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0z

Diabetes Mellitus, viicudun insiilin tiretememesinden veya insiilin etkisine karsi diren¢ten veya her ikisinden
kaynaklanan yiiksek kan sekeri seviyeleri ile karakterize edilen bir grup kronik metabolik rahatsizliktir.
Insiilin, viicut dokular1 ve organlari tarafindan glikoz iiretimini ve kullanimini diizenleyen ana hormondur.
Diyabet, karaciger de dahil olmak iizere viicuttaki tiim sistemleri etkiler. Streptozotosin, pankreas B-hiicre
yikimi gercgeklestiren bir antibiyotiktir ve deneysel diyabet olusturmak icin yaygin olarak kullanilir. Bu
calismada, sican karacigerinde sterptozotosin kaynakli diyabetin neden oldugu morfometrik degisikliklerin
hacim ve hiicre sayilarinin stereolojik yontemler kullanilarak hesaplanmasi amaglandi. Calismada eriskin 20
adet erkek sican kullanildi. Rastgele dort grup olusturuldu. Tim gruplarin kan glikoz degerleri 6l¢tildii.
Streptozotosinin farkl dozlar1 (55 mg/kg ve 65 mg/kg) verilerek diyabet indiiklendi. 48 saat sonra tekrar kan
glikoz degerleri 6l¢iildii. Dort hafta sonra kontrol ve denek gruplarina ait tiim siganlarin anestezi altinda
karaciger dokular ¢ikarilarak %10’luk formaldehitte tespit edildi. Tespit edilen karaciger dokular fiziksel
fraksiyonlama ile esit pargalara ayrildi. Dehidratasyon asamalarindan gegerek parafinde sabitlendi.
Histolojik kesitler hazirlandi. Hematoksilen-Eozin ile boyandi ve 151k mikroskobunda incelenerek
fotograflandi. Cavalieri Prensibi ile karacigerin total hacmi, disektér yonteminin tarafsiz sayim c¢ercgevesi ile
hepatosit sayilar1 hesaplandi. Diyabete bagh gruplarda, kontrol grubuna goére karaciger hacminde ve hiicre
sayisindaki artis anlamhiydi (p<0.05). Sonug olarak, streptozotosin enjeksiyonu ve bunun sonucunda ortaya
¢ikan diyabet, karaciger hacminde ve hepatosit sayilarinda artisa yol agmaktadir.

Anahtar Kelimeler: Diyabet, Karaciger, Si¢can, Streptozotosin.

ABSTRACT

Investigation of the Effects of Streptozotocin Applied in Different Doses on Rat
Liver with Stereological Methods

Diabetes mellitus is a group of chronic metabolic conditions, all of which are characterized by elevated blood
glucose levels resulting from the body's inability to produce insulin or resistance to insulin action, or both.
Insulin is the main hormone that regulates glucose production and use by body tissues and organs. Diabetes
affects all systems in the body, including the liver. Streptozotocin is an antibiotic that performs pancreatic 3-
cell destruction and is widely used to induce experimental diabetes. In this study; It was aimed to calculate
the volume and cell numbers of the morphometric changes caused by streptozotocin-induced diabetes in the
rat liver using stereological methods. Twenty adult male rats were used in the study. Four groups were
created randomly. Blood glucose values of all groups were measured. Diabetes was induced by administering
different doses of streptozotocin (55 mg/kg and 65 mg/kg). After 48 hours, blood glucose values were
measured again. Four weeks later, liver tissues of all rats from the control and experimental groups were
taken under anesthesia and fixed in 10% formaldehyde. The fixed liver tissues were divided into equal parts
by physical fractionation. It was fixed in paraffin after passing through dehydration stages. Histological
sections were prepared. It was stained with Hematoxylin-Eosin, examined under a light microscope and
photographed. The total volume of the liver was calculated using the Cavalieri Principle and the number of
hepatocytes was calculated with the unbiased counting frame of the dissector method. In the diabetes-related
groups, the increase in liver volume and cell number was significant compared to the control group (p<0.05).
As a result, streptozotocin injection and the resulting diabetes lead to an increase in liver volume and
hepatocyte numbers.

