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OZET

SAMBUCUS NIGRA’ NIN DiYABETLI RAT DALAGINDA MAST HUCRE VE
VASKULER ENDOTELIAL BUYUME FAKTORU (VEGF) UZERINE
ETKILERININ HISTOKIMYASAL VE IMMUNOHISTOKIMYASAL OLARAK
INCELENMESI

Elif Tugba Ergel
Ondokuz May1s Universitesi
Lisansiistii Egitim Enstitiisii
Veteriner Histoloji ve Embriyoloji Ana Bilim Dali
Yiiksek lisans, Ocak/2022
Danisman: Dog. Dr. Tugrul Ertugrul

Sambucus nigra bitkisi yapisinda bulunan bilesikler sayesinde kemopreventif,
noroprotektif, anti-inflamatuar, antiviral ve antimikrobiyal aktiviteye sahiptir. Ayrica
S. nigra’ nin diyabet, obezite ve metabolik islev bozukluklarinda etkili oldugu
bilinmektedir. Diyabet, insiilin eksikligi ya da insiilin etkisindeki defektler nedeniyle
organizmanin karbonhidrat, yag ve proteinlerden yeterince yararlanamadigi bir
metabolizma bozuklugudur. Mast hiicrelerinin (MH), patojen temizleme ve
otoimmiin hastaliklar gibi gesitli bagisiklik siireglerinde pro- veya anti-inflamatuar
rolleri vardir. Ayrica bazi ¢alismalarda deneysel hayvan modellerinde MH’lerin
obezite ve diyabeti Onleyebilecegi bildirilmistir. Bu ¢alismanin amaci S. nigra' nin
diyabetli rat dalaginda mast hiicre ve Vaskiiler Endotelial Biiylime faktorii (VEGF)
lizerine etkilerini histokimyasal ve immunohistokimyasal olarak arastirmaktir.
Calismada 32 adet Albino-Wistar irki erkek ratlar 4 gruba ayrildi: kontrol, diyabet, S.
nigra ve diyabet + S. nigra (n=8). Diyabet ve diyabet + S. nigra grubunda yer alan
ratlara streptozotosin ile diyabet modeli olusturuldu. S. nigra (15 mg/kg) ve diyabet
+ S. nigra grubundaki ratlara ise 14 giin boyunca S. nigra ekstrat1 verildi. Kontrol
grubundaki ratlara herhangi bir uygulama yapilmadi. Gruplar kendi iglerinde
degerlendirildiginde en az sayida MH kontrol grubunda tespit edilirken, en fazla
sayidaki MH diyabet grubunda gozlendi. S. nigra ve diyabet + S. nigra gruplarindaki
MH sayilarinin ise birbirine yakin oldugu belirlendi. Aragtirmamizda dikkat ¢eken
bir diger bulgu ise diyabetli ratlara S. nigra uygulamasinin MH sayisinda 6nemli
Ol¢iide azalmaya neden oldugudur. Caligmamizda diyabet grubunda artis gosteren
VEGF ekspresyonunun S. nigra uygulamasi ile azaldigi gozlendi. Ayrica S. nigra’
nin VEGF immun pozitif hiicrelerine dogrudan bir etkisi olmadig: belirlendi. Bunun
yani sira S. nigra uygulamasi sonucunda, diyabet ile artis gosteren MH ve immun
pozitif VEGF hiicrelerinin sayisinda azalma oldugu saptanmistir. Bu bulgular, mast
hiicrelerinin ~ VEGF’lerin hem kaynagt hem de hedefi olabilecegini
diisiindiirmektedir. Sonu¢ olarak S. nigra’ min immun sistem mekanizmalari ve
hiicreler iizerindeki etkiliginin olabilecegi ve ayrica diyabet gibi metabolik
hastaliklarin destek tedavisinde dolayli olarak kullanilabilecegi diistiniilmektedir.

Anahtar Sozciikler: Diyabet, S. nigra, Dalak, Mast hiicre, VEGF.



ABSTRACT

HISTOCHEMICAL AND IMMUNOHISTOCHEMICAL INVESTIGATION OF
THE EFFECTS OF SAMBUCUS NIGRA ON MAST CELLS AND VASCULAR
ENDOTHELIAL GROWTH FACTOR (VEGF) IN DIABETIC RAT SPLEEN

Elif Tugba Ergel
Ondokuz May1s University
Institute of Graduate Studies
Department of Veterinary Histology and Embriologhy
Master,January/2022
Supervisor: Dog. Dr. Tugrul Ertugrul

Sambucus nigra has chemopreventive, neuroprotective, anti-inflammatory,
anti-viral, and anti-microbial activities depending on the compounds in its structure.
In addition, it is known that S. nigra is effective in diabetes, obesity, and metabolic
dysfunctions. Diabetes is a metabolic disease in which organism cannot adequately
benefit from carbohydrates, fats, and proteins due to insulin deficiency or defects in
the effect of insulin. Mast cells (MH) have pro-or anti-inflammatory functions in
numerous immune processes, such as pathogen clearance and autoimmune diseases.
Moreover, several studies have reported that MH can prevent obesity and diabetes in
experimental animal models. The aim of this thesis study was histochemically and
immunohistochemically investigate the effects of S. nigra on mast cells and vascular
endothelial growth factor (VEGF) in the spleen of diabetic rats. In the study, 32 male
Albino-Wistar rats were divided into four groups: control, diabetic, S. nigra, and
diabetic + S. nigra (n=8). While the diabetic model was induced in all rats in the
diabetic and diabetic + S. nigra groups by streptozotocin, S. nigra extract (15 mg/kg)
was given to all rats in the S. nigra and diabetic + S. nigra groups for 14 days. The
rats in the control group had received no application. When the groups were
compared, the least number of MH was found in the control group, while the highest
number of MH was observed in the diabetic group. On the other hand, it was
determined that the number of MH in the S. nigra and diabetic + S. nigra groups was
close. Another remarkable finding in our study is that S. nigra treatment caused a
significant decrease in the number of MH in diabetic rats. In our study, it was
observed that increased VEGF expression in the diabetic group decreased with S.
nigra treatment. In addition, it was determined that S. nigra did not have a direct
effect on VEGF immune positive cells. Moreover, it was found that the number of
MH and immune positive VEGF cells, which increased with diabetes, decreased due
to the S. nigra treatment. These findings suggest that mast cells can be both source
and target of VEGF. In conclusion, it is thought that S. nigra may have an effect on
immune system mechanisms and cells, and may also be indirectly used in the
supportive treatment of metabolic diseases such as diabetes.

Keywords: Diabetes, S. nigra, Spleen, Mast cell, VEGF
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1. GIRIS

Bitkilerin tibbi amagcla kullanimma dair en eski kanit M.O. 50000 yillarina
dayanan neanderthal insanina ait bir mezara dayanir. Diinya tarihi boyunca biitlin
uygar kavimlerin bitkileri hastaliklarin tedavisinde kullandiklar1 gériilmiistiir. M.O.
3000 tarihlerinde yazildigi diisliniilen Siimer ve Asur tabletleri ve Hattusas’ta

bulunan Hitit tabletlerinde yer alan tibbi bitkiler buna 6rnek gosterilebilir (Baytop,
1999).

Fitokimyasal maddeler tibbi bitkilerin yaprak, kok, dal ve ci¢eklerinden elde
edilerek hastaliklardan korunmak ve cesitli hastaliklarin tedavisi i¢in kullanilir
(Hakverdi ve Yigit, 2017). Ulkelerin gelismislik diizeyine gore tibbi bitkilerin
kullanim orani degisiklik gostermektedir. Genel olarak diinya
popiilasyonunun %80’inin hastaliklarin tedavisinde geleneksel yollarla kullanilan
tibbi bitkilerden yararlandigi belirlenmistir. Orta Dogu, Afrika ve Asya’da bu oran
artarken tilkelerin gelismislik diizeyi arttikga bu oran azalmaktadir (Akarele, 1992).
Zengin bir bitkisel floraya sahip olan iilkemizde ise yaklasik olarak 11000 civarinda
bitki taksonu vardir ve bunlardan 500 kadar1 alternatif tipta kullanilmaktadir (Tiirkan

ve Malyer, 2006).

Caprifoliaceae familyasina ait bir cins olan Sambucus cinsinin Tirkiye’de
Sambucus nigra L. ve Sambucus ebulus L. olarak 2 tiirii yetismektedir (Davis, 1978).
Iki tiir de Tiirkiye’de genis alanlara yayilmistir. Farmakopelerde tibbi tiir olarak
Sambucus nigra L. yer almaktadir (Baytop, 1999). Ancak her iki tiiriin de gigek,
yaprak, toprak lstii kisimlari, yaprakli dallari, bitkinin kabuklar1 ve rizomlar1 halk
arasinda kullanilmaktadir (Ahmediani, 1998).

10



Sekil 1.1. Sambucus nigra 'min ¢igekleri (Fotograf: Sakip Sabanci Miizesi)

Sambucus nigra nin geleneksel kullanimindan yola ¢ikilarak etken maddeleri
arastirtlmis; ¢igeklerinde basta Rutin (Kersetin 3-rutinozit) olmak iizere flavonoidler,
p-kumarik, kafeik ve benzeri organik asitler, eser miktarda sambunigrin glikoziti,
miisilaj, tanen, potasyum tuzlari, triterpenik maddeler; yapraklarinda ise
siyanogenetik heterozit bulunmustur (Tanker ve Tanker 2003; Cubukgu vd., 2002).
S. ebulus ve S. nigra g¢igek, yaprak ve meyveleri ayni amagla kullanildigi halde
farmakopelerde S. nigra’ nin Sambuci flos drogu yer almaktadir. Alman Komisyon E
monograflarinda ise S. nigra ¢igeklerinin viral enfeksiyonlarda ve soguk alginliginda
diyaforetik ve brons salgisini arttirict olarak kullanilabilecegi belirtilmektedir
(Blumenthal, 1998).
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2. GENEL BILGILER

2.1. Sambucus nigra
2.1.1. Botanik Ozellikleri

Genellikle Kuzey yarim kiire boyunca yayilmis olan Miirver tiirleri kisa boylu
agaclar, calilar veya yillik bitkilerden olusmuslardir. Ulkemizde Caprifoliaceca
familyasindan Sambucus cinsine ait 2 tiir yetismektedir. Bunlar Sambacus nigra L.
ve Sambucus ebulus L.” dir. Sambacus nigra L. kisin yapragini1 doken bir ¢ali veya 4-
10 m’ye kadar boylanabilen bir agagtir. Kabuklart acgik gri renkte olup yasi
ilerledikge kabuklar ¢atlamaya baslar. Dallarinin ise i¢i bostur ve odunsu borular
seklindedir (Namikoglu, 2008).

