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Oz: Calismamizda, diyabetik ve non-diyabetik farelerin midelerinin fundus bélgesinde meydana gelen yapisal degisiklikleri
histolojik olarak incelemek ve Hepatosit Buylime Faktoéri (HGF)'niin midedeki immunohistokimyasal dagilimini belirlemek
amaglanmistir. Calismada, 45 adet swiss albino fare, kontrol, sham ve diyabetik olarak ti¢ gruba ayrildi. Diyabet olusturulmasi
icin 100 mg/kg STZ intraperitoneal (IP) uygulamasi ile yapidi. 200 mg/dI’nin tzerinde kan glikoz dizeyi olan fareler diyabetli
olarak kabul edildi. Deneklerin mide dokulari 3., 15. ve 30. giinlerde alindi. Mide dokusunun fundus bdélgesinin histolojik
yapisini incelemek igin alinan kesitlere H&E boyamasi yapildi. HGF’nin immunoreaktivitesini belirlemek amaciyla Avidin-
Biotin-Peroksidaz Kompleks (ABC) metodu uygulandi. Calismada diyabetik grupta diger gruplara gére canli agirlikta azalma
oldugu belirlendi. Diyabetik ratlarin mide dokusunun histolojik yapisinda kontrol grubuna gore bir farklilik gorilmedi.
Diyabetik, kontrol ve sham gruplarinda HGF'nin benzer alanlarda immunolokalizasyon gosterdigi saptandi. HGF
immunreaktivitesinin diyabetik grupta kontrol ve sham gruplarina gére daha zayif bir reaksiyon verdigi tespit edildi. HGF,
diyabet ve midenin fundus bélgesinin iliskisini agiklayan immunohistokimyasal bir arastirmaya rastlaniimadig igin yaptigimiz
¢alismanin bu iliskiyi agiklamasina yardimci olacagini ve bu alanda yapilacak yeni ¢alismalara yol gésterecegini dislinmekteyiz.

Anahtar Kelimeler: Diyabet, Fundus, HGF, immunohistokimya.

Immunohistochemical Localization of Hepatocyte Growth Factor (HGF) in the
Fundus Area of the Stomach of Diabetic and Non-Diabetic Mice

Abstract: Our study has been conducted in order to histologically analyze the morphologic changes that occur in the fundus
area of the stomachs of diabetic and non-diabetic mice and designate the immunohistochemical distribution of the
hepatocyte growth factor (HGF) in the stomach. Forty-five Swiss albino mice have been divided into control, sham, and
diabetic groups for the study. Streptozotocin at the dose of 100mg/kg has been administered intraperitoneally (IP) to the end
of inducing diabetes. Mice with blood glucose levels higher than 200mg/dl have been deemed diabetic. Stomach tissues of
the specimens were collected on the 3rd, 15th, and 30th days. H&E stain has been performed on the sections in order to
examine the histological structure of the fundus area of the stomach. The Avidin-Biotin-Peroxidase Complex (ABC) method
has been performed in order to determine the immunoreactivity of HGF. In the study, it has been found that bodyweight had
been decreased in the diabetic group compared to other groups. There was no difference in the histological structure of the
stomach tissue of diabetic rats compared to the control group. HGF has been observed to demonstrate immunolocalization
on similar areas in the diabetic, control, and sham groups. HGF immunoreactivity has been found to react in a milder way in
the diabetic group compared to other groups. We think that the study we have conducted will usher in future studies in this
field and help explain the relationship between diabetes and the fundus area of the stomach since no immunohistochemical
study explaining this relationship has been found in the literature.
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GiRiS

D

asemptomatik veya polidipsi, poliiri, polifaji, kilo
kaybi klinik
karakterize olan, birgok organ ve sistemi etkileyen bir
hastaliktir (1). Hepatosit blyume faktord (HGF) ilk
kez (1980'li yillarda)
bir faktor
Sonrasinda HGF’'nin pankreas B hiicreleri, akciger ve

