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1 OZET

DENEYSEL OLARAK HIiPERTANSIYON VE DIiYABET OLUSTURULMUS
RATLARDA GLOMERULER DEGISIKLIKLERIN ELEKTRONMiIKROSKOBIiK
VE IMMUNOHISTOKIMYASAL OLARAK INCELENMESI

Serap Cilaker Micih

Dokuz Eyliil Universitesi, Saghk Bilimleri Enstitiisii, Histoloji Embriyoloji Anabilim

Dal, Balcova, izmir.

Diabetes Mellitus ve hipertansiyonun birlikte seyretmesi bobrek hasari {izerinde
ilerletici etki gostermektedir. Bu calismada, ayri ayr1 ve birlikte deneysel diyabet ve
nefrektomi modelleri uygulandi ve bu hastaliklarin bobrek {izerindeki etkilerinin
ultrastriiktlirel ve immunhistokimyasal olarak degerlendirilmesi ve bir antioksidan olan lipoik

asidin olasi tedavi edici etkisinin incelenmesi amaglandi.

Calismamizda Wistar susu ratlar 8 gruba (n=7) ayrildi. I. grup; Kontrol, II. grup DM,
I1l. grup; 5/6 Nf, IV. grup LA, V. grup 5/6 Nf+DM, VI. grup DM+LAT, VII. grup 5/6
Nf+LAT ve VIII. grup 5/6Nf+DM+LAT. Diyabet modeli 45mg/kg STZ enjeksiyonu ile
olusturuldu ve hipertansiyon modeli ig¢in 5/6 nefrektomi modeli uygulandi. dl-a-Lipoic acid
30mg/kg/glin olacak sekilde 8 hafta oral gavaj yontemi ile deneklere uygulandi. Bobrek
dokusu HE, Masson Trikrom ve PAS boyasi ile boyandi. Immiinohistokimyasal olarak AT1,
VEGF ve ET-1ve Kazpaz-3 antikorlar1 isaretlendi. Ultrastriiktiirel olarak GBM ve bowman
dis yaprak kalinliklar1 olgiildii. Biyokimyasal olarak kan Orneklerinde kreatinin ve BUN

degerleri incelendi.

Diyabet ve nefrektomi modellerinin ayri1 ayri ve birlikte uygulandigi deneysel
gruplarda glomeriillerde, glomeriiloskleroz yapilari, mononiikleer hiicre infiltrasyonu,
intersitisiyel fibrozis, damarlarda ve tiibiillerde dilatasyon ve hiyalin materyal birikimi ile
tibiiler yapilarin  dejenerasyonu gozlendi. Renal hasar histomorfometrik olarak
degerlendirildiginde bowman dig yaprak kalinligi, glomeriil ¢api, glomeriil/¢ekirdek orani,
bowman dig yaprak kalinligi, renal skar alan1 ve glomeriiloskleroz degerleri ve ultrastriiktiirel
olarak GBM ve BDYK’lar1 diyabet ve nefrektomi uygulanan gruplarda artmusti.
Tibiilointersitisiyel ve glomeriiler AT1 azalirken, VEGF, ET-1 ve Kaspaz-3 artig géstermisti.



Ayni gruplarda kreatinin ve BUN degerleri artmisti. LA verilen gruplarda ise degerlerin
kontrol grubuna yakin oldugu gozlendi.

Elde ettigimiz veriler 1s1ginda, diyabet ve hipertansiyonun birlikte gdzlenmesinin
bobrek hasarmin hizli ilerlemesine neden oldugu, lipoik asidin bu hastaliklara kars1 bobrek

tizerinde koruyucu/tedavi edici etkisinin oldugu sonucuna varildi.

Anahtar kelimeler: Bobrek, nefrektomi, Diabetes Mellitus, ultrastriiktiir, immunhistokimya



SUMMARY

THE ELECTRONMICRSOSCOPIC AND IMMUNOHISTOCHEMICAL
EVALUATION OF GLOMERULAR CHANGES IN AN EXPERIMENTALLY
INDUCED HYPERTENSIVE AND DIABETIC RAT MODEL

Serap Cilaker Micih

Dokuz Eyliil University, Health Science Institiite, Department of Histology and

Embryology, Balcova, 1zmir

The concurrence of Diabetes Mellitus and hypertension has a progressive effect on
renal damage. In this study experimental diyabetes and nephrectomy have been applied
together and separately to evaluate their effects on kidneys both ultrastructurally and
immunohistochemically and to investigate lipoic acid, an antioxidant as a possible therapeutic

agent.

Wistar rats were divided into 8 groups (n=7). Group I; Control, group IlI; DM, group
I1I; 5/6 Nx, group IV; LA, group V; 5/6 Nx+DM, group VI; DM+LAT, group VII; 5/6
Nx+LAT and group VIII; 5/6Nx+DM+LAT. Diyabetes was formed by 45mg/kg STZ
injection and for hypertension nephrectomy 5/6 model was applied. dl-o-Lipoic acid
30mg/kg/day was fed by oral gavage for 8 weeks. Kidney tissue was stained by HE, Masson
Trikrom and PAS. AT1, VEGF, ET-1 and Caspase-3 antibodies were labelled
immunohistochemically. GBM and bowman outer shell thickness were measured

ultrastructurally. Creatinine and BUN levels were measured in blood biochemically.

In groups where diyabetes and nephrectomy were applied separately and together,
glomerulosclerosis, mononuclear cell infiltration, interstitial fibrosis, vascular and tubular
dilatation and hyalin deposition and degeneration of tubular structures were seen in
glomerules. When renal damage was evaluated histomorphometrically, bowman capsul
thickness, glomerule diameter, glomerule/nucleus ratio, renal scar area and glomerulosclerosis
values, and ultrastructural GBM and BCT were increased in diyabetes and nephrectomy
groups. Tubulointerstitial and glomerular AT1 was decreased but VEGF, ET-1 and Caspase-3
were increased. Creatinine and BUN values were increased in the same groups. Groups which

were given LA had values similar to the control group.



In the light of these results we have come to the conclusion that diyabetes and
hypertension together increases the rate of renal injury and lipoic acid has a

protective/therapeutic effect on kidneys.

Key words: Kidney, nephrectomy, Diabetes Mellitus, ultrastructure, immunohistochemistry



2 GIRIS VE AMAC
Diabetes Mellitus (DM), hiperglisemi, dislipidemi, glikoziiri ve bunlara eslik eden bir

grup metabolik bozuklugu i¢ine alan kronik bir metabolik hastaliktir (14, 15). Hipertansiyon
ise mikrovaskiiler ve makrovaskiiler hastaliklar i¢in bilinen bir risk faktorii olup diyabeti olan
bireylerde olduk¢a yaygin bir durumdur. Normal populasyona gore diyabeti olan bireylerde
iki kat daha fazla gozlenir. Giiniimiizde hizla artan ve toplumlarda ¢ok sik olarak rastlanan
diyabet ve hipertansiyonun birlikte gézlendigi durumlar, progresyonu hizli gelisen bobrek
hasarma neden olmaktadir. Diyabet ve hipertansiyon kronik bobrek yetersizligi olgularinin

yaklagik yarisindan sorumludur (119).

Diyabetik nefropatide, hiperglisemi sonucunda soliibl faktorlerin etkilesimi (biiyiime
faktorleri, AT II, endotelin (ET), ileri glikasyon iiriinler (IGU), renal mikrosirkiilasyonda
hemodinamik degisiklikler (glomeriiler hiperfiltrasyon, glomeriiler kapiller basingta artis),
glomeriillerde yapisal degisiklikler (ekstraselliiler matrikste artis, bazal membran
kalinlagmasi, mezenjiyal genisleme, fibrozis) gozlenir (15, 17). Hipertansif renal hasar
patofizyolojisi ise farkli seyretmekte ve preglomeriiler vaskiiler dilatasyon ve bozulmus renal
otoregiilasyon sistemik kan basinci yiikiiniin biiyiikk bir oranda renal mikrovaskiiler yataga
yansimasina neden olmaktadir. Bu nedenle, hasar vaskiiler yapidan daha fazla glomeriiler
diizeyde gergeklesmektedir (122). Hipertansiyonun tek basina bobrek hasari tizerine etkileri
tartisgmali iken, diyabetik nefropatisi olan deneklere sistemik hipertansiyon eklendiginde

glomeriiloskleroz gelisiminin artt1g1 gézlenmistir.

Deneysel olarak diyabet ve hipertansiyon modelleri cerrahi ve kimyasal yollar ile
gerceklestirilmektedir. Literatiire baktigimizda hipertansiyon ve diyabetin bobrek iizerine
etkilerinin birlikte incelendigi deneysel calismalar genellikle spontan hipertansif ratlara
streptozotosin  (STZ) uygulanmasi, transgenik farelere STZ uygulanmasi ile diyabet
olusturulmasi seklindedir. Klinik ¢aligmalarda ise prospektif olarak tip Il diyabeti olan ve
olmayan hipertansif bireylerde bobrek hasar1 degerlendirilmistir (124, 125, 126). Bizim
calismamiz ise deneysel olarak cerrahi yolla 5/6 nefrektomi modeli kullanilarak deneysel
hipertansiyon olusturulan ve STZ ile diyabet eklenen ilk ¢alisma modelidir ve literatiire bu

modelin de katkis1 olacag: disiiniilmektedir.



Diyabet ve remnant (kalan) bobrek modellerinin patogenezi bobrekte mezangiyal
hiicre proliferasyonunu, ekstraselliiler matriks birikimini, glomeriiler hipertrofisini, epiteliyal
hiicre hasarini, makrofaj infiltrasyonu ve glomeriiler skleroz olusumunu igerir. Biz de
calismamizda literatiire benzer sekilde bobregin histolojik ve histomofrometrik 6zelliklerini
sayisal olarak degerlendirmek amaciyla glomertiler skleroz, renal skar alani 6l¢iimii, glomertil
basina diisen ¢ekirdek sayisini hesapladik (28, 108, 129 130, 138). Ayn1 zamanda
Ol¢timlerimize bowman dis yaprak kalinligi ve glomeriil ¢ap1 gibi olgiimleri de ekleyerek
parametrelerimizi arttirdik. Bu parametreler arasindaki korelasyonlarin belirlenmesi ile

literatiire katki saglayacagini diisiindiik.

Diyabetik bobrekte glomeriil yapisi ultrastriiktiirel olarak incelendiginde glomeriiler
bazal membranda ve mezengiyal matriskte artis ve foot proces efasmani gozlenmistir.
Nefrektomi modellerinde de benzer sekilde hiicresel hipertrofi, foot proces efasmani,
glomertiiler kapiller loop dilatasyonu, endoteliyal hiicrelerde ve bazal membranda yapisal
anormallikler olarak tanimlanmistir (142, 143). Biz de 1s1tk mikroskobik bulgularimizi
desteklemek amaciyla elektron mikroskobik olarak gomeriiler bazal membran Slgiimii ve

bowman dig yaprak kalinlik 6l¢timleri yaptik.

Diyabette, dolasimdaki renin anjiyotensin sistemi baskilanirken, bobrek dokusundaki
renin anjiyotensin sisteminin (RAS) sistemi aktive olmaktadir. Hiperglisemi sonucu
indiiklenen oksidatif stres, endoteliyal hasar, vazokonstiiksiyon, trombozis, inflamasyon
sonucunda dokuda AII artar. All’nin etkileri plazma membraninda bulunan AT1 ve AT2
reseptorlerinin alt tipleri araciligi ile gergeklesir. RAS sistemi ayrica hipertansiyonu etkileyen,
kan basincinin diizenlenmesinde ve hiicre disi sivi hacminin korunmasinda da onemli rol
oynar. Intraglomeriiler basincin artist hem kapiller hasara yol agmasi, hem de proteiniiriyi
arttirmasi agisindan sakincalidir. Proteiniiri sonucunda bobrek hasari olusmaya baslar.
Diabetes Mellitus RAS aktivasyonu kadar PKC aktivasyonu, sitokin ve biiyiime faktorlerinin
aktivasyonu ve bunun sonucunda da bir¢ok patolojik durum ile birlikte seyretmektedir.
Hiperglisemi sonucunda All, vaskiiler endoteliyal biiytime faktorii (son donemlerde diyabetik
nefropati patogenezinde gozlenen bir sitokin) ve bir vazokonstriiktor olan endotelin de
artmaktadir. Diyabetik bobreklerde glomeriiler endotel iizerinde VEGF reseptorlerinin de
artmis  oldugu gosterilmistir  (165). Ancak ileri asamadaki DM'’lerde, siddetli

glomeriiloskleroz gézlenmesi durumunda VEGF’in azaldig1 ve bu azalmanin podosit kaybr ile



iligkili oldugu diistiniilmistiir (166). Ayrica VEGF tedavisinin remnant bobrek modelinde
endoteliyal proliferasyon, kapiller yogunlugunun devamu, interstisiyel fibrozisin azalmasi ve
renal fonksiyonlarin stabilizasyonunu sagladigini géstermislerdir (175). ET-1’in mezengiyal
hiicrelerde diyabetik nefropatide hiperglisemi nedeniyle artis gosterdigini bildirmislerdir
(178). Biz de literatirde diyabette, hipertansiyon modellerinde ayri ayr1 ve
diyabet+hipertansiyon modelinin birlikte uygulandig1 gruplarda immunhistokimyasal olarak

AT1, VEGF ve ET-1 molekiillerinin kombine edildigi bir ¢alismaya rastlayamadik.

Programli hiicre o6limii olan apoptozis bobrek hastaliklarinda farkli etkiler
gostermektedir. Bazi deneysel caligsmalarda apoptozisin iyilesme evresinde mezengiyal,
tiibiiler ve endoteliyal hiicrelerin sayisal diizenlenmesinde rol aldigi ileri siiriiliitken, diger
taraftan bobrekteki sklerotik siiregten sorumlu oldugu diistintilmiistiir (70). Biz de bobrekteki
hasar mekanizmasina ek olarak apoptozisin hiicrede baslama belirtisi olan kaspase-3
antikorunun dagilimini incelemeyi amacladik. Diyabetik nefropati mekanizmasinda da
nefrektomi modellerininin uygulandigi deneysel calismalarda da baslangigta doku turn-
overinda homeostaz1 saglayacak kadar olmasi beklenirken, ilerleyen zamanlarda apoptoz
oraninda degisiklikler gézlenmis, ancak glomertiler ve tiibiiler hasarin artig1 son déonemlerde

apoptozisde oldukga artmis olarak gézlenmistir (192).

Diyabet kronik metabolik bir hastaliktir ve ayn1 zamanda artmis bir oksidatif stres
durumudur. Artan serbest radikaller lipidler, proteinler ve niikleik asitler ile etkileserek
membran biitiinliigiiniin kaybina proteinlerde yapisal ve fonksiyonel degisikliklere ve genetik
mutasyonlara yol acar. Organizma ise bu zararli radikallerin etkisinden kurtulmak i¢in
enzimatik ve non-enzimatik antioksidan savunma sistemlerine sahiptir. Ayrica eksojen olarak
aliabilen antioksidanlar ile serbest radikallein ekileri ile savasilmaya ¢alisilmaktadir. Alfa
lipoik asid agir metallerle olusan zehirlenmelerde detoksifikasyon ajani olarak kullanilan bir
antioksidandir. Antioksidan 6zelligi kendisinin dihidro lipoik aside indirgenirken, serbest
radikalleri temizlemesinden ve metal iyonlariyla selat yapmasindan kaynaklanmaktadir.
Hiicrelerin glikoz kullanimimi arttirdigi igin diyabet tedavisinde de kullanilmaktadir (131).
Spontan hipertansif ratlarda kan basmcini disiirdiigii gézlenmistir (135). Bilinen bu etkileri
nedeniyle diyabet ve hipertansiyonun ayri ayri1 ve birlikte olusturuldugu gruplarda lipoik
asidin tedavi etkisinin incelendigi ¢aligmaya literatiirde rastlamamamiz nedeniyle bu

arastirmada lipoik asidi kullanmay1 planladik.



3 GENEL BIiLGIiLER

3.1 Bobregin ( REN, NEPHROS) Temel Yapisi1 ve Anatomisi

Bobrekler retroperitoneal bolgede, kolumna vertebralis’in iki yaninda, T12-L3
seviyesinde bulunan eriskin erkeklerde her biri yaklasik 125-170 gr, kadinlarda ise 115-155 gr
agirliginda olan organlardir. Karacigerin konumu nedeniyle sag bobrek sol bobrekten 1-2 cm
asagida yerlesmistir. Makroskobik olarak dista fibroz bir kapsiil, kapsiiliin altinda korteks ve
en i¢cte medulla bulunur. Her bobregin konkav olan medial kenarindaki vertikal yarik hilum
renale’dir. Buradan arteria renalis sinus renalise girer, vena renalis ve pelvis renalis ¢ikar (1,
2, 3). Her bobregin anteridr (Fasies anterior) ve posterior yiizii (Fasies posterior), medial
(Margo medialis) ve lateral kenar1 (Margo lateralis), superior (Extremitas superior) ve inferior
ucu (Extremitas inferior) vardir. Lateral kenar1 dis biikey, medial kenar1 i¢blikeydir ve medial
kenarinda siniis renalis ve pelvis renalis yer alir. Centikli medial kenar ise bobrege 6zgii
fasulye seklinde goriintiiyli verir (2, 4). Bobrekleri igten disa dogru kapsula fibrosa denen
fibroz kilif, kapsula adiposa denen perirenal yag tabakasi ve bir kese gibi tiim bu olusumlari

icene alan fascia renalis ile sarilidir.

3.1.1 Bébregin Damarlanmasi

Arteria renalisler L1 ve L2 vertebralar1 arasindaki intervertebral disk hizasinda aorta
abdominalis’den ¢ikarlar. Daha uzun olan sag a. renalis v. cava inferiorun arkasindan gecer.
Her arter hilumun yakininda bes segmental uc¢ (end) artere ayrilir. Bu segmentler
yerlesimlerine gore; segmentum superiorus ugta, segmentum inferiorus alt ucta, segmentum
anterius-superius ve segmentum anterius-inferius on yiiziin orta kisminda, segmentum
posterius arka yliziin orta kisminda bulunur. A. segmentalis superior (apikal) superior
segmente, a.segmentalis anterosuperior anterosuperior segmente ve a. segmentalis
anteroinferior segmente ve a. segmentalis inferior segmente dagilir. Bu arterler a.renalis’in
anterior dalindan c¢ikarlar. A. segmentalis posterior, a.renalis’in posterior dalinin devamidir ve
bobregin posterior segmentini besler (2, 4). A. segmentalislerin dordii pelvis renalis’in
oniinden gecerken segmentum posterius’a ait olan dal arkasindan gecer. On ve arka dallar

daha sonra sinus renalis’de tekrar dallanir.

Oksijenlenmis kan renal arterden gelir, renal arter renal siitiinlar i¢inden piramitlerin
kenarlar1 boyunca medullay1 gecen bircok loblararasi arterlere (interlobar) ayrilir. Korteks-

medulla kavsaginda interlobar arterler arkuat arterleri olustururlar ve yatay olarak devam



ederek korteks-medulla sinir1 boyunca devam ederler. Arkuat arterlerden ¢ikan dikey dallar
olan lobguklararasi (interlobiiler) arterler kortekse girer. Lobguklarasi arterler dis kortekse

yiikselerek afferent glomeriiler arteriyolleri olugturmak {izere dallanirlar.

Aftferent glomeriiler arteriyol glomeriiler kapiller ag1 olusturur ve efferent glomeriiler
arter olarak devam eder (arteriyel portal sistem). Efferent arteriyoller kapsiilalt1 bolgeye yakin
yerde peritiibiiller kapiller agt olusturur. Jukstamediiller bolgeye yakin olan efferent
glomeriiler arteriyoller vaza rektayr olusturur. Peritlibliler kapiller ag once stellat vene,
ardindan lopguklarasi (interlobiiler) vene bosalirlar. Lobguklararasi venler arkuat veni

olusturmak {izere birlesirler ve renal ven ile devam ederler (5) (Sekil 1).
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Sekil 1: Bobregin damarlanmasi (6).



3.1.2 Bébregin Lenfatik Dolasimi
Renal lenf damarlar1 renal venleri takip eder ve lumbal lenf nodlarina (nodi lypmhatici

lumbales) dokiiliirler (2, 4).

3.1.3 Bébregin Sinir Innervasyonu

Bobrekler baglica sinirlerini ¢dlyak pleksustan alirlar ve daha az olarak stiperfisial
hypogastric pleksus ve torasik, iist splanchinucus ve intermezenterik sinirlerden alirlar.
Sempatik liflerinin splanchnicus minor ve n. splanchinicus minumus’dan, parasempatiklerini
ise n. vagus’dan alir. Preganglionik sempatik ve parasempatik lifler a. renalis atrafindaki
plexus renalis i¢indeki ganglionik ndronlarla sinaps yapar, postganglionik sempatik lifler ise
a.renalis’in bobrek igindeki dallarinda dagilirlar. Sempatiklerin vazokonstriktor etkisi ile
damardan gecen kan miktar1 azalir ve bunun sonucunda kandan siiziilen idrar mikrari
azaltilmis olurken, parasempatik sinirler a. renalis’in dallar1 boyunca bdbrege dagilir ve

vazodilator etki gosterir (4, 7).

3.2 Bobregin Histolojisi
Bobrekler distan bir bag doku kapsiilii ile sarilidir. Bu kapsiiliin dis tabakasi fibroblast
hiicreleri ve kollajen fibrillerden olusurken, i¢ tabakasi miyofibroblastlarin olusturdugu
hiicresel tabakadan meydana gelir. Bobregin medial kisminda kan ve lenf damarlarinin

bobrege girip ¢iktigi hilus bulunur.

Bobrege c¢iplak gozle bakildiginda kirmizimsi koyu renkli korteks ve icte agik renkli
12-18 adet piramid ya da koni sekilli renal piramitleri iceren medulla gozlenir (3). Bu renal
piramitlerin apikal yiizleri hiluma dogru uzanan papilla renalisleri yaparken, bazal yiizleri
kortekse bakar. Papilla renalislerin u¢ kisimlarinda bdbrek tiibiillerinin kaliks mindrlere
acildig1 20 kadar foramina papillare’ler bulunur. Papillalarin delikli tepe kisimlar1 area
kribroza adini alir. Bu piramitleri distan ve yanlardan korteks ¢evreler ve iki piramit arasinda
yer alan kismina Bertini siitlinu denir. Bir piramit ve buna nefronlarin drene oldugu korteks

kismi1 beraber bobrek lobunu ifade eder (3, 6, 7).

Bobrek lobgugu, iki komsu ¢ikan lobguklararasi (interlobiiler) arterle yan yana gelen
korteks boliimiidiir. Metanefrik blastemdeki primitif loplarin kaynasma bélgelerinden arta
kalan yapilar olan Bertini siitiinlar1 bir bobrek lobunun sinirini olusturur. Her bobrek lobunun

tepesi minodr kaliksle ¢evrelenen papillada sonlanir. Her minér kaliks bir papilladan gelen
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idrar1 toplar. Minor kaliksler major kaliksleri, ardindan da pelvisi olusturmak {izere birlesirler

).

3.2.1 Nefronlarin Yapist

Bobregin islevsel temel birimi nefronlar ve kollektor (toplayici) tiibiillerden olusan
tirinifer tibiillerdir. Her iki bobrekte yaklasik 2 milyon nefron vardir. Kortekste glomeriiller,
proksimal ve distal tiibiiller ve dis korteksteki nefronlarin Henle kulplart bulunur. Medullada
ise toplayict kanallar, henle kulplar1 ve vasa rektalar bulunur. Medullada bulunan toplayict
kanallar sirastyla kiiclik kaliks, biiyiik kaliks ve pelvis renalise acilir. Nefronlar bdbrek
dokusu i¢inde ilerledikleri derinlige gore kortikal (subkapsiiller) nefronlar ve jukstaglomeriiler

nefronlar (tiim nefronlarin 1/5 ve 1/3’tidiir) olarak yerlesmektedirler (1, 3, 8).
Nefronlar temel olarak iki kisimdan olusur.
1-S1vinin kandan filtre edildigi renal korpuskiil ya da glomeriiller yumak.

2-Filtre edilmis sivinin idrara doniistiigii tiibiil kismi (Proksimal kivrintili tiibiiller, henle

kulpu, distal kivrintili tiibiiliin ¢ikan pargasi)

Renal korpuskiil: Dolasimdan gelen kanin filtre edilerek glomeriiler filtratin olusturuldugu
kisimdir. 200-250 mikrometre ¢apinda kapiller yumak ve onu saran 2 tabakali Bowman
kapstiliinden olusur. Glomeriiler filtrat Bowman kapsiiliiniin bu iki yapragi arasinda
olusturulur. Her renal korpuskiilde afferent arterioliin girdigi ve efferent arteriolliin ¢iktig1 bir
damar kutbu ve proksimal tiibiillerin basladig1 yerde idrarin 6nciisii olan ultrafiltratin olustugu

idrar kutbu bulunur.

Bowman kapsiiliiniin i¢ yapragi podosit olarak adlandirilan modifiye epitel hiicreleri,
dis yapragi olan pariyetal yaprak ise ince bir bazal lamina iizerine oturan ve ince bir retikiiler

lif tabakasi ise desteklenen tek katli yass1 epitelden olusur (1, 3, 8).

Visseral yapraga ait podosit hiicreleri glomeriiler kapiller yiizeyi tiimiiyle ¢evrelereyen

ve pediseller denen primer ve sekonder hiicresel uzantilara sahiptir (3, 5) (Sekil 2).
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¥V Bobrek cisimciginin histolojisi.
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arteriyol

Sekil 2: Renal korpuskiiliin yapist (6).

Glomertiler kapillerler pencereli endotel hiicreleri, podosit ayak uzantilarinin iizerine
oturdugu bir bazal lamina ile Ortiilidiir. Endotel su, iire, glikoz ve kiigiik proteinlere
gecirgendir. Bazal lamina podositlerce sentezlenirler ve endotel hiicre laminasi major
proteinlerden tip IV kollagen, fibronektin, laminin entaktin gibi glikoproteinler,
gliokozaminglikanlar, sialoproteinler ve partikiiler heparan siilfat icerir. Bazal laminanin
kalmhigr yaklasik 300 nm.dir (5). Ince yapisina bakildiginda ortada elektron yogun lamina
densa, her iki yaninda da daha fazla elektron gecirgen lamina rara tabakasi bulunur. Lamina
densa tabakas1 yaklagik 100 mn kalinligindadir ve tip IV kollajen igerir. Lamina rara, laminin
fibronektin, heparan siilfattan zengin polianyonik proteoglikanlar icerir. Lamina rara, pososit
ayaklarinin yan tarafinda lamina rara externa, kapiller endoteli yaninda ise lamina rara interna
olarak ayrilir. Bazal lamina bu yapilanma ile lamina densanin fiziksel bir filtre olarak is
gordiigi lamina raradaki anyonik bdlgelerin ise elektriksel bir engel olusturdugu segici
makromolekiil filtredir. 10 nm’den biiyiik partikiillerin gegisine izin vermez. Molekiil agirlig
albuminin molekiil agirligindan (MW 69000) daha fazla olan negatif olan proteinler ise

membrandan eser miktarda gecerler (3, 8, 9).

Podositler, glomeriiler kapiller yumaktaki pencereli endotel hiicreleri ve bunlarin

iliskide oldugu bazal lamina glomeriiler siizme (filtrasyon) bariyerini olusturur. Bir podosit ve
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komsu podosit hiicresinin pediselleri bazal laminay1 kaplamak icin birbirlerinin i¢ine gegerler
ve stizme (filtrasyon) yariklari ile birbirlerinden ayrilirlar. Siizme yariklar1 membrandz bir
materyal olan filtrasyon yarig1 diyaframi ile birbirlerine baglanirlar. Pediseller negatif ytiklii
sialoprotein olan podokaliksinden meydana gelir. Pediseller ise bazal laminaya asfB; integrin
ile tutunurlar. Siizme yarig1 diyaframi aktin filamentlerine pedisel icinden CD2AP proteini ile

tutunan nefrin proteininden olusur (5, 9) (Sekil 3, 4).

idrar boslugu

Slizme yarigr diyaframi - gii7me yarig Podosit
. uzantilari

Anyonik
ortii

Bazal lamina

Endotel hiic-
re tabakasi

Aktin
Siizme yarigi :
diyaframi . CD2AP
_./ /
Ao < o,
) @KX)K)}Q‘!@@QL 2 Integrin

sl

Sekil 3: Glomeriiler bazal membran (GBM) yapisi (5).
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Capillary

Sekil 4: GBM’nin ultrastriiktiirel yapisi (10).

Mezangiyum: Mezangiyum glomeriiler kapillerler arasinda bulunan mezangiyal hiicreler ve
mezangiyal matriksten olusur. Glomeriil igerisinde bulunan mezangiyal hiicreler
intraglomeriiler mezengiyal hiicreler olarak adlandilirken, glomeriil disinda damar kutbuna
dogru yerlesmis olanlar ise extraglomeriiler mezangiyal hiicreler olarak adlandirilir.
Mezangiyal hiicreler diiz kas hiicreleri ve makrofaj 6zelligindeki perisit hiicreleridir. Cogalma
yetenegine sahiptirler. Kollajen ve matriks salgilarlar, prostoglandin ve endotelin salgilayarak

afferent ve efferent glomertiler arteriyollerin kasilmasini uyarirlar (5).

Endotelinler efferent glomeriiler arteriyollerin kasilmasit uyarirlar. Glomertiler

kapillerlere mekanik destek saglarlar, fagositik aktiviteleri ile glomeriiler bazal lamina
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materyallerinin doniisimiinii kontrol ederler, kasilma aktiviteleri ile kan akisini diizenlerler.
Stizme bariyerini gecemeyen immunglopiilinler ve komplement molekiiller mezengial

matrikse girebilirler (5).

3.2.2 Proksimal kivrintili tiibiiller

Renal korpuskiiliin idrar kutbunda bowman kapsiiliiniin pariyetal yapraginin tek kath
yassi epiteli proksimal kivrintili tiibiillerde prizmatik epitel seklinde devam eder. Proksimal
kivriml tiibiiller apikal siki baglantilar ile bir arada bulunan tek katli kiibik ya da prizmatik
epitelle doselidir. Uriner bosluktaki plazma ultrafiltrati, aktif ve pasif mekanizmalar ile
stiziilmiis su, glikoz, sodyum (Na), klor (Cl), potasyum (K) ve diger katilarin %70 kadarinin
geri emildigi proksimal tiibiillere aktarilir. Tiibiil hiicrerleri emilim i¢in uygun yapisal

ozelliklere sahiptir.

Hiicrelerde bulunan c¢ok sayida uzamis mitokondriler nedeniyle hiicreler asidofilik

sitoplazmaya sahiptir. Hiicrelerin apikalinde bulunan mikrovilluslar firgams1 kenar olusturur.

Bazolateral bolgede yogun hiicre zar1 kivrimlari ve interdigitasyonlar:t bulunur.
Iyonlarin magnezyum (Mg)’ a bagimli Na ve K aktive olmus pompa ile transportu igin gerekli

olan adenosintrifosfati (ATP) ¢ok sayida bulunan mitokondriler saglar.

Endositoz ve kiigiik proteinlerin aminoasitlere yikimi icin gerekli olan apikal
tiibiilovezikiillere ve lizozomlara sahiptir. Proksimal kivrintili tiibiiller suya ¢ok gecirgendir
ve su; ozmoz ile siki baglantilar arasindan (paraselliiler yol) ile hiicrelerarasi bosluga geger.
Hiicrelerarasi hidrostatik basing artigi da sivi ve katilarin kapiller aga itilmesini saglar (3, 8, 9)

(Sekil 5).
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Sekil 5:Nefron ve bobrek tiibiillerinin yapis1 (6).

3.2.3 Henle Kulpu

Proksimal tiibiillere benzeyen kalin inen kol, ince inen kol, ¢ikan ince kol ve distal
tiibiil benzeri kalin ¢ikan koldan olusur. Inen pargalarin uzunlugu jukstamediiller kordonlarda
¢ok uzun olup medullanin derinlerine kadar inerken, kortikal nefronlarda kisadir. Kollarin
kalin parcalar1 algak kiibik epitel veya prizmatik epitel ile ddselidir, ince parcalar ise basit
yass1 epitel ile doselidir. Cikan kol suya gegirgen degildir o nedenle siiziilen suyun geri
emilimi inen kolda tiibiiler ve intersitisiyel sivi arasindaki osmotik gradyanla gerceklesir.
Cikan kolda proksimal tiibiilde oldugu gibi Na, K, ATPaz pompas1 katilarin geri emilimine
yardimci olur (3, 9, 11) (Sekil 5).

16



3.2.4 Distal kivrintili tiibiil

Henle kulpunun c¢ikan kolu distal tiibiil olarak devam eder. Henle kulpunun ¢ikan
parcasinda baglatilan tiibiiler sivinin aktif olarak seyreltilmesi distal kivrintili tiibiiller ile
devam eder. Kiibik epitel ile doselidir ve liimenleri proksimal tiibiillere gore daha genistir.
Belirgin bir firgans1 kenar gozlenmez. Proksimal tiibiillerdeki gibi bazolateral yiizlerdeki
hiicre zar katlantilidir ve buralarda mitokondriler bulunur. Distal kivrintili tiibiiller kortekste
izledikleri yol boyunca kendi nefronlarina ait renal korpuskiillerin damar kutbuna degerler.
Bu degme noktasinda afferent arteriyol ve distal tiibiil degisiklige ugrar. Distal tiibiiliin
hiicreleri prizmatik hale donisiir ve ¢ekirdekleri bir araya toplanir. Bu hiicrelere makula densa
hiicreleri ad1 verilir. Makula densada hiicreler geri doniisiimlii polarite gosterirler, ¢ekirdek
apikal yerlesimlidir. Bazal yiiz golgi aygiti icerir ve jukstaglomeriiler hiicrelere ve
ekstramezangiyal hiicrelere bakar. Makula densa hiicreleri tiibiiler sividaki Na derisimindeki

degisikliklere duyarlidir (3, 9, 11).

Jukstaglomertiler Avygit:

Bu aygit asagidaki yapilardan olusan bir endokrin yapidir.

e Makula densa hiicreleri

e FEkstraglomeriiler mezengiyal hiicreler (lacis hiicreleri)

e Afferent glomeriiler arteriyolde daha fazla olup, efferent glomertiler arteriyolde de
bulanan renin tlireten jukstaglomeriiler hiicreler,

Makula densa sodyum kloriir (NaCl) derisimindeki degisikliklere duyarlidir ve
jukstaglomeriiler hiicrelerden renin salmimini etkiler. NaCl derisimi ve kan basinci
diistiiglinde kan basinci diistiiglinde renin salgilanir. Jukstaglomertiler aygit renal kan akimi
ve glomeriiler filtrasyonun otoregiilasyonu ile 1ilgili tiibliloglomeriiler geri besleme
mekanizmasinin bir bilesenidir ve extramezangiyal hiicreler birbirlerine ve jukstaglomeriiler
hiicrelere  gap-junctiponlarla baglanirlar. Jukstaglomeriiler hiicreleri uyaran sempatik
(adrenerjik) sinir lifleridir. Renin salinimi adrenerjik sinir liflerinden salinan norepinefrin ve
dopamin ile artirilir. Norepinefrin, afferent glomeriiler arteriyoldeki aq-adnenerjik reseptorlere

vazokonstriksiiyon olusturmak iizere baglanir. Parasempatik innervasyon gozlenmez (3, 9,
11).
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3.2.5 Kollektor Tiibiiller (toplayict kanallar)

Distal kivrintili tiibiillerden gecen idrari toplayic tiibiillere aktarilir. Toplayici kanallar
kortikal ve mediiller toplayic1 kanallardan olusur. Kiigiik toplayici tiibiiller kiibik epitel ile
doselidir medullanin derinliklerine dogru inildik¢e hiicrelerin boyu ve ¢api artar. Hiicrelerin
sitoplazmalar1 az sayida organel igerir ve elektron gegirgen 6zelliktedirler. Kortekste bulunan
toplayict kanallar her medullar 1s1na bosalan birkag¢ kiigiik toplayict tiibiil araciligr ile dik
acilar ile birbirine baglanir. Toplayic tiibiil epiteli esas hiicreler ve interkalat hiicrelerden
olusur. Esas hiicreler az sayida katlanti ve mitokondrilere sahip bazolateral yiize sahiptir. Na
ve suyu geri emerler ve Na'K'-ATPaz pompasina bagimli durumdaki K™’y1 salgilarlar.
Interkalat hiicrelerin mitokondrileri ¢oktur, ya hidrojen (H") iyonunu ve K™ u geri emerler.

Asit-baz dengesinin diizenleyicisi olarak gérev yaparlar (3, 9, 11) (Sekil 5).

3.2.6 Renal interstisyum

Hem korteks hem de medullada irinifer tibiller, kan ve lenf damarlar1 arasinda
bulunan 6zellesmis hiicrelere intersitisyel hiicreler denir. Prostoglandin ve ara maddenin
olusturulmasint saglarlar. Kortekste iki tip intersitisiyel hiicre bulunur, tiibiillerin bazal
membrani ile peritiibiiler kapillerlerin yakinindaki fibroblast benzeri hiicreler ve makrofaj
hiicreleri. Bu fibroblast hiicreleri intersitisiyumun ekstraselliiler matriks elemanlarindan
kollajen ve glikozaminglikanlar1 sentezler. Medullada ise esas interstisiyel hiicreler
miyofibroblast benzeri olan hiicrelerdir. Hiicre sitoplazmalar1 aktin filament onciillerini, diiz
endoplazmik retikulum, 1y1 gelismis golgi ve lizozom igerir. Lipid damlalarinin varligi ditirez

mekanizmasindaki artis ya da azalmaya gore degisiklik gosterir (3, 9, 10, 11).

3.3 Bobregin Fizyolojisi

Bobreklerin temel gorevleri, i¢ ortamin hacmi, su konsantrasyonu ve inorganik iyon
bilesiminin yani kan hacminin diizenlenmesidir. Bu islevleri maddelerin viicuttaki
miktarlarimi sabit tutmak amaciyla yeterli miktarda su ve inorganik iyon atarak yaparlar.
Ikinci olarak metabolik atiklari iiretildikleri hizla idrarla atarlar bdylece metabolik artiklarin
viicutta birikmesi Onlenir. Diger gorevi ilag, pestisit, besin katki maddeleri ve onlarin
metabolitleri gibi toksik kimyasallar1 idrarla atmaktir. Dordiincii goérevi uzun siireli aghk
halinde aminoasit ve diger Onciil maddelerden glikoz {ireterek kana vermek olan

glukoneogenezistir. Son olarak da bobrekler bir endokrin organ gibi davranarak kana
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eritropoetin, kan basmcinin kontroliinde gérev alan renin ve Ca™" metabolizmas ile ilgili olan

1,25-hidroksivitamin D’yi sekrete ederler (12).

Idrar yapim: Proteinlerin yikimi ile olusan iiriin amonyaktir (NH3). NHa, hiicreler
icin ¢ok toksiktir. Bu nedenle karacigerde iire haline doniistiiriiliir ve bobrek tarafindan atilir
(13). Bébreklerde idrarin olusturuldugu en kiigiik birimi nefronlardir. Idrar yapimi plazmanin
glomertiler yataktan bowman araligina filtrasyonu ile baslar. Bu isleme glomeriiler filtrasyon
(stiziilme) denir ve olusan siviya da glomertiler filtrat denir. Hiicre icermez ve protein harig

tiim maddeler plazmadakine es konsantrasyondadir. Bu tip filtrata ultrafiltrat denir.

Filtratin bilesimi maddelerin tiibiilden peritiibiiler kapillere ve kapillerden tiibiile
hareketi ile degisir. Hareketin yonii peritiibiiler kapillerdeki plazmaya dogru oldugu zaman
tiibiiler geri emilim, peritiibiiler plazmadan liimene dogru olan harekete ise tiibiiler sekresyon

denir (12).

Glomeriiler _filtrasyon: Idrar olusumunun ilk adimmidir. Glomeriildeki kanimn

plazmasinin bir boliimiinii glomeriiler bazal membrandan tiibiiler sisteme filtre eder.
Glomeriilden filtrasyonda su ve kiiciik peptidler dahil kiigiik molekiil agirlikli molekiilleri
birlikte stiriikleyen bir kitle akim islevi vardir. Albumin ve globulin disinda plazma
proteinlerini ¢ogu filtrasyonun disinda kalir. Birim zamanda glomeriillerden bowman
araligma filtre edilen sivi hacmi glomeriiler filtrasyon hizi (GFH) olarak tanimlanir. GFH
giinde ortalama 180 litredir. Kalp damar sisteminde toplam plazma hacmi 3 litre iken,
bobrekler plazma hacmini giinde 60 kez filtre etmis olur. Ancak cikarilan idrar miktari
ortalama 1-1,5 litre kadardir. Buradan siiziilen miktarin %99 kadar tiibiillerden geri emilerek

tekrar kana verilir (12).

Afterent arterin daralmasi glomeriiler kapillerlerdeki hidrostatik basing artisina yol
acar. Bu artis arterler ve kapillerler arasindaki mesafedeki kapiller basincinda onemli

diismeye yol acar. Efferent arteriyoliin daralmasi ise tam tersi etkiye neden olur.

Glomeriiler kapillerleri ¢cevreleyen mezengiyal hiicrelerin kasilmasi kapiller yiizeyini

kiigiilterek herhangi bir siizme basincinda GFH nin azalmasina neden olur.

Bowman kapsiilii i¢indeki sivinin basmcinmn artmasi filtrasyonu azaltir. Orn; bobrek

taglar1 basinci artirarak GFHyi azaltir (1, 12).
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Tiibiiler Geriemilim (rearbsobsiyon): Filtre edilen sivi1 tiibiillerde seyrederken basta

su olmak iizere gereken maddeler peritiibiiler kapiller agdaki plazma icine diflizyon ve kitle
akimi ile reabsorbe edilirken istenmeyen maddeler geri emilmez ve idrar olusumuna katkida
bulunur. Bowman araligindaki {ire konsantrasyonu peritiibliler plazma ve tiibiiliin
cevresindeki hiicrelerarasi sivi ile aynidir. Boylece filtre edilen sivi proksimal tiibiil boyunca
ilerlerken su geri emilimi olur. Suyun uzaklastirilmasi tiibiiler sividaki iire konsantrasyonunu
arttirir ve peritiibiiler kapillerdeki ve hiicreler arasindaki iire konsantrasyonundan yiiksek olur.
Boylece {ire tiibiiler liimenden peritiibiiler kapillerlere gecer. Geriemilim islevi transelliiler
(hiicre i¢i) ya da difiizyon ile gerceklesir. Na®, glikoz, aminoasit ve bircok madde her iki yolla

da geri emilir (1,12).

Tiibiiler _sekresyon: Istenmeyen maddelerin idrarla atilmasmi saglayan

mekanizmadir. Plazmadaki bazi maddeler dogrudan tiibiilleri déseyen epitel hiicrelerince
tiibiiler s1v1 igine sekrete edilirler. Geriemilim gibi difiizyon ve transelliiler tastyici aracilig ile
gerceklesir. Tiibiillerden sekrete edilen en 6nemli maddeler H" iyonu ve K*'dur, ancak viicutta

yapilan kreatinin ve kolin gibi maddeler de sekrete edilir.

Tibiillerdeki is boliimiine bakildiginda, proksimal tiibiilin esas gorevi filtre olan
suyun ve katt maddelerin 6nemli kismin1 geri emmektir. Ayrica potasyum hari¢ proksimal
tiibiil onemli bir sekresyon bolgesidir. Henle kulpu ise ¢ok miktarda ana iyonlart geri emerler,
daha az olarak da suyu geri emer. Distal segmentte ise maddelerin birgogunun geriemilim ve

sekresyonlar1 ayarlanarak idrar ile atilacak son miktarlar1 belirlenir.

Bobrek fonksiyonunun en iyi anlagilmasini saglayan terim ise bobrek klirensi (aritma)
dir. Klirens; bir maddeden birim zamanda tamamen arindirilan plazma miktaridir. Bébreklerin
1 dakika icerisinde herhangi bir maddeyi ka¢ ml. plazmadan arindirdigin1 belirlemek icin

klirens degeri kullanilir (12) (Sekil 6).

Maddemn idrardala konsantrasyonu (mg'ml) x idrar hacm (ml/dlc)

Flazma Klwens: (pk)=
Maddenin plaza konsantrasyonu (mg/ml)

Sekil 6. Plazma klirens hesaplamast (12).
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Su ve sodyum plazmada serbest halde bulunan ve kiigiik molekiil agirlikli molekiiller
olduklar1 i¢in glomeriilden bowman araligina kolayca filtre olurlar. %99 kadar1 geriemilime
maruz kalir ancak sekrete edilmezler. Kitle halinde su ve sodyumun geri emilmesinin 2/3’i
proksimal tiibiillerde olur. Ancak geri emilimin hormonal kontrolii distal kivirintili tiibiil ve
toplayict kanallarda olur. Sodyum geri emilimi henle kulpunun inen kismi hari¢ tiim tiibiil
segmentlerinde olurken, su emilimi sodyum geriemilimine bagli basit difiizyonudur.
Toplayici kanallarda ise suyun geri emilimini diizenleyen arka hipofizden salinan antiditiretik
hormon (ADH) ya da vazopressin denen hormondur. Tiibiiliin son kismina ulasana kadar filtre
olan sodyumun 6nemli kismi emildigi i¢in distal kivrintili tiibiil ve korteksteki toplayict
kanallardan sodyumun geri emilimini adrenal korteksten salgilanan aldosteron denen steroid
hormon diizenler. Aldosteron salnimini ise diizenleyen Anjiyotensin II (AT II) hormonudur ve
bobrekteki kan hacminin, kan basincinin ve glomeriil kapillerdeki basincin dolayisiyla
GFH’nin diizenlenmesi yoniinde c¢alisan bir sistem olan Renin-Anjiyotensin Sistemidir
(RAS). Renin jukstaglomeriiler aparattaki jukstaglomeriiler hiicreler tarafindan salinan bir
enzimdir. Kana gegince karaciger tarafindan yapilan ve biiyiik bir polipeptid olan
anjiyotensinojeni, kiigiik bir polipeptid olan anjiyotensin I’e ¢evirir. Anjiyotensin I, tekrar
yikima ugrayarak renin anjiyotensin sisteminin aktif eleman1 olan anjiyotensin II’ye cevrilir.
Bu doniisiim kapiller endotelinin luminal yiizeyinde bulunan anjiyotensin doniistiiriicii enzim
(Angiotensine converting enzim, ACE) aracilig1 ile olur. Anjiyotensin II aldosteron yapimin
uyararak tuz ve su tutulumunu artirir ve arteriyollerde daralma yapar (12). Efferent arteri
daraltarak glomeriil basincini artirir. Ayrica angiotensin I kan basincimi  yiikseltir.
Hipotalamusa etki ederek ADH salgisint ve susama hissini uyarir. Sonucta kan basinci
yikseltilip hiicre dis1 sivi hacmi artirllmis olur (12). Renin anjiyotensin sistemi sodyum
dengesine dolayisiyla plazma hacminin ayarlanmasina yardim ederek arteriyel kan basincinin

ayarlanmasina yardim etmis olur.

Su ve NaCl’nin geriemilimini etkileyen hormon ve faktorler ozetle soyle

siralanabilir;

e AT II proksimal kivriml tiibiildeki NaCl ve su geriemilimini uyarir ve hiicre dis1 s1v1

hacminde azalma, RAS’1 aktive eder ve plazma AT II yogunlugunu artirir.
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e Adrenal korteksin glomeriilosa hiicrelerinden sentezlenen aldosteron, henle kulpunun
c¢ikan kolunda, distal kivrintili tiibiilde ve toplayici tiibiilde NaCl geriemilimini uyarir.
AT Il ve K" un plazma yogunlugundaki artis aldosteron salinimini uyarir.

e Atriyal natriiiretik faktor (ANF) (kalbin atriyal hiicreleri tarafindan sentezlenir ve
salimir) NaCl ve suyun idrarla atilimini artirir ve ndrohipofizden ADH salinimini
engeller. Urodilatin ise distal kivrmtili tiibiil ve toplayici tiibiiliin epitel hiicrelerinden
salinir ve toplayici tiibiiliin medulladaki kismindan NaCl ve suyun geri emilimini
engeller.

e ADH hipotalamusun supraoptik ve paraventrikiiler c¢ekirdeklerinde yerlesik
noroendokrin hiicrelerde sentezlenir, hiicredist sivi hacmi azaldiginda toplayici
tiibiilin suya gegirgenligini artirir bdylece su geriemilimi artar. ADH yoklugunda
toplayici tiibiil suya gecirgen degildir.

D vitamini giines 15181 ve bitkilerden kaynaklanir ve hidroksil gruplarmin eklenmesi
ile 6nce 25-hidroksilaz enzimi ile karacigerde daha sonra da belirli bobrek tiibiil hiicrelerinde
1-hidroksilaz enzimi ile metabolize olur. Bu degisimlerin son {irtinii 1,25-dihidroksivitamin D

dir. Baglica etkisi kalsiyumun barsaktan emilimini uyarmaktir (13).

Bobreklerin bir diger gorevi de plazma bikarbonat konsantrasyonunu degistirerek
viicuttan hidrojen iyonlarini atmak ve eklemektir. Idrarla bikarbonat atilmasi viicuda hidrojen
iyonu eklenmis gibi plazma hidrojen iyonu konsantrasyonunu artirir, plazmaya bikarbonat
ilavesi plazmadan hidrojen iyonu uzaklastirilmis gibi plazma hidrojen iyon konsantrasyonunu
azaltir. Dolayisiyla, plazma hidrojen iyon konsantrasyonu azaldiginda (alkoloz) bobreklerin
homeostatik cevabi biiylik miktarda bikarbonat atilmasini saglamaktir. Bu da hidrojen iyon
konsantrasyonunu normale dondiiriir. Plazma hidrojen iyon konsantrasyonu arttiginda
(asidoz) bobrekler idrarla bikarbonat atilmasini saglamaz, bunun yerine tiibiiler hiicreler yeni
bikarbonat yaparlar ve plazmaya ilave ederler. Béylece plazma hidrojen iyon konsantrasyonu

normale doner (13).

3.4 Bobrek Hastaliklar:

Bobrek hasarlart glomeriiler ve/veya tiibiiler fonksiyonlar1 etkileyebilir. Bobrek
hastaliklarinin en sik goriilen belirtisi idrarda protein bulunmasidir. Normal bdbrekte
glomeriiler filtratta ¢ok az miktarda protein bulunur, ¢iinkii renal korpuskiil membrani

proteinlere, 6zellikle de diisiik molekiil agirlikli olanlara tamamen gegirimsiz degildir. Ancak
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proksimal tiibiil hiicreleri bu filtre olan proteinleri tiibiiler limenden tamamen uzaklastirir ve
son idrarda hi¢ protein bulunmaz. Ancak glomeriil ya da proksimal tiibiil hasarinda idrarda

protein gozlenir.

Bozulmus renal fonksiyonda azalmig bir renal atilim ile zararli veya faydasi olmayan
iirikasit, iire, kreatinin gibi madde atilimlar1 azalir ve bunlarin plazma diizeyleri artar. Bozuk
tiibiiler rearbsorbsiyon viicut igin gerekli elektrolit, mineral, bikarbonat, glikoz ve

aminoasitlerin kaybina neden olur (13, 14).

Hormonlar renal atilimi diizenler ve yonlendirir. Hormon salinim bozukluklari renal
atilim fonksiyonunu etkileyebilir. Ornegin, renin salgilanmasindaki degisimler de bébreklerde
hasara neden olur. Reninde artisin ilk nedeni makula densaya sodyum gelisinin azalmasi ve
etkilenmis nefronlarda perfiizyonun az olmasidir. Sonugta plazma AT II konsantrasyonu artar
ve renal hipertansiyon gelisir. Kan basincini azaltmak ve sodyum su dengesini diizeltmek igin
ACE inhibitorleri ve AT II reseptor blokerleri kullanilir (13). Ayrica bobrek hasari sonucu

eritropoietin yapan hiicreler hasar goriir ve anemiye neden olabilir (14).

Bazal membranda bulunan tip IV kollagenlerin hasarinda Goodpasture sendromu,
Alport sendromu gibi bazal membran hastaliklar1 gozlenebilir. Glomeriiler hasarlarda
glomeriiler hiicre ve bazal laminaya kars1 antikorlar ve kandaki antijen—antikor kompleksleri
glomeriiler hasar ve glomeriilonefrite yol agabilir. Antikorlarin tip IV kollagene baglanmasi
immunfloresanda yaygin cizgisel yapi olusturur. Antijen-antikor birikimi graniiler yapi
olusturur. Immun komplekslerin mezengiyumda glomeriiler kapillerlerin endotel hiicreleri ve
ve bazal lamina arasinda (subentotelial birikimler), daha seyrek olarak da bazal lamina ve
podosit ayak uzantilar1 arasinda (subepitelyal birikimler) birikebilirler. Bu birikimler
sonucunda notrofiller kapiller liimeninde birikerek liimeni tikarlar. Bunlarin sonucunda

idrarda kan (hematuri), normalden az idrar (oligoiiri) gozlenir.

Bakteriyel enfeksiyonlardan sonra olusan immunbilesikler glomeriiler hiicrelerin
(endotel ve mezenjiyal) cogalmasina neden olur ve nétrofiller monositleri kendilerine ¢ekerler
ve daha c¢ok cocuklarda gozlenip akut proliferatif glomeriilonefrit olarak adlandirilirlar.
Eriskinde ise hizli ilerleyen glomeriilonefrite (hilal bigimli=kresentrik) doniisebilir ve daha

ciddidir. Hem hiicresel hem de hilal bi¢imli yapilar glomertiