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Ozet: Bu calisma streptozotosin diyabetik ve benfluoreks—C vitamini tedavisi
uygulanmis diyabetli derinin dermisindeki elastik lif ve fibroblastlarda meydana gelen
degisimleri incelemektedir. Isik ve elektron mikroskobu incelemelerinde diyabet
grubunda dermis kalinlagsmasi, elastik liflerde yogunlagmalar ve fibroblastlarda ise
piknotik ¢ekirdek ve dilate olmus endoplazmik retikulumlar belirlenmistir. Benfluoreks-
C vitamini uygulamali grupta ise diyabet grubunda goézlemlenen dejenerasyonlara
rastlanmamis ve aktif fibroblastlar gozlenmistir. Bu bulgular diyabetik deride
benfluoreks-C vitamini uygulamasinin elastik lifler ve fibroblast iizerine olumlu etkisi
oldugunu gostermektedir.

Anahtar kelimeler: Diyabet, benfluoreks, C vitamini, dermis, elektron mikroskop

A MICROSCOPIC STUDY OF THE CHANGES IN ELASTIC FIBRES AND
FIBROBLASTS IN DERMIS OF DIABETIC AND BENFLUOREX-VITAMIN C
TREATED RATS

Abstract: This study analyses changes in elastic fibres and fibroblasts in dermis of
diabetic and benfluorex-vitamin C treated diabetic rats. Light and electron microscopy
examinations revealed thickening of dermis and elastic fibres, pyknotic nucleus and
swelling of endoplasmic reticulum in fibroblasts in streptozotocin diabetic rats. Among
Benfluorex-C treated group, no degeneration of elastic fibres and thickening of dermis
were determined. Moreover, active fibroblasts were observed in the treated group.
These findings indicate the positive effect of Benfluorex and vitamin-C use in treatment
of diabetic dermis.
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GIRIS

Diabetes mellitus pankreasin Langerhans adaciklarinin B hiicrelerinden insiilin salinist,
instilin hormonu duyarliligt veya her ikisindeki defektler sonucu olusan kronik
hiperglisemi ile karakterize edilen metabolik bir hastaliktir (EISELEIN vd. 2004). Bu
hastalikta karbohidrat, yag ve protein metabolizmasinda anormallikler goriilmektedir
(CONGET 2002). Anormalliklerin temeli organlarda insiilin hareketindeki kusurlar,
insiilin salgilanmasinda yetersizlik veya insiiline verilen cevaptaki azalmadir (ADA
2006). Diyabette glukogenolizis ve glukoneogenez yollar1 ile glukozun karacigerde
tiretimi artmakta, kas ve yag doku gibi perifer dokular tarafindan glukozun alinmasi
azalmaktadir. Yag metabolizmasi bozulmakta ve yag asidi oksidasyonu hiperlipidemi
ve ketosize neden olmaktadir (EISELEIN vd. 2004).

Diabetes mellitus’un komplikasyonlar1 6zellikle gozler, bobrek, deri, sinir sistemi ve
kan damarlarinda goriilmektedir (MAHAJAN vd. 2003). Diyabetin erken doneminde
meydana gelen deri hastaliklart; hastaligin seyri, siiresi ve sonuglarini tahmin etmekte
bliyiik 6neme sahiptir. Diyabetli hastalarda, dermatolojik hastaliklarin goériilme nedeni
heniiz tam olarak agiklanamamis olmakla beraber (DURAN vd. 2001), diyabetli
hastalarin biiyiik bir kisminda deri lezyonlar1 goriilmektedir. Bu lezyonlar bakteriyel ve
fungal enfeksiyonlara ya da diger deri hastaliklarina bagl olabildigi gibi, dogrudan
diyabetin komplikasyonlarina bagli olarak da ortaya ¢ikabilmektedir (PEREZ & KOHN
1994). Diyabetli hastalarin derilerinde siklikla yaralar meydana gelmekte ve bu yaralar
gec iyilesmektedir. Glukoz, fibroblast ve polimorfoniikleer (PMN) hiicrelerin
faaliyetleri i¢in enerji kaynagidir. Diyabette glukoz metabolizmasindaki degisimler
fibroblastik ve PMN hiicrelerin aktivitesinde azalmaya neden olmaktadir. Hiicrelerin
gorevlerini tam olarak yerine getirememeleri nedeni ile diyabetli hastalarda yara
tyilesmesi gecikmektedir (EKMEKTZOGLOU & ZOGRAFOS 2006). Diyabet
hastalarinin enfeksiyon hastaliklar icin de fazla risk tasidiklarina inanilir. Bu risk
diyabet hastaligit tam olarak kontrol edilmedigi zaman daha fazladir. Ciinki
hiperglisemi durumunda savunma hiicreleri olan akyuvarlarin fonksiyonlarinda
bozulmalar gozlenmektedir (ROMANO vd. 1998). Bu nedenlerle diyabetli deri ile ilgili
caligmalar bilim adamlarinin her zaman ilgi odagi olmustur.

