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SIMGELER ve KISALTMALAR DIiZiNi
ACE: Anjiotensin doniistiiriicii enzim
ADH: Antidiuretik hormon
ADP: Adenozin di fosfat
ALS: Amiyotrofik lateral skleroz
AMP: Adenozin mono fosfat
AMPK: AMP aktive protein kinaz
cAMP: Siklik AMP
DM: Diabetes Mellitus
DMSO: Dimetil stilfoksit
DNp: Diyabetik nefropati
ERK: Ekstraseliiler sinyal regiile edilmis kinaz
GBM: Glomeruler bazal membran
GFH: Glomeruler filtrasyon hizi
GLP1: Glukagon benzeri peptid 1
GLUT4: Glukoz tastyici 4
IHC: Immiinohistokimya
IL: Interlokin
i.m: Intramuskuler
i.p: Intraperitoneal
LDL.: Kigcik dansiteli lipoprotein
LPS: Lipopolisakkarit
NaCl: Sodyum klorir
NAD: Nikotin adenin dinlkleotid
NFxB: Nikleer faktor kappa B
NO: Nitrik oksit
PAS: Periodik Asit Schiff
PGC-1a: PPARY koaktivatorii
PI3K: Fosfatidil inositol 3 kinaz
PPAR: Peroksizom proliferator aktive olmus reseptor
RAAS: Renin anjiotensin aldesteron sistemi
RSV: Resveratrol

Vil



ROR: Reaktif oksijen radikalleri
SDBY: Son donem bobrek yetmezligi
SF: Serum fizyolojik

STZ: Streptozotosin

TNF: Timor nekrozis faktor

YA: Yag asidi



1-GIRIS VE AMAC

Diabetes Mellitus yasam boyu siiren, siirekli izlem ve tedavi gerektiren, akut ve kronik
komplikasyonlar1 nedeniyle hastanin yasam kalitesini oldukc¢a azaltan, morbiditesi, mortalitesi
ve topluma ekonomik yiikii yiksek kronik metabolik bir hastaliktir. Bu nedenle patogenezinin
aydinlatilmasi1 6nem tagimaktadir (1). En sik karsilasilan endokrin metabolik bozukluklardan
biridir ve gelismis tilkelerdeki ¢ogu popiilasyonda %5-10 oraninda goriiliir (2). Genellikle
hiperglisemi basladiktan uzun siire sonra komplikasyonlar ortaya ¢ikar (3). GUnimizde
hastalarin yaklagik %30-40'inda izlenen nefropati diyabetin en 6nemli komplikasyonlar
arasinda gosterilmektedir (4). Hipergliseminin glukoz otooksidasyonu ve protein
glikozilasyonu ile serbest oksijen radikallerinin olusma hizin1 arttirmast ve bu nedenle
koruyucu antioksidan kapasitesinin diigmesiyle ortaya ¢ikan oksidatif stresin diger diyabetik
komplikasyonlar gibi bobrek Gzerinde de etkisi olabilecegi bildirilmektedir (5).

Dogal antioksidanlarin bobrekte hastalik dnleyici olasi etkileri tanimlanmistir. Bunlardan
biri olan Resveratrol (RSV) iiztimde ve bundan tiretilen kirmizi sarapta bol miktarda bulunan,
dogal bir hidroksistilbendir. RSV giiglii serbest radikal siipiiriicii, antidiyabetik ve antioksidan
Ozellige sahip olmasi nedeniyle bu hasarin 6nlenmesinde yararli olabilir (6). RSV, SIRT 1
proteinini aktive etmektedir. SIRT 1 metabolizmada, yaslanmada, kanserde muhtemelen uzun
yasamda onemli bir diizenleyicidir ve strese baglh sinyal transdilksiyon yollarinda kritik bir
baglantiya sahiptir. SIRT-1’in glukagon salgilayan alfa hiicrelerinde olmak tizere pankreatik
beta hucrelerinin cekirdek ve sitoplazmasinda yerlesimi saptanmistir. SIRT-1'in insilin
direncini azalttig1 ortaya konmustur (7).

16 kDA agirliginda bir molekiil olan Leptin yag depo miktar ile iliskili olarak yag
dokusundan sentezlenen ve salgilanan bir proteindir (8). Bunun disinda beyin dahil birgok
kaynagin leptin liretme yetenegine sahip oldugu gosterilmistir (9).

Hem leptin hem sirtuinler diyabetle iliskili olduklar1 yapilan ¢alismalarda gosterilmistir
(10,11). Bu bilgiler 1s18inda, ¢alismamizda streptozotosinle diyabet olusturulmus siganlarin
bobrek dokularinda RSV nin yapisal etkilerini ve bunlarin leptin ve sirtuin protein dagilimlari

uzerindeki etkisini gostermeyi amagladik.



2- GENEL BILGILER

2.1 Diabetes Mellitus

2.1.1 Tanimi ve siniflandiriimast

Diabetes Mellitus (DM) toplumda sik goriilen ve her gecen giin giderek artan bir saglik
sorunudur. Bu yiizden hastalik onemli bir arastirma konusu olmaya devam etmektedir
(2). Diinya Saglik Orgiitii (DSO) verilerine gore, diinya genelinde yaklasik 170 milyon DM
hastas1 bulunmaktadir. Diyabetiklerin sayisinin, 2030 yilina kadar 370 milyona yiikselecegi
on gorulmektedir (12). Diabetes mellitus kronik hiperglisemi ile seyreden, etyolojsi degisik
bir dizi metabolik bozuklugu ifade eder. Insiilin saliniminda azalma ya da insulin etkisinin
yetersiz olmasi ve bazen de her ikisinin kusurlarindan kaynaklanan karbonhidrat, protein ve
yag metabolizmasi bozukluklari kronik hiperglisemiye yol agar (13).

Son yillardaki gelismeler DM nin siniflandirilmasinda yeni diizenlemelerin gerekliligini
ortaya koymustur. Bundan dolay1 1995 yilinda Amerikan Diyabet Cemiyeti’nin destegiyle
kurulan ve calismaya baslayan International Expert Committe, 1980°li yillardan beri yapilan
biitlin calismalar1 incelemis ve yeniden degerlendirerek DM’nin siniflamasin1 gozden
gecirmistir. International Expert Committe’nin 6nerdigi DM’nin etyolojik siniflamasi su
sekildedir (14);

1. Tip 1 Diabetes Mellitus
1.1. Otoimmun diabetes Mellitus
1.2. Idiyopatik Tip 1 Diabetes Mellitus
2. Tip 2 Diabetes Mellitus
2.1. Sisman olmayan (metabolik kontrol i¢in insiilin gerektiren diabetes mellitus)
2.2. Sisman (insiilin gerektirmeyen diabetes mellitus)
3. Diger 6zgun diyabet tipleri
3.1. Beta hiicre islevlerinde genetik kusurlar
3.2. Insiilin islevlerinde genetik kusurlar
3.3. Ekzokrin pankreasin hastaliklar1
3.4. Endokrinopatiler
3.5. Ilag ya da kimyasallarin neden oldugu diyabet
3.6. Enfeksiyonlar



3.7. Immiin mekanizmalarin neden oldugu diyabetin sik gériilmeyen, 6zel tipleri

3.8. Diyabetin nadir olarak eslik ettigi genetik sendromlar (14).

2.1.2 Diyabetin Patogenezi ve Komplikasyonlari

Diyabetin ortaya ¢ikmasinda degisik patogenetik mekanizmalar sorumlu tutulmaktadir. Tip
1 diyabetin olusmasinda primer olay otoimmiin mekanizma ile veya bilinmeyen bir sekilde
pankreasdaki beta hcrelerinin harabiyeti ile insulin eksikliginin ortaya ¢ikmasi; tip 2
diyabette ise beta (B) hiicre yetersizligine bagli insllin salimiminda bozulma ve hedef
dokulardaki instlin direnci nedeniyle insulin etkisindeki azalmadir (13,14).

Diyabetik hastalarda morbidite ve mortaliteye yol acgabilecek ¢ok sayida kronik
komplikasyon goriilebilir. Bunlar genellikle hiperglisemi basladiktan uzun sure sonra ortaya
cikarlar (3). Diyabetin uzun dénem komplikasyonlarinin neden oldugu morbidite ve mortalite;
kapiller bazal membran kalinlagsmasiyla birlikte olan mikrovaskiiler hastalik, hizlanmis
arteriol sklerozu ile birlikte gorilen makrovaskiler hastalik, somatik ve otonom sinir
sisteminin her ikisini de iceren noropati, kas zayiflig1 ile birlikte goriilen néromuskuler
disfonksiyon ve enfeksiyonlara direncin azalmasi ile karakterizedir. Bdyle kronik
komplikasyonlar g6z, bobrek, kalp, sinir ve kan damarlarini etkiler (13-15).

Diabetes Mellitus’un akut komplikasyonlari:

1- Diyabetik ketoasidoz

2- Hiperozmolar nonketotik koma
3- Hipoglisemi

4- Laktik asidoz

Diabetes Mellitus’un kronik komplikasyonlari:

1- Diyabetik mikroanjiyopati ve makroanjiyopati

2- Diyabetes mellitusun gastrointestinal, Grolojik, reproduktif, kardiyak komplikasyonlari
3- Diyabetik retinopati

4- Diyabetik noropati

5- Diyabetik nefropati

6- Diyabetik ayak

DM siklhigindaki artis ve diyabetiklerin yasam siiresindeki uzamaya bagli olarak diyabetik
nefropati (DNp) siklig1 da giderek artmaktadir (14,16).



2.1.3. Deneysel diyabet olusturmada Streptozotosin

Streptozotosin (STZ), kimyasal yolla Tip | diyabet olusturmak i¢in kullanilan bir ajandir.
Bunun disinda alloksan, ¢inko selatorleri (dithizone, 8-hidroksikinolin), rodentisid-vacor, diet
nitrozaminleri vb. kimyasallar kullanilmaktadir. Diger ajanlara gore avantaji daha fazla
olmast nedeniyle genellikle STZ kullanilmaktadir (1). STZ’ nin kimyasal yapisi ‘2
deoksiglukozun N- metil- nitrozire’ tiirevidir. ‘Streptomyces achromogenes’ kiiltiirlerinden
elde edilen STZ antineoplastik ve diyabetojenik dar spektrumlu bir antibiyotiktir.

STZ’ nin diyabetojenik etkisi pankreas beta hiicrelerini harabiyetine dayanir. Hem
pankreatik insiilin salinimimin hem de tirozin kinaz aktivitesinin baskilanmasina neden olan
hedef doku hticrelerindeki insulin reseptorlerinde azalma ile etkisini gdstermektedir.

Hipergliseminin derecesi ve siiresi, ilacin dozuna ve deney hayvanina bagimhdir. Kedi,
kopek, fare ve siganda kilo basina 50 mg/kg’ lik doz, diyabet olusturulmasi agisindan yeterli
iken tavsanda 300 mg/kg, pilicde 130 mg/kg gereklidir. Subdiyabetojenik tekrarlayan
dozlarda (40 mg/kg) uygulandiginda ise otoimmiin diyabete benzeyen bir model
gelistirmektedir (17).

Diyabetojenik ajan uygulanmasi sonrasinda kan glukozunda 3 fazli bir yanit olugmaktadir:

1. Gegici hiperglisemi fazi: Ilk 2 saatte olusur; karacigerde glikojenin ani yikilimina bagl
olarak kan gekeri yiikselir. Bu donemde plazma insiilin diizeyleri diisiiktiir.

2. Siddetli hipoglisemi fazi: Uygulamadan yaklasik 6 saat sonra baslar. Diyabetojenik ilag
uygulamasini izleyen ilk 24 saat i¢indeki 6liimlerden bu hipoglisemi sorumludur, bu nedenle
diyabet indiiksiyonundan sonraki ilk 24 saatlik donemde hayvana sekerli su verilmesi tavsiye
edilir. Hipoglisemi, beta hucrelerinin 6limuyle birlikte asirt miktarda insiilinin kana
salinimina baglidir ve plazma insiilin diizeyleri ok yiksektir.

3. Kalicr hiperglisemi fazi: Diyabetojenik ajan uygulanmasindan 10-12 saat sonra baglar.
Bu fazda plazma insiilin diizeyleri diiser ve aylarca diisiik diizeylerde seyreder.

Kimyasal diyabette bobrekte olusan degisiklikler insandaki nefropatinin ¢ok benzeridir (1).

2.2 Diyabetik Nefropati
Diyabetik nefropati, sireklilik gdsteren mikroalbimindri, erken kan basmci yiikselmesi,
glomeriiler filtrasyon hiz1 (GFH)’nda diisme ile karakterizedir. Tip 1 diyabetiklerde, diyabet

stiresiyle iliskili olarak artan mikroalbiiminiiri ve proteiniirinin, 25- 30 yillik toplam insidans1



%35- 40 olarak bildirilmistir. Mikroalbiiminiirik hastalarin 1/3’tinde albiimin atilimi1 normal
smirlar i¢indeyken, 1/3’(inde asikar proteindriye ilerler (16). Proteiniirik hastalarm %10-
50’sinde son dénem bdobrek yetmezligi (SDBY) gelisirken, %40- 50’si ise kardiyovaskdiler
komplikasyonlarla erken dénemde kaybedilir. Bir¢ok c¢alisma mikroalbiiminiiri proteintiri
gelisme insidansinin tip 1 ve 2 diyabetiklerde birbirine yakin degerlerde oldugunu ortaya
koymustur (19). Gelismis llkelerde, yeni tan1 almis SDBY nedenleri i¢indeki DNp orani
%30- 40 civarindadir. Genetik yatkinlik, 1rk, cinsiyet, diyabetin baslama yasi, hastaligin siiresi
DNp gelisimini etkileyen risk faktorleridir. Glisemik kontrol bozuklugu, hipertansiyon,
hiperlipidemi, diyetteki yiiksek protein, albuminiiri varligi, sigara kullanimi prognozu
kotiilestirmektedir. Genetik yatkinlik varliginda, hemodinamik ve metabolik faktorler
arasindaki karmasik etkilesim DNp gelisimini kolaylastirmaktadir (20).

Diyabetik nefropati patogenezinde, glukozun dogrudan toksik etkileri, poliol yolu
aktivasyonu, protein, lipid, lipoprotein, aminoasitlerin glikasyonu ve ileri glikasyon
tiriinlerinin olusumu, oksidatif stres, ¢esitli biiyiime faktorlerinin artmis aktivitesi ve renin-
anjiotensin aldosteron sistemi (RAAS) rol oynamaktadir. DNp gelisimi icin hiperglisemi
gerekli olsa da yeterli degildir; bazi hastalarda koti glisemik kontrol olmasina ragmen
nefropati gelismez. Bu durum patogenezde diger faktorlerin de roliinli ortaya koymaktadir.
DNp gelisiminde hipertansiyon (HT) da kritik 6neme sahiptir. Glomertiler kapillerlere gecen
basing, destek hiicrelerinde mekanik strese neden olur ve kollajen gibi matriks elemanlarinin
sentezini uyarir (19).

Hipergliseminin ortaya ¢ikmasiyla baslayan DNp gelisim stireci ilk asamalarinda klinik
bulgu vermeyebilir. Uygun sekilde tedavi edilemeyen hastalarda zaman igerisinde bdbrek
islevi bozulur. Hipertansiyon genellikle bu sendroma eslik eder. Diyabetik nefropatiyi
semptomlarin goriilmedigi preklinik donem ve klinik belirtilerin ortaya ¢iktigr klinik dénem
olmak tizere iki evreye ayirabiliz.

Diyabetik nefropati; asagida belirtilen 5 evreden olugmaktadir.

1- Hipertrofi ve hiperfiltrasyon donemi: Devamli hiperfiltrasyonun ve bdbrek
hipertrofisinin 6n plana ¢iktig1, fakat heniiz albuminiirinin normal sinirlarda oldugu zaman
dilimidir. Hayvan modellerinde diyabetin daha baslangi¢ doneminde bobrekte protein

sentezinin arttig1 ve bébrek hacminin arttig bildirilmistir.



2- Sessiz donem: Klinik belirti vermeyen kalict bobrek hipertrofisi ve hiperfiltrasyonun
gozlendigi devredir. Glomeriil bazal membranda kalinlasma, mezangiyum hacminde artma
gozlenir.

3- Mikroalbuminiiri donemi: Idrarla atilan giinliik albumin miktar1 30- 300 mg’a
yiikselmistir. Bobrekte glomeriiler bazal membran kalinlagmasi, mezangiyumda artis,
filtrasyon yiizeylerinde kalinlagma gibi histolojik degisiklikler gozlenir.

4- Asikar nefropati donemi: Hastalarin hemen hepsinde hipertansiyon ve idrarlarinda 300
mg/giin iizerinde albumin vardir. Diabetik nefropatide rastlanilan histopatolojik degisiklikler
saptanir.

5- Son dénem bdbrek yetmezligi: Giderek siddetini arttiran agir bobrek yetmezligi, tiremi
ve agikar proteiniiri gézlenir. Genel replasman tedavisi baslanmalidir (17).

Hemodinamik degisiklikler ve glomeriil hipertrofisi sicanlarda streptozotosinle olusturulan
deneysel diyabette de gosterilmistir. Ileri glikolizasyon son iiriinlerinin artis1 ile iliskili
metabolik kusura bagli olarak GBM’de kalinlasma ve mezangiyal matriks artisi meydana
gelir. Glomeril hipertrofisi ile iligkili hemodinamik etki de glomer(l sklerozunun gelisiminde

rol oynar (20).

2.2.1 Diyabetik Nefiropatide Patolojik Degisiklikler
Diyabetik nefropati, 6zellikle tip 1 DM’ de oldukga sik rastlanan bir komplikasyondur. Tip
1 ya da Tip 2 diyabette ayn1 histolojik degisikliklere rastlanir. Diyabetik nefropatide bobrek
boyutlart artmistir (19). DM’ deki bobrekdeki patolojik degisiklikler, intrarenal ve ekstrarenal
arterlerde arterioskleroz ve glomeriil kapiller yumagindaki mikroanjiyopatik degisiklikler
sonucunda ortaya ¢ikar. Dort tip lezyon tanimlanmistir:
1- Afferent ve efferent arteriyollerin arteriyolosklerozu
2- Bobrek arteri ve dallariin arteriyosklerozu
3- Glomeruloskleroz
4- Peritubtler glikojen (Armanni- Ebstein lezyonu), yag ve mukopolisakkarit birikimi
(17).
Ayrica bu bulgularin disinda afferent ve efferent arteriollerde tim damar duvarini tutan ve
zamanla duvarin yerini alan hyalinizasyon izlenir.

Diyabetteki glomeriiler lezyonlar baslica 3 ¢esit olarak tanimlanmaistir:



1-Diffiiz glomeriiloskleroz: En sik goriilen lezyon tipi budur. Birgok glomeriilii tutar.
Kapiller yumagin bazal membraninda kalinlasma ve mezangiyumda bazal membrana benzer
madde artig1 vardir. Bu bélgeler homojen pembe, PAS (+) boyanir. Zamanla glomeriil kapiller
liimeninde kalinlasma ve daralma, mezengiyum matriksinde genisleme ve bu nedenle tiim
glomeriilde fibroz dokuya doniisiim sonucu islev kusuru gelisir ve bobrek yetmezligine neden
olur.

2- Noduler glomeruloskleroz: Cevresel glomeril lobunun merkezinde, yuvarlak, PAS (+)
hyalin bir kitle vardir. Bu hyalin nodiilde mezangiyal hiicre niikleuslar1 yer alir. Bu nodiillere
“Kimmelstiel- Wilson nodiilii” denir. Biiyiiyen nodiil, kapillerleri Bowman kapsiiliine dogru
sikistirir. Sonunda glomeriil iskemiye bagli tahrip olur. Bu histolojik goriiniim agir proteiniiri,
hipertansiyon, bobrek yetmezligi gibi bulgularla beraber olur.

