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OZET

Resveratrol’ in (RSV) kardiyoprotektif, antikanser, antiinflamatuar ve antioksidatif 6zelliklerinin
oldugu ve Tip 2 diyabet hayvan modellerinde damar koruyucu etki gésterdigi ileri surtlmastur. Ayrica
insulin benzeri etki gdstererek hepatositler, adiposit ve iskelet kasina glukoz alimini tesvik
etmektedir. Calismanin amaci, Streptozosin (STZ) ile diyabet olusturulan siganlarda geligen
diyabetik nefropati (DN) Uzerinde RSV’ in morfolojik, biyokimyasal ve fonksiyonel etkilerini
incelemektir. Calismamizda 30 adet Wistar albino erkek si¢an, 4 gruba ayrildi. 1. Kontrol, 2. RSV, 3.
Diyabet, 4. Diyabet + RSV. Diyabet gruplarina tek doz 0.1M (pH: 4,5) sitrat tampon icinde ¢ozlinen
STZ (65 mg/kg) intraperitoneal (i.p.) olarak enjekte edildi. Kontrol gruplarina ise i.p. tek doz sitrat
tamponu uygulandi. RSV uygulamasi 10 mg/kg/giin dozda, diyabetin baslamasindan 2 hafta sonra,
8 hafta boyunca oral gavaj yoluyla yapildi. Kontrollere ise 0,1 M etanol uygulandi. Siganlar intra
muskuler (IM) Rompun+Ketamin (50+60-100mg/kg) anestezisi altinda kalplerinden kan alinarak feda
edildiler. Calisma suresince siganlarda: Aclik kan sekeri (AKS) duzeyleri, diyabetin bobrek
fonksiyonlari Uzerine olan etkileri (idrar miktari, idrarda kimyasal analizler...) incelendi. Calisma
sonunda, bébrek vaskiiler yanitlarina bakildi. immiinohistokimyasal olarak; TEM ile morfolojik
inceleme yapilarak, proinflamatuar sitokinler TGF-f, iINOS, eNOS, Fibronektin dizeylerine bakildi.
Yine bobrek dokusundaki oksidan (Malondialdehit/MDA), antioksidan (Glutatyon/GSH) ve ayrica
Total nitrik oksit (NOXx) diizeyleri tespit edildi. Sonuglar SPSS paket programinda Kruskal Wallis ve
Mann Whitney testleri kullanilarak karsilastirildi, p<0.05 degerleri anlamli kabul edildi. Diyabetik
gruplarda AKS, alinan sivi ve idrar miktarinda artis (p<0.05) kanda ALP, ALT, BUN ve kreatinin
dizeylerinde ylkselme (p<0.05), sodyum diizeyinde ise disme tespit edildi (p<0.05). RSV bozulan
bu parametrelerde diizelme meydana getirmedi. Gerek diyabetik, gerekse tek basina RSV
uygulanan grupta Anjiotensin Il (Ang Il) ve Fenilefrin'nin (Phe) renal arter perfiizyon basincini arttirici
etkilerinin kontrole gore farkli olmadigi, RSV ile tedavi edilen diyabetik grupta ise hem Ang Il hem de
Phe yanitlarinin azaldigi (p<0.05) yine ayni grupta asetilkolinin (ACh) vazodilatatér yanitlarinin da
azaldigi goézlendi (p<0.05). RSV uygulamasi ile diyabete baglh olarak; artan bébrek dokusu MDA
dizeylerinde azalma (p<0.01), azalan GSH duzeylerinde ise yiukselme (p<0.01) tespit edildi. NOx
dizeylerinde herhangi bir degisiklik g6zlenmedi. TEM incelemesinde: RSV uygulamasinin diyabete
bagh olarak bozulan boébrek dokusunu buyilk 6l¢glide korudugu gézlendi. Diyabetin neden oldugu
bodbrek dejenerasyonu ile uyumlu olarak artan TGF-, fibronektin ve INOS immunreaktivitesinin RSV
uygulamasiyla kismen azaldi§i; diyabetle birlikte azalan eNOS seviyesinin arttigi gézlendi.

Bilim Kodu 1023
Anahtar Kelimeler : Resveratrol, Diyabetik Nefropati, Oksidatif Stres
Sayfa Adedi 1131

Danigsman : Prof. Dr. Cigdem OZER
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ABSTRACT

Resveratrol (RSV) has cardioprotective, anticancer, antiinflammatory, and antioxidative properties
and exerts significant vasoprotective effects in animal models of Type 2 diabetes. Also have an effect
of insulin-like promotes uptake of glucose to hepatocytes, adipocytes and skeletal muscle. The aim
is to investigate the morphologic, biochemical and functional effects of RSV on diabetic nephropathy
(DN) on streptozotocin (STZ) diabetic rats. 30 male Wistar albino rats were divided into 4 groups.
Group 1. Control, Group 2. RSV, Group 3. Diabetes, Group 4. Diabetes + RSV. Intraperitoneal single
dose STZ 65 mg/kg 0,1M (pH: 4,5) were injected with dissolved in citrate buffer to diabetes groups.
Intraperitoneal (i.p) single dose citrate buffer were injected to control groups. Application of RSV
(10/mg/kg/day dose (dissolved in 0.1M ethanol) has been started 2 weeks after diabetes formation
and continued through 8 weeks by using oral gavage. The control groups were performed 0.1 M
ethanol. Rats were sacrificed under intramuscular (IM) Rompun+ketamine (50+60-100mg/kg)
anesthesia by taking blood from hearts. During the study: Fasting blood glucose levels, the effects
of diabetes on renal function (urine output, urine chemical analysis...) were analyzed and renal
vascular responses were measured. Immunohistochemically, morphological research performed by
TEM, proinflammatory cytokines TGF-, iNOS, eNOS, fibronectin levels were measured. However
kidney tissue oxidant (Malondialdehit/ MDA, and antioxidants (glutathione/GSH)) parameters were
studied, total nitric oxide (NOXx) levels were also determined. Results in SPSS, Kruskal-Wallis and
Mann-Whitney tests were compared using, p<0.05 was considered significant. Fasting blood
glucose, fluid intake and urine volume were determined to increase in diabetic groups (p<0.05),
increasement of ALP, ALT, BUN and creatinine in blood (p<0.05) and diminution in sodium level
(p<0.05) are also identified. But, application of RSV does not have any effect on that parameters. In
diabetic and RSV applied groups; Angiotension Il (Ang Il) and Phenilephrine (Phe) on perfussion
pressure were not significant when compared with the control. However both Ang Il and Phe effects
were significantly decreased in diabetic group treated with RSV (p<0.05). In the same group,
vasodilator responses of acetylcholine (ACh) were found to significantly decrease (p<0.05). By RSV
treatment, diabetes induced increased kidney MDA levels were decreased (p<0,01) and GSH levels
were increased (p<0,01) but NOx levels were not effected. Examination of TEM: application of
resveratrol, diabetes-related deteriorating renal tissue was significantly preserved. Increment of
TGF-B, fibronectin and INOS immunreactivity are partially decreased, however decresed eNOS level
is increased with treatment of RSV.
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Key Words  : Resveratrol, Diabetic Nephropathy, Oxidative Stress
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Bu ¢alismada kullanilan bazi simgeler ve kisaltmalar, agiklamalari ile birlikte

asagida sunulmustur.

Simgeler

mg
kg
gr

pl
nmol
pmol
M

dl

Kisaltmalar

ADA
AKS
ALB
ALP
ALT
AMY
ANP
anti-GAD
BLD
BUN
Ca
CAT
CRE
DAG
DM
DN
eNOS

SIMGELER VE KISALTMALAR
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GLU
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GSH
HbAlc
HDL
HLA
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IL-6
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KET
LADA
LDL
LEU
MDA
MHC
MODY
Na
NF-xB
NIT
NO
OGTT
PHOS
PI13K
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1. GIRIS

Diabetes Mellitus (DM), pankreasin insulin sekresyonunun yetersizligi ve/veya
dokularin insuline cevabinin bozulmasiyla ortaya ¢ikan, protein, karbohidrat ve yag
metabolizmasini etkileyen, son yillarda dunyada ve ulkemizde sikhidr hizla artan,
yasam kalitesini bozan, kronik metabolik bir hastaliktir [1,2].

Gunumuzde yasam kosullarinin etkisi ile giderek daha sik rastlanan ve bu nedenle
tedavisi ve etki mekanizmalari hakkinda pek ¢ok arastirma yapilan diyabete iligkin
deneysel galigmalar hayvan modellerinde yapilarak, veriler insanlardaki gcaligmalara
ve tedavilere 1g1k tutmaktadir.

Streptozotosin (STZ) deneysel olarak diyebet olusturmada siklikla kullanilan bir
ajandir. STZ' nin diyabetojenik etkisi pankreas [ hucrelerinin tahribine
dayanmaktadir. STZ, glukoz oksidasyonunu bozar [3], insulin biyosentezini ve
salinimini azaltir [4], pankreas B hucrelerinde DNA’ da kirllmalara sebep olur [5],
ayni zamanda superoksit, hidrojen peroksit, hidrojen radikali gibi oksijen tlrevlerini
de aktive eder [6-8].

Diyabette protein glikasyonu ve glukoz otooksidasyonu sonucu serbest radikallerin
olusumu artar. Diyabetin kronik komplikasyonlarinin etyopatogenezinde artmis

oksidan stresin dnemli rol oynadidi disunulmektedir [9].

Diyabetin akut komplikasyonlari arasinda; diyabetik ketoasidoz, hiperosmolar
koma, hipoglisemi, laktik asidoz sayilabilir. Kronik komplikasyonlari ise genel olarak
makro ve mikrovaskiler diizeydedir. Makrovaskiler komplikasyonlar arasinda
hipertansiyon, kardiyovaskuler ve serebrovaskuler hastaliklar ile periferik arter
hastaigr yer alirken, néropati, retinopati ve nefropati mikrovaskiler

komplikasyonlarini olusturur [10].

Diyabetin mikrovaskuler komplikasyonlarindan olan diyabetik nefropati (DN),
sureklilik gosteren mikroalbuminuri, erken kan basinci yukselmesi, glomeruler

filtrasyon hizi (GFH)’ nda disme, yuksek kardiyovaskuiler morbidite ve mortalite riski
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ile karakterize kronik bir hastaliktir [11]. DN gelisiminde hipertansiyon kritik 6neme
sahiptir. Glomeruler kapillerdeki yiksek basing destek hicrelerinde mekanik strese

neden olur ve kollajen gibi matriks elemanlarinin sentezini uyarir.

Hem hiperglisemi hem de mekanik stres énemli bir intraselliler medyatdr olan
protein kinaz C (PKC) araciligiyla sitokinleri ve buyime faktorlerini [transforming
growth factor-f1 (TGF-B1) ] ve vascular endothelial growth factor (VEGF)’ U] stimtile

ederek hucre igi sinyal yollarini aktive eder [12].

DM’ da renal hasarin ilerleyici atrofiye neden oldugu, diger nefropatilerden farkli
olarak proteinurinin gelistigi ve GFH’ nin azaldigi evrede bile, nefronda hipertrofi
oldugu gorulur. DN, glomeriloskleroz ve mezangial matriks artigi ile karakterizedir.
Genel olarak buyume faktérlerinin, DN gelisiminde rol oynadidi dusunilmektedir.
TGF-B1" in DN’ de yapimi ilk ve en yuksek oranda artan blyume faktdrt oldugu
saptanmigtir [13].

DN’ de hiperfiltrasyon ve artmis intraglomeruler basing gibi hemodinamik

mekanizmalar renal hasarin ortaya ¢gikmasi ve ilerlemesiyle iliskilidir [14].

Literatirde tek doz STZ enjeksiyonundan 6 hafta sonra diyabetik sigcanlarda
serumda kan Ure nitrojeni [blood urea nitrogen (BUN)], kreatinin, kolesterol,
nitrit/nitrat konsantrasyonunun yukseldigi, bobrek agirhginin ve idrarda protein
cikigsinin arttigi tespit edilmistir [15].

Son zamanlarda sik ¢alisilan antioksidanlardan olan, Resveratrol (RSV) (3,4’,5-
trinydroxystilbene) stilbenlerin alt grubu olup; Gzim, sarap, yer fistigi ve yaban
mersininde bulunan polifenolik bir bilesiktir [16]. RSV antidiyabetik etki gosterir.
Diyabetik hayvanlarda yapilan c¢alismalarda RSV’ Un intraselliler glukoz
transportunu insulinden bagimsiz olarak uyararak anti hiperglisemik etkiler
olusturdugu [17] izole sigan pankreas hlcrelerinde insulin sekresyonunu azalttigi,
pankreas B hucrelerini korudugu belirtiimektedir [18]. Yine pankreas dokusunu

koruyucu etkileri interlokin-18 (IL-1p), interlokin-6 (IL-6), timor necrosis factor-o



(TNF-a) gibi stokin aktivasyonunu inhibe etmesi, nukleer faktér-kappa B (NF-«B) ve
nitrik oksit (NO) Uretimini arttirmasi ile de iligkilendiriimektedir [19].

STZ ile diyabet yapilan sicanlarda 8 haftallk RSV uygulamasi ile diyabete bagh
olarak artan, kan glukoz, kreatinin, trigliserit ve kolesterol degerlerinin dustugu, idrar
cikisinin azaldigi, immunohistokimyasal olarak yapilan incelemede glomeriler
bazal membran kalinhginda (GBM) azalma oldugu, diyabete bagli olarak artan
glomeruler Fibronektin, kollajen IV ve TGF- ekpresyonunun RSV tedavisi sonrasi
azaldigi ifade edilmektedir [20].

Sener ve ark. wistar albino sicanlarda RSV’ Un serbest radikalleri yakalama ve
antioksidan etkinligi ile Glutatyon (GSH) dizeyinin korunmasini saglayarak renal
dokuyu iskemi-reperfizyon hasarindaki oksidatif strese karsi korudugunu
gostermiglerdir [21].

Palsamy ve arkadaslari STZ diyabetik siganlarda 30 gun slreyle 5 mg/kg RSV
uygulamasinin karaciger dokusunda diyabete bagh olarak artan proinflamatuvar
sitokinlerin  (TNF-a, IL-1B, IL-6) ve NO duzeyini dusuardiugu, vyine lipid
peroksidasyonu azalttigi buna karsilik doku GSH, Superoksit dismutaz (SOD),
Katalaz (CAT) ve Glutatyon peroksidaz (GPx) enzim duzeylerini yukselttigini
bildirmislerdir [22].

Literatirdeki bu bilgilerden yola cikarak bu tez galismasinda, STZ ile diyabet
olusturulmus siganlarda, 6nemli bir antioksidan olan RSV’ lin diyabetin ge¢ donem
komplikasyonlarindan olan DN uzerine olan etkilerini morfolojik, biyokimyasal ve

fonksiyonel olarak incelemeyi amagcladik.






2. GENEL BILGILER

2.1. Diabetes Mellitus

2.1.1. Diabetes mellitus’un tanimi

Diabetes eski Yunanca' da sifon anlamina gelir ve asirn idrar yapimini anlatir.
Mellitus ise yine eski Yunanca'da “bal” anlamina gelen “mel” kelimesinden

geligtirilmistir [23].

DM, vicudun hi¢ insilin Gretmemesi, yeterli diizeyde insulin Gretememesi veya
insulini tam anlamiyla kullanamamasindan kaynaklanan hiperglisemiye neden olan
karbonhidrat, lipid ve protein metabolizma bozuklugu ile karakterize bir hastalktir
[24]. DM’ da hipergliseminin karakteristik semptomlari, polidipsi (sik su icme), politri
(sik idrara ¢ikma), kilo kaybi, nadiren polifaji (sik acikma) ve gérmede bulaniklktir
[24,25].

DM’ un etkileri uzun sureli hasar, fonksiyon bozuklugu ve gesitli organlarin hasarini
icerir. En adir semptomlarinda ketoasidoz veya nonketotik hiper osmolar durumlar
gelisebilir ve bayginlik koma durumlarina yol agabilir, efektif bir tedavi yoklugunda
Olime bile neden olabilir. DM’ un uzun dénem etkileri, potansiyel korliik beraberinde
retinopatinin spesifik komplikasyonlari, bobrek hasarina yol agan nefropati, ayak
Ulseri ve amputasyon beraberinde ndropati, Charcot joints ve seksiel disfonksiyonu

da iceren otonomik disfonksiyon 6zelliklerinin ilerleyici gelisimini icerir [24].

2.1.2. Diabetes mellitus’un tarihgesi

DM’ un tarihgesi ¢ok eskilere uzanir. Milattan 1500 6nce Misir Ebers Papiruslarinda

fazla idrar yapilan, idrar yoluyla seker kaybedilen bir hastalik olarak tanimlamigtir.

Diyabet terimi Aretaeus of Cappadocia tarafindan bulunmustur. Bu terim, dia yani
“ayr1” ya da “boydan boya” dn eki ve bainein yani “ylrimek” ya da “ayakta durmak”
fiilinin birlestiriimesiyle olusturulmus Diabainein “bacaklari ayirarak ylurimek”, ya da
“ bacaklar ayirarak oturmak” anlamina gelir. Bu durumda, bu kelimeden tiretilen

diabetes kelimesi ise “bacaklarini ayirarak yuriyen” ya da daha spesifik olarak
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kullanildiginda “pergel gibi ya da sifon” anlamlarina gelmektedir. Diabetes
kelimesinin “sifon” anlami tagsimasi, agirn derecede idrara gikmanin eglik ettigi bir

hastaligi isimlendirmekte kullaniimasinin asil nedenidir.

1625 yilinda Thomas Willis tatli ya da bal anlamina gelen Latince mellis kelimesini,
bu hastalarin idrarlarinin tath oldugunu belirtmek igin “mellitus” seklinde eklemistir.
1776 yilinda Matthew Dobson idrarin tatl olmasinin diyabet hastalarinin
kanlarindaki ya da idrarlarindaki bir tlr asirn seker yuzinden olustugunu
kanitlamigtir [26]. Aretaeus diyabetli yasami; kisa, igren¢ ve acili olarak
tanimlamigtir [27].

ilk kez diyabetik gangreni tanimlamigtir. Diyabet tanisi koydugu hastalarini modern
zamanda hala kullanimi olan idrar seker atilimini azaltan zerdecal, aci bakla ve

cemenle tedavi etmigtir [28].

1860’ da Langerhans’ in pankreas adaciklarini, 1875’ te Claud-Bernard’ in diyabetin
noro-hormonal mekanizmasini, 1889° da V. Mering ve Minkowski’ nin
pankreotomiyle diyabet olusumunu ortaya koyarak seker hastaliginin merkez
organini tanimlamalarindan sonra 1922’ de Charles Herbers Best ve Frederic Grant
Banting pankreas ekstresi ve insulini kesfetmeleriyle hastaliginin tedavisine yeni
boyutlar getirmislerdir [29].

Diyabetin bdbrek tzerindeki etkilerinden ilk kez 1936 yilinda, Kimmelstiel ve Wilson’
un glomerullerde hyalen nodul olugumunu goOzlemledikleri ve bunu “Nodular
glomerulosclerosis” olarak isimlendirdikleri ¢galismalarinda s6z edilmistir. 1942’ de
Bell diffuiz glomerilosklerozu tanimlayarak, DN patogenezinde arteriolar lezyonlarin
onemine isaret etmistir. Lunbaeck nefropati ve retinopatisi olan diyabet vakalarinda
ki¢uk damarlarda lezyonlari gézlemlemis ve ilk defa “diyabetik mikroanjiyopati”

terimini kullanmigtir [30].


http://tr.wikipedia.org/wiki/Latince
http://tr.wikipedia.org/wiki/1776

2.1.3. Diabetes mellitus’un epidemiyolojisi

Karesel olarak 2010 yili itibariyle yaklasik olarak 285 milyon diyabet hastasi oldugu
ve vakalarinda yaklasik %90’ ninin Tip 2 diyabetli oldugu saptanmigtir [31].
Uluslararasi Diyabet Federasyonu verilerine gore, diinyada 2013 yilinda yaklagik
381 milyon diyabet hastasi bulunmaktadir [32]. Sikhdi hizla artmakta olup, 2030
yilinda bu sayinin iki katina gikmasi 6ngoriimektedir [33]. Ulkemizde ise 2010
yilinda diyabetin gorulme sikhgr %7,4 iken, 2030 yilinda bu oranin %9,6 olacagi
ongorulmektedir [34]. Turkiye Diyabet Epidemiyoloji (TURDEP) ¢alisma sonuglarina
gore ulkemizde Tip 2 Diyabet orani %7,2 olarak belirlenmigtir [35]. Fiziksel aktivite
artisi, diyette yapilacak degisiklikler ve farmakolojik tedavilerle diyabetin gortlme
sikligi azaltilabilir [36].

2.1.4. Diabetes mellitus’un tanisi ve tani kriterleri

Diyabet genellikle aglik plazma glukozu, 2 saatlik tokluk plazma glukozu
degerlendirildikten sonra oral glukoz tolerans testi (OGTT) ile teghis edilir [37]. Son
zamanlarda International Expert Committe diyabetin 3. tani kriteri olarak
Hemoglobin Alc’ yi (HbAlc) eklemislerdir [38].

Cizelge 2.1. Diyabetin tani kriterleri [37]

HbA1c 26.5%. Test Ulusal Glikohemoglobin Standardizasyon Programi (National
Glycohemoglobin Standardization Program (NGSP) onayli ve standart Diabetes Control and

Complications Trial (DCCT) tahlil ydntemi kullanilarak laboratuvarda yapilmalidir. *

veya
Aclik plazma glukozu 2126 mg/dL (7.0 mmol/L). Aclik, en az 8 saat hig bir kalori aliminin olmamasi
olarak tanimlanir.*

veya
2. saat plazma glukozu =200 mg/dL (11.1 mmol/L). OGTT siiresince. Diinya Saglik Orgiiti (DSO)
tarafindan tarif edildigi gibi su icerisinde ¢dzlilmis 75 gr anhidréz glukoz kullanilarak bu test
yapiimahdir.*

veya
Hiperglisemik kriz veya hipergliseminin klasik semptomlarinin géruldigu bir hastada rastgele

plazma glukoz 2200 mg/dL (11.1 mmol/L).

*Agik hiperglisemi yoklugunda sonuglar tekrarlanan testlerle teyit edilmelidir.
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Cizelge 2.1." de belirtilen kriterlerden birinin bulunmasi durumunda diyabet tanisi
konur. ilk 3 kriterden biri ile birlikte belirgin hiperglisemi semptomlarinin

bulunmamasi durumunda bu kriterlerden biri farkli bir ginde tekrarlanmalidir [39].

Tani kriteri olarak HbA1c

HbAlc, hemoglobin molekilinin beta zincirinin amino terminal grubuna glikoz
molekudltinin kimyasal olarak baglanmasi sonucu , hem zincir i¢ci hem de amino
terminalindeki valin birimleri araciligiyla glikozilasyona ugramasi neticesinde olusur
[40].

HbAlc standartizasyonundaki problemler ve tani esik degerindeki belirsizlik
nedeniyle diyabet tanisinin konulmasinda uzun yillar kullaniimasi dnerilmemis bir
kriterdir. Aclik plazma glukoz duzeyi ile diyabet tanisi almamis bazi hastalarda
OGTT ile diyabet tanisi konulurken, HbAlc dizeylerinin normal oldugu
saptanmigtir. Ancak son yillarda tim duinyadaki standartizasyon yonundeki ¢abalar
HbAlc ‘nin diyabette bir tani kriteri olarak kullanilabiecegdini ortaya koymustur [41].
HbAlc testi NGSP ile sertifikalandiriimis DCTT go6re standardize edilmis bir
yontemle g¢alisiimahdir. HbAlc aglik gerektirmedidi, daha ylksek preanalitik istikrar
sagladigi ve stres, hastalik gibi durumlarda da yapilabildigi icin aglk plazma glukozu
ve OGTT’ ne gore daha 6nemli avantajlar saglamaktadir [37].

HbAlc duzeyleri hastalarin irk ve etnik koken farkliliklarina gore degisiklik
gosterebilir. Glikolizasyon oranlari irklara gore degisiklik gosterebilir [42]. Bazi
anemi ve hemoglinopatiler varhginda HbA1c dizeylerini yorumlamak problemlidir.
Gebelik, kan kaybi ve kan transflzyonu gibi normal olmayan eritrosit dongusinin
oldugu durumlar veya bazi anemi durumlarinda diyabet tanisi i¢in yalnizca kan

glukoz kriteri kullanilmahdir [37].

Diabetes mellitus ve glukoz metabolizmasinin diger bozukluklarinda tani kriterleri

Standartize yéntemlerle élglilen HbA1c seviyelerinde degerendirme;

HbAlc = 6,5 “asikar diyabet”



HbAlc = 5,7-6,4 “diabetes mellitus riski oldukga ytksek”

Aclik kan sekerine (AKS) gére glukoz homeostazi degerlendirme;

AKS 2126 mg/dl oldugu seviyeler “asikar diyabet”
AKS 100-125 mg/dl arasinda oldugu seviyeler “bozulmus aclik glukozu”
AKS < 100 mg/dl den dusuk oldugu seviyeler “normal”

OGTT de 2. saat plazma glukozu (PG) seviyelerinde ise degerlendirme ;

PG < 140 mg/dl oldugu seviyeler “normal”
PG 40-199 mg/dl oldugu seviyeler “bozulmus glukoz toleransi”
PG =200 mg/dl oldugu seviyeler “agikar diyabet”

Bozulmus aglk glukozu ( IFG, impaired fasting glucose ) ve bozulmus glukoz
toleransini (IGT, impaired glucose tolerance) Amerikan Diyabet Birligi (American

Diabetes Assosiation, ADA) tarafindan prediyabet olarak tanimlanmaktadir [41,43].

2.1.5. Diabetes mellitus’un siniflamasi

ADA 2007 kriterlerine gore; [41,43].

l. Tip 1 diyabet (Genellikle mutlak instlin eksikligine bagli  hicre yikimi vardir)

A. immin aracili

B. idiyopatik

Il. Tip 2 diyabet (insilin direnci zemininde ilerleyici insiilin sekresyon defekti ile

karakterizedir.)

