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ONSOz
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Vil

OZET

Calismamiz, diabetik ve non-diabetik farelerin midelerinin fundus bdlgesinde
meydana gelen yapisal degisiklikleri histolojik olarak incelemek ve hepatosit
biylime faktori (HGF)'nin midedeki immunohistokimyasal dagilimini
belirlemek amaciyla yapilmistir.

Calismada, 45 swiss albino fare, (n=15) kontrol, (n=15) sham ve (n=15)
deneme olarak Ug¢ gruba ayrildi. Diabet olusturmak icin 100 mg/kg dozunda
Streptozotosin (STZ) intraperitoneal (IP) yolla uygulandi. 200 mg/dI'nin
Uzerinde kan glikoz dizeyi olan fareler diabetli olarak kabul edildi. Deneklerin
mide dokular 3, 15 ve 30. gunlerde alindi. Midenin fundus bdlgesinin
histolojik yapisini incelemek igin alinan kesitlere H&E ve Crossman’in UglU
boyamasi yapildi. HGF’nin immunoreaktivitesini belilemek amaciyla Avidin-
Biotin-Peroksidaz Kompleks (ABC) metodu uygulandi.

Calismada diabetik grupta diger gruplara goére canli agirlikta azalma oldugu
belirlendi. Diabetik, kontrol ve sham gruplarinda HGF’nin benzer alanlarda
immunolokalizasyon gosterdigi gézlendi. HGF immunreaktivitesinin kriptlerin
bulundugu propria katmaninda ve Ozellikle de kriptleri cevreleyen taban
bolgedeki bag dokuda yogun oldugu gozlendi. Ayrica bu alandaki kan damari
endotelinde de immunoreaktivite tespit edildi. Bunlara ilaveten Kkriptleri
olusturan hicreler arasinda yer yer HGF pozitif hicreler tespit edildi.
Fundusta pariyetal ve prensipal hlcrelerde sitoplazmik ve nulkleer tarzda
HGF immunreaktivitesi gézlendi. HGF immunreaktivitesinin diabetik grupta
kontrol ve sham gruplarina gére daha zayif bir reaksiyon verdigi tespit edildi.

HGF, diabet ve midenin fundus bolgesinin iligkisini aciklayan
immunohistokimyasal bir arastirmaya rastlaniimadigr igin  yaptigimiz
¢alismanin bu iligkiyi agiklamasina yardimci olacagini ve bu alanda yapilacak
yeni ¢alismalara yol gosterecegini dustinmekteyiz.

Anahtar Kelimeler: Diabet, HGF, Fundus, immunohistokimya



SUMMARY

Our study has been conducted in order to histologically analyze the
morphologic changes that occur in the fundus area of the stomachs of
diabetic and non-diabetic mice, and designate the immunohistochemical
distribution of the hepatocyte growth factor (HGF) in the stomach.

Forty-five Swiss albino mice have been divided into three groups as (n=15)
control, (n=15) sham and (n=15) experimental for the study. Streptozotocin at
the dose of 100mg/kg has been administered intraapreitoneally (IP) to the
end of inducing diabetes. Mice with blood-glucose levels higher than
200mg/dl have been deemed diabetic. Stomach tissues of the specimens
have been collected at the 5th, 15th and 30th days. Crossman’s triple stain
and H&E stain has been performed to the sections in order to examine the
histological structure of the fundus area of stomach. The Avidin-Biotin-
Peroxidase Complex (ABC) method has been performed in order to
determine the immunoreactivity of HGF.

In the study, it has been found that compared to other groups, live weight had
been decreased in the diabetic group. HGF has been observed to
demonstrate immunolocalization on similar areas in the diabetic, control and
sham groups. HGF immunoreactivity has been found to be intensive in the
propria layer where crypts are found and particularly in the connective tissue
in the base area surrounding the crypts. Also, immunoreactivity has been
observed in the endothelium of the blood vessel in this area. Additionally,
HGF positive cells have sporadically been found among the cells forming the
crypts. Cytoplasmic and nuclear HGF immunoreactivity has been found in the
fundus and in parietal and principal cells. HGF immunoreacitivity has been
found to react in a milder way in the diabetic group compared to other
groups.

We think that the study we have conducted will usher in future studies in this
field and help explain the relationship between diabetes and the fundus area
of the stomach since no immunohistochemical study explaining this
relationship have been found in the literature.

Keywords: Diabetes, HGF, Fundus, Immunohistochemistry



1. GIRIS
1.1. Diabetes Mellitus

Diabetes mellitus (DM), Amerikan Diabet Birligi (2004) tarafindan
insulin hormonunun sekresyonundaki veya etkisindeki azalmaya bagl olarak
ortaya c¢ikan karbonhidrat, protein ve yag metabolizmasinda bozuklukla
karakterize bir grup metabolizma hastaligi olarak tanimlanmistir.

Tarihgesi ¢ok eskilere dayanan Diabetes Mellitus, Milattan 1500 yil
once Misir Papiruslarinda fazla idrarin yapildigi ve sekerin kaybedildigi bir
hastallk olarak tanimlanmigtir. 1860 yilinda pankreas adaciklarinin
Langerhans tarafindan tanimlanmasi, 1875 yilinda diabetin néro-hormonal
mekanizmasini Claud Bernard’in tanimlamasi ve 1889 yilinda V.Mering ve
Minkowski tarafindan pankreotektomi yontemiyle olusan diabeti ortaya
clkarmalari sonucu seker hastaliginin merkez organi olarak pankreasin
tanimlamasiyla birlikte Best ve Banting’in 1922’de pankreas ekstresi, insilin
ve hastaliginin tedavisine yeni boyutlar getirilmigtir (Bagriagik 1997).

Vucutta duzenlenen kan sekeri birgcok hormon ve kimyasal maddenin
degisik etkilesimi ile saglanir. insilin hormonu seker metabolizmasinin
duzenlenmesinde rol oynayan hormonlardan en onemlisidir. Diabet,
salgilanan insulin yetersizligi yada bu hormonun etkisindeki bozukluk sonucu
ortaya c¢lkan kan sekeri yukselmesinin  yol actigi bir hastaliktir.
(http://tr.wikipedia.org/wiki/Diyabet Erisim tarihi: 11 Temmuz 2014).

Metabolizma bozuklugunun sgiddetine bagli olarak asemptomatik
veya polidipsi, polilri, polifaji, kilo kaybi ve gug¢suzlik gibi klinik semptomlarla
karakterize olan Diabetes Mellitus birgok organ ve sistemi etkilemektedir
(Kuzuya ve ark. 2002, Aktlrk ve ark. 2002, Catchpole ve ark. 2005).

Diabet olugsumunda, hipergliseminin ve ortaya c¢ikan bozukluklar
sonucunda karbonhidrat metabolizmasinin blyuk rolu oldugunu gosterir.
Diabetes Mellitus (DM)’ta, protein ve kan yagdlarinin katabolik gelisimi ve
bunun sonucunda yaglarin yikinimindan elde edilen, metabolize edilemeyen
keton cisimleri ile ketoasidoz olusumu, yag ve protein metabolizmasinin da
etkilendigini gosterir. Sonug olarak diabet birgok sistemi ilgilendiren metabolik

bir hastalik olarak tanimlanabilir (Yenigun 2001).


http://tr.wikipedia.org/wiki/Diyabet

1.1.2.Diabetes Mellitusun Tipleri

1985’te Diinya Saglik Orgiitii (WHO) tarafindan Diabetes Mellitus’un
genis bir siniflamasi yapilmistir. WHO tarafindan yapilan siniflama kliniksel
olup, diabeti terminolojik olarak insiline bagimli ve insuline bagimli olmayan

seklinde ayirmigtir.

1.1.2.1.Tip | Diabetes Mellitus (insiiline Bagimli Diabetes Mellitus)

insiline bagimli olan diabetes mellitus, yas grubu olarak ¢ocuklarda
sik gorulen, t-hdcrelerininin ile insulin Uretiminde gorev alan pankreasin 3
hdcrelerinin  siregelen otoimmun veya otoimmin olmayan nedenlerle
bozulmasi sonucu gelisen insulopeni ve hiperglisemi ile karakterize kronik
metabolik bir hastaliktir (Alemzadeh ve ark. 2004, Fiallo-Scharer ve ark.
2004).

