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OZET

Diyabetik nefropati, siklig1 giderek artmakta olup son dénem bobrek yetmezliginin en énemli nedenlerinden biridir. Bu
caligmada, streptozotosin (STZ) ile indiiklenerek olusturulan diyabetik sican modelinde, diyabetik nefropati
olusturularak bobrekler lizerinde Bongardia chrysogonum’un etkisi incelendi. Caligmada Wistar Albino cinsi 40 adet
eriskin erkek sigan kullanildi. Siganlar; kontrol grubu (K), B. chrysogonum verilen grup (B), diyabet olusturulmus grup
(DM) ve diyabet olusturulduktan sonra tedavi amagli B. chrysogonum verilmis grup (DMB) olmak iizere 4 gruba
ayrildi. DM ve DMB gruplara intravenz olarak 45 mg/kg STZ verildi. Bir giin sonra siganlarin glikometre ile kan seker
diizeylerine bakilarak 300 mg/dl iizeri degerler diyabet kabul edildi. B ve DMB gruplarina 5 hafta boyunca her giin 3
gram tartilarak hazirlanan B. chrysogonum inflizyonu gavaj ile verildi. Her hafta agirliklar1 ve kan seker diizeyleri
oOlciilerek kaydedildi. 5 haftanin sonunda DMB grubunun DM grubuna kiyasla kan seker diizeyinin istatistiksel olarak
anlamli 6l¢iide diistiigli gozlendi. Daha sonra siganlar derin anestezi altinda sakrifiye edilerek bobrekleri alindi.
Histopatolojik inceleme sonucunda DM grubunun bobreklerinde glomeriil bazal membran kalinlagsmasi, mezengiyal
hiicre artig1 gozlemlendi. DMB grubu siganlarin bobrekleri ile K grubunun bobreklerinde benzer histopatolojik bulgular
oldugu goriildii, Periyodik asit Schiff ve retikiiler boyama ile bu sonuglar desteklendi. Bu ¢alisma sonucunda, B.
chrysogonum’un diyabet sonrasi kan seker diizeyini diislirdiigli ve olusan bobrek hasarlarini azalttigi gézlemlendi. B.
chrysogonum, diyabetik sicanlarda kan sekerini diizenlemesi ve yaygin olarak ortaya ¢ikan sekonder hasarlanmalara
etkisinin hangi mekanizma iizerinde oldugu detayli olarak arastirilmalidir.

Anahtar kelimeler: Divabetes Mellitus, Divabetik Nefropati, Bongardia chrysogonum

ABSTRACT

Diabetic nephropathy is increasing in frequency and is one of the most important causes of end-stage renal disease. In
this study, the effect of Bongardia chrysogonum on kidneys by induced diabetic nephropathy in a diabetic rat model
induced by streptozotocin (STZ) was investigated. Forty male Wistar Albino rats were used in the study. Rats; They
were divided into 4 groups as the control group (K), the group given B. chrysogonum (B), the group with diabetes (DM)
and the group given B. chrysogonum for treatment after diabetes was established (DMB). 45 mg/kg STZ was given
intravenously to the DM and DMB groups. One day later, the blood sugar levels of the rats were checked with a
glucometer, and values above 300 mg/dl were accepted as diabetes. B. chrysogonum infusion prepared by weighing 3
grams every day for 5 weeks was given to the B and DMB groups by gavage. Their weights and blood sugar levels were
measured and recorded every week. At the end of 5 weeks, it was observed that the blood sugar level of the DMB group
decreased statistically significantly compared to the DM group. Then, the rats were sacrificed under deep anesthesia and
their kidneys were removed. As a result of histopathological examination, glomerular basement membrane thickening
and mesangial cell increase were observed in the kidneys of the DM group. Similar histopathological findings were
observed in the kidneys of DMB group rats and K group kidneys. These results were supported by Periodic acid Schiff
and reticular staining. As a result of this study, it was observed that B. chrysogonum lowered blood sugar level after
diabetes and reduced kidney damage. The mechanism by which B. chrysogonum regulates blood sugar in diabetic rats
and affects commonly occurring secondary injuries should be investigated in detail.
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Dagli ve ark. Diyabetik Nefropati Modeli Olusturulmus Sicanlarda Bongardia Chrysogonum’ un Etkisinin Incelenmesi

