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Diyabetes melilitus (DM) insiilin hormonunun azlig1 veya yoklugu ile bilinen 21.
yiizyilin en biiyiik kiiresel saglik sorunlarindan biridir. 2019 yilinda 20 ile 64 yas
arasinda yapilan arastirmalara gore 351,7 milyon insanin DM ye sahip oldugu bu
sayinin 2030 da ise 417,3 milyona ulasacagi ongoriilmektedir. DM ilerleyen siirecte
felg, kardiyovaskiiler ve bobrek hastaliklari, korlik ve alt ekstremiteler de
ampiitasyona varan komplikasyonlara sebep olmaktadir. Bu durum, 6zellikle diyabetli
kisilerin %79 unun yasadig1 diisiik ve orta gelirli iilkelerde, aileler ve ekonomiler

iizerinde agir bir yiik olusturmaktadir.

DM sonucu gorulen ciddi mikrovaskiler komplikasyonlardan biri olan diyabetik
nefropati, son donemde diinya capinda artis gosteren bobrek yetmezliginin ana

nedenleri arasinda yer alir ve diyabet hastalarinda yaklasik %45 gibi yiiksek bir oranda



gorulmektedir.

Kronik hiperglisemi bobrek dokusunda oksidatif strese ve inflamatuar yanitin
olusmasina sebep olur. Bu durum podosit lezyonlari, glomeriiloskleroz ve azalmis
glomeriiler filtrasyon hizina (GFR) bagl tubulointerstisyel fibrozis gibi bobrek
histolojik yapisinda degisikliklere yol agar. Bu degisiklikler kronik hipergliseminin
neden oldugu reaktif oksijen tiirlerinin (ROS) olusumu ile baglantili olup glukoz oto-
oksidasyon, Fenton reaksiyonu, antioksidan kaynaklarin tiikenmesi gibi enzimatik ve

enzimatik olmayan sistemlerden kaynaklanir.

Crocus sativus L. (safran) tibbi amagl kullanilan 150’den fazla ugucu olan ve olmayan
bilesenleri i¢eren aromatik bir bitkidir. Safranin biyoaktif bilesenleri arasindaki
antioksidan ve radikal siipiiriici 6zelligi olan krosin, oksidatif strese kars1 koruyucu
bir role sahiptir. Ayrica anti-kanserojen, antiinflamatuar, hepatositlerin toksinlerden
korunmasi, norodejeneratif ve nefrotoksik bozukluklarm tedavisi gibi geleneksel tipta

bircok alanda kullanilmaktadir.

Calismamizda, deneyin ilk giiniinde ratlara pinealektomi islemi uygulanarak
melatonin yoksunlugu olusturuldu. Pinealektomiyi takip eden 30. giinde diyabet
indiksiyonu icin intraperitonal (i.p) olarak tek doz streptozotosin (STZ) enjeksiyonu
yapildi. STZ uygulamasimi takiben 3. giinde kuyruk kanindan glukoz 6l¢iimii yapilarak
diyabet dogrulanmasinin ardindan 15 giin siireyle krosin tedavisi yapilan Wistar albino
ratlarm bobrek dokusu ve serumundaki biyokimyasal parametreler ve oksidatif stres
belirteclerini ayrica histopatolojik ve bobrek dokusunun imminohistokimyasal
degerlendirmeler g6z Oniinde bulundurularak, STZ ile kombine edilmis krosin
tedavisinin nefrotoksisite iizerindeki olas1 etkilerini ve STZ kaynakli nefrotoksisite
patogenezinin olasi roliinii degerlendirmeyi amagladik. Bu amagla altmis rat alt1 gruba
ayrildi; (a) Kontrol; %0,9 serum fizyolojik i.p olarak ald1, (b) STZ; deneyin 30. ginin
sonunda periton i¢i 50 mg/kg STZ enjeksiyonu ile deneysel diyabet olusturulduktan
sonra 15 giin siireyle i.p olarak serum fizyolojik aldi, (c) PX; epifiz bezi pinealektomi
ile alindiktan sonra 15 giin siireyle i.p olarak serum fizyolojik aldi, (d) PX+STZ; epifiz
bezi pinealektomi ile alindiktan sonra deneyin 30. giiniin sonunda periton i¢i 50 mg/kg

dozda STZ enjeksiyonu ile deneysel diyabet olusturulduktan sonra 15 giin siireyle i.p
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olarak serum fizyolojik uygulandi, (¢) PX+Krosin; epifiz bezi pinealektomi ile
alindiktan sonra deneyin 30. glnunun sonundan itibaren 15 giin sureyle 50 mg/kg
dozda i.p olarak krosin uygulandi, (f) PX+STZ+Krosin; epifiz bezi pinealektomi ile
cikarildiktan sonra 30. giiniin sonunda periton i¢i 50 mg/kg dozda STZ enjeksiyonu ile
deneysel diyabet modeli olusturulduktan sonra 15 giin siireyle 50 mg/kg dozda i.p

olarak krosin uyguland1.

Calismamiza gore STZ ile indiiklenen pinealektomize diyabetik ratlarda bobrek
fonksiyon parametrelerinde (BUN ve Kreatinin) 6nemli artiglar goriildi. Dahas1 STZ
oksidatif stres parametrelerinde (malondialdehit, toplam oksidan seviyesi ve oksidatif
stres indeksi) 6nemli artiglara ve ayrica antioksidan savunma sistemlerinden (redikte
glutatyon, slperoksit dismutaz, katalaz ve toplam antioksidan seviyesi) azalmaya
neden oldu. Calismamizda yine pinealektomize ve STZ ile diyabet yapilan ratlarda
krosin tedavisi edildiginde, krosin ile tedavi edilmeyenlere kiyasla bobrek fonksiyon
parametrelerini  ve biyokimyasal parametreleri onemli Olglide iyilestirdigini
gostermistir.  Histopatolojik ve imminohistokimyasal degerlendirmeler de
sonucglarimizi desteklenmistir. Sonug olarak, krosinin diyabetik nefropati tizerindeki
koruyucu etkileri, gucli antioksidan 0zellikleri, doku antioksidan durumunu
lyilestirme yetenegi ve inflamatuar yollar1 dnleme yetenegi ile iligkili olabilecegini

ortaya koymaktadir.
Anahtar Sozcukler : Pinealektomi, Krosin, Bobrek Hasar1, Tumor Buyume Faktord,

Streptozotosin, Oksidatif Stres
Bilim Kodu : 1090
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Diabetes melilitus (DM) is known for the lack or absence of insulin and is one of the
most important global health problems of the 21st century. In a study conducted in
2019, it was reported that 351.7 million people between the ages of 20 and 64 have
DM, and this number will reach 417.3 million in 2030. Uncontrolled DM causes
complications including stroke, cardiovascular and kidney diseases, blindness, and
amputation of the legs. DM imposes enormous costs on families and economies,

especially in low- and middle-income countries where the proportion of people with

diabetes is 79%.

Renal failure, one of the most important complications of DM, is seen in

approximately 45% of diabetic patients and DM causes diabetic nephropathy as a

result of microvascular complications.
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Chronic hyperglycemia causes oxidative stress and inflammatory response in kidney
tissue. This leads to changes in kidney histological structure such as podocyte lesions,
glomerulosclerosis and tubulointerstitial fibrosis due to decreased glomerular filtration
rate (GFR). These changes are associated with the formation of reactive oxygen
species (ROS) caused by chronic hyperglycemia and are produced by enzymatic and
non-enzymatic systems such as glucose auto-oxidation, Fenton reaction, and depletion

of antioxidant sources.

Crocus sativus L. (saffron) is an aromatic plant used for medicinal purposes and has
more than 150 volatile and non-volatile components. Crocin, one of the main
components of saffron, has a protective role against oxidative stress with its
antioxidant and radical scavenging properties. In addition, it is used in many diseases
in traditional medicine due to its anti-carcinogenic, anti-inflammatory,

hepatoprotective, neuroprotective and nephroprotective properties.

In our study, melatonin deprivation was created by removing the pineal glands of the
rats on the first day of the experiment. On the 30th day following pinealectomy, a
single intraperitoneal (i.p) injection of streptozotocin (STZ) was performed for
diabetes induction. On the 3rd day following the STZ application, diabetes was
confirmed by measuring glucose from the tail blood, and then crocin treatment was
applied for 15 days. We aimed to evaluate the possible effects of crocin therapy
combined with STZ on nephrotoxicity and its possible role in the pathogenesis of STZ-
induced nephrotoxicity by measuring biochemical parameters and oxidative stress
markers in kidney tissue and serum of Wistar albino rats, as well as histopathological

and immunohistochemical evaluations of kidney tissue.

For this purpose, sixty rats were divided into six groups; (a) Control; 0.9% saline
received as ip, (b) STZ; received saline as ip for 15 days after experimental diabetes
was established by intraperitoneal injection of 50 mg/kg STZ at the end of the 30th
day of the experiment, ( ¢) PX; Pineal gland was removed by pinealectomy and
received saline as ip for 15 days, (d) PX+STZ; Pineal gland was removed by
pinealectomy, experimental diabetes was induced by intraperitoneal injection of 50

mg/kg STZ on the 30th day of the experiment. and saline was applied as ip for 15 days,
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(e) PX+ Crocin; After the pineal gland was removed by pinealectomy, 50 mg/kg crocin
was applied as ip for 15 days, (f) PX+STZ+Crocin; Pineal gland was taken with
pinealectomy on the 30th day of the experiment, an experimental diabetes model was
created by intraperitoneal injection of 50 mg/kg STZ and crocin was administered at a
dose of 50 mg/kg ip for 15 days.

In our study, significant increases in renal function parameters (BUN and creatinine)
were observed in pinealectomized diabetic rats induced by STZ. Moreover, STZ
caused significant increases in oxidative stress parameters (malondialdehyde, total
oxidant status and oxidative stress index) as well as a decrease in antioxidant defense
systems [reduced glutathione (GSH), superoxide dismutase (SOD), catalase (CAT),
and total antioxidant status (TAS)]. On the other hand, treatment of pinealectomized
diabetic rats with crocin significantly improved renal function parameters and
biochemical parameters compared to untreated pinealectomized diabetic rats.
Histopathological and immunohistochemical evaluations also supported our results. In
conclusion, the protective effects of crocin on diabetic nephropathy may be related to
its potent antioxidant properties, ability to improve tissue antioxidant status, and ability

to inhibit inflammatory pathways.

Key Words : Pinealectomy, Crocin, Kidney Damage, Tumor Growth Factor,

Streptozotocin, Oxidative Stress

Science Code : 1090
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BOLUM 1

GIRIS

Diabetes mellitus (DM), yiksek glukoz seviyeleri ile karakterize olan ve tim dunyada
milyonlarca insan: etkileyen en yaygin metabolik hastaliklardan biridir [1]. DM, B-
hiicrelerinin kaybindan (Tip 1 DM) kaynaklanabilecegi gibi, insiilin yetersizligi
ve/veya insilin reseptdrlerine karsi direncin gelismesi (Tip 2 DM) sonucu goralir [2].
Tedavi edilmeyen DM, néropati, retinopati ve nefropati gibi ciddi komplikasyonlarda
artiga yol acar [3]. DM'nin iyi bilinen komplikasyonlaridan biri diyabetik nefropatidir
ve esas olarak son donem bdobrek yetmezligine neden olan renal glomeriillerin
mikrovaskiiler lezyonlari ile kendini gosterir [4]. Calismalar, diyabetik nefropatinin
DM hastalariin tigte birinde yaygin bir komplikasyon oldugunu ve diinya ¢apinda bir
tibbi sorun oldugunu gostermektedir [5, 6]. Glomerller hiperfiltrasyon, afferent
arteriyoliin  efferent arteriole go6re vazodilatasyonu yoluyla hiperglisemiden
kaynaklanir ve renal arter kan basmmcmin artmasina ve glomeriilden proksimal

tiibiillere daha fazla s1v1 gegmesine neden olur [7].

Kronik hiperglisemi, bobrek dokusunda oksidatif strese ve inflamatuar yanitlara neden
olarak, podosit lezyonlari, glomeriiloskleroz ve azalmis glomeriiler filtrasyon hizina
(GFR) bagli tubllointersitiyel fibrozis dahil olmak (izere bobrek yapisinda
degisikliklere yol agar [8]. Mikroalbiiminiiri, hipertansiyon ve 6dem gibi ¢esitli klinik
semptomlar, diyabetik nefropatinin klinik belirtleri ve semptomlaridir [9]. Diyabetik
nefropati, hiicre dig1 matriksin artan birikimi, tibuler hucrelerin ve glomerulusun bazal
membranlarmm kalinlig1 ve mezanjiyal hiicre proliferasyonu ile karakterize edilir

[10].



Diyabetik komplikasyonlarla ilgili en 06nemli patogenezlerden biri, protein
denatiirasyonunu, lipid peroksidasyonunu ve mitokondride DNA hasar1 olusturarak
hiicre disfonksiyonuna ve oksidatif hasara neden olan ROS olusumundan
kaynaklanmaktadir [11]. Endotelyal ve mezanjiyal hicreler gibi diyabetik bobrek
hiicrelerine ROS saldirisi, ATP sentezinde degisikliklere, hiicre i¢i kalsiyum
bozulmasma bdylece apoptoz veya nekroz yoluyla hiicre 6liimiine aracilik eden hiicre

zar1 gecirgenliginde degisikliklere neden olur [12].

Diyabetik nefropatinin olusumunda ve ilerlemesinde anahtar rol oynayan yiksek kan
sekeri, oksidatif stres ve cesitli inflamasyon yollar1 dahil olmak tizere ¢esitli yolaklar
geleneksel terapétik ajanlarla diizenleyerek diyabetik nefropatinin Onlenebilecegi
varsayilabilir. Crocus sativus’ un ana bilesenlerinden biri olan krosin, anti-
inflamatuar, antikanser, néroprotektif, antihipertansif ve radikal stpirtcu 6zelliklere
sahip giiclii bir antioksidandir [13]. Onceki ¢alismalar, diyabetik siganlardaki krosinin,
yiiksek kan sekeri seviyelerini ve oksidatif stres belirteclerini azalttiginin yani sira
instlin seviyelerinin ve antioksidan savunma sistemlerini artirdigini bildirilmistir [14,
15].

Yaglanma, bireysel ritmi olan dogal bir olaydir ve biyopsikososyal faktorlerden
etkilendigi bilinmektedir. DM gibi bulasici olmayan kronik hastaliklar dogal olarak
yaslanma ile iliskili olmasada, daha yash insanlarin ¢esitli hastaliklara yakalanma
olasiligini artirmaktadir. Yaslilarda epifiz bezi kiigliliir ve melatonin sentezleme
yetenegi azalir, bu da serum melatonin konsantrasyonunun diismesine neden olur.
Diurnal ritimle salgilanan bir hormon olan melatoninin, giiglii antioksidan 6zelligi ile
serbest radikal siipiiriicii 6zelliginin yan1 sira notrofil  birikimini  azalttigi
kanitlanmistir. Ayrica melatonin, siiperoksit dismutaz (SOD) dahil olmak {izere
antioksidan enzimleri uyarir, ¢esitli koruyucu proteinlerin gen ekspresyonunu diizenler

ve lipid peroksidasyonunu engeller.

Bu c¢alismada, cerrahi pinealektomi yoluyla ratlar1 yaslanma siirecine maruz
biraktiktan ve kronik fizyolojik melatonin yoksunlugunda bdbrek dokusunda
streptozotosin ile deneysel bir diyabet modelinin ardindan krosinin ratlarda diyabetik

nefropati gelisimi tizerindeki etkilerini inceledik. Bunun igin pinealektomize edilmis



diyabetik ratlarin bobrek dokularinda basta malondialdehit (MDA), indirgenmis
glutatyon (GSH), toplam antioksidan seviyesi (TAS), toplam oksidan seviyesi (TOS),
oksidatif stres indeksi (OSI), katalaz (CAT) ve SOD duzeyleri olmak (zere oksidatif
stres belirtecleri analiz edildi. Ayrica timor buylme faktori beta-1 (TGF-B1)
diizeyindeki degisiklikler immiinohistokimyasal yontemlerle degerlendirildi, bobrek
dokusundaki histopatolojik degisiklikler de 151k mikroskobu ile gozlemlenerek
degerlendirildi.



BOLUM 2

PANKREAS

Pankreas, iist karm boslugunda duodenum ve dalaga yakin bir yerde bulunur.
Insanlarda pankreas agirhigi yaklasik 40-150 g dir [16, 17]. Bas, govde ve kuyruk
olmak tizere {i¢ kisimdan olusur. Embriyonik olarak primitif 6n bagirsak
endoderminden kdken alir. Islevsel olarak pankreas, ekzokrin ve endokrin hiicrelerden
olugsur. Sekil 2.1 de pankreasn anatomik yapisi, ekzokrin ve endokrin hiicreler

gosterilmistir [18].

Pankreasin ekzokrin hiicreler iceren kismi, pankreasin biiyiik bir ¢ogunlugunu
olusturur ve her biri bir kanal agma baglanan asini i¢eren lobiillerden olusur. Asiner
hiicreler yogun zimojen graniiller igerir ve genis bir endoplazmik retikulum agma
sahiptir. Bu hiicreler pankreatik duktal sistem yoluyla bagirsak i¢ine amilaz ve tripsin
dahil olmak tizere sindirim enzimlerini salgilarlar. Pankreasin endokrin hiicreler iceren
kismi ise, hormon iireten hiicreleri igeren kiiresel yapiya sahip Langerhans
adaciklarindan olusur. Ayrica endokrin hiicreler bol miktarda mitokondri ve
endoplazmik retikulum (asiner hiicrelerindeki kadar yogun olmasa da) igerir.
Langerhans adaciklar1 pankreas kiitlesinin sadece kiigiik bir kismini olusturmasina
ragmen her bir adacik yaklasik 2000-4000 hiicre igerir [19-21]. Bu adaciklar glukoz
hemostasisinin korunmasi i¢in kritik bir dneme sahiptir. Bu ilk olarak 1890 yilinda
kopeklerde yapilan pankreatektomilerin diyabetle sonuc¢landigr ¢alismalarla
gosterilmistir [22]. Langerhans adaciklarinda yer alan hiicre tipleri ve islevleri
sunlardir: Insiilin salgilayan P hiicreleri, glukagon salgilayan a hiicreleri, somatostatin
salgilayan d hiicreleri, pankreatik polipeptit salgilayan F hiicreleri, ghrelin salgilayan
¢ hiicreleridir [19].