I1l. Diger 6zel tip diyabetler

Beta hiicresinin genetik hastaliklari

e MODY 1 (Kromozom 20, HNF-4q)
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MODY 2 (Kromozom 7, glukokinaz)
MODY 3 (Kromozom 12, HNF-1a)
MODY 4 (Kromozom 13, IPF-1)
MODY 5 (Kromozom 17,HNF 1)
MODY 6 (Kromozom 2, Neuro D1)
Mitokondrial DNA 3243 mutasyonu

Digerleri

Insiilin etkisindeki genetik defektler

Tip A insulin direnci
Leprechaunism
Lipoatrofik diyabet

Rabson-Mandenhall Sendromu

Pankreasin ekzokrin doku hastaliklari

Pankreatit

Travma /pankeratektomi
Neoplazi

Kistik Fibrozis
Hemokromatozis

Fibrokalkuloz Pankreatopati

Endokrinopatiler

Akromegali
Cushing Sendromu
Glukagonoma
Feokromasitoma
Hipertiroidism
Somatostatinoma

Aldosteronoma



llaglar ve kimyasal madde etkileri

e Vakor

e Pentamidin

¢ Nikotinik Asit

e Glukokortikoidler

e Tiroid Hormonu

e Diazoksit

e [(-adrenerjik agonistler
e Tiazidler

e Dilantin

e Digerleri (Post transplant diyabet)
Enfeksiyonlar

e Konjenital Rubella
e CMV

e Digerleri (Adenovirus, Kabakulak)
immiin mekanizmalar

e Anti-insulin reseptor antikorlar
e “Stiff man” sendromu

e Digerleri

Diger genetik sendromlari

e Down Sendromu

e Klinefelter Sendromu
e Turner Sendromu

e Wolfram Sendromu
e Friedreich ataksisi

¢ Huntington koresi

e Laurence-Moon-Biedl Sendromu

11
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e Miyotonik distrofi

e Porfiria Prader-Willi Sendromu

V. Gestasyonel diyabet (Gebelik sirasinda ortaya c¢ikan ve genellikle dogum

sonrasi duzelen diyabet)

Tip 1 diabetes mellitus

insiiline bagimli diabetes mellitus (IDDM) , Tip 1 diyabet, veya juvenil baglangigl
diyabet olarak isimlendirilen diyabetin bu tipi; pankreasin  hicrelerinin otoimmun
aracili yikimina bagli, insulin tedavisinin 6mur boyu zorunlu oldudu, aksi taktirde
ketoasidoz, koma ve dlimun gorulebilecedi diyabet tipidir. B hlcrelerinin yikimina,
genetik yatkinlk, immunolojik faktorler ve hala tam olarak tanimlanamamis gevresel
faktorlerin neden oldugu dusunulmektedir [44]. B hicreleri, glukoz dizeylerini
saptamada 6énemli rol oynar ve fizyolojik glukoz dizeylerini muhafaza etmek igin

insulin salgilayan glukoz sensoru olarak islev gorur [45].

ADA, etyolojik kriterleri dikkate alarak otoimmunitenin varligina gore Tip 1 diyabeti
iki alt gruba ayirmigtir.

Tip 1A: Otoimmun diyabet. Adacik otoantikorlari pozitiftir ve insulitis tablosu
gorular. Diyabetli hastalarin %90 ‘nini olusturur.

Tip 1B: Otoimmunitenin olmadigi diyabet. Agir insulin yetersizliginin oldugu
formlar olup genetik 6zellikleri bilinmemektedir ve diyabetli hastalarin %10’ nunu
olusturur [46].

Tip 1 diyabet hastalarinin %85-90’ ninda diyabetik hiperglisemi ilk tespit edildiginde,
adacik hucresi otoantikorlari (islet cell antibody, ICA), glutamik asit dekarboksilaz
antikorlari (anti-GAD) ve insulin antikorlarinin bulunmasi (IAA), tirozin fosfataz, IA-
2B ve 1A-2, B hucre harabiyetine neden olan otoimmun hasarin bulgularndir [45,47].

Bu otoimmin sireci bir enfeksiyon 06zellikle viral enfeksiyonlardan koksaki B,
kabakulak, konjenital rubella, ebstein barr virus, retro virliis veya cevresel bir

uyarinin tetikledigi dusunulmektedir. Normal glukoz toleransi hastaligin ilk
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evrelerinde korunmasina ragmen  hicre yikimi artmaya, insulin salinimi giderek
dusmeye baslar [43]. B hucrelerinin yikimi, bazi hastalarda oldukg¢a hizli iken
bazilarinda yavastir [44]. Hizli ilerleyen formu siklikla ¢ocuklarda goérulir ancak
yetiskinlerde de ortaya ¢ikabilir [48]. Klinik tablonun glukoz intoleransindan belirgin
diyabet semptomlarina donmesi ise insulin ihtiyacinin arttigi enfeksiyon veya
ergenlik gibi durumlarla olur. Otoimmun hasarin kalan saglam htcreleri de yikmasi

mutlak insdlin yoklugu ile sonlanir [43].

Tip 1 diyabetin, “Latent otoimmun diabetes in adults (LADA)” adi verilen yavas
ilerleyen, Tip 2 diyabete benzerlik gosteren, mutlak insulin yetmezligi bulunmayan
fakat otoantikorlarin bulundugu, genellikle yetiskinlerde ortaya g¢ikan otoimmun bir
¢esidi de bulunur [49,50]. Bazi hastalarda, 6zellikle cocuklar ve genclerde hastahgin
ilk bulgusu ketoasidoz olarak ortaya c¢ikar. Hastalar zayiftir, genellikle; polidipsi,
politri, kilo kaybi gibi semptomlar ve gok yuksek glukoz degerleri ile bagvururlar.
Ayrica bu hastalar; Graves hastaligi, Hashimato tiroiditi, pernisy6z anemi, Addison
gibi diger otoimmun hastaliklar agisindan risk tasirlar [39,43,50].

Tip 1 idiyopatik diyabet, bilinen herhangi bir etiyolojiye sahip dedildir. Bu hastalarin
bazilarinda kalici insulinopeni ve ketoasidoz egilimi olmasina, ragmen
otoimmunitenin herhangi bir kaniti yoktur [51]. Bilinmeyen nedenlerle (3 hucre kaybi
ve insulin yetmezIigi geligir. Bu hastalarda ketoasidozise yatkinlik vardir [24]. Afrika

ve Asya kokenli bireyler arasinda hastaligin bu formu daha yaygindir [52].
Tip 1 diabetes mellitus’'un genetigi

Tip 1 diyabet olusumunda genetik faktorlerin etkisi oldukga fazladir. Tip 1 diyabet
genetiginde Major Histokompatibilite Kompleks (MHC) bolgesi onemli bir rol
oynamaktadir. Son 20 yildir MHC icerisinde birgok genin hastalikla iligkili baskin bir
bdlge oldugu bilinmektedir. MHC sinif I, MHC sinif Il ve MHC sinif 11l olarak 3 gruba
ayrilir. Her sinif 6zel fonksiyonlara sahip genleri icerir [45]. MHC sinif | antijenler,
insan Lékosit Antijen (HLA), HLA-A, HLA-B, HLA-C serileridir. MHC sinif Il antijenler
HLA DR, HLA DQ, HLA DP serileridir. MHC | ve II siniflan, Tip 1 diyabet
gelisimindeki yatkinhdin % 45-60 ‘indan sorumlu tutulmaktadir [53,54]. MHC sinif llI

kompleman sisteminin bazi bilesenleri, ¢ozunebilir proteinler ve bunlarin hedef
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hicre membranlarinda bulunur [45]. HLA genleri, yani doku antijenleri tim
hicrelerimiz Uzerinde bulunan antijenlerdir ve doku tipini belirlerler. Ayrica Tip 1
diyabette genetik yatkinliktan sorumludurlar. Ozellikle makrofajlar, monositler,

dendritik hiicreler ve lenfositler Gzerinde yer alirlar [55,56].

Tip 2 diabetes mellitus

DM ‘un dinya genelinde en yaygin olan, prevalansi gittikce artan ve diyabet tanisi
alan bireylerin yaklasik %90 ‘nini kapsayan tipidir [57,58]. Tip 2 diyabet kronik
ilerleyen ve sinsi seyreden bir hastaliktir. Pek ¢ok hastada baslangicta cok fazla
semptom gozlenmez. Hastalar genelde polidipsi, politri, polifaji veya istahsizlik,
halsizlik, cabuk yorulma, agiz kurulugu gibi yakinmalardan ziyade bulanik gérme, el
ve ayaklarda uyusukluk gibi kronik komplikasyon ile ilgili semptomlardan yakinirlar.
Genellikle 30 yas Uzerinde baslamakla birlikte son yillarda obezitenin artisina bagh
olarak ¢ocukluk ve adolesan ¢aglarinda da Tip 2 diyabet sikhginin artis gosterdigi
gOzlenmektedir [41,59].

Pankreas B hucrelerinin yeterli miktarda instlin Gretememeleri ile birlikte gelisen
insilin direnci, Tip 2 DM ‘a neden olabilecegi gibi; genetik yatkinlik, disik dogum
agirhgi, erken yasta gebelik, ilerlemis yas, beslenme aligkanliklari, obezite ve
hareketsiz hayat tarzi gibi ¢evresel ve davranigsal faktorler de Tip 2 DM’ un
olusumunda etkilidir [60].

Kas, karaciger ve yag dokusu gibi hedef dokularin insiline olan cevabinin azalmasi
olarak tanimlanan insulin direnci, Tip 2 diyabet gelisiminin altinda yatan en énemli
defektlerden biri olup hastalarda en goze ¢arpan bulgudur. Hastalarin yaklasik %85’
inde insulin direnci bulunur [61]. Bu dirence karsi 3 hiicreleri normalden fazla insulin
salgilayarak, kan glukoz dizeylerini normal araliginda tutmaya calisir. Direncin
artmasi insuline duyarli dokularda glukoz kullaniminin azalmasina, karacigerden
glukoneogenez ile glukoz yapiminin uyariimasina ve sonucunda hiperglisemiye
neden olur. Karacigerde glukoz Uretiminin artmasi aclik kan glukoz duzeylerinin
yikselmesine, periferal glukoz kullaniminin azalmasi da tokluk hiperglisemisine
neden olur. Yag hucrelerindeki insilin direnci adipositlerde lipolizi uyarir, serbest

yag asitleri salinir bunun sonucu olarak da hepatositlerde lipid sentezi artar.
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Dislipidemi geligir. Yuksek yogunluklu liporotein (HDL) azalir, gok dugsuk yogunluklu
lipoprotein (VLDL), trigliserid yikselir [43].

Bobrekte insilinin, renal tibuler tuz ve su absorbsiyonunu kolaylastirdigi bilinir ve
bu nedenle artmig insulin, hipertansiyon gelisimine katkida bulunabilir. Damar diz
kasinda artmig insulinin, reseptori ile etkileserek endotel proliferasyonunu
arttirabilecegi ve ateroskleroz gelisimi ile iligkili olabilecegi dusunulmektedir [61].

instlin direnci, insilin Uretiminden reseptorlerine baglanmasina ve daha sonra post

reseptor olaylara kadar herhangi bir asamada gorilebilir [62].

Genetik komponentlere bagh oldugu dusunulmekle birlikte; obezite, yaslanma ve
hareketsiz yagsam tarzi gibi faktorlerin de, insilin direncinin gelisimine ve sonucta

Tip 2 diyabete katkida bulunduguna inaniimaktadir [61].
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Sekil 2.1. Tip 2 diyabette insulin sekresyonu ve insulin duyarlihgi iliskisi [63]

Tip 2 diyabet hastalari siklikla obez veya kiloludur (beden kitle indeksi (BKi) > 25
kg/m?); ancak yagh hastalar zayif olabilir [41]. Santral tip obezite daha sik gorGldr.
Tedavisinde, diyet, egzersiz, oral antidiyabetikler (insulin duyarlastirici ilaclar,
insilin sekretogoglari, alfa glukozidaz inhibitorleri) gibi cesitli basamaklar vardir. ilk
asamada insulin tedavisi 6nerilmez. Hipertansiyon, kardiyovaskuler hastaliklar,

dislipidemi ve polikistik over sendromu gibi hastaliklar eslik edebilir [41,49].
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insiilinin salinim mekanizmasi

insiilin glukoz homestazisinin kontroliinde ve dokularin bilylimesinde gelismesinde
onemli bir role sahip anahtar hormondur [64]. Pankreasta hormon yapan ve salan
adacik hucreleri bulunur. Bunlara “langerhans adaciklar” denir. Langerhans
adaciklarinda Ug tip hicre bulunur. Bunlardan alfa (a) hucreleri glukagon hormonu,
beta (B) hucreleri insulin hormonu ve gama (y) hucreleri somatostatin hormonu
sentezlerler ve salarlar [65]. insiilin inaktif, tek zincirli éncti, preproinsilin olarak
pankreatik B hiicreleri tarafindan salgilanir. insilinin salgi vezikilleri icine gegisini
yonlendiren preproinsilinin amino ucunda bir sinyal dizisi bulunur. Bu sinyal
dizisinin proteolitik olarak c¢ikariimasi (uzaklastirilmasi) proinsudlinin olugsumu ile
sonuglanir ve proinsulin pankreatik huicrelerdeki salgi granullerinde depolanir. Kan
glikoz dizeyi veya amino asit konsantrasyonunda bir artisa yanit olarak, proinsulin
salgilanir ve 0zel proteazlar araciligiyla aktif insulin haline donusgturaltr. Aktif insulin
molekulu, iki disulfid bagi ile bir arada tutulan, A ve B zincirlerinden meydana gelen
kucuk bir proteindir [58].

instlinin birincil rolii glukoneogenez ve glikojenoliz ile hepatik glukoz Uretimini
azaltmak, bunun yani sira kas ve adipoz hucrelerin igcine glukoz tasinmasini
uyararak glukoz homeostazini kontrol etmektir. insiilin ayrica karaciger ve yag
hdcrelerinde lipid sentezini artirarak lipid metabolizmasini dizenler. Bununla birlikte
insulin protein sentezi ve aminoasitlerin alimi igin de gereklidir [66]. Normal insilin
sinyali tirozin kinaz alt ailesine ait spesifik bir insulin alicisinin, aktivasyonu
aracihigiyla gerceklesir [67]. insullin hiicre icindeki etkisini reseptdruniin tirozin kinaz
aktivitesi ile hem kendisini hem de baska proteinleri tirozinler Uzerinden
fosforillemesi yoluyla gosterir. insiilin molekiill, reseptériin a alt Unitesine baglanr,
a alt Gnitesi uyarlyi membrandan hucre igerisinde bulunan B alt birimine iletir. B alt
birimlerinin tirozin kinaz aktivitesini harekete gecirir ve her bir af monomeri,
dimerdeki esine ait 3 alt biriminin karboksil ucuna komsu kritik tirozin kalintilarini
fosforiller. Bu otofosforilasyon aktif bolgeyi agiga ¢ikartarak enzimin insulin reseptor
substrat-1 (IRS-1) gibi diger hedef proteinlerinin tirozin kalintilarini fosforillemesine

izin verir.
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instilin reseptér ailesinin insulin sinyal iletiminde rol oynadigi bilinen 4 (iyesi vardir.
(IRS-1, IRS-2, IRS-3, IRS-4) IRS-1 ve IRS-2 glukoz tasinmasi igin en dnemi olan
dyeleridir [68-70]. Fosforile tirozin kinazin IRS-1 ve IRS-2 ‘ye baglanmasiyla 3-
fosfatidilinozitol bagimli protein kinaz (PI3K) ve hlcresel yanitlar ortaya c¢ikar [71].
insiilin sinyalizasyonunda iki farkli yol vardir. Birincisi PI3K yolagi, ikincisi ise
mitojen ile aktive edilmig protein kinaz yolagidir (MAPK) [72].

Diger 6zel tip divabetler

Diyabetin bu formunun pek cogu B hicre monogenetik defekti ile iligkilidir.
Genclerde gorilen olgunluk baglangich diyabet (maturity-onset diabetes of the
young, MODY), ebeveynden gelen genetik bir defekt sonucu gelisen nadir gorilen
bir hastaliktir. MODY glukokinaz eksikligi ile iligkili olup, MODY 1 kromozom 20 ile
MODY 2 kromozom 7 ve MODY 3 ise kromozom 12 ile baglantihdir. Genellikle
normal kilolu kigilerde 25 yas oncesi teshis edilir. MODY bazen Tip 2 diyabetin bir
formu ya da ikincil diyabet olarak siniflandirilir, ancak siklikla ayri bir durum olarak
kabul edilmektedir [73].

Diyabet; insilin etkisinin genetik defektleri, pankreasin ekzokrin hastaliklari
(pankreatit, travma, enfeksiyon, pankreas kanseri), glukagon, adrenalin, kortizol ve
blyume hormonu gibi instlin antagonisti hormonlarin agiri Uretimlerine neden olan
endokrinopatiler (glukagonoma, cushing sendromu, feokromasitoma ve akromegali)
sonucu gelisebilir. Ayrica anti-insulin reseptoér antikorlari da insullin reseptorlerine
baglanarak diyabet gelisimine neden olabilmektedir. Bununla birlikte, bazi
durumlarda, bu antikorlar reseptorune baglandiktan sonra bir insulin agonisti olarak
hareket edebilir ve bdylece hipoglisemiye neden olabilir. Anti-insilin reseptori
sistemik lupus eritematozus ve diger otoimmun hastaliklari olan hastalarda bulunur.
Down sendromu, Klinefelter sendromu, Turner sendromu gibi ¢esitli kromozomal

anomaliler de yine diyabet geligsimine yol acabilir [74].

Gestasyonel diabetes mellitus

Gestasyonel DM (GDM), ilk olarak gebelik sirasinda ortaya ¢ikan, degisken siddette

hiperglisemi ile sonuglanan glukoz intoleransinin oldugu metabolik bir durumdur.
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Genellikle gebeligin ilk ve ikinci trimesterinde kan glukoz diizeyleri normalken, 3.
trimesterde kan glukoz duzeylerinde artig gozlenir [75]. ADA, gebe kadinlarin % 4’
Unde yani yilda yaklagik 135.000 kadinda GDM tespit edildigini bildirmistir. Ancak
bu oran farkli toplumlarda %1 ile %14 arasinda degismektedir [76]. GDM risk
faktorleri, hormonal dedgisiklikler, aile dykusu, obezite, ileri anne yasi, glikoziri,
aciklanamayan 6lu dogum oykusu, gizli seker dykusu, polikistik over sendromu gibi
nedenlerdir. Anne i¢in gogunlukla hayati tehlikesi yoktur ancak GDM, hipoglisemi ve
makrozomiya (buyuk boy bebek) bagl artmis neonatal mortalite ve morbidite riski
ile iliskilendiriimektedir [77]. Ayrica hem anne hem de bebek icin preeklampsi,
bebegin beklenenden erken dogmasi, makrozomi, bebegin sarilik ve solunum

guclugu gibi sorunlarla dogmasina neden olabilir [73].

2.1.6. Diabetes mellitus’un komplikasyonlari

Cizelge 2.2. Diabetes mellitus’'un komplikasyonlari [49]

1. Akut (Metabolik) Komplikasyonlar

Diyvabetik ketoasidoz
Hiperosmolar non-kaetotik koma
Laktik asidoz kKomasi
Hipoglisemik koma

oo

2. Kronik (Dejeneratif) Komplikasyonlar

AL Mikrovaskller Hastahklar:
= Diyabetik Retinopati
= Diyabetik Mefropati
= Diyabetik NSropati (Simetrik Peariferik Moropati,
Mononordpati, Otonomik N&ropati)

B. Makrowvaskiller Hastalhklar

=  Koroner Arter Hastalidn
=  Serebrovaskiler Hastaliklar

= Paeariferik Damar Hastaliklar

3. Diger Komplikasyonlar

AL Dermatolojik

w

Genitalriner bozukluklar {seksiel disfonksiyvon, dropati)
C. Gastrointestinal bozukluklar {gastroparezi, diyare)
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Akut komplikasyonlar

Diyabetin akut komplikasyonlari yasami tehdit edebilecek diizeyde ciddi olabilir bu
nedenle zamaninda mudahale oldukga dnemlidir. Akut komplikasyonlarin sikhgi
tedavi olanaklarinin gelismesi ile beraber 6nemli dlglide azalmistir ve eskisi kadar
onemli bir mortalite nedeni degildir. Kronik komplikasyonlarin riski hipergliseminin
suresine bagli olarak artar. Tip 2 diyabet sinsi seyirli bir hastalik oldugundan
hastalarda uzun bir sure herhangi bir semptom gozlenmeyebilir. Tani aldiklarinda

genellikle kronik komplikasyondan bir veya bir kagi gelismis olabilmektedir [78].

Kronik komplikasyonlar

Makrovaskuler komplikasyonlar

Arter duvarlarinin daralmasina yol acan ateroskleroz, makrovaskuler
komplikasyonlarin patolojik mekanizmalarindan en 6nemlisidir. Aterosklerozun
koroner veya periferal vaskuler sistemde arter duvarinda kronik inflamasyon ve
zedelenme sonucu oldugu dusunulmektedir. Zedelenme ve inflamasyona yanit
olarak, arterlerin endotelyal duvarinda, Ang II' nin tesvik ettigi disundlen, dusuk
yogunluklu lipoprotein (LDL) birikimi gézlenir. Ayni zamanda trombosit adezyon ve
agregasyonu artmis, fibrinoliz aktivitesi azalmig ve kan viskozitesi artmigtir. Batln
bunlar ateromali hastalarda intravaskuler tromboza ortam yaratan faktorlerdir [79].
Kardiyovaskuler hastaliklara bagli mortalite ve morbidite orani diyabet hastalarinda

diyabet olmayan hastalara gore belirgin olarak artmistir [80].

Mikrovaskuler komplikasyonlar

Diyabetin kronik mikrovaskuiler komplikasyonlarindan olan diyabetik retinopati,
oldukca yaygin gorulen bir hastaliktir. Diyabetik retinopati veya diyabetin diger
mikrovaskiler komplikasyonlarinin gelisme riski hipergliseminin siddetine ve
suresine baghdir. Hipertansiyonda ayrica énemli bir risk faktérudur [81]. Gelismis
Ulkelerde halen 20-74 yas arasinda onde gelen korlUk nedenlerinden biri olup,
diyabetli hasta grubunda saglikh bireylere gore korluk gelisme riski 25 kat daha
fazladir [82]. Prevelansi Tip 1 diyabetiklerde yuksek, insulin kullanmayan Tip 2
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diyabetiklerde ise dusuktir. Diyabetik retinopatide, kan viskozitesinde, trombosit
agregasyonunda ve kapiller permabilitede artis sonucunda retinada
mikrooklizyonlar ve iskemik alanlar gelisir [83,84]. Nonproliferatif ve proliferatif
olmak uUzere iki evresi vardir. Nonproliferatif donemde retinopati evresi tim
vakalarin yaklasik %90-95’ ini olustururken, preproliferatif donemde retinopati evresi
tum vakalarin yaklasik %5-10" nunu olusturur. Bu dénemde vendz geniglemelere,
retinal perisit kaybina, retinal kan akiminda degisikliklerin gelismesine ve retina ici
kanamalara bagll olarak retinal mikroanevrizmalar ve retinal iskemi gelisir.
Proliferatif ~ retinopati donemide ise retinal hipoksiye cevap olarak
neovaskularizasyon gorulmeye baslanir. Papilla ve retinada yeni damar olusumlari
gOzlenir. Yeni olusan damarlar optik sinir ve makulaya yakin yerlerde olusur, kolay
raptare olur. Fibrozis, viterus i¢i kanamalar ve neticesinde retina dekolmani goralur.
Nonproliferatif retinopatili hastalarin %8-10" u 10 sene icerisinde proliferative
retinopatiye donusur [43,49,82,85].

Diyabetin kronik mikrovaskuiler komplikasyonlarindan bir digeri olan diyabetik
noropati, diyabete bagli olarak gelisen periferik sinir disfonksiyonudur. Diger
mikrovaskuler komplikasyonlarda oldugu gibi, diyabetik néropati gelisme riskinde de
hipergliseminin siddeti, suresi ve bazi kigilerde genetik yatkinlik 6nemli rol
oynamaktadir. Periferal sinir hasarinda hipergliseminin dogal mekanizmasi tam
olarak bilinmemekle beraber, poliol birikimi, ileri glikasyon son urtinleri (AGES) ve

oksidatif stresle ilgkili oldugu disunudlmektedir [81].

Diyabetik periferal ndropati; duyusal, fokal / multifokal ve otonomik néropatiler dahil
olmak uzere birgok farkli bicimde gorulebilir [86]. En sik gorulen formu 6zellikle alt
ekstremiteleri etkileyen distal simetrik sensoryel polindropatidir. Siklikla distal his
kaybi ile ortaya ¢ikar. En sik gorulen semptomlar karincalanma, uyusma ve 6zellikle
geceleri artan yanmalardir. Cogu zaman asil refleksi bastan itibaren alinamaz,
vibrasyon duyusu da erkenden kaybolabilir Otonomik ndropati kardiyovaskler,
gastrointestinal, genitotriner ve bircok metabolik sistemi bir arada etkileyebilir
[43,49].
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2.2. Diyabetik Nefropati

Kimmelstiel-Wilson  sendromu, noduler glomertlosklerozis, interkapiller
glomerulonefrit olarak bilinen DN, 3-6 ay arayla en az iki kez dogrulanan albUminUri
(>300 mg/gun veya >200 ug/dk) ,GFH’ da kalici ve geri donisimslz azalma ve

arteriyel hipertansiyon ile karakterize klinik bir sendromdur [87].

Bu sendrom ilk defa 1936 yilinda ingiliz doktor Clifford Wilson ve Amerikali doktor

Paul Kimmelstiel tarafindan tanimlanmistir [88].

