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Ozet

Deneysel Diyabet Olusturulmus Ratlarda Timokinon ve Vitamin C’nin Karaciger Koruyucu Etkisinin
Stereolojik ve Immunohistokimyasal Olarak Incelenmesi, Van Yiiziincii Yil Universitesi, Saglk
Bilimleri Enstitiisii, Veteriner Fakiiltesi, Anatomi Anabilim Dali, Doktora Tezi, Van, 2024. Diabetes
mellitus (DM), insiilin yokluguna veya dokularin insiiline duyarliginda azalmaya bagl olarak karbonhidrat,
yag ve protein metabolizmalarinda sekillenen bozukluk ile karakterize edilen metabolik bir hastaliktir.
Yapilan ¢alismada, ratlarda streptozotosin (STZ) ile olusturulmus deneysel diyabet modelinde Timokinon
ve Vitamin C’nin karaciger iizerine etkilerinin stereolojik ve immunohistokimyasal (IHK) yontemlerle
arastiritlmasi amaglanmistir. Caligmada 30 adet erigkin Wistar Albino tiirii erkek sigan kullanildi. Ratlar,
Kontrol, Timokinon (TQ), diyabet (STZ), Diyabet+Timokinon (STZ+TQ), Diyabet+Vitamin C (STZ+Vit
C), Diyabet+Timokinon+Vitamin C (STZ+TQ+Vit C) olmak {izere 6 gruba ayrildi (n=6). Kontrol ve TQ
grubu harig diger 4 gruba deney 6ncesi STZ (45 mg I.P) uygulandi. Calismanin 3. giinii tiim gruplarin kan
sekeri seviyeleri dlciilerek, diyabet gruplarindaki ratlarda diyabet olustugu dogrulandi. Sonrasinda tedavi
gruplarina oral yolla olarak 21 giin boyunca TQ (50 mg/kg/giin) ve Vit C (500 mg/kg/giin) verildi.
Calismanin sonunda karaciger, stereolojik ve IHK olarak degerlendirildi. Stereolojik olarak hacim
dlgiimleri igin Cavalieri metodu uygulandi. IHK olarak, Kaspaz-3, Bcl-2, TNF-a ve IL-10 ekspresyonlart
degerlendirildi. Bulgularimiza gore; stereolojik olarak hem karacigerin ortalama total hacim hem de damar
hacim yogunluklari Slgimlerinde STZ grubunda ortalama Ol¢iim degerinin diger gruplara oranla
istatistiksel olarak anlamli seviyede yiiksek oldugu tespit edildi (P<0.05). STZ+VITC+TQ grubu ile
Kontrol ve TQ gruplar1 arasinda anlamli bir fark gdzlenmedi (P>0.05). immunohistokimyasal olarak,
Kaspaz-3 ekspresyonu, STZ grubunda yogun, STZ+VITC, STZ+TQ ve STZ+VITC+TQ gruplarinda zayf,
Kontrol ve TQ gruplarinda negatif oldugu gozlendi. STZ grubunda Bcl-2 aktivasyonu gdzlenmezken, diger
gruplarin hepsinde orta seviyede Bcl-2 ekspresyonu tespit edildi. TNF- o ekspresyonunun, STZ grubunda
yogun, STZ+TQ grubunda orta, STZ+VITC grubunda zayif, Kontrol, TQ ve STZ+VITC+TQ gruplarinda
ise negatif seviyede oldugu belirlendi. Kontrol grubunda yogun, TQ, STZ+VITC, STZ+TQ,
STZ+VITC+TQ gruplarinda orta, STZ grubunda ise zayif diizeyde IL-10 aktivitesine rastlanildi. Calisma
sonuglar, STZ ile artan karaciger hasarinin hem TQ hem de C vitamini uygulamalariyla ayri ayri
verildiginde hafifledigini, ancak birlikte kullamildiklarinda daha etkili sonuglar elde edildigini
gostermektedir.

Anahtar Kelimeler: Diyabet, Karaciger, Rat, Timokinon, Vitamin C.
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Abstract

Stereological and Immunochistochemical Investigation of the Liver Protective Effect of Thymoquinone
and Vitamin C in Rats with Experimental Diabetes, Van Yiiziincii Yil University, Institute of Health
Sciences, Faculty of Veterinary Medicine, Department of Anatomy, PhD Thesis, Van, 2024. Diabetes
mellitus (DM) is a metabolic disease characterised by impaired carbohydrate, fat, and protein metabolism
due to insulin deficiency or decreased tissue sensitivity to insulin. The aim of this study was to investigate
the effects of thymoquinone and vitamin C on the liver in a streptozotocin (STZ)-induced experimental
diabetes model in rats using stereological and immunohistochemical (IHC) methods. A total of 30 adult
male Wistar albino rats were used in the study. The rats were divided into 6 groups (n=6) as control,
thymoquinone (TQ), diabetes (STZ), diabetes+tymoquinone (STZ+TQ), diabetes+vitamin C (STZ+Vit C),
diabetes+tymoquinone+vitamin C (STZ+TQ+Vit C). STZ (45 mg i.p.) was administered to the other 4
groups except the control and TQ groups before the experiment. On day 3 of the study, blood glucose levels
were measured in all groups and diabetes was confirmed in rats in the diabetes groups. TQ (50 mg/kg/day)
and vitamin C (500 mg/kg/day) were then administered orally to the treatment groups for 21 days. At the
end of the study, the liver was evaluated by stereology and HRC. The Cavalieri method was used for
stereological volume measurements. Caspase-3, Bcl-2, TNF-a, and IL-10 expression were evaluated by
IHC. According to our findings; in stereological measurements of both mean total volume and vessel
volume densities of the liver, it was found that the mean measurement value in the STZ group was
statistically significantly higher than the other groups (P<0.05). No significant difference was observed
between the STZ+VITC+TQ group and the control and TQ groups (P>0.05). Immunohistochemically,
caspase-3 expression was intense in the STZ group, weak inthe STZ+VITC, STZ+TQ and STZ+VITC+TQ
groups and negative in the control and TQ groups. While Bcl-2 activation was not observed in the STZ
group, moderate Bcl-2 expression was detected in all other groups. TNF-alpha expression was strong in the
STZ group, moderate in the STZ+TQ group, weak in the STZ+VITC group and negative in the control, TQ
and STZ+VITC+TQ groups. IL-10 activity was strong in the control group, moderate in the TQ,
STZ+VITC, STZ+TQ, STZ+VITC+TQ groups and weak in the STZ group. The results of the study show
that STZ-induced liver injury is ameliorated when both TQ and vitamin C are administered separately, but
more effective results are obtained when they are used together.

Keywords: Diabetes, liver, rat, thymoquinone, vitamin C.
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1. GIRIS

Diabetes mellitus (DM), insiilin yokluguna veya dokularin insiiline duyarliliginda
azalmaya bagl olarak karbonhidrat, yag ve protein metabolizmalarinda sekillenen
bozukluk ile karakterize edilen metabolik bir hastaliktir (Sloten ve ark., 2020; Zhang ve
ark., 2021). Diinya Saglik Orgiitii tarafindan, kusurlu insiilin sekresyonuna ve/veya
etkisine neden olan ¢esitli durumlarin herhangi birinden kaynaklanan kronik hiperglisemi

ile karakterize edilen metabolik bir sendrom olarak tanimlanir (Rodriguez-Saldana,

2019).

DM ig¢in belirtiler arasinda, hiperglisemi, poliiiri (idrara ¢gikmada artis), polidipsi
(susuzluk artis1) ve polifaji (artan aglik) sdylenebilir. Serum glukoz konsantrasyonunun
artmasi sonucunda giinler veya haftalar sonra poliiiri, polidipsi ve kilo kayb1 goriiliir.
Keton cisimleri insiilin eksikligi nedeniyle artar, ciddi ve hayati tehdit eden asidoz

(diyabetik ketoasidoz) meydana gelir (Can, 2022).

Hiperglisemi durumunda, antioksidan savunma sistemindeki es zamanli azalma
ile glukoz oksidasyonundan ve protein glikasyonundan kaynaklanan serbest radikal
tretiminin artmasi s6z konusudur. Oksidatif stres ile birlikte lipid peroksidasyonunun
artig1 hiicresel hasara sebep olur (Dalle-Donne ve ark., 2006). Nigella sativa bitkisinin,
en aktif bilesigi olan timokinonun (TQ), tibbi ¢alismalarla dogal bir ilag oldugu kanaatine
varilmistir (Khader ve ark., 2014).

Ratlarda streptozotosin (STZ) ile sekillenen deneysel diyabet olgusunda TQ’nun
hiperglisemiyi azaltici, antioksidan ve renoprotektif etkiler gosterdigi cok sayida
bulgularla desteklenmistir (Al-Trad ve ark., 2016). Tip 2 diyabet calismalarinda total
antioksidan (TAS) miktarinda azalma gozlendigi ve TQ uygulmasi ile total antioksidan

kapasitenin ylikseldigi rapor edilmistir (Celik ve ark., 2014).

Vitamin C bir antioksidan olmasinin yani sira, bazi genlerin apoptozisine katilmak
veya deoksiribo niikleik asit (DNA) onarim olaylarin1 diizenlemek suretiyle, genetik
materyali koruyucu bir madde olarak da 6ne ¢ikar. Vitamin C sahip oldugu antioksidan
ozelliginden dolayr ©nemli makromolekiilleri (DNA, lipit ve protein) serbest

radikallerden korur. Vitamin C ilavesi oksidatif DNA yikimin1 Onleyebildigine ve



oksitlenmis DNA diizeylerini diisiirdiigline dair ¢alismalar yapilmistir (Kanter, 2009;
Noroozi ve ark., 1998).

Bu tez calismasinda, diyabet nedeni ile sekillenebilecek komplikasyonlarin
engellenmesi ve tedavi edilmesinde etkisi oldugu bilinen Timokinon’un, Vitamin C ile
ayr1 ayr1 ve birlikte kullanilmasi sonucu karacigerdeki degisimin stereolojik olarak

degerlendirilmesi amaglanmustir.



2. GENEL BILGILER
2.1. Diyabetin Tanimi ve Siniflandirilmasi

En sik rastlanilan metabolik hastaliklar arasinda DM’ta yer alir. DM terimi,
insiilin salgilanmasi, insiilin etkisi veya her ikisindeki kusurlardan kaynaklanan
karbonhidrat, yag ve protein metabolizmasi bozukluklari ile kronik hiperglisemi ile
karakterize ¢oklu etiyolojiye sahip metabolik bir bozuklugu tanimlar. (WHO, 1999;
Cevik ve ark., 2021). Canlinin yasami boyunca dikkat etmesi gereken, akut ve kronik
etkileri ile hastanin yasam standratlarini olduk¢a azaltan DM, morbidite, mortalite ve
getirdigi ekonomik yiik ile 6n plana ¢ikan metabolik bir hastaliktir (Burgos-Moro6n ve
ark., 2019; Unver ve ark., 2021).

Diyabetin siniflandirilmasinda en sik goriilen formlar tip 1 diyabet, tip 2 diyabet
ve gestasyonel diyabettir. Bunun disinda farkli nedenler ile gdzlenen tipleri de

bulunmaktadir.
2.1.1. Tip 1 diyabet:

Diyabet’in insiiline bagimli sekli olarak tanimlanir. Pankreas [ hiicrelerinin
otoimmun aracili yikimi ile karakterize olup insiilin eksikligi mevcuttur. Sonug olarak,
hastalar hayatta kalmak icin insiilin tedavisine ihtiya¢ duyar ve insiilin tedavisinden
¢ekilme ketoasidoza yol acar (Sadeghi ve ark., 2016). Diyabet olgularinin %5-10"unu
olustur. Insiilin salgilanmas: yetersizligi ile karakterizedir (Senyigit ve Kanat, 2017).
Cocukluk ve ergenlik doneminde meydana gelen diyabet olgularinin %90’1n1 olusturur.

Bu nedenle jiivenil diyabet ismi de verilir (Karaahmetoglu, 2019).
2.1.2. Tip 2 diyabet:

Bu tip diyabet ise insiiline bagimli olmayan diyabet seklinde tanimlanir. Bu
durumda hastalar insiilin iiretir ancak insiilini hedef yapilarda etkili olarak kullanamazlar.
Yani insiiline bagli olmayan, hedef hiicreler {izerinde salgilanan insiilinin etki
gostermemesi ile ortaya ¢ikan diyabet seklidir. Pankreasin insiilin direncini yenmek i¢in

insiilin salgilamasini attirmasi neticesinde hiperinsiilinemi olusur. Fakat zaman iginde



beta hiicreleri bu yanit1 saglamada yetersiz kalir ve boylece bu diyabet tiirli meydana

gelmektedir (Senyigit ve Kanat, 2017).

Tedaviler insiilin direncini azaltmay1 (6rnegin diyet, egzersiz veya ilag tedavisi
ile) ve endojen insiilin sekresyonunu arttirmay1 amaclar. Sonunda ekzojen insiiline ihtiyag

duyulabilir (Sadeghi ve ark., 2016).
2.1.3. Gestasyonel diyabet:

Gebelik esnasinda gézlenen, 6zellikle gebeligin ikinci ya da {igiincii doneminde
ortaya ¢ikan diyabet tiiriidiir. Bu diyabet ¢esitli diizeylerdeki karbonhidrat ve glukoz
tolerans bozuklugudur. Plasentadan salgilanan hormonlarin sebep oldugu insiilin direnci,
hiperinsiilinemi ve yemek sonrasinda olusan hipergliseminin olustugu bir diyabet tiirtidiir

(Uygur ve Yavuz., 2017).
2.1.4. Diger nedenlere bagh diyabet tiirleri:

Farkli nedenlere bagli olarak diyabet olusabilir. Insiilin ile iliskili genetik
anormallikler (mutasyonlar, beta hiicre olmamasi), akromegali ve Cushing sendromu gibi
bozukluklardan kaynakli diyabet tiirleri, baz1 diiiretikler veya glukokortikoidlerden
kaynaklanan ve beta hiicrelerinin yikimi ile olusan diyabet, Rubella, Sitomegalovirus
kaynakli enfeksiyon sonrasi olusan diyabet, konjenital bozukluklar (Down sendromu vb)
gibi durumlarda da diyabet sekillenebilmektedir (Usta, 2014).

2.2. Timokinon:

Corekotu’nun ugucu yaginda temel biyoaktif bilegen olarak yer alan TQ binlerce
yildan fazla siiredir, anti-inflamatuar, antioksidan vb amaglarla ilag olarak kullanilmistir.
Halk i¢inde ¢orekotu olarak anilan Nigella sativa (NS), Giiney Avrupa ve Dogu Avrupa
ile Akdeniz’in dogusundaki iilkelerden kdken alan otsu bir bitkidir. Ulkemizde bilhassa
Antalya bolgesinde, Isparta’da, Konya’da ve Kiitahya’da yetisen ince yaprakli tek yillik
bir bitkidir (Altindag, 2018). Corek otu iilkemizde aktarlarda tohumu ve tohum yagi
olarak satilmaktadir (Sekil 1).



Sekil 1. Corekotu bitkisi tohumu (Altindag, 2018).

TQ sari, parlak renkte kristaller igeren, ugucu 6zellikte monoterpen bir kinondur.
C10H1202 seklinde (Sekil 2) formiiliize edilen TQ 164.201 g/mol molekiil agirligina
sahiptir (Hosseinzadeh ve Parvardeh, 2004; Pagola ve ark., 2004).

Corekotu tohumunun yapisinda proteinler, amino asitler, karbonhidratlar, ugucu
ve sabit yaglar, alkaloidler, tanenler, saponinler, vitamin ve mineraller ayrica su bulunur.
Corekotu sabit yaginda doymus yaglar (palmitik asit, miristik asit) ve doymamis yag
asitleri (oleik asit, linoleik asit, arasidonik asit ve linolenik asit), ayrica ugucu yag
tirevleri (nigellon, d- limonen, karvakrol, a ve B-pinen) igerir. Ucucu yagda ayrica
farmakolojik acidan ©nemli olan Timokinon (TQ) (%27,8 — 57), ditimokinon,
timohidrokinon ve timol bulunur (Ghosheh, 1999; Randhawa, 2013). TQ 1959 yilinda
sentez edilmistir (Al-Ghamdi, 2001, Usta, 2014).
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Sekil 2. Timokinonun kimyasal yapisi (Altindag, 2018).

