pankreas dort anatomik bélgeden olusur. Bas kism1 duodenumun 2. ve
3. konkay bolgesine girer, boyun kismi portal ven ile temas l{urar, ana govdesi aortanin
on kisminda bulunur ve kuyruk kismi ise dalak hilusuna yakin bir bolgede sonlantr
(Kierszenbaum 2006). Pankreas dokusunun kanlanmasi; ¢olyak arter, iist mezenterik arter
ve dalak arterinden. (splanik)A gelen kan damarlart araciligy ile saglanir (Junqueira and
Carneiro 2009). Pankreasin ekzokrin kismina ait hiicreler tarafindan bircok enzim
salgilanip depolanirken, Langerhans adaciklarinda bulunan hiicreler tgrafmdan da bazi

hormonlar sentezlenir ( Junqueira ve ark. 1993).

1. 1. 2. Embriyolojisi

Pankreas doudenumun i¢ kismini doseyen endodermin iki tomurcuk seklinde ¢ikinti
yapmasi ile gelismeye baglar (Sadler 1996). Bu tomurcuklanmalar én barsa/gm kaudal_
kisminin hem dorsalinde hem de ventralinde meydana gelir. Kokenini korda dorsalisten
alan Fibroblast Bilyiime Faktorii (FGF)’niin etkisi ile dorsal pankreas tomurcugunun
gelisimi uyarlir. Bu faktor Sonic Hedgehog (Shh) geni ekspresyonunu baskilayarak
gOrevini yerine getirir. Daha sonra hem dorsal hem de ventral tomurcuklanmanin
gelisecegi bolgede Pdx-1 geni aktivasyonu gergeklesir. Bu olay normal pankreas epiteli

gelisimi i¢in gereklidir (McGeady ve ark. 2011). Pankreasin sol lobu dorsal pankreas




tomurcugundan koken alir. Bu tomurcugun endodermal epiteli ¢ogalir ve dallanmalar
meydana gelir. Pankreas asinuslarini olusturan yapilar kiigiik dallanmalarn sonlarinda
yer alan hiicre kiimeleridir. Pankreasin ekzokrin kismini olugturan yapilar ise asinuslar ve

dallanmalardir ( Ozer ve ark. 2007).

Duodenumun saga dogru kivrimlanmast ile C sekiinde bif yapt meydanz; gelir. Bu
durumda ventral pankreas tomurcugu dorsal tomurcugun hem‘e‘n.altmda ve arkasinda yer
alir (Sadler 1996). Ventral pankreas tomurcugunun dlusmaya‘ bagladigr kisim safra
kesesinin ventralinde hepatik tomurcuklanmanin olugmaya basla,dlél b(’jlgedir. Ventral ve
dorsal tomurcuklanmalarin karsilagtigi bolge kayna§1p' buyiiyerek pankreasin sag lobunu
sekillendirirken, bu tomurcuklarin kanallan da pankreas kanallarin olugturuf (Ozer ve
ark. 2007). Pankreasm parankimatz dokusundan koken alan pankreas adaciklar
(Langerhans) fetal hayatin 3. ayinda gelismeye baslar ve dokunun tamami i¢ine yayilir.
Fetal hayatin yaklagik 5. ayinda insilin salgilanmaya baslar. Parankimal hiicrelerden
giﬁkagon ve somatostatin salgilayan hiicreler de koken alir. ’Par'lkreasm bag dokusu ise

pankreas tomurcugunun ¢evresindeki splanik mezodermden gelisir (Sadler 1996).

1. 1. 3. Histolojisi

Pankreas, ekzokrin kismimi ¢ok sayida tubulo asiner salgilama biriminin
olusturdugu bir organdir. Langerhans adaciklari ise bu salgt birimlerinin arasina dagimik
halde yerlesmistir. Pankreas: dig kismindan bag dokulu bir kapsiil sarar ve organin igine

dogru girerek organi lop ve lopguklara ayirir ( Bacha ve Bacha 2000, Giilmez 2010).

Ekzokrin Pankreas: Bilesik tubulo asiner yapidadir (Kierszenbaum 2006). Asinus
olarak da isimlendirilen yapilarin liimenini buyiik piramidal hiicreler gevreler. Asiner
hucreler apikal yuzleri ile lumenin yiizeyine siki bir sekilde baglanirlar ve bazal kisimlar
da bazal lamina ile desteklenir. Asiner hiicreler sentrobazal bir gekirdege sahiptir.
Kemirgenlerde bazen iki ¢ekirdekte goriilebilir (Treutlﬁg ve Dintzis 2012). Asinuslar
yaklasik 40-50 kadar asiner hiicre igerirler; i¢ kisimlarinda ise 5 kadar sentroasiner hiicre
vardir ki bunlar lumene kadar uzanan kanalin etrafinda bulunan hicrelerdir (Ober ve
Izzetoglu 2010). Asiner hucrelerde granulli endoplazmik retikulum ve Golgi aygiti

belirgin bir sekilde gorilir. Apikal kisimda kiimelenmis halde farkli sindirim enzimlerini




igeren zimogen graniiller bulunur. Bu enzimler duedonuma gegince aktiflesir (Treuting
ve Dintzis 2012). Bu grantiller amilaz, lipaz, elastaz, tripsinojen, ribo-deoksiriboniikleaz
gibi sindirim proenzimlerini tagirlar. Asiner hucrelerin bazal kisimlarinda kolesistokinin
hormonu ve asetil kolin igin reseptorler bulunur‘(Ober ve Izzetoglu 2010). Asiner
hiicrelerde bulunan zimogen gfariﬁller duodenumda bulunan ent’éroehdokrin hiicrelerinin
salgiladig kolesistokinin etkisi ile uyarilir. Sekretin hormonunun etkisi ile de kanallara
ait epitel hiicreler uyarilir ve pankreas kanallarina bikarbonat iyonlvan ve su salinimi
gergeklestirilir. Asinuslarin lumeni ilk akitic kanal olan par’s ini syali‘se acilir. Pankreasta
akitict kanallardan pars sekretorya bulunmadig i¢in pars inisyaiisler pars ekskretoryaya
agilir. Pars ekskretoryalar ana akitici kanal olan duktus pankreatikus’a o da duodenuma

agilir (Giilmez 2010).

Endokrin Pankreas: Pankreas adaciklari diye de isimlendirilen yapilardan olusur.
Pankreas adaciklart pankreas hacminin yaklagik % 4,5’lik kismint olusturur. Saglikli bir
insanda yaklaslk 3 milyon kadar adacik bulunur ve ortalamé caplart 0.1 mm’ dir.
Adaciklar birlestirildiginde kutlesi 2 gr kadar olmaktadir. Langerhans adaciklan diye de
adlandirilan buytk adacik kiumelerini kan damarlarinin etrafim gevreleyen kiigiik
adaciklar olusturur '(Ionescu-Tirgoviste ve ark. 2015). Adacigin periferinde yer alan alfa
hiicreleri glukagon hormonunu (dusik kan sekerine yanit olarak) salgilar. Adacik
hiicrelerinin toplaminin % 5-30 kadarini olusturur. Beta hiicreleri insiilin hormonu
salgilayarak hiperglisemi durumunda kan sekerini diisiirrhede gorev alir ve adacik
hiicrelerinin % 60-80 kadarim olusturur. Delta hiicreleri somatostatin salgilayarak insiilin
ve glukagon salinimu tizerinde dizenleyici etki gosterir (Eurell and Frappier 2006). Bu
hiicrelerin disinda baska bir hiicre grubu daha vardirki bunlar F hiicreleridir. Bu hiicreler
pankreatik polipeptid salgilar. Bu sayede somatostatin ve pankreas enzimlerinin salinimi
inhibe edilirken, safra kesesinin kontraksiyonu da inhibe edilir ve safra salgilanmasi

engellenir (Gilmez 2010).




1. 2. Diabetes Mellitus

Diabetes mellitus, Yunancada sifon (icinden stvi akan ikiye bukdlt bir tip)
anlamina gelen ‘Diabet’ ve Latincede ‘bal gibi tatl’ anlamina gelen ‘mellitus’
sOzcuklerinin birlesiminden méydana gelir (Kalyani ve-Margolivs’ 2012). Diabet hastalig:
Antik donem tibbinda idrarda herhangi bir anormal tat yok ise ‘sekersiz diabetv’ olarak
adlandirilmig fakat doktorlarnin mecburen tattiklar idrarda ‘bal tadi’ var ise ‘sekerli
diabet’ olarak nitelendirilmistir (Darnaud ve Darnaud 2006). Bu nedenle birgok kisi
tarafindan bu hastahgm ‘seker hastaligl’ olarak bilinmesi hastallgin sadece bir yonuni
ortaya koymaktadir (Kalyani ve Margolis 201:2). Gunimiizde ise Diabetes mellitus
hastaligy; insulinin eksik salgilanmasi, etki mekan’izmasindaki bozukluklar veya her iki
faktoriin de bulunmasi sonucu goriilen hiperglisemi ile belirti veren kronik metabolik bir
hastalik olarak tamimlanmaktadir (Tiirkiye Diabet Vakfi 2013). Bu durumda organizma
karbonhidrat, Yag ve proteinlerden yeterince yararlanamaz ve tibbi bakim gerekir

(Turkiye Endokrinoloji ve Metabolizma Dernegi 2013).

Aslinda tarihgesi ¢ok eskilere dayanan Diabetes mellitus hastaligi ilk once Misir
Ebers Papiruslan tarafindan (milattan 1500 yil once) idrar yolu ile seker kaybinin
gerceklestigi bir hastalik. olarak tanimlanmigtir. Daha sonra Cappadocia’li Areateus
tarafindan bu hastaliga Diabetes adi verilmigtir (Milattan 200 yil sonra). Langerhans
tarafindan pankreas adaciklarinin kesfinin ardindan néro-hormonal diabet mekanizmast
tanimlanmis ve daha sonra V. Mering ve Minkowski tarafindan seker hastaliginin merkez
organi belirlenmistir. 1922 yilinda pankreastan salinan insiilinin kegfi hastaligin

tedavisine yeni boyutlar kazandirmigtir (Bagriagik 1997).

Giiniimiizde diabet hastaliginin diinya ve tulkemizdeki oranlar incelendiginde;
Uluslar Arast Diyabet Federasyonunun 2013 yili verilerine gore diinya niifusunun %
8.37liniin diabét hastast oldugu bildirilmistir. Bu oranin 2013 yilinda 382 milyon kisi iken
2035 yilinda artarak 592 milyon kisi olacag tahmin edilmektedir. Tarkiye’nin Avrupa
tlkeleri arasinda diabet prevalans: en yiiksek olan tilke oldugu belirtilmistir. Ulkemizde
20-79 yas arast 7 milyon diabetli oldugu ve bu oranla Avrupa ulkeleri siralamasinda
Rusya ve Almanyadan sonra 3. sirada yer aldigi ifade edilmigtir. Ayrica 2035 yilinda
Turkiye’deki diabetli hasta sayisinin diinya siralamasinda ilk 10 tilke arasinda yer alacag

bildirilmektedir (Turkiye Halk Sagligi Kurumu 2014).




