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ÖZET 

Diabetes Mellitus (DM), mikrovasküler ve makrovasküler komplikasyonların 

görülebildiği kronik metabolik bir hastalıktır. Diabetik nefropatili hastalarda artmış 

oksidatif strese bağlı olarak glomerüler bazal membranlarda kalınlaşma, hipertrofi ve 

böbrek fonksiyon bozuklukları ortaya çıkmaktadır. Son yıllarda Benfotiamin’in 

antioksidatif etkilere sahip olduğu gösterilmiştir. Vitamin C ise çok önemli bir 

antioksidan olup, lipid peroksidasyonuna karşı savunmada etkilidir. 

Bu çalışmada, Streptozotosin (STZ) ile oluşturulan deneysel diyabet 

modelinde Benfotiamin ve Vitamin C’nin sıçan böbrek dokusundaki apoptotik 

değişiklikler üzerine koruyucu etkileri incelenmiştir. 

Çalışmada 28 adet 6 haftalık Wistar albino cinsi erkek sıçanlar kullanıldı. 

Deney hayvanları her grupta 7 hayvan olacak şekilde 4 gruba ayrıldı. Kontrol 

grubuna (Grup I) herhangi bir işlem yapılmadı. Diğer 3 gruba 50 mg/kg olacak 

şekilde tek doz STZ 0,1 M sodyum sitrat tamponunda (ph:4.5) çözdürülerek 

intraperitoneal (i.p.) olarak verildi. Diyabet oluştuktan sonra diyabetik grup (grup II) 

tespit edilerek herhangi bir işlem yapılmadı. DM + Benfotiamin grubuna (grup III) 

Benfotiamin 70 mg/kg/gün ve DM +Vitamin C grubuna (grup IV) ise Vitamin C 

(900 mg/kg/gün) 6 hafta süreyle oral olarak verildi. Deney sonrasında sıçanlar 

dekapite edilerek böbrek dokuları çıkarıldı. Böbrek dokularına Hematoksilen-Eozin 

ve Tunel boyama yapıldı. 

Çalışmamızda DM grubu sıçanların böbrek dokularında PAS boyaması 

sonucu glomerüllerde hipertrofi ve mezengial matriks artışı belirgin olarak görüldü. 

Tübüllerde dilatasyon, tübül epitellerinde ayrılma ve bozulmalar ile glukojenik 

vakuolizasyonu gösteren şeffaf görünümlü tübüller (Armani Ebstein lezyonları) 

gözlendi. 

Çalışmamızda Vitamin C verilen sıçanların böbrek glomerüllerinde diabetik 

gruptakine benzer şekilde belirgin mezengial matriks artışı ve gomerüler hipertrofi 

gözlendi. Yine bu sıçanların böbrek tübüllerinde  diyabetik grupla karşılaştırıldığında 

daha az oranda tübüler dilatasyon, tübül epitellerinde ayrılmalar ve glukojenik 

vakuolizasyon izlendi. Ancak bu düzelme Benfotiamin grubu ile kıyaslandığında 

daha az belirgindi. 
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Sonuç olarak, diyabete bağlı oksidatif strese karşı Benfotiamin ve                            

C Vitamininin koruyucu etkisinin gösterilmesinin, diyabetin komplikasyonlarını 

engellemek açısından yeni tedavi yaklaşımlarının belirlenmesinde faydalı olabileceği 

kanaatine varılmıştır. 

Anahtar Kelimeler: Diabetes mellitus, benfotiamin, C vitamini, apoptozis, böbrek. 
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ABSTRACT 

THE INVESTIGATION OF EFFECTS OF VITAMIN C AND 

BENFOTHIAMINE ON ALTERATIONS IN THE EXPERIMENTAL 

DIABETIC RAT KIDNEY TISSUES 

Diabetes mellitus (DM) is a chronic metabolic disorder with microvascular 

and macrovascular complications. Thickening and hyperthropy of glomerular 

basement membrane and renal function disorders can be seen due to oxidative stres 

in patients with diabetic nephropathy.  Antioxidant effects of benfothiamine have 

been reported in recent years. Vitamin C is also an important antioxidant with the 

protective  effects against lipid peroxidation. 

In this study, we investigated the protective effects of benfothiamine and 

vitamin C against apopitosis in streptozotosin (STZ) induced experimental diabetic 

rats. 

We studied on 28 albino, male Wistar rats with 6 week age. We seperated this 

rats to 4 groups as 7 rats in each group. No intervention executed to control group 

(group 1). To other 3 groups 0.1 M STZ in sodium citrate buffer (pH:4.5) was 

administered intraperitoneally (i.p.). After the onset of DM, no intervention was 

executed to diabetic group (group 2). To DM+benfothiamine group (group  3 ), 70 

mg/kg/day benfothiamine and to DM+vitamin C group (group 4) 900 mg/kg/day 

vitamin C was administered by oral route for 6 weeks. After the experiment rats were 

decapitated and renal tissues were obtained and dyed with hematoxylen-eosin and 

Tunel paints. 

In our study, we determined prominent glomerular and mesangial matrix  

hyperthrophy, tubular dilatation, injury of tubuler epithelium, transparent tubuli with 

glucogenic vacuolisation (Armani-Ebstein lesion) on the renal tissues of diabetic 

group rats with PAS staining. 

In the vitamin C group, we determined increase of mesangial matrix and 

glomerular hyperthrophy similar with diabetic group. On the other hand, although  

tubular dilatation, injury of tubulus epithelium and glucogenic vacuolisation of 

vitamin C group were  less prominant than diabetic group, but healing of these 

lesions  were less than benfothiamine group. 
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      In conclusion, we determined the protective effects of benfothiamine and 

vitamin C against the oxidative stress due to DM and these findings can be useful to 

prevent diabetic complications. 

Keywords: Diabetes mellitus, benfothiamine, vitamin C, apopitosis, kidney. 
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1. GİRİŞ 

Diabetes Mellitus (DM) insülin hormon sekresyonunun veya insülin etkisinin 

mutlak veya göreceli azlığı sonucu karbonhidrat, protein ve yağ metabolizmasında 

bozukluklara yol açan kronik hiperglisemik bir grup metabolizma hastalığıdır (1). 

Diabetes Mellitusun kronik komplikasyonları makrovasküler ve mikrovasküler 

komplikasyonlar olarak incelenmektedir. Nefropati, retinopati ve nöropati 

mikrovasküler hastalık sonucu oluşmaktadır. Büyük damarların aterosklerozu 

mikrovasküler komplikasyondur (2,3).             

 Diabetes Mellitusta reaktif oksijen türlerinin etkisi 1980’li yıllardan bu yana 

yaygın şekilde bilinen bir konudur (4). Yapılan çeşitli çalışmalar, diyabet hastalarının 

plazma ve dokularında serbest radikal düzeylerinin arttığını ve antioksidan düzeyinin 

azaldığını ortaya koymaktadır (5-7). Vitaminler reaktif oksijen türlerinin alıcı ve 

vericileri görevini üstlenirken, mineraller ise enzimlerin aktivitesini düzenlemede 

görevlidirler (8). 

 Bu çalışmamızda patogenezinde oksidatif stresin önemli bir rol oynadığı 

diabetes mellitusun sıçan böbrek dokusunda meydana getirdiği değişiklikler üzerine 

benfotiamin ve C vitamininin iyileştirici etkilerinin histolojik ve immünohistokimya 

yöntemleriyle incelenmesi amaçlanmıştır. 

1.1. Diabetes Mellitus 

1.1.1. Diabetes Mellitus’un Tanımı 

Diabetes Mellitus insülin sekresyonu, insülinin etkisi veya her ikisindeki 

bozukluklardan kaynaklanan hiperglisemi ile karakterize, metabolik bir hastalıktır. 

Diyabetteki kronik hiperglisemi özellikle gözler, böbrekler, sinirler, kalp ve kan 

damarları gibi bazı organlarda uzun dönemde hasar, disfonksiyon ve yetmezliğe 

neden olur. Belirgin hipergliseminin semptomları poliüri, polidipsi, kilo kaybı, bazen 

de polifaji ve görme bozukluğunu içerir (9). DM etiyolojisine bağlı olarak, insülin 

sekresyonunda azalma, plazma glukoz kullanımında azalma ve glukoz yapımında 

artma gibi faktörler hiperglisemiye katkıda bulunur. DM’a eşlik eden metabolik 

bozukluk pek çok organı ilgilendiren fizyopatolojik değişikliklere ve buna bağlı 

olarak, kişi ve toplum üzerinde ciddi bir sağlık yüküne neden olmaktadır (10). 
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1.1.2. Diabetes Mellitus’un Sınıflandırılması 

1.1.2.1. Tip 1 Diabet 

a-İmmün-mediated diabetes 

b-İdiopatik diabetes 

1.1.2.2. Tip 2 Diabet 

1.1.2.3. Gestasyonel DM 

1.1.2.4. Diğer Spesifik Tipler 

a- Hücre fonksiyonu genetik bozuklukları 

b- İnsülin etkisindeki genetik bozukluklar: Akantozis Nigrikans, 

Leprechaunism, Rabson-Mendenhall Sendromu 

c-Ekzokrin Pankreas Hastalıkları: Pankreasta diffüz hasara yol açan durumlar 

diyabet nedeni olabilir. Bunlar pankreatit, travma, pankreatektomi ameliyatı, 

pankreas kanseri olarak sayılabilir. Kistik fibrozis ve hemokromatozis de beta 

hücrelerine zarar verebilir ve insülin salgılanmasını bozabilir. 

d- Endokrinopatiler: Çeşitli hormonlar (örneğin büyüme hormonu, kortizol, 

glukagon, epinefrin), insülin etkisini antagonize ederler. Bu hormonların fazla 

miktarda olması (örneğin. Akromegali, Cushing Sendromu, Glukagonoma, 

Feokromasitoma) diyabete neden olabilir. 

e- İlaç ve kimyasal maddeler: Pek çok ilaç insülin salgılanmasını bozabilir. 

