T.C.
ONDOKUZ MAYIS UNIVERSITESI
LISANSUSTU EGIiTiM ENSTITUSU

VETERINERLIK PATOLOJiSi ANA BiLiM DALI

STREPTOZOTOSIN ILE DIYABETIK NEFROPATI
OLUSTURULAN SICANLARDA KARVAKROL VE
HESPERIDININ KORUYUCU ETKILERININ
ARASTIRILMASI

Doktora Tezi

Niliifer KURUCA

DANISMAN
Prof. Dr. Tolga GUVENC

SAMSUN
2024



T.C.
ONDOKUZ MAYIS UNIVERSITESI
LISANSUSTU EGITIM ENSTITUSU
VETERINERLIK PATOLOJiSi ANA BiLiM DALI

B ONDOKUZ MAYIS UNIVERSITESI
I- LISANSUSTU EGITIM
ENSTITUSU

STREPTOZOTOSIN iLE DIiYABETIK NEFROPATI
OLUSTURULAN SICANLARDA KARVAKROL VE
HESPERIDININ KORUYUCU ETKILERININ
ARASTIRILMASI

Doktora Tezi

Niliifer KURUCA

Danisman

Prof. Dr. Tolga GUVENC

Bu calisma Ondokuz Mayis Universitesi tarafindan PYO.VET.1904.20.011 proje
numarasi ile desteklenmistir.

SAMSUN
2024



TEZ KABUL VE ONAYI

Niliifer KURUCA tarafindan, Prof. Dr. Tolga GUVENC danismanlhiginda
hazirlanan ~ “STREPTOZOTOSIN  ILE  DIYABETIK  NEFROPATI
OLUSTURULAN SICANLARDA KARVAKROL VE HESPERIDININ
KORUYUCU ETKILERININ ARASTIRILMASI” baslikli bu ¢alisma, jiirimiz
tarafindan  25.1.2024 tarihinde yapilan smav sonucunda oy birligi ile basarili
bulunarak Doktora Tezi olarak kabul edilmistir.

Unvani Adi Soyadi
Universitesi
Ana Bilim/Ana Sanat Dah Sonu¢
Prof. Dr. M. Yavuz GULBAHAR

Baskan Ondokuz May1s Universitesi Kabul
Veteriner Fakiiltesi Patoloji Ana O Ret
Bilim Dali
Prof. Dr. Tolga GUVENC

Uye Ondokuz May1s Universitesi Kabul
Veteriner Fakiiltesi Patoloji Ana O Ret
Bilim Dali
Prof. Dr. Dilek GUVENC

Uve Ondokuz May1s Universitesi Kabul

y Veteriner Fakiiltesi Farmakoloji O Ret

ve Toksikoloji Ana Bilim Dali
Prof. Dr. Nihat TOPLU

Uye éy.dm Adngn Menderes Kabul
Universitesi
Veteriner Fakiiltesi Patoloji Ana [ Ret
Bilim Dali

) Prof. Dr. Oguz KUL

Uye Kirikkale Universitesi Kabul
Veteriner Fakiiltesi Patoloji Ana O Ret
Bilim Dali

Bu tez, Enstitii Yonetim Kurulunca belirlenen ve yukarida adlart yazili jiiri
iiyeleri tarafindan uygun goriilmiistiir.

Prof. Dr. Ahmet TABAK
Enstiti Mudiira



BILIMSEL ETiGE UYGUNLUK BEYANI

Hazirladigim Doktora tezinin biitiin asamalarinda bilimsel etige ve akademik
kurallara riayet ettigimi, calismada dogrudan veya dolayli olarak kullandigim her
alintrya kaynak gosterdigimi ve yararlandigim eserlerin Kaynaklar’da gosterilenlerden
olustugunu, her unsurun enstitii yazim kilavuzuna uygun yazildigini ve TUBITAK
Arastirma ve Yayn Etigi Kurulu Yonetmeligi’nin 3. boliim 9. maddesinde belirtilen
durumlara aykir1 davranilmadigini taahhiit ve beyan ederim.

Etik Kurul Gerekli mi?
Evet

Hayir []

25/01/2024
Ars. Gor. Niliifer KURUCA

TEZ CALISMASI OZGUNLUK RAPORU BEYANI
Tez Bashgi: STREPTOZOTOSIN ILE DIYABETIK NEFROPATI
OLUSTURULAN  SICANLARDA KARVAKROL VE HESPERIDININ
KORUYUCU ETKILERININ ARASTIRILMASI

Yukarida baslig1 belirtilen tez ¢alismasi i¢in sahsim tarafindan 20.12.2023
tarihinde intihal tespit programindan alinmis olan 6zgiinliik raporu sonucunda;
Benzerlik orani : %9

Tek kaynak orani 1% 2 cikmustir.

25/01/2024
Prof. Dr. Tolga GUVENC



OZET

STREPTOZOTOSIN iLE DiYABETIK NEFROPATI OLUSTURULAN
SICANLARDA KARVAKROL VE HESPERIDININ KORUYUCU ETKILERININ
ARASTIRILMASI
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Lisansiistli Egitim Enstitiisii

Veterinerlik Patolojisi Anabilim Dali
Doktora, Ocak/2024
Danmigman: Prof. Dr. Tolga GUVENC

Diyabetes mellitus, insiilin salgilanmas1 veya etkisindeki problemlerden
kaynaklanan hiperglisemi ile karakterize metabolik bir hastaliktir. Uzun siiren
hiperglisemi, gozler ve bobrekler dahil olmak iizere bir¢ok organi etkileyen mikro ve
makrovaskiiler komplikasyonlara neden olur.

Calismanin amaci, streptozotosin ile Tip 1 diyabet olusturulan sicanlarda,
hesperidin ve karvakroliin diyabetik nefropati tizerine koruyucu etkilerini
belirlemektir. Calismada 60 adet Wistar Albino sican kullanildi. Her grupta 10 sigan
olacak sekilde toplam 6 grup olusturuldu. Grup I: Kontrol, Grup II: Diyabet, Grup III:
Tasit, Grup IV: Diyabet+Karvakrol, Grup V: Diyabet+Hesperidin, Grup VI:
Diyabet+Hesperidin+Karvakrol grubu olarak siiflandirildi. 6 hafta (42 giin) sonunda
hayvanlarin sistemik nekropsileri yapildi. Deney sonunda alinan bdbrek dokusu
ornekleri histopatololojik (PAS, Masson trikrom, Pikrik asit-Sirius kirmizisi, Best
Carmine) ve immunohistokimyasal (Bcl-2, Bax, Kaspaz 3, Kaspaz 9 ve TUNEL)
yontemlerle incelendi.

Yapilan histopatolojik incelemelerde gruplarin tubuler dilatasyon, intraseliiler
vakuolizasyon ve mesangiyal matriks artiginin istatiksel olarak farkli oldugu (p<0,05)
belirlenirken, tubuler atrofi, hiyalin birikimi, mononiikleer hiicre infiltrasyonu ve
sklerotik glomerulus sayisinda istatiksel olarak farklilik (p>0,05) goriilmedi.
Hesperidin ve karvakrol uygulamasinin diyabette meydana gelen bobrek hasarini ve
fibrozis oranim azalttig1 dikkati ¢ekti (p<<0,001). Diyabetik siganlarin bobreginde Bax,
Kaspaz 3 ve Kaspaz 9 immunopozitifligi anlamli bir artis gosterirken, Bcl-2
immunopozitifliginin azaldig1 goriildii (p<0,001). Ozellikle hesperidin ve karvakrol
uygulanan grupta apoptotik hiicrelerin sayis1 diyabet grubuna gére anlamli derecede
azald1 (p<0,001).

Elde edilen biitiin bulgular 1s18inda hesperidin ve karvakroliin birlikte
kullaniminin, Bcl-2 ve Bax aracili apoptozu azaltarak diyabetik nefropatiye karsi
koruma saglayabilecegi belirlendi.

Anahtar Sozciikler: Apoptozis, Diyabetik Nefropati, Hesperidin, Karvakrol, Streptozotosin
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ABSTRACT

INVESTIGATION OF PROTECTIVE EFFECTS OF CARVACROL AND
HESPERIDIN IN RATS WITH STREPTOZOTOCIN INDUCED DIABETIC
NEPHROPATHY

Niliifer KURUCA
Ondokuz Mayis University
Institute of Graduate Studies
Department of Veterinary Pathology
Ph.D., January/2024
Supervisor: Prof. Dr. Tolga GUVENC

Diabetes mellitus is a metabolic disease characterized by hyperglycemia
caused by problems in the secretion or action of insulin. Prolonged hyperglycemia
causes micro and macrovascular complications affecting many organs, including the
eyes and kidneys.

This study aimed to determine the protective effects of hesperidin and carvacrol
on diabetic nephropathy in rats with Type 1 diabetes induced by streptozotocin. In this
study, 60 Wistar Albino rats were used. A total of 6 groups were formed, with ten rats
in each group. Group I: Control, Group II: Diabetes, Group III: Vehicle, Group IV:
Diabetes+Carvacrol, Group V: Diabetes+Hesperidin, Group VI
Diabetes+Hesperidint+Carvacrol. At the end of 6 weeks (42 days), systemic necropsy
was performed. Kidney tissue samples obtained at the end of the experiment were
examined by histopathologic (PAS, Masson trichrome, Picric acid-Sirius red, Best
Carmine) and immunohistochemical (Bcl-2, Bax, Caspase 3, Caspase 9 and TUNEL)
methods.

In histopathological examinations, tubular dilatation, intracellular
vacuolization and mesangial matrix increase were statistically different (p<0.05),
while tubular atrophy, hyaline accumulation, mononuclear cell infiltration and
sclerotic glomerulus number were not statistically different (p>0.05). Hesperidin and
carvacrol administration decreased the rate of renal damage and fibrosis in diabetes
(p<0.001). In the kidneys of diabetic rats, Bax, Caspase 3 and Caspase 9
immunopositivity increased significantly, while Bcl-2 immunopositivity decreased
(p<0.001). Especially in the hesperidin and carvacrol treated group, the number of
apoptotic cells decreased significantly compared to the diabetes group (p<0.001).

In the light of all the findings obtained, it was determined that the combined
use of hesperidin and carvacrol may provide protection against diabetic nephropathy
by reducing Bcl-2 and Bax-mediated apoptosis.

Keywords: Apoptosis, Carvacrol, Diabetic Nephropathy, Hesperidin, Streptozotocin
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1. GIRIS

Diyabetes Mellitus (DM), kan glikoz seviyesinin diizenlemekle gorevli insiilinin
iiretilmesi veya yanit verme kabiliyetinin zayiflamasiyla ortaya ¢ikan bir karbonhidrat
metabolizmasi bozuklugudur. Diyabet teshisi koyulan bireylerde insiilin tedavisine
baslanmakta, ancak kan sekerinde genis dalgalanmalar (brittle) olan diyabet
hastalarinda birgok komplikasyon meydana gelmektedir. insiilin diizeyinde meydana
gelen degisiklikler ve diizensizlikler cesitli metabolik siire¢lerde farkli sonuglara
neden olmaktadir (Tavafi, 2013). Kalic1 hiperglisemi, retina, noral, bobrek hasar1 gibi
mikrovaskiiler ve ateroskleroz, miyokard infarktiisii, felg¢ ve seker komasi gibi
makrovaskiiler komplikasyonlara yol agabilir (Dkhil et al., 2016).

Diyabetin en yaygin komplikasyonlarindan olan diyabetik nefropati (DN),
diyabetli bireylerin bobrek fonksiyonlarini ciddi sekilde tehdit etmektedir. DM tanili
bireylerde % 20-40 arasinda DN meydana gelmektedir (Wang et al., 2014). Yiiksek
kan glukoz diizeyi (hiperglisemi) bobrek fonksiyon bozukluklarinin ilerlemesi ve DN
lezyonlarinin kétiilesmesinde biiyiik bir rol oynamaktadir. Bes asamadan olusan ve
patogenezi tam olarak aydinlatilamayan DN’nin birinci agamasinda hiperglisemiye
bagli hiperfiltrasyon olusur. Ikinci asamada klinik bulgularla iliskili olmayan
histolojik degisikliklerle karsilasilabilir. Ugilincii asamada idrarla albiiminin
kaybedildigi yeni baslayan nefropati olusur. Dordiincii asamada proteiniiri meydana
gelirken, besinci veya son asama olarak ifade edilen durumda bobrek nakli gerektiren
son donem bobrek hastaligidir. DN gelisen hastalarda uygulanan tedavi kan glukoz
diizeyinin ve kan basinct seviyesinin regiile edilmesini igerir. Renin-anjiotensin
sistemini (RAS) diizenleyen ilaglarla hipertansiyonun ve kan glukoz diizeyinin
kontrolii diyabetik bobrek hastaligi (DKD) ilerleme hizini1 yavaglatmasina ragmen DN
komplikasyonlarin1 6nlemede yetersiz kalmaktadir (Fioretto and Mauer, 2007).
Gerekli 6nlemler alinmadig1 ve tedavilerin gelistirilmedigi durumda gelecek yillarda
DN, bobrek yetmezliginin en sik goriilen nedeni olabilecektir.

Diyabetin tedavisinde ve komplikasyonlarinin 6nlenmesinde bir¢ok geleneksel
bitki etkili, giivenilir ve ekonomik bir tedavi yontemi olarak uygulanmaktadir. Diyabet
komplikasyonlarinin tedavisinde bitkisel preparatlarin kullanilmasi 6zellikle az
gelismis ve gelismekte olan lilkelerde ¢cok yaygindir (Kishore et al., 2017). Yapilan

caligmalarda sentetik ajanlarin, bitkisel ilaglara kiyasla insan saglig1 iizerinde bir¢ok



olumsuz etkiye sahip olmasindan dolayi, diyabet komplikasyonlarinin kontrolii igin
bitkisel beslenme ve bilesikler iizerinde yogunlasilmistir (Ali Asgar, 2013; Agte and
Gite, 2019).

Karvakrol (CAR, 2-metil-5-izopropil fenol), Lamiaceae familyasina ait bazi
bitki tiirlerinin (mercankdsk, misk otu, kekik) ugucu yaginda bulunan monoterpen
fenolik ajandir (Kirimer et al., 2000; Arigesavan and Sudhandiran, 2015; Sharifi-Rad
et al, 2018). Gida katki maddesi olarak da kullanilan CAR’in antioksidan,
antidiyabetik,  antibakteriyel,  antifungal, antikanserojenik, antiapoptotik,
antiinflamatuvar ve hepatoprotektif gibi c¢ok cesitli biyolojik ve farmakolojik
Ozelliklere sahip oldugu ortaya konulmustur (Arigesavan and Sudhandiran, 2015;
Barnwal et al., 2018; Shoorei et al., 2019). Hem in vitro hem de in vivo yapilan
caligmalarda antioksidan etkilere sahip oldugu gosterilen CAR’1n antioksidan 6zelligi
aromatik halkaya kovalent olarak baglanan hidroksil grubunun (OH-) varlig: ile
baglantilidir (Guimaraes et al., 2010; Aristatile et al., 2015).

Zengin besin ve biyoaktif bilesenlere sahip olan turunggiller (narenciyeler) bu
bilesenler sayesinde, obezite ve metabolizma bozukluklarinin 6nlenmesinde ve
tedavisinde onemli rol oynayabilir. Hesperidin (HP-3',5,7-trihydroxy-4'-methoxy-
flavanone-7-rhamnoglucoside), turunggillerde bulunan bioflavonoidal bilesiklerden
biridir (Choudhary and Grover, 2012; Vasudeva et al., 2012). HP’in farmakolojik
etkilerini tanimlamak ic¢in birden fazla analiz yapilmistir (Malterud and Rydland,
2000). Toksikolojik ¢alismalar, HP'nin higbir yan etkisi olmadigin1 ortaya koymustur
(Kurata et al., 1990; Hanedan et al., 2018). Yapilan arastirmalar HP’nin
antiinflamatuvar, antihiperglisemik (Akiyama et al., 2009; Jayaraman et al., 2018),
antihiperlipidemik (Chiba et al., 2003; Akiyama et al., 2009), antikarsinojenik,
antioksidatif (Tirkey et al., 2005), antifungal, antiviral, bagisiklig1 diizenleyici,
hepatoprotektif, kardiyoprotektif, antidepresan ve diyabetik si¢anlarda néroprotektif
0zelligini ortaya koymustur (Erlund, 2004). HP ayrica diyabetik hayvanlarin karaciger
ve bobreklerinde Niikleer Faktor Kappa B (NF-xB)’yi ve oksidatif stresi inhibe ettigi
(Iskender et al., 2017), proinflamatuvar sitokinlerin ve oksidatif stres belirteclerinin
serum diizeylerini azalttig1 (Dokumacioglu et al., 2018), retina gangliyon hiicrelerinde
yiiksek glikozun neden oldugu oksidatif stres ve apoptoza kars1 koruma sagladig: (Liu
et al., 2017), pankreas’da bulunan B hiicrelerini koruma, oksidatif ve endoplazmik
retikulum (ER) stresini baskilayarak islevlerini iyilestirme potansiyeline sahip

olabilecegi bildirilmistir (Hanchang et al., 2019).
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Bu tez calismasinda, kanser, ndrodejeneratif, diyabet gibi hastaliklarda
antioksidan etkinligi bilinen HP ve CAR’in, sicanlarda streptozotosin (STZ) ile
olusturulan DM kaynakli DN sonrasinda bobrek iizerine koruyucu/iyilestirici etkinligi
ortaya konularak bu konuda uygulanan standart tedaviye katki saglanmasi
beklenmektedir. Bu amagla STZ ile diyabet olusturulan siganlarin bobreklerinde HP
ve CAR etkinligi histopatolojik yontemlerle incelenmistir. Ayrica CAR ve HP
kullaninminin  diyabetik nefropatide meydana gelen hiicre Oliimiine etkisi

immunohistokimyasal ve TUNEL ydntemleriyle arastirilmastir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Uriner Sistem

Uriner sistem kemirgenlerde bilateral konumlanmus ¢ift bobrek ve iireterler, orta
hatta tek idrar kesesi ve liretradan olusmaktadir (Sekil 2.1). Osmoregiilasyon, kan
basincinin ve hacminin diizenlenmesi, eritrosit {iretiminin uyarilmasi, kalsiyum
emilimi, toksin metabolizmasi dahil olmak iizere ¢esitli fizyolojik siiregler ve bosaltim
triner sistemin sorumlulugundadir. Bobregin fonksiyonel birimi olan nefron;
glomerulus ve renal tubulden olusmaktadir. Bobregin iiriinleri arasinda idrar, renin
(anjiotensinojenaz), kalsitriol (Vitamin D’nin aktif formu) ve eritropoietin bulunur.
Bobrek fizyolojisindeki tiir farkliliklar1 nefron orani/sayisi ile vaskiiler demetler, renal
papilla ve medulla morfolojisinde goriiliir. Erkek kemirgenler yliksek protein i¢erigine
sahip konsantre idrar iiretirler. Kemirgen bdbreklerinde cinsel dimorfizm olabilir.
Bobrek boyutu hatta bobregin cesitli ilaglara ve bilesiklere verdigi yanitlar
kemirgenlerin cinsiyetine bagl olarak onemli 6l¢tide farklilik gosterebilir. Bu mevcut
farkliliklar caligma tasarimi, klinik verilerin yorumlanmasi ve post-mortem
degerlendirmeler de dikkate alinmalidir (Treuting et al., 2017).

2.2. Bobrek

2.2.1. Makroskobik Anatomi

Kemirgen bobregi retroperitoneal olarak yerlesmis olup beyaz yag dokusu ile

cevrelenmigtir. Her iki bobrekte iist orta karin bolgesinde bulunur (Sekil 2.1).
Karacigerin sag lobuna komsu olan sag bobrek nispeten daha kraniyal konumlanirken
sol bobrek daha kaudalde bulunur. Kemirgen bdbregi kirmizi-kahverenginde,
piiriizsiiz, fasulye seklinde ve dorsoventral olarak nispeten incedir (Sekil 2.2). Erkek
kemirgenler, disi kemirgenlere gore daha biiyiik bobreklere sahiptirler. Kan damarlari,
lenfatikler ve sinirler, bobrek kalikslerinin kapladigi yag dolu bir alan olan renal siniisii
iceren renal hilusdan (bdbrek hilusu, hilum renale) bobrege girer ve ¢ikar.
Kemirgenlerde bobrekler renal pelvise derinlemesine uzanan tek bir papillaya sahiptir
(unipiramidal-unilobar) (Sekil 2.2). Korteksde koni sekilli kortikal labirentler, dis ve
i¢ serit olarak boliinmiis olan dis medulladan uzanan mediiller iginlar bulunur.
Medullanin en i¢ kismi renal pelvis ve liretere uzanan renal papilladir. Kanin bobrege
gelmesi tiim tiirlerde benzerdir. Interlobar arterlerin tanimi, segmental ve arkuat
arterleri birbirine baglayan damar kismi i¢in kullanilir (Sekil 2.3) (Treuting, Dintzis et

al., 2017).
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Sekil 2.1. Kemirgen (fare) bolgesel anatomi. (A) Retroperitoneal bosluk. (B) Bobrekler ve perirenal
yumusak dokular. Kemirgen bobrekleri kraniyal orta karmn bdlgesinde retroperitonel
olarak bulunur. Viicut kondisyonu iyi olan kemirgenlerde, kahverengi yag dokusu cepleri
olan beyaz yag dokusu ile ¢evrilidirler. Sag bobrek nispeten kraniyaldedir ve bobrek fossa
icinde karacigerin sag lobunun bitisiginde yer alir. Sol bobrek, karin bodlgesinde
asagidadir. Bobrekiistii bezleri bobreklerin kraniyal kutuplarinda bulunur. Kemirgenlerin
ireterleri kiigiiktiir ve yag dokusu fazla olan hayvanlarda bulmak zor olabilir. Fareler
(0,5-1 mL) ve siganlar (8,25-16,5 mL) yiiksek konsantrasyonlu idrar iiretirler (Treuting,
Dintzis et al., 2017).
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Sekil 2.2. Kemirgen (fare) sag bobregi. Unilobar bobrek diiz ve kapsiiler bir yiizeye sahiptir ve
dorsoventral olarak diizlestirilmistir. Ortada bulunan hilum; kan damarlari, sinirleri ve
tireteri igerir. Tek medullar papilla hem beyaz hem de kahverengi yag dokusu i¢eren renal
pelvise kadar uzanir. Capraz veya uzunlamasina kesitlerde, korteks, koni seklindeki
kortikal labirentler, dis ve i¢ serit olarak boliinmiis olan dis medulladan uzanan medullar
isinlar olarak goriiniir. Papilla, medullanin i¢ kismidir. Kiiciik tireterler, retroperitoneal
boslukta, tireme yolunun ve mesanenin dorsalinde bulunur ve mesanenin trigonuna egik
olarak girer (Treuting, Dintzis et al., 2017).
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Sekil 2.3. Renal vaskiilatiir diyagrami. Bobrekler kalp debisinin ~%25'ni alir. Idrar iiretimi, bobreklere
akan kan miktar1 ile tanimlanan glomertiler filtrasyon hizina baglidir. Arteriyel kan,
ultrafiltrasyon bolgesi olan afferent arteriyoller yoluyla dogrudan glomerulusa akar.
Glomerulus, afferent ve efferent arteriyolleri igerir; afferent arteriyoller, glomeriiler
yumagin pencereli kilcal damarlarinin ¢ogunu olusturur. Efferent arteriyoller, filtrelenmis
kani jukstamediiller nefronlarin vasa rektasma tasir ve daha sonra kani vendz sisteme
bosaltir. Kemirgenlerde, vasa rekta, yiliksek konsantre idrar olusturma becerilerinin

artmasina yardimci olan dev vaskiiler demetler olusturmak i¢in birlesir (Treuting, Dintzis
etal., 2017).

2.2.2. Histoloji

2.2.2.1. Nefron

Nefron, memeli bobreginin fonksiyonel birimidir. Farelerde ve sigcanlarda
nefronun yapisi; glomerulus, proksimal tubul (kivrimli ve diiz), inen ve ¢ikan Henle
kulpu, diiz segment, makula densa ve kivrimli distal tubulden olusur. Nefronlar
kortekste konumlarina gore simiflandirilir: farelerde yiizeysel veya jukstamediiller
(bobrek medullast yaninda olan); sicanlarda yiizeysel, orta kortikal veya
jukstamediillerdir (Sekil 2.4). Bir diger nefron siniflandirmasi ise kisa veya uzun
segment olarak tanimlanan Henle kulpunun uzunlugu ile yapilir. Kemirgenler, kisadan
(3:1) daha uzun boliimlii nefronlara sahiptir. Kemirgen bobreklerinin sahip oldugu bu
ozellik yiiksek 6zgiil agirligina sahip konsantre idrar (1.030-1.060 g/ml) iiretmesine ve
erkek kemirgenlerde belirgin olan proteiniiriye neden olurlar. Farelerde ~14.000,
sicanlarda 30.000-35.000 nefron vardir. Kortekste distan ige gidildik¢e glomeriillerin
boyutunun artmasi ve yogunlugu azalmasina ragmen, yasla beraber glomeriillerin

sayis1 degismez (Treuting, Dintzis et al., 2017).
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Sekil 2.4. Bir nefronun diyagrami. Nefron, bobregin fonksiyonel birimidir, renal korpiiskiilden
(glomeriiler kapillar yumak ve onu ¢evreleyen Bowman kapsiilii)) ve Henle kulpu ile
baglanan proksimal ve distal tubullerden olusur. Filtrat, bobrek papillasinin kribriform
bolgesinden ¢ikan daha biiyiik toplama kanallarma akan toplama tubullerine bosalir.
Nefronlar, korteks konumu ve Henle kulpu uzunluguna goére siniflandirilir. Proksimal
kivrimli tubul morfolojik ve fonksiyonel olarak ii¢ boliime (P1-3) bolinmiistiir (Treuting,
Dintzis et al., 2017).

2.2.2.2. Glomeruluslar

Kemirgen bobrek dokusu (Sekil 2.5), nispeten ince bir korteks (glomeriilden
yoksun subkapsiiler bolge) ve daha kiiciik glomerulus boyutuna (farelerde ve
siganlarda ortalama 73.4 ve 90 um) sahiptir. Jukstamediiller glomeruluslar, yiizeysel
kortekstekilerden daha biiyiik goriinebilir. Glomeriiler korpiiskiil, bowman kapsiilii ile
cevrili bir kilcal damar ag1 igerir. Glomerulus vaskiiler ag, hiicre dis1 matriks i¢ine
gomiilii olan miyoepitelyal hiicreler (mezangiyal hiicreler) tarafindan desteklenir.
Genellikle mezangiyal alan basina bir veya iki hiicre vardir. Kapillarlarin lumen
ylizeyi, fenestre endotel ile kapliyken, iiriner yiizey, ultra striiktiirel olarak goriilen
karakteristik ayaklar1 bulunan visseral epitel hiicreleri (podositler) ile kaplidir. Her iki
tiirde de glomeriiler bazal membran, endotel hiicreleri ve podositler arasinda bulunur.
Periyodik asit-Schiff (PAS) ve Jones'un metenamin glimiisii gibi 6zel boyalar,
glomeriiler bazal membran1 gostermek icin insan bobrek patolojisinde rutin bir
incelemenin pargasidir. Bowman kapsiilii normalde diiz bir parietal epitel hiicre

tabakasi ile kaphdir.



Kemirgenler, tiir ve yasa bagl olarak glomeruluslar dahil bobreklerde degisken
eseysel dimorfizm sergiler. Disi kemirgenlerde Bowman kapsiiliiniin parietal epiteli
yass1 iken, erkek kemirgenlerde kiibik olabilir. Bu bulgu, sicanlarda daha az
goriilmekle birlikte, mevcut oldugunda patolojiye isaret etmez. Ayrica, disi siganlar
erkek sicanlardan daha kiigiikk ancak daha fazla sayida glomerulusa sahip olma
egilimindedir.