Safra kanah

| Pankreasm govde kismu |

{3 hiicresi |

Sekil 2.1. Pankreasin anatomisi, ekzokrin ve endokrin hiicreleri [20].

INSULIN HORMONU VE BIiYOSENTEZI

Insiilin 21 aminoasitlik A zinciri ve 30 aminoasitlik B zincirinden olusan bir polipeptit
hormondur ve B hiicreleri tarafindan salgilanir. A7-B7 ve A20-B19 arasinda iki disiilfit
kopriisiiyle birbirine baghdir [23, 24]. Sekil 2.2 de insiilin hormonunun yapisi
gosterilmistir [28].

Insiilin preprohormon olarak sentezlendikten sonra 23 aminoasitlik hidrofobik pre-
kismi  molekiiliin endoplazmik retikuluma yOnlenmesini saglayarak ayrilir.
Proinstilindeki 31 aminoasitten olusan C zinciri, A ve B zincirleri arasindaki distilfit
kopriileri olusumu icin gerekli ortami hazirlar. Proinsiilin golgi aygitina tasinarak
graniillerde depolanir. Proinsiilinin %95 1 insiiline ¢evrilir. Proinsiilin aktivitesi insiilin

aktivitesinden %5 daha azdir [25-27].
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Sekil 2.2. Insiilin hormonu [28].

DIYABETES MELLITUS (DM)

Diyabetes mellitus (DM), insilin direnci, yetersiz insilin sekresyonu veya asiri
glukagon sekresyonundan kaynaklanan yiiksek kan sekeri seviyeleri (hiperglisemi) ile
karekterize olan ve bir grup fizyolojik fonksiyon bozukluklarina neden olan kronik

metabolik bir hastalik tablosudur [29, 30].

Insiilin pankreas tarafindan iiretilen temel bir hormondur. Pankreastan salgilanan
insiilin hormone kan dolasimindan viicut hiicrelerine (kas ve yag doku) glukoz girisine
izin verir ve glukoz hiicrelerde enerjiye déniistiiriiliir. Insiilin ayrica protein ve yag
metabolizmas1 icin gereklidir. Insiilin eksikligi veya hiicrelerin buna yamt
verememesi, diyabetin klinik gostergesi olan hiperglisemiye yol acar. Hiperglisemi,
eger uzun siire i¢cin kontrol altina alinmazsa, gesitli viicut organlarinda hayati risk
iceren Ornegin kardiyovaskiiler hastalik, noropati, retinopati, nefropati gibi

komplikasyonlarina neden olabilir [31, 32].



DM yiiksek yayginlikla birlikte ciddi bir kiiresel saglik problemidir. Nufusun
yaslanmasi, kentlesme, beslenme degisiklikleri, azalan fiziksel aktivite ve diger
sagliksiz davranislar gibi hizli sosyal ve kiiltiirel degisikliklerle birlikte artmistir ve
yasam kalitesini azaltan cesitli komplikasyonlarla iliskilendirilebildigi gibi yasam

sliresini ve kalitesini bozmaktadir.[33]

Uluslararas1 Diyabet Federasyonunun 2019 yilinda 20 ile 64 yas arasinda yaptigi
calisma ile 351,7 milyon insanin DM’a sahip oldugu belirlendi. Ayrica gelismis ve
gelismekte olan tilkelerdeki yaygimligi sebebiyle de bu saymin 2030’a kadar 417,3

milyona ulagsacagi tahmin edilmektedir.[31]

2.1. DIYABETES MELLITUSUN SINIFLANDIRILMASI

WHO, 1965 yilinda diyabet i¢in ilk tan1 siniflandirma sistemini insanlar igin dort yas
kategorisinde; cocuk (0-14 yaslar1 aras1); geng (15-24 yaslar1 arasi); yetiskin (25-64
yaslar1 aras1); ve yasli (65 yas ve iizerinde) olmak iizere yaymlamustir. Ayrica DSO,
diyabeti yas kategorisine gore siniflandirmanin yani sira diger diyabet ¢esitlerini de
tanimustir: jiivenil tip; duzensiz tip; insuline direncli tip; gebelik tipi; pankreas;

endokrin ve iyatrojenik tipler [34].

WHO, yaygm ve kiiresel olarak kabul edilen ilk diyabet smiflandirmasini 1980'de ve
bunun giincellenmis bir versiyonunu da 1985'te yaymladi. Bu siniflandirmalar iki ana
diyabet sinifin1 igeriyordu: insiiline bagimli diyabetes mellitus (IDDM) veya tip 1
diyabetes mellitus (T1LDM); ve insiiline bagimli olmayan diabetes mellitus (NIDDM)
veya tip 2 diyabetes mellitus (T2DM). Daha sonra bu ve bunun gibi eski ve kafa
karistirici olan biitlin bu tanimlamalar ortadan kaldirarak bugiin diinyaca kabul edilen
son smiflandirma sistemi ile diyabetin 4 tipi tanimlanarak: tip 1, tip 2, gestasyonel
diyabet ve diger spesifik tipler olarak son seklini almistir [35-38]. Cizelge 1.1.

Diyabetes Mellitusun tiim tiplerinin etiyolojik smiflandirilmasima yer verilmistir [34].



Cizelge 1.1. Diyabetes Mellitusun Etiyolojik Siniflandirilmasi [34]

(monogenik diyabet formlari)

20. Kromozom, HNF-4 o (MODY1)
7. Kromozom, Glukokinaz (MODY2)
12. Kromozom, HNF-1 a (MODY3)
13. Kromozom, IPF-1 (MODY4)
17. Kromozom, HNF-1 B (MODY5)
2. Kromozom, NeuroD1 (MODY6)
2. Kromozom, KLF11 (MODY7)

9. Kromozom, CEL (MODY8)

7. Kromozom, PAX4 (MODY9)

11. Kromozom, INS (MODY10)

8. Kromozom, BLK (MODY11)
Mitokondriyal DNA

11. Kromozom, Neonatal DM

11. Kromozom, KIN11 (MODY13)
3. Kromozom, APLL1 (MODY14)

b) instlinin etkisindeki genetik defektler

Leprechaunism

Lipoatrofik diyabet
Rabson-Mendenhall sendromu
Tip A insilin direnci

Pankreasin ekzokrin doku hastaliklari
Fibrokalkuldz pankreatopati
Hemokromatoz

Kistik fibroz

Neoplazi

Pankreatit

Travma/pankreatektomi

d) Endokrinopatiler

Akromegali
Aldosteronoma
Cushing sendromu
Feokromositoma
Glukagonoma
Hipertiroidi
Somatostatinoma

1. Tip 1 Diyabetes Mellitus (Genellikle mutlak instlin eksikli§ine neden olan B-hiicre yikimi
vardir)
a. Imminolojik tip
b. idiyopatik tip

2. Tip 2 Diyabetes Mellitus (insiilin direnci zemininde ilerleyici insiilin sekresyon defekti ile
karakterizedir)

3. Gestasyonel Diyabetes Mellitus (Gebelik sirasinda ortaya ¢ikan ve genellikle dogumla birlikte
diizelen diyabet)

4. Diger Spesifik Diyabet Tipleri:

a) PB-hicre fonksiyonlarinin genetik defekti e) llag ve kimyasal ajanlar

*  Atipik anti-psikotikler

e Anti-viralilaglar

*  B-adrenerjik agonistler
*  Diazoksid

* Fenitoin

*  Glukokortikoidler

+ a-interferon

*  Nikotinik asit

e Pentamidin

*  Proteaz inhibitorleri

e Tiyazid grubu diliretikler
e Tiroid hormonu

*  Vacor

e Statinler

f)  immun aracihikli nadir diyabet
formlar

e Antiinsilin-reseptor antikorlari
e “Stiff-man” sendromu

g) Diyabetle iliskili genetik sendromlar
e Alstrom sendromu

*  Down sendromu

*  Friedreich tipi ataksi

*  Huntington korea

e Klinefelter sendromu

e Laurence-Moon-Bied| sendromu
e Miyotonik distrofi

*  Porfiria

e Prader-Willi sendromu

e Turner sendromu

e  Wolfram (DIDMOAD) sendromu

h) Enfeksiyonlar
* Konjenital rubella
* Sitomegalovirus
* Koksaki B




2.1.1. Tip 1 Diyabetes Mellitus (T1DM)

Tip 1 diyabetes mellitus (T1DM), pankreasin B hiicrelerine otoimmin saldir1 sonucu
kayb1 meydana gelen insiilin eksikligine bagli olarak ylksek kan sekeri seviyeleri
(hiperglisemi) ile karakterize kronik bir hastaliktir. [39-41]. TIDM diinya ¢apinda tim
diyabet vakalarmin yaklasik %10'unu olusturan diyabet tiiriidiir. Burada vicudun
imman sistemi pankreasin [ hiicrelerini yabanct bir doku gibi algilayarak onlara
saldirir ve pankreasin  hiicrelerini yok eder. Bu yikici siirecin nedenleri tam olarak
anlasilamamakla birlikte genetik yatkilik ve gevresel tetikleyici faktorlerin etkisiyle
ornegin viral enfeksiyon, toksinler veya bazi beslenme 6zellikleri gibi iliskili durumlar

olabilir [42].

T1DM her yasta gelisebilir ancak tip 1 diyabet en sik ¢ocuklarda ve geng yetiskinlerde
goralir [42]. TIDM sahip kisiler bu otoimmiin mekanizmalarla iligkili olarak
genellikle instlini ya hic Uretemezler ya da ¢ok az retirler. Hipoglisemi ve ketoasidoz
gibi ciddi akut komplikasyonlarin daha sik yasandigi diyabet tipi olmakla birlikte bu
kisiler glukoz seviyelerini uygun aralikta tutmak i¢in giinliik insulin enjeksiyonuna
ihtiyac duyarlar [43, 44] .

T1DM belirtileri genellikle ; ¢ok fazla su igme istegi ve agiz kurulugu, sik idrara
¢ikma, halsizlik ve yorgunluk, siirekli aglik, gece idrar kagirma, ani kilo kayb1 ve

bulanik gérme seklinde ortaya ¢ikar [44].

2.1.2. Tip 2 Diyabetes Mellitus (T2DM)

Tip 2 diyabetes mellitus (T2DM), diinya ¢apinda tiim diyabet vakalarinin yaklagik
%90"'mm1 olusturan en yaygin diyabet tiiriidiir. T2DM en sik yash eriskinlerde goriiliir,
ancak son zamanlarda artan obezite, fiziksel hareketsizlik, dengesiz beslenme gibi

nedenlerle g¢ocuklarda ve geng eriskinlerde giderek daha fazla goriillmeye baslandi.
[45-47].



T2DM’ de 3 olast durum s6z konusudur. Bunlardan ilki; karacigerden aglikta
salgilanan glukozun gereginden fazla olmasiyla gelisen hiperglisemidir. Obez
bireylerde gelisen periferik insiilin direnci de hiperglisemiye eslik eder. Ikincisi;
hiicrelerin insiiline diren¢ kazanmasiyla pankreasin B hiicrelerinin irettigi asir1
instilinin kanda yiikselmesiyle ortaya ¢ikan hiperinsiilinemidir. Ugiinciisii; pankreasin
B hiicrelerinin iflasidir ki insiilin salinimi artik bozulmustur ve bazal hiperinsiilinemiye
karsin intravenoz olarak verilen glukoza akut faz insiilin cevabmin olmadig:
saptanmustir  [48]. T2DM’li kisilerin genellikle insiilin gereksinimleri yoktur.
Genellikle, diyetlerini kontrol ederek, diizenli egzersiz yaparak veya agizdan ilag

alarak bu durumu kontrol edebilirler [49].

T2DM belirtileri genellikle; aclik hissi, cok yemek yeme bulanik gérme agiz kurulugu
ve ¢ok su igme istegi, sik idrara ¢ikma (6zellikle geceleri 2-3 defadan fazla), cildin
kurumasi ve kasintilar, yorgunluk, el ve ayaklarda uyusma ve karincalanma hissi,

yaralarin geg iyilesmesi, sik gelisen cilt enfeksiyonlar1 seklinde ortaya ¢ikar [50].

2.1.3. Gestasyonel Diyabetes Mellitus (GDM)

Gestasyonel Diyabetes Mellitus (GDM) ilk kez gebelikte ortaya ¢ikan veya gebelik
sirasinda teshis edilen glukoz intoleransidir. GDM, plasenta tarafindan Uretilen

hormonlar nedeniyle insiilin etkisinin azalmasiyla (insiilin direnci) ortaya ¢ikar [51].

WHO ve Uluslararasi Jinekoloji ve Obstetrik Federasyonu'na (FIGO) gore, gebelikte
hiperglisemi (HIP), gestasyonel diyabetes mellitus (GDM) veya gebelikte diyabet
(DIP) olarak smiflandirilabilir [51, 52]. DIP, hamileligin ilk {i¢ ay1 da dahil olmak
tizere herhangi bir zamanda ortaya ¢ikabilirken; GDM de genellikle 24. hafta veya onu
izleyen haftalarda hiperglisemi gelisebilir [53]. Hamilelik sirasindaki hiperglisemi
vakalarinin yaklasik %75-90°‘min gestasyonel diyabetes mellitus oldugu tahmin
edilmektedir [54].

Gebelikte GDM oykustntn sebepleri arasinda ileri yas, asir1 kilo veya obezite, gebelik
sirasinda asir1 kilo alimi gibi sebebleri icerir [55]. GDM, genellikle gegici bir durum

olup hamilelik sona erdiginde diizelir. Ancak hiperglisemisi olan hamile kadinlarin
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sonraki gebeliklerinde de GDM tekrarlama riski yiiksektir ve bu kadinlarin yarisinda
dogumdan sonraki bes ile on yil igerisinde T2DM gelisebilir. GDM’li annelerden
dogan bebeklerin de yasam boyu obezite ve T2DM’a yakalanma riski daha yiiksektir
[56-58].

2.1.4. Diger Spesifik Diyabetes Mellitus Tipleri

WHO’ nun yakin zamanda yayinladig1 raporunda, diger spesifik diyabet tiirlerinden

s6z ederek yapmis oldugu son smiflandirmaya eklemistir [34].

Diger spesifik diyabetes mellitus tiirleri;

e Pankreatit, travma, pankreas kanseri ve pankreatektomi gibi ekzokrin
pankreas hastaliklarmin neden oldugu diyabet,

e Insiilini antagonize eden hormonlarm asir1 salgilanmasma neden olan
endokrin bozukluklarma bagli diyabet,

e Insiilin sekresyonunu veya insiilin etkisini bozan ilaglardan ilag¢ ve kimyasal
kaynakl diyabet,

e [ hicre yikimi ile iliskili viral kaynakli enfeksiyona bagl diyabet,

e Immiin aracili diyabetin yaygin olmayan spesifik formlari,
e Insiilin etkisindeki genetik defektler (Lipoatrofik diyabet, Rabson-

Mendenhall sendromu gibi)

e [ hiicre fonksiyonlarmin genetik defektler (HNF-1 a, Neuro D1 gibi)

Diyabetle iligkili diger genetik sendromlar (Prader-Willi sendromu, Down sendromu,
Friedreich ataksisi gibi) [34].

2.2. DIYABETES MELLITUSUN TANI KRITERLERI
DM tami kriterleri uzun zamanlardan beri tartigilmakta ve her gegen yil
giincellenmektedir. Diinya Saglik Orgiitii'niin (WHO) mevcut kriterlerine gore yilksek

kan glukoz dizeylerinin belirlenmesiyle diyabet teshisi konulmasi gerektigi
belirtilmektedir [59].
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Diyabet veya prediyabet tanisi; aclik plazma glukozu (APG), 2 saatlik oral glukoz
tolerans testi (OGTT) ve glukozillenmis hemoglobin Alc (HbAlc) dlglimleri ile
yapilmaktadir. Bir test ile tan1 koymadan Once, test tekrarlanarak veya destekleyici
bagka bir testle dogrulanarak tan1 konmalidir. Diabetes mellitus igin tani kriterleri
Cizelge 1.2°de yer almaktadir [60-62].

Genellikle APG diizeyine bakilarak tani konulsa da 2009 yilinda Avrupa Diyabet
Calisma Birligi (EASD), Amerikan Diyabet Dernegi (ADA) ve Uluslararas1 Diyabet
Federasyonu (IDF) orgiitleri tarafindan olusturulmus uluslararasi uzman diyabet
komitesi HbAlc degerinin de tan1 koymada kullanilabilecek bir secenek oldugunu

ortaya koymustur [63].

HbAlc, esas olarak glukozun hemoglobine enzimatik olmayan baglanmasiyla olusan
glikohemoglobinden olusan bir hemoglobin varyantidir [64]. Bu sebeple HbAlc’nin
tan1 araglar1 i¢erinde kullanilmasinin birtakim avantajlar1 vardir. Bunlar HbAlc, gin
icerisinde viicuttaki aglik veya 2 saatlik glukoz diizeyi degisimlerinden daha az
etkilenmesi, kan glukozunu 6l¢mek i¢in aldigimiz floriir okzalatl tiipler her ne kadar
glikolizi durdursada glukozun bir miktarinin kullanilmasma devam etmesine ragmen
HbAlc aldigimiz tiipler oda sicakliginda bir hafta herhangi bir degisiklik olmadan
saklanabilir. Ayrica glukoz seviyesinin belirlenmesi icin 6lctlen HbAlc’ de hastanin
a¢c kalmasina gerek yoktur. Son olarak ise, HbAlc 3 ila 4 aylik bir siire boyunca
glisemiyi yansitirken, glukoz seviyeleri de kisa siireli/anlik yasam tarzi degisikligine

(heyecan, korku, stres) karst duyarhdir [65, 66].
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Cizelge 1.2. Diyabetes Mellitus i¢in Tan1 Kriterleri [62]

1) Achk Plazma Glukozu (APG) = 126 mg/dl (7,0 mmol/L). En az 8 saat olmak lizere
hicbir enerji alimi olmamalidir.
VEYA
2) 2 saat plazma glukozu > 200 mg/dL (11,1 mmol/L) OGTT sirasinda. Bu test DSO’ niin
belirledigi sekilde, su iginde ¢ozllmis 75 g toz glukoz ¢dzeltisinin hastaya oral yolla
yuklenmesi seklinde uygulanmalidir. *
VEYA
3) Hipergliseminin genel semptomlari veya hiperglisemi krizi geciren bir hastada,
rastgele plazma glukozu = 200 mg/dL (11,1 mmol/L) ise tani konulabilir.
VEYA
4) HbAlc = %6,5 bu test, bir laboratuvarda, Ulusal Glikohemoglobin Standardizasyon

Programi sertifikali ve Diyabet Kontrol ve Komplikasyonlari Calismasina gore
standardize edilmis bir metot kullanilmalidir. *

*Hipergliseminin kesin yoklugunda sonuglar, tekrar testleriyle dogrulanmalidir.

