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OZET

Bobrek hasarmin  patogenezinde, oksijen radikallerinin  rol aldiklari
bilinmektedir. Diyabet’in reaktif oksijen iiriinlerinin (ROS) olusumunu hizlandirdig:
yapilan g¢aligmalarda gosterilmistir. Bu ¢aligmanin amaci, siganlarda streptozotocin
(STZ) ile olusturulan diyabetin neden oldugu bobrek hasarinin giderilmesinde
antioksidan oOzellikleri bilinen  melatonin, quercetin ve resveratrol’in etkilerini
karsilastirmali olarak incelemektir.

Bu c¢ahsmada, 1Inonii  Universitesi Deney Hayvanlar1  Arastirma
Laboratuvarindan temin edilen toplam 47 adet, 300-360 gram, erkek Wistar albino cinsi
sicanlar kullanildi. Denekler rastgele secilerek 5 gruba ayrildi. Grup 1 (n=7): Kontrol,
Grup 2 (n=10): Diyabet (STZ 45 mg/kg/tek doz/ip), Grup 3 (n=10): Diyabet +
Melatonin (10 mg/kg/30 giin/ip), Grup 4 (n=10): Diyabet + Quercetin (25 mg/kg/30
giin/ip), Grup 5 (n=10): Diyabet + Resveratrol (10 mg/kg/30 giin/ip). Siganlarin deney
basinda, ortasinda ve sonunda aglik kan glukoz degerleri ile viicut agirliklar1 6l¢iildii. 30
giinliik deney sonunda ketamin anestezisi altinda sicanlar sakrifiye edildi. Pankreas ve
bobrek dokular1 c¢ikartildi. Sol bobrekler ve pankreas histolojik, sag bobrekler
biyokimyasal degerlendirmede kullanildi. Doku 6rnekleri %10°luk ndétral formalinde
fikse edildikten sonra parafine gomiildi. 5 pm kalinhginda alinan Kkesitlere
Hematoksilen-Eozin, Periyodik Asid Schiff, Toluidin mavisi boyama metodlar1 ile
TGF-B1 immiin boyamasi uygulandi ve Leica DFC 280 1sik mikroskobunda
degerlendirildi.

Diyabet grubunda, kontrol grubuna gore aglik kan glikoz seviyelerinde artis ile
viicut agrrhiklarinda azalma saptandi. Bobrek tubullerinde ve glomeriillerinde
histopatolojik degisiklikler gozlendi. Tubullerde epitelyal dokiilme, hiicre sismesi,
intrasitoplazmik vakuolizasyon, mikrovillus kaybi ve peritubuler infiltrasyon tespit
edildi. Glomeriillerde kapiller bazal membran kalinlagsmasi ve sklerotik degisiklikler
izlendi. Bu grupta TGF-B1 boyanan hiicreler belirgindi. Biyokimyasal analizlerde,
diyabet grubunda kontrol grubuna gére MDA seviyesi artmig, SOD ve CAT aktiviteleri
azalmisti. Diyabetik sicanlara melatonin, quercetin ve resveratrol verilmesi bobrek
hasarm1 onemli derecede azaltti. Bu gruplardaki aclik kan glikoz diizeyleri diyabet
grubuna gore belirgin olarak azalmisti. Tubuler ve glomeriiler degisiklikler diyabet

grubuna gore anlamli derecede hafifledi. Ayrica biyokimyasal analizlerde, diyabet


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/9703701?itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_RVDocSum&ordinalpos=1

grubuna gore MDA seviyesinde azalma gozlenirken, SOD ve CAT aktivitelerinde
belirgin bir artig saptandu.

Bu c¢alismada, sicanlarda diyabetin neden oldugu bdbrek hasarinda oksidatif
stresin rol oynadigi, diger yandan melatonin, quercetin ve resveratrol uygulamalarinin
oksidatif stresi azaltmada etkili oldugu gosterilmistir. Sonug olarak, uyguladigimiz tiim
tedavi edici ajanlarin diyabete bagli olarak ortaya c¢ikan bobrek hasarinin
giderilmesinde, antioksidan savunma sistemini destekleyerek yararli oldugu

diisiincesindeyiz.

Anahtar kelimeler: Streptozotocin, melatonin, quercetin, resveratrol, diyabet, bobrek,

oksidatif stres, sican.
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ABSTRACT

Their role of oxygen radicals are known in the pathogenesis of kidney damage.
The studies have shown that diabetes accelerates the formation of ROS. The aim of the
present study was to examine the antioxidative effects of melatonin, quercetin and
resveratrol on STZ-induced diabetic nephropaty in rats.

In this study, weighing 300-360 g 47 Wistar albino male rats which were
provided from Inonu University Laboratory Animals Research Center were used. The
experimental objects were divided into 5 groups randomly: Group 1: Control, Group 2:
Diabetes (STZ 45 mg/kg/single dose/ip), Group 3: Diabetes + Melatonin (10
mg/kg/day/ip for 30 days), Group 4: Diabetes + Quercetin (25 mg/kg/day/ip for 30
days), Group 5: Diabetes + Resveratrol (10 mg/kg/day/ip for 30 days). Blood glucose
levels and weights of all rats were measured at the beginning, at the middle and at the
end of study. At the end of the 30 days experiment, rats were sacrified under ketamine
anesthesia. Pancreas and kidney tissues were removed. Left kidneys and pancreas were
used for histological analysis and right kidneys were used for biochemical analysis. The
tissue samples were fixed in 10% formalin and were embedded in paraffin. Sections of
the tissue were cut at 5 um, mounted on slides, stained with Hematoxylin-eosin (H-E),
Periodic acid Schiff (PAS), Toluidin blue and TGF-Bland assessed on Leica DFC 280
light microscopy.

In diabetic group,blood glucose levels were increased and body weights were
decreased compared to the control group. Histopathological changes were observed in
the kidney tubules and glomerulus. Tubules were detected that epithelial desquamation,
swelling, intracytoplasmic vacualization, loss of microvilli and peritubuler infiltration in
the tubules. Glomerular basement membrane thickning and sclerotic changes were
observed. In this group, TGF-B1 stained cells were evident. Biochemical analyzes;
results of diabetic rats showed that MDA level was increased while SOD and CAT
activities were decreased compared to the control group. Administrations of melatonin,
quercetin and resveratrol were reduced the renal injury in diabetic rats. Fasting blood
glucose levels of these groups were decreased significantly when compared to diabetic
group. Tubuler and glomerular changes were significantly reduced when compared to
diabetic group. In addition, in the biochemical analyzes; SOD and CAT activities were

increased while MDA level was significantly decreased when compared to the diabetic

group.
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In this study, oxidative stress plays a role in kidney injury caused by diabetes
mellitus in rats, on the other hand administration of melatonin, quercetin and resveratrol
were shown to be effective in reducing oxidative stress. As a result, we suggest that all
of the therapeutic agents we administered are beneficial in the treatment of kidney

damage induced by diabetes mellitus via supporting antioxidant defence system.

Key words: Streptozotocin, melatonin, quercetin, resveratrol, diabetes, kidney,

oxidative stress, rat.
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STZ: Streprozotocin

NAD: Nikotinamid adenin diniikleotid

DNA: Deoksiriboniikleikasit

WT 1: Wilms tiimor supressor 1

GDNF: Glial kokenli norotrofik faktor

PAX 2: Paired box gene 2

PAX 8: Paired box gene 8

RET: Rearranged during transfection

HGF: Hepatocyte growht factor

MET: Mesenchymal-epithelial transition
FGF-2: Fibroblast growth factor-2

BMP-7: Kemik morfojenik proteini-7

DAX 1. Dosage-sensitive sex reversal, adrenal hypoplasia critical region, on
chromosome X, gene 1

kDA: kilo dalton

PAS: Periodic acid schiff

K: Potasyum

Na: Sodyum

ATPaz: Adenozin trifosfataz

JG: Jukstaglomertiler

DM: Diabetes Mellitus

WHO: Diinya Saghk Orgiitii

IDDM: Insiiline bagimli diyabetes mellitus
NIDDM: Insiiline bagimli olmayan diyabetes mellitus
DN: Diyabetik nefropati

GFH: Glomeriiler filtrasyon hizi

SDBY: Son donem bobrek yetmezligi

5-HT: 5-Hidroksi triptamin

AANAT: Arilalkilamin N-asetil transferaz
NAS: N-asetilserotonin

HIOMT: Hidroksi indol-O-metil transferaz
APUD: Amin precursor uptake and decarboxylation

MT 1: Melatonin reseptorii 1

Xi



MT 2: Melatonin reseptorii 2
ROS: Reaktif oksijen tiirleri
LDL: Diisiik yogunluklu lipoprotein
BUN: Kan iire azotu
NTF: Nétral tamponlanmis formalin
H-E: Hematoksilen eozin
TGF-B1: Transforming growth factor- betal
Dk.: Dakika
PBS: Phosphate buffer saline
AEC: 3, aminoetil 9, karbazol
GSH: Rediikte glutatyon
BSA: sigir serum albumini
GSSG: Glutatyon rediiktaz
SOD: Siiperoksit dismutaz
EDTA: Etilen diamin tetra asetik asit
NADPH: B-nikotinamid adenin diniikleotid
NaN3: Sodyum azid
Na,COs3: Sodyum karbonat
CuSOg: Bakir sulfat
NaOH: Sodyum hidroksit
KH,PO,: Monopotasyum fosfat
K>HPOQO,: Dipotasyum fosfat
Na,HPO,: Sodyum fosfat dibazik
NaH,PO,: Sodyum fosfat
H,0,: Hidrojen peroksit
NaCl: Sodyum kloriir
TBA: 2-tiyobarbiitirik asid
TCA: Trikloroasetik asid
MDA: Malondialdehit
TNB: 5-tio-2-nitrobenzoat
CAT: Katalaz
GLUT-2: Glikoz tastyicisi-2
ADP: Adenozindifosfat
ATP: Adenozintrifosfat
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ECM: Ekstraselliiler matriks

AMPK: Adenozin monofosfat aktive protein kinaz

AGE: ilerlemis glikolizasyon son iiriinleri (Advanced Glycation Endproducts)
NF-xB: Nuclear factor kappa-light-chain-enhancer of activated B cells
mRNA: mesajc1t RNA

RNA: Riboniikleik asit

nm: nanometre

gr: gram

pm: mikrometre
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Resim 36. Diyabet + Resveratrol grubu; bazi proksimal tubul hiicrelerinin apikalinde
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TGF-B1; X40.
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1. GIRIS VE AMAC

Diyabet, insulin yoklugu veya azlig1 sonucu ortaya ¢ikan hiperglisemiye bagli
olarak gelisen, pek ¢ok sistemi etkileyen ciddi bir hastaliktir. Diinya niifusunun yaklagik
%3’ bu hastaliktan etkilenmektedir (1). Oksidatif stresin artmasi ve antioksidan
kapasitesindeki degisimler kronik diyabet patogenezinde onemli bir rol oynamaktadir
(2, 3, 4). Yapilan deneysel ve klinik caligmalara gore hipergliseminin direkt veya
indirekt olarak serbest radikal olusumunu arttirmasi ile oksidatif stres gelismektedir (5,
6).

Hayvanlarda deneysel diyabet modelleri olusturmak amaciyla en ¢ok kullanilan
kimyasal ajanlardan birisi streptozotocindir (STZ) (7, 8). STZ Streptomyces
achromogenes tarafindan iiretilen bir antibiyotiktir (9). STZ, pankreasta serbest radikal
temizleyicisi olan siliperoksit dizmutazi inhibe eder. Serbest radikallerin birikmesi
sonucu NAD" deplesyonu ve DNA hasar1 meydana getirerek beta hiicrelerini yikima
ugratir (7, 8).

Resveratrol {iziim, sarap, yer fistig1 ve yaban mersininde bulunan polifenolik bir
bilesiktir (10). Resveratrol, koenzim Q ile yarisarak reaktif oksijen bilesiklerinin
olusumunu baskilamaktadir. Ayrica mitokondride olusan siiperoksit radikallerini
yakalar ve fenton reaksiyonu iiriinleri tarafindan indiiklenen lipid peroksidasyonunu
inhibe etmektedir (11).

Pineal bezde iiretilen melatonin, hem oksijen siipiiriicii hem de endojen
antioksidan sistemini stimiile etme 6zelligi ile gii¢lii bir antioksidan etkiye sahiptir (12,
13). Melatonin bu 6zellikleri ile diyabette serbest radikallere bagh olarak gelisen
bobrek hasarina karsi koruyucu olabilecegini diisiindiirmektedir (13).

Quercetin ise, bitkilerde bulunan fenolik pigment iirlinii olan bir flavonoiddir
(14). Dogal bir antioksidan olan quercetin, oksidatif hasar1 ve hiicre 6liimiinti ksantin
oksidaz inhibisyonu ve lipid peroksidasyonu gibi farkli mekanizmalarla engeller (9, 15).
Metal iyonlariyla birlesir, oksijen radikallerini siipiiriir. Quercetin’in kardiyoprotektif,
antiiilseratif, antiinflamatuar, antiallerjik, antiviral ve antibakteriyel 6zellikleri oldugu
da bilinmektedir (10).

Bu calismada, STZ ile olusturulan diyabetik nefropati ilizerine melatonin,
quercetin ve resveratrol’lin tedavi edici etkileri histokimyasal, immunohistokimyasal ve

biyokimsal yontemlerle incelenmeye ¢aligilacaktir.



2. GENEL BILGILER
2.1. Bobrek Anatomisi
Bobrekler kandan idrar1 slizen ve bosaltim yollarina veren bir ¢ift organdir.

Kandaki iire ve metabolik artiklarin atilmasi ile elektrolit ve su dengesinin

saglanmasinda gorev alir (16, 17, 18) (Sekil 1).

Renal artery

Renal vein

Sekil 1. Bobrek Anatomisi (19).

Karm arka duvarinin en iist kisminda ve columna vertebralis’in her iki yaninda
bulunan bobrekler (16, 17) retroperitoneal olarak yerlesmislerdir (20, 21). Bobrekler
fasulye seklinde olup, rengi koyu kirmizi kahvedir (17, 22, 23, 24). Her bir bobrek
yaklasik 10-13 cm uzunlugunda, 5-8 cm genisliginde ve 2,5-3 cm kalinligindadir (25,
26, 27, 28). Bobrekler sekil ve hacim olarak benzer olmalarina ragmen sol bobrek sag
bobrege oranla biraz daha uzun ve dardir ve orta hatta daha yakindir (16, 20). Agirhigi
erigkin erkeklerde 120-200 gr olan bobrekler kadinlarda biraz daha hafiftir (23, 29, 30).

Her iki bobrekte en distan fascia renalis denilen ince bir Ortii ile Ortlilmiistiir.
Fascia renalis’in altinda bobregi saran capsula adiposa adi verilen yag tabakasi vardir.
Yag kapsiiliiniin de altinda bobregi saran ince fibroz saglam bir kapsiil bulunur. Bu
yaptya capsula fibrosa denir (17, 18, 23). Karm boslugunun sag iist kisminda karaciger
bulunmas1 nedeniyle, sag bobrek soldakine oranla biraz daha asagida yer alir (16, 17,
18, 20, 21, 22). Bobreklerin dis kenarlar1 konvekstir ve i¢ kenarlar1 konkavdir (17, 21,
25). Konkav olan medial kenarindaki vertikal yariga hilum renale denir (21, 22, 25).
Hilum renale bobregin i¢inde sinus renalis denen boslugun girisidir (21, 23, 25). Burada

bobrege giren ve ¢ikan olusumlar bulunur (17, 21, 22, 23). Hilum’daki olusumlar



onden arkaya dogru vena (v.) renalis, arteria (a.) renalis ve pelvis renalis olarak
yerlesirler (21, 25, 31). Bobreklerin 6n (facies anterior) ve arka (facies posterior) olmak
iizere iki yiizii, i¢ (margo medialis) ve dis (margo lateralis) olmak iizere iki kenari, st
(ekstremitas superior) ve alt (ekstremitas inferior) olmak tizere iki ucu vardir (16, 17,
21).

Facies anterior: Bobreklerin 6n yiizleri konveks olup, 6ne ve biraz da disa dogru
bakarlar (16). Bu yiizlin komsular1 sag ve sol tarafta farklidir (16, 25). Sag bobregin 6n
yliziinlin yukarida kalan kii¢lik bir boliimii sag bobrekiistii bezi ile, bunun asagisinda
kalan genis kisim karacigerin sag lobu ile, alt uctaki kiiciik bir kisim fleksura coli
dekstra ile (20) ve i¢ kenarma yakin serit seklindeki dar bir saha da duodenum’un ikinci
bolimii olan pars descendens ile komsuluk yapar (16, 17, 18, 21, 25). Sag bobrek
karacigerden recessus hepatorenalis ile ayrilir (21). Sol bobregin ise 6n yliziiniin medial
kenara yakin olan boliimiiniin iist kismi1 glandula suprarenalis sinistra ile, dis kenara
yakin genis bir alan intraperitoneal dalak ile komsuluk yapar (16, 17, 20, 21, 25).

Facies posterior: Bobreklerin, arkaya ve biraz da i¢ tarafa bakan ylizleri yag
dokusundan ve gevsek bag dokusundan olusan bir yastik igerisine oturmus durumdadir.
Bobreklerin retroperitoneal organlar olmalar1 nedeniyle, arka ylizlerinde periton
bulunmaz (16). Her iki bobregin arka yiizleri iistte diyafragma ve bunun asagisinda
medialden laterale musculus (m.) psoas major, m. quadratus lumborum (21) ve m.
transversus abdominis’in tizerine oturur (16, 20, 25, 26). Bu kaslar ile bobrekler
arasinda a. v. subcostalis, ilk bir veya iki a. lumbalis, nervus (n.) subcostalis, n.
iliohypogastricus ve n. ilioinguinalis bulunur (16, 20, 21). Sag bobregin st kutbu 12.
kaburga ile, sol bobregin iist kutbu ise 11. ve 12. kaburgalar ile komsuluk yapar (16, 17,
20).

Margo lateralis: Bobrekler karin duvarinin arka dig kismina yonelmis olup, disa
biraz da arkaya ve yukari bakarlar. Sol bobregin dis kenarmin iist kismi dalak ile
komsudur (16).

Margo medialis: Bobregin i¢ kenarinin orta kismi konkav, her iki ucu ise
konvekstir. Bu kenar mediale, biraz da 6ne ve asagiya bakar. Konkav olan orta
kismmda vertikal yonde hilum renale yer alir. Hilum renale’de bulunan yapilarin
pozisyonlar1 dnemlidir. Bunlar 6nden arkaya dogru v.renalis, a. renalis’in 2-3 daly;
iireter ve a. renalis’in bir dali bulunur. Bazen iireter’in arkasinda a. renalis’in bir dali ile
birlikte v. renalis’in bir dali da bulunabilir (16). Pelvis renalis iireterlerin yassilagmus,

huni seklindeki genislemis {ist kismidir. Pelvis renalis’in tepesi iireterle devam eder.



Pelvis renalis’de iki veya li¢ kaliks major vardir. Her bir calyx major de iki veya ii¢
calyx mindr’e boliiniir. Her bir calyx mindr’e ise pyramides renalis’lerin tepesi olan
papilla renalis’ler acilir (21).

Herbir bobrek ii¢ bag dokusu ortiisiine sahiptir (25, 32). Bobregi igten disa dogru
capsula fibrosa, capsula adiposa ve fascia renalis olmak iizere ti¢ kilif sarar (16, 22, 25).

Capsula fibrosa (Renal kapsiil): Bobregi distan saran, ince, saglam, genisleme
yetenegi az, fibroz bir kiliftir (16, 25). En derinde bulunan bu tabaka diizglin smirlidir
(22). Capsula fibrosa bobrek hilusuna geldiginde iki yapraga ayrilir. Bu yapraklardan
birisi, bobrek hilusunda bulunan yapilarin iistiine gecerek, onlarin adventisyasi olarak
devam eder. Diger yaprak ise hilum renale’den igeri girer ve papillalar hari¢ olmak
iizere sinus renalis’in i¢ yiiziinii doser. Capsula fibrosa, saglam kollajen liflerden
yapilmistir (16). Travmalara kars1 bariyer gorevi goriir (32) ve bobregin seklinin
korunmasmna yardimci olur (22). Capsula fibrosa ile bobrek dokusu arasinda tunica
subfibrosa denilen ince bir tabaka bulunur. Diiz kas lifleri de igeren tunica subfibrosa,
sinus renalis’in i¢ yiizlinii de doser. Sinus renalis’i doseyen bu bdliimde diiz kas lifleri
daha fazla oranda bulunur ve 6zellikle papillalar etrafinda yogunlasarak kas halkalar1
olusturur. Tunica subfibrosa bobrek dokusuna sikica yapismasina karsilik, capsula
fibrosa’ya gevsek olarak tutunur (16).

Capsula adiposa: Capsula fibrosa’y1 distan saran bir yag tabakasidir (16, 22). Bu
tabaka da bobregi travmalara kars1 korur ve abdominal kavite iginde bobrekleri saglam
bir sekilde yerinde tutar (22, 26). Bu yag tabakasinin kalinligi sahsin sismanlik
durumuna bagl olarak degisir. Ancak bdbregin 6n yiiziinde, diger yiiz ve kenarlarma
oranla daha az miktarda bulunur (16). Bobrek hilusundan gecerek sinus renalis’e girer
ve sinus renalis’deki yapilar arasinda kalan bosluklar1 dolduran yag dokusu ile devam
eder (16, 21, 25).

Fascia renalis (Gerota fasciast): Karin duvarmdaki fascia subserosa’nin capsula
adiposa’yr distan saran boliimiine fascia renalis denir. Periton ile fascia
endoabdominalis arasinda bulunan fascia subserosa, bobregin dis kenari yakininda
yogunlasir ve iki yapraga ayrilir. Bu yapraklarin birisi bobregin 6n, digeri ise arka
tarafindan gegerek mediale dogru uzanir. Fascia prerenalis de denilen 6n yaprak,
medialde bobrek damarlari, v. cava inferior ve aorta’nin oniinden gegerek karsi tarafin
ayn1 yapragi ile birlesir. Fascia retrorenalis de denilen arka yaprak, 6n yapraktan daha

kalindir (16).



Her bir bobrek hastalik durumu hari¢ kolayca ayrilabilen fibroz bir kapsiil
tarafindan Ortiilmiis diiz 6n ve arka yiize sahiptir (20). Frontal kesitlerde bobrek
parankiminde hem renk hem de fonksiyon bakimindan iki ayr1 kisim goriiliir (16, 17).
Acik renkli (kirmizi) olan dig kismina korteks renalis (17), daha koyu renkli
(kahverengi-kirmizi) ve ¢izgili gériiniimlii olan i¢ kismina ise medulla renalis denir (16,
22, 26). Orta kisimda bulunan bobrek seklindeki bosluga ise sinus renalis denir. Korteks
renalis nefrojen doku kokenlidir ve idrar1 siizen yapilar ihtiva eder. Medulla renalis ise
iireter tomurcugundan kdken alir ve toplayici kanallardan olusur (16).

Medulla renalis: Bobrek Kkitlesinin yaklasik 2/3’tinii kapsar (25). Medulla
renalis’i, pyramis renalis (Malpighi piramitleri) denilen 8-10 adet (bazen 18-20) koni
seklindeki yapilar olusturur (16, 17, 22, 23, 25, 30). Bu piramitlerin basis pyramidis
denilen taban kisimlar1 bobregin dis yiiziine (16), papilla renalis denilen tepe kisimlar1
ise sinus renalis’e yonelmistir (16, 17, 22). Papilla renalis’lerin her birine 20-25 adet
foramen papillaris acilir (17). Pyramis renalis’ler birbirlerine degmeyecek sekilde sinus
renalis etrafinda dizilmislerdir. Bunlarin aralarinda columna renalis (Bertin siitunlar1)
denilen kortikal cevher wuzantilar1 bulunur (16, 30). Uc¢ boyutlu olarak
disiiniildiiklerinde, bir pyramis renalis’in sadece papilla renalis kismi hari¢ olmak
iizere, diger ylizleri tamamen kortikal cevherle sarilidir (16). Pyramis renalis ve etrafini
saran kortikal cevher boliimiine lobus renalis denir (16, 17). Buna gore, bir bobrekte
piramit sayist kadar lobus renalis bulunur. Yeni doganlarda bobregin dis yiiziinde bu
loblarin sinirlarini belirleyen s1g oluklar goriiliir. Daha sonra bu oluklar kaybolarak
bobregin dis ylizii diiz bir goriiniim alir. Kesitlerde koyu kirmizi renkte olan pyramis
renalis’lerin taban kisimlarindan, kortikal cevhere ait olan bu uzantilara pars radiata
(Stria medullaris= Ferrein uzantilar1) denir (16).

Korteks renalis: Bobrek kitlesinin yaklasik 1/3’{inii kapsar (25). Yaklasik 1 cm
kalinligmdadir (32). Korteks renalis’te bulunan glomeriiller ve toplayici kanallar
bobrekte graniiler bir goriiniim olusmasma neden olur (30). Papillalar1 hari¢ olmak
iizere, pyramis renalis’lerin her tarafini saran bobrek dokusudur. Kortikal cevherin iki
bolimii vardir (16). Korteksin bobrek kapsiiliine yaki olan boliimiine zona eksterna
denir (25). 6 mm kalinliginda olan ve bdbregi bir kabuk gibi saran bu boliim capsula
fibrosa ile pyramis renalis’lerin taban kisimlari1 arasmda bulunur (16). Malpighi
piramidlerine yakin olan i¢ boliime ise zona interna denir (25). Sinus renalis’e kadar
uzanan bu ikinci boliim, kesitlerde pyramis renalis’ler arasinda bir siitun seklinde

goriiliirler. Bu nedenle bunlara columna renalis (Bertin siitunlar1) denir (16, 17, 25).



Taze preparatlarda kortikal cevherin kabuk seklindeki birinci bolimii
incelendiginde, medullar cevhere ait olan pars radiata ve kortikal cevhere ait olan pars
convulata olmak tizere farkli iki boliimden olustugu goriiliir. Pars radiata, daha koyu
renkli ve koni seklinde sahalar olup, medullar cevherin kortikal cevher igerisine
gonderdigi uzantilardir. Pars convulata ise, iki pars radiata arasinda kalan daha agik
renkli ve daha kompleks yapili sahalardir. Burada kandan idrar1 siizen corpusculum
renale’ler ve idrar kanalciklar’’nin bir kismi bulunur. Corpusculum renale (Malpighi
cisimcikleri) kiigiik kirmiz1 nokta seklinde yapilar olarak goriiliirler (16).

Sinus renalis: Bobrek, her iki kenarindan gececek sekilde on-arka yarilarina
ayrildiginda, hilum renale’nin bobrek iginde bir boslukla devam ettigi goriiliir. Bobrek
seklinde olan bu bosluga sinus renalis denir (16). Bir sinus renaliste sayilar1 4-14 adet
arasinda degisen calyx renalis minor bulunur (16, 17, 20, 22). Huni seklindeki calyx
renalis mindr’ler papilla renalis’lerin ¢evresine yapisirlar. Bunlarin her birine 1-3 adet
arasinda degisen sayida papilla renalis agilir. Calyx renalis mindr’lerin 2-3 tanesi
birleserek calyx renalis major’u olusturur. Bunlar da kendi aralarinda birleserek pelvis
renalis’i meydana getirirler (16, 17, 20). Calyx’lerin duvarinda bulunan spiral sekilli kas
liflerinin kontraksiyonu sonucunda idrar asagiya dogru iletilir (16). Huni seklinde olan
pelvis renalis birinci bel omuru hizasinda {ireterle birlesir (17).

Glomerulus’da stiziilen idrar kanal sisteminden gegerek, papilla renalis’deki
foramen papillare ad1 verilen deliklerden calyx’lere dokiiliir. Siiziilmenin basladig1 bu
yerden sonlanma yerine kadar olan kanal sistemine tubulus renalis denir. Tubulus
renalis hem kdken hem de fonksiyon bakimindan iki farkli béliimden olusur (16).

Birinci boliim (Idrar kanalciklar): Bobreklere giinde ortalama olarak 1500 It
kan gelir. Bu kandan 1-2 1t idrar siiziiliir (17). Idrarm siiziilmesini saglayan kanal
sistemi capsula glomerularis (Bowman kapsiilii) ile baglar. Bowman kapsiiliiniin i¢cinde
glomerulus denilen damar yumagi bulunur. Glomerulus ve bunu saran Bowman
kapsiiliine birlikte corpusculum renale denir. Her bir bobregin kortikal cevherinin pars
convulata denilen bdliimiinde yaklasik 1.250.000 adet corpusculum renale bulunur.
Corpusculum renale’nin damarlarin girip ¢iktig1 kutbuna polus vascularis, siiziilen
idrarin ¢ikt1g1 kutbuna ise polus tubularis denir. Her bir Bowman kapsiiliinden bir adet
idrar kanalcig1 baslar. Bu kanallar bobrek dokusundan muhtelif kisimlarinda kivrimlar
yaparak uzanir ve sonunda toplayici kanallara acgilirlar. Seyri esnasinda bir takim
genisleme ve daralmalar gosteren idrar kanalciklar: birbirleriyle anastamoz yapmazlar.

Bu boliime ait kanalciklarda, glomerulusta kandan siiziilen idrarin suyu tekrar emilerek



kan dolasimina geger (16). Her bir corpusculum renale ve buna ait idrar kanalcigi,
kandan idrar1 slizen bir birim olusturur (16, 26, 30).

Ikinci béliim (Toplayici kanallar): Bu kanallar sadece idrarin nakli ile ilgilidirler
ve idrar burada herhangi bir degisiklige ugramaz. idrar kanalciklar toplayici kanallara
acilirlar. Toplayict kanallar da birleserek daha kalin toplayict kanallari olusturur.
Sonunda her bir papilla renalis’de bulunan ve sayilar1 10-25 arasinda degisen (her
bobrekte toplam 116-776) deliklerle (for. papillare) calyx renalis mindr’e agilirlar.
Toplayict kanallar, bobregin medullar cevherinde (pyramis renalis ve pars radiata)
bulunurlar (16).

Bobregin segmentleri: Bobregin kan damarlar1 dagilim sahasina gore 5 segmente
ayrilir (16, 25, 26). Bunlardan birisi {ist kutupta (segmentum superius), birisi alt kutupta
(segmentum inferius), ikisi On yiiziin orta kisminda (segmentum anterius superius,
segmentum anterius inferius), birisi de arka yiizlin orta kisminda (segmentum posterius)
bulunur (16, 25).

Bobregin Kanlanmast

A. renalis’ler her iki tarafta 1. ve 2. lumbal vertebra’lar arasindaki discus
intervertebralis hizasinda, a. mesenterica superior’un baglangicinin hemen altindan (20,
24) dik ac1 ile aorta’dan ¢ikarlar (16, 17, 25). Ancak bobreklerin pozisyonundan dolayzi,
sol arter sag arterden biraz daha yukarida bulunur (16, 20). Sag a.renalis soldakinden
daha uzundur (20, 25). A. renalis’ler hilum renalis’e gelince bobrek segmenti sayisi
kadar (genellikle 5) dala ayrilirlar. A. segmentalis denilen bu dallarin ¢ogu, pelvis
renalis’in 6n tarafindan gecer. Fakat bazen 1 veya 2 tanesi en arkadan gegebilir. A.
segmentalis’ler sinus renalis’de tekrar dallarina ayrilarak calyx renalis mindr’lerin
cevresinde columna renalis’lere girerler (16). Bobrek loblar1 arasinda uzanan bu dallara
a. interlobaris denir (16, 30). A. interlobaris’ler kortikal ve medullar cevher hizasinda
yan tarafa kivrilarak iki cevher arasinda bir kavis seklinde uzanirlar. A. arcuata denilen
bu arterler, birbirleriyle anastomoz yapmazlar. A.arcuata’lardan dik olarak ¢ikan ince
dallara, bobrek lobguklar1 arasinda uzanmalar1 nedeniyle a. interlobularis (radyal
arterler) ad1 verilir. A. interlobularis’lerden yan taraflara uzanan ince dallara arteriola
glomerularis afferentes denir (16). Her a. interlobularis’ten 6-11 adet afferent arteriol
dallanir (33). Bu arterioller capsula glomerularis’in (Bowman kapsiilii) damar
kutbundan girerek iceride rete capillare glomerulare denilen kilcal damar yumagini

olustururlar. Bu kilcal damar yumagi tekrar birleserek arteriola glomerularis efferentes’i

olusturur (16, 30). (Sekil 2)
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Sekil 2. Bobregin Kanlanmasi (34).

Nefronlarin ¢ogu farkli bir damar yatagindan beslenir. Tubullerin etrafindaki bu
damarlara peritubuler veya interstisyel kapillerler denir (30). Kilcal damar yumagi v.
interlobularis’e agilir. V. interlobularis de sirasiyla v. arcuata, v. interlobaris, v.
segmentalis ve sonugta v. renalis olarak v. cava inferior’a agilir. Bobrekte arteriovendz
anastomozlar vardwr. Bu tiir anostomozlar calyx renalis’ler civarinda a. ve wv.
interlobularis’ler arasinda, kortikal cevherin ince damarlar1 arasinda tespit edilmistir. Bu
anastomozlar sayesinde herhangi bir nedenle glomerulustan gegemeyen kanimn bir kismi
veya tamamu siiziilmeksizin dogrudan vendz sisteme gegebilir (16).

Bobregin Lenf Drenaji

Lenf damarlar1 3 pleksus olusturur. Bunlardan birincisi tubulus renalis’lerin
cevresinde, ikincisi fascia renalis’in altinda, ({igiinciisii de corpus adiposum
pararenale’de bulunur. Birinci pleksustaki damarlar birleserek 3-4 ana dal olustururlar.
Hilum renale’den ¢ikarken diger iki pleksus’un damarlari ile birlesirler (16). Bobrekten
cikan lenf damarlar1 v.renalis’i takip ederek aortanin yan tarafindaki nodi lymphatici
lumbales (aortici laterales) ‘e agilirlar (16, 18, 20).

Bobregin Sinirleri

Bobreklerin sempatik lifleri n. splanchnicus mindr, n. splanchnicus imus ve
truncus sympathicus’un lumbal bdliimiinden, parasempatik lifleri ise n. vagus’tan gelir
(16). Bu lifler 6nce pleksus coeliacus (16, 18, 31), daha sonra a. renalis etrafindaki
pleksus renalis aracilig1 ile bobrege gelirler. Bu pleksus i¢inde bir¢ok ganglion bulunur.

Bunlardan en biiyiligli a. renalis’in baslangi¢ kisminin 6n tarafinda bulunan ganglion



(ggl.) aorticorenale’dir. Bu lifler kan damarlart ile tubulus renalis’in hiicrelerine
giderler. Sempatikler damarlar1 daraltarak, damardan ge¢en kanin miktarmi azaltirlar.
Boylece kandan siiziilen idrarin miktarin1 azaltmis olurlar. Bobrek agrisi tiim bel
bolgesinde duyulur. Kolik tarzda kesici ve batict bir agr1 seklindedir. Bazen nefes
almamizi dahi zorlastirir (16). Bobregin afferent lifleri spinal korda T10, T11 ve
T12’den girerler (35).

2.2. Bobrek Embriyolojisi

Uriner sistem, embriyonun arka duvar1 boyunca uzanan intermediate
mezodermden gelisir (36, 37, 38, 39). Horizantal planda embriyonun katlanmasi
esnasinda intermediate mezoderm servikal bolgede ventrale go¢ eder ve somitlerle olan
baglantis1 kaybolur. Govde bdlgesinde primitif aortanin her bir kenarinda mezodermin
bu longitudinal kabartisma iirogenital kabart1 denir (38, 40). Urogenital kabarti, iiriner
ve genital sistemlerin her ikisinin kisimlara ayrilmasina sebep olur. Genital sistemi
olusturan kisima gonadal kabarti, iiriner sistemi olusturan kisima ise nefrojenik kordon
denir (38, 40, 41). Nefrojenik kordon nefrotom denilen segmental olarak diizenlenmis
hiicre kiimelerini olusturur (40, 41). Nefrojenik kordonun segmentasyonu embriyonun
kranial sonunda belirgindir, orta kisminda az gelismistir, kaudal kisminda ise mevcut
degildir. Nefrotomlar lateral yonde biiyiiyiip oval bir sekil alirken i¢ kisimlarinda da bir
limen olusur. Boylelikle olusan tiibiiller, renal tiibiil adin1 alir ve intraembriyonik
¢Oloma agilirlar. Yeni olusan renal tiibiiller bir taraftan medial olarak intraembriyonik
¢Oloma acilirken, lateral uglar1 da kaudal yonde birleserek embriyonun her bir kenarinda
kloaka dogru ilerleyen longitudinal bir kanal olusturur (40).

Insanda birbiri ardinca farkli zamanlarda ve farkl yerlerde {ic bobrek taslag
gelismektedir. Bunlarin her biri nefrojenik kordonlardan olusmaktadir (39, 40).
Embriyonun servikal bolgesinden kaudal bolgesine inildikge sirasiyla nefrojenik
kordon, Pronefroz (6n bobrek), Mezonefroz (orta bobrek) ve Metanefroz (son bobrek)
olarak farklilagirlar (36, 37, 40, 41). Bu sistemlerden birincisi rudimenterdir ve
fonksiyonel bir dzellige sahip degillerdir. ikincisi intrauterin yasamin erken déneminde
kisa siire fonksiyon gdsterebilir. Ugiinciisii ise kalici, esas bobrekleri olusturan sistemdir
(36, 38, 41). Insanda pronefroz, gebeligin iigiincii haftasinda belirir ve dérdiincii
haftanin sonunda ortadan kalkar. Mezonefroz ise dordiinclii haftanin sonunda
farklilagmaya baslar ve sekizinci haftada geriler. Metanefrozun farklilagmasi ise besinci
haftada baslar (37). Bobreklerin erken gelisim evreleri adrenal bez ve gonadlar gibi

diger organlarin gelisimi i¢in gereklidir (42).



Pronefroz: Pronefroz ilk olarak Miiller tarafindan 1829 yilinda tanimlanmistir
(31). Pronefroz gecicidir ve fonksiyonel degildir. Insan embriyosunda, 4. haftanin
basinda, pronefroz servikal bolgedeki 7—10 adet nefrotom denilen solid hiicre toplulugu
tarafindan olusturulur (36, 38, 40, 41). Daha sonra nefrotomlar uzayarak oval sekil
alirlar ve nefrotom vezikiilii meydana gelir (40). Bu vezikiiller uzayarak ve liimen
kazanarak pronefroz tiibiillerini olustururlar (40, 41). Bu tiibiiller medial olarak
intraembriyonik ¢6loma agilirken, lateral sonlar1 birbiri ardinca birleserek kaudal yonde
uzarlar ve embriyonun her iki yaninda uzunluguna birer kanal, pronefroz kanali’ni
(Wolffian kanalinin 6nciilii) olustururlar. Bu kanallar kloakaya acilirlar (31, 40, 41).
Daha sonra nefrotomlar regrese olmaya baslar ve boylece, 4. haftanin sonunda pronefrik
sisteme ait tim yapilarin izleri kaybolur (36, 40, 41). Pronefrozdan geriye sadece
Wolffian kanali kalir (43).

Mezonefroz: Mezonefroz 4. haftada pronefrozun kaudalinde farklilasir ve kalic1
bobrek olusuncaya kadar gecici bir bobrek olarak fonksiyon yapar (38, 40, 41, 43, 44).
Pronefrozun gerilemesi esnasinda mezonefroza ait ilk bosaltim tiibiilleri belirmeye
baslar (36, 40). Bu bdlgede pronefroz olusumunda oldugu gibi nefrotomlarin ortasinda
liimen meydana gelmesiyle nefrotom vezikiilii olusur. Bu vezikiil lateral yonde siiratle
uzayarak S harfi seklinde mezonefrik tiibiilii olusturur. Bu tiibiillerin eksternal sonu
mezonefrik kanala (Wolffian kanali) agilirlar. Mezonefrik tiibiillerin medial sonlar1 ise
aortadan gelen bir arteriel dalinin i¢cine alir. Boylelikle mezonefrik tiibiilin medial
sonunda Bowman kapsiilii denilen ¢ift tabakali bir kapsiil olusur. Bunun i¢ine giren
arteriolde kapiller yumak olusur. Bu sekilde ¢ok ilkel olsa da bir bobrek cisimcigi
(Corpusculum renale-Malpighi cisimcigi) ortaya ¢ikar. Mezonefrik nefrotomlarin
karakteristik segmentasyonu mezonefrik kanalin kranial kisminda belirgindir. Kaudal
kismin da ise farklilagsmasini tamamlamadan geriler. Mezonefrik bdbrekler kalict
bobreklere benzemeyen daha basit olan glomeriil ve tiibiilleri ihtiva ederler (40). ikinci
aym ortasinda, mezonefroz orta hattin her iki yaninda biiyiik ve oval sekilli bir organ
haline gelir (36, 40, 41) ve en biiylik hacmine ulagir (43). Bu organ bir genis mezenter
vasitasiyla posterior abdominal duvara yapigsmistir. Mezonefrozun gerilemesi 2. ayin
sonu baglar (40). Mezonefrozun hemen hemen tiimiiniin gerileyip (5/6’s1) ortadan
kalklamasma karsilik longitudinal mezonefrik kanallar (Wolffian kanal1) (1/6’s1)
metanefroz gelisimine katkida bulunurlar (40, 43). Mezonefrik kanallarin bundan
sonraki akibeti embriyonun cinsiyetine gore farklilik gosterir (37, 40). Erkekte duktus
deferens olarak daimi kalir (31), diside ise tamamiyle kaybolur (37, 40, 45). Mezonefrik
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kanallar, bazen overde paraooforon, Morgagni kisti, Gartner kanallar1 olarak
goriilebilirler (45).

Metanefroz: Metanefroz’un farklilasmasi 2. aymn basinda (5. hafta) metanefrik
mezoderm igine mezonefrik kanalin kloakaya yakin  kismindan olusan direter
tomurcugunun girmesi ile baglar (36, 40, 41). 4 hafta sonra fonksiyonel hale gelirler
(38). Ureter dalnin metanefrik blastemle indiiktif etkilesimi vardir. Metanefrik
mezoderm hiicre ylizeyindeki N-bagli oligosakkaritler, {ireter daliyla metanefrik blastem
arasindaki indiiktif etkilesimden sorumludurlar. Eger iireter dali metanefrik blastemle
temas etmezse, etkilesim ortadan kalktigindan bobrekler olusamaz ve renal agenezi
meydana gelir (41). Mezonefrik kanala penetrasyonun ardindan iireter tomurcugu
genisleyerek primitif renal pelvisi olusturur ve gelecekteki major kaliksleri olusturmak
iizere kranial ve kaudal parcalara ayrilir. Kalikslerin her biri, metanefrik dokuya penetre
olurken iki yeni tomurcuk olusturur. Bu tomurcuklar 12 ve daha fazla sayida tiibiil
olusturana kadar boliinmeye devam ederler. Bu sirada, periferde de 5. ayin sonuna kadar
bir miktar tiibiil daha olusur (36). Ikinci jenarasyondaki tiibiiller genisleyerek, iiciincii
ve dordiincli jenarasyona ait tiibiilleri absorbe ederek renal pelvisin mindr kalikslerini
olustururlar (36, 46). Gelisimin daha sonraki evrelerinde, 5. ve takip eden jenerasyonun
toplayici tiibiilleri boyca uzarlar ve mindr kalikslerin tepesinde birikerek renal
piramidleri meydana getirirler (36, 40, 46). Metanefrozda 26 ¢esit hiicre tipi ortaya
cikar. Renal mezengial apoptoz bobregin embriyolojik gelisiminde diizenleyici rol
oynamaktadir. Apoptozu ayarlayici sistemde meydana gelebilecek dengesizlik bobregin

dogumsal anomalilerine neden olmaktadir (27). (Sekil 3)

Degenerating part
Cervical somites of pronephric duct

: | .
ronephros g Pronephros

i
Y

e

Nephrogenic cord \\3{&1
5 4 B8 Mesonephros
) i

Liver primordium ————— i !

|
E—

Mesonephric duct

| Metanephros

Mesonephric tubules

Metanephric diverticulum or
ureteric bud

Sekil 3. Bobregin gelisim evreleri (47).
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Yeni olusan her toplayict tiibiiliin distal ucu bir metanefrik doku sapkasiyla
ortiiliir. Bu metanefrik doku sapkasi i¢cindeki hiicreler, tiibiillerin indiikleyici etkisiyle
renal vezikiil olarak bilinen kiigiik kesecikleri olustururlar; daha sonra bunlardan da S
bicimli kiiclik tiibiiller meydana gelir. Bu tiibiiller glomeriil adi verilen kapiller
yumaklariyla birlikte nefronlar1 veya bosaltim birimlerini olusturur. Her nefronun
proksimal ucu, Bowman kapsiiliinii olusturur. Tibiiliin distal ucu ise, toplayici
kanallardan biriyle iliski kurar (36, 40, 41). Gebeligin 10. ve 18. haftalar1 arasinda
glomertillerin sayilar1 yavas yavas artar, daha sonra hizla artarak, 32. haftada sayica en
yiiksek degere ulasir (38). Bosaltici tiibiillerin uzamaya devam etmesi sonucu proksimal
krvrintili tiibiiller, henle kulpu ve distal kivrintili tiibiiller meydana gelir (36, 40). (Sekil
4)

L Collecting ducts

Collecting tubule

Metanephsic
blastemal cap Nephtic vesicle

Ampulia

Sekil 4. Glomeriil ve tubullerin gelisimi (48).

Metanefroz gebeligin ikinci yarisinda fonksiyonel olur. Glomeriil filtrasyonu 9.
haftada baslar, ancak filtrasyon hizi dogumdan sonra artar (38, 41). Idrar amnion
bosluguna salinir ve amniotik siviya karisir (40, 41). Bu idrarla karisgtk amnion
stvisindan fetus her giin birkag litre yutar. Sivi fetusun bagirsaklarindan emilerek kan
akimma karigir (41). Boylece fetal yasam siiresince metabolik artik iiriinleri anneye
transfer etmek i¢in bir bobrek sistemi olarak fonksiyon yapan plesentaya girer. 3. ayda
olusan nefronlar anatomik ve histolojik olarak yetiskindeki bobrege benzerdir ve
gelismenin bu safhasinda bobrekte 1 milyon toplam nefron sayisi olsa bile idrar

yapmaya baslamistir (40).
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Fetal bobrek metanefrik blastem i¢indeki iireter tomurcugunun gelisiminden
dolay1 ¢ok loblu goriiniimdedir. Bu loblanma interlobuler oluklarin giderek dolmasiyla
fetal periodun sonuna dogru azalir, fakat loblar yenidogan bdbreklerinde hala
belirgindir. Lobulasyon genellikle nefronlar biiyiidiikge bebeklik esnasinda gdzden
kaybolur. Yetigkin bobregi normalde tamamiyle diizgiindiir (40, 41). Mevcut nefronlar
bebeklik siiresince farklilagmalarin1 tamamlarlar ve yetiskin oluncaya kadar
biyiiklikleri artar (40). Dogumla birlikte bir bobrekte 800.000-1.000.000 arasi nefron
bulunur (38, 41, 42). Dogumdan sonra genellikle nefron sayisi artmaz, bobrek
biiylikliigliniin artmasina esas olarak nefronlarmn hipertrofisi neden olmaktadir (40).

(Sekil 5)

/ Mesonephric duct
L/*\_ Metanephric mass
Remnant of pronephros //\_,“‘/\of mesoderm
Sy '. 3 \ Ureteric bud

Ureter

Renal pelvis

Developing liver Major calix

— Nephrogenic cord 4 Minor calix
//?J\ Renal pelvis
)€

Mesenchymal
cell cluster

Metanephric mass

Metanephric diverticulum Metanephric mass of of mesoderm

or ureteric bud intermediate mesoderm

| J

|
Primordium of metanephros Straight collecting
{permanent kidney) Arched collecting tubule tubule

Groove between lobes

Sekil 5. Bobregin lobulasyonu (49).

Bobrekler baslangigta pelvis icinde sakruma ventral yerlesmis olup, birbirine
yakim konumdadirlar (38, 40). Abdomenin biiylimesi esnasinda bobrekler de birbirinden
uzaklagmaya baglar ve ayni1 zamanda daha yukar1 bir lokalizasyona yer degistirir (36,
38, 40, 41). Bobreklerin yukar1 yiikselmeleri 1. aym sonunda baslar. Fetal hayatm ilk
yarisinda bobrekler L1-L3 omurlar hizasindadir. Daha sonra 11. kaburga hizasina kadar
yiikselir. Ancak sonra yeniden inmeye baglar ve L5 omuruna kadar gelir. Bu durum
memelilere 6zglidiir (43). Bobregin bu yiikselisi, viicudun diklesmesi yaninda lumbar ve

sakral bolgelerdeki biiyiimenin de bir sonucudur (36, 38). Metanefroz pelviste, arteriyel
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kan dolagimint aortanin pelvik bir dalindan alir. Bobregin arteriel dolagimi, karin
boslugundaki yiikselisi sirasinda da, her seferinde aortanin daha yukar1 kesimlerinden
ayrilan arterler yoluyla saglanmaya devam eder. Bu siire¢ boyunca bir altta kalan 6nceki
arterler genellikle dejenere olurlar (36). Bobrekler 9. haftada yetiskindeki pozisyonuna
ulagirlar (38, 40, 41). 9. haftada bobrekler bobrekiistii beziyle birlesir (40, 41). Bu gog¢
sonunda bobrekler karnin posterior duvarinda ve retroperitoneal olarak yer alirlar (38,
41). Baglangigta bobrek hilum’u ventral konumdadir fakat bobrek yukari c¢ikarken
hilum’un anteromedial olarak konumlanmasi i¢in medial olarak 90 derece donmesi
gerekir (38, 40, 41). Bazen bobrekler yukariya dogru ¢ikamazlar. Bu duruma bagli
olarak a. renalis, a. iliaka interna’dan ¢ikar. Sol bobrek sag bobrege gore daha ¢abuk ve
kuvvetli olarak biiylir. Sag bobrek ise, soldakine gore daha yukari ¢ikar. Bobrek
embriyonal hayatin 2. evresinde islevine baslar. Boylece normal kosullarda intrauterin
yasam boyunca idrar devamli olarak amnion sivina verilirken, bu sivi tekrar embriyo
tarafinda yutulur. Bunun sonucu olarak doguma dogru idrar kesesi tamamen dolar ve
dogumdan hemen sonra da bosalir (43). Metanefroz veya kalici bobrek, 12. hafta
sonunda fonksiyonel hale gelir. Idrar amnion bosluguna gecer ve amnion sivisiyla
karisir. Bu karigim fetus tarafindan yutulur ve bebegin sindirim sistemine girer. Burada
emilerek kan dolasimima gecer ve tekrar bobrekler tarafindan amnion sivisina atilir.
Fetal yasam siiresince, yikim iirlinlerinin atilimimi plesenta iistlenmis oldugundan
bobrekler sorumlu degildir (36).

Bdbrek gelisiminin molekiiler diizeni: Diger organlarda oldugu gibi, bobrekler de
epitel ile mezensimal doku arasinda gergeklesen karsilikli etkilesimle farklanirlar.
Bobrekte bahsedilen karsilikli etkilesim mezonefrozdan ayrilan iireter tomurcugu ile
metanefrik blastem mezensimi arasindadir (36, 42). Mezensimal dokudan salgilanan ve
bir transkripsiyon faktorii olan Wilms tiimor siipressor 1 (WT1), metanefrik blastemin
iireter tomurcugunun uyarisina yanit verebilecek duruma gelmesine olanak verir (35,
36, 39, 42). WTI1 aym zamanda mezensim dokusundan iireter tomurcugunun
biiylimesini saglayan glial kokenli norotrofik faktor (GDNF) ve hepatosit biiyiime
faktorlerinin (HGF) yapimini kontrol eder (36, 42). WT-1 geninde meydana gelen
mutasyonlar ¢esitli renal ve gonadal malformasyonlara neden olur (39). Bir proto-
onkogen olan N-myc ve transkripsiyon faktorleri olan PAX 2 ve PAX 8 metanefrik
bobrek gelisiminde eksprese edilirler (35). Ureter tomurcugu epitelinde yapilan GDNF
icin RET ve HGF i¢in MET ad1 verilen tirozin kinaz reseptorleri epitel ve mezensimal

dokular arasindaki etkilesimi saglayacak sinyalizasyon yollarmi olustururlar. Ureter
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tomurcuklar1 da mezensimi fibroblast biiylime faktorii-2 (FGF-2) ve kemik morfojenik
proteini-7 (BMP-7) vasitasiyla uyarir. Bu biiylime faktorlerinin her ikisi de bir yandan
WT1 yapiminin siirmesini saglarken diger yandan da hem apoptozisi bloke ederler, hem
de metanefrik mezensimin proliferasyonunu uyarirlar. Mezensimal dokunun nefron
olusturmak amaciyla epitele doniismesinde, ekstraselliiler matriks modifikasyonu
yoluyla iireter tomurcuklarinin da rolii vardir. Boylece epitelyal bazal laminanin temel
ozelligi geregi fibronektin, kollajen 1 ve kollajen 3, laminin ve tip 4 kollajen ile
degistirilir. Bunlara ek olarak, mezensimal dokunun yogunlasarak epitele doniismesi
icin gerekli olan hiicre adhezyon molekiillerinden Syndecan ve E-cadherin de
sentezlenir. Biitiin bu siire¢ PAX 2 ve Wnt-4 genleri tarafindan kontrol edilir (36).
Urogenital kabartinin olusumunda WT1, DAX 1 ve stereoidojenik faktdr 1 genleri
onemlidir (38).

2.3. Bobrek Histolojisi

Bobrekler siki bag dokusundan ince bir kapsiil ile sarilan (50, 51, 52), yag
tabakas1 i¢ine gdmiilmiis birlesik tiibiiler bezlerdir (50). Bobrek kapsiilii i¢ ve dis tabaka
olmak tizere iki tabakadan olusur. Dis tabakada fibroblastlar ve kollajen lifler yer
alirken, i¢ tabakada miyofibroblastlar bulunur (50, 52). Bobrek dista koyu-kirmizi
korteks, icte daha acik ¢izgili medulla ve renal siniis i¢cinde yer alan huni sekilli pelvis
olmak iizere 3 bdliime ayrilir (50, 51, 53). Insanda bobrek medullas: 10-15 adet konik
ya da piramidal sekilli yapilar olan mediiller piramitlerden olusur (50, 52, 53). Her bir
mediiller piramidin tabanindan kortekse uzanan birbirine paralel tiibiil demetleri olan
mediiller 1smlar ¢ikar (53). Her bobrek ortalama 1-4 milyon nefron igerir (42, 44, 51,
52, 53, 54). Her nefron genislemis bir boliim olan bobrek cisimcigi, proksimal kivrimli
tiibiil, henle kulpunun ince ve kalin uzantilari, distal kivriml tiibiil ile toplayici tiibiil ve
kanallardan olusmaktadir (42, 51, 53). Nefron bobregin fonksiyonel birimidir (42, 52,
53). (Sekil 6)
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Sekil 6. Nefron (55).

Bobrek cisimcikleri: Caplar1 yaklagik 200-250 um olan oval sekilli bobrek
cisimcikleri bobregin yalnizca korteksinde bulunurlar ve nefronun baslangi¢ pargasini
olustururlar (50). Bobrek cisimcikleri kapiller bir yumak olan glomeriilden olusmustur
(44, 53, 54). Glomeriiller, Bowman kapsiilii olarak adlandirilan epitelden olusan bir
kapsiille sarilmistir. Kapsiiliin igte visseral ve dista parietal tabaka olmak {izere iki
tabakas1 vardir (44, 50, 51, 52, 53, 54, 56). Bowman kapsiilii glomeriil kapillerdeki
kandan siiziilen filtrat1 alir (50, 52). (Sekil 7)
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Sekil 7. Glomertiliin yapisi (57).
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Glomeriiliin kapillerlerini dig taraftan saran, Bowman kapsiiliiniin i¢ visseral
tabakas1 podosit adi verilen son derece 6zellesmis hiicrelerden olusur. Podositlerden
cikan her bir primer uzanti, pedisel olarak adlandirilan ¢ok sayidaki sekonder uzantilar
ile glomertiliin kapillerlerini sararlar (50, 51, 53, 54). Pediseller, podocalyxin (51, 54)
ve podoendin adi verilen sialoproteinlerden olusan iyi gelismis glikokalikse sahiptirler
(51). Sekonder uzantilar, 25 nm’lik sabit bir mesafede bazal lamina ile dogrudan temas
halindedirler. Ancak podositlerin hiicre gdvdeleri ve primer uzantilar1 bazal laminaya
degmez (50, 53). Podositlerin sekonder uzantilar1 birbirleriyle aralarinda 20-40 nm’lik
aralik olacak sekilde kenetlenirler (27, 44, 50, 51, 53, 56). Bu araliklar siiziilme ya da
filtrasyon yariklarmi olustururlar (50, 53). Filtrasyon yariklarmin derinligi 300-500
nm’dir (44). Pediseller arasindaki filtrasyon yariklar1 serit benzeri bir filtrasyon slit
membrani ile Ortiiliidiir. Bu membran, 7-10 nm kalinlia ve essiz filament6z ag yapisina
sahiptir (50, 53). Podositlerin sitoplazmasinda bunlarin kasilabilmesini saglayan aktin
mikrofilamanlarindan olusan demetler bulunur (27, 50, 53).

Bowman kapsiiliiniin pariyetal tabakasi ise ince bir retikiiler lif tabakas1 ve bazal
lamina ile desteklenen tek katli yassi epitelden olusur. Bowman kapsiiliiniin bu iki
tabakas1 arasinda, Bowman araligi ad1 verilen kapiller duvarindan ve visseral tabakadan
stiziilen stvinin toplandigi idrar boslugu bulunmaktadir (50, 51, 53). Bu bosluk iiriner
kutupta proksimal tiibiiliin liimeni ile devam ederken, Bowman kapsiiliiniin iki tabakas1
damar kutbunda birbirleriyle devam ederler (50). Her bobrek cisimciginde, afferent
arterioliin girdigi ve efferent arterioliin ¢iktig1 bir damar kutbu ve proksimal kivrimli
tiibiillerin basladig1 bir idrar kutbu bulunur (50, 51, 53, 54). Afferent arteriol renal
cisimcige girdikten sonra genellikle her biri kapillerlere boliinerek bobrek glomeriiliini
olusturan iki ile bes primer dala ayrilir. Idrar kutbunda epitel, proksimal tiibiil i¢in tipik
olan tek kath prizmatik ya da kiibik epitele degisir (53). Glomeriil kapillerleri herbiri
ortalama 70-90 nm c¢apmda ¢ok sayida penceresi olan incelmis endotel doser.
Pencereler diyafram icermez, yiiksek oranda gegirgendir, viicuttaki diger pencereli
kapillerlerden tipik olarak daha genis ve diizensiz sekillidir (50, 51, 52).

Glomertil kapillerlerindeki endotel hiicreleriyle, bunlarin dis yilizeyini Orten
podositler arasinda kalin (~0,1 um) bir bazal membran bulunur (50, 53). Insanlarda
glomertiiler bazal membran ortalama 250-350 nm kalinhgmdadir (42, 44, 50, 51, 52).
Glomertiler bazal membranin kapillerlerindeki kanla idrar boslugunu birbirinden ayiran
bir siiziilme engeli olusturur. Bu bazal membran kapillerin ve podositin olusturdugu

bazal laminalarin kaynasmasindan meydana gelmistir (42, 53). Transmisyon elektron
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mikroskop yardimiyla ortada 100 nm kalinligindaki elektron yogun bir tabaka olan
lamina densa ile her iki yanda daha elektron gecirgen bir tabaka olan lamina rara
(lamina rara interna ve lamina rara eksterna)’y1 ayirt edebiliriz (44, 53). Elektron
gecirgen olan her iki lamina rara, hiicrelerin turunmasina yarayabilecek olan laminin,
perlecan, agrin, heparan siilfat ve fibronektin i¢erir. Lamina densa ise negatif yliklii bir
proteoglikan olan ve katyonik molekiillerin gegisini engelleyen heparan siilfat igeren bir
matriks i¢inde tip IV kollajen ve lamininin olusturdugu ag seklinde bir yapidir (51, 53).
Yani glomeriil bazal laminasi, lamina densanin fiziksel bir filtre olarak is gordiigi,
lamina raradaki anyonik bdlgelerin ise elektriksel bir engel olusturdugu secici bir
makromolekiiler filtredir. 10 nm’den daha biiytik partikiiller bazal laminadan gecemez;
molekiil agirligr albiiminin molekiil agirligindan (69 kDa) fazla olan negatif yiiklii
proteinler ise membrandan eser miktarda ge¢mektedir (53). Bazal lamina’da bulunan
glikoproteinler sialik asit ihtiva eder. Sialik asit, Periodik asid schiff (PAS) reaksiyonu
ile pozitif sonug verir (27).

Endotel hiicreleri ve podosit ayaklarinin yani swra glomeriil kapillerlerinin
duvarlarina tutunan mezengiyal hiicreler de vardir (50, 53). Mezengiyal hiicreler
kasilabilen ve anjiyotensin II reseptorleri igeren hiicrelerdir. Bu reseptorler
etkinlestiginde, glomeriile gelen kan akimi azalir. Mezengiyal hiicrelerin, kalbin
atriyum hiicreleri tarafindan {iretilen natriliretik faktore ait reseptorleri de vardir. Bu
etken damar genisleticidir ve mezengiyal hiicreleri gevseterek muhtemelen kan akimini
ve sliziilme i¢in bulunan etkin yiizey alanimi arttirir. Mezengiyal hiicreler ayrica
glomeriile yapisal destek verirler, hiicre dis1 matriksi sentezlerler, endositoz
gergeklestirirler ve glomeriil bazal membrani tarafindan yakalanmis olan normal ve
patolojik (immunkompleks) molekiilleri fagositozla uzaklastirrlar (51, 53). Damar
kutbunda yer alan ancak glomeriiliin disinda, jukstaglomeriiler aygitin bir kismini
olusturan glomeriil dis1 mezengiyal hiicreler de vardir (53).

Proksimal tiibiiller: Kortekste kivrintili seyreden proksimal tiibiiller, medullaya
dogru ilerledik¢e diizlesirler. Nefronun en uzun pargasidirlar (50). Kortikal parankimin
biiyiik bir boliimiinii olustururlar (50, 51). Proksimal tiibiillerin ¢ap1 ortalama 60 pm,
boyu ise 14 mm’dir (51, 54). Bobrek cisimciginin idrar kutbunda, Bowman kapsiiliiniin
pariyetal yapraginin tek katli yassi epiteli proksimal kivrimli tiibiillerin kiibik ya da
algak prizmatik epiteli ile devam eder. Bu kisim distal kivrimli tiibiillerden daha uzun
oldugu i¢in korteks i¢cindeki bobrek cisimciklerinin yaninda daha sik goriiliir (53).

Proksimal tiibiiller enine kesitlerde yuvarlak ve ovaldir (50). Genellikle 4-8 adet
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yuvarlak ¢ekirdek, her hiicrenin merkezinde ya da tabaninda yerlesim gosterir (50, 53).
Proksimal kivrimli tiibiillerin hiicreleri ¢ok sayidaki uzanmis mitokondriyonlar
nedeniyle asidofilik sitoplazmaya sahiptir (50, 53). Hiicrelerin tepesinde firgams1 kenar1
olusturan mikrovilluslarin uzunlugu yaklasik 1 pm’dir. Firgamst kenarin bulunmasi
nedeniyle proksimal tiibiilleri olusturan hiicrelerin i¢ sinirlart piirtizlidiir (50, 52, 53).
Canli hayvanlarda proksimal kivrimli tiibiillerin limeni genistir ve bunlar tiibiiller
disindaki kapillerler tarafindan sarilmis durumdadirlar. Histolojik kesitlerde ise fircamsi
kenar genellikle dilizensizlesmis, tiibiillerin liimeni biiyilkk oranda kii¢iilmiis ve
daralmistir (53). Bu hiicrelerin apikal sitoplazmasinda, mikrovilluslarin tabanlari
arasinda ¢ok sayida kanalikiiller bulunur. Bu kanalikiiller proksimal tiibiil hiicrelerinin
makromolekiilleri emme yeteneginde etkin rol oynarlar. Ug zarlarin ice dogru yaptig:
girintiler pinositotik vezikiilleri olusturur (50, 53). Bu vezikiiller i¢inde glomeriillerden
gecebilen molekiil agirligi 70 kDa’dan diisiik olan proteinler bulunur. Bu proteinlerin
parcalandigr yer olan lizozomlarla pinositoz vezikiilleri kaynasirlar ve olusan
monomerler dolagima geri doner. Bu hiicrelerin taban bdliimlerinde yogun i¢ girintiler
ve komsu hiicreler arasinda yan kenetlenmeler bulunmaktadir (53). Sodyum iyonlarmin
aktif olarak hiicre disma atilmasindan sorumlu olan Na*/K* ATPaz pompasi bazolateral
zarlarda bulunur (51, 53, 54). Mitokondriyonlar hiicrenin tabaninda yogunlagmistir ve
hiicrenin uzun eksenine paralel dizilim gosterirler. Mitokondriyonlarin bu sekilde
yerlesimi ve hiicrenin tabaninda zarin yilizey alanini arttiran bu diizenleme, aktif iyon
tasinmasinda rol {stlenen hiicrelere Ozgiidiir. Lateral membran kenetlenmelerinin
yaygmlig1 nedeniyle, 151tk mikroskopik olarak incelenen proksimal tiibiil hiicreleri
arasinda hiicre sinirlar1 belirgin olarak secilemez (50, 53). Bobrek cisimciginde olusan
glomeril siiziintiisii, emilimin bagsladig1 yer olan proksimal kivrimli tiibiillere geger.
Proksimal kivrimli tiibiiller siiziintiideki glikoz ve aminoasitlerin tiimiinii, suyun ve
sodyum kloriiriin %85’ini ve ayrica fosfat ve kalsiyumu emer. Glikoz, aminoasitler ve
sodyum proksimal tiibiil hiicreleri tarafindan bazolateral zarlari iizerinde bulunan
Na'/K" ATPaz etkinligini igeren aktif bir siirec ile emilirler. Su ise ozmotik gradyani
izleyerek edilgen olarak emilir. Siiziintiideki glikoz miktar1 proksimal tiibiiliin emme
yetenegini astiginda, idrar miktar1 artar ve idrar glikoz igerir. Biitiin bu etkinliklere ek
olarak proksimal kivrimli tiibiiller kreatinin gibi maddeleri ve paraaminohippurik asit ve
penisilin gibi viicuda yabanci olan maddeleri idrara gegirirler. Bu olay tiibiiler salgilama
olarak tanimlanan aktif bir iglemdir. Bu maddelerin salgilanma hizlarmimn incelenmesi

bobrek islevinin klinik degerlendirilmesinde yararhdir (53).
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Henle kulpu: Henle kulpu, proksimal kivriml tiibiillere yapica ¢ok benzeyen
kalin inen kol, ince inen kol, ince ¢ikan kol ve kalin ¢ikan koldan olusan U seklindeki
bir yapidir (27, 53). Kalin ¢ikan kol distal kivrimli tiibiillere yapica ¢ok benzemektedir.
Medullanin dis kisminda 60 pm olan kalin inen kol birdenbire 12 um’ye kadar
daralarak, inen kolun ince boliimii olarak devam eder (53, 54). Nefronun bu bdliimiiniin
limeni genistir ¢linkii duvar epitelinin ¢ekirdekleri yalnizca ¢ok hafif sekilde liimene
dogru ¢ikint1 yapan yassi epitel hiicrelerinden olusur (50, 53). Yassilasmis hiicreler 1-2
pum kalinhigindadir ve limene dogru cikint1 yapan, mercek bi¢iminde, yakin aralikli
yerlesmis ¢ekirdekler igerirler (50, 51, 54). Sik1 baglantilar1 ve desmozomlar1 iceren
hiicreleraras1 baglantilar, hiicre ¢ikintilarini lateral olarak baglar. Apikal yiizeylerde,
eger varsa, az sayida, kisa, kalin mikrovilluslar vardir (50). Biitiin nefronlarin yaklasik
yedide biri kortikomediiller sinirm yakininda bulunur, bu yiizden jukstaglomeriiler
nefronlar adimi alirlar. Diger nefronlara ise kortikal nefronlar denir. Biitiin nefronlar
slizme, emilim ve salgilama islemlerinde rol alirlar. Ancak jukstaglomeriiler nefronlarin
medulla interstisyumunda hipertonik gradyani saglama konusunda 6zel bir Gnemi
vardir, medulla interstisyumundaki hipertonik ortam bobregin hipertonik idrar iiretme
yeteneginin temelini olusturur. Jukstaglomeriiler nefronlarin henle kulpu ¢ok uzundur
ve medullanin derinliklerine kadar inerler. Bu kanallar kisa bir kalin inen kol, uzun ince
ve ¢ikan kollar ile kalin ¢ikan koldan olusmustur. Ote yandan kortikal nefronlarda inen
ince kollar ¢cok kisadir ve ¢ikan ince kol bulunmaz. Henle kulpu su tutma isleminde rol
oynar; sadece bobreklerinde bu tiir yapilar bulunan hayvanlar hipertonik idrar iiretebilir
ve viicut suyunu koruyabilir. Henle kulpu, toplayici kanallardan geg¢en idrarn
yogunlugunu etkileyen medulla interstisyumundaki hipertonik gradyani olusturur.
Henle kulpunun inen ince kismi1 suya gegirgen olmasina karsin ¢ikan bolimiin tiimii su
gecirmez. Medulla interstisyumunda idrarin yogunlasmis hale gelmesi i¢in gereken
medullar hipertonisite gradyaninin saglanmasi i¢in ¢ikan kalin kolda NaCl aktif olarak
tiibiilden disar1 atilwr. Mediiller piramitlerin ug¢larindaki interstisyumun osmolaritesi
kandan dort kat yiiksektir (53).

Distal tiibiiller: Henle kulpunun c¢ikan kalin kolu kortekse girdikten sonra,
kivrilarak distal kivrimli tiibiilleri olusturur (53). Bu tiibiil ¢ikan kol gibi tek kath kiibik
epitelle doselidir (50, 53). Distal tiibiiller, proksimal tiibiillerden daha kisadirlar;
kivrimlar1 daha az komplekstir; distal tiibiilleri daha kii¢lik ve daha az eozinofilik kiibik
hiicreler doser; c¢aplar1 daha kiigliktiir ve liimenleri tipik olarak proksimal

tiiblillerinkinden daha genistir. Distal tiibiillerde firgams1 kenar ve apikal kanallar
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bulunmaz. Ancak hiicrelerde nadiren kisa ve kalin mikrovilluslar bulunabilir (50, 54).
Distal tiibiil hiicreleri proksimal tiibiil hiicrelerine gore daha diiz ve daha kiiciik oldugu
icin distal tiibiilde proksimal tiibiilde oldugundan daha fazla sayida ¢ekirdek goriiliir
(53). Distal krvrimli tiibiildeki hiicreler iyon gegisinde islev gosteren daha incelikli
bazal membran girintilerine ve bunlara eslik eden mitokondriyonlara sahiptir (50, 53,
56).

Distal kivrimli tiibiiller kortekste izledikleri yol boyunca kendi nefronlarina ait
bobrek cisimeiginin damar kutbu ile temas halindedirler. Bu temas yerinde distal tiibiil
afferent arteriol gibi farklilagir. Distal kivrimli tiibiil hiicreleri bu jukstaglomeriiler
bolgede genellikle prizmatik hale doniisiir ve ¢ekirdekleri de biraraya toplanir. Cogu
hiicrenin bazal boliimiinde Golgi kompleksi bulunur (50, 53). Mikroskopik 6rneklerde
cekirdeklerin yakin yerlesimi yiiziinden daha koyu renkli goriinen bu distal tiibiil
segmenti makula densa olarak adlandirilir (50, 51, 53, 54, 56). Makula densa hiicreleri
tiibiil i¢i stvidaki kloriir iyon icerigine ve su hacmine duyarhdir, dolasima renin salgisini
baslatan molekiiler sinyaller {iiretirler (50, 53). Distal kivriml tiibiillerde aldosteron
yogunlugu yiiksek oldugunda iyon degisimi gergeklesir; sodyum emilir, potasyum
iyonlar1 disar1 verilir. Bu diizenek viicudun toplam su ve tuz igerigini etkiler. Distal
tiibiil ayn1 zamanda tiibiildeki idrara hidrojen ve amonyum iyonlarini salar. Bu etkinlik
kandaki asit-baz dengesinin korunmasinda ¢ok 6nemlidir (51, 53).

Toplayici tiibiiller: Toplayici kanallar yaklasik 20 mm uzunlugundadirlar (51).
Kortikal, mediiller ve papiller olmak iizere li¢ boliime ayrilirlar (27, 51). Bir toplayici
kanala ortalama 11 nefron acilir. 2500-3000 toplayici kanal da bir bobrek papilla’sina
acilmaktadir (27). Toplayic1 kanallar mediiller piramidlerin ucuna yaklastikca genisler.
Kiiciik toplayict tiibiiller kiibik epitelle doselidir ve ¢aplar1 ortalama 40 um’dir. Bu
tiibiiller medullanin derinliklerine dogru indikg¢e hiicrelerin boyu prizmatik olana kadar
uzar (50, 53). Piramitlerin ucuna yakin boliimlerde toplayici kanalin ¢ap1 yaklasik 200-
300 pm’ye ulasir (50, 51, 53, 54). Enine kesitte, toplayict kanallarin ¢ogunda genis bir
limen goriiliir. Proksimal ve distal tiibiiller nispeten daha dar bir liimene sahiptirler
(50). Toplayici kanallar, farkli islevsel 6zelliklere sahip ve yapisal farkliliklar1 olan esas
(acik) ve interkalat (koyu) hiicreler olmak iizere iki tip hiicre igerirler (50, 51, 52, 54).
Idrarin asitlestirilmesinde daha aktif rol oynayan interkalat hiicreler, esas hiicrelerden
daha c¢ok organel, apikal vezikiil ve bazal katlantilar icerirler (50). Bu hiicrelerde yer
alan apikal vezikiiller yaklasik 50-200 c¢apmdadir (51). Interkalat hiicrelerin apikal

yiizeylerinde daha ¢ok sayida, kisa ve kalin mikrovilluslar bulunurken, esas hiicreler tek
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bir silyum tagiyabilirler. Her iki hiicre tipinde de sik1 baglantilar bulunur. Bazal plazma
zarlar1 ince bir bazal membran iizerine yerlesmistir (50). Isik mikroskopu ile
bakildiginda toplayici tiibiil ve kanal hiicrelerinin hiicrelerarasi sinirlart net olarak
secilebilir. Kortekste bulunan toplayici kanallar, her mediiller isin1 bosaltan birkag
kiigiik toplayici tiibiil araciligi ile dik agilarla birbirine baglanir. Medullada idrar
yogunlagtirma igleminde en Onemli rolii toplayici kanallar oynar (53). Toplayict
kanallar epiteli arka hipofiz tarafindan salgilanan antidiiiretik hormona tepki verir.
Eger su alimi sinirh ise; antiditiretik hormon salgilanir ve toplayict kanallarin epiteli
glomertil siiziintiisinden emilip kan kapillerlerine aktarilan ve boylece viicutta tutulmus
olan suya gecirgen hale gelir. Antidiliretik hormon varliginda, liimen zarinda yer alan
zar i¢i tanecikler su emilimi i¢in kanallar olusturacak sekilde toplanirlar (50, 53).

Jukstaglomeriiler kompleks: Bobrek cisimciginin hemen bitisiginde afferent
arterioliin tunica media’sinda, kan basmcina duyarli degisime ugramis diiz kas hiicreleri
bulunmaktadir. Bu hiicrelere jukstaglomeriiler (JG) hiicreler ad1 verilir. Bu hiicrelerin
sitoplazmalar1 salgi graniilleri igerir ve renin hormonunu dolasima salgilarlar (50, 51,
52, 53, 54, 56). Renin kan basmcinin korunmasinda rol oynamaktadir. Distal kivrimli
tiibiillerde bulunan makula densa, JG hiicrelerin yer aldig1 afferent arteriol kismima ¢ok
yakindir; yalnizca ince bir bazal membran ile birbirlerinden ayrilirlar. Afferent
arterioliin bu kismi ile makula densa birlikte jukstaglomeriiler kompleksi olusturur (50,
51, 53, 54, 56).

Jukstaglomeriiler kompleksin bir bolimiinii de iglevleri 1yi anlagilamamis agik
renk boyanan hiicreler olusturur. Bu hiicrelere ekstraglomeriiler mezengial hiicreler
veya lacis hiicreleri (polkissen hiicreleri) adi verilir (42, 50, 51, 53, 54). Afferent
arterioliin i¢ elastik membrani JG hiicrelerin bulundugu bolgede kaybolur (53). Elektron
mikroskopla incelendiginde JG hiicreleri eksantrik c¢ekirdege, bir¢ok mitokondriyona,
bol miktarda graniiler endoplazma retikulumuna, iyi gelismis bir Golgi kompleksine ve
caplar1 yaklasik 10-40 nm olan salgi graniillerine sahiptir (50, 53). Bu membranla
cevrili salgi graniillerinin cogu kez kristal gibi bir i¢ yapisi olan orta derecede elektron
yogun bir merkezi vardir. Renin hormonu ya da reninin prekiirsoriinii igerirler ve
affarent arterioliin endoteline bitisik olan hiicre membranina dogru yerlesmislerdir. Bu
degismis diiz kas hiicreleri kasilmaktan ziyade, hormonu iiretirler ve affarent arterioliin

limenine salgilarlar (50). (Sekil 8)
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Sekil 8. Jukstaglomeriiler komplekste yer alan hiicreler (58).

Interstisyel Doku: Idrar tiibiilleri ile kan ve lenf damarlar1 arasmdaki bosluga
bobrek interstisyumu adini verilir (52, 53, 54). Bobrek interstisyumu kortekste (%7) ¢ok
kiigiik bir alan1 kaplarken, medullada (%20) bu alan artar (52, 53). Bobrek
interstisyumunda fibroblastlar, makrofajlar ve interstisyel hiicreler olmak iizere 3 tip
hiicre bulunur (51). Bobrek korteksinde bulunan interstisyel hiicrelerin fibroblast-
benzeri hiicreler (tip 1 kortikal interstisyel hiicreler) ve lenfosit-benzeri hiicreler (tip 2
kortikal interstisyel hiicreler) olmak iizere iki tipi vardir. Medullada yer alan interstisyel
hiicrelerin ise; tip 1, tip 2 ve tip 3 interstisyel hiicreler olmak iizere ii¢ tipi vardir (42,
54). Bu hiicreler diginda kollajen lifleri ve esasen medullada proteoglikandan zengin,
yiiksek diizeyde su tutan ara madde iceren az miktarda bag dokusu bulunur (53).
Medullada yer alan interstisyel hiicreler sitoplazmalarinda ¢ok sayida lipid damlaciklar
icerirler (51, 53). Bu hiicreler, karacigerde medullipin 2’ye donilisen medullipin 1’1
sentezlerler. Bu madde kan basincini diigiiren potent bir vazodilatordiir (44, 51).

Kan dolasimi: Kan damarlarindan zengin olan bdbrekler, kardiyak atimin
ortalama %25’ini almaktadir (50). Aortanin dali olan renal arter, bobrege girmeden dnce
genellikle iki dala ayrilir (50, 53). Dallardan birisi bobregin 6n boliimiine giderken,
digeri arka kisma uzanir (53). Bu iki dal hilumda tekrar dallanarak bobrek piramitleri
arasinda yer alan interlobiiler arterleri olusturan dallar1 yapar. Kortikomediiller bileske
diizeyinde interlober arterler bobrek kapsiiliine dik sekilde korteks i¢inde ilerler. Bu
arterler, bir mediiller 151n ve bitisigindeki kortikal labirentten olusan renal lobiillerin

simirmi ¢izerler. Glomeriil kapillerlerine kan tasiyan afferent arterioller interlobiiler
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arterlerden ayrilir. Kan buradaki kapillerlerden efferent arteriollere aktarilir (50, 51, 53).
Arterioller, proksimal ve distal tiibiilleri beslemek ve diisik molekiil agirlikli
maddelerle iyonlar1 dolasim sistemine tasimakla sorumlu olan tiibiiller g¢evresinde,
peritiibiiler kapiller ag1 olusturmak tizere dallanirlar. Jukstamediiller nefronlarla iliskili
olan efferent arterioller ince, uzun kapiller damarlar1 olustururlar (50, 53). Medullada
diiz bir yol izleyen ve sonra yeniden korteks-medulla sinirmma dogru geriye kivrilan bu
Kapiller damarlara vaza rekta (diiz damarlar) adi verilir (50, 51, 53). inen damar
araliksiz tip kapiller ozelligi gosterirken, ¢ikan damarm endoteli pencerelidir.
Glomeriilden siiziilen kani tasiyan bu damarlar medullayr besler ve oksijen
gereksinimini karsilar. Kangal bicimindeki yapilar1 yiiziinden bu damarlar henle
kulpunun interstisyumunda olusturdugu yiiksek osmotik gradyam1 ortamdan
uzaklastirmazlar (53). Dis korteksteki ve bobrek kapsiiliindeki kapillerler interlobiiler
venlere bosalan yildizsi (stellat) venleri olusturmak {iizere birlesirler (51, 53). Kan
lobiiller aras1 venlerden arkuat venlere ve oradan da loblar aras1 venlere akar. Loblar
arasi venler bobrek venini olusturmak tizere birlesir, buradan kan bobregi terk eder (50,
53).

2.4. Diabetes mellitus

Diabetes Mellitus (DM) insiilin hormon sekresyonu veya insiilin etkisinin azlig
sonucu karbonhidrat, protein ve yag metabolizmasinda bozukluklara yol agan metabolik
bir hastaliktir (59, 60, 61). Diinyada 230 milyondan fazla insan1 etkiledigi
bildirilmektedir. (61). 2003 yilinda Amerikan Diyabet Birligi tarafindan belirlenen tani
kriterlerine gore; 75 gr oral glukoz tolerans testinde 2. saat glukoz degerinin >200 mg/dl
olmasi veya poliiiri, polidipsi, glukoziiri, ketoniiri, agiklanamayan kilo kayb1 (polifajinin
eslik ettigi veya etmedigi) ve bulanik gérme gibi semptomlarm bulunmasi DM olarak
tanimlanmaktadir. Ayrica, 10-12 saat acliktan sonra Slciilen sabah kan glukozunun >126
mg/dl olmas1 da tami igin yeterlidir (62, 63). Diinya Saglik Orgiitii (WHO) niin 1999
yilinda kabul ettigi siiflamaya gore (64) :

Diabetes Mellitus tipleri:

Tip I (Insiiline bagimli diyabet-IDDM): Pankreastan salgilanan endojen insiilinin
eksikligine veya yokluguna bagl olarak gelisir (59). Genellikle B hiicre yikimi ile
karakterize olup (59, 61, 62), glukagon gibi uyaranlara C-peptid yanitinin aliamayist
da tam insiilin yetmezligine yol acar (59). Langerhans adaciklarmda lenfosit

infiltrasyonu ve 6demle karakterizedir (61). Olgularin ¢oguna erken yaslarda (11-13
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yas) tani konulur (59, 62, 64). Tip I DM’in toplumdaki siklig1 %10-15"dir (59, 60, 64).
Mutlak insiiliin tedavisine ihtiyag¢ vardir (62).

Tip II diyabet (Insiiline bagimli olmayan diyabet-NIDDM): Insiilinin periferik
etkisinde ve insiilinin pankreas B hiicrelerinden salgilanisinda bozukluklarla seyreden
DM tipidir. Tip II diyabete orta ve ileri yas eriskinlerde daha sik rastlanir. Bireyler
genellikle obezdir (62, 64). Tim diyabet vakalarinin %80’ini olusturur (60, 64).
Toplumda %2-5 oranindaki siklig1 ile en sik goriilen DM tipidir (59, 64).

Malnutrisyon diyabeti: Beslenme ile ilgili olan ve pankreasda kalsifikasyon ve
organik bozukluklara bagl olarak gelisen, diyet disinda bir tedavi gerektirmeyen,
insiilin sekresyonunun varoldugu bir DM tipidir (64).

Gestasyonel Diabetes Mellitus: Gebelik esnasinda baslayan ve ilk defa gebelik
esnasinda taninan degisik derecelerde karbohidrat intoleransi bulunan diyabet tipidir
(62, 64). Artmis insiilin direnci, insiilin yapimmnin yetersizligi ve bu iki defektin
birlesimi sonucu gestasyonel diyabet olusur (64).

Diger tip diyabetler: Bu grupta B hiicre fonksiyonunda genetik kusurlar, insiilin
etkisi ile 1lgili genetik kusurlar, endokrin pankreas hastaliklari, endokrinopatiler, ilag ve
kimyasallara baglh diyabet, enfeksiyonlar, immiinite aracili diyabetin nadir formlari,
diyabetle iligkili diger genetik sendromlar sayilabilir (64).

Diyabetin Komplikasyonlari

Diyabetteki 6nemli morfolojik degisiklikler daha c¢ok ge¢ sistemik
komplikasyonlar ile iligkilidir. Cilinkii bu komplikasyonlar mortalite ve morbiditenin
baslica nedenleridir. Her hastada bunlarin ortaya ¢ikis zamani, siddeti ve etkilenen
organ ya da organlar farklidir. Diyabetin siki kontrol altinda oldugu hastalarda
komplikasyonlar ge¢ ortaya ¢ikarlar. Bununla birlikte, cogu hastada 10-15 yil sonra
arterlerde (ateroskleroz), kiigiikk damarlarin bazal membranlarinda (mikroanjiopati),
bobreklerde (diyabetik nefropati), retinada (diyabetik retinopati), sinirlerde (diyabetik
noropati) ve diger dokularda morfolojik degisiklikler goézlenir. Bu degisiklikler
diyabetin her iki tipinde de goriiliir (60).

2.5. Diyabetik Nefropati

Diyabetik nefropati (DN) tip 1 ve tip 2 DM’un en sik goriilen (59),
mikrovaskiiler komplikasyonudur (65, 66). DN persistan mikroalbuminiiri, erken kan
basinct  yiikselmesi, glomeriiler filtrasyon hizi (GFH)’nda diisme, yiiksek
kardiyovaskiiler morbidite ve mortalite riski ile karakterizedir (62, 66, 67, 68).

Diyabetik Nefropati gelisim evreleri: 5 evre bulunmaktadir.
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Evre 1 (Hipertrofi-Hiperfiltrasyon Dénemi): Tip 1 DM’lu hastalarda diyabet
tanis1 konuldugunda GFH %20-40 ve bobrek plazma akimi ise %9-14 oraninda artmis
olarak bulunur (59, 69). idrar protein atilimi: GFH’na paralel olarak artmustir (69), ancak
mikroalbliminiiri diizeyinde degildir (59). Serum kreatinini 60-100 pmol/I’dir (70). Bu
donemde bobrek hacmi ile hiperfiltrasyon arasinda yakin iligki vardir. Ayrica bu
donemdeki hiperfiltrasyon ile daha sonra ortaya ¢ikacak olan albliminiirinin siddeti
arasinda, geriye doniik olarak yapilan bazi ¢aligmalarda yakin iligki bulunmustur (59).
Bu evre 2 yil kadar stirer (69).

Evre 2 (Sessiz Dénem): Tanidan 2-3 yil sonraki evredir (71). GFH
degerlerindeki artis devam etmekte, idrarda albuminiiri normal sinirlarda bulunmaktadir
(59, 69, 71). Kan basinci ise ¢ogu kez normaldir (59, 69, 70). Serum kreatinini 60-120
pmol/I’dir (70). Konvansiyonel insiilin tedavisi ile bu donem 5-15 yil arasinda siirer
(59, 69). Bu donem renal morfolojik degisikliklerin basladigi donemdir. Glomertil bazal
membraninda kalinlagsma, mezengium hacminde artma izlenir (59, 65, 71).

Evre 3 (Mikroalbuminiiri-Baslangi¢  Doénemi): Bu donem diyabetin
baslangicindan yaklasik 6-15 yil sonra ortaya ¢ikar (59, 65, 69). Bu donemde GFH
yiiksek veya normal sinirlara inmis olarak saptanabilir (59). Idrardaki albumin miktar
20-200 mg/dk (30-300 mg/24 saat) arasindadir (59, 65, 69, 70, 71). Kan basinct normal
simirlarda bulunmakla birlikte daha 6nceki degerlere gore artig gosterebilir (59, 69, 70).
Serum kreatinini 80-120 pmol/I’dir (70). Bu dénemde 6nemli histolojik degisiklikler
goriiliir. Bazal membran kalinlagsmasi, mezengium hacminde artis, filtrasyon yiizeyinde
kalmlasma izlenir (59, 69).

Evre 4 (Azotemik Donem):. Hastah@in baslangicindan itibaren ortalama 17.
yilinda bu evreye ulasilir (69). Bu donemde 500 mg/giin (>300 mg/giin albuminiiri) ve
daha fazla siiregen proteiniiri bulunur (59, 65, 70, 71). Her yil proteiniiri miktarmda
%15-40’1ik artis izlenir. Ote yandan GFH’da yillik 10-12 ml/dk’lik geriye doniisiimsiiz
azalma ortaya cikar. Cogu hastada hipertansiyon artik sendromun bir parcasi haline
gelir (59). Serum kreatinini 120-400 pmol/I’dir (70). Morfolojik anormallik
glomerulosklerozdur (71).

Evre 5 (Son Dénem Bobrek Yetmezligi-SDBY): Diabetin ilk atagindan yaklagik
20-30 y1l sonra ortaya ¢ikan donemdir (65). Bu donemde SDBY gelismistir (59). GFH
1-10 ml/dk’dir. Agwr hipertansiyon, iire ve kreatinin yiiksekligi vardir (69). Serum
kreatinini >400 pmol/I’dir (70). Asikar proteiniiri gelistikten ortalama 7-10 yil sonra

hastalarda renal replasman tedavisi gerekli hale gelmektedir (59, 71).

26



2.6. Streptozotocin

Streptozotocin  (STZ) nitrosourea tirevi olan (72) ve deneysel diyabet
olusturmak icin kullanilan genis spektrumlu bir antibiyotiktir (73, 74, 75, 76). Ik olarak
1959 yilinda Streptomyces achromogenes’den izole edilmistir (72, 73, 74, 76, 77). STZ
diyabetojenik Ozelliginin yan1 sira onkolitik ve onkojenik bir antibiyotiktir. Molekiiler
agirhigr 457 daltondur (78, 79). STZ alkilnitroziiriler olarak bilinen alkilleyici
antineoplastik ilaglarin bir grup iiyesidir. Kii¢iik hiicreli akciger karsinomu, lenfomalar,
mukozis fungoides, multiple myelom, glioma ve malign melanom gibi tiimoral
olusumlarin biiytik bir boliimiine karsi klinik olarak etkilidir (72).

STZ’nin diyabetojenik etkisi ilk kez 1963 yilinda Rakieten tarafindan bildirilmis
olup daha sonraki yillarda deneysel Tip 1 ve Tip 2 diyabet caligmalarinda sik¢a
kullanilmigtir (78, 79). STZ pankreatik B hiicreleri {izerine toksik etkisi sayesinde
insiilin yetersizligine yol agarak hiperglisemiye neden olmaktadir (72, 74, 80, 81, 82).

Hipergliseminin derecesi ve siiresi, ilacin dozuna ve deney hayvanm tiiriine
baghdir. Kedi, kdpek, sican ve farede 50 mg/kg doz diyabet olusturma icin yeterli iken
tavsanda 300 mg/kg ve hamsterde 175 mg/kg gereklidir. Glikoz metabolizmasina olan
etkisi Wistar siganlarda denenmis olup, STZ uygulamasini takiben ilk 24 saat i¢erisinde
kan sekeri, serum insiilin ve glukagon diizeylerinin ’pentafazik™ bir degisim gostererek
kalict hiperglisemi’nin olustugu gdsterilmistir. STZ dozu, artirilarak 4-5 giin siireyle
tekrarlandiginda otoimmiin diyabete benzeyen diyabet modeli gelisir (78, 83). Tek ve
yogun dozda kullanilan STZ, B hiicrelerinde olusan tam hasarla insiiline bagimli diyabet
olusturur. Yetiskin sicanlara STZ uygulamasi Tip 1 DM (Insiiline bagimli) gelistirirken,
yenidogan si¢an yavrularma STZ uygulamas1 Tip II DM gelistirir. Yetiskin siganlarda
STZ’nin diyabetojenik dozunun tek enjeksiyonu beta hiicrelerini yikarken,
subdiyabetojenik ¢oklu doz kullanimi belirgin lenfosit infiltrasyonuna neden olur (84).

STZ’nin ayrica bobrek veya hepatik doku {izerine toksik etkisi de
bulunmaktadir. Bobrek dokusunda proksimal tiibiiller iizerine toksik etkisi ile hasar
olusturdugu ve proteiniiriye neden oldugu bildirilmistir (80). Diyabetojenik ve
antibiyotik oOzelliklerinin yam1 swa STZ genotoksiktir; mikrobiyal mutagenez,
programsiz DNA sentezi, mikronukleus, kromozomal diizensizlikler ve kardes kromatid

degisimleri ¢aligmalarinda bu 6zelligi kanitlanmistir (72).
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2.7. Antioksidanlar

2.7.1. Melatonin

Triptofan metabolizmasimnin iiriinii olan melatonin (N-asetil-5-metoksitriptamin)
bir indolamindir (85, 86) ve pinealositlerde sentezlenir (87, 88, 89, 90). Melatonin’in
varlig1 1958 yilinda dermatolog Lerner tarafindan sigir pineal bezinde tespit edilmistir
(91, 92). Melatonin’in bir antioksidan oldugu, literatiirde ilk kez 1991 yilinda ianas ve
ark. tarafindan one siiriilmiis ve daha sonra yapilan in vitro ve in vivo ¢aligmalarla
desteklenmistir (91).

Melatoninin molekiil agirligi 232 g/mol’diir (93). Dolasimdan hiicre i¢ine alinan
triptofan, triptofan 5-hidroksilaz enzimi tarafindan 5-hidroksitriptofana, bu ise aromatik
amino asit dekarboksilaz (dopa dekarboksilaz) araciligiyla 5-hidroksitriptamine (5-HT,
serotonin) doniistiirliliir. Serotonin, arilalkilamin N-asetiltransferaz (AANAT) ile N-
asetilserotonine (NAS) ve son olarak N-asetilserotonin hidroksiindol-O-metiltransferaz
(HIOMT) enzimi tarafindan melatonine (5-metoksi-N-asetiltriptamin) donistiiriiliir (87,
94). Pineal bezde melatonin yapilmasi ve saliverilmesi karanlik ile uyarilir, 151k ile
baskilanir. Melatonin sentezinde 6nemli rol oynayan AANAT ve HIOMT enzim
aktiviteleri gece daha yiiksektir. Giin 1518min bulundugu saatlerde retina fotoreseptor
hiicreleri hiperpolarizedir ve retinahipotalamik-pineal sistem sessizdir, bu donemde ¢ok
az melatonin salgilanir. Insanlarda melatonin salgilamas1 20:00-23:00 arasinda baslar,
gecenin ortasinda (01:00 ile 05:00 arasinda) doruk diizeyine ulasir, daha sonra gecenin
ikinci yarisinda melatonin diizeyi giderek azalir (87).

Serum melatonin diizeyi yasa gore degisir (87). Yenidoganda kan melatonin
diizeyi diisiiktiir. Uciincii aydan sonra melatonin diizeyi ritmik 6zelligini kazanir (87,
91). Melatonin anne siitiine gecer. En yiiksek melatonin diizeyi yasamin ii¢ ile besinci
yillar1 arasinda saptanwr (87). Yashilikta gece melatonin salmimi azalir (87, 91).
Genglerde ortalama giindiiz ve gece doruk degerleri 10 ve 60 pg/ml’dir. Bireyler
arasinda melatonin diizeyleri ¢ok farklilik gdsterir. Bu nedenle maksimal gece doruk
melatonin diizeyi 30-200 pg/ml arasinda degisir. Cinsiyetin melatonin salinimu {lizerine
etkisi yoktur (87).

Melatonin yiiksek lipofilik (95) ve hidrofilik 6zellige sahiptir (87, 93). Eksojen
olarak verildiginde viicutta depolanmadan, hizli bir sekilde kan-beyin bariyerini gecer
(87, 95). Kolaylikla kan-beyin bariyerini ve plasentay1 ge¢cebilen melatonin i¢in, bilinen
hi¢bir morfofizyolojik bariyerin olmamasi, melatoninin tiim intraseliiler komponentlere

rahatlikla ulasabilmesini saglamaktadir. Boylece melatonin, hiicre zarni, organelleri ve
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cekirdegi etkin bir sekilde serbest radikal hasarindan koruyabilmektedir (87, 91). Ayrica
diger antioksidanlarin aksine, ¢ok yiiksek dozlarda (300 mg/giin) ve 5 yil gibi uzun siire
kullanimda bile, melatonin toksik bir etki gdstermemektedir (91).

Melatonin biiyiik 6lgiide karacigerde hidroksilasyonla (6-hidroksimelatonin)
hizla metabolize olur ve siilfiirik ya da glukuronik asit ile konjuge olduktan sonra idrarla
atilir. Melatoninin idrardaki baslica metaboliti 6-siilfatoksimelatonin’dir ve idrardaki
diizeyi serum melatonin diizeyi ile yakm iligkilidir. Ayrica melatonin bdbreklerde de
metabolize olur. Melatonin sentezinde Oncii madde olan NAS ayni zamanda bir
melatonin metabolitidir. Pineal bez melatonin yapimimdan sorumlu tek organ degildir.
Diffuz néroendokrin sistem i¢inde kabul edilen APUD (amin prekiirsor uptake ve
dekarboksilasyon) hiicrelerinde melatonin sentez edildigi gdosterilmistir (87). Bu
hiicreler retina, lakrimal bezler, beynin diger boélgeleri ile brons, karaciger, bobrek,
adrenal bezler, gastrointestinal sistem (88, 89), timus, plasenta, over, testis ve
endometriumda yer alir (87, 96, 97). Ayrica mast hiicresi, 10kosit ve naturel killer
hiicrelerinde de melatonin sentezlenmektedir (87).

Insanda iki melatonin reseptorii bulunur: MT1 (Mella) ve MT2 (Mellb) (87,
92). Bu reseptorler ve baglayici bdlgelerin farkli dagilimlar1 bireysel fizyolojik
fonksiyonlar1 etkiler (87). Melatoninin ritmik 6zellige sahip termoregiilasyon, enerji
metabolizmasi, sirkadiyen ritm, ireme ve uyku kontrolii gibi bir¢ok biyolojik fonksiyon
iizerine etkilir (87, 96, 98).

2.7.2. Quercetin

Flavonoidler bitkilerde yaygmn bulunan bir bilesiktir. Antiinflamatuar,
antiallerjik, antiviral, antibakteriyel ve antitiimoral aktivite gibi ¢esitli klinik 6zellikleri
tamimlanmustr (9, 99, 100, 101). Flavonoidler aromatik hidroksil gruplarmin varhgi
sebebiyle giiclii antioksidan 6zelliklere sahiptir. Reaktif oksijen ve nitrojen tiirlerini
yakalar ve peroksidasyon reaksiyonlarini inhibe eder (101).

Quercetin (3, 3°, 4°, 5, 7-pentahidroksiflavon) polifenolik flavonoid
bilesiklerinin genis bir smifina aittir (9, 102, 103). Quercetin siklikla R-4 hidroksil
grubunun hidrojenin bir dissarid ile yer degistirdigi glikozidler seklinde bulunur.
Genellikle aglikon olarak tanimlanir (103). Yar1 dmrii a faz1 i¢in 8.8 dakika. , B faz1 i¢in
2.4 saattir. %98 oraninda proteinlere bagli olarak tasmir. Plazma seviyesi 20-40
dakikada ¢ok azalir, 54 dakikada tespit edilemeyecek seviyeye diiser (104).

Quercetin insan diyetinde major bioflavonoiddir. Hesaplanan giinliik alim1 25

mg’dir (103). Yiyeceklerin quercetin igerigiyle ilgili bilgiler smirhdir. Fakat elde
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bulunan veriler quercetin’in meyvelerde oraninin 2-250 mg/kg, sebzelerde 0-100 mg/kg
oldugunu ve ozellikle soganda 200-600 mg/kg gibi yiiksek degerlerde oldugunu
gostermektedir (105).

Quercetin’in baslangigta B-glikozid dizisinin kolonik mikrofajlar tarafindan
parcalanmasini takiben ince bagirsaktan emildigi diisiiniilmiisiir. Hollman ve ark. insan
viicudunun quercetin’i emebilecegi fakat emiliminin glukoz konjugasyonuyla
gelistirildigi sonucuna varmuglardir (105). Yagda ¢Ozilinebilen quercetin, radikalleri
yakalar, lipid hasarmni onler ve lipid hidroperoksit ve tiobarbitiirik asid reaktif madde
iretimini azaltir (106). Quercetin gibi flavonoidler Vit C ve Vit E’den daha etkili
antioksidanlardir.  Quercetin’in;  hiicre  proliferasyonunun  bastirilmasi, LDL
oksidasyonunun korunmasi, platelet agregasyonunun engellenmesi, apoptosisin
indiiklenmesi gibi ¢esitli aktiviteleri vardir (107). Quercetin muhtemelen belirlenen ilk
tirozin kinaz inhibitoriidiir ve ayrica gastrik kanser hiicreleri ve insan lokemik T
hiicrelerinde hiicre siklusunun durmasina neden oldugu bildirilmistir (108). Quercetin’in
serbest radikallerle ilgili etki mekanizmalar1 ¢esitlidir. Quercetin hidroksil radikali,
peroksil ve siiperoksit anyona karsi diger flavonoidlere kiyasla en yiiksek seviyede
antiradikal Ozellik sergiler (109). Quercetin, ksantin oksidaz araciligiyla siiperoksit
anyon iretimini inhibe eder (110), singlet oksijen ve hidroksil radikallerini temizler
(112).

2.7.3. Resveratrol

Resveratroliin ilk kez 1976 yilinda Langcake ve Pryce adli arastirmacilar
tarafindan asmada (Vitis Vinifera) kesfedilmistir. Ik kez 1992 yilinda Siemann ve
Creasy adli arastirmacilar resveratrolii sarapta tespit etmislerdir (112). Japonya’da
“Kojoto” olarak bilinen ve dogal bir ilag olan Polygonum Cuspidatum koklerinde de
resveratrol tespit edilmistir (112, 113). Resveratrol’iin sarap diginda iiziim, dut, cam, yer
fistig1, cay gibi 70’ten fazla bitki tiirlinde bulundugu gosterilmistir. Asil kaynagi Vitis
Vinifera, Labrusca ve Mucadine tiziimidiir (114, 115, 116, 117).

Yapilan son ¢aligmalarda resveratrol’lin bitkilerce patojenlere karst bir savunma
mekanizmasi olarak sentezlendigi gosterilmistir (113, 114, 115, 116, 117). Resveratrol
(3,4’,5-trinydroxystilbene) stilbenlerin alt grubu olan polifenolik bir bilesiktir (118, 119,
120, 121). Molekiil agirhgr 228.25 g/mol’diir (113). Resveratrol’iin UV-spektral
ozelliklerine gore cis ve trans izomerleri mevcuttur (113, 115). Uziim ekstrelerinde cis

formu bulunmamaktadir. Trans-resveratrol 1giktan korundugu siirece sabit kalir (115).
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Resveratrol  fenilalanin’den  baslayarak bir dizi reaksiyon sonucu
sentezlenmektedir. Ilk basamakta fenilalanin ammonia liyaz enziminin deaminasyon
islemi ile sinnamik asite doniigiir. Sinnamik asit 4-hidroksilaz ve p-hidroksilasyon
reaksiyonlari ile 4-Coumaric aside doniisiir. Bu asit 4-Coumaratla CoA ester’i meydana
getirir. 4-Coumaril CoA, 3-Malonil CoA iinitesi ve stilben sentaz enzimi ile resveratrol
olusturur (115, 122).

Resveratrol bitkiler tarafindan strese yanit olarak iiretilir ve normalde fazla
miktarda iiretilmez. Resveratrol’iin biiyiik kismi jejunumdan, az kismi ileumdan emilir.
Tim perfiize edilen resveratroliin ve konjugatlarmin yalnizca %6’s1 barsak epitelini
gegmektedir (118). Trans-resveratroller insanlar tarafindan oral olarak alindiginda
emilimleri yiiksek olmasma karsin hizli sekilde metabolize edilmesi ve atilmasindan
dolay1 biyoyararlanimi diigiiktiir. Saglikli bireyler tarafindan alindiginda plazmadaki
maksimum pik aralifa 30-60 dakikada ulasir (123). Maksimum pike ulastiktan sonra 2
unyl1 diizeyinde seyreder. Ozellikle kalp, karaciger ve bobrekte asir1 miktarda birikir
(124, 125). Daha c¢ok glukozit resveratrol (piceid) iceren iiziim suyunun
biyoyaralaniminin trans-resveratrole gore daha diisiik olabilecegi ileri siiriilmiistiir
(125).

Resveratrol’in yapilan arastirmalar sonucunda organizmaya fitodstrojenik,
antifungal (126), antioksidan (119, 121, 126), antiviral (113), pro-apoptotik (121),
antiinflamatuar  (119), noroprotektif (127), hepatoprotektif (128), anti-kanser,
antiplatelet ve kardiyoprotektif etkileri saptanmustir (119, 126). Resveratrol sican
karacigerinde lipid sentezini azaltir, sigan lokositlerinde eikonosidlerin sentezini inhibe
eder ve arasidonik asit metabolizmasi ile baglantilidir. Ayrica platelet aktivasyonunu ve
baz1 protein kinazlarin aktivitesini inhibe eder. Insan polimorfoniikleer 16kositler’nde
iretilen reaktif oksijen tiirlerine (ROS) kars1 giiclii inhibitor etki gdsterir ve LDL
oksidasyonunu 6nlemede Vit E’den ¢ok daha giiclii bir antioksidandir (129, 130).

Resveratrol in vivo olarak giiglii bir antioksidandir. Resveratrol’iin dogal
antioksidan rolii i¢ farkli antioksidan mekanizma ile ag¢iklanmaktadir. Bunlardan biri,
koenzim Q ile yarismak ve ROS olusum yerinde oksidatif zincir kompleksini
azaltmaktir. Digeri, mitokondride olusan siiperoksit radikalini yakalamak, sonuncusu ise
fenton reaksiyonu irilinleri tarafindan indiikklenen lipid peroksidasyonunun

inhibisyonudur (118).
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3. GEREC VE YONTEM

Bu calismada Inonii Universitesi T1p Fakiiltesi Deneysel Arastirma Birimi’nden
temin edilen, canli agirlig1 ortalama 300-360 gr olan 3 aylik 47 adet erkek Wistar albino
sican kullanildi. Siganlar 30 giin siiresince sicakligin 21°C ve nemin %55-60 oldugu,
havalandirmasi olan bir ortamda, 12 saat aydinlik (08:00-20:00) 12 saat karanlik, giin
15131 ritmindeki odada birakildilar. Ozel kafesler icinde standart pellet yem ile
beslendiler ve cesme suyu aldilar. Calismamiz i¢in Indnii Universitesi T1p Fakiiltesi etik
kurulundan onay ahindi (Etik kurul no: 2011/63). Rastgele segilen denekler kontrol
grubu 7, diyabet gruplar1 10’ar sigan iceren 5 gruba ayrildi. Deney siiresince diyabet
grubundan 3, diyabet+melatonin grubundan 3, diyabet+quercetin grubundan 3 ve
diyabet+resveratrol grubundan 3 hayvan diyabet olusturmak {izere verilen STZ
uygulamasini takip eden 2-3 giin i¢inde telef oldu.

3.1. Deney gruplan

1. Kontrol grubu: Bu gruptaki hayvanlara tedavi gruplarina ¢oziicii olarak
verilen miktarda 1 ml % 4’liik etanol intraperitonal (ip) yolla uygulandi. Bu grup 30 giin
stireyle tedavisiz etanol grubu olarak takip edildi (n=7).

2. Diyabet grubu: Bu gruptaki hayvanlara serum fizyolojik i¢inde eritilmis
streptozotocin (STZ, Sigma, St. Louis, MO) 45 mg/kg ip olarak tek doz uyguland: (131,
132). Bu grup 30 giin siireyle tedavisiz STZ-diyabetik grup olarak takip edildi (n=7).

3. Diyabet + Melatonin grubu: Bu gruptaki hayvanlara diyabet
olusturulduktan sonra 30 giin siireyle 10 mg/kg/giin melatonin (Apollo Scientific
Limited, kod: BIM0105) 1 ml % 4’liik etanol i¢cinde ¢oziilerek ip yolla uygulandi (n=7).

4. Diyabet + Quercetin grubu: Bu gruptaki hayvanlara diyabet
olusturulduktan sonra 30 giin siireyle 25 mg/kg/giin quercetin (Alfa Aesar, Lot no:
10159068) 1 ml %4’liik etanol i¢inde ¢oziilerek ip yolla uygulandi (n=7).

5. Diyabet + Resveratrol grubu: Bu gruptaki hayvanlara diyabet
olusturulduktan sonra 30 giin siireyle 10 mg/kg/giin resveratrol (Molekula, product
no:M57735199) 1 ml % 4’liik etanol i¢inde ¢dziilerek ip yolla uygulandi (n=7).

Tiim uygulamalar her giin 16:00-16:30 saatleri arasinda 30 giin siireyle yapild1.

Sicanlar diyabet olusturulmadan 12 saat O6nce ac¢ birakildilar. Ertesi giin
deneklerin agirliklar: tartildi. Siganlarin kuyruk veninden alinan kandan, glukometre
yardimiyla kan glukoz diizeyleri 6l¢iildii. STZ uygulamasindan sonra deneklere pellet
yem ve su verilmeye baslandi. STZ uygulamasindan 72 saat sonra (12 saatlik achgi

takiben) sicanlarin kuyruk veninden almman kandan glukometre yardimiyla kan glukoz
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diizeyleri olglildii. Kan glukoz diizeyi 270 mg/dl’yi gegen siganlar diyabetik olarak
kabul edildi. Kan glukoz diizeyi 6l¢iimiinden sonra siganlara pellet yem ve su verilmeye
baslandi. Ayni giin agirliklar1 da dlgiilen siganlarin saat 16.00°da tedavilerine baslandi.
Deney siiresince si¢anlarin hidrasyonu sik sik kontrol edildi. Ayrica deneyin 15. ve 30.
giiniinde de 12 saatlik aclig1 takiben, siganlarin kan glukoz diizeyi ve agirliklar1 6l¢tildii.

Siganlar ketamin (50 mg/kg) anestezisinden sonra sakrifiye edilerek, orta hat
kesisiyle karm bosluguna girildi. Her sicanin kalbinden kan biyokimyasi i¢in ortalama 8
ml kan alindi. Alinan kanlar deney tiipiine aktarildiktan sonra santrifiij makinasinda
5000 devirde 10 dakika santrifiij edildi. Elde edilen serumlar BUN ve kreatinin
Olgimleri i¢in eppendorflara alindiktan sonra sogutucuya konuldu. Histolojik ve
biyokimyasal analizler i¢in pankreas ve bobrek dokular1 ¢ikartildi. Serum fizyolojik ile
yikanan bdobreklerin agirliklar1 6lgiildi. Pankreas ile sol bobrekler histolojik
degerlendirme i¢in alindi. Sag bobrekler biyokimyasal degerlendirilmede kullanilmak
iizere paketlendi ve sogutucuya konuldu.

3.2. Histolojik analiz

Dokular fikse olmast i¢in %10’luk nodtral tamponlanmis formaline (NTF)
konuldu. Ornekler daha sonra 3-4 mm’lik daha kiigiik pargalara ayrilip, plastik doku
takip kasetlerine konularak NTF’de 24 saat siire ile fikse edildi. Fiksasyon isleminin
bitmesini takiben parcalar 24 saat boyunca akan ¢esme suyunda yikandilar. Daha sonra
yiikselen dereceli alkollerde (%70, %80, %96, %100) dehidrate edilerek, ksilende
seffaflastirilip parafine gomiildiiler. Parafin bloklardan Leica RM 2145 marka mikrotom
yardimiyla 5 pum’lik kesitler 151k mikroskopik ve immunohistokimyasal yontemler i¢in
jelatin kapli lamlara alindi. Hazirlanan bu lamlar dokunun lama adezyonunu artirmak
icin 37°C’lik etlivde 2 saat bekletildi. Kesitlere genel histolojik yapiy1 gozlemlemek
amaciyla Hematoksilen-Eozin (H-E), glikojen igerigini ve bazal membran yapisini
incelemek icin Periyodik Asid Schiff (PAS) ve lizozomlar1 ayirt etmek amaciyla
Toluidin mavisi boyama yontemleri uygulandi. Ayrica TGF-1 immiinohistokimyasal
boyama yontemi kullanildi. Preparatlar Leica DFC 280 151k mikroskobu ve Leica Q Win
goriintli analiz sistemi (Leica Microscope Imaging Solution Ltd, Cambridge, UK) ile
incelenerek skorlandi, fotograflar ¢ekildi.

Kesitlere uygulanan boyalarin prosediirleri (133):

Hematoksilen-Eozin Boyama

Ksilen 5 dk.+ 5dk. + 5 dk.

Absolii Alkol-------=--=-=--=-------- 3 dk.
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PN K —— 3 dk.

Alkol 80 %-=-=-mseememmmecemnmeeaanes 3 dk.

Alkol 70 © ==msemmmmememe e eeeeeeee 3 dk.

Distile SU ---=-=-=-=-sneemnmnemcucanas 5-10 sn ¢alkalanir
Hematoksilen ----------------------- 12-13dk.

Cesme SUYU --=========m=mmnmmmmmmeme 25 dk

Eozin ---------mmm e 2 dk

AIKOl 96 © -==--=mommmmmemm oo eeeeee 3dk. + 3 dk.
Absolil Alkol ------=-=-mmmmmmmmmeee 3dk. +3dk. +3dk
Ksilen -=----=sosommmmmeeemce oo 5dk. +5dk. + 5dk.

Kesitler Kanada balsamu ile kapatildi.

PAS Boyama

Kesitler ksilen ve alkol serilerinden gegirildikten sonra;
Cesme Suyu ------=---=-=-=-=-m-m---- 2 dk.

Distile su -----------=-mmmsmmmm e 2 dk.

Periyodik ----------------mmmmemmee 5 dk.

Distile SU -------=-=-=-=nmnmnmmemeeeee 2 dk.

Schieff -------cmmmmmemm oo 15 dk.

Cesme Suyu --------=-=-=-=-=-=-=---- 10 dk.

AIKOl 96 © ----m-mmmmmmm oo 3dk. + 3 dk.
Absolii Alkol -------=-=-=-==m-mmmm- 3dk. +3dk. +3dk
Ksilen --------ommememmmoe oo e 5dk. +5dk. + 5 dk.

Kesitler Kanada balsami ile kapatildi.

Toluidin Blue Boyama

Kesitler ksilen ve alkol serilerinden gegirildikten sonra;

Distile sU------------------=-memmme- 5 dk.

Toluidin Blug--------------=-=------- 4 dk.

Cesme suyu---------=========-mnmnmm- 5 dk.

Alkol 96 © -----m-memmmmmeemeee e 3dk. + 3dk

Absolii Alkol -----=-=-====nmmmmmee- 3dk. +3dk. + 3dk
Ksilen 5dk. +5dk. + 5dk.

Kesitler Kanada balsamu ile kapatilda.
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Histopatolojik  Degerlendirme: ~ Renal hasar, tubuler ve glomeriiler
degisikliklerin derecesi ve yayginligina gore semikantitatif olarak belirlendi. Buna gore
tubuler hasar; tubuler epitel hiicrelerinde hidropik degisiklikler (hiicre sismesi ve
vakuolizasyon), deskuamasyon, mikrovillus kayb1 ve peritubuler infiltrasyon yoniinden
incelendi. Glomeriiler hasar ise; glomeriil biiziismesi ve PAS (+) materyalin artmasiyla
karakterize glomeruloskleroz derecesine gore degerlendirildi.

Tubuler hasar i¢cin her kesitten X20’lik biiylitmede 10 alan incelendi. Hasarin
siddetine gore; 0 (degisiklik yok), 1 (hafif), 2 (orta) ve 3 (agwr) olarak skorlandi.
Glomeriiler hasar i¢in; X40’lik biiyiitmede 20 glomeriil degerlendirildi. Her glomeriil,
skleroz derecesine gore; 0-3 arasinda skorlandi. 0: normal glomertil, 1: glomeriilin <
%25’mi kaplayan skleroz, 2: glomeriilin %25-%50’in1 kaplayan skleroz ve 3:
glomeriiliin > % 75’ini kaplayan skleroz olarak derecelendirildi (134).

3.2.1. TGF-p1 immun boyamasi

TGF-B1 antikoru (Santa Cruz Biotechnology, sc-146, Lot no: C0211)
kullanilarak immunohistokimyasal boyama yapildi. Tubuler ve glomeriiler TGF-f1
immunoreaksiyonu, Leica DFC 280 marka 151k mikroskobunda semikantitatif olarak
incelendi. Tubuler boyanma yogunlugunu saptamak ic¢in; her kesitten X20’lik
biiyiitmede 100 tubul sayildi. Sayilan tubuller (0; boyanma yok, 1; zayif boyanma, 2;
siddetli boyanma) olarak skorlandi ve istatistiksel olarak analizi yapildi. Bu metod
Fujisawa (135) ve Arikan’dan (136) modifiye edilmistir.

Immiinohistokimya Boyama Prosediirii:

TGF-B1 antikoru kullanilarak parafin kesitlere uygulanan Streptavidin-Biotin-
Peroksidaz yontemi boyama islem sirast:

1. Kesitler 60°C’de 1 saat etiivde deparafinize edildi. Ksilende 15 dakika
bekletilen kesitler daha sonra inen alkol serilerinden (%100 - %70) gegirilip, distile suya
alind1.

2. Distile suda 5-10 dakika bekletilen kesitler, antijen retrieval asamasi igin
hazirland.

3. Kaynayan sitrat tamponu i¢ine alinan kesitler, 7 dakika sitrat ile muamele
edildi. Kesitler tampon i¢inden ¢ikarilmadan sogumaya birakildi.

4. Soguyan kesitler once distile su ile, daha sonra fosfat buffer solusyon (PBS)
ile 1-2 dakika yikandi.

5. Yikama isleminden sonra doku kesitlerinin sinirlar1 hidrofobik kalem

(pappen) ile ¢izildi ve kesitler platforma dizildi.
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6. Kesitlere hidrojen peroksit (peroxide block) damlatilarak 10 dakika beklendi.
Ortamin sicak olmasi i¢in kaynamis su platforma kondu ve kapagi kapatildi. Ardindan
hidrojen peroksit silkelenerek kesitler PBS ile 3 kez 5 dakika yikandi.

7. Kesitlerin yiizeyine protein block damlatildi ve 5 dakika bekletildi. Ardindan
kesitler ¢ok iyi silkelenerek protein block uzaklastirildi. Kesitler yikanmadan diger
asamaya gegildi.

8. Kesitlere TGF-B1 antikoru damlatilarak 2 saat bekletildi. Daha sonra PBS ile
3 kez 5 dakika yikandu.

9. Sekonder antikor ile 10 dakika muamele edildikten sonra, PBS ile 3 kez 5
dakika yikandu.

10. Streptavidin-Peroksidaz kompleksinde 10 dakika muamele edildi. Daha
sonra PBS ile 3 kez 5 dakika yikand1.

11. Substrat-kromojen (AEC; 3, aminoetil 9, karbazol ) soliisyonu ile 3-5 dakika
inkiibe edildi (Renk reaksiyonu gozlenene kadar).

12. PBS ile 3 kez 5 dakika yikandu.

13. Distile suda calkaland1.

14. Kesitlere Mayer’s hematoksilen boyas1 yapildi (1 dakika).

15. Cesme suyunda yikand1.

16. Distile suda yikandu.

17. Kesitler yikama isleminden sonra su bazli kapatma maddesi ile kapatildi.

3.3. Biyokimyasal analiz

3.3.1. Achik kan glukoz ol¢iimii

Deneysel ¢alismaya ait gruplar olusturulduktan sonra deneyin baslangic giinti, 1.
giinii, 15. giinii ve 30. gilinlerinde tiim gruplar 12 saat 6ncesinden a¢ birakildi. Ertesi
sabah kuyruk veninden alinan kan ile glukoz diizeyi 6l¢timleri glukometre (Accu-Check
Active cihazi, ROCHE, Germany) araciligiyla glikostiksler (Accu-Check Active
Glucose test stripi, ROCHE, Germany) kullanilarak yapildi.

3.3.2. Doku biyokimyasi

Kimyasal malzemeler

Bu calismada, sitokrom-c, ksantin, ksantin oksidaz, rediikte glutatyon (GSH),
sigir serum albumin (BSA), glutatyon rediiktaz (GSSG), siiperoksit dismutaz (SOD),
etilen diamintetraasetik asid (EDTA), folin fenol reagent, rediikte B-nikotinamid adenin

diniikleotid (NADPH), sodyum azid (NaN3), Na,CO3; CuSO, Na, K-tartarat, NaOH,
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KH,PO,4 K;HPO,4 Na;HPO, NaH,PO,4 H,0,, HCI, NaCl, 2-tiyobarbiitirik asid (TBA),
trikloroasetik asid (TCA) (Merck) kullanilmistir.

Dokularim homojenizasyonu

Bobrek dokusu 1/5 w/v oraninda PBS tamponu (pH 7,4) eklenerek buz
izolasyonu altinda IKA-Werke T25 homojenizatorii ile tiim doku pargalanincaya kadar
homojenize edildi. Elde edilen homojenattan 1 mL MDA o6l¢iimii i¢in ayrildi. Kalan
homojenatlar, Sonics VCX130 sonifikatérde 30 saniyelik araliklarla 4 defa 15 saniye
sonifiye edildi. Sonifiye islemlerinin ardindan 10.000 g’ de +4 °C’ de 10 dakika Niive
NF 800R mikrosantrifiij aletiyle santriflij islemi yapildi. Boylece enzim aktiviteleri ve
protein tayinin yapilacagi slipernatan elde edildi. Siipernatan 6rnekleri 6lgtim islemleri
yapilincaya kadar -70 °C de derin dondurucuda saklandi.

Enzim Aktivite Tayinleri

Katalaz (CAT) aktivitesi

Katalaz enziminin aktivite tayini Luck yontemine (137) gore yapildi.

Gerekli ¢ozeltiler:

1/15 M konsantrasyonda Na, K-fosfat tamponu (Na,HPO,- KH,PO,) pH: 7
Derisik H,O, ¢ozeltisi

Yontem:

Katalaz 6l¢iimiinde kullanilmak iizere spektrofotometrede 240 nm’de absorbans
0,7-0,9 oluncaya kadar Na-K-fosfat tampon ¢6zeltisine derisik (% 35 ‘lik) H,O, ilave
edildi. Numunelerin katalaz i¢erigini belirlemek i¢in hazirlanan bu karigimdan 1000 pl
alinip kiivete kondu ve iizerine ¢alisma araligina baglh olarak 30 pl baslayarak gittikge

artan konsantrasyonlarda siipernatan eklendi ve bir kez karistirilip Shimadzu 1601-UV

visible spektrofotometrede 240 nm dalga boyunda 30 sn siireyle H,O, nin (= 0,0396

cm? umol™) absorbans degisimi okundu. Okunan bu optik dansite farkindan mL’deki
enzim tiinite sayist hesaplandi.

Siiperoksit dismutaz (SOD) aktivitesi

Stiperoksit radikallerinin dismutasyonunda goérev alan SOD enziminin aktivite
tayini McCord ve Fridovich yontemine (138) gore yapildi. Yontemin esast ksantin-
ksantin oksidaz sisteminde iretilen siiperoksit radikallerinin sitokrom-C’yi
indirgemesinin SOD tarafindan inhibisyonu temeline dayanir. Siiperoksit dismutaz
cesitli yollarla ortaya ¢ikan siiperoksit (O, ) radikalinin hidrojen peroksite (H,0.)

dismutasyonu reaksiyonunu katalizler. SOD enzim aktivitesi ksantin — ksantin oksidaz
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(XO) sistemi ile iiretilen O, radikallerinin sitokrom c okside etmesi sonucu olusan renk
degisimi 550 nm’de takip edilerek belirlendi. Bu reaksiyona dayanan optik dansitedeki
azalmadan yararlanarak SOD tarafindan reaksiyonun % inhibisyonu belirlendi. Bu
reaksiyonu % 50 inhibe eden 6rneklerdeki SOD miktar1 1 Unite (U) olarak kabul edildi
ve sonuglar U/mg protein olarak verildi.

Enzimin % inhibisyonu = (Abskdrv — Absnum) / Abs korv x 100.

Gerekli ¢ozeltiler:

A ¢ozeltisi:

5 umol ksantinin 0.001 N NaOH* daki ¢6zeltisi: 10 hacim

2 pmol sitokrom-C’nin 50 mM pH 7.8 ve 0.1 mM EDTA igeren fosfat
tamponundaki ¢ozeltisi: 100 hacim

A ¢ozeltisi belirtilen hacim oranlarinda karistirilarak hazirlanir. Bu ¢ozelti +4
°C ’ de 3 giin kararhdir.

B Cozeltisi: Ksantin oksidazin 0.1 mM EDTA’daki ¢o6zeltisi 0.2U/mL. B
¢oOzeltisi deneyden Once taze olarak hazirlanir.

Yontem:

1) 3 mL’lik spektrofotometre kiivetine 2.9 mL A ¢ozeltisi eklendi.

2) 50 uL ornek ilave edildi.

3) Tepkime 50 puL B ¢6zeltisinin eklenmesiyle baslatildi.

4) Daha sonra Shimadzu UV- 1601-UV visible spektrofotometrede 550 nm deki
absorbans degisimi (1dk.) okundu.

5) Kor okumasi yapilirken 6rnek yerine SOuL bidestile su eklendi.

6) Orneklerin % inhibisyon degerleri hesaplandi.

Lipit peroksidasyonunun belirlenmesi

Serbest radikal saldirilar1 sonucu hiicre membraninda bulunan lipitlerin
peroksidasyonu, son iiriin olan malondialdehit (MDA) miktarinin Beuge ydntemine
(139) gore belirlenmesiyle bulundu.

Gerekli ¢ozeltiler:

% 15 ‘lik TCA ¢ozeltisi : 1 hacim

% 0.375 ‘lik TBA ¢o6zeltisi : 1 hacim

0.25 N ‘lik HCI ¢6zeltisi : 1 hacim

Yukaridaki {i¢ ¢Ozeltinin hassas bir sekilde hazirlanip belirtilen hacim

oranlarinda karistirilmasiyla bir soliisyon hazirlandi.
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Yontem:

1- 10 mL’ lik santifiij tlipleri alind1 ve biitiin tiiplere hazirlanan soliisyondan 4 mL
konuldu.

2- Kor tiipleri harig tutularak 6rnek tiiplerine 1 mL homojenat konuldu.

3- Bir kez siddetli bir sekilde karistirildi.

4- Kaynar suda (95- 100 °C ’de) 15 dakika bekletildi.

5- Daha sonra tiipler sogutuldu ve 3500 rpm’ de 10 dakika santrifiij edildi.

6- Elde edilen siipernatanin Shimadzu 1601 UV-VIS spektrofotometresinde 535
nm’deki MDA-TBA kompleksi ‘nin (¢ : 1.56 x 10> M cm™) absorbansi
okunarak malondialdehit miktar1 hesapland:.

Toplam Glutatyon (tGSH) seviyesi

5-tio-2-nitrobenzoat (TNB) olusumu, 412 nm’ de spektrofotometrik olarak
Olciildii. Ekstrakt i¢indeki GSH miktari, ticari bir GSH standart olarak kullanilarak,
nmol/mg protein cinsinden belirlendi (139).

Olgiilen tiim biyokimyasal parametrelerin birimleri Tablo 1°de gdsterilmistir.

Tablo 1. Biyokimyasal parametrelerin birimleri.

Parametre SOD CAT tGSH MDA

Birim U/mgprot. | U/mgprot. | nmol/mg prot. | nmol/mg prot.

3.3.3. BUN ve Kkreatinin diizeyi

Serum BUN ve kreatinin diizeyleri kinetik caligmayla belirlendi. Caligmada
Abbott firmasmin Architect ¢ 1600 model cihazi kullanildi.

3.4. Viicut ve bobrek agirhg olciimleri

Hayvanlarin viicut agirlik olctimleri ¢alismanin baslangi¢ giinii, 1. giinii, 15.
giinii ve 30. giinlerinde tartilarak saptandi. Calisma sonunda ketamin anestezisi altindaki
hayvanlarin sol bobrekleri ¢ikarildi. Serum fizyolojik ile yikanan bobreklerin agirlik

Ol¢timleri yapildi.
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3.5. Istatistiksel analiz

Istatistiksel analizler SPSS (SPSS for Windows version 13.0) ve MedCalc
(2007, Belgika) istatistiksel yazilim programlari ile yapildi. Tim sonuglar aritmetik
ortalama + standart hata (X £ SE) olarak ifade edildi. Tim gruplardaki O6lgiilebilir
degiskenlerin (MDA, CAT, SOD, tGSH, kan glukozu, BUN, Kreatinin, viicut agirlig,
bobrek agirligr) Shapiro Wilk normallik testine gére normal dagilim gostermedigi
saptandi (p>0.05). Bu nedenle istatistiksel degerlendirmede parametrik olmayan
testlerden Kruskal Wallis varyans analizi tiim degiskenler yoniinden gruplarin genel
karsilastirilmasinda kullanilirken, gruplarin ikili karsilastirilmasinda ise Connover testi

kullanildi. p< 0.05 istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.
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4. BULGULAR

4.1. Histopatolojik bulgular

4.1.1. Kontrol grubu

H-E boyama metodu uygulanan kesitlere ait pankreas dokularinda Langerhans
adaciklar1 ekzokrin asinuslar igerisinde dagilmis yuvarlak ya da oval sekilleri ile dikkat
cekti. Langerhans adaciklarini olusturan hiicreler normal histolojik goriiniimde izlendi

(Resim 1).

Resim 1. Kontrol grubu; normal goriiniimdeki pankreas Langerhans adacigi
(oklar). H-E; X20.

Bu boyama metoduyla incelenen bobrek kesitlerinde kortekste yer alan glomeriil

ve tubul yapilar1 normal histolojik yapida gozlendi (Resim 2).

41



Resim 2. Kontrol grubu; glomeriil (yildiz) ve tubul yapilari (oklar) normal olarak
izlenmekte. H-E; X20.

PAS boyama metodu uygulanan kesitlerde glomeriiler kapiller ve tubuler bazal

membranlarin diizenli yapida oldugu goriildi (Resim 3).

Resim 3. Kontrol grubu; glomeriiler kapiller liimenleri (ince ok) ve tubuler bazal

membranlarin goriiniimii (kalin oklar). PAS; X20.

Proksimal tubul epitel hiicrelerinin apikal ylizeylerinde PAS (+) boyanan

mikrovillus yapilar1 belirgin olarak gozlendi (Resim 4).

42



Resim 4. Kontrol grubu; proksimal tubul apikalinde yer alan, mikrovillus
yapilari goriilmekte (oklar). PAS; X40.

Toluidin mavisi boyama metodu uygulanan preparatlarda, proksimal tubulde

lizozomal yapilara ¢ok nadir olarak rastlandi (Resim 5).

Resim 5. Kontrol grubu; proksimal ve distal tubul hiicrelerinin goriiniimii.
Toluidin mavisi; X100.
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TGF-B1 immun boyama metodu uygulanan Kkesitlerde, tubuler hiicrelerin
sitoplazmalar1 zayif olarak boyandi. Glomeriillerde ise boyanma izlenmedi (Resim 6).
Bu grupta boyanmayan tubul sayis1 79.00+4.04, zayif boyanan tubul sayis1 19.42+3.43
ve kuvvetli boyanan tubul sayis1 1.57+1.26 olarak hesaplandi.

Resim 6. Kontrol grubu; proksimal ve distal tubul epitel hiicrelerinde izlenen
zaylf immunopozitiflik. TGF-p1; X40.
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4.1.2. Diyabet grubu

Bu grupta incelenen pankreas kesitlerinde, Langerhans adaciklar1 kontrol
grubuna gore kiiciik, sinirlar1 diizensiz olarak izlendi. Ayrica adacigin merkezinde yer
alan bazi hiicrelerin nukleuslar1 irilesmis, bazilarinin ise sitoplazmalar1 biliziismiis ve

eozinofilik olarak boyanmist1 (Resim 7).

Resim 7. Diyabet grubu; Langerhans adacigimin merkezinde iri nukleuslu hiicre
goriilmekte (ok). H-E; X40.
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H-E boyama metoduyla incelenen preparatlarda, glomeriiler ve tubuler

degisiklikler gdzlendi (Resim 8).
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Resim 8. Diyabet grubu; glomeriiler (G) ve tubuler (T) hasar izlenmekte.
H-E; X20.

Tubullerde gozlenen degisiklikler epitelyal dokiilme (Resim 9), hiicre sigmesi,

ve intrasitoplazmik vakuolizasyon olarak saptandi (Resim 10, 11).

Resim 9. Diyabet grubu; tubul liimeninde izlenen epitelyal dokiintiiler (oklar).
H-E; X20
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Resim 10. Diyabet grubu; sismis tubuler epitelyal hiicreler izlenmekte (oklar).
H-E; X40.

Resim 11. Diyabet grubu; proksimal tubul epitel hiicrelerinin bazalinde izlenen
vakuolizasyon (oklar). H-E; X100.
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Ayrica yer yer tubullerin etrafindaki bag dokuda infiltrasyon alanlarma rastlandi

(Resim 12).

Resim 12. Diyabet grubu; yaygin (yildiz) ve peritubuler (oklar) infiltrasyon
alanlarn goriilmekte. H-E; X20.

Bu grupta, histopatolojik hasar skoru 5.85+0.34 olarak tespit edildi. Kontrol
grubu ile karsilagtirildiginda histopatolojik hasar yoniinden istatistiksel olarak anlamli
bir artis saptand1 (p=0.0003).

PAS boyama metodu uygulanan kesitlerde izlenen en dikkat c¢ekici degisiklikler,
ozellikle proksimal tubul epitel hiicrelerindeki mikrovillus kaybi (Resim 13) ve

glomeriillerdeki sklerozdu.
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Resim 13. Diyabet grubu; proksimal tubul epitel hiicrelerinin apikalinde
mikrovillus kaybi goriilmekte (oklar). PAS; X40.

Glomeriiler mezengiumun kontrollere goére PAS (+) olarak daha yogun
boyandig1 goriildii. Ayrica kapiller liimenin yer yer izlenmemesi dikkat c¢ekiciydi
(Resim 14). Bu grupta siddetli sklerotik degisiklikler gosteren glomeriil sayisi
10.85+0.55 olarak tespit edildi. Sklerotik degisiklikler gdstermeyen glomeriil

gbzlenmedi.
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Resim 14. Diyabet grubu; glomeriiler mezengiumda PAS (+) boyanma ve kapiller
liimenin izlenmedigi alanlar dikkati cekmekte (yildiz). PAS; X40.

Glomeriillerde izlenen diger bir bulgu ise; kapiller bazal membranin

kalmlasmasiyd1 (Resim 15).

Resim 15. Diyabet grubu; kapiller bazal membranin kalinlastifi goériilmekte
(oklar) PAS; X40.
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Bu boyama metodunda, tubuler bazal membranlarin yer yer kalinlastigi ve

diizenli yapilariin bozuldugu gozlendi (Resim 16).

Resim 16. Diyabet grubu; tubuler bazal membran kalinlasmasi dikkat cekiciydi
(oklar). PAS; X40.

Ayrica etkilenmis tubullerde epitel hiicrelerinin sitoplazmasinda PAS (+)

boyanan, farkli biiyiikliikte, sinirlar1 diizenli vakuoller goriildii (Resim 17).

Resim 17. Diyabet grubu; tubullerde PAS (+) boyanan ve sinirlar diizenli, farkl
biiyiikliikte vakuoller dikkati cekmekte (oklar). PAS; X40.
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Toluidin mavisi boyama metodu uygulanan kesitlerde, proksimal tubul epitel

hiicrelerinin sitoplazmasinda irili ufakli, graniiler gériinlimde yapilar izlendi (Resim 18).

Resim 18. Diyabet grubu; tubul epitel hiicrelerinde mavi renkte boyanan, irili

ufakh graniiller goriillmekte (oklar). Toluidin mavisi; X100.

TGF-B1 immun boyama metodu ile boyanan kesitlerde, tubuller siddetli pozitif
olarak boyanirken, glomeriiller zayif olarak boyand1 (Resim 19, 20).

Bu grupta boyanmayan tubul sayis1 26.14+5.22, zayif boyanan tubul sayisi
36.57£5.02 ve siddetli boyanan tubul sayis1 37.2844.28 olarak tespit edildi.
Boyanmayan tubul sayisi, kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlamli derecede
azalirken (p=0.0002), siddetli boyanan tubul sayisinda kontrol grubuna gore istatistiksel
olarak anlamli bir artis saptand1 (p=0.0001).
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Resim 19. Diyabet grubu; tubullerde (T) siddetli immunopozitiflik izlenmekte.
TGF-p1; X20.

-

Resim 20. Diyabet grubu; tubuller (T) siddetli immunopozitif boyamirken,
glomeriillerde (G) zayif boyanma goriilmekte. TGF-$1; X40.
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4.1.3. Diyabet + Melatonin grubu
Langerhans adaciklarmin boyutlar1 diyabet grubuna gore daha biiyiik ve diizgiin
smirliydr (Resim 21).

Resim 21. Diyabet + Melatonin grubu; Langerhans adaciklarinin goriiniimii.
H-E; X40.

H-E boyama metodu uygulanan kesitlerde, hafif tubuler epitelyal dokiintii ve
bazi tubul hiicrelerinde izlenen hidropik degisiklikler disinda bobrek dokusu normal
histolojik goriinlimdeydi (Resim 22).
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Resim 22. Diyabet + Melatonin grubu; hafif tubuler epitelyal dokiilme ve bazi
tubul hiicrelerinde hidropik degisiklikler goriilmekte (oklar). H-E; X20.

Bu grupta peritubuler inflamasyona rastlanmadi. Histopatolojik degisikliklerin
diyabet grubu ile karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli derecede azaldigi
goriildi (p=0.0003). Histopatolojik hasar skoru 3.71+£0.52 olarak bulundu. Diyabet
gruplar1 i¢cinde en diisiik histopatolojik hasar skoru bu grupta saptandi.

PAS boyama metodu uygulanan kesitlerde; tubullerin etrafindaki bazal membran
diizgiin smirli ve proksimal tubullerde fir¢ca kenar yer yer saglam olarak izlendi.
Glomertiler kapiller bazal membranlarda diyabet grubundakine benzer sekilde belirgin

bir kalinlasma gozlenmedi (Resim 23).
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Resim 23. Diyabet + Melatonin grubu; tubullerin etrafindaki bazal membranin
diizgiin simirh oldugu ve proksimal tubullerde yer yer fir¢ca kenar yapisimin korundugu goriilmekte
(oklar). PAS; X40.

Bu grupta hafif ve orta derecede sklerotik degisiklik gdsteren glomeriiller
izlenirken, siddetli skleroz bulgularina sahip glomertiller goriilmedi. Glomeriiloskleroz
bulgularina sahip toplam glomeriil sayis1 15.42+1.21 olarak tespit edildi. Bu gruptaki
toplam sklerotik glomeriil sayis1 diyabet grubuna gore istatistiksel olarak anlamli
derecede azaldi (p=0.0066).

Toluidin mavisi boyama metodu uygulanan kesitlerde, proksimal tubul epitel
hiicrelerinin sitoplazmasinda mavi renkte boyanan graniiller diyabet grubuna gore

seyrek olarak izlendi (Resim 24).
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Resim 24. Diyabet + Melatonin grubu; mavi renkte boyanan graniiller seyrek
olarak goriilmekte (oklar). Toluidin mavisi; X100.

TGF-f1 immun boyama metodu uygulanan kesitlerde, diyabet grubuna gore
zaylf boyanan tubul sayisi istatistiksel olarak anlamli derecede artarken (p=0.0003),
siddetli boyanan tubul sayisinda ise istatistiksel olarak anlamli bir azalma tespit edildi
(p=0.0001) (Resim 25). Kesitlerde boyanmayan tubul sayis1 38.2844.92, zayif boyanan
tubul sayis1 50.00+4.34 ve kuvvetli boyanan tubul sayisi 11.71+1.10 olarak tespit edildi.

Resim 25. Diyabet + Melatonin grubu; tubullerde (T) zayif boyanma izlenmekte.
TGF-p1; X40.
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4.1.4. Diyabet + Quercetin grubu
Langerhans adaciklarinda, diyabet grubunda izlenen dev nukleuslu hiicrelere

rastlanmadi (Resim 26).

Resim 26. Diyabet + Quercetin grubu; Langerhans adaciginin goriiniimii.
H-E; X40.

H-E boyama metodu uygulanan kesitlerde; dikkati ¢eken en 6nemli bulgu tubul
limeninde izlenen epitel hiicrelerine ait sitoplazmik dokiintiiler (Resim 27) ve sismis

proksimal tubul epitel hiicreleriydi (Resim 28).
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Resim 27. Diyabet + Quercetin grubu; tubul liimeninde orta derecede epitelyal
dokiilme goriilmekte (oklar). H-E; X20.

Resim 28. Diyabet +Quercetin grubu; bazi tubullerde izlenen sismis epitelyal
hiicreler dikkati cekmekte (oklar). H-E; X20.
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Histopatolojik degisiklikler diyabet grubu ile karsilastirildiginda istatistiksel
olarak anlamli derecede azaldi (p=0.0003). Diger yandan diyabet + melatonin grubu ile
karsilastirildiginda histopatolojik skor acisindan istatistiksel olarak anlamli fark
bulunmadi (p>0.05). Histopatolojik hasar skoru bu grupta 4.28+0.35 olarak tespit edildi.

PAS boyama metodu uygulanan kesitlerde, glomeriillerin ve tubullerin histolojik

gorlinimii diyabet + melatonin grubuna benzerdi (Resim 29).
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Resim 29. Diyabet + Quercetin grubu. PAS; X40.

Glomertillerin ¢ogunda glomeriiler kapiller limenleri belirgin olarak izlendi

(Resim 30).
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Resim 30. Diyabet + Quercetin grubu; glomeriiler kapiller liimen belirgin olarak
izlenmekte (oklar). PAS; X40.

Glomeriiloskleroz bulgularina sahip toplam glomeriil sayis1 17.28+1.20 olarak
tespit edildi. Glomeriilosklerozun derecesi diyabet grubuna gore istatistiksel olarak
anlamli  derecede azalirken (p=0.0066), diyabet + melatonin grubu ile
karsilastirildiginda ise aralarindaki fark istatistiksel olarak anlamsizdi (p>0.05).

Toluidin mavisi boyama metodu uygulanan kesitlerde, mavi renkte boyanan

graniiler yapilar diyabet grubuna gore daha seyrek dagilimda izlendi (Resim 31).

Resim 31. Diyabet + Quercetin grubu; mavi boyanan graniiller seyrek olarak

goriilmekte (ok). Toluidin mavisi; X100.
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TGF-f1 immun boyama metodu uygulanan kesitlerde, tubuller zayif

immunopozitif reaksiyon gosterdi (Resim 32).

Resim 32. Diyabet + Quercetin grubu; tubullerde (T) zayif boyanma dikkat
cekmekte. TGF-f1; X40.

Siddetli boyanan tubul sayisi agisindan diyabet grubu ile karsilastirildiginda, bu
grupta istatistiksel olarak anlamli derecede bir azalma saptandi (p=0.0001). Diyabet +
melatonin grubu ile karsilastirildiginda ise aralarinda istatistiksel olarak anlamli bir fark
bulunmadi (p>0.05). TGF-B1 antikoru ile boyanmayan tubul sayis1 26.14+6.36, zayif
boyanan tubul sayis1 58.14+4.12 ve siddetli boyanan tubul sayis1 15.71+1.78 olarak
hesaplandi.
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4.1.5. Diyabet + Resveratrol grubu
Langerhans adaciklarini olusturan hiicrelerin sitoplazmasi i¢inde irili ufakl

vakuoller mevcuttu (Resim 33).

Resim 33. Diyabet + Resveratrol grubu; Langerhans adaciklarindaki baz
hiicrelerde vakuoller izlenmekte (ok). H-E; X40.

H-E boyama metodu uygulanan kesitlerde, bazi proksimal tubul epitel
hiicrelerinde dokiilme, bazilarinda da hidropik degisiklikleri gosteren hiicre sismesi ve
soluklasmasi izlendi (Resim 34).

Histopatolojik degisikliklerin diyabet grubuna kiyasla istatistiksel olarak anlaml
derecede azaldig1 goriildii (p=0.0003). Tedavi uygulanan diyabet gruplari igerisinde en
yiiksek histopatolojik skor (4.42+0.52) bu grupta tespit edilmesine ragmen, melatonin
ve quercetin tedavi gruplari ile karsilagtirildiginda, gruplar arasinda istatistiksel olarak

anlamli bir fark bulunmadi (p>0.05).
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Resim 34. Diyabet + Resveratrol grubu; tubul epitel hiicrelerinde dokiilme (yildiz)

ve sisme izlenmekte (oklar). H-E; X20.

PAS boyama metodu uygulanan kesitlerde; tubul etrafinda bazal membran

yapilar1 diizgiin smirliydi (Resim 35).

Resim 35. Diyabet + Resveratrol grubu; tubul etrafindaki bazal membran
diizgiin simirhiydi (oklar). PAS; X20.
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Proksimal tubul epitel hiicrelerinde, apikal plazma membranlarmin dokiilmesine
bagli bazi tubullerde mikrovillus kayb1 izlendi. Glomeriillerde ise; en belirgin bulgu
diyabet grubunda goriilen kapiller bazal membran kalinlasmasmin yer yer devam

etmesiydi (Resim 36).

Resim 36. Diyabet + Resveratrol grubu; bazi proksimal tubul hiicrelerinin
apikalinde mikrovillus kayb1 (ince oklar) ve glomeriillerde yer yer bazal membran kalinlasmasi

(kalin ok) izlenmekte. PAS; X40.

Glomertiloskleroz bulgularmna sahip toplam glomeriil sayist 15.00+0.30 olarak
tespit edildi. Glomertiilosklerozun derecesi diyabet grubuna gore istatistiksel olarak
anlamli derecede azaldi (p=0.0066). Bu grup ile diyabet + melatonin ve diyabet +
quercetin gruplar1 arasinda ististiksel olarak anlamli bir fark bulunmadi (p>0.05).

Toluidin mavisi boyama metodu uygulanan kesitlerde, proksimal tubul epitel
sitoplazmasinda izlenen ve mavi renkte boyanan graniiler yapilari goriiniimii diyabet +

quercetin benzerdi (Resim 37).
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Resim 37. Diyabet + Resveratrol grubu; proksimal tubul epitel sitoplazmasinda

mavi renkteki graniillerin goriiniimii (oklar). Toluidin mavisi; X100.

TGF-B1 immun boyama metodu uygulanan kesitlerde, boyanmayan tubul sayis1

47.14£2.13, zayif boyanan tubul sayis1 39.42+2.64 ve siddetli boyanan tubul sayisi
14.8542.12 olarak tespit edildi (Resim 38).
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Resim 38. Diyabet + Resveratrol grubu; tubullerde (T) zayif boyanma

goriilmekte. TGF-B1; X40.
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Tiim gruplara ait toplam histopatolojik hasar skoru tablo 2’de, TGF-B1

immunpozitiflik skorlamasi tablo 3’de ve glomeruloskleroz skorlamasi tablo 4’de

verilmistir.

Tablo 2. Histopatolojik degerlendirme sonuglari

Gruplar

(n=7)

Grup 1: Kontrol
Grup 2: DM

Grup 3: DM + Melatonin
Grup 4: DM + Quercetin

Grup 5: DM + Resveratrol

Skor
(X£SE)
2.00+0.00
5.85+0.34
3.71+0.52
4.28+0.35
4.42+0.52

Tablo 3. TGF-B1 immunopozitif boyanan tubullerin sayisi

Gruplar 0 (Yok)

(n=7) (X£SE)
Grup 1: Kontrol 79.00+4.04
Grup 2: DM 26.14£5.22
Grup 3: DM + Melatonin 38.28+4.92
Grup 4: DM + Quercetin 26.14+6.36
Grup 5: DM + Resveratrol 47.14+2.13

1 (Zayrf) 2 (Siddetli)
(X+£SE) (X+£SE)
19.42+3.43 1.57+1.26
36.57+5.02 37.28+4.28
50.00+4.34 11.71+1.10
58.14+4.12 15.71+1.78
39.4242.64 14.85+2.12

Tablo 4. Glomeruloskleroz degerlendirme sonuglari

Gruplar
(n=7)

Grup 1: Kontrol

Grup 2: DM

Grup 3: DM + Melatonin
Grup 4: DM + Quercetin
Grup 5: DM + Resveratrol

0
(Yok)
(X£SE)
3.57+1.02
0.000.00
4.57+1.21
2.7141.20
5.00+0.30

1
(Hafif)
(X+SE)

13.00+0.81

0.00+0.00

10.14+1.10
11.28+1.08
10.00+0.65
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2
(Orta)

(X£SE)
3.28+0.52
9.14£0.55
5.28+2.02
4.85+0.63
4.7140.60

3 Toplam
(Siddetli) _
(X+£SE) (X+£SE)
0.14+0.14  16.42£1.02
10.85+0.55  20.00+0.00
0.00+0.00  15.42+1.21
1.14+0.55  17.28+1.20
0.28+0.28  15.00+0.30



4.2. Biyokimyasal bulgular

4.2.1. Kan biyokimyasi

4.2.1.1. A¢hk kan glukoz diizeyi (mg/dl)

STZ uygulamasimdan once tim gruplara ait kan glukoz degerleri 94.85+2.93
mg/dl ile 115.71£1.42 mg/dl arasinda tespit edildi. STZ uygulamas: ile diyabet
olusturulan gruplarm, 72 saat sonra dlgiilen aglik kan glukoz diizeyleri, kontrol grubuna
gore istatistiksel olarak anlamli derecede artt1 (p=0.0001). Kontrol grubunun 1. giindeki
kan glukoz diizeyi 113.14+3.38 mg/dl iken; diyabet grubunun 365.71+10.05 mg/dl
olarak oOlgiildii. 1. giindeki ortalama kan glukoz degerleri melatonin uygulanan grupta
392.42+17.65 mg/dl, quercetin uygulanan grupta 440.57+30.15 mg/dl ve resveratrol
uygulanan grupta 411.14+21.87 mg/dl olarak saptandi. Gruplarm 15. giindeki kan
glukoz diizeyleri karsilastirildiginda; diyabetik gruba (507.42+75.51 mg/dl) oranla
melatonin tedavisi alan grupta (461.28+14.71 mg/dl) istatistiksel olarak anlamli
derecede azalma tespit edildi (p=0.0015). Diyabet grubu ile diger gruplar arasinda
istatistiksel olarak anlamli bir fark yoktu (p>0.05). Gruplarin 30. giindeki aglik kan
glukoz diizeyleri; diyabet grubunda 568.00+12.93 mg/dl, diyabet + melatonin grubunda
385.71+£30.67 mg/dl, diyabet + quercetin grubunda 335.42+9.27 mg/dl ve diyabet +
resveratrol grubunda 398.85+24.91 mg/dl olarak Olgiildii. Diyabetik grup ile
karsilastirildiginda tiim tedavi gruplarinda istatistiksel olarak anlamli derecede azalma
saptand1 (p=0.0001). (Tablo 5) (Grafik 1)
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Tablo 5. Gruplararasi aglik kan glukoz degerlerinin karsilastiriimasi (mg/dl)

Gruplar
(n=7)

Kontrol

DM

DM + Melatonin

DM + Quercetin

DM + Resveratrol

mag/dl

0.GUN

(X+SE)
94.85+2.93

95.71+2.88

90.4242.10

89.71+£2.80

115.71+1.42

1. GUN

(X+SE)
113.1443.38
365.71+10.05
392.42417.65

440.57£30.15

411.14£21.87

15. GUN

(X+SE)
135.14+5.03
507.42+75.51
461.28+14.71

473.85+£29.84

525.71£19.50

30. GUN

(XSE)
214.85+8.62
568.00+12.93
385.71430.67

335.4249.27

398.85+24.91

Grafik 1. Gruplarm aglik kan glukoz seviyeleri
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4.2.1.2. BUN diizeyi (mg/dl)

Kontrol grubunun ortalama BUN diizeyi 20.14+0.59 mg/dl iken; diyabet
grubunda 42.85+3.12 mg/dl, diyabet + melatonin grubunda 29.28+3.50 mg/dl, diyabet
+ quercetin grubunda 33.71+2.74 mg/dl ve diyabet + resveratrol grubunda 22.42+2.26
mg/dl olarak 6lgiildii. Diyabet grubu ile kontrol grubu karsilagtirildiginda aradaki fark
istatistiksel olarak anlamli derecede yiiksekti (p=0.0001). Diyabet grubu ile tedavi
gruplar1 karsilastirildiginda; diyabet + melatonin ve diyabet + resveratrol gruplarinda
istatistiksel olarak anlamli azalma bir tespit edilirken (p=0.0001), diyabet + quercetin
grubu ile arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmadi (p>0.05). (Tablo 6)
(Grafik 2)

4.2.1.3. Kreatinin diizeyi (mg/dl)

Kontrol grubunun ortalama kan kreatinin diizeyi 0.42+0.02 mg/dl iken; diyabet
grubunda 0.48+0.02 mg/dl, diyabet + melatonin grubunda 0.30+0.02 mg/dl, diyabet +
quercetin grubunda 0.52+0.03 mg/dl ve diyabet + resveratrol grubunda 0.304+0.04 mg/dl
olarak ol¢iildii. Kreatinin diizeyi agisindan diyabet grubu ile kontrol grubu arasmda

istatistiksel olarak anlamli bir fark tespit edilmedi (p>0.05). (Tablo 6) (Grafik 3)

Tablo 6. BUN ve kreatinin yoniinden gruplarin karsilastirilmasi (mg/dl)

Gruplar BUN Kreatinin

(n=7) (X4SE) (X4SE)
Grup 1: Kontrol 20.14+0.59 0.42+0.02
Grup 2: DM 42.85+3.12 0.48+0.02
Grup 3: DM + Melatonin 29.28+3.50 0.30+0.02
Grup 4: DM + Quercetin 33.71+2.74 0.52+0.03
Grup 5: DM + Resveratrol 22.42+2.26 0.30+0.04
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4.2.2. Doku biyokimyasi

Kontrol grubunun ortalama doku MDA seviyesi 224.30+12.08 nmol/mg iken,
diyabet grubunda MDA seviyesi 300.21+17.09 nmol/mg, diyabet + melatonin grubunda
161.85+£8.15 nmol/mg, diyabet + quercetin grubunda 137.31+£7.56 nmol/mg ve diyabet
+ resveratrol grubunda 150.72+8.54 nmol/mg olarak Olgiildii. MDA seviyesi diyabet
grubunda kontrol grubuna oranla istatistiksel olarak anlamli derecede artmis olarak
bulundu (p=0.0001). Diger yandan tedavi gruplarinda MDA seviyesi, diyabet grubuna
oranla istatistiksel olarak anlamli derecede azalmisti (p=0.0001). Tedavi gruplari
icerisinde en diisiik MDA seviyesi diyabet + quercetin grubunda gozlendi.

Kontrol grubunun ortalama doku CAT aktivitesi 80.69+3.90 U/mg iken; diyabet
grubunda 46.3143.50 U/mg, diyabet + melatonin grubunda 58.04+3.35 U/mg, diyabet +
quercetin grubunda 63.95+3.84 U/mg ve diyabet + resveratrol grubunda 62.58+4.25
U/mg olarak o6lgiildii. Kontrol grubu ile karsilastirildiginda, diyabet grubunun CAT
aktivitesinin istatistiksel olarak anlamli derecede azaldig1 goriildi (p=0.0009). Tedavi
uygulanan gruplarda diyabet grubuna goére CAT aktivitesi yoniinden belirgin bir artis
izlenirken (p=0.0009), tedavi uygulanan gruplarin birbirleriyle arasinda istatistiksel
olarak anlamli bir fark bulunmadi (p>0.05).

Kontrol grubunun ortalama doku SOD aktivitesi 13.64+0.53 U/mg iken, diyabet
grubunun aktivitesi 8.81+0.40 U/mg, diyabet + melatonin grubunda 11.83+0.43 U/mg,
diyabet + quercetin grubunda 11.46+£0.72 U/mg ve diyabet + resveratrol grubunda
8.43+0.66 U/mg olarak 6lgiildii. Kontrol grubu ile karsilastirildiginda, diyabet grubunun
SOD aktivitesinin istatistiksel olarak anlamli derecede azaldig1 goriildii (p=0.0001).
Diyabet grubu ile tedavi gruplar1 karsilastirildiginda, diyabet + resveratrol grubu
disindaki diger tedavi gruplarinda SOD aktivitesi yoniinden istatistiksel olarak anlamli
bir artis tespit edildi (p=0.0001).

Kontrol grubunun ortalama doku tGSH seviyesi 4.25+0.11 nmol/mg iken,
diyabet grubunda 4.79+0.46 nmol/mg, diyabet + melatonin grubunda 5.25+0.44
nmol/mg, diyabet + quercetin grubunda 5.22+0.35 nmol/mg ve diyabet + resveratrol
grubunda 5.27+0.29 nmol/mg olarak 6l¢iildii. Gruplar arasinda doku tGSH seviyeleri
acisindan istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmadi (p=0.0562).

Tim gruplarmm doku MDA ve tGSH seviyeleri ile CAT ve SOD aktiviteleri
Tablo 7°da ve Grafik 4, 5, 6 ve 7°de gosterilmistir.
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Tablo 7. MDA, CAT, SOD ve tGSH yoniinden gruplarin karsilastiriimasi

Gruplar
(n=7)

Grup 1: Kontrol

Grup 2: DM

Grup 3: DM + Melatonin
Grup 4: DM + Quercetin

Grup 5: DM + Resveratrol

MDA
(nmol/mg)

(X£SE)

224.30+12.08
300.21+17.09

161.85+8.15
137.31+£7.56
150.72+8.54

CAT
(U/mg)

(X+£SE)
80.69+3.90
46.31+3.50
58.04+3.35
63.95+3.84
62.58+4.25

SOD
(U/mg)

(X+£SE)
13.64+0.53
8.81+0.40
11.83+0.43
11.46+0.72
8.43+0.66

Grafik 4. Gruplarin MDA diizeyleri
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Grafik 7. Gruplarin tGSH diizeyleri
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4.3. Agirhk degerleri

4.3.1. Viicut agirhg1 (gr)

Deneyin 0. ve 1. giiniindeki viicut agirlik olgtimleri karsilastirildiginda gruplar
arasinda anlamhi fark yokken, deneyin 15. giinlindeki viicut agirliklar:
karsilastirildiginda, kontrol grubu ile diger gruplar arasinda anlamli derecede azalma
saptand1 (p=0.007). Ancak diyabetik grup ve tedavi gruplari arasinda anlamli fark
bulunmadi. Deneyin 30. giiniindeki viicut agirliklar1 karsilastirildiginda, kontrol grubu
ile diger gruplar arasinda ve diyabet grubu ile quercetin ve resveratrol tedavisi alan

gruplar arasinda anlamli fark tespit edildi (p=0.0013) (Tablo 8) (Grafik 8)
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Tablo 8. Gruplararas1 viicut agirlik degerlerinin karsilagtiriimasi

‘Kontrol  344.00+8.89 347.85+8.71 341.42+11.16 336.57£11.77 -7.42+16.65
DM 329.42+2.37  312.14£8.06  270.14+£5.19  234.42+6.09  -95.00+7.66
DM + Melatonin 340.42+6.90 324.57£7.60 278.57+4.53  254.14+4.86 -86.28+11.17
DM + Quercetin 332.71+£6.20  324.42+5.51 289.57+13.90 270.57+13.55 -62.14+9.52
DM + Resveratrol 331.28+5.13 310.57+16.11 264.71£12.61 261.85£9.22 -69.42+10.26

Grafik 8. Gruplarin viicut agirlik degerleri
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4.3.2. Bobrek agirhg: (gr)
Gruplar bobrek agirliklart agisindan karsilastirildiginda istatistiksel olarak
anlamli bir fark bulunmadi (p=0.062). Siganlarin bobrek agirliklar1 Tablo 9°da

gosterilmigtir.

Tablo 9. Gruplararasi bobrek agirlik degerlerinin karsilastiriimast

Gruplar Bobrek Agirhgi
(n=7) (gr)
(X+£SE)
Grup 1: Kontrol 1.20+0.04
Grup 2: DM 1.12+0.04
Grup 3: DM + Melatonin 1.324+0.02
Grup 4: DM + Quercetin 1.26+0.05
Grup 5: DM + Resveratrol 1.224+0.13

Grafik 9. Gruplarin bobrek agirlik degerleri
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5. TARTISMA

Diabetes Mellitus (DM) insiilin hormon sekresyonu veya insiilin etkisinin azlig1
sonucu karbonhidrat, protein ve yag metabolizmasinda bozukluklara yol agan metabolik
bir hastaliktir (59, 60, 61). DM’un en sik goriilen mikrovaskiiler komplikasyonu
diyabetik nefropatidir (59). Diyabete bagl goriilen nefropatinin patogenezinde biiyiime
faktorleri, genetik faktorler, metabolik ve hemodinamik faktorlerin yanisira (65, 66),
artmig oksidatif stresin dnemli rol oynadig1 bilinmektedir (5). Bu ¢alismada; deneysel
diyabet olusturulan siganlarin bobreklerinde meydana gelen hasar iizerine antioksidan
Ozellikleri bilinen melatonin, quercetin ve resveratrol’iin tedavi edici etkilerinin
arastirilmasi amaglanmistir.

Diyabete baglh komplikasyonlarm tam1 ve tedavisindeki yaklasimlarin
belirlenmesi amaciyla deneysel diyabet modelleri kullanilmaktadir (80). Tip 1 deneysel
diyabet modelleri, pankreatik B hiicrelerine toksik etkisi olan ajanlarin verilmesi ile
olusturulmaktadir. Bu amacgla en sik kullanilan kimyasallar alloksan ve STZ’dir.
Sicanlarda deneysel diyabet olusturmak amaciyla tek doz 40-60 mg/kg STZ
intraperitoneal olarak yapilmaktadir (8, 80, 141, 142). Calismamizda, Streptomyces
achromogenes’den izole edilen bir antibiyotik olan STZ’yi tek doz 45 mg/kg olarak
kullandik. STZ’nin beta hiicrelerinde olusturdugu hasar sonucu kalic1 bir hiperglisemi
gelismektedir (143). Yaptigimiz bu ¢alismada, STZ enjeksiyonu uygulanan siganlarda,
deneyin 3. giiniinden deneyin sonuna kadar hiperglisemi tablosu izlendi.

STZ, B hiicrelerine glikoz tasiyicisi-2 (GLUT-2) vasitasiyla girerek, metil-etil
gruplarinin DNA iskeletindeki fosfatlara baglanmasi sonucu DNA alkilasyonuna neden
olur (77, 118). Olusan bu DNA hasar1 ADP-ribozilasyonunun aktivasyonuna neden
olarak, poly ADP-ribozilasyonu hiicresel NAD ve ATP yikimina yol agar. Yiikselmis
ATP defosforilasyonu, ksantin oksidaz icin substrat vererek siiperoksit radikallerinin
(O) olusumuna yol agar. Olusan siiperoksit radikalleri SOD ile H,O;’ye doniiserek
hidrojen peroksit (H,0;) ve hidroksil radikalleri meydana gelir (77). Sonug olarak;
STZ’nin diyabetojenik etkisini B hiicrelerinde reaktif oksijen radikallerinin {iretimine
neden olarak gosterdigi bilinmektedir. Nitekim antioksidan uygulamasmin STZ’nin
neden oldugu hiperglisemiyi azalttig1 gozlenmistir (144-148). Biz de g¢aliyjmamizda
diyabetik sicanlara antioksidan Ozelligi bilinen melatonin, quercetin ve resveratol
tedavilerini uyguladik. Deneyin sonunda tedavi gruplarmin kan glikoz degerlerinin

diyabet grubuna gore anlamli derecede azaldig1 gozlendi. Bu bulgu diyabetik si¢anlara

melatonin (131, 149, 150), quercetin (100, 101, 151, 152) ve resveratrol (127, 129, 153)
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gibi antioksidanlarmn verilmesi ile kan glikoz degerlerinin diistiigiinii bildiren diger
caligmalar ile uyumludur.

Kisa ve uzun siireli deneysel diyabet ¢alismalarinda, diyabetik sicanlarin viicut
agirlik diizeylerinde kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlamli derecede azalma
oldugu bildirilmistir (106, 131, 135, 145, 147, 152, 154-161). Bu ¢alismada da diyabet
grubundaki si¢anlarin, kontrol grubundaki sicanlara gore belirgin oranda kilo
kaybettigini tespit ettik. Diger yandan Giineli ve ark. (162) ve Andallu ve ark. (163) ise
serbest radikal stipiiriicii 6zellikteki dogal ya da kimyasal ajanlarin, diyabetik sicanlarda
Kilo kaybini 6nledigini bildirmislerdir. Biz de ¢alismamizda antioksidan tedavisi verilen
diyabetik siganlarm, tedavisiz diyabetik sicanlara gore daha az miktarda kilo
kaybettigini tespit ettik. Yapilan ¢aligmalara gore; diyabetik sicanlarda izlenen viicut
agirlik kayb1 hiperglisemik duruma bagli olarak olusan doku proteinlerinin asir1 yikimi
sonucu meydana gelen kas kaybina baglanmistir (163). Antioksidan tedavisi ile viicut
agirhik kaybindaki azalmanin diyabet grubuna gore daha az miktarda gerceklesmesi,
muhtemelen hipergliseminin kontrol altma alinmasi ve bu sekilde yikimin azalmasi
nedeniyle olabilir.

Deneysel diyabet modelleri kullanilarak yapilan c¢alismalarda, bobrek
agirliklar1 agisindan elde edilen bilgiler birbiri ile uyumlu degildir. Coldiron ve ark.
(106) diyabette bobrek agirliklarinda azalma rapor ederken, Garman ve ark. (145) ise
belirgin bir artig bildirilmistir. Teoh ve ark. (164) ise diyabette bobrek agirliklar
acisindan kontrol grubuna gore belirgin bir fark olmadigini tespit etmistir. Bu ¢alismada
gruplar arasinda bobrek agirliklar1 agisindan istatistiksel olarak anlamli bir fark tespit
edilmedi.

Diyabetik nefropatideki histopatolojik hasar bobregin tamaminda goriilmekle
birlikte, en karakteristik degisiklikler glomeriillerde meydana gelmektedir (165).
Kapiller bazal membran kalinlasmasi, diffiiz ve nodiiler glomeruloskleroz izlenen en
belirgin glomeriiler lezyonlardir. Diffiiz  glomeruloskleroz, mezengial hiicre
proliferasyonu ile birlikte mezangial matrikste diffiiz artis ile karakterizedir (60, 62, 67,
166). Caliymamizda, diyabetik grubun PAS boyamasi yapilan bdbrek dokular:
incelendiginde, birgok glomeriilde diffiiz mezengial matriks artis1 ve kapiller bazal
membran kalinlagmas1 ile karakterize sklerotik glomeriillere ve tubuler bazal
kalinlagmalarmna rastladik. Eddy ve ark. (167), diyabetik bobrek hastaliklarmin
patolojisinde glomeriiler ve tubuler bazal membran kalmlagmasmin birbiri ile iligkili

oldugunu bildirmistir. In vitro caligmalar yiiksek glukoz konsantrasyonuna maruz
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birakilan glomeruler mezengial ve tubuler epitel hiicrelerinde, proteoglikan, decorin,
fibronektin, tip-4 kollajen ve laminin gibi ekstraselliiler matriks (ECM) proteinlerinin
sentezini arttiran TGF-P ekspresyonunu gdstermistir. Ustelik eksprese olan TGF-B,
kollajenaz iiretimini inhibe eder ve dokuda metalloproteinaz inhibitdrlerinin liretimini
arttirir. Boylece TGF-B her iki yoldan ECM’in degradasyonunu onleyerek diyabetik
glomeriill ve tubul bazal membranlarinda ECM proteinlerinin birikimine neden
olmaktadir (168). Calismamizda, tubul bazal membranlarindaki kalinlasma disinda
tubul epitel hiicrelerinde mikrovillus kaybi, tubul liimeninde epitelyal dokiintiiler,
peritubuler inflamasyon, tubul epitel hiicrelerinde sisme ve glikojenik vakuoller tespit
ettik. Vard1 ve ark. (131, 144), Tungdemir ve ark. (169, 170), Dogan ve ark. (171) ve
yapilan diger c¢alismalarda (155, 157, 161, 172-175), bizim go6zlemledigimiz
histopatolojik degisikliklere benzer bulgular rapor etmislerdir. Diger yandan
calismamizda melatonin, quercetin ve resveratrol verilen tedavi gruplarinda glomertiler
ve tubuler degisiklikler diyabetik gruba gore hafiflemis olarak izlendi. Resveratroliin
STZ’nin neden oldugu diyabetik nefropati iizerindeki iyilestirici etkileri, bu maddenin
hipoglisemik, antioksidatif, antiinflamatuar ve adenozin monofosfat aktive protein kinaz
(AMPK) diizenleyici 6zelliklerine baglanmistir. (AMPK, son yillarda diyabetik
nefropati lizerinde 6nemli bir rol oynadig1 diisiiniilen hiicresel enerji homeostazisini
diizenleyen bir molekiildiir) (153). Chang ve ark. (153) diyabetik sicanlara uyguladiklari
resveratrol tedavisinin hiperglisemi ve renal disfonksiyonu belirgin derecede
diizelttigini bildirmistir. Quercetin, oksijen ve hidroksil radikallerini siipiirmesi ve
ksantin oksidaz araciligiyla siiperoksit radikallerini inhibe etme 6zellikleriyle gii¢lii bir
antioksidandir (101, 110, 111). Mahesh ve ark. (151) ve Edremitlioglu ve ark. (176)
diyabete bagli olusan oksidatif stresin quercetin ile Onlendigini rapor etmislerdir.
Quercetin verilmesi ile goriilen iyilestirici etkiler, oksidatif stresin azalmasi ve
pankreatik beta hiicre biitiinligiiniin korunmasina baglanmistir. Vessal ve ark. (101) ise
quercetinin pankreastaki Langerhans adaciklarinin sayisinda artisa neden oldugunu
bildirmistir. Bdylece insiilin salimimininda da belirgin artis meydana gelmekte ve
plazma glikoz diizeyi quercetin tedavisiyle bir miktar azalmaktadir. Pineal bezin temel
sekresyon {irlinii olan melatonin serbest radikalleri siipiirmesi ve antioksidan enzimleri
stimiile etmesi ile giiclii bir antioksidandir. Cam ve ark. (177), STZ ile olusturulan
diyabetik rat modelinde kronik melatonin uygulamasmin renal hasar1 azalttigini
bildirmistir. Bobrek gibi glikoz girisi insiiline bagimli olmayan dokularda, kan-glikoz

konsantrasyonu yiikseldiginde normalde aktif olmayan aldoz rediiktaz yolu islerlik
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kazanarak, sorbitol olusumuna neden olur. Sorbitol plazma membranimndan diffiize
olamadigindan, hiicre iginde birikir ve hiicre membran biitiinliigiinii bozar. Ayrica
osmotik etki yaparak hiicrenin su alip sigmesine neden olur. Hiicrenin sismesi de
morfolojik ve fonksiyonel yap1 degisikliklerini de beraberinde getirir (178). Melatonin
diyabetle ortaya c¢ikan hidropik degisiklikleri Onlemesi, onun hiicre membranini
stabilize etme ve yiiksek lipofilikligi sayesinde hiicrenin tiim komponentlerini hasardan
koruyabilme 6zelligi ile ilgili olabilir.

Calismamizda dikkat cekici diger bir bulgu; toluidin mavisi ile boyanmis
kesitlerde, tubul hiicrelerinde intrastoplazmik olarak yer alan farkl irilikte taneciklerin
izlenmesiydi. Yakan ve ark. (179) ve Vardi ve ark. (144), diyabetik si¢anlara ait
kesitlerde gozledikleri bu iri, globiiler ve heterojen yogunluktaki yapilarin lizozomlar
olabilecegini diisiinmiislerdir. Ayrica uzamis hiperglisemiye bagl, fazla miktardaki
glikojenin eliminasyonuna yonelik sayilarinin artmis olabilecegini rapor etmislerdir.
Diger yandan plazmada glikoz seviyesinin yiikselmesi, protein ve peptidlerin
glikozilasyonuna yol acarak, ilerlemis glikozilasyon son liriinlerine doniisiir. Gugliucci
ve ark. (178), glomeriller tarafindan filtre edilen AGE peptidlerinin, proksimal
tubullerde endolizozomal sistem tarafindan metabolize edildigini bildirmistir. Bu
sekilde AGE peptidleri ile yiiklenen tubuler lizozomlarin yogunluklar1 artmis olabilir.
Ayrica; Osicka ve ark. (180) diyabette siilfataz, Teschner ve ark. (181) da katepsin ve
metalloproteinaz gibi renal lizozomal enzim aktivitelerinin 6nemli derecede azaldigini
bildirmislerdir. Diyabette hem AGE peptidlerinin proksimal tubullerden endositozu,
hem de lizozomal aktivitenin diismesi alinan materyallerin lizozomlar i¢inde birikip,
yogunluklarmin artmasina neden olmus olabilir.

Calismamizda, glomeriil ve tubullerdeki TGF-B1 immunreaktivitesi arastirildi.
TGF-B, bobregin farkli hiicre tiplerinde iiretilen, mezangiyal ve epitelyal hiicrelerden
ECM sentezini uyaran Onemli bir biiylime faktoriidiir (182-185). Ayrica TGF-B,
metalloproteinaz gibi degradasyonu Kkatalize eden enzimleri inhibe ederek, ECM
komponentlerinin depolanmasini ve sentezini arttirmaktadir. Ayn1 zamanda da matriks
yikimini azaltarak ECM birikimini uyarmaktadir (186, 187). Bu calisgmada, diyabetik
gruba ait bobrek kesitlerinde proksimal tubullerde TGF-Bf1 immunpozitifligi siddetli
olarak gdzlenirken, glomeriillerde zayif boyandi. Rocco ve ark. (188), yiiksek glukoz
konsantrasyonunun proksimal tubul epitel hiicrelerinde TGF-f ekspresyonunu
arttirdigim1 bildirmistir. Diger bir ¢alismada (185), akut fazdaki diyabetik sicanlarda

glomeriil ve tubullerde zayif immunopozitiflik izlenirken, kronik fazda arttig1 tespit
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edilmistir. Diyabette TGF-f sentezinin artisinda ROS’lerinin anahtar rol oynadigi
bilinmektedir (143, 166, 189). Nitekim ROS, NF-kB araciligiyla biiyiime faktorleri ve
TGF-PB gibi sitokinlerin uyarilmasina yol agmaktadir (190, 191).

Calismamizda diyabetik sicanlara melatonin, quercetin ve resveratrol verilmesi
proksimal tubullerdeki TGF-f1 boyanma siddetini azaltti. Ha ve ark. (192), deneysel
diyabet olusturulan siganlarin bobrek dokusunda, kontrollere gore 1.4 kat artan TGF-3
mRNA seviyesinin, melatonin ile etkili sekilde azaldigini bildirmislerdir. Diger bir
calismada (193) antioksidan 6zelligi bilinen vitamin E’ nin diyabetik sicanlarda TGF-f3
artigin1 Onleyerek, glomertiler filtrasyonu diizelttigi rapor edilmistir. Studer ve ark.
(194), yiiksek glikoza cevap olarak artan TGF-f sentezinin, vitamin E ve taurin gibi
antioksidanlarla siiprese edilmesinde, bu antioksidanlarin hiicrelerdeki oksidan
seviyesini diislirmesi ve oksidasyondan kaynaklanan reaktif protein siilfidrillerinden
korumasinin rolii oldugunu bildirmislerdir.

Calismamizda, siganlarin bobrek fonksiyonlart BUN ve kreatinin 6lgiimleri ile
degerlendirildi. BUN ve kreatinin, bobreklerden atilan metabolik artik iirtinlerdir.
Bobrek hastaliklarinda, protein yikiminin gostergesi olan iire ile kas yikimin gostergesi
olan kreatininin kandaki seviyeleri artmaktadir (195). Lu ve ark. (146), diyabette BUN
ve kreatinin diizeylerinin arttigini bildirmistir. Diger yandan, Choi ve ark. (157), serum
kreatinin ve BUN diizeyinin diyabet gruplarinda kontrol grubuna gére anlaml bir artis
gostermedigini rapor etmistir. Bu ¢alismada, diyabet grubunda BUN diizeyinin kontrole
gore arttigini ancak, serum kreatinin diizeyinde anlamli bir artis olmadig tespit edildi.
Deneysel diyabet modellerinde bozulan bobrek fonksiyonlarinin antioksidan ajanlarin
verilmesi ile diizeldigi bir¢ok ¢alismada bildirilmistir (146, 148). Abo-Salem ve ark.
(148), antioksidan 0Ozelligi bilinen propolis ekstraktlarin1 farkli dozlarda diyabetik
sicanlara uygulamis ve diyabetle birlikte artan serum BUN ve kreatinin diizeylerinde
doza bagimli olarak 6nemli bir azalma oldugunu rapor etmislerdir. Bizim calismamizda
da melatonin, quercetin ve resveratrol verilen gruplarda BUN diizeyinin diyabet
grubuna gore azaldig1 gozlendi.

Bu calismada, antioksidan degisiklikleri degerlendirmek icin bobrek
dokusundaki SOD ve CAT aktiviteleri ile MDA ve tGSH seviyeleri 6lciildii. Diyabet
grubunda, kontrol grubu ile karsilastirildiginda MDA igeriginin arttigi, SOD ve CAT
aktivitelerinin azaldig1 gézlendi. Benzer sonuglar, Obrosova ve ark. (156) ve Kataya ve
ark. (196) tarafindan da bildirilmistir. Hipergliseminin; glikolizisin artmasi, intraselliiler

sorbitol (polyol) yolunun aktivasyonu, glikoz oto-oksidasyonu ve non-enzimatik
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glikolizasyon gibi 4 farkli yolla serbest radikal olusumunu arttirdigi bilinmektedir.
Glikoz, reaktif ketoaldehit ve siiperoksit radikallerine okside olur. Siiperoksit anyonlar1
SOD ve H;O;’ye doniigiir. Eger CAT veya Glutatyon peroksidaz (GPx) ile
parcalanmazsa reaktif hidroksil radikallerinin olusumuna yol agar. Hiicrede ROR’un
kontrolii, enzimatik (SOD, CAT)) antioksidanlardan olusan savunma sistemi tarafindan
diizenlenir. Asir1 miktarda ortaya ¢ikan serbest radikaller hiicresel proteinlere ve niikleik
asitlere baglanarak zarar verir (197). Ayrica membrandaki diisiik yogunluklu lipoprotein
(LDL) lipid peroksidasyonunu arttwrir. MDA dokularda lipid peroksidasyonunu
gostermek i¢in kullanilan en yaygm parametredir. MDA seviyelerinde ylikselme,
serbest radikaller tarafindan olusturulan hiicre membran hasarin1 géstermektedir. MDA
seviyesinde yiikselme ile SOD ve CAT aktivitelerinde azalma oksidatif stresin artmasi
anlamina gelmektedir (198).

Calismamizda melatonin, quercetin ve resveratrol uygulamalarmm, lipid
peroksidasyonunu disiiriip, SOD ve CAT aktivilerini yiikselterek diyabetin neden
oldugu oksidatif stresi belirgin olarak Onledigi gozlendi. Melatoninin 6nemli
fonksiyonlarindan biri; oksijen metabolizmast sonucu olusan serbest radikalleri
stipiirerek, membran proteinleri ve DNA’y1 serbest radikallerin sebep oldugu hasara
karst korumaktir. Bu nedenle melatoninin diyabet gibi serbest radikal ile iligkili
hastaliklarda 6nemli bir role sahip oldugu diisiiniilmektedir (199). Cam ve ark. (177),
STZ ile diyabet olusturulan sicanlarda melatonin tedavisinin bobrek dokusunda lipid
peroksidasyonunu disilirdiigii ve bdylece diyabetik nefropatinin Ozellikleri olarak
bilinen glomeriiler bazal membran kalimlagsmasi ve mezengial matriks artigini inhibe
ettigini bildirmistir.

Flavonoid ailesinin bir iiyesi olan quercetin, aromatik hidroksil gruplarinin
varlig1 sebebiyle giiclii antioksidan Ozelliklere sahiptir. Reaktif oksijen ve nitrojen
tiirlerini yakalar ve peroksidasyon reaksiyonlarini inhibe eder (101). Ayrica ksantin
oksidaz araciligtyla siiperoksit anyon iiretimini engeller (110). Edremitlioglu ve ark.
(176), deneysel diyabet modeli olusturduklar1 si¢anlarda quercetin tedavisinin lipid
peroksidayonu gostergesi olan MDA’y1 diisiirdiigii, antioksidan enzim kapasitesini
arttirdig1 ve boylece oksidatif hasar1 onemli 6l¢iide diisiirdiigiinii bildirmislerdir.

Antioksidan 6zelligi bilinen resveratrol ise, hem siiperoksit hem de hidroksil
radikallerini yakalar ve antioksidanlarin hiicre i¢i konsantrasyonlarmin siirdiiriilmesini

saglar (118). Lu-jia ve ark. (200), resveratroliin diyabetik siganlarin bobrek korteksinde
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belirgin olarak MDA igerigini azalttigi, SOD aktivitesini ise arttirdigint rapor
etmislerdir.

Melatonin, quercetin ve resveratrol verilmesiyle, nefropati gibi diyabetik
komplikasyonlarin hafiflemesinde, bu ajanlarin ortak 06zelligi olan serbest radikal
olusumu ve lipid peroksidasyonunu engellemesi ve antioksidan enzim kapasitesi

iizerindeki olumlu etkilerinin rolii oldugunu diisiinmekteyiz.
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6. SONUC VE ONERILER

Calismanin sonucunda, STZ ile olusturulan deneysel diyabetik nefropatinin,
sican bobrek tubullerinde dokiilmeye, tubul hiicrelerinde sismeye, peritubuler
infiltrasyona ve glomerullerde skleroza neden oldugu gozlendi. Ayrica biyokimyasal
analizlerde, MDA seviyesinde artig ve SOD ve CAT aktivelerinde azalma saptandi.

Diger yandan, antioksidan ozellikleri bilinen melatonin, quercetin ve
resveratroliin diyabetin neden bobrek hasarini azalttigi gozlendi. Bu antioksidan ajanlar
birbirleriyle karsilastirildiginda; melatonin histolojik yapinin korunmasinda, quercetin
aclik kan glukoz seviyesi ve MDA diizeyinin azalmasinda, resveratrol ise bobrek
fonksiyonlarmin diizelmesinde daha etkili bulunmustur.

Sonu¢ olarak bu c¢alisma, kronik melatonin, quercetin ve resveratrol
uygulamalarinin, STZ ile olusturulan diyabetin neden oldugu bobrek hasarini
hafiflettigini gostermektedir. Serbest radikal siipliriicii olan melatonin, quercetin ve
resveratroliin, diyabetik komplikasyonlar1 onlemesinde antioksidan o6zelliginin etkili
olabilecegini ve yeni tedavi protokolleri olusturulurken bu ajanlardan da

yararlanilabilecegini diisiinmekteyiz.
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