Fare ve sican glomerulusunun ultra striiktiirel ozellikleri, glomeriiler bazal
membran kalinligindaki fark hari¢, ¢ogunlukla benzerdir. Glomertiler kapillar bazal
membran ii¢ katmandan olusur: Lamina rara interna, lamina densa ve lamina rara
externa. Farelerde glomerulus bazal membran kalinligr 80-200 nm iken, sicanlarda
ortalama 335-414 nm’dir. Farelerde, bazal membran katmanlari oldugundan daha
belirgin goriinmektedir. Fenestre endotelyum ve glomeriiler podositler arasindaki
bosluklar gibi diger ultra striiktiirel 6zellikler, her iki tiirde de benzerdir (Treuting,
Dintzis et al., 2017).

Sekil 2.5. Kemirgen (fare) bobrek subgrossu. (A) Bobregin kapsiiler yiizeyi piiriizsiizdiir. Korteks (C),
medulla (M) ve hilus (H) kolaylikla ayirt edilebilir. Tek bir papilla (P) renal pelvise
derinlemesine uzanir. Pelvislerin {ist kisimlarinda yiizey alanini artiran forniks (F) ad1
verilen kivrimlar bulunur. Renal hilus (H) bol miktarda kahverengi yag icerir. Korteks
(C), dis medullar (OM), i¢ serit (IS), dis serit (OS), i¢ medullar (IM) ve iireter (U)
belirtilmistir. Kaynak: Dr. Julie Randolph-Habecker'in izniyle. (B) Forniks (F), korteks
(C) ve papilla (P) ile iligkiyi gdsteren bilyiik biiylitme (Treuting, Dintzis et al., 2017).

2.2.2.3. Kortikal Labirentler
Kemirgenlerin kortikal labirentleri c¢ogunlukla mediiller 1sinlarda sonlanan
proksimal kivrimli tubuller (PCT) igerir (Sekil 2.4). Medullada tubuller; pars rekta,

diiz inen kol ve Henle'nin ince kulpudur. Henle kulpunun doért boliimii vardir. (1) Kalin
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inen kulp (PCT'nin pars rektasi), (2) ince inen kulp, (3) ince ¢ikan kulp ve (4) kalin
cikan kulp (Distal kivrimli tubulun pars rektasi). Distal kivrimli tubuller, soluk
boyanmalar1 ve firgamsi kenarlarimin olmamasi nedeniyle histolojik olarak ayirt
edilebilirler. Kemirgenlerin renal tubullerinin boliimleri, histolojik kesitlerde
kolaylikla tanimlanabilir. Proksimal tubuler epitel, iki tiir arasinda benzerdir, PCT ve
diiz segmentler fonksiyonel kapasiteye gore P1, P2 ve P3 olarak ii¢ segmente ayrilir
(Sekil 2.4). Bu segmentler ayrica S1, S2 ve S3 olarak da bilinir ve histokimyasal ve
ultra striiktiirel mikroskopi ile tanimlanabilir. Isik mikroskobu ile incelenen kesitlerde,
proksimal kivrimli tubul PAS boyama ile belirgin, nispeten kalin bir fircams1 kenara
sahiptir. P2, diiz segmentin ilk kismina uzanir ve daha az belirgin bir fircams1 kenara
sahiptir. P3 medullar 1smlarin i¢inde ve dis medullanin dis seridine dogru ilerler.
Kemirgenlerde, bu boliimlerin cinsel dimorfizmi vardir; 6rnegin erkek sigcanlar, ultra
yapisal olarak degerlendirilebilecek olan P1 ve P2'de artmis piiriizsiiz ER’ye sahiptir.
Benzer sekilde, erkek farelerde P2’nin mitokondrileri daha biiytiktiir, elektron lusenttir
ve daha fazla otofajik vakuol igerir. Yapilardaki bu cinsiyet farkliliklar1 fonksiyonel
farkliliklar1 yansitir.

Proksimal tubul kiiboidal-kolumnar epitel hiicreleri, yiliksek sayida mitokondri
nedeniyle graniiler sitoplazmaya ve yogun PAS-pozitif firca kenar1 sayesinde parlak
eozinofilik yapiya sahiptir. Kemirgenlerde, distal kivrimli tubul, PCT'nin belirgin firca
kenarindan yoksundur, ancak H&E ile boyanmis kesitlerde ayirt etmek zor olabilir.
Kemirgen glomeruluslarin ve tubullerinin cinsel dimorfizmi hem 151k hem de elektron
mikroskobik seviyelerde goriilebilir. Ornegin, erkek farelerde dis kortikal tubuler
hiicreler c¢esitli sekillerde vakuolliidiir. Bu vakuoller tipik olarak kiiclik, ayri,
renksizdir ve mikrovezikiiler lipid birikimi ile benzerdir. Cinsel olarak olgun geng
erkek siganlarin proksimal tubulleri siklikla Mallory—Heidenhain boyasi ile iyi
gorsellestirilen ve hiyalin damlaciklari olarak adlandirilan eozinofilik (a-2u-globulin)
grantiller icerir. Bu a-2u-globulin graniillerinin 6nemi bilinmemektedir, ancak normal
geng erkek siganlarda renal tubuler epitel hiicrelerinin apikal kisimlarinda birikebilir.
Bazi1 kimyasallara maruz kaldiktan sonra, ¢esitli bobrek ve diger hastaliklarda daha
yiiksek miktarlarda da tespit edilebilirler. Buna karsilik, disi kemirgenlerde tipik
olarak proksimal tubuler hiicrelerde vakuolasyon goriilmez, disi ve yash erkek
siganlarin hiicreleri bol miktarda eozinofilik graniil icermez. Kemirgenlerin dis
medullasinda ince kivrimlar, kemirgen nefronunun yiiksek konsantrasyon yetenegine

yardimci olan biiyliik damar demetleriyle sarilmigtir. Distal tubulun inen kalin kolu,

9



her iki tiirde de benzer olan JGA’da kortekse yeniden girer. Renal korpiiskiiliin
vaskiiler kutbunda yer alan JGA, afferent ve efferent arterioller, makula densa ve
ekstraglomeriiler mezangiyal hiicrelerden olusur. Graniiler renin tlireten hiicreler en
cok afferent arteriyolde belirgindir ve PAS pozitiftir (Treuting, Dintzis et al., 2017).

2.2.2.4. Medulla

Kemirgenlerde medulla, i¢ ve dis bdlgelere, dis bolge ise farkli boyama ile
acikca goriilen i¢ ve dis seritlere boliinmiistiir. Medullar 1sinlar iginde, distal kivrimli
tubuller toplayici tubullere katilir ve bunlar daha sonra i¢ medullay1 olusturan renal
papillalarda daha biiyiik toplayict kanallarla birlesir. I¢ medulla ve dis medullanin i¢
seridi, distal tubulun ince ¢ikan ve inen kollar1 olan toplayict kanallari igerir. Dis
medullanin dis seridi, proksimal tubulun terminal segmentlerini, distal tubulun kalin
cikan kolunu ve toplayici tubulleri igerir. Orantili olarak, kemirgenler daha uzun
nefronlara sahiptir ve daha fazlasi korteksten renal papillanin derinliklerine uzanir, bu
da idrar1 konsantre etme yeteneginin artmasina neden olur. Distal tubulleri ve toplayici
kanallar1 ¢evreleyen vaza rekta ve interstisyel hiicrelerdir. Kemirgenlerin interstisyel
hiicreleri, toplayici tubuller ve kapillarlar arasinda yatay bir oryantasyonla fusiformdur
ve ozmotik gradyanlara izin vererek medullanin bolimlenmesine yardim ederler.
Sicanlar, toplayict tubuller arasinda hiicre siitunlari olarak goriinen medullar
interstisyel hiicrelerin benzer histolojik 06zelliklerine sahiptir. Medulla {i¢ tip
interstisyel hiicre igerir: Uzun sitoplazmik uzantilara sahip, ¢ogunlukla i¢ medullada
lokalize ve genellikle Henle kulpu ile vaza rekta arasinda siralar halinde belirgin lipid
iceren hiicreler, lenfosit benzeri hiicreler ve vaza rekta yakininda yer alan perisitler.
Sicanlarda interstisyel hiicrelerin  ultrastriiktiirel — karakterizasyonu, hiicre
fonksiyonuyla ilgili ti¢ farkli tipte yapisal 6zellik ile insanlara benzer bir yap1 ortaya
koymustur. Tip 1 veya yildizsi interstisyel hiicreler diizensiz sekilli olup, bol miktarda
lipid vakuolii ve kaba endoplazmik retikulum igeren uzun sitoplazmik uzantilara
sahiptir. Prostaglandin iiretiminde rol oynayan bu hiicreler Henle kulpu ve kapillarlarla
yakindan iliskilidir. Tip 2 (monositik) interstisyel hiicreler belirgin olmayan
sitoplazma, az miktarda endoplazmik retikulum, bol miktarda serbest ribozom ile
yuvarlaktir ve uzantilar1 bulunmaz. Tip 3 interstisyel hiicreler ince sitoplazmik
uzantilarla yassilagmigtir ve pars (vaza) rekta ile iligkilidir; bu hiicrelerin bir perisit
gibi islev gordigi distiniilmektedir. Benzer interstisyel hiicre tipleri fare
bobreklerinde de goriilmektedir, ancak sicanlar icin yapilan detayl ultrastriiktiirel

caligmalar su anda mevcut degildir (Treuting, Dintzis et al., 2017).
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2.2.2.5. Papilla
Kemirgen papillasi, renal pelvisin i¢ine dogru uzanir. Tiim tiirlerde renal pelvis,
iireter ve mesanede bulunana benzer sekilde {irotelyum ile kaplidir. Kemirgen renal
pelvisindeki iirotelyumda kiigiik eozinofilik (hiyalin) sitoplazmik damlaciklar veya
onemi bilinmeyen vakuoller bulunabilir (Treuting, Dintzis et al., 2017).
2.3. Diyabetes Mellitus
Kilo kayb1 ve poliiiri ile karakterize diyabet, ilk olarak Misirlilar tarafindan
belgelenmistir. DM terimini ilk kullanan kisi Yunan Doktor Aretaeustur. Yunanca’da
diyabet, ‘gecmek’, latince bir kelime olan mellitus ‘bal’ -tatliliga atif- anlamina
gelmektedir. Uzun siireli hastaliklarin ve erken 6liimlerin bir nedeni olan diyabet, her
on saniyede bir 6liime yol agarak, bir yilda HIV-AIDS’ten daha fazla can almaktadir.
Diinya ¢apinda sanayilesme ile obezitedeki sasirtici artig, diyabeti kiiresel bir
salgin haline doniistiirmiistiir. Her ne kadar dogru bir yayginlik dl¢iistine ulagmak iki
ana nedenden dolay1 ¢ok zor olsa da -diinyanin farkli yerlerinde biiytlik farkliliklar
gosteren veri toplama yontemleri- yapilan calismalar yetiskinlerde, 1995°te %4 olan
diyabet prevalansinin, 2025 yilina kadar %6.4’e ¢ikacagini tahmin etmektedir (King
et al., 1998). Ayrica gelismis iilkelerde %42°lik bir artigla 51 milyondan 72 milyona,
gelismekte olan iilkelerde ise %170’lik bir artisla 84 milyondan 228 milyona ulasacagi
tahmin edilmektedir. Diinya genelinde yetiskin diyabet hastas1 2003’te 194 milyondan
2025’te yaklasik 380 milyona ¢ikacagi ongoriilmektedir. 2025 yilima kadar bu
salgindan en ¢ok etkilenen iilkelerin Hindistan, Cin ve ABD olacag diisiiniilmektedir
(King, Aubert et al., 1998). Ikinci ve oldukga endise verici neden, bugiin bile tani
konmamis hastalarin biiyiik popiilasyonu (neredeyse %50) olusturmasidir.
Yasam beklentisindeki degisiklik ve saglik hizmetlerinde gelisme eksikligi,
DM insidansinda sasirtici artistan kismen sorumludur. Bu nedenle kentsel alanlarda
diyabet olusumunda artis egilimi vardir. Sonug olarak diyabetli hastalar hem kisa hem
de uzun vadeli komplikasyonlara ve erken Oliime egilimli olduklarindan, diinya
genelindeki {lkelerde saglik hizmetleri ylikiinde onemli bir artisla karsit karsiya
kalacaklardir.
2.3.1. Diyabetin Patofizyolojisi
Canlilarin viicudunda, saglikli fizyolojik durumunu korumak ve siirdiirmek
i¢in bir dizi sistem eszamanli olarak islev goriir. Bu siireclerin 6ziinde, organizmanin
homeostaz1 silirdiirme yetenegi yatar. Homeostazda meydana gelen kiiciik bir

degisiklik, ¢esitli organ ve sistemlerde patolojik durumun gelismesine neden olur.
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DM’lu bir bireyin kan glukoz seviyesini diizenleme yetenegi azalir ve bu da kii¢lik ve
biiylik komplikasyonlara neden olur.
2.3.2. Kan Glukoz Diizeyinin Diizenlenmesi

Negatif geri bildirim yoluyla regiile edilen kandaki glukoz diizeyi, insiilin ve
glukagon salinimiyla diizenlenmektedir. Pankreasta bulunan Langerhans adaciklarinin
B hiicreleri, kandaki glukoz diizeyi yiiksek oldugu zaman distilfit kdpriileriyle birbirine
baglanan iki zincirden (A ve B) olusan 51 amino asitli bir polipeptid olan insiilini
serbest birakmak i¢in tetiklenir (Pessin and Saltiel, 2000).

Insiilin, disiilfid baglariyla birbirine baglanan iki o alt birim (hiicre dis1) ve iki
B alt biriminden (zar i¢i) olusan tirozin kinaz insiilin reseptoriine baglanir (Sekil 2.6).
Insiilinin, tirozin kinaz insiilin reseptoriiniin B alt birimine baglanmasi, B alt biriminin
otofosforilasyonuna on ayak olur. Insiilin karacigere fazla glukozu depolama ve
glikojene doniistiirmesi i¢in sinyal gonderir; ayn1 zamanda viicuttaki diger hiicreleri
(yag/iskelet kast hiicreleri) glukoz tastyicisinin (GLUTA4) hiicre yiizeyine yer
degistirmesiyle daha fazla glukoz almalar igin tetikler. Bu dolasimdaki glukoz
konsantrasyonlarini normal seviyeye getirmeye yardimci olur. Kandaki glukoz
konsantrasyonu diisiik oldugunda, pankreasin a hiicreleri glukagon salgilamak igin
uyarilir. Glukagon, karacigere depolanmis glikojeni, homeostazi saglamak i¢in kana

salinan glukoza doniistiirmesi i¢in sinyal verir (Sekil 2.7).
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Sekil 2.6. Insiilin Etkisi. Insiilinin, insiilin reseptoriiniin o alt birimlerine baglanmasi, p alt birimindeki
tirozin kinazi aktive ederek P alt biriminin otofosforilasyonunu tesvik eder. Insiilin,
karacigere fazla glukozu depolanmak iizere glikojene doniistiirmesi i¢in sinyal verir;
ayrica viicuttaki diger hiicreleri (yag/iskelet kasi hiicreleri), insiiline yanit olarak hiicre
yiizeyine tagian glukoz tasiyici (GLUT4) yoluyla daha fazla glukoz almalari i¢in tetikler
(Kaul et al., 2013).
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Sekil 2.7. Glukoz homeostazi. Kan glukoz seviyesi yiikseldiginde, B hiicrelerinden insiilin salgilanir ve
karacigeri ve diger doku hiicrelerinin ¢ogunu glukozu absorbe etmek icin uyarir. Glukoz
glikojen, trigliserit ve proteine doniistiiriiliir. Glukoz seviyesi diiserse, a hiicrelerinden
glukagon salgilanmasi glukozu karacigerden salmasi i¢in uyarir. Glukoz, glikojenin
pargalanmasi ve amino asitler ile yag asitlerinin glukoza doniistiiriilmesiyle agiga ¢ikar.
Glukoz metabolizmasindaki bozukluk, insiilin eksikliginden (T1DM) ve hedef dokularin
insiilin etkisine direng gostermesinden (T2DM) kaynaklanir (Kaul, Tarr et al., 2013).
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2.4. Diyabetes Mellitus’un Simiflandirilmasi

Diyabetin ilk smiflandirilmast 1979 yilinda Ulusal Diyabet Veri Grubu
(NDDG) tarafindan yaymlanmistir (Group, 1979). Bu 6neri, Diinya Saglik Orgiitii
(WHO) tarafindan 1980 yilinda onaylanmis ve 1985 yilinda modifiye edilmistir
(Alberti and Zimmet, 1998). NDDG’nin smiflandirilmasi, uygulanan farmakolojik
tedavi esas alinarak iki gruba ayrilmistir: insiiline bagimli DM (IDDM) ve instiline
bagimli olmayan DM (NIDDM). NDDG ayrica DM’yi a) gestasyonel diyabet b)
yetersiz beslenmeyle iliskili diyabet c) diger bazi tipler seklinde simiflandirmastir.
IDDM terimi baslangicta, zayif, ketozise yatkin ve tedavi i¢in esas olarak insiilin
gerektiren hastalar1 tanimlarken, NIDDM terimi ise, obez, ketozise yatkin olmayan,
tedavi i¢in insiilin gerektirmeyen fakat kilo kontrolii, egzersiz ve/veya ilaglar gibi diger
Onlemlere ihtiya¢ duyan hastalar1 tanimlamaktaydi.

Ulusal diyabet veri grubu tarafindan 1979 yilinda 6ne siiriilen terimler 1980 ve
1990’larda popiiler hale gelmistir. Terimlerin daha sik kullanilmasi bazi anlam
kargasalarin1 da beraberinde getirmistir. NIDDM’li baz1 hastalarin hastaligi kontrol
etmek icin insiiline ihtiya¢ duymasi buna 6rnek olarak verilebilmektedir. Diyabetin
patogenezisi hakkinda yeni elde edilen bilgiler NDDG’nin siniflandirmasini gereksiz
kilmastir.

Mevcut diyabet siiflandirilmasi, 1997 yilinda ADA uzman paneli tarafindan
olusturulmus ve yaymlanmistir. Bu gézden gecirilmis siiflandirma, 1998’de WHO
tarafindan onaylanmistir (Alberti and Zimmet, 1998). 2003 yilinda ADA tarafindan
revize edilmis (Genuth and KG, 2003) ve 2006 yilinda WHO tarafindan onaylanmistir
(Organization, 2006). Yeni diyabetin siniflandirilmast hastaligin tedavisine degil
patogenezine dayanmaktaydi. Smiflandirmada dort kategori onerilmistir. Tip 1
Diyabetes Mellitus (T1DM), tip 2 diyabetes mellitus (T2DM), diger spesifik tipler ve
gestasyonel diyabet (Tablo 2.1).

Diyabetes mellitus’un uzun siireli hiperglisemiye yol agan bir grup hastalik i¢in
kullanilan genis bir terim oldugunu anlamak ¢ok onemlidir. Farkli diyabet tiplerini

gelistirme mekanizmalarindaki farklilik, siniflandirmalarinin temelini olusturur.
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Tablo 2.1. Diyabetes Mellitus’un Siniflandiriimasi

1. Tip 1 Diyabet
a) Immun aracili
b) idiopatik
2. Tip 2 Diyabet
3. Diger Tipler
a) [ Hiicre Fonksiyonunun Genetik Defektleri (MODY, Mitokondriyal)
b) Insiilin Etkisindeki Genetik Defektler
¢) Ekzokrin Pankreas Hastaliklar
d) Endokrinopatiler
e) Ilag veya Kimyasal Kaynakli
f) Enfeksiyonlar
g) Immun aracil diyabetin yaygin olmayan formlari
h) Diger genetik sendromlar (Down, Turner, diger)
4. Gestasyonel Diyabet (Gebelikte Diyabet)
MODY: Genglerin Olgunluk Baslangi¢li Diyabeti

2.4.1. Tip I Diyabetes Mellitus (T1DM)

Diyabetin bu tipinde tam bir insiilin eksikligi mevcuttur. Biyokimyasal testler,
hiperglisemi ve diisiik C-peptid (insiilin sekresyon belirteci) diizeylerini ortaya ¢ikarir.
Hastalikk en ¢ok ¢ocukluk ve ergenlik doneminde ortaya c¢iksa da her yasta
goriilebilmektedir. TIDM tiim diyabet vakalarinin %5-10’unu olusturmaktadir ve
Iskandinavya’da prevalans: yiiksektir (Karvonen et al., 1993). TIDM ayrica Tip 1A
ve Tip 1B olarak alt sinifa ayrilmistir.

2.4.1.1. Otoimmun veya Tip 1A Diyabet

Yapilan genetik caligmalar, kromozom 6 iizerinde bulunan HLA (insan lenfosit
antijeni) geninin T1DM ile yakindan iligkili olabilecegini gostermistir. HLA
proteinleri, bagisiklik sisteminin viicudun normal hiicrelerini yabanci, enfeksiy6z ve
enfeksiydz olmayan etkenlerden ayirt etmesine yardimci olan hiicre yiizeylerinde
bulunur. TIDM’de HLA proteinlerindeki anormallik, B hiicrelerine karsi otoimmun
reaksiyona yol acar. Baska bir gen olan DR T1DM’da 6nemli rol oynamaktadir
(Gorodezky et al., 2006). Baz1 viruslarin da T1DM tetiklemeden sorumlu olabilecegini
gosteren kanitlar mevcuttur (Jun and Yoon, 2003). B hiicrelerinin yikim hiz1 (insiilin
yoklugunun derecesini yansitmaktadir) hastadan hastaya degismektedir. Antikorlar,
Oonemli B hiicre yikimi ger¢eklesmeden Once, otoimmun siirecin baglarinda kan
dolasiminda ortaya ¢ikar ve bagisiklik yanitinin belirtecleri olarak kabul edilirler.
Adacik hiicresi antikorlar1 (ICA), anti glutamik asit dekarboksilaz (anti-GAD), 1A-2,
[A-2p ve anti-insiilin antikorlar1 en ¢ok ¢alisilanlardir. Bu antikorlar, yeni teshis edilen

diyabet vakalarint smiflandirmaya yardimci olabilir, ancak laboratuvar
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standardizasyonunun  olmamast  giinliik  klinik uygulamada kullanimlarin
sinirlamaktadir.
2.4.1.2. idiopatik veya Tip 1B Diyabet

Otoimmunite igcermeyen idiopatik diyabet adi verilen baska bir TIDM formu
bulunmaktadir. Otoimmun T1DM’den daha az yaygin olan bu form Afrika ve Asya
popiilasyonlarinda  bildirilmistir. ~ Etiyoloji ve patogenezisi tam  olarak
aydinlatilamamis bu formda insiilin {iretimi yoktur ve B hiicrelerine kars1 antikorlarin
yoklugunda ketoasidoza egilimlidir (Harris et al., 1998). Fulminant T1DM, f
hiicrelerinin son derecede hizli ve neredeyse tam yikimin meydana geldigi bir bagka
alt tipidir.

2.4.2. Tip 2 Diyabetes Mellitus (T2DM)

Tip 2 Diyabetes mellitus, insiilin direncine veya yetersiz insiilin sentezi ve
salgilanmasi ile karakterizedir. Normal olarak insanlarda yasamin dordiincii on
yilindan sonra teshis edilir ve diinya ¢apindaki tiim diyabetlerin yaklasik %85-90'm1
olusturur. T2DM’1n yasla birlikte insidansi ve prevalansi artmaktadir (Masharani,
2005). T2DM, obeziteli ve obezitesiz diyabet olmak {izere iki alt gruba ayrilir. Obez
T2DM hastalari, hiicre reseptorlerindeki degisiklikler nedeniyle genellikle endojen
insiiline direng gelistirir bu da abdomen yaginin dagilimiyla iliskilidir. Obez olmayan
T2DM’de insiilin liretimi ve salimimindaki eksiklige ek olarak reseptor sonrasi
seviyelerde bir miktar insiilin direnci vardir. Obezite ve metabolik faktorlerin
anormalligi T2DM insidansinin merkezinde yer aldigindan, gelismekte olan
ilkelerdeki diyet ve yasam tarzindaki dikkate deger degisiklikler, bu iilkelerde
meydana gelen en yiiksek diyabet prevalansini desteklemektedir.

2.4.3. Diger Spesifik Diyabet Tiirleri
2.4.3.1. Genglerin Olgunluk Baslangich Diyabeti (MODY)

Olgunlukta baglayan gen¢ diyabet (MODY) tipi, genellikle 25 yasindan dnce
ortaya cikan otozomal dominant kalitimla karakterizedir. Insiilin sekresyonunun
diizenlenmesinde yer alan baz1 genlerdeki mutasyonlar hipergliseminin nedeni oldugu
gosterilmistir ve insiilin direnci ¢ok nadirdir (Fajans et al., 2001). Her biri kendine
0zgl fenotip ve genetik Ozelliklere sahip altt ana MODY tipi vardir (Tablo 2.2).
MODY tipi, T2DM'den farklidir ¢linkii MODY tipi daha gen¢ yasta olma
egilimindedir (<25 yas), obez olmaz ve metabolik sendromun bilesenlerinden

(hipertansiyon, insiilin direnci ve hipertrigliseridemi) yoksundur. MODY'nin nadir
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oldugu diisiiniilmektedir, ancak son veriler T2DM vakalarinin %2-5't MODY tipi
olabilecegini ortaya koymustur (Velho and Froguel, 1997) .

Tablo 2.2. MODY o6zellikleri (Fajans, Bell et al., 2001)

MODY Tipi Gen Klinik Ozellikler Yaygin Tedavi
MODY 1 HNF-4a Diyabet, mikrovaskiiler komplikasyonlar, Oral diyabetik
trigliseritlerde azalma ajanlar, instilin

MODY 2 Glukokinaz Bozulmus aclik glukozu, bozulmus glukoz Diyet ve egzersiz
toleransi, hafif diyabet

MODY 3 HNF-1a Diyabet, mikrovaskiiler komplikasyonlar, Oral diyabetik
renal glikoziiri, siilfoniliire ilaglarina kars1 ajanlar, instlin
artan duyarhilik
MODY 4 IPF-1 Diyabet Oral diyabet
ilaglar, insiilin
MODY 5 HNF-1pB Diyabet, bobrek kistleri ve diger bobrek
gelisimindeki anormallikler, ilerleyici Insiilin

diyabetik olmayan bobrek islev bozuklugu,
bdbrek yetmezligi, i¢ genital anormallikler
(disi)
MODY 6 NeuroD1 ya Diyabet Insiilin
da B2

MODY: Genglerin Olgunluk Baglangich Diyabeti, HNF-40.: Hepatosit Niikleer Faktor-4 Alfa, HNF-
la: Hepatosit Niikleer Faktor-1 Alfa, HNF-1p: Hepatosit Niikleer Faktor-1 Beta, NeuroD1: Norojenik
Farklilagma 1, p2: Beta 2

2.4.3.2. Insiilinin Etkisini Bozan Genetik Kusurlar

Insiilinin biyolojik islevini yerine getirmesi i¢in diger hormonlarda oldugu gibi,
hiicre yiizeyindeki reseptorlere baglanmasi gerekir. Reseptor baglanmasinin ardindan,
metabolik ve mitojenik etkilere yol agan karmasik olaylar dizisi ger¢eklesmektedir. Bu
kompleks fenomen heniiz tam olarak anlasilmamistir. Bununla birlikte, insiilinin
etkisinin bozuldugu bazi hayvan modelleri mevcuttur, ancak insanlarda ¢ok azi
gosterilmistir (Haneda et al., 1984). Donohue (Leprechaunism) ve Rabson-
Mendenhall sendromu; diyabet, hiperinsiilinemi ve uterusta degisen biiyiime ile iligkili
nadir goriilen dogustan bozukluklardir.

