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ONSOZ

Diabetes mellitus, kalitimsal ve ¢evresel etkenlerin birlesimi ile olusan 6zellikle insiilin
eksikligi veya insiilin direnci sebebiyle meydana gelen kronik bir metabolizma hastaligidir.
Giliniimiizde dengesiz beslenmenin artmasi, artan yaslh niifus, hareketsiz yasam tarzi ve
obeziteden dolay1 diyabet hastaliginin yayginhiginin artacagi diisiiniilmektedir. Diyabet
ozellikle beyin, bobrek, kalp ve retina gibi organ ve dokular1 etkilemektedir. Diyabetik
nefropati, diyabetin en Onemli komplikasyonlarindan biri olup son dénem bdbrek
hastaliklarinin gelismesinin en 6nemli nedenidir.

Taurin bircok memeli dokusunda 6nemli miktarlarda dogal olarak bulunan bir bilesiktir.
Taurin kimyasal yapis1 sayesinde insan sagligi i¢in faydali olabilecek birgok biyolojik ve
fizyolojik olaylarin i¢inde yer almaktadir. Taurin viicutta antioksidan aktivitesine sahiptir.
Bu 6zelligi sayesinde Taurinin diabet lizerine olumlu etkileri olabilecegi diistintilmektedir.

Lisansiistii ve tez ¢alismamda bana bilgi ve tecriibeleriyle maddi-manevi yardimini
esirgemeyen ve destek olan kiymetli hocam Yrd. Dog. Dr Mehmet TUZCU’ya tesekkiir
ederim.
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OZET

Kronik bobrek hastaliginin en yaygin sebebi olan diyabet, fonksiyonel ve yapisal olarak
ciddi komplikasyonlara yol agar. Diyabetin tedavisinde insiilin takviyesinin yani sira
oksidatif stresin olumsuz etkilerini de gidermek gerekir. Bu ¢alismanin amaci da, kuvvetli
bir antioksidan olan taurinin streptozotosin ile diyabet olusturulan si¢anlarin (ratlarin)
bobrek dokusunda PPARy, IRS-1, HSP-27, HSP-72 proteinlerinin diizeyleri iizerine
etkilerini arastirmaktir. Standart deneysel hayvan ¢aligmalari etik kurallarina uygun olarak
yiriitilen ¢aligma, 8 haftada 4 gruba ayrilmig 40 adet erkek Wistar albino irki siganlar
tizerinde gerceklestirilmistir. Kontrol grubuna serum fizyolojik, taurin grubuna %2 i¢gme
suyuna taurin ekleyerek, STZ grubuna 60 mgkg i.p. (tek doz) ve STZ+Taurin grubuna ise

Taurin ve STZ uygulanarak olusturulmustur.

Calismanin sonucunda, PPARy (p<0.01), IRS-1 (p<0.001), HSP-27 (p<0.01) ve HSP-72
(p<0.001) diizeylerine bakildiginda gruplar arasinda anlamli farklilik tespit edilmistir.
Taurin uygulanmig gruplarda PPARy (p>0.05), IRS-1 (p>0.05), HSP-27 (p>0.05) ve HSP-
72 (p>0.05) diizeylerinde kontrol grubuna gore anlamli bir degisim gozlenmezken, STZ
uygulanmis gruplarda PPARy (p<0.01), IRS-1(p<0.001) ve HSP-72 (p<0.001)
diizeylerinde anlamli bir diisiis gergeklestigi goriilmektedir. Ancak, HSP-27 (p<0.01)
diizeyinde STZ uygulanmis grupta belirgin bir artis gozlenmistir. STZ + Taurin
uygulanmig gruplarda ise, PPARy (p<0.05), IRS-1 (p<0.001) ve HSP-72 (p<0.05)
diizeylerinde STZ uygulanmis gruplara gore artis oldugu tespit edilirken, HSP-27 (p<0.05)
diizeyinde diisiis oldugu belirlenmistir. Kontrol ve taurin grubundaki siganlardan alinan
bobreklerde herhangi bir patoloji gdzlenmemistir. Ancak, STZ verilen grupta
histopatolojik degisiklikler gozlenmistir. Taurin + STZ grubunda ise STZ’nin indikledigi
histopatolojik degisikliklerin siddetinin azaldig1 goriilmiistiir. Bu sonuglara gore, STZ ile
diyabetik nefropati olusturulan siganlarda taurin uygulanmasinin nefropatiyi yavaslatici ve

tyilestirici etkisinin oldugu sdylenebilir.

Anahtar Kelimeler: Diyabet, STZ, Taurin, PPARy, IRS-1, HSP-27, HSP-72.



SUMMARY

The Effects of Taurine on the Levels of PAPRy, IRS-1, HSP-27, HSP-72 of Kidney Tissue of

Experimental Diabetic Rats

Diabetes, which is the most common reason of cronic renal failure, causes serious
functional and structural complications. In diabetes treatment improving oxidative stress
negative effects is important as well as insiilin administration. In this study we intend to
investigate the effects of taurin on PPARYy, IRS-1, HSP-27, HSP-72 levels in streptozotocin
induced diabetic rats. The study conducted according to the ethic rules of standard
experimental animal studies includes 40 Wistar albino male rats separated into four groups
during 8 weeks. For the control group, serum physiologic; for taurine group, 2% taurine
added to the drinking water; for STZ group, 60 mgkg i.p. (single dose) and for
STZ+Taurine group, Taurine and STZ are made use of.

The study results shows that there is significant difference among the groups when the
PPARy (p<0.01), IRS-1 (p<0.001), HSP-27 (p<0.01) and HSP-72 (p<0.001) levels are
examined. In PPARy (p>0.05), IRS-1 (p>0.05), HSP-27 (p>0.05) and HSP-72 (p>0.05)
levels in the Taurine groups, no significant difference is seen in terms control group but in
PPARy (p<0.01), IRS-1 (p<0.001) and HSP-72 (p<0.001) levels in the STZ groups a
significant decrease is found. On the other hand, a clear increase is found in HSP-27
(p<0.01) level in the STZ group. Moreover, while an increase in PPARy (p<0.05), IRS-1
(p<0.001) and HSP-72 (p<0.05) levels are seen in the STZ + Taurine groups; in HSP-27
(p<0.05) level a decrease is seen compared to the STZ groups. No pathology is found in
kidneys taken from the rats in taurine and control groups. But in STZ groups it is seen
histopathological changes in kidney tissues. Finally, it is understood that in Taurine + STZ
group, intensity of histopathology changes which STZ induced has decreased. According
to these results, it can be said that the taurine application has slowing and curing effects on

the rats whose diabetic neuropathy is done through STZ.

Key Words: Diabetes, STZ, Taurine, PPARYy, IRS-1, HSP-27, HSP-72.
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1. GIRIS

Diyabet, multiorgan bozukluklarinin ayni1 anda goriilebildigi kompleks bir hastaliktir.
Bu hastalik; degisen yasam tarzi, fiziksel aktivitenin azalmasi ve obezitenin artmasiyla,
hasta sayisinin giderek arttigi diinya ¢apinda en sik goriilen kronik hastaliklardan biridir
(Shaw vd., 2010). Diyabet, uzun vadede Ozellikle sinir sistemi, bobrek ve retinada
komplikasyonlara neden olan ve insiilinin goreceli veya mutlak eksikligi ile karakterize
heterojen bir metabolik hastaliktir (Sahin vd., 2007).

Diyabet, mortalite ve morbiditelerin énemli bir nedenidir. Diinya ¢apinda, 2011 yilinda
366 milyondan fazla kiside diyabet tanimlanmistir. Diinya ¢apinda yash niifusun giderek
artmasi, artan dengesiz beslenme, hareketsiz yasam tarzi ve obeziteden dolayi, diyabetin
prevalansimin 2030 yilina kadar 552 milyon kisi daha artacagi tahmin edilmektedir.
Diyabet, kan glukoz diizeylerini viicudun tek basma diizenleyemedigi direngli bir
durumdur. Kardiyovaskiiler hastaliklar1 da iceren, nefropati, ndropati, retinopati ve
ekstremite amputasyonlar: gibi bir¢cok sekonder komplikasyonlart bulunmaktadir. Tedavi
yontemleri arasinda kan glukoz diizeylerini kontrol etmek i¢in, diyet diizenlemesi dahil,
oral antidiyabetik ilaglar ve insiilin tedavisi gibi yontemler mevcuttur ancak bu tedavilerin
hastanin yasam Kkalitesi lizerine olumsuz etkileri bulunabilmektedir (So vd., 2012).
Diyabetin mevcut ve gelecekteki yiikii ile ilgili tahminlerde; saglik kaynaklarinin verimli
kullanilmasi, yasam tarzinin Oneminin vurgulanmasi Ve hastalifin yayginlasmasini

onlemek igin gerekli tedbirlerin alinmasi gerektigi gosterilmektedir (Shaw vd., 2010).

Diyabet, kronik bobrek hastaliginin en yaygin nedenidir (Xu vd., 2011). Fonksiyonel ve
yapisal olarak komplikasyonlar ile karakterize olan diyabet, ciddi bir metabolik
bozukluktur (Baydas vd., 2003). Karbohidrat, yag ve protein metabolizmalarini etkileyen
bu hastalik, kusurlu veya eksik insiilin salgisina neden olan ve hiperglisemi ile karakterize
bir hastaliktir (Kumar vd., 2000). Bu hastalikta, insiilin sekresyonun azlig1 yaninda insiilin
direnci de bulunabilmektedir. Hastaligin etiyolojisi tam olarak bilinmemesine ragmen;
viral enfeksiyonlar, otoimmiin hastaliklar ve c¢evresel faktorler sorumlu tutulmustur

(Shewade vd., 2001).

Kimmelstiel ve Wilson, 1936 yilinda, otopsi Serilerinde yaptiklart histolojik

incelemelerde diyabete spesifik nodiiler lezyonlarin varligimi bulmuslardir. Bu bulgular



diyabetin bobrekte belirli bir histopatolojiye sahip oldugunu belirten diger arastirmalar
tarafindan daha da genisletilerek dogrulanmigtir. Perkiitan bobrek biyopsisi ve 1950'lerde
yayginlasan elektron mikroskobu kullanimi hastaligin daha iyi anlagilmasina yol agmustir.
Arastirmalar diyabetin, bobrekte en erken degisikliklerinin bazal membran kalinlasmasi

oldugunu kanitlanmistir (Jawa vd., 2004).

Konjenital diyabet, Kistik fibrozis ile iligkili diyabet, diyabetin bazi diger formlari
olmasma ragmen, Tip 1 diyabet, Tip 2 diyabet ve gestasyonel diyabet olmak iizere
diyabetin ii¢ ana tipi vardir. Hem Tip 1 hem de Tip 2 diyabet kolayca tedavi edilemeyen
kronik durumlardir. Gestasyonel diyabet, hamilelik sirasinda kadinlarda gelisen diyabet
icin kullanilan bir kavramdir. Genellikle dogumdan sonra diizelir, fakat ileri yaslarda Tip 2
diyabet gelisimi ortaya ¢ikabilir (So vd., 2012). Tip 1 diyabet, insiilin sekresyonu
yoklugunda gelisir ve insiiline bagiml1 diyabet admi alir. ilk zamanlarda juvenil baslangicli
diyabet ad1 da verilmistir. Tip 2 diyabet ise, hedef dokularda insiilinin metabolik etkilerine
duyarliliklarmin  azalmasit sebebiyle gelisir ve insiilinden bagimsiz diyabet adi
verilmektedir. Bu azalmis duyarliliga insiilin direnci de denilmektedir. Bu tipe de ilk
zamanlarda yetiskin baslangi¢chi diyabet denilmistir (Kumar vd., 2000; Guyton ve Hall,
2007).

Diyabet, periferik insiilin direncinin Oniine geg¢mek igin pankreatik f-hiicrelerinde
insiilin salgilanmasmin arttigi ve bunda basarisiz oldugunda ortaya ¢ikan epidemik bir
hastaliktir. Diyabetin altinda yatan patofizyoloji farkli olsa da pankreatik p-hiicre
yetmezligi ortak bir konudur (Halban vd., 2001). Tip 2 diyabet en sik goriilen diyabet
seklidir, pankreatik f-hiicrelerinin insiilin salgilanmasi periferik insiilin direncini telafi
etmek i¢in basarisiz oldugunda ortaya ¢ikar (White, 2002). Tip 2 diyabet, S-hiicrelerinde
bozulmus insiilin sekresyonu ve iskelet kasi, karaciger ve yag hiicreleri gibi 6nemli
metabolik dokularda insiilin direnci ile karakterize kompleks bir hastaliktir (Thingholm
vd., 2011).
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Sekil 1. Glukoz metabolizmasinin diizenlenmesinde dokular arasinda iletisim. Plazmada glukoz artisina
karsilik olarak pankreasin B-hiicrelerinden insiilin salgilanmaktadir. Bu hormon karacigerde glukoz iiretimini
azaltir, yag ve kas da glukoz alimini, kullaniminmi ve depolanmayr artirir. Yag hiicresi metabolik
regiilasyonda, kasta glukoz alimim azaltan serbest yag asitlerini (FFA) serbestlestirmede, B-hiicresinden
insiilin salgilanmasinda ve karacigerde glukoz iiretiminin arttiminda 6nemlidir. Yag hiicresi, ayn1 zamanda
gida alimu, enerji tiiketimi ve insiilin duyarliligini diizenleyen leptin, adiponektin ve TNF gibi ‘adipokinler’
salgilayabilir (Saltiel ve Kahn, 2001°den modifiye edilerek alinmigtir).

