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OZET

Diabetes Mellitus (DM), mikrovaskiiler ve makrovaskiiler komplikasyonlarin
goriilebildigi kronik metabolik bir hastaliktir. Diabetik nefropatili hastalarda artmis
oksidatif strese bagli olarak glomeriiler bazal membranlarda kalinlagma, hipertrofi ve
bobrek fonksiyon bozukluklari ortaya g¢ikmaktadir. Son yillarda Benfotiamin’in
antioksidatif etkilere sahip oldugu gosterilmistir. Vitamin C ise ¢ok onemli bir
antioksidan olup, lipid peroksidasyonuna kars1 savunmada etkilidir.

Bu c¢alismada, Streptozotosin (STZ) ile olusturulan deneysel diyabet
modelinde Benfotiamin ve Vitamin C’nin si¢an bobrek dokusundaki apoptotik
degisiklikler iizerine koruyucu etkileri incelenmistir.

Calismada 28 adet 6 haftalik Wistar albino cinsi erkek sicanlar kullanildi.
Deney hayvanlar1 her grupta 7 hayvan olacak sekilde 4 gruba ayrildi. Kontrol
grubuna (Grup I) herhangi bir islem yapilmadi. Diger 3 gruba 50 mg/kg olacak
sekilde tek doz STZ 0,1 M sodyum sitrat tamponunda (ph:4.5) ¢ozdiiriilerek
intraperitoneal (1.p.) olarak verildi. Diyabet olustuktan sonra diyabetik grup (grup II)
tespit edilerek herhangi bir islem yapilmadi. DM + Benfotiamin grubuna (grup III)
Benfotiamin 70 mg/kg/giin ve DM +Vitamin C grubuna (grup 1V) ise Vitamin C
(900 mg/kg/giin) 6 hafta siireyle oral olarak verildi. Deney sonrasinda sigcanlar
dekapite edilerek bobrek dokular1 ¢ikarildi. Bobrek dokularina Hematoksilen-Eozin
ve Tunel boyama yapildi.

Calismamizda DM grubu sicanlarin bobrek dokularmnda PAS boyamasi
sonucu glomeriillerde hipertrofi ve mezengial matriks artis1 belirgin olarak gortildii.
Tibiillerde dilatasyon, tiibiil epitellerinde ayrilma ve bozulmalar ile glukojenik
vakuolizasyonu gosteren seffaf goriiniimli tiibliller (Armani Ebstein lezyonlar)
gozlendi.

Calismamizda Vitamin C verilen sicanlarin bobrek glomeriillerinde diabetik
gruptakine benzer sekilde belirgin mezengial matriks artis1 ve gomeriiler hipertrofi
gbzlendi. Yine bu sicanlarin bobrek tiibiillerinde diyabetik grupla karsilastirildiginda
daha az oranda tiibiiler dilatasyon, tiibiil epitellerinde ayrilmalar ve glukojenik
vakuolizasyon izlendi. Ancak bu diizelme Benfotiamin grubu ile kiyaslandiginda

daha az belirgindi.
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Sonug¢ olarak, diyabete bagli oksidatif strese kars1 Benfotiamin ve
C Vitamininin koruyucu etkisinin gdsterilmesinin, diyabetin komplikasyonlarmni
engellemek agisindan yeni tedavi yaklasimlarinin belirlenmesinde faydali olabilecegi

kanaatine varilmustir.

Anahtar Kelimeler: Diabetes mellitus, benfotiamin, C vitamini, apoptozis, bobrek.



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. GIRIS

Diabetes Mellitus (DM) insiilin hormon sekresyonunun veya insiilin etkisinin
mutlak veya goreceli azlig1 sonucu karbonhidrat, protein ve yag metabolizmasinda
bozukluklara yol acan kronik hiperglisemik bir grup metabolizma hastaligidir (1).
Diabetes Mellitusun kronik komplikasyonlar1 makrovaskiiler ve mikrovaskiiler
komplikasyonlar olarak incelenmektedir. Nefropati, retinopati ve ndropati
mikrovaskiiler hastalik sonucu olusmaktadir. Biiyiik damarlarin aterosklerozu
mikrovaskiiler komplikasyondur (2,3).

Diabetes Mellitusta reaktif oksijen tiirlerinin etkisi 1980’11 yillardan bu yana
yaygin sekilde bilinen bir konudur (4). Yapilan gesitli calismalar, diyabet hastalarinin
plazma ve dokularinda serbest radikal diizeylerinin arttigin1 ve antioksidan diizeyinin
azaldigim ortaya koymaktadir (5-7). Vitaminler reaktif oksijen tiirlerinin alic1 ve
vericileri gorevini Ustlenirken, mineraller ise enzimlerin aktivitesini diizenlemede
gorevlidirler (8).

Bu c¢alismamizda patogenezinde oksidatif stresin onemli bir rol oynadigi
diabetes mellitusun sican bobrek dokusunda meydana getirdigi degisiklikler {izerine
benfotiamin ve C vitamininin iyilestirici etkilerinin histolojik ve immiinohistokimya

yontemleriyle incelenmesi amaglanmaistir.
1.1. Diabetes Mellitus
1.1.1. Diabetes Mellitus’un Tanim

Diabetes Mellitus insiilin sekresyonu, insiilinin etkisi veya her ikisindeki
bozukluklardan kaynaklanan hiperglisemi ile karakterize, metabolik bir hastaliktir.
Diyabetteki kronik hiperglisemi 6zellikle gozler, bobrekler, sinirler, kalp ve kan
damarlar1 gibi bazi organlarda uzun donemde hasar, disfonksiyon ve yetmezlige
neden olur. Belirgin hipergliseminin semptomlar1 poliiiri, polidipsi, kilo kaybi, bazen
de polifaji ve gorme bozuklugunu igerir (9). DM etiyolojisine bagli olarak, insiilin
sekresyonunda azalma, plazma glukoz kullaniminda azalma ve glukoz yapiminda
artma gibi faktorler hiperglisemiye katkida bulunur. DM’a eslik eden metabolik
bozukluk pek cok organi ilgilendiren fizyopatolojik degisikliklere ve buna bagli

olarak, kisi ve toplum {izerinde ciddi bir saglik yiikiine neden olmaktadir (10).



1.1.2. Diabetes Mellitus’un Siiflandirilmasi

1.1.2.1. Tip 1 Diabet
a-Immiin-mediated diabetes
b-Idiopatik diabetes

1.1.2.2. Tip 2 Diabet

1.1.2.3. Gestasyonel DM
1.1.2.4. Diger Spesifik Tipler

a- Hiicre fonksiyonu genetik bozukluklar1

b- Insiilin etkisindeki genetik bozukluklar: Akantozis Nigrikans,
Leprechaunism, Rabson-Mendenhall Sendromu

c-Ekzokrin Pankreas Hastaliklari: Pankreasta diffiiz hasara yol agan durumlar
diyabet nedeni olabilir. Bunlar pankreatit, travma, pankreatektomi ameliyati,
pankreas kanseri olarak sayilabilir. Kistik fibrozis ve hemokromatozis de beta
hiicrelerine zarar verebilir ve insiilin salgilanmasimni bozabilir.

d- Endokrinopatiler: Cesitli hormonlar (6rnegin biiylime hormonu, kortizol,
glukagon, epinefrin), insiilin etkisini antagonize ederler. Bu hormonlarm fazla
miktarda olmasi (6rnegin. Akromegali, Cushing Sendromu, Glukagonoma,
Feokromasitoma) diyabete neden olabilir.

e- lIla¢ ve kimyasal maddeler: Pek cok ilag insiilin salgilanmasini bozabilir.
Vacor (bir fare zehiri) ve intravendz pentamidin gibi bazi toksinler siirekli pankreas
beta hiicrelerini tahrip edebilir. Bir¢ok ilag ve hormonlar insiilin etkisini azaltabilir.
Ornek olarak nikotinik asit ve glukokortikoidler sayilabilir.

f- Enfeksiyonlar: Bazi virlisler beta hiicre yikimu ile iliskili bulunmustur.
Konjenital kizamik¢ik olan hastalarda diyabet goOriilmiistiir. Buna ilave olarak
sitomegaloviriis, adenoviriis, coxsackiviriis ve kabakulak hastaligi da suglanmaistir.

g- Otoimmiiniteye bagli nadir diyabet formlar1

Diyabetle birlikte olan diger genetik sendromlar: Down Sendromu,
Klinefelter Sendromu, Turner Sendromu, Wolfram Sendromu = DIDMOAD
Sendromu (11).