Tip A insiilin direnci, siddetli insiilin direnci, akantozis nigrikans, kadinlarda
hiperandrojenizmin goriildiigii bir sendromdur. Glukoz intolerans1 ve diyabet
olmayabilir.

Tip B insiilin direnci, insiilin reseptoriine kars1 antikorlarin insiilin direncine ve
hiperinsiilinemiye yol ag¢tig1 nadir bir sendromu tanimlar (Tritos and Mantzoros,
1998).

2.4.4. Gestasyonel Diyabet (Gebelik)
Gestasyonel diyabetes mellitus (GDM), diyabetin gebelik sirasinda ortaya

cikmasi ve buna bagl olarak gebelik doneminin sonunda ¢oziilmesini ifade eder.
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Gebelik donemi boyunca, disiler biiyilik miktarda glukoz dalgalanmasi ve siklikla aglik
yasarlar. Bu, plasenta tarafindan insiilin sekresyonunda bir artis ve ilk trimesterin
sonunda insiilin duyarliliginda bir azalma ile birlestiginde, gecici bir insiilin direnci
durumu ile sonuglanir. Bu diyabet formu gebelik doneminin sonunda diizelse de geri
doniisii olmayan bazi komplikasyonlar gelisebilir. Ornegin gestasyonel diyabet hem
anne hem de fotusta 6liim riskini belirgin sekilde artirir ve potansiyel bir teratojendir.
Ayrica, GDM'de diyabetik nefropati gelisimi, intrauterin biiyiime geriligi, erken
dogum ve 6lii dogum gibi fotal gelisimde birtakim anormallikler ile iliskili olan
preeklampsiye yol agabilir (de Souza Rugolo et al., 2011).
2.5. Tam Kriterleri

Klinik olarak diyabetik durum, kan glukoz diizeyinin siirekli yiikselmesi ile
karakterizedir. Diyabette, glukoz konsantrasyonlart normal {ist sinir1 asar. Diyabet
teshisi icin tercih edilen yontem, agsagida ayrintilart verilen farkli durumlarda kandaki
glukoz seviyelerinin 6l¢iilmesine dayanir:

1. Rastgele plazma glukozu >200 mg/dL (11.1 mmol/L)

2. Acglik plazma glukozu >126 mg/dL (7 mmol/L)

3. Oral glukoz tolerans testi (glukoz oral yoldan verildikten 2 saat sonra

plazma glukoz diizeylerinin 6l¢timii) >200 mg/dL (11.1 mmol/L)

Tip 1 Diyabetes mellitus’un semptomlar1 arasinda politiri, polifaji, artan
susuzluk hissi, kilo kaybi, halsizlik ve yorgunluk bulunur. Ek olarak T2DM’li
hastalarda bulanik gérme, yaralarin yavas iyilesmesi, sinirlilik, ellerde veya ayaklarda
karincalanma, idrar kesesi, vajina ve deride sik enfeksiyon goriilebilir.

2.6. Diyabetes Mellitus’un Yonetimi

Diyabet yonetiminde temel amag, hipoglisemiden kaginirken kan sekeri
diizeylerini miimkiin oldugunca normale yakin tutmaktir. Bunu basarmak i¢in diyabet
tedavisinde yer alan egitim, egzersiz/aktivite, diyet, oral ilaclar ve/veya siklikla insiilin
birlikte kullanilan olmak iizere bes arag¢ vardir.

2.6.1. Tip 1 Diyabetes Mellitus Yonetimi

Tip 1 Diyabetes mellitus tedavisindeki en biiyiik zorluk, mikrovaskiiler ve
arteriyel komplikasyonlarin gelismesini onlemek igin biiylik dalgalanmalardan
kagmirken normal kan sekeri seviyesini olabildigince normale yakin tutmaktir.
T1DM'li hastalar, enjekte edilebilir, oral veya inhale formlarda uygulanabilen insiilin

veya nanoteknolojiye dayali yeni dagitim sistemleri ile tedavi edilir (Chaillous et al.,
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2000; Card and Magnuson, 2011; Zarogoulidis et al., 2011). Ydnetim, insiilin dozunu
ayarlamak icin kan sekeri i¢cin kendi kendini izleme cihazlarmin kullanimini ve
diyabetle iliskili komplikasyonlar1 6nlemek i¢in risk faktorlerinin diizenli olarak

izlenmesini igerir (Sekil 2.8) (National Collaborating Centre for Chronic, 2004).

Ik
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degerlendirilmesi
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Sekil 2.8. Tip 1 Diyabetes Mellitus’un yonetiminin sematik diyagrami (Kaul, Tarr et al., 2013).

2.6.2. Tip 2 Diyabetes Mellitus Yonetimi

Yasam tarzinda degisiklik, diyet, kilo kontrolii, kan basinci ve kan sekeri
diizeyinin daha siki kontrolii, T2DM’ye kars1 ilk savunma hattidir. Bu eylemlere yanit
vermeyen, yiiksek kan sekeri ve glike hemoglobin (HbA1c>6.0) géstermeye devam
eden hastalarda oral anti-diyabetik ilaglar kullanilir (National Collaborating Centre for
Chronic, 2008).

Anti-diyabetik ajanlarin  dort ana grubu sunlardir: (a) karacigerde
glukoneogenezi azaltan ve metformin igeren biguanidler, (b) pankreasi insiilin
salgilamasi i¢in uyaran ve siilfoniliireler gibi ilaglari i¢eren insiilin salgilaticilar, (c)
periferik dokularin insiiline duyarliligin1 artiran ve tiyalzolidindionlar1 igeren insiilin
duyarhlastiricilar ve (d) insiilini eksojen olarak rekombinant insiilin formunda
saglayan insiilin/instilin analoglari. Siddetli vakalarda, bu ilaglar kan sekeri kontroliinii
optimize etmek i¢in kombinasyon halinde kullanilir (Nyenwe et al., 2011). T2DM

hastalarina yonelik bazi1 giincel tedaviler, genellikle hipoglisemi nedeniyle olusan kilo

alim1 dahil olmak {izere istenmeyen yan etkilerle iligkilidir.
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2.7. Diyabetes Mellitusun Komplikasyonlari

Diyabet, hastalarin morbidite ve mortalitesine neden olan vaskiiler
komplikasyonlarin gelisme riskinin artmasiyla iligkilidir. Zayif glisemik ve kan
basinci kontrolii, biiyiik (makrovaskiiler), kiiclik (mikrovaskiiler) damarlar1 veya her

ikisini birden etkileyen vaskiiler komplikasyonlara yol acar (Sekil 2.9).

Mikrovaskiiler Komplikasyonlar \ / Makrovaskiiler Komplikasyonlar

66z
Yiiksek kan glukozu ve kan basinci goziin kan

damarlarina hasar verir. Bu durum retinopati, Gecici iskemik atak, biligsel bozukluk vb. dahil olmak
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calisma yasindaki insanlarda korligin en sik A el
nedenlerindendir. R
BOBREK y KALP
Yitksek kan basinci kilcal damarlara zarar verir ve 1 Yiiksek kan basinci ve insiilin direnci koroner kalp
yiksek kan glukoz diizeyi bbrekleri agin caligtirarak (A | SO hastalig riskini artir
nefropatiye neden olur \
NOROPATI y
Hil Derg1 semi perifer sinir sistemindeki sinirlere hasar KSTREMITELER
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Periferik vaskiiler hastalik, kan damarlaninin
daralmasi sonucu bacaklarda kan akisinin azalmasi
veya hi¢ olmamasi riskini artinir. Ayak yaralarinin
yavas iyilesmesi, gangren ve diger komplikasyonlara
yol agmasi muhtemeldir.

durum g ve/veys uyusu
olabilir. Ayaklarda olusan yatalaft far y
enfekte olabilir ve gangrene y ipbeiting

Created in BioRender.com bio

Sekil 2.9. Diyabetin mikrovaskiiler ve makrovaskiiler komplikasyonlari. Diyabet, arterlerde
makrovaskiiler komplikasyonlarin (koroner ve serebrovaskiiler hastaliklar) ve
kapillarlarda mikrovaskiiler komplikasyonlarin (retinopati, ndropati ve nefropati)
gelismesiyle yakindan iligkili kronik bir hastaliktir. Bu vaskiilopatiler, 6liim oranini ve
hastalarin yasam kalitesini bilyiik 6l¢iide etkilemektedir (Created with BioRender.com).

2.7.1. Makrovaskiiler Komplikasyonlar

Dolasim  sisteminin  biiyiik  damarlarin1  etkileyen = makrovaskiiler
komplikasyonlar; {ilserasyon, gangren ve alt ekstremite amputasyonlarina yol agabilen
inme (serebrovaskiiler), koroner kalp hastaligi (CHD) ve periferik vaskiiler hastalik
insidansinin 2 ila 4 kat artmasina neden olabilir (Ceriello, 2010). Bu makrovaskiiler
komplikasyonlar, I6kositlerin yaralanma bélgesine gogiinii igeren hizlandirilmig
ateroskleroz bigimleridir (Casellini and Vinik, 2007).

2.7.2. Mikrovaskiiler Komplikasyonlar

Mikrovaskiiler komplikasyonlar, kiiclik kan damarlarinin hasar gérmesini igerir
ve diyabetik ndropatiye (sinir hasar1), nefropatiye (bobrek hastaligi) ve retinopatiye

(gbz hastaligl) neden olmaktadir.
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2.7.2.1. Diyabetik Noropati

Periferik, proksimal, fokal ve otonomik olarak siniflandirilan diyabetik néropati,
diyabetin tiim uzun vadeli komplikasyonlar1 arasinda en yaygin olanidir ve hastalarin
yaklasik %60'inda sinir hasar1 goriliir (Casellini and Vinik, 2007; Edwards et al.,
2008). His kaybinin yani sira agr1 ve giigsiizliik i¢ceren ve uzuv amputasyonlarina yol
acabilen ilerleyici bir hastaliktir.

2.7.2.2. Diyabetik Nefropati

Diyabetik nefropati, son donem bobrek hastaliginin (ESRD) 6nde gelen ve
diinyada bobrek naklinin en yaygin nedenidir. Artmis glomeriiler kan basinci ile
idrarda albiiminin varhig1 ve ilerleyici ylikselisi nefropatinin biyobelirtecidir.
Miidahale yapilmadig: takdirde bu durum devam eder ve idrarda protein kaybina ve
glomerular filtrasyon hizinda azalma seklinde bobrek fonksiyonlarinda azalmaya yol
acar. Bu da sonunda ESRD’ye ve tam bobrek yetmezligine yol agar. Klinik kanitlar,
T1DM’li hastalarin yaklasik %15-20’inde, T2DM’li hastalarin ise %30-40’1nda ESRD
gelistigini bildirmistir (Selby et al., 1990).

2.7.2.3. Diyabetik Retinopati

Retinal vaskiilatiirde hasara neden olan diyabetik retinopati, calisma ¢agindaki
popiilasyonda korliigliin ve gérme bozuklugunun yaygin bir nedenidir. Diyabetik
retinopati olusumu, yeterli ve zamaninda tedavi ile azaltilabilir ve/veya 6nlenebilir.

2.7.2.4. immun Sistemin Bozulmasi

Tip 1 Diyabetes mellitus, Langerhans adaciklarindaki insiilin {ireten [
hiicrelerinin tahrip edildigi ve bunun sonucunda insiilin iiretiminin durdugu otoimmun
bir hastaliktir. Otoimmunite, genetik ve ¢evresel faktorlerden etkilenen karmasik bir
siirectir. Son veriler T hiicrelerinin TIDM'deki 6nemli roliinii vurguladigindan,
bagisiklik sistemlerinin B ve T hiicreleri otoimmunitede 6nemli roller oynar (Salomon
et al., 2000; Lindley et al., 2005).

2.7.2.5. Periodontal ve Ayak Hastaliklar:

Diyabette viicudun bagisikligi 6nemli 6l¢lide azaldigindan, viral, bakteriyel,
fungal ve protozoal enfeksiyonlar dahil olmak iizere istilac1 yabanci patojenlere karsi
savunma yetenegi etkilenebilmektedir (Pozzilli and Leslie, 1994; Vazquez and Sobel,
1995; Peleg et al., 2007). Bu enfeksiyonlar arasinda en dikkat ¢ekici olani, ciddiye
alinmadig1 takdirde disleri ciddi sekilde etkileyebilen periodontal hastaliklardir
(Genco et al., 2005). Disler, antijenler ve bagisiklik sistemi arasindaki etkilesim

oldukca karmasiktir. Ayni nedenlerle, ayak mantar enfeksiyonlar1 (6zellikle ayak
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parmaklari arasinda) diyabetli hastalarda diyabetik olmayanlara gore daha sik goriiliir.
Bu bolgede yeterli temizligin yapilmamasi ve nem, kalic1 enfeksiyonun en yaygin
nedenidir. Siirekli enfeksiyonun bir bagka nedeni de ndropati nedeniyle derinin
hassasiyetinin azalmasidir. Bu nedenle, enfeksiyonun teshis edilmesi ¢ok uzun zaman
alabilir, bu siire zarfinda enfeksiyon derinlesir, tedavi edilmesi daha zor hale gelir ve
gangrene doniisiir, sonunda ayagin kesilmesine yol acar (Eckhard et al., 2007).

Diyabet, bu hastalikla yasayan insan sayisinin 2025 yilina kadar 380 milyona
ctkmast beklenen biiyiik bir kiiresel saglik sorunu olarak ortaya ¢ikmaktadir. Bu
popiilasyonun yaklasik %10’u, ilerleyici B hiicre kaybi1 ve insiilin eksikligi ile
karakterize TIDM’ye sahip olacaktir. Niifusun geri kalan %90'1, insiilin direnci ve
bozulmus insiilin sekresyonu ile karakterize edilen T2DM'ye sahip olacaktir. Mevcut
yonetim ve tedavi stratejileri diyabetli hastalara yardimci olabilse de yeni etkili
tedavilere ihtiya¢ duyulmaktadir. T2DM terapdtikleri i¢in son gelismeler, insiilin
sekresyonunu/etkisini, duyarliligini artiran ve hepatik glukoz liretimini azaltan ilaglara
odaklanmaktadir. TIDM i¢in potansiyel yeni tedaviler arasinda tiim pankreas veya
pankreas adacik nakli, B hiicre rejenerasyonu ve kok hiicre tedavisi yer almaktadir. Bu
tedavilere kan sekerini diistirmek, erken morbidite ve mortalitenin birincil nedenleri
olan uzun vadeli makrovaskiiler komplikasyonlar1 (kardiyovaskiiler, serebrovaskiiler,
periferik vaskiiler hastalik ve alt ekstremite amputasyonu) ve mikrovaskiiler
komplikasyonlar1 (néropati, nefropati ve retinopati) dnlemek i¢in acilen ihtiyag vardir.

2.8. Diyabetik Nefropatiye Genel Bakis

Diyabetin en énemli uzun vadeli komplikasyonlarindan olan diyabetik bobrek
hastaligi (DKD) olarak da bilinen DN, son donem bobrek hastaliginin (ESRD) en
yaygin nedenidir. Diyabetin biitiin formlarinda karsimiza ¢ikan DKD, normal veya
anormal glomeriiler filtrasyon hizi (GFR) varliginda klinik olarak tespit edilen
albiimintiri ile kendini gosteren yapisal ve fonksiyonel bobrek hasari olarak tanimlanir.
Diyabetin karakteristik mikrovaskiiler komplikasyonu olarak da kabul edilen bu
durum, diyabetin siiresiyle iliskili olup ¢evresel faktorler ve genetik belirleyiciler
arasindaki karmasik etkilesimleri igermektedir.

Diyabetik bobrek hastaligi, TIDM’de hastaligin baslangicindan sonraki ilk 10-
15 yil i¢inde gelisirken, T2DM’de bazi hastalarda diyabetin ge¢ teshis edilmesi
nedeniyle baglangici net olarak bilinememektedir. Diyabetik niifusun ortalama yasam
siiresinin uzamasi, tedavi ve hastalik yonetimindeki iyilesmelerin, DKD insidans1 ve

prevalansi tizerinde 6nemli bir etkiye sahip oldugu da bilinmektedir (Arslan et al.,
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2014). DKD'li hastalar ayn1 zamanda bobrek nakli talep eden hastalarin {igte birini
olusturmaktadir. Tiim bu faktorler, saglik hizmetleri maliyetleri ve kaynaklar1 izerinde
bliyiik bir yiikk olusturmaktadir. Diinya genelinde, DM i¢in 760,3 milyon dolar
harcanmaktadir. 2045 yilinda bu miktarin 900 milyon dolardan fazla olacagi tahmin
edilmektedir (Saeedi et al., 2019).

2.8.1. Diyabetik Bobrek Hastaliginin (DKD) Teshisi

Diyabetik bobrek hastaligi tanisi genellikle hastanin saglik gecmisine ve klinik
bilgilerine dayanir. Bobrek biyopsisi, diyabetli hastalarda yaygin olarak kullanilmaz.
DKD tanisin1 destekleyen faktorler (6zellikle TIDM) arasinda uzun diyabet oykiisii,
bobrek fonksiyonlarinda bozulmadan 6nce proteiniiri Oykiisii, diyabetik retinopati
varlig1 ve ultrasonda nispeten korunmus veya boyutu artmis bobreklerin varligi yer
almaktadir (Lampropoulou et al., 2014; Park, 2014).

Histopatolojik acidan DKD, glomeriiler mezangiumda hipertrofi ve genisleme,
glomeriiler bazal membranda kalinlagsma, podosit sayisinda azalma, podosit
disfonksiyonu, sentez ve degradasyondaki dengesizlikten kaynaklanan ekstraseliiler
matriks (ECM) proteinlerinin birikimi ile karakterizedir (Al-Malki, 2014; Brosius and
Coward, 2014; Xu et al., 2014; Coward and Fornoni, 2015). Tubulo-interstisyum ve
intrarenal vaskiilatiirde de morfolojik degisiklikler goriiliir. Tubulo-interstisyum
degisiklikler fibrozisi igerirken, vaskiiler degisiklikler arteriyoler kalinlasma ve
hiyalinizasyonu icerir. DKD’de bobrek tutulumunun en erken belirteci proteintiridir.
Ancak proteiniiri ortaya ¢iktiginda bobreklerin zaten 6nemli Sl¢lide hasar gdrmiis
olabilecegi ve dolayistyla ESRD gelisimine karsi onleyici eylemin bu agamada ¢ok
gec olabilecegi de unutulmamalidir (Higgins and Coughlan, 2014; Siwy et al., 2014).

2.8.2. Diyabetik Bobrek Hastaliginin Asamalari

Geleneksel olarak, DKD bes asamadan olusur:

1. Asama: geri doniisiimlii glomeriiler hiperfiltrasyon

2. Asama: normal GFR ve normoalbiiminiiri

3. Asama: mikroalbiiminiiri ve normal GFR (DM tanisindan yaklagik 5-10 yil
sonra)

4. Asama: proteiniiri varligi; nefrotik diizeye ulasabilir (genellikle 10-15 yillik
hastalik)

5. Asama: terminal doneme yol acan kronik bdbrek hastaligi (olagan GFR
egimi <10 mL/dak/y1l) (Halimi, 2012).
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Islevsellik agisindan da DKD bes farkli asamadan olusabilir: (Mogensen et al.,
1983; Haneda et al., 2015)

1.

5.

Asama: Hiperfonksiyon ve hipertrofi. Degisiklikler genellikle TIDM’de
tani sirasinda bulunur. Fazla miktarda idrar ile alblimin atilimi olur ve
fiziksel egzersiz sirasinda bu durum siddetlenebilir. Bu asamada,

degisiklikler insiilin tedavisi ile kismen geri dondiiriilebilir.

. Asama: Klinik hastalik belirtileri olmaksizin morfolojik lezyonlar ve

artmis GFR. Alblimin atilimi bu asamada normal olabilir. Glisemik
kontroliin iyi yapilamamasi ve fiziksel egzersiz eksikligi albiiminiiriyi
ortaya cikarabilir. Bu lezyonlar genellikle uzun yillar boyunca sessizce

gelisir.

. Asama: Yeni baslayan DN, gizli olmayan DN'nin onciistidiir. Anormal

derecede yiiksek idrar alblimin atilimi1 (radyoimmiinoassay ile olgiiliir) ile
karakterizedir. Bu evrede albiiminiiride, mikroalbiiminiiriden (30-300 mg
alblimin/glin [24 saat]) baslayarak makroalbliminiiriye (>300 mg/giin)
kadar ilerleyen bir artis vardir. Kan basinci (BP) yiiksek olan hastalarda
albiimin atilimi daha yiiksektir. GFR bu asamada normalin iizerinde
olabilir.

Asama: Gizli olmayan DN. Kalic1 protein idrar1 (>0,5 g/giin) ve GFR'de
azalma ile karakterizedir.

Asama: DKD’e bagli iiremi ile ESRD.

Histopatolojik bulgulara dayanarak, DKD tablo 2.3 gdsterildigi gibi

siniflandirilabilir. Ayrica, interstisyel ve vaskiiler lezyonlarin varligina dayali olarak

bir skorlama sistemi ortaya konmustur (Tablo 2.3). Bu sisteme gore, interstisyel

lezyonlar interstisyel fibrozis ve tubuler atrofi (IFTA) olanlar ve interstisyel yangi

olanlar olarak ikiye ayrilabilir. IFTA yiizdesine gore 0-3 arasi bir skor verilir ve

infiltrasyonun yerine gore 0-2 arasi bir skor verilir. Vaskiiler lezyonlar i¢in arteriyoler

hiyalinozis,

bliyilk damarlarin tutulumu ve arteriyosklerozis dikkate alinir.

Arteriyolerde hiyalinozisin derecesine bagli olarak 0-2 arasi bir skor verilir.

Arteriosklerozis, intimal kalinlagmanin derecesine bagli olarak 0-2 arasinda bir puan

verilir.
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2.9. Diyabetik Nefropatinin Patogenezi

Diyabetik bobrek hastaligi (DKD) olarak da bilinen DN, DM nin énemli bir
mikrovaskiiler komplikasyonudur. DM’li hastalarda albliminiiri, hipertansiyon ve
azalan bobrek fonksiyonu c¢ogunlukla beraber goriilebilmektedir. Daha Onceden
yapilan c¢aligmalar nefropatinin, TIDM’li hastalarin %30’u, T2DM’li hastalarin
%20’sini etkiledigini 6ne siirmekteydi. Fakat son yapilan g¢alismalarda bu oranin
T1DM’1i hastalarda diisiiste oldugunu gdstermektedir (Reutens, 2013).

Diyabetik nefropati, diinya genelinde kronik ve son dénem bobrek hastaliginin
(ESRD) 6nde gelen nedenidir. Hiperglisemik kontrol, antihipertansif 6nlemler, renin-
anjiyotensin-aldosteron sisteminin (RAAS) inhibisyonu ve anti-inflamatuar
yaklagimlar gibi modern tedavilere ragmen, ¢ogu hasta ilerleyici bobrek hasari
gostermeye devam etmektedir. Bu sonug, DN'nin olusmasi ve ilerlemesinde yer alan
anahtar patojenik mekanizmalarin, en azindan kismen aktif kaldigin1 ve su anda
mevcut olan tedaviler tarafindan engellenememis oldugunu gostermektedir. DN’nin
patogenezinin anlasilmasi, DN gelisimini onlemek veya en azindan ilerlemesini
geciktirmek i¢in daha etkili tedavilerin belirlenmesine yardime1 olmaktadir (Reutens,
2013).

Diyabetik nefropati, bireysel ve zamansal heterojenligi olan bir hastalik olarak
kabul edilmektedir. DN'nin patogenezisi, bir dizi karmasik molekiiler siireci igeren ¢cok
faktorliidiir. DN'nin patolojik degisiklikleri, birbiriyle etkilesime giren histopatolojik
ve fonksiyonel degisikliklerden olusur. DN'nin ilerlemesi klinik asamalara béliinebilir
(Tablo 2.3) (Nelson et al., 1993; Rudberg and Osterby, 1997). Diyabete bagl bobrek
tutulumunu diistindiiren ilk klinik isaret, glomeriiler filtrasyon oranimnin (GFR) >120
mL/dk/1,73 m? artmas1 ve ardindan mikroalbuminiirinin baslamasidir (albiimin atilim
hiz1 [AER] >30 mg/g kreatinin). Bu durum tedavi edilmezse, makroalbliminiiri (AER
> 300 mg/24 saat veya >300 mg/g kreatinin) ile karakterize olan belirgin nefropatiye
ilerler (Nelson, Knowler et al., 1993; Rudberg and Osterby, 1997).

Tablo 2.3. Diyabetik nefropatinin klinik evreleri

Asama GFR AER Diyabetin siiresi (y1l)
(mL/min/1.73 m?» (mg/g kreatinin)
1.Hiperfiltrasyon >120 <30 0-5
2.Mikroalbiiminiiri Normal 30-300 5-15
3.Makroalbiiminiiri/proteiniiri  Normal ya da <90 >300 10-20
4 Ilerleyici bobrek hastalig Normal ya da <90 >3000 15-25
5.Son donem bobrek hastaligi <15 >3000 20-10

AER: albiimin atilim orani, GFR: glomeriiler filtrasyon orani
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2.9.1. Hemodinamik Degisiklikler

Diyabetik nefropatinin  baglangici, TIDM’li gen¢ hastalarin  biiyiik
cogunlugunda goriilen glomeriiler hiperfiltrasyon ile karakterizedir (Amin et al.,
2005). Glomeriiler hiperfiltrasyona yol agan potansiyel mekanizmalar hemodinamik,
vazoaktif, tubuler, biiylimeyi tesvik eden ve metabolik faktdrlerin kombinasyonunu

igerir (Sekil 2.10) (Premaratne et al., 2015).

Vazoaktif Mediatorler
-RAS aktivasyonu
-ACE2 modiilasyonu
-NO dretiminde artig
- COX2 kaynakli prostanoidlerde artig|

Hemodinamik Faktorler
-Afferent arteriol dilatasyonu
-Efferent arteriol konstriksiyonu
-Nefrona gelen plazma akiginda artig
-Intraglomeriilar basing artisi

________________________________

Sistemik Faktorler

Tubuloglomeriiler Geribildirim -Hiperglisemi
-Hiperglisemi -Sistemik hipertansiyon
-Yiksek sodyum tiketimi -Ylksek protein diyeti

-Obezite

Sekil 2.10. Glomeriiler hiperfiltrasyon mekanizmasi. Diyabette glomeriiler hiperfiltrasyonu etkileyen
faktorler. ACE2: Anjiyotensin Doniistiiriici Enzim 2, COX: Siklooksijenaz, NO: Nitrik
Oksit, RAS: Renin Anjiyotensin Sistemi (Premaratne et al., 2005; Kaul, Tarr et al., 2013).

Glomeriiler hiperfiltrasyon, diyabet ve hipertansiyonda mikroalbiiminiiri
gelisme riski ile giliclii bir sekilde iligkilidir ve hiperfiltrasyonu bu kosullarda
nefropatinin Onciisii olarak diisinmek mantikhidir (Magee et al., 2009). TIDM’li
yetigkinlerde hizli bir GFR diisiisii renal hiperfiltrasyon ile iliskilidir (Bjornstad et al.,
2015) ve T2DM’li hastalarda glomeriiler hiperfiltrasyon gelecekteki GFR diisiisiinii
ongorebilir (Moriya et al., 2012).

Hiperfiltrasyon teshisi ile ilgili bir sorun, bu klinik durum i¢in genel olarak
evrensel kabul gérmiis tanimin mevcut olmamasidir. Bunun bir nedeni,
hiperfiltrasyona karsilik gelen GFR diizeylerinin biiylik dlclide yasa bagh olmasidir.
Bu nedenle, T2DM’li hastalarda glomeriiler hiperfiltrasyon prevalansina iliskin
tahminler biiyiik farkliliklar gdstermektedir. Yapilan bir ¢alismada hiperfiltrasyon

prevalansinin %7,4 oldugunu gdstermistir, ancak yasa gore ayarlandiginda bu oran
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%16,6'ya yiikselmistir (Premaratne, Macisaac et al., 2005). Ayrica, yakin zamanda
yapilan uzun vadeli prospektif arastirmalar, TIDM’li hastalarda glomeriiler
hiperfiltrasyonun bobrek sonuglart agisindan belirleyici oldugu konusunda siiphe
uyandirmaktadir (Premaratne, Verma et al., 2015).

