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OZET

Doktora Tezi

STREPTOZOTOSIN ILE TiP 1 DIYABET OLUSTURULAN SICANLARDA LiKEN
EKSTRAKTLARININ BOBREK UZERINE ETKILERI

Tiilay OZHAN BAKIR
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Fen Bilimleri Enstitiisii
Biyoloji Anabilim Dali

Danisman: Prof. Dr. Fatime GEYIKOGLU

Bu calismada, streptozotosin (STZ) ile diyabet olusturulmus siganlarda bobrek dokusu {izerine
ilk defa Cetraria islandica ve Pseudevernia furfuracea liken tiirlerinin etkileri arastirildi. Bu
amagla, Sprague-Dawley cinsi 10 grup sigan kullanildi (n=7). Kontrol gruplari ve tek basina
liken diyeti verilen gruplar hari¢ diger bes grupta 50 mg/kg tek doz intraperitonal (IP) STZ
enjeksiyonu ile diyabet modeli gelistirildi. Diyabet olusumunu takiben sulu liken ekstreleri 5-
500 mg/kg doz araliginda 14 giin boyunca hayvanlara IP yoluyla verildi. Deneme siiresince
hayvanlarin viicut agirliklari, yem ile su tiiketimleri ve kanlarindaki seker seviyesi tespit edildi.
Daha sonra hayvanlar sakrifiye edilerek bobrekleri ¢ikarildi. Bobrek dokusundaki histolojik
degisiklikler Hematoksilen-Eozin (H&E), Periyodik Asit Schiff (PAS), Masson Trikrom ve
Amiloid boyama yontemleri kullanilarak degerlendirildi. Diger taraftan, biyokimyasal metotlar
kullanilarak hiicresel antioksidan savunma sistemindeki degisiklikler tespit edildi. Oksidatif
stres diizeyinin belirlenebilmesi icin de malondialdehit (MDA) seviyesi Ol¢iildii. Diyabetli
grupta viicut agirliklariin belirgin bir sekilde azaldigi, tiiketilen yem ve su miktarlar ile kan
seker seviyesinin kontrol grubuna kiyasla belirgin bir sekilde arttigi gozlendi. Bu grupta,
antioksidan enzimlerin aktivitesinin azaldigi ancak MDA diizeyinin artmasiyla yogun bir
oksidatif stresin olustugu ve bobrek dokusunda belirgin histopatolojik anormalliklerin ortaya
ciktign goriildi. Farkli dozlarda tek baslarina uygulanan liken ekstraktlariin ¢aligilan
parametreler lizerinde herhangi bir olumsuz etkiye sahip olmadig: tespit edildi. Pseudevernia
furfuracea sulu ekstrakti (PFSE) ile kiyaslandiginda Cetraria islandica sulu ekstrakti
(CISE)’nin diyabetik hayvanlarda antioksidan savunmay1 kismen destekleyerek, MDA diizeyini
onemsiz bir sekilde azalttig1 bununla birlikte bobrek patolojisi iizerinde tedavi edici bir etkisinin
bulunmadigi anlasildi. Sonug olarak, CISE’nin diyabetli hayvanlar ve bobrekleri iizerinde
yeterince tedavi edici 6zelliginin olmadig1 kanaatine varildi.

2012, 180 sayfa

Anahtar Kelimeler: Tip 1 diyabet, bobrek, liken, oksidatif stres, antioksidan kapasite,
streptozotosin



ABSTRACT

Ph.D. Thesis

THE EFFECTS OF LICHEN EXTRACTS
ON KIDNEY IN STREPTOZOTOCIN-INDUCED TYPE 1 DIABETIC RATS

Tiilay OZHAN BAKIR

Atatiirk University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Biology

Supervisor: Prof. Dr. Fatime GEYIKOGLU

In this study, the effects of two lichen species, Cetraria islandica and Pseudevernia furfuracea
were firstly investigated on STZ-induced diabetic rat kidney tissue. Ten groups Sprague-
Dawley rats were used (n=7) for this purpose. The diabetes model was developed by the
injection of 50 mg/kg single intraperitoneal dose of streptozotocin (STZ) on the five groups
except for control and lichen diet alone. Following the formation of diabetes, water extracts of
lichen from 5 to 500 mg/kg dose range were given to rats by intraperitoneal injection for
fourteen days. Duration trial, body weight of animals, feed and water consumption and blood
sugar levels were determined. At the end of these processes, the animals were sacrificed and
kidney tissue were excised by dissection. Histological changes of kidney tissue were evaluated
by using Haematoxylen-Eosin (H&E), Periodic Acid Schiff (PAS), Masson Trichrom and
Amyloid staining methods. On the other hand, the changes in the cellular antioxidant defense
system were evaluated by using biochemical methods. Malondialdehyde (MDA) levels were
measured to determine the level of oxidative stress. It was observed that body weight
significantly decreased in diabetic group and water and feed consumption levels and blood
sugar levels were increased significantly in comparison to that the control group. In this group,
it was shown that the activity of antioxidant enzymes decreased but an intense oxidative stress
occurred by increasing levels of MDA and histopathological abnormalities were seen to ocur in
kidney tissue. Different doses of the lichen extracts alone did not demostrate negative effect on
the studied parameters. It was found that CISE insignificantly decreased MDA levels by
partially supporting an antioxidant defense compared to PFSE in diabetic rats and have no
therapeutic effects on kidney pathology. As a result, it was concluded that CISE has no enough
therapeutic feature on diabetic animals and their kidney tissue.

2012, 180 pages

Keywords: Type 1 diabetes, kidney, lichen, oxidative stress, antioxidant capacity,
streptozotocin
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°C Santigrat Derece

cc Santimetrekiip (= mililitre)

cm Santimetre

dk Dakika

dL Desilitre
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1.GIRIS

1.1. Diabetes Mellitus

1.1.1. Tanim

Diabetes Mellitus (DM), metabolik anormalliklerin goriildiigii, gelisen ve sanayilesen
tilkelerde morbidite ve mortaliteye neden olan (Hawa et al. 2006), pankreasin insiilin
sekresyonunun yetersizligi ve/veya dokularin insiiline cevabinin bozulmasiyla olusan,
protein, yag ve karbonhidrat metabolizmasini etkileyen (Ontiirk ve Ozbek 2007), kronik
hiperglisemi, kapiller membran degisikligi ve hizlanmis arteriosklerozis ile seyreden

metabolik bir hastaliktir (Garber 1994).

Amerikan Diyabet Cemiyeti (ADA) tarafindan 2003°de belirlenen tani kriterlerine gore;
poliiiri, polidipsi, glukoziiri, ketoniiri ve agiklanamayan agirlik kaybi gibi semptomlar
ile birlikte herhangi bir zamanda o6lgiilen plazma glukoz diizeyinin >200 mg/dL
bulunmas1 veya 10-12 saat acglik sonu sabah kan glukozunun >126 mg/dL bulunmasi
DM olarak tanimlanmaktadir (Orhan 2001). Ciinkii diyabeti olmayan bir birey kan
sekeri diizeyi acglik halinde 120 mg/dL, tokluk halinde (yemege basladiktan iki saat
sonra) 140 mg/dL nin istiine ¢gtkmamaktadir. Aglikta veya toklukta dlgiilen kan sekeri
diizeyinin bu degerlerin istiinde olmasi diyabetin varligimi gostermektedir. Bir kiginin
diyabetli olup olmadigi Ac¢lik Kan Sekeri (AKS) 6lglimii veya Oral Glikoz Tolerans
Testi (OGTT) yapilarak saptanmaktadir. AKS olgtimi 100-125 mg/dL olmasi gizli
seker (pre-diyabet) sinyali olup AKS 6l¢iim sonucunun 126 mg/dL veya daha fazla

olmasi diyabetin varligini géstermektedir.

Diyabet hastalarinin %10-15’ini Tip 1 DM olusturmaktadir. Otoimmiin (Tip la) ve
idiyopatik (Tip 1b) olmak {izere iki alt gruba ayrilmaktadir. Tip la’da pankreas beta
hiicrelerinin gesitli bilesenlerine kars1 otoantikorlar bulunurken, Tip 1b’de otoimmiinite

bulgulart yoktur ve kanda insiilin diizeyleri diisiik bulunmustur.



Tiim diyabetli hastalarin %90’1n1 olusturan Tip 2 DM’de ise insiilin direnci gelisimi
ve/lveya insiilin salgilanmasinda bozukluk gbzlenmistir. Bu hasta grubunun
cogunlugunu orta yas, sisman ve kadin hastalar olustururken bazen gen¢ yasta da
baslayabilecegi kaydedilmistir (Eisenborth 2003).

1.1.2. Tarihce

Misir uygarliginda, milattan 1500 yil Oncesine ait Eber Papiruslarinda fazla idrar
yapilan, idrar yoluyla seker kaybedilen bir hastaliktan bahsedilmistir (Bagriacik 1997a;
Ayalp 2008). Ayrica MO 400 yilinda Hint hekimler, ‘Madhumeh’ adi verilen, asir1
susama ve agiz kokusu ile birlikte ‘balli idrarla’ seyreden bir hastaliktan
bahsetmislerdir. ‘Diabetes’ terimi ise ilk defa Kapadokyali Areteus tarafindan
kullanmistir (Hatemi 1996; Yilmaz 1997; Bagriagik 1997a). MS 9. yy’da Razi ve 10-11.
yy Ibn-i Sina, bu hastalarin idrarinin tath oldugundan ve susuzluk hissinden sz
etmislerdir. 1674 yilinda Thomas Willis adl1 bir anatomist ilk kez diyabetik hastalarin
idrarmin tath oldugunu gostermistir. 18. yy’da ise William Cullen ‘Diabetes’
kelimesinin yanina, tatli veya balli, anlamina gelen ‘Mellitus’ kelimesini eklemistir.
1776 yilinda Ingiliz arastirmaci olan Dobson, DM hastalarmin kaninda ve idrarinda asir1
seker oldugunu ortaya koymustur. 1815’de Chevreul idrardaki bu sekerin ‘glikoz’
oldugunu aciklamistir. 19. yy’da Claude Bernard glikozun karacigerde glikojen olarak
depolandigini tespit etmistir. 1869°da Paul Langerhans pankreastaki adacik hiicrelerini
tanimlamigtir (Hatemi 1996; Watkins 1996). 1889°da V. Mering ve Oskar Minkowski
pankreotektomiyle diyabet olusumunu ortaya koyarak DM’de sorumlu organin pankreas
oldugunu kanitlamislardir (Hatemi 1996; Watkins 1996; Bagriagik 1997a). 1921 yilinda
insiilini kesfi ilediyabet tedavisinde yeni bir donem baglamistir. Diyabetli hastalarin
gergek anlamda bir tedavi sansina sahip olmalarinin yanisira, insiilinin kesfi Banting ve
Macleod’a Nobel odiiliinii getirmistir (Kim 2002). 1936’da Kimmelstiel ve Wilson’un
‘interkapiller glomeriilosklerdz’ii tarif etmeleriyle albliminiiri, hipertansiyon ve
retinopatiyi bir araya getiren ‘diyabetik nefropati’ tablosu ortaya c¢ikmistir (Ayalp
2008). 1940°ln yillarda farkli insiilinler kesfedilmistir. Insiilinin molekiiler yapisi

1955'de Sanger tarafindan gosterilmis ve bu bulusu kendisine Nobel 6diiliinii



kazandirmistir. 1964 yilinda insiilin molekiilii sentez edilmeye baglanmistir.1970’1i
yillarda oral antidiyabetik ilaglar hizla gelistirilmeye ve daha sonra iiretilen ilaglar
diyabetin ve komplikasyonlarinin 6nlenmesinde, yasam kalitesinin yiikseltilmesinde
kullanilmaya baglanmistir (Hatemil998). 1980'li yillardan sonra baslayan pankreas
adacik transplantasyonu ve yapay pankreasin bulunmasi hastaligin tedavisinde yeni bir

umut kapisi agmustir.

1.1.3. Diabetes Mellitus’un tanisi

ADA tarafindan belirlenen diyabet tani kriterlerine gore DM’nin en basit tanis1 aglik
glisemisinin vendz plazmada en az iki ardisik 6lgtimde 126 mg/dL veya daha yiiksek
olmasi ile konulmaktadir. Yine giiniin herhangi bir saatinde aglik ve tokluk durumuna
bakilmaksizin randomize vendz plazma glisemisinin 200 mg/dL'nin {izerinde olmasi ve
poliiiri, polidipsi, polifaji, zayiflama gibi diyabetik semptomlarin olusu ile de tani

konulabilmektedir (Cizelge 1.1) (American Diyabetes Association 2006).

Cizelgel.l. Diabetes Mellitus Tani Kriterleri (ADA 2006)

1. Diyabet semptomlari ve kan glukoz diizeyinin >200 mg/dL olmasi, giiniin
herhangi birsaatinde &giine bakilmaksizin 6lgiilebilen plazma hiperglisemi degeri,
politiri,

polidipsi, polifaji agiklanamayan agirlik kaybi

2. Acglik plazma glukoz diizeyi >126 mg/dL: En az 8 saatlik tam aglik sonrasi.

3. Oral glukoz tolerans testi sirasinda 2. saat plazma glukoz diizeyi >200mg/dL

1.1.4. Diabetes Mellitus’un komplikasyonlari

DM’nin akut komplikasyonlari:

1- Diyabetik ketoasidoz



2- Hiperozmolar nonketotik koma
3- Hipoglisemi
4- Laktik asidoz

DM’nin kronik komplikasyonlari:

1- Diyabetik mikroanjiyopati ve makroanjiyopati,

2- DM’nin gastrointestinal, tirolojik, reprodiiktif, kardiyakkomplikasyonlari
3- Diyabetik retinopati

4- Diyabetik noropati

5- Diyabetik nefropati

6- Diyabetik ayak (Yenigiin ve Altuntas 200).

1.1.5. Diabetes Mellitus’un siniflandirilmasi

1998 yilinda ADA tarafindan onerilen ve etiyolojik olan buyeni siniflandirmaya gore;

I.Tip 1 Diyabet

a. Immiin aracilikli (Tip 1a)

b. Idiopatik (Tip 1b)

I1.Tip 2 Diyabet

Insiilin direnci veya insiilin salg1 bozuklugu agirlikli nedendir.

I11.Diyabetin Diger Spesifik Tipleri

A Beta hiicrelerinde asagidaki mutasyonlar ile karakterli genetik defektler



1. Hepatosit niikleer transkripsiyon faktorii (HNF) 4a
2. Glikokinaz
3. Hepatosit niikleer transkripsiyon faktorii I o

4. Insiiliin promotor faktor

B.Insiilin etkisinde genetik defektler

1- Tip A insiilin rezistansi

2- Leprechaunizm

3- Rabson-Mendenhall sendromu
4- Lipoatrofik diyabet vd.

C. Pankreasin ekzokrin doku hastaliklari

1- Pankreatit
2-Travma/Pankreaktomi
3-Neoplazm

4-Kistik fibrozis
5-Hemakromatozis
6-Fibrokalkiiloz pankreas vd.

D.Endokrinopatiler

1-Akromegali
2-Cushing sendromu
3-Glukagonoma
4-Feokromasitoma
5-Hipertiroidizm
6-Somatostatinoma

7-Aldesteronoma vd.



E. Ilag veya kimyasal ajanlar

1-Vacor

2-Pentadimin

3-Nikotinik asit
4-Glukokortikoidler
5-Tiroid hormonu
6-Diyazoksit
7-Beta-adrenerjik agonistler
8-Tiazidler

9-Dilantin
10-Alfa-interferon vd.

F. Enfeksiyonlar

1- Konjenital Rubella

2- Sitomegaloviriis vd.

G. Immun aracilikli nadir diyabet formlari

1- Stiff-mann sendromu

2- Anti-insiilin antikoru vd.

H. Diyabetle iligkili genetik sendromlar (Monogenik diyabet formlari)

1- Down Sendromu

2- Klinefelter Sendromu
3- Turner Sendromu

4- \Wolfram Sendromu
5- Friedreich Ataksisi



6- Huntington Koresi

7- Laurence-Moon-Biedl Sendromu
8- Miyotonik Distrofi

9- Porfiria

10- Prader-Willi Sendromu vd.

IVV.Gestasyonel Diabetes Mellitus (GDM) (Gebelik sirasinda ortaya ¢ikan ve genellikle
dogumla birlikte diizelen diyabet)

1.1.5.a. Tip 1 diyabet (Insiiline bagimh Diabetes Mellitus = IDDM)

IDDM lenfositlerin aracilik ettigi insiilin iretiminde gorev alan pankreasin f
hiicrelerinin siliregelen otoimmiin veya otoimmiin digi nedenlerle harabiyeti sonucu
gelisen insiilopeni ve hiperglisemi ile karakterize kronik metabolik bir hastalik olarak
tamimlanmaktadir (Alemzadeh and Wyatt 2004; Fiallo-Scharer and Eisenbarth 2004).
IDDM her yasta goriilebildigi gibi, siklikla c¢ocukluk ve genclik yaslarinda
baglamaktadir. Bu tip diyabette Langerhans adaciklarindaki [ hiicreleri yikima
ugradigindan sayilar1 azalmakta bu nedenle de insilin salinimi diismekte ya da
durmaktadir. Kandaki insiilin seviyesinin diismesiyle bu tip hastalar insiiline bagiml
hale gelmektedirler. Adacik hiicre harabiyetinden birbirine bagimli ii¢ mekanizmanin
sorumlu oldugu bildirilmistir; genetik egilim, otoimmiinite ve gevresel faktorler (Kumar
et al. 2000). Diyabet popiilasyonunun yaklasik %10 kadarmi1 bu tip diyabet
olusturmaktadir (Pandit 1993; WHO 1994).

IDDM iki ana kategoriye ayrilabimektedir: immiinolojik ve idiyopatik DM.
Immiinolojik tip DM’ye pankreatik beta hiicrelerinin otoimmiin hiicresel yikimi sebep
olmaktadir. Hastalarin %90'indan fazlasinda tan1 esnasinda adacik hiicresi
otoantikorlari, insiilin otoantikorlar1 ve glutamik asit dekarboksilaza karsi olusmus
otoantikorlar saptanmakta ve bunlar beta hiicreleri tamamen yok oldugunda
kaybolmaktadirlar. Polidipsi, poliiiri, kilo kaybi yakinmalar1 veya ketoasidoz komas ilk

bulgulari olusturmaktadir. IDDM’nin gelismesinde dokuz kromozomun {istiindeki en az



12 ayr1 genetik lokus saptanmistir. Cevresel faktorlerin de IDDM’nin gelismesinde
Oonemli bir yeri oldugu anlasilmig fakat kesin rolii heniiz tanimlanamamistir. En sik
baslangi¢c donemi ¢ocukluk ve genclik caglar1 olarak ve 6zellikle 30 yasin alt1 olarak
tespit edilmistir. Idiyopatik tip DM ise insiilin eksikligi varlig1 ile birlikte olan ve
otoimmiin B hiicresi yikimmin kanitlari olmadan saptanan tiptir. Insiilin duyarlilig1

Olciildiginde normal saptanmaktadir (Bagkurt Aladag 2008).

Immiin kékenli Tip 1a, diyabetli olgularin %90 nmn1 olustururken yine ¢ocukluk yas
grubunda goriilen otoimmiin belirleyicileri negatif olan Tip 1b ise %10’luk kismini
olusturmaktadir (Cizelge 1.2) (Saka vd 2003; Fiallo-Scharer and Eisenbarth 2004).



Cizelge 1.2. IDDM’nin etyolojik siniflamasi

1)Pankreas B hiicrelerinin idiopatik otoimmun yikimi

2)Poliglanduler otoimmiin sendrom tip 2 (Schmidt sendromu)

3)Viral infeksiyonlarin neden oldugu B hiicresi yikimi

-Konjenital rubella viriisii

-Koksaki B (Tip B4 ve B3)

-Sitomegaloviriis

4) Akut pankreatit, kronik tekrarlayici pankreatit, pankreas kanseri, konjenital
pankreas hipoplazisi ve pankreatektomiye bagli pankreas doku kaybiu.

5) Pankreas 3 hiicresinde yikima neden olan kimyasal ajanlar.

6)Genetik sendromlar: -DIDMOAD sendromu (Diabetes insipitus, DM, optik atrofi
vesagirlik)

- Fredreich ataksisi

7)Diger; kesin olarak tanimlanamayan nedenlerle gelisen insiilin salgis1 azalmasi.

IDDM’nin nedenleri

Normal bireylerde viicudu disaridan gelen yabanci etkenlere karsi korumakla gorevli bir
bagisiklik sistemi bulunmaktadir. Bu sistemin herhangi bir nedenle (viriis, ilag,
agilanma, fizik veya pisik stres vs.) normalden sapmasi halinde sistem kendi hiicrelerini
yabanci olarak algilamakta, onlara saldirarak tahrip etmektedir. Bu sekilde gelisim
gosteren hastaliklara ‘otoimmiin hastaliklar’ denilmektedir. IDDM bu otoimmiin
hastaliklar grubuna dahil olup bilinmeyen bir sebeple harekete gegen bagisiklik sistemi,
insiilin yapimini listlenen pankreas B hiicrelerini tahrip etmektedir. Bu tahribat %80'in

tizerine ulagtiginda hastalik belirtileri ortaya ¢ikmaktadir (Anonim 2011e).

IDDM’nin belirtileri

Keton cisimciklerin tiretilmesi sonucunda,

- Bulanti, kusma
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- Yorgunluk

- Karm agrisi

- Derin solunum, aseton kokusu
- Bayginlik hissi, dalginlik

- Kilo kayb1

Sekerin yliksek olmasi sonucunda,

- Swvi kaybi

- Susama, ag1z kurumasi

- Cok idrar yapmak (Poliiiri): Viicutta insiilin yapilamadigi zaman, insiilinin normalde
sorumlu oldugu islevler yapilamamakta, yani glukoz hiicreler tarafindan enerji olarak
kullanilamayip kanda birikmekte, belli bir diizeyden sonra da boébrekten atilmaya
baslamaktadir. Seker beraberinde suyu da siiriikleyeceginden kisi ¢ok idrara ¢ikmaya
baslamaktadir.

- Cok su icmek (Polidipsi): Idrarla asir1 su kaybedince asir1 su icilmektedir.
- Zayiflamak: Alinan gidalardan yararlanamayan viicut hiicreleri enerji kaynagi olarak
depolardaki yaglari yakit olarak kullanmaya baglamakta ve kisi zayiflamaktadir.

- Asirt yeme (Polifaji) (Durna 2002; Giiven et al. 2002; Anonim 2011e).

1.1.5.b. Tip 2 diyabet (insiiline bagimh olmayan Diabetes Mellitus = NIDDM)

NIDDM tiim diinyada en sik rastlanan diyabet formudur (Mitrakou 1992). Tip 2 diyabet
periferal insiilin direnci ve karacigerde glukoz iiretimindeki artis sonucunda ortaya
cikan hiperglisemi ile bilinmektedir (Kohl et al. 2002). Bu diyabet tiirii, pankreasta
insiilin salgilanmasindaki yetersizlik veya hiicrelerde insiiline karsi olusan duyarsizlikla
tanimlanmaktadir. Bunun sonucunda hiicre igine seker girememekte ve boylece kandaki
seker orani yiikselmektedir. Yiikselmis kan sekeri hiicrelere toksik etki gostermekte,
beta hiicre kitlesinde ve fonksiyonlarinda azalmaya yol ag¢maktadir. NIDDM’ye
genellikle 35 yas ve tizeri kisilerde rastlandigindan dolay1 (tiim diyabetlilerin %75’idir)
yetigkin tip diyabet olarakta bilinmektedir.
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NIDDM’de beta hiicrelerinin kan seker diizeyine yaniti anormaldir. Ancak yapilan
deneyler hasta beta hiicrelerinin ndrojenik uyarilara, oral antidiyabetiklere ve sekretine
kars1 insiilin yanitinin bozulmamis oldugunu gostermistir. NIDDM’de 6zellikle glukoza
kars1 erken insiilin yanitinda bir bozukluk mevcut olup beta hiicresi glukozu tanimakta

giicliikk gekmektedir (Ayalp 2008).

NIDDM’nin patogenezine bakildiginda ilk bozuklugun beta hiicre fonksiyon bozuklugu
oldugu gériilmektedir. Insiilin direnci ile birlikte olsun veya olmasin, eger mutlak bir
insiilin eksikligi varsa NIDDM ka¢inilmaz olmaktadir (Cizelge 1.3) (Baskurt Aladag
2008).

Cizelge 1.3. Insiilin salgilanmasinda bozukluga yol acan faktorler

1- Insiilin salgisinda kantitatif bozukluklar
a- Insiilin salgisinda kalitatif bozukluklar
b- Birinci faz insiilin salgisinin bozulmasi
2- Pulsatil insiilin salgilanmasinin bozulmasi
3- Proinsiilin salgilanmasinda anomaliler
4- Diistik dogum agirhig: (Thrifty fenotip hipotezi)
5- Glikoz toksisitesi
6- Amilin (Adacik amiloid polipeptid)
7- Calcitonin-Gene-Related-Peptid (CGRP)
8- Inkretinler (Glucagon like peptid-1, GIP, Galanin)
9- Lipotoksisite

10- Insiilin salgilanma bozuklugunda genetik nedenler

NIDDM’nin nedenleri:

NIDDM’nin olusumundaki temel neden insiilin yetersizligi veya insiilinin etkili

olamamasidir. NIDDM’nin ortaya ¢ikmasini kolaylastiran diger etmenler ise:
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- Kalitim

- Sismanlik

- Gebelik ve sik dogum

- Uzun siire ila¢ kullanimi (diiiretik, kortikosteroid, dogum kontrol haplari vs.)
- Enfeksiyonlar

- Psikolojik ya da fiziksel travmalar

- Baz1 pankreas hastaliklar1 (pankreatit, pankreas tiimorii) (Anonim 2011f).

NIDDM’nin belirtileri

NIDDM’si olan ve kan sekeri yiiksek olan kisilerde;

- Sik idrara ¢ikma (poliiiri)

- Ag1z kurulugu

- Cok su igme (polidipsi)

- Aglik hissi,

- Cilt yaralarinin geg iyilesmesi,

- Kuru ve kasimntili bir cilt,

- Sik sik infeksiyon gelismesi,

- Cok yemek yeme (Polifaji)

- Kilo kayb1

- Bulanik gérme

- Yorgunluk

- Viicuttaki yaralarin geg iyilesmesi
- Ellerde ve ayaklarda uyusma, karincalanma goriilmektedir. Ancak bu belirtiler zaman

icinde yavas yavas ortaya ¢ikmaktadir (Anonim 2011f).

1.1.5.c. Gestasyonel Diabetes Mellitus (GDM)

GDM terimi ilk kez gebelik sirasinda olugan veya saptanan bozulmus glukoz toleransini

tanimlamaktadir. Gebelikten Once bilinen diyabeti olan kadinlar GDM olarak
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tanimlanmamaktadir. Dogumdan sonra her zaman olmamakla beraber, genellikle glukoz
tolerans1 normale donmekte buna ragmen bu hastalarin %30 ile %40'imda NIDDM 5 ila
10 yi1l arasinda gelisebilmektedir. Nadiren hamilelik IDDM’yi baslatabilmekte, GDM
gebe kadinlarin hemen hemen %?2'sinde gelismektedir (Baskurt Aladag 2008).

1.1.5.d. Deneysel diyabet

Deneysel diyabet modelleri insanlardaki DM’nin olusum mekanizmalarini
anlayabilmek, bu mekanizmalar1 yavasglatmak ya da durdurmak amaciyla alternatif
yollar veya ajanlar bulmak i¢in deney hayvanlarina cesitli kimyasal, ila¢ veya cerrahi
operasyonlarin uygulanmasiyla olusturulmaktadir (Cizelge 1.4) (Aughsteen 2000; Altan
vd 2006). Deneysel diyabet olusturmak i¢in dort yontem kullanilmigtir:

1. Cerrahi diyabet: Bilinen en eski deneysel diyabet olusturma yontemi olan cerrahi
diyabet hayvanlarda total veya subtotal pankreatektomi ile saglanmistir (Jouad et al.
2002).

2. Kimyasal diyabet: Kimyasal diyabet olusturmak amaciyla siklikla alloksan ve

streptozotosin (STZ) kullanilmistir.

3. Spontan diyabet: Genetik diizenlemeler sonucunda diyabet oldugu gozlenen hayvan
tiirlerinin baglicalar1 Cin kemirgeni, Wistar sicani, Zucker siganlar1 olarak belirtilmistir

(Maghrani et al. 2004).

4. Viral diyabet: Viral enfeksiyonlarinsanda ve hayvanlarda diyabetin nedenlerinden
biri olarak gosterilmistir. Diyabete yol acan viriisler arasinda; Ensefalomiyokarditis
virlisliniin Mvaryanti, Coxaki Viriisleri, Rubella Viriisii, Reoviriis bildirilmistir (Maiti et

al. 2004).
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Cizelge 1.4. Deneysel diyabet olusturmak i¢in kullanilan yontemler (Bone and Gwillam

1998)
Ajan veya Metod Hayvan Tiirleri B Hiicre  Harabiyet
mekanizmasi
Kimyasal Toksinler
Alloksan Sican Sitotoksik
Streptozotosin
- Yiksek doz Sigan, Fare, Kopek Sitotoksik
- Tekrarlayan diisiik Fare Otoimmiin
doz
Cinko selatorleri Sican Sitotoksik
Viriisler
RNA Viriisleri
-Encephalomyocarditis Fare Sitotoksik
-Coxsackie B4 Fare (bazi tiirleri) Sitotoksik
-Mengoviriis Fare Sitotoksik
-Retroviriis Fare Otoimmiin
DNA Viriisleri
-Kilham’s sigan viriisii Sican Otoimmiin
Transgenik Hayvanlar
B hiicre ekspresyonu
-1-A antijeni Fare Otoimmiin
-Interferon y Fare Otoimmiin

1.1.6. Kimyasal diyabet olusturma yontemleri

Laboratuvar hayvanlarinda deneysel tip diyabet olusturmanin en pratik ve kolay yolu

kimyasal yollarla diyabeti tesvik etmektir. Bu yontemde kimyasal diyabetojenik ajan

olarak Alloksan veya Streptozotosin (STZ) kullanilmaktadir (Crouch et al. 1981;

Covington et al. 1993). Bu kimyasal ajanlar pankreatik [ hiicrelerinde harabiyet

meydana getirerek etki gostermektedirler (Lenzen and Munday 1991).
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Diyabetojenik bir ajan olan alloksan parenteral, intravenoz (1V), intraperitoneal (IP)
veya subkutanoz (SC) olarak uygulanilmaktadir. Siklikla kullanilan IV dozu hayvan
basima 65 mg/kg olup alloksan IP veya SC yoluyla uygulandiginda effektif dozu en az
2-3 kat daha fazla olmaktadir (Szkudelski 2001).

STZ’in yapisi ve etki mekanizmasi

Streptozotosin (Streptozosin, izostazin, Zanosar, STZ) ilk olarak 1960 yilinda
Streptomyces achromogenes kiiltiiriinden izole edilmis olup genis spektrumlu N nitroso
tirevli bir glikozamindir (Szkudelski 2001).

Kapali formiilii Cs H1sN30O7 olan 265,2 dalton molekiil agirligindaki STZ beyaz ve agik
sar1 arasinda degisen sar1 renkli bir toz olup anhidre olarak 115°C’de bozulmaktadir.
Maddenin potansiyel kanserojen, mutajen ve toksik 6zelligi oldugu bilinmektedir. STZ;

suda, alkollerde ve ketonlarda ¢6ziinmektedir (Kayaalp 1997).

Deneysel diyabet olusturmak i¢in 45 mg/kg-65 mg/kg araliginda STZ IP veya IV olarak
uygulanmaktadir (Fox 1981). STZ, pankreasta serbest radikal temizleyicisi olarak gorev
yapan siiperoksit dizmutazi inhibe etmesi ve bdylece serbest radikallerin birikmesi
sonucu NAD+ deplesyonu ve DNA hasar1 meydana gelmesi ile B hiicrelerinin yikima
ugramasi sonucunda diyabete sebep olmaktadir (Akpan 1989; Ritz and Rychlik 1999;
Maiti et al. 2004). STZ’nin esas etkisinin son yapilan ¢alismalarla hiicre i¢inde oldugu
ispatlanmistir. Soyle ki, STZ ile indiiklenmis B hiicre 6liimiiniin temel nedeni DNA’nin
alkilasyonu olup STZ ile olusturulmus diyabetik DNA hasarim1 DNA tamir donemi
izlemektedir. Bu tamir siireci sirasinda niikleer bir enzim olan poly ADP riboz sentetaz
asirt miktarda aktive olarak hiicresel NAD ve ATP igeriginin azalmasina yol
acmaktadir. Oksidatif metabolizmanin 6nemli bir elemani olan NAD’m azalmasi 3
hiicrelerinin nekrozuna sebep olmakta sonu¢ olarakta insiilin sentez ve sekresyonu

diizenli yapilamamaktadir (Erbayraktar 2002; Kanter 2006; Shrilatha 2007).
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1.1.7. Diyabet sikhgin etkileyen faktorler

a.Diyabet yayginhginda cografyanin rolii: Diyabet seyri ve sikligi bolgesel olarak
degisiklik gostermektedir. Greonland ve Alaska da seyrektir ve hafif seyretmektedir.

Insiiline bagimli diyabet tipi hemen hemen gozlenmemistir.

- Pima’l yerlilerde ve Arizona’lilarda diyabet ¢ok siktir, Malta’da oldukga siktir.

- Uzak dogudaki Tip 1 diyabet seyrek olup, erkeklerde daha siktir.

- Gogler diyabet sikligmi etkilemektedir. Israil’e go¢ edenlerde ve Uzakdogu,
Japonya’dan Amerika ya go¢ edenlerde diyabet daha sik olarak gézlenmistir.

b. Yas ve cinsiyet: Diyabet sikligi yasla birlikte artmaktadir. Ayrica diyabetin
kadinlarda daha sik oldugu saptanmistir. Uzakdogu ve oOzellikle Japonya’da ise

erkeklerde daha sik oldugu gozlenmistir.

c. Kahtim: Ailesinde diyabet hastasi bulunanlarda diyabetin daha sik oldugu goz-

lenmistir. Diyabetteki kalitimin ¢ok genli ve multifaktorel oldugu ¢agdas goriistiir.

d. Sismanhk: Diyabet sismanlarda daha sik goriilmektedir. Diyabetik niifusun hemen
%85°1 sismandir.

e. Gebelik: Gebelik, diyabetojen bir faktor olup, sik hamilelik ve dogum, diyabete
yatkin kisileri diyabete gotiirmektedir. Ayrica gebelikte de diyabet olugsmaktadir. Buna
gestasyonel diyabet denilmektedir. Gebelikte glikoza tolerans bozulmaktadir (GIGT).
Tip 2 ve Tip 1 diyabet gebelikte olusmaktadir.

f. Cevre faktorleri: Dengesiz beslenme, asir1 ve yetersiz beslenme diyabet sikligini

etkilemektedir. Enfeksiyonlar, ameliyat ve anestezi stresleri, sik hamilelik, bilingsiz ilag
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kullanma da diyabet sikligini etkileyen ¢evre faktorlerden sayilmaktadir (Bagriagik
1997D).