1.1.2.2. Tip Il Diabetes Mellitus (insiiline Bagimli Olmayan
Diabetes Mellitus)

Tip Il diabet genel olarak fiziksel inaktiviteye ve obezite bagh olarak
goOrulmektedir. Bu tip diabetin temelinde, insulin direnci ve zamanla azalan
insulin sekresyonun genetik olarak yatkin kisilerde yasam tarzi ile
tetiklenmesi s6z konusudur (International Diabetes Federation 2003). Tip Il
diabette insilin saliniminda hem noksanlik hemde artis olabilmektedir (Rand
ve ark. 2004)



1.2. Buyume Faktorleri

Blyume faktorleri, agirliklari 4.000-60.000 dalton arasindadir ve
hicresel aktiviteleri az miktarlari bile etkileyebilen proteinlerdir (Steenfos
1994). Blyume faktoru terimi ilk olarak T lenfositler ve makrofajlarca Uretilmis
olan bir madde icin kullaniimigtir. Bu faktorler, hlcresel fonksiyonlarini
parakrin, endokrin, intrakrin veya otokrin mekanizmalarla saglar (Rice ve ark.
1998). Parakrin mekanizmalarla etki eden faktorler salgilandiklari bélgede
etkilidirler. Endokrin yolla etkileyen faktorler hedef hiicreye kan yoluyla gider
ve uzaktaki hicreleri de etkiler. Otokrin faktorler, tarafindan salgilandiklar
hiicrenin fonksiyonlarini etkiler (Steenfos 1994). intrakrin mekanizmalar ile
birka¢ transforme fibroblastlar ise hi¢ salgilanmamis faktérlere hiicrenin kendi
icinde yanit verirler (Brown ve ark. 1991). Buyume faktorlerinin herhangi bir
hicreyi etkileyebilmesi, etkiledigi hlcrede o faktére 6zgl reseptoére sahip
olup olmamasina baghdir. Hucrelerin farkh sayida ve farkli buyume faktorleri
icin reseptord bulunur. Bliyume faktorlerinin reseptére baglanan miktari ve o
bdlgedeki konsantrasyonu, elde edilecek sonucu belirler (Steenfos 1994).

Blyume faktora ligandlari, spesifik hedef hlcre reseptorlerine
baglanir; reseptorin baglanmasi, gen transkripsiyonunu baglatmak ve hucre
siklusuna girmeyi desteklemek icin hlcre igi sinyalleri iletir. Reseptor-ligand
etkilesimi tipik olarak daha sonra plazma membraninin sitoplazmik
kenarindaki sinyal iletecek olan reseptorin dimerizasyonunu ve
trimerizasyonunu uyarir. Sinyallerin niukleusa aktariimasi bir seri ardisik
protein kinaz zinciri olusturarak DNA transkiripsiyonunu baslatan nukleer
dizenleyici faktorlerin indiksiyonunu ve aktivasyonunu saglar ve bdylece
hicreler hicre siklusuna girer. Cogu blyume faktérlu reseptérinin ligand
baglanmasini takiben aktive olan tirozin kinaz aktivitesi vardir (Kumar ve ark.
2009).



Blyume Faktoru Kaynagi Gorevleri
Platelet  Kaynakl | makrofajlar, Fibroblast ve duz kas
Blyume  Faktoért | Trombositler, hicrelerinde proliferasyon,
(PDGF) diz kas hdcreleri, | Kemotaksis
Endotel hucreleri
Epidermal Buyume | Plazma, Makrofajlar, | Fibroblast ve Epitel huicre
Faktortu (EGF) monositler proliferasyonu
Anne sutu
Fibroblast Buylume | Monositler, Matriks depolamasini uyarir,
Faktorleri (FGF) makrofajlar, anjiyogenez
endotel hucreleri
Hepatosit Buyume | Kupffer hacreleri, | Hucre blyumesi, gog,
Faktort (HGF) endotel hdcreleri, ito | anjiyogenezis, morfogenezis
hacreleri
insilin Benzeri | Plazma, fibroblastlar | Fibroblast proliferasyonunu ve
Blyume Faktora 1 | Karaciger Kollejen sentezini uyarir.
(IGF-1)
Inslin Benzeri | Cesitli dokular Fotal gelisme sirasinda
Buyume Faktoru 2 bdyume
(IGF-2)
Insan BlyUme | Hipofiz bezi, plazma | Anabolizma,
Hormonu IGF-1 uyarimi
(HGH)
Transforme  edici | Keratinositler, Granulasyon dokusu
buyume faktord | Trombosit, bazi olusumunun uyariimasi
alfa (TGF-a ) dokular
Transforme  edici | Makrofaj, Trombosit, | Diger buyume faktorlerinin
baylime faktora | lenfosit, notrofil, etkilerine yardim, Fibroblast
beta (TGF-B) bircok doku ve hlicre | proliferasyonu, kemotaksis
Tamor nekroz | Mast hicreleri, Fibroblast proliferasyonu
faktor Makrofaj,
(TNF) T lenfositler

Tablo 1. Bazi Bilyime faktérleri, kaynaklari ve gorevleri (Ozkorkmaz ve Ozay 2009).

1.2.1.Hepatosit Bliyime Faktoriu (HGF)

Hepatosit buyume faktort (HGF) ilk kez (1980’li yillarda) hepatositlerin
blyUmesini saglayan bir faktor olarak tespit edilmistir. Daha sonra yapilan
arastirmalarda HGF’nin pankreas B hucreleri, akciger ve bobrek gibi gesitli
organlarin epitel hlcrelerinde, fibroblast, makrofaj, diz kas hucreleri gibi
mezengial hucrelerde dretilen pleiotropik bir sitokin oldugu anlagiimigtir

(Borset ve ark. 1996). HGF kornea, lens, retina gibi okuler yapilarin yani sira



akciger, deri, dalak, beyin gibi dokularda belirlenmesine ragmen esas olarak

karaciger tarafindan uaretilir (Canton ve ark. 2000).

Hepatosit bliylime faktért (HGF); endotel hicresi, Kupffer hicresi ve
lto hiicresi gibi karacigerin nonparankimal hiicrelerinden salinir (Noji ve ark.
1990). HGF'nin proteolitik aktivasyonu ve temizlenmesinde 6zellikle karaciger

rol oynar (Zioncheck ve ark. 1994).

Hepatosit buyume faktora (HGF), cgesitli hicre tiplerinde migrasyon,
proliferasyon ve morfolojik degisiklikleri uyaran bir salgi proteinidir. Bu hedef
hicreler arasinda hepatositler, melanositler, endotel ve hematopoietik
hicreler ile diger epitel hlcreleri sayilabilir (Birchmeier ve ark. 2003). Bu
hacre tiplerinin cogu HGF’'ye yanit olarak prolifere olurken, endotel ve epitel
hdcre kaltura kolonileri prolifere olmadan dagilir ve bu 6zellik HGF’nin bir
‘sacilim faktori (SF) olarak tanimlanmasina neden olmustur (Zhang ve ark.
2003).

Hepatosit buyume faktoru ile reseptoru olarak bilinen c-met arasindaki
iliski 1991 yilinda tanimlanmistir (Bottaro ve ark. 1991). c-met reseptora 190
kD agirliginda, disulfit baglariyla bagli heterodimerik formdan olusur.
Hepatosit blyuime faktorl reseptori c-met tirozin kinaz ailesindendir ve bu
reseptor teka granuloza ve ovaryumun stroma hucrelerinde tespit edilmigstir
(Ito ve ark. 2001). c-met protoonkogeni ile kodlanan bu protein a (145kD) ve
B (50kD) subunitlerinden olusur (Michalopoulos ve Zarnegav 1992). Butln
aktiviteleri B subunitin intraselliler kismi goésterir ve tirozin kinaz etkisine
sahiptir (Jucker ve ark. 1994).
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Sekil 1. HGF ve reseptori c-met'in sinyal iletim yolu A) pro-HGF’'den HGF olusumu.
B) HGF'nin c-met reseptor, intraseliler sinyal yolaklari araciligi ile yuratilen biyolojik
aktivitelerinin sematik gésterimi (Nakamura 2010)



HGF’'nin aminoasit sirasi 1989 yilinda tanimlanmig ve yapisinin
plazminojene benzedigi ortaya konmugtur. cDNA’sI 728 aminoasitten olusan
insan kékenli HGF, a ve B zincirlerini iceren tek zincir prekiirsér olarak
sentezlenir. insan kékenli HGF én prekirsérinin molekiler agirhgi 83,126
kD ve matur formun molekuler agrlig1 76,879 kD’dir (Nakamura ve ark. 1989).
Prekursor molekulin N terminal aminoasiti proglutamattir (Yoshiyama ve ark.
1991). HGF iki heterodimer zincir (a ve B zinciri) ve tek zincir prekirsorin
karisimindan elde edilir (Hernandez ve ark. 1992, Rubin ve ark. 1991).