GIRIS

Diabetes mellitus; kan glukozunun belirli bir seviyenin iizerine ¢ikmasi ve metabolik yollarla normal
degerine gelememesi sonucunda olusan bir hastaliktir. Diabetes Mellitus hastalarinda kan glukoz
seviyesinin diizenli bir sekilde regiile edilememesi sonucunda, hastalarda ii¢ fakli tip komplikasyon
gorulebilmektedir. Bunlar diabetik noéropati, diabetik nefropati ve diabetik retinopatidir. Diabetes
Mellitus ile bu ii¢ hastaligin da goriilme sikliklari birbirinden farklidir. Diabetes Mellitus hastalarinin
% 35-40’1inda Diabetik nefropati (DN) goriilmektedir. Nefropati, bobrek i¢i metabolik hemodinamik
ve yapisal degisikliklerden kaynaklanan bir hastaliktir (Arslan, vd. 2005:19; Baytop, 1999; Yaomin,
vd. 2009;41). Diyabetten kaynakli nefropatinin, siklig1 giderek artmakta olup son donem bobrek
yetmezliginin en 6nemli nedenlerinden biridir. Amerika Birlesik Devletleri’nde son donem bobrek
yetmezligi goriilen hastalarin %40’1n1 Diabetes Mellitus’lu hastalar olusturmaktadir. Ulkemizde de
son donem bobrek yetmezligi nedenleri arasinda % 25’lik oranla Diyabet ilk sirada yer almaktadir
(O'Connor-Schelling, 2005:766; Michael, vd. 2003:1509). Giiniimiizde tiim c¢aligmalara ragmen,
Diyabetik hastalarin %20-30'unda tip 1 ve tip 2 diyabetik nefropati vardir. Tip 1 diyabetik hastalar
diyabetik nefropatiden etkilendiginde, 20 yil sonra son donem bobrek yetmezliginin %75'in {lizerine
¢ikmasi muhtemeldir. Tip 2 diyabetli hastalarda klinik nefropati basladiktan sonra risk yaklasik
%20'dir (Shahbazian-Rezaii, 2013:73).

Bongardia chrysogonum (catlak otu) Giiney Dogu Anadolu bolgesinde halk arasinda bazi
hastaliklar i¢in kullanilan yumrulu bir bitkidir. Ozellikle iiriner sistem, prostat hastaliklar1 ve hemoroit
tedavisinde etkili oldugu varsayilmaktadir. Catlak otu bitkisinin glukoz homeostazini iyilestirdigi ve
giiclii hipoglisemik etkisi oldugu rapor edilmistir (Arslan, vd. 2005:19).

Bu bilgilerin 1s1ginda c¢alismamizin amaci; Diyabetik nefropati modeli olusturulmus siganlarda
Bongardia chrysogonum bitkisinin kan sekeri, kilo ve bobrekte olusan nefropati lizerine etkisini
incelemektir.

MATERYAL ve METOT

Hayvan Protokolu

Calismaya baslamadan o6nce Gaziantep Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel etik kurulundan
26/03/2012 tarih ve 59 sayi1 ile etik kurul onay1 alinmigtir. Bu ¢alismada Wistar Albino cinsi erkek
sicanlar (250-300) Gaziantep iiniversitesi, T1p Fakiiltesi, Deneysel Hayvan Merkezinden saglanmistir.
Deneyde kullanilacak olan sicanlar 12 saat karanlik ve aydinlik ortamda oda sicakligi kosullarinda
tutulmustur. Deney sirasinda bu si¢anlar normal yem ve su ile beslenmistir. Deney boyunca, siganlara
Uluslararasi laboratuvar hayvanlari etik kilavuzuna gore sartlar saglanmugtir.