1. 2. 1. Diabet Tiirleri

Diabetes Mellitusun 2 tiirii vardir.

a) Tip 1 Diabet; Viicutta insglinin Gretilmemesi ya da ¢ok az tretilmesi durumu Tip 1
diabet olarak tammlanmaktadir. Kaliim, pankreast étkileyip zarar - veren
mikroorganizmalar, bagisiklik sisteminde meydana gelen sorunlarin pankreastaki insiilin
yapan hiicrelere zarar vermesi gibi nedenleri bulunur (Yildiz 2008). Tip 1 diabet
¢ogunlukla 30 yasindan 6nce ve kilosu normal olan kisilerde gémlurl Bu nedenle erken
yas diabeti de denilir. Nadiren yetiskinlerde de ortaya cikabilmektedir. Tip 1 diabetli

hastalar hergiin insilin igneleri yapilarak tedavi edilmektedir (Kalyani ve Margolis 2012).

b) Tip 2 Diabet; insilinin yeterli miktarda iiretildigi ancak kullanllamadigt durumlarda
ortaya ¢ikar. Nedenleri arasinda; obezite, kaliim, stres, hipertansiyon ve gebelik yer
almaktadir (Yildiz 2008). Diabetli hastalarin %90-95” ini Tip 2 diabetliler olusturur ve
ileri yaslardé gorulur. Bu hastalarin ¢ogunlugu obezdir. Giinimiizde ¢ocukluk yaslarinda
da obezitenin artis gostermesi Tip 2 diabetin ¢ocuklukta goriilmesine neden olmaktadir.
Beslenme tarzinin degistirilmesi, kilo verme ya da oral ilag kullamimi insiiline gerek

kalmadan tedavide yararh‘ olabilmektedir (Kalyani ve Margolis 2012).

1. 2. 2. Diabetin Belirtileri ve Tam Kriterleri

Diabet hastalig1; polidipsi, politri, polifaji, kilo kaybi, bulanik gorme, idrar yolu
enfeksiyonu, kasinti, ciltte kuruluk, yorgunluk, ayaklarda uyusma gibi belirtilerle kendini
gosterir (Turkiye Diyabet Vakfi 2013). Diabetin tanisi i¢in belirlenen kriterler konusunda
2003-2010 yillart arasinda ADA (American Diabetes Association- Amerikan Diabet
Birligi), WHO (World Health Organization- Dinya Saglik Orgiitii), IDF (Infernational
Diabetes Federation- Uluslararasi Diabet Federasyonu ), EASD (European Association
for the Study of Diabetes- Avrupa Diabet Calisma Birligi) tarafindan yapilan
diizenlemelerde aglik plazma glikoz diizeyinin >126 mg/dl, OGTT (oral glikoz tolerans
testi) diizeyinin >200 mg/dl, rastgele plazma glikoz diizeyinin 200 mg/dl ve izeri,

Hemoglobin AIC diizeyinin 6,5 mg/dl ve tizeri olmast ayrica bu dort tant kriterinden




herhangi biri ile tani koyulabilecegi bildirilmistir (Tirkiye Endokrinoloji ve Metabolizma
Dernegi 2013).

1. 2. 3. Uzun Vadeli Diabetin Komplikasyonlar: -

Uzun vadede devam eden diabet hastalig beraberinde bifgok komplikaéyo’nun da
olusmasina zemin hazirlamaktadir. Bunlar: koroner kalp hastaliklart, inme ve periferik
arter hastaliklari, nefropati, retinopati, katarakt, glokom, noropati, deri, agiz ve dis eti
enfeksiyonlari, ayak problemleri (Kalyani ve Margolis 2012 ), diabetik diyare veya
kabizlik, idrar kagirma problemleri, kadin ve erkeklerde ,cinvsel sorunlardir (Oztekin
Kazanc1ba§1_2014).

1. 2. 4. insiilin

Pankreasin Langerhans adaciklarinda bulunan B hiicreleri tarafindan iretilen bir
hormondur. Kanda bulunan glikozun enerji kaynag: olarak kullanan hiicrelere gecisine
yardimer olur (Kalyani ve Margolis 2012). Endiistriyel olarak gesitli hayvanlarin (domuz
ve okiiz) pankreasindan elde edilmesinin yanisira son zamanlarda yiiksek maliyetler
kullanilarak sentetik ol arak da elde edilmektedir. Insiilin iig asamali olarak kan glikozunu

dusirtr:
1- Glikozun hiicre i¢ine alinmasini saglar.
2- Glikojen sentezlenmesini tegvik eder.

3- Glikozun yag asitlerine donusimiini destekleyerek lipit seklinde depolanmasim

hizlandinr (Darnaud ve Darnaud 2006).

1. 2. 5. Streptozotosin Uygulamasi ile Deneysel Diabet Olusturulmasi

Streptozotosin (STZ) kalict diabet hastaliginin olusturulmasi igin kullanilan bir
ilagtir. STZ gram pozitif bir bakteri olan Streptomyces achromogenes tarafindan
sentezlenir (Dolan 1997). STZ pankreas B hiicrelerinde 6zel bir toksisite meydana

getirdigi i¢in diabet ile ilgili caligmalarda yaygin bir sekilde kullamilmaktadir




(Akbarzadeh 2007). STZ uyglamas:t ile hem insiiline bagimli diabet (tip 1) hem'de
insiiline bagimli olmayan diabet (tip 2) olusturulabilecegi bildirilmistir (Kwon ve ark.
1994, Szkudelski 2001). Yetigkin ratlarda insﬁline bagimli diabet olusturmak icin gerekli
olan intravendz ve intraperitoneal STZ dozunun 40- 60 mg/kg oldugu (tek doz) ancak 40
mg/kg’in altindaki dozlarin e’tkisiz olabilecegi ifade edilmistir (Ganda ve ark. 1976,
Kwon ve ark. 1994). Tip 2 diabet olusturmak icin yeni dogan ratlara tek doz intravenoz
veya intraperitoneal yolla 100 mg/kg STZ uygulamasinin etkili olabilecegi belirtilmistir
(Portha 1974). '

1. 3. Sinir Biiyiime Faktorii (Nerve Growth Factor- NGF)
1. 3. 1. NGF’nin Kesfi

Baslangigta tiimor dokularindan yayildigi ve tiimor dokusﬁnun yagsamasina destek
oldugu disinillen bu faktori bir tesadif sonucunda Stanley Cohen ve R. Levi-
Monthalcini bagka bir amagla kullandiklarl yilan zehiri igerisinde timér hiicrelerinden
daha fazla miktarda bulunduguhu belirlemislerdir. Daha sonra zehirin bulundugu bezlere
benzerligi nedeniyle fare submandibiiler tiikriik bezini incelemislerdir. Sonug olarak bu
faktoriin fare tiikrik bezinde yilan zehirinden daha fazla miktarda bulundugunu
bildirmiglerdir. Bir siire sonra tiikriikte bulunan bu faktorii saflastirmislar ve 44,000
dalton agirliginda bir protein oldugu belirtilen Sinir Biiyiime Faktorii [Nerve Growth
Factor (NGF)] olarak adlandirmuglardir (Cohen ve ark. 1954, Levi-Montalcini ve Cohen
1956, Cohen 1960). R. Levi-Monthalcini 13 Ekim 1986 yilinda bu basanli ¢alismasi ile
Nobel 6diil konseyi tarafindan odiillendirilmistir (Aloe 2004).

1. 3. 2. NGF’ nin Biyolojik Yapisi

NGF geninin insanda birinci kromozomun kisa kolu uzerinde yer aldid
belirtilmistir (Francke ve ark. 1983). NGF’nin aktif kismi olan ¢cDNA’nin 33 kDa
agirliginda oldugu ve proteolitik bolunme ile ¢ogaldigi bildirilmistir (Darling ve ark.
1983).




Tirozin kinazlar (Trk), nérotrofinler tarafindan aktive edilen transmembran
proteinleridir ve Trk-A, Trk-B, Trk-C olmak tizere ii¢ tipi bulunur. Norotrofinler Trk
reseptorlerine kargi yitksek duyarliliga sahiptir. NGF; Trk-A reseptoriine, BDNF, NT-4,
NT-5, NT-6; Trk-B reseptoriine, NT-3 ise Trk-C feseptériine baglanir (Friess ve ark.
1999). NGF ve Trk-A reseptori embriyonal ve postnatal ha?attd periferal ve santral
sinirlerin ~ geligimi, farklilagmasi, yasamsal faaliyetlerini siirdirebilmesi ve
norotransmitter maddelerin diizenlenmesinde énemli rollere sahiptir ( Friess ve ark. 1999,

Faydaci ve ark. 2004, Bayar ve ark. 2010).
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Sekil 1. Norotrofin reseptor etkilesimleri. Dort memeli norotrofininin her birinin ana etkilesimleri
gosterilmektedir. Pronodtrofinlerin her biri p7SNTR’ne baglamir, Trk reseptorine baglanmazlar.
Pronotrofinler proteoliz yoluyla olgunlagir ve her bir olgun notrofin p7SNTR ne baglanarak ‘aktiflesirler.
Ama Trk reseptorlerinin daha 6zel bir etkilesimi vardir. Bunlardan NGF 6zellikle Trk A’ya baglanir, BDNF
ve NT 4; Trk B’yi tanur, NT 3; Trk C ‘yi aktive eder. Baz1 hiicresel baglanmalarda NT3, Trk A ve B’yide
dustk dizeyde aktive edebilir (Reichardt ve ark. 2006).

1. 3. 3. NGF Sentezi ve Transportu

Insanlarda gebeligin 15-16. haftalarinda neokortekste, 23-28. haftalarinda
hipokampusta NGF ekspresyonunun oldugu gézlemlenmistir (Pizutti ve ark. 1990).

Ayrnica insanlarda NGF reseptorlerinin retinadaki Miiller glial hiicrelerinde, serebellumda
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ve retina gangliyon hiicrelerinin aksonlarinda bulundugu belirlenmistir (Schatteman
1988). NGF nin innerve dokular ve sinir hiicreleri arasindaki mesaj alict roliinii 6zel hiicre
yuzey reseptorlerine baglanarak gergeklestirdigi, daha sonra reseptorleri aracilig ile
sinirsel uyarima duyarli hucrelerden alinarak néronlarin aksonlarina dogru aktarildig
ifade edilmistir (Schwab ve ark. 1982, Schwab ve Thoenen 1983, Mistiko ve ark, 1987).
Endositoz ve membran transportu {izerine yapilan c¢alismalardan elde edilen sonuglara
gore NGF’nin sinir hiicrelerinin membrantz vezikilleri ile aksonlar boyunca taginip

icsellestirildigi bildirilmistir (Thoenen 1980).

