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GIRIS VE AMAC

Diabetes mellitus (DM); diinya niifusunun ortalama % 8.3’tinti etkileyen, pankreatik
beta (B) hiicrelerinden salinan insiilin hormonunun yetersizligi, yoklugu veya insiilin
reseptorlerinin cevapsizligl sonucu gelisen, hiperglisemi ile karakterize metabolik bir hastaliktir
(1,2). Retinopati, nefropati, néropati ve kardiyomyopati, DM ile birlikte goézlenen 6nemli
komplikasyonlardandir (2). Glinimiizde diyabet, sikligi ve komplikasyonlari nedeniyle

diinyada 6nemi her gegen giin artan bir saglik sorunu haline gelmistir.

Diyabetik hastalarin %30-40'inda gozlenen nefropati, diyabetin 6nemli yan etkileri
arasinda gosterilmektedir (3). Diyabetik nefropati (DN), erken asamasinda glomeriillerin
etkilendigi kronik ve kompleks bir siire¢ olup, glomeriiler bazal membran (GBM) kalinlagmas,
hipertrofi, mikroalbuminiiri ve bunlar1 takiben glomeriiloskleroz gelisimi ile birlikte renal
fonksiyonda kademeli azalmaya neden olan, tibiler atrofi ve interstisyel fibrozisle
karakterizedir (4).

Diyabetik nefropatinin patogenezinde; hiperglisemi, insiilin direnci, inflamasyon,
oksidatif stres, apoptozis ve renin-anjiyotensin sisteminin (RAS) aktivasyonu rol oynamaktadir
(5). Hipergliseminin; reaktif oksijen tiirlerinin (ROS) miktarimi1 artirarak ve koruyucu
antioksidan kapasiteyi diislirmek suretiyle oksidatif stresi tetikledigi ve doku hasarini
kolaylastirdig1 gosterilmistir (6,7). Yiiksek glukoz konsantrasyonunun, hem podosit hem de
renal tlibiil hiicre apoptozisine neden olarak, DN’nin baslangicinda kritik olan glomertiler hasar
ile hastaligin ilerlemesine katki saglayan tiibiiler atrofi gelisiminde Gnemli rol oynadigi

bildirilmistir (8-10). Artmis kan glukoz diizeyi diyabetik bobrekte; apoptozisi kontrol eden



Bcl-2 ailesinden, anti-apoptotik Bcl-2 gen ifadesinde azalmaya ve pro-apoptotik Bax’in
ifadesinde artisa neden olmaktadir (11). Bu molekiiller, apoptozisin son asamasinda efektorler
olarak hizmet eden kaspazlarin (kaspaz-3) aktivitesini diizenler (12). Bununla birlikte DN’nin
erken veya geg¢ evlerinde bobregin; endotelyal, mezengiyal ve interstisyel hiicrelerinde
proliferatif degisikliklerin meydana geldigi ve bunlarin farkli fibrotik siirecleri etkiledigi
gosterilmistir (13).

Flavonoidler, gii¢lii antioksidan 6zelliklere sahip fenolik bilesikler olup, pek ¢ok bitki
tirtinde bulunurlar ve bu nedenle tedavi edici segenek olarak goriiliirler (14). Quercetin, gesitli
sebze ve meyvelerde bulunan bir flavonoid olup, antioksidan, antiapoptotik ve antiinflamatuvar
etkilere sahiptir (15-17).

Bu giine kadar yapilan calismalarda, quercetinin deneysel olarak diyabet olusturulmus
hayvanlarda oksidatif hasar1 inhibe etmek suretiyle, DN’de koruyucu rolii oldugu bildirilmistir
(18-20). Bununla birlikte yaptigimiz taramalar, quercetinin, DN’de 6nemli bir etken olan
apoptozis ile iliskisini degerlendiren g¢alismalarin olduk¢a sinirli sayida oldugunu ortaya
koymustur (19,20). Bu nedenle ¢alismamizda; gii¢lii bir antioksidan olarak bilinen quercetinin,
streptozotosin ile diyabet olusturulmus sicanlarin bobrek fonksiyon parametreleri (serum iire
ve kreatinin diizeyleri), in situ DNA u¢ isaretleme metodu (TUNEL) ve aktif kaspaz-3
immunreaktivitesi ile renal hiicre apoptozisi, prolifere niikleer antijen (PCNA)
immunoreaktivitesi ile hiicre proliferasyonu, ve ayrica renal histopatoloji {izerindeki etkisinin
degerlendirilmesi amaglanmistir. Calismamizdan elde edece§imiz sonuglarin; DN’nin
onlenmesinde, quercetin kulanimina dair veri saglamada ve yeni tedavi yaklasimlarinin

gelistirilmesinde katki saglayacagi kanaatindeyiz.



GENEL BiLGILER

DIABETES MELLITUS

Tanim

Diabetes mellitus (DM); insiilin hormonunun sekresyonundaki yetersizlik ve hedef
dokularda insiilinin metabolik etkisine kars1 direng hali ile karakterize edilen, genetik kokenli
metabolik bir hastaliktir. Glikoziiri, hiperglisemi ayrica bunlara eslik eden bir¢ok klinik ve
biyokimyasal bulgu ile seyreden sistemik bir metabolizma hastaligidir. DM, kan glukoz
seviyesinin normalden yiiksek olmasiyla karakterize edilir. Kandaki yiiksek glukoz seviyesi,
pankreastan insiilin hormonunun salinmasini tetikler. Insiilin, kan glukoz seviyesini diisiirmek
igin yag ve kas hiicrelerini uyararak, glukozun kandan karacigere gidip metabolize olmasini
saglar. DM’un karbonhidrat, lipit ve protein metabolizmasini olumsuz etkileyerek, doku ve
organlarda istenmeyen biyokimyasal, morfolojik ve fonksiyonel degisikliklere neden oldugu
bilinmektedir. Uzun siireli hiperglisemi; noropati, nefropati, retinopati, kardiyovaskiiler ve
serebrovaskiiler komplikasyonlarin gelisimi ve nihayetinde organ yetmezligi ile birlikte liime

sebep olmaktadir (1-4).

Tarihcgesi

Diabetes mellitus ile ilgili bilgiler Milattan Once (M.0.) ki yillara dayanmaktadir. DM
ilk kez, M.O. 1500 yilinda Misir papiriislerinde bahsedilen asir1 idrarla seyreden bir hastalik
olarak tanimlanmistir. M.O. 5. yiizyilda Hintli hekim Sushruta “Sushruta-Samhita” isimli
eserinde asir1 susama, agir bir agiz kokusu, yorgunlukla birlikte ball idrar seklinde ifade edilen

bir hastaliktan s6z etmistir. Bu ilk tarif edilen vakanin Tip 1 diyabet olduguna inanilmaktadir.



Sushruta ve Charak ilk defa Tip 1 diyabeti yasla, Tip 2 diyabeti ise obezite ile iliskilendiren ve
onlari iki ayr1 tip olarak tanimlayan hekimlerdir (21).

Diabetes mellitus yunanca ‘akip gitmek’ (diabetes) ve ‘bal kadar tatl’’ (mellitus)
anlaminda iki kelimeden olusmaktadir (21). Hastaliga Diyabet ismini ilk kez M.S. 130-200
yillart arasinda yasayan Kapadokyali Aretheaus vermistir. Tip 1 ve Tip 2 diyabetin su anki
bilinen farki ise ilk olarak Harold Percival (Harry) Himsworth tarafindan 1936 yilinda ortaya
konulmustur (22).

Siniflandirmasi

Diabetes Mellitusun siniflandirilmasi; ilk olarak 1980 yilinda Diinya Saglhik Orgiitii
tarafindan yapilmis olup zaman igerisinde bazi degisikliklere ugrayarak ideal siniflama 1997
yilinda Amerikan Diyabet Cemiyeti tarafindan yayinlanmistir. Ayni cemiyet diyabet
siiflandirma kriterlerin de bazi diizeltmeler yaparak 2003 yilinda DM un baglica dort tipi
oldugunu bildirmistir (23).

Tip 1 diyabet (Insiiline bagimh diyabet, Geng tipi): Pankreas B hiicrelerinin agir bir
otoimmun atak nedeniyle hasarlanmasi (T lenfositlerin aktivasyonu ile) ve insiilinin tamamen
eksikligi ya da yoklugu ile karakterizedir (1). Tip 1 diyabetli hastalar, tiim diyabetik hastalarin
yaklasik %5-10’unu olusturmakta olup ¢ogunlukla ergenlik donemlerinde goriiliirken nadiren
erigkinlerde de ortaya ¢ikabilmektedir (2). Hastaligin semptomlari; hiperglisemi, glukoziiri,
susuzluk hissi, beklenmedik kilo kaybi ve halsizliktir (24). Tip 1 diyabetin sekillenmesinde
otoimmunite, genetik faktorler ve viral enfeksiyonlar rol oynamaktadir. Virisler, toksinler,
otoimmun antikorlar B hiicrelerini tahrip eder ve ardindan lenfositlerden salinan TNF-a ve
interlokinler ile nitrik oksit sentetaz araciligiyla L-arjinin- nitrik oksit yolunun uyarilmasina
neden olur ve sonugta hiicre iginde nitrik oksit yapimini hizlandirir (25). Asir1 ve kontrolsiiz
nitrik oksit sentezi, oksidatif fosforilasyonu ve glikolizi arttirmakta ayrica trikarboksilik asit
sikliisunun bazi enzimlerini inhibe etmekte ve DNA kirilmalarina neden olarak hiicre 6liimiine

ve otoimmun diyabete neden olmaktadir (26).

Tip 2 diyabet (Insiiline bagimh olmayan diyabet, Eriskin tipi): Tip 2 diyabet;
insiiline kars1 gelisen direng sonucunda hiperglisemi ile karakterize edilen, metabolik bir
hastaliktir. Sayica normal olan B hiicrelerinde insiilin sentez, salgi ve depolanmasinda bir
bozukluk olmamasina karsin, periferik dokularda instiline kars1 direng gelisimi s6z konusudur.
Hiperglisemi gelisiminden sorumlu olarak, reseptdr bozukluguna bagli glikoza karsi cevap
olusturmadaki yetersizlik gosterilmektedir. Tip 2 diyabete, orta yas ve eriskinlerde daha sik

4



rastlanir ve genellikle bireyler sismandir. Tiim diyabet vakalarinin %80’ini olusturan Tip 2
diyabet’in, toplumdaki siklig1 %2-5 arasindadir (2). Geng yasta baslayan hiperglisemi, ketozisin
yoklugu ve insiilin kullanilmadan hipergliseminin diizeltilememesi, erken baslangigli Tip 2
diyabetin gostergesidir (1). Bu hastalarin, insiilin seviyeleri genellikle normal veya normalden
biraz fazladir. Fakat kas, yag ve karaciger gibi dokularinda insiilinin etkilerine karsi gelisen
direng, normal veya daha yiiksek seviyede iiretilen insiilin hormonunun efektif bir sekilde

kullanilamamasina neden olur (2).

Gestasyonel diyabet: Gestasyonel diyabet, hamilelik durumunda ortaya ¢ikan glikoz
intolerans1 olarak tanimlanmaktadir. Normalde glikoza karsi duyarliligin azalmasindan
kaynaklanan gecici bir durum olup, glikoz toleransinin bozulmasi ile birlikte gebelik sonrasinda
kalic1 olarak Tip 2 DM’ye doniisebilmektedir. Gestasyonel diyabet tiim anne adaylarinin
yaklasik olarak %5-6’sinda ortaya ¢ikar. Hastaligin klinik olarak taninmasi ¢ok onemlidir,
clinkii diyet ve gerektiginde insiilin tedavisi, gestasyonel diyabete bagli perinatal mortalite ve

morbiditeyi azaltmaktadir. Tarama testleri i¢in en uygun dénem, diyabetojenik etkilerin aciga

ciktig1 gebeligin 24-28. haftalaridir (27).

Diger nedenlere bagh spesifik diyabet tipleri: Diger DM tiplerine oranla daha az
rastlanan pankreatit, akromegali, Cushing hastalig1 ve bazi genetik sendromlara (Klinefelter,

Dowm ve Porfiria) veya atrojenik nedenlere bagli olarak ortaya ¢ikan diyabet tipleridir (2).

Streptozotosin ile Diabetes Mellitus Indiiksiyonu

Deneysel diyabet caligmalarinda siklikla kullanilan diyabetojenik 6zellikli genis
spektrumlu bir antibiyotik olan Streptozotosin (2-Deoksi-2-
([(metilnitrozamin)karbonil]amino)-D-glukopiranoz, STZ), Streptomyces achromogenes
tarafindan sentezlenmektedir (28,29). STZ, Tip 1 ve Tip 2 diyabet modelleri olusturmak igin
yaygin olarak kullanilmaktadir. Tip 1 diyabet olusturmak icin yetiskin si¢anlarda
intraperitoneal (i.p.) yoldan 40-60 mg/kg tek doz kullanimi tercih edilmekle birlikte (28), daha
genis aralikta ki (35-80 mg/kg) dozlarda da kullanildig1 bilinmektedir (30). STZ; yapisinda
glukoz molekiilii igermesi nedeniyle B hiicrelerinde bulunan glukoreseptér (GLUT-2) lere
baglanmak suretiyle, bu hiicrelerin glukoza yanitini ortadan kaldirir (31). Bununla birlikte ilacin
esas etkisi; hiicre igine alindiktan sonra, olusan reaktif nitrojen radikallerinin neden oldugu
DNA hasar1 ve ilacin alkilleyici etkisi araciligiyla hiicrede ortaya ¢ikan kalici hasar ile

gerceklesir (Sekil 1) (28,32). Kalici1 B hiicre hasar1 ve kaybini izleyen kan glukoz diizeyinde



artis ve insiilin diizeyindeki azalmaya bagl olarak gelisen hiperglisemi ile STZ, insiilinin

biyosentezi ve sekresyonununa engel olmaktadir (33).
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Sekil 1. Sican pankreas B hiicrelerinde ST Z-aracili toksisite mekanizmasi (28).