Keywords: Diabetes, Liver, Rat, Streptozotocin.

= *Corresponding author: syildiz2010@gmail.com 53

B8 This work is licensed under a Creative Commons Attribution-NonCommercial 4.0 International License which allows users to read,
copy, distribute and make derivative works for non-commercial purposes from the material, as long as the author of the original work is cited properly.


mailto:syildiz2010@gmail.com
mailto:syildiz2010@gmail.com
https://dergipark.org.tr/tr/pub/vanvetj
https://doi.org/10.36483/vanvetj.1362601
https://orcid.org/0000-0003-1566-2931
https://orcid.org/0000-0002-8189-264X
https://orcid.org/0000-0002-7312-5934

[Saadet YILDIZ ve ark.]

Van Vet ], 2024, 35 (1) 53-58

GiRiS

Diabetes Mellitus (DM), diinya capinda goriilen bulasici
olmayan bir hastaliktir. DM, tip 1 (DM1) veya tip 2 (DM2)
olarak siniflandirilir. DM1, pankreasin insiilin hormonunu
iretmeyi birakmasi veya [ hiicrelerinin yok edilmesi
nedeniyle ortaya ¢ikar. DM2 en yaygin tiptir ve diyabet
vakalarinin yaklasik %90'm1 temsil eder. fleri yastaki
insanlarda ortaya c¢ikan bu tiirti, insiilin direnci ve insiilin
salgilanmasindaki eksiklikten dolay1 kan sekerinin
ylikselmesi ile kendini gosteren bir hastaliktir (Maitra ve
Abbas 2005; Piya ve ark. 2010; Magalhaes ve ark. 2019).
Bu metabolik hastalik, karaciger de dahil olmak iizere
viicuttaki tlim sistemleri etkiler. Esas olarak insiilin
direncinin neden oldugu hiperglisemi; lipidlerin,
karbonhidratlarin ve proteinlerin metabolizmasini etkiler
ve alkole baghh olmayan yagh karaciger hastaligina yol
acabilir, bu da alkole bagli olmayan steatohepatit, siroz ve
son olarak hepatoselliiler karsinomlara ilerleyebilir (Al-
Ani ve ark. 2009; Mohamed ve ark. 2016). Karacigerin yag
metabolizmasint  gergeklestirmesi i¢in  uygun  bir
konsantrasyonda insiilin gereklidir. Diisiik iiretim veya
yetersiz eksojen insiilin uygulamasi yoluyla kandaki
insiillin  konsantrasyonundaki herhangi bir degisiklik,
karacigerde yag birikmesine neden olur (Lucchesi ve ark.
2015). Epidemiyolojik arastirmalar, diinya ¢apinda 2019
yilinda yaklasik 463 milyon kisinin DM'den muzdarip
oldugunu ve bu saymin 2030 yilina kadar 578 milyona
cikacagini gostermistir (Saeedi ve ark. 2019).

Streptozotosin  (STZ) deneysel diyabet olusturan
kimyasaldir. Pankreas {3 hiicrelerinin yok edilmesine yol
acar ve yetersiz insiilin tretiminin dogrudan bir sonucu
olarak hiperglisemiye neden olur (Correia-Santos ve ark.
2012; Kohl ve ark. 2013). 1963'ten beri STZ'in
intraperitoneal (ip) veya intravenéz (iv) enjeksiyonun
yapudigst ~ DM1  hayvan modeli yaygin olarak
kullanilmaktadir (Wang-Fischer ve Garyantes 2018). STZ
tek doz ip olarak 100 mg/kg uygulamasiyla, insiilinden
bagimsiz diyabet ve 40-60 mg/kg iv olarak uygulanmasiyla
insiiline bagimh diyabet olusturur (Szkudelski 2001).