Artan oksidatif stres, diyabet ve komplikasyonlarimin gelisimi ve ilerlemesinde etKisi
oldugu kabul edilen bir etkendir. Diyabet genellikle, serbest radikallerin iiretiminde artis
veya bozulmus antioksidan savunmasiyla birliktedir. Artmis oksidatif stresin, diyabetik

komplikasyonlarin olusumunda; transkripsiyon faktorleri, ileri glikozilasyon son iiriinleri



(AGEs) ve protein kinaz C aktivasyonu iizerine olan etkileri kismen bilinmektedir
(Ceriello, 2000; Maritim vd., 2002).

Taurin (2-aminoethylsulphonic acid), hemen hemen tiim dokularda bulunan nonprotein
ve en bol olan serbest intraseliiler aminoasittir. Insanlarda vitamin Bg’da bulunan
metiyonin ve sistein gibi siilfonik asitlerden sentez edilene kadar yari esansiyel oldugu
distiniilmistiir; fakat, endojen iiretimi yetersiz olup, bu yilizden diyetle alinmalidir.
Hayvansal kaynakli tiriinler taurinin diyetteki yegane kaynagini olusturmaktadir. Taurin bu
benzersiz kimyasal yapisi sayesinde insan sagligi i¢in faydali olabilecek sayisiz biyolojik
ve fizyolojik olaylarin i¢inde bulunmaktadir. Taurin safra asidi olusumuna katilir, santral
sinir sistemi néromodiilatorii gorevi vardir; retina gelisiminde ve fonksiyonununda pay
sahibidir; antioksidan ve antiinflamatuar etkileri yaninda antiaritmik / iyonotropik /
kronotropik etkileri vardir (Louren¢o ve Camilo, 2002; Kim vd., 2007; Szymanski ve
Winiarska, 2008). Taurinin nefroprotektif etkileri, artmis taurin varliginda ortaya g¢ikan
renal NADPH oksidaz aktivitesinde azalmaya neden olabilir. Béylece bu aminoasitin hem
diyabetin hem de diyabetik nefropatinin tedavisinde yararli olabilecegi ortaya ¢ikmaktadir
(Winiarska vd., 2009).

Is1 sok proteinleri (Hsp), molekiiler saperonlar olarak da adlandirilirlar. Ayrica, hiicresel
homeostazin 6nemli diizenleyicisidirler. Bu proteinler basit prokaryotlardan, insanlar gibi
kompleks yapilara kadar ¢ok cesitli tiirlerde yaygin ve yiiksek oranda bulunurlar. “Is1 yanit
genleri” olarak 40 yil oncesinde tanimlanan Hsp’lerin olusmakta olan ve yeni olusan
proteinlerin katlanmasinda ve yanlig katlanmis veya kismen denatiire olan proteinlere de
renatiire olmalar1 yolunda kilavuzluk edip mevcut proteinlerle hiicresel bilangoya yardimci
oldugu bildirilmistir. Is1 soku durumlarinda, oksidatif stres, genotoksik sok, viral
enfeksiyon ve hipoksi durumlarinda adaptasyonu ve hiicresel homeostaziyi
saglamaktadirlar (Kappe vd., 2003; Wegele vd., 2004; Ciocca ve Calderwood, 2005;
Haslbeck vd., 2005).

1.1. Diyabetik Nefropati

Diyabetik nefropati, son dénem bobrek yetmezligi gelismesinin en yaygin sebebidir
(Finne vd., 2005). Diyabetik nefropati, diyabetin sik rastlanan bir komplikasyonudur. Tip 1

ve tip 2 diyabetli hastalarda; hastalarin iigte birinden daha fazlasini etkiler ve bati



tilkelerinde son donem bdobrek yetmezliginin en yaygin nedenidir. Diyabetik nefropati;
diinya ¢apinda renal replasman tedavisi gerektiren bobrek yetmezliginin en sik goriilen
nedenidir. Gegmiste nefropatinin, tip 2 diyabetin nadir goériilen bir komplikasyonu oldugu
varsayllmistir. Bununla birlikte, diyabetik nefropati olan hastalarin biiyiikk ¢ogunlugunda
tip 2 diyabet bulunmaktadir. Epidemiyolojik ¢aligmalar, hem tip 1 hem de tip 2 diyabette
nefropatinin dogal seyrinin benzer oldugunu diisiindiirmektedir (Phillips, 2011).

Diyabetik nefropati; kalici albiiminiiriye, arteriyel kan basinci yiikselmesine, glomeriiler
filtrasyon hizinda (GFR) devamli bir diisiise neden olan ve ayrica kardiyovaskiiler
morbidite ve mortalite agisindan yiiksek riskle karakterize klinik bir sendromdur. Yiiksek
sistolik kan basmeci, mikroalbiiminiiri gelisiminde ve tip 2 diyabette albiiminiiri
gelismesinde onemli bir belirleyici faktordiir. Hayati tehdit eden bu komplikasyon tip 1
diyabetik hastalarin yaklasik % 20 ile % 40’inda ve tip 2 diyabetik hastalarin ise % 20'den
daha azinda gelisir. Tip 1 diyabette nefropati gelisimi en yogun olarak hastaligin
baslangicindan sonra 10 ile 15 yil arasindadir (Jawa vd., 2004). Diyabeti olan hastalarin
hepsinde bu komplikasyonlar gelisebilir. Nedeni bilinmemekle birlikte sonugta diyabeti

olan hastalarin % 20 ile % 40’inda nefropati gelisir (Dronavalli vd., 2008).

Diyabetik nefropati sitopatolojisinde; mezengial hiicre genislemesi, glomeriil bazal
membran kalinlagsmasi ve glomeruloskleroz karakterizedir (Jafarnejad vd., 2008). Tip 1
diyabetik hastalarda, bobrekteki morfolojik degisimler; glomeriiller iginde, arteriyollerde,
interstisyum ve tiibiillerde olusabilir (Fioretto vd., 2007).

Diyabetik nefropati, diyabetin en ciddi komplikasyonlarindan biri olup, bobrek
hastaliklarinin en 6nemli nedenidir. Diyabetik nefropati patogenezinin multifaktoryel
oldugu gosterilmistir. Bu faktorlerin tam mekanizmalart bilinmemesine ragmen c¢esitli
genetik ve cevresel faktorlerin, nefropatinin gelisimi ve ilerlemesine etkisi oldugu
muhtemeldir (Freedman vd., 2007; Tomohiro vd., 2007; Dronavalli vd., 2008; Doi vd.,
2008).

Oksidatif stres, diyabetik nefropati gelisiminde 6nemli bir patojenik faktor olarak ortaya
cikmistir. Reaktif oksijen substratlart (ROS), oksidatif streste 6nemli rol oynamaktadir.
Artan ROS, hiicre anormalliklerine ve ekstraselliiler matriks proteinlerinin degisimine
neden olabilir. ROS ayrica inflamatuvar yollara katilir; 6rnegin, NF-kB gibi c¢esitli
transkripsiyon faktorlerinin Ssentezlerini bozarak hiicrelere dolayli olarak zarar verir.

Diyabette artan ROS fiiretimi, protein kinaz C-bagimli NADPH oksidaz aktivasyonu,



gelismis glukoz oksidasyonu, hipertansiyon ve ileri glikolizasyon son iiriinlerini (AGES)
bozmaktadir (Lee vd., 2005; Kanwar vd., 2008; Luo vd., 2010).

Oksidanlar ve antioksidanlarin agir1 tiiketilmesine bagli kaynaklanan oksidatif stres;
ateroskleroz, iskemi/reperfiizyon hasar1 ve romatoid artrit dahil olmak iizere cesitli
hastaliklarin patogenezinden sorumlu tutulmaktadir. Oksidatif stresin bir sonucu olarak,

DNA, proteinler ve lipidlerde agir hasar meydana gelir (Calabrese vd., 2007).

Diyabetik nefropati diyabetin 6nemli “mikrovaskiiler” komplikasyonlarindan biridir.
Renal lezyonlar, tip 1 ya da 2 diyabette benzerdir. Cesitli hiicrelere katilan glomeriiler
podositler, mezangiyal ve endotel hiicreleri, tiibiiler epitel ve interstisiyel fibroblastlar ve
vaskiiler endoteli igerir. Diyabetik nefropatideki patofizyolojik  degisiklikler;
hiperfiltrasyon ve mikroalbuminiiriyi takiben, bobrek fonksiyonlarinin kotiilesmesi,
glomeriiler ve tiibiilo interstisyel boliimlerde hem hiicresel hem de hiicre dis1 bozukluklar
olan baglantilar1 igerir. Bunlar glomeriiler ve tiibiiler bazal membran kalinlasmasi ve
tiibiilo interstisyel ve mezangiyal bolmelerin genislemesiyle iliskili olarak glomerulus ve
tiibiillerin, ¢esitli hiicre tiplerinde hiperplazini/hipertrofini igermektedir (Kanwar vd.,
2008). Diyabetik nefropatide bobregin patolojik degisikliklerine glomerular bazal
membran kalinligiin disinda 6zellikle podositlerin ultra yap1 ve fonksiyonunun degisimi,

hiicre dis1 matriks bilesenlerinin ilerleyen birikimi de dahildir (Fang vd., 2013).

1.2. Taurin

Taurin (2-amino metan siilfonik asit) bircok memeli dokusunda 6nemli miktarda dogal
olarak bulunan bir bilesiktir (Sekil 2). Sitosolde ve plazmada biiyiik 6l¢iide serbest halde
bulunur ve buralarda sirasiyla 50-200 pM ve 5-30 mM konsantrasyonlarindadir. Ayrica
taurin, protein yapilarin igine dahil edilmez. Taurin insanlarda endojen olarak da sentez
edilebildigi i¢in yar1 esansiyel olarak diisiniilmektedir (Wojcik vd., 2010; Abebe ve
Mozaffari, 2011).



Sekil 2. Taurin modeli: siyah - karbon atomu, beyaz - hidrojen, mavi - nitrojen, sar1 - kiikiirt, kirmizi1 —
oksijen’dir (Szymanski ve Winiarska, 2008).

Taurin ilk olarak 1827 yilinda Alman bilim adamlar1 Friedrick Triedemann ve Leopold
Gmelin tarafindan Bos taurus cinsi sigirlardan izole edilmistir (Kim vd., 2007). Insanlar ve
hayvanlar taurini, metiyonin ve sisteinden ya da bunlarin onciillerinden primer olarak
karacigerden sentez edebilirler. Sonra hedef dokulara kan dolagimi yoluyla dagitilir.
Bununla birlikte taurinin biyosentez kapasitesi ve orami tiirler arasinda onemli olgiide
degisim gosterebilir (Ornegin kediler endojen taurin biyosentezi yapamamaktadirlar).
Insanlar taurini sentez edebilmesine ragmen major taurin depolarmi hayvan orjinli
gidalardan 6zellikle yumurta, et ve deniz iriinlerinden elde eder. Taurin gastrointestinal
kanaldan kolayca absorbe edilir. Emilen ve endojen olarak sentez edilen taurin, plazma
membranindan hiicre i¢ine taurin transportu (TAUT) i¢in dizayn edilmis, yiiksek affiniteli
aktif transport sistemiyle transfer edilir. Ek olarak goreceli yiiksek konsantrasyonlarda
diffiizyon yoluyla da transport olur (Tappaz, 2004; Gupta vd., 2006).

Aktif taurine transport sistemi stereospesifiktir ve -amino asitler (6rn. B-alanine),
guanidino eton siilfonat (GES) ve y-amino biitirik asit (GABA) tarafindan inhibe edilir. Bu
transport sistemi, taurinin intraseliiler konsantrasyonlarinin siirdiiriilmesine yardim
edilmesini ongoriir. Taurinin dagilimi, hiicre ve doku tiplerine baglh olarak belirgin sekilde
degisebildigi halde; safra, bagirsak, kalp, iskelet kasi, beyin, sinir, karaciger, kalp, retina ve
10kositte yiiksek oranda bulunmaktadir. Memelilerde ana olarak bobreklerde salgilanir ve
salgilanma orani diyetteki miktarina siki sikiya baghdir (Lubec vd., 1997; Hansen, 2001;
Abebe ve Mozaffari, 2011).

Taurinin biyolojik etkileri coklu organ sistemlerine etki etmesine firsat veren ¢esitlilik
gostermektedir. Kardiyovaskiiler sistem regiilasyonu, antioksidan etkiler, iyon transportu

diizenlenmesi, membran stabilizasyonu, ozmoregiilasyon, ndrotransmitter diizenlenmesi,



safra asidi konjugasyonu, hipolipidemik etkiler, antiplatelet aktivite ve fetal gelisime de
katkida bulunma gibi 6nemli etkileri rapor edilmistir. Taurinin bu etkileri membranin yap1
ve fonksiyonu iizerinde diizenleyici rolii oldugu fikrini vermektedir. Intraseliiler taurin
kimyasal yapisindan dolay1 elektrostatik olarak fosfolipidlerin polar gruplariyla
etkilesmektedir ve bu da membran permeabilitesi ve akiskanligi tizerine etkisi oldugunu
gostermektedir. Bu Ozellik membrana bagl proteinlerin fonksiyon ve yapilarin (6rn.
reseptorler, transport proteinleri, iyon kanallari, G-proteinleri ve efektor enzimler) kovalent
modifikasyon ve modiilasyonunu kolaylastirir (McCarty, 1996; Hansen, 2001; Abebe ve
Mozaffari, 2011).

Taurinin diyabetteki yarart oksidatif stresteki toksisiteyi bloklamasiyla iligkilidir.
Diyabet, sayisiz dokuda endojen antioksidan diizeylerinde 6nemli miktarda azalmayla
baglantili oldugundan, bu da diyabetik kosullarda olusan oksidan stresle alakali hasari
negatif yonde etkileyebilmektedir (Lourengo ve Camilo, 2002; Schaffer vd., 2009).