Streptozotosin aracili diyabet indiiksiyonunda 3 asama goriiliir; STZ ejeksiyonunu
takiben 1. saatte baslayan, insiilin sekresyonunun durmasi ile birlikte, glikojenin karacigerde
yikimi nedeniyle gegici hipergliseminin ortaya ¢iktigi, yaklagik 2-4 saat siiren faz; gecici
hiperglisemik fazdir. Bu fazin ardindan 4.-8. saatler arasinda, pankreastaki insiilin salgilayan 8
hiicrelerinin nekrozu nedeniyle, kandaki insiilin seviyesinin yiikseldigi, en fazla denek
kayiplarinin oldugu hipoglisemik faz ve son olarak STZ enjeksiyonundan 12-48 saat sonra
gozlenen, kandaki yiiksek diizeydeki insiilinin hizla tiiketilmesi sonucunda, insiilindeki ani
diismeye bagl olarak ortaya ¢ikan kalici hiperglisemik fazdir. Bu faz1 takip eden giinlerde
deneysel diyabetin semptom ve komplikasyonlar1 ortaya ¢ikmaktadir (34).

DIYABETIK NEFROPATI

Diyabetik nefropati, diyabetli hastalarda ortaya ¢gikan 6nemli bir komplikasyondur. DN;
Tip 1 ve Tip 2 diyabet hastalarinin % 40’n1 etkilemektedir (3). Diyabetin uzun dénem
mikrovaskiiler yan etkileri arasinda yer alir. DN’nin erken donemlerinde, glomeriil ve tiibiil
bazal membranlarinda kalinlagsma, podositlerde hipertrofi, glomeriiler mezengiyal matrikste

artig ve bunlara bagli fonksiyon bozulmasi nedeniyle de mikroalbuminiiri goriiliir (4,35).



Tip 1 ve Tip 2 DM’de bobrek lezyonlarinin patolojisi benzer olmakla birlikte; Tip 1
DM’de nefropatinin gelismesinde ve ilerlemesinde, hipergliseminin payi biiyliktiir. Genellikle

hipertansiyon ve kardiyovaskiiler hastaliklar, nefropati gelistikten sonra olusur (36,37).

Diyabetik nefropatinin gelisim siireci Mogensen ve Christensen tarafindan 5 evre olarak

tanimlanmustir (38).

Evre 1 (Hipertrofi-hiperfiltrasyon donemi): Diyabet tanisinin kondugu an olan
baslangic evresinde, renal hiperfiltrasyon ve hipertrofi mevcuttur. Idrar protein atilimi
glomeriiler filtrasyon hizina paralel olarak artmistir ve ayni yastaki kontrollerle
karsilastirildiginda %20—40 daha fazladir. Glomeriiler kapiller basing artisiyla iliskili olarak
glomeriiler hacim ve kapiller yiizey alani artar. Serum kreatinin diizeylerinin 60-100 umol/l

oldugu bu evre, 2 yil siirer.

Evre 2 (Sessiz donem): Glomertil filtrasyon hizindaki artis devam eder ve idrar albiimin
degeri normal sinirlardadir. Buna karsin GBM de nonspesifik bir kalinlasma ve mezangiyumda
smirl bir genisleme ile birlikte kapiler filtrasyon yiizey alani azalir ve glomeriiloskleroz baslar.

Serum Kreatininin 60-120 umol/l oldugu bu evre 5-15 yil siirer.

Evre 3 (Mikroalbuminiiri baslangic donemi): Uriner albiimin atilimi 30-300 mg/giin
veya 20-200 g/dk arasindadir. Mikroalbiiminiiri kan basincinda hafif ama fark edilebilir bir
yiikselme ile birliktedir. Bu evrede bazal membran kalinlagmasi, mezengiyum hacminde artis,
filtrasyon yiizeyinde kalinlagma gozlenir. Yaklasik 10-20 yil kadar siiren bu evrede, serum
kreatinini 80-120 pmol/I’dir.

Evre 4 (Klinik diyabetik nefropati donemi): Bu evrede >300mg/giin albuminiiri ve
kalic1 proteiniiri bulunmaktadir. Devaminda gelisen hipertansiyon eger tedavi edilmez ise, renal
fonksiyon kaybi hizla artmaktadir. Histolojik degisiklikler olduk¢a belirgin olup, yaygin

glomeriiloskleroz bulunmaktadir. Serum kreatinini 120-400 pmol/I’dir.

Evre 5 (Son dénem bobrek yetmezligi): Uremi gelismesi ile birlikte, dem gibi diger
komplikasyonlarda goriilmeye baslamaktadir. Agir hipertansiyon, hipoalbuminemi, iire ve
kreatinin yiiksekligi bulunan bu hastalarin, son donem boébrek yetmezliginde oldugu kabul

edilmektedir.



Diyabetik Nefropatide Yapisal Degisiklikler

Tip 1 ve 2 diyabette DN’nin gelisimi benzer sekilde olmakla birlikte; Tip 1 diyabette,
semptomlarin belirginligi nedeniyle erken donemde nefropati tanisi koyulabilirken, Tip 2
diyabet hastalar1 yillarca tan1 konulamadan ilerlemis DN ile karsimiza ¢ikabilmektedir. Tip 1
ve Tip 2 DM’da podositte olusan degisiklikler DN’nin anahtar 6zelligidir (35-37). Podosit
ayaks1 cikintilarin genislemesi ve sayisinda azalma ile birlikte glomeriillerde ve tiibiiler
interstisyumda bir dizi degisikliklerin gelismesi DN’de goriilen erken belirtilerdir (36,39).

Diyabetik nefropati bulgulari; mikroalbuminiiri gelisimi, glomeriiler hiperfiltrasyon,
glomeriiler hipertrofi, mezengial matriks birikimi, GBM kalinlagmasi, glomeriiloskleroz,
proteiniiri ve son donem bobrek yetmezligidir. Jukstaglomeriiler aparatin hipertrofisi ve
sklerozu DN’de goriilen diger bir bulgudur. Glomeriiler hipertansiyon ve hiperfiltrasyon DN
gelisimini tetiklemektedir (4,37).

Diyabetik bobrekte ana patolojik degisiklikler glomeriillerde ortaya ¢ikmaktadir. Tani
konuldugunda bobregin ve dzellikle glomeriillerin hacmi artmistir ve glomeriillerin genislemesi
ge¢ donemde de devam etmektedir. Erken donemde bu genisleme bazal membran kalinlagsmasi

seklinde iken daha sonra mezengiyal genislemeye neden olmaktadir (35,37)

Diyabetik nefropati ile baglantili olarak tarif edilen patolojik degisiklikler arasinda
tiibiiler bazal membranin (TBM) kalinlagsmasi, tiibiilointerstisyel fibrozis ve tiibiiler atrofi
bulunmaktadir. Tiibiiler atrofiye bagl olarak ilerleyici interstisyel fibrozis; peritiibiiler kilcal
damar kayb1 ve islevsiz nefronlarin tahrip edilmesine yol agan patojenik mekanizmalar ile
karakterizedir (35,39). Yapilan ¢alismalarda; tiibliler epitelde hidropik degisikler,
vakuolizasyon, proksimal tiibiil sitoplazmasinda yer yer glikojen birikimleri ve firgamsi

kenarinda bozulma ile birlikte tiibiiler atrofi tespit edilmistir (40,41).

Bobrekte ekstraselliller matriks (ECM) birikiminin; interstisyel fibrozis ve tiibiiler
atrofiye eslik ettigi, glomeriiler bazal membran (GBM) kalinliginda ve mezengiyal matrikste
artisa neden oldugu bilinmektedir (42). DN'de mezengiyal matriksin genislemesi ve GBM
kalinlagmasi, normalde bu yapilarda bulunan proteinlerin asiri birikimine bagli olabilir.
Mezengiyal matriks degisiklikleri arasinda; kollajen tip 1V, V ve VI, laminin ve fibronektinin
artmis ekspresyonu, buna karsin heparan siilfat proteoglikanlarin azalmis ifadesi bulunmaktadir
(43,44). Ek olarak, tiibiilo-interstisyel ve glomeriiler fibr6z hasarinda ECM proteoglikanlari
olarak bilinen decorin ve biglikanlarin da ekspresyonlarinda artis oldugu bilinmektedir (45).
Mezengiyal degisiklikler, DN'de renal fonksiyon kaybinin baslica nedeni olarak goriilmektedir.
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Mezengiyal matriksteki genisleme, glomeriiler kilcal damar liimenini daraltarak veya tikayarak,

filtrasyon i¢in mevcut alan1 diisiirmektedir (42).

QUERCETIN

Ik kez 1857 yilinda mese (Quercus) agaci reginesinden elde edilen quercetin
(3,3’,4’,5,7-pentahidroksiflavon); yapisinda 3,3'.4' ve 5,7 pozisyonlarinda —OH grubu bagh
olan flavanoid grubu bir antioksidandir (Sekil 2). Biitiin bioflavonoidler i¢inde dogada en fazla
bulunan quercetin; 6zellikle mese ve ¢am gibi uzun omiirlii agaglarin reginesi disinda sebze,
meyve ve tahil gibi farkli bitki materyallerinde (elma, kizilcik, findik, kirmizi sarap, greyfurt,
yesil ¢ay, ahududu, yaban mersini, kiraz ve brokolide) sar1 renkli bir pigment maddesi olarak
bulunur (46). Agizdan alinan quercetinin %5-20’si, biiyiik oranda ince barsaklardan
emilmektedir. Quercetin ve metabolitleri pek ¢ok dokuya yayilir ve biiylik oranda albumine
baglanir. Alindiktan 30 dakika ve 8 saat sonra bifazik olarak plazmada en yiiksek seviyeye
ulastig1 ve yarilanma Oomriiniin yaklasik 25 saat oldugu bilinmektedir (47). Otoradyografik
yontemlerle quercetinle beslenen ratlarda, verilen dozun biiyiikk kisminin sindirim sisteminde
kaldig1, bunun yani sira karaciger, bobrek ve akcigerde de tespit edildigi gosterilmistir. Verilen
dozun %34’niin ilk 24 saatte, baslica karbondioksitle olmak iizere, %12’si safra, %9’ nun ise

idrarla atildig1 tespit edilmistir (47,48).

Sekil 2. Quercetinin yapisal formiilii (46).

1970’11 yillara kadar vitamin P ad1 ile bilinen ve tibbi faydalari ortaya konulmus olan
guecetin; 2000°1i yillarda Amerikan Gida ve Ilag Dairesi (Food and Drug Administration-FDA)
tarafindan giivenli madde olarak kabul edilmistir (49).



Quercetin; antioksidan, antialerjik, antiviral, antiinflamatuar, antiapoptotik,
kardiyoprotektif ve antibakteriyel etkinlikler gibi genis biyolojik aktiviteye sahip
bioflavonoiddir (15,17,50). Ayrica son ¢alismalarda, kanser tedavisinde yardimci ajan olarak

kullanilabilecegi gosterilerek antikanserojenik etkisi ortaya konulmustur (51).

Quercetinin antioksidan potansiyeli {izerine bir¢ok in vivo ve in vitro calisma
yapilmistir. Viicudu reaktif oksijen ve nitrojen tiirlerine karsi koruyan en giiglii flavonoidlerden
birisi olarak goriilmektedir (50,52,53). Quercetin, antioksidan etkisini ROS’u ortamdan
uzaklastirmak suretiyle gostermektedir. Quercetinin, ROS {izerine olan etkileri arasinda
farklilik oldugu; hidroksil radikali, peroksil ve siiperoksit anyonuna karst diger flavonoidlere
kiyasla en yliksek seviyede antiradikal 6zellik sergiledigi ortaya konulmustur (53). Ayrica
quercetinin; Nuklear faktor-kappa B (NF-kB) gen transkripsiyonunu inhibe etmek suretiyle
siklooksijenaz-2 (COX-2) indiiksiyonunu engelleyerek ve makrofajlarda, lipopolisakkarid-
aracili sitokin (TNF-a) tiretimini inhibe ederek gii¢lii bir antiinflamatuar etkiye sahip oldugu
ortaya konulmustur (54). Ayrica quercetinin, farkli organlar {izerinde yapilan c¢alismalarda,
cesitli ajanlarin etkisi ile indiiklenmis hiicre 6liimii lizerine antiapoptotik etkisi gosterilmistir
(17,19). Yapilan galismalarda, quercetinin diyabetin indiikledigi oksidatif stresi inhibe etmek
suretiyle, diyabetin cesitli dokularda meydana getirdigi hasarlara kars1 koruyucu etkisi oldugu
gosterilmistir (20,55,56). Diyabet olusumu sonrasi verilen quercetin tedavisi ile kan glukoz
diizeylerinde azalma ile birlikte insulin diizeylerinde artis oldugu goriilmiislir. Quercetin
tiketimi ile pankreatik [ hiicrelerinin oksidatif stresten korundugu ve diyabet
komplikasyonlarinin azaldigi bildirilmistir (55). Quercetinin, STZ ile diyabet olusturulmus
sicanlarda, bobrekteki oksidan hasarini Onlemek suretiyle bobrek fonksiyon bozuklugunu
azalttig1 (56). DN’nin ilerlemesini yavaslattigi, proteiniiriyi Onledigi, mezengiyal matriks

geniglemesini azalttig1 ve bobrek hiicrelerinin apoptozunu engellendigi gosterilmistir (20).
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GEREC VE YONTEMLER

Calismanin deneysel prosediirii i¢in Trakya Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik
Kurulu’ndan onay alindiktan sonra (31.05.2017 tarih ve TUHADYEK-2017/15 protokol nolu),
Trakya Universitesi Deney Hayvanlar1 Arastirma Birimi’nden, 8-10 haftalik, agirliklar1 300-
370 gr arasinda degisen 24 adet Wistar albino erkek sican temin edildi. Deney siiresince stabil
laboratuvar kosullar1 altinda (22+1°C sicaklikta, 12 saat aydimlik/karanlik siklusunda) tutulan,
giinliik igme suyu ile birlikte ham %21 protein igeren pelet yemlerle (Purina, Bursa, Tiirkiye)

beslenen deneklerimizden rastgele 3 grup olusturuldu;

1. Grup I (Kontrol grubu): Plasebo olarak 15 giin boyunca i.p yoldan Dimetilsiilfoksit
(DMSO) (Merck Millipore, USA) verilen grup (n=8).