Literatiir verilerine gore diyabetle pankreas arasinda belirgin bir iliski s6zkonusudur

(Rhodes et al. 2008).

1.2. Pankreas Anatomisi ve Histolojisi

Karma bir bez olan pankreas, 65-125 g agirliginda uzun ve sar1 renkte bir organdir.
Sigan pankreasi ise 5-15 g agirhigindadir. Ergin memeli pankreasi anatomik olarak
sindirim kanalinin duodenal kivriminin i¢ kisminda yer alan bas; omurga ile onun
onilinde yerlesik bulunan ve kan damarlarinin iistiinde uzunlamasina yer alan gévde ve
dalaga kadar uzanan kuyruk kismi olmak tizere 3 farkli boliimden olusmaktadir (Sekil
1.1) (Carlos et al. 1998; Larsson 1998; Demir 2006). Pankreasin parankim dokusu, bir
ekzokrin bez olarak salgisini duodenuma ve endokrin bez olarak salgisini kana
vermektedir. Endokrin bez olarak pankreas, pankreasa akan venoz sirkiilasyon ig¢indeki
insiilin, glukagon, somatostatin ve pankreatik polipeptid hormonlarmin sentezi,
depolanmasi ve salgilanmasinda gorev almaktadir. Pankreasin ekzokrin fonksiyonu ise
sindirim enzimleri ve bikarbonattan zengin sivilarin sentezi, depolanmasi ve

salgilanmasini yapmaktir (Yenigiin 1995; Bhogavan 2001; Basaran 2005).
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Sekil 1.1. Pankreas anatomisi (Anonim 2011a)

Pankreasin endokrin hormonlarint iireten kismi Langerhans adaciklar1 denilen yiiz
binlerce kiiciik bezlerden olugsmaktadir. Langerhans adaciklar1 pankreas agirliginin %2-

3’{inii olugturmaktadir (Murray et al. 1998).

Pankreasta hormonlar 6zellesmis hiicre kiimeleri tarafindan iiretilmektedir. Her bir

adacik hiicre tipi tek bir hormon tliretmektedir. Soyle ki;

e Alfa (a) hiicreleri; glukagon salgilanmasinda gorev almaktadirlar. Glukagon kan

glukozu diistiigii zaman salgilanmakta ve kan glukozunun yiikselmesini saglamaktadir.

e Beta (B) hiicreleri; insiilin hormonunun salgilanmasinda gorev almaktadirlar ve

insiilin hormonu da kan glukozunun diisiiriilmesinde gorev alir.
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e Delta (D) hiicreleri; somatostatinin salgilanmasinda gorev — almaktadirlar.

Somatostatin, biiyiime hormonu, glukagon ve insiilin salgilanmasini inhibe etmektedir.

e PP  hiicreleri; pankreatik polipeptid hormonunun salgilanmasinda  gorev
almaktadirlar. Bu hormonlar karbonhidrat ve diger yapitaslarinin metabolizmasinin

diizenlenmesini saglamaktadir (Yenigiin 1995; Basaran 2005; Simsek 2005).

1.2.1. Insiilinin yapisi

1921 yilinda Banting ve Best tarafindan insiilinin pankreastan ekstre edilmesi ve 1922
yilinda diyabetik ketoasidoz komasinda olan Leonard Thompson isimli bir hastaya
verilmesi ile insiilinin ilk defa diyabet tedavisinde kullanilmasi ¢ok onemli bir kesif

olarak diinya tarihinde yerini almistir (Nelson and Cox 2005; Ozata ve Y&nem 2006).

Insiilin, pankreasin Langerhans adaciklar1 B hiicreleri tarafindan iiretilen, birbirlerine
disiilfit bagiyla bagli olan A ve B polipeptid zincirinden olusan 51 aminoasitlik bir
proteindir (Bagriagik 1999; Burtis and Ashwood 2005; Giines 2006).

Insiilin, pankreasta inaktif tek zincirli preproinsiilin seklinde sentezlenmektedir.
Preproinsiilinin amino ucunda bulunan ‘sinyal dizisi’ preproinsiilinin salg1 vezikiillerine
gecisini yonlendirmektedir. Sinyal dizisinin proteolitik olarak uzaklastirilmasi ve ig
disiilfit baginin olusumuyla proinsiilin meydana gelmekte ve pankreatik hiicrelerdeki
salg1 graniillerinde depolanmaktadir. Artmis kan glukozu insiilin salgilanmasini
tetikledigi zaman, proinsiilin 6zgiilproteazlarla aktif insiiline doniistiirilmektedir (Sekil

1.2) (Nelson and Cox 2005).

Glukozun normal plazma diizeyi ~80-100 mg glukoz/dL’dir. Bundan daha diisiik
diizeylerde insiilin salgilanmas1 inhibe olmakta, daha yiiksek diizeylerde ise
uyarilmaktadir. ~400 mg glukoz/dL derisiminde insiilin salgilanmasi en etkin bigimde

uyarilmaktadir (Murray et al. 1996).
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Sekil 1.2. Pankreastan insiilin salgilanmasinin mekanizmasi (Anonim 2011b)

1.2.2. insiilinin etki mekanizmasi

Saglikli bireylerin kas, yag ve karaciger doku hiicrelerindeki glikoz transportu, doku
hiicrelerine spesifik protein yapidaki glikoz tastyicilarin rol aldigi kolaylastirilmis
difiizyonla gerceklesmektedir. Bu mekanizmadan oOnce insiilin, hiicre yiizeyindeki
reseptore baglanarak tirozin kinazi aktive etmekte, reseptoriin f alt {initesinin tirozin
birimleri otofosforilasyona ugramaktadir. Reseptor, tirozin kinaz reseptdr substrat 1’i
(IRS1) fosforile etmekte, fosforile edilmis IRS1, diger protein kinaz ve fosfatazlarin
aktivasyonunu desteklemektedir. Aktive olmus reseptor, spesifik glikoz tastyicilarinin

(GLUT-4) translokasyonla hiicre i¢i havuzdan hiicre membranina hareket etmesine


http://tr.wikipedia.org/w/index.php?title=Dosya:Glucose_Insulin_Release_Pancreas.svg&filetimestamp=20081218043237
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neden olmaktadir (Champe and Harvey 1997; Quinn 2002). Bu tasiyicilarin, glikoz
baglayan bolgesi hiicre disina yonelmistir. Glikoz buraya baglaninca, olusan yapisal
degisiklige bagli olarak, glikoz baglayan bolgenin yonii sitoplazmaya dogru donmekte
ve glikoz tasiyicidan ayrilip igeri girmektedir. Plazma insiilin diizeyi diisiince glikoz
tagiyicilari, hiicre membranindan hiicre i¢i depo havuzlarima hareket etmektedir.
Kisacasi, insiilinin glikoz transportundaki gorevi, glikoz tasiyicilarinin  yon
degistirmesini ve konsantrasyonlarinin artmasini saglamaktir (Murray et al. 1996;

Champe and Harvey 1999; Quinn 2002).

1.3. Serbest Radikaller (SR)

Biyomolekiillerle kolayca reaksiyona giren SR’ler, kanser, DM, miyokard enfarktusu,

immiin hastaliklar gibi birgok hastaligin patogenezinden sorumlu tutulmaktadir (Cross

et al. 1987).

En dig yoriingesinde bir veya daha fazla eslesmemis elektrona sahip, kisa Omiirlii,
kararsiz, molekiil agirligi diisiik ve aktif kimyasal iiriin olarak tanimlanan SR’ler pozitif,
negatif yiikli ya da notral olabilmektedirler (Halliwell 2001). Hiicre i¢inde endojen
veya eksojen kaynakli ortaya ¢ikan SR’ler organik veya inorganik formda
bulunabilmektedirler (Mercan 2004).

SR’ler 3 farkli yolla ortaya ¢ikabilmektedirler (Bast et al.1997; Halliwell and Gutteridge
2001; Stahl and Sies 2002);

1. Kovalent bag tagiyan normal bir molekiiliin homolitik yikimi sonucu olugmaktadirlar

(Boliinme sonrast her bir pargada ortak elektronlardan biri kalmaktadir).

XY -X+Y
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2. Normal bir molekiilden tek bir elektronun kaybi ya da bir molekiiliin heterolitik
olarak bdoliinmesi ile olugmaktadirlar. Heterolitik boliinmede kovalent bagi olusturan

heriki elektron, atomlardan birisinde kalmaktadir.

X:Y— X +Y7

3. Normal bir molekiile tek bir elektronun eklenmesi ile olusmaktadirlar.

A+e —A )

Pozitif yiiklii, negatif yiiklii ya da nétral olabilen SR’ler biyolojik sistemlerde en fazla
elektron transferi ile olusmaktadir (Akkus 1995).

Hiicre iginde sik goriilen SR’lerin hidroksil, siiperoksit, nitrik oksit ve lipid peroksit gibi
degisik kimyasal yapilara sahip oldugu belirtilmektedir. Biyolojik sistemlerdeki en
onemli radikallerin oksijenden olusan radikaller oldugu ve bunlara 6rnek olarak
oksijenin kendisinin, siiperoksit, hidrojen peroksit, gecis metallerinin iyonlar1 ve
hidroksil gruplarinin verilebilecegi kaydedilmistir (Cizelge 1.5) (Cross et al. 1984,
Cochranc 1991).

Cizelge 1.5. Reaktif oksijen tiirleri

Radikaller Radikal Olmayanlar
Hidroksil (HO") Hidrojen peroksit ~ (H,05)
Alkoksil (RO Singlet oksijen (02)
Peroksil (ROO") Ozon (O3)
Siiperoksit (027) Hipoklorik asit (HOCI)
Nitrik oksit ~ (NO") Lipit hidroperoksit ~ (LOOH)
Azot dioksit  (NO") Peroksinitrit (ONOO)
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SR’ler genel olarak hiicrelerin lipid, protein, DNA ve karbonhidratlar gibi yapisal
bilesenlerine etki ederek onlarin bozulmalarina sebep olmaktadirlar (Blasiak et al. 2004;
Altan et al. 2006). Oksijen radikallerinin bu etkilerinin ise canlilarda DM, karsinogenez,
katarakt, hipertansiyon, kursun zehirlenmesi, aminoglikozit nefrotoksisitesi, agir metal
nefrotoksisitesi, karbon tetrakloriire bagli karaciger hasari, glomeriilonefritis, hepatitis
B, iskemi ve reperfiizyon, Vit E eksikligi, kanser, kontakt dermatit, orak hiicre anemisi,
amfizem, hiperoksi, bronkopulmoner displazi, arteroskleroz, pankreatitis ve romatoid
artrit gibi birgok patojenik durumlarda ortaya ¢iktig1 rapor edilmistir (Cross et al. 1987;
Reilly 1991; Kehrer and Smith 1994; Ozdem 1994; Nakazawa et al.1996).

1.3.1. Serbest radikallerin biyomolekiiller iizerine etkileri

Fizyolojik sartlarda organizmada oksidan-antioksidan sistemler denge halinde
bulunmaktadir. Bu dengenin oksidan sistem yoniinde bozulmasiyla birlikte SR’ler
hiicrelerin lipit, protein, karbohidrat, DNA ve enzim gibi tiim 6nemli bilesenlerine etki
etmektedirler (Sekil 1.3) (Basaga 1990).
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Respiratory

Protein
hasari

Mitokondrial
hasar
Membran
hasari
Hucre
genislemesi

DNA hasa
Permeabilite

artisi
Buylik capta
Ca2*akisl

Lipidperoksidasyonu

Sekil 1.3. Serbest radikallerin biyomolekiiller {izerine etkileri (Anonim 2011d)

1.3.1.a. Membran lipitleri iizerine etkileri (Lipit peroksidasyonu)

SR’ler tarafindan etkilenmeye en duyarli olan lipitlerdir. Lipit peroksidasyonu,
membranda bulunan poliansatiire yag asitlerinin siiperoksit radikalleri tarafindan
peroksitler, alkoller, aldehitler, hidroksi yag asitleri, etan ve pentan gibi ¢esitli {irlinlere
yikilmasi reaksiyonudur (Kose ve Dogan 1992). Bu olay poliansatiire yag asitlerinin
alfa-metilen guruplarinin hidrojen atomunun uzaklastirilmasiyla baslamaktadir (Young

and Parthasarathy 1994; Akkus 1995).

Biyolojik molekiilden hidrojen atomunun ¢ikarilmasi, molekiilde hidrojen atomunun
onceden baglanmis oldugu eslenmemis bir elektron birakmaktadir. Hidroksil gibi
yiiksek aktiflige sahip radikaller, bu hidrojeni kopararak biyolojik molekiillere zarar
vermekte ve boylece lipit peroksidasyonu baglamaktadir (Kose ve Dogan 1992).
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Hidrojen atomunun uzaklastirilmasiyla yag asidi lipit radikali halini almaktadir.
Molekiillerin oksijenle birlesme sonucunda lipit peroksil radikalleri ortaya ¢ikmakta ve
bunlarda yeni lipit radikallerini olustururken kendileri de lipit hidroksi peroksitlere
doniismektedir. Daha sonra bu yap1 yikilarak aktif yapilar olan aldehit ve karbonil
bilesiklerini meydana getirmektedirler. U¢ ve daha fazla cift bag iceren yag asitlerinin
peroksidasyonu sonucunda malondialdehit (MDA) olusmaktadir. MDA, capraz
baglanma ve polimerizasyona sebep olabilmektedir. Sonugta iyon transport
bozukluklari, enzim bozukluklari, hiicre bilesenlerinin agregasyonu ortaya ¢ikmaktadir

(Halliwell and Chirico 1993).

MDA seviyelerinin Olgiilmesi lipid peroksidasyonlarinin belirlenmesinde ¢ogunlukla

tercih edilmekte ve peroksidasyon derecesiyle oldukc¢a iyi korelasyon gdstermektedir

(Candan 2002).

1.3.1.b. Proteinler iizerine etkileri

Proteinler SR’lerin yikici etkilerine karsi lipitlerden daha az duyarlidir. Proteinlerin
SR’lerden etkilenme dereceleri, olustuklari aminoasit kompozisyonuna goére
degismektedir. Doymamis bag ve siilfiir tasiyan molekiillerin SR’lere daha duyarli
olmast nedeniyle triptofan, trozin, fenilalanin, histidin, methionin ve sistein gibi
aminoasitlere sahip olan proteinler daha kolay etkilenmektedirler. SR’lerin etkileri
sonucunda proteinlerde kirilma, ¢apraz baglama, agregasyon anormallikler
goriilmektedir. Bunun sonucunda proteinler gorevlerini yerine getirememektedirler

(Akkus 1995).

Protein oksidasyonunun biyokimyasal sonuglar1 enzim aktivitesindeki azalma, protein
fonksiyonlarmin ve proteaz inhibitor aktivitenin kaybi, protein agregasyonu, proteolize
artmis ya da azalmis yatkinlik, reseptor aracili endositozun bozulmasi, gen
transkripsiyonundaki degisimler, immunojen aktivitedeki artis olarak siralanmaktadir

(Davies et al. 1999; Shacter 2000).
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1.3.1.c. Karbohidratlar iizerine etkileri

Monosakkaritlerin  otooksidasyonu sonucu hidrojen peroksit, peroksitler ve
oksoaldehitler olusmaktadir. Okzoaldehitler DNA, RNA ve proteinlere baglanabilme,
aralarinda c¢apraz baglar olusturma o&zelliklerinden dolayr antimitotik  etki
gostermektedirler. Bu nedenle kanser ve yaslanma gibi olaylarda Onemli rol

oynamaktadirlar (Maxwell 1995).

1.3.1.d. Niikleik asitler ve DNA iizerine etkileri

SR’ler, niikleik asitlerde baz modifikasyonlari, tek veya ¢ift dal kiriklari, g¢apraz
baglanmalar yaparak mutasyonlara neden olabilmektedirler. Oksijen radikalleri,
DNA’daki bazlara etki ederek bircok baz modifikasyonlarina neden olmaktadirlar
(Halliwell and Gutteridge 2000; Cooke et al. 2003; Evans 2004). DNA onarim
enzimleri ve DNA polimerazin oksidatif stres sonucu hasarlanmasi dogru replikasyon
ve transkripsiyon olasihini azaltmaktadir. Oksidatif stres, sitozolik Ca®" iyon
konsantrasyonunda artisa neden olarak niikleustaki ca®* bagimli endoniikleazlar1 aktive

ederek DNA fragmantasyonuna neden olmaktadir (Halliwel and Auroma 1991)

1.4. Diabetes Mellitus ve oksidatif stres

Son yillarda yapilan g¢alismalar, artmis serbest oksijen radikallerinin (SOR) ve lipit
peroksidasyonun, birgok hastaligin gelisiminde rol aldigin1 gostermektedir. Miyokard
enfarktiisii gibi kardiyolojik hastaliklar, norolojik hastaliklar, astim, diabetes mellitus,
romatoid artrit gibi romatolojik hastaliklar, kanser ve yaslanma dahil bir¢ok hastaligin
oksidatif stres ile ilgili oldugu goésterilmistir (Hasanoglu vd 1994; Ozenirler vd 1994;
Engin ve Altan 2000; Engin vd 2003; Yardim-Akaydin vd 2004; Engin vd 2005;
Yardim-Akaydin vd 2006).

Organizmada SR’lerin olusum hizi ile bunlarin ortadan kaldirilma hizi1 bir denge

icerisindedir ve bu durum oksidatif denge olarak adlandirilmaktadir. Oksidatif denge
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saglandig1 siirece organizma SR’lerden etkilenmemektedir. Bu radikallerin olusum
hizinda artma ya da ortadan kaldirilma hizinda bir diisme bu dengenin bozulmasina
neden olmaktadir (Serafini and Del Rio 2004). Oksidatif stres olarak tanimlanan bu
durum viicudun antioksidan savunmasi ile hiicrelerin lipid tabakasinda peroksidasyona
neden olan SR iretimi arasindaki dengenin bozulmasi olarak tanimlanabilmektedir
(Mercan 2004). Hiperglisemi ile oksidatif stres arasinda yakin bir bagin oldugu in vivo
calismalarla da desteklenmistir. SR’ler ile antioksidan savunma sistemi arasindaki bu
dengenin bozulup prooksidan ve oksidan maddeler lehine donmesi DM’ta oksidatif

stresin gelismesine neden olmaktadir (Wolff 1993).

Enzimatik olmayan glikozilasyon, otooksidatif glikozilasyon, antioksidan savunma
sistemindeki ¢esitli degisiklikler, hipoksi gibi nedenler diyabette oksidatif stresi artiran

mekanizmalardir.

Metabolik stres sonucunda diyabetin komplikasyonlar1 olusmakta ve bu metabolik stres
oksidatif olaylarin artmasina neden olmaktadir. Bu durum diyabet komplikasyonlarinin

gelisimini kolaylastiran yapisal ve fonksiyonel hasari olusturmaktadir (Sekil 1.4)

(Halifeoglu vd 2005).
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Yiiksek ROS
Uretimiile iligkili Oksijen Radikalleri Oksidan Hasari Hedefleri
Faktérler
Monosit aktivasyonu « Karbonhidrat
*A02
Kopleman aktivasyonu « AH202 OH * Protein
o . . « AROOH O Llpld
Uremik toksinler .
NO e Niikleik asit
Diisiik antioksidan diizey e NO
Endotelyal disfonksiyon
Hizlanmis ateroskleroz e Oksid
B2-mikroglobiilin sldasyon
. ALE Fragmentasyon
hastaligi _

. AOPP Caprazbaglanma
Peritoneal membran Ox-LDL Endotelval
yetmezligi ) X Dr‘1 f° iy,a
Kronik enflamatuvar p(a) Istonksiyon
durum

Hedef Organ Hasari Oksidan Hasarin Uriinleri Molekiiler Degisiklikler

Sekil 1.4. Artmis oksidatif stresin sonuglar1 (Baskurt Aladag 2008) (Degistirilmistir)

Yapilan caligmalar da lipid peroksidasyonun gostergesi olan plazma MDA diizeyi
tesvikle veya spontan gelisen insiilin bagimli ya da bagimsiz diyabetiklerde yiiksek
bulunmustur (Halliwell 1989; Strout 1990). Maritim et al. tarafindan 2003 yilinda
yapilan calisma da ise diyabette SR’lerin artmasi ile antioksidan savunma sisteminin
zayiflamasma bagli olarak insiilin reseptorlerinin insiiline kars1 duyarliliklarinin
azaldigimi gostermislerdir. Yine bir diger ¢alisma da ise diyabette oksidatif stresin
eritrosit membraninda lipid peroksidasyonuna neden oldugu ve zar lipid igeriginin
bozuldugu anlasilmis ve bu degisikliklerden dolay1 eritrositlerde Na'/K'-ATPaz

aktivitesinde ve membran akiskanliginda bir diisiis oldugu saptanmistir (Rabini 1997).

Alloksan ve STZ gibi kimyasal ajanlarin pankreas P hiicresi ilizerine olan toksik

etkilerinin siliperoksit dismutaz (Flechner 1990), vitamin E (Papaccio 1995),
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nikotinamid (Mandrup 1993) ve melatonin (Montilla 1998) gibi antioksidan ajanlarla

azaldigini ya da tamamen ortadan kaldirildigin1 gosteren ¢aligsmalar da bulunmaktadir.

Hiperglisemi aracili SOR {iretimi baslica lic mekanizma ile agiklanmaktadir (Sekil 1.5)

(Bonnefont-Rousselot 2002).

hiperglisemi
glukoz oksidasyonu
AGE formasveonu, poliol yolu
prostoglandin metabolizmas:
nitrik oksit metabolizmas:
hiperinsiilinemi

1 glukoz

NADFPH G55G askorbat RG

S WS

dehidroaskorbat

Sekil 1.5. DM’de artmis oksidatif stresin mekanizmasi. AGE: Ileri glukozilasyon son
tiriinleri, ROS: Reaktif oksijen tiirleri, AR: Aldoz rediiktaz

a. Glukozun Oto-oksidasyonu: Bu mekanizma da herhangi bir gegis elementinin
varhiginda glukoz, reaktif ketoaldehitlere ve siiperoksit anyonuna pargalanmaktadir.
Reaksiyonlar zinciri, siiperoksit radikalinin hidrojen peroksit iizerinden son derece
reaktif olan hidroksil radikali olusturmasi ile sonug¢lanmaktadir. Hiicre i¢i glukoz
oksidasyonu NADH’ 1n agiga ¢ikmasina neden olmaktadir. NADH solunum zincirinde
oksidatif fosforilasyon yolu ile ATP iiretimi i¢in gerekli enerjiyi saglamak iizere
kullanilmaktadir. Solunum zincirindeki bu reaksiyon sirasinda siiperoksit radikali agiga
cikmakta ve yiiksek glukoz konsantrasyonu varliginda bu yolla siiperoksit radikal
iretimi artmaktadir. Mitokondri solunum zinciri baslica hiicre i¢i ROS {iretim

kaynagidir. Son yapilan caligmalar, diyabette ortaya c¢ikan patolojik bulgularin
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birgogunun artmis mitokondriyal ROS iiretimi ile ilgili oldugunu savunmaktadir (Altan

vd 1997; Brownlee 2001; Green et al. 2004).

b. Proteinlerin glikasyonu ve AGE (ileri glikasyon son iiriinleri) olusumu: Yiiksek
glukoz konsantrasyonunda glukozlar bir enzimin araciligina gereksinim duymadan
proteine baglanarak kontrolsiiz bir sekilde glikasyon reaksiyonlarinin baglatilmasina
neden olmaktadir. Glikasyona ugramis protein molekiiler oksijene elektron vererek
serbest oksijen radikalini meydana getirmektedir (Gillery et al. 1988). Glukoz ve
proteinlerin amino gruplariarasinda kendiliginden gelisen enzimatik olmayan glikasyon
reaksiyonlar1 yoluyla 6nce Shiff bazlar1 sonrasinda ise daha stabil olan amadori iiriinleri
olusmaktadir. Bu iiriinlerin olusumunu takiben ilerlemis glikasyon firiinleri (AGE)
meydana gelmektedir (Dinger vd 2002). AGE’ler, endotelin-1 araciligiyla
vazokonstriksiyonu artirarak endotel hasarina neden oldugu gibi, kompleks
biyokimyasal mekanizmalarla serbest radikal iiretebilme yetenegine de sahiptirler. Yine
AGE’lerin toksik etkileri arasinda proteinlerin yapilarini  ve fonksiyonlarim
degistirebilmeleri, kendi reseptorleri ile oksidatif stresi indiikleyebilmeleri ve sonucta
niikleer faktor kapa B (NFkB) gibi redoks duyarli transkripsiyon faktorlerini aktive
etmeleri ve ilgili gen ekspresyonlarmin artisi sayilmaktadir (Bierhaus et al. 1998).
Aragtirmacilar, AGE’lerin reseptor aracili mekanizma ile serbest radikal iiretimini
uyarmasinin yanisira, artmis serbest radikallerin de hiicre i¢i AGE olusumunu artirdigini
ortaya koymuslardir (Giardino et al. 1996; Bierhaus et al. 1997). Giardino et al. (1998)
hiicre i¢i AGE olusumu ile lipid perksidasyonu arasinda siki bir iliski oldugunu, lipid
peroksidasyonunun dnlenmesi ile AGE olusumunun da 6nlendigini bildirmistir. Yapilan
caligmalar, AGE ve serbest radikallerin protein kinaz C (PKC)’yi aktive ettigini
gostermistir. Aktif PKC’nin vaskiiler kan akimini, damar permeabilitesini, hiicre dist
matriks bilesenlerini ve hiicre biiylimesine etki ederek vaskiiler komplikasyonlarin
patogenezinde 6nemli bir rol oynadigi agik¢a goriilmistiir (Chappey et al. 1997; Koya
and King 1998; Way et al. 2001).

c. Poliol Yol: Yiiksek glukoz konsantrasyonu, poliol yolu ile sorbitol iiretimine neden

olmaktadir. Bu yoldaki aldoz rediiktaz enzim aktivitesi icin NADPH kullanildig i¢in
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hiicre i¢ci NADPH rezervleri tiiketilmektedir. Okside glutatyonun rediikte forma
cevrilebilmesi ve nitrik oksit sentezi i¢cin NADPH gereklidir. Bu nedenle sorbitol
yolunun aktif olmasi ve sonugta NADPH’ 1n yoklugu hiicrenin antioksidan kapasitesinin
sinirlanmast anlamina gelmektedir (Maritim et al. 2003). Rediikte glutatyonun ve
vazodilatasyonda goérev yapan NO sentezinin azalmast diyabetin vaskiiler
komplikasyonlarinin ortaya c¢ikisinda rol oynamaktadir (Sekil 1.6) (Das and Chainy
2001).

GLUKOZ

NADPH Aldoz
Redliktaz
NADP

SORBITOL

NADP
Sorbitol
> Dehidrojenaz
NADPH

FRUKTOZ

Sekil 1.6. Poliol yolu (Nurlu Ayan 2007) (Degistirilmistir)

1.5. Antioksidan Savunma Sistemi

SR’lerin ve dzellikle canli i¢in biiyiikk 6neme sahip reaktif oksijen tiirlerinin olusumunu
ve bunlarin neden oldugu hasar1 en aza indirmek ya da ortadan kaldirmak {izere viicutta
baz1 savunma sistemleri olusturulmustur. Bu mekanizma antioksidan savunma sistemi

olarak adlandirilmaktadir (Ayas 2007).

Antioksidan molekiiller endojen ve eksojen kaynakli yapilar olup, olusan oksidan

molekiillerin neden oldugu hasari hem hiicre i¢i hem de hiicre dis1 savunma ile etkisiz
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hale getirildigi Dbelirtilmistir (Sekil 1.7) (Halliwell 1995). Endojen kaynakl
antioksidanlar kendi arasinda enzim olanlar ve olmayanlar olmak iizere tekrar iki
ayrilmaktadir. Hiicre i¢i SR toplayici enzimleri olan endojen kaynakli antioksidanlar
arasinda Siiperoksit dismutaz (SOD), Glutatyon peroksidaz (GPx), Glutatyon S-
Transferazlar (GST), Katalaz (CAT), Miyeloperoksidaz (MPA), Hidroperoksidaz,
Glutatyon Rediiktaz (GR) sayilmaktadir. Melatonin, Seruloplazmin, Transferin,
Miyoglobin, Hemoglobin, Albiimin, Ferritin, Bilirubin, Glutatyon, Sistein, Metiyonin,
Urat, Laktoferrin ise enzim olmayan endojen kaynakli antioksidanlardir. Eksojen
kaynakli antioksidanlar ise vitamin (a-tokoferol (vitamin E), B-karoten, Askorbik asit
(vitamin C), Folik asit ), ila¢ (Allopiirinol, Oksipiirinol, Pterin aldehit, Tungsten,
Adenozin, Lokal anestezikler, Kalsiyum kanal blokerleri, Diphenyline iodonium,
Barbitiiratlar, Mannitol, Albiimin, Sitokinler) ve gida antioksidanlar1 (Butylated
hydroxytoluene (BHT), Butylated hydroxyanisole (BHA), Sodium benzoate,
Ethoxyquin, Propylgalate, Fe-superoxyde dismutase) olmak iizere {i¢ gruba
ayrilmaktadirlar (Akkus 1995; Mates 1999; Halliwell and Gutteridge 2001).
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Sekil 1.7. SR’lere kars1 hiicresel savunma (Anonim 2011d)

1.5.1. Diyabette antioksidan mekanizmalar

Oksidanlar inaktif hale getiren maddelere antioksidanlar denilmektedir. Normal saglikli
kisilerde serbest radikaller/antioksidanlar denge halinde olup diyabette ise bu denge
serbest radikaller lehine bozulmustur (Memisogullari vd 2005). Bu da diyabetin
komplikasyonlarina neden olmaktadir. Antioksidanlar 4 farkli mekanizma ile
oksidanlar1 etkisizlestirirler (Young and Woodside 2001; Tays: vd 2002a; S6zmen
2002; Cherubini et al. 2005).

1. Scavenging (temizleme) etkisi: Oksidanlar1 zayif bir molekiile ¢evirme seklinde olan

bu etki enzimler tarafindan yapilir.
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2. Quencher (baskilama) etkisi: Oksidanlara bir hidrojen aktararak etkisiz hale getirme

seklinde olan bu etki vitaminler ve flavonoidler tarafindan yapilmaktadir.

3. Onarma etkisi

4. Zincir koparma etkisi: Oksidanlar1 baglayarak fonksiyonlarini engelleyen agir

metaller seklinde olan bu etki hemoglobin, seruloplazmin ve E vitamini tarafindan

yapilmaktadir (Sekil 1.8).

“Antioksidan Sistemler”

Siipiiriicii Sentetik Enzimatik Onleyici
Antioksidanlar Anticksidanlar Antioksidanlar || Antioksidanlar
Askorbik asit N-asetilsistein Katalaz Transfernn
o-tokoferol Allopurinol Paraoksonaz Albumin
: Stiperoksit g )
Tryoller Probakol : Seruloplazmin
dismutaz
p-karoten Penisilamin Glmat}fon Fermitin
peroksidaz
Urik asit Deferoksamin
i Butil-
Flavanoidies hidroksitoluen
Ko-enzim Q

Sekil 1.8. Antioksidan sistemler

1.5.2. Antioksidan enzimler

Oksidanlar tutarak daha zayif bir molekiile dontistiirmektedirler (Cizelge 1.6).
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Enzimatik Antioksidanlar

Enzimatik Olmayan Antioksidanlar

Mitokondrial Sitokrom Oksidaz Sistemi
Stiperoksid Dismutaz

Katalaz

Glutatyon Peroksidaz

Glutatyon Rediiktaz

Glutatyon S-Transferaz

Lipit Fazda Bulunanlar

E vitamini (a-tokoferol)
B-Karoten

Bilurubin

Ubikinol

Flavonoidler

Melatonin

Sivi Fazda Bulunan Antioksidanlar

C Vitamini (Askorbik asit)
Glutatyon (GSH)

Urik asit

Albumin

1.5.2.a. Enzimatik antioksidanlar

Mitokondrial sitokrom oksidaz: Solunum zincirinin son basamaginda bulunan, bakir

iceren bir hemoproteindir. Elektron tagima zincirindeki gorevine ek olarak siiperoksit

radikalinin suya doniisiimiinii de saglamaktadir (Mayes 1990).

Siiperoksid dismutaz: Mc Cord ve Fridovich tarafindan 1968’de kesfedilmistir.
Superoksitin hidrojen peroksite dismutasyonunu katalize eden metallo enzimdir. 3 tiir
SOD bulunmaktadir. Birincisi mitokondride lokalize Mn-SOD,
lokalize Cu-Zn SOD ve tiglinciisii de Cu igeren ve plazmadaki siiperoksid radikallerini

metabolize eden vaskiiler endotele bagli Cu-SOD’dur (Young and Woodside 2001;

Tays1 vd 2002b; Cherubini et al. 2005).

ikincisi sitozolde
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Siiperoksitin hidrojen peroksit ve molekiiler oksijene doniisiimiinii katalizlemektedir.
Boylece lipid peroksidasyonunu inhibe etmektedir. Ekstraselliiler aktivitesini ¢ok diisiik

oldugu tespit edilmistir (Royson 1988; Yal¢in 1998).
-. -. +
O, +0, +2H — O,+H,0,

Katalaz: Sumer ve Dounce tarafindan 1937°de kristalize halde saflastirilan yapisinda
Fe*® bulunduran 4 hem grubundan olusmus bir hemoproteindir. Peroksizomlarda
bulunmaktadir. SOD’un olusturdugu H»0,’yi katalaz peroksidazlarla beraber oksijen ve
suya parcalamaktadir (Young and Woodside 2001; Tays1 vd 2002; Tays1 vd 2002b;
Cherubini et al. 2005).

2H,0, —> 2H,0+ 0,

Glutatyon peroksidaz (GSH-Px): Yaklasik 85000 dalton agirhiginda aktif bolgesinde
tetramerik 4Se (Selenyum) atomu iceren sitolojik bir enzimdir. Rediikte glutatyonu
yiikseltgerken H,0,’i de suya c¢evirmekte ve boylece membran lipidlerini ve

hemoglobini oksidan strese karsi korumaktadir (Akkus vd 1996).
H.0; + 2GSH —— GSSG + 2H,0
ROOH + 2GSH — GSSG + ROH + H,0

GSH-Px’in iki substurati bulunmaktadir. Substratlardan birisi olan peroksitler alkolle
indirgenirken, diger substrat olan glutatyon (GSH) yiikseltgenmektedir (Royson 1988;
Yalgin 1998).