1.1.3. Diabetes Mellitus’un Komplikasyonlari

1.1.3.1. Akut Komplikasyonlar

Diabetik Ketoasidoz (DKA) ve nonketotik hiperosmolar durum (NKHD)
diyabetin akut komplikasyonlaridir.

1.1.3.2. Diabetes Mellitus’un Kronik Komplikasyonlari

a-Mikrovaskiiler:

Go6z Hastalhigi

Retinopati (nonproliperatif / proliretarif)

Makiiler 6dem

Katarakt

Glokom

Noropati

Duyusal ve motor (mononoropati ve polindropati)

Otonom

Nefropati

b-Makrovaskiiler:

Koroner arter hastaligi

Periferik vaskiiler hastalik

Serebrovaskiiler hastalik

Diger

Gastrointestinal (gastroparezi, diyare)

Genitoliriner (liropati / seksiiel disfonksiyon)

Dermatolojik (12).
1.2. Diyabetik Nefropati
1.2.1. Diyabetik Nefropati’nin Tanimi ve Epidemiyolojisi

Diyabetik nefropati, baska bir renal hastaligi, kalp yetersizligi, liriner sistem
enfeksiyonu veya hematiirisi olmayan diyabetik bireylerde saptanan kalict
albiimintiri, glomeriiler filtrasyon hizinda azalma ve kan basincinda ytikseklik olarak
tanimlanir (13).

Diyabetik nefropati diinyada ve iilkemizde son donem bobrek yetersizligi

(SDBY) nedenleri arasinda birinci sirada yer almaktadir. ABD’de diizenli diyaliz
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tedavisine giren hastalarm % 40’11 DM’ a bagli SDBY olusturmaktadir. Ulkemizde
de Tirk Nefroloji Dernegi 2005 verilerine gore diyaliz hastalar1 arasinda DM % 25,3

ile SDBY nedenleri arasinda birinci sirada yer almaktadir (14).
1.2.2. Diyabetik Nefropati’nin Patolojisi

Diyabetik nefropati patogenezinden hemodinamik faktorler, metabolik
faktorler, oksidatif stresler ve renal hipertrofi sorumlu tutulmaktadir. Bobrek
hiicreleri diyabetik nefropati slirecinde mekanik yliklenme, proteiniiri, hiperglisemi,
glikozillenmis proteinler, sitokinler, hormonlar, kemokinler, adezyon molekiilleri ve
ekstraseliiler matriks gibi bircok ekstraseliiler sinyaller alirlar (10).

Diyabetik hastalarin ¢ogunda diyabet tanisindan en az 10 yil sonra goriilen
diyabetik nefropati, Tip 2 diyabetlilere oranla Tip 1 diyabetlilerde daha fazla
goriilmektedir. Diyabet tanisini takip eden 30 yil icinde proteiniiri goriilmeyen
hastalarda ise diyabetik glomeriiloskleroza nadiren rastlanmaktadir. Diyabetik
nefropatili hastalarda hipertansiyon ve kardiyovaskiiler komplikasyonlar gec
donemlerde ortaya ¢ikmakla birlikte mortalite riski daha fazladir (15, 16).

Diyabetik nefropatinin patolojisi, makroskopik ve mikroskopik Ozelliklere

gore ele alinmaktadir (10).
1.2.2.1. Makroskopik Ozellikler

Diyabetin tipi, siiresi, hipertansiyon ve infeksiyon varligina gore bobreklerin
morfolojisi degiskenlik gosterir. Erken evrelerde bobrekler hipertrofi ve hiperplazi
nedeniyle biiyliktiir. SDBY evresinde Tip 1 diyabetlilerin bobrekleri kontraktedir.
Tip 2 diabetes mellituslu hastalarda son donemlerde bile bdbrekler
kii¢iilmeyebilir(10).

1.2.2.2. Mikroskopik Ozellikler

Glomeriiller, tubuluslar ve damarlar ayr1 ayr1 incelenir:

a-Glomertiller:

aa-Nodiiller interkapiller glomeriiloskleroz: Diyabete 0zgiidiir, nodiiller
aselliilerdir, glomertillerde birden ¢ok nodiil bulunabilir. Genellikle diffiiz lezyonlara
eslik eder. Goriilme siklig1 % 22-55 arasindadir.

ab-Diffiiz interkapiller glomeriiloskleroz: Tam glomeriil yumagi ve

glomertillerin ¢ogu tutulur. Nodiiller formun Onciisiidiir. Bu lezyon ile glomeriiler
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filtrasyon hizi (GFR) azalmasi, proteiniiri ve hipertansiyon arasinda baglanti
saptanmistir.

ac-Kapsiiler drop lezyonu: Glomeriil bazal membran katmanlarindaki
eozinofilik bir y1gindir. Erken donem diyabetik nefropati tanisinda yardimeidir.

ad-Ekstidatif lezyon: Sik goriiliir ve fibrin-cap lezyonu olarak adlandirilir.
Diyabete 6zgii degildir. Arterioloskleroz ve vaskiilitlerle baglant1 gosterir. Heterojen
dagilim gosteren eozinofilik ve lipid igeren bir yapidir.

b-Tubuluslar:  En 06zgiil degisiklik tubulus epitelindeki  glikojen
depolanmasidir (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, insiilin tedavisi baslamadan Once bdbrekler
biliylimiistiir. Bu biiylime glomeriiler ve tiibiiler voliim artisina baghdir. Glomeriil

filtrasyon hizi ve proteiniiri 6zellikle metabolik kontroliin  olmadig:
zamanlarda fazladir. Proteiniiri diyabet nefropatisinin ana gostergesi olan iiremi ve
erken mortalitenin de habercisidir. Hassas tekniklerle protein artisinda erken devrede
bozukluklarin oldugu gosterilmistir (17). Bu proteiniiri, mikroalbiiminiiri olarak
tanimlanir. Mikroalbiiminiiri ileride olusacak bobrek yetmezliginin habercisidir.
Mikroalbiiminiirinin diyabet nefropatisinin gelismesindeki rolii anlasildiktan ve yine
erken devredeki hiperfonksiyon ve hipertrofisi saptandiktan sonra diyabet nefropatisi
yeniden siniflandirilmistir. Bu siiflamaya gore;

1.2.3.1. Birinci Devre

Hipertansiyon ve Hipertrofi Devresi

Diyabetin tanis1 kondugu sirada mevcuttur. Bu devrede bobrekler biiyiiktiir.
Glomeriiler filtrasyon hizi, renal plazma akimi ve filtrasyon fraksiyonu artmistir.
Idrarda albiimin vardir. Arteriyel kan basinci normaldir. Bobreklerde glomeriiler
hipertrofi gelismistir. Bazal membran ve mezengium normaldir. Bu evrede cesitli

yontemlerle siki glisemi kontrolii saglanirsa ad1 gegen patolojiler normale doner (17).
1.2.3.2. ikinci Devre

Sessiz Devre



Hastaligin 2-15 yillik donemidir. Glomertil filtrasyon hizi normal veya artmis
olabilir, asikar proteiniiri yoktur. Yapisal olarak bu donemde bazal membranda
kalinlagma ve mezengiumda genisleme vardir. Mikroalbliminiiri 6zellikle egzersiz

sonrasinda mevcut olabilir (17).
1.2.3.3. Uciincii Devre

Proteintiri Devresi (Baslangi¢ Nefropati)

Hastaligm 10-20. yillarinda ortaya ¢ikar. Once mikroalbiiminiiri
(30-300 mg / 24 saat) tarzinda olan proteiniiri daha sonra makroalbliminiiri
(>300 mg / 24 saat) karakterini kazanir. Makroalbiiminiiri baslangicta intermittant

iken, daha sonra devamli sekil alir ve glomeriiler filtrasyon hizi diismeye baglar (17).
1.2.3.4. Dordiincii Devre

Azotemik Devre (Asikar Nefropati)

Glomeriillerde tikanikliklar artmustir. Mezengial genisleme belirgindir.
Glomeriiler filtrasyon hizi1 (30-70 ml/dk.) diismiis, iire ve kreatinin seviyeleri
yiikselmistir. Hipertansiyon mutlaka mevcuttur. Cesitli derecelerde proteiniiri vardir
(17).