2.9.2. Histopatolojik Degisiklikler

Gilinlimiizde DN'li hastalarin ¢ogu klinik olarak teshis edilmekte ve hastalarin
sadece kii¢iik bir kismina bobrek biyopsisi yapilmaktadir. Diyabetli hastalarda DN'den
baska bobrek hastaliklarinin da ortaya ¢ikabilecegini unutmamak 6nemlidir. Buna
gore, diyabetle iliskili olmayan bobrek hastaligi sliphesi yiiksek olan diyabetli
hastalarda bobrek biyopsisi yapilmalidir. Bu hastalarda bobrek biyopsisini tesvik eden
atipik klinik 6zellikler arasinda, diyabetik retinopati olmamasi, hizla artan proteiniiri,
hizla azalan GFR veya aktif idrar sedimenti varlig1 (6rn. 6nemli mikroskobik hematiiri
veya piyiiri) yer alir (Rutledge et al., 2010).

Diyabetik nefropati, glomeriiler bazal membran (GBM) kalinlagsmasi,
mezangiyal genisleme (erken DN'de), Kimmelstiel-Wilson nodiilleri (mezangiyal
hiicrelerin ve mezangiyal matrisin bir araya toplanmasi), arteriyel hiyalinozis ve
tubulointerstisyel degisiklikler (6rn. ilerlemis DN'de fibrozis ve tubuler atrofi) dahil
olmak {izere bir dizi histopatolojik degisiklikle karakterize edilir (Sekil 2.11) (Tervaert
et al.,, 2010; Reidy et al., 2014). DN'deki glomeriiler degisiklikler hiperglisemi,
hiperlipidemi, ileri glikasyon son iirtinleri (AGE'ler) ve insiilinle iliskili yanitlarin

dogrudan etkileriyle baslatilir (Sekil 2.12) (Rutledge, Ng et al., 2010).
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NORMAL DKD
Endotel Hiicresi Arteriyol Hiyali
Bazal Membran Bazal Membranda Kalinlasma

ezangial Hiicrelerde Hipertrofi

Pariyetal Hiicre

Kolajen Birikimi

M ial Hiicre

Albiimin Podosit Kaybi, Hipertrofi

Glomeriiler Kapiller Podositlerin Ayak Uzantilarinda Etkilenme

Podosit Albiiminiiri

Podositlerin Ayak U Tubul Epitelinde Atrofi

Tubul Epitel Hiicresi. Aktif Miyofibroblast ve Matriks

Yangisal Hiicre Infiltrasyonu

Sekil 2.11. Diyabetik bobrek hastaliginin patolojik bulgulart. Normal saglikli glomerulus, afferent
arteriyoller, kapiller damarlar, endotel hiicreleri, bazal membran, podositler, pariyetal
epitel hiicreleri ve tubul epitel hiicrelerini icerir ve albiimini gegirmez. Bunun aksine,
diyabetik glomeriilus arteriyel hiyalinozis, mezangiyal genisleme, kolajen birikimi, bazal
membran kalinlagsmasi, podosit kayb1 ve hipertrofisi, albliminiiri, tubuler epitel atrofisi,
aktif miyofibroblast ve matriks birikimi, yangisal hiicre infiltrasyonu gosterir (Kaul, Tarr
et al., 2013; Reidy, Kang et al., 2014).

Podosit

Artmus GFR— -
Kan akis gerilimi? AF

Oksidatif Stres

Proliferasyon

Ox-LDL Sitokinlerin Sentezi

Sekil 2.12. Diyabetik nefropatide glomeriiler yeniden yapilanmanin temel aracilari. Glomeriiler
kapillerlerin yapisal biitlinliigli podosit kaynakli vaskiiler endotelyal bilyiime faktorii
(VEGF) gradyanma, podositler ve endotel tarafindan bir bazal lamina sentezine,
kontraktil mezangiyal hiicreler tarafindan kapiller iizerine uygulanan gerilme kuvvetine
ve nefrinin énemli bir bileseni oldugu podosit diyafram kompleksinin korunmasina
baglidir. Hiperglisemi anjiyotensin II sentezini uyarir, donistiiriicii biiylime faktorii
(TGF)-B aktivasyonunu uyarir ve endotel hiicreleri tarafindan eikosanoidlerin (6rn.
HETE ve EET) sentezinde rol oynayan CYP4A ve CYP2C'de degisikliklere neden olur.
Hiperlipidemi ve buna bagli oksidatif stres, endotelyal nitrik oksit sentaz (eNOS)
inaktivasyonu ve iirik asit artisi sinyalini veren MAPK 'nin stresle iliskili protein kinaz alt
kiimesi araciligiyla etki eder (Furuta et al., 1993; Nakagawa et al., 2011).
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Diyabetik glomeriilopatinin siddeti diyabetin siiresinden biiylik Olciide
etkilenmektedir (Urizar et al., 1969; Fioretto et al., 2008). Mezangiyal matriks
genislemesi ve GBM kalinlagmasinin yami sira, podosit kayb1 da DN gelisimi i¢in
kritik bir faktordiir. Glomeriiler podosit yogunlugu ve albiiminiiri progresyonun en iyi
belirleyicisidir (Pagtalunan et al., 1997; Steffes et al., 2001). Podositler kolayca
yenilenemediginden, kalan podositler, GBM'in kaybolan podositler tarafindan
'ciplak’ birakilan kismini 6rtmek i¢in boyutlarini ve sekillerini degistirir (Romagnani
and Remuzzi, 2013; Reidy, Kang et al., 2014).

2.9.3. Metabolik Yolaklar

Diyabetik nefropati i¢cinde metabolik olarak yonlendirilen, glukoza bagl cesitli
yollar aktive olur. Bu yolaklar arasinda oksidatif stres, poliol yolu, hekzozamin yolagi
akis1 ve AGE birikimi yer alir. Hiperglisemi, matriks proteinlerinin enzimatik olmayan
glikasyonuna neden olur, bu da daha sonra mezangiyal hiicrelerdeki ileri glikasyon son
tirtinleri reseptorlerine (RAGE) baglanan ve hiicre hasarini indiikleyen geri
dontistimsliz AGE'lere doniisiir (Singh et al., 1998). Glukoz sorbitole metabolize
olabilir ve mezangiyal hiicrelerde birikebilir, bu da nikotinamid adenin diniikleotid
fosfat tiikenmesine, nitrik oksidin (NO) azalmasina, oksidatif stresin artmasina ve
protein kinaz C'nin (PKC) aktivasyonuna yol agar. PKC'nin fosforilasyonu daha sonra
dontstiiriicii bliytime faktori-p (TGF-B) ve vaskiiler endotelyal biliyiime faktori
(VEGF) yolaklarinin yani sira reaktif oksijen tiirleri (ROS) ve anjiyotensin II'yi aktive
eder. Bu da mezangiyal genislemeye neden olur (Sung et al., 2006; Arora and Singh,
2013). ROS biyoyararlaniminin artmasi (oksidatif stres) yangi, fibrozis ve endotelyal
disfonksiyona yol agar (Kaneto et al., 2007; Thallas-Bonke et al., 2008). DN'nin
gelisimi ve ilerlemesinde tanimlanan sinyal yollar1 Tablo 2.4’de 6zetlenmistir (Tavafi,

2013).
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Tablo 2.4. Diyabetik nefropati patogenezisinin karisik ag1 (Tavafi, 2013)

-TGF-p -ROS
-VEGF -PKC
Agll -NADPH AGEs -Fibronektin
Oksidaz -Laminin
-ROS -Kolajen 1
-IL-1
-TGF-p Polyol -ROS o
Aldosteron -VEGF Yolagi -AGEs H
-ROS -PKC
-TGF-p -TGF-B <
- Renin -TNF-a PPARSs -ROS R
2 -VEGF -VEGF @
-TGF-p
= "NADPH E
N PKC Oksidaz TNF-a -TGF-B
E -VEGF -CTGF -
U -ROS Z
-Agll
ad -CTGF E
m -NADPH Adenozin -TGF-p H
A TCF-B Oksidaz reseptorleri -VEGF m
- - (A2b-AR)
m Fibronektin CQ
_ROS <
-TGF-B -TGF-B >.1
NADPH -IL-8 -NF-kB o
Oksidaz - -RAS =)
Fibronektin -PKC
-Kolajen 4 Oksidatif -Polyol
-TGF-B Stres -AGEs
Jack/STAT -NF-xf -VEGF
Yolagi -ICAM -TNF-a
-IL-18
-IL-16

TGF-p: Doniistiiriicii Biiytime Faktorii Beta, VEGF: Vaskiiler Endotelyal Bilylime Faktorii, NADPH
Oksidaz: Nikotinamid Adenin Diniikleotid Fosfat Oksidaz, ROS: Reaktif Oksijen Tiirleri, IL-1:
Interlokin-1, TNF-a: Timér Nekroz Faktori Alfa, CTGF: Bag Dokusu Biiyiime Faktorii, IL-8:
Interlokin-8, NF-kp: Niikleer Faktor Kappa B, ICAM: Hiicre I¢i Adhezyon Molekiilii, PKC: Proteinaz
Kinaz C, IL-18: Interlokin-18, IL-16: Interlokin-16

2.9.4. Potansiyel Bir Etken Olarak Endotel Disfonksiyonu

Endotel disfonksiyonu insan DN'si ve diyabetik retinopati ile iliskilidir. Endotel
disfonksiyonunun derecesi hem TIDM hem de T2DM’de DN'nin ciddiyeti ile
iliskilendirilebilir (Stehouwer et al., 1991; Stehouwer et al., 1992) ve ayrica T2DM’li
hastalarda glomeriiler hasar ile pozitif korelasyon gostermektedir (Fioretto et al.,
1998). Diyabetik durumda, hiperglisemi ve diger faktorler endoteldeki NO
seviyelerinde azalmaya neden olur ve endotelyal disfonksiyon gelisimine sebep olur.
Bu faktorler arasinda ROS artis1, endotelyal nitrik oksit sentaz (eNOS) inaktivasyonu
ve lirik asit artis1 yer almaktadir (Sekil 2.13) (Nakagawa, Tanabe et al., 2011).
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eNOS

ileri Glikasyon ! i, .
Glukoz .Inaktivasyonu |

Son Uriinleri '\

/ Asimetrik 'Reaktif Oksijen;
\ Dimetil Arjinin/ \ Tiirleri

Endotelyal Nitrik Oksidin Azalmasi

. Glikozillenmis
Urik Asit \/ Deoksihemoglobir

Endotelyal Disfonksiyon

Sekil 2.13. Endotel disfonksiyonuna neden olan faktdrler. Reaktif oksijen tiirleri (ROS), eNOS
inaktivasyonu ve irik asit gibi faktorler endotelyumdaki nitrik oksit seviyelerinde
azalmaya neden olur bu da endotelyal disfonksiyona yol agar. eNOS: Endotelyal nitrik
oksit sentaz (Nakagawa, Tanabe et al., 2011; Kaul, Tarr et al., 2013)

2.9.5. Yangisal Yollar

Diyet, yas, yasam tarzi ve obezite gibi bir¢ok faktoriin DN gelisimine katkida
bulundugu bilinmektedir. Yanginin DN'nin ilerlemesinde 6nemli bir rol oynadigi
ortaya konulmustur (Rivero et al., 2009; Navarro-Gonzalez et al., 2011). Insan bébrek
biyopsilerinden elde edilen bulgular, diyabetli hastalarin bobreklerindeki makrofaj
birikiminin bobrek fonksiyonlarmin azalmasina neden oldugunu gostermistir ve bu da
DN'de bu hiicreler i¢in patojenik bir rol oldugunu diisiindiirmektedir (Furuta, Saito et
al., 1993; Nguyen et al., 2006, Yonemoto et al., 2006). Bu bulgular hem T1DM hem
de T2DM’de yapilan ¢esitli hayvan ¢aligmalarinda desteklenmektedir (Chow et al.,
2004; Chow et al., 2004). Tip 1 diyabetik fare modelinde (STZ enjekte edilmis fareler),
diyabetin baslamasindan sonraki 2 ila 18 hafta arasinda glomeriiler ve interstisyel
makrofajlarda {i¢ kat artis tespit edilmistir. Makrofaj birikimi, bobrek hasarinin klinik
bulgular1 olan albiiminiiri ve serum kreatinin seviyelerinde artis ile pozitif korelasyon
gostermistir. Bobregin histolojik analizi, makrofajlar ile DN'de siklikla goriilen
patolojik degisiklikler (6rn. glomeriiler hipertrofi, hiperselliilarite, tubuler atrofi,
interstisyel miyofibroblast birikimi ve kolajen IV birikimi) arasinda bir iligki tespit
etmistir (Chow, Nikolic-Paterson et al., 2004). Tip 2 diyabetik fare modelinde (db/db
fareler), diyabetli erkek farelerin %50'sinde 4 ila 8 aylikken glomeriiler makrofajlarda

(on kat) ve interstisyel makrofajlarda (ii¢ kat) progresif bir artis gelismistir; bu artis,

31



insanlarda DN'de de mevcut olan hiperglisemi, albiiminiiri ve fibrozis gelisimi ile
iliskilidir (Chow, Ozols et al., 2004).

Bir¢ok yangisal molekiil, diyabetik nefropatide makrofaj infiltrasyonu ve
ardindan bobrek hasarinda yer alir. Ornegin, 18kositlerin vaskiiler endotele saglam
baglanmasinda yer alan ana molekiillerden biri olan hiicreler aras1 adezyon molekiilii-
1 (ICAM-1), DN'li hastalarin hem glomeriillerinde hem de interstisyumunda asiri
eksprese edilir (Hirata et al., 1998). Hiperglisemi, CD4 hiicreleri tarafindan interferon-
v (IFN-y) iiretimini uyarabilen interldkin (IL)-12'nin makrofaj iiretimini indiikleyebilir
(Wen et al., 2006). Serbest yag asitleri, hiperglisemi ve obezite niikleer faktor kB'yi
(NF-«B) aktive edebilir ve NF-kB'nin ¢ekirdege translokasyonuna izin verebilir, bu da
daha sonra DN gelisimini destekleyen endotelin-1, vaskiiler hiicre adezyon molekiilii-
1, ICAM-1, IL-6 ve tiimor nekroz faktorii-a (TNF-a) ile ilgili olanlar gibi genlerin
transkripsiyonunu uyarir (Ha et al., 2002; Chen et al., 2004).

Yanginin DN gelisiminde 6nemli bir rol oynadigina dair kanitlara dayanarak,
bircok anti-enflamatuvar ilag, farkli etkinlik diizeyleri ile DN i¢in tedavi olarak
denenmistir. Ornegin, pentoksifilin, TNF-o mRNA ekspresyonunu inhibe etmektedir
(Han et al., 1990). Bununla birlikte, RAAS inhibe eden ilaglarla birlikte pentoksifilin
ile tedavi edilen hastalarda albliminiiri azalmamstir (Perkins et al., 2009; Badri et al.,
2011).

2.9.6. Renin-Anjiyotensin Aldosteron Sisteminin Rolii

Anjiyotensin II ve RAAS'In diger bilesenleri DN patogenezisinde ve
ilerlemesinde merkezi bir role sahiptir. Yangisal bir durum oldugu i¢in, makrofajlarda
ve lenfositlerde anjiyotensin II seviyelerinin yiikseldigi bulunmustur (Rodriguez-
Iturbe et al., 2001). Anjiyotensin II, NF-xB'yi aktive edip yiikselterek kemokinlerin
iiretimine neden olabilir ve daha fazla bobrek hasarina yol agabilir (Ruiz-Ortega et al.,
2001). Anjiyotensin II ayn1 zamanda tubuler, interstisyel ve fibroblast benzeri
hiicrelerde de lokalize olup, yliksek glikoz ve yangisal mediatorlerle birlikte ¢alisarak
tubuler hiicreleri hedef alir ve diyabette bobrek fonksiyonlarinin bozulmasina neden
olur (Mezzano et al., 2003). Artan anjiyotensin II aktivitesi ayrica mezangiyal
hiicrelerin ve tubuler epitel hiicrelerinin hipertrofisine neden olabilir (Wolf et al.,
1993) ve glomeriiler skleroza neden olabilen TGF-f {iretimini tesvik edebilir.
Anjiyotensin II {iretiminin veya aktivitesinin anjiyotensin doniistiiriicii enzim (ACE)
inhibitorleri veya anjiyotensin II reseptor blokerleri (ARB'ler) tarafindan inhibe

edilmesinin diyabetli hastalarda renoprotektif etkileri vardir.
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Ozetle, DN patogenezisi hem genetik hem de ¢evresel faktorleri igeren gok

faktorlii bir siirectir (Sekil 2.14) (Muskiet et al., 2014). Hiperglisemi, DN’ye

yatkinlikla iligkili aday genleri tasiyan hastalari

hemodinamik degisikliklere neden olur. Hiperglisemi, glomeriiler arteriyoler tonusun
vazoaktif diizenleyicilerini degistirir ve glomeriiler hiperfiltrasyona neden olur.
AGE'lerin iiretimi ve oksidatif stres, TGF-f3 ve anjiyotensin II gibi ¢esitli sitokinlerle
etkilesime girerek bobrek hasarina neden olabilmektedir. Ayrica, oksidatif stres
endotelyal islev bozukluguna ve sistemik hipertansiyona neden olabilir. Yangisal

yollar da aktive olup, bobrek hasarina neden olmak i¢in diger yollarla etkilesime

girebilir.

- Obezite

etkileyerek, metabolik ve

Bobrek Vaskiiler

Insiilin Direnci ve
P Hiicre Disfonksiyomu
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Arteriyol S §

(]
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Mezengiyal Genisleme
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Sekil 2.14. Diyabetli hastalarda bobrek hastaliginin patogenezisi. Kronik hipergliseminin merkezi rol

oynadig1 hemodinamik ve metabolik faktdrler diyabetik nefropatinin patofizyolojisinde
cok 6nemli role sahiptir. Obezite ve kronik hiperglisemi, afferent ve efferent arteriyolar
tonusun vazoaktif diizenleyicilerini degistirerek Pgc, hiperperfiizyon ve hiperfiltrasyon
artisina yol acar. Bu erken renal hemodinamik degisiklikler, sistemik hipertansiyon ile,
T2DM’de renal hastaligin gelisimi ve ilerlemesinde 6nemlidir. Ek olarak, kronik
hiperglisemi ve dislipidemi mitokondriyal siiperoksit asir1 iiretimini indiikler ve bu da
diyabetik nefropatinin gelismesine ve ilerlemesine yol agan iyi tanimlanmis birkag yolu
aktive eder. Diyabetik ortamdaki bu faktdrler bir araya geldiginde, histolojik olarak
glomeriiler ve tubuler bazal membranlarin kalinlagsmasi, mezangiyal genisleme ve
podositopati ile karakterize edilen glomeriiler hasara yol acar. AGE: Ileri Glikasyon Son
Uriinleri, Ang II: Anjiyotensin II, ANP: Atriyal Natriiiretik Peptid, COX:
Siklooksijenaz, ET-1: Endotelin-1, GBM: Glomeriiler Bazal Membran, IL: Interl6kin,
NO: Nitrik Oksit, PGC: Glomertiler Kapiller Hidrostatik Basing, PT: Proksimal Tubul,
ROS: Reaktif Oksijen Tiirleri, T2DM: Tip 2 Diyabetes Mellitus, TGF: Transforme
Biiyiime Faktorii, TNF: Tiimor Nekroz Faktorii, VEGF: Vaskiiler Endotelyal Biiyiime
Faktorii (Kaul, Tarr et al., 2013; Muskiet, Smits et al., 2014).
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2.10. Apoptoz

Apoptozun baglica belirleyicileri arasinda hiicre hacminin azalmasi, kromatin
yogunlasmasi ve DNA'nin boliinmesi yer alir. Bu degisikliklerin bir sonucu olarak
apoptotik ve piknotik hiicreler olusur. Bu degisikliklere esas olarak sistein proteazlar
yani kaspazlar aracilik eder. Kaspazlar, 6liim reseptorii yolu ve mitokondriyal yol
olmak {iizere iki farkli yolla apoptozu indiikler. Mitokondriyal yolda, mitokondriden
sitokrom ¢ salinimi, anti- ve pro- apoptotik Bcl-2 (B-hiicreli lenfom 2) proteinleri
arasindaki denge tarafindan kontrol edilir (Adams and Cory, 1998). Apoptoz proteaz
aktive edici faktor-1 (APAF-1) ve sitokrom c, kompleks prokaspaz-9 olusturur. Daha
sonra APAF-1 ve prokaspaz-9 ‘apoptozom’ ad1 verilen baska bir kompleks olusturur.
Bu kompleks igerisinde kaspaz-9 aktive olur.

Oliim reseptdrii yolunda, Fas-Fas ligand (FasL) etkilesimi Fas-iliskili 6liim
alanii (FADD) aktive edebilir ve FADD pro-kaspaz 8'i indiikleyebilir. Bu iki molekiil
6lim indiikleyici sinyal kompleksi (DISC) olusturur (Shi, 2002). Bir sonraki adimda,
hem kaspaz -8 hem de -9, kaspaz-3 iiretimini indiikleyebilir (Edelstein, 2008).

Bcl-2 protein ailesi ii¢ ana alt birimden olusur. Bu domainler pro- ve anti-
apoptotik dzelliklere sahiptir. Isimlerinden de anlasilacag: iizere, ilk alt grup Bcl-2,
Bcel-xL, Bcl2A 1, Bel-w ve Mcl-1 gibi anti-apoptotik 6zelliklere sahiptir. Ikinci alt grup
pro-apoptik olarak hareket eder ve Bax, Bak ve Bok proteinlerinden olusur. Son grup
Bim (Bcl-2 etkilesimli hiicre 6liim aracisi), Bid (Bcl-2 iliskili hiicre 6liim agonisti),
Bad (Bcl-2 ile etkilesen iligkili 6liim promotorii), Bik (Bcl-2 etkilesimli dldiiriicii), Hrk
(Harakiri), Puma (p53 ile diizenlenen apoptoz modiilatorii), Bmf (Bcl-2 modifiye edici
faktor) ve Noxa'y1 (Latince hasar anlamina gelir) igerir (Cory and Adams, 2002).

Apoptoz, ¢cok hiicreli organizmalarin gelisimi ve normal homeostazi igin gerekli
olan dogal hiicre 6liimii siirecidir (Schwartzman and Cidlowski, 1993). Hiperglisemi
durumu, proksimal tubul epitel hiicreleri de dahil olmak iizere DN'deki ¢esitli hiicre
tiirlerinde, mekanizmasi tam olarak anlagilmamis apoptozu tesvik eder (Allen et al.,
2003). Daha 6nce, apoptozun fosfoinositid 3-kinaz (PI3K)/Akt sinyal yolagi da dahil
olmak {izere bir dizi hiicre i¢i sinyal yolaginin aktivasyonundan kaynaklandigi
aciklanmistir (Simone et al., 2008). Bununla birlikte, hiperglisemik durumun apoptozu
indiikledigi ve DN'de bobrek fonksiyonunun kademeli olarak kaybina katkida
bulundugu bilinmektedir (Adeghate, 2004). DN'li hastalarin bobrek biyopsilerinde
tubuler epitel hiicrelerinde, endotelyal ve interstisyel hiicrelerde apoptoz bulunmustur

(Droge, 2002).
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2.11. Karvakrol

Gelismekte olan tilkelerde bitkilerin kullanimi, diyabetik komplikasyonlarin
onlenmesinde ve tedavisinde etkili, ekonomik ve giivenlidir. Sentetik ajanlarin bitkisel
ilaglarla kiyaslandiginda insan sagligi lizerine ¢ok sayida olumsuz etkiye sahip olmasi,
diyabet komplikasyonlarinin kontrolii i¢in bitkisel beslenme ve bilesiklere ilgiyi
artirmigtir (Ali Asgar, 2013; Agte and Gite, 2019). Diyabetik nefropatide serbest
radikallerin neden oldugu oksidatif stresi azaltmak i¢in Onerilen tedavilerden biri de
bitkisel antioksidan kullanimidir (Samarghandian et al., 2016).

Fenolik bir monoterpen olan karvakrol (CAR, 2-metil-5-izopropilfenol),
Origanum vulgare (mercankdsk) ve Thymus vulgaris (bahge kekigi) cinslerini igeren
Lamiacea familyasina ait ¢ok sayida aromatik bitki tarafindan tiretilen ugucu yaglarin
ana bilesigidir (Can Baser, 2008; Arigesavan and Sudhandiran, 2015; Sharifi-Rad,
Varoni et al., 2018). Genel olarak giivenli bir gida katki maddesi olarak kabul edilen
CAR, tathilarda, iceceklerde ve sakizlarda aroma maddesi olarak kullanilmaktadir
(Lagouri et al., 1993). Son zamanlarda yapilan calismalar CAR’in antioksidan
(Arigesavan and Sudhandiran, 2015; Ozturk et al., 2018; Chenet et al., 2019; Hakimi
et al., 2020), antidiyabetik (Bayramoglu et al., 2014; Ezhumalai et al., 2014),
antibakteriyel (Mbese and Aderibigbe, 2018), antifungal, antikanser (Mbese and
Aderibigbe, 2018), antiapoptotik (Shoorei, Khaki et al., 2019; Zeytun and Ozkorkmaz,
2021), anti-inflamatuvar (Arigesavan and Sudhandiran, 2015; Barnwal, Vafa et al.,
2018; Ozturk, Cetinkaya et al., 2018; Chenet, Duarte et al., 2019; Ezz-Eldin et al.,
2020; Hakimi, Salmani et al., 2020; Lee et al., 2020; Zeytun and Ozkorkmaz, 2021)
ve hepatoprotektif etki dahil olmak iizere c¢ok c¢esitli biyolojik ve farmakolojik
ozelliklere sahip oldugunu ortaya koymustur. In vivo ve in vitro ¢alismalarda
antioksidan 6zelligi ortaya koyulmus CAR’1n bu yetenegi aromatik halkaya kovalent
olarak bagli hidroksil grubunun (OH-) varlig1 sayesindedir (Guimaraes, Oliveira et al.,

2010; Aristatile, Al-Numair et al., 2015) (Sekil 2.15).
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Sekil 2.15. Karvakroliin kimyasal yapis1 ve sahip oldugu biyolojik aktiviteleri

2.12. Hesperidin

Tibbi bitkiler dogru dozaj rejiminde uygulandiginda sentetik ilaglara gore daha
az toksik oldugu ve yan etkilerinin bulunmadig: diisiiniilmektedir. WHO, diyabet igin
tibbi tedavinin yetersiz kaldig iilkelerde, alternatif ve tamamlayici tedavileri tavsiye
etmektedir (Santhakumari et al., 2003). Bitkilerde bulunan c¢esitli biyoflavonoidlerin
hiperglisemi ve/veya diyabetin komplikasyonlarini azalttig: bildirilmistir (Choi et al.,
1991; Shisheva and Shechter, 1992; Ong and Khoo, 1996; Hsu et al., 2003).