NGF’nin gorevini yerine getirebilmesi igin bélirli bir konsantrasyona ulagmasi
gerektigi yani reseptorlerine yetebilecek kadar NGF bulunmasi gerektigi ifade edilmis,
eksojen kaynékh NGF’nin yeterli konsantrsayona ula_s'ﬁgmda noronlarin yasamsal
faaliyetlerini artirdigt belirtilmistir. Ancak uyarimin olmadlgl dogal bir siirecte NGF
tireten bir dokunun normal bir dokuya transplante edilmesirﬁn hiicre olumiine neden
ol/dugu ifade edilmigtir (Hamburger 1984). Ayrica yapilan fafkh calismalarda anti NGF
uygulanarak NGF yoksunlugunun yaratildigi durumlarda sempatik ve duyusal néronlarda
dejenerasyon oldugu gozlemlenmistir. Sinir sisteminde NGF’nin duyarli oldugu ti¢ hiicre
tipi bildirilmigtir. Bunlar: périferal duyu noronlari, merkezi kolinerjik néronlar ve
sempatik noéronlardir (Heumann 1987). NGF sinirlere 6zel biiyiime faktorii olarak
belirtilmesine ragmen daha sonra yapilan ¢aligmalar sinir sistemi diginda da gorevlerinin
oldugunu gostermistir (Okada 2004). NGF sentezini diizenleyen mekanizmalar tam
olarak bilinmemesine ragmen sadece merkezi ve periferal sinir sistemine ait hedef
dokulardan degil ayni zamanda mast hicreleri, lenfositler, yag doku hiicreleri, pankreatik
B hucrelert, kil folikiilleri (Aloe ve Levi-Montalcini 1977, Aloe ve ark. 1994, Chaldakov
ve ark. 2009, Laurenzi ve ark. 1994, Sornelli 2009), diiz kas hiicreleri, fibroblastlar
(Faydaci ve ark. 2004, Isik 2005), sinir hicresi aksonlarim igeren dokular,” Schwann
hiicrelerinden de NGF sentezlendigi ifade edilmistir (Davies 1987, Chaldakov ve ark.
2009).

1. 3. 4. NGF’ nin Fonksiyonlari
Insan retina endotel hiicrelerinin 48-72 saat NGF ile uyarilmast sonucunda retina

sinir hiicrelerini gogalmaya tesvik ettigi bildirilmistir. Bu sonuglar iskemiye ugrayan

sinirler tizerinde NGF’ nin anjiyogenik katkisi olabilecegini diisiindiirmistiir
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(Chandrakala ve ark. 2012). NGF’ nin kanser dokusu i¢indeki endotel hiicrelerinde

mikrovaskiiler damar olusumunun hizlandig: belirlenmis ve buna gore yilan zehri
| disintegrinlerinin molekuler temelli kanser tedavisinde kullanilmaya yoénelik yeni bir
anjiyostatik ilag gelistirilmesi__i icin faydali olabilecegi ifade edilmigtir (Walsh ve ark.
2012). NGF’ nin tek gozi gérmeyen ratlarda gorsel korteks 'duyeirhhgml duzenledigi
yoninde bulgular elde edilmis, yapilan ¢alismada goziin 2. ve 3. katmanina eksojen
olarak NGF uygulanmistir. Sonug olarak; NGF yiiksek frekansli stiimiilasyon ile uzun
streli protansinyalizasyon meydana getirmistir. Bu sonuglar NGF’ nin sinaptik duyarlilig
etkileyebilecegini distindirmustiir (Brancucci ve ark. 2004). Ayr;ca pek ¢ok patolojik
kosulda meydana gelebilecek agrt durumunda kronik agrlﬂln nedenlerinden biri olarak

anormal NGF diizeylerinin sorumlu olabilecegi belirtilmigtir (Kumar ve ark. 2012).

Deri alt1 enjeksiyon ile dermis tabakasindaki sempatik liflerin igine Complate
Freund Adjuvant (CFA) (iginde mineral yag ve immunopdtqntiatér bulunan antijen
efhilsuyon solisyonu) enjekte edilmis ve sonug olarak uygulama bolgesinde NGF
diizeylerinin artt1di gozlenmistir. Yitksek NGF diizeylerinin agniy1 artirict olabilecegi
belirtilmistir (Osikowicz ve ark. 2013). Ayrica kronik pankreatit dokularinda bulunan
geniglemis pankreoit sinirlerde zayif ya da orta derecede NGF immunoreaktivitesi
gozlemlenmis ve artan NGF ve Trk-A duzeylerinin artrit, sistit, inflamatuar dermatoz gibi

hastaliklarda kronik agri ve inflamasyonu artirabilecegi belirtilmistir (Friess 1999).

NGF’nin hem sinir hiicresi timorlerinde hem de diger timoérlerde timér hiicre
biytimesini artirdig1, ancak kigiik hucreli akciger kanserinde kanser hiicresi yayilimin
azaltti@r gozlenmistir (Zhu ve ark. 2001, Okada ve ark. 2004). Yapilan bir arastirmada
akciger kanserli insan hiicresi incelenerek Epidermal Biiyiime Faktorii (EGF) ve NGF
reseptorlerinin dagilimina bakilmigtir. Bu aragtirmada hem kiigiik hiicreli kanse/r hiicreleri
hem de kiigik hiicreli olmayan vakalar kullamlm}s, yapilan slciimlerde hiicre
yuzeylerinde EGF ve NGF’nin 6zel reseptorlerine rastlanmistir. Kiigiik hiicréli kanser
vakalarinda NGF reseptorlerine rastlanirken, kiigik hiicreli olmayan kanser vakalarinda
EGF reseptorlerine rastlanmigtir. Bu sonuglardan yola ¢ikarak NGF duzeyindeki
farkliliklarin, akciger kanserinin farkli histolojik tiplerinin belirlenmesinde yararli
olabilecegi dustntlmustir (Sherwin 1985). Norodejenaratif bir hastalik olan
Alzheimer’in aksonal taginmadaki sorunlardan ya da norotropinlerin  dengesiz

dagilimindan kaynaklanabilecegi ifade edilmistir. NGF yoksunlugunda transmitter
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maddelerin tretiminde bir azalma meydana geldigi ve bu durumda kolinerjik néronlarda
bir biizilme meydana gelerek kolinerjik iletimi azalttigi belirlenmistir. Son yillarda
yapilan akut NGF tedavisi ile asetil kolin ya da asetil kolin inhibitorlerinin miktan

arttirtlarak bu belirtilerin durdgmlabilecegi bildirilmistir (Schindewski ve ark. 2008).

Immun sistem ve sinir sisteminde eksojen NGF uygularhasmm sinir hﬁcrélerinde
NGF’ye karst bir duyarliik meydana getirdigi ancak anﬁ NGF verildiginde sinir
huicrelerinin 6ldugi gozlemlenmistir. Elde edilen bu bulgulardan yola ¢tkarak NGF’nin
apopitozise neden olan sinyalleri baglattigi sonucuna var11m1$t1r (Bayar ve ark. 2010).
Glokom ve Diabetik Retinopati hastaliginda; retina gangliyon hiicrelerinde NGF’nin
etkilerine bakilmis, yapilan ¢aliymada hem kontrol hem de deney guruplarina okiiler
olarak NGF ﬁygulanmlsur. Sonug olarak damla seklindé NGF uygulamasinin, retina
dejenarasyonuna karst koruyucu bir etki gosterebilecegi ve tedavide farmakolojik olarak
onemli bir yaklagim olabilecegi ifade edilmistir (Colafrénpesco ve ark. 2011).
Sfreptozdtosin uygulamasim takiben 4 saat sonra yapilan adac1k hiicre kultirlerinde 8
hiicrelerindeki insilin sekresyonunun %80 azaldi, NGF ve glikoz salimminin 10 kat
arttig1 belirlenmigtir. Bu sonuglardan yola ¢ikarak erken dénemde NGF sentezlenmesinde
gorilen artigin hiicrelerin hajatta kalmasi ve diabet olusumunu engellemek icin endojen
bir tepki olabilecegi ifade‘édilmistir (Larrieta ve ark. 2006). Ayrica NGF’nin yenidogan
ratlarin pankreas B hucrelerinde kalsiyum kanallarinin modilasyonunu saglayarak insalin

salgilanmasinin uyardig: bildirilmigtir ( Navarro-Tableros ve ark. 2007).

1. 4. Trk-A Reseptorii ve Fonksiyonlari

Trk-A reseptori periferal sinir sisteminin gelismesi ve yasamsal faaliyetlerini
devam ettirebilmesi igin gerekli olan bir tirozinkinaz reseptorudur Trk-A reseptoru
dizeyi ve aktivitesindeki artisin 1siya duyarlilik ve inflamatuar agriyt artirdidt
belirtilmigtir (Kiris ve ark 2014). Gelisim esnasinda sinir uclaninin timiinde ilk olarak
hedef hiicrelerin yasamina aracilik eden Trk-A reseptoriinin bulundugu belirlenmis, Trk-
A aktivasyonunun olmamast ya da eksik olmasi durumunda duyu néronlarinin %70-

85’inin kayboldugu ifade edilmistir (Silossantiago ve ark. 1995).
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Her bir Trk ve norotropin ekspresyon duzeyi ve tretimi; hiicre tipi, gelisim
evreleri, bagli oldugu bolge ve birgok faktorden etkilenebilir. Bunun yam sira
yetiskinlerde Trk-A, B ve C mRNA’larinin v(‘jzel fonksiyonlara sahip néronlarin %10-
35’inde bulundugu ve diger noronlarda da benzér diizeylerde oldugu belirtilmistir
(Koshiba ve ark. 2002). Trk-A sinyal yollarinin kanser hucresi "proli‘ferasyonuhdvlaki roli
incelendiginde hiicre siklusunun Go ve Gi fazinda hiicre ¢ogalmasimi inhibe ettigi
gorulmustir (Zhang ve ark. 2015). NGF, Trk-A ve p75 arasindaki etkilesimi incelemek
amaglanmis ve NGF, TRK-A, p75 proteinlerinin tiretimi \}e hasaflarlnln ortak bir dizi
reaksiyondan olustugu belirtilmis, NGF’nin Trk-A ve p75’e'/ geri dontgimla olarak
baglandigr ve NGF ve Trk-A arasinda otofosforilasyon gérgeklestigi ifade edilmigtir.
Yine bu ¢alismanin sonuglarina gore 5 mg NGF igin Trk-A’nin inhibitor dozunun 10 ki-
30 ki arasinda oldugu bildirilmistir (Toni ve ark. 2014). Adelinat siklaz uygularriasmm
PC12 hicrelerinde Trk-A aktivasyonunu artirdigi, norotrofik faktorler ortamdan
uzaklagtirilsa bi‘le hayatta kalan hiicre sayisinda artig oldugu bildirilmistir (Lee ve ark.
2002). Pankreatik asiner hucrelerde NGF reseptorlerinin dagilimina bakilmis ve
embriyonal donemdeki pankreas kanali hiicrelerinde Trk-A ekspresyonu oldugu
belirlenmisgtir. NGF verilerek Trk-A fosforilasyonu olugturuldugunda bazi genlerin
indiiklendigi gérﬁlrﬁustijr._Bu sonuglardan yola gikarak pankreas kanal hiicrelerinde Trk-
A’nin fonksiyonel olabilecegi bildirilmistir (Miralles ve ark. 1999). NGF ve yiiksek
affiniteli reseptorii Trk-A’nin sinir sistemi diginda pankreasta sentezlenmesi ile insiilin ve
glikoz metabolizmasi tizerinde NGF ve Trk-A’nin etkileri olabilecegi ifade edilmistir

(Rosenbaum ve ark 2001).