1.2.3.5. Besinci Devre

Uremik Devre

Son donemde bobrek yetmezligi sahneye hakimdir. Yaygm glomeriiler
tikanikliklar nedeni ile glomeriiler filtrasyon hizi 0-10 ml/dk. diizeyine kadar iner.
Belirgin iire ve kreatinin retansiyonu, hipoalbiiminemi, yaygin 6dem ve agir

hipertansiyon mevcuttur (17).
1.3. Serbest Radikaller

Serbest radikaller bir veya daha fazla eslesmemis elektron tasiyan, dmrii kisa,
diisiik molekiil agirhigna sahip etkili molekiiller olarak tanimlanir. Bir¢cok olayda
serbest radikal birikimi, patolojinin bir pargasidir ve birgok ksenobiyotik maddenin
toksik etkisi, serbest radikal iiretimi ile iliskili bulunmustur (18, 19). Serbest
radikaller kimyasal olarak hidroksil, stiperoksit, nitrik oksit ve lipid peroksit
radikalleri gibi bircok forma sahiptirler (20). Organizmada serbest radikallerin tiretim
hiz1 ile ortadan kaldirilmasi bir denge halindedir ve bu duruma oksidatif denge adi

verilmektedir. “Oksidatif Stres” olarak adlandirilan durumda; serbest radikal
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olusumu ile antioksidan savunma sistemi arasinda ciddi dengesizlik olugsmakta, bu

durum doku hasar1 ile sonu¢lanmaktadir (21).
1.3.1. Oksidatif Stres

Oksidatif stres, diyabet etiyolojisinde 6nemli bir mekanizma olarak kabul
edilmektedir. Serbest radikaller normal metabolik siirecte viicutta tiretilmekte ve
cevresel faktorlerle etkilesim i¢inde bulunmaktadir. Antioksidanlarin ¢ogu fizyolojik
olarak viicutta serbest radikallerin yol ag¢tig1i olumsuz sonucglara karsi viicudu
savunmaktadir (22).

Diabetes Mellitus, giiniimiiz sartlarindan dolay1 diinyada hizla yayilan,
yiiksek morbidite ve mortaliteye yol acan bir hastaliktir. Oksidatif stresin diyabetin
etiyolojisinde rol oynadigi ve diyabetin ilerlemesine yol agtigi, deneysel diyabet
olusturulan sicanlarda ve diyabeti bulunan olgularda serbest oksijen radikalleri ile

lipid peroksidasyonunun arttig1 tespit edilmistir (23).
1.3.2. Diyabet ve Oksidatif Stres

Diyabet ve diyabete bagli olusan komplikasyonlarin reaktif oksijen tiirleri ile
olan iliskisini belirten ¢alismalarda; nonenzimatik glikasyon, enerji metabolizmasi
degisiklikleri sonucu olusan metabolik stres, sorbitol yol aktivasyonu, hipoksi ve
iskemi-reperfiizyon sonucu goriilen doku hasarmin serbest radikal olusumunu
artirdig1 vurgulanmaktadir (24).

Stiperoksit dismutaz, katalaz, glutatyon peroksidaz gibi antioksidan
ozellikteki enzimlerin ekspresyonlarmmin ve antioksidan etkinin pankreas adacik
hiicrelerinde, karaciger, bobrek, iskelet kasi ve adipoz doku gibi dokularla
karsilastirildiginda, onlara oranla en diisiik seviyede oldugu bilinmektedir (25, 26).

Oksidatif strese karsi en duyarli yapilardan biri olarak kabul edilen beta
hiicrelerinde goriilen hasarin, hipergliseminin toksik etkileri nedeniyle olustugu
disiiniilmektedir (27). Hidrojen peroksidin, yiliksek reaktivite igeren bir ROS {iriinii
olarak bilinen OH radikaline doniismesi sonrasinda insiilin reseptor sinyal sistemi
iizerine etki gosterdigi ve insiilin tarafindan reseptor araciligi ile ayarlanan sinyal
transdiiksiyon yollarinda anahtar bir gérev iistlenebilecegi goriisii arastirmacilarin
goriigleri arasinda bulunmaktadir (28). Serbest radikal olusumunun hipergliseminin

direkt etkisi sonucu oldugunu gostreren calismalar bulunmaktadir (29). Endotel ve
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diiz kas hiicreleri yiiksek oranda glukoz igceren ortamda inkiibe edildiginde serbest
radikal olusumunun basladig: tespit edilmistir (30, 31). Hiperglisemi ile oksidatif
stres arasida baglant1 oldugu goriisi in vivo caligmalar ile de gdsterilmistir (32).

Deneysel hayvan c¢alismalarinda insanlardaki gibi diyabet olusturmak
amaciyla kullanilan N-nitroso tlirevi D-glukozamin yapisindaki streptozotosin (STZ)
(33), oksidan oOzellikte maddeler olusturarak Langerhans adaciklarin1i hasara
ugratmakta ve uygun olmayan NO cevaplarma yol agarak diyabeti baslattigi
ongoriilmektedir (34, 35).

Hiperglisemi araciligi ile olusan ROS iiretimi baslica ii¢ mekanizma ile

aciklanmaktadir (36).
1.3.2.1. Glukozun Oto-oksidasyonu ve Siiperoksit Uretimi

Bir gecis elementi esliginde glukoz, reaktif ketoaldehitlere ve siiperoksit
anyonuna doniistiiriiliir. Reaksiyonlar serisi, siiperoksit radikalinin hidrojen peroksit
iizerinden yiiksek derecede reaktif olan hidroksil radikali olusturmasi ile sonlanir.
Hiicre i¢i glukozun oksidasyonu NADH’nin Shiff bazlari, olusmasma yol agar.
NADH solunum zincirinde oksidatif fosforilasyon ile ATP iiretimi amaciyla gereken
enerjiyl saglamak icin kullanilir. Solunum zincirindeki bu tepkime sirasinda
siiperoksit radikali ortaya c¢ikar. Yiksek glukoz konsantrasyonunda bu yolla
siiperoksit radikal iiretiminde artis olur. Mitokondri solunum zinciri hiicre igindeki
ROS iiretiminin 6nemli kaynagidir. Normal solunum zinciri reaksiyonlar1 esnasinda
siirekli bir sekilde siiperoksit radikali olustugu kabul edilmektedir. Son yillarda
ortaya konulan c¢aligmalar, diyabette goriilen patolojilerin, 6énemli bir kisminin

mitokondriyal ROS {iretimindeki artis ile baglantili oldugunu gostermektedir (37-39).

1.3.2.2. Proteinlerin Glikasyonu ve AGE (ilerlemis Glikasyon Son

Uriinleri) Olusumu

Proteinler artmis glukoz konsantrasyonlar: ile karsilastiklarinda, glukoz bir
enzime ihtiyag duymadan proteine baglanarak kontrolsiiz glikasyon tepkimelerine
yol acar. Glikasyona ugrayan protein, molekiiler oksijene bir elektron vererek serbest
oksijen radikali tiretimine sebep olur (40). Glukoz ve proteinlerin amino gruplari
arasinda gozlenen enzimatik olmayan glikasyon reaksiyonlar1 nedeniyle once Shiff
bazlari, sonra Amadori triinleri olusur. Amadori iirlinlerinden sonra ileri glikasyon

son Uriinleri AGE olusur (41).



Yapilan calismalar AGE’lerin, reseptor aracili mekanizma ile serbest radikal
iretimini uyardigini, ayrica artan serbest radikallerin de hiicre i¢indeki AGE
olusumunu artirdigini ortaya koymaktadir (42).

Diyabetik nefropatili sicanlara AGE inhibitorleri verildiginde glisemik
diizeyde herhangi bir degisiklik goriilmeden albliminiirinin  Onlenebildigi
gosterilmistir (43).

1.3.2.3. Poliol Yol

Yiksek glukoz diizeyi, poliol yolu ile sorbitol olusumuna sebep olur. Bu
yolda bulunan aldoz rediiktaz enziminin etkisi icin NADPH gerekli oldugundan
hiicre i¢i NADPH tiiketilir. Oksidasyona ugramis glutatyonun rediikte forma
doniistiiriilebilmesi ve nikrik oksit (NO) tiretimi i¢in NADPH gereklidir. Bu yiizden
sorbitol yolunun aktif olmasi ve sonugta NADPH nin olmamasi hiicrenin antioksidan
ozelliginin azalmasi olarak degerlendirilmektedir (44).

Sorbitol bir doku toksini gibi etki eder. Bu yiizden retinopati, ndropati,
katarakt, nefropati ve kalp hastalig1 patogenezinde etkili oldugu kabul edilmektedir
(45, 46).

1.3.3. Antioksidanlarin Siniflandirilmasi

Antioksidanlarin siniflandirilmas: zor bir islemdir ve bircok faktore goére
degisik sekillerde yapilabilmektedir; yapisal 6zelliklerine gore (enzimatik, enzimatik
olmayan), kaynaklarina gore (endojen, ekzojen), ¢oziiniirliik 6zelliklerine gore (suda
cOziinenler, yagda c¢Oziinenler) ve insan viicudundaki yerlesimlerine gore
(intraseliiler, ekstraseliiler) smiflandirilirlar (47).

