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Ozet

Bir ¢ok ¢aligmada,diyabetus mellituslu hastalarda tat bozukluklar1 ve dilde lezyonlar meydana geldigi ileri siiriilmektedir. Ama
bu konuda histolojik galismalar azdir. Bu galigmanin amaci, streptozotocin ile olusturulan deneysel diyabetin ratlarin dilleri
tizerinde ne tiir degisiklikler olusturabilecegini histolojik olarak 1s1k mikroskopu ile incelemektir. Bu
¢aligmada 250-300 g agirliginda 15 erkek Wistar rat kullanildi. Hayvanlar deneyden 6nce rastgele iki gruba ayrildi. Grup-1
deneysel diyabet, 10 ratta streptozotosin enjeksiyonu ile olusturuldu. Grup-2 kontrol grubu olusturdu (5 rat). Diyabetin
streptozotosin ile indiiklenmesinden sonraki 7. ve 14. giinlerde, her gruptaki bes hayvan sacrifiye edildi. Histolojik analiz i¢in
dilleri kullanild1. Dilin histolojik 6zelliklerinin degerlendirilmesinde, diyabet grubunun epitel kalinliginda arti goriildii. Ayrica
diyabet grubunda kontrol grubundan daha yiiksek seviyede inflamatuar hiicre infiltrasyonu oldugu tespit edildi ve bu bulgu
istatistiksel olarak anlamliydi.Sonug: Caligmamizin bulgularina gore, diyabet dilin morfolojik yapisini degistirerek
inflamasyona daha yatkin hale getirebilecegi sdylenebilir.

Anahtar Kelimeler: Dil, streptozotosin, diabetes mellitus, rat

Effects of Streptozotocin-Induced Diabetes on Lingual Histological Changes
in the Rats

Abstract

Many studies suggest that taste disorders and tongue lesions associate with diabetes mellitus (DM). However, the tongue
histopathology underlying impairments in taste sensation, tongue lesions in the DM is poorly examined. The present study
aimed to clarify histological changes of the tongues in streptozotocin (STZ)-induced diabetic and control rats by using light
microscopy. Fifteen male Wistar rats that weighed 250-300 g were used in this study. The animals were randomly divided
into two groups prior to the experiment. Group 1 irreversible experimental diabetes was created by streptozotocin injection in
10 rats. Group 2 comprised the control group(5 rats). On the 7th and 14th days after the induction of diabetes by
streptozotocin, five animals from each group were euthanized by cardiac puncture under intraperitoneal anesthesia with
ketamine HCI and xylazine. Tongue’s were performed for the histological analysis. Changes in the histological characteristics
of the lingual; An increase in the total thickness of the epithelium of the diabetes group was observed. Furthermore, it was
found that inflammatory cell infiltration was higher in the diabetic group than in the control group, and this excess was
statistically significant.

Conclusion: According to the findings of our study, it can be said that diabetic can change the morphological structure of the
tongue to make inflammation more susceptible.

Keywords: Tongue, streptozotocin, diabetes mellitus,rat
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Giris

Diyabetes mellitus kronik metabolik bir
hastaliktir. Pankreas beta hiicrelerinden salgilanan
insiilin eksikligine bagli olarak gelisen hastaligin
literatiirde bir¢ok yan etkisi bildirilmistir. Bunlarin
igerisinde ndropati, retinopati, nefropati ve vaskiiler
patolojilerin hizlanmasi sayilabilir (1).

Arastirmacilar, oral Kkavitede diyabetes
mellitus ile iligkili olarak bir ¢ok yumusak doku
patolojisi rapor etmislerdir. Bu komplikasyonlar
periodontal hastaliklar, tiikiiriik akisinda azalma ve
tikiriik  iceriginde degisme (2), tat alma
bozukluklari, dilde lezyonlar ve agiz yanma
sendromu sayilabilir (3-5).

Genelde yeni tani1 konmus, fark edilmemis
veya kotli kontrol altinda olan diyabetin birincil
semptomu agiz kurulugudur. Agiz kurulugunun ani
gelisen veya stabil olmayan hastaliklar sonucu
meydana gelen dehidratasyon etkisi ile olustugu
distinilir (2). Tukirik disfonksiyonu tat duyusu
degisikliklerinde veya duyunun ortadan
kalkmasinda o©nemli derecede etkili oldugu
distiniilmektedir (6). Diyabetli hastalarin oral
kavitesindeki bu komplikasyonlar sonucunda
hastalarda yetersiz beslenme ve kilo kaybina sebep
olmaktadir (7).