HGF reseptoru c-met’in fibroblast, hepatosit, melanosit ve keratinositin
yuzeyinde gosterildigi ve karaciger, uterus, bobrek, dalakta saptandidi
bildirilmistir (Jucker ve ark. 1994). c-met reseptdri bagslica vaskuler endotel
hicreler, lenfatik endotel hlicreler, néral hiicreler, hepatositler, hematopoetik
hicreler ve perisitleri igine alan gesitli epitel hiucrelerinde bulunur (You ve
McDonald 2008). Baslangigta HGF hepatositler igin potansiyel bir mitojen
olarak tanimlanmigtir. Ancak daha sonraki ¢alismalar HGF-c-met reseptorleri
tarafindan basglatilan intraselller sinyal yolaklarinin birgok hlcrede; mitojenik,
hicre motilitesinin artmasi, morfojenik, akson uzamasi, anjiyogenez ve
antiapoptotik aktivite gibi birgok biyolojik aktiviteye neden oldugu
gosterilmigtir (Nohuchi ve ark. 1996). Ayrica hepatosit buyume faktoranin c-
met reseptori Uzerinden kendi proliferasyonunu uyardigida gosterilmistir
(Naldini ve ark. 1991).

HGF genel olarak stromal veya mezensimal hucreler tarafindan
ekspre edilir. Hepatosit Buyume Faktoru Aktivatori (HGFA), insan
serumunda HGF’nin dominant aktivatoridir (Miyazawa ve ark. 1996).
Matriptase, biyolojik acidan pro-HGF’nin donlisumuinl tesvik eden tripsin
benzeri aktivitesi olan bir matriks bozucu serin proteazdir (Lin ve ark. 1999).
Humoral tip faktor, heparin, kan pihtilagsmasi faktértu Xlla, doku plazminojen
aktivatort ve Urokinaz plazminojen aktivatori gibi diger faktorler de pro-HGF
nin HGF’ye donisimini HGFA ‘dan daha az bir sekilde saglayan faktorlerdir
(Naldini ve ark. 1992). HGFA trombin tarafindan aktive edilir ve bu yolla HGF
pihtilasma ve doku hasari onarimi gibi 6nemli mekanizmalara baglanir. Buna
ek olarak, yarali dokularda Uretilen HGF’nin kismen lokal kontroller yaparak
kendi kendini dizenledigi dusunulmektedir (Miyazawa ve ark. 1994).



Hepatosit buyime faktorinin etkisi epinefrinle artarken, TGF-( ile
inhibe edilir, heparinle kismen inhibe edilir (Lindroos ve ark. 1991, Zarnegar

ve Michalopoulos 1989).

1.3. Sindirim sistemi

Sindirim sistemi, agiz ile baslayip anus ile son bulan ve yer yer
genislemeler gosteren kanal seklindeki organlar ( agiz boslugu, yutak, yemek
borusu, mide, barsaklar, anus) ile bu kanalin diginda yerlesmis olan ve
salgilarini organlara akitarak sindirim mekanizmasi Uzerinde rol oynayan

bezlerden olugur (Gulmez ve Yoruk 2008).

1.3.1.Mide Histolojisi

Mide, hormon salgilayan ve yiyecekleri sindiren hem endokrin hem de
ekzokrin bir organ olarak tanimlanir. Histoloji agisindan kardia, fundus,
korpus ve pilor olmak Uzere dort kisimda incelenir (Junquiera ve ark. 1993).
Mide histolojik olarak distan ice dogru tunika seroza, tunika muskularis,
tunika submukoza ve tunika mukoza olmak Uzere 4 tabakadan meydana
gelmektedir (Gulmez ve Yoruk 2008).

1.3.1.1.Tunika Mukoza

Midenin mukoza ve submukozasinda ¢ok sayida plika gastrika (ruga )
denilen kalin plikalar vardir. Bu kivrimlar mide yiyecekle dolu oldugunda
yassilasir (Junquiera ve ark. 1993). Foveola gastrikalar fundusda lamina
muskularise kadar uzanirlar. Tunika mukoza; lamina epitelyalis, lamina
propria ve lamina muskularis mukoza olmak Uzere U¢ bdlimde incelenir
(Gulmez ve Yoruk 2008).

Lamina epitelyalis

Mide epiteli tek kath prizmatik epiteldir (Junquiera ve ark. 1993).
Yuzey ile birlikte foveola gastrikalarin Uzerini 6rten bu epitel hucreleri

glikozaminaglikan ttirinde mukus salgilarlar (Gulmez ve Yéruk 2008).



Lamina propria

Kan ve lenf damarlari ile diz kas hucrelerinden zengin, gevsek bir bag
dokudan meydana gelir. Kutan mukozalarda bu bolgede bez bulunmazken,
glandiler mukozaya sahip organlarda bezler bulunur. Ayrica bag doku
unsurlariyla beraber lenfoid doku unsurlari, sinir hicreleri ve sinir telleri de
goralur (Gulmez ve Yoruk 2008).

Fundus bolgesi lamina propriyasi tubuler gastrik bezler (fundus
bezleri) ile doludur. Bunlar gastrik gukurcugun dibine agilir. Bu gastrik bezler
5 hucre tipi icerir: kok hucreleri, mikoz boyun hucreleri, pariyetal hucreler,
prensipal hiucreler ve endokrin hucrelerdir (Junquiera ve ark. 1993).

Bu bezlerde kok, parietal ve mukoéz boyun hicreler, tabaninda ise
prensipal ve pariyetal hlcreler ile endokrin hicreler bulunur (Junquiera ve
ark. 1993, Gllmez ve Yoruk 2008).

Kbk Hiicreleri (Farklilasmamis Hlicreler): Bolgede az sayida bulunur
ve alcak boylu prizmatik hicrelerdir. Daha sonra mikéz boyun hicreleri ile
parietal, prensipal ve enteroendokrin hucrelere farkhlasirlar (Junquiera ve
ark. 1993).

Miikéz Boyun Hticreleri: Hucreler gastrik bezlerin boyun bolgelerindeki
pariyetal hucreler arasinda tek olarak ya da kumeler halinde bulunur.

(Junquiera ve ark. 1993).

Pariyetal Hlicreler: Pariyetal hicreler genel olarak bezlerin Ust
yarisinda bulunurlar, taban bdlgesinde c¢ok seyrektir (Bevelander 1974).
Pariyetal hucrelerden 0.07 mol/l potasyum klorar, 0.16 mol/l hidroklorik asit,
gastrik intrinsik faktor ve eser miktarda diger elektrolitler salgilanir. Bu
hacrelerin yuksek miktarda mitokondri bulundurmasi pariyetal hucrelerin
metabolik durumlarda enerji gereksiniminin olduk¢a yuksek olduguna isaret
eder (Junquiera ve ark. 1993, Cormack 1998).

Prensipal (zimojen) Hiicreler: Bu hicreler bezlerin alt boluminde daha

fazladir (Junquiera ve ark. 1993). Sitoplazmalarinin igerisindeki granullerde
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inaktif pepsinojen enzimi bulunur. Inaktif pepsinojen pepsine doénisur.
Insanda prensipal hiicreler ayni zamanda lipaz enzimini de (retirler. Bez
hicrelerinin cogunu olusturduklarindan esas hticre olarakta bilinir (Junquiera
ve ark. 1993, Gllmez ve Yoruk 2008).

Enteroendokrin Hiicreler: Bu hucreler sayica azdir ve bazal membran
ile prensipal hicreler arasina yerlesmiglerdir. Sindirimin lokal olarak
kontroliinde rol oynayan serotonin, gastrin, somatostatin ve enteroglukagon
gibi gastrointestinal hormonlari salgilarlar (Gulmez ve Yoruk 2008,
Bevelander 1974).

Lamina Muskularis
Duz kas tellerinin olusturdugu ince kas tabakasidir (Gllmez ve Yoruk
2008).

1.3.1.2. Submukoza

Lamina propriyada oldugu gibi submukoza igerisinde de bag doku
unsurlariyla beraber kan ve lenf damarlari, sinir hucreleri (Meissner
korpuskdulleri) ve sinir telleri bulunur (Junquiera ve ark. 1993, Glulmez ve
Yoruk 2008).

