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1. GİRİŞ

Diabetes mellitus (DM); insülin salgısının eksikliği ve/veya insülin direnci ile

oluşan, karbohidrat, yağ ve protein metabolizmasındaki bozukluklar ile karakterize

bir hastalıktır. Diyabetik hastaların çoğu iki büyük grupta yer almaktadır. Tip 1

diyabet, otoimmün veya bilinmeyen nedenlerle ortaya çıkarken; tip 2 diyabet, insülin

salgısında bozulma ve/veya insülin direnci nedeni ile insülin etkisinde azalma ile

kendini göstermektedir (1).

Diyabetik hastalarda enfeksiyonlara yakalanma sıklığı yüksektir. Bu durumun

en önemli nedenleri; bağışıklık sistem bozukluğu, nöropati ve damar yapılarında

meydana gelen bozukluklardır. TLR (Toll benzeri reseptör)’ler çeşitli patojen

ajanlara karşı doğal immün cevabın oluşumunda NF-kB (Nüklear faktör kB) ve

interferon düzenleyici faktör bağımlı sinyal yolakları aracılığıyla rol oynayan

transmembran proteinlerdir (2). İnflamasyon ve infeksiyon alanlarında doku

metabolizmasında çeşitli değişiklikler gözlenir. Bu değişikliklerin sonucu olarak da

hipoksi gözlenmektedir. HIF (Hipoksi ile indüklenen faktör) memeli hücrelerinde

bulunan bir trankripsiyon faktörüdür ve hücrelerin hipoksiye karşı verdiği cevaplarda

önemli roller üstlenmektedir. Hücreler azalmış oksijen konsantrasyonlarına artan HIF

aktivitesi ile cevap vermektedir. Bunun sonucunda; kanser gelişimi, anjiyogenezis,

hücre sağ kalımı, glukoz metabolizması ve invazyon ile ilişkili birçok genin

ekspresyonu artmaktadır. HIF aracılı bu değişen gen ekspresyonlarının ise kronik

böbrek hasarında etkili olduğu görülmektedir (3). Silibinin, Silybum marianum

(Deve dikeni) adı verilen bitkiden elde edilen bir flavanoiddir. Hücre koruyucu,

antiinflamatuar, antikanserojen, antioksidan etkileri olan ve proteüniriyi azalttığı

bilinen bu etken madde, çalışmamızda kullanmayı planladığımız fitoterapötik ajandır

(4).

Bu çalışmanın amacı, deneysel olarak diyabet oluşturulmuş sıçanların böbrek

dokularında Silibinin'in, HIF-1α (Hipoksi ile indüklenen faktör-1 alfa) ve TLR-2

(Toll benzeri reseptör) genlerinin ekspresyon düzeyleri etkisini inceleyip

histokimyasal olarak da göstermektir.
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2. GENEL BİLGİLER

2.1. Pankreas

Pankreas; üzüm salkımı şeklinde, baş, gövde ve kuyruktan oluşan uzun bir

bezdir. Baş bölümü,  duedonumun C-şekilli kıvrımında yer alan geniş bir parçasıdır.

Gövde merkezi yerleşimlidir ve insan vücudunun orta hattını kateder. Kuyruk,

dalağın hilusuna uzanır. Bezin çevresinde ince bir bağ dokusu kapsül oluşturur. Bu

kapsülden çıkan septumlar, organı belirgin olmayan lobüllere ayırmaktadır.

Lobüllerin arasında bağ dokusu, büyük kanalları, kan damarlarını ve sinirleri

çevreler. Ayrıca pankreatik kanalı çevreleyen bağ dokusunda kanala boşalan küçük

müköz bezler ulunmaktadır (5).

Pankreas ekzokrin ve endokrin bir bezdir. Bu iki fonksiyon yapısal olarak

farklı iki bölüm tarafından yerine getirilmektedir. Ekzokrin bölüm; bağırsaktaki

sindirim için gerekli enzimleri sentezleyip duedonuma salgılar. Endokrin bölüm,

Langerhans adacıklarından oluşmaktadır. Her bir adacık birkaç hücre veya yüzlerce

hücre içermektedir ve pankreas hacminin %1-2'sini oluşturmaktadırlar. Adacıklar,

hemotoksilen-eozin ile boyanmış kesitlerde soluk boyanmış hücre kümeleri halinde

görülmektedirler. Bu boyamalar ile adacıklardaki hücre tiplerini belirlemek

imkansızdır. Bazı özel boyamalardan sonra A (alfa), B (beta), D (delta) olmak üzere

üç tipini tanımlamak mümkün olabilmektedir. A hücreleri; adacık popülasyonunun

%15-20'sini oluşturup glukagon hormonu salgılarlar. D hücreleri; pankreatik

endokrin dokunun %5-10'unu oluşturup somatostatin hormonunu salgılarlar. B

hücreleri; adacık hücrelerinin %70'ini oluşturur ve insülin salgılarlar. İnsülinin

yokluğu ya da yetersiz miktarda olması, kan glukoz seviyesinin yükselmesine ve

idrarda glukoz bulunmasına yol açtığından bu durum diyabetes mellitus (DM) olarak

bilinmektedir (5).
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2.2. Diabetes Mellitus

2.2.1. Diabetes Mellitus Tanımı ve Tarihçesi

M.S.  ikinci yüzyıl civarlarında Kapodokya’da yaşayan Aretaeus tarafından

aşırı idrar, aşırı su isteği ve beraberinde kilo kaybı gibi özellikler gösteren

hastalardaki bulgular ilk defa, eriyip giden anlamına gelen “diyabet” kelimesi ile

adlandırılmışır.  Ancak bu hastalığın daha önceki dönemlerde de bilindiğine yönelik

kanıtlar bulmak mümkündür.  Bunlardan en eskileri M.Ö. 1500’lü yıllarda diyabete

benzer klinik tablonun tarif edildiği eski mısır yazıtları kabul edilebilir. Ayrıca

diyabetteki duruma benzer bulguların eski hint uygarlığına ait medikal kaynaklarda

yer aldığı ve “tatlı idrar hastalığı” olarak bahsedildiği bilinmektedir.  Yine büyük tıp

bilgini İbni Sina, günümüzdekine yakın bir tanımlama ile hastalığı ve özellikle bu

hastalarda görülebilen diyabetik ülseri ilk defa tanımlayan kişi olmuştur (6).

17. yy'da İngiliz Tıp Adamı Thomas Willis, bu hastalarda idrarın tatlı olduğu

bulgusunu yeniden gündeme getirerek hastalığı şekerli diyabet anlamı taşıyan

“diabetes mellitus” (DM) olarak adlandırmış ve bu adlandırma halen

kullanılmaktadır (7). Ancak her ne kadar diyabet hastalarındaki idrarın tatlı olduğu

bilinse de, bu tadın idrardaki glukozdan kaynaklandığı 18. yy’da yine bir İngiliz

hekim Matthew Dubson tarafından kanıtlanmıştır. Yine aynı dönemlerde Fehling

tarafından idrarda kantitatif şeker tespit yöntemi geliştirilmiştir (8).

1800’lü yıllarda Oskar Minkowski ve Joseph von Mering yaptıkları

çalışmada pankreasını çıkardıkları bir köpekte susama, sık idrara çıkma, kilo kaybı

ve hiperglisemili bulgular göstermiştir. Böylelikle hem pankreasın yaşam için gerekli

olduğu gösterilmiş, hem de ilk defa diyabet hastalığı ve pankreas arasındaki ilişki

kanıtlanmıştır (9). Bunun ardından pankreas üzerine yapılan çalışmalar artmıştır. İlk

defa aynı yüzyılda Paul Langerhans,  pankreas kesitlerinde küçük hücre kümeleri

olduğunu tanımlamıştır. Şekilleri nedeniyle buradaki hücreleri sinir sisteminin birer

üyesi olarak tanımlamıştır (10), ancak bu hücre kümelerinin pankreas endokrin

hücrelerini içerdiği ve diyabetle ilişkisi olduğu fikri Eduard Laguesse tarafından

ortaya atılmıştır (11).
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İnsülin hormonu ise ilk defa Frederic Banting ve ekibi tarafından 1800’lü

yılların sonunda tanımlanmıştır (12). Ardından James Beratm Collip, 1922 yılında ilk

defa pankreatik ekstraktlardan insülin izolasyonu gerçekleştirmiştir (13). İlk defa

insülin amino asit dizilimi Frederic Sanger tarafından 1900’lü yılların ortasında

keşfedilmiştir. Kimya dalında Nobel ödülü kazandıran bu buluş sayesinde insülinin

klinik kullanıma girmesi adına büyük bir adım atılmıştır (14). Bu gelişmenin ardında

1982 yılında rekombinant DNA teknolojisi ile ilk defa insan insülini üretimi

gerçekleştirilmiştir. Bundan önce, diyabet tedavisinde domuz ve sığır

pankreaslarından izole edilen insülin kullanılmaktaydı (13).

Diyabet insülin sekresyonu ve/veya insülin etkisinde meydana gelen kusur

nedeniyle gelişen, hiperglisemik tabloyla seyreden bir grup metabolik hastalığın

ortak adıdır. Kronik hipergliseminin, uzun dönemde farklı organlarda meydana

getirdiği hasarlar nedeni ile diyabet ayrıca önemli bir mortalite ve morbidite

nedenidir (15). Diyabette gözlenen metabolik bozukluklar insülinin önemli bir

anabolik hormon olması nedeniyle gözlenmektedir. Yetersiz seviyelerdeki insülin

veya bu hormona karşı özellikle iskelet kası ve yağ doku gibi dokularda; insülin

reseptörleri, sinyal iletimi, efektör enzimler veya genlerde meydana gelen

anormalliklerden insülin direnci sorumludur. Giderek artan görülme oranları ile de

çağımızın salgını olarak kabul edilmektedir (1).

2.2.2. Diabetes Mellitusun Epidemiyolojisi

Diyabet epidemiyolojisi dünya üzerinde bölgesel farklılıklar göstermektedir.

Orta doğu ve Kuzey Afrika gibi bölgeler özellikle yetişkinler arasında diyabetin %

10.9’luk oranı ile en sık görüldüğü yerlerdir.  Batı pasifik ülkeleri ise genel anlamda

% 37.5’lik oran ile diyabetin en sık görüldüğü bölgedir (1).

Yaşam tarzı değişiklikleri ve globalleşme; özellikle son elli yılda toplumlar,

politik sistemler, çevre ve insan davranışları üzerinde ciddi değişiklikler meydana

getirmiştir. Hem gelişmiş hem de gelişmekte olan ülkelerde diyabet ve obezite bu

değişikliklere paralel olarak giderek yaygınlaşmıştır. Uluslararası sağlık

kuruluşlarınca diyabet artık global bir salgın olarak tanımlanmakta ve hem insan
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sağlığı hem de ülke ekonomileri açısından ciddi bir tehdit olarak kabul edilmektedir.

Diyabetik epidemiyoloji ve sonuçları hastalığın karmaşık genetik ve epigenetik

sistem ile davranışsal ve çevresel etkileri içeren kompleks toplumsal yapı arasındaki

etkileşimin bir sonucu olarak ortaya çıkmaktadır (16).

Uluslararası Diyabet Fedarasyonu 2010 yılı verileri dünya çapında 300

binden fazla diyabet hastası olduğunu ve 2030 yılı itibari ile bu sayının 500 bini

aşmasının beklendiğini açıklamıştır (17). Dünya Sağlık Örgütü (WHO) de bu verileri

doğrulamakta ve diyabetik hasta sayısının her yıl %4 oranında arttığını

bildirmektedir (18). Diyabetin epidemiyolojisi üzerine etki eden diğer faktörler hasta

yaşı, cinsiyeti, etnik kökeni ve hastalığın tipine göre değişiklik gösteren etyolojik

faktördür (19). Tüm epidemiyolojik çalışmalardan çıkarılabilecek ortak sonuç ise, bu

hastalığın dünya çapında görülme oranlarında tahmin edilemeyen ve önüne

geçilemeyen artışların olması sebebiyle halk sağlığı açısından önemli bir sağlık

sorunu olmasıdır. Uluslararası diyabet fedarasyonu verilerine göre diyabetin en sık

gözlendiği 10 ülkeden dördü Asya’da yer almaktadır ve Asya global diyabet

salgınının merkezi konumundadır.  Diyabetik hastaların %80’i gelişmekte olan

ülkelerde yaşayan düşük-orta gelir grubundaki insanlardan oluşmaktadır. Gelişmiş

olan ülkelerde ise diyabet özellikle daha genç yaş grubu arasında hızlı bir artış

göstermektedir (16).

Ülkemizde 1997-1998 yıllarında yapılan Türkiye Diyabet Epidemiyolojisi

(TURDEP-1) çalışmalarının sonuçlarına göre; tip 2 DM prevelansı % 7.2, bozulmuş

glukoz toleransı (BGT) sıklığı % 6.7 oranında bulunmuştur. Yakın zamanda

yayımlanan TURDEP-II çalışmasının sonucuna göre; ülke genelinde 20 yaş üzeri

26.499 kişi incelenmiş ve tip 2 DM sıklığının geçen yıllara göre önemli derecede

arttığı ve %13.7’ye yükseldiği gözlenmiştir.

2.2.3. Diabetes Mellitusun Sınıflandırılması

Diyabetik bir hastada hastalığın tipi tanı anında mevcut olan duruma bağlı

olarak şekillenmektedir ve bu nedenle birçok hastanın herhangi bir sınıfa dahil

olmasında zaman zaman zorluklar yaşanabilmektedir. Amerikan diyabet
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topluluğunun yaptığı ve yaygın olarak kabul gören diyabet sınıflandırması şu

şekildedir (20) ;

1. Tip 1 diyabet

a. İmmün aracılı

b. İdiopatik

2. Tip 2 diyabet

3. Diğer spesifik tipler

a. Beta hücre fonksiyonlarını etkileyen genetik bozukluklar

b. İnsülin etkisinde genetik bozukluklar

c. Ekzokrin pankreas hastalıkları

d. Endokrinopatiler

e. İlaç ve kimyasal maddeler tarafından indüklenen

f. Enfeksiyonlar

g. İmmün aracılı diyabetin yaygın olmayan formları

h. Bazen diyabetle ilişkisi gözlenen diğer genetik sendromlar

i. Gestasyonel diyabet

Tip 1 diyabet tüm diyabetik hastaların yaklaşık %5-10’luk bir kısmını

oluşturmaktadır. İmmün aracılı olan tipinde, beta hücrelerinin otoimmün olarak

yıkımı söz konusudur. Bu hastalık kuvvetli oranda DQA ve DQB genleri ile

bağlantılı olarak HLA ilişkisi göstermektedir. Bu yıkımın hızlı bir şekilde görüldüğü

hastalar, çocukluk döneminde tanı alırken daha yavaş beta hücre yıkımı görülen

hastalarda semptomlar yetişkin dönemde görülebilir. Bu hastalığın ortaya çıkmasında

rolü olan genetik yatkınlıklar ve çevresel faktörler henüz tam olarak

aydınlatılamamıştır. Bu hastalar yaşamlarını sürdürebilmek için ekzojen insülin

kullanmak zorundadırlar (15).

Tip 2 diyabet tüm diyabetik hastaların %90-95’ini oluşturmaktadır. Bu

hastalarda çoğunlukla insülin direnci söz konusudur. Bu hastalar yaşamlarını devam

ettirebilmek için insüline ihtiyaç duymazlar. Bu patolojinin gelişiminde birçok neden

olabilir ancak beta hücrelerinin otoimmün yıkımı söz konusu değildir. Bu hastalar
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çoğunlukla abdominal obezite gösteren hastalardır. Çoğunlukla ketoasidoz bulguları

ile tanı alırlar (15). Tip 2 diyabet gelişiminde multifaktöryel bir kalıtım şekli söz

konusudur. İnsülin sinyal yolağı ve insülin reseptörlerindeki genetik bozuklukların

aracılık ettiği bir insülin direnci söz konusudur.