Cok sayida ¢alisma taurinin glukoz homeostazisi ile alakali oldugunu géstermis olsa da
bu etkinligin spesifik molekiiler mekanizmasi1 tam olarak bilinmemektedir. Taurin, glukoz
homeostazisindeki etkilerini iki sekilde ortaya koymaktadir: ilkinde beta hiicreleri
tizerinden insiilin sekresyonuna etki ederek ve ikincisinde, insilin sinyal yolu ile reseptor

etkilesimi sonrasi olaylara miidahale ederek ger¢eklesmektedir (De la Puerta vd., 2010).

Tablo 1. Diyabette taurinin biyolojik etkileri (De la Puerta vd., 2010).

Taurinin biyolojik etkileri Mekanizma

Antioksidan etkisi Mitokondride ROS iiretimini engelleyerek

Hiperglisemi yiiziinden hiicresel
Ozmoregiilasyon membranda olusan ozmotik basingla
miicadele ederek

Inflamatuvar mediatérlerin olusumunu

Anti-inflamatuvar etkileri .
onleyerek

UCP2 proteini iizerine hareket eden insiilin

Glukoz homeostazisi sinyal yoluna katilarak




1.2.1. Taurinin Antioksidan Roli

Diyabetten kaynaklandigi diistiniilen hastaliklar arastirildiginda, bir¢ok ¢alisma
hipergliseminin yan etkileriyle ilgilenmesine ragmen, son zamanlardaki énemli miktarda
caligma, oksidatif hasarin diyabet ve iligkili komplikasyonlarla alakali olabilecegini
gostermistir (Schaffer vd., 2009). Taurinin, mitokondriyal diizeyde hiicresel ve doku
diizeyinde kanitlanmis olan ve antioksidan etkilerine bagli olarak, diyabetteki oksidan
stresi Onleyici ve terapotik rolii gosterilmistir. Ayrica reaktif oksijen radikallerinin (ROS)
diyabetle iligkili patolojik komplikasyonlar olusturabilecegini ilk tanimlayanlardan biri
Brownlee’dir (Suzuki vd., 2001; Szymanski ve Winiarska, 2008; Schaffer vd., 2009).

Diger taraftan, diyabetin endojen antioksidanlardan, o6zellikle taurinin seviyelerinin
azaltigr kanitlanmistir. Bu yilizden oksidatif hasar taurin eksikligine bagl olarak
geligebilir. Ciinkii diyabet gogunlukla taurin seviyelerini azaltir. Taurin, siiperoksit anyonu,
hidroksil radikali ve hidrojen peroksit gibi reaktif oksijen radikallerini kendi basina
temizleyememesine ragmen, bu aminoasitin reaktif oksijen radikallerinin olusmasini

Onleyebilecegi tespit edilmistir (Schaffer vd., 2009).

TAURIN
ENGELLER (...)

¢ > : Solunum Zinciri

e proteinleri icin DNA
ROS URETIMI
hasan
Asiri e OKSIDATIF STRES VE
oksijen verir DIYABETIK KOMPLIKASYONLAR

Solunum Zinciri
disfonksiyonlan

Sekil 3. Oksidatif stresle ROS {iretimi, solunum zinciri proteinleri igin DNA kodlamasini hipergliseminden
dolay1 degistirilmesine neden olur, oksijeni saliveren asir1 € ’ye yer veren provoke bozukluklar daha fazla
ROS iiretir. Taurinin antioksidan aktivitesi bu ROS olusumunu engeller (De la Puerta vd., 2010°dan modifiye
edilerek alinmustir).



Taurin, dogal yoldan olusan antioksidanlari onararak hiicreleri dolayli yolla da
koruyabilir. Farkli toksisiteler denenerek yapilan gesitli ¢alismalarda taurin tedavisinin
antioksidan enzim diizeylerini kismen eski haline dondiirdiigii gosterilmistir. Bu
caligmalarin birinde, yash farelerin tiyoredoksin rediiktaz aktivitesi iizerine taurin
koruyucu etki gosterdigi ve baska bir ¢aligmada ise homosistein ile tedavi edilen si¢anlarda
vaskiiler diiz kas hiicrelerinde glutatyon peroksidaz aktivitesi tizerine taurinin koruyucu

etkisi oldugu gosterilmistir (De la Puerta vd., 2010).

1.2.2. Taurin Sentezi

Taurin, hem amin hem de siilfonik gruplar iyonizasyonuna tabii olabilen nétr bir -
aminoasittir. Endojen taurin sentezi ¢ogunlukla karaciger ve beyinde olusur. Sistatyonin
sentez, sistatyoinaz ve sisteinsiilfirik asit dekarboksilaz enzimlerinin tamami kofaktor
olarak vitamin Bg’ya ihtiyag duyarlar, vitamin Bg’nin eksikliginde, taurin sentezi azalr

(Lourengo ve Camilo, 2002).

Baz1 dokularda sistein, N-asetil sistein ve glutatyon igeren maddelerden taurin
sentezlendiginden, bu bilesiklerdeki konstrasyon degisiklikleri taurin konsantrasyonunda
degisimlere yol agabilir (Hansen, 2001). Taurin biyosentezi, insanlarda diisiik ve
kemirgenlerde yiiksek olmasindan dolay: tiire bagimlidir. Viicuttaki taurin miktar1 diyetle
dogrudan taurinin alimi, karaciger ve alternatif dokular tarafindan taurinin de novo
senteziyle ve bobrek geri emilimi seklinde elde edilir. Taurin; osmoregulator, diyabetik
modiilator, antioksidan, karaciger koruyucu, nérotransmiter, antiaterosklerotik etkileri gibi

birgok fizyolojik role sahiptir (Bouckenooghe vd., 2006).
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METIYONIN rﬁz
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Cysiadsonare
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Sistein sulphinic asit HOOC-CH-CH -50,H
* Sistein sulphinic asit debarbolsilas

Hypotaorine NH_-CH -CH_-50 H

TAURIN NH-CH -CH_-S0,H

Sekil 4. Taurinin biyosentetik yolu. Asil yol; sistein oksidasyonundan sisteinsiilfirik asit, bir sonraki
dekarboksilasyondan hipotaurin ve sonuncusu da oksidasyondan taurindir (Lourengo ve Camilo, 2002’den
modifiye edilerek alinmustir).

1.2.3. Taurin ile Tlgili Yapilan Cahsmalar

Taurin ile ilgili birgok ¢alima ile tedavi edici 6zellikleri ortaya konmaya calisilmistir.
Taurinin sagliga faydalari, hiperglisemideki ozmoregulasyon aktivitesinin yani sira,
antioksidan ve anteinflamatuar giiciinden, ayrica tip 1 ve tip 2 diyabetlilerde metabolik
profili  diizelten kolesterol atilimin1 safra sentezine katilarak saglamasindan

kaynaklanmaktadir (De la Puerta vd., 2010).
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Buna ek olarak; kronik oral taurin uygulamasinin (50 veya 100 mg/kg 10 hafta siireyle)
streptozotosinle indiikklenmis diyabeti olan ve hiperkolesterolemik farelerde asetilkolin ve
A23187 aortun endotel bagimh relaksasyonundaki bozulmay1 kan glukozunu etkilemeden
onledigi gosterilmistir (Katama vd., 1996). Baska bir ¢alismada; %1 taurinle 6 hafta tedavi
edilen STZ uygulanmis diyabetik farelerin oldugu oksidatif stresin ve okside LDL’nin
azalmasi ve hiicre adezyon molekiil-1 (ICAM-1) ve Lektin benzeri oksideLDL reseptor-1
(LOX-1) ekspresyonunun azalmasi endotel bagimli aortik relaksasyonun korunmasiyla
iliskilendirilmistir (Wang vd., 2008). Doku izolasyon calismalarinin sonuglarina gore
taurinin oral aliminda; diyabet ve ¢esitli damar hastaliklariyla alakali vaskiiler
relaksasyonu, intimal kalinlagsmay1, endotelyal apoptozisi, oksidatif stresi ve inflamasyonu
diizelttigine dair kanitlar elde edilmistir (Abebe ve Mozaffari, 2011).

Li ve digerleri (2006), STZ uygulanarak diyabet yapilmis ratlarda igme suyuna 2-6 hafta
stireyle %1 taurin eklenmesinin siyatik sinir vaskiiler endotelinde fonksiyonel bozulmay1
onledigini de rapor etmislerdir. Diyabetik hayvan ¢aligmalarindan elde edilen bu bulgular

taurinin vazoprotektif etkilerine kanit olusturmaktadir (Li vd., 2006).

1.3. insiilin Reseptor Substrat-1 (IRS-1)

Insiilin, glukoz homeostazisinde ve glukoz transport sisteminde birincil éneme sahip
hormondur. Dolagimdaki insiilin, spesifik reseptoriiniin bulundugu karaciger, kas ve yag
dokusuna hizlica ulasir. Insiilin reseptdrii (IR), intrinsik tirozin kinaz aktivitesine sahip
hiicre ylizey reseptor ailesinin bir iiyesidir. IR, birbirine distilfit kdpriileriyle baglanmais iki
ekstraseluliilar a-arabirim ve iki transmembraner B-arabirimden olusmaktadir. Insulin o-
arabirimine baglanarak B-arabirimindeki tirozin fosforilasyonunu indiikler. Aktive olmus
IR daha sonra insiilin reseptor substrat (IRS) proteinleri, Shc (Src homoloji kollajen) ve
APS (PH ve SH2 alana sahip adaptor protein)’yi de i¢ine alan kendi substratlarini fosforile
eder. Fosforile olmus proteinler daha sonradan farkli sinyal yolaklarini aktive edecek olan
efektor proteinlerle kenetlenir. Ekstraseliiler sinyal ile diizenlenen kinaz (ERK) yolag: esas
olarak biiyiimeyle iliskilidir. Buna karsin, IRS-1 vasitasiyla fosfatidilinositol 3-kinaz (PI 3-
kinase)’in aktivasyonu tercihen insiiline bagli metabolik olaylarla iligkilidir. Yakin
gecmiste, Ozellikle adipositlerdeki insiilin aracili glukoz aliminmn, TC10 yolaginin

aktivasyonuyla iligkili oldugu gosterilmistir (Saltiel ve Kahn, 2001).
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Sekil 5. Insiilinin sinyal iletimindeki rolii. Insiilin reseptdrii bir tirozin kinazin otofosforilasyonuna ugrar ve
bdylece IRS ailesi, Shc ve Cbl iiyeleri olarak hiicresel proteinlerin fosforilasyonunu katalizler. Tirozin
fosforilasyonu tizerine, bu proteinler, protein kinazlara, Ras ve MAP kinaz kademesi ve Cbl/CAP ve TC10
aktivasyonuna bagimli, PtdIns (3,4,5) P3 sinyal yonii ve PI(3)K’in aktivasyonu dahil, sinyal yollarinin
cesitli dizilerinde sonuglanan, SH2 domainleri araciligiyla sinyal molekiilleriyle birbirini etkilerler. Bu yollar,
glukoz, lipid ve protein metabolizmasinin diizenlenmesini sonuglandiran vezikiil transportu, protein sentezi,
enzim aktivasyonu ve inaktivasyonu ve gen ekspresyonunun diizenlenmesini koordine etmek i¢in uyumlu bir
sekilde hareket ederler (Saltiel ve Kahn, 2001°den modifiye edilerek alinmigtir).

IRS-1 adaptor molekiilleri, IRS ailesine mensuptur ve insiilin, IGF ve sitokinlere
cevaben tirozin fosforilasyonuna ugrar. IRS-1 insiilin sinyalizasyonunda kritik rol oynar.

IRS-1 Pleckstrin homoloji (PH)’sini ve IRS-1 ve fosforile IR’nin birlesmesine aracilik
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eden N terminal ucunda fosfotirozin baglanma (PTB) domainlerini igerir. IRS-1, ilk
tanimlanan substrattir ve IRS ailesinin proteinlerinin prototipini temsil eder. Insan IRS-1
geni 2q36 -37 kromozomu tizerinde lokalize edilmektedir (Sesti vd., 2001; White, 2002).

Insiilin direnci, hedef dokularin dolasimdaki insiiline normal seviyelerde olmasina
ragmen diizgiin yanit vermede basarisiz oldugu yaygm bir patolojik durumdur. Insiilin
direncinde gozlemlenen en erken anormallik, iskelet kaslar1 ve adipoz dokudaki insiilin
nedenli glukoz aliminda bir azalma ve karaciger tarafindan glukoz tiretimini engellemek

i¢in bir hormon azalmasidir (Gual vd., 2005).