1. 8. Tarcin

Targ:m»tath baharatlar sinifinda yer alan keskin aromal bir baharattir. Yag icerigi
%4 oranindadir (Atlas 2009). Bu bitkinin kabuklar baharat olarak kullamiminin yani sira
tibbi amaglarla da kullanilmaktadir. Tar¢inin iki énemli tiirii vardir; bunlar Seylan targini
ve Cin targimidir. (Aslan ve Orhan 2012). Targinin her iki tiiriniin de en énemli bileseni
sinnamik aldehit denilen ugucu bir yagdir (Annabritanica 1990). Cin targininin
kabuklarinin dilatasyonuyla % 1-2 oraninda ugucu bir yag elde edilir ve bu yagin % 75-

90’1 sinnamik aldehit olustururken az bir bélimiinide hidrosinnamik aldehit olusturur.
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Seylan targinindan ise % 0,5-1 oraninda ugucu bir yag elde edilir ve bu yag % 65-75
oraninda sinnamik aldehit icerir (Tanker ve Tanker 1990). Tar¢in yaginin igeriginde
ayrica etil sinnamat, beta karyofillen, linalol, &jenol ve metil kavikal denen maddeler de
bulunur (Atlas 2009). Targinin suda ¢oziilen bilésenlerindenvolan prosiyadin tip A
polimeri bileseninin, antioksiaan, insilin giglendirici, glikoz toleransi kontroli gibi

etkilerinin oldugu bildirilmigtir (Broadhurst ve ark. 2000).

1. 5. 1. Tarcinn Glikoz Metabolizmas: Uzerine Etkileri

Tar¢cimin  polifenollerinin glikojen sentez aktivit_esiﬁi etkileyerek glikojen
depolanmasint artirdigy, polifenol tip A polimerlerinin antioksidan ve insilin etkisini
gu¢lendirici _étkisi bulundugu ve bu nedenle glikoz toleransinda ve tip 2 diabet tedavisinde
yararl olabilecegi ifade edilmistir (Broadhurst ve ark. 2000, Anderson ve ark. 2004).
Targin yapisinda bulunan sinnammaldehitin karaciger glikojen diizeyi ve insilin
diizeylerini artirirken kan glikozu ve total kolesterol diizeylerini azalttig1 ifade edilmistir
Bu sonuglardan yola ¢ikarak tar¢inin antidiabetik, antioksidan, hipolipidemik, insiilin
salimmim tegvik edici ve insilin duyarliligint artirict etki gosterdigi, ayrica protein
trosinfosfataz ve ‘insulin reseptor kinaz aktivitesini dizenlenmesinde roli oldugu
belirtilmistir (Sheng ve ark. 2008, Kumar ve ark. 2012). Tar¢in kullaniminin aglik
glikozu, total kolesterol, LDL-C ve trigliserit diizeyleri iizerine disiiriicii etki gosterirken
HDL dizeyini artirdigi ancak HAIC (hemoglobin a 1 c¢) diizeyini etkilemedigi
bildirilmistir (Allen ve ark. 2013). Saglikli bireylerde oral targin alindiktan sonra mide
bosalmasinin 6nemli derecede geciktigi ve yemek sonrasi glikoza verilen yanitin diigiik
diizeyde gergeklestigi bildirilmis (Hlebowicz ve ark. 2007), ayrica tokluk hissinin arttig
ve tar¢inin glikoza bagimli insiilinotropik yanit tizerinde etkili olabilecegi ifade edilmistir

(Hlebowicz ve ark. 2009). y

Bu caligmada yiiksek kan glikozunu diisirmede etkili oldugu bildirilen tarcin
ekstraktinin pankreastan salgilanip insilin ve glikoz metabolizmasini diizenleyici rolleri
oldugu ifade edilen NGF ve Trk-A reseptori dagilimi iizerindeki etkisinin

immunohistokimyasal olarak incelenmesi amaglanmisgtir.
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2. MATERYAL VE METOT

Bu ¢aligma i¢in Cumhuriyet Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kuruly’
ndan 19.06.2014 tarih ve 65202830/ 118 sayilt etik kurul numarasi ile onay alinmistir,
Caligmanin deneysel agamalar\i Kafkas Universitesi Hayvancilik Arastirma ve Uygulama

Merkezi ile Histoloji ve Embriyoloji Anabilim Dali laboratuarlarinda gergeklestirilmigtir.

2. 1. Materyal

2. 1. 1. Deney Hayvani Materyali Temini

Calismada kullanilan deney hayvanlan AtatﬁrkUnivesitesi Deney Hayvanlan
Unitesi’nden temin edildi. Calismada 60 adet ( 30 erkek + 30 disi) Sprague Dawley cinsi
rat kullanildi. Hayvanlar 25 + 2°C sicaklikta, % 60-65 dizeyinde nemin ve 12 saat
aydinlik ve 12 saat karanlik déngiisiintin saglandigt kogullarda, her giin altlari temizlenen
kafeslerde ve her kafeste 6 hayvan olacak sekilde ad-/ibitum olarak beslendi. Beslenme
i¢in kullanilan rat yemleri Erzurum Bayramoglu Yem Fabrikasi’ndan temin edildi.
Yemler ozel celik kaplarda, su ise paslanmaz ¢elik bilyeli biberonlarda normal gesme
suyu olarak verildi. Uygulamalara 1 haftalik adaptasyon siiresinden sonra baslanildi ve

uygulamalar her giin 17: 00 ile 18:00 saatleri arasinda yapild.

2. 1. 2. NGF, Trk-A ve STZ Temini

Deney gruplarina uygulanan NGF (Abcam-AB6198), Trk-A (Abcam-AB76291)
ve STZ (Streptozotosin) (Sigma-S0130) soguk zincir sartlarina dikkat edilerek temin

edildi. Caligma suresince -22 °C’de muhafaza edildi. K

2. 1. 3. Tarcin Temini

Tar¢in toz halde (Seylan targini) Bagdat Baharat firmasindan temin edildi.
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2. 2. Metot

2. 2. 1. Deney Gruplarmin Olusturulmasi

Gruplar agagidaki gibi olusturuldu:

1. Kontrol Grubu (n=12) (6 disi +6 erkek): Herhangi bif uygulama yapilmadi.

2. Sham Grubu (n=12) (6 disi +6 erkek): Sodyum sitrat ¢ozeltisi 50 mg/kg
intraperitoneal (i.p.) olarak uyguland. ) -

3. Targin Grubu (n=12) (6 disi +6 erkek): Taré;m ekstrakti 14 giin boyunca 200
mg/kg olarak oral gavaj yolu ile uygulandi.

4. Diabe\t Grubu (n=12) (6 disi +6 erkek): Streptozotbsin (STZ) (50 ml sitrik asit +
40 ml disodyum hidrojen fosfat tampon gozeltisinde ¢ozduriildii ve pH: 4.5 olarak
ayarland1) 50 mg/kgi.p. olarak uyguland. | .

5. Diabet+ tar¢in Grubu (n=12) (6 disi +6 erkek): Streptozotosin (STZ) (50 ml sitrik
asit + 40 ml disodyum hidrojen fosfat tampon ¢ozeltisinde ¢ozdiiriildi ve pH: 4.5
olarak ayarlandi) 50 mg/kg i.p. olarak uyguland: ve oral gavaj yolu ile 14 giin
boyunca 200 mg/kg tar¢in ekstrakti verildi.

2. 2. 2. Kan Sekeri Diizeylerinin Belirlenmesi

Ratlara herhangi bir madde uygulanmadan 8 saat aglik sonras: kuyruk veninden
kan alinarak glikometre (On Call Plus) ile dlguliip kan glikoz seviyeleri belirlendi. Ayni
giin STZ uygulamas: yapildi. Ug giin sonra tekrar 8 saat siiresince a¢ birakilan ratlardan
kan alinip aglik kan sekerleri ol¢uldi. Aclik kan gekeri 250 mg/dL diizeyinde olan ratlar
tip I diabetli olarak kabul edildi. Ay sekilde galismanin bitiminde de 8 saat siiresince ag
birakilan ratlarin kuyruk veninden alinan kan ile aglik kan sekerleri 6lgiildii ve kan glikoz

duzeyleri belirlendi.

2. 2. 3. Agwrlik Olgiimlerinin Yapilmasi

Tim ratlann agirlik lgtimleri ¢aligmanin 1. giiniinde STZ uygulamasindan hemen

once ve deneysel asamanin sonunda 8 saatlik aglik sonrasi yapildi.
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2. 3. Cahismalarda Kullamilan Cozeltiler ve Hazirlamislar:
2. 3. 1. Sedyum Sitrat Cozeltisinin Hazirlams:

Sodyum sitrat dihidrat 0,294 g (C6H5Na307 - 2H20= 294,1 g/mol) alinip deiyonize su
kullanilarak hacimi 100 ml’ye ayarlandi ve 1 Normal HCI ile pH’s1 4.5 olacak sékilde

hazirlandi.