Vacor (bir fare zehiri) ve intravenöz pentamidin gibi bazı toksinler sürekli pankreas 

beta hücrelerini tahrip edebilir. Birçok ilaç ve hormonlar insülin etkisini azaltabilir. 

Örnek olarak nikotinik asit ve glukokortikoidler sayılabilir. 

f- Enfeksiyonlar: Bazı virüsler beta hücre yıkımı ile ilişkili bulunmuştur. 

Konjenital kızamıkçık olan hastalarda diyabet görülmüştür. Buna ilave olarak 

sitomegalovirüs, adenovirüs, coxsackivirüs ve kabakulak hastalığı da suçlanmıştır. 

g- Otoimmüniteye bağlı nadir diyabet formları 

Diyabetle birlikte olan diğer genetik sendromlar: Down Sendromu, 

Klinefelter Sendromu, Turner Sendromu, Wolfram Sendromu = DIDMOAD 

Sendromu (11). 
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1.1.3. Diabetes Mellitus’un Komplikasyonları 

1.1.3.1. Akut Komplikasyonlar 

Diabetik Ketoasidoz (DKA) ve nonketotik hiperosmolar durum (NKHD) 

diyabetin akut komplikasyonlarıdır. 

1.1.3.2. Diabetes Mellitus’un Kronik Komplikasyonları 

a-Mikrovasküler: 

Göz Hastalığı 

Retinopati (nonproliperatif / proliretarif) 

Maküler ödem 

Katarakt 

Glokom 

Nöropati 

Duyusal ve motor (mononöropati ve polinöropati) 

Otonom 

Nefropati 

b-Makrovasküler: 

Koroner arter hastalığı 

Periferik vasküler hastalık 

Serebrovasküler hastalık 

Diğer 

Gastrointestinal (gastroparezi, diyare) 

Genitoüriner (üropati / seksüel disfonksiyon) 

Dermatolojik (12). 

1.2. Diyabetik Nefropati  

1.2.1. Diyabetik Nefropati’nin Tanımı ve Epidemiyolojisi 

Diyabetik nefropati, başka bir renal hastalığı, kalp yetersizliği, üriner sistem 

enfeksiyonu veya hematürisi olmayan diyabetik bireylerde saptanan kalıcı 

albüminüri, glomerüler filtrasyon hızında azalma ve kan basıncında yükseklik olarak 

tanımlanır (13). 

Diyabetik nefropati dünyada ve ülkemizde son dönem böbrek yetersizliği 

(SDBY) nedenleri arasında birinci sırada yer almaktadır. ABD’de düzenli diyaliz 
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tedavisine giren hastaların % 40’ını DM’ a bağlı SDBY oluşturmaktadır. Ülkemizde 

de Türk Nefroloji Derneği 2005 verilerine göre diyaliz hastaları arasında DM % 25,3 

ile SDBY nedenleri arasında birinci sırada yer almaktadır (14). 

1.2.2. Diyabetik Nefropati’nin Patolojisi 

Diyabetik nefropati patogenezinden hemodinamik faktörler, metabolik 

faktörler, oksidatif stresler ve renal hipertrofi sorumlu tutulmaktadır. Böbrek 

hücreleri diyabetik nefropati sürecinde mekanik yüklenme, proteinüri, hiperglisemi, 

glikozillenmiş proteinler, sitokinler, hormonlar, kemokinler, adezyon molekülleri ve 

ekstraselüler matriks gibi birçok ekstraselüler sinyaller alırlar (10). 

Diyabetik hastaların çoğunda diyabet tanısından en az 10 yıl sonra görülen 

diyabetik nefropati, Tip 2 diyabetlilere oranla Tip 1 diyabetlilerde daha fazla 

görülmektedir. Diyabet tanısını takip eden 30 yıl içinde proteinüri görülmeyen 

hastalarda ise diyabetik glomerüloskleroza nadiren rastlanmaktadır. Diyabetik 

nefropatili hastalarda hipertansiyon ve kardiyovasküler komplikasyonlar geç 

dönemlerde ortaya çıkmakla birlikte mortalite riski daha fazladır (15, 16). 

Diyabetik nefropatinin patolojisi, makroskopik ve mikroskopik özelliklere 

göre ele alınmaktadır (10). 

1.2.2.1. Makroskopik Özellikler 

Diyabetin tipi, süresi, hipertansiyon ve infeksiyon varlığına göre böbreklerin 

morfolojisi değişkenlik gösterir. Erken evrelerde böbrekler hipertrofi ve hiperplazi 

nedeniyle büyüktür. SDBY evresinde Tip 1 diyabetlilerin böbrekleri kontraktedir. 

Tip 2 diabetes mellituslu hastalarda son dönemlerde bile böbrekler 

küçülmeyebilir(10). 

1.2.2.2. Mikroskopik Özellikler 

Glomerüller, tubuluslar ve damarlar ayrı ayrı incelenir: 

a-Glomerüller: 

aa-Nodüller interkapiller glomerüloskleroz: Diyabete özgüdür, nodüller 

asellülerdir, glomerüllerde birden çok nodül bulunabilir. Genellikle diffüz lezyonlara 

eşlik eder. Görülme sıklığı % 22-55 arasındadır. 

ab-Diffüz interkapiller glomerüloskleroz: Tam glomerül yumağı ve 

glomerüllerin çoğu tutulur. Nodüller formun öncüsüdür. Bu lezyon ile glomerüler 
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filtrasyon hızı (GFR) azalması, proteinüri ve hipertansiyon arasında bağlantı 

saptanmıştır. 

ac-Kapsüler drop lezyonu: Glomerül bazal membran katmanlarındaki 

eozinofilik bir yığındır. Erken dönem diyabetik nefropati tanısında yardımcıdır. 

ad-Eksüdatif lezyon: Sık görülür ve fibrin-cap lezyonu olarak adlandırılır. 

Diyabete özgü değildir. Arterioloskleroz ve vaskülitlerle bağlantı gösterir. Heterojen 

dağılım gösteren eozinofilik ve lipid içeren bir yapıdır. 

b-Tubuluslar: En özgül değişiklik tubulus epitelindeki glikojen 

depolanmasıdır (Armani Ebstein lezyonu). 

c-Damarlar: Afferent ve efferent arteriollerde subintimal hyalin birikimi 

tipiktir (10). 

1.2.3. Diyabetik Nefropati’nin Klinik Seyri 

Diyabetin erken devresinde, insülin tedavisi başlamadan önce böbrekler 

büyümüştür.  Bu büyüme glomerüler ve tübüler volüm artışına bağlıdır. Glomerül  

 filtrasyon hızı ve proteinüri özellikle metabolik kontrolün olmadığı 

zamanlarda fazladır. Proteinüri diyabet nefropatisinin ana göstergesi olan üremi ve 

erken mortalitenin de habercisidir. Hassas tekniklerle protein artışında erken devrede 

bozuklukların olduğu gösterilmiştir (17). Bu proteinüri, mikroalbüminüri olarak 

tanımlanır. Mikroalbüminüri ileride oluşacak böbrek yetmezliğinin habercisidir. 

Mikroalbüminürinin diyabet nefropatisinin gelişmesindeki rolü anlaşıldıktan ve yine 

erken devredeki hiperfonksiyon ve hipertrofisi saptandıktan sonra diyabet nefropatisi 

yeniden sınıflandırılmıştır. Bu sınıflamaya göre; 

1.2.3.1.  Birinci Devre 

Hipertansiyon ve Hipertrofi Devresi 

Diyabetin tanısı konduğu sırada mevcuttur. Bu devrede böbrekler büyüktür. 

Glomerüler filtrasyon hızı, renal plazma akımı ve filtrasyon fraksiyonu artmıştır. 

İdrarda albümin vardır. Arteriyel kan basıncı normaldir. Böbreklerde glomerüler 

hipertrofi gelişmiştir. Bazal membran ve mezengium normaldir. Bu evrede çeşitli 

yöntemlerle sıkı glisemi kontrolü sağlanırsa adı geçen patolojiler normale döner (17). 

1.2.3.2. İkinci Devre 

Sessiz Devre 
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Hastalığın 2-15 yıllık dönemidir. Glomerül filtrasyon hızı normal veya artmış 

olabilir, aşikar proteinüri yoktur. Yapısal olarak bu dönemde bazal membranda 

kalınlaşma ve mezengiumda genişleme vardır. Mikroalbüminüri özellikle egzersiz 

sonrasında mevcut olabilir (17). 