Oksidatif stres hiicre i¢cinde ve disinda insiilin rezistansinin kabul edilen bir nedenidir.
Ayrica IRS-1 azalmasina da onciiliik etmektedir. Son bildirimlerde ozmotik stresin bu
azalmay1 proteozomdan bagimsiz bir siiregle stimule ettigi gosterilmistir. Ayrica oksidatif
stresin neden oldugu IRS-1 protein ekspresyonundaki azalma da proteozom inhibitorlerine
kars1 duyarsizdir. Bu da bize her iki stres faktoriiniin bu etkilerini lizozomal prosediir
vasitasiyla ortaya cikardigini gosterebilir. Buna karsin uzun siireli insiilin tedavisi
proteozom bagimli bir siire¢ vasitasiyla IRS-1 seviyelerini diisiiriir. Bundan bagka serin
rezidiilerindeki mTOR-bagimli IRS-1 fosforilasyonunun bozulmaya izin verdigi one
stirilmiistiir. Sonug olarak, insiilin ve stres faktorleri (oksidatif ve ozmotik) IRS-1’in serin
fosforilasyonunu birlikte azaltmasina ragmen diger olaylar aktive eder. Sadece insiilin
tedavisi, IRS-1’in bozulmasini proteozom iizerinden tetiklemektedir. Kronik sitokin
tedavisi (TNFa ve IL6) GLUT4 peroksizom PPARy ve ayrica IRS-1 ve IRS-2 gen
transkripsiyonunda IRS-1 fonksiyonlarinin inhibisyonuyla sonuglanan degisime aracilik
eder (Pederson vd., 2001; Gual vd., 2003; Potashnik vd., 2003; Gual vd., 2005).
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Sekil 6. IRS-1 serin rezidiileri {izerinden fosforilasyonu, IRS-1 in fonksiyonlarini diizenler. IRS-1’in serin
rezidiileri iizerinden fosforilasyonu insiilin etkileri i{izerine hem artiric1 hem azaltici etkiye sahiptir. Insiiline
cevaben olugsan PKB aktivasyonu insiilin sinyalizasyonunu yayar ve insiilin aktivasyonu i¢in pozitif feedback
dongiisii olusturan IRS-1 serin rezidiileri {izerinden fosforilasyonunu diizenler. Ayrica insiilin IRS-1’in
fosforilasyonunu 6zel bolgelerden indiikleyerek fonksiyonlarini inhibe eden JNK, ERK, PKC ve mTOR’u
aktive eder. Bu onun aktivitesini sonlandiran insiilin tarafindan indiiklenen negatif feedback mekanizmasinin
bir pargasidir. IRS-1 fonksiyonunu regiile edebilen pozitif ve negatif IRS-1 tirozin/serin fosforilasyonunun da
bu yolla hassas bir denge olusmaktadir. Serbest yag asitleri (FFA), sitokinler, anjiotensin Il, endotelin-1,
aminoasitler, seliiler stres ve hiperinsiilinemi gibi ajanlar insiilin rezistansina neden olan negatif IRS-1 serin
fosforilasyonunu artirirlar. Bu ajanlar IRS-1’i fosforile eden serin treonin kinazlarin (JNK, PKC, mTOR,
S6K, IKK, ERK) aktivasyonunu diizenlerler ve bdylece IRS-1 in fonksiyonlarini inhibe ederler (Gual vd.,
2005’den modifiye edilerek alinmustir).

15



IRS-1, insiiline duyarli dokularda insiilin alicisinin 6nemli bir hiicre i¢i subsrati ve Tip 2
diyabet i¢in makul bir aday gen olarak kabul edilmistir. IRS-1 geni, normal bireylerin
yaklasik %5’inde ve Tip 2 diyabetli hastalarin %10-20’sinde sirali varyasyon kodlamasi ile
yiiksek bir sekilde polimorfiktir (Porzio vd., 1999).

I insilin
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Sekil 7. Oksidatif stres kaynakli insiilin direnci serin kinaz aktivasyonunun rolii. Hiperglisemi, yiikseltilmis
FFA seviyeleri, sitokinler ve digerleri dahil uyaranlarin gesitliligi ROS (ve RNS) tiretimi ve oksidatif stresi
artarir. Bu, IKK-B ve digerleri gibi ¢oklu strese duyarli serin/treonin (Ser/Thr) kinaz sinyalizasyon
kaskadlarmin aktivasyonuna neden olur. Aktif olur olmaz kinazlar, IR ve IRS proteinler (IRS-1 ve IRS-2
dahil) gibi birden ¢ok hedefi fosforilleme yapabilme yetenegine sahiptirler. Ayrik serin veya treonin
sitelerinde (pS/T) IR veya IRS proteinlerinin artan fosforilasyonu, insiilinle uyarilan tirozin fosforilasyonu
(pY) olgistinde azalir. Sonug olarak, akint1 yoniindeki sinyal molekiillerinin aktivetileri ve/veya ortakligi
(6rnegin, fosfatidilinositol 3-kinaz [PI3K]), diisiik insiilin hareketi (insiilin direnci) olusurken, azalmistir.
Oksidatif strese bagl insiilin direnci lizerinde antioksidanlarin koruyucu etkileri (6rnegin LA) hiicreigi redoks
dengesini (ROS notralize) koruma veya farmakolojik ajanlara benzeme (6rnegin salisilatlar, p38 MAPK
inhibitorleri), strese duyarli kinazlarin aktivasyonunu engelleme yetenekleri ile ilgili olabilir (Evans vd.,
2003’den modifiye edilerek almmustir).

1.4. Is1 Sok Proteinleri (HSP)

Hiicreler patofizyolojik ve cevresel streslere karsi ‘heat shock’ (HSPs) veya ‘stres

proteinleri’ olarak bilinen hizlica sentez edilebilen koruyucu proteinleri cevap olarak
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olustururlar (Smolka vd., 2000; Fauconneau vd., 2002; Najemnikova vd., 2007). Is1 sok
proteinleri (HSP) veya stres proteinleri, protein katlanmasi, hiicre i¢i protein transportunda
ve 1s1 ile diger stresorler tarafindan denatiire proteinler ile basa ¢itkmada onemli bir rol
oynayan molekiiler saperonlardir. Is1 sok proteinleri, molekiiler agirliklarina gore
adlandirilirlar  (HSP70: kiitlesi 70 kDa), yiiksek derecede korunmus ve biitlin
organizmalarin tim hiicrelerinde bulunurlar. HSP, proteinlerin katlama ve agiliminda,
multiprotein komplekslerinin birlestirilmesinde, proteinleri uygun subseliiller bolmelere
ayirmada, hiicre dongiisiiniin kontrolii sinyalizasyonu ve hiicreyi gerilme/apoptosize karsi
korunmasi gibi onemli rol oynar. Is1 sok proteinlerinin yiiksek diizeylerde iiretilmesi
inflamasyon ve oksidatif stres gibi ¢evresel stresorlere maruz kalmasiyla tetiklenebilir.
Sonug olarak, 1s1 soku proteinleri ve onlarin sentezinin artmasi, strese cevabin bir parcasi

ve ayn1 zamanda stres proteinleri olarak ifade edilir (Nakhjavania vd., 2012).

HSP’ler hastaligin olusturdugu protein hasarin minimalize edilmesinde onemli roller
oynayabilirler. Diyabetin olusturdugu oksidatif stres seliiler antioksidan defans sistemleri
tarafindan azaltilabildiginden fazladir. Bu da reaktif oksijen tiirlerinin ve serbest
radikallerin artmis diizeylerine sebep olur (Najemnikova vd., 2007). Ayrica hastalik
siiresince proteotoksiteyi sinirlandirma sirasinda normal HSP cevabi olusturulamamasi
dokular1 herhangi bir strese karst duyarli hale getirebilir. Boylece HSP’lerin indiikleme
yetenegini slirdiirebilmek herhangi bir hastaligin iistesinden gelmek icin 6nemli bir tavir
olabilir. Diyabet sirasinda yapisal ve indiiklenebilir HSP ekspresyonunu inceleyen
arastirmalar simirh ve belirsizdir (Swiecki vd., 2003; Atalay vd., 2004). Is1 sok proteinler
primer olarak molekiiler saperonlar gibi fonksiyon gdren stresle uyarilabilir proteinlerdir.
Travmalara ve diyabetik komplikasyonlara serebral iskemiyi de kapsayan patolojik
kosullara karst korumada major bir role sahiptir (Welsh vd., 1995; Kelly vd., 2002).
Diyabetide 1i¢ine alan kesin hastalik kosullar1 hatali protein katlanmasiyla

iliskilendirilmistir (Hayden vd., 2005; Lappalainen vd., 2010).

Aslinda 1s1 indiiklenebilir gen iirlinleri olarak tanimlanan 1s1 sok proteinleri (HSP),
strese bagli ¢ok c¢esitli cevap veren, proteinlerin yiiksek oranda korunmus ailesidir. HSP,
sentez ve proteinlerin diizglin yapisinin idamesi, hasarli proteinlerin tamiri ve yarali doku
iyilesmesini destekleyerek doku hasarina karsi korur. HSP sentezi sayesinde daha sonraki

potansiyel olarak geri doniisii olmayan hasara karsi koruyucu oldugu ve bu etkinligin
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fiziksel veya farmakolojik indiikleyicileri ile indiiklenebilir oldugu bildirilmektedir
(Benjamin ve McMillan, 1998).

Hem Tip 1 hem de Tip 2 diyabet mikrovaskiiler ve makrovaskiiler komplikasyonlarin
gelisme riskinin artis1 ile karakterize edilir. Diyabet, ¢esitli tiplerde strese neden olarak
endojen savunma sistemlerini etkilemektedir. Diyabetin karakteristik bir 6zelligi olarak
kontrol edilemeyen oksidatif stres goriiliir (Atalay ve Laaksonen, 2002; Atalay vd., 2004).
Diyabet ile ilgili diger o6nemli kosullar arasinda; dislipidemi, protein ve lipid
modifikasyonu ve doku antioksidan savunma ag1 diizensizlikleri vardir (Kennedy ve
Lyons, 1997; Gul vd., 2002). Bu bozukluklar gibi nefropati, retinopati ve néropati gibi
mikrovaskiiler komplikasyonlar ile diyabet siddetlenir. HSP sentezi ve antioksidan
fonksiyonlar1 diyabetik komplikasyonlarin nedeniyle olusan miicadelede yardimci olur.
Nitekim, diyabette HSP’lerin énemli rolii, doku proteinlerinin denatiirasyonu ile miicadele
ve hiicresel onarim ve savunma mekanizmalarini kolaylastirmak i¢in onlarin yetenegi ile
vurgulanir. Bu baglamda ya bir transkripsiyonel ya posttranslasyoni mekanizmalari
kullanilarak HSP senteziyle araya girebilen diyabetik durum, dikkat c¢ekilecek bir
gozlemdir. Buna karsilik, uyumlu HSP ifadesi, bir kisir dongii sonucunda diyabetik
komplikasyonlara katkida bulunabilir (Kurucz vd., 2002; Hooper, 2003; Hooper ve Hooper
2005; Li vd., 2005).

1.4.1. Is1 Sok Protein-27 (HSP-27)

Kiigiik 1s1 sok proteinleri ailesinin bir {iyesi olan 1s1 sok protein-27 (HSP-27), yaklasik
27 kDa molekiil agirligina sahiptir ve gesitli timoérler ve kalp dahil normal dokularda
yiiksek seviyelerde ifade edilir. Saperon molekiilleri olarak iistlendigi role ek olarak, HSP-
27, anti-apoptotik olma ve damar diiz kas hiicre migrasyonu ve proliferasyonuna katilima,
embriyogenez, kardiyo-protektif etkiler, oksidatif stres ve inflamasyon modiilasyonuna

kars1 direng gibi diger 6nemli biyolojik dzelliklere sahiptir (Shams vd., 2008).

HSP27 protein katlanmasi ve apoptotik veya programli hiicre 6liimiinde bulunmaktadir.
HSP27’nin kalp i¢in koruyucu oldugunu ileri siirmektedirler (VanderHeide, 2002). HSP27
kiigiik HSP’ler i¢inde en yaygin dagilim gosterenlerden biridir (Ghayour-Mobarhan vd.,
2012). Hayvan ve insan kiiltiir modelleri HSP27’nin saperon fonksiyonu oldugunu

glutatyon diizeylerinin ve apoptozisin diizenlenmesinde rolii oldugunu gostermistir (Arrigo
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vd., 2007; Brown vd., 2007). Intraseliiler HSP27 1s1 soku mekanikal ve oksidatif stres gibi
eksternal streslere karsi hiicreleri korur (Walker vd., 2012). HSP27 otoimmun cevapla
iliskili oldugu da distiniiliir (Ghayour-Mobarhan vd., 2012). Hatali proteinlerin neden
oldugu norodejeneratif hastaliklarin tedavisinde intraselular hspleri artirmak igin ilaglar
kullanilmaktadir (Nakamura vd., 2000). HSP27 hiicreler oksidatif strese maruz kaldiginda
sentezlenen HSP ailesinin bir iiyesidir (Mehlen vd., 1995). HSP27’nin hiicreleri oksidatif
strese maruz kalindiginda nasil adapte ettigini gostermek i¢in birgcok mekanizma
ongoriilmiistiir. Bunlar arasinda G6PDH (glukoz-6-fosfat dehidrogenaz) ve glutatyon
peroksidaz enzimlerinin artist ve intraseliller demir seviyelerinin diismesi sdylenebilir
(Arrigo vd., 2005; Mahgoub vd., 2012). HSP27 antioksidan gorevlerinin yaninda
kaspazlar1 bloke ederek apoptozisi inhibe eder (Arrigo vd., 2005). Bununla birlikte hiicre
hasar1 ya da nekroz intraseliiler HSP’nin salinimina neden olabilir ve sonug¢ olarak hsp

serum konsantrasyonlar1 yiikselir (Srivastava, 2002).

Ist sok ya da stres proteinlerinin iiretiminde en 6nemli olay stresli hiicrelerde belirlenen
proteinlerin ¢ok iyi korunmus olmasidir. Birkag kanser tipinde HSP-27 yiiksek seviyelerde
gozlenmistir (Khalil vd., 2011). Yapisal olarak HSP-27, 6zellikle inhibe kaspaz
aktivasyonu ile farkli hiicresel seviyelerdeki anahtar bilesenlerle etkilesim kurarak
apoptotik yolun dnemli bir inhibitorii olarak gdsterilmistir. Ayrica HSP-27 ¢esitli yollarla
redoks dengesini koruyan antioksidan ozelliklere de sahiptir (Lebherz-Eichinger vd.,
2012).