2. 3. 2. Streptozotosin Cozeltisinin Hazirlanisi

Sodyum sitrat ¢ozeltisinden 21 mg/1 ml olacak sekilde alindi ve igerisine streptozotosin
eklenerek c¢ozdiruldi. Streptozotosin ¢ozeltisi 151k ve" 1sidan etkilenebilecegi i¢in
hazirlanan tiiptn etrafi aliminyum folyo ile sarildi. Enj‘eksiyon suiresi boyunca i¢i buz
dolu olan behef’iginde sakland1 ve taze olarak hayvanlara uyguland:. Diabet olusturulacak
re;tlann agirliklarina gore kg’a 50 mg olacak sekilde 1 ml’lik insiilin enjektori ile i.p.
olarak tek doz seklinde enjekte edildi (Gajdosik ve ark. 1999).

2. 3. 3. Tar¢m Ekstrakt’min Hazirlanis

Toz haldeki targindan 10 gr alinip 100 ml etanolde ¢ozdurildi. Elde edilen karigim oda
sicakliginda 24 saat boyunca calkalayicida galkalanmaya birakildi. Siire dolduktan sonra
karigim filtre kagidi yardimu ile siizildi. Cozici igerigi Rotary evaporatorde diisiik
basing ve diisik sicaklikta uzaklagtirildi. Ekstraktlar deney yapilincaya kadar -20 °C de
muhafaza edildi (Sharafeldin ve Rizvi 2015).

2. 3. 4. Tris-EDTA Soliisyonunun Hazirlanis

e Trs1.21 gr.

o EDTA 037 gr.

» Distile su 1000 ml Tween 20 0.5 ml eklendi, iyice karigtinlarak pH: 9.0 olarak ayarland:
ve 4°C saklandi.
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2. 4. Tar¢in Ekstrakt’’min Uygulanmasi

Hazirlanan tar¢in ekstrakti 200 mg/kg olacak sekilde 1 ml distile suda
¢ozdirtlerek targin ve diabet+tar¢in gruplarina 14 giin boyunca oral gavaj yolu ile
uygulandt (Jia ve ark. 2009). \‘

2. 5. Doku Orneklerinin Almmasi

Oral gavaj uygulanmasinin tamamlanmasini takiben ratlarin tamami bir gece
onceden ag¢ birakildi kan sekeri olgiimlerinin ardindan genel anastezi altinda servikal
dislokasyon- yoluyla pankreaslari alindi. Alinan pankreas dokulan histolojik ve

immunohistokimyasal incelemeler i¢in %10’luk formol s‘olusyonunda tespit edildi.

2. 6. istatistiksel Degerlendirmeler

Caligmada elde edilen verilerin degerlendirilmesinde SPSS (20.0) paket
programindan faydalanildi. Gruplar arasindaki (kontrol, sham, targin, diabet,
diabet+targin) farkliliklart belirlemek i¢in One Way ANOVA testi yapildi. Onemli ¢ikan

gruplar arasindaki farkl111klan karsilagtirmak igin ise Duncan Testi kullanildi.

2. 7. Histolojik incelemeler

Caligmada kullanilan pankreas dokular tespit isleminden sonra rutin doku takip
islemlerinden gegirilerek parafinde bloklandi. Parafin bloklardan 5 mikrometre
kalinliginda alinan kesitlere Crossman’nin Gglii boyamasi ve Heamatoksilen-Eosin

boyama teknigi uygulandi (Luna 1968).
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2. 8. immunuhistokimyasal incelemeler

Immunohistokimyasal incelemeler igin krom alum jelatin ile kaplanmis lamlar
lizerine parafin bloklardan 5 mikrometre kalinhiginda kesitler alindi. Kesitler
deparafinizasyon ve dehidraéyon islemlerinin ardindan endojen peroksit aktivitesini
onlemek i¢in hidrojen peroksitin metanoldeki (%3) ¢ozeltisinde 15 dakika békletildi.
Kesitler PBS (Fosfatli Buffer Solisyonu) ile yikandiktan sonra antijenik reseptorlerin
agiga gikarilmast amactyla NGF uygulanan dokular Sitrat Buffer S,olﬁsyonunda (pH 6.0),
Trk-A uygulanan dokular ise tris EDTA buffer soliisyonu iéinde mikrodalgada 600
watt, 10 dakika kaynama iglemine tabi tutuldu. PBS ile yikanan dokulara Avidin-Biotin-
Peroksidaz teknigi uygulandi (Hsu 1981). Blocking Soliisyon A (Invitrogen- Histostatin
Plus Bulk Kit) ile 10 dakika inkiibe edilen dokulara daha sonra PBS ile diliie edilen NGF
(Abcam-AB6198) (1/600 diliisyon) ve Trk-A ‘(Abcam—AB76291) (1/400 diliisyon)
primer antikorian uygulandi. NGF uygulanan dokular +4 derecede bir gece boyunca
inkiibe edildi. Ardindan Biotinylated Second Antibody ve Streptavidin Preoxidase
soliisyonlari (Invitrogen- Histostatin Plus Bulk Kit) 30’ar dakika uygulandi. Trk-A
uygulanan dokularda ise primer antikor oda isisinda 1 saat, Biotinylated Second
Antibody: 1 saat ve Streptavidin Preoxidase: 30 dakika uygulandi. PBS ile yikanan
dokulara renk ortaya ‘glkarlcn substrat olarak DAB-H20; (Diaminobenzidine-
hidrojenperoksit) (Shu ve ark.1988) uygulandi. Kesitlerin tizerine kromojen solusyonu
eklendikten sonra 151k mikroskobunda kontrol edilerek immunoreaktivitenin durumuna
gore reaksiyon PBS ile durduruldu. Distile su ile yikandiktan sonra zit boyama igin
hematoksilen boyamas: uygulandi. Daha sonra kesitler dehidre edilip, immunmount ile
kaplandi. Kesitlerde boyanma derecesi kriter olarak alinip semikantitatif bir yontemle
skorlama yapildi. Degerlendirmelerde: zayif boyanma (1), orta derecede boyanma (2),
kuvvetli boyanma (3) ozelliklerine gore 0’dan 3’e kadar sko’é verildi.
Immunohistokimyasal boyamanin spesifik olup olmad1é1n1 belirlemek amaci ile bitiin
gruplardan alinan pankreas dokularina primer antikor ilave edilmeden (negatif kontrol)
diger butiin prosediirler ayni sekilde uygulandi.

Histolojik ve immunohistokimyasal incelemeler igin hazirlanan preparatlar 1‘§;1k

mikroskobunda (Olympus Bx51, Japan) degerlendirildikten sonra fotograflandirildi.
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3. BULGULAR

3. 1. Canlt Agirlik Bulgular

Ratlarin canlt agirlik tartimlart gruplarin kendi icinde ve gruplar arasinda

istatistiksel olarak degerlendirildi ve bulgular asagidaki tablolarda verildi (Tablb 1,2).

Tablo 1. Gruplara gore disi ratlarin canl agirlik tartimlarimn istatistiksel degeflenailmesi.

Grup| - Gin— 1. giin 17. giin T P
Kontrol (gr). 307+ 1,71%4 308,16 6,54 10,17 0,86
Sham (gr) 302,83+ 5,984 (306,164,224 10,45 0,66
Targin (gr) 302,66+ 8,37 [29433+6,34%* 0,78 0,45
Diabet (gr) 302,16+ 7,424 195+ 18,81 B 17,68 0,00
Diabet+targin (gr) |296,6£233 %  [211,16£3,56%8 120,07 0,00
F 0,4 59,35

P 0,8 0,00

A, B: Ayni satirda farkls harf ile gosterilen ortalamalar arasindaki farkhiliklar istatistiksel olarak énemlidir
(p<0.05). ‘

a, b: Aym sutunda farkl harf ile gosterilen ortalamalar arasindaki farkliliklar istatistiksel olarak onemlidir
(p<0.05).

Disi ratlarin diabet ve diabet+targin grubunun kendi arasinda canli agurlik
ortalamalar: bakimindan ¢aligmanin 17. giintinde istatistiksel olarak anlamli bir faklilik
olmadig: tespit edildi (p<0.05). Fakat birinci giine oranla galisma sonunda heriki grubun

agirlik ortalamalarinin istatistiksel olarak anlamli derecede diistiigii belirlendi (p<0.05).




Tablo 2. Gruplara gore erkek ratlarin canl aglfllk tartimlarinin istatistiksel degerlendirmesi.
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Grup|, - Gin— 1. giin 17. glin - T P
Kontrol (gr) 42483+ 5168 |439,66+3,944 |28 0,04
Sham (gr) 423,83+3,61 5 |437,66+3,944 12,58 0,02
Tarcgin (gr) 429 33+ 2,04 42 420,83+ 5,124 |1,54 0,17
Diabet (gr) 436,33+ 2,19 42 386+ 17,91 B° 2,79 0,03
Diabet+targin (gr) | 418,66+ 6,37 42 308,5+ 12,77 B 7/,71\ 0,00
F 2,46 27,68

P 0,07 0,00

A, B: Aym satirda farklt harf ile gosterilen ortalamalar arasindaki farkliliklar istatistiksel olarak onemlidir
(p<0.05). '

a, b, c: Ayni siitunda farkly harf ile gosterilen ortalamalar arasindaki farkliliklar istatistiksel olarak 6nemiidir
(p<0.05). S

Erkek ratlarin diabet ve diabett+targin grubunun kendi aralarinda canh agirlik
ortalamalarinda ¢aligmanin.17. gintnde istatistiksel olarak anlamli bir farklilik oldugu
tespit edildi (p<0.05). Her iki grupta da canli agirlik ortalamalarimin 1. giine oranla 17:

giin azaldig ancak diabet+tar¢in grubunda énemli derecede diistiigu belirlendi.
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3. 2. A¢hik Kan-Glikoz Degerleri
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Ratlarin canli aglik kan gekeri ol¢timleri gruplarin kendi iginde ve gruplar arasinda

istatiksel olarak degerlendirildi ve bulgular agagidaki tablolarda verildi (Tablo 3, 4).

Tablo 3. Gruplara goére disi ratlarin aghik kan sekeri él¢timlerinin istatistiksél degerlendirmesi.

Grup|- Giin— | 1. giin 3. glin 17 glin F P
Kontrol 83,83+ 1,62 2P 83,16+ 1,37%®  |9183+1.16% [11,86 |0,00
Sham 82,83+ 2,284 78+ 1,93 PA 84,5%2,(5;1 A 2,6  |0,11
Targin 87,66+ 4,05 *A 7733+ 1,42 9B | 83,5+ 2,04 A 3,57 |0,05
Diabet _ 190,16+ 1,85 %" 375+ 20,75 * 359,16+17,99 ** 101,43 0,00
Diabet+targin | 88,16+ 2,46 *B 349,83+ 13,01 4 295,5¢ 30,824 150,83 |0,00
F 1,41 198,28 69,73

P 0,26 0,00 0,00

A, B: Aym satirda farkli harf ile gosterilen ortalamalar arasindaki farkliliklar istatistiksel olarak 6nemlidir

(p<0.05).

a,b, ¢: Aym siitunda farkli harf ile gosterilen ortalamalar arasindaki farkliliklar istatistiksel olarak 6nemlidir

(p<0.05).