Diyabetli hastalarda dilde lezyonlar ve tat
alma bozukluklar1 olustugu ileri siiriilen ¢alismalar
olmasina ragmen (3-5), bu konuda dilde meydana
gelen histolojik c¢aligsmalar yetersizdir. Bizim bu
¢alismamizda, siganlarda (Rats) streptozotocin ile
olusturulan deneysel diyabetin saglikli dilleri
iizerinde ne tiir degisiklikler olusturabilecegini
histolojik olarak arastirmak amaglanmustir.

Materyal ve Metot
Diyabet Olusturulmasi ve Deney Gruplari

Bu c¢alismada, toplam 15 adet yetiskin
erkek Wistar rat (250-300 g agirliginda) kullanildi.
Ratlar, Dicle Universitesi Saglik Bilimleri Arastirma
ve Uygulama Merkezi(DUSAM)’nden temin edildi.
Dicle Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik
Kurulundan 2010/49 protokol numarasi ile
aragtirmanin uygunlugu onaylanmigtir. Hayvanlar
rastgele iki gruba ayrildi. Grup-1,(n:10)  geri
doniistimsiiz  deneysel diyabet, streptozotosin
enjeksiyonu ile olusturuldu. Grup-2 ,(n:5) kontrol
grubu olusturuldu. Tim hayvanlar uygun sartlarda
12 saat aydinlik/ 12 saat karanlik dongiide ve 22 +

10 ° C sicaklikta tutuldu. Hayvanlar uygun
kafeslerde tutuldu, rat yemi ve su verildi.
Deneysel diyabet olusturulmasi

Ratlarda diyabet olusturulmadan Once
agirliklar belirlenerek kaydedildi ve kuyruklarindan
alinan kan orneklerinde bir glukometre ile glukoz
diizeyleri olciilerek kaydedildi. Geri doniisiimsiiz
deneysel diyabet yaratmak igin 0.2 ml sitrat tampon
(0.1 M, pH=4.5) i¢inde ¢Ozlinmiis streptozotocin
(STZ, Sigma Chemical Company, St Louis, MO),
intraperitoneal tek doz enjeksiyon (50 mg/ kg)
yontemi (8) kullanilarak uygulandi.
Enjeksiyondan 3 giin sonra kan glukoz diizeyleri
tekrar kontrol edildi ve yaklasik 2 kat arttig1 tespit
edildi. Boylece diyabetin olustugu kabul edildi.
Diyabet olusturduktan sonra 7.giin ve 14. glinlerde
her bir grupta 5’er rat sacrifiye edildi. Sacrifiye
edilen ratlarin dilleri histolojik degerlendirme igin
alind1.

Histolojik Degerlendirme

Diyabet olusturulduktan sonra, her gruptan
bes hayvan, ketamin HC1 (35 mg / kg) ve ksilazin (3
mg / kg) ile intraperitoneal anestezi altinda kardiyak
ponksiyon ile sacrifiye edildi. sacrifiye edilen
hayvanlarmn dilleri uygun bir sekilde alindi. % 10
formalin i¢inde 24 saat bekletildi, kademeli etanol
banyolarinda (% 100 ve% 70) dehidre edildi, xylene
ile temizlendi, parafin bloklara gomiildii. Hazirlanan
parafin bloklarindan, Leica RM 2125 Rotary
mikrotomu yardimi ile 5 mikrometre kalinliginda
seri kesitler alindi. Elde edilen 5 mikrometre
kalinligindaki  kesitler Hematoksilen-Eozin ve
Masson tripple ile boyandilar.

Dil epithelium kalinhginin 6l¢iimii

Epitelin ~ kalinligmin  Sl¢imii  igin
Hematoksilen-Eozin  ile  boyanan  preparatlar
kullanildi.  Kollejen fibrilerin durumu ve damar
yapilarinin degerlendirilmesinde Masson tripple ile
boyanan preparatlar kullanildi. Preparatlar; Nikon-
Eclipse 400 DSRI Nikon dijital fotograf makinesi (
NIS Elements Imaging Software (version 3.10)
atagmanli arastirma mikroskobunda
degerlendirilerek Olciimleri yapildi ve
mikrofotograflar ¢ekildi.
Dil epithelium tabakanin 6l¢timii yapildi (Resim-1).
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Resim-1: Diyabet ve kontrol gruplarinin disetinin total epitel kalinlik 6lgtimlerinin yapilmasi. Boyama: Masson

Triple, Orjinal Biiyiitme X10.