Bilesik yapraklar1 5-7 yaprakciktan olusur ve yaklasik 25-30 cm boyundadir.
Cok kisa sapli, oval yaprakegiklar 6-12 cm boyunda, 4-8 cm genisligindedir, sivri
uclu, kenarlart ise sivri disglidir. Cigekleri beyazimsi sar1 renktedir ve 10-25 cm
genisliginde semsiye bigiminde salkimlar olusturur. Meyveleri 3-5 mm c¢apinda ve
kiiresel sekildedir. Olgunlasinca siyaha yakin koyu mor renk alirlar ve salkimlar
olustururlar, uzun siire aga¢ lizerinde kalirlar. Tiirkiye’nin degisik bolgelerinde
ozellikle Kuzey Anadolu’da ve Bati Anadolu’nun bazi kesimlerinde bu bitkiye

rastlanir (Baytop, 1963; Baytop, 1994).



Sekil 2.1. Sambucus nigra’nin yaprak ve meyve ¢izimleri (Fotograf: Friedrich Guimpel)

2.1.2. Sambucus nigra’ min Etnofarmakognozik Kullanimi

Sambucus nigra halk arasinda miiniver, aga¢ miilveri, masuralik, patlavug,
sahmelik, sisni gibi isimlerle bilinir (Tuzlaci, 2006). Sambucus nigra ¢igekleri halk
arasinda Oksiiriik, bogmaca, bronsit, astim, soguk alginliginda ve ekspektoran olarak
kullanilmaktadir (Kiiltiir, 2007). Detoksiyon halinde cilt tonigi olarak ve cilt rengini
acmak i¢in kullanilmis, kaynatilmis ve ezilmis ¢igekleri cilt yumusaticisi olarak,
yapraklarla beraber siitle kaynatilan bitki parcalari lapa halinde hemoroid tedavisinde
kullanilmistir. Bitkinin geng¢ dallarmin kabuklar1 ise ince ince kesilerek viicut
siskinliklerinin alinmasi i¢in haricen kullanilmaktadir (Pieroni vd., 2004). S. nigra
kabuklart ise merhem haline getirilerek yara ve yaniklarda, antifungal ve

antiparazitik etkisinden dolay1 ise hayvanlarda kullanilmistir (Kiiltiir, 2007).
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Sekil 2.2. Sambucus nigra’nin meyveleri (Fotograf: Wolfgang Stuppy)

2.1.3. Biyolojik Aktiviteleri Uzerine Yapilan Cahismalar

Antibakteriyel ve Antiviral Aktivite

Sambucus nigra influenza enfeksiyonlarinin baglangic sathasinda tibbi cay,
surup, damla seklinde ¢esitli preparatlarin iceriginde yer almaktadir. Cesitli klinik
calismalar yapilmis ve bitkinin meyvesinden elde edilen ekstrelerinin influenza A ve
B tipi viriislerini etkili bir sekilde inhibe ettigi, ates dahil grip semptomlar: belirgin
sekilde iyilestirdigi gorilmiistir (Zakay-Ronesve vd., 1995). Geleneksel
kullanimindan yola ¢ikilarak Sambucus nigra bitkisinin pek ¢ok etkisi incelenmis

ozellikle gribal enfeksiyonlarda semptomlari giderdigi goriilmiistiir (Merig, 2012).

S. nigra meyvelerinden elde edilen bir diger standardize ekstre olan Rutin ile
yapilan ¢alismada ekstrenin hem gram-pozitif bakteriler olan Streptococcus pyogenes
C ve G Streptococci’lere karst hem de gram-negatif bakteri olan Branhamella

catarrhalis’e kars1 antimikrobiyal etkisi oldugu belirlenmistir (Krawitz vd., 2011).
Antioksidan Aktivite

Reaktif oksijen tiirlerinin olusumunu ve bu maddelerin olustudugu hasarlari
engellemek ve bunun yaninda detoksifikasyonu saglamak icin viicutta gorev yapan

savunma sistemlerine antioksidanlar denir (Sener, 2009). S. nigra’nin ¢igek, yaprak
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ve meyvelerinin alkol ekstrelerinin antioksidan aktivite ve ekstraksiyonislemi
sirasinda uygulanan sicakligin antioksidan aktiviteye etkisine bakilmis, ¢igeklerin en
yiiksek etkiyi, yapraklarin ise en diisiik etkiyi gosterdigi goriilmistiir (Dawidowicz
vd., 2006).

Sambuci flos drogunun suyundan elde edilen ekstre ile yapilan ¢alismalarda bu
ekstrenin hem peroksit radikallerinin oksidasyon hizinin azalmasini sagladigi hem

de bakir-indiiklii LDL oksidasyonunu yavaslattigi goriilmiistiir (Abuja vd., 1998).
Kanser

Sambucus nigra meyve 6zlerinden elde edilen tip 2 ribozom inaktive edici
proteinler olarak bilinen nigrin b ve ebulin 1 proteinlerinin sitotoksik etkisi
incelenmis ve bu proteinlerin, kanser hiicrelerinde asir1 iiretimi yapilan transfer

reseptorleri ile konjugat olusturan kanser hiicrelerinin gelisimini azalttig

belirtilmistir (Citores vd., 2002).
Antidiyabetik Etki

S. nigra’ nin sulu ekstresiyle yapilan bir ¢alismada ekstrenin 2-deoksi-
glukoz’un taginmasini belirgin oranda arttirdigi gézlemlenmistir. Ayrica S. nigra
ekstrelerinin insiilin salinimin1 uyaran suda ¢oziinebilen bilesikler igcerdigi ve kas
icine glukoz alimmi ve kullanimint arttirdigi  gosterilmistir. Calismada bu
ozelliklerinden dolayr Sambucus nigra’ nin diyabet tedavisi i¢in potansiyel kaynak

olabilecegi vurgulanmistir (Gray vd., 2000).
Diiiretik Aktivite

Diinya Saglik Orgiitii tarafindan yapilan bir arastirmada Sambucus nigra
ciceginin diliretik etkisinin teofiline kiyasla daha yiiksek oldugu gosterilmistir.
Ayrica, Sambuci flos‘un saglikli bireylerde terlemeyi artirdigi rapor edilmistir
(WHO, 2002).

Yanik Tedavisindeki Etkisi

S. nigra c¢iceklerinin tentiirii ile Amerikan farmakopesinde formiilasyonu
verilen cold krem hazirlanmig ve bu kremin yanik tedavi edici 6zelligi sicanlar
lizerinde arastirilmistir. Ug grup {izerinde gerceklestirilen bu calismada, sicanlarda
dorsal bdlgede deri yaniklart olusturulmustur. Bu yaniklar 1. grupta %10 Sambuci

flos ekstresi i¢eren cold krem ile 2. grupta %1 Silver siilfadiazin (SSD) igeren krem

15



ile tedavi edilmis, kontrol grubu olan 3. grupta ise si¢anlara sadece cold krem bazi
uygulanmigtir. Calisma sonucundan belirgin sekilde yanik iyilesmesinin 1. grupta
oldugu gorilmiistir. Bu etkinin Sambuci flos ekstresinin igerigindeki rutin,
hiperozit, apigenin-7-neohesperozit, luteolin-7-glukozit, apigenin-7-glukozit gibi
fenolik bilesiklerde kaynaklandigi distiniilmiistiir. Bu bilesiklerin sahip oldugu
astrenjan, antienflamatuar, antiseptik ve sikatrizan etkilerinin yani sira yeni kapiller

damar olusumuna yardimei oldugu da belirlenmistir (Mogosanu vd., 2011)
2.2. Diyabet
2.2.1. Diabetes Mellitus’un Tanim

Diyabet, insiilin eksikligi ya da insiilin etkisindeki defektler nedeniyle
organizmanin karbonhidrat, yag ve proteinlerden yeterince yararlanamadigi, siirekli
tibbi bakim gerektiren, kronik, genis spektrumlu bir metabolizma bozuklugudur

(TEMD Diyabet Klavuzu, 2020).

2000 y1l 6ncesinde Charaka ve Sushruta adinda 2 hintli aragtirmaci diyabetin
bir ¢ok hastaliktan olustugunu gostermislerdir. 18. ve 19. yiizyillarda hastalik tip 2
diyabet tablosuna benzeyen asir1 kilo alimi ve ileri yaslarda ortaya ¢ikan gikoziiri
seklinde gosterilmistir. 1869 yilinda Paul Langerhans pankreastaki adacik hiicrelerini
ilk tanimlayan kisidir. Ancak diyabet tanisi agisindan en 6nemli ¢aligma Josef von
Mering ve Oskar Minkowski’nin ortaya attig1 pankreatik diyabet teorisi olmustur. Bu
bilim adamlarinin diyabetin idrarda yiliksek glikoz yogunlugu olarak goriildiigiinii
gostermeleri ve bunun {istiine insiilin iizerine ¢aligmalar yapmalart 1921 yilinda

Nobel 6diilii almalarmi saglamigtir (Oztiirk, 2014).

Glinlimiiziin 6nemli bir saglik sorunu olarak kabul edilen diyabet, tiim diinyada
giderek artmaktadir. Bulasict olmayan hastaliklar arasinda en sik goriilen kronik
hastaliklardan biri olan diyabet diinya niifusunun yaklagik %9.3’linli etkilemektedir.
Uluslararas1 Diyabet Fedarasyonu verilerine gore 2019 senesinde 463 milyon insan
diyabet hastasidir ve yeterli aksiyon alinmazsa bu rakamlarin 2045 senesine kadar

700 milyon insana kadar ¢ikabilecegi ongoriilmektedir (IDF, 2019).