2.2.4. Diabetes Mellitusun Tanısı

Diyabetin günümüz altın standart tanı şekli venöz plazmadaki glukoz

miktarının ölçümüdür. Bu ölçüm ancak kan örneğindeki glikolizis kısa süre içinde

inhibe edilirse doğru sonuç verebilir. Bu durum iki şekilde mümkündür. Örneğin

alındığı tüp, buz üzerinde muhafaza edilmeli ve 30 dk içinde santrifüj edilmelidir, ya

da sitarit ve flurit gibi inhibitör maddeleri içeren özel tüpler kullanılmalıdır. Diyabet

tanı kriteri olarak kabul gören değerler ise şunlardır;

 HbA1c ≥ % 6.5  (≥ 48 mmol/l)

 Rastgele ölçülen plazma glukozu ≥ 200 mg/dl (≥ 11.1 mmol/l)

 Açlık plazma glukozu ≥ 126 mg/dl (≥ 7.0 mmol/dl)

 Oral Glukoz Tolerans Testi 2. Saat venöz plazma glukozu ≥ 200 mg/dl (≥

11.1 mmol/l)

Bu kılavuzlar 2010 yılından beri HbA1c kullanımını diyabet tanısında tavsiye

etmektedir. Bu muhtemelen uluslararası ölçüm metotlarının standardizasyonu için

önerilmektedir. Diğer taraftan güncel epidemiyolojik araştırmalar HbA1c ≥ %6.5

değerinin diyabet tanısını doğrulamaya yetecek özgüllükte olduğunu; HbA1c < %5.7

değerinin ise diyabet tanısında yeteri kadar duyarlı bir dışlama kriteri olabileceğini

göstermektedir. Bu nedenlerle HbA1c bazı vakalarda diyabet tanısında iyi bir araç

iken aynı zamanda oldukça hassas bir diyabet dışlama kriteri konumundadır. Bu

kılavuzlara göre HbA1c düzeyleri 5.7 ve 6.4 arasında olduğunda ise diyabet ve

prediyabet tanısı için klasik kriterler çerçevesinde kan glukoz düzeyleri

değerlendirilip tanı konulabilir (21).
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2.2.5. Diabetes Mellitusun Komplikasyonları

Birçok ülkede diyabet; kardiyovasküler hastalıklar, böbrek yetmezliği, körlük

ve alt ekstremite ampütasyonlarının en önemli nedeni konumundadır. Bu bakımdan

diyabetin kendisi kadar neden olduğu komplikasyonlar da ayrı bir halk sağlığı sorunu

niteliğindedir. Özellikle tip 2 diyabetik hastaların yaklaşık yarısında tanı anında

diyabete bağlı bir komplikasyonun mevcut olduğu tahmin edilmektedir. Özellikle tip

2 diyabetik hastalarda erken ölümlerin büyük kısmı, kardiyovasküler

komplikasyonlara bağlı olarak gelişmektedir. Son çalışmalar bu komplikasyonların

özellikle ilk tanı anından itibaren düzenli bir glisemik kontrol sağlanamayan

hastalarda daha sık gözlendiğini ortaya koymaktadır. Ancak tanı aldıktan yaklaşık 10

yıl kadar sonra uygulanacak sıkı glisemik kontrolün ise zıt etkilere neden olabileceği

yönünde veriler bulunmaktadır (22).

Diyabet beklenen yaşam sürelerinde yaklaşık %10 ile 30 arasında bir

azalmaya neden olmaktadır. Bundaki en önemli pay diyabette görülen

komplikasyonlara aittir.  Diyabetin komplikasyonları öncelikle akut ve kronik

komplikasyonlar olmak üzere iki ana gruba ayrılmaktadır. Kronik komplikasyonlar

ise kendi arasında makrovasküler ve mikrovasküler komplikasyonlar olarak

sınıflandırılır.

Diyabetin akut komplikasyonları; diyabetik ketoasidoz, hiperglisemik

hiperosmolar koma, hipoglisemik diyabetik koma, infeksiyonlardır (23). Hipoglisemi

diyabette en sık gözlenen metabolik bozukluklardan biridir. Çoğunlukla insülin veya

oral antidiyabetiklerin yan etkisine bağlı olarak ortaya çıkar. Diyabetik ketoasidoz ve

hiperglisemik hiperosmolar koma ise diyabetin en ciddi akut metabolik

komplikasyonlarıdır. Çoğunlukla tip 1 diyabeti olan hastalarda ancak, ciddi

infeksiyon travma ve kardiyovasküler hastalıklar gibi durumlarda tip 2 diyabet

hastalarında da gözlenir. Laktik asidoz, yüksek mortalite oranı ile diyabetin en

korkulan akut komplikasyonudur (24).

Kronik mikrovasküler komplikasyonlar; diyabetik nefropati, diyabetik

nöropati ve diyabetik retinopatidir. Diyabettin kronik makrovasküler

komplikasyonları ise; miyokard enfarktüsü ve anjinaya neden olabilen koroner arter
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hastalığı, periferik vasküler hastalık, inme ve geçici iskemik atak gibi

serebrovasküler olaylar, diyabetik ayak ve diyabetik ensefalopati olarak sıralanabilir

(23).

Makrovasküler komplikasyonlar, ateroskleroz gelişimi sonucu ortaya çıkan

ciddi patolojilerdir. Koroner arterlerin tutulumuna bağlı olarak gelişen koroner kalp

hastalığı diyabete bağlı ölümlerin yaklaşık yarısından sorumludur. Uzun süren

hiperglisemi başta olmak üzere hiperinsülinemi ve kan düzeylerinde artış gözlenen

serbest yağ asitlerinin endotel fonksiyonlarını bozucu etkisi önemlidir. Diyabette

iskemik kalp hastalıklarının yanı sıra serebral inmenin de görülme oranları

artmaktadır. Diyabetik hastalarda bu oran diyabetik olmayanlara göre yaklaşık olarak

4 kat daha fazladır. Burada serebral damarların özellikle diyabette yükselen kan

basıncından olumsuz etkilenmesi önemli bir risk faktörü olarak görülmektedir.

Diyabette görülen periferik damar hastalığı gelişiminin temelinde endotel

disfonksiyon ve ateroskleroz gelişimi rol oynamaktadır. Burada endotel hücreleri kan

akımındaki dinamik değişikliklere bağlı olarak çeşitli parakrin etkili mediatörler

salgılamaktadır. Bu parakrin moleküllerin damar düz kas hücreleri üzerine olan

etkileri ile vasküler tonus ve fonksiyonlar düzenlenmektedir. Endotel

disfonksiyonunun ilerleyen aşamalarında hem bu mediatörlerin salınımında azalma

hem de vasküler düz kaslarda bu mediatörelere yanıtsızlık ortaya çıktığı zaman

damarlardaki patoloji daha da ağırlaşmaktadır (25).

Diyabetik retinopati; hiperglisemi sonucu ortaya çıkan ve retinal kapillerler,

arterioller ve venülleri etkileyen klinik bir tablodur. Hastalığın ilerleyen

aşamalarında yeni damar oluşumu sonucu optik sinir ve maküla hasarı sonucu

hastalarda körlük gelişebilmektedir ve dünyadaki en önemli körlük nedenlerinden

biridir (26). 20 -74 yaş arası yeni görme kaybı vakalarının büyük çoğunluğu

diyabetik retinopatiye bağlı olarak gelişmektedir. Tip 2 diyabet hastaları ile

kıyaslandığında tip 1 diyabetik hastalar retinopati gelişimi açısından daha büyük risk

altındadır. Toplam diyabetik hastaların % 90’ı tip 2 diyabet hastalarından

oluştuğundan dolayı, sayısal olarak en fazla bu grupta gözlenir (27).

Diyabetik nöropatiler diyabette en sık görülen komplikasyonlar arasında yer

almaktadır. Gelişiminde hastalık süresi ve glisemik kontrol düzeyleri büyük önem
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taşır. Özellikle 60 yaş üstü diyabetik hastaların yarısından fazlasında görülmektedir.

Tek başına hayatı olumsuz etkileyen nöropatik ağrılara neden olabildiği gibi

diyabetik ayak ve ülser lezyonların oluşumuna da dolaylı olarak katkı sağlamaktadır.

Motor, duyusal veya otonomik sinirlerin tutlumuna bağlı olarak farklı semptomlara

neden olabilirler (26).

2.2.5.1. Diyabetik Nefropati

Diyabetik nefropati (DN), son dönem böbrek yetmezliğinin önemli bir

sebebidir. Tip 1 diyabetik hastalardaki en önemli mortalite ve morbidite nedeni

olmakla beraber tip 2 diyabetik hastalarda da ciddi bir sağlık sorunu haline gelmeye

başlamıştır. Böbrekteki patolojiyi başlatan olaylar; artan böbrek kan akımı,

hipertrofi, glomerüler hiperfiltrasyon ve hiperperfüzyondur. Bu erken dönem

değişiklikler geri dönüşlüdür ve diyabetik nefropati gelişiminin tam olarak erken

belirteçleri sayılmaz. Ancak uzun süre devam eden hiperglisemi, böbrekte hücresel

düzeyde değişikliklere neden olmakta ve yapısal değişiklikleri başlatmaktadır.

Diyabetik nefropatide görülen belirgin yapısal değişiklikler; glomerüler bazal

membranda kalınlaşma, glomerüler hipertrofi, artan ekstraselüler matriks birikimi

(tubulo intersitisyel fibrozis) nedeniyle mezengial genişleme ve tubülointersitisyel

genişleme olarak sayılabilir. Yüksek kan glukozu böbrekteki farklı hücre tiplerinde

hücresel değişikliklere neden olabilir (27,28).

Nefropati gelişiminde böbreklerde ilk olarak glomeruler mezengium ve

glomeruler bazal membranda şişme gözlenir, buna bağlı olarak hipertrofi gelişir.

İlerleyen evrelerde glomerüler bazal membran kalınlığı artmaya devam ederken,

glomerüler yapılarda bozulmalar gözlenir. Glomerülleri oluşturan damarlarda skleroz

gelişimi sonucu tıkanmalar gözlenir. Bazı fonksiyon görmeye devam eden

glomerüllerde ise, kompansatuar bir hipertrofi gelişir. Kimmelstein Wilson Nodüler

sklerozu olarak adlandırılan patolojik bulgu, diyabetik nefropatinin diagnostik

belirtecidir (29).

Diyabetik böbrek hastalığının seyri tip 1 ve tip 2 diyabet arasında farklılık

göstermektedir. Tip 1 diyabet için tanımlanmış olan beş evre Tip 2 diyabet için
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geçerli olmayabilir çünkü bazen tip 2 diyabet hipertansiyon, proteinüri, böbrek

yetmezliği gibi bazı patolojiler geliştikten sonra tanı almaktadır. Mikroalbüminüri

gelişimi ve aşırı proteinüri oluşumu en yaygın klinik bulgulardır. 2010 yılında

yeniden yapılan diyabetik böbrek lezyonlarının patolojik sınıflandırmasından sonra

diyabetik nefropati konsepti, yerini diyabetik kronik böbrek hastalığı tanımına

bırakmaktadır çünkü histolojik lezyonlar nodüler ya da diffüz glomerülosklerozisten,

tubulo intersitisyel ve/veya vasküler lezyonlara kadar değişen farklı patolojilerden

oluşabilmektedir (30). Nodüler glomerülosklerozis, ilk defa 1936 yılında

Kimmelstiel Wilson tarafından diyabetik nefropatinin patognomonik bir lezyonu

olarak tanımlanmıştır. Ancak bundan yıllar sonra nodüler glomerülosklerozis

diyabeti olmayan bazı hastalarda da tanımlanmıştır. İmmunfloresan, elektron

mikroskobik çalışmalar, klinik ve patoloji doğrulamalar, noduler

glomerulosklerozisi taklit eden diğer tabloların ayrımının yapılabilmesi için

gereklidir. Bu tabloya neden olabilen diğer patolojilere; kronik membranoproliferatif

glomerulonefrit, disproteinemiler, glomerüler depo hastalıkları ve kronik hipoksik

veya kronik iskemik durumlar gösterilebilir. 1999 yılında Helzenberg tarafından

nodüler glomerülosklerozis görülen diyabet dışı hastalıklar revize edilerek iki

kategoriye ayrılmıştır. Birinci gruptaki hastalar bozulmuş glukoz metabolizması olan

ve/veya retinopatisi olan diyabetik nefropati olarak kabul edilen hastalar, ikinci grup

hastalar ise idiopatik nodüler glomerülosklerozis olarak tanımlanmıştır. Ancak o

dönemin şartları ile bozulmuş açlık glukozu veya bozulmuş glukoz toleransı ölçümü

veya HbA1C değerlendirmeleri yapılamadığı için, idiopatik olarak değerlendirilen

birçok hastanın günümüzde diyabetik nefropati olarak değerlendirilmesi

mümkündür.

Günümüz diyabetik nefropati sınıflandırmasında glomerüler değişikliklere

göre 4 ana grup oluşturulmuştur. Grup 1’de glomerüler bazal membran kalınlaşması

vardır. Grup 2’de mezengial genişleme vardır; eğer hafif ise 2a, ciddi ise 2b olarak

ayrılır. Grup 3’te nodüler sklerozis vardır (kimmelstiel- Wilson lezyonları). Grup

4’de ise ilerlemiş glomerülosklerozis gözlenir. Bu sınıflandırma ayrıca diyabetik

nefropatinin başlangıcından ileriki aşamalarına kadar seyrettiği aşamaları göstermesi

açısından da oldukça yararlıdır (31).
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2.3. Böbrek

2.3.1. Böbreğin Histolojisi

Her bir böbrek hilum olarak isimlendirilen, konkav şekilli medial yerleşimli

alana sahiptir (Şekil 1). Burası sinirlerin giriş yapıp üreterin çıktığı, kan ve lenf

damarlarının giriş-çıkış yaptığı alandır. Böbrekler en dıştan ince fibröz bir kapsülle

sarılıdır. Hilumda üreterin üst ucu genişleyerek renal pelvis adı verilen yapıyı

oluşturmaktadır. Bu yapı da iki ya da üç majör kalikse ayrılır. Bu yapıların küçük

dallanmaları minör kaliks olarak isimlendirilir. Renal pelvis ve kaliksleri yağ doku

çevrelemektedir (32). Böbrek dışta korteks, içte medulla denilen yapılardan oluşur.

Korteks daha koyu boyanan, renal korpüsküller ve tübüllerin kesitlerini içeren bir

alandır. Medulla ise, daha açık renkte boyanan ve tübül yapılarını içeren bölgedir.

İnsanlarda renal medulla 8-12 konik yapıdan oluşur. Bu yapılara renal piramid adı

verilir. Renal piramidler renal kolon denilen korteks uzantılarıyla birbirinden ayrılır.

Her bir piramidi çevreleyen kortikal doku bir renal lobu meydana getirir. Medulladan

kortekse doğru uzanan çizgilenmelere medullar ray denir. Her bir piramidin uç kısmı

renal papilla olarak isimlendirilir ve buraya minör kaliksler piramidler içindeki

tübüllerden topladığı idrarı boşaltır (33).

Herbir böbrek nefron denilen fonksiyonel birimlerden oluşmaktadır. Bir

nefron; renal korpüskül, proksimal tübül, henle kulpu, distal tübül ve toplayıcı

tübülden oluşur. Farklı nefronların toplayıcı tübülleri toplayıcı kanallara boşalır.

Toplayıcı kanallar da minör kalikslere bağlanır. kortikal nefronlar korteksin birçok

alanında lokalize olurken, jukstamedüller nefronlar medullaya yakın olarak yerleşir

ve uzun bir henle kulpuna sahiptir (34).
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Şekil 1. Böbreğin yapısal organizasyonu (5).

2.4. HIF (Hipoksi İle İndüklenen Faktör)

HIF memeli hücrelerinde bulunan bir trankripsiyon faktörüdür ve hücrelerin

hipoksiye karşı verdiği cevaplarda önemli roller üstlenmektedir. HIF iki alt birimden

oluşan heterodimer bir yapıya sahiptir;

1.O2’ye duyarlı HIF α

2. ARNT olarak da bilinen HIF β

HIF α’nın;  HIF-1α, HIF-2α ve HIF-3α olmak üzere 3 alt tipi bulunmaktadır

(Şekil 2). HIF-1α ve HIF-2α büyük oranda benzer yapıya sahip olup,  HIF β ile

heterodimer oluşturabilmekte ve sonuç olarak hedef genler üzerinden benzer şekilde

dokuya özgü ekspresyon özellikleri göstermektedirler. HIF-3α hakkında ise daha az

bilgi mevcuttur, ancak bazı çalışmalar negatif düzenleyici özellikleri olduğu yönünde

bilgiler vermektedir. Hücreler azalmış O2 konsantrasyonlarına artan HIF-1α

aktivitesi ile cevap vermektedir. HIF-1α aktivitesi sonucunda ise; kanser gelişimi,

anjiyogenez, hücre sağkalımı, glikoz metabolizması ve invazyon ile ilişkili birçok
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genin ekspresyonunda artış gözlenmektedir. Günümüzde HIF ve ilişkili

mekanizmaların öneminin ortaya çıkarılması ile HIF-1α'yı hedef alan çeşitli

moleküllerin araştırılması ve geliştirilmesi çalışmalarının da önem kazandığı

görülmektedir.