1.2.3.3. Üçüncü Devre 

Proteinüri Devresi (Başlangıç Nefropati) 

Hastalığın 10-20. yıllarında ortaya çıkar. Önce mikroalbüminüri                 

(30-300 mg / 24 saat) tarzında olan proteinüri daha sonra makroalbüminüri               

(>300 mg / 24 saat) karakterini kazanır. Makroalbüminüri başlangıçta intermittant 

iken, daha sonra devamlı şekil alır ve glomerüler filtrasyon hızı düşmeye başlar (17). 

1.2.3.4.   Dördüncü Devre 

Azotemik Devre (Aşikar Nefropati) 

Glomerüllerde tıkanıklıklar artmıştır. Mezengial genişleme belirgindir. 

Glomerüler filtrasyon hızı (30-70 ml/dk.) düşmüş, üre ve kreatinin seviyeleri 

yükselmiştir. Hipertansiyon mutlaka mevcuttur. Çeşitli derecelerde proteinüri vardır 

(17). 

1.2.3.5. Beşinci Devre 

Üremik Devre 

Son dönemde böbrek yetmezliği sahneye hakimdir. Yaygın glomerüler 

tıkanıklıklar nedeni ile glomerüler filtrasyon hızı 0-10 ml/dk. düzeyine kadar iner. 

Belirgin üre ve kreatinin retansiyonu, hipoalbüminemi, yaygın ödem ve ağır 

hipertansiyon mevcuttur (17). 

1.3. Serbest Radikaller 

Serbest radikaller bir veya daha fazla eşleşmemiş elektron taşıyan, ömrü kısa, 

düşük molekül ağırlığına sahip etkili moleküller olarak tanımlanır. Birçok olayda 

serbest radikal birikimi, patolojinin bir parçasıdır ve birçok ksenobiyotik maddenin 

toksik etkisi, serbest radikal üretimi ile ilişkili bulunmuştur (18, 19). Serbest 

radikaller kimyasal olarak hidroksil, süperoksit, nitrik oksit ve lipid peroksit 

radikalleri gibi birçok forma sahiptirler (20). Organizmada serbest radikallerin üretim 

hızı ile ortadan kaldırılması bir denge halindedir ve bu duruma oksidatif denge adı 

verilmektedir. “Oksidatif Stres” olarak adlandırılan durumda; serbest radikal 
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oluşumu ile antioksidan savunma sistemi arasında ciddi dengesizlik oluşmakta, bu 

durum doku hasarı ile sonuçlanmaktadır (21). 

1.3.1. Oksidatif Stres 

Oksidatif stres, diyabet etiyolojisinde önemli bir mekanizma olarak kabul 

edilmektedir. Serbest radikaller normal metabolik süreçte vücutta üretilmekte ve 

çevresel faktörlerle etkileşim içinde bulunmaktadır. Antioksidanların çoğu fizyolojik 

olarak vücutta serbest radikallerin yol açtığı olumsuz sonuçlara karşı vücudu 

savunmaktadır (22). 

Diabetes Mellitus, günümüz şartlarından dolayı dünyada hızla yayılan, 

yüksek morbidite ve mortaliteye yol açan bir hastalıktır. Oksidatif stresin diyabetin 

etiyolojisinde rol oynadığı ve diyabetin ilerlemesine yol açtığı, deneysel diyabet 

oluşturulan sıçanlarda ve diyabeti bulunan olgularda serbest oksijen radikalleri ile 

lipid peroksidasyonunun arttığı tespit edilmiştir (23). 

1.3.2. Diyabet ve Oksidatif Stres 

Diyabet ve diyabete bağlı oluşan komplikasyonların reaktif oksijen türleri ile 

olan ilişkisini belirten çalışmalarda; nonenzimatik glikasyon, enerji metabolizması 

değişiklikleri sonucu oluşan metabolik stres, sorbitol yol aktivasyonu, hipoksi ve 

iskemi-reperfüzyon sonucu görülen doku hasarının serbest radikal oluşumunu 

artırdığı vurgulanmaktadır (24). 

Süperoksit dismutaz, katalaz, glutatyon peroksidaz gibi antioksidan 

özellikteki enzimlerin ekspresyonlarının ve antioksidan etkinin pankreas adacık 

hücrelerinde, karaciğer, böbrek, iskelet kası ve adipoz doku gibi dokularla 

karşılaştırıldığında, onlara oranla en düşük seviyede olduğu bilinmektedir (25, 26). 

Oksidatif strese karşı en duyarlı yapılardan biri olarak kabul edilen beta 

hücrelerinde görülen hasarın, hipergliseminin toksik etkileri nedeniyle oluştuğu 

düşünülmektedir (27). Hidrojen peroksidin, yüksek reaktivite içeren bir ROS ürünü 

olarak bilinen OH radikaline dönüşmesi sonrasında insülin reseptör sinyal sistemi 

üzerine etki gösterdiği ve insülin tarafından reseptör aracılığı ile ayarlanan sinyal 

transdüksiyon yollarında anahtar bir görev üstlenebileceği görüşü araştırmacıların 

görüşleri arasında bulunmaktadır (28). Serbest radikal oluşumunun hipergliseminin 

direkt etkisi sonucu olduğunu göstreren çalışmalar bulunmaktadır (29). Endotel ve 
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düz kas hücreleri yüksek oranda glukoz içeren ortamda inkübe edildiğinde serbest 

radikal oluşumunun başladığı tespit edilmiştir (30, 31).  Hiperglisemi ile oksidatif 

stres arasında bağlantı olduğu görüşü in vivo çalışmalar ile de gösterilmiştir (32). 

Deneysel hayvan çalışmalarında insanlardaki gibi diyabet oluşturmak 

amacıyla kullanılan N-nitroso türevi D-glukozamin yapısındaki streptozotosin (STZ) 

(33), oksidan özellikte maddeler oluşturarak Langerhans adacıklarını hasara 

uğratmakta ve uygun olmayan NO cevaplarına yol açarak diyabeti başlattığı 

öngörülmektedir (34, 35). 

Hiperglisemi aracılığı ile oluşan ROS üretimi başlıca üç mekanizma ile 

açıklanmaktadır (36). 

1.3.2.1. Glukozun Oto-oksidasyonu ve Süperoksit Üretimi 

Bir geçiş elementi eşliğinde glukoz, reaktif ketoaldehitlere ve süperoksit 

anyonuna dönüştürülür. Reaksiyonlar serisi, süperoksit radikalinin hidrojen peroksit 

üzerinden yüksek derecede reaktif olan hidroksil radikali oluşturması ile sonlanır. 

Hücre içi glukozun oksidasyonu NADH’nın  Shiff bazları, oluşmasına yol açar. 

NADH solunum zincirinde oksidatif fosforilasyon  ile ATP üretimi amacıyla gereken 

enerjiyi sağlamak için kullanılır. Solunum zincirindeki bu tepkime sırasında 

süperoksit radikali ortaya çıkar. Yüksek glukoz konsantrasyonunda bu yolla 

süperoksit radikal üretiminde artış olur. Mitokondri solunum zinciri hücre içindeki 

ROS üretiminin önemli kaynağıdır. Normal solunum zinciri reaksiyonları esnasında 

sürekli bir şekilde süperoksit radikali oluştuğu kabul edilmektedir. Son yıllarda 

ortaya konulan çalışmalar, diyabette görülen patolojilerin, önemli bir kısmının 

mitokondriyal ROS üretimindeki artış ile bağlantılı olduğunu göstermektedir (37-39). 

1.3.2.2. Proteinlerin Glikasyonu ve AGE (İlerlemiş Glikasyon Son 

Ürünleri) Oluşumu 

Proteinler artmış glukoz konsantrasyonları ile karşılaştıklarında, glukoz bir 

enzime ihtiyaç duymadan proteine bağlanarak kontrolsüz glikasyon tepkimelerine 

yol açar. Glikasyona uğrayan protein, moleküler oksijene bir elektron vererek serbest 

oksijen radikali üretimine sebep olur (40). Glukoz ve proteinlerin amino grupları 

arasında gözlenen enzimatik olmayan glikasyon reaksiyonları nedeniyle önce Shiff 

bazları, sonra Amadori ürünleri oluşur. Amadori ürünlerinden sonra ileri glikasyon 

son ürünleri AGE oluşur (41). 
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Yapılan çalışmalar AGE’lerin, reseptör aracılı mekanizma ile serbest radikal 

üretimini uyardığını, ayrıca artan serbest radikallerin de hücre içindeki AGE 

oluşumunu artırdığını ortaya koymaktadır (42). 

Diyabetik nefropatili sıçanlara AGE inhibitörleri verildiğinde glisemik 

düzeyde herhangi bir değişiklik görülmeden albüminürinin önlenebildiği 

gösterilmiştir (43). 

1.3.2.3. Poliol Yol 

Yüksek glukoz düzeyi, poliol yolu ile sorbitol oluşumuna sebep olur. Bu 

yolda bulunan aldoz redüktaz enziminin etkisi için NADPH gerekli olduğundan 

hücre içi NADPH tüketilir. Oksidasyona uğramış glutatyonun redükte forma 

dönüştürülebilmesi ve nikrik oksit (NO) üretimi için NADPH gereklidir. Bu yüzden 

sorbitol yolunun aktif olması ve sonuçta NADPH’nın olmaması hücrenin antioksidan 

özelliğinin azalması olarak değerlendirilmektedir (44). 