Glutatyon rediiktaz: Yiikseltgenmis glutatyonu indirgenmis hale ¢eviren 2 subiinitten
olusmus bir dimerdir. Her bir subiinit 3 tane yapisal alan igermektedir: NADPH
baglayan alan, FAD baglayan alan ve ara yiliz alan olmak iizere. Okside GSH bir
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subiinitin FAD alan1 ve diger subiinitin arayliz alanindan olusan bir baglanma bolgesi
bulunmaktadir. GSH’in indirgenme reaksiyonu sirasinda siklikla elektronlar
NADPH’tan FAD’a transfer edilmekte daha sonra subiinitlerdeki iki sistein arasinda

bulunan disiilfid kopriisiine transfer edilmek siiretiyle okside GSH’a aktarilmig

olmaktadir (Cherubini et al. 2005).

Glutatyon S-transferaz (GST): Toksik metabolitlerle glutatyonun konjugasyonunu
katalizleyen GST enzimi detoksik metabolitlerin detoksifikasyonuna yol agan baska bir

antioksidan enzimdir. Dimerik yapili olup sitozolde yer almaktadir (Van Haaften et al.

2001).

Miyeloperoksidaz (MPx)

Notrofil graniillerde bol mitarda bulunan MPx enziminin sistem igindeki gorevi

H,0,’den hipoklorik asit (HOCI) olusturmaktir (Onat vd 2002).

H0,+Cl'+H —— HOCI+ H,0

HOCI+0O;” — O, +OH +CI'

1.5.2.b. Enzimatik olmayan antioksidanlar

Lipit fazda bulunan antioksidanlar

E vitamini (o-tokoferol): Ilk olarak 1923 yilinda Evans ve Bishop tarafindan
tanimlanmis olan bir tokoferoldiir. Tabiatta 8 tanesi dogal olarak bulunmaktadir.
Bunlardan a -tokoferol en aktif olanidir. E vitamininin baslica fonksiyonlari; hiicre
membran fosfolipitlerini de SR’lerin oksidasyonlarindan korumaktir (Akkus 1995).

Istya dayanikli olup dondurma ile 6nemli 6l¢iide tahrip olmaktadir (Orhan 1991).
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Flavonoidler: Bitkilerdeki kirmizi, sar1 ve mavi renk pigmentlerini olusturan
polifenollerdir. Baslica; elma, portakal, limon gibi meyveler; patates, karnabahar, ¢ay
gibi bitkilerde bulunmaktadir. Flavonoidler farkli yollarla lipit peroksidasyonunu

engellemektedirler;

1- Peroksidasyonu baslatan radikalleri tutarak,
2- Metal iyonlarini1 baglayarak,

3- Radikal olusturucu enzimleri inhibe ederek

Ancak bazi flavonoidlerin metal iyonlariyla baglanarak pro-oksidan etki yaptigi

saptanmustir (Niki 1987).

Bilirubin: Hem katabolizmasinin son {iriinii olan biluribin, singlet oksijen, peroksinitrit
ve hipokloroz asit gibi reaktif oksijen ve nitrojen tiirevlerini, baskilarken peroksil
radikallerine kars1 hidrojen donoérii olarak davranarak lipid peroksidasyonunun zincir
devam ettirici radikalini de etkisiz hale getirmektedir. Bilirubin, dolasimda albiimine
baglanmakta ve alblimine bagli yag asitlerini lipit peroksidasyona karsi kormaktadir

(Halliwell and Gutteridge 1990).

B-Karoten: Karotenoidler (B-Karoten, Likopen, Zeaksantin, Lutein) genelde turuncu,
sar1 bilesikler olup ¢ogu zaman bitkilerde bulunan pigmentlerdir. Insan ve hayvanlar
karotenoid biyosentezini gerc¢eklestiremedikleri i¢in bu bilesikleri diyetle almaktadirlar.
A vitamininin metabolik 6n maddesi olan B-Karoten’in singlet oksijeni baskilama,
superoksit radikalini temizleme 6zelliklerine ek olarak diisiik oksijen kismi basincinda
peroksit serbest radikallerinin dokulara hapsedilmesinde gorev alarak antioksidan etki

gosterdigi belirlenmistir (Niki 1987).

Ubikinon: Mitokondride aerobik kosullarda oksitlenmis kinon, anaerobik kosullarda ise
indirgenmis kinol halinde bulunmaktadir. Mitokondrial lipitlerin bir yapitagidir.
Membran fosfolipitlerini oksidatif hasardan korudugu ve singlet oksijeni temizledigi

diistiniilmektedir (Krinsky 1988).
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Melatonin: En zararli radikallerden hidroksil radikalini ortadan kaldiran giiclii bir
antioksidandir. Onemli bir 6zelligi lipofilik olmasidir. Boylece hiicrenin biitiin nemli
organellerine ve c¢ekirdegine ulasabildigi gibi kan beyin engelini de kolayca
gecmektedir. Melatonin’in yliksek dozda ve uzun siireli kullaniminda bile toksik etkisi
goriilmemistir. Ayrica bazi antioksidanlar gibi prooksidan aktivitesi de gézlenmemistir

(Niki 1987).

Sivi fazda bulunan antioksidanlar

C vitamini (Askorbik asit): Suda eriyen giiglii bir antioksidandir. Prolin, lizin ve
dopamin  B-hidroksilaz  enzimlerinin  kofaktérii  olup, bu amino asitlerin
hidroksilasyonunda ve kollajen fibrillerin sentezinde gereklidir. Askorbik asidin bir
elektron oksidasyonu sonucu monodehidro askorbil radikali olusurken, reaksiyona
girdigi radikali de etkisiz hale getirmektedir. Askorbik asidin radikalik formu ise
glutatyon sistemi tarafindan askorbik aside yeniden doniistiiriilmektedir (Mendiratta et

al. 1998).

Glutatyon (GSH): GSH, glutamik asit, sistein ve glisinden olusan bir tripeptit olup
antioksidan ve hiicre i¢i indirgeyici bir ajandir. Proteinlerdeki —SH gruplarini rediikte
halde tutmakta ve bu gruplar oksidasyona karsi korumaktadir. Yabanci bilesiklerin
detoksifikasyonunu ve amino asitlerin membrandan transportunu saglamaktadir (Droge

et al. 1994).

Urik asit: Normal plazma konsantrasyonunda hidroksil, siiperoksit, peroksi
radikallerini ve singlet oksijeni temizlemekte, bakir ve demir iyonlariyla olusan
oksidasyona kars1 selat yaparak C vitaminin oksidasyonunu engellemektedir (Akkus
1995). Hemoglobin ve eritrositleri peroksidatif hasara karsi korumaktadir (Kayaalp
1997).
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Albumin: Plazmanin zincir kiric1 antioksidan aktivitesine yol agan plazma silfidril
gruplariin komponentidir. Plazmada hipokloréz asidin giiglii bir temizleyicisidir (Frei

1994; Yalgin 1998).

1.6. Bobrek

1.6.1. Anatomisi

Bobrekler omurgalilarda, omurganin saginda ve solunda, karin zarinin (periton)

arkasinda bulunan fasulye bi¢gimindeki bosaltim organlaridir.

Bobreklerin tist uglar1 12. toraksik vertebra, alt uclari ise 3. lumber vertebra hizasindadir

(Allen 1962; Zeren 1972; Caglar 1986).

Sag bobregin on yiizl, karacigerin alt ylizii ve sag kolon dirsegi ile komsudur. Sol
bdbregin ise On yiizli pankreas kuyrugu ve dalak ile komsudur. Arkada her iki bobrek,
karin arka duvarn ile komsudur (Zeren 1971; Yiicel vd 1989). Bobrekler konumlari
bakimindan bakisimsizdirlar bunun nedeni ise karin boslugunda biiyiik bir yer kaplayan

karacigerin, sagda bulunan bobregi soldakine gore 1-2 cm daha asagiya itmesidir.

Bobrekler yaklasik olarak 11-12 cm uzunlugunda, 6 cm genisliginde, 2,5-3 cm
kalinliginda ve 100-200 g agirligindadir (Zeren 1971; Odar 1977).

Bobrekler bag dokusundan yapilmig fibréz bir kapsiil ile sarilmistir. Bu tabakanin
disinda yag, onun da disinda ince bir bag doku tabakasi bulunmaktadir. Normal bobrek
pozisyonunu fibroz kapsiilden c¢ikan ince bag dokusu uzantilari, bobrekleri saran

dokularin turgoru ve karin duvari gerginligi saglamaktadir (Sekil 1.9) (Allen 1962).
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Fibroz Kapsil

Renal Korteks

RenalMedulla
Renal Kolon

Minor Kaliks

RenalPapilla
Major Kaliks

Yag Renal Arter
Renal Siniis RenalPelvis
RenalVen
Renal Piramit
Renal lob
Ureter

Sekil 1.9. Bobrek histolojisi (Anonim 2011¢)

Bobrekler 6zel bir sekle sahip olup dis kenar1 konveks, i¢ kenar1 konkav olup burada
hilus bulunmaktadir. Ortasinda sinus denen bir bosluk vardir. Bobrek kapsiilii hilustan
sinus bosluguna girmekte, ordaki yapilarla kaynagsmaktadir. Sinus yag dokusu i¢inde
renal pelvis, kaliksler, damarlar ve sinirler bulunmaktadir. Ug grup iist, orta, alt kiigiik
kaliksler (12 adet) birleserek ii¢ grup biiyiik kaliksler yapmaktadir. Bu ii¢ grup biiyiik
kalikste birlesip renal pelvisi olusturmaktadir. Huni seklindeki renal pelvis lireterle
birlegsmekte ve canak seklinde olan her mindr kalikse 1 bazen 2 papilla uymaktadir. Bu
kalikslerin etrafinda spiral seklinde kaslar bulunmakta ve kaslar papillanin delikli (area
cribiosa) ucundaki 10 kadar biiylik kollektor (toplayici) kanaldan (bellini kanalcigi)

sagma seklinde idrarin ¢ikmasini saglamaktadir.
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Bobrek kesitinde makroskobik olarak ii¢ kisim gézlenmektedir. Bu ii¢ boliim koken ve
gorev bakimindan farklilik gostermektedir. Korteks nefrojen dokudan kéken alip idrar
yapan olusumlar1 igermektedir. Medulla ise iireter tomurcugundan gelisir ve baslica

toplayici kanallardan yapilmaistir.

Korteks renalis (kabuk): Dis ylizeye yakin 4-6 mm kalinliginda kirmizi esmer renkte
ve piramitlerin tabanlarimi orten kisimdir. Korteks dokusu piramitler arasinda da Bertini
kolonlar1 adi ile siniis renalise kadar uzanmaktadir. Kortekste glomeriiller, proksimal ve

distal tiibiiliisler ve dis korteksteki nefronlarin henle kulplari bulunmaktadir.

Medulla renalis: Icteki kisimdir. Konik sekilli 8-10 piramitten olusmaktadir (malpighi
piramitleri). Piramidin taban1 kortekse, tepesi hilusa bakmaktadir. Bdobregin bu
kisminda toplayici kanallar, Henle kulplar1 ve vasa rekta’lar bulunmaktadir. Piramitlerin
u¢ kisimlarit mindr kalikslerin igine girerek papillart olusturmaktadir. Papillalarin sayisi
5-11 kadardir. Normalde kortekste rahat seg¢ilmeyen interstisyel doku medullada daha

belirgin bir sekilde gozlenmektedir.

Piramit ve onu cevreleyen korteks dokusu birlikte bobrek loblarmi yapmaktadir. Iki
interlobiiler arteriol arasinda kalan toplayici kanal, iki yanindaki nefronlarla beraber

bobrek lobiiliisiinii olusturmaktadir.

Pelvis renalis: Renal siniis i¢inde 2-3 dal vermektedir. Bu dallara major renal kaliksler
denilmektedir. Her bir kaliks renalis major sayilar1 7-13 arasinda degisen kaliks renalis

minor ve daha kii¢iik dallara ayrilmaktadir (Caglar 1986; Cimen 1994).

1.6.2. Histolojisi

Bobregin iki ana fonksiyonu viicuttaki metabolizma artiklarini digar1 atmak ve viicut
stvilarindaki maddelerin konsantrasyonunu kontrol etmektir. Bu fonksiyonlar1 yerine
getiren bobreklerin en kiiglik fonksiyonel birimine ise nefron adi verilmektedir. Bir

nefron yaklasik olarak 50 mm uzunlugundadir ve her bir bobrekte ortalama olarak 1-1,2
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milyon kadar nefron bulunmaktadir. Bir nefron, glomeriilus (renal korpuskiil; Bowman
kapsiilii ve glomeriil yumagi), proksimal tiibiiliis (pars konvoluta ve pars rekta), Henle
kulpu, distal tiibiiliis (pars rekta ve pars konvoluta makula densa) ve toplayici

kanallardan meydana gelmektedir (Sekil 1.10).

Nefronun glomeriiliis, proksimal ve distal tiibiiliisiin pars konvolutalar1 kortekste
bulunmaktadir. Korteksteki Henle kulplart mediiller i1sinlar iginde yer almaktadir.
Glomeriilleri kortekse yakin olan nefronlara kortikal nefron denilmektedir. Kortikal
nefronlarin Henle kulplart kisadir. Glomeriilleri bobrek medullasina ¢ok yakin olan
nefronlara ise Juksta-mediiller nefronlar denilmektedir. Bunlarin Henle kulplart uzun
olup, medullanin en derin kisimlarina kadar uzanmaktadir. Bu hiicrelerde mitokondri,

lizozom, golgi aygit daha az sayida ve daha gelismis olarak bulunmaktadir. Nefronlarin

%14°1 juksta-mediillerdir (Allen 1962).

Bir nefron temel olarak sivinin filtre edildigi glomeriilus ile filtre edilen sivinin bobrek
pelvisine akarken idrar niteliklerini kazandirdig1r uzun bir tiibiilisten olusmustur. Kan
afferent arteriyolle glomeriil i¢ine girmekte ve efferent arteriyolle c¢ikmaktadir.
Glomeriil 50 kadar parelel dala ayrilip anastomozlar yapan kapillerlerden olusmaktadir.
Epitel hiicreleriyle ortiilii olan bu kapiller yumak Bowman kapsiilii i¢indedir. Glomertil
icindeki kan basinci sivinin kapsiil i¢ine siliziilmesini saglamaktadir. Sivi buradan
kortekste glomeriiliin yaninda yer alan proksimal tiibiiliislere akmaktadir. Buradan da
Henle kulpuna ge¢mektedir. Henle kulpunun inen kismu ile ¢ikan alt ucunun g¢eper ¢ap1
ince oldugundan ‘ince segmenti’ adin1 almaktadir. Henle kulpu medullaya kadar uzanim
gostermektedir. Cikan kolu kortekse tekrar yiikselirken kalinlagsmakta ve kolun ‘kalin
segmenti’ni olusturmaktadir. Stv1 henle kulpundan sonra kortekste yer alan distal tiibiile
gecmektedir. Distal tiibiiller birleserek toplayici tiibiilleri olusturmaktadir. Toplayici
tiibiiller korteksten medullaya donerek orada toplayici kanallara doniismektedir.
Toplayic1 kanallar medullanin derinliklerine dogru henle kulpuna paralel ilerlerken
birbirileriyle birleserek genislemekte, en alt kisimda genis toplayict kanal bobrek
papillasinin ucundan bobrek pelvisine acilmaktadir. Bu papillalar medullanin bdbrek

kaliksine dogru yaptiklar1 ¢ikintilardan olusmaktadir (Guyton and Hall 2001).
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Sekil 1.10. Nefronun yapis1

Glomeriilus: Malpighi cismi ve Bowman kapsiilii birlikte glomeriilusu olusturmaktadir.
Glomeriiluslarin temel fonksiyonu kapillerlerden gelen kan sivisimin siiziilmesini
gerceklestirmektir. Kan, glomeriilusa afferent arteriol yolu ile girmekte ve efferent
arteriol yolu ile ¢ikmaktadir. Glomeriiluslara gelen afferent arteriol endotel hiicresi, diiz
kas hiicresi ve az miktarda perisitten (damar duvarinin bir boliimiinii olusturan ve
endotel hiicresinin taban zar1 (bazal membran) i¢ine gomiilmiis olarak bulunan hiicre)
olugmustur. Afferent arterioliin dallar1 ve anastomozlari, ortasindaki mezengium dokusu
ile birlikte bir glomeriil lobiilii teskil etmektedir. Efferent arteriol de tiibiiliisleri sararak

peritiibiiler kapiller agin1 yapmaktadir (Allen 1962).

2 milyon glomeriilden dakikada yaklasik olarak 1-2 litre kan geger. 40A° a kadar olan
partikiiller molekiil yiike bagli olarak glomeriilustan gecer buna karsin daha kiiciik
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partikiiller (15A° dan kiigiik ) ise yiike bagli olmaksizin filtre olmaktadir.

Bowman kapsiilii: Bowman kapsiiliiniin parietal yapraginin hiicreleri yassi olup bu
hiicreler kalin bir bazal membran {izerinde yer almaktadirlar (Bulger 1979). Visseral
yapragin epitelyum hiicreleri (podosit) ise dnce trabekiil denen uzantilari, bunlarda
terminal ayakciklar1 yaparak capraz bir sekilde bazal membran iizerinde yer almaktadir.
Podositler (ayakcik) arasinda lizeri membranla ortiilii ince yariklar bulunmaktadir.
Podositler sialik asit igeren mukopolisakkaritli bir tabakayla ortiiliidiirler. Podositlerin
altinda bulunan bazal membran tabakasi, kapillerlerin mezengiuma komsu olan
kismindaki duvarini 6rtmektedir. Bazal membran kollagen benzeri bir protein ve siasilik

asitten zengin bir glikoproteinden olusmustur.

Proksimal tiibiiliis: Pars konvoluta ve Pars rekta olmak iizere iki kism1 bulunmaktadir.
Pars konvoluta kortekstedir. Pars rekta ise kortekste mediiller 1sinlarda ve medullada yer
almaktadir. Pars konvoluta nefronun en uzun ve en genis kismidir. Hiicreleri iyi
gelismis silindirik ve kiibiktir (Heptinstall 1983). Hiicre yanlarinda bulunan lateral
uzantilar, komsu hiicre uzantilariyla i¢ ice girerek transport islemlerinde etkin rol
oynamaktadir. Sodyum pompasi bu kisimda yer almaktadir (Ernst 1975). Yan uzantilar
icinde mitokondriler bulunmakta bunlar transport sistemine enerji saglamaktadirlar

(Diamond and Tormey 1966).

Hiicrenin firgams: yiiziinii mikrovilluslar yapmaktadir (Bulger 1979). Burada Na®
K™ un uyardigi ATPaz bol olup proksimal tiibiiliislerden protein emilimini saglamak
icin villuslar arasinda apikal girintiler meydana gelmistir. Proksimal tiibiiliis
hiicrelerinde ¢cok miktarda ribozom ve mitokondri bulunmaktadir. Bu kisim suya, kii¢iik

ve biiyiik iyonlara kars1 ¢ok gegirgen olup tiibiiliislerdeki sivi izotoniktir (Erek 1988).

Glomertiler siiziintiiden tiibiiller yoluyla aktif olarak geri emilen maddelerden 6énemlileri
glukoz, Na*, K*, PO42 aminoasitler, kreatin, iirik asit, askorbik asit, asetoasetik asit,
beta-hidroksi biitirik asit gibi maddelerdir. Aktif tasimanin ¢ogu proksimal tiibiillerde
olmaktadir (Noyan 1989).
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Henle kulpu: Ince inen ve kalin ¢ikan kisimlara sahip U seklinde, biiyiik kismi
medullada bulunan bir nefron segmentidir. Henle kulpunun ¢ikan kalin kismindan gerek
Na* ve gerek CI” un aktif olarak peritiibiiler, interstisyel siviya tasmnmasinin yaninda bu
cikan kismin suya karsi gecirgen olmayisi peritiibiiler medulla boliimiiniin hipertonik,
kulpun i¢indeki sivinin ise hipotonik olmasina yol agmaktadir (Erek 1988). Ancak bu
kisim kanda vasopressin hormonu (ADH) bulundugunda suya kars1 gecirgen olmaktadir

(Noyan 1989).

Distal tiibiiliis: Proksimal kivriml tiibiillerden daha kisadir ve hiicreleri daha basiktir.
Kisa mikrovilluslart bulunmakla beraber firgamsi kenarlar1 yoktur. Cok az vakuol ve
lizozomlar bulunmaktadir. Hiicre tabaninda plazma membraninin girintileri fazla olup

bu girintilere fazla miktarda komsu hiicre uzantilar1 dolmustur. Hiicre yan baglantilari

cok kuvvetlidir (Uslu 1987).

Interstisyum: Bobrek korteksinde az, medullada toplayici kanallar etrafinda daha gok
goriilmektedir. Bu hiicreler prostaglandinleri yapmaktadir (Allen 1962; Bulger 1979;
Heptinstall 1983). Prostaglandinler viicutta dogal olarak iiretilen bir grup yag asitleri

olup hormonlara benzer sekilde hareket etmektedirler.

Kollektor (Toplayicr) kanallar: Elektrolitler buradan ¢ok az emilmektedir. Sodyumun
Aldosteron etkisiyle aktif olarak emildigi kabul edilmektedir. Buradaki esas ve énemli
olay; ADH hormonunun etkisiyle suyun reabsorbsiyonudur. Suya kars1 gecirgenligi
artan hiicrelerden suyun hipertonik medullaya kolayca ge¢gmesi miimkiin olmaktadir.

Bunlarin sonucu idrarin konsantrasyonu yiikselmektedir (Erek 1988).

Glomeriiler bazal membran (GBM): Podositlerin ve endotelin arasinda bulunan 300-
350 nm kalinlikta olan GBM, kalinligindan dolay1 peryodik asit schiff (PAS) ile
boyanan histolojik kesitlerde goze ¢arpmaktadir. Filtrasyon bariyerinin 6nemli bir
komponentidir. GBM, fiziksel bir bariyer ve iyon-se¢ici siiziicii gibi rol oynamaktadir.

GBM, tip IV kollagen, sialoprotein ve laminin, fibronektin, entaktin gibi
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glikoproteinler, ayrica oOzellikle heparan siilfat gibi glikozaminoglikan ve

proteoglikanlar1 icermektedir (Biiylikdevrim vd 2005).

1.6.3. Fizyolojisi

Bobrekler canlida, degisen faktorlere ragmen i¢ ortamin sabit tutulmasinda ¢ok onemli

bir rol oynamaktadir. Bobreklerin temel fonksiyonlart soyle siralanabilmektedir;

1- Viicut s1v1 ve elektrolit dengesinin korunmasi ve siirdiiriillmesi

2- Metabolik atik tirtinlerin (iire, {irik asit, kreatinin) atilimi

3- Ilaglar, toksinler ve bunlarin metabolitlerinin detoksifikasyonu ve atilimi
4- Ekstraselliiler s1vi hacmi ve kan basincinin hormonal diizenlenmesi

5- Hormon sentezi ve metabolizmasina katki: Eritropoetin, D vitamini

6- Peptid hormonlarinin (insiilin, glukagon) yikimi

7- Kiigiik molekiil agirlikli proteinlerin (B2-mikroglobulin) yikimi

8- Metabolik etki: Glukoneogenez, lipid metabolizmas: (Akpolat vd 1996).

Bobreklerde idrar olusumu siiziilme, geri emilim ve salgilama (aktif tasima) olaylar
sonucunda olmaktadir. Siiziilme malpigi cisimciginde gerceklesirken glomeriilustan
bowman kapsiiliine kan plazmasinin bir kismi, su, tuzlar, glikoz, aminoasit, iire, lirik
asit, vitamin, keratin gibi maddeler ge¢mektedir. Kan basinci arttik¢a siizme hiz1 da
artmaktadir. Geri emilim henle kanalinda olup suyun biiyiik bir kismi1 glikoz, aminoasit,
madensel tuzlar, vitamin, tire ve iirik asitin bir kismi henle kanalini saran kilcallar
tarafinda emilerek kana verilmektedir. Su, madensel tuzlar, kerantin siilfat, NHs, iire ve
irik asitin geri kalan kismi nefronda kalarak idrari1 olusturmaktadir. Su disindaki
maddelerin geri emilimi aktif tasima ile olmaktadir. Suyun geri emilimin de hipofizin
salgiladig antiditiretik hormon (ADH-Vazopressin) etkilidir. Na ve K atilim1 ve geri
emilimi  bobrek iistli bezinden salgilanan aldosteron hormonu tarafindan

diizenlenmektedir (Anonim 2011g).
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Glomeriiler filtrasyon: Glomeriiluslardaki filtrasyon pasif bir olaydir. Metabolik
enerjiye gereksinim gostermemektedir (Hallag 1979). Glomeriilustaki siliziintii yap1
bakimindan, kapillerin arteryel kismindaki interstisyel siviya siiziilen sivi ile hemen
hemen aynmidir. Yani glomeril siiziintiisiiniin anlamli miktarda protein igermemesi
(%0,03) disinda, glomeriilus siiziintiisii ile serum aynidir. Glomeriil siiziintiiniin
elektrolit ve diger erimis maddeler yoniinden de igerigi interstisyel sivi ile aynidir
(Guyton 1978). Glomeriilus ig¢indeki kanin basinc1 sivinin bowman kapsiiliine
stizilmesini saglamakta ve siizlintii oradan 6nce proksimal tiibiillerin i¢ine akmakta
daha sonra siiziintli henle kulpuna gitmektedir. Henle kulpundan sonra distal tiibiillere
giden siiziintii sonunda toplayici kanallara akmaktadir. Toplayict kanallar korteksten
asagl dogru medulla kisminda ilerleyerek Henle kulplarina paralel uzanmaktadirlar.
S1vi daha sonra bobrek pelvisine bosaltilmaktadir. Bobrekler bir giinde 180 L kani filtre
ederek yaklagik 1,5 L idrar olusturmaktadir (Sekil 1.11) (Kogyigit 1992).
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Sekil 1.11. Nefronun yapis1 ve idrar olusumu (Y1ldar 2008)
1.6.4. Bobregin endokrin fonksiyonlar:

Bobrekler eritropoietin, renin ve prostoglandinleri (PG) iireten endokrin fonksiyonlu
organlardir. Insiilin ve aldesteron gibi hormonlarin yikimi bdbrekte yapilmaktadir. D
vitamini aktif hale gelebilmek i¢in iki kez hidroksillenmekte, ilk hidroksilasyon

karacigerde ger¢eklesirken ikinci hidroksilasyon bobrekte yapilmaktadir (Noyan 1998).
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1.7. Diyabetik Nefropati (DN)

Glinlimiizde hizla artan ve toplumda sik goriilen DM, yiiksek oranda hedef organ
hasarlarina yol agmaktadir. Morbidite ve mortalitesi yiiksek olan DM’nin hedef
organlari arasinda bobrekler 6nemli yer tutmaktadir. DM’de kolay olusan {iriner traktiis
ve renal infeksiyonlar ve makrovaskiiller bozulmalar nefropati gelisimini

kolaylastirmaktadir (King et al. 1998).

DM’ye bagli olarak proteiniiri (albiiminiiri), arteriyel hipertansiyon, yumusak ve yaygin
O0demler ve zamanla bobrek yetersizligi ile sonuglanan glomeriilotiibiiler lezyonlarin
biitiiniine diyabetik nefropati (DN) ismi verilmistir (Sekil 1.12) (Kuloglu ve Dabak
2008).

AGE _, Makrofaj, Mezengial Hiicreler, Endoteliyal Hiicreler, Eritrositler

‘ l
Sitokin

Sentezi artar S
NO inaktivasyonu

v
Yasam siiresi kisal
TNF-o, IL-1 Oksidatif stres

o |

Mezengial hiicre proliferasyonu - Sl
Glomeriiler kollajen sentezi artar S

~_ e

Bazal membran kalinlasmasi, ekstraseliiler matrix
cogalmasi, Interstisyel fibrozis artisi

!

GLOMERULOSKLEROZ

Sekil 1.12. DN’nin etki mekanizmas1 (AGE: Ileri glikolizasyon iiriinleri) (Aydin 2008)
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Diyabetik bir hastada ii¢ ile alt1 ay arasinda en az iki idrar tahlilinde giinlik 300 mg ve
tizerinde albuminiiri saptanmasi veya giinliik 500 mg proteiniiri saptanmasi ile diyabetik

nefropati tanis1 konulmaktadir.

Kanda glukoz miktarinin uzun siireli olarak yiiksek olmasi (hiperglisemi) damarlarda
bozukluklara neden olmaktadir. Bu bozulmalar sonucu retina, sinirlerde ve
glomeriillerde patolojik durum ortaya ¢ikmaktadir (Kahn et al. 2005). Hiperglisemi
nedeniyle bobregin siizme fonksiyonu artmakta, bunun sonucunda bobrek damarlarinda

daralma olmaktadir. Boylece bobreklerde yaygin islev bozuklugu olusmaktadir.

Gelismis tilkelerde her yil ilk kez renal replasman tedavisine baslayan hastalarin {igte
birinde tan1 DN’dir (Altinparmak ve Apaydin 2001). Bu, gelismis iilkelerdeki son
donem bobrek yetersizliginin (SDBY) en sik nedeninin DN oldugu anlamina
gelmektedir. Avrupa ve Amerika’da IDDM’li hastalarin %30-50’sinde, NIDDM lilerin
%5-15’inde DN gelismektedir (Cizelge 1.7) (Herman 1990; Perrin et al. 2010). DN,
artan sayida hastanin SDBY gelistirmesinden dolay1 6nemli bir saglik sorunu olarak

kaydedilmistir (Boner et al. 2002).

Cizelge 1.7. Diyabetik hastalarda nefropati prevalansi (Erdogan 1997)

DIYABETIK HASTADA NEFROPATI PREVALANSI | Tip 1 Diyabet | Tip 2 Diyabet
Diyabetik Nefropati Gelismesi % 30-35 % 15-45
Mikroalbuminiiri % 10-20 % 15-30
Makroalbuminiiri % 10-20 % 15-30
Baslangigtan Asikar Nefropatiye Gegis % 75-85 % 50-80
Asikar Nefropatiden Son Donem Bdobrek Yetmezligine % 45-50 % 10-50
Gegis

Baglangic  Asamasindan Son  Donem  Bobrek 5-20 yil 5-25 yil
Yetmezligine Gegis zamani
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Tip 1 ve Tip 2 DM"un bobrek lizerinde yaptigi patolojik lezyonlarin benzer oldugu
rapor edilmistir. Bununla birlikte Tip 1 DM'de nefropatinin gelismesinde ve
ilerlemesinde hipergliseminin pay1 biiyiik olup genellikle hipertansiyon (HT) ve
kardiyovaskiiler hastaliklar (KVH), nefropati gelistikten sonra olusmaktadir (Mogensen
et al. 1983; Parving et al. 1996; Kurt vd 2004).

DN’de morfolojik olarak, glomeriil bazal membranlarinda, tiibiiler bazal membranda ve
Bowman Kkapsiiliinde kalinlasma, mezensimal matrikste genisleme ve glomeriiler

filtrasyonda degisiklikler goriilmektedir (Sekil 1.13).

Diabetic nephropathy

TBM
thickening

Inte rstitial

EXPAnSion

Sekil 1.13. Proksimal tiibiil hiicrelerinin normal fonksiyonu ve erken diyabetik nefropati
asamasinda hiicreler etrafindaki yapisal degisiklikler (Saito et al. 2011)

Mezensimal hiicrelerde hipertrofi olmaktadir Hipertrofik mezensimal hiicreler
ekstraselliiler matriks iiretimini belirgin olarak arttirmaktadirlar. Ayrica, afferent ve
efferent arteriyollerde hizlica hiyalin kalinlasma olusmaktadir. Glomertiillere diisen
mezensimal hacmin artmasi sonucunda, glomeriiler kapiller yiizey alan1 azalmakta
sonunda diffiiz glomeriiloskleroz olusabilmektedir. Bununla birlikte nodiiler sklerotik
lezyonlar da goriilebilmektedir. Nodiiler glomeriiloskleroz diyabetik nefropatinin bir
isareti olup ilk olarak Kimmelstiel ve Wilson tarafindan tanimlanmistir. Ancak DN’li
hastalarin  %80’inde gozlenmemistir (Friedman 1996). Bu patolojik degisiklikler
olurken, filtrasyon alaninda ve nefron kitlesinde azalma, kalan nefronlarda daha ytiksek

kapiller akima neden olmaktadir. Boylece, intraglomeriiler HT, hiperfiltrasyon ve bazal
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membrandaki selektif gegirgenlikteki degisiklikler ile hizlanan ilerleyici proteiniiri

olugmaktadir (Phillips and Steadman 2002; Kurt vd 2004.)

Diyabetik nefropati gelisim siireci Mogensen’in tanimladigi bes evreden gegmektedir
(Sekil 1.14);

YERLESMEKTE OLAN NEFROPATI

*Mikroalbiiminiiri
*Hiperfiltrasyon
*Hipertansiyon
*Kontrolstiz diyabet
Diyabet Baslangic1 2-5wl 11-23 y1l 13-25 yil 15-27 yil
protemiir: ve hipertansiyon  Kreatinin SDBY
gelisini artis1 gelisimi

T A
Fonksiyonei Degisimler. Yapisal Degisimler.
GFR artis1 GBM kalinlasma
Renomegali Mesangial genisleme

Sekil 1.14. Diyabetik nefropatinin gelisim asamalari1 (Rudberg and Dahlquist 1996)

Evre 1: Hiperfiltrasyon ve hipertrofi evresi:

Devamli hiperfiltrasyonun (glomeriiler filtrasyon hizi: GRF>135 mL/dk/1,73 m?%) ve
renal hipertrofinin 6n plana c¢iktig1, fakat henuz albuminurinin normal sinirlarda
seyirettigi zaman dilimidir. Hayvanlar iizerinde yapilan deneyler sonucunda diyabetin
daha baglangi¢ doneminde, bobrekte protein sentezinin ve bobrek hacminin arttigi

bildirilmistir (Biiyiikdevrim 2005).

Bu donemdeki degisikliklerin renal plazma akimi ve filtrasyon ylizeyinin artmasindan
kaynaklandigi, glomeriiler bazal membranda (GBM) hafif kalinlagsma diginda énemli bir
morfolojik degisiklik olmadigi ortaya konulmustur (Osterby and Gundersen 1990;
Erdogan 1997; Bagriacik 1997a).
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Evre 2: Sessiz donem:

Bu everede morfolojik degisiklikler yillar boyu sessiz bir sekilde gelismektedir.
Glomertiler filtrasyon hizi (GRF) yavas¢a azalarak normal sinirlara inmektedir. Egzersiz
sirasinda belirgin iiriner albiimin ekskresyonu (UAE) devam etmektedir. GBM’de
kalinlagsma ve mezensiumda sinirl ekspansiyondan ibaret morfolojik degisiklikler renal
biyopsi ile gosterilebilmektedir. Birgok hasta bu evreden 3. evreye gecememektedir

(Osterby and Gundersen 1990).

Evre3:  Baslangic  halinde (incipient) diyabetik nefropati  ddnemi

(Mikroalbiiminiirik evre):

Bu donemde GFR normaldir. UAE mikroalbiiminiirik diizeyde, yani 30-300 mg/24saat
veya 20-200 mg/dk arasinda degismektedir. Bu durum, asikar nefropatinin habercisidir.
Hematiiri, konjestif kalp yetmezligi, egzersiz, asir1 protein alimi, ates, kontrolsiiz diabet

ve Uriner sistem infeksiyonu mikroalbiiminiiri pozitifligini artirmaktadir.