2.3. DIYABETES MELLITUSUN KRONIiK KOMPLIiKASYONLARI

Tim diyabet tipleri dogru tedavi ve uygun diyetle desteklenmezse, viicudun birgok
bdlgesinde komplikasyonlara neden olur. Bunun sonucunda da kisinin tibbi bakim
maliyetleri artmakla birlikte azalan yasam kalitesi sonucu hastaneye yatis siklig1
artarken ilerleyen zamanda erken oltimler gorilebilir. Stirekli artan kan sekeri
seviyeleri kalbi, gozleri, bobrekleri ve sinirleri etkileyen genel damar hasarina neden
olur. DM kardiyovaskiiler hastaliklar, korliik, bobrek yetmezligi ve alt ekstremite
amputasyonunun en 0Onde gelen nedenlerinden biridir. Gebelikte kontrol altina

alinmayan diyabet, maternal ve fetal komplikasyon riskini arttirir [67, 68].
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DM, kronik komplikasyonlari; mikrovaskiiler (retinopati, nefropati, ndropati,
diyabetik ayak Ulserleri) ve makrovaskiler (ateroskleroz, hipertansiyon,
serebrovaskiiler ataklar, iskemik kalp hastaligi) komplikasyonlar olarak ikiye

ayrilmaktadir. Diyabetlilerin %60’ mda kronik komplikasyonlar goriiliir [69].

2.3.1. Diyabetik Retinopati

Diyabetik retinopati, kronik yiiksek kan sekeri diizeylerinin retina kilcal damarlarina
dogrudan zarar vererek kilcal sizint1 ve tikanmaya yol agmasi sonucu ortaya ¢ikan
diyabetin ¢ok korkulan komplikasyonlarindan biridir. Gérme kaybima ve sonunda

korliige neden olabilir [70].

Diyabetik g6z hastaligi, agirlikli olarak diyabetik retinopati, diyabetik makiiler 6dem,
katarakt ve glokomdan olusan, ayn1 zamanda ¢ift gorme ve odaklanamamay1 da igerir
[71]. Diyabetik retinopati, ¢ogu iilkede potansiyel olarak 6nlenebilir ve tedavi
edilebilir olmasma ragmen kisisel yikimi ve sosyoekonomik sonuglariyla ¢aligsma
cagindaki popiilasyonda (25-65 yas) korliigiin 6nde gelen nedenlerinden biri olarak
kabul edilmektedir [72].

2.3.2. Diyabetik Noropati

Diyabetin uzun vadede ortaya ¢ikan ve en sik goriilen komplikasyonlarindan biri olan
diyabetik noropati; ¢esitli klinik belirtileri icermekle birlikte sinir sisteminin farkl
bélimlerinin etkilenmesi sonucu gorilen komplikasyonlardan biridir. En sik goriilen
belirtiler ayaklarda ve ellerde uyusma, yanma, karincalanma, agr1 ve gucsuzliktar.
Noropatiler arasinda en yaygimn olani kronik sensorimotor distal simetrik polindropati
primer ndropati tipidir [73]. Diyabetik néropati, baslangigta tirnak ve distal ayak
kisimlarmi etkilemekle birlikte ilerleyen zamanlarda ayak ve bacaklarin proksimal
kisimlarmi da etkileyebilir. Diyabetik noropati, hissizlige, agr1 ve 1s1 algilanmasinin
bozulmasina neden olarak diyabetlilerin kimyasal ve fiziksel travmalar1 fark

edememesine, bunun sonucu olarak da ayak yaralanmalarinda artisa yol acabilir [74].
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2.3.3. Diyabetik Nefropati

Diyabetik nefropati, albiiminiiri artis1 ve glomeriiler filtrasyon hizinin devamli
azalmasi ile karakterize olan ilerleyici kronik bir bobrek hastaligidir [75]. Diyabetin
neden oldugu ciddi ve en ¢ok korkulan mikrovaskiiler komplikasyonlardan biri olan
diyabetik nefropati, son dénemde diinya ¢apinda artis gosteren bobrek yetmezliginin
baglica nedenlerinden biridir ve tiim diyabet hastalarinin yaklasik %45 inde goriliir
[76, 77].

2.3.3.1. Diyabetik Nefropati ve Klinik Evreleri

Geleneksel olarak diyabetik nefropatinin, glomeriiler filtrasyon hizi ve idrar

albuminiiri atiliminina dayali 5 evresi vardir. Bunlar sirasiyla asagidaki gibidir.

1. Evre: Glomertiler hiperfiltrasyon ve hipertrofi gelisir,

2. Evre: Mikroalbuminiiri olmadan bobrekte yapisal degisiklikler izlenir,

3. Evre: Mikroalbuminiirinin gorildiigii donemdir. Yeni baslayan diyabetik

nefropati donemi olarak idrarda glinliik 30-300 mg alblimin saptanur,

e 4. Evre: Asikar proteiniiriyle beraber ilerleyici renal fonksiyon bozuklugu
goriiliir. Idrarda giinliik 300 mg dan fazla albiimin saptanur,

e 5 Evre: Son Donem Renal Hastalik (SDRH) denilen kronik bobrek

yetmezliginin gerceklestigi donemdir. Hastalar diyaliz tedavisi alirlar [77].

2.3.3.2. Diyabetik Nefropati ve Nefrondaki Yapisal Degisiklikler

Diyabetik nefropatinin gelisimi, bobregin biitiin alanlarmda hem glomeriillerinde hem
de tiibiiler yapida bir dizi degisikliklere sebep olur. En erken tutarh degisiklik, TIDM
tanisindan 1.5-2 yil sonra ortaya ¢ikan glomeriiler bazal membran da kalmlagmanin
gorulmesidir [78-80]. Takip eden 5-7 yil i¢inde de mezangial hacim genislemesi
saptanabilir. Diger glomeriiler degisiklikler ise, endotelyal fenestrasyonlarin kaybi,

mezangial matriks genislemesi ve ayak ¢ikintilarinin silinmesiyle birlikte podositlerin
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kaybini igerir [78, 79, 81]. Sekil 2.3°te bobregin glomeriilus yapisi ve DM da goriilen
yapisal degisiklikler verilmistir [78].

Normal Bobrek Glomerilusu Diyabetik Bobrek Glomertlusu
Podosit Podosit
Ayak «F AT
cllntian \ ' ) Mezangial hire Ayak eikantilan 7\ ‘ Mezangial hicre
2N (] N , o
=/ 5 { i~
\ n \ () h 0
I“ ’ ) Kapiller bosluk o\ '? b Kapiller hogluk
! ' s '

Mezangial matriks 2/) 1) 7y [Mezangial matriks

o ; Glomertiler bazal membran
Endotelyal hiicre et i Nembin Endotelyal hiicre

Sekil 2.3. Bobrek glomeriilus yapisi ve DM da goriilen yapisal degisiklikler [78].

2.3.3.3. Diyabetik Nefropati ve Oksidatif Stres

Oksijen metabolizmasi, aerobik yasamu siirdiirmek i¢in gereklidir ve normal hiicresel
homeostaz, reaktif oksijen turlerinin (ROS) olusumu ve ortadan kaldirilmasi arasinda
ince bir denge lizerinde ¢alisir. Asir1 ROS iiretiminin ve antioksidan savunma sistemi
tarafindan ROS uzaklastirilmasinin baskilanmasinin sitopatik bir sonucu olan oksidatif
stres, diyabet ve komplikasyonlar1 dahil olmak {izere bir¢ok hastaligin gelisiminde rol

oynar [82].
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Sekil 2.4. Diyabetik komplikasyonlarda reaktif oksijen tiirlerinin rolii. AGE, Ileri
glikasyon son drlnleri; DAG, diacilgliserol; DHAP, dihikroksiaseton
fosfat; GFAT, glutamin fruktoz-6-fosfat amidotransferaz; NF-xB, niikleer
faktor-kappa B; PKC, protein kinaz C; RAGE, AGE reseptoru; UDP-
GLcNAC, Uridin difosfat N-asetilglukozamin [83].

Sekil 2.4 de goriildiigi gibi reaktif oksijen tlrlerinin mitokondriyal Gretimi, hicre igi
glukozdaki bir artiga yanit olarak hizlanir. Ek olarak, ROS ile indiiklenen nitrik oksit
sentaz (eNOS) ayrismas1 ve NADPH oksidazlarm inaktivasyonu yoluyla patojenetik
ROS da iiretilir. ROS, poliADP riboz polimerazi (PARP) aktive eden DNA hasarina
aracilik edebilir. PARP tarafindan gliseraldehit-3-dehidrojenazin (GAPDH) poliADP-
ribozilasyonu, bu 6nemli glikolitik enzimin inhibisyonuna ve ardindan glikolizde bir
darbogaza yol acar. Sonug olarak, erken glikolitik ara drunler birikir ve daha sonra
patojenetik sinyal yollarina yonlendirilir. Olusan bu glikolitik iiriinler sonucu olugan
patojenik sinyal yollar1 ise sunlardir: Poliol yolu, hekzosamin yolu, protein kinaz C

yolu ve ileri glikasyon son uriinleri yoludur [83].
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In vitro ve in vivo deneysel diyabet modelleri, metabolik (hiperglisemi, dislipidemi)
ve hemodinamik (sistemik ve glomeriiler hipertansiyon) bozukluklarin diyabetik
bobrekte oksidatif stresin iki ana sebebini temsil ettigini ortaya koymustur. Bobrek,
dolasimdaki yiiksek glukoz seviyelerinin neden oldugu hasara karsi ozellikle
savunmasizdir. Cilinkii nefron (glomeriiller ve tiibiiller) insiilinden bagimsiz bir
organdir. Bu hiicrelere glukoz akisi ortamdaki glukoz seviyeleri ve kolaylastirilmisg

glukoz tasiyicilari (6zellikle GLUT1) tarafindan diizenlenir [84].

Nefronlardaki yiiksek glukoz reaktif oksijen tiirlerinin de iginde oldugu toksik ara
maddelerin olusumuna yol acar. Ornegin artan mitokondriyal substrat oksidasyonu ve
buna bagli olarak artan mitokondriyal membran potansiyeli, asir1 siiperoksit iiretimine
yol agar. [85]. Yine asir1 glukoz varliginda, oksidan tiirlerin iiretimi yoluyla vaskiiler
nitrik oksit (NO) ve doniistiiriicii biiyiime faktoriiniin (TGF-B1) hiperglisemi aracili
artis1 afferent ve efferent glomertiler arteriyellerin her ikisindeki vazodilatasyon ile
iliskilendirilir. Hiperglisemi ayrica lokal doku Renin-Anjiotensin-Aldosteron (RAAS)
sistemini aktive eder. RAAS’m lokal (glomeriiler) diizensizligi yine lokal asiri
anjiotensin II iiretimine sebep olur. Artan anjiotensin II’ nin vazokonstriktif etkisine
kars1 arteriyal tonusta dengesizlige neden olur bu da daha yiiksek glomeriiler kapiller

basingla sonuglanir [86-91].

Bobrek fonksiyonunu ¢ok sayidaki fibrojenik faktor etkilemekle birlikte, TGF-B1,
Smad yolu, mitojenle active olan protein kinaz, fosfotidilinositol 3-kinaz/AKT gibi
¢oklu sinyal yollariyla epitelyal mezenkimal gegis/aktarim ve tibdler interstisyel
fibrozda etkilidir [92, 93]. TGF-B1, reseptoriine baglandiktan sonra, Smads proteinleri
yoluyla hiicrelere sinyaller iletebilir, glomeriler ve tibuler hiicrelerin hipertrofisini
indikleyebilir, ekstraseluler matriks birikimini tesvik edebilir ve epitelyal mezenkimal
gecis/aktarim olusumuna ve interstisyel fibrozise neden olabilir [94]. Ote yandan,
TGF-B1'in tiibiiler hasara neden olarak proteiniiri ve glomeriiler skleroza katkida

bulunduguna dair kanitlar vardir [95].
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BOLUM 3

MELATONIN

Pineal bez, insan beyninin merkezinde posterior komissir ve dorsal habenular
komissiir arasinda yer alan ve dogrudan tigiincii ventrikiile bagli olan kiigiik, tek parca
beynin bir uzantisidir; sirkumventrikiiler organ (CVO) olarak smiflandirilir ve
omurgalilarda sirkadiyen ritmin dizenlemesinde rol alir [96]. Sirkadien ritim uyku-
uyaniklik durumu, aglik/tokluk, solunum sistemi, immiin sistemi, endokrin sistemi,
bircok genin ekspresyonunu, kardiyovaskiler ve metabolik sistemleri ve
gastrointestinal sisteminde dahil oldugu 6nemli fizyolojik olaylar1 diizenler [97]. Sekil

3.1 de pineal bez ve anatomik yapis1 gosterilmistir [98].

Sekil 3.1. Pineal bez ve anatomik yapis1 [98].

Melatonin sentezi ve salgilanmasi karanlikta artar ve isikla engellenir [99]. Isigin
varhigi hakkimdaki bilgi, hipotalamusun suprakiazmatik nikleus (SCN) araciligiyla
retinadan pineal beze iletilir. Sirkadien ritmi dlzenleyen suprakiazmatik nikleus

(SCN)-melatonin dénglsu; melanopsin iceren retinal ganglion hicreleri (MRGC),
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retinohipotalamik yol (RHT), SCN, paraventrikiler niikleus (PVN), intermediolateral
hicre kolonu (IMCC), sempatik servikal ganglionlar (SCG), pineal bez (PG) ve
melatonin (Mel) salgilanmasin1 igerir (Sekil 3.2) [100-103].

Sirkadiyen ritimler

0

e SCN PVN

RHT ~ -
Mﬂé & \
7 Mel IMCC

I;k \ /

PG SCG

Sekil 3.2. Suprakiazmik nukleus-melatonin déngusi [103].

Omurgalilarm sirkadiyen ritimlerini diizenleme de 6nemli olan bu déngtdeki herhangi
bir kusur, melatonin-sirkadiyen ritmin azalmasma ve kronobiyolojinin bozulmasina
neden olur. Ornegin, SCN veya PVN lezyonlari, servikal gangliyon blokaji veya

pinealektomi, omurgalilarda melatonin kaybina neden olur [104-107].

Sekil 3.3’te goriildiigl gibi insanlarda, melatonin salgisi giin batimindan hemen sonra
baslar, gecenin ortasinda (sabah 2 ile 4 arasinda) zirveye ulasir ve gecenin ikinci
yarisinda giderek azalir [108]. Melatoninin yaklagik %80'1 geceleri sentezlenir ve
serum konsantrasyonlar1 80 ile 120 pg/ml arasinda degisir. Giindiiz saatlerinde ise

serum konsantrasyonlar1 10-20 pg/ml arasinda degisir [109].
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Sekil 3.3. Melatonin plazma konsantrasyonlarmin sirkadiyen profili (gri alan, geceyi
temsil eder) [108].

3.1. MELATONIN BiYOSENTEZI

Melatonin veya N-asetil-5 metoksitriptamin 1958 yilinda Aaron Lerner tarafindan ilk

kez sigir pineal bezinden izole edilmistir (Sekil 3.4) [110].
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Sekil 3.4. Melatoninin kimyasal yapis1 [110].

Melatonin, pineal bez tarafindan salgilanan bir hormon olmasina ragmen; ekstrapineal
melatonin kaynaklarinin retina, kemik iligi hiicreleri, trombositler, deri, lenfositler,
Harder bezi, beyincik ve Ozellikle omurgali tiirlerinin gastrointestinal mukoz
membraninda varh@i rapor edilmistir [111-117]. Melatonin, pineal bezde

sentezlendikten sonra hizlica kan dolasimina ve oradan da tiikiiriik, safra, beyin
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omurilik stvisi, yumurtalik folikiiler sivisi, semen ve amniyotik sivi gibi diger viicut

stvilarina salmir [118-125].

Melatonin esas olarak pinealositler tarafindan triptofan amino asitinden sentezlenir.
Triptofan esansiyel bir aminoasit olup disardan alimmalidir. Daha sonra triptofan,
triptofan hidroksilaz (tetrahidrobiopterin ve siiperoksiti kofaktor; vitamin B6 y1 da
koenzim olarak kullanir) ile 5-hidroksitriptofana doniistiiriiliir. 5-hidroksitriptofan
kan-beyin bariyerini kolayca gectikten sonra dekarboksillenerek (5-hidroksitriptofan
dekarboksilaz tarafindan) serotonin sentezlenir. Pineal bezde bulunan 2 enzim

serotonini melatonine doniistiiriir [126, 127].

Serotonin ilk olarak arilalkilamin-N-asetiltransferaz (AA-NAT, “Timezyme” olarak
adlandirilir ki bu melatonin sentezi i¢in hiz smirlayici enzimdir) tarafindan N-
asetilserotonin  formuna asetillenir.  N-asetilserotonin ise asetilserotonin-O-
metiltransferaz (ASMT, ayrica hidroksiindol-O-metiltransferaz veya HIOMT olarak

adlandirilir) tarafindan metillenerek melatonin sentezlenir (Sekil 3.5.) [127].

Tryptophan

l

5-hydroxytryptophan
l <«—— 5-hydroxytryptophan decarboxylase

Tryptophan hydroxylase

Serotonin

1 <«—— N-acetyltransferase

N-acetylserotonin

l O
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H,CO~ l CH,- CH,- NH- C — CH,
N\ >
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Melatonin (N-Acetyl-5-Methoxytryptamine)

Hydroxyindole-O-methyltransferase

Sekil 3.5. Melatoninin sentez basamaklari [128].
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Melatoninin serbest radikal stipiiriiciisii oldugunun kesfi 1993 yilinda yapilmig olup
DNA'y1 serbest radikal hasarindan koruma yetenegini dogrulayan bir¢ok makale
yaymlanmistir [129-132]. Ayrica melatoninin in vitro olarak dogrudan hidroksil
radikali (OHe), hidrojen peroksit (H202), stperoksit radikali (Oz¢ ), nitrik oksit
radikali (NO°), peroksinitrit radikali (ONOO") gibi makromolekiillerin oksidatif
hasarin1 azalttig1 ve lipid peroksidasyonunu engelledigine dair ¢caligmalar vardir [133-
139]. Melatonin, stperoksit dismutaz, glutatyon peroksidaz, glutatyon rediktaz ve
katalaz dahil olmak Uzere bir dizi antioksidan enzimin sentezini uyarir. Melatonin,
glutatyon sentezindeki bu hiz sinirlayici enzim olan y-glutamilsistein sentazi uyararak
hicre ici glutatyon diizeylerini arttirdigi ve prooksidatif enzimler olan nitrik oksit
sentaz ve lipoksijenazi inhibe ettigi gosterilmistir [136, 140-142]. Melatoninin serbest

radikal stipuriicli mekanizmalarindan biri Sekil 3.6’te verilmistir [139].