Enzimatik 06zellikteki antioksidan sistemi siiperoksit dizmutaz (SOD),
glutatyon peroksidaz (GPx) ve katalaz (KAT) enzimleridir. Enzimatik ozellikte
olmayan antioksidanlar askorbik asit (Vitamin C), alfatokoferol (Vitamin E),
glutatyon (GSH), karotenoidler, flavonoidler ve diger antioksidanlardir (47).

Son zamanlarda yapilan bir g¢alismada  benfotiaminin  yiiksek
konsantrasyonlarda bobrek hiicrelerinde direk antioksidan etkileri oldugu

gosterilmistir (48).



1.4. Apoptozis
1.4.1. Apoptozisin Tanim ve Tarihcesi

Fizyolojik ya da programlanmis hiicre 6liimii seklinde adlandirilan apoptozis;
biyoloji alaninda ayrica temel ve klinik tip bilimlerinde ilgilenilen bir konudur.
Apoptozis birgok gen ile baglantili bir sistem olup, Yunanca’da apo (=ayr1) ve ptozis
(=diisen) sozciiklerinin birlestirilmesi ile olusan sonbaharda yaprak dokiimii seklinde
tanimlanan bir kelimedir (49).

Programli hiicre Olimiiniin mekanizmast tam olarak bilinmemektedir.
Hiicrelerin genetik olarak hafizalarinda olan bu programin g¢esitli uyarilarla,
patofizyolojik durumlarla ve oksidatif stres gibi olaylarla aktif hale gelmeye
basladig1 diisiiniilmektedir (50).

Apoptozisde, hiicre Oliimii ¢evreye zarar vermeden olugsa da; bazi
durumlarda apoptozis ¢evre dokuda nekroza yol acabilir veya tersi olarak nekroz
apoptozis olugmasina yol acabilir (51).

Son zamanlarda, biyokimyasal ve genetik komponentlerin apoptoziste rolii
oldugu disiiniilmektedir. Bunlarin ortaya konulmasiyla apoptozis aktivasyonu veya
inhibisyonuna yonelik c¢alismalar yapilarak; kanser, AIDS (Acquired Immune
Deficiency Syndrome) ve otoimmiin hastaliklar gibi bir¢ok hastalikta yeni tedavi

yontemleri lizerinde ¢alisilmaktadir (52).
1.4.2. Apoptozisin Regiilasyonu

Apoptozisin diizenlenmesi, nematodlardan insanlara kadar gen kontrol
asamas! ile gii¢lii bir sekilde korunmaktadir. Oliim sinyali, gen ekspresyonu ile
kontrol edilir. Bu asama genotoksik hasar (kemoterapi, radyasyon vb.) veya
sitokinlerin bulunmamas1 gibi (eritropoietin vb.) farkli uyaranlarla hareketlilik
gosterebilir. DNA’nin tek veya c¢ift iplik pargalar1 ve niikleozit azlig1 ve DNA’ya
bagl transkripsiyon faktor p53 ile baslar. Ardindan bir dizi olay meydana gelir ve
hiicre apoptotik yola girer (53).

1.4.2.1. p53’iin Rolii

Insanda apoptozisin regiilasyonu, p53 ile baslayan ve kaspazlara kadar
uzanan bir olaylar zinciridir. Bir timor siipresOr gen olarak gorev yapan p53

mutasyona ugradiginda veya bulunmadiginda hiicre yagsami uzamaktadir. Genotoksik
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olaylar sonucu olusan hiicre hasar1 p53°i aktive eder. p53 protein {riinii, DNA’ya
direkt olarak baglanarak hasari tanidiktan sonra, G1’de hiicre siklusunun durmasini
saglayarak onarim i¢in gerekli zamani kazanir. Diger bir yonden hasar fazlaysa
hiicreyi apoptozise sevk eder. Buna ilave olarak p53’iin Bax/Bax, Bax/Bcl-2 ve
Bcl1-2/Bcl-2 gruplarinin oranlarinin diizenlenmesinde rol aldigi diisiiniilmektedir
(53).

1.4.2.2. Bcl-2/Bax

Bcl-2/Bax gen ailesi apoptozisin diizenlenmesinden sorumludur (53, 54).
Bcl-2/Bax gen ailesinin Triinleri, mitokondri ve ¢ekirdek zarlarmin yaninda
endoplazmik retikulum zarinda da mevcuttur ve homodimer ya da heterodimerler
olarak kompleks yaparak islerini goriirler (53, 55). Ornek olarak; Bcl-2 ile Bax
etkilesiminde Bcl-2’nin fazla miktarda olmasi halinde hiicre yasamima devam eder.

Bax’m fazla miktarda olmasi halinde ise hiicre oliir (51).
1.4.2.3. Kaspazlar

Apoptozis mekanizmasinda ii¢ temel grup goérev almaktadir. Bunlar;

1- Oliim reseptorleri

2- Adaptor proteinler

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

Oliim reseptorleri; TNF (Tumour Necrosis Factor) gen ailesindendir. Oliim
reseptor polipeptitlerinin stoplazmik kisimlari, 6liim alan1 (Death Domain) denilen,
adaptor proteinlere baglanan bir aminoasit grubundan olusur (56).

Reseptorle gelen sinyal sonrasinda adaptor proteinler kaspazlara baglanarak
onlar1 aktif hale getirirler. Fas’in etkisiyle kaspaz dizisi aktif hale gelir ve kaspazla
aktif hale gelen DNaz (CAD: caspase activated Dnase) aracili DNA yikimindan
sorumludur (56).

Oliim sinyali salan baslatic1 kaspazlar, adaptdre baglanmak sureti ile 6liime
yon verirler. Ancak Oliimii gerceklestiremezler, bu gorevi yapacak olani
aktiflestirirler. Oliime sebep olanlar ise uygulayici (effektor) ozellikteki kaspazlardir.
Uygulayic1 kaspazlar; baslatic1 ozellikteki kaspazlarin akisini aktif hale getirirler
(56).
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1.4.3. Apoptozisin Sitotoksik Regiilasyonu

1.4.3.1. Granzim veya Perforin Sistemi

Salgisal 6zellikteki bu apoptotik yol, patojenle infekte olmus hiicreler ve
timor hiicrelerinin ortadan kaldirilmasinda goérev yapmaktadir. Granzim ve
Perforinler, sitotoksik T lenfositler (CTL) ve Naturel Killer (NK) hiicrelerinde

bulunan stoplazmik salg1 graniilleri igerisindeki proteinlerin en 6nemlileridir (53).
1.4.3.2. Fas-Fas Ligand1 veya CD95 Yolu

Apoptozisin salgisiz mekanizmasi, hiicre zar1 iizerinde yer alan “Olim
reseptorlerinin® aktive olmasiyla baglantilidir. Hiicre yiizeyinde reseptdr olan Fas
(CD95), tiimor nekroz faktdr grubundandir. Fas apoptotik sinyalin uyaricisidir ve
bir¢ok hiicre tiirlinde yer almaktadir. TNF grubunun bir {iyesi olarak bilinen Fas
ligand1 (FasL) ise, sitotoksik T hiicreleri ve NK hiicrelerinde mevcuttur. FasL’nin

Fas reseptoriine baglanmas1 sonrasinda apoptotik siire¢ baglar (53).
1.4.4. Apoptozis Uyaric1 Faktor (AIF)

Apoptozis niikleer pargalanma, kromatin yogunlagmasini kapsayan birkag
morfolojik niikleer degisiklikle ortaya ¢ikmaktadir. Kromatin yogunlagmasi ve DNA
kirilmasina sebep olan gen son zamanlarda bulunmus, sonra klonlanmis ve AIF adi
verilmigtir. AIF, kaspazdan bagimsiz olarak DNA kirilmasi ve kromatin
yogunlagmasi sonucu apoptozisi baslatir (57).

Kanser hiicreleri, kanser gelisim ve ilerlemesi asamasinda, hiicre 6liimii
uyarisindan kendilerini korumalar1 sebebiyle apoptozisten kurtulma oOzelligi

kazanirlar. AIF, NADH oksidaz aktivitesi sonucu kolon kanserine sebep olur (58).
1.4.5. Hastahklarda Apoptozis

Apoptozis bir¢ok patolojik ve fizyolojik olayda rol almaktadir. Fizyolojik
olaylar olarak hiicre yapimi ve yikimi olarak kabul edilmektedir. Deri, barsak epiteli
ve kan hiicreleri gibi hiicre yapim ve yikim hizinin fazla oldugu dokularda yaslanan
hiicreler apoptozis sonucu ortamdan ayristirilarak yeni hiicrelerin {iretimi saglanir.
Patolojik kabul edilebilecek durumlarda ise, tiimorlerde hem kiigiilme hem de

bliylime siirecinde gorev alir. Apoptozis; dokularda hormonal patolojik atrofi,
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otoimmiin hastaliklar, kalp hastaliklarinin bir kismi, nérodejeneratif hastaliklar ve

kanser gibi olaylarda rol alir (52, 59-62).
1.4.6. Apoptozisin Saptanmasinda Kullanilan Yontemler

Apoptozisin saptanmasinda kullanilan yOntemler Tablo-1°de verilmistir.