Cizelge 2.3. Tip 1 ve Tip 2 diyabetin ¢esitli asamalarinda GFH ‘da meydana gelen
azalma

Tip 1 Diyabet Tip 2 Diyabet
Normoalbuminri 1,2-3,6 0,96
Mikroalbuminari 1,2-3,6 2.4
Proteiniri 96-12 54-7,2

DN, son dénem bdbrek yetmezliginin (SDBY) énemli bir nedeni olup, sikhgi giderek
artan 6nemli bir saghk sorunudur [89]. Diyabete bagli gelisen morbidite ve
mortalitenin baglica nedenidir [90]. Avrupa ve Amerika’da Tip 1 DM hastalarin %30-
50’ sinde, Tip 2 DM hastalarinin %5-15’ inde DN geligir [91]. DN, diyabetin ge¢ bir
bulgusu gibi gérinmekle beraber, DN’ den 6nce fizyolojik, patolojik ve klinik belirtiler
olur. Bu durum bazi arastirmacilarin DN’ yi asamalar seklinde distinmelerine neden

olmustur [92].

Diyabet tanisi alan bir hastanin normoalbumiuriden mikroalbUminuriye,
mikroalbumitriden DN’ ye, nefropatiden SDBY’ ligine yillik ilerleme hizi sirasiyla %
2.0, % 2.8 ve % 2.3 diur [93]. DN gelisimi icin risk faktorleri; hiperglisemi,
hipertansiyon, dislipidemi, sigara, aile Oykusu, ve renin-anjiyotensin-aldesteron
aksini etkileyen gen polimorfizmi gibi genetik faktorlerdir [43]. Tip 1 ve Tip 2
diyabette bdbrek lezyonlarinin patolojisi benzer olmakla birlikte Tip 1 diyabette
nefropatinin gelismesinde ve ilerlemesinde hipergliseminin payi bulyuktir ve
genellikle hipertansiyon ve kardiyovaskuler hastaliklar, nefropati gelistikten sonra
olusur [92].
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2.2.1. Diyabetik nefropatinin epidemiyolojisi

idrarda albuminin kiigiik bir miktarinin varhiginin, Tip 1 ve Tip 2 DM hastalarindaki
bobrek hasarinin gelisiminde rol oynadigi 1980’ lerin baslarinda gdsterilmistir. DN,
Tip 1 diyabet hastalarinin %30’ unda ve Tip 2 diyabet hastalarinin %50’ sinde
gOzlenir. Etnik faktorler Tip 2 diyabetli hastalar arasindaki DN insidansini etkiler.
Ornegin Meksikali veya Afrikali Amerikalilar da ve Pima yerlilerinde insidans % 40-
60 iken Beyaz irkta %10- 20 dir. Bunda genetik yatkinlik, diyet ve hipertansiyonun

rol oynamasi muhtemeldir [94,95].
2.2.2. Diyabetik nefropatinin evreleri

DN, Mogensen ve Christensen tarafindan tanimlanan bes evreden olusur.

Evre 1 (Hiperfiltrasyon ve hipertrofi evresi): Hastaligin baslangicindan itibaren 5 yil
icerisinde gelisir. Bdbreklerin boyutu yaklagsik %20 oraninda buyumustur.
Albuminuri ve kan basinci normal araliginda iken, renal plazma akimi %10-15
oraninda artmistir. Bu donemdeki GBM’ da hafif kalinlasma disinda 6nemli bir
morfolojik degisiklik olmadidi ortaya konulmustur. Normogliseminin saglanmasi ile

birlikte nefropati daha ileri klinik evrelere gecmeden geriler [96-99].

Evre 2 (Sessiz ddnem): Klinik bulgunun olmadigi; ancak bazal membran

kalinlasmasi ve mezengial proliferasyon gibi morfolojik degisiklikler ile karakterize
olan bu evre hastaligin baslangicindan yaklasik 2 yil sonra baglar. Morfolojik
degisimler renal biyopsi ile gosterilebilir. GFH yavasca azalarak normal dizeylerine

doner. Bazi hastalar dmrunun sonuna kadar bu evrede kalirlar [96-99].

Evre 3 (Mikroalbuminirik evre veya baslangic DN evresi): Glomeriler hasarin

saptanabilen ilk klinik evresidir. Genellikle hastaligin baglangicindan sonra 5-10 yil
icinde olugur. Bu doénemde GFH normaldir. Uriner albimin ekskresyonu
mikroalbimurik diizeyde, yani 30-300 mg/24saat veya 20-200 mg/dk arasindadir.
Bu donemde bir¢cok hastada hipertansiyon sinirina varmayan progresif kan basinci
artigi gozlenir. lyi glisemik kontrol, protein kisitlamasi (<0,8 gr/kg/giin) ve

antihipertansif tedavi (6zellikle anjiotensin converting enzyme (ACE) inhibitérleri ve
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Anjiotensin Reseptor Blokerleri) ile Griner albumin ekskresyonu artisi azaltilarak
klinik nefropatiye gidis suresi geciktirilebilir [99].

Evre 4 (Asikar DN evresi): Kronik bobrek yetmezliginin déniisimsiiz evresidir. inatgi

(persistan) proteindri (>0,5 g/gun) ile karakterizedir. Serum kreatin dizeyi normal
veya hafif artmistir. GFH ayda 1 ml/dk kadar azalir. GFH azaldikga, hjipertansiyon
gOzlenir. Antihipertansif tedavi ile GFH ‘daki azalma %60 azaltilabilir ve bdylece
dremi gelisimi geciktirilebilir. Tercih edilen antihipertansif ACE inhibitérleri ve
Anjiotensin Reseptor blokerleridir. Bu evre siklikla ciddi retinopati, néropati, ve

periferal - koroner vaskulopati ile birliktedir [96-99].

Evre 5 (Son _ddnem bobrek yetmezligi evresi): GFH' nda belirgin bir azalmayla

karakterizedir. Proteinirinin baslangicindan itibaren 5 ile 20 sene iginde yaklagik
olarak da 7 sene icinde ortaya ¢ikar. Kan basincini kontrol etmek guglesir. Hemen
hepsinde buyuk damar komplikasyonlari (Monckeberg sklerozu) gelisir. Koroner
vaskuler hastalik en sik 6lum nedenidir. Hastalarin yaklasik% 50'sinde bobrek
replasman tedavisi gerekir. (periton diyalizi, hemodiyaliz, bébrek nakli) GFH 15-20
ml/dk’nin altina indiginde hasta renal replasman programina alinmalidir [96-99]. DN’
nin ilk asamalarinda, artan bobrek boyut ve degisen Doppler gostergeleri morfolojik
hasarin erken bulgulari olabilir. Proteintri ve GFH hasarin derecesinin en lyi
gOstergeleridir [100].

2.2.3. Diyabetik nefropatide patolojik degisiklikler

DN, bébregin tim alanlarinda yapisal degisikliklerin gelisimine neden olur. (Cizelge
2.4.) [101].

Cizelge 2.4. DN’ de gbzlenen yapisal bobrek anomalileri

Glomerulosklerozis (Diffliz, Noduler)
Mezengiyal genisleme

Glomeriler ve Tubller bazal membran kalinlagsmasi
Endotiyal kdptik hicreleri podosit anomalileri
Fibrin kap lezyonu

Kapsuler drop lezyonu

Armanni- Ebstein hicreleri

Tubuler atrofi

interstisyel fibrozis

interstisyel inflamasyon

Aterosklerozis
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Diyabetin baglangicindan itibaren yaklasik 1-2 yil igerisinde bobrekte yapisal
degisiklikler gorulmeye baglar. GBM, glomerdtllerin visseral epitelinde sentezlenen
kollajen benzeri bir proteindir Kas, deri ve retina bazal membraninda da kalinlasma
olur [102]. GBM’ da kalinlasma, hipertansiyon ve yaslanmayla birlikte de
gelisebileceginden belirtilen diger bulgular olmadan DN tanisini koymak zordur.
GBM kalinlagmasi ekstraselliler matriks birikimine ve tip IV kollajen, laminin ve
fibronektin gibi normal ekstraselliler komponentlerin ¢okmesinine bagl olarak
gelisir. Negatif yuklu filtrasyon bariyeri olusturdugu dusunilen heparan silfat
kisminin kaybi ile de GBM kompozisyonu degisir. Hiperglisemi, podositler ve GBM
birlesim sirecini etkileyen integrinin ekspresyonunda degisikliklere neden olur [101].

insan calismalari podosit sayisindaki azalma takibinin proteindiri ile iligkili oldugunu
gostermektedir [103]. Vestra ve ark. Avrupali beyaz normoalbumintrik Tip 2 DM
hastalarinda , glomerulus bagina digen podositlerin sayisal yogunlugunda 6nemli
bir azalma oldugunu gostermiglerdir [104]. Hatta her yastan diyabetli hastalarda kisa
sure icinde glomerulus basina disen podositlerin azaldigi gézlenmistir [105].
Podosit hasari, glomerilosklerozun tibdlointerstisiyel hasar gelisiminden 6nce

gerceklesir [106].

Diyabetin erken donemlerinde filtrasyon alaninda meydana gelen artiga bagli olarak
GFH ‘da artis olur; ancak zamanla mezengiyal genigleme glomeruler kapillerleri
sinirlar, yapilarinda bozulma meydana gelir GFH dusmeye basglar [107]. Artan
mezengiyum boyutlari ile stperfisiyal kapillerler arasinda ters bir oranti s6z konusu
oldugundan mezengiyum boyutlari arttik¢ca, glomerulin filtrasyon yuzeyi azalir,
diffiz glomeruloskleroz olugur. Mezangiyal genisleme Tip IV kollajen ve fibronektin
gibi ekstraselliler matriks proteinlerinin birikimi ile baslar, hiicresel biyume ile
devam eder [28,108]. Mesangiyal genisleme, mesangiyal sklerozise dogru ilerler
ayrica bazi vakalarda noduler glomertloskleroz veya Kimmelstiel-Wilson nodulleri
olarak isimlendirlen ezinofilik PAS (+) materyal birikimi g6zlenir [109]. Eozinofilik
materyal ¢ogunlukla Tip IV kollajenden olusur, ama bazen ¢izgili kollajen ve az

miktar fibronektin de mevcut olabilir [110].
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Glomertler kapiller basincinda artma (intraglomerular/ glomeriler hipertansiyon)
bobrek yapisi ve fonksiyonunda, onemli degisikliklere neden olur. Glomeriler
hipertansiyon; endotel, mezengiyal, podosit hasarina yol agarak tubuler limene
protein filtrasyonunun artmasina, tubulointersitisyel inflamasyon ve fibrozis
gelisimine yol acar [84,90]. Hipertansiyonun devamli olmasinin mezengiyal
hicrelerde mekanik gerime neden olarak, ekstraseliler matriksin asiri Uretimine,
GBM filtrasyon bariyerlerinde bozulmaya neticede proteiniri ve glomeruloskleroz

gelismesine neden oldugu dusutnulmektedir [97,108].

Eksidatif lezyon ya da fibrin kap olarak bilinen hyalinotik lezyon, DN’ de sik goruldr.
Bu lezyon endotel hicreleri arasinda ve GBM’ da hyalin birikimi ile karakterizedir.
Bu lezyon gelistikge kapiller lumeni tikar. Lipid yUkli makrofajlar ve lipid damlaciklari

bazen bu lezyonlarin igerisinde bulunabilir [110].

Elektron mikroskopik incelemelerinde, tubuler hicrelerin sitoplazmasinda beta
partiktlleri gibi glikojenin biriktigini gdsterilmistir. Bu htcreler normal cekirdege
sahiptir; ancak hicre ici organalleri perifere dogru itilmigtir. Tabdler hicrelerde
glikojen birikimi, artmig ttbdtler glikoz reabsorbsiyonunu yansitir ve glikojen iceren
bu seffaf iri hicrelere Armanni-Ebstein hicreleri denilmektedir. Glikojenle dolu
tubuler hicreleri ilk kez 1983 de Ehrlich gostermis, Kimmelstiel ve Wilson tarafindan
diyabetik glomeruloskleroz kesfedilinceye kadar bu lezyon diyabetik bdbrekte

bilinen tek anatomo-patolojik bozukluk olarak kabul edilmistir [111].

2.2.4. Diyabetik nefropatinin patogenezi

DN 'nin erken degisimleri olan intraglomeruler basing artisi ve hiperfiltrasyon ilk kez
1959’ da Stadler ve Schmidt tarafindan tarif edilmigtir [112].

DN gelisiminde patofizyolojik mekanizmalar multifaktdriyeldir. Hiperglisemi;
glomertler hiperfiltrasyon, glomerliler ve tubuler epiteliyal hipertirofi ve
mikroalbuminuri gibi yapisal ve fonksiyonel degigikliklere neden olan, GBM
kalinlasmasi, mezengial matriks artisi asikar proteiniri ve sonu¢ olarak

glomerulosklerozis ve SDBY gelisimini baglatan durumlardir [101].



Sekil 2.2. Diyabetik nefropati gelisimindeki yolaklar

Hemodinamik yolaklar

Hemodinamik degisiklikler olan hiperfiltrasyon, hiperperflizyon DN gelisiminde
anahtar rol oynar ve patolojik strecgte glisemik kontrolin zayif oldugu erken
donemde gorulur. Afferent arteriollerde, efferentlere gore daha belirgin sekilde
gorilen vazodilatasyon intraglomerular basing artisina (glomerular hipertansiyona)
neden olur. Hiperperfiizyon ve hiperfiltrasyonun ayni zamanda Prostanoidler, NO,
atrial natridretik faktor (ANP), VEGF, TGF-f1, Renin-Anjiyotensin-Aldosteron
sistemi (RAAS), glukagon, instlin ve dzellikle Ang Il ve endotelin gibi faktorlere bagh
oldugu soylenmektedir [28,101]. Bu erken hemodinamik degisiklikler, glomeruler
kapillerlerden albimin kagagini, mezengial matriksin asiri Gretimini, GBM

kalinlagsmasini ve podosit hasarini kolaylastirir [113].

Diyabetik vaskuler bozukluklarda TGF- anahtar role sahiptir. Mekanizma endotiyal
nitrik oksit sentaz (eNOS) mRNA sentezinin upregtlasyonu ve arginin resentezinin
artmasi ile NO Uretiminin artisidir. Bu erken hemodinamik degisiklikler albliminin
glomerul kapillerinden stzilmesine, asiri mezengiyal matriks Uretimine neden olur
bunun yaninda glomeruler podositlerin hasarlanmasini ve bazal membran
kalinlagsmasini kolaylastirir. Glomeruler hemodinamik degisimlerin neden oldugu
kayma gerilimi (shear stress) ve mekanik zorlanma, sitokinler ve buyime

faktorelerinin otokrin ve / veya parakrin salinimina neden olur [114]. Hemodinamik
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stres, sitokinler ve buyime faktorlerinin lokal aktivasyonu ile DN’ de yapisal
degisikliklere neden olur. Proksimal tibuller veya Henle kulbunda sodyum klorur

geri emiliminin artisi GFH’ da artisa neden olur [115].

Glomertler hipertansiyon ve hiperfiltrasyon DN gelisimine katkida bulunur. Renin-
Anjiyotensin blokerlerinin kullaniimasi bobrek fonksiyonu ve morfolojisini koruyucu
etkiye sahiptir. Renin-anjiyotensin blokerleri; Ang II' nin profibrotik etkilerini, TGF-1
stimulasyonunu zayiflatarak antagonize eder [116]. DN’ nin altinda yatan bu

profibrotik etki, hayvan deneyi ¢alismalari ile de gosterilmigtir [117].

Prediyabetik sicanlarda Renin-Anjiyotensin sisteminin gegici bir stire (7 hafta) bloke
edilmesinin proteinuriyi azalttigi, glomeruler yapiyr duzelttigi gozlenmistir. Buna
ilaveten, ACE inhibitort verilen nefropatili Tip 1 diyabet hastalarinda TGF-B1 serum
konsantrasyonunun azaldigi gézlenmistir [118]. Serumda ve idrarda distuk TGF- 1
seviyeleri ile renal korunma birbiriyle korelasyon i¢indedir ve zaman iginde degisim
goOsteren GFH ile tanimlanir [119].

Metabolik yolaklar

Hiperglisemi ve ileri glikolizasyon son drtnleri

Glomertuler ve mezengiyal hiucrelere etkisinden dolayi hiperglisemi, DN gelisiminde
kritik bir doneme sahiptir; ancak tek basina yeterli degildir. Mezangiyal hicreler
glomertuller kapiller yapiyr korumanin yaninda diz kas aktivitesi ile de glomeruler
filtrasyonu dizenler. Hipergliseminin, mezengiyal hiicre artigi ve hipertrofisi bunun
yanisra mezengiyal matriks Uretimi [120,121] ve bazal membran kalinlasmasi ve
mezengiyal hicre apoptozisi [122,123] ile iligkili oldugu yapilan in vitro ¢alismalar
ile gosterilmistir. Mezengiyal geniglemenin kismen hicre igi glukoz
konsantrasyonunun artisina bagli oldugu, bu etkinin normal kan glukoz dizeyleri
saglandiginda GLUT1 ve GLUT4 gibi glukoz tasiyicilarinin ekspresyonunu artirarak
hdcre igine glukoz girigini arttirdigi yapilan galismalarda gosterilmigtir [121].

Hiperglisemi DN gelisiminde tek basina bir risk faktort degildir. Diyabetik olmayan

dondrlerden alinan bdbrekler, diyabeti ve buna bagli nefropatisi gelismis hastalara
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transplante edilmis ve glukoz kontrolinden bagimsiz olarak DN gelistigi yapilan
calismalarla gosterilmigtir. Hipergilisemi renal hasara yol agmada gerekli; ancak
yeterli degildir [119].

Hipergliseminin doku hasarina nasil yol agtigini agiklayan mekanizmalar;

I. Proteinlerin non enzimatik glikasyonu ile olusan ileri glikasyon son drunleri
(AGEs)
[I. Protein kinaz C aktivitesi
[ll. Poliol yolu (Aldoz rediktaz yolu)
I\V. Sitokinler ve Buyume Faktorleri
V. Oksidatif Stres

Oksidatif stresin tim yollarda merkezi bir rol oynadigi kabul edilmektedir [119].

|. Glikozilasyon

Doku proteinlerinin glikozilasyonu, DN ve diger mikrovaskuler komplikasyonlarin
gelisimine katkida bulunur. Hiperglisemi, yaslanma sirecinde ve vaskuler
komplikasyonlarin gelisiminde ©6nemli rol oynayan, geri dénisumsuz olarak
intraselller ve ekstraseluler proteinlerin serbest amin kalintilarina glukoz
baglanmasi ile gergeklesen glikozilasyon mekanizmasi ile AGEs olusumuna neden
olur. Bu nonenzimatik stire¢ GBM ve diger matriks bilesenlerini etkiler. Baglangicta
geri donusumlu erken glikosilasyon son urunlerinin olusumuna, daha ileriki

dénemde geri donlisimsiuz AGEs olusumuna neden olur [63].

AGEs etki mekanizmasi U¢ sekilde goralur [63].

1. Yapisal proteinlerin glikosilasyonu disulfit capraz bag sayisini arttirir. Bu da matrix
olusumunu, makromolekullere gegirgenligi etkiler, degredasyon ve turnover bozulur
2. Reseptore badlanarak diyabetik bdbrek etyolojisinde etkin role sahip cesitli
sitokinleri (TGF-B1, IL 1, TNF, VEGF) aktive eder.

3. NO’ in vazodilator ve antiproliferatif etkisini inhibe ederler.
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Il. Protein kinaz C aktivitesi

PKC aktivasyonu, hipergliseminin neden oldugu doku hasarinin baglica aracilarinin
biridir, diyabetik komplikasyonlara yol acan c¢esitli hiicresel olaylar etkilemektedir.
PKC, aktivasyonu vaskuler gegirgenligin artmasina, hlicre digi matriks bilesenlerinin
artmig sentezine ve reaktif oksijen tarlerinin (ROT), Uretiminin artmasina yol agar
[87]. Hiperglisemi ile diacil gliserol (DAG) asiri aktiflenir ve PKC’ yi uyarir. PKC
aktivasyonu korunmus tireonin ve tirozin kalintilarinin ikili fosforilasyon yoluyla
hidcre digi uyaranlara yanit olarak MAPK aktivitesini indikler. Yuksek glukoz
konsantrasyonlari varhginda, PKC ve MAPK' in koaktivasyonu enzimlerin, bu iki aile
baglantilh oldugunu gosterir [119]. Vazodilatatér prostanoidlerin (prostaglandin E2,
prostasiklin) salinimini arttirarak glomeruler hiperfiltrasyona katkida bulunur [49].
TGF- B1 aktivasyonu ile mezengiyal hlcrelerin ekstraselliler matriks yapimini
arttirir [49,114].

[1l. Poliol yolu (Aldoz rediiktaz yolu)

(

Aldoz rediiktaz

SORBITOL

Sorbitol dehidrogenaz

Sekil 2.3. Poliol Yolu
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Aldoz rediktaz ile, glukozun sorbitole donusturulmesi ve daha sonra sorbitol
dehidrogenaz ile fruktoza donusturulmesi poliol yolunda meydana gelmektedir
[101].

Dolagsimda glikozun artmasi aldoz reduktazin artmasina, bdylece dokularda sorbitol
birikimine neden olur [49]. Glomeruler ve tibuler hiicrelerde sorbitoliin artmasi, Na-
K-ATPaz aktivitesini azaltarak osmoregulasyonun bozulmasi neticesinde hicre
sismesine ve non- enzimatik glukozillenmeye daha uygun olan fruktozun, artmasina
yol acar ve doku hasarina neden olur. Ayrica sorbitoltn artisiyla NADPH azalir ve
glutatyon metabolizmasi bozularak, serbest oksijen radikalleri artar. Bunun
sonucunda vaskuler hasar artar ve NO vazodilator yaniti azalir [124]. Bu teori
insanlarda aldoz reduktaz inhibitorleri kullanilarak test edilmis, ancak retinopati,
néropati veya nefropati klinik sonlanim noktalarinda faydah etki goésterilememistir
[125].

IV. Sitokinler ve biyime faktorleri

Cesitli blyume faktorleri, sitokinler, kemokinler ve vazoaktif ajanlarin DN’ de yapisal
degisikliklerle iligkili oldugu gosterilmistir. IGF, DN’ de yaygin ve en erken Uzerinde
cahigilan buyume faktorleri arasindadir ama kesin rolu halen belirsizdir.
Hipergliseminin renal IGF-I proteininin erken ve gegici bir artigina hipergliseminin
neden oldugu c¢ok cesitli hayvan modellerinde gosterilmigtir [101].

TGF-B, DN’ de mezangiyal matriks genislemesine ve bobrek hipertrofisine neden
olan profibrotik bir buyime faktérudir. TGF- B’ nin yuksek seviyeleri STZ ile
olusturuimus diyabetik sigcanlarin glomerullerinde Olgulmagstir [126]. TGF-
izoformlarini ve reseptdrlerini kodlayan mRNAlar tim glomerdaler hiicre tiplerinde ve
proksimal tubulislerinde bulunur. in vivo ortamda glomeril endotelyal ve

mesangiyal hicrelerinden ekstrasellller matriks yapimini uyarir [49].

VEGF' nin asiri ekspresyonu vaskuler endotel gecirgenligini, endotel hicre
proliferasyonunu ve gogunu, transendoteliyal elektrik direncini azaltir, ve matriks-
bozucu proteazin etkinligini artirarak diyabetik renal hastaliklara neden olur. VEGF’

nin asiri ekspresyonu, GBM kalinlagsmasina katkida bulunan kollajen zincirlerinin
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aretimini arttirir [127,128].

V. Oksidatif Stres

Hiperglisemi diyabetik komplikasyonlarin 6ncist gibi gérinmekle birlikte,
patofizyolojik stirecin bitliin komplikasyonlarda etkili olup olmadigi halen tam olarak
bilinmemektedir [125].

DN gelisiminde diyabetik komplikasyonlarin yani sira oksidatif ve glikooksidatif
(karbonil) stresin katkisinin varligi Gzerine AGEs artisi gibi birgok bulgu vardir.
AGEs ekstraselliler proteinlerin glikozilasyonu yolu ya da glikozun intraselltler
metabolizasyon yolu esnasinda meydana gelir ve boylelikle reaktif dikarbonil
prekursorleri olusur [129,130]. AGEs olustuktan sonra, reseptér bagimh yollarla

ROT hucresel olusumunu arttirarak oksidatif strese katkida bulunurlar [131].

Deneysel diyabette, renal kortekste MDA (lipid peroksidasyonu markeri) artisi,
glomertlde 8-OHdG (nukleik asit oksidasyonu artisini gosteren indeks) artisi, renal
kortekste GSH azalmasi ve glomerulde ROT ’larin artmis Uretimi, NADPH oksidaz
ve Hem-oksijenaz-1 aktiviteleri artisi, renal oksidatif stresin artmasinin kaniti olarak
gosterilmistir [132,133].

Sorbitol 4ldoz
Rediiktaz

Glukoz Heksozamin
GFAT

MNADPH

Fructose-6 Phosphate

MADPE"

NADH "
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Sekil 2.4. Diyabetik nefropati gelisiminde metabolik yolaklar
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2.3. Resveratrol

2.3.1. Resveratrol’iun tanimi ve tarihgesi

RSV, (38,4',5-Trihydroxy-trans-stilbene), Uzim, kirmizi sarap, yer fistigi, asma
yapragi, keci boynuzu, boégurtlen ve yaban mersininde bulunan fitoaleksin 6zelligi
gosteren stilben grubu bir bilesiktir [134,135].

Phytoalexin yunanca bir terim olup, “phyton” bitki; “alexein” koruyucu anlamina
gelmektedir. Bulundugu cesitli bitkileri, blylime gelisme asamalarinin herhangi bir
evresinde soguk hava kosullari, ultraviyole isinlari, yaralanma, bakteri-mantar
enfeksiyonlari gibi stres durumlariyla karsilastiklarinda koruma amagh bir 6zelliginin
olmasinin yani sira, son yillarda antifungal, antimikrobiyal, antitimoral gibi etkileriyle

insanlarda da koruyucu etkiler ortaya koydugu anlasiimistir [135].