Disi ratlarin diabet ve diabet+targin grubunun aglik kan sekeri ortalamalarinda 3.

ve 17. ginler arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark tespit edilmedi (p<0.05) ancak

diabet+ttar¢in grubunun 17. giin aglik kan sekeri ortalamalarinin istatistie yansimamis

olsada dustugi gorildi.
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Tablo 4. Gruplara gore erkek ratlarin aghk kan gekeri olgtimlerinin istatistiksel degerlendirmesi.

Grup| -

Giin— 1. giin 3. giin 17.gin F P
Kontrol 76,67+ 24500 |76+ 276 A 180,33+ ,2';21 4 10,87 (0,43
Sham 76,67+ 1,404 |7833+ 1,724 77,83+ 2,19 A 0,22" 0,8
Targin 87,83+ 3,59 |77,33+ 1,852 78+ 1,31 A 574 0,01
Diabet 84,50+ 133 %® 37333631  |363,67+ 6,83 % 913,130,00
Diabet+targin | 88,83+ 2,98 °C 331,16+ 10,274 - 245,164_#’34,55”’3 34,6 10,00
F 5,32 718,67 ' 68,02

p 0,00 0,00 0,00

A, B, C: Aymi satirda farkli harf ile gosterilen ortalamalar arasmdaki farkhiliklar istatistiksel olarak
onemlidir (p<0.05). '

asb, c: Aym stitunda farkls harf ile gosterilen ortalamalar arasmdaki farkliliklar istatistiksel olarak onemlidir
(p<0.05).

Erkek ratlarin diabet grubunun aglik kan sekeri ortalamalarinda 3. ve 17. giinler
arasinda istatistiksel olarak anlamli fark goriilmedi. Ancak diabet+targin grubunun 17.
gin aglik kan sekeri ortalamalarinin istatiksel olarak énemli derecede diistigii belirlendi

(p<0.05).
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3. 3. Mikroskobik Bulgular

Mikroskobik incelemeler sonu;:unda disi ve erkek ratlarin pankreas dokularinda
Langerhans adaciklar, asinuslar, pars inisyalis, pars ekskretorya duktus ekskretoryus ve
kan damarlart belirlendi (Res1m 1-6). Yapilan mcelemelerde kontrol sham ve targin
gruplarina ait disi ve erkek ratlarin pankreas dokusunda asinuslar ve Langerhans
adaciklarinin normal histomorfolojiye sahip oldugu gérﬁldu.(Reéim 7, 8). Diabet
grubundaki disi ve erkek ratlarin pankreas dokusunda Lahgerhdns’fadac1k1ar1nda hiicre
yogunlugunun azaldift ozellikle adaciklarin periferinde b’eli'fgiﬁ' bir sekilde azalma
oldugu gozlemlendi (Resim 9). Diabet+targin gfubundaki disi ve erkek ratlarin pankreas
dokusunda ‘asinuslarin normal yapida oldugu, Langefh,ans adaciklarinda ise hcre

yogunlugunun normale yakin bir gorintii sergiledigi belirlendi (Resim 10).




Resim 1. Disi rat. Kontrol grubu. Pankreas dokusu.

a: Asinuslar, L: Langerhans adacii, pe: Pars ekskretorya. Triple boyama

Resim 2. Disi rat. Sham grubu. Pankreas dokusu.

a: Asinuslar, L: Langerhans adacigi, Triple boyama.




Resim 3. Disi rat. Targin grubu. Pankreas dokusu.

a: Asinuslar, L: Langerhans adacig, pe: Pars ekskretorya, de: Duktus ekskretoryus. Triple boyama.

Resim 4. Disi rat. Diabet grubu. Pankreas dokusu.

a: Asinuslar, L: Langerhans adacigi, Triple boyama.

s




Resim 6. Erkek rat. Kontrol grubu. Pankreas dokusu.

a: Asinuslar, L: Langerhans adacig1, Hematoksilen-Eosin boyama.




Resim 7. Erkek rat. Sham grubu. Pankreas dokusu.

a: Asinuslar, L: Langerhans adacifi. Triple boyama.

Resim 8. Erkek rat. Tar¢in gubu. Pankreas dokusu.

a: Asinuslar, L Langerhans adacig1. Hematoksilen-Fosin boyama.




Resim 9. Erkek rat. Diabet gubu. Pankreas dokusu.

a: Asinuslar, pi: Pars inisyalis, L: Langerhans adaciginda hiicre yogunlugunun azalm
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Resim 1 k rat. Diabet+tar¢in gubu. Pankreas dokusu.

a: Asinuslar, pe: Pars ekskretorya, L. Langerhans adaciginda normale vakin hiicre yogunlugu.

{cmatoksilen-Eosin o0vaina.

ast. Hematoksilen-
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3. 4. immunohistokimyasal Bulgular
3. 4. 1. NGF Immunoreaktivitesi
3. 4. 1. 1. Disi Ratlarin Pankreas Dokusunda NGF immunoreaktivitesi

Kontrol, sham ve targin grubu disi ratlarin pankreas dokusunda ekzokrin ve
endokrin kistmlarda NGF immunoreaktivitesi belirlendi. Asinhs,lar,/.pars inisyalis, pars
ekskretorya ve duktus ekskretoryusun  epitel hucrelerinde ,~ojr't,a derecede diffiiz

sitoplazmik reaksiyon goriildi. Langerhans adaciklarinda kuvvetli diffiiz sitoplazmik

immunoreaktivite tespit edildi (Tablo 5, Resim 11, 12, 13).

Resim 11. Disi rat. Kontrol grubu. Pankreasda NGF immunoreaktivitesi.

a: Asinuslarda orta, L: Langerhans adaciginda kuvvetli derecede immunoreaktivite.

f




Resim 12. Digi-rat. Sham grubu. Pankreasda NGF immunoreaktivitesi.

a: Asinuslarda, pe: Pars ekskretoryada ve de: Duktus ekskretoryusta orta derecede immunoreaktivite.

_50.um

Resim 13. Digirat. Targin grubu. Pankreasda NGF immunoreaktivitesi.

a: Asinuslarda ve pi: Pars misyaliste orta, L: Langerhans adaciginda kuvvetli derecede immunoreaktivite.
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- Diabet ve diabet+tar¢in grubu disi ratlarin pankreas dokusunda asinuslar, pars
inisyalis, pars ekskretorya ve dﬁkms ekskretoryusun NGF immunoreaktivitesi yoniinden
kontrol grubuyla benzer ozellikte oldugu belirlendi. Diabet grubunda Langerhans
adaciklarinda zayif diffiiz sitoplazmik, diabet+tar¢in grubunda ise oﬁa derecede diffiiz

sitoplazmik immunoreaktivite tespit edildi (Tablo 5, Resim 14, 15). .
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Resim 14. Digi rat. Diabet grubu. Pankreasda NGF immunoreaktivitesi.

a: Asinuslarda orta, L: Langerhans adaciginda zayif derecede immunoreaktivite.

Resim 15. Digi rat. Diabet+tar¢in grubu. Pankreasda NGF immunoreaktivitesi.

a: Asinuslarda ve L: Langerhans adaciginda orta derecede immunoreaktivite.
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3. 4. 1. 2. Erkek Ratlarin Pankreas Dokusundaki NGF Immunoreaktivitesi
Bulgulan '

Kontrol, sham ve tar¢in grubu erkek ratlarin pankreas dokusunda ekzokrin ve
endokrin kistmlarda NGF immunoreaktivitesi belirlendi. Asinuslar, pars inisyalis, pars
ekskretorya ve duktus ekskretoryusun epitel hicrelerinde orta derecede diffiiz
sitoplazmik reaksiyon goriildi. Langerhans adaciklarinda kuvvetli diffiiz sitoplazmik

immunoreaktivite tespit edildi (Tablo 5, Resim 16, 17,1 8).v

Resim 16. Erkek rat. Kontrol grubu. Pankreasda NGF immunoreaktivitesi.

a: Asinuslarda orta, L: Langerhans adaciginda kuvvetli derecede immunoreaktivite.
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Resim 17. Erkek rat. Sham grubu. Pankreasda NGF immunoreaktivitesi.

a: Asinuslarda ve pi: Pars inisyaliste orta, L: Langerhans adaciginda kuvvetli derecede immunoreaktivite.

Resim 18. Erkek rat. Tar¢in grubu. Pankreasda NGF immunoreaktivitesi.

a: Asinuslarda orta, L.: Langerhans adaciginda kuvvetli derecede immunoreaktivite.
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~ Diabet ve diabet+targin grubu erkek ratlarin pankreas dokusunda asinuslar, pars
inisyalis, pars ekskretorya ve duktus ekskretoryusun NGF immu,n'breaktivitesi yoniinden

kontrol grubuyla benzer o¢zellikte oldugu belirlendi. Diabet grubunda Langverhans

adaciklarinda zayif diffiiz sitoplazmik, diabet+targin grubunda ise orta derecede diffiiz

sitoplazmik immunoreaktivite tespit edildi (Tablo 5, Resim 19, 20).

Resim 19. Erkek rat. Diabet grubu. Pankreasda NGF immunoreaktivitesi.

a: Asinuslarda orta, L: Langerhans adacifinda zayif derecede immunoreaktivite.




Resim 20. Erkek rat. Diabet+targin grubu. Pankreasda NGF immunoreaktivitesi.

a: Asinuslarda ve L: Langerhans adaciginda orta derecede immunoreaktivite.

Resim 21. Disi rat. Diabet+tar¢in grubu. Pankreasda NGF negatif kontrol.

a: Asinuslar, pi: Pars inisyalis.
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Genel olarak bakildiginda bitin gruplarin  pankreas dokusunda NGF
immunoreaktivitesinin oldugu goérildi. Ayrica immunoreaktivitenin goriildigu bolgeler,
ozelligi ve siddeti bakimindan disi ve erkek pankreas dokulari arasinda bir fark olmadig

belirlendi.