Tablo 1. Apoptozisin saptanmasinda kullanilan yontemler (63)

Morfolojik Yontemler
Immiinohistokimyasal Y&ntemler
Immiinolojik Y&ntemler

Molekiiler Biyolojik Yontemler

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

Apoptotik sinyal dongiisinde DNA kiriklarinin  tespit  edilmesinde,
Tunel yontemi siklikla kullanilmaktadir (64). Apoptozisde sonlandirict proteinler
aktif hale geldikten sonra ¢ekirdek ve sitoplazmada yer alan proteinleri yikarlar (65).
Bu proteinlerden biri DNA endoniikleaz ile bag olusturan proteindir. Kaspazlar bu
proteini etkisiz hale getirerek endoniikleazi serbestlestirirler. Cekirdek igine yerlesen
Ca — Mg bagimli endoniikleaz, DNA kiriklarina yol agar (66). Bu yontemde ortaya
citkan DNA kirik uglarinin, kimyasal olarak spesifik uclar olmasi prensibinden
yararlanilmaktadir. Apoptotik hiicrelere ait DNA’lar hizla parcalandiklarindan
kromatin ag biitlinliigii kaybolur ve 3° — OH tasiyan DNA parc¢aciklarinin sayis1 artar
(66). Hiicrede terminal deoksiniikleotidil transferaz (TdT) enzimi, ortamdaki biotin-
dUTP’yi par¢alanmis DNA parcaciklarinin serbest 3 — OH uclarma getirir (65, 67).
Biotin ile isaretlenen DNA parcaciklar1 avidin ilave edildiginde goriiniir duruma

gelirler (66).
1.5. Benfotiamin

Benfotiamin vitamin B1’in yagda ¢6ziinen seklidir (68). Benfotiamin yiiksek
glikoz diizeyinin zararlarina kars1 koruyucu role sahiptir (69). Reaktif oksijen
iirlinleri lizerinde benfotiaminin baskilayict 6zellikte oldugunu gosteren ¢aligmalar
vardir (70, 71). Rediikte olmus glutatyon; hiicre igerisinde oksidan ajanlarin etkisini
azaltarak hiicrenin etkili proteinlerini oksidasyona karsi korur, antioksidan 6zellik

gosterir. Bu esnada glutatyon oksitlenir. Bu glutatyonun gorevini yerine getirebilmesi
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icin tekrar rediikte olmas1 gerekmektedir. Bu amacgla NADPH’lar kullanilir. NADPH
icin Pentoz fosfat yolu dnemlidir ve tiamin de bu yola etki ettigi i¢in bir antioksidan
olarak kabul edilebilir (69, 72). Yiiksek glikoz diizeyine bagli olusan apoptozis
benfotiamin tarafindan Onlenebilir (73). Diyabetik sicanlarda benfotiaminin ¢ok
sayida oksijen tiirtinii normale getirdigi belirlenmistir (74). Ayrica Streptozotosin
(STZ) ile diyabet olusturulan farelerde oksidatif zararh etkileri azalttig1 gosterilmistir

(75).
1.6. C Vitamini

Vitamin C, diger bir deyisle askorbik asit, suda ¢0ziinen vitaminlerdendir.
Askorbik asit kokusuz, beyaz kati kivamda olup kimyasal formiili C6H806
seklindedir (76).

Bir¢ok yiyecek iyi dengelenmis Vitamin C igermektedir. C vitamininin en iyi
kaynaklarmnin turunggiller ve sular1 oldugu iyi bilinmektedir. Meyvelerden portakal,
limon, seftali, ¢ilek, muz ve greyfurt yiiksek C vitamini icermektedir (77).

Vitamin C antioksidan savunma sisteminde ve apoptozisde merkezi rol oynar
(78, 79). Genel olarak metal iyonlarla katalize edilen reaksiyonlarmn yoklugunda
Vitamin C en Onemli plazma antioksidanidir. Bu yiizden Vitamin C in vitro
antioksidan deneylerinde antioksidan secenek olarak kullanilir (80). Yapilan
deneysel diyabetik caligmalarda Vitamin C’nin kan glukoz diizeyini degistirmeden

bobrek dokusunda iyilestirici etkileri goriilmiistiir (81).
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2. GEREC VE YONTEM

Bu calisma Firat Universitesi Tip Fakiiltesi Histoloji ve Embriyoloji
Anabilim Dali ile beraber Firat Universitesi Deneysel Arastirma Merkezi’nde
yapildi. Calismanin yapilabilmesi i¢in gerekli olan etik onay Firat Universitesi

Hayvan Deneyleri Etik Kurulu’ndan alindi.
2.1 Deney Hayvanlan

Deneylerde en az 8 haftalik eriskin Wistar albino cinsi erkek sicanlar
kullanildi. Bu siganlar Firat Universitesi Deneysel Arastirma Merkezi’nden temin
edildi. Deney hayvanlar1 Firat Universitesi Deneysel Arastirma Birimi (FUDAM)
Hayvan Laboratuari’nda sicaklig1 22-25 derece arasinda olan bir ortamda tutuldu ve
deney hayvanlar1 12 saat 151k altinda ve 12 saat karanlik ortamda takip edildi. Deney
hayvanlar1 havalandirma sistemi bulunan bir ortamda 6zel hazirlanmis ve her giin
alttan temizlenen kafeslerde beslendi. Yemler 6zel celik kaplarda, su ise paslanmaz
celik bilyeli biberonlarda normal ¢esme suyu seklinde verildi. Siganlar Elazi§ Yem
Fabrikasinda 6zel olarak hazirlanan pelletler seklindeki sigan yemleriyle beslendi.
Deney hayvanlarina verilen sigan yeminin bilesiminde bulunan katki maddeleri
Tablo-2’de gosterilmistir. Deney hayvanlarmin deneysel uygulama yapilincaya kadar

bakimlarina bu sekilde devam edildi.

Tablo 2. Deney hayvanlarina verilen sican yeminin bilesenleri

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

* 1 graminda: 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.

** 04 18 fosfor, % 25 kalsiyum, % 0,2 flor’dan olusur.
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2.2. Diyabet Indiiksiyonu

Diyabet olusturulmasi planlanan 21 adet sicanda bu amacla 26 gauge’lik
insiilin enjektoriiyle 50 mg/kg dozunda STZ (Streptozotosin Zanosar, Pharmacia,
France) intraperitoneal yolla 0,4 ml (0,1M) sodyum sitrat tamponu i¢cinde (pH: 4,5)
cozdiirtilerek intraperitoneal enjeksiyon yontemiyle tek doz olacak sekilde uygulandi.
Yetmis iki saat sonra si¢anlarin kuyruk veninden kan alinarak, glukometre cihazinda
Olciim yapilarak aglik kan glukozu 250 mg/dl’yi gecen si¢anlar diyabetik olarak
kabul edildi. Kan sekeri 6l¢iim islemi Clever Chek, TD-4222 ile yapildi. Sicanlarin
aclik kan glukoz seviyelerini belirlemek i¢in kan Ornekleri, 8-10 saatlik aclik

sonrasinda sabah 09.00-10.00 civarinda alindi.
2.3 Deney Gruplarinin Olusturulmasi

Hayvan ¢alismalari, toplam 28 adet sican iizerinde gerceklestirildi. Ik agirlik
Olgtimleri yapilarak agirliklar1 kaydedildi. Siganlar; kontrol (grup-1), diyabetik
(grup-2), diyabet+Vitamin C (grup-3) ve diyabet+Benfotiamin (grup-4) olmak {izere
4 gruba ayrildi.