RSV, cis ve trans olmak Uzere iki izomere sahip, yagda ¢6zinebilen bir bilesiktir.
Biyolojik aktiviteleri agisindan degerlendirildiginde, trans izomerlerinin cis
izomerlerine gbre daha yuksek aktiviteye sahip oldugu belirtilmistir. ultraviyole 1$131
varliginda, trans-resveratrol cis-resveratrole dénusmektedir [136,137].

trans- Resveratrol cis-Resveratrol

Sekil 2.5. trans-Resveratrol ve cis-Resveratrol’iin kimyasal yapisi

RSV ilk olarak 1940 yilinda beyaz karacaotu (Veratrum grandiflorum) koklerinden

izole edilmistir. Daha sonra 1963 yilinda, Cin ve Japon tibbinda kullanilan “Ko-ko-
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jon” olarak bilinen, Polygonum cuspidatum bitkisinin koéklerinden; [138] insandaki
mantar hastaliklarinin, iltihabi hastaliklarin, hipertansif hastaliklarin, alerjik
hastaliklarin ve lipid metabolizmasi hastaliklarinin tedavisinde kullaniimak Uzere
izole edilmistir [139]. 1976’ da Langcake ve Pryce adl arastiricilar tarafindan, Gzim
yapraklari (Vitis vinifera) ve Uzum tanelerinde saptanmistir. [140,141]. RSV’ Un
sarapta bulundugunu ise ilk kez Siemann ve Creasy adh arastirmacilar

goOstermiglerdir [142].

RSV’ Un en yuksek oranda kirmizi ve siyah Uzumde bulundugu gdsterilmistir.
Kirmizi sarap icinde de bulunan RSV’ Un vazodilator, antihiperlipidemik,
antienflamatuvar, antiagregan, ostrojen agonisti ya da antagonisti 6zelliklere sahip
oldugu anlasiimistir [143]. Ayrica, RSV’ Un kirmizi sarapta yuksek oranda
bulunmasindan yola ¢ikan arastiricilar doymus yag orani yuksek bir diyete ragmen,
Fransa’da koroner kalp hastaliklarindan 6lum oraninin dusuk olmasini, ilimh sarap
tuketimine dayandirmiglar ve bu fenomeni “Fransiz Paradoksu” olarak
adlandirmiglardir [135,144].

Jang ve ark.na goére gunluk 375 ml kirmizi sarap tiketimi, aragidonik asit

metabolizmasini duzenlemektedir [145].

2.3.2. Resveratrol’tiin biyosentezi, emilimi, atilimi

RSV’ Un biyosentezi stilben sentaz enziminin katalizledigi, p-kumarol-CoA’nin p-
kumarol kalintisi ile malonil-CoA’ dan 3 adet C: alt Gnitesinin dekarboksilasyonu ile
kondensasyonu sonucu olusur. Daha ileri reaksiyonlari RSV’ Uin bifenolik halkasinin

3. posizyonunda glikozil yada sulfat kalintilari ile konjuge olmasidir [146].
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Sekil 2.6. Resveratrol’ in biyosentetik yolagi

RSV’ in emilimi ve tasinimi ile ilgili pek ¢ok galisma yapilmigtir. Perflze izole sigan

bagirsaginda in vitro yapilan bir galismada RSV’ Un buyldk kisminin jejenumdan az

kisminin ise ilemumdan emildigi gosterilmigtir [147]. Bazolateral tarafa transport

edilen RSV’ Uin ¢gogu, 15-30 dk igerisinde en yuksek plazma seviyelerine ulasarak

kalp ve karaciger dokusu tarafindan yuksek oranda tutulur ve yari 6mru 1,5 saat

olan glukronoid ve sulfat formlarina konjuge edilir [148-151]. Siganlara uygulanan
RSV’ Uin plazmada ve bobrekte 60 dk’'da, karacigerde 30 dk’ da, kalpte 120 dk’ da

maksimum derisime ulastigi saptanmigstir [134].
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Perfuze izole sigan bagirsaginin incelendigi bir c¢alismada RSV’ Un
biyoyararlaniminin %20 oldugu gosterilmistir [152]. Sigan ve farelere RSV’ Un oral
uygulanmasi sonrasi dokulardaki dagihmini inceleyen bir bagska calismada en
yuksek tutulumun karacigerde oldugu gdsterilmistir [153]. Yapilan bir insan
calismasinda da RSV’ un, insan kolon karsinoma Caco-2 hcre dizisinde yuksek
oranda biriktigi, en yliksek tutulumun karacigerde oldugu gosterilmigtir [148].

RSV’ Un atilim zamani plazmada bulunan konsantrasyonuna baghdir. Hayvan
modelinde yapilan ¢alismada, RSV’ Un renal atiliminin, alimindan hemen sonraki
saatler icinde baslayip ve sonraki 12-24 saat boyunca arttigi gosterilmistir. RSV
bobrekte kendi dogal formunda bulunurken, idrarda bilesigin cogunlugunun konjuge

formda oldugu gosterilmigtir [153].
2.3.3. Resveratrol’tin hicre ici sinyal iletimi

RSV mitogen ile aktive olan protein kinaz (MAPK) kaskadini harekete gecirebilir.
MAPK’ larin yolun agagisina dogru hedefleri, mitojenik pro-enflamatuar enzimler ve
nikleer transkripsiyon faktorleridir. RSV farkl dizeylerde rol oynayabilir. RSV PKC
fosforilasyonunu inhibe ederek yo-lun yukarisina dogru rol oynayabilir. RSV, MAPK
kaskadini etkinlestiren diger kinazlari, fosfoinozitol 3-kinaz (P13K) fosforilasyonunu
ve protein kinaz B’ nin (Akt/PKB) fosforilasyonunu inhibe eder. Bu olaylar ile RSV,

vaskiler duz kas hicrelerinde p7OS6K’n|n fosforilasyonunu azaltir. RSV,
ERK1/2/INK/p38’in tirozin fosforilasyonunu ve vaskuler hicrelerde nikleusa

gecisini inhibe ederek MAPK kaskadini asagiya dogru baskilar.

Fosforilasyonun ve sitoplazmadan nikleusa gecisin inhibisyonu vazokonstriiksiyon,
anjiyogenez, cogalma ve farklilagma ile ilgili genlerin ifadelenmesini azaltmaktadir.
Okside LDL (oxLDL), ROS ve PKC gibi birgok uyaran, nukleer faktor kB (NF-kB)
yolunu harekete gecirme potansiyeline sahiptir. NF-kB sitoplazmada inhibitor kB
(IkB) ile birlikte iken inaktif kompleks olarak bulunur. Uyarana yanit olarak olarak IkB
kinaz kompleksinin katalitik alt birimi [kBa’nin iki serin amino asidini fosforiller. Bu
fosforilasyon 26S proteozom tarafindan IkB’nin ubikitine bagli yikimini tetikler.
Aktive p50/p65 kompleksinin daha sonra nikleusa gecisi gergeklesir. p50/p65

kompleksi NF-kB spesifik kB DNA motiflerine baglanir ve siklooksijenaz, sitokin gibi
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hedef genlerin transkripsiyonunu dtzenler. RSV p65’in fosforilasyonunu ve
transaktivasyonunu IKK, PKC gibi kinazlari inhibe ederek baskilar [154].

2.3.4. Resveratrol’tin biyolojik etkileri

RSV son yillarda tGzerinde ¢gokga galisilan organizmada pek ¢ok biyolojik etkileri olan
bir molekuldur. RSV serbest radikallerin sebep oldugu hiucre zararlanmalarini, lipid
peroksidasyonu ve buna baglh hucre olumlerini triagilgliserol duzeyini dusurerek
[145] onlemektedir [155]. C vitamininden 20, E vitamininden ise 50 kat daha fazla
etkili bir antioksidan olarak immun sistemi giclendirir [156]. Kardiyoprotektif etkileri
de vardir. Akut ve kronik kardiyak hasar modellerinde miyokardiyal iskemi
reperflUzyon hasarinin siddetini azaltigi gosterilmigtir [157].

Koroner kalp hastaliklarina karsi koruyucu etkisinin 6zellikle LDL’ nin
oksidasyonuna karsgl koruma vyoluyla veya trombosit agregasyonunu azaltici
etkisine bagli olabilecegi ileri surulmektedir [158]. Damarlarda NO sentezini
artirmakta ve damarlarin genislemesine yardimci olup kan akimini rahatlatmaktadir
[159]. Antitimoral aktiviteye sahiptir. Kanserin baslangi¢, gelisme ve ilerleme
asamalarinda etki gOstererek insanda gorulebilecek agiz, deri, kolon, bdbrek,
karaciger, prostat ve meme kanseri gibi kanser cgesitlerinde azalma sagladigi
bildirilmistir [160]. RSV’ G4n, NO miktarini artirip lipid peroksidasyonunu inhibe
ederek ayni zamanda bobrek hucrelerini de koruyucu etkisinin oldugu bildirilmigtir.
Ayrica nefrotoksik ilaglarla glomerulonefrit olusturulmus sigcanlarda RSV’ Uin ylksek

dizeyde koruyucu etkisi oldugu gosterilmigstir [161-163].

2.3.5. Resveratrol diyabet iligkisi

RSV’ Un antidiyabetik etkilerini insulin sinyal yolagi Uzerinden gOsterdigi
distinilmektedir. insilin reseptéri ile kenetlenenen RSV, IRS-1 ve IRS-2
fosforilasyonuna neden olur. IRS-1 ve IRS-2 fosforile olduktan sonra iki farkl yolak
Uzerinden etki gosterir. Bunlardan birincisi, fosforile olan IRS-1 ve IRS 2’ nin, PI3K
fosforilasyonuna neden olarak eNOS ekspresyonunu arttirmasi, digeri ise, MAPK
aktivasyonu saglayarak Endotelin 1 (ET1) salinimina neden olmasidir [164]. Serin

ile fosforile olan IRS-1 ve IRS-2, instlin reseptdr tirozin kinaz aktivitesini inhibe
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ederek bunun altindaki sinyalizasyonu bozar. RSV’ Uin, IRS-1 ve IRS-2 dizeylerine
etki etmeden, insilin sinyal yolagi inhibitoru IRS-1,2/serin-treoinin fosforilasyonunu
azaltarak insulin duyarhihigini arttirmaktadir [165]. RSV insulin ile artan IRS protein
kompleksilerini dizenlemesiyle de insulin duyarlihdini arttirir [166]. RSV ve insilin
etkilerinin incelendigi bir gcalismada, RSV’ Uun PI3K, MAPK ve PKB inhibisyonu
yaptigi IRS-1 IRS-2 dluzeylerini arttirdigi belirtilmistir [166-168].

RSV, diyabeti 6nlemede énemli bir rol oynar ve bir takim diyabetik komplikasyonlari
hafifletir. insiilin reseptoriinii aktive ederek, PI3K yolagi lizerinden, pankreas B
hdcrelerinde glukoz tasiyicilarindan biri olan GLUT4’ un fosforilasyonuna neden
oldugu, aktif GLUT4’ un huicre igine glukoz alimini saglayarak, plazma glukoz

dlzeyini azalttigi ileri sartlmustar [164].

Yapilan bir ¢alismada izole sigan pankreas hucrelerinde insulin sekresyonunu
azalttigi, pankreas B hicrelerini korudugu belirtiimektedir [18]. Yine pankreas
dokusunu koruyucu etkileri IL-1p, IL-6, TNF-a gibi stokin aktivasyonunu inhibe

etmesi, NF-kB ve NO uretimini arttirmasi ile de iligkilendiriimektedir [19].

STZ ile diyabet yapilan sicanlarda 8 haftallk RSV uygulamasi ile diyabete bagh
olarak artan, kan glukoz, kreatinin, trigliserit ve kolesterol degerlerinin dustugu, idrar
cikigsinin azaldigi, immuanohistokimyasal olarak yapilan incelemede GBM
kalinhginda azalma oldugu, diyabete bagl olarak artan glomertler Fibronektin,

kollajen 1V ve TGF- ekpresyonunun azaldigi ifade edilmektedir [20].

Sener ve ark. wistar albino sicanlarda RSV’ Un serbest radikalleri yakalama ve
antioksidan etkinligi ile GSH dizeyinin korunmasini saglayarak renal dokuyu
iskemi-reperfizyon hasarindaki oksidatif strese kargi korudugunu goéstermislerdir
[21].

Palsamy ve arkadaslari STZ diyabetik sicanlarda 30 gun sureyle 5 mg/kg RSV
uygulamasinin karaciger dokusunda diyabete bagh olarak artan proinflamatuvar
sitokinlerin (TNF-a, IL-1, IL-6) ve NO’ in duzeyini duasurdigu, yine lipid
peroksidasyonu azalttigi buna karsiik doku GSH, SOD, CAT ve GPx enzim
duzeylerini yukselttigini bildirmiglerdir [22].
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2.3.6. Resveratrol ve diyabetik nefropati iligkisi

Diyabetin en 6nemli mikrovaskuler komplikasyonlarindan biri olan DN, son dénem
bdbrek yetmezliginin de en sik gérulen nedenidir. Oksidatif stres DN de dahil olmak
Uzere diyabetik vaskller komplikasyonlarin patogenezinde &énemli rol oynar.
Yapilan ¢caligmalar, RSV’ Gin radikal stupirtici veya antioksidan enzim modulasyonu
sayesinde, Tipl ve Tip 2 diyabetli pek c¢ok hayvan modelinde DN’ i
iyilestirebilecegini gdstermistir [169].

RSV’ in DN’ de protein ve/veya sinyal iletimi Gzerine spesifik etkileri (SirtGinl
(SIRT1), adenozin monofosfat aktive kinaz (AMPK), fosfatidilinozitol-3 kinaz (PI13K)
/ Akt ve INK / NF-kB gibi) ve guclu antioksidan kapasitesi kapsamli in vivo ve in vitro

olarak arastirilmistir [171-173]

Bu veriler 1s1ginda, RSV’ in DN’ de hiicre koruyucu etkisinin aktioksidan aktivitesi,
SIRT1 aktivasyonu AMPK modilasyonu, JNK/NF-«B/NADPH aktivasyonu gibi
sinyal iletim mekanizmalari araciligiyla oldugu duasunulmektedir. RSV, 6énemli bir
SIRT1 aktivatoradir. SIRT1 bir ¢cok substratin deasetilasyonu ile, oksidatif stres,
inflamasyon, apoptoz, stres direnci, mitokondriyal biyogenez, otofaji, lipid ve glukoz
metabolizmasinin dizenlenmesinde 6nemli bir rol oynar. Yapilan pek ¢ok ¢alisma,
RSV’ Un SIRT1 aktivasyonu yoluyla diyabet, nérodejeneratif bozukluklar, kognitif
bozukluklar, kanser, bobrek hastaliklari ve kalp-damar hastaligi gibi birgok

hastaligin 6nlenmesinde ve tedavisinde etkili oldugunu gdstermistir [174].

Hucresel enerji homeostazinin bir regulatori olan, Adenozin monofosfat-aktive
protein kinazin (AMPK), son yillarda DN' de dnemli bir rol oynadigi belirlenmistir.
AMPK* nin azalmig fosforilasyonunun hiperglisemi iligkili bobrek genislemesine
katkida bulundugu gosterilmistir. Daha ileri ¢alismalar AMPK aktivitesinin
baskilanmasinin oksidatif stress [175] ve inflamatuar yanit [176] ile baglantili oldugu
yonundedir. AMPK faaliyetlerinin geri donmesi oksidatif hasari ve inflamasyonu
iyilestirebilir [177]. Bu nedenle, diyabetten etkilenen renal fonksiyon bozuklugunu

hafifletmek icin AMPK sinyal iletiminin modulasyonu saglanmalidir [178].
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Mekanizmalar Diger sinyal yolaklar

llag kaynakli bobrek hasan
Seopsis kaynakl bGbrek hasan
Aldosterone ile indiiklenmig bobrek hasan

Sekil 2.7. Resveratrol’ Gin olasi hiicre koruyucu mekanizmalari

Zhang ve ark.larinin yaptidi bir galismada, diyabetik bobrekte RSV’Un mezengiyal
hicre proliferasyonunu ve fibronektin ekspresyonunu JNK ve NF-kB aktivasyonu
aracihgi ile inhibe ettigi ve NADPH oksidaz aktivitesini ve ROT uretimini arttirdigi
gOsterilmigtir [179].

Chen ve ark.larinin yaptiklari bir ¢calismada da, RSV’ Un diyabet ile indiklenen
glomerular hipertrofiyi ve idrar albumin g¢ikigini iyilestirdigi, glomerular fibronektin,
kollajen IV ve TGF ekspresyonunu azalttigi, GBM kalinlagsmasini azalttigi,
gosterilmigtir [20].

2.3.7. Resveratrol’in vazodilatator etkisi ve nitrik oksit

NO son yillarda taninan, birgok biyolojik olayda énemli roli olan, ¢ok kisa yari
Omurlu bir serbest radikaldir. Son derece toksik ve renksiz bir gaz olan NO serbest
radikal yapisinda oldugu igin yari dmru ¢ok kisadir. Oksijensiz ortamda stabildir ve

yagda ¢6zunurligu oldukga yuksek bir molekuldir [180].

DuslUk konsantrasyonlarda toksik olmayan NO, damar tonusunun ayarlanmasi,
endotel bagimli vazodilatasyon, diz kas hicre proliferasyonu ve trombosit
adhezyonu inhibisyonu, demir metabolizmasinin kontrolu, transkripsiyon faktor
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aktivasyonu, mide-bagirsak, uterus ve kalp tonuslinin duzenlenmesi, penis

ereksiyonu, immunite gibi pek gok fizyolojik olayda gorev alir [181,182].

NO endotelde Nitrik oksit sentaz (NOS) enziminin katalizledigi mekanizma ile, L-
Arginin’den sentezlenir. Bu reaksiyon sonucunda L-Sitrilin ve NO meydana gelir.
Bu sentez esnasinda enzim disinda, oksijen Fad, FMN ve BH4 kofaktorlerine ihtiyag
duyulur [183]. NOS enziminin 3 izofromu bulunur. Bunlar néronal NOS (nNOS),
induklenebilir NOS (iNOS) ve endoteliyal NOS (eNOS) olarak gruplandirilir [15].

Damar endotelinden salinan NO’ in etkisi, damar diiz kas hiicelerinde guanilat
siklazin aktivasyonu ile baglar. Hucre i¢i siklik guanozin mono fosfat (cGMP)
konsantrasyonunun artmasi ve duz kaslarin gevsemesi ile sonlanir [184]. NO
endotel yuzeyinde bulunan adezyon molekullerinin ekspresyonunu baskilayarak
endotel butinligunin koorunmasina katkida bulunur [185]. Polifenolik bir bilesik
olan RSV’ uin, NO salimina etkisi Uzerine; NOS aktivitesinin uyariimasi ve bazal

sartlarda NO saliminin korunmasi olmak Uzere iki mekanizma vardir [186].

Konsantrasyona bagimli olarak insan umbilikal ven endotel hicre kultiriande trans-
resveratrolin 72 saat inkibasyonu sonrasinda, eNOS mRNA ekspresyonunun ve

NO Uretiminin arttigi ve en gugli eNOS mRNA uyarani oldugu gosterilmigtir [187].

Erkek ve disi siganlarin (14-16 haftalik) aortalarinda yapilan bir ¢alismada 50 mg/I
dozunda RSV, 21 gin boyunca icirilmistir. Erkek ve digi siganlarin aortalarinda,
uzun stureli RSV uygulamasinin eNOS mRNA ve protein ekspresyonunu arttirdid,

NO olusumunu arttirdigi1 ve endotel fonksiyonunu iyilestirdigi bulunmustur [188].

Wallerath ve ark. larinin yaptigi bir gcalismada, insan umbilikal ven endotel hiicreleri
1-100 pg/L RSV ile, 12 ile 72 saat suresince inkubasyon sonrasi eNOS protein
miktarinin ve eNOS aktivitesinin uygulanan RSV konsantrasyonuna bagli olarak

arttig1 gosterilmistir [189].

Tip 2 diyabetik farelerde 4 hafta boyunca 20 mg/kg/gin dozda verilen RSV’ Un
artmig olan TNF a, mRNA ve protein dizeyini dustrdigu, azalmig eNOS

fosforilasyonunu arttirdigi, kontrol grubu Uzerinde etkisinin olmadigi belirtilmigstir.
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eNOS fosforilasyonundaki artis, NO biyovarligindaki artig ile yakindan ilgilidir.
Diyabetik farelerde RSV’ tin NO salimini arttirdig1 bulunmustur [190].

Sprague—Dawley siganlara mide gavaji yoluyla 7 gun boyunca 2,5 mg/kg RSV
uygulanan bir galismada, 7 giinun sonunda sig¢anlarin kalbi, Langendorf perfizyon
sistemine asilarak, iskemi reperflizyon iglemi gergeklestirilmistir. Calisma bitiminde
Western Blot analizi yapilmis ve iINOS, eNOS, VEGF protein dizeylerinin, RSV
uygulanan si¢anlarin kalbinde anlamh Olglde arttigi gdsterilmistir. INOS protein
duzeyinin, RSV alimindan 24 sonra, eNOS protein dizeyinin ise 5 giin sonra arttigi

gosterilmigtir [191].

2.4. Serbest Radikaller

En dis yorungelerinde bir veya daha fazla eslesmemis elektrona sahip, kisa émurld,
kararsiz, molekul agirligi disik ve bagimsiz olarak varligini strdirebilen molekuller
serbest radikaller olarak tanimlanir [192,193]. Kisa omurlu olmalarina ragmen,
kararsiz yapilari nedeniyle ¢ok aktif yapida olan serbest radikaller tim hucre
bilesenleri ile etkilesebilme 6zelligine sahiptirler. Serbest radikaller organizmada
normal metabolik yollarin igleyisi sirasinda olustugu gibi, cesitli dis etkenlerin

etkisiyle de olusmaktadir [194].

Oksijen (O,) ortamda surekli bulunan ve elektrofilik ataklara en yatkin olan

molekulddr. Oz ve onun mindr metabolitleri olan hidrojen peroksit (H202), OH® ve
singlet oksijen (*0O2) canli sistemler igin genellikle toksiktir. Bu Griinler ve oksidatif
stres sonucunda olusan c¢esitli serbest radikaller kisaca ROT olarak adlandirilir
[193,195].

Serbest radikaller hiicrelerin, protein, lipid, karbohidrat metabolizmalarina, DNA gibi
onemli bilesiklerine etki ederek yapilarinda bozulma meydana getirirler [196]. Lipid
molekulleri serbest radikallerin hasarina karsi en hassas biyomolekullerdir.
Poliansattire yag asitlerinin oksidatif olarak yikimlari lipid peroksidasyonu olarak
bilinmektedir. Lipid peroksidasyonu kendini devam ettiren bir zincir reaksiyonu
seklinde ilerler, oldukga zararhdir. Lipid peroksitleri (LOOH) yikildiginda ¢ogu
biyolojik olarak aktif olan aldehitler olugur. Bu bilesikler ya hicre duzeyinde
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metabolize edilirler veya baslangigtaki etki alanlarindan diffize olup hicrenin diger
béluimlerine hasari yayarlar. Ug veya daha fazla ¢ift bag iceren yag asitlerinin
peroksidasyonunda MDA meydana gelir. MDA kanda ve idrarda ortaya c¢ikar, yag
asidi oksidasyonunun spesifik ya da kantitatif bir indikatéri olmamakla beraber lipid
peroksidasyonunun derecesiyle iyi korelasyon gosterir. Bu nedenle biyolojik
materyalde MDA Olgulmesi lipid peroksit seviyelerinin indikatort olarak kullanilir.
Nonenzimatik lipid peroksidasyonu ¢ok zararli bir zincir reaksiyonudur. Direkt olarak
membran yapisina ve urettigi reaktif aldehitlerle, indirekt olarak diger hicre
bilesenlerine zarar verir. Boylece doku hasarina ve birgok hastaliga neden olur
[197].

2.4.1. Reaktif oksijen turleri

Aerobik organizmanin yasami igin kaginilmaz olan oksijen ortamda stirekli var olan
ve eloktrofilik ataklara oldukga yatkin bir molekuldur [198]. Oksijen ve onun mindr
metabolitleri olan O2* , hidrojen peroksit (H202), OH* ve singlet oksijen (102) canh
sistemler i¢in genellikle toksiktir ve biyolojik sistemlerde bulunan en 6nemli ROT’ dir.

[195]. ROT, organizmada genellikle normal fizyolojik olaylar sirasinda olusur [199].
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Cizelge 2.5. Normal fizyolojik stirecte olusan ROT kaynaklari [199]

1. Solunum
Mitokondriyal elekiron transportu

Hekzos monofosfat sant

2. Ksenobiyotiklerin metabolizmasi
Mikrozomal elekiron transportu (sitokrom P450 ve b5) ve kansik oksidaz
fonksiyonu

Peroksidatif oksidasyon (MPO, prostoglandin H sentezi)

3.Dodal uyanlaria fagositik hiicrelerin aktivasyonu
Periferal kan PMN'ler, bazofiller ve monositler
Doku makrofajlarn
Kupffer hicreleri (karacider)

Klara hicreleri (akciger)

4. Biyosentez ve biyolojik pargalanma siiregleri
Aragidonik asit metabolizmas
Yag asit CoA oksidaz
D-amino oksidaz
L-a hidroksi asit oksidaz
Urat oksidaz

Tirozin peroksidaz

2.4.2. Reaktif nitrojen aridnleri

NO, biyolojik sistemlerde uretilen ¢ok yonli, inorganik bir serbest radikaldir [200].
NO radikali, yuksek organizmalarda L-arjinin’in terminal guanidonitrojen
atomlarindan birinin oksidasyonu ile olusur. Bu reaksiyon NOS enzimiyle

katalizlenir. Olusan NO icinde bulundugu mikro ¢evreye gore nitrosonyum katyonu

(NO"), nitroksil anyonu (NO’) ya da O’ ile reaksiyona girerek oksidatif hasarda rol

oynayan peroksinitrit (ONOO') gibi cesitli reaktif nitrojen wrinlerine (RNU)
donusebilir [201]. Bazi fizyolojik hallerde ara form olan S-nitroso- sistein ya da S-

nitroso-glutatyon durumunda bulunabilir [202].