Sorbitol bir doku toksini gibi etki eder. Bu yüzden retinopati, nöropati, 

katarakt, nefropati ve kalp hastalığı patogenezinde etkili olduğu kabul edilmektedir 

(45, 46). 

1.3.3. Antioksidanların Sınıflandırılması 

Antioksidanların sınıflandırılması zor bir işlemdir ve birçok faktöre göre 

değişik şekillerde yapılabilmektedir; yapısal özelliklerine göre (enzimatik, enzimatik 

olmayan), kaynaklarına göre (endojen, ekzojen), çözünürlük özelliklerine göre (suda 

çözünenler, yağda çözünenler) ve insan vücudundaki yerleşimlerine göre 

(intraselüler, ekstraselüler) sınıflandırılırlar (47). 

Enzimatik özellikteki antioksidan sistemi süperoksit dizmutaz (SOD), 

glutatyon peroksidaz (GPx) ve katalaz (KAT) enzimleridir. Enzimatik özellikte 

olmayan antioksidanlar askorbik asit (Vitamin C), alfatokoferol (Vitamin E), 

glutatyon (GSH), karotenoidler, flavonoidler ve diğer antioksidanlardır (47). 

Son zamanlarda yapılan bir çalışmada benfotiaminin yüksek 

konsantrasyonlarda böbrek hücrelerinde direk antioksidan etkileri olduğu 

gösterilmiştir (48). 
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1.4. Apoptozis 

1.4.1. Apoptozisin Tanımı ve Tarihçesi 

Fizyolojik ya da proğramlanmış hücre ölümü şeklinde adlandırılan apoptozis; 

biyoloji alanında ayrıca temel ve klinik tıp bilimlerinde ilgilenilen bir konudur.  

Apoptozis birçok gen ile bağlantılı bir sistem olup, Yunanca’da apo (=ayrı) ve ptozis 

(=düşen) sözcüklerinin birleştirilmesi ile oluşan sonbaharda yaprak dökümü şeklinde 

tanımlanan bir kelimedir (49). 

Proğramlı hücre ölümünün mekanizması tam olarak bilinmemektedir. 

Hücrelerin genetik olarak hafızalarında olan bu proğramın çeşitli uyarılarla, 

patofizyolojik durumlarla ve oksidatif stres gibi olaylarla aktif hale gelmeye 

başladığı düşünülmektedir (50). 

Apoptozisde, hücre ölümü çevreye zarar vermeden oluşsa da; bazı 

durumlarda apoptozis çevre dokuda nekroza yol açabilir veya tersi olarak nekroz 

apoptozis oluşmasına yol açabilir (51). 

Son zamanlarda, biyokimyasal ve genetik komponentlerin apoptoziste rolü 

olduğu düşünülmektedir. Bunların ortaya konulmasıyla apoptozis aktivasyonu veya 

inhibisyonuna yönelik çalışmalar yapılarak; kanser, AIDS (Acquired Immune 

Deficiency Syndrome) ve otoimmün hastalıklar gibi birçok hastalıkta yeni tedavi 

yöntemleri üzerinde çalışılmaktadır (52). 

1.4.2. Apoptozisin Regülasyonu 

Apoptozisin düzenlenmesi, nematodlardan insanlara kadar gen kontrol 

aşaması ile güçlü bir şekilde korunmaktadır. Ölüm sinyali, gen ekspresyonu ile 

kontrol edilir. Bu aşama genotoksik hasar (kemoterapi, radyasyon vb.) veya 

sitokinlerin bulunmaması gibi (eritropoietin vb.) farklı uyaranlarla hareketlilik 

gösterebilir. DNA’nın tek veya çift iplik parçaları ve nükleozit azlığı ve DNA’ya 

bağlı transkripsiyon faktör p53 ile başlar. Ardından bir dizi olay meydana gelir ve 

hücre apoptotik yola girer (53). 

1.4.2.1. p53’ün Rolü 

İnsanda apoptozisin regülasyonu, p53 ile başlayan ve kaspazlara kadar 

uzanan bir olaylar zinciridir. Bir tümör süpresör gen olarak görev yapan p53 

mutasyona uğradığında veya bulunmadığında hücre yaşamı uzamaktadır. Genotoksik 
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olaylar sonucu oluşan hücre hasarı p53’ü aktive eder. p53 protein ürünü, DNA’ya 

direkt olarak bağlanarak hasarı tanıdıktan sonra, G1’de hücre siklusunun durmasını 

sağlayarak onarım için gerekli zamanı kazanır. Diğer bir yönden hasar fazlaysa 

hücreyi apoptozise sevk eder. Buna ilave olarak p53’ün Bax/Bax, Bax/BcI-2 ve    

Bc1-2/BcI-2 gruplarının oranlarının düzenlenmesinde rol aldığı düşünülmektedir 

(53). 

1.4.2.2. Bcl-2/Bax 

Bcl-2/Bax gen ailesi apoptozisin düzenlenmesinden sorumludur (53, 54).  

Bcl-2/Bax gen ailesinin ürünleri, mitokondri ve çekirdek zarlarının yanında 

endoplazmik retikulum zarında da mevcuttur ve homodimer ya da heterodimerler 

olarak kompleks yaparak işlerini görürler (53, 55). Örnek olarak; Bcl-2 ile Bax 

etkileşiminde Bcl-2’nin fazla miktarda olması halinde hücre yaşamına devam eder. 

Bax’ın fazla miktarda olması halinde ise hücre ölür (51). 

1.4.2.3. Kaspazlar 

Apoptozis mekanizmasında üç temel grup görev almaktadır. Bunlar; 

1- Ölüm reseptörleri 

2- Adaptör proteinler 

3- Proteolitik enzimlerdir (kaspazlar) (55, 56). 

Ölüm reseptörleri; TNF (Tumour Necrosis Factor) gen ailesindendir. Ölüm 

reseptör polipeptitlerinin stoplazmik kısımları, ölüm alanı (Death Domain) denilen, 

adaptör proteinlere bağlanan bir aminoasit grubundan oluşur (56). 

Reseptörle gelen sinyal sonrasında adaptör proteinler kaspazlara bağlanarak 

onları aktif hale getirirler. Fas’ın etkisiyle kaspaz dizisi aktif hale gelir ve kaspazla 

aktif hale gelen DNaz (CAD: caspase activated Dnase) aracılı DNA yıkımından 

sorumludur (56). 

Ölüm sinyali salan başlatıcı kaspazlar, adaptöre bağlanmak sureti ile ölüme 

yön verirler. Ancak ölümü gerçekleştiremezler, bu görevi yapacak olanı 

aktifleştirirler. Ölüme sebep olanlar ise uygulayıcı (effektör) özellikteki kaspazlardır. 

Uygulayıcı kaspazlar; başlatıcı özellikteki kaspazların akışını aktif hale getirirler 

(56). 
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1.4.3. Apoptozisin Sitotoksik Regülasyonu 

1.4.3.1. Granzim veya Perforin Sistemi 

Salgısal özellikteki bu apoptotik yol, patojenle infekte olmuş hücreler ve 

tümör hücrelerinin ortadan kaldırılmasında görev yapmaktadır. Granzim ve 

Perforinler, sitotoksik T lenfositler (CTL) ve Naturel Killer (NK) hücrelerinde 

bulunan stoplazmik salgı granülleri içerisindeki proteinlerin en önemlileridir (53). 

1.4.3.2. Fas-Fas Ligandı veya CD95 Yolu 

Apoptozisin salgısız mekanizması, hücre zarı üzerinde yer alan “ölüm 

reseptörlerinin“ aktive olmasıyla bağlantılıdır. Hücre yüzeyinde reseptör olan Fas 

(CD95), tümör nekroz faktör grubundandır. Fas apoptotik sinyalin uyarıcısıdır ve 

birçok hücre türünde yer almaktadır. TNF grubunun bir üyesi olarak bilinen Fas 

ligandı (FasL) ise, sitotoksik T hücreleri ve NK hücrelerinde mevcuttur. FasL’nin 

Fas reseptörüne bağlanması sonrasında apoptotik süreç başlar (53). 

1.4.4. Apoptozis Uyarıcı Faktör (AIF) 

Apoptozis nükleer parçalanma, kromatin yoğunlaşmasını kapsayan birkaç 

morfolojik nükleer değişiklikle ortaya çıkmaktadır. Kromatin yoğunlaşması ve DNA 

kırılmasına sebep olan gen son zamanlarda bulunmuş, sonra klonlanmış ve AIF adı 

verilmiştir. AIF, kaspazdan bağımsız olarak DNA kırılması ve kromatin 

yoğunlaşması sonucu apoptozisi başlatır (57). 

Kanser hücreleri, kanser gelişim ve ilerlemesi aşamasında, hücre ölümü 

uyarısından kendilerini korumaları sebebiyle apoptozisten kurtulma özelliği 

kazanırlar. AIF, NADH oksidaz aktivitesi sonucu kolon kanserine sebep olur (58). 

1.4.5.  Hastalıklarda Apoptozis 

Apoptozis birçok patolojik ve fizyolojik olayda rol almaktadır. Fizyolojik 

olaylar olarak hücre yapımı ve yıkımı olarak kabul edilmektedir. Deri, barsak epiteli 

ve kan hücreleri gibi hücre yapım ve yıkım hızının fazla olduğu dokularda yaşlanan 

hücreler apoptozis sonucu ortamdan ayrıştırılarak yeni hücrelerin üretimi sağlanır. 