Hesperidin (HP, 3,5,7-trihidroksi flavanon-7-rhamnoglukozit, CisH34015),
limon ve tath portakalda bol miktarda bulunan flavanon glikozitdir (Garg et al., 2001).
Toksikolojik c¢aligmalar hesperidinin herhangi bir yan etkisi olmadigin1 ortaya
koymustur (Kurata, Fukushima et al., 1990). HP’nin antioksidatif, antienflamatuvar,
antidiyabetik, antihiperglisemik, antihipertansif, antihiperlipidemik, antikarsinojenik,
antialerjik, antimikrobiyal, antifungal, antiviral, hepatoprotektif ve vazodilator etkilere
sahip narenciye flavonoidi oldugu cesitli calismalarda ortaya konulmustur (Garg, Garg
et al., 2001; Chiba, Uehara et al., 2003; Erlund, 2004; Jung et al., 2004; Tirkey,
Pilkhwal et al., 2005; Akiyama, Katsumata et al., 2009; Ahmed et al., 2012; Shi et al.,
2012; Parhiz et al., 2015; Alu'Datt et al., 2017; Jayaraman, Subramani et al., 2018;
Mas-Capdevila et al., 2020) (Sekil 2.16). HP nefropati, ndropati, kardiyomiyopati ve
beyin hasar1 gibi diyabet kaynakli komplikasyonlarin &nlenmesinde hayati rol
oynadig1 bilinmektedir (Ibrahim, 2008; Kakadiya et al., 2010; Visnagri et al., 2014;
Zhang et al., 2018). HP hem TIDM hem de T2DM modellerinde kan glukoz ve
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kolesterol seviyelerini azalttig1 ve insiilin seviyesini arttirdiglt ortaya konulmustur
(Erlund, 2004; Akiyama, Katsumata et al., 2009; Akiyama, Katsumata et al., 2009;
Kakadiya et al., 2010; Mahmoud et al., 2012; Agrawal et al., 2014; Iskender,
Dokumacioglu et al., 2017). Ayrica diyabetik hayvanlarin karaciger ve bobreklerinde
NF-«B ve oksidatif stresi inhibe etmistir (Iskender, Dokumacioglu et al., 2017). Pro-
enflamatuvar sitokinlerin ve oksidatif stres belirteclerinin serum seviyelerini azalttigi
bir bagka ¢alismada goriilmiistiir (Dokumacioglu, Iskender et al., 2018). HP, retinal
ganglion hiicrelerinde yiiksek glukoz kaynakli oksidatif strese ve apoptoza karsi
koruma sagladigi dikkati ¢ekmistir (Liu, Liou et al., 2017). Diyabetik siganlarda
kardiyak iskemi ve reperfiizyon (I/R) hasarinda Bcl-2 protein ekspresyonunu artirarak
ve Bax protein ekspresyonunu azaltarak antiapoptotik etkiler géstermistir (Agrawal,
Sharma et al., 2014). Ayrica HP kolon, pankreas ve meme kanseri hiicreleri de dahil
olmak tizere ¢esitli kanser hiicrelerinde apoptozu indiikledigi bildirilmistir (Natarajan
et al.,, 2011; Saiprasad et al., 2014). Buna karsilik HP, ndroblastoma ve insan
keratinosit hiicre hatlarinda anti-apoptotik 6zelliklere sahiptir (Tamilselvam et al.,

2013; Hewage et al., 2016).

Hepatoprotektif

Antimikrobiyel
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Antidiyabetik

Sekil 2.16. Hesperidinin kimyasal yapist ve sahip oldugu biyolojik aktiviteleri
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Deney Hayvanlarinin Temini

Calisma yapilabilmesi icin gerekli etik kurul izni Ondokuz Mayis Universitesi
Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu (OMU HADYEK)’ten 05/03/2020 tarih, 2020/13
kabul nolu ve 68489742-604.01.03-E.5651 sayil1 karar ile alind1. Calismada OMU
Deney Hayvanlar1 Uygulama ve Arastirma Merkezi’nden (DEHAM) temin edilen
160-200 gram agirhiginda, 6-8 haftalik, 60 adet yetiskin erkek Wistar Albino sican
kullanildi. Siganlar, ¢alisma siiresi boyunca 22+2°C sicaklikta, nispi nem orani %5015
olan 12 saat karanlik 12 saat yapay 1s1kla aydinlatilmig odada bekletildi. Herhangi bir
kisitlama olmaksizin (ad libitum) glinliik taze igme suyu ve standart sigan pelet yemi
verildi. Calismaya baglamadan 6nce sicanlarin iki hafta silireyle yeni ortamlarma
adaptasyonlar1 saglandi. Bu siire zarfinda hayvanlara herhangi bir deneysel miidahale

yapilmadi. Her grupta 10 tane sican olmak iizere toplam alt1 grup olusturuldu.

3.2. Diyabet Modelinin Olusturulmasi

Diyabetes mellitus, pH 4.5 olan 0.1 M sitrat tamponunda ¢6ziilmiis 50 mg/kg
dozunda taze hazirlanmis STZ'in (Sigma-Aldrich, Katolog No: S0130-1 G) tek doz
intraperitoneal (IP) enjeksiyonu ile olusturulmustur. STZ enjeksiyonundan 72 saat
sonra, gece boyu a¢ birakilmis olan sigcanlarin kuyruk veninden kan alinmis ve kan
glukoz diizeyi On Call Plus seker olgiim cihazi ile dl¢iilmiistiir. Kan glukoz diizeyi
250 mg/dlI’den yiiksek olan siganlar diyabetik olarak kabul edilmistir. Diyabet
olugsmayan sicanlara ayni dozda tekrar STZ enjekte edilmistir. STZ enjeksiyonu
takiben gerceklesen hipogliseminin 6niline gegmek icin doymus sekerli su bir giin

siireyle sicanlara verilmistir.

3.3. Calisma Gruplarinin Olusturulmasi

Karvakrol (Sigma-Aldrich, Katolog No: W224511, Natural %99) ve hesperidin
(Sigma-Aldrich, Katolog No: H5254-100 G) ticari olarak temin edildi. Karvakrol’iin
¢oziiciisii olarak zeytinyagi kullanilirken, hesperidin suda ¢6zdiiriildii. Hesperidin ve
karvakrol hayvan basina en fazla 1 mL olacak sekilde orogastrik gavajla verildi.
Calisma siiresi boyunca yapilan islemler Tablo 3.1 ve Sekil 3.1’de 6zetlenmistir.
Agizdan gavaj uygulamasi i¢in ucu egri ve kiit, paslanmaz ¢elikten yapilmis 6 cm
uzunlugunda gavaj kaniilii kullanildi (Sekil 3.2). Her kullanim 6ncesi ve sonrasi gavaj

kaniilii %70’lik alkolle dezenfekte edilip uygun kosullarda saklanda.
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Tablo 3.1. Calismadaki gruplarin siniflandirilmasi ve yapilan uygulamalar

Grup @ Sican (n)

1 10
2 10
3 10
4 9
5 10
6 10

Grup

Kontrol
(K) grubu

Diyabet
(D) grubu

Tasit (T)
grubu

Diyabet
+

Karvakrol
(CAR)
grubu

Diyabet
+

Hesperidin

(HP)
grubu

Diyabet
_l’_

Hesperidin

(HP)
grubu
_l’_

Karvakrol

(CAR)

Yapilan Uygulamalar

Kontrol grubuna deneyin ilk giinii IP enjeksiyonla
fosfat-sitrat tamponu (pH:4.4, 0.1 M) verildi. Her
giin tartilmalar1 disinda calisma siiresince higbir
uygulama yapilmadi.

Diyabet grubuna 50 mg/kg dozunda STZ taze
olarak hazirlanmis fosfat-sitrat tamponunda
(pH:4.4, 0.1 M) ¢oziilerek IP enjeksiyonla tek doz
olarak verildi. Her giin tartilmalar1 disinda ¢alisma
stiresince hi¢bir uygulama yapilmadi.

Tasit grubuna CAR’1n ¢oziiciisii olan zeytinyagi 6
hafta boyunca 1 ml/kg bw dozda agizdan gavaj ile
verildi. HP suda ¢oziilerek verildiginden tasit
grubu bulunmamaktadir.

STZ enjeksiyonunu takiben 72 saat sonra, aglik
kan sekerinin Ol¢iilmesi ic¢in siganlarin kuyruk
veninden alinan kan 6rnegi (0.1-2 ml) ile glukoz
Olgtimleri yapilip 250 mg/dl veya iistii ¢ikan
sicanlar  diyabetik  kabul edildi. Diyabet
olusumunu takiben si¢anlar tek tek tutulup, tartilip
6 hafta boyunca 75 mg/kg dozda CAR agizdan
gavajla verildi.

STZ enjeksiyonunu takiben 72 saat sonra, aglik
kan sekerinin Olgiilmesi i¢in siganlarin kuyruk
veninden alinan kan 6rnegi ile glukoz dlgtimleri
yapilip 250 mg/dl veya {istii sicanlar diyabetik
kabul edildi. Diyabet olusumunu takiben sicanlar
tek tek tutulup tartilip 6 hafta boyunca 50 mg/kg
dozda HP agizdan gavajla verildi.

STZ enjeksiyonunu takiben 72 saat sonra, aglik
kan sekerinin Olgiilmesi i¢in sicanlarin kuyruk
veninden alman kan 6rnegi ile glukoz dl¢timleri
yapilip 250 mg/dl veya iistii si¢anlar diyabetik
kabul edildi. Diyabet olusumunu takiben sicanlar
tek tek tutulup 6 hafta boyunca 75 mg/kg CAR ve
50 mg/kg dozda HP agizdan gavajla verildi.

CAR: Karvakrol, HP: Hesperidin, STZ: Streptozotosin, IP: Intraperitoneal, n: say1
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/N
250 mg/dl 1 _

il
Diyabetik

Sitrat-Fosfat Tamponu Kontrol
(0.1 M, pH 4.4)

1 mg/kg zeytinyag:

Diyabet+Hesperidin Grubu (10)

-
| 50 mgikg
Hesperidin
(CH..0.:)
S0molkg 812 - Diyabetik
Diyabet+Karvakrol Grubu (9)
=
( %, 75 mglkg
Y I o~ Karvakrol
) mg/d 1
- A Q S (C,H..0)
50 mgkg STZ - Diyaetik
Diyabet+Hesperidin+Karvakrol Grubu (10)
r
< / C,H:..0 + C;H..0,;
50 mglkg STZ
= Diyabetik )
< ;’\5

Sekil 3.1. Calismadaki gruplarin siniflandirilmasi ve yapilan uygulamalar
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Sekil 3.2. Oral gavaj uygulamasi

Calisma siiresi boyunca gruptaki her hayvan, her giin tartildi (Sekil 3.3) ve
agirliklarina uygun olarak HP ve CAR’mn doz hesaplart yeniden yapildi. CAR
grubundan bir adet sigan kan 6l¢iim islemi sirasinda 6ldii. Calismanin 42.giiniinde (6
hafta) her grup 10’lu diizenekten olusan metabolik kafeslere (Sekil 3.4) alindi. Bir
sonraki gilin ksilazin-ketamin anestezisi altinda olan siganlardan serum 6rnekleri elde
etmek icin kardiyak yolla vakumlu jelli sar1 kapakli tiiplere kan alindi ve sicanlar
dekapitasyon yontemi ile otenazi edildi. Siganlarin sag ve sol bdbrekleri %10’ luk
tamponlu formalin soliisyonuna alindi. Glikojen boyanmasi (Best's Carmine)
yapilacak olan bobreklerden parca alinarak Carnoy soliisyonunda fikse edildi.
Sicanlardan alinan kanlar, tiiplerde 20 dakika bekletildikten sonra 10 dakika 3500
rpm’de santrifiijlendi. Siipernatant ependorflara alindi ve analiz yapilincaya kadar

-80°C sakland.

41



Sekil 3.3. Siganlarin tartim iglemleri

Sekil 3.4. Metabolik Kafes Diizeni
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3.4. Alinan Dokularin Histopatolojik Incelemeler I¢cin Hazirlanmasi

Nekropsi sirasinda %10’luk tamponlu formaldehit soliisyonuna alinan bdbrek
dokular1 48 saat tespit edildi. Bobrek dokular1 uygun boyutlarda kiigiiltiildiikten sonra
doku takip kasetlerine alindi. Formaldehitin etkisinin giderilmesi amaciyla doku takip
kasetleri akan ¢esme suyu altinda 8 saat yikandi. Kasetler, doku takip cihazindaki
(Leica®, TP1020) alkol (%50, %70, %80, %96, absoliit) ve ksilen serilerinden
gecirildi ve doku gomme iinitesi (Leica®, EG1150) ile parafin bloklar yapildi.
Mikrotom cihazi (Leica®, RM2125 RTYS) ile parafine gomiilii dokulardan 5 mikron
(um) kalinliginda kesitler alindi. Elde edilen kesitler histopatolojik inceleme igin
kullanildi. Kesitler periyodik asit-Schiff (PAS), Masson’un trikromu, pikrik asit-Sirius
red ve Best’s Carmine yontemleri ile boyandi (Tablo 3.2) (Luna, 1968). Boyanan
kesitler kamera ekli 151tk mikroskobu (Nikon, Eclipse E600) kullanilarak
degerlendirildi ve Nikon digital-sight goriintiileme sistemi (Nikon DS Camera Head
DS-5M) ile fotograflar ¢ekildi.

Tablo 3.2. Histopatolojik incelemelerde kullanilan boyama yontemleri

Boyama Yontemi Yapilis Amaci

Periyodik asit-Schiff (PAS) Tubulus bazal membranin, Bowman kapsiiliiniin pariyetal ve
visseral yapragmin kalinlig: ile glomeruluslarda mezengiyal
matriks artisini degerlendirmek igin kullanildi.

Masson’un trikorumu Bag doku artisinin degerlendirilmesinde kullanildi.
Pikrik asit-Sirius kirmizi Bag doku artisinin degerlendirilmesinde kullanildi.
Best’s Carmine Glomeruluslarda ve tubuluslarda biriken glikojen birikiminin

degerlendirilmesinde kullanildi.

3.5. immunohistokimyasal (IHC) Boyama Teknigi

Immunohistokimyasal boyamalar igin parafine gomiilen doku ornekleri
mikrotomda  (Leica, RM2125RT) 5 pum  kalinhiginda  kesilerek  3-
aminopropiltriethoksilane (APES, Sigma-Aldrich) ile kaplanmis adeziv lamlara alind1.
Streptavidin-biotin peroksidaz kompleks (SABPK) teknigi ile, kiti iireten firmanin
(Thermo Scientific-Ultravision Large Volume Detection System, USA) yonergesi
dogrultusunda standart prosediir uygulandi. Maskelenmis antijenik epitoplarin agiga
cikarilmasi i¢in kesitler sitrat buffer (pH:6) igerisinde mikrodalga firinda 600 watt’da
20 dakika kaynatildi. Endojen peroksidaz aktivitesini bloklamak i¢in metanolde
hazirlanmis %0,5°lik H>O>’de 10 dakika bekletildi. Kesitlere protein bloklama islemi
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yapildiktan sonra primer antikorlar (Tablo 3.3) damlatilarak bir saat oda 1sinda ya da
bir gece +4 °C’de inkiibe edildi. Kromojen olarak 3-amino-9-etilkarbazol (Abcam
AEC Substrate System-Ready to Use-ab64252) mikroskop altinda kontrollii olarak
uyguland1 ve kesitlerin ¢ekirdek boyamasi Mayer’s hematoksilen ile yapildi. Daha
sonra CC/Mount Aqueous Mounting Medium (Sigma-Aldrich, C9368) kullanarak
lamel ile kapatildi ve Nikon Eclipse E600 151k mikroskobunda incelendi.

Tablo 3.3. Immunohistokimyasal boyamalarda kullanilan antikorlar, iiretici firma ve katalog numaras,
ozellikleri, antijeni a¢iga ¢tkarma ydntemi ve sulandirma orani

Antikorun Uretici Firma ve Ozellikleri Antijen a¢i13a ¢itkarma Diliisyon

Ismi Katalog numarasi yontemi IHC

Novus, Rabbit Sitrat tamponlu (pH:6) 1:100
Bcel-2 NB100-56098 poliklonal soliisyonda mikrodalgada
600 W 20 dk siire 1sitarak

Novus, Rabbit Sitrat tamponlu (pH:6) 1:100
Bax NB100-56095 poliklonal soliisyonda mikrodalgada
600 W 20 dk siire 1sitarak

Caspase 3 Novus, Rabbit Sitrat tamponlu (pH:6) 1:150
(active/cleaved) NB100-56113 poliklonal soliisyonda mikrodalgada
600 W 20 dk siire 1sitarak

Caspase 9 Novus, Rabbit Sitrat tamponlu (pH:6) 1:150
NB100-56118 poliklonal soliisyonda mikrodalgada
600 W 20 dk siire 1sitarak

3.6. TUNEL (terminal deoxynucleotidyl transferase mediated dUTP nick
end labelling) Teknigi

Apoptotik hiicre 6liimii, TUNEL Apoptoz Test Kiti (HRP-DAB) (Elabscience,
Katolog No: E-CK-A331) kullanilarak tespit edildi. 5 pm kalinligindaki parafin
kesitler deparafinize edildi ve 3 kere bes dakika PBS ile yikandi. Kesitler, 37°C’de 20
dakika, 1x Proteinaz K soliisyonunda bekletildikten sonra 3 kere bes dakika PBS ile
yikandi. Bloklama soliisyonu olan %3 H>O: ile oda 1sisinda 10 dakika inkiibasyona
birakildi. Kesitler 3 kere bes dakika PBS ile yikandi. Kesitler TdT (terminal
deoksiniikleotidil transferaz) enzim ve isaretleme soliisyonu karigiminda 37°C’de 1
saat bekletildi. 3 kere bes dakika PBS ile yikandi. Daha sonra Streptavidin-HRP
calisma soliisyonunda 37°C’de 1 saat bekletildi. Kesitler 3 kere bes dakika PBS ile
yikandiktan sonra DAB ile kontrollii olarak mikroskop altinda incelendi. Karsit
boyama Mayer’s hematoksilen ile yapildi ve seri alkollerden gegirilerek dehidre edilen
kesitler ksilolde 10 dakika bekletildikten sonra iizerine entellan (Merck 107961)

damlatilarak lamel ile kapatildi.
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3.7. Periyodik Asit-Schiff (PAS) Boyamalarin Degerlendirilmesi

Glomerular sklerotik indeks (GSI), El Nahas ve arkadaslar1 tarafindan 6nerilen
semikantitatif skorlama sistemine (skor 0-4) gore degerlendirildi (El Nahas et al.,
1987). 400x biiylitme kullanilarak, her bir hayvanin 50 adet glomerulus boyutu (pm),
Bowman boslugu genisligi (um), Bowman kapsiiliiniin visseral ve pariyetal yapraginin
kalinlig1 (um), proksimal tubuluslarin bazal membranlarinin kalinlig1 (um) Image J
programi ile 6l¢iildii. Tubuler ve interstisyel hasar skorlar1 ayn1 PAS boyali kesitlerde
200x biiyiitmede ayr1 ayr1 degerlendirildi (Piecha et al., 2008) (Tablo 3.4).

Tablo 3.4. Bobrek korteks ve medullasina ait histopatolojik bulgularin skorlama kriterleri (Piecha,
Kokeny et al., 2008)

0= normal glomeriiller

1= GBM kalinlagsmasi

1.5= Glomeriiler kalinlagma art1 segmental hiperselliilarite

GSI 2= hafif segmental hiyalinozis (<%25);

2.5= siddetli segmental hiyalinozis (>%50)

3= diffuz glomeriiler hiyalinozis ('blob' hiyalin materyal birikimi)
4= tam tuft obliterasyonu ve kollapsi ile diffuz glomeriiler skleroz

Tubuler Dilatasyon 0=yok
1= dilate tubul
Tubuler Atrofi 0=yok

1= atrofinin belirtileri
2= apoptosis ve hiicrelerin dokiilmesi
Tubuler Hasar | ntraseliiler Vakuoller 0=yok

(200x) 1= hafif (<Goriis alani bagina 10 hiicre)
2= giddetli
Hiyalin Birikimi 0=yok
1= hiyalin birikimi

0=yok
Intersitisyel Fibrozis 1= hafif
Intersitisyel 2= siddetli
Hasar (200x) 0=yok
Mononiikleer Hiicre Infiltrasyonu | 1= hafif

2= siddetli

GSI: Glomerular Sklerotik Indeks, GBM: Glomerular Bazal Membran

3.8. Masson’un Trikrom Boyamalarin Degerlendirilmesi

Her kesit i¢in rastgele secilen 200x biiylitmede 20 alan fotografland1 ve mavi
kolajen alaninin yiizdesini 6lgmek i¢in Bs200Pro Goriintii Analiz sistemi (BAB
Software, Ankara) kullanilarak analiz edildi.

3.9. Pikrik Asit-Sirius Kirmizis1 Boyamalarinin Degerlendirilmesi

Her kesit i¢in rastgele segilen 200x biiyiitmede 20 alan fotograflandi ve kirmizi
renge boyanan kolajen alaninin yiizdesini 6lgmek i¢in Bs200Pro Goriintii Analiz

sistemi (BAB Software, Ankara) kullanilarak analiz edildi.
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3.10. Iimmunohistokimyasal Boyamalarin Degerlendirilmesi

Bobregin korteks ve medullasina ait bolgelerinde Bcl-2, Bax, Kaspaz-3 ve
Kaspaz-9 immunopozitifligini belirlemek i¢in yapilan immun boyamalar ayr1 ayri
degerlendirildi. Korteks ve medulla bolgesinden 200x biiylitmede 10’ar adet fotograf
cekildi. Cekilen fotograflarin incelenmesinde Bs200Pro Goriintii Analiz sistemi (BAB
Software, Ankara) kullanildi. Pozitif yiizdeler hesaplanarak bu yiizdeler lizerinden

degerlendirmeler yapildi.

3.11. TUNEL Boyamalarinin Degerlendirilmesi

TUNEL metoduyla boyanan lamlarda apoptotik aktiviteyi belirlemek i¢in
hiicrelerin boyanma yogunlugu dikkate alinmaksizin kirmizi-kahverengi boyanan
cekirdekler pozitif, mavi boyanan c¢ekirdekler negatif olarak kabul edildi.
Degerlendirme 20 farkli alanda (10 bolge korteks, 10 bolge medulla) 200x objektif
biiylitme alaninda 1000 hiicre sayilarak skorlandi. Boyanmig bir ¢ekirdek, boyanma

yogunluguna bakilmaksizin pozitif olarak kabul edildi.

3.12. Istatiksel Analiz Metodu

Arastirmada elde edilen veriler SPSS (Statistical Package for Social Sciences)
21.0 istatistik analiz programi ile analiz edildi. Verilerin normal dagilisa
uygunlugunun arastirilmasi icin ¢arpiklik ve basiklik (skewness ve kurtosis) degerleri
incelendi veya Shapiro-Wilk testi uygulandi. Verilerin homojenligi Levene
Homojenlik testi ile test edildi. Normal dagilisa uyumluluk saglayan verilerin analizi
icin Tek Yonli Varyans Analizinden (One-Way ANOVA) yararlanildi. Verilerin
normal dagilima uyumluluk saglamadigi durumlarda Kruskal-Wallis-H testi
uygulandi. Normal dagilima uyumluluk gosteren verirlerin ¢oklu karsilastirmalari
Duncan testi 1ile gerceklestirilirken, normal dagilima uymayan verilerin
karsilastirmalar1 Mann-Whitney-U testi kullanilarak karsilastirildi. Kullanilan tim

analizlerde anlamlilik kriteri olarak P<(.05 kabul edildi.

46



4. BULGULAR

4.1. Sicanlarin Viicut Agirhklar:
Deney siiresi boyunca her giin tartilan sicanlarin canli agirliklarmin (gr)

ortalamalar1 Tablo 4.1°de gdsterildi.

Tablo 4.1. Gruplardaki siganlarin canli agirliklarinin ortalamalar (gr)

Grup 1.Giin 1. Hafta 2. Hafta 3. Hafta 4. Hafta 5. Hafta 6. Hafta
K 132,2412,5¢  145,6£14,19  168,9£159%  199,1£12,6° 227,1+19,6°  234,7£21,3°  248,9+22 5
D 122,5+8,9¢ 127,149,6° 148,1£11,6¢  166,6£15,6° 181,6£15,7° 187,4%18,5¢  191,6424,1¢
T 166,9+9,8°  180,2£10,6°  204,7+11,9*°  222,7+14,1°  236,8+14*  2552+13,5°  272,9+13,1*
D+CAR 152,9£12,6° 147+9,3¢% 153,248,4% 164,8+9,5¢ 165,713 170,7£16,6%  172,6+17,5%
D+HP 182,1£31,5*  175,2434,2®  168,7+40,3>  151,7+19,6° 163,3£21,1¢  166,4+18,4°  169,2+21,3°
D+H12+CA 161,1£12,1°  162,4+11,6™  181,3+15,8°  195+17,7°  203,9+21.4"  208,5+25,7¢  213,7+28,2¢

p <0,001 <0,001 <0,001 <0,001 <0,001 <0,001 <0,001

a,b: Farkl harflerle gosterilen ayni siitunda bulunan harfler istatistiksel farklilig1 ifade eder (P<0,05).
K: Kontrol, D: Diyabet, T: Tasit, D+CAR: Diyabett+karvakrol, D+HP: Diyabett+hesperidin,
D+HP+CAR: Diyabet-+hesperidint+karvakrol

Gruplarin canli agirliklart arasindaki farklilik incelenmis olup, ilk giin D+HP
grubunun diger tim gruplardan daha fazla canli agirhigina sahip oldugu, K ve D
grubunun diger tiim gruplardan daha az canli agirliga sahip oldugu belirlendi.

Birinci hafta canli agirliklar incelendiginde; T grubunun D+HP grubu harig
tim gruplardan daha fazla canli agirliga sahip oldugu, D+HP grubunun K, D ve
D+CAR gruplarindan daha fazla canli agirhiga sahip oldugu goriildii. D+HP+CAR
grubunun K ve D grubundan daha fazla canli agirliga sahip oldugu dikkati ¢ekti. D
grubunun birinci hafta canli agirligi diger tiim gruplardan daha az oldugu gériildi.

Ikinci hafta canli agirliklar: incelendiginde; T grubunun diger tiim gruplardan
daha fazla canli agirliga, D grubunun diger tiim gruplardan daha az canli agirliga sahip
oldugu belirlendi. D+HP+CAR grubunun D+CAR grubundan daha fazla canli agirhiga
sahip oldugu goriildii.

Ucgiincii hafta canli agirliklar: incelendiginde; T grubunun diger tiim gruplardan
daha fazla canli agirliga sahip oldugu belirlenirken, K ve D+HP+CAR gruplarinin D,
D+HP ve D+CAR gruplarindan daha fazla canli agirliga sahip oldugu belirlendi.

Dordiincii hafta canli agirliklart incelendiginde; T ve K grubunun diger tiim
gruplardan daha fazla canli agirliga sahip oldugu, D+HP+CAR grubunun D ve
D+CAR grubundan daha fazla canli agirliga sahip oldugu belirlendi.

Bes ve altinci haftadaki canli agirliklart incelendiginde; T grubunun diger tiim
gruplardan daha fazla oldugu, K grubunun T grubu hari¢ diger tiim gruplardan fazla
canli agirliga sahip oldugu, D+HP+CAR grubunun D+CAR, D+HP ve D gruplarindan
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daha fazla canli agirlig1 sahip oldugu, D grubunun ise D+HP grubundan daha fazla
canlt agirhiga sahip oldugu belirlendi. Bunun yani sira D+CAR grubunun D+HP ve D
grubu hari¢ diger gruplardan daha az agirliga sahip oldugu goriildii.