Corek otu tohumu ve biyoaktif bilesenlerinin iizerine yapilan birgok ¢alismada
bir¢ok kanser ¢esidinde hiicrelerin proliferasyonu iizerine baskilayici etki yaptigi tespit
edilmistir (Altindag, 2018). Farkli bir arastirmada TQ’nun gastrik lezyonlara karsi
koruyucu etki sagladigi ortaya konmustur (El1-Abhar ve ark., 2003).

Agn c¢alismalarinda TQ’nun agriy1r baskiladigi ve inhibe ettigi gosterilmistir.
Inflamasyon durumlarinda ortaya cikan mediatorlerden sitokinler, eikosanoidler,
oksidanlar makrofaj ve notrofil gibi hiicrelerin salgiladigi litik enzimler TQ uygulamalari
ile inhibisyona ugramis ve TQ’ nun antiinflamatuar etkili oldugu bildirilmistir (Altindag,
2018).

TQ’nun etkileri lizerine yogun arastirma ilgisi dikkat ¢cekmektedir. Caligmalarda
farkli mekanizmalarla etki gosteren Onemli bir antioksidan olduguna dair ifadeler
bulunur. Siiperoksit dismutaz (SOD), katalaz ve glutatyon peroksidaz gibi karaciger
antioksidan enzimlerinde azalma sagladigi, demir kaynakli mikrozomal lipid
perksidasyonunu ciddi olgiide Onleyebildigi bildirilmistir (Altindag, 2018). Diyabet
nedeni ile kalp ve beyinde sekillenen oksidatif hasarin ve miyokardial kreatin kinaz (CK-
MB) vb degerlerdeki bozulmanin TQ sayesinde diizeldigi bildirilmistir (Al-Enazi, 2007;
Hamdy ve Taha, 2009).



Anti-histaminik etki {izerine yapilan calismalarda da TQ’nun diiz kaslarda
histamin-serotonin reseptdrlerini bloke ederek allerjik etkileri baskiladigi; TQ nun bir
polimeri nigellonun da TQ’na benzer etkileri ile sican mast hiicreleri’ne verildiginde

histamin salgilanmasini baskiladig1 bildirilmistir (Altindag, 2018).
2.3. Vitamin C

Vitamin C (askorbik asit; CsHgOs), canli viicudunun fonksiyonlari i¢in elzem
olan, hidrofilik 6zellikte, ¢ok fonksiyonlu, antioksidan 6zellikte esansiyel bir vitamin
tirtidiir. 1920 yilinda kesfedilmistir. Bitkiler ve birgok hayvan glukoz tizerinden vitamin
C sentez edebilir. Ratlarda Vitamin C sentezinin kendi biinyesi ihtiyac1 kadar
sentezlenebilme yeteneklerinin oldugu ifade edilmektedir. Sentez yeri bazi memeli
canlilarda karaciger, kanatl ve siiriingenlerde ise bobreklerdir. Askorbik asit sentezi igin
elzem olan L-Gulonolakton oksidaz enzimi insanlarda, primat ve kobaylarda olmadigi

icin askorbik asit sentezi yapamazlar (Okan, 2010).

Tiikettigimiz gidalarda dogal olarak yer alan vitamin C, siit ve karacigerde
bulunmakla beraber en 6nemli kaynagi olarak turuncgiller, kusburnu, domates, yesil
biber, lifli sebzeler ve kus lizimii gibi taze meyve ve sebzelerdir (Bates, 1997; Gregory,

1993; Uslu, 2013).

Askorbik asit, doniisiimlii olarak dehidroaskorbik asit’e okside olabilmektedir.
Insiilinin miktarmin artisi, insiiline duyarl hiicrelerde dehidroaskorbik asit tasinmasini
kolaylastirir. Boylece hiicre iginde askorbik asit diizeyi artar. Tip I diyabet olgularinda
dehidroaskorbik asit almimi bozulur. Insiilin yetersizligi ve asir1 glukoz birikimi

dehidroaskorbik asit alinmasini engelleyebilir (Uslu, 2013).

Vitamin C, endoplazmik retikuluma yerlesir, kollojen, karnitin, katekolamin,
peptit ndrohormonlarin biyosentezi ile bircok enzimin ¢aligmasinda etkin gorev yapar.
Ayrica; gidalarla alinan Fe™iin Fe'?’ye indirgenmesinde rol oynar. Onemli
fonksiyonlarindan biri de diisiik dansiteli lipoprotein (LDL) oksidasyonunun baglamasin
ve yayillmasimi Onleyerek LDL kolesterolii oksidatif hasardan korur. Vitamin C’nin
hiicreye alinmasinda glukoz ve insiilin rol oynar. Kanda glukoz seviyesi artis1 oldugu

zaman vitamin C’nin geri emiliminde bozulmalar meydana geldigi bildirilmistir. Diyabet



caligmalarinda hayvanlarin farkli dokularinda C vitamini seviyelerinin azaldigi rapor
edilmistir (Uslu, 2013). Eksikliginde de diyabet, norodejeneratif hastaliklar, obezite gibi
durumlarin oldugu bildirilmistir (Ugur ve ark. 2020). Organizmanin savunma
mekanizmasinda savunma giiclinii arttirici 6zelligi vardir. Bu etkiyi nétrofil hiicrelerini
ve interferon diizeyini arttirarak saglar. Histidin-histamin yapiminda azalma saglayarak

alerjik olaylarin siddetinde azalma saglar (Okan, 2010).
2.4. Karaciger

Diger memelilerde goézlendigi sekilde rat karacigeri de multilobiilerdir. Rat
karaciger agirligi toplam viicudun yaklasik %5'ini kaplarken, insanlarda bu oran %2,5
tur. Ratlarda (200-300 gr), karaciger >13 g olabilir. Karaciger transvers ¢ap1 7,5- 8,0 cm
arasindadir. Superior-inferior ¢ap 3,8- 4,2 cm arasinda iken, anterior-posterior ¢ap 2,2-

2,5 cm olabilmektedir (Zanchet ve Monteiro, 2002).
2.4.1. Karaciger Yiizeyleri

Ratlarda karaciger, rat dekiibit pozisyonda iken, temelde 3 yiizey olarak gozlenir.
Bunlar: superior yiiz, inferior yiiz ve posterior yiizdiir. Inferior yiizeyi superior yiizeyden
belirgin bir kenar boslugu ayirir. Insanlardan farkli sekilde, diger kenarlarin da belirgin
ylizeyi vardir. Ratlarin karaciger yapisinda loblar birbirlerine yaslanmis sekilde olduklari
i¢in yiizeyler oldukea diizgiindiir (Sekil 3). Bu duruma istisna olan yapi, mide tarafindan
karacigerin geri kalanindan ayrilan ve posterior yiizeye yerlesen lobus caudatus’tur.

(Martins ve Neuhaus, 2007).

Ust (parietal) yiizey, medial loblarin bir kismi ile sol lateral loblar1 igine alir ve
tek parca olarak digbiikey yapi ile diyaframin tonozunun altina sigar. Ligamentum
falciforme hepatis’in yapisma hattt disinda tamam peritonla kaplidir. Ligamentum
falciforme hepatis’in baglanti hatt1 karacigeri iki pargaya ayirir. Bu iki parca sag (lobus
hepatis dexter) ve sol lob (lobus hepatis sinister) olarak adlandirilir. insan karacigerinde
sag lob, sol lobdan ¢ok daha biiyiiktiir. Ratlarda ise sol ve sag loblar yaklasik olarak
benzer hacme sahiptir. Inferior (visseral) yiizey diizensiz, icbiikeydir ve mide, duodenum,
sag kolik fleksur, pankreasin superior kismi, sag bobrek ve suprarenal bez ile iliski

halindedir. Insanlardaki gibi rat karaciger inferior alt yiizeyinde H seklinde gukurlar



yoktur. Bu bolgenin nerede ise tamami periton ile kaplidir. Karaciger izleri insan
karacigerlerinde oldugu kadar belirgin gorlinmez. Posterior ylizeyi, genisliginin bir
kisminda peritonla kapli degildir ve diyaframla dogrudan temas eder. Lobus caudatus ile
karacigerin agik bolgesi arasinda egik olarak ilerler. Vena cava caudalis ise, tamamen

intrahepatiktir (Martins ve Neuhaus, 2007).
2.4.2. Karaciger Ligamentleri

Rat karacigeri, insan karacigerindeki gibi, diyaframin alt yiizeyine ve abdomenin
6n duvarina 5 ligament ile baglhidir: Falciform (ligamentum falciforme hepatis), koroner
(ligamentum coronarium hepatis), iki lateral peritoneal foldlar (ligamentum triangulare
dextrum ve sinistrum) ve besincisi ise, yuvarlak ligament, fibroz bir kordondur ve vena
umbilicalis’in obliterasyon gegirmesi sonucu olusan ligamenttir (ligamentum teres
hepatis). Karaciger, ayrica hepatogastrik ligament (ligamentum hepatogastrica) ile
midenin kii¢iik egriligine ve hepatoduodenal ligament (ligamentum hepatoduodenale) ile

duodenum’a baglanir (Martins ve Neuhaus, 2007).

Falciform ligament (ligamentum falciforme hepatis), ince bir periton katlantisidir
ve umbilicus seviyesinde diyaframimn alt ylizeyine ve sag rectus abdominisin arka
ylizeyine yapisir. Serbest kenar1 yuvarlak bag ve paraumbilikal damarlar1 igerir. Koroner
ligament (ligamentum coronarium hepatis), iist ve alt tabakadan meydana gelir. Ust
tabaka karacigerin acik bolgesinin iist kenari ile diyaframin alt yiizeyine kadar stirer.
Ucgen baglar sag ve sol baglar olarak ikiye ayrilir. Sag iicgen bag (ligamentum
triangulare dextrum), sag iist lobun sag ucunda yer alir ve koroner bagmn iist ve alt
tabakalarinin birlesmesiyle olusarak diyaframa gecen kiiciik bir katlantidir. Sol tiggen bag
(ligamentum triangulare sinistrum) ise, sol lobun iist yiizeyinin arka kismini diyaframa
baglayan bir katlantidir. Lobus caudatus’un parakaval kisimi ince baglarla dorsal
diyaframa baglanir. Alt sag karaciger lobu da diyafram ile baglantilidir ve infrahepatik
vena cava’nin 6n kisminda bir baska baga sahiptir. Yuvarlak bag (ligamentum teres
hepatis), vena umbilicalis’in obliterasyonundan kaynaklanan fibr6z bir kordondur. Gobek
deliginden, falciform bagin serbest kenarindan karacigerin gébek ¢entigine kadar yiikselir

(Martins ve Neuhaus, 2007).



2.4.3. Karaciger Loplar

Rat karacigeri loblari, insan karacigerine benzer sekilde, kendilerini besleyen
portal dallarin adini alir. Memelilerdeki gibi, portal sistem en temel anatomik referanstir

(Gegin, 2022).

Lobus Hepatis Sinister Medialis (LHSM): En biiyiikk lobtur ve karacigerin
agirlik olarak neredeyse %38'ini olusturur. Trapezoidal bir sekle sahiptir ve ligamentum
falciforme tarafindan diyafram ve karin duvarina sabitlenir. Lobus hepatis sinister
lateralis ile devamlilik gosterir ve ana fissiir veya umbilikal fissiir ile biiyiik bir sag medial
lob (medial lob hacminin 2/3'M) ve daha kiicilik bir sol medial lob (medial lob hacminin

1/3") olarak alt boliimlere ayrilir (Martins ve Neuhaus, 2007).

Lobus Hepatis Dexter (LHD): Vena cava’nin saginda ve regio hypochondriaca
dextra’nin posterior’'unda yer alir ve LHSM tarafindan neredeyse tamamen Ortiiliir.
Karacigerin agirlik olarak neredeyse %22'sini olusturur ve horizontal bir fissiirle iki
piramidal sekilli lobiile ayrilir: Lobus hepatis dexter medialis (LHDM) ve lobus hepatis
dexter lateralis (LHDL) (Martins ve Neuhaus, 2007).

Lobus Hepatis Sinister Lateralis (LHSL): Eskenar yapidadir, basiktir ve
midenin 6n ylizliniin lizerinde epigastrik ve regio hypochondriaca sinistra’da yer alir.
Medial kisim medial lobun sol kismu tarafindan ériitiiliidiir. Ust yiizeyi hafif digbiikeydir

ve diyafram iizerine sekillenmistir. Fissiirleri yoktur (Martins ve Neuhaus, 2007).

Lobus Caudatus (LC): LHSL'nin arkasinda ve vena porta ile vena cava
caudalis’in solunda yer alir. Karacigerin agirlik olarak neredeyse %8-10'unu olusturur,
iki kisma ayrilir: parakaval kisim; (karacigerin %2-3), alt vena cava’yi ¢evreler ve LC'ler
ile sag lateral lob arasinda koprii yapar. Spiegel lobu; her biri karaciger kiitlesinin %4'{inii
temsil eden disk seklinde bir anterior (superior) ve bir posterior (inferior) kisma sahiptir.
LC'nin anterior kismi1 6zofagus ve midenin anterior’unda yer alir ve pedikiilii superior’da
bulunurken, posterior bu yapilarin arkasinda yer alir ve pedikiilii inferior’da bulunur

(Martins ve Neuhaus, 2007).
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LHSL: Lobus Hepatis Sinister Lateralis

LC: Lobus Caudatus
LHDL.: Lobus Hepatis Dexter Lateralis
LHDM: Lobus Hepatis Dexter Medialis

LHSM: Lobus Hepatis Sinister Medialis

Sekil 3. Karacigerin lob yapis1 (Gegin, 2022).

LHSL ~ 30%

LHDM ~ 12%

LC ~8§-10%
LHDL ~ 10%

Sekil 4. Rat karaciger loblarinin sematik olarak gosterimi (ventral) (Gegin, 2022).
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Hepatik ven ve dallan Portal ven ve

Safra yollan

Sekil 5. Karacigerin damar yapis1 (Gegin, 2022).
2.4.4. Karaciger damar yapisi
Hepatik Arter

Karaciger, arteria celiaca’nin trifurkasyosundan ¢ikan hepatik arter ile desteklenir.
Arteria celiaca, diyafram pilarlarinin altinda aorta abdominalis’in 6n veya sag tarafindan
¢ikar, 5-7 mm boyunca aort’un yakininda yiikselir ve dallanir (Martins ve Neuhaus,
2007).

Ortak hepatik arter, pankreas ile seyreder, portal ven (vena portae) seviyesinde
arteria hepatica ve arteria gastroduodenalis olarak ¢atallanir. Arteria hepatica’nin ¢api
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0.2-0.5 mm ve uzunlugu 4 -5 mm arasindadir. Arteria hepatica, portal ven‘in arka
ylizeyinde seyreder, karaciger hilusunda sag ve sol dallara ayrilir. Arteriyel dallar portal
venin 0n yliziinde ve safra kanallarinin arkasinda seyreder, biiylik hepatik kanallarin
arkasindan gecer ve ana lober dallarina ayrilirken portal ven dallarina paralel bir seyir
izler. Bazen iki lober arter tek bir lober portal vene eslik eder. En goriiniir dallar superior
sag lateral (LHDM), inferior sag lateral (LHDL) ve medial loblar (LHSM) i¢indir. Ana
hepatik loblara giden dort dala ilaveten arteria hepato-esophagalis olarak adlandirilan,
goriintiilenmesi zor bir dal verir. Bu dal, uzunlugu 10-12 mm ve ¢ap1 0.1 mm olan, LC ve
LHSM-LHSL arasindaki hepatik pedikiilden ¢ikar ve 6zofagusun alt kisminin tigte ikisini
destekler. Sol gastrik arterden koken alan ve LHSL'nin dorso-medial kismin1 destekleyen
arteria accesorium sinister isminde baska bir sol hepatik arter de bulunabilir ancak
literatiirde intrahepatik arteriyel dallarin taniminda bulunamamistir (Leneman ve ark.

1967).
Portal Ven

Ekstrahepatik vena portalis, hepatik arter ve ana safra kanalinin posterior-
lateralinde pozisyondadir. Vena mesenterica cranialis, vena gastrosplenicus ve vena
gastroduodenalis’ten olusur. Vena pancreaticoduodenalis ve vena mesenterica caudalis,
vena mesenterica cranialis’e drene olur. Bu seyirde v. portalis’in ¢ap ve uzunluk aralig

sirastyla 2-4 ve 4-7 mm olarak ilerler (Innocenti ve ark. 1978).