Tablo 1. Gruplarin Olusturulmasi ve Sigan Sayilar

Gruplar Grup Bagma Hayvan Sayist
Kontrol grubu (K) 10
Diyabet grubu (DM) 10
Bongardia grubu (B) 10
Diyabet+Bongardia grubu (DMB) 10

Streptozotosin (STZ) ile Diyabet Modelinin Olusturulmasi

Deney baslangicinda ve her hafta, biitiin siganlarin kan seker diizeyleri ve agirliklart Olgiilerek
kaydedildi. Diyabet olusturulacak; DM ve DMB grubundaki sicanlara deney baslangicinda (sitrat
tamponda ¢oziilerek hazirlanan) STZ 45 mg/kg intravendz olarak verildi. 24 saat sonra gruplardaki
sicanlarin idrarlarina strip ile bakildi ve stripteki renk degisikligi (saridan, yesile doniigmesi)
gozlemlenince, glikometre ile kan seker diizeyleri 6l¢iilerek 300 mg/dl ve tizeri degerde olan siganlar
Diyabet olarak kabul edildi (Gulturk, 2010:262, Karakayali, vd. 2022:151).
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Bongardia chrysogonum’un Su Infiizyonunun Hazirlanmas

Yerel bir aktardan alinan Bongardia chrysogonum yumrusu 6ncelikli olarak kiigiik pargalara ayrildi.
Kuru materyal halindeki yumrudan 3 gram tartilarak siizgeg¢ iizerine konuldu ve {izerinden 100 ml
kaynamig su gegirilerek infiizyon hazirlandi. Her hafta deney asamalarindan once taze inflizyon
hazirlandi (Arslan, vd. 2005:19).

Infiizyonun Deney Gruplarina Uygulanmasi

Yukarida bahsedildigi gibi elde edilen infiizyon, B ve DMB grubundaki si¢anlara her giin ayn1 saatte
bir defa gavaj yolu ile 0.2 ml verildi (Arslan, vd. 2005:19). K ve DM gruplarindaki siganlara ise her
gun bir defa olarak gavaj yolu ile 0.2 ml su verildi.

Bes hafta sonra ¢alisma sonlandirildi. Tiim siganlar derin anestezi altinda sakrifiye edildi ve
bobrekleri ¢ikarildi. Histopatolojik analiz igin bobrekler, %10’luk formaldehit igerisine konuldu.
Formaldehit i¢erisine alinan bobrekler 1 gece akar ¢gesme suyu altinda bekletildi ve rutin parafin doku
takibi yapildi. Parafine gomili dokulardan 5 pum kalinliginda kesitler alinarak histopatolojik
incelemeler yapildi (Birinci, vd. 2021:598).

Patolojik Degerlendirme

Periodik asit Schiff (PAS) ve retikiiler boyama yapildi. Kesitler 151k mikroskobu ile incelendi. Tiim
gruplarda; bazal membran kalinlagmasi, glomeriillerde mezengiyal hiicre artisi ve matriks birikimi
sonrast hiicre sigmesi gibi nefropati bulgular1 gruplar arasinda karsilastirildi.

Istatistiksel Analiz

Istatistiksel analizde Graph-Path prizm 5 programi kullanilmigtir. Gruptaki siganlarin agirliklar1 ve kan
seker diizeylerinin karsilastirilmasi icin ANOVA testi ile Bonferroni's Multiple Comparison Testi
uygulanmustir.

BULGULAR

Gruplarin ortalama kan seker diizeyleri ve agirliklar1 Tablo-2’de gosterilmistir.

Tablo 2. Gruplarin ortalama kan seker diizeyleri ve agirliklari

n=10 1.Grup (K) 2.Grup (DM) 3.Grup (B) 4.Grup (DMB)

Kan Agirhik Kan Sekeri  Agirhk Kan Agirhk Kan Sekeri Agirhk

Sekeri g mg/dl g Sekeri g mg/dl g

mg/dI mg/dl
0.Hafta 155+6.5 279+11.95 125+5.35  284+13.25 150455 276+12.15 108+4.5 280+13
1.Hafta 160+7.2  281+13.05 >600+29 242+10.65 152+5.75 282+12.75 >600+29 252+11.85
2.Hafta 158459  270+115 >6004+285  211+9.75 156+6.24 267+10.85 >600+28.75 21049.95
3.Hafta 163+7.15 27941295 >600+26.8  18748.35 154+6.15 258+10.75 473+22.75 211+10.55
4.Hafta 1514555 275+11.75 >600+25.15 176+7.50 165+7.18 282+12.89 366%17.45 200+9.95