NO, NOS enzimlerinin kataliziyle vicutta pek c¢ok yerde sentezlenebilir.

Tanimlanmig NOS’lar:

1. Tip In6ronal (nNOS) 2. Tip Il indtiklenebilir iNOS) 3. Tip lll endotelyal (eNOS)
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NOS’ In U¢ tipi de molekuler oksijen ve L-arjinini substrat olarak kullanirken,
NADPH, Flavin adenin nukleotid (FAD), flavin mononukleotid (FMN) ve tetrahidro
biopterin (BH4)" i kofaktor olarak kullanir [203].

NO dusuk konsantrasyonda vaskuler tonusun kontrolti, nérotransmisyon, 6grenme
ve hafiza gibi fizyolojik sureglerde gorev yaparken, yuksek konsantrasyonda

savunma amaci ile sitotoksin gibi rol oynar [204].
2.5. Oksidatif Stres ve Diyabetin Oksidatif Stresle iligkisi

Dogal bir sure¢ olan oksidatif stres, oksijene ihtiya¢g duyan tum canl organizmalarda
cesitli basamaklarda olusur. Oksidatif stresi kontrol altinda tutan 6zel mekanizmalar
vardir. Bu kontrol mekanizmalarinin yetersizligi durumunda, herhangi bir nedenle
oksidan Uretiminde artma ve antioksidan savunma sistemlerinde yetersizlik
sebebiyle aradaki dengenin antioksidan savunma sisteminin aleyhine bozulmasi

neticesinde dokularda oksidatif hasar meydana gelmektedir [205,206].

Organizmalarda oksidatif hasara neden olan ROT duretimi endojen ve ekzojen
kaynakl olabilmektedir. Hava Kkirletici gazlar, dogal zararli gazlar, patojenik
bakteriler, alkol, sigara kullanimi, iyonize ve non-iyonize radyasyon ilaglari ekzojen
kaynaklar arasinda yer almaktadir. Mitokondriyal elektron tasima sistemi, redoks
dongusul, endoplazmik retikulum, fagositik hicreler, ksantin oksidaz, NADPH
oksidaz gibi oksidan enzimler ise endojen kaynaklar arasinda yer almaktadir
[197,207,208].

Artmis serbest oksijen radikalleri, kardiyolojik hastaliklar, nérolojik hastaliklar,
diyabet, romatolojik hastaliklar, astim, kanser, yaslanma gibi bir ¢ok surecin
patogenezinde yer almaktadir [209-211].  Hipergliseminin,  glukozun
otooksidasyonunu, protein glikolizasyonunu ve lipid peroksidasyonunu indukledigi,
ayrica artan glukoz ile birlikte gesitli yollarin aktive oldugu ve ROT olusumuna
katkida bulundugu bilinmektedir [212,213].
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Diyabette ROT’ rinin roli 1980’ li yillardan beri genis gapta tartisilan bir konudur [7].
Diyabet ve diyabetle gelisen komplikasyonlarin patogenizinde oksidatif stresin

onemli bir rolt vardir [197].

B hicrelerinin antioksidatatif kapasiteleri dustk oldugu icin, oksidatif degisikliklere
oldukga hassastirlar. STZ ‘nin metabolizasyonu sirasinda Uretilen toksik ara
urunlerin langerhans adaciklarinda deformasyona ve diyabetin patogenizinde rol

oynadiklarina iligkin pek ¢ok ¢alisma bildirilmistir [214].

Diyabetteki  vaskiler  komplikasyonlarda  gorilen  endotel  fonksiyon
bozukluklarindan endoteldeki NO uretiminin azalmasi sorumlu tutulmaktadir. Bu
azalmaya da ileti aksamasi, substrat L-arginin yetmezligi veya nitrik oksid sentazin
kofaktorlerindeki azalma neden olabilir. Ancak diyabetteki azalmis endotel bagimh
vazodilatasyona NO uretiminin azalmasi mi, yoksa oksidatif stresin mi neden oldugu
tartismalidir [215].

DN ve oksidatif stres iligkisi ele alindiginda Dronavalli ve ark ¢aligmalari konuya 1g1k
tutmaktadir. Genellikle nefron igcinde metabolik aktivite, ¢cok sayida antioksidan
enzim ve serbest radikal stpurtci sistemle dengelenen buyik miktarda ROT Uretir.
ROT hiucre zari lipidlerinin peroksidasyonu, proteinlerin oksidasyonu, renal
vazokonstriksiyon ve DNA hasari dahil olmak Uzere birgok olumsuz biyolojik etkiye
aracilik eder. Glukoz metabolizmasinin PKC aktivasyonu, ve AGEs olugumu gibi
alternatif zararl yollar araciligiyla, hiperglisemi ortaminda kismen ROT ile bagh
oldugu goérinmektedir. ROT’ un neden oldugu DNA hasari belirteglerinin
konsantrasyonlari siddetli nefropati (yani proteinari kargi mikroalbumintri)
hastalarinda daha yuksektir [119].

2.6. Antioksidan Sistemler

Aerobik organizmalar serbest radikallerin zararl etkilerinden enzim sistemleri ve
serbest radikal tutuculari gibi savunma mekanizmalari tarafindan korunurlar. Bu
mekanizmalar "antioksidan savunma sistemleri" veya kisaca "antioksidanlar" olarak

bilinirler. Antioksidanlar endojen veya ekzojen kokenli olabilirler [199,214]
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Antioksidanlar oksidanlari, 4 farkli mekanizma ile etkisiz hale getirirler [215].

1. Oksidanlari zayif bir molekule ¢evirme seklinde olan Scavenging (temizleme)
etkisi, enzimler tarafindan yapilir.

2. Oksidanlara bir hidrojen aktararak etkisiz hale getirme seklinde olan Quencher
(baskilama) etkisi, vitaminler ve flavonoidler tarafindan yapilir.

3. Onarma etkisi

4. Oksidanlari baglayarak fonksiyonlarini engelleyen agir metaller seklinde olan

Zincir koparma etkisi hemoglobin, seruloplazmin ve E vitamini tarafindan yapilir.

Cizelge 2.6. Antioksidan sistemlerde yer alan molekiiller [199]

1.Antioksidan Enzimler
— Siliperoksit Dismutaz
— Katalaz
— (38H — peroksidaz
— GSH - rediiktaz
— GSH — S-transferazlar

2.Antioksidan proteinler
— Seruloplazmin
— Transferrin
— Laktoferrin
—  Albumin

— Haptogloblin

3.Digilik molekiler agirhkh antioksidan maddeler
— GSH,NAD{PH
— a- Tokoferol
— Askorbat,iirat
— B-Karoten

5.0kside proteini pargalayan enzimler

— Makroproteinazlar




a7

GSH, serbest radikaller ve peroksitlerle reaksiyona girerek hicreyi oksidatif strese
kargi koruyan en 6nemli antioksidanlardan biridir [216-218]. GSH’ in yaklasik %90’
karacigerde sentezlenmektedir [219]. GSH, proteinlerdeki sulfhidril (-SH) gruplarini
redikte halde tutar ve oksidasyondan korur, boylelikle fonksiyonel proteinlerin ve
enzimlerin inaktivasyonunu engeller. GSH karacigeri, eritrositleri, l0kositleri ve g6z
lensini oksidatif strese karsi korumada hayati 6neme sahiptir [220]. GSH bagimh
antioksidan sistem Gp-x ve glutatyon rediktaz olarak iki enzim icerir. Bu sistem
GSH’ nun okside ve redikte formlarini igeren bir dongu ile ¢alisir [221]. GSH bagimh
sistem, hicre icindeki hidroperoksitleri indirgeyen temel mekanizmadir [222]. Gp-X,
H202'yi suya indirger. Ayni zamanda lipid hidroperoksitlerini daha az reaktif olan
hidroksi yag asitlerine metabolize edebilir. Dolayisiyla membranlari lipid

peroksidasyonuna karsi korur [223,224].
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3. GEREC ve YONTEM

Gazi Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Birimi (BAP) tarafindan desteklenen
01/2011-75 kodlu bu galismanin in vivo deneyleri G.U.ET-11.086 kod numarali Gazi
Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurul izni ile Gazi Universitesi Laboratuvar
Hayvanlar Yetistirme ve Deneysel Arastirmalar Merkezi’ nde (GUDAM) ve Gazi

Universitesi Tip Fakdiltesi Fizyoloji Anabilim dali laboratuvarinda gerceklestirildi.
3.1. Kullanilan Denekler, Gerecler ve Maddeler
3.1.1. Deney hayvanlari

Laboratuvar sartlarina uygun olmalari, kolay uyum gostermeleri, kisa surede ve
fazla sayida yavru vermeleri, Uretimlerinin kolay ve ucuz olmasi sebebiyle ¢alisma
icin sican tercih edildi. Calismada, GUDAM ’dan temin edilen agirliklari 250 - 300 gr

arasinda degisen 30 adet erigkin, erkek Wistar albino sigan kullanildi.
3.1.2. Laboratuvar kogullar

Sicanlarin barindiriimalari ve bakimlari da yine GUDAM’ da yapildi. Siganlarin her
biri ayri kafeslerde, 12 saat aydinlk karanlik siklusunda, 24 + 2 °C ‘lik ortamda
standart sican yemi ve musluk suyu kullanilarak serbest olarak beslendi.
Bulunduklari ortamin nisbi nem orant % 30-45 arasinda tutuldu. Siganlarin
polikarbonattan yapilmis kafeslerde, altlarinda talas olacak sekilde barinmalari
saglandi. Her gin kafes temizligi yapilip, talaglarin yenilenmesi saglanarak kafes

altinin kuru kalmasi saglandi.
3.1.3. Laboratuvar cihazlar

e Spektrofotometre ( UV-1208, Shimadzu )
e Sonikatér (Sonics, ABD)

e Sogutmali santriftj ( MPW - 350 )

e Elektronik tarti ( Sartorius basic )

e Su banyosu ( Guft DBS 12734 )
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e Vorteks ( Niive NM 110-02488)

e Mikropipet (10-100 Transferpette 01 Z 2517, 100-1000 Genex Beta CR 59389)
e Mikropipet (1-10 Transferpette 01 Z 2517, 100-1000 Genex Beta CR 59389)
e ELx 800 Bioelisa Reader

e Mikrotom (Leica SM 2000, Germany)

e pH metre (Eutech instruments serial number 327401, Singapore)

e Accu-Check Go Glukometre (Roche)

e Accu-Check Go glukoz dlciim stripleri (Roche)

e Derin dondurucu -80 C (Sanyo, Japan)

e VetScan® Comphrensive Diagnostic Profile (Abaxis, Union City CA)
e VetScan® Analyzer (Abaxis, Union City CA)

e Siemens Multistix 10 SG idrar tahlili seritleri (Siemens, Tirkiye)

e Mp30B-CE (Biopac Systems Inc. Santa Barbara California)

e izole Ogan Banyosu

e Metabolik Kafes

e Steril Enjektor (2ml) ( Ayset, Turkiye)

e Steril Enjektor (5ml) ( Hayat, Turkiye)

e Steril Enjektor (10ml) ( Hayat, Turkiye)

e 0.2-0.5-1.5-2 pl Lik ependorf tupler

e 0.2-0.5-1.5-2 pl Lik 151k gecirmeyen(kahverengi) ependorf tupler

e Azot tanki (international cryogenics Inc. IC 10 R)

e Buzdolabi ( Argelik, Turkiye)

e Etuv (Nuve, Turkiye)

e Cerrahi Malzemeler

e Leica DM 4000 (Leica, Weetlar, Germany)

e Bulyutecg

3.1.4. Kullanilan kimyasal maddeler

e Streptozotozin (STZ) ( Sigma, ABD)
e Resveratrol (RSV) ( Sigma, ABD)
e Sodyum Sitrat (Sigma, ABD)
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e TGF-B (sc-146, Lot: F2512, Santa Cruz Biotechnology, California, USA)

e Fibronectin (sc: 1887, Lot: EO707, Santa Cruz Biotechnology, California, USA)
e INOS (RB-9242, Lot: 9242P1204CE, Neomarkers, Fremont, USA)

e eNOS (RB-9279, Lot: 9279P1108T, Neomarkers, Fremont, USA)

e Hidrojen peroksit blok (Cat: TA-125-HP, Lot: 23941, Thermo, Fremont, USA)
e Hematoksilen (Cat:008011, Lot: 73232285B, invitrogen, Camarillo, USA)

e Triklorasetik asit ( TCA, Sigma T-9759)

e Bitilhidroksitoluen ( BHT, Sigma B-1378)

e Tiyobarbitlrik asit ( TBA, Sigma T- 5500)

e Di tiybobis nitro benzoik asit ( DTNB, Sigma D-8130)

e Vanadium (111) Klorid (VCls) (Merck)

e Sulfanilamid

e Etanol (Kimetsan, Turkiye)

e NEDD (N-(1-Naphytyl) ethylenediamide dihidrocloride)

e TCA (Merck)

e TBA (Merck)

e BHT (Merck)

e Asetilkolin (ACh)

e Anjiotensin Il (Ang II)

e Fenilefrin (Phe)

3.1.5. Kullanilan kitler

e Histostain Plus Broad Spectrum (HRP) Kit (Ref:859043, Lot: 1018708A,
Invitrogen, USA)
e HRP Kit (Cat: TA-125-HL, Lot: RHL-120705, Thermo, Fremont, USA)
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3.2. Solusyonlarin Hazirlanmasi

3.2.1. Sodyum sitrat tamponunun hazirlanmasi

Sodyum sitrat dihadrattan (NasCsHs072H20= 294,1 gr/mol) hassas terazide 2,94 gr
tartilarak, distile su ile 100 mI’ ye tamamlandi. 1 N HCI damla damla ilave edilerek

pH’ s1 4,5 olacak sekilde ayarlandi.

3.2.2. Streptozotozin solisyonunun hazirlanmasi

Hazirlanan 0,1 M’lik sodyum sitrat tamponunun icerisinde 65 mg/ 1 ml olacak

sekilde STZ ¢ozdurulerek sollisyon taze hazirlandi.

3.2.3. Resveratrol solisyonunun hazirlanmasi

Hassas terazide 20 mg RSV tartilarak 2 ml %96 ‘hk 0,1 M etanol igerisinde
cozdurllerek taze hazirlandi. RSV ‘Un i1siktan etkilenerek bozulmasini 6nlemek igin,

ISik gecirmeyen kahverengi falcon tupleri kullanildi.

3.2.4. Krebs-Hanseleit solisyonunun hazirlanmasi

NaCl 118,30, KCI 4,70, KH2PO4 1,22, MgS0s4 1,20, CaCl2 2,50, NaHCO3 25,00,
Glukoz 11,10 (mM) icermekte olup, pH 7,42’e ayarlandi.

3.2.5. Fenilefrin solisyonunun hazirlanmasi

Phe’ in stok sollisyonundan, konstantrasyonu 108, 107, 10, 10® M olacak sekilde
distile su ile dilue edilerek, taze hazirlandi.

3.2.6. Anjiotensin Il solisyonunun hazirlanmasi

Ang II' in stok sollisyonundan, konstantrasyonu 109, 108, 107 M olacak sekilde

distile su ile dilie edilerek, taze hazirland.
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3.2.7. Asetilkolin solisyonunun hazirlanmasi

ACh’ nin stok soliisyonundan, konstantrasyonu 10, 10°, 10 M olacak sekilde

distile su ile dilie edilerek, taze hazirland.
3.3. Deney Plani

Calisma sirasinda agirliklari 250-300 gr arasinda degisen 30 adet eriskin, erkek
Wistar albino sigan kullanildi. Calismaya baslamadan once tum siganlar 8 saat

achgi takiben tartildi, kuyruk venlerinden kan alinip AKS tayin edildi.

Calisma 10 haftalik bir periyod planlamasi gergevesinde yapildi. Deney 6ncesinde
siganlar, 2 hafta stireyle GUDAM ‘da deneysel herhangi bir uygulama yapilmadan,
normal sigan yemi ve musluk suyu ile beslendi, ortama alismalari saglandi. 2

haftalik adaptasyon slresinden sonra siganlar 4 gruba ayrildi.
3.3.1. Deney gruplari

Grup 1: Kontrol (K) Grubu (n=6)

Grup 2: Resveratrol (RSV) Grubu (n=8)

Grup 3: Diyabet (D) Grubu (n=8)

Grup 4: Diyabet + Resveratrol (D+RSV) Grubu (n=8)

Grup 1: Kontrol grubu: Bu grupta bulunan siganlara 2 haftalik adaptasyon siresinin

bitiminde tek doz i.p. 1 ml STZ ¢Oztcusu [0.1 M (pH:4.5) soguk sitrat tamponu]
enjeksiyonu yapildi. 8 hafta boyunca her gin siganlarin agirliklarina gére RSV

¢cOzlcusl olan % 96’ ik 0,1 M etanol, oral gavaj yontemi ile yutturuldu.

Grup 2: Resveratrol grubu: Bu grupta bulunan siganlara 2 haftalik adaptasyon

suresinin bitiminde tek doz, i.p. 1 ml STZ ¢6ziucusu [0.1 M (pH:4.5) soguk sitrat
tamponu] enjeksiyonu yapildi. 8 hafta boyunca siganlara agirliklarina gore % 96’ hk
0,1 M etanol icinde ¢c6ziinmis RSV, 10 mg/kg/gin dozunda, oral gavaj yontemi ile

yutturuldu.
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Grup 3: Diyabet grubu: Bu grupta bulunan siganlara 2 haftalik adaptasyon siresinin

bitiminde i.p. tek doz, 65 mg/kg [225] STZ enjeksiyonu yapildi. Diyabet olugsumdan
2 hafta sonra, 8 hafta boyunca her giin, siganlarin agirliklarina gére RSV ¢ozlcusu
olan % 96’ lik 0,1 M etanol, oral gavaj yontemi ile yutturuldu.

Grup 4: Diyabet + Resveratrol grubu: Bu grupta bulunan siganlara 2 haftalik

adaptasyon suresinin bitiminde tek doz, i.p. 65 mg/kg [225] STZ enjeksiyonu yapildi.
Diyabet olusumdan 2 hafta sonra, 8 hafta boyunca siganlara agirliklarina goére %
96’ Iik 0,1 M etanol iginde ¢bzinmis RSV, 10 mg/kg/gin dozunda, oral gavaj
yontemi ile yutturuldu.

Diyabet olusumunun kontrolii: STZ uygulamasindan 72 saat sonra tim gruplardaki

deneklerin AKS’ leri dlgulerek, kaydedildi. Kan sekerinin normal araligi 90-100 mg/dl
kabul edilerek, AKS’ i 250 mg/dl ‘nin Uzerinde olan degerler diyabet olarak kabul
edildi ve bu denekler calismanin diyabet gruplarina dahil edildi. Diyabet
olusumundan sonra 2 hafta sireyle denekler belirli araliklarla kan sekeri takibine

alindi. Yaklasik 2 haftalik bu slrecte diyabetin stabilizasyonu saglandi.

Resim 3.1. Oral gavaj uygulamasi
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3.3.2. Deney suresince yapilan olgumler ve incelenen parametreler

e Beden agirhiginin tespiti (Calismanin basinda, sonunda ve g¢alisma siresince
haftada bir kere)

e AKS tespiti (Calismanin basinda, sonunda ve g¢alisma siresince haftada bir

kere)

e Alinan ve cikarilan sivi miktarlan tespiti (Butin gruptaki hayvanlar AKS
bakildiktan bir glin sonra metabolik kafese yerlestirildi. Metabolik kafeste
kaldiklari 24 saat boyunca aldiklari su ve c¢ikardiklari idrar miktari gbzlendi,

Olctimleri alinip kaydedildi. Bu dl¢timler ¢galisma suresince 5 defa tekrarlandi.

Resim 3.2. Metabolik kafes diuzenegi
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Kanda ve idrarda renal fonksiyonlarin dederlendirilebilmesine yardimci olmasi
acisindan;

Kanda: Siganlarin kuyruk veninden 100 ul kan alinarak; glukoz, total kolesterol,
albimin, kan tre nitrojen, kalsiyum, kreatinin, globilin, potasyum, sodyum, total

protein diizeylerine Compherensive Diagnostic Rotor ile GUDAM’' da bulunan
VETSCAN ANALYZER cihazi kullanilarak bakildi. (Calismanin basinda, ortasinda

ve sonunda olmak Uzere toplam 3 defa)

Resim 3.3. Kan parametrelerinin incelendigi VetSCAN analyzer cihazi

[drarda: Glukoz, keton, nitrit/nitrat, I6kosit, bilirubin, albiimin, kreatinin diizeyleri
Siemens Multistix 10 SG idrar tahlili seritleriyle analiz edildi (Calismanin basinda ve

sonunda olmak Uzere toplam 2 defa)



57

Resim 3.4. Toplanan idrar 6rnekleri ve dereceli suluklar

Resim 3.5. Toplanan idrar 6rneklerinde idrar tahlil seritleri

3.3.3. Deneyin sonlandiriimasi

Her grupta son oral gavaj uygulamasindan 24 saat sonra siganlar tartilarak vicut
agirhklan kaydedildi. Siganlarin kuyruk venlerinden alinan 100 ul kan alindi ve
Compherensive Diagnostic Rotor ile GUDAM’ da bulunan VETSCAN ANALYZER
cihazi kullanilarak biyokimyasal parametrelerin Olgumleri yapildi. Denekler, 1M
Rompun+Ketamin (50+60-100 mg/kg) anestezisi altinda kalplerinden kan alinarak
feda edildiler. Otenazi islemi tamamlandiktan hemen sonra sol bdbrek renal arteri

saglam kalacak sekilde izole organ banyosuna asilip kasilma gevseme yanitlari
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takibi icin izole edildi. Sag boébrek dokusu histopatolojik incelemeler igin ¢ikartildi,
ayrilip formaline alind.

Resim 3.6. Otenazi sonrasi disseksiyon iglemi

3.4. Deney Bitiminde Yapilan Olgiimler ve incelenen Parametreler
3.4.1. Vaskiiler yanitlarin alinmasi

izole perfiize sican bobreginde nefropati gelismesini takiben fonksiyonel agidan
meydana gelen dedisiklikleri incelemek icin sol bobrek, renal arteri saglam kalacak
sekilde izole edilip Krebs Hanseleit sollisyonu ile perflize edilerek, %95 O2 ve %5
CO:2 karnisimi ile gazlandirilan izole organ banyosuna asildiktan sonra ortalama 40
dk stabilizasyon suresini takiben bolus tarzda Phe sirasiyla 10%,107,106,10° M
dozlarda ve her doz arasi ortalama 15 dk stabilizasyon suresi beklenerek kasilma
yanitlari incelendi. Ardindan yaklasik 20 dakikalik stabilizasyon siresini takiben Ang
I sirasiyla 10°, 108, 10" M ve her doz arasi ortalama 15 dakika stabilizasyon siresi
beklenerek kasilma yanitlari incelendi. Ardindan nihai konsantrasyon 10-¢ M olacak
sekilde 200 cc Krebs Hanseleit sollisyonu icerisine 20 pl 10> M Phe ilave edildi ve
perflzyon basincinin ylkselmesi beklendi. Yikselme kademeli sekilde devam

ederken plato fazinin gozlendigi anda ACh) sirasiyla 106, 10-°, 104 M dozlarda ve
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her doz arasi ortalama 15 dakika stabilizasyon suresi beklenerek kasiima ve

gevseme yanitlari incelendi.

Resim 3.7. Bobregin izole organ banyosuna asiimaya hazirlanigi



Resim 3.8. izole organ banyosuna asilan bébrege farmakolojik ajanlarin uygulanisi

3.4.2. Histolojik ve immunohistokimyasal inceleme

Transmission elektron mikroskobik (TEM) yontem

1mm? lik parcalara boélinen doku ornekleri 0,1M fosfat tamponlu %2,5'lik
gluteraldehitte (pH 7,4) 2 saat tespit edildi. Tespit sUresi bitiminde tampon ile 3 kez
yikanan dokular 1 saat %71lik osmiyum tetraoksite etkin birakilarak post
fiksasyonlar yapildi. Sire bitiminde dereceli alkol serilerinden gecirilen dokularin
dehidrate olmalari saglandi. Son olarak propilen oksite etkin birakilan dokular
Araldit CY212 kit ile hazirlanan gdémme materyali ile blok haline getirildi. 56°C’ hk
etlvde 48 saat polimerize edilen bloklardan yari-ince kesitler alinarak toluidin blue

ile boyandi ve isik mikroskopta incelendi. isaretlenen bélgelerden alinan ince
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kesitler uranil asetat — kurgun sitrat ile boyanarak Zeiss EVO 010 transmission
atacmanli scanning elektron mikroskopta (STEM) degerlendirildi.

immiinohistokimyasal yontem

Doku drnekleri %10’ luk nétral formalinde tespit edildi ve alisiimis 1sik mikroskop
takibinden gegcirilerek parafin bloklar hazirlandi. Polilizinli camlar Gzerine alinan
kesitlere indirekt immunohistokimyasal yontemlerden avidin-biyotin peroksidaz
immun boyama yontemi uygulandi. Primer antikor olarak anti-TGF-3, anti-INOS,
anti-eNOS, anti-fibronektin, kullanildi. Kromojen olarak AEC ve DAB, zemin boyasi
olarak ise hematoksilen tercih edildi. Elde edilen preparatlar Leica DM4000
bilgisayar donanimli fotoigik mikroskopta degerlendirildi. Her bir antikor igin, tim
gruplara ait skor tablolari bdbrek kesitlerinde korteks ve medulla, i¢in hazirlandi. Her
bir camda X400 buyidltmede rastgele bes alan segilerek tutulumlarin yogunlugu
semi kantitatif olarak O (-, tutulum yok), 1 (+, zayif immunreaktivite), 2 (++, orta
dizeyde immiunreaktivite), 3 (+++, kuvvetli dizeyde immunreaktivite) seklinde

skorlandi.