Şekil 2. İnsandaki HIF-1α ve HIF-1β’nın yapısı. Basit helix-loop-helix-Per-ARNT-

Sim (bHLH-PAS) protein ailesi. 2 transaktivasyon bölgesi N-terminal (N-TAD) ve

C-terminal (C-TAD) oksijen bağımlı indirgeme bölgesi (ODDD) (3)

Hücreler için normoksik koşullarda oksijen düzeyleri %21 civarında iken,

hipoksik koşullarda bu oran %1'lere kadar düşmektedir. Hipoksinin gen

ekspresyonları ve hücre biyolojisindeki çeşitli moleküler mekanizmalar üzerine olan

güçlü etkilerinin anlaşılması ile HIF biyolojisine olan ilgi de giderek artmaktadır.

Özellikle kanser ve hipoksik koşullara neden olan diğer patolojik durumlardaki

rolleri üzerine çok sayıda araştırmanın yapıldığı görülmektedir. Aslında HIF’ler ilk

defa, hipoksik koşullarda eritrosit proliferasyonunu artıran eritropoetin geninin 3’

enhancer bölgesindeki hipoksi response elmentin (HRE) belirlenmesi ile

keşfedilmiştir. Bunu izleyen çalışmalar HRE bölgesine hipoksik koşullarda bağlanan

heterodimerik yapıda bir molekülün varlığını ortaya koymuştur ve bu molekül HIF-

1α'dır. Günümüzde hipoksinin ve HIF-1α yolağının embriyonik gelişimle ve çeşitli

patolojilerle bağlantısı olduğu bilinmektedir. Bununla birlikte kanser hücreleri

tarafından anjiyogenezin uyarılması ve glikolizisin sağlanması ile karakterize

Warburg etkisi olarak bilinen durumda da HIF’lerin rolü olduğu görülmektedir. HIF-
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1α sistemi embriyonik gelişimde de büyük önem taşımaktadır. HIF knockout

hayvanlarda anormal vasküler gelişim nedenli ölümler gözlenmiştir. Ayrıca bu

hayvanlarda benzer şekilde anormal nöral katlanma ve kardiyovasküler

malformasyonlar gözlenmiştir (3).

Normoksik koşullarda HIF-1α proteozomlar tarafından yıkılmaktadır. Bu

yıkım HIF-1α’nın prolin hidroksilaz 2 (PHD-2) ve vonHippel-Lindau (VHL)

ubiquitin ligaz kompleksi tarafından yıkım için işaretlenmesi ile sağlanmaktadır. Bu

durumda yeterli oksijen varlığında hücrelerde HIF-1α fonksiyon görmemektedir. Bu

olaya HIF-1α’yı hidroksilleyen ve böylece koaktivatör olarak fonksiyon gören p300

ve CBP ile etkileşimini önleyen Faktör İnhibiting HIF1 (FIH) proteininin de katkısı

bulunmaktadır. Ancak hipoksik koşullarda ise HIF-1α proteinleri stabildir ve aktiftir.

Çünkü VHL ve FIH proteinleri oksijen yokluğunda inhibe olmuş durumdadır.

Böylece HIF-1α koaktivatörleri ile etkileşime geçebilir ve beta alt birimi ile dimerize

olabilir. Stabilize olan HIF-1α sonuçta hedef genlerin düzenleyici bölgesine

bağlanarak hedef genlerin ekspresyonlarını etkileyebilir. Bunun yanı sıra HIF’lerin

oksijen konsantrasyonlarından bağımsız bir moleküler mekanizması da

bulunmaktadır. Bu mekanizmayı çoğunlukla HIF-1α translasyonunu düzenleyen

proteinler uyarmaktadır. Bu durum ise zaten sentezlenmiş olan HIF-1α üzerine etki

eden oksijen bağımlı düzenleme mekanizmalarına tamamen ters düşmektedir. Bu

mekanizmaların başında protein kinaz C gelmektedir. Bu düzenleme HIF-1α

transkripsiyon hızını ve fonksiyonunu artırmaktadır. Yanı sıra diğer bir yolak ise

HIF-1α translasyonunu artıran fosfotidilinoziitol 3 kinaz’dır. Bu yolakların etkisi ile

normoksik koşullarda bile HIF-1α translasyonu büyük oranda artabilir, bunun

sonucunda ise, bu alt birimin proteozomal yıkım etkilerine karşı koyan ve sonuç

olarak hücre içi HIF-1α düzeylerini artıran bir durum ortaya çıkabilir. Bu şekilde bir

aktivasyonun özellikle PI3K yolağı aracılığı ile lipopolisakkarit gibi çeşitli ajanların

etkisiyle HIF-1α’nın damar düz kas hücreleri ve makrofajlarda aktive olması

sırasında rastlanmaktadır (35).
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2.5. TLR

Toll reseptörleri ilk kez Drosophila’da keşfedilmiştir. Drosophila Toll yolu ile

memeli IL-1 yolunun benzerliği anlaşılınca immünoloji alanında çalışmalar

başlatılmıştır (36). Toll benzeri reseptörler  (TLRs), doğal bağışıklık sisteminde

anahtar rol oynayan proteinlerin bir sınıfıdır. Tek membran geçişli katalitik olmayan

reseptörlerdir. Genellikle makrofaj ve dendritik hücreler gibi bağışıklık sistemi

hücrelerinde eksprese olurlar ve mikroorganizmalar deri veya bağırsak sistemindeki

fiziksel bariyeri aştıklarında TLR'ler aracılığı ile tanınırlar. 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 üzere farklı tiplerden oluşmaktadır, ancak TLR-11, TLR-12 ve TLR-

13 insanda bulunmamaktadır. TLR-1, 2, 4, 5, 6, 10 ve 11, hücre yüzeyinde

bulunurken; TLR-3, 7, 8 ve 9 endozomlarda ve endoplazmik retikulumda

yerleşmiştir.

İnsanda tanımlanan ilk toll homoloğu TLR-1'dir ve 1997 yılında

tanımlanmıştır. Bu reseptörlerden fonksiyonu ilk belirlenen ise TLR-4'dür. Farklı

TLR tiplerinin farklı hücrelerde eksprese edildiği bilinmektedir. Buna göre; TLR-1

monosit, nötrofil, B hücreleri ve natural killer hücrelerde; TLR-2 monosit, nötrofil ve

dentritik hücrelerde; TLR-3 dentritik hücrelerde; TLR-4 endotelyal hücreler,

monosit, nötrofil ve dentritik hücrelerde; TLR-5 ise, monosit ve dentritik hücrelerde

eksprese olmaktadır (37, 38). Her bir TLR’nin ligand spesifitesi farklıdır. Patojenler

üzerinde evrimsel olarak korunmuş yapılar bulunmaktadır. Bunlar hastalık

etkenlerine eşlik eden moleküler yapılar (PAMP- pathogen associated moleculer

patterns) olarak isimlendirilmektedir. Bakteriyel hücre duvarı gibi yapıları oluşturan

PAMP’ lar mikrobiyal sağkalım için kritik önem taşımaktadır. Doğal immün sistem

hücreleri üzerinde bulunan ve bunları tanıyan reseptörlere de Pathogen Recognition

Receptor (PRR) adı verilmektedir. Bu reseptörler, endositik, sekrete edilen ve sinyal

ileten olmak üzere üç gruba ayrılır. TLR ailesi sinyal ileten reseptör grubunu

oluşturmaktadır (3). TLR'ler doğuştan gelen bağışıklık ve inflamasyon aktivitesinde

önemli bir rol oynamaktadır. Her bir TLR aile üyesi, belirli bir patojen bileşeni tanır

ve aktivasyon ile adaptif immün yanıt ve sitokin üretimine yol açan bir sinyal

kaskadını tetikler. Burada NF-kB yolağını tetikleyip, MyD 88 (myeloid
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differentiation gene 88), TIRAP (Toll IL-1 reseptör bölgesi içeren uyarlayıcı

protein), IRAK (IL-1 receptor associated kinase) ve TRIF (TIR-domain-containing

adapter-inducing interferon-β) gibi aracı moleküller sayesinde IL-1, IL-6, IL-8, IL-

12, TNF gibi çeşitli sitokin ve kemokinlerin salınımını sağlarlar ve CD80, CD86 ve

CD40 gibi moleküllerin yapımını artırırlar (2).

2.5.1. TLR-2

Hücre yüzeyinde eksprese edilmektedir ve bakteri, mantar ve virüslerden

köken alan bir takım mikrobiyal komponentin tanınmasında rol oynamaktadır. TLR-

2 4. kromozomda yer almaktadır (Şekil 3). TLR-2 ve TLR-4 böbrekte tübüler epitel

hücrelerinde ve mezengial hücrelerde de eksprese edilmektedir. Ayrıca TLR-2’nin

inhibisyonu yüksek yağlı diyet ile beslenen farelerde beyaz yağ doku ve kasta insülin

duyarlılığını artırmaktadır. TLR-2 ve TLR-4 başlıca ligandları high mobility grup B1

protein (HMGB1), ısı şok Protein (HSP) 60, HSP70, endotoksin, hiyalüronan, ileri

glikozilasyon son ürünleri ve hücre dışı matriks bileşenleridir. TLR-2 gram pozitif

bakterilere, TLR-4 gram negatif bakterilere bağlanır. TLR-2; bazen TLR-1 ve TLR-6

ile bazen de CD14 ve CD36 ile heterodimer yapabildiğinden dolayı yüksek bağlanma

kapasitesine sahiptir. Ayrıca TLR-2’nin kas hücrelerinde susturulduğu hücre kültür

çalışmalarında, palmitat tarafından indüklenen insülin direncinin engellendiği

görülmektedir. Obezite, kronik bir şekilde devam eden düşük dereceli inflamasyona

neden olmaktadır. Bu inflamatuar sinyallerdeki aktivasyon ise obezite ilişkili insülin

direncine yol açmaktadır. TLR’ler ayrıca hücre hasarında ortaya çıkan yıkım

ürünleri, proteolitik kaskad ürünleri, hasarlı hücrelerden açığa çıkan intraselüler

moleküller, doku iskemisi ve inflamasyonunun uyardığı genler ile eksprese olan

hücresel ürünler gibi endojen molekülleri de tanımaktadır. Güncel çalışmalar

periferik insülin direncinde TLR bağımlı sinyalin rolü olduğunu göstermektedir (39).
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Şekil 3. İnsan TLR-2 geninin kromozomal yerleşimi

Tip 2 DM; hiperglisemi, inflamasyon ve insülin direnci gibi metabolik

bozuklukları içeren bir patolojidir. Bu metabolik bozukluklara yol açan

mekanizmalar henüz tam olarak aydınlatılamamıştır. Kandaki düzeyi artan glukozun

zararlı etkilerinin çeşitli reseptörler aracılığı ile oksidatif stres ve inflamasyon

artışına neden olduğuna dair önemli kanıtlar vardır. Dolaşımdaki c-reaktif protein,

proinflamatuar sitokinler, homeostazi model değerlendirme-insülin direnci (HOMA-

IR)'nin Tip 2 DM ve insülin direncinin gelişmesinde inflamasyonun önemli olduğunu

göstermiştir. Çalışmalar; TLR-2 ve TLR-4 polimorfizmleri ile TLR fonksiyonu,

diyabet ve komplikasyonlar arasında bağlantı olduğunu göstermiştir. TLR’ler

arasında TLR-2 ve TLR-4; insülin direnci, diyabet ve ateroskleroz patogenezinde

kritik rol oynar. TLR-2 ve TLR-4 ekspresyonu, Tip 2 diyabetin çizgili kas ve yağ

doku gibi hedef organlarında arttığı gösterilmiştir. Tip 2 diyabette TLR’nin önemini

gösteren bu çalışmalar, TLR-2/TLR-4 ligandları, kofaktör downstream sinyali

çalışmaları ile elde edilmiştir. Ayrıca sistemik inflamasyon tip 2 diyabet

etiyolojisinde önemli bir rol oynamaktadır. TLR-2 ve TLR-4’ün diyabet

patogenezindeki rolleri henüz tam olarak aydınlatılamamıştır. Farelerde yapılan

çalışmalar, TLR-2 ve TLR-4 aktivasyonu sonucu, sitokin üretiminin diyabete yol

açabileceği gösterilmiştir. Serbest yağ asitleri, iflamasyon ve doğal bağışıklık

arasında TLR-4'ün bağlantılı olduğu bir moleküler mekanizmanın varlığı

gösterilmiştir. Bu gözlemler TLR-2 ve TLR-4’ün Tip 2 diyabette önemli bir yere

sahip olduğunu göstermektedir. Diyabetik insan örneklerinde de TLR-2 ve TLR-4'ün

inflamasyona katkıda bulunup bulunmadığı da araştırılması gereken önemli konular

arasındadır (37).

Bazı çalışmalar iskemi ve inflamasyon süreçlerinde TLR-2’nin böbreklerde

upregüle olduğunu göstermektedir, buradan da TLR’lerin inflamatuar böbrek

hastalıklarının gelişimi ve ilerlemesinde TLR’lerin sorumlu olabileceğini

göstermektedir (40).
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2.6. Fitoterapi

Günümüzde kronik hastalıkların doğal seyri, tanı-tedavide tam başarı

sağlanamaması ve çoğunun ölümle sonuçlanması gibi nedenlerden dolayı hem

hastalar hem de sağlık çalışanları alternatif tıbba yönelebilmektedir. Alternatif tıp,

geleneksel tıbbın dışındaki tedavi ve uygulamaları içermektedir. Bu uygulamalardan

en önemlisi fitoterapi uygulamalarıdır. Fitoterapi terimi bitkilerle tedavi anlamına

gelmektedir. "fitoterapi" teriminin ilk kez 1870-1953 yy'ları arasında yaşamış Fransız

hekimi Henri Lenclerc tarafından La Presce Medical adlı dergide kullanıldığı iddia

edilmektedir. Bununla birlikte bu tarihten önceki zamanlarda da insanların sağlıkları

için bitkileri kullandığını bilmekteyiz. Bu konuya ait ilk yazılı belge, M.Ö. 3000

yıllarına ait Ninova tabletleridir. Bu tabletlerde, bitkisel ve hayvansal tedavilerin

olduğu görülmektedir. İslam uygarlığı döneminde Ebu Reyhan, İbn-i Sina ve Al

Gafini bitksel tıp konusunda önemli eserlere imza atmışlardır.

Son yıllarda sentetik ilaçların meydana getirdiği ciddi yan etkiler ve

ekonomik nedenlerden dolayı fitoterapi kavramı önem kazanmaya başlamıştır.

Dünya Sağlık Örgütü insanların %80'inin doğal tedavilere inandığını açıklamıştır.

Avrupa, Kuzey Amerika ve endüstrileşmiş diğer bölgelerde toplumun %50'den

fazlası tamamlayıcı ya da alternatif tıp yöntemlerinden en az birini kullanmaktadır.

Ancak asıl önemli problem, insanların bitkileri çok rahat kullanıp güvenmesidir.

Doğal demek her zaman güvenli demek değildir. Çoğu bitki oldukça toksiktir.

Bilinçsizce uygulanan bazı bitkisel tedavilerden kaynaklanan oldukça tehlikeli, hatta

ölüme neden olabilen yan etkiler kaydedilmiştir. Bu etkilerin sebepleri; bitkinin

doğrudan toksik oluşu, alerjik reaksiyonlar, kontaminasyona bağlı etkiler ve diğer

ilaçlarla etkileşimi nedeni ile olabilmektedir. Bu sorunlar nedeniyle fitoterapi

konusunda, birçok bilimin sinerjisiyle yeni ilaçlar geliştirilmeye başlanmıştır.

Bitkilerin etken maddeleri önemli olduğu için bu maddelerin sentetik olarak elde

edilmesine çalışılmaktadır. İnsan, doğa ve çevre sağlığı fitoterapinin gerekli

olduğunu göstermektedir. Günümüzde dünya nüfusunun çoğunluğu için bitkiler, en

seçkin ilaç kaynaklarındandır (41).
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2.6.1. Diyabet Tedavisinde Fitoterapinin Yeri

Diyabet sıklığı dünya genelinde hızla artmaktadır. Önümüzdeki yıllarda

yanlış beslenme ve obezite kaynaklı sorunlar nedeniyle daha da artacağı

beklenmektedir. Tip 1 DM tedavisinde insülinin kesintisiz kullanımı, Tip 2 DM

tedavisinde oral antidiyabetik ilaçların ciddi yan etkilerinden dolayı, bitkisel tedaviye

yönelim başlamıştır. Bitkiler, diyabet tedavisi için önemli bir kaynak

oluşturmaktadırlar.