Diyabet tek bir hastalik degildir. Gorece veya mutlak insiilin eksikligi
nedeniyle kan sekerinin yiikselmesiyle karakterize gesitli sendromlardan olusur.
Peptid yapida bir hormon olan insiilin pankreastan salgilanir. Pankreas hem insiilin,

glukogan ve somatostatini salgilayan bir endokrin bez, hem de sindirim enzimlerini

16



salgilayan bir ekzokrin bezdir. Peptid hormonlar Langerhans adaciklarindaki
hiicrelerden salgilanir. Beta hiicreleri insiilin, alfa hiicreleri glukagon, D hiicreleri
somatostatini salgilayarak viicudun kan glukoz diizeyini sabit tutarlar ve bu etkileri
viicudun metabolik aktivitelerinin diizenlenmesinde énemli rol oynar (Howland and

Mycek, 2009).
2.2.2. Diabetes Mellitus’un Siniflandirilmasi

Diyabetli hastalar insiilin ihtiyaclarna tip 1, tip 2, gestasyonel diyabet (GDM)

ve diger spesifik tipler olmak iizere 4 grupta siniflanir.

2.2.2.1. Tip 1 Diyabet

Tip 1 Diabetes Mellitus (Tip 1 DM), nedeni hala tam olarak aydinlatilamasa da
genetik ve viral enfeksiyonlar gibi ¢evresel faktorlerin etkisiyle pankreasin
Langerhans adaciklarindaki beta hiicrelerinde olusan harabiyet sonucu insiilin
hormonunun yetersiz salgilanmasiyla ortaya ¢ikan otoimmiin bir hastaliktir. Bunun
nedeni viicudun bagisiklik sisteminin beta hiicrelerine saldirmasidir (IDF, 2019). B-
hiicre rezervi %80-90 oraninda azaldig1 zaman klinik diyabet semptomlar1 ortaya
¢ikar. Otoimmiinitenin basladig1 evre 1 ve evre 2 genellikle asemptomatikken, evre
3’de hiperglisemi ve klinik semptomlar belirginlesir (TEMD Diyabet Klavuzu,
2020).

Hastalar en sik goriilen belirtiler poliiiri, polidipsi, kilo verme, bulanti ve
kusma, glikoziiridir. Diyabetik ketoasidoz (DKA) ise hastalarin ¢ogunda goriilen
hastaneye basvurma sebebidir. Once hiperglisemi sonrasinda ise, Ketozis,

ketoasidotik koma tablosu goriilmiistiir (Ertem, 2021).

Tip 1 diyabet, ¢ocukluk ¢aginda en sik goriilen kronik hastaliklardan biridir.
Otuz yas alt1 genglerde ve ozellikle 6 yas civarindaki ¢ocuklarda yaygin olarak
goriildiigiinden bu hastaliga “juvenil-gocukluk diyabeti” de denir. (Mehtap, 2017;
Durna, 2002).

2.2.2.2. Tip 2 diyabet

Cogunlukla 40 yas iizeri eriskin bireylerde ortaya ¢ikan, pankreasin insiilin
irettigi fakat insiilin direnci olmasi nedeniyle hiicrelerin insiilini gerektigi gibi

kullanamadig1 diyabet ¢esididir (Colberg, 2006).
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Hastaligin fizyopatolojisi arastirildiginda insiilin direnci, insiilin sekresyonunda
azalma ve inkretin hormon yetersizligi bulunmustur. Bunlarin disinda; pankreas
Langenhans adast hiicrelerinden glukagon salimiminin artmasi, lipolizin artmasi,
glukoz geri emiliminin artmasi ve norotransmitter disfonksiyonu da patofizyolojide
rol oynar. Ek olarak son yillarda pek ¢ok calisma bagirsak mikrobiyomunu tip 2
diyabet ve obezite gibi yaygin hastaliklarin gelisimi ile iliskilendirmistir (TEMD
Diyabet Klavuzu, 2020).

Toplumda oldukga sik goriilen ve ekonomik boyutu yiiksek olan bu hastaligin
Tiirkiye’deki prevalanst Tiirk Diyabet Epidemiyolojisi Calismasi’nda %16,5
bulunmustur (Satman vd., 2013).

En sik goriilen diyabet g¢esidi olan ve tiim diyabet vakalarimin %90’1n1
olusturan tip 2 diabetes mellitus ge¢miste ‘eriskin diyabet’ ve ‘insiiline bagimli

olmayan diyabet’ olarak da adlandirilmistir (American Diabetes Association, 2014).

Genelde 40 yas ve lizerinde ortaya ¢ikar ve yas arttik¢ca goriilme sikligr artar.
Ancak giinlik yasam tarzindaki degisiklikler —ve obezite goriilme sikliginin
artmasiyla birlikte c¢ocuk ve adolesan yaslarinda bu hastaligin goriilme sikliginda

artis olmustur (Giimiis vd., 2014).
2.2.2.3. Gestasyonel Diyabet

Gebelige bagl glukoz intoleransi olarak tanimlanan diyabet ¢esididir. Gebelik
stiresince kan glukoz seviyesinin normal degerlerde tutulmasi ¢cok onemlidir ¢linkii
hiperglisemi, fetiiste konjenital anomalilere yol agabilir. Diyet ve egzersiz yapilmasi
ve/veya insiilin uygulanmasi gestasyonel diyabetin tedavisinde etkilidir (Harvey and
Champe, 2009).

2.2.2.4. Diger Spesifik Diyabet Cesitleri

Tip I ve tip II diyabet 6zellikleri gosteren bu diyabet tiplerinin etiyolojisinde
belli genlerin mutasyonu sonucu beta hiicre defektleri, endokrin bozukluklar ve

ilaglarin oldugu diyabet tiirleri olarak siniflandirabilir (Altuntas, 2001).
2.2.3. Insiilin

Insiilin, besin mevcudiyetine bagli bir sekilde viicutta anabolik yanit:

diizenlemek icin hedef hiicrelerdeki plazma zarina reseptorleri baglayan bir endokrin
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peptid hormondur. Tiim hayvanlarda insiilin veya insiilin benzeri peptitler (ILP'ler)
tanimlanmistir (Chan ve Steiner, 2000).

2.2.3.1. Insiilinin Sentezi ve Sekresyonu

Insiilin geninin eksprese edildigi yer insiilinin sentezlendigi ve depolandig
adaciklardaki beta hiicreleridir. Beta hiicrelerinden insiilin salinimi etkileyen en
onemli faktor ise kan glikoz seviyesindeki artistir. Eger sekresyon devam ederse
gecikmis ve uzamis bir yanit olarak aktif insiilin sentezi baslar. Glikozun pankreas
beta hiicre i¢i metabolizmasindaki etkileri ile otonomik sinir sisteminin kolinerjik
uyarilar1 birleserek beta hiicrelerinden insiilin salinimi saglanmis olur. Intestinal
hormonlar, sulfoniliire grubu bazi ilaglar, 16sin, arjinin gibi aminoasitler insiilin
sentezi lizerinde etkileri olmasa da insiilin salinimini baslatabilirler (Kumar vd.,

2003).

Kan glikoz konsantrasyonundaki artis sonrasinda glikoz, GLUT-2 proteinleri
araciligiyla beta hiicrelerinin sitoplazmalarma geger ve glikokinaz enzimiyle
pargalanir. Glikozun par¢alanmasi, hiicre ig¢inde ATP konsantrasyonunun
ylikselmesine ve ATP bagimli potasyum (K*) kanallarinin kapanmasina yol agar. Bu
kapanma ise hiicre zarinda depolarizasyona neden olur. Depolarizasyon olay1
sonucunda voltaj bagimli kalsiyum kanallar1 acilir ve Ca*? hiicre icine gegerken
insiilin, proinsiilin, ¢inko ve C-peptid ile beraber ekstra seliiler siviya salgilanmis

olur (Inoue vd., 1997).
2.2.3.2. insiilinin Etki Mekanizmasi

Insiilin, hedef hiicresindeki membran iizerinde bulunan yiiksek duyarliliga
sahip reseptdriine baglanarak etkisini gosterir. Insiilin reseptdrii, viicutta siklikla
bulunan “tirozin kinaz” molekiilleridir. Bu reseptorlerin o ve B olmak iizere 2 alt
birimi bulunur ancak tek bir polipeptid olarak sentezlenirler. o fiinitesi insiilin
baglanma bolgesi icermekte ve hiicre membraninin dis kisminda bulunmaktadir.
Reseptorlerin a tinitesindeki spesifik bdlgesine insiilinin baglanmasiyla, reseptorde
yapisal olarak hizla degisim olusmakta ve P {initesinin i¢ kisimlarinda bulunan
spesifik tirozin kalintilar1 otofosforilasyona ugramakta, bu olay sonucunda da
reseptor lizerindeki tirozin kinaz molekiilii aktiflesmektedir. Tirozin kinaz aktive
oldukga, tirozin rezidiilerindeki substrat proteinler fosforilasyona ugramaya devam

etmekte, bu akis sinyal ileti yolaginin devamliligi saglamaktadir. Insiilin-reseptor
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sinyal yolagi iki boliimden olusur. Bunlar; fosfatidilinositol 3-kinaz (PI3-K) ve
mitojen aktive edici protein kinaz (MAP kinaz) yolagidir. Bunlardan PI3-K
yolaginin GLUT-4 sayesinde protein ve niikleik asit sentezi, karacigerde glikojen
sentezi, glikozun hiicre membraninda tasinmasi gibi biyolojik reaksiyonlarda rol

oynadig1 gosterilmistir (Mehtap, 2017).
2.2.3.3. Insiilinin Fonksiyonlar1

Insiilin anabolik bir hormon oldugundan viicutta, aminoasit ve glukozun hiicre
zarinda tasinmasi, karacigerde ve iskelet kaslarinda glikojen depolanmasi, glikozun
yaglara doniistiiriilmesi, protein ve niikleik asit sentezi gdrevleri vardir. Insiilinin
metabolizmadaki en onemli gorevi ise toplamda viicut agirliginin {gte ikisini
olusturan, ¢izgili kas hiicreleri, kalp kasi, yag dokusu hiicreleri ve fibroblast igerisine
GLUT-4 (glukoz tastyici tip 4) proteini araciligiyla glikoz transportunu saglamak ve
gerektiginde transport hizin1 artirmaktir (David ve Shoback, 2009).