3- Eksudatif lezyon: Diyabete 6zgi olmayan ve en az rastlanan lezyondur. Bowman
kapsiilii boslugunda yer alan, glomeriiler yumagin kapsiiler yilizeyine bagli, yuvarlak,

homojen, eozinofilik yapilar olup bazen kapiller kivrimlari ¢epegevre sarmistir (20,21).

2.3 Bobrek

2.3.1 Bobrek Anatomisi

Karin arka duvarinin en iist kisminda ve kolumna vertebalisin her iki yaninda bulunurlar.
Sag bobrek sola nazaran biraz daha asagida lokalizedir (22,23). Bobrekler yaklagik 11 cm
uzunlugunda, 6 cm genisliginde ve 3 cm kalinliginda olup, ortalama agirliklar yetigkin
erkeklerde 150 gr, kadinlarda ise 135 gr kadardir. Sag bobrek 6n yiizde karacigerin sag lobu,
duodenumun 2. kismi ve fleksura koli dekstra ve sag bobrekistu bezi ile komsudur. Sol
bobrek on yizde mide, dalak, pankreas, fleksura koli sinistra, jejenum kivrimlari ve sol
bobrekistu bezi ile komsudur. Her iki bobrek arka yiizde ise muskulus diyafragma ve altta
icten disa dogru muskulus psoas major, muskulus quadratus lumborum ve muskulus

transversus abdominis ile komsudur (22).



Resim1: insanda sag bobregin onden ve arkadan goriiniimii (24).

2.3.2 Bobrek Embriyolojisi

Dordiincii  haftanin basinda embriyonun horizontal planda katlanmasi sirasinda ara
mezoderm ventrale dogru cekilir ve somitlerle olan baglantisin1 kaybeder. Dorsal aort’un her
iki yaninda bulunan iirogenital kabart1 ad1 verilen yap1 olusur. Bu yap1 daha sonra {iriner ve
genital sistemleri olusturacaktir. Uriner sistemi olusturacak olan iirogenital kabart1 kismi
nefrojenik kordon adini alirken, genital sistemi olusturacak kisim, genital kabarti olarak
adlandirilir (25). Nefrojenik kordonun servikal ve yukari torasik bolgeleri segmentli
diizenlenmis hiicre topluluklarindan ibaret olup, bu segmentlere nefrotom denir. Nefrojenik
kordonun alt torasik, lumbal ve sakral yoreleri ise segmentsizdir. Bu segmentli ve segmentsiz
yorelerde birbirini izleyen ii¢ {iriner sistem gelisir. Sirasiyla segmentli yorede pronefroz,

segmentsiz yorelerde mezonefroz ve metanefroz gelisir (26).
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Sekil 1: Gelisimin farkli evrelerindeki embriyolara ait nefrik tibillerin olusumunu gosteren
transvers kesitler A: 21. Gun, B: 25. Giin (27).

Pronefroz rudimenter ve islevsizdir. Dordiincii haftanin sonunda pronefrik sisteme ait tiim
yapilarin izleri kaybolmus olur (27). Mezonefroz da gegicidir. Kalici bobrekler ya da
metanefroz olusuncaya kadar ara bobrekler olarak islev goriir. Mezonefroz ve mezonefrik
kanallar, Gst torasikle Ust lumbal (L3) segmentlerin intermediate mezoderminden gelisirler
(26). Gelisimin dordiincii haftasinin  baginda, pronefrik sistemin gerilemeye basladigi
doénemde ilk bosaltim tubulleri belirmeye baglarlar. Bu tlbuller boyca hizla uzarlar, kivrilarak
S seklinde bir halka halini alirlar ve medial uzantilarinin ucunda kapiller yumaktan olusmus
bir glomerul elde ederler. Glomeriliin ¢evresinde bu tlbiller Bowman kapsiiliinii olustururlar.
Kapsiil ve glomeriilden olusan yapiya renal korpuskiil denir. TUbulUs lateralden, mezonefrik
veya Wolffian kanali olarak bilinen longitudinal toplayict kanala girer. ikinci ayin ortasinda,
mezonefroz orta hattin her iki yaninda biiyiik ve oval sekilli bir organ haline gelir. Bu sirada,
gelismekte olan gonad da mezonefrozun medialinde yer alir. Kaudaldeki tibuller farklanmaya
devam ederken, kranial tubtller ve glomerillerin ¢ogunlugu gerileyerek 2. ayin sonunda
timuyle yok olur. Erkeklerde kaudal tlbdllerin bir kismi ve mezonefrik kanal genital sistemin

olusumunda yer almak tizere sebat ederken, kadinlarda tiimiiyle kaybolur (27).
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Sekil 2: A. Intermediate mezodermin pronefrik, mezonefrik ve metanefrik sistemler
arasindaki iligki. B. 5 haftalik embriyoda pronefrik ve mezonefrik sistemlerin bosaltim

tubulleri (27).

Metanefroz ya da kalici bobrekler besinci haftanin basinda gelisimine baslarlar ve yaklasik

dort hafta sonra da fonksiyonel hale gelirler. Kalic1 bobrekler iki farkli kokene sahiptir:
1- Metanefrik divertikiil (iireter tomurcugu)
2- Metanefrik blastem ya da metanefrik mezoderm (25).

Metanefrik blastem dokusundan, kalic1 bobregin islev goren birimi nefron gelisirken {ireter
tomurcugundan ise kalic1 bobregin toplama borularn gelismektedir. Metanefrozun bu her iki
taslagi da mezodermal kokenlidir (26). ilk dort toplayic tiibll jenerasyonlarr genisler ve
birleserek major kaliksleri olusturur. Ikinci olusan dért jenerasyon birlesir ve minér kaliksler
olusur (25). Metanefrik blastem dokusu ig¢inde dallanarak yayilan yeni olusmus toplama
borularinin distal son kisimlari, metanefrik blastem dokusu tarafindan bir kep seklinde
ortiiliir. Kavis yapmis her bir toplama borusunun son kismi, metanefrik blastem dokusundaki
bu kep yapmis mezoderm hiicrelerini indiikleyerek renal ya da metanefrik vezikiilleri

olustururlar. Bu vezikiiller nefronlarin kokenidirler. Once uzayan bu vezikiiller ilkel
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nefronlart meydana getirirler. Proksimal ucu kapiller yumag: tarafindan invajine olur ve
bobrek cisimcigini yapar. Distal ucu toplama borularina agilir. Boylece, bobrek cisimcigiyle
toplama borular1 arasinda baglanti kurulmus olur. Nefronun daha sonra uzamasi tiibillerin

kivrilmasiyla ergindeki yapisini kazanir (26).

Metanefrik doku sapkalar
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Sekil 3: Metanefrik bosaltim biriminin gelisimi (27).

Nefronlar doguma kadar olusmaya devam ederler. Bobrekler glomeriiler kapillerlerin
diferansiasyonundan kisa bir siire sonra, gestasyonun 10. haftasindan itibaren, idrar Uretmeye

baslarlar (27).

2.3.3 Bobrek Histolojisi
Bobrekler dis kisimdan ‘Capsula fibrosa’ adi verilen ince ve siki bir bag dokusu kapsiilii ile
sarthidirlar. Kapsiiliin dis kismi, travmadan korunmayi saglayan kalin bir yag dokusuyla
kusatilmistir (28). Bobregin dis kenar1 konvekstir. Her bobregin medial yiizii ise konkavdir ve
fibroz kapsiil burada kesintiye ugrar. Medial kenarin orta kisminda organin hilumu yer alir.
Hilum sinirlerin girdigi, kan ve lenf damarlarimin girip ¢iktig1 ve iireterin ¢iktigt yerdir (29).
Ureterin iist ucu hilumu dolduran bir genisleme yaparak pelvis renalisi olusturur. Bobrek

pelvisi, bobrek dokusu icine kaliks major denilen 2-3 tane kese seklinde uzanti génderir. Her

11



kaliks majorden ise sayilar1 toplam 8—12 tane olan kaliks minorler dallanir. Tiim bdbrek
parankimi hilumdan igeriye dogru uzanan ve sinus renalis denilen bir boslugu kusatir (28).
Bobrek uzunlamasina ortadan kesilip, iki esit kisma ayrildiginda ¢iplak gozle iki ayr1 bolge
g6zlenir. Bunlar kirmizimsi kahve renkteki daha koyu dis kisim olan korteks ve daha soluk i¢
kisim olan medulladir (23). Medullada sayilar1 10-18 kadar olan ve medullar piramitler olarak
bilinen konik ya da piramidal sekilli yapilar bulunur. Medullar piramitlerin tabani kortekse
bakar ve buradan kortekse dogru birbirine paralel olarak uzanan tibul demetleri veya
medullar isinlar (stria medullaris) ¢ikar. Her medullar 151, bobregin fonksiyonel birimleri
olan birka¢ nefronun diiz parcasi ile birlikte bir ya da ¢ok sayida toplayict kanaldan olusur.
Bir medullar piramid ve etrafini saran kortikal doku bobrek lobu adini alir (29). Her bdbrek
lobunun tepesi, bir minor kaliksle ¢evrelenen bir papillada sonlanir. Her minor kaliks, bir
papilladan gelen idrar1 toplar. Minor kaliksler, major kaliksleri, ardindan pelvisi olusturmak
tizere birlesirler (30). Komsu medulla piramitleri korteks dokusunun medullaya yaptigi
uzantilar olan Bertin siitunlariyla birbirinden ayrilmiglardir (31). Aslinda Bertin siitunlari
metanefrik blastemdeki primitif loblarin kaynasma bolgelerinin kalintilaridir (30). Bobregin
islevsel birimi olarak kabul edilen drinifer tibdller, bobrek parankimi igerisinde yer alir.
Urinifer tibuller; nefron ve toplayici kanal olarak farkli iki kisimdan olusurlar (30,31).
Bobregin iglevsel birimi nefrondur. Her bobrek bir ile dort milyon nefron igerir (29). Nefron
iki bilesenden olusmaktadir. Bunlar bobrek cisimcigi (Bowman kapsuli ve glomeril) ve
uzunca bir bobrek tubulidur. Bobrek tibulleri; proksimal kivrimlr tiibal, henle kulpunun ince
ve kalin uzantilart ve distal kivrimli tubdl ile toplayici tiibll ve kanallardan olugmaktadir
(29,30).Toplayici kanallar ise nefronlarda tiretilen idrar1 toplayarak bobrek pelvisine iletirler.
Bobrek cisimciklerin dagilimima bagli olarak nefronlar; kortikal veya jukstamedullar
olabilirler. Kortikal nefronlarin bobrek tlbdlleri kisa bir Henle kulpuna sahiptir.
Jukstamedullar nefronlarin bobrek tibdlleri, medulla derinliklerine uzanan uzun bir Henle
kulpuna sahiptir (30). Her jukstamedullar nefron yaklasik 40 mm uzunlugundadir (31). Bitin
nefronlarin ancak yaklasik yedide biri jukstamedullar nefronlardir (29).

2.3.3.1 Bobrek cisimcikleri
Bobrek cisimcigi (Malpighi cisimcigi); glomeriil ve onu saran Bowman kapsiiliinden
olusur. Glomerl ii¢ yapidan olusmaktadir;

1. Pencereli endotel hiicreleri ile ddsenen glomeriiler kapillerler
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2. Mezangial matrikse gdmulmiis mezangiyal hiicrelerce olusturulan mezangium
3. Bowman kapsulunin visseral yapragini olusturan podositler (29,30).

Bowman kapsiiliiniin visseral (i¢) tabakasi glomeriiliin kapillerlerini sarar. Dis tabaka
bobrek cisimciginin en distaki siirii olusturur ve bu yapt Bowman kapsiiliiniin pariyetal
tabakasidir. Bowman kapsiiliiniin iki tabakasi arasinda, kapiller duvarindan ve visseral
tabakadan siiziilen sivinin toplandig idrar boslugu bulunur. Her bobrek cisimciginde, getirici
afferent arteriyollerin girdigi ve gotiiricii efferent arteriyollerin ¢iktigi bir damar kutbu,
proksimal tlbdllerin basladig: bir idrar kutbu bulunur.

Embriyonik gelisim sirasinda Bowman kapsiiliiniin pariyetal tabakasinin epiteli nispeten
degismeksizin kalirken, visseral tabaka biiyiikk 6l¢iide modifiye olur. Bowman kapsilinin
visseral yapragini olusturan podositler; yassi, ayakcikli ve g¢ekirdeklerinin oldugu kisimlari
kabarik olarak gozlenen hiicrelerdir. Sitoplazmalarinda ¢ok sayida serbest ribozom, belirgin
bir golgi kompleksi, mitokondriyonlar, kasilabilmeyi saglayan aktin mikrofilament demetleri
icermektedir (29,32). Bu i¢ tabakada bulunan ve podosit adi verilen hiicrelerin gévdelerinden
birka¢ primer uzanti sekillenir. Her bir primer uzanti pedisel denen ¢ok sayida sekonder
uzanti olusturur. Pediseller cok az organel icermelerine ya da hi¢ icermemelerine ragmen, ¢ok
sayirda mikrotlibil ve mikrofilament bulundururlar (29). Pedisellerin bitin yuzeyi
podokaliksin ad1 verilen negatif yiiklii siyaloprotein yapisindaki glikokaliksle kaplidir (31).

Podositlerin hiicre gévdeleri ve primer uzantilar1 bazal laminaya degmez fakat pediseller
glomeriil kapillerlerine sarilmis durumda olup 25 nm’ lik sabit bir mesafe olacak sekilde bazal
lamina ile temas halindedirler. Bu araliklar filtrasyon (siizme) yariklarini olustururlar.
Filtrasyon yariklar1 arasinda adeta bir koprii gibi uzanan 6 nm kalinliginda bir diyafram
bulunmaktadir (29). Filtrasyon yariklari, membrandz materyal olan filtrasyon yarigi diyaframi
ile birbirlerine baglanirlarlar. Filtrasyon yarig1 diyaframi, aktin filamentlerine pedisel i¢inden
CD2AP proteini ile tutunan nefrin proteininden olusur. Nefrinin endotel pencerelerinden ve
bazal laminadan molekiillerin geg¢isini geciktirdigi sanilmaktadir (30).

Glomeriiler filtratin siiziildiigii ilk bariyer olan glomertiler kapillerlerin endotel hicreleri
ince bir sitoplazmaya sahiptir. Organellerin ¢ogu sitoplazmanin ¢ekirdek ¢evresinde
kalinlastigi kistmda yogunlagsmistir. Pencereli kapillerlerin bulundugu diger organlarla
kiyaslandiginda, pencereleri daha biyik ve endotel hiicreleri daha fazla sayidadir. Ayrica bu
endotel hiicreleri arasinda, diger pencereli kapillerlerde gozlenen kapiller acikliklarin

birbirine baglayan ince diyafram yapist bulunmaz (29). Boylelikle endotel hicreleri, su, ure,
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glikoz ve kuguk proteinlere gecirgendir. Endotel hucrelerinin yizeyi biyuk anyonik
proteinlerin  gecisini engelleyen negatif yiiklii glikoproteinlerle kaplidir. Glomeriil
kapillerlerindeki endotel hiicreleriyle, bunlarin dis yiizeyini orten podositler arasinda kalin bir
bazal membran (240-340 nm) bulunmaktadir. Bu kalin bazal membran, kapiller ve podositin
olusturdugu bazal laminalarin birlesmesinden meydana gelmistir. Bazal lamina; tip IV
kollajen, fibronektin, laminin ve heparan silfattan zengindir (30). Elektron mikroskobu ile
incelendiginde glomeriil bazal membraninda ii¢ tabakali bir yap1 gozlenir. Ortada elektron
yogun koyu bir tabaka (lamina densa) ve her iki yanda elektron gecirgen acik iki tabaka
(endotel tarafinda lamina rara interna ve podosit tarafinda lamina rara eksterna) yer
almaktadir. Podositlerin ayakc¢iklar1 (pedisel), ortak bazal membran ve glomeriil
kapillerlerinin pencereli endotel hiicreleri hepsi bobregin siiziici membranini olustururlar. Bu
yapt kapillerlerdeki kanla idrar boslugunu birbirinden ayiran bdbregin siiziicii duvarini
olusturan bir filtrasyon bariyeridir (29,32). Normalde filtrasyon bariyeri hiicreler ve biylk
molekdllu proteinlerin gecisine izin vermemektedir (33). Glomeriler siizme bariyerinin
bilesenlerine ek olarak, plazma ultrafiltratindaki molekiillerin gegisini kontrol eden diger
siirlayici faktorler ise boyut ve elektrik yikudur (30).

Glomertil kapillerlerinde, podositler ve endotel hiicrelerinin yani sira iki ya da daha fazla
sayidaki kapillerlerin duvarina tutunan mezangiyal hicreler yer alir (29). Glomertler
kapillerler arasinda bulunan mezangiyum, mezangiyum hiicreleri ve mezangiyal matriksten
olusan intraglomeriiler bir yapidir. Intraglomeriiler mezangiyal hiicreler, ekstraglomeriiler
mezangiyal hicrelerle devam edebilirler. Ekstraglomeriiler mezangiyal hicreler makula
densa, afferent ve efferent glomeriiler arteriyollerin smirlandirdigi boslukta bulunurlar.
Mezangiyal hiicreler diiz kas hiicreleri ve makrofajlarin 6zelliklerine sahip 6zellesmis
perisitlerdir. Bu hiicreler; kasilabilen, fagositoz yapabilen, ¢ogalabilme yetenegine sahip,
matriks ve Kkollajen sentezleyen, prostoglandin ve endotelin salgilayan hiicrelerdir.
Endotelinler afferent ve efferent glomertiler arteriyollerin kasilmasini uyarir. Stizme bariyerini
gecemeyen immunglobulinler ve kompleman molekilleri mezangiyal matrikse girebilirler.
Matrikste immunglobulinlerin birikimi, glomeriiliin tikanmasina yol agan immun yanitin
tetikleyicisi olan sitokinlerin mezangial hiicrelerce iiretimini arttirir (30,31).