1.4.2. Is1 Sok Protein-72 (HSP-72)

Is1 sok proteinleri (HSP) hiicresel fonksiyonda bir dizi 6nemli rol oynayan son derece
Iyi korunmus ¢esitli protein ailelerinden olusmaktadir. Ritossa, sicaklik sokuna maruz
kalan Drosophila'da alisilmadik bir gen ekspresyonu sergiledigini kaydettigi zaman,
cevresel streslere yanit olarak HSP’nin hiicresel indiiksiyonu gosterdigi, ilk olarak 1962
yilinda rapor edilmistir. 1974 yilinda, HSP olarak isimlendirilerek ilk kez ortaya
konmustur. HSP-72, 70-kDa HSP (HSP-70) olan protein ailesinin bir tiyesidir. HSP-70
ailesi proteinlerinde HSP’yi olusturan 73-kDa proteini ve yiiksek stresle indiiklenebilen 72-
kDa proteini (HSP-72) igerir. HSP-72 viicudun neredeyse her hiicresinde bulunan ve

hiicresel ve biitiin olarak organizmanin gesitli streslere maruz kalmalarindan itibaren up-
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regiile edilebilir. HSP-72’nin bazal konsantrasyonlar1 birgok dokuda diisiik olup; hiicre
icinde HSP-72 yiiksek konsantrasyonlarda, frontal korteks, hipofiz, bobrek iistli bezleri ve
kahverengi yag gibi baz1 dokularda belirgin ¢evresel stres yoklugunda bulunabilir (Johnson
ve Fleshner, 2006). Bundan baska, insanlarda hipertermiye maruz kalmanin iskelet kasinda
HSP72 protein diizeylerini yiikselttigi ve tip 2 diyabetik hastalarda glukoz toleransini ve

insiilin rezistansini diizelttigi gosterilmistir (Chung vd., 2008).

Is1 sok proteinleri denatiirasyona ugramis veya uygunsuz bir sekilde katlanmis
oldugunda onlara baglanarak bu hasardan diger hiicresel proteinleri koruyan evrimsel
polipeptidlerin oldugu aileyi temsil eder. Ayrica makromolekiiler kompleksleri birlestirme
ve ayirmaya katilabilirler. HSP-70, insan viicudu i¢inde en ¢ok bulunan stres proteinlerinin

birini temsil eder (Kurucz vd., 2002).

1.5. PPAR-y (Peroxisome Proliferators-Activated Receptors-y)

PPAR’lar; iclerinde steroidler, tiroid hormonlari, vitamin D ve retinoik asidin
reseptorlerinin bulundugu niikleer hormon reseptdr siiper ailesinin bir iiyesidir. PPAR’lar
gen ekspresyonunu ve represyonunu regiile eden hedef ligandin {izerinde bulunan
transkripsiyon faktorleridir. Giinlimiize kadar 3 tane PPAR izotipi tanimlanmigtir. Bunlar
PPAR-a, PPAR-y ve PPAR-8’dir. Bu 3 subtipin her biri farkli doku dagilimi gosterir ve
hiicre farklilagmasi, apoptozis ve metabolik homeostazis gibi 6zel fonksiyonlara aracilik
eder. PPAR-y yag dokusunda yiiksek miktarda sentez edilir ve yag dokusu degisimin
baslica diizenleyecisidir (Misra vd., 2002; Kuwabara vd., 2004; Balakumar vd., 2009b;
Reka vd., 2011). PPARYy, beyaz ve kahverengi bir yag dokusu, kolon mukozasi, ¢ekum,
mesanjiyal hiicreler, vaskiiler diiz kas hiicreleri ve endotelyal hiicrelerde baslica ifade edilir
(Balakumar vd., 2009b). PPAR-y ayrica; meme, kolon, akciger, over, prostat ve tiroid gibi
bagka bircok dokuda da sentezlenir. Bir PPAR-y geni 3 izoformu, PPAR-y1, PPAR-y2,
PPAR-y3 ve PPAR-y4 olarak adlandirilan 4 farkli promotordan yararlanarak kopyalar.
Ancak PPAR-yl ve PPAR-y3 transkriptleri ayn1 PPAR-y1 proteinine tranlasyona ugrar.
PPAR-y2 proteini N terminal ucunda PPAR-y1 ile kiyaslandiginda PPAR-y1’inkinden 5-6
kat daha biiylik olan ve PPAR-y2’nin yapisal transkripsiyonu aktivasyonuna da katkida
bulunan 30 aminoasitten olusan ek bir diziye sahiptir (Misra vd., 2002; Reka vd., 2011).
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Sekil 8. insan peroksizom proliferator aktive reseptdr (PPAR)y protein izoformlarmin ve etki alanlarinin
yapist. A: AR proteinler. mRNAlarin {i¢ alt tipi, iki farkli PPARY protein neden olmaktadir. Transkripsiyonu
sonucu PPARyl ve 3 promoters 477 amino asitten olusan ayni proteindir. (aa). 507 amino asit proteinli
PPARY2, y2 promotdr bolgesinden transkripsiyon tarafindan iretilir; B: ana yapist PPARy. PPARs su
fonksiyonel bolgeleri igerir: bir N-terminal A/B domain (ligand-bagimsiz domain), bir C-domain (DNA-
baglayict domain), bir D-domain (eklem domain), ve bir C-terminal domain (E-F ligand-bagimli domain)
(Han ve Roman, 2010°den modifiye edilerek alinmastir).

PPAR-y reseptorleri iglerinde uzun zincirli poliansatire yag asitleri ve bazi
eikozanoidlerinde bulundugu birgok lipofilik ligand tarafindan aktive edilir. Siklopenton
prostaglandin J2, endojen PPAR-y reseptoriiniin en kuvvetli ligand1 olarak one siiriilmiistiir
ve daha ¢ok dogal olusmus PPAR-y agonisti olarak kullanilmistir. Bir¢ok sentetik PPAR-y
ligand1 gelistirilmistir. En yaygmn kullanilan sentetik ajanlar tizolidindiyon grubu
antidiyabetik ilaglar sinifina ait ajanlardir. Bunlarin i¢cinde TZDs (tiyazolidindionlar) ya da
glitazonlar diye de adlandirilan ciglitazone, troglitazone, pioglitazone ve rosiglitazone gibi
ilaglar vardir. Glitazonlardan bazilari insiilin duyarlastirict olarak zaten tip 2 diyabetli

hastalarda klinik olarak kullanilmaktaydi. Bazi bitkisel kaynakli bilesigin yam sira
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isoxazolidinedione JTT-501 ve tirozin esasli GW7845 gibi non-tiozolidinedione bilesikler
de PPAR-y ligandi olarak tanimlanmistir (Shibata vd., 1999; Reka vd., 2011).

PPARy o6nemli adipojenik diizenleyici ve hiicre i¢i insiilin sinyal olaylarmin bir
modiilatoriidiir. PPAPRY icin sentetik ligandlar tip 2 diyabetli hastalarda insiilin direnci ve
hiperglisemiyi azaltan antidiyabetik tiazolidindionlar (glitazonlar) icerir (Meirhaeghe ve
Amouyel, 2004). Tiazolidindion tiirevi olan Pioglitazon, yiiksek oranda segici peroksizom
proliferator ile aktive edilen reseptorler agonistidir ve insilin direnci ile iliskili tip2
diabetes mellitus’un tedavisinde onaylanmistir (Yin vd., 2013). PPAR-y agonistleri insiilin
hassasiyetini, modiile glukoz ve lipid metabolizmasini iyilestirebildigi bilinmektedir (Sood
vd., 2000); ayrica, Alzheimer, Huntington ve Parkinson hastaligi gibi nérodejeneratif
hastaliklarin tedavisinde ila¢ aday1 olarak kabul edilmistir (Wahner vd., 2007; Nicolakakis
ve Hamel, 2010). TZD’ler tip 2 diyabetin tedavisinde kullanilmaktadir (Yotsumoto vd.,
2003; Yang vd., 2005). Diyabetik nefropatili hastalarda albliminiiriniyi azalttig
bilinmektedir (Yotsumoto vd., 2003). PPAR-y bagimli ya da bagimsiz mekanizmalar
araciligiyla olumlu renal etkilerinin oldugu TZD tedavileri mevcuttur: Diyabetik
nefropatinin TZD ile tedavisinde albiiminiirinin azalmasi, proteiniirinin azaltilmasinda bir
miktar etkisinin olmasi, glomerulo-skleroz siddetini azaltmasi gibi etkileri vardir (Dobrian,
2006).

PPAR-y vaskiiler hiicrelerinde bulunur, vaskiiler endotelyal yetmezliginde koruyucu
rolii vardir. Bu reseptorlerin bozulmasi veya sinyal mekanizmasmin asagi dogru
regililasyonunda vaskiiler endotelyal yetmezlige yol a¢tig1 bildirilmistir (Sharma ve Singh,
2011). PPAR-y aktivasyonu farklilasmayi indiikleyici kabiliyeti nedeniyle hiicre
proliferasyonu ve biiylimeyi inhibe edici bir rol oynar. Bu 6zellik PPAR-y aktivasyonunun
dogal ve sentetik ligandlarininin kanser tedavisinde ve Onlenmesinde bir ¢ekici araci

tarafindan yapar (Reka vd., 2011).

Diyabetli hastalarda meydana gelen komplikasyonlar, insan sagligi agisindan 6nemli bir
yer tuttugundan, diyabet tedavisinde insiilin takviyesi yaninda oksidatif stresin olumsuz
etkilerini gidermek i¢in ek uygulamalarin yapilmasi gerekmektedir. Bu anlamda diyetsel
maniiplasyonlarin  ve  oOzellikle antioksidanlarin  uygulandigi  ¢esitli  galismalar
bulunmaktadir. Antioksidan 6zelligi bulunan ve siilfiir igeren bir aminoasit olan taurinin
diyabet tizerine olumlu etkileri olabilecegi diigiiniilmektedir. Taurinin bobrek dokusunda

PPARy, IRS-1, HSP-27, HSP-72 proteinlerinin diizeyleri lizerine etkisi ile ilgili herhangi
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bir literatiire rastlanilmadigindan bu yonde yapilacak c¢alismalar daha da Onem
kazanmaktadir. Bu yiizden, bu calismanin amaci, kuvvetli bir antioksidan olan taurinin
streptozotosin ile diyabet olusturulan ratlarin bobrek dokusunda PPARy, IRS-1, HSP-27,
HSP-72 proteinlerinin diizeyleri iizerine muhtemel etkilerini arastirmaktir. Bu amagla

taurinin diyabetik rat bobrek dokusunda;

e PPARy, IRS-1, HSP-27, HSP-72 proteinlerinin diizeyleri lizerine etkileri,

e Histolojik degisiklikler iizerine etkileri aragtirilmistir.
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2. MATERYAL ve METOT

2.1. Hayvan Materyali

Firat Universitesi Hayvan Deneyleri Etik Kurulu’ndan (FUHADEK) onay alindiktan
sonra (Tarih: 05.04.2012, Toplanti: 2012/04, Karar No: 55), standart deneysel hayvan

calismalari etik kurallarina uygun olarak calisma yliriitiilmiistiir.

Deneylerde, Firat Universitesi Deneysel Arastirmalar Merkezinden (FUDAM) temin
edilen Wistar albino irki ratlar kullanilmistir. Hayvanlarin canli agirliklart ¢alismanin
baslangicinda ve sonunda kaydedilmistir. Ratlar, 22 £2°C sicaklikta, %55 +5 nisbi nem
bulunan havalandirma sistemine sahip bir ortamda 6zel olarak hazirlanmis ve her giin
altlar1 temizlenen kafeslerde beslenmistir. Hayvanlara taze su ve yem ad libitum olarak
verilmigtir. Ratlar standart diyet (enerjinin %12’si yaglardan olusan) ile beslenilmistir.
Ratlara verilen standart yemlerin bilesiminde bulunan katki maddeleri Tablo 2’de

gosterilmistir.

Tablo 2. Deney hayvanlarina verilen standart ve yiiksek yagli yemlerin bilesimi

Diyet Bilesimi (gr/kg)

icerikler Diyet (%)
Bugday 10
Misir 21
Arpa 14
Kepek 8
SoyaKiispesi 25
Balik Unu 8
Et Kemik Unu 4
Melas 4
Tuz 4
*Vitamin Karmasi 1
**Mineral Karmasi 1

* Vitamin Karmasi: Deney hayvanlarina verilen yemlerin vitamin karmasinda A, D3, E, K, B1, B2, B6, B12
vitaminleri ile nikotinamid, folik asit, D-biotin ve kolin klorit bulunmaktadir.

**Mineral Karmas1: Mangan, demir, ¢inko, bakir, iyot, kobalt, selenyum ve kalsiyumdan olusmustur.



2.2. Arastirma Gruplan

Deneysel calisma esnasinda ¢ikabilecek aksakliklarin en aza indirgenmesi igin
calismaya baslamadan Once bir On calisma gerceklestirilmistir. Deney hayvanlari,
uygulamadan 6nce 10 giin siire ile standart sartlara adapte edilmistir. Deney hayvanlarinin
bulundugu ortamin sicakligi 22-25°C arasinda sabit tutulmus ve hayvanlar 12 saat aydinlik
ortamda ve 12 saat karanlik ortamda takip edilmistir. Deneysel ¢alismalarda ortalama
agirliklar1 200 gr (180+20 gr) olan, 6-8 haftalik yasta toplam 40 adet erkek Wistar albino
rat kullanilmistir. Bu amagla, hayvanlar her grupta 10’ar adet bulunacak sekilde rastgele 4

gruba ayrilmis ve 8 haftada sonug¢landirilmistir.