Son zamanlardaki bulgular, Diabetes mellitus’ta antioksidan savunma enzim ve
vitaminlerindeki eksikliklerle birlikte artmis oksidatif hasar oldugunu gostermektedir.
Serbest radikaller, diyabetin nedeni olarak diisiiniilmektedir (WEST 2000).
Antioksidanlar, radikal hasara karsi organizmayr korumaktadir. En Onemli
antioksidanlardan biri ise plazmada bulunan C vitaminidir (CERIELLO vd. 1998).

Diyabeti kontrol altina almak amaciyla deneysel olarak arastirilan Benfluoreks’in (1-3-
(triflorometilfenil)-2-(2-benzoiloksietil) aminipropan hidroklorid) antihiperglisemik ve
hipolipidemik etkisi diyabetik hayvan modellerinde ve insanlarda gosterilmistir.
Benfluoreks, antihiperglisemik etkisiyle karacigerde glukoneogenezisi diisiiriiriirken,
karaciger ve iskelet kasinda glukoz yararliligini artirir. Bu ilacin lipit diistiriicii etkisi
sterol ve trigliserit sentezi ile karacigerde lipogenez inhibisyonuyla meydana
gelmektedir (KOHL vd. 2002).
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Diyabetin deri iizerine etkilerini inceleyen c¢esitli ¢alismalarin varligina ragmen bu konu
ile ilgili tartigmalar halen siirmektedir. Bu ¢aligmanin amac1 diyabette daha da dnemlisi
benfluoreks-C vitamini tedavi uygulamasinin diyabetik dermiste elastik lifler ve
fibroblastlar {izerine olan etkilerini agiga ¢ikarmak ve diyabette bu ikili tedavi
uygulamasinin klinikte kullanimina katki saglamaktir.

MATERYAL ve METOT

Deney Hayvanlar

Calismada 200+20 gr arasinda degisen 21 adet eriskin Wistar-albino tipi erkek sican
kullanilmistir. Sicanlarin her biri kendi kafesinde 14 saat aydinlik 10 saat karanlik
siklusunda, 2442 °C ortamda, standart sican yemi ve musluk suyu ile serbest olarak
beslenmiglerdir. Siganlar esit olarak kontrol, diyabet ve benfluoreks- C vitamini tedavisi
uygulanan diyabet olmak iizere {i¢ gruba ayrilarak calisilmistir.

Kontrol grubu hayvanlara, 21 giin siireyle giinde bir kez intragastrik (i.g) gavaj
uygulamasi ile tedavi amactyla kullanilan maddelerinin hacmi ile esit miktarda musluk
suyu verilmistir. Diyabet grubu hayvanlar, calismanin ilk giiniinde 18 saat dnceden ag
birakilip, kuyruk veninden kan alinarak aglik kan sekerleri (AKS) ol¢iilmiistiir.
Deneysel diyabet olusturmak icin 0.1 Molar (pH: 4.5) sitrat tamponunun 1 ml’sinde
¢oziinen 45mg/kg Streptozotosin (STZ) (Serva 35503) tek dozda intraperitonal olarak
enjekte edilmistir (BOR vd. 2000, HEIDARI vd. 2003, MYTHILI vd. 2004). STZ
uygulamasindan 48 saat sonra 18 saat dnceden ag¢ birakilan siganlarin AKS diizeyleri
Olciiliip, AKS’leri 200mg/dl’ nin {istiinde olanlar diyabet kabul edilmistir. Diyabet
grubu siganlara 21 giinliik deney siiresince giinde bir kez i.g gavaj uygulamasi ile tedavi
amaciyla kullanilan maddelerinin hacmi kadar musluk suyu verilmistir. Benfluoreks-C
vitamini tedavisi uygulanan diyabet grubundaki hayvanlar ise, Oncelikle diyabet
grubundaki gibi diyabet olusturulduktan sonra tedavi olarak musluk suyunda ¢6ziinen
50 mg/kg dozda benfluoreks (Sigma B-7522) (BRINDLEY vd. 1988, SERRADAS vd.
1993) ve 20 mg/kg C vitamini (MCLENNAN vd. 1988) i.g olarak gavaj uygulamasiyla
21 giin siireyle tek doz verilmistir. 22 giinliik uygulamanin sonunda, AKS’leri dl¢iilen
deney hayvanlar1 anestezi altinda disekte edilerek bacak ince derisinden Grnekler
alimmustir.