Sican karacigeri, li¢ ana portal dala sahiptir: sol portal fissiir, sag portal fissiir ve

ana portal fissiir (Lorente ve ark. 1995).
Hepatik Venler

LHSM de iki ya da {i¢ biiyiik hepatik ven (sag, orta ve sol median venler) bulunur.
LHSM sag ve sol kisimlar1 birer ven tarafindan drene edilir. Insanlarda oldugu gibi, orta
lobun sol kismini drene eden ven (vena medialis sinister) vena cava’ya ayri olarak
girebilir veya suprahepatik cava venine katilmadan 6nce ortak bir gévde olusturmak iizere
sol lateral lobu drene eden venle (sol hepatik ven) birlesebilir (Gershbein ve ark. 1954).
Sol ve LC'ler ¢ogu durumda vena cava’ya ayr1 ayri agilan iki biiyiik hepatik ven (sol ve

sag) tarafindan drene edilir, ancak bazi durumlarda ortak bir govde tarafindan
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birlestirilebilirler. Lobus caudatus, birden fazla dal araciligiyla intrahepatik vena cava’ya

drene olur (Martins ve Neuhaus, 2007).
Safra yollan

Ratlarin safra kesesi yoktur. Sigcanin ekstrahepatik safra kanallar1 her bir karaciger
lobunun birinci dereceden dallari tarafindan olusturulur ve arteriyel ve portal dallara
yiizeysel olarak uzanir. Superior ve inferior LC'ler, sag orta lob ve lobus caudatus igin
ikinci dereceden dallar mevcuttur. Sigan safra yollarinin birgok anatomik varyasyonu

vardir (Lorente ve ark. 1995).

Genelde, her lob kendi safra kanallar1 tarafindan drene edilir. LHSL en ¢ok iki
biliyer dal tarafindan drene edilir. LHSM, LHSM’nin sagindan (1-4 dal) ve solundan
gelen dallar tarafindan drene edilir. Arastirmalarin %57,5'inde, her bir LC'nin ana safra
kanalina akmadan once ortak bir dal olusturmak iizere birlesen bir dali oldugu
bildirilmigtir. LC superior kism1 sag lateral lobun dallarina veya ana biliyer trunkusa
drene olurken, inferior kismi caudat prosesin dallarina veya sag lateral lobun dalina drene

olur (Lorente ve ark. 1995).

Ductus choledochus (ana safra kanali), ana hepatik kanallarin birlesmesiyle
meydana gelir. Ana hepatik kanallar caudat proses iizerinde birlesir. Arastirmalarda, ana
safra kanal uzunlugu 12-16 mm, ¢ap1 da 0.6-1 mm olarak belirtilse de 45 mm uzunluga
kadarda goriilebilmektedir (Hebel ve ark. 1976). Ana safra kanali, caudat proses ve portal
ven yiizeyinde arteria hepatica ve vena portalis’in soluna iner ve daha sonra kiigiik
omentumun sag simirt boyunca onlardan biraz uzak durur, uzun bir kismi1 tamamen
pankreas i¢ine gomiilii olup, diffiiz ve lobiile bir goriiniime sahiptir. Ana safra kanali,
duodenum’un pars cranialis’inin medial tarafinda, ortasinin biraz altinda ve pylorus’tan
yaklasik 10-22 mm uzaklikta acilir. Ratlarin ekstrahepatik biliyer sistemi birbiriyle
baglantili kii¢lik dallara sahiptir (Kara, 2005).
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KARACIGER

Agirhik 13.31+£0.98 (12-15) g
Dorsal — Ventral Cap 223+0.17(2.2-2.5) cm
Lateral — Medial Cap 7.66 =0.16 (7.5-8.0) cm
Cranial — Caudal Cap 3.95+0.12(3.8-4.2) cm
DAMAR YAPISI

Damar Cap (mm) Uzunluk (mm)

Vena Cava Caudalis 5.33 £0.49 (5-6) 53.25+ 1.91 (50-55)
Vena Portalis 2.54 £0.62 (2-4) 7.95 £0.86 (4-9)
Arteria Hepatica 0.29+0.11(0.2-0.5) 3.75+038(3-4)
SAFRA YOLU

Ductus Choledochus 0.85+0.17 (0.6-1.0) 13.25+1.29 (12-16)

Sekil 6. Rat, karaciger ve iliskili yapilarinin morfometrik veri araliklari (sirtlistii

pozisyon) (Gegin, 2022).
2.5. Stereoloji

Stereoloji, yalnizca biyolojik arastirmalarda degil, iki boyutlu goriintiilerin ii¢
boyutlu yorumlanmasi i¢in de kullanilan bir tekniktir. Morfometrik ¢alismalarda
kullanilan 6nyargili yontemlerin aksine, stereolojik yontemler “tarafsizdir”. Stereolojik
yontemlerde “tarafsizlik” ilkesi kadar “verimlilik” ilkesi de 6nemlidir. Verimlilik, kisa
stirede giivenilir sonuglara ulagsmak olarak tanimlanabilir. Bu prensip, bu tiir 6rneklemede
temel olarak ayri bilesenler altinda incelenmesi gereken yapilar igin gergeklestirilen
“Sistematik Rastgele Ornekleme” (SRS) esasina dayanir (Unal ve ark., 2002; Howard ve
Reed, 2015).

Stereoloji Yunanca bir terim olup “stereos” kelimesinden koken alir ve {i¢ boyutlu
cisim anlamina gelir. U¢ boyutlu olarak canli ve cansiz yapilarin, iki boyutlu kesit
goriiniimlerinden yararlanarak, gercekte ii¢ boyut (yapisal, sayisal ve geometrik)
ozellikleri hakkinda yorumlar yapmay:r saglayan bir bilim dalidir (Howard
ve Reed, 2015). Mikroskopta incelenebilen tiim biyolojik yapilar gercekte belirli bir
uzunluk, yiikseklik ve genislik gibi li¢ boyutlu 6zelliklere sahiptir, oysaki mikroskoplar
ve diger goriintiilleme araglarindan genellikle iki boyutlu goriintiiler alinir. Biyolojik

yapilarin iki boyutlu bir platformdaki goriiniimlerinden elde edilen alan, hacim,
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sayt vb sayiya dayalt morfometrik Ol¢iimlerle arastirillan materyal daha iyi

anlasilacaktir (Unal ve ark., 2002).
2.5.1. Cavalieri yontemi

On yedinci ylizy1l matematikgilerinden “B. Cavalieri” ile 6ne atilan ve en ¢ok
ragbet goren stereolojik hacim 6l¢lim metodudur (Canan ve ark., 2002). Bu yontem igin,
hacmi hesaplanmak istenen materyal bastan sona kadar paralel ve esit aralikli olarak
kesitlere ayrilir. Ardindan uygun bir metodla her kesitin ayn1 tarafa bakan yiizeylerinde
alan hesaplanir. Biitiin kesitlerden 6Slgiilen toplam ylizey alan degeri, ortalama kesit
kalinlig1 ile ¢arpilir ve bunun sonucunda bu materyalin toplam hacmi elde edilir.
Formiillestirildiginde: Vref = X ai.t. Vref: materyalin toplam hacmini; ai: yapi
izdiisiimlerin ylizey alanini; t ise ortalama kesit kalinligin1 ifade eder. Bu yontem ile
etrafindaki yapilarla iliskilerine bakilmadan, sinirlar1 belirli olan her tiirlii materyalin

hacmi bulunabilir (Canan ve ark., 2002).

Cavalieri yoOntemi ile hacim hesaplamasi icin ilk olarak, ilgili bdlgenin
izdiisiimlerinin yani kesitlerdeki goriintiilerin alanlarin1 hesaplayip bulmak gerekir. Bu
yontem bilgisayar yazilimlart ile desteklenmis goriintii analiz cihazlari yardimiyla,
planimetrik bir sekilde izdiistim alanlarini dogrudan belirler. Bu yontemde (mikroskop
goriintiilerini isleyebilecek ve kalibre edilmis) bilgisayar yazilimi ile sinirlandirilan
herhangi bir bolgenin yiizey alani hesaplanarak dl¢iilebilir. Hizli ve giivenilir bir metottur.
Noktal alan 6l¢iim cetvelleri, stereolojide en ¢ok tercih edilen izdiigiim alan1 hesaplama
yontemidir ve bundan faydalanilmaktadir (Canan ve ark., 2002; Unal ve ark., 2002;
Howard ve Reed, 2015).

2.5.2. Noktah alan 6lciim cetvelleri

Cavalieri hesaplama yonteminde ilk asama ilgili yerin izdiisiimlerinin yani
kesitlerdeki goriintiilerin alanlarinin hesaplanmasidir. Bunun i¢in tasarlanmis olan
cetvelde, her bir (+) art1 isareti orta noktasi, cetvel lizerindeki bir noktanin varligini temsil
eder. Bu meydana gelen noktalardan her birisi ise, bir birim cetvel alanin1 yani dort adet
noktanin arasinda kalan alani temsil eder. P(a) araliklarinda mesafesi bilinen boyle bir

Ol¢iim cetveli, alan1 belirlenmek istenen kesit goriintiisiiniin iistiine rastgele bir sekilde
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yerlestirildiginde, iizerine denk gelen noktalarin sayisit bu izdiisiimiin kesitte ki alan
miktariyla dogru orantili olacaktir. Izdiisiim biiyiikliigiince, igerisine de o baglamda nokta
denk gelecektir. Bu noktalarin her biri, belirli bir birim alanin1 P(a) temsil eder,
materyal sinirlart igine diisen nokta sayisinin (D Pi) birim alan degeri ile
carpilmasi sonucu bize kesitteki izdiisiimiin toplam alanin1 (A1) verecektir (Canan ve ark.,
2002; Gundersen ve ark., 1987). Saydam bir asetat kagida ¢izilen noktalar dizgesi
cogunlukla yeterlidir ve biiylitme orami dogru bir bigcimde belirlendikten sonra
mikroskopta veya ekrana yansitilan veya fotograflanmis her tiirlii goriintli iizerinde
rahatlikla kullanilabilmektedir. Bilinmesi gereken husus, biiyiitme oranmin doku
seviyesindeki ger¢ek uzunlugu ve cetveldeki noktalar arasindaki mesafedir. Mikrometrik

bir disk kullanmak biiytitme oranin1 bulmanin en giivenilir yoludur (Canan ve ark., 2002).

Ai=Y Pi. P(a)
+ + + + + + + + + +
+ + + + + + + + + +
+ + + +..+ + + + + +
P(a)
+ + + + F+ + + + + +
+ + + + + + + + + +
+ + + + + + + + + +
+ + + + + + + + + +

Sekil 7. Noktali alan 6l¢iim cetveli (Canan ve ark., 2002).
2.5.3. Tarafsiz sayim cercevesi

Stereolojik yontemlerle sayim yapabilmek igin taneciklerin izdiisimlerinden
yararlanildigr durumlarda, kesitlerdeki taneciklerin izdiisiimlerinin belli bir alanla
sinirlandirildiktan sonra sayilmasi gerekmekte olup ve izdiislimlerin birtakim

esaslar ile siirlandirilmast gerekmektedir. Gundersen, 1987 yilinda “tarafsiz sayim
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cercevesi” diye isimlendirdigi bir sayim cercevesi kalibi kullanarak iki boyutlu
diizlemde gercek tanecik sayisinin nasil hesaplanacagini gostermistir (Gundersen, 1987).

Tarafsi1z sayim ¢ercevesinde sayim yapilirken uyulmasi gereken hususlar su sekildedir;

b ———————— e ——

P - e e

Sekil 8. Tarafsiz sayim ¢ergevesi.

Yasak kenarlar1 devamli gizgiler gosterirken, serbest kenarlari ise kesikli ¢izgiler
gostermektedir. iki kenarinin carpimi g¢ergevenin alanina esittir (Gundersen, 1987; Unal

ve ark., 2002).
2.5.4. Sistematik rastgele 6rnekleme (SRO)

Mikroskop ile ¢alisilacak analizlerde ornekleme i¢in gerekli materyalin her bir
pargasinin esit bicimde Orneklenme sansi olmalidir ve iizerinde c¢alisilacak objenin
orneklenmesi igin sistematik tarafliliktan uzak durulmalidir. SRO, rastgele olan
orneklemeye kiyasla, istatistiksel agidan daha gercekei sonuclara ulastirir (Gundersen ve
ark., 1987). “Sistematik” sozciigii sistematik araliklarla drneklenmeyi yani ilgilenilen
yapidan elde edilen kesitlerden bir 6n calisma sonucunda Orneklemenin tekrar
edilen periyodunu, “rastgele” kelimesi ise sistematik Orneklemenin ilk elemaninin
tesadiifen (tarafsiz olarak) belirlenmesini ifade eder. Yapilacak calismalarda gergek
sonuca ulasmak icin islemlerin her adiminda mutlaka SRO uygulanmalidir (Gundersen
ve ark., 1987; Unal ve ark., 2002; Howard ve Reed, 2015).
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2.5.5. Fiziksel disektor sayim yontemi

Disektor, birbirinden belirli (t) mesafesi ile ayrilmis, ardisik iki kesit diizleminden
meydana gelen ii¢ boyutlu bir hacimdeki nesnenin say1 parametrelerinin belirlenmesine
imkan saglayan spesifik bir yontemdir. Hem optik hem de fiziksel disektér sayim

yonteminin uygulanabilmesi i¢in ardisik gériintiilere ihtiyag¢ vardir (Unal ve ark., 2002).

Disektdr yontemi ii¢ boyutlu bir 6rnekleme yontemi olup ilk olarak 1984 yilinda
Sterio tarafindan gelistirilmistir. Bu metot sayesinde; arastirilmak istenilen doku ya da
organin biiyiikliigli, doku ya da organ igerisindeki tanecik sayisi, kesit alinma yonii,
tanecigin biiyiikliigii, doku i¢indeki yonelimleri ve dokunun iglemler sirasinda biiziisme
ve genislemesi gibi hesaplama hatalarina neden olan tiim hata katsayilarindan bagimsiz
bicimde yani tarafsiz bir sekilde hesaplanabilmesidir. Tarafsiz sayim cercevesi tarafsiz
olarak iki boyutlu diizlemde, disektoér yontemi ise ii¢c boyutlu diizlemde tarafsiz olarak
ornekleme olusturur (Gundersen ve ark., 1987; Unal ve ark., 2002). Disektdr yontemi
kullanilarak bir dokudan alinacak seri kesitler vasitasiyla dokunun tiim bilesenlerinin
teker teker degerlendirilmesine gerek kalmadan, biyolojik ortamlardaki nicel verilerin

hesaplanmasi dogru ve tarafsiz olarak yapilabilir (Unal ve ark., 2002).

Disektor yonteminde temel mantik, ardisik iki kesit sayesinde, bu iki kesit
arasindaki mesafeden olusan {i¢ boyutlu sanal bir hacim i¢indeki taneciklerin sayilmasi
seklindedir. Sayilan hacimler, disektoriin yiiksekliginin ¢arpimina esittir. Bu hacim
igerisinde sayilan her tanecik disektdr tanecigi olarak tanimlanir. Bir disektdr hacminde
sayilan toplam tanecik sayisi, disektoriin hacmine boliindiigli zaman, birim hacimde kag
tane tanecik oldugu, taneciklerin sayisal yogunluklar tarafsiz bir sekilde hesaplanmis

olur (Unal ve ark., 2002).