1.3.1.3. Tunika Muskularis

Besin maddelerinin ileriye dogru itiimesinden sorumlu olan kas
tabakasidir. Genellikle iki kat halindedir. icteki kas tabakasi sirkiiler, distaki
ise longitudinal bir yerlesim gosterir. icteki ve distaki kas tabakalari arasinda
bad doku unsurlariyla beraber, kan ve lenf damari ile sinir telleri bulunur
(Gulmez ve Yoruk 2008).

1.3.1.4. Tunika Seroza/Tunika Adventisya
Tunika muskularisi distan saran bag doku tabakasidir (Glilmez ve
Yoruk 2008).
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1.4. STREPTOZOTOSIN (STZ2)

Kimyasal bir toksin olan STZ, Streptomyces griseus adli mantarin
kifinden elde edilir. STZ antioksidan enzim sisteminin bulunmadigi
pankreas B hucrelerini oksidan etkisi ile tahrip ederek insulin salinimini
azaltir (Like ve Rossini 1976). STZ'nin diabet olusturma etkisi ilk defa
Rakieten tarafindan gosterilmigtir (Rakieten ve ark. 1963).

Streptozotosinin diabet olusturma etki mekanizmasi igin farklh goérusler
bulunmaktadir. Bazi arastirmacilara gore STZ, sitotoksik etkilerinin serbest
radikal temizleyici enzimlerin inhibisyonu araciligi ile olmakta ve boylece
superoksit radikallerinin Uretimini artirmaktadir (Heller ve ark. 1994). Bazi
arastirmacilara goére ise STZ, pankreas dokusunda bulunan serbest radikal
temizleyicisi olarak bilinen slperoksit dismutazi inhibe eder ve bodylece
serbest radikallerin birikmesi sonucu B hucreleri yikima ugrar (Takeshita ve
ark. 1998).

1.5. Diabetes Mellitus ve HGF

Diabetes mellitus sistemik bir hastaliktir ve vacuttaki diger organ ve
sistemleri etkiledigi gibi mide ve bagirsak siteminide etkileyerek sindirim
siteminde c¢esitli rahatsizliklar tetikledigi dustunulmektedir. Diabetes Mellitus,
insulini antagonize eden glukagon, kategolaminler, glukokortikoidler ve
biayume hormonunun artigi ve insulin  aktivitesindeki degisimlerle

sekillenmeye baslar (Rand ve ark. 2004, Reusch ve ark. 2006).

HGF, mezensimal hicrelerden sentez edilen ve etkisini epitel
hicrelerinde bulunan spesifik reseptort c-met Uzerinden gosteren ( Gherardi
ve Stoker 1991), vicudun birgok organi tarafindan uretilen ve gesitli biyolojik
etkilere sahip bir biyime faktéridir (Nakamura T 1991). Ayni zamanda
sacihm faktéri ve hepapoietin A olarakta bilinen HGF ( Matsumoto ve
Nakamura 1993), hepatositler, epitel, endotel, hematopoietik hlcreler ve
ndral hicreler gibi genis bir hicre grubuna etki etmektedir. HGF, hicrenin
hareket yetenegini artiran, doku farklilasmasi ve gelisiminde etkili roli olan
ve diger buyume faktorlerinden yapisal olarak farkh olan bir blyume
faktorudir (Tsubouchi 1999).
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HGF, endotele 6zgl buyume faktorleri ailesinin yeni bir dyesidir. HGF,
endotel hucreler ve vaskuler duz kas hucrelerinde in vitro ve in vivo ortamda
gOsterilmigtir. Ayni zamanda HGF, anjiyogenik bir baylime faktéradir ve
vaskuler endotel hucrelerin  hasarlarinin  onarimi siUrecinde ve
proliferasyonunda etkin bir rol oynamaktadir (Bussolino ve ark. 1992,
Nakamura T ve ark. 1984, Nakamura Y ve ark. 1995).

HGF, baslangi¢ta hepatosit-spesifik mitojen olarak tanimlanmigtir.
Daha sonra cesitli hucre tiplerinde DNA sentezinin potent bir uyarici oldugu
gOsterilmis ve doku yenilenmesi, yara iyilesmesi, normal doku buyumesi,
timor progresyonu, embriyogenez ve timoér invazyonunda (Nohuchi ve ark.
1996) fonksiyonu oldugu bilinen bir sitokin oldugu bulunmustur (Stracke ve
ark. 1998, Vargas ve ark. 2000). Karacigerde HGF Ureten hucrelerin Kupffer
hiacreleri, Ito  hucreleri  ve sinuzoidal endotel hicreler oldugu
dusundlmektedir. HGF’nin karaciger disinda bir¢ok organda da bulundugu
gOsterilmis ve karaciger hasari sonrasinda akciger, bobrek ve dalakta HGF
MRNA’sInin arttigi gdézlemlenmigtir. Bu bulgular HGF’nin hepatositler ve diger
organlar Uzerine etkisi olan endokrin veya parakrin bir faktdér olarak
tanimlanmasina neden olmustur (Shiota ve ark. 1995). Tek zincir yapisindaki
pro-HGF dalak, karaciger, akciger, adrenal bezde ve bdbrekte de
bulunmustur (Zioncheck ve ark. 1994).

HGF proteini hem karaciger igin hem de plasenta, bobrek, akciger,
beyin, hematopoetik dokular ve pankreas icin de buyume faktértdir. HGF
mRNA’s1 ve HGF proteininin ylksek konsantrasyonu ince beyin, barsak,
tiroid, plasentada ve timusta da saptandigi bildiriimigtir (Sakaguchi ve ark.
1994).

Lokal HGF c-met sistemleri sadece doku tamirlerinde degil metabolik
homeostazide de etkili oldugu ve HGF pankreas beta hucrelerinde insulin
dretimini ve mitogenezisi uyardidi bildirilmistir ( Dai ve ark. 2003). HGF alfa
hlcrelerinde Uretilir ve hipergliseminin dnlenmesini, beta hicrelerinde insulin
uretimini duzenler ( Dai ve ark. 2003). Lokal HGF c-met sisteminin kan-glikoz

seviyesini duzenledigi gosterilmistir (Nakamura ve Mizuno 2010).
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HGF’nin dokular Uzerine rejenerasyonu uzerine yapilan aragtirmalarda
(Nakamura 1991, Matsumoto ve Nakamura 1992, Mizuno ve Nakamura
2007, Mizuno ve ark. 2008), in vitro ¢alismalarin ¢cogu HGF’nin bdbrek,
akciger ve diger dokularin epitel hicreleri Uzerinde yenileme etkisi oldugunu
saptamiglardir. Sirozda serum HGF dizeyinin arttigi ancak siroz olugturulan
rat modellerinde matur HGF duzeyinin azalmig oldugu belirtilmistir (Nishio ve
ark. 2002). Sirotik ratlara ekzogen HGF verilmesinin, HGFA sentezini
artirarak HGF olusumunu sagladigi ve MAPK (mitojenler ile aktive edilen
protein kinaz) yolagi uzerinden sirotik karacigerde proliferasyonu uyardigi

gOsterilmigtir (Xue ve ark. 2003).

Hipertansif hastalarda serum HGF konsantrasyonlarinin normal
bireylere gore daha yuksek oldugu bildirilmigtir (Morishita ve ark. 1999). Ayni
sekilde Sugimura ve arkadaslari (1995), kronik bébrek yetmezligi bulunan

hastalarda serum HGF seviyelerinin arttigini saptamislardir.

Hepatosit blyime faktdéri ve c-met reseptorl follikiler gelisim
sirasinda kuguk, orta ve buyuk boy follikillerden eksprese edilmektedir. Teka
hucrelerindeki HGF mRNA duzeyleri ve granuloza hucrelerindeki c-met
dizeylerinin buyuk boy follikillerde, kiguk ve orta boy follikillere gére daha
yuksek oldugu izlenmistir. Bu sonuglar HGF’'nin ve c-met reseptor
ekspresyonunun follikiler gelisim basamaklarina bagl olarak duzenlendigini

gOstermektedir (Parrott ve Skinner 1998).