2. Grup Il (Diyabet grubu): Tek doz 50 mg/kg STZ (Sigma Aldrich, Almanya) i.p

olarak verilen grup (n=8).

3. Grup Il (Diyabet+Quercetin grubu): Tek doz STZ (50 mg/kg, i.p.)
enjeksiyonundan 48 saat sonra baslayip 15 giin boyunca giinde bir kez, i.p. 30 mg/kg Quercetin
(Alfa Aesar, Ward Hill, Massachusetts, USA) (DMSO iginde ¢6ziilerek) verilen grup (n=8).

Calismada kullanilan deneysel diyabet olusturma prosediirii ile quercetin dozu, daha
onceki ¢aligmalar baz alinarak segilmistir (57,58). Deneye baglamadan dnce deneklerin viicut
agirliklan ve aglik kan glukoz diizeyleri dl¢iildii. Diyabet olusturmak icin, bir gece 6ncesinden
ac¢ birakilan Grup II ve III deki hayvanlara, pH’s1 4,2 olan, 0,1M’lik sitrat tamponunda taze
olarak hazirlanan 50 mg/kg STZ i.p. olarak, tek doz uygulandi. Diyabetin kontrolii i¢in, STZ

uygulamasindan 48 saat sonra ve deney sonuna kadar her hafta, kuyruk veninden alinan kan
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orneklerinde, glukometre (IME-DC, Hof, Almanya) ile deneklerin kan glukoz diizeyleri kayit
altina alindi. Kan glukoz degerleri 250 mg/dl’nin {izerinde olan denekler “diyabetik™ olarak
kabul edilerek deneye alindi. Quercetin tedavisinin bitiminde (STZ ile diyabet indiiksiyonundan
17 giin sonra), tiim deneklerin viicut agirliklar1 ve final kan glukoz diizeyleri kayit edildikten
sonra, ketasol (Ricterpharma, Viyana, Avusturya) ve basilazin (Rompun, istanbul, Tiirkiye)
anestezisi altinda, kardiyak kan ornekleri ile sag ve sol bobrek dokulari alindi. Bobrek
agirliklar1 Olgiildiikten sonra, 1s1k mikroskobik ve immiinohistokimyasal c¢alismalar icin

islemlendirildi.

ISIK MiKROSKOBIK INCELEMELER

Isik mikroskobik incelemeler icin; bobrek doku ornekleri, %10’luk formaldehitle
(SigmaAldrich) fikse edildikten sonra, dokular bir gece akarsuda yikandi. Ardindan sirasiyla
%70, %80, %90, %96°lik alkollerden, 1’er saat; 2 tekrar ve 1,5 saat olmak kaydi ile mutlak
alkolden gegirilerek dehidratasyon islemi tamamlandi. Daha sonra saydamlastirma basamagi
icin dokular 45 dakika (dk.) toluol (Merck Millipore, Darmstadt, Almanya) ile muamele
edildikten sonra, 45 dk. boyunca 42-44 °C sicakliktaki yumusak parafinde (Merck Millipore)
bekletildi. Bu siirenin sonunda dokular yumusak parafinden, sivi sert parafine (Merck
Millipore) alindi. Elde edilen parafin bloklardan, histolojik ve morfometrik analizler i¢in Leica
RM-2245 silindirli mikrotom kullanilarak 4 pm kalinligindaki kesitler alindi. Histopatolojik
degerlendirmeler i¢in Hematoksilen+eozin (H+E) ve histokimyasal Periodik asit Schiff (PAS)

ve Sirius Red boyamalar1 uygulandi.

Hematoksilen-Eosin Boyama

Parafinin giderilmesi amaciyla, 30 dk. boyunca toluol ile muamele edilen kesitler
strastyla %100, %96, %90, %70’lik alkol serilerinden gegirilerek, suya indirildi. Kesitler 5 dk.
boyunca Mayer’s hematoksilen (MerckMillipore) ile muamele edildi. Daha sonra morartma
islemi i¢cin akan ¢esme suyu altinda 10 dk. bekletilen kesitlere, 3 dk. Eosin (Merck Millipore)
uygulandi. Dehidratasyon i¢in; sirasiyla yiikselen derecelerdeki alkol serilerinden geg¢irildikten

sonra, kesitler toluol ile muamele edildi ve entellan (Merck Millipore) ile kapatildi.

Periodik asit Schiff (PAS) Boyama
Parafin kesitler, suya indirilme islemi ardindan, 15 dk. %1°lik periyodik asit (Merck
Millipore) soliisyonu igerisinde bekletildi. Shiff soliisyonu (15 dk.) ile muamele edilen kesitler

3 kez 5 dk. yikama soliisyonlarindan gegirilerek, nukleuslarin boyanmasi amaciyla hemalen ile
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muamele edildi. Akan ¢esme suyu altinda 10 dk. morartma islemi gergeklestirildikten sonra

yiikselen alkol serileri ve toluolden gegirilerek, entellan ile kapatildi.

Sirius Red Boyama

Suya indirilen parafin kesitler, 10 dk. Weigert’s Hematoksilen (Merck Millipore)
soliisyonu igerisinde bekletildikten sonra 10 dk. boyunca morartma islemine tabi tutuldu.
Morartma isleminin ardindan, 1 saat boyunca Sirius red boyasi ile muamele edilerek, 2 defa
%5°lik Asetik asit soliisyonunda yikandi. Sonrasinda %100’liik alkol ile 3 defa calkaland1 ve

toluolden gegirilerek, entellan ile kapatildi.

Histopatolojik Degerlendirme

Streptozotosin ile diyabet indiiksiyonu sonucunda, bobreklerde meydana gelen renal
hasar, tibtlointerstisyel ve glomeriiler degisikliklerin derecesi ve yaygmligina gore
semikantitatif olarak belirlendi. Kesitler histolojik olarak tibiiler hasar (hiicre sismesi ve
vakuolizasyon, glikojen birikimi, deskuamasyon, mikrovillus kaybi), interstisyel fibrozis ve
Bowman mesafesi darlig1 agisindan degerlendirildi. Histopatolojik degisiklikler; her denege ait
bobrekte, 20 farkli alanda (10 kortikal, 10 dis medulla) X200 biiylitmede ve hasarin siddetine
gore; 0 (degisiklik yok), 1 (hafif), 2 (orta) ve 3 (agir) olarak skorlandi. Maksimum skor 9 olarak
belirlendi ve her grup i¢in ortalama deger hesaplandi. Ayrica; glomeriil biiziismesi ve PAS (+)
materyalin artmasiyla karakterize glomeriilosklerotik degisiklikler, X400 biiylitmede 100
glomeriil iizerinde degerlendirildi. Her glomeriil, skleroz derecesine gore; 0-4 arasinda
skorlandi. 0: normal glomertil, 1: glomertiliin < %25’ini kaplayan skleroz, 2: glomeriiliin %25-
%50’1ni kaplayan skleroz, 3: glomeriiliin > % 50’in1 kaplayan skleroz, 4:glomeriiliin timiinii
kaplayan skleroz olarak derecelendirildi. Asagidaki formiile gore skleroz indeksi (S.I.)
hesaplandi (59):

S.I= (1 x N1) + (2 X N2) + (3 X N3) + (4 x N4)
NO+N1+N2+N3+N4 N= Glomeriil sayis1

Glomertil ¢ap olctimleri; 151k mikroskobu (Olympus CX31) aracilig1 ile PAS boyali
bobrek kesitlerinde, X400 biliyiitmede rastgele alanlarda segilen 30 adet diizgiin sekilli
glomeriiller iizerinde, okiiler mikrometre (Olympus 20.4 OCM-10/100XY) kullanilarak yapildi
(60).
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IMMUNOHISTOKIMYASAL INCELEMELER

Bir gece 56 °C’de bekletilen 5 um parafin bobrek kesitleri, deparafinizasyon isleminden
sonra azalan alkol serilerinden gegirilerek rehidrate edildi. Antijen geri kazanimi igin sitrat
tamponunda (10 mM; pH 6.0) mikrodalga firinda (Vestel, 1550) kaynatilip, 20-25°C oda
1s1sinda sogutulduktan sonra fosfat tampon soliisyonu (PBS) ile yikamanin ardindan, endojen
peroksidaz aktivitesini inhibe etmek i¢in kesitler %3’liik H20- igerisinde 15 dakika bekletildi.
Spesifik olmayan baglanmalar1 engellemek amaciyla, sekonder antikorun tiretildigi tiire uygun
bloklama soliisyonunda (Invitrogen Histostain Plus Kit) 10 dk. inkiibe edilen kesitler, antikoru
diliie etme soliisyonuyla (invitrogen) hazirlanan tavsan poliklonal aktif kaspaz-3 (Millipore,
Darmstadt, Germany, 1/200) primer antikorunda +4 °C de bir gece ve tavsan monoklonal PCNA
(Cell Signaling Technology, Beverly, MA, ABD, 1/2000) primer antikorunda oda 1sisinda 1
saat inkiibe edilmislerdir. Primer antikorun {iiretildigi tiire kars1 olan biyotinlenmis sekonder
antikorda (Invitrogen) 10 dk. oda 1sisinda inkiibe edildi ve son olarak HRP-streptavidin
(Invitrogen) ile 10 dk muamele edildi. 3,3-diaminobenzidine (DAB; Invitrogen) ile
kromojenize edilen kesitlere, hematoksilen ile zit boyama yapildi ve entellanla kapatildi.
Hazirlanan preparatlar BX-51 Olympus marka arastirma mikroskobunda incelenerek,
fotograflar gekildi.

Bobrek dokusunda, PCNA immunoreaktivitesi, 151k mikroskobu araciligi ile her bir
hayvana ait bobrek kesiti lizerinde yiiksek biiylitmede (X200), rastgele se¢ilmis 20 alanda (10
kortikal, 10 dis medulla) nukleusu giiclii pozitif boyanmis renal tiibiiler hiicreler sayildu.
Glomeriiler hiicre proliferasyonu ise aym kesitler kullanilarak 30 glomeriil iizerinde
degerlendirildi. Her bir grup i¢in ortalama tiibiil ve glomeriiler PCNA pozitif hiicre sayisi

hesaplandi.

Aktif kaspaz-3 immiinoreaktivite yogunlugu, 151k mikroskobunda, X200 biiyiitmede her
bir hayvana ait bir kesit ilizerinde, rastgele secilen 20 alanda (10 kortikal, 10 dis medulla)
histolojik skor (H-SCORE) ile degerlendirildi. Skorlama, kesitlerde immiinoreaktivite gosteren
hiicrelerin yiizdesi (Pi) ve boyanma derecesi (i) dikkate alinarak gergeklestirildi. Boyanmanin
siddeti; 0, boyanma yok; 1+, zayif fakat tespit edilebilir boyanma; 2+,orta ya da belirgin
boyanma; 3+, yogun boyanma seklinde skorlandi. Ortalama H-SCORE degeri, her bir yogunluk
kategorisine ait boyanmis hiicre yilizdesinin yogunluk ile ¢arpimi ile hesapland1 (H-SCORE =

Yi x Pi). Istatistiksel analizler igin her grubun ortalama skorlart kullanildi.
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IN SITU DNA UC iISARETLEME METODU (TUNEL) ANALIZi

Bobrekte hiicre apoptozisi, TUNEL analizi araciligiyla, 37 °C de bir gece bekletilmis 5
um kalinhigindaki parafin kesitler {izerinde ApopTaq Plus Peroksidaz In Situ Apoptosis
Detection Kit (S7101, Merck Millipore, Billerica, Massachusetts, USA) kullanilarak
degerlendirildi. Deparafinizasyon islemi i¢in toluolden ve rehidratasyon islemi i¢in alkol
serilerinden gegirilen kesitler, daha sonra PBS (pH: 7.4, Invitrogen, Kaliforniya, ABD) ile
yikandi. Proteinlerin sindirilmesi i¢in, 15 dk oda 1sisinda proteinaz K soliisyonu (Merck
Millipore) ile muamele edilen kesitler, distile sudan gecirildi. Endojen peroksidazin bloke
edilmesi igin kesitler 5 dk, %3’liikk H>,O>’e alindi. Daha sonra kesitler dengeleme tamponu ile
oda 1sisinda 30 dk bekletildi ve ardindan terminal deoksintikleotidiltransferaz (Tdt) enzim
soliisyonu ile 37°C’de 1 saat muamele edilip, ardindan kesitler oda 1sisinda 10 dk.
durdurma/yikama tamponunda yikandi. Oda 1s1sinda 30 dk. antidigoksigenin peroksidaz antikor
ile inkiibe edilen kesitler peroksidaz substrat icin DAB kullanilarak isaretlendikten sonra
hematoksilen ile zit boyama yapildi ve nukleusu koyu kahverengi boyanmis hiicreler TUNEL
pozitif olarak degerlendirildi. Bobrek dokusunda, apoptozis degerlendirmeleri, 151k mikroskobu
aracilig1 ile her bir hayvana ait bobrek kesiti tizerinde yiiksek biiyiitmede (X200), rastgele
secilmis 20 alanda (10 kortikal, 10 dis medulla) renal tiibiillerde TUNEL pozitif boyanmis
hiicreler sayilarak yapildi. Glomeriiler apoptozis ise ayni kesitler kullanilarak 30 glomeriil
tizerinde degerlendirildi (61). Her bir grup i¢in ortalama tiibiil ve glomeriiler apoptotik hiicre

say1s1 hesaplandi.