Bagdokunun epitel igine yapmis oldugu papillarin 6l¢iimii ayri ayri yapildi ve sonunda aritmetik ortalamalari

alinarak her bir 6rnek i¢in sonucu belirlendi (Resim-1).

Bu ¢aligsmada ayni1 zamanda inflamatuar hiicre sayisi, kapillerin sayis1 ve dilatasyon durumlart degerlendirildi
(Tablo:1). Ayrica bag dokusu liflerin durumu su sekilde skorlandi; O=normal, 1=orta, 2=zayif, 3=Cok zayif
seklinde skorlanarak tespit edildi. Benzer sekilde daha onceki bir ¢alismada, Kirchner ve ark.(9) tarafindan
parametreleri skorlamiglardir. Bu sayimlar 40” lik objektif ile 6000 mikrometre kare alanda yapildi (Resim-2).

Resim-2: Diyabet ve kontrol gruplarinin bag dokusu i¢inde inflamatuar hiicre ve kapillerin sayimin yapilmast.

Boyama: Masson Triple, Orjinal Biiyiitme X40.

Diyabet grubunda kan dolagimin rahat olmadigini, kapiller damarlarda vazodillatasyon olustugu tespit edildi. Elde
edilen biitiin bu 6l¢liim verileri, kontrol ve diyabet gruplari olarak birbiri ile istatistiksel agidan karsilastirilarak

degerlendirildi (Tablo-1,2,3).
Istatistiksel Degerlendirme

Bu caligmada tanimlayict istatistik olarak
ortalama, standart sapma, standart hata, minimum ve
maksimum degerler verilmis olup, Kontrol , 7. ve 14.
giinlerdeki parametrelere ait degisimler, non-
parametrik istatistik testlerinden Kruskall-Wallis
testi ile analiz edilmis olup , ¢oklu karsilastirmalar

ise Mann-Whitney U testi ile degerlendirilmistir.
Istatistik analiz testlerinde % 95 lik giiven aralig1
uygulanmig olup; tammlayic1 istatistikler ve
analizler R version 3.2.3 (2015-12-10), Copyright
(C) 2015 The R Foundation for Statistical
Computing free software bilgisayar paket programi
kullanilarak yapilmistir. p<0,05 i¢in sonuglar
istatistiksel olarak anlamli kabul edilmistir.
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karsilagtirdigimizda,
grubunun kalinligr 7.giin ve 14.glinlerde

spinosum, granulosum ve corneum hiicre guruba gore kalinligi artmist1.(Tablo-1)
Tablo 1: Olciim Yapilan Gruplar ve Parametrelere Ait Tammlayic: Istatistik Degerleri

Gruplar n Minimum | Maksimum| Ortalama Std. Sapma Std. Hata
Epitelyum Kalinligi 5 76,35 a0.72 84,9060 573758 2,56502
Keratinizasyon 5 10,42 14,05 12,3060 138273 061837
Fapilla Derinligi 5 5131 f1.52 54,8040 3,98042 1,78010
Kontrol | Papilla Filiformis 5 127,68 142,09 1347100 713745 3.19197
Enflamatuar Hicre Sayisi 5 3.00 5,00 4,2000 0,83666 037417
Kapiller 5 3,00 4,00 3,2000 044721 20000
Epitefyumn Kalnhai 5 90,54 106,11 98,6380 B,79319 3,03801
Keratinizasyon 5 10,94 14,44 12,7060 1,29751 0,58026
7.gun | PapillaDeriniigi 5 63,93 7236| 68,4260 3,14758 140764
Papilla Filifarmis 5 104,68 130,16 | 122,6680 10,28237 459341
Enflamatuar Hiicre Sayisi 5 4,00 8,00 6,2000 148324 0,66332
Kapiller 5 2.00 5.00 3,4000 114018 0,50990
Epitelyum Kalinlai 5 11,12 120,77 1150960 436366 1,95148
Keratinizasyon 5 11,91 28,24 17,8880 6,56809 2,93734
Papilla Derinlii 5 72,50 76,14 73,6320 145281 0.,64972
14.90n [ Papilla Filiformis 5 88,33 100,13 | 96,3460 4,86075 2,17380
Enflamatuar Hiicre Sayisi 5 6.00 9,00 6,8000 1,30384 0,58310
Kapiller ] 3,00 4,00 3,4000 054772 0.24495