HGF’nin onarici 6zelligi nedeniyle diabetes mellitus ile arasindaki iligki
son zamanlarda merak edilen konulardan biridir. Yapilan arastirmalarda
Diabetes Mellituslu hastalarda serum HGF dizeylerinin hastaligin siddetine
komplikasyonlarin varligina bagh olarak etkilendigi gosterilmistir (Nishimura
ve ark. 1999, Nakamura S ve ark. 1998, Morishita ve ark. 1997, Kulseng ve
ark. 1998, Nishimura ve ark. 1998). Funakoshi ve Nakamura (2003) yaptiklari
calismada Diabetes Mellitus, ulseratif kolit ve Crohn hastaligi bulunan
hastalarda serum HGF seviyesinin arttigini bildirmislerdir.

Yapilan bazi arastirmalarda hucre kudltarlerinde yuksek glikoz

degerlerinin endotel hicrelerinde 6lime yol agarak endotel ve vaskuler diz
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kas hucrelerinde lokal HGF uretimini baskiladigini belirlemiglerdir (Morishita
ve ark. 1997, Morishita ve ark. 2002, Nakagami ve ark. 2005). Rekombinan
HGF uygulamasinin yuksek glikoza bagli endotel hicre 6limund o6nleyici

etkisinin oldugu gézlemlenmistir (Morishita ve ark. 1997).

HGF geninin diabetik nefropatideki ilerlemeyi yavaslattigi (Dai ve ark.
2004), hipertansiyon gibi nedenlere bagh gelisen kronik bdobrek
hastaliklarinda bobrek dokusunun endotel ve epitelini onararak bdobrek

fonksiyonlarini iyilestirdigi de gozlenmistir (Komamura ve ark. 2008).

GUnumuzde hepatosit buyume faktoru ile diabetes mellitus arasindaki
iliski sikga arastirilan konulardan biridir. Dai ve ark. (2004), HGF’nin uzun
sureli ekspresyonunun normal bdbrek yapi ve fonksiyonunda ters yan etkiler
yapmadigi ve diabetik nefropatideki etkilerinin tartismali olmasina ragmen,
HGF takviyesinin renal yetmezlikli farelerin iyilestiriimesinde yararl

olabilecegini belirtmiglerdir.

Takahashi ve arkadaslari (1995), yaptiklar ¢alismada HGF’nin gastrik
fibroblastlarda Uretildigini ve gastrik epitelyum hucreleri igin parakrin bliylime

faktoru olarak dnemli bir rol oynadigini bildirmiglerdir.

Diabetes mellitus’'un midedeki etkileri, HGF’nin ise hicreler Gzerindeki
onarici, doku farklilasmasini saglayici yetenekleri dusuUnulerek; Diabet
olusturulmus farelerin mide dokusunda Hepatosit Buylme Faktérinin

immunoreaktivitesi aragtirmamizda incelendi.
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2. MATERYAL VE METOT
2.1. MATERYAL
2.1.1. Deney Hayvani Materyali

Deney hayvanlari Erzurum Veteriner Kontrol ve Arastirma Enstitisu
Deney Hayvanlar Enstitisunden temin edilmistir. Deneyde farelerde yapilan
uygulamalar icin Kafkas Universitesi Veteriner Fakultesi KAU-HADYEK/2014-
008 kodlu Etik Kurulu onayi alindi. 45 adet yeni nesil swiss albino fare
(ortalama 8-12 haftalik) 1 hafta boyunca standart fare yemi (Erzurum
Bayramoglu Yem Fabrikasi A.$’den temin edilen) ile beslendi ve su alimi
serbest birakildi. Ardindan kontrol, sham ve deneme olmak Uzere 15’erli
hayvan seklinde 3 gruba ayrildi. Deney hayvanlari standart fare kafeslerinde,
2212°C 1s1 ve % 5015 nem orani olan ve 12 saat 1sik ile 12 saat karanlik olan

standart bir ortamda tutuldu.

Gruplara gore deneysel uygulamalar Tablo 2’de verilmigtir.

Gruptaki Deneysel Uygulamalar

Denek Sayisi
Grup I 15 Herhangi bir uygulama yapilmadi.
(Kontrol)
Grup I 15 pH 4,5 deki 0.1 M sitrat tamponunun
(Sham) intraperitoneal tek enjeksiyonu.
Grup 1] 15 pH 4,5 deki 0.1 M sitrat tamponu igerisinde
(Deneme) STZ'nin (100 mg/kg) intraperitoneal tek

enjeksiyonu.

Tablo 2. Deney gruplari ve yapilan uygulamalar
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2.2. METOT
2.2.1. Streptozotosin ile Diabet Olugturulmasi

Deneme grubu farelerde deneysel olarak diabet yapmak icin kullanilan
streptozotosin (STZ) (Sigma S0130-100 MG) soguk zincir sartlarina dikkat

edilerek temin edildi. Kullanildigi gune kadar -20 °C’ de muhafaza edildi.

Deneme grubuna 8 saat aclik sonrasi sitrat tamponu (pH 4,5 de 0.1M )
icerisinde eritilen streptozotosinden (STZ), her hayvana 100 mg/kg olacak
sekilde tek doz 0.2 ml intraperitoneal (i.p) uygulandi. Denekler enjeksiyon
uygulamasindan 4 saat sonra standart fare yemi ve igme suyu ile beslendi.
Deneme grubuna STZ uygulamasindan 72 saat sonra 8 saatlik aglik sonrasi
farelerden alinan kanda glukometre ile 200 mg/dI'nin Uzerinde kan glikoz
dizeyi olanlar diabetli olarak kabul edildi (Kanitkar ve Bhonde 2004). Sham
grubuna 8 saat aclik sonrasi her hayvana 0.1M sitrat tamponu intraperitoneal

(i.p) uygulandi ve diger grup olan kontrol grubuna higbir uygulama yapiimadi.
2.2.2. Canh Agirlik Olgiimii

Farelerin canli agirliklari, deneye ilk baglangic zamani 0 kabul edilerek,
0, 3, 15. ve 30. gunlerde 8 saatlik aclik sonrasi hassas dijital terazi (Precisa-
XB220A) ile tartildi.

2.2.3. Kan-Glikoz Degerlerinin Olgiimii

Farelerin kan-glikoz degerleri 8 saatlik aglik sonrasi 0., 3, 15 ve 30.
glnlerde olculdi. Diabet olusturulmasi igin kullanilan STZ uygulamasindan
72 saat sonra 8 saat a¢ birakilan farelerin orbital sinUslerinden hematokrit
tupu ile alinan kanda el glukometresi (Accu- Chek- Go, Roche) kullanilarak
kan- glikoz degerleri dl¢uldu. Kan glikoz degeri 200 mg/dl ve Uzerinde olanlar
diabet kabul edildi (Kanitkar ve Bhonde 2004).

2.2.4. Dokularin Alinmasi

Farelerden doku alimina 3. glnden itibaren baslandi. Doku ornekleri
eter anestezisi altinda servikal dislokasyonla oldurllen farelerden 3, 15 ve
30. gunlerde alindi.
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2.2.5. Histolojik inceleme

Calismada kullanilacak olan dokular alindiktan sonra bekletiimeden
Bouin ve %10’luk formaldehit solusyonlarinda tespit edildi ve daha sonra
dokular sirasiyla alkollerden, metil benzoat ve benzollerden gegirildikten
sonra parafinlere bloklari yapildi. Hazirlanan parafin bloklarindan krom-alum-
jelatin ile kaplanmis lamlara 5 mikrometre (um) kalinhginda seri kesitler
alindi. Histolojik incelemeler igin alinan kesitlere Crossman uglu boyamasi
(triple boyama) ve Hematoksilen&Eosin (H&E) boyamalari uygulandi (Luna
1968). Hazirlanan preparatlar isik mikroskobunda (Olympus Bx51, Japan)

degerlendirilerek gerekli gorulen olgular fotograflandirildi.
2.2.6. immunohistokimyasal inceleme