Insiilinin, TNF-o, MCP-1 ve CRP, iL-6 gibi insanlarda enflamasyona yol a¢an
molekiillerin diizeylerini 6nemli seviyede azalttigi ve insiilin hormonunun anti-

inflamatuvar 6zellik gosterdigi bildirilmistir (Dandona vd., 2010).

2.3. Dalagin Yapisi, Fonksiyonu ve Histolojisi

Dalak, memeli hayvanlarda diyafram ile midenin fundusu arasinda bulunan
bolgede abdominal bosluga yerlesmis sekonder periferik lenfoid bir organdir. Dalak,
serozal bir ylizeye sahip olan intraperitoneal bir organdir. Vaskiiler kaynagini iceren
baglarla birlikte retroperitona yerlesmistir (Kachlik vd., 2008). Dalak, sol iist
kadranda yer alir. Diyaframin alt tarafina yaslanir 9. ve 11. kaburgalarla diyafram
aracihigiyla komsu durumundadir (Varga vd., 2009). Insan viicudunda bulunan en
biiyiik lenfoid organ dalaktir. Immiin yanitta énemli gorevleri olan dalakta, atar
damarlarla beslenen ancak hasarli ve yasl trombositler ve eritrositler yok edilir ve
kandaki antijenler i¢in bir slizge¢ gorevi gorir (Tarantino vd., 2013). Yash
eritrositlerin apoptoza ugramasindan sonra, hemoglobin sindirilir ve demir, dalak
makrofajlar1 tarafindan serbest birakilir veya depolanmak iizere taginir. Bu sebeple
dalagin demirin geri doniisiimiinde 6nemi bir yeri vardir (Mebiusand and Kraal,
2005).

Dalak, T ve B hiicrelerinin aktivasyonu ve farklilasmasinda ve beyaz pulpada

antikor iiretimi yoluyla bagisiklik sisteminin etkinlestirilmesinde ve periferik
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toleransin saglanmasinda 6nemli bir rol oynar. Ayrica, dalak makrofajlar1 bakterileri

kandan filtreleyerek enfeksiyon sirasinda viicudu sepsisten koruyabilir (Mahnke
vd.,2003).

Sistemik dolagimda dalagin 6nemli gorevleri olan dalak morfolojik ve
fonksiyonel olarak incelendiginde kirmizi pulpa, beyaz pulpa ve marjinal bolge adi
verilen ii¢ ana bdlmeden olustugu gorilmiistiir. Kirmizi pulpada kirmizi kan

hiicrelerinin bulunur ve zamanlanmis olarak geri doniisiimii saglanir (Aoshi vd,
2008).

Zona marginalis B hucreleri

Makrofaj

Folikiiler Kirmiz:
arteriol pulpa
Arteriola

-—
centralis

Thacre 2
PALS  alans Sinus marginalis

T ———=

Sekil 2.3. Beyaz pulpa ve kirmizi pulpanmin sematik olarak goriintimii (Pillai and Cariappa, 2009)

Marjinal siniis boyunca konumlandirilmig marjinal bolgede ise B hiicreleri ve
fagositler bulunur. Viicuda enfeksiyon etmenleri giris yaptiginda siniis marjinalise
ulagirlar ve marjinal bolgedeki makrofajlar, dendritik hiicreler (DC' ler) ve
graniilositler de dahil olmak tizere bircok dalak fagositi aktive olur (Kraal ve Janse,

1986). Beyaz pulpa ise B ve T hiicrelerinin ¢ogunlugunun bulundugu bolgedir
(Aoshi vd., 2008).

2.4. Mast Hiicreleri

Mast hiicreleri ilk defa Alman mikrobiyolog Ehrlich tarafindan 1878 yilinda

tez calismasi sirasinda kesfedilmistir. Ehrlich bu hiicrelere almanca “mastzellen”
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yani “yiyen hiicre” adim1 vermistir ve bu hiicreleri biiyiik graniillere sahip bag doku

hiicreleri olarak anlatmigtir (Okayama ve Kawakami, 2006).

Mast hiicreleri bag dokunun en iri hiicreleridir ve sitoplazmalar1 igerisinde
bulunan ¢esitli boyutlardaki graniillerin bazik boyalarla boyandiginda metakromazi
gostermesi, hiicre ¢ekirdeklerinin genelde hiicrenin ortasinda oval, mekik sekilli veya

yuvarlak heterokromatik bi¢imde olmasiyla bilinen hiicrelerdir (Dvorak vd., 1992).

Kemik iliginin kok hiicrelerinden koken alan mast hiicreleri, graniilsiiz hiicreler
olarak kan dolasimina katildiktan sonra bag dokusuna ulasarak orada kok hiicre
faktorii (Stem cell factor = SCF ¢ kit ligand) ve interlokin (IL-3) etkisi ile
karakteristik graniillii hiicrelere doniisiirler (Wernersson ve Pejler, 2014). Kok hiicre
faktorii mast hiicrelerinin ¢ogalmasi, gelismesi, farklilasmasi ve diger dokulara
tasinmasinda ayrica adhezyonunda rol oynayan en 6nemli faktordiir (Kobayashi vd.,
2000).

Mast hiicreleri mezenkimal hiicrelerden olgunlasmasi i¢in kok hiicre faktoriine
ithtiya¢ duymaktadir. Ancak ilk proliferasyon IL-3 molekiilii araciligiyla gerceklesir
(Shi ve Shi, 2012).

2.4.2. Mast Hiicrelerinin Morfolojik Ozellikleri

Sitoplazmalarinda ortalama 50-500 salgi graniilii i¢eren mast hiicrelerinin
insandaki boyutu yaklagtk 30 pm, kemirgen hayvanlarda ise 3,5-22 pm
biytikligindedir (Galli vd., 1984).

Mast hiicreleri diizensiz yerlesimli hiicrelerdir ancak c¢ekirdekleri hiicrenin
ortasinda yerlesim gostermistir. Mukoza zar1 ad1 verilen gevsek bag doku lizerinde
bulunan mast hiicreleri genel olarak kivrimli sekil almislardir ancak epitel i¢inde
yerlesim gosteren mast hiicreleri bulunduklar1 organin durumuna goére cesitli
morfolojiler gosterebilirler. Sitoplazmalarindaki graniillerin yogunluk ve sayisina
gore boyut olarak degisebilen mast hiicreleri graniillere tamamen yapismis sekilde ya
da daha az siki sekilde baglanabilirler. Bazi mast hiicrelerinin sitoplazmalarinda salgi
grailiniilleri bulunmadig1 halde bazilarinda ise ekstraseliiler sivida graniil yiginlar

baglanmis halde mast hiicreleri bulunabilir (Cross ve Mercer, 1998).

Mast hiicreleri gastrointestinal sistem organlarinin miikoz membranlarinda,
deride, mesanede, solunum yollarinda, kan ve lenf damarlarinda, periferik sistemde

goriiliirler (Artico vd., 1998).
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Histokimyasal olarak toluidin mavisi, tiyonin gibi katyonik boyalarla
metakromatik reaksiyon verebilen mast hiicreleri boyama sonucunda mor-kahverengi
goriilebilir. Ayrica alsiyan mavisi-safranin ikili boyama yontemi ile de boyanabilirler
(Shao-Heng He, 2004).

2.4.3. Mast Hiicrelerinin Cesitleri ve Heterojenitesi

Mast hiicreleri tespit maddelerine karsi gosterdikleri immiinohistokimyasal
ozellikleri, kimyasal boyalar karsisindaki durumlari, igerdikleri histamin miktari,
graniillerinde c¢esitli enzimleri igerip icermeme durumu ve agonist ve antagonist
Ozellikli ilaglara karst verdikleri yanitlara gore c¢esitli alt tiplerine ayrilir.
Kemirgenlerde bu ayrim mukozal mast hiicreleri (MMC) ve bag dokusu mast

hiicreleri (CTMC) olarak iki ¢esittir (Ercan ve Cetinel, 2008).

Mukozal mast hiicreleri; organlarin bronslar ve nazal mukoza gibi organlarin
mukoza igeren bolgelerine yerlesmislerdir. Formol ile iyi bir tespit yapilamazken
histokimyasal boyama yontemlerinden alcian blue/safranine O ile boyandiklarinda
bu hiicreler mavi renk goriinmektedirler. Ayrica interlokinlere (IL-3,1L-4) duyarlilik
gosterirler. Bag dokusu mast hiicreleri ise ince barsak submukozasi, deri, iskelet kast,
seroza bolgelerinde bulunur. Tespit soliisyonundan bagimsiz boyanabilen CTMC” ler
interlokinlere karsi duyarli degillerdir. Histokimyasal boyama yoOntemlerinden
AB/SO boyamasinda pozitif boyanan bag doku mast hiicreleri bu yontem sonucunda

kirmizi-mavi goriiniirler (Gurish ve Boyce, 2006).

Insanda mast hiicresi smiflandirilmasina bakildiginda ise bag doku mast
hiicreleri (CTMC) ve mukozal mast hiicreleri (MMC) kimaz ve triptaz molekiillerini
bulundurma durumuna gore incelenir. Triptaz enzimi igeren mast hiicreleri ince
barsak ve alveol mukoza tabakasinda daha fazla bulunurken, triptaz ve kimaz
enzimlerini beraber i¢eren bununla birlikte karboksipeptidaz ve katepsin G proteaz
da iceren mast hiicreleri ise ince barsak submukoza tabakasinda ve deride daha

lokaldir (Irani ve Schwartz, 1990).