CH,0~ / LY _ CHy- CH,- NH- CO- CH,

I ” ” Melatonin
N Ny
Elektron verici \I/ R R°
CHO '\ ___, CHyCH,-NH- CO-CH,
| | ® | Melatonil katyon radikali
NS N

H
Radikal siipiiriicii -
l 0,

CH0 /X , CHO-CHy CHyNH- CO- CH,

| ” NI- asetil N2 formil -

\ % 5- metoksikinuramin
\ / NHCHO

Sekil 3.6. Melatoninin antioksidan mekanizmalarindan birisi [139]

Melatonin Oz¢ ~ ve H20; varliginda radikal siipiiriicii 6zellik gosteren N1-asetil-N2-
formil-5-metoksikiniramin  (AFMK) olusturur. Daha sonra AFMK, Arilamin

Formamidaz (AFA)’n katalizledigi reaksiyon sonucu N1-asetil-5-metoksikintramine
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cevrilir. Hem AFMK hem de AFMK’1 bir kiniiramin tiirevi olup ayni zamanda

melatonin gibi antioksidan ve de anti-inflamatuar 6zellige sahiptirler [143].

Kemirgenlerde yapilan galismalar, melatoninin glukoz homeostazi lizerinde genel
olarak faydali bir rolii oldugunu gostermektedir [144, 145]. Diyabet ve oksidatif stres
arasinda iligki oldugu saptanmistir. Hiperglisemi ve oksitlenmis lipidler, serbest
radikallerin iiretiminin artmasina ve ayrica antioksidanlarda degisikliklere yol acarak
doku ve hiicresel islev bozukluguna neden olur [146]. Pinealektomize hayvanlarda
melatonin  yoklugu, melatonin tedavisi 1ile tersine c¢evrilen GLUT4 gen
ekspresyonunda ve protein igeriginde, glukoz intoleransinda ve periferik ve merkezi
insulin direncinde bir azalmaya yol agar [144, 145]. Cok sayidaki ¢alisma, melatoninin
diyabeti ve kimyasal olarak indiiklenen oksidatif stresi iyilestirdigi bildirmektedir
[147-149]. Montilla ve arkadaglarmin ¢aligmalari, melatoninin Sstreptozotosin (STZ)
ile indiklenen diyabetik ratlarda hiperglisemi ve hiperlipidemiyi azalttigini
gOstermistir [150]
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BOLUM 4

SAFRAN (Crocus sativus L.)

Giliniimiizde bilim insanlari, bitkileri ve onlarin bilesenlerini kimyasal ilaglara kiyasla
daha az yan etkiye sahip olmalar1 sebebiyle tibbi kullanim amacgh arastirmaya
odaklanmiglardir. WHO, tibbi bitkilerin kullanimmin tercih edilmesindeki sikligin
kiresel olarak her gegen giin daha da arttigini rapor etmistir [151]. Crocus sativus L.
(safran) tibbi amagh ve aromatik olarak kullanilan bitki tiirlerden biridir (Sekil 4.1)
[152].

Sekil 4.1. Crocus sativus L. (Safran bitkisi) [153].

Crocus cinsi diinya ¢apinda ortalama 80 tir igerir ve bunlardan yaklasik 32 tanesi
Tiirkiye florasinda kayithdir. Bu turlerden biri olan safran (Crocus sativus L.)
diinyadaki en yiiksek ekonomik degere sahip baharatlardan biri olarak bilinmektedir
[152].
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Liliales takimi, [ridaceae familyas1 ve Crocus cinsi, Crocus sativus tiirii seklinde
taksonomik bir sistematige sahiptir [154]. Safran, Yunanistan, Kiicik Asya ve Iran
kokenli monokotiledon bir tiir olup su an da iran, Cezayir, italya, Hindistan, Fransa,
Rusya, Fas Ispanya ve Tiirkiye (Safranbolu) dahil olmak iizere bircok iilkede
uretilmektedir. Yiiksek adaptasyonu nedeniyle genis bir alana yayilmistir [154, 155].
Safran, deniz seviyesinden yaklasik 2000 m'ye kadar ki yiksekliklerde yetisebilirken
daha ¢ok tepelere, dag vadilerine ve 600-1700 m arasinda degisen yaylalara uyum
saglamistir Ayrica bu bitki, yaz aylarinda kurakligmin yaygm oldugu bolgelerde de
yetistirilebilir [156].

Soganli bir bitki olan safran (Crocus sativus L.), stigmalari baharat olarak kullanilan
menekse renkli ciceklere sahiptir (Sekil 4.1). Safranin stigma rengi koyu kirmizi ile
kirmizims1 kahverengidir. Pistil sarimsi-kahverengi ile sarimsi-turuncudur. Kokusu
guclu, karakteristik ve aromatiktir. Tadi karakteristik ve acidir. Stigmalar 25 mm
uzunlugunda ve her bir gicekte sadece U¢ tane vardir (Sekil 4.2). Stiller yaklasik 10

mm uzunlugundadir ve silindir seklindedir [153].

Sekil 4.2. Crocus sativus’ a ait stigma [157].

Ciceklenme Ekim ayinda gerceklesir ve Kasim ayinm ortalarina kadar devam eder.
Ciceklenme sonrasi ana soganlarin yerini yavru soganlar alir [158]. 1 kilogram kuru

safran iiretmek i¢in yaklasik 80 kilogram safran (Crocus sativus L.) ¢icegine ihtiyag
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duyulmaktadir. 1000 ¢igegin toplanmasi ortalama 14-55 dakika surerken stigmalarin
kurutulmak i¢in ¢ikartilmasi 100-130 dakika daha sirer. 1 kilogram kurutulmus safran
uretmek icin genel olarak tiim islem yaklasik 370-470 saat strer. [159, 160].

Safran, 150°den fazla ugucu, ugucu olmayan ve aroma veren bilesikler icerir. Bu
bilesikler su, lipofilik ve hidrofilik karbonhidratlar, proteinler, aminoasitler,
mineraller, glukozitler, monoterpenler, aldehitler, vitaminler (6zellikle riboflavin ve
tiamin) igcerirken; krosin, antosiyanin, karoten, likopen, flavonoidler ve diger kimyasal
bilesenleri igeren pigmentlere sahiptir. Safranin 6nemi icerisindeki krosin, krosetin,
pikrokrosin ve safranalin varligindan gelir. Sekil 4.3’te safranin bilesiminde yer alan

krosin, krosetin, pirokrosin ve safranalin kimyasal yapisi verilmistir.[161-165].

Krosetin, srradist bir lipofilik karotenoidtir. Coklu doymamis olefin asit
konjugatlarindan olusur. Krosetinin molektler formili CooH2404'tlir. 285°C'lik bir
erime noktasma sahiptir. Krosetin, kardiyovaskiiler iyilesme, antikanserojen ve

antidepresan aktivite gibi saglig1 korumaya yardimci olan etkilere sahiptir [166-169].

Pikrokrosin, safranin kendine 6zgii aromasindan sorumludur. Krosinden biraz daha az
miktarda bulunur. Safranin kuru maddesinin yaklasik %]1-13"ini olusturur.
Pikrokrosinin molekiler formili CisH2607'dir. Pikrokrosin, safranalin bir onciisii ve

bir monoterpen glukozittir. Safran'in ac1 tadindan sorumludur [170-173].

Safranal, safranin ugucu yagmin ana bilesenidir. Safran aromasindan sorumludur.
Safranalin molekiiler formiilii C10H140'dur. Bir monoterpen aldehit olup pikrokrosin
aglikonudur. Taze safran stigmalarinin safranal igermezken hasattan sonra
dehidrasyon ve depolama sirasinda B-glukozidazin pikrokrosin iizerindeki etkisiyle
olusur. Safranal, safranin esansiyel yaginin ortalama %30-70'ini ve kuru maddesinin
%0,001-0,006's1n1 igerir [171, 174, 175].
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Sekil 4.3. Krosin, krosetin, pikrokrosin ve safranalin kimyasal yapis1 [161].

4.1. KROSIN

Krosin 0nemli bir safran pigmenti olmakla birlikte safranin toplam kimyasal
bilesenlerinin yaklasik %80’nini olusturur. Suda ¢oziinebilir. Krosinin molekuler
formili CasHesO24'tur. Safranin g6z kamastirict altin sarisi-kirmizims: renginden
sorumludur [153, 172]. Krosin, krosetinin seker ile esterifikasyonu sonucu elde edilir
ve 186° C erime noktasma sahip kristaller olusturur. Kuru stigmalarm %6-16’smi
olustururlar. 5 tip krosin vardir ve Krosin-1 haricindekiler cis-trans izomerik formunda
bulunur (Sekil 4.4) [170, 176, 177].
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Sekil 4.4. Krosin ve tiirlerinin kimyasal yapilar1 [170].

Krosin safranin aktif bilesenleri arasinda en ¢ok antioksidan 6zellik gdsteren bileseni
olup oksidatif strese kars1 potansiyel bir role sahiptir [178]. Krosin, gi¢li antioksidan
ozelliginden dolayr spermlerin donduralarak saklanmasmda, hepatositlerin
toksinlerden korunmasi, ndrodejeneratif bozukluklarin tedavisi i¢in de uygundur.
Glutatyon peroksidaz (GPx), glutatyon S-transferaz (GST), katalaz ve slperoksit
dismutaz gibi enzim aktivitesindeki degisiklikler ve hiicresel redoks sisteminin

translasyon seviyesindeki degisiklikler krosinin antioksidan potansiyel mekanizmalar:
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olarak gosterilmektedir. Ayrica, monositlerdeki serbest radikallerin sinyal yollarmi
etkileme, enzimlerle (peroksidazlar) etkilesim ve cesitli proteinlerin antioksidan
bilesiklerle etkilesimi sirasinda reaktif oksijen tirlerinin inhibisyonu gibi farkl etki

mekanizmalarina da sahiptir [179-181].

Langerhans adaciklarindaki B-hiicrelerinin STZ ile yok edilmesi mekanizmasinin hem
sistemik hem de lokal olarak oksidatif ve nitrozatif stresin indiiksiyonu ile siki bir
sekilde iliskili oldugu goriilmiistiir. Bu nedenle pankreas, 6zellikle STZ'nin etkisi ve
sonucundaki serbest radikal hasarina karsi hassastir. Safran ekstraktlarinin
hipoglisemik etkisi arastirildiginda, periferik dokular tarafindan glukoz alimimin
uyarilmasi, bagirsak glukoz emiliminin inhibisyonu, hem karaciger hem de bobrekte
insulinaz aktivitesinin inhibisyonu, endojen glukoz Uretiminin inhibisyonu, renal
glukoz reabsorpsiyonunun inhibisyonu veya Langerhans adaciklarmimn B-hiicrelerinin
uyarilmasi ile insiilin direncinin kirilmasi gibi mekanizmalarda yer aldig1 goriilmiistiir

[182-188].

Xi vd. (2005), safranin insiilin direnci tizerindeki etkisinden dolay1 geleneksel tipta
diyabet tedavisinde kullanildigini ortaya koymustur Safran ekstraktlarindan biri olan
krosetinin bozulmus olan instilin direcine kars1 insiilin duyarliligini artirdig1 ve yiiksek

fruktozlu bir diyetin neden oldugu hiperinsiilinemi gibi anormallikleri iyilestirdigini

belirtmiglerdir [189-193].

Bazi deneysel DM modellerinde safranal (4 hafta boyunca 0.25, 0,5 ve 0,75
mg/kg/giin) uygulamalarinin glukoz, MDA ve NO igeriginde 6nemli bir azalmaya yol
actigini, plazma GSH igeriginde, SOD ve CAT faaliyetlerinde dnemli bir artiga yol
agtigmi gosterilmistir. Bu bulgular safranalin STZ diyabetik ratlarda oksidatif stresi
modiile ederek anti-hiperglisemik ve hipoglisemik 6zellikler gosterdigi goriilmiistiir
[194-197].
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BOLUM 5

OKSIDATIF STRES VE ANTIOKSIDAN SAVUNMA SiSTEMLERI

5.1. OKSIDATIF STRES VE REAKTIF OKSIJEN TURLERI

Oksidatif stres, biyolojik bir sistemdeki oksidanlar ve antioksidanlar arasindaki
dengenin oksidanlar lehine bozulmasi sonucu ortaya ¢ikan durumdur. Dengesizlik,
ROS’un fazla uretimi veya antioksidan sistem isleyisinde bir hata sonucu ortaya ¢ikar
[198]. Serbest radikaller ise bir veya daha fazla eslesmemis elektron iceren molekiil
veya atomlar olarak tanimlanir ve bu eslesmemis elektronlar son derece reaktiftir.
Serbest radikal olusumuna birgok element sebep olabilir ancak biyolojik sistemlerde
en ¢cok hasara sebep olanlar oksijen ve nitrojen icerenleridir. Sekil 5.1 de baslica reaktif

oksijen tiirleri ve onlarin detoksifikasyon yollar1 6zetlenmistir. [199].

Nitrik oksit sentaz ==————————Nitrik oksit
NO*

A

Peroksinitrit

ONOO \

Hidroksil iyonu

Mitokondriyal elektron
transport zinciri

OH*
Endoplazmik

retikulum

NADPH oksidaz Siiperoksit ,  Hidrojen peroksit ___~Su
02' H202 HZO
SitP450 Vit Cve E thioredoksin

. . Siiperoksit dismutaz Katalaz

Ksantin oksidaz Glutatyon peroksidaz

Sekil 5.1. Baslica ROS’ lar ve detoksifikasyon yollar1 [199].
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Molekiler oksijenin biyoloji sistemlerdeki kritik rold, hiicresel isleyisi ve tiim
organizmalarin yasamsal faaliyetleri agisindan gerekli oldugu icin ¢ok Onemlidir.
Oksijen sinyal iletimi, gen transkripsiyonu ve diger hiicresel aktiviteler gibi yasam i¢in
cok onemli fonksiyonlarda yer almasma ragmen ayni zamanda serbest radikal ve
reaktif oksijen tiirleri formunda biyomolekiiller tizerinde zararli bir etkiye sahiptir.
Oksijenin bu olumsuz etkisi, reaktif oksijen tiirlerinin olusumundan sorumlu olan bir
degerlikli metabolik indirgeme durumunun sonucudur. Reaktif oksijen tiirleri
arasindaki en 6nemli tiir ise vaskiiler diiz kas hiicrelerinin gevsemesi ve gogalmasi,
I6kosit adezyonu, anjiyogenez, trombosit agregasyonu, tromboz, vaskiler tonus ve

hemodinamik diizenleyici iglevlerini yerine getiren nitrik oksittir [200, 201].

Oksidatif stres, bir dizi hiicresel islevi bozarak AIDS, yaslanma, artrit, astim,
otoimmiin hastaliklar, karsinojenez, kardiyovaskiiler disfonksiyon, katarakt, diyabet,
norodejeneratif hastaliklar, Alzheimer, Parkinson gibi cesitli patolojik durumlara yol

acar [202-208].

5.2. ANTIOKSIDAN SAVUNMA SISTEMLERI

Reaktif oksijen tiirlerinin olusumunu engellemek, bu maddelerin meydana getirdigi
hasarlar1 6nlemek ve detoksifikasyonu saglamak tizere viicutta gérev yapan savunma
sistemlerine “antioksidan savunma sistemleri” ya da “antioksidanlar’ adi verilir [200].
Antioksidanlar, viicudun hassas oksidan/antioksidan dengesini korumaya yardimci
olan asir1 ROS'u detoksifiye eden temizleyicilerdir. ki ¢esit antioksidan savunma

sistemleri vardir: enzimatik antioksidanlar ve enzimatik olmayan antioksidanlar.

5.2.1. Enzimatik Antioksidanlar

Enzimatik antioksidanlar, detoksifikasyon islemi sirasinda molekillerin son
yoriingesindeki elektronlar1 dengelemek igin elektron transfer ederek onlara farkli
degerler alma yetenegi veren metalik bir merkeze sahiptir. Fazla ROS'u notralize
ederer hiicre yapilarma zarar gelmesini Onlerler. Endojen antioksidan enzimler

arasinda superoksit dismutaz, katalaz, glutatyon peroksidaz (GPx) bulunur. Sekil 5.2
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de enzimatik antioksidanlar ve onlarin gerceklestirdigi reaksiyonlar verilmistir [209,

210].

NADP' +H' NADPH
GR
S00
207 +2H y 0tH:0;
2GSH (336 AT
\\ oPX P 7 2 H0; y 042 K0
H2 B——— 1

Sekil 5.2. Enzimatik antioksidanlar ve gergeklestirdigi reaksiyonlar [209].

Slperoksit anyonunun stiperoksit dismutaz (SOD) tarafindan H2O'ye dismutasyonu
(Sekil 5.2), anti-oksidatif reaksiyonlar icin temeldir. SOD enzimi (¢ izoenzim halinde
bulunur: SOD 1, SOD 2 ve SOD 3. SOD 1, metal kofaktérleri olarak Cu ve ¢inko (Zn)
icerir ve sitozolde bulunur. SOD 2, manganez (Mn) iceren bir mitokondriyal
izoformdur. SOD 3 ise hiicre dis1 formu kodlar. SOD 3, kofaktor olarak Cu ve Zn
icerdiginden yapisal olarak Cu, Zn-SOD'a benzer [209, 210].

Glutatyon (GSH) enzim ailesi, glutatyon peroksidaz (GPx), glutatyon S-transferaz
(GST) ve glutatyon rediiktaz (GR) enzimlerini icerir. GPx, peroksitleri parcalamak
icin H* donérii olarak indirgenmis GSH formunu kullanir. GSH'nin titkenmesi, DNA
hasarina ve H20> konsantrasyonlarinin artmasina neden olur; bu nedenle, GSH 6nemli
bir antioksidandir. H2O2'nin H20 ve O2'ye indirgenmesi esnasinda GPx tarafindan
kullanilan GSH, okside glutatyon (GSSG)’a oksitlenir. Glutatyon rediiktaz ters
reaksiyona katilir ve bir dondr protonun NADPH'den GSSG'ye aktarilmasiyla GSH’ a
yeniden dondstiiriiliir (Sekil 5.2) [209, 211, 212].