HGF’nin  midenin fundus bdlgesindeki immunolokalizasyonunu
incelemek icin Avidin-Biotin-Peroksidaz kompleks (ABC) teknigi (Hsu 1981)
uygulandi. Alinan doku orneklerinden hazirlanan parafin bloklardan 5
mikrometre (um) kalinhginda mide dokusuna ait seri kesitler alindi. HGF
varhgini belirlemek amaci ile kesitler deparafinizasyon ve rehidrasyon
islemlerinden gecirilerek fosfat buffer solusyonunda (Fosfat buffer salin
(PBS)) calkalandiktan sonra endojen peroksidaz aktivitesinin inhibe edilmesi
icin %3’'luk H,Oz'de (0.1 M’lik PBS’de hazirlanmig) 10 dakika inkibe edildi.
PBS ile yikandiktan sonra (3x5 dk) antijenleri agiga c¢ikarmak icin 10 dk
mikrodalga firinda is1 uygulandi. Tekrar PBS ile yikandiktan sonra (3x5 dk)
spesifik olmayan baglanmalari engellemek igin kesitler, sekunder antikorun
uretildigi tire uygun serumda (%10) inkube edildi. Primer ve sekunder
antikorlar ile streptavidin horse radish peroksidazi dilie etmek amaciyla PBS
solisyonunda hazirlanan ve %2.5 sigir serum albumin, %0.25 sodyum asid
ve %2 Triton X-100 iceren solusyon kullanildi. Daha sonra kesitler oda
sicakhginda anti-HGF (abcam: sc7949) (1:400) ile 1 saat inkubasyona
birakildi. Primer antikor uygulamasi sonrasi PBS ile yikamanin ardindan
kesitler Uzerine primer antikorun uretildigi tire karsi olan biotinlenmig
sekunder antikor (Biontinylated Goat Anti-Rabbit (Lab. Vision,
510.991.2800)) ilave edilerek 30dk oda isisinda bekletildi. Fosfat buffer

salinde yikanan (3x5 dk) kesitlere streptavidin horse radish peroksidaz ilave
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edilerek oda 15 dk tutuldu. Tekrar PBS ile yikanan (3x5 dk) kesitlere bu defa
kromojen uygulamasi igin Diaminobenzidin-hidrojen peroksidaz (DAB- H»05)
teknigi (Shu, S. 1988) kullanildi. Kesitlere kromojen sollisyonu eklendikten
sonra 1sitk mikroskobunda kontrol edilerek immunoreaktivitenin olma
durumuna goére reaksiyon distile su ile durduruldu. Zit boyama igin
hematoksilen  kullanildi.  Ardindan rutin iglemlerden (dehidrasyon,
saydamlastirma) gecirilen kesitler Gzerine entellan damlatilarak lamelle
kapatildi. Isik mikroskobunda (Olympus Bx51, Japan) preparatlar

incelendikten sonra fotograflari ¢ekildi.

Hucrelerdeki HGF immunreaktivitesi, reaksiyon yogunlugunun derecesine

gore, birbiri ile kargilastirilarak belirlendi.

Hazirlanan preparatlara HGF immunoreaktivitesinin spesifik oldugunu
belirlemek amaciyla, primer antikor ilave etmeden boyama proseduru

uygulanarak negatif kontrol preparatlari degerlendirildi.



19

3. BULGULAR

Calismada farelerin canli agirlik, kan-glikoz degerleri, histolojik ve
immunohistokimyasal bulgular degerlendirilmistir.
3.1. Canh Agirlik Bulgulan

Gruplarin kendi icerisinde degerlendirilen canli agirhk bulgulan
asagidaki tablolarda belirtilmistir (Tablo 4,5,6). Canli agirlik degerlendirmeleri
0, 3,15 ve 30. gunlerde yapilimistir.

Gin n Canhli Agirlik (gr) P
0. giin 15 38,02 +1,78
3. gun 15 38,19 £ 1,88 0.315
15. giin 10 37,93 £ 2,02
30. giin 5 36,09 £ 1,69

Tablo 3. Kontrol grubu canli agirliklarinin kendi iginde gunlere gére karsilastiriimasi
(P<0.05).

Kontrol grubu canh agirliklarinin ortalamasi kendi icinde istatistiksel

dizeyde anlamli bir fark bulunmadi (P<0.05).

Gin n Canhi Agirhlik (gr) P
0. giin 15 38,62 + 2,79
3. glin 15 37,18 + 2,38
0.601
15. giin 10 37.77 £ 1,87
30. giin 5 37,20 £ 2,34

Tablo 4. Sham grubu canli adirliklarinin kendi icinde glnlere goére karsilastiriimasi
(P<0.05).

Sham grubunun kendi i¢inde ortalama canh agirliklari arasinda

gunlere gore anlamli bir fark tespit edilmedi (P<0.05).
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Gin n Canh Agirhlik (gr) P
0. glin 15 40,54 + 1,67
3. giin 15 38,50 + 1,15 0.038
15. giin 10 29,32 £ 2,08
30. giin 5 27,60 £ 1,76

Tablo 5. Deneme grubu iginde gunlere gére canh agirlik bulgularinin karsilastiriimasi.
(P<0.05)

Deneme grubunun canh agirhk ortalamasinin degerlendiriimesinde
gunlere gore istatistiksel dizeyde anlamli bir fark bulundu (P<0.05). Tablo
5'de goéruldugu Uzere diabetli grupta ortalama canh agirlikta zamana bagl

olarak azalma oldugu belirlendi.
3.2. Kan-Glikoz Degerleri

Tum gruptaki deneklerin deneysel uygulamanin baslangicindan

itibaren kan-glikoz degerleri 0, 3, 15 ve 30. guinlerde dlguldu.

Kontrol ve sham gruplari arasinda, ortalama kan-glikoz degeri
agisindan istatistiksel dizeyde (P<0.05) anlamh bir fark bulunmadigi,
Deneme grubunda ise kontrol ve sham grubuna gore kan-glikoz duzeyi
agisindan istatistiksel olarak (P<0.05) anlamli bir fark oldugu gozlendi (Tablo
6).

KONTROL SHAM DENEME

0. giin 115,67+4,87 107,27+x7,65 | 110,27+4,25 P=0.585

3. giin 121,9346,03° | 120,07+4,68° | 301,93+17,20® | P=0.000

15.giin | 120,20£5,87° | 118,1025,03° | 332,50+13,69% | P=0.000

30.giin | 122,60+7,30° | 120,80+8,11° | 394,60+26,06* | P=0.000

Tablo 6. Kan-glikoz diizeyinin karsilastirimasi (P<0.05).

a,b: Ayni satirda farkli harf tasiyan ortalamalar arasinda fark istatistiki olarak 6nemlidir
(P<0.05).
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Deneme grubunun kendi igerisinde ortalama kan-glikoz duzeyi
yonunden deneme grubunun kendi iginde gunlere gore istatistiksel dizeyde
(P<0.05) anlamli bir fark vardir (Tablo 6). Deneyin baslangici olan 0. gundeki
ortalama kan-glikoz degeri ile 3, 15 ve 30. gunlerdeki ortalama kan-glikoz
degerleri arasinda istatistiksel dizeyde anlamli bir fark bulundu. Bu verilere
gore, STZ uygulamasini takip eden 72 saatte deneme grubu deneklerinde
diabet olustugu ve bir aylik calisma slrecinin sonuna kadar kan-glikoz

diuzeylerinde anlamh bir degisiklik olmadigi géruldu.

3.3. Histolojik Degerlendirme

Yapilan mikroskobik incelemeler sonucunda, fundusun histolojik
yapisinin kontrol (Resim 1), sham (Resim 2) ve deneme (Resim 3)
gruplarinda benzer yapida oldugu ve farkhlik bulunmadigr goruldi. Ayrica
gruplarin kendi igerisinde 3, 15 ve 30. Gunler incelendiginde histolojik olarak
herhangi bir farkhlik gézlenmedi.

Resim 1. Kontrol grubu fare midesinin histolojik gérinimi (30. Gin). Triple boyama
Bar:200um



22

Resim 2. Sham grubu fare midesinin histolojik gérinimiu (30. Gin). Triple boyama.
Bar:200 ym

Resim 3. Deneme grubu fare midesinin histolojik gérinimi (30. Giin). Triple boyama
Bar: 200um
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Gruplarin hepsinde tunika mukoza, submukoza, tunika muskularis ve
tunika seroza katmanlarinda histolojik olarak bir farkhlik olmadigi gozlendi
(Resim 4). Butin gruplarda tunika mukozanin katmanlari olan lamina
epitelyaliste tek kath prizmatik epitelde (Resim 5), lamina propriyadaki bez
yapilarinda ve lamina muskularis katmanlarinda histolojik agidan herhangi bir
degisiklik tespit edilmedi (Resim 6).

Resim 4. Deneme gurubu genel gérinim (30. Gin). F: Fundus H&E Bar: 500um
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Resim 5. Kontrol gurubu genel gérinim (3. Gun). Ok: Tek kath prizmatik epitelyum yapisi
F: Fundus H&E. Bar:200um

Resim 6. Deneme gurubu, fundus bdlgesi (30. Gin). mm: muskuler mukoza F: Fundus
H&E. Bar: 200um
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3.4. immunohistokimyasal Bulgular

Gruplardan 3, 15 ve 30. gunlerde alinan mide dokusunun kesitleri
fundus bdlgesi HGF immunoreaktivitesi yoninden incelendi. HGF
immunoreaktivitesinin 1sik mikroskobuyla yapilan incelemede kontrol (Resim

7), sham (Resim 8) ve deneme (Resim 9) gruplarinda spesifik oldugu

belirlendi.