Diyabet tedavisinde bitkisel kaynakların kullanımı, 20. yy ilk çeyreğinde

başlamıştır. Galega officinalis bitkisi üzerine yapılan çalışmalarda, guanidin türevi

bileşiklerin zengin olduğu ve bunların hipoglisemik etkilere sahip olduğu

gözlenmiştir. Daha sonra guanidin türevlerinin toksik etkileri saptanınca, alkali

diaguanidinler sentezlenmiştir. Sintalin A ve B, Avrupa’da diyabet tedavisinde oral

antidiyabetikler olarak kullanılmıştır. İnsülinin keşfine rağmen, bugün insülin

türevlerinden olan metformin halen sıklıkla kullanılmaktadır. Bitkilerin hipoglisemik

etkisi; bağırsaktan glikoz emilimini inhibe ederek, pankreastan insülin sekresyonunu

artırarak, hepatositlerden glikoz üretiminin engellenmesi ya da glukoz taşıyıcıları

(GLUTs) aracılığıyla periferal dokuya glukoz alımının artırılması ile gerçekleştirilir.

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 dünya

genelinde halk arasında antidiyabetik olarak kullanıldığı son yayınlarda rapor

edilmiştir. Bu bitkilerin etki mekanizması, bağırsaktan glikoz emilimini inhibe

etmektir. Glikoz taşıyıcılarının (GLUTs) upregülasyonu ve glukoz alımının

artırılmasıyla antidiyabetik etki gösteren bitkiler; Cecropia obtusifolia Bertol,

Cecropia obtusifolia, Lyophyllum decastes, Liriope platyphylla Wang et Tang, Panax

ginseng, Abelmoschus moschatus, Syzygium cumini, Azadirchata indica'dır. Nüklear

reseptör PPAR-γ’ı aktive ederek antidiyabetik etki gösteren 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, yeşil çay (Camellia sinensis L.) dır. Adiponektin salınımını

artırarak antidiyabetik etki gösteren bitkiler; Ipomoea batatas (Caiapo), Agaricus

blazei Murill (ABM), Aronia melanocarpa E, Momordica charantia, Plum ekisu,

Salacia reticulate’dir. Kan-glukoz seviyesinin kontrolündeki diğer önemli yapıtaşı;

lipogenez ve glikogenezi kapsayan, karaciğer metabolik fonksiyonlarıyla ilişkili olan

hepatik üretimdir. Bu mekanizmalar üzerinden antidiyabetik etki gösteren bitkiler;

Caralluma sinaica L., Panax ginseng, Momordica charantia, Tamarindus indica’dır .

Antioksidan olup antidiyabetik etki gösteren 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 kökenli geleneksel tıp sisteminde

oldukça sık kullanıma sahip tıbbi bir bitkidir (44). Silybum marianum (Meryem ana

dikeni) Asteraceae familyasına ait gövdesi köşeli, seyrek tüylü, 40-150 cm’ye

uzanan yenilebilir otsu bir bitkidir. Yaprakları kesik ve yuvarlaktır. Çiçekleri baş

şeklinde ve bir arada toplu görünüme sahiptir. Çiçekler parlak kırmızı-pembe veya

eflatun-kahverengi ve dikenlidir (43). Anavatanı Akdeniz bölgesidir ancak

Avrupa’dan Amerika’ya kadar yayılım göstermektedir. Ülkemizde ise güney ve batı

anadoluda, akdeniz, ege ve marmara bölgesi kıyılarında yetişmektedir. Ülkemizde

meryemana dikeni, deve dikeni, ala kengel ve sütlü kengel gibi isimlerle de

anılmaktadır (45).

Bitkinin tüm kısımları yenilebilir çünkü toksik değildir (46, 47). Bu bitkinin

antik zamanlardan beri kullanıldığına dair bilgiler bulunmaktadır. Silybum marianum

için “geçmişten geleceğe kutsanmış bitki” diye söz edilmiştir. Hz. Meryem’e

adanmış olup Meryemana dikeni olarak da adlandırılmıştır. Efsaneye göre oğlu

Hz.İsa’yı emzirirken bu bitkinin altında oturmuştur. Sütünden akan damla bu bitkinin

üzerine düşmüş ve orada beyaz bir leke olarak kalmıştır. Yaprak üzerindeki izlerin
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buradan kaynaklandığı belirtilmektedir. John Eveleyn bitkiyi bu yüzden, emziren

kadınlarda laktasyon artırıcı olarak da önermiştir. Theophrastus 4.yy’da bu bitkiden

Pternix adıyla bahsetmiştir. Dioscorides yılan ısırığında tedavideki öneminden

bahsetmiştir. Plinus the Elder balla karıştırıldığında safra akışı üzerine arttırıcı

etkisinden söz etmiştir. Bu bilgi, bitkinin karaciğer ile ilgili kullanımına dair ilk

referanstır ve bitkiye Silybum adını vermiştir. 16.yy’da John Gerard bitkiyi

melankoli ve karaciğer şikâyetleri için tavsiye etmiştir. Nicholas Culpeper, 1650’de

karaciğerde ve dalakta farklı olgularda kullanımından bahsetmiştir. Tohumdaki etken

maddenin izole edilme çalışmaları 1958’de başlamıştır. 1954’den bu yana bilim

adamları tarafından bu bitkinin flavonoid içerdiği bilinmekle birlikte, ancak

1960’larda Alman bilim adamları Silybum marianum L.’ye ait bir grup etken madde

keşfetmiş ve bunların hepsine birden “silimarin” adını vermişlerdir (48).

2.7.1. Silibinin

Silybum marianum L. bitkisinin tohumlarından elde edilen özütte yaklaşık

olarak % 70 - % 80 oranında silmarin flavonolignanları ve % 20 - % 30 oranında ise

çoğunlukla polimerik ve oksidize polifenolik bileşikleri kapsayan kimyasal olarak

tanımlanmamış bileşikler bulunmaktadır. Silmarin kompleksinin esas komponenti

olan silibin, eş anlamlısı silibinin'dir (Şekil 4) (49) . Silibinin muhtemelen bitki

içinde koniferil alkol ile flavonolun kombinasyonu ile üretilmektedir (50, 46)

Silibinin, iki diastereomer A ve B’nin yaklaşık olarak 1:1 oranında karışımından

oluşmaktadır (4, 51). İzosilibin, dehidrosilibin, silikristin, silidianin ve başlıca

taxifolin olmak üzere birkaç flavonon gibi flavonolignanlarda önemli miktarlarda,

silymarin kompleksinde bulunmaktadır (4).



23

Şekil 4. Silibinin'in kimyasal yapısı (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-yl]chroman-4-one; C25H22O10 (49)

2.7.2. Silibinin'in Koruyucu Etkileri

2.7.2.1. Kanser Üzerine Etkisi

Silibininin en önemli özelliği antioksidan olmasıdır bu yüzden kansere karşı

koruyucu özelliği vardır (4).

CDX2 geni ve CDX2 proteininin ekspresyon seviyeleri üzerine Silibinin'in

etkisinin araştırıldığı bir kolon adenokarsinom çalışmasında, tümör dokusundaki

patolojik değişimlerin bastırıldığı gözlenirken(52), N-butil-N-(4-hidroksibutil)

nitrozamin ile oluşturulan mesane kanseri modelinde,  mesane hasarlarını azalttığı

gözlenmiştir (53). Silibinin’in NF-Kβ ve STAT-1 aktivasyonunun inhibisyonu aracılı

ile antioksidatif, anti inflamatuar ve anti apoptotik etkiler gibi birçok önemli özelliği

de bilinmektedir. Dahası, silibinin MMP’ler ve EMT'yi inhibe ederek ve TIMP-2

ekspresyonunun düşürerek kanser önleyici ve antikanserojen etkileri de

göstermektedir (54). Azoksimetan ile oluşturulan kalın bağırsak kanseri modelinde

proliferasyonu önemli ölçüde azaltmıştır (55). Silmarin'in; benzoil peroksit ya da 12-

O tetradekanoilforbol13-asetat ile oluşturulmuş cilt kanseri modelinde

karsinogenezisi inhibe ettiği gözlenmiştir (56). Silibinin, östrojen bağımlı ve

bağımsız insan meme kanseri hücre hatlarında doksorubisin, cisplatin ve

karboplatinin terapötik etkisini arttırdığı gözlenmiştir. Bu ajanların her biri tek başına

test edildiğinde, doza ve zamana bağlı olarak her iki hücre dizisinde de büyümenin

baskılandığı görülmüştür (57).
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Silibinin'in, yapılan hayvan çalışmalarında prostat, deri ve akciğer

kanserlerini içeren solid tümörlere karşı antikanserojen etkileri gösterilmiştir (58, 59,

60). Silibininin, prostat kanseri hücre hatlarında da apoptozu indüklediği

gösterilmiştir (61, 62). İnsülin-benzeri büyüme faktörü bağlayıcı protein-3 (IGFBP-

3)’ün oluşmasında da Silibinin'in tümör baskılayıcı etkisi gözlenmiştir (63). TNF-

α/IFN-γ-indüklü kromozomal bozukluk içeren cDNA mikroarray çalışmasında,

silibininin TNF-α-indüklü tümör büyümesini baskıladığı gözlenmiştir (49).

Hepatoselüler karsinoma hücre hatlarında yapılan çalışmada Silibinin'in, sorafenib ve

gefitinible birlikte büyümeyi inhibe eden faktörleri artırdığı gözlenmiştir (64).

Meme kanseri hücre hattında yapılan çalışmalarda; kanserin invazyonu ve

migrasyonundan sorumlu protein olan C-X-C chemokine receptor type 4

(CXCR4)’ün antagonisti olabileceği belirtilmiştir (65). Kolon kanser kök hücreleri

(CSC) üzerinde silibinin etkisinin araştırıldığı bir çalışmada, mitojenik ve interlökin

(IL) aracılı sinyalizasyon varlığında üretilen CSC sferoitlerinin ve tümör hücrelerinin

sağkalımının silibinin varlığında azaldığı gözlenmiştir (66). Oral karsinoma

hücreleriyle yapılan bir çalışmada; stabilize ajan polivinil alkol (PVA) varlığında

Silibinin Eudragit® E (EE) nanopartiküller ile kapsül haline getirilmiştir. Kapsüllü

ve kapsülsüz silibinin verildikten sonra DNA hasarı ölçüldüğünde, nanopartiküllü

silibininin, hasarı daha fazla azalttığı belirlenmiştir (67). Prostat kanseri hücre

serisinde (LNCaP) yapılan çalışmalarda silibinin’in antiandrojenik aktivite

göstererek tümör büyümesini inhibe ettiği gözlenmiştir (68, 69). Vasküler endotelyal

büyüme faktöründe (VEGF) azalmayla ilişkili olarak Silibinin ve Silmarin, insan

umblikal ven hücrelerinde antianjiyogenik aktivite göstermişlerdir (70). Silibinin

nöroprotektif etkileri gösterilmiş flavonoidlerin bir üyesidir (4,71). Silibinin’in (100

ve 200 mg/kg)  STZ indüklü hayvanlarda hafıza kaybı ve dopamin toksisitesine bağlı

davranış bozukluklarını önlediği de gözlenmiştir (72,73). Silibinin’in (50 mg/kg) 6

hafta boyunca verildiği başka bir çalışmada, yaşlanmayı geciktirdiği gözlenmiştir

(74).
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2.7.2.2. Silibininin Kanser Tedavisinde Etkisi

Silibininin kanser alanında çok çalışılmasının en önemli sebebi, antioksidan

özelliğinin olması ve böylece hücreleri koruyabilme yeteneğine sahip olmasıdır.

Akut myeloid lösemi, tedavi açısından halen zor bir hastalıktır. Sitozin Arabinoside

(Ara-C) sıklıkla hematolojik malignensi tedavisinde kullanılmaktadır ancak sık sık

kötü prognoza yol açabildiği ve ilaca direnci artırabildiğinden etkisiz hale

gelmektedir. Bu nedenle, ilaç direncinden sorumlu mekanizmasını anlamak ve bunu

aşmak için araştırıcılar Hesperidin ve silibinin’i birlikte çalışmışlardır. Sonuçta

sitotoksisitenin azaldığını gözlemlemişlerdir (75). Polimyelositik lösemili bir

kadında silimarin kullanımı sonucunda; metotraksat ve 6merkaptopürin ile yapılan

kemoterapik tedavi sırasında karaciğerde doza bağlı olarak hasarlar oluştuğu

gözlenmiş, daha sonra hastaya 4 ay süre ile bu ilaçlara ek olarak 800 mg Silmarin

uygulandığında hastanın karaciğerinde aminotransferaz seviyelerinin normale

döndüğü görülmüştür (4). STAT3 (Signal transducer and activator of transcription 3)

çeşitli kanser tiplerinde aktif olan, tümörün metastaz ve büyümesinden sorumlu bir

transkripsiyon faktörüdür. Geçmişte yapılan çalışmalarda STAT3 ve phospho-

STAT3 (pSTAT3 ya da aktive STAT3) ekspresyonunun; meme, kolon, prostat ve

küçük hücreli olmayan akciğer kanseri için zayıf belirteç olduğu belirlenmiştir.

Preklinik kanser modellerinde silibinin’in, pSTAT3 ekspresyonunu inhibe etiği

gösterilmiştir (76). Silibinin’in,  1,25D (1,25-dihydroxyvitamin D) dirençli insan

kolon karsinom hücrelerinde Snail1 ve Snail2’nin TNF-α-indüklü upregülasyonunu

tersine çevirdiği gözlenmiştir (77). Yapılan bir çalışmada, MCF7 meme kanseri

hücreleri üzerindeki Silibinin’in sitotoksik etkileri incelenmiştir. Bak, p53, p21,

BRCA1, BCL-X1, ATM gibi odak genler üzerine silibininin etkisi analiz edilmiştir.

Sonuç olarak Silibinin’in; Bak, p53, p21, BRCA1, BCL-X1, ATM genlerinin down

regülasyonu ile MCF-7 hücrelerinde de apoptozu indüklediği ve proliferasyonu

inhibe ettiği gösterilmiştir (78).
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2.7.2.3. Silibinin’in Gastrointestinal Sistemdeki Etkisi

Silibinin, deve dikeninin farmakalojik olarak aktif bileşenidir. Silybum

marianum, eski çağlardan beri çeşitli karaciğer hastalıkları için kullanılmaktadır.

Günümüzde; siroz, akut-kronik hepatit ve alkol-toksin bağımlı hepatit tedavisinde

kullanılmaktadır (79). Silibinin etkileri arasında antioksidan aktivite en önemlisi

olabilir. Güvenli ve yan etkisi olmadığından geniş bir kullanım alanına sahiptir. Son

çalışmalar, kimyasal ve ilaç kaynaklı karaciğer hasarına karşı Silibinin’in karaciğeri

koruduğunu göstermiştir (80).

Karaciğer homeostazinin devamını sağlar ve birincil detoksifiye edici

organdır. Bu nedenle karaciğer hastalıkları dünya çapında önemli bir problemdir

Serbest radikal üreten çeşitli bileşikleri metabolize etmektedir. Karaciğerde

antioksidanlar serbest radikalleri temizleyip, oksidatif/antioksidatif dengeyi sağlarlar.

Oksidatif stres karaciğerde zararlı oluşumları sağlayıp, karaciğer hastalıklarını

oluşturur. Bu nedenle, antioksidanlar homeostazinin devamı için gereklidir. Son

zamanlarda karaciğer hastalıklarını iyileştirmede kullanılan antioksidanlar tabloda

gösterilmiştir (81). Ayrıca, çoğu ilaçlar hepatoksik yan etkiye sahiptir. Bir çalışmada,

Silmarin’in yüksek karaciğer enzimlerine sahip hastalarda karaciğer zedelenmesi-

hasarı üzerine etkisi araştırılmıştır. Silmarin’in karaciğer enzim yüksekliği olan

hastalar için güvenli ve etkili bir tedavi seçeneği olduğu, hayat kalitesi ve

performansı gibi karaciğerle ilişkili semptomlar açısından yararı tedaviden iki ay

sonra zaten gösterilmiştir (82). İnsüline bağımlı olmayan diabetes mellitus (T2DM)

ve ilişkili kronik karaciğer hastalığı olan hastalarda; plazma glukoz, insülin ve

trigliserit seviyesi yüksektir, lipid peroksidasyon artar ve doğal antioksidan rezervleri

azalır. Hücre redoks düzeyleri ve karaciğer fonksiyon iyileştirilmesi ve yeniden

dengelenmesi için silibinin ile bir çalışma yapılmıştır. T2DM'li hastalarda

Silibinin’in kullanımı; hem insülin hem de trigliserid, plazma glukoz seviyelerinde

önemli bir azalmaya neden olmuştur (83).

Silibinin, güçlü antihepatoksik etkisi nedeniyle neredeyse tüm dünya

tarafından artık günlük diyette bile kullanılmaktadır. Silmarin yüzyıllar boyunca

karaciğer hastalıkları için bitkisel ilaç olarak kullanılmıştır ve günümüzde halen

karaciğer koruyucu özelliklerinden dolayı kullanılmaktadır (84,80). İn vitro
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çalışmalar, Silmarin’in hem antioksidan hem de Küpffer hücrelerinde süperoksid

üretimin engellenmesini içeren anti-inflamatuar özelliklerini göstermiştir (85).

