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Abstract

Ozet

Amag: Bu calsma, streptozotosin (STZ) ile aghurulan diyabeti
sican modelinde, karg@r yapisinda ortaya ¢ikan histolojik de-
gisiklikler Gizerine melatoninin iyilgtirici etkilerinin argtiriima-
sl amaciyla planlandi.

Gerec ve Yontemler:Calsmada kullanilan Spraqu@awley cinsi; 1!
adet ergkin disi sican: Kontrol, diyabet (D) ve melatonin ile te-
davi edilen diyabet (DM) gruplarina ayrildi. DenelydiyabetD
ve DM gruplarinda tek doz STa@n (45 mg/kg) intraperitone
(i.p.) uygulanmasi ile okturuldu. Diyabet olgturulduktan son-
ra, DM grubuna 8 hafta her giin 10 mg/kg melatompn dlaral
uygulandi. Deneyin sonunda siganlarin kan-glulsexiyeler
olcuildii. Ornekler rutin doku takibinden sonra, fisx@ gomiil-
di. Histokimyasal ve immunohistokimyasal boyamalamdin-
dan, kesitlergik mikroskopta incelendi.

Bulgular: Diyabet grubundaki siganlarin, kontrol ve DM grob
gore kan-glukoz diizeyleri 6nemtierecede yukseldi. Yapil
histolgik incelemelerde diyabet grubunda; hepatositl
hidropik ve nukleer désiklikler gdzlendi. Ayrica hem hepato
sitoplazmasindaki glikojen granulleri hem de magtrh grandil-
leri kontrol ve DM gruplari ile karlastinldiginda azalmy ola-
rak bulundu. Uygulanan melatonin tedavisiyle, bugblarir
onemli 6lctde hafifledii tespit edildi.

Sonug: Kronik melatonin uygulamasi STZ ile si¢anlardastlwlar
diyabetin neden oldiu karacger hasarini azalttl. Bu ylzc
melatoninin diyabetik karager hasarinin gefimini dnleyece-
gini veya bulgulan hafifleteggni disinmekteyiz. Yine de di-
yabetik komplikasyonlar Gzerindeki pozitif etkisigbsterme
icin uzun sureli kullanimlar ile ilgili daha ileki calismalara ih-
tiya¢ bulunmaktadir.

Anahtar Kelimeler: Diyabet; karagier; melatonin; mast hiicresi
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Objective: This study was designed to investigate the imprg

effects of melatonin on the histological alteraian liver in
streptozotocin (STZ)- induced diabetic rat model.

Material and Methods: Fifteen Spragu®awley adult female ra
were divided into three groups: control, diabeticl adiabetir
treatment with melatonin (DM) groups. Experimendébete
was induced by a mgle intraperitoneal dose of STZ |
mg/kg). After this, the DM group started to rece
intraperitoneal melatonin 10 mg/kg/d. This injentiovas
continued until the end of the study (8 week). ¢ £nd of th
experimentation, blood glucose levels werdetdmined an
following routine tissue process liver were embetide
paraffin. The specimens were stained histochenyicalthc
immunohistochemically and were examined by |
microscope.

Results: After 8 weeks, the rats in the diabetes group
significartly higher blood glucose levels than the rats a
control and DM groups. In histological investigats hyropi
and nuclear changes were observed in hepatocytethe
diabetic group. In addition, both glycogen granuiasthe
hepatocyte cytoplasm anahast cell granules had decree
compared with the control and DM groups. Melatohad ¢
positive improving effect on these findings.

Conclusion: We concluded that chronic melatonin administre
reduced liver injury in STZ- induced diabetic rafus, we
suggest that melatonin may be used to preventakielopmer
of diabetic liver damage. However, further reseascineede
on longterm uses of melatonin in order to show its poe
effects on diabetic complications.
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iyabet karbonhidrat, protein ve ga

metabolizmasindaki gesiklikleri iceren

ve hiperglisemi ile karakterize metabo-
lik bir hastahktir. Dinyada 150 milyon diyabet
hastasi bulundiu ve 20 yil sonunda bu sayinin 2
katina ¢ikacg tahmin edilmektedit.
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Diyabet tedavisinde hipoglisemik ajanlarin
kullanilmasina rgmen diyabet ve neden olgu
komplikasyonlar temel bir gak problemi olmaya

devam etmektedir. Bu nedenle diyabet tedavisine

yonelik etkili ilaglarin bulunmasina acilen ihtiya¢
duyulmaktadir.