Resim 7. Kontrol grubu farelerde HGF immunoreaktivitesinin fundus boélgesindeki dagilimi
(30. Guin). Bar:200um
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Resim 8. Sham grubu farelerde HGF immunoreaktivitesinin fundus bolgesindeki dagilimi
(3. Gun). Bar: 200 pm

Resim 9. Deneme grubu farelerde HGF immunoreaktivitesinin fundus bdlgesindeki dagihmi
(30. Gun). Bar: 200um
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immunohistokimyasal incelemelerde deneme, kontrol ve sham
gruplarinda HGF’nin benzer alanlarda immunolokalizasyon gdsterdigi
belirlendi. HGF immunoreaktivitesinin, kriptlerin  bulundugu propria
katmaninda ve 6zellikle de kriptlerin ¢evreledigi taban boélgedeki bag dokuda
yogun oldugu goézlendi. Gevsek bag dokudan olusan submukoza
katmanindaki bag doku hucrelerinin genelinde, sirkuler ve longitudinal seyirli
kas tabakalarinin ara bdlgesindeki bag dokuda yer yer HGF
immunoreaktivitesi oldugu belirlendi (Resim 10). Endotel hlcrelerde ve bag
doku alanlarindaki HGF immunoreaktivitesi benzer dizeyde goruldi (Tablo
7). HGF immunoreaktivitesinin gruplar igerisinde gunlere gore benzer oldugu
tespit edildi.

Resim 10. Kontrol grubu, Lamina propriyada yogun HGF immunoreaktivitesi (30. Gilin).
Ok: Lamina propriya katmani Bar:200um
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Prensipal  hicrelerde  bdlgesel olarak az sayida HGF
immunoreaktivitesi  gozlenirken  pariyatel  hdcrelerde  ise HGF
immunoreaktivitesi degisik duzeylerde ancak butin hicrelerde oldugu
belirlendi. Fundus bdlgesinde pariyetal ve prensipal hicrelerde sitoplazmik
ve nlkleer tarzda HGF immunoreaktivitesi goézlendi. Fundusta bulunan
pariyetal hicrelerde prensipal hicrelere gore daha yogun immunoreaktivite
go6ruldi. HGF immunoreaktivitesinin pariyetal ve prensipal hicrelerinde
kontrol ve sham gruplarinda benzer (Resim 11), deneme grubunda ise az
yogun oldugu goézlemlendi (Resim 12). Bu immunoreaktivitelerin gunler

icerinde bir fark olmadigi bulundu.

Resim 11. Kontrol grubu fundus bdlgesi immunoreaktivitesi (30. Guin). Ok: Pariyetal hiicre
Okbasi: Prensipal hiicreler Bar:50um
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Resim 12. Deneme grubu HGF immunoreaktivitesi (30. Giin). Ok: Pariyetal hiicre
Okbasi: Prensipal hiicreler Bar:50um

Ayrica bu alandaki kan damari endotelinde de immunoreaktivite tespit
edildi (Resim 13). Bunlara ilaveten kriptleri olusturan hudcreler arasinda
fibroblast oldugu distnulen yer yer HGF pozitif hticreler tespit edildi (Resim
14).
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Resim 13. Deneme grubu, Kan damari endotelinde HGF immunoreaktivitesi(3. Gin).
Ok: Endotel hiicresi Bar:50um

Resim 14.Deneme gurubu, Kriptler arasi bodlgede HGF pozitif hicreler (3. Gun).
Ok: Bag doku hiicresi Bar:50um



Diabetik ve diger gruplardaki farelerde HGF immunoreaktivitesinin spesifik

olup olmadigini belirlemek i¢in negatif boyama yapildi (Resim 15).

Resim 15. Negatif boyama. Bar:50um

Immunoreaktivite Kontrol Sham Deneme
Alanlari 3, 15, 30. gun 3, 15, 30. gun 3, 15, 30. gun
Bagdoku +++ +++ +++

Alanlari

Pariyetal +++ +++ +
Hucreler

Prensipal + + -
Hucreler

Endotel ++ +++ +++
Hucreleri

Tablo 7. Gruplar icerisinde HGF immunoreaktivitesinin derecelendirme sonuglari
-= Immunoreaktivite yok += Az yogun, ++= Orta derecede yogun, +++= Cok yogun,
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4. TARTISMA VE SONUC

Calismamizda STZ ile diabet olusturdugumuz farelerin; canli agirlik,
fundustaki histolojik degisiklikler ve mide dokusunun fundus bdlgesindeki
Hepatosit buyime faktord (HGF)'nin immunohistokimyasal lokalizasyonu

incelendi.

Calismamizda swiss albino farelere, birgok calismaya ( Kanitkar ve
Bhonde 2004, Yang ve Wright 2002) paralel olarak 100 mg/kg (ip) STZ
uygulamasi ile farelerde diabet olusturuldu ve 200 mg/dI'nin Gzerinde kan

glikoz dizeyi olanlar diabetli olarak kabul edildi.

Imaeda ve ark. (2002), farelerde yaptiklari ¢alismada diabetin canl
agirhkta kayiplara neden oldugunu ve canh agirhik kaybini deneyin 7.
Guniinde belirlediklerini bildirmiglerdir. Ote yandan STZ'yi 5 giin boyunca
intraperitonal yolla 55 mg/kg uygulayan Shih ve arkadaslari (2014), yaptiklari
calismada baslangigta benzer agirliklara sahip farelerde diabet
olusturulduktan sonra farelerin vucut agirliklarinda 6nemli bir azalma
oldugunu bildirmislerdir. Grover ve ark. (2001), streptozotosin ile diabet
olusturduklari farelerin vicut agirliklarinda kontrol grubuna gére 6nemli bir
fark tespit etmediklerini belirtmiglerdir. Ancak diabet calisan Han ve
arkadaglarinin (2014) yaptiklari ¢alismada, normal grup ile diabetik grup
arasinda vucut agirhigi bakimindan o6nemli bir fark tespit ettiklerini
bildirmiglerdir. Yaptigimiz 4 haftallk deney sonucunda streptozotosin ile
diabet olusturdugumuz farelerde vicut agirhgr bakimindan bir¢cok ¢alismaya
paralel olarak diabet olusturulan farelerin canli agirliklarinin azaldigi tespit

edilmistir.

Diabetes mellitusun ¢ok cesitli patolojik durumlar gosterdigi ve uzun
sureli diabetin gastrointestinal sisteme zarar verdigi belirtiimistir ( O’'Reilly ve
Long 1987, Takehara ve ark. 1997). Ayrica kronik diabetli hastalarda,
Ozellikle gastrik salinimin  ve motilitenin  azalmasi  gastrointestinal
fonksiyonlarda sik gorilen énemli degisikler olarak bildirilmigtir ( Lin ve ark.
1991, Baydoun ve Dunbar 1997). Gastrointestinal semptomlarin Diabetes

Mellitusta oldukga yaygin oldugu ve genellikle otonomik noropatiye
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dayandirildigi belirtiimistir (Feldman ve Schiller 1983, Weber ve Ryan 1998).
Diabet = komplikasyonlarinin patofizyolojisinin hala  tam olarak
anlasilamadigini bildiren Bastaki ve arkadaslari (2010), STZ ile olusturulan
ratlarin pariyetal hicrelerinde meydana gelen morfolojik degisimlerin olup
olmadigini ¢ok az c¢alismada gosterildigini belirtmiglerdir. Bastaki ve
arkadaglarinin (2010) streptozotosin ile olugturulan uzun sureli (6 ay) diabetik
ratlarin mide dokularindaki ve pariyetal hiicrelerindeki morfolojik degisimlerini
inceledikleri ¢caligmalarinda, normal ratlara gore diabetik ratlardaki pariyetal
hucrelerin dizensiz dagihm gosterdigini ve ayrica diabetik ratlarin normal
ratlara gore pariyetal hlcrelerindeki asit salgisinin azaldigini belirtmislerdir.
Ayni calismada gastrointestinal sistemde olugsan zararli etkilerin uzun sureli
diabet olusumuna bagh olabilecegide belirtiimigtir. Bizim yaptigimiz
calismada ise farelerin fundusunda gruplar arasinda histolojik agidan

herhangi bir degisiklik tespit edilmemistir.