3.4.3. Dokuda yapilan biyokimyasal analizler

Feda edilen deneklerin bobrek dokulari paketlenerek sivi nitrojende dondurulup
analizi yapilincaya kadar — 80°C de sakland.

Dokuda TBARS tayin yontemi

Dokuda MDA duzeyleri tiyobarbittrik asit reaktif madde olusumu yéntemiyle ¢alisildi
[226].

Kullanilan Soltsyonlar:

e %10'luk TCA
e %L'lik BHT (%95'lik alkol iginde )
¢ 9%0.67'lk TBA

Bobrek doku ornekleri tartildi. Sonikatdr ile soguk TCA ( 1 gr doku + 9 ml %10’luk
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TCA) icinde buzlu ortamda homojenize edildi. Daha sonra homojenat 15 dk sire ile
4000 rpm’de, +4 °C de santriflij edildi ve supernatan alinarak 4000 rpm’de 8 dk
tekrar santrifiij edildi. Ornekten 750 pl alinarak lizerine 750 pl %67’lik TBA ve 10 pl
%1’ lik BHT eklendi. Vorteksle iyice karistirilarak kaynayan su banyosunda 15 dk
bekletildi ve daha sonra oda isisina kadar sogutularak 4000 rpm’de santrifij edildi.
Supernatan alinarak numunelerin optik dansitesi spektrofotometrede 535 nm’de,
kore karsi okundu. Lipid peroksit seviyeleri 1,56x10° mol? cm™ katsayisi ile

carpilarak MDA ekivalani nmol olarak gr doku basina hesaplandi.

Dokuda GSH tayin yontemi

Dokuda GSH tayini icin modifiye Ellman yontemi kullanildi [227].

Kullanilan sollsyonlar:

e 0,3 M NaH2PO4
e DTNB (0,4 mg/ ml %2’lik sodyum sitrat)

Bobrek doku drnekleri TBARS yontemindeki gibi sonikator ile homojenize edilip
santriftij edildikten sonra 2 hacim sUpernatan, 8 hacim NaH2PO4 ve 1 hacim DTNB
cozeltisi ile karnistirildi. Oda 1sisinda 5-10 dk bekletildikten sonra karisimin
absorbansi spektrofotometrede kore karsi 412 nm dalga boyunda olgulda. GSH

diizeyleri 13,600 mol* cm katsayisi kullanilarak pmol/gr doku olarak ifade edildi.

Dokuda NOx tayin yontemi

Dokuda NO’ nun temsilcisi olarak nitrit+nitrat (NOx) duzeylerinin tayininde modifiye
Griess yontemi kullanildi [228]. Standart olarak deiyonize su ile hazirlanmis sodyum

nitratin 0-50 uM dilusyonlari kullanildi.

Numunelerin hazirlanmasi

Doku orneklerini pH 7,4 olan fosfat tamponu ile 5:1 (w/v) oraninda homojenize edildi.
Homojenat +4°C de 3000x g de 20 dk santrifij edilerek stpernatan ayrildi. 0,5 ml
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supernatan alinarak Uzerine 250 pyl 0,3 N NaOH ilave edildi. Oda isisinda 5 dk
inhibisyonuna birakildi. Ustiine 250 mikrolitre %10’luk ZnSOas ilave edildi.
Vortekslenen karisim +4°C de 3000g de 5 dk santrifij edildi. Ust fazin tamami
ayrilarak +4°C de 14000 rpm de 5 dk daha santrifij edildi.

Olguimiin yapiligi

Doku orneklerinin deproteinizasyon ve ¢oktirme islemlerinden sonra elde edilen st
fazlarindan NOx tayini icin 0,1 ml alinarak her bir 6rnekten ¢ift tekrar olacak sekilde
96 cukurlu ELISA plagina yerlestirildi. Es hacimde standart sollisyonlari da ayri
cukurlara yerlestirildi. Standart soltisyonlar ve numunelerin tizerine 1 birim VaCLs
(400 mg VaCls tartilir, 1 molar HCI ¢ozeltisi ile 50 ml'ye tamamlanarak karistirilir.)
0,05 ml sulfanilamid ve ardindan 0,05 mlI NEDD eklendi. Plak 37 °C de 30 dk etlivde
inkiibe edildi. inkiibasyon sonunda ELISA okuyucusunda 540 nm dalga boyunda

slculdu,
3.5. istatistiksel Analiz Yontemleri

Deneyler sonucunda elde edilen veriler SPSS 15.0 istatistik programi kullanilarak
degerlendirildi. Siganlarin ¢alisma sUresince agirlik degisimleri, kan glukoz
degerlerindeki degisimler, aldiklari ve kaybettikleri sivi miktari degisimleri, belirli
periyodlarda yapilan biyokimyasal analizlerin degerlendirmeleri Kruskal-Wallis ve
Mann-Whitney U nonparametrik testleriyle karsilastirildi. Anlamlilik degeri p<0,05

olarak kabul edildi.
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4. BULGULAR

4.1. Diyabetik Bulgular

Calismada agirliklart 250 - 300 g arasinda degisen 30 adet erigkin, erkek Wistar
albino sigan kullanildi. Kontrol grubunda 6, diger gruplarda 8 adet olacak sekilde
siganlar gruplandinidi. STZ uygulamasindan 72 saat sonra tum gruplardaki
sicanlarin agirliklan tartilarak ve AKS ‘leri Olculerek, kaydedildi. Kan sekerinin
normal araligi 90-100 mg/dl kabul edilerek, AKS’i 250 mg/dl ‘nin Uzerinde olan
degerler diyabet olarak kabul edildi ve ¢alismanin diyabet gruplarina dahil edildi.
Calisma basindan sonuna kadar deneklerin; agirliklar, AKS' leri, TKS' leri haftada
bir Olcllerek takip edildi. Bununla birlikte, calisma suresince toplam 5 defa olmak
Uzere ve uygulamalarin kritik donemlerine gelen haftalar g6z 6nlne alinarak
denekler metabolik kafese konuldu. Metabolik kafeste kaldiklari 24 saat boyunca
aldiklari su ve ¢ikardiklari idrar miktari gozlendi, dlgimleri alinip kaydedildi. Yapilan
metabolik kafes olgUmlerinin ¢alismanin hangi haftasina denk geldigi ve o
haftalarda yapilan uygulamalar Cizelge 4.1. de belirtildi. Her bir grubun metabolik
kafeste kaldiklari sire boyunca kaydedilen agirliklari, AKS’ leri, TKS’ leri aldiklar
sivi miktarlari ve c¢ikardiklar idrar miktarlarinin ortalamalari aritmetik olarak

hesaplandi grafik Gzerinde gdsterildi.



Cizelge 4.1. Deney suresince yapilan metabolik kafes dlgumlerinin ve uygulamalarin yapildigi haftalar

99

OLGUMLER 1.0LCUM 1l.ve2. 2.0LCUM 3.0LCUM 4.0LCUM 5. OLCUM
HAFTALAR 0.HAFTA HAFTA 3.HAFTA BASI 5.HAFTA SONU 7.HAFTA SONU 10. HAFTA SONU
GRUPLAR
KONTROL 1. 6lgim Olgiimden sonra 3 hafta etanol 5 hafta etanol 8 hafta etanol
(K) < yapildiktan etanol yutturulmaya | yutturulmasi sonu yutturulmasi sonu yutturulmasi sonu
= sonra STZ baglandi.
RESVERATROL 3 ¢cozucusi Olciimden sonra 3 hafta RSV 5 hafta RSV 8 hafta RSV
(RSV) 8 enjeksiyonu RSV yutturulmaya yutturulmasi sonu yutturulmasi sonu yutturulmasi sonu
5 yapildi ve 2 baslandi.
x hafta
‘D — beklenildi.
DIYABET 10 9,: 1.6lcum STZ sonrasi STZ sonrasi STZ sonrasi STZ sonrasi
(D) pd % yapildiktan 3. haftanin basi 5. haftanin sonu 7. haftanin sonu 10. haftanin sonu
§ o sonra STZ Herhangi bir Herhangi bir Herhangi bir Herhangi bir
] % § enjeksiyonu uygulama yok uygulama yok uygulama yok uygulama yok
DIYABET+RESVERATROL T yapildi, STZ sonrasi STZ sonrasi STZ sonrasi STZ sonrasi
(D+RSV) '&J diyabetin 3. haftanin basi 5. haftanin sonu 7. haftanin sonu 10. haftanin sonu
[ olusumu ve Olciimden sonra 3 hafta RSV 5 hafta RSV 8 hafta RSV
< stabilizasyonu | RSV yutturulmaya yutturulmasi sonu yutturulmasi sonu yutturulmasi sonu
4 icin 2 hafta baglandi.
LrlaJ beklenildi.




Cizelge 4.2. Metabolik kafes dizeneginde yapilan dlgimlerin haftalara gore degisimi

GRUPLAR OLCUMLER AKS ALINAN SIVI CIKARILAN iDRAR AGIRLIK TKS
(ORT+SD) (ORT+SD) (ORT+SD) (ORT+SD) (ORT+SD)
1 933+8,71 25 + 8,94 226+7,14 272+ 17,58 98,6 * 5,98
KO'\(';)ROL 2 111,6 £ 9.22 255 +7.31 21,6 585 282 % 23.9 123586
3 102,6 + 7,76 24.8+7,8 22,6 5,92 291 + 27,35 123,6 + 4,92
2 103,3 + 7,25 25,6+ 5,31 17,5« 3,88 297,02 + 27,35 1255 + 3,14
5 103,8 7,75 258+ 7,35 17 +2.82 303,3 * 29,45 1255+ 3,72
1 98,1+ 5,33 31,8 9,65 16 + 6,41 298,6 £7,46 118 £ 8,10
RESV(EEC)TRO'- 2 100,2 = 6,15 31,2+ 12,74 16+4 300,3 * 9,60 116,5 + 6,48
3 99,1+ 5,19 34,8+ 12,75 16,1+ 5,84 317,1+ 12,08 112,2 + 6,01
2 104,2 « 5,20 39,3 + 14,64 18,5 * 5,29 330,6 18,13 113,7 + 5,47
5 1055 + 7,44 37,8+ 13,17 19,8 + 4,85 3325+ 143 110,3 + 5,92
_ 1 90,6 * 6,53 21,5+ 4,27 17,6 £ 4,27 262,3 * 23,83 114,5 « 3,44
DIYABET 2 340,8 + 46,57 68,3+ 12,11 48,8 £ 16,12 2225 + 23,82 383 58,67
®) 3 396,3 + 92,43 60 + 8,94 441+ 1357 206.,6 * 31,68 439,8 + 140,2
4 297,1+ 150,5 67,5 = 8,80 58,3+ 8,16 2253 * 26,96 4418 + 1457
5 352 + 84,64 63,3+ 9,83 57,5+ 9,35 249 + 24,62 5135+ 11,7
_ 1 88,8 * 6,24 27,8+ 15,86 14,7 3,53 1895 + 4,86 105 + 7,59
D'YABET(*D"‘:EQSS‘\’/ERATROL 2 331,6 85,49 61,7 7,14 540 + 3,88 229+ 28,4 548,0 +44,97
3 348+ 71,78 103,7 * 17,67 80,7 + 12,82 240,7 + 35,17 487,1 54,92
2 3723 + 61,15 97,5+ 13,88 79,5 + 11,08 246,3 £35,8 475,7 48,07
5 374,7 + 45,02 89,3+ 10,83 69,5 + 4 252,6 + 32,13 4841 +41,1

L9
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Sekil 4.1. Gruplarin metabolik kafes gézlemlerinde, AKS’ lerindeki degisim

Degerler ort = SD olarak verildi.

K: Kontrol Grubu, D: Diyabet Grubu, D+RSV: Diyabet+RSV Grubu, RSV: RSV
Grubu

1.0Igtim: Gruplar arasinda anlamli bir fark yoktur.

2.0lglim: p<0,001: RSV/D+RSV; p<0,01: K/D, D/RSV, K/D+RSV

3.0lglim: p<0,001: RSV/D+RSV; p<0,01: K/D, D/RSV, K/D+RSV
4.0lguim:p<0,001:RSV/D+RSV;p<0,01: K/D, D/RSV, K/D+RSV; p<0,05: D/D+RSV
5.0l¢iim: p<0,001: RSV/D+RSV; p<0,01: K/D, D/RSV, K/D+RSV

Kontrol ve RSV gruplarindaki deneklerin AKS duzeylerinde beklenildigi Gzere 8
hafta boyunca herhangi bir degisim gézlenmedi. Diyabet ve Diyabet+RSV grubunda
ise kontrollerine gore AKS duzeyleri STZ wuygulamasi sonrasi yukseldi.
Diyabet+RSV grubunda AKS$ duzeylerinde 3. Olgim Diyabet grubunun AKS$
dizeylerine gore bir disus gézlense de, gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli
bir fark saptanmadi. Diyabet+RSV grubunda AKS 4. dlciminde diyabet grubuna
gore gozlenen artis istatistiksel olarak anlamh bulundu. Ancak sicanlar feda
edilmeden yapilan son Olgimde (5.6lcim) Diyabet ve Diyabet+RSV gruplari
arasinda AKS’ leri agisindan anlamh bir fark tespit edilmedi. Bu sonuglar RSV
uygulamasinin diyabete bagli ylukselen AKS dederlerinde disme yapmadigini

gosterdi.
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Sekil 4.2. Gruplarin metabolik kafes gozlemlerinde, agirliklarindaki degisim

Degerler ort = SD olarak verildi.

K: Kontrol Grubu, D: Diyabet Grubu, D+RSV: Diyabet+RSV Grubu, RSV: RSV
Grubu

1.0Igim: Gruplar arasinda anlamli bir fark yoktur.

2.0l¢lim: p<0,001: RSV/D+RSV; p<0,01: K/D, D/RSV, K/D+RSV
3.0lglim: p<0,001: RSV/D+RSV; p<0,01: K/D, D/RSV p<0,05: K/ID+RSV
4.0lguim: p<0,001: RSV/D+RSV; p<0,01: K/D, D/RSV p<0,05: K/D+RSV
5.0lcum: p<0,001: RSV/D+RSV; p<0,01: D/RSV p<0,05: K/D, K/ID+RSV

Calisma baslangicindan itibaren, Diyabet ile Diyabet+RSV gruplarindaki deneklerin
kontrollerine gdére beden agirliklarinda istatistiksel olarak anlamli bir azalma
gozlendi. Ancak her iki gruba ait deneklerin beden agirliklar arasinda ¢alismanin
her hangi bir doneminde anlamh bir fark tespit edilmedi. Kontrol ve RSV
gruplarindaki denekler arasinda da beden agirhgi yoniunden anlamh bir fark yokken
Diyabet ve Diyabet+ RSV grubu ile karsilastiriididinda c¢alisma boyunca
agirliklarinda artis gézlendi (p<0,05).
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Sekil 4.3. Gruplarin metabolik kafes gbézlemlerinde, alinan sivi miktarlarindaki
degisim

Degerler ort = SD olarak verildi.

K: Kontrol Grubu, D: Diyabet Grubu, D+RSV: Diyabet+RSV Grubu, RSV: RSV
Grubu

1.0Ictim: Gruplar arasinda anlamli bir fark yoktur.

2.0lgiim: p<0,001: RSV/D+RSV; p<0,01: K/D, D/RSV, K/D+RSV

3.0lgum: p<0,001: RSV/D+RSV; p<0,01: K/D, D/RSV, K/D+RSV, D/D+RSV
4.0lguim: p<0,001: RSV/D+RSV; p<0,01: K/D, D/RSV, K/ID+RSV, D/D+RSV
5.0lcum: p<0,001: RSV/D+RSV; p<0,01: K/D, D/RSV, K/D+RSV, D/D+RSV

Calismanin baslangicindan sonuna kadar Kontrol grubu ile RSV grubunda bulunan
deneklerin sivi alimlarinda beklenildigi gibi istatistiksel olarak anlamli bir degisiklik
g6zlenmedi. Diyabet ile Diyabet+RSV gruplarinda kontrollerine gore deneklerin sivi
alimlarinda, diyabetin bulgularindan biri olan polidipsiyi destekler nitelikte
istatistiksel olarak anlaml bir artis gézlendi. Diyabet+RSV grubunda 3., 4., ve 5.
Olcimlerde Diyabet grubuna goére deneklerin sivi aliminda istatistiksel olarak
anlaml bir artis gdzlendi. Sonuglarimiz RSV uygulamasinin diyabete bagli artan sivi

aliminda azalma yapmadigini gosterdi.



71

E )
E ul. Olgim
S u2.0lcim
[ ..
5 3.0lgum
] P
g u4.0lgiim
< 5.0lcum

Sekil 4.4. Gruplarin metabolik kafes goézlemlerinde, ¢ikarilan idrar miktarindaki
degisim

Degerler ort = SD olarak verildi.

K: Kontrol Grubu, D: Diyabet Grubu, D+RSV: Diyabet+RSV Grubu, RSV: RSV
Grubu

1.0Igim: Gruplar arasinda anlamli bir fark yoktur.

2.0l¢iim: p<0,001: R/D+RSV; p<0,01: K/D+RSV, D/RSV; p<0,05: K/D

3.0lgim: p<0,001: R/D+RSV; p<0,01: K/D+RSV, D/RSV, D/D+RSV; p<0,05: K/D
4.0lcim: p<0,001: R/D+RSV; p<0,01: K/D, K/D+RSV, D/RSV, D/D+RSV
5.0lcum: p<0,001: R/D+RSV; p<0,01: K/D, K/D+RSV, D/RSV, D/D+RSV

Calisma boyunca Kontrol grubu ile RSV grubunda bulunan deneklerin ¢ikardiklar
idrar miktarlarinda istatistiksel olarak anlamli bir degisiklik gézlenmedi. kontrolleri ile
karsilastirildiginda Diyabet ile Diyabet+RSV gruplarindaki deneklerin gikardiklari
idrar miktari diyabetin bulgularindan biri olan politriyi destekler nitelikte anlamh
olarak artmistir. En ylksek degerler D+RSV grubundaki 3., 4. ve 5. dlguimlerde
kaydedildi. Bu sonuglar RSV uygulamasinin diyabete bagh olarak artan idrar

miktarinda dizelme yapmadigini gosterdi.
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Sekil 4.5. Gruplarin metabolik kafes gézlemlerinde, tokluk kan sekeri degisimi

Degerler ort = SD olarak verildi.
K: Kontrol Grubu, D: Diyabet Grubu, D+RSV: Diyabet+RSV Grubu, RSV: RSV
Grubu

1.0Ictim: Gruplar arasinda anlamli bir fark yoktur.

2.0lgiim: p<0,001: R/D+RSV; p<0,01: K/D, D/RSV, K/D+RSV
3.0lgim: p<0,001: R/D+RSV; p<0,01: K/D, D/RSV, K/D+RSV
4.0lctim: p<0,001: R/D+RSV; p<0,01: K/D, D/RSV, K/ID+RSV
5.0lcuim: p<0,001: R/D+RSV; p<0,01: K/D, D/RSV, K/D+RSV

Kontrol ve RSV gruplarindaki deneklerin TKS dizeylerinde beklenildigi Uzere 8
hafta boyunca herhangi anlamli bir degdisim gézlenmedi. Diyabet ve Diyabet+ RSV
grubunda TKS duzeylerinde STZ uygulamasi sonrasi ve takip eden sure boyunca
anlamh bir artis gozlendi. Diyabet+RSV grubunda 2. 6lgumde TKS duzeylerinde
Diyabet grubunun TKS dizeylerine gore bir artis gézlense de, gruplar arasinda
istatistiksel olarak anlamli bir fark saptanmadi. RSV uygulamasinin diyabete bagh

yukselen TKS degerlerinde anlamli bir degdisiklik yapmadigi tespit edildi.
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Sekil 4.6. Kanda yapilan biyokimyasal incelemeler

€L



Cizelge 4.3.

Kanda yapilan biyokimyasal incelemelerin sayisal verileri N
e
L
=
GRUPLAR | 3 ALB ALP ALT AMY TBIL BUN CA PHOS | CRE GLU NA K 2 GLOB
-
D
L 36:10 | 1133130, | goq,y | 481100, [ (o 0 | 13622 | 83108 | gguo, | 02620, | gooiron | 150sg5 | 51202 | 63804 | 5o 00
< 2 3 3 5 5 05 5 9
5 44206 | 148632, | o0 | 6023257, | 01620, | o1 oo | goina | gos00 | 0as0q | 996%135 | 154666 | 38233 | 7.0:03 | 2,6:0,3
5 6 6 05 7 5 2 7 7
1 43801 | 501 00 | 5975703 | 656:770 | OL720. | 212582 | 0,450, | 60720, | 03520, | 124.2¢13, | 1h0227 | 6as07 | OB0L | s6i00
RSV 8 05 7 6 33 05 8 5
2 440,19 | 172,7+97 | 85+54 | 681+89,2 | 0,240 2762;2’ 8'23'2'8 5,6+0,4 0'4;'0'0 273’1172' 137,746,6 5'322'1 6'4;'0'1 2'4;'0'1
3,5+1,1 | 350+148, 661,2412 | 0,2+0,0 | 12,25+1 | 7,5+0,8 0,2+0,0 | 105,7+13 | 164,2+6,6 | 5,050, | 6,1+0,6 | 2,605
. 1 s 5 45 545,44 - . S . 640,63 - . o 5 .
2 3'2;'0'3 6274369 1791'7514 421',5*16 0'220'0 31'5510 9,6¢0,5 | 6,9+1,5 | 0,3+0,1 | 562+113 | 133,5¢0,5 5'4JI'1'3 5'93'0'5 2'6:—'10'4
1 37:08 | 279%122, | o 10" | 597#126, | 012:0, | 108:3, | 7,72¢2, | 66214 | 02220, | oo "I 1622¢15, | oo | 5912 | 2,22%0,
DARSY 6 2 2 1 03 27 8 04 2 7 4
2 30,0 | 933+443 121"15i50' 468+88,5 0'10?0' 28'38812' 9,940,4 6'6§0'5 0'3in' 605£93,7 134'gﬂ'6 4,740,7 5'931’1 2'921'9

K: Kontrol Grubu, D: Diyabet Grubu, D+RSV: Diyabet+RSV Grubu, RSV: RSV Grubu

GLU icin, p<0,05 : K/D, K/ID+RSV, D/RSV; ALB icin, p<0,05 : K/D, K/D+RSV, D/RSV
ALP icin, p<0,05 : K/D, D/RSV, K/D+RSV; ALT icin, p<0,05 : K/D, DIRSV
BUN icin, p<0,05 : K/D, D/RSV

Kan biyokimyasi incelemelerinde kronik diyabete bagli olarak deneklerde ALP, ALT, bdbrek fonksiyonlarindaki bozulmaya bagli

olarak BUN ve kreatinin diuzeylerinde yukselme, sodyum dizeyinde ise disme tespit edildi. RSV uygulamasi ile bozulan bu

parametrelerde diizelme tespit edilemedi.




Cizelge 4.4. idrar analiz verileri

IDRAR STRIBI

LEU NIT UBG-URO PRO pH BLD-SNG SG-DEN | KET-CET BIL GLU
OLCUM
K NEGATIF NEGATIF NORMAL NEGATIF 7.8 NEGATIF 1,008 NEGATIF | NEGATIF | NEGATIF
RSV NEGATIF NEGATIF NORMAL NEGATIF 7,25 NEGATIF 1,02 NEGATIF | NEGATIF | NEGATIF
D NEGATIF NEGATIF NORMAL + 6,75 NEGATIF 1,01 NEGATIF | NEGATIF Tt
D+RSV NEGATIF NEGATIF NORMAL + 6,8 NEGATIF 1,02 NEGATIF_| NEGATIF o

K: Kontrol Grubu, D: Diyabet Grubu, D+RSV: Diyabet+RSV Grubu, RSV: RSV Grubu

Calismanin basinda ve sonunda Siemens Multistix 10 SG idrar tahlili seritleri ile yapmis oldugumuz idrar analizinde Diyabetik

gruplarda, Diyabetik nihai bulgularindan idrarda glukoz ve idrarda protein varligini gézlemledik ; RSV tedavisinin bu bulgular

Uzerine olumlu bir etkisinin olmadigini gérdik. Cizelgede ¢alismanin sonundaki 6l¢im sonuglari verilmistir.

G/
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4.2. Histolojik Bulgular
4.2.1. immunohistokimyasal bulgular

immunohistokimyasal verileri dederlendirmek igin yapilan skorlamada, -: tutulum
olmadigini  +: zayif immunreaktivitenin oldugunu, ++: orta dizeyde
immunreaktivitenin oldugunu, +++: kuvvetli dizeyde immunreaktivitenin oldugunu
gostermektedir. ( / ) onundeki ve arkasindaki degerler iki deger arasinda degigen

tutulumu ifade etmektedir. Cizelge 4.5

Cizelge 4.5. Bobrek kesitlerinde korteks ve medulla bdlgelerinde gruplara gore,
eNOS, iINOS, TGF-B, Fibronektin antikorlarinin skor tablosu

e-NOS i-NOS TGF-B FIBRONECTIN
BOBREK
KORTEKS | MEDULLA | KORTEKS | MEDULLA | KORTEKS | MEDULLA | KORTEKS | MEDULLA
KONTROL ot +et -+ + -+ + + +
RESVERATROL | yy/4d | +4+ +/++ + -+ + + +
DIYABET + +++ bt et | | |
DIYABET+
RESVERATROL | H/++ ++ A+ | FH | ++ +++ +/++

eNOS Bulgulari

Kontrol grubunda yapilan degerlendirmelerde eNOS tutulumunun korteks ve
medulla diuzeyinde oldugu belirlendi. Glomerullerde ortadan kuvvetliye degisen
tutulum goéruldi. Podositlerdeki ekspresyonun sitoplazmik dizeyde oldugu ayirt
edildi. Benzer sekilde Bowman kapsulinin paryetal yapraginda da tepkime
belirlendi. Proksimal ve distal tibullerde ortadan kuvvetliye degisen tutulum izlendi
(Resim 4.1.A). Meduller toplama kanallarinda da sitoplazmik immun tutulum ilgiyi
cekti (Resim 4.1.B).
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RSV grubunda vyapilan incelemelerde, yer yer bazi glomerullerde eNOS
immunreaktivitesinin kontrole karsin azaldigi saptandi. Bu bodlgelerdeki tutulum
genelde orta dereceliydi. Bowman kapsullinun paryetal yapragindaki ekspresyon bu
grupta da izlendi. Proksimal ve distal tubullerdeki boyanma ise kontrole benzerdi
(Resim 4.1.C). Meduller toplama kanallarinda ise tutulum yogunlugunun bazi
bolgelerde kontrole karsin goreceli olarak azaldigi saptandi (Resim 4.1.D).