Son yillarda diyabetin neden olglu kompli-
kasyonlarin gejimesinde en 6nemli etken olarak
oksidatif stres gosterilmektedif. Normal sartlar
altinda serbest radikaller, SOD, katalaz, glutatyon
peroksidaz gibi vicuttaki antioksidan enzimlerle
ve besinlerle alinan E, C vitaminleri, karotenler v
flavonoidler gibi antioksidanlardan glan etkili bir
sistemle nétralize edilir. hkl bireylerde antiok-

sidanlar ve serbest radikaller arasinda hassas bi

denge vardir. Hiperglisemide glukoz ototoksikas-
yonu ve protein glukozilasyonu ile serbest radikal-
lerin olusum hizinin artmasi bu dengeyi bozar ve
batdn biyolojik molekillerde (DNA, lipid, protein
ve karbonhidrat gibi) oksidatif strese neden 6lur.

Karacger ilaclarin ve dier maddelerin meta-
bolizmasi icin 6nemli bir organdir ve hiperglisemi
sonucu olgan oksidatif stres karagr hasarina yol
acabilir. Nitekim diyabetik sican kargerinde
antioksidan enzim aktivitesinin ve glutatyon sevi-
yesinin kontrollere gore 6nemli derecede azaldi
bildirilmistir.> Ancak mikroskopik dgsiklikler
yeterince ¢cafilmamstir.

Pineal bezin temel hormonu olan melatonin
hem oksijen radikallerini stipirict hem de endojen
antioksidan sistemi aktive etme 6zgllle glclu bir
antioksidan etkiye sahipfirMelatonin, kii¢iik olma-
si ve yuksek lipofiliklginden dolayr biyolojik
membranlardan kolayca gecebilir, bdylece hiicrenin
batin yapilarina ufarak hiicreyi hasardan koruya-
bilir.” Melatonin bu ézelliklerinden dolay! diyabette
olusan oksijen radikallerini detoksifiye eden hepatik
anti-oksidatif savunma sistem enzim aktivitesini
yukselterek STZ'nin neden olgu diyabette karaci-
gerin histolojik yapisini koruyabilir.

Bu calgsmanin amaci; diyabette gortlen pato-
lojilerin antioksidan uygulamasi ile diizelebilece-
gine dair gorgler dazrultusunda deneysel diyabet
modelinde karagerde geliebilecek histolojik
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degisiklikler Gzerine melatoninin iyilgirici etkile-
rinin histolojik olarak incelenmesidir.

Gereg ve Yontemler

Calsmadainonii Universitesi Deney Hayvan-
lar1 Arastirma Merkezi'nden temin edilen Sprague
Dawley cinsi, 15 adet gkin disi sican kullanildi.
Deney suresince sicanlarin kgidodanin sicakdi
25°C, 181 ise 12 saat karanlk-12 saat aydinlik
olarak ayarlandi. Denekler rastgele her biri 5 siI-
¢andan olgan 3 gruba ayrildi; kontrol, ‘diyabet
olusturulup tedavi edilmeyenler (D)' ve diyabet
olusturulup, melatonin ile tedavi edilenler (DM).
Tum sicanlarin deney 6ncesi kgekerleri 6lculdi.
Diyabet olgturulacak D ve DM grup siganlara 45
r[ng/kg tek doz STZ (Sigma, USA) pH: 4.5 olan
sitrat tamponu icinde, intraperitoneal (i.p) yoldan
uyguland® Kontrol grubuna ise ayni miktarda
serum fizyolojik enjekte edildi. D ve DM gruba
uygulanan STZ enjeksiyonundan 72 saat sonra
alinan kanda Elite Glukometre (Bayer) el
glukometresiyle kargekerleri élculdi. Kamgeker-
leri 270 mg/dL ve uzerinde olanlar gataya dahil
edildiler. DM grubundaki sicanlara her gin
etanolde ¢ozulip, serum fizyolojik ile sulandirilan
10 mg/kg melatonin (Sigma, St. Louis, MO, USA)
i.p enjeksiyonla verildt. Sekiz haftalik deney siire-
sinde; tum hayvanlar standart sican yemi ve icme
suyu ile beslendiler. Deney sonunda uretan (1.2-
1.4 gr/kg) anestezisi altinda siganlarin kaierteri
alinarak %10 noétral tamponlagniormalin solis-
yonu icinde tespit edildi. Rutin doku takibi sonra-
sinda parafine gomulen dokulardan alingm3lik
kesitlere; hematoksilen eozin (HE), Masson Uglu
boya, periyodik asit Schiff+hematoksilen (PAS-H),
toluidin mavisi boyama yontemleri uygulanarak,
BH-2 Olympus argtirma mikroskobunda incelen-
diler.