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

Alt1 haftalik ¢aligma siiresince herhangi bir islem yapilmadi. Calismanin

baslangicinda ve sonunda kan glukoz diizeyleri diizenli olarak kaydedildi.
2.3.2. ikinci Grup: (n=7) Diyabet Grubu

50 mg/kg dozunda sodyum-sitrat tamponu icinde ¢Oziilmiis tek doz
intraperitoneal (IP) streptozotosin verilerek 72 saat sonra kuyruk veninden dlgiilen
kan sekeri seviyesi 250 mg/dI’y1 gegenler diyabetik olarak kabul edildi. Calismanin

baslangicinda ve sonunda kan glukoz seviyeleri diizenli olarak kaydedildi.
2.3.3. Uciincii Grup: (n=7) Diyabet + Vitamin C Grubu

50 mg/kg dozunda sodyum-sitrat tamponu icinde ¢Oziilmiis tek doz
intraperitoneal (IP) streptozotosin verilerek 72 saat sonra kuyruk veninden dlgiilen
kan sekeri seviyesi 250 mg/dl’yi gecen bu hayvanlara diyabet olusumu itibari ile 6
hafta boyunca vitamin C (900 mg/kg/glin Redoxon efervesan tablet, 1000 mg, 10
adet, Roche) oral olarak verildi. Calismanin baslangicinda ve sonunda kan glukoz

diizeyleri diizenli olarak kaydedildi.
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2.3.4. Dordiincii Grup: (n=7) Diyabet + Benfotiamin Grubu

50 mg/kg dozunda sodyum-sitrat tamponu icinde ¢Oziilmiis tek doz
intraperitoneal (IP) streptozotosin verilerek 72 saat sonra kuyruk veninden dlgiilen
kan sekeri seviyesi 250 mg/dl’yi gecen bu hayvanlara diyabet olusumu itibar1 ile
6 hafta boyunca Benfotiamin (70 mg/kg/giin, Sigma, B9636 S-Benzoylthiamine
O-monophosphate [Benfotiamine] Sigma-Aldrich Corporation St. Louis, USA.) oral
olarak verildi. Calismanin baslangicinda ve sonunda kan glukoz diizeyleri diizenli

olarak kaydedildi.
2.4. Orneklerin Ahnmasi

Biitiin gruplardaki sicanlar deney sonunda tartildiktan sonra, ketamin
(75 mg/kg) + xylazine (10 mg/kg) ip. uygulanarak anestezi altinda dekapite
edildiler. Dekapitasyonun ardindan siganlarmm bdbrek dokular1 hizla ¢ikarildi.
Cikarilan bobrek dokulari histolojik ¢alisma i¢in boin soliisyonunda tespit edildi.

Bobrek dokular1 yag dokularindan arindirildiktan sonra tartildi.
2.5. Biyokimyasal Cahsma
2.5.1. Kan Glukoz Diizeyleri

Deneysel calisma boyunca kan glukoz diizeyleri glukometre (Clever Chek,
TD-4222) ile 6l¢iildii.

2.6. Histolojik Calisma

Biitiin gruplardan alinan bobrek dokulari, boin soliisyonunda 24 saat boyunca
tespit edildikten sonra musluk suyu altinda yikandi. Musluk suyunda 24 saat yikanan
dokular ardindan rutin histolojik takip serilerinden gecirildi (Tablo-3). Daha sonra
bobrek dokular1 parafin bloklara gomiildii. Bu parafin bloklar i¢inden 5-6 Mm
kalinliginda kesitler alindi. Alinan kesitler Hematoksilen — Eozin (H&E) yontemiyle
boyand1. Elde edilen preparatlar arastirma mikroskobunda (Olympus BH-2) incelenip
fotograflandi.
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Tablo 3. Histolojik takip serileri

SIRA ISLEM SURESI
1 % 70 Alkol 2 saat
2 % 80 Alkol 1,5 saat
3 % 96 Alkol I 30 dakika
4 % 96 Alkol I1 30 dakika
5 % 100 Alkol I 30 dakika
6 % 100 Alkol 1T 30 dakika
7 Alkol+Xylol 15 dakika
8 Xylol I 15 dakika
9 Xylol IT 15 dakika
10 Yumusak parafin+Xylol 45 dakika
11 Yumusak parafin 1 saat
12 Yumusak parafin+Sert parafin 1,5 saat
13 Sert parafin 3 saat
14 GOomme

2.7. TUNEL Metodu

Parafin bloklardan 5 pm kalinliginda olacak sekilde elde edilen kesitler
polilizinli lamlara alindi. Uretici firmanin 6nerileri dogrultusunda ApopTag Plus
Peroxidase In Situ Apoptosis Detection Kit (Chemicon, cat no: S7101, USA)
kullanilarak apoptozise ugrayan hiicreler belirlendi. Boyama islemi asagidaki tabloda

ayrintili olarak verilmistir (Tablo 4).
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Tablo 4. TUNEL boyama islemi

ISLEM SURE
1 60°C etiiv Bir gece
2 Xylol 3X15 dakika
3 %100, %96, %80, %70 etil alkol 3'er dakika
4 PBS* 5 dakika
5 Kesitlerin ¢evreleri smirlayici kalem ile ¢izilir.
6 1:500 diliisyondaki Protinaz K soliisyonu 20 dakika
7 PBS 3X5 dakika
8 Endojen peroksit blokaj1 (% 3 H,0,) 3 dakika
9 PBS 3X5 dakika
10 Equilibration tampon soliisyonu 10 dakika
11 Calisma soliisyonu (%70 upl Reaction Buffer + %30 TdT 60 dakika

Enzyme ) 37°C’de

12 Stop/Wash Buffer (2ml ) +Distile su (68ml) Oda sicakliginda 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 %380, %96 ve %100 etil alkol 1'er dakika
21 Xylol 2X5 dakika

22 Kapatma medyumu kullanilarak lamel ile kapatma. ...

*-PBS (Phospate Buffered Saline)

**-DAB (3,3’-diaminobenzidine).

Elde edilen preparatlar arastrma mikroskobunda (Olympus BH-2)
incelenerek  degerlendirildi  ve fotograflandi. TUNEL boyama isleminin
degerlendirilmesinde Harris hematoksilen ile maviye boyanan ¢ekirdekler normal,

kahverengi niikleer seklinde boyanan hiicreler apoptotik olarak degerlendirildi.
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TUNEL boyamanm degerlendirilmesinde boyanmanmn yaygmligr esas alindi
TUNEL boyamanin yaygmligi 0’dan +4’e kadar say1 ile semi-kantitatif olarak
skorland1 (Tablo 5).

Tablo 5. TUNEL boyanma yayginliginin derecesi

Derece Anlam
0 Yok
+1 Cok az
+2 Az
+3 Orta
+4 Siddetli

2.8. istatistiksel Analiz

FElde edilen veriler ortalama * standart hata olarak belirlendi. Elde edilen
verilerin istatistiksel anlamlilik diizeyleri student T * paired ** ve one-way ANOV A

testi ile belirlendi. P < 0.05 degerler istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.
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3. BULGULAR

3.1. Klinik ve Biyokimyasal Bulgular

Kontrol grubunun baslangi¢ ve final agirliklar1 arasinda anlamli artis gézlendi
(p<0.05). DM, DM+BENFO ve DM+VIT C gruplar: arasinda ise baslangi¢ ve final
agirliklar1 arasinda anlamli azalma oldugu bulunmustur (her biri i¢in p<0.05).
Kontrol grubuna gére DM (p<0.05), DM+BENFO (p<0.05) ve DM+VIT C (p<0.05)
gruplarmin agirlhiklar1 karsilastirildiginda final agirliklar1 arasinda anlamli fark
bulunmustur.

DM, DM+BENFO ve DM+VIT C gruplar1 arasinda baslangic ve final kan
sekeri degerleri arasinda anlamli artis oldugu bulunmustur (her biri i¢in p<0.05).
Kontrol grubuna gore; DM (p<0.05), DM+BENFO (p<0.05) ve DM+VIT C (p<0.05)
gruplarmin kan sekeri ol¢ciim degerleri karsilastirildiginda, final kan sekeri 6lgiim
degerleri arasinda anlamlhi artis oldugu bulunmustur. Tim bu parametreler

Tablo 6’ da gosterilmistir.

Tablo 6. STZ ile deneysel DM olustugu andaki baslangic ve 4 hafta sonraki final

agirlik ve kan sekeri 6l¢iim degerleri

Baslangic Final Baslanglg. Final .
Agirhik (gr) Agirhik (gr) Kan sekeri Kan sekeri
g g g g (mg/dl) (mg/dl)
Kontrol 2204685 267£739°  10733+599 100
198,16 + 399,16 +
DM 221,33+ 5,85 416 392,83 + 34,01 34.16%
DM-+Benfo 231,33 +3,72 207,50+ 5,54 120,50 + 10,18 402 + 47,71
. 208,33 + 402,50 =
DM-+vit C 231 +£9,11 8.71% 115,16+ 10,09 46,32

Veriler Ortalama +Standart Hata (SH) olarak ifade edilmistir. P<0,05 anlamli kabul

edildi. *, grup i¢i ilk degere gore; b ayn1 zaman noktasinda kontrol grubuna gore.
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3.2. Histolojik Bulgular

Sekil 1. Kontrol grubunda normal bobrek histolojisi. Glomeriil (—), Proksimal

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

Sekil 2. Kontrol grubuna ait bobrek dokusunda tiibiil epitelleri ve firgamsi kenarin

(—) normal goriiniimii. Proksimal tiibiil (PT), Distal tiibiil (DT). PAS X 200.
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Sekil 3. Diyabetik gruba ait bobrek dokusunda glomeriillerde mezengial matriks
artis1 ve hipertrofi (—), tiibiiler dilatasyon (*). PAS X 100.