Patolojik kabul edilebilecek durumlarda ise, tümörlerde hem küçülme hem de 

büyüme sürecinde görev alır. Apoptozis; dokularda hormonal patolojik atrofi, 
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otoimmün hastalıklar, kalp hastalıklarının bir kısmı, nörodejeneratif hastalıklar ve 

kanser gibi olaylarda rol alır (52, 59-62). 

1.4.6.  Apoptozisin Saptanmasında Kullanılan Yöntemler 

Apoptozisin saptanmasında kullanılan yöntemler Tablo-1‘de verilmiştir.              

Tablo 1. Apoptozisin saptanmasında kullanılan yöntemler (63) 

Morfolojik Yöntemler 

İmmünohistokimyasal Yöntemler 

İmmünolojik Yöntemler 

Moleküler Biyolojik Yöntemler 

1.4.6.1. TUNEL (TdT-mediated nick and labeling technique) Yöntemi 

Apoptotik sinyal döngüsünde DNA kırıklarının tespit edilmesinde,          

Tunel yöntemi sıklıkla kullanılmaktadır (64). Apoptozisde sonlandırıcı proteinler 

aktif hale geldikten sonra çekirdek ve sitoplazmada yer alan proteinleri yıkarlar (65).             

Bu proteinlerden biri DNA endonükleaz ile bağ oluşturan proteindir. Kaspazlar bu 

proteini etkisiz hale getirerek endonükleazı serbestleştirirler. Çekirdek içine yerleşen 

Ca – Mg bağımlı endonükleaz, DNA kırıklarına yol açar (66). Bu yöntemde ortaya 

çıkan DNA kırık uçlarının, kimyasal olarak spesifik uçlar olması prensibinden 

yararlanılmaktadır. Apoptotik hücrelere ait DNA’lar hızla parçalandıklarından 

kromatin ağ bütünlüğü kaybolur ve 3’ – OH taşıyan DNA parçacıklarının sayısı artar 

(66). Hücrede terminal deoksinükleotidil transferaz (TdT) enzimi, ortamdaki biotin-

dUTP’yi parçalanmış DNA parçacıklarının serbest 3’ – OH uçlarına getirir (65, 67). 

Biotin ile işaretlenen DNA parçacıkları avidin ilave edildiğinde görünür duruma 

gelirler (66). 

1.5. Benfotiamin 

Benfotiamin vitamin B1’in yağda çözünen şeklidir (68). Benfotiamin yüksek 

glikoz düzeyinin zararlarına karşı koruyucu role sahiptir (69). Reaktif oksijen 

ürünleri üzerinde benfotiaminin baskılayıcı özellikte olduğunu gösteren çalışmalar 

vardır (70, 71). Redükte olmuş glutatyon; hücre içerisinde oksidan ajanların etkisini 

azaltarak hücrenin etkili proteinlerini oksidasyona karşı korur, antioksidan özellik 

gösterir. Bu esnada glutatyon oksitlenir. Bu glutatyonun görevini yerine getirebilmesi 
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için tekrar redükte olması gerekmektedir. Bu amaçla NADPH’lar kullanılır. NADPH 

için Pentoz fosfat yolu önemlidir ve tiamin de bu yola etki ettiği için bir antioksidan 

olarak kabul edilebilir (69, 72). Yüksek glikoz düzeyine bağlı oluşan apoptozis 

benfotiamin tarafından önlenebilir (73). Diyabetik sıçanlarda benfotiaminin çok 

sayıda oksijen türünü normale getirdiği belirlenmiştir (74). Ayrıca Streptozotosin 

(STZ) ile diyabet oluşturulan farelerde oksidatif zararlı etkileri azalttığı gösterilmiştir 

(75). 

1.6. C Vitamini 

Vitamin C, diğer bir deyişle askorbik asit,  suda çözünen vitaminlerdendir. 

Askorbik asit kokusuz, beyaz katı kıvamda olup kimyasal formülü C6H8O6 

şeklindedir (76). 

Birçok yiyecek iyi dengelenmiş Vitamin C içermektedir. C vitamininin en iyi 

kaynaklarının turunçgiller ve suları olduğu iyi bilinmektedir. Meyvelerden portakal, 

limon, şeftali, çilek, muz ve greyfurt yüksek C vitamini içermektedir (77). 

Vitamin C antioksidan savunma sisteminde ve apoptozisde merkezi rol oynar 

(78, 79). Genel olarak metal iyonlarla katalize edilen reaksiyonların yokluğunda 

Vitamin C en önemli plazma antioksidanıdır. Bu yüzden Vitamin C in vitro 

antioksidan deneylerinde antioksidan seçenek olarak kullanılır (80). Yapılan 

deneysel diyabetik çalışmalarda Vitamin C’nin kan glukoz düzeyini değiştirmeden 

böbrek dokusunda iyileştirici etkileri görülmüştür (81). 
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2. GEREÇ VE YÖNTEM 

Bu çalışma Fırat Üniversitesi Tıp Fakültesi Histoloji ve Embriyoloji 

Anabilim Dalı ile beraber Fırat Üniversitesi Deneysel Araştırma Merkezi’nde 

yapıldı. Çalışmanın yapılabilmesi için gerekli olan etik onay Fırat Üniversitesi 

Hayvan Deneyleri Etik Kurulu’ndan alındı. 

2.1 Deney Hayvanları 

Deneylerde en az 8 haftalık erişkin Wistar albino cinsi erkek sıçanlar 

kullanıldı. Bu sıçanlar Fırat Üniversitesi Deneysel Araştırma Merkezi’nden temin 

edildi. Deney hayvanları Fırat Üniversitesi Deneysel Araştırma Birimi (FÜDAM) 

Hayvan Laboratuarı’nda sıcaklığı 22-25 derece arasında olan bir ortamda tutuldu ve 

deney hayvanları 12 saat ışık altında ve 12 saat karanlık ortamda takip edildi. Deney 

hayvanları havalandırma sistemi bulunan bir ortamda özel hazırlanmış ve her gün 

alttan temizlenen kafeslerde beslendi. Yemler özel çelik kaplarda, su ise paslanmaz 

çelik bilyeli biberonlarda normal çeşme suyu şeklinde verildi. Sıçanlar Elazığ Yem 

Fabrikasında özel olarak hazırlanan pelletler şeklindeki sıçan yemleriyle beslendi. 

Deney hayvanlarına verilen sıçan yeminin bileşiminde bulunan katkı maddeleri 

Tablo-2’de gösterilmiştir. Deney hayvanlarının deneysel uygulama yapılıncaya kadar 

bakımlarına bu şekilde devam edildi. 

Tablo 2. Deney hayvanlarına verilen sıçan yeminin bileşenleri 

Buğday (%) 15 
Mısır (%) 10 
Arpa (%) 27 
Kepek (%) 8 
Soya (%) 29,4 
Balık Unu (%) 8 
Tuz (%) 0,6 
Kavimix VM 23-Z (%)* 0,2 
Methionin (%) 0,2 
DCP (%)** 1,6 

* 1 gramında: 4800 IU A, 960 IU D3, 12 mg E, 0,8 mg K3, 0,8 mg B1, 2,4 mg B2, 1,2 mg B6, 0,006 

mg B12 vitaminleri, 16 mg Nicotin amid, 3,2 mg Cal. D.Panth, 0,32 mg Folic acid, 0,02 mg D-Biotin, 

50 mg Cholin Chloride, 20 mg Zinc Bacitracin, 32 mg Mn, 16 mg Fe, 24 mg Zn, 2 mg Cu, 0,8 mg I, 

0,2 mg Co, 0,06 mg Se, 4 mg Antioksidan ve 200 mg Ca. 

** % 18 fosfor, % 25 kalsiyum, % 0,2 flor’dan oluşur. 
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2.2. Diyabet İndüksiyonu 

Diyabet oluşturulması planlanan 21 adet sıçanda bu amaçla 26 gauge’lık 

insülin enjektörüyle 50 mg/kg dozunda STZ (Streptozotosin Zanosar, Pharmacia, 

France) intraperitoneal yolla 0,4 ml (0,1M) sodyum sitrat tamponu içinde (pH: 4,5) 

çözdürülerek intraperitoneal enjeksiyon yöntemiyle tek doz olacak şekilde uygulandı. 

Yetmiş iki saat sonra sıçanların kuyruk veninden kan alınarak, glukometre cihazında 

ölçüm yapılarak açlık kan glukozu 250 mg/dl’yi geçen sıçanlar diyabetik olarak 

kabul edildi. Kan şekeri ölçüm işlemi Clever Chek, TD-4222 ile yapıldı. Sıçanların 

açlık kan glukoz seviyelerini belirlemek için kan örnekleri, 8-10 saatlik açlık 

sonrasında sabah 09.00-10.00 civarında alındı. 

2.3 Deney Gruplarının Oluşturulması 

Hayvan çalışmaları, toplam 28 adet sıçan üzerinde gerçekleştirildi. İlk ağırlık 

ölçümleri yapılarak ağırlıkları kaydedildi. Sıçanlar; kontrol (grup-1), diyabetik  

(grup-2), diyabet+Vitamin C (grup-3) ve diyabet+Benfotiamin (grup-4) olmak üzere 

4 gruba ayrıldı. 