Histolojik Degerlendirme

Kesitler histolojik olarak; portal alanda
fibrozis, hepatositlerde hicrgismesi, nukleus
degisiklikleri, glikojen icerigi ve vena santralis
etrafindaki ginsal gorinimdeki dgsiklikler,
sindizoidlerde dilatasyon ve mast hiicre de-
granilasyonu acisindan incelendi. gidlikler,
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Tablo 1. Deney hayvanlarinin k-glukoz degerler..

Kontrol (n=5) D (n=5) DM (n=5)
Baslangi¢ kan-glukoz dgerleri (mg/dL) 125.8+ 8.97 444.8& 39.50 416.& 55.03
Final kan-glukoz dgerleri (mg/dL) 125.2+ 8.67 493.2¢ 28.27F 333.6£33.9

STZ enjeksiyonunu takiben 3. gursleangic olarak alind.
®Kontrol grubuna gore anlamli olarak farkl(p.01).
®D grubuna gére anlamli olarak farkl<(p.05).

histopatolojik durumlarina goére yok (0), hafif (1),
orta (2) vesiddetli (3) olarak dgerlendirildi. Mak-
simum skor 21 olarak belirlendi. Her bir sican igin
skorlama yapildi ve her grup icin ortalama&etder
saptandi.

istatistiksel analiz

Istatistiksel dgerlendirmeler SPSS 13.0 prog-
rami ile Kruskal Wallis ve Bonferroni Mann
Whitney-U testi kullanilarak yapildi. Veriler 6l¢i-
lebilir oldugu halde normal dalim godstermedi-
ginden, denek sayisi 10’dan az cgidadan ve 3
bagimsiz grubun karlastiriimasi s6z konusu oldu-
gundan parametrik olmayan testlerden Kruskal Resim 1.Kontrol grubunda vena saalisten, periferesinsa
Wallis Varyans analizi ve farklg yaratan grup ya  olarak uzanan hepatositler. HE x 66.
da gruplari saptamak icin yine parametrik olmayan
testlerden Bonferroni Mann Whitney-U testi uygu- .
landi. TUm sonugclar ortalanta standart hata ola-
rak ifade edildi ve p< 0.05 istatistiksel olarak an
lamh bulundu.

Bulgular
Kan-Glukoz Degerleri

Sicanlarin; deneyin kRngic ve sonundaki
kan-glukoz dgerleri aritmetik ortalama standart
hata olarak Tablo 1'de verildi.

Histolojik Bulgular

Kontrol grubu

normal histolojik gorinimdeydi (Resim 1, 2). ucluboyama x 132

PAS-H metodu uygulanan kesitlerde, hepatosit

sitoplazmasinda kirmizi renkte boyanan glikojen Diyabet grubu

grandlleri yaygin olarak izlendi. Toluidin mavisi Diyabet grubunda, vena santralisten perifere
ile mavi-mor renkte boyanan grandlleri ile mast dogru hepatositlerinsinsal yerlgimi bozulmutu
hucreleri, portal alanda damar ve safra kanaltetra (Resim 4). Lobilin periferinde yer alan
finda gozlendi (Resim 3). hepatositlerde hidropik desiklikler gézlendi. Bu
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izlenen mast hucrelerinin gérintmleri kontroller-
den farkliydi. Bazi mast hiicreleri sitoplazmalarin-
daki granillerin ¢cgunu kaybetmiti (Resim 8).
Portal alanda o¢zellikle safra kanal etrafinda yer
yer ba doku artyl izlendi (Resim 9).