Epitelin kalinliklarint karsilastirdigimizda;

diyabet
kontrol

1. Epitelin total kalinlig1 normal grupta 84.90 um iken, diyabetin 7.glinlinde 98.63 um ve 14.giinlinde 115.09 um
kalinligina ulagmusti. Bu fark istatistiksel olarak anlamliydi.(Tablo 1 ve 2).
2. Keratinize tabakanin kalinligi normal grupta 12.30 um iken, diyabetin 7.giiniinde 12.70 pm ve 14.giiniinde
17.88 um kalinligina ulagsmisti. Bu fark istatistiksel olarak anlamli degildi.
iken, diyabetin 7.gliniinde 68.42 um ve 14.giiniinde 73.63 pum
kalinligina ulasmisti. Bu fark istatistiksel olarak anlamliydi .

3. Papilla derinligi normal grupta 54.80 um

4. Papilla filiformis uzunlugu normal grupta 134.71 um

96.84 um uzunlugunda ve azalmigti. Bu fark istatistiksel olarak anlamliydi.(Tablo-1).

Tablo 2:Gruplarn istatistiksel karsilastirmasi

Parametreler Gruplar Coklu Karsilasormalar
(p=0,05)
. " (1) KONTROL (233
Epitelyum kKalhinhd 22 - Gl (L(3L
{2) 14.GUMN {233}
o (1) KONTROL ns
Keratinizasyon (2) 7.GUM s
(3) 14.GUMN ns
. R (1) KONTROL {(23{3)
Fapilla Derinligi (2) 7.GUN (1(3L
(2) 14.GUN {1){2)
. - . {1) KONTROL {(23{3)
Fapilla Filiformis ) . G (1)(31
(3) 14.GUMN (1)(=2)
) (1) KONTROL (2)(3)
Enflamatuar Hicre Sayisi (2) 7.GUN {11
{3) 14.GUN (1)
) (1) KONTROL ns
Kapiller (2) 7.GON —
(3) 14.GUN ns

ns(non-significant) ; p>0,05

iken, diyabetin 7.gliniinde 122.66 pm ve 14.giiniinde
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Tablo 3: Bag Dokusuna Ait Kollogen Yapilarin durumu

Ko

Kontrol 7.gin 14.giin Toplam
Mormal 3(%60) 1] 0 3(%20)
Orta 2(%40) 3(%60) 0] 5(%333)
Zayi 0 2(%40) 1(%20) 3(%20)
Gok Zayif 0 0 4{%8B0) [ 4(%26,7)
Toplam 5(%100) [ 5(%100)5 | 5(%100)5 | 15(%100)

Chi-Square=15,6 ; p=0,0161

Bu ¢aligmada diyabet olusturulduktan sonra, ayrica inflamasyon hiicre sayisi, kapillerin sayisi, dilatasyon
durumlar1 ve bagdokusu fibrilerin durumlar1 incelenmis ve su sonuclara ulagilmistir. Diyabet grubunda kontrol
grubundan daha yiiksek seviyede inflamatuvar hiicre infiltrasyonu oldugu tespit edildi ve bu fazlalik istatistiksel
olarak anlamliydi. Onemli bir bulgu da diyabetli grubun damarlarinda dilatasyon mevcuttu. Ayni zamanda

bagdokusu fibril yapisi bozulmustu (Tablo-2,3 ).
Tartisma

Diinya saglik ogiitiinlin (WHO) 2011
yilinda yayinladig: rapora gore, diinyada yaklasik
346 milyon diyabet hastasinin oldugu ve bu rakamin
2030 yilinda yaklasik 439 milyona yiikselecegini
tahmin edilmektedir (10).

Diyabet prevalansindaki bu dramatik arts,
genetik faktorler yaninda yasam suresinin uzamasi,
obezite ve fiziksel inaktivitenin 6nemli bir sonucu
oldugu ileri stirilmektedir (11).