2.3.3.2 Proksimal tibdil
Bobrek cisimciginin idrar kutbundan baslayan proksimal tiibll, nefronun en uzun ve genis

kismidir. Yaklasik olarak 14 mm uzunlugunda ve 60 um capinda olup korteksin énemli bir
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kismini1 proksimal tibil kesitleri olusturur. Proksimal tlbilin kivrintili (Pars kontortus) ve
duz parca (Pars rekta) olmak Uzere iki boliimii vardir. Kivrintili parga korteksde yer alirken
kivrintili parganin devami olan diiz par¢a medullada seyreder. Bowman kapsiiliiniin paryetal
yapraginin tek katli yassi epiteli proksimal kivrintili tlbUlllerin tek katli kiibik ya da alcak
prizmatik epitel seklinde devam eder. Bu epitel hiicrelerinin yiiksekligi fonksiyonel duruma
bagli olarak kiibikten prizmatige kadar degisebilir. Isik mikroskobu diizeyinde incelendiginde
proksimal kivrintil1 tlbdl hiicrelerinin eozinofilik ve granulll bir sitoplazmaya sahip olduklari
gozlenmektedir (31). Bu eozinofilik boyanma, epitel hicrelerinin sitoplazmalarinda yogun
mitokondriyonlar igermelerinden kaynaklanmaktadir (28). Epitel hiicrelerinin apeksinde
firgams1 kenari olusturan, yaklasik lum uzunlugunda ¢ok sayida mikrovillus bulunur.
Hiicrelerin biiylikliigii nedeniyle her enine kesitte, {i¢ ile bes adet kiire bigiminde cekirdek
bulunur. Bu hiicrelerin apikal sitoplazmalarinda, mikrovilluslarin tabanlari arasinda makro
molekiilleri emme kapasitesinde etkin rol oynayan ¢ok sayida kanalcik bulunmaktadir. Apikal
membranlarin i¢e dogru yaptigi girintiler pinositotik vezikiilleri olusturur. Makromolekiillerin
pargalandig1 yer olan lizozomlarla pinositotik vezikiiller kaynasirlar ve olusan monomerler
dolagima geri donerler (29). Proksimal kivrintili tubil hdcreleri geri emilim igin uygun
yapisal Ozelliklere sahip, apikal siki baglantilarla bir arada tutulan hiicrelerdir. Yogun hiicre
zar1 kivrimlar1 ve interdijitasyonlar1 iceren bir bazolateral bolgeye sahiptirler. Hiicre zari
kivrimlart daha genis bir yiizey olusturarak iyon gegisini kolaylastirmaktadir. Iyonlarin,
Mg*%a bagimli Na*, K* aktive olmus pompa ile aktif transportu i¢in adenozin trifosfat1 (ATP)
saglayan, hiicre zar1 kivrimlar1 arasina ve hiicre zar1 kivrimlar arasina yerlesik olan uzun
mitokondriyonlar bulunmaktadir (30). Komsu hiicreler arasindaki lateral membran
kenetlenmesinin ¢ok siki olmasi yiiziinden 1sik mikroskobunda incelenen proksimal tibul

hiicreleri arasindaki hiicre sinirlart belirgin olarak segilemez (29).

2.3.3.3 Henle kulpu
Henle kulpu, proksimal ve distal kivrintili tbiller arasindaki kisimdir. Proksimal tiballn
diiz kism, ince (ara) parca ve distal tibuliin diiz par¢asindan meydana gelmis U seklinde bir
yapidir. Baglica dort kisimdan olusur; Proksimal tlibllin diiz kismi, ince inen kol, ince ¢ikan
kol ve kalin ¢ikan kol (32). Medullanin dis kisminda, dis ¢ap1 60 um olan kalin inen kol
birdenbire 12 pm’ye dogru daralarak inen kolun ince boliimii olarak devam eder. Nefronun bu

bolimanun lameni, duvar epitelinin gekirdeklerinin ¢ok hafif sekilde limene dogru ¢ikinti
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yapan tek katli yass1 epitel olmasi nedeniyle genistir. Henle kulpu ¢ok uzun olup medullanin
derinliklerine dek inen jukstamedullar nefronlarin, medullar interstisyumunda hipertonik
gradyan1 saglama konusunda 6zel bir 6nemi vardir. Medulla interstisyumundaki hipertonik
ortam bobregin hipertonik idrar iiretme yeteneginin temelini olusturmaktadir (29).

Henle kulpu idrarin konsantrasyon dilusyon isleminin olusumunda etkili olan nefron
segmentidir. Idrar maksimum 1200 miliosmol/litre (mosm/It)’ye kadar konsantre
edilebilirken, 50-100 mosm/It’ye dek dilue edilebilmektedir. Viicutta fizyolojik kosullarda
stv1 ve soliit birikmemesi i¢in ¢ikarilmasi gereken minimum idrar miktar1 yaklasik 0,5 It’dir
(31). Idrarin konsantre edilmesini saglayan zit akimlar, zit akimlar arasindaki permeabilite
farki ve enerji kaynagi henle kulpunda mevcuttur. Giriste izotonik olan filtrat Henle kulpunu
terk ederken hipotonik olur. Henle kulpunun inen kolu suya gecirgen olup, sodyuma gegirgen
degildir. Bunun sonucunda su interstisyel araliga emilir ve Henle kulpunun tepesine kadar
liimen igerisindeki filtrat giderek hipertonik olur. Susuzluk durumunda bu 1200 mosm/It’ye
kadar ¢ikmaktadir. Bu arada serbest su emilimi nedeniyle medulla ozmolalitesi azalir. Henle
kulpunun ¢ikan kolu ise tam tersine sodyuma gegirgen olup, suya gecirgen degildir. Cikan
ince kolda NaCl interstisyel araliga, medulla-tibil ozmolalite farki nedeniyle pasif olarak
emilirken, liimene iire salgilanir. Bu bolum suya gecirgen olmadigindan liimendeki sivi
gittikge dilue olur. NaCl emilimi henlenin kortikal ¢ikan kalin kolunda ise Na/K/Cl pompasi
ile devam eder. Henlenin ¢ikan kalin kismi antiditiretik hormon (ADH) varli§inda bile suya
gecirgen degildir. Sonug olarak; limendeki sivi distal tlbule ulastiginda hipotonikdir
(yaklagik 150 mosm/It). Henle kulpunun inen kolundan suyun % 40’1, ¢ikan kolundan da
glomertiler filtrata gecen sodyumun % 4045’1 geri emilir. Henle kulpunun inen koluna
potasyum ve iire salgisi olurken, Henle kulpunun ¢ikan kolunda potasyum geri emilimi olur.

Magnezyumda en ¢ok Henle kulpundan geri emilir (33,34).

2.3.3.4 Distal tubuller
Henle kulpunun ¢ikan kalin kolu kortekse girdiginde histolojik yapisini korur, ancak
biikliimlenerek nefronun son kismi olan distal kivrintili tlbUllleri olusturur. Bu tibdller tek
katli kiibik epitelle doselidir. Distal kivrmntili tibullerin, uzunlugu ve cap1 ile proksimal
tdbuller ile kiyaslandiginda daha kisa ve dar liimenli oldugu goriilmektedir. Distal tibul epitel
hicreleri proksimal tabul epitel hicrelerinden daha kugiiktiirler ve firgamsi kenarlari

bulunmaz. Histolojik kesitlerde proksimal tibullerle karsilastirildiginda ise, distal tibuller
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daha soluk ve genis liimenli olarak gézlenmektedirler. Ayrica proksimal tiiblllerden daha kisa
olduklarindan, histoloji preparasyonlarinda korteksde daha az sayida distal tibul kesidi
gozlenmektedir. Kesitlerde distal tibil duvarlarinda daha fazla sayida hiicre ¢ekirdegi
izlenmektedir. Proksimal tlblllere 6zgii olan apikal kanalcik ve vezikuller de distal tibul
hlcrelerinde goriilmez. Distal kivrintili tibUl hiicrelerinin bazal membranlarindaki yogun
invajinasyonlar ve bunlarla iligkili mitokondriyonlar, bu hiicrelerin iyon taginmasinda rol
oynadiklarin1 géstermektedir (29,31).

Nefronun idrarin dilue edilmesinden birinci derecede sorumlu olan kismi, distal kivrintilili
tibdldir. NaCl ve suyun % 3-5’i burada geri emilir. Distal tlbll son kismi ve kortikal
toplayici kanallar aldosteronun etki gosterdigi nefron kisimlaridir. Aldosteron konsantrasyonu
yeterince yuksek oldugunda distal tibullerde sodyumun geri emildigi, potasyum iyonlarinin
disar1 verildigi bir iyon degisim bolgesi bulunur. Distal tubil ayn1 zamanda tlbuldeki idrara
hidrojen ve amonyum iyonlarini salar. Bu etkinlik kandaki asit baz dengesinin korunmasinda
cok onemlidir. Distal tibulin ilk kisimlari suya gecirgen degilken (ADH’ya cevapsiz), son
kisim ve kortikal toplayici kanallarda ADH’nin etkisi goriilir ve ADH duyarli su emilimi
gergeklesir. Bu segmentte ayrica bikarbonat, kalsiyum ve magnezyum geri emilimi de
gerceklesmektedir (29).

Distal kivritilili tubiller kortekste izledikleri yol boyunca kendi nefronlarina ait bobrek
cisimciginin damar kutbu ile temas halindedir. Bu temas noktasinda distal tubil afferent
arteriyol gibi farklilagir (29). Distal kivrintili tubdl hicreleri bu bolgede prizmatik hale
dontiserek genellikle diger distal tubdl hiicrelerinden daha dar ve uzun olarak gozlenirler.
Hiicrelerin ¢ekirdekleri de bir araya toplanarak adeta biri digerinin iizerine yerlesmis gibi bir
goriiniim almistir. Mikroskobik preparatlarda hiicre ¢ekirdeklerinin yakin yerlesimi yliziinden
daha koyu goriinen bu distal tiibil segmentine makula densa adi verilir (29-33).

Elektron mikroskobu diizeyinde makula densa hiicrelerinde organellerin daha az oldugu ve
diger distal tubil hicrelerinden farkli olarak golgi kompleksinin bazale yakin yerlestigi
gozlenmistir. Ayrica mitokondriyonlar da bazal yerlesimli degil, sitoplazmaya dagilmis bir
halde bulunmaktadirlar (30,32). Makula densa nefron fonksiyonunun kontroliinde 6nemli rol
oynar (34). Ayn1 bolgede afferent (nadiren efferent) arteriyoliin tunika mediasindaki diiz kas
hiicreleri de modifiye olmustur.

Normal diz kas htcrelerinin ¢ekirdeklerinden farkli olarak yuvarlak cekirdeklere ve

sitoplazmalarinda Periodik Asit-Schiff (PAS) teknigi ile boyanabilen 6zel granillere
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sahiptirler. Bu hucrelere jukstaglomeruler hicreler adi verilmektedir (29,30-33).
Jukstaglomertler hiicreler renin sentezler, depolar ve serbest birakirlar. Makula densa Henle
kulpunun kalin ¢ikan kolundan gelen idrardaki NaCl igerigini algiladiktan sonra renin
salinimini gergeklestirir. NaCl’ nin makula densa’ya aktarimi azaldiginda renin salinimi artar.
Makula densa, jukstaglomeriler hucreler ve ekstraglomeriler mezangiyal hucreler (lacis
hicreleri ya da polkissen) birlikte kicuk bir endokrin yap1 goérevine sahip olan
jukstaglomeriiler aygiti olustururlar. Ekstraglomeruler mezangiyal hiicreler birbirlerine ve
jukstaglomertler hiicrelere gap junctionlarla baglanmislardir (30).

Her iki bobregin tim nefronlarindan birim zamanda gecen plazmadan tretilen glomerdler
filtrat miktar1 glomeriiler filtrasyon degeri (GFD) olarak bilinir. Bu deger normalde yaklasik
olarak 120-125 ml/dk’dir (29). Arteriyel kan basincinda belirgin degisikliklere karsin bobrek
ici feedback mekanizmalar normalde bdbrek kan akimini ve GFD’yi oldukg¢a sabit tutarlar
(34). Jukstaglomeruler aygit, bobrek kan akimi ve glomeriiler siizmenin otoregiilasyonu ile
ilgili tubiloglomeriiler feedback mekanizmasinin bilesenlerinden biridir. Diger bilesen ise
jukstaglomertler hicreleri uyaran sempatik (adrenerjik) sinir lifleridir. Renin salinimi

adrenerjik sinir liflerinden salinan norepinefrin ve dopaminle artirilir (30).

2.3.3.5 Toplayici tubil ve kanallar

Distal kivrintili tibullerden gegen idrar, birbirlerine baglanarak daha biiyilik diiz toplayici
kanallar1 olusturan toplayici tiiblllere bosalir. Bu kanallar medullar piramidlerin uglarina
yaklastikca genisler. Kiigiik toplayici tubuller kiibik epitelle doselidir ve ¢ap1 ortalama 40
um’dir. Bu tdbiller medullanin derinliklerine dogru indik¢e hiicrelerinin boyu uzar ve
prizmatik olurlar. Isik mikroskobu ile bakildiginda toplayici tiibll ve kanal hicrelerinin
hiicrelerarasi sinirlart net olarak segilebilir (29).

Toplayici tibuller esas hiicreler ve interkalat hiicreler olmak tizere iki farkli hiicre tipinden
olusurlar. Esas hiicreler soluk, acik renkli boyanan, interkalat hiicreler ise koyu boyanan
hiicrelerdir. Esas hiicreler, az sayida mitokondriyon igerirler ve bazolateral yiizeyleri az sayida
katlantilara sahiptir. Sodyum ve suyu geri emerler, Na/K—ATPaz pompasina bagiml
durumdaki potasyumu salgilarlar. interkalat hiicrelerin mitokondriyonlar1 ¢ok sayidadir ve
asit baz dengesinin 6nemli diizenleyicileridir. Ayn1 zamanda potasyumu da geri emer ve
hidrojen salgilarlar. Medullada gerceklestirilen idrar yogunlastirma isleminde en 6nemli roli

toplayici kanallar oynamaktadir (30).
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2.3.3.6 Bobregin kan dolasimi

Inen aortadan dallanan bobrek arterlerinden saglanan kami siizmek, bobregin temel
gorevidir. Bobrekler dakikada kalp debisinin %20’sini alir ve dakikada kanin 1,25 litresini
stizer. Viicudun tiim kani her bes dakikada bir bobreklerden gecer. Dakikada yaklagik olarak
125 ml filtrat dretilir fakat bu miktarin 124 ml’ si geri emilir. 24 saatte 180 litre ultrafiltrat
stvist Uretilir ve idrar tasiyici tlbdllerin igerisinden nakledilir. Bu miktarin 178,5 litresi
tibller hiicrelerce tekrar alinarak kan dolasimina geri donerken sadece 1,5 litre kadar1 idrar
olarak atilir (30,34).

Her bobrek kani aorta abdominalisin dali olan renal arterden alir. Renal arter organa
girmeden once genellikle iki dala ayrilir. Bu dallarin biri bobregin 6n bolimiine giderken
digeri ise arkasindan gegerek tekrar dallanir. Bu biiylik segmental arterler arasinda
anastomozlar yoktur. Bu arterler tekrar dallanirlar, bu dallardan bobrek piramitlerin kenarlar
boyunca medullayr gecen birgok interlobar arterleri olustururlar. Korteks medulla
bileskesinde, interlobar arterler arkuat arterleri meydana getirmek icin sag tarafindan birgok
dal verirler ve dikey yollarini yatay yonde degistirerek kortikomeduller sinir boyunca akarlar.
Arkuat arterlerden dik acilarla dallanan interlobuler arterler ise bobrek kapsiiliine dik sekilde
korteks icinde ilerlerler. Interlobuler arterler arasinda hi¢ anastomoz bulunmaz. Interlobuler
arterlerden, glomertl kapillerlerine kan tasiyan ¢ok kiigiikk dallar ayrilir. Her bir dal bir
glomeriilusa girerek afferent arteriyolii olusturur. Afferent arteriyol, glomerll iginde
dallanarak kapillerlere ayrilir. Bu kapillerler sonra tekrar birleserek efferent arteriyolii
olusturur ve glomertlden ¢ikar (31-33).

Bobrek cisimciginin yerlesimine bagli olarak efferent glomeriiler arteriyol iki farkl
kapiller ag olusturur. Bunlardan birincisi yiizeyel {rinifer (idrar tasiyan) tibullerin
korteksdeki pargalarini gevreleyen ve yildizsi (stellat) vene bosalan perittibiler kapiller agdir.
Ikincisi ise vaza rekta’dir. Korteks medulla kavsagma yakin olarak yerlesik efferent
arteriyollerin ¢ok sayida dallanmasi ile sekillenen vaza rektanin inen (arteriyal) bilesenleri,
urinifer tibullerin medulla kisimlarina paralel olarak, geriye dogru dénerek medullaya dogru
uzanir ve korteks medulla kavsagina ¢ikan (ven6z) damarlar olarak geri doéner (30).
Glomeriilden siiziilen kani tasiyan bu damarlar medullanin beslenmesini ve oksijenlenmesini
saglarlar. Kangal bi¢iminde yapilanmiglardir. Dis korteksteki ve bobrek kapsiiliindeki
kapillerler, yildizs1 venleri olusturmak iizere birlesirler. Venler de arterlerle ayn1 yolu izler ve

ayni isimleri alirlar (29). Kan, interlobuler venlerden arkuat venlere, oradan da interlobar
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venlere akar. Interlobar venler birleserek renal veni olustururlar. Renal ven ise vena cava

inferiora acilir (28).

2.3.3.7 Bobregin lenfatik damar ve sinirleri

Bobregin lenfatik damarlanmasi tam olarak anlagilamamistir. Bobreklerin iki ana lenf
damar ag1 igerdigi bilinmektedir. Bu lenfatik damar aglari rutin histolojik kesitlerde
gozlenemeyen ancak deneysel metodlarla gosterilebilen yapilardir. Birgok arastirmaciya gore
bobregin lenfatikleri sirasiyla subkapsiiler bolgede ve medullada olmak iizere yilizeyel ve
derin olarak lokalize olmuslardir. Lenfatik damarlarin ¢ogu bobrek damarlarina eslik ederler
ve hilusdaki lenf pleksuslarina drene olarak bdbregi terk ederler. Bobrek lenf sivisini vena
cava ve abdominal aorta ¢evresindeki lenf diigiimleri toplar.

Bagslica ¢oliyak ve aort gangliyonlarindan kaynaklanan ¢cogu sempatik bir¢cok otonom sinir
lifleri bobrek arterlerine eslik eden bobrek pleksusunu olustururlar. Bobrekte muhtemelen

nervus vagus’dan gelen duysal ve parasempatik lifler de tanimlanmistir (31,33).

2.3.3.8 Bobrek ara dokusu
Idrar tiiblleri ile kan ve lenf damarlar1 arasindaki bosluk bdbrek interstisyumu adimi alir.
Kortekste kiiciik bir alan tutarken, medullada biiyiiktiir. Interstisyum fibroblastlar, kollajen
lifleri ve esasen medullada proteoglikandan zengin ylksek diizeyde su tutan ara madde iceren
az miktarda bag dokusu igerir. Medullada lipid damlaciklart igeren, salgi yapan ara hiicreler

bulunur. Bu hicreler prostaglandin ve prostasiklin sentezinde gérev alirlar (29).

2.4. Resveratrol

Resveratrol (RSV), tzim, yer fistig1, ¢cay, yaban mersini ve dut gibi ¢esitli bitki tiirlerinin
bliylime ve gelisme asamalarinin herhangi bir doneminde, stres olarak tanimlanan soguk hava
kosullari, ultraviyole (UV) 1s1ma, yaralanma, bakteri ve mantar enfeksiyonlar1 gibi bazi dis
etkiler ile karsilastiklarinda, dayaniklilik mekanizmasinin olusturulmasi amaciyla kendilerini
korumak icin dogal olarak iiretikleri ve genel olarak antibiyotik bilesiklerinden bir sinif olan
polifenolik fitoaleksin sinifina ait bir bilesiktir. RSV, mol agirlig1 228.25 g/mol olup kimyasal
olarak flavonoid yapida, polifenolik, steroid olmayan bir bilesiktir (35,36). Resveratrolin cis

ve trans izomerleri mevcuttur. UV-spektral 0zelliklerine gore ayrilmuslardir. Uziim
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ekstrelerinde cis formu bulunmamaktadir. Trans- resveratrol 1siktan korundugu sirece sabit
kalir.
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Sekil 4 : Resveratrol’{in yapisal formiilii ve yaygin analog ve eslenikleri (35).

Resveratroliin ortaya ¢ikist ve bununla ilgili ilk ¢alismalar 1976’da Langcake ve Pryce adli
arastirmacilar tarafindan asmada (Vitis Vinifera) kesfi ile baglamistir (37). Resveratroliin
sarapta bulundugunu ilk kez 1992 yilinda Siemann ve Creasy adli arastirmacilar
gostermislerdir. Japonya’da “Kojoto” olarak bilinen dogal ilacin Poligonum Cuspitatum
koklerinde de resveratrol tespit edilmistir (38). Uziimdeki resveratroliin oda sicaklii,
mikrobiyal enfeksiyon, ultraviyole radyasyon, ozona maruziyet gibi gevresel kosullardan
etkilendigi ve oraninin degistigi gosterilmistir (36).