Steroloji metodu, hacim, ylizey alan1 ve uzunluk ile doku,
hiicre veya organel sayis1 hakkinda tarafsiz nicel
morfolojik veriler elde etmek i¢in kullanilir. Bunun i¢in de
biyolojik nesneler mikroskopta nicel bir hesaplama ile
matematiksel olarak tiiretilmis modelleri kullamir. Bu
metod ¢ok cesitli biyomedikal uygulamalarda kullanilir ve
sistematik, dnyargisiz doku drneklemesine izin verir (Unal
ve ark. 2002).

Bu c¢alismada; STZ ile olusturulan diyabetin sigan
karacigerinde olusturdugu morfometrik degisikliklerin
stereolojik yontemler kullanilarak hacim ve hiicre
sayilarinin hesaplanmasi amaglanmistir.

MATERYAL VE METOT

Bu aragtirma Van Yiiziinci Yil Universitesi Hayvan
Deneyleri Yerel Etik Kurulundan 25.03.2010 tarihinde
2010/03 sayili izin alinarak yapilmistir.

Deney Hayvanlari

Calisma icin kullanilan hayvanlar Van Yizinci Yil
Universitesi Deney Hayvanlar1 Uretim ve Arastirma
Merkezinden temin edildi. Agirhklar1 200 ila 300 g
arasinda degisen sekiz-on iki haftalik erkek siganlardan 20
adet kullanildi. Kafeslerde, ortalama 22 °C sicaklikta, 12
saatlik aydinhik/karanlik doéngiisii ile barindirildilar.
Serbest olarak filtrelenmis musluk suyu ve sican yemi ile
beslendiler.
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Deneyin Uygulanmasi

Hayvanlar randomize olarak her biri bes sigandan olusan
dort gruba ayrildi. Deneyden dnce tiim gruplarin aglik kan
glikoz degerleri alinarak kaydedildi. Denek gruplarina
sodyum sitrat tamponu (pH:4.5) icinde ¢ozlindiirilmiis
STZ (Sigma- Aldrich, USA) dozlar (55 mg/kg, 65 mg/kg)
hazirlandi.

Kontrol: Herhangi bir islem uygulanmadi.
Sham: 0.5 ml serum fizyolojk (SF)

Denek 1: 0.5 ml 55 mg/kg STZ (Szkudelski 2001; Al-Ani ve
ark. 2009)

Denek 2: 0.5 ml 65 mg/kg STZ (Szkudelski 2001; Al-Ani ve
ark. 2009)

STZ'nin ip enjeksiyonundan 48 saat sonra tiim hayvanlarin
aclik kan glikoz degerleri tekrar ol¢iildii. Glikoz degeri =
200 mg/dl olanlar diyabetik olarak kabul edildiler.

Dokularin Hazirlanmasi

Deney basladiktan dort hafta sonra tiim sicanlara anestezi
(ketalar, 50 mg/kg) altinda perfiizyon uygulanarak,
karacigerleri alindi. Karaciger dokular1 24 saat boyunca
%10’luk noétr tamponlu formaldehitte sabitlendi.

Stereolojik islemler

Tespit edilen karaciger dokular1 esit parcalara ayrildi.
(Sekil 1).

Sekil 1: Sican karacigerinin loblar1 ve fiziksel
fraksiyonlama.

Figure 1: Lobes of rat liver and physical fractionation.

Sistematik ve rastgele olarak secilen her bir karaciger
parcasi 1/12 oraninda érneklendi (f1). Orneklenen her bir
parca doku takip prosediirleri izlenerek parafin bloklara
gomiildii. Bloklanan dokularda mikrotom yardimiyla 5 pm
kalinliginda Kkesitler alinarak 1/400 (f2) oraninda ardisik
olarak ciftler halinde alindi. Alinan kesitler Hematoksilen-
Eozin boyasi ile boyand: ve mikroskop altinda fotograflari
cekildi. Karaciger dokusunun hacim 6l¢iimii i¢in Cavalieri
Prensibi (CP) metodu kullanilarak voliim hesaplandi.

V=txa/pxP (1)
V: Voliim, t: Kesit kalinligi, a/p: Nokta sayma tablosundaki

her noktanin temsil alanidir, P: Boliimlerin yilizey
alanlarina temas eden noktalarin toplam sayisi.