Tablo 5. Disi ve erkek ratlarin pankreas dokusundaki NGF immunoreaktivitesinin semikantitatif analiz
sonuglari. ,

Disi (n: 30) Kontrol |Sham |Tar¢in |Diabet | Diabet+tarcin
ve n: 12 nl2 |ni2 n 12 n 12
Erkek (n: 30)

Asinuslar __ 2 2 2 | 2 | 2
Pars inisyalis 2 2 2 2 ) | 2
Pa/rs ekskretotya 2 2 2 2 2
Duktus ekskretoryus 2 2 2 2 2

Langerhans adaciklari 3 3 3 1 2
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3. 4. 2. Trk-A Immunoreaktivitesi
~ 3.4.2. 1. Disi Ratlarin Pankreas Dokusunda Trk-A Immunoreaktivitesi

Kontrol, sham ve targin grubu ratlarin pankreas dokuéﬁnda asiner hucrelerin
sitoplazmasinda kuvvetli derecede, graniler ozellikte Trk-A immunoreaktivitesi
belirlendi. Pars inisyalis, pars ekskretorya, duktus ekskretoryus ve kan damarlarinda
reaksiyon olmadigi gorildi. Langerhans adaciklarinda ise rz'a,yrf, derecede, diffiiz

sitoplazmik immunoreaktivite oldugu tespit edildi (Tablo 6, Resfiih 22,23, 24).

Resim 22. Disi rat. Kontrol grubu. Pankreasda Trk-A immunoreaktivitesi.

a: Asinuslarda kuvvetli, L: Langerhans adaciginda zayif derecede immunoreaktivite, pe: Pars
ekskretoryada immunoreaktivite yoklugu.




Resim 23. Digi rat. Sham grubu. Pankreasda Trk-A immunoreaktivitesi.

a: Asinuslarda kuvvetli, L: Langerhans adaciginda zayif derecede immunoreaktivite.

Resim 24. Digi rat. Tar¢in grubu. Pankreasda Trk-A immunoreaktivitesi.

a: Asinuslarda kuvvetli, L: Langerhans adaciginda zayif derecede immunoreaktivite.
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Diabet ve diabet+targin grubu disi ratlarin pankreas dokusunda asiner hiicrelerde
ve pankreas kanallarindaki Trk-A immunoreaktivitesi kontrol grubu ile benzer ozellikler
gosterdi. Kontrol grubundan fakli olarak diabet ve diabét+tarc;1n"grup1anﬁda Langerhans

adaciklarinda immunoreaktivite olmadig: belirlendi (Tablo 6, Sekil 25, 26).
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Resim 25. Disi rat. Diabet grubu. Pankreasda Trk-A immunoreaktivitesi.

a: Asinuslarda kuvvetli immunoreaktivite, L: Langerhans adaciginda immunoreaktivite yoklugu.

Resim 26. Digi rat. Diabet-+targin grubu. Pankreasda Trk-A immunoreaktivitesi.

a: Asinuslarda kuvvetli immunoreaktivite, pi: Pars inisyalis ve L.: Langerhans adaciginda immunoreaktivite
yoklugu.
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3. 4. 2. 2. Erkek Ratlarin Pankreas Dokusunda Trk-A Immunoreaktivitesi

Kontrol, sham ve targin grubu ratlarin pankreas dokusunda asiner hiicrelerin
sitoplazmasinda kuvvetli derecede, graniiler 6zellikte Trk-A . immunoreaktivitesinin
oldugu belirlendi. Pars inisyalis, pars ekskretorya, duktus ekskratoryus ve kan
damarlarinda reaksiyon olmadigi goriildi. Langerhans adaciklarinda ise zayif derecede,

diffiiz sitoplazmik immunoreaktivite oldugu tespit edildi (Tablo 6, Resim 27, 28, 29).

Resim 27. Erkek rat. Kontol grubu. Pankreasda Trk-A immunoreaktivitesi.

a: Asinuslarda kuvvetli, L: Langerhans adaciginda zayif derecede immunoreaktivite.




!

R

A 1immunoreakivitesl.

a: Asinuslarda kuvvetli, L: Langerhans adaciginda zayif derecede immunoreaktivite, pi: Pars inisyaliste
immunoreaktivite yoklugu.
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Diabet ve diabetttarcin grubu- erkek ratlarin pankreas dokusunda asiner
hiicrelerde ve pankreas kanallarindaki Trk-A immunoreaktivitesi kontrol grubu ile benzer
ozellikteydi. Kontrol grubundan fakli olarak diabet ve diabet+tarcin gruplaninda

Langerhans adaciklarinda immunoreaktivite olmadigi belirlendi (Tablo 6, Resim 30, 31).

e

Resim 30. Erkek rat. Diabet grubu. Pankreasda Trk-A immunoreaktivitesi.

a: Asinuslarda kuvvetli derecede immunoreaktivite, L: Langerhans adacifinda ve pi: Pars inisyaliste
immunoreaktivite yoklugu.




Resim 31. Erkek rat. Diabet-+targin grubu. Pankreasda Trk-A immunoreaktivitesi.

a: Asinuslarda kuvvetli derecede immunoreaktivite, L: Langerhans adaciginda immunoreaktivite yoklugu.

Resim 32. Erkek rat. Kontrol grubu. Pankr‘esda T‘rk~A negatif kontrol.

NN i

a: asinusiar, L: Langerhans adacig, de: Duktus ekskretoryus, pe: Pars ekskretorya.
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Genel olarak bakildiginda bitiin gruplarin  pankreas dokusunda Trk-A
immunoreaktivitesi gortildii. Ayrica immunoreaktivitenin gorildigii bolgeler, ozelligi ve

siddeti bakimindan disi ve erkek ratlar arasinda bir fark olmadigs belirlendi.

Tablo 6. Disi ve erkek ratlarin pankreas dokusundaki Trk-A immunoreaktivitesinin semikantitatif analiz

sonuglari.
Disi (n2:30) Kontrol [ Sham  |Tar¢in |Diabet |Diabet+targin
ve ni2 |n: 12 n: 12 n: 12 n 12

Erkek (n: 30) .

Asinuslar 3 3 3 3 3

Langerhans adaciklari 1 1 1 0 0
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4. TARTISMA ve SONUC

Diabet hastaliginda risk faktorlerinden biri olarak kabul edilen obezite (astr1 kilolu
olma- sigmanlik) enerji alimi ve harcanmasi arasmdaki dengesizlik ile birlikte gelisen,
fiziksel aktivite azlig1 ya da hareketsiz yasam ve sagliksiz beslénmé diizeninin de etki
ettigi kronik bir hastaliktir. Genetik ve g¢evresel etkilerle rheydana gelen obeziteye
cogunlukla sentetik kimyasallar ve bazi fitoostrojenler gibi dogal gida bilesenleri de
neden olmaktadir. Bunlann adipositlerin yapisim degistirdigi ifade edilmektedir
(Altunkaynak ve Ozbek 2006, Kayar ve Utku 2013, Lumbrano ve ark. 2013). Targ¢inin
viicut agirligl ve yag kiitlesi tizerindeki etkilerine baklldlél zaman fare adiposit gen
ekspresyonu regiilasyonunu sagladigi belirlenmis, obez diabetik disi ratlarda targin
ekstrakti uygulamasi ile (200mg/kg ve 400 mg/kg ) viicut agirligi ve viicut yag kiitlesinin
azaldig, karacier enzimlerinin ve lipid diizeyinin normal seviyeye ulastig, serum
insilin duzeylerinin artt181, glikoz ve leptin diizeylerinin azaldigi belirlenmistir (Cao ve
ark. 2010, Shalaby ve Saifan 2014). Benzer sekilde tar¢in igeren gida takviyesi
kullaniminin obez ya da kilolu pre-diabetik ve tip 2 diabetli kadin ve erkek hastalarda
aclik kan glikozu, >beden kitle indeksi, viicut agirligi ve yag kiitlesini onemli derecede
azalttigt yapilan galismalarla belirlenmigtir (Vafa ve ark. 2012, Liu ve ark. 2015).
Caligmamizda disi ratlarda diabet ve diabetttarcin grubununun 17. giin agirlik
ortalamalarinda birinci giine oranla diisiis oldugu; ancak, ¢alisma sonunda diabet ve
diabet+tar¢in grubu arasinda istatiksel olarak bir fark olmadigi belirlendi. Erkek ratlarda
ise diabet, diabetttargin gruplarimin agirlik ortalamalarinda dilsme oldugu, ozellikle
diabet+tar¢in grubundaki agirliklarin belirgin derecede diistugii gorildi. Erkek ratlardan
elde edilen sonuglarin belirgin diizeyde farklilik gostermesi targin uygulamasinin diabetik

erkek ratlarda agirliklarin azalmasina etki edebilecegini diisiindiirdii. ,

Targimn disi farelerde yiiksek kan glikozunu diisiiricii, lipid metabolizmasim
diizenleyici, karbonhidratlarin barsaklardan emilimini yavaslatip kan sekerini baskilayict
etkisi oldugu ve insulin benzeri etki gostererek tip 2 diabet hastaliginda iyilestirici rolii
olabilecegi belirtilmistir (Cheng ve ark. 2012, Kim ve ark. 2006). Rahman ve ark.
(2010)’nin yapti@1 caligmada diabetli disi ratlara tar¢in ekstrakti uygulanmis ve uygulanan
tar¢in ekstrakti dozuna bagli olarak kan glikoz, TGL, TC, LDL-C, ALT, AST

duzeylerinin azaldig1 belirlenmistir. Diabetik disi ratlarda targin ekstakti uygulamasi ile
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targin polifenollerinin uygulanan doz ile orantili olarak kan glikoz diizeylerinin azalip

plazma insiilin diizeylerinin arttii ifade edilmistir (Jia ve ark. 2009). Fakat diabetik disi
| ve erkek ratlarda giinlik insan dozu 6 gr olarak baz alinip 200 gr rat igin 120 mg/kg targin
ekstraktt tek doz olarak uygulandiktan sonra yiiksek kan glikozunun distiginin
belirlenmesi ve karaciger, bobrek ve pankreas dokularinda histokimyasal olarak herhangi
bir toksik etkiye rastlanmamig olmasi tar¢inin olumlu etkileri' olarak dustinilmusgtir. Bu
durumda tar¢in uygulama dozunun énemsiz oldugu one siiriilmusgtiir (Ranasinghe ve ark.
2012). Bu gahsmalarm aksine tip 2 diabetli 35 hastaya 1gr targm iceren kapstiller sabah
ve aksam bir tane olacak sekilde verilmis ¢alisma sonunda uzun siireli targin kullaniminin
glikoz diizeylerini degistirmedigi belirlenmis ve tar¢inin diabet tedavisinde kullanimz1 igin
daha fazla calismaya ihtiya¢ oldugu ifade edilmistir (Hasanzade ve ark 2013). Bizim
calismamizda da literatiir bilgilerinden (Jia ve ark. 2009,Ranasinghe ve ark. 2012) yola
cikarak diyabet olusturulan ratlara 200 mg/kg olacak sekilde tek doz fargm ekstrakt: oral
gavaj yoluyla 14 gin boyunca uygulandi. Calisma sonunda elde ettigimiz sonuglara gore
ozellikle diabet+targin grubu erkek ratlarda yiiksek kan sekeri diizeylerinde diisme
oldugunun gozlenmesi baz: literatiir (Jia ve ark. 2009, Rahman ve ark. 2010, Ranasinghe
ve ark. 2012) bilgﬂeri ile benzerlik gosterdi. Bu sonuglar tar¢inin antidiabetik etkisinin

doza ve cinsiyete gdfe farklilik gosterebilecegini diistindtrdii.