FONKSIYONEL ANALIZLER

Sakrifikasyon esnasinda deneklerin kardiyak kan 6rneklerinden elde edilen serumlarda,
bobrek fonksiyon parametreleri olarak, kreatinin ve iire diizeyleri Trakya Universitesi Tip
Fakiiltesi Merkez Laboratuvar1 Otoanalizér Unitesi’nde (Berckman Coulter AU5800, Luton,

Ingiltere) dlgiildii.

ISTATISTIKSEL ANALIZLER

Istatistiksel analizler T.U. Tip Fakiiltesi Biyoistatistik ve Tibbi Bilisim Anabilim
Dalinda SPSS 20.0 (Lisans No: 10240642) paket programi kullanilarak yapildi. P<0.05 degeri
istatistiksel anlamli kabul edildi. Sonuglar ortalama + standart sapma olarak gosterildi.
Niceliksel verilerin normal dagilima uygunlugu Tek Orneklem Kolmogorov Smirnov test ile
incelendi. Gruplarin (Kontrol, Diyabet ve Diyabet+Quercetin) normal dagilim gdsteren

niceliksel degerlerinin karsilastirilmasinda Tek Yonlii Varyans Analizi kullanildi, gruplar
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arasinda fark bulundugunda bu farkin hangi gruplar arasinda oldugunu belirlemede
varyanslarin homojenlik durumuna gore Tukey HSD ya da Tamhane ¢oklu karsilastirma testleri
kullanildi.  Gruplar arasinda normal dagilim gostermeyen niceliksel degerlerin
karsilastirilmasinda Kruskal Wallis testi kullanildi, gruplar arasinda fark bulundugunda bu
farkin hangi iki grup arasinda oldugunu belirlemede Bonferroni diizeltmeli Mann Whitney U

testi kullanild.
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BULGULAR

KAN GLUKOZ DUZEYI

Calismamizda deneysel olarak diyabet gelisimini tespit etmek amaciyla, deneye
baslamadan once, STZ uygulamasindan 48 saat sonra ve deney sonunda, deneklerin aglik kan
glukoz diizeyleri olgiildii (Sekil 3). Deneklerin baslangi¢ kan glukoz diizeylerinin 123.33 +
13.87 ile 130.67 = 7.09 mg/dl arasinda oldugu ve gruplar arasinda istatistiksel olarak anlaml
farkin olmadigi (p<0.524) tespit edildi. STZ ile diyabet indiiksiyonu yapilan diyabet grubunun,
deney sonunda olgiilen kan glukoz diizeyi (484.5 + 80.36), kontrol grubuna (117.5 + 5.01)
kiyasla anlamli derecede yiiksek bulundu (p<0.05). Diyabet indiiksiyonundan 48 saat sonra
quercetin uygulanmaya baslanan Diyabet+quercetin grubunun deney sonu kan glukoz degerinin
(204.17 + 26.42), diyabet grubuna kiyasla anlamli derecede azaldig tespit edildi (p<0.05).
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Kan Glukoz Degerleri (mg/dl)

@ Deneve Baslangic @ Deney Sonu
600 *
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400

200
100

Kontrol Diyabet Diyabet+Quercetin

Sekil 3. Deney gruplarina ait achk kan glukoz diizeylerinin karsilastirilmasi. *: Kontrol
grubu ile karsilastirlldiginda, {: Diyabet grubu ile karsilastirildiginda, p<0.05
anlamh kabul edilmistir.

AGIRLIK BULGULARI

Diyabetin meydana getirdigi etkileri ortaya koymak amaciyla deneklerin, deneye
baslangic ve deney sonu viicut agirliklart ile bobrek agirliklar: 6lgiilerek, deneklerin viicut
agirlik degisimi ve bobrek agirligi/viicut agirligi orant hesaplandi (Sekil 4 ve 5). Deney sonunda
kontrol grubu deneklerinin viicut agirliklarinin arttigi (16.5 + 23.9 g), buna karsin diyabetin
meydana getirdigi kilo kaybi nedeniyle, diyabet (-98.5 + 28.36 g) ve diyabet+quercetin
grubunun (-57.83 + 35.19) viicut agirliklarinin 6nemli oranda azaldig1 gézlendi. Her iki grup
kontrol ile kiyaslandiginda; diyabet (p<0.001) ve diyabet+quercetin (p=0.002) grubu
deneklerin deney sonunda ortaya ¢ikan viicut agirliklarindaki degisimin, anlamli derecede

diisiik oldugu tespit edildi (Sekil 4).

Sakrifikasyondan sonra bobrek agirliklar 6lgiildiigiinde; diyabet grubu ortalama bobrek
agirligimin (1.45 g), kontrol grubuna kiyasla hafif derecede (1.35 g) artmasina karsin, her li¢
grup arasinda anlamli bir farkliligin olmadigi gozlendi (p<0.002) (Sekil 5A). Buna karsin
diyabete bagli olarak ortaya cikan viicut agirligindaki azalma nedeniyle, diyabet grubunun
bobrek agirligi/viicut agirligi oranmin (0.006 + 0.00089), kontrol grubuna (0.0035 £+ 0.00084)

gore anlamli derecede yiiksek oldugu gozlendi (p=0,003). Diyabet+quercetin grubunun bobrek
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agirhgi/viicut agirliklarinin (0.00467 + 0.00052) diyabet grubuna kiyasla anlamli derecede
diisiik oldugu tespit edildi (p=0.016) (Sekil 5B).

Vilcut Agirhigi (g) ve Agirhik Degisimi
Degerleri

B Deneve Baglangic BDeney Sonu  DOAgulik Degisim
400
300
200
100

<.
2
=

=100 %
g}* q‘a

.fr::
%
-y
e

-200

Sekil 4. Deneye baslangic ve deney sonu viicut agirhk degerleri ile viicut agirhklar
degisimi. *: Kontrol grubu ile karsilastirildiginda p<0.001, Quercetin tedavili
grup diyabet grubu ile karsilastirildi@inda, istatistiksel fark bulunmamstir
(p=0,074), p<0.05 anlamh kabul edilmistir.

Bobrek Agirlhif Bébrek Agirhigi / Viieut Agirhigi

18 0,008
1.6 0,007 ol
1.4 0,006 ,
12

’1 0,003
0.8 0,004
0.6 0,003
0.4 0,002
02 0,001

0 0

Kontrol Diyabet Diyabet+Quercetin Kontrol Diyabet Diyabet+Quercetin

Sekil 5. A) Bobrek agirhg: (g) B) Bobrek agirhiklarimin viicut agirhklarina orami *:
Kontrol grubu ile karsilastirildiginda, t: Diyabet grubu ile karsilastirildiginda,
p<0.05 anlamh kabul edilmistir.
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HISTOPATOLOJIK BULGULAR

Tiim gruplara ait deneklerin bobrek dokularina ait kesitler; rutin H+E boyamasinda
histopatolojik skorlama yapilarak, PAS boyasi ile glomeriiloskleroz indeksi hesaplanarak ve
Sirius Red boyamasinda interstisyel fibrozis diizeyi belirlenerek, histopatolojik agidan

degerlendirildi. Sonuglar Tablo 1’de sunuldu.

Tablo 1. Histopatolojik degerlendirme sonuclari (ortalama + standart sapma)

Kontrol Diyabet Diyabet+Quercetin p
(n=8) Grubu Grubu (n=8)
(n=8)
Histopatolojik 1+0.63 5.17+0.98" 3.33+0.52 " 0.001
Skor
Glomeriiloskleroz | 0.2 + 0.06 1.43+0.1° 0.95+0.05 <0.001
indeksi
Glomeriil cap1 115.11+£125 | 13553+1.6°  126+0.76 " <0.001
(um)

*: Kontrol grubu ile karsilastirildi@inda, 1: Diyabet grubu ile karsilastirildiginda, p<0.05
anlamh kabul edilmistir.

Kontrol Grubu Bulgulan

Kontrol grubuna ait H+E boyali bobrek kesitleri incelendiginde; normal goriinimlii
malpighi cisimcikleri, proksimal ve distal tiibiiller ile toplayict borular ve damarlar gozlendi
(Sekil 6,7).

Korteks ve kortikomediiller sinirda yerlesmis Malpighi cisimciklerinin, Bowman
kapsiiltiniin pariyetal ve visseral yapraklari tarafindan sinirlandirilan idrar boslugu (Bowman
mesafesi) ile gevrelenmis, normal goriiniimlii glomeriiler yapiya sahip oldugu gézlendi (Sekil
7,8). Vaskuler kutupta gozlenen justaglomeriiler aparati olusturan yapilardan biri olan makula
densa; koyu boyanmis, yiiksek prizmatik hiicrelerden olugsmaktaydi. Bowman kapsiiliiniin
pariyetal yaprak hiicreleri, yasst goriiniimlii, periyodik yerlesimli olup nukleuslar1 idrar
bosluguna dogru hafifce c¢ikinti olusturuyordu. PAS boyali kesitlerde hem pariyetal yaprak
hiicrelerinin tizerine oturdugu bazal membran, hem de GBM yapisinin normal oldugu gozlendi.
Ayrica glomeriiller de bulunan mezengiyal hiicreler, endotel hiicreleri ve podosit hiicreleri de
normal gériiniim ve yerlesimdeydi (Sekil 8). Kontrol grubuna ait ortalama glomeriil ¢aplar1 115

um olarak 6lgiildii (Tablo 1).
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Malpighi cisimcikleri etrafinda, eosinofilik boyali piramidal sekilli hiicrelerden
olusmus, dar liimene sahip proksimal tiibiiller yer almaktayd: (Sekil 6,7). Hiicrelerin apikal
kisimlarinda yiizey farklilasmasi olarak bulunan firgamsi kenar olusumlar1 PAS pozitif yapisi
ile diizenli bir gériiniim sergilemekteydi. Proksimal tiibiillere kiyasla daha genis liimene sahip,
izoprizmatik hiicrelerle dosenmis distal tiibtiller normal goriintimde idi. Bu tiibiillerin normal
yapida bazal membranlara sahip oldugu gozlendi (Sekil 8). Bag dokusu liflerine yonelik yapilan
Sirius Red boyamada; nefronlarin, tiibiillerin ve damarlarin, interstisyel doku olarak

adlandirilan bag dokusu ile gevrili oldugu goriildii (Sekil 9).

Tiim bu bulgular 1s18inda kontrol grubuna ait histopatolojik skor 1+0.63 olarak tespit
edildi (Tablo 1).

Diyabet Grubu Bulgular:

Diyabet grubuna ait bobrek kesitleri 151k mikroskobunda incelendiginde; glomeriiler
mezengiyal matrikste artis, glomeriiler hipertrofi ile proksimal ve distal tiibiiller de yapisal
bozukluklar tespit edildi (Sekil 10-13).

Isik mikroskobik incelemeler esnasinda 6zellikle kiigiik biiyiitmelerde; pariyetal ve
visseral yapraklar arasindaki Bowman mesafesinin daralmasi nedeniyle, Malpighi
cisimciklerinin giigliikle tespit edilebildigi goriildii (Sekil 10,11). Bu grupta gézlenen Bowman
mesafesinde daralmaya neden olan glomeriiler hipertrofi, diyabet grubunun ortalama glomeriil
capinda (135 pm), kontrol grubuna kiyasla anlamli bir artis meydana getirdi (p<0,001) (Tablo
1). Ayrica STZ ile diyabet indiiksiyonunun; bazi glomeriillerde, kollabe limenli glomeriiler
kapilerler ve artmig mezengiyal matriks ile kendini gosteren sklerotik degisikliklere yol agtig
gozlendi. Etkilenen glomeriillerde ortaya ¢ikan kalinlasmig GBM yapist ve mezengiyal matriks
artig1, yogun PAS pozitif boyanma ile tespit edildi (Sekil 12). Glomeriilosklerotik degisiklikler
0-4 arasinda skorlandiginda; % 30 glomertiliin normal yapida oldugu, %15’inde 1, %35’inde 2,
%20’inde 3 diizeyinde skleroz saptanirken, glomeriiliin tiimiinii kaplayan siddetli (4 diizeyinde)
skleroz bulgularina rastlanmadi. Bu grubun glomeriiloskleroz indeksi de, kontrol grubundan
anlamli derecede yiiksekti (p<0,05) (Tablo 1). Diyabet grubunda; tiibiiler dilatasyon ile birlikte,
Ozellikle korteks ve kortikomediiller alanda glukojenik vakuolizasyon gosteren seffaf
goriinimli tiibiillerin varhi@ dikkati ¢ekti (Sekil 11-13). Ayrica bazi tiibiillerde, epitel
hiicrelerin liimene dokiilmesi nedeniyle, fircamsi kenar yapisinda bozulma ve bazal
membranlarinda kalinlasma gozlendi (Sekil 12,13). Sirius Red boyamasinda interstisyel alanda
dikkate deger bir bag doku artisi tespit edilmedi (Sekil 14). Yapilan degerlendirme sonucunda
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ise diyabet grubunun histopatolojik skorunun (5.17 + 0.98), kontrol grubuna (1 £ 0.63) gore
anlamli diizeyde yiiksek oldugu saptandi (p<0,05) (Tablo 1).

Diyabet+Quercetin Grubu Bulgulari

Diyabet indiiksiyonundan 48 saat sonra uygulanan quercetin tedavili grubun bobrek
kesitleri incelendiginde; diyabetin neden oldugu glomeriiler ve tiibiiler histopatolojik
degisikliklerin 6nemli 6lglide azaldigr gozlendi (Sekil 15-18).