Tablo 4.2. Gruplardaki siganlarin deney siiresi boyunca aldiklari/verdikleri gram degerleri

Grup 1.Giin 1. Hafta 2. Hafta 3. Hafta 4.Hafta S5.Hafta 6. Hafta
K 132,2 13,4 233 30,2 28 7,6 14,2
D 122,5 4,6 21 18,5 15 5,8 4,2
T 166,9 13,3 24,5 18 14,1 18,4 17,7
D+CAR 152,9 -5.9 6,2 11,6 0,9 5 1,9
D+HP 182,1 -6,9 -6,5 -17 11,6 3,1 2,8
D+HP+CAR 161,1 1,3 18,9 13,7 8,9 4,6 5,2

K: Kontrol, D: Diyabet, T: Tasit, D+CAR: Diyabett+karvakrol, D+HP: Diyabet+hesperidin,
D+HP+CAR: Diyabet+thesperidintkarvakrol

Tablo 4.2 incelendiginde 1. hafta en fazla canli agirlik artis1 alan grup K grubu
iken, bunu sirasiyla T, D, D+HP+CAR grubu izledi. D+CAR ve D+HP grubu 1. hafta
canli agirlik kaybi yasadig kaydedildi. 2. hafta en fazla canli agirlhik artis1 T, K, D,
D+HP+CAR, D+CAR seklinde idi. D+HP grubu 2. hafta canli agirlik kaybetmistir. 3.
hafta canli agirlik artis1 en fazla K grubunda dikkati ¢ekerken, bunu sirasiyla, D, T,
D+HP+CAR ve D+CAR gruplarmin takip ettigi gozlendi. D+HP grubundaki
sicanlarin 3. haftada canli agirlik kayb1 yasadig: belirlendi. 4. hafta canli agirlik artist
sirastyla K, D, T, D+HP, D+HP+CAR ve D+CAR seklindeydi. 5. hafta canli agirlik
artis1 sirastyla T, K, D, D+CAR, D+HP+CAR ve D+HP seklinde idi. 6. Hafta canhi
agirlik artis1 sirasiyla T, K, D+HP+CAR, D, D+HP ve D+CAR seklindeydi.

Canlhi Agirhk Degisimi

260
210
160
110

& > ) 2> > 3 2> 2 >

N < QO

N R O O O NN
N v o > o © N $
o ©
& @
N

==@==Kontro| ==@==Diyabet ~ O Tasit ==@==Karvakrol ==@==Hesperidin ==@==HP+CAR

Sekil 4.1. Gruplardaki siganlarin canli agirliklarmin degisimleri

Sicanlara ait canli agirliklar 6 hafta siiresince 6l¢iildii. Canli agirlik degisimi

Sekil 4.1°de gosterildi. Sekil 4.1 incelendiginde, D+HP grubu hari¢ tiim gruplarin
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deney baslangicindan deney sonuna ulastiginda daha fazla canli agirhiga ulastig
belirlendi. D+HP grubunun ilk 3 hafta canli agirlik kaybettigi sonraki haftalarda ise
tekrar canli agirlik kazandig1 kaydedildi, ancak 6. hafta sonunda baslangic¢ agirligina
tekrar ulagsamadig1 belirlendi. D+CAR grubu ise ilk hafta sonunda canli agirlik
kaybederken, 2. hafta baslangi¢ agirligina ulasmis sonraki haftalar ise hafif canli
agirlik artis1 kaydedildi. T ve K grubunun canli agirligi, D+HP+CAR ve D grubundaki
siganlarda canli agirliklar1 benzer hizda idi.

4.2. Metabolik Kafes Bilgileri

Nekropsiden bir giin 6nce metabolik kafeslere alinan siganlarin tiikettigi su (mL)
ve yem (gr) miktarlar ve iirettigi idrar (mL) ve diski (gr) miktarlar1 Tablo 4.3 ve Sekil
4.2°de gosterildi.

Tablo 4.3. Metabolik kafeslere alinan siganlarin tiikettigi su ve yem miktarlari ile tirettigi idrar ve digki

miktarlari
Grup Tiiketilen Su  Tiiketilen idrar Diski
(mL) Yem (gr) Miktar1 Miktari
(mL) (gr)
K 32,747,5° 30,9+8,3b¢ 22.546,3b 14,8+4
D 115,8+35,22 42,7+6,7* 82,7+24,7* 30,2+10,7*
T 32+10,6° 23,9+7,5¢ 18,6+8,2° 10,342,6°
D+CAR 102,3+31,6* 38,4486 81,8+22,8* 32,6+£10,9*
D+HP 114,7+17,92 37,7+7,8 93,3+13,8% 26+6,8°
D+HP+CAR 109,7+37,92 41,7+14,42 92,9+21,3? 30,5+11,7*
p <0,001 <0,001 <0,001 <0,001

a,b: Farkli harflerle gosterilen ayni siitunda bulunan harfler istatistiksel farklilig1 ifade eder (P<0,05).
K: Kontrol, D: Diyabet, T: Tasit, D+CAR: Diyabet+karvakrol, D+HP: Diyabet+hesperidin,
D+HP+CAR: Diyabet-+hesperidint+karvakrol

45 42,7 41,7
40 38,4 37,7
35 30,9 30,2 256 30,5
30
23,9 26

25
20 14,8
15 10,3
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5 I

0

Kontrol Diyabet Tasit Karvakrol Hesperidin HP+CAR
W Tiketilen Yem (gr) B Diski Miktari (gr)
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Sekil 4.2. Metabolik kafeslere alinan siganlarin tiikettigi su ve tirettigi idrar miktari, tiikettigi yem ve
iirettigi digki miktart

Kontrol ve tasit grubundaki sicanlarin diger gruptakilere gore daha az su
tiikkettigi ve daha az idrar yaptig1 belirlendi. Tiiketilen yem miktarlar1 incelendiginde
D ve D+HP+CAR grubundaki sicanlarin K ve T grubundakilere gére daha fazla yem
tiikettigi, D+HP ve D+CAR gruplarindakilerin T grubundakilerden daha fazla yem
tiikkettigi belirlendi. Deney gruplarmin digski miktarlar1 incelendiginde K ve T
grubundaki sicanlarin diger tiim gruplardakilerden daha az miktarda digski yaptiklari
gozlendi.

4.3. Kan Glukoz Diizeyleri
Nekropsi oncesinde hayvanlarin kuyruk veninden kan alinmis ve seker 6lglim

cihaziyla (On-Call® Plus) kan glukoz diizeyleri dl¢iildii (Tablo 4.4 ve Sekil 4.3).

Tablo 4.4. Gruplarin kan glukoz diizeyleri (mg/dl)

Grup Glukoz (mg/dl)
K 249+53,8¢
D 590,6+20%
T 327,3+£72,5¢
D+CAR 580,2+£51%
D+HP 600+0°
D+HP+CAR 533,9£97°
p <0,001

a,b: Farkli harflerle gosterilen ayni siitunda bulunan harfler istatistiksel farklilig1 ifade eder (P<0,05).
K: Kontrol, D: Diyabet, T: Tasit, D+CAR: Diyabettkarvakrol, D+HP: Diyabet+hesperidin,
D+HP+CAR: Diyabet-+hesperidint+karvakrol
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Sekil 4.3. Gruplarin kan glukoz diizeyleri (mg/dl)

Gruplardaki sicanlarin kan glukoz degerleri incelendiginde, gruplar arasinda
onemli istatiksel farkliliklar belirlendi (p<0,001). STZ uygulanan gruplardaki
sicanlarin kan glukoz seviyelerinde anlamli bir artis dikkati ¢ekti. D (590,6+20)
grubundaki hayvanlarin kan glukoz degerlerinin, K (249+53,8) grubundakilerden daha
fazla oldugu goze carpti. D+CAR (580,2+51) ve D+HP (600+0) grubundaki siganlarin
kan glukoz degerleri istatiksel olarak D grubundakilerle anlamli bir fark icermedigi,
D+HP+CAR (533,9+97) grubundakilerin kan glukoz degerleri ise D grubundakilerde
daha diisiik oldugu belirlendi (Tablo 4.4 ve Sekil 4.3).

4.4. Bobreklere Ait Bilgiler
Tiim deney gruplarina ait siganlarin sag/sol bobrek agirliklari, sag/sol bobrek en

ve boyu, sag/sol bobrek korteks ve medulla dl¢iimleri Tablo 4.5 ve Tablo 4.6’da

gosterildi.
Tablo 4.5. Gruplarin sag bobregine ait sonuglar
Grup Bobrek agirhgi Boy En Korteks Medulla
(gr) (mm) (mm) (mm) (mm)
K 1,244+0,07° 17,92+0,6 7,6+0,64 1,89+0,31° 1,91+0,56
D 1,137+0,12b° 16,83+1,65 7,44+1,18 1,96+0,5% 1,56+0,36
T 1,239+0,08" 16,71+0,55 7,53+0,9 2,29+0,46% 1,8+0,56
D+CAR 1,174+0,15% 17,33+0,87 7,47+1,32 2,17+0,46% 1,68+0,25
D+HP 1,111+0,14¢ 17,61+£0,9 7,6+1,13 2,37+0,36* 1,68+0,34
D+HP+CAR 1,361+0,16* 17,78+1,07 7,5+1,18 1,9+0,34° 1,41+0,18
p 0,001 0,059 0,999 0,047 0,149

a,b: Farkli harflerle gosterilen ayni siitunda bulunan harfler istatistiksel farklilig1 ifade eder (P<0,05).
K: Kontrol, D: Diyabet, T: Tasit, D+CAR: Diyabettkarvakrol, D+HP: Diyabett+hesperidin,
D+HP+CAR: Diyabetthesperidintkarvakrol

Gruplarin sag bobreklerine ait 6l¢ctimler incelendiginde, D+HP+CAR grubunun

diger gruplardan daha fazla bobrek agirligina sahip oldugu, K ve T grubunun D+HP
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grubundan daha fazla bobrek agirligina sahip oldugu (p<0,01) belirlendi. Korteks
boyutlart incelendiginde HP grubunun, K ve D+HP+CAR grubundan daha uzun
oldugu (p<0,05) belirlendi. Gruplar arasinda sag bobreklerin eni, boyu ve medulla

uzunluklar1 arasinda istatistiksel farklilik (p>0,05) 6nemli degil idi. (Tablo 4.5).

Tablo 4.6. Gruplarin sol bobregine ait sonuglar

Grup Bobrek agirhg: Boy En Korteks Medulla
(gr) (mm) (mm) (mm) (mm)

K 1,33+0,23? 17,92+0,6 7,53+0,75 1,99+0,49 1,734£0,29

D 1,089+0,14°¢ 18,76+0,99 6,91+0,64 2,1+0,45 1,924+0,54

T 1,183+0,11%° 17,91+0,98 7,73+£0,84 2,25+0,47 1,69+0,33

D+CAR 1,094+0,1°¢ 17,93+0,9 7,3+1,51 1,73+0,35 1,43£0,33

D+HP 1,116+0,12¢ 17,99+1,03 7,59+0,75 1,84+0,53 1,58+0,45

D+HP+CAR 1,295+0,15% 18,62+1,75 7,27+1,66 1,9+0,42 1,5+0,4

p 0,001 0,338 0,652 0,189 0,138

a,b: Farkli harflerle gosterilen ayni siitunda bulunan harfler istatistiksel farklilig1 ifade eder (P<0,05).
K: Kontrol, D: Diyabet, T: Tasit, D+CAR: Diyabett+karvakrol, D+HP: Diyabett+hesperidin,
D+HP+CAR: Diyabet+hesperidintkarvakrol

Gruplarin sol bobreklerine ait dl¢limler incelendiginde, K grubunun bdbrek
agirhiginin D+HP+CAR grubu hari¢ tiim gruplardan daha fazla agirliga sahip oldugu
belirlenirken, D+HP+CAR grubunun bobrek agirligi ortalamas: D+HP, D+CAR ve D
grubundan daha fazla agirliga sahip oldugu (p<0,05) dikkati ¢ekti. Gruplar arasinda
sol bobreklerin eni, boyu, korteks ve medulla uzunluklari arasinda istatistiksel farklilik

(p>0,05) goriilmedi (Tablo 4.6).

Tablo 4.7. Gruplarin sag ve sol rolatif bobrek agirliklar

Grup Sag Bobrek Agirhi@1  Sol Bobrek Agirhg:

(gr) (gr)
K 0,44+0,04? 0,47+0,06°
D 0,60+0,03° 0,57+0,05¢
T 0,43+0,01° 0,41+0,02°
D+CAR 0,67+0,09¢ 0,62+0,03¢
D+HP 0,61+0,06% 0,62+0,08¢
D+HP+CAR 0,62+0,08" 0,59+0,05¢
p 0,001 0,001

a,b: Farkli harflerle gosterilen ayni siitunda bulunan harfler istatistiksel farklilig1 ifade eder (P<0,05).
K: Kontrol, D: Diyabet, T: Tasit, D+CAR: Diyabett+karvakrol, D+HP: Diyabett+hesperidin,
D+HP+CAR: Diyabet+hesperidintkarvakrol

Gruplarin rolatif sag bobrek agirliklari incelendiginde D+CAR grubunun diger
biitiin gruplardan daha fazla rolatif bobrek agirligina sahip oldugu dikkati ¢ekti. K ve
T grubunun rolatif bobrek agirliklari istatiksel olarak benzerdir ve diger tiim
gruplardan daha azdir. Gruplarin rolatif sol bobrek agirliklart incelendiginde K ve T

grubu hari¢ diger tiim gruplar istatiksel olarak ayni idi (Tablo 4.7).
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4.5. Biyokimyasal Bulgular

Serum degerlerinin verildigi Tablo 4.8 incelendiginde; kreatinin (CRE), C-
reaktif protein (CRP), HDL hari¢ diger tiim parametrelerde istatiksel olarak farklilik
gorildii (p<0,05).

Kontrol grubunun diger tiim gruplardan daha fazla albiimin (ALB) degerine
sahip oldugu, D ve T grubunun D+CAR, D+HP ve D+HP+CAR gruplarindan daha
fazla, D+HP+CAR grubunun ise D+CAR grubundan daha fazla ALB degerine sahip
oldugu dikkati ¢ekti.

Diyabet, D+CAR ve D+HP gruplarinin alanin transaminaz (ALT) degerinin K,
T ve D+HP+CAR gruplarindan daha fazla oldugu goriildi. D+HP ve D+CAR
gruplarinin T grubu hari¢ tiim gruplardan daha fazla aspartat aminotransferaz (AST)
degerine sahip oldugu belirlenmistir. D+HP grubunun T ve K grubundan daha fazla
CHO degerine sahip oldugu, D+CAR ve D grubunun T grubundan daha fazla CHO
degerine sahip oldugu dikkati ¢ekti.

Gama glutamil transferaz (GGT) degeri K ve T grubunda 0 olurken, en yiiksek
Olctim D+HP grubunda oldugu goriildii. D+HP grubu, D+CAR grubu hari¢ diger tiim
gruplardan daha fazla GGT degerine sahip olurken, D+CAR grubu D+HP+CAR, K ve
T grubundan daha fazla GGT degerine sahip oldugu goéze carpti. D ve D+HP+CAR
gruplarinin ise K ve T grubundan daha fazla GGT degerine sahip oldugu goriildii.

Glukoz (GLU) degeri incelendiginde D+CAR, D+HP ve D grubunun diger
gruplardan daha fazla GLU degerine sahip oldugu belirlenirken, D ve D+HP+CAR
gruplarinin T ve K grubundan daha fazla GLU degerine sahip oldugu belirlendi. LDL
degerine bakildiginda D+HP grubunun diger tiim gruplardan daha fazla oldugu
kaydedildi. D+HP grubunun T ve D+HP+CAR grubundan K, D ve D+CAR
gruplarinin D+HP+CAR grubundan daha fazla total protein (TP) degerine sahip
oldugu dikkati ¢ekti. D+HP grubunun diger tiim gruplardan daha fazla trigliserid (TG)
diizeyine sahipti. Gruplarin BUN degerleri incelendiginde, K ve T grubunun diger tiim
gruplardan daha az BUN degerine sahip oldugu dikkati ¢ekti.

Idrar 6l¢iim sonuglarmin gruplara gére dagilimi Tablo 4.9, 4.10 ve 4.11°de

sunuldu.
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Tablo 4.8. Serum degerlerinin gruplara gore karsilastirilmasi

K D T D+CAR D+HP D+HP+CAR
(n=10) (n=10) (n=10) (n=9) (n=10) (n=10) P

39,74+1,92 35,95+1,9° 37,21+1,3b 30,9+3,5¢ 31,53+2¢d 33,4243,5¢ <0,001
38,03+4,5" 94,35+34,7° 37,36+1,2 100,03+55,4 91,67+11,3 58,5+16,5" <0,001
137,89+37,3° 125,13+34,5P 168,5+37,3% 212,86+88,3* 194,6+19,6° 142+35,7° 0,005
49,79+5,9b 57,6149,5%® 47,86%4,1°¢ 57,28+12,3% 62,73+14,5 56,56+5,6%¢ 0,011
0,39+0,1 0,42+0,1 0,37+0,1 0,43+0,1 0,350 0,39+0,1 0,361
0,010 0,016+0,007 0,011+0,004 0,013+0,005 0,013+0,005 0,010 0,088
0+0¢ 3,3+1,6% 0+0¢ 4,78+2,1% 5,542,7* 2,44+1,7¢ <0,001
208,47+50,2¢ 626,58+77,4% 264,15+45,6° 633,13+144 .4 682,99+101,8° 536,71+129,7° <0,001
31,4243 4 33,666,9 27,35+2.9 29,77+5,8 31,6345,6 33,243,9 0,079
6,87+4,3° 7,91+3b 8,93+4,3b 9,78+3,2b 39,03+32,9° 8,73+3,6° <0,001
60,08+2,1% 61,91+3,7% 58,362 60,16+4,5% 62,08+3,92 55,9+4,5¢ 0,007
58+22,6¢ 119,29+56,4% 48+13,1° 228,11+142b 350,63+207,4% 95:+44,7° <0,001
16,73+1,8" 25,147,4° 14,76+1° 27,843,12 30,86+10° 28,6+2,4° <0,001
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Tablo 4.9. idrar l¢iim sonuglarinin gruplara gore dagilimi

K (n=8) D (n=10 T (n=7) D+CAR (n=8) D+HP (n=9) D+HP+CAR (n=9)
n % n % n % n % n % n %
0 4 50 2 20 1 14,3 0 0 2 222 0 0,
ERY 1 1 12,5 7 70 6 85,7 8 100 4 444 3 33,3
2 3 37,5 1 10 0 0 0 0 1 11,1 5 55,6
3 0 0 0 0 0 0 0 0 2 222 1 11,1
LEU Negatif 1 12,5 10 100 0 0 8 100 9 100 8 88,9
Pozitif 7 87,5 0 0 7 100 0 0 0 0 1 11,1
NIT Negatif 7 87,5 9 90 5 71,4 7 87,5 9 100 9 100
Pozitif 1 12,5 1 10 2 28,6 1 12,5 0 0 0 0
KET Negatif 8 100 10 100 6 85,7 8 100 7 77,8 9 100
Pozitif 0 0 0 0 1 14,3 0 0 2 222 0 0
0 8 100 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
1 0 0 0 0 3 42,9 0 0 0 0 0 0
GLU 2 0 0 0 0 3 42,9 0 0 0 0 0 0
3 0 0 0 0 1 14,3 0 0 0 0 0 0
4 0 0 10 100 0 0 8 100 9 100 9 100
0 0 0 10 100 0 0 8 100 9 100 7 77,8
PRO 1 7 87,5 0 0 7 100 0 0 0 0 2 22,2
2 1 12,5 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
UBG Negatif 8 100 10 100 7 100 8 100 9 100 9 100
Pozitif 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
BIL Negatif 8 100 10 100 7 100 8 100 9 100 9 100
Pozitif 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Amber 1 12,5 1 10 2 28,6 1 12,5 0 0 9 100
COL Brown 7 87,5 0 0 5 71,4 0 0 0 0 0 0
Pale Yellow 0 0 2 20 0 0 3 37,5 4 444 0 0
Yellow 0 0 7 70 0 0 4 50 5 55,6 0 0
Clear 0 0 0 0 0 0 1 12,5 0 0 0 0
CLA Light turbid 0 0 8 80 0 0 6 75 6 66,7 0 0
Turbid 8 100 2 20 7 100 1 12,5 3 33,3 9 100
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Tablo 4.10. idrar 6l¢iim sonuglarinin gruplara gére dagilimi

K (n=9) D (n=10) T (n=8) D+CAR (n=8) D+HP (n=9) D+HP+CAR (n=9)
n % n % n % n % n % n %

RBC Negatif 9 100 10 100 8 100 8 100 9 100 9 100
Pozitif 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

BAC Negatif 9 100 2 20 8 100 1 12,5 4 44 .4 8 88,9

Pozitif 0 0 8 80 0 0 7 87,5 5 55,6 1 11,1

NEC Negatif 9 100 10 100 8 100 8 100 7 77,8 9 100
Pozitif 0 0 0 0 0 0 0 0 2 22,2 0 0

SEC Negatif 4 44 .4 10 100 1 12,5 8 100 9 100 8 88,9

Pozitif 5 55,6 0 0 7 87,5 0 0 0 0 1 11,1

PAT Negatif 0 0 2 20 5 625 1 12,5 1 11,1 1 11,1

Pozitif 9 100 8 80 3 375 7 87,5 8 88,9 8 88,9

HYA Negatif 9 100 10 100 8 100 8 100 9 100 9 100
Pozitif 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

CRY Negatif 0 0 2 20 6 75 6 75 1 11,1 6 66,7

Pozitif 9 100 8 80 2 25 2 25 8 88,9 3 333

CAOX Neg'fltlif 7 77,8 10 100 8 100 8 100 9 100 9 100
Pozitif 2 222 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

AMO Negatif 9 100 10 100 8 100 8 100 9 100 9 100
Pozitif 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

URI Negatif 9 100 10 100 8 100 8 100 9 100 9 100
Pozitif 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

YEA Negatif 9 100 10 100 8 100 7 87,5 9 100 9 100
Pozitif 0 0 0 0 0 0 1 12,5 0 0 0 0

SPRM Neg'flt.if 9 100 10 100 8 100 8 100 9 100 9 100
Pozitif 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

MUC Negatif 9 100 10 100 8 100 8 100 9 100 9 100
Pozitif 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
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Tablo 4.11. Baz1 idrar dl¢timlerinin gruplara gére Kruskal Wallis Testi ile karsilastiriimasi

K?

Db

T

D+CAR!

D+HP*

D+HP+CAR'

Med (Min-Maks)

Med (Min-Maks) n

Med (Min-Maks)

Med (Min-Maks)

Med (Min-Maks)

Med (Min-Maks)

Post-Hoc*

Ph 8
SG 8
RBC 9
WBC 9

8,5 (8-9)

1,031 (1,023-1,044)

0,23 (0,23-0,23)

0,84 (21,66-7,07)

10

10

10

10

7(6-7) 7

1,0435 (1,031-
1,049)

023(1-023) 8

023(0,9-023) 8

7(7-8)

1,038 (1,023-1,05)

0,23 (0,23-0,23)

0,23 (3,38-0,23)

7(6-8)

1,0435 (1,035-1,05)

0,23 (3-0,7)

0,23 (0,6-0,23)

6 (6-7)

1,046 (1,044-1,05)

0,23 (9,86-0,23)

0,23 (17,36-0,3)

6,5 (6-7)

1,047 (1,044-1,049)

0,23 (0,43-0,23)

0,23 (0,32-0,23)

0,00

0,00

0,02

0,00

a>b, a>d, a>e, a>f

e>a, f>a

d>a

a>b, a>c, a>d, a>f

*Mann Whitney U testi uygulandi, p degerleri i¢in Benferroni diizeltmesi yapildi.
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4.6. Histopatolojik Bulgular

4.6.1. Periyodik Asit-Schiff (PAS) Boyamalar

Yapilan tek yonlii varyans analizi sonucunda glomerulus boyutu (um), Bowman
kapsiiliiniin pariyetal yapragiin kalinligi (um) ve tubuler bazal membran (TBM-pum)
kalinlig1 agisindan gruplar arasinda istatistiksel farklilik 6nemliydi (p<0.05). Bowman
boslugu genisligi (um) ve Bowman kapsiiliiniin visseral yapraginin kalinligi (um)
sonugclari istatistiksel olarak dnemli bir farklilik teskil etmedi.

Yapilan c¢oklu karsilagtirma analizi sonucunda D grubundaki glomerulus
degerlerinin, K grubu harig, tiim gruplardan daha fazla oldugu ve istatiksel olarak da
anlaml oldugu kaydedildi (p<0,017). K grubundaki olgularda Bowman kapsiiliiniin
pariyetal yapragi kalinligi, diger tiim gruplardakilere gore daha fazla oldugu (p=0,001)
dikkati ¢ekti. K ve D+CAR grubundaki olgularda tubulus bazal membran kalinliginin,
D+HP grubundakilere gore daha fazla oldugu (p=0,03) goriildii (Tablo 4.12 ve Sekil
4.5).

Tablo 4.12. Deney gruplarinin glomerulus boyutu, bowman boslugu genisligi, bowman kapsiiliiniin
pariyetal (BKp) ve visseral (BKv) yapraginin kalinligi, tubulus bazal membran (TBM)
kalinlig1 (ortalama+SS)

Grup Glomerulus Bowman Boslugu BKv BKp TBM
Boyutu (um) Genisligi (um) (um) (um) (um)
K 94,22+6,1% 11,3443 0,98+0,2 1,79+0,2° 0,72+0,1?
D 104,04+7,32 7,53+£2,3 0,95+0,1 1,43+0,1°  0,65+0,1%
T 82,5+15,9° 10,28+1,9 1,01+0,2 1,48+0,2°  0,62+0,1%
D+CAR 87,73+6,6° 10,34+1,8 0,75+0 1,32+0,2° 0,71+02
D+HP 86,27+6,4° 10,57+2,4 0,87+0,2 1,36+0,1° 0,57+0,1°
D+HP+CAR 89,6+8,6" 10,87+2,3 0,87+0,1 1,38+0,1° 0,62+0%
p 0,017 0,185 0,247 0,001 0,03

a,b: Farkli harflerle gosterilen ayni siitunda bulunan harfler istatistiksel farklilig1 ifade eder (P<0,05).
K: Kontrol, D: Diyabet, T: Tasit, D+CAR: Diyabett+karvakrol, D+HP: Diyabet+hesperidin,
D+HP+CAR: Diyabet+thesperidintkarvakrol

, I

Glomerulus Boyutu Bowman Boslugu Genisligi

EKontrol MDiyabet OTasit M Karvakrol MEHesperidin EHP+CAR
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Sekil 4.5. Deney gruplarinin glomerulus boyutu, bowman boslugu genisligi, bowman kapsiiliiniin
pariyetal (BKp) ve visseral (BKv) yapraginin kalinligi, tubulus bazal membran (TBM)
kalinlig

Gruplarin tubuler dilatasyon, intraseliiler vakuolizasyon ve mesangiyal matriks
artisinin istatiksel olarak farkli oldugu (p<0,05) belirlenirken, tubuler atrofi, hiyalin
birikimi, mononiikleer hiicre infiltrasyonu ve sklerotik glomerulus sayisinda istatiksel
olarak farklilik (p>0,05) goriilmedi.

Diyabet grubunda tubuler dilatasyon, K ve T grubundakilere gore daha fazla
oldugu kaydedildi (p=0,011). D grubu diger tiim gruplardan daha fazla mesangiyal
matriks artigina sahip olurken, D+HP grubu D+CAR, T ve K grubundan daha fazla
mesangiyal matriks artis1 not edildi. D+HP+CAR grubu, T ve K grubundan daha fazla
mesangiyal matriks artisina sahipken, D+CAR grubu K grubundan daha fazla
mesangiyal matriks artigina sahip oldugu dikkati ¢ekti (p<0,001) (Tablo 4.13).