DM grubundaki si¢anlarin agirliklar tiim haftalarda B ve K grubuna gore anlamli olarak diigmiistiir
(P<0.0001). Yine ayni sekilde DMB grubunda da siganlarin agirliklar1 B ve K gruplarina kiyasla
anlamli 6l¢iide diigmiistiir. Gruplardan K ve B, DM ve DMB gruplar1 arasinda istatistiksel olarak
anlaml bir farklilik saptanmamistir (Grafik 1).
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Gruplarin agirliklarinin karsilastiriimasi

EK mB mDM 1 DMB
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Kan seker diizeylerinin kiyaslanmasinda; DM grubunda tiim haftalarda B ve K gruplarina kiyasla
anlaml dlgiide yiiksek bulunmustur (P<0.05). DMB grubundaki sicanlarin kan seker diizeyleri ise 1.
ve 2. haftalarda B ve K gruplarina goére anlamh 6lglide yiiksek iken, 3. ve 4. haftalarda kan seker
diizeyleri B ve K gruplar ile anlamli bir farklilik géstermemistir. B ve K gruplar1 arasinda istatistiksel
olarak fark saptanmamuistir (Grafik 2).

Gruplarin kan seker dizeylerinin karsilastirilmasi
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Grafik 2. Kan geker diizeyleri kaydedilen gruplarin istatistiksel analiz sonucu karsilagtirilmasi. » , K ve B grubuna gére
(p<0.05).

Retikiiler boyama ile gruplar arasi x40 biiyiitmede karsilagtirilmasi Resim-1’de gdsterilmistir. B.
chrysogonum un nefropati bulgularin1 engelledigi sonucuna ulasilmigtir. K grubunda (resim a) ve B
grubunda (resim c¢) mezengiyal hiicre yogunlugu, matriks birikimi ve hiicrenin siskinligi bakimindan
birbirine ¢cok yakinken, D grubunda (resim b) nefropatinin patolojik bulgular1 olan mezengiyal hiicre
artig1 ve matriks birikimi sonucu hiicre sismesi gozlemlendi. DMB grubunda (resim d) ise, mezengiyal
hiicre artig1 ve matriks birikimi D grubuna (resim b) gore daha az oldugu goriilmektedir.
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Resim 1. Retikiiler boyama yapilmis (x40) kesitlerin kargilastirilmasi. a. K grubu b. DM grubu
c. B grubu d. DMB grubu.

Retikiiler boyama ile gruplar arasi x10 biyiitmede karsilastirilmast Resim-2 ve Resim-3’te
gosterilmistir. DM grubu siganlarin bobreklerinden kesit alinarak retikiiler boyama yapilmasi
sonucunda, okla gosterilen glomerillerde nefropatiyi destekleyen matriks birikimi ve mezengiyal
hiicre artig1 gibi patolojik bulgular goriilmektedir (Resim 2).

Resim 2. Retikiller boyama. DM grubu (x10).

DMB grubu siganlarin bobreklerinden kesit alinarak retikiiler boyama yapilmasi sonucunda, Resim-
2’deki DM grubu ile kiyaslandiginda matriks birikimi ve mezengiyal hiicre artisinda 6nemli 6lgiide
azalma oldugu goriilmiistiir (Resim 3).
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Resim 3. Retikiler boyama. DMB grubu (x10).

Siganlarin bobreklerinden alinan kesitlerde PAS boyama yapilarak gruplar karsilagtirma Resim-4’te
gosterilmistir. Yine goriilmektedir ki, resim a (K grubu) ve resim c (B gurubu) birbirleriyle benzer
glomerullere sahipken; resim b deki DM grubunda matriks birikimi, mezengiyal hiicre artisinin
yaninda nefropatinin bagka bir patolojik bulgusu olan bazal membran kalinlasmasi ok ile
gosterilmistir. Resim-4 d’deki DMB grubunda bazal membran kalinlagmasina rastlanmamaktadir
(Resim 4).

