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SICGANLARDA STREPTOZOSIN IiLE OLUSTURULAN DIYABETTE

PROBIYOTIKLERIN BOBREK DOKUSUNDAKI ETKILERININ ARASTIRILMASI

Zilal YESIL
Yiksek Lisans Tezi, Histoloji ve Embriyoloji ABD
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Haziran 2023, 99 sayfa

Toplumda gérilme sikhgi giderek artan ve énemli bir halk saghgdi sorunu olan
diyabet tim dokularda oldugu gibi boébrek dokusunda da hasara sebebiyet veren
endokrin, metabolik bir hastaliktir. Probiyotiklerin yeterli miktarlarda alindiginda saglhga
olan faydalarindan dolay! hastaliklarin tedavisi ve énlenmesinde etkili olabilecekleri
dusundlmektedir. Bizim calismamizda da diyabet hastaliginda probiyotiklerin etkilerinin
arastirilmasi amaglanmistir. Calismamizda 34 adet Wistar albino cinsi erkek sigan
kullaniimis ve gruplar grup K, grup P, grup Dm, grup DmP ve grup PDm olmak Uzere 5'e
ayrilimistir. Grup K’ ya ait siganlara 8 hafta boyunca oral gavaj ile PBS, grup P’ye ait
sicanlara 8 hafta boyunca oral gavaj ile 0.6 mg/kg VSL#3 probiyotik takviyesi
uygulanmistir. Grup Dm’ye 50 mg/kg streptozosin intraperitonel tek doz verilerek diyabet
olusturulmustur. Grup PDm’deki sicanlara ¢alismanin ilk 4 haftasi boyunca probiyotik
takviyesi uygulanmig, daha sonra diyabet olusturulmus, diyabet olusturulduktan sonraki
4 hafta boyunca probiyotik uygulamasina devam edilmistir. Grup DmP’de yer alan
sicanlarda streptozosin (50 mg/kg intraperitoneal) ile diyabet olusturulmus ve sonrasinda
4 hafta boyunca probiyotik uygulanmistir. Deneyin baslangici ve bitiminde siganlarin kan
sekeri olgimleri yapilmis, diyabet olusturulmak istenen siganlar i¢in kan glikoz degeri
250 mg/dl kabul edilmistir. Deneyin sonlandiriimasi ile sicanlar intraperitonal olarak 90
mg/kg ketamin + 10 mg/kg ksilazin verilerek anestezi altinda sakrifiye edilmistir.
Biyokimyasal degerlendirme icin kan serum oOrnekleri ve histokimyasal analizler icin
bébrek dokulari elde edilmistir. Sonug olarak probiyotiklerin diyabetin biraktigi hasara
karsi kan glikoz seviyelerinde koruyucu etkisinin oldugunu fakat tedavi edici herhangi bir
etkisi olmadigini gézledik. Diyabetin sebep oldugu serum ure ve BUN artisina karsi
probiyotiklerin iyilestirici etkisi oldugu sonucuna ulastik. Fakat kreatinin igin anlamli bir
degisim goremedik. Yaptigimiz histokimyasal degerlendirmelerde probiyotiklerin diyabet
ile olusan bdbrek dokusundaki hasara karsi olumlu yénde etkisinin oldugunu tespit ettik.
Probiyotiklerin diyabete kargi olumlu etkilerini immunohistokimyasal olarak alfa-SMA ve
Bcl-2 ekspresyonlari ile de gozledik.

Anahtar Kelimeler: Probiyotik, Diyabet, Bobrek, Sigcan,

Bu ¢alisma, PAU Bilimsel Aragtirma Projeleri Koordinasyon Birimi tarafindan
desteklenmistir (Proje No: 2021SABE018).
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ABSTRACT
INVESTIGATION OF THE EFFECTS OF PROBIOTICS ON KIDNEY TISSUE IN
STREPTOZOCIN-INDICATED DIABETES IN RATS

YESIL, Zilal
Master Thesis, Department of Histology and Embryology
Thesis Advisor: Prof. Hilya CETIN (PhD)
June 2023, 99 Pages

Diabetes is an endocrine and metabolic disease that causes damage to kidney
tissue as well as to all tissues. It is thought that probiotics can be effective in the treatment
and prevention of diseases due to their health benefits when taken in sufficient quantities.
In our study, it was aimed to investigate the effects of probiotics in diabetes. In our study,
34 male Wistar albino rats were used and they were divided into 5 groups as group K,
group P, group Dm, group DmP and group PDm. Group K rats were administered PBS
by oral gavage for 8 weeks, and 0.6 mg/kg VSL#3 probiotic supplement was
administered to group P rats by oral gavage for 8 weeks. Diabetes was formed by
administering a single intraperitoneal dose of 50 mg/kg streptozocin to Group Dm. The
rats in Group PDm were given probiotic supplement during the first 4 weeks of the study,
then diabetes was established, and probiotic administration was continued for 4 weeks
after diabetes was established. Diabetes was induced in rats in Group DmP with
streptozocin (50 mg/kg intraperitoneally), and then probiotics were administered for 4
weeks. At the beginning and end of the experiment, blood glucose measurements of the
rats were made, and the blood glucose value was accepted as 250 mg/dl for the rats in
which diabetes was desired. At the end of the experiment, the rats were sacrificed under
anesthesia by administering 90 mg/kg ketamine + 10 mg/kg xylazine intraperitoneally.
Blood serum samples were obtained for biochemical evaluation and kidney tissues for
histochemical analysis. As a result, we observed that probiotics have a protective effect
on blood glucose levels against the damage caused by diabetes, but have no therapeutic
effect. We concluded that probiotics have a curative effect against the increase in serum
urea and BUN caused by diabetes. But we did not see any significant change for
creatinine. In our histochemical evaluations, we determined that probiotics have a
positive effect on kidney tissue damage caused by diabetes. We also observed the
positive effects of probiotics against diabetes by immunohistochemically alpha-SMA and
Bcl-2 expressions.

Key Words: Probiotic, Diabetes, Kidney, Rat,
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1.GIRIS

Diyabet, insulin eksikligi ya da insulin etkisindeki hasarlar veya her ikisindeki
bozukluklardan kaynaklanan kronik metabolik bir hastaliktir (TEMD 2022). Diinya
capinda 6nemli bir halk saghgi sorunu olan diyabetin, 2015 yilinda 415 milyon kisiden
2040 yilina kadar 642 milyon kisiye ¢ikacagi bildirilmistir ve Tip 2 diyabet bu vakalarin
%90-95 ini olusturmaktadir (Shaw vd 2010). Kalpte, kan damarlarinda, gdzlerde,
bdbreklerde ve sinirlerde ciddi hasara yol agan bu endokrin hastaligin tedavi yontemleri
arasinda tibbi beslenme tedavisi de yer almaktadir. Diyabet tedavisinin dnemli bir pargasi
olan tibbi beslenme tedavisine uyum gosteren hastalarda glisemi kontrolt saglanmakta

ve komplikasyon riski azalmaktadir (Alphan vd 2018).

Besinlerin tedavi edici yonlerinin bilinmesi ¢cok eski zamanlara dayanmaktadir ve
Hipokrat “Besinler ilaciniz, ilaciniz besinler olsun.” diyerek arastirmacilarin dikkatini
besinlerin ilag gibi davranabilecegi yoninde cekmistir (Hasler 2022). Probiyotikler,
“Yeterli miktarlarda alindiginda konagin bagirsaklarinda mikrobiyal dengeyi
dizenleyerek, saghgini olumlu ydnde etkileyen canli mikroorganizmalar’ olarak
tanimlanmaktadir. Probiyotiklerin diyabetin tedavisinde dokularda inflamasyonu azalttigi,
kilo kontrollinde etkili oldugu, antioksidan savunmadaki olumlu rolu, pankreasta B-hicre
fonksiyonlarini iyilestirmesi ile kan sekeri regulasyonunun saglanmasindaki etkilerini

gOsteren birgok galisma bulunmaktadir (Kamarli ve Yildiz 2017).

Bobrekler, vicudun asit ve baz dengesinin korunmasi, metabolik atiklarin
atilmasi, kanin suzulmesi gibi dnemli gorevleri olan bir organdir (Gaikwad vd 2012).
Diyabetin en bilinen komplikasyonlarindan biri olan diyabetik nefropatide bébreklerin
fonksiyonlarini yerine getiremedikleri ve bdbregin histolojik olarak glomerul ve tabdl
yapilarinda bozulmalarin oldugu yapilan deneysel diyabet modellemelerinde

g6zlemlenmektedir (Gilbert ve Cooper 1999).

Siganlarda streptozosin (STZ) kullanilarak pankreasta beta hicrelerinin
hasarindan kaynaklanan Tip 2 diyabet modellemesinin olusturulmasi en sik kullanilan
diyabet olusturma yontemlerinden biridir (Zafar vd 2009). Bu modelleme kullanilarak
olusturulmus bir galismada, diyabetin bdbrek dokusunda biraktigi hasarlar histopatalojik
olarak incelenmis ve yapilan gdézlemler sonucunda diyabetin bdbrek tubullerinde

vakuolizasyon ve dilatasyona, glomertul membranlarin yapilarinda bozulmalara ve



kapiller yumak vyapisinin atrofisine, boébrek dokusunda inflamasyon alanlarinin

gorilmesine sebep oldugu bulunmustur (Khalil vd 2021).

Sicanlar Uzerinde STZ kullanilarak olusturulan diyabet modellemesi
calismasinda, diyabetin bobrek dokusundaki etkileri 2., 4., 8., ve 12. haftalarda
incelenmis ve 4. haftadan itibaren bobrek dokusunda hafif inflamasyon alanlari,
bozulmus glomerul yapilari ve genislemis Bowman boslugu gibi hasarlar tespit edilmis,
ayrica proksimal tuabdllerde firgamsi kenarlarin kaybi goézlenmistir. Diyabetin 8.
haftasindaki sicanlarda ise piknotik cekirdek yapilari, hlcrelerde vakuolizasyon ve
tibullerde dilatasyon ve artmis inflamasyon alanlari ile karsilasiimistir. 12. haftadaki
diyabetli siganlarda ise ileri dizeyde nefrotoksisite tespit edildigi belirtiimistir (Zafar vd
2009).

Diyabetin bobrek fonksiyonlarindaki etkilerinin aragtirilmasi amaciyla kan serum
ornekleri alinan diyabetli fareler (izerinde yapilan bir arastirmada, 6 haftalik diyabetli
fareler ile kontrol fareleri karsilastiriimis, diyabetin serum Ure ve kreatinin degerlerini

onemli dlgude yukselttigi bulunmustur (Renno vd 2008).

Bagirsak saghgini dizenleyerek hastaliklarin tedavisi ve 6nlenmesi agsamasinda
etkili olabilecegi dusunulen probiyotiklerle ilgili bircok ¢alisma yapilmig, probiyotiklerin
anti-diyabetik etkileri degerlendirilmistir. Probiyotik takviye olarak fermente bir st Grind
olan kefirin verildigi bir calismada, STZ kullanilarak diyabet olusturulmus ve siganlar 8
hafta boyunca izlenmistir. Diyabet olusturulduktan 5 giin sonra aclik kan sekeri, serum
kreatinin, serum Ure degerleri dlgulmus ve kontrol grubuna kiyasla artis gézlenmistir.
Ayni ¢alismada dnce diyabet olusturulan ve 8 haftalik kefir takviyesi yapilan sicanlarin
diyabetli sicanlara kiyasla gliseminin ve serum Ure seviyesinin azaldigi; serum kreatinin

seviyesinde ise anlaml bir farklilik olmadigi gézlenmistir (Punaro vd 2014).

Wang ve arkadaslarinin (2020) diyabetli fareler Gzerinde 6 hafta boyunca dusuk
doz ve ylksek doz kompozit probiyotik takviyesini uyguladiklari calismalarinda,
probiyotik gruplarinda diyabetli gruba kiyasla daha 6nce yukselmis olan HbA1c ve aglik
kan sekeri deg@erlerini dusurdigu; boébrek indeksinde ise dnemli bir farkhhigin olmadigi
bulunmustur. Calismada boébrek dokusu histopatalojik olarak degerlendiriimis ve
diyabetle harap olmus bobrek dokusundaki glomertullerde gorulen atrofilerin ve epitelyal
dokilmelerin probiyotik takviyesi ile tersine gevirildigi sonucuna ulasiimistir (Wang vd
2020).

Diyabet kaynakli bobrek hastaliklarinda dokunun histopatalojik

degerlendirmelerinde ilk olarak gbze carpan durumun podosit hasari, dokilme ve



apoptoz oldugu goérilmastir ve podositlerin hasari diyabette proteindriyi arttiran bir
durumdur (Lu vd 2021).

Sengul ve arkadaslarinin (2019) sicanlarda yaptiklari 7 gunlik calismalarinda
sisplatinin bdbrek dokusunda olusturdugu hasara karsi probiyotiklerin etkilerini
incelemigler ve c¢alismada Bcl-2 (Beclin-2) immunohistokimyasal olarak
degerlendirilmistir. Calismada boébrek dokusunda sisplatin ile azalan Bcl-2

ekspresyonunun probiyotik takviyesi ile arttigini tespit etmislerdir (Sengul vd 2019).

Alfa-diz kas aktin (alfa-SMA(smooth muscle actin)), epitel ve fibroblastik
hicrelerde bulunmayan miyofibroblastlarin belirteci olarak kullaniimaktadir. Yapilan
¢alismalarda alfa-SMAnin  bdbreklerde  ekspresyonunun  tlbller  epitelyal-
miyofibroblastlarda oldugu goériimustir (Ren vd 2009, Jiang vd 2009). Renal proksimal
tubullerde epitelyal mezenkimal gegis ile induklenen hiicre digi matriksin asiri Gretimi ve
asiri birikiminin bébrek fibrozunun ilerlemesini hizlandirabilecegi ve epitelyal mezenkimal
gegcisin semboll olarak alfa-SMA'nin yiuksek ekspresyon seviyesi belirtiimistir (Gong vd
2016).

1.1. Amag

Calismamizda probiyotigin diyabetin zararl etkilerine kargi koruyucu ya da tedavi
edici etkilerini degerlendirmeye calistik. Calismamizda siganlarda STZ ile olusturulan
diyabette VSL#3 probiyotik takviyesinin bdbreklerdeki etkisini serumda biyokimyasal
belirtecler, dokuda histopatolojik degisiklikler ve imminohistokimyasal olarak Bcl-2 ve

alfa-SMA ekspresyon seviyesini degerlendirmeyi amagcladik.



2.KURAMSAL BILGILER VE LITERATUR TARAMALARI

2.1.Bobregin Genel Yapisi

Bobrekler, retroperitoneal pozisyonda her iki tarafta ve karin arka duvarinda
bulunan kirmizi renkte fasulye seklinde organlar olup 10-12 cm uzunlukta, 5-6 cm
genislikte, 3-4 cm kalinliktadir. Her bdbregin Gst kutbunda renal fasiyaya ve adipoz
dokuya gomulu bir sekilde bulunan adrenal bez vardir. Bdbregin beslenmesinde gorev
alan renal damarlar ve sinirlerinin yer aldi§i renal pelvis adi verilen huni sekilli bir hilusu
bulunmaktadir (Ross ve Pawlina 2011). Bobrekler anatomik olarak 12. torakal vertebra
ile 3. lumbal vertebra arasinda bulunur ve sagdaki bébrek, soldaki bébrege gore biraz
daha asagidadir. Erkeklerde ortalama 150 gr, kadinlarda ise 135 gr kadardir (Sancak
1991).

Taze halde ortadan ikiye bdlinmus bir bobrekte korteks ve medulla olarak
adlandirilan iki farkli bolim goézlemlenir (Sekil 2.1). Korteks, dista bulunur ve kan
dagiliminin %90-95 ‘i burada bulundugu igin daha koyu kirmizimsi renktedir; medulla ise

daha acik kirmizi renkli olup i¢ kisimda yer alir (Ross ve Pawlina 2011).
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Sekil 2. 1: Bobregin yapisinin diyagrami (Ross ve Pawlina 2011).

2.2. Bobregin Embriyolojisi

insanlarda dérdiincii haftanin basinda, ara mezodermin ventrale kaymasi ile
urogenital kabarti olugur ve bu kabartidan Uriner ve genital sistemler olugur. Emriyolojik
olarak bobrekler, kranialden kaudale dogru, sirasi ile pronefroz, mezonefroz ve
metanefroz olarak adlandirilan birbirini takip eden Gg farkli bébrek sisteminden gelisir.
insanda pronefroz gegici ve islevsiz olup dérdiincii haftanin sonunda tamamen kaybolur.
Mezonefroz, ara donemde kisa sureli gérev yapar Ust torasik ve Ust lumbar (L3)
segmentlerin intermediate mezoderminden geligirler. Gelisimin doérdinci haftasinin
baslarinda mezonefrozun ilk bogaltim tibdlleri olusmaya baglar. Bu tubullerin boyca
uzamasi ve S seklinde bir halka gérinimunu elde etmesi ile medial uzantilarinin ucunda
kapiller yumaktan olugan glomeruller meydana gelir. Gromerulin etrafindaki mezonefrik
tubdller yarim ay seklinde genigleyerek Bowman kapsulini, kapsul ve gromerdl ise
birlikte renal korpuskuli meydana getirir (Sadler 2005). Mezonefrik tlbuller, mezonefrik
kanala; mezonefrik kanal kaudale dogru uzayarak kloakaya agilir. Birinci trimesterin
sonunda mezonefroz ortadan kaybolur fakat mezonefrik tlbdller erkeklerde genital
sistemin gelisiminde yer alir. Disilerde de tamamen ortadan kaybolur (Sekil 2.2, Sekil
2.3) (Moore 2002).



A mezoderm kolom B

Sekil 2. 2: A. Gelisimin 21. giini B. Gelisimin 25. giini nefrik tibudl olusumu (Sadler 2005).
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Sekil 2. 3: A. intermediate mezodermin sistemleri. B. 5 haftalik embriyonun pronefrotik ve
mezonefrotik bosaltim tibdlleri (Sadler 2005).

Uriner sistemin kalici bdbregi yani metanefroz besinci haftada olusur (Sadler T,
2005). Metanefrozlar, Ureter tomurcugu veya metanefrik divertikulum ve metanefrik
blastem denen iki farkl yapidan kéken alir (Seftalioglu 1998). Bu iki yapi da mezoderm
kokenli olup Ureter tomurcugundan Ureter, renal pelvis, major ve mindr kaliksler ve
toplayici kanallar gelisir. Metanefrik blastemden ise nefronlar olusur (Sadler 2005).
Metanefrik blastem dokusu igindeki yeni olusmus toplayici tibullerin distal uglari,
metanefrik doku sapkalari ile ortllir ve bu doku sapkasi igindeki hlicreler mezoderm
hicrelerini indukleyerek renal veya metanefrik vezikillerin olugsmasina sebep olurlar.
Uzayip S seklini alan bu vezikillerin proksimal uglarinda glomerdller olugur, distalinden
tubdller geligir. Tublller ve glomerll yapisi birlikte bosaltim birimi olan nefronlari

olusturur. Nefronlarin proksimal uglarinda gromeruli yay seklinde saran Bowman



kapsull olugsur. Bowman kapsuli, tibdlin distal ucu ile toplayici kanallar arasinda
baglanti kurar ve bosaltici tiblllerin uzayip kisalmasi ile proksimal kivrintili tabdller,
Henle kulpu ve distal kivrintili tibdller olugur (Sekil 2.4) (Seftalioglu 1998).

Nefron olusumu doguma kadar devam eder ve 9. haftadan baglayarak idrari
olusturmaya baglarlar. Bébreklerin iglevsel 6zelliklerini kazanmasi ve dogumdaki lobulll

gorinimiandn kaybolmasi ise dogumdan sonra olmaktadir (Sadler 2005).

Distal Distal

sSowman
KapsolQ

Henle halkasinin
D E asendan ve desendan
kollan

Sekil 2. 4: Metanefrik bosaltim biriminin gelisimi. Oklar, bosaltim biriminin (mavi) toplayici
sistemle (sar1) bulustugu noktayi gostermektedir (Sadler 2005).