Tablo 4.13. Deney gruplarinin tubuler dilatasyon (TD), tubuler atrofi (TA), intraseliiler vakuolizasyon

(ISV), hiyalin birikimi (HB), mononiikleer hiicre infiltrasyonu (MHI), sklerotik
glomerulus sayis1 (SGS), mesangiyal matriks (MM) artis1 (med (min:max))

Grup D TA ISV HB MHI SGS MMA

K 0(0:0  0(0:0) 0(0:0° 0(0:0) 0(0:0) 2(1:3)  0(0:1y

D 111 0(0:0) 2(0:2F  0(0:0) 0(0:0) 5(47)  3(2:3)
T 0(0:0°  0(0:0) 0(0:00° 0(0:0) 0(0:0) 3(2:5  1(0:1)
D+CAR LO:1)®  0(0:0) 1(0:1)® 0(0:0) 0(0:0) 4(3:5) 1(1:2)
D+HP LO:1)®  0(0:0) 1(0:1)® 0(0:0) 0(0:0) 5(1:7)  2(2:2)
D+HP+CAR  0(0:)®  0(0:0)  0(0:1)  0(0:0)  0(0:0) 4(2:6) 2(1:2)*
p 0,011 1 <0,001 1 1 0,056  <0,001

a,b: Farkl harflerle gosterilen ayni siitunda bulunan harfler istatistiksel farklilig1 ifade eder (P<0,05).
K: Kontrol, D: Diyabet, T: Tasit, D+CAR: Diyabettkarvakrol, D+HP: Diyabet+hesperidin,
D+HP+CAR: Diyabet-+hesperidint+karvakrol
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Sekil 4.6. Farkli deney gruplarina ait PAS ile boyanmis sigan bobrek korteksinin goriintiileri. A)
Kontrol grubu normal histolojik yap1y1, glomeruluslari (G), proksimal tubulii (PT), distal
tubulii (DT) ve Bowman boglugunu (yildiz) gostermektedir. B) Diyabet grubu,
glomeruluslari (G), proksimal tubulii (PT), dilate distal tubulii (DT), Bowman boslugunu
(y1ldiz), piknotik ¢ekirdekleri (ok), balonumsu dejenerasyona ugramis tubulii (zikzak ok)
gostermektedir. C) Tasit grubu, kontrol grubuna benzer histopatolojik o6zellikler
sergilemektedir. D) Diyabet+Karvakrol grubu, dilate tubul (DT) ve balonumsu
dejenerasyona ugramis tubul epitelini (zikzak ok) gdstermektedir. E) Diyabet+Hesperidin
grubu, piknotik c¢ekirdekleri (oklar) gostermektedir. F) Diyabet+Hesperidint+Karvakrol
grubu kontrol ve tasit grubuna benzer histopatolojik 6zellikler sergilemektedir. PAS
x200, Bar:50 pm
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4.6.3. Masson’un Trikrom Boyamalar

Yapilan tek yonlii varyans analizi sonucunda Masson’un trikrom boyamasinda
fibrozis yiizdesi agisindan gruplar arasinda 6nemli farkliliklar belirlendi (p<0,05). D
grubunda (7,54+2,42) diger tiim gruplardan daha fazla fibrozis orani dikkati ¢ekerken,
en az fibrozis oraninin D+HP+CAR (2,73+0,86) grubunda oldugu goriildii (Tablo 4.14
ve Sekil 4.7).

Tablo 4.14. Deney gruplarinim Masson’un trikrom boyamast ile boyanma yiizdeleri

Grup Masson’un Trikrom Boyamasi (%)
K 4,4+1,79%
D 7,54+2 ,42°
T 3,34+1,55%
D+CAR 6,214+2,44°
D+HP 4,98+1,16°
D+HP+CAR 2,73+0,86°

p <0,001

a,b: Farkli harflerle gosterilen ayni siitunda bulunan harfler istatistiksel farklilig1 ifade eder (P<0,05).
K: Kontrol, D: Diyabet, T: Tasit, D+CAR: Diyabet+karvakrol, D+HP: Diyabet+hesperidin,
D+HP+CAR: Diyabet-+hesperidint+karvakrol

all B

Masson’un Trikrom Boyamasi
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B Kontrol MDiyabet OTasit MKarvakrol [EHesperidin EHP+CAR

Sekil 4.7. Deney gruplarinin Masson’un trikrom boyamasi ile boyanma yiizdeleri
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Sekil 4.8. Farkli deney gruplarinin Masson trikrom boyali kesitlerinin kolajen dagilimimni gdsteren
goriintiileri. A) Kontrol grubu normal histolojik yapiy1, glomeruluslar (G), normal
glomeruluslarin etrafindaki ve interstisyumdaki kolajenin maviye boyanmasi (oklar) B)
Diyabet grubunda glomeruluslarda daha yogun boyanan kolajen (ok bagt) C) Tasit grubu
D) DiyabettKarvakrol grubu, glomeruluslarda artmis kolajen (ok basi) E)
Diyabet+Hesperidin grubu F) Diyabet+HesperidintKarvakrol grubu. Masson trikrom
x200, Bar:50 pm
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4.6.4. Pikrik Asit-Sirius Kirmizis1 Boyamalar:

Yapilan tek yonlii varyans analizi sonucunda Pikrik asit-Sirius kirmizisi pozitif
alan yiizdesi agisindan gruplar arasinda énemli farkliliklar bulundu (p<0.05). Pikrik
asit-Sirius kirmizi ile boyanan kesitlerde pozitif boyanmis alanlarin yiizde oranlar
incelendiginde D, D+CAR ve D+HP+CAR gruplarinin K, T ve D+HP gruplarindan
daha fazla pozitif boyanma ylizdesine sahipti (p<0,001) (Tablo 4.15 ve Sekil 4.9).

Tablo 4.15. Deney gruplarmim Pikrik Asit-Sirius Kirmizi ile pozitif boyanma yiizdeleri

Grup Pikrik asit-Sirius Kirmizisi (%)
K 2,64+0,3°
D 5,1+0,6%
T 2,32+0,4°
D+CAR 4,28+1,1°
D+HP 2,95+0,7°
D+HP+CAR 4,41+0,6°

p <0,001

a,b: Farkli harflerle gosterilen ayni siitunda bulunan harfler istatistiksel farklilig1 ifade eder (P<0,05).
K: Kontrol, D: Diyabet, T: Tasit, D+CAR: Diyabet+karvakrol, D+HP: Diyabet+hesperidin,
D+HP+CAR: Diyabet-+hesperidint+karvakrol

-Imim

Pikrik asit-Sirius Kirmizisi1 (%)

w

w S
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[y

BKontrol M Diyabet [OTasit M Karvakrol [EHesperidin EHP+CAR

Sekil 4.9. Deney gruplarinin Pikrik Asit-Sirius Kirmizi ile pozitif boyanma yiizdeleri
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Sekil 4.10. Farkli deney gruplarinin Pikrik Asit-Sirius Kirmizi ile boyali kesitlerinin kolajen dagilimini
gosteren gorintiileri. A) Kontrol grubu normal histolojik yapi, glomeruluslar (G),
piknotik ¢ekirdek (ok) B) Diyabet grubunda glomeruluslarda daha yogun boyanan
kolajen, piknotik ¢ekirdek (oklar) C) Tasit grubu D) Diyabet+Karvakrol grubu, piknotik
cekirdekler (oklar) E) Diyabet+Hesperidin grubu F) Diyabet+Hesperidin+Karvakrol
grubu, piknotik ¢ekirdekler (oklar). Pikrik asit-Sirius kirmizi x200, Bar:50 pm

4.6.5. Best Carmine Boyamalar

Yapilan histopatolojik incelemelerde gruplarin higbirinde glomeruluslarda
glikojen birikimi gozlenmedi. D grubunda 6zellikle hasarli tubuluslarda glikojen
birikimi dikkati ¢ekerken K, T ve D+HP+CAR grubundakilerde ise bu birikimlere
rastlanmadi. D+CAR ve D+HP gruplarinin hasarli tubuluslarinda minimal diizeyde

glikojen birikimleri dikkati ¢ekti.
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Sekil 4.11. Farkli deney gruplarmin korteks boliimiine ait Best Carmine boyali kesitlerinin glikojen
birikimini gosteren goriintiileri. A) Kontrol grubu normal histolojik yapiyi, glomeruluslar
(G) B) Diyabet grubunda tubuluslarda glikojen birikimi (oklar) C) Tasit grubu D)
Diyabet+Karvakrol grubu, hasarli tubuluslarda az miktarda glikojen birikimi (oklar) E)
Diyabet+Hesperidin grubu, hasarli tubuluslarda az miktarda glikojen birikimi (oklar) F)
Diyabet+Hesperidin+Karvakrol grubu. Best Carmine x200, Bar:50 um
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Sekil 4.12. Farkli deney gruplarmin medulla bdliimiine ait Best Carmine boyali kesitlerinin glikojen
birikimini gosteren goriintiileri. A) Kontrol grubu normal histolojik yapt B) Diyabet
grubunda tubuluslarda glikojen birikimi (oklar) C) Tasit grubu D) Diyabet+Karvakrol
grubu, hasarli tubuluslarda az miktarda glikojen birikimi (oklar) E) Diyabet+Hesperidin
grubu, hasarli tubuluslarda az miktarda glikojen birikimi (oklar) F)
Diyabet+Hesperidin+Karvakrol grubu, hasarli tubuluslarda az miktarda glikojen birikimi
(oklar). Best Carmine x200, Bar:50 pm
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4.7. Immunohistokimyasal Bulgular

4.7.1. Bel-2 immunohistokimyal Bulgular

Tablo 4.16 sunuldugu sekilde, Bcl-2 immunopozitifli§in yiizdeleri gruplar
arasinda istatiksel olarak anlamli idi (p<0,05).

Diyabet grubu olgularinda hem korteks hem de medulla bolgesindeki Bel-2
immunopozitiflik ylizdesi, diger biitiin gruplardan daha az oldugu idi. D grubu, K
grubuyla kiyaslandiginda hem korteks hem medulla bdlgesindeki Bcl-2
immunopozitiflik yiizdesi istatiksel olarak onemli farklilik teskil etmedi. Korteks ve
medulladaki Bcl-2 immunopoziflik ylizdesinin en fazla D+HP+CAR grubunda oldugu
dikkati ¢cekti. D+HP ve D+CAR gruplarmin her ikisinde immunopozitiflik yiizdesi, D
grubundan daha yiiksek oldugu kaydedildi (p<0,001) (Sekil 4.13).

Tablo 4.16. Gruplarin korteks ve medulla bdlgesine ait Bcl-2 boyanmalarinin pozitif yiizdelerinin

oranlari
Korteks Medulla

Grup Pozitif (%) Pozitif (%)
K 8,45+3,282 12,18+2,30%
D 6,76+1,63% 10,50+3,20?
T 9,05+1,77% 13,56+1,22°
D+CAR 12,40+1,51¢ 13,53+1,31°
D+HP 10,69+1,30b 12,36+1,61%
D+HP+CAR 13,1441,70¢ 14,14+1,58°

p <0,001 <0,001

a,b: Farkli harflerle gosterilen ayni siitunda bulunan harfler istatistiksel farklilig1 ifade eder (P<0,05).
K: Kontrol, D: Diyabet, T: Tasit, D+CAR: Diyabettkarvakrol, D+HP: Diyabett+hesperidin,
D+HP+CAR: Diyabetthesperidintkarvakrol

Bcl-2 / Korteks Bcl-2 / Medulla
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BKontrol M Diyabet OTagit M Karvakrol OHesperidin @ Hesperidin+Karvakrol B Kontrol MDiyabet OTagit MKarvakrol OHesperidin EHesperidin+Karvakrol

Sekil 4.13. Gruplarin korteks ve medulla bolgesine ait Bcl-2 boyanmalarmin pozitif yilizdelerinin
oranlari

bobrek  dokularinda
immunoreaktivitesi gézlendi. D+HP+CAR, D+CAR ve D+HP gruplarinin proksimal

Tim  gruplardaki  siganlarin spesifik  Bcl-2

ve distal tubul epitellerinde giiclii sitoplazmik ve niikleer immunoreaktivite gozlendi.

Ayrica D grubu olgularinda ise zayif sitoplazmik immunoreaktivite not edildi.
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Sekil 4.14. Farkli deney gruplarinin korteks bolgesine ait Bcl-2 immunohistokimyasal boyanmalart. A)
Kontrol grubu, glomeruluslar (G), sitoplazmik ve niikleer immunopozitiflik sergileyen
tubul hiicreleri (oklar) B) Diyabet grubu, glomeruluslar (G), hasarli distal tubuller (HDT),
niikleer immunopozitiflik sergileyen tubul hiicresi (ok), C) Tasit grubu, glomeriiller (G),
niikleer immunopozitiflik sergileyen tubul hiicreleri (oklar) D) Diyabet+Karvakrol grubu,
glomeriiller (G), sitoplazmik ve niikleer immunopozitiflik sergileyen tubul hiicreleri
(oklar), E) Diyabett+Hesperidin grubu, glomerulus (G), sitoplazmik ve niikleer
immunopozitiflik sergileyen tubul hiicreleri (oklar), F) Diyabet+Hesperidin+Karvakrol
grubu, yogun Bcl-2 immupozitiflik sergilemektedir. Glomeruluslar (G), sitoplazmik ve
niikleer immunopozitiflik sergileyen tubul hiicreleri (oklar). Bel-2 x200, Bar:50 um
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Sekil 4.15. Farkli deney gruplarinin medulla bolgesine ait Bel-2 immunohistokimyasal boyanmalari. A)
Kontrol grubu, niikleer immunopozitiflik sergileyen tubul hiicreleri (oklar) B) Diyabet
grubu, sitoplazmik ve niikleer immunopozitiflik sergileyen tubul hiicreleri (oklar) C)
Tasit grubu, sitoplazmik immunopozitiflik sergileyen tubul hiicreleri (oklar) D)
Diyabet+Karvakrol grubu, sitoplazmik ve niikleer immunopozitiflik sergileyen tubul
hiicreleri (oklar), E) Diyabet+Hesperidin grubu, sitoplazmik ve niikleer immunopozitiflik
sergileyen tubul hiicreleri (oklar), F) Diyabet+Hesperidint+Karvakrol grubu, sitoplazmik
ve niikleer yogun immunopozitiflik sergileyen tubul hiicreleri (oklar). Bel-2 x200, Bar:50
pm
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4.7.2. Bax Immunohistokimyasal Bulgulari

Tablo 4.17 incelendiginde, gruplardaki Bax immunopozitiflik yiizdelerinde
gruplar arasinda 6nemli farkliliklar goriildi (p<0,05).

Diyabet grubu sicanlarin bobreklerinde hem korteks hem de medulla
bolgesindeki Bax immunopozitiflik ylizdesinin diger gruplardan istatiksel olarak daha
fazla oldugu dikkati ¢ekti. D+HP+CAR grubundaki hayvanlarda hem korteks hem de
medulla bolgesindeki Bax immunopozitiflik diger gruplara gore daha disiiktii ve
istatiksel olarak da anlamli idi. D+CAR ve D+HP gruplarindaki siganlarda, korteks
bolgesindeki Bax immupoziflik K ve T grubundakilerle istatiksel olarak benzerlik
sergiledigi kaydedildi. Medulla bolgesi incelendiginde D+CAR grubunun Bax
immunopozitiflikligi D grubundaki siganlardan daha diisiik olmasna karsin, istatiksel
olarak anlamli bir fark yoktu. D+HP grubunun medulladaki immunopozitiflik ytlizdesi

D grubundan az, K grubuyla istatiksel olarak benzerdi (Sekil 4.16).

Tablo 4.17. Gruplarin korteks ve medulla bolgesine ait Bax boyanmalarinin pozitif yiizdelerinin oranlar1

Korteks Medulla

Grup Pozitif (%) Pozitif (%)
K 7,62+1,31% 12,72+1,75b
D 10,68+1,61% 14,52+1,76%
T 8,55 +0,73% 13,70+1,23%
D+CAR 7,97+0,55° 13,86+1,39%
D+HP 7,96+0,92° 12,88+1,56%
D+HP+CAR 6,56+0,92°¢ 11,51+1,19°

P <0,001 <0,001

a,b: Farkl harflerle gosterilen ayni siitunda bulunan harfler istatistiksel farklilig1 ifade eder (P<0,05).
K: Kontrol, D: Diyabet, T: Tasit, D+CAR: Diyabettkarvakrol, D+HP: Diyabet+hesperidin,
D+HP+CAR: Diyabet-+hesperidint+karvakrol

Bax / Korteks Bax / Medulla
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Sekil 4.16. Gruplarin korteks ve medulla bolgesine ait Bax boyanmalarinin pozitif yiizdelerinin oranlari
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Sekil 4.17. Farkli deney gruplarmin korteks bdlgesine ait Bax immunohistokimyasal boyanmalari. A)
Kontrol grubu, glomeruluslar (G), niikleer immunopozitiflik sergileyen tubul hiicreleri
(oklar) B) Diyabet grubu, sitoplazmik immumopozitflik sergileyen hasara ugramis
tubuller (ok baglar1) C) Tasit grubu, niikleer immunopozitiflik sergileyen tubul hiicreleri
(oklar) D) Diyabet+Karvakrol grubu, sitoplazmik immunopozitiflik sergileyen tubul
hiicreleri (oklar) E) Diyabet+Hesperidin grubu, sitoplazmik immunopozitiflik sergileyen
tubul hiicreleri (oklar) F) Diyabet+Hesperidint+Karvakrol grubu, sitoplazmik (ok bast) ve
niikleer (ok) immunopozitiflik sergileyen tubul hiicreleri. Bax x200, Bar:50 um
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Sekil 4.18. Farkli deney gruplarinin medulla bdlgesine ait Bax immunohistokimyasal boyanmalar1. A)
Kontrol grubu, sitoplazmik ve niikleer immunopozitiflik sergileyen tubul hiicreleri (oklar)
B) Diyabet grubu, sitoplazmik immumopozitflik sergileyen tubul hiicreleri (oklar) C)
Tasit grubu, sitoplazmik ve niikleer immunopozitiflik sergileyen tubul hiicreleri (oklar)
D) Diyabet+Karvakrol grubu, sitoplazmik ve niikleer immunopozitiflik sergileyen tubul
hiicreleri (oklar) E) Diyabet+Hesperidin grubu, sitoplazmik immunopozitiflik sergileyen
tubul hiicreleri (oklar) F) Diyabet+Hesperidin+Karvakrol grubu, sitoplazmik ve niikleer
immunopozitiflik sergileyen tubul hiicreleri (oklar). Bax x200, Bar:50 pm
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4.7.3. Kaspaz-3 immunohistokimyasal Bulgular1

Tablo 4.18 incelendiginde, gruplarin aktif Kaspaz-3 immunopozitifliklerinin
ylizde sonuglar1 gruplar arasinda anlamli farkliliklar igermekteydi (p<0,01).

Diyabet grubundaki siganlarda hem korteks hem de medulla bolgesindeki
Kaspaz-3 immunopozitiflik yiizdesinin diger gruplardan daha fazla oldugu (p<0,001)
belirlendi. D+CAR, D+HP ve D+HP+CAR gruplarinin korteks ve medulla
bolgesindeki immupozitiflik yiizdesinin D grubundan az, K ve T grubundan fazla

oldugu dikkati cekti (Sekil 4.19).

Tablo 4.18. Gruplarin korteks ve medulla bolgesine ait aktif kaspaz-3 boyanmalarimin pozitif
ylizdelerinin oranlar1

Korteks Medulla

Grup Pozitif (%) Pozitif (%)
K 3,13+0,404 5,54+0,27¢
D 6,34+0,392 12,86+0,73
T 3,68 +£0,384 7,050,454
D+CAR 5,7240,58° 11,49+0,69%
D+HP 5,6140,42° 9,83+0,75°¢
D+HP+CAR 4,65+0,38°¢ 7,760,754

p <0,001 <0,001

a,b: Farkli harflerle gosterilen ayni siitunda bulunan harfler istatistiksel farklilig1 ifade eder (P<0,05).
K: Kontrol, D: Diyabet, T: Tasit, D+CAR: Diyabettkarvakrol, D+HP: Diyabett+hesperidin,
D+HP+CAR: Diyabetthesperidintkarvakrol
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Sekil 4.19. Gruplarin korteks ve medulla bolgesine ait kaspaz-3 boyanmalarinin pozitif yiizdelerinin
oranlar1

74



Sekil 4.20. Farkli deney gruplarinin korteks bolgesine ait aktif kaspaz-3 immunohistokimyasal

boyanmalari. A) Kontrol grubu, glomerulus (G) B) Diyabet grubu, sitoplazmik
immunopozitiflik sergileyen glomerulus hiicreleri (oklar) C) Tasit grubu, niikleer
immunopozitiflik sergileyen tubul hiicreleri (oklar) D) Diyabet+Karvakrol grubu,
sitoplazmik immunopozitiflik sergileyen tubul hiicreleri (oklar) E) Diyabet+Hesperidin
grubu, sitoplazmik immunopozitiflik sergileyen tubul hiicreleri (oklar) F)
Diyabet+Hesperidint+Karvakrol grubu, niikleer immunopozitiflik sergileyen tubul
hiicreleri (oklar). Aktif kaspaz-3 x200, Bar:50 pm
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Sekil 4.21. Farkli deney gruplarmin medulla bdlgesine ait aktif kaspaz-3 immunohistokimyasal
boyanmalart. A) Kontrol grubu B) Diyabet grubu, sitoplazmik immunopozitiflik
sergileyen tubul hiicreleri (oklar) C) Tasit grubu D) Diyabet+Karvakrol grubu,
sitoplazmik immunopozitiflik sergileyen tubul hiicreleri (oklar) E) Diyabet+Hesperidin
grubu, sitoplazmik immunopozitiflik sergileyen tubul hiicreleri (oklar) F)
Diyabet+Hesperidin+Karvakrol grubu, sitoplazmik ve niikleer immunopozitiflik
sergileyen tubul hiicreleri (oklar). Aktif kaspaz-3 x200, Bar:50 um
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4.7.4. Kaspaz-9 immunohistokimyasal Bulgular1

Tablo 4.19 incelendiginde gruplarin kaspaz-9 immunopozitifligin yiizde

sonuglar1 gruplar arasinda istatiksel olarak anlamli farkliliklar icermekteydi (p<0,01).

Diyabet grubundaki siganlarda, bobreklerin hem korteks hem de medulla

bolgesindeki kaspaz-9 immunopozitiflik yiizdesinin diger gruplardan daha fazla

oldugu (p<0,001) belirlendi. D+CAR, D+HP gruplarmin korteks immupozitiflik

ylizdesinin D grubundan az K, T ve D+HP+CAR grubundan fazla oldugu dikkati ¢ekti.

D+CAR-+HP grubunun korteks bdlgesindeki immupozitiflik yiizdesinin D grubundan

az, K ve T grubu ile istatiksel olarak benzerlik sergiledigi goriildi. D+CAR, D+HP,

D+HP+CAR ve T gruplarmin medulla bolgesindeki immunopozitiflik ylizdesinin D

grubundan az, K grubundan daha fazla oldugu dikkati ¢ekti (Sekil 4.22).

Tablo 4.19. Gruplarin korteks ve medulla bolgesine ait kaspaz-9 boyanmalarmin pozitif yiizdelerinin

oranlari
Korteks Medulla
Grup Pozitif (%) Pozitif (%)
K 5,00+0,44° 7,28+0,85°¢
D 7,99+0,802 11,27+0,572
T 5,59+0,37¢ 9,03+0,84°
D+CAR 6,7840,49° 9,30+0,48°
D+HP 6,6440,39° 9,24+0,50°
D+HP+CAR 4,86+0,35°¢ 8,80+0,84°
p <0,001 <0,001

a,b: Farkli harflerle gosterilen ayni siitunda bulunan harfler istatistiksel farklilig1 ifade eder (P<0,05).
K: Kontrol, D: Diyabet, T: Tasit, D+CAR: Diyabettkarvakrol, D+HP: Diyabett+hesperidin,

D+HP+CAR: Diyabetthesperidintkarvakrol
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Sekil 4.22. Gruplarin korteks ve medulla bdlgesine ait kaspaz-9 boyanmalarinin pozitif ylizdelerinin

oranlari
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Sekil 4.23. Farkli deney gruplarinin korteks bolgesine ait kaspaz-9 immunohistokimyasal boyanmalari.
A) Kontrol grubu, glomerulus (G), niikleer immunopozitiflik sergileyen tubul hiicreleri
(oklar) B) Diyabet grubu, yogun sitoplazmik ve niikleer immunopozitiflik sergileyen
glomerulus (G) C) Tasit grubu, sitoplazmik immunopozitiflik sergileyen tubul hiicreleri
(oklar) D) Diyabet+Karvakrol grubu, sitoplazmik immunopozitiflik sergileyen tubul
hiicreleri (oklar) E) Diyabet+Hesperidin grubu, sitoplazmik immunopozitiflik sergileyen
tubul hiicreleri (oklar) F) Diyabet+HesperidintKarvakrol grubu, sitoplazmik
immunopozitiflik sergileyen tubul hiicreleri (oklar). Kaspaz-9 x200, Bar:50 pm
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Sekil 4.24. Farkl1 deney gruplarinin medulla bélgesine ait kaspaz-9 immunohistokimyasal boyanmalari.
A) Kontrol grubu, sitoplazmik immunopozitiflik sergileyen tubul hiicreleri (oklar) B)
Diyabet grubu, sitoplazmik immumopozitiflik sergileyen tubul hiicreleri (oklar) C) Tasit
grubu, sitoplazmik ve niikleer immunopozitiflik sergileyen tubul hiicreleri (oklar) D)
Diyabet+Karvakrol grubu, sitoplazmik ve niikleer immunopozitiflik sergileyen tubul
hiicreleri (oklar) E) Diyabet+Hesperidin grubu, sitoplazmik ve niikleer immunopozitiflik
sergileyen tubul hiicreleri (oklar) F) Diyabet+Hesperidint+Karvakrol grubu. Kaspaz-9
x200, Bar:50 pm
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4.8. TUNEL Bulgular

TUNEL pozitif hiicre sayimi sonuglari incelendiginde, gruplar arasinda
istatistiksel olarak anlamli farklilik oldugu belirlendi (p<0,001). Bobrek korteksindeki
pozitif hiicre sayisi, D grubunun diger tiim gruplardan daha fazla oldugu dikkati
cekerken, D+HP ve D+HP+CAR grubunda en az sayida oldugu dikkati ¢cekti. Bobrek
medullasinda bulunan pozitif hiicre sayis1 bakimindan, D grubu diger tiim gruplara

gore daha fazla iken, D+HP ve D+HP+CAR grubunda ise en az sayida idi (Tablo 4.20
ve Sekil 4.25).