Korteks ve kortikomediiller alanda gézlenen pek ¢cok Malpighi cisimciginde, Bowman
mesafesi belirgin olarak izlendi (Sekil 15-17). Bu grubun, ortalama glomeriiler ¢ap degerinin
(126 pum), diyabet grubuna kiyasla anlamli oranda azalmis olmakla birlikte, kontrol grubu
degerinden yiiksek oldugu saptandi (Tablo 1). PAS boyamasi ile glomeriiler kapiler bazal
membranlarinda belirgin bir kalinlasma gozlenmeyen, nisbeten normal miktardaki mezengiyal
matriks igerisinde yer alan liimenleri acik kapilerlerin olusturdugu normal yapili glomeriillerin
cogunlukta oldugu dikkati ¢ekti (Sekil 17). Bununla birlikte, quercetin grubunda
glomeriilosklerotik degisiklikler hafif ve orta diizeyde izlendi. Glomeriillerin %40’ 1nin
tamamiyle normal yapida oldugu tespit edildi. Buna paralel olarak diyabet+quercetin grubuna
ait glomeriiloskleroz indeksinin de, diyabet grubuna kiyasla anlamli derecede azaldig: saptandi
(p<0,05) (Tablo 1). Quercetin tedavili grubun deneklerinde, dilate ve seffaf goriiniimlii
tiibiillerin, tiibiiler epitel hiicrelerinde tespit edilen fircamsi kenar kaybi1 ve bazal membran
kalinlagsmalarinin diyabet grubuna gore olduk¢a azaldigi gozlendi (Sekil 15-18). Quercetin
tedavisinin diyabetik bobrek dokusunda sagladigi koruyucu etkiye paralel olarak bu grubun
histopatolojik skoru, diyabet grubuna oranla anlamli derece de azalmist1 (p<0,05) (Tablo 1).
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Kontrol Grubu Histopatolojik Gozlemleri

Sekil 6. Kontrol grubuna ait bobrek kesitlerinde, normal histolojik yapiya sahip
korteks ve medulla kisimlar gozlenmektedir. K: Korteks, M: Medulla. H+E,

X40.

Sekil 7. Kontrol grubuna ait bobrek kesitinde, glomeriil (G) ve Bowman kapsiiliinii
(BK) iceren Malpighi cisimcikleri (MC) ile eosinofilik boyanmis proksimal
tiibiiller (PT) ve genis liimenleri ile ayirt edilebilen distal tiibiiller (DT)

goriilmektedir. H+E, X200.
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Sekil 8.

Sekil 9.

Kontrol grubuna ait bobrek kesitlerinde, idrar boslugu (*) ile birbirinden
ayrilan Bowman Kkapsiiliiniin parietal yaprak hiicreleri (Pa) ve visseral
yapragin podositleri (Po) ile glomeriiler kapiler endotel hiicrelerinin (En)
iizerine oturdugu bazal membran yapilari, tiibiil epiteli fircamsi kenari (—)
ve tiibiil bazal membranlariin normal yapisi izlenmektedir. M: Mezengiyal
hiicre. PAS, X400.

Kontrol grubunda, interstisyel doku ile ¢evrili Malpighi cisimcikleri ve
tiibiillerin bulundugu normal bobrek histolojisi goriilmektedir. Sirius Red,
X200.
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Diyabet Grubu Histopatolojik Gozlemleri

Sekil 10. Diyabet grubuna ait bobrek kesitinde, belirgin tiibiil dilatasyonu (—) ve
daralmis Bowman mesafesi nedeniyle Malpighi cisimciklerinin fark
edilemedigi dikkati ¢ekmektedir. H+E, X40.

Sekil 11.  Diyabet grubunda, dilate renal tiibiillerin (*) yani sira vakuoler dejenerasyon
gosteren seffaf goriiniimlii tiibiiller (—) ile Bowman mesafesi daralmis
Malpighi cisimcikleri (MC) izlenmektedir. H+E, X200.
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Sekil 12.  Diyabet grubunda, kalnlasmis glomeriiller bazal membran yapis1 ve
mezengiyal matriks ve hiicre artisi sergileyen glomeriillerin (G) etrafinda
giicliikle farkedilebilen daralmis Bowman mesafesi dikkati cekmektedir.
Kalinlasmus bazal membram ile ¢evrili, epitel hiicrelerinde dokiilme ile
birlikte fircams1 kenar yapis1i bozulmus tiibiiller (*) ve glukojenik
vakuolizasyon gosteren dejeneratif tiibiiller (—) gozlenmektedir. PAS, X400.

Sekil 13. Diyabet grubunda, epitel hiicrelerinin liimene dokiilmesi nedeniyle fircamsi
kenar yapisi bozulmus (¥*) ve glukojenik vakuolizasyon gosteren seffaf
goriiniimlii tiibiiller (—) dikkati cekmektedir. PAS, X400.
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Sekil 14.  Diyabet grubunda, tiibiiler ve glomeriiler degisikliklerin izlendigi bébrek
dokusu gozlenmektedir. Sirius Red, X200.
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Diyabet+Quercetin Grubu Histopatolojik Gozlemleri

Sekil 15.  Quercetin tedavili gruba ait, normale yakin goriiniime sahip bobrek dokusu
izlenmektedir. H+E, X40.

Sekil 16.  Quercetin tedavili gruba ait bobrek kesitinde, kismen normal yapiya sahip
Malpighi cisimcikleri (MC) ile glukojenik vakuoler dejenerasyon (—) ve
dilatasyon (*) gosteren tiibiillerin oldukca azaldig1 dikkati cekmektedir.
H+E, X100.
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Sekil 17.  Quercetin tedavili gruba ait bobrek Kkesitinde fircamsi kenar yapisi kismen
korunmus tiibiiller arasinda seffaf goriiniimlii tiibiillerin (—) varhg ile
birlikte sklerotik degisiklerin biiyiik ol¢iide azaldig1 bir Malpighi cisimcigi
(MC) gozlenmektedir. PAS, X400.

e . uercetin tedavili gruba ait bobregin histoloji esitinde; norma

Sekil 18 Q i davili b it bobregin histolojik kesitind I
goriiniimde interstisyel doku ile cevrili Malpighi cisimcikleri ile renal
tiibiiller izlenmektedir. Sirius Red, X200.
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TUNEL BULGULARI VE AKTIiF KASPAZ-3 IMMUNOREAKTIVITESI
Calismada renal hiicre apoptozisi, TUNEL analizi ve aktif kaspaz-3 immiin boyama

yontemi ile gosterildi ve sonuglar Tablo 2’de sunuldu.

Tablo 2. Deney gruplarina ait TUNEL analizi, aktif kaspaz-3 ve PCNA immiinoreaktivite
degerlendirme sonuclar: (ortalama + standart sapma)

Kontrol Diyabet Grubu | Diyabet+Quercetin p
(n=8) (n=8) Grubu (n=8)

TUNEL Pozitif 0.33+0.14 51.67+9.7° 1025 +4.17"1 <0.001
Tiibiiler
Hiicre Sayisi
TUNEL Pozitif | 0.43+0.1 2.23+0.517 0.63 +£0.05" <0.001
Glomeriiler
Hiicre Sayisi
Aktif Kaspaz-3 | 21.3+5.3 230 +£25.3" 145 +£30.82"" <0.001
(H-SCORE)
PCNA Pozitif 123.60 = 18.88 | 47.20 +5.63" 89.80 + 13.60" <0.001
Tiibiiler
Hiicre Sayisi
PCNA Pozitif 1.48 £0.39 3.22+0.93" 2.00£0.52 <0.01
Glomeriiler

Hiicre Sayisi
*: Kontrol grubu ile karsilastirildiginda, : Diyabet grubu ile karsilastirildiginda, p<0.05
anlamh kabul edilmistir.

Kontrol grubu bobrek kesitlerinde, hem glomeriillerde hem de tiibiillerde, oldukca az
sayida nukleusu koyu kahverengi boyanmis TUNEL pozitif hiicre gozlendi (Sekil 19,20).
Diyabet grubuna ait bobrek kesitlerinde, 6zellikle hasarli ve dilate tiibiillerde ve bazi
glomertillerde lokalizasyonu ve biiyiikliigii nedeniyle, ¢cogunun podosit oldugu diisiiniilen ¢ok
sayida TUNEL pozitif hiicrenin varligi dikkat g¢ekiciydi (Sekil 21,22). STZ ile diyabet
indiiksiyonunun renal hiicre apoptozisini tetikleyerek, TUNEL pozitif tiibiiler ve glomertiler
hiicre sayilarini, kontrol grubuna kiyasla anlamli diizeyde arttirdig tespit edildi (p<0,05).
Quercetin uygulanan deneklerin TUNEL pozitif renal hiicre sayisinin, diyabet grubuna kiyasla

anlaml1 oranda azaldig1 saptand1 (p<0,05) (Sekil 23,24).

Deney gruplarina ait bobrek kesitlerinde, aktif kaspaz-3 immiinoreaktivitesi gogunlukla
tiibiil epitel hiicre nukleuslarinda goézlenmis olup, boyanmanin siddeti H-SCORE yontemi
kullanilarak semikantitatif olarak degerlendirilmistir (Tablo 2). Kontrol grubu bdbrek
kesitlerinde az sayida tiibiil hiicresinde, olduk¢a hafif siddette aktif kaspaz-3
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immiinoreaktivitesi gozlendi (Sekil 25). Buna karsin diyabet grubu deneklerin renal tiibiiler
epitel hiicrelerinde olduk¢a yogun immiinoreaktivite izlenirken, glomeriillerin ¢ogunda negatif
boyanma tespit edildi (Sekil 26). Iki grup igin aktif kaspaz-3 immiinoreaktivitesinin siddeti
kiyaslandiginda, diyabet grubu H-SCORE degerinin, kontrol grubuna kiyasla anlaml1 derecede
yiikksek oldugu belirlendi (p<0,001). Quercetin grubu deneklerin aktif kaspaz-3
immiinoreaktivitesinin, diyabet grubuna kiyasla anlamli 6lgiide azaldig1 (p<0,01), ancak yine

de kontrol degerinden 6nemli 6l¢iide yiiksek oldugu saptandi (Tablo 2, Sekil 27).

PCNA IMMUNOREAKTIVITESI

Calismada renal hiicre proliferasyonu; proliferatif aktivitenin belirlenmesinde yaygin
olarak kullanilan niikleer bir isaretleyici olan PCNA immiinoreaktivitesi ile gosterildi ve
nukleusu giiglii (3+) boyanma sergileyen hiicreler pozitif olarak degerlendirilerek, sonuglar
Tablo 2’de sunuldu.

Kontrol grubuna ait bobrek kesitlerinde, PCNA immiinoreaktivitesi o6zellikle tiibiiler
hiicrelerde gozlenirken, glomeriilerde olduk¢a az sayida hiicrede tespit edildi (Sekil 28,29).
Diyabet grubunda ise, renal tiibiiler epitel hiicrelerde PCNA immiinoreaktivitesinin azaldigi,
buna karsin glomeriillerde daha fazla sayida hiicrenin boyandig1 goézlendi (Sekil 30). Bu
hiicrelerin ¢ogunun, lokalizasyonlar1 nedeniyle mezengiyal hiicreler oldugu disiiniildi (Sekil
31). Iki grubun PCNA pozitif hiicre sayilar1 kiyaslandiginda, diyabet grubunda glomeriillerde
anlamli diizeyde (p<0,05) artis saptanirken, tiibiillerde azalma (p<0,001) tespit edildi. Quercetin
tedavisinin, diyabete bagli olarak tiibiil ve glomertillerde ortaya ¢ikan proliferatif degisiklikleri
kismen Onlemesi nedeniyle (Sekil 32,33), bu grubun PCNA pozitif tiibiil hiicre sayisinda
anlamli (p<0,01) bir artis ortaya ¢ikarken, glomeriillerdeki azalma istatistiksel olarak anlamli

bulunmadi (p=0,11).
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Sekil 20.  Kontrol grubuna ait bobrek kesitinde, TUNEL pozitif tiibiil epitel hiicresi
(—) izlenmektedir. Hematoksilen zit boyamasi, X400.
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Sekil 21.  Diyabet grubuna ait bobrek kesitinde, glomeriil ve tiibiillerde ¢ok sayida
TUNEL pozitif hiicre (—) dikkati cekmektedir. Hematoksilen zit boyamasi,
X200.

Sekil 22.  Diyabet grubuna ait bobrek kesitinde, dejeneratif tiibiil epitel hiicrelerinde
ve glomeriillerde genellikle podositlerde TUNEL pozitivite (—)
gozlenmektedir. Hematoksilen zit boyamasi, X400.
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Sekil 23.  Quercetin tedavili gruba ait bobrek kesitinde, TUNEL pozitif hiicreler (—)
izlenmektedir. Hematoksilen zit boyamasi, X200.

Sekil 24. Quercetin tedavili grubun bobrek kesitinde, glomeriil ve tiibiillerdeki
TUNEL pozitif hiicreler (—) gozlenmektedir. Hematoksilen zit boyamasi,
X400.
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Sekil 25. Kontrol grubuna ait bobrek kesitinde, baz tiibiillerde (—) zayif siddette aktif
kaspaz-3 immiinoreaktivitesi gozlenmektedir. Hematoksilen zit boyamasi,
X200.

4 M B ? < i X2
Sekil 26.  Diyabet grubu deneklerin bobrek kesitinde, 6zellikle tiibiillerde (—) yogun

aktif kaspaz-3 immiinoreaktivitesi dikkati cekmektedir. Hematoksilen zit
boyamasi, X200.
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Sekil 27. Quercetin  tedavili gruba ait bobrek kesitinde aktif kaspaz-3
immiinoreaktivitesi gosteren tiibiil hiicreleri (—) goriilmektedir.
Hematoksilen zit boyamasi, X200.

Sekil 28.  Kontrol grubuna ait bobrek kesitinde, tiibiiller ve glomeriillerde PCNA
immiinoreaktivitesi gosteren hiicreler (—) izlenmektedir. Hematoksilen zit
boyamasi, X200.
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Sekil 29.

Kontrol grubuna ait bobrek kesitinde, PCNA immiinoreaktivitesi gosteren

cok sayida tiibiiler hiicre ile bir ka¢ glomeriiler hiicre gozlenmektedir. (—):
PCNA pozitif hiicre. Hematoksilen zit boyamasi, X400.