Diyabet-Melatonin grubu

Klasik lobul yapisi bazi alanlar stinda bo-
zulmamsti (Resim 10). Hepatositlerdeki hidropik
degisiklikler yaygin deildi, sadece kuguk alanlarla
sinirliydi. Glikojen icergi D grubuna gore belirgin
derecede artgti. Ancak sadece bu grupta,

Re3|m 3. Kontrol grubunda mast hucrelenn gorunumL
Toluidin mavisi x 330.

Resim 5. D grubunda periniikleer alanda m hidropil
degisiklikler. HE x 132.

Resim 4.D grubunda hepatositlerdeliinsal yapinin bozul-
masl. HE x 66.

degisiklikler dzellikle perintikleer alanda belirgindi
(Resim 5). Vena santralis etrafindaki hepatositleri |
bu deisikliklerden etkilenmedii goruldi.

't

i
.r,_.,ﬁ-... u.'[ i "I.‘

PAS-H ile lobulin periferinde yer alan
hepatositlerde glikojen i¢einin belirgin derecede

ceken dger bir bulgu hepatosit nukleuslarinin go-
runamuandeki farkhliklardi. Bazi nukleuslar ¢ok
buytk, bazilarinin da karyolemma sinirlari diizen- "5

sizdi (Resim 7). Toluidin mavisi boyama yontemi Resim 6. D grubunda hepatosit sitoplazmasinda glik
ile portal alanda, damar ve safra kanall etrafindayokiugu. PAS-H x 132.
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' .« Y, & - hata dgerleri: Kontrol grubu: 0.2 + 0.2, D grubu:
‘ “p - By’ T 15.2 +0.37 ve DM grubu: 10.6 + 0.67 olarak tespit

'- l . e . = .- edildi. Kontrol ile D grubu (p= 0.008), D ile DM
r' # i . ' grubu (p= 0.008) ve kontrol ile DM grubu (p=
- ‘ @ - 0.008) arasindaki fark istatistiksel olarak anlaml

i p .‘ \‘ ." bulundu.

il ' Tartisma
Diyabette karager, bobrek, deri, lensde

4 i -
F,. & ® ’ ' .‘ ' s ’ oksidatif stresin artq1 ve artmg oksidatif stresin
4

A ' ‘ » - P diyabetik komplikasyonlarin patogenezisinde te-
yF o A a- & mel rolii old@gu distinilmektedi’* Bazi aratir-
an? L 2 % L e | . macilar oksidatif stres inhibisyonunun, icinde ka-

Resim 7. D grubunda iri, sinirlan diizensiz ve cifukleu:
iceren hepatositler. HE x 330.

Resim 9.D grubunda portal alanda safra kanal etrafinaa b
doku artg1. Masson Ucli boya x 132.

Resim 8.D grubunda degraniile olan mast hicreleri. Toli
mavisi x 330.

sinlzoidlerde yer yer dilatasyon goze carpti (Resim
11). Nukleus buyuklukleri kontrol grubuna benzer
olmasina rgmen, bazi nukleuslarin granile gérun- _
tusu dikkat cekiciydi (Resim 12). Toluidin mavisi 2
ile bazi mast hucrelerinin granullerinin azajmi
oldugu gozlenirken, cgunlugunun goranimi
kontrol grubundakilere benzerdi (Resim 13). Portal
alanlar etrafinda yer yer izlenengbdoku artgi D
grubuna gore hafifti (Resim 14).