Bu donemde bir¢cok hastada hipertansiyon sinirina varmayan progressif kan basinci

artis1 gozlenmektedir (Norgoard et al. 1990; Osterby and Gundersen 1990).

Evre 4: Klinik (asikar) diyabetik nefropati donemi:

Klasik olarak persistan proteiniiri ile karekterizedir. Beraberinde siklikla hipertansiyon
da gozlenmekte olup eger hipertansiyon tedavi edilmezse renal fonksiyon kaybi
hizlanmaktadir. GFR’nin diisme hizi, ayda 1 mL/dk’dir. Bobrekte morfolojik olarak

glomeriillerde skleroz da izlenmeye baslanmaktadir.

Evre 5: Son donem bobrek yetmezligi:

Uremi gelismesi ile birlikte, sivi retansiyonu, édem gibi diger komplikasyonlar da



55

goriilmeye baglamaktadir. Yash hastalarda kalp yetersizligi ile birlikte otonom ve

periferik noropati goriilmektedir. Kan basincint kontrol etmek giliglesmekte, hemen

hepsinde biiyiik damar kalsifikasyonlar1 (Monckeberg sklerozu) gelismektedir. Koroner

vaskiiler hastalik en sik 6lim nedeni olarak goriilmektedir (Cizelge 1.8) (Biiyiikdevrim

vd 1996).

Cizelge 1.8. Diyabetik nefropatinin evreleri (Mogenson siniflamasi)

EVRE UAE Hiz1 Kan Basinci Glomeriiler Histolojik
(mg/giin) Filtrasyon Hizx Degisiklikler
1 Glomeriil
Hiperfiltrasyon 0-30 Normal %20-50 artis Boyutunda artig
2 Bazal Membran
Normoalbiiminiiri 0-30 Normal %20-50 artis (BM)
Kalinlagmasi
3 Bazal Membran
Mikroalbiiminiiri 30-300 Normal veya Halen artmis (BM)
Artmis proteiniiri ile Kalinlasmast,
azalir Mezensgimal
Genisleme
4 ~10 mL/dk/y1l Belirgin
Proteintiri >300 Artmis azalma Anormallikler
5 flerlemis
Son Dénem >300 Hipertansiyon <10 mL/dk Glomertlopati
Bobrek
Yetmezligi

Ik ii¢ evre preklinik, son iki evre ise klinik belirtilerle seyretmektedir. Hemodinamik

degisiklikler ve glomeriil hipertrofisi sicanlarda STZ ile olusturulan deneysel diyabette

de gosterilmistir. ileri glikolizasyon son iiriinlerinin artisi ile iliskili metabolik defekte

bagli olarak GBM’de kalinlasma ve mezensimal matriks artis1 meydana gelmektedir.

Glomertil hipertrofisi ile iligkili hemodinamik etki de glomeriil sklerozunun gelisiminde

rol oynamaktadir (Bohle 1991).
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1.7.1. Diyabetik nefropati bulgulari

Diyabetik nefropatide 151k mikroskobu bulgulari

Diyabetik nefropatide hem Tip 1 hem Tip 2 diyabetli hastalarin bobreklerinde ayni
histolojik degisiklikler goriilmektedir. Bu degisiklikler soyle siralanabilmektedir;

a. Glomeriiliin interkapiller nodiiler lezyonu: Cevresel glomeriil lobunun merkezine
yerlesmis eozinofilik ve PAS pozitif nodiillerdir. Bu nodiillerin mezensimden
kaynaklandiklar1 bilinmektedir. Bu histoloijk goriinlim agir proteiniiri, hipertansiyon,

bobrek yetmezligi gibi bulgularla beraber olmaktadir.

b. Diffiiz glomeriil lezyonlari: En sik goriilen lezyon tipidir. Kapiller kivrimlari tutan
mezensim matriksinde genisleme ve kapillerler duvarinda kalinlasma izlenmektedir.

Diffiiz glomertil lezyonu ve nodiiller birlikte goriilebilmektedir.

c. Eksudatif lezyon: Bowman kapsiilii boslugunda yer alan, yuvarlak, homojen,
eozinofilik yapilar olup bazen kapiller kivrimlar1 ¢cepegevre sarmistir, bazen de Bowman

kapsiilii boyunca yerlesiktirler.

d. Arteriyel lezyon: Arteriyollerde tiim damar duvarini tutan ve zamanla duvarin yerini
alan hiyalinizasyon izlenmektedir. Efferent arteriyoldeki lezyon diyabete 6zglidiir ve

bazen saptanabilen ilk bulgudur.

e. Tiibiiliis ve interstisyum: Insulinin devreye girmesi ile birlikte azalan; agiri
glukoziirili hastalarda goriilen kortikomediiller bolgenin tiibiil hiicrelerinde glikojen
birikimi ile tanimlanan patolojik degisikliklere rastlanilmaktadir. Bu degisikliklere
“Armanni-Ebstein” lezyonu denilmektedir (Kimmelsteil et al. 1962; Farquar and
MacDonald 1972).
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f. Bazal membran kalinlagsmasi: Glomeriil bazal membran (GBM) kalinlasmasi
diyabetik glomeriilosklerozun erken ve karakteristik bir bulgusu olmakla birlikte kas,
deri ve retinabazal membraninda da kalinlasma olmaktadir. GBM, glomeriillerin
visseral epitelinde sentezlenen kollojen benzeri bir proteindir (Osterby et al. 1983).
DN’de GBM’de ¢esitli biokimyasal degisiklikler gerceklesmektedir (Wahl et al. 1982).

Diyabetik nefropatide immunopatolojik bulgular: Diyabetik hastalarin bobrek
biopsilerinin immunfloresan incelemelerinde glomeriil bazal membraninda ve Bowman
kapsiilii ve tiibiillerin dis yilizeylerinde IgG, IgM, albumin ve fibrinojen birikimi
gosterilmistir. Ayrica mezensimde tip IV ve tip V kollajen, laminin, fibronektin ve fetal

bobrekte ekspresse edilen antijenler gosterilmistir.

Diyabetik nefropatide elektron mikroskobik bulgular: Diyabette en erken goriilen
elektron mikroskobu bulgusu, glomeriil bazal membran kalinlagmasi ve mezensim
artisidir. Bu degisiklikler hastaligin ilerlemesi ile daha belirgin olmaktadir (Kimmelsteil

et al. 1962; Farquar and MacDonald 1972).

Ilerlemis bébrek hastaliklarinda glomeriil bazal membran kalmlig: ile idrarla protein
atilimi arasinda iliski gosterilmistir. Idrarda albumin atilimi1 30 mg/dk’nin iistiinde olan
Tip 1 diyabetik nefropatililerde mezensim voliimii belirgin olarak artmaktadir (Yenigiin

ve Altuntas 2001).

1.8. Likenlerin Genel Yapisi

Liken terimi ilk kez MO 1V yiizyillda Yunanl bilim adami Theophratus tarafindan
yayinlanan ‘Bitkilerin Tarihi’ adli eserde zeytin agacinin kabugu iizerindeki yiizeysel
biiylimeyi belirtmek i¢in kullanilmis yunanca bir kelimedir. Daha sonra Theophratus
tarafindan liken olarak adlandirilan bu bitkilerin gergekte liken olmayip bu terimin

‘ciger otlart’ i¢in kullanildig1 anlasilmistir. (Aslan 1995; Karagoz 2010).
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Yeryliziinde ¢ok genis bir yayilis alanina sahip olan, bir¢cok yiiksek bitkinin
gelisemedigi yliksek bolgelerde varligini siirdiiren, halkimizin agag¢ ve kaya tizerindeki
formlarina yosun, yosnu, agac siimbiilii gibi yoresel isimler verdigi likenler (Oztiirk
1995) bazi alglerin ve mantarlarin karsilikli fayda iligkisi dogrultusunda bir araya
gelerek simbiyotik yasam seklini tercih etmeleriyle olusturduklari ekolojik birlikteliktir.
Fungus bileseni (mikobiyont), yesil algler veya mavi yesil algler (fotobiyont) ile
simbiyotik isbirligi kurmay1 basaran bir Ascomycetes veya Basidiomycetes tiyesidir
(Cansaran Duman 2008). Bu birliktelikte mantar hiflerinden olusan tabakaya ‘Medulla’,
alg hiicrelerinden olusan tabakaya ise ‘Gonidia’ tabakasi denilmektedir. Medullay:
meydana getiren renksiz mantar hifleri, renkli alg hiicreleri ile bir araya gelerek liken
tallusunu olusturmaktadir (Oztiirk 1995). Bu birliktelik sonucunda likenler, alglere ve
mantarlara hi¢ benzemeyen, yepyeni morfolojik, anatomik ve fizyolojik ozellikler
gostermektedirler. Boylece likenleri olusturan algler ve mantarlar, kisithh yasam
kosullarinda var olmalarina neden olan karakterlerini kaybedip, tistiin 6zelliklerini 6n

plana ¢ikarma sans1 bulmaktadirlar (Tufan Cetin ve Stimbiil 2008).

Likeni olusturan alg-mantar birlikteliginde, mantar hifleri, liken tallusunun ihtiyaci olan
CO;’yi, havadan su buharin1 ve kendi iizerinde birikmis olan mineralleri kazandirirken,
iretici (ototrof) canli olan alg ise klorofili vasitasiyla sentezledigi organik maddeleri ve
oksijeni temin etmektedir (Tufan Cetin ve Siimbiil 2008; Cansaran Duman 2008). Her
ne kadar iki canli grubu karsilikli kazang elde ediyormus gibi goriinse de, asil fayday:
algten besin temin eden mantar saglamaktadir. Bu nedenle, alg-mantar birlikteliginde

baskin canli mantardir (Nash 1996; Cavalier-Smith 1998).

Yeryliziinde yaklagik 20 bin tiirii bulunan likenler ¢ok yavas biiyiimektedir. Likenlerin
gozle goriiliir birkag cm ¢apinda bir rozet seklinde gelismesi 50 yildan fazla zaman
almaktadir (Kiigiikkaya 2004). Buna karsinyillik 0,5 mm den 5 cm ye kadar biiyliyen
likenler de vardir. Likenlerin biiyiimesine etki eden faktorler sirasiyla sicaklik, nem,

151k, temiz bir atmosfer ve riizgardir.
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Likenlerin renkleri alg bilesenine, liken asitlerine, amorf maddeler, pigmentler ve bazi
liken maddelerinin kimyasal reaksiyonlar1 ile olusmaktadir. Golge ya da glinesli ortama
gore renk degismektedir (Brodo et al. 2001). Likenler toprak olusumuna yaptiklari

katkidan dolay1 ekolojik siiksesyonda da 6nemli rol iistlenmektedirler.

1.8.1. Liken bilesenleri

Mantar

Biitiin mantarlar temel olarak hif denilen mikroskobik ipliklerden olugsmaktadir. Hig bir
hif giines 1s51¢1nda karbondioksit ve suyu alip fotosentez yoluyla bunlar sekere ¢cevirme

yetenegindeki yesil pigment olan klorofile sahip degildir.

Mantarlar kendi besinlerini tiretemedikleri i¢in tipki hayvanlarin yaptiklar1 gibi
besinlerini bulmak zorundadirlar. Saprofit olarak 6li yapraklar veya odun gibi 6li
organik materyal {lizerinde yasayabilmekte veya iyi huylu ya da Oliimciil parazitler
olarak canli organizmalarda bulunabilmektedirler. Likenleri olusturan mantarlarin
bliyiik kism1 Ascomycetes grubuna dahildir. Bu gruptaki mantarlar mikroskobik iireme
sporlarini; askus denen kiiclik keseler icerisinde liretmektedirler. Askomisetlerin 30 000
civarinda tiirii bulunmaktadir ve bunlarin yariya yakini liken olusturmaktadir (Aslan

1995; Karagoz 2010).

Fotobiyontlar

Likenlerde fotobiyont olarak birlige katilan 25 yesil alg tiirli, az sayida altin saris1 alg,
bir kahverengi alg ve 12 siyanobakteri (ya da mavi-yesil alg) cinsi vardir. Birgok
fotobiyontun tallus iginde teshis edilmeleri ¢ok zordur. Ciinkii simbiyotik durum
yiiziinden 6nemli Olclide desiklige ugramis olabilmektedirler. Yaygin olan fotobiyont
cinsleri sunlardir; Cyanobacteria (Stigonema, Chroococcus, Gloeocapsa, Nostoc,
Scytonema) ve Yesil algler, (Trebouxia, Stichococcus, Myrmecia, Heterococcus,
Trentopohlia) (Brodo et al. 2001).
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Liken birligi

Bir liken tallusun da mantar dominant tiyedir. Genellikle likenin biiyiik bir kisminm
olusturarak esey organlarini meydana getirmektedir. Yapraksi formdaki liken
tallusundan almman enine kesit incelendigi zaman bazi tiirlerde alg ve mantar
tabakalagmasinin oldugu goriilmektedir. Eger alg hiicreleri tallus i¢inde homojen
dagilmigsa homomerik tallus, (6rnek Collema ve Leptogium tiirleri) tabakalagsma

olmussa heteromerik tallus denilmektedir (6rnek olarak Usnea ve Peltigera tiirleri).

Cogu likende mantar; alg veya siyanobakteri hiicrelerini kiiciik hif dallariyla
sarmaktadir. Bu dallarin ug¢ kisimlart genislemistir ve fotobiyontun hiicre duvarlarina
sikica yapismistir. Goriiniise bakilirsa mantar dogru alg tiiriinii hiicre duvarindaki belirli
proteinler (6rnegin lektinler) aracilig ile tanimaktadir. Cogunlukla haustoria denen kisa
cikintilar az veya cok fotobiyont hiicrelerinin igerisine niifuz etmektedir. Fotobiyont
hiicrelerinin duvarlar1 seker ve diger karbonhidratlara kars1 daha gecirgen hale gelmekte
ve bunun sonucunda bir miktar karbonhidrat fotobiyont hiicrelerinden disar
sizmaktadir. Bu sizinti  mantar tarafindan absorbe edilmektedir. Elbette
karbonhidratlarin bir kismu fotobiyont igerisinde tutulmakta ve fotobiyontun kendi

ihtiyaglari igin enerji kaynagi olarak kullanilmaktadir (Brodo et al. 2001).

Mantar ise; Alg hiicrelerini kendi dokular1 arasinda korur ve hiicre duvarlarinda su
tutarak ortamdaki nemin daha kararli olmasimi saglamaktadir. En yaygin yesil alg
fotobiyontlar1 asir1 1s1ktan hasar gormektedir. Liken yapist igerisindeki mantar dokulari
ve mantarin irettigi pigmentler alg icin kismi bir 151k kalkani vazifesi gormektedir.
Likendeki mantarin belki de en 6nemli katkisi alg i¢in bir habitat yaratmasidir (Brodo et
al. 2001).

1.8.2. Likenlerin siniflandirilmasi

Likenlerdeki sistematik caligmalar; diger organizmalarda oldugu gibi klasik olarak daha

cok morfolojik karakterlere dayali tanimlanmaya dayanmaktadir. Likenlerin
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talluslarinda igerdikleri liken asitlerinin belli kimyasal maddelerle reaksiyona girerek
verdigi renk reaksiyonlari tanimlanmalarina yardimci faktordiir. Fakat bu tanimlama

caligmalar1 da likenlerin sistematik kategorilerini tam olarak belirlemeye yetmemektedir

(Cansaran Duman 2008).

Likenler bulunduklar1 ortama ve beraber yasadiklari bitkilerin durumlarina gore degisik
sekillerde olabilmektedirler. Bu bigimlere gore de likenler li¢ gruba ayrilmaktadir
(Giiner vd 1992).

Yapraksi likenler

Az ¢ok yassilasmis ve alt yiizeyleriyle {ist yiizeyleri birbirinden ayirt edilebilen likenlere
yapraksi denilmektedir. Lobaria pulmonaria veya Flavoparmelia caperata gibi biiyiik
yapraksi likenleri bu kategoriye yerlestirmek kolaydir. Xanthoria elegans gibi substrata
¢ok siki tutunmus olan ya da Cetraria islandica gibi loplar1 neredeyse dik sekilde
diizenlenmis olan yapraks: tiirlerin bu kategoriye konulmalar1 ise daha zordur. Cogu
yapraksi likenin kenarlar1 yuvarlak veya biraz agilidir. Loplarin sekilleri, uzunluk ve
genislikleri ve konfigiirasyonlart (mesela yukar1 kivrik veya asagi kivrik, konkav veya
konveks, siskin veya yass1 olabilir) bir likeni digerinden aywran Onemli
karakteristiklerdir (Brodo et al. 2001). Cogunlukla agag¢ kabuklar1 ve kayalar {izerinde,
kabuk seklinde, siki bir ortii meydana getirmektedirler. Likenlerin, biiyiik bir kismi1 bu
gruba girmektedir (Karamanoglu 1971).

Dalsi likenler

Dik ya da asili olarak biiyliyen, talluslarinda, yassilasmis olsalar bile, agik bir sekilde alt
ve list olarak ayirt edilebilen ylizeylere sahip olmayan likenlere dals1 likenler denilir. Bu
gelisim sekli ¢ok fazla dallanmis ¢alimst likenleri ve dallanmamis saplar veya iplikler
halindeki likenleri kapsamaktadir. Bu likenlere Polychidium ve Ephebe gibi ¢ok kiigiik
kurdele benzeri veya Usnea gibi ipliksi liken tiirleri de dahil edilmektedir. Cladonia ve
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Pilophorus gibi bazi cinslerde tallusun sadece bir kismi dals1 olmaktadir (Brodo et al.
2001).

Kabuksu likenler

Basit¢e substratlarinin iizerinde kabuklar olusturan likenlere kabuksu likenler denilir.
Tim alt yiizeyleri, substratla temaslarin1 6nleyen bir alt korteks olmaksizin, substrat
partikiillerinin {izerinde veya aralarinda biiyiimektedir. Bazilar1 ¢ok genis, parlak renkli
yamalar olusturarak ¢ok sert ve kalin olabilirken, bazilar1 da bir biiyiitecin yardimi
olmaksizin fark edilmeyecek kadar kii¢iikk olmaktadir. Kabuksu likenlere Lecanora,
Graphis, Lecidea, Biatorina drnek verilebilmektedir (Brodo et al. 2001). Ozellikle
kabuksu likenleri, substrattan kazimadan ayirmak miimkiin degildir (Kiiglikkaya 2004)
Yapisindaki hifleriyle bazen kayalar1 dahi eriterek, sert ortamlarin iclerine

girebilmektedirler. Bunlara Endolitik Likenler de denilmektedir (Giiner vd 1992).

Morfolojik siniflandirmada oldugu gibi bir¢ok ara formlar bulunmasina karsin tizerinde

gelistikleri substrat ¢gesidine gore de likenler {i¢ bilyiik gruba ayrilabilmektedir.

Epifitik veya kortikol likenler

Cesitli aga¢ kisimlari, 6lii odun gibi materyaller tizerinde gelisen likenlerdir. Bu bitkiler
substrata kismen veya tamamen gomiilii durumda (hypophloedal) olarak (Lecidea ve
Lecanora tiirleri ornek verilebilmektedir), ya da yiizeyde (epiphloedal) olarak (bazi

Buellia, Caloplaca ve birgok tiir 6rnek verilebilmektedir) gelisim gostermektedirler.

Saksikol likenler

Cesitli tas veya kaya ilizerinde gelisen likenlerdir. Bunlarda kaya yiizeyinde gelisen
likenler yani epilithiklikenler (6rnek Rhizocarponsp.) ve kayaya kismen gomiilii olan

endolithik (6rnek Verrucaria sp.) likenler olmak iizere ikiye ayrilmaktadirlar. Genellikle
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kalkerli substratlar {izerinde gelisenler az ¢ok endolithik, silisli substratlarda gelisenler

ise epilithik tiirlerdir (Brodo et al. 2001).

Terrikol likenler

Kalkerli, silisli, humuslu topraklar {izerinde yalniz veya karayosunlar1 lizerinde gelisen
likenlerdir. Ornek Cladonia ve Squamarina tiirleri verilebilmektedir (Brodo et al.
2001).

1.8.3. Likenler ve antioksidan ozellikleri

Yapilan biyolojik aktivite 6l¢iimlerinde liken maddelerin her gegen giin yeni 6zellikleri
kesfedilmekte ve bu maddelerin sitotoksik ozelliklerinin az olmasi da ilag 6zelliklerinin

arastirilmasinda 6n planda tutulmaktadir.

Likenlerde antioksidant aktivitelerin belirlenmesine yonelik ¢alismalar oldukga
sinirlidir. Yapilan bir ¢akismada; Protusnea malacea ve Placopsis sp. tiirlerinden izole
edilen depsitler (divaric acid ve atranorin) ile Erioderme chilense ve Psoroma pallidum
tirlerinden elde edilen depsidonlar (1’-chloropannarin, pannarin ve vicanicin)’in
antioksidant aktiviteleri arastirilmistir. Bir diger ¢alismada ise Briyoria fuscescens,
Cetraria islandica, Cetraria pinastri, Dermatocarpon intestiniforme, Letharia vulpina,
Parmelia caperata, Peltigera rufescens, Physcia aipolia, Pseudevernia furfuracea ve
Usnea florida tiirlerinin antioksidant aktiviteleri arastirilmistir. Ulkemizde likenlerin
antioksidan aktiviteleri lizerine yapilmis bazi calismalar da mevcuttur (Odabasoglu vd

2004; Aslan vd 2006; Giilliice vd 2006).

1.8.4. Likenlerin kullanim alanlari

Likenler, diinyada ve iilkemizde ¢ok eski zamanlardan beri halk hekimliginde bir¢ok

hastaligin tedavisinde kullanilmigtir.
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15. yiizyilda insan kafatasi iskeleti iizerinde biiyiiyen bir likenin altin degerinde oldugu
ve epilepsi tedavisinde kullanildigi bilinmektedir. Baz1 eski kaynaklardaysa likenler,
elle ¢izilmis sekiller halinde karsimiza ¢ikmaktadir. Bunlarin yanindaki agiklamalardan,
bu likenlerin g6giis, apandisit ve bas agrilari, karaciger sorunlar1 ve romatizmay1 tedavi

etmede kullanildigin1 anlasilmaktadir (Dilsizoglu vd 2004).

Avrupa iilkelerinde likenler 16. ylizyildan itibaren cesitli hastaliklarin tedavisinde
inflisyon ve dekoksiyon seklinde kullanilmistir. Ulkemizde ise yaralarm tedavi

edilmesinde ve kan kesici olarak kullaniimaktadir (Ilgim vd 1998).

Hastaliklarin tedavisinde kullanilan likenlerin iyilestirici 06zelliklerinin yapilarinda
bulunan asitlerden kaynaklandigi tespit edilmistir. Liken asitleri degisik
karakterlerdedir. Likenlerin tanisinda biiyiik bir kriter olan bu asitlere ilaveten 6nemli
boyar maddeleri ihtiva etmeleri ayrica antimikrobiyal madde icermeleriyle de likenlerin

Onemi bir kat daha artmaktadir (Diilger vd 1998).

Liken metabolitlerinin degisik mikroorganizmalar, mayalar ve algler lizerine antagonist
(antibiyotik) etki goOsterdigi uzun yillardan beri bilinmektedir. Denenen liken
orneklerinin %50’sinden fazlasinin antibiyotik etki gosterdigi, en etkili maddelerin ise
usnik asitler, pulvunik asit tiirevleri (6rnegin vulpinik asit) ve alifatik asitler oldugu ve
bu maddelerin de 06zellikle Gram-pozitif bakterilere ve bazi funguslara antagonist
aktivete gosterdigi bildirilmistir. Bunlara ilaveten likenlerin antiherbivor ve antitimor

aktivete gostermeleri de diger onemli 6zelliklerdendir (Osmanagaoglu vd 2000).

Likenler gec¢misten giliniimiize kadar eczacilik, tekstil, kozmetik gibi alanlardaki
kullanimlar1 ile 6nem kazanarak, pek ¢ok bilimsel calismaya konu olmustur. Yapilan
calismalar sonucunda likenlerin yaklasik 350 kadar ikincil bilesik i¢erdikleri (Yilmaz vd
2004), cogunun insan ve bitki patojenleri lizerine antimikrobiyal etki gosterdigi ortaya

konmustur (Elix et al. 1995; Ernst-Russell et al. 2000; Rezanka and Guschina 2000).
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Likenlerde olusturdugu 6zel bilesiklerin antiprotozoal, antinosiseptif, antiinflamatuar
antiproliferatif, antiensamatuar ve analjezik Ozelliklere sahip oldugu tespit edilmistir
(De Carvalho et al. 2005; Cansaran Duman 2008). Bununla birlikte likenlerin, ‘likenin’
adli liken karbonhidratindan glikoz ve alkol eldesinde; parfiim, sampuan, sabun gibi
kozmetik iiriinlerde kullanilan fiksatifin tiretiminde kullanildigi bilinmektedir (Tutel
1986; Oztiirk 1995; Nash 1996). Ayrica 100'e yakin liken tiirii farkl1 renklerde organik

tekstil boyalarinin imalinde kullanilmaktadir (Casselman 2001).

Cetraria islandica basta olmak iizere Cetraria cinse ait pek ¢ok tiir, oldukca genis bir
kullanim alanina sahip ve hala Avrupa'da dikkate deger miktarda, evde ilag yapiminda
kullanilmak tizere satilmaktadir. 1904 yilinda resmi olarak pazarlarda satilan tek liken
olma oOzelligine sahiptir. Tonik olarak, laksatif olarak, astim tedavisinde, diyabet, nefrit,
akciger hastaliklar1 ve bosaltim sistemi hastaliklar1 tedavisinde kullanilmaktadir.
Oksiiriik ve soguk algmligma da iyi geldigi bilinmektedir. Giiniimiizde pek ¢ok sirket
bogaz pastillerinin ya da haplarmin yapiminda Cetraria'yt veya Usnea'yi
kullanmaktadir. Eczane ve dogal yiyecek diikkdnlarinda satilan soktiiriiciiler (6ksiiriik
surubu vb.) ve giiglendirici tonikler bu likenin iiriinleridir. Onemli bir &zelligi de halen

‘Izlanda iskorbiti> hastaliginin tedavisinde kullanilmasidir (Dilsizoglu vd 2004).

1.8.5. Cetrariaislandica (L.) Ach.

Tallus 2-6 cm boyunda, seritsi, dik ya da kalkik uclu veya piiskiil seklinde, loblar 1-10
(-30) mm genisliginde, + kanalli, genis loblar daha diiz, + dallanmis, iist yiizey koyu
gri-kahverengi, kirmizi-kahverengi ya da grimsi-yesil, taban kisimlar genellikle
kirmizimsi renkte, diiz ya da bazen noktali, parlak ya da mat, genellikle genisligi 0,1-1
mm olan kenar ¢ikintilara sahiptir. Alt yiizey renksiz ya da soluk, ¢ok sayida belirgin
pseudosfellilidir. Apotesyum genis loblarin alt ylizeyinde nadiren bulunur, disk 1-20
mm, koyu kahverengi, piknidyumlar loblarin yiizeyleri ilizerinde, koyu kahverengi,
konidler 6-7x1um’dir. Medulla ve pseudosifeller K-, C-, KC-, Pd+ turuncudur. Liken

besince zengin ve Ozellikle daglarin zirvelerine yakin yerlerdeki cayirliklar ya da
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fundalik bolgelerde toprak iizerinde gelismektedir (Sekil 1.15) (Wirth 1980; Purvis et
al. 1994).

Sekil 1.15. Cetraria islandica (L.) Ach likeninin dogal ortamindaki gériiniimii

Cetraria islandica (L.) Ach. likeninin giiniimiizdeki terapotik 6nemi likenin ve
izolikenin maddelerinden kaynaklanmaktadir. Bu liken tiiriiniin etkili bir antioksidan
oldugunu gosterir ¢aligmalar mevcuttur (Giilgin vd 2002; Kosani¢ and Rankovi¢ 2011).
Ayrica Cetraria islandica’da protolikesterinik asit, B12 vitamini, folik asit, a-
methylene-¥ -lactone, fumarprotosetratik asit ve B-orcinol depsidone gibi biyolojik
olarak aktif sekonder metabolitlere rastlanilmistir (Ogmundsdottir et al. 1998).
Antibiyotik aktivitesi iizerinde yapilan ¢alismalarda drogun in vitro’da Sarcina lutea,
Staphylococcus aureus, Streptococcus pyogenes ve Proteus vulgaris’e etken oldugu,
Mycobacterium tuberculosis’e karsi1 drogun (1:20) dekoksiyonunun, 1:10000- 1:50000'
lik seyreltmelerde aktif oldugu saptanmistir (Klosa 1950; Sticher 1965). Bu likenden
hazirlanmis olan cetrarin (Merck) adli preparat, antibiyotikler yaygin sekilde
kullanilincaya kadar tiiberkiiloz, kronik bronsit, dizanteri tedavisinde uzun yillar
onemini korumustur (Diilger vd 1998). Avrupa iilkelerinde halen solunum yolu
hastaliklarinda kullanilan Isla-Moos-Pastilleri yapiminda drogun sicak su ekstreleri
kullanilmaktadir. Bu pastillerin mukozay1 yerel tahriglerden koruma yolunda
antiflojistik etkisinin de oldugu belirlenmistir (Zeybek ve Volker 1992).
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1.8.6. Pseudevernia furfuracea (L.) Zopf var. furfuracea

10 cm capina kadar ulasabilen tallus ¢ok sayida serit seklinde loplardan ibaret dalsi
sekilli olabimektedir. Loplarin ist yiizeyi gri-beyaz renkte ve izidli goziikmektedir.
Loplarin alt yiizeyi uglarda kahverengimsi-beyaz ya da pembemsi, merkezi kisma dogru
siyah renktedir. Korteks K (+) saridir. Bu varyetede medulla C (-) 6zelliktedir. Ender
rastlanan apotesyum 1,5 cm ¢apinda olabilmektedir. Askus 30-40x14-16 pm,
askosporlar 7,5-10x4-5,5 pm boyutlarinda, elips seklinde goriilmektedir. Bu tiiriin ikinci
varyetesi olan var. ceratea (Ach.) D. Hawksw.’da medulla C (+) kirmiz1 6zelliktedir
(Sekil 1.16) (Purvis et al. 1994; Wirth 1995).

Sekil 1.16. Pseudevernia furfuracea (L.) Zopf var. furfuracea likeninin dogal
ortamindaki goriiniimii

Subalpin bolgelerde riizgarli, nemli alanlarda genis yaprakli ve igne yaprakli agaclarin
asidik kabuklarinda, godlgelerinde, daha c¢ok dallarinda bulunmaktadir. Daha ender
olarak odun ve silisli taslar tizerinde gelismektedir. Pseudevernia sp., Hypogymnia sp.,
ve Usnea sp. ile birlikte aynmi substratlarda gozlenmektedir. Boreal ve Akdeniz
bolgelerinde daglik alanlarda yayilis gostermektedir. Hava kirliliginin ¢ok ve havanin

sicak oldugu bolgelerde ender bulunmaktadir (Purvis et al. 1994; Wirth 1995).
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Pseudevernia furfuracea (L.) likeninin etkisi de igerdigi liken asitlerinden
kaynaklanmaktadir. Proksa et al. (1994) yilinda yaptigi bir ¢alismada bu liken de
atranorin, physodic asit, oxyphysodic asit ve virensic asit olmak tizere dort adet etken
madde belirlemisglerdir. Atranorinin polimorfniiklear 16kositlerde 16kotirien B4 sentezini

inhibe ettigi belirtilmistir (Kumar and Miiller 1999).

Literatiirden de anlasildigi gibi diyabetik hastalarda artan oksidatif stres doku
hasarlarinin hiicresel ve molekiiler mekanizmalarinda onemli rol oynamaktadir.
Oksidatif stresin sebep oldugu doku ve organ hasarlar1 Tip 1 diyabette s6z konusu olup,
reaktif oksijen tiirlerinin iiretilmesi (ROS) ve lipit peroksidasyonu (LPO) diyabetik
hastalarda artmaktadir. Seker hastalig1 basta pankreas, kan ve karaciger olmak iizere pek
cok doku ve organda belirgin hasarlar olusturmaktadir. Diger taraftan, likenlerin pek
cok hastaligin tedavisindeki yeri uzun yillardir ilgi ¢eken bir konudur. Bu durum onlarin
antioksidan oOzelliklerinden kaynaklanmaktadir. Bu g¢aligmanin amaci, oncelikle iki
farkl1 liken tiiriine (Pseudevernia furfuracea ve Cetraria islandica) ait sulu ekstrelerin
hayvanlarin viicut agirliklan, tiikettikleri su ve yem miktarlari, kanlarindaki glukoz
seviyesi ve Ozellikle de bobrek dokusu iizerindeki patolojik ve oksidatif etkilerini
arastirmaktir. Nitekim, diyabet hastalariin bitkisel ilaclara karsi dikkatli olmalar
gerektigi belirtilmekte, bu maddelerin insan saghigi {lizerinde pek cok istenmeyen
olumsuz etkiye yol acabilecegi hatta oldiiriicii olabilecegi kaydedilmektedir (Yuan and
Bieber 2003). Uluslararas: kurallar geregi insan sagligint korumak amaciyla, dncelikle
bitkiler ya da karisimlar ile tedavinin deney hayvanlar iizerindeki yan etkilerinin
incelenmesi ve farkli organlar tizerindeki olumlu ve olumsuz etkilerinin gozlemlenmesi
gerektigi de vurgulanmaktadir. Ancak, literatiir verileri incelendiginde likenler iizerinde
bugiine kadar yapilan in vivo veya in vitro toksikoloji ¢alismalarinin yeterli diizeyde
olmadig1 yapilan taramalardan anlasilmaktadir. Diger taraftan, diyabette tedaviye destek
amagl bircok dogal iirin denenmistir. Tip 1 diyabet tedavisinde insiilinin alternatifsiz
olmasi, Tip 2 diyabet tedavisinde kullanilan oral antidiyabetik ilaclarin karaciger ve
bobreklerde ciddi toksisite olusturmasi sebebiyle yeni ilaglarin kesfedilmesi igin yapilan
caligmalar giderek artmaktadir. Bu nedenle de bu c¢alismanin diger 6nemli bir amaci,

Tip 1 diyabet gelistirilmis si¢anlar ilizerinde s6z konusu likenlerin etkinliklerinin
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yukarida belirtilen parametrelerin degerlendirilmesi ile aragtirilmasi olacaktir. Nitekim,
bu konuda simdiye kadar kaydedilmis herhangi bir veriye rastlanmamistir. Sonug
olarak, elde edilecek bulgularin literatirde biiylik bir boslugu dolduracagi
kanaatindeyiz. Boylece, likenlerden ila¢ kaynagi olarak giivenli ve yeterli bir sekilde
faydalanilabilecek ve bu durum iilkemiz ekonomisi agisindan da firsat haline

doniistiiriilebilecektir.
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2. KAYNAK OZETLERI

Alarcon de la Lastra et al. (2002), racemic-ketoprofen ve tiirevleri olan S(+) ve
R(—)—ketoprofenin neden oldugu gastrik hasarda serbest oksijen radikal {iretimi ve
notrofil infiltrasyonunu incelemislerdir. Calisma sonunda doza bagli olarak Racemic-
ketoprofenin yiiksek toksik etki gosterdigi ve tiirevlerinin bu etkisinin daha az oldugunu
tespit etmislerdir. Ilag enjeksiyonun lipid peroksidasyonunu ve xhantin oksidaz enzim
seviyesini artirdigini ve sliperoksit dismutaz aktiviteini ise diislirdiglinii ortaya

koymuslardir.