Disektor yonteminde iki ayr1 kesit elzemdir. Bu alinan iki adet iki boyutlu kesit
diizleminden birisine "Ornek", digerine ise “gozlem" kesiti denir. Disektor
sayiminin temeli, ardisik alinan kesitlerden birinde yer alip digerinde yer almayan ayni
tanecige ait izdiistimlerin sayilmasi esasi lizerine kurulmustur. Genel kural olarak, 6rnek
kesitte bulunan ancak gozlem kesitinde bulunmayan tanecigin izdiisiimii sayima dahil

edilir. Ardisik iki kesit arasindaki mesafe disektor yliksekligi seklinde isimlendirilir.
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Sayim sonrasinda disektdr yiikseklikleri boyunca 6rneklenebilen tanecik uglarinin
sayist bulunur. Her tanecigin bir yone dogru bir tane ucu oldugu igin, iki kesit
diizlemi arasinda bulunan taneciklerin uglarini saymak tanecik sayisi degerinin tarafsiz
hesaplanabilmesini saglar. Burada dikkat edilmesi gercken Onemli husus, kesitlerin
karsilastirilmast sirasinda ayni veya farkli taneciklerin iz diistimlerinin dogru bir bigimde

birbirinden ayrilmasidir (Unal ve ark., 2002)

/%‘7/ »m

Ornek Kesit

Gozlem Kesit

=
LE f/ / /7 /@/

Ornek Kesit

Sekil 9. Fiziksel disektdr uygulamasinin sematik gosterimi (Unal ve ark., 2002)
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Sekil 10. Disektor ve disektdr olmayan taneciklerinin iki boyutlu bir materyalin, iki kesit
diizleminde sematik goriintiisii. A taneciginin 6rnek ve de gozlem kesitinde izdiisiimii
bulundugundan dolay1 sayilmayacaktir. B tanecigi yalnizca 6rnek kesitte gozlendigi igin
sayilacaktir (Q) olarak gosterilir. C taneciginin 6rnek ve gozlem kesitinde izdiistimii yer
aldigindan sayilmayacaktir. D taneciginin ise 6rnek kesitte gézlenmediginden dolay1

sayilmayacaktir (Unal ve ark., 2002).
2.6. Iimmunohistokimya boyama icin belirtecler
2.6.1. Kaspaz-3

Kaspazlar (cysteine aspartyl protease), inaktif proenzimler halindedir. Kendi
ayrilma/kesilme bolgeleri vardir. Hidroliz ile ayrilma olunca aktif form ortaya cikar.
Baglatic1 kaspazlar aktive olunca birbiri ardina gelen kaspaz aktivasyonlar1 olur.
Proteinleri aspartik rezidiilerinin ardindan pargalayan sistein proteazlardir ve zimojen
olarak Tretilirler. Proteolitik pargalanma ile aktiflenirler. Bu kaspazlar niikleer
(endoniikleaz) ve hiicre iskeleti proteinlerini pargalar. Kaspaz C biitiin apoptotik
oliimlerin ortak noktasi aktivasyonudur. inflamatuar yamt, hiicre diferansiyasyonu ve
proliferasyonu gibi non-apoptotik siiregler ile de yakin baglantilidir (Li ve ark., 2021).

Kaspaz-3 immunohistokimyasal (IHK) olarak sitoplazma veya niikleer boyanma paterni
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gosterir (He ve ark., 2016). Kaspaz-3 apoptozun artmasiyla baglantili Alzheimer
Hastaligi (AH) ve Parkinson gibi norodejenereatif hastaliklar; tip 1 diyabet, romatoid
artrit, multiple skleroz, Sjogren sendromu ve skleroderma gibi otoimmun hastaliklar,

miyokard enfarktiisii ve AIDS gibi iskemik hastaliklarda 6nemli role sahiptir.

Kaspaz-3, kaspaz ailesinin ¢ekirdek bir iiyesidir ve apoptoz siirecini tetiklemek
icin Kaspaz-8 ve Kaspaz-9 ile etkilesime girer. Normal hiicrelerde Kaspaz-3, Pro-Kaspaz-
3 adi verilen inaktif zimojen formunda bulunur. Bir hiicre apoptoza ugradiginda Pro-
Kaspaz-3, digsal (6liim ligandi) ve i¢sel (mitokondriyal) yolaklar ile aktive edilir. Aktive
Kaspaz-3, apoptoz i¢in énemli bir yonetici faktordiir ve DNA replikasyonuyla iliskili
proteinleri, apoptozu inhibe eden proteinleri ve hiicre iskeleti proteinlerini vb. bozabilir,
boylece hiicre apoptozunu tesvik edebilir (Li ve ark., 2021). Kaspaz-3, ozellikle
norodejeneratif hastalikta apoptozda kaspaz kaskadi sirasinda kritik bir efektor proteazdir

(Amelio ve ark., 2010).
2.6.2. Bcl-2

Apoptozun ana diizenleyicilerinden biri, Bel-2 ailesi olarak adlandirilan bir dizi
sitoplazmik proteindir (Haghir ve ark., 2017; Sadeghian ve ark., 2012). Su ana kadar
memeli hiicrelerinde en az 15 adet Bcl-2 ailesi {iyesi tantmlanmustir. Bu ailenin iki ana
grubu olan Bcl-2 ve Bax proteinleri islevsel olarak birbirine karsittir: anti-apoptotik Bcl-
2, baz1 apoptoz formlarini inhibe etme gorevi goriirken, pro-apoptotik Bax bu etkiyi
ortadan kaldirir. Apoptoz olusumu, pro-apoptotik ve anti-apoptotik diizenleyiciler
arasindaki denge ile tanimlanabilir. Bu nedenle, anti- ve pro-apoptotik proteinlerin orani
kismen hiicrelerin apoptotik veya hayatta kalma sinyallerine nasil tepki verecegini belirler

(Haghir ve ark., 2017).

Proapoptotik ~ bir  protein  olan  Bax  proteini,  oksidatif  stres
kosullarinda artar ve daha sonra sitozolde sitokrom C'nin salinmasiyla membran
gecirgenliginin bozulmasina neden olur. Programlanmis hiicre 6liimii olan apoptoz, hiicre
Olimiiniin aktif, sik1 bir sekilde diizenlenmis ve genetik olarak kodlanmis bir seklidir.
Apoptozis normal fizyolojik durumlarda meydana gelebilir ve hayvan gelisiminin ve
homeostazisinin 6nemli bir O6zelligidir. Bununla birlikte apoptozun diizensizliginin

Parkinson, AH ve Huntington hastalig1 gibi cesitli norodejeneratif hastaliklarda rol
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oynadig1 ortaya ¢ikmistir (Delascio Lopes ve ark., 2011; Haghir ve ark., 2017). Bu kendi
kendini yok eden yol, mitokondriyal depolarizasyon, membran tagmasi, kromatinin
yogunlasmasi, ¢ekirdegin ve sitoplazmanin sikismasi ve DNA pargalanmasi gibi 6zel
morfolojik 6zelliklerle karakterize edilir (Jawerbaum ve White, 2011). Apoptozis hiicre
Olimii uyaranlarina yanit olarak olusan kaspazlar tarafindan yiritiliir. Apoptozis
esnasinda sitozolik sitokrom C ile etkilesen Apaf 1, apoptozomu olusturur. Bunun
sonucunda apoptozisin yiiriitilmesinde anahtar rol oynayan Kaspas-3’iin aktivasyonu

uyarilir (He ve ark., 2016).
2.6.3. TNF-a

TNF-a ‘nin tiim hiicreler ve immunositler olmak iizere ylizeyde baglanabilecegi
yaklagik 15 kadar hiicre membran reseptorii bulunmaktadir. Bu reseptorlerce aktivasyon
meydana gelince spesifik hiicresel yanit olugsmaktadir ve bu siire¢ hiicrenin Sliimiiyle
sonuclanmaktadir. Esas olarak TNF- o ‘nin TNFR-1 ve TNFR-2 olmak iizere 2 adet
spesifik transmembran reseptorii  bulunmaktadir. TNFR-1 adhezyon molekiil
baskilanmasini, sitotoksisiteyi, apoptozisi ve NF-kB aktivasyonundan sorumludur. TNF-
a apoptozise neden olmakta ve siklikla bu Nf-kB aktivasyonu ile paralellik arz
etmektedir. Hiperglisemik durumlarda 6grenme ve hafiza bozukluklarinin temel olarak
insiilin  reseptér yolaginin bozulmasi, ndrotransmitter fonksiyon bozuklugu ve
inflamasyon aracilarinin artmasi yoluyla beynin hipokampus bdlgesinde meydana gelen
degisikliklerden kaynaklandigi belirtilmektedir. Yapilan g¢alismalarla hipergliseminin
hipokampuste artan inflamatuar mediatorlerle iliskili oldugu, 6grenmeyi ve hafizayi

etkiledigi gosterilmistir (Wang ve ark., 2017).

Hiperglisemik kosullar altinda, artan oksidatif hasara veya mitokondri arizasina
bagli olarak reaktif oksijen tiirlerinin birikmesi de inflamatuar kosullara sebep olmaktadir
(Ahmed ve ark., 2019). Tip 1 ve tip 2 diyabetli hastalarda serum TNF-o seviyelerinin
artti@1 bu sitokinin diyabetin kontroliinde ve diyabette meydana gelen proinflamatuar
immun cevaplarin degerlendirilmesinde kullanilabilecegi 6ne siiriilmistiir (Foss-Freitas

ve ark., 2006).
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2.6.4. interlokin-10

Noroinflamasyonun sonlandirilmasi, antiinflamatuar sitokinlerin katilimiyla
gerceklestirilir ve interlokin-10 (IL-10) bu bakimdan evrensel kabul edilir. Viicudun
islevselligini artiran anti-inflamatuar sitokinlerin ayn1 zamanda bilissel islevin
iyilestirilmesinde de rol almasi beklenebilir (Donzis ve ark., 2014; Vladimir ve ark.,
2019). IL-10 reseptorlerinin aktivasyonu, JAK1/Stat3, PI 3-kinazlar, MAPK, SOCS ve
NF-kappa B dahil ¢ok sayida hiicre i¢i sinyal yolunu diizenleyerek hiicrelerin hayatta
kalmasimi saglar (Lobo ve ark., 2016; Vladimir ve ark., 2019). Anti-inflamatuar
sitokinlerin rolii yalnizca inflamatuar yanit baglaminda gosterilmemektedir; ayni
zamanda iskemi veya glutamat aracili eksitotoksisitenin neden oldugu bir hasarda

noronlarin hayatta kalmasina da katkida bulunurlar (Tukhovskaya ve ark., 2014).

IL-10'un belirli patolojilerde hafiza islemede rol oynayabilecegi varsayilmaktadir
clinkii bu sitokin, dopaminerjik noronlarin inflamasyon aracili dejenerasyonuna karsi
koruma saglar ve bakteriyel enfeksiyonlar sirasinda ortaya ¢ikan davranis bozukluklarini
azaltir (Vladimir ve ark., 2019). IL-10, derin modiilator etkiler sergiler ve konak¢inin
bagisiklik tepkilerinin dengesini kritik bigimde kontrol eder (Sabat ve ark., 2010; Uhde
ve ark., 2018). IL-10, inflamasyon sirasinda normal ndéro-immun iletigimin

stirdiiriilmesinde kritik 6neme sahiptir (Tegeler ve ark., 2016; Zhang ve ark., 2019).
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Gereg

3.1.1. Deney hayvanlari

Bu c¢alismada, Van Yiiziincii Y1l Universitesi Deneysel Tip Uygulama ve
Arastirma Merkezi’nden temin edilen, 36 adet 200-250 gr agirliginda Wistar-Albino 1rki
disi rat kullanildi. Ratlar deneme siiresince 12 saat karanlik/aydinlik uygulanmus, sicaklig
22 + 2 °C olarak ayarlanmig odalarda, 6nlerinde siirekli olarak ad libitum olacak sekilde
standart pelet sican yemi ve taze su bulunan kafeslerde barindirildi. Bu ¢alisma, Van
Yiiziincii Y1l Universitesi Deney Hayvanlar1 Yerel Etik Kurulu tarafindan 29/12/2022
tarihinde verilen 2022/13-10 nolu karar ile gergeklestirildi.

3.2. Yontem
3.2.1. Gruplandirma ve Deneysel Plan

Calismaya dahil edilen ratlar her grupta 6 adet olacak sekilde toplamda 6 gruba
ayrildi. Calismada olusturulan deney gruplar1 ve her bir grupta yer alan ratlara uygulanan

islemler asagida belirtildigi gibi simiflandirildi.

1- Kontrol grubu: 0.2 ml serum fizyolojik (SF) intraperitoneal (i.p) yol ile tek doz

verildi.

2- Timokinon (TQ) Grubu: Timokinon misirézii yaginda ¢ozdiiriilerek, 30

mg/kg/glin olarak 21 giin siiresince gavaj ile oral yoldan verildi.

3- Diyabet (STZ) Grubu: STZ intraperitoneal (i.p) yoldan tek doz 45 mg/kg olarak
uygulandi, 72 saat sonra kuyruk veninden alinan kan orneklerinde glukoz
diizeyleri, PlusMED Accuro marka biyosensor seker dl¢ciim cihazi ve stripleri
vasitastyla saptanildi. Kan sekerleri 250 mg/dl ve iizerinde olanlar diyabetik

olarak kabul edilip ¢calismaya dahil edildi.

4- Diyabet + Timokinon (STZ+ TQ) Grubu: 45 mg/kg STZ intraperitoneal (i.p)
diyabet sekillendirilen ratlara, misirdzlii yaginda ¢ozdiiriilen TQ ¢ozeltisi 50

mg/kg/glin olarak 21 giin boyunca gavaj ile oral yoldan verildi.
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5- Diyabet + Vitamin C (STZ+ Vit C) Grubu: 45 mg/kg STZ intraperitoneal (i.p)
diyabet sekillendirilen ratlara, SF icerisinde ¢ozdiiriilen vitamin C 500 mg/kg/giin

olarak 21 giin boyunca gavaj ile oral yoldan verildi.

6- Diyabet + Timokinon +Vitamin C (STZ+ TQ+ Vit C): 45 mg/kg STZ
intraperitoneal (i.p) diyabet sekillendirilen ratlara, misirdzii yaginda ¢ozdiirtilen
TQ ¢ozeltisi 50 mg/kg/giin ve vitamin C 500 mg/kg olarak 21 giin boyunca gavaj

ile oral yoldan verildi.
3.2.2. STZ ile Deneysel Diyabetin Olusturulmasi

STZ deneysel diyabet modeli olusturmak icin olduk¢a siklikla kullanilan
yontemlerden birisidir. Diyabet olusturulacak sicanlar i¢in 45 mg /kg tek doz STZ i.p.
yolla uyguland1 (Sekil 11) (Dey ve ark., 2022). STZ uygulamasindan 72 saat sonra
sicanlar bir gece dnceden a¢ birakilarak kuyruk veninden alinan kandan kan sekeri
degerleri PlusMED Accuro marka biyosensor seker 6l¢iim cihazi ile dlgiildii. Kan sekeri
degeri 250 mg/dL ve {izeri olan si¢anlar diyabetik sican olarak kabul edildi (Ravi ve ark.,
2005). Calismamizda 1., 3., ve 21. giin kan sekeri degerleri diizenli olarak 6l¢iildii.

Sekil 11. Siganlara IP olarak STZ enjeksiyon uygulanmasi.
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3.2.3. Orneklerin toplanmasi ve hazirlanmasi:

Deney sonucunda ratlar, 50 mg/kg dozunda ketalar ve 10 mg/kg dozunda xylazin
kombinasyonunun i.p olarak uygulanmasi ile anesteziye alindi. Daha sonra, anestezi
altinda ratlarin torakal bolgesi agilarak kalpten kan alindi ve sakrifiye edildi.
Biyokimyasal analizler i¢in, kalbin sol ventrikiiliinden alinan kanlar biyokimya tiiplerine
alindi. Bu igslemden sonra, her bir ratin karaciger dokular1 dikkatli bir sekilde diseke
edilereck  ¢ikarildi.  Cikarilan  karaciger dokusu  stereolojik, histolojik  ve
immunohistokimayasal inceleme i¢in %10’luk tamponlu formaldehit igerisine alindi.
Formaldehit igerisinde fikse edilen karaciger dokusu uygun histolojik takip

asamalarindan gegirildikten sonra parafin igerisine gomiilerek blok haline getirildi.