Diyabet grubunda yapilan degerlendirmelerde korteks bdlgesindeki dejenere
tubdller dikkati cekti. eNOS immunreaktivitesinin 6nceki iki gruba karsin belirgin
olarak azaldigi ayirt edilmekle birlikte bazi podositlerde orta dereceli tutulumun
surdugu goruldd. Bowman kapsulunun paryetal yapraginda tutulum son derece
azdi. (Resim 4.1.E). Meduller toplama kanallarinda da korteks bdélgesine benzer
olarak eNOS ekspresyonunun ilk iki gruba karsin belirgin olarak azaldigi izlendi
(Resim 4.1.F).

Diyabet+RSV grubunda yapilan degerlendirmelerde eNOS tutulumunun 0Ozellikle
glomertler dlzeyde diyabet grubuna karsin arttigi saptandi. Bowman kapsulinin
paryetal yapragindaki tutulum da diyabet grubuna karsin artmigti. Bu grupta bazi
damarlarda saptanan eNOS immunreaktivitesi de dikkati ¢ekti. Proksimal ve distal
tubullerdeki boyanma diyabet grubuna benzerdi (Resim 4.1.G). Medulla
bolgesindeki tutulum da diyabet grubuna kargin artmisti ve yer yer bazi bdlgelerde

kuvvetli eNOS immunreaktivitesi ilgiyi ¢cekti (Resim 4.1.H).
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Resim 4.1. Bobrege ait 6rneklerde eNOS bulgulari

Kontrol grubu Korteks (A) ve medulla (B), RSV grubu korteks (C) ve medulla (D), diyabet grubu
korteks (E) ve medulla (F), Diyabet+RSV grubu korteks (G) ve medulla (H) bdlgesindeki e-NOS
immunohistokimyasal boyamalari izleniyor. !: Glomerul, ": Bowman kapsulinin paryetal yapradi, #:
Proksimaltiibiil, $: Distaltiibiil, !: Toplayici kanallar, >: Damar (immiinperoksidaz-
HematoksilenX400).
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iNOS Bulgulari

Kontrol grubunda yapilan degerlendirmelerde iNOS tutulumunun korteks ve
meduller dizeyde oldugu belirlendi. Glomerullerde immunreaktivite saptanmadi.
Proksimal ve distal tlibullerde minimal dizeyde tutulum izlendi (Resim 4.2.B).
Medullada bazi toplama kanallarinda zayiftan ortaya degigsen iNOS immun tutulumu
ayirt edildi (Resim 4.2.B).

Resveratrol grubunda yapilan incelemelerde, iNOS tutulumunun boébrek tubdllerine
ek olarak minimal dizeyde glomertllerde de oldugu saptandi. Proksimal tlbullerde
ekspresyonun kontrole karsin arttigi dikkati ¢ekti. Bazi distal tubullerde de kontrole
karsin artmig iINOS immunreaktivitesi saptandi (Resim 4.2.C). Medulla bélgesindeki

tutulum kontrole benzerdi (Resim 4.2.D).

Diyabet grubunda yapilan degerlendirmelerde korteks bélgesinde sklerotik
degisikliklere bagh olarak kugulmus glomerdller ve dejenere distal tuballer dikkati
cekti. INOS immunreaktivitesinin, proksimal tubullerde arttigi, dejenere distal tubul
ve bobrek glomerillerinde zayif dizeyde oldugu gorildu (Resim 4.2.E). Medullada
yapilan incelemelerde toplama kanali iNOS tutulumunun dramatik sekilde arttigi ve
tum hdcrelerde yaygin sitoplazmik immunreaktivitenin varligi dikkati ¢cekti (Resim
4.2.F).

Diyabet+RSV grubunda korteks bodlgesinde yapilan degerlendirmelerde iINOS
tutulumunun diyabet grubuna esdes oldugu belirlendi. Bu grupta da diyabet grubuna
benzer olarak dejenere tubullerin varliklarini stirdardaga goéraldi. Hem proksimal
hem de distal tibdllerde i-NOS immunreaktivitesi saptandi (Resim 4.2.G). Medulla
toplama kanallarinda ise tutulumun diyabet grubuna karsin azaldidi ilgiyi cekti
(Resim 4.2.H).
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Resim 4.2. Bobregde ait 6rneklerde iNOS bulgulari

Kontrol grubu korteks (A) ve medulla (B), Resveratrol grubu korteks (C) ve medulla (D), diyabet
grubu korteks (E) ve medulla (F), diyabet+Resveratrol grubu korteks (G) ve medulla (H) boélgesindeki
i-NOS immiinohistokimyasal boyamalari izleniyor. !: Glomerul, #: Proksimaltiibil,$: Distaltibdl, !:
Toplayici kanallar, >: Dejenere tubuller (Immiinperoksidaz- HematoksilenX400)



81

TGF-B Bulgulari

Tam gruplarda yapilan degerlendirmelerde, TGF- immunreaktivitesinin korteks ve
meduller diizeyde oldugu belirlendi. Kontrol ve RSV grubunda korteks bélgesindeki
tutulumlarin birbirine esdes oldugu goérulda. Her iki grupta da 6zellikle glomerillerde
son derece zayIf TGF-B ekspresyonu saptandi (Resim 4.3.A,Resim 4.3.C). Medulla
bolgesinde de tutulumun birbirine benzer oldugu gorulmekle birlikte, RSV grubunda
kontrole karsin yer yer kuvvetli boyanma oldugu ilgiyi ¢cekti (Resim 4.3.B,Resim
4.3.D).

Diyabet grubu degerlendirildiginde ise, hem korteks hem de medulla bdlgesinde
onceki iki gruba karsin TGF-f tutulumunun arttigi ayirt edildi. Yine glomerdllerde yer
yer yogun sitoplazmik tutulum ilgiyi gekti. Bazi dejenere tubullerde de ortadan
kuvvetliye degisen immunraektivite saptandi (Resim 4.3.E). Medulla bolgesinde de
tutulum son derece yaygindi. Bu bdlgede kuvvetli sitoplazmik tutulum gdsteren
hlcreler ayirt edildi (Resim 4.3.F).

Diyabet+RSV grubunda vyapilan incelemelerde, TGF-f ekspresyonun korteks
bdlgesinde diyabet grubuna karsin belirgin azaldigi goértlmekle birlikte,
glomerullerde orta dereceli TGF-B tutulumu saptandi. Bu grupta da bir 6nceki gruba
benzer olarak dejenere tubullerde belirgin TGF- ekspresyonu ayirt edildi (Resim
4.3.G). Medulla bdlgesinde ise yer yer kuvvetli sitoplazmik tutulum gdsteren

hacreler ilgiyi cekti (Resim 4.3.F).
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Resim 4.3. Bobrege ait 6rneklerde TGF-B bulgulari

Kontrol grubu korteks (A) ve medulla (B), Resveratrol grubu korteks (C) ve medulla (D), diyabet
grubu korteks (E) ve medulla (F), diyabet+Resveratrol grubu korteks (G) ve medulla (H) bolgesindeki
TGF-Bimmuinohistokimyasal boyamalari izleniyor. !: Glomerul, #: Proksimaltlibll, $: Distaltlbl,!:
Medulla bdlgesi, >: Dejenere tubdiller (Immunperoksidaz- HematoksilenX400).
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Fibronektin Bulgulari

Tam gruplarda yapilan degerlendirmelerde, fibronektin imminreaktivitesinin TGF-p’
ya benzer olarak korteks ve meduller duzeyde oldugu belirlendi. Kontrol ve RSV
grubu karsilastirildiginda, korteks bolgesindeki tutulumlarin birbirine esdes oldugu
goruldi. Hem kontrol hem de RSV grubunda glomerillerde zayif TGF-B
ekspresyonu saptandi (Resim.4.4.A, Resim.4.4.C). Medulla bdlgesinde yapilan
incelemelerde her iki grupta tutulumun benzer oldugu goéruldi. Resveratrol
grubunda kontrole karsin yer yer kuvvetli immun pozitiflik gosteren hucreler ilgiyi
cekti (Resim.4.4.B, Resim.4.4.D).

Diyabet grubu degerlendirildiginde ise, hem korteks hem de medulla bdlgesinde
onceki iki gruba karsin fibronektin tutulumunun arttigi belirlendi. Yine glomertllerde
yer yer yogun sitoplazmik tutulum ilgiyi ¢ekti. Bu grupta izlenen dejenere tubdllerde
belirgin immunreaktivite ayirt edilmedi (Resim.4.4.E). Medulla bélgesinde ise doku

genelinde yaygin sitoplazmik tutulum dikkati ¢ekti (Resim.4.4.F).

Diyabet+RSV grubunda yapilan incelemelerde, korteks bdlgesindeki fibronektin
tutulumunun diyabet grubuna karsin belirgin azaldigi goruldu. Glomerullerde orta
dereceli fibronectin immunreaktivitesi saptandi (Resim.4.4.G). Medulla bélgesinde

ise yer yer kuvvetli sitoplazmik tutulum gosteren hicreler ilgiyi ¢cekti (Resim.4.4.F).
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Resim 4.4. Bobrege ait 6érneklerde Fibronektin bulgulari

Kontrol grubu korteks (A) ve medulla (B), Resveratrol grubu korteks (C) ve medulla (D), diyabet
grubu korteks (E) ve medulla (F), diyabet+Resveratrol grubu korteks (G) ve medulla (H) boélgesindeki
fibronectin immunohistokimyasal boyamalari izleniyor. : Glomerul, =: Distal tubul, #: Proksimal
tibil, -: Medulla bdlgesi, >: Dejenere tiibiiller (immiinperoksidaz-HematoksilenX400).
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4.2.2. Elektron mikroskobik bulgular

Yapilan elektron mikroskobik incelemelerde GBM, mezengiyum, kapiller endotel
hicreleri ile podosit pediselleri degerlendirildi. Kontrol ve RSV uygulanan gruplarda
tum yapilar normal gérinimde izlendi. Diyabet grubunda ise yer yer GBM’' de
kivrintih seyir ve dizensiz kalinlagsmalar saptandi. Mezengial matrikste elektron
yogun deposit birikimi dikkati ¢cekti. Cogu alanda podosit pedisellerinde silinme
goOzlendi. Kapiller endotel hiicreleri degerlendirildiginde ise, hiicrelerin hiperplaziye

ugradiklari ayrica hipertrofik gérinime sahip olduklari goérildi. Bazi endotel

hicrelerinde iri vakuollerin sekillendigi belirlendi.

Resim 4.5.Diyabet grubu elektron mikroskobik inceleme.

En: kapiller endotel hiicresi, V: vakuol, D: mezengiyumda elektron yogun depositler, %: GBM'de
silinmis podosit pediselleri, *: kivrintili seyir gdésteren GBM (Uranil asetat — Kursun sitrat X 10000).
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Diyabet + RSV grubunda incelenen tum alanlarda belirtilen yapilarin buyik oranda
korundugu ilgiyi ¢ekti. Endotel hucreleri normal yapida olup, az sayidaki hucrede
vakuoller izlendi. Podosit pedisellerinde silinme g6zlenmedi. Ancak GBM’ deki
kivrintilh seyirin bazi alanlarda halen varligini korudugu saptandi. Mezengiyum

normal yapida olup, elektron yogun depositler gérulmedi.

Resim 4.6. Diyabet+RSV grubu elektron mikroskobik inceleme.

*

En: doku genelinde normal yapilari ile izlenen kapiller endotel hicreleri, *: yer yer kivrintih seyir
gosteren GBM, %: podosit pediselleri (Uranil asetat — Kursun sitrat X 10000)
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4.3. Oksidan Stres Parametre Bulgular

4.3.1.Doku MDA duzeyleri

Doku MDA Diizeyleri
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Sekil 4.7. Bobrek dokusu MDA duzeyleri

Degerler ort = SD olarak verildi.

K: Kontrol Grubu, D: Diyabet Grubu, D+RSV: Diyabet+RSV Grubu, RSV: RSV
Grubu

p<0,01: D/D+R p<0,001: K/D, D/IR, K/ID+R

Kontrol ile RSV grubu arasinda doku MDA duzeyleri agisindan bir fark tespit
edilmezken, diyabetik hayvanlarda b6brek dokusu MDA duizeyleri kontrollerine goére
anlamli yUksek bulundu. Bununla birlikte diyabetik hayvanlarda RSV uygulamasinin
doku MDA dizeylerini RSV uygulamasi yapilmayan diyabetik hayvanlara goére
dusurdugu tespit edildi.
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4.3.2. Doku GSH duzeyleri

Doku GSH Dizeyleri
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Sekil 4.8. Bobrek dokusu GSH dizeyleri

Degerler ort = SD olarak verildi.

K: Kontrol Grubu, D: Diyabet Grubu, D+RSV: Diyabet+RSV Grubu, RSV: RSV
Grubu

p<0,01: K/D+R, D/D+R

p<0,001: K/D, D/R

GSH duzeyleri agisindan Kontrol ile RSV grubu arasinda bir fark tespit edilmezken,
diyabetik hayvanlarda bobrek dokusu GSH duzeyleri kontrollerine goére anlamli
olarak dusik bulundu. Bunula birlikte diyabetik hayvanlarda RSV uygulamasinin

doku GSH dizeylerini uygulama yapiimayan diyabetik hayvanlara gére anlaml
olarak yukselttigi tespit edildi.
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4.3.3. Doku NOx duzeyleri

Doku NOx Duzeyleri
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Sekil 4.9. Bobrek Dokusu NOx Duzeyleri

Degerler ort £ SD olarak verildi.

K: Kontrol Grubu, D: Diyabet Grubu, D+RSV: Diyabet+RSV Grubu, RSV: RSV
Grubu

Gruplar arasinda anlamh bir fark bulunamadi.
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4.4. Bobrek Vaskiler Yanit Bulgulari

4.4.1. Fenilefrin yanitlari

250 - Phe Amplitiid Yanitlari
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Sekil 4.10. Bébrek Dokusu PhE Amplitid Yanitlari

K: Kontrol Grubu, D: Diyabet Grubu, D+RSV: Diyabet+RSV Grubu, RSV: RSV

Grubu

Kontrol grubu ile RSV grubu arasinda anlamli bir dedisiklik gdzlenmezken, Diyabet

grubunda Phe 10-° ve 10-° dozlarinda Kontrol grubuna gére anlamh bir artis

goOzlendi. Diyabet+RSV grubunda ise Phe ‘nin tim dozlarinda kontrollerine goére

kasilma yanitlarinda anlamli bir azalma tespit edildi.
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4.4.2. Angiotensin Il yanitlar

Ang Il Amplitiid Yanitlar
700 -
600
500 -
400
uK
300 -
uD
200 D+RSV
-t L . " L]
100 - I RSV
I I
0 |
Ang 11 10-9 Ang 11 10-8 Ang Il 10-7

Sekil 4.11. Bobrek Dokusu Ang Il Amplitid Yanitlari

K: Kontrol Grubu, D: Diyabet Grubu, D+RSV: Diyabet+RSV Grubu, RSV: RSV
Grubu

Kontrol, Diyabet ve RSV gruplari arasinda Ang Il 10-° ve 10® dozlarinda anlamli bir
fark gézlenmezken Ang Il 107 dozunda RSV grubunun kasilma yanitlarinda anlamli
bir artis gozlendi. Diyabet+RSV grubunda ise Ang Il ‘nin tim dozlarinda kontrollerine

gore kasiima yanitlarinda anlamli bir azalma gé6zlendi.
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4.4.3. Asetilkolin yanitlari

250 -

200 -

150

100 -

50 -

Ach 10-6

ACh Amplitiud Yanitlan

Ach 10-5

Ach 10-4

uK

uD

. D+RSV
uRSV

Sekil 4.12. Bébrek Dokusu ACh Amplitid Yanitlar

K: Kontrol Grubu, D: Diyabet Grubu, D+RSV: Diyabet+RSV Grubu, RSV: RSV

Grubu

ACh gevseme yanitlan incelendiginde, Diyabet+RSV grubunda ACh ‘nin tim
dozlarinda kontrollerine gore anlamli bir azalma gozlendi. Diger gruplar arasinda

tim dozlarda anlamli bir fark bulunamadi:.
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5. TARTISMA

DM, endustriyel Glkelerde prevalansi giderek artan, bulundugumuz yuzyilda insan
saghgini énemli dlgude tehdit eden, hiperglisemi ve endojen insilin sekresyon
yetersizligi veya reseptor duyarsiziigi ile karakterize bir metabolik hastaliktir.
Yapilan istatistiksel galigmalar 2025 yilinda 300 milyon tani almig diyabetli olacagini
ongormektedir [229,230].

DM, akut ve kronik komplikasyonlara yol agmaktadir. Akut komplikasyonlari
arasinda diyabetik ketoasidoz, hiperosmolar koma, hipoglisemi, laktik asidoz
sayllabilir. Kronik komplikasyonlari ise genel olarak makro ve mikrovaskuler
duzeyde incelenir. Makrovaskuler komplikasyonlar arasinda hipertansiyon,
kardiyovaskuler, serebrovaskuler hastaliklar ile periferik arter hastaligi yer alirken,

noropati, retinopati ve nefropati ise mikrovaskuler komplikasyonlari olusturur [10].

DN, diyabetin en sik rastlanan mikrovaskuler komplikasyonlarindan biri olup, son
donem bdbrek yetmezliginin en dnemli nedenlerinden biridir [63]. DN, sureklilik
gosteren mikroalbuminuri, erken kan basinci yukselmesi, GFH’ nda diusme, yiksek
kardiyovaskuler morbidite ve mortalite riski ile karakterizedir [11]. Genetik yatkinlik,
Irk, cinsiyet, diyabetin baslama yasi, hastaligin stresi DN gelisimini etkileyen risk
faktorleridir [231]. Glisemik kontrol bozuklugu, hipertansiyon, hiperlipidemi, diyetteki
yuksek protein, albuminuri varhgi, sigara kullanimi prognozu koétulestirmektedir
[232]. Genetik yatkinlik varliginda, hemodinamik ve metabolik faktorler arasindaki
karmasik etkilesim DN gelisimini kolaylastirmaktadir [233]. DN’ nin erken dénemde
taninmasi ve gerekli tedavilerle hastaligin Onlenebilmesi ya da ilerlemenin
yavaslatilabilmesi son derece énemlidir. DN gelisiminde Tip 1 ve Tip 2 Diyabet ortak
bir patogeneze sahip olsa bile, Tip 2 Diyabet hastalarinin tani almadan uzun sure
gecirebilecekleri ve tani aldiklarinda nefropati gelisiminin ilerlemis olma olasihgi, bu
hastalarda erken taninin énemini daha da artirmaktadir (12, 32, 39). Avrupa ve
Amerika’'da Tip 1 diyabetli hastalarin % 30-50'sinde, Tip 2 diyabetiklerin % 5-15’inde
DN gelismektedir [91].

Tip 1 Diyabet hastalarinda, diyabet suresiyle iligkili olarak artan mikroalbuminuri ve
proteintrinin, 25-30 yillik toplam insidansi %35-40 olarak bildirilmigtir [234].
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Mikroalbuminurik hastalarin 1/3’ inde albumin atilimi normal sinirlar icine dénerken,
1/3’Unde asikar proteindriye ilerledigi gosterilmistir [235]. Proteinurik hastalarin
%10-50° sinde son donem bobrek yetmezligi gelisirken, %40-50’ sinin

kardiyovaskuler komplikasyonlarla erken donemde kaybedildigi bildirilmistir [236].

Yapilan pek c¢ok preklinik ve klinik calismalar, artrit, diyabet, norodejeneratif
hastaliklar [237,238] gibi kronik hastaliklarda polifenolik bir bilesik olan RSV’ Un
terapotik yararini géstermektedir. Yine hayvan modellerinde genis bir arastirma
konusu olan RSV’ Un kuvvetli bir antioksidan ve lipid metabolizmasi modulatort
oldugu, antineoplastik, antiinflamatuvar ve antiplatelet aktivitesinin oldugu
gOsterilmistir [140,239-241] gibi c¢esitli farmakolojik etkilerinin oldugu da ifade
edilmektedir. Calismamizda DN olusturulmus siganlarda RSV’ Un bdbrek Uzerine

cesitli etkilerini arastirdik.

Hayvan calismalarinda RSV’ Un genig bir doz araligr kullaniimaktadir. (0,1-
1500mg/kg vucut agirhgi). Hebbar ve ark.larinin yaptigi bir ¢alismada, sican
karacigerinde RSV’ Gin doz bagimli toksisitesi arastirilmis, 28 gun sureyle hem erkek
hem de disi siganlara, 300, 1000 ve 3000 mg/kg dozlarinda RSV oral yolla
uygulanmigtir. Calismanin sonunda 1000 ve 3000 mg/kg RSV verilen sicanlarda
nefrotoksisiste, dusuk karaciger toksisitesi gibi zararh etkiler gozlenirken 300 mg
RSV verilen sigcanlarda herhangi bir toksik etkiye rastlanmamistir [242]. Juan ve
ark.'larinin galismasinda, 28 gun boyunca erkek Sprague Dawley sicanlara 20
mg/kg uygulanan RSV’ Un hayvanlarin gelisim evrelerinde zararl bir etkisinin
olmadigi, ayni zamanda bu uygulamanin toksik etkiye neden olmadigi gosterilmigtir
[243]. Literaturde RSV ile tedavi amacli yapilan ¢alismalarda verilen doz genellikle
10-20 mg/kg arasinda degismektedir. RSV’ Un in vivo ve in vitro etkilerinin bu doz

araliginda ortaya c¢iktig1 gosterilmistir [145,244].

Yapmis oldugumuz galigmada uygulanan RSV dozu 10mg/kg/gun olup, se¢mis
oldugumuz bu doz RSV’ tin akut ve kronik biyolojik etkilerini aragtiran ¢alismalarda

secilen doz aralidi igerisinde kalmaktadir.

STZ, Streptomyces achromogenes tarafindan Uretilen bir antibiyotiktir ve deneysel

diyabet olusturmak igin en yaygin olarak kullanilan maddelerden biridir [245]. STZ
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insulin treten B hdcrelerin hasarina ve adacik hucreleri icinde hucre igi nikotinamid
adenin dinukleotidin tikenmesine neden olur [246,247] .Literatirde hayvanlarda
diyabet olusturmak amaciyla STZ nin farkh dozlari kullaniimistir. Bir calismada [248]
60 mg/kg dozunda ip tek doz STZ sonrasi, 72. saatte AKS dizeyi 350 mg/dL ve
uzerinde olan siganlar diyabetli kabul edilirken, bagka bir calismada [249] 50 mg/kg
ip tek doz STZ uygulamasini takip eden , 72. saatte AKS 250 mg/dL’nin Uzerinde

diyabetik olarak degerlendirmigtir.

Calismamizda STZ dozu 65 mg/kg olarak secildi ve uygulamadan 72 saat sonra
AKS’ leri 250 mg/dl nin Gizerinde olan deneklerin diyabet oldugu kabul edildi; ancak
bu Olcimden sonra 2 hafta sureyle denekler belirli araliklarla kan sekeri takibine
alinarak diyabetin stabilizasyonu i¢in beklendi. 2 haftalik bu stirecin sonunda AKS
dizeyleri 250 mg/dl ve Uzeri olan denekler diyabetik gruplara ayrildi. Calisma
boyunca degisik araliklarla hayvanlarin AKS duzeyleri olguldu. Diyabet bulgularini
degerlendirebilmek agisindan beden agirliklari, aldiklari sivi miktari ve ¢ikardiklar
idrar miktar tespit edildi. Bu olgimlerde AKS ile baglantili olarak hipergliseminin
karakteristik semptomlarindan, sivi aliminda artisi, ¢ikarilan idrar miktarinda artisi

ve beden agirliginda azalmay! deneklerimizde gozlemledik.

Literatirde degisik dozlarda ve surelerde RSV’ Gin diyabetik semptomlar Uzerindeki
etkilerini inceleyen galigsmalar mevcuttur. Calismalarin gogunda RSV’ Un olumlu

etkilerinden s6z edilirken, aksini ifade eden literatr bilgileri de mevcuttur.

Ornegin, Chang ve ark. nin yapmis olduklari calismada, STZ (65 mg/kg) ile diyabet
olusturulmus siganlarda diyabet olusumundan iki hafta sonra RSV tedavisine
baglanmig, bir gruba 0,1 mg/kg diger bir gruba ise 1 mg/kg resveratrol 7 gin
boyunca oral gavaj yontemi ile uygulanmistir. RSV uygulamasi yapilan her iki grupta

da diyabetik semptomlarin iyilestigi gdézlenmistir [250].

Yine degisik arastiricilar tarafindan yapilan ve STZ ile diyabet olusturulmus
deneklerin kullanildigi benzer arastirmalarda RSV uygulamasinin diyabete bagh
olarak gorulen kilo kaybini yavaslattigi [17,251], kan glikoz duzeyini dustrdiga,
polifaji, polidipsi gibi semptomlari azalttigi [17,251], deneklerde ve trigliserit
dizeylerinde azalmaya neden oldugu ifade edilmektedir [17,251].
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Bir grubunda STZ ile insulin bagimli, diger bir grubunda da nikotinamid ile insulin-
bagimsiz diyabet olusturulmus sigcanlara, 7 gin boyunca 3 mg/kg x 3 dozda verilen
RSV’ Un etkilerinin incelendidi bir ¢calismada; RSV’ Un, soleus kasindaki glukoz
tasiyicilarindan GLUT4 ekspresyonunu artirdigi saptanmigtir. Ayrica ayni sekilde
diyabetik sicanlara 0.05-10 mg/kg RSV uygulamasindan 90 dakika sonra kan
glukoz duzeylerinin anlaml olgude azaldigi ve insulin dizeylerinin yukseldigi

saptanmistir [252].