Fransa’da halkin bol miktarda kirmiz1 et tiiketmesi, yagl bir diyetle beslenmesine ragmen
kardiyovaskiiler rahatsizliklardan kaynaklanan 6lim oraninin diisiik olmasinin en 6nemli
nedeninin, diizenli sarap tiikketimi oldugu ileri siirilmektedir. Bu durum “Fransiz Paradoksu”
olarak adlandirilmistir. Bu tespitten sonra kirmizi sarap iizerinde yapilan ¢alismalarin sayisi
artmistir. Uziim kabuklarinda yaklasik olarak 50-100 pg/g resveratrol bulunmaktadir.
Uziimiin etli kismindan ¢ok kabuk kisminda bulunur ve kirmizi iiziim ile kiyaslandiginda
diger liziimlerde ¢ok az miktarda bulunur. Kirmizi sarabin kalp lizerine olan koruyucu

etkisinde ise igerdigi 0.2—7 mg/L resveratroliin sorumlu oldugu diisiiniilmektedir (39).
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2.4.1 Resveratroltin Etkileri
Resveratroliin etkileri birgok dokuda arastirildiginda:
Serbest radikallerin detoksifikasyonu (anti oksidan etkisi)
Lipid peroksidasyonunun inhibisyonu
Lipid metabolizmasini diizenlenmesi
Trombosit agregasyonu inhibisyonu
Damar gevsetici etkisi
Anti-inflamatuar etkisi
Anti-kanserojen etkisi
Anti-diyabetik etkisi
Bakir selasyonunu saglamasi
Ostrojenik aktivitesi
Anti-mikrobiyal etkisi
Immiinmodiilatér etkisi
Antiaging etkisi gibi etkileri olmasina ragmen mekanizmalari tam aydinlatilamamistir

(38,40-42).

2.4.1.1 Antioksidan Etkileri

Resveratrol, makromolekiillerin metabolizmas1 sirasinda olusan, serbest radikal igeren
reaktif oksijen radikalleri (ROR)’nin zararl etkilerini geciktirme, dnleme, sitotoksik etkilerini
azaltma ve ROR nedeniyle olusabilecek hiicre zari harabiyetini koruma ozelligine sahiptir
(40).

Koroner okliizyonla iskemi ve reperflizyon hasari olusturulan bir ¢alismada, resveratrol
koroner perflizyonda lipid peroksidasyonu gostergesi kabul edilen Malondialdehit diizeylerini
anlamli olarak azaltmistir (41).

Resveratol, LDL’ nin CHO-K1 hiicrelerindeki reseptorlerine baglanmasi sonucu, okside
LDL’nin damar diiz kas ve endotel hiicrelerinde olusturdugu fonksiyon bozuklugunu onler.
Boylece atherosklerotik hastaliklara kars1 koruyucu bir etkiye sahiptir (43).

Serbest radikallerin DNA hasar1 yaptig1 bilinmektedir. Bir ¢alismada resveratroliin gucli
hidroksil radikal siipiiriicii etkisi ile DNA kirilmalarini azalttigi ortaya konmustur (44).
Resveratroliin bakir1 baglamaya iliskin yiiksek kapasitesi, LDL’nin yiliksek bakir baglama

Ozelligi olmasindan dolayr onemlidir (41). Chanvitagaporgs ve arkadaglarinin yaptigi bir
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calismada resveratrollin, LDL oksidasyonunun 6nlenmesinde E ve C vitamininden daha giclu
bir antioksidan etkiye sahip oldugu gorilmustr (45).

2.4.1.2 Kardiyovaskuler Sisteme Etkileri

Resveratroliin etkili bir vaskiiler diiz kas gevsetici oldugu disiinulmektedir. Endoteli
saglam sican aortasinda yapilan bir ¢alismada resveratroliin noradrenalin ve fenilefrin ile
olusan kasilmalari inhibe ettigi gosterilmistir (46).

Bagka bir calismada ise, resveratroliin, damardaki kalsiyuma duyarli potasyum kanallarina
uyarict etkisi oldugu ve bunun endotelden bagimsiz olarak ortaya ¢ikan gevsetici bir etki
oldugu saptanmistir (47). Endotelden salgilanan nitrik oksit (NO), iskemi reperfizyon
Uzerinde koruyucu etkilere sahiptir. NO konsantrasyonu, iskemi reperflizyondan 60 dakika
once resveratrol verilmesiyle belirgin olarak artmistir. Buna bagh olarak, infarkte alan
boyutunda azalma gorilmistir (48).

Resveratroliin kardiyak kas fibroblast aktivitesini proliferasyon ve diferansiasyon
basamaklarinda engelleyerek kardiyak fibrozis ve kardiyak kas hipertrofisini engelledigi

gosterilmistir (49).

2.4.1.3 Antitrombosit etkileri
Resveratroliin, agregasyon asamasinda artmis olan hiicre i¢i kalsiyum miktarini azaltarak
trombin ve ADP ile aktive edilmis olan trombosit adezyonunu baskiladigi gosterilmistir.
Ayrica kollajen, trombin ve ADP ile uyarilmis olan insan trombosit agregasyonunun
resveratrol ile baskilandig1 ve olusan Tromboksan A; miktarinin anlamli olarak azaldigi

bildirilmistir (50).

2.4.1.4. Antiinflamatuar etkileri
Resveratrol; prostoglandinler, kompleman sistemi, proteazlar, NO, bradikininler, adezyon
molekdlleri ve sitokinler gibi inflamasyondan sorumlu tutulan maddelerin olusumunu
baskilayarak inflamasyonu engelledigi diisiiniilmektedir (45).
Ateroskleroz, sepsis, artrit ve diyabet patogenezinde fazlaca olusan NO’nun
peroksinitritlere donuserek sitotoksik etki gosterdigi ve DNA’da hasarlanma olusturarak

mutajenik ve kanserojenik etkilere yol agabildigi ortaya ¢ikarilmistir. Resveratroliin LPS ve
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timor nekrozis faktor (TNFa) ile uyarilan NF-B aktivitesini ve de NO salinimini baskiladigi
gosterilmistir.

Invitro bir calismada trans-resveratroliin dogal oldiiriicii hiicrelerin sitotoksisitesini
azalttigi, CD4 ve CD8 T lenfositlerinde de sitokin tretimini distirdiigii ve hiucresel toksisiteyi
azalttigi, lenfosit proliferasyonunu baskiladigi, lenfosit kaynakli interlokinlerin ve TNF-o’nin

tiretimini azalttigi gosterilmistir (51).

2.4.1.5 Antikanserojen Etkileri

Apoptozisin hiicre ¢ogalmasi ile 6liimii arasindaki dengede kritik bir roli vardir; birgok
sitotoksik ve sitostatik kanser ilacinin kanser hiicreleri igin apoptozisi etkiledigi bilinmektedir.
Insan promyleositik 16semi hiicrelerinde resveratroliin hiicrelerin ¢ogalmasini baskiladis,
apoptozisi etkin kildigi, antiapoptotik onkoprotein Bcl-2 artisin1 engelledigi ve DNA’da
kirtlmalara neden oldugu gosterilmistir (42).

Resveratroliin antitimor etkisinin ribontkleotid rediiktaz, DNA polimeraz, protein kinaz C,
siklooksijenaz-2 aktivitelerinin baskilanmasi, karsinogenezin baskilanmasi, apoptotik hiicre
aktivasyonuna bagl olabilecegi bildirilmistir (40).

Tumor supresor proteinlerden p53, kanser hucrelerinin apoptozisinde, hiucre dongusund,
hlcre cogalmasini baskilar. Bu yolda RSV ile uyarilmig p53’ iin aktivasyonu ve apoptozis ile
ERK’lerin ve p38 kinaz aktivasyonuyla p53’iin fosforilasyonuna baglidir (52).

2.4.1.6 Antidiyabetik Etkileri

Diyabetten korunmada ve bazi diyabetik komplikasyonlar1 hafifletmede RSV nin 6nemli
roli oldugu ortaya konmustur. Artmis glisemi birgok diyabetik komplikasyona neden oldugu
icin tedavide kan glukozunun fizyolojik sinirlarda tutulmasi esastir. Bu baglamda RSV nin
uzun bir siire uygulandiginda bile herhangi bir yan etkiye rastlanmadan kan glukozunu
azaltarak tip 1 ve tip 2 diyabette yararli olabildigi agiklanmustir (53).

RSV’ nin insiilin {lizerine etkileri ile ilgili ilk ¢alisma 2004 yilinda Zhang ve arkadaslari
tarafindan yapildi. INS- 1 hiicrelerinde (insiilinoma hiicre hatt1) yapilan deneylerde RSV’ nin
etkisiz oldugu gosterilmistir. Buna karsin diger calismalarda insiilin salgilayan hiicrelerin
anlamli olarak etkilendigi ortaya konmustur (54).

Streptozotosin ile diyabet olusturulmus siganlarda yapilan c¢alismalarda resveratroliin

metabolik parametreleri iyilestirdigi, kismen de olsa plazma glukozu, total kolesterol,
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trigliserit konsantrasyonlarini azalttigi, bunlara paralel olarak da hiperinsilineminin etkisini
azalttigi ileri stiriilmiistdr (53).

Genel olarak diyabet yonetimi i ana 6geden olusur: kan glukozunun diisiiriilmesi,
pankreas [ hiicrelerinin korunmasi ve tip 2 diyabette insulin aktivitesinin diizeltilmesi. RSV’

nin bunlar diizenledigi ¢esitli calismalarda ortaya atilmigtir (53, 55).
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Sekil 5: Resveratrolin kan glukoz seviyelerini ve lipid birikimini azaltmasinin sematik resmi
(55).
Obezlestirilmis diyabetik farelerde yapilan deneyde, resveratroliin portal vende glukagon

like peptid ve insulin seviyesini arttirarak glisemiyi diizelttigi gésterilmistir. Bunlar kolonik
proglukagon mRNA transkripsiyonu seviyesinin artmasiyla iliskilendirilmistir (56).

Diyabetik hayvanlardaki resveratrollin antihiperglisemik etkisinin glukozun intraseliiler
transportunu arttirmasindan kaynaklandigini ortaya ¢ikaran ¢alismalar vardir, insulin bagimli

glukoz transpotunu saglayan GLUT, ekpresyonunun arttigi gosterilmistir (57,58).
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intravenéz (i.v) streptozosin enjeksiyonu ile diyabet olusturulmus sicanlar iizerinde
yapilmis bir ¢alismada, RSV’ nin doz bagimli olarak diyabetin genel belirtileri olan vicut
agirh@inda azalma, polifaji ve polidipsi gibi yan etkilerinde de iyilesme saglanmistir (57).

Streptozosin (60 mg/kg) i.v verilmesi ile insiilin bagimli diyabet olusturulmus ve diger
gruba nikotinamidin (200 mg/kg) intraperitoneal (i.p.) enjeksiyonu sonrasi insiilin bagimsiz
diyabet olusturmak {iizere streptozosin (60 mg/kg) erkek Wistar siganlarinda (250- 300g)
kuyruk veninden enjekte edilerek yapilan bir ¢alismada, RSV’nin doz bagimli hipoglisemik
etkisi oldugu gosterilmistir. Resveratrol hem kontrol hem de diyabetik gruplarda insilin
diizeyini artirmistir. Ayrica, insiilin bagimsiz diyabet olusturulan grupta, RSV uygulamasini
takiben 90 dakika sonra, plazma glukoz diizeyi anlamli oranda diismustir (59).

Aribal-Kocatiirk ve arkadaslari, diyabetik hale getirilmeden 10 giin 6nce siganlara giinltik
0.5 ml resveratrol uygulamasi yapildiktan sonra STZ ile diyabetik hale getirilen siganlarda,
eritrositlerde lipid peroksidasyon iiriinleri ve bakir oranlarinin azaldigini, ¢inko yogunlugu,
nitrik oksid diizeyi ve katalaz aktivitesinin arttigin1 bildirmislerdir (60).

Pankreatik beta hucrelerinin yikimi, immunolojik hiicre aracili bir yikim siireci sonunda
olugmaktadir. Dogal 6ldurtict hicreler, aktif sitotoksik T lenfositleri ve makrofajlar, beta
hicre harabiyetinde ©6nemli role sahiptir. Hiicre yikiminda aktif makrofajlardan ve
polimorfonukleer l6kositlerden, sitokinlerin (6rnegin IL-1 ve TNF-a’nin salinimi) salinimi,
reaktif oksijen metabolitlerinin ve NO’ nun salinimina neden olmaktadir (57). Yapilan bir
calismada Resveratroliin bobrek hiicrelerinde koruyucu etkisini NO miktarin1 arttirarak
olusturdugu belirlenmistir (61). RSV ise ortama salinan ROR’ un etkilerini baskilayarak
antioksidan gorevini de yerine getirmektedir (57).

RSV etkisi ile ilgili baska calismalar MING6 hiicrelerinde dogrudan ATP duyarli K"
kanallarmi ve voltaj bagimli K* kanallarmi bloke ettigi, dolayisiyla plazma membranini
depolarize ettigi ortaya ¢ikarilmistir. Glibenklamid (Stlfonillre grubu antidiyabetik ilag) ATP
duyarli K* kanallarmin potent blokorii oldugu deneylerde ortaya ¢ikarilmistir. 30pum RSV ile
20 pm glibenklamidin etkisi kiyaslanabilmistir. Bu sonuglara gore RSV farede, hamsterda ve
ratta B hiicre insiilinoma hatlarinda (MING, Hit-T15 ve RIN-m5F) insulin salinimint uyarir.
Bununla birlikte bu insiilinotropik etki, hiicreler medyumlarda glukozsuz inkiibe edildiginde
bu durum insilin salimimiin asil fizyolojik uyaran1 olmustur. Bu g¢aligsmalarda kullanilan

hlcrelerin normal pankreatik B hiicrelerinden farklilastigi belirtilmis olmalidir (62).
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Pankreatik adacik hiicre ¢alismalarinda, insulin salgilayan hiicrelerde RSV aktivitesi ile
ilgili yeni veriler elde edildi. Insiilinoma hiicrelerindekinin aksine yeni izole edilen sigan
pankreatik adacik hiicrelerinde RSV’ nin (1- 100um) instilini baskilayici etkileri ortaya
cikarilmistir. Bu etki RSV’ nin belirli glukoz konsantrasyonlarmin uyarilmasinda genis
spektrumlu oldugunu gostermektedir. Fakat bunun disindaki glukoz konsantrasyonlarini
uyarmaz (63,64).

Diyabetik farelerde uzun dénem intraserebroventrikiler RSV inflizyonunun hiperglisemiyi
normallestirebilecegini ve hiperinsiilinemiyi 6nemli oranda diizeltebilecegi Ramadori ve

arkadaglarinin ¢alismasinda gosterilmistir (65).
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Sekil 6: Normal B hicrelerinde resveratrolin azalmis insiilin salinimina neden olmasinin

sematik ¢izimi (55).

Diyabetik nefropati diyabette kronik bobrek hasar gelisiminin ana nedenidir. Yiksek
glukoz dizeyleri diyabetik nefropatideki glomeriiler hipertrofi gelisiminde merkezi bir rol
oynar. Diyabet hastalarinda bu degisiklikler yogun insulin tedavisi, ACE inhibitorleri,
anjiotensin Il reseptdr antagonistleri ile tedavi edilmeye ¢alisilmakla birlikte bu tedavilerin
klinik yararlart genellikle yetersizdir. Yeni tedavi stratejileri olusturmak i¢in yapilan

arastirmalarda resveratrol de denenmektedir (40).
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Streptozosin ile diyabet olusturulmus si¢anlarla yapilan bir ¢alismada RSV’ nin erken evre
diyabetteki bobrek hipertrofiye etkilerine bakilmis. Diyabet olusturuldukdan 10 hafta sonra 4
hafta siireyle 10mg/kg diizeyinde oral olarak verilmis. Resveratrollin antiproliferatif ve
antihipertrofik etkileri ile AMPK’ y1 aktive ederek bobrek hipertrofiyi azalttigi, yiiksek
glukoz diizeyinin uyardigr mezangial hiicre proliferasyonunu baskiladigi gosterilmistir (66).
Ayrica RSV nin diyabetik bobrekte bazi sitokinleri (6rn: TNF-a, IL-6) arttirarak inflamatuar
cevabi duzenledigi ortaya konmustur (67).

Resveratrol ile diyabetin bobrekte olusturdugu oksidatif stresin dizeldigi, glomeriiler
fibronektin ve tip IV kollajen ekspresyonunun azaldigi, mezangial matriks geniglemesinin
hafifledigi boylece bobrek islevlerinde bir diizelme oldugunu goésteren ¢aligmalar mevcuttur
(66,67-69).

Bazi ¢aligmalar; RSV’ nin diyabetik nefropati gelisiminden dogrudan yada dolayli olarak
hiicre 6liim yolagini baskilayarak korudugunu gostermektedir. Ayrica RSV’ nin, DNp
ilerlemesi sirasinda hiicrelerin mitotik duraklamaya geg¢isini engelledigi ortaya konmustur
(10).

2.5. LEPTIN ve SIRTUIN

Adipoz dokunun sadece lipidlerin depo edildigi yer olmadigi ayni zamanda bir faktor
salgilayarak viicut agirligini kontrol edebilecegi fikri ilk kez 1953 yilinda lipostatik teori ile
ortaya atilmistir. Leptin, Zhang ve arkadaslar tarafindan kesfedildikten sonra iizerinde genis
incelemeler yapilan obezite geninin 167 aminoasitli hormonal protein Gruntdur (70).

Bagslangicta leptinin, hipotalamusa etki ederek istahi diizenlemesi ve enerji harcanmasini
artirmasi nedeniyle anti-obezite hormonu oldugu diistiniilmiistiir (71,72). Ancak, son yillarda
yapilan c¢aligmalar, leptinin insanlarda sadece bir anti-obezite ve doygunluk hormonu
olmadigint gostermistir. Leptinin gida alimi ve enerji kullanimi {izerine olan etkilerinden
baska, bir¢ok fizyolojik olayda (lireme sistemi, anjiogenez, hematopoez, immin sistem, lipit
metabolizmasi, insilin etkisi, sempatik aktivasyon, mide-barsak islevi ve kemik
metabolizmasi) rol oynadigi gosterilmigtir. Leptin tim fizyolojik etkilerini reseptorleri
araciligryla gergeklestirir (71). Leptin reseptor izoformlart ¢ok cesitli dokularda gosterilmistir.
Kalp, plasenta, akciger, karaciger, kas, bobrek, pankreas, dalak, timus, prostat, testis, over,

ince barsak ve kalin barsak, leptin reseptorlerinin varliginin bulundugu dokulardir (73).
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Insiilin anabolizmay1 uyarict ve viicut kiitlesini artirict adipogenik bir hormondur.
Adipogenik insiilin, leptin anlatimini artirirken; leptinin pankreatik B hdcrelerinde insulin

Uretimini baskilamasi bu diisiinceyi desteklemektedir (70).
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Sekil 7: Glukozun periferik organlardaki metabolizmasinin leptin ve insiilin ile diizenlenmesi
(74).