Altan vd. (2006), Diabetes Mellitus ile serbest radikaller ve antioksidan sistemi
tartistiklart calismalarinda diyabetik hastalarin uzun stireli yiikksek kan glukoz
konsantrasyonlarina ~ maruz  kalmalarinin  oksidatif  stresi  arttirabilecegini
savunmuglardir. Ayrica bu calismada diyabette antioksidan savunma sistemlerinin
degistigi gosterilmistir. Ayni ¢alismada anti-oksidanlar, biiyiik bir olasilikla diyabette

bozulan oksidatif stresin, protein glikasyonunun ve glukoz metabolizmasinin

diizeltilmesinde 6nemli etkiler olusturabilecegi kanaatine varilmistir.

Althunibat et al. (2010), gerceklestirdikleri caligma ile Punica granatum L.
(Punicaceae) bitkisine ait kabuk ekstreleini STZ ile tegvik edilmis siganlar {izerinde
denemisler ve STZ nin neden oldugu oksidatif strese karsi koruyucu bir etkiye sahip

oldugunu belirtmislerdir.

Aras (2008), antioksidan 6zelligi olan pirolidyum dithiyokarbamat’in (PDTC) diyabetik
sigan modelinde nefropati lizerine koruyucu etkisini arastirdig ¢alismasinda PDTC nin
diyabete bagli gelisen renal hasara karsi koruyucu etkisinin oldugunu rapor etmistir.
Ayrica diyabetik nefropatili hastalarda PDTC’nin alternatif tedavi se¢enekleri arasinda

yer alabilecegini savunmustur.
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Avci (2001), diyabette olasi bir oksidan stresin varligini kontrol etmek ve bunun iizerine
bir antioksidan olan E vitamininin etkilerini incelemeyi amacladigi c¢aligmasinda
diyabetli si¢anlarin bobrek dokularinda oksidan stresin en iyi gostergesi olan MDA
diizeyleri ile antioksidan enzimler olan katalaz (CAT), siiperoksit dismutaz (SOD) ve
glutat peroksidaz (GSH-Px) ve bunlara E vitamininin etkileri arastirdi. Arastirma
sonucunda degisik denek tiirleri ve E vitamini dozlariyla yapilacak olan ¢aligmalarin
diyabette oksidatif strese bagli olarak ortaya ¢ikan komplikasyonlarin biyokimyasal

mekanizmalarinin aydinlatilabilecegi kanaatine varmstir.

Bagkurt Aladag (2008), Tip 2 diyabetli hastalarda mikroalbuminiiri ve serum {irik asit
seviyeleri arasindaki iligkiyi arastirmistir. Arastirma sonucunda Tip 2 Diabetes Mellitus'
lu mikroalbuminiiri gelismis hastalarda iirik asit seviyesi degerlerinin istatistiksel
calismalarda anlamli olarak yiiksek oldugu ve {irik asit yiiksekliginin mikroalbuminiiri
varligr ile birlikte oldugunu bulunmustur. Bunun sonucunda firik asit seviyesinin
45mg/dL  istii  degerlerdeki hastalarda  mikroalbuminiiri  varligi  agisindan
degerlendirilmesinin faydali olabilecegi kanaatine varilmis. Ayrica iirik asit
yiiksekliginin  mikroalbuminiiriyle birlikte tam olarak neyi temsil ettiginin
bilinmedigini, {lirik asidin oksidan veya antioksidan rol oynayabilecegini ve iirik asit

diizeyinin mikroalbuminiiri i¢in bir belirte¢ olabilecegini belirtmistir.

Boustie and Grube (2005), likenler ve likenler tarafindan sentezlenen biyoaktif sekonder

metobolitler ve onlarin canlilar iizerine etkilerini aragtirmistir.

Catani et al. (2005), vitamin C’nin oksidatif stresin durdurulmasinda onemli bir ajan
oldugunu ve ¢esitli hiicrelerin DNA yapilarin korunmasinda ve viicut homeostazisinin

saglanmasinda énemli bir ajan oldugunu tespit etmislerdir.

Chenet al. (2010), STZ ile diyabet olusturulmus siganlarin bobrek dokusu fiizerine
Apocynum venetum ekstresinin koruyucu etkisinin arastirildigi calismada diyabetli
havanlarin MDA seviyesinin arttigt SOD ve GSH aktivitelerinin azaldigi tespit

edilmistir. Ayn1 ¢aligmada tedavi amagli Apocynum venetum ekstresi uygulandiginda


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Chen%20HY%22%5BAuthor%5D

72

bobrek iizerine koruyucu etkiye sahip oldugu ve bobrekteki oksidatif stresi lizerine

engelleyici olabilecegi kanaatine varilmistir.

Cmnaroglu Saka (2005), diyabetik ve non diyabetik nefropatisili hastalarda Enalapril ve
Losartan tedavisinin proteiniliri {izerine olan etkilerinin incelendigi c¢alismada
Angiotensin doniistiiriicli enzim inhibitorii (ACE-I) ve Angiotensin II resptor antagonist
(AT II RA)’lerinin diyabetik nefropati (DN) gelismis insuline bagimli diabetes mellitus
(IDDM)’lu hastalarda proteinuri {lizerindeki iyilestirici etkisini aragtirmak amaglanmis
ve tedavinin proteinuri, hipertansiyon, renal ve tiibiiler fonksiyonlar ve metabolik
parametreler iizerine etkisi karsilastirilmistir. Calisma sonucunda diyabetik ve non
diyabetik nefropatisi olan hastalarda enalapril ve losartan tedavisi ile renal ve metabolik
kontrol iizerine olumsuz etkiler olugsmadigy, istatiksel olarak anlamli antiproteinurik etki

de gozlenmedigi, ancak her iki tedavinin de iyi tolere edildigi rapor edilmistir.

Dogan vd (2011), STZ ile deneysel olarak diyabet olusturulan siganlarin bobrek
dokusunda, Enalapril ve Losartan’in iyilestirici etkilerinin incelendigi ¢aligmalarinda
enalapril ve losartan tedavisi uygulanan diyabetli si¢anlarda birbirlerine benzer
histolojiye sahip olduklarin1 ve bu gruplarda glomeriillerde Bowman mesafesinde
daralma ve mezangial matriks artis1 izlendigini, tiibiiler dilatasyonlar ve Armani-Ebstein
lezyonlarmin ise diyabetik gruba gore daha az belirgin oldugunu, ayrica tiibiil
epitellerinin firgams1 kenarlarindaki ayrilma ve bozulmalarin da daha az belirgin
oldugunu gozlemlemislerdir. Bu calismada STZ ile deneysel olarak diyabet olusturulan
sicanlarin bobrek dokusunda enalapril ve losartan’in diyabetik nefropatinin histolojik

bulgular {izerine etkili oldugu sonucuna varmiglardir.

Doénmez (2008), kan basincini ve glomeriiler filtrasyon hizint (GFR) diisiirmeyen
dozdaki anjiotensin reseptdr blokeri olan Irbesartanin (IR), farkli antioksidanlar olan
Alfa Lipoik Asit (ALA) ve L-Carnitine (L-Karnitin) (LC) kombinasyonu ile
tedavilerinin deneysel Diyabetik Nefropati (DNP) iizerine etkilerini arastirmistir. Sonug

olarak Angiotensin Tip 1 (AT1) reseptdr blokerlerinin, oksidatif stresin organ hasari



73

gelisiminde 6nemli role sahip oldugu Diabetes Mellitus hastalarinda antioksidanlarla

birlikte verilmesi halinde renal koruyucu etkilerini giiglendirdigini géstermistir.

Diilger vd (1998), Cetraria islandica (L.) Ach. likeninin Antimikrobiyal Aktivitesini
arastirdiklar1 ¢calismalarinda Cetraria islandica (L.) Ach. likeninden Etil esetat, Aseton,
Kloroform ve Etanol ekstreleri hazirlanarak disk difiizyon metoduna goére Escherichia
coli ATCC 11230, Enterobacter aerogenes CCM 2531, Staphylococcus aureus 6538P,
Staphylococcus epidermidis, Bacillus subtilis La2114, Bacillus cereus var. mycoides,
Bacillus sphaericus, Bacillus thurigiensis, Bacillus megaterium, Mycobacterium
smegmatis RUT, Salmonella thyphimurium, Candida utilis La991, Candida albicans
CCM314, Aspergillus flavus, Aspergillus oryzae, Aspergillus fumigatus, Trichophyton
rubrum, Botrytis cineriae, Fusarium oxysporium, Streptomyces murinus ISP 5091 ve
Nocardia cornea IFO 14403 flizerinde antimikrobiyal etkileri denenmistir Cetraria
islandica (L.) Ach. bazt Gram (+) bakterilere karsi etkin oldugu, fakat Gram (-)
bakterilere, funguslara ve actinomycete’lere karsi ise antimikrobiyal bir aktivite

icermedigi saptanmustir.

Ertugrul Karagali (2006), Trigonella foenum graecum L. ekstraktinin diyabetli
siganlarin bobrek dokusunda meydana gelen hasarlari 6nleyip Onlenmedigini ayrica
bitkinin antioksidan 6zellik icerip igermedigini arastirmistir. Diyabette fazlaca bulunan
ve peroksidasyon iriinii olan Malondialdehit (MDA)’nin Trigonella ekstrakti verilen
grupta olusumunun azaldigi, bir antioksidan olan Glutatyon (GSH)’in ise 6nemli oranda
degismedigi tespit edilmistir. Sonug¢ olarak Trigonella foenum greacumL. ekstraktinin
diyabetten kaynaklanan bdbrek dokularindaki hasari 6nlemede kullanilabilecegi

bildirilmistir.

Karuna et al. (2011), streptozotocin ile diyabet olusturulmus sicanlarin bobrek
dokusunda LPO ve oksidan proteinlerinin arttigin1 gozledikleri ¢alismada tedavi
amaciyla diyabet grubuna Phyllanthus amarus sulu ekstrakti uygulanmistir. Phyllanthus

amarus sulu ekstrakti uygulanan tedavi grubunda, diyabet grubuyla karsilagtirilinca
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LPO ve oksidan proteinlerde 6nemli bir diisiis goriildiiglinii ayrica GSH miktarinda ve

GR, GPx, GST aktivitelerinde 6nemli bir artis meydana geldigini bildirmiglerdir.

Kuloglu ve Dabak (2008), streptozotosin ile olusturulan diyabetin 2., 4. ve 6. haftasinda
sigan bobrek dokusuna olan etkilerinin incelenmesi amaglanan ¢alismalarinda diyabetik
gruplarda, bobrek dokusunda basta glomeriiller ve tiibiiller olmak tizere, diyabetin
altinci haftasina dogru gittikce artan bazi histopatolojik degisiklikler gozlemislerdir. Bu
degisikliklerin, glomeriillerde hipertrofi, mezangial matriks ve hiicre artis1, glomertil
kapillerlerinin bazal membranlarinda kalinlagsma, tiibiil epitellerinin  firgamsi
kenarlarinda ayrilma ve bozulmalar ile Armanni-Ebstein lezyonlari oldugunu rapor
etmislerdir. Bu ¢alismada, deneysel diyabette sigan bobrek dokusunda, diyabetin siiresi
ile orantili olarak gittikce artan bazi histopatolojik degisikliklerin sekillendigi

belirlenmistir.

Li (2007), streptozotosin ile diyabet olusturulmus 50 adet sican iizerinde Lycium
barbarum bitkisinden izole edilmis polisakkaritlerin  etkisini  arastirmistir.
Polisakkaritlerin saglikli hayvanlara herhangi etkisinin olmadigini gézlemlemistir.
Karaciger ve bobregin diyabet hasarina karst korundugunu ve bu polisakkaritin

antihiperglisemik ajan olarak kullanilabilecegini ileri stirmiistiir.

Manna et al. (2009), Swiss albino siganlar {izerinde STZ ile diyabet gelistirmisler ve
arjulonic asidin koruyucu etkisine bakmiglardir. STZ ile deney hayvanlarda oksidatif
stres ve MDA diizeylerde 6nemli artiglar gozlemlemislerdir. Sonucta Arjulonic asidin

STZ indiiklii diyabette yararl etkilerinin olabilecegini rapor etmislerdir.

Mansouri et al. (2011), sigan bobrek dokusunda diyabet sonucu meydana gelen
oksidatif stres iizerine iiziim ¢ekirdeginden elde edilen Proanthocyanidin ekstraktlarinin
etkilerini arastirdiklar1 calismada diyabetik nefropatili sicanlarin bobrek dokusunda
CAT, SOD, GSH-Px aktivitelerinin diistiigiinii ve lipid peroksidasyon miktarinin

arttigini tespit etmislerdir.
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Muralikrishnan et al. (2011), diyabetik siganlarin lipid peroksidasyonu ve antioksidan
seviyeleri iizerine Ocimum sanctum un koruyucu etkilerini arastirdiklar1 ¢aligmalarinda
diyabetli hayvanlarin karaciger ve bobrek dokularinda SOD, CAT, GPx enzim
aktivitelerinin azaldig1r ancak lipid peroksidasyon seviyesinin arttigi rapor edilmistir.
Ayn1 caligmada O. sanctum ekstraktinin uygulandigi gruplarda bu enzimlerin
aktivitelerinin arttig1 tespit edilmistir. Sonug olarak O. sanctum ekstraktlarinin diyabetik
siganlarin antioksidan enzimlerini yenilemede dogal bir antioksidan oldugu kanaatine

varilmstir.

Naowabootet al. (2009), calismalarinda diyabetik siganlardaki dokularda (karaciger,
bobrek, kalp ve aort) artmis olan MDA seviyesinin Morus alba yaprak ekstresi

uygulanmasiyla 6nemli bir sekilde azaldig: tespit edilmistir.

Noyan vd (2004), alloksanla diyabet olusturulan farelerin karaciger ve bdbrek
dokularinda 8 hafta boyunca pentoksifilin (PTX) ve melatoninin (MLT) antioksidan
etkilerini aragtirmislardir. Diyabetin karaciger ve bobrek dokularinda oksidatif streste
artisa neden olabilecegini, pentoksifilin ve melatonin uygulamasinin serbest radikal

onleyici etkisiyle bu dokularda koruyucu etki gosterebilecegini bildirmislerdir.

Osmanagaoglu vd (2000), ¢alismalarinda Letaria vulpina, Pseudoevernia furfuraceae
var. furfuraceae ve Everniadivericata likenlerinin aseton ve kloroform ekstraktlarinin
Gram-pozitif ¢omaklar, Grampozitif koklar, Gram-negatif comaklar ile Candida
albicans iizerindeki antimikrobiyal aktivitesiarastirilmig, gerek aseton gerekse
kloroform ile hazirlanan ekstraktlarda Gram-pozitif kok ve ¢comaklara karsi inhibitor
etki elde edilirken, Gram-negatif ¢omaklar ve Candida albicans’a kars1 herhangi bir
aktivite gdzlenmemistir. Ayrica bu ¢alismada disklere emdirilen farkli ekstrakt dozlar
ile zon caplarindaki artis oranlar1 arasinda herhangi bir korelasyon kurulmamus,
ekstraksiyon ic¢in kloroform yerine aseton kullanilmasi durumunda inhibitor aktivetinin

gostergesi olan zonlarin daha biiylik ¢aplarda elde edilebilecegi gézlemlenmistir.
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Tripathi and Chandra (2010), calismalarinda alloksan ile diyabet olusturulmus
sicanlarin kalp, bobrek ve karacigerinde SOD, CAT, GST ve lipid peroksidasyon ve
glutatyon seviyelerini Ol¢iilmiis ve diyabet grubunun antioksidan aktiviteleri kontrol
gurubuyla karsilastirildiginda diisiik bulunmustur. Tedavi amaciyla uygulanan M.
charantia ve T. foenum graecum ekstraktlarinin ise kalp ve bobrek gibi hayati organlari

korumada antioksidan potansiyele sahip oldugu sonucuna varilmistir.

Turgut vd (2010), si¢anlarda diyabete bagl gelisen bobrek hasari tizerine erdosteinin
koruyucu etkilerini gézlemlemeyi amacglandiklar1 caligmalarinda diyabet gelistirilen
sicanlarda belirgin diyabetik nefropatiye ait degisiklikler gozlenmis, erdostein tedavisi
uygulanan grup, uygulanmayan grupla karsilastirildiginda histopatolojik degisiklikler
anlamli olarak daha az oranda goriilmiistiir. Bu bulgulardan yola ¢ikilarak diyabete bagl
olarak bobrekte olusan hasar iizerine erdosteinin koruyucu etkisi olabilecegini

bildirilmistir.

Tirkez vd (2010), Pseudevernia furfuracea (L.) Zoph. likeninin gliotoxin (GTX;
Gliocladium, Aspergillus ve Penicillum tiirleri tarafindan tretilen toksik, karsinojenik
ve mutajenik sekonder metabolitlerden biri) ile muamele edilmis lenfosit kiiltiirleri
tizerine roliinii ve farkli konsantrasyonlarda (50, 75 ve 100 ng/ml) GTX’in genotoksik
etkilerini arastirdiklar1 ¢alismalarinda P. furfuracea likeninin lenfositlerde genetik
hasara neden olan GTX’e karst DNA’nin direncinin artmasini sagladigini tespit

etmislerdir.

Yesilot (2008), STZ ile deneysel diyabet olusturulan diyabetik sicanlarda diyabete bagl
olusan agrimin giderilmesinde ve hasarin azaltilmasinda kullanilabilecegi diisiiniilen
antioksidan 06zelligi olan Aspirin (COX-1 inhibitérii) ve Nimesulid’in (COX-2
inhibitorii) vaskiiler sistem ve bobrek dokusu iizerine diyabetin olumsuz etkilerine
verdigi cevaplari incelemistir. Aspirinin diyabetli siganlarda damar ve bdbrek
dokusunda olusan hasarda Nimesulid’e gore daha etkili oldugu tespit edilmis. Bunun

nedeninin Asprin’in Prostasiklin (PGI2) sentezine dokunmamasina ve Tromboksan A2
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(TXAZ2) sentezini ¢ok diisiik dozlarda dahi bloke etmesine ayrica antioksidan 6zelliginin

olmasina bagli olabilecegi rapor edilmistir.

Zafar et al. (2009), diyabetik bobrek komplikasyonlar1 ile bobrek enzimleri arasindaki
iliskiyi arastirdiklar1 ¢aligmalarinda albino siganlarin bobrek morfolojisi, anatomisi ve
AST, ALT, ALP ve PChE aktiviteleri tizerine STZ nin etkilerini ¢alismislardir. Sican
bobrek histopatolojisinde, insan bobrek histopatolojisindeki gibi glomerulosklerdz,
glomeriilar membran kalinlagmasi, arteriolar hiyalinlesme ve tiibiiler nekrozis ile benzer
lezyonlar gosterdigini, bobrekte AST, ALT, ALP ve PChE degerlerinin arttigini
gozlemislerdir. Diyabetik komplikasyonlarin enzim degerlerinin degisimi ile iligkili

oldugu kanaatine varilmistir.

Xue et al. (2011), Trigonella foenum graecum ¢ekirdegi ekstresinin diyabetik siganlarin
bobrek fonksiyonu ve morfolojisi lizerine koruyucu etkisinin arastirildigi ¢aligmada
diyabet grubunda SOD ve CAT aktivitelerinde azalma MDA miktarinda artma
gozlenmistir. Trigonella foenum graecum cekirdegi ekstresinin uygulandigi diyabetli

grupta ise diisiik olan antioksidan aktivitenin arttig1 belirlenmistir.
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3. MATERYAL ve YONTEM

3.1. Materyal

3.1.1. Arastirmanin Yapildig1 Yer

Bu arastirma, Atatiirk Universitesi Tibbi Deneysel Arastirma ve Uygulama Merkezi ile
Fen Fakiiltesi Biyoloji Anabilim dali Hayvan Fizyolojisi ve Histoloji laboratuarinda

gerceklestirildi.

3.1.2. Deneklerin Secimi

Bu calismada 250+50 g agirliginda, 8 haftalik Sprague-Dawley cinsi erkek sicanlar
kullanildi. Hayvanlar deneye baslamadan Once ortama adaptasyonlarinin saglanmasi
acisindan, ayni bakim kosullarinda giinliik degistirilen taze musluk suyu ve standart
fabrikasyon palet yem ile beslendi. Deney sirasinda hayvanlarin rahat hareket
edebilecekleri biiyiikliikkte ve tizeri hava alabilecek sekilde kapatilmis metal kafesler
kullanildi. Kontrol grubunu olusturan hayvanlar uygulama gruplar1 ile ayni sartlara
maruz birakildi. Calismalar igin Atatiirk Universitesi Tibbi Deneysel Arastirma Merkezi
Etik Kurulundan (AUHAYDEK, 10.03.2010 tarihli toplantiya ait) izin alindi ve deney

stiresince Etik Kurul sartlariin saglanmasina 6zen gosterildi (EK 1).

3.1.3. Deney bitkilerinin temini ve teshisi

Bu ¢alismada, ¢alisma materyali olarak bdlgemizde bulabildigimiz C. islandica ( L.)
Ach. Ve P. furfuracea (L.) Zopf isimli iki farkli liken tiirleri tercih edildi. Liken
ornekleri, 2009-2010 yillarinin Haziran-Eyliil aylarinda Artvin, Erzurum, Giresun illeri
ve cevresinden Dog. Dr. Ali Aslan tarafindan toplandiktan sonra uluslar arasi teshis

yontemleri kullanilarak tiirlerin teshisi yapildi (Purvis et al. 1992; Aslan 2000; Aslan et
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al. 2002). Liken tiirlerinin birer drnegi de Atatiirk Universitesi-Kazim Karabekir Egitim

Fakiiltesi Herbaryumu’nda saklanmaktadir.

3.1.4. Kullanilan kimyasal maddeler

Calismada Streptozotosin (STZ) (S0130-500 mg), hematoksilen (H3136-100 g), eozin
(E4382-100g), bakir iki kloriir (CuCly), etilen diamin tetraasetik asit (EDTA),
Aluminyum potasyum siilfat (sap), glasiyal asetik asit, potasyum kloriir (KCl), hidrojen
peroksit (H,0;), xantine oksidaz (XO), sodyum kloriir (NaCl) Riedel-de Haent®
firmasindan, etanol, potasyum dihidrojen fosfat (KH,PO,), trikloroasetik asit (TCA),
sodyum hidroksit (NaOH), hidroklorik asit (HCI), entellan, formaldehit, ksilol, pikrik
asit, parafin, metanol, amonyak, civa oksit Merck® firmasindan, amyloid staining Kit
Sigma-Aldrich® firmasindan, masson-goldner staining kit Merck® firmasindan,

schiff’s sollisyonu, light green stain, peryodik asit soliisyonuve sivi azot kullanildi.

3.1.5. Kullanilan aletler ve cihazlar

Arastirmalar esnasinda kullanilan aletler ve cithazlar Cizelge 3.1°de gosterildi.

Cizelge 3.1. Arastirmalar esnasinda kullanilan aletler ve cihazlar

Alet ve Cihazlar

Temin Edildigi Firma

Mikrotom Leica RM 2255, Germany
Doku bloklama Leica EG 1160, Germany
Isik mikroskobu Olympus BH 40, Japan
Etiiv Heraeus FB 420, Germany

Hassas terazi

Sartorius AG, Germany

Otomotik pipet

Finpipette Labsystems, Finland

Santrifiij Heraeus 4600, Germany
Spektrofotometre Beckman DU 500, USA
Su banyosu Niive BM 101, Niive M.S.L.T.A, Ankara

Kan sekeri 6l¢iim cihazi

Accu-Chek, Roche

Derin dondurucu Sanyo Ultra Low,
Japan

Derin dondurucu Sanyo Ultra Low, Japan
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3.1.6. Kullanmilan boya ve ¢ozeltilerin hazirlanmasi

Harris Hematoksilen boyasinin hazirlanisi

Hematoksilen Kristal..............cccooeviviieiieieiennn, 590
%095°lik alKOl ..o, 5cc
Aluminyum potasyum siilfat (Sap) .......cccccoevennen 100 g
ST SU it 1000 cc
Merkiirik oksit(Civa OKSIt)..........cccovviveveirieieenne. 250
Asetikasit........oooveiii e, 50 cc

5 g hematoksilen 50 mL etil alkolde ¢oziildii. Daha sonra 100 g potasyum amonyum
stilfat (sap) alinarak 1L distile su ilave edilip kaynatildi. Diger taraftan hematoksilen
manyetik 1siticida en son sicaklik derecesinde kaynatildi. Uzerine kaynatilmis olan
aluminyum potasyum siilfat ¢ozeltisi yavas yavas sizdirma seklinde ilave edildi.
Manyetik 1sitictda hem karistirip hemde kaynatarak isleme devam edildi. Daha sonra
2,5 g merkiirikoksit (civa oksit) ilave edildi. Civa oksit katildiktan sonra tortu tabakasi
olustu. Bu tabaka yok oluncaya kadar kaynatma islemine devam edildi. Siizge¢ kagidi
ile boyanin rengi kontrol edilip, koyu mor bir renk alincaya kadar kaynatma islemine
devam edildi. Renk olustuktan sonra kaynatma islemine son verildi. Soguk su igerisinde
boyanin sogumasi beklenildikten sonra iizerine 50 cc asetik asit ilave edilip karistirildi.
Bu islem tamamlandiktan sonra sargi bezi ile boya siiziildii, 6nceden hazirlanmis olan
hematoksilen boyast ile karistirilip siizgeg kagidi ile stiziildiikten sonra kullanima hazir

hale geldi.

Eozin boyasi’nin hazirlanisi

Eozin...............oooiini 4-5¢
Distile SU....cooiiieiinna, 50 cc
Asetikasit.....coooeeiieeeiinnn.. 4-5 cc
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Eozin suda ¢oziildii, karistiriciya yerlestirildikten sonra iizerine 500 cc etil alkol ilave
edildi. Karigtirma iglemine 10-15 dk tortu olugsmayincaya kadar devam edildi, bu islem

bittikten sonra 4-5 cc asetik asit ilave edildi.

Asit alkol soliisyonunun hazirlanisi

Etilalkol.................... 300 cc
HClL........ooooiii, 10 cc
Distile su........cocn. .. 700 cc

Notral tamponlanmis formalin (NTF)

%40°1ik formalin................coo 100 mL
Distile SU.....oiniiiiii e, 900 mL
Sodyum fosfat, monobazik, monohidrat............ 49
Sodyum fosfat, dibazik, anhidroz.....................6,50

Bouin soliisyonunun hazirlamsi

Distile suda sature pikrik asit..................... 1500 mL
% 40°Iik formalin............cooooiiiiiiiiiiinn.. 500 mL
Glacial asetik @Sit..........ooovvvviiiiiiieii... 100 mL

o) IR 8,0¢
KClaroovveoreeeeeeeeeeeessessseenne 029
110 T 029



82

Yukarida belirtilen miktarlardaad kimyasallardan alinarak 1 litre distile suda ¢oziildii.

Cozelti oda 1s1sinda muhafaza edildi.

3.2. Yontem

3.2.1. Deney ve kontrol gruplarim belirlenmesi

1. Grup (Kontrol Grubu, n:7):

Bu gruptaki si¢anlarin agirlik o6lgiimleri yapildiktan (290+£10 g) sonra, 1 mL serum
fizyolojik su intraperitoneal (IP) yoluyla uygulandi. Sicanlar kafeslerine alindi, sular
1,5 L, yemleri de 500 g olarak ayarlandi. Hayvanlarin deney siiresince giinliik olarak su

ve yem Olc¢limleri yapildi. Su ve yemleri tazelendi.

2. Grup (Diyabet grubu, n:7):

Bu gruptaki siganlarin agirlik olgtimleri yapildiktan (25010 g) sonra, hayvanlar
kafeslerine alindi. 24 saat ag¢ birakilan siganlara 24 saatin sonunda 50 mg/kg dozunda
STZ (Sigma Chemical Co Louis Missouri) 0,1 M Fosfat-sitrat tamponunda (pH: 4,5) IP
yoldan tek doz olarak uygulandi. ila¢ uygulamasim takiben 72 saat sonra sicanlarin
kuyruk venlerinden alinan kan 6rnekleri ile kan glukoz seviyesi belirlendi. Kan glukoz
seviyesi 200 mg/dL iizerinde olan hayvanlar diyabet hastasi kabul edildi ve diyabetli
siganlara ek tedavi verilmeden takip edildi. Hayvanlarin sular1 1,5 L, yemleri de 500 g
olarak ayarlandi. Deney siiresince hayvanlarin giinliik olarak su ve yem Olglimleri

yapildi. Su ve yemleri tazelendi.

3. Grup (Cetraria islandica 250 mg/kg grubu, n:7):

Bu gruptaki siganlarin agirlik Olgtimleri yapildiktan (220+10 g) sonra sicanlar
kafeslerine alindi. Hayvanlara her giin 250 mg/kg CISE IP yoldan uygulandi.
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Hayvanlarin sulart 1,5 L, yemleri de 500 g olarak ayarlandi. Deney siiresince

hayvanlarin giinliik olarak su ve yem 06lctimleri yapildi. Su ve yemleri tazelendi.

4. Grup (Cetraria islandica 500 mg/kg grubu, n:7):

Bu gruptaki sicanlarin agirlik Olgtimleri yapildiktan (220+10 g) sonra siganlar
kafeslerine alindi. Hayvanlara her gin 500 mg/kg CISE IP yoldan uygulandi.
Hayvanlarin sular1 1,5 L, yemleri de 500 g olarak ayarlandi. Deney siiresince

hayvanlarin giinliik olarak su ve yem 06lctimleri yapildi. Su ve yemleri tazelendi.

5. Grup (Pseudevernia furfuracea 250 mg/kg grubu, n:7):

Bu gruptaki siganlarin agirlik Olgtimleri yapildiktan (220+10 g) sonra siganlar
kafeslerine alindi. Hayvanlara her giin 250 mg/kg PFSE IP olarak uygulandi.
Hayvanlarin sulart 1,5 L, yemleri de 500 g olarak ayarlandi. Deney siiresince

hayvanlarin giinliik olarak su ve yem 06lctimleri yapildi. Su ve yemleri tazelendi.

6. Grup (Pseudevernia furfuracea 500 mg/kg grubu, n:7):

Bu gruptaki siganlarin agirlik Olgtimleri yapildiktan (220+10 g) sonra siganlar
kafeslerine alindi. Hayvanlara her giin 500 mg/kg PFSE IP olarak uyguland.
Hayvanlarin sular1 1,5 L, yemleri de 500 g olarak ayarlandi. Deney siiresince

hayvanlarin giinliik olarak su ve yem o6l¢iimleri yapildi. Su ve yemleri tazelendi.

7. Grup (STZ+Cetraria islandica 250 mg/kg grubu, n:7):

Bu gruptaki siganlarin agirlik Olgtimleri yapildiktan (200+10 g) sonra sicanlar
kafeslerine alindi. 24 saat ag¢ birakilan siganlara 24 saatin sonunda 50 mg/kg dozunda
Streptozotosin (Sigma Chemical Co Louis Missouri) 0,1 M Fosfat-sitrat tamponunda

(pH: 4,5) IP yoldan tek doz olarak uygulandi. Ilag uygulamasini takiben 72 saat sonra
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sicanlarin kuyruk venlerinden alinan kan 6rnekleri ile kan glukoz seviyesi belirlendi.
Kan glukoz seviyesinin 200 mg/dL iizerinde olmasiyla birlikte diyabetli siganlara her
giin 250 mg/kg CISE IP olarak uyguland1 Hayvanlarin sular1 1,5 L, yemleri de 500 g
olarak ayarlandi. Deney siiresince hayvanlarin giinliik olarak su ve yem olgtimleri

yapildi. Su ve yemleri tazelendi.

8. Grup (STZ+Cetraria islandica 500 mg/kg grubu, n:7):

Bu gruptaki siganlarin agirlik Olgtimleri yapildiktan (210+10 g) sonra sig¢anlar
kafeslerine alindi. 24 saat ag¢ birakilan siganlara 24 saatin sonunda 50 mg/kg dozunda
Streptozotosin (Sigma Chemical Co Louis Missouri) 0,1 M Fosfat-sitrat tamponunda
(pH: 4,5) IP yoldan tek doz olarak uyguland:. Ila¢ uygulamasini takiben 72 saat sonra
sicanlarin kuyruk venlerinden alinan kan Ornekleri ile kan glukoz seviyesi belirlendi.
Kan glukoz seviyesinin 200 mg/dL iizerinde olmasiyla birlikte diyabetli siganlara her
giin 500 mg/kg CISE IP olarak uygulandi. Hayvanlarin sular1 1,5 L, yemleri de 500 g
olarak ayarlandi. Deney siiresince hayvanlarin giinliik olarak su ve yem Ol¢limleri

yapildi. Su ve yemleri tazelendi.

9. Grup (STZ+Pseudevernia furfuracea 250 mg/kg grubu, n:7):

Bu gruptaki siganlarin agirlik Olglimleri yapildiktan (200+10 g) sonra sigcanlar
kafeslerine alindi. 24 saat a¢ birakilan siganlara 24 saatin sonunda 50 mg/kg dozunda
Streptozotosin (Sigma Chemical Co Louis Missouri) 0,1 M Fosfat-sitrat tamponunda
(pH: 4,5) IP yoldan tek doz olarak uyguland:. Ilag uygulamasini takiben 72 saat sonra
sicanlarin kuyruk venlerinden alinan kan 6rnekleri ile kan glukoz seviyesi belirlendi.
Kan glukoz seviyesinin 200 mg/dL iizerinde olmasiyla birlikte diyabetli siganlara her
giin 250 mg/kg PFSE IP yoldan uygulandi. Hayvanlarin sulart 1,5 L, yemleri de 500 g
olarak ayarlandi. Deney siiresince hayvanlarin giinliik olarak su ve yem Ol¢limleri

yapildi. Su ve yemleri tazelendi.
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10. Grup (STZ+ Pseudevernia furfuracea 500 mg/kg grubu, n:7):

Bu gruptaki sicanlarin agirlik Olgtimleri yapildiktan (200+10 g) sonra siganlar
kafeslerine alindi. 24 saat ag¢ birakilan siganlara 24 saatin sonunda 50 mg/kg dozunda
Streptozotosin (Sigma Chemical Co Louis Missouri) 0,1 M Fosfat-sitrat tamponunda
(pH: 4,5) IP yoldan tek doz olarak uyguland:. Ilag uygulamasini takiben 72 saat sonra
sicanlarin kuyruk venlerinden alinan kan 6rnekleri ile kan glukoz seviyesi belirlendi.
Kan glukoz seviyesinin 200 mg/dL iizerinde olmasiyla birlikte diyabetli siganlara her
giin 500 mg/kg PFSE IP yoldan uygulandi. Hayvanlarmn sulari 1,5 L, yemleri de 500 g
olarak ayarlandi. Deney siiresince hayvanlarin giinliik olarak su ve yem Ol¢timleri

yapildi. Su ve yemleri tazelendi.