Bulgular Tablo 2'de gosterildi. Histolojik bul-  resim 10. pm grubunda vena santralisten perifesensa
gularin her grup icin aritmetik ortalama + standart seyreden hepatositler. HE x 66.
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::_; L '.:_.,_ _ﬁ' I .,.:'._- ¢ L"_ L | Galsmamizda, STZ ile diyabet ofurulan si-
T D #5‘--“'?' [ - _.t_t " ganlarln. kara@erlerlnde_' dikkat ggkgn |.Ik bulgu,
- ‘. Iy .J"‘. 5w I"_- l.*'-; hepatositlerde go6zlendi. Hepatositkggmis, nuk-
'... e P e ' N l " "" i ".' leus caplar artmgi ve vena santralis etrafindaki
Lot AL e L sinsal dizilimleri bozulmgtu. STZ le sicanlarda
-‘1. e g % _1.,_‘ n;* o . olusturulan diyabette; hepatositlerde gdn niikle-
N TR A A F,-a > er ve sitoplazmik d#siklikler, daha énceki cagt
-, N . orst .5 malarda da rapor edilgiir”® Doi, hepatosit
— & % 1.,_." » ::‘- : : ; k_-_ "J;l: nukleuslari Uzerinde yaptiklari morfometrik gali
el ot B ., e A malarda; nukleer alanin, STZ uygulanan grupta,
tagies T " acamai o ‘,:_:- kontrollere gore 2 katina cigini ve irileggmis
-“ e e & = ™ ."l{" nukleuslarin sinirlarinin da duzensigigini bil-
= o i - el dirmistir.** Diyabetik grupta izlenen hiicresg$me

Resim 11.DM grubunda hepatositlerde glikojen granilleri -izle
nirken, sinuizoidlerdeki dilatasyon dikkat ¢ekich$?H x 132.

e

- g = A J 'f WG
_ = LA I ¥gald / : Tl =5
'. 1;“ #ﬂ_ ﬂ"‘ e il " I 1 "J.E‘F'
- b e { "l|h-|- il il .JI_
‘ ll;# F J s
" a ] a \ ' :':l' 1 Fa
T R
& e ® )0 % W
- _i.:' B v _ ' ‘ : .
o |

il

Resim 13. DM grubunda grantllerle dolu mast hicre
i P Toluidin mavisi x 330.
- iRy i

| %
%' ® % i) (iﬁ- '

Resim 12.DM grubunda nukleuslarin gérinima. HE x 330.

racigerinde bulundgu bir ¢ok organda bulgular
hafiflettigini rapor etmgtir.**

Biz de calymamizda; antioksidan ozeiibili-

nen melatoninin, diyabetik sican kaggari Gzerin-
deki iyilestirici Ozelliklerini inceledik. Cakma-
mizda, melatonin tedavisi diyabetik sicanlarin kan- f
glukoz seviyesi kontroller diizeyine indirmese de
onemli derecede duzeftini gbzlemledik. Bu so-
nuglar melatoninin kan-glukoz seviyesinisdidi-
gunl rapor eden, Montilla ve Goérgin ile uyumlu-

durl® Resim 14.DM grubunda portal alan. Masson iiglii boya x 132.
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Tablo 2. Isik mikroskopik bulgula.

Kontrol (n=5) D (n=5) DM (n=5)
Yok Hafif Orta  Siddetli Yok Hafif  Orta  Siddetli Yok Hafif Orta  Siddetli
0 1 2 3 0 1 2 3 0 1 2 3
Portal alanda
- Fibrozis 5 1 4 1 4
Hepatositlerde
- Hiicresismesi 4 1 3 2 2 3
- Nukleus dgisiklikleri 5 1 4 4 1
- PAS (+) boyanmanin 5 2 3 3 2
azalmasi
- Isinsal dizilimde 5 1 4 4 1
bozukluk
Sinilizoid
- Dilatasyon 5 5 3 2
Mast hicrelerinde
Degranilasyon 5 3 2 3 2