Resim 4. PAS boyama yapilmis doku kesitlerinden ¢ekilen resimler (x40). a. K grubu b. DM grubu
¢. B grubu d. DMB grubu.
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TARTISMA

Kore’de yapilan bir ¢alismada da DN olusturulmus siganlarda Lamiaceae familyasina ait Salvia
miltiorrhiza bitkisinin bobrek tizerindeki etkisi incelenmis olup nefropatinin ilerlemesini inhibe ettigi
saptanmistir (Lee, vd. 2011:6). Yine Chen ve ark. (Chen, vd. 2011:659)’nin yaptiklar1 baska bir
ccalismada, DN’li siganlar iizerine flavanonlar bakimmdan zengin geleneksel bir Cin bitkisinden elde
ettikleri farkli polaritedeki 6ziitlerin nefropatideki engelleyici etkisi rapor edilmistir. Arslan ve ark.
(Arslan, vd. 2005:19)’nin yaptiklar1 ¢alismada ise, diyabetik sicanlarda Giineydogu Anadolu
Bolgesinde endemik olan Bongardia chrysogonum bitkisinin kan seker diizeyini 6nemli ol¢iide
diistirdiigii rapor edilmistir. Bizim yaptigimiz ¢alisma sonucunda da kan seker diizeyi, DMB grubunda
DM grubuna kiyasla istatistiksel olarak anlamli 6lgiide diisiik ¢ikmasi bu bilgiyi dogrulamaktadir.

Diabetes Mellitus’un uzun dénemli komplikasyonlarindan olan DN, erken dénemde glomeriil
ve tiibiil bazal membranlarimin kalinlagmasi, glomeriill mezangiumunda ekstraselluler matriks
elemanlarinin birikmesi, glomeriil ve tiibiil epitellerinde hipertrofi ile ilgili yapisal degisimleri i¢erdigi
calismalarda gosterilmistir (Cortes, vd. 1987:8; Tucker, vd. 1991:1176). Yine yapilan baska bir
calismada nefropatinin en belirgin 6zellikleri hiicre i¢i matriks birikimi, bazal membran kalinlagsmasi
ve mezengiyal hiicre artisi olarak gosterilmistir. Tedavi edilmeyen diyabet grubundaki sicanlarin PAS
ile boyanmis bobrek dokusundaki tiibiiler epitel sitoplazmasinda; GBM kalinlagmasi, mezengiyal
matriks artis1 ve matriks birikimi goriilmistiir (Tungdemir-Oztiirk, 2010:7). Bizim yaptigimiz
calismada elde edilen bulgular bu ¢aligmalarla paralel olacak sekilde DM grubunda bazal membran
kalinlasmasi goriilmesine ragmen DMB grubu siganlarda bazal membran kalinlasmasi bulgusuna
rastlanmamistir. Bununla birlikte, matriks birikimi sonucu hiicre sismesi ve mezengiyal hiicre artisi
DM grubuna nazaran daha az goriilmiistiir. Calismadaki gruplarda yapilan PAS boyama sonuglari
karsilastirilmis, DMB grubundaki si¢anlara ait bobrekler yapilan gézlemlerde DM grubuna kiyasla
nefropatiyi gosteren bulgulara rastlanmamistir. Ayrica, yine DMB grubunda DM grubuna kiyasla
bazal membran kalinlagmas1 ve matriks birikimine daha az rastlanmis, boylece mezengiyal hiicre artisi
DM grubuna kiyasla nispeten gerceklesmemistir.

Yukarida bahsedilen aktivitelerle birlikte DN’den sorumlu mekanizmalar tam olarak
aciklanamamakla birlikte literatiirde rapor edilen birkag mekanizma bulunmaktadir. Bu
mekanizmalardan biri, (NF)xB transkripsiyon faktoriiniin etki ettigi mekanizmadir. (NF)xB bir
biiylime faktorii olup, sinyal yolunun inflamatuar cevabi ile patolojik siireglere etki etmektedir. Sinyal
molekili (NF)xB, monosit kemoatraktant protein-1 ve vaskiiler endotelin blyiime faktori gibi pek
cok sitokinin akisini regiile etmektedir (Wang, vd. 2004: 25; Wang, vd. 2008:828; Zheng, vd. 2009:
124). Vaskiiler endotelin bityiime faktorii bobrek iizerinde zararl etkileri gdzlenen indiiklenebilir nitrit
oksidin iiretilmesini uyarir. Sonug olarak renal fonksiyonlar kétiilesir ve aterosklerozis olusur. Diger
bir yandan, yiiksek glikozdan dolay1 uyarilmis asir1 oksidatif stres bobrek harabiyetine neden olup
aterosklerozis ile ilerlemesi sonucunda nefropati olusumu gézlenmektedir (de Vriese, vd. 2001: 993;
Arora, vd. 2010:137). Yaptigimiz ¢alisma sonucunda DN bulgularindaki azalmalar Bongardia nin
(NF)kB iiretimini uyarici bir etkisi oldugu veya vaskiiler endotelin biiytime faktori ile nitrik oksiti
inhibe edici bir etkisiyle renal fonksiyonlarin kotiilesmesini azalttig diisiiniile bilinir. Diger yandan en
olast etki ise kan glikoz diizeyini diisiirerek olusacak oksidatif stresten kaynakli bobrek harabiyetini
engelleyerek nefropati gelisimini durdurmustur.