Leptinin insulin salgisina etkileri olduguna dair caligmalar mevcuttur. Leptinin, (3
hiicrelerinde ATP duyarlh K' kanallarim aktive ederek insiilin salmimimi baskiladigi
gosterilmistir. Boylece, B hiicreleri insulin salinimi i¢in depolarize olamadan hiperpolarize
olurlar. Birgok galismada elde edilen veriler leptinin bazal ve glukoz uyaril: insulin salgisini
azalttigin1  gostermistir, bu durum leptinin instlin salgist Uzerine negatif feedback
olusturdugunu distndirmektedir (73). Leptin ayrica proinsiilin gen expresyonunu da azaltir.
Bunu glikoproteinin (GLP-1) uyardig: proinsiilin mRNA dizeylerini antagonize ederek yapar.
GLP-1 normalde leptinin instlin sentezine olan baskisini 6nler (11).

Sirtuin; Nikotinamid Adenin Dinikleotid (NAD") bagimli sinif 3 histon deasetilaz bir

proteindir (75). Gunumuizde 7 adet sirtuin proteini ortaya cikarilmigtir. Memelilerde son
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zamanlarda yapilan g¢aligmalarda, SIRT1’ in hiicre 6lumiu ya da yasamasinda ve hiicrenin
stress cevabinda 6nemli bir role sahip oldugu gosterilmistir. SIRT-1 apoptozisi baskilayarak
hiicre yaslanmasini destekler ya da DNA hasar1 ve oksidatif stress durumunda hicre
yaslanmasini uyarmaktadir. P53 deasetilasyonunu saglayarak hiicrelerin hayatta kalmasini
arttirir (75-78).

Sirtuin proteinlerinin hatali diizenlenmesi sonucu olusan hastaliklar; Bowen hastaligi, Tip
1 DNp, Alzheimer hastaligi, ALS ve non-alkolik steatohepatit olarak bildirilmistir. SIRT1
aktivitesinin kayb1 tip 2 DM gibi metabolik hastaliklar ve atheroskleroz ile ligkili olabildigi
ileri surtlmektedir. SIRT1’ in deneysel kolit ve obstruktif akciger hastaligi gibi kronik
inflamatuar hastaliklarda da baskilayici etkileri gosterilmistir (10,79,80).

Cesitli calismalarda SIRT1’ in strese bagli hiicresel cevabi FOXO transkripsiyon
faktorlerini deasetile ederek ve/veya dogrudan baglanarak kontrol ettigi ortaya ¢ikarilmistir
(76,80).

Sirtuin aktive eden onemli bilesiklerden biri resveratroldiir. Farelerde RSV’ nin SIRT1’ i
aktive ederek enerji dengesini diizelttigi, glukoz islevlerini diisiirdiigii, insulin duyarliligini ve
mitokondrial fonksiyonlar:1 arttirdigi, yaglanmayi azalttifi ve egzersiz toleransini arttirdigi
gosterilmistir. RSV 28 glin boyunca diyabetik farelere verildiginde adiponektin ve serbest yag
asidi diizeylerinde azalma saglamustir (80,81).

SIRT1 birgok proteinin aktivitesini diizenler (Ornegin: PPAR ve PPARY). Ayrica SIRT1’
in invivo ve invitro etkilerine PGC-1a araciligiyla yardim eder (81). SIRT1 transkripsiyonel
koaktivator PGC-1a vasitasiyla glukoneogenetik genleri ve hepatik glukoz ¢ikigini uyarir.
Glukoneogenezde SIRT1 uyarimi insiilinin hepatik cevap yolagma karsi calisir, glukoz
depolarin1 ve glukoneogenezi baskilar. SIRT1, PPARY’ y1 baskilar, beyaz yag dokusunda

lipolizi ve pankreas  hiicrelerinde insiilin salinimin arttirir (82).
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31



Resveratrol KK Achk

SIRT1

// \\\‘

dok Pankreas
OKusu
L@ § p ® ? e
® ® — (G~ Foxol FOXO1
N-CoR
PPAR( G SIRT1 Mol *
CED  Foxon | ucez
4 Mitokondrial biyogenez
t Oksidatif kapasite
i
2 YA tGIukoneogenez t YA oksidasyonu fYaé mobilizasyonu t insiili
. nsulin
oksidasyonu Glikoliz ‘v ‘Glukoz kullanimi ‘AdipogeneZiS salinimi

Sekil 10: SIRT1’ in transkripsiyon faktorleriyle birlikte dokulardaki etkileri (85).

SIRT1 ¢esitli stress etkenlerini aktive eder. Bir¢cok anahtar transkripsiyon faktorin
hedefler: p53, NF.B, HSF;, FOXO1, 3 ve 4 PGC-la. Bu faktorlerle birlikte dokulardaki
etkileri gorilmektedir (sekil 10). SIRT1 aktivitesi ve ekspresyonu kalori kisitlamasi ve RSV
tarafindan uyarilir (85).

Sirtuin  ailesinin ekpresyonu bobrekte de gozlenmistir. Bobrek yaslanmasinin
progresyonunda SIRT1 araciligiyla kalori kisitlamasinin koruyucu rolii oldugu gosterilmistir
(86). Kume ve arkadaslar1 yaptiklart calismada %40 kalori kisitlamasi yapilan farelerde
SIRT1 aktivasyonu nedeniyle mitokondrial biyogenezi arttirdigini ve buna bagli olarak yaslh
fare bobreklerinde glomerdler sklerozis gelisiminden korudugunu agiklamiglardir (87).

STZ ile diyabetik nefropati olusturulmus si¢anlarla yapilan bir ¢alismada RSV tedavisi ile
diyabetik bobrekte SIR2 ekspresyonunun azalmasi engellenmistir. Diger ilag verilmeyen
diyabetli grupta ise SIR2 ekspresyonu azalmistir. Son zamanlarda SIRT-1" in mezengiyal

hlcrelerde p53 deasetilasyonu yoluyla oksidatif stresi 6nleyebilecegi ve bu SIRT-1" in artis1
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ile bobrekde glomeriler hastaliklarin Onlenmesinde yeni bir strateji saglayabilecegi
bildirilmistir (88,89).

3. GEREC ve YONTEMLER

3.1 Deney hayvanlan

Adnan Menderes Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Birimi (BAP) tarafindan
desteklenen TPF-10006 numarali bu ¢alisma, deney éncesinde Adnan Menderes Universitesi
Deney Hayvanlart Etik Kurulu'na bagvurularak etik kurul onayi alinmisdir. Calisma Tip
Fakultesi Deney Hayvanlar1 Laboratuvari’ndan temin edilen agirliklart 200-250 gram arasinda
degisen 38 adet genc¢ saglikli disi Wistar-Albino cinsi sican ile gergeklestirimistir. Siganlar,
deney Oncesi tel kafeslerde, 12 saat aydinlik 12 saat karanlik sirkadiyen ritimde ve sicakligi
20° ile 25° arasinda olacak sekilde kontrollii odada tutuldular. Hergiin temizligi yapilan
kafeslerde beslendi. Yemler; celik kaplarda, su; plastik biberonlarda (normal gesme suyu)
verildi. Deneyler Histoloji ve Embriyoloji, Patoloji, Biyokimya ve Parazitoloji

laboratuarlarinda gerceklestirildi.

3.2 Deney Gruplarmin Olusturulmasi ve Deneysel Uygulamalar

Calismanin baslangicinda ve sonunda diizenli bir sekilde agirlik degisimleri ve glukoz
diizeyleri kaydedildi. Deney gruplari her grupta alt1 sican resveratrol diyabet grubunda 9 sican
olmak {izere bes gruptan olugsmaktaydi.

Her bir kafese (28x28x16 cm boyutunda polikarbon kafes) diyabet grubu si¢anlari bir
kafeste (i¢ sigan, kontrol grubu si¢anlar1 bir kafeste alt1 sigan olmak iizere yerlestirildi. TUm
siganlar ayni ortamda gozetim altinda tutuldu. Tiim siganlar 12 saat a¢ birakildiktan sonra
kuyruk venlerinden kan ornekleri alindi ve glukometre (IME- DC) ile bazal kan glukoz
duzeyleri tesbit edildi. Kan sekeri diizeyi 130 mg/dI’nin iizerinde ¢ikan siganlar deneye dahil
edilmedi. ilk tartimlar1 yapilarak agirliklar: kaydedildi.

Iki haftalik aliyma slresinden sonra 26 sigana tek doz olarak 50 mg/kg streptozotosin
(Sigma) (0.1 ml serum fizyolojik icinde ¢ozlindiriilerek) ile diyabet olusturulmak Uzere i.m.
enjeksiyon yapildi. Bu enjeksiyondan sonraki t¢inct gunde 6l¢ilen kan sekeri dizeyi 170
mg/kg’ nin Gzerinde olan sicanlar diyabet kabul edildi. Deney devam ederken diyabetik

sicanlarin  i¢ tanesi kaybedildi, iki tanesi de istenen diyabetik kan sekeri diizeyi
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olusturulamadig1 i¢in deneyden ¢ikarildi. Diyabet bulgularinin oturmas: igin bir ay sure ile
beklendi. Bu surenin sonunda, 15 giin siirecek olan RSV (Sigma) enjeksiyonuna baglandi. 15
giin siire ile her giin sicanlara i.p olarak 10 mg/kg RSV enjeksiyonu uygulandi. Diyabetik
siganlarin genel durumu degerlendirilerek bir buguk ayin sonunda deney sonlandirildi.

Kontrol (K) grubu (Grup I, n=6): Bu gruba deney siiresince, resveratroliin uygulandigi
15 gun boyunca serum fizyolojik (i.p) uygulandu.

Kontrol- Resveratrol (K+RSV) grubu (Grup Il, n=6): Bu gruba deney siiresince, diger
diyabetik gruplarla birlikte 15 giin boyunca RSV 1.p uyguland.

Diyabet- RSV (DM+RSV) grubu ( Grup Ill, n=9): STZ ile diyabet olusturulduktan
sonraki birinci ayin bitiminde baslanarak, 15 giin boyunca 10 mg/kg olmak tzere %30 luk
DMSO ic¢inde ¢ozlndurulerek i.p olarak enjekte edildi.

Diyabet (DM+SF) grubu (Grup 1V, n=6): Deney baslangicinda tek doz i.p olarak STZ
enjeksiyonu ile diyabet olusturulan bu gruptaki sicanlara 1 ay boyunca bagka hi¢cbir madde
verilmedi. Birinci ayin sonunda, 15 giin boyunca hergiin i.p olarak SF verildi.

Diyabet- DMSO (DM+DMSO) grubu (Grup V, n=6, Sham grubu): Tek doz i.p. olarak
yapilan STZ ile diyabet olusturulan bu gruba; deneyin son 15 giint boyunca i.p. olarak % 30
luk DMSO verildi.

Deneye baslamadan 6nce, STZ ile diyabet olusturulduktan 3 giin sonra, 1 ay sonra ve
kesilmeden once olmak iizere toplam dort kez siganlarin agirliklart ve kuyruk venlerinden

alinan kan ile glukometreyle seker diizeyleri Olgiildii. Veriler uygun analizler yapilmak iizere
kaydedildi.

3.3 Deneyin sonlandirilmasi

Son enjeksiyon uygulamasindan 24 saat sonra sicanlarin kan sekerleri ve agirliklart
Olgiilerek bunlar kaydedildi. Tiim gruplardaki sigcanlara kas icgine (i.m) enjeksiyon ile 45
mg/kg ketamin hidroklorur (Alfamine) ve 2,5 mg/kg ksilasin hidroklorid (Alfazyne) ile genel
anestezi altinda kesilme islemi yapildi. Hizl1 bir sekilde sag bobrek dokusu ¢ikarilip ependorf
tiplerine konularak, western blot yontemi yapilana kadar —80° de muhafaza edildi. Daha
sonra kalp i¢i %10’luk formalin infiizyonu 5 dk boyunca yapilarak, sol bobrek dokusu alindi
ve histokimyasal islemler i¢in %10’luk formalinle doldurulmus kavanozlarin igine

yerlestirildi.
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Resim 2: Siganlarin bobrek dokularinin alinmasi islemi esnasinda ¢ekilen fotograf.

3.4 Histolojik yontemler

Her gruptan alinan bobrek dokulari, % 10°luk formaldehit tespit soliisyonunda 24 saat
stresince tespit edildi. Sonra musluk suyunda 24 saat yikanan dokular daha sonra rutin
histolojik takip serilerinden gegirildi. Daha sonra basemoldlarin igerisine konan dokular
parafine gdmiildii ve sogumaya birakildi. Parafine gdmiilen dokulardan lam iizerine 3.5 um
kalinliginda kesitler alindi. Histolojik inceleme amagli hematoksilen- eozin ve PAS
boyalariyla boyandi. Degerlendirme yapilirken mikroskopta bakilan kisma gore sifirdan tice
kadar derecelendirme yapilarak veriler kaydedildi. Etkilenme yok (0), hafif etkilenme (1), orta
diizeyde etkilenme (2), siddetli etkilenme (3) olmak Uzere degerlendirildi ve 1s1k
mikroskobunda incelendi. Degerlendirilen dokularin 11k mikroskobunda (Olympus BX 20)
fotograflari gekildi.
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Resim 3: Diyabetik bobregin sigandan alindiktan sonraki goriiniimii

3.5. Immiinohistokimyasal yontemler

Parafine gomiilen dokular 3.5 pm kalinliginda kesitler yapilarak polilizinli lamlara alindu.

3.5.1 Kullanilan geregler

1- Poly-L-lysin lam (Mikroslides Snovvcoat X-tra, Surgipath, Richmond, IL, USA)
2- Mikrodalga firin (Beko)

3- Methanol (Merck)

4- Pap Pen (hidrofibik kalem PENO1)

5- DAB Substrat kit (DAKO K4065)

6- Peroksidaz Mouse & Rabbit Kit, Backround blocker (DBS, KP-500, K023)
7- Goat serumu (ZYMED 16210064)

8- Hidrojen peroksit (Sigma 31642)

9- Leptin primer antikoru (Santa Cruz OB-20: sc- 842)

10- SIRT 2 Primer antikoru (Santa Cruz: sc- 28298)

11- Mayer’s Hematoksilen boya (PL-1000-MAY)

12- Olympus BX20 Mikroskop
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13- HRP histostatin plus kiti (invitrogen 85-9073)
Icerigi:

a) Bloking soliisyonu

b) Genis spektrumlu Linker soliisyonu, biyotinlenmis anti mouse ve anti rabbit antikorlari
icerir. Konjuge sekonder antikor olarak kullanilir.

c) Tracer sollisyonu horse radish peroksidase ile konjuge streptavidin igerir.

14-PBS (fosfat tamponlu salin) (PL-0125)

15- Otomatik pipetlet (Ependorf)

3.5.2 Analiz asamast

Leptin ve sirtuin proteinlerinin immdinohistokimyasal olarak tesbiti biyotin- streptavidin-
peroksidaz yontemiyle yapildi. Hazirlanmis olan parafin bloklardan 3.5 pum kalinliginda,
poly-L-lysin (Mikroslides Snovvcoat X-tra, Surgipath, Richmond, IL, USA) lamlara seri
kesitler alindi. Seri alman kesitler bir gece etlivde 37° de bekletildi. Ertesi gin parafin
giderme islemini tamamlamak {izere iki kez 15 dakika olmak (izere ksilole birakildilar. Daha
sonra sirastyla % 100, % 96, % 80’lik alkol serilerinden 10’ar dakika gegirilerek dehidrate
edildiler. Dokular1 alkolden kurtarmak amaciyla iki kez bes dakika distile sudan gecirildiler,
bu islem 37° de etiiv igerisinde yapildi. Nemlendirilmis 37° C’ lik etiivde proteazda 15 dakika
inkiibe edildi. Ardindan 10 dk oda 1sisinda tutuldu. Kesitler iki dakika ikiser kez PBS ile
yikandi. Daha sonra metanolde hazirlanmis % 3 ‘liikk hidrojen peroksitde 15 dk bekletilerek
endojen peroksidaz aktivitesi bloke edildi ve PBS ile lamlar (¢ kez ¢ dakika yikandi. Lamlar
yikandiktan sonra Histostain Plus immiinohistokimya kitindeki Bloking soliisyonu (A-
Blocking solution, HRP histostatin plus Kkiti invitrogen 85-9073) 10 dakika uygulandi.
Bloking asamasindan sonra camlar yikanmadan Ob (leptin) ve SIRT-2 antikorlar1 PBS ile
1/500 oraninda seyreltilerek dokunun iizerini kapatacak sekilde uygulandi ve 1 saat bekletildi.
Bu stirenin sonunda lamlar PBS ile yikandilar ve 20 dakika sureyle biyotinli sekonder antikor
(B — Broad Spectrum Second Antibody, Histostain Plus Kiti invitrogen 85-9073) uygulandi.
Sonrasinda lamlar PBS ile yikandiktan sonra yine 20 dakika streptavidinli peroksidaz enzim
kompleksi (C-HRP Streptavidin, Histostain Plus kiti invitrogen 85-9073) uygulandi. Lamlar
tekrar PBS ile yikandiktan sonra DAB (3.3 diamino benzidin) (DAB-Plus Substrate Kit,
DAKO K4065) uygulanarak gozle gortlebilen immin reaksiyonun ortaya ¢ikmasi beklendi.

Zemin boyamasi olarak Mayer ’in Hematoksileni kullanildi ve camlar entellan (Merck) ile
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lamelle kapatildi. Isik mikroskopta incelenen materyallerdeki degisiklikler etkilenme yok (0),
az etkilenme (1), orta diizeyde etkilenme (2), siddetli etkilenme (3) olmak iizere skorlama
yapilmistir. Daha sonra mikroskopta (Olympus BX 20) fotograflanarak goriintiilenmesi

saglanmustir.

3.6. Western blot yontemiyle Leptin ve Sirtuin proteinlerinin belirlenmesi

3.6.1 Kullanilan gerecgler

1- Leptin primer antikoru (Santa Cruz OB-20: sc- 842)

2- Sirtuin-1 primer antikoru ( Santa Cruz Sirt-1, sc-74465)

3- Beta actin antikoru (Santa Cruz Cy: sc-47778)

4- Acrylamide (SIGMA A9099)

5- N,N’- Methylene bis-Acrylamide (SIGMA M-7279)

6- N,N,N’,N’- Tetramethylethylenediamine (TEMED, SIGMA T7D24)

7- Sodium dodecyl sulfate (SDS) (SIGMA L4390)

8- Bromophenol Blue sodium salt (SIGMA B8026)

9- Pepstatin (SIGMA P5318)

10- Leupeptin (SIGMA 1.2884)

11- Aprotinin (SIGMA A4529)

12- Tween 20 (SIGMA P1379)

13- DAB Substrat kit (DAKO K4065)

14- Glycine (SIGMA G8898)

15- Trizma Base (SIGMA T8404)

16- Ammonium Persulfate (SIGMA A3678)

17- Triton X-100 (SIGMA T8532)

18- Sodium Chloride (Riedel 13423)

19- Sekonder Antikor (HRP histostatin plus Kiti invitrogen 85-9073)

20- Nitroseliiloz membran (BIO- RAD)

21- Low Range Markers (Santa cruz sc-2360)

22- PMSF (Phenylmethanesulfonyl fluoride, SIGMA P7626)

23- HEPES (4-(2-Hydroxyethyl)piperazine- 1-ethanesulfonic acid sodium salt, SIGMA
H7006)
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24- 2 Propanol (SIGMA 19516)

25- Mini elektroforez sistemi ( Bio-Rad, Mini Protean 111, US)
26- Elektroforez gii¢ kaynagi (Bio-Rad, Power Pac, US)
27- Trichloroacetic acid (TCA, SIGMA T9156)

28- Glycerol (SIGMA 5516)

29- Sodium carbonate (FLUKA 71347)

30- Sodium hydroxide (SIGMA 8045)

31- Potassium sodium tartatate tetrahydrat (SIGMA S6570)
32- Copper II sulfate pentahydrat (SIGMA C8072)

33- Folin-Ciocalteu’s phenol (SIGMA F9252)

34- Hassas Terazi (Sartarius CP 3245)

35- Yatay calkalayici (Yellow RS10BASC)

36- Otomatik pipetler (Ependorf)

37- Kaynamis su banyosu (Memmert)

38- pH metre (HANNA H1221)

39- Spektrofotometre (Shimadzu)

40- Tarayic1 (Vilber lourma)

3.6.2. Kullanilan Tampon ve Cozeltilerin hazirlanist
%030 luk Akrilamid/ Bis :

Akrilamid : 30.0 gr

Bisakrilamid: 0.8 gr

Distile su ile 100ml’ye tamamlanmistir.