Doku blogu haline getirilen karaciger dokusundan 4 pm kalinliginda ardisik
kesitler alind1. Ilk ardisik kesit rastgele sonraki ardisik kesitler ise her 30 adimda bir
alindi. Alman kesitlerden karaciger dokusu, stereolojik ve immunohistokimyasal
degerlendirme icin  Hematoksilen Eozin (H&E) Boyama ile boyandi.
Immunhistokimyasal degerlendirme igin karaciger dokularmmn Kaspas-3, Bcl-2, IL-10 ve
TNF-a antikorlar1 kullanilarak ve ilgili firmalarin prosediiriine uygun olarak boyanmasi

saglandi.
3.2.4. Dokularin Takibi islemi

Her bir gruptan cikartilan karaciger dokulari %10’luk tamponlu formaldehit
¢ozeltisinde 48 saat boyunca fikse edildi. Tespit isleminden sonra karacigerler esit
araliklarla (0.5 cm) fiziksel pargalara (fraksiyonlarina) ayrildi. Her bir asamada sistematik
ve rastgele olarak segilen karaciger dokularindan yaklasik 1 cm? kesilerek kasetlerin
icerisine konulduktan sonra ¢esme suyu altinda 4-5 saat yikandi ve diger doku takip
asamalar1 (Tablo 1) otomatik doku takip cihazi (LEICA ASP300S) kullanilarak
gerceklestirildi. Doku takibinden sonra analizler i¢in karaciger dokusu parafin igerisine

gomiilerek blok haline getirildi.
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Tablo 1. Doku takip islemi

Kullanilan Kimyasal Maddeler Uygulama Siiresi
%70’1lik Alkol 1 saat
%80’lik Alkol 1 saat
%9011k Alkol 1 saat
%9611k Alkol 1 saat
%9611k Alkol 1 saat
Ksilen 1 1 saat
Ksilen 2 1 saat
Ksilen 3 1 saat
Parafin 1 1 saat
Parafin 2 1 saat

3.2.5. Hematoksilen Eozin (H&E) Boyama

Parafin bloklardan Leica RM 2125 marka rotary mikrotomda 4 pm kalinliginda
alinan kesitlere stereolojik degerlendirme i¢in H&E ile boyama yapildi. H&E boyama
asamalar1 Tablo 2’de gosterildi. Calismada lamlara alinan tiim kesitlerin mikroskobik
incelenmesi Nikon Eclipse Ni-U marka arastirma 11k mikroskobunda gergeklestirildi
(Sekil 12).

Sekil 12. Sayimda kullanilan fotograf atagmanli arastirma 11k mikroskobu (Nikon Y-IM
JAPAN 7551012).
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Tablo 2. H&E boyama asamalar1

3 kez ksilende bekletme 5’er dk

Azalan alkol serilerinden gegirme (%96, %90, %80, %, %70) 5’er dk

Distile suda bekletme 5 dk 5dk
Hematoksilende bekletme 2 dk 2 dk
Musluk suyundan gecirme 5 dk 5dk
Eozinde bekletme 1 dk 1 dk
Musluk suyunda calkalama 5 dk 5dk

3 kez ksilende bekletme 5’er dk 5’er dk
Dokularin kurutulmast 10 dk

Entellan damlatilip, lamelle kapatilma -

3.2.6. Stereolojik Analiz

Rutin histolojik doku takibinden sonra parafine gdmiilen karaciger dokusundan
SRO (sistematik rastgele 6rnekleme) ile ortalama 13-17 adet kesit alind1. 11k kesit rastgele
sonraki kesitler ise sistematik olarak 30 adimda bir alindi. Alinan kesitler deparafinize
edildikten sonra Hematoksilen-cozin boyama yontemi ile boyandi. Karaciger dokusunun
hacim hesaplama islemleri i¢in noktali alan 6lgtim cetveli kullanildi. Bununla birlikte,
6l¢iim cetvelinde damar kismina ve alandaki karaciger kesitlerine denk gelen noktalar
sayilarak damar ve karaciger hacmi hesaplandi. Karaciger hacmi Cavalieri metodu
kullanilarak, V= T. a/p. £P formiilii ile hesaplandi. Burada V: Toplam hacmi, T: kesit
kalinligini, a/p: bir noktanin kapladigi alani, ZP: dokuya denk gelen toplam nokta sayisini
ifade etmektedir (Igit, 2024). Her kesit igin ayr1 ayr1 hesaplanan hacimler toplanarak
karacigerin total hacmi bulundu. Damar hacim yogunlugu i¢in asagidaki formiil kullanild1

(Noorafshan, 2014).

Vv(structure/ref) = V(structure)/V(totaI)xlOO

Vstructure): Tlgili yapinin (damar) hacmi, V(otal): Dokunun (karaciger) hacmi
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3.2.7. Iimmunohistokimyasal boyama:

Immunohistokimyasal inceleme Tablo 3’te yer alan basamaklar dikkate almarak
yapildi. Immunohistokimyasal degerlendirmede 151k mikroskobu kullanildi (Olympus
BX53, Tokyo, Japan). Boyamanin sonrasinda her bir 6rnek mikroskopta 20’lik
biiyiitmede 10 farkli alan incelenerek pozitif boyanan hiicrelerin sayimi yapildi ve
ortalamalar1 hesaplandi. Immunohistokimyal analiz i¢in Kaspaz-3 (Cloud-Clone Crop.,
PAAG626HuU01, USA), Bcl-2 (Cloud-Clone Crop., PAA778Mu01, USA), TNF-a (Cloud-
Clone Crop., PAA133Ra01, USA) ve IL-10 (Cloud-Clone Crop., PAA056Mu01, USA)

antikorlar1 kullanildi.

Dokulardaki Kaspaz-3 TNF-a, Bcl-2 ve IL-10 ekspresyonlar1 IHK olarak
degerlendirildi. Immunohistokimyasal degerlendirmeler igin 40x biiyiitmede karaciger
dokusundan rastgele segilen 10 farkli alan incelenerek boyanmanin siddeti semikantitatif
olarak degerlendirildi. Ekspresyon siddetleri boyanmanin derecesine gore; negatif (-),

zayif (+), orta (++) ve yogun (+++) olarak belirlendi.

Tablo 3. Immunhistokimya boyama asamalari

Dokularn etiivde (60 °C) beklemesi 1 saat
Dokularin 3 kez ksilende bekletilmesi 5’er dk

Azalan alkol (%100, %96, %80, %70) serilerinden gegirilmesi 5’er dk

2 Distile su serisinde bekletme 5’er dk

H>0O7’de bekletme 10 dk

Dokular1 PBS’te 3 kez bekletme 5’er dk
Anti-retrival (citrat buffer soliisyonu) ile 500 watt mikrodalga 10 dk 2 kez
firinda kaynatma
Sogumasi beklenen dokularin 3 kez PBS’ten gegirilmesi 5’er dk

Dokunun etrafinin Pap Pen hidrofobik doku sinirlama kalemiyle

cizilmesi
Dokularin tizerine protein blok damlatilmasi 20 dk bekleme
PBS ile 3 defa yikanmasi 5’er dk
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Doku iizerine primer antikor damlatilmasi (Kaspaz-3, Bcl-2, IL-6, 4°C’de 1 gece

TNF-a) inkiibe edildi

3 kez PBS’te bekletme 5’er dk
Biyotinlenmis sekonder antikor (Biotynitlated Goat Anti- 30 dk bekletme
Polyvalant) damlatiimasi

3 kez PBS’te bekletme 5’er dk

HRP Conjugat (Streptavidin peroxidase) eklenmesi 30 dk bekleme
3 kez PBS’te bekletme 5’er dk

DAB’1n doku iizerine pipetle damlatilmas1 ve kahverengi renk
goriiliince preparatlarin hemen distile suda yikanmasi

Distile suda yikama

Hematoksilende bekletilme 1 dk
(Cesme suyunda yikama

Artan alkol serilerinden gecirme (%70, %80, %96, %100) 5’er dk
Ksilen 1 ve 2 serilerinden gegirilmesi 5’er dk

Entellan damlatip lamelle kapatma

3.2.8. Biyokimyasal Analiz

Ratlardan aliip biyokimya tiiplerine aktarilan kanlar 3500 rpm’de 10 dakika
santrifiij edildi. Santrifiij sonrasinda iist tarafta kalan serum 6rnekleri eppendorf tiiplere
konuldu. Serum orneklerinde Alkalen fosfataz (ALP), Aspartat aminotransferaz (AST)
ve Alanin aminotransferaz (ALT) seviyeleri Roche hitachi (C502) marka cihazda dl¢iildii.
Belirlenen ALP, AST ve ALT seviyeleri U/L olarak ifade edildi.

3.3. Istatistik Analiz

Yapilan bu ¢aligmanin 6rnek biiyiikliigiinii hesaplamada, her degisken i¢in Power
(Testin Gicii) en az %80 ve Tip-1 hata %5 alinarak belirlendi. Calismadaki siirekli
Olgtimlerin normal dagilip dagilmadigia Shapiro-Wilk testi ile bakilmig ve dlgtimler

normal dagilmadigindan dolayr Nonparametrik testler uygulandi. Calismadaki stirekli
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degiskenler icin tanimlayict istatistikler; ortalama, standart sapma, median ve range

olarak ifade edildi.

Gruplara gore karsilagtirilmasinda “Kruskal-Wallis H testi” kullanildi. Kruskal-
Wallis testini takiben, birbirinden farkli gruplar belirlemede “Bonferroni diizeltmeli
Post-Hoc Testi” kullanildi. Olgekler arasi iliskiyi belirlemede ise Spearman korelasyon
katsayilar1 hesaplandi. Hesaplamalarda istatistik anlamlilik diizeyi P<0.05 olarak alindu.
Analizler i¢in, SPSS (IBM SPSS for Windows, ver.26) istatistik paket programi
kullanildi.
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4. BULGULAR
4.1. Gruplarin Kan Glikoz Diizeyleri

Tablo 4. Ratlarin kan glukoz diizeylerine ait tanimlayici istatistikler ve karsilastirma
sonugclari

Grup Giin Ort. Std. Sap.  Median Range  *P.
Kontrol 107.33 2.34 107.00 5.00
TQ 106.83 1.94 106.50 5.00
STZ . 107.00 1.41 107.00 4.00
STZ+VITC 1. Gin 108.67 1.21 108.50 3.00 0.065
STZ+TQ 109.00 1.26 109.50 3.00
STZ+VITC+TQ 109.00 0.89 109.00 2.00
Kontrol 107.50 b 1.87 107.50 5.00
TQ 109.00 b 0.89 109.00 2.00
STZ . 364.17 a 13.20 365.00 35.00
STZ+VITC 3. Giin 366.67 a 14.72 370.00  40.00 0.001
STZ+TQ 366.83 a 7.41 367.00  23.00
STZ+VITC+TQ 360.00 a 10.55 360.00 29.00
Kontrol 109.17 d 1.47 109.50 4.00
TQ 109.50 d 1.87 109.50 5.00
STZ . 21, Giin 367.17 a 15.11 370.00  40.00 0.001
STZ+VITC 283.00 b 15.68 279.00  45.00
STZ+TQ 265.00 b 19.24 260.00 50.00
STZ+VITC+TQ 22217 ¢ 13.57 220.00 35.00

* Kruskal-Wallis H testine gore gruplar arast anlamlilik diizeyi,; a, b, ¢: Bonferroni Post-Hoc testine gére
gruplar arasi farki gésterir

Yaptigimiz calismada 1., 3. ve 21. giinlerde gruplarin hepsinden diizenli olarak
kan glukoz diizeyleri alindi, not edildi ve istatistiki analizi yapildi. Ratlarin kan glukoz
diizeylerine ait tanimlayici istatistikler ve karsilastirma sonuglari Tablo 4’de sunuldu.
Tablo 4 verilerine gore, 1. giin gruplar arasinda istatistiki olarak anlamli farkliliklar tespit
edilmedi (P>0,05). Gruplarda kan glukoz diizeyleri genellikle ortalama olarak yaklasik
107-109 mg/dL olarak olgiildii. Gruplardaki kan glukoz diizeylerine 3.gilinde
bakildiginda, kan glukoz diizeylerinin diyabet gruplarinin tamaminda 6nemli seviyede

ylukseldigi saptandi.

Kontrol ve TQ grubuna gore diger tiim diyabet gruplarinda goriilen bu farkliligin

istatistiki olarak anlamli oldugu goriildi (P<0.05). Gruplardaki goériilen bu anlamli
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farklilik Ratlarin STZ ile diyabet oldugunu gosterdi. Vit C, TQ ve Vit C+TQ
kombinasyonlar1 ile yapilan 21 giinlik tedavi uygulamasi sonucunda, STZ grubu ile
tedavi gruplar arasinda istatistiki olarak anlaml seviyede kan glukoz diizeyinin diistigi
belirlendi (P<0.05). Ozellikle STZ+VITC+TQ ile tedavi edilen grupta 21. giiniin sonunda
kan glukoz diizeyinin 222.17+13.57 mg/dL olarak hesaplandi.

400
B Kontral

|

WStz

W sTZHTC
STZ+TQ

200 W STZTCHTR

200

Kan Glikoz Diizeyleri (mgidL)

100

1.Gin 3.G0n 21.Gin
Error Bars: 95% Cl

Sekil 13. Gruplarin ortalama kan glukoz diizeylerinin karsilagtirilmasi.

Ratlarin kan glukoz diizeylerinin gruplar arasi karsilastiritlmasi Sekil 1°de verildi.
Grafik verilerine gore, 1. giin tim gruplarda normal seviyelerde olan kan glukoz
diizeyleri, STZ uygulamasin takiben 3. giinlin sonunda 6nemli 6l¢iide yiikseldigi ve
Ratlarin diyabete girdigi goriildii. 21 giinliik Vit C, TQ ve Vit C+TQ ile yapilan tedavi
uygulamasi ile diyabet gruplarindaki kan glukoz diizeylerinin 6nemli 6lgiide distigii

gozlendi.
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4.2. Stereolojik Bulgular
4.2.1. Gruplardaki karacigere ait ortalama toplam hacim degerleri

Tablo 5. Ratlarin karacigerlerine ait Total Hacim Ol¢iim degerlerinin tanimlayici

istatistikler ve karsilastirma sonuglart.

Grup N Ort. Std. Sap. Medyan Range *P,
Kontrol 6 9.25¢ 0.61 9.00 1.50

TQ 6 942¢c 0.49 9.25 1.00

STZ 6 11.58a 0.38 11.50 1.00
STZ+VITC 6 10.65b 0.42 10.75 1.00 0.001
STZ+TQ 6 10.25b 0.69 10.50 2.00
STZ+VITC+TQ 6 9.58¢ 0.92 10.00 2.50

* Kruskal-Wallis H testine gore gruplar arast anlamiik diizeyi; a, b, c¢: Bonferroni Post-Hoc testine gore
gruplar arasi farki gésterir

Calismamizda kullanilan tiim gruplarin ortalama karaciger hacim degerleri
hesapland1. Karaciger hacim &lgiim degerleri cm® birimi ile ifade edildi. Gruplara ait
karacigerin ortalama total hacim Ol¢iimii degerlerinin tanimlayict istatistikleri ve
karsilastirma sonuclar1 Tablo 5’te verildi. Buna gore, STZ grubunda ortalama hacim
degerinin diger gruplara oranla istatistiki olarak anlamli seviyede oldugu tespit edildi
(P<0.05). STZ+VITC ve STZ+TQ gruplarinin kendi aralarinda ortalama total hacim
Olglim degeri arasinda istatistiksel olarak anlamli farklilik gozlenmezken (P>0.05), bu
gruplar ile STZ, STZ+VITC+TQ, TQ ve Kontrol gruplar1 arasinda anlamli seviyede
farklilik gdzlendi (P<0.05). Son olarak, STZ+VITC+TQ grubu ile Kontrol ve TQ gruplari
arasinda ortalama total karaciger hacim dl¢limleri arasinda istatistiksel olarak anlamli bir

fark gézlenmedi (P>0.05).
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Sekil 14. Gruplarin ortalama total karaciger hacim 6l¢iimlerinin karsilagtiriimasi.

Ratlarin ortalama total karaciger hacim 6l¢iimlerinin Sekil 14’te sunuldu. Buna
gore, STZ grubunda Ratlarin ortalama total hacim 6l¢iim degerlerinin en yiiksek seviyede
oldugu goriildii. Ayrica, Vit C, TQ ve VITC+TQ kombinasyonlari ile yapilan tedaviler
sonucunda karacigerin ortalama total hacim degerlerinin Kontrol ve TQ gruplarin

ortalama 6l¢lim degerlerine yaklastig1 gozlendi.
4.2.2. Gruplardaki karacigere ait ortalama damar hacim yogunluklari (%).