Sindirim sistemi dokularinda HGF esas olarak submukozada stromal
hdcrelerden salgilanir (Nakamura ve Mizuno 2010). Kermorgant ve
arkadaslan (1997), 7-24 haftalik fétislarin sindirim sistemi dokularinda
yaptiklari ¢alismada immunoblot analiz yontemi kullanarak HGF ve c-met’in
m-RNA’larinin ve proteinlerin karaciger, pankreas, 6zofagus, mide ve blyuk
ve kuguk barsaklarda tespit ettiklerini bildirmislerdir ve diger sindirim sistemi
dokularinin yani sira midenin morfolojik gelisimini kontrol altinda tuttugunu
belirtmiglerdir. Ayni sekilde Matsubara ve arkadaslari (1998)nin fotal
donemdeki ratlarin sindirim sistemini inceledikleri ¢alismada bdlgesel HGF
sentezinin sindirim sistemi organlari boyunca morfojen olarak hareket ettigini

bildirmiglerdir.

Sindirim  sistemindeki organlarda mukozal membran daima
yiyeceklerin emilimi ve sindirimi sirasinda kimyasal ve mekaniksel strese
maruz kalr. Bu yuzden etkilenen mukoza epitel hiucrelerinin hareket yolu ile
hizlica onarilmasi gerekmektedir. Yapilan arastirmalarda eksojen HGF’nin
gastrik yaralarin iyilestiriimesini hizlandirdigi belirtilmistir (Schmassmann ve
ark. 1997, Nakahira ve ark. 2006). Buna gore, gastrik mukozadaki IgG anti-

HGF aracihdi ile c-met aktivasyonunu engelleyerek mukozal epitel
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hucrelerinin  katlari boyunca hareketini ve proliferasyonunu baskiladigi
bildirilmigtir (Nakahira ve ark. 2006 ). Bagka bir calismada ise Ulseratif kolit
olusturulmus deneysel rat modellerinde ekzogen rekombinant HGF’nin kolon

mukozasinin iyilesmesini hizlandirdigi belirtilmistir (Tahara ve ark. 2003).

Diabetes Mellitus’'un, mide dokusu ve gastrointestinal sistemde c¢esitli
noromuskuler anormalliklere neden olabildigi bildirilmistir (Shen ve Soffer
2000). Koch (1999) yaptigl calismada Diabetes Mellitus’lu hastalarda gastrik
disritmiler, antral dilatasyon ve antral hipomotilite gibi c¢esgitli motilite
bozukluklarinin meydana gelebilecegini belirtmistir. Bu motilite degisimleri
midenin bosaliminda gecikmeye neden olabilir ve diabette gorulen bu mide
bosaliminin gecikmesi ‘Diabetik gastroparezi’ olarak bilinmektedir (Hasler
1998). Calismamizda ise diabetik gastroparezi olgusu goézlemlenmemistir.
Bunun sebebinin ise deney surecinin kisaligi, hayvan modeli veya

yontemden kaynaklanabilece@i dusunulmektedir.

Ozefagiyal, gastrik ve kolorektal kanserli hastalarda plazma HGF
duzeyinin arttigi, HGF duzeyi ile hastaligin ilerlemesi arasinda korelasyon
bulundugu bildirilmigtir (Tahara ve ark. 1993). Takahashi ve arkadaslarinin
(1995) gastrik Ulserli tavsanlarda yaptiklari immunohistokimyasal ¢alismada
epitel hucrelerinin altina yerlesmis ig bicimli hucrelerin guglu anti-HGF
immunoreaktivitesi verdigini ve bu hucrelerde HGF proteini varligini
goOsterdiklerini, HGF immunoreaktivitesinin  normal dokularda guglu
olmadigini bildirmislerdir. Ayrica HGF m-RNA’sinin gastrik epitel hiicrelerinde
degil gastrik fibroblastlarda ekspre edildigini ve HGF’nin mezengimal
dokularda lokalize oldugunu Ozellikle fibroblastlarda bulundugunu
acgiklamiglardir. Bu bulgularin gastrik Ulser tedavisinde HGF’nin parakrin
faktor olarak rol oynadigini destekledigini ve HGF’nin epitel hcrelerinin
iyilesmesi surecinde 6nemli rol oynayabilecegini belirtmiglerdir (Takahashi ve
ark. 1995). Yapilan literatir taramalari sonucunda Takahashi ve
arkadaglarinin (1995) yaptiklari calismada midede bulunan fibroblastlarda
belirledigi immunoreaktivite disinda, HGF’nin fundus bdlgesinin diger hucre

ve vyapilarinda immunoreaktivitesi bulundugunu bildiren c¢alismaya
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rastanmadi. Calismamizda da Takahashi ve arkadaslarinin (1995)

fibroblastlarda belirledigi benzer sekilde HGF immunoreaktivitesi bulundu.

Ayrica yaplilan literatur taramalarinda (Grant ve ark. 1993, Ono ve ark.
1997, Mizuno ve Nakamura 2005), degisik dokularda damari endotel
hicrelerinde HGF’nin  yodun immunoreaktivitesi belirlendidi bildirilmistir.
Calismamizda da bu aragtirmalara paralel olarak kontrol ve sham gruplari ile
deneme grubu karsilastirildiginda her G¢ grupta da endotel hicrelerinde
yogun HGF immunoreaktivitesi belirlendi. Bu bulgularin disinda bizim
calismamizda, pariyetal hucrelerde degdisik yogunluklarda, prensipal
hicrelerde ise az yogun dizeyde yer yer HGF immunoreaktivitesinin oldugu
belirlendi. Ayrica U¢ grupta da fundus bdlgesi bag doku alanlarinda HGF
immunoreaktivitesi gosteren bag doku hucreleri tespit edildi. Diabetik
farelerde diger gruplara kiyasla pariyetal hicrelerde az yodun HGF
immunoreaktivitesi goruldu. Prensipal hicrelerde ise kontrol ve sham
grubunda yer yer immunoreaktivite belirlenirken, deneme grubunda HGF

immunoreaktivitesinin olmadigi belirlendi.

Yapilan galigsmalarda diabetin fundus bolgesindeki pariyetal hiicrelerde
dizensiz dagilima yol actidi bildiriimistir (Bastaki ve ark. 2010).
Calismamizda ise diabetin pariyetal hicrelerde HGF immunoreaktivitesini
dusurdugu belirlendi. Pariyetal hicrelere Diabetes Mellitus’'un dogrudan
etkisinin oldugu da diger ¢alismaya paralel olarak belirlenmistir. Bu bulgularin
sonucunda calismamiz, diabetin mide dokusunun fundus boélgesinde HGF

immunoreaktivitesini olumsuz yonde etkiledigini gostermektedir.

Sonug olarak calismamizda immunohistokimyasal incelemeler sonucu
HGF immunoreaktivitesinin diabet grubunda pariyetal hirelerde az yogun
oldugu goéruldu. Prensipal hucrelerde immunoreaktivitenin kontrol ve sham
gruplarinda az yogun oldugu, diabet grubunda ise olmadigi goérulda.
Prensipal ve pariyetal hicrelerde belirledigimiz HGF immunoreaktivitesi ile
ilgili herhangi bir galismaya rastlamadigimiz i¢cin bu konunun daha ayrintih
incelenmesi gerektigini disinmekteyiz.  Ayrica prensipal ve pariyetal
hicrelerde diabette HGF immunoreaktivitesinin dusuk olmasida daha ayrintili

inceleme gerektirmektedir. Calismamiz, HGF’nin fundusta cesitli hicre ve
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yapilarda onemli fonksiyonlarinin oldugunu dusundirmektedir. HGF
immunoreaktivitesinin diabetik farelerde azalmis olmasi, HGF’nin hucre
rejenerasyonunda etkili olmasi dugsunuldugunde, diabetin dolayll olarak
fundusdaki hlcre vyenilenmesini olumsuz yonde etkileyebilecedini
dugundurmektedir. HGF, diabet ve midenin fundus bdlgesinin iligkisini
aciklayan immunohistokimyasal bir arastirmaya rastlanmadigi i¢in yaptigimiz
calismanin bu iligkiyi agiklamasina yardimci olacagini ve bu alanda yapilacak

yeni ¢alismalara yardimci olabilecegini disinmekteyiz.
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