1M Trizma Base:
Trizma Base : 12.11 gr

Distile su ile 100ml’ye tamamlandiktan sonra pH’ s1 6.8’e ayarlanmstir.
Amonyum persulfat (%10):

Distile Su 1ml
Amonyum persulfat 0.1 gr
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1.5 M Ayirici Jel (Tris baz stok ¢ozeltisi):
Tris 18,16 gr
100 ml distile su iginde ¢6ziildii. pH ayarlamasi HCl ile 8.8’¢ ayarlanda.

%10 SDS:
SDS 10 gr
Distile Su 100ml

Elektrot Soltsyonu:
Trizma Base 3 gr
SDS 1gr
Glisin 14.4 gr

Distile su ile 1000 ml’ ye tamamlanarak ¢oztindiirildi.

YUkleme tamponu (Sample Buffer)
1M Trisma base (pH:6.8) 12.5 ml
%10’luk SDS’den 40 ml
Glycerol 20 ml
% 2 Bromphenol blue 2 ml

Yuratme tamponu (Transfer Buffer)
Tris base 6 gr
Glisin 28.8 gr
Methanol 200 ml

Distile su ile 1000 ml’ ye tamamlanarak ¢oziindiiriildii.

TBS (Tris- tuz) ¢ozeltisi (10x TBS)
Trisma base 121.14 gr
NaCl 99.35 gr

Distile su ile 1000 ml’ye tamamlanarak pH 8’e ayarlandi.
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TBST (Tris- tuz-tween 20) ¢ozeltisi (1XTBS)
TBS 100 ml
Tween 20 500 pl
Distile su 900 ml

Bloklama solusyonu
Yagsiz siit tozu 5 gr
TBST 100 ml

Doku homojenizasyonunda kullanmak Uzere Lizis tamponu hazirlamsi
Lizis tampon, icerisinde 150 mM NaCl, 50 mM Tris (pH:8.0), %]1°lik Triton X-100, 1
pg/ml Leupeptin, 1 pg/ml Aprotinin, 1 pg/ml Pepstatin, 1 mM PMSF olacak sekilde

hazirlandi.

Lizis tamponu i¢in stok soliisyonlarmin hazirlanmasi

Leupeptin: Distile su ile 10 mg/ml’lik stok hazirlanarak aliquatlara paylastirildi.

Pepstatin: Etanol %70 ile 1 mg/ml’ lik stok hazirlandk.

Aprotinin ile 1 ml HEPES (0.01 M, pH:8) i¢inde 10 mg Aprotinin olacak sekilde stok
hazirlandi.

PMSF: Isopropanol i¢inde 10 mM’ lik stok hazirland1. Aliquatlara paylastirildi.
NaCl 17.532 g, Tris 1.211 g, Triton-X-100 2 ml, Leupeptin 20 pl (stok), Aprotinin 20 pl
(stok), Pepstatin 20 ul (stok), PMSF 20 ul (stok) alinarak az miktarda distile su iginde

cozindurulduler, pH: 8.0’ e ayarland1 ve voliim 200 ml” ye distile su ile tamamlandi.

3.6.3 Dokularin homojenizasyonu ve Lowry yontemi ile dokuda protein miktar: tayini
Na,CO3 2 gr ve 0.05 gr Na-K-Tartarat, 0.1 N NaOH iginde ¢oziilerek hacim 100 ml’ ye
tamamlandi.
100 mg CuSO4. SH20 100 ml distile suda ¢oziilerek hazirland.
Alkali bakir ¢alisma ¢ozeltisi: CuSO4. 5H20/ Na,CO3 0.1 M NaOH, 0.7 M Na-K-Tartarat
1/9 oraninda karistirilarak hazirlandi.

Seyreltik folin: Folin 1/2 su ile seyreltildi.
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Sicanlardan alinan bobrek dokular: — 80° deki derin dondurucudan alinarak her biri hassas
terazide tartildi. Daha sonra donmus doku kuru buzun iistiinde sogutulmus havda ezildi. Bu
materyal U(zerine lizis tamponu eklenerek doku homojenati hazirlandi. Homojenatlar
mikrosantriflj ttplerine konarak +4° de 10000 g de 15 dk santrifiij edilerek siipernatantlar
ayrildi. Ornekler Western Blot islemi igin -20° de saklandi. Bu 6rneklerin bir kismi ile Lowry
yontemine (90) gore protein tayini yapilmak iizere ayrildi.

Deney tiiplerine 2.5 ml Alkali bakir ¢ozeltisi ve 50 pl numune konularak 15 dk oda
1s1sinda bekletildi. Uzerine 250 pl seyreltik fenol ¢ozeltisinden eklendi ve 45 dk oda 1sisinda
bekletildi. Numuneler spektrofotometrede 750 nanometre dalga boyunda kore (cihazin optik

ayarlarin yapilmasi amaciyla kullanilan ¢6zelti) kars: okundu.

3.6.4 SDS Page Elektroforez

Protein elektroforezi Laemmli yéntemine (91) gére SDS- PAGE (Sodyum Dodesil Silfat
Poliakrilamid Jel) kullanilarak yapildi. Testte kullanilacak cam ve diger malzemeler test
oncesinde alkolle iyice temizlenmistir. Biri kii¢iik digeri biiyiik iki cam levha bir arada
tutularak diizenege yerlestirildi. Cam levhalardan sizinti olup olmadigi kontrol edildikten
sonra %12’ lik ayirma jeli (tablo I), hava kabarcigi kalmayacak sekilde otomatik pipet
yardimiyla mini elektroforez (Bio- Rad, Mini Protean Ill, US) camlari arasina dokiildi
(Resim 4).

[Nae o

Resim 4: Elektroforez diizenegine ayirma jelinin konulmasi
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Tablo I: Ayirma jeli hazirlanigi (% 12°lik)

Distile su 3300 pl
4000 pl

Akrilamid/Bis % 30

1.5M Tris solusyonu (pH: 8.8) 2500 pl

% 10 SDS 100 pl

% 10 Amonyum Persulfat 100 pl

TEMED 4l

Jelin hava ile temasini kesmek igin Gzeri % 70’ lik alkolle kapatilmistir. Polimerizasyon
icin bir saat sure ile beklendi. Polimerizasyondan sonra jelin (izerine verilen alkol kurutma
kagidi ile uzaklastirildi. Ayirma jelinin {izerine % 5’ lik yogunlastirma jeli yine otomatik
pipetle dokuldi (tablo I1). Bu islemden sonra ¢ok fazla beklemeden taraklar jel ile arasinda
hava kabarcig1 kalmamasina ve ayirma jeline temas etmemesine dikkat edilerek yerlestirildi.
Jelin polimerizasyonu i¢in 30 dk siire ile beklenmistir. Slrenin sonunda taraklar jele zarar

vermeden cekildi.

Tablo I1: Yogunlagtirma jeli hazirlanigi (% 5°1ik)

Distile su 3400 pl
830 ul

Akrilamid/Bis % 30

1M Tris solisyonu (pH: 6.8) 630 pl

% 10 SDS 50 pl

% 10 Amonyum Persilfat 50 pl

TEMED 5 pl

Tarak ¢ikarildiktan sonra burada meydana gelen kuyucuklara elektrot tamponu eklendi.
Uygun seyreltilmeleri yapilan 6rneklerden 20 pl, yiikleme tamponundan 2 pl kapagi igne
yardimiyla delinmis ependorf tiiplerine alindi. Bu tiipler kaynar su banyosunda 100° de bes
dakika bekletildi. Daha sonra 6rnekler disarida bir miiddet sogutuldu. -20° den ¢ikarilan Low
Range Marker (sc-2360) kaynar suya daldirilip cikarilarak isitilmustir. Ik kuyucuga 8 pl
Marker, diger kuyucuklara 24 pl yiikleme tamponu ile muamele edilmis 6rnek yiiklendi.
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Ornekler jele yiiklendikten sonra diizenekten dikkatlice c¢ikarilarak baska bir diizenek
yardimiyla elektroforez tanki igerisine yerlestirildi. Tankin igerisine +4° den ¢ikarilan elektrot
tamponu, jelin lizerinden tagmayacak sekilde doldurulmustur. Elektroforez aletinin kapagi
anod ve katot uclarinin dogrulugu kontrol edilerek kapatilmis ve 100 V sabit akimla yaklasik

iki saat siireyle proteinlerin ayrismasi islemi gergeklestirilmistir (Resim 5).

Resim 5: Proteinlerin 100 V’da sabit akimla ayristirilmasi

3.6.5 Western Blot analizi

Elektroforez isleminden sonra jel lektroforez camlar1 arasindan ¢ikartildi. Jel membrana
aktarim kismina ge¢gmeye uygun hale getirildi.

Nitroseliloz membran (BiO- RAD) uygun miktarda kesilerek, spanclar, filtre kagitlar ile
birlikte 20 dakika boyunca transfer tamponu igerisinde 1slatild.

Transfer isleminin yapilacagi Sandwich dedigimiz sistemde, kasetin siyah kismi altta
olacak sekilde diiz bir zemine yerlestirilmistir. Uzerine 1slak spang, bunun {izerine 3 tane 1slak
filtre kagid1 konmustur. Bu arada siirekli olarak transfer tamponu ile 1slatilmistir.

Filtre kagitlar1 lizerine Nitroseliiloz membran, jel ve tekrar 3 adet filtre kagidi ve spancla
kapatilip sandwich diizenegi sikistirilmistir. Bu iglem esnasinda jeli membran iizerine
koyarken ikisinin arasinda hava kabarcig1 kalmamasina dikkat edildi. Sandwich ve buz akiisii

blotlama tankina yerlestirildi. Tank icerisine sandwichlerin iizerini ortecek seviyeye kadar
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+ 4°deki transfer tamponu ilave edildi. Aletin kapagi anot ve katot uglar1 kontrol edildikten
sonra kapatildi ve 2 saat 300 mA akim uygulanarak membrana transfer saglandi. Sirenin
sonunda akim kesilerek membran ¢ikarilmistir. Onceden boyanmis Low Range Marker’in
membranda gorilmesi ile aktarimin yapildigi kanitlanmis oldu.

Membran non-spesifik baglanmalarin 6nlenmesi amaciyla hazirlanan bloklama sollsyonu
icinde bir gece +4° de inkiibe edilmistir. Bunun yapilmasinin amaci protein baglanmamis
membran bdlgelerinin siit tozuyla kapatilarak antikorlarin yanlis baglanmasini 6nlemektir.

Ertesi gin membran, Gzerindeki bloklama sollisyonu dokiilerek, fazla olan kismini da ti¢
kez 4 ml TBST sollsyonu ile 10’ ar dakika yikanmistir. Yikama islemi karigtirict tizerinde
yapilmustir.

Membranlar daha sonra dokuz érnek icin 90 pl Leptin primer antikoru (Santa Cruz OB-20:
sc- 842) ve diger dokuz Ornek icin 90 pl Sirtuin-1 primer antikoru ( Santa Cruz Sirt-1, sc-
74465) 1/200 oraninda TBST ile seyreltme yapilarak g¢alkalayici tizerinde gece boyunca
bekletildi.

Bu islemden sonra primer antikor bosaltilarak {i¢ kez 10 ar dakika 4 ml TBST soliisyonu
ile karistiricinin iizerinde yitkanmistir.  HRP histostatin plus kitinin B solisyonu (invitrogen
85-9073) genis spektrumlu Linker soliisyonu, biyotinlenmis anti mouse ve anti rabbit
antikorlar1 igeren konjuge sekonder antikor olarak kullanilan soliisyon her bir 6rnege bes
damla olacak sekilde eklendi. Yarim saat boyunca karistiricida bekletildi. Slrenin sonunda
sekonder antikor doklldi. Kalan antikoru uzaklastirmak igin ti¢ kez 10’ar dakika 4 ml TBST
soliisyonu ile yikanmistir. Bu iglemin ardindan HRP histostatin plus kitinin Tracer soliisyonu
olarak bilinen horse radish peroksidase ile konjuge streptavidin iceren soliisyon ile 20 dakika
karistirict tizerinde bekletilmistir. Sonra 4 ml TBST sollsyonu ile U¢ kez ayni islem
tekrarlanmigtir. Boyama islemi i¢in DAB substrat kiti (DAKO K4065) kullanilmistir. Bes
dakika boyunca bu soliisyonda bantlar kahverengi renk alana kadar bekletilmistir. Bu islem
distile su ile stoplanmistir. Membran oda sicakliginda iyice kurutulduktan sonra bilgisayar
ortamina aktarmak icin Vilber lourma marka tarayici kullanildi. Olusan protein bantlarinin

siyah beyaz goriintiileri alinmistir
3.6.6 Istatiksel Analiz

Calismamimizda elde edilen verilerin istatiksel degerlendirmesi i¢in Kruskal Wallis ve

Mann Whitney U Testi kullanildi. Veriler SPSS istatistik programi kullanilarak degerlendiril-

45



mistir. Anlamlilik degeri p < 0.05 olarak kabul edilmistir. Western blot sonuclar ise Image J

programi kulanilarak degerlendirildi.

4. BULGULAR

4.1 Kan sekeri ve agirhk bulgular

Bu c¢alismada STZ ile diyabet olusturulmus sicanlarda RSV’ nin bobrekteki Leptin ve
Sirtuin ekpresyonu iizerine etkisi arastirilmis ve elde edilen sonuglar istatistiksel olarak
degerlendirilmistir.

Deneye baslamadan once sicanlarin dlciilen kan sekeri degerleri birbirine yakindi (70-130
mg/dl). Deney siiresince toplam dort kez Slgiilen agirlik ve kan sekeri diizeyleri kaydedildi.
Daha sonra her bir grubun deney baslangici ve sonundaki agirlik farklar1 ve kan sekeri diizeyi
farklar1 hesaplandi. Hayvan gruplarinin deney siirecindeki agirlik degerleri tablo 111 ve kan
glukoz diizeyleri tablo 1VV’de gosterilmistir.

Baglangicta tiim siganlarin agirliklar1 birbirine yakindi. Kontrol gruplarinda ve diyabet
grubunda deney sonunda baslangica gore agirlik artist gozlenirken, DM+RSV ile DM+
DMSO gruplarinda agirligin azaldigin1 gérmekteyiz. Deneyin sonunda diyabet ve DM+RSV
gruplarinin agirliklart arasindaki fark istatistiksel olarak anlamli degildi (p>0.05). Takip eden
Olctimlerde agirlik kazanimi acisindan bu gruplar arasindaki fark istatistiksel olarak anlaml
bulunmadi (p>0.05). Ayn1 sekilde agirlik azalmasi agisindan da anlaml fark yoktu. DM+RSV
grubunda kontrole gore azaldigin1 gérmekteyiz (tablo I11).

Kontrol, K+ RSV gruplarindaki si¢anlarin kan glukoz diizeylerinde beklenildigi sekilde
Olctimlerde herhangi bir farklilik gézlenmemistir. Normal sinirlar i¢inde seyreden kan glukoz
degerleri bulunmustur. STZ verilmesinden sonraki sirecte diyabet grubunda (DM+SF),
DM+RSV grubunda ve DM+DMSO grubunda beklendigi sekilde hiperglisemi izlendi
(p<0.05). Takip eden oOlglimlerde RSV sonrasinda diyabet+RSV grubundaki ratlarin kan
glukoz seviyelerinde ilag 6ncesine gore bir azalma goriilmesine ragmen, diyabet ile DM+RSV
gruplar1 arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark saptanmadi (p>0.05). Tablo 1V’de deney
baslangic1 ve sonu arasindaki farka bakildiginda, diyabet gruplari arasinda RSV alan

diyabetik grupta bu farkin daha diisiik oldugu gortilmektedir.
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Tablo I11: Kilo diizeylerinin deney siiresince degisimi.

Kilo (gr) Grup | Grup Il Grup 11 Grup IV Grup V
Baslangi¢ 183,3+14,4 194,2+14,7 202,9+8,6 195,249,3 196,3+7,0
STZ sonrasi | 196,7+10,9 197,319,6 185, 8+8,4 | 188,0+11,3 180,7+5,9
3.gun
Resveratrol | 233,0+21,9 216,8+11,2 185,9+13,0 | 203,5+4,9 190,7+13,0
oncesi
Deney sonu | 237,0+16,0 | 230,0+7,8 186,7+22,8 | 197,3+20,0 186,0+18,6
Deney 53,7+24.4 35,8+16,1 -16,2+21,3 2,2+20,2 -10,3+21,6
baslangic1 ve
sonu arasl
fark

Tablo 1V: Seker diizeylerinin deney siiresince degisimi.
Seker (mg/dl) | Grup | Grup 11 Grup 111 Grup IV Grup V
Baslangi¢ 188,7+17,0 110,5+22,3 90,4+£12,5 100,5+17,2 99,2+13,6
STZ sonrast | 101 3+132 96,3+7,2 289,3+74,6 2955718 | 311,8+76,4
3.gln
Resveratrol 98,2+23,3 105,8+13,7 502,4+101,0 501,7+72,7 561,8+47,6
oncesi
Deney sonu 126,3+18,6 117,3£9,0 452, 7£95,5 548,0+64,0 541,3+63,0
Deney 37,7£18,1 6,8+24,3 362,2+100,0 442,2+65,0 442,2+65,0
baslangic1 ve
sonu arasi
fark

4.2 Histolojik Bulgular

Hematoksilen Eozin boyama sonuclari

Sicanlarin hematoksilen- eozinle boyanan bobrek dokulari histolojik olarak; bowman

kapsiil

araliginda genisleme,

glomeriilde  kiglilme,

glomeriilde buyiime,

glomerdil

dejenerasyonu, glomeriler konjesyon, glomeriilde kapil dilatasyonu, tiibil dilatasyonu, tabal

konjesyonu, tlbul dejenerasyonu, medullada konjesyon, medulla dejenerasyonu agisindan

incelendi. Tablo V’ de H-E skorlamasi goriilmektedir.
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Tablo V: H-E degerlendirilmesi

H-E Grup | Grupll Gruplll GruplVv GrupV
Kontrol K+RSV DM+RSV DM+SF DM+DMSO

Skoru

Bowman 0,3+0,5 0,8+0,4 1,3+0,7 1,8+0,8 1,7+0,5
boslugu

genislemesi

Glomertler 0,5+0,5 1,0+0,6 1,1+0,7 1,5+0,8 1,7#1,2
kiculme

Glomerler 0,7+0,8 0,3+0,5 0, 9+0,8 0,8+1,0 1,0+0,9
blylme

Glomerler 0,5+0,8 0,5+0,6 1,3+0,5 2,2+0,8 1,8+0,8
dejenerasyon

Glomertler | 0,3+0,5 1,0+0,9 1,4+0,7 1,5+0,8 1,5+0,8
konjesyon

Kapil 0,3+0,5 0,3+0,5 0,4+0,5 1, 7+0,5 1,2+0,4
dilatasyonu

Tubal 0,7+0,5 0,8333+0,8 | 1,6+0,5 1,5+0,8 1,3+0,5
dilatasyonu

Tubal 0,3+0,5 1,2+0,8 1,240,7 1,5+0,6 1,3+0,8
konjesyonu

Tubal 0,7+0,5 0,5+0,6 1,240,4 2.240,4 2,0+0,6
dejenerasyonu

Medulla 0,5+0,6 1,5+0,6 1,3+0,7 1,8+0,4 1,740,5
konjesyon

Medulla 0,7+0,5 1,3+0,8 1,4+0,5 2.2+0,8 1,740,5
dejenerasyonu

[nflamatuar | 0,740.8 0,2+0,4 1,3+0,7 1,241,0 1,241.0
hiicre artis1

Kruskal wallis yontemi ile degerlendirme yapildiginda; tiim gruplar arasinda, bowman
genislemesi agisindan gruplar arasinda anlamli fark vardi (p=0.005). Glomeriil dejenerasyonu
acisindan gruplar arasinda anlamli fark vardi (p=0.002). Kapil dilatasyonu agisindan gruplar
arasinda anlamli fark vardi (p=0.002). Tlbll dejenerasyonu agisindan gruplar arasinda
anlaml fark vardi (p=0.000). Medulla konjesyonu agisindan gruplar arasi anlaml fark vardi
(p=0.015). Medulla dejenerasyonu agisindan gruplar arasinda anlamli fark vardi (p=0.018).