Glutatyon peroksidaz viicutta bes izoform halinde bulunur: GPx1, GPx2, GPx3, GPx4
ve GPx5. GPx1, dokularda yaygm olarak dagilan sitozolik izoform iken GPx2,
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gastrointestinal bir form olarak kodlanir; GPx3, plazma ve epididim sivisinda bulunur.
GPx4, biyolojik membranlar igindeki fosfolipid hidroperoksiti spesifik olarak
detoksifiye eder. E Vitamini (a-tokoferol), GPx4 eksikligi olan hiicreleri, hiicre
olimunden korur. GPx5 epididimde bulunur. Glutatyon, hiicrelerdeki ana tiyol
tamponudur ve sitozolde sistein, glutamat ve glisin tarafindan olusturulur. Seviyeleri,
v-glutamilsistein sentetaz ve glutatyon sentetaz enzimleri tarafindan katalize edilen de-
novo olusumu ile diizenlenir. GSH, hiicrelerin bazi tehlikeli endojen ve ksenobiyotik
bilesiklerle konjugatlara kars1 korunmasinda ve hiicrelerin oksidanlara kars1 rediikte

durumda tutulmasinda rol oynar [211-213].

Katalaz, peroksidaz aktivitesi ile H2O2” den H20 ve O olusturmak i¢in ve H* dondrleri
(metanol, etanol, formik asit veya fenoller) ile ¢ok etkili bir sekilde reaksiyona giren

bir enzimdir (Sekil 5.2) [214, 215].

5.2.1. Enzimatik Olmayan Antioksidanlar

Enzimatik olmayan antioksidanlar, C vitamini, GSH, E vitamini, beta-karoten ve

flavonoidler gibi antioksidanlardan olusur [216, 217].

C vitamini, hiicre i¢i ve hiicre dis1 matrislere diflizyonunu kolaylastiran suda ¢oziiniir
bir antioksidandir. Antioksidan potansiyeli, O2 ¢ ve OHe*'nin dogrudan uzaklastirilmas1
ile ilgilidir. Ayrica, oksitlenmis E vitamininin yenilenmesine katkida bulunur. C
vitamini ayrica prooksidan aktiviteye sahiptir. OHs'ye ek olarak Fe™'y1 Fe*?ya
doniistiirebilen ve daha sonra H2O; ile reaksiyona girerek OHe olusturabilen tek bilesik
olabilir [218-221].

E Vitamini (a-tokoferol) zincir tasiyan peroksil radikallerini hizla temizler ve zincir
yayilmasini durdurur. Bu reaksiyon swrasinda E vitamini, lipit radikalinden daha az
reaktif olan ve askorbik asidin etkisiyle tekrar tokoferole doniistiiriilmek Uzere
membran yiizeyine gé¢ eden tokoferil adi verilen serbest bir radikal haline gelir.
Bununla birlikte, yiiksek konsantrasyonlarda, tokoferil radikali bir prooksidan olarak
hareket edebilir [220, 222, 223].
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B-karoten, A vitamininin 6nct maddesi olan hidrofilik bir prekirsérdir 6nctisudur ve
belirli dokularin hiicre membranlarinda yiiksek konsantrasyonlarda birikir. [3-

karotenin antioksidan aktivitesi, lipid peroksidasyonu sirasinda olugsan O2*— ve serbest

radikallerin uzaklastirilmasi ile ilgilidir [224-226].

GSH sitozolde, mitokondride, bulunur. Oksidatif hasara kars hiicreleri koruma da
onemli role sahiptir. Cekirdekteki GSH, DNA ekspresyonu ve onarimi i¢in gerekli
olan stlfhidril proteinlerinin redoks durumunu korur [227].

Flavonoidler radikal silipiirme i¢in ideal yapiya sahiptir. C ve E vitaminlerinden daha
etkili antioksidanlardir. Flavonoid antioksidan aktivite yapisina baghdir ve bes faktor
tarafindan belirlenebilir: H* ve elektronlarin dondr ajani olarak reaktivite; olusan
flavanol radikalinin stabilitesi; diger antioksidanlara kiyasla reaktivitesi; selat gecis
metalleri kapasitesi; ¢6ziiniirliik ve membranlarla etkilesimidir. Flavonoid oksidasyon
potansiyeli ne kadar kiicikse, serbest radikal supiruci olarak aktivitesi o kadar
fazladir [222].
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BOLUM 6

GEREC VE YONTEMLER

6.1. GERECLER

6.1.1 Kimyasal Malzemeler ve Kullanilan Yontemler

Tez ¢aligmasi sirasinda kullanilan kimyasallar; disodyumhidrojen fosfat (Na2HPO,),
tiyobarbutirik asit (TBA), fosforik asit, n-butanol, 5,5' dithiobis-2 nitrobenzoik asit
(DTNB), hidrojen peroksit (H20>), disodium etilendiamin tetraasetik asit (Na2EDTA),
potasyum sodyum tartarat, bakir (II) stilfat, sodyum hidroksit, ksantin oksidaz, bakir
(1) klordr, bovine serum albumin (BSA), krosin, ksantin, sodyum karbonat, Total
Antioksidan Seviyesi (TAS) ve Total Oksidan Seviyesi (TOS), TGF- kiti kullanild1.

Calismada kullanilan aletler; manyetik karistirict (Termal N11150M), otomatik
pipetler (Brand), hassas terazi (RADWAG AS 220.R2), vorteks (Velp Scientifica),
sogutmalt santrifiij (Niive NF 1200R), mikrosantrifij (Niive NF 048),
spektrofotometre (Thermo Fisher Multiskan Go 1510), UV/VIS Spektrofotometre (PG
Instruments), pH metre (Adwa 1000), homejenizatér (Hangzhou Bioprep-24),
sallayicili su banyosu (Niive ST 30), mikroplaka yikayici (Thermo Fisher Wellwash

888).
6.2. YONTEMLER

6.2.1. Streptozotosin ve Krosin Hazirlanmasi

Streptozotosin (STZ), 0.01 M sodium sitrat buffer (pH 4.5) icerisinde ¢dzildikten

sonra 50 mg/kg olacak sekilde intraperitoneal (i.p) enjeksiyona hazir hale getirildi.
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Krosin 50 mg/ kg olacak sekilde serum fizyolojik igerisinde ¢ozuldiikten sonra i.p
enjeksiyona hazir hale getirildi [228, 229]

6.2.2. Ratlarin Temini ve Bakim

Bu arastirmada, agirliklar1 225-250 gram olan 60 adet erkek Wistar albino tirt rat
Zonguldak Biilent Ecevit Universitesi Tip Fakiiltesi Deney Hayvanlar1 Uretim ve
Aragtrma Merkezi (ZBEUN-DEHAM) biriminden temin edildi. Calismaya
Zonguldak Biilent Ecevit Universitesi Deney Hayvanlar1 Etik Kurulu onay1 (Protokol
N0:2020-21-03/09) alinarak basland1 ve tiim uygulamalar bu protokole uygun olarak
yapilmistir. Igme sular1 giinliik olarak degistirilirken kafes temizligi giin asir1 olarak
yapildi. Ratlar sicakligin 21°C, ortam neminin %55-60 oldugu, 12 saat 1s1k (08:00-
20:00 saatleri) ve 12 saat karanlik uygulanan odalarda bakildi. Ratlar caligma siiresince

standart pellet yemle ad libitum olarak beslendi.

6.2.3. Rat Deney Protokol

Arastirmada veri toplanacak ratlar her grupta 10 adet olmak Uzere rastgele secimlerle

6 gruba ayrilmistir. Bu gruplar:

Grup 1: Kontrol grubu (K); %0.9 serum fizyolojik (SF) intraperitoneal (i.p) olarak
uygulandu.

Grup 2: Streptozotosin (STZ) grubu; Bu gruba 30. glinin sonunda periton i¢i 50
mg/kg dozda STZ enjeksiyonu ile deneysel diyabet modeli olusturulduktan sonra 15

glin sureyle i.p. olarak serum fizyolojik uygulandi [228].

Grup 3: Pinealaktomi (PX) grubu; Epifiz bezi pinealaktomi ile ¢ikarildiktan sonra
30. gunin sonundan itibaren 15 gin streyle i.p. olarak serum fizyolojik uygulandi
[230].
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Grup 4: PX+STZ grubu; Epifiz bezi pinealaktomi ile ¢ikarildiktan sonra 30. guniin
sonunda periton i¢i 50 mg/kg dozda STZ enjeksiyonu ile deneysel diyabet modeli
olusturulduktan sonra 15 guin sureyle i.p. olarak serum fizyolojik uygulandi [228, 230].

Grup 5: PX+Krosin grubu; Epifiz bezi pinealaktomi ile ¢ikarildiktan sonra 30.
gundn sonundan itibaren 15 giin stireyle 50 mg/kg dozda i.p. olarak krosin uygulandi
[229, 230].

Grup 6: PX+STZ+Krosin grubu; Epifiz bezi pinealaktomi ile ¢ikarildiktan sonra 30.
gundn sonunda periton i¢ci 50 mg/kg dozda STZ enjeksiyonu ile deneysel diyabet
modeli olusturulduktan sonra 15 giin sureyle 50 mg/kg dozda i.p. olarak krosin
uygulandi [228-230].

Pinealektomi isleminden sonra endojen melatonin hormonunun viicuttaki yoksunlugu
30 giin stirer [231]. Bu sebeble de ¢alismamizda endojen melatonin yoksunlugundaki
STZ’nin etkilerini gdzlemlemek i¢in tek doz STZ uygulamasi pinealektomi islemini
takiben 30. giiniin sonunda yapilmistir. Tiim kimysallar gilinliik olarak hazirlanmis ve

hergiin ayni saatlerde herbir hayvana 1 ml/kg olacak sekilde 1.p olarak uygulanmistir.

6.2.3.1. Pinealektomi Islemi

Sicanlar, intraperitonal olarak 80 mg/kg ketamin ve 8 mg/kg xylazine ile anestezi
altina alindilar [232]. Lambda ortaya c¢ikacak sekilde, kafatasi derisine bir kesi
yapilarak kafatasinin iist kismma mikro freze matkap (Proxxon MICROMOT 50/E,
Almanya) ile 3 mm ¢apinda dairesel bir delik acildi. Kesi yapilan yerden pens ile
girilerek vendz siniis altinda yer alan pineal bez pensle tek par¢a halinde ¢ikarilmistir.
Daha sonra kesilmis olan kemik parcas1 yerine yerlestirilerek kafa derisi dikilmis ve
% 10 povidon iyod ile pansuman yapilmistir [230]. Pinealektomi islemi sonrasi
hayvanlara agr1 kesici olarak 1 mg/kg i.p. enjeksiyonu ile novalgine uygulamasi

yapilmustir.
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6.2.3.2. Diyabet Modeli

Ratlarda diyabet gelistigini ortaya koymak i¢in STZ enjeksiyonundan 3 giin sonra
kuyruktan alman kan glukoz seviyesi bir glukometre (GlukoDr, EU Representative
MT Promedt Consulting GmbH Altenhofstr. 80, d-66386 St. Ingbert, Almanya) ile
Olglldi ve kan glukoz degerleri 270 mg/dl ve Ustiinde olanlar diyabetik olarak kabul
edildi.

6.2.4. Ratlardan Numune Alinmasi

Deney sonunda deneklere intraperitoneal yoldan 90 mg/kg ketamin (Ketalar-
Eczacibasy/Tiirkiye), 10 mg/kg xylazine (Rompun-Bayer/Turkiye) ile anestezi
uygulandiktan sonra laparatomi islemi ile abdominal ven’den tiiplere kan alinarak
hayvanlar dekapite edildi. Bobrek dokular steril bir sekilde dis zarindan ayrildiktan
sonra serum fizyolojik icerisinde yikanarak fazlalik kanmn uzaklastirilmasi saglandi.
Daha sonra bobrek dokusu iki esit parcaya ayrilarak bir pargasi % 10’luk formol
solusyonuna konarak histolojik inceleme i¢in ayrildi. Geriye kalan bobrek dokusu ise
aliminyum folyoya sarildiktan sonra analiz giiniine kadar -80 C°’de derin
dondurucuda muhafaza edildi. Tiiplere alinan kan numuneleri pihtilasmanin
gerceklesmesi i¢cin oda 1sisinda yaklasik olarak bir saat kadar bekletildikten sonra 4000
rpm’de 20 dakika santrifiij islemi yapilarak serum numuneleri elde edildi. Serum
numuneleri bobrek fonksiyon testlerini yapmak {izere ependorf tiiplere alindiktan

sonra analiz guniine kadar -80 C°’de derin dondurucuda sakland.

6.2.5. Biyokimyasal Analizler

6.2.5.1. Numunelerin Hazirlanmasi

Caligma giinii bobrek dokular1 derin dondurucudan alinarak malondialdehit (MDA),
indirgenmis glutatyon (GSH), siiperoksit dismutaz (SOD), katalaz (CAT) analizi ile
toplam antioksidan seviyesi (TAS), toplam oksidan seviyesi (TOS), oksidatif stres
indeksi (OSI) hemen ve protein seviyelerini belirlemek igin tartildi. Fosfat tampon

(pH:7.5) ilavesi ile %10 homojenatlar elde edildi ve numuneler 12.000 rpm'de 1-2
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dakika streyle otomatik homojenizatér (Hangzhou Bioprep-24) ile homojenizasyon
islemi gergeklestirildi. Bobrek dokusuna ait MDA seviyeleri bu homojenatlarda
belirlendi. Daha sonra doku homojenatlar1 +4 °C'de 5000 rpm'de 30 dakika santrifiij
edildikten sonra stipernatant elde edildi. Elde edilen siipernatantlar, GSH, SOD, CAT,
TAS, TOS, OSI ve protein seviyelerini belirlemek igin kullanildi. Calisma giinii derin
dondurucudan ¢ikarilan serum 6rnekleri oda 1sisina getirildikten sonra uygun Kitler
kullanilarak otoanalizérde bobrek fonksiyon testleri olan kan Ure azotu (BUN) ve

kreatinin degerleri belirlendi.

6.2.5.2. Oksidatif Stres Belirteglerinin Analizi

Bobrek Dokusu Malondialdehit (MDA) Analizi

Bobrek homojenatindaki MDA analizi Ohkawa vd. [233] tarif ettigi yonteme bagli
kalinarak yapildi. Bobrek homojenatlari, kapakli cam tiip i¢ersinde %1’lik fosforik asit
(H3P04) ve %0.6’lik tiyobarbitiirik asit ile karistirildiktan sonra tiip kapaklarinin iizeri
aliminyum folyo ile sikica sarildiktan sonra 45 dakika boyunca kaynar su banyosunda
inkiibe edildi. Daha sonra karisim, n-bltanol ile ekstrakte edildikten sonra santrifiij
islemiyle n-biitanol fazinda ayrilan pembe renk deney gruplarma gére mikroplaka
kuyucuklarma yerlestirilerek ELISA okuyucuda 535 nm dalga boyunda 6lciildii ve
MDA seviyesini hesaplamak i¢in kullanildi. Kor olarak n-bltanol ve standart olarak

tetrametoksipropan kullanildi. Sonuclar nanomol/g yas doku olarak sunulmustur.

Bobrek Dokusu Redukte-Glutatyon (GSH) Analizi

Bobrek siipernatantindaki rediikte glutatyon (GSH) analizi Ellman’in [234] tarif ettigi
yonteme bagl kalinarak yapildi. Bobrek siipernatantlari deproteinize edildikten sonra
ependorf tlp icersinde 5,5-dithiobis 2-nitrobenzoik asit (DTNB) ile reaksiyona
sokularak sari-yesil renk olugmasi i¢in inkubasyona birakildi. Olusan renkli {iriin
deney gruplarma gére mikroplakalara yerlestirilerek ELISA okuyucuda 410 nm dalga
boyunda Ol¢uldi ve GSH seviyesini hesaplamak i¢in kullanildi. K&r olarak distile su
ve standard olarak SmM/L’lik stok GSH ¢ozeltisinden hazirlanan farkl diliisyonlar

kullanild1. Sonuglar nanomol/g yas doku olarak elde edildi.
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Bobrek Dokusu Superoksit Dismutaz (SOD) Enzim Aktivitesi Analizi

Bobrek siipernatantindaki SOD aktiviteleri, Sun vd. [235] yontemine bagli kalinarak
yapildi. Deney ortaminda ksantin-ksantin oksidaz reaksiyonu ile stiperoksit radikalleri
olusur. Olusan bu radikaller ortamdaki NBT’yi (nitro blue tetrazolium) indirgeyerek
mavi renkli formazan olusmasima neden olur. Doku SOD aktiviteleri olusan bu mavi
renkli formazanm 560 nm'de ELISA okuyucuda 6lgiilmesi ile yapildi. Sonuglar U/g
protein olarak elde edildi.

Bobrek Dokusu Katalaz (CAT) Enzim Aktivitesi Analizi

Bobrek siipernatantindaki CAT aktiviteleri Aebi vd. [236] yontemine bagli kalinarak
yapildi. Deney ortaminda supernatant ile H2O> igeren fosfat tamponu (pH: 7.5 mM)
karistirlldi.  Stipernatandaki CAT aktivitesi ile H2O,, H.O ve O e pargalanir.
Ortamdaki hidrojen peroksitlerin yikimlanmasi1 240 nm'de absorbans azalmasmna
neden olur. CAT aktivitesini hesaplamak icin absorbanstaki azalma 1 dakika boyunca

go6zlendi. Sonuglar K/g protein olarak elde edildi.

Bobrek Dokusu Protein Analizi

Bobrek siipernatantlarinda SOD ve CAT enzim aktivitelerinin hesaplanmasi igin
protein diizeyleri Lowry vd [237] yontemine bagli kalinarak yapildi. Olusan mavi renk
540 nm dalga boyunda ELISA okuyucuda olgiilerek protein igeriginin

hesaplanmasinda kullanildi. Sonuglar mg/ml olarak elde edildi.

Bobrek Dokusu Total Oksidan Seviyesi (TOS) Analizi

Bobrek siipernatantinda TOS duzeylerinin 6lgtilmesi Erel’in metoduna bagl kalmarak
yapild1 [238]. Total Oksidan Seviyeleri, kit (Rel Assay Diagnostics, Gaziantep
Turkiye) prosediiriine bagl kalinarak kullanilarak ¢aligildi. Olusan renkli bilegikler
660 nm dalga boyunda ELISA okuyucu ile 6lgiilerek bobrek TOS seviyelerinin
hesaplanmasinda kullanildi. Standart olarak 20 pmol/L’lik H202 solusyonu kullanildi.
Sonuglar pmol H20. equiv /L olarak elde edildi.