Bir diger calismada ise, 3 mg/kg RSV’ Un intraperitoneal uygulanmasinin diyabetik
siganlarda insulin saliniminda artisa bagh olarak plazma glukoz duzeyini
dusurdugu ve bu etkinin pankreasin 3 hicrelerindeki K* kanallarini bloke ederek
gerceklestirmis olabilecedi belirtiimektedir [253]. Ancak yapilan bagka bir
¢alismanin sonuglari ise diyabetik siganlarda RSV’lUn, STZ’ nin neden oldugu B
hidcre harabiyeti Uzerinde anlamh bir geri donusturtcu etkisi olmadigi, diyabetin
neden oldugu kilo kaybini 6nleyemedigi ve yukselen kan glukoz diizeyinde de bir

iyilesme saglayamadigi yonundedir [214].

Literatirdeki ¢ogu bulgunun aksine calismamizda 10 mg/kg dozda ve 8 hafta
uygulanan RSV nin diyabetik hayvanlarda yukselen AKS ve TKS duzeylerinde
belirgin bir disme meydana getirmedigi ayrica ayni hayvanlarda gozlenen kilo
kaybi, sivi aliminda ve c¢ikarilan idrar miktarinda artma gibi diyabetik semptomlar
Uzerinde anlamli bir iyilestirici etkisinin olmadigini gdézlemledik. Calismamizdaki asil
amacimiz DN gelismis olan sicanlarda RSV ’tiin bobrekler tzerindeki gerek vaskuler
,gerek patolojik ve gerekse biyokimyasal olumlu yada olumsuz etkilerini
incelemektir. Calismamizda STZ uygulamasindan yaklasik 2 hafta sonra RSV ye

baslaniimis ve 8 hafta boyunca uygulama devam etmistir.

Yapilan bir galigmada STZ (65 mg/kg) uygulamasindan 8 hafta sonra siganlarda
nefropati gelistigini serum kreatinin, BUN ve ALB duzeylerindeki anlamli artigla ifade
etmislerdir [254].

Kan biyokimyasi sonuglarimizi degerlendirdigimizde, diyabetik deneklerde ALB,

ALP, ALT, BUN ve kreatinin dizeylerinde artma , sodyum dizeyinde ise azalma
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tespit ettik. Bu bulgular yaklasik 10 haftalik diyabetik deneklerimizde diyabete bagl
olarak geligsen bobrek fonksiyonlarindaki bozulmayi dolayisiyla olugturmayi
hedefledigimiz DN’ yi destekler nitelikte idi. Calismamizda RSV uygulamasi ile
bozulan bu parametrelerde anlaml bir dizelme tespit edemedik. Bu yodndeki
bulgularimiz literatirdeki pek ¢cok galismayi destekler niteliktedir . Nitekim Juan ve
arkadaslar diyabetik siganlarda [243] Thomas ve arkadaslari da Metabolik sendrom
modeli olusturulmus domuzlarda RSV tedavisinin yikselen AST ve ALT

duzeylerinde herhangi bir diizelme meydana getirmedigini bildirmiglerdir [255].

Ancak literatiirde bizim bulgularimizin aksine STZ diyabetik siganlarda 8 haftalik
RSV uygulamasinin artan kan glukoz, kreatinin, trigliserit ve kolesterol degerlerinin

dustagu, artan idrar miktarini azaldigi yoniunde de bilgiler mevcuttur [20].

Sonug olarak tim bu veriler bize RSV’ Uin multifonksiyonel bir bilesik olmasindan
oturd, diyabet semptomlarini iyilegtirici etkisindense belki daha agirhklh olarak
diyabet olusumunu Onleyici etkilerinin olup olamayacaginin arastiriimasinin

gerektigini dustindurmektedir.

DN, glomeriler hipertrofi, GBM’ da kalinlasma, ekstraselliler matriks artigi ile
karakterize ve sonucta tubulointerstiyal ve glomertiler fibrozis ve sklerozise neden
olun bir patolojik durumdur [256]. GBM kalinlagmasi [101] proteinuri ile iligkili olarak
podosit sayisindaki azalma, podosit pedisellerinde silinme [103] DN nin bilinen
mikroskobik degisikliklerindendir. Calismamizda idrarda proteintranin varligi ve EM

bulgulari diyabetik deneklerimizde DN gelisimini destekler niteliktedir.

Yaptigimiz EM incelemelerde GBM, mezengiyum, kapiller endotel hucreleri ile
podosit pediselleri Kontrol ve RSV uygulanan gruplarda normal gorinimde
izlenmistir. Diyabet grubunda ise GBM’ da yer yer kivrintili seyir ve dizensiz
kalinlasmalarin oldugu, mezengial matrikste dikkati ceken elektron yogun deposit

birikiminin varhgi dikkati gekmisgtir.

Sharma ve arkadaslar 4 haftalik diyabeti takiben 2 hafta sireyle farkh 2 gruba 5 ve
10 mg/kg RSV’ U oral yolla verdikleri ¢alismalarinda diyabetik siganlarin
bobreklerinde korteks ve dis medullada belirgin histolojik degisiklikler, GBM
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kalinlagsmasi ve orta interstisyel fibrozis ve arteriolopati gozlemlemiglerdir. Yine
arastiricilar ayni c¢alismalarinda RSV tedavilerinin Interstisyel ve glomeruler

degisiklikleri anlamh dizeyde iyilestirdigini ifade etmektedirler [251].

STZ ile diyabet yapilan siganlarda 8 haftallk RSV uygulamasi sonrasinda GBM
kalinhginda azalma oldugu, diyabete bagl olarak artan glomeruler Fibronektin,
kollajen IV ve TGF- B ekpresyonunun RSV tedavisi sonrasi azaldigi ifade
edilmektedir [20].

Bu literatlr bulgularini destekler nitelikte RSV uygulanan diyabetik grubumuzda,
diyabetik kontrol grubundan farkl olarak GBM’ deki kivrintili seyrin bazi alanlarda
halen varligini korudugu saptadik. Bu bulgu literaturt destekler nitelikte olmasina
ragmen literatlrin aksine tamamen iyilesme gdézlenmedi. Ancak c¢alismamizda
Diyabet grubunda mezengial matrikste dikkati ceken elektron yodun deposit
birikimi, podosit pedisellerinde silinme RSV uygulanan diyabet grubunda gérilmedi.
Benzer sekilde Hongfei ve ark. larinin yaptiklari ¢galismada diyabetik siganlarda
GBM' nin kalinlagtigi, bobrek glomerdl hicrelerinin hacminin arttigi mezangiyal
hicrelerin  olustugu EM incelemelerinde podosit pedisellerinin  kayboldugu
gosterilmigtir, RSV tedavisi ile mezengiyal hicre sayisinin azalmasi ile birlikte GBM
kalinhginin azaldigi ve bir dereceye kadar podosit pedisellerinin yeniden gozlendigi
belirtiimektedir. Yine ayni ¢calismada glomerullerde RSV uygulamasina bagl olarak

fibronektin ve kollajen IV duzeylerinin anlamli élglde arttidi ifade edilmektedir [257].

Diyabetik bobrekte gozlenen baslica morfolojik anormallikler tabdler hiicre sismesi,
endotel hicrelerinde vakuolizasyon, glomeriler hipertrofi, GBM’ da kalinlasma,
piknotik c¢ekirdekler, meduller tikanikhgi, genisletiimis proksimal tubuler hicreler,

hemorajik ve hiyalinizasyon, nekroz ve sikisik glomertler kilcal damarlardir. [258].

Calismamizda Diyabet grubunda hiperplaziye ugrayan, ayrica hipertrofik gérinime
sahip olan kapiller endotel hiicreleri RSV uygulanan diyabet grubunda normal
gorinumde izlendi. Yine Diyabet grubunda bazi endotel hiicrelerinde iri vakuollerin
sekillendigi belirlenirken, RSV uygulanan diyabet grubunda az sayidaki hicrede

vakuoller izlendi.
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Yapilan bir galismada bulgularimizi destekler sekilde; STZ diyabetik siganlara, 5
mg/kg doz RSV’ Un 30 gun slresince oral yoldan uygulanmasi sonucunda yapilan
incelemelerinde normal bdbrek histolojisini 6nemli dl¢clide korudugu gdsterilmistir
[259]. Diyabetik siganlarda 3 hafta sureyle 10mg/kg/gin dozda oral yolla uygulanan
RSV’Un DN ‘de meydana genel bobrek hipertrofisine karsi koruyucu etkisinin oldugu
gOsterilmigtir [260].

TGF-B ¢ok cgesitli hlicresel aktivitede rol oynayan (proliferasyon, differansiyasyon,

ekstrasellller matriks regulasyonu ve survival) multifonksiyonel bir sitokindir [261].

DN’ de gérilen yapisal degisikliklerin baslica etkileyenlerindendir. Uriner albiimin
atimi olan DM hastalarinda normal bireylere oranla daha yuksek miktarda bulunur
[256].

TGF-B’ nin bébrek hipertrofisine neden oldugu ifade edilmektedir. TGF- 8’ nin
yuksek seviyeleri STZ ile olusturulmus diyabetik siganlarin glomerullerinde
OlcUimustur [126].

Yaptigimiz immunohistokimyasal incelemelerde diyabetik gruplarimizda gerek
korteks gerekse medullar bélgede TGF-f tutulumunun artmasi DN olusumunu

desteklemektedir.

Chavez ve ark.larinin yaptigi bir ¢calismada si¢anlara uygulanan RSV’'un TGF-f3
uretimini inhibe ettigi ve kollajen degerlerini azalttig bildirilmigtir [262].

Calismamizda, TGF-B tutulumunun diyabet grubunda artmasi, RSV uygulamasinin
TGF-B ekspresyonunu gerek korteks gerekse medulla bdlgesinde azaltmasi

literatUr verilerini destekler niteliktedir.

Diyabetik hayvan modellerinde bobrekte in vivo galigmalarda NO ve NOS
ekspresyonunun oénemini gosteren genis bir literatir bulunmaktadir [263]. Diyabetik
sicanlarda renal kortekste INOS [264,265] ve eNOS [264] eksoresyonun azaldigini

gOsteren calismalar mevcuttur.

Calismamizda diyabete bagli olarak artan INOS immunreaktivitesinin RSV
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uygulamasiyla arttigi; diyabetle birlikte azalan eNOS immunreaktivitesinin ise
literaturle uyumlu olarak arttigi gozlendi.

Nitekim literatlr verilerinde Samarjit ve arkadaslari 7 gun sureyle siganlara 2,5
mg/kg RSV yutturmus sonugta RSV’nin erken dénemde, eNOS , ge¢ donemde de
(RSV uygulamasindan 3 gun sonra). eNOS aktivasyonu ve VEGF proteinlerinin
indUksiyonunu arttirdigini gostermislerdir [266].

Wallerath ve ark. da insan umblikal ven endoteliyal hiicrelerinde,RSV’'in NO

uretimini ve eNOS ekspresyonunu artirdigini belirtmislerdir [189].

Literaturde diyabetin erken donemlerinde erken RSV uygulamasinin nefropati
tizerine olan etkilerini inceleyen pek ¢ok galisma mevcuttur; ancak bobrek vaskdler
yanitlari incelenmemigtir. Calismamizda literatirden farkh olarak ge¢ dénem

diyabetik sigan bobregindeki vaskuiler yanitlari da inceledik.

Endotel, damar tonusu diizenlenmesi de dahil olmak Uzere arter duvarinda gesitli
fizyolojik fonksiyonlar igin hayati onem tasimaktadir. Endotel vazodilatator NO,
vasokonstriktor ET gibi vaskller duz kas hucrelerine etki eden cesitli vazoaktif
mediyatorler Uretir. NO Uretimi ACh, bradikinin, insulin gibi hormonlarin stimule ettigi
NOS enziminin katalizledigi bir mekanizma ile uretilir. NOS izofromlarindan olan,
eNOS aktivasyonunun ve ekspresyonunun artmasi, diyabetik bobrekte glomeruler
ve iglevsel hemodinamik degisikliklere neden olmaktadir [267].

Wang ve ark.ari eNOS spesifik agonisti kullanarak ACh inflizyonu yaparak,
diyabetik siganlarda ACh’ nin vaskuler yanitlarinin bozuldugunu géstermislerdir. Bu
veriler, diyabetik bobrekte NO’ in biyoyararlihdinin azaldigini vurgulamaktadir.Son
zamanlarda yapilan iskemi reperfiuzyon calismalarinda RSV’Un bobrek, kalp ve
beyinde koruyucu 6zelligi oldugu bildiriimistir [268,269]. Bobrek hiicrelerinde de NO
miktarini artirarak veya lipid peroksidasyonunu inhibe ederek koruyucu etkisinin

oldugu gosterilmistir [159,270].
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RSV’ Un vaskuler fonksiyonlar tzerine olan yararl etkilerinin akut ve kronik RSV
uygulamasi sonrasi hucre kultirlerinde, eNOS ekspresyonunu ve aktivitesini

artirarak oldugunu gdsteren ¢alismalar mevcuttur [189,271,272].

Calismamizda RSV uygulamasinin bobrekte gerek korteks gerekse medulla
bolgesinde hem INOS hem eNOS ekspresyonun arttidigint , yine lipit
peroksidasyonu azalttigini tespit ettik ancak dokudaki total NO duzeyinde anlaml

degisiklige neden olmadi.

Chen ve ark.lari calismalarinda izole rat aortasi Uzerinde RSV’Un guglu
vazodilatator etki yarattigini gostererek bu etkinin, koroner akim miktarinin artisina
neden olabilecegini dusunmusglerdir [273].

ikizler ve ark.lari da vyaptiklari calismada hemodinamik degerler disinda,
reperflizyon déneminde koroner akim miktarinin, RSV uygulanan gruplarda anlaml
olarak yukseldigini gostermislerdir. Bu sonug¢ iskemi esnasinda miyokardin
korunmasi yaninda, RSV’ Un guglu vasodilatator etkisi ile agiklanmigtir [274].

Gordish ve ark.larinin [275] bir ¢alismasinda RSV’ Un endotelyal bagimlii NO
aracihgr yolu ile, normal siganlarda renal damar geniglemesine neden oldugu
gosterilmis. Bununla birlikte, RSV kaynakli renal damar genislemesinin sadece
yaklasik yarisinin yarigmali NOS inhibisyonu tarafindan engellendigi bu ¢alisma
bulgulari Li ve ark.larinin izole domuz koroner arterleri kullanarak yaptiklari
¢alismanin sonuglarina benzerlik géstermekte olup [276] NOS inhibisyonu veya
deendothelizationun her ikisininde kismen RSV’Un neden oldugu vaskuler

gevsemeyi tesine gevirdigi gosterilmigtir.

Bilindigi Uzere, gerek Phe gerekse Ang II' nin olugturdugu kasiima yanitlari, Phe’nin
a1 reseptodrleri, Ang Il ‘nin AT1 reseptodrleri uyarmasi sonrasi hicre iginde IP3 ve

DAG uzerinden sarkoplazmik retikulumdan Ca*? saliveriimesine baghdir.

Yuksek fruktoz iceren misir surubu ile beslenen siganlarda, RSV’ Un
kardiyovaskuler etkisinin incelendigi bir calismada; siganlarin torasik aorta

halkalarinda, Phe’ e kargi meydana gelen kasilma ve ACh’ e karsi ortaya ¢ikan
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gevseme yanitlarina karsin RSV’ tn endoteli koruyucu etkisi goze garpmistir [277].

Deneylerimizin sonuglarina gore gerek diyabetik gruptan, gerekse tek basina RSV
uygulanan gruplardan izole edilen sigan bobreklerinde Ang Il ve Phe ‘nin perflizyon
basincini artirici etkilerinin kontrole goére farkli olmadigi gézlendi. Esasen diyabette
damar endotelinden NO saliverilmesinin azaldigindan ve bu durumda NO’ in
vazodilatator etkisi ortadan kalkacagindan kasilma yanitlarinin NO azalmasina
bagli olarak artmasi beklenirdi; ancak resveratroliin NO sentezini arttirmasina bagh
olarak, resveratrol ile tedavi edilen diyabetik grupta kasilma yanitlarinin anlamli

Olctde azalmasint RSV’ in NO salinimini artirmasi ile agiklamaktayiz.

NO saliverilmesinin bir gostergesi olarak kabul edilen ACh gevseme yanitlari
incelendiginde deneylerimizde ACh’ e bagh NO saliveriimesine ait yanitlarin
perfuzyon basincini duslricu yanitlarinda diyabetik grupta ve RSV verilen grupta
degismedigi gozlenmigtir. Dolayisiyla bu yanitlarin degismemesi olugsan diyabetin
suresine bagl olabilecegini disundurmektedir.

RSV ile tedavi edilen diyabetik gruptan izole edilen sigan bobreklerinde gerek Angll
gerekse Phe yantlarinin anlamli olarak azaldigi saptanmigstir. Hiperglisemide Katp
kanalarinin kapandi§i bilinmektedir. Hicre icin Ca*? artisi K* kanallarinin
aktivasyonu ile iligkili oldugu, Kate kanal blokerlerinin Ca*? artigini inhibe ettigi [278],
RSV'Un ise diiz kaslarin Ca*? a duyarliigini azalttigi ve endotelde sistolik Ca*?

artisina neden oldugu gosterilmistir [279].

Baska bir calismada RSV'in insan umbilikal ven endotel hiicresinde Ca*? ile aktive
olan K* akimlar Uzerinde tetikleyici etkilerinin oldugu bulunmustur. Daha sonra
RSV’Un Wistar sigan aortasinda vazodilator etkisinin endotel bagimhhgr incelenmis
ve RSV’Un endotel bagimh gevsetici etkisinin, vaskiler NADH/NADPH oksidaz
inhibisyonuyla bazal hiicre stperoksit radikal olusumunun azalmasiyla ilgili oldugu

bulunmustur [280].

Bulug ve ark.larinin yaptigi bir calismada, kalp kapagi endotelinde RSV’ iin Ca*?
Uzerine etkisi incelenmistir. RSV’ Un endotel bagimh gevsetici etkisinin, endotel

hiucrelerinde Ca*? dulzeylerindeki artigla iligkili oldugu, fakat vaskuler diz kas
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kontraksiyonun da inhibe edici etkisinin Ca*? duzeylerindeki azalmaya bagli olarak
gerceklesebilecegi belirtiimigstir [279].

Sigan aortalari Uzerinde RSV etkisinin incelendigi baska bir ¢alismada da 21 gin
boyunca siganlara icme suyu igerisinde 50 mg/L RSV verilmistir. RSV
uygulamasinin, endotelde ACh’ e karsi olarak ortaya c¢ikan gevseme yanitini
hizlandirdig bildirilmistir [281,282].

Calismamizda RSV ile tedavi edilen diyabet gruplarinda vasokonstriktor yanitlarin
azalmasi hem diyabette Ca*? artisinin engellenmesi hem de RSV’ iin diiz kaslarin
Ca*? duyarliligini azaltmasi sonucu olabilecedi hem de ayni zamanda RSV’ iin NO
sentezini artirmasina baglh olabilecegini dugundurmustir. RSV ile tedavi edilen
diyabetik gruptan izole edilen bobreklerde ACh ‘nin vasodilatatér yanitlarinin anlamh
olarak azalmasinda yine ayni mekanizma Uzerinden olabilecegini dusunulmektedir.
Zira intraselliler Ca*? artisinin hiperglisemide engellenmesi RSV’ iin de Ca*> a
duyarlihg! azaltmasi yanitlarda azalmaya neden olabilir. Ayrica RSV tedavi edilen
grupta vasokonstriktor yanitlarin azalmasi, RSV’ Gn NO sentezini arttirmasindan
dolay! oldugunu ve sonug¢ olarak RSV’ Un iyilestirici etkisininin oldugunu literattr

bulgularini da destekler nitelikte gozlemledik.

Diyabet kronik metabolik bir bozukluk oldugu gibi, ayni zamanda artmis bir oksidatif
stres durumudur. Diyabette artan serbest radikaller membran butlnlugunin kaybina
neden oldugu gibi ayni zamanda artan oksidatif stres diyabetin makro ve mikro

vaskuler komplikasyonlarinin gelisimine katkida bulunur [215].

Calismamizda literatlrle uyumlu olarak diyabetik gruplarda bobrek dokusu MDA
duzeylerini kontrollerine gore anlamli yuksek, GSH duzeyleri ise dusuk bulduk.

Yapilan bir ¢galismada bulgularimizi destekler sekilde; STZ diyabetik siganlara, 5
mg/kg doz RSV’ Un 30 gun siuresince oral yoldan uygulanmasi sonucunda,lipid
peroksid, hidroperoksit dlzeylerinin anlamli dl¢ude azaldig: bilirilmistir. Ayrica RSV’
un SOD, CAT ve GPx gibi antioksidan enzim duzeylerini onemli dlgude arttirdigi
ifade edilmistir [259].
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RSV, SOD ve katalaz enzimleri gibi antioksidan bir yapiya sahiptir. Bir arastirmada,
RSV’lUn SOD ve katalaz gibi serbest oksijen molekdllerini stipirtci etkisinin oldugu

gosterilmigtir [244].

Yine STZ diyabetik siganlarda 10 mg/kg doz 30 gun sureyle RSV uygulamasinin
karaciger ve bobrekte, SOD duzeyi ve delta aminolevulinik asit aktivitesini yukselttigi
ve buna bagli olarak antioksidan etkinliginin olabilecegi ifade edilmigtir ve RSV’ Un
lipid peroksidasyonunu azaltarak antioksidan savunmayi guglendirdigi ve dokulari

oksidatif stres hasarindan koruyucu bir etkiye sahip oldugu bildiriimektedir [283].

Sharma ve arkadaglari da diyabet olusumunu takip eden 5. haftadan itibaren bir
gruba 5 mg/kg diger bir gruba da 10 mg/kg RSV’ U 2 hafta sureyle oral yolla
vermiglerdir. Bobrek dokusu MDA duzeylerinde, diyabetik gruba oranla doz bagiml
olarak anlaml bir azalma, GSH dizeylerinde anlamh bir artma oldugunu
gozlemlemiglerdir. RSV’Uin diyabetik siganlarda renal fonksiyon kaybi ve oksidatif

stresi onemli 6lgude azalttigi belirtmiglerdir [251].

Hongfei ve arkadaslar ise 60 mg/kg doz STZ ile diyabet olusturduklari siganlarda
12 haftalik RSV uygulamasi ile bobrek dokusunda MDA duzeylerini anlamli bir
bigimde azalttigini bildirilmistir [257].

Calismamizda literatlirle uyumlu olarak diyabetik gruplarda bdbrek dokusu MDA
duzeylerini kontrollerine gore anlaml yuksek, GSH duzeyleri ise dusuk bulduk. Ve
yine 8 hafta sureyle uyguladigimiz RSV tedavisinin, degerleri kontrole gore yine
farkh olmakla birlikte doku MDA dizeylerini dusturdigunt, GSH dlzeyini ise
yukselttigini tespit ettik. Ancak doku NO duzeyleri agisindan gruplar arasinda

anlamh bir fark tespit edemedik.
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6. SONUG ve ONERILER

Sonug olarak;

Diyabetik sicanlara 8 hafta boyunca 10 mg/kg/gin dozunda uyguladigimiz RSV ,
diyabetin biyokimyasal bulgularinda genel olarak anlamli bir dizelme meydana
getirmedi. Ancak diyabetin neden oldugu bobrek dejenerasyonu ile uyumlu olarak
artan TGF-B, fibronektin ve iNOS immunreaktivitesinin RSV uygulamasiyla kismen
azaldigi; diyabetle birlikte azalan eNOS seviyesinin ise RSV uygulamasiyla arttigi
go6zlendi. Yine RSV uygulamasi ile DN’ ye bagl olarak artan lipid peroksidasyonda
azalma, azalan antioksidan diizeyinde ise yukselme meydana getirdi. RSV ile tedavi
edilen Diyabetik grupta ise hem Ang Il hem de Phe yanitlarinin azaldigi yine ayni

grupta ACh’ nin vazodilatatér yanitlarinin da azaldigi gézlendi.

Calismamizdaki bulgulardan yola ¢ikarak RSV’ Un diyabetin septomlari Uzerinde
literatirde sikga belirtildigi gibi ¢ok olumlu bir etkisin olmadigini soyleyebiliriz.
Ancak galismamizin sonuglari RSV’ Gn , DN’ nin olumsuz etkilerine karsi bobrek
Uzerinde bir 6lgude koruyucu etkilerinin olabilecegini, géstermesi ve bu konuda

literatUre 1s1k tutmasi agisindan 6nemlidir.

Hastalik komplikasyonlarinin 6nlenmesi veya azaltiimasi, gerek hasta acisindan
gerekse saglikla ilgili maliyetlerin azaltiimasi yonunden Onemli oldugundan
calismamizda RSV’ Un diyabetin ge¢ donem bdbrek hasari Uzerindeki olumlu
sonuglari diger literattr bilgileri ile birlikte gelecek glnlerde hastalar icin yeni bir
tedavi segcenegi olabilecegini distindirmektedir. Ayrica ¢galismamiz RSV’ un, Tip 2
Diyabetin komplikasyonlarinin onlenebilecedi konusunda da yeni bir tedavi
secenegi olabilecegini dusundirmektedir. Bunlarla birlikte RSV’ Un literattrde
gosterilen  antioksidan  etkilerinin  de yapilacak doku c¢alismalariyla
desteklenebilecegini ve RSV’ Uin dustk maliyetli ve alternatif bir tedavi olabilecegini

dugstunmekteyiz.
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