Mann whitney U yontemi ile degerlendirme yapildiginda ise;
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Kontrol ve K+RSV gruplari arasinda; medulla konjesyonu agisindan anlamli fark vardi
(p=0,019). Kontrol+ RSV grubunda medulla konjesyonu daha yuksek gorilmketedir (Resim
9).

Kontrol ve DM gruplar1 arasinda; bowman genislemesi (p=0,007), glomeriil kii¢iilmesi
(p=0,042), glomertl dejenerasyonu (p=0,012), glomerilde konjesyon (p=0,027), kapil
dilatasyonu (p=0,007), tubul dejenerasyonu (p=0,002), medulla konjesyonu (p=0,005) ve
medulla dejenrasyonu (p=0,007) agisindan anlamli fark vardi. Diyabetik bobrekte bu bulgular
karsimiza ¢ikmaktaydi.

Kontrol ve DM+DMSO gruplar1 arasinda; bowman genislemesi (p=0,007), glomeriil
kiculmesi (p=0,075), glomerul dejenerasyonu (p=0,024), glomeriilde konjesyon (p=0,027),
kapil dilatasyonu (p=0,018), tibll konjesyonu (p=0,041), tubul dejenerasyonu (p=0,007),
medulla konjesyonu (p=0,011), medulla dejenerasyonu (p=0,014) agisindan anlamli fark
vardi.

Kontrol ve DM+RSV gruplar1 arasinda; bowman genislemesi (p=0,017), glomeriil
dejenerasyonu (p=0,036), glomerilde konjesyon (p=0,007), tibdl dilatasyonu (p=0,013),
tibil konjesyonu (p=0,022), tubul dejenerasyonu (p=0,049), medulla konjesyonu (p=0,036),
medulla dejenerasyonu (p=0,022) agisindan anlamli fark vardu.

K+RSV ve DM gruplarn arasinda; bowman genislemesi (p=0,019), glomerl
dejenerasyonu (p=0,006), kapil dilatasyonu (p=0,007), tubul dejenerasyonu (p=0,002)
agisindan anlamh fark vardi.

K+RSV ve DM+DMSO gruplar1 arasinda; bowman genislemesi (p=0,018), glomeriil
dejenerasyonu (p=0,011), kapil dilatasyonu (p=0,018), tubil dejenerasyonu (p=0,006)
acisindan anlamh fark vardi.

K+RSV ve DM+RSV gruplarn arasinda; glomeril dejenerasyonu (p=0,016), tubul
dejenerasyonu (p=0,02) agisindan anlaml1 fark vardi.

DM ve DM+DMSO gruplart arasinda; degerlendirilen bu parametrelerin hicbirinde
anlaml fark yoktu.

DM ve DM+RSV gruplar arasinda; glomerul dejenerasyonu (p=0,033), kapil dilatasyonu
(p=0,004), tubul dejenerasyonu (p=0,004) agisindan anlamli fark vardi. Bu bulgularda RSV
alan diyabetik grupta diizelme goriilmiistiir.

DM+DMSO ve DM+RSV gruplar1 arasinda; kapil dilatasyonu (p=0,021), tbul

dejenerasyonu (p=0,020) acisindan anlamli fark vardi.
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Hematoksilen Eozin Resimleri

Resim 7: Kontrol grubu. () Proksimal tiibiil ve (%) Distal tiibul (H-E x 20)
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Resim 9: KRSV grubunda medullada konjesyon bulgular1 (W) (H-E x 10)
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Resim 11: Diyabet grubunda (%) isaretli glomeriilde kii¢iilme, bowman kapsiil araliginda

genisleme, (W) isaretli glomeriilde dejenerasyon, () isaretli tiibiilde dilatasyon bulgulari
(H-E x 10)
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Resim 12: Diyabette (#¢) isaretli glomeriilde kii¢iilme, (M) isaretli glomeriilde konjesyon,

() ile isaretli tibulde dilatasyon, dejenerasyon (H-E x 10)

Resim 13: Diyabet grubunda tiibiillerde konjesyon(™) (H-E x 10)
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Resim 15: DM+ DMSO grubunda bobrek medullasinda dejenerasyon(™) (H-E x 20)

54



Resim 17: DM+RSV grubunda glomerillerin() ve tibllerin (%) diyabete gore
bulgularin biraz diizelmis gérinima (H-E x 10)

55



Resim 19: DM+RSV grubunda medullanin gériiniimii (H-E x 10)
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PAS Boyamasi sonuclari
PAS boyamasi yapildiginda preparatlar histolojik olarak incelendiginde glomeriil, bazal
membran ve tibullerdeki boya tutulum miktarlarina gore skorlama yapilmistir. Etkilenme

miktaria gore sifirdan lice kadar derecelendirme yapilarak degerlendirilmistir. (tablo 6).

Tablo VI: PAS boyamasinin degerlendirilmesi.

PAS skoru Grup | Grupll(n=6) | Gruplll(n=9) | GruplV(n=6) | GrupV(n=6)

K+RSV DM+RSV DM+SF DM+DMSO
(n=6) K

Glomertil 0,8+0,4 1,0£0,0 1,0+0,0 1,2+0,4 1,2 +0,4

Bazal 0,3+0,5 0,8+1,0 0,8+0,7 0,8+0,8 1,7+20,5

membran

(Glomerul-

Bowman

kapsulii)

Tubdller 2,0£0,6 2,0£0,6 1,240,7 1,5+0,6 1,8+1,0

Kruskal wallis analizi ile bobregin incelenen bolgelerinden (glomerul, bazal membran,
tabuller) higbirinde gruplar arasi anlamli fark yoktu. (sirasiyla p=0,283, p=0,061 ve p=0,189).
Mann whitney U analizi yapildiginda ise;

K ve DM+DMSO gruplar1 arasinda; bazal membran (p=0,007) degenlendirmesinde
anlaml fark goriilmistiir. DM+ DMSO grubunda bazal membranda daha yogun bir PAS
boyanmasi goriilmektedir (Resim 26).

K ve DM+RSV gruplari arasinda; tubil (p=0,046) agisindan anlaml fark goriilmiistiir.

K+RSV ve Diyabet gruplari arasinda; tibul (p=0,043) degerlendirmesinde anlamli fark
gorilmiistir.

K+RSV ve DM+RSV gruplan arasinda; tubtl (p=0,046) degerlendirmesinde anlamli
fark bulunmustur.

DM+DMSO ve DM+RSV gruplant arasinda; bazal membran (p=0,022)
degerlendirilmesinde anlamli fark bulunmustur. DM+DMSO grubunda bazal membranda

PAS yogunlugu daha fazla goriilmektedir (Resim 26).
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PAS Resimleri

- 3 r S *‘
Resim 21: Bobrek kontrol grubu glomerdl (*) ve bazal membran (M) gériinimii
(PAS x 40)



Resim 23: Bobrek K+RSV grubunda glomertiil (%), bazal membran (W) gérinim
(PAS x 20)
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Resim 24: Diyabet grubunda PAS ile yogun boyanmis glomeruller (%) (PAS x 20)

Resim 25:Diyabet grubunda PAS ile yogun boyanmus tibiller (%) (PAS x 20)
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Resim 26: DM+DMSO grubunda glomeriilde (%) ve bazal membranda (W) PAS

lugu (PAS X 40)

yogun

Resim 27: DM+DMSO grubunda PAS yogunlugu (PAS x 20)
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Resim 29: DM+RSV grubunda ttbillerin () goriinimii (PAS x 20)
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4.3. Immiinohistokimyasal Bulgular
Leptin bulgular
Leptin antikoru ile boyanmis bobrek dokularinda immiinohistokimyasal degerlendirme i¢in

glomertdil, tibul ve medulla bélgesi incelenmistir. Degerlendirme tablo VII” de gosterilmistir.

Tablo VII: Leptin ile immiinohistokimyasal boyanma yapilmig bdbrek dokularinin

degerlendirilmesi.

LEPTIN Grup | Grupll(n=6) | Gruplll(n=9) | GruplV(n=6) | GrupV(n=6)

IHC K+RSV DM+RSV DM+SF DM+DMSO
(n=6) K

Glomerl 0,2+0,4 1,204 0, 7+0,5 1,240.4 0,240,4

Tubuller 2,740,5 2,7+0,8 2,7+0,5 3,0+0,0 3,0+0,0

Medulla 1,011 2,7+0,5 2,1+0,6 2,3+0,8 2,2+1,0

Bulgularimiz Kruskal wallis analizi ile degerlendirildiginde; gruplar arasinda glomertil
tutulumu agisindan anlamli bir fark saptanmistir (p=0,001). Tlbtl ve medulla tutulumunda
anlaml bir fark saptanmamistir (sirastyla p=0,34 ve p=0,063).

Mann Whitney U testi ile leptin tutulumu incelendiginde ise;

K ve K+RSV gruplar arasinda; glomeriilde (p=0,006) ve medullada (p=0,019) leptin
boyanma orani agisindan anlamli fark goriilmiistir. K+ RSV grubunda kontrole gore
glomeriillerde ve medullada leptin yogunlugunun fazla oldugunu tesbit ettik.

K ve Diyabet gruplari arasinda; glomeril (p=0,006) ve medulla (p=0,046)
degerlendirilmesinde anlamli fark goriilmiistiir. Diyabet grubunda bu kisimlarin boyanma
orani daha yiiksekti.

K ve DM+RSV gruplart arasinda; medullanin (p=0,031) boyanma orani agisindan
anlaml fark goriilmiistiir.

K ve DM+DMSO gruplari arasinda; glomertllerde (p=0,006) leptin tutulumu agisindan
anlamli fark gériilmiistiir.

DM ve DM+DMSO gruplar arasinda glomerillerde (p=0,006) leptin boyanma orani
acisindan anlamli fark bulunmustur. Diyabet grubunda leptin boyanmasi daha yogun

gorulmektedir.
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SIRTUIN-2 bulgular:

SIRT-2 antikoru ile boyanmis bobrek dokularinda immiinohistokimyasal degerlendirme

icin Leptin i¢in kullanilan skorlama sistemi kullanilarak degerlendirme yapilmistir (tablo

VIIl). Kruskal wallis analizi yapildiginda bobregin bakilan bolgelerinden higbirinde

(glomerdl, tibuller, medulla) gruplar arasi anlamli fark yoktu (sirasiyla p=0,416, p=0,523 ve

p=0,839).

Mann Whitney U analizi ile de gruplar arasinda anlamli bir fark bulunamadi (p>0.05).

Tablo VIII: SIRT-2 ile immiinohistokimyasal boyanma yapilmis bobrek dokularmnin

degerlendirilmesi.

SIRT?2 Grup | Grup 11 Grup 111 Grup IV Grup VvV
IHC

Glomerul 0,040,0 0,00,0 0,2+0,4 0,2+0,4 0,305
Taballer 2,540,8 2,240,4 2,605 2,540,6 2,740,5
Medulla 1,8+1,0 2,0£0,9 2,1%0,3 2,305 2,0£0,6

Leptin (Ob) Resimleri

.‘," ®ws,

Y TR

Resim 30: Bdbrek kontrol grubunun leptin ile boyanmasi (Ob x 10)
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Resim 31: Leptin antikoru ile boyanmis kontrol grubundaki gorunum. TUbUIIerin(*)

yogun olarak boyanmasi (Ob x 20)

P « 0 .

Resim 32: Kontrol grubunda glomeriilde (%) boyanma goriillmemesi (Ob x 40)
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Resim 34: K+RSV grubunda tubillerde (%) Leptin tutulumu (Ob x 20)
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Resim 35: K+RSV grubunda glomeriilde (%) boyanmanin olmadiginin gorilmesi
(Ob x 40)

Resim 36: Diyabet grubunda yogun glomeriil (*) tutulumu (Ob x 20)
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Resim 40: DM+ DMSO grubunda medullada leptin tutulumu (Ob x 20)
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Resim 42: Leptin ile boyanmis DM+RSV grubunda glomeriil (%) gériinimi (Ob x 40).
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Sirtuin-2 Resimleri

Resim 43: Kontrol grubunun SIRT-2 ile boyanmus tbullerin (*) gorinimi (SIRT2 x 20)
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Resim 44: Kontrol grubunda glomeriil (%) gortniimii (SIRT2 x 40)
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Resim 46: K+ RSV grubunda SIRT-2 tutulumu (SIRT2 x 20)
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Resim 48: K+RSV grubunda glomertl (*) SIRT-2 boyanmasi negatifligi (SIRT2 x 40)
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Resim 50: Diyabet grubunda SIRT-2’ nin tiibiillerde (%) goriinimii (SIRT2 x 20)
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Resim 52: DM+ DMSO grubunda SIRT-2 tutulumu (SIRT2 x 20)

e &‘l | 5
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Resim 54: DM+DMSO grubunda SIRT-2 negatif glomeriller (%) (SIRT2 x 40)
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Resim 56: DM+RSV grubunda tiibillerin (%) boyanmasi (SIRT2 x 20)
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Resim 57: DM+RSV grubunda glomeriilde SIRT-2 negatifligi (SIRT2 x 40)

4.3 Western Blot bulgular:
Western blot bant yogunluk analizi
Western blot yontemiyle belirlenen proteinlerden leptin, sirtuin-1 ve beta aktin bantlarinin
degisimi asagida (Resim 57,58,59) gorulmektedir. Bantlardaki gruplar sirasiyla K, K+RSV,
DM, DM+DMSO, DM+RSV grubu olarak goriilmektedir. Bu bantlarin karsilastirilmasi igin
Image J programi kullanilarak yogunluklart 6l¢iilmiistiir.

Beta-AKTIN:
Kontrol grubu: % 16.721
K+RSV grubu: %15.966
DM grubu: % 21.151
DM+DMSO grubu: % 26.371
DM+RSV grubu: % 19.79
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LEPTIN

Kontrol grubu: % 9.324
K+RSV grubu: % 20.112
DM grubu: % 44.095

DM+DMSO grubu: % 17.144
DM+RSV grubu: % 9.325

SIRTUIN
Kontrol grubu: % 19.339
K+RSV grubu: % 4.692
DM grubu: % 0.526

DM+DMSO grubu: % 13.007
DM+RSV grubu: % 62.435

Tiim gruplara bakildiginda beta aktin yoniinden birbirine yakin bir yiizde degerinde
olduklarin1 gérmekteyiz. Bu da bize diliisyon miktarlarinin uygun bir sekilde yapildigini

goOstermektedir.

Leptin dagilimina baktigimizda ise diyabet grubunda diger gruplara kiyasla, leptin miktari
anlamli olarak artmistir. SIRT-1 dagilimi ise en diisiik oranda diyabet grubunda gorilurken,

diger gruplara kiyasla en yiiksek miktarda DM+RSV grubunda karsimiza ¢ikmaktadir.

)

Resim 58: Beta-aktin’in Western blot yontemiyle gdsterilmesi

Resim 59: Leptin’in Western blot yontemiyle gosterilmesi
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Resim 60: Sirtuin-1’ in Western blot yontemiyle gosterilmesi
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5. TARTISMA

Gilinlimiiziin 6nemli metabolik hastaliklarindan biri olan diyabet ve tedavisi lizerine yapilan
calismalar her gecen giin hizla artmaktadir. Hastalifin goriilme sikligi arttikca deneysel
modellerde yeni tedavi stratejileri gelistirilmektedir. Bu amagla bir¢ok dogal ve yapay
kimyasal maddeler tedavi amaglh kullanilmak iizere bu modellerde denenmektedir.
Antioksidanlar literatiirdeki ¢alismalarin  biliyilk ¢ogunlugunu olusturmaktadir. Son
zamanlarda yapilan birgok ¢alismada RSV’nin diyabetik komplikasyonlar1 azaltmada faydali
bir role sahip oldugu ve bazi diyabetik komplikasyonlar1 azalttigi ileri siirilmistiir
(40,53,55,56,66-68,89,92-94).

Resveratrolun toksisitesi ile ilgili olarak hayvanlarda yapilan gesitli ve ¢ok sayida ¢alisma
bulunmaktadir. Resveratroliin bu deneylerde mutajenik, karsinojenik, hiicresel toksisite ve
alerjik reaksiyon gibi yan etkileri goriilmemistir (38). Literatiirde tedavi amacli RSV ile
yapilan ¢alismalarda verilen doz 10-20 mg/kg arasinda degismektedir. Bu dozlar arasinda
RSV’ nin in vivo ve in vitro etkileri gozlenmistir (40). Calismamizda da RSV dozu 10
mg/kg/glin olarak belirlenmistir. Bu doz RSV’nin biyolojik etkilerini inceleyen diger
calismalardaki gibidir (40,55,66,89,92,94)

Calismamizda RSV’nin, diyabetik sicanlarin agirliklar1 Uzerindeki etkisine bakilmistir.
RSV tedavisi sonunda diyabet ve diyabet+ RSV gruplari karsilagtirildiginda RSV alan grupta
hafif bir yiikselme olmasma ragmen bu iki grubun agirliklari arasinda anlamli bir fark
bulunamamistir. Dolayisiyla RSV’nin diyabetin neden oldugu kilo kaybini dnleyici bir etkisi
gozlenmemistir. Degisik ¢alismalara bakildiginda da RSV nin kilo kaybin1 6nleyici belirgin
bir etkisi olmadig1 ortaya konmustur (40,67,68,89,94).

Bunun yani sira 15 giin siire ile uygulanan RSV tedavisi, diyabetik sicanlarin kan glukoz
degerlerinde bir azalmaya neden olmasina ragmen diyabet ile diyabet+ RSV gruplari arasinda
istatiksel olarak anlamli bir fark saptanmamistir. Dolayisiyla RSV’nin STZ’ nin neden oldugu
B hiicre harabiyetini geri donistiiriicti etkisi tizerinde etkili bir bulgu goériillmemistir. Daha
once yapilan c¢alismalarda (40,55,66,92,95) da bizim seker diizeyleri bulgularimizla ortiisen
bulgular gérilmektedir.