Total Voliim = Vi + V2 +..+ Vi (2) (Mazonakis ve ark.
2002).

Her kesit icin ayr1 ayri hesaplanan hacimler toplanarak
karacigerin total hacmi bulundu.

Isik  mikroskobunda 100’lik biyiitmede fotograflar
cekilerek sayisal yogunluk hesaplama formiilii yardimiyla
karaciger hiicreleri hesaplandi. Burada ise Alan Ornekleme
Payi, 1/800 (f3) oraninda yapildi (Gundersen 1986).
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Boylece elde edilen disektdr taneciklerinin sayist (Q-),
onceki taneciklerin ters orantisiyla ¢arpilarak toplam say1
(N) hesaplandi1 (Gundersen ve Jensen 1987; Unal ve ark.
2002).

istatistiksel Analiz

[statistik hesaplamalar SPSS (ver: 13) paket programinda
yapildi. [statistiksel anlamlilk diizeyi p<0.05 olarak
belirlendi. Tiim veriler minimum, maksimum, standart
sapma ve ortalama degerler olarak hesaplandi. Bu
degiskenler icin Normallik testi, Shapiro Wilk testi
kullanilarak yapild. Normallik varsayimi
saglanmadigindan, gruplarin karsilastirilmasinda Kruskal-
Wallis testi kullanildi. Farkli gruplari belirlemede, Dunn

testi kullanildi.

BULGULAR

STZ enjeksiyonundan 48 saat sonra denek gruplarinda
olciilen kan glikoz degerlerinde yiikselme goriildi (Sekil
2).

Histopatolojik Bulgular

Kontrol ve sham grubu siganlarinin HE ile boyanmis
karaciger boliimleri, hepatik lobiillerden olusan normal
hepatik yapiya sahipti. Buna karsilik STZ’in neden oldugu

diyabetik sigcanlarin Kkaraciger yapisinda portal triad
cevresinde inflamasyonun yani sira nekrotik degisiklikler
ve Kkaraciger parankiminde kan siniizoidlerinde hafif
genisleme goriildii. Ayrica hepatositlerde mikrovezikiiler
yaglanma belirgindi. Baz1 nukleuslar oldugundan biiytk,
deforme olmus, bazilarinin da ¢ekirdek zari1 smirlariin
diizensiz goriinimi hakimdi (Sekil 3).
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Sekil 2: Gruplarin ortalama glikoz diizeyleri (mg/dl).
Figure 2: Mean glucose levels of the groups (mg/dl).

Figure 3: A: Control, HEx10, B: Control, HEx100, C: Subject 2, HEx10, D: Subject 2, HEx100. microscopic images of groups.
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Stereolojik ve Istatistiki Bulgular

CP gore diyabet gruplarinin karaciger voliimii kontrol ve
sham gruplarina gore anlamh bir fark goésterdi (p<0.05)
(Tablo 1, Sekil 4).

Hacim (en)

106 -
104 +

Grupl
Kontrol Sham Denek-1 Denek-2 o

Sekil 4: CP ile karaciger hacimleri.
Figure 4: Liver volumes with CP.

Tablo 1: Hacim ve hiicre sayisinin gruplara gore istatistik analizi.

Tim gruplardaki hepatosit sayisina bakildiginda, gruplar
arasinda fark anlamhiydi (p<0.05) (Tablo 1). Diyabet grubu
hepatosit sayisinda artis goriildi (Sekil 5).

Hepatost sapat 2107

15 1

2

151

|4

03 +

04 : i i

Kontrol Sham Denek-1 Denek2  Oruplar

Sekil 5: Hepatositlerin sayisi.
Figure 5: The number of hepatocytes.

Table 1: Statistical analysis of volume and cell number according to groups.