Y A | i o w 3

Sekil 30.  Diyabet grubuna ait bobrek kesitinde, tiibiiller ve glomeriillerde PCNA

immiinoreaktivitesi gosteren hiicreler (—) izlenmektedir. Hematoksilen zit
boyamasi, X200.
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Sekil 31.  Diyabet grubuna ait bobrek kesitinde, PCNA pozitif tiibiiler hiicre sayisinda
azalma ile birlikte glomeriiler hiicrelerin PCNA immiinoreaktivitesindeki

artis dikkati cekmektedir. (—): PCNA pozitif hiicre. Hematoksilen zit
boyamasi, X400.

Sekil 32.  Quercetin tedavili gruba ait bobrek kesitinde, tiibiiller ve glomeriillerde

PCNA immiinoreaktivitesi gosteren hiicreler (—) izlenmektedir.
Hematoksilen zit boyamasi, X200.
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Sekil 33.  Quercetin tedavili gruba ait bobrek kesitinde, diyabet grubuna oranla
tiibiiller PCNA immiinoreaktivitesinin arttigi, buna karsin glomeriiler
immiinoreaktivitenin azaldig1 goriilmektedir. (—): PCNA pozitif hiicre.
Hematoksilen zit boyamasi, X400.
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RENAL FONKSIYON PARAMETRELERI

Calismamizda, STZ ile diyabet indiiksiyonunun, bobrek fonksiyonlar: izerindeki
etkisini ortaya koymak amaciyla, deney sonunda deneklerden alinan kardiyak kan
orneklerinden elde edilen serumlarda iire ve kreatinin diizeyleri 6lgiildii (Tablo 3). Diyabetin
bobreklerde meydana getirdigi hasarlar neticesinde sadece STZ uygulanan diyabet grubunun
serum fire degerlerinin kontrole kiyasla anlamli derecede arttig1 goriildii (p<0,05). Bu artisin,
STZ indiiksiyonundan sonra uygulanan quercetin tedavisi ile azaldigi, ancak azalmanin
istatistiksel olarak anlamli olmadig tespit edildi (p=0,07). Bununla birlikte, kreatinin diizeyleri

acisindan gruplar kiyaslandiginda, istatistiksel olarak anlamli bir fark tespit edilmedi (p=0,19).

Tablo 3. Deney gruplarina ait bobrek fonksiyon parametreleri (ortalama + standart

sapma)
Kontrol Diyabet Grubu | Diyabet+Quercetin p
(n=8) (n=8) Grubu (n=8)
Serum Ure 40.83+3.71 71.67+1487  61.67+16.17 0.003
(mg/dl)
Serum Kreatinin | 0.35+0.05 0.27+0.1 0.28 +£0.08 0.198
(mg/dl)

*: Kontrol grubu ile karsilastirildiginda, p<0.05 anlamh kabul edilmistir.
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TARTISMA

Diinya g¢apinda yiiksek morbidite ve mortalite oranina sahip, DN’nin patogenezinde;
genetik, metabolik ve hemodinamik faktorlerin yanisira hiperglisemi, insiilin direnci,
inflamasyon, oksidatif stres, apoptozis ve RAS aktivasyonu rol oynamaktadir (4,5). STZ ile
olusturulan diyabetik nefropatiye karsi quercetinin koruyucu etkisini degerlendirdigimiz bu
calismada elde ettigimiz bulgular; quercetin tedavisinin, STZ aracili diyabetik nefropatiye eslik
eden renal hiicre apoptozisi (TUNEL analizi ve aktif kaspaz-3 immiinoreaktivitesi) ve
proliferasyonunu (PCNA immiinoreaktivitesi) diizenlemek suretiyle, bobrek hasari gelisimini
(histopatolojik skor ve glomeriiloskleroz indeksi) ve renal disfonksiyonu (serum iire) azalttigini

gostermektedir.

Diyabetin tan1 ve tedavisindeki yaklasimlarin belirlenmesi amaciyla yapilan
calismalarda, farkli deneysel diyabet modelleri kullanilmaktadir (28,29). Tip 1 deneysel diyabet
modeli, pankreatik B hiicrelerine toksik etkisi olan ajanlarin (alloksan ve STZ) kullanilmast ile
olusturulmaktadir (28). Bu calismada; deneysel diyabet modeli olusturabilmek igin
Streptomyces achromogenes’den izole edilen bir antibiyotik olan STZ tek doz 50 mg/kg olarak
kullanild1 (57). Diyabet grubu deneklerinde, STZ enjeksiyonunu takiben 48. saatten itibaren
deneyin sonuna kadar hiperglisemi tablosu izlenmesine karsin, quercetin tedavisi, yiiksek kan-
glukoz degerlerinde anlamli 6l¢iide azalma meydana getirdi. Bu bulgu, farkli ajanlarla deneysel
diyabet olusturulmus caligmalarda, quercetinin kan glukoz diizeyleri {lizerinde gosterdigi
koruyucu etkisi ile desteklenmektedir (20,62,63). Vessal ve ark. (63) diyabetik si¢anlara verilen
quercetinin, STZ ile hasarlanan Langerhan’s adaciklarina ait  hiicrelerinin rejenerasyonunu

saglamak suretiyle, insiilin salimini arttirdigini bildirmistir.
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Diyabetik bireylerde viicut agirliginda ortaya ¢ikan azalmanin, glukozun yeterince
hiicre igerisine alinamamasi sonucunda, besin olarak doku proteinlerinin asir1 derecede
kullanilmas: nedeniyle meydana geldigi belirtilmistir (64). Birgok c¢alismada, diyabetin
etkisiyle deneklerin viicut agirliklarinda azalmanin oldugu ortaya konmustur (65,66). Bizim
calismamizda da; deney sonunda 6l¢iilen viicut agirliklarinin, diyabet grubunda kontrole oranla
anlamli diizeyde azaldig: tespit edilmistir. Bununla birlikte, diyabetin bobrek agirligi tizerindeki
etkisi konusunda literatiir bilgisi tartismalidir. DN’nin erken donemlerinde, glomeriiler ¢ap
artig1 ile kendini gosteren renal doku hipertrofisi ile birlikte bobrek agirliklarinin arttigini
bildiren calismalarin (67,68) yani sira, diyabetin bobrek agirliklarint degistirmedigi (69) ve
hatta azalttigi (70) rapor edilmistir. Yaptigimiz ¢alismada, kontrol grubuna gore diyabet
grubunun glomertiil ¢aplarinda tespit ettigimiz artisin, bobrek agirliklarinda anlamli bir fark
olusturmadig tespit edildi. Bobrek agirliklar agisindan gruplar arasinda istatistiksel olarak
anlamli farklilik bulunmamasina karsin, diyabete bagli olarak ortaya ¢ikan viicut agirligindaki
azalma nedeniyle, diyabet grubunun bobrek agirligi/viicut agirligi oraninin, kontrol grubuna
gore anlamli derecede yiiksek oldugu gozlendi. Uyguladigimiz quercetin tedavisi, diyabete
bagli kilo kaybini 6nledi, bobrek agirligi/viicut agirligi oranini ve glomertiil ¢aplarini anlaml
diizeyde azaltti. Antioksidan ve antiinflamatuar 6zellikli quercetinin, diyabetin viicut ve bobrek
agirliklar: ile glomeriil boyutlarinda meydana getirdigi olumsuz degisikliklere karsi koruyucu

etkisi, diger DN ¢alismalarinda da ortaya konmustur (62,63).

Diabetes mellitus, kronik metabolik bir bozukluk olmasinin yani sira artmis bir oksidatif
stres durumudur (6,7). Yapilan deneysel ve klinik ¢alismalara gore hipergliseminin direkt veya
indirekt olarak serbest radikal olusumunu artirarak oksidatif strese neden oldugu bilinmektedir
(71-73). Diyabet komplikasyonlarinin ROS ile olan iliskisini gosteren ¢alismalarda, enzimatik
olmayan glikolizasyon, enerji metabolizmasindaki degisikliklerden kaynaklanan metabolik
stres, hipoksi ve iskemi-reperfiizyon sonucu olusan doku hasarmin, serbest radikal olusumunu
arttirdig1 ve antioksidan enzimlerin etkinligini azalttigi bilinmektedir (73). Hipergliseminin
indiikledigi serbest radikal olusumunun, diyabet komplikasyonlarinin gelisiminde 6nemli bir
etken oldugu (71,73), diyabetik bobrekte artmis oksidatif stresin apoptozu tesvik ettigi (74),
hem podosit hem de renal tiibiil hiicre apoptozisinin DN’nin baslangicinda kritik olan
glomeriiler hasar ile hastaligin ilerlemesine katki saglayan tiibiiler atrofi gelisiminde énemli rol
oynadigi bildirilmistir (8-10). Bununla birlikte DN’nin erken veya ge¢ evlerinde, bobrekte
proliferatif degisikliklerin meydana geldigi; yiiksek kan glukoz diizeylerinin, tiibiiler epitelial
hiicreler, mezengiyal hiicreler, vaskiiler endotelial hiicreler gibi ¢esitli hiicrelerde, ECM
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tiretimini artirmak suretiyle fibrotik siiregleri baslattigi bilinmektedir (13,75,76). DN, erken
asamasinda glomeriillerin etkilendigi kronik ve kompleks bir siire¢ olup, glomeriiloskleroz
gelisimi ile birlikte renal fonksiyonda kademeli azalmaya neden olan tiibliler atrofi ve

interstisyel fibrozisle karakterizedir (4,10).

Yapilan caligmalarda glomeriillerde tespit edilen histopatolojik degisiklikler;
glomeriiler hiperfiltrasyon, glomeriiler hipertrofi, mezengiyal matriks birikimi, GBM
kalinlasmas1 ve glomeriiloskleroz olarak bildirilmektedir (4). Erken donemde gozlenen
glomeriiler genisleme; bazal membran kalinlagsmasi seklinde iken daha sonra mezengiyal
genisleme olarak ortaya ¢ikmaktadir (37). Calismamizda, diyabet grubuna ait bobreklerde,
GBM kalinlagmasi, mezengial matriks artisi, kollabe liimenli glomeriiler kapilerler ile birlikte
glomertiiler genislemenin aracilik ettigi Bowman mesafesinde daralma tespit edildi. Diyabetik
bobreklerdeki en belirgin histolojik degisiklik, kollajen tip IV, fibronektin ve laminin gibi ECM
proteinlerinin asir1 tiretimi ve birikimi sonucu mesangiyumdaki genislemedir (43,44). Bununla
birlikte, mezengiyal hiicre proliferasyonunun kontroliindeki dengesizligin, glomeriilosklerozun
baslamas1 ve ilerlemesinde erken ve Onemli bir rol oynadigi diisiiniilmektedir.
Glomeriiloskleroz, mezengiyal hiicre proliferasyonu ile birlikte mezengiyal matrikste artis ile
karakterizedir (42,43). Yiiksek kan glukoz diizeylerinin; tiibiiler epitelial hiicreler, mezengiyal
hiicreler, vaskiiler endotelial hiicreler gibi ¢esitli hiicrelerde, TGF- Smad sinyal yolaginin
aktivasyonu ile ECM tiretimini indiikledigi gosterilmistir (13). Fibrotik 6zelliklere sahip 6nemli
bir sitokin olan TGF-B’nin, fibrotik siireclerde bu hiicrelerde matriks protein sentezini uyardigi
ve hiicre proliferasyonu, farklilasmasi, gocii ve apoptozisi gibi hiicresel yanitlar1 diizenledigi
bilinmektedir. (75,76). Bunlarla birlikte RAS’nin bir pargasi olan anjiyotensin Il (A 11)’nin;
damar ve mezengiyum hiicreleri i¢in mitojen etki gdsteren biiylime faktorlerinin sentez ve
salinimini uyarmasiyla; mezengiyal hiicre proliferasyonuna, mezengiyal matriks artisina ve
ekspansiyonuna neden oldugu gosterilmistir (77). ECM birikimi ve GBM kalinlasmasi, DN
patogenezinde dnemli mekanizmalar olarak karsimiza ¢ikmakla birlikte, son yillarda yapilan
caligmalar, hipergliseminin neden oldugu podosit apoptozunun da, DN gelisiminde dnemli rol
oynadigini ve albiiminiiriyi 6nlemeye yonelik kritik hiicreler oldugunu gostermektedir (8,78-
80). Podositler oksidatif strese duyarli olmalar1 nedeniyle, DN de ilk hasar goren ve apoptozise
ugrayan hiicrelerdir (79,80). Glomeriil basina diisen podosit sayisindaki azalma, DN’nin
ilerlemesinin temel nedenlerindendir (8). DN’de meydana gelen oksidatif stres sonucunda ileri
glikasyon son {iriinlerinin (AGE) olusumu hizlanir ve podositlerde meydana gelen apoptozun,

AGE birikimiyle meydana geldigi diistiniilmektedir (81,82). AGE'ler ve bunlarin 6zel
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reseptorlerinin (RAGE), DN’nin patogenezinde rol oynadigi bilinmektedir. RAGE genellikle
podositlerde lokalizedir ve diyabette arttigi ortaya konulmustur. RAGE aktivasyonu, erken
DN’de hiperglisemiye bagli podosit apoptozisine aracilik eden ROS’un iiretimini arttirmakta
ve diyabet gibi hastaliklarda siirekli bir ROS/AGE olusum dongiisiine neden olmaktadir. In
vitro olarak yapilan bir ¢alismada AGE ve reseptorlerinin podosit apoptozunu indiikledigi

gosterilmistir (9).