2.3. Bobregin Histolojisi

Taze bdbrek kesilip incelendiginde korteks ve medulla denen iki farkli bélgeden
olustugu gozlenir. Korteks, glomertllerin varligi ile medulladan ayirt edilirken renal
korpuskdller, nefronun kivrimlh ve diz tabdllerini, toplayici tubdller ve toplama kanallarini

yapisinda bulundurdugu bilinmektedir (Ross ve Pawlina 2011).

Bobregin medial yuzu konkav olup medial yuzunun orta kisminda organin
arterleri ve sinirlerinin girdigi, lenf damarlari ve Ureterin ¢iktigi hilum denen yapisi bulunur
(Ross ve Pawlina 2011). Hilumda Ureterlerin geniglemesi ile renal pelvis, renal pelvislerin

dallanmasi ile renal kaliksler olusur. Bobrekte genellikle iki major kaliks, 10-12 minor



kaliks bulunur ve bu mindr kalikslerin uglarina renal papilla ad1 verilir. Papillalarin toplama
borularina baglanmasi nedeni ile delikli olan ylizeylerine area cribrosa denir. Ortadan
kesilmis bdbrek kesitlerinde papillalar bdbredin tepe noktasinda medullar piramit
(Malpighi piramidi) denen alanlarda bulundugu goérulidr. Medullar piramitlerin tabani
kortekse apeksi ise kaliks mindrlere bakar ve kortekse dogru uzanan damarlar nedeni ile
cizgili gérunumdedirler. Bobregin kortekse komsu olan dis medullasinda Henle kulpunun
kalin kollari, vasa rekta ve toplayici kanallar bulunur. Medullar piramitlerin apeksinde
bulunan ic medullada ise vasa rektalar ve Henle kulpunun ince kollari bulunur.
Medullanin bazal yizinden kortekse dogru uzanan Ferrein ‘in medduller isinlar (stria
meddllaris) denen toplayici tibil ve kan damarlarinin olusturdugu isinsal uzantilar
bulunur. Medullar piramitleri birbirinden ayiran korteksin medullaya uzanmasini saglayan

kisimlara ise Bertini sutunlari (renal kolon) ad verilir (Esrefoglu 2004).

Bir medullar piramit, etrafindaki kortikal doku ve piramitlere komgu Bertini
sutunlarina bir bobrek lobu denir. Fetal bobreklerde loblar belirginken dogumdan sonra
bu gériintli yavas yavas belirsizlesmeye baglar. insanlarda her bir bébrek 8-18 lob
icermektedir. Merkezde bulunan bir medullar 1sin ve onun etrafinda bulunan bitin

nefronlarindan olusan yapiya ise lobul adi verilir (Sekil 2.5) (Ross ve Pawlina 2011).

Sekil 2. 5:H&E ile boyanmis insan fetal bdbregdi fotomikrografi. (Ross ve Pawlina, 2011)



Her bir insan bdbredi yaklasik 2 milyon nefron igermektedir. Filtrasyon,
sekresyon ve reabsorbsiyon olmak Uzere 3 temel gdrevi olan nefronlar bébregin yapisal
fonksiyonel birimidir. Nefron, renal korpuskuil (Malpighi’nin renal korpuskullu) ve renal
tibul olmak (zere iki bdlimden olusur (Ross ve Pawlina 2011). Renal korpuskdl,
nefronun baslangi¢ kismidir ve her zaman korteks i¢inde bulunan bu yapi iki tabakali
Bowman kapsulu ve kapiller yumak olan glomerilden olusmaktadir (Esrefoglu 2004).
Kan bébrek cisimcigine afferent arteriyolle girer, glomeriler kapillerden gecer ve efferent
arteriyol ile terk eder. Afferent ve efferent arteriyollerin girip ¢iktiklari bélge damar kutbu,
damar kutbunun tam karsisindaki proksimal tubdlin basladigi bolge ise idrar kutbu

olarak adlandirilir (Ross ve Pawlina 2011).

Bowman kapstill, i¢ (visseral) ve dis (pariyetal) yapraklardan olusur. Pariyetal
ve visseral tabakalarin arasinda ise Bowman boslugu (idrar boslugu) bulunur. Pariyetal
tabaka tek katli yassi epitel hicrelerinden olusurken visseral tabaka podosit
hicrelerinden olusur (Sekil 2.6) (Esrefoglu 2004). Nefronun renal tabdl bdlima ise
proksimal kivrintili tibul; sirasi ile Henle kulpunun inen kalin kolu, inen ince kolu, ¢ikan
ince kolu ve c¢ikan kalin kolu ve distal kivrimli tibdlden olusmaktadir. Henle kulpunun
¢ikan kalin parcasi distal duz tubdl olarak da adlandirilir ve burada medullada ilerleyip
medullar i1sinlari da terk edip renal korpuskulin vaskiler kutbuna kadar ilerleyen distal
tubllun epitel hicreleri makula densa denen 6zel bir yapiyi olusturur (Ross ve Pawlina
2011).

Nefronlar, bébregin korteksinde bulunan kortikal nefronlar ve medulla sinirinda bulunan

jukstamedullar nefronlar olmak tzere iki tipte bulunurlar (Eroschenko 2013).
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Sekil 2. 6: Renal korpuskiilde Bowman boslugu (yildiz), Bowman kapsulinin pariyetal yapragi

(oklar) ve visseral yaprakta bulunan podosit hicreleri (yesille sinirli) gosterilmistir (Esrefoglu
2004).

2.3.1. Renal cisimcik ve glomeriil

Her nefronun ilk parcasi olan renal cisimcikler veya Malpighi'nin renal

korpuskdlleri nefronlarin korteks dokusunda bulunur. Yaklasik olarak 200 um

capindadirlar ve kapiller yumak olan glomerulden olusurlar (Sekil 2.7) (Esrefoglu 2004).

Glomertllerde 3 temel bilesen bulunmaktadir:

1. Endotel hucreleri: Glomeruler filtratin sGzuldugu ilk bariyerdir ve kapillerleri pencereli

tiptedir. Diger kapillerlere gore sayica ve boyut olarak daha buyuk olup diger

pencereli kapillerlerde bulunan diyafram yapisi yoktur. Bdylece su, Ure, glikoz ve

klc¢uk proteinlere gecirgen olup negatif yukli glikoproteinlere ise gegirgen degildir

(Jangeira 1998).

2. Podositler: Filtratin olusmasinda gorevli olan bu hiicreler Bowman kapsulinin

visseral yapraginda bulunurlar. Bu hicrelerin gdvdelerinden ise pedisel adi verilen

uzantilar glomerdllerin kapillerine uzanir ve bazal lamina baglanti kurar. Burada ise

olusan mesafede filtrasyon (stizme) yariklari olusur.

3. Mezengial hucreler: Matrikse gémultdurler ve glomerildeki hucrelerin %30-40" ini

olusturan duzensiz sekilli hiicrelerdir (Esrefodlu 2004). Bu hticrelerin 6zellegmis bir

yapida oldugu ve kasilabilen, ¢ogalabilen, fagositoz yapabilen, prostaglandin ve

endotelin salgilayan hicreler oldugu belirtiimektedir (Kierszenbaum 2006).
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Filtrasyon bariyerinin membranlarinda olusan hasarlar sonucunda filtrasyon
yariklarindan glikoproteinlerin filtrata gectigi goérulir. Diyabetin komplikasyonlarindan
olan diyabetik nefropati glomeril bazal membranindaki bu hasardan kaynaklanmaktadir

(Ross ve Pawlina 2011).

Damar kutbu Visseral yaprak
(podositler)

Ekstraglomeriiler mezengiyal hiicre

Makula densa
Distal tibiil p

Mezengiyal hiicre

Sekil 2.7: Renal korpuskdl ve hiicreleri (Esrefoglu 2004).

2.3.2. Proksimal tibdil

Nefronun en uzun bdlima olan proksimal tubul renal cisimcigin idrar kutbundan
baslar ve korteksin gogunlugunu olusturur (Sekil 2.8). Proksimal tibilin diz olan pargasi
medullada; kivrintili parcasi ise kortekste yer almaktadir. Kubik epitele sahip olan
hicrelerinin merkesinde tek bir gekirdek bulunmaktadir ve bol mitokondriyon icermesi
sebebi ile eozinofilik 6zelliktedir. Isik mikroskobu ile incelediginde hicrelerin apeksinde
¢ok sayida mikrovillus yapisinin bulundugu goézlemlenir ve icerigindeki glikokaliksler
sebebi ile PAS pozitif boyanir (Esrefodlu 2004). Mikrovilluslar, glikoz ve aminoasitlerin
hepsinin; su ve sodyumun ise %70’ inin geri emiliminde énemli rol oynar (Eroschenko
2001).

Proksimal tubulin diz pargasi daha az mikrovillus icermesi sebebi ile
absorbsiyon 6zelli§i daha az gelismis ve icerigindeki mitokondrionlari ise daha kuguk,
lizozomlari ise sayica daha azdir. Proksimal tabulan kivrintili par¢asinda geri emilim ve
su transportunu gerceklestiren 6zel yapilanmalarin oldugu goéruldr. Firgamsi kenarlar,

zonula adherensler ve hucrelerin lateral bolgesindeki yogun katlantilar (plikalar),
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lateraldeki komsu hcrelerle siki kenetlenmeler (interdigitasyon), bazal membrandaki
yogun interdigitasyon ve buradaki hicrelerin bol mitokondriyon icermesi iyon tagsiniminin
aktif oldugunun bir goéstergesidir. Proksimal tabullerde bulunan Na*/K*- ATPaz
transmembran proteinleri sodyumun geri emiliminde gérev alirken aquaporin-1 proteini

ise su kanali gorevini Ustlenir (Ross ve Pawlina 2011).

Renal korpiiskil

Proksimal kivriml tibdl

Distal kivrimh tibdl
Proksimal diiz tibil

l— Toplama tiblli

Distal diiz tabil

Henle'nin ince pargasi — ‘

' Toplama kanali

_— Papilla
(area cribrosa)

Sekil 2.8: Renal korpuskil ve renal tibul yapilari (Esrefoglu 2004).

2.3.3. Henle kulpu

Nefronun proksimal ve distal tlbdllerini U seklinde bir halka yaparak birbirine
baglayan Henle kulpu idrarin dretimi icin 6nemlidir (Eroschenko 2001). Proksimal
tubdlun inen ince kolunda baslayan tek kath kubik epiteli Henle kulpunun inen ve ¢ikan
ince kollarinda tek katl yassi epitel tabakasina dénugur. Henle kulpunun ¢ikan kalin kolu
distal diz tubul tarafindan olusturulur ve burada epitel tek katli kibik veya al¢ak prizmatik
epitel tabakasindan olusur, mikrovilluslar ise daha az sayidadir (Sekil 2.7) (Ross ve
Pawlina 2011). Henle kulpunda dért tip epitelin oldugu bilinmektedir. Bunlardan Tip |
epitel kisa Henle kulpu olan nefronlarda bulunurken Tip Il epitel uzun Henle kulpu olan
nefronlarda bulunur ve daha g¢ok mikrovillus ile organel yapilarini bulundurur. Tip I

epiteller ic medulla kisminda; Tip IV epitel ise uzun kulplu nefronlarin g¢ikan ince
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pargasinda bulunur. Bu hicrelerde mikrovillus yapilarina daha az rastlanir (Ross ve
Pawlina 2011).

Henle kulpunun inen ve ¢ikan kollarindaki ultrafiltrat yogunluklari ve kollarin
gegirgenlikleri birbirinden farklilik gostermektedir. Henle kulpunun inen ince kolunun su
gecirgenligi daha yuksekken NaCl ve Ure gecirgenligi daha dusuktir ve buraya gelen
ultrafiltrat izoozmotik 6zellik gésterir. Burada aktif iyon transportuna rastlanmaz, difiizyon
gibi pasif transportlar goéralir. Henle’ nin ¢ikan ince kolunda ise durum biraz daha
farkhdir, yine pasif iyon transportu vardir fakat ¢ikan ince kol NaCl’ e burada ylksek
gecirgen dzellik gdstermektedir, ultrafiltrat ise hipoozmotik 6zelliktedir (Ross ve Pawlina
2011).

Sekil 2. 7:Tek katli kiibik epitelle kapli toplama tubdlleri (1), tek kath yassi epitelle kapli henle
kulpu (oklar) (h) ve kapiller damarlar (k) (Esrefogdlu 2004).

2.3.4. Distal Tubul

Proksimal tubulden daha kisa ve Iimeni daha genig olan distal tubuller Henle
kulbunun ¢ikan ince pargasindan sonra kortekse girer. Firgamsi kenarlari olmadigi icin
PAS boyamalarinda proksimal tibdllerden ayirt edilebilirler. Distal diz tibdl ve distal
kivrimli tibulin hdcreleri tek kath kibik epitel tipinde ve nikleuslari hicrenin apikal
kisminda, ¢ok sayida gorunur (Esrefodlu 2004). Distal diz tibdlin epitel hiicrelerinde
Cl, Na* ve K* gibi iyonlar taginir. Distal kiviimh tlbdl epiteli glomerGlin arter kutbuna
temas ettiginde 6zel bir yapi olan makula densayi olusturur (Sekil 2.8). Distal kivrimli

tibullerde aldesteron varliginda Na* iyonunun ve bikarbonatin emilimi, K* iyonunun ve
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amonyumun sekresyonu gerceklesir. Kandaki asit baz dengesinin saglanmasi agisindan

bu olaylar 6nem tasimaktadir (Ross ve Pawlina 2011).

Sekil 2. 8: Siganda proksimal tibiller (P), genis dital tibdller (D) ve isaretli alan makula
densayi gostermektedir. Pas boyama. (Esrefoglu 2004).

2.3.5. Toplayici Tiibul ve Kanallar

Distal kivrimh tubdulleri toplayici tibdller, toplayici tibdlleri toplama kanallari takip
eder. Genis toplama kanallarinda tek kath prizmatik epitel gérulebilirken toplayici tubul
ve kanallarin epitelleri genellikle tek katli kiibik epitel tipindedir. Renal tibulin elamanlari
olan toplayici tibul ve kanallarda iki tip hiicre bulunur: Agik hiicreler veya toplama borusu
hicreleri  bazalinde igeriye katlanti gdOsteren, monosilyum, mikrovillus ve
sitoplazmalarinda kuguk, yuvarlak mitokondriyonlar bulunduran hucrelerdir. Koyu
hicreler veya interkalar hicreler ise daha fazla mitokondriyon, mikrovillus, mikroplika
(sitoplazmik katlanti) igerir. Bazal ige katlantilar ise bu hicrelerde goérilmez (Ross ve
Pawlina 2011).
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2.2. Diabetes Mellitus

2.2.1. Diabetes Mellitus’un tanimi ve siniflandirilmasi

Diabetes Mellitus (DM), insulin eksikligi veya insulinin etkisindeki defektler
sebebi ile ortaya ¢ikan karbonhidrat, yag ve proteinlerin metabolizmasindaki bozukluk
ile karakterize olan bir hastaliktir. Dinya Saglik Orgiti'niin yaptigi calismalar
dogrultusunda 2000 yilinda dinyada 171 milyon diyabetli oldugu ve 2030 yilinda ise
rakamlarin 366 milyon olacag belirtiimistir. Ulkemizde 1997 ve 2010 yilinda 25.000 Kisi
Uzerinde yapilan TURDEP-1 VE TURDEP-2 calismalarinda ise 13 vyilda DM
prevalansinin %95 arttigi gértlmastir (Alphan vd 2018).

Diyabetin klasik olarak gérilen en yaygin semptomlari arasinda politri,
polidipsi, polifaji veya istahsizlik, halsizlik, agiz kurulugu, noktiri bulunur. Daha nadir
olarak gorulen semptomlari ise bulanik gérme, agiklanamayan kilo kaybi, inatgi

enfeksiyonlar, tekrarlayan mantar enfeksiyonlari ve kasintidir (TEMD 2022).
Diabetes Mellitus’un siniflandiriimasi ise su sekildedir:

1. Tip 1 DM: B — hicrelerin hasari sonucu olusan, genelde tam instilin yetersizligine
sebep olur. Otoimmdin ve idiopatik olmak Gzere iki farkh formu bulunmaktadir.
Tam DM lilerin %5-10‘unu olusturur.

2. Tip 2 DM: Asil sebebi instlin direnci olan DM tipidir ve tim diyabetlilerin %90-95’
ini olusturur.

3. Gestasyonel Diyabet (GDM): Bazi kadinlarda gebelik sirasinda olugsan diyabet
tipidir.

4. Prediyabet: Aglik glikoz duzeyleri ve Oral Glikoz Tolerans Testi (OGTT) normalin
Uzerinde olup diyabet tanisi almayan DM gelisme riski ylksek olan kigilerde
goralur.

5. Diger spesifik tipler: Spesifik genetik sendromlar, ilaclar, malntrisyon

enfeksiyon gibi sebeplerden ortaya gikan diyabet tipidir (Alphan vd 2018).

2.2.2. Diabetes Mellitus tani kriterleri

DM veya bozulmus glikoz metabolizmalari igin tani kriterleri asagida
gosterilmektedir (TEMD 2022):
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Tablo 2. 1: Kesin olan DM tanisi igin dort kriterden biri bile yeterlidir. izole Bozulmus Aclik
Glikozu (BAG), izole Bozulmus Glikoz Toleransi (BGT) ve BAG+BGT igin iki kriter yeterlidir
(TEMD 2022).

DM BAG BGT BAG+BGT Yiiksek Risk

APG (Aghk Plazma =126 mg/dl 100-125 <100 mg/dl 100- =
Glikozu) mg/dl 125mg/dI

(=8 saat aclik)

OGTT 2200 mg/dl | <140 140-199 140-199 —
(2saat sonra PG) mg/dl mg/dI mg/dl

Anhk PG (Plazma 2200 mg/dl — = = =
Glikozu)

HbAlc = %6,5 - - - %5,7-6,4

2.2.3. Diabetes Mellitus’un Komplikasyonlari

DM, akut ve kronik komplikasyonlar ile seyreder.

1. Akut Metabolik Komplikasyonlari

A. Diyabetik Ketoasidoz: Insiilin yetersizligi sonucunda karbonhidratlarin
kullanilamayip vicudun yaglardan enerji saglamasi ile keton uretimi baslar.
Hucre i¢i dehidratasyona sebep olur.

B. Diyabetik Nonketotik Koma

C. Hipoglisemi

2 Kronik Metabolik Komplikasyonlari

Mikrovaskuler ve makrovaskuler olmak tzere iki gruba ayrilir.

A. Mikrovaskuler komplikasyonlar
a. Nefropati: intrarenal ve ekstrarenal arterlerin aterosklerozu ve
glomerdullerdeki degisiklikler sonucu olugsmaktadir. Mikroalblmindri (>30 mg /
gun veya 20 mcg/ dk) erken belirtisidir.
b. Retinopati
c. Noropati
B. Makrovaskiler komplikasyonlar
a. Ateroskleroz
b. Diyabetik ayak (Sanlier vd 2019).
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2.2.4.Tip 2 Diyabet

Tdm diyabetlilerin  %90-95 ini olusturan Tip 2 diyabetin genelde 30 yas
sonrasinda ¢iktigi fakat artan obezite sorunu sebebi ile bu yasin 10-15’ e kadar distigu
ve bu hastalarin genelde obez veya fazla Kkilolu sagliksiz bireyler oldugu
gbzlemlenmektedir. Hastalikta goérilen insilin direnci, hicre-reseptdr defektine bagh
olarak gelisen insdlinin kullanilamama durumudur. Daha sonrasinda gelisen insdlin
sekresyonundaki azalmada ise pankreasin kan glikoz duzeyi i¢in yeterli miktarda insulin
salgilayamadigr ve karacigerde glikozun yapiminda agsiri artigin oldugu goralur.
Pankreasta beta hicrelerinin hasarina bagli olarak insulin sekresyonunun azalmasi ile
karaciger, kas ve yag dokulari yeterli miktarda glikoz alamamaktadir. Tip 2 DM’ de
pankreastaki adaciklarin hasarindan kaynakh glukagonda ve gastrointestinal sistemde

ise inkretin gibi hormonlarin salinimlarinda bozukluklar goérilmektedir (TEMD 2022).