Tablo 6. Ratlarin karacigerlerine ait ortalama damar hacim yogunluklarmin (%)

tanimlayici istatistikleri ve karsilastirma sonuglari

Grup N Ort. Std. Sap. Medyan Range *P.
Kontrol 6 1.017c 0.176 1.020 0.460

TQ 6 1.160 ¢ 0.104 1.155 0.250

STZ 6 2.137 a 0.232 2.105 0.550 0.001
STZ+VITC 6 1.513b 0.155 1.510 0.430 '
STZ+TQ 6 1.635b 0.103 1.640 0.310
STZ+VITC+TQ 6 1.188 ¢ 0.155 1.135 0.380

* Kruskal-Wallis H testine gore gruplar arast anlamlilik diizeyi; a, b, c: Bonferroni Post-Hoc testine gore
gruplar arasi farki gosterir

Calismamizda kullanilan tiim gruplarin ortalama damar hacim yogunluklar1 daha
once belirtilen yontemdeki formiil kullanilarak % olarak hesaplandi. Gruplara ait

karacigerin ortalama damar hacim yogunluklar1 o6l¢iim degerlerinin tanimlayici
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istatistikleri ve karsilastirma sonuglar1 Tablo 7°de verildi. Tablo verilerine gore, Total
hacim degerinde oldugu gibi STZ grubunda ortalama damar hacim yogunlugu 6l¢im
degerinin diger gruplara oranla istatistiki olarak anlaml diizeyde fazla oldugu belirlendi
(P<0.05). Kontrol, TQ ve STZ+VITC+TQ gruplar1 arasinda ortalama damar hacim
yogunlugu bakimindan istatistiksel olarak anlamli bir farklilik gézlenmedi (P>0.05).
STZ+VITC ve STZ+TQ gruplarinin kendi aralarinda ortalama damar hacim yogunluklari
6l¢tim degerleri bakimindan istatistiki olarak anlamli seviyede bir farklilik gozlenmezken
(P>0.05), bu iki grup ile kontrol, TQ ve STZ+VITC+TQ gruplarinin ortalama &lgiim

degerleri arasinda istatistiki olarak 6nemli seviyede farkliliklar goriildii (P<0.05).

250

2,00

150
1,00
050
0,00

Kontrol STZ+VITC STZ+TQ  STZ+VITC+TQ

Ortalama Damar Hacim
Yogunlugu (%)

Error Bars: 95% Cl

Sekil 15. Gruplarin ortalama damar hacim yogunluklarinin (%) karsilastirilmasi.

Ratlarin ortalama damar hacim yogunluklar1 Sekil 15°te sunuldu. Buna gore, STZ
grubunda karacigere ait ortalama damar hacim yogunlugu 6l¢iim degerinin en yliksek
seviyede oldugu goriildii. Ayrica, STZ+Vit C ve STZ+TQ gruplarinda ortalama damar
hacim yogunlugunun azalmaya basladig1 tespit edildi. STZ+VITC+TQ grubuna ait
ortalama damar hacim yogunlugunun Kontrol ve TQ gruplarinin ortalama o6l¢iim

degerleri diizeyine yaklastig1 gozlendi.
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4.2.3. Karacigere ait ortalama hacim ol¢iim degerleri arasindaki korelasyon

Tablo 7. Ratlarin karacigerlerine ait ortalama total hacim 6l¢iim degerleri ve damar hacim

yogunluklar1 arasindaki korelasyon

Damar Hacim Yogunlugu (%)

Kontrol TQ STZ STZ+VITC STZ+TQ STZ+VITC+TQ

Total R 0.185 0.494 0.617 0.091 -0.455 -0.152
Hacim
(cm?) p 0.725 0.320 0.192 0.864 0.364 0.774

R: Spearman's rho korelasyon katsayist.

Tablo 7°de, gruplara ait karacigerlerin ortalama total hacim 6l¢iim degerleri ve
damar hacim yogunluklar1 arasindaki iliskiye bakildi. Buna gore, tiim gruplarda
karacigerlere ait ortalama total hacim Ol¢iim degerleri ve damar hacim yogunluklari
arasinda istatistiksel olarak 6nemli bir iliski tespit edilmedi (P>0.05). Bununla birlikte,
Kontrol, TQ ve STZ gruplarinda Damar Hacim Yogunlugu 6l¢tim degeri ile Total Hacim
degerleri arasinda pozitif yonlii, STZ+TQ ve STZ+VITC+TQ gruplarinda ise bu degerler
arasinda negatif yonlii korelasyonlar gbzlendi. Son olarak, STZ grubunda ortalama
Damar Hacim Yogunlugu ve Total Hacim degerleri arasinda %61,7 oraninda istatistiksel

olarak anlamli seviyede olmasa da pozitif yonlii bir iligki goriildia (P>0.05).
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4.3. Biyokimyasal Bulgular

Tablo 8. Caligmada 6l¢iilen baz1 biyokimyasal parametrelerin tanimlayici istatistikleri ve

karsilastirma sonuglari

Grup Parametre N  Ort. Std. Sap. Medyan Range *P.
Kontrol 6 40293e 1352 40230 3.800
TQ 6 43.633e 1546 43.300 3.500
STZ 6 150.833a 5437 149.200 13.100
STZ+VITC ALT(IUL) ¢ 118067b 3456 117.250 8.000 2001
STZ+TQ 6 107.133c 3296 105.800 8.900
STZ+VITC+TQ 6 97.750d 1.487 97.650 4.000
Kontrol 6 58.150f 2144 58.450 6.000
TQ 6 62.383e 1202 62.350 3.400
STZ 6 183.067a 2.896 182.150 8.100
STZ+VITC AST(UL) ¢ 149.033b 1618 149.000 4.700 °-001
STZ+TQ 6 134383c 2082 135000 4.800
STZ+VITC+TQ 6 113.400d 1.970 113.800 5.100
Kontrol 6 98.883f 2050 98.200 5.800
TQ 6 102.483e 1784 102.650 4.500
STZ 6 197.700a 2.847 197.200 8.100
STZ+VITC ALP(IUL) ¢ 159483b 1380 150750 3.600 °-001
STZ+TQ 6 154017c 1026 154.200 3.000
STZ+VITC+TQ 6 132500d 2920 131.900 6.900
Kontrol 6 1445a 0078 1412 0203
TQ 6 1432a 0071 1449 0.177
STZ 6 1215b 0048 1218 0.132
stz+vitc ~ ASTAALT(UL) o S9e3b 0040 1272 0089 0001
STZ+TQ 6 1255b 0034 1258 0.096
STZ+VITC+TQ 6 1160c 0020 1170 0.046

* Kruskal-Wallis H testine gore gruplar arasi anlamlilik diizeyi; a, b, ¢, d, e, f: Bonferroni Post-Hoc testine

gore gruplar arasi farkr gosterir

Calismada dlgtilen ALT, AST, ALP ve AST/ALT biyokimyasal parametrelerinin

Olclim degerlerine ait tanimlayici istatistikler ve karsilastirma sonuclari Tablo 4’te

sunuldu. Tablo 5’teki ALT (IU/L) verileri incelendiginde; STZ grubunun ortalama ALT

6l¢tim degerinin diger gruplara oranla istatistiki olarak anlamli seviyede yiiksek bulundu

(P<0.05). Ayrica, ALT o6lgiim degeri bakimindan, Kontrol ve TQ gruplarinin kendi

aralarinda ortalama ALT 6l¢iim degeri bakimindan istatistiksel olarak anlamli farklilik

gozlenmezken (P>0.05), bu iki grup ile STZ, STZ+VITC, STZ+TQ, STZ+VITC+TQ

gruplarinin hepsi arasinda istatistiki olarak anlamli farkliliklar tespit edildi (P<0.05).
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AST’nin ortalama 6l¢iim degerlerinin en yiiksek seviyede oldugu grubun yaklasik
183.067 + 2.896 (IU/L) 6l¢lim degeri ile STZ grubunda oldugu gozlendi. AST 6lgiim
degerleri bakiminda tiim gruplar arasindaki farkliliklarin istatistiksel olarak anlamli

oldugu gozlendi (P<0.05).

ALP ol¢iimiine bakildiginda, ortalama 6l¢iim degerlerinin en yiiksek seviyede
oldugu grubun yaklasik 197.700 + 2.847 (IU/L) 6l¢tim degeri ile STZ grubunda oldugu
gozlendi. Tipkt AST Olgiim degerinde oldugu gibi, ALP 06l¢liim degerlerinde de tiim
gruplar arasindaki farkliliklarin istatistiki olarak anlamli seviyede oldugu belirlendi
(P<0.05).

Son olarak, AST/ALT oranlarinin ortalama ol¢iim degerlerine bakildiginda,
kontrol grubu ile TQ grubu arasinda istatistiki olarak anlamli farklilik gozlenmedi
(P>0.05). Benzer sekilde STZ, STZ+VITC ve STZ+TQ gruplar arasindada AST/ALT
oranlart bakimindan istatistiksel olarak dnemli seviyede bir farklilik bulunmadi (P>0.05).
Ancak, STZ+VITC+TQ grubu ile tiim gruplar arasinda anlamli farkhilik goriildii
(P<0.05). Aymi sekilde, Kontrol ve TQ gruplan ile STZ, STZ+VITC ve STZ+TQ
gruplarinin her biri arasinda ortalama AST/ALT 6l¢timleri arasinda goriilen farkliliklarin
istatistiki olarak anlaml diizeyde oldugu tespit edildi (P<0.05).
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Kontrol STZ+VITC STZ+TQ  STZ+VITC+TQ
Error Bars: 95% Cl

Ortalama ALT (IUIL)

o

Sekil 16. Gruplara ait ortalama ALT 06l¢tim degerlerinin karsilagtirilmasi. ALT: Alanin
transaminaz.
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Gruplara ait ortalama ALT Ol¢lim degerleri Sekil 16°da verildi. Buna gore,
ortalama ALT &l¢iim degerlerinin STZ grubunda oldugu gériildii. Daha sonra, STZ+VIT
C, STZ+TQ, STZ+VIT C+TQ gruplarinda ortalama ALT &lgiim degerinin sirastyla
azaldig1 gozlendi. Kontrol ve TQ gruplarinda ise, ALT 6l¢iim degerinin en diisiik oldugu

saptandi.
200,00

150,00

1 “ 1l

Kontrol STZ+VITC STZ+TQ  STZ+VITC+TQ
Error Bars: 95% Cl

Ortalama AST (IUIL)

Sekil 17. Gruplara ait ortalama AST 6l¢iim degerlerinin karsilastirilmasi. AST: Aspartat
transaminaz.

Gruplara ait ortalama AST 6l¢tim degerleri Sekil 17°te gosterildi. Buna gore, AST
Ol¢iim degeri Olctimlerinin de ALT o6l¢lim degerlerinde oldugu gibi, en yiiksek 6l¢iim
degerinin STZ grubunda oldugu ve sirastyla STZ+VIT C, STZ+TQ, STZ+VIT C+TQ,
TQ ve Kontrol gruplarinda sirasiyla azaldig: tespit edildi.
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Sekil 18. Gruplara ait ortalama ALP 6l¢iim degerlerinin karsilastirilmasi. ALP: Alkalen

Fosfataz.

Gruplara ait ortalama ALP o6l¢lim degerleri Sekil 18°de sunuldu. Buna gore,
ortalama ALP o6l¢lim degerleri verilerinin en yliksekten en diislige dogru siralamasinin
ALT ve AST 6l¢tiim degerleri ile ayn1 oldugu gozlendi. Grafik verilerine gore, Ortalama
ALP 6l¢iim degerinin en yliksek olarak STZ grubunda ve en diisiik olarak ise, Kontrol
gruplarinda oldugu belirlendi.
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Error Bars: 95% CI

Sekil 19. Gruplara ait ortalama AST/ALT o6l¢iim degerlerinin karsilastirilmasi.
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Gruplara ait ortalama AST/ALT o6l¢iim degerleri Sekil 19°da gézlendi. Buna gore,
Kontrol ve TQ gruplarinda AST/ALT oranlarinin en yiiksek seviyede oldugu goriildii.
Daha sonra, hemen hemen ayni seviyede olan, STZ+VITC ve STZ+TQ gruplarinin
geldigi tespit edildi. Bu 6l¢iim degerlerini sirasiyla STZ grubunun takip ettigi belirlendi.
Son olarak, ortalama AST/ALT oran &lgiim degeri en diisiik olarak STZ+VITC+TQ
grubunda tespit edildi.

4.4. immonohistokimyasal Bulgular

Tablo 9. Gruplara gore Ratlarin karacigerlerindeki Kaspaz-3, Bcl-2, TNF-o ve IL-10

ekspresyonlarinin karsilastirilmasi.

Gruplar Kaspaz-3 Bcl-2 TNF-a IL-10
Kontrol - ++ - +++
TQ - S - ++
STZ +++ - ++ +
STZ+VITC + ++ + ++
STZ+TQ + i ++ ++
STZ+VITC+TQ - ++ - ++

Boyanma dereceleri: (-) = negatif; (+) = zayif; (++) = orta; (+++) = yogun.
4.4.1. Kaspaz-3

Hiicresel isleyisin bozulmasi sonucu olarak, apoptotik {iriinlerin ortaya ¢ikmasini
saglayan Kaspaz-3’lin gruplara gore Ratlarin karacigerinde immunohistokimyasal
ekspresyonlar1 Tablo 9°da gosterildi. Buna gore, STZ grubunda yogun olarak bulunan
Kaspaz-3 ekspresyonun, STZ+VITC, STZ+TQ ve STZ+VITC+TQ gruplarinda zayif

olarak tespit edildi. Kontrol ve TQ gruplarinda ise, Kaspaz-3 ekspresyonu gozlenmedi.

Gruplara gore Kaspaz-3  kullanilarak  Ratlarin  karacigerlerine  ait
immunohistokimyasal boyama sonuglar1 Sekil 18-23 arasinda verildi. Buna gore, Kaspaz-
3 pozitif boyanan hiicreler degerlendirildi. Yapilan immunohistokimyasal boyamada
Kaspaz-3 ekspresyonun yiiksek oranda tespit edildigi alanlar koyu kahverengi
boyanirken, ekspresyonun zayif oldugu ya da bulunmadigi bolgelerde ise boyanma
gbzlenmedi. Bu baglamda; Kontrol (Sekil 18) ve TQ (Sekil 19) gruplarinda Kaspaz-3
aktivasyonu gozlenmezken, STZ grubunda (Sekil 20) yogun, STZ+VITC (Sekil 21),
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STZA+TQ (Sekil 22) ve STZ+VITC+TQ (Sekil 23) gruplarinda ise zayif seviyede Kaspaz-

3 ekspresyonuna rastlandi.

Sekil 21. TQ grubuna ait Kaspaz-3 antikorunun IHK goriintiisii. 40x.
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Sekil 22. STZ grubuna ait Kaspaz-3 antikorunun IHK gériintiisii. 40x.

R T
st

Sekil 23. STZ+VITC grubuna ait Kaspaz-3 antikorunun THK gériintiisii. 40x.
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Sekil 25. STZ+VITC+TQ grubuna ait Kaspaz-3 antikorunun THK gériintiisii. 40x.

46



4.4.2. Bcl-2

Apoptozisi diizenleyici proteinler grubunda yer alan Bcl-2’nin gruplara gore
Ratlarin karacigerlerinde tespit edilen immunohistokimyasal aktiviteleri Tablo 9’da
sunuldu. Buna gore, STZ grubunda Bcl-2 aktivasyonu gézlenmezken, diger gruplarin
hepsinde orta seviyede Bcl-2 ekspresyonu tespit edildi.

Gruplara  gore  Bcel-2  kullanillarak  Ratlarin ~ karacigerlerine  ait
immunohistokimyasal boyama sonuglar1 Sekil 24-29 arasinda verildi. Bu sonuglara gore,
Bcl-2 pozitif boyanan hiicreler degerlendirildi. Anti apoptotik bir protein olan Bcl-2,
apoptozisin olmadigr ya da zayif oldugu bolgelerde koyu kahverengi boyanirken,

apoptotik aktivitenin yiiksek oldugu alanlarda ise boyama odagi ya ¢ok zayifti ya da
gbzlenmedi. Bu baglamda; Kontrol (Sekil 24) ve TQ (Sekil 25) gruplarinda orta, STZ
grubunda negatif (Sekil 26), STZ+VITC (Sekil 27), STZ+TQ (Sekil 28) ve
STZ+VITC+TQ (Sekil 29) gruplarinda ise orta diizeyde Bcl-2 aktivitesi gozlendi.

Sekil 26. Kontrol grubuna ait Bcl-2 antikorunun THK gériintiisii. 40x.
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Sekil 28. STZ grubuna ait Bcl-2 antikorunun IHK gériintiisii. 40x.
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Sekil 30. STZ+TQ grubuna ait Bcl-2 antikorunun THK gériintiisii. 40x.
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Sekil 31. STZ+VITC+TQ grubuna ait Bel-2 antikorunun IHK goriintiisii. 40x.