Mellitus  (DM),  metabolizma

siddetine

iyabetes

bozuklugunun bagl  olarak

ve glgsuzlik gibi semptomlarla

hepatositlerin  blylmesini

saglayan olarak tespit edilmistir.
bobrek gibi cesitli organlarin epitel hiicrelerinde,
fibroblast, makrofaj, diiz kas hiicreleri gibi mezengial
hicrelerde Uretilen pleiotropik bir sitokin oldugu
(2). HGF,

migrasyon, proliferasyon ve morfolojik degisiklikleri

anlagilmigtir cesitli hiicre tiplerinde
uyaran bir salgl proteinidir. (3). HGF, a ve P

zincirlerini iceren tek zincir prekirsér olarak
sentezlenir. HGF reseptorli c-met baslica vaskiiler
endotel hicreler, lenfatik endotel hiicreler, noral
hicreler, hepatositler, hematopoetik hiicreler ve
perisitleri i¢cine alan gesitli hicrelerinde
bulunur (4).

insdlin

epitel
HGF’nin pankreas beta hicrelerinde
Uretimini  ve  mitogenezisi  uyardigi
bildirilmistir. HGF pankreasin alfa hicrelerin de
uretilir ve hipergliseminin 6nlenmesini, beta
hicrelerinde insilin Gretimini dizenler. HGF c-met
sistemleri bulunduklar dokularin sadece
tamirlerinde degil metabolik homeostazide de etkili
oldugu ve HGF pankreas beta hiicrelerinde insiilin
Uretimini ve mitogenezisi uyardigi bildirilmistir (5).
Organ ve sistemleri etkileyen diyabetin mide ve

bagirsak sistemini etkileyerek sindirim sisteminde

cesitli rahatsizhiklar tetikledigi duslintlmektedir
(6,7). Yapilan bir¢ok calismada HGF'nin diyabette
biyolojik  bir belirte¢ olarak kullanilabilecegi

belirtiimektedir (8-10). Oliveira ve arkadaslari (11)
yaptiklari arastirmada giincel literatiir ve bilgilere
dayanarak, HGF’'nin metabolik bozukluklarda merkezi
bir HGF hastalik
durumu/ilerlemesi  agisindan olarak

rol oynadigini, seviyesinin

belirteg
kullanilabilecegini ve c-Met sinyal yolagi lizerinden
seviyesinin tedavisinde

dizenlenip  diyabetin

kullanilabilecegini belirtmiglerdir.
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midedeki

Gzerindeki

Diyabetes  mellitus’un etkileri,
HGF'nin doku

farklilasmasini saglayici yetenekleri distinllerek;

ise hicreler onaricl,

calismamizda diyabet olusturulmus farelerin mide
dokusunda HGF immunoreaktivitesinin lokalizasyonu
incelendi.

MATERYAL ve METOT

Deney hayvanlari Erzurum Veteriner Kontrol ve
Arastirma Enstitlisii Deney Hayvanlari Enstitlsiinden
temin edildi. Farelerde yapilan uygulamalar igin
Kafkas Universitesi Veteriner Fakiiltesi KAU-
HADYEK/2014-008 kodlu Etik Kurulu onayi alind.

Deney Hayvanlari ve Diyabet Olusturulmasi

45 adet swiss albino fare (ortalama 8-12
haftalik) kontrol (n=15), sham (n=15) ve deneme
(n=15) olarak 3 gruba ayrildi. Deney hayvanlari
standart fare kafeslerinde, 22+22C i1si ve %50+5 nem
orani olan ve 12 saat isik ile 12 saat karanlk olan
standart bir ortamda tutuldu. Diyabetik grubuna pH
4.5deki 0.1 M sitrat tamponunda ¢ozdirilen
streptozotosin (STZ) (Sigma S0130-100 MG) 100
Sham

sitrat tamponu

mg/kg dozda intraperitoneal
pH 4.5deki 0.1 M
uygulanirken kontrol grubuna herhangi bir uygulama

uygulandi.

grubuna

yapilmadi. Diyabetik grubuna STZ uygulamasindan 72
saat sonra 8 saatlik aglik sonrasi farelerden alinan
kanda glukometre ile 200 mg/dI’nin Uzerinde kan
glikoz diizeyi olanlar diyabetli olarak kabul edildi (12).