2.3.1. Birinci Grup: (n= 7) Kontrol Grubu 

Altı haftalık çalışma süresince herhangi bir işlem yapılmadı. Çalışmanın 

başlangıcında ve sonunda kan glukoz düzeyleri düzenli olarak kaydedildi. 

2.3.2. İkinci Grup: (n=7) Diyabet Grubu 

50 mg/kg dozunda sodyum-sitrat tamponu içinde çözülmüş tek doz 

intraperitoneal (İP) streptozotosin verilerek 72 saat sonra kuyruk veninden ölçülen 

kan şekeri seviyesi 250 mg/dl’yi geçenler diyabetik olarak kabul edildi. Çalışmanın 

başlangıcında ve sonunda kan glukoz seviyeleri düzenli olarak kaydedildi. 

2.3.3. Üçüncü Grup: (n=7) Diyabet + Vitamin C Grubu 

50 mg/kg dozunda sodyum-sitrat tamponu içinde çözülmüş tek doz 

intraperitoneal (İP) streptozotosin verilerek 72 saat sonra kuyruk veninden ölçülen 

kan şekeri seviyesi 250 mg/dl’yi geçen bu hayvanlara diyabet oluşumu itibarı ile 6 

hafta boyunca vitamin C (900 mg/kg/gün Redoxon efervesan tablet, 1000 mg, 10 

adet, Roche) oral olarak verildi. Çalışmanın başlangıcında ve sonunda kan glukoz 

düzeyleri düzenli olarak kaydedildi. 
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2.3.4. Dördüncü Grup: (n=7) Diyabet + Benfotiamin Grubu 

50 mg/kg dozunda sodyum-sitrat tamponu içinde çözülmüş tek doz 

intraperitoneal (İP) streptozotosin verilerek 72 saat sonra kuyruk veninden ölçülen 

kan şekeri seviyesi 250 mg/dl’yi geçen bu hayvanlara diyabet oluşumu itibarı ile       

6 hafta boyunca Benfotiamin (70 mg/kg/gün, Sigma, B9636 S-Benzoylthiamine     

O-monophosphate [Benfotiamine] Sigma-Aldrich Corporation St. Louis, USA.) oral 

olarak verildi. Çalışmanın başlangıcında ve sonunda kan glukoz düzeyleri düzenli 

olarak kaydedildi. 

2.4. Örneklerin Alınması 

Bütün gruplardaki sıçanlar deney sonunda tartıldıktan sonra, ketamin            

(75 mg/kg) + xylazine (10 mg/kg) i.p. uygulanarak anestezi altında dekapite 

edildiler. Dekapitasyonun ardından sıçanların böbrek dokuları hızla çıkarıldı. 

Çıkarılan böbrek dokuları histolojik çalışma için boin solüsyonunda tespit edildi. 

Böbrek dokuları yağ dokularından arındırıldıktan sonra tartıldı. 

2.5. Biyokimyasal Çalışma 

2.5.1. Kan Glukoz Düzeyleri 

Deneysel çalışma boyunca kan glukoz düzeyleri glukometre (Clever Chek, 

TD-4222) ile ölçüldü. 

2.6. Histolojik Çalışma 

Bütün gruplardan alınan böbrek dokuları, boin solüsyonunda 24 saat boyunca 

tespit edildikten sonra musluk suyu altında yıkandı. Musluk suyunda 24 saat yıkanan 

dokular ardından rutin histolojik takip serilerinden geçirildi (Tablo-3). Daha sonra 

böbrek dokuları parafin bloklara gömüldü. Bu parafin bloklar içinden 5-6 Mm 

kalınlığında kesitler alındı. Alınan kesitler Hematoksilen – Eozin (H&E) yöntemiyle 

boyandı. Elde edilen preparatlar araştırma mikroskobunda (Olympus BH-2) incelenip 

fotoğraflandı. 
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Tablo 3.  Histolojik takip serileri  

SIRA İŞLEM SÜRESİ 

1 % 70 Alkol 2 saat 

2 % 80 Alkol 1,5 saat 

3 % 96 Alkol I 30 dakika 

4 % 96 Alkol II 30 dakika 

5 % 100 Alkol I 30 dakika 

6 % 100 Alkol II 30 dakika 

7 Alkol+Xylol 15 dakika 

8 Xylol I 15 dakika 

9 Xylol II 15 dakika 

10 Yumuşak parafin+Xylol 45 dakika 

11 Yumuşak parafin 1 saat 

12 Yumuşak parafin+Sert parafin 1,5 saat 

13 Sert parafin 3 saat 

14 Gömme  

2.7. TUNEL Metodu 

Parafin bloklardan 5 μm kalınlığında olacak şekilde elde edilen kesitler 

polilizinli lamlara alındı. Üretici firmanın önerileri doğrultusunda ApopTag Plus 

Peroxidase In Situ Apoptosis Detection Kit (Chemicon, cat no: S7101, USA) 

kullanılarak apoptozise uğrayan hücreler belirlendi. Boyama işlemi aşağıdaki tabloda 

ayrıntılı olarak verilmiştir (Tablo 4).  
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Tablo 4. TUNEL boyama işlemi 

İŞLEM SÜRE 

1 60ºC etüv Bir gece 

2 Xylol   3X15 dakika 

3 %100, %96, %80,  %70 etil alkol  3'er dakika 

4 PBS* 5 dakika 

5 Kesitlerin çevreleri sınırlayıcı kalem ile çizilir. ............. 

6 1:500 dilüsyondaki Protinaz K solüsyonu  20 dakika 

7 PBS  3X5 dakika 

8 Endojen peroksit blokajı (% 3 H2O2)  3 dakika 

9 PBS  3X5 dakika 

10 Equilibration tampon solüsyonu  10 dakika 

11 Çalışma solüsyonu (%70 µl Reaction Buffer + %30 TdT 

Enzyme ) 37°C’de  

60 dakika 

12 Stop/Wash Buffer (2ml ) +Distile su (68ml) Oda sıcaklığında 10 dakika 

13 Anti-Digoxigenin-Peroxidase 30 dakika 

14 PBS  3X5 dakika 

15 DAB** Dilution Buffer  + DAB Substrate  5-10 dakika 

16 PBS  3X5 dakika 

17 Distile su  5 dakika 

18 Harris hematoksilen 1-5 dakika 

19 Distile su  5 dakika 

20 %80, %96 ve %100 etil alkol  1'er dakika 

21 Xylol   2X5 dakika 

22 Kapatma medyumu kullanılarak lamel ile kapatma. ............. 

*-PBS (Phospate Buffered Saline) 

**-DAB (3,3’-diaminobenzidine). 

Elde edilen preparatlar araştırma mikroskobunda (Olympus BH-2) 

incelenerek değerlendirildi ve fotoğraflandı. TUNEL boyama işleminin 

değerlendirilmesinde Harris hematoksilen ile maviye boyanan çekirdekler normal, 

kahverengi nükleer şeklinde boyanan hücreler apoptotik olarak değerlendirildi. 
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TUNEL boyamanın değerlendirilmesinde boyanmanın yaygınlığı esas alındı. 

TUNEL boyamanın yaygınlığı 0’dan +4’e kadar sayı ile semi-kantitatif olarak 

skorlandı (Tablo 5).  

Tablo 5. TUNEL boyanma yaygınlığının derecesi 

Derece Anlamı 

0 
+1 

+2 
+3 
+4 

Yok 
Çok az 

Az 
Orta 

Şiddetli 

 

2.8. İstatistiksel Analiz 

Elde edilen veriler ortalama  standart hata olarak belirlendi. Elde edilen 

verilerin istatistiksel anlamlılık düzeyleri student T ‘‘ paired ’’ ve one-way ANOVA 

testi ile belirlendi. P  0.05 değerler istatistiksel olarak anlamlı kabul edildi. 
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3. BULGULAR 

3.1. Klinik ve Biyokimyasal Bulgular 

Kontrol grubunun başlangıç ve final ağırlıkları arasında anlamlı artış gözlendi 

(p<0.05). DM, DM+BENFO ve DM+VİT C grupları arasında ise başlangıç ve final 

ağırlıkları arasında anlamlı azalma olduğu bulunmuştur (her biri için p<0.05). 

Kontrol grubuna göre DM (p<0.05), DM+BENFO (p<0.05) ve DM+VİT C (p<0.05) 

gruplarının ağırlıkları karşılaştırıldığında final ağırlıkları arasında anlamlı fark 

bulunmuştur. 

DM, DM+BENFO ve DM+VİT C grupları arasında başlangıç ve final kan 

şekeri değerleri arasında anlamlı artış olduğu bulunmuştur (her biri için p<0.05). 

Kontrol grubuna göre; DM (p<0.05), DM+BENFO (p<0.05) ve DM+VİT C (p<0.05) 

gruplarının kan şekeri ölçüm değerleri karşılaştırıldığında, final kan şekeri ölçüm 

değerleri arasında anlamlı artış olduğu bulunmuştur. Tüm bu parametreler          

Tablo 6’ da gösterilmiştir. 