Diyabet olusumundan 15 giin sonra yaptigimiz incelemelerde, deneklerin bdbrek
dokusunda; TUNEL analizi ile glomeriillerde 6zellikle podositlerin apoptozis aracili 6liimii
gozlenirken, PCNA immiinoreaktivitesi ile mezengiyal hiicre proliferasyonunun arttigi ve pek
¢ok glomeriilde mezengiyal matriks artis1 ile birlikte sklerotik degisikliklerin ortaya ¢iktigi
tespit edildi. Bu degisiklikler diyabet grubunun, glomertiil boyutlarinda ve glomeriilosklerotik
indeksinde kontrol grubuna gore anlamli derecede artis meydana getirdi. Elde ettigimiz
histopatolojik bulgular diger ¢alismalarin sonuglari ile de uyumlu idi (83,84). Giribabu ve ark.
(85) STZ-nikotinamid aracili deneysel diyabet ¢alismalarinda, glomeriillerde podosit sayisinin
azaldigini, buna karsin mesangial hiicre sayisinin arttigin1 gdzlemlemislerdir. Yapilan daha
onceki caligmalarda; diyabetin erken donemlerinde mezengiyal matriks birikimi ile meydana
gelen glomertiler genisleme, diyabetin siiresine ve siddetine gore degerlendirilmistir (86,87).
Bu c¢alismalar, DN’nin heniiz erken donemlerinde glomeriilosklerotik degisiklerin ortaya
ciktigini ve zamanla arttigimmi bildirmektedir (88,89). Kisa siireli diyabetin glomeriillerde
hiicresel proliferasyonu indiikledigini vurgulayan Geoffroy ve ark. (83) tarafindan, 65 mg/kg
tek doz STZ enjeksiyonu ile diyabet olusturulduktan 4 giin sonra, glomeriillerde 6zellikle
mezengiyal hiicrelerin PCNA immiinoreaktivitesinin anlamli derecede artigi bildirilmistir.
Benzer olarak, Young ve ark. (90) da, glomeriiler hiperselliilaritenin erken donem isareti olarak,
diyabetin ilk haftas1 igerisinde Ozellikle mezengiyal hiicre proliferasyonunun arttigini

gostermistir.

Diyabetik nefropatide tiibiillerde gozlenen degisikliklerin patogenezinde, hiperglisemi
ve hiicrede biriken AGE’nin 6nemli rol oynadigi belirtilmistir (81). Bleyer ve ark. (91) tiibiiler
hiicrelerin dogrudan hiperglisemi ile hasar gorebilecegini gostermislerdir. Proksimal tiibiil
hiicrelerine glukoz girisi insiilinden bagimsizdir ve bu da proksimal tiibiil hiicrelerini
hiperglisemiye duyarli yapmaktadir. Buna ek olarak, glomeriiler filtratdaki fazla glukoz,
proksimal tiibiillerde tekrar emilime ugrar ve hipergliseminin proksimal tiip i¢indeki etkilerini

daha da arttirir (92). Yiiksek glukoza maruz kaldiklarinda tiibiiler hiicreler, TGF-f salinimini
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artirmak suretiyle, ECM bilesenlerinden olan kollajenin sentezini uyarip bazal membranin
kalinlasmasina yol agmaktadir (93). Hiperglisemi aracili artmis ROS’un neden oldugu oksidatif
stres, AGE’lerin olusmasinm1 da tetiklemektedir (81). Diyabetik bobrekte AGE'lerin, renal
korteksin proksimal tiibiillerinde lokalize oldugu bildirilmistir (94). Gugliucci ve Bendayan
(95) tarafindan, sicanlara enjekte edilen AGE igeren proteinlerin, proksimal tiibiil epitel
hiicrelerince; spesifik veya nonspesifik olarak alindigi ifade edilmistir. Bu konudaki veriler;
AGE'lerin, DN’de tiibiiler disfonksiyon gelisiminde merkezi bir rol oynayabilecegini

gostermektedir.

Glomertillerde gozlenenlere ilave olarak diyabete bagli gelisen patolojik degisiklikler;
tiibiillerde bazal membran kalinlagmasi, epitel hiicrelerinde vakuolizasyon, fircamsi kenar
kaybi, glikojen birikimi, tiibiiler dilatasyon ve tiibiiler atrofi ile birlikte interstisyel fibrozis
olarak bildirilmistir (10,67). DN’de ortaya ¢ikan bobrek tiibiillerinde meydana gelen patolojik
degisimlerin temelini olusturan apoptotik hiicre sayisindaki artisin, bununla iligkili tiibiiler
atrofi gelisiminin ve interstisyal fibrozisin bobrek fonksiyon kaybina neden oldugu saptanmistir
(10,86,96). Hipergliseminin indiikledigi serbest radikal olusumuna bagli olarak diyabetik
bobrekte artmig oksidatif stresin, apoptozu tesvik ettigi ve apoptozun DN gelisimine aracilik
ettigi bilinmektedir (12,74). Yiiksek glukozun; proksimal tiibiil epitel hiicrelerinde DNA
fragmantasyonuna, antiapoptotik Bcl-2 ve Bcl-x ifadelerinde azalmaya, buna Kkarsin
proapoptotik Bax ekspresyonunda artisa neden oldugu gosterilmistir (11). Bu durumun, efektor
kaspaz olarak bilinen kaspaz-3 aktivasyonu araciliiyla, proksimal tiibiil epitel hiicrelerinin
apoptozunu tetikledigi bildirilmistir (12). Calismamizda, tek doz 50 mg/kg STZ ile diyabet
olusturulduktan 15 giin sonra, bobreklerde; tiibiiler dilatasyon ile birlikte 6zellikle korteks ve
kortikomediiller alanda, glukojenik vakuolizasyonu gdsteren seffaf goriiniimlii tiibiillerin
varligi ile birlikte bazi tiibiillerde; bazal membran kalinlasmasi ve epitel hiicrelerin liimene
dokiilmesi nedeniyle fircamsi kenar yapisinda bozulma gozlendi. Tiim bu belirtiler goze
alinarak yapilan histopatolojik skorlamanin sonucu da, diyabet grubunda kontrol grubuna
kiyasla anlaml diizeyde artmisti. Ayrica STZ enjeksiyonu, deneklerin bobreklerinde tiibiiler
hiicre apoptozisini gosteren TUNEL pozitif hiicre sayisinda ve tiibiiler hiicre aktif kaspaz-3
immiinoreaktivitesinde anlamli bir artisa neden olurken, tiibiil hiicre proliferasyonunda ki
inhibisyon, azalmis PCNA immiinoeaktivitesi ile sonuc¢landi. Tiibiillerde gozlenen bu
degisikliklere karsin, diyabetin erken doneminde yaptigimiz degerlendirmelerde; interstisyel
alanda, fibrozisi isaret eden dikkate deger bir bag doku artis1 tespit edilmedi. Diyabetik
bireylerde; esigi asan glukoz seviyelerinde, renal tiibiiler hiicrelerin, fazla miktarda glikozu
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resorbe ederek, glukojen olarak depoladigi belirtilmistir. Normalde aktif olmayan aldoz
rediiktaz yolunun, kanda glikoz yogunlugunun artmasiyla aktif hale geldigi ve sorbitolun
olusmasina sebep oldugu tespit edilmistir. Sorbitolun plazma membraninda diffiize olamamasi;
hiicre iginde birikerek, membran biitiinliigiiniin bozulmasina ve osmotik etkiyle hiicrenin su
alarak sismesine neden oldugu, bu durumum ise diyabetik bdbreklerin tiibiillerinde,
vakuolizasyona ve hidropik dejenerasyona neden oldugu bildirilmistir (97). Tung¢demir ve ark
(41); tubiillerde biriken glukojenin, hiicrelerde apoptoz olusumuna ve DN’nin 6nemli bir
Ozelligi olan tiibiiler atrofi gelisimine katki sagladigin1 gostermistir. Bu ¢alismada, DN’nin
gelisiminin erken doneminde elde ettigimiz bulgulara paralel olarak, cesitli patolojik
durumlarda bobreklerde gozlenen tiibiiler hiicre apoptozunun, tiibiiler fibrozdan daha once
ortaya ¢ikan bir bulgu oldugu da bilinmektedir (98,99). Bizim bulgularimizla uyumlu olarak,
deneysel diyabet olusturulmus diger ¢alismalarda da, sigan bobrek dokularinda TUNEL metodu
ve aktif kaspaz-3 immiinoreaktivitesi ile proksimal ve distal tiibiil epitel hiicre apoptozisinde
artis gbzlenmistir (100). Bununla birlikte, diyabet gelisimi esnasinda, glomeriiler ve tiibiiler
hiicre gogalmasi da rapor edilmistir (90). Ancak, yapmis oldugumuz taramalar, DN gelisiminde
hiicresel proliferasyona dair literatiir bilgisinin, deney siiresine bagl olarak farkli oldugunu
gostermektedir. Wassef ve ark. (101) yaptig1 ¢calismada, diyabet indiiksiyonundan 2 giin sonra
sakrifiye edilen siganlarin, renal tiibiiler hiicrelerinde PCNA immiinoreaktivitesinin kontrole
kiyasla arttigini ve bu artisin zamanla azalarak devam ettigini gostermislerdir. Giribabu ve ark.
(85) ise, diyabet indiikksiyonundan 28 giin sonra sigan bobrek dokusunda PCNA mRNA
diizeyinin kontrole kiyasla anlamli diizeyde azaldigini bildirmislerdir. Caligmamizda, diyabet
gelisiminin ardindan 15. giinde, TUNEL pozitif tiibiil hiicre sayisinda artis ile birlikte PCNA
immiinoreaktivitesinde meydana gelen azalmanin, hiicre apoptozisi ve proliferasyonu
arasindaki hassas dengenin bozulmasina yol agarak, bu donemde tiibiillerde ortaya ¢ikan

histopatolojik degisikliklere zemin hazirladig: diislincesindeyiz.

Diyabetin patogenezinde oksidatif stresin etkileri bilindiginden; hastaligin 6nlenmesi ya
da tedavisi i¢in, diyabetik bobrekleri ROS'un etkisinden korumak amaciyla, antioksidanlarin
kullanim1 giin gegtikce daha da onemli hale gelmistir (6,7,18,50). STZ ile indiiklenmis
diyabetik rat modelinde antioksidan kullanim1 sonucu, antioksidan sistemi ile serbest radikaller
arasinda olusan dengesizligin engellenebilecegi ve bobrekte goriilen patolojik degisikliklerin
azaltildig bildirilmistir (7,50). Calismamizda kullandigimiz flavonoid igerikli olan quercetinin;
katalaz, glutatyon peroksidaz, glutatyon rediiktaz ve glutatyon aktivitesini arttirarak, aktivasyon
sonucunda ortamda ki ROS bilesenlerini siiptirmek suretiyle antioksidan, antiinflamatuar ve
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antiapoptotik 6zellik sergiledigi bilinmektedir (53,63,102). Viicudu reaktif oksijen ve nitrojen
tirlerine karsi koruyan en giiglii flavonoidlerden birisi olarak goriilmektedir (46). Aym
zamanda quercetin, hiperglisemiyi hedef alan antidiyabetik bir bilesiktir (103). Diyabetin seyri
sirasinda, hipergliseminin arttirdigi ROS ile birlikte AGE'lerin asir1 olusumunun, DN
patogenezinde 6nemli bir rol oynadig1 ve flavonoid igerikli antioksidan kullanilmasi sonucu,
AGE olusumunun azaldigi bilinmektedir. (104). Li ve ark. (105) yaptigi calismada quercetinin,
bir glikoz metaboliti olan metilglioksali yakalama yetenegine sahip oldugu ve boylece AGE
olusumunu engelledigini belirtmistir. Bu ¢alismada diyabetin etkilerini azaltmak amaciyla
kullandigimiz quercetin, hiperglisemi aracili artmig ROS’un yol agtig1 apoptotik ve proliferatif
degisiklikleri onlemek suretiyle, diyabete bagli renal histopatolojik degisiklikleri azalttig
goriildi. Bulgularimiz, quercetinin oksidatif stresi azaltmak suretiyle bobrekte meydana gelen
degisiklikleri 6nledigini gosteren diger diyabet c¢alismalari ile uyumluydu (56,63,102).
Quercetinin saglikli hiicrelerde; hidrojen peroksit, glukoz oksidaz ve disiik yogunluklu
lipoprotein gibi ¢esitli uyaranlardan kaynaklanan apoptozu inhibe ettigi bilinmektedir
(36,106,107). Bu ozellikleri nedeniyle, ¢esitli ajanlarin etkisi ile farkli dokularda ortaya ¢ikan
hiicre apoptozisine karsi, quercetinin koruyucu etkisi gosterilmistir (17,19). Ancak quercetinin,
diyabete bagli olarak bobreklerde gozlenen artmis apoptozisi inhibe ettigini bildiren ¢alismalar
oldukga smirhidir (19,20). Bu nedenle ¢alismamizda, quercetin tedavili grupta tespit ettigimiz,
TUNEL analizi ve aktif kaspaz-3 immiinoreaktivitesi ile degerlendirdigimiz apoptotik
degisikliklerin anlaml1 derecede azaldig1 yoniindeki bulgularimizin, bu yoniiyle dnemli bir veri
olusturdugunu diisinmekteyiz. DN’de gozlenen, endotelyal, mezengial ve interstisyel hiicre
proliferasyonunun, diyabete bagli glomeriiler ve interstisyel fibrotik degisikliklerin temelini
olusturdugu bilinmektedir (13). Diyabetin erken donem etkilerini aragtirdigimiz ¢alismamizda;
quercetinin, renal tiibiiler ve mezengiyal hiicrelerde ortaya cikan proliferatif degisiklikleri ve
bununla iliskili glomeriiloskleroz gelisimini dnledigini tespit ettik. Quercetinin, renal tiibiiler
ve mezengiyal hiicrelerde ortaya ¢ikan proliferatif degisiklikleri onledigini tespit ettigimiz,
diyabetin erken donem etkilerini arastirdigimiz ¢alismamizda; mezengiyal hiicre
proliferasyonundaki artisin neden oldugu glomeriilosklerozun da azaldig1 gézlendi. Quercetinin
DN gelisiminde ortaya ¢ikan proliferatif degisiklikler {izerine etkisinin arastirildigi bir
calismaya rastlanmamistir. Ancak ¢esitli etmenler araciligi ile tetiklenen farkli dokulara ait
patolojilerin tedavisi amaciyla kullanilan quercetinin, PCNA immiinoreaktivitesi ile