Gruplar Say1 Ortalama Std. Sapma Min. Mak. p

Kontrol 5 9.49b 0.210 9E+012 1E+013

Karaciger hacmi Sham 5 9.45b 0.176 9E+012 1E+013 0.001
(cm3) Denek-1 5 10.212 0.274 1E+013 1E+013
Denek-2 5 10.29a 0.209 1E+013 1E+013
Kontrol 5 1.55¢ 0.092 1E+009 2E+009
Sham 5 1.60bc 0.144 1E+009 2E+009

Hepatosit Sayisi (109) 0.002
Denek 1 5 1.87a 0.097 2E+009 2E+009
Denek 2 5 1.71b 0.120 2E+009 2E+009

a, b, c: Gruplardaki harfler anlamhilik diizeyini géstermektedir (p<0.05).

TARTISMA VE SONUC

STZ ile indiiklenen DM, kemirgenlerin ¢ogu tiiriinde
kullanilabilen ¢ok uygun maliyetli ve hizli bir teknik
sunarak, DM’un arastirma alammmi bagka tiirli
erisilemeyecek bir dizi genotipik ve fenotipik secenege
acar. Siklikla tek bir ytiksek dozda STZ uygulanarak 48 saat
icinde tam [-hiicresi nekrozu ve Tip-1 diyabete, ¢oklu
diisik dozlu STZ yaklasimi ise pankreas adaciklarina
kismen zarar verdigi ve sonugta insiilin eksikligi ve
hiperglisemiyle sonuglanan f hiicresi aktivitesinin daha da
kaybolmasina neden olan inflamatuar bir siireci tetikledigi
bildirilmistir. Spesifik deneysel protokol i¢cin amaglanan
diyabetin tipine ve ciddiyetine bagl olarak literatiirde
birden fazla STZ dozlama yoéntemi mevcuttur (Alberti
2010; Deeds ve ark. 2011; Furman 2021). DM si¢anlarda
kan glikozu, su alimi, gida alimi ve glikat hemoglobinde
anlamli artig, plazma insiilini, toplam hemoglobin, viicut
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agirhgr ve karaciger glikojenin de belirgin azalma
goriildigli bidirilmistir (Punithavathi ve ark. 2008). 50
mg/kg STZ ile olusturulan DM grubu si¢an hepatositlerde
yaygin dejenerasyon ve nekroz ile periasiner boélgede
hepatositlerin sitoplazmasindaki degisiklikler
bildirilmektedir (Yaman ve Dogan 2016). 50 mg/kg STZ ile
diyabet olusturulan sican karacigerinde, nekroz, siddetli
inflamatuar hiicre infiltrasyonu, yag degisimi, siniizoidal
dilatasyon ve tikaniklik gibi bircok genis alan saptanmistir
(Balasubramanian ve ark. 2013). Alshathly (2019)'nin
yaptigt calismada da diyabetik sicanlarda kan
siniizoidlerinde hafif genisleme goriildiigii, santral damara
yakin hepatositlerde mikrostatlar gozlendigi, hepatosit
cekirdeklerinin deforme oldugu ve koyu lekelendigi ayrica
artan fibréz doku ile portal damarlar genisledigi ve hiicre
infiltratlar ile cevrelendigi bildirilmistir.