Targinin  yapisinda bulunan sinnamaldehitin diabetik ratlarda kan glikoz
diizeylerini diisiirdigti, plazma insilin diizeylerini arttirdigi ve STZ ile zarar goren
pankreas [3 hucfelerinde hasarli olan hiicreleri rejenere ettigi belirlenmigtir. Tar¢inin B
hiicrelerinden insulini serbest birakarak glikoz dusiriict etki yaptigi ayrica antioksidan
etki ile B hiicrelerini koruyup rejenere ettigi ifade edilmistir (Subash-babu ve ark. 2014).
Fakat saglikli bireylerde yiiksek dozlarda sinnamaldehit verilmesinin pankreatik hiicreleri
deforme ettigi, hiicrelerin ¢ogunda g¢ekirdek degisimi oldugu, zimogen granillerin
tikendigi aynica kan damarlarinin dilate ve sikisik oldugu bildirilmistir (Atalla ve El-
Makawy 2007). Stz ile diabet olusturulmus ratlarin pankreas dokular histopatolojik
olarak degerlendirildiginde asiner hiicrelerde ve Langerﬁans adaciklarinda dejenerasyon
oldugu belirlenmis ayrica, inflamasyon ve hemoraji gibi bulgulara da rastlandig ifade
edilmistir (Elbe ve ark. 2015). Yapilan mikroskobik degerlendirmeler sonucunda targin
grubu disi ve erkek ratlarda pankreas dokusunda patolojik bir bulguya rastlanmamis,

diabet grubu disi ve erkek ratlarda Langerhans adaciklarindaki hiicre yogunlugunun
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azaldigimin goriilmesi ve diabet+targin grubunda kontrole yakin bir hiicre yogunlugu
tespit edilmesi targinin hiicresel rejenarasyon ve doku tamirinde rolleri olabilecegini

digtindirmugtar.

Baslangicta sinirlere 6zgii bir biiytime faktorii olarak kesfedilen NGF’ nin yapilan
primer hiicre kiiltirlerinde fetis ve erigkin pankreas dokusunda B hiicrelerinden
sentezlendigi belirlenmis NGF’nin 8 hiicrelerinin duyarliligint ayarladlgl ve sinir hiicresi
gelisimini uyardig bildirilmigtir (Polak ve ark. 1993). Embriyonal ve fetal pankreasta
Langerhans adaciklarindaki insilin salgilayan hiicreler ve bunlarla.baélantlll olan kiigik
kanallarda Trk-A immunoreaktivitesi ve RT- PCR analizleri ile adaciklart gevreleyen
mezengimal hiicrelerde NGF mRNAsinin tespit edilmesi pankreas gelisiminde ve insiilin
salgilayan huéreleﬂn embriyonal dénemdeki farld1lasma" evrelerinde NGF ve Trk-A
rolleri olabilecegi kanisina varilmigtir (Miralles ve ark. 1998). Bizim ¢alismamizdan elde
edilen immunohistokimyasal bulgulara bakildiginda biitiin gruplarin pankreas dokusunda
ekzokrin ve endokrin kisimlarda NGF ve Trk-A immunoreaktivitesinin oldugu belirlendi.
Bu sonuglar pankreas dokusunun gelisiminde, ekzokrin ve endokrin pankreas
hiicrelerinin  hayatta kalmasini  saglayan hicresel sinyallerin = devamliliginin
saglanmasinda ve bu bol gelerden sentezlenen hormonlarin sentez ve saliniminda da NGF

ve Trk-A’ nin rollerinin olabilecegini dustiindiirmektedir.

NGF ve Trk-A nin pankreas dokusundaki dagilimi incelendigi caligsmalarda
normal pankreasin ekzokrin kisminda orta, sinir tellerinde zayif derecede diffuz
sitoplazmik reaksiyon oldugu ve endokrin kisimda NGF immunoreaktivitesinin olmadig
belirlenmistir (Schneider ve ark. 2001). Trk-A immunoreaktivitesinin pankreas
kanallarinda ve arterlerin tunika muskularis katmaninda zay1f oldugu, adacik hiicrelerinde
ise orta derecede, sitoplazmik ve graniiler tarzda oldugu belirtilmigtir (Schneid/er ve ark.
2001). Bir bagka aragtirmada pankreas dokusundakj NGF immunoreaktivitesinin
kanallar, asiner hiicreler ve sinir tellerinde zayif, arter ve ven duvarinda orta ydgunlukta
oldugu bildirilmistir. Trk-A immunoreaktivitesinin yalnizca sinir tellerinde, arter ve ven
duvarinda orta derecede oldugu ifade edilmistir. Kronik pankreatitli hastalarin pankreas
dokularinda ise NGF ve Trk-A immunoreaktivitesinin artig gosterdigi belirtilmistir. Bu
sonuglarin NGF / Trk-A yolu etkilesimlerinin morfolojik degisimlere ve agr1 sendromuna
neden olabilecegini diisindtrdiugi belirtilmistir (Friess ve ark. 1999). Calismamizda

literatiir (Friess ve ark. 1999, Schneider ve ark. 2001) bilgileri ile benzer sekilde ratlarin
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pankreas dokusunda asinuslarda, pankreas kanallarinda, ve Langerhans adaciklarinda
diffiiz sitoplazmik NGF immunoreaktivitesi oldugu belirlendi. Asinuslar ve Langerhans
adaciklarinda Trk-A immunoreaktivitesi oldugu tespit edildi. Asiner hiicrelerdeki Trk-A
immunoreaktivitesinin granuler 6zellikte olmasi literatiir (Schneider ve ark. 2001) verileri
ile benzerdi fakat literatiir verilerinin aksine Langerhans adacﬂdarmdé diffiiz sitoplazmik
Trk-A immunoreaktivitesi oldugu belirlendi. Bu veriler paﬁkreas dokusu tarafindan
entezlemp salgilandig belirlenen NGF ve Trk-A’nin sentezlenmesmde hiicresel

farkliliklarin o]ablleceglm disinduirda.

Diabet olusturulduktan sonra pankreas dokusﬁ histolojik olarak incelendiginde
Langerhans adaciklarindaki hiicrelerin sayilarinin azaldigi, western blot analizlerinde ise
NGF ve Trk-A protein diizeylerinde diigiis oldugu belirlenfnigtir (Sposato ve ark. 2007).
Ratlarin pankreas dokusunda NGF ve insiilin sinyallerihin bloke edilmesi ile hayatta
kalan hiicre sayisinin kontrole oranla distiigii, 16 saat boyunca glikoz kiiltiriine alinan
hiibrelerin yaklagtk %17’ sinin apopitozise ugradigi gorilmistiir. Bu durumun NGF ile
kismen, insilin ile tamamen ortadan kaldirilabildigi ifade edilmistir (Navarro-Tableros
ve ark. 2004). Benzer sekilde caligmamizda diabet ve diabet+targin grubu ratlarda
Langerhans adaciklarindaki hucreselligin azaldigr, NGF immunoreaktivitesini ¢nemli
olglide dustiigi, Trk-A immunoreaktivitesini ise tamamen ortadan kalkti@ belirlendi. Bu
veriler STZ uygulamasmin adacitk hucrelerine zarar vermesi sonucu NGF ve Trk-A

duzeylerindeki degisimlere neden olabilecegini akla getirdi.

Sagliklt bireylerde pankreatik [ hiicreleri tarafindan hem iretildigi hem
sentezlendigi belirlenen NGF’nin parakrin ve otokrin yollarla Na kanal yogunlugunu
ayarladig1 ve insiilin salinimint diizenledigi ifade edilmistir (Vidaltamayo ve ark. 2002).
Yapilan hiicre kulturi c¢aligmalarinda disi ratlarin § hiicreleri glikoz }(ﬁlturune
konuldugunda NGF diizeylerinin 3 kat arttigr, NGF kiltiriine konuldugunda Trk-A
mRNA’ larinin 6 kat arttigt bildirilmistir (Rosenbaum ve ark. 1998). Ayrica NGF
salgisinin artisina bagli olarak insilin salgisinin da arttigi (Rosenbaum ve ark. 2001) ifade
edilmistir. Bizim calismamizda diabet-targin grubu ratlarda Langerhans adaciklarinda
azalmis olan NGF immunoreaktivitesinin targin ekstraktt uygulandiktan sonra kontrole
yakin dizeyde arttign, Trk-A immunoreaktivitesinin degismedigi tespit edildi. Bu

sonuclar tarcinin adacik hiicrelerindeki NGF salgisinda artisa neden oldugunu ve buna
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baglt olarak diabette artmis olan kan glikozu diizeylerinin diizenlenmesinde NGF’nin

rolleri olabilecegini diigtindiirmiistiir.

Sonug olarak; calismamizda tar¢in uygulamasinin canli agurlik ve aglik kan gekeri
tizerine olan etkileri istatistiksél olarak degerlendirildiginde ozellikle diabetik erkek
ratlarda tar¢in uygulamasinin agirlik ve kan glikozu duzeylerindeki dususlerde/etkili
olabilecegi diisiiniildii. Immunohistokjmyasal olarak pankreas dokusunda NGF ve Trk-A
dagilimina bakildiginda immunoreaktivitenin siddeti, gorildugi vbélgeler ve Ozelligi
bakimindan cinsiyetler afasmda farklilik olmadig belirlendi. Diabet olusturulduktan
sonra ratlarin Langerhans adaciklarindaki NGF immunoreaktivitesinin azaldigi, Trk-A
immunoreaktivitesinin ise tamamen ortadan kalktigi gozlendi. Diabetli ratlara tarcin
uygulandiktan sonra pankreas dokusunda NGF dizeylerinde artig, Trk-A dizeylerinde
ise bir degisiklik olmadig tespit edildi. Bu verilerden yola ¢ikarak targin uygulamasinin
yitksek kan glikozunu digiirmede etkili oldugu ve Langerhans adaciklarindaki NGF
dﬁzéylerinde artis meydana getirerek diabet hastaligimin tedavisinde ve diabete bagli
olarak meydaﬂa gelebilecek komplikasyonlarin énlenmesinde olumlu etkileri olabilecegi

sonucuna varildi.
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