3.2.2. Bitki ekstraktlarinin hazirlanmasi

Liken oOrnekleri toplandiktan sonra temizlenerek oda sicaklifinda kurutuldu. Kuru
ornekler sivi azot ile havanda ogiitiilerek toz haline getirildi. 100 g 6giitiilmiis liken
ornekleri distile su ile 250 mL’ye tamamlanarak Soxhlet cihazinda (= calkalayici)
25°C’de 2 giin ekstrakte edildi (Sekil 3.1). Elde edilen ekstrakt siizge¢ kagidi ile
stizildii. Coziiciiniin buharlagtirilmasi ile elde edilen kuru ekstrakttan stok cozelti
hazirlandi. Stoktan seyreltme yontemi kullanilarak diger dozlar hazirlandi ve deney

gruplarina verildi. Stok ¢6zelti +4°C’de buzdolabinda saklandi.
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Sogzutucn

E kstralcsizron silindid
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Buharlagtitima baloraa

Sekil 3.1. Soxhlet ekstraksiyon diizenegi

3.2.3. Sicanlarda deneysel diyabet modelinin olusturulmasi

Deneysel diyabet olusturulmasi icin rutin saglik kontrolleri ve tartilar1 yapilan denekler
12 saat siireyle a¢ birakildi ve aglik kan glukoz diizeyleri kuyruk venlerinden alinan kan
ile Accu-chek Go marka glukometre kullanilarak kontrol amaciyla 6l¢iildii. Deney
gruplari, hayvanlarin kilo agirliklar1 (£10 g) baz alinarak olusturuldu. Sonraki agamada
deney hayvanlarma 0,1 M, pH’st 4,5 olan soguk sitrat tamponunda taze hazirlanmis
STZ ¢ozeltisinden 0,1 mL iginde 50 mg/kg olacak sekilde tek doz IP yoldan verilerek
deneysel diyabet olusturuldu (Li 2007). Kontrol gurubundaki 7 denege ise 0,1 mL
serum fizyolojik IP olarak enjekte edildi ve bu deneklerden kontrol gurubu olusturuldu.
STZ’in etki mekanizmas1 goz oOniline alinarak, STZ enjeksiyonu yapilmis hayvanlarin
igcme sularina enjeksiyondan 2 saat sonra baslamak {izere, 24 saat siire ile %5 oraninda
sukroz ilave edildi (Tuch et al. 2000). Enjeksiyondan 72 saat sonra kuyruk veninden
alinan kan ornekleri glukometre ile 6l¢iildii, glukoz diizeyi 200 mg/dL ve {izerinde olan
denekler diyabetli olarak kabul edildi ve deney guruplari olusturuldu (Noyan et al.
2004).
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3.2.4. Viicut agirh@ dl¢iimii

Calisma kapsamindaki deney hayvanlarmin viicut agirliklart ¢aligma baslangicinda (1.

giin), 3., 10. ve 17. giin olmak tizere toplam 4 kez 6l¢iildii.

3.2.5. Su ve yem miktarlarimin ol¢iilmesi

Deney hayvanlariin su ve yem miktarlart 1., 3., 10. ve 17. glin olmak {izere toplam 4

kez 8lciildii.

3.2.6. Kan glukoz diizeyleri ol¢iimii

Deney hayvanlarinin kan glukoz degerleri, 1., 3., 10. ve 17. glin olmak {izere toplam 4
kez, sicanlarin kuyruk veninden alinan kan orneklerinde glukoz oksidaz yontemiyle
otomatik seker oOl¢lim cihazi (Accu-Chek, Roche) kullanmak suretiyle glukoz

diizeylerine bakildi.

3.2.7. Antioksidan enzim aktiviteleri ve MDA diizeyinin belirlenmesi

3.2.7.a. Doku homojenatlarinin hazirlanmasi

Bobrek dokular1 bir havan iginde sivi azot yardimiyla ezildi. Bu o6rneklerden 0,5 g
tartilarak tizerine 4,5 mL tampon ilave edildi ve bir ultra-turraks homojenizatorde 15 dk
stireyle buz iizerinde homojenize edildi. Homojenatlar bir silizge¢ kagidindan
stizlildiikten sonra sogutmali santrifiij kullanilarak her enzim i¢in literatiirlerde belirtilen
hizlarda +4°C’de santrifiij edildikten sonra iistte kalan berrak kisim (siipernatant) enzim

aktivitelerinin belirlenmesi i¢in kullanildi (Alarcon de la Lastra et al. 2002).
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3.2.7.b. Siiperoksid dismutaz enzim aktivitesinin belirlenmesi

Olgciim prensibi: Ksantinin, ksantin oksidaz enzimi vasitasiyla iirik aside
doniistiiriilmesiyle meydana gelen siiperoksit radikalleri, sayet ortamda NBT (nitro blue
tetrazolium) mevcutsa, NBT ile reaksiyona girerek formazon boyasi olusturmaktadir.
Bu bilesik 560 nm dalga boyunda maksimum absorbans vermektedir. Sayet ortamda
SOD enzimi varsa siiperoksit radikalleri bu enzim tarafindan H,0O,’ye doniistiiriildigii
icin formazon olusumu diismekte buna bagl olarak da 560 nm’de 6l¢iilen absorbans
azalmaktadir. Absorbanstaki azalmanin miktar1 bize SOD aktivitesini vermektedir.
Ozetle; SOD aktivitesi asagida verilen II nolu reaksiyonun inhibe edilme derecesiyle

Olciilebilmektedir.

I KSANTIN X0 URIK ASIT + O,

Il NBT 02 FORMAZON

I 20, +2H SOD 0O, + H,0,
—

SOD ol¢iimii: SOD aktivitesi Sun et al. (1988) tarafindan tarif edilen yonteme gore
ol¢iildii (Champe et al 1997). Bobrek dokular1 homojenize edildikten sonra 18000 g’de
1 saat santriftij edildi (Hye Kyung et al. 2001). Cam bir spektrofotometre kiivetine 2450
ul 6lgtim karigimi (0,3 mM Xanthine, 0,6 mM EDTA, 150 uM NBT, 0,4 M Na,COs, 1,2
g/ BSA), 500 pl supernatant, 50 pl ksantin oksidaz eklendikten sonra karistirilarak
yaklasik 20 dakika inkubasyona birakildi ve 1000 pl CuCl, ilave edilerek reaksiyon

sonlandirildi.

SOD aktivitesi’nin hesaplanmasi: Olusan formazon miktarlar1 560 nm’de 3 mL’lik
quartz kiivetler kullanilarak okundu ve seyreltme katsayilar1 dikkate alinarak (EU)
degerler elde edildi ve SOD aktivitesi, mmol/dakika/mg doku olarak tarif edildi. Her bir

faktoriin etkisi 3 tekerriir yapilarak verildi.
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EU doku = 100 1 AAKoOr — AAnumune % 100
mg-aoku = ( AAKoT )

3.2.7.c. Total glutatyon (GSH) miktar: 6l¢iimii:

Olciim prensibi: Olgiim ortamindaki DTNB [5,5'-Ditiyobis (2-nitrobenzoik asit)]
disiilfit bir kromojendir ve stl&hidril gruplu bilesikler tarafindan kolayca
indirgenmektedir. Meydana gelen sar1 renk 412 nm spektrofotometrik olarak

Olciilebilmektedir.

GSH miktarimin 6lciilmesi: Sedlak ve Lindsay (1986)’in gelistirdigi yontem esas
alinarak gerceklestirildi. Bu amagla, 0,5 g doku tizerine 4,5 mL 50 mM Tris-HCI (pH
7,4) 0,5 g doku ezildi iizerine 4 mL fosfat tamponu ilave edilerek homojenizasyon
yapildi (Alarcon de la Lastra et al. 2002) ve homojenatlar, 12000 g’de 10 dakika
santrifiij edilerek siipernatantlar, GSH miktarmn belirlenmesinde kullamldi. Oncelikle
kapakli deney tiipleri icerisine 1500 pl 6l¢iim tamponu (0,2 mM EDTA igeren 200 mM
Tris-HCI, pH =8,2), 500 ul siipernatant, 100 ul DTNB ve 7900 ul metanol pipetlenerek
vortekslendi ve karisim 37°C” de 30 dakika inkubasyona birakildi, sonra da dlgiimleri

alindi.

GSH miktarimin hesaplanmasi: Olusan sar1 renk miktarlar1 412 nm’de 3 mL’lik quartz
kiivetler kullanilarak okundu ve seyreltme katsayilar1 dikkate alinarak Onceden
hazirlanan GSH stok ¢6zeltisi kullanilarak olusturulan standart grafikten yararlanarak
Olctimler yapildi. Numunelerin GSH miktarlari, nmol/mg doku olarak tarif edildi.

Deneyler 3 paralel tekerriir halinde yapildi.

3.2.7.d. Lipid peroksidasyonunun (LPO) belirlenmesi

Olciim prensibi: SR’lerin hiicre zarinda olusturdugu lipit peroksidasyonunun son
driinlerinden olan malondialdehit (MDA) diizeyini belirlemek i¢in kullanilan

yontemlerin ¢ogu MDA’nin tiyobarbitiirik asit (TBA) ile verdigi reaksiyonu temel
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almaktadir. Bir molekiil MDA iki molekiil TBA ile stabil kirmizi renk olusturmak iizere
reaksiyona girmektedir. LPO Ol¢limii, Ohkawa ve arkadaslarinin metoduna gore
MDA’nin asidik ortamda tiyobarbiitirik (TBA) asitle olusturdugu rengin 532 nm’de
optik dansitesinin 6l¢iilmesi prensibine dayanarak yapildi (Ohkawa et al. 1979).

MDA olgiimii: Ohkawa ve arkadaslarmin (1979) gelistirdigi yontem esas alinarak
gerceklestirildi. 0,5 g doku iizerine 4,5 mL %10 KCI ilave edilerek homojenize edildi
(Alarcon de la Lastra et al. 2002). Homojenatlar, 5000 g’de 20 dk santrifiij edildi ve bu
siipernatantlar, LPO miktarinin belirlenmesinde kullanildi. Kapakli deney tiipleri
igerisine 250 puL homojenat, 100 uL %8 sodyum dodesil siilfat (SDS), 750 uL %20
asetik asit, 750 puL %0,08 TBA ve 150 pL saf su pipetlenerek vortekslendi. Karigim
100°C’ta 60 dk inkubasyona birakildiktan sonra iizerine 2,5 mL n-biitanol ilave edildi

ve Ol¢iim alindi.

MDA miktarimin hesaplanmasi: Olusan kirmizi renk miktarlar1 532 nm’de 3 mL’lik
cam kiivetler kullanilarak okundu ve seyreltme katsayilar1 dikkate alinarak onceden
hazirlanan MDA stok ¢ozeltisi kullanilarak olusturulan standart grafikten yararlanarak
Olgtimler yapildi. Numunelerin LPO miktarlari, nmol MDA/g doku olarak tarif edildi.

Her bir faktoriin etkisi 3 tekerriir yapilarak verildi.

3.2.8. Bobrek diseksiyonu

Deney sonunda tiim siganlar Sevorane® (Abbot; Istanbul, Tiirkiye) kullanilarak
uyutulduktan sonra karin bolgesi dikkatli bir sekilde acildi ve bobrekleri ¢ikarildi.
Cikarilan bobrek orneklerinden bir kismi histolojik islemler i¢in %10’luk formaldehit
soliisyonu igerisinde postfiksasyon islemleri i¢in 48 saat beklemeye alindi, 6rneklerin
diger kismi ise enzim aktivitesinin belirlenmesi i¢in %0,09 fizyolojik su ile yikandiktan

sonra -80°C de derin dondurucuda saklandi.
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3.2.9. Histolojik islemler

Histopatolojik tekniklerin uygulanmasi

%10’luk formalin fiksatifinde 48 saat bekletilen sican bobrekleri sirasiyla asagidaki
islemlerden gegirilerek doku takipleri yapildi;

1) Akarsuda yikama: Dokular ¢esme suyunda 4 saat boyunca yikandi.

2) Daha sonra dehidratasyon islemi i¢in alkol serilerinden gegirildi. Bu amagla
dokular; %70’lik alkolde 4 saat ve %80’lik alkolde 1 gece bekletildi. Bu islemlerin
ardindan 4 ayr1 %96’lik alkol serilerinde 1’er saat bekletildi.

3) Dehidratasyon isleminin ardindan ksilen serileri ile seffaflastirma islemine gegildi.
Bu amagla dokular; Ksilol I, Ksilol II ve Ksilol III serilerinde 15’er dakika bekletildi.

4) Daha sonra 3 ayr1 parafin banyosunda 1’er saat (58°C’deki etiivde) bekletildi.

Parafin IIl banyosundan sonra parcalar parafin kaliplara konularak {istlerine sicak
parafin eklendi ve bdylelikle 6rnekler kesit alinacak duruma getirildi. Mikrotom ile 5
um kalinliginda histopatolojik kesitler alind1 ve asagida yazili olan boyama prosediirleri

uyguland1 (Bancroft and Stevens 1982).

Hematoksilen-eosin boyama metodu

Genel histolojik yapilar1 géstermek i¢in kullanildi.

Boyama Teknigi;

1. Ksilol I’de 15 dk bekletildi

2. Ksilol 1I’de 15 dk bekletildi

3. Ksilol IIT’de 15 dk bekletildi

4. %70’lik alkolde 10 dk bekletildi
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%80’lik alkolde 10 dk bekletildi

%96°11k alkolde 10 dk bekletildi

Cesme suyunda 15 dk yikandi

Hematoksilen: ik kullan1ldiginda 30 dK, bir buguk ay sonunda 7 dk bekletildi
Asit alkol: Preparat ii¢ defa batirilip ¢ikarildi

. Eozin’de 1 dk bekletildi
11.
12.
13.
14.
15.
16.
17.

Saf suda 1 dk bekletildi

%96’11k alkolde 10 dk bekletildi
%80’1ik alkolde 10 dk bekletildi
%70’lik alkolde 10 dk bekletildi
Ksilol I’de 15 dk bekletildi
Ksilol II’de 15 dk bekletildi
Ksilol TIT’de 15 dk bekletildi

Islemler tamamlandiktan sonra preparatlar kanada balzamu ile kapatildi (Bancroft and
Stevens 1982).

PAS boyama metodu (Periodic acid schiff’s solution, Diagnostic BioSystems)

Fiksasyon: Dokular %10°luk formalinde tespit edildi.

Hazirlanan parafin bloklarinda 5 mikron kalinliginda kesitler alindi.

Boyama Teknigi:

2 L e o

Ksilol I’de 10 dk bekletildi
Ksilol II’de 10 dk bekletildi
Ksilol TI’de 10 dk bekletildi
%70’lik alkolde 10 dk bekletildi
%80’lik alkolde 10 dk bekletildi
%96’l1k alkolde 10 dk bekletildi
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11.
12.
13.
14.
15.
16.
17.
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Kesitler akarsuda yikandi

Peryodik asit soliisyonunda 7 dk bekletildi

Kesitler hizl1 bir sekilde distile suda ¢alkalandi

Schiff’s soliisyonunda 15 dk bekletildi

Akan ¢esme suyunda 5 dk yikand1

Hematoksilen’de 2 dk boyand:i

Cesme suyunda 3 dk yikandi

Light green boyasinda zemin yesil olana kadar bekletildi
3 ayr1 alkolde suyunu gidermek i¢in bekletildi

Ksilol I, II, I1I serilerinden gegirildi

Preparatlar entellan ile kapatildi.

Amiloid (krezil) boyama metodu (Amyloid stain, Congo red kit, Sigma-Aldrich)

Doku takipleri yapilip parafin bloklara gémiilen doku 6rneklerinden 5 um kalinliginda

histopatolojik kesitler alindi ve amiloid boyama igin asagidaki islemler sirasiyla

uygulandi.

Boyama Teknigi;

N o a A~ w D oE

Deparafinizasyon ve hidratasyon islemleri i¢in ksilol ve alkol serilerinden gegirildi.
Kesitler 3 dk hematoksilen soliisyonunda bekletildi.

Kesitler 5 dk akan musluk suyu altinda yikandi.

20 dk sodyum klorid soliisyonunda bekletildi.

20 dk Kongo red soliisyonunda bekletildi.

Kesitler 3 ayr1 alkol serisinde gecirildi.

Ksilolde temizleme isleminden sonra preparatlar entellan ile kapatildi.
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Masson trichrome boyama metodu (Masson-Goldner staining Kit, Merck)

Doku takipleri yapilip parafin bloklara gdmiilen doku 6rneklerinden 5 pm kalinliginda
histopatolojik kesitler alindi ve masson trikrom boyama i¢in asagidaki islemler sirasiyla

uygulandi.

Boyama Teknigi;

10 dk Ksilol I’de bekletildi

10 dk Ksilol 1I’de bekletildi

10 dk Ksilol TIT’de bekletildi

%70’lik alkolde 10 dk bekletildi
%80’lik alkolde 10 dk bekletildi
%96°11ik alkolde 10 dk bekletildi

5 dk hematoksilende bekletildi

5 dk akar suda yikandi

30 sn %1 °lik asetik asit* ile durulandi

© ©0 N o g bk~ w D

[ =Y
o

. 10 dk azophloxin soliisyonunda bekletildi

. 30 sn %1’lik asetik asit* ile duruland:

. 1 dk tungstophosphoric asit orange G soliisyonunda bekletildi
. 30 sn %1’lik asetik asit* ile duruland:

N N o
A w N P

. 2 dk light green soliisyonunda bekletildi
. 30 sn %1’lik asetik asit* ile duruland:

. %96’lik alkolde 10 dk bekletildi

. %80’1ik alkolde 10 dk bekletildi

. %70’lik alkolde 10 dk bekletildi

. Ksilol I’"de 15 dk bekletildi

. Ksilol II’de 15 dk bekletildi

. Ksilol 1II’de 15 dk bekletildi

N N B R R
B O © 0O ~N o O

Boyama iglemi tamamlandiktan sonra preparatlar entellan ile kapatildi.
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*%1°1ik asetik asit: Boyama islemi esnasinda taze olarak hazirlandi.

3.3. Verilerin degerlendirilmesi

Calismanimn istatistiksel analizleri SPSS® 13,0 for Windows® paket programi
kullanilarak yapildi. Tiim deney gruplarinin kan glukoz degerleri ile biyokimya
parametreleri tek yonlii varyans analizi (ANOVA)-tekrarli l¢lim testleri ve ardindan
Tukey HSD c¢oklu karsilastirma testleri uygulanarak degerlendirmeye alindi. p degerleri
0,05’ten kii¢iik olanlar anlamli; p degerleri 0,05°den biiyiik olanlar ise anlamsiz olarak

kabul edildi. Sonuglar, ortalama + ortalamanin standart hatasi olarak verildi (Ontiirk ve

Ozbek 2007).
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4. ARASTIRMA BULGULARI

4.1. Viicut Agirhgi, Yem Tiiketimi ve Su Tiiketimi Profilleri

Deney hayvanlarinin ortama uyumlar1 saglandiktan sonra uygulama gruplarinda diyabet
olusturmak ig¢in 72 saat beklendi ve bu siireyle birlikte 14 giin boyunca deney
gruplariin viicut agirliklari ile yem ve su tiiketim miktarlar1 haftalik olarak 6l¢iildii. Bu
Olgme islemi calisma baslangict (1. giin), 3., 10. ve 17. giin tekrarlandi. Diyabet
olusturulan si¢anlarin viicut agirliklar1 ¢alisma baslangicinda kontrol grubundan farkl
degildi. Caligmanin ilerlemesiyle viicut agirligi kontrol grubu siganlarda belirgin olarak
degismezken, diyabet olusturulan tiim gruplarda zamanla azaldi. Gruplar kendi i¢inde 1.
giin ile karsilagtirldiginda ozellikle 10. giinden sonra diyabetli hayvanlarin viicut
agirliklart belirgin bir sekilde azaldi (p<0,05). Calisma kapsamindaki siganlarin viicut
agirliklarinin zamana bagh degisimleri Cizelge 4.1 ve Sekil 4.1°de gosterilmistir. Ayrica
diyabetli hayvanlarin tiikettikleri su ve yem miktarlar1 kontrol gruplarina kiyasla dnemli
diizeyde artis gosterdi. 5-500 mg/kg doz araliginda uygulanan CISE ve PFSE’nin ise ne
kontrol gruplarinda ne de diyabetli hayvanlarda calisilan parametreleri herhangi bir
sekilde etkilemedi. Bundan dolay1 da ¢alismada likenlerle ilgili bulgular 250 ve 500
mg/kg doz araliginda sunuldu (Cizelge 4.1). Tiiketilen su ve yem miktarlarinin zamana

bagl degisimleri Sekil 4.2 ve 4.3’de verilmistir.
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Cizelge 4.1. Calisma kapsamindaki sicanlarin viicut agirliklarinin zamana bagh

degisimleri
GRUPLAR 1. Giin 3. Giin 10. Giin 17.Giin
(mg/kg) ort+Sd ort+Sd ort+Sd ort+Sd
KONTROL 292,75421,15 295,13+11,47  299,71£23,40 297,74+22,13
STz 256,32+17,41 249,04+13,15  221,19£16,13*  209,97+14,92*
CISE 250 228,14+14,17 231,35+21,96  226,11£13,93 222,93+15,33
CISE 500 223,09+12,85 227,78+17,63  224,53+£12,10 221,54+14,86
PESE 250 216,28+11,87 219,52+13,54  213,11+13,28 213,36+10,83
PFSE 500 218,64+12,39 216,12+10,27  215,09+19,61 211,88+19,57
STZ +CISE 250 212,64+16,23 207,34+£12,86  191,90+14,83*  181,74+13,58*
STZ +CISE 500 215,37+12,24 209,11+19,06 194,29+16,19*  188,33+15,33*
STZ+ PFSE 250 208,77+£21,35 201,30+£17,05 187,57+19,62*  179,51£15,81*
STZ+ PFSE 500 204,67+14,42 197,43+15,74 186,46+16,21*  174,16£18,72*

* p<0.05 anlam seviyesine gore istatistiki agidan grup iginde 1. giinden farklilig1 gostermektedir.

300
250
200
& m1.GUN
—
< 150 m 3. GUN
b0
< | m10.Gin
100
17. Giin
50
0
KONTROL STZ STZ+CISE  STZ+CISE  STZ+PFSE  STZ+PFSE
250 500 250 500

Sekil 4.1. Caligsma kapsamindaki siganlarin viicut agirliklarinin zamana bagli degisimi
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Tiiketilen Su Miktari
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STZ+CISE
500

STZ+PFSE
250

STZ+PFSE
500

m1.GUN
m3.GUN
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Sekil 4.2. Calisma kapsamindaki si¢anlarin su tiikketim miktarlarinin

zamana bagl

degisimi
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o= ® 10.GUN
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Kontrol STZ STZ+CISE  STZ+CISE  STZ+PFSE  STZ+PFSE
250 500 250 500

Sekil 4.3. Caligma kapsamindaki siganlarin yem tiiketim miktarlarinin zamana bagl

degisimi
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4.2. Kan Glukoz Seviyeleri

Deney hayvanlari ¢alismanin 1. giinii, 3. glinii, 10. giinii ve 17. giinii olmak iizere toplam 4
kez tiim gruplarin kan glukoz seviyeleri 6lgiildii. Degerlerin dlgiilecegi giinlerde siganlar
1 gece Onceden ag¢ birakilarak zaman ve agliga bagli glukoz degisimlerinin Oniine
gecilmis oldu. Sonrasinda her bir gruba ait kan glukoz degerlerinin ortalamasi
hesaplandi. Bu degerlerin zamana bagl degisimleri standart hatalar1 da hesaplanarak
Cizelge 4.2’de sunuldu. Tim gruplarin kan glukoz seviyeleri birinci giin en diisiik
100,87+6,76, en yiiksek ise 117,24+6,71 mg/dL olarak 6l¢iildii. Deney siiresince kontrol
grubundaki hayvanlarda kan glukoz seviyesinde herhangi bir degisiklik tespit edilmedi
(p>0,05) (Cizelge 4.2). STZ uygulanan gruplarda iigiincii giin kan glukoz seviyelerinin
kontrol grubuna kiyasla 6nemli derecede arttigi gozlendi. Bu artis kontrol grubu ile

kiyaslandiginda istatiksel agidan 6nemliydi (p<0,05).



Cizelge 4.2. Tiim gruplara ait ortalama kan glukoz degerlerinin (mg/dL) zamana bagli degisimleri

Gruplar n 1. Giin 3. Giin 10. Giin 17. Giin
(mg/kg) ort+Sd ort+Sd ort+Sd ort+Sd

STZ 101,11+5,53% 406,10+11,02* 435,90+20,08* 446,02+22,43*

CISE 500 113,5144,32% 127,65+6,84° 121,80+10,19° 115,33+10,69°

PFSE 500 7 104,70+3,85% 119,35+7,46° 128,20+9,90° 114,92+10,80°

STZ+CISE 500 7 107,15+2,65% 396,35+12,09* 367,91+60,71*>¢ 358,31+17,76*>¢

STZ +PFSE 500 7 102,42+3,76° 375,50+12,80*¢ 348,67+12,78*"¢ 349,87+15,95*>¢

*: Kontrol grubuna gore p<0,05 6nem derecesinde fark vardir. a,b,c: Ayni siitunda farkl harf tagiyan gruplar arasi farklilik 6nemlidir (p<0.05),
ort: Ortalama deger, Sd: Standart hata.

00T
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STZ uygulamas1 yapilmamis hayvanlara 250-500 mg/kg doz araliginda CISE ve PFSE
uygulandiginda kan glukoz seviyelerindeki degisim istatistiksel olarak Onemsizdi
(p<0,05). Ote yandan diyabet gelistirilmis hayvanlara 250 mg/kg CISE uygulanan
grubun kan glukoz diizeyleri birinci giin 103,07+4,31; {giinci gin 382,79+17,68;
onuncu giin 351,58+21,09 ve deney sonunda da 342,93+22,77 mg/dL olarak 6l¢iildii.
Bu grubun kan glukoz diizeylerinde kismen bir azalis izlense de bu fark diyabet
grubuyla karsilagtirildiginda istatiksel olarak bir anlam ifade etmemekteydi (p<0,05)
(Cizelge 4.2). 500 mg/kg CISE uygulanan grupta ise kan glukoz diizeyleri birinci giin
107,15+2,65; tglincii giin 396,35+12,09; onuncu giin 367,91+60,71 ve deney sonunda
da 358,31+17,76 mg/dL olarak belirlendi. Ayn1 sekilde CISE’nin yiiksek dozu (500
mg/kg) uygulanan grupta da kan glukoz seviyelerinde bir azalis izlendi fakat bu azalis
diyabet grubuyla karsilastirildiginda istatistiki agidan bir anlam ifade etmemekteydi
(p<0,05 ve Sekil4.4).

450

400

350

300

m1.GUN
250

m 3. GON

200 ..
@ 10. GUN

150 m17. GON

Kan glukoz seviyesi (mg/dL)

100

50

Kontrol STZ CISE250 CISE500 STZ+CISE STZ+CISE
mg/kg mg/kg 250 mg/kg 500 mg/kg

Sekil 4.4. CISE uygulanan gruplara ait kan glukoz degerlerinin zamana bagli degisimi
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Bir diger tedavi ajani olan PFSE’nin 250 mg/kg dozunun uygulandig1 gruplara ait kan
glukoz degerlerinin ortalamasi birinci giin 100,87+6,76; tgiincii giin 403,80+16,20;
onuncu giin 386,12+17,06 ve deney sonunda 374,50+15,18 mg/dL olarak olgiildii.
PFSE’nin diisiik dozu kan glukoz seviyesinde kismen bir azalma saglasa da bu sonuglar
kontrol grubu ile kiyaslandiginda istatistiksel olarak farkliydi (p<0,05) ve CISE ye
kiyasla diyabet lizerinde herhangi bir olumlu etkisi de yoktu. Ayni sekilde 500 mg/kg
PFSE uygulanan grubun kan glukoz seviyeleri de ilk giin 102,42+3,76; 3. giin
375,50+12,80; 10. giin 348,67+12,78 ve deney sonunda 349,87+15,95mg/dL olarak
olgiildii (Sekil 4.5). Bu sonuglar 1s1ginda PFSE’nin yiikksek dozunun da tedavi
konusunda yetersiz kaldig1 tespit edildi (p<0,05 ve Cizelge 4.2).

450

m1.GUN
m 3. GUN

200 ..
@ 10. GUN

150 m17. GUN

100

Kan glukoz seviyesi (mg/dL)
o
o

50

Kontrol STZ PFSE 250 PFSE 500 STZ+PFSE STZ+PFSE
mg/kg mg/kg 250 mg/kg 500 mg/kg

Sekil 4.5. PFSE uygulanan gruplara ait kan glukoz degerlerinin zamana bagli degisimi

4.3. Biyokimyasal Bulgular

Biyokimyasal metotlar kullanilarak hayvanlarin bobrek homojenatlarinda onemli
antioksidan enzimlerden olan SOD aktivitesi 6l¢iildii. Oksidatif stresi degerlendirmek

icin de bobrekte GSH miktar1 ve LPO aktivitesinin gostergesi olan MDA seviyesi
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olciildi (Cizelge 4.3, Sekil 4.6, Sekil 4.7 ve Sekil 4.8). Kontrollerle karsilastirildiginda
diyabetli hayvanlarda antioksidan enzim aktivitesinde ve GSH miktarinda belirgin
diistisler gozlendi. Bu disiisler kontrol grubu ile kiyaslandiginda istatistiksel olarak
anlamliydi (p<0,05). Bununla birlikte, MDA seviyesi 6nemli bir artis gosterdi. Boylece,
kontrol grubuyla karsilastirildiginda diyabetli hayvanlarin bobrek dokusunda MDA
seviyesi istatistiksel bakimdan anlamli bir farklilik gosterdi (Cizelge 4.3). Diger
taraftan, 5-500 mg/kg doz araliginda, 250 mg/kg CISE’nin tek basina verildigi
hayvanlarda SOD aktivitesinin ve GSH degerinin kontrollere kiyasla belirgin bir sekilde
arttigi, diyabetli hayvanlarin bobrek dokusunda ise likenin etkisiyle antioksidan
kapasitede kismi bir artisin oldugu fakat bu degerlerin kontrol grubundakine
yaklastirilamadigi gozlendi (p<0,05) (Sekil 4.6 ve Sekil 4.7). Kontroller {izerinde
CISE’nin etkisiyle MDA miktar1 degismezken diyabet grubuna uygulanan dozu ile
belirgin olmayan bir azalma goriildii (Sekil 4.8). Caligilan parametreler CISE’nin artan

dozuna (500 mg/kg) ragmen herhangi bir degisiklik gostermedi.



Cizelge 4.3. Diyabetik si¢anlarda kontroller ile karsilastirmali MDA, GSH ve SOD seviyeleri

Gruplar N SOD GSH MDA
(mg/kg) (mmol/dk/mg doku) (nmol/mg doku) (nmol MDA/g doku)
g/kg ortx£Sd ortx£Sd ortx£Sd

KONTROL 7 108,42+5,06° 7,1342,58° 5,2140,252
STZ 7 48 27+4,54*C 3,56+1,27* 12,66+0,63*°
CISE 250 7 131,60+3,69% 8,3242,65° 4,47+0,228
CISE 500 7 123,15+3,63%° 8,17+3,07%° 4,73+0,112
PFSE 250 7 110,38+4,87° 7,33+2,46°°¢ 5,69+0,20%
PFSE 500 7 111,3145,67° 7,09+2,71P¢ 5,34+0,35°
STZ+CISE 250 7 71,38+7,48*P¢ 5,91+1,65*¢ 8,18+0,84*P°¢
STZ+CISE 500 7 63,14+8,93*¢ 5,06+2,23*¢ 9,87+0,76*°¢
STZ +PFSE 250 7 57,36+4,64*C 4,73+1,88*¢ 11,71+0,95*
STZ +PFSE 500 7 54,40+5,66*° 4.42+1,56*¢ 12,13+0,47*¢

*: Kontrol grubuna gore p< 0,05 6nem derecesinde fark vardir. a,b,c,d,e: Ayni siitunda farkli harf tagiyan guruplar arasi farklilik 6nemlidir

(p< 0.05), ort: ortalama deger, Sd: standart hata.

0T
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Siiperoksit dismutaz (SOD)
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Kontrol CISE 250 CISE 500 STZ+CISE 250 STZ+CISE 500
mg/kg mg/kg mg/kg mg/kg

Sekil 4.6. CISE uygulanmis gruplara ait kontrol ve diyabet gruplarinin SOD degerleri

Total Glutatyon (GSH)
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Kontrol CiSE 250 CiSE 500 STZ+CISE 250 STZ+CISE 500
mg/kg mg/kg mg/kg mg/kg

Sekil 4.7. CISE uygulanmis gruplara ait kontrol ve diyabet gruplarinin GSH degerleri
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Lipid Peroksidaz (Malondialdehit-MDA)
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Kontrol CISE 250 CiSE 500 STZ+CISE 2505TZ+CISE 500
mg/kg mg/kg mg/kg mg/kg

Sekil 4.8. CISE uygulanmig gruplara ait kontrol ve diyabet gruplarinin MDA degerleri

PFSE’nin ¢alisilan doz araliginda (5-500 mg/kg) incelenen biyokimyasal parametreler
tizerinde doza bagh etkilerinde anlamli bir degisiklik olmadig1 gozlendi bundan dolay:
da likenle ilgili bulgular 250 ve 500 mg/kg doz araliginda sunuldu. 250 mg/kg
PFSE’nin kontrollere ait bobrek dokusunda SOD aktivitesini ve GSH miktarini orta
diizeyde artirdigi, MDA seviyesinde ise herhangi bir degisiklige yol agmadigi tespit
edildi. Diyabetli hayvanlar {izerinde de likenin orta diizeydeki antioksidan 6zelligine
ragmen koruyucu roliiniin olmadigr ve diyabetle tesvik edilmis oksidatif stresi
onleyemedigi goriildii. Benzer bulgular PFSE’nin 500 mg/kg dozunda da soz
konusuydu (Cizelge 4.3, Sekil 4.9-11).
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Siiperoksit dismutaz (SOD)
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Kontrol PESE250  PFSES00 STZ+PFSE 250STZ+PFSE 500
mg/kg mg/kg mg/kg mg/kg

Sekil 4.9. PFSE uygulanmis gruplara ait kontrol ve diyabet gruplarinin SOD degerleri

Total Glutatyon (GSH)
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Kontrol PFSE 250 PFSE 500 STZ+PFSE 250 STZ+PFSE 500
mg/kg mg/kg mg/kg mg/kg

Sekil 4.10. PFSE uygulanmig gruplara ait kontrol ve diyabet gruplarinin GSH degerleri
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Lipid Peroksidaz (Malondialdehit-MDA)
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Kontrol STZ PFSE 250 PFSE 500 STZ+PFSE 250 STZ+PFSE 500
mg/kg mg/kg mg/kg mg/kg

Sekil 4.11. PFSE uygulanmis gruplara ait kontrol ve diyabet gruplarinin MDA degerleri

4.4. Histopatolojik Bulgular

Diyabet olusturulmus sicanlardan alinan bobreklerden, rutin doku takip asamalarindan
sonra, 5 mikron kalinliginda kesitler alind1 ve bobrek dokusunda patolojik degisiklikleri

tespit edebilmek amaciyla da farkli boyama metotlar1 kullanildi.