degerlendirilen proliferatif degisiklikleri onledigi belirtilmistir (108,109).
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Diyabetik nefropatide; bobreklerde ortaya c¢ikan mezengiyal ve tiibiiler patolojik
degisimler ile bununla iligkili tiibiiler atrofi gelisimi ve interstisyal fibrozis, bobrek fonksiyon
kaybinin baslica nedenleri olarak goriilmektedir (42,65,96,110). Mezengiyal matriksteki
genisleme, glomeriiler kilcal damar liimenini daraltarak veya tikayarak, filtrasyon i¢in mevcut
alani diisirmektedir (42). Renal hasarin sonucunda; glomertiler ve sistemik hipertansiyon ile
birlikte proteiniiri gelisir (111). Ure, protein metabolizmasinin atilim iiriiniidiir ve karacigerde
iiretilip bobrekler araciligiyla atilmaktadir. Normalde bobrekler araciligr ile atilmasi gereken
tire, renal yetmezlik gelistiginde plazmada birikir ve tiremiye sebep olur (112). Kas dokusunda
bulunan kreatinden iiretilen kreatininin; bir protein olup, kan dolagimi ile bobreklere taginir ve
idrar yolu ile disar1 atilir (113). Deneysel c¢alismalar; diyabetin bobrek fonksiyonlarinda yol
actig1 bozuklugun gdostergesi olarak, serum iire ve kreatinin diizeylerinde artis meydana
geldigini bildirmektedir (100,114-116). Kumar ve ark. (100), 65 mg/kg STZ kullandiklari
diyabet ¢aligsmalarinda, 2 hafta sonra deneklerden alinan serum 6rneklerinde; iire ve Kreatinin
degerinin kontrol grubuna gore anlamli dercede arttigini belirtmislerdir. Buna karsin, Ersoz ve
ark. (114), uygulanan 65 mg/kg STZ enjeksiyonundan 30 giin sonra, deneklerin serum kreatinin
degerinin degismedigini bildirmislerdir. Calismamizda; 50 mg/kg STZ uygulamasinin ardindan
17 giin sonra, diyabet grubunun serum iire degerlerinde, kontrole kiyasla anlamli derecede artis
gozlenirken, kreatinin seviyesinde herhangi bir farklilik saptanmamistir. Uyguladigimiz
quercetin tedavisi, diyabetin bobreklerde neden oldugu, apoptotik ve proliferatif degisiklikler
ile doku hasar1 tizerinde meydana getirdigi koruyucu etki dogrultusunda, serum iire diizeyinde
de belirgin bir iyilesme saglamistir. Bulgularimizla uyumlu olarak, quercetinin diyabete bagl

renal yetmezlik {izerine olan benzer etkileri ortaya konulmustur (62,115,116).

Sonug olarak bu ¢alismada; STZ ile diyabet indiiksiyonunun, siganlarin, kan glukoz
diizeylerinde artisa, viicut agirh@inda azalmaya, renal tiibiiler ve glomeriiler hiicrelerde
apoptotik ve proliferatif degisikliklere ve dolayis ile histopatolojik degisikliklere neden olmak
suretiyle nefropati gelisimini tetikledigi ve renal fonksiyon bozukluguna yol agtig1
gosterilmistir. Ayrica antioksidan ve antidiabetik etkisi bilinen quercetinin, diyabetin erken
doneminde ortaya ¢ikan apoptotik ve proliferatif degisiklikleri diizenlemek suretiyle diyabetik

nefropati gelisimini 6nlemede faydali oldugu saptanmustir.

Diyabet gelisimi ve komplikasyonlarinin 6nlenmesinde, quercetin tedavisinin farkli etki
mekanizmalarinin arastirilmast ile yeni tedavi yaklagimlarinin gelistirilebilecegi ve diyabetik

hastalarin yasam kalitesinin arttirilabilecegi kanaatindeyiz.
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SONUCLAR

Calismamizda, STZ ile olusturulmus DN’de, sican bobreklerinde meydana gelen
histopatolojik hasar (H+E, PAS ve Sirius Red), renal hiicre apoptozisi (TUNEL analizi ve aktif
kaspaz-3 immiinoreaktivitesi) ve proliferasyonu (PCNA immiinoreaktivitesi) ile bobrek

fonksiyonu (serum iire ve kreatinin) iizerine, quercetinin koruyucu etkisi arastirilmistir.
Deney siirecinde yapilan tiim incelemeler sonucunda;

1. Tek doz 50 mg/kg STZ uygulanan diyabet grubunun, deney sonunda 6lgiilen kan glukoz
diizeyinin kontrol grubuna gore anlamli derecede yiiksek oldugu bulundu. Diyabet
indiiksiyonundan 48 saat sonra uygulanan 30 mg/kg quercetinin, deneklerin kan glukoz
diizeyini anlamli derecede azalttig1 belirlendi .

2. Deney baslangicinda tiim gruplara ait deneklerin viicut agirliklilarinin birbirine yakin
oldugu, ancak deney sonunda diyabet grubuna ait deneklerin anlamli diizeyde kilo
kaybettigi tespit edildi. Quercetin tedavisinin, deneklerde diyabete bagl kilo kaybini
azalttig1 ancak deney sonu viicut agirliklarinda anlamli fark olusturmadigi gézlendi.

3. Diyabetin erken donem etkilerini inceledigimiz deney siiresi sonunda, deneklerin bobrek
agirliklariin degismedigi gozlendi. Bununla birlikte, diyabete bagli kilo kayb1 nedeniyle,
diyabet grubunun bobrek agirligi/viicut agirhigi oraninin kontrol grubuna kiyasla anlamli
derecede yiiksek oldugu, quercetinin kilo kaybi {izerindeki koruyucu etkisi ile bu oranin
diyabet grubuna gore azaldig tespit edildi.

4. Diyabette meydana gelen glomeriiler hipertrofi sonucu, diyabetik grubun ortalama
glomeriiler ¢apinin kontrol grubuna kiyasla anlamli diizeyde arttigi, quercetinin bu

degisikligi anlaml1 derecede azalttig1 gozlendi.
49



5. Diyabetin glomeriillerde ortaya ¢ikardigi sklerotik degisiklikleri tespit etmek igin
degerlendirdigimiz glomeriiloskleroz indeksinin; diyabet grubunda, kontrol ve
diyabet+quercetin gruplariyla kiyaslandiginda anlamli derecede yiiksek oldugu
belirlendi.

6. Histopatolojik olarak tiibiiler hasar, interstisyel fibrozis ve Bowman mesafesi darliginin
degerlendirildigi histopatolojik skorlama sonucunda, diyabet grubu skorunun, kontrol ve
diyabet+quercetin grubuyla karsilastirildiginda anlamli derece de yiiksek oldugu tespit
edildi.

7. Tek doz 50 mg/kg STZ indiiksiyonunun renal hiicre apoptozisini tetiklemesiyle, diyabet
grubunda TUNEL pozitif tiibiiler ve glomeriiler hiicre sayisinin, kontrol grubuna kiyasla
anlamli derecede arttig1 ve antioksidan etkili quercetin uygulanan grupta apoptotik hiicre
sayisinin, diyabet grubuna gére anlamli oranda azaldig: goriildii.

8. Deney sonucunda bobrek kesitlerine uygulanan aktif kaspaz-3 immiinoreaktivitesi
cogunlukla tiibiil epitel hiicrelerinde gozlendi ve boyanma siddeti H-SCORE yontemi ile
semikantitatif olarak degerlendirildiginde; diyabet grubu H-SCORE degerinin, kontrol ve
diyabet+quercetin grubuna gore anlamli oranda yiiksek oldugu gozlendi.

9. Renal hiicre proliferasyonunu degerlendirmek amaciyla yaptigimiz PCNA immiin
boyamasi, diyabetin tiibiiler hiicre proliferasyonunu azalttigini, ancak glomeriillerde
mezengiyal hiicrelerin proliferasyonunu tetikledigini gosterdi. Quercetin tedavisi ile, bu
proliferatif degisikliklerin onlendigi gozlendi.

10. STZ araciligr ile olusturdugumuz deneysel diyabetin erken doneminde, renal fonksiyon
parametrelerinden serum iire degerlerinin kontrole kiyasla anlamli derecede arttigi, ancak
kreatinin diizeylerinin degismedigi tespit edildi. Uyguladigimiz quercetinin, artan serum

tire diizeylerinde anlamli olmayan bir azalmaya neden oldugu gozlendi.

Calismamizda elde ettigimiz bulgular, STZ ile diyabet indiiksiyonunun; si¢anlarin, kan
glukoz diizeylerinde artisa, viicut agirhiginda azalmaya, renal tiibiiler ve glomeriiler hiicrelerde
apoptotik ve proliferatif degisikliklere neden olmak suretiyle histopatolojik degisiklikleri ve
nefropati gelisimini tetikledigi ve dolayis1 ile renal fonksiyon bozukluguna yol agtigi
gosterilmistir. Ayrica antioksidan ve antidiabetik etkisi bilinen quercetinin, diyabetin erken
doneminde ortaya ¢ikan apoptotik ve proliferatif degisiklikleri diizenlemek suretiyle diyabetik

nefropati gelisimini 6nlemede faydali oldugu saptanmustir.
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OZET

Diabetes mellitus, siklig1 ve komplikasyonlar1 nedeniyle diinyada 6nemi her gegen giin
artan bir saglik sorunudur. Bu ¢alismada, streptozotosin (STZ) ile olusturulan deneysel
diyabetin erken donemlerinde, sigan bobrek dokusunda meydana gelen degisiklikler {izerine,

quercetinin koruyucu etkisi degerlendirildi.

Bu amagla 24 adet Wistar Albino erkek si¢anlardan rastgele 3 grup (Kontrol, diyabet ve
diyabet+quercetin) olusturuldu. Diyabet ve diyabet+quercetin gruplarina tek doz 50 mg/kg STZ
1.p olarak uygulandi. STZ uygulamasindan 48 saat sonra kan glukoz degeri 250 mg/dl’nin
tizerinde olan denekler, diyabetik kabul edilerek deneye alindi. Quercetin tedavili gruba,
diyabet indiiksiyonundan 48 saat sonra baglayarak, 15 giin boyunca giinde bir kez, i.p. 30 mg/kg
quercetin verildi. Quercetin tedavisinin bitiminde, anestezi altinda deneklerden alinan kardiyak
kan o6rneklerinden elde edilen serumlarda iire ve kreatinin diizeyleri ile bobrek dokularinda; in
situt DNA ug isaretleme metodu (TUNEL) ve aktif kaspaz-3 immiinoreaktivitesi ile hiicre
apoptozisi, prolifere niikleer antijen (PCNA) immiinoreaktivitesi ile hiicre proliferasyonu ve

ayrica renal histopatoloji degerlendirildi.

Deneklerde STZ aracilig ile diyabetin indiiksiyonu, bobrek dokusunda histopatolojik
skor ile glomeriiloskleroz indeksinde, serum iire diizeyinde, TUNEL pozitif ve aktif kaspaz-3
immiinoreaktivitesi gosteren tiibiiler ve glomeriiler hiicre sayisinda anlamli derecede artisa
neden olurken, renal tiibiiler PCNA immiinoreaktivitesinde azalmaya, glomertillerde ise artiga
neden oldu. Quercetin destegi bobrek dokusunda ortaya c¢ikan histopatolojik degisiklikleri,
renal hiicrelerin apoptosis aracili Sliimiinii ve PCNA immiinreaktivitesindeki degisiklikleri

onemli dlgiide engelledi.
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Bu ¢aligmanin bulgulari, quercetinin STZ ile indiiklenen diyabetin erken donemlerinde,
sican bobrek dokusunda agiga ¢ikan fonksiyonel ve histopatolojik degisiklikleri, renal hiicre
apoptozisini baskilamak, hiicre proliferasyonunu diizenlemek suretiyle diyabetik nefropati

gelisimini 6nlemede ve tedavisinde faydali olabilecegini ileri stirmektedir.

Anahtar Kelimeler: Streptozotosin, Quercetin, Nefropati, Apoptozis, Sigan.
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PROTECTIVE EFFECTS OF QUERCETIN IN KIDNEY TISSUE OF
DIABETIC RATS

SUMMARY

Diabetes mellitus is a health problem that is increasing day by day in the world due to
its frequency and complications. In this study, the protective effect of quercetin on the changes

of rat kidney tissue in the early stages diabetes induced by streptozotocin (STZ) was evaluated.

Twenty-four Wistar albino male rats divided from 3 groups randomly (1. Group:
Control, 2. Group: Diabetes and 3.Group: Diabetes + quercetin). STZ was applied single dose
of 50 mg/kg i.p. to diabetes and diabetes+quercetin groups. Fourty-eight hours after
administration of STZ, rats with blood glucose levels > 250 mg/dl were considered diabetic and
these were taken to experiment. Quercetin was given 30 mg/kg i.p. once daily for 15 days, 48
hours after induction of diabetes. At the end of quercetin treatment, all animals were sacrificed
and their cardiac blood samples and kidney were harvested. The urea and creatinin levels in
serum were assesed. After weighing, the kidney tissues were evaluated by terminal
deoksiniikleotidil transferaz dUTP nick end labeling (TUNEL) and active caspase-3
immunoreactivity for apoptosis, by immunohistochemically proliferative nuclear antigen

(PCNA) for proliferation and also renal histopathology.

The induction of diabetes via STZ was caused a significant increase in the index of
glomerulosclerosis, the pathologic score, the number of TUNEL and active caspase-3 positive
tubuler and glomerular cell and serum urea levels. We also shown that decreased PCNA

immunoreactivity in tubuler cells and increased glomeruli in diabetic animals kidney. Quercetin

53



treatment prevented renal histopathologic changes, apoptosis-mediated death in renal cells and
changes of PCNA immunoreactivity in kidney tissue.

The findings of this study suggested that quercetin may be useful in the prevention and
treatment of STZ-induced diabetic nephropathy by modulating functional and histopathological

changes in kidney, suppressing renal cell apoptosis, and regulating cell proliferation.

Keywords: Streptozotocin, Quercetin, Nephropathy, Apoptosis, Rat.
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