Mast hiicrelerinin heterojenitesini belirlemek i¢in c¢esitli tespit sollisyonlar1
kullanilir. Bunlara 6rnek olarak Carnoy, formol, bazik kursun asetat (BLA)
verilebilir. Formol igeren soliisyonlarda CTMC 1iyi tespit edebilitken, MMC
hiicreleri 1yi reaksiyon gostermezler. Carnoy ve BLA tespit soliisyonlar1 ise her iki

hiicre tipinde de iyi sonug¢ vermektedir (Harem vd., 2011).
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2.4.4. Mast Hiicrelerinin Medyatorleri

Insan viicudundaki mast hiicrelerinde onceden fiiretilerek depolanan veya
antijen uyarimina bali olarak yapimimna baslanan ¢ok sayida mediyator bulunur.
Bunlardan bazilarinin yapisi ¢ok iyi aydinlatilmis olmasina karsin bazi mediyatorler
halen genis bir bigimde arastirilmaktadir. Bu hiicreler uyaran tarafindan aktive

edildiklerinde graniillerindeki medyatorleri disart verirler (Gelincik, 2001).
2.4.4.1. Depo Edilen Medyatorler

Bunlar histamin, notral proteazlar, lizozomal hidrolazlar, kemotaktik
medyatorler ve proteoglikanlardir. Histamin ya da diger bazi proteazlari igeren
graniiller mast hiicrelerinin matriksine iyonik baglarla baglanirlar. Mast hiicresi
matriksi proteoglikan yapidadir. Bu yapilara elektron mikroskobuyla bakildiginda iki
ayri tip hiicre goriiliir. MCT hiicreleri sadece triptaz igerirler ve hiicreleri tanecik,
helozon ve kristaller igerir. Karboksipepsidaz ve kimaz iceren MCTC hiicreleri
yilksek yogunluklu graniiller igerirler ve graniillerin sinirlar1 goriilemeyebilir

(Gelincik, 2001).

Bu gruptaki medyatorlerden olan histamin molekiilii insanda mast hiicre
degraniilasyonunun isaretleyici olarak kullanilmigtir. Bunun nedeni bazofillerde ¢ok
az sayida bulunmasidir. Histamin, histidin iizerinden sentezlenen bir molekiildiir.
Proteoglikan ve heprin molekiilleri ise bulundurduklar1 siilfat gruplariyla hiicre
graniillerine ¢esitli enzimleri baglayan ve destekleyen matriks olarak gorev yaparlar

(Irani ve Schwartz, 1990).
2.4.4.2. Yeni Sentezlenen Medyatorler

Bu grupta eikozanoidler ve trombosit aktive edici faktor (platelet activating
factor-PAF) bulunmaktadir. Eikozanoidler arasinda insanda sentezlenen molekiiller

prostaglandin D2 (PGD2) ve 1okotrienlerdir (Robinson vd., 1989).

Mast hiicreleri antijen yoluyla aktive edildiginde hiicre zarlarinda bulunan
arasidonik asit molekiilii agiga ¢ikar. Bu molekiil hizli bir sekilde siklooksijenaz
dongiisiine katilir ve gesitli yolaklarla prostaglandin D2 (PGD2) veya l16kotrien C4
(LTC4)’e doniisiir (Gelincik, 2001).

2.4.4.3. Sitokinler

Hem diretilip depo edilen hem de yeni sentezlenebilen bu hiicreler arasinda

24



Interlokinler (IL-1, IL-2, 1L-3, IL-4, IL-5, IL-6), Graniilosit-makrofaj koloni uyarici
faktorii (GM-CSF), Interferon gama, TNF alfa (Tiimor Nekroz Faktor), MIP1 alfa ve
MIP1 beta (Makrofaj inflamatuar proteini) ve TLA-3 (T hiicresi aktivasyon antijeni)
bulunur. Ayrica bazik fibloblast biiyiime faktorii (basic fibroblast growth factor/b-
FGF) ve sinir biiylime faktorii (nevre growth factor/NGF) gibi biiylime faktorleri de

bu grup sitokinler arasinda yer alir.

Bunlardan IL-4, IL-5, IL-6 ve timo6r nekrotik faktér (TNF-o)’ nin

bronsiyalarda ve nazal mukozada gorildiigi saptanmistir (Holgate, 2000).
2.4.5. Mast Hiicresi Uyaranlar

Mast hiicresi uyarimint saglayan pek cok faktér bulunmaktadir. Bunlar
arasinda Oncelikli olanlar IgE ve bir takim antijenlerir. Ayrica C3a ve C5a gibi
anaflatoksinler, deterjan ve gesitli gida katki maddeleri, 6strdjen benzeri molekiiller,
cesitli sitokinler (IL-1, IL-2, IL-4, TNF-a), baz1 ilaglar, serbest radikaller,
noropeptitler (bradikinin, kalsitonin, ndrotensin, SP, VIP), nérotransmitter bir madde
olan asetilkolin, parathormon ve Ostrjen, radyasyon, egzersiz, bakteriyel ve viral

etmenlerdir (Theoharides vd., 2001).

Mast hiicresi sitoplazmasinda bulunan salgi graniilleri uyarana bagli kalmadan
da sentezlenebilirler. Bu sentez membran reseptorlerine bagl olarak direkt yolla veya
antijen yoluyla indirekt olarak uyarilarak gerceklestirilebilir. Sentezlenen graniiller
tekrar uyarilir ve ekstraselliiler alana yayilirlar. Bu salinma olayina “degraniilasyon”

ad1 verilir (Galli ve Tsai, 2010).

2.5. VEGF

Vaskiiler Endotel Biiylime Faktorii (VEGF), viicutta birgok etkiye sahip olan,
ozellikle endotel hiicrelerinin biiylime ve farklilagsmasinda rol oynayan bir biiyiime

faktori ailesidir (Yancopoulos vd., 2000).

VEGF, gelisim ¢aginda ve sonrasinda viicutta damar olusturma yollar1 olan
vaskiilogenez ve anjiogenez olaylart i¢in ihtiya¢ duyulan 6nemli bir faktordiir.
Ayrica endotel hiicrelerinin fonksiyonlarini gergeklestirmesinde de gereklidir. Bu

fonksiyonlar tiimoér yayilmasi, embriyo olusumu ve yara iyilesmesi, miyokardiyal ve
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okiiler iskemik hastaliklar ve iltihapli romatizma gibi kronik enflamatuar hastaliklar

da kapsayan olaylardir (Zachary, 1998).

VEGF, damar duvarlarinda bulunan endotel hiicrelerinin sayisinin artmasini ve

permeabilitesini saglayan anjiogenik bir faktordiir (Leung vd.,1989).

VEGF heparin baglayici glikoprotein yapisinda bir molekiil olup, Trombosit
Kaynakli Biiyiime Faktorleri (PDGF) ailesinin dnemli bir {iyesi oldugu bulunmustur.
VEGF ailesinin VEGF-A (Human-VEGF), VEGF-B, VEGF-C, VEGF-D, VEGF-E
ve Plasenta biiylime faktorii (Placenta growth factor/PIGF) isimli 6 iiyesi vardir
(Kleespies vd., 2004).

VEGF ve reseptorlerin yapimini etkileyen en 6nemli uyaran hipoksidir. Bunun
yaninda trombosit kaynakli biiyiime faktorii-BB, epidermal biiylime faktori,
keratinosit biliylime faktori, TNF alfa (tiimor nekrozis faktor-a), transforming
bliylime faktorii-B1 ve interlokin-f1 gibi baska cesitli molekiiller tarafindan da
baglatilabilir. Bu protein biiytime faktorlerinin digsinda, forbol esterleri ve
prostaglandin E2  (PGE2) gibi baz1 kiiciik mediyatéor molekiillerin de VEGF
yapimini tetikledigi gosterilmistir. VEGF’ in viicutta sentezlendigi hiicrelere
bakildiginda ise akcigerin alveolar hiicreleri, ovaryum ve Kkorpus luteum, bobrek
glomeriil visseral epitel hiicreleri, bobrek proksimal tiibiil hiicreleri, adrenal korteks
hiicrelerinin hepsi, Leydig hiicreleri, arterleri ¢evreleyen fibroblastlar, aktif durumda

olan makrofajlar, bronsiyal hiicreler ve hepatositler goriiliir (Yazir vd., 2004).

Protein biiylime faktorlerinin disinda, forbol esterleri ve prostaglandin E2
(PGE2) gibi baz1 kiiciik mediyatér molekiillerin de VEGF yapimini tetikledigi
gosterilmistir (Harada vd., 1994).

2.5.1. VEGF Uyeleri
2.5.1.1. VEGF-a

Anjiyogenez’in asil diizenleyicisi VEGF-a’dir. Bazi kaynaklarda sadece VEGF
olarak isimlendirilmekle birlikte Human VEGF olarak da kullanilmaktadir. VEGF-a
hem fizyolojik olarak vaskiiler genislemede hem de fizyopatolojik anjiogenezde
biiyiik rol oynar. Kan dolagiminda bulunan formlar1 ise VEGF165 ve VEGF121’dir
(Ferrara vd., 1991).
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VEGF-a’nin hiicre membranindaki reseptor baglanti noktalar1 ise VEGFR-1
(FIt-1 ya da fms-benzeri tirozinkinaz), VEGFR-2 (FIk-1/KDR ya da fetalliver kinaz),
VEGFR-3 (flt-4) ve norofilin-1 ve norofilin-2 koreseptorleridir (Ferrara vd., 1992).

2.5.1.2. VEGF-b

VEGF-b, VEGF-a ile homolog bir sinyal peptitin boliinmesiyle 186 aminoasitli
bir protein olarak olusur. Daha sonra, farkli uglarda COOH- gruplar1 igeren 167
amino asitli bir proteine doniisiir (Ortega, 1999).