Dokunun genel histolojik yapisini belirleyebilmek i¢cin H&E boyama metodu uygulandi
ve yapilan incelemeler sonucunda kontrol grubuna ait sigan bobreklerinde herhangi bir
patolojik bulguya rastlanmadi (Sekil 4.12 ve 4.13) ancak diyabetli hayvanlarin
bobreklerinde kontrollerle karsilastirildiginda belirgin histopatolojik bulgular tespit
edildi. Bunlar sirasiyla glomeriilusta mezensimal matriks artigi, Bowman mesafesinde
daralma, difiiz glomertiloskler6z, konjesyon, lenfosit inflitrasyonu, interstisyel fibrozis,
tiilbiiler dilatasyon ve tiibiiler atrofi, arteriosklerdz, tiibiillerde hipertrofi, tiibiil
limeninde protein birikimi ve nodiiler glomeriiloskler6z (Kimmelstiel-Wilson

nodiilil) diir (Sekil 4.14-22).
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Sekil 4.12. Kontrol grubu normal bobrek histolojisi.
*G: Glomeriilus,Asteriks: Bowman mesafesi, Ok: Arteriol, D: Distal tiibiil, P: Proksimal tiibiil (H&E
x200).

Sekil 4.13. Kontrol grubu bobrek medulla bolgesi normal yapida proksimal tiibiil ve

distal tiibiil goriilmektedir.
“D: Distal tiibiil, P: Proksimal tiibiil (H&E x200).
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Sekil 4.14. STZ grubunda mezensimal matriks artigi, ayirt edilemeyen Bowman

mesafesi, diffiiz glomeriilosklerdz, konjesyon, lenfosit inflitrasyonu goériilmektedir.

“M: Mezensimal matriks, Beyaz ok: Diffiiz glomeriiloskleréz, Asteriks: Konjesyon, Okbasi: Lenfosit
inflitrasyonu (H&E x200).

Sekil 4.15. STZ grubunda diffiiz glomeriilosklerdz, mezensial matriks artig1 ve ayirt edilemeyen
Bowman mesafesi goriilmektedir. Ayrica tiibiiler dilatasyonlarda devam etmektedir.
“Ok: Diffiiz glomeriilosklerdz, M: Mezensimal matriks artig1, Asteriks: Dilatasyon (H&E x200).
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Sekil 4.16. STZ grubu bobrek dokusunda interstisyel fibrozis ve tiibiiler atrofi

goriilmektedir.
“F: Fibrozis (H&E x200).

Sekil 4.17. STZ grubunda kontrollerle karsilastirildiginda interstisyel fibrozis, lenfosit

inflitrasyonu, tiibiiler dilatasyon ve tiibiiler atrofi belirgin bir sekilde goriilmektedir.
“Asteriks: Tiibiiler dilatasyon, L: Lenfosit inflitrasyonu, F: Fibrozis (H&E x200).
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Sekil 4.18. STZ grubunda arteriosklerdz ve tiibiillerde hipertrofi goriilmektedir.
*Ok: Arteriosklerdz (H&E x200).

Sekil 4.19. STZ grubunda interstisyel bagdoku artis1 ve interstisyel fibrozis’in yan1 sira

¢ok belirgin olarak tiibiiler atrofi goriilmektedir.
“F: Fibrozis (H&E x200).
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Sekil 4.20. STZ grubuna ait bdobrek dokusunun medulla bdlgesinde belirgin bir

konjesyon goriilmektedir.
“Asteriks: Konjesyon (H&E x200).

Sekil 4.21. STZ grubu bobrek medulla bolgesinde kontrolle karsilastirildiginda tiibiil

liimeninde protein birikimi goriilmektedir.
“Oklar: Protein (H&E x200).
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Sekil 4.22. STZ grubu bobrek dokusunda glomeriilusta mezensimal matriks artisi ve Bowman
mesafesinde daralma devam etmektedir. Ayrica glomeriilusta nodiiler glomeriiloskler6z
gKimmeIStieI—Wilson nodiilii) ve ¢ap1 artmis arteriolde sklerdz goriilmektedir.

Beyaz ok: Nodiiler glomeriiloskleréz, Siyah ok: Arteriosklerdz, L: Lenfosit inflitrasyonu (H&E x200).

Kontrollerle karsilagtirildiginda 250 ve 500 mg/kg CISE, kontrol bobrek dokusu
tizerinde herhangi bir patolojik etkiye sahip degildi. Dokuya 250 mg/kg CISE
uygulandiginda ise diyabette gozlenen patolojik bulgular likenin yiiksek antioksidan
ozelligine bagli olarak azaltildi. Ancak bu olumlu etki ¢ok zayif bir sekilde gerceklesti.
Nitekim, bobregin korteks ve medulla boliimleri diyabet grubuyla karsilastirildiginda
glukojenik vakuolizasyonun, konjesyonun ve lenfosit infilitrasyonunun azaldigi, fakat
glomeriilustaki mezensimal matriks artisinin, Bowman mesafesindeki daralamanin, bazi
tiibiillerde dilatasyonun ve atrofinin devam ettigi gozlendi. Ayrica seyrekte olsa
arteriosklerdze rastlandi. (Sekil 4.23-26). Benzer bulgular CISE’nin 500 mg/kg dozunda

da s6z konusuydu.
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Sekil 4.23. STZ+250 mg/kg CISE grubunda diyabet grubunda oldugu gibi glomeriilusta
mezensimal matriks artisi ve Bowman mesafesinde daralma goriilmektedir. Diyabet grubuna
kiyasla azalan konjesyon dikkat gekmektedir.
M: Matriks artis1, Ok: Konjesyon (H&E x200).

Sekil 4.24. STZ+250 mg/kg CISE grubunda diyabet grubuna kiyasla azalan glukojenik

vakuolizasyonu gosteren seffaf goriiniimlii tiibiiller ve konjesyon dikkat ¢ekmektedir.
“Siyah oklar: Glukojenik vakuolizasyon, Beyaz ok: Konjesyon (H&E x200)
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Sekil 4.25. STZ+250 mg/mkg CISE grubuna ait bébrek dokusunda glomeriilusta mezengimal
matriks artist ve ayirt edilemeyen Bowman mesafesi, arteriosklerdz ve dilatasyonlar

goriilmektedir. Ancak diyabet grubuna kiyasla konjesyonun azaldigr gozlenmektedir.
M: Mezensimal matriks artisi, Ok: Arteriosklerdz, Asteriks: Dilatasyon (H&E x200).

grubuna kiyasla azalan lenfosit inflitrasyonu goriilmektedir.
“Okbasi: Lenfosit inflitrasyonu (H&E x200).
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250 ve 500 mg/kg PFSE kontrollere ait bobrek dokusu iizerinde herhangi bir patolojik
etkiye sahip degildi. Orta diizeydeki antioksidan 6zelligine ragmen liken her iki dozda
da diyabetli hayvanlarin bobrekleri iizerinde olumsuz bir etki gostermedi. Nitekim,
tedavi amaciyla PFSE’nin uygulandigi gruplarda, diyabet gruplarinda oldugu gibi
glomeriilusta mezensimal matriks artisi, Bowman mesafesinde daralmanin (Sekil 4.27),
glikojenik vakuolizasyonu gosteren seffaf goriiniimlii tiibiillerin (Sekil 4.30), nodiiler
glomeriilosklerz (Kimmelstiel-Wilson nodiilii)’tin  (Sekil 4.29) ve interstisyel
fibrozis’in (Sekil 4.30) devam ettigi ancak ¢ok belirgin olmamakla birlikte konjesyon

(Sekil 4.28 ve 4.29) ve tiibiiler dilatasyonun (Sekil 4.29) azaldig1 gézlendi.

Sekil 4.27. STZ+250 mg/kg PFSE grubuna ait bobrek dokusunda kontrol grubuna

kiyasla mezensimal matriks artig1 ve ayirt edilemeyen Bowman mesafesi goriilmektedir.
“M: Mezensimal matriks artis1, Asteriks: Konjesyon (H&E x200).
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Sekil 4.28. STZ+250 mg/kg PFSEgrubunun medulla bolgesinde diyabet grubuna

kiyasla azalan konjesyon goriilmektedir.
“Asteriks: Konjesyon (H&E x200).

*
Sekil 4.29. STZ+250 mg/kg PFSE grubunda kontrolle karsilastirildiginda glomeriilusta
mezensimal matriks artist ve ayirt edilemeyen Bowman mesafesi, glomeriilusta nodiiler
glomeriilosklerdz (Kimmelstiel-Wilson nodiilii) goriilmektedir. Ayrica diyabet grubuna kiyasla
azalan konjesyon ve tiibiiler dilatasyon da gézlenmektedir.
“M: Mezensimal matriks, Asteriks: Tiibiiler dilatasyon, Siyah ok: Nodiiler glomeriiloskleréz, Beyaz ok:
Konjesyon (H&E x200).
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Sekil 4.30. STZ+250 mg/kg PFSE grubunda kontrolle karsilagtirildiginda interstisyel fibrozis,
glikojenik vakuolizasyonu gosteren seffaf goriinimli tibil (Armani-Ebstein lezyonlari) ve
tiibiiler dejenerasyon goriilmektedir.

*Ok: Glikojenik vakuolizasyon, F: Fibrozis (H&E x200).

Bobrek tiibiil hiicrelerindeki glikojen igerigini, glomeriilus ve tiibiil bazal membranini
belirleyebilmek amaciyla PAS boyama metodu kullanildi. Bu metotla kontrol grubuna
ait bobrek kesitlerinin glikojen igeriklerine bagli olarak homojen ve koyu boyanma
goriiliirken (Sekil 4.31 ve 4.32), diyabet grubundaki bobrek tiibiil hiicrelerinde glikojen
igeriklerinin azalmasina bagl olarak daha agik boyandig (Sekil 4.33 ve 4.37) ve ayrica
kontrol gruplarinda normal goériinimde olan tiibiil bazal membraninin ve glomeriilus
parietal yapraginin (Sekil 4.31 ve 4.32) diyabet gruplarinda kalinlagtigr goriildii (Sekil
4.33, 4.36, 4.39, 4.42 ve 4.43). Bu bulgularin yani sira H&E metodunda oldugu gibi
diyabet grubunda, glomeriilusta mezensimal matriks artis1 (Sekil 4.34, 4.36, 4.39 ve
4.43), konjesyon (Sekil 4.37, 4.40 ve 4.43), interstisyel fibrozis (Sekil 4.33, 4.34 ve
4.35), arteriosklerdz (Sekil 4.36, 4.42 ve 4.43), tiibiil liimeninde protein birikimi (Sekil
4.38 ve 4.41), lenfosit inflitrasyonu (Sekil 4.41 ve 4.42), tiibiill bazal membran
kalinlagsmasi (Sekil 4.38 ve 4.43) tiibiiler dilatasyon ve atrofi (Sekil 4.36, 4.40 ve 4.42 )
bazi tiibiillerde hipertrofi (Sekil 4.41) bulgularina rastlandi.



Sekil 4.31. Kontrol grubu normal bébrek histolojisi.
“G: Glomeriilus, P: Proksimal tiibiil, D: Distal tiibiil, Ok: Bowman kapsiiliiniin parietal yapragi, Okbast:
Tiibiil bazal membrani, Asteriks: Bowman mesafesi (PAS x200).

Sekil 4.32. Kontrol grubunda boébrek medulla bolgesi normal yapida proksimal ve distal
tiibiiller, arteriol, tiibiil epiteli firgams1 kenarlar1 ve tiibiil bazal membran1 goriilmektedir.
“P: Proksimal tiibiil, D: Distal tiibiil, Siyah ok: Arteriol, Okbasi: Tiibiil bazal membrani (PAS x200).
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Sekil 4.33. STZ grubunda kontrolle kiyaslandiginda interstisyel bagdoku artis1 ve interstisyel
fibrozis, tiibiil epitelinde 6dem ve Bowman kapsiilii parietal yaprag: kalinlagmasi goriilmektedir.
“F: Fibrozis Okbasi: Glikojenik vakuolizasyonu gosteren seffaf goriiniimlii tiibiil (Armani-Ebstein
lezyonlari), Beyaz ok: Bowman kapsiilii parietal yapragi kalinlasmasi (PAS x200).

Sekil 4.34. STZ grubunda glomeriilusta mezengimal matriks artis1, ayirt edilemeyen

Bowman mesafesi ve interstisyel fibrozis belirgin bir sekilde goriilmektedir.
“F: Fibrozis, M: Mezensimal matriks artisi (PAS x200).
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Sekil 4.35. STZ grubunda interstisyel fibrozis’in belirgin bir sekilde arttig1

goriilmektedir.
“F: Fibrozis (PAS x200).

Sekil 4.36. STZ grubunda glomeriilusta mezengimal matriks artisi, capt artmis damarda skleroz,
Bowman kapsiiliiniin parietal yapraginda kalinlagma, tiibiillerde dilatasyon goriilmektedir.

Ayrica tiibiillerde ve Bowman kapsiiliinde dejenerasyonun arttig1 gézlenmektedir.
M: Mezensimal matriks artis1, Asteriks: Tibiillerde dilatasyon, Beyaz ok: Skleréz, Siyah ok: Bowman
kapsiiliiniin parietal yapraginda kalinlagma (PAS x200).
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Sekil 4.37. STZ grubu bobrek medulla kisminda ¢ok belirgin bir konjesyon ve ayrica glikojenik
vakuolizasyonu gosteren seffaf goriiniimli tiibtil (Armani-Ebstein lezyonlar1) goriilmektedir.
“Asteriks: Konjesyon, Ok: Glikojen birikimi (PAS x200).

Sekil 4.34. STZ grubu bobrek medulla kisminda tiibiil liimeninde protein birikimi ve
tiibiil bazal membran kalinlagsmas1 goriilmektedir.
*Okbas1: Protein, Oklar: Kalinlasmus tiibiil bazal membrani (PAS x200).
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Sekil 4.35. STZ grubunda glomeriiluslarda mezensimal matriks artisi, Bowman kapsiilii
parietal yapraginda kalinlagsmanin arttig1 ve tiibiiler atrofi goriilmektedir.
*Oklar: Kalinlagns Bowman kapsiilii parietal yapragi, M: Mezensimal matriks artis1 (PAS x200).

Sekil 4.40. STZ grubunun bobrek medulla bolgesinde kontrole kiyasla tiibiil liimeninde belirgin
bir hiyalinlesmis atik birikimi goriilmektedir ve ayrica tiibiiler dilatasyonlar dikkat ¢cekmektedir.
*Ok: Hiyalin atik, Asteriks: Tiibiiler dilatasyon (PAS x200).
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Sekil 4.41. STZ grubuna ait bobrek medulla bolgesinde tiibiil limeninde protein
birikimi, lenfosit inflitrasyonu ve tiibiillerde hipertrofi goriilmektedir.
*L: lenfosit inflitrasyonu, Okbas1: Protein (PAS x200).

Sekil 4.42. STZ grubunda capt artmus damarda sklerdz, lenfosit inflitrasyonu, Bowman
kapsiiliiniin parietal yapraginda kalinlagma ve tiibiiler dilatasyon ve atrofi goriilmektedir. Ayrica
tiibiillerde ve Bowman kapstiliinde dejenerasyonun arttig1 gézlenmektedir.

*Asteriks: Lenfosit inflitrasyonu, Siyah ok: Bowman kapsiilii parietal yapragi kalinlasmasi, Beyaz ok:
Skler6z (PAS x200).
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Sekil 4.43. STZ grubuna ait bobrek dokusunda glomeriilusta mezensimal matriks artig1 ve ayirt
edilemeyen Bowman mesafesi, Bowman kapsiilii parietal yapraginda kalinlagma, tiibiil bazal
membraninda kalinlagma, konjesyon ve arterioskler6z goriilmektedir.

"M: Mezensimal matriks artisi, Okbasi: Arteriosklerdz, Asteriks: Konjesyon, Beyaz ok: Bowman
kapsiilii parietal yaprag: kalinlagmasi, Siyah ok: Tiibiil bazal membran kalinlasmasi (PAS x200).

Kontrol grubuyla karsilagtirildiginda 250 ve 500 mg/kg CISE uygulanan gruplarin
bobrek dokusunda herhangi bir patolojik bulguya rastlanmadi. Diyabetli hayvanlara 250
mg/kg CISE uygulandiginda ise diyabet grubunda oldugu gibi mezensimal matriks
genislemesi, Bowman kapsiilii parietal yapragi kalinlagsmasi, tiibiil bazal membrani
kalinlagmasi, interstisyel fibrozis, tiibiillerde glikojen birikimi, lenfosit inflitrasyonu,
tiibiiler dilatasyon, Bowman kapsiiliinde dejenerasyon bulgularina rastlandi. Ancak bu
grupta azda olsaglomeriilus mezensimal matrikste, interstisyel fibroziste, tiibiiler
dilatasyon ve atrofide, glikojenik vakuolizasyonda azalmalar gozlendi (Sekil 4.44-48).
Benzer bulgular CISE’nin artan dozunda (500 mg/kg) da s6z konusuydu.
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Sekil 4.44. STZ+250 mg/kg CISE grubunda, diyabet grubuna kiyasla glomeriilus mezensimal
matrikste, interstisyel fibroziste, tiibiillerdeki glikojen birikiminde (Armani-Ebstein lezyonlart)
azalmalar goriilmektedir. Fakat Bowman kapsiilii parietal yapragi kalinlagsmasi devam
etmektedir.

"Beyaz ok: Bowman kapsiilii parietal yaprag kalinlasmasi, Siyah ok: Kalinlasmus tiibiil bazal membrana,
M: Mezensimal matriks artisi, F: Fibrozis, Okbasi: Glikojenik vakuolizasyon (PAS x200).

Sekil 4.45. STZ+250 mg/kg CISE grubuna ait bobrek dokusunda diyabet grubuna kiyasla
azalan interstisyel fibrozis, lenfosit inflitrasyonu ve glikojenik vakuolizasyonu gosteren seffaf
gortintimlii tibiiller (Armani-Ebstein lezyonlari) goriilmektedir.

*F: Interstisyel fibrozis, Okbas1: Glikojenik vakuolizasyonu gosteren seffaf goriiniimlii tiibiil, L: Lenfosit
inflitrasyonu (PAS x200).
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Sekil 4.46. STZ+250 mg/kg CISE grubuna ait bobrek medulla bolgesinde diyabete kiyasla bazi
tiibiillerde azalan glukojenik vakuolizasyonu gosteren seffaf goriiniimlii tiibiiller (Armani-
Ebstein lezyonlar) ve tiibiiler dilatasyon gériilmektedir.

*Asteriks: Tiibiiler dilatasyon, Okbasi: Glukojenik vakuolizasyon, Ok: Kalinlagmus tiibiil bazal membrani
(PAS x200).

Sekil 4.47. STZ+250 mg/ml CISE grubunda Bowman kapsiiliiniin parietal yapragi

kalinlasmasi ve bazi tiibiillerde atrofi, dilatasyon goriilmektedir.
“Asteriks: Tiibiiler dilatasyon, Siyah ok: Bowman kapsiiliiniin parietal yaprag: kalinlasmasi, (PAS x200).
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Sekil 4.48. STZ+250 mg/ml CISE grubunda diyabet grubuyla karsilastirildiginda tiibtiler
dilatasyon ve atrofide azalmalar goriilmektedir. Fakat glomeriilus Bowman Kkapsiiliinde
Slej enerasyon ve bowman kapsiilii parietal yapragi kalinlasmasi devam etmektedir.

Siyah ok: Bowman kapsiilii parietal yapragi kalinlasmas: (PAS x200).

STZ ile diyabet olusturulmamis gruplara 250 ve 500 mg/kg PFSE uygulanmasi da CISE
uygulamasi gibi kontrol grubuyla karsilastirildiginda bobrek dokusu tizerinde herhangi
bir patolojik bulguya neden olmadi. Diyabetli hayvanlara 250 mg/kg PFSE
uygulandiginda ise diyabet grubunda oldugu gibi glomeriil mezensimal matriks artisi,
damar ¢apinda artig ve sklerdz, Bowman kapsiilii parietal yapragi kalinlasmasi, lenfosit
inflitrasyonu, tiibiil i¢inde hiyalinlesmis atik, tiibiil bazal membraninda kalinlasma, bazi
tiibiillerde hipertrofi ve tiibiil liimenlerinde daralma, bazi tiibiil epitellerinin firgamsi
kenarlarinda ayrilma ve bozulmalar gézlendi (Sekil 4.49-52). Benzer bulgular PFSE’nin
artan dozunda (500 mg/kg) da s6z konusuydu.
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Sekil 4.49. STZ+250 mg/kg PFSE grubuna ait bébrek dokusunda kontrolle karsilagtirildiginda
glomeriil mezengimal matriks artisi, damar ¢apinda artis ve sklerdz, Bowman kapsiilii parietal

yapragi kalinlagmasi, lenfosit inflitrasyonu goriilmektedir.
Siyah ok: Arterioskler6z, L: Lenfosit inflitrasyonu, M: Mezensimal matriks artigi, Beyaz ok: Kalinlagmig

Bowman kapsiilii parietal yapragi (PAS x200).

Sekil 4.50. STZ+250 mg/kg PFSE grubunda tiibiil liimeninde hiyalinlesmis atik birikimi, tiibiil
bazal membraninda kalinlasma, bazi tiibiillerde hipertrofi ve tiibiil limenlerinde daralma

goriilmektedir.
“Asteriks: Hiyalin atik, Okbast: Daralmus tiibiil liimeni, Oklar: Tiibiil bazal membrani (PAS x200).
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Sekil 4.51. STZ+250 mg/kg PFSE grubunun bobrek medulla bolgesinde tiibiil

liimeninde hiyalinlesmis atik birikimi gortilmektedir.
“Asteriks: Hiyalin atik (PAS x200).

Sekil 4.52. STZ+250 mg/kg PFSE grubunda kontrole kiyasla damar ¢apinda artma ve sklerdz,
Bowman kapsiilii parietal yapraginda kalinlasma, lenfosit inflitrasyonu ve bazi tiibiil
epitellerinin firgamsi kenarlarinda ayrilma ve bozulmalar goriilmektedir.

“Siyah ok: Arteriosklerdz, Siyah ok: Kalinlasmis Bowman kapsiilii parietal yapragi, L: Lenfosit
inflitrasyonu, Okbasi: Fircamsi kenarlarda bozulmalar (PAS x200).
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Bobrek dokusundaki kollagen lif miktarini ve diizenini tespit edebilmek amaciyla da
mason boyama metodu kullanildi. Kontrol kesitlerde normal histolojik yap1 gozlenirken
(Sekil 4.53 ve 4.54) diyabet grubundaki bobreklerde interstisyel dokuda, damar
etrafinda ve glomeriiluslarin iginde arttig1 gézlendi (Sekil 4.55-60).

Sekil 4.53. Kontrol grubu normal bobrek histolojisi.
“G: Glomeriilus, Asteriks: Bowman mesafesi (Masson x200).
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Sekil 4.54. Kontrol grubu bobrek medulla bdlgesi normal histolojisi.
“D: Distal tiibiil, P: Proksimal tiibiil (Masson x200).

Sekil 4.55. STZ grubu bobrek dokusunda kontrole kiyasla glomeriilus i¢cinde ve damar

etrafinda kollogen lif miktarinda artis goriilmektedir.
“Oklar: Kollogen lif, G: Glomeriilus (Masson x200).
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Sekil 4.56. STZ grubu bobrek medulla bolgesinde kollagen lif miktarinda artis

goriilmektedir.
“Oklar: Kollagen lif (Masson x200).

Sekil 4.57. STZ grubunun bobrek dokusunda kontrole kiyasla kollagen lif miktarinda

artis ve eritrositler goriilmektedir.
“Oklar: Kollagen lif, Asteriks: Eritrosit (Masson x200).
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Sekil 4.58. STZ grubu bobrek dokusunda kontrollere kiyasla glomeriilus iginde ve

damar etrafinda kollagen lif miktarinda artis goriilmektedir.
“Oklar: Kollagen lif (Masson x200).

y

Sekil 4.59. STZ grubunun bobrek dokusunda kontrole kiyasla kollagen lif miktarinda

artis goriilmektedir.
“Oklar: Kollagen lif (Masson x200).
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Sekil 4.60. STZ grubunun bobrek dokusunda kontrole kiyasla kollagen lif miktarinda

artis goriilmektedir.
“Oklar: Kollagen lif (Masson x200).

CISE’nin uygulanan dozlar1 kontrollerin bobrek dokusu iizerinde herhangi bir patolojik
etkiye sahip degildi. Diyabetli hayvanlar {izerinde likenin 250 mg/kg’lik dozu
uygulandiginda diyabettekine kiyasla bobrek dokusunda glomeriiluslarin iginde,
seyrekte olsa bazi damarlarin etrafinda ve interstisiyel dokuda kollajen lif miktarinin
azaldig1 gozlendi (Sekil 4.61-64). 500 mg/kg CISE’nin diyabet iizerindeki etkileri de

diisiik dozdakine benzerdi.
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Sekil 4.61. STZ+250 mg/kg CISE grubunun bébrek dokusunda diyabetle karsilastirildiginda
glomeriilus iginde ve damar etrafinda kollagen lif miktarinda azalma goriilmektedir.
“G: Glomeriilus, Ok: Kollagen lif (Masson x200).

Sekil 4.62. STZ+250 mg/kg CISE grubunun bobrek dokusunda diyabetle

karsilastirildiginda kollagen lif miktarinda azalma goriilmektedir.
“G: Glomeriilus, Oklar: Kollagen lif (Masson x200).
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Sekil 4.63. STZ+250 mg/kg CISE grubu bobrek dokusunda diyabet grubuyla karsilastirildiginda
glomeriilus ve damar etrafinda kollagen lif miktarinda azalma gériilmektedir.
“Oklar: Kollagen lif, G: Glomeriilus (Masson x200).

Sekil 4.64. STZ+250 mg/kg CISE grubu bobrek dokusunda diyabet grubuyla

karsilastirildiginda interstisiyel dokuda kollagen lif miktarinda azalma goriilmektedir.
“Oklar: Kollagen lif (Masson x200).
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Kontrollerle karsilastirildiginda 250 mg/kg PFSE sigan bobrek dokusu iizerinde
herhangi bir patalojik etkiye sahip degildi. PFSE diyabetli hayvanlara uygulandiginda
her iki dozda da hayvanlarin bobrekleri tizerinde olumlu veya olumsuz herhangi bir etki
olusturmadi. Nitekim, diyabetteki gibi arteriollerin etrafinda, glomeriilus iginde ve

interstisyel dokuda yogun kollagen lif ag1 dikkat ¢ekiciydi (Sekil 4.65 ve 4.66).

> ¥

Sekil 4.65. STZ+250 mg/kg PFSE grubunun bdbrek dokusunda kontrollerle

karsilastirildiginda glomeriilus i¢inde ve damar etrafinda kollagen lif goriilmektedir.
“Beyaz ok: Glomeriilus i¢indeki kollagen lif, Siyah ok: Damar etrafindaki kollagen lif (Masson x200).
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Sekil 4.66. STZ+250 mg/kg PFSE grubu bobrek dokusunda kollagen lif ve glomeriilus

mezengimal matriksinde artig goriilmektedir.
“Ok: Kollagen lif, M: Mezensimal matriks artis1 (Masson x200).

Bobrek dokusundaki amiloid proteininin birikimini belirleyebilmek amaciyla da amiloid
boyama metodu uygulandi. Kontrol grubunda normal histolojik yap1 s6z konusuyken
(Sekil 4.67 ve 4.68) diyabet grubunda kontrollere kiyasla artan glomeriilus i¢inde ve
interstisyel dokuda amiloid birikimi dikkat ¢ekiciydi (Sekil 4.69-73).
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Sekil 4.67. Kontrol grubu normal bobrek histolojisi.
“G: Glomeriilus, Asteriks: Bowman mesafesi (Amyloid x200).

Sekil 4.68. Kontrol grubu bobrek medulla bolgesi normal histolojisi.
“P: Proksimal tiibiil, D: Distal tiibiil, Ok: Arteriol (Amyloid x200).
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Sekil 4.69. STZ grubunun bobrek dokusunda amiloid birikimi, glomeriilusta mezengimal
matriks artis1 ve arteriosklerdz goriilmektedir.
“M:Mezengimal matriks artis;, Siyah ok: Arteriosklerdz, Beyaz ok: Amiloid (Amyloid x200).

Sekil 4.70. STZ grubuna ait bobrek medulla dokusunda amiloid proteini birikimi

goriilmektedir.
“Oklar; Amiloid (Amyloid x200).
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Sekil 4.71. STZ grubunda kontrole kiyasla amiloid birikimi goriilmektedir.
“Oklar: Amiloid (Amyloid x200).

Sekil 4.72. STZ grubunun bobrek dokusunda glomeriilus iginde ve interstisyel dokuda amiloid
birikimi ayrica mezengim artigi ve Bowman mesafesinde daralma goriilmektedir.
“Oklar: Amiloid birikimi (Amyloid x200).
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Sekil 4.73. STZ grubunun bobrek dokusunda glomeriilus i¢inde ve interstisyel dokuda amiloid
birikimi ayrica mezengim artis1 ve Bowman mesafesinde daralma goriilmektedir.
“Oklar: Amiloid birikimi, M: Mezensim artis1 (Amyloid x200).

Diger taraftan dokuya 250 mg/kg CISE uygulandiginda diyabette gbzlenen patolojik
bulgular 6nemsiz bir sekilde azaltildi. Diyabet grubundaki gibi bdbrek dokusunda
amiloid birikimleri bilhassa glomeriilus i¢inde ve interstisyel dokuda tespit edildi (Sekil
4.74 ve 4.75). Benzer bulgular CISE’nin (500 mg/kg) artan dozunda da s6z konusuydu.

Ayrica mezensimal genisleme, arterioskler6z ve konjesyonunda devam ettigi gozlendi.
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Sekil 4.74. STZ+250 mg/kg CISE grubunda glomeriiluslarda kontrole kiyasla belirgin bir
sekilde amiloid birikimi ayrica arteriosklerdz, konjesyon ve mezensimal matriks artisi
goriilmektedir.

“Siyah oklar: Amiloid birikimi, Beyaz ok: Arteriosklerdz, Asteriks: Konjesyon (Amyloid x200).
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Sekil 4.75. STZ+250 mg/kg CISE grubunun bobrek medulla dokusunda amiloid

birikimi goriilmektedir.
“Oklar: Amiloid birikimi (Amyloid x200).
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Kontrollerle karsilagtirildiginda 250 ve 500 mg/kg PFSE kontrol bobrek dokusu
iizerinde herhangi bir patolojik etki gostermedi. Orta diizeydeki antioksidan ozelligine
ragmen likenin ¢alisilan dozlar1 diyabetli hayvanlarin bobrekleri iizerinde de herhangi
bir olumlu veya olumsuz etkiye sahip degildi. Nitekim diyabettekine benzer bir sekilde
bobrek dokusunda yogun amiloid birikimi dikkat ¢ekiciydi (Sekil 4.76, 4.77 ve 4.78).

Sekil 4.76. STZ+250 mg/kg PFSE grubunda bobrek dokusunda kontrole kiyasla
glomeriilusta mezensimal matriks artisi, amiloid birikimi ve arterioskler6z
goriilmektedir.

"M: Mezensimal matriks artis1, Siyah ok: Amiloid, Beyaz ok: Arteriosklerdz (Amyloid x200).
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Sekil 4.77. STZ+250 mg/kg PFSE grubunun bobrek medulla bolgesinde kontrole

kiyasla amiloid birikimi gériilmektedir.
“Oklar: Amiloid (Amyloid x200).

Sekil 4.78. STZ+250 mg/kg PFSEgrubuna ait bobrek medulla dokusunda amiloid
birikimi gorilmektedir.
“Oklar: Amiloid birikimi (Amyloid x200).
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5. TARTISMA ve SONUC

DM hastaligr kardiyovaskiiler bozukluklar, nefropati, retinopati ve ndropati gibi
komplikasyonlara yol ag¢masi nedeniyle 6nemli bir metabolik bozukluk olarak
tanimlanmistir (Memisogullar1 2005). Diyabetin en 6nemli hedef organlarindan birisi
olan bobreklerde goriilen DN (Kumar et al. 2000), DM’nin oldukg¢a ciddi bir
komplikasyonudur (Memisogullari 2005). Giiniimiizde endiistriyel yasam ve beslenme
sekli ile birlikte, DM’nin ve buna bagl olarak DN’nin gelisimi hizla artmaktadir (Erek
vd. 2007). 2010 yilinda diinya genelinde 20-79 yas araliginda 285 milyon kiside DM
goriilmistiir. Bu oran, diinya niifusunun yiizde 6,6'sina denk gelmektedir. 2030 yilinda
ise bu oranin 438 milyona ¢ikmasi beklenmektedir. Ulkemizde de 2010 yilinda
3,679000 insanin diyabet hastast oldugu bildirilmistir. 20-79 yas grubunun orani ise
%7,4 tir. Bu oranin 2030 yilinda %9,4’e yiikselecegi disiiniilmektedir (Anonim
2011h). DM’1i hastalarin oranindaki hizli artisa bagli olarak diyabet tedavisi igin diinya
genelinde olduk¢a ciddi paralar harcanmaktadir. Hastaligin tedavisi i¢in yapilan bu
harcamalar dikkate alindiginda ekonomik anlamda da DM’nin diinyada ve iilkemizde
olusturdugu sorunun biiyiikliigii anlasilmaktadir. Bu nedenle diyabetin tedavisi i¢in

bircok arastirma yapilmis ve yapilmaya devam etmektedir.