Teknolojik ilerlemelerle birlikte yasam siirenin
uzamasi, diger bazi faktorler sebebiyle diinyadaki
diyabet hastalarinin sayisindaki artis nedeniyle,
diyabet ve komplikasyonlar1 hakkinda bilimsel
calismalar her gecen giin artmaktadir. Bu
arastirmalarin konularindan biri de diyabetin oral
komplikasyonlari ile ilgilidir. Bunun i¢indir ki biz de
boyle bir ¢alisma yapmayi planladik. Boyle bir
calisma yapmamizin nedeni, acaba streptozotocin-
diabetic ratlarin dillerinde morfolojik olarak ne tiir
degisiklikler meydana gelir ki, mekanik kuvvetlere
kars1 hassas ve inflamasyona daha yatkin hala
gelebilecegini aragtirmakti.

Bu c¢aligmamizda ratlara streptozotocin verilerek
diabet olusturulmustur. Yani deneysel diyabet
olusturularak yapilmustir.

Arastirmacilar (12), Ratlarin kisa {iretim siireleri,
kolay kullanimi ve diger tiirlerden goreceli olarak
daha diisiik maliyet avantajlara sahip olduklari i¢in,
bu tiir histolojik ¢aligmalarda ratlar1 tavsiye
etmektedirler. Bunun igin biz de, ¢alismamizda rat
kullanmanin uygun olacagt kanisma vardik ve
¢alismamizda ratlar kullanildi.

Calismamizda dildeki inflamasyonu
degerlendirmek amaciyla dildeki inflamatuvar hiicre
infiltrasyonu da bir kriter olarak kullanilmstir.
Verilerimiz diyabet grubunda kontrol grubundan
daha yiiksek seviyede inflamatuar hiicre
infiltrasyonu oldugu gostermektedir.

Salvi ve ark.(13), bizim bulgularimizi destekler
nitelikte, diyabetik bireylerde diyabetik olmayanlara
kiyasla inflamatuar uyaranlara kars: doku cevabinin
daha erken geligebilecegini bildirmislerdir.

Yapilan calismalarda  diyabetin  periodontal
hastaligin ~ varliginda  inflamasyonun  baglica
belirtilerinden olan damarlanma ve kanlanmada
artisa neden oldugu belirtilmistir (14,15). bizim
calismamizda, diyabet olusturduktan sonra ratlarin
saglikli dillerinde bile kapiller damar sayilarinda
artis ve damarlarda vazodilatasyon olustugunu tespit
ettik. Bu bulgularimiz yukardaki aragtirmacilarin
bulgularini desteklemektedir.

In 2008, Silva JA et al. (16),diyabetlerde
gingival epiteheliumde hiicreler arasi bosluklarinda
artis oldugunu belirtmiglerdir. Bizim ¢alismamizda
diyabet grubunda kontrol grubuna goére dil
epitelyumunda hipertrofi tespit etik. Bu bulguda
silva ve arkadaglarinin ¢aligmasini desteklemektedir.

Ayn1 arastirmacilar, bag dokusu kollagen

yapisinda azalmalar ve kollagen fibril yapisinda
bozulmalar  oldugunu  belirtmisler. Bizim
calismamizda da bu arastirmacilarin bulgusuna
benzer sekilde kollagen fibrilerinde diizensizlik ve
azalma tespit ettik. Bizce bu 6nemli bir bulgudur.
Diyabette bag dokusu fibril yapisinda bozulma ve
kollagen sentezinde azalma meydana gelebilecegini
fikrini desteklemektedir.
Diyabete bagli olarak dil dokusunda ortaya ¢ikan
morfolojik degisiklikler ve damarlardaki degisiklik
doku direncini olumsuz yonde etkileyebilir. Yine
tespit ettigimiz bag dokusundaki kollagen
fibrillerindeki azalma da, diyabetin dilde lezyon
olusumuna yatkinliga neden olabilecegi ve yara
iyilesmesindeki gecikmelerin sebebi olabilecegi
fikrini desteklemektedir.

Sonu¢ olarak ; bulgularimiz bir biitiin
olarak degerlendirildiginde diyabetik kosullarin
dildeki  inflamasyon = ve  doku  yikimim
indiikleyebilecegini net bir sekilde gosterdigi
sOylenebilir. Ancak, kullandigimiz model deneysel
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bir hayvan modelidir ve diyabet geri doniisiimsiiz
olarak olusturulmustur. Yine de ¢alismamizin, halen
tiim diinyada tartigilan bir konu olan, diyabet ve oral
komplikasyonlarindan olan dil iizerindeki etkisi ile
morfolojik  yapisin1  etkileyebilecegi  fikrini
desteklemektedir.
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