Dahası silibinin, endotelyal hücrelerinde hidrojen peroksid indüklü apoptozunu

engellemektedir (86).

2.7.2.4. Silibinin’in Diyabet Üzerine Etkisi

Silmarin’in tip 2 diyabetli hastalarda ve STZ indüklü diyabetik sıçanlarda

proteinüriyi azalttığı gözlenmiştir (87, 88). Podosit hasarı diyabetik nefropatinin en

belirgin özelliğidir. Fare podosit kültürü ve OVE26 tip 1 diyabetli ve nefropatili

farede yapılan çalışmada; Silibinin’in podosit hasarı ve yüksek glikoz indüklü

oksidatif stresi in vivo ve in vitro olarak azalttığı gözlenmiştir (89). Diyabetik

sıçanlarda yapılan bir çalışmada, diyabet kaynaklı kardiyomiyosit hasarına karşı

silmarin’in hücre koruyucu etkisi incelenmiştir. Silmarin ile tedavi edilen grupta;

apoptoza karşı kardiyomiyositlerin korunduğu ve pankreas β-hücrelerinin hayatta

kalmasının sağlandığı gözlenmiştir (90). Nkx6.1; farklılaşma, yenilenme ve β-

pankreatik hücrelerin devamından sorumlu transkripsiyon faktörüdür. Bir çalışmada;

Nkx6.1 transkripsiyon faktörü ekspresyonu ve β hücreleri neogenezinde Silmarin

etkisi incelenmiştir. Silmarin ile tedavi edilen pankreatektomili sıçanlarda; Nkx6.1

ekspresyonunun arttığı, serum insülin ve serum glikoz normalizasyonunda artış

meydana getirdiği gözlenmiştir (91). Peroksizom proliferatör ile aktive edilen

reseptörler (PPARs) glukoz ve lipid metabolizmasında anahtar bir rol oynayan

reseptörlerdir. PPARγ tip 2 diyabetli hastalarda kan şekeri düzeylerini düşürmek için

insülin sensibilizatör olarak klinikte kullanılan tiazolidinedionların agonistidir. Bu

ilaç grubunun birçok yan etkisi gözlendiğinden bazı ülkelerde kullanımı

yasaklanmıştır. Son zamanlarda yapılan çalışmalarda; deve dikeninin PPARγ için

agonist özellik gösterdiği anlaşılmıştır (92). Tip 2 diyabetik hastalarda; Silmarin’in

oksidatif stres endeksleri ve hs-CRP (Yüksek-duyarlı C-reaktif protein) üzerine

etkilerini değerlendirmek amacıyla yapılan randomize klinik bir çalışmada, bazı

antioksidan endeksleri (SOD, GPX ve TAC) artırdığını, hs-CRP düzeylerini

düşürdüğü gözlenmiştir (93).
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Yapılan diğer bir çalışmada; Diyabetik sıçanlarda,  atorvastatinin

farmakokinetiği üzerine Silmarin’in etkileri incelenmiştir. Sonuçta, diyabette

mikrozomal enzim aktivitelerinin up-regülasyonu gözlenmiştir. Sonuç olarak

Silmarin’in, diyabetik sıçanlarda enzim aktivitelerini ve atorvastatinin

farmakokinetiğini önemli ölçüde düzenleyebildiği sonucuna varılmıştır (94).

Yüksek glikozla birlikte azalmış oksijen seviyesi, diyabetik hastalarda kronik

yaralara sebebiyet verebilmektedir. Geciken yara iyileşmesi, azalan endotel hücre

göçü sonucunda bozulan anjiyogeneze neden olmaktadır. Silmarin'in, liyofilize ilaç

kapsülü haline getirildiğinde, yüksek glikoz kaynaklı endotelyal hücre göçünde

azalmayı sağladığı gözlenmiştir (95).

Bu amaçla çalışmamızda deneysel olarak diyabet oluşturulmuş sıçanlarda

Silibinin etken maddesinin HIF-1α  ve TLR-2 genlerinin ekspresyon seviyelerine

etkisini inceleyip histokimyasal olarak da göstermeyi hedefledik. Yaptığımız literatür

taramaları sonucunda, Silibinin'in iyileştirici birçok özelliği bulunduğu ve yan etkisi

olmadığı görülmektedir. Silibinin'in diyabetik nefropati patogenezinde önemli

olduğunu düşündüğümüz HIF-1α ve TLR-2 genlerinin ekspresyon seviyelerini

değiştirmesini, bu değişimlerin böbrek histopatolojisi üzerine olan etkileri de

inceleyerek diyabetik nefropatide kullanılabilecek bir fitoterapotik ajanı ve etki

mekanizmasını bilim dünyasına kazandırmayı hedefledik.
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3. GEREÇ ve YÖNTEM

Bu çalışma Süleyman Demirel Üniversitesi Tıp Fakültesi Hayvan

laboratuvarı, Tıbbi Biyoloji Anabilim Dalı Araştırma laboratuvarı, ATQ

Biyoteknoloji laboratuvarı, Histoloji ve Embriyoloji Anabilim Dalı laboratuvarında

gerçekleştirilmiştir.

3.1. Gereç

3.1.1. Deney Hayvanları

Deneysel uygulamalar, Süleyman Demirel Üniversitesi Deney Hayvanları

Etik Kurulu’ndan onay alınarak gerçekleştirildi (Karar no: 04.04.2007/12). Bu

çalışmada ağırlıkları 250-350 gram arasında değişen Wistar cinsi toplam 56 adet

erkek sıçan kullanıldı (Şekil 5).

Şekil 5. Çalışmadaki deney grupları.

Deneyde kullanılan sıçanlar, Süleyman Demirel Üniversitesi Hayvan

Laboratuarından temin edildi. Sıçanlar standart ışık (12 saat gün ışığı / 12 saat
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karanlık), ısı (25º C)’da yeteri kadar su ve yem (Yem Kurumu Standart Sıçan Yemi)

ile toplam 4 hafta süreyle beslendiler (Tablo 1).

3.1.2. Kullanılan İlaçlar

1. Streptozotosin (STZ)

2. Silibinin

3.1.3. Kullanılan Kimyasal Malzemeler

1. Ketamin (Alfamin, Alfasan IBV.)

2. Ksilazin (Alfazin, Alfasan IBV.)

3. Karboksi metil selüloz (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 µg (Qiagen)

12. dNTP Miks 2 µg (Qiagen)

13. Oligo-dT Primer (10µM) 2 µg (Qiagen)

14. RNase inhibitör (10ünite/µl) 1µg (Qiagen)
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15. Omniscript Reverse Transcriptase 1µg (Qiagen)

3.1.4. Ekipmanlar

1. Soğutmalı santrifüj: Eppendorf MR5415

2. Santrifüj: Jouan B4İ

3. Buzdolabı: Arçelik

4. Derin dondurucu: Uğur

5. Hassas terazi: Scaltec SPB 33

6. Vorteks: yellow line TTS2

7. Çalkalayıcı: velp scientifica

8. Otomatik pipetler: Eppendorf

9. Nano drop: Thermo, Scientific

10. pH metre: Hanna Instruments

11. Manyetik karıştırıcı: Nüve

12. Thermal cycler: ler (Corbett Palm Cycler)

13. Tissue-Lyser II (Qiagen VX350 Series 2 WPS 3601C12)

14. RT2-PCR cihazı: Rotor Gene Q

15. Laminar akım kabini: (Hepa filtreli) (Thermo, Scientific)

16. Araştırma mikroskobu: Olympus BX50
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3.1.5. Kullanılan Çözeltiler ve Hazırlanışları

0.01 M Sodyum Sitrat Çözeltisi: 0,294 g sodyum sitrat dihitrat

(C6H5Na3O7.2H2O=294,1 g/mol) alınarak, deiyonize su ile hacim 100 ml’ye

tamamlandı ve 1 Normal HCI ile pH’sı 4.5 olarak ayarlandı.

Streptozotocin Çözeltisi: Her hayvanın ağırlığına göre STZ hesaplanıp

sodyum sitrat tamponu içinde çözdürüldü. STZ ışık ve ısıdan kolayca etkilendiği

için; buz dolu kapta ve alüminyum folyo ile sarılarak hazırlandı.

3.2. Yöntem

3.2.1. Deney Planı

Çalışmamız 5 gruptan oluşturuldu.

Tablo 1. Çalışmada yer alan gruplar

Deney Grupları
Hayvan

Sayısı/Grup

Uygulanan

İlaç
Doz Süre

Kontrol Grubu 10 Kontrol - 4 hafta

Diyabetik grup 12 STZ 65mg/kg tek doz

Diyabetik Grup + 100 mg/kg

Silibinin  tedavi grubu
12

STZ (tek

doz)+Silibinin
100 mg/kg 4 hafta

Diyabetik Grup + 200 mg/kg

Silibinin tedavi grubu
12

STZ (tek

doz)+Silibinin
200 mg/kg 4 hafta

Silibinin Grubu (5 sıçana 100

mg/kg, 5 sıçana 200 mg/kg

Silibinin verilen grup)

10 Silibinin
100 mg/kg

200 mg/kg
4 hafta

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

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

(pH 4.5) içinde taze olarak hazırlanmış STZ çözeltisinden 65 mg/kg olacak şekilde

tek doz i.p. olarak insülin enjektörü kullanarak uygulanmıştır. 24 ve 48 saat sonra
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kuyruk veninden alınan kanla glukoz tayini yapıldı. Kan glukoz değeri 200 mg/ml ve

üzeri olanlar diyabetik kabul edildi. Deney sonuna kadar bu gruptan 1 sıçan öldü.

Grup III: (Diyabet + 100 mg/kg Silibinin grubu): Diyabet protokolü grup

II’ye yapıldığı gibi uygulandı. Bu gruptaki sıçanlara hergün 100 mg/kg Silibinin

günde tek doz olarak gastrik gavajla 4 hafta süreyle uygulandı (Şekil 6). Deney

sonuna kadar bu gruptan 1 sıçan öldü.

Grup IV: (Diyabet + 200 mg/kg Silibinin grubu): Diyabet protokolü grup

II’ye yapıldığı gibi uygulandı. Bu gruptaki sıçanlara hergün 200 mg/kg Silibinin

günde tek doz olarak gastrik gavajla 4 hafta süreyle uygulandı.

Grup V: (200 mg/kg + 100mg/kg Silibinin grubu): Bu gruptaki 5 sıçana

hergün 200 mg/kg Silibinin, diğer 5 sıçana 100 mg/kg Silibinin günde tek doz olarak

gastrik gavajla 4 hafta süreyle uygulandı. Deney sonuna kadar bu gruptan 1 sıçan

öldü.

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

3.2.2.1. Streptozotocinin Yapısı ve Etki Mekanizması

Streptozotocin (STZ)’nin kapalı formülü C8H15N3O170 olup, molekül

ağırlığı 265.2 daltondur. Kimyasal bir toksindir ve Streptomyces griseus adlı

mantarın küfünden elde edilmektedir. Yüksek ısıda bozunan, beyaz ve açık sarı renk

arasında değişen bir renge sahiptir. -200C’de saklanması ve hazırlanması

gerekmektedir. Su, alkol ve ketonlarda çözünmektedir. Çözeltideki çözünenlerin

kararsızlığı nedeniyle kullanım sırasında hazırlanmalıdır. Belirgin özelliği;

hepatoksik ve nefrotoksik olmasıdır. Antioksidan enzim sisteminin olmadığı

pankreas ß hücrelerini oksidan etkisi ile tahrip etmektedir (96,97). STZ, Langerhans

adacıkları ß hücrelerinde GLUT-2 glukoz taşıyıcı reseptörleri aracılığıyla hücre içine

alınmaktadır. STZ’in sitotoksik etkisi, NAD seviyelerinin azaltılması, serbest

radikallerin oluşturulması ve DNA zincir kırılmaları ile olmaktadır. Pankreas ß

hücrelerinin NAD seviyeleri düşüktür böylece STZ muamelesi ile kolayca hasar

görebilmektedirler (98).

3.2.2.2. Diyabet Oluşumu

Diyabet oluşturmak amacıyla pH’sı 4.5 olan 0.01 M sitrat tamponu içinde her

hayvanın ağırlığına göre STZ hesaplandı ve çözdürüldü. Deney boyunca STZ ışık ve

ısıdan korundu. STZ verilecek hayvan grupları için, STZ her defasında taze olarak

hazırlandı.

3.2.2.3. Kan Glukoz Değerlerinin Ölçümü

İnsülin enjektörü ile hayvanların ağırlıklarına göre, tek doz 65 mg/kg STZ i.p

olarak verildi. 24 ve 48 saat sonra kuyruk veninden kan alınıp glukometre (optium

xceed) ile kan glukoz değerleri ölçüldü. STZ verilen bütün sıçanların kan glukoz

değeri  >200 mg/dl olduğundan diyabetik kabul edilip, deneye başlandı.
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3.2.2.4. Kilo Ölçümleri

Deneye başlamadan önce kilo ölçümleri yapıldı. Bu kilolara uygun doz

hesabı yapılarak STZ ve Silibinin uygulandı. Deney bitiminde de kilo ölçümleri

hassas terazide yapılarak değişiklikler kaydedildi

Sıçanlara enjeksiyon uygulanmasını takiben 4. haftada intramusküler (im.)

olarak uygulanan % 10’luk ketamin (Alfamin, Alfasan IBV.)-% 2’lik ksilazin

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

Moleküler parametrelerinin incelenmesi için sağ böbrekten kesitler alınıp

RNA later solüsyonuna alındı. Histopatalojik incelemeler için de sol böbrek %10’luk

nötral formalin solüsyonuna alındı. Real Time-PCR için alınan numuneler analizin

yapılacağı tarihe kadar -20°C’de saklandı.

3.2.3. Doku Takip Çalışmaları

%10’luk nötral formalin solüsyonunda, immersiyon fiksasyon yöntemi

uygulanan doku örnekleri tespitten sonra bir gece akan suda yıkama işlemine tabi

tutulduktan sonra aşağıda gösterilen işlemlerden geçirildi.

A) Dehidratasyon

Alkol derecesi Süre

%70 1 gece

%80 1 saat

%90 1 saat

%100 1 saat

%100 1 saat
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B) Şeffaflandırma

Ksilol I ½ saat

Ksilol II ½ saat

C) Emdirme

Ksilol+parafin (60°C etüvde) 15 dakika

Yumuşak parafin (60°C etüvde) 1 saat

Sert parafin (60°C etüvde) 4 saat

D) Gömme

Sert parafin

Hazırlanan parafin bloklardan, Leica tipi kızaklı mikrotom kullanılarak 4

mikron kalınlığında kesitler alındı. Histolojik değerlendirme için preparatlar

Hematoksilen-Eozin ile boyandı. Boyanan örnekler Olympus BX50 tipi binoküler

mikroskopta incelendi ve fotoğraflar elde edilerek değerlendirildi.
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3.2.4. Moleküler Çalışmalar

Doku örneklerinin alınması

Dokunun homojenize edilmesi

RNA izolasyonu

cDNA sentezi

RT- PZR

Veri analizi

Şekil 7. Moleküler çalışma yöntemi

3.2.4.1. Yöntem

Sağ böbrek dokusu eppendorf tüp içerisine alındı ve tüm dokuyu kaplayacak

şekilde RNA later stabilizasyon solüsyonu ilave edildi. Doku içerisine nüfuz etmesini

sağlamak amacı ile 24 saat oda ısısında bekletildikten sonra -20 C’de muhafaza

edildi. -20 derecede saklanan doku örneklerinden sırasıyla doku homojenizasyonu,

RNA izolasyonu, cDNA sentezi, gerçek zamanlı Polimeraz Zincir Reaksiyonu (RT-

PCR) yapıldı (Şekil 7).
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3.2.4.1.1. Gerçek Zamanlı Polimeraz Zincir Reaksiyonu (RT-PCR)

cDNA’ya dönüştürülen RNA molekülünün enzimatik tepkime ile in-vitro

çoğaltılması temeline dayanan bir yöntemdir. cDNA’nın kopya sayısını sayısal

değerlere dönüştürme ve mRNA’nın düzeyini sayısal olarak belirleyebilmektedir.

Ayrıca tek nokta mutasyonları, patojenler, DNA hasarı, metilasyon, SNP analizi,

kromozom bozukluklarının tespiti gibi çalışmalarda da kullanılmaktadır.