VEGF-b, vaskiilerendotel biliyime faktorii reseptori-1 (VEGFR-1)'e

baglanarak monositlerin aktivasyonu ve farklilasmalarinda rol alir (Ortega, 1998).
2.5.1.3. VEGF-c

VEGF benzeri protein olarak da adlandirilan VEGF-c 388 aminoasitten
olusmustur. Lenfanjiogenez lenf damarlarinin olusumunda gorev alir. VEGFR-2 ve

VEGFR-3'e baglanarak lenfatik ve vaskiiler endotel hiicreleri boliinmesi i¢in indiikler

(Clauss, 2000).
2.5.1.4. VEGF-d

VEGF-a ile benzer oranda aminoasit igeren VEGF-d 334 aminoasitten
meydana gelen bir proteindir. C-terminal uglarinda bol miktarda sistein domainleri
bulunmaktadir. Bu protein de VEGF-c gibi VEGFR-2 ve VEGFR-3'e baglanarak

endotel hiicre mitojenezinde rol oynar (Achen ve Stacker, 1998).
2.5.1.5. VEGF-¢

VEGF-¢ ile %25 oraninda ayni1 aminoasit dizilimine sahip olan bir polipeptittir.
Hiicre ¢ogalmasin giiclii bir sekilde hizlandirir ve damar gegirgenligi lizerinde etkisi

vardir. Etkisini VEGFR-2’ ye se¢ici olarak baglanarak ortaya koyar (Clauss, 2000).

2.5.1.6. PIGF

PIGF (Placenta growth factor/PIGF) VEGF ailesinin ayristirilan ilk hiicre
grubudur. PIGF, 152 aminoasitten olusur ve VEGF-a ile %37 oraninda benzer

aminoasitler tasimaktadir. Monositlerin aktive edilmesinde 6nemli bir proteindir

(Clauss, 2000).
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3. MATERYAL VE METOD

Calisma, Ondokuz Mayis Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik
Kurulundan 05.03.2020 tarih ve 2020-15 Sayili karari ile etik yonden uygun
bulunarak Ondokuz Mayis Universitesi Deney Hayvanlart Uygulama ve Arastirma
Merkezi ve Ondokuz Mayis Universitesi Veteriner Fakiiltesi Histoloji ve Embriyoloji

Anabilim Dal1 laboratuvarlarinda yiirtitilmiistiir.
3.1. Deney Hayvanlar

Calismada, deney hayvani olarak toplam 32 adet ve 250-350 gram agirliginda
olan Albino-Wistar 1irki erkek ratlar kullanilmigtir. Ratlar Ondokuz Mayis
Universitesi Deney Hayvanlar1 Uygulama ve Arastirma Merkezinde; sicakligr (21-23
°C) ve bagil nemi sabit tutulan (%50-60), havalandirilan ve 12 saat aydinlik/12 saat
karanlik dongilisii uygulanan deney hayvani odalarinda barindirilmiglardir. Deney
stiresince tiim ratlar standart rat kafeslerinde 4’erli gruplar halinde barindirilmis ve

pelet halindeki 6zel sican yemi ve ¢esme suyu ile ad libitum olarak beslenmislerdir.
3.2. Deney Gruplarinin Olusturulmasi

Deneysel calismada kullanilan ratlar rastgele ve sayica esit olacak sekilde 4

gruba ayrilmistir. Deney gruplart:
1) 1. Grup: Kontrol grubu (n=8),
2) 2. Grup: Diyabet grubu (n=8),
3) 3. Grup: S. nigra grubu (n=8) ve
4) 4. Grup: Diyabet + S. nigra grubu (n=8) olarak belirlenmistir.
3.3. Diyabetin Olusturulmasi

Calismamizda, diyabet ve diyabet + S. nigra grubunda yer alan hayvanlarda
diyabet modeli olusturmak iizere; hayvanlara tek doz intraperitoneal (i.p.)
streptozotosin (STZ; 50 mg/kg) enjeksiyonu yapilmistir. 450 mg STZ (S0130;
Sigma-Aldrich, ABD) 10 mL distile su igerisinde ¢ozdiiriilerek hazirlanmis (Cetin
vd., 2013). ve daha sonra diyabet ve diyabet + S. nigra grubundaki tiim ratlara
uygulanmistir. STZ enjeksiyonundan 3 giin sonra tiim bu ratlarda aglik kan sekeri
Olctimii yapilarak diyabetin olustugu teyit edilmistir. Bunun igin; aclik kan sekeri

Olctimiinden Once hayvanlar 8 saat boyunca a¢ birakilmis ve 8 saatin sonunda



kuyruktan alinan kan 6rneginden glukometre (PlusMED Accuro) kullanilarak kan
sekeri degerleri Ol¢lilmiistiir. Boylece STZ enjekte edilmis tim hayvanlarin kan
sekeri degerleri 300 mg/dL nin {izerinde oldugu i¢in her iki grupta da diyabet modeli
gelistigi kabul edilmistir.

3.4. Sambucus nigra Uygulamasi

Ratlarda diyabet olusumu teyit edildikten sonra, S. nigra ve diyabet + S. nigra
grubunda yer alan tiim hayvanlara oral gavaj ile 15 mg/kg dozunda S. nigra (Cristina
vd., 2021) 14 giin boyunca uygulanmistir. Kontrol grubunda yer alan hayvanlara ise

deney siiresince herhangi bir uygulama yapilmamastir.
3.5. Deneyin Sonlandirilmasi

On dort glinlik S. nigra uygulamasi tamamlandiktan sonraki giin, tim
gruplarda yer alan hayvanlara anestezi altinda 6tenazi islemi uygulanmistir. Anestezi
saglamak amaciyla 66 mg/kg intraperitoneal, 44 mg/kg intramiiskiiler ketamin
hidrokloriir uygulanmistir. Dekapitasyon sonrasi, tiim gruplarin dalak dokular

%10’luk tamponlamis notral formaldehit soliisyonuna alinmistir.
3.6. Mast Hiicre Histokimyasi

Dalak dokulari, histolojik incelemeler i¢in %10°luk formaldehit soliisyonunda
tespit edildikten sonra rutin doku takibi prosediirlerinden gecirilerek parafin bloklara
gomiilmiistiir. Ardindan parafin bloklardan 30 um araliklarla 5 pm kalinliginda 10
seri kesit alinmig ve toluidine blue (92-31-9; Sigma-Aldrich, ABD) (%0.5 ve
pH=0.5) ile 10 dakika boyunca boyanmistir. Boyanan kesitlerde, tlim preparatlardaki
mast hiicrelerinin sayisal yogunlugunu belirlemek i¢in 100 kare okiiler mikrometre
(eyepiece graticule) kullamilmistir. 40°lik (x40) objektif biiylitmesinde okiiler
mikrometrenin 100 kare birim alanindaki mast hiicreleri sayilmistir. Tiim gruplardan
aliman kesitlerin rastgele segilen 10 farkli bolgesinde mast hiicrelerinin sayimi
yapilmis ve sonuglarin ortalamasi alinmistir. Daha sonra elde edilen tiim bu veriler, 1

mm?’lik birim alandaki mast hiicre sayisina doniistiiriilmiistir.

Mast hiicrelerinin dalak dokusundaki heterojenitesini belirlemek amaciyla
hazirlanmis olan tiim deney gruplarina ait preparatlar, Nikon E-801 arastirma
mikroskobu altinda ve Nikondigital-sight goriintiileme sistemi ile incelenip

fotograflanmistir.
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3.7. Immiinohistokimyasal Boyama

Dalak dokusundan aliman 5 pm kalinligindaki doku kesitlerinde VEGF’nin
varligint  belirlemek i¢in, immiinohistokimyasal yontemlerden birisi olan
“streptavidin-biotin-kompleks yontemi” kullanilmistir (True, 1990).
Immiinohistokimyasal boyamalarda; mouse monoklonal VEGF (1/800 diliisyon,
Santa Cruz Biotechnology, sc-7269) primer antikoru kulanildi. Sulandirma (Zymed
00-3118) Antibody diluent reagent solusyonu kullanilarak yapildi. Sekonder antikor
olarak (Zymed Kit: 85-6743) Histostain® Plus Rabbit Primary antikor Kkiti

kullanilmustir.

Immiinohistokimyasal boyama islemlerinin asamalar1 asagida basamaklar

halinde verilmistir.

- Dokulardaki antijeni aciga ¢ikarmak ic¢in deparafinizasyon isleminden sonra
sitrat buffer (1000 ml distile su 2,1 g Sitrik asit (Merck, 1.00242.1000) (pH:6)
¢ozeltisi icersine alinan kesitler mikrodalga firinda, 700 watt’lik 1sida 1sitilmusitir.
Ayni islem 5’er dakikalik olmak iizere 3 defa yapilmistir. islem sonunda sitrat buffer

soliisyonu igerisindeki kesitler 20 dakika oda 1sisinda sogumaya birakilmustir.

- Phosphate Buffered Saline (PBS) (sodyum kloriir (Merck,1.064.0100) 7,2 g,
di-sodyum hidrojen fosfattan (Merck,1.06586.0500) 1,48 g, sodyum dihidrojen fosfat
monohidrat (Merck, 1.06346.0100) 0,43 g) ile yikanan kesitler endojen peroksidaz
aktivitesini bloke etmek igin dokular %3’liikk hidrojen peroksit (6 ml hidrojen
peroksit + 64 ml distile su) (Merck 1.08600.1000) soliisyonunda 10 dakika inkiibe

edilmistir.

- PBS soliisyonundan ¢ikarilan dokularin etrafi iyice kurulandiktan sonra
tizerlerine spesifik olmayan protein baglanmasini dnlemek icin kit igindeki serum
damlatilmigtir. Protein bloklama soliisyonu olarak (Zymed, 85-6743) Histostain®
Plus Rabbit Primary Kit’inbloklama soliisyonu kullanildu.

- Daha sonra kesitlerin lizerine primer antikor damlatilmis ve kesitler gece
boyunca + 4 °C’de tutulmustur. Negatif kontrol grubu dokularinda ise sadece PBS

soliisyonu kullanilmastir.

- Yikama isleminin ardindan Kkesitlere biotinlenmis sekonder antikor
damlatilmis ve yikama isleminden sonra streptavidin-horseradish peroksidaz

kompleksinde inkiibe edilmistir (Streptavidin Peroksidaz, Zymed, 85-6743 kod
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numarali Histostain® Plus Rabbit Primary Kit’in HRP-Streptavidin biotin
peroksidaz).