Sekil 4. Diyabetik gruba ait bobrek dokusunda tiibiil epitellerinde ayrilma ve
bozulmalar (—), glukojenik vakuolizasyonu (*). PAS X 200.
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Sekil 5. Diyabetik gruba ait bobrek dokusunda bir glomeriilde (G) Bowman
kapsiiliiniin pariyetal yapraginda kalinlagma (—). PAS X 200.

Sekil 6. Benfotiamin grubuna ait bobrek dokusunda glomeriillerde mezengial matriks

artis1 ve hipertrofi (—), tiibiiler dilatasyon (*). PAS X 100.
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Sekil 7. Benfotiamin grubuna ait bobrek dokusunda tiibiil epitellerinde ayrilma ve

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

Sekil 8. Vitamin C grubuna ait bobrek dokusunda glomeriillerde mezengial matriks

artis1 ve hipertrofi (—), tiibiiler dilatasyon (*). PAS X 100.
25



Sekil 9. Vitamin C grubuna ait bobrek dokusunda tiibiil epitellerinde ayrilma ve
bozulmalar (—), glukojenik vakuolizasyonu (*). PAS X 200.

Sekil 10. Kontrol grubuna ait bobrek dokusunda +1 yaygmliginda TUNEL pozitif
hiicreler (—) X 100.
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Sekil 11. Diyabetik gruba ait bobrek dokusunda +4 yayginliginda TUNEL pozitif
hiicreler (—) X 100.

Sekil 12. Benfotiamin grubuna ait bobrek dokusunda +1 yayginliginda TUNEL
pozitif hiicreler (—) X 100.
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Sekil 13. Vitamin C grubuna ait bobrek dokusunda +1 yaygmhiginda TUNEL pozitif
hiicreler (—) X 100.

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

Isik mikroskobu incelemelerinde kontrol grubuna ait bobrek dokularinda,
glomertil ve tiibiil yapilar1 normal olarak izlendi (Sekil 1, 2).

Diyabet grubuna ait bobrek dokularinda kortekste glomeriillerde hipertrofi,
mezangial matriks artis1 belirgin olarak goriildii (Sekil 3). Tiibiillerde ise dilatasyon,
tiibiil epitellerinde ayrilma ve bozulmalar ile glukojenik vakuolizasyonu gdsteren
seffaf gorliniimlii tiibiiller (Armani-Ebstein lezyonlar1) gozlendi (Sekil 3, 4). Ayrica
baz1 glomeriillerde Bowman kapsiiliiniin pariyetal yapragindaki kalinlagsma belirgin
olarak izlendi (Sekil 5).

Benfotiamin grubuna ait bobrek dokularinda glomeriillerde mezengial
matriks artis1 ve hipertrofi gozlenmesine ragmen, diyabetik grupla karsilastirildiginda
daha az belirgin olarak izlendi (Sekil 4-6). Benfotiamin grubuna ait bobrek dokusu
tiibiillerinde ise tiibiiler dilatasyon, tiibiil epitellerinde ayrilma ve bozulmalar ile
glukojenik vakuolizasyonun diyabetik grupla karsilastirildiginda belirgin olarak
azaldig1 gozlendi (Sekil 3, 4, 6, 7).

Vitamin C grubuna ait bobrek dokularinda glomeriillerde diyabetik
gruptakine benzer bir sekilde belirgin mezengial matriks artis1 ve glomeriiler

hipertrofi gozlendi (Sekil 4, 8). Vitamin C grubuna ait bobrek dokusunda tiibiillerde
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ise diyabetik grupla karsilastirildiginda daha az belirgin oranda tiibiiler dilatasyon,
tiibiil epitellerinde ayrilmalar ve glukojenik vakuolizasyon izlendi. Ancak bu
diizelme Benfotiamin grubu ile karsilastirildiginda daha az belirgindi (Sekil

3,4,6,7,8,9).
3.3. TUNEL Bulgular

Apoptotik hiicrelerin belirlenmesi i¢in yapilan TUNEL boyamanin 1s1k
mikroskopi altinda incelenmesi sonucu; TUNEL pozitifligi kontrol grubunda +1
yaygihiginda gozlendi (Sekil 10). Kontrol grubu ile kiyaslandiginda diyabetik grupta
belirgin olarak artmis TUNEL pozitifligi dikkati ¢ekti ve +4 olarak degerlendirildi
(Sekil 10, 11). Benfotiamin ve Vitamin C gruplarinda ise TUNEL pozitifligi
diyabetik gruba gore anlamli olarak azalmis olup kontrol grubuna benzerdi ve +1

olarak degerlendirildi (Sekil 10-13).
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4. TARTISMA

Diabetes Mellitus (DM), insiilin sekresyonu, insiilinin etkisi veya her
ikisindeki bozukluklardan kaynaklanan hipoglisemi ile karakterize, metabolik bir
hastaliktir. Diyabetteki kronik hiperglisemi 6zellikle gozler, bobrekler, sinirler, kalp
ve kan damarlar1 gibi bazi organlarda uzun donemde hasar, disfonksiyon ve
yetmezlige neden olmaktadir (9).

Diyabetin basta gelen hedefi bobreklerdir ve bobrek yetmezligi bu hastaliga
bagli Oliimiin nedenleri arasinda myokardiyal enfarktiisten sonra ikinci sirada
gelmektedir (82).

Diyabetik nefropati diinyada ve iilkemizde son donem bobrek yetersizligi
nedenleri arasinda birinci sirada yer almaktadir (14).

Diyabetik nefropatide en Onemli glomeriiler lezyonlar, kapiller bazal
membran kalinlasmalari, diffiiz glomeriiloskleroz ve nodiiler glomeriilosklerozdur
(Kimmelstiel — Wilson lezyonu).

Diffiiz glomeriiloskleroz, mezengial hiicre proliferasyonu ve beraberinde
mezengial matrikste diffiiz artis olarak tanimlanabilir ve her zaman bazal membran
kalinlagsmasi ile iligkilidir (82).

Oksidatif stres; viicuttaki oksidanlar ile antioksidanlar arasmmda bulunan
dengenin oksidanlar yoniinde degismesi sonucu olusan birtakim molekiiler
degisikliklerin tanimidir (83, 84).

Son donem bobrek yetmezliginde pro-oksidanlar ile antioksidanlar arasinda
bulunan denge oksidatif stresin artmas1 yoniine kaymistir. Bu yiizden son zamanlarda
son donem bobrek yetmezligi hastalarinda oksidatif stres ve antioksidanlarla ilgili
calismalar 6nem arz etmektedir (85).

Deneysel olarak diyabet yapilan sicanlarda ve diyabet hastalarinda oksijen
radikallerinin ve lipid peroksidasyonunun arttigr ve oksidatif stresin diyabetin
etiyolojisinde ve ilerlemesinde 6nemli oldugu bildirilmistir (23).

Benfotiamin vitamin B1’in yagda ¢6ziinen seklidir (68). Benfotiamin yiiksek
glukoz diizeyinin zararlarmma karsi koruyucu role sahiptir (69). Reaktif oksijen
iirlinleri lizerinde benfotiaminin baskilayict 6zellikte oldugunu gosteren ¢aligmalar
vardir (70, 71). Rediikte olmus glutatyon; hiicre igerisinde oksidan ajanlarin etkisini

azaltarak hiicrenin etkili proteinlerini oksidasyona karsi korur, antioksidan 6zellik
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gosterir. Bu esnada glutatyon oksitlenir. Bu glutatyonun gorevini yerine getirebilmesi
icin tekrar rediikte olmas1 gerekmektedir. Bu amacla NADPH’lar kullanilir. NADPH
icin pentoz fosfat yolu 6nemlidir ve tiamin de bu yola etki ettigi i¢in bir antioksidan
olarak kabul edilebilir (69, 72). Yiiksek glukoz diizeyine bagl olusan apoptozis
benfotiamin tarafindan Onlenebilir (73). Diyabetik sicanlarda benfotiaminin ¢ok
sayida oksijen tiiriinii normale getirdigi belirlenmistir (74). Ayrica streptozotosin
(STZ) ile diyabet olusturulan farelerde oksidatif zararh etkileri azalttig1 gosterilmistir
(75).