Kantitasyon, reaksiyon sırasında oluşan ürüne bağlanan boya ile birlikte artan

floresan ışımanın ölçülmesi sayesinde yapılır. “SYBR Green” en fazla kullanılan

boya çeşitidir (Şekil 8).

Şekil 8. SYBR Green boyasının DNA'ya bağlanması (99).

Reaksiyon sırasında meydana gelen ürünün artışına doğru orantılı olarak,

DNA -boya kompleksi meydana gelir ve orantılı olarak floresan ışıma artar. Floresan

işaretli problara ihtiyaç olmadığı için maliyeti ucuzdur. Yöntemin dezavantajları da

vardır. İstenmeyen PCR ürünlerin çoğalmasında da floresan açığa çıkacağından her
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zaman istediğimiz DNA’nın çoğaldığını işaret etmeyebilir. Böylelikle yanlış pozitif

sonuç almak mümkündür. Ortamda hedef DNA dizisi olmadığında primerlerin birbiri

ile bağlanmaları sonucunda “primer dimer”leri gözlenebilir. Çoğaltılan DNA’nın

istenilen hedef bölge olup olmadığını anlayabilmek için DNA’ların erime eğrisi

analizleri (“melting curve”) yapılması gerekmektedir. Erime eğrisi analizi yapılmak

istendiğinde cihaz PCR tüplerini yavaşça ısıtmaya başlar. Çift zincirli DNA

birbirinden ayrılmaya başladığında floresan boya serbest kalır ve okunan floresan

miktarı da düşer (99).

3.2.4.1.2. Dokudan RNA Elde Edilmesi

1. Dokular RNA later içerisinden çıkartıldı.

2. 900 µl QIAzol Lysis Reagent çözeltisi ile birlikte içerisinde 1 adet steril

çelik bilye (Stainless Steel Beads, 5 mm Qiagen) bulunan plastik tüplere

konuldu.

3. Homojenizasyon cihazı (Tissue Lyser) ile dakikada 50 osilasyon olacak

şekilde yaklaşık 2 dk işleme tabi tutulup homojenize edildi (Şekil 9).

4. TissueLyser LT cihazı ile homojenizasyonun ardından tüpler oda

sıcaklığında yaklaşık 5 dk bekletildi

5. İçerisine 100 µl gDNA Eleminator Solüsyonu eklendi. Bu solüsyon

örnekler içierisinde yer alan gDNA'yı etkili bir şekilde azaltmakta ve

ilerleyen aşamalarda DNaz kullanım gerekliliğini ortadan kaldırmaktadır.

6. Ardından 400 ml kloroform eklenen tüpler vortekslenerek karıştırıldı.

7. 2-3 dk kadar oda ısısında bekletilen tüpler 12000 g de, 40Cde 15 dk

santrifüj edildi.

8. Santrifüj sonrasında tüplerde 3 faz gözlendi. En üstte yer alan renksiz sıvı

faz, beyaz ara faz ve kımızı renkli organik faz. Burada en üstte yer alan

renksiz faz RNA'yı içermektedir.
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9. RNA izolasyon işlemi için bu faz alınarak yeni bir santrifüj tüpüne

aktarıldı.

10. Aktarılan örneklerin içerisine yaklaşık 600 µl %70'lik etil alkol eklendi ve

pipetaj yapılarak karıştırıldı.

11. Karışımdan alınan 700 µl'lik örnekler 2 ml'lik epandorf tüplere

yerleştirilen RNeasy Mini Spin kolonlarına transfer edildi.

12. 8000 g de (≥ 10000 rpm) oda sıcaklığında 15 s santrifüj edildi. Örneğin

geri kalanı için işlem bir kez daha tekrarlandı.

13. Ardından 700 µl RWT tamponu Rneasy spin kolonuna eklendi ve 8000 g

de 15 s santrifüj edilerek membran yıkandı.

14. Ardından 500 μl RPE tamponu RNeasy Mini Spin kolonu içerisine

eklenerek önceki koşullarda santrifüj edildi.

15. Bu işlemin ardından tekrar 500μl RPE tamponu eklenen kolonlar bu sefer

8000 gde 2 dk santrifüj edildi.

16. Ardından yeni ependorf tüplere alınan kolonlar 1 dk en yüksek hızda

santrifüj edildi.

17. Buradan alınan RNeasy spin kolonlar 1,5 ml lik yeni tüplere yerleştirildi,

üzerine 50 μl RNaz free su eklendi ve 8000 g de 1 dk santrifüj edildi.

18. Bu işlem bir önceki aşamada elde edilen elüatın kolona ilavesi ile

tekrarlandı.

19. Ependorf tüpü içerisinde elde edilen RNA -80 oC de saklandı.



41

Şekil 9. Çalışmada dokuların parçalanması için kullanılan parçalayıcı (Tissue Lyser).

3.2.4.1.3. RNA Konsantrasyonunun Ölçümü

1. İzole edilen total RNA örneklerinin konsantrasyonları NanoDrop (Thermo

Scientific) kullanılarak ölçüldü (Şekil 10).

2. RNA Konsantrasyonu= 50(sulandırma oranı)X 40(sabit)XOD260=ng /µl.

Şekil 10. Çalışmada kullanılan Nanodrop spektrofotometre
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3.2.4.1.4. cDNA Eldesi

cDNA eldesi için öncelikle gDNA eliminasyon karışımı hazırlandı. Yaklaşık

5 µg RNA üzerine, 2 ml GE buffer ve toplam hacim 10 µl olacak şekilde nükleaz

free su eklendi. 42 ° C’de 5 dk inkübe edildi. Ardından revers transkipsiyon karışımı

hazırlandı. 10 µl gDNA eliminasyon karışımı içeren tüplere 10 µl revers

transkripsiyon karışımı eklendi. 42° C’de 15 dk inkübe edildi (Tablo 2).

Tablo 2. cDNA sentezi için kullanılan karışım içeriği

Karışım Miktar (µl)

5X Buffer BC3

Kontrol P2

RE3 Revers Transkriptaz Mix

Nükleaz free water

Toplam

4

1

2

3

10

3.2.4.1.5. RT-PCR Reaksiyonunun Hazırlanması

PCR komponent karışımı 5 ml’lik tüp içerisinde hazırlandı (Tablo 3).

Tablo 3. Bir reaksiyonluk PCR komponent karışımı

Komponent Miktar(µl)

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 karışımı rotor disk kuyucuklarına yüklendi

(Şekil 11). Ardından RT-PCR cihazı (Rotor Gene Q) aşağıdaki şekilde programlanıp,

veriler elde edildi (Şekil 12, 13).
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95° C’de 10 dk

95° C’de 15 s

60° C’de 30 s

Şekil 11. PCR karışımlarının rotor disk kuyucuklarına yüklenmesi

40 döngü
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Şekil 12. Araştırmada kullanılan RT-PCR cihazı (Rotor Gene Q)

Şekil 13. RT-PCR çalışması sırasında verilerin elde edilmesi
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3.2.5. Verilerin Değerlendirilmesi ve İstatistiksel Analizler

İstatistiksel değerlendirmede SPSS (Statistical Package for Social Sciences)

v10.0 paket programı kullanıldı.

Böbrek örneklerinden ölçülen gen ifadesi düzeylerinin gruplar arası

karşılaştırılması, tek yönlü varyans analizi (ANOVA) ile yapıldı. Gruplar arasındaki

istatistiksel anlamlılık Student t testi ile değerlendirildi.
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4. BULGULAR

4.1. Histolojik Bulgular

Işık mikroskobu incelemelerinde kontrol grubuna ait böbrek dokularında,

glomerül ve tübül yapıları normal olarak izlendi (Resim 1,2). Diyabet grubuna ait

böbrek dokularında kortekste proksimal ve distal tübüllerde dilatasyon, parankimde

mononüklear hücre infiltrasyonu, glomerüllerde dejenerasyon ve hemorajik alanlar

izlendi. Medulla bölgesinde ise; tübüllerde dilatasyon ve çok miktarda hemorajik

alan görüldü. Hem korteks hem medulladaki tübüllerin çoğunda, vakuolar

dejenerasyon izlendi (Resim 3,4). Diyabet + Silibinin 100μg/kg grubuna ait böbrek

dokularında glomerüllerde diyabetik gruptakine benzer bulgulara rastlandı. Burada

da kortekste tübüler dilatasyon ve vakuolar dejenerasyon, glomerüler dejenerasyon

ve mononüklear hücre infiltrasyonunun devam ettiği görüldü. Medulladaki tübüllerde

de dilatasyon ve vakuolar dejenerasyon izlendi. (Resim 5,6). Diyabet + silibinin

200μg/kg grubuna ait böbrek dokusu histolojik kesitlerinde Diyabet + Silibinin

100μg/kg grubuna benzer bulgulara rastlandı. (Resim 7,8). Silibinin 100μg/kg ve

200μg/kg gruplarında da kontrol grubuna benzer şekilde normal histolojik bulgulara

rastlandı (Resim 9,10).
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Resim 1. Kontrol grubuna ait sıçan böbrek kesitinin normal histolojik görünümü.

Korteks bölgesi (H-E) (X10).

Resim 2. Kontrol grubuna ait sıçan böbrek kesitinin normal histolojik görünümü. Medulla

bölgesi (H-E) (X10).
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Resim 3. Diyabet grubuna ait sıçan böbrek kesitinin histolojik görünümü. Korteks

bölgesi (H-E) (X10).

Resim 4. Diyabet grubuna ait sıçan böbrek kesitinin histolojik görünümü. Medulla

bölgesi (H-E) (X10).
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Resim 5. Diyabet + Silibinin 100μg/kg grubuna ait sıçan böbrek kesitinin histolojik

görünümü. Korteks bölgesi (H-E) (X10).

Resim 6. Diyabet + Silibinin 100μg/kg grubuna ait sıçan böbrek kesitinin histolojik

görünümü. Medulla bölgesi (H-E) (X10).
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Resim 7. Diyabet + Silibinin 200μg/kg grubuna ait sıçan böbrek kesitinin histolojik

görünümü. Koretks bölGesi (H-E) (X10).

Resim 8. Diyabet + Silibinin 200μg/kg grubuna ait sıçan böbrek kesitinin histolojik

görünümü. medulla bölgesi (H-E) (X10).
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Resim 9. Silibinin grubuna ait sıçan böbrek kesitinin normal histolojik görünümü.

Korteks bölgesi (H-E) (X40).

Resim 10. Silibinin grubuna ait sıçan böbrek kesitinin normal histolojik görünümü.

Medulla bölgesi (H-E) (X40).
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4.2. Moleküler Bulgular

Çalışmamızda, nefropati üzerine silibinin etken maddesinin etkilerini

araştırmak ve diyabetik nefropatiyle ilişkili olabileceğini düşündüğümüz HIF-1α ve

TLR-2 genleri ve 1 adet kalibratör gen (house keeping) RT-PCR ile çalışılmıştır.

Alınan doku örneklerinin hepsinden RNA izolasyonu başarılı şekilde

yapılmıştır. Elde edilen RNA’ların kalitesi spektrofotometre ile ölçülmüştür.

Daha sonra reverse transkriptaz kiti kullanılarak cDNA’lar elde edilmiştir.

RT² SYBR® Green qPCR Mastermix (Qiagen Cat. No. 330529) ile cDNA

kombinasyonu RT2 qPCR Assay için çalışılmıştır.

RT- PCR çalışması sonucunda 3 adet gen değerlendirmeye alınmıştır.  Bu

çalışma sonucu elde edilen bulgular her bir gen için tek tek değerlendirilerek

sonuçlar hesaplanmıştır. Real-Time PCR cihazında kullanmış olduğumuz SYBR

Green boyası özelliği gereği çift sarmal yapıya (DNA) bağlandığında ışıma

vermektedir. SYBR Green boyası melt analizi yapılan çalışmada farklı ürünlerin

amplifiye edilip edilmediğinin anlaşılması için kullanılmaktadır. Çift sarmal yapı

hidrojen bağlarıyla birbirlerine bağlıdır ve yeterli ısı verildiğinde bu bağlar kopar.

Melt analizi ile örneklerde ısı yükseltilir ve bağlar kopmaya başlar. SYBR Green

boyası çift sarmal yapıya bağlı olduğunda ışıma verdiğinden bağlar kopunca ışıma

olmayacaktır. Eğer bizim primer dimerlerimiz olsaydı normal DNA’dan daha az

sayıda bağ içereceğinden dolayı normal ürünlerimizden daha düşük bir ısıda bağları

kopacaktı ve ışıma olmayacaktı ve melt analizinde biz bunu erken bir pik olarak

görecektik. Genlerimizin melt analizi sonuçlarına ikinci bir pik görülmemesi bize

farklı bir ürünün amplifiye olmadığını gösterdi. Çalışmaya ait erime eğrisi analizleri

(“melting curve”) ve amplifikasyon grafikleri şekilde gösterilmiştir (Şekil

14,15,16,17,18,19).
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Şekil 14. Beta actin geni erime eğrisi.
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Şekil 15. TLR-2 geni erime eğrisi.
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Şekil 16. HIF 1α geni erime eğrisi.
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Şekil 17. Beta actin geni amplifikasyon eğrisi.
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Şekil 18. TLR 2 geni amplifikasyon eğrisi.
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Şekil 19. HIF 1α geni amplifikasyon eğrisi.
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Tüm sonuçların uygun bir şekilde grafiksel sunumu amacıyla çalışmamızdaki

kantitatif RT-PCR sonuçları ve p değerleri, tabloda ve grafikte gösterilmektedir

(Tablo 5) (Grafik 3). Elde edilen veriler ortalama ve standart hata olarak ifade

edilmiştir. Anlamlılık eşik değeri olarak p<0,05 kullanılmış ancak gruplar arasında

istatistiksel olarak anlamlı bir fark bulunamamıştır (p>0,05). Ayrıca bu değerler renk

skalası grafiğine dönüştürülmüştür (Şekil 20). Buradaki renk gradiyentleri normalize

edilmiş ekspresyon sinyal değerlerini belirtmektedir.

RT-PCR çalışmasından elde edilen veriler 2-ΔΔCT metodu kullanılarak analiz

edilmiştir. RT-PCR çalışmasının sonuçları, her bir gen için eşik değerde yoğunluğa

ulaştığı döngü sayısı (Ct) değeri olarak elde edilmektedir. Bu değer cihaz tarafından

kalibratör olarak tanıtılan genler referans alınarak hesaplanmaktadır. Çalışmamızda

her bir örnek için incelediğimiz genlere ait ortalama Ct değerleri de ayrıca

hesaplanmıştır. Her bir gen için elde edilen Ct değeri referans olarak kullanılan bir

veya daha çok housekeeping genin Ct değeri ile karşılaştırılarak ΔCt değeri elde

edilmiştir. Çalışmamızda HIF 1 α ve TLR 2 genlerine ait Ct değerleri ile

housekeeping gen olarak kullandığımız Beta aktine ait Ct değerleri karşılaştırılarak

ΔCt değerleri hesaplanmıştır. Birden fazla housekeeping gen kullanılmışsa önce

onların değeri normalize edilir (tek bir değerde birleştirilir) daha sonra ΔCt

hesaplanır (100). Biz çalışmamızda 1 adet housekeeping gen kullandık. Bu nedenden

dolayı bu aşamada normalizasyon işlemi yapmadık. Bu hesaplamaların ardından

aşağıdaki denklemler yardımıyla 2-ΔΔCT değerleri hesaplanmıştır.  Hesapladığımız bu

değerler tabloda ve grafikte görülmektedir (Tablo 4) (Grafik 1).

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

üzere;

Yukarıdaki denklemlerde de görüldüğü üzere 2-ΔΔCT metodu ile hesaplanan

değerler kullanılarak kontrol grubu ve tedavi grubu arasındaki gen ifadesi
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farklılıklarına karşılık gelen kat değişimi değerleri hesaplanır. Bu işlem sonrası çıkan

değer 1’den büyükse, gen ifadesi kontrole göre o kadar kat artmış demektir. İşlem

sonrası çıkan değer 1’den küçükse aşağıdaki işlem uygulanır;

1/Kat değişimi yani 1/2-ΔΔCTx

Çıkan değer yine birden büyük olacaktır ancak bu defa gen ifadesinin arttığını

değil azaldığını gösterecektir. Değer kaç ise gen ifadesi kontrole göre o kadar kat

azalmış demektir. Çalışmamızdaki genlerin kontrol grubu ile kıyaslandığında diğer

gruplarda up ve down regülasyonları grafik halinde gösterilmiştir (Grafik 4).

Kat değişimi değeri -2 ve 2'den büyük olan değişimler önemsiz değişimler

olarak belirtilmiştir. Çalışmamızda hesapladığımız kat değişim değerleri tabloda

belirtilmiş ve grafik olarak gösterilmiştir. Bu sonuçlara göre genlerin ifadesinde

kontrol grubu ile kıyaslandığında diğer gruplarda anlamlı bir artış ya da azalış

görülmemektedir (Tablo 4) (Grafik 2).