Tablo 4.20. Gruplarin korteks ve medulla bolgesine ait TUNEL boyamasi

Grup Korteks Pozitif Medulla Pozitif
K 71,78+4,08¢ 46,15+3,17¢
D 127,75+7,822 104,76+11,07°
T 97,15+7,2° 86,91+10,14°
D+CAR 56,22+8,744 43,04+5,56¢
D+HP 19,11£2,94¢ 11,65+2,394
D+HP+CAR 15,90+1,80°¢ 9,96+1,784
p <0,001 <0,001

a,b: Farkli harflerle gosterilen ayni siitunda bulunan harfler istatistiksel farklilig1 ifade eder (P<0,05).
a,b: Farkli harflerle gosterilen ayni siitunda bulunan harfler istatistiksel farklilig1 ifade eder (P<0,05).
K: Kontrol, D: Diyabet, T: Tasit, D+CAR: Diyabettkarvakrol, D+HP: Diyabett+hesperidin,
D+HP+CAR: Diyabetthesperidintkarvakrol

TUNEL / Korteks TUNEL / Medulla

T

——i

d C C
20
€ e 20 d d
N . ] ==

® Kontrol M Diyabet OTagit MKarvakrol OHesperidin B Hesperidin+Karvakrol

EKontrol MDiyabet DOTagit MKarvakrol [Hesperidin @ Hesperidin+Karvakrol

Sekil 4.25. Gruplarin korteks ve medulla bolgesine TUNEL pozitif hiicre sayilar1
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Sekil 4.26. Farkli deney gruplarinin korteks bolgesine ait TUNEL boyanmalari. A) Kontrol grubu,
pozitiflik sergileyen tubul hiicreleri (oklar) B) Diyabet grubu, pozitiflik sergileyen tubul
hiicreleri (oklar) C) Tasit grubu, pozitiflik sergileyen tubul hiicreleri (oklar) D)
Diyabet+Karvakrol grubu, pozitiflik sergileyen tubul hiicreleri (oklar) E)
Diyabett+Hesperidin ~ grubu, pozitiflik sergileyen tubul hiicreleri (oklar) F)
Diyabet+HesperidintKarvakrol grubu, pozitiflik sergileyen tubul hiicreleri (oklar).
TUNEL x200, Bar:50 pm
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Sekil 4.27. Farkli deney gruplarinin medulla bolgesine ait TUNEL boyanmalari. A) Kontrol grubu,
pozitiflik sergileyen tubul hiicreleri (oklar) B) Diyabet grubu, pozitiflik sergileyen tubul
hiicreleri (oklar) C) Tasit grubu, pozitiflik sergileyen tubul hiicreleri (oklar) D)
Diyabet+Karvakrol —grubu, pozitiflik sergileyen tubul hiicreleri (oklar) E)
Diyabet+Hesperidin  grubu, pozitiflik sergileyen tubul hiicreleri (oklar) F)
Diyabet+Hesperidin+Karvakrol grubu, pozitiflik sergileyen tubul hiicreleri (oklar).
TUNEL x200, Bar:50 um
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5. TARTISMA

Yetersiz insiilin salinim1 veya hedef dokulardaki insiilin direncine bagli olarak
organlara zarar veren DM, hiperglisemi ve glikoziiri ile seyreden metabolik bir
hastaliktir (Niwas Jangir and Chand Jain, 2014; Atta et al., 2017). Ozellikle gelismekte
olan iilkelerde onemli saglik sorunlarindan biri olan ve multifaktoriyel etkenlerle
meydana gelen DM’ nin insidans orani her gecen giin artmaktadir (Sampannang et al.,
2018). DM son yillarda kanser, kardiyovaskiiler ve serebrovaskiiler hastaliklarla
birlikte olimciilliigii en yiiksek hastaliklar arasinda sayilmaktadir (Chauhan et al.,
2010). Kandaki glukoz seviyesinin yiiksek seyretmesi (hiperglisemi), basta gozler,
bobrekler, kalp, kan damarlar1 ve sinirler olmak iizere ¢esitli dokularda kronik hasara
ve islev bozukluguna neden oldugu bildirilmistir (Skyler et al., 2017; McElwain et al.,
2021). Diyabetin yaygin komplikasyonlarindan biri olan DN, diyabetik hastalarin en
az %30’unu etkileyerek halk sagligi lizerinde biiylik bir yiik olusturmaktadir (Kanter
and Bornfeldt, 2016). Karmasik patolojik mekanizmalar1 igeren bir¢cok faktor
etkilendiginden, DN nin tedavisi i¢in etkili ve spesifik ilaclarin kullanimi1 sinirhdir. Bu
nedenle, DN’yi etkili bir sekilde tedavi etmek icin kullanilabilecek ajanlar bulmak
kritik 6nem tagimaktadir. Bugiine kadar dogal iirlinlerin DN gelisimini engellemede
onemli bir etkiye sahip oldugu gosterilmistir (Hu et al., 2021).

Streptozotosin  (STZ) [2-deoksi-2-(3-metil-3-nitrosoiireido-D-glukopiranoz],
gram pozitif bir bakteri olan Streptomyces achromogenes tarafindan sentezlenir. STZ
ile indiiklenen T1DM, DN dahil olmak {izere diyabet komplikasyonlarina kars1 ¢esitli
ajanlarin antidiyabetik ve koruyucu etkinligini aragtirmak i¢in yaygin olarak
kullanilmaktadir (Wu and Yan, 2015; Al-Rasheed et al., 2018; Al Hroob et al., 2018;
Althunibat et al., 2019; Antar et al., 2022). STZ, pankreasta bulunan langerhans
adaciklarinin  B-hiicreleri igin toksiktir ve asirt ROS {iretimine, NAD"nin
tilkkenmesine, PARP aktivasyonuna ve DNA hasarina neden olarak 6liimi tetikler, bu
da insiilin saliniminin azalmasina ve hiperglisemiye neden olur (Zhang and Tan, 2000;
Szkudelski, 2001). Tek doz intraperitonel STZ enjeksiyonun (40-60 mg/kg BW)
diyabet olusturmada yeterli oldugu bir¢ok calismada ortaya konulmustur (El-Akabawy
and El-Kholy, 2014; Kazeem et al., 2015; Tuncdemir et al., 2018). Mevcut ¢calismada
50 mg/kg dozda intraperitoneal STZ uygulandi ve deneyin li¢iincii giinlinde kuyruktan

alinan kan ile siganlarin kan glukoz diizeyleri dlgiilerek 250 mg/dl ve iizerinde olan
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hayvanlar diyabetik olarak kabul edildi. Ayrica diyabet oldugu kabul edilmeyen
hayvanlarin tek doz STZ (50 mg/kg BW) uygulanmasi tekrarlandi.

Diyabetes mellitus olusturulan caligmalarda polifaji ve polidipsi gosteren
diyabetik siganlar, kontrol sicanlarina kiyasla viicut agirliginda onemli bir diisiis
gosterdigi kaydedilmistir. Diyabetik sicanlarda viicut agirliginin azalmasinin nedeni
olarak, enerji kaynagi olarak karbonhidratlarmm kullanilamamasi, yaglarin
katabolizmas1 nedeniyle protein kayb1 ve doku proteinlerinin agir1 bozulmasina baglh
olabilecegi One siirlilmektedir (Beckman et al., 2002; Montilla et al., 2004; OrSoli¢ et
al., 2011). Mevcut ¢aligma siiresi boyunca si¢anlarin canlt agirliklar: alt1 hafta boyunca
Ol¢iilmiistiir. D+HP grubu hari¢ tiim gruplarin, deney baslangicindan deney sonuna
kadar canli agirliklarinin arttigi kaydedilmistir. Diyabet grubunun canli agirlik artigi
kontrol grubu ile karsilagtirildiginda bu degerin daha az oldugu dikkati ¢ekmistir.
D+HP ve D+CAR gruplarinin canli agirlik artisinin diyabet grubunun canli agirlik
artisindan daha az oldugu, D+HP+CAR grubunun canli agirlik artis1 diyabet grubunun
canli agirlik artis ile benzer 6zellik sergiledigi fark edilmistir. Diyabetik hayvanlara
hesperidin (50 mg/kg) ve karvakroliin (75 mg/kg) tek basina uygulandig1 gruplarda
yeteri kadar canli agirlik elde edilememesi bu maddelerin tek basina uygulanmasinin
canlt agirlik artig1 lizerine etkili olmadig1 sonucuna varilirken, maddelerin bir arada
uygulanmasinin canli agirlik tizerinde daha etkili oldugu sonucuna varilmistir

Yapilan baz1 g¢alismalarda TIDM, STZ enjeksiyonu ile indiiklenir ve bu
hayvanlar genellikle poliiiri, polidipsi, polifaji, dehidrasyon ve kilo kaybi gibi
diyabetin tipik Ozelliklerini gosterir (Hoybergs et al., 2008; Wang et al., 2010).
Sunulan ¢alismada diyabet grubunun su tiiketimin kontrol grubundan yaklasik 3,5 kat
daha fazla oldugu goriilmiistiir. D+HP, D+CAR ve D+HP+CAR gruplarmin su
tikketiminin diyabet grubundan az oldugu, fakat idrar miktarlarinin diyabet grubundan
daha fazla oldugu dikkati ¢ekmistir.

Diyabetin en belirgin semptomlarindan birisi hiperglisemidir. Sunulan tez
caligmasinda diyabetik grubun kan glukoz diizeyinin, kontrol grubundan daha fazla
oldugu gorilmistiir. D+HP ve D+CAR gruplarmin kan glukoz diizeyi diyabet
grubuyla istatiksel olarak benzerlik sergiledigi fakat iki maddenin bir arada
uygulandigit D+HP+CAR grubunda kan glukoz diizeyinin diyabet grubundan daha az
oldugu fark edilmistir. Bu yoniiyle bu maddelerin tek tek verilmesinin diyabetik

hayvanlarda kan glukoz diizeyini diisiirmede etkili olmadigi, fakat iki maddenin bir
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arada uygulanmasmin kan glukoz diizeyini diisiirmede etkili oldugu sonucuna
varilmigtir.

Diyabette meydana gelen hiperglisemi, renal hipertrofi ile karakterize diyabetik
nefropatiye neden olmaktadir (Fogo, 2000; Sanai et al., 2000). Diyabetin bobrek
agirhigr iizerindeki etkisi konusunda celiskili arastirma sonuclari bulunmaktadir.
Diyabetik sicanlarin kontrol grubuna kiyasla hipertrofiye bagli olarak bobrek
agirliklarinda anlamli bir artig bildirirken (Tungdemir and Ozturk, 2008; Tun¢demir,
Mirzatas et al., 2018), baska bir ¢alismada diyabetli grubun bobrek agirliklarinda diger
gruplara kiyasla fark olmadigi goriilmiistiir (Elbe et al., 2015). Sunulan ¢alismada
diyabetli grubun sag ve sol bobreginin rdlatif agirliginin kontrol grubundan fazla
oldugu, D+HP, D+CAR ve D+HP+CAR gruplarinin hem sag hem de sol bobrek
agirliklarinin diyabet grubuyla istatiksel olarak benzer olduklar1 dikkati ¢cekmistir. Bu
yoniiyle uygulanan maddelerin bobregin rolatif agirlii tizerine herhangi bir etkisi
olmadig1 gortilmiistiir.

Fibrozis, ilerleyici kronik bdbrek hastaliklarinin bir isaretidir ve potansiyel
olarak bobrek yetmezligine yol acar. Hiperglisemi, fibrotik faktorlerin ekspresyonunu
artirarak glomertiler filtrasyon bariyerinin hasar goérmesine ve DN’ye neden olur
(Audzeyenka et al., 2022). Diyabetin, bobreklerde fibrozis artisina neden oldugu
caligmalarda gosterilmistir (Chang et al.,, 2022). Sunulan g¢alismada diyabetik
hayvanlarin bobrek dokusundaki fibrozis oranin kontrol grubundan yiiksek oldugu
dikkati ¢ekmistir. Hesperidin ve karvakrol uygulanan gruplarin bobrek dokusu
incelendiginde fibrozis oraninin diyabetik gruptan daha az oldugu goriilmiistiir. Bu
maddelerin ayr1 ayr1 uygulandiginda kan sekerinin diismemis olmasina ragmen
bobrekte meydana gelen fibrozis oranini azaltmasi, bu maddelerin sahip oldugu
antioksidan o6zelliklerin olasilikla fibrozise yol acan faktorlerin ekspresyonunu
azaltmis olmasina baghdir.

Kan iire azotu (BUN) ve kreatinin (CRE) bdobreklerden atilan metabolik atik
tirlinlerdir. Bobrek rahatsizliklarinda, BUN ve kreatinin diizeyleri artar. Diyabetin,
BUN ve kreatinin diizeylerini farkli sekilde etkiledigi caligmalara rastlanilmastir.
Yapilan caligmalarda diyabetik hayvanlarin BUN ve kreatinin diizeylerinin kontrol
grubuna gore arttig1 (Lu et al.,, 2007), bir baska ¢alismada bu degerlerin kontrol
grubundan farkli olmadig1 sonucuna ulasilmistir (Choi et al., 2010). Yapilan diger
caligmalarda diyabetik gruptaki BUN diizeyinin kontrol grubuna goére énemli 6l¢iide

arttig1, serum kreatinin diizeylerinde ise anlamli bir artisin olmadigi kaydedilmistir
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(Almeida et al.,, 2012; Iskender, Dokumacioglu et al., 2017). STZ ile T2DM
olusturulmus Sprague Dawley siganlarda, HP farkli dozlarda uygulanmig (50-100-200
mg/kg, oral gavaj, 4 hafta) ve diyabetle birlikte artan, BUN ve kreatinin seviyelerinde
doza bagli olarak anlamli bir diisiis tespit edildigi bildirilmistir (Jain & Somani, 2014).
Dokumacioglu ve ark. yapmis oldugu ¢alismada, diyabet grubunda BUN ve kreatinin
diizeylerinde artis, HP (100 mg/kg, oral gavaj, 2 hafta) uygulanan grupta BUN ve
kreatininin  diizeyinin anlamli bir sekilde diistiigline dikkati ¢ekmislerdir
(Dokumacioglu et al., 2019). Sunulan calismada diyabetik grupta BUN diizeyinin,
kontrol grubuna gore daha fazla oldugu; diger arastirmacilarin verileriyle
ortiismektedir (Lu, Yin et al., 2007; Almeida, Braga et al., 2012; Jain and Somani,
2014; Iskender, Dokumacioglu et al., 2017; Dokumacioglu, Iskender et al., 2019).
Sunulan ¢alismada D+HP grubunda BUN diizeyi diyabet grubu ile istatiksel olarak
benzerlik gostermesi, diger ¢alismalardan (Jain and Somani, 2014; Dokumacioglu,
Iskender et al., 2019) ayrigmaktadir. Gruplar arasinda serum kreatinin diizeyleri
arasinda istatiksel farklilik bulunmamaktadir. Hesperidin ve karvakroliin, bobrek
fonksiyon belirteclerinden olan BUN ve kreatinin diizeyleri iizerine etkili
olamamasimin nedeni olarak, kan glukoz diizeyininin yiiksek seyretmesinden
kaynaklanabilecegine yorumlanmaistir.

Sunulan c¢alismanin  histopatolojik  sonuclar1 incelendiginde diyabetik
nefropatinin ikinci agamasinda oldugu goriilmiistiir. Bunun sebebinin deney siiresinin
6 hafta (42 giin) gibi kisa bir siire olmasina bagl olabilecegidir. DM ile ilgili yapilan
caligsmalarda, tubulus ve glomeruluslarda dejenerasyon, tubuluslarda dilatasyon,
tubuluslarda glikojen birikimi, tubulus bazal membranlarinda kalinlagma,
glomertillerde hipertrofi, mezangiyal matrikste artig, glomeriillerde hiyalinizasyon,
glomeruloskleroz, glomerular bazal membranda kalinlagma, bowman boslugunun
genisliginin azalmasi ve Bowman kapsiiliinlin pariyetal yapraginin kalinlagmasi sik
goriilen histopatolojik degisikliklerdendir (Ozturk et al., 2005; Vardi et al., 2005).
Sunulan ¢alismada diyabet grubunun glomerulus boyutunun kontrol grubu ile benzer,
diger biitiin gruplardan daha fazla oldugu dikkati ¢ekmistir. Diyabet grubunun
glomeruluslarda mesangiyal matriks artig1 ve tubuluslarda intraseliiler vakuolizasyon
yoniinden degerlendirildiginde diger biitiin gruplardan daha fazla oldugu goériilmiistiir.
Uygulanan maddelerin 6zellikle tubuluslarda meydana gelen dejenerasyonu azalttigi
ve glomeruluslarda mesangiyal matriks artisin1 engelledigi dikkati ¢ekmistir. Best

Carmine, dokularda glikojen gibi makromolekiil karbonhidratlar1 gosteren 6zel bir
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boyadir. Glikojen, glikozun birincil depolama formudur, miisin ve glikokonjugat
olusumu nedeniyle diyabetiklerde intraseliiler olarak arttig1 bilinmektedir (Latti et al.,
2015). Glikojen birikimi siddetli hiperglisemiyi gostermektedir (Torbenson et al.,
2006).

Apoptoz, ¢ok hiicreli organizmalarda meydana gelen programlanmis hiicre
Olimiidir.  Apoptotik  siirecin  dlizglin  ilerlememesi  ¢esitli  hastaliklarla
iliskilendirilmistir (Susztak et al., 2006; Elsherbiny et al., 2015). Apoptotik siirec,
sisteine bagimli spesifik aspartat proteazlar veya kaspazlar olarak adlandirilan belirli
proteinler tarafindan diizenlenir. Kaspazlar apoptozun indiiksiyonunda oldugu kadar
apoptozun uygulama asamasinda ve diyabetik nefropatide merkezi bir rol oynar.
Kaspaz bagimli apoptoz, ekstrinsik ya da intrinsik yolla indiiklenebilir. Ekstrinsik yol,
Fas ligandi (FasL) veya TNFa gibi 6liime neden olan bir ligandin plazma
membraninda karsilik gelen 6liim reseptoriiyle (Fas reseptorii veya TNF reseptorii)
etkilesime girmesini igerir. Bu ligandlarin 6liim reseptorlerine baglanmasindan sonra
Fas iligkili 6liim alan1 (FADD) veya TNF reseptor iligkili 6liim alan1 (TRADD),
prokaspaz 8’in Oliim efektor alanina dimerizasyon yoluyla baglanir. Bu noktada
prokaspaz 8’in otokatalitik aktivasyonu sonucunda 6liim indiikleyici sinyal kompleksi
(DISC) olusur. DISC, efektor kaspazlar-3, -6 ve -7'yi aktive ederek dogrudan
(Ashkenazi and Dixit, 1998; Walczak and Krammer, 2000) veya mitokondriye
translokasyon tizerine mitokondriyal dis membran permeabilizasyonuna (MOMP) ve
ardindan sitokrom c gibi pro-apoptotik proteinlerin salinmasina yol agan Bid'in
bdliinmesi yoluyla dolayli olarak 6liim sinyalini yayabilir (Li et al., 1998). Sitokrom
¢, kaspaz bagimli intrinsik yolun bir parcasidir ve apoptozom olusturmak igin
apoptotik proteaz aktive edici faktor-1 (Apaf-1) ve prokaspaz 9 ile etkilesime girebilir.
Bu kompleks kaspaz 9'u aktive edebilir ve bu da efektor kaspazlar 3, 6 ve 7'yi aktive
ederek apoptoza yol agar (Zou et al., 1997). ikinci apoptotik yol, mitokondrinin
merkezi diizenleyici oldugu intrinsik yoldur (Jin and El-Deiry, 2005). Intrinsik yol i¢in
geri donilisi olmayan nokta, Bcl-2 protein ailesi tarafindan kontrol edilen
mitokondriyal dis membran permeabilizasyonu (MOMP) dur (Green and Kroemer,
2004). Bcl-2 proteinleri ya anti-apoptotik (Bcl-2, Bcl-Xi, Bcl-w) ya da pro-
apoptotiktir (Bax, Bak, Bad, Bim) ve bu iki grup arasindaki denge hiicre sagkalimini
veya hiicre 6liimiinii belirler. Ozellikle pro-apoptotik aile iiyesi Bax, mitokondriyal dis
membranda sitokrom c gibi pro-apoptotik molekiillerin salinimini1 kolaylastirabilen

gecirgenlik gecis gozenek kompleksi (PTPC) ve mitokondriyal apoptoz ile indiiklenen
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kanal (MAC) gibi kanallar olusturmak i¢in diger proteinlerle oligomerlesebildigi veya
kompleksler olusturabildigi i¢in 6nemlidir (Liu et al., 1996; Crompton, 2000; Kinnally
and Antonsson, 2007).

Akut veya kronik hiperglisemi oksidatif strese yol acar ve bu durum hem hayvan
deneylerinde hem de in vitro hiicre kiiltiirii sistemlerinde ortaya kondugu gibi tubuler
ve glomeriiler hiicreleri apoptoza gotiirlir (Nishikawa et al., 2000; Brownlee, 2001;
Ha et al., 2008). Hipergliseminin, Bax aracili mitokondriyal gegirgenlik ve ardindan
sitokrom ¢ salimimi yoluyla mezangiyal hiicrelerin ROS’a bagli apoptozuna neden
oldugu bildirilmistir (Kang et al., 2003). Murin ve insan renal mezangiyal hiicrelerinde
yiiksek glukoz diizeyinin, mitokondriden sitokrom c¢ salimimi ve ardindan pro-
apoptotik kaspaz-3 aktivasyonu ile iligkili olarak Bax/Bcl-2 oraninin artmasina neden
oldugu ileri siiriilmistiir (Kang et al., 2003). Renal tubuler epitel hiicrelerinde
hipergliseminin yol actig1 oksidatif stres, Bcl-2 ekspresyonunun azalmasina, Bax
protein ekspresyonunun artmasina neden olmustur (Verzola et al., 2002). Bu veriler,
diyabette pro-apoptotik Bax gen ekspresyonunun arttigi, anti-apoptotik Bcl-2 ve Bcl-
X1 ekspresyonunun ise azaldigi yoniindeki daha onceki bulgularla uyumludur (Ortiz
et al.,, 1997). Farkli kaspazlar, 6zellikle de kaspaz-3 ve -9, proksimal tubul epitel
hiicrelerinin yiiksek glukozla indiiklenen apoptozunda 6nemli bir rol oynamaktadir
(Allen, Harwood et al., 2003). Mevcut calismada STZ’nin si¢anlarda renal dokuda
apoptozu indiikledigi dikkati ¢ekti. Bu yoniiyle literatiirde yapilan ¢cogu calisma ile
benzerlik sergiledigi goriilmiistir (Mohany et al., 2022). Immunohistokimyasal
bulgulara gore, diyabet grubunun korteks ve medulla bolgesindeki Bcl-2
immunopozitifligin kontrol grubu ile istatiksel olarak benzerlik sergiledigi, diger tiim
gruplarda bu oranin hem diyabet hem de kontrol grubundan daha fazla oldugu dikkati
cekmistir. Pro-apoptotik proteinlerden biri olan Bax’in diyabet grubunda en fazla
immunopozitiflik sergiledigi, en az immunopozitifligin hesperidin ve karvakroliin bir
arada uygulandig1 grupta oldugu goriilmiistiir.

DNA kiriklarinin in situ olarak taninmasini saglayan TUNEL teknigi hiicrelerde
apoptozisin varligin1 belirlemek i¢in siklikla kullanilmaktadir. Hiicreler apoptoza
ugradiginda, endoniikleaz enzimleri niikleozomlar arasindaki genomik DNA'y1
kesmek i¢in aktive olur. Genomik DNA bdéliindiigiinde, acgiga ¢ikan 3'-OH, Terminal
Deoksiniikleotidil Transferaz (TdT) katalizorliigiine bagli olarak biyotinlenmis dUTP
(Biyotin-dUTP) eklenebilir ve ardindan horseradish peroxisidase (HRP) etiketli
Streptavidin (Streptavidin-HRP) baglanabilir. Daha sonra HRP katalizi sayesinde
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apoptotik hiicreler DAB ile isaretlenir. TUNEL teknigi, doku kesitlerinde apoptozu
belirlemek i¢in siklikla kullanilmasina ragmen, aktif gen trankripsiyonu veya nekroz
gibi belirli kosullar altinda apoptotik olmayan hiicreleri isaretleyebilmektedir. Bu
ylizden, TUNEL tekniginin spesifikligi ve degerlendirilmesi tartismalidir (Levin et al.,
1999; Duan et al., 2003; Gulbahar et al., 2011; Guvenc et al., 2013). Sicanlarda yiiksek
doz glukoz uygulamasinin, proksimal-distal tubullerde, glomeriiller ve intersitisyel
hiicrelerde apoptozu indiikledigi dikkati ¢ekmistir (Ortiz, 2000). STZ ile diyabet
olusturulan siganlarda Henle kulpu ve tubullerin epitel hiicrelerinde TUNEL pozitif
hiicreler bildirilmistir. Tubullerde apoptotik hiicreler goriilmesine ragmen
glomeriillerde apoptotik hiicreye rastlanilmamistir (Kumar et al., 2004; Tungdemir and
Ozturk, 2008). Tungdemir ve Ozturk (2008), diyabetik grupta bobrek tubullerindeki
apoptotik hiicre oranindaki artisin kan glukoz seviyelerindeki artisa paralel oldugunu
tespit etmislerdir. Sunulan ¢alismada hem korteks hem de medullada en fazla TUNEL
pozitif hiicre sayis1 diyabetik grupta goriilmiistiir. TUNEL pozitif hiicreler 6zellikle
proksimal, distal, toplayici tubuller ve Henle kulpunda saptanmigtir. Hem korteks hem
de medulla da TUNEL pozitif hiicrelerin en az oldugu grup D+HP+CAR grubuydu.
Bulgular 15181nda HP ve CAR uygulanan gruplarda hiicre 6liimii belirteclerinden biri
olan TUNEL pozitif hiicrelerin azaldigi boylelikle bobrek iizerinde koruyucu rol
oynadig1 sonucuna varilmistir.

Yapilan literatlir taramasma gore bu calisma, STZ ile TIDM olusturulan
deneysel diyabetik nefropati modelinde hesperidin ve karvakrol uygulamalarinin
apoptozla iligkili proteinler (Bcl-2, Bax, kaspaz-3 ve kaspaz-9) arasindaki iliskiyi
inceleyen ilk caligmadir. Diyabetik nefropatide hipergliseminin apoptotik proteinlerin
ekspresyonunu etkiledigini ve bobrek dokusu hasarina neden oldugunu daha 6nceki
yapilan ¢alismalarda gosterilmistir. Hesperidin ve karvakrol uygulanan gruplarda kan
glukoz seviyelerinde herhangi bir degisim olmasa da renal hemodinamigin
diizenlenmesiyle ilgili yolaklar iizerinde renoprotektif etkiler goriildii. Bu antioksidan
maddelerin birlikte kullanilmasi, bébrek dokusunda hiicre apoptozunu etkili bir
sekilde inhibe ederek bobrek dokusu hasari iizerinde faydali bir etkiye sahip olduguna

yorumlanmustir.
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6. SONUC VE ONERILER

Insan ve hayvanlarda yaygin olarak gozlenen diyabet en &nemli endokrin
hastaliklardandir. Diyabetin insidansi 6zellikle degisen yasam tarzi ve obeziteye baglh
olarak artmaktadir. Hipoglisemik ilaglar ve insiilin kullanimi diyabetin tedavisinde
yaygin olarak kullanilmaktadir. Son yillarda yapilan ¢alismalarda diyabetin
tedavisinde ve komplikasyonlarinin 6nlenmesinde bitkisel {irtinlerin kullanimi
artmaktadir. Bitkisel tedavilerin bu gibi kronik rahatsizliklarda daha az yan etkili
oldugu diistinilmektedir. Caligmada siganlarda STZ ile olusturulmus deneysel diyabet
modelinde hesperidin ve karvakroliin diyabetik nefropati iizerine etkileri incelenmis
olup, karvakrol ve hesperidin 6zellikle birlikte kullannrminin diyabetik nefropatide
meydana gelen apoptozisin engellenmesinde etkili olabilece§i sonucuna varilmaistir.

Yapilan c¢aligmada biitce yetersizligi nedeniyle sinirlamalarin  oldugunu
belirtmek isteriz. Yaygin olarak kullanilan deneysel hayvan hastalik modelleri her ne
kadar insandakine benzer etkiler gosterse de c¢ogu zaman ideal model
olmayabilmektedir. Diyabet olusturmada kullandigimiz STZ, bobrek hasar1 disinda
sistemik etkileri bulunan zararli maddedir ve bu sistemik etkiler, elde ettigimiz
sonuclart etkileyebilmektedir. Ayrica, ¢galismamizda RT-PCR ve Western Blot gibi
ileri teknikler degerlendirilememistir. Daha ileri tekniklerin yapildigi ilave ¢alismalara
ihtiya¢ duyulmaktadir. Yapilacak ileri diizeydeki ¢alismalar, bobrekte diyabete bagh
olarak ortaya ¢ikan sorunlarin mekanizmalarini ¢6zmede, hesperidin ve karvakroliin
diyabetik nefropati iizerindeki koruyucu etki mekanizmalarinin anlagilmasinda rol

oynayacaktir.
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