Tablo 6. STZ ile deneysel DM oluştuğu andaki başlangıç ve 4 hafta sonraki final 

ağırlık ve kan şekeri ölçüm değerleri 

 
Başlangıç 

Ağırlık (gr) 
Final 

Ağırlık (gr) 

Başlangıç 
Kan şekeri 

(mg/dl) 

Final 
Kan şekeri 

(mg/dl) 

Kontrol 220 ± 6,85 267 ± 7,39 a 107,33 ± 5,99 110,83 ± 
6068 

DM 221,33± 5,85 198,16 ±   
4,16 ab 392,83 ± 34,01 399,16 ± 

34,16ab 

DM+Benfo 231,33 ± 3,72 207,50± 5,54ab 120,50 ± 10,18 402 ± 47,71ab 

DM+vit C 231 ± 9,11 208,33 ± 
8,71ab 115,16± 10,09 402,50 ± 

46,32ab 

Veriler Ortalama ±Standart Hata (SH) olarak ifade edilmiştir. P<0,05 anlamlı kabul 

edildi. a, grup içi ilk değere göre; b, aynı zaman noktasında kontrol grubuna göre. 
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3.2. Histolojik Bulgular  

 

Şekil 1. Kontrol grubunda normal böbrek histolojisi.  Glomerül (→),  Proksimal 

tübül    (PT), Distal tübül (DT).    PAS X 100.   

 

Şekil 2. Kontrol grubuna ait böbrek dokusunda tübül epitelleri ve fırçamsı kenarın 

(→) normal görünümü. Proksimal tübül (PT), Distal tübül (DT). PAS X 200.  
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Şekil 3. Diyabetik gruba ait böbrek dokusunda glomerüllerde mezengial matriks 

artışı ve hipertrofi (→), tübüler dilatasyon (*).  PAS X 100.      

 

Şekil 4. Diyabetik gruba ait böbrek dokusunda tübül epitellerinde ayrılma ve 

bozulmalar (→), glukojenik vakuolizasyonu (*).  PAS X 200. 
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Şekil 5. Diyabetik gruba ait böbrek dokusunda bir glomerülde (G) Bowman 

kapsülünün pariyetal yaprağında kalınlaşma (→).  PAS X 200. 

 

Şekil 6. Benfotiamin grubuna ait böbrek dokusunda glomerüllerde mezengial matriks 

artışı ve hipertrofi (→), tübüler dilatasyon (*).  PAS X 100.           
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Şekil 7. Benfotiamin grubuna ait böbrek dokusunda tübül epitellerinde ayrılma ve 

bozulmalar (→),  glukojenik vakuolizasyonu (*).  PAS X 200. 

 

Şekil 8. Vitamin C grubuna ait böbrek dokusunda glomerüllerde mezengial matriks 

artışı ve hipertrofi (→), tübüler dilatasyon (*).  PAS X 100.          
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Şekil 9. Vitamin C grubuna ait böbrek dokusunda tübül epitellerinde ayrılma ve 

bozulmalar (→),  glukojenik vakuolizasyonu (*).  PAS X 200. 

 

Şekil 10. Kontrol grubuna ait böbrek dokusunda +1 yaygınlığında TUNEL pozitif 

hücreler (→)   X 100. 
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Şekil 11. Diyabetik gruba ait böbrek dokusunda +4 yaygınlığında TUNEL pozitif 

hücreler (→)   X 100. 

 

Şekil 12. Benfotiamin grubuna ait böbrek dokusunda +1 yaygınlığında TUNEL 

pozitif hücreler (→)   X 100. 
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Şekil 13. Vitamin C grubuna ait böbrek dokusunda +1 yaygınlığında TUNEL pozitif 

hücreler (→)   X 100. 

 

Şekil 14. TUNEL pozitif kontrol. Meme dokusu. X 200 
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Şekil 15. TUNEL negatif kontrol. X 200 

Işık mikroskobu incelemelerinde kontrol grubuna ait böbrek dokularında, 

glomerül ve tübül yapıları normal olarak izlendi (Şekil 1, 2). 

Diyabet grubuna ait böbrek dokularında kortekste glomerüllerde hipertrofi, 

mezangial matriks artışı belirgin olarak görüldü (Şekil 3). Tübüllerde ise dilatasyon, 

tübül epitellerinde ayrılma ve bozulmalar ile glukojenik vakuolizasyonu gösteren 

şeffaf görünümlü tübüller (Armani-Ebstein lezyonları) gözlendi (Şekil 3, 4). Ayrıca 

bazı glomerüllerde Bowman kapsülünün pariyetal yaprağındaki kalınlaşma belirgin 

olarak izlendi (Şekil 5). 

Benfotiamin grubuna ait böbrek dokularında glomerüllerde mezengial 

matriks artışı ve hipertrofi gözlenmesine rağmen, diyabetik grupla karşılaştırıldığında 

daha az belirgin olarak izlendi (Şekil 4-6). Benfotiamin grubuna ait böbrek dokusu 

tübüllerinde ise tübüler dilatasyon, tübül epitellerinde ayrılma ve bozulmalar ile 

glukojenik vakuolizasyonun diyabetik grupla karşılaştırıldığında belirgin olarak 

azaldığı gözlendi (Şekil 3, 4, 6, 7). 

Vitamin C grubuna ait böbrek dokularında glomerüllerde diyabetik 

gruptakine benzer bir şekilde belirgin mezengial matriks artışı ve glomerüler 

hipertrofi gözlendi (Şekil 4, 8). Vitamin C grubuna ait böbrek dokusunda tübüllerde 
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ise diyabetik grupla karşılaştırıldığında daha az belirgin oranda tübüler dilatasyon, 

tübül epitellerinde ayrılmalar ve glukojenik vakuolizasyon izlendi. Ancak bu 

düzelme Benfotiamin grubu ile karşılaştırıldığında daha az belirgindi (Şekil 

3,4,6,7,8,9). 

3.3. TUNEL Bulgular 

Apoptotik hücrelerin belirlenmesi için yapılan TUNEL boyamanın ışık 

mikroskopi altında incelenmesi sonucu; TUNEL pozitifliği kontrol grubunda +1 

yaygınlığında gözlendi (Şekil 10). Kontrol grubu ile kıyaslandığında diyabetik grupta 

belirgin olarak artmış TUNEL pozitifliği dikkati çekti ve +4 olarak değerlendirildi 

(Şekil 10, 11). Benfotiamin ve Vitamin C gruplarında ise TUNEL pozitifliği 

diyabetik gruba göre anlamlı olarak azalmış olup kontrol grubuna benzerdi ve +1 

olarak değerlendirildi (Şekil 10-13). 
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4. TARTIŞMA 

Diabetes Mellitus  (DM), insülin sekresyonu, insülinin etkisi veya her 

ikisindeki bozukluklardan kaynaklanan hipoglisemi ile karakterize, metabolik bir 

hastalıktır. Diyabetteki kronik hiperglisemi özellikle gözler, böbrekler, sinirler, kalp 

ve kan damarları gibi bazı organlarda uzun dönemde hasar, disfonksiyon ve 

yetmezliğe neden olmaktadır (9). 

Diyabetin başta gelen hedefi böbreklerdir ve böbrek yetmezliği bu hastalığa 

bağlı ölümün nedenleri arasında myokardiyal enfarktüsten sonra ikinci sırada 

gelmektedir (82). 

Diyabetik nefropati dünyada ve ülkemizde son dönem böbrek yetersizliği  

nedenleri arasında birinci sırada yer almaktadır (14). 

Diyabetik nefropatide en önemli glomerüler lezyonlar, kapiller bazal 

membran kalınlaşmaları, diffüz glomerüloskleroz ve nodüler glomerülosklerozdur 

(Kimmelstiel – Wilson lezyonu). 

Diffüz glomerüloskleroz, mezengial hücre proliferasyonu ve beraberinde 

mezengial matrikste diffüz artış olarak tanımlanabilir ve her zaman bazal membran 

kalınlaşması ile ilişkilidir (82). 

Oksidatif stres; vücuttaki oksidanlar ile antioksidanlar arasında bulunan 

dengenin oksidanlar yönünde değişmesi sonucu oluşan birtakım moleküler 

değişikliklerin tanımıdır (83, 84). 

Son dönem böbrek yetmezliğinde  pro-oksidanlar ile antioksidanlar arasında 

bulunan denge oksidatif stresin artması yönüne kaymıştır. Bu yüzden son zamanlarda 

son dönem böbrek yetmezliği hastalarında oksidatif stres ve antioksidanlarla ilgili 

çalışmalar önem arz etmektedir (85). 

Deneysel olarak diyabet yapılan sıçanlarda ve diyabet hastalarında oksijen 

radikallerinin ve lipid peroksidasyonunun arttığı ve oksidatif stresin diyabetin 

etiyolojisinde ve ilerlemesinde önemli olduğu bildirilmiştir (23). 