4.4.3. TNF-alfa (TNF- a)

Reaktif oksijen radikallerinin birikmesi ve inflamatuar kosullara bagli olarak
hiicrede apoptozis sekillenmesine neden olan TNF-o’nin gruplara gore Ratlarin
karacigerinde immunohistokimyasal ekspresyonlari Tablo 9°da verildi. Buna goére, STZ
grubunda yogun olarak bulunan TNF-a ekspresyonunun, STZ+TQ grubunda orta,
STZ+VITC grubunda zayif, Kontrol, TQ ve STZ+VITC+TQ gruplarinda ise negatif

seviyede oldugu belirlendi.

Gruplara  goére  TNF-o  kullanilarak  Ratlarin  karacigerlerine  ait
immunohistokimyasal boyama sonuglar1 Sekil 30-35 arasinda verildi. Bu sonuglara gore,
TNF-a pozitif boyanan hiicreler degerlendirildi. Apoptotik bir belirteg¢ olan TNF-a
ekspresyonu inflamasyonun yogun oldugu alanlarda koyu kahverengi boyanirken,
inflamasyonun zayif veya bulunmadigi alanlarda boyama paterni gozlenmedi. Bu
baglamda; Kontrol (Sekil 30) ve TQ (Sekil 31) gruplarinda negatif, STZ grubunda yogun
(Sekil 32), STZ+VITC grubunda zayif (Sekil 33), STZ+TQ grubunda orta (Sekil 34) ve
STZ+VITC+TQ grubunda ise negatif (Sekil 35 diizeyde TNF-a ekspresyonu belirlendi.
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Sekil 33. TQ grubuna ait TNF-a antikorunun IHK goriintiisii. 40x.
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Sekil 35. STZ+VITC grubuna ait TNF-a antikorunun THK gériintiisii. 40x.
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Sekil 37. STZ+VITC+TQ grubuna ait TNF-a antikorunun IHK gériintiisii. 40x.
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44.4.1L-10

Hiicre i¢i sinyal yolunu diizenleyerek hiicrelerin hayatta kalmasini saglayan, ayni
zamanda anti-inflamatuar sitokinlerin iyilestirilmesi ve inflamasyonun Onlenmesi
bakimindan 6nemli bir protein olan IL-10’nun gruplara gore Ratlarin karacigerlerinde
tespit edilen immunohistokimyasal aktiviteleri Tablo 9°da incelendi. Buna gore, Kontrol
grubunda yogun, TQ, STZ+VITC, STZ+TQ, STZ+VITC+TQ gruplarinda orta, STZ

grubunda ise zay1f diizeyde IL-10 aktivitesine rastlanildi.

Gruplara  gore  IL-10  kullanilarak ~ Ratlarin ~ karacigerlerine  ait
immunohistokimyasal boyama sonuglart Sekil 36-41 arasinda verildi. Anti-inflamatuar
ve Proinflamatuar bir sitokin olan IL-10, inflamasyonun olmadigi ya da zayif oldugu
alanlarda yogun ekspresyondan dolay1 hiicrelerin koyu boyandigi, inflamasyonun

bulundugu alanlarda ise ekspresyonun gittik¢e azalmasina bagh olarak, boyama odaginin

zayifladigi gozlendi. Bu baglamda; Kontrol grubunda yogun (Sekil 36) ve TQ gurubunda
orta (Sekil 37), STZ grubunda zayif (Sekil 38), STZ+VITC (Sekil 39), STZ+TQ (Sekil
40) ve STZ+VITC+TQ (Sekil 41) gruplarinda ise orta diizeyde IL-10 aktivitesi goriildii.

Sekil 38. Kontrol grubuna ait 1L-10 antikorunun THK gériintiisii. 40x.
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Sekil 40. STZ grubuna ait 1L-10 antikorunun THK gériintiisii. 40x.
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Sekil 43. STZ+VITC+TQ grubuna ait IL-10 antikorunun IHK gériintiisii. 40x.
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5. TARTISMA SONUC

Karaciger, bir¢ok yasamsal olayin diizeninde merkezi bir organ gorevinde oldugu
i¢in, tistlendigi bu gorev sonucunda metabolik olaylar ve bagirsak sistemi baglantisi ile
bircok aktif metabolite maruz kalir. Metabolitlerin hepatositlerde bulunan protein
ya da niikleik asite baglanmasiyla ciddi hasarlar olusabilmektedir. Sonugta karacigerin
tizerindeki bu toksik yiikiin diger organlara gore fazla olmasi beklenilen bir durum

olmaktadir (Clemens ve ark., 2019).

Diyabet, diinya genelinde fert, aile ve toplumlar1 etkileyen 6nemli ve uzun vadeli
bir hastaliktir. Yapilan bir arastirmada 2019 yilinda ki 20-79 yas araliginda diyabetli hasta
sayisinin ortalama 463 milyon civarinda oldugu bildirilirken, arastirmada 2030 ve 2045
yillarinda ki tahmini rakamlar da verilmistir. Bu tahmine gore 2030 yilinda 578 milyon,
2045 yilinda ise 700 milyon insanin diyabetli olmasindan bahsedilmektedir (Saeedi ve

ark., 2019).

Streptozotosin  (STZ) ile indiiklenen diyabet modeli, DMin hayvan
modellerinden biridir. Oghbaei ve ark. (2020), yaptig1 bir c¢alismada, STZ
uygulanmasindan ii¢ giin sonra diyabetik siganlarda kan sekerinin kontrol grubu ile
kiyaslandiginda 6nemli derecede yiikseldigi tespit edilmistir. Taskiran ve ark. (2020),
yaptiklar1 ¢alismada STZ uygulanan grup, kontrol grubu ile kiyaslandiginda aglik glukoz
seviyesinin anlamli derecede yiiksek oldugu goriilmiistiir. STZ ile diyabet olusturulan
sicanlarda, kan glukoz konsantrasyonu normal siganlarinkinden 4 kat fazla iken, viicut
agirhigr ve kalp agirliginin anlamli derecede daha diisiik oldugu tespit edilmistir. Bunlara
ek olarak polidipsi, poliiiri ve glukoziiri gézlenmistir (Qi ve ark., 2004). Calismamizda
diyabet grubunda, kontrol grubuna kiyasla kan sekeri seviyesinde anlamli derecede

yiikselme oldugu goriildii.

Stereoloji sayisal veriler kullanilarak analizlerin yapildigi yontemlerden biridir.
Ug boyutlu olan yapilarin iki boyutlu fotograflarinin kullanilmasiyla gercekte ii¢c boyutlu
olan yapis1 hakkinda verilerin elde edilmesini saglar (ikinci Keles, 2019). Yildiz ve ark.,
(2023) tarafindan farkli dozlarda uygulanan STZ sigan karaciger dokusunun stereolojik
olarak etkilerinin inceleyen bir ¢alismada, STZ enjeksiyonu sonucunda meydan gelen

diyabetin karaciger hacminde ve hepatosit sayilarinda ciddi derecede artislar oldugu
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bildirilmigtir. Fareler iizerinde yapilan ve 60 mg/kg STZ ile indiiklenen diyabet
calismasinda, hepatositler, merkezi damarlar, siniizoidler, portal damarlar, hepatik
arterler ve safra kanallarinin hacimlerinin arttig1 ve dolayisiyla karacigerin agirliginda ve
hacminde artisa yol agan 6nemli bir hipertrofiye sahip oldugu bildirilmistir (Zangeneh ve
ark. 2018). Ayrica, Zheng ve ark., (2021) yilinda yaptiklari calismada STZ ile olusturulan
diyabetik sigan karacigerinde kontrol grubuna kiyasayla karaciger hacmi ve agirligi ile
birlikte hepatositlerin sayisinin arttig1 ve siniizoidlerin toplam hacminin ise 6nemli 6l¢iide
arttig1 tespit edilmistir.Yine STZ ile indiiklenen bagka bir diyabet ¢calismasinda, STZ nin
sican kan ve karacigerinde biyokimyasal degisikliklere neden oldugu, bu degisikliklerin
insan karacigerindeki benzer steatozdan steatohepatite ve karaciger fibrozuna kadar
degisebilen etkiler gosterebildigi bildirilmistir (Bilal ve ark. 2016).

Tek doz STZ (150 mg/kg, ip) uygulanan bagka bir aragtirmada histolojik olarak
inceleme yapilmis, karaciger agirliginin yiizdesinde artis, glikojen azalmasi, inflamatuar
hiicre infiltrasyonu ve kupffer hiicre hiperplazisi goriilmiistiir (Al-Ani ve ark. 2009).
Bununla birlikte, Bogoksayan (2021) yilinda ratlarda diethylnitrosamine ile olusturulan
deneysel karaciger hasarinda eumelaninin etkilerinin incelendigi ¢alismada, eumelaninin
olusan hepatotoksik etkiye karsi, koruyucu etkiye sahip oldugu, ancak damar hacim
yogunluklar1 bakimindan gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli bir farkliligin
goriilmedigi tespit edilmistir.

Calismamizda alinan karaciger hacimleri ve ortalama damar hacim yogunlugu
incelenmistir. STZ grubunda ortalama karaciger hacim degerinin diger gruplara oranla
istatistiki olarak anlamli seviyede yiiksek oldugu tespit edildi (P<0.05). STZ+VITC ve
STZ+TQ gruplarinin kendi aralarinda ortalama total hacim ol¢iim degeri arasinda
istatistiksel olarak anlamli farklililk gozlenmezken (P>0.05), bu gruplar ile STZ,
STZ+VITC+TQ, TQ ve Kontrol gruplar1 arasinda anlamli seviyede farklilik gozlendi
(P<0.05). Tedavi grubu olarak, STZ+VITC+TQ grubu ile Kontrol ve TQ gruplari
arasinda ortalama total karaciger hacim 6l¢iimleri arasinda istatistiksel olarak anlamli bir
farklilik gozlenmemistir (P>0.05). Bu durum, STZ ile olusturulan diyabetin meydana
getirdigi karaciger hasarina ve artan karacier angiogenezisine karst Vitamin C ve
Timokinon un kombine uygulanmasinin protektif etkiler olusturup, inhibe ederek faydali

sonuglar verdigini gostermektedir.
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Damar hacim yogunluklarina bakildiginda ise; STZ grubunda ortalama damar
hacim yogunlugu dl¢tim degerinin diger gruplara oranla istatistiki olarak anlamli diizeyde
fazla oldugu belirlendi (P<0.05). Kontrol TQ ve STZ+VITC+TQ gruplar arasinda
ortalama damar hacim yogunlugu bakimindan istatistiksel olarak anlamli bir farklilik
gdzlenmedi (P>0.05). STZ+VITC ve STZ+TQ grublarmnin kendi aralarinda ortalama
damar hacim yogunluklari 6l¢lim degerleri bakimindan istatistiki olarak anlamli seviyede
bir farklilik gozlenmezken (P>0.05), bu iki grup ile kontrol, TQ ve STZ+VITC+TQ
gruplarinin ortalama Olglim degerleri arasinda istatistiksel olarak 6nemli seviyede

farkliliklar goriildii (P<0.05).

Hayvan deneylerinde TQ’nun hipoglisemik (Badary ve ark 1997, Badary 1999,
Hawsawi ve ark 2001, EI-Mahmoudy ve ark 2005b) ve antidiyabetik (Fararh ve ark. 2005)
etkisinin oldugu bildirilmektedir. Hawsawi ve ark (2001) ratlarda (0.5, 1, 2, 4, 6 ve 8
mg/kg) intraperitoneal yolla verilen TQ’nun glukoz diizeylerini diigiirdigiinii rapor
etmistir. Streptozotosin (STZ) ile diyabet olusturulan ratlarda kalp ve beyindeki oksidatif
stres arastirilmis ve diyabetlilerde glutatyon-S-transferaz (GST), glutatyon (GSH) ve
katalaz (CAT)’daki belirgin azalma ile oksidatif stresin olustugu, bu diistik diizeylerin
corek otu yag (TQ) verilmesi ile iyilestirildigi belirtilmektedir (Hamdy ve Taha 2009).

Alla ve arkadaslariin (2017) yaptiklar1 ¢calismada bisfenol A toksisitesine karsi
timokinon ve vitamin C uygulamasinin etkilerini incelemisler, C vitamini ve timokinonun
sican modelinde, BPA ile indiiklenen oksidatif strese karsit koruyucu etkisinin, lipid
peroksidasyonunu inhibe ederek ve serbest radikalleri temizleyerek dogrudan veya lipid
peroksidasyonunu artirmasindan dolayr olabilecegini iddia etmisler; C vitamini ve
timokinon’un, 6zellikle oksidatif hasarin neden oldugu karaciger ve bobrek hastaliklarini

onlemek ve tedavi etmek i¢in birlikte kullanilabilecegini belirtmislerdir.

Usta A (2014), deneysel diyabetli ratlarda timokinon uygulanmasinin Niikleer
faktor kappa B (NF-kB) ve DNA hasar1 lizerine etkisini arastirdig1 ¢alismasinda STZ ile
olusturulan deneysel diyabette artan glukoz ve HbAlc diizeyleri ile karaciger ve bobrek
hasar gostergelerinin TQ uygulanmasini takiben onemli oranda diistiigii ve kontrol
grubuna yaklastigini, NFkB diizeyleri ve DNA hasarmi gosteren §-OHdG’nin ise
diyabetli grupta arttigini, TQ uygulanmasinin istatistiksel olarak 6nemsiz bir azalmaya

neden oldugu bildirmistir.

60



STZ ile deneysel diyabet olusturulan ratlarda TQ ¢ozeltisi 30 mg/kg/glin olarak
21 giin boyunca gavaj ile oral yoldan verilmesi ile karaciger ve bobrek dokusu TAS
seviyelerinin 6nemli oranda azaldig1 ve STZ ile birlikte TQ ilavesiyle bu degerlerin
kontrol grubu diizeyine yaklastigi, ayni1 sekilde STZ ile birlikte TQ uygulanan gruptaki
karaciger dokusu OSI degerlerinin de kontrol grubuna yaklastig1 bildirilmistir (Usta ve
ark., 2018).

Timokinonun insiilin sekresyonu {iizerindeki molekiiler mekanizmasi heniiz
aydinlatilmis olmamakla birlikte, insiilin sekresyonunu artirarak glukoz kullaniminda
artisa ve glikoneogenezi engelleyerek kan glukozunun diismesine neden oldugu

belirtilmektedir (Sankaranarayanan ve Pari 2011).

TQ’nun (3 mg/kg, 3 giin) insiiline bagh diyabette (tipl) STZ nin toksik etkisini
indirgeyerek patojenik prosesi azaltmada etkili olabilecegi, insiiline bagli olmayan
diyabette (tip 2) ise yliksek glukoz diizeylerini normalize ederek iyilestirici etkiye sahip
olabilecekleri belirtilirken, TQ nun bu etkisi serbest radikalleri toplayici ve sitoprotektif
ozelliklerine baglanmaktadir (El- Mahmoudy ve ark 2005a). Benzer sekilde aym
arastirmacilar, STZ’li (45 mg/kg, i.p.) ratlara TQ (3 mg/kg, 1.p., 3 ve 30 giinliik iki grup)
vermisler, 3. ve 30. giinlerde insiilin diizeylerinin STZ’li grupla karsilastirildiginda TQ
ilave edilen grupta belirgin olarak yiikseldigini ve kontrol grubundaki seviyelere

yaklagtigin1 belirtmektedirler (E1- Mahmoudy ve ark 2005b).

Tek doz STZ enjeksiyonu ile diyabet olusturulan ratlara enjeksiyondan 3 giin 6nce
baslanarak 4 hafta boyunca 50 mg/kg/giin TQ oral verildigi ¢alismada, TQ nun yliksek
olan serum glukoz seviyesini diisiirdiigii, diisiik olan serum insiilin konsantrasyonunu ise
arttirdi@1 bildirilmektedir. Belirlenen bu bulgular 1s18inda TQ’nun diyabetin neden
oldugu oksidatif stresin azalmasinda ve B hiicre biitiinliigiiniin korunmasinda tedavi edici
etki gosterdigi ve bunun sonucunda da TQ’nun oksidatif strese karst B-hiicrelerinin
korunmasinda klinik olarak kullaniminin faydali olabilecegi belirtilmektedir (Kanter
2009).