Doku Preperasyon Islemleri ve Mikroskop Calismalar
Isik mikroskobu i¢in 6rnek hazirlanmasi: Alman bacak derisi o6rnekleri %10’luk
formaldehit soliisyonunda tespit edilmistir. Yikama isleminden sonra alkol serilerinden
gecirilerek materyalin suyu alinmistir. Daha sonra alkol-ksilol serilerinden gegirilerek
saf ksilole alinarak parafine doyurma islemi yapilmis ve parafin bloklar hazirlanmistir.
Deney gruplarina ait parafin bloklardan alinan kesitler, Masson’un trikrom ve
Verhoff’un elastik lif boyamalar1 yapilarak 151k mikroskobunda incelemeler yapilmistir
(CULLING vd. 1985)
Elektron mikroskobu i¢in 6rnek hazirlanmasi: Alman deri érnekleri yaklagik 1mm’
biiytikliikte kesilerek tamponda yikandiktan sonra %2,5’luk Gluteraldehitte birinci ve
%1’lik OsOy ile ikinci tespit yapildiktan sonra ylikselen etanol serilerinden gegirilerek
dehidre edilmistir. Dehidrasyondan sonra propilen oksit ile gdmme ortamina gegis
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yapilarak, Ornekler araldit gémme ortamina gomiilerek bloklar hazirlanmistir.
Hazirlanan araldit bloklardan grid {izerine alinan ince kesitler uranil asetat-kursun sitrat
boyast ile boyanmistir. Bu sekilde hazirlanan kesitler  transmisyon  elektron
mikroskopta (TEM: JEOL 100 CX-II) incelenerek elektron mikrograflart ¢ekilmistir.

BULGULAR

Isik Mikroskop Gozlemleri

Kontrol grubu: Deri, ¢ok tabakali keratinli yassi epitelden olusan epidermis ve
epidermisin altinda bag dokudan meydana gelen dermis tabakalarindan olusmaktadir.
Dermis tabakasi incelendiginde epidermis ve dermisin birlesme yerlerinin diizensiz
oldugu, dermisin epidermis ic¢ine dogru cikintilar yaptig1 papillalar ve bag dokunun
daha gevsek oldugu papiller tabaka gozlenmistir. Dermis bolgesinde papiller tabakanin
altinda daha siki bag dokudan olusan, retikiiler tabaka ve bu tabakanin hemen altinda
derinin bir bolgesi olarak kabul edilmeyen hipodermis tabakasi bulunmaktadir (Sekil
3.1). Verhoff’un elastik lif boyamasiyla dermiste elastik lifler belirlenmistir (Sekil 3.2).

Sekil 3.1 Kontrol grubunda stratum Sekil 3.2 Kontrol grubunda dermiste
papillare (p), stratum retikiilare (r) ve elastik ifler (—). Bar: 50 pm. (Verhoff’
hipodermis (h). Bar:100 um. (Masson’un un’ elastik lif boyast)

trikrom boyast)

Diyabet grubu: STZ ile diyabet olusturulmus grup deri 6rnekleri 151k mikroskobunda
incelenmistir. Gozlem sonuglar1 kontrol grubu ile karsilastirildiginda, diyabet grubunda
bazi farkliliklar oldugu tespit edilmistir. Diyabet grubu dermis bdlgesinin kontrol
grubuna gore daha kalin oldugu dikkati ¢ekmistir (Sekil 3.3). Kontrol ve diyabet
gruplart arasinda dermis bolgesinde yer alan elastik lifler bakimindan da farkliliklar
bulunmustur. Gozlemler diyabet grubunda elastik liflerin, kontrol grubuna gore
yogunlastigini ve elastik lif birikimi oldugunu gostermistir (Sekil 3.4).
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Benfluoreks—C vitamini tedavisi uygulanan diyabet grubu: Benfluoreks—C vitamini
tedavisi uygulanan diyabetik deride 151k mikroskobu incelemeleri sonucunda derinin
dermis yapisinin kontrol grubuna benzer yapida oldugu, diyabet grubundaki gibi dermis
kalinlasmasinin olmadigi goézlenmistir (Sekil 3.5). Tedavi uygulanan diyabet grubu
elastik lif bakimindan degerlendirildiginde, diyabet grubunda gbzlendigi gibi elastik lif
birikimi olmadig1 ve daha ¢ok kontrol grubuna yakin oldugu belirlenmistir (Sekil 3.6).