Benfotiamin vitamin B1’in yağda çözünen şeklidir (68). Benfotiamin yüksek 

glukoz düzeyinin zararlarına karşı koruyucu role sahiptir (69). Reaktif oksijen 

ürünleri üzerinde benfotiaminin baskılayıcı özellikte olduğunu gösteren çalışmalar 

vardır (70, 71). Redükte olmuş glutatyon; hücre içerisinde oksidan ajanların etkisini 

azaltarak hücrenin etkili proteinlerini oksidasyona karşı korur, antioksidan özellik 
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gösterir. Bu esnada glutatyon oksitlenir. Bu glutatyonun görevini yerine getirebilmesi 

için tekrar redükte olması gerekmektedir. Bu amaçla NADPH’lar kullanılır. NADPH 

için pentoz fosfat yolu önemlidir ve tiamin de bu yola etki ettiği için bir antioksidan 

olarak kabul edilebilir (69, 72). Yüksek glukoz düzeyine bağlı oluşan apoptozis 

benfotiamin tarafından önlenebilir (73). Diyabetik sıçanlarda benfotiaminin çok 

sayıda oksijen türünü normale getirdiği belirlenmiştir (74). Ayrıca streptozotosin 

(STZ) ile diyabet oluşturulan farelerde oksidatif zararlı etkileri azalttığı gösterilmiştir 

(75). 

Vitamin C antioksidan savunma sisteminde ve apoptozisde merkezi rol oynar 

(78, 79). Genel olarak metal iyonlarla katalize edilen reaksiyonların yokluğunda 

vitamin C en önemli plazma antioksidanıdır. Bu yüzden vitamin C in vitro 

antioksidan deneylerde antioksidan seçenek olarak kullanılır (80). Yapılan deneysel 

diyabetik çalışmalarda vitamin C’nin kan glukoz düzeyini değiştirmeden böbrek 

dokusunda iyileştirici etkileri görülmüştür (81). 

Bu çalışmamızda diyabetik sıçan böbrek dokusunda antioksidan etkileri 

bilinen benfotiamin ve vitamin C’nin iyileştirici etkilerinin histolojik ve 

immünohistokimyasal olarak incelenmesi amaçlanmıştır. 

Çalışmamızda DM grubu sıçanların böbrek dokularında PAS boyaması 

sonucu glomerüllerde hipertrofi ve mezengial matriks artışı belirgin olarak görüldü. 

Tübüllerde dilatasyon, tübül epitellerinde ayrılma ve bozulmalar ile glukojenik 

vakuolizasyonu gösteren şeffaf görünümlü tübüller (Armani-Ebstein lezyonları) 

gözlendi. Ayrıca bazı glomerüllerde Bowman kapsülünün pariyetal yaprağında 

belirgin kalınlaşma izlendi.  Doğan (86) STZ ile deneysel diyabet oluşturulmuş 

sıçanların böbrek dokularında çalışmamızdaki sonuçlara benzer bulgular elde 

etmiştir. 

Koya ve ark. (87) ayrıca Finkel ve Holbrook (88) yaptıkları deneysel diyabet 

modelinde, renal kortekste malondialdehit (MDA) artması, glomerülde 8-OHdG 

(nükleik asit oksidasyonunun artmasını belirten index) artışı, renal kortekste 

glutatyonun azalması ve glomerülde ROS’ların üretiminin artışı, NADPH oksidaz ve 

Hem-oksijenaz-1 aktivitelerinin artışı, renal oksidatif stresin artışının kanıtı olarak 

belirlemişlerdir. Bu değişikliklerin diyabetik hayvanların antioksidanlarla tedavi 

edilmesi sonucu tamamen baskılandığını göstermişlerdir (87, 88). 
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Çalışmamızda benfotiamin verilen sıçanların böbrek dokularında mezengial 

matriks artışı ve hipertrofi gözlenmesine rağmen, diyabetik grupla karşılaştırıldığında 

daha az belirgin olarak izlendi. Böbrek dokusu tübüllerinde ise tübüler dilatasyon, 

tübül epitellerinde ayrılma ve bozulmalar ile glukojenik vakuolizasyonun diyabetik 

grupla karşılaştırıldığında belirgin olarak azaldığı gözlendi. 

Balakumar ve ark. (89) yaptıkları çalışmada deneysel diyabet modelinde 

benfotiamin veya fenofibrat veya lisinopril kullanımının glomerüllerdeki diyabet 

kökenli patolojik değişiklikleri azalttığını göstermişlerdir. Ayrıca, benfotiamin ve 

fenofibratın eş zamanlı kullanımının iki ilaçtan birinin tek başına veya lisinopril 

tedavisi alımıyla kıyaslandığında, glomerüller kapiller boyutu düzelterek ve 

mezengial genişlemeleri azaltarak patolojik değişiklikleri belirgin olarak azalttığını 

göstermişlerdir. Bu bulgular bizim çalışmamızda elde edilen bulgular ile uyumlu idi. 

Biz de bu durumun benfotiaminin antioksidan özelliğinden kaynaklanmış 

olabileceğini düşünmekteyiz. 

Çalışmamızda vitamin C verilen sıçanların böbrek dokularında glomerüllerde 

diyabetik gruptakine benzer şekilde belirgin mezengial matriks artışı ve glomerüler 

hipertrofi gözlendi. Yine bu sıçanların böbrek dokusunda tübüllerde ise diyabetik 

grupla karşılaştırıldığında daha az belirgin oranda tibüler dilatasyon, tübül 

epitellerinde ayrılmalar ve glukojenik vakuolizasyon izlendi. Ancak bu düzelme 

benfotiamin grubu ile kıyaslandığında daha az belirgindi. 

Lee ve ark. (81) yaptıkları çalışmada diyabetik sıçanlarda kontrol grubuna 

göre daha fazla glomerüler genişleme, skleroz ve tübülointerstisyel fibrozis tesbit 

etmişlerdir. Vitamin C verilen sıçanlarda ise etkili bir şekilde diyabete bağlı 

glomerüler ve tübülointerstisyel lezyonların azaldığını tesbit etmişlerdir. 

Biz de vitamin C verilen sıçanlarda görülen bu düzelmelerin vitamin C’nin 

antioksidan özelliğine bağlı olabileceğini düşünmekteyiz. 

Oksidatif streste kalsiyum düzeyleri ve mitokondrial membran potansiyeli 

değişmektedir. Bu değişiklik mitokondrilerde ve DNA’da hasara sebep olarak 

hücreyi apoptozise götürür (90). 

Hücrenin hasara uğraması ve apoptozise gitmesi esnasında mitokondri 

membran potansiyelinde oksidatif stresin katıldığı bazı değişiklikler olur. Bu 

değişiklikler sonrasında sitokrom c, sitozole salınır. Sitokrom c’nin sitozole 
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salınması Bcl-2 ailesinin apoptozisi engelleyici üyeleri (Bcl-2, Bcl-XL) tarafından 

durdurulabilir. Bu esnada Bcl-2’nin pro apoptotik üyeleri (Bax, Bak, Bad) sitokrom c 

salınmasını artırmak için çalışırlar. Hücrenin ölmesi ile yaşaması bu dengeyle 

bağlantılıdır. Bu proteinlerden proapoptotik olanların artışı hücreyi ölüme sürükler 

(91-96). 

Zhang ve ark.’nın (97) yaptıkları çalışmada hiperglisemide serbest radikal 

üretimindeki artışın diyabet komplikasyonlarının gelişiminde rol aldığını, diyabetik 

böbrekte oksidatif stres artışının apoptozise yol açtığını ve apoptozisin diyabetik 

nefropati gelişiminde etkili olabileceğini göstermişlerdir. 

Çalışmamızda apoptotik hücrelerin belirlenmesi amacıyla TUNEL yöntemi 

ile boyanan preparatların ışık mikroskobu altında incelenmesi sonucu; böbrekte 

kontrol grubu ile karşılaştırıldığında DM grubunda apoptotik hücrelerde anlamlı bir 

artış vardı. DM+Benfotiamin ile DM+Vit.C grubunda ise DM grubu ile 

kıyaslandığında apoptotik hücrelerde anlamlı bir azalma vardı. Bu da muhtemelen 

benfotiamin ve vitamin C’nin antioksidan özelliklerine bağlı olarak oksidatif streste 

azalmaya yol açarak apoptozisi engellemesine bağlı olabilir. Balakumar ve ark.’nın 

(89) yaptıkları çalışmada deneysel diyabet modelinde benfotiaminin glomerüler 

kapiller boyutu düzelterek ve mezengial genişlemeleri azaltarak patolojik 

değişiklikleri belirgin olarak azalttığını göstermeleri bizim çalışmamızla benzer 

özellikler taşımaktadır. Yine Lee ve ark.’nın (81) yaptıkları çalışmada vitamin C 

verilen diyabetik sıçanlarda etkili bir şekilde diyabete bağlı glomerüler ve 

tübülointerstisyel lezyonların azaldığını tesbit etmeleri bizim çalışmamızla benzer 

özellikler taşımaktadır. 

Sonuç olarak; DM’nin yol açtığı hücresel hasara bağlı olarak gelişen böbrek 

fonsiyon bozukluklarına karşı benfotiamin ve vitamin C’ nin koruyucu etkilerinin 

olmasının ortaya konulması, diyabetin komplikasyonları yönünden 

değerlendirildiğinde önemli bir bakış açısı kazandırabilecektir. Gelecekte daha ileri 

ve ayrıntılı çalışmalarla diyabette benfotiamin ve vitamin C ile ilgili patofizyolojik 

mekanizmalar aydınlatılabildiği takdirde, diyabetin komplikasyonlarını önlemek 

amacıyla yeni tedavi yaklaşımları da ortaya konabilecektir. 
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