Vitamin C antioksidan savunma sisteminde ve apoptozisde merkezi rol oynar
(78, 79). Genel olarak metal iyonlarla katalize edilen reaksiyonlarn yoklugunda
vitamin C en Onemli plazma antioksidanidir. Bu ylizden vitamin C in vitro
antioksidan deneylerde antioksidan se¢enek olarak kullanilir (80). Yapilan deneysel
diyabetik calismalarda vitamin C’nin kan glukoz diizeyini degistirmeden bobrek
dokusunda iyilestirici etkileri goriilmiistiir (81).

Bu ¢alismamizda diyabetik sican bobrek dokusunda antioksidan etkileri
bilinen benfotiamin ve vitamin C’nin 1iyilestirici etkilerinin histolojik ve
immiinohistokimyasal olarak incelenmesi amag¢lanmistir.

Calismamizda DM grubu sicanlarin bobrek dokularnda PAS boyamasi
sonucu glomeriillerde hipertrofi ve mezengial matriks artis1 belirgin olarak goriildii.
Tibiillerde dilatasyon, tiibiil epitellerinde ayrilma ve bozulmalar ile glukojenik
vakuolizasyonu gosteren seffaf goriiniimli tiibiiller (Armani-Ebstein lezyonlari)
gozlendi. Ayrica bazi glomeriillerde Bowman kapsiiliiniin pariyetal yapraginda
belirgin kalinlagsma izlendi. Dogan (86) STZ ile deneysel diyabet olusturulmus
siganlarin  bobrek dokularinda calismamizdaki sonuglara benzer bulgular elde
etmistir.

Koya ve ark. (87) ayrica Finkel ve Holbrook (88) yaptiklar1 deneysel diyabet
modelinde, renal kortekste malondialdehit (MDA) artmasi, glomeriilde 8-OHdG
(niikleik asit oksidasyonunun artmasini belirten index) artigi, renal kortekste
glutatyonun azalmasi ve glomeriilde ROS’larin iiretiminin artisi, NADPH oksidaz ve
Hem-oksijenaz-1 aktivitelerinin artigi, renal oksidatif stresin artiginin kanit1 olarak
belirlemislerdir. Bu degisikliklerin diyabetik hayvanlarin antioksidanlarla tedavi

edilmesi sonucu tamamen baskilandigini gostermislerdir (87, 88).
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Calismamizda benfotiamin verilen sicanlarin bobrek dokularinda mezengial
matriks artis1 ve hipertrofi gozlenmesine ragmen, diyabetik grupla karsilastirildiginda
daha az belirgin olarak izlendi. Bobrek dokusu tiibiillerinde ise tiibiiler dilatasyon,
tiibiil epitellerinde ayrilma ve bozulmalar ile glukojenik vakuolizasyonun diyabetik
grupla karsilastirildiginda belirgin olarak azaldigi gozlendi.

Balakumar ve ark. (89) yaptiklar1 caligmada deneysel diyabet modelinde
benfotiamin veya fenofibrat veya lisinopril kullaniminin glomeriillerdeki diyabet
kokenli patolojik degisiklikleri azalttigini gostermislerdir. Ayrica, benfotiamin ve
fenofibratin es zamanl kullanimmin iki ilagtan birinin tek basina veya lisinopril
tedavisi alimiyla kiyaslandiginda, glomeriiller kapiller boyutu diizelterek ve
mezengial genislemeleri azaltarak patolojik degisiklikleri belirgin olarak azalttigini
gostermislerdir. Bu bulgular bizim ¢alismamizda elde edilen bulgular ile uyumlu idi.
Biz de bu durumun benfotiaminin antioksidan 6zelliginden kaynaklanmig
olabilecegini diisiinmekteyiz.

Calismamizda vitamin C verilen sicanlarin bobrek dokularinda glomeriillerde
diyabetik gruptakine benzer sekilde belirgin mezengial matriks artis1 ve glomertiler
hipertrofi gézlendi. Yine bu siganlarin bobrek dokusunda tiibiillerde ise diyabetik
grupla karsilastirildiginda daha az belirgin oranda tibiiler dilatasyon, tiibiil
epitellerinde ayrilmalar ve glukojenik vakuolizasyon izlendi. Ancak bu diizelme
benfotiamin grubu ile kiyaslandiginda daha az belirgindi.

Lee ve ark. (81) yaptiklar1 calismada diyabetik siganlarda kontrol grubuna
gore daha fazla glomeriiler genisleme, skleroz ve tiiblilointerstisyel fibrozis tesbit
etmislerdir. Vitamin C verilen sicanlarda ise etkili bir sekilde diyabete bagh
glomertiler ve tiibiilointerstisyel lezyonlarin azaldigini tesbit etmislerdir.

Biz de vitamin C verilen si¢anlarda goriilen bu diizelmelerin vitamin C’nin
antioksidan 6zelligine bagl olabilecegini diisiinmekteyiz.

Oksidatif streste kalsiyum diizeyleri ve mitokondrial membran potansiyeli
degismektedir. Bu degisiklik mitokondrilerde ve DNA’da hasara sebep olarak
hiicreyi apoptozise gotiiriir (90).

Hiicrenin hasara ugramasi ve apoptozise gitmesi esnasinda mitokondri
membran potansiyelinde oksidatif stresin katildigi bazi degisiklikler olur. Bu

degisiklikler sonrasinda sitokrom c, sitozole salinir. Sitokrom c¢’nin sitozole
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salmmas1 Bcl-2 ailesinin apoptozisi engelleyici lyeleri (Bcl-2, Bel-XL) tarafindan
durdurulabilir. Bu esnada Bcl-2’nin pro apoptotik iiyeleri (Bax, Bak, Bad) sitokrom c
salinmasin1 artirmak i¢in caligirlar. Hiicrenin 6lmesi ile yasamasi bu dengeyle
baglantilidir. Bu proteinlerden proapoptotik olanlarin artis1 hiicreyi 6liime siirtikler
(91-96).

Zhang ve ark.’nmin (97) yaptiklar1 ¢aligmada hiperglisemide serbest radikal
iretimindeki artisin diyabet komplikasyonlarmin gelisiminde rol aldigini, diyabetik
bobrekte oksidatif stres artiginin apoptozise yol actigini ve apoptozisin diyabetik
nefropati gelisiminde etkili olabilecegini gostermislerdir.

Calismamizda apoptotik hiicrelerin belirlenmesi amaciyla TUNEL yOdntemi
ile boyanan preparatlarin 151k mikroskobu altinda incelenmesi sonucu; bobrekte
kontrol grubu ile karsilastirildiginda DM grubunda apoptotik hiicrelerde anlamli bir
artiy vardi. DM-+Benfotiamin ile DM+Vit.C grubunda ise DM grubu ile
kiyaslandiginda apoptotik hiicrelerde anlamli bir azalma vardi. Bu da muhtemelen
benfotiamin ve vitamin C’nin antioksidan 6zelliklerine bagl olarak oksidatif streste
azalmaya yol acarak apoptozisi engellemesine bagli olabilir. Balakumar ve ark.’nin
(89) yaptiklar1 ¢alismada deneysel diyabet modelinde benfotiaminin glomertiler
kapiller boyutu diizelterek ve mezengial genislemeleri azaltarak patolojik
degisiklikleri belirgin olarak azalttigini gostermeleri bizim calismamizla benzer
ozellikler tasimaktadir. Yine Lee ve ark.’nin (81) yaptiklar1 ¢aligmada vitamin C
verilen diyabetik sicanlarda etkili bir sekilde diyabete bagli glomeriiler ve
tiibiilointerstisyel lezyonlarin azaldigini tesbit etmeleri bizim calismamizla benzer
ozellikler tagimaktadir.

Sonug olarak; DM’nin yol agtig1 hiicresel hasara bagli olarak gelisen bobrek
fonsiyon bozukluklarina kars1 benfotiamin ve vitamin C’ nin koruyucu etkilerinin
olmasinin  ortaya  konulmasi, diyabetin ~ komplikasyonlar1  yOniinden
degerlendirildiginde 6nemli bir bakis agis1 kazandirabilecektir. Gelecekte daha ileri
ve ayrimntili caligmalarla diyabette benfotiamin ve vitamin C ile ilgili patofizyolojik
mekanizmalar aydinlatilabildigi takdirde, diyabetin komplikasyonlarin1 dnlemek

amaciyla yeni tedavi yaklasimlari da ortaya konabilecektir.
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