41



Bobrek Dokusu Total Antioksidan Seviyesi (TAS) Analizi

Bobrek siipernatantinda TAS diizeylerinin 6lgimu Erel’in metoduna bagl kalinarak
yapild1 [239]. Total Antioksidan seviyeleri, kit (Rel Assay Diagnostics, Gaziantep,
Turkiye) prosediiriine bagh kalinarak c¢alisildi. Kit talimatlarina gore mikroplakalara
konan siipernatant tzerine reaktif 1 eklenerek 660 nm’de birinci okuma ve reaktif 2
ilave edilerek ikinci okuma yapildi. Elde edilen iki absorbans arasindaki farklar
belirlenerek bobrek TAS diizeylerinin hesaplanmasinda kullanildi. Kalibrator olarak
E vitamininin suda ¢6ziiniir bir analogu olan Trolox kullanildi. Sonuglar mmol Trolox

Equiv/L olarak belirlendi.

Bobrek Dokusu Oksidatif Stres indeksinin (OSI) Olciimii

Bobrek siipernatantinda OSI &lgiimii, Erel’in metoduna [239] bagl kalmarak
hesaplandi. OSI, TOS'un TAS'a boliinmesine esittir: OSI (Arbitrary Unit) = TOS
(umol H20; eqv/1)/[(TAS (mmol Trolox eqv/l)x10]. Sonuglar Arbitrary Unit (AU)
olarak belirlendi.

6.2.5.3. Bobrek Fonksiyon Testlerinin Olcuimii

Serum Ure ve kreatinin diizeylerini belirlemek igin analiz Kitleri (Abbott, Abbott Park,
Illinois, ABD) ve otoanalizér (Architect C8000) kullanilarak enzimatik kolorimetrik
yontemle 6l¢iim yapildi. Sonuglar mg/dl olarak belirlendi.

6.2.6. Serum Melatonin Seviyelerinin Olgiimii

Serum melatonin seviyeleri Bioassay Technology Laboratory'den (BT LAB, CHINA)

satin alinan Rat Melatonin ELISA kiti (Cat.No: E0601Ra) ile dl¢iildii. Veriler ng/L

olarak sunuldu.
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6.2.7. Histopatolojik Analiz

Bobrek dokular1 fikse olmasi icin %10’luk nétral tamponlanmis formaline (NTF)
(104003, Formaldehyde solution %37, Merck, ABD) konuldu. Ornekler daha sonra
3-4 mm’lik daha kiigiik pargalara ayrilip, plastik doku takip kasetlerine konularak
NTF’de 48 saat siire ile fikse edildi. Fiksasyon isleminin bitmesini takiben parcalar 24
saat boyunca akan ¢esme suyunda yikandilar. Dokularm trimleri gergeklestirildikten
sonra 2x45 dakika %70, %80, %95 ve %96’ lik artan alkol serilerinden gegirildi
(Etanol, 1.00971.2500, Merck, ABD). Seffaflama 2x30 dakika ksilol (108661, Merck,
USA) ile gergeklestirildi. Ardindan 2x30 dakika parafin (Surgipath EM-400, Leica,
GER) igerisinde bekletildi. Doku takibi icin Leica TP 1020 (Leica, GER) doku takibi
cthazi kullanildi (GER). Gomme islemi sonras1 bloklar sogumaya birakildi. Parafin
bloklardan Leica FINESSE ME+ (Leica, GER) mikrotomu ile 5 pm’lik kesitler 151k
mikroskopik ve immunohistokimyasal yontemler i¢in jelatin kapli lamlara alindi.
Hazirlanan bu lamlar dokunun lama adezyonunu artirmak i¢in 37°C’lik etiivde 2 saat
bekletildi. Kesitlere genel histolojik yapiyr gozlemlemek amaciyla Hematoksilen-
Eozin (H-E) ve glikojen igerigini ve bazal membran yapisini incelemek i¢in Periyodik
Asid Schiff (PAS) boyama yontemleri uygulandi. Kesitler deparafinizasyon asamasi
icin swrasiyla 60°C etiivde ve 60°C sicakliktaki ksilol igerisinde 1 saat bekletildi.
Ardindan boyama protokolleri uygulandi. Renal hasar, tubuler ve glomeriler
degisikliklerin derecesi ve yaygmligina gore semikantitatif olarak belirlendi. Buna
gore; infiltrasyon, glomeriiler biiziisme, tubul epitel hiicrelerinde vakuolizasyon ve
mikrovillus kaybi1 yoniinden incelendi. Her kesitten X20’lik biiylitmede 10 alan
incelendi. Hasarin siddetine gore; 0 (degisiklik yok), 1 (hafif), 2 (orta) ve 3 (agwr)
olarak skorlandi. Maksimum hasar skoru 12 idi. Preparatlar Nikon Eclipse 80i 151k
mikroskobu ve Nikon gdriintii analiz sistemi ile incelenerek skorlandi ve fotograflar
cekildi. Hematoksilen & Eozin boyama protokoli Cizelge 6.1 deki ve Pas boyama

protokoll Cizelge 6.2 deki gibi uyguland.
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Cizelge 6.1. Hematoksilen & Eozin boyama protokoldi.

% 100 Alkol 2 dakika
% 96 Alkol 2 dakika
% 80 Alkol 2 dakika
% 80 Alkol 2 dakika
Distile suda yikama 3 dakika
Hematoksilen 3 dakika
Akarsu 5 dakika
Akarsuda yikama Daldir ¢ikar
Amonyakli su Doku mor renk alana kadar
Akarsu Daldir ¢ikar
Distile suda yikama 5 dakika
Eozin 1.5 dakika
% 80 Alkol yikama 3 dakika+ 3 dakika
% 96 Alkol yikama 3 dakika+ 3 dakika
% 96 Alkol yikama 3 dakika+ 3 dakika
Ksilol 5 dakika+ 5 dakika+ 5 dakika

Boyali preparatlar entellan damlatilarak kapatildi

Cizelge 6.2. Pas boyama protokold.

% 100 Alkol 2 dakika

% 96 Alkol 2 dakika

% 80 Alkol 2 dakika

% 80 Alkol 2 dakika

Cesme suyunda yikama 2 dakika

Distile suda yikama 2 dakika

Periyodik asid 5 dakika

Distile suda yikama 2 dakika

Schieff solusyonu 15 dakika

Cesme suyunda yikama 10 dakika

% 80 Alkol yikama 3 dakika + 3 dakika
% 96 Alkol yikama 3 dakika + 3 dakika
% 96 Alkol yikama 3 dakika + 3 dakika
Ksilol 5 dakika + 5 dakika + 5 dakika

Boyal1 preparatlar entellan damlatilarak kapatild.
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6.2.8. Immiinohistokimyasal Analiz

Kesitler deparafinizasyon asamasi igin sirasiyla 60°C etiivde ve 60°C sicakliktaki
ksilol igerisinde 1 saat bekletildi. Ardindan asagidaki IHC boyama protokolii
uygulandi. Preparatlar entallen ile kapatilarak Nikon Eclipse 80i digital kamera takili
1s1tk mikroskobu (Nikon, JAP) ile fotograflandi. TUm gruplar icin, her X20 biuyitme
alaninda en az 100 hiicre isaretlendi. Kesitlerde, boyanan hiicrelerin ylizdesi ve
boyanma derecesinin kriter olarak alindigi semikantitatif bir yontemle skorlama
yapildi. Boyanma derecesi: 0 (boyanma yok), 1 (zayif boyanma), 2 (orta boyanma), 3
(glicli boyanma) olarak degerlendirildi. Her kesit icin imminohistokimyasal boyanma
skorlamasi, H-SCORE ad1 verilen ve (I x PC), (I: boyanmanin derecesi, PC: her
derecede boyanan hiicrelerin yilizdesi) formiiliiyle hesaplanan bir skorlama algoritmas1

kullanilarak yapildi. IHC boyama protokolii Cizelge 6.3 deki gibi uygulandi

Cizelge 6.3. IHC boyama protokoli.

Sodyum sitrat sollisyonu 800 Watt mikrodalga firin 10 dk
Soguk su banyosu 20 dk
Distile su 5dk
%3’ liik H202 soliisyonu 10 dk
PBS ile yikandi 2x3 dk
Dokulari etrafi pappen ile ¢izildi ve Serum bloking soliisyonu damlatildi. 10 dk
Serum bloking soliisyonu dokudan uzaklastiridi. Anti-TGFB1 (Bt Lab, Cat Gece boyu

no: BT-Apo8976) primer antikoru 1/100 oraninda seyreltilerek damlatilds,

nemli ortamda +4°C’ de inkiibe edildi.

PBS ile yikand1 2x3 dk
Primer ile uyumlu biyotinlenmis sekonder antikor 30 dk
PBS ile yikandi 2x3 dk
Streptoavidin ile isaretli antikor (HRP) 30 dk
PBS ile yikandi 2x3 dk
DAB (3,3-diaminobenzidine) Gozle takip
Distile su ile yikama 3 dk
Mayer’s Hematoksilen 1dk
Cesme suyu ile yikama 5dk
Distile su ile yikama 2 dk
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6.2.9. istatistiksel Analiz

Istatistiksel analizler SPSS (SPSS for Windows version 14.0) istatistiksel yazilim
programu ile yapildi. Tiim sonuglar aritmetik ortalama + standart hata (SE) olarak ifade
edildi. Tiim gruplardaki dlciilebilir degiskenlerin Shapiro Wilk normallik testine gore
normal dagilim gostermedigi saptandi (p>0.05). Bu nedenle istatistiksel
degerlendirmede parametrik olmayan testlerden Kruskal Wallis varyans analizi tim
degiskenler yoniinden gruplarin genel karsilastirilmasinda kullanilirken, gruplarm ikili
karsilagtirilmasinda ise Mann-Whitney U testi kullanildi. p<0.05 istatistiksel olarak

anlamli kabul edildi.
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BOLUM 7

7.1. BIYOKIMYASAL BULGULAR

7.1.1 Oksidatif Stres Belirteclerinin Duzeyleri

DENEYSEL SONUCLAR VE TARTISMA

Pinealektomi ve diyabet modeli olusturulmus ratlarda ve krosin uygulamasi ile bobrek

dokularinda oksidan-antioksidan duzeylerini ortaya koymak icin doku MDA, GSH,
SOD, CAT diizeyleri c¢alisildi. Bobrek dokusuna ait veriler Cizelge 7.1°de

sunulmustur.

Cizelge 7.1. Ortalama doku oksidan-antioksidan parametrelerin karsilastirilmasi.

MDA GSH
Gruplar (nmol/g yas (nmol/g yas S0P CAT
(U/g protein) (K/g protein)
doku) doku)
Grup 1: 658.81+31.99 843.31+51.40 95.52+6.80 66.09+7.33
Kontrol
Grup 2: 880.58+15.072 491.96+29.27a 36.39+4.23° 22.68+5.04a
STZ
Grup 3: 838.75+11.87° 724.41+8.94b,d 53.6414.50%¢ 45.3314.01b,c
PX
Grup 4: 1014.04+50.84%¢¢ | 453.26+15.71a,e | 24.10+3.41%¢f 9.62+1.72a,e
PX+STZ
Grup 5: 725.88+26.04%%9 | 728.41+41.17c,g | 67.89+4.84°9%9 | 58 51+4.97d,fg
PX+Krosin
Grup 6: 777.53+8.59P99 | 746.44+10.97d,g | 45.95+6.34*"" | 36.30+5.10b,g,h
PX+STZ+Krosin

Veriler aritmetik ortalama£SE olarak ifade edildi (n=10).

®p<0.001 vs grup 1
¢p< 0.001 vs grup 3

'p< 0.05vs grup 4

®p< 0.05vs grup 1
"p< 0.05 vs grup 3

47

°p< 0.05 vs grup 2
9p< 0.001 vs grup 4

d
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6.1.1.1. Bobrek Dokusu MDA ve GSH Duzeyleri

STZ enjeksiyonu bobrek dokusu MDA diizeylerini kontrol grubuna gore ciddi sekilde
artirrken (p< 0.001), GSH diizeylerinde ise ciddi disiisler (p< 0.001) gozlenmistir.
Ratlarda pinealektomi iglemi uygulanmasi kontrol grubuna gére MDA diizeylerinde
artisa (p< 0.05) neden olurken GSH diizeylerinde de diisiislere (p< 0.05) sebep
olmustur. Pinealektomi isleminden sonra STZ enjeksiyonu ile diyabet modeli
olusturulmast ise PX grubuna gére MDA seviyelerini anlamli olarak (p< 0.001)
artirrken GSH seviyesini ise ciddi derecede diislirmiistiir. Pinealektomi ve STZ
enjeksiyonu sonrasi krosin tedavisi yapildiginda ise PX+STZ grubuna géore MDA
diizeylerinde ciddi diistisler (p< 0.001) gorilirken, GSH seviyelerinde ise anlamli
artiglar (p< 0.001) tespit ettik. BObrek dokusunda MDA seviyesi ve GSH aktivitesi

Sekil 7.1°de sunulmustur.
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Kontrol STZ PX PX+STZ PX+Krosin PX+STZ+Krosin
E MDA 658,81 880,58 838,75 1014,04 725,88 777,53
OGSH 843,31 491,96 724,41 453,26 728,41 746,44

Sekil 7.1. Bobrek dokusunda MDA seviyesi ve GSH aktivitesi. Ust simgeler
istatistiksel olarak anlamli farki temsil eder: * p < 0.05, Kontrol ile
karsilastirildiginda; ** p < 0.05, STZ ile karsilastirildiginda; *** p < 0.05,
PX ile karsilastirildiginda; #p < 0.05, PX+STZ ile karsilastirildiginda; ##
p<0.05, oldugunda PX+Krosin karsilastirildiginda.
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7.1.1.2. Bobrek Dokusu SOD ve CAT Aktivite Duzeyleri

STZ enjeksiyonu, bobrek dokusu SOD ve CAT aktivitelerinde kontrol grubuna gore
ciddi derecede diistise (p< 0.001) neden oldugunu gézlemledik. Ayrica pinealektomi
uygulamasi bobrek dokusu CAT aktivitesinde kontrol grubuna goére anlamli diisiislere
(p< 0.05) neden olurken, SOD aktivitesinde ise ciddi diisiisler (p< 0.05) oldugu tespit
edilmistir. Pinealektomi isleminden sonra STZ enjeksiyonu ile diyabet modeli
olusturulmast ise PX grubuna gore bobrek dokusu CAT aktivitelerinde (p< 0.001) ve
SOD aktivitelerinde (p< 0.05) ciddi diistisler gériilmiistiir. Diger yandan, pinealektomi
ve STZ enjeksiyonu sonrasi krosin tedavisi yapildiginda ise PX+STZ grubuna gore
CAT aktivitelerinde (p< 0.001) ve SOD aktivitelerinde (p< 0.05) ciddi iyilesmeler
oldugunu tespit ettik. Bobrek dokusunda SOD ve CAT aktivitesi Sekil 7.2 ve Cizelge

7.1’ de sunulmustur.
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Kontrol STZ PX PX+STZ PX+Krosin  PX+STZ+Krosin
B CAT (K/g protein) 66,09 22,68 45,33 9,62 58,51 36,3
0O SOD (U/g protein) 95,52 36,39 53,64 24,1 67,89 45,95

Sekil 7.2. Bébrek dokusunda SOD ve CAT aktivitesi. Ust simgeler istatistiksel olarak
anlamli farki temsil eder: * p < 0.05, Kontrol ile karsilastirildiginda;
**p<0.05, STZ ile Karsilastirildiginda; *** p < 0.05, PX ile
karsilastirildiginda; #p < 0.05, PX+STZ ile karsilastirildiginda; ##p < 0.05,
PX+Krosin karsilastirildiginda.
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7.1.1.3. Bobrek Dokusu TAS, TOS ve OSI Aktivite Duzeyleri

STZ enjeksiyonu bobrek dokusu TAS degerlerinde kontrol grubuna gore ciddi diistise
(p< 0.001) neden olurken, TOS ve OSI degerlerinde ise ciddi artisa (p< 0.001) neden
olmustur. Ilave olarak pinealektomi uygulamasi bobrek dokusu TAS degerlerinde
kontrol grubuna gore anlamli diisiislere (p< 0.05) neden olurken TOS ve OSI
degerlerinde ise ciddi artislar elde edilmistir. Pinealektomi isleminden sonra STZ
enjeksiyonu yapilmasi ise PX grubuna gore TAS degerlerinde daha da diistise (p<
0.001) neden olurken, TOS ve OSI degerlerinde ise artigin siirdiigiinii (p< 0.001) tespit
ettik. Diger yandan PX ve STZ enjeksiyonu sonrasi krosin tedavisi yapildiginda ise
TAS degerlerinin anlamli iyilesmeler (p< 0.05) gozlemlenirken TOS ve OSI
degerlerinde ise diisiisler (p< 0.05) oldugunu tespit ettik. Kalp dokusu ortalama TAS,

TOS ve OSI degerleri Sekil 7.3, Sekil 7.4, Sekil 7.5 ve Cizelge 7.2°de sunulmustur.

Cizelge 7.2. Ortalama doku TAS, TOS ve OSI degerlerinin karsilastirilmasi.