ise zedelenen hiicrelerin hemen hepsinde ortayagrupta, hepatositlerde bazi alanlarda glikojen gra-
ctkan ilk belirtidir ve hicrelerin iyon ve su nilleriizlenmekteydi. Bu glukoz aliminin ve gliko-
homeostazini surdirmek icin gerekli membran jen olarak depo edilmesinin melatonin ile birlikte
bltlnligiinin bozulmasi anlamina gelir. Birgok nispeten dizeldini gostermektedir. Melatoninin,
calsmada; hipergliseminin Oradikallerinin olu-  STZ'nin hucre iginde okturdusu serbest radikal-
sumuna yol acfii bildirilmistir.>*'® Bu nedenle leri nétralize etme yetegime sahip oldgunu ve
diyabette artngi olan serbest radikallerin, mem- nekrozu 6nledii, ayrica B hiicre hasarini takiben
branda yer alan cift g poliansature yaasitlerini iyilesme sirecini de hizlandigl bildirilmistir.*
hasarlamasi sonucu membran permeabilitesi deAndersson, STZ ile 7.8 + 1.3 ng/mga séi
gismis olabilir.'” Nitekim calsmamizda, antioksi- insilin icerginin melatonin ile 19.2 + 1.4 ng/mg'a
dan 0Ozellgi bilinen melatoninin uygulandi grupta  yukseldgini gostermgtir. Nitekim c¢alsmasinda
hepatositlerin ¢gunun g1k mikroskopik gorinim-  melatonin gruplarinda kan-glukoz seviyesinin di-

leri kontrollere benzerdi. yabetik gruba gére azalmasin da insilin miktarinin
. e 1
Calsmamizda, diyabetik grupta dikkatimizi artms olmasinin rolii olabilif:
¢ceken dger bir bulgu, hepatosit sitoplazmasindaki Calsmamizda Toluidin mavisi ile boyangni
glikojen icerginin azalmasiydi. kesitlerde yapilan incelemelerde, kontrol grubunda-

Guven, Doi, Kume ve Ozsoy, diyabetik sican- ki sicanlarin karagerlerinde portal alanda yer alan,

larin hepatositlerinde belirgin derecede azglmi damar ve safra kanali cevresinde mavi-mor boyanan
glikojen graniillerini rapor etrgtir.'2**8*K araci- grandller ile fark edilen mast hicreleri izlendiy-O

ger: glukoneogenezis, glikojenolizis ve Saki diyabet grubunda mast hdcrelerinin sayilari
glikojenezis ile kan-glukoz seviyesini dizengdi azalmgti ve QegranUIe oIc{ukIarmdan zor far.k gdildi-
icin instlin deisikliklerinden en cok etkilenen ler. Melatonin grubunda ise mast hUcreIerl, diyabet
organdir. Diyabette insiilin eksiglisonucu gliko- ~ 9rubuna gore korunngwolarak izlendiler.

jen sentaz aktivitesi gibi heksokinaz aktivitesg-di Kolichman; hipergliseminin perivaskiler mast
tuginden, glukoz glikojene dosiiirilemez ve  hicrelerinin degraniilasyonunu 6nemli derecede
glikojenezis azalt?®® Ayrica tip | diyabette arttirdgini bildirmistir.?” Diger bir calsmada; di-
glukagon artinin sonucu olarak, karggrde var  yabetik sicanlarin gingivalarindaki mast hicreleri-
olan glikojen depolari da glikojenezis ile tiikenir. nin degranile oldiu, yer yer de nukleus ve sitop-
Bu nedenle hepatositlerdeki glikojen graniilleri lazmasinin hasarastadgl gosterilmitir.?* Santos,
belirgin derecede azalif.Oysa melatonin verilen mast hiicre fonksiyonlari tizerinde yaptarastir-
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malarda, serbest oksijen radikallerinin mast hiicrel0. Yanardag R, Bolkent S, Karabulut-Bulan O, Tunali S.

degrantlasyonu icin bir stimilator olglinu bil-

dirmistir.** Ayrica Steiner hipoksi siresince izle- 11
nen mast hicre degranilasyonunun, antioksidan

uygulamasiyla énlengini rapor etmitir.” Biz de

calsmamizda; melatonin grubundaki mast h[]cre1

grandllerinin korunmgiolduklarini tespit ettik.
Calsmamiz, melatoninin STZ ile diyabet glu

turulan sicanlarda hiperglisemiyi kontrol etmede 13
etkili oldugunu gostermektedir. Sonug olarak, kro-
nik melatonin uygulanmasinin, sicanlarda STZ ile

olusturulan diyabetin neden oldu karacger hasa-
rini kontroller seviyesine indirmese de, hafiflgitti

izlendi. Bu ylizden melatoninin, diyabetik karaci-

ger hasarinin geiimini 6nleyecgini veya bulgula-
ri iyilestirecesini disiinmekteyiz.

Tesekkiir
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