- Son agamada ise, kromojen (Zymed, 31079800) olarak 3,3’-diaminobenzidin
(DAB) kullanilmis olup preparatlar hematoksilen ile zit boyanmis ve entallan ile

kapatilmistir.
3.8. Immiinohistokimyasal Degerlendirme

Immiinohistokimyasal boyamadan sonra, tiim deney gruplarma ait dalak
dokularinda VEGF’in boyanma yogunlugu semi-kantitatif olarak degerlendirilmistir.
Hazirlanan preparatlar; Nikon E-801 arastirma mikroskobu altinda ve Nikon digital-
sight goriintiileme sistemi ile incelenip fotograflanmistir. Immiinohistokimyasal
degerlendirme su sekilde yapilmistir: taranan alanda pozitif hiicre yok (), 1-2 hiicre
(%), 3-4 hiicre (+), 5-6 hiicre (++) ve 7 ve daha fazla hiicre (+++) (Ertugrul vd.,
2021).

3.9. istatistiksel Analiz

Tez c¢alismast  kapsaminda, gruplar arasindaki MH  sayilarinin
karsilastirilmasinda SPSS paket programi kullanilmistir. Elde edilen veriler ortalama
+ standart hata (ort + SH) olarak gosterilmistir. Verilerin degerlendirilmesinde tek
yonlii varyans analizi (ANOVA) ve grup i¢i farkliliklarin belirlenmesinde ise
Duncan testi kullanilmistir. p<0.05 degeri istatistiksel agcidan anlamli kabul edilmistir

(John, 1971).
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4. BULGULAR

4.1. Histokimyasal bulgular

Isik mikroskobik incelemede dalaktaki MH’ lerin toluidin mavisi ile
metakromatik olarak boyandigi ve graniillerinin tek tek secilemedigi belirlendi.
Hiicrelerin ¢ekirdeklerinin ¢ogu hiicrelerde graniiller tarafindan Ortiilmiis oldugu

goriildii.
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Sekil 4.1. Kontrol grubu dalak, toluidin blue 10’luk objektif Ok: mast hiicresi, *: beyaz pulpa
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Sekil 4.3. S. nigra grubu dalak, toluidin blue 10’luk objektif. Ok: mast hiicresi, *: beyaz pulpa

Tim gruplardaki MH’ler arasinda morfolojik farklilik gozlenmedi ve
hiicrelerin farkli irilikde yuvarlak ve oval sekillilik gosterdigi saptandi. MH’lerin
dalaktaki yerleri incelendiginde, 6zellikle kan damarlarinin ¢evresinde bulunduklari

kirmizi pulpa siniislerinde lokalize olmalar1 dikkat ¢ekiciydi.
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Sekil 4.4. S. nigra grubu dalak, toluidin blue 20°1ik objektif. Ok: mast hiicresi, *: beyaz pulpa

Ayrica subkapsiiler alanda MH’lere daha az sayida rastlandi. Dalagin beyaz
pulpasinda en diisiik sayida MH goriildii. Calismamizda beyaz pulpadaki lenf
folikiillerinde tek tek yerlesen MH’ler kirmizi pulpada daha ¢ok gruplar halinde
goriildii. Gruplar kendi iglerinde degerlendirildiginde en az sayida MH kontrol
grubunda tespit edildi. Diyabet, S. nigra ve diyabet + S. nigra gruplarindaki MH
sayisindaki degisim istatistiksel olarak anlamliydr (P<0.001).
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Tablo 4.1. Dalak dokusunda toluidin mavisi ile boyama sonrasi mast hiicre sayilart

Grup Mast hiicre sayisi Minimum Maksimum
(% £Sx /mm?)
Kontrol Grubu 20.45+0.732 17.20 21.40
Diyabet Grubu 30.52+0.93¢ 26.40 32.40
S. nigra Grubu 23.60+£071° 20.20 25.20
Diyabet + S. nigra 24.72+1.17° 21.20 26.60
Grubu
P *k*

a, b, c: Siitundaki farkli harflere sahip ortalamalar 6nemli Olglide farklilik

gosterir(P < 0,5).

***: P <0.001

En fazla sayidaki MH diyabet grubunda gozlendi.

Sekil 4.5. Diyabet grubu dalak, toluidin blue 10’luk objektif. Ok: mast hiicresi, *: beyaz pulpa
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Sekil 4.6. Diyabet grubu dalak, toluidin blue 20°lik objektif.Ok: mast hiicresi, *: beyaz pulpa

S. nigra ve diyabet + S. nigra gruplarindaki MH sayilarinin birbirine yakin
oldugu belirlendi. Arastirmamizda dikkat ¢eken bulgu olarak diyabetli ratlara S.

nigra uygulamasinin MH sayisinda énemli dl¢lide azalmaya neden oldugu saptandi.

Sekil 4.7. Diyabet + S. nigra grubu dalak, toluidin blue 10’luk objektif. Ok: mast hiicresi, *:
beyaz pulpa
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Sekil 4.8. Diyabet + S. nigra grubu dalak, toluidin blue 20°lik objektif. Ok: mast hiicresi

4.2. Immunohistokimyasal Bulgular

Immunohistokimyasal olarak VEGF ekspresyonu tiim gruplara ait dalak
preparatlarina bakilarak yapildi. immiinohistokimyasal degerlendirme taranan alanda
pozitif hiicre yok (-), 1-2 hiicre (%), 3-4 hiicre (+), 5-6 hiicre (++) ve 7 ve daha fazla

hiicre (+++) arasinda degerler verilerek yapildi.

Tablo 4.2. Farkli gruplarin dalak dokusunda VEGF pozitif hiicre reaksiyonu

Grup VEGEF pozitif hiicre sayis1
Kontrol Grubu ++
Diyabet Grubu +++
S. nigra Grubu ++
Diyabet + S. nigra Grubu ++
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Negatif kontrol preparatlarinda herhangi bir boyanma gézlenmedi.

Sekil 4.9. Negatif kontrol grubu preparati

Gruplara ait preparatlar ayr1 ayr1 degerlendirildiginde VEGF immun pozitif

reaksiyon veren hiicrelerin farkli irilikde yuvarlak ya da oval sekiller belirlendi.
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Sekil 4.10. VEGF+ hiicrelerin goriiniimii
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Dalagin kapsiilii, kirmizi pulpa alanlarindaki lenf folikiilleri ve lenfatik
kordonlar arasinda intrasitoplazmik boyanmis VEGF immun pozitif  hiicre

ekspresyonu goriildii.

[

Sekil 4.11. Kirmizi pulpa’da VEGF+ hiicre goriiniimii

Kirmizi pulpada o6zellikle grup halinde VEGF immun pozitif hiicreler
gozlendi. Cok nadiren VEGF immun pozitif hiicreler dalakta beyaz pulpa
alanlarindaki lenf folikiillerinin kenarinda bazende lenf folikiiliiniin iginde yer aldig

bulundu.
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Sekil 4.12. S. nigra grubu dalak kirmizi pulpasi, VEGF immun boyama 20’lik objektif. Ok:
VEGF immun pozitif hiicre

Sekil 4.13. S. nigra grubu dalak, VEGF immun boyama 40’lik objektif. Ok: VEGF immun
pozitif hiicre, *: beyaz pulpa

Gruplar1 kendi aralarinda ayrmtili olarak degerlendirdigimizde ise sadece

diyabet grubunda immun pozitif VEGF hiicrelerin sayica arttig1 saptandi.
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Sekil 4.14. Diyabet grubu dalak, VEGF immun boyama 20’lik objektif. Ok: VEGF immun
pozitif hiicre, *: beyaz pulpa
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Sekil 4.15. Diyabet grubu dalak kirmizi pulpasi, VEGF immun boyama 40°lik objektif. Ok:
VEGF immun pozitif hiicre

VEGF ekspresyonunun kontrol grubu, S. nigra grubu ve diyabet + S. nigra
grubunda birbirlerine benzer oldugu tespit edildi. Calismamizda dikkat ¢eken bir
bulgu olarak S. nigra uygulamasinin diyabetik ratlarda immun pozitif VEGF hiicre

sayisinda azalmaya neden oldugu saptanda.
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Sekil 4.16. Diyabet + S. nigra grubu dalak, VEGF immun boyama 20’lik objektif. Ok: VEGF
immun pozitif hiicre, *: beyaz pulpa
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Sekil 4.17. Diyabet + S. nigra grubu dalak kirmizi pulpasi, VEGF immun boyama 40’lik
objektif. Ok: VEGF immun pozitif hiicre
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5. TARTISMA

MH’leri, patojen temizleme, timor bagisikligi ve otoimmiin hastaliklar gibi
cesitli bagisiklik siireglerinde pro- veya anti-inflamatuar rollerde islev gorebilen
onemli hiicreler olarak goriilmektedir (Kumar ve Sharma, 2010). Ayrica bazi
calismalarda deneysel hayvan modellerinde MH’lerin obezite ve diyabeti
onleyebilecegi bildirilmistir (Sismanopoulos vd., 2012). Bir diger ¢alismada diyabetli
hastalarin dolasiminda IgE seviyesinde artis oldugu gozlenmesi, MH’lerin IgE aracili
aktivasyonunun diyabetin patogenezinde rol oynayabilecegini de diistindiirmektedir
(Svensson vd., 2012). Ratlarda STZ uygulandiktan sonra oral mukoza ve dilin tiim
katmanlarinda kontrol dokusuna kiyasla, 6zellikle kan damarlarinin ¢evresinde ve
lamina propriyada 6nemli 6l¢iide artan MH gozlendigi bildirilmistir (Batbayar vd.,
2003). Deneysel diyabetin sican kalp dokusunda meydana getirdigi histolojik
degisiklikler iizerine Aminoguanidin iyilestirici etkilerinin incelendiginde, ¢calismada
MH’lerin sayisinin kontrol grubuna gore istatistiksel olarak énemli derecede artmis
oldugu saptanmistir. Aminoguanidin ile tedavi edilen grupta ise MH sayisinda
belirgin azalma goriildiigii bildirilmistir (Cetin vd., 2013). Deneysel bir ¢alismada
kontrol grubuna kiyasla diyabet grubunun mezenterinde MH sayilarinda artis
belirlenmistir. Aragtirmada toplam MH sayisinin diyabetik si¢anlarda en yiliksek
oldugu bulunurken, antialerjik bir ila¢ olan tranilast verilen diyabet grubunda MH
sayisinda bir azalma saptanmistir (Jones vd., 2004). Martino ve arkadaslarinin 2015
yilinda insan pankreas doku orneklerinde yaptiklari ¢aligmalarinda Tip 1 diyabetli
donorlerden alinan numunelerde, diyabeti olmayan dondrlerden alinan Orneklere
kiyasla, daha fazla sayida MH’nin pankreas adaciklarina sizdigimi bildirmistir
(Martino vd., 2015). Baska bir deneysel calismada ise MH aktivasyonunu
arastirdiklar1 deneysel calismalarinda diyabetli ratlara insiilin uygulamistir. Bu
caligmada diyabet grubunda akcigerde MH sayisinda artis gozlendigini, insiilin
eklenmis grupta ise akcigerde MH’lerinin azaldigini ortaya koymustur (Cavalher-
Machadove vd., 2004).