Histolojik inceleme

Farelerin canh agirliklari, deneye ilk baslangig
zamani 0 kabul edilerek, 0., 3., 15. ve 30. glinlerde 8
saatlik aglik sonrasi tartildi. Farelerden doku 6rnekleri
eter anestezisi altinda servikal dislokasyon sonrasi 3.,
15. ve 30. gilinlerde alindi. Alinan doku o6rnekleri
%10’luk formoldehit sollisyonunda igerisinde tespit
edildikten sonra rutin histolojik doku takip prosediiri
uygulanarak parafine bloklandi. Hazirlanan parafin
bloklardan 5 pm kalinliginda kesitler alindi. Histolojik
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incelemeler i¢cin  alinan  6rnek  kesitlerine
Hematoksilen&Eosin (H&E) boyamasi uygulandi (13).
Orneklerin diger bir kismi ise immunohistokimyasal

incelemelerde kullanildi.

immunohistokimyasal inceleme

HGF’nin glandular midedeki
immunolokalizasyonunu incelemek igin Avidin-
Biotin-Peroksidaz kompleks (ABC) teknigi (14)

uygulandi. Doku oOrneklerinden hazirlanan kesitler
oda sicakhginda anti-HGF (Santa Cruz: sc7949)
(1:400) ile 1 saat sireyle inkiibasyona birakildi.
Ardindan PBS ile yikama sonrasi kesitlere sekonder
antikor (Biontinylated Goat Anti-Rabbit (Lab. Vision,
510.991.2800)) ilave edilerek 30 dk oda isisinda
bekletildi. Fosfat buffer salinde yikanan kesitlere
streptavidin horse radish peroksidaz ilave edilerek
oda sicakliginda 15 dk tutuldu. Sonra PBS ile yikanan
kesitlere kromojen uygulamasi i¢in Diaminobenzidin-
(DAB- H202) teknigi (15)

Mayer’s

hidrojen peroksidaz

uygulandi.  Cekirdek boyamasi igin
Hematoksilen kullanildi. Ardindan preparatlar 15k
mikroskobunda (Olympus Bx51, Japan) incelenerek

fotograflandi.

istatistiksel Analiz

Toplanan veriler SPSS 16.0 programinda One-
Way ANOVA testi ve ardindan ¢oklu karsilagtirma

testlerinden Duncan testiyle analiz edilerek, gruplarin

ortalama degerleri arasindaki farklarin 6nem
dereceleri P<0.05 degeri 6nemli kabul edilerek
belirlendi.
BULGULAR

Kan-Glikoz ve Canl Agirlik Bulgulan

Kontrol ve sham gruplarinda her grubun kendi
icerisinde canli agirlik ortalamasi yonu ile anlaml bir
fark gozlenmedi. Diyabetik grubunda zamana bagl

olarak canh agirlikta azalma oldugu ve bununda
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istatistiksel agidan anlamli (P<0.05) bir fark sergiledigi
gbzlendi (Tablo 1).

Tablo 1: Gruplarin canh agirlik istatistiksel bulgular
(P<0.05).

Table 1: Statistical analysis of body weight between
groups (P<0.05).

Canl

Agrlik Kontrol SHAM Diyabetik

0.gun 15 38.02+1.78* 38.62+2.79% 40.54+1.67°
3.gun 15 38.19+1.88% 37.18+2.382 38.50+1.152
15.gln 10 37.93+2.02° 37.77+1.872 29.32+2.08
30.gun 5 36.09+1.692  37.20+2.342  27.60+1.76P

a,b: Ayni satirda farkli harf tasiyan ortalamalar arasinda fark istatistiki olarak 6nemlidir
(P<0.05).

Diyabetik grubunda kan-glikoz duzeyinin,

kontrol ve sham grubuna gore istatistiksel yonde
anlamli (P<0.05) dizeyde yiiksek oldugu gorildi
(Tablo 2).

Tablo 2: Gruplarin kan-glikoz degerleri istatistiksel
bulgulari (P<0.05).

Table 2: Statistical analysis of blood-glucose level
between groups (P<0.05).

Kan . .
Glikoz n  Kontrol Sham Diyabetik
0. glin 15 115.67+4.872 107.27+7.652 110.27+4.252
3.gln 15 121.934#6.03> 120.07+4.68> 301.93+17.202
15.gin 10 120.20+5.87° 118.10+5.03> 332.50+13.692
30.gin 5 122.60+7.30° 120.80+8.11° 394.60+26.06°

abAyni satirda farkli harf tasiyan ortalamalar arasinda fark istatistiki olarak énemlidir
(P<0.05).