Calismamizda TQ uygulamasinin tek basina yeterli olamadigi, karaciger ve damar

hacim seviyelerinde, biyokimyasal verilerde ve immunohistokimyasal verilerde
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kullanmis oldugumuz dozda diyabet iizerinde etkisi olsa da kontrol grubu ile aralarinda

istatistiksel fark oldugu belirlenmistir (P<0.05).

C Vitamini, lipit fazda ¢6ziinebilen, antioksidanlar1 oksidatif hasardan koruyan,
kollajen, nitrik oksit sentezi ve kolesterol metabolizmasi gibi mekanizmalar {izerinde
etkili olabilen bir antioksidandir. C vitamininin hiicresel alinimin1 hem glukoz hem de
insiilin diizenlediginden, Askorbik asitin biyosentezinde C vitamini-glukoz arasindaki
iliski kadar C vitamini insiilin arasindaki iliski de olduk¢a 6nemlidir. Bu nedenle kanda
glukoz seviyesi yiikseldiginde C vitamininin geri emiliminde bozulmalar oldugu
belirtilmistir. Keza, digaridan alinan C vitamininin Tip I diyabette kandaki glukoz

seviyesini disiirdiigii ifade edilmistir (Uslu, 2013).

Cameron ve ark. (1993), diyabetik ratlara C vitamini takviyesinin plazma, kas ve
karaciger dokularinda lipit peroksidasyonunu azaltip, diyabetle birlikte azalan GSH
diizeylerini ise yiikselttigini rapor etmislerdir. Ozer ve Goniil (2006) STZ ile diyabet
olusturduklart Wistar Albino ratlara 21 giin siire ile verdikleri 20 mg/kg dozundaki C
vitamininin diyabete bagli olarak artan MDA diizeylerini diislirdiiglinii bunun yani

sira azalan GSH diizeylerini ise arttirdigini bildirmislerdir.

Cay ve ark. (2001) da diyabet Oncesi 4, sonrasi ise 21 giin olmak iizere toplam 25
giin siireyle C vitamini uygulamasinin diyabetik ratlarda plazma, karaciger ve kas
dokularinda oksidan diizeylerini diisiirdiigiinii, antioksidan diizeylerini ise yiikselttigini
gostermislerdir. Uslu (2013) arastirmasinda 60 mg/kg dozundaki C vitamininin plazma
oksidan seviyelerini degistirmeden, total antioksidan seviyelerini istatistiksel acidan
onemli olmasa da arttirdigin1 ve C vitamininin diyabet grubunun karaciger total oksidan

ve total antioksidan seviyelerinde azalislara neden oldugunu bildirmistir.

Diyabetik ratlarda hepatik glukoneojenezde timokinon etkisiyle bir azalma
oldugu, antidiyabetik etkinin karacigerde glukoz iiretimini azalttig1 gosterilmistir (Fararh
ve ark., 2005). Eidi ve ark. (2006), deneysel diyabetik ratlarda AST ve ALT degerlerinde

onemli bir artis oldugunu gézlemlemislerdir.

Asitaminofen ile olusturulan hepatoksisitenin Onlenmesinde TQ’nun, agiz

yoluyla ii¢ ayr1 dozda (0.5, 1 ve 2 mg/kg/giin) 5 gilin boyunca uygulandigi bir ¢alismada,
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TQ ilavesinin asitaminofen kaynakli hepatotoksisiteyi azalttiginin kanit1 olarak serum
ALT aktivitesinde azalma oldugu bildirilmektedir (Nagi ve ark., 2010).

Erdemli ve ark. (2018) yaptiklar1 calismada 30 giin siireyle 2,3,7,8-
tetraklorodibenzo-p-dioksin uygulamasi ile AST ve ALT diizeylerinde anlamli derecede
artis olan sigcanlara antioksidan amagli uygulanan TQ ile AST ve ALT diizeylerinde
azalma oldugunu rapor etmislerdir. Yapilan baska bir ¢alismada fipronil uygulanan
hayvanlarin hepatik biyobelirtecleri (AST ve ALT) 6nemli 6l¢iide artarken, TQ ile tedavi
sonrasinda artan biyobelirteclerin ciddi anlamda normal seviyeye yaklastig1 bildirilmistir

(Abdel-Daim ve ark. 2018).

Sargassum muticum'un Wistar albino ratlarda STZ ile indiiklenen diyabetik
karaciger hasarina karsi sitokinleri ve apoptoz yolagini inhibe ederek hepatoprotektif
potansiyeli’nin arastirildgi bir ¢alismada, ALT, AST, ALP degerlerinin diyabet ile
yiikseldigi ortaya konmustur (Sathi ve ark. 2019).

Aflatoksin B1 (AFBI1)’in neden oldugu karaciger zehirlenmesine karst TQ
kullaniminin etkili oldugu goriilmiis ve hepatotoksisiteye bagli olarak artan AST, ALT,
ALP aktivitelerinin diizeldigi goriilmiistiir (Nili-Ahmadabadi ve ark., 2011). Deneysel
formaldehit uygulanan ratlarda timokinon uygulamasinin artan AST ve ALT seviyelerini

azalttig1 rapor edilmistir (Aksu, 2021).

Bu tez calismasinda, ALP, ALT ve AST diizeylerinin; diyabet grubunda
istatistiksel 6nemde yiikseldigi (P<0.05), STZ+TQ grubunda azaldig: kontrol grubunda
yakin degerler aldig1 ancak STZ+TQ+Vit C grubunda ise kontrol grubuna daha yakin bir
degere diistiigii gozlendi. Bu durumun TQ’nun karaciger koruyucu etkisinden

kaynaklandig1 ve vitamin C’nin bu etkiyi artirmasindan kaynaklandig: diistiniilmektedir.

Hiicre i¢i ve hiicre dis1 apoptozda kaspaz-3 gorev alan onemli bir proteindir.
Kaspas-3’iin aktivasyonu apoptozisi indiikte eden irreversible bir asama oldugu i¢in
calismalarda apoptozisi degerlendirmek i¢in sik¢a kullanilir (Nna ve ark. 2018a). Nna ve
ark. (2018b) arastirmalarinda Malezya propolisinin diyabetik sicanlarda karacigeri

korudugunu gdstermistir. Diyabet ile serum AST, ALT, ALP ve GGT seviyelerinin
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yiikseldigini, TNF-a, IL-1p, kaspaz-3 ekpresyonlarinda artig, IL-10 ekspresyonunda ise

azalma gozlendigini bildirmistir.

Safhi ve ark. (2019) yaptiklar1 ¢alismada Sargassum muticum’ un diyabet {izerine
etkisini incelerken, inflamatuar sitokin (TNF-a, 1l-2, 1l-1beta) diizeylerinin ve kaspaz-3

ve kaspaz-9 seviyelerinin de diyabet ile birlikte yiikseldigini bildirmistir.

Liu ve ark. (2018) Trigonellin, streptozotosin ile indiiklenen tip 1 diyabetik
farelerde B hiicrelerini apoptozdan korumak icin kaspaz 3'i inhibe ettigini gosterdikleri
arastirmalarinda, trigonellinin kaspaz-3 ekspresyonunu azaltarak [ hiicrelerinin

apoptozunu kismen baskiladigi bildirmislerdir.

Bcl-2 ve Kaspaz-3 hiicre apoptoz siirecindeki anahtar molekiillerdir. Bcl-2
proteini hiicre apoptozunu inhibe eder. (Li ve ark., 2021). Bcl-2 ailesindeki proteinler
mitokondrial apoptotik yolagi diizenleyerek hiicre 6limiinii ve sag kalimii denetler.
Anti-apoptotik bir protein olan Bcl-2 mitokondrial membran biitinligiinii siirdiiriir
(Moghaddam ve ark., 2014).

Bcl-2 ekspresyonu diyabet tarafindan 6nemli 6l¢iide azaltildigi birgok arastirmada
bildirilmektedir (Mellado-Gil and Aguilar-Diosdado 2004, Hashish ve Kamal; 2015). Bu
calismada da STZ uygulamasi ile Bcl-2 ekpresyonun azaldigr vitamin C ve Timokinon

uygulamasi ile ekspresyonun arttigi tespit edildi.

Chandirasegaran ve ark. (2018) berberin klorid’in diyabet tizerindeki etkilerini
inceledikleri ¢calismada berberin klorid ile tedavi edilen diyabetik siganlarin karacigerinde
anti-apoptotik Bcl-2 protein ekspresyon seviyesinin diyabetik kontrol si¢anlarina kiyasla
arttig1 bulunmustur. Ayrica ayni ¢alismada berberin klorid ile tedavi edilen diyabetik
siganlarin karacigerinde boliinmiis kaspaz-3'iin IHK boyanmasi c¢ok kiiciik bir bdlge
olarak bulunmustur. Bu kaspaz-3 aktivitesinin STZ ile arttig1 ve tedavi gruplarinda

azaldigin1 gostermektedir.

Calismamizda da diger c¢aligmalara benzer sekilde diyabet grubunda bcl-2
aktivitesinin azaldigi ve kaspaz-3 ekspresyonun arttigi gozlenmistir. Bel-2 ekpresyon
diizeyi kontrol grubunda orta diizeyde iken, tedavi gruplarinda kontrol grubuna benzer

sekilde gozlendigi belirlenmistir. Kaspaz-3 aktivitesinde ise kontrol ve TQ gruplarinda
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gbzlenmezken, diger ¢aligmalara benzer sonuglar elde edilmis, STZ ile yiikselen kaspaz-

3 aktivitesinin tedavi gruplarinda zay1f seviyeye indirildigi belirlenmistir.

Hepatotoksik etkenler karacigerde nekroz olusumunu uyararak akut inflamatuar
yanitin olusumunu saglar. Inflamatuar yanit olusturularak hasarlanan dokunun yok
edilmesi, dokularin onarimi veya rejenerasyonun olusumu beklenmektedir. Rejenerasyon
inflamasyon ile uyarilip 6ncesinde TNF-a (tiimor nekroz faktorii o) ve IL-6 (interlokin-
6) ile tetiklenmektedir (Tao ve ark., 2017). Kumar ve ark. (2013) siganlarda STZ ile
yaptiklar1 deneysel calismada diyabetik grubun plazmasinda proinflamatuar sitokinlerin
TNF-a, IFN-c, TGF-B1 ve IL- 10 diizeylerinde anlaml1 bir artig oldugunu ELISA yontemi

ile rapor etmislerdir.

Kilincarslan ve Donmez (2019), Kuersetin’in diyabet {izerine etkisini
arastirdiklar1 ¢alismada; IL-1, IL-6, IL-10 ve TNF-a gibi bazi sitokinlerin insiilin direnci
ve diabetes mellitus ile iligkili oldugu ve sitokinlerin diabetes mellitus patogenezini
etkileyebilecegini bildirmislerdir. Ayn1 ¢alismada kuersetin verilmesi ile diyabet sonrasi
yiikselen TNF-a gibi inflamatuar sitokin diizeylerinin azaldig: bildirilmistir. Ote yandan
proinflamatuar sitokin olan IL-10 seviyesinin diyabet ile diistigii, tedavi i¢in verilen
kuersetin ile yiikseldigi bildirilmistir. Liu ve ark. (2018) diyabet ile TNF- a, IL-6 ve IL-
1B diizeylerinin yiikseldigini verilen trigonelline ile ylikselen sitokin seviyelerinin asagi

cekildigini gostermislerdir.

Immun aracili diyabet gelisiminde IL-10’un multifaktériyel rolii tartigmalidir. IL-
10’un hem patojenik ve hemde koruyucu rol oynadigina iliskin ¢aligmalar bulunmaktadir.
IL-10’un otoimmun siirecin diizenlenmesinde etkili oldugu ve inflamasyonu o6nledigi
tespit edilmistir (Roep ve ark., 2010). IL-10 anti-inflamatuar sitokin olmasina ve
immunolojik etkisi IL-6'nin tersi olmasina ragmen, beyin hasarindan sonra bu iki

sitokinin aktivitesinde benzerlik vardir (Majkutewicz ve ark., 2016).

Igit T (2024) tez c¢alismasinda STZ ile diyabet yapilan ratlarda hipokampiis
tizerine N asetilsistein etkisini arastirmis, IL-10 diizeyi i¢in diyabet grubunda yogun
ekspresyon goriilmesini, diyabet durumunda gergeklesen proinflamatuar sitokinlerin asiri
salinimina kars1 bir tepki olarak viicut inhibisyon gerceklestirme amaciyla asir1 miktarda

IL-10 salintmini olusturarak antiinflamatuar yanit vermistir seklinde yorumlamislardir.
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Calismamizda STZ ile indiiklenen diyabet sonrasinda sitokinlerin ekpresyonu
[HK olarak incelenmis, TNF-o ekpresyonu icin diger calismalara uyumlu olarak kontrol
grubunda artis gozlenmemistir. Benzer sekilde TQ grubunda da artis gézlenmemistir.
STZ ile artan TNF-a ekpresyonun tedavi gruplarinda azaldigi STZ+ Vit C de zayif, STZ+
TQ grubunda orta, STZ+ Vit C+ TQ grubunda ise kontrol’e benzer sekilde negatif oldugu
tespit edilmistir. II-10 ekpresyonu i¢in ise kontrol grubunda beklendigi gibi artis
gostermis, STZ ile zayif bir diizeye gerilemis TQ grubunda orta derecede eksprese
olmustur. Tedavi gruplarinda ise TQ grubuna benzer sekilde orta derece ekprese oldugu

yine de STZ nin etkisinin azaldig1 gézlenmistir.

Sonug olarak, ratlarda streptozotosin (STZ) ile olusturulmus deneysel diyabet
modelinde Timokinon ve Vitamin C’nin karaciger iizerine etkilerinin stereolojik ve IHK

olarak incelendi ve morfometrik verilerinin istatistiksel olarak datalar1 elde edildi.
Stereolojik sonuglara gore;

1- Karacigerin hem ortalama total hacim hem de damar hacim yogunluklari
Olgtimlerinde STZ grubunda ortalama 6l¢im degerinin diger gruplara oranla istatistiksel
olarak anlamli seviyede yiiksek oldugu tespit edilirken, STZ+VITC+TQ grubu ile
Kontrol ve TQ gruplar1 arasinda anlamli bir fark gézlenmedi. Bu durum diyabette
Vitamin C ve Timokinon’un kombine uygulanmasinin faydali sonucglar verdigini

gostermektedir.
Immunhistokimyasal sonuglara gére;

1- Hiicresel isleyisin bozulmasi sonucu olarak, apoptotik iirlinlerin ortaya
cikmasmi saglayan Kaspaz-3 ekspresyonunun, STZ grubunda yogun, STZ+VITC,
STZ+TQ ve STZ+VITC+TQ gruplarinda zayif olarak bulundugu, ancak Kontrol ve TQ

gruplarinda ise ekspresyonu gozlenmedi.

2- Apoptozisi diizenleyici proteinler grubunda yer alan Bel-2 ekspresyonunun,
STZ grubunda Bcl-2 aktivasyonu gozlenmezken, diger gruplarin hepsinde orta seviyede

oldugu gozlendi.

3- Reaktif oksijen radikallerinin birikmesi ve inflamatuar kosullara bagl olarak

hiicrede apoptozis sekillenmesine neden olan TNF- a ekspresyonun, STZ grubunda
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yogun, STZ+TQ grubunda orta, STZ+VITC grubunda zayif, Kontrol, TQ ve
STZ+VITC+TQ gruplarinda ise negatif seviyede oldugu tespit edildi.

4- Hiicre i¢i sinyal yolunu diizenleyerek hiicrelerin hayatta kalmasini saglayan,
ayn1 zamanda anti-inflamatuar sitokinlerin iyilestirilmesi ve inflamasyonun 6nlenmesi
bakimindan énemli bir protein olan IL-10 ekspresyonun, Kontrol grubunda yogun, TQ,
STZ+VITC, STZ+TQ, STZ+VITC+TQ gruplarinda orta, STZ grubunda ise zayif
diizeyde oldugu belirlendi.

Calisma sonuncunda hem stereolojik hem de immunohistokimyasal olarak elde
edilen degerlere gore, STZ ile artan karaciger hasarinin TQ uygulamasi ve vitamin C
uygulamasi ile ayr1 ayr verildiklerinde hafifledigi ancak birlikte kullanimlarinda daha

etkili sonug verdigi gézlenmistir.
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