Bagska bir ¢alismada (STZ 40 mg/kg) diyabetik kontrol
sican  karacigerinde, hiicreler arasi1 siniizoidlerin
genislemesi ve merkezi damarda tikaniklik ile birlikte
deforme olmus hiicresel organizasyon, vakuolizasyon,
hipertrofik  hiicreler, iltithaplanma sergilenmistir
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(Chandirasegaran ve ark. 2018). 60 mg/kg STZ ile
indiiklenen ve kontrol grubuna kiyasla tedavi edilmemis
diyabetik farelerde hepatositler, merkezi damarlar,
siniizoidler, portal damarlar, hepatik arterler ve safra
kanallarimin hacimlerinin arttig1 ve dolayisiyla karacigerin
agirhginda ve hacminde artisa yol agan dnemli bir
hipertrofiye sahip oldugu tespit edilmistir (Zangeneh ve
ark. 2018). Zheng ve ark. (2021), 60 mg/kg STZ verdikleri
ve tedavi etmedikleri diyabetik sicanlarda Kkaraciger
agirhgt ve hacminin yam1 sira hepatositlerin  ve
siniizoidlerin toplam hacminin 6nemli o6l¢lide arttigim
saptamislardir. Ayrica patolojik olarak, hepatoseliiler
steatoz, lobiiler inflamasyon ve siroz dahil olmak tzere
degisen derecelerde periseliiler, perisiniizoidal ve
periporta fibrozis varligini teshis etmislerdir. STZ ile
indiiklenen diyabet modelinde si¢an kan ve karacigerinde
biyokimyasal = degisikliklere = neden  oldugu, bu
degisikliklerin insan karacigerindeki benzer
modifikasyonlar gibi steatozdan steatohepatite ve
karaciger  fibrozuna  kadar  degisebilen etkiler
gosterebildigi bildirilmistir (Bilal ve ark. 2016). Tek bir
doz STZ (150 mg/kg, ip) uygulandiginda karaciger
agirhginin  yiizdesinde artis, glikojen azalmasi, lipid
birikimi, inflamatuar hiicre infiltrasyonu ve kupffer hiicre
hiperplazisi goriilmistiir (Al-Ani ve ark. 2009).

Optik dissektdr sayma yontemi kullanilarak hepatositlerin
sayisinin  degerlendirildigi bir ¢alismada diyabetik
olmayan saghkli grup ile karsilastirildiginda diyabetik
kontrol grubunun hepatosit sayilarinda artis oldugu
saptanmistir. Bunun nedeni, daha yiiksek bir hepatosit
sayisinin diyabetik karacigerlerde asir1 glikoz {iretimine
neden olmasi ve fazla glikozun diger organlar tarafindan
verimsiz bir sekilde metabolize edilmesi olabilecegini
vurgulamislardir (Sipal ve ark. 2012). Ayni sekilde Unal ve
ark. (2011) diyabetik grupta hepatositlerin sayisinda
%271’lik bir artis tespit etmislerdir. Yine baska bir
calismada DM, hepatositlerin hem sayisinda hem de
hacminde artisa neden olmustur. Enerji dengesizligini
diizenlemek icin DM’un insiiline direngli durumlarda,
hepatik hiperplazi olarak bilinen bir durumda hepatosit
sayisinin arttifl iddia edilmistir. Artan hiicre sayisinin
sadece apoptoz yiiklii olabilen trofik faktdrii azaltmakla
kalmayip, ayn1 zamanda ana oksidan kaynaklar1 olan
mitokondri sayisinda da artisa neden oldugu
vurgulanmistir (Halici ve ark. 2009).

Sonu¢ olarak, streptozotosin enjeksiyonu ve bunun
sonucunda ortaya ¢ikan diyabet, karaciger hacminde ve
hepatosit sayilarinda artisa yol ag¢maktadir. Bu
degisiklikler diyabetli hastalarda karacigerde meydana
gelen degisikliklerin anlagilmasina yardimci olur.

YAZAR KATKILARI

Fikir/Kavram: MCR, SY
Denetleme/Danismanlik: MCR, YT
Veri Toplama ve/veya Isleme: MCR, SY
Analiz ve /veya Yorum: MCR, SY, YT
Makalenin Yazimi: SY, YT

Elestirel inceleme: MCR, SY, YT

CIKAR CATISMASI

Yazarlar bu calisma i¢in herhangi bir ¢ikar catismasi
olmadigini beyan ederler.

TESEKKUR VE BILGILENDIRME

Bu ¢alismada herhangi bir finansal destek alinmamistir. Bu
calisma Saadet YILDIZ isimli yazarin yiksek lisans
tezinden 6zetlenmistir.

Bu c¢alisma 5. Uluslararasi Tip Bilimleri ve Multidisipliner
Yaklagimlar isimli kongrede s6zlii sunu olarak sunulmus,
kongre kitabina 6zet metin olarak basilmistir (8-9 Ekim
2022. Online, istanbul, Tiirkiye. Ozet Kitab: ss: 486).
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