Sagdliksiz beslenme aligkanliklari, yiksek yagli ve karbonhidrath diyetler, 6zellikle
intraabdominal obezite, artan sedanter davranis ve fiziksel aktivitedeki azalma, ailede
diyabet oykulerinin olmasi, etnik kdken gibi birgok risk faktort Tip 2 DM’ nin olusmasina
sebep olur (Galicia-Garcia vd 2020). Son yillarda yapilan c¢alismalarda ise bagirsak
mikrobiyotasindaki degisikliklerin de Tip 2 DM gibi metabolik hastaliklarda etkili oldugunu
gbstermektedir. Mikrobiyal disbiyozlar ve Tip 2 DMde gérdigimiz inkretin
salgilanmasindaki bozukluklar, metabolik degisiklikler ile iliskilendirilmigtir (Moreno-
Indias vd 2014). Yapilan c¢ahsmalarda Tip 2 DM li hastalarin bagirsak
mikrobiyotalarindaki patojenlerde artis oldugu goérilmustir (Wang vd 2012).

2.2.5. Diyabetik nefropati

Diyabet, bobrek yetersizliginin sebeplerindendir ve diyabetli hastalarin %10-20’
si bu sebepten hayatlarini kaybetmektedirler. Diyalize giren hastalarin ise %50’ sinin
diyabetli oldugu gorulmektedir (Alphan vd 2018). Bazi diyabet hastalarinin
bébreklerinde, proteindri (albliminiri), 6dem ve arteriyel hipertansiyon ile kendini belli
edip zamanla bobrek yetmezligine yol agan glomerilotibuler hasarlarin tumune
diyabetik nefropati adi verilmistir. Diyabetik nefropati Gzerinde etkili olan faktérlerin
arasinda hemodinamik degisiklikler, hiperglisemi, dislipidemi, insulin direnci, hucrelerin
ve molekuler yapilarin degisimi gosterilmektedir (Buylkdevrim vd 2005). Tip 1

diyabetliler icin diyabet suresi bes yil ve Uzeri olanlar; tip 2 diyabetlilerin ise yilda bir
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albimin seviyelerinin o6lgllmesi 6nerilmektedir (TEMD 2022). Diyabetin bdbreklerde
biraktig1 hasarlari inceleyen histolojik galismalarda bazal membranda kalinlasma,
glomerdullerde atrofi ve kapiller yumagi destekleyen mezengiumda artig, renal tibdllerin

epitellerinde vakuollesme ve hicre intfiltrasyonu goralmustir (Khalil vd 2021).

2.3.PROBIYOTIKLER

Son yillarin en ¢ok arastirilan konulari arasinda bulunan probiyotikler, belirli
miktarlarda tuketildiginde konakgi icin yararl etkileri bulunan canli mikroorganizmalar
olarak tanimlanmaktadir. Kelime anlami olarak ‘yasam icin’ anlamina gelen probiyotikler
antibiyotiklerin tam tersi anlam tasimakla birlikte antibiyotik, stres, enfeksiyon, radyasyon
gibi etkenlerle bozulan mikrobiyal dengeyi diizenler, otoimmin ve immunoenflamatuar
hastaliklara karsi saglik acisindan olumlu etkiler gosterir (Coskun 2005). Probiyotik
mikroorganizmalar sustan susa farkli etkiler gostermekle birlikte bilinen en yaygin turleri

Laktobasillus ve Bifidobacterium olugturur (Uymaz 2010).

2.3.1. Probiyotik mikroorganizmalarin 6zellikleri

Laktik Asit Bakteri Platformu (LABIP) nun belirlemis oldugu kriterlere gore

probiyotik mikroorganizmalar su dzellikleri tagimahdir:

a. Orijini insan olmaldir.

b. Patojenik dzelliklere sahip olmamasi gerekmektedir.

c. Gastrik asit ve safra tuzlarina direngli 6zellikte olmalidir.

d. Gastrointestinal sistemde kisa periyotlar igin de olsa devamlilik géstermelidir.

e. Teknolojik suregler igin direncgli mekanizmalarinin olmasi gerekmektedir.

f.  Antimikrobiyel bilesikler Uretebilmeli ve immun yaniti uyarabilmelidir.

g. Vitamin Uretimi, kolesterol asimilasyonu ve laktaz aktivitesi gibi metabolik etkinlige

sahip olmalidir.
h. Bagirsaklarda yer alan epitellere tutunabilme yetenegine sahip olmalidir (Guarner

ve Schaafsma 1998; Ewaschuk ve Dieleman 2006).

2.3.2. Probiyotik bakteri tiirleri

Yapilan galismalarda saglik agisindan olumlu etkileri sebebi ile en ¢ok tercih

edilen probiyotik bakteriler Laktobasillus ve Bifidobacterium olmakla birlikte Basillus,
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Pediococcus, Streptococus, Bacteriodes turleri, kifler ve mayalar da sikga kullanilanlar
arasinda yer almaktadir. Bagirsak florasinin iginde zaten var olmalari sebebiyle
Laktobasillus, Bifidobacterium ve Enterobacterium gibi laktik asit tUrlerinin suslari
insanlarin beslenmesinde faydali olan takviye edici probiyotiklerin igerisinde kullanimi
yaygindir (Uymaz 2010).

Tablo 2. 2: Probiyotik mikroorganizma tirleri (Salminen vd 2002).

Laktobasillus Turleri Laktobasillus acidophilus, Laktobasillus reuteri, Laktobasillus curvatus,
Laktobasillus fermetum, Laktobasillus plantarum, Laktobasillus jonhsonii

Laktobasillus rhamnosus, Laktobasillus helveticus

Bifidobacterium Bifidobacterium adolescentis, Bifidobacterium bifidum, Bifidobacterium
Tlrleri breve, Bifidobacterium infantis, Bifidobacterium longum, Bifidobacterium
thermophilum

Bacillus Turleri Bacillus subtilis, Bacillus pumilus, Bacillus lentus, Bacillus licheniformis
Bacillus coagulans

Pediococcus Tdrleri Pediococcus cerevisiae, Pediococcus acidilactici Pediococcus
pentosaceus

Streptococcus Trleri | Streptococcus salivarius ssp. thermophilus, Streptococcus intermedius

Bacteriodes tlrleri Bacteriodes capillus, Bacteriodes suis, Bacteriodes ruminicola
Bacteriodes amylophilus

Kufler Aspergillus niger, Aspergillus oryzae

Propionibacterium Propionibacterium shermanii, Propionibacterium freudenreichii
tarleri

Mayalar Saccharomyces cerevisiae, Candida torulopsis

2.3.4. VSL#3 probiyotik

Calismamizda kullandigimiz VSL#3 takviye edici probiyotik igerisinde 4 adet
Laktobasillus, 3 adet Bifidobacterium ve 1 adet Streptococcus olmak Gzere ug farkli tird
ve 8 farkli susu barindirmaktadir. Laktobasillus plantarum BPO06, laktobasillus
acidophilus BA0S, laktobasillus helveticus BDO8 ve laktobasillus paracasei BPO7 olmak
Uzere 4 farkl laktobasillus susunu icermektedir. Yapilan galismalarda ise laktobasillus
suslarinin asetik asit ve laktik asit Ureterek bagirsaklarda pH'l diusirdugu ve patojenik
Ozellikteki mikroorganizmalara karsi antibakteriyel Ozellik gosterdigi bulunmustur
(Yesilova vd 2010). VSL#3 igerisinde 3 farkli bifidobakterium susunu barindirir:
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Bifidobakterium animalis subsp. lactis BLO3, Bidifobakterium animalis subsp. lactis BL04
ve Bifidobakterium breve BB02. Tip 2 diyabetli hastalar tGzerinde yapilan bir ¢calismada
diyabetlilerin ~ bagirsak  florasinda  Lactobasillus ve  Bifobakterium  tarl
mikroorganizmalarin sayisinda azalma oldugu bulunmustur (Cai vd 2017).
Probiyotiklerin diyabet Uzerine etkilerinin arastirildigi ve VSL#3 probiyotigin kullanildigi
bir bagska calismada ise VSL#3 takviyesi almig farelerin diyabetten korunduklari
sonucuna ulasiimistir (Calcinaro vd 2005). VSL#3 icerisinde farkli bir tir ve sus olarak

da Streptococcustermophilus BP06 barindirir.

2.3.5. Probiyotiklerin diyabet Gizerine etkileri

GlnUmuizde yapilan arastirmalar sonucunda probiyotiklerin antibakteriyel,
antienflamatuar etkilerinin yani sira hastaliklarin tedavisinde de kullanimlarn
yayginlasmistir. intestinal sistemin mikrobiyal dengesini dizenleyerek hastaliklarla
mucadele etmesi sebebiyle probiyotik mikroorganizmalarin saghgi iyilestirmek icin
gerekli oldugu goériusu yayginlasmistir. Bagirsak florasini dlizenleyerek probiyotik
mikroorganizmalarin diyabet Uzerine etkilerinin arastirildigi bir ¢calismada, probiyotik
yogurdun STZ ile diyabet indiklenmis sicanlarda diyabeti 6nledigi, komplikasyonlarini
azalttigi ve insulin direncini azaltti§i gdézlemlenmistir (Yadav vd 2007). Probiyotik 6zellik
gOsteren tek maya olan Saccharomyces cerevisia’ nin diyabetin belirteci olan HbA1c ve
aclik kan sekeri degerlerinde azalmaya sebep oldugu ortaya konmustur (Hosseinzadeh
vd 2013). igeriginde Streptococcustermophilus, laktobasillus caseii, laktobasillus
acidophilus ve Breve lactis bulunan kefir ile yapilan bir calismada, kefirin serum glikoz
ve HbA1c seviyelerini azalttigi bulunmustur (Ostadrahimi vd 2015). 50 tane Tip 2
diyabetli hasta Uzerinde yapilan ve Laktobasillus asidophilus 5 ile Bifidobacterium
animalis subsp. BB12’in 6 hafta boyunca verildigi bir calismada ise HbA1c’ in azalmasi
ise glisemik kontrol Gzerine probiyotiklerin olumlu ekilerinin oldugu belirtilmistir (Falcinelli
vd 2018).

2.4. STREPTOZOSIN (STZ)

STZ, Streptomyces archromogenes denen mikroorganizmadan elde edilmis
kimyasal bir maddedir ve molekil formuli CgH1sN3O7 dir (Dagdeviren ve Karabay
2012). STZ pankreas B-hlicrelerinde harabiyete sebep olarak deney hayvanlarinin

diyabet olmasina sebep olur (Altan vd 2006). STZ ile olusturulan deneysel diyabet
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modelinde induksiyon yapilmig hayvanlarda glikozuri ve hiperglisemi gorular.
Hipergliseminin siddeti ve uzunluguna bagl olarak kalp, g6z, bébrek gibi birgok doku
bu durumdan olumsuz etkilenir, bu dokularda yapisal ve fonksiyonel bozukluklar
gorulmeye baslar (Simmons 2006). STZ’nin deney hayvanlarina enjeksiyonundan

sonra hayvanlarda kalici bir hiperglisemi goraltr (Kim vd 2001).

STZ, pankreas B hicrelerine zarar vererek kan insllin ve glikoz
konsantrasyonunu artirir. STZ’nin deney hayvanlariinin metabolizmasindaki etkisi (¢
asamalidir. ilk fazda, STZ enjeksiyonunu takip eden 2 saat icinde kan glikoz diizeyi
yukselir. Bu gegici bir hiperglisemi olayidir ve karacigerde depo halindeki glikojenin
yikimina bagl olarak ortaya ¢ikar. Bu suregte plazma insulin dizeyleri fizyolojik
diizeyden daha dusiktir. ikinci faz, STZ enjeksiyonundan yaklasik 6 saat sonra
baslar ve agir bir hipoglisemik stureg gorulur. STZ'nin hayvana enjeksiyonunu izleyen
24 saat icinde bazi hayvanlarda ani 6lumler gorulebilmektedir. Bu hayvanlarin
Olumlerinden ikinci fazda ortaya c¢ikan bu hipoglisemik slrecin sorumlu oldugu
distinilmektedir. Ikinci fazda STZ enjekte edilen bu hayvanlarin dlmemesi igin
sekerli sivi verilmesi tavsiye edilmektedir. Uglincii faz ise hiperglisemi dénemidir. Bu
fazda plazma insulin seviyeleri blylk oranda dismekte ve disik dizeyde devam
etmektedir (Turk 2009, Atis 2010).

2.5. Bcl-2 (Beclin-2)

Apoptozun duzenleyicisi olarak bilinen Bcl-2 ailesi antiapoptik Uyeleri
mitokondrinin membraninin disinda yer alir. Kikuchi ve arkadaslari (2002),
sicanlarda yaptiklari diyabet calismasinda diyabetin erken evresinde bdbregin
proksimal tubullerinde Bcl-2 ekspresyonun azaldigini géstermiglerdir. Bu ¢calismada
diyabetin erken doneminde ylksek glikoz seviyesinin proksimal tubudllerde apoptotik
degisikliklere neden olurken glomerul ve distal tubullerde apoptotik herhangi bir

etkisinin olmadidini tespit etmiglerdir ( Kikuchi vd 2002).

Sengul ve arkadaslarinin (2019) siganlarda yaptiklari 7 ginlik ¢alismalarinda
sisplatinin bobrek dokusunda olusturdugu hasara karsi probiyotiklerin etkilerini
incelemigler ve galismada Bcl-2 immuinohistokimyasal olarak de@erlendirilmistir.
Calismada bobrek dokusunda sisplatin ile azalan Bcl-2 ekspresyonunun probiyotik

takviyesi ile arttigini tespit etmislerdir (Sengul vd 2019).
Li ve arkadaslarn (2022) farelerde STZ ile diyabet olusturmus ve diyabetik

bdbrekler Bel-2’nin ekspresyonuna bakilarak degerlendiriimistir. Calismada 12 hafta
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boyunca diyabet izlenmistir. Diyabetik bdbreklerde kontrol grubuna kiyasla Bcl-2
ekspresyonun azaldigi gordimustar. Calismada diyabetli bdbreklerde podosit
apoptozunun arttigi ve Bcl-2’'nin anti-apoptotik bir belirte¢ oldugu kanitlanmigtir (Li
vd 2022).

2.6.Alfa-SMA (Alpha-smooth muscle actin)

Garcia-Arroyo ve arkadaslari (2018) siganlarda oksonoik asit ile indiklenmis
hiperurisemide olusan bobrek hasarina kargi 5 hafta probiyotik takviyesi verdikleri
calismalarinda alfa-SMA'y1 immunohistokimyasal olarak degerlendirmislerdir.
Calismada bdébrek dokusunda arteriyol duvar alanlarinin alfa-SMA ile pozitif
boyandigini gérmusler ve probiyotik takviyesi ile alfa-SMANnin bébredin arteriyol
duvarlarinda ekspresyonunun azaldigi sonucuna ulasmiglardir (Garcia-Arroyo vd
2018).

Manaer ve arkadaslarinin (2021) yuksek yagl, sekerli diyet ve STZ
indiklemesi ile olusturduklari 6 haftalik diyabetik sicanlarda bébrek dokulari alfa-
SMA ile imminohistokimyasal olarak degerlendirilmistir. Calismada diyabetik sigan
bdbreklerine ek olarak diyabetik nefropatili insan katilimcilarin da bébrek dokulari
biyopsi alinarak ¢alismaya dahil edilmistir. Yapilan dederlendirmelerde diyabetik
nefropatinin evreleri 2, 3 ve 4 olarak belirlenmistir. immiinohistokimyasal
degerlendirme icin alfa-SMA" nin ekspresyon seviyelerine bakilmig, diyabetik
nefropatinin ilerlemesi ile alfa-SMA ekspresyonunun bdbrek dokularinda arttigi

g6zlenmistir (Manaer vd 2021).

2.7. Hipotezler

Diyabet, dlinyada mortalite ve morbiditenin édnde gelen nedenlerinden biri
olup dokularda nefropati, néropati gibi ciddi hasarlar birakabilmektedir. Beslenme
aliskanliklari hastaliklardan korunmak icin kullanilan multifaktériyel bir yéntem olarak
gOrulebilir. Probiyotikler yeterli miktarda alindiginda canlilar igin olan faydalari sebebi
ile diyabet gibi birgok kronik hastaligin tedavisinde veya hastaliktan korunmak icin
etkili bir yéntem olabilecegini 6éne siren c¢alismalarin sayisi giderek artmaktadir.
Literatirde diyabetin bdbrek dokusunda biraktigi hasari onarabilmek veya
Onleyebilmek icin probiyotik ile yapilan ¢alismalarda probiyotik takviyesinde birden
fazla sus kullanimi, takviye suresi gibi bircok faktérin 6nemli oldugu

vurgulanmaktadir. Probiyotiklerin diyabette olusan bébrek dokusunun hasarina karsi
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etkilerini incelemek icin yapilmig bir¢ok histolojik degerlendirme bulunmaktadir. Bu
bilgiler 1s1ginda mevcut calismamizda literatire katki saglamak icin asagidaki

hipotezler gelistirilmigtir;

H1. Probiyotik vermenin sigcanlarda diyabetin meydana getirdigi hasara karsi
herhangi bir iyilestirme ve koruyucu etkisi yoktur.

H2. Diyabet olusturma éncesi ve diyabet sonrasi da veriimeye devam eden
probiyotigin sicanlarda histolojik ve biyokimyasal parametreler Uzerinde olumiu
etkileri vardir.

H3. Diyabet olusturulduktan sonra kullanilan probiyotigin diyabetin meydana
getirdigi hasara kars! tedavi edici bir etkisi goralur.

H4. Diyabet olusturulmadan dnce kullanilan probiyotigin diyabetin meydana
getirecegi hasara kargi koruyucu etkisi gorulur.

H5. Probiyotik uygulamasinin saglikli siganlarin histolojik ve biyokimyasal

parametreleri Uzerine olumsuz yonde etkileri vardir.
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3.GEREGC VE YONTEMLER

Mevcut calismamiz icin Pamukkale Universitesi Hayvan Deneyleri Etik
Kurulundan 24.08.2021 tarihli 2021/07 sayili toplantisinda etik onay alinmistir
(PAUHDEK-2021/37). Caligma kapsaminda hayvanlarin bakimi, tartimi, enjeksiyon
ve gavaj uygulanmasi ve ornek alma islemleri Pamukkale Universitesi Deney
Hayvanlari Arastrma biriminde (DEHAB) gergeklestiriimistir.  Biyokimyasal
degerlendirmeler Pamukkale Universitesi Tip Fakultesi Tibbi Biyokimya Anabilim
Dali laboratuvari ve &zel bir laboratuvarda; doku takipleri, histokimyasal ve
immunohistokimyasal analizler Pamukkale Universitesi Tip Fakiiltesi Histoloji ve
Embriyoloji Anabilim Dali laboratuvarlarinda yapilmigtir. Aragtirmanin tim asamalari
Pamukkale Universitesi Hayvan Deneyleri Etik Kurulu (PAUHADYEK) yénetmeligine
uygun olarak yapimistir. Calismamiz Pamukkale Universitesi Bilimsel Arastirma

Projeleri Koordinatérltigu (Proje no: 2021SABEO018) tarafindan desteklenmistir.