Kontrol grubu ile diğer grupların genlerin ifade düzeyleri açısından

incelenmesi amacıyla karşılaştırıldığı, karşılaştırmalı saçılım grafikleri

oluşturulmuştur. Bu grafiklerde kesikli çizgiler arasında kalan değerler ekspresyonda

anlamlı bir değişimin olmadığını göstermektedir. Buna göre K grubu ile D (G1), DS1

(G2), DS2 (G3) ve S (G4) gruplarının karşılaştırıldığı grafikler aşağıda verilmiş olup,

bunlar incelendiğinde gruplar arasında HIF-1α ve TLR-2 genlerinin ifade

düzeylerinde belirgin bir değişimin olmadığı görülmektedir  (Grafik 5,6,7,8). Ayrıca

bunun haricinde D grubu ile karşılaştırıldığında, K grubu hariç diğer gruplar arasında

genlerin ifade düzeyi arasındaki farklılıklar da incelenmiş ve grafiklerde

gösterilmiştir (Grafik 9,10,11).



61

Grafik 1. Grupların 2^(-Avg.(Delta(Ct)) değerleri

Tablo 4. Kat değişimi değerleri

Gruplar

Genler

D DS1 DS2 S

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



62

Grafik 2. Grupların kontrol grubuna göre kat değişimi

Tablo 5. p değeri

Gruplar

Genler

D DS1 DS2 S

TLR2 0,617036 0,990058 0,59127 0,202759

Hif 1 alfa 0,139313 0,062903 0,356908 0,08438
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Grafik 3. Grupların kontol grubuna göre p değerleri

Grafik 4. Grupların kontrol grubuna göre up-down regülasyonları
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Şekil 20. Gen ifadesi seviyelerinin renk ölçeği ile gösterilmesi

Grafik 5. Grup1-Kontrol karşılaştırmalı saçılım eğrisi
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Grafik 6. Grup 2-Kontrol karşılaştırmalı saçılım eğrisi

Grafik 7. Grup 3-Kontrol karşılaştırmalı saçılım eğrisi
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Grafik 8 Grup 4-Kontrol karşılaştırmalı saçılım eğrisi

Grafik 9. Grup1- Grup 2 karşılaştırmalı saçılım eğrisi
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Grafik 10. Grup1- Grup 3 karşılaştırmalı saçılım eğrisi

Grafik 11. Grup1- Grup 4 karşılaştırmalı saçılım eğrisi



68

5. TARTIŞMA

Diabetes mellitus, pankreastan insülin salınımı yetersizliği ve/veya dokuların

insüline olan cevabının bozulması sonucunda; karbohidrat, protein, yağ

metabolizmasını etkileyen önemli metabolik bir hastalıktır (101). Diyabet genellikle

tip 1 ve 2 olmak üzere ikiye ayrılmıştır. Etiyolojisi ve patogenezi daha ayrıntılı

anlaşıldıkça tiplendirilmesi de sürekli yenilenmektedir. Belirli kesin kriterlere

rağmen, iki sınıfın çakıştığı olgular nedeniyle iki sınıfın ayırımı bazen

güçleşmektedir (102).

Karbohidrat, lipid ve protein metabolizmasındaki anormalliklerin kaynağı,

anobolik hormon olan insülinin önemindendir. İskelet, yağ ve karaciğer gibi dokulara

yeterli insülin cevabı verilememesi veya insülin direnci oluşması, insülin reseptörleri,

sinyal transdüksiyon sistemi ve/veya genler ve enzimlerdeki defektler, bu metabolik

anormalliklerden sorumludur. Septomların çeşitliliği, diyabetin tipine ve

devamlılığına bağlıdır. Diyabet hastalarının bazıları özellikle tip 2 diyabetli hastalar,

hastalığın ilk zamanlarından itibaren asemptomatik olurken, belirgin hiperglisemi ve

özellikle mutlak insülin eksikliği olan çocuklar; poliüri, polidipsi, polifaji, kilo kaybı,

bulanık görmeden dolayı zarar görebilmektedirler. Kontrolsüz diyabet; ketoasidoz ya

da nadir nonketotik hiperozmolar sendromu nedeniyle bilinçsizlik, komaya ve tedavi

edilmediği takdirde ölüme yol açabilmektedir (1).

DM’nin mikrovasküler ve makrovasküler olmak üzere iki tip komplikasyonu

vardır. Retinopati, nefropati, nöropati mikrovasküler; periferik damar hastalığı,

koroner kalp hastalıkları, serebrovasküler hastalıklar makrovasküler

komplikasyonlarıdır. Diyabet hastalarında son dönemde böbrek yetmezliği geliştiği

için, diyabetik nefropati oldukça önemli bir sorundur.

Gelişmiş ülkelerde son dönem böbrek yetmezliğinin en sık sebebini diyabetik

nefropati (DN) oluşturmaktadır ve görülme sıklığı da giderek artmaktadır. Burada

görülen böbrek hasarının temel sebepleri, diyabetin neden olduğu ve hipergliseminin

indüklediği metabolik ve hemodinamik değişikliklerdir. Ancak artan kanıtlar bu

faktörlerin ötesinde daha kompleks mekanizmaların ve immün sistem aracılı
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inflamatuar süreçlerin diyabet ve komplikasyonlarının patofizyolojisinde önemli rol

oynadığını göstermektedir. Birçok çalışma diyabetik böbreklerde belirgin şekilde

lökosit infiltrasyonu, artan kemokinler, adezyon molekülleri, enzimler, büyüme

faktörleri ve nükleer faktörlerin ekspresyonunu göstermektedir (40). Diyabetik

nefropatinin histolojik belirteçlerinden birisi glomerülde yoğun bir şekilde

ekstraselüler matriks proteini birikimidir. Hiperglisemi tarafından tetiklenen

metabolik, hemodinamik değişiklikler ve genetik yatkınlık glomerüler mezengial

hücrelerde fonksiyonel değişikliklere neden olan başlıca etkenlerdir (103).

Aerobik organizmalar enerji üretebilmek için oksijene ihtiyaç duyarlar. Bu

nedenle oksijen düzeylerinde meydana gelen azalmalar bu canlılar ve hücreler için

bir stres oluşturmaktadır. Hücreler ise bu durumla başa çıkabilmek için bir takım

hücresel cevaplar oluşturur. Tüm bu hücresel cevaplar başta HIF’ler aracılı gen

düzenlenimi olmak üzere çeşitli hücresel yolaklar aracılığı ile düzenlenir (104).

Çalışmalar kronik böbrek hastalığının gelişiminde hipoksinin önemli bir yeri

olduğunu göstermektedir. HIF-1α hücrelerin hipoksik koşullara adapte olabilmesi ve

hipoksinin neden olabileceği hücre hasarına karşı korunabilmesi açısından oldukça

önemlidir. Ancak HIF-1α ile artan VEGF ve diğer GF’ler gibi bazı sitokinlerin artışı

glomerüloskleroza neden olan süreçlere neden olabilmektedir. Artan VEGF

düzeyleri; kapiller bazal membranda ayrışmaya, glomerüler filtrasyon hızında artışa,

proteinüriye, glomerüllere makrofaj ve mononükleer hücre göçüne ve ekstraselüler

matriks birikimine neden olarak DN’de görülen glomerüloskleroza neden

olabilmektedir (105).

Çoğunlukla dokulardaki oksijen oranı kan akımı ve dokunun oksijen

kullanımı arasındaki denge ile sağlanır ancak böbreklerde böyle basit bir denge söz

konusu değildir. Böbrekler kanı sadece metabolizma için kullanmaz aynı zamanda

kan hacmi ve içeriğini de düzenlemek zorundadır. Artan böbrek kan akımı

glomerüler filtrasyon hızını da artırır, bu durumda da sodyum reabsorbsiyonu artar

ve bunun sonucu olarak da doku oksijen tüketimi artar. Böylece diyabet, glomerüler

hiperfiltrasyona neden olur ve Na-K ATPaz aktivitesi ile sodyum ve glikoz

reabsorbsiyonunu artırır ve buna bağlı olarak oksijen tüketimi artar. Bu nedenle

diyabetik böbrekte hiperfiltrasyon, artan oksijen tüketimi ve artan oksijen
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kullanımına neden olur ve daha fazla oksijen desteği gerektirir. Buna bağlı olarak da

HIF-1α veya hedefindeki moleküller kronik böbrek hastalığına yol açar (106).

Dünya sağlık örgütünün verilerine göre bitkisel ilaçlar arasında Silibinin

kullanımı %80’dir (107). Silybum marianum (L.) Gaertner (Meryemana dikeni)

tohumu 2000 yıldan daha fazla zamandır hepatit, siroz, sarılık gibi karaciğer ve safra

kesesi hastalıklarının tedavisi, mantar zehirlenmesinde karaciğerin korunmasında

kullanılır. Silybum marianum (L.) Gaertner bitkisinin aktif kompenenti ise

Silmarin'dir. Silmarin kompleksinin esas komponenti Silibinin'dir (4). Silibinin güçlü

bir antioksidan olduğu ve serbest radikalleri temizlediği gösterilmiştir. Son yıllarda

antikanser ve radikal temzileyici özelliklerinden dolayı dikkatler bu flavonoide

yoğunlaşmıştır (51). Hücresel mekanizmalar arasında, Silibinin’in anahtar bir rol

oynadığı düşünülmektedir. Silibinin’in antioksidan özelliğinin yanısıra; hücre

koruyucu, aniinflamatuar, antikanserojen etkileri de gösterilmiştir. Ayrıca

silibinin’in, STZ ile diyabet oluşturulmuş sıçanlarda ve tip2 diyabetli hastalarda

proteinüriyi azalttığı gözlenmiştir (4, 80, 89 ).

Diyabetik nefropatinin önlenmesi için; kan basıncının kontrol altında

tutulması, kan şekerinin düzenlenmesi, protein alımının sınırlanması, sodyum ve

fosfor kısıtlanması gibi uygulamalar yapılmaktadır ancak kesin bir çözüm

bulunamamıştır (108).

Bu nedenlerden dolayı biz çalışmamızda hem literatüre DN iyileşmesi ile

ilgili bilimsel katkılar sağlamak, hem de hiçbir yan etkisi olmayan Silibinin

maddesinin DN üzerindeki etkisini göstermek için, Wistar albino sıçanlar kullanarak

STZ ile diyabet modeli oluşturduk. Sonrasında Silibinin ile 28 günlük bir tedavi

programı uyguladık. Sağ böbrek dokusunda HIF-1α ve TLR-2 genlerinin ekspresyon

düzeylerini RT-PCR metodu ile analiz edip, diğer böbreği de histopatolojik olarak

inceledik.

HIF-1α düzeylerinin de diyabetik nefropatide upregüle olduğu bilinmektedir.

HIF-1α’nın doku metalloproteinaz inhibitörü (TMIP) ve plazminojen aktivatör

inhibitörü gibi fibrojenik faktörleri aktive ederek kollajen birikimine neden

olmaktadır. Bu nedenle HIF-1α upregülasyonunun iskemik hasara karşı koruyucu
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olmasına karşılık, uzun süreli HIF 1α aktivasyonunun kronik böbrek hastalığında

zararlı olabileceğine dair kanıtlar bulunmaktadır. (105,109)

Çalışmamızda istatistiksel olarak gruplar arasında HIF-1α mRNA

ekspresyonlarında anlamlı bir fark görülmemiştir. (p>0,05). Silibinin’in HIF-1α

ekspresyonunu değiştirmediği gözlenmiştir. Benzer şekilde histolojik olarak da

tedavi gruplarında düzelme bulgularına rastlanmamıştır.

Çalışmamızda HIF-1α mRNA düzeylerinde kontrol grubu ile kıyaslandığında

diyabetik grupta literatür verilerinin aksine anlamlı bir upregülasyon görülememiştir.

Bu durum hayvanlarda oluşturulan diyabetik modeller arasındaki farklılıklarla ilişkili

olabilir.

Çalışmamızda STZ ile diyabet indüklendikten sonra 28 günlük bir sürede

değerlendirmeler yapılmıştır. Bu süre farklı çalışmalarda daha uzun veya daha kısa

olarak tespit edilmiş, çalışma planı yapılırken diyabete bağlı komplikasyonlar nedeni

ile hayvan kaybı göz önünde bulundurularak optimum bir süre belirlenmeye

çalışılmıştır. Bu anlamda HIF-1α düzeylerinde artışın olmaması ilk olarak deney

süresinin kısa olması ve diyabetik nefropati oluşumu için yeterli süre sağlanamaması

ile ilişkilendirilebilir. Ancak histolojik veriler diyabet modeli oluşumunun ardından

28 günlük sürede diyabetik nefropatinin geliştiğini ve sürenin böbreklerde patoloji

oluşumu için yeterli olduğunu göstermektedir. Bu nedenle HIF 1α düzeyleri ya

literatürdeki verilerin aksine diyabetik nefropatide anlamlı şekilde yükselmemektedir

ya da bu yükselme patolojinin daha geç dönemlerinde gerçekleşmektedir. Bu durum

da diyabetik nefropatide hipoksik koşulların oluşumu için daha fazla zamana ihtiyaç

olduğuna işaret etmektedir. Burada yer alan bu moleküler mekanizmaların daha

ayrıntılı olarak anlaşılması için ise özellikle standart koşulların sağlandığı ancak

farklı sürelerde HIF-1α düzeylerini kıyaslayan ve bir taraftan da diyabetik

nefropatideki hipoksik koşulların takibini yapan çalışmaların yapılması

gerekmektedir.

Diğer taraftan insülin ve diğer bazı büyüme faktörlerinin HIF-1α’yı stabilize

ettiği bilinmektedir. Normal koşullarda β hücrelerinde artan glikoz düzeyleri,

glikozun hücre içine alımını ve metabolizmasını artırmaktadır. Bunun sonucu olarak
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ATP üretimi gerçekleşmekte, üretilen ATP etkisi ile ATP duyarlı potasyum kanalları

kapanarak membran depolarizasyonuna ve insülin salınımına neden olmaktadır. Bu

nedenle bozulmuş glikoz alımı, glukoz tarafından stimüle edilen insülin salınımını

bozabilir. Çeşitli çalışmalar hem HIF-1β hemde HIF-1α’nın uygun insülin

sekresyonunda oldukça önemli olduğunu göstermektedir. Çalışmalar HIF-1α’nın iki

yönlü etkisi olduğunu göstermektedir. HIF-1α’nın çok az ya da çok fazla düzeylerde

olması β hücre fonksiyonlarını bozabilmektedir ve normal β hücre fonksiyonları için

optimal bir HIF-1α düzeyi olduğu düşünülmektedir. Tip 2 DM’li hastalardan izole

edilen adacıklarda hem HIF-1α’nın hem de HIF1-β’nin azalmış ekspresyonu

görülmektedir ve HIF-1α’nın demir şelatörleri aracılı olarak belirli düzeyde

artırılması ile β hücre fonksiyonlarında bir iyileşme görülmektedir. Hiperglisemi

HIF-1α’nın yıkılmasına neden olmaktadır. HIF-1α’nın miyokard iskemisi olan

farelerde aşırı ekspresyonu kardiyak hipertrofi ve fibrozisi inhibe etmekte ve

miyokardiyal dolaşımı düzeltmektedir. Bu durum muhtemelen HIF-1α aracılı VEGF

düzeylerindeki artışa bağlıdır (110). Tüm bu çalışmalar HIF-1α 'nın hem DN

gelişiminde, hem de diyabetin seyrindeki mekanizmalarda yer alan kilit bir molekül

olduğunu göstermektedir. Ancak özellikle diyabetik nefropatideki rolü için öncelikle

böbrekte hipoksik koşulların geliştiği patolojik evreye ulaşılması gerektiği bizim

çalışmamızca da kanıtlanmakla birlikte HIF-1α''nın diyabet patogenezindeki etkisinin

hastalığın erken veya geç dönemlerinde mi olduğuna dair yeterli bilgi

bulunmamaktadır.

Ancak bazı çalışmalar HIF-1α'nın diyabet gelişiminde özellikle erken

dönemlerde etkili olabileceğine işaret etmektedir. Şöyle ki; glikoz-bağımlı

insülinotropik polipeptid (GIP), yağ ve glukoz mekanizmasına cevap olarak

salgılanan bir hormondur. Bu hormonun seviyeleri obezite ve diyabette artmaktadır.

Farelerle yapılan bir çalışmada; artan GIP sinyalizasyonunun, HIF-1α yolağı

aracılığıyla adipoz inflamasyonunu indüklediği ve insülin duyarlılığını bozduğu

gözlenmiştir (111).

