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1. GIRIS

Diabetes mellitus (DM); insilin salgisinin eksikligi ve/veya insilin direnci ile
olusan, karbohidrat, yag ve protein metabolizmasindaki bozukluklar ile karakterize
bir hastaliktir. Diyabetik hastalarin ¢ogu iki blylk grupta yer almaktadir. Tip 1
diyabet, otoimmiin veya bilinmeyen nedenlerle ortaya ¢ikarken; tip 2 diyabet, insulin
salgisinda bozulma ve/veya insulin direnci nedeni ile insulin etkisinde azalma ile

kendini gostermektedir (1).

Diyabetik hastalarda enfeksiyonlara yakalanma sikligi yuksektir. Bu durumun
en O6nemli nedenleri; bagisikhik sistem bozuklugu, néropati ve damar yapilarinda
meydana gelen bozukluklardir. TLR (Toll benzeri reseptor)’ler cesitli patojen
ajanlara karsi dogal immin cevabin olusumunda NF-kB (Nuklear faktor kB) ve
interferon duzenleyici faktor bagimli sinyal yolaklari araciligiyla rol oynayan
transmembran proteinlerdir (2). inflamasyon ve infeksiyon alanlarinda doku
metabolizmasinda cesitli degisiklikler gozlenir. Bu degisikliklerin sonucu olarak da
hipoksi gdzlenmektedir. HIF (Hipoksi ile indiiklenen faktér) memeli hiicrelerinde
bulunan bir trankripsiyon faktéradur ve hiicrelerin hipoksiye karsi verdigi cevaplarda
onemli roller tstlenmektedir. Hiicreler azalmis oksijen konsantrasyonlarina artan HIF
aktivitesi ile cevap vermektedir. Bunun sonucunda; kanser gelisimi, anjiyogenezis,
hicre sag kalimi, glukoz metabolizmasi ve invazyon ile iliskili bircok genin
ekspresyonu artmaktadir. HIF aracili bu degisen gen ekspresyonlarinin ise kronik
bobrek hasarinda etkili oldugu gorilmektedir (3). Silibinin, Silybum marianum
(Deve dikeni) adi verilen bitkiden elde edilen bir flavanoiddir. Hiicre koruyucu,
antiinflamatuar, antikanserojen, antioksidan etkileri olan ve protelniriyi azalttigi

bilinen bu etken madde, ¢alismamizda kullanmay!i planladigimiz fitoterapotik ajandir

(4).

Bu ¢alismanin amaci, deneysel olarak diyabet olusturulmus sicanlarin bébrek
dokularinda Silibinin’in, HIF-1a (Hipoksi ile induklenen faktor-1 alfa) ve TLR-2
(Toll benzeri reseptdr) genlerinin ekspresyon duzeyleri etkisini inceleyip

histokimyasal olarak da gostermektir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Pankreas

Pankreas; Uzum salkimi seklinde, bas, govde ve kuyruktan olusan uzun bir
bezdir. Bas bolumi, duedonumun C-sekilli kivriminda yer alan genis bir pargasidir.
Govde merkezi yerlesimlidir ve insan vicudunun orta hattini kateder. Kuyruk,
dalagin hilusuna uzanir. Bezin cevresinde ince bir bag dokusu kapsul olusturur. Bu
kapsulden c¢ikan septumlar, organi belirgin olmayan lobullere ayirmaktadir.
Lobdllerin arasinda bad dokusu, blylk kanallari, kan damarlarini ve sinirleri
cevreler. Ayrica pankreatik kanal cevreleyen bag dokusunda kanala bosalan kigik

mikoz bezler ulunmaktadir (5).

Pankreas ekzokrin ve endokrin bir bezdir. Bu iki fonksiyon yapisal olarak
farkh iki bolim tarafindan yerine getirilmektedir. Ekzokrin bolim; bagirsaktaki
sindirim icin gerekli enzimleri sentezleyip duedonuma salgilar. Endokrin bolim,
Langerhans adaciklarindan olusmaktadir. Her bir adacik birkag hiicre veya yizlerce
hicre icermektedir ve pankreas hacminin %1-2'sini olusturmaktadirlar. Adaciklar,
hemotoksilen-eozin ile boyanmis kesitlerde soluk boyanmis hiicre kiimeleri halinde
gorilmektedirler. Bu boyamalar ile adaciklardaki hicre tiplerini belirlemek
imkansizdir. Bazi 6zel boyamalardan sonra A (alfa), B (beta), D (delta) olmak Uzere
ug tipini tanimlamak mimkin olabilmektedir. A hiicreleri; adacik popullasyonunun
%15-20'sini olusturup glukagon hormonu salgilarlar. D hiicreleri; pankreatik
endokrin dokunun %5-10'unu olusturup somatostatin hormonunu salgilarlar. B
hiicreleri; adacik hiicrelerinin %70'ini olusturur ve insillin salgilarlar. instlinin
yoklugu ya da yetersiz miktarda olmasi, kan glukoz seviyesinin ylkselmesine ve
idrarda glukoz bulunmasina yol actigindan bu durum diyabetes mellitus (DM) olarak
bilinmektedir (5).



2.2. Diabetes Mellitus

2.2.1. Diabetes Mellitus Tanimi ve Tarihgesi

M.S. ikinci yuzyil civarlarinda Kapodokya’da yasayan Aretaeus tarafindan
asiri idrar, asiri su istegi ve beraberinde kilo kaybi gibi 6zellikler gdsteren
hastalardaki bulgular ilk defa, eriyip giden anlamina gelen “diyabet” kelimesi ile
adlandiriimisir.  Ancak bu hastaligin daha énceki dénemlerde de bilindigine yonelik
kanitlar bulmak mimkindir. Bunlardan en eskileri M.O. 1500’1 yillarda diyabete
benzer Kklinik tablonun tarif edildigi eski misir yazitlari kabul edilebilir. Ayrica
diyabetteki duruma benzer bulgularin eski hint uygarligina ait medikal kaynaklarda
yer aldigi ve “tath idrar hastaligi” olarak bahsedildigi bilinmektedir. Yine buyuk tip
bilgini Ibni Sina, giinimiizdekine yakin bir tanimlama ile hastaligi ve 6zellikle bu

hastalarda gorulebilen diyabetik Glseri ilk defa tanimlayan kisi olmustur (6).

17. yy'da ingiliz Tip Adami Thomas Willis, bu hastalarda idrarin tath oldugu
bulgusunu yeniden giindeme getirerek hastaligi sekerli diyabet anlami tasiyan
“diabetes mellitus” (DM) olarak adlandirmis ve bu adlandirma halen
kullaniimaktadir (7). Ancak her ne kadar diyabet hastalarindaki idrarin tath oldugu
bilinse de, bu tadin idrardaki glukozdan kaynaklandi§i 18. yy’da yine bir ingiliz
hekim Matthew Dubson tarafindan kanitlanmistir. Yine ayni donemlerde Fehling
tarafindan idrarda kantitatif seker tespit yontemi gelistirilmistir (8).

1800’10 yillarda Oskar Minkowski ve Joseph von Mering yaptiklari
calismada pankreasini ¢ikardiklari bir kopekte susama, sik idrara ¢cikma, kilo kaybi
ve hiperglisemili bulgular gostermistir. Boylelikle hem pankreasin yasam icin gerekli
oldugu gosterilmis, hem de ilk defa diyabet hastali§i ve pankreas arasindaki iliski
kanitlanmistir (9). Bunun ardindan pankreas tizerine yapilan calismalar artmistir. ilk
defa ayni ylzyilda Paul Langerhans, pankreas kesitlerinde kiglk hiicre kiimeleri
oldugunu tanimlamistir. Sekilleri nedeniyle buradaki hiicreleri sinir sisteminin birer
uyesi olarak tanimlamistir (10), ancak bu hicre kimelerinin pankreas endokrin
hlcrelerini icerdigi ve diyabetle iliskisi oldugu fikri Eduard Laguesse tarafindan

ortaya atilmistir (11).



instilin hormonu ise ilk defa Frederic Banting ve ekibi tarafindan 1800’1
yillarin sonunda tanimlanmistir (12). Ardindan James Beratm Collip, 1922 yilinda ilk
defa pankreatik ekstraktlardan insiilin izolasyonu gerceklestirmistir (13). ilk defa
insilin amino asit dizilimi Frederic Sanger tarafindan 1900’I0 yillarin ortasinda
kesfedilmistir. Kimya dalinda Nobel 6dili kazandiran bu bulus sayesinde instlinin
klinik kullanima girmesi adina buyik bir adim atilmistir (14). Bu gelismenin ardinda
1982 yilinda rekombinant DNA teknolojisi ile ilk defa insan insdlini Uretimi
gerceklestirilmistir.  Bundan ©nce, diyabet tedavisinde domuz ve sigir

pankreaslarindan izole edilen instlin kullaniimaktaydi (13).

Diyabet insulin sekresyonu ve/veya insilin etkisinde meydana gelen kusur
nedeniyle gelisen, hiperglisemik tabloyla seyreden bir grup metabolik hastahigin
ortak adidir. Kronik hipergliseminin, uzun dénemde farkli organlarda meydana
getirdigi hasarlar nedeni ile diyabet ayrica 6nemli bir mortalite ve morbidite
nedenidir (15). Diyabette gozlenen metabolik bozukluklar insilinin énemli bir
anabolik hormon olmasi nedeniyle gozlenmektedir. Yetersiz seviyelerdeki insulin
veya bu hormona karsi 6zellikle iskelet kasi ve yag doku gibi dokularda; insulin
reseptorleri, sinyal iletimi, efektor enzimler veya genlerde meydana gelen
anormalliklerden instlin direnci sorumludur. Giderek artan gérilme oranlari ile de

cagimizin salgini olarak kabul edilmektedir (1).

2.2.2. Diabetes Mellitusun Epidemiyolojisi

Diyabet epidemiyolojisi diinya Uzerinde bdlgesel farkliliklar géstermektedir.
Orta dodu ve Kuzey Afrika gibi bolgeler 6zellikle yetiskinler arasinda diyabetin %
10.9’luk orani ile en sik gorulduga yerlerdir. Bati pasifik tlkeleri ise genel anlamda

% 37.5’lik oran ile diyabetin en sik géruldugu bolgedir (1).

Yasam tarzi degisiklikleri ve globallesme; 6zellikle son elli yilda toplumlar,
politik sistemler, cevre ve insan davranislari Uzerinde ciddi degisiklikler meydana
getirmistir. Hem gelismis hem de gelismekte olan ulkelerde diyabet ve obezite bu
degisikliklere paralel olarak giderek yayginlasmistir. Uluslararasi  saglk

kuruluslarinca diyabet artik global bir salgin olarak tanimlanmakta ve hem insan



saghgr hem de tlke ekonomileri agisindan ciddi bir tehdit olarak kabul edilmektedir.
Diyabetik epidemiyoloji ve sonuclari hastaligin karmasik genetik ve epigenetik
sistem ile davranissal ve gevresel etkileri iceren kompleks toplumsal yapi arasindaki

etkilesimin bir sonucu olarak ortaya ¢ikmaktadir (16).

Uluslararasi Diyabet Fedarasyonu 2010 yili verileri diinya capinda 300
binden fazla diyabet hastasi oldugunu ve 2030 yili itibari ile bu sayinin 500 bini
asmasinin beklendigini agiklamistir (17). Diinya Saghk Orgiti (WHO) de bu verileri
dogrulamakta ve diyabetik hasta sayisinin her yil %4 oraninda arttigini
bildirmektedir (18). Diyabetin epidemiyolojisi tzerine etki eden diger faktorler hasta
yasl, cinsiyeti, etnik kokeni ve hastaligin tipine gore degisiklik gosteren etyolojik
faktordur (19). Tim epidemiyolojik ¢alismalardan cikarilabilecek ortak sonug ise, bu
hastaligin dunya capinda gorilme oranlarinda tahmin edilemeyen ve 0Oniline
gecilemeyen artislarin olmasi sebebiyle halk saghgi acisindan énemli bir saghk
sorunu olmasidir. Uluslararasi diyabet fedarasyonu verilerine gore diyabetin en sik
gozlendigi 10 (lkeden dordu Asya’da yer almaktadir ve Asya global diyabet
salgininin merkezi konumundadir. Diyabetik hastalarin %80’i gelismekte olan
ulkelerde yasayan dusuk-orta gelir grubundaki insanlardan olusmaktadir. Gelismis
olan ulkelerde ise diyabet ozellikle daha gen¢ yas grubu arasinda hizh bir artis
gostermektedir (16).

Ulkemizde 1997-1998 yillarinda yapilan Tirkiye Diyabet Epidemiyolojisi
(TURDEP-1) calismalarinin sonuglarina gore; tip 2 DM prevelansi % 7.2, bozulmus
glukoz toleransi (BGT) sikligi % 6.7 oraninda bulunmustur. Yakin zamanda
yayimlanan TURDEP-II calismasinin sonucuna gore; tlke genelinde 20 yas Uzeri
26.499 kisi incelenmis ve tip 2 DM sikhginin gecen yillara gére 6énemli derecede

arttigr ve %13.7’ye yikseldigi gozlenmistir.

2.2.3. Diabetes Mellitusun Siniflandiriimasi

Diyabetik bir hastada hastaligin tipi tani aninda mevcut olan duruma bagl
olarak sekillenmektedir ve bu nedenle bircok hastanin herhangi bir sinifa dahil

olmasinda zaman zaman zorluklar yasanabilmektedir. Amerikan diyabet



toplulugunun yaptigi ve yaygin olarak kabul goéren diyabet siniflandirmasi su
sekildedir (20) ;

1. Tip 1 diyabet

a. Immin aracili
b. idiopatik
2. Tip 2 diyabet

3. Diger spesifik tipler

Beta hticre fonksiyonlarini etkileyen genetik bozukluklar

I

insiilin etkisinde genetik bozukluklar
Ekzokrin pankreas hastaliklari

e o

Endokrinopatiler

ilag ve kimyasal maddeler tarafindan indiiklenen
Enfeksiyonlar

immiin aracili diyabetin yaygin olmayan formlari

S «Q o

Bazen diyabetle iliskisi g6zlenen diger genetik sendromlar

i. Gestasyonel diyabet

Tip 1 diyabet tim diyabetik hastalarin yaklasik %5-10’luk bir kismini
olusturmaktadir. immiin aracili olan tipinde, beta hiicrelerinin otoimmiin olarak
yikimi s6z konusudur. Bu hastalik kuvvetli oranda DQA ve DQB genleri ile
baglantili olarak HLA iliskisi géstermektedir. Bu yikimin hizh bir sekilde géruldugu
hastalar, ¢ocukluk déneminde tani alirken daha yavas beta hicre yikimi gorilen
hastalarda semptomlar yetiskin donemde gordlebilir. Bu hastaligin ortaya ¢ikmasinda
roli olan genetik vyatkinliklar ve cevresel faktorler hentuz tam olarak
aydinlatilamamistir. Bu hastalar yasamlarini strdirebilmek icin ekzojen insulin

kullanmak zorundadirlar (15).

Tip 2 diyabet tim diyabetik hastalarin %90-95’ini olusturmaktadir. Bu
hastalarda ¢ogunlukla insilin direnci s6z konusudur. Bu hastalar yasamlarini devam
ettirebilmek icin insuline ihtiya¢c duymazlar. Bu patolojinin gelisiminde birgok neden

olabilir ancak beta htcrelerinin otoimman yikimi s6z konusu degildir. Bu hastalar



cogunlukla abdominal obezite gosteren hastalardir. Cogunlukla ketoasidoz bulgulari
ile tani alirlar (15). Tip 2 diyabet gelisiminde multifaktoryel bir kalitim sekli s6z
konusudur. insilin sinyal yolagi ve insiilin reseptorlerindeki genetik bozukluklarin

aractlik ettigi bir instlin direnci s6z konusudur.

2.2.4. Diabetes Mellitusun Tanisl

Diyabetin gunimiz altin standart tani sekli vendz plazmadaki glukoz
miktarinin élcimadir. Bu 6l¢cim ancak kan érnegindeki glikolizis kisa stre icinde
inhibe edilirse dogru sonug verebilir. Bu durum iki sekilde mumkindir. Ornegin
alindi§ tup, buz Uzerinde muhafaza edilmeli ve 30 dk iginde santrifuj edilmelidir, ya
da sitarit ve flurit gibi inhibitér maddeleri iceren 6zel tipler kullaniimalidir. Diyabet

tani Kkriteri olarak kabul géren degerler ise sunlardir;

HbAlc =% 6.5 (=48 mmol/l)
Rastgele 6lctlen plazma glukozu = 200 mg/dl (= 11.1 mmol/l)
Aclik plazma glukozu =126 mg/dl (= 7.0 mmol/dl)

Oral Glukoz Tolerans Testi 2. Saat vendz plazma glukozu = 200 mg/dl (=
11.1 mmol/l)

Bu kilavuzlar 2010 yilindan beri HbAlc kullanimini diyabet tanisinda tavsiye
etmektedir. Bu muhtemelen uluslararasi 6lgim metotlarinin standardizasyonu igin
onerilmektedir. Diger taraftan giincel epidemiyolojik arastirmalar HbAlc = %6.5
degerinin diyabet tanisini dogrulamaya yetecek ¢zgulliikte oldugunu; HbAlc < %5.7
degerinin ise diyabet tanisinda yeteri kadar duyarli bir dislama kriteri olabilecegini
gostermektedir. Bu nedenlerle HbAlc bazi vakalarda diyabet tanisinda iyi bir arag
iken ayni zamanda oldukca hassas bir diyabet dislama kriteri konumundadir. Bu
kilavuzlara gére HbAlc dizeyleri 5.7 ve 6.4 arasinda oldugunda ise diyabet ve
prediyabet tanisi igin klasik kriterler cercevesinde kan glukoz dizeyleri
degerlendirilip tani konulabilir (21).



2.2.5. Diabetes Mellitusun Komplikasyonlari

Bircok tlkede diyabet; kardiyovaskiler hastaliklar, bobrek yetmezligi, korluk
ve alt ekstremite ampdtasyonlarinin en énemli nedeni konumundadir. Bu bakimdan
diyabetin kendisi kadar neden oldugu komplikasyonlar da ayri bir halk sagligi sorunu
niteligindedir. Ozellikle tip 2 diyabetik hastalarin yaklasik yarisinda tani aninda
diyabete baglh bir komplikasyonun mevcut oldugu tahmin edilmektedir. Ozellikle tip
2 diyabetik hastalarda erken olumlerin  blyidk kismi, kardiyovaskiler
komplikasyonlara bagl olarak gelismektedir. Son calismalar bu komplikasyonlarin
Ozellikle ilk tani anindan itibaren duzenli bir glisemik kontrol saglanamayan
hastalarda daha sik g6zlendigini ortaya koymaktadir. Ancak tani aldiktan yaklasik 10
yil kadar sonra uygulanacak siki glisemik kontrolln ise zit etkilere neden olabilecegi

yonunde veriler bulunmaktadir (22).

Diyabet beklenen yasam surelerinde yaklasik %10 ile 30 arasinda bir
azalmaya neden olmaktadir. Bundaki en o6nemli pay diyabette gorilen
komplikasyonlara aittir.  Diyabetin komplikasyonlari &ncelikle akut ve kronik
komplikasyonlar olmak (zere iki ana gruba ayrilmaktadir. Kronik komplikasyonlar
ise kendi arasinda makrovaskiler ve mikrovaskuler komplikasyonlar olarak

siniflandirilir.

Diyabetin akut komplikasyonlari; diyabetik ketoasidoz, hiperglisemik
hiperosmolar koma, hipoglisemik diyabetik koma, infeksiyonlardir (23). Hipoglisemi
diyabette en sik gdzlenen metabolik bozukluklardan biridir. Cogunlukla insilin veya
oral antidiyabetiklerin yan etkisine bagli olarak ortaya ¢ikar. Diyabetik ketoasidoz ve
hiperglisemik hiperosmolar koma ise diyabetin en ciddi akut metabolik
komplikasyonlaridir. Cogunlukla tip 1 diyabeti olan hastalarda ancak, ciddi
infeksiyon travma ve kardiyovaskiler hastaliklar gibi durumlarda tip 2 diyabet
hastalarinda da gozlenir. Laktik asidoz, yiksek mortalite orani ile diyabetin en
korkulan akut komplikasyonudur (24).

Kronik mikrovaskuler komplikasyonlar; diyabetik nefropati, diyabetik
noropati ve diyabetik retinopatidir.  Diyabettin  kronik  makrovaskiler

komplikasyonlari ise; miyokard enfarktiisii ve anjinaya neden olabilen koroner arter



hastaligi, periferik vaskuler hastalik, inme ve gegici iskemik atak gibi
serebrovaskdler olaylar, diyabetik ayak ve diyabetik ensefalopati olarak siralanabilir
(23).

Makrovaskuiler komplikasyonlar, ateroskleroz gelisimi sonucu ortaya ¢ikan
ciddi patolojilerdir. Koroner arterlerin tutulumuna bagl olarak gelisen koroner kalp
hastaligi diyabete bagli 6lumlerin yaklasik yarisindan sorumludur. Uzun siren
hiperglisemi basta olmak tzere hiperinsulinemi ve kan dizeylerinde artis gdzlenen
serbest yag asitlerinin endotel fonksiyonlarini bozucu etkisi 6énemlidir. Diyabette
iskemik kalp hastaliklarinin yani sira serebral inmenin de gorilme oranlan
artmaktadir. Diyabetik hastalarda bu oran diyabetik olmayanlara gore yaklasik olarak
4 kat daha fazladir. Burada serebral damarlarin 6zellikle diyabette yiikselen kan
basincindan olumsuz etkilenmesi 6nemli bir risk faktort olarak gorilmektedir.
Diyabette gorilen periferik damar hastaligi gelisiminin temelinde endotel
disfonksiyon ve ateroskleroz gelisimi rol oynamaktadir. Burada endotel hticreleri kan
akimindaki dinamik degisikliklere bagl olarak cesitli parakrin etkili mediattrler
salgilamaktadir. Bu parakrin molekdllerin damar diiz kas hucreleri Uzerine olan
etkileri ile vaskuler tonus ve fonksiyonlar dizenlenmektedir. Endotel
disfonksiyonunun ilerleyen asamalarinda hem bu mediatorlerin saliniminda azalma
hem de vaskiler diz kaslarda bu mediatorelere yanitsizlik ortaya c¢iktigi zaman
damarlardaki patoloji daha da agirlasmaktadir (25).

Diyabetik retinopati; hiperglisemi sonucu ortaya ¢ikan ve retinal kapillerler,
arterioller ve vendlleri etkileyen Kklinik bir tablodur. Hastaligin ilerleyen
asamalarinda yeni damar olusumu sonucu optik sinir ve makila hasari sonucu
hastalarda korlik gelisebilmektedir ve dinyadaki en énemli korlik nedenlerinden
biridir (26). 20 -74 yas arasi yeni gorme kaybi vakalarinin biyik c¢ogunlugu
diyabetik retinopatiye bagli olarak gelismektedir. Tip 2 diyabet hastalari ile
kiyaslandiginda tip 1 diyabetik hastalar retinopati gelisimi agisindan daha buyuk risk
altindadir. Toplam diyabetik hastalarin % 90’1 tip 2 diyabet hastalarindan

olustugundan dolayi, sayisal olarak en fazla bu grupta goézlenir (27).

Diyabetik noropatiler diyabette en sik gortilen komplikasyonlar arasinda yer
almaktadir. Gelisiminde hastalik stresi ve glisemik kontrol diizeyleri buyik 6nem



tasir. Ozellikle 60 yas Ustii diyabetik hastalarin yarisindan fazlasinda goériilmektedir.
Tek basina hayati olumsuz etkileyen noropatik agrilara neden olabildigi gibi
diyabetik ayak ve tlser lezyonlarin olusumuna da dolayli olarak katki saglamaktadir.
Motor, duyusal veya otonomik sinirlerin tutlumuna bagh olarak farkli semptomlara
neden olabilirler (26).

2.2.5.1. Diyabetik Nefropati

Diyabetik nefropati (DN), son ddnem bdbrek yetmezliginin 6nemli bir
sebebidir. Tip 1 diyabetik hastalardaki en 6nemli mortalite ve morbidite nedeni
olmakla beraber tip 2 diyabetik hastalarda da ciddi bir saglik sorunu haline gelmeye
baslamistir. Bdbrekteki patolojiyi baslatan olaylar; artan bobrek kan akimi,
hipertrofi, glomertler hiperfiltrasyon ve hiperperflizyondur. Bu erken ddnem
degisiklikler geri dontsludur ve diyabetik nefropati gelisiminin tam olarak erken
belirtecleri sayilmaz. Ancak uzun sire devam eden hiperglisemi, bobrekte hiicresel
dizeyde degisikliklere neden olmakta ve yapisal degisiklikleri baslatmaktadir.
Diyabetik nefropatide gorilen belirgin yapisal degisiklikler; glomeriler bazal
membranda kalinlasma, glomerdler hipertrofi, artan ekstraseliler matriks birikimi
(tubulo intersitisyel fibrozis) nedeniyle mezengial genisleme ve tubdlointersitisyel
genisleme olarak sayilabilir. Yiksek kan glukozu bobrekteki farkli hiicre tiplerinde
hicresel degisikliklere neden olabilir (27,28).

Nefropati gelisiminde bobreklerde ilk olarak glomeruler mezengium ve
glomeruler bazal membranda sisme gozlenir, buna bagl olarak hipertrofi gelisir.
llerleyen evrelerde glomeriiler bazal membran kalinhigi artmaya devam ederken,
glomerdler yapilarda bozulmalar gozlenir. Glomerulleri olusturan damarlarda skleroz
gelisimi sonucu tikanmalar go6zlenir. Bazi fonksiyon gormeye devam eden
glomerdllerde ise, kompansatuar bir hipertrofi gelisir. Kimmelstein Wilson Noduler
sklerozu olarak adlandirilan patolojik bulgu, diyabetik nefropatinin diagnostik
belirtecidir (29).

Diyabetik bobrek hastaliginin seyri tip 1 ve tip 2 diyabet arasinda farklilik
gostermektedir. Tip 1 diyabet icin tanimlanmis olan bes evre Tip 2 diyabet igin
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gecerli olmayabilir ¢unki bazen tip 2 diyabet hipertansiyon, proteiniri, bobrek
yetmezligi gibi bazi patolojiler gelistikten sonra tani almaktadir. Mikroalbdmindri
gelisimi ve asir proteintri olusumu en yaygin Klinik bulgulardir. 2010 yilinda
yeniden yapilan diyabetik bobrek lezyonlarinin patolojik siniflandirmasindan sonra
diyabetik nefropati konsepti, yerini diyabetik kronik bobrek hastali§i tanimina
birakmaktadir ¢iinki histolojik lezyonlar nodiler ya da diffliz glomertlosklerozisten,
tubulo intersitisyel ve/veya vaskiler lezyonlara kadar degisen farkli patolojilerden
olusabilmektedir (30). Noduler glomerilosklerozis, ilk defa 1936 yilinda
Kimmelstiel Wilson tarafindan diyabetik nefropatinin patognomonik bir lezyonu
olarak tanimlanmistir. Ancak bundan yillar sonra noduler glomerulosklerozis
diyabeti olmayan bazi hastalarda da tanimlanmistir. immunfloresan, elektron
mikroskobik  calismalar, Klinik ve patoloji  dogrulamalar,  noduler
glomerulosklerozisi taklit eden diger tablolarin ayriminin yapilabilmesi igin
gereklidir. Bu tabloya neden olabilen diger patolojilere; kronik membranoproliferatif
glomerulonefrit, disproteinemiler, glomeriler depo hastaliklari ve kronik hipoksik
veya kronik iskemik durumlar gosterilebilir. 1999 yilinda Helzenberg tarafindan
noduler glomeriilosklerozis gorilen diyabet disi hastaliklar revize edilerek iki
kategoriye ayrilmistir. Birinci gruptaki hastalar bozulmus glukoz metabolizmasi olan
ve/veya retinopatisi olan diyabetik nefropati olarak kabul edilen hastalar, ikinci grup
hastalar ise idiopatik nodiler glomerulosklerozis olarak tanimlanmistir. Ancak o
donemin sartlari ile bozulmus aclik glukozu veya bozulmus glukoz toleransi él¢limi
veya HbALC degerlendirmeleri yapilamadigi icin, idiopatik olarak degerlendirilen
bircok hastanin gunimizde diyabetik nefropati olarak degerlendirilmesi

mUmkiandur.

Gunumuz diyabetik nefropati siniflandirmasinda glomeriler degisikliklere
gore 4 ana grup olusturulmustur. Grup 1’de glomeruler bazal membran kalinlagsmasi
vardir. Grup 2’de mezengial genisleme vardir; eger hafif ise 2a, ciddi ise 2b olarak
ayrihir. Grup 3’te noduler sklerozis vardir (kimmelstiel- Wilson lezyonlari). Grup
4’de ise ilerlemis glomerilosklerozis gézlenir. Bu siniflandirma ayrica diyabetik
nefropatinin baslangicindan ileriki asamalarina kadar seyrettigi asamalari gostermesi

acisindan da oldukca yararhidir (31).
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2.3. Bobrek

2.3.1. Bobregin Histolojisi

Her bir bébrek hilum olarak isimlendirilen, konkav sekilli medial yerlesimli
alana sahiptir (Sekil 1). Burasi sinirlerin giris yapip dreterin ¢iktigi, kan ve lenf
damarlarinin giris-cikis yaptigi alandir. Bébrekler en distan ince fibréz bir kapsille
sarithdir. Hilumda Ureterin st ucu genisleyerek renal pelvis adi verilen yapiyi
olusturmaktadir. Bu yapi da iki ya da U¢ major kalikse ayrilir. Bu yapilarin kigik
dallanmalari minor kaliks olarak isimlendirilir. Renal pelvis ve kaliksleri yag doku
cevrelemektedir (32). Bobrek dista korteks, i¢cte medulla denilen yapilardan olusur.
Korteks daha koyu boyanan, renal korpiskuiller ve tubullerin kesitlerini iceren bir
alandir. Medulla ise, daha acik renkte boyanan ve tibdl yapilarini iceren bélgedir.
Insanlarda renal medulla 8-12 konik yapidan olusur. Bu yapilara renal piramid adi
verilir. Renal piramidler renal kolon denilen korteks uzantilariyla birbirinden ayrilir.
Her bir piramidi ¢evreleyen kortikal doku bir renal lobu meydana getirir. Medulladan
kortekse dogru uzanan cizgilenmelere medullar ray denir. Her bir piramidin ug kismi
renal papilla olarak isimlendirilir ve buraya minor kaliksler piramidler icindeki

tibdllerden topladi§ idrari bosaltir (33).

Herbir bdbrek nefron denilen fonksiyonel birimlerden olusmaktadir. Bir
nefron; renal korpuskil, proksimal tibidl, henle kulpu, distal tibil ve toplayici
tibilden olusur. Farkli nefronlarin toplayici tibulleri toplayici kanallara bosalir.
Toplayici kanallar da minér kalikslere baglanir. kortikal nefronlar korteksin bircok
alaninda lokalize olurken, jukstameduller nefronlar medullaya yakin olarak yerlesir
ve uzun bir henle kulpuna sahiptir (34).
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Renal Siitun
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Ureter I Ra Korteks

Majér Kaliks

Sekil 1. Boébregin yapisal organizasyonu (5).

2.4. HIF (Hipoksi ile indiiklenen Faktor)

HIF memeli hucrelerinde bulunan bir trankripsiyon faktéridur ve hucrelerin
hipoksiye karsi verdigi cevaplarda 6nemli roller tistlenmektedir. HIF iki alt birimden
olusan heterodimer bir yapiya sahiptir;

1.02’ye duyarli HIF o
2. ARNT olarak da bilinen HIF 3

HIF o’nin; HIF-1a, HIF-2a ve HIF-3a olmak Uzere 3 alt tipi bulunmaktadir
(Sekil 2). HIF-1a ve HIF-2a blyuk oranda benzer yapiya sahip olup, HIF B ile
heterodimer olusturabilmekte ve sonug olarak hedef genler tzerinden benzer sekilde
dokuya 6zgu ekspresyon Ozellikleri gostermektedirler. HIF-3a hakkinda ise daha az
bilgi mevcuttur, ancak bazi ¢alismalar negatif diizenleyici 6zellikleri oldugu yoniinde
bilgiler vermektedir. Hicreler azalmis O konsantrasyonlarina artan HIF-1a
aktivitesi ile cevap vermektedir. HIF-1a aktivitesi sonucunda ise; kanser gelisimi,
anjiyogenez, hiicre sagkalimi, glikoz metabolizmasi ve invazyon ile iliskili bircok
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genin ekspresyonunda artis g0zlenmektedir. Gunumuzde HIF ve iliskili
mekanizmalarin Oneminin ortaya c¢ikarilmasi ile HIF-1a'yl hedef alan cesitli
molekdllerin arastiriimasi ve gelistirilmesi c¢alismalarinin da 6nem kazandigi

gorulmektedir.

pasz Kie  piss T
HIF-ta | [ bHLH | | PAS | | qunn JIH-TFuI!l}] | Ic:-TInn|gm
P P M
HIF-2a [l P ]I om0
P P
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Sekil 2. Insandaki HIF-1a ve HIF-1p’nin yapisi. Basit helix-loop-helix-Per-ARNT-
Sim (bHLH-PAS) protein ailesi. 2 transaktivasyon bolgesi N-terminal (N-TAD) ve
C-terminal (C-TAD) oksijen bagimli indirgeme bélgesi (ODDD) (3)

Hucreler icin normoksik kosullarda oksijen dizeyleri %21 civarinda iken,
hipoksik kosullarda bu oran %Z'lere kadar dismektedir. Hipoksinin gen
ekspresyonlari ve htcre biyolojisindeki cesitli molekuler mekanizmalar (izerine olan
guclu etkilerinin anlasilmasi ile HIF biyolojisine olan ilgi de giderek artmaktadir.
Ozellikle kanser ve hipoksik kosullara neden olan diger patolojik durumlardaki
rolleri Uzerine ¢ok sayida arastirmanin yapildigi gérilmektedir. Aslinda HIF’ler ilk
defa, hipoksik kosullarda eritrosit proliferasyonunu artiran eritropoetin geninin 3’
enhancer boélgesindeki hipoksi response elmentin (HRE) belirlenmesi ile
kesfedilmistir. Bunu izleyen calismalar HRE bdlgesine hipoksik kosullarda baglanan
heterodimerik yapida bir molekdlin varligini ortaya koymustur ve bu molekul HIF-
la'dir. Gunimuzde hipoksinin ve HIF-1a yolaginin embriyonik gelisimle ve cesitli
patolojilerle baglantisi oldugu bilinmektedir. Bununla birlikte kanser hcreleri
tarafindan anjiyogenezin uyarilmasi ve glikolizisin saglanmasi ile karakterize

Warburg etkisi olarak bilinen durumda da HIF’lerin rolu oldugu gorilmektedir. HIF-
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la sistemi embriyonik gelisimde de buyik 6nem tasimaktadir. HIF knockout
hayvanlarda anormal vaskuler gelisim nedenli olumler gozlenmistir. Ayrica bu
hayvanlarda benzer sekilde anormal noéral katlanma ve kardiyovaskiler

malformasyonlar gozlenmistir (3).

Normoksik kosullarda HIF-1a proteozomlar tarafindan yikilmaktadir. Bu
yikim HIF-1a’nin prolin hidroksilaz 2 (PHD-2) ve vonHippel-Lindau (VHL)
ubiquitin ligaz kompleksi tarafindan yikim icin isaretlenmesi ile saglanmaktadir. Bu
durumda yeterli oksijen varliginda hiicrelerde HIF-1a fonksiyon gérmemektedir. Bu
olaya HIF-1a’y1 hidroksilleyen ve bdylece koaktivator olarak fonksiyon goren p300
ve CBP ile etkilesimini 6nleyen Faktér inhibiting HIF1 (FIH) proteininin de Katkisi
bulunmaktadir. Ancak hipoksik kosullarda ise HIF-1a proteinleri stabildir ve aktiftir.
Clnkd VHL ve FIH proteinleri oksijen yoklugunda inhibe olmus durumdadir.
Boylece HIF-1a koaktivatorleri ile etkilesime gegebilir ve beta alt birimi ile dimerize
olabilir. Stabilize olan HIF-1a sonugta hedef genlerin duzenleyici bdlgesine
baglanarak hedef genlerin ekspresyonlarini etkileyebilir. Bunun yani sira HIF’lerin
oksijen  konsantrasyonlarindan bagimsiz  bir molekiler mekanizmasi da
bulunmaktadir. Bu mekanizmay1 c¢ogunlukla HIF-1a translasyonunu diizenleyen
proteinler uyarmaktadir. Bu durum ise zaten sentezlenmis olan HIF-1a Uzerine etki
eden oksijen bagimlh diizenleme mekanizmalarina tamamen ters dismektedir. Bu
mekanizmalarin basinda protein kinaz C gelmektedir. Bu dizenleme HIF-1la
transkripsiyon hizini ve fonksiyonunu artirmaktadir. Yani sira diger bir yolak ise
HIF-1a translasyonunu artiran fosfotidilinoziitol 3 kinaz’dir. Bu yolaklarin etkisi ile
normoksik kosullarda bile HIF-1a translasyonu buyik oranda artabilir, bunun
sonucunda ise, bu alt birimin proteozomal yikim etkilerine karsi koyan ve sonug
olarak hiicre ici HIF-1a dlizeylerini artiran bir durum ortaya cikabilir. Bu sekilde bir
aktivasyonun 6zellikle PI13K yolagi araciligi ile lipopolisakkarit gibi cesitli ajanlarin
etkisiyle HIF-1a’nin damar duz kas hicreleri ve makrofajlarda aktive olmasi

sirasinda rastlanmaktadir (35).
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25.TLR

Toll reseptorleri ilk kez Drosophila’da kesfedilmistir. Drosophila Toll yolu ile
memeli IL-1 yolunun benzerligi anlasilinca immunoloji alaninda calismalar
baslatiimistir (36). Toll benzeri reseptorler (TLRs), dogal bagisiklik sisteminde
anahtar rol oynayan proteinlerin bir sinifidir. Tek membran gegisli katalitik olmayan
reseptorlerdir. Genellikle makrofaj ve dendritik hticreler gibi bagisiklik sistemi
hlcrelerinde eksprese olurlar ve mikroorganizmalar deri veya bagirsak sistemindeki
fiziksel bariyeri astiklarinda TLR’ler araciligi ile taninirlar. TLR'ler; TLR-1, TLR-2,
TLR-3, TLR-4 TLR-5, TLR-6, TLR-7, TLR-8, TLR-9, TLR-10, TLR-11, TLR-12 ve
TLR-13 olmak uzere farkl tiplerden olusmaktadir, ancak TLR-11, TLR-12 ve TLR-
13 insanda bulunmamaktadir. TLR-1, 2, 4, 5, 6, 10 ve 11, hicre yuzeyinde
bulunurken; TLR-3, 7, 8 ve 9 endozomlarda ve endoplazmik retikulumda

yerlesmistir.

insanda tanimlanan ilk toll homologu TLR-1'dir ve 1997 vyilinda
tanimlanmistir. Bu reseptorlerden fonksiyonu ilk belirlenen ise TLR-4'dlr. Farkh
TLR tiplerinin farkh hicrelerde eksprese edildigi bilinmektedir. Buna goére; TLR-1
monosit, notrofil, B hicreleri ve natural killer huicrelerde; TLR-2 monosit, notrofil ve
dentritik hucrelerde; TLR-3 dentritik hiicrelerde; TLR-4 endotelyal hucreler,
monosit, notrofil ve dentritik hiicrelerde; TLR-5 ise, monosit ve dentritik hiicrelerde
eksprese olmaktadir (37, 38). Her bir TLR’nin ligand spesifitesi farkhdir. Patojenler
Uzerinde evrimsel olarak korunmus vyapilar bulunmaktadir. Bunlar hastalik
etkenlerine eslik eden molekiler yapilar (PAMP- pathogen associated moleculer
patterns) olarak isimlendirilmektedir. Bakteriyel hiicre duvari gibi yapilari olusturan
PAMP’ lar mikrobiyal sagkalim icin kritik 6énem tasimaktadir. Dogal immin sistem
hlcreleri Gzerinde bulunan ve bunlari taniyan reseptorlere de Pathogen Recognition
Receptor (PRR) adi verilmektedir. Bu reseptorler, endositik, sekrete edilen ve sinyal
ileten olmak Uzere U¢ gruba ayrilir. TLR ailesi sinyal ileten reseptor grubunu
olusturmaktadir (3). TLR'ler dogustan gelen bagisiklik ve inflamasyon aktivitesinde
onemli bir rol oynamaktadir. Her bir TLR aile yesi, belirli bir patojen bileseni tanir
ve aktivasyon ile adaptif immin yanit ve sitokin Gretimine yol acan bir sinyal
kaskadini tetikler. Burada NF-kB yolagini tetikleyip, MyD 88 (myeloid
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differentiation gene 88), TIRAP (Toll IL-1 reseptor bdlgesi iceren uyarlayici
protein), IRAK (IL-1 receptor associated kinase) ve TRIF (TIR-domain-containing
adapter-inducing interferon-B) gibi araci molekuller sayesinde IL-1, IL-6, IL-8, IL-
12, TNF gibi cesitli sitokin ve kemokinlerin salinimini saglarlar ve CD80, CD86 ve
CDA40 gibi molekdllerin yapimini artirirlar (2).

25.1. TLR-2

Hicre ylzeyinde eksprese edilmektedir ve bakteri, mantar ve viruslerden
kdken alan bir takim mikrobiyal komponentin taninmasinda rol oynamaktadir. TLR-
2 4. kromozomda yer almaktadir (Sekil 3). TLR-2 ve TLR-4 bobrekte tubdler epitel
hlcrelerinde ve mezengial hiicrelerde de eksprese edilmektedir. Ayrica TLR-2nin
inhibisyonu ylksek yagh diyet ile beslenen farelerde beyaz yag doku ve kasta instlin
duyarlihgini artirmaktadir. TLR-2 ve TLR-4 baslica ligandlari high mobility grup B1
protein (HMGBL1), 1sI sok Protein (HSP) 60, HSP70, endotoksin, hiyaluronan, ileri
glikozilasyon son Urlnleri ve hiicre disi matriks bilesenleridir. TLR-2 gram pozitif
bakterilere, TLR-4 gram negatif bakterilere baglanir. TLR-2; bazen TLR-1 ve TLR-6
ile bazen de CD14 ve CD36 ile heterodimer yapabildiginden dolayi yiiksek baglanma
kapasitesine sahiptir. Ayrica TLR-2"nin kas hiicrelerinde susturuldugu hicre kiltir
calismalarinda, palmitat tarafindan indiklenen instlin direncinin engellendigi
gorulmektedir. Obezite, kronik bir sekilde devam eden dustk dereceli inflamasyona
neden olmaktadir. Bu inflamatuar sinyallerdeki aktivasyon ise obezite iliskili instlin
direncine yol agmaktadir. TLR’ler ayrica hiicre hasarinda ortaya cikan yikim
urtinleri, proteolitik kaskad driinleri, hasarli hicrelerden agiga cikan intraseliler
molekdller, doku iskemisi ve inflamasyonunun uyardigi genler ile eksprese olan
hicresel Grtnler gibi endojen molekdlleri de tanimaktadir. Glncel calismalar

periferik insulin direncinde TLR bagimli sinyalin roli oldugunu gostermektedir (39).

17



plE.3
ple.1
pl5.33
pl5.31
pls.2
pl5.1
pid
pl3
plz

12
gql3.1
ql3.2
q13.3
q21.21
§21.23
gq22.1
q22.3

24
q=9
26
qz7
q28.1

28.3
q3L.21
Q3.3
q32.1
q32.2
q32.3
q3d.1
34,3
35.1
435.2

[T oW W =X B ST e . e
Sekil 3. insan TLR-2 geninin kromozomal yerlesimi

Tip 2 DM; hiperglisemi, inflamasyon ve insilin direnci gibi metabolik
bozukluklari iceren bir patolojidir. Bu metabolik bozukluklara yol acan
mekanizmalar heniiz tam olarak aydinlatilamamistir. Kandaki diizeyi artan glukozun
zararh etkilerinin cesitli reseptorler araciligi ile oksidatif stres ve inflamasyon
artisina neden olduguna dair énemli kanitlar vardir. Dolasimdaki c-reaktif protein,
proinflamatuar sitokinler, homeostazi model degerlendirme-insulin direnci (HOMA-
IR)'nin Tip 2 DM ve insulin direncinin gelismesinde inflamasyonun énemli oldugunu
gostermistir. Calismalar; TLR-2 ve TLR-4 polimorfizmleri ile TLR fonksiyonu,
diyabet ve komplikasyonlar arasinda baglanti oldugunu gostermistir. TLR’ler
arasinda TLR-2 ve TLR-4; insllin direnci, diyabet ve ateroskleroz patogenezinde
kritik rol oynar. TLR-2 ve TLR-4 ekspresyonu, Tip 2 diyabetin ¢izgili kas ve yag
doku gibi hedef organlarinda arttigi gosterilmistir. Tip 2 diyabette TLR’nin 6nemini
gosteren bu calismalar, TLR-2/TLR-4 ligandlari, kofaktor downstream sinyali
calismalari ile elde edilmistir. Ayrica sistemik inflamasyon tip 2 diyabet
etiyolojisinde o6nemli bir rol oynamaktadir. TLR-2 ve TLR-4’Un diyabet
patogenezindeki rolleri hentz tam olarak aydinlatilamamistir. Farelerde yapilan
calismalar, TLR-2 ve TLR-4 aktivasyonu sonucu, sitokin uretiminin diyabete yol
acabilecegi gosterilmistir. Serbest yag asitleri, iflamasyon ve dogal bagisiklik
arasinda TLR-4'Un baglantih  oldugu bir molekiler mekanizmanin varhgi
gosterilmistir. Bu gozlemler TLR-2 ve TLR-4’Un Tip 2 diyabette dnemli bir yere
sahip oldugunu gostermektedir. Diyabetik insan 6rneklerinde de TLR-2 ve TLR-4'Un
inflamasyona katkida bulunup bulunmadigi da arastiriimasi gereken 6nemli konular
arasindadir (37).

Bazi calismalar iskemi ve inflamasyon sureclerinde TLR-2’nin bobreklerde
upregile oldugunu gostermektedir, buradan da TLR’lerin inflamatuar bdbrek
hastaliklarinin ~ gelisimi  ve ilerlemesinde TLR’lerin sorumlu olabilecegini
gostermektedir (40).
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2.6. Fitoterapi

Gunimuzde kronik hastaliklarin dogal seyri, tani-tedavide tam basari
saglanamamasi ve cogunun oOliimle sonuclanmasi gibi nedenlerden dolayr hem
hastalar hem de saglik calisanlar alternatif tibba yodnelebilmektedir. Alternatif tip,
geleneksel tibbin disindaki tedavi ve uygulamalari icermektedir. Bu uygulamalardan
en Onemlisi fitoterapi uygulamalaridir. Fitoterapi terimi bitkilerle tedavi anlamina
gelmektedir. “fitoterapi” teriminin ilk kez 1870-1953 yy’lari arasinda yasamis Fransiz
hekimi Henri Lenclerc tarafindan La Presce Medical adli dergide kullanildigi iddia
edilmektedir. Bununla birlikte bu tarihten 6énceki zamanlarda da insanlarin sagliklari
icin bitkileri kullandigini bilmekteyiz. Bu konuya ait ilk yazili belge, M.O. 3000
yillarina ait Ninova tabletleridir. Bu tabletlerde, bitkisel ve hayvansal tedavilerin
oldugu gérulmektedir. islam uygarhigi déneminde Ebu Reyhan, ibn-i Sina ve Al

Gafini bitksel tip konusunda 6nemli eserlere imza atmislardir.

Son vyillarda sentetik ilaclarin meydana getirdigi ciddi yan etkiler ve
ekonomik nedenlerden dolay! fitoterapi kavrami 6nem kazanmaya baslamistir.
Diinya Saghk Orgitii insanlarin %80'inin dogal tedavilere inandigini agiklamistir.
Avrupa, Kuzey Amerika ve endustrilesmis diger bdlgelerde toplumun 9%50'den
fazlasi tamamlayici ya da alternatif tip yontemlerinden en az birini kullanmaktadir.
Ancak asil 6nemli problem, insanlarin bitkileri ¢ok rahat kullanip glvenmesidir.
Dogal demek her zaman givenli demek degildir. Cogu bitki oldukca toksiktir.
Bilingsizce uygulanan bazi bitkisel tedavilerden kaynaklanan oldukca tehlikeli, hatta
6lume neden olabilen yan etkiler kaydedilmistir. Bu etkilerin sebepleri; bitkinin
dogrudan toksik olusu, alerjik reaksiyonlar, kontaminasyona bagli etkiler ve diger
ilaclarla etkilesimi nedeni ile olabilmektedir. Bu sorunlar nedeniyle fitoterapi
konusunda, birgok bilimin sinerjisiyle yeni ilaclar gelistirilmeye baslanmistir.
Bitkilerin etken maddeleri 6nemli oldugu icin bu maddelerin sentetik olarak elde
edilmesine cahsiimaktadir. insan, doda ve cevre saghgi fitoterapinin gerekli
oldugunu gostermektedir. Glnimuzde dinya nifusunun cogunlugu icin bitkiler, en

seckin ila¢ kaynaklarindandir (41).
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2.6.1. Diyabet Tedavisinde Fitoterapinin Yeri

Diyabet sikligi dinya genelinde hizla artmaktadir. Oniimiizdeki yillarda
yanlis beslenme ve obezite kaynakli sorunlar nedeniyle daha da artacagi
beklenmektedir. Tip 1 DM tedavisinde insulinin kesintisiz kullanimi, Tip 2 DM
tedavisinde oral antidiyabetik ilaglarin ciddi yan etkilerinden dolayi, bitkisel tedaviye
yonelim baslamistir.  Bitkiler, diyabet tedavisi icin Onemli bir kaynak

olusturmaktadirlar.

Diyabet tedavisinde bitkisel kaynaklarin kullanimi, 20. yy ilk ceyreginde
baslamistir. Galega officinalis bitkisi zerine yapilan calismalarda, guanidin tirevi
bilesiklerin zengin oldugu ve bunlarin hipoglisemik etkilere sahip oldugu
g6zlenmistir. Daha sonra guanidin tirevlerinin toksik etkileri saptaninca, alkali
diaguanidinler sentezlenmistir. Sintalin A ve B, Avrupa’da diyabet tedavisinde oral
antidiyabetikler olarak kullanilmistir. insiilinin kesfine ragmen, bugin instilin
tirevlerinden olan metformin halen siklikla kullaniimaktadir. Bitkilerin hipoglisemik
etkisi; bagirsaktan glikoz emilimini inhibe ederek, pankreastan instlin sekresyonunu
artirarak, hepatositlerden glikoz Uretiminin engellenmesi ya da glukoz tasiyicilari
(GLUTSs) araciligiyla periferal dokuya glukoz aliminin artirilmasi ile gerceklestirilir.
Adhatoda vasica Nees (Acanthaceae), Andrographis paniculata (Burm. f.) Nees,
Cedrus libani A. Rich (Pinaceae), Nigella sativa L. (Ranunculaceae), Tournefortia
hartwegiana, Scilla peruviana (Hyacinthaceae), Rheum emodi, Salvia acetabulosa,
Marrubium vulgare, Plantago ovata, Mangifera indica L., Lagerstroemia speciosa,
Trigonella foenum-graecum L., Cornus officinalis Sieb. et Zucc. gibi bitkilerin diinya
genelinde halk arasinda antidiyabetik olarak kullanildi§i son yayinlarda rapor
edilmistir. Bu bitkilerin etki mekanizmasi, bagirsaktan glikoz emilimini inhibe
etmektir. Glikoz tastyicilarinin  (GLUTs) upregilasyonu ve glukoz aliminin
artirllmasiyla antidiyabetik etki gdsteren bitkiler; Cecropia obtusifolia Bertol,
Cecropia obtusifolia, Lyophyllum decastes, Liriope platyphylla Wang et Tang, Panax
ginseng, Abelmoschus moschatus, Syzygium cumini, Azadirchata indica'dir. Nuklear
reseptor PPAR-y’1 aktive ederek antidiyabetik etki gosteren bitkiler; Alisma plantago
aquatica, Catharanthus roseus, Acorus calamus, Euphorbia balsamifera, Jatropha

curcas, Origanum majorana, Zea mays, Capsicum frutescens and Urtica dioica,
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Panax quinquefolius, yesil cay (Camellia sinensis L.) dir. Adiponektin salinimini
artirarak antidiyabetik etki gosteren bitkiler; Ipomoea batatas (Caiapo), Agaricus
blazei Murill (ABM), Aronia melanocarpa E, Momordica charantia, Plum ekisu,
Salacia reticulate’dir. Kan-glukoz seviyesinin kontrolindeki diger 6nemli yapitasi;
lipogenez ve glikogenezi kapsayan, karaciger metabolik fonksiyonlariyla iliskili olan
hepatik Gretimdir. Bu mekanizmalar (zerinden antidiyabetik etki gosteren bitkiler;
Caralluma sinaica L., Panax ginseng, Momordica charantia, Tamarindus indica’dir .
Antioksidan olup antidiyabetik etki gosteren bitkiler; Allium sativum, Azadirachta
indica, Momordica charantia, Ocimum sanctum, Momordica grosvenori, Scutellaria
baicalensis, Aralia taibaiensis, Lycium barbarum, Strobilanthes crispus, Pueraria
lobata, Morinda officinalis, Gentiana olivieri Griseb., Phyllanthus amarus, Capparis
deciduas, Camellia sinensis, Emblica officinalis, Ficus bengalensis, Musa sapientum,

Punica granatum ve Silybum marianum’dur (42, 43).

2.7. Silybum Marianum L. (Deve Dikeni, Meryemana Dikeni)

Silybum marianum L., Avrupa ve asya kokenli geleneksel tip sisteminde
oldukca stk kullanima sahip tibbi bir bitkidir (44). Silybum marianum (Meryem ana
dikeni) Asteraceae familyasina ait gOvdesi koseli, seyrek tiyli, 40-150 cm’ye
uzanan yenilebilir otsu bir bitkidir. Yapraklar kesik ve yuvarlaktir. Cicekleri bas
seklinde ve bir arada toplu gorinime sahiptir. Cicekler parlak kirmizi-pembe veya
eflatun-kahverengi ve dikenlidir (43). Anavatani Akdeniz bolgesidir ancak
Avrupa’dan Amerika’ya kadar yayihm gostermektedir. Ulkemizde ise gliney ve bat
anadoluda, akdeniz, ege ve marmara bolgesi kiyilarinda yetismektedir. Ulkemizde
meryemana dikeni, deve dikeni, ala kengel ve sutli kengel gibi isimlerle de
antlmaktadir (45).

Bitkinin tim kisimlari yenilebilir ¢linku toksik degildir (46, 47). Bu bitkinin
antik zamanlardan beri kullanildigina dair bilgiler bulunmaktadir. Silybum marianum
icin “gecmisten gelecege kutsanmis bitki” diye s6z edilmistir. Hz. Meryem’e
adanmis olup Meryemana dikeni olarak da adlandiriimistir. Efsaneye goére oglu
Hz.isa’y1 emzirirken bu bitkinin altinda oturmustur. Sutiinden akan damla bu bitkinin

Uzerine dismis ve orada beyaz bir leke olarak kalmistir. Yaprak tzerindeki izlerin

21



buradan kaynaklandigi belirtilmektedir. John Eveleyn bitkiyi bu yuzden, emziren
kadinlarda laktasyon artirici olarak da Onermistir. Theophrastus 4.yy’da bu bitkiden
Pternix adiyla bahsetmistir. Dioscorides yilan isiriginda tedavideki 6neminden
bahsetmistir. Plinus the Elder balla karistirildiginda safra akisi Uzerine arttirici
etkisinden s6z etmistir. Bu bilgi, bitkinin karaciger ile ilgili kullanimina dair ilk
referanstir ve bitkiye Silybum adini vermistir. 16.yy’da John Gerard bitkiyi
melankoli ve karaciger sikayetleri icin tavsiye etmistir. Nicholas Culpeper, 1650’de
karacigerde ve dalakta farkli olgularda kullanimindan bahsetmistir. Tohumdaki etken
maddenin izole edilme calismalari 1958°de baslamistir. 1954’den bu yana bilim
adamlar1 tarafindan bu bitkinin flavonoid icerdigi bilinmekle birlikte, ancak
1960’larda Alman bilim adamlari Silybum marianum L.’ye ait bir grup etken madde

kesfetmis ve bunlarin hepsine birden “silimarin” adini vermislerdir (48).

2.7.1. Silibinin

Silybum marianum L. bitkisinin tohumlarindan elde edilen 6zitte yaklasik
olarak % 70 - % 80 oraninda silmarin flavonolignanlari ve % 20 - % 30 oraninda ise
cogunlukla polimerik ve oksidize polifenolik bilesikleri kapsayan kimyasal olarak
tanimlanmamis bilesikler bulunmaktadir. Silmarin kompleksinin esas komponenti
olan silibin, es anlamhisi silibinin'dir (Sekil 4) (49) . Silibinin muhtemelen bitki
icinde koniferil alkol ile flavonolun kombinasyonu ile uretilmektedir (50, 46)
Silibinin, iki diastereomer A ve B’nin yaklasik olarak 1:1 oraninda karisimindan
olusmaktadir (4, 51). izosilibin, dehidrosilibin, silikristin, silidianin ve baslica
taxifolin olmak Gzere birkag flavonon gibi flavonolignanlarda énemli miktarlarda,

silymarin kompleksinde bulunmaktadir (4).
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Sekil 4. Silibinin’'in kimyasal yapisi (IUPAC name (2R,3R)-3,5,7-trihydroxy-2-
[(2R,3R)-3-(4-hydroxy-3-methoxyphenyl)-2-(hydroxymethyl)2,3-
dihydrobenzo[b][1,4]dioxin-6-ylJchroman-4-one; C25H22010 (49)

2.7.2. Silibinin’in Koruyucu Etkileri

2.7.2.1. Kanser Uzerine Etkisi

Silibininin en énemli 6zelligi antioksidan olmasidir bu ylzden kansere karsl

koruyucu 6zelligi vardir (4).

CDX2 geni ve CDX2 proteininin ekspresyon seviyeleri tizerine Silibinin’in
etkisinin arastirildigi bir kolon adenokarsinom calismasinda, timdér dokusundaki
patolojik degisimlerin bastirildigr  gozlenirken(52), N-butil-N-(4-hidroksibutil)
nitrozamin ile olusturulan mesane kanseri modelinde, mesane hasarlarini azalttigi
g6zlenmistir (53). Silibinin’in NF-K[ ve STAT-1 aktivasyonunun inhibisyonu aracili
ile antioksidatif, anti inflamatuar ve anti apoptotik etkiler gibi bircok 6nemli 6zelligi
de bilinmektedir. Dahasl, silibinin MMP’ler ve EMT'yi inhibe ederek ve TIMP-2
ekspresyonunun disurerek kanser Onleyici ve antikanserojen etkileri de
gostermektedir (54). Azoksimetan ile olusturulan kalin bagdirsak kanseri modelinde
proliferasyonu 6nemli élglde azaltmistir (55). Silmarin’in; benzoil peroksit ya da 12-
O tetradekanoilforboll3-asetat ile olusturulmus cilt kanseri modelinde
karsinogenezisi inhibe ettigi godzlenmistir (56). Silibinin, 0Ostrojen badimh ve
bagimsiz insan meme kanseri hicre hatlarinda doksorubisin, cisplatin ve
karboplatinin terap6tik etkisini arttirdigr gézlenmistir. Bu ajanlarin her biri tek basina
test edildiginde, doza ve zamana bagli olarak her iki hiicre dizisinde de blylimenin

baskilandigi gértlmastir (57).
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Silibinin’in, yapilan hayvan calismalarinda prostat, deri ve akciger
kanserlerini iceren solid timorlere karsi antikanserojen etkileri gosterilmistir (58, 59,
60). Silibininin, prostat kanseri hiicre hatlarinda da apoptozu indukledigi
gosterilmistir (61, 62). insulin-benzeri bilyiime faktorii baglayici protein-3 (IGFBP-
3)’un olusmasinda da Silibinin’in tumor baskilayici etkisi gozlenmistir (63). TNF-
o/IFN-y-indikli  kromozomal bozukluk iceren cDNA mikroarray c¢alismasinda,
silibininin - TNF-0-indkIli timor biyumesini  baskiladigr  gézlenmistir  (49).
Hepatoseliiler karsinoma hiicre hatlarinda yapilan calismada Silibinin’in, sorafenib ve
gefitinible birlikte biyimeyi inhibe eden faktorleri artirdigi gozlenmistir (64).
Meme Kkanseri hiuicre hattinda yapilan c¢alismalarda; kanserin invazyonu ve
migrasyonundan sorumlu protein olan C-X-C chemokine receptor type 4
(CXCR4)’un antagonisti olabilecegi belirtilmistir (65). Kolon kanser kok hcreleri
(CSC) uzerinde silibinin etkisinin arastirildigi bir calismada, mitojenik ve interlokin
(IL) aracili sinyalizasyon varhiginda tretilen CSC sferoitlerinin ve timér hiicrelerinin
sagkaliminin silibinin varhginda azaldigi gozlenmistir (66). Oral karsinoma
hlcreleriyle yapilan bir calismada; stabilize ajan polivinil alkol (PVA) varliginda
Silibinin Eudragit® E (EE) nanopartikiller ile kapsul haline getirilmistir. Kapsulli
ve kapsulsiz silibinin verildikten sonra DNA hasari 6l¢uldiginde, nanopartikilli
silibininin, hasari daha fazla azalttigi belirlenmistir (67). Prostat kanseri hiicre
serisinde (LNCaP) vyapilan calismalarda silibinin’in antiandrojenik aktivite
gostererek tumor blylmesini inhibe ettigi gozlenmistir (68, 69). Vaskiler endotelyal
biylme faktoriinde (VEGF) azalmayla iliskili olarak Silibinin ve Silmarin, insan
umblikal ven hicrelerinde antianjiyogenik aktivite gostermislerdir (70). Silibinin
noroprotektif etkileri gosterilmis flavonoidlerin bir Gyesidir (4,71). Silibinin’in (100
ve 200 mg/kg) STZ indikli hayvanlarda hafiza kaybi ve dopamin toksisitesine bagl
davranis bozukluklarini énledigi de gdzlenmistir (72,73). Silibinin’in (50 mg/kg) 6
hafta boyunca verildigi baska bir calismada, yaslanmayi geciktirdigi gozlenmistir
(74).
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2.7.2.2. Silibininin Kanser Tedavisinde Etkisi

Silibininin kanser alaninda ¢ok ¢alisiimasinin en énemli sebebi, antioksidan
ozelliginin olmasi ve boylece hiicreleri koruyabilme yetenegine sahip olmasidir.
Akut myeloid 16semi, tedavi acgisindan halen zor bir hastaliktir. Sitozin Arabinoside
(Ara-C) siklikla hematolojik malignensi tedavisinde kullaniimaktadir ancak sik sik
kot prognoza yol acabildigi ve ilaca direnci artirabildiginden etkisiz hale
gelmektedir. Bu nedenle, ila¢ direncinden sorumlu mekanizmasini anlamak ve bunu
asmak icin arastiricilar Hesperidin ve silibinin’i birlikte calismislardir. Sonugta
sitotoksisitenin azaldigini goézlemlemislerdir (75). Polimyelositik 16semili  bir
kadinda silimarin kullanimi sonucunda; metotraksat ve 6merkaptopurin ile yapilan
kemoterapik tedavi sirasinda karacigerde doza bagl olarak hasarlar olustugu
g6zlenmis, daha sonra hastaya 4 ay sire ile bu ilaclara ek olarak 800 mg Silmarin
uygulandiginda hastanin karacigerinde aminotransferaz seviyelerinin normale
dondugu gorulmastir (4). STAT3 (Signal transducer and activator of transcription 3)
cesitli kanser tiplerinde aktif olan, timorin metastaz ve blyiimesinden sorumlu bir
transkripsiyon faktoridir. Gecmiste yapilan calismalarda STAT3 ve phospho-
STAT3 (pSTAT3 ya da aktive STAT3) ekspresyonunun; meme, kolon, prostat ve
kucuk hicreli olmayan akciger kanseri icin zayif belirtec oldugu belirlenmistir.
Preklinik kanser modellerinde silibinin’in, pSTAT3 ekspresyonunu inhibe etigi
gosterilmistir (76). Silibinin’in, 1,25D (1,25-dihydroxyvitamin D) direngli insan
kolon karsinom hucrelerinde Snaill ve Snail2’nin TNF-a-indukliu upregulasyonunu
tersine cevirdigi gozlenmistir (77). Yapilan bir calismada, MCF7 meme kanseri
hicreleri zerindeki Silibinin’in sitotoksik etkileri incelenmistir. Bak, p53, p21,
BRCAL, BCL-X1, ATM gibi odak genler tizerine silibininin etkisi analiz edilmistir.
Sonug olarak Silibinin’in; Bak, p53, p21, BRCAL, BCL-X1, ATM genlerinin down
regulasyonu ile MCF-7 hicrelerinde de apoptozu indikledigi ve proliferasyonu
inhibe ettigi gosterilmistir (78).
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2.7.2.3. Silibinin’in Gastrointestinal Sistemdeki Etkisi

Silibinin, deve dikeninin farmakalojik olarak aktif bilesenidir. Silybum
marianum, eski caglardan beri cesitli karaciger hastaliklari icin kullaniimaktadir.
Gunumuzde; siroz, akut-kronik hepatit ve alkol-toksin bagimli hepatit tedavisinde
kullanilmaktadir (79). Silibinin etkileri arasinda antioksidan aktivite en Onemlisi
olabilir. Guvenli ve yan etkisi olmadigindan genis bir kullanim alanina sahiptir. Son
calismalar, kimyasal ve ila¢ kaynakli karaciger hasarina karsi Silibinin’in karacigeri

korudugunu goéstermistir (80).

Karaciger homeostazinin devamini saglar ve birincil detoksifiye edici
organdir. Bu nedenle karaciger hastaliklari dinya capinda 6nemli bir problemdir
Serbest radikal Greten cesitli bilesikleri metabolize etmektedir. Karacigerde
antioksidanlar serbest radikalleri temizleyip, oksidatif/antioksidatif dengeyi saglarlar.
Oksidatif stres karacigerde zararhi olusumlari saglayip, karaciger hastaliklarini
olusturur. Bu nedenle, antioksidanlar homeostazinin devami icin gereklidir. Son
zamanlarda karaciger hastaliklarini iyilestirmede kullanilan antioksidanlar tabloda
gosterilmistir (81). Ayrica, cogu ilaclar hepatoksik yan etkiye sahiptir. Bir calismada,
Silmarin’in yiiksek karaciger enzimlerine sahip hastalarda karaciger zedelenmesi-
hasari Uzerine etkisi arastirilmistir. Silmarin’in karaciger enzim yuksekligi olan
hastalar icin glvenli ve etkili bir tedavi secenegi oldugu, hayat Kalitesi ve
performansi gibi karacigerle iliskili semptomlar acisindan yarari tedaviden iki ay
sonra zaten gosterilmistir (82). insiiline bagimli olmayan diabetes mellitus (T2DM)
ve iliskili kronik karaciger hastaligi olan hastalarda; plazma glukoz, insilin ve
trigliserit seviyesi yuksektir, lipid peroksidasyon artar ve dogal antioksidan rezervleri
azalir. Hucre redoks dlzeyleri ve karaciger fonksiyon iyilestirilmesi ve yeniden
dengelenmesi icin silibinin ile bir calisma yapilmistir. T2DM'li hastalarda
Silibinin’in kullanimi; hem insilin hem de trigliserid, plazma glukoz seviyelerinde

6nemli bir azalmaya neden olmustur (83).

Silibinin, glcli antihepatoksik etkisi nedeniyle neredeyse tim dinya
tarafindan artik gunlik diyette bile kullaniimaktadir. Silmarin yizyillar boyunca
karaciger hastaliklari icin bitkisel ila¢ olarak kullanilmistir ve guniimizde halen
karaciger koruyucu ozelliklerinden dolayr kullaniimaktadir (84,80). in vitro
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calismalar, Silmarin’in hem antioksidan hem de Kupffer hiicrelerinde superoksid
uretimin engellenmesini iceren anti-inflamatuar 0Ozelliklerini gostermistir (85).
Dahasi silibinin, endotelyal hiicrelerinde hidrojen peroksid indikli apoptozunu

engellemektedir (86).

2.7.2.4. Silibinin’in Diyabet Uzerine EtKkisi

Silmarin’in tip 2 diyabetli hastalarda ve STZ indukli diyabetik sicanlarda
proteindriyi azalttigi gézlenmistir (87, 88). Podosit hasari diyabetik nefropatinin en
belirgin 6zelligidir. Fare podosit kilturi ve OVE26 tip 1 diyabetli ve nefropatili
farede yapilan c¢alismada; Silibinin’in podosit hasari ve yuksek glikoz indukli
oksidatif stresi in vivo ve in vitro olarak azalttigi gozlenmistir (89). Diyabetik
sicanlarda yapilan bir calismada, diyabet kaynakli kardiyomiyosit hasarina karsi
silmarin’in hiicre koruyucu etkisi incelenmistir. Silmarin ile tedavi edilen grupta;
apoptoza karsi kardiyomiyositlerin korundugu ve pankreas B-hiicrelerinin hayatta
kalmasinin saglandigi goézlenmistir (90). Nkx6.1; farklilasma, yenilenme ve (-
pankreatik hticrelerin devamindan sorumlu transkripsiyon faktorudir. Bir ¢alismada;
Nkx6.1 transkripsiyon faktorii ekspresyonu ve B hlcreleri neogenezinde Silmarin
etkisi incelenmistir. Silmarin ile tedavi edilen pankreatektomili sicanlarda; Nkx6.1
ekspresyonunun arttigi, serum insulin ve serum glikoz normalizasyonunda artis
meydana getirdigi gozlenmistir (91). Peroksizom proliferator ile aktive edilen
reseptorler (PPARS) glukoz ve lipid metabolizmasinda anahtar bir rol oynayan
reseptorlerdir. PPARY tip 2 diyabetli hastalarda kan sekeri diizeylerini dugtrmek icin
instlin sensibilizatér olarak klinikte kullanilan tiazolidinedionlarin agonistidir. Bu
ilag grubunun bircok yan etkisi gozlendiginden bazi (lkelerde kullanimi
yasaklanmistir. Son zamanlarda yapilan calismalarda; deve dikeninin PPARY icin
agonist ozellik gosterdigi anlastimistir (92). Tip 2 diyabetik hastalarda; Silmarin’in
oksidatif stres endeksleri ve hs-CRP (Yiksek-duyarli C-reaktif protein) Uzerine
etkilerini deg@erlendirmek amaciyla yapilan randomize Klinik bir calismada, bazi
antioksidan endeksleri (SOD, GPX ve TAC) artirdigini, hs-CRP duzeylerini
dustrdugu gozlenmistir (93).
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Yapilan diger bir calismada; Diyabetik sicanlarda, atorvastatinin
farmakokinetigi (zerine Silmarin’in etkileri incelenmistir. Sonucta, diyabette
mikrozomal enzim aktivitelerinin up-regilasyonu go6zlenmistir. Sonug¢ olarak
Silmarin’in,  diyabetik sicanlarda enzim aktivitelerini ve atorvastatinin

farmakokinetigini 6nemli 6lglide diizenleyebildigi sonucuna variimistir (94).

Yiksek glikozla birlikte azalmis oksijen seviyesi, diyabetik hastalarda kronik
yaralara sebebiyet verebilmektedir. Geciken yara iyilesmesi, azalan endotel hicre
gOcu sonucunda bozulan anjiyogeneze neden olmaktadir. Silmarin’in, liyofilize ilag
kapsili haline getirildiginde, yiksek glikoz kaynakli endotelyal hiicre gocgiinde
azalmayi sagladigi gozlenmistir (95).

Bu amacla calismamizda deneysel olarak diyabet olusturulmus sicanlarda
Silibinin etken maddesinin HIF-1a ve TLR-2 genlerinin ekspresyon seviyelerine
etkisini inceleyip histokimyasal olarak da gostermeyi hedefledik. Yaptigimiz literatir
taramalari sonucunda, Silibinin'in iyilestirici bircok 6zelligi bulundugu ve yan etkisi
olmadigi gortlmektedir. Silibinin'in diyabetik nefropati patogenezinde 6nemli
oldugunu dustindugumuz HIF-1a ve TLR-2 genlerinin ekspresyon seviyelerini
degistirmesini, bu degisimlerin bdbrek histopatolojisi Uzerine olan etkileri de
inceleyerek diyabetik nefropatide kullanilabilecek bir fitoterapotik ajani ve etki

mekanizmasini bilim dunyasina kazandirmayi hedefledik.
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3. GEREC ve YONTEM

Bu calisma Sileyman Demirel Universitesi Tip Fakiltesi Hayvan
laboratuvari, Tibbi Biyoloji Anabilim Dali Arastirma laboratuvarl, ATQ
Biyoteknoloji laboratuvari, Histoloji ve Embriyoloji Anabilim Dali laboratuvarinda

gerceklestirilmistir.

3.1. Gereg

3.1.1. Deney Hayvanlari

Deneysel uygulamalar, Siileyman Demirel Universitesi Deney Hayvanlari
Etik Kurulu’ndan onay alinarak gergeklestirildi (Karar no: 04.04.2007/12). Bu
calismada agirhklari 250-350 gram arasinda degisen Wistar cinsi toplam 56 adet
erkek sican kullanildi (Sekil 5).

Sekil 5. Calismadaki deney gruplari.

Deneyde kullanilan sicanlar, Stleyman Demirel Universitesi Hayvan
Laboratuarindan temin edildi. Sicanlar standart 1sik (12 saat gln 1511 / 12 saat
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karanlik), 1s1 (25° C)’da yeteri kadar su ve yem (Yem Kurumu Standart Sigcan Yemi)
ile toplam 4 hafta sureyle beslendiler (Tablo 1).
3.1.2. Kullanilan ilaglar
1. Streptozotosin (STZ)

2. Silibinin

3.1.3. Kullanilan Kimyasal Malzemeler
1. Ketamin (Alfamin, Alfasan IBV.)
2. Ksilazin (Alfazin, Alfasan IBV.)
3. Karboksi metil seltiloz (Sigma)

4. RNA later (Qiagen)

5. QIAZOL Lysis Reagent (Qiagen)

6. Buffer RLT (Qiagen)

7. % 70 lik Etanol (Merck)

8. Buffer RWT (Qiagen)

9. Buffer RPE (Qiagen)

10. RNAse Free Water (Qiagen)

11. 10X Buffer RT 2 ug (Qiagen)

12. dNTP Miks 2 pg (Qiagen)

13. Oligo-dT Primer (10puM) 2 ug (Qiagen)

14. RNase inhibitor (100nite/ul) 1ug (Qiagen)
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15. Omniscript Reverse Transcriptase 1ug (Qiagen)

3.1.4. Ekipmanlar
1. Sogutmali santrifiij: Eppendorf MR5415
2. Santrifiij: Jouan B4
3. Buzdolabi: Argelik
4. Derin dondurucu: Ugur
5. Hassas terazi: Scaltec SPB 33
6. Vorteks: yellow line TTS2
7. Calkalayici: velp scientifica
8. Otomatik pipetler: Eppendorf
9. Nano drop: Thermo, Scientific
10. pH metre: Hanna Instruments
11. Manyetik karistirici: Nlve
12. Thermal cycler: ler (Corbett Palm Cycler)
13. Tissue-Lyser Il (Qiagen VX350 Series 2 WPS 3601C12)
14. RT?-PCR cihazi: Rotor Gene Q
15. Laminar akim kabini: (Hepa filtreli) (Thermo, Scientific)

16. Arastirma mikroskobu: Olympus BX50
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3.1.5. Kullanilan Cozeltiler ve Hazirlanislari

0.01 M Sodyum Sitrat Cozeltisi:

0,294 g sodyum sitrat dihitrat

(CeHsNaz07.2H20=294,1 g/mol) alinarak, deiyonize su ile hacim 100 ml’ye

tamamlandi ve 1 Normal HCI ile pH’si 4.5 olarak ayarlandi.

Streptozotocin Cozeltisi: Her hayvanin agirligina gére STZ hesaplanip

sodyum sitrat tamponu icinde ¢ozdirildi. STZ 1sik ve isidan kolayca etkilendigi

icin; buz dolu kapta ve aliminyum folyo ile sarilarak hazirlandi.

3.2. Yontem

3.2.1. Deney Plani

Calismamiz 5 gruptan olusturuldu.

Tablo 1. Calismada yer alan gruplar

Hayvan Uygulanan
Deney Gruplari . Doz Sure
Sayisi/Grup llag
Kontrol Grubu 10 Kontrol - 4 hafta
Diyabetik grup 12 STZ 65mg/kg  tek doz
Diyabetik Grup + 100 mg/kg STZ (tek
o ] 12 100 mg/kg 4 hafta
Silibinin tedavi grubu doz)+Silibinin
Diyabetik Grup + 200 mg/kg STZ (tek
o ] 12 . 200mg/kg 4 hafta
Silibinin tedavi grubu doz)+Silibinin
Silibinin Grubu (5 sicana 100
o 100 mg/kg
mg/kg, 5 sicana 200 mg/kg 10 Silibinin 4 hafta
200 mg/kg

Silibinin verilen grup)

Grup I: (Kontrol grubu): Bu gruba hicbir madde verilmedi.

Grup Il: (Diyabet grubu): Deneysel diyabet modeli 0.01 M sitrat tamponu

(pH 4.5) icinde taze olarak hazirlanmis STZ ¢ozeltisinden 65 mg/kg olacak sekilde

tek doz i.p. olarak insilin enjektori kullanarak uygulanmistir. 24 ve 48 saat sonra
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kuyruk veninden alinan kanla glukoz tayini yapildi. Kan glukoz degeri 200 mg/ml ve
uzeri olanlar diyabetik kabul edildi. Deney sonuna kadar bu gruptan 1 sican 6ldd.

Grup I11: (Diyabet + 100 mg/kg Silibinin grubu): Diyabet protokoll grup
II’ye yapildigi gibi uygulandi. Bu gruptaki sicanlara hergiin 100 mg/kg Silibinin
glinde tek doz olarak gastrik gavajla 4 hafta sireyle uygulandi (Sekil 6). Deney
sonuna kadar bu gruptan 1 si¢an 6ldu.

Grup IV: (Diyabet + 200 mg/kg Silibinin grubu): Diyabet protokolu grup
II’ye yapildigi gibi uygulandi. Bu gruptaki sicanlara hergiin 200 mg/kg Silibinin

gunde tek doz olarak gastrik gavajla 4 hafta sureyle uygulandi.

Grup V: (200 mg/kg + 100mg/kg Silibinin grubu): Bu gruptaki 5 sicana
hergiin 200 mg/kg Silibinin, diger 5 sicana 100 mg/kg Silibinin giinde tek doz olarak
gastrik gavajla 4 hafta sireyle uygulandi. Deney sonuna kadar bu gruptan 1 sican

oldu.

Sekil 6. Gastrik gavaj ile Silibinin verilmesi.
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3.2.2. Streptozotocin ile Diyabet Modeli

3.2.2.1. Streptozotocinin Yapisi ve Etki Mekanizmasi

Streptozotocin (STZ)’nin kapah formdali C8H15N30170 olup, molekdl
agirhgr 265.2 daltondur. Kimyasal bir toksindir ve Streptomyces griseus adli
mantarin kiftinden elde edilmektedir. Ylksek i1sida bozunan, beyaz ve agik sari renk
arasinda degisen bir renge sahiptir. -20°C’de saklanmasi ve hazirlanmasi
gerekmektedir. Su, alkol ve ketonlarda ¢ozinmektedir. Cozeltideki ¢dziinenlerin
kararsizligi nedeniyle kullanim sirasinda hazirlanmalidir.  Belirgin ~ 6zelligi;
hepatoksik ve nefrotoksik olmasidir. Antioksidan enzim sisteminin olmadig
pankreas B hicrelerini oksidan etkisi ile tahrip etmektedir (96,97). STZ, Langerhans
adaciklari B hiicrelerinde GLUT-2 glukoz tastyici reseptorleri aractligiyla hiicre icine
alinmaktadir. STZ’in sitotoksik etkisi, NAD seviyelerinin azaltilmasi, serbest
radikallerin olusturulmasi ve DNA zincir kirtlmalari ile olmaktadir. Pankreas 03
hicrelerinin NAD seviyeleri dusuktir bdylece STZ muamelesi ile kolayca hasar
gorebilmektedirler (98).

3.2.2.2. Diyabet Olusumu

Diyabet olusturmak amaciyla pH’si 4.5 olan 0.01 M sitrat tamponu iginde her
hayvanin agirligina gore STZ hesaplandi ve ¢ozdiruldu. Deney boyunca STZ 151k ve
Isidan korundu. STZ verilecek hayvan gruplari i¢in, STZ her defasinda taze olarak

hazirlandi.

3.2.2.3. Kan Glukoz Degerlerinin Ol¢iimdi

instilin enjektori ile hayvanlarin agirliklarina gore, tek doz 65 mg/kg STZ i.p
olarak verildi. 24 ve 48 saat sonra kuyruk veninden kan alinip glukometre (optium
xceed) ile kan glukoz degerleri 6lctldi. STZ verilen bitiun sicanlarin kan glukoz

degeri >200 mg/dl oldugundan diyabetik kabul edilip, deneye baslandi.
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3.2.2.4. Kilo Olgtimleri

Deneye baslamadan once kilo Olcumleri yapildi. Bu kilolara uygun doz
hesabi yapilarak STZ ve Silibinin uygulandi. Deney bitiminde de kilo dl¢imleri
hassas terazide yapilarak degisiklikler kaydedildi

Sicanlara enjeksiyon uygulanmasini takiben 4. haftada intramuskuler (im.)
olarak uygulanan % 10’luk ketamin (Alfamin, Alfasan IBV.)-% 2’lik ksilazin

(Alfazin, Alfasan IBV.) anestezisi verilerek deney sonlandirildi.

Molekdler parametrelerinin incelenmesi icin sag bobrekten kesitler alinip
RNA later soltisyonuna alindi. Histopatalojik incelemeler icin de sol bobrek %210’ luk
notral formalin solisyonuna alindi. Real Time-PCR igin alinan numuneler analizin

yapilacag! tarihe kadar -20°C’de saklandi.

3.2.3. Doku Takip Calismalari

%10’luk notral formalin solisyonunda, immersiyon fiksasyon yontemi
uygulanan doku ornekleri tespitten sonra bir gece akan suda yikama islemine tabi

tutulduktan sonra asagida gosterilen islemlerden gecirildi.

A) Dehidratasyon

Alkol derecesi Sure

%70 1 gece
%80 1 saat
%90 1 saat
%2100 1 saat
%2100 1 saat
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B) Seffaflandirma

Ksilol | Y2 saat

Ksilol 11 Y5 saat

C) Emdirme

Ksilol+parafin (60°C etivde) 15 dakika

Yumusak parafin (60°C etiivde) 1 saat
Sert parafin (60°C etiivde) 4 saat
D) Gbmme
Sert parafin

Hazirlanan parafin bloklardan, Leica tipi kizakli mikrotom kullanilarak 4
mikron kalinliginda kesitler alindi. Histolojik degerlendirme icin preparatlar
Hematoksilen-Eozin ile boyandi. Boyanan drnekler Olympus BX50 tipi binokdler

mikroskopta incelendi ve fotograflar elde edilerek degerlendirildi.
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3.2.4. Molekiler Cahismalar

Doku 6rneklerinin alinmasi

\

Dokunun homojenize edilmesi

\

RNA izolasyonu

4

cDNA sentezi

$

RT-PZR

¥

Veri analizi

Sekil 7. Molekdler galisma yontemi

3.2.4.1. YOontem

Sag bobrek dokusu eppendorf tiip igerisine alindi ve tim dokuyu kaplayacak
sekilde RNA later stabilizasyon sollsyonu ilave edildi. Doku icerisine niifuz etmesini
saglamak amaci ile 24 saat oda isisinda bekletildikten sonra -20 C’de muhafaza
edildi. -20 derecede saklanan doku Orneklerinden sirasiyla doku homojenizasyonu,
RNA izolasyonu, cDNA sentezi, gercek zamanli Polimeraz Zincir Reaksiyonu (RT-
PCR) yapildi (Sekil 7).
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3.2.4.1.1. Gercek Zamanli Polimeraz Zincir Reaksiyonu (RT-PCR)

cDNA’ya dondstirilen RNA molekullnin enzimatik tepkime ile in-vitro
cogaltilmasi temeline dayanan bir yontemdir. cDNA’nin kopya sayisini sayisal
degerlere donlstirme ve mRNA’nin duzeyini sayisal olarak belirleyebilmektedir.
Ayrica tek nokta mutasyonlari, patojenler, DNA hasari, metilasyon, SNP analizi,
kromozom bozukluklarinin  tespiti gibi calismalarda da kullanilmaktadir.
Kantitasyon, reaksiyon sirasinda olusan Urtine baglanan boya ile birlikte artan

floresan 1simanin élgtlmesi sayesinde yapilir. “SYBR Green” en fazla kullanilan
boya cesitidir (Sekil 8).

“SYBR Green” boya DNA Cift iplikh oldu-
gunda DMA'ya baglonabilir.

DMNA'nm iki zincin birbirnden aynldiginda “SYBRE
Green” boya serbest hale gecer

i |

Polimernzasyon tomomlandiginda “5YBR Green”
boya cift ipikli DMNA"ya boglanir ve floresan isima
yapar.

Sekil 8. SYBR Green boyasinin DNA'ya baglanmasi (99).

Reaksiyon sirasinda meydana gelen drinin artisina dogru orantili olarak,
DNA -boya kompleksi meydana gelir ve orantili olarak floresan 1sima artar. Floresan
isaretli problara ihtiya¢ olmadigi icin maliyeti ucuzdur. Yontemin dezavantajlari da

vardir. istenmeyen PCR iriinlerin cogalmasinda da floresan acija ¢ikacagindan her
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zaman istedigimiz DNA’nin ¢ogaldigini isaret etmeyebilir. Boylelikle yanhs pozitif
sonu¢ almak mimkdanddr. Ortamda hedef DNA dizisi olmadiginda primerlerin birbiri
ile baglanmalari sonucunda “primer dimer”leri gozlenebilir. Cogaltilan DNA’nin
istenilen hedef bdlge olup olmadigini anlayabilmek icin DNA’larin erime egrisi
analizleri (“melting curve”) yapilmasi gerekmektedir. Erime egrisi analizi yapiimak
istendiginde cihaz PCR tuplerini yavasca Isitmaya baslar. Cift zincirli DNA
birbirinden ayrilmaya basladiginda floresan boya serbest kalir ve okunan floresan
miktar1 da diser (99).

3.2.4.1.2. Dokudan RNA Elde Edilmesi

1. Dokular RNA later igerisinden cikartildi.

2. 900 ul QIAzol Lysis Reagent ¢ozeltisi ile birlikte icerisinde 1 adet steril
celik bilye (Stainless Steel Beads, 5 mm Qiagen) bulunan plastik tiplere
konuldu.

3. Homojenizasyon cihazi (Tissue Lyser) ile dakikada 50 osilasyon olacak
sekilde yaklasik 2 dk isleme tabi tutulup homojenize edildi (Sekil 9).

4. TissueLyser LT cihazi ile homojenizasyonun ardindan tupler oda
sicakhginda yaklasik 5 dk bekletildi

5. lgerisine 100 pl gDNA Eleminator Soliisyonu eklendi. Bu soliisyon
ornekler icierisinde yer alan gDNA'y1 etkili bir sekilde azaltmakta ve

ilerleyen asamalarda DNaz kullanim gerekliligini ortadan kaldirmaktadir.
6. Ardindan 400 ml kloroform eklenen tlpler vortekslenerek karistirildi.

7. 2-3 dk kadar oda isisinda bekletilen tipler 12000 g de, 4°Cde 15 dk
santrifiij edildi.

8. Santrifiij sonrasinda tlplerde 3 faz gézlendi. En Ustte yer alan renksiz sivi
faz, beyaz ara faz ve kimizi renkli organik faz. Burada en Ustte yer alan

renksiz faz RNA'y1 icermektedir.
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10.

11.

12

13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

RNA izolasyon islemi igin bu faz alinarak yeni bir santrif(j ttplne
aktarild.

Aktarilan drneklerin icerisine yaklasik 600 ul %70'lik etil alkol eklendi ve
pipetaj yapilarak karistirildi.

Karisimdan alinan 700 pl'lik oOrnekler 2 ml'lik epandorf tlplere
yerlestirilen RNeasy Mini Spin kolonlarina transfer edildi.

. 8000 g de (= 10000 rpm) oda sicakhginda 15 s santrifiij edildi. Ornegin

geri kalani icin islem bir kez daha tekrarlandi.

Ardindan 700 pl RWT tamponu Rneasy spin kolonuna eklendi ve 8000 g
de 15 s santriftj edilerek membran yikandi.

Ardindan 500 pl RPE tamponu RNeasy Mini Spin kolonu igerisine

eklenerek dnceki kosullarda santrifiij edildi.

Bu islemin ardindan tekrar 500u! RPE tamponu eklenen kolonlar bu sefer
8000 gde 2 dk santriftij edildi.

Ardindan yeni ependorf tuplere alinan kolonlar 1 dk en yiksek hizda

santrifiij edildi.

Buradan alinan RNeasy spin kolonlar 1,5 ml lik yeni tuplere yerlestirildi,
uzerine 50 u1 RNaz free su eklendi ve 8000 g de 1 dk santrifuj edildi.

Bu islem bir onceki asamada elde edilen eluatin kolona ilavesi ile

tekrarlandi.

Ependorf tlipi icerisinde elde edilen RNA -80 °C de saklandi.
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Sekil 9. Calismada dokularin parcalanmasi i¢in kullanilan parcalayici (Tissue Lyser).

3.2.4.1.3. RNA Konsantrasyonunun Ol¢iimi

1. izole edilen total RNA 6rneklerinin konsantrasyonlari NanoDrop (Thermo
Scientific) kullanilarak él¢ildi (Sekil 10).

2. RNA Konsantrasyonu= 50(sulandirma orani)X 40(sabit)XOD260=ng /ul.

Sekil 10. Calismada kullanilan Nanodrop spektrofotometre
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3.2.4.1.4. cDNA Eldesi

cDNA eldesi icin 6ncelikle gDNA eliminasyon karisimi hazirlandi. Yaklasik
5 ug RNA (zerine, 2 ml GE buffer ve toplam hacim 10 pl olacak sekilde nikleaz
free su eklendi. 42 ° C’de 5 dk inkdibe edildi. Ardindan revers transkipsiyon karisimi
hazirlandi. 10 pl gDNA eliminasyon karisimi igeren tuplere 10 pl revers
transkripsiyon karisimi eklendi. 42° C’de 15 dk inkube edildi (Tablo 2).

Tablo 2. cDNA sentezi i¢in kullanilan karisim icerigi

Karisim Miktar (ul)
5X Buffer BC3 4
Kontrol P2 1
RE3 Revers Transkriptaz Mix 2
Nikleaz free water 3
Toplam 10

3.2.4.1.5. RT-PCR Reaksiyonunun Hazirlanmasi
PCR komponent karisimi 5 mI’lik tiip icerisinde hazirlandi (Tablo 3).

Tablo 3. Bir reaksiyonluk PCR komponent karisimi

Komponent Miktar(ul)
RT2 SYBR Green Mastermix 12.5
cDNA sentez reaksiyonu 1
RT2 QPCR Primer Assay (10mM stok) 1
RNaz free water 10.5
Toplam 25

25 mikrolitre PCR komponent karisimi rotor disk kuyucuklarina yiklendi
(Sekil 11). Ardindan RT-PCR cihazi (Rotor Gene Q) asagidaki sekilde programlanip,
veriler elde edildi (Sekil 12, 13).
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95° C’de 10 dk

95°C’de 15 s } 40 déngi
60° C’de 30 s

Sekil 11. PCR karigsimlarinin rotor disk kuyucuklarina ytklenmesi
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Sekil 12. Arastirmada kullanilan RT-PCR cihazi (Rotor Gene Q)

Sekil 13. RT-PCR calismasi sirasinda verilerin elde edilmesi
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3.2.5. Verilerin Degerlendirilmesi ve istatistiksel Analizler

Istatistiksel degerlendirmede SPSS (Statistical Package for Social Sciences)

v10.0 paket programi kullanildi.

Bobrek 6rneklerinden 6lcllen gen ifadesi dizeylerinin gruplar arasi
karsilastirilmasi, tek yonlu varyans analizi (ANOVA) ile yapildi. Gruplar arasindaki
istatistiksel anlamlilik Student t testi ile degerlendirildi.
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4. BULGULAR

4.1. Histolojik Bulgular

Istk mikroskobu incelemelerinde kontrol grubuna ait bdbrek dokularinda,
glomerdl ve tibdl yapilart normal olarak izlendi (Resim 1,2). Diyabet grubuna ait
bobrek dokularinda kortekste proksimal ve distal tubtllerde dilatasyon, parankimde
mononuklear hicre infiltrasyonu, glomerullerde dejenerasyon ve hemorajik alanlar
izlendi. Medulla bolgesinde ise; tibullerde dilatasyon ve ¢ok miktarda hemorajik
alan goruldi. Hem korteks hem medulladaki tibullerin ¢ogunda, vakuolar
dejenerasyon izlendi (Resim 3,4). Diyabet + Silibinin 100ug/kg grubuna ait bobrek
dokularinda glomertllerde diyabetik gruptakine benzer bulgulara rastlandi. Burada
da kortekste tubuler dilatasyon ve vakuolar dejenerasyon, glomeriler dejenerasyon
ve mononuklear hiicre infiltrasyonunun devam ettigi géruldu. Medulladaki tibillerde
de dilatasyon ve vakuolar dejenerasyon izlendi. (Resim 5,6). Diyabet + silibinin
200ug/kg grubuna ait bobrek dokusu histolojik kesitlerinde Diyabet + Silibinin
100ug/kg grubuna benzer bulgulara rastlandi. (Resim 7,8). Silibinin 100ug/kg ve
200ug/kg gruplarinda da kontrol grubuna benzer sekilde normal histolojik bulgulara
rastlandi (Resim 9,10).

46



Resim 1. Kontrol grubuna ait sican bobrek kesitinin normal histolojik gérinim.
Korteks bolgesi (H-E) (X10).

Resim 2. Kontrol grubuna ait sigan bobrek kesitinin normal histolojik géruntimi. Medulla
bolgesi (H-E) (X10).

47



Resim 3. Diyabet grubuna ait sigan bobrek kesitinin histolojik gortinimu. Korteks
bolgesi (H-E) (X10).

Resim 4. Diyabet grubuna ait sican bobrek kesitinin histolojik gérinimi. Medulla
bolgesi (H-E) (X10).
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Resim 5. Diyabet + Silibinin 100ug/kg grubuna ait sigan bébrek kesitinin histolojik

goranumu. Korteks bolgesi (H-E) (X10).
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Resim 6. Diyabet + Silibinin 100ug/kg grubuna ait sican bobrek kesitinin histolojik

gOrinumu. Medulla bolgesi (H-E) (X10).



Resim 7. Diyabet + Silibinin 200pg/kg grubuna ait sigan bdbrek kesitinin histolojik
gorintmu. Koretks bolGesi (H-E) (X10).

Resim 8. Diyabet + Silibinin 200ug/kg grubuna ait sican bobrek kesitinin histolojik
gorinimu. medulla bolgesi (H-E) (X10).
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Resim 9. Silibinin grubuna ait sigan bobrek kesitinin normal histolojik gérunimd.
Korteks bolgesi (H-E) (X40).

Resim 10. Silibinin grubuna ait sican bobrek kesitinin normal histolojik gérinim.
Medulla bélgesi (H-E) (X40).
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4.2. Molekuler Bulgular

Calismamizda, nefropati Uzerine silibinin etken maddesinin etkilerini
arastirmak ve diyabetik nefropatiyle iliskili olabilecegini disundigimiz HIF-1a ve

TLR-2 genleri ve 1 adet kalibratér gen (house keeping) RT-PCR ile ¢alisiimistir.

Alinan doku o6rneklerinin hepsinden RNA izolasyonu bagsarili sekilde
yapilmistir. Elde edilen RNA’larin kalitesi spektrofotometre ile dlgtlmustur.

Daha sonra reverse transkriptaz kiti kullanilarak cDNA’lar elde edilmistir.

RT2 SYBR® Green qPCR Mastermix (Qiagen Cat. No. 330529) ile cDNA
kombinasyonu RT2 gPCR Assay i¢in ¢alisiimistir.

RT- PCR calismasi sonucunda 3 adet gen degerlendirmeye alinmistir. Bu
calisma sonucu elde edilen bulgular her bir gen icin tek tek degerlendirilerek
sonuclar hesaplanmistir. Real-Time PCR cihazinda kullanmis oldugumuz SYBR
Green boyasi ozelligi geregi cift sarmal yapiya (DNA) baglandiginda 1sima
vermektedir. SYBR Green boyasi melt analizi yapilan calismada farkli drinlerin
amplifiye edilip edilmediginin anlasiimasi icin kullanilmaktadir. Cift sarmal yapi
hidrojen baglariyla birbirlerine baglidir ve yeterli 1si verildiginde bu baglar kopar.
Melt analizi ile 6rneklerde 1s1 yikseltilir ve baglar kopmaya baslar. SYBR Green
boyasi ¢ift sarmal yapiya bagli oldugunda 1sima verdiginden baglar kopunca 1sima
olmayacaktir. Eger bizim primer dimerlerimiz olsaydi normal DNA’dan daha az
sayida bag icereceginden dolayl normal Urinlerimizden daha distk bir 1sida baglar
kopacaktl ve 1sima olmayacaktl ve melt analizinde biz bunu erken bir pik olarak
gorecektik. Genlerimizin melt analizi sonuglarina ikinci bir pik goérilmemesi bize
farkli bir Gruntn amplifiye olmadigini gosterdi. Calismaya ait erime egrisi analizleri
(“melting curve”) ve amplifikasyon grafikleri sekilde gosterilmistir (Sekil
14,15,16,17,18,19).
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Sekil 14. Beta actin geni erime egrisi.
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Sekil 15. TLR-2 geni erime egrisi.
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Sekil 16. HIF 1a geni erime egrisi.
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Sekil 17. Beta actin geni amplifikasyon egrisi.
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Sekil 18. TLR 2 geni amplifikasyon egrisi.

57



40

Cwcie

15

10

(=1 o w -r o~ =3
-— =]

= =] = =3
QLo 4 T WIoN E

Sekil 19. HIF 1a geni amplifikasyon egrisi.
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Tum sonuglarin uygun bir sekilde grafiksel sunumu amaciyla ¢alismamizdaki
kantitatif RT-PCR sonuclari ve p degerleri, tabloda ve grafikte gosterilmektedir
(Tablo 5) (Grafik 3). Elde edilen veriler ortalama ve standart hata olarak ifade
edilmistir. Anlamhilik esik degeri olarak p<0,05 kullanilmis ancak gruplar arasinda
istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunamamistir (p>0,05). Ayrica bu degerler renk
skalasi grafigine donusturalmustir (Sekil 20). Buradaki renk gradiyentleri normalize

edilmis ekspresyon sinyal degerlerini belirtmektedir.

RT-PCR calismasindan elde edilen veriler 22T metodu kullanilarak analiz
edilmistir. RT-PCR c¢alismasinin sonuclari, her bir gen icin esik degerde yogunluga
ulastigi dongi sayisi (Ct) degeri olarak elde edilmektedir. Bu deger cihaz tarafindan
kalibrator olarak tanitilan genler referans alinarak hesaplanmaktadir. Calismamizda
her bir ornek icin inceledigimiz genlere ait ortalama Ct deQerleri de ayrica
hesaplanmistir. Her bir gen icin elde edilen Ct degeri referans olarak kullanilan bir
veya daha ¢ok housekeeping genin Ct degeri ile Karsilastirilarak ACt degeri elde
edilmistir. Calismamizda HIF 1 o ve TLR 2 genlerine ait Ct degerleri ile
housekeeping gen olarak kullandigimiz Beta aktine ait Ct degerleri karsilastirilarak
ACt degerleri hesaplanmistir. Birden fazla housekeeping gen kullaniimissa 6nce
onlarin degeri normalize edilir (tek bir degerde birlestirilir) daha sonra ACt
hesaplanir (100). Biz calismamizda 1 adet housekeeping gen kullandik. Bu nedenden
dolayr bu asamada normalizasyon islemi yapmadik. Bu hesaplamalarin ardindan
asagidaki denklemler yardimiyla 2"22CT degerleri hesaplanmistir. Hesapladigimiz bu
degerler tabloda ve grafikte gortlmektedir (Tablo 4) (Grafik 1).

K: kontrol grubu, T: tedavi grubu, R: housekeeping gen, X: ilgili gen olmak

Uzere;

ACtgx= Ctgx— Ctp, ACtTy = Ctry— Ctg
AACt, = ACtT, — ACty,

Kat degisimi = 2- 43¢,

Yukaridaki denklemlerde de gorildiigii Gizere 222°T metodu ile hesaplanan

degerler kullanilarak kontrol grubu ve tedavi grubu arasindaki gen ifadesi
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farkliliklarina karsilik gelen kat degisimi degerleri hesaplanir. Bu islem sonrasi ¢ikan
deger 1’den biiyiikse, gen ifadesi kontrole gore o kadar kat artmis demektir. Islem

sonrasl ¢ikan deger 1’den kiiglkse asagidaki islem uygulanir;
1/Kat degisimi yani 1/224°Tx

Cikan deger yine birden blyuk olacaktir ancak bu defa gen ifadesinin arttigini
degil azaldigini gosterecektir. Deger kac ise gen ifadesi kontrole gére o kadar kat
azalmis demektir. Calismamizdaki genlerin kontrol grubu ile kiyaslandiginda diger

gruplarda up ve down regulasyonlari grafik halinde gosterilmistir (Grafik 4).

Kat degisimi degeri -2 ve 2'den biylk olan degisimler 6nemsiz degisimler
olarak belirtilmistir. Calismamizda hesapladigimiz kat degisim degerleri tabloda
belirtilmis ve grafik olarak gosterilmistir. Bu sonuclara gore genlerin ifadesinde
kontrol grubu ile kiyaslandiginda diger gruplarda anlamh bir artis ya da azals
gorilmemektedir (Tablo 4) (Grafik 2).

Kontrol grubu ile diger gruplarin genlerin ifade dizeyleri agisindan
incelenmesi  amaciyla  karsilastinlldigi,  karsilastirmali  sacihm  grafikleri
olusturulmustur. Bu grafiklerde kesikli ¢izgiler arasinda kalan degerler ekspresyonda
anlaml bir degisimin olmadigini géstermektedir. Buna gére K grubu ile D (G1), DS1
(G2), DS2 (G3) ve S (G4) gruplarinin karsilastirildigi grafikler asagida verilmis olup,
bunlar incelendiginde gruplar arasinda HIF-1la ve TLR-2 genlerinin ifade
duzeylerinde belirgin bir degisimin olmadigi goriilmektedir (Grafik 5,6,7,8). Ayrica
bunun haricinde D grubu ile karsilastirildiginda, K grubu hari¢ diger gruplar arasinda
genlerin ifade duzeyi arasindaki farklhihklar da incelenmis ve grafiklerde
gosterilmistir (Grafik 9,10,11).
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Tablo 4. Kat degisimi degerleri

Grafik 1. Gruplarin 2*(-Avg.(Delta(Ct)) degerleri

Gruplar
D DS1 DS2 S
Genler
Beta actin 1 1 1 1
TLR2 1,0687 0,9303 0,9278 1,0447
Hif 1 alfa 0,8356 0,8456 0,8547 0,8164
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Grafik 2. Gruplarin kontrol grubuna gore kat degisimi

Tablo 5. p degeri

D DS1 DS2 S
Genler
TLR2 0,617036 0,990058 0,59127 0,202759
Hif 1 alfa 0,139313 0,062903 0,356908 0,08438
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p-degerleri (kontrol grubu ile kiyaslandiginda)
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Grafik 3. Gruplarin kontol grubuna gore p degderleri
Up-down reglilasyonlar (kontrol grubu ile
kiyaslandiginda)
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Grafik 4. Gruplarin kontrol grubuna gére up-down regllasyonlari
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Sekil 20. Gen ifadesi seviyelerinin renk dlcegi ile gosterilmesi
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Grafik 5. Grupl-Kontrol karsilastirmali sagilim egrisi
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Grafik 6. Grup 2-Kontrol karsilastirmali sacilim egrisi
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Grafik 7. Grup 3-Kontrol karsilastirmali sacilim egrisi
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Grafik 9. Grupl- Grup 2 karstlastirmali sacilim egrisi
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5. TARTISMA

Diabetes mellitus, pankreastan insulin salinimi yetersizligi ve/veya dokularin
insiline olan cevabinin  bozulmasi sonucunda; karbohidrat, protein, yag
metabolizmasini etkileyen énemli metabolik bir hastaliktir (101). Diyabet genellikle
tip 1 ve 2 olmak uzere ikiye ayrilmistir. Etiyolojisi ve patogenezi daha ayrintili
anlasildikca tiplendirilmesi de strekli yenilenmektedir. Belirli kesin kriterlere
ragmen, iki sinifin cakistigi olgular nedeniyle iki sinifin ayirimi bazen
guclesmektedir (102).

Karbohidrat, lipid ve protein metabolizmasindaki anormalliklerin kaynagi,
anobolik hormon olan insilinin dnemindendir. iskelet, yag ve karaciger gibi dokulara
yeterli insulin cevabi verilememesi veya insilin direnci olusmasit, insulin reseptorleri,
sinyal transduksiyon sistemi ve/veya genler ve enzimlerdeki defektler, bu metabolik
anormalliklerden  sorumludur. Septomlarin  cesitliligi, diyabetin tipine ve
devamliligina baglidir. Diyabet hastalarinin bazilari ézellikle tip 2 diyabetli hastalar,
hastaligin ilk zamanlarindan itibaren asemptomatik olurken, belirgin hiperglisemi ve
0zellikle mutlak instlin eksikligi olan ¢cocuklar; poliiri, polidipsi, polifaji, kilo kaybi,
bulanik gérmeden dolayi zarar gorebilmektedirler. Kontrolsiiz diyabet; ketoasidoz ya
da nadir nonketotik hiperozmolar sendromu nedeniyle bilingsizlik, komaya ve tedavi
edilmedigi takdirde 6lime yol acabilmektedir (1).

DM’nin mikrovaskiler ve makrovaskiler olmak tzere iki tip komplikasyonu
vardir. Retinopati, nefropati, néropati mikrovaskiler; periferik damar hastaligi,
koroner  kalp  hastaliklari,  serebrovaskuler  hastaliklar ~ makrovaskiler
komplikasyonlaridir. Diyabet hastalarinda son dénemde bobrek yetmezligi gelistigi

icin, diyabetik nefropati olduk¢a énemli bir sorundur.

Gelismis ulkelerde son dénem bobrek yetmezliginin en sik sebebini diyabetik
nefropati (DN) olusturmaktadir ve gérilme sikhgi da giderek artmaktadir. Burada
gorilen bobrek hasarinin temel sebepleri, diyabetin neden oldugu ve hipergliseminin
indikledigi metabolik ve hemodinamik degisikliklerdir. Ancak artan kanitlar bu

faktorlerin otesinde daha kompleks mekanizmalarin ve immin sistem aracili
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inflamatuar sureclerin diyabet ve komplikasyonlarinin patofizyolojisinde 6énemli rol
oynadigini gostermektedir. Bircok calisma diyabetik bobreklerde belirgin sekilde
I6kosit infiltrasyonu, artan kemokinler, adezyon molekdlleri, enzimler, blylime
faktorleri ve nukleer faktorlerin ekspresyonunu gostermektedir (40). Diyabetik
nefropatinin histolojik belirteclerinden birisi glomerllde yogun bir sekilde
ekstraseltler matriks proteini birikimidir. Hiperglisemi tarafindan tetiklenen
metabolik, hemodinamik degisiklikler ve genetik yatkinlik glomeriler mezengial

hlcrelerde fonksiyonel degisikliklere neden olan baslica etkenlerdir (103).

Aerobik organizmalar enerji Uretebilmek icin oksijene ihtiya¢ duyarlar. Bu
nedenle oksijen diizeylerinde meydana gelen azalmalar bu canlilar ve hiicreler igin
bir stres olusturmaktadir. Hucreler ise bu durumla basa ¢ikabilmek icin bir takim
hlcresel cevaplar olusturur. Tim bu hicresel cevaplar basta HIF’ler aracili gen

diizenlenimi olmak Uzere cesitli hiicresel yolaklar aracthgi ile duzenlenir (104).

Calismalar kronik bobrek hastaliginin gelisiminde hipoksinin énemli bir yeri
oldugunu gdstermektedir. HIF-1a hicrelerin hipoksik kosullara adapte olabilmesi ve
hipoksinin neden olabilecegi hiicre hasarina karsi korunabilmesi acisindan oldukga
onemlidir. Ancak HIF-1a ile artan VEGF ve diger GF’ler gibi bazi sitokinlerin artisi
glomeriloskleroza neden olan sireclere neden olabilmektedir. Artan VEGF
duzeyleri; kapiller bazal membranda ayrismaya, glomertler filtrasyon hizinda artisa,
proteindriye, glomerillere makrofaj ve mononikleer hiicre gocine ve ekstraseliler
matriks birikimine neden olarak DN’de go6rulen glomeriloskleroza neden
olabilmektedir (105).

Cogunlukla dokulardaki oksijen orani kan akimi ve dokunun oksijen
kullanimi arasindaki denge ile saglanir ancak bobreklerde bdyle basit bir denge s6z
konusu degildir. Bobrekler kani sadece metabolizma icin kullanmaz ayni zamanda
kan hacmi ve icerigini de duzenlemek zorundadir. Artan bobrek kan akimi
glomerdler filtrasyon hizini da artirir, bu durumda da sodyum reabsorbsiyonu artar
ve bunun sonucu olarak da doku oksijen tiketimi artar. Boylece diyabet, glomeriler
hiperfiltrasyona neden olur ve Na-K ATPaz aktivitesi ile sodyum ve glikoz
reabsorbsiyonunu artirir ve buna bagli olarak oksijen tiketimi artar. Bu nedenle
diyabetik bobrekte hiperfiltrasyon, artan oksijen tiuketimi ve artan oksijen
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kullanimina neden olur ve daha fazla oksijen destegi gerektirir. Buna bagli olarak da
HIF-1a veya hedefindeki molekdller kronik bobrek hastaligina yol agar (106).

Dinya saghk orgutiinin verilerine gore bitkisel ilaclar arasinda Silibinin
kullanimi %80°dir (107). Silybum marianum (L.) Gaertner (Meryemana dikeni)
tohumu 2000 yildan daha fazla zamandir hepatit, siroz, sarilik gibi karaciger ve safra
kesesi hastaliklarinin tedavisi, mantar zehirlenmesinde karacigerin korunmasinda
kullanthr.  Silypum marianum (L.) Gaertner bitkisinin aktif kompenenti ise
Silmarin'dir. Silmarin kompleksinin esas komponenti Silibinin’dir (4). Silibinin gucli
bir antioksidan oldugu ve serbest radikalleri temizledigi gosterilmistir. Son yillarda
antikanser ve radikal temzileyici Ozelliklerinden dolay! dikkatler bu flavonoide
yogunlasmistir (51). Hicresel mekanizmalar arasinda, Silibinin’in anahtar bir rol
oynadigi dasunulmektedir. Silibinin’in antioksidan 6zelliginin yanisira; hcre
koruyucu, aniinflamatuar, antikanserojen etkileri de gOsterilmistir. Ayrica
silibinin’in, STZ ile diyabet olusturulmus siganlarda ve tip2 diyabetli hastalarda

proteindriyi azalttigr gézlenmistir (4, 80, 89 ).

Diyabetik nefropatinin 6nlenmesi icin; kan basincinin kontrol altinda
tutulmasi, kan sekerinin dizenlenmesi, protein aliminin sinirlanmasi, sodyum ve
fosfor kisitlanmasi gibi uygulamalar yapilmaktadir ancak kesin bir ¢0zim
bulunamamistir (108).

Bu nedenlerden dolay! biz calismamizda hem literatiire DN iyilesmesi ile
ilgili bilimsel katkilar saglamak, hem de hicbir yan etkisi olmayan Silibinin
maddesinin DN uzerindeki etkisini gostermek icin, Wistar albino siganlar kullanarak
STZ ile diyabet modeli olusturduk. Sonrasinda Silibinin ile 28 gunluk bir tedavi
programi uyguladik. Sag bobrek dokusunda HIF-1a ve TLR-2 genlerinin ekspresyon
duzeylerini RT-PCR metodu ile analiz edip, diger bobregi de histopatolojik olarak

inceledik.

HIF-1a dizeylerinin de diyabetik nefropatide upregule oldugu bilinmektedir.
HIF-1a’nin doku metalloproteinaz inhibitori (TMIP) ve plazminojen aktivator
inhibitora gibi fibrojenik faktorleri aktive ederek kollajen birikimine neden

olmaktadir. Bu nedenle HIF-1a upregulasyonunun iskemik hasara karsi koruyucu
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olmasina Karsilik, uzun sireli HIF 1a aktivasyonunun kronik bdbrek hastaliginda
zararli olabilece@ine dair kanitlar bulunmaktadir. (105,109)

Calismamizda istatistiksel olarak gruplar arasinda HIF-la mRNA
ekspresyonlarinda anlamli bir fark gordlmemistir. (p>0,05). Silibinin’in HIF-1a
ekspresyonunu degistirmedigi gozlenmistir. Benzer sekilde histolojik olarak da

tedavi gruplarinda diizelme bulgularina rastlanmamistir.

Calismamizda HIF-1a mRNA duzeylerinde kontrol grubu ile kiyaslandiginda
diyabetik grupta literatlr verilerinin aksine anlamli bir upregilasyon gorilememistir.
Bu durum hayvanlarda olusturulan diyabetik modeller arasindaki farkhhiklarla iliskili
olabilir.

Calismamizda STZ ile diyabet indlklendikten sonra 28 gunlik bir slrede
degerlendirmeler yapiimistir. Bu sire farkli ¢alismalarda daha uzun veya daha kisa
olarak tespit edilmis, calisma plani yapilirken diyabete bagl komplikasyonlar nedeni
ile hayvan kaybi g0z oniinde bulundurularak optimum bir sure belirlenmeye
calistimistir. Bu anlamda HIF-1a dizeylerinde artisin olmamasi ilk olarak deney
siresinin kisa olmasi ve diyabetik nefropati olusumu igin yeterli siire saglanamamasi
ile iliskilendirilebilir. Ancak histolojik veriler diyabet modeli olusumunun ardindan
28 gunluk surede diyabetik nefropatinin gelistigini ve sirenin bobreklerde patoloji
olusumu icin yeterli oldugunu gostermektedir. Bu nedenle HIF la dlzeyleri ya
literatlirdeki verilerin aksine diyabetik nefropatide anlamli sekilde yukselmemektedir
ya da bu ylkselme patolojinin daha ge¢ donemlerinde gerceklesmektedir. Bu durum
da diyabetik nefropatide hipoksik kosullarin olusumu icin daha fazla zamana ihtiyac
olduguna isaret etmektedir. Burada yer alan bu molekiler mekanizmalarin daha
ayrintili olarak anlasiimasi icin ise 0zellikle standart kosullarin saglandigi ancak
farkli surelerde HIF-1a dizeylerini kiyaslayan ve bir taraftan da diyabetik
nefropatideki  hipoksik  kosullarin  takibini  yapan c¢ahismalarin  yapilmasi
gerekmektedir.

Diger taraftan insulin ve diger bazi blyime faktorlerinin HIF-1a’y1 stabilize
ettigi bilinmektedir. Normal kosullarda f hicrelerinde artan glikoz dizeyleri,

glikozun hcre igine alimini ve metabolizmasini artirmaktadir. Bunun sonucu olarak
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ATP uretimi gerceklesmekte, tretilen ATP etkisi ile ATP duyarli potasyum kanallar
kapanarak membran depolarizasyonuna ve insulin salinimina neden olmaktadir. Bu
nedenle bozulmus glikoz alimi, glukoz tarafindan stimdile edilen instlin salinimini
bozabilir. Cesitli calismalar hem HIF-13 hemde HIF-1o’nin uygun insulin
sekresyonunda oldukca 6énemli oldugunu gdéstermektedir. Calismalar HIF-1o’nin iki
yonll etkisi oldugunu gostermektedir. HIF-1a’nin ¢ok az ya da ¢ok fazla diizeylerde
olmasi B hticre fonksiyonlarini bozabilmektedir ve normal B hiicre fonksiyonlari igin
optimal bir HIF-1a dizeyi oldugu distntlmektedir. Tip 2 DM’li hastalardan izole
edilen adaciklarda hem HIF-1a’nin hem de HIF1-B’nin azalmis ekspresyonu
gorilmektedir ve HIF-1o’nin demir selatorleri aracili olarak belirli dizeyde
artirilmasi ile B hicre fonksiyonlarinda bir iyilesme gorilmektedir. Hiperglisemi
HIF-1a’nin yikilmasina neden olmaktadir. HIF-1a’nin miyokard iskemisi olan
farelerde asiri ekspresyonu kardiyak hipertrofi ve fibrozisi inhibe etmekte ve
miyokardiyal dolasimi diizeltmektedir. Bu durum muhtemelen HIF-1a aracili VEGF
duzeylerindeki artisa baghdir (110). Tum bu calismalar HIF-1a 'nin hem DN
gelisiminde, hem de diyabetin seyrindeki mekanizmalarda yer alan kilit bir molekdl
oldugunu gdstermektedir. Ancak 6zellikle diyabetik nefropatideki rolu icin 6ncelikle
bobrekte hipoksik kosullarin gelistigi patolojik evreye ulasiimasi gerektigi bizim
calismamizca da kanitlanmakla birlikte HIF-1a’nin diyabet patogenezindeki etkisinin
hastaligin erken veya ge¢ donemlerinde mi olduguna dair yeterli bilgi

bulunmamaktadir.

Ancak bazi calismalar HIF-1a'nin diyabet gelisiminde o6zellikle erken
donemlerde etkili olabilecegine isaret etmektedir. Sdyle Kki; glikoz-bagimh
instlinotropik polipeptid (GIP), yag ve glukoz mekanizmasina cevap olarak
salgilanan bir hormondur. Bu hormonun seviyeleri obezite ve diyabette artmaktadir.
Farelerle yapilan bir calismada; artan GIP sinyalizasyonunun, HIF-1a yolagi
aracihigiyla adipoz inflamasyonunu indikledigi ve inslin duyarhihgini bozdugu
g6zlenmistir (111).

insan retinal endotelyal hiicreleri (HREC) ve insan dermal mikrovaskiler
endotelyal hucreleriyle (HDMEC) normoksik ve hipoksik sartlar altinda yapilan bir

calismada, HIF-1a ve Robo4 (Roundabout4)’tn fibrovaskiler membranlar olusurken
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hayati bir 6neme sahip oldugunu goéstermistir. HIF 1a geninin hipoksik kosullarda
tHREC invazyonu ve proliferasyonunu, Robo4 up regilasyonunu transkripsiyonel
olarak artirdigi gézlenmistir (112). Bu ve benzeri ¢alismalar HIF-1a ekspersyonunun

Ozellikle hipoksik kosullarda ve vaskuler hiicrelerde artigina isaret etmektedir.

Calismamizda, bobrek dokusunda toplam HIF-1a ekspresyon diizeylerinde
belirgin bir artis gozlemedik. Yeterli hipoksik kosullarin saglandigi, immuno
histokimya destekli bobrekteki vaskuller yapilarda HIF-1a dizeylerini inceleyen
calismalarin bu molekullin diyabetik nefropatideki rolinin anlasiimasina yardimci

olabilecegini disinmekteyiz.

Sonug olarak literattirdeki veriler HIF-1a'nin diyabet ve diyabetik nefropatide
onemli bir molekdl oldugunu gostermektedir. Ancak heniiz bu molekiliin tam olarak
roli ve hangi kosullarda hangi hiicrelerde eksprese edildigi ve ne gibi surecleri
etkiledigi tam olarak bilinmemektedir. Her ne kadar calismamizda diyabetik grup
bobrek dokularinda HIF-1a ekspresyonu agisindan anlamli bir artis bulmasak da,
elde ettigimiz bu sonu¢ diyabetik nefropatide hipoksik kosullarin bébrekte olusumu
icin daha fazla zamana ihtiya¢c oldugunu gostermektedir. Ayrica diyabetik
nefropatide bobrekte HIF-1a ekspresyonlarinin incelenmesi icin 6zellikle vaskiler
yapilarin dikkate alindigi yaklasimlara ihtiya¢ olabilecegini gostermektedir. Bu gibi
onemli patolojik olaylarda HIF-1a’nin rollinln tam olarak anlasilmasi ve potansiyel

tedavi hedefi olarak kullanilabilmesi icin daha fazla ¢alisma gerekmektedir.

Diyabet; C-reaktif protein (CRP), inflamatuar sitokin, kemokinler, adezyon
molekdlleri, monosit etkinligi ve adipoz doku diizensizliginin artmis seviyeleri ile
karakterize pro-inflamatuar bir durumdur. infalamasyon; NF-KB aktivitesi,
sitokinler, kemokinler, adezyon molekdilleri, 16kosit adezyonu ve I6kostozda artisla
sonuclanmaktadir.  Bununla  birlikte  hiperglisemi  aracili  inflamasyonun
mikrovezikiler komplikasyonlara nasil neden oldugu hala net degildir. Toll benzeri
reseptorler (TLR), patojenle iliskili immun yanitta 6nemli bir rol oynayan molekdler
reseptorlerdir.  Aktivasyonlari  sitokin/kemokinlerin  Uretimi ile  sonuclanan
inflamatuar cevabin  baslatildigi  sinyal kaskadini  aktiflestirmektir.  Farkl
hastaliklarda TLR’lerin ekspresyonu ile etkilerini degerlendiren birgok c¢alisma
yapilmistir. Bu calismalar sonucunda TLR-2 ve TLR-4’Gn DM, ateroskleroz,
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iskemi/reperflizyon hasarina bagl bébrek hastaliklarinda, astim hastaliginda énemli
rol oynadigi gorilmastir. Tip 1 ve tip 2 DM’de TLR-2 ve 4’(in artti§i gosterilmistir.
TLR-2 ve TLR-4’teki genetik eksikligin diyabetik nefropatide iyilesme gosterdigi
bildirilmistir. Bununla birlikte diyabetik nefropati patogenezinde TLR’lerin roli

kesfedilememistir (36).

italya’da yapilan bir derlemede, TLR-2 ve TLR-4’iin tip 2 diyabetes mellitus
(T2DM) baslangicinda; TLR-2, TLR-7 ve TLR-9’un tip 1 diyabet baslangicinda
(T1DM) 6nemli bir rol oynadigi vurgulanmistir (113). TLR’ler dogal bagisiklik icin
anahtar rol oynamaktadirlar. inflamasyonda, kronik bébrek hastaliklari patogenezi ve
diyabette 6nemli rol oynadigindan; ¢alismamizda STZ ile indiiklenen sicanlarin
bobrek dokusunda TLR-2 geninin ekspresyon dizeylerinin, highir yan etkisi olmayan

Silibinin maddesinin DN Uzerindeki etkisini gostermek icin inceledik.

Calismamizda istatistiksel olarak gruplar arasinda TLR-2 ekspresyonlari igin
anlamli bir fark gortilmemistir. (p>0,05). Benzer sekilde histolojik olarak da tedavi

gruplarinda diizelme bulgularina rastlanmamistir.

Hindistan’da yapilan bir calismada; tip 2 DM’li hastalarda TLR-2’nin up
regulasyonu gosterilmistir (114).

Diger bir calismada ise, TLR-2"nin glomeriler endotel ve proksimal tibul
epitelinde lokalize oldugu gosterilmistir. Diyabetik fare glomerilusu ve renal
korteksinde TLR-2 mRNA ekspresyonlari 6l¢tilmis, diyabetik olmayan sicanlara
gore oldukca yuksek oldugu gozlenmistir (115).

Calismamizda, TLR-2 geninin ekspresyonunun kontrol grubuna gore diyabet
grubunda artmasi beklenirken birbirine yakin c¢ikmistir. Bu durum diyabetik
nefropati patogenezinde inflamasyonun 28 glinden daha uzun slrede olusabilecegi

fikrini vermektedir.

Periferik kan monositleri dogal bagisiklik sisteminde anahtar efektorlerdir.
Sayilari ve sitokinlerin reseptor tanima sisteminlerindeki bozukluk, monositlerin
otoimmdin tipteki diyabeti gelistirmesine katki saglayabilmektedir. Tip 1 ve 2 DM’li

hastalarda yapilan bir calismada; monosit hicrelerinin iki alt tipi olan CD14™" ve
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CD14™’0n sayilari ve orantilarini analiz edip, TLR-2 TLR-4 reseptorlerinde
potansiyel degisikler calisiimistir. Sonucta, TLR-2 ekspresyonunun saglikli kisilerle
karsilastirildiginda anlaml sekilde azaldigi, TLR-4 ekspresyonunun ise daha dusik
oldugu gézlenmistir.Bu durumda kronik inflamasyonun uzun dénem DM’de ortaya

cikabilecegi sonucuna variimistir (116).

Artmis vaskiler duz kas hucresi (VSMC) kasiimasi, diyabette damar
disfonksiyonu patogenezinde erken ve kritik bir bulgudur. Son zamanlarda TLR-
2’nin VSMC’de eksprese oldugu ve diyabette aktive edildigi gosterilmistir. TLR-
2’nin diyabetik kan damarlarinda aktif oldugu ancak kasiimada rollnin olup
olmadigini anlamak icin STZ indiKIl sicanlarda yapilan calismada, diyabetik kan

damarlarinda TLR-2nin kasiimayi artirdigi gézlenmistir (117).

Diyaliz olmayan kronik bdbrek patogenezi hastalarda proinflamatuar durumu
gostermek ic¢in bir calisma yapilmis, diyaliz olmayan kronik bobrek patogenezi
hastalarda TLR-2 ve TLR-4’ln ekspresyonlari arttigi gozlenmis ve diyabeti

etkiledigi sonucuna variimistir (118).

Cin’de yapilan bir calismaya gore, TLR-2 ve 4 reseptorlerinde tek nikleotid
polimorfizmlerinin  TLR-4 (rs1927911, rs11536889, rs1927907, rs1927906,
rs1927914, rs7873784 ve rs2149356) ve TLR-2 (rs1898830, rs3804099, rs4696480,
ve 3804100) diyabetle iliskili oldugu gosterilmistir (119).

Diyabetik nefropatide ekstraseltler matriks proteinlerinin ekspresyonu ve
regulasyonu diger bir calismada anlatilmis, 6zellikle TLR-2 ve 4’(in TLR-2 bagimli
ve TGF-B bagimh kanallar ile ekstraseltler matriks ekspresyonunu degistirip
fibrojenik yanit olusturabildigi aciklanmistir. Bu molekdllerin sinyal yollarinin tam
olarak aciklanmasiyla DN tedavisi i¢in olumlu adimlar atilabilecegi vurgulanmistir
(120).

Paeonia lactiflora’dan c¢ikarilan Paeonia’nin Toplam glikozitlerinin  (TGP),
diyabetik bobrek hastaliinda antiinflamatuar etki gosterdigi bildirilmistir. Bu
calismada, TLR-2’nin diyabetik sicanlarin bdbreklerinde 6nemli sekilde arttig

TGP’nin bu sayiyr azalttigi gézlenmistir. TGP’nin bu etkisini, artan makrofaj
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infiltrasyonu ve TLR-2 ekspresyonunu baskilayarak renal tibulointerstisyum hasarini
onleyerek gosterdigi bildirilmistir (121).

Calismamizin c¢ikis noktasi ise en az diyabet kadar tehlikeli olan
komplikasyonlardan biri konumundaki nefropati izerine, yan etkisi olmayan silibinin
etkilerini arastirmak ve diyabetik nefropatiyle ilskili olabilecegini dusindigimiz
HIF 1a ve TLR-2 yolaklarinin molekiler mekanizmalarini aydinlatmak sureti ile bu

konuda yapilacak arastirmalara veri sunabilmekti.

Bu amacla calismamizda deneysel olarak diyabet olusturulmus sicanlarda
silibinin etken maddesinin HIF la ve TLR-2 genlerinin ekspresyon seviyelerine
etkisini tedavi Oncesi ve sonrasi karsilastirip, histokimyasal olarak da gosterdik.

Diyabetik nefropati patogenezinde 6nemli oldugunu dusiindugimiz HIF la

ancak arastirma sonunda anlamli bir degisim gézlemedik.
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SONUC ve ONERILER

Hipergliseminin diyabette mikrovaskiler mekanizmalari nasil indikledigini
gelismis mekanizmalar; protein kinaz C'nin (PKC) aktivasyonunun artisi, oksidatif
stres, ileri glikozilasyon son urind (AGE) olusumu ve artmis enflamasyon olarak
gosterilmistir. Inflamasyon; NF-kB aktivitesi, sitokinler, kemokinler, adezyon
molekdlleri, l6kosit adezyonu ve lokostozda artisla sonuglanmaktadir. Bununla
birlikte hiperglisemi aracili inflamasyonun mikrovezikuler komplikasyonlara nasil

neden oldugu hala net degildir.

Cesitli calismalar TLR aracili inflamasyonun diyabetin ve diyabette gelisen
komplikasyonlarin altinda yatan temel faktor oldugunu ortaya koymaktadir. Bunun
sonucu olarak da antiinflamatuar tedavilerin bu komplikasyonlarin gelisiminin
onlenmesi acisindan kullanilabilirligi Gzerine arastirmalar devam etmektedir.
TRL’lerin inflamasyonu bagslatan ve devam ettiren faktorler olmasi ise bunlarin
terapotik hedefler olarak dikkat gcekmesine neden olmaktadir. Ancak antiinflamatuar
ajanlarin ¢ok sayida hedef mekanizmasi olmasi nedeniyle boyle bir tedavi yaklasimi
deneysel nitelikte olmaktadir. Bu nedenle antiinflamatuar tedavilerin hedef

mekanizmaya yonelik segici 6zellikte olmasi gerekmektedir.

Fitokimyasallar, dogal olarak bitkilerde olusan ve insan saghgini
etkileyebilen kimyasal bilesiklerdir. Birgok ¢alismadan elde edilen kanitlar, diyabet
iliskili patolojilerden korunmada veya bunlarin iyilestirilmesinde inflamasyonu
kontrol edebilen fitokimyasallarin aliminin etkili olabilecegini gdstermektedir.
Aktive olan hicrelerde inflamatuar cevaplar, NF-kB gibi inflamasyonun ana
dizenleyici mekanizmalari aracihgi ile kontrol edilmektedir. Burada ise TLR-2 ve
TLR-4’0in, aktive olan hicrelerde NF-kB yolagdi Gzerinden inflamasyon siirecine
aractlik ettigi gérulmektedir. Bu bakimdan bu inflamatuar yolaklarin spesifik olarak
fitokimyasallar araciligi ile hedef alinmasi, diyabet ve iliskili komplikasyonlardan
korunma veya bunlarin iyilestirilmesinde etkili bir strateji olarak karsimiza

citkmaktadir.
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Bitkilerden elde edilen cesitli bilesiklerin farkli mekanizmalar ile inflamatuar
sirecler Uzerine etki etki ettigi bilinmektedir. Bunlardan bazilari direkt TLR aracili
bazilari ise TLR ba§imsiz bir mekanizma ile NF-kB yoladi Uzerinden etki

gostermektedir.

Bu sekilde fitoterapotik yaklasimlarin diyabetle iliskili cesitli yolaklar
Uzerinden diyabetik komplikasyonlara karsi etkilerinin oldugu bilinmekle birlikte, bu
yaklasimlardaki etkinlik, doz, etki mekanizmasi ve uygun fitokimyasal dozlari ile

ilgili yeterli calisma bulunmamaktadir.
Tum bu bilgiler 1s1§inda;

-Bu calisma literatirde Silibinin ile HIF-1la ve TLR-2 gen ifadesi

degisikliklerini tanimlayan ilk calisma oldugunu dustniiyoruz.
-Bu calisma sonucu elde edilen bulgular cesitli etkenler nedeniyle sinirhdir

-HIF’ler, TLR’ler ve bunlarin sinyal iletim mekanizmasindaki molekuller

onemli terapdtik hedeflerdir ancak bununla ilgili olarak ilerde yapilacak galismalarla;
-Bu verilerin daha fazla hayvan modeli ve daha uzun surelerde calisiimasi

-Diyabet patogenezi sirecine Kkatildigi bildirilen butin genlerin degil

genomdaki buttin ifadelerinin arastiriimasi,

-Yapilan gen ifadesi ¢alismalarinin es zamanl protein analiz ¢alismalariyla
desteklenmesi,

-ilgili molekiiler mekanizmalarin aydinlatilmasi gerekmektedir.
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OZET

STZ (Streptozotosin) ile Diyabet Olusturulmus Ratlarin Bobrek Dokusunda
Silibinin’in HIF-1a (Hypoxia-Inducible Factor-1 Alpha) ve TLR2 (Toll Like
Receptor 2) Genlerinin mRNA Diizeylerine EtkKisi

Silibinin, Silybum marianum (Deve dikeni) adi verilen bitkiden elde edilen
bir flavanoiddir. Bu deneysel calismada; hicre koruyucu, antiinflamatuar,
antikanserojen, antioksidan etkileri olan ve protetniriyi azalttigi bilinen Silibinini
STZ ile diyabet olulturulan sicanlarin bobreklerinde HIF-1a ve TLR2 genlerinin
ekspresyon seviyelerine etkisini tedavi 6ncesi ve sonrasi karsilastirip, histokimyasal
olarak da inceledik.

Calismamizda 5 grup bulunmakta olup: Kontrol Grubu, Diyabet Grubu (STZ
65 mg/kg, i.p. tek doz), Diyabetik Grup+100mg/kg Silibinin Tedavi Grubu,
Diyabetik Grup+200mg/kg Silibinin Tedavi Grubu, Silibinin grubu (5 sicana 100
mg/kg silibinin, 5 sicana 200 mg/kg silibinin). Bobregin biri HIF-1a ve TLR2
genlerinin ekspresyon seviyeleri icin degerlendirilirken, diger bobrek histopatolojik
olarak degerlendirildi. Histolojik olarak ilag alan gruplarda, diyabetik gruplara

kiyasla anlamli bir degisiklik gozlenmedi.

Alinan doku 6rneklerinden elde edilen total RNA’lar kullanilarak RT-PCR
metodu ile 2 adet hedef gen ve bir adet kalibratér genin ifadesindeki degisiklikler
incelendi. Elde edilen bulgular kontrol grubu ve diger gruplardaki ornekler ile
karsilastirilmistir. 2 22CT yontemi ile kat degisimleri hesaplandiginda ve esik -2/2
olarak alindiginda TLR2 geninde degisimler tespit edilmistir ancak istatistiksel
olarak anlamli bir fark bulunamamistir (p>0,05).

Sonug¢ olarak Silibinin’in diyabetli sicanlarin bobrek dokusunda olusan

hasarda pek etkili olmadigi goéralda.

Anahtar Kelimeler: Diyabet, Silibinin, HIF-1a, TLR2
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ABSTRACT

The Effects of Silibin on mRNA Levels of HIF-1a (Hypoxia-Inducible Factor-1
alpha) and TLR2 (Toll Like Receptor 2) Genes in STZ Induced Diabetic Rats

Silibinin is a flavonoid derived from a plant called Silybum Marianum. In this
experimental study we investigate the effects of silibinin which has anti-inflamatory,
anticarcinogenic, antioxidant and cyto protective effects; on the expression levels of
HIF-1a and TLR2 genes in the kidneys of STZ induced diabetic Rats before and after

the treatment. We also investigate these effects by histochemically.

In our study, there were 5 groups: Control Group, Diabetic Group (STZ, 65
mg / kg, ip single dose), Diabetic Group + 100mg / kg Treatment Group of Silibinin,
Diabetic Group + 200mg / kg treatment group of silibinin, Group of Silibinin (100
mg / kg and 200 mg / kg silibinin). One of the kidney was used to evaluate the
expression levels of HIF-1la and TLR2 genes, the other kidney was used for
histopathological study. Histologically, there was not obseved any significant change

in the Drug Groups, compared to the diabetic group.

Total RNAs obtained from the tissue samples were investigated for changes
of expression levels of 2 target and 1 calibrator gene. The findings were compared
with samples from the control group and the other group. When fold change
calculated by 222CT method and when the threshold value taken as -2/2; some
changes for expression levels of TLR-2 was identified, but no statistically significant

change was found (p>0,05).

As a result, Silibinin was not so effective in the kidney tissue damage of
diabetic rats.

Keywords: Diabetes, Silibinin, HIF-1a, TLR2
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