MH eksikligi olan fare (W/WVY) ve adaptif transfer edilmis MH’leri
kullanilarak streptozotosinin neden oldugu diyabetde MH’lerin roliinii arastirilmistir.
MH eksikligi olan farelerde siddetli insiilit gelistigi ve hipergliseminin hizlandigs,
farelerin %100%iniin saglikli farelere kiyasla diyabetik hale geldigi saptanmuistir.
Ayrica, STZ uygulamasindan 6nce MH adaptif transferinin, diyabete direng



kazandirdigi gozlenmistir (Daniela vd., 2015). Genel olarak diyabetin enfeksiyona
yatkinlig1 ve siddetli inflamasyonu arttirdigi kabul edilmektedir (Ozsoy vd., 2005).
Bu tez caligmasinda yukarida bahsedilen arastirmalarla paralel olarak diyabet modeli
olusturulmus ratlarin dalak dokusunda MH sayisinda artig goriilmiistiir. Bu artigin
inflamatuar ve bagisiklik siireglerinde rol oynayan ilk hiicre gruplarindan olan
MH’lerin diyabetin yol agabilecegi olumsuz etkilerin 6nlenmesinde énemli bir rol

oynadigini diigiindiirmektedir.

VEGTF, vaskiiler endotel hiicrelerinin ¢ogalmasini, farklilagsmasini ve gogiinii
indiikleyen giiglii bir diizenleyici sitokin olarak kabul edilir (Rajendra vd., 2019).
VEGF’nin, bir¢cok organda diyabet kaynakli bozukluklara aracilik etmede merkezi
bir rol oynadig1 diisiiniilmektedir; ayn1 zamanda glikoz seviyelerini de etkileyerek
diyabetik komplikasyonlara neden olabilecegi bildirilmistir (De Vriese vd., 2001).
VEGF, hipergliseminin neden olacagi oksidatif stres ile aktive olup ekspresyonu
artabilien anjiyojenik bir faktordiir (Ozdemir vd., 2014). Diyabette erken doku
fonksiyon bozuklugunun patofizyolojisinde VEGF'nin roliinii arastirmak i¢in, STZ
ile indiiklenen diyabetik ratlar monoklonal anti-VEGF antikorlar ile tedavi edilmis,
sonu¢ olarak VEGF'nin inhibisyonunun, diyabetin neden olabilecegi doku hasarini
azalttigi gozlenmistir (De Vriese vd., 2001). Micili ve arkadaslarinin deneysel
diyabet olusturduklar ratlarda diyabetik gruplarda glomeriiler ve tiibiiler alanda
VEGF ekspreyonunda artist ayrica tedavi amagh lipoik asit + diyabet grubunda ise
VEGF ekspresyonunda azalma oldugunu gozlemlemistir (Micili, 2012). Diyabetik
retinopatili ratlarda retinanin katmanlarinda VEGF ekspresyonunun artmis oldugu
gosterilmistir. Bununla birlikte, melatonin ile tedavi edilen diyabet gruplarinin
retinalarinda VEGF ekspresyonunun zayifladigi ortaya ¢ikarilmigtir (Maria Ferreira
vd., 2020). Olanzapinin dalak yapilari iizerindeki etkisi ve bagigiklik sisteminin
optimum islevi i¢in gerekli olan C vitamininin koruyucu etkisi ratlarda arastirilmistir.
C vitamini grubunda, kontrol grubuna benzer bir immiinopozitif reaksiyon
gozlenmistir. Olanzapin ile tedavi edilen grup dalaklarinda VEGF ekspresyonunuda
belirgin bir artis oldugunu saptanmistir. Olanzapin ve C vitamini ile tedavi edilen
grup kesitlerinde ise olanzapine kiyasla immiinopozitifligin azaldigin1 ortaya
koymustur (Youssef ve Salah, 2019). Calismamizda diyabet grubunda artis gosteren
VEGF ekspresyonunun S. nigra uygulamasi ile azaldigi gozlenmistir. Ayrica S.

nigra’nin VEGF immun pozitif hiicrelerine dogrudan bir etkisi olmadig1 belirlendi.
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Buna bagl olarak, bu sonuglar Sambucus nigra’nin diyabete bagli gelisen VEGF

ekspresyonu kaynakli olasi hiicre hasarlarinin hafifletebilecegini gostermektedir.

Mast hiicrelerinin anjiyogenez bolgelerinde sayisal olarak artis gosterdigi ve
graniillerinden salgilanan histamin, temel fibroblast biliylime faktorii, VEGF, heparin
ve triptaz gibi lrlinlerinin anjiyogenezi tesvik ettigi bildirilmistir (Crivellato vd.,
2010). insan Dang Hummasinda saglikli bireylere oranla MH sayisinda ve VEGF'nin
ve MH’ye 6zgii proteazlar olan triptaz ve kimaz diizeylerinin dolasimda onemli
Olgiide artis gosterdigi bildirilmistir (Furuta vd., 2012). Liand ve arkadaslarinin
yaptiklar1 ¢alismada, toluidin mavisi ile boyanan kesitlerde pterjium sendromunda
nornal konjiktavaya kiyasla mast hiicresi sayisinda artis saptamistir. Ayrica ¢ift
immiin boyama yontemi kullanilarak, triptaz MH’lerin ve VEGF'nin ayn1 hiicreden
eksprese edildigini gostermistir (Liang vd., 2012). Agiz mukozasinda yapilan
calismada 16koplaki lezyonlarindan alinan doku oOrnekleri ile normal agiz
dokusundan alinan doku Ornekleri karsilastirildiginda, lezyonlu bdlgelerde MH
sayisinda ve VEGF ekspresyonunda paralel artis oldugu saptanmistir (Michailidou
vd., 2012). STZ ile yapilan bir ¢alismada diyabet olusturulan rat gruplarinda saglikli
kontrol gruplarina oranla hem MH sayisinda hem de VEGF ekspresyonunda artis
goriildiigii gozlenmistir (Nishikori vd., 2014). Ratlarda deneysel diyabet ile elde
edilen sonuglara gore, dis etinde diyabetin MH’lerin sayisin1 6nemli Ol¢iide arttigi
gozlenmis ve ayni1 zamanda bu MH’lerden salgilanan VEGF ekspresyonununda da
arttig1 saptanmigtir (Gyurkovics vd., 2016). Bu bulgular, mast hiicrelerinin VEGF
lerin hem kaynagi hem de hedefi olabilecegini diisiindiirmektedir. Bununla birlikte,
dokularda ozellikle damarlarin ¢evresinde ve dis ortama yakin stratejik olarak
yerlesen mast hiicrelerinin, VEGF sitokin ekspresyonuna sahip olmasi, anjiyojenik

ve doku savunmasinda potansiyel 6zelliklere sahip olabilecegini gostermektedir.
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6. SONUC

Calismamizin bulgulart degerlendirildiginde, kontrol grubuna kiyasla diger
gruplarin dalak dokusunda MH sayisinda artis goriilmiistiir. Diyabet grubu ile
karsilagtirildiginda ise S. nigra uygulamasina bagli olarak diyabet + S. nigra
grubunda MH sayisinda anlamli bir azalma oldugu belirlenmistir. Bu bulgular
inflamatuar ve bagisiklik stireglerinde rol oynayan ilk hiicre gruplarindan olan
MH’lerin diyabetin yol agabilecegi olumsuz etkilerin 6nlenmesinde 6nemli bir rol
oynayabilecegi sonucunu destekler niteliktedir. Ayrica S. nigra grubunda MH
artiginin gozlenmesi S. nigra’nin dalak ve immunmodiilasyon mekanizma iizerine

olumlu etkiler yaptigini akla getirmektedir.

Dalak dokusunda diyabetle birlikte artis gosteren VEGF immun pozitif
hiicrelerin S. nigra uygulamasi ile azaldigi saptanmistir. Bu bulguya dayanarak S.
nigra’nin dalakta diyabetin sebep olacagi VEGF eckspresyonunu diizenleyerek,
VEGF’nin aracilik edebilecegi olast doku fonksiyon bozuklularinin etkilerini

azaltabilecegi sonucuna varilmaistir.

Calismamizda dikkat ¢ekici diger bir nokta ise S. nigra uygulamasi ile,
diyabet ile artis gosteren MH ve immun pozitif VEGF hiicrelerinin sayisinda paralel
olarak azalma saptanmis olmasidir. Hiicreler, sitokinler ve diger inflamatuar etmenler
arasindaki karmasik etkilesimlerin, birgok hastalifin etiyolojisinde rol oynadig:
bilinmektedir. Bu noktada S. nigra’nin immun sistem mekanizmalar1 ve hiicreler
tizerindeki etkiliginin olabilecegi ve ayrica diyabet gibi metabolik hastaliklarin

destek tedavisinde dolayli olarak kullanilabilecegi diisiiniilmektedir.
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