3.1.Deney Hayvanlarinin Seg¢imi ve Gruplandirilmasi

Literatirde yapilan arastirmalar temel alinarak ve bilimsel verinin guvenilirligi
icin deneylerde 10 haftalik, yetiskin, erkek, 250-300 gr agirliginda olan 34 adet Wistar
cinsi sican kullaniimistir. Hayvanlar Pamukkale Universitesi DEHAB’dan saglanmig
ve galisma boyunca standart sartlar altinda havalandirmali, sabit i1sili odalarda, %50
+ 5 nem ortaminda, 12 saatlik aydinlik—karanlk siklusu bulunan laboratuvar
kosullarinda barindirilarak, 6zel hazirlanmis kafeslerde tutulmus, veteriner hekim
kontrolU altinda bakilmistir. Siganlarin beslenmesinde 8 mnv’lik standart sican pellet
yemi kullanilmistir. igme suyu olarak musluk suyu verilmistir. Hayvanlarin istedikleri
kadar yem ve su tiketmelerine izin verilmistir (Sekil 3.1). Calismamizda kontrol grubu

(grup K, n=5), probiyotik grubu (grup P, n=5), diyabet grubu (grup Dm, n=8),
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probiyotik + diyabet grubu (grup PDm, n=8) ve diyabet + probiyotik grubu (grup DmP,
n=8) olmak Uzere rastgele secilmis siganlarin yer aldigi 5 grup olusturulmustur.
Deney slresince grup K'ye 8 hafta boyunca haftada 5 giin boyunca oral yoldan gavaj
ile 200 pl PBS (fosfat tamponlu tuz ¢ozeltisi) verilmistir. Yapilan literattr taramalari
sonucunda grup P’ye 8 hafta boyunca haftada 5 guin oral yoldan gavaj ile hayvanlarin
kilogramlarina goére 0.6 mg/kg VSL#3 probiyotik 400 pul PBS’ de g¢dzdurllerek
hazirlanmis ve her gun taze olarak uygulanmistir (Sang vd 2015). Grup Dm’ye
calismanin 10. haftasinda STZ uygulamasi ile diyabet indiiklenmis ve enjeksiyondan
72 saat sonra siganlarin kuyruk venlerinden alinan kan 6rnegi ticari bir glukometre
ile 6lclimus ve kan glikoz degeri 250 mg/dl ve Uizerinde olanlar diyabet sayilmig, 250
mg/dl altinda olanlar ise deneyden cikariimistir (Alp vd 2012). Grup PDm’ye
uygulamanin ilk 4 haftasi boyunca probiyotik uygulamasi (0.6 mg/kg VSL#3) yapiimig
ve 10. haftada diyabet olusturuimus, kalan 4 hafta boyunca da probiyotik
uygulamasina devam edilmistir. Grup DmP’ye ise uygulamanin 10. haftasinda
diyabet olusturulmus ve bu haftadan itibaren 4 hafta boyunca probiyotik uygulamasi
(0.6 mg/kg VSL#3) yapilmistir.

Sekil 3. 1: Deney hayvanlarinin kafes dizeni.



26

3.2.Streptozosin indiiklenmesi

STZ Bostonchem markasina ait ve katalog numarasi 18883-66-4, molekul

formli CgH1sN3O7 olan ticari bir Grlin olarak temin edilmistir.

Tdm siganlar deney 6ncesinde tartiimis ve tim uygulamalarda siganlarin
agirliklari dikkate alinmistir. Tip 2 diyabet modellemesi, yapilan literatlir taramalari
sonucunda STZ indiklemesi ile yapilmaya karar verilmistir. Bir gece a¢ birakiimis
siganlara tek doz intraperitonal olarak 50 mg/kg STZ 0.1 M soguk sitrat tamponunda
(pH= 4.5) ¢ozdurulerek hazirlanmis ve uygulamanin karanlk ortamda yapilmasina
dikkat edilmistir. STZ'nin ikinci fazinda gorulen induksiyon yapilmig hayvanlarin ani
Olumlerinin 6nlne ge¢mek igin sicanlarin ilk 24 saatte tikettikleri sularina seker
ilavesi yapilmigtir. Enjeksiyondan 72 saat sonra siganlarin kuyruk veninden alinan
kan drnekleri ticari bir glukometre ile él¢cliimus ve kan glikoz degerleri 250 mg/dl ve
Uzerinde olanlar diyabet kabul edilmis, altinda kalanlar ise gruptan ¢ikariimistir (Alp
vd 2012).

Sitrat tamponu (pH= 4.5) icin 0,935 gram sitrik asit monohidrat ve 1,632 gram
trisodyum sitrat hassas terazi ile tartildi ve 100 ml distile suda ¢ozduruldi, pH metre
kullanilarak élgimleri yapildi. Hazirlanan sitrat tamponu (pH= 4.5), +4°C buzdolabi

kosullarinda saklandi.

3.3. Probiyotik Uygulamasi

Calismamizda kullanilan VSL#3 probiyotik mikroorganizma igeren takviye
edici gida, Abdiibrahim ilag Sanayi ve Tic A.S.’ e ait her kutusunda her biri 1,5 gram
olan 30 saseden olusan toz formda bir Grtindir. Dondurularak hazirlanmis 8 farkl
sus; Streptococcus thermophilus BT01, Laktobasillus plantarum BPO06, Laktobasillus
acidophilus BAO5, Laktobasillus helveticus BD08, Laktobasillus paracasei BPO07,
Bifidobacterium animalis subsp. lactis BL0O3, Bifidobacterium animalis subsp. lactis
BL04, Bifidobacterium breve BBO02 igerir. VSL#3 ticari olarak her 2.5 graminda en az

450 milyar dondurularak kurutulmus bakteri iceren saselerden olusan probiyotiktir.
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Her bir sigana gavaj yolu ile VSL#3 (0.6 g/kg/guin) 400 pl PBS’de ¢dzdurllerek
haftada 5 glin oral yoldan verilmistir. Uygulamalarda siganlarin agirliklari dikkate alinmis

ve her hafta tartida dlgimleri yapiimistir (Sekil 3.2).

Sekil 3. 2: Sicanlara oral gavaj yontemi ile yapilan probiyotik uygulamasi.

3.4. Agirlik Olgiimleri

Deney suresince her hafta tum sicanlarin vicut agirliklari dlgulmugstir. Boylece
probiyotik uygulamasinin siganlarin vicut agirhgini ve besin tuketimini etkileyip
etkilemedigine bakilmistir (Sekil 3.3). Ayni zamanda diyabet olusturulmus siganlarda

diyabetin vicut agirhg Gzerindeki etkilerinin incelenmesi amaclanmistir.
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Sekil 3. 3: Siganlarin agirlik élgimleri.

3.5. Kan Glikoz Degeri Olgiimii

Diyabet uygulamasindan 72 saat sonra ve deneyin sonlanmasindan 1 giin 6énce
siganlarin lateral kuyruk veninden alinan kan érnekleri ticari bir glukometre kullanilarak

Olctimustar.

3.6. Deneyin Sonlandiriimasi, Kan ve Bobrek Dokusu Orneklerinin Alinmasi

Gruplardaki siganlarin hepsi deney sirelerinin sonunda 1 gece (12 saat boyunca)
a¢ birakilmistir. Biyokimyasal parametrelerin degerlendiriimesi igin kan 6rnekleri alinmis,
her bir gruptaki sicanlar rastgele secilmis ve 90 mg/kg ketamin+10 mg/kg ksilazin
intraperitoneal verilerek anestezi ile hayvanlar uyutulmus sonra batin 6n duvari
insizyonla agilarak diyafragmadan kalbe ulasiimis ve 5 mI’lik steril enjektorle hayvanlarin
intrakardiyak kanlari antikoagulanh biyokimya tiplerine alinmistir (Sekil 3.4). Sicanlarin
batin dn duvari agilip kan érnekleri alindiktan sonra bdbrek dokulari da alinmig, hassas
terazi kullanilarak sag ve sol bobrekler tartilmigtir. Alinan bdbrek dokulari histokimyasal
ve immunohistokimyasal galismalarimiz igin %10’luk fosfat tamponlu formalinde tespiti
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gerceklestiriimistir. Her bir sigandan 3 ml olacak sekilde aldigimiz kan 6rneklerinden
plazmayi ayirabilmek icin kan érnekleri santrifiij (3000 rpm, 10 dk) edilmis ve ayirilan
serumlar 1.5 ml'lik ependorf tliplerine konulmustur. Elde edilen serumlar kreatinin, Ure,

BUN, TAS ve TOS seviyelerinin élgimi igin -80 °C’de saklanmigtir. OSi degerleri

hesaplanmistir.

Sekil 3. 4:Deneyin sonlandiriimasi ile kan ve doku drneklerinin alinmasi.

3.7. Biyokimyasal Analizlerin Yapilmasi

Kreatinin, tre, BUN, TAS ve TOS seviyeleri i¢in sigcanlardan alinan kan érnekleri
sarl kapakh jelli biyokimya tlplerine aktariimistir ve elde edilen serumlarin ézel bir
laboratuvarda keratinin, Gre, BUN seviye dl¢timleri yapilimistir. TOS 6lgimuandn prensibi
ornegin igindeki oksidanlarin ferr6z iyon selator kompleksinin ferrik iyona dénigsinin
saglanmasi ve bunun da asidik bir ortamda kromojen ile reaksiyona girerek absorbans
artisina neden olmasina dayanmaktadir. Spektrofotometrik olarak izlenen absorbans
artigi drnekteki oksidan molekdlleri ile dogru orantihidir. TOS elde edilen serumlardan
ticari bir kit aracihigiyla (Rel Assay Diagnostic, KM201220) galisiimistir. Ornekte bulunan
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oksidanlarin (lipitler, proteinler vb.) miktariyla iliskili olan rengin siddeti ELISA okuyucu
ile spektrofotometrik olarak olctlmustir. Sonuclar umol H,O, Equiv/L basina ifade

edilmistir. TOS dl¢giminde izlenen adimlar asagida belirtiimektedir.

1. Ik iki kuyucuga distile su, ikinci iki kuyucuga standart (TOS Standart) ve
diger kuyucuklara duplike olacak sekilde galisilacak dérnekler konarak
kitteki plaka dizenlenir. Distile su, TOS standart ve drnekler 30 ul olacak
sekilde konur.

Daha sonra c¢aligilan her kuyucuga 200 uL Reagent 1 konur.

Plaka glzelce ve kibarca calkalanir.

‘Absorbans 1’ degerini elde etmek i¢in 530 nm dalga boyunda okunur.
Daha sonra calisilan her kuyuya 10 uL Reagent 2 konur.

Plaka guzelce ve kibarca g¢alkalanir.

N o o bk~ D

‘Absorbans 2’ degerini elde etmek icin 37 °C’de 5 dk beklettikten sonra
530 nm dalga boyunda okunur.

TAS dlgimunin prensibi 6rnegin icindeki tim antioksidanlarin mavi- yesil 2,2'-
azino-bis ABTS (3-etilbenzotiyazolin-6-sulfonik asit) radikalini renksiz redukte ABTS
haline getirmesi esasina dayanmaktadir. Ornegin absorbansindaki degisiklik, onun
antioksidan seviyesi ile orantilidir. TAS 6lgima ticari bir kit araciligiyla (Rel Assay
Diagnostic, KM20112A) yapilmis, ELISA okuyucu ile spektrofotometrik olarak
degerlendirilmigtir. Sonuglar ymol Trolox Equiv/L basina ifade edilmistir. TAS dlgimunde
izlenen adimlar agsagida belirtiimektedir (Yousef ve EI-Demerdash 2006, Totani vd 2007,
Martinez-Campos vd 2012, Unsal ve Unsal 2016).

1. Ik iki kuyucuga distile su, ikinci iki kuyucuga standart (TAS Standart) ve
diger kuyucuklara duplike olacak sekilde calisilacak drnekler konarak
kitteki plaka dizenlenir. Distile su, TAS standart ve érnekler 10 pl olacak
sekilde konur.

Daha sonra ¢alisilan her kuyucuga 165 pyL Reagent 1 konur.

Plaka guzelce ve kibarca galkalanir.

‘Absorbans 1’ degerini elde etmek igin 660 nm dalga boyunda okunur.
Daha sonra galisilan her kuyuya 25 yL Reagent 2 konur.

Plaka guzelce ve kibarca galkalanir.

N o g~ e

‘Absorbans 2’ degerini elde etmek icin 37 °C’de 5 dk beklettikten sonra

660 nm dalga boyunda okunur.
OSi, oksidatif stres seviyesinin bir diger gostergesi olarak elde edilen degerdir.
Bu indeks TAS ve TOS degerleri kullanilarak asagidaki formiil ile hesaplanmistir: OSI =
TOS (umol H,0, Eqv/L) / TAS (umol Trolox Eqv/L) X 100
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3.8. Doku Takibi

3.8.1. Fiksasyon (Tespit iglemi)

Sicanlardan alinan taze bobrek dokulari hizlica hassas terazilerde tartiimis hi¢
bekletiimeden %10’luk formaldehitin igcine alinmistir. Dokunun yapisal, molekuler olarak
korunmasi igin ki¢uk parcalara boldigimuiz bobrek dokulari formaldehitte 48 saat
bekletilmistir. Dokunun bdélinmesi asamasinda kesit alani ¢alismaya uygun olmasi
gOzetilerek belirlenmis, ortadan ikiye bolinmustir. Sonrasinda alinan bobrek dokulari
etiketleme vyapilarak doku kasetlerine konmus ve kasetlerin kapaklarinin agik
kalmamasina dikkat edilmistir. Dehidratasyon isleminden once kasetler 30 dk akan

musluk suyunda dikkatlice yikanmistir.

3.8.2. Dehidratasyon

Bobrek dokulari formaldehitte 48 saat bekleyip sertlestikten sonra asagida
belirtildigi sirada artan alkol serilerinden gecirilmis ve dokulardan su ve lipid iceren doku
sivilarinin uzaklastiriimasi saglanmistir. Dehidratasyon islemi, dokulardaki suyun
uzaklastiriimasini ve bu sayede daha sonraki islemlerde parafinin dokuya nifuz etmesini
saglayan bir iglemdir.

%50’lik etil alkolde 1 saat

%70Q’lik etil akolde 1 saat

%80’lik etil alkolde 1 saat

%901k etil alkolde 1 saat

%100’luk etil alkolde 1 saat

%100’lUk etil alkolde 1 saat bekletme.

-~ 0o o0 T @

3.8.3. Seffaflagtirma ve Parafinizasyon

ikiye béliinmiis bobrek dokularindan su uzaklastirma islemi yapildiktan sonra
dokular hem alkol hem de parafinle karisabilen ksilen serisinden gegirilmistir. Bdylece

bdbrek dokulari seffaflastirma iglemi yapilarak alkolden arindiriimistir.

a. Ksilen 1’de 1 saat

b. Ksilen 2’de 1 saat bekletme.
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Dokular alkolden arindiriidiktan sonra sertlestirip kesit almak amagh parafin
serisinden gecirilmigtir.
a. 57-60°C sicaklikta etivde Parafin 1°de 1 saat
b. 57-60°C sicaklikta etuvde Parafin 2’de 1 gece bekletilmistir.

3.8.4. Bloklama

Parafin 2’de 1 gece bekleyen bdbrek dokulari demir ‘L’ bloklar kullanilarak temiz
eriyik parafinin icerisine kesit almak istenen yiz tabana gelecek bicimde yerlestirilerek
gémulmustir. Goémme islemi dokularin etiketlerinin de parafinlenip blok icerisine
yerlestirimesi ile devam etmistir. Demir ‘L’ bloklar icerisindeki parafin doku bloklari
sogutularak bloklardan ayrilmistir. Mikrotomda kesit alma islemi 6ncesinde ise parafin
doku bloklari 30 dk buzlukta bekletilmistir.

3.8.5. Kesit alma ve lama aktarma

Histokimyasal ve immunohistokimyasal boyama iglemleri icin mikrotomdan 4-5
pm kalinliginda bdbrek doku kesitleri alinmistir. Bu parafin doku kesitleri 45-50 °C olan
sicak su havuzuna alinmis immunudhistokimyasal ve histokimyasal boyama igin pozitif

yuklld lama aktarimi yapiimistir.

3.8.6. Deparafinizasyon

immiinohistokimyasal ve histokimyasal boyama uygulamalarindan énce lama
aktarilan bébrek doku kesitleri 57-60 °C’deki etiivde 2-3 saat bekletilmistir. Bu sekilde
fazla parafinden arindirilan doku igerisindeki parafini tamami ile uzaklastirmak igin ise

preparatlar ksilen serilerinden gegirilmigtir.

a. Giris Ksilen 1’de yarim saat,

b. Giris Ksilen 2’de yarim saat bekletilmistir.

Dokulardan parafin uzaklastirildiktan sonra ksilenden arindirmak igin preparatlar

azalan alkol serilerinden asagidaki sira ile gegirilmistir.

%100’luk etil alkolde 4 dk

%90’lk etil alkolde 4 dk

%80’lik etil alkolde 4 dk

%70’lik etil alkolde 4 dk

%50’lik etil alkolde 4 dk bekletilmistir.

® 2 0o T 9
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Azalan alkol serilerinden gecirilen preparatlar hidratasyon icin 10 dk distile su
icerisinde bekletilmis bdylece dokunun kaybettigi suyu tekrar kazanmasi saglanmistir.
Preparatlar hidratasyon igleminden sonra boyanmaya hazir duruma gelmis ve her

boyama icin ayni islemlerden ge¢gmistir.

3.9. Histokimyasal Boyamalar

3.9.1. Hematoksilen Eozin (H&E) boyama

H&E boyama prosediirii ve kapatma islemleri asagida sirasi ile agiklanmistir.

a. Hidratasyonu takiben preparatlar hematoksilen boyasinda (Merk Harris
Hematoksilen) 4-8 dk bekletilmistir.

b. Preparatlar hematoksilen boyasindan arinmasi icin akan suya batirilmis ve
cikarilmistir. Kesitlerin boyayi alip almadidi i1sik mikroskobunda hizlica kontrol
edilmigtir.

c. Preparatlar eozin boyasina (Mark Eozin Y solisyonu) alinmis ve 4-6 dk burada
bekletilmigtir.

d. Preparatlar eozin boyasindan arinmasi i¢in akan suya batiriimis ve ¢ikariimistir.
Kesitlerin eozin boyasini alip almadigi 1sik mikroskobunda hizlica kontrol
edilmistir.

e. Kapatma islemi icin preparatlar artan alkol serisinden %50, %70, %80, %90’lik
¢lkis alkollerinde 3’er dk ve %100’lik ¢ikis alkolinde 10 dk olacak sekilde
gegirilmigtir.

f. Cikis alkollerinden gecirilen preparatlar ¢ikis Ksilen 1 ve ¢ikis Ksilen 2’de 10’ar
dk bekletilmigtir.

g. Ksilen 2'den tek tek alinan preparatlar bekletimeden Uizerlerine entallan
damlatilarak lameller ile kapatilmigtir. Lam ve lamel arasinda hava kabarcigi

kalmamasina dikkat edilmigtir.

Boyamalardan sonra kesitler Olympus BX51 ve Olympus DP72 marka/model
cihazlarla incelenmis ve fotograflanmigtir. Gruplarin H&E boyamalarinda boébreklerin
patolojik bulgulari degerlendirilmis, gromerll yapilarindaki atrofiler, bébregin distal ve
proksimal tlabdllerinde goérilen vakuollesmeler, kiglk boyutlarda gérdigimuz

infiltrasyon alanlarinin olup olmadig degerlendirilmistir (Khalil vd 2021).
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3.9.2. Masson Trikrom (MTK) Boyama

Deparafinize edilmis preparatlar Masson Trikrom boyasi (Tek Path) ile

asagidaki sira gozetilerek boyanmistir.

a.

PAP pen ile sinirlandirdigimiz kesitlerin her birinin Gzerine Weigert Iron
Hemotoksilen A soliisyonu ve B sollisyonu 6’sar damla damlatilirak 10 dk
bekletilmigtir.

Lamlara dékme ve yikama islemleri yapilmadan direkt olarak Pikrik asit
alkolden 10 damla damlatiimis ve 4 dk bekletilmistir.

Lamlar distile suda 3-4 saniye yikanmis ve Ponceau asit-fuksin
solisyonundan 10 damla damlatiimig, 4 dk bekletilmistir.

Lamlara distile suda ylkama islemi yapimis ve Fosfomolibdik asit
solisyonundan 10 damla damlatiimis ve 10 dk bekletilmistir.

Lamlara yikama iglemi yapilmadan direkt olarak asetik Anilin mavisinden 10

damla damlatiimis ve 5 dk bekletilmigtir.

Artan alkol serilerinden ve c¢ikis ksilenlerinden gegirilen kesitlere kapatma islemi

yapilmigtir.

Boyamanin sonlanmasi ile kesitler fotograflanmis ve Masson Trikrom boyamasi

icin bébrek dokusunda bag dokunun ve kollajenlerin mavi renkte, ¢ekirdeklerin siyah

renkte, sitoplazmanin ise kirmizi renkte olup olmadiginin kontrolleri yapiimistir. Gruplarin

renal histopatalojik bulgularindaki kollajen birikimleri degerlendirilmistir (Garcia vd 2018).

3.9.3. PAS+ Boyama

Deparafinize ve boyanmaya hazir preparatlar PAS+ boyasi (Histomed Medikal

Lab Sist) ile asagidaki agamalar gozetilerek boyandi.

a. PAP pen ile sinirlandirdigimiz kesitlerin Gzerine tamamini kapatacak sekilde

Asetik asit sollisyonu damlatiimis ve 3 dk bekletilmigtir.

b. Preparatlarin Uzerindeki solusyon dokulmis ve yikamadan Alcian Blue

damlatiimig ve 30 dk bekletilmigtir.

c. Preparatlar distile sudan gegirilmig ve Periyodik asit solusyonu damlatiimis, 5 dk

bekletilmigtir.

d. Preparatlar distile sudan gegiriimis ve Shiff'in kimyasalindan damlatiimis, 15-20
dk bekletilmistir.

e. Preparatlar sicak suda 5 dk bekletiimis daha sonrasinda ise distile sudan

gegirilmigtir.
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f. Preparatlara Mayerin Hematoksilen solisyonundan damlatimis ve 2 dk
bekletilmigtir.

g. Preparatlar distile sudan gecirilmis ve Bluing solisyonundan damlatiimig, 1 dk
boyunca bekletilmistir.

h. Boyamanin son asamasinda ise preparatlar distile sudan gegcirilmistir.

Artan alkol serilerinden ve cikis ksilenlerinden gegcirilen preparatlar entallan ile

hava boslugu olmamasina dikkat edilerek kapatiimig, kurutulmus ve fotograflanmistir.

Yapilan PAS+ boyamasi igin bobrek kesitlerinde ¢ekirdeklerin koyu mavi renkte,
kollajen yapinin pembe renkte, glikojenlerin koyu morumsu kirmizi renkte olduklari

gOzetilerek renal histopatalojik degerlendirmeler buna goére yapildi (Demir vd 2001).

3.9.4. Bobreklerin Histopatolojik Degerlendirilmesi

Gruplara ait kesitler onyargi olusturmamak icin kodlandi ve iki arastirmaci
tarafindan kor olarak degerlendirildi. Bobrek dokularinin semikantitatif degerlendirmesi,
hasarin siddeti 6nceden yayinlanmis kriterlere gore yapiimistir (Al-Shabanah vd 2010).
(i) glomerular hasar (bdbrek parankimi tutulumunun %'si): yok=0, glomertllerin
%25’inden azinin spesifik olmayan hasar 6zellikleri sergilemesi = +1, glomerullerin %25-
50'sinin spesifik olmayan hasar 6zellikleri sergilemesi = +2, glomertllerin %50-75'inin
spesifik olmayan hasar 6zellikleri sergilemesi = +3 ve glomerdllerin %75'inden fazlasinin
spesifik olmayan hasar sergilemesi=+4; (ii) akut tlbuler nekroz (bobrek parankim
tutulumunun %'si): yok=0, tim bébrek parankim tubdillerinin %25'inden daha azi=+1, tim
bdbrek parankim tibdullerinin %25-50'si = +2, tim renal parankim tibdullerinin % 50-75'i=
+3 ve tim bdbrek parankim tubullerinin %75'inden fazlasi= +4; (iii) tubulointerstisyel
enflamatuar infiltratlar: yok = 0, interstisyum iginde sinirli I6kositler = +1 ve interstisyum
ve tubuler epitel hicrelerini infiltre eden I6kositler = +2. Kullanilan puanlama sistemi
asagidaki dlcege gore yapilmistir: (A) nefrotoksisite yok: 0-1, (B) hafif nefrotoksisite: 2-
4, (C) orta nefrotoksisite: 5-7, (D) siddetli nefrotoksisite: 8-10 (Al- Shabanah vd 2010).

3.10. immiinohistokimyasal Boyamalar

Dokular boyanmaya hazir hale getirildikten sonra imminohistokimyasal
boyamalar igin immuinoenzim protokoli kullaniimis ve asagidaki sira ile islem
gerceklestirilmistir. Batln islemler esnasinda preparatlarin kurutulmamasina ¢ok dikkat

edilmistir. Calismamizda immunohistokimyasal boyama ic¢in kullandigimiz primer



36

antikorlarimiz olan Bcl-2 (Elabscience E-AB-64067) ve alfa-SMA (Elabscience E-AB-

34268) datasheette belirtilen oranlarda dillie edilmistir.

1.

10.

11.

12.

Distile sudan cikarilan preparatlar sodyum sitrat tamponu kullanilarak antijen
geri kazanimi (antijen retrieval) asamasi gerceklestiriimistir. Sitrat tamponu igin
2.94 gr trisodyum sitrat ve 1 It distile su beherde karistirilmis, sonrasinda
hidroklorik asit (HCI) eklenmis pH 6’ya getirilmistir. Solisyona 0.5 ml Tween 20
eklenmis, solliisyonun homojen oldugundan emin olana kadar karistiriimistir.
Beher icerisinde zembile yerlestiriimis preparatlar ev tipi mikrodalgada 10 dk
kaynatilmig, oda sicakhginda ise sogutmaya birakiimistir.

PAP pen ile sinirlandirdiyimiz kesitlere 3 kez 5’er dk 1x fosfat tamponu (PBS)
ile yikama islemi yapilmigtir. Bu asamada 10:1 oraninda %30’luk H.O, ve 10:9
oraninda absolu metanol eklenerek hidrojen peroksit solusyonu kullanima hazir
hale getirilmigtir.

Boyama esnasinda endojen peroksidaz aktivitesinin sifirlanmasi ve kesitlerde
DAB (3,3 diaminobenzidine)’ in tum zemini boyamasini dnlemek amaci ile
hazirladigimiz hidrojen peroksit soliisyonu tim kesitlerin Uzerini kaplayacak
sekilde damlatiimis ve 20 dk bekletilmistir.

PBS ile 3 kez 5’er dk olacak sekilde preparatlara yikama islemi yapilmistir.
Sekonder kitteki (Thermo Scientific) A sollisyonu immin boyamanin blok
sollsyonu olup bu asamada dokularin tGzerini kaplayacak sekilde damlatiimis ve
10 dk beklemeye birakilmistir.

Preparatlardaki A solusyonu dokulmis ve Onceden dilie ettigimiz primer
antikorlar kesitlerin tim yUzeyini kaplayacak sekilde damlatiimis 1 gece (12 saat)
boyunca buzdolabi sicakliginda (+4°C) bekletilmistir.

Ertesi guin tim preparatlara PBS ile 3 kez 5’er dk yikama islemi yapilmistir.
Sekonder kitin icindeki B solisyonu immin boyamanin sekonder antikoru olup
bu asamada kesitlerin tim ylzeyini kaplayacak sekilde damlatiimis ve 1 saat
boyunca inklbe edilmistir.

Sekonder antikordan arindirilan preparatlara PBS ile 3 kez 5’er dakika yikama
islemi yapilmigtir.

Sekonder kitin igindeki C solisyonu immun boyamada sekonder antikorlarin
inkibasyonunu saglayan enzimi icermektedir ve bu asamada kesitlerin Uzerine
damlatilmis 30 dk boyunca bekletilmigtir.

Soliisyondan arindirilan preparatlara PBS ile 3 kez 5er dk yikama iglemi
yapimigtir.

Bu asamada enzimatik boyama islemine gecilmistir ve bu iglem igin

kullandigimiz DAB kromojen kiti (Thermo Scientific) 1sida duyarli olup
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hazirlanmasi ve uygulanmasi asamasinda ortamin karanlik olmasina dikkat
edilmis, solisyonun bulundugu tlp ise 1sik almayacak sekilde aliminyum folyo
ile kaplanmistir. DAB kromojen kitinde bulunan DAB soliisyonundan mikropipet
ile 750 yl alinmig falkon tipine bosaltilip Gzerine 1 damla DAB boya damlatilip
solusyon hazirlanmigtir. Hazirlanan DAB kromojen solusyonu kesitlerin Uzeri
kaplanacak sekilde damlatiimis karanlik ortamda 5-10 dk bekletilmigtir.
13. Solisyondan arindirilan preparatlara PBS ile 3 kez 5er dk yikama islemi
yapilmistir.
14.Bu asamada zemin boyamasi i¢in hematoksilen boyasi (Merk Harris’
hematoksilen) kullaniimis ve preparatlar 3-5 dk boyada bekletilmistir. Daha
sonra ise boya distile suda yikanmistir.
Artan cikis alkol serilerinde (%50, %70, %80, %90 ve %100’l0k etil alkoller) 10’ar
dk ve cikis ksilen 1 ile cikis ksilen 2’de 15’er dk bekletilen preparatlara entallan ile
kapama islemi yapilmigtir. Kapama islemi sirasinda lam ile lamel arasinda hava

kabarcigi kalmamasina dikkat edilmigtir.

Boyamalardan sonra kesitler Olympus BX51 ve Olympus DP72 marka/model

cihazlarla incelenmis ve fotograflari ¢ekilmistir.

3.11.Bowman kapsiilii bazal membran kalinlik dl¢giimi

Bowman kapsuli bazal membran kalinlhklarinin 6lgiimi PAS+ boyama yaptigimiz
preparatlarda gergeklestiriimistir. Preparatlarda X40 blyltmede 5 farkli alanda gorulen
renal korpuskullerin Bowman kapsulu pariyetal yapraginin bazal membraninda dlgimler
yapiimis ve elde edilen degerlerin ortalamasi alinmistir. Olgtimlerimiz Olympus BX51

marka/model mikroskop ve Visiopharm VIS 2017.1 programi kullanilarak yapilimistir.

3.12. immiinreaktivite Degerlendirmesi
Preparatlarda X40 blyutmede 10 farkh alanda Image-J programi ile immdinreaktivite

yogunlugu yuzdelik olarak hesaplanmistir. Her grup icin ortalamalar hesaplanarak

degerlendirmeler yapiimistir.

3.13.istatiksel Analiz

Veriler SPSS 25. 0 paket programiyla analiz edilmistir. Sirekli degiskenler

ortalama £ standart sapma, ortanca (minimum- maksimum degerler) olarak verilmistir.
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Verilerin normal dagilima uygunlugu Shapiro Wilk testi ile incelenmistir. Parametrik test
varsayimlari  saglandiginda bagimsiz  grup farkhliklarin  kargilastirimasinda
Tek Yonlu Varyans Analizi (post hoc: Tukey testi); parametrik test varsayimlari
saglanmadidinda ise bagdimsiz grup farkliliklarin karsilastirimasinda Kruskal Wallis
Varyans Analizi (post hoc: Bonferroni diizeltmeli Mann Whitney U testi) kullaniimigtir. p

<0.05 istatistiksel olarak anlamli kabul edilmistir.
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4 BULGULAR

4.1. Agirhik olgumleri

4.1.1. Viicut Agirliklan Olgiim Sonuglari

Calismamizda siganlarin vicut agirliklari ilk 4 hafta boyunca haftada bir olmak
Uzere Olclimus ve kaydedilmistir. Calismanin 4. haftasinda ¢alismaya 5 haftalik bir ara
verilmek zorunda kalinmistir. Satin alinan STZ’nin siganlarda diyabet olusturmamasi
nedeniyle firmadan tekrar talep edilmistir. Tedarik edilmesi beklenen STZ’'nin elimize
ulasmasi ile deneyimizin uygulamasina devam edilmistir. Siganlarin bu sire icerisindeki
barindirma kosullarinda herhangi bir fark olusturulmadan veteriner hekim gozetiminde
kontrolleri saglanmigtir. Grafikte (Sekil 4.1) goérulen 10. haftadaki hizli kilo artisinin
sebebi sicanlarin buylimeye devam etmesi ve calismamiza 5 haftalik bir ara
veriimesinden kaynaklanmaktadir. Grup K ve Grup P’ye baktigimizda 1. haftadan son
haftaya kadar siganlarin ortalama agirliklarinda artis fark edilmistir. Grup P’nin ortalama
vucut agirhginin Grup K’ye gore istatistiksel olarak anlamli olmasa da daha az oldugunu

tespit ettik.

Calismanin ilk haftasinda diyabet olusturulup probiyotik verilmeye baglanan Grup
DmP’ nin 1. haftadan 10. haftaya kadar ortalama agirliklarinda artis gézlenmis ve 10.
haftadan son haftaya kadar olan suregte diyabet indiklenmesinden dolayi agirliklarinin
azalmaya basladigi izlenmistir. Grup Dm’ye ait siganlarin agirliklarinda 1. haftadan 10.
haftaya kadar artis tespit edilmis ve 10. haftadan sonra diyabet indiklemesi ile hizli kilo
kaybi gorilmeye baglamistir. Calismanin ilk 4 haftasinda probiyotik takviyesi alan ve
daha sonra diyabet olusturulan Grup PDm’ye ait siganlarin ortalama agirliklarinda ise ilk
10 haftada artis, diyabet olusturulmasindan sonraki haftalarda ise kilo kaybi
g6zlemlenmistir (Tablo 4.1). TUum gruplara ait siganlarin ortalama agirliklari haftahk

olarak karsilastirildiginda sadece 13. haftada istatistiksel olarak anlamli bir farklilik
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gOzlenirken (p<0.05) diger haftalarda istatistiksel olarak anlamli bir farklilik

bulunamamistir (p>0.05).

Diyabet olusturdugumuz gruplarimiz olan Dm, DmP ve PDm’de istatistiksel
olarak anlamli farklilik bulunmasa da 4 haftalik diyabet strecinde agirlik kaybi oldugunu
tespit ettik (Sekil 4.1). Diyabetli gruplarimiz icin yaptigimiz degerlendirmelerde calisma
bitiminde grup DmP’ye ait vicut agirlik ortalamasinin grup Dm ve PDm ile
karsilastirdigimizda istatistiksel olarak anlamli olmasa da daha ylksek oldugu sonucuna
ulagtik (Tablo 4.1).

Tablo 4. 1: Sicanlarin haftalik vicut agirlk élcim sonuglari (kg).

l.hafta @ 2. hafta 3. hafta 4.hafta 10.hafta 11.hafta 12.hafta 13.hafta

Grup 289.4 298.4 314.2 312.8 371.6 378 380 379
K £1942 2217  £25.78 + 34 +55.8 + 56.67 +48.89 +46.45
294.6 306.2 317.8 321.8 357.4 366.2 368 366.6

Grup @ *+2554 +26.15 +£27.79 +30.7 +43.65 *+45.16 +47.14 +44.8

290.38 308.88 321.88 335.25 396.75 388.75 366.75 336.5
Grup +19.65 +21.86 +244 +21.91 +26.75 +31.22 +29.08 +31.13
Dm

293.75 309 329 341 391.13 388.5 384.63 377
Grup +24.36 +27.23 +£3047 +£33.82 +47.32 +45.3 +48.71 +51.81
DmP

293.5 308.25 322 327.63 3945 383 367.75 333.25
Grup +34.71 +£36.99 +43.26 +40.81 +51.23 +50.94 +55.43 +51.83
PDm

p 0.996 0.965 0.94 0.597 0.513 0.911 0.919 0.188



TARTI AGIRLIKLARI OLCUM SONUGLARI
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Sekil 4. 1: Gruplara ait ortalama viicut agirligi degerleri (kg).
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4.1.2. Bobrek Agirliklari Olgiim Sonuglari

Mevcut ¢calismamizda deneyin sonlandiriimasi ile bobreklerin agirliklari dlgtiimus
ve kaydedilmistir. TUm siganlara ait sag ve sol bébreklerin ortalama agirliklarinin birbirine
yakin olduklari gézlenmistir. Gruplarin ortalama bdébrek agirliklari istatistiksel olarak
karsilastirildiginda anlamli olmadigi tespit edilmigtir (p>0.05). Ancak yalnizca probiyotik
verdigimiz Grup P’ye ait ortalama bobrek agiriginin istatistiksel olarak anlamli olmasa

da diger gruplardan daha fazla oldugu dikkat cekmektedir (Tablo 4.2).

Tablo 4. 2: Gruplara ait ortalama bébrek agirliklari (g).

Grup Grup
Grup K Grup P Grup Dm DMP oD p
Sag
Bobrek 19:038 24:054 9% 161+ 489102 0063
Al 0.63 0.33
Agirhgi
o 1.78 2.13 1.67 188
Bobrek Mot A3+ 67 £ 88 +
AGIrhgi 0.33 0.45 0.38 22%05 009 0083

4.2. Kan Glikoz Degerleri Sonuglari

Calismamizda siganlarin kan sekeri élgiimleri diyabet indiiklenmesinden 72 saat
sonra ve sakrifikasyondan hemen dnce olgllerek kaydedilmistir. Sicanlarin kan sekeri
glikoz degeri 250 mg/dl ve Uzerinde olanlar diyabetli kabul edilmis olup grup K ve grup
P’ nin degerleri beklenildigi gibi normal kan glikoz seviyesindedir. Calismamizin 10.
haftasinda diyabet olusturdugumuz grup Dm ve grup DmP igin kan glikoz degerleri 250

mg/dI’ nin ¢ok Gzerinde olup bu gruplar diyabetli olarak kabul edilmistir.

Grup Dm igin yapilan STZ indiklenmesinden 72 saat sonra yapilan kan glikoz
Olcumd ile sakrifikasyondan hemen 6nce yapilan 6lgimlere bakildiginda ortalama kan
glikoz degerinin ylksek oldugu belirlenmistir. Calismamizda probiyotik takviyesi alan
grup DmP’nin ise ortalama kan glikoz degerinde artig oldugu, grup PDm’ nin ise ortalama
kan glikoz degerinde azalma oldugu go6riimistir. Grup PDm'ye ait diyabet
indiklenmesinden 72 saat sonra yapilan kan sekeri dlgiminde ortalama kan glikoz
degerinin Grup DmP’ye oranla daha distk oldugu gdézlenmistir (Sekil 4.2). Gruplar

arasinda diyabet indiklenmesinden 72 saat sonra yapilan ve sakrifikasyondan once
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yapilan ortalama kan glikoz 6élgcim sonuglari istastistiksel olarak anlamh bulunmustur
(p<0.05).

Gruplar arasinda ikili karsilastirmalar yaptigimizda STZ indiklemesinden 72 saat
sonra yaptigimiz kan glikoz élgiimlerinin ortalamasina bakildiginda grup K ve P ile DmP,
Dm ve PDm gruplari arasinda istatistiksel olarak anlaml farkliliklar tespit edilmistir
(p<0.05).

Sakrifikasyondan hemen 6nce yaptigimiz kan glikoz 6lgimlerini gruplar arasinda
ikili olarak karsilastirdigimizda grup K ve P ile gruplarimiz DmP, Dm ve PDm arasinda
istatistiksel olarak anlaml artis goéralmustir (p<0.05). Yaptigimiz degerlendirme
sonucunda probiyotik takviyesi alan diyabetli gruplarimizin ortalama kan glikoz seviyeleri
diyabet grubuyla karsilastirildiginda istatistiksel olmasa da azalma oldugu gozlenmistir
(Tablo 4.3).

Yaptigimiz degerlendirmelerde istatistiksel olarak anlamlilik olmasa da grup PDm
icin STZ induklenmesinden 72 saat sonra yaptigimiz kan glikoz 6lgim sonucu ile
sakrifikasyondan hemen &énce yaptigimiz 6lgcim sonucunu karsilastirdigimizda kan
glikoz seviyesinde azalmanin oldugunu tespit ettik. Grup DmP’de ise STZ
indUklenmesinden 72 saat sonraki kan glikoz seviyesine gore sakrifikasyon éncesi kan

glikoz seviyesinin artmis oldugunu gozledik (Tablo 4.3).

Tablo 4. 3: Gruplara ait kan glikoz degeri 6lgim sonuglari (mg/dl).

Grup Grup
Grup K  Grup P Grup Dm DMP PDM p
STZ 607.13+  397.13+ 4895 +
72 saat sonra 4.55 2.49 kp, Pp kp, Pp kp, Pp

54413 454.75 + 431.13
126.87 110.41 59.55

“p, Pp “p, Pp, “p, Pp

Sakrifikasyondan 109.8+ 1212+
once 5.97 8.23

0.0001*

kp = (p<0.05) Kontrol grubu ile istatistiksel olarak anlamli (Grup K)
Pp = (p<0.05) Probiyotik grubu ile istatistiksel olarak anlamh (Grup P)
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Sekil 4. 2:Gruplara ait kan glikoz degeri 6lgim sonuglari (K$1= STZ indiklenmesinden 72 saat
sonra yapilan kan glikoz 6lgim sonucunu, K$2=sakrifikasyondan hemen 6nce yapilan kan
glikoz 6l¢iim sonucunu ifade eder).

4.3. Serum Analizi Sonuglari

Calismamizda sigcanlardan alinan kanlarin serum analizleri yapilmig ve
degerlendirilmistir. Gruplara ait ortalama serum kreatinin, tGre ve BUN degerlerinde
istatistiksel olarak anlamli farkliliklar bulunmustur (p<0.05). Grup K ve grup P’ye ait
ortalama serum kreatinin, ire ve BUN konsantrasyonlarinin birbirine yakin olduklar
g6rilmis olup bu ortalama degerler ¢alisma icin beklenilen seviyededir. Diyabetli
gruplarimiz olan grup Dm, grup DmP ve grup PDm’ ye ait ortalama serum Ure, kreatinin
ve BUN konsantrasyonlarinin kontrol gruplarina goére daha yuksek oldugu tespit
edilmistir (Tablo 4.4).

Gruplar arasinda yaptigimiz ikili degerlendirmelerde Ure konsantrasyonlarinin
ortalamasinda grup K ile gruplarimiz Dm ve PDm arasinda istatistiksel olarak anlamli
farkhhk bulunmustur (p<0.05) (Tablo 4.4).
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Ure konsantrasyonlarinin gruplar arasinda ikili degerlendiriimesinde grup P ile
Dm arasinda ve Dm ile DmP arasinda da istatistiksel anlamh farklihk gorulmektedir
(p<0.05) (Tablo 4.4). Grup Dm ile PDm arasinda yaptidimiz degerlendirmede ise
istatistiksel olarak anlamli olmasa da PDm'’ye ait Ure konsantrasyonlari ortalamasinin

Dm’ye kiyasla daha disik oldugunu tespit ettik (Sekil 4.3).

BUN konsantrasyonlarinin ortalamalarini gruplar arasinda degerlendirdigimizde
grup Dm’nin grup K ve P ile arasinda istatistiksel anlamli farkhlik oldugu sonucuna
ulasilmistir (p<0.05) (Tablo 4.4). Diyabetli gruplarimiz Dm, DmP ve PDm’ye ait BUN
konsantrasyonlarinin ortalamalarini degerlendirdigimizde istatistiksel olarak anlamli fark
olmasa da probiyotik takviyesi alan gruplarimiz DmP ve PDm’ye ait BUN degerlerinin
Dm’ye kiyasla daha disiik oldugu sonucuna ulastik (Sekil 4.3).

Kreatinin konsantrasyonu bakimindan gruplarin ortalamalari karsilastirildiginda
sadece grup P ve PDm arasinda istatistiksel olarak anlamh farklilik tespit edilmistir
(p<0.05) (Tablo 4.4). Diyabetli gruplarimiz olan Dm, DmP ve PDm ile grup K’'nin kreatinin
konsantrasyonlarini karsilastirdigimizda istatistiksel olarak anlamliik olmasa da
diyabetli gruplarin kreatinin deg@erlerinin daha yuiksek oldugu sonucuna ulastik (Sekil
4.4).

Tablo 4. 4: Gruplara ait ortalama serum kreatinin, tre ve BUN degerleri sonuglari (mg/dI).

Grup K Grup P Grup Dm  Grup DmP | Grup PDm p

94631674 [113%173 7788599  0.0001*

Ure 472+517 54 +16.81 ko, Pp p kp
BUN 22.06 + 2526+7.8 4415+793 33.74+194 348+26 0.0001*
2.38 kp, pp

Kreatinin  0.36 £0.03 0.34+0.03 0.38 +0.05 0.39+0.06 0.44 £0.07 0.028*
P
p

kp = (p<0.05) Kontrol grubu ile istatistiksel olarak anlamli (Grup K)
Pp = (p<0.05) Probiyotik grubu ile istatistiksel olarak anlamh (Grup P)
dp =(p<0.05) Diyabet grubu ile istatistiksel olarak anlamli (Grup Dm)
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Sekil 4. 3: Gruplara ait serum ure ve BUN degerleri analizlerinin sonuglari (mg/dl).
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Sekil 4. 4: Gruplara ait serum kreatinin degerleri analizinin sonuclari (mg/dl).
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4.4. Ortalama Serum Total Antioksidan Seviye (TAS), Total Oksidan Seviye (TOS)
ve Oksidatif Stres indeksi (OSi) Sonuglari

Calismamizda deneyin sonlandiriimasi ile elde edilen kan serum 6rneklerinden
TAS, TOS degerlendirmeleri yapilmis (Sekil 4.5, Sekil 4.6) ve OSi degerleri (Sekil 4.7)
hesaplanmistir. Gruplar arasinda TOS ve OSi degerlerinin ortalamalarinda istatistiksel
anlamh farklilik bulunamazken (p>0.05) TAS degerlerinin ortalamasinda anlaml farklilik
oldugu bulunmustur (p<0.05). TAS degerlerini gruplar arasinda ikili olarak
karsilastirdigimizda grup Kiile gruplarimiz DmP, Dm ve PDm arasinda istatistiksel olarak
anlamh farklilik tespit edilmistir (p<0.05) (Tablo 4.5).

Tablo 4. 5: Gruplara ait ortalama TAS, TOS ve OSi degerleri (mmol trolox eqv/l)

Grup K Grup P Grup Dm Grup DmP | Grup PDm p
TAS 1.95 + 0.35 1.06 £ 0.15 1.2 f 0.22 8.77 £ 0.31 1.15ki 0.19 0.036*
p p p
TOS  84.98+59.3 55.01+24.13 22-23 1 67.03+34.18 71.78+31.75 0901

OSi  723+453 508+197 528+218 566+1.03 ©9.7/2+2.09 0.857

kp = (p<0.05) Kontrol grubu ile istatistiksel olarak anlamli (Grup K)
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Sekil 4. 5: Gruplara ait ortalama TAS degerleri.
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Sekil 4. 6: Gruplara ait ortalama TOS degerleri.
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Sekil 4. 7:Gruplara ait ortalama TOS ve TAS degerleri kullanilarak elde edilen OSIi degerleri.

4.5. Bowman Kapsiilii Bazal Membrani Kalinlik Olgiim Sonuglari

Gruplarda bazal membran kalinliklarini histokimyasal olarak PAS+ boyanan
bdbrek preparatlarimizda izledigimizde diyabetli gruplarimiz Dm (Sekil 4.20), DmP (Sekil
4.21) ve PDm (Sekil 4.22)'de bazal membranlarda grup K (Sekil 4.18) ve P (Sekil 4.19)’ye

kiyasla kalinlasmalarin oldugunu tespit ettik.

Bowman kapsull bazal membranlarinin kalinlik ortalamasi gruplar arasinda
karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamh farklilik bulunmustur (p<0.05). Grup K ve
grup P’nin Bowman kapsuli bazal membranlarinin kalinhk ortalamasinin grup DmP, grup
Dm ve grup PDm‘ye oranla daha duguk oldugu tespit edilmigtir. Ancak istatistiksel olarak
anlamhlik bulunamamistir. Diyabetli gruplarimiz arasinda yaptigimiz degerlendirmede
ise en az membran kalinhiginin grup DmP’ye ait oldugu sonucuna ulasiimigtir. Grup DmP
ve grup PDm’ye ait Bowman kapsuli bazal membranlarinin kalinlik ortalamalari
arasinda karsilastirma yapildiginda grup PDm’ nin ortalama membran kalinhginin daha

fazla oldugu tespit edilmistir (Tablo 4.6).

Gruplar arasinda ikili kargilastirmalar yapildiginda yalnizca grup P ile grup PDm

arasinda istatistiksel olarak anlamli farkllik bulunmustur (p<0.05).
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Tablo 4. 6:Gruplarin Bowman kapsili bazal membranlarinin kalinlik ortalamalari (um).

Grup Grup

Grup K Grup P Grup Dm DmMP PDM p

Bowman
kapsuli bazal
membranlarinin
kalinhk
ortalamalari

289+ 247 % 3.33 ¢ 3.14 3.66 + 0.039*
0.46 0.3 0.45 0.77 0.92

4.6. Histokimyasal Boyamalar

4.6.1. H&E (Hematoksilen Eozin) boyama sonuglari

Gruplara ait bobrek kesitlerinde H&E ile histokimyasal boyamalar yapiimis ve
degerlendirilmistir. Glomertl yapilari, tibullerdeki dilatasyon, hiicre vakuolizasyonu ve

inflamasyon alanlari incelenmistir.

Grup K'ya ait H&E ile boyanmis bdbrek kesitleri incelendiginde normal bdébrek
yapilarinin oldugu gézlemlenmigtir. Glomeril ve tlibdl yapilarinda patolojik bulgulara
rastlanmamigtir (Sekil 4.8). Benzer durum grup P igin de gozlenmigtir (Sekil 4.9). Grup
Dm’ye ait bdbrek kesitlerinde diyabet kaynakli hasara bagli olarak inflamasyon alanlari,
bozulmus glomertl membran yapilari, vakuolizasyon ve tibdillerin igerisinde dilatasyon
alanlarina rastlanmistir. Grup Dm’ye ait bébrek kesitleri Grup K ile kargilastirildiginda
Bowman boslugunun arttigi goértulmektedir (Sekil 4.10). Grup DmP’ye ait bobrek
kesitlerini grup Dm’ye ait kesitler ile karsilastirdigimizda glomerullerin yapilarini
korudugunu fakat bazi tubullerin yapilarinda hasarlar ve pignotik gekirdekleri tespit ettik
(Sekil 4.11). Grup PDm’ ye ait bdbrek kesitlerinde ise glomerdl ve tibal yapilarinin grup
Dm’ye kiyasla daha dizgun oldugu fakat diyabete ait patolojik bulgular arasinda yer alan

tubdler dilatasyon alanlarinin ve pignotik gekirdeklerin oldugu gortlmektedir (Sekil 4.12).



Sekil 4. 10: A ve B grup Dm’ye ait bobrek kesitleri. Glomerdl yapilar (G), infiltrasyon alani (%),
pignotik gekirdekler (), tiibller dilatasyon alanlari (1), tlibll hiicrelerinde vakuolizasyon (<),
vakuolize hucre (+-) ve Bowman boglugunda genisleme (i) (AX20, BX40) (H&E).



Sekil 4. 11: A ve B grup DmP’ye ait bébrek kesitlerinde glomerdl yapilari (G), tubiler dilatasyon
(1), pignotik cekirdekler (* ) gdsterilmistir (AX20, BX40) (H&E).

Sekil 4. 12: Grup PDm’ye ait bobrek kesitleri (A ve B). Glomerdl yapilar (G), tibduler dilatasyon
(1), pignotik ¢cekirdekler (- ) gosterilmistir (AX20, BX40) (H&E).

4.6.2. MTK (Masson Trikrom) Boyama Sonuglari

MTK boyama yapilmis preparatlarda bdbrek kesitlerinin yapilari incelenmis mavi
renkte izlenen bag dokusunun degerlendirmeleri gruplar arasinda yapilmistir. Grup K
(Sekil 4.13) ve grup P (Sekil 4.14)nin bobrek kesitleri normal histolojik gérinime
sahiptir. Diyabet olusturdugumuz gruplarimizda ise Bowman kapsuli ve tubdllerin bazal
membranlarinda bag dokusunda artiglar tespit ettik. Probiyotik takviyesi alan grup DmP
(Sekil 4.16) ve PDm (Sekil 4.17)'ye ait preparatlarda ise grup Dm’ye (Sekil 4.15) kiyasla
bagd dokusunun artigiI veya azalmasi ile ilgili herhangi bir ¢ikarimda bulunamadik.
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Sekil 4. 13: Grup K'ya ait bobrek kesiti ve bag dokusu (1) (MTK, X40).

Sekil 4. 14: Grup P’nin bobrek kesiti ve bag dokusu (1) (MTK, X40).



Sekil 4. 16: Grup DmP’ye ait bobrek kesiti ve bag dokusu (1) (MTK, X40).
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Sekil 4. 17: Grup PDm’ye ait bobrek kesiti ve bag dokusu (1) (MTK, X40).

4.6.3. PAS+ Boyama Sonuglari

Gruplara ait PAS+ boyamasi yapiimis bdbrek dokulari histolojik olarak
incelenmis, proksimal tubul yapisindaki koyu pembe renkte mikrovilluslar ve bazal
membran yapilari degerlendirimeye c¢alisiimistir. Gruplar arasinda yaptigimiz
degerlendirmelerde grup K (Sekil 4.18) ve grup P’nin (Sekil 4.19) bdbrek kesitlerinde
bdbrege ait glomerul ve tlbul yapilarinin normal gériinime sahip oldugu goérdlmustar.
Yaptigimiz PAS+ boyamada diyabetik sicanlara ait bdbrek dokularinda fircamsi kenar
kayiplarini grup Dm’de tespit ettik. Ayni zamanda diyabete ait histopatolojik bulgular
arasinda yer alan vakuolizasyon, tubuler dilatasyon ve tlbdllerde epitel dokulmesi,
pignotik ¢ekirdekleri, Bowman boslugunda genislemeyi preparatlarimizda izledik (Sekil
4.20). Grup DmP (Sekil 4.21) ve PDm (Sekil 4.22)’'ye ait preparatlarda da bazal membran
kalinlagsmalarini ve diyabete ait histopatalojik bulgularin varhigini tespit ettik. Probiyotik
takviyesi yapilan bu gruplarimiza ait preparatlarda mikrovillus yapilarinin korundugunu
go6zledik.
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ya ait bobrek kesiti ve Bowman kapsuli bazal membrani (), mikrovillus

Sekil 4. 18: Grup K

yapilari (A) (PAS, X40).

'), mikrovillus

+

Sekil 4. 19: Grup P’ye ait bébrek kesiti ve Bowman kapsilu bazal membrani (

yapilari (A) (PAS, X40).
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Sekil 4. 20: Grup Dm’ye ait bobrek kesiti. Bowman kapsuli bazal membrani (1), mikrovillus
yapilari (A), epitel dokilmesi (+-), Bowman boslugu genislemesi (1) (PAS, X40).

Sekil 4. 21: Grup DmP’ye ait bobrek kesiti. Bowman kapsuli bazal membrani (1), mikrovillus
yapilari (A), epitel dékulmesi (+-), Bowman boslugu genislemesi (1)(PAS, X40).
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Sekil 4. 22: Grup PDm’nin bobrek kesiti. Bowman kapsili bazal membrani (1), mikrovillus
yapilari (A), Bowman boslugu genislemesi (1) (PAS, X40).

4.6.4. Bobreklerin Histopatolojik Degerlendirmesi

Gruplar arasinda yaptigimiz bobreklerin histopatolojik degerlendiriimesinde grup
K ve P’ye ait glomerller hasar, tubller nekroz ve tubulointerstisyel degerlendirmelerde
histolojik degisiklik gérilmedi. Diyabet olusturulan sicanlarin bdbreklerinde (grup Dm)
glomerdler hasar, tibuler nekroz ve tubulointerstisyel nekroza rastlandi. Grup Dm’ye ait
6 sicanda hafif nefrotoksisite, 2 sicanda ise orta nefrotoksisite gdzlendi. Grup DmP’ye
ait sicanlarin 6 tanesinde hafif, 1 tanesinde orta, 1 tanesinde nefrotoksisite yoktu. Grup
PDm’ye ait sicanlarin 7 tanesinde hafif nefrotoksisite mevcuttu (Tablo 4.7).

Tablo 4. 7: Bobreklerin Histopatolojik Degerlendirmesi

Hayvan Gomeruler | Tubiiler | Tiibulointerstisyel | Toplam Puanlama
No Hasar Nekroz inflamasyon Skor Olgegi
K1 0 0 0 0 A

K2 0 1 0 1 A

K3 0 0 0 0 A

K4 0 0 0 0 A

K5 0 0 0 0 A

P1 0 1 0 1 A

P2 0 1 0 1 A

P3 1 0 0 1 A

P4 0 0 1 1 A
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PS5 0 1 1 2 B
Dm1l 1 2 1 4 B
Dm2 2 1 1 4 B
Dm3 2 2 1 5 C
Dm4 1 2 1 4 B
Dm5 2 1 1 4 B
Dm6 2 1 1 4 B
Dm7 2 2 0 4 B
Dm8 2 2 1 5 C
DmP1 1 1 0 2 B
DmP2 1 1 0 2 B
DmP3 0 1 1 2 B
DmP4 2 2 1 5 C
DmP5 0 1 1 2 B
DmP6 2 0 1 3 B
DmP7 1 1 0 2 B
DmP8 0 0 1 1 A
PDm1 0 1 1 2 B
PDm2 0 1 1 2 B
PDm3 1 1 0 2 B
PDm4 1 0 1 2 B
PDm5 0 1 0 1 A
PDm6 1 0 1 2 B
PDm7 0 1 1 2 B
PDm38 1 1 0 2 B

4.7. immiinohistokimyasal Boyamalar
4.7.1. Bcl-2 (Beclin 2) Boyama Sonuglari

Gruplara ait bobrek kesitleri anti-apoptotik belirte¢ olan Bcl-2 antikoru ile muamele edildi
ve immunohistokimyasal degerlendirildi. Bcl-2'nin ekspresyon alanlarini  bdbrek
kesitlerinde glomerlllerde ve tubullerde goérdik. Gruplar arasinda degerlendirmeleri
yaparken Imaged programini kullandik ve Bcl-2'ye ait ekspresyon yogunluklarini
yuzdelik olarak hesapladik. Yaptigimiz degerlendirmelerde grup K (Sekil 4.23) ve grup P
(Sekil 4.24)nin normal histojik yapilara sahip olduklari ve Bcl-2 ekspresyon
yuzdeliklerinin birbirine yakin olduklari sonucunu elde ettik (grup K = %14.3 ve grup
P=%10.5). Grup Dm’ye ait bobrek kesitinde Bcl-2’nin  ekspresyonuna
immunohistokimyasal olarak boyanmasina bakildiginda tubullerde ve glomerullerde
gérdugumuz apoptozun belirleyicisi olarak ifade edilen Bcl-2 ekspresyonunun azaldigini
(%2.7) gbzlemledik (Sekil 4.25). Probiyotik takviyesi alan gruplarimiz DmP (%6.2) (Sekil
4.26) ve PDm (%8.6) (Sekil 4.27)’ye ait Bcl-2 ekspresyonunun grup Dm’ ye kiyasla arttigi
ve diyabete karsi ters etki gosterdigini tespit ettik.



Sekil 4. 24: Grup P’ye ait bobrek kesiti (Bcl-2, X40).
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Sekil 4. 26: Grup DmP’ye ait bébrek kesiti (Bcl-2, X40).
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Sekil 4. 27: Grup PDm’ye ait bobrek kesiti (Bcl-2, X40).

4.7.2. Alfa-SMA Boyama Sonucu

Gruplardan aldigimiz bébrek kesitlerini miyofibroblastlarin belirteci olan alfa-SMA ile
immuanohistokimyasal olarak boyadik ve alfa- SMA ekspresyon seviyesini gruplar
arasinda degerlendirdik. Gruplar arasinda yaptigimiz degerlendirmelerde alfa-SMA'nin
ekspresyon yogunlugunu tespit etmek igin ImagedJ programindan yararlandik. Grup K
(Sekil 4.28) ve grup P (Sekil 4.29)'ye ait bobrek kesitlerinde immunohistokimyasal
boyama yaptigimiz alfa-SMA‘nin boyanma yogunlugunun grup Dm’ye kiyasla daha az
oldugu sonucuna ulastik (grup K = %3.9, grup P = %8.2 ve grup Dm = %13.3). Probiyotik
takviyesi alan gruplarimizin grup Dm (Sekil 4.30)’ye oranla alfa-SMA ekspresyonun daha
disuk oldugunu tespit ettik (DmP = %8 ve PDm = %10.3) (Sekil 4.31 ve 4.32).



Sekil 4. 29: Grup P’ye ait bébrek kesiti (alfa-SMA, X40).
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Sekil 4. 31: Grup DmP’ye ait bobrek kesiti (alfa-SMA, X40).
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Sekil 4. 32: Grup PDm’ye ait bobrek kesiti (alfa-SMA, X40).
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5.TARTISMA

Saglik agisindan faydali mikroorganizmalar olarak bilinen probiyotiklerin,
bagisikligi guclendirme gibi etkilerinin yani sira insulin direncinin azaltiimasi, kan
glikozunun dusurulmesinde de etkili olabilecegi bunlarin da Tip 2 diyabetin énlenmesi
veya tedavisi icin dnemli bir strateji olabilecegi yapilan arastirmalar ile son zamanlarda
vurgulanmaktadir (Ruan vd 2015). Probiyotiklerin diyabet gibi hastaliklarin dnlenmesi ve
tedavisinde ilk olarak mikrobiyotayi dizenledigi bdylece dogdal bagisikligi guclendirdigi
bilinmektedir. Bu sayede hastaliklarda olusan inflamasyonun 6nlendigi veya azaldigi,
inflamasyon sebebi ile olusan instlin direncinin ise bu sayede olumlu yonde etkilendigi
dusunulmektedir (Kamarli 2019). Diyabetin mikrobiyota Uzerindeki etkilerinin arastirildigi
c¢alismalarda ise diyabet ile birlikte bagirsak florasinda yer alan Laktobasillus ve
Bifidobacterium’larin  azaldigi, insulin direncini arttiran Enterokoklarin ise arttig
gorulmektedir (Cai vd 2017).

Diyabet, insulin eksikligi ya da insulin etkisindeki hasarlar veya her ikisindeki
bozukluklardan kaynaklanan kronik metabolik bir hastaliktir (TEMD 2022). Dinya
capinda 6nemli bir halk saghgi sorunu olan diyabetin, 2015 yilinda 415 milyon kisiden
2040 yilina kadar 642 milyon kisiye ¢ikacagi bildirilmistir ve Tip 2 diyabet bu vakalarin
%90-95 ini olusturmaktadir (Shaw vd 2018). Kalpte, kan damarlarinda, gézlerde,
bdbreklerde ve sinirlerde ciddi hasara yol agan bu endokrin hastaligin tedavi yontemleri
arasinda tibbi beslenme tedavisi de yer almaktadir. Diyabet tedavisinin 6nemli bir pargasi
olan tibbi beslenme tedavisine uyum gdsteren hastalarda glisemi kontroll saglanmakta

ve komplikasyon riski azalmaktadir (Alphan vd 2018).

Diyabetin bulgulari arasinda kilo kaybi veya kazanimi gibi durumlarin degiskenlik
gosterdigi  bilinmektedir. Farelerde yapilan STZ kaynakh Tip 2 diyabet hastalik
modelinde, Laktobasillus plantarum CCFMO0236 takviyesinin gida aliminda azalmaya

sebep oldugu ayrica kan sekeri seviyesini de azalttigi bulunmusgtur (Li vd 2016).
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Probiyotikler ve vucut agirhgi tzerine yapilan arastirmalar ise probiyotiklerin kilo
kaybi veya kilo kazanimi Gzerindeki etkisinin sustan susa farkhlik gdsterebilecedi ileri
surilmektedir. Hayvan ve insan calismalari Uzerine yapilmis bir meta-analizde,
laktobasillus bakterileri ve agirlik kaybi incelenmigtir. Yapilan arastirmada, Laktobasillus
acidophilus, laktobasillus fermentum ve laktobasillus ingluviei tira bakterilerin agirlik
artisina sebep oldugu bulunurken Laktobasillus plantarum ve laktobasillus gasseri tiru

bakterilerin agirlik kaybina sebep oldugu bulunmusgtur (Million vd 2012).

Yun ve arkadaslarinin (2009) insan anne sutlinden elde edilen Laktobasillus
gasseri BNR 17 takviyesi verdikleri Tip 2 diyabetli fareler Gizerinde probiyotiklerin etkilerini
arastirdiklari calismalarinda ise probiyotik takviyesinin diyabette herhangi bir kilo

kaybina sebep olmadigi bildiriimistir.
VSL#3 probiyotik takviyesi yapilan 19 obez adolesanin 16 hafta boyunca izlendigi

bir arastirmada VSL#3’ Gn bireylerde toplam yaglanmada ve gévde yagdlanmasinda

artisa sebep oldugu bulunmustur (Jones vd 2018).

Yapilan arastirmalar tek sus yerine birden fazla susun kombinasyonunun daha
etkili oldugunu gdstermektedir. Ratna Sudha ve arkadaslarinin (2019) 12 hafta boyunca
yaptigi ve Laktobasillus salivarius UBLS-22, laktobasillus plantarum UBLP-40,
laktobasillus casei UBLC-42, laktobasillus asidophilus UBLA-34, Bifidobacterium breve
UBBr-01 ve Bacillus coagulans Unique 1S2 suslarini igeren probiyotik takviyesinin
kullaniimasinin bireylerde vicut agirhiginda azalmaya sebep oldugu bulunmustur (Sudha
vd 2019). Bizim ¢alismamizda kullandigimiz probiyotik takviyesi VSL#3, 8 farkl sustan
olusmaktadir. Sadece probiyotik verdigimiz grubumuz olan grup P’ye ait ortalama vicut
agirhgr kontrol grubu ile kargilastirildiginda daha az kilo artigi oldugunu gozledik. Bu
verilerimiz Sudha ve arkadaslarinin (2019) ve Million ve arkadaslarinin (2012) yaptigi

¢alismalar ile paralellik gdstermektedir.

Calismamizda diyabetli gruplarimiz arasinda yaptigimiz degerlendirmelerde
gruplarda 4 haftalik diyabet surecince agirlik ortalamalarinda istatistiksel olarak anlamli
farkhlik bulunmasa da azalmalarin oldugunu tespit ettik. Probiyotik takviyesinde
bulundugumuz gruplarimiz DmP ve PDm ile grup Dm’ye ait agirlik ortalamalarini
karsilastirdigimizda probiyotik takviyesinin kilonun kaybi veya kazanimi tGzerine spesifik
bir etkisini goremedik. Fakat diyabetli gruplarimiz igin yaptigimiz degerlendirmelerde
calisma bitiminde grup DmP’ye ait vucut agirhk ortalamasinin grup Dm ve PDm ile
karsilastirdigimizda istatistiksel olarak anlamli oimasa da daha yuksek oldugunu gorduk.
Elde ettigimiz bu sonuca dayanarak diyabet ile birlikte uygulan probiyotik takviyesinin

diyabette gorilen kilo kaybinin hizini azalttigini distintyoruz.
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Lu ve arkadaslarinin (2021) deve sutiinden elde edilen kompozit probiyotik
takviyesinin diyabetli fare modelleri Gzerinde etkilerini arastirdiklari ¢alismalarinda,
diyabetli farelerin bdbrek agirliklarinin arttigi, yiksek doz ve disik doz probiyotik
takviyesi ile bobrek agirliklarinda anlamli olmamakla birlikte diyabetli modellere gore

azalmanin oldugunu bulmuslardir.

Sengul ve arkadaslarinin (2019) sicanlarda yaptiklari 7 gunlik calismalarinda
sisplatinin bdbrek dokusunda olusturdugu hasara karsi probiyotiklerin etkilerini
incelemigler ve calismada sicanlarin bébrek agirliklarinin vicut agirliklarina oranlari
degerlendirilmigtir. Dusuk ve yuksek doz probiyotik takviyesi verilen siganlarda
bdbreklerin vicut agirligina orani degerlendirildiginde disik doz probiyotik takviyesi
verilen grubun degerlerinin kontrole yakin oldugu fakat yiksek doz probiyotik takviyesi

alan grupta bu oranin daha ylksek oldugu sonucuna ulasiimistir (Sengul vd 2019).

Mevcut c¢alismamizda gruplara ait bodbreklerin  ortalama agirliklarini
degerlendirdik. Yaptigimiz degerlendirmelerde diyabetin bobrek agirligi Uzerine herhangi
bir etkisinin olmadigi sonucuna ulastik. Sadece probiyotik takviyesi alan grup P’ye ait
bébrek agirliklarinin anlamli olmasa da yuksek oldugunu gorduk fakat probiyotik
takviyesini diyabetli gruplarimizda degerlendirdigimizde probiyotiklerin  bobrek

agirhginda azalma veya artma gibi bir etkisinin olmadigini gézledik.

Son zamanlarda yapilan calismalarda probiyotiklerin glisemik kontrol (zerine
etkileri sikga arastiriimaktadir ve probiyotiklerin inflamatuar yaniti diizenleyip oksidatif
stresi azalttigi, glisemik kontroli dizenleyebilecegi dusunulmektedir (Miraghajani vd
2017).

Tek sus yerine birden fazla sus karngiminin etkili olabilecegini gdsteren
¢alismalardan biri olan Razmpoosh ve arkadaslarinin (2019) yapmis oldugu
Laktobasillus acidophilus, Laktobasillus casei, Laktobasillus rhamnosus, Laktobasillus
bulgaricus, Streptococcus thermophilus, Bifidobacterium breve, Bifidobacterium longum
olmak Uzere 7 farkl tlrde bakteri iceren probiyotik karisiminin bireylere 6 hafta
uygulanmasi ile aglik kan glikozunun plasebo grubuna gére ortalama 13,8+9,6 mg/dl|

azaldi§1 bulunmustur.

Kobyliak ve arkadaglarinin (2018) 53 hasta Uzerinde yaptiklari 8 haftalik
calismalarinda gruplar plasebo (n=22) ve probiyotik (n=31) olmak Uzere ayriimis ve
Bifidobacterium, Propionibacterium, Laktobasillus, Laktococcus cinsi bakterileri iceren
probiyotik karisiminin destegi ile hastalarda insilin direncinin (HOMA-IR) %6,85’ ten

%5,13’ e dustigu sonucuna ulagiimistir.

Ejtahed ve arkadaslarinin (2012) 30-60 yaslari arasindaki tip 2 diyabetli 60 hasta

Uzerinde yaptid1 bir galismada gruplardan birine 6 hafta boyunca Laktobasillus
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asidophilus La5 ve Bifidobacterium laktis Bb12 igeren probiyotik yogurt verilmis, kontrol
grubuna ise normal yogurt verilmigtir. Probiyotik katkili yogurt tiketenlerin normal yogurt
tuketenlere gore aclik kan glikozu ve HbA1c degerlerinin dustugu bulunmustur.
Calismanin baslangicinda ortalama 145,1144,8 mg/dl olan aglk kan glikozunun 6
haftalik takviyeden sonra ortalama 132,5+43,4 mg/dl'ye dustugu saptanmistir (Ejtahed
vd 2012).

Probiyotiklerin glisemik kontrol Uzerine etkisinin arastirildigr ve 17 Kklinigin
calismaya dahil edildigi (n=1105) bir meta-analizde probiyotik tiiketiminin plaseboya goére
aclik kan glikozunu ortalama 5,6 mg/dl ve HOMA-IR degerini 0,48 mg/dl oraninda

istatistiksel agcidan anlamli olarak azalttigi bulunmustur (Ruan vd 2015).

Ostadrahimi ve arkadaslarinin (2015) 35-65 yas arasinda 60 diyabetli hasta
Uzerinde yaptiklari plasebo kontrolli klinik ¢galismalarinda, 8 hafta boyunca hastalara
iceriginde Streptococcustermophilus, laktobasillus caseii, laktobasillus acidophilus ve
Breve lactis bulunduran kefir verilmistir. Hastalarin ¢alismanin basinda ve calismanin
sonunda aclk kan glikoz ve HbA1c seviyeleri olguimustir. Probiyotik takviyesi alan
hastalarin aclik kan glikozu seviyelerinde istatistiksel olarak anlamli olmasa da azalma
gorulmas olup HbA1c seviyelerinde anlamli olarak azalmanin oldugu tespit edilmistir
(Ostadrahimi vd 2015).

Khalil ve arkadaslarinin (2021) siganlarda diyabet modellemesi olusturarak 7 gin
boyunca probiyotikli yogurt verdikleri ¢alismalarinda kan glikoz seviyeleri
degerlendirilmistir. Probiyotik takviyesi alan diyabetli sicanlar ile diyabet grubu
karsilastirildiginda, probiyotik takviyesi alan siganlarin kan glikoz seviyesinde %29.75

oraninda bir azalma oldugu tespit edilmistir (Khalil vd 2021).

Wang ve arkadaslari (2020) diyabetli fareler Gzerinde 6 hafta boyunca dusuk doz
ve ylksek doz kompozit probiyotik takviyesini uyguladiklari ¢alismalarinda gruplar
arasinda AKS, HbA1c ve OGTT seviyelerinde degerlendirmeler yapmislardir.
Calismada diyabetli farelere 6 hafta boyunca haftada 1 kez oral olarak igeriginde 10 farkh
laktobasillus sugsu ve 4 farkli maya susu bulunduran probiyotik takviyesinde
bulunulmustur. Gruplar arasinda yapilan glisemi degerlendirmelerinde diyabetli fareler
ile karsilastirildiginda probiyotik alan gruplarin OGTT sonugclarinin egrinin altinda kaldigi;
AKS ve HbA1c seviyelerinde azalmalarin oldugu goérilmustir. Yiksek doz probiyotik
alan gruplarda bu farkin daha belirgin oldugu ifade edilmistir (Wang vd 2020).

Calismamizda deneysel diyabet modeli olusturdugumuz siganlarda yaptigimiz
kan glikoz 6lgum sonuglarini gruplar arasinda degerlendirdigimizde istatistiksel olarak

anlamlilik olmasa da grup PDm’ye ait STZ indiklenmesinden hemen sonra yaptigimiz
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kan glikoz dlcim sonucu ile galisma bitiminde yaptidimiz élgim sonucu arasinda
azalmanin oldugunu tespit ettik. Grup DmP’de bdyle bir azalmanin oldugunu géremedik.
istatistiksel olarak anlamli farklilik olmasa da probiyotik takviyesini diyabetten énce alan
grubumuzda gérdigumiz kan glikoz seviyesindeki azalma sebebiyle probiyotiklerin kan
glikoz seviyesi igin koruyucu etkisi oldugu yoninde olusturdugumuz hipotezimizi
dogruladigimizi dugsinuyoruz. Grup DmP icin yaptigimiz degerlendirmelerde STZ
indiklenmesinden 72 saat sonraki kan glikoz seviyesine gore sakrifikasyon éncesi kan
glikoz seviyesinin artmis olmasi sebebi ile probiyotiklerin diyabette kan glikoz

seviyesinde tedavi edici etkisinin olmadigini distindirmektedir.

Glastras ve arkadaslarinin (2016) STZ ile diyabet olusturulmus fareler GUzerinde
yaptiklari ¢alismalarinda, diyabetin bdbrek fonksiyonlari Gzerindeki etkilerini
arastirmiglar ve diyabetin 32. haftasinda yaptiklari serum analizi sonucunda idrar
albimin/kreatinin oraninda ve serum kreatinin degerlerinde artiglarin oldugunu

gozlemlemiglerdir.

STZ ile diyabetin olusturuldugu bir calismada, 15 giin boyunca diyabetli sicanlara
Laktobasillus plantarum KU985438 ve Laktobasillus rhamnosus KU985439 ile fermente
edilmis yogurtlar oral gavaj yontemi ile veriimis ve Ure, kreatinin degerleri
karsilastiriimistir. Calismada diyabetik sicanlarin Ure ve kreatinin konsantrasyonlarinin
sirasl ile %147.2 ve %94.2 oranlarinda arttigi, gida takviyesi almis siganlarin Ure ve
kreatinin degerlerinin ise 6nemli 6lgide normallesme gosterdigi bulunmustur (Negm EI-
dein vd 2022).

Punaro ve arkadaslari (2014) kefirin antidiyabetik etkilerini arastirmak amaciyla
STZ ile diyabet olusturduklari siganlara probiyotik takviyesi olarak 8 hafta boyunca kefir
uygulamiglar ve galismalarinda siganlarin renal fonksiyonlarini serum kreatinin ve Ure
konsantrasyonlari Gzerinden degerlendirmislerdir. Calismada diyabet grubu ile diyabetik
kefir grubu karsilastirildiginda kreatinin igin pek bir farklilik bulunamamigken serum Ure

konsantrasyonun azaldigi gérilmustir (Punaro vd 2014).

Calismamizda siganlardan alinan kanlarin serum analizleri yapilmis ve
degerlendirilmistir. Gruplara ait ortalama serum kreatinin, tGre ve BUN degerlerinde
istatistiksel olarak anlamli farkhliklar bulunmustur (p<0.05). Gruplarimiza ait Ure
konsantrasyonlarinin gruplar arasinda ikili degerlendirmeler yapildiginda grup K ile
gruplarimiz Dm ve PDm arasinda; grup P ile grup Dm arasinda istatistiksel olarak anlamli
farkhhklar tespit edilmistir (p<0.05). Diyabetli gruplarimiza ait ortalama Ure
konsantrasyonlarini grup K ve P ile kargilastirdigimizda daha yuksek oldugu ve bu farkin
istatistiksel olarak da anlamli oldugu sonucuna ulastik. Calismamizda yaptigimiz

analizlerle grup Dm ile grup DmP’ye ait ortalama dre konsantrasyonlari
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karsilastiriidiginda grup DmP’nin  Ure konsantrasyonunun daha disik seviyede
oldugunu gordiik (p<0.05). istatistiksel olarak anlamli olmasa da grup PDm’nin ortalama
Ure konsantrasyonunun Dm’ye ait ortalama Ure konsantrasyonundan daha az oldugu
sonucuna ulastik. Calismamizda yaptigimiz degerlendirmeler probiyotik takviyesinin
diyabet ile artan Ure konsantrasyonunu azaltan etkisi oldugunu kanitlayan c¢alismalarla

paralellik gostermektedir.

Gruplarimiz arasinda BUN konsantrasyonlarinin ortalamalarini
degerlendirdigimizde grup Dm’nin grup K ve P ile arasinda istatistiksel olarak anlaml
azalma oldugu sonucuna ulasiimigtir (p<0.05). Diyabetli gruplarimiz Dm, DmP ve
PDm’ye ait BUN konsantrasyonlarinin ortalamalarini degerlendirdigimizde istatistiksel
olarak anlamli fark olmasa da probiyotik takviyesi alan gruplarimiz DmP ve PDm’ ye ait

BUN degerlerinin Dm’ye kiyasla daha dislik oldugu sonucuna ulastik.

Kreatinin konsantrasyonu bakimindan gruplarimizin ortalamalari
karsilastirildiginda sadece grup P ve PDm arasinda istatistiksel olarak anlamli farklihk
tespit edilmistir (p<0.05). Grup PDm’nin kreatinin seviyesinin daha yuksek oldugunu
g6zledik. Diyabetli gruplarimiz olan Dm, DmP ve PDm ile grup K'nin kreatinin
konsantrasyonlarini karsilastirdigimizda istatistiksel olarak anlamliik olmasa da

diyabetli gruplarin kreatinin degerlerinin daha yiksek oldugu sonucunu elde ettik.

STZ pankreasin beta hucrelerini harabiyete sebep olur ve hiperglisemi bu
sebepten olusur (Bell ve Hye 1983). Hipergliseminin bir sonucu olarak dokularda reaktif
oksijen radikalleri tretimi artar, bu da oksidatif strese sebep olur. Diyabette, antioksidan

enzim seviyelerinin azalmasi da oksidatif stres olusturabilmektedir (Lipinski 2001).

Diyabet ile ilgili antioksidan-oksidan dengesini degerlendirmek icin yapilan
¢alismalarda diyabetin bu dengeyi bozdugu kabul edilen bir gercek olup diyabette
antioksidan enzimlerin artmasinin veya azalmasinin sebepleri arasinda diyabet
suresinin uzunlugu, enzim c¢alismasi yapilan doku, g¢alisilan enzimin tirl gibi birgok
faktor olabilmektedir (Kleczkowski vd 2003).

Dizglner ve Kaya’nin (2007) deneysel diyabet modeli c¢aligsmalarinda
antioksidan enzimlerin diyabette azaldigi ve bunun sebebinin hiperglisemi kaynakli
olusan hicredeki lipid peroksidasyonun artigi oldugu tespit edilmistir. Glikolizasyonda
olusan lipid peroksitler ve serbest radikaller, antioksidan-oksidan dengesini bozar ve

antioksidanlari inaktive eder (Duzguner ve Kaya 2007).

Calismamizin bitiminde yaptigimiz TAS ve TOS degerlerinin ortalamasinda
sadece TAS degeri igin gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli fark bulduk (p<0.05).
TAS degerlerini gruplar arasinda ikili olarak karsilastirdigimizda grup K ile diyabetli

gruplarimiz DmP, Dm ve PDm arasinda istatistiksel olarak anlaml farklilik tespit ettik
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(p<0.05). Yaptigimiz degerlendirmeler sonucunda diyabetli gruplarimiza ait TAS
degerlerinin  kontrol grubuna kiyasla daha disik olmasi sebebiyle diyabette
antioksidanlarin azaldigini ve diyabetin antioksidan-oksidan dengesini bozdugunu tespit
ettik. Diyabetli gruplarimiz arasinda yaptigimiz degerlendirmede probiyotik takviyesinin

diyabet ile azalan antioksidan seviyelerine herhangi bir etkisini gdremedik.

Calismamizda gruplarin TOS degerlerini gruplar arasinda karsilastirdiimizda
anlamli olarak farkliliklar géremedik. istatistiksel olarak anlaml olmasa da sadece
probiyotik alan grubumuz P’ye ait TOS degerinin gruplar arasinda en az seviyede olmasi

probiyotiklerin antioksidan etkisini desteklemektedir.

Diyabette lipid peroksidasyonunun hicrede artmasi ile glomeril membran
permeabilitesinde bozukluk olusur ve diyabetin bdbrek dokusunda patolojik etkileri
goriulmeye baglar. Gilbert ve Cooper’'in (1999) calismalarinda diyabetik bobreklerde
bazal membranin kalinlasmasi ve mezengial matriksin artisi goértulmustur. Bébreklerin
fonksiyonlarindaki hasarin asil sebebi ise diyabetin sebep oldugu tubdler atrofi, tlbuler

dilatasyon, epitelyal dokilmeler ve nekroz benzeri hasarlardir.

Glastras ve arkadaslarinin (2016) yapmis olduklari 32 haftalik diyabetli fareler
Uzerindeki c¢alismada diyabetli farelerin bdbrek dokularindaki tibuler atrofiler,
inflamasyon alanlari ve bazal membranin kalinlasmasi veya burusmasi gibi
histopatolojik bulgular PAS+ boyama ile gdsterilmistir. Calismada yuksek doz STZ ve
yuksek yagh diyet verilen farelerin bdbrek tibdllerinde tibller vakuolizasyon ve

dilatasyona sikga rastlandigi goérilmustar (Glastras vd 2016).

Ketani ve arkadaslari (2015), STZ ile sigcanlar Uzerinde deneysel diyabet
modellemesi olusturmuslardir. Deney diyabetin 7, 14 ve 21. glnlerinde sonlandiriimig
bdbrek dokulari histokimyasal olarak degerlendiriimigtir. Diyabetik bébrek kesitlerinde
yapitiklari PAS+ boyamada diyabet ile birlikte fircamsi kenar kayiplari gérilmas ayni
zamanda diyabetin tibdllerde epitel dékilmesine sebep oldugu sonucuna ulasiimistir
(Ketani vd 2015).

Vardi ve arkadaslarinin (2005) STZ ile olusturduklari diyabetik rat modelinde,
bébrek dokusu histokimyasal ve immunohistokimyasal olarak incelenmistir. 8 haftalik
diyabetli sicanlarin bobrek tubullerinde hucre vakuolizasyonu ve Bowman araliginda
belirgin bir artis gdzlenmistir. Calismada yaptiklari PAS+ boyama ile kapiller bazal

membranindaki kalinlagsmalari géstermislerdir (Vardi vd 2005).

STZ indiklemesi ile olusturulan 6 haftalik diyabetik siganlarda bébrek dokulari
MTK ile histokimyasal olarak degerlendirilen ¢alismaya diyabetik sigan bobreklerine ek
olarak diyabetik nefropatili insan katihmcilarin da bdbrek dokulari biyopsi alinarak

calismaya dahil edilmistir. Yapilan degerlendirmelerde diyabetik nefropatinin evreleri 2,
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3 ve 4 olarak belirlenmis MTK boyama yapilan bébrek dokularinda nefropatinin ilerlemesi
ile kollajen birikiminin artigini mavi renkte lekenlenmenin artmasi ile tespit edildigi
belirtilmistir (Lu vd 2021).

Wang ve arkadaslari (2020) diyabetli fareler tizerinde 6 hafta boyunca diisik doz
ve yuksek doz kompozit probiyotik takviyesini uyguladiklari calismalarinda bdbrek
dokusunu histopatalojik olarak degerlendirmislerdir. Diyabetli boébrek dokularinda
gordukleri glomerillerdeki atrofilerin, tlbullerdeki epitel dokuilmelerinin ve Bowman
kapsulindeki genislemenin probiyotik takviyesi ile tersine c¢evrildigi sonucuna
ulasmislardir (Wang vd 2020).

Punaro ve arkadaslarinin (2014) STZ ile diyabet olusturduklari siganlarda 8 hafta
boyunca uygulanan kefir takviyesinin boébrek dokusunda antidiyabetik etkilerini
inceledikleri ¢calismalarinda, diyabetik renal tubullerde glikojen birikimi oldugunu tespit
etmislerdir. Calismada 8 haftalik kefir takviyesi alan diyabetli grubun renal tibullerindeki
glikojen birikiminin diyabetik tubullere kiyasla daha az oldugu sonucuna ulasiimistir
(Punaro vd 2014).

Khalil ve arkadaslarinin (2021) siganlarda diyabet modellemesi olusturarak 7 gin
boyunca probiyotikli yogurt verdikleri galismalarinda bébrek dokulari histopatolojik olarak
degerlendirilmistir. Calismada diyabetli sigcanlarin bébrek dokusunda tlbdullerin
epitellerinde vakuolizasyonlar, tibullerde dilatasyon ve infiltrasyon alanlari gérilmastar.
7 gin boyunca probiyotik yogurt takviyesi alan diyabetli sicanlarin bébrek dokularinda
ise diyabete ait histopatalojik bulgularin arasinda yer alan renal tibdillerin epitelinde
vakuolizasyonlar ve inflamasyon alanlarinin devam ettigi sonucuna ulasiimistir (Khalil vd
2021).

Yapilan calismalarda diyabetik bobrek dokusunda elde edilen histopatolojik
bulgulara benzer olarak biz de diyabetli bébrek dokularimizda tabuler atrofilere,
dilatasyona, hlcrelerde vakuolizasyona, pignotik ¢ekirdeklere, epitelyal dokulimelere,
bazal membran kalinlagsmasina ve inflamasyon alanlarina rastladik. Calismamizda
diyabetin Bowman kapsulinin bazal membran kalinligina etkilerini gérmek icin PAS+
boyama ydntemine ek olarak membranlarin kalinliklarini él¢gtik ve istatistiksel analizlerini
yaptik. Gruplarimiz arasinda yaptigimiz analizler sonucunda Bowman kapsuli bazal
membranlarinin ortalama kalinliklari arasinda istatistiksel olarak anlamli farkhliklar
bulduk (p<0.05). Diyabetli gruplarimiza ait bébreklerin Bowman kapstili bazal membran
kalinliklarinda artis oldugunu tespit ettik. Probiyotik tedavisi verilen diyabet grubumuzun
bazal membran kalinlasmasinin diger diyabetli gruplarimizdan daha az oldugunu

go6zledik.
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Ketani ve arkadaslarinin (2015) yaptiklari galismaya paralel olarak diyabetin
bobrek dokusundaki etkilerini incelemek igin kullandigimiz PAS+ boyama yontemi ile
yaptigimiz histokimyasal degerlendirmeler sonucunda diyabetin bdbrek dokusunda

fircamsi kenarlarda azalmaya sebebiyet verdigini gézlemledik.

Vardi ve arkadaslarinin (2005) diyabetli bobrek dokularinda gérdikleri Bowman
boslugundaki genislemeleri yaptigimiz histokimyasal degerlendirmeler sonucunda
preparatlarimizda biz de gézlemledik. Calismamizda yapmis oldugumuz diyabetli
sicanlara probiyotik takviyesi ile Bowman boslugundaki genislemelerin ve
glomerullerdeki atrofilerin azaldigini tespit ettik. Elde ettigimiz bu bulgular Wang ve

arkadaslarinin (2020) calismalari ile paralellik géstermektedir.

Lu ve arkadaslarinin (2021) bdbrek dokusunda yaptiklart MTK’ nin diyabetik
nefropatinin ilerlemesi ile mavi lekelenmenin arttigini tespit ettikleri calismalarina benzer
olarak calismamizda yaptigimiz MTK boyamanin histokimyasal degerlendiriimesinde
diyabet ile preparatlarimizda mavi lekenmenin arttigini tespit ettik. Fakat hastalik
modelimizin diyabetik nefropatiye kadar ilerlememesi sebebi ile mavi lekelenmeleri daha
az yogunlukta goérdigumuza dusunmekteyiz. Bu degerlendirmeler sonucunda diyabetik

bdbreklerde kollajen birikiminin arttigi sonucuna ulagsmis bulunmaktayiz.

Apoptozun dlzenleyicisi olarak bilinen Bcl-2 ailesi antiapoptik Gyeleri
mitokondrinin membraninin disinda yer alir. Kikuchi ve arkadaslari (2002), si¢anlarda
yaptiklari diyabet c¢alismasinda diyabetin erken evresinde bdbregin proksimal
tubullerinde Bcl-2 ekspresyonun azaldigini gostermiglerdir. Bu calismada diyabetin
erken doneminde yuksek glikoz seviyesinin proksimal tubullerde apoptotik degisikliklere
neden olurken glomerdl ve distal tubullerde apoptotik herhangi bir etkisinin olmadigini
tespit etmislerdir (Kikuchi vd 2002).

Sengul ve arkadaslarinin (2019) sigcanlarda yaptiklari 7 gunlik ¢alismalarinda
sisplatinin bdbrek dokusunda olusturdugu hasara karsi probiyotiklerin etkilerini
incelemigler ve c¢alismada Bcl-2 imminohistokimyasal olarak degerlendirilmigtir.
Calismada bdébrek dokusunda sisplatin ile azalan Bcl-2 ekspresyonunun probiyotik

takviyesi ile arttigini tespit etmislerdir (Sengul vd 2019).

Li ve arkadaslari (2022) farelerde STZ ile diyabet olusturmus ve diyabetik
bébrekler Bcl-2’'nin ekspresyonuna bakilarak degerlendiriimistir. Calismada 12 hafta
boyunca diyabet izlenmigtir. Diyabetik bobreklerde kontrol grubuna kiyasla Bcl-2
ekspresyonun azaldigi goérilmustir. Calismada diyabetli bdébreklerde podosit
apoptozunun arttigi ve Bcl-2’'nin anti-apoptotik bir belirte¢ oldugu kanitlanmistir (Liv d
2022).
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Bu calismalara benzer (Kikuchi vd 2002, Li vd 2022) sekilde galismamizda
yaptigimiz immuinohistokimyasal boyamalarla Bcl-2 ekspresyonunun diyabetik
bdbreklerde azaldigini goérdik. Sengil ve arkadaslarinin (2019) calismasina paralel
olarak probiyotik takviyesi verdigimiz diyabetli gruplarimizda ekspresyon duzeyinin
diyabet grubuna gére Image-J programi ile yaptigimiz degerlendirmeler sonucunda
arttigini gézledik. Ozellikle distal tibiillerde Bcl-2 ekspresyon yogunlugunun daha fazla

oldugunu gozledik.

Garcia-Arroyo ve arkadaslari (2018) sicanlarda oksonoik asit ile indiklenmis
hiperirisemide olusan bébrek hasarina kargi 5 hafta probiyotik takviyesi verdikleri
¢alismalarinda alfa-SMA’y1 immunohistokimyasal olarak degerlendirmislerdir. Calismada
bdbrek dokusunda arteriyol duvar alanlarinin alfa-SMA ile pozitif boyandigini gérmusler
ve probiyotik takviyesi ile alfa-SMA'nin bébregin arteriyol duvarlarinda ekspresyonunun

azaldi§i1 sonucuna ulagsmislardir (Garcia-Arroyo vd 2018).

Manaer ve arkadaslarinin (2021) yuksek yagh, sekerli diyet ve STZ indiklemesi
ile olusturduklari 6 haftalik diyabetik sicanlarda boébrek dokulari alfa-SMA ile
immiunohistokimyasal olarak degerlendirilmistir. Calismada diyabetik sican bébreklerine
ek olarak diyabetik nefropatili insan katilimcilarin da bébrek dokulari biyopsi alinarak
calismaya dahil edilmistir. Yapilan degerlendirmelerde diyabetik nefropatinin evreleri 2,
3 ve 4 olarak belirlenmistir. immiinohistokimyasal degerlendirme icin alfa-SMA’ nin
ekspresyon seviyelerine bakilmis, diyabetik nefropatinin ilerlemesi ile alfa-SMA

ekspresyonunun bdbrek dokularinda arttigi gézlenmistir (Manaer vd 2021).

Galismamizda alfa-SMA’ nin immunohistokimyasal degerlendirmelerini yaptik ve
diyabet ile alfa-SMA ekspresyonunun bdbrek dokusunda arttigini tespit ettik. Yaptigimiz
degerlendirmelerin diger calismalarla (Garcia-Arroyo vd 2018, Lu vd 2021) paralel
oldugunu ve probiyotik takviyesi alan diyabetli gruplarimizda alfa-SMA ekspresyonunun

azaldigini gozledik.
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6.SONUG

Calismamizda siganlara uyguladigimiz diyabet indiklemesi ve probiyotik
takviyesinin bobrek dokusunda etkilerini degerlendirdik. Yaptigimiz vicut agirligr 6lgim
sonuglarini karsilastirdigimizda siganlarda 4 haftalik diyabet slresinde istatistiksel
olarak anlamli olmasa da diyabetin vicut agirhiginda azalmalara sebep oldugunu gérduk
fakat diyabette probiyotik takviyesinin kilonun kaybi veya kazaniminda herhangi bir
etkisinin olmadigini digtnuyoruz. Elde ettigimiz bulgulara dayanarak diyabet ile birlikte
uygulanan probiyotik takviyesinin diyabette olusan hizli kilo kaybini énledigi sonucuna
ulastik. Bobrek agirliklarini degerlendirdigimizde diyabet ve probiyotigin bobrek agirhgi

Uzerine herhangi bir etkisi olmadigini tespit ettik.

Calismamizda deneysel diyabet modeli olusturdugumuz siganlarda yaptigimiz
kan glikoz dlcim sonuglarini gruplar arasinda degerlendirdigimizde istatistiksel olarak
anlamhlik olmasa da diyabetten dnce probiyotik takviyesi alan grubumuzda azalma;
diyabet ile birlikte probiyotik alan grubumuzda da artis tespit ettik. Elde ettigimiz
bulgulara dayanarak probiyotigin diyabette koruyucu etkisinin oldugu fakat tedavi edici

bir etkisinin olmadigi sonucuna ulastik.

Galismamizda siganlardan alinan kanlarin serum analizleri yapildi ve
degerlendirildi. Gruplara ait ortalama serum kreatinin, tGre ve BUN degerlerinde
istatistiksel olarak anlamh farkliliklar bulduk (p<0.05). Diyabet ile birlikte tre, kreatinin ve
BUN degerlerinin arttigini gordik. Diyabetli gruplarda yaptigimiz degerlendirmelerde
probiyotiklerin diyabet ile artan Ure konsantrasyonunu digurdigunu tespit ettik. Diyabet
ile birlikte probiyotik takviyesi alan grubumuzda bu azalma istatistiksel olarak anlamliydi.
Bu sonuca dayanarak diyabette artan lire konsantrasyonunda probiyotiklerin tedavi edici
etkisinin koruyucu etkisine kiyasla daha fazla oldugunu tespit ettik. BUN
konsantrasyonlarinin ortalamalarini gruplar arasinda degerlendirdigimizde diyabette
artan BUN seviyesinin istatistiksel olarak anlamli olmasa da probiyotik takviyesi ile
azaldigi sonucuna ulastik. Kreatinin konsantrasyonlarini degerlendirdigimizde ise
diyabet ile kreatinin seviyesinin arttigini fakat probiyotiklerin herhangi bir etkisinin

olmadigini gérduk.
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Calismamizda serum kan drneklerinden elde ettigimiz TAS ve TOS degerlerinden
sadece TAS icin istatistiksel olarak anlamh farklilik tespit ettik (p<0.05). Diyabet
gruplarda TAS’1 azaltmistir fakat TOS igin herhangi bir tespitte bulunamadik. Probiyotigin
diyabet ile azalan TAS seviyesine herhangi bir etkisini géremedik. istatistiksel olarak
anlamh olmasa da sadece probiyotik takviyesi alan grubumuzda TOS seviyesinin en
duguk olmasi probiyotiklerin antioksidan etkisini gostermektedir. Yaptigimiz TAS TOS
analizlerini dokuda degil de kan serum &rneklerinden yapmamiz sebebi ile saglikli

sonugclar elde edemedigimizi distndyoruz.

Calismamizda bébrek dokularini H&E, MTK ve PAS+ boyamalarla histokimyasal,
Bcl-2 ve alfa-SMA antikorlari ile immunohistokimyasal olarak degerlendirdik. Yaptigimiz
histokimyasal degerlendirmelerde diyabet ile birlikte bdbrek dokusunda tubuler ve
glomeruler atrofilere, tibdler dilatasyona, hicrelerde vakuolizasyona, bazal membran
kalinlagsmasina, epitel dokilmelerine, fircamsi kenar kayiplarina, Bowman boslugunda
geniglemelere ve inflamasyon alanlarina rastladik. Calismamizda Bowman kapsulu
bazal membranini PAS+ boyama yontemi ve membran kalinliklarini 6élgerek
degerlendirdik. Diyabet ile Bowman kapsulu bazal membranin kalinliginda istatistiksel

olarak anlamli sekilde artis oldugunu tespit ettik (p<0.05).

Bobrek dokusu preparatlarimizda yaptigimiz degerlendirmelerde probiyotiklerin
diyabet ile gérdigimuz histopatolojik bulgulari azalttigini gézlemledik. Probiyotikler
bdbrek dokusunda diyabette olusan glomerdl atrofilerini, Bowman boslugundaki

geniglemeleri, inflamasyon alanlarini azaltmistir.

GCalismamizda yaptigimiz immunohistokimyasal boyamalar ile bobrek
dokularinda Bcl-2 ve alfa-SMA'nin ekspresyon duzeylerini degerlendirdik. Bobrek
dokusunda diyabet ile birlikte Bcl-2'nin ekspresyonu azalirken probiyotik takviyesi ile
ekspresyon seviyesinin artma egiliminde oldugunu goérdik. Calismamizda Bcl-2’nin
ekspresyonunu distal tdbullerde daha fazla goérdik. Alfa-SMA igin yaptigimiz
immunohistokimyasal degerlendirmelerde ise diyabette alfa-SMA ekspresyonun arttigi
sonucuna ulastik. Probiyotik alan diyabetli gruplarda ise alfa-SMA ekspresyonu azalma
egilimindeydi.

Calismamizda istatistiksel olarak anlamli sonuglar elde edememe sebebimizin
gruplardaki sican sayisinin yetersiz olmasina bagliyoruz. Deney siuremizin kisitli olmasi
sebebi ile diyabet hastaligi ve probiyotik takviyesi sureleri kisa tutulmusg, bu durumun da
sonuclarimiza yansidigini dugtnuyoruz. Bu nedenle denek sayilarinin daha fazla ve
sure bakimindan daha uzun probiyotik takviyesi verilerek degerlendirilecek ¢aligmalarin

yapilmasina ihtiya¢ oldugu kanaatindeyiz.
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