Histolojik Bulgular

Yapilan 151k mikroskobik incelemelerde,
fundusun histolojik yapisinin kontrol ve diyabetik
gruplarinda benzer oldugu ve farklilik bulunmadigi
(Sekil 1-A,B). kendi

icerisinde 3., 15. ve 30. glinler yonu ile histolojik

goruldi Ayrica gruplarin
olarak herhangi bir farkhihk gozlenmedi. Gruplar
arasinda tunika mukoza, tunika submukoza, tunika
muskularis ve tunika seroza katmanlarinda histolojik

olarak bir farkhlk olmadigi gézlendi (Sekil 1-A,B,C).
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Sekil 1. A: Kontrol grubu mide dokusu histolojik gériiniimi Bar: 200um. B: Diyabetik grubu mide dokusu histolojik
gorinimi Bar: 500um. C: Diyabetik grubu mide fundus bolgesi Bar: 200um. F: Fundus, K: Kardiya, a: Tunika
mukoza, b: Tunika submukoza, c: Tunika muskularis, d: Tunika seroza, Ok: Tek kath prizmatik epitel yapisi, mm:
muskuler mukoza. H&E boyama.

Figure 1. A: General view of stomach tissue in the control group Bar: 200um. B: General view of stomach tissue
in the diabetic group Bar: 500um. C: Diabetic group stomach fundus area Bar: 200um. F: Fundus, K: Cardia, a:
Tunica mucosa, b: Tunica submucosa, c¢: Tunica muscularis, d: Tunica serosa, Arrow: Single layer prismatic
epithelial structure, mm: muscular mucosa, H&E staining.

immunohistokimyasal Bulgular Yine submukoza katmanindaki bag doku

hicrelerinin  genelinde HGF immunoreaktivitesi
Tim gruplarda 3., 15. ve 30. giinlere ait midenin &

fundus bolgesi HGF immunoreaktivitesi yéninden gozlendi. Ayrica sirkller ve longitudinal seyirli kas

incelendi. Diyabetik, kontrol ve sham gruplarinin tabakalarinin ara bolgesindeki bag dokuda yer yer

timiinde HGF nin benzer alanlarda HGF immunoreaktivitesi oldugu belirlendi. Endotel

immunolokalizasyon gosterdigi belirlendi. HGF hiicrelerde ve bag doku alanlarindaki ~ HGF

immunoreaktivitesinin, propria katmaninda, 6zellikle immunoreaktivitesi benzer dilzeyde goriildii. HGF

de kriptlerin gevreledigi taban bolgedeki bag dokuda immunoreaktivitesinin gruplar icerisinde giinlere

yogun oldugu gdzlendi (Sekil 2-A). gore benzer oldugu tespit edildi.
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Sekil 2. A: Kontrol grubu HGF immunoreaktivitesi genel goriinimi Bar: 200um. B: Diyabetik grup HGF

immunoreaktivitesi genel gériinimi, Bar: 200um. C: Kontrol grubu fundus bdlgesi HGF immunoreaktivitesi

Bar:50um. D: Diyabetik grubu fundus bolgesi HGF immunoreaktivitesi Bar: 50um. a: Tunika mukoza, b: Tunika

submukoza, c: Tunika muskularis, Oklar: Pariyetal hiicre Okbaslarn: Prensipal hiicreler, Yildiz: Damar endoteli.

Figure 2. A: General view of HGF immunoreactivity in the control group Bar: 200um. B: General view of HGF

immunoreactivity in the diabetic group, Bar: 200um. C: HGF immunoreactivity in the control group fundus area

Bar: 50um. D: HGF immunoreactivity in the diabetic group fundus area, Bar: 50um. a: Tunica mucosa, b: Tunica

submucosa, c: Tunica muscularis, Arrows: Parietal cell, Arrowheads: Chief cell, Star: Vascular endothelium.

Prensipal hiicrelerde bolgesel olarak az sayida
HGF
hicrelerde

immunoreaktivitesi  gozlenirken pariyatel
ise HGF

diizeylerde ancak bitin hicrelerde oldugu belirlendi

immunoreaktivitesi degisik
(Sekil 2-C,D). Bu immunoreaktivitenin pariyetal ve
prensipal hicrelerde sitoplazmik oldugu gozlendi.
HGF immunoreaktivitesinin prensipal hiicrelere gére
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pariyetal hiicrelerde daha yogun oldugu tespit edildi
(Sekil 2-C). HGF immunoreaktivitesinin pariyetal ve
prensipal hiicrelerinde kontrol ve sham gruplarinda
benzer, diyabetik grubunda ise az yogun oldugu
(Sekil  2-A,B) (Tablo 3). Bu
immunoreaktivitelerin glnler igerisinde bir fark

gozlemlendi

sergilemedigi gozlendi.
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Tablo 3. Gruplar igerisinde HGF immuno-
reaktivitesinin derecelendirme sonuglari