Bu ¢alismada, siganlarin bobrekleri tizerinde iki farkli liken tiiriiniin (Pseudevernia
furfuracea ve Cetraria islandica) artan dozlardaki etkileri incelenmis ve DM
olusturulmus hayvanlarda gelisen DN {izerinde liken diyetlerinin herhangi bir olumlu
veya olumsuz etkiye sahip olup olmadiklari ilk kez arastirilmistir. Gerek kimyasal gerek
bitkisel tedavi yontemleri hizli bir sekilde diyabet ve komplikasyonlar1 i¢in alternatif
caligmalar olarak literatiirde yer almaya baslamistir (Lane et al. 1993; Farzami et al.
2003). Diyabetin tedavisi i¢in Hindistan dutu (Andallu and Varadacharyulu 2003),
Bogiirtlen (Jouad et al. 2002), nar (Althunibat et al. 2010), Hint Hurmas1 (Maiti et al.
2004), Isirgan otu (Farzami et al. 2003), papatya (Cemek et al. 2008), Karaman
kimyonu ve gebre otu (Eddouks et al. 2004), Madagaskar meneksesi ve Zencefil (Kar et
al. 2003), Meryem otu (Esmaeili and Yazdanparast 2004), Sogan ve sarimsak (EI-
Demerdash et al. 2004) gibi farkli bitkilerle yapilmis ¢alismalara rastlanmistir. Yapilan
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literatiir taramas1 sonucunda likenlerin pek ¢ok hastaligin tedavisinde kullanildig1 ancak
diyabet iizerindeki etkinlikleri ile ilgili herhangi bir ¢alismanmn bulunmadigi
anlasilmistir. Diyabet iizerinde bitkisel ilaglarin etkileri in vivo sartlarda ve ¢cogunlukla
da siganlar iizerinde gergeklestirilmistir. Bu c¢alismalarda oncelikle bu dencklerin
pankreas adaciklarinda yer alan ve insiilin iireten B hiicreleri selektif olarak tahrip
edilmis sonraki agamada ise farkl bitki ekstreleri tek tek veya kombine halde verilerek
deneklerden aliman kan Orneklerinde glukoz degerleri Olgiilerek preparatlarin

antihiperglisemik 6zellikleri ile birlikte farkli dokular {izerindeki etkileri aragtirilmistir.

Mevcut c¢alismada STZ siganlarda diyabet olusturmak icin kullanilmig ve DN
morfolojik, biyokimyasal ve histolojik ¢alisilmalarin 1s18inda degerlendirilmistir. Deney
hayvanlarinda diyabet olusturmak i¢in kullanilan STZ’nin antitiimoral ve
antikanserojenik Ozelliklere sahip toksik ajanlarin basinda geldigi belirtilmis ve bu
maddenin pankreasin langerhans adaciklarinda B hiicrelerini direkt bir sekilde etkilemek
suretiyle toksik etkiler olusturdugu kaydedilmistir (Bell and Hye 1983; Szkudelski
2001). STZ’nin sitotoksik etkisi, NAD seviyelerinin azaltilmasi ve intraselliiler serbest
radikallerin olusturulmasi ile gergeklesmistir (Schnedl et al. 1994). Pankreastaki
hiicrelerinde NAD seviyesinin diisiik olmast STZ’ nin kolayca hasar olusturabilmesine

yol agmustir (Gispen and Biessel 2000).

STZ indiiklenerek yapilan deneysel diyabet c¢alismalarinda kontrol grubuyla
karsilagtirildiginda diyabetli hayvanlarin viicut agirliklarinin 6nemli 6lgiide azaldig
aragtirmacilar tarafindan rapor edilmistir (Carney et al. 1979; Bondada and Aksoy vd
2003; Cam vd 2003; Varadacharyulu 2003; Li 2007). Bu arastirmada da benzer bir
sekilde STZ enjeksiyonundan 72 saat sonra yapilan Olclimlerde diyabet grubu
hayvanlarin viicut agirliklarinin kontrol grubundakilere kiyasla 6nemli derecede azaldig:
gbzlenmistir. Kilo kaybinin ¢alismanin 7. ve 14. giiniinde yapilan dl¢imlerde de devam
ettigi ve ayn1 zamanda diyabetli hayvanlarda yem tiiketiminin belirgin bir sekilde arttig
belirlenmistir (Cizelge 4.1, Sekil 4.1 ve Sekil 4.3). DM’nin 6nemli fizyopatolojik
olgularindan sayilan polifaji, hiicrelerin glukozu yeterince kullanamamasindan dolay1

hastalarin ¢ok yemek yemeleri fakat kilo alamamalar1 aksine kilo kaybetmeleri seklinde
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tanimlanmistir (Sindhu et al. 2004). Ayrica, idrarla glukoz atilimina bagl olarak olusan
kalori ve elektrolit kaybi, dehidrasyon ve insiilin yetersizliginden kaynaklanan yag ve
protein katabolizmasindaki artis da DM’de meydana gelen kilo kaybinin diger
nedenlerinden sayilmistir (Yilmaz 1999; Sperling 2002; Rosenbloom and Silverstein
2003; Haller et al. 2005). DM’nin neden oldugu kalori kaybini karsilamak igin
uygulanan oral kalori aliminin artirllmasiin plazma glukozunu daha da yiikseltilip
glukoziiriyi tetikledigi belirtilmistir. Sonugta, endojen protein ve yag depolarinin serbest
hale ge¢mesi kilo kaybinin Onlenememesine neden olmustur (Gannog 1995). Aym
zamanda, bu calismada kontrollerle karsilastirildiginda diyabetli hayvanlarda su
tiketiminin de belirgin bir sekilde arttigi gozlenmistir (Sekil 4.2). Arulselvan and
Subramanian (2007), yaptiklar1 ¢alisma ile diyabetli hayvanlarda su tiiketiminin kontrol
grubuna kiyasla 6nemli 6lciide arttigini bildirmislerdir. Bu artisin nedeni su sekilde
aciklanabilmistir; glukozun hiicre i¢ine alinimi ve kullanimindaki azalmaya bagli olarak
ortaya ¢ikan hiperglisemi canlida renal glukoz esiginin asilmasina ve glukoziiriye neden
olmaktadir. Idrarla seker atilimi beraberinde suyu da siiriikleyeceginden ozmotikdiiirez
ve poliiiri tablosu olugmakta, poliliri hipotalamustaki susama merkezini uyarmakta ve
voliim noksanligina bagli olarak da polidipsi gdzlenmektedir (Noyan 1993; Celik ve Bal
2002).

Bu arastirmanin sonuglarina gore, PFSE ve CISE’nin artan dozlar1 kontrol grubu
hayvanlarin ne viicut agirliklar1 ne de tiikettikleri su miktarlar tizerinde herhangi bir
olumsuz etkiye sahip olmamistir. Diyabetli hayvanlar {izerinde ise C. islandica liken
tiirliniin tedavi edici etkisi yeterli bir sekilde gerceklesememistir. Nitekim bu likenin
uygulanmasiyla DM’nin proteolitik ve lipolitik etkileri yeterince diizeltilememis ve
hayvanlarin viicut agirliklart ile su ve yem tiiketimlerinde sadece dnemsiz bir iyilesme
gozlenmistir (Sekil 4.1-3). Diger taraftan, PFSE’nin artan dozlarda bile ne diyabetli
sicanlarin canli agirliklar: tizerinde ne de tiikettikleri su miktarlar1 tizerinde herhangi bir

sekilde etkili olmadig1 yapilan ¢aligmalardan anlagilmistir.

DM, pankreasta insiilin iireten 3 hiicrelerinin harabiyeti sonucu olusan hiperglisemik bir

durum olarak tanimlanmistir (Ho et al. 2001). Mevcut ¢alismada, 3., 10. ve 17. giinde
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diyabetli siganlarin kanlarindaki seker seviyeleri Olgiilmiis ve kontrollere kiyasla
belirgin artislar tespit edilmistir (Cizelge 4.2). STZ enjeksiyonu sonucunda [ hiicre
harabiyetine bagli olarak 48 saat sonra deney hayvanlarina ait kan drneklerinde kan
sekerinin yiikseldigi bildirilmistir (Hu et al. 1996; Chattopadhyay et al. 1997).
Althunibat et al. (2010), yaptiklar1 ¢alismada 55 mg/kg STZ verdikleri siganlarda kan
seker diizeylerinin kontrol grubuna kiyasla énemli derecede arttigin1 ve 0,6 mg/mL
vanadate uygulamasmin kan sekeri seviyesini 6nemli olgiide diisiirdiigiinii, Punica
granatum ekstresinin ise degistirmedigini tespit etmislerdir. Bir bagka calismada
Achyranthes bidentata’nin polisakkaritleri diyabetik Sprague-Dawley cinsi siganlarin
diyetine katilmis ve sonugta kan sekeri seviyesinin azaldigi rapor edilmistir (Xue et al.
2009). Manna et al. (2009), yaptiklar bir ¢alismada, STZ ile Swiss albino siganlarda
diyabet modeli gelistirmisler ve deneklerin kan sekeri seviyesinin kontrollere kiyasla
Oonemli oOlgiide arttigin1 tespit etmislerdir. Diyabetli hayvanlara arjulonik asit
uyguladiklarinda ise kan seker seviyesinin diistiiglinii ve diyabet iizerinde faydali
etkilerinin bulunabilecegini rapor etmislerdir. Bu calismada arastirmacilar, kontrol
grubunda ilk giin, 3., 10. ve 17. giinde kan glukoz degerlerini 6lgmiigler ve istatiksel
yonden Onemli bir degisiklik bulamamislar (p>0,05), STZ grubunda ise maddenin
pankreasta yarattig1 tahribata bagl olarak insiilin sentezinin azaldigin1 ve sonugta da
kandaki seker seviyesinin 6nemli Olgiide arttigini belirlemislerdir (p<0,05). Mevcut
calismada, kullanilan liken diyetleri tek baslarina kandaki sekeri seviyesini etkilememis,
STZ+CISE’nin oral uygulamas: ise 10. ve 17. giinde Olciilen kan glukoz seviyesini
onemsiz bir sekilde diisiirmeyi basarmustir. Ustelik CISE’nin artan dozlarinda da bu etki
degismemis vebu durum istatistiksel bakimdan 6nemli bir anlam ifade etmemistir.
(p>0.05, Cizelge 4.2). Bir diger liken tiirii olan PFSE’nin diyabetli sicanlara verilmesi
ile de kan seker seviyelerinin diyabetli siganlardakinden farkli olmadigi ve likenin
hastalik {izerinde herhangi bir olumsuz veya olumlu etkisinin bulunmadig: anlagilmigtir

(p>0,05 ve Cizelge 4.2).

Bu ¢alismada, diyabetle tesvik edilmis hiperglisemiye bagli olarak oksidatif stresin
gelisip gelismedigini tespit edebilmek amaciyla diyabetli hayvanlarin bdbreklerinde

MDA seviyeleri Ol¢iilmiis ve kontrollerle karsilastirildiginda MDA diizeyinin 6nemli
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derecede artig gosterdigi anlasilmistir (p<0,05) (Cizelge 4.3). Son zamanlarda yapilan
caligmalarda artan serbest oksijen radikallerinin ve lipit peroksidasyonunun bir¢ok
hastaligin patogenezinde rol oynadigi gosterilmistir. Oksidatif stresin 6zellikle diyabet,
yagslanma, iliremi, kardiyovaskiiler hastaliklar, malniitrisyon ve kanser gibi hastalik
durumlarinda énemi vurgulanmstir (Altan 2006). Boylece, DM, miyokard enfeksiyonu
gibi kardiyolojik hastaliklar, ndrolojik hastaliklar, astim, romatoid artrit gibi romatolojik
hastaliklar, maligniteler ve yaslanma dahil bir ¢ok hastaligin oksidatif stres ile iliskili
olarak tetiklendigi belirlenmistir (Tuomilehto et al. 1988; American Diabetes
Association National 2002; Satman vd 2002; Memisogullar1 vd 2003; Gotoh et al. 2005;
Memisogullart 2005; Nan et al. 2007). Yapilan ¢alismalarda deneysel olarak diyabet
olusturan sicanlarda ve diyabetik hastalarda glukozun kanda biriktigi bu yiizden
lipitlerin metabolize edildigi vebu durumun diyabet etiyolojisinde ve ilerlemesinde
onemli role sahip oldugu rapor edilmistir (Goldbourt et al.1980; Pitkanen et al. 1992;
Cho et al. 2002; Manna et al. 2009). Bunun yani sira, artan oksidatif stresin ve
antioksidan kapasitede goriilen degisiklerin, diyabetin kronik komplikasyonlarinin
ortaya cikisi ile de iligkili olabilecegi arastirmacilar tarafindan bildirilmistir (Herman et
al. 1976, Madianov et al. 2000). En 6nemlisi de diyabet sebebiyle gelisen oksidatif
stresin bobreklerde nefropatiye neden oldugu yoniindeki aragtirma bulgular1 olmustur
(Volkovova et al.1993; Kakkar et al. 1997; Craven et al. 1997; Vannucchi et al.
1999;Xiao et al. 2009; Sefiet al. 2012; Srinivasan and Pari 2012). DM sonucunda
metabolize edilemeyen glukozun kanda biriktigi, enerji tiretiminin lipitlerle saglanmasi
sonucunda ise zararl serbest radikallerin arttig1 belirtilmistir (Cho et al. 2002). Bu
nedenle, birgok arastirmaci diyabet ¢aligmalarinda artan lipit peroksidasyon {iriinlerinin
miktarint zincir reaksiyonlarimin son iriinii olan Malondialdehit (MDA) seviyesini
Olgerek degerlendirmistir (Mekinova et al. 1995; Tamer vd 1997; Arulselvan and
Subramanian 2007; Li 2007; Cemek et al. 2008). MDA’ ’nin proteinlerle birleserek
yiiksek molekiillii proteinler olusturdugu, disiilfit kopriilerinin olusumu, deaminasyon
ve nonenzimatik glukozilasyona sebep oldugu goriilmiistiir (Boscia et al. 2000). MDA
miktarinin lipit peroksidasyonunun derecesini gosterdigi belirtilmis (Halliwell 1994),
Jang et al. (2000), yaptiklar bir ¢alisma ile diyabet olusturulmus siganlarin bobrek ve
karaciger mitokondrilerinde MDA seviyesinin Onemli derecede arttigini tespit

etmislerdir. Benzer bulgular diyabetik sicanlarin bobreklerinde farkli arastirmacilar
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tarafindan da kaydedilmistir (Mukherjee et al.1994; Zhang et al. 2000). Faure et al.
(1993) ve Vantyghem et al. (2000) ise MDA diizeyinin DM’li hastalarda oksidatif

stresle baglantili olarak arttigini géstermislerdir.

Diyabetin patogenezinde ve komplikasyonlarmin olusmasinda SR’lerin 6nemli rol
oynadigimin bilinmesi, bu hastaligin olusumunu ve ilerlemesini Onleyici oral
antidiabetik, insiilin ve c¢esitli ajanlarin yani sira antioksidan etkili maddeler ve
vitaminlerin kullanilabilecegi diisiincesinin yayginlasmasina neden olmustur (Ceriello et
al. 1988). Bu kapsamda Althunibat et al. (2010) yaptiklar ¢alismada, STZ enjeksiyonu
sonucunda diyabetik sicanlarin bobrek, karaciger ve plazmalarinda MDA seviyelerinin
anlamli bir sekilde arttigin1 ve bu artisin P. granatum ’'a ait kabuk ekstresinin verilmesi
ile Onlendigini rapor etmislerdir. Diger bir calismada Li (2007), tek doz STZ’nin
sicanlarin kan, bobrek ve karaciger dokusunda MDA seviyelerini kontrol grubuna
kiyasla onemli 6l¢iide artirdigini belirtmis ve bu artisin uygulanan Lycium barbarum’a
ait polisakkaritlerle doza bagl bir sekilde azaltildigin1 kaydetmistir. Bu ¢alismada ise
iki farkli liken tiirlinlin hem tek baslarina hem de diyabetli sicanlarin bdbrekleri
tizerindeki oksidatif etkileri doza bagl olarak degerlendirilmis ve CISE ile PFSE’nin
calisilan doz araliginda kontrollere ait bobrek dokularinda MDA seviyelerini
etkilemedigi gorilmiistiir (Sekil 4.8 ve 4.11). Bunun sonucunda likenlerin tek bagslarina
oksidatif stresi tesvik etmedikleri anlagilmistir. Diger taraftan, diyabetli gruplara tedavi
amaciyla 250 mg/kg CISE uygulandiginda belirgin olmayan bir MDA diisiisii
gbzlenmis (p>0,05), calisilan parametreler uygulanan likenin artan dozuna (500 mg/kg)
ragmen herhangi bir degisiklik gostermemistir. 250 mg/kg PFSE ise kontrollere ait
bobrek dokusunda MDA seviyesinde herhangi bir degisiklige yol agmamis benzer
durum diyabetli hayvanlarin bdbreklerinde de s6z konusu olmustur (Sekil 4.11). Bu
durum 500 mg/kg PFSE dozunda da devam etmistir. Sonugta, bu aragtirmanin sonuglari
ile CISE diyabetik gruplarda oksidatif stres tizerinde zayif bir sekilde etkili olurken
PFSE’nin etkisiz kaldig1 anlagilmistir.

Mevcut c¢alismanin sonuglarina gore diyabetli hayvanlarda SOD aktivitesi ve GSH

diizeyi kontrollere kiyasla 6nemli bir sekilde azalmis ve bu durum istatistiksel bakimdan
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anlamli bulunmustur (p<0,05). Saglikli bireylerin doku hiicrelerinde serbest radikallerin
ve antioksidanlarin denge halinde bulundugu, bu dengenin bozulmasi sonucunda
biyolojik makromolekiillerde postsentetik modifikasyonlarin olustugu ve bu durumdan
Ozellikle de ekstraselliiler proteinlerin etkilendigi bildirilmistir. Bu proteinlerce zengin
olan yapilardaki degisikliklerin nefropati, katarakt ve ateroskleroz’a yol acgtig1
kaydedilmistir (Hagglof et al. 1983; Baynes 1991). Diyabet hastaliginda antioksidan
aktivitenin azaldig1 ve oksidatif stres durumunun gelistigi tespit edilmistir (Hagglof et
al. 1983; Belce ve Kokoglu 1994; Dierckx et al. 2003; Memisogullar1 vd 2003;
Memisogullar1 ve Bakan 2004; Memisogullar1 2005). Wu et al. (1999), diyabet
gelistirilen siganlarla yaptiklar ¢alismada bobrek dokusunda SOD aktivitesinin 8. ve
16. Haftalarda anlamli sekilde azaldigini rapor etmislerdir. Benzer bir sekilde Montilla
et al. (2005) diyabet grubu hayvanlarin hem beyin hem de bobrek dokularinda lipit
peroksidasyon iriinlerinin artigin1 buna karsilik SOD aktivitesi ve GSH miktarinin
azaldigini kaydetmislerdir. Benzer bulgular farkli arastirmacilar tarafindan da diyabetik
nefropatili sicanlarin bobrek dokusunda rapor edilmistir (Cao et al. 2004; Morsy et al.
2010; Luo et al. 2010; Mansouri et al. 2011; Ramachandran et al. 2011; Sadi vd 2011).
Alloksan ile diyabet gelistirilmis sigan bobrek dokusunda da kontrollere kiyasla SOD
aktivitesinde ve GSH miktarinda 6nemli azalmalar tespit edilmis (Udayakumar et al.
2010) ancak bir ¢alismada diyabetli sicanlarin bobrek dokusunda GSH seviyesinin
arttig1r belirtilmistir (Zurova-Nedelcevova et al. 2006). Diger taraftan, STZ’nin
diyabetojenik etkilerine kars1 SOD enziminin koruyucu rolii tespit edilmis (Hagglof et
al. 1983; Wolff 1993; Belce ve Kokoglu 1994) ayrica hiicresel sistemin lipid
peroksidasyonuna karst GSH ile korundugu beyan edilmistir (Nicotera and Orrenius
1986). Boylece, diyabetik bireylerde koruyucu olarak kullanilacak maddelerin
antioksidan kapasitelerini degerlendiren bir¢ok calisma yapilmistir. Bu caligmalardan
birisinde insiilin tedavisinden sonra SOD diizeyinde artis, GSH-Px aktivitesinde ise
azalma oldugu belirtilmistir (Seghrouchni et al. 2002). Diyabetik sicanlarin farkli
dokularinda da (karaciger, bobrek, kalp ve aort) artmis olan MDA seviyesinin Morus
alba yaprak ekstresi ile azaldigi rapor edilmistir (Naowaboot et al. 2009). Apocynum
venetum ekstresinin diyabetli hayvanlarda MDA seviyesini azalttigi, SOD ve GSH
aktivitelerini artirarak bobrekteki oksidatif stresi engelledigi rapor edilmistir (Chen et

al. 2010). Bir bagka ¢alismada, diyabetik sicanlara nar suyu ekstresi verilmis SOD ve
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GSH seviyesinde 6nemli artislar kaydedilmistir (Mohan et al. 2010). Benzer bir sekilde,
diyabetik siganlarin bobrek dokularinda Ocimum sanctum (Muralikrishnan et al. 2011)
ve Proanthocyanidin ekstrelerinin (Mansouri et al. 2011) lipit peroksidasyonu ve
antioksidan kapasite Tlzerindeki etkilerinin degerlendirildigi calismalarda SOD
aktivitesinde artislar s6z konusu edilmistir. Karuna et al. (2011), streptozotocin ile
diyabet olusturulmus siganlarin bobrek dokusunda LPO ve oksidan proteinlerin arttigini
gozlemisler tedavi amaciyla diyabet grubuna Phyllanthus amarus sulu ekstrakti
uyguladiklarinda ise LPO ve oksidan proteinlerde 6nemli bir diisiis aksine GSH
miktarinda 6nemli bir artis meydana geldigini bildirmislerdir. Xue et al. (2011),
diyabetik sicanlarin bobrek fonksiyonu ve morfolojisi tizerine Trigonella foenum
graecum cekirdegi ekstresinin koruyucu etkisini arastirdiklari calismalarinda diyabet
grubunda SOD ve CAT aktivitelerinde azalma MDA miktarinda artma goézlemisler,
Trigonella foenum graecum ¢ekirdegi ekstresinin uygulandigi grupta ise antioksidan
aktivitenin arttigini rapor etmislerdir. Diger taraftan, alloksan uygulanarak diyabet
yapilmis siganlarin bdbreklerinde LPO seviyesinin arttigi SOD aktivitesinin azaldigi
tespit edilmis, Eucalyptus globulus ekstresi uygulandiginda ise LPO seviyesinin
azaldigi ve SOD aktivitesinin arttigi gozlenmistir (Ahlem et al. 2009). Benzer bir
sekilde, Tripathi and Chandra (2010), alloksan ile diyabet olusturulmus sicanlarin kalp,
bobrek ve karacigerlerinde SOD, lipid peroksidasyonu ve glutatyon seviyelerini
olgmisler, kalp ve bobrek gibi hayati organlari korumada azalan bu parametrelerin
antioksidan potansiyele sahip M. charantia ve T. foenum graecum ekstreleri ile
korunabilecegi kanaatine varmislardir. Mevdut ¢alismada, CISE’nin antioksidan
kapasitesini belirleyebilmek amaciyla SOD ve GSH seviyesi Ol¢iilmiis ve 250 ve 500
mg/kg dozlarinda CISE’nin tek basina verildigi gruplarda SOD ve GSH diizeyinin
kontrol gruplarina kiyasla belirgin bir sekilde artirdigi saptanmistir (p<0,05). Boylece,
CISE’nin antioksidan kapasitesinin yiliksek oldugu anlasilmistir (Sekil 4.6 ve 4.7).
CISE’nin dogal ve potansiyel bir antioksidan madde oldugu daha Once yapilan
calismalarla da belirlenmistir (Gililgin et al. 2002; Kosanic and Rankovi¢ 2011).
Diyabetik hayvanlara tedavi amaciyla 250 mg/kg CISE verildiginde SOD aktivitesinin
ve GSH miktarinin kontrollerdekine kiyasla arttig1 gézlenmis (Sekil 4.6 ve 4.7) ancak
sonuclar istatistiki bakimdan herhangi bir anlam ifade etmemistir (p>0,05) (Cizelge

4.3). Benzer durum 500 mg/kg CISE dozunda da s6z konusu olmustur. Boylece,
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diyabetle tesvik edilmis olan oksidatif stresin CISE’nin uygulamasiyla onlenemedigi
anlagilmistir. Diger taraftan, 250 ve 500 mg/kg PFSE uygulamasi ile bobrek dokusunda
PFSE’nin orta diizeydeki antioksidan etkisi SOD ve GSH aktivitesinin artis1 ile
gozlenmis (Sekil 4.9 ve 4.10), PFSE’nin doza bagh etkileri degerlendirildiginde ise
diyabetli gruplarin bobrekleri iizerinde herhangi bir iyilestirme yapamadigi anlasilmigtir
(p>0,05) (Cizelge 4.3). Bu ¢alismadakine benzer bir sekilde in vitro ortamda dalikenin
antioksidan ozelligi tespit edilmis (Odabasoglu et al. 2004; Kosanic and Rankovié
2011) ancak bu 6zellik mevcut ¢alismada bobrekteki oksidatif stres durumunun 6niine

gecememistir.

Bobrekler diyabetin en onemli hedef organlarindan birisi olarak kabul edilmis ve DN
sonucu bobrekte meydana gelen yapisal degisiklikler, organin biitiin boliimlerini
kapsamakla birlikte en karakteristik hasarlar glomeriillerde gézlenmistir (Osterby et al.
1999). Bobrek dokusundaki degisiklikler Tip 1 ve Tip 2 diyabet hastalarinda belirgin bir
farklilik gostermemistir. Her iki tipte de DN ile glomertiler ve interstisyel lezyonlarin
dikkat ¢ekici bir sekilde gelistigi rapor edilmistir (Dal la et al. 2000; White et al. 2007).
Mevcut arastirmada kontrol gruplanyla karsilastirildiginda diyabetli  gruplarin
glomertiluslarindaki baslica lezyonlar; glomeriil bazal membran (GBM) kalinlagmast,
mezensimal matriks artisi, Bowman mesafesinde daralma, Bowman kapsiilii parietal
yapraginda  kalinlasma, diffiiz  glomeriiloskler6z, nodiiler glomeriiloskleréz
(Kimmelstiel-Wilson nodiilii) olarak tespit edilmis ve ayni zamanda bobrek dokusunda
tiibiillerin firgams1 kenarlarinda dejenerasyonlar, tiibiiller dilatasyon, atrofi, hipertrofi,
tiibiil bazal membranlarinda kalinlasma, arterioskler6z ile interstisyal fibrozis gibi
patolojik bulgular gozlenmistir. Bu tip patolojik bulgular DN’de farkli aragtirmacilarin
calismalarinda da kaydedilmistir. ik karakteristik degisikliklerin glomeriillerde hacim
artisila basgladig1 bunu takiben ¢esitli glomeriiler lezyonlarin gelistigi tespit edilmistir
(Gilbert and Cooper et al. 1999; Giirel 2004). Glomeriiler lezyonlarin en 6nemlileri
arasinda kapiller bazal membran kalinlagmalari, diffiiz glomeriilosklerdéz ve nodiiler
glomeriilosklerdz sayillmistir. Bunun yani sira mezensimal hiicre proliferasyonu ve
beraberinde mezansimal matrikste diffiiz artis gozlenmistir (Kumar et al. 2000; De
Cavanagh et al. 2001). Diger 6nemli bulgular olarak glomeriil ve tiibiillerde hipertrofi,
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tiibiiler vakuolizasyon, tiibiiler dilatasyon, glomeriil ve tiibiil bazal membranlarinda
kalinlagsma, arteriolar hiyalinozis ve glomertillerde hiicre artis1 rapor edilmistir (Cortes
et al. 1987; Tucker et al. 1991; New et al. 1996; Dénmez 2008). Yine diyabetin
bobrekler tizerine etkilerinin arastirildigi bir ¢alismada Chacko et al. (2010) ve Saito et
al. (2011), DN sonucunda glomeriiler ve tiibliler bozukluklarm yani sira
tiiblilointerstisyal fibroziste artisin oldugunu rapor etmislerdir. Schwartz et al. (1998),
caligmalarinda  diyabetli  hastalarda  Kimmelstiel-Wilson nodiilli  diyabetik
glomeriiloskleroz, Sharma et al. (2003), diyabetik fare modellerinde diyabetik
hastalarda oldugu gibi renal hipertrofi ve diger arastirmacilarin kaydettiklerine benzer
patolojik bulgularin varligmi gozlemislerdir. Bu ¢alismada sican bobrek tiibiillerinde
atrofi, hipertrofi ve dilatasyonlar ile birlikte proksimal tiibiillerin firgamsi1 kenarlarinda
dejenerasyonlar dikkat ¢ekmis benzer bulgular farkli arastirmacilar tarafindan da STZ
veya alloksan uygulamasi sonucunda diyabetik sicanlarda kaydedilmistir (Evan et al.
1984; Ozcan vd 1992). Giirel (2004) ve Siddiquia et al. (2010) arastirmalarinda STZ ile
indiiklenmis diyabetik sicanlarda bu patolojik bulgularin yani sira tiibiillerde proteintiri
tespit etmisler bu durum mevcut ¢alismada da gozlenmistir. Ayrica bu g¢alismada,
diyabetik hayvanlarda literatiir bulgulariyla paralellik saglayacak sekilde Bowman
kapsiilii parietal yapraginda kalinlasma goriilmiistir (Oztiirk vd 2005). DN
patogenezinde hipergliseminin rolii deneysel hayvan modelleri ve insanlarla yapilan
caligmalarda gosterilmistir (Coimbra et al. 2000; Nangaku et al. 2005). Peritiibiiler
mikrosirkiilasyon ve bunu takip eden tiibiiler hasarlarin hiperglisemi sonucunda gelistigi
ve bunun da oksidatif stres ile iligkili oldugu rapor edilmistir (Wolf et al. 1991). Tiibiiler
hiicrelerin diyabet nedeniyle artan glukozun hedef hiicreleri oldugu belirtilmis ve bu
durum arastirmacilar tarafindan su sekilde agiklanmistir. Glukoz emiliminin insiilinden
bagimsiz olarak gerceklesmesi bu substratin plazmadaki seviyesini artirmakta (Bleyer et
al. 1994) buna bagh olarak glomeriiler filtrattaki asir1 glukoz diizeyi proksimal
tiibiillerden glukozun emiliminin artmasina ve gelisen hiperglisemi sonucunda da s6z
konusu tiibiillerde intraselliiler glukoz birikimine yol agmaktadir (Phillips et al. 1997,
Jones et al. 1999). Boylece, tiibiillerdeki glikojen birikiminin hiicre 6liimiine kadar
giden hiicresel hasarlara rehberlik ettigi (Dunlop 2000) ve oksidatif stres iiriinleriyle
birlikte dokuda belirgin bir yapisal degisiklige sebep oldugu belirtilmistir (Xiao et al.
2009). Bunlarin sonucunda, DN ile birlikte bdbrek tiibiil hiicrelerinde histolojik
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degisikliklerin meydana geldigi gozlenmistir. Mevcut arastirmada, Dogan vd (2011)
kaydettiklerine benzer sekilde diyabetin bir sonucu olarak tiibiillerde glikojenik
vokualizasyonlarin  gelistigi ve seffaf gorinimli tiibillerin  (Armanni-Ebstein
lezyonlar1) varligiyla birlikte bu duruma diger histopatolojik bulgularin da eslik ettigi
goriilmiistiir. Kontrol altina alinamayan glukoziirili hastalarda, tiibiil epitelinde
glukozun reabsorbe edilerek glikojen olarak depolandig tespit edilmistir (Kumar et al.
2000). Giinlimiizde Armanni- Ebstein lezyonlarinin bir hastalik belirtisi olmaktan ¢ok
tiibiiler sivida yiiksek yogunluktaki glukozun geri emilimi sonucu glikojen birikiminin
bir isareti oldugu saptanmistir (Biiylikdevrim vd 2005). Mevcut ¢aligmada literatiirde
belirtilen patolojik bulgulara ilaveten bobrek dokusunda lenfosit inflitrasyonu ve
konjesyon tespit edilmistir. Diyabetik sican bobreklerinde glomeriiler hipertrofi ve
ultrafilitrasyonun bir sonucu olarak konjesyonun ve ayni zamanda nefropatinin gelisme
ve ilerlemesine bagli olarak da inflamasyon prosesinin olustugu gosterilmistir
(Zurnadzhi et al. 1987; Marion and Carlson 1989; Moon et al. 2012). Mevcut
aragtirmada, 250 mg/kg CISE’nin antioksidan 6zelligi diyabet grubu hayvanlarin bobrek
dokusunda glikojenik vakuolizasyonu, konjesyonu ve lenfosit infilitrasyonunu azda olsa
diizeltmistir. Ancak glomeriilusta mezensimal matriks artigi, ayirt edilemeyen Bowman
mesafesi, bazi tiibiillerde dilatasyonun ve atrofinin devam ettigi gozlenmistir. Ayrica
seyrekte olsa arteriosklerdze rastlanmistir. CISE’nin diyabetli gruplardaki bu zayif
koruyucu etkisi artan dozuna ragmen degisiklik gostermemistir. Diger ¢aligsma materyali
olan PFSE ise orta diizeyde antioksidan kapasiteye sahip olmasina ragmen STZ’nin
bobrek dokusu iizerindeki histopatolojik etkilerini diizeltememis sadece c¢ok belirgin
olmamakla birlikte bobrek dokusunda meydana gelen konjesyonda zayif bir azalmaya

neden olmustur ve bu durum artan dozunda da degismemistir.

Sonug olarak, STZ ile Tip 1 diyabet olusturulmus si¢anlarin bébreklerinde biyokimyasal
parametreler ve histolojik calisilmalarin 1s181nda literatiirde kaydedilene benzer bulgular
gozlenmistir. Diger taraftan, C. islandica ve P. furfuracea liken tiirlerine ait sulu
ekstraktlarin tek baslarina bobrekler {izerinde herhangi bir olumsuz etkiye sahip
olmadiklar1 degismeyen MDA degerleri ve patolojik caligsmalarla tespit edilmistir.

Diyabetik hayvanlara tedavi amaciyla uygulanan CISE’nin enerji ve su metobolizmasini
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olumlu yonde etkiledigi ancak hayvanlarin canli agirliklarint yeterli diizeyde
koruyamadigi, kandaki seker seviyesini diyabetli gruplarda anlamsiz bir sekilde
diisiirdiigii ve bobrek dokusundaki SOD, GSH ve MDA diizeyleri iizerinde de benzer
bir etkiye sahip oldugu anlasilmistir. Ayn1 zamanda caligilan liken tiiriiniin bébregin
patolojik hasarlar1 lizerinde ¢ok zayif bir sekilde tedavi edici oldugu goriilmiis ve elde
edilen sonuglar doza bagli olarak degismemistir. P. furfuracea liken tiirliniin ise
CISE’ye kiyasla yukaridaki parametreler iizerinde daha az etkisinin oldugu ve bu
durumun da likenin orta dilizeydeki antioksidan Ozelliginden kaynaklandigi
diistiniilmiistiir. Nitekim bu arastirmanin sonuglarina gore CISE diyabetik gruplarin
bobrek dokusunda oksidatif stres tizerinde zayif bir sekilde etkili olurken PFSE etkisiz
kalmistir. Boylece, halk arasinda yaygin bir sekilde kullanilan bu liken tiirlerinin hem
saglikli hem de diyabetli bireyler tarafindan gilivenilir bir sekilde tiiketilebilecegi, bu
likenlerden CISE’nin diyabetli hayvanlar ve bobrekleri iizerinde yeterince tedavi edici
Ozelliginin olmamasina ragmen uygulanan dozlarda diyete ilavesinin fayda saglayacagi

kanaatindeyiz.
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