Sekil 3.3 Diyabet grubunda dermis (d) Sekil 3.4 Diyabet grubu dermisinde (d)

kalinlagmasi. Bar: 100um. (Masson’ un elastik liflerde yogunlasma ve elastik lif

trikrom boyast) birikimi (—). Bar: 50 um. (Verhoff” un
elastik lif boyasi)

Sekil 3.5 Benfluoreks—C vitamini tedavisi Sekil 3.6 Benfluoreks—C vitamini
uygulanan diyabet grubunda diizgiin tedavisi uygulanan diyabet grubunda
gbriinlimlii epidermis (e), dermis (d) ve dermiste (d) normal goriiniimlii elastik
hipodermis (h). Bar: 100um. (Masson’un lif (—) Bar: 50 pm. (Verhoff’un elastik
trikrom boyast) lif boyasi).
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Elektron Mikroskop Gozlemleri

Kontrol grubu: Fibroblastlar ince uzun yapi halinde normal goriiniimli kollajen 1if
demetleri arasina yerlesmistir. Fibroblast ¢ekirdekleri ise hiicre sekline uygun olarak
yerlesmistir (Sekil 3.7).

Diyabet grubu: Bu grup fibroblastta, ¢ekirdek yapisinin bozuldugu piknotik bir hal
aldig1 ve sitoplazmada yer alan endoplazmik retikulumun asir1 dilatasyonu sonucu
yapisinin bozuldugu ve sisme dejenerasyonunun meydana geldigi gdzlenmistir (Sekil
3.8).

Sekil 3.7 Kontrol grubu dermisde yogun Sekil 3.8 Diyabet grubu dermisinde
kollajen lifler (k) arasinda fibroblast fibroblastta endoplazmik retikulumlarin
(—) ve hiicrenin ¢ekirdegi (¢) Bar: sisme dejenerasyonu (—) ve piknotik
1.85um (uranil asetat-kursun sitrat cekirdek (¢) Bar: 1.85 um (uranil asetat-
boyasi) kursun sitrat boyasi)

Benfluoreks-C vitamini tedavisi uygulanan diyabet grubu: Fibroblastlar yogun ve
normal kollajen lif demetleri arasina yerlesmistir. Fibroblast ¢ekirdeginin ise kontrol
grubundaki gibi, hiicrenin sekline uygun olarak yerlestigi gozlenmistir (Sekil 3.9).
Ayrica bazi fibroblastlarin sitoplazmasinda kiigiik kesecikler belirlenmistir (Sekil 3.10).
Tedavi uygulanan diyabet grubunda fibroblastlardaki dikkati ¢eken diger bir bulgu ise
fibroblastlar arasindaki etkilesimdir. ikili gruplar halinde fibroblastlara rastlanmustir.
Yan yana gelen fibroblastlarin karsilikli  yiizeylerinin  birbirine  degdigi,
sitoplazmalarinda bol miktarda genislemis graniillii endoplazmik retikulumlarin oldugu
gozlenmistir (Sekil 3.11).
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Sekil 3.9 Benfluoreks—C vitamini Sekil 3.10 Benfluoreks—C vitamini
tedavisi uygulanan diyabet grubunda tedavisi uygulanan diyabet grubunda
yogun kollajen lif (k) demetleri arasinda fibroblast sitoplazmasi i¢inde kesecikler
fibroblastlar (f) Bar: 1.85um (uranil (k) ve ¢ekirdek (¢), Bar: 1.33um (uranil
asetat-kursun sitrat boyasi) asetat-kursun sitrat boyasi)

L

Sekil 3.11 Benfluoreks—C vitamini tedavisi uygulanan diyabet grubu dermisinde ikili
fibroblastlar. Yan yana gelmis iki fibroblastin birbirine degdigi kisimlarda ¢ok sayida
graniillii endoplazmik retikulum (uzun ok) ve sisternast genislemis endoplazmik
retikulum (kisa ok) Bar: 2.8 um (uranil asetat-kursun sitrat boyasi)
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TARTISMA VE SONUC

Diyabet hastalarinin biiyiik bir kisminda deri lezyonlari ve yara iyilesmesinde
gecikmeler gozlenmektedir. Bu nedenle bu calismada diyabet olusturulmus sican
dermisindeki elastik lif ve fibroblastlarda meydana gelen degisimler incelenmistir.
Ayrica uygulanan benfluoreks-C vitamini tedavi uygulamasinin diyabetik dermis
tizerine ne derecede etkili olabilecegi 151k ve elektron mikroskoplar1 yardimiyla agiga
¢ikarilmustir.