Table 3. Grading results of HGF immunoreactivity
within groups.

immunoreaktivite

Alanlan Kontrol Sham Diyabetik
Bagdoku Alanlari +++ +++ o+
Pariyetal Hicreler +++ ++4+ +
Prensipal Hiicreler + + -

Endotel Hiicreleri ++ +++ +++

-= immunoreaktivite yok, += Az yogun, ++= Orta derecede yogun, +++= Gok yogun

Ayrica mide dokusunun fundus bdlimiinde

tunika mukoza, tunika submukoza ve tunika

muskularis alanlarinda bulunan kan damari

endotelinde de immunoreaktivite tespit edildi.
Bunlara ilaveten kriptleri olusturan hiicreler arasinda
fibroblast oldugu dusiinilen yer yer HGF pozitif

hicreler tespit edildi.

TARTISMA ve SONUC

Arastirmacilar (16,17) diyabetin canh agirlikta
azalmaya neden oldugunu bildirmislerdir. Bizim
yaptigimiz c¢alismada da diyabetli farelerin viicut
agirliginin azaldig tespit edildi.

Diyabetes

Mellitusun ¢ok ¢esitli patolojik

durumlar gosterdigi ve uzun sireli diyabetin

gastrointestinal sisteme zarar verdigi belirtilmistir
(18,19). Ayrica kronik diyabetli hastalarda, 6zellikle
gastrik  salinimin ~ ve  motilitenin  azalmasi
gastrointestinal fonksiyonlarda sik gorilen 6nemli
(20,21).

Gastrointestinal semptomlarin Diyabetes Mellitus’ta

degisikler olarak bildirilmigtir
oldukga yaygin oldugu ve genellikle otonomik
(22,23).
Diyabet komplikasyonlarinin patofizyolojisinin hala
bildiren Bastaki

ratlara gore diyabetik

noropatiye dayandirildigi  belirtilmistir
tam olarak anlasilamadigini
(17),

pariyetal

ve
arkadaslar normal
ratlardaki hicrelerin  dizensiz dagilim
gosterdigini ve ayrica diyabetik ratlarin normal
ratlara gore pariyetal hiicrelerindeki asit salgisinin
azaldigini belirtmiglerdir. Bizim yapti§imiz ¢alismada
ise farelerin fundusunda gruplar arasinda histolojik
acidan herhangi bir degisiklik tespit edilmemistir.
Ayrica yapilan literatlir taramalarinda (24-26),
degisik dokularda kan damari endotel hiicrelerinde
HGF'nin immunoreaktivitesi

yogun belirlendigi
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bildirilmistir. Calismamizda da bu arastirmalara
paralel olarak endotel hiicrelerinde yogun HGF
immunoreaktivitesi belirlendi. Diyabetik farelerde
diger gruplara kiyasla pariyetal hiicrelerde az yogun
HGF

hicrelerde ise kontrol ve sham grubunda yer yer

immunoreaktivitesi  gorulda. Prensipal
immunoreaktivite belirlenirken, deneme grubunda
HGF immunoreaktivitesine rastlanmadi.

Yapilan  ¢alismalarda  diyabetin  fundus
bolgesindeki pariyetal hiicrelerde diizensiz dagilima
actig (17).

diyabetin hiicrelerde

ise
HGF
Bu
bulgularin sonucunda g¢alismamiz, diyabetin mide
HGF
olumsuz yodnde etkiledigini

yol bildirilmistir Galismamizda
pariyetal
belirlendi.

immunoreaktivitesini  dusirdigi

dokusunun fundus bolgesinde
immunoreaktivitesini
gostermektedir.

HGF

diyabetik farelerde azalmis olmasi, HGF'nin hiicre

Sonug¢ olarak, immunoreaktivitesinin

rejenerasyonunda etkili olmasi duisunuldiginde,
fundusdaki

yonde etkileyebilecegini

diyabetin  dolayh  olarak hicre

yenilenmesini olumsuz
distindirmektedir. HGF, diyabet ve midenin fundus
bolgesinin iligkisini agiklayan immunohistokimyasal
bir
¢alismanin bu iligkiyi agiklamasina yardimci olacagini

arastirmaya rastlanmadigi igin  yaptigimiz
ve bu alanda yapilacak yeni caligmalara yardimci

olabilecegini diisinmekteyiz.

Cikar Catismasi

Yazarlar, gikar ¢atismasi olmadigini beyan eder.
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