DN’den sorumlu diger bir mekanizmada polyol metabolik yolagidir. Bu yolakta aldoz
rediiktaz enzimi glikozu nikotinamin’den faydalanarak sorbitole doniistiiriir. Adenin diniikleotid fosfat
burada kofaktor olarak gorev yapar. Sorbitoliin birikmesi, osmotik sismeye ve membran
permeabilitesinde degisimlere yol acar. Bununla birlikte hiicrelerde redoks potansiyelini etkiler ve
oksidatif stres meydana gelmis olur (Pates, vd. 2012:165). Ayrica alblimin atiminin fazlalagmasi
DN’de bobrek harabiyetinin agik bir gostergesidir (Hartner, vd. 2010:1151). Albuminuri’nin siddeti
yuksek kan glikozunun seviyesi ile pozitif olarak iliskilidir (Ninomiya, vd. 2009). Glomerular
filtrasyon bariyeri albiiminin filtrasyonu i¢in gereklidir ve DN’de hiperglisemi ve oksidatif stres gibi
faktorler bu bariyerin zarar gdrmesine neden olurlar. Albuminuri renal zarara katki saglayan patolojik
strecleri aktif olarak icermektedir (Karalliedde-Viberti, 2010:2020).

Bu mekanizmalarin etkisi iizerine yapilan ¢aligmalarin ¢ogunda bitkiler kullanilmigtir ve bu
yolaklarin inhibe edildigi ya da azaltildig1 rapor edilmistir. Ozellikle bitkilerin sahip oldugu fenolik,
terpenik ve azot kokenli bilesiklerin varligi mekanizmalarin islemesinden dolay1 agiga ¢ikan oksidatif
stresin bastirilmasin da olduk¢a Onemli roller oynayabilirler. Bu bilesiklerin kimyasal iskeletleri
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Uzerinde mevcut hidroksil ve metil gruplarmin fonksiyonlart dogrultusunda bu aktivite
sergilenebilmektedir (Rice, 1997:152). Nitrit oksit ve benzeri radikal tirevlerinin engellenmesi
sayesinde DN’nin gelisim siirecini bilyliik oranda engellemis olacaktir. Yaptigimiz c¢alismada
kullanilan bitki tiirii B. chrysogonum’un Diyabet ve DN iizerine etkilerini hangi yol ile engellendiginin
daha ileri molekiiler calismalarla desteklenmesi gerekmektedir. Bu dogrultuda, dogrudan ilgili
mekanizmalar {izerine bitki inflizyonunun olasi etkilerinin belirlenmesi oldukga 6nemli bir durum
kazanmaktadir. Ayrica g¢alismamizda sadece bitkinin yumru kismi kullanilmistir ve toprak iistii
kisimlari test edilmemistir. Bundan dolay1 diger bir ¢alismada toprak iistii kisimlarinin ¢alisilmasi ile
bu bitkinin tam bir renoprotektif etkisi belirlenmis olacaktir. Bitki infiizyonunun spesifik 6ziitleme
metodlari ile olasi aktif bilesikleri piirifiye edilmeli, HPLC-MS ve NMR teknikleri bu aktif bilesiklerin
belirlenmesi saglanmalidir. Bu baglamda, daha kapsamli ¢calismalarin yapilmasi ile sonraki caligmalara
151k tutulacagi kanaatindeyiz.

SONUC

Son olarak bu c¢alismada B. chrysogonum bitkisinin kan seker diizeyini diigiirerek; bobrekte matriks
birikimi, bazal membran kalinlasmasi ve mezengiyal hiicre artisini azalttigimi bu durumda da
nefropatiyi biiyiik 6l¢iide 6nledigini gézlemlemis olmaktayiz.
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