Bu caligmada diyabet grubu dermisinde kalinlasma oldugu tespit edilmistir.
Benfluoreks-C vitamini tedavisi uygulanan diyabet grubunda ise dermis kalinlagsmasinin
olmadigi ve kontrol grubuna yakin oldugu belirlenmistir. Kliniksel olarak deri
kalinlagsmas1 gozlenen ve gozlemlenmeyen insiiline bagli diabetes mellituslu hasta
gruplarinda yapilan bir ¢alismada da her iki hasta grubunda dermis kalinlagmasinin
oldugu gozlemlenmistir (HANNA vd. 1987).

Bulgular dermis bolgesinde bulunan lifler bakimindan degerlendirildiginde, STZ ile
diyabet olusturulan grubun dermisinde elastik lif yogunlagmasi ve birikimi gdzlenirken,
benfluoreks-C vitamini tedavisi uygulanan diyabet grubunda elastik liflerin yapisinin
normal seklini korudugu tespit edilmistir. Diyabetli hastalar iizerinde yapilan baska
calismalarda da dermiste anormal elastik 1if ve kollajen birikimi (DAGLI vd. 1992),
kollajen demetlerinde genisleme ve organizasyon bozuklugu oldugu tespit edilmistir
(HANNA vd. 1987).

Bu calismada diyabet grubunda, fibroblastlarda dejenerasyonlar tespit edilmistir.
Fibroblast hiicre ¢ekirdeginin yapisinin bozuldugu, piknotik bir hal aldig1 bulunmustur.
Ayrica fibroblast sitoplazmasinda yer alan endoplazmik retikulumlarin asir1 dilatasyonu
sonucu meydana gelen, sisme dejenerasyonu gozlenmistir (PAPADIMITRIOU vd.
1992).

Benfluoreks-C vitamini tedavisi uygulanan diyabet grubunda ise fibroblastlarda
herhangi bir bozulma gozlenmemistir. Bu grupta siklikla ikili fibroblastlara rastlanmistir
ve hiicrelerin karsilikli ylizeylerinin birbirlerine degdigi goézlenmistir. Yapilan
caligmalar bir fibroblastin sitoplazmik uzantilar1 ile komsu fibroblastin uzantilarinin
iliski halinde bulunabilecegini gdstermektedir. Fibroblastlarin birbirleri ile temas
halinde bulunarak, tiim viicutta biitiinleyici fonksiyonlara sahip olduklar1 belirtilmistir
(LANGEVIN vd. 2004). Bu da bizim gozlemledigimiz ikili fibroblast gruplarinin
nedenini ve Onemini agiklamaktadir. Bu grupta fibroblastlarin sitoplazmalarinda bol
miktarda graniillii endoplazmik retikulumlarin oldugu ve sisternalarinin genisledigi
gozlenmistir. Fibroblastlarinda gozlenen kesecikler de yine sentez faaliyeti ile ilgili
olmalidir.
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Sonug olarak, bu calismada diyabet olusturulan grupta dermis kalinlagsmasi, elastik
liflerde yogunlagsma ve fibroblastlarda dejenerasyonlara rastlanilmistir. Bilindigi gibi
fibroblastlar kollajen, retikiiler ve elastik lifleri sentezlemesi bakimindan O6nem
tagimaktadir. Bu nedenle diyabet grubunda hem fibroblastlarda hasar hem de elastik
liflerde yogunlagma ve birikimler seklinde bozulmalar goézlenmesi birbirini dogrular
niteliktedir. Benfluorex-C vitamini tedavisi uygulanan diyabet grubunda dermis
kalinlagsmasi ve elastik liflerde bozulma olmadigi, buna paralel olarak da fibroblastlarin
normal yapilarim1 koruduklar1 ve aktif sentez faaliyeti icinde olduklari gézlenmistir.
Diyabetli hastalarda yaralarin geg iyilesme nedenleri arasinda diisiik fibroblast aktivitesi
bulunmaktadir (EKMEKTZOGLOU & ZOGRAFOS 2006). Benfluorex-C vitamini
tedavisi uygulanan diyabet grubunda aktif fibroblast yapilarinin goézlenmesi bu
bakimdan Onem tagimaktadir. Diyabetik dermisde gozlenen dejenerasyonlara
benfluorex-C vitamini tedavisi uygulanan grupta rastlanilmamis olmasi, diyabetik

dermisin tedavisinde ve komplikasyonlarinin onlenmesinde benfluorex-C vitamininin
katkilar saglayabilecegini diislindiirmektedir.
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