Su ve arkadaslarinin 2006 yilinda yaptiklar1 bir ¢alismada; STZ ile ve STZ+ nikotinamid
ile olusturulmus diyabet sonrasinda dncelikle RSV’ nin akut etkilerine bakilmis, 0.5 mg/ kg
intragastrik olarak verilen ilacin 0,30,60,90 ve 120. dakika sonunda kan glukoz dizeyleri
ol¢tilmiistiir. 30. dakikadan itibaren RSV verilen diyabetik ratlarda kan glukozunda hafif de
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olsa diismeler saptanmistir. Hipoglisemik etkinin 90. dakikadan sonra azalmaya basladigi ve
5. saatin sonunda plazma glukozunun eski diizeyine dondiigii gortilmistiir (57).

Diyabette uzun sureli hiperglisemi sonucunda organlar hasara ugramakta ve islev
bozukluklari meydana gelmektedir (14). Diyabette en cok etkilenen organlardan biri de
bobreklerdir. Bobrek hasarinin sikligi diyabet sliresi uzadikca artig gostermektedir (17). DM’
de en belirgin tubuler lezyon proksimal tibillerin distal bélimiinde ve henle kulpunun ¢ikan
kismindaki epitel hicrelerinin glikojen depolamasidir. Glikojen tutulumunu géstermek icin
histolojik incelemede PAS boyasi ile muamele edildikten sonra degerlendirilmelidir (15).
Vardi ve arkadaslarinin 2005 yilinda yaptigi diyabetik bobrek ¢alismasinda diyabet grubunda
Ozellikle tubillerde PAS yogunlugunun daha yiiksek oldugunu gérmislerdir (15). Bizim
calisgmamizda ise diyabet ve DM+RSV gruplar1 arasinda ise tiibiillerde PAS pozitifligi
acisindan anlaml fark goriilmemistir. Fakat diyabet gruplarinda kontrol gruplarina kiyasla
PAS boyanma yogunlugu artmistir.

Sharma ve arkadaslar tarafindan STZ ile diyabet olusturulmus ratlarda RSV’ nin oksidatif
stres ve hobrek islevleri Uzerindeki etkisi arastirilmistir. STZ sonrasinda dort hafta
beklendikten sonra siganlara 15 giin boyunca 10 ila 20 mg/kg dozunda oral RSV verilmis.
Alt1 haftanin sonunda diyabetik sicanlarda kreatinin ve Ure klirensinin azaldigi, proteinurinin
ve oksidatif markerlarin arttigi ortaya konmustur. RSV verilen grupta ise anlamli olarak
bobrek islev bozuklugu ve oksidatif stres markerlari azalmistir. Ayni ¢alismada deney
sonunda bdobrek dokularinda apikal kabarciklar, intertitisyel fibrozis, hyalin birikimi,
arteriyolopati ve glomeriiler degisiklikler agisindan histopatolojik inceleme yapilmus,
diyabetik RSV grubunda diyabetik gruba kiyasla bu yapisal bulgularda diizelme goriilmiistiir
(94). Literatiirde diyabetik bobrekte RSV ile yapilmis birgok arastirma bulunmaktadir. Bu
aragtirmalarin hepsindeki ortak bulgu RSV’ nin diyabetik bobrekte olusan bozukluklar:
hafiflettigi  yoniindedir (40,66-68,89,93). Bizim diyabetik bobrekteki bulgularimiz
caligmalarla uyumludur ve diyabet sonucu olusan bdbrek hasar bobrek preparatlarinda
oldukc¢a agik sekilde gozlenmistir (Resim 11-16). Glomerdler, tibuler ve tubulointerstisyel
yap1 degisikliklerini iceren diyabetik bobrek hasariin gelisim mekanizmasi heniiz tam olarak
anlagilamamistir. Ancak hipergliseminin, glukoz otooksidasyonu ve protein glikozilasyonu ile
serbest oksijen radikallerinin otooksidasyonu ve protein glikozilasyonu ile serbest oksijen
radikallerinin hizim1 arttirmasi ve koruyucu antioksidan kapasiteyi diisiirmesiyle ortaya ¢ikan

oksidatif stresin diyabetik komplikasyonlardan sorumlu oldugu bildirilmektedir (2).
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Calismamizda diyabetik bobrekte glomeriilde dejenerasyon, Bowman kapsiiliinde genisleme,
tblllerde dejenerasyon, medullada dejenerasyon ve kapiller dilatasyon bulgular1 goriiliirken
RSV alan diyabetik sigan bobrekleri yapisal olarak incelendiginde anlamli olarak
glomerdillerin ve tubul dejenerasyonunda, kapiller dilatasyonda azalma goriilmiistiir. Buna
karsin RSV verilen normal sicanlarin bobrek dokularinda kontrol grup ile kiyaslandiginda
medullada konjesyon bulgulari ortaya ¢ikmustir.

Bircok calismada RSV’ nin etkiledigi ¢ok sayida molekilin diyabetik bobrekteki
degisimleri incelenmistir (66-68,89,93,96,97). Bu bilgiler 1s1iginda RSV’ nin diyabette
antioksidan, antiinflamatuar ve antidiyabetik etkileri sayesinde nefropatide dizelmeye sebep
oldugu agiklanmustir.

RSV’nin insiilin aktivitesinde diizelmeye neden olmasi bu saydigimiz 6zellikleri diginda
farkli baz1 etkilerinden dolay1r olmaktadir. Bunlardan biri adipoziteyi azaltmasidir. RSV’nin
hiperkalorik sican ve farelerde viicut yagini azalttig1 ortaya konmustur (53). Izole sigan yag
hlcrelerinde yapilan bir ¢alismada; RSV’nin epinefrinin uyardigi lipolitik cevabi ve laktat
yapimini arttirdigi, bazal ve insiilinle uyarilmig glukozun lipidlere doniisiimiinii, glukoz
oksidasyonunu ve trigliseritleri azalttigi ortaya konmustur (97). RSV’nin yag hiicre
farklilagsmasini invivo olarak azalttig1r bunlari ¢esitli adiposit spesifik genleri (PPARYy, FAS,
EBPa) azaltarak yaptigi ve hormon duyarli lipaz1 ve lipoprotein lipazi baskiladigi Kim ve
arkadaglarinin  (98) obez ratlarda yaptiklart g¢alismada gosterilmistir. Ayni ¢alismada
adipositlerin bir driinu olan leptin diizeyi RSV alan obez siganlarda yiiksek yagla beslenen
siganlara gore anlaml olarak diigsmiistiir (98). Adiposit kiitlesi arttig1 zaman leptin seviyesi de
artmaktadir. RSV’nin sican adipositlerinden leptin salgisina etkisinin incelendigi bir
calisgmada (99) doz bagimli olarak RSV’ nin tiim deneysel modellerde leptin salgisini
baskiladig1 ve adipositlerde ATP miktarini azalttigin1 gostermislerdir.

Onceki ¢aligmalarda leptinin varlig1 birgok dokuda gosterilmistir (73). Leptinin varliginin
gosterildigi dokulardan biri de bobreklerdir. Biz de ¢alismamizda diyabetik bébrek dokusunda
RSV’ nin leptin {izerine etkilerine baktigimizda immunohistokimyasal ve western blot
degerlendirmelerinde; diyabet grubunda diger gruplara kiyasla daha yiiksek oranda leptin
tutulumu oldugunu bulduk. Immiinohistokimyasal analizlerde, diyabet grubunda leptin
yogunlugunun glomerillerde daha yiiksek oldugunu gordiik. Bu durumun resveratroliin leptin
miktarin1 azaltmasindan kaynaklanabilecegini diisiinmekteyiz. Literatlrde leptin ile ilgili

DNp’ deki etkisi lizerine yapilmis immiinohistokimyasal ve western blot c¢alismalarinin
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birarada oldugu yayinlara rastlayamadik. Bunun disinda Schultes ve ark.’nin yaptigi
mikroalblmindrili ve makroalbliminiirili diyabetik hastalarda bobrekte olusan hasardan dolay1
leptin miktarinin arttifini, makroalbuminiirik hastalarda bu degerin daha da yiikseldigini
gostermislerdir (100). Uriner adiponektin ekskresyonun diyabetik nefropatili hastalarda
incelendigi bir ¢caligmada (101) , diyabetik nefropatinin farkli evrelerindeki hastalarda bobrek
hasar miktar1 attikga {liriner ve serum adiponektin miktarinin arttigini biyokimyasal olarak ve
western blot yontemiyle gostermislerdir. Bu degerler serum kreatinin degerleriyle iliskili
bulunmustur. Yaptigimiz western blot yonteminde de leptin miktar1 IHC bulgularimizla
benzer sekilde diyabet grubunda leptin miktar1 artmaktadir.

RSV’nin etkiledigi 6nemli histon proteinlerinden biri olan sirtuin’in bircok dokuda etkisi
vardir. SIRT’ in lipid salimmi, insiilin salgisi, glukoz dengesini kapsayan metabolik
durumlarla iligkili oldugu gosterilmistir (82). RSV’nin SIRT1’ i aktive ederek diyabette
selliler oksidatif stresi baskiladigi Yun ve ark.’nin (80) yaptig bir ¢alismada gosterilmistir. Bu
calismada western blot yontemiyle diyabetik monositlerde SIRT1 ekspresyonu azalirken,
RSV verilen diyabetik grupta bu bulgu tersine déonmiistiir (80). Tip I DNp’de RSV etkisi ile
SIR2 degisiminin incelendigi baska bir ¢alismada; STZ ile olusturulmus diyabetik nefropatili
siganlara 10 mg/kg dozunda dort hafta boyunca RSV tedavisi verilmis ve bunlarin H3
fosforilasyonu, MAP kinaz p38, SIR2 ve p53 ekspresyonlarinin degisimi {izerine etkilerine
bakilmistir. Western blot yontemi ile incelenen SIR2 ekpresyonu diyabetik bobrekte
azalmasina karsin, bu etkinin RSV verilen diyabetik sicanlarda goriilmedigi ortaya konmustur
(89). RSV tedavisi ile SIR2 ekspresyonunun diyabetik bobrekte azalmasi engellenmistir.
Hiicresel hasar yanitinda SIR2 p53 bagimli apoptozisi baskilar. Bu durumda RSV’nin
apoptozise giden hiicreleri dogrudan ya da dolayli olarak koruyabilecegi sonucuna varilabilir.
Diyabetik nefropatiden korunmada RSV’nin antiapoptotik islevlerinin de rolu oldugu
sOylenebilir (119). Calismamizda literatiirden farkli olarak immunohistokimyasal olarak
SIRT2 ekpresyonuna baktigimizda gruplar arasinda anlamli bir fark goriilmemistir. Fakat
western blot yonteminde ise diger ¢alismalarla uyumlu olarak; SIRT-1 dizeyi diyabet
gruplarinda azalirken, DM+RSV grubunda artmaktadir. Bu durum RSV’nin aktivasyonu
sonucu SIRT-1 diizeyinin yiikseldigini gostermektedir.

Sonug olarak RSV diyabetik bobrekte leptin ve sirtuin diizeyinde degisikliklere neden
olmaktadir. Fakat bu etkinin mekanizmasi net degildir. Diyabette artan oksidatif stresin, uzun

stireli hipergliseminin bobrekte olusturdugu hasardan korunmada RSV’ nin antioksidatif ve
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antidiyabetik islevinin 6nemi asikardir. RSV Dbu etkilerini leptin ve sirtuin (zerinden
gosteriyor olabilir ve bu durum yeni tanisal ve tedavisel stratejiler gelistirme potansiyelini

icermektedir.
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6. SONUC

Bu ¢alismada STZ ile diyabet olusturulmus siganlara 2 hafta streyle RSV verilerek, tedavi
sonunda diyabetin neden oldugu komplikasyonlardan diyabetik nefropati lizerinde RSV’un
etkisi incelenmistir. Ayni1 zamanda diyabetik sicanlarin bobrek dokularindaki leptin ve sirtuin
proteinlerinin degisimleri arastirllmis ve RSV’ nin leptin ve sirtuin {izerine etkileri
incelenmistir.

Calisma sonucunda, diyabet+RSV grubundaki siganlarin kan glukoz dlzeylerinde belirgin
bir azalma goriilmiis olmasima ragmen diyabet grubu ile karsilastirildiginda bu iki grup
arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunamamistir (p>0.05). Ayni1 sekilde diyabet ve
diyabet+RSV gruplan karsilagtirildiginda bu iki grubun agirliklart arasinda anlamli bir fark
gozlenmemistir (p>0.05). Bu sonuglara dayanarak RSV’un STZ’nin neden oldugu
hiperglisemi ve kilo kaybi {izerinde 6nleyici bir etkisinin belirgin olmadig: goriilmistiir.

Immohistokimyasal (IHC) inceleme sonucunda, leptin tutulumunun kontrole kiyasla
diyabetik bobrekte glomeriillerde arttigi ortaya konmustur. Western blot incelemesinde ise
leptin dlizeyinin diyabetik grupta IHC bulgulariyla benzer olarak yiikseldigini saptadik.
Literatiirde DNp’ de leptin ekpresyonu ile ilgili immunohistokimyasal ve western blot ile
yapilmis bir bulguya rastlanmadig i¢in sonuclarimizin yeni arastirmalara yol gdsterecegini
diisinmekteyiz. SIRT diizeylerinde ise imminohistokimyasal olarak gruplar arasinda anlamli
bir fark olmadigini gordiik. RSV’ nin SIRT’i aktive etmesi bizim IHC bulgularimizla
ortiismemektedir. Fakat Western blot bulgularimizda diger ¢alismalarla uyumlu olarak SIRT
diizeyi diyabetik gruplarda diisiik olmasina ragmen DM+RSV grubunda bu oran yiksek
¢ikmaktadir.

Yaptigimiz histolojik incelemede ise RSV tedavisi alan diyabetik sicanlarda, diger diyabet
gruplarina gore bobrekte glomeriil dejenerasyonu, kapil dilatasyonu ve tubil dejenerasyonu
bulgular acisindan anlamli olarak diizelme goriilmiistiir. Bu etkinin yeni tedavi stratejilerine
yol gosterecegini diisiinmekteyiz. Ancak RSV’nin doza ve zamana bagimli olarak etkisinin
degisebilecegini tahmin etmekteyiz. Daha yiliksek dozlarda veya ayni dozda daha uzun siirede
RSV tedavisi uygulandigi zaman, diyabetin neden oldugu semptomlarin daha da
duzelebilecegini diisiinmekteyiz. Bu ylzden kesin bir sonuca varabilmek icin daha fazla

aragtirma yapilmasi gerekmektedir.
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7. OZET

Amagc: Calismamizda streptozotosinle diyabet olusturulmus siganlarin bobrek dokularinda
RSV’nin yapisal etkilerini ve leptin ve sirtuin protein dagilimlar1 {izerindeki etkisini
gostermeyi amacladik.

Yontem: Arastirma, 33 adet geng, sagliklit Wistar Albino cinsi disi sigan iizerinde yapild:.
50 mg/kg dozunda STZ verilerek diyabet olusturulan siganlara kronik diyabet olustuktan
sonra, birinci ayin sonunda 10 mg/kg miktarinda 15 giin boyunca RSV verildi. Altinct
haftanin sonunda tiim si¢anlar anestezi altinda kesildi. Siganlarin her birinden alinan sol
bobrek dokusu histolojik (H-E ve PAS) ve immunohistokimyasal (leptin ve sirtuin-2) ¢alisma
i¢in, alinan sag bobrek dokusu da western blot ¢alismasi igin (leptin ve sirtuin-1) kullanilmak
tizere ¢esitli islemlerden gecirildi. Western blot sonuclar1 Image J program ile diger sonuglar
ise SPSS programinda Mann Whitney U ve Kruskal Wallis testleriyle analiz edildi.

Bulgular: Diyabet olusturulan siganlarda kan sekeri yiikselirken, kilo diizeyi azalmistir.
RSV verilen diyabetik grupta kan sekeri diizeyinde hafif bir azalma goriiliirken bu bulgu
diyabet grubuna kiyasla anlamli degildi. Yapisal inceleme sonucunda diyabetik bobrekte RSV
tedavisi ile bobrek hasari bulgularinin azaldigim1 gérdiik. immiinohistokimyasal incelemede
ise leptin duzeyinin diyabetik bobrekte arttigini bulduk. RSV tedavisinin SIRT-2 dizeyleri
tizerine etkisinde ise gruplar arasinda anlamli bir fark gériilmemistir. Western blotta leptin
bulgularina bakildiginda ise sonuglar IHC bulgular ile ortiismekteydi. Leptin miktart diger
gruplara kiyasla diyabetik bobrekte artmis olarak bulundu. SIRT-1" in immiinohistokimyasal
olarak incelenmesinde gruplar arasinda anlamli bir fark goriilmemistir. SIRT-1" in Western
blot ile gosterilmesinde ise IHC bulgularindan farkli olarak DM+RSV grubunda diger
gruplara kiyasla anlamli 6l¢tide arttigini bulduk.

Sonuglar: Sonug olarak RSV diyabetik bobrekte leptin ve sirtuin diizeyinde degisikliklere
neden olmaktadir. Fakat bu etkinin mekanizmasi net degildir. Diyabette artan oksidatif
stresin, uzun siireli hipergliseminin bobrekte olusturdugu hasardan korunmada RSV’ nin
antioksidatif ve antidiyabetik islevinin onemi asikardir. RSV bu etkilerini doz ve zaman
bagimli olarak leptin ve sirtuin Gzerinden gosteriyor olabilir. Bu durum yeni tanisal ve
tedavisel stratejiler gelistirme potansiyeli icermektedir ve daha fazla arastirma yapilmasi
gerekmektedir.

Anahtar kelimeler: Resveratrol, diyabet, diyabetik nefropati, leptin, sirtuin.

Tletisim adresi: asli_erylmz@yahoo.com
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8. SUMMARY

Aim: In this study, our aim was to show the changes of histopathological effects of RSV
and its impact on distributions of leptin and sirtuin proteins in kidney tissues of the rats made
diabetic by using streptozotocin.

Method: This study was carried 33 young, healthy, Wistar Albino female rats. The rats
induced diabetic by giving STZ with a dose of 50 mg/kg were given RSV with the amount of
10 mg/kg for 15 days after chronic diabetes occurred. At the end of the six weeks, all rats
were sacrificed under anesthesia. Left kidney tissues was used for histologic (H-E and PAS)
and immunohistochemical (leptin and sirtuin-2) studies and the other one was used for the
western blot study (leptin and sirtuin-1) for every rat and both of them were passed through
various processes. The results obtained from western blot study was analyzed with Image J
program and the other results were analyzed by SPSS program with Mann Whitney U and
Kruskal-Wallis tests.

Results: Blood glucose levels increased and weight levels decreased in the rats which were
made diabetic. It is observed a slight decrease in blood glucose level in the RSV given
diabetic group compared to the other diabetic group; however, this finding was not
statistically significant. It was seen from the histopathological findings that renal damage in
diabetic kidney decreased with RSV treatment. It was found from the immunohistochemical
findings that leptin levels in diabetic kidney increased. The effect of RSV treatment on the
levels of SIRT-2 did not differ between the groups. Findings of the leptin was similar with the
findings of the IHC based on the results of Western blot. It was found that the amount of
Leptin in the diabetic kidney increased compared to the other groups. It was found that SIRT1
significantly increased in DM + RSV group compared to other groups based on the western
blot analysis different than IHC findings.

Conclusions: In conclusion, RSV causes changes of leptin and sirtuin levels in diabetic
kidney. However, the mechanism of this effect is not clear. It is obvious that RSV has an
important antioxidative and antidiabetic functionalities on prevention from kidney damage
caused by increased oxidative stress in diabetes involving prolonged hyperglycemia. This
may indicate that the effects of RSV may appear on leptin and sirtuin and this situation has a
potential to develop new diagnostic and therapeutic strategies.

Key words: Resveratrol, diabet, diabetic nephropathy, leptin, sirtuin.

Address for correspondence: asli_erylmz@yahoo.com
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