TAS TOS
Gruplar (mmol Trolox (nmol H202 Equiv. (iil)
eqv/L) /L)
Grup 1: 1.32+0.02 8.68+0.35 65.88+2.25
Kontrol
Grup 2: 1.10+0.002 15.81+0.522 143.00£5.09a
STZ
Grup 3: 1.23+0.01°4 10.0820.36"4 82.31+3.79b,d
PX
Grup 4: 1.06+0.00%¢* 20.77+0.9734¢ 194.78+9.51a,d,e
PX+STZ
Grup 5: 1.43+0.049%9 9.98+0.96%9 70.91+8.47d,9
PX+Krosin
Grup 6: 1.25+0.03P 9N 12.95+0,523¢.e9h 104.06+6.384a,d,f,g,h
PX+STZ+Krosin
Veriler aritmetik ortalamaxSE olarak ifade edildi (n=10).
ap<0.001 vs grup 1 ®p< 0.05 vs grup 1 ¢p< 0.05 vs grup 2 4p< 0.001 vs grup 2
¢p<0.001 vs grup 3 fp< 0.05 vs grup 3 9p<0.001vsgrup4  "p<0.05vsgrup5
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OTAS 1,32 1,1 1,23 1,06 1,43 125

Sekil 7.3. Bobrek dokusunda TAS degerleri. Veriler, aritmetik ortalama = SE (n = 10)
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ETOS

olarak ifade edilir. Ust simgeler istatistiksel olarak anlaml1 farki temsil eder:
* p< 0.05 Kontrol ile karsilastirildiginda, ** p<0.05 STZ ile
karsilastirildiginda; PX ile karsilastirildiginda; *** p < 0.05, PX+STZ ile
karsilastirildiginda;  #p < 0.05, ##p <0.05, PX+Krosin ile
karsilastirildiginda.
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Kontrol STz PX+STZ PX+Krosin PX+STZ+Krosin
8,68 15,81 10,08 20,77 9,98 12,95

Sekil 7.4. Bobrek dokusunda TOS degerleri. Veriler, aritmetik ortalama + SE (n = 10)

olarak ifade edilir. Ust simgeler istatistiksel olarak anlamli farki temsil eder:
* p< 0.05 Kontrol ile karsilastirildiginda, ** p<0.05, STZ ile
karsilastirildiginda, *** p < 0.05, PX ile karsilastirildiginda; #p < 0.05,
PX+STZ ile Kkarsilastirildiginda; ##p <0.05, PX+Krosin ile
karsilastirildiginda.
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Kontrol STZ PX PX+STZ PX+Krosin PX+STZ+Krosin
65,88 143 82,31 194,78 70,91 104,06

Sekil 7.5. Bobrek dokusunda OSI degerleri. Veriler, aritmetik ortalama + SE (n = 10)

olarak ifade edilir. Ust simgeler istatistiksel olarak anlaml1 farki temsil eder:
* p< 0.05 Kontrol ile karsilastirildiginda; ** p<0.05, STZ ile
karsilastirildigind; *** p < 0.05, PX ile karsilastirildiginda; #p < 0.05,
PX+STZ ile karsilastirildiginda; ##p <0.05, PX+Krosin ile
karsilastirildiginda.

7.1.2 Bobrek Fonksiyon Parametre Duizeyleri

7.1.2.1. BUN ve Kreatinin Duzeyleri

STZ enjeksiyonu ile diyabet olusturulmasi serum bdbrek fonksiyon parametrelerinden

BUN ve kreatinin degerlerinde kontrol grubuna gore ciddi artis (p< 0.001) oldugunu

tespit ettik. Ayrica pinealektomi isleminden sonra STZ enjeksiyonu yapilmasi

pinealektomi grubuna gére BUN ve Kreatinin degerlerinde artisa (p< 0.001) neden

olmustur. Diger yandan pinealektomi ve STZ enjeksiyonu yapilmis hayvanlarin krosin

ile tedavi edilmesi, krosin tedavisi yapilmayan gruba (PX+STZ) serum BUN ve

kreatinin degerlerinde ciddi iyilesmelere (p< 0.001) sebep olmustur. Serum bobrek

fonksiyon parametrelerinin degerlerinin karsilastirilmasi Cizelge 7.3’te sunulmustur.

Ortalama serum BUN ve Kreatinin degerleri Sekil 7.6 ve Sekil 7.7°te sunulmustur.
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Cizelge 7.3. Serum bobrek fonksiyon degerlerinin karsilagtiriimast.

Gruplar BUN Kreatinin
(mg/dl) (mg/dl)

Grup 1: 36.75+0.88 0.24+0.01

Kontrol

Grup 2: 94.62+6.97° 0.61+0.03%
STZ

Grup 3: 39.37+1.13¢ 0.30+0.01P¢
PX

Grup 4: 124.00+12.65%¢ 0.71+0.022¢

PX+STZ

Grup 5: 35.87+0.85¢¢"9 0.31+0.01°¢9

PX+Krosin
Grup 6: 71.00+7.553de9h 0.38+0.020<fe!
PX+STZ+Krosin

Veriler aritmetik ortalama+SE olarak ifade edildi (n=10).

a4p<0.001 vsgrup 1 ®p< 0.05 vs grup 1 ¢p<0.001 vs grup 2 4p< 0.05 vs grup 2
¢p<0.001 vs grup 3 fp< 0.05 vs grup 3 9p<0.001 vs grup 4 " p< 0.001 vs grup 5
'p< 0.05vs grup 5
160 - *
Hkk
140 *
kK
120 + " Hokok
100 #
— ==
> 80 - i
= okok
60 i #
40 A
20 -
I Kontrol STZ PX PX+STZ PX+Krosin PX+STZ+Krosin
EBUN 36,75 94,62 39,37 124 35,87 71

Sekil 7.6. Serum BUN degerleri. Veriler, aritmetik ortalama + SE (n = 10) olarak ifade
edilir. Ust simgeler istatistiksel olarak anlaml1 farki temsil eder. * p<0.05,
Kontrol ile karsilastirildiginda; ** p<0.05, STZ ile karsilastirildiginda; ***
p<0.05, PX ile karsilastirildiginda;  #p<0.05, PX+STZ ile
karsilastirildiginda; ##p <0.05 PX+Krosin ile karsilastirildiginda.
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Kontrol STZ PX PX+STZ PX+Krosin PX+STZ+Krosin
@ Kreatinin 0,24 0,61 0,3 0,71 0,31 0,38

Sekil 7.7. Serum Kreatinin degerleri. Veriler, aritmetik ortalama + SE (n = 10) olarak
ifade edilir. Ust simgeler istatistiksel olarak anlaml1 farki temsil eder. *
p<0.05, Kontrol ile karsilastirildiginda; ** p<0.05, STZ ile
karsilastirildiginda; *** p<0.05, PX ile Kkarsilastirildiginda; #p<0.05,
PNX+STZ ile Kkarsilastirildiginda; ##p <0.05, PX+Krosin ile
karsilastirildiginda.

7.1.3. Pinealektominin Serum Melatonin Duzeylerine Etkisi
Pinealektomi sonrasi serum melatonin seviyeleri kontrol grubuna gére anlamli olarak
azaldi. Ote yandan, pinealektomize diyabetik ratlarin krosin ile tedavisi, PX+STZ

grubuna kiyasla serum melatonin diizeylerinde artisa neden oldu. Gruplara gére serum

melatonin diizeylerinin degisimi Sekil 7.8’ da verilmistir.
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Control PX+STZ PX+Cr PX+STZ+Cr
@ Melatonin 277,62 271,55 59,62 46,94 51 122,56

Sekil 7.8. Serum Melatonin diizeyleri. Veriler, aritmetik ortalama + SE (n = 10) olarak
ifade edilir. Ust simgeler istatistiksel olarak anlamli farki temsil eder: * p <
0.05, Kontrol ile karsilastirildiginda; ** p < 0.05, STZ ile
karsilastirildiginda; *** p<0.05, PX ile karsilastirildiginda, #p <0.05,
PX+STZ ile Kkarsilastirildiginda; ## p <0.05, PX+Krosin ile
karsilastirildiginda.

7.1.4. Gruplarmn STZ Oncesi ve STZ Sonrasi Kan Glukoz Degerlerinin

Karsilastirilmasi

Deney hayvanlar1 ¢alismadan 12 saat Oncesinde yemleri onlerinden kaldirildi ve
calisma giinii tiim hayvanlarin kuyruklarindan alinan kan numunelerinde tiim gruplarin
kan glukoz degerlerinin birbirine yakin oldugu gézlemlendi. Daha sonra diyabet
modeli olusturmak i¢in ilgili gruplardaki hayvanlara STZ enjeksiyonu yapildi ve 3 glin
sonrasinda ilgili gruplardan aliman kuyruk kanlarinda glukoz 6l¢limii yapildiginda
diger gruplara gore ciddi derecede artislar oldugu tespit edildi. Diger tarafdan ratlarin
dekapitasyon Oncesi aclik kan sekeri olglimii yapild1 ve pinealektomize diyabetik
ratlarm serum glukoz diizeylerinde krosin tedavisi uygulanan grupta, PX+STZ ve STZ
gruplarma gore anlamli derecede diisiisler gozlemlendi. Ortalama aclik kan glukoz

degerleri Sekil 7.9 ve Cizelge 7.4’te sunulmustur.
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Cizelge 7.4. Ortalama aglik kan glukoz degerlerinin karsilastiriimast.

STZ dncesi kan

STZ sonrasi kan

Kesim dncesi kan

Gruplar glukozu glukozu glikozu (mg/dl)
(mg/dl) (mg/dl)
Grup 1: 86.25+2.75 74.50+2.45 81.25+3.33
Kontrol
Grup 2: 79.75+1.16 361.00+18.78a 343.62+10.42°
STZ
Grup 3: 80.50+2.69 72.37+2.64c 74.5+2.46°
PX
Grup 4: 83.50+2.77 323.00+8.61a,d 384.12+16.973¢
PX+STZ
Grup 5: 79.75+1.16 83.62+4.20b,c.e 79.6243.19%¢
PX+Krosin
Grup 6: 87.50+2.44 358.62+16.11a,d,f 202.62+22.46%C4
PX+STZ+Krosin
Veriler aritmetik ortalama+SE olarak ifade edildi (n=10).
ap<0.001 vsgrup 1 ®p< 0.05 vs grup 1 ¢p<0.001 vs grup 2 4p< 0.001 vs grup 3
¢p<0.001 vs grup 4 fp< 0.001 vs grup 5
%
* ek
500 -
% gk ok ok ok
450 - i
400 -
B 350 4
3 _ 300 A
N &
g Eo 250 - i
% 200 - #
c * 3k
N 150 A %
100 -
ol N} N .
0 4
PX

W STZ Oncesi
O STZ Sonrasi

@ Kesim Oncesi

Kontrol STZ
86,25 79,715
74,75 361
81,25 343,62

80,5
72,37
74,5

PX+STZ
83,5
323

384,12

PX+Krosin PX+STZ+Krosin
79,75 87,5
83,62 358,62
79,62 202,62

Sekil 7.9. Gruplarin kan glukoz degerleri. Veriler, aritmetik ortalama £ SE (n = 10)
olarak ifade edilir. Ust simgeler istatistiksel olarak anlamli farki temsil eder:
* p < 0.05 Kontrol ile karsilastirildiginda; ** p<0.05, STZ ile
karsilastirildiginda; *** p < 0.05, PX ile karsilastirildiginda; #p < 0.05,

PX+STZ ile

karsilastirildiginda.

karsilastirildiginda;
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7.2. HISTOPATOLOJIK BULGULAR

Kontrol grubu normal histolojik gérinimdeydi (Sekil 7.12 a, b). STZ ile diyabet
olusturulan grupta renal hasar siddetliydi. TUbul epitel hucrelerinde sitoplazmik
vakuolizasyon, proksimal tubul epitelinde mikrovillus kaybi, tubuler deskuamasyon,
peritibller ve glomeriiler alanda inflamatuvar hiicre infiltrasyonu saptandi. Ayrica
glomeriillerde biiziisme ve PAS (+) materyal birikimi tespit edildi (Sekil 7.12 c-e).
STZ grubunun ortalama histopatolojik hasar skoru 6.37+0.18 idi. Kontrol ile STZ
grubu karsilastirildiginda hasar skorunda istatistiksel olarak anlamli bir artis bulundu
(p<0.001). PX grubu kontrol grubuna yakin goriinlimdeydi (Sekil 7.12 f).
Pinealektomi uygulanmis (PX) ve STZ ile diyabet olusturulmus grupta hasarin siddeti
artmust1 ve hasar skoru 7.37+0.26 idi (Sekil 7.12 g, h). PX+STZ+Krosin grubunda
histopatolojik degisikliklerin belirgin olarak azaldigi tespit edildi (Sekil 7.12 1).
Gruplarmn ortalama histopatolojik hasar skoru ve ve TGF-f1 immiinoreaktivitesi (H-
SCORE) Sekil 7.10, Sekil 7.11, Sekil 7.12 ve Cizelge 7.5' de verilmistir.

Cizelge 7.5. Ortalama histopatolojik hasar skoru ve TGF-f1 immiinoreaktivitesi (H-

SCORE).
TGF-B1 imminoreaktivitesi
Gruplar Hasar Skoru
(H-SCORE)
Grup 1: 0.12+0.12 202.33+1.64
Kontrol
Grup 2: 6.37+0.182 275.16+2.50°
STZ
Grup 3: 1.25+0.36°¢ 234.33+3.2904
PX
Grup 4: 7.37+0.2634¢
P 371.67+1.8504f
PX+STZ
Grup 5: 1.00+0.26"4f9 218.67+3.230d.fh
PX+Krosin
Grup 6: 4.00+0.3728! 233.17+0.40°40i
PX+STZ+Krosin

Aritmetik ortalamaSE (n=8).

2p<0.001 vs grup 1 ® p<0.05 vs grup 1 ¢ p<0.001 vs grup 2 9 p<0.05 vs grup 2
¢ p<0.001 vs grup 3 fp<0.05 vs grup 3 9p<0.001 vs grup 4 " p<0.05 vs grup 4
1p<0.001 vs grup 5 1 p<0.05 vs grup 5
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Kontrol STZ PX PX+STZ PX+Krosin PX+STZ+Krosin

@ MHDS 0,12 6,37 1,25 7,37 1 4

Sekil 7.10. Bobrek histopatolojisi hasar skoru. Veriler ifade edilir ortalama + SE (n =
10). Ust simgeler istatistiksel olarak anlaml fark: temsil eder: * p < 0.05,
Kontrol ile karsilastirildiginda; ** p < 0.05, STZ ile karsilastirildiginda; ***
p < 0.05, PX ile Kkarsilastirildiginda; #p < 0.05, PX+STZ ile
karsilastirildiginda; ##p < 0.05, PX+Krosin ile karsilastirildiginda.
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Kontrol STZ PX PX+STZ PX+Krosin PX+STZ+Krosin
@ H-Skoru 202,33 275,16 234,33 371,67 218,67 233,17

Sekil 7.11. TGF-B1 immunoreaktivitesi H-skoru. Veriler ifade edilir ortalama £+ SE (n
=10). Ust simgeler istatistiksel olarak anlamli fark: temsil eder: * p < 0.05,
Kontrol ile karsilastirildiginda; ** p < 0.05, STZ ile karsilastirildiginda; ***
p < 0.05, PX ile karsilastirildiginda; #p < 0.05, PX+STZ ile
karsilastirildiginda; ##p < 0.05, PX+KTrosin ile karsilastirildiginda.
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Sekil 7.12. Bobrek histopatolojisini gosteren fotomikrograf. a) Kontrol, H-E; X20. b)
Kontrol, PAS; X40. ¢) STZ, H-E; X20. d) STZ, H-E; X40. e) STZ, PAS;
X40. f) PX, H-E; X20 g) PX+STZ, H-E; X20. h) PX+Krosin, H-E; X20. 1)
PX+STZ+KTrosin, H-E; X20.

Kontrol grubuna ait bobrek dokular1 normal histolojik goriiniimdeydi. STZ
uygulamasi ile diyabet olusturulan bobrek dokusunda; tubul epitel hiicrelerinde
sitoplazmik vakuolizasyon (Sekil 7.12-d, oklar), proksimal tubul epitelinde
mikrovillus kaybi, tubuler deskuamasyon, peritubuler ve glomeriiler alanda
inflamatuvar hiicre infiltrasyonu, glomeriillerde biiziisme (Sekil 7.12-e, asterisk)
iceren hasarli alanlar bulunmaktaydi. PX+STZ grubunda hasarin siddeti artmigt1 (Sekil
7.12-1). Pinealektomi ve STZ kaynakli renal hasarda krosinin etkisiyle histopatolojik
degisiklikler belirgin olarak azalmist1.
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7.3. IMMUNOHISTOKIMYASAL BULGULAR

7.3.1 TGF-p1 Immunoreaktivitesi

Bobrek dokularmdaki immdunohistokimyasal TGF-B1 ifadesi agirlikli olarak
proksimal tdbulller olmak (zere distal tuballer ve glomerulus mezengiumunda
gozlendi. Deney  gruplar1  arasindaki ~ TGF-Bf1  immunoreaktivitelerinin
karsilastirilmasi, gruplara ait H-SCORE degerleri tizerinden gergeklestirildi. En diisiik
H-SCORE kontrol grubuna aitti. En yuksek immdinohistokimyasal TGF-f1 ifadesi
PX+STZ grubunda saptandi. PX+STZ+Krosin grubunda ise ifadenin orta siddette
oldugu goriildii. Gruplar istatistiksel olarak karsilastirildiginda anlamli sonug tespit
edildi (p<0.05) (Sekil 7.13) Gruplarin ortalama TGF-1 (H-SCORE) immunreaktivite
sonuglar1 Cizelge 7.5' de verilmistir

Sekil 7.13. Bobrek dokusunda TGF-B1 immiinohistokimyasal boyamasi. a) Kontrol
grubu b) STZ grubu c¢) PX grubu d) PX+STZ grubu e) PX+Krosin grubu f)
PX+STZ+Krosin grubu; X20.
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Kontrol grubunda az yogunlukta boyanma vardi. PX+STZ grubunda ise boyanma en
belirgindi. PX+STZ+Krosin grubunda boyanma yogunlugu krosinin etkisi ile

azalmistu.

7.4. TARTISMA

Diyabetes mellitus (DM), insiilin direnci, yetersiz insiilin sekresyonu veya asiri
glukagon sekresyonundan kaynaklanan hiperglisemi ile karakterize olan ve diinya
capinda bir¢ok insan1 etkileyen bir hastaliktir. Diyabetes mellitusun kronik
komplikasyonlarindan biri olan mikrovaskiiler komplikasyonlar ic¢inde en sik
karsilasilan1 diyabetik nefropatidir. [69]. Diyabetik nefropatinin patogenezinde
genetik faktorler, hemodinamik faktorler gibi etkilerin yani sira artmis oksidatif
stresinde son derece 6nemli rol oynadigi bilinmektedir [240, 241]. Bu g¢alismada
deneysel diyabet olusturulan ve pinealektomi ile viicudun en giiclii antioksidan
Ozelligine sahip olan melatonin hormonunun sentezini ortadan kaldirarak oksidan
saldirilara agik hale getirilen ratlarin bobreklerinde bozulan oksidan-antioksidan
durumu, bobrek histopatolojisi, immiinohistokimyas1 ve hemodinamikleri {izerine
antioksidan 6zelligi bilinen krosinin koruyucu ve tedavi edici etkisinin arastirilmasi

amaclanmustir.