İnsan retinal endotelyal hücreleri (HREC) ve insan dermal mikrovasküler

endotelyal hücreleriyle (HDMEC) normoksik ve hipoksik şartlar altında yapılan bir

çalışmada, HIF-1α ve Robo4 (Roundabout4)’ün fibrovasküler membranlar oluşurken
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hayati bir öneme sahip olduğunu göstermiştir. HIF 1α geninin hipoksik koşullarda

tHREC invazyonu ve proliferasyonunu, Robo4 up regülasyonunu transkripsiyonel

olarak artırdığı gözlenmiştir (112). Bu ve benzeri çalışmalar HIF-1α ekspersyonunun

özellikle hipoksik koşullarda ve vasküler hücrelerde artığına işaret etmektedir.

Çalışmamızda, böbrek dokusunda toplam HIF-1α ekspresyon düzeylerinde

belirgin bir artış gözlemedik. Yeterli hipoksik koşulların sağlandığı, immüno

histokimya destekli böbrekteki vasküler yapılarda HIF-1α düzeylerini inceleyen

çalışmaların bu molekülün diyabetik nefropatideki rolünün anlaşılmasına yardımcı

olabileceğini düşünmekteyiz.

Sonuç olarak literatürdeki veriler HIF-1α'nın diyabet ve diyabetik nefropatide

önemli bir molekül olduğunu göstermektedir. Ancak henüz bu molekülün tam olarak

rolü ve hangi koşullarda hangi hücrelerde eksprese edildiği ve ne gibi süreçleri

etkilediği tam olarak bilinmemektedir. Her ne kadar çalışmamızda diyabetik grup

böbrek dokularında HIF-1α ekspresyonu açısından anlamlı bir artış bulmasak da,

elde ettiğimiz bu sonuç diyabetik nefropatide hipoksik koşulların böbrekte oluşumu

için daha fazla zamana ihtiyaç olduğunu göstermektedir. Ayrıca diyabetik

nefropatide böbrekte HIF-1α ekspresyonlarının incelenmesi için özellikle vasküler

yapıların dikkate alındığı yaklaşımlara ihtiyaç olabileceğini göstermektedir. Bu gibi

önemli patolojik olaylarda HIF-1α’nın rolünün tam olarak anlaşılması ve potansiyel

tedavi hedefi olarak kullanılabilmesi için daha fazla çalışma gerekmektedir.

Diyabet; C-reaktif protein (CRP), inflamatuar sitokin, kemokinler, adezyon

molekülleri, monosit etkinliği ve adipoz doku düzensizliğinin artmış seviyeleri ile

karakterize pro-inflamatuar bir durumdur. İnfalamasyon; NF-KB aktivitesi,

sitokinler, kemokinler, adezyon molekülleri, lökosit adezyonu ve lökostozda artışla

sonuçlanmaktadır. Bununla birlikte hiperglisemi aracılı inflamasyonun

mikroveziküler komplikasyonlara nasıl neden olduğu hala net değildir. Toll benzeri

reseptörler (TLR), patojenle ilişkili immün yanıtta önemli bir rol oynayan moleküler

reseptörlerdir. Aktivasyonları sitokin/kemokinlerin üretimi ile sonuçlanan

inflamatuar cevabın başlatıldığı sinyal kaskadını aktifleştirmektir. Farklı

hastalıklarda TLR’lerin ekspresyonu ile etkilerini değerlendiren birçok çalışma

yapılmıştır. Bu çalışmalar sonucunda TLR-2 ve TLR-4’ün DM, ateroskleroz,
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iskemi/reperfüzyon hasarına bağlı böbrek hastalıklarında, astım hastalığında önemli

rol oynadığı görülmüştür. Tip 1 ve tip 2 DM’de TLR-2 ve 4’ün arttığı gösterilmiştir.

TLR-2 ve TLR-4’teki genetik eksikliğin diyabetik nefropatide iyileşme gösterdiği

bildirilmiştir. Bununla birlikte diyabetik nefropati patogenezinde TLR’lerin rolü

keşfedilememiştir (36).

İtalya’da yapılan bir derlemede, TLR-2 ve TLR-4’ün tip 2 diyabetes mellitus

(T2DM) başlangıcında; TLR-2, TLR-7 ve TLR-9’un tip 1 diyabet başlangıcında

(T1DM) önemli bir rol oynadığı vurgulanmıştır (113). TLR’ler doğal bağışıklık için

anahtar rol oynamaktadırlar. İnflamasyonda, kronik böbrek hastalıkları patogenezi ve

diyabette önemli rol oynadığından; çalışmamızda STZ ile indüklenen sıçanların

böbrek dokusunda TLR-2 geninin ekspresyon düzeylerinin, hiçbir yan etkisi olmayan

Silibinin maddesinin DN üzerindeki etkisini göstermek için inceledik.

Çalışmamızda istatistiksel olarak gruplar arasında TLR-2 ekspresyonları için

anlamlı bir fark görülmemiştir. (p>0,05). Benzer şekilde histolojik olarak da tedavi

gruplarında düzelme bulgularına rastlanmamıştır.

Hindistan’da yapılan bir çalışmada; tip 2 DM’li hastalarda TLR-2’nin up

regülasyonu gösterilmiştir (114).

Diğer bir çalışmada ise, TLR-2’nin glomerüler endotel ve proksimal tübül

epitelinde lokalize olduğu gösterilmiştir. Diyabetik fare glomerülusu ve renal

korteksinde TLR-2 mRNA ekspresyonları ölçülmüş, diyabetik olmayan sıçanlara

göre oldukça yüksek olduğu gözlenmiştir (115).

Çalışmamızda, TLR-2 geninin ekspresyonunun kontrol grubuna göre diyabet

grubunda artması beklenirken birbirine yakın çıkmıştır. Bu durum diyabetik

nefropati patogenezinde inflamasyonun 28 günden daha uzun sürede oluşabileceği

fikrini vermektedir.

Periferik kan monositleri doğal bağışıklık sisteminde anahtar efektörlerdir.

Sayıları ve sitokinlerin reseptör tanıma sisteminlerindeki bozukluk, monositlerin

otoimmün tipteki diyabeti geliştirmesine katkı sağlayabilmektedir. Tip 1 ve 2 DM’li

hastalarda yapılan bir çalışmada; monosit hücrelerinin iki alt tipi olan CD14++ ve
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CD14+’ün sayıları ve orantılarını analiz edip, TLR-2 TLR-4 reseptörlerinde

potansiyel değişikler çalışılmıştır. Sonuçta, TLR-2 ekspresyonunun sağlıklı kişilerle

karşılaştırıldığında anlamlı şekilde azaldığı, TLR-4 ekspresyonunun ise daha düşük

olduğu gözlenmiştir.Bu durumda kronik inflamasyonun uzun dönem DM’de ortaya

çıkabileceği sonucuna varılmıştır (116).

Artmış vasküler düz kas hücresi (VSMC) kasılması, diyabette damar

disfonksiyonu patogenezinde erken ve kritik bir bulgudur. Son zamanlarda TLR-

2’nin VSMC’de eksprese olduğu ve diyabette aktive edildiği gösterilmiştir. TLR-

2’nin diyabetik kan damarlarında aktif olduğu ancak kasılmada rolünün olup

olmadığını anlamak için STZ indüklü sıçanlarda yapılan çalışmada, diyabetik kan

damarlarında TLR-2’nin kasılmayı artırdığı gözlenmiştir (117).

Diyaliz olmayan kronik böbrek patogenezi hastalarda proinflamatuar durumu

göstermek için bir çalışma yapılmış, diyaliz olmayan kronik böbrek patogenezi

hastalarda TLR-2 ve TLR-4’ün ekspresyonları arttığı gözlenmiş ve diyabeti

etkilediği sonucuna varılmıştır (118).

Çin’de yapılan bir çalışmaya göre, TLR-2 ve 4 reseptörlerinde tek nükleotid

polimorfizmlerinin TLR-4 (rs1927911, rs11536889, rs1927907, rs1927906,

rs1927914, rs7873784 ve rs2149356) ve TLR-2 (rs1898830, rs3804099, rs4696480,

ve 3804100) diyabetle ilişkili olduğu gösterilmiştir (119).

Diyabetik nefropatide ekstraselüler matriks proteinlerinin ekspresyonu ve

regülasyonu diğer bir çalışmada anlatılmış, özellikle TLR-2 ve 4’ün TLR-2 bağımlı

ve TGF-β bağımlı kanallar ile ekstraselüler matriks ekspresyonunu değiştirip

fibrojenik yanıt oluşturabildiği açıklanmıştır. Bu moleküllerin sinyal yollarının tam

olarak açıklanmasıyla DN tedavisi için olumlu adımlar atılabileceği vurgulanmıştır

(120).

Paeonia lactiflora’dan çıkarılan Paeonia’nın Toplam glikozitlerinin  (TGP),

diyabetik böbrek hastalığında antiinflamatuar etki gösterdiği bildirilmiştir. Bu

çalışmada, TLR-2’nin diyabetik sıçanların böbreklerinde önemli şekilde arttığı

TGP’nin bu sayıyı azalttığı gözlenmiştir. TGP’nin bu etkisini, artan makrofaj
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infiltrasyonu ve TLR-2 ekspresyonunu baskılayarak renal tübülointerstisyum hasarını

önleyerek gösterdiği bildirilmiştir (121).

Çalışmamızın çıkış noktası ise en az diyabet kadar tehlikeli olan

komplikasyonlardan biri konumundaki nefropati üzerine, yan etkisi olmayan silibinin

etkilerini araştırmak ve diyabetik nefropatiyle ilşkili olabileceğini düşündüğümüz

HIF 1α ve TLR-2 yolaklarının moleküler mekanizmalarını aydınlatmak sureti ile bu

konuda yapılacak araştırmalara veri sunabilmekti.

Bu amaçla çalışmamızda deneysel olarak diyabet oluşturulmuş sıçanlarda

silibinin etken maddesinin HIF 1α ve TLR-2 genlerinin ekspresyon seviyelerine

etkisini tedavi öncesi ve sonrası karşılaştırıp, histokimyasal olarak da gösterdik.

Diyabetik nefropati patogenezinde önemli olduğunu düşündüğümüz HIF 1α

ve TLR-2 genlerinin ekspresyon seviyelerini silibininin değiştirebileceğini düşündük

ancak araştırma sonunda anlamlı bir değişim gözlemedik.
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SONUÇ ve ÖNERİLER

Hipergliseminin diyabette mikrovasküler mekanizmaları nasıl indüklediğini

gelişmiş mekanizmalar; protein kinaz C'nin (PKC) aktivasyonunun artışı, oksidatif

stres, ileri glikozilasyon son ürünü (AGE) oluşumu ve artmış enflamasyon olarak

gösterilmiştir. İnflamasyon; NF-κB aktivitesi, sitokinler, kemokinler, adezyon

molekülleri, lökosit adezyonu ve lökostozda artışla sonuçlanmaktadır. Bununla

birlikte hiperglisemi aracılı inflamasyonun mikroveziküler komplikasyonlara nasıl

neden olduğu hala net değildir.

Çeşitli çalışmalar TLR aracılı inflamasyonun diyabetin ve diyabette gelişen

komplikasyonların altında yatan temel faktör olduğunu ortaya koymaktadır. Bunun

sonucu olarak da antiinflamatuar tedavilerin bu komplikasyonların gelişiminin

önlenmesi açısından kullanılabilirliği üzerine araştırmalar devam etmektedir.

TRL’lerin inflamasyonu başlatan ve devam ettiren faktörler olması ise bunların

terapötik hedefler olarak dikkat çekmesine neden olmaktadır. Ancak antiinflamatuar

ajanların çok sayıda hedef mekanizması olması nedeniyle böyle bir tedavi yaklaşımı

deneysel nitelikte olmaktadır. Bu nedenle antiinflamatuar tedavilerin hedef

mekanizmaya yönelik seçici özellikte olması gerekmektedir.

Fitokimyasallar, doğal olarak bitkilerde oluşan ve insan sağlığını

etkileyebilen kimyasal bileşiklerdir. Birçok çalışmadan elde edilen kanıtlar, diyabet

ilişkili patolojilerden korunmada veya bunların iyileştirilmesinde inflamasyonu

kontrol edebilen fitokimyasalların alımının etkili olabileceğini göstermektedir.

Aktive olan hücrelerde inflamatuar cevaplar, NF-κB gibi inflamasyonun ana

düzenleyici mekanizmaları aracılığı ile kontrol edilmektedir. Burada ise TLR-2 ve

TLR-4’ün, aktive olan hücrelerde NF-κB yolağı üzerinden inflamasyon sürecine

aracılık ettiği görülmektedir. Bu bakımdan bu inflamatuar yolakların spesifik olarak

fitokimyasallar aracılığı ile hedef alınması, diyabet ve ilişkili komplikasyonlardan

korunma veya bunların iyileştirilmesinde etkili bir strateji olarak karşımıza

çıkmaktadır.
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Bitkilerden elde edilen çeşitli bileşiklerin farklı mekanizmalar ile inflamatuar

süreçler üzerine etki etki ettiği bilinmektedir. Bunlardan bazıları direkt TLR aracılı

bazıları ise TLR bağımsız bir mekanizma ile NF-κB yolağı üzerinden etki

göstermektedir.

Bu şekilde fitoterapötik yaklaşımların diyabetle ilişkili çeşitli yolaklar

üzerinden diyabetik komplikasyonlara karşı etkilerinin olduğu bilinmekle birlikte, bu

yaklaşımlardaki etkinlik, doz, etki mekanizması ve uygun fitokimyasal dozları ile

ilgili yeterli çalışma bulunmamaktadır.

Tüm bu bilgiler ışığında;

-Bu çalışma literatürde Silibinin ile HIF-1α ve TLR-2 gen ifadesi

değişikliklerini tanımlayan ilk çalışma olduğunu düşünüyoruz.

-Bu çalışma sonucu elde edilen bulgular çeşitli etkenler nedeniyle sınırlıdır

-HIF’ler, TLR’ler ve bunların sinyal iletim mekanizmasındaki moleküller

önemli terapötik hedeflerdir ancak bununla ilgili olarak ilerde yapılacak çalışmalarla;

-Bu verilerin daha fazla hayvan modeli ve daha uzun sürelerde çalışılması

-Diyabet patogenezi sürecine katıldığı bildirilen bütün genlerin değil

genomdaki bütün ifadelerinin araştırılması,

-Yapılan gen ifadesi çalışmalarının eş zamanlı protein analiz çalışmalarıyla

desteklenmesi,

-İlgili moleküler mekanizmaların aydınlatılması gerekmektedir.
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ÖZET

STZ (Streptozotosin) ile Diyabet Oluşturulmuş Ratların Böbrek Dokusunda

Silibinin’in HIF-1α (Hypoxia-Inducible Factor-1 Alpha) ve TLR2 (Toll Like

Receptor 2) Genlerinin mRNA Düzeylerine Etkisi

Silibinin, Silybum marianum (Deve dikeni) adı verilen bitkiden elde edilen

bir flavanoiddir. Bu deneysel çalışmada; hücre koruyucu, antiinflamatuar,

antikanserojen, antioksidan etkileri olan ve proteüniriyi azalttığı bilinen Silibinini

STZ ile diyabet olulturulan sıçanların böbreklerinde HIF-1α ve TLR2 genlerinin

ekspresyon seviyelerine etkisini tedavi öncesi ve sonrası karşılaştırıp, histokimyasal

olarak da inceledik.

Çalışmamızda 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 sıçana 100

mg/kg silibinin, 5 sıçana 200 mg/kg silibinin). Böbreğin biri HIF-1α ve TLR2

genlerinin ekspresyon seviyeleri için değerlendirilirken, diğer böbrek histopatolojik

olarak değerlendirildi. Histolojik olarak ilaç alan gruplarda, diyabetik gruplara

kıyasla anlamlı bir değişiklik gözlenmedi.

Alınan doku örneklerinden elde edilen total RNA’lar kullanılarak RT-PCR

metodu ile 2 adet hedef gen ve bir adet kalibratör genin ifadesindeki değişiklikler

incelendi. Elde edilen bulgular kontrol grubu ve diğer gruplardaki örnekler ile

karşılaştırılmıştır. 2-ΔΔCT yöntemi ile kat değişimleri hesaplandığında ve eşik -2/2

olarak alındığında TLR2 geninde değişimler tespit edilmiştir ancak istatistiksel

olarak anlamlı bir fark bulunamamıştır (p>0,05).

Sonuç olarak Silibinin’in diyabetli sıçanların böbrek dokusunda oluşan

hasarda pek etkili olmadığı görüldü.

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

The Effects of Silibin on mRNA Levels of HIF-1α (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-1α 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-1α 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 2-ΔΔCT 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-1α, TLR2
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