Tablo 3. Aragtirma Gruplari

Gruplar Uygulama Deneme Siiresi
Kontrol Serum Fizyolojik 8 hafta
Taurin % 2 igme suyu 8 hafta
Streptozotosin 60 mg/kg i.p (Tek doz) 8 hafta

Streptozotosin+Taurin ~ Streptozotosin 60 mg/kg i.p + Taurin% 2 igme suyu 8 hafta

Streptozotosin (STZ) (Sigma, St. Louis, MO), 60 mg/kg olacak sekilde intraperitonal
enjeksiyonla tek doz olarak uygulandi (Yao vd., 2009). Bu uygulama 6ncesi ratlarin kan
glukoz diizeyleri Ol¢giilmiistiir. 1 hafta sonra kuyruk veninden alinan kanin glukometre
cihazindaki 6l¢lim sonucu aglik kan glukozu 140 mg/dl’yi gecen ratlar diyabetik olarak
kabul edildiler (Yao vd., 2009). Deneklerin aglik kan glukoz diizeylerini saptamak i¢in kan
ornekleri, 12 saatlik aglik sonrasinda sabah 9.00 ile 10.00 arasinda alindi.

Mevcut laboratuar sartlarinda, deneysel diyabet olusumunun kaginci giinlerde meydana
geldigi gozlemlenerek deneysel uygulama baslatildi. Calismanin baslangicindan ve her
hafta diizenli bir sekilde hayvanlarin kuyruk veninden kan sekeri diizeyleri kaydedildi.
Kandaki glukoz konsantrasyonu (ACCU-check Active), glukometre cihazi kullanilarak
Olctildii. 8 haftalik calisma sonrasinda hayvanlar etik yonergelere uygun bi¢cimde dekapite
edilerek hedef dokular elde edildi. Hayvanlarin bobrek 6rnekleri alindiktan hemen sonra
analiz yapilana kadar derin dondurucuda -80°C’de muhafaza edilmistir. Ayrica

histopatolojik analizler i¢in doku 6rnekleri de alinmistir.
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2.3. Laboratuar Analizleri
2.3.1. SDS-PAGE ve Western Blot Analizi ile Protein Ekspresyonunun Ol¢iimii

SDS-PAGE (Sodyum dodesil siilfat poliakrilamid jel elektroforezi) teknigi ile bobrek
dokusuna ait protein 6rnekleri %12’lik jelde yiiriitiilerek, devaminda PPARYy, IRS-1, HSP-
27, HSP-72 proteinleri Western blotlama teknigi ile nitroseliiloz membrana aktarilarak
sentez oranlaria bakilmis (Laemmli vd., 1970) ve sonrasinda bu bantlarin yogunluklari,
komputerize software program (Image J; National Institute of Health, Bethesta, USA) ile
incelenip dansitometrik olarak analiz edilmistir.

Bobrek dokusu 1:10 (w/v)’luk soguk hipotonik tampon [10 mM HEPES (pH 7.8), 10
mM KCI, 2 mM MgCl;, 1 mM DTT, 0.1 mM EDTA, and 0.1 mM phenylmethylsulfonyl-
fluoride (PMSF)] iginde homojenize edildi. Doku homojenatlarina %10’luk Nonidet P-40
(NP-40) ¢ozeltisinden 80 pl ilave edildi ve karisim 14.000 g'de 2 dakika siire ile santrifiij
edildi. Siipernatanlar yeni tiiplere alindi. Pellet, 40 ul %10’luk NP-40 ilaveli soguk
hipotonik tamponun [10 mM HEPES (pH 7.8), 10 mM KCI, 2 mM MgCl,, 1 mM DTT, 0.1
mM EDTA ve 0.1 mM fenilmetilstilfonil-fillorid (PMSF)] 500 pl'si ile bir kez yikandu.
Daha sonra 200 pl tampon [50 mM HEPES (pH 7.8), 50 mM KCI, 300 mM NaCl, 0.1
mM EDTA, 1 mM DTT, 0.1 mM PMSF,% 20 gliserol] igerisinde yeniden siispanse edildi
ve 14.800 g’da 5 dakika boyunca santrifiij islemi yapildi. Elde edilen siipernatant yeni
tiiplere alindi (Farombi vd., 2008). Protein konsantrasyonu Lowry prosediiriine uygun
sekilde protein Ol¢iim kiti kullamilarak (Sigma, St. Luis, MO, USA) o6lciildi.
Siipernatanlara, % 2’lik B-merkaptoetanol igeren sodyum dodecyl siilfat-poliakrilamid jel
(SDS-PAGE) elektroforezi tamponu eklendi. SDS-PAGE jel iginde esit miktarlarda (50
ug) protein, elektroforez igin kullanildi (Laemmli, 1970). Arkasindan nitroselliiloz
membranlara (Schleicher and Schuell Inc, Keene, NH, USA) aktarildi. Nitroselliiloz
membranlar PBS i¢inde 5 dakika siireyle 2 kez yikandi ve % 1’lik si8ir serum albiimini
icerisinde primer antikor uygulamasindan once 1 saat bekletildi. Primer antikor [anti
PPARy, IRS-1, HSP-27, HSP72; Santa Cruz Biotechnology Inc, CA, USA] % 0.05 Tween-
20 igeren ayni tampon iginde 1:1000 oraninda diliie edildi. Nitroselliil6z membran gece
boyunca 4°C’de primer antikorlari ile inkiibe edildi. Blotlar yikandi ve sekonder antikor
[horseradish peroksidaz-conjugated goat anti mause 1gG (Abcam, Cambridge, UK)] ile
inkiibe edildi. Spesifik baglanma, diaminobenzidin ve H,O; substratlar1 kullanilarak tespit

edildi. Protein yiikleme B-aktin antikoruna (A5316; Sigma) karst monoklonal bir mouse
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antikoru kullanilarak kontrol edildi. Protein diizeyleri bir goriintii analiz sistemi (Image J;

National Institute of Health, Bethesda, USA) ile dansitometrik olarak analiz edildi.

2.4. Bobrek Histopatolojisi

Her bir deney hayvanindan alinan sol bdbrekler histopatolojik inceleme i¢in %20°lik
nétral tamponlu formalin soliisyonu ile fikse edilmis ve dokular daha sonra parafin
bloklara gomiilerek Sum’lik kesitler halinde kesilerek hematoksilen-eosin ve PAS
(Periodik Asit Schiff) boyasi ile boyanmistir. Bobrek dokusu tiibiiler rejenerasyon, tiibiiler
dilatasyon, tiibiiler vakuolizasyon, interstisyel inflamasyon ve tiibiiler nekroz agisindan
incelenmistir. Skorlama - = normal, += hafif (<%25), ++= orta (%25-50 aras1), +++=

siddetli (>%50) olarak degerlendirilmistir.

2.5. istatistiksel Analizler

Verilerin istatistiksel analizinde GraphPad Prism yazilimi kullanildi (PRISM 4,
GraphPad Software Inc., LaJolla, CA). Veriler, ortalama standart hata (+SEM) belirlenerek
verildi. Tek yonlii varyans analizi (ANOVA) kullanilarak gruplar karsilastirildi. Post hoc
analizinde Tukey testi kullamld. Istatistiksel anlamlilik p<0.05 olarak kabul edildi.
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3. BULGULAR

3.1. Western Blot Analizleri

Mevcut c¢aligmada, taurinin streptozotosin ile diyabet olusturulan ratlarin bobrek
dokusunda PPARy, IRS-1, HSP-27 ve HSP-72 proteinlerinin diizeyleri iizerine Western
blot yontemiyle analiz islemleri gergeklestirilmistir. Bu analizlerden elde edilen sonuglara
gore ratlarin bobrek dokusu PPARy, IRS-1, HSP-27 ve HSP-72 diizeylerini ifade eden
Western blot bantlari Sekil 9’da yer almaktadir. Ayrica nitrdselliiloz membranlarda
goriintiilenen bu bantlarin rdlatif yogunluklar1 hesaplanmis ve mukayeseli bar grafikleri

olusturulmustur.

—
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Kontrol Taurin STZ STZ+Taurin

Sekil 9. Streptozotosin ile diyabet olusturulan ratlarin bébrek dokusundaki PPARy, IRS-1, HSP-27 ve HSP-
72 diizeylerini ifade eden Western blot bantlari



3.1.1. PPARY Diizeyleri

Streptozotosin ile diyabet olusturulan ratlarin bobrek dokusunda PPARy diizeyleri Sekil
10°’da goriilmektedir. Bu diizeylere bakildiginda gruplar arasinda anlamli bir farklilik
bulunmustur (p<0.01). Taurin uygulanmis grupta PPARy diizeyinde kontrol grubuna gore
anlamli bir degisim goriilmezken (p>0.05), STZ uygulanmis grupta PPARy diizeyinde
anlamli bir diisiis gergeklestigi goriilmektedir (p<0.01). STZ+Taurin uygulanmis grupta ise
PPARy diizeyinde anlamli bir artis oldugu tespit edilmistir (p<0.05). Bu sonuca gore
STZ+Taurin uygulanmis rat gruplarinda PPARy’nin tedavi edici 6zelliginin oldugu

sOylenebilir.
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Sekil 10. Bobrek Dokusu PPARy Diizeyleri (a-c: Farkli harf tagiyan gruplar arasindaki farklilik istatistiksel
bakimdan dnemlidir (p<0.01)).
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3.1.2. IRS-1 Diizeyleri

Bu calismada bobrek dokusundaki IRS-1 diizeyleri Sekil 11°de gosterilmistir. Sekil
11°’de yer alan diizeylere bakildiginda gruplar arasinda anlamli bir farklilik oldugu
goriilmektedir (p<0.001). IRS-1 diizeyleri kontrol grubu ile karsilastirildiginda taurin
uygulanmis grupta anlamli bir artis gozlemlenmezken (p>0.05), STZ grubunda anlamli bir
diisiis (p<0.001), STZ+Taurin grubunda ise anlamli bir artis gézlenmistir (p<0.001). Bu
bulgu dogrultusunda IRS-1’in STZ+Taurin uygulanmis rat gruplarinda nefropati lizerinde

tyilestirici etkisinin oldugu disiiniilebilir.
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Sekil 11. Bobrek Dokusu IRS-1 diizeyleri (a-c: Farkli harf tasiyan gruplar arasindaki farklilik istatistiksel
bakimdan 6nemlidir (p<0.001)).
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3.1.3. HSP-27 Diizeyleri

HSP-27’in streptozotosin ile diyabet olusturulan ratlarin bébrek dokularindaki diizeyleri
Sekil 12’de goriilmektedir. Bu diizeylere gore gruplar arasinda anlamli bir farklilik
bulunmustur (p<0.01). Rat gruplarma STZ uygulanmasiyla HSP-27 diizeyi kontrol
grubuna gore belirgin bir 6l¢tide arttigi (p<0.01), STZ+Taurin uygulanmasiyla da HSP-27
diizeyinin STZ grubu ile karsilastirildiginda diistiigii belirlenmistir (p<0.05). Kontrol grubu
ile taurin grubu arasinda yapilan karsilagtirmada istatistiksel olarak anlamli bir farklilik

gozlenmemistir (p>0.05).
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Sekil 12. Bobrek Dokusu HSP-27 diizeyleri (a-b: Farkli harf tagiyan gruplar arasindaki farklilik istatistiksel
bakimdan dnemlidir (p<0.01)).
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3.1.4. HSP-72 Diizeyleri

HSP-72’nin bobrek dokusundaki diizeyleri Sekil 13°de verilmistir. Gruplar arasinda
anlaml1 bir farklilik bulunmustur (p<0.001). Taurin grubu kontrol grubuna gore anlamli bir
degisim gostermemektedir (p>0.05). STZ uygulanmis grupta HSP-72 diizeyinde kontrol
grubuna gore bir diisiis gerceklesmistir (p<0.001). STZ+Taurin uygulanmis grupta ise
HSP-72 diizeyi STZ grubuna gore bir artis gosterdigi goriilmektedir (p<0.05). Bu bulgudan
yola ¢ikarak taurinin HSP-72 diizeyini etkiledigi sGylenebilir.
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Sekil 13. Bobrek Dokusu HSP-72 diizeyleri (a-b: Farkli harf tagiyan gruplar arasindaki farklilik istatistiksel
bakimdan 6nemlidir (p<0.001)).
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3.2. Histopatolojik Bulgular

Kontrol ve taurin grubundaki ratlardan alinan bobreklerde herhangi bir patoloji
gozlenmedi. Buna karsilik, STZ verilen grupta korteks ve dis medullada orta siddette bazal
membran kalinlagsmasi, hafif siddete nodiiler glomeruloskleroz, orta siddetli derecede
diffiz mezengial skleroz ve orta siddetli kronik inflamasyon gozlendi. Taurin + STZ
grubunda ise STZ’nin indiikledigi histopatolojik degisikliklerin siddetinin azaldig1 goriildi
(Tablo 4, Sekil 14).

Tablo 4. Taurin uygulamasinin rat bobrek dokularindaki morfolojik degisiklikler {izerine etkisi (n=10)

Gruplar
" Morfolojik Degerlendirme ~ Kontrol  Taurin ~ STZ  STZ+Taurin
Bazal Membran Kalinlasmasi - - ++ +
Nodiiler Glomeruloskleroz - - + -
Diffiiz Mezengial Skleroz - - ++ -
Kronik Inflamasyon - - ++ +

-2 Yok, + (Hafif): <%25, ++ (Orta): %25-50 arasi, +++ (siddetli): %50’den fazla
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Sekil 14. Gruplarin bobrek histopatolojik goriiniimleri: A. Kontrol Grubu, Normal Histoloji; B. Taurin
Grubu, Normal Histoloji; C. STZ Grubu, Bazal Membran Kalinlagmasi, Nodiiler Glomeruloskleroz, Diffiiz
Mezengial Skleroz, Kronik Inflamasyon; D. STZ+Taurin Grubu, Tiibiilus epitel hiicrelerinde hafif derecede
bazal membran kalinlagmasi ve kronik inflamasyon (H&E, x200).
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4. SONUCLAR ve TARTISMA

Mevcut arastirmada, taurinin streptozotosin ile diyabet olusturulan ratlarin bobrek
dokusunda PPARy, IRS-1, HSP-27 ve HSP-72 proteinlerinin diizeyleri iizerine etkisi
arastirtlmis ve gruplar arasinda anlamli farklilik tespit edilmistir. Taurin uygulanmis
gruplarda PPARYy, IRS-1, HSP-27 ve HSP-72 diizeylerinde kontrol grubuna goére anlamli
bir degisim gorilmezken, STZ uygulanmis gruplarda PPARy, IRS-1 ve HSP-72
diizeylerinde anlamli bir diisiis gergeklestigi goriilmustiir. Ancak, HSP-27 diizeyinde STZ
uygulanmis grupta belirgin bir artis gézlenmistir. Ayni sekilde, STZ+Taurin uygulanmis
gruplarda PPARy, IRS-1 ve HSP-72 diizeylerinde STZ uygulanmis gruplara gore artig
oldugu tespit edilirken, HSP-27 diizeyinde diisiis oldugu belirlenmistir. Bu sonuglara gore,
STZ ile diyabetik nefropati olusturulan ratlarda taurin uygulanmasinin nefropatiyi
yavaglatici ve iyilestirici etkisinin oldugu sdylenebilir.

Diyabet, insiilin direnci veya eksikligi nedeniyle olusan, kronik bir metabolizma
hastaligidir. Kontrol edilmeyen diyabet genellikle retinopati, noropati, nefropati,
kardiyomiyopati, koroner arter hastaligi, periferik arter hastaligi ve felgin dahil oldugu
mikrovaskiiler ve makrovaskiiler komplikasyonlarin artis riskiyle birlikte ciddi
komplikasyonlara neden olur (Tuzcu, 2004; Balakumar vd., 2009a, 2009b). Ayrica, erkek
fareler lizerinde yapilan ¢aligmalarda, diyabet tiplerinin iireme fonksiyonu iizerine de
olumsuz etkileri oldugu tespit edilmistir (Bal vd., 2011). Yapilan ¢alismalarda, STZ-
diyabetik ratlarda normal ratla kiyaslandiginda 6nemli bir kilo kayb1 ve aglik kan sekerinde
onemli bir artis oldugu (Tzeng vd., 2013) ve iskelet kaslarimin etkilendigi (Choi vd., 2013)
gbzlemlenmis.

Diyabetik nefropati, diyabetin en 6nemli mikrovaskiiler komplikasyonlarindan biridir ve
son donem bobrek yetmezliginin 6nde gelen nedenidir (Tuzcu, 2004; Balakumar vd.,
2009b; Lopes, 2009; Liu vd., 2010; Elmarakby ve Sullivan, 2012). Mezengiyal hiicrelerin
genislemesi, hiicre dis1 matriks protein birikimi, glomeruler ve tiibiiler bazal membran
kalinlagsmasi, tubulointerstisyel fibrozis, glomeruloskleroz ve renal endotelyal disfonksiyon
gibi patolojik degisikliklerin, diyabetik bobrekte olustugu belirtilmistir. Diyabetik
nefropati, albiiminiiri, proteiniiri ve glomeruler filtrasyondaki azalma ile iligkilidir. Serum
kreatinini ve kan iire nitrojenin yiiksek seviyeleri, diyabetik nefropatinin bir gostergesi
olarak kabul edilir (Balakumar vd., 2009b). Hiperglisemi, hipertansiyon, obezite,



hareketsiz yasam tarzi, kalitsal, sigara ve ilerleyen yas gibi bircok faktor diyabetik
nefropatinin gelisimine katkida bulunur (Rossing, 2006; Romero-Aroca vd., 2010).
Hiperglisemi ve glomerular kapiller hipertansiyon diyabetik nefropati patogenezinde
onemli faktorler olarak raporlanmistir (Mahgoub vd., 2012). Diyabetik nefropati molekiiler
matriks biiylimesi dahil bobrek i¢inde morfolojik ve yapisal degisikliklerin ve glomeruler
bazal membranin bariyerinin kaybi ile karakterizedir (Hovind vd., 2001; Elmarakby ve
Sullivan, 2012). Ozdemir’in (2012) yaptigi c¢alismada, STZ ile diyabetik nefropati
olusturulan ratlarda resveratrol uygulamasinin bdbregi iyilestirici ve koruyucu bir etki
gosterdigini ve resveratrol verilen hayvanlarda serum {ire ve kreatinin seviyelerinin, STZ
verilen gruba nispeten belirgin bigimde diistiigii tespit edilmistir.

Hem deneysel hem de klinik ¢aligmalarla artan bulgular; hiperglisemi, oksidatif stres ve
diyabetik komplikasyonlar arasinda yakin bir iliski oldugunu diisiindiirmektedir (Brown,
2008; Wu vd., 2009). Deneysel olarak indiiklenen diyabetik ratlarda nefropati olusumunda
oksidatif hasarmn arttigi tespit edilmistir (Kakkar vd., 1995; Lewis vd., 1993).
Arastirmacilar; diyabette oksidatif stres ve inflamasyon arasinda yakin bir iliski oldugunu
ve oksidatif stres kaynakli inflamasyon artiginin, diyabetik nefropatinin patogenezi ve
ilerlemesinde énemli bir mekanizma oldugunu dngérmektedirler (Elmarakby ve Sullivan,
2012). Hiperglisemi ile indiiklenen oksidatif stres en sik diyabet ile iligkili vaskiiler
komplikasyonlarda (yani retinopati, nefropati, periferal noropatiler) Onemli bir rol
oynamaktadir (VanGilder vd., 2009). STZ, muhtemelen asir1 reaktif oksijen tiirlerinin
(ROS) iiretimiyle pankreas B-hiicrelerini yok ederek diyabete neden olur (Ramesh vd.,
2012). Diyabetlilerde artan oksidatif stresin, diyabetik nefropati patogenezine ve son
donem bobrek hastaligiin ilerlemesine katkida bulundugu diistiniilmektedir (Szabo, 2009;
Kanwar vd., 2008). Olusan reaktif oksijen tiirleri (ROS), vazokonstriksiyon, vaskiiler diiz
kas hiicre biiylimesi ve migrasyonu, endotel disfonksiyonu, ekstraselliiler matriks (ECM)
proteinlerinin modifikasyonu ve renal sodyum geri emiliminin artmasi ile baglantili
bulunmustur (Asaba vd., 2005; Satoh vd., 2005).

Reaktif oksijen tiirlerinin (ROS) ve antioksidan kapasite arasinda oksidatif stresden
kaynaklanan bir dengesizlik vardir. Diisiik konsantrasyonlardaki ROS sinyal molekiilleri
onemli fizyolojik rollere ve wvaskiiler tonusunun lokalize regiilasyonuna katkida
bulunurken; asir1 ROS nitrik oksit biyoyararlaniminin azalmasi, nitrozatif stresin artmast,
vaskiiler yeniden sekillenme, antioksidan enzimlerin tiikenmesi ve vaskiiler baglanti

bozuklugu gibi vaskiiler fonksiyon iizerine sayisiz olumsuz etkileri vardir. Kontrolsiiz veya

36



zaylf kontrolli hiperglisemi ROS {ireten enzimler ve antioksidan kapasite aktivitesi
arasinda bir dengesizlige neden olur (VanGilder vd., 2009).

Diyabette, oksidatif stresi artiran mekanizmalarin basinda, antioksidan savunma
sisteminde meydana gelen aksakliklar yer almaktadir. Serbest radikal olusumunun diyabet
ile birlikte artmasi1 ve bunun bir sonucu olarak gelisen radikal baglayicilarinin azalmasi ile
diyabette antioksidanlara daha cok ihtiya¢c duyuldugu bildirilmistir (Langenstroer ve
Pieper, 1992). Oksidatif stresin olumsuz etkilerini gidermek icin diyetsel maniiplasyonlarin
uygulandig1 cesitli calismalar bulunmaktadir. Bu anlamda vitaminler, karotenoidler,
mineral maddeler, biyoaktif bilesikler ve aminoasitler gibi molekiillerin kullanilabildigi
bildirilmektedir (Dogukan vd., 2010; Sahin vd., 2007, 2010a, 2010b).

Taurin; beyin, kalp, bobrekler ve iireme organlari dahil bircok organda yiiksek
konsantrasyonlarda bulunur. Bu organlarda taurin igerigi perinatal donemde en yiiksek
seviyede iken ilerleyen yasla birlikte azalir (Thacomor vd., 2010). Viicuttaki en énemli
antioksidanlardan biri olan taurin (2-aminoethanesiilfonik asit), bazi alg tiirleri harig
bitkilerde bulunmayan bir aminoasittir. Taurinin normalde memeli dokularinda mevcut
bulunan siilfiir tiirevi bir antioksidan oldugu ileri siiriilmektedir. Patolojik durumlar,
osmoregiilasyon, safra asidi konjugasyonu ve pek ¢ok doku hasarina neden olan oksidan
strese karst koruma gibi 6nemli fizyolojik fonksiyonlarda rol oynadigi bildirilmistir.
Biyolojik sistemlerdeki antioksidan olarak taurinin baslica faydali etkileri; reaktif oksijen
tiurlerini  (ROS) temizlemek, biyomembranlarin biitiinliigiinic korumak ve lipid
peroksidasyonunu azaltmak seklinde ortaya ¢ikar (Eppler ve Dawson, 2001; Lallemand ve
De Witte, 2004; Banks vd., 1992).

Taurinin hipoglisemik etkisini insiilinin etkisini artirarak ortaya koydugu ve insulinle
reseptoriiniin etkilesimini artirtig1 belirlenmistir (De la Puerta vd., 2010). Ote yandan taurin
glikojen sentezini, glikolizi ve yetiskin ratlarda karacigere ve kalbe glukoz alimini artirir.
Bu etkilerin, insulin konsantrasyonuna bagimli oldugu gosterilmistir (Higo vd., 2008).
Ayrica insanlar iistiinde yapilan bir ¢calismada N-asetil sisteinle karsilastirildiginda tip 2
diyabetli hastalarda taurinin insiilin duyarliligin1 daha iyi diizelttigi gosterilmistir (Xiao
vd., 2008).

Taurinin insiilin iizerine iki yonlii uyarict etki ortaya cikardigr kanitlanmistir (Suzuki
vd., 2001). Plazma taurin diizeylerinin beta hiicreleri ve insiilin aktivitesi i¢in 6énemlidir.
Ribeiro ve digerleri (2009) tarafindan yapilan bir ¢alismada bu aminoasidin diisiik

konsantrasyonlar1 prediyabetik ve diyabetik farelerin plazmasinda bulunmustur. Bu
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calismada hayvanlarin igme suyuna 30 giin boyunca yiizde 2 oraninda taurin eklenmistir.
Bu periyottan sonra kontrol grubu ve taurin alan gruplarda glukoz ve 16sinle uyarilan izole
edilmis adaciklardaki insiilin sekresyonunun yani sira, glukoz toleranst ve insiilin
sensitivitesi degerlendirilmistir. Bu ¢alismanin sonuglari, taurin alan grubun kontrol
grubuna gore glukoz toleransinda ve daha yiiksek oranda insiilin sensitivitesinde diizelme
sagladigini gostermistir (Ribeiro vd., 2009).

Gavrovskaya ve digerleri (2008); taurin uygulamasiyla, insiilin hassasiyetinin
diizeldigini ve taurinin glukoz metabolizmasindaki enzimleri onarmasmin yani sira,
fruktozla beslenmis ratlarda hiperglisemi ve hiperinsiilinemiyi kontrol altina aldigim
gostermistir. Ayrica taurinin; insiilin c-peptid ve karacigerdeki glikojen miktar1 artiginin
yaninda glukoz konsantrasyonlarinda bir diisiis ortaya koyarak deneysel insiilin bagimli
diyabette hipoglisemik etkiye sahip oldugu da kanitlanmistir. Ayni1 ¢alismada pankreatik
dokudaki yapisal degisiklikleri inceleyen g¢alismacilar, taurinin insiilin bagimli diyabetik
ratlarda koruyucu etki gostererek beta hiicre fonksiyonundaki pozitif etkisini
dogrulamaktadir (Gavrovskaya vd., 2008).

Winiarska ve digerleri (2009) tarafindan yapilan calismada, diyabet ile iligkili nefropati
tizerinde, taurinin potansiyel faydalar1 alloksan diyabetik tavsanlarda arastirilmistir. Bu
calismada taurin tedavisinin diyabetle sitimule edilen renal NADPH oksidaz aktivitesini
normale dondiirebildigi diistiniilmiistiir. Ayrica taurin tedavisi diyabete 6zgli olan hem
albuminiiri hem de glomerulopatiyi hafifletmistir. Arastirmacilar taurinin hem diyabet hem
de nefropatinin tedavisinde yararl olarak goriildiigii sonucuna ulagmislardir. Bu sonuglar
taurinin antioksidan etkileri vasitasiyla diyabetik nefropati gelisimini baskilayabildigini
ongormektedirler. Ayrica, Higo ve digerleri (2008), diyabetik ratlarda taurin alimim
takiben proteinuri gelisimi ve mezengial ekstraselular matriks genislemesinin azaldigini
isaret etmiglerdir. Bu sonuglara gore, taurin uygulamasi tan1 koyulmus diyabetik hastalarda
nefropati gelisimini yavaslatmak i¢in klinikte uygulanabilir bulunmustur (Higo vd., 2008;
Winiarska vd., 2009). Bu caligmalar ile mevcut arastirmadaki taurinin nefropatiyi
tylestirici etkisi oldugunu gdsteren bulgular ortiigmektedir.

IRS-1, IRS protein substrat ailesinin bir iiyesidir. Insiilin sinyallerinde énemli bir rol
oynadig1 diistiniilmektedir (Gual vd., 2005; Mousavinasaba vd., 2005). IRS-1 geninin
kodon 972’de (Gly972Arg) bulunan arjinine bir glisin eklenmesinin insiilin direnci ve
bozulan insiilin salgilanmasi nedeniyle tip 2 diyabetin yiiksek prevalansi ile iligkili oldugu

gosterilmistir (Mousavinasaba vd., 2005). IRS-1, insiilin reseptoriiniin tirozin kinaz
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aktivitesi i¢in Onemli bir substrattir. Nitekim, IRS-1’in diyabetli hastalar ve hayvanlar ile
obez bireylerde azaldigi bulunmustur. Bu sonuglar, IRS-1’in ekspresyon seviyesinin in
Vvivo ortamlarda insiilin direnci ile ilgili anahtar diizenleyici basamaklardan biri oldugunu
gostermistir (Meng vd., 2010). Sahin ve digerlerinin (2012), STZ, krom pikolinat (CrPic)
ile biotinin IRS-1 ekspresyon diizeyleri {iizerindeki etkilerine yonelik yaptiklari
calismalarinda, yiiksek yagli diyetle beslenen ve STZ uygulanan grupta, karaciger, bobrek
ve kas dokularinda azalma, CrPic, STZ ve biotinin ayr1 ayr1 ve birlikte uygulandigi
gruplarda ise artis oldugu gozlenmistir. Yapilan bu g¢alismalardaki sonuglarla mevcut
aragtirmanin  IRS-1 diizeyinin STZ wuygulanmis gruplarda diistiglinii, STZ+Taurin
uygulanan gruplarda arttig1 sonucu ile paralellik gdstermektedir.

Insiilin rezistansli hayvan modellerinde ve tip 2 diyabetik hastalarda, molekiiler
seviyede glukoz alim indeksindeki diisiis, IRS1’in tirozin fosforilasyonundaki ve P13-kinaz
aktivasyonundaki azalmayla iligkilidir (Sesti vd., 2001). Ayrica IRS1’in diisiik diizeyleri ve
IRSY’in tirozin fosforilasyonundaki diisiis, birinci dereceden akrabalarinda tip 2 diyabet
olan ve obezite gibi yiiksek risk faktorlerine sahip kisilerin yiizde otuzunda rapor edilmistir
(Sesti vd., 2001; Smith, 2002).

Tiazolidinediyonlar (TZD), ¢ogunlukla adipoz dokudan eksprese edilen PPARy ile
etkilesen tip 2 diyabetin tedavisinde kullanilan insiilin duyarlastiricisidirlar. Cok zayif ve
tip 2 diyabetik hastalarin 3T3-L1 adipositlerinde ve adipoz dokusunda PPARY agonistleri
IRS2’nin gen ve protein ekspresyonunu yiikseltir. Buna kargin L6 kas hiicrelerinde PPARy
ligandlar1 hizlica IRS1’in gen ve protein ekspresyonunu ylikseltir ama IRS2’ninkini
yiikseltmez (Hammarstedt ve Smith, 2003; Sesti vd., 2001).

Is1 sok proteinleri (HSP), yapisal olarak ya da hipoksi, iskemi ve asir1 basing gibi stres
etkenlerine bagli olarak hiicrelerden sentez edilen bir protein ailesidir. Proteinlerin dogru
katlanmasini saglamak HSP’ler i¢in en ¢ok tanimlanmis roldiir (Willis ve Patterson, 2010).
Dahasi insiilin rezistanst1 ve tip 2 diyabet; insiilin sensitif dokulardaki HSP
ekspresyonlarinn  bozulmasiyla iliskilidir ve oksidatif strese karsi duyarli hale
gelmektedirler (Hooper ve Hooper, 2009). Yiikselmis Sistemik oksidatif stresten dolay1
diyabetik nefropatili hastalarda HSP konsantrasyonlarinin yiiksek bulunmasi sasirtict
degildir; ¢linkii biitiinliigii bozulmus hiicrelerdeki HSP ekspresyonu hiicreler 6lmeden once
degisir ve boyle saliverilir (Lebherz-Eichinger vd., 2012).

HSP-27’yi de i¢ine alan sadece birka¢ kiiciik HSP strese maruz kalmis hiicrelerde
yiikselmektedir (Efthymiou vd., 2004). HSP’ler hastalik tarafindan olusturulan stresli
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kosullar ile olugan protein hasarin1 minimalize etmede dnemli roller oynayabilirler. Benzer
bir sekilde deneysel diyabetin kalp, karaciger ve iskelet kasinda HSP-72 diizeylerinin
diistirdiigiinii daha 6nceden rapor edilirken; HSP-90 kalpte yiikseldigi karaciger de diistiigi
belirlenmistir (Lappalainen vd., 2010; Atalay vd., 2004).

Diyabetik nefropatili hastalardaki yiiksek HSP-27 seviyeleri, diyabetik nefropatiyle
iliskilidir. Ayrica hipertansiyon ve diyabetin birlikte goriildiigii hastalarda serum HSP-27
yiiksekligi renal fonksiyonu gosteren diger diagnostik markirlardan bagimsiz olarak
diyabetik nefropatinin patogenezinde anlamli bulunmustur. HSP-27 diyabetik nefropatinin
erken teshisinde de bir belirteg olabilir (Mahgoub vd., 2012). Barutta ve digerleri (2008),
diyabet ve iligkili hastaliklarin HSP-27, HSP-60 ve HSP-70’in ekspresyonlarini ve
fosforilasyonlarin1 etkilediklerini ve bununda renal hiicrelerin sitoprotektif cevabin
etkileyebilecegini rapor etmislerdir. Oksidatif stresle iligkili hipergliseminin tip 1 diyabetin
vaskiiler komplikasyonlarinin nedeni olabilecegi ileri strtilmiistiir (Evans vd., 2003), ve
daha onceki bir ¢aligmada ise serum HSP-27 diizeyleri tipl diyabetli hastalarda distal
simetrik polindropatiyle bagimsiz olarak iliskilendirilmistir (Gruden vd., 2008); buna
ragmen ayni hasta grubunda HSP-27 antikor diizeylerinin antijen varligiyla uyumlu
bulunmamistir (Burt vd., 2009). Mevcut arasgtirmada, HSP-27 diizeyi STZ uygulanmis
gruplarda artmis ve STZ+Taurin uygulanan gruplarda ise diismiis oldugu sonucu
yukaridaki ¢aligmalarin sonucu ile desteklenmistir.

HSP-72 ve HSP-25 molekiiler saperonlar gibi davranarak ve proteinlerin
denaturasyonunu, agregasyonunu ya da hatali katlanmalarin1 azaltip hasar verici etkilere
karsi hiicrelere koruma saglayan HSP’lerdir (Smolka vd., 2000; Fauconneau vd., 2002;
Najemnikova vd., 2007).

Diyabetiklerde yapisal HSP ekspresyonunun azaldigini ya da degismedigini bildiren
caligmalar vardir (Joyeux vd., 1999; Yamagishi vd., 2001; Chen vd., 2005). Diyabetiklerde
stresle indiiklenebilir HSP ekspresyonunu da siipheli sonuglar vermistir. Ornegin diyabetik
ratlardaki karaciger ve adrenal bezlerdeki 1siyla eksprese edilen HSP72 ekspresyonu
onemli oOlglide distiigi rapor edilmistir. Bu da HSP cevabmin diyabetik durumlarda
azalmis olabilecegini akla getirmektedir (Yamagishi vd., 2001). Buna ek olarak, 1s1
stresinden sonra olusan miyokardiyal HSP72 miktarinin diyabetik ve non diyabetiklerde
benzer oldugu gosterilmistir (Joyeux vd., 1999; Swiecki vd., 2003). Gengoglu’nun (2009)
beyin 1s1 sok proteini 70 (Hsp-70) ekspresyon diizeylerine yonelik yaptigi ¢alismasinda, rat
gruplarindan yiiksek yagh diyetle beslenen ve STZ uygulanan grupta, antidiyabetik etkili

40



organik krom histidinat uygulandiginda belirgin bir sekilde 1s1 sok protein
ekspresyonlarinda gerileme oldugunu tespit etmistir. Kavanagh ve digerlerinin (2009)
yaptiklar1 c¢alismalarinda, tip 2 diyabet, primatlarin dolasiminda azalmis HSP-70
saptanmustir. Ayn1 ¢alismada, HSP proteinlerinin, karacigerde ve tip 2 diyabetli primatlarin
dolasiminda azaldigini, ancak pankreas yanitinin farkli oldugunu belirlemislerdir.
Hiperinsiilinemikte, insiilin gerektiren maymunlardaki diyabette beta hiicreleri icin
upregiile edilmis HSF1/HSP cevabi korumada yetersizdir. Insan olmayan primat 1s1 sok
proteinlerin doku diizenlemelerinin arkasindaki mekanizmalari agik olmadigini, ancak bu
caligmada IR patagonezinde merkez olan karaciger gibi dokularda insiilin duyarliligini geri
yiiklenmesinde ve hiperglisemi sonucu doku hasarinit en aza indirgemek icin etkili bir
strateji olabilen HSF1 araciligiyla HSP’lerin upregiilesinde daha fazla kanitlar
bulunmustur.

Yapilan baska bir ¢alismada, STZ injeksiyonundan 30 giin sonra hem HSP-25 hem de
HSP-72’nin kas ya da organlardaki ‘bazal’ ya da yapisal ekspresyonlarinda herhangi bir
farklillk gozlemlenmemistir. Bu bulgular, diyabetik hayvanlardaki yapisal HSP-72
diizeylerinin kalpte (Swiecki vd., 2003; Atalay vd., 2004) ve karacigerde degismedigini
gosteren diger c¢alismalarla uyumlu olundugunu gostermektedir (Shinohara vd., 2006;
Joyeux vd., 1999; Chen vd., 2005). Benzer sekilde, miyokardiyal HSP-72’nin yapisal
ekspresyonunun diyabetik durumlarda degismedigi rapor edilmistir (Chen vd., 2005). Buna
karsilik, Atalay ve digerleri (2004) STZ ile diyabet yapilmis ratlarda yapisal HSP-72
ekspresyonlarini incelemigler ve HSP-72’nin kalp, karaciger ve vastus lateralis kaslarinda
diisik bulundugu, fakat gastrocnemius kasinda degismedigi goézlemlenmistir. Cesitli
caligmalar, iskemiye karst koruma saglamalari i¢in HSP-72°’nin miyokardta fazla
bulundugunu géstermistir (Frier ve Locke, 2005). HSP-72’inin mide mukozasini koruyucu,
meme kanserinde metaztaz ve gogalmasinda artig, infarkt kalp ve miyokardiyal iskemide
koruyucu ve bloklarin inflamasyon ve insiilin direncinin 6nlenmesi gibi rolleri vardir
(Khalil vd., 2011). Bir baska caligmada sisplatine maruz kalan ratlarin bdbreklerinde
olusan asir1 HSP ekspresyonu ve oksidatif stres etkilerinin likopen kompleks supleman ile
azaltildigr gozlemlenmistir (Dogukan vd., 2011). Yapilan biitiin bu caligmalardan elde
edilen bulgularla mevcut arastirmanin bulgular birbiriyle ortiismektedir.

Peroksizom proliferatdr aktive reseptorleri (PPAR’ler), PPARa, PPARy ve PPARP/6
gibi ii¢ iiyeden olusan niikleer hormon reseptdr siiper ailesinin ligand ile etkilesen

transkripsiyon faktorleridir (Buse, 2003). Son zamanlarda yapilan g¢alismalar, diyabetik
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nefropati olan hastalarin tedavisinde PPAR ligandlarin tedavi edici potansiyelini
gostermektedir. PPARy aktivasyonu, insiilin duyarliligi ve glukoz metabolizmasini
destekleyen gen ifadelerini diizenler. Bu kronik diyabetik glomeriillerde PPARy mRNA
diizeyleri dikkate deger azalmaktadir. Cok sayida deneysel ve klinik calismalar, diyabetik
nefropatinin gelisimini O6nlemede PPARy agonistlerinin tedavi edici potansiyelini
gostermistir (Nicholas vd., 2001; Zheng vd., 2002; Balakumar vd., 2009b). Sahin ve
digerlerinin (2012), STZ, krom pikolinat (CrPic) ile biotinin PPARYy ekspresyon diizeyleri
lizerine etkilerine baktiklar1 caligmalarinda yiiksek yagli diyetle beslenen ve STZ
uygulanan grupta PPARy’ nin yag dokusunda azaldigi goriilmistiir. Kanie ve digerlerinin
(2003) yaptiklar1 calismalarinda, PPARy ekspresyonun, STZ uygulanarak olusturulan
diyabetik ratlarda azaldigini belirlemiglerdir. Nicholas ve digerleri (2001), PPARy
ligandlariin mikroalbuminurinin azalmasinda dogrudan rolii ve diabetik nefropatide
tedavi edici Ozelliginin oldugu tespit etmislerdir. Birgok c¢alisma, PPARy’nin diyabetik
nefropati tizerinde olumlu etkileri sahip oldugunu gostermistir (Shibata vd., 2000;
Yotsumoto vd., 2003; Matsui vd., 2010). Biitiin bu ¢aligmalardaki PPARy’nin iyilestirici
6zelligi sonucu ile mevceut ¢alismanin Sonucu ortiismektedir.

STZ ile diyabet olusturulan rat bobrek dokularinda taurinin PPARy, IRS-1, HSP-27 ve
HSP-72 proteinlerinin diizeyleri {izerinde olumlu etkilerinin oldugu yapilan bu arastirma

ile belirlenmistir.
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