Deneysel diyabet modelleri diyabete baghh komplikasyonlarin tan1 ve tedavisinin
belirlenmesi amaciyla kullanilmaktadir. Pankreasin B hiicrelerininde sitotoksik etki
olusturularak tahrip edilmesi yoluyla olusturulan tip 1 deneysel diyabet modelinde
kullanilan kimyasal ajanlardan bazilar1 alloksan ve streptozotosindir [242, 243].
Ratlarda streptozotosinle olusturulan deneysel diyabet modelinde tek doz
intraperitoneal olarak 45-70 mg/kg STZ uygulanmaktadir [244]. Caliymamizda,
Streptomyces achromogenes tirtinden elde edilen bir antibiyotik olan streptozotosini
tek doz seklinde intraperitoneal olarak 50 mg/kg olarak uyguladik. STZ’ nin
pankreasmn [ hiicrelerinde yapmis oldugu hasar sonucu kalict hiperglisemi
gelismektedir [244]. Yaptigimiz bu ¢alismada, pinealektomi uygulanmig ve STZ ile
diyabet olusturulmus ratlarda deneyin 30. giiniinden sonuna kadar belirgin bir
hiperglisemi tablosu izlendi. Calismamizda, ratlarmn aglik kan sekeri pinealektomi

isleminden sonraki 30. giinde tek doz STZ enjeksiyonundan 6nce 6lgildi ve STZ
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enjeksiyonundan 3 giin sonra yapilan Ol¢iimlerde aglik kan sekeri 270" in {izerinde
olanlar1 diyabetik olarak kabul ettik. Diyabetik pinealektomize ratlar, krosin ile tedavi
edildi ve dekapitasyondan once aclik kan sekerinin dlglilmesi, STZ grubuna kiyasla
tedavi grubunda kan glukoz seviyelerinin 6nemli Ol¢iide azaldigini gosterdi. Su vd.
[245]‘nin yaptig1 ¢alisma da diyabetik ratlara intragastrik kurkumin uygulamasini
takiben 30. dakika, 60. dakika ve 120. dakikadaki aglik kan sekeri seviyesinin model
grubuna kiyasla 6nemli dl¢iide azaldigmi bildiren sonuglar1 ile bizim c¢alismamiz

uyumludur.

STZ pankreasin B hiicrelerine glukoz tastyici-2 (GLUT-2) araciligiyla girer ve DNA
alkillenmesine neden olur. Bu alkillenme, STZ’nin yapisinda bulunan metil-etil
gruplar1 tarafindan DNA iskeletindeki fosfatlara baglanarak gerceklestirilir. Ayrica
ATP’ nin defosforilasyonuna, Krebs dongiisiiniin baskilanmasma, mitokondride
oksijen tliketiminin azalmasina, nitrik oksit olusumunun artmasina ve neticede DNA
hasar1 sonucu pankreasi 3 hiicrelerinin nekroze olmasima yol agar. Boylece insiilin

salgisinin kaybina neden olur [246-248]

STZ B hiicrelerinde, diger doku hiicrelerine kiyasla SOD, CAT ve GPx gibi
antioksidan enzimlerin aktivitesinin daha diisiik olmasi sebebiyle H20- gibi serbest
radikallerin olusumunu uyarir. [249-251]. Yine DNA hasar1 sonucu STZ, hiicrede
ADP-ribolizasyonu aktivasyonu meydana gelerek hiicresel NAD ve ATP yikimi
meydana gelir. Artan ATP defosforilasyonu sonucu da O, radikali olusumuna yol agar
[249]. Sonug olarak, STZ pankreasin [ hiicrelerinde diyabetojenik etki gdstererek
serbest radikallerin iiretimine neden oldugu bilinmektedir. Bizim ¢alismamizda da
pinealektomi sonras1 melatonin hormonu yoksunluguna ek olarak STZ uygulamasi ile

diyabetojenik hale gelen B hiicreleri oksidan saldirilara daha da agik hale gelmistir.

Melatoninin glukoz ve insiilin homeostazisinin diizenlenmesi ile iliskili oldugu ve
pinealektomize ratlarda insiilin direncinin ve glukoz intoleransinin goézlendigi
bildirilmistir [252]. Ayrica T2DM’ de iyi bilinen bir model olan Goto Kakizaki
ratlarda gece melatonin seviyeleri azalmig, tam tersine insulin seviyeleri normalden
daha vyiiksek ¢ikmistir. Artmis insiilin sekresyonunun T2DM'nin ayirt edici
Ozelliklerinden biridir [253]. Hayvan modelleriyle uyumlu olarak, T2DM'li hastalarin
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da melatonin diizeylerinin azaldig1 ve insiilin diizeylerinin arttig1 bulunmustur [254].
Ayrica, melatonin diizeylerinin TIDM'de kontrol grubuna gore anlamli derecede
diistik oldugu bulunmustur [255]. Antioksidan, hipolipemik, anti-inflamatuar ve anti-
kanserojen etkiler gibi ¢esitli etkileri oldugu bildirilen krosin de geleneksel ve halk
hekimliginde uzun siiredir kullanilmaktadir [256]. Ayrica krosinin antidiyabetik
potansiyele sahip oldugu da gosterilmistir [257]. Bu calismada, ilk kez, pinealektomize
edilmis ratlarda streptozotosin kaynakli bir diyabet modeli olusturarak krosin ile

tedavinin diyabetik nefropati gelisimi iizerindeki etkisini gosterdik.

Lipid peroksidasyonu membran fosfolipitlerinin oksidatif degisim siirecidir. Serbest
radikallerin oksijen varliginda hiicre membranlarinda yer alan doymamis yag asitlerini
okside ederek malondialdehit (MDA) olusumuna sebep olurlar. Diabetes mellitus
hastalarida da artmis serum MDA seviyeleri ile ilgili birgok ¢alisma mevcuttur [258-
261]. Bizim c¢alismamizda da Cizelge 7.1 incelendiginde pinealektomi sonrasi
melatonin yoksunlugunda oksidatif saldirilara agik hale gelen bobrek dokusunda STZ
uygulamasini takiben MDA diizeyleri incelediginde lipid peroksidasyon diizeylerinde
yiikselmeler oldugu gozlemlendi. Ek olarak, pinealektomi ve STZ enjeksiyonu sonrasi
krosin tedavisi uygulandiginda ise MDA diizeylerinde ciddi diisiisler oldugu goriildii.
Kapucu ve Altinéz vd.’nin yaptigi ¢alismalarindaki MDA duzeylerindeki sonuglar
bizim calismamizi destekler nitelikte olup bizim c¢alismamizdakiyle benzerlik
gostermektedir [14, 228]. Serbest radikal olusumunun neden oldugu STZ kaynakli
nefropatiye karsi antioksidan savunma sistemini giiclendirerek bu hasara karsi
korumada antioksidan ozelligi ile 6n plana ¢ikan krosinin onemli rolii oldugu

gorulmektedir.

Normal fizyolojik kosullar altinda, insan viicudu hafif derecedeki oksidatif stresi telafi
edebilir ve bunu gergeklestirirken CAT, GSH, SOD gibi antioksidan enzimleri aktive
ederek oksidatif olarak hasar gérmiis molekiilleri ortadan kaldirabilir [262, 263]. GSH,
karaciger ve bobrekte bol miktarda bulunan glutamat, sistein ve glisinden olusan
tripeptit yapida enzimatik olmayan giiglii antioksidanlardan biridir [264]. SOD,
superoksit (O27) anyon radikalini hidrojen peroksite (H20>) katalize ederek temizleyen

antioksidan bir enzimdir [265]. CAT, tiim hayvan dokularmin peroksizomlarinda veya
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mikropeoksizomlarinda yaygin olarak bulunan hem i¢eren bir enzimdir. H2O2’nin H20

ve Oz’ ye ayrismasini katalize eder [266].

Calismamizda Cizelge 7.1 de yer alan veriler incelendiginde, STZ enjeksiyonu
uygulanan ratlarin bobrek dokusunda kontrol grubuna gore SOD ve CAT
aktivitelerinin yani sira GSH seviyelerinin de 6nemli dlgiide azaldig1 goriilmiistiir.
Yine ratlarda pinealektomi (PX) islemi uygulanmasini takiben kontrol grubuna gore
SOD ve CAT aktiviteleri ile GSH diizeylerinde diisiislere sebep oldu. Pinealektomi
sonrast STZ uygulamas: sonucunda PX grubuna gore ciddi derecede bir diisiis
gozlemlenmistir. Pinealektomi uygulanmis ve STZ ile diyabet olusturulmus gruba
krosin tedavisi uygulandiginda ise PX+STZ grubuna gore SOD ve CAT ve GSH dahil

olmak tizere antioksidan savunmayi iyilestirdigi goruldi.

Calismamiz pinealektomi sonrasi STZ ile olusturulan diyabet modelinde antioksidan
savunma sisteminin zayiflamas1 sonucu bdbrek dokusunda oksidan-antioksidan
dengesinin oksidan lehine bozuldugunu gdstermistir. Pinealektomi islemi sonrasi
melatonin yoksunlugu da oksidatif stresin daha da artmasma neden olarak bobrek
dokusundaki hasar sonucu nefropatiyi gelistirmistir. Hwang vd. nin yaptig1 ¢alismada
da, CAT eksikliginin diyabette peroksizomal disfonksiyon yoluyla bobrek hasarini
hizlandirdigini ortaya koymuslardir [267].

Krosin, antioksidan, hipolipidemik, anti-inflamatuar, antikanserojenik ve
antidiyabetik etkilere sahiptir [268]. Biz de tedavi gruplarma krosin tedavisi
uyguladigimizda antioksidan seviyelerindeki artigla birlikte nefropatinin 6nemli
Olglide diistiiglinii gézlemledik. Sonug olarak pinealektomi sonrast STZ uygulamasi
oksidatif stresi artirirken krosin bu oksidadif stresi dnemli derecede azaltarak bobrek
dokusundaki hasar1 en aza indirdi. Ayrica DM kaynakli metabolik degisikliklerin
oksidatif stresi arttirdig1 ve GSH diizeyi, SOD ve CAT aktiviteleri dahil olmak iizere
dogal antioksidanlar tiikettigine dair ¢alismalar da mevcuttur [15, 269, 270]. Ayrica
Wu vd. oksidatif stres ve SOD, CAT ve GPx gibi renal korteks antioksidan
enzimlerinin glukozile edildigini, azalan aktivite ve igerige yol agacak sekilde

oksidasyona ugradigint gostermistir [271]. Elsherbiny vd., Dehghan vd. ve Manda
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vd.’nin yaptig1 ¢alismalar da GSH dlzeyi, SOD ve CAT aktiviteleri vb yonden
calismamizi deskler nitelikte olup benzer bulgularla karsilagilmistir [13, 268, 272].

Calismamuz ile ilgili Cizelge 7.2 de yer alan veriler incelendiginde, STZ enjeksiyonu
uygulanan ratlarin bobrek dokusunda kontrol grubuna gore total antioksidan (TAS)
seviyesinin azaldigi buna karsin total oksidan seviyesi (TOS) ve oksidatif stres
indeksinin (OSI) arttig1 goriilmistiir. Yine ratlarda pinealektomi islemi uygulanmasini
takiben kontrol grubuna gore TAS’in azaldigi buna karsin TOS ve OSI’nin arttig1
gozlemlenmistir. Pinealektomi uygulanmis ve STZ ile diyabet olusturulmus grupta PX
grubuna gore TAS da ciddi derecede bir diisiis gézlemlenirken; TOS da ve OSI’de
belirgin bir artis goriilmiistiir. Pinealektomi uygulanmis ve STZ ile diyabet
olusturulmus grupta krosin tedavisi yapildiginda ise PX+STZ grubuna gére TAS da
onemli diizeyde artma, TOS ve OSI’de ise dnemli diizeyde azalma gorilmektedir. Bu
sonuclar bize pinealektomi sonrast STZ uygulamasmin diyabetik hastalarin
viicutlarindaki oksidatif stresi 6nemli derece de arttirdigini, krosin uygulamasi ile artan
bu oksidadif stresi 6nemli 6l¢lide azaltarak antioksidan enzim genlerini yukar1 yonli
diizenleyerek nefropati sonucu gelisen komplikasyonlart minimuma indirdigini
gostermektedir. Naghizadeh vd. 2008 ve 2010 yillarinda yaptiklar1 ¢alismalar ile,
Abou-Hany vd. 2018 yilinda yaptigi da ¢alisma bizim g¢alismamizin sonuglarmi
desteklemektedir [15, 273, 274].

Bobrek dokusuna ait histopatolojik hasar skorlar1 incelendiginde ise pinealektomi
uygulanmis ve STZ ile diyabet olusturulmus gruptaki bobrek hasarmim kontrol ve STZ
grubuna gore 6nemli derecede arttig1, krosinin ise pinealektomi uygulanmig ve STZ
ile diyabet olusturulmus gruba verilmesiyle birlikte bu hasar1 belirgin olarak azalttig
goriilmiistiir. Boylelikle krosinin nefropatiye kars1 giiglii bir radikal siipiiriicti 6zellik

gOstererek koruyucu etkisini gorduk.

Serum kreatinin, kan re azotu (BUN) ve idrar albiimini bébrek fonksiyonunun 6nemli
gostergeleridir [275]. Diyabetik nefropatili hastalarda bozulmus glomertiler filtrasyon
membran bariyer fonksiyonu siklikla idrarda alblimin atiliminm artmasina, serum
kreatinin ve BUN artisina yol agar [276]. Bu nedenle diyabetik hastalarda bu

seviyelerin 6nemli 6l¢iide artmasi1 bobrek fonksiyon bozuklugunu gosterir.
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Calismamizda pinealektomi uygulanmis ve STZ ile diyabet olusturulmus ratlarin
serum bobrek fonksiyonlart BUN ve kreatinin dl¢timleri ile degerlendirildi. Cizelge
7.3 de yer alan veriler incelendiginde, STZ enjeksiyonu uygulanan ratlarin serum
bobrek fonksiyon degerlerinden kreatinin ve BUN degerlerinin kontrol grubuna gore
ciddi bir artis gosterdigi goriilmiistiir. Pinealektomi uygulanmis ve STZ ile diyabet
olusturulmus grupta pinealektomi grubuna gore kreatinin ve BUN degerlerinin yiiksek
oldugu goriilmiistiir. Pinealektomi uygulanmis ve STZ ile diyabet olusturulmus grupta
krosin tedavisi uygulandiginda ise PX+STZ grubuna gore ciddi iyilesmeler
gorulmektedir. Sonuglarimizi incelendigimizde, pinealektomi uygulanmis ve STZ ile
diyabet olusturulmus ratlara krosin uygulanmasi sonucunda, STZ’nin incelenen
parametreler Uzerindeki etkilerini 6nemli Olgude tersine ¢evirdigini gozlemledik
Zhang vd. yaptig1 ¢alismanin sonuglar1 da bizim sonuglarimizi desteklemektedir [277].
Ayrica krosinin giiglii antioksidan 6zelliginden dolay1 oksidatif stresi azaltarak bobrek
fonksiyonu {izerine koruyucu etkilerini gosteren birgok ¢alisma da mevcuttur [278-

280].

TGF-B1, tiibiiler epitelyal-mezenkimal gegisi (EMT) uyarabilen ve daha sonra renal
interstisyel fibroz olusumunu destekleyen olasi bir fibrojenik sitokin olarak iyi
bilinmektedir [281]. Onceki ¢alismalar, TGF-B1'in deney hayvanlar1 ve insanlarda DN
olusumu ve ilerlemesi ile iliskili oldugunu bildirmistir [282, 283]. Ayrica, 6nceki
calismalar, TGF-B1'in diyabette glomeriiloskleroz, interstisyel fibroz ve glomeruler
filtrasyon hizindaki azalmanin yani sira artmig idrar albiimin, su, elektrolit ve glukoz

atilimina aracilik etmede patofizyolojik bir rolii oldugunu kanitlamistir [284, 285].

Cok sayida fibrojenik faktor bobrek fonksiyonunu etkilese de TGF-B1, Smad yolu,
mitojenle aktive olan protein kinaz (MAPK) ve fosfatidilinositol 3 kinaz/AKT
(PI3K/AKT) gibi ¢oklu sinyal yollar1 araciligiyla EMT ve tubler interstisyel fibrozda
ana aracidir [92, 93]. TGF-B1, reseptoriine baglandiktan sonra Smads proteinleri
yoluyla hiicrelere sinyaller iletebilir, glomeriler ve tibuler hiicrelerin hipertrofisini
indiikler, ekstra seliiller matriks birikimini tesvik eder ve EMT olusumuna ve
interstisyel fibrozise neden olur [94]. Ote yandan, TGF-B1'in tiibiiler hasara neden
olarak proteiniiri ve glomeriiler skleroza katkida bulunduguna dair kanitlar vardir [95].

Ilging bir sekilde, literatiirle uyumlu olarak, tiibiiller gevresinde en yiiksek TGF-B1
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immuino-boyama PX+STZ grubunda saptanirken, krosin, TGF-B1'in  immuno-
lekeleme artisini basarili bir sekilde azalttigi goriilmiistiir. TGF-f1 immiin boyama ile
ilgili gbzlemimiz, diyabetik ratlarda renal hidroksiprolin ve kollajen igeriginin
azalmasiyla renal fibrozun ilerlemesinin krosin tarafindan azaldigmi bildiren Abou-
Hany vd yaptigi ¢alisma ile uyumludur [15]. Ayrica, Algandaby vd. yaptigi ¢calismada,
TGF B1 ve kollajen-1 gen ekspresyonunu diizenleyerek karaciger fibrozuna karsi

krosinin antifibrotik aktivitesini gosterdigini bildirmislerdir [286].

Sonug¢ olarak, krosin diyabetik ratlarda gece melatonin salimimi olmadan DN
ilerlemesini 6nlemek i¢in degerli bir etkiye sahiptir. Krosin, anti-hiperglisemik 6zelligi
ile kan sekerini diistiirmiistiir. Ayrica, krosin, bobregin intrinsik antioksidan durumunu,
ROS olusumunu ve TGF-B1 ekspresyonunu modiile ederek renal oksidatif stresi ve
inflamatuar yollar1 bastirmistir. Ayrica bobrek yapisini, bdbrek fibrozunun

ilerlemesine kars1 korumustur.
Tim calisma verileri dikkate alindiginda bu calismanin sonucu olarak daha ileri

calismalarla krosinin terapdtik etkisinin DM hastalarinda goriilen nefropatinin

olumsuz etkilerini en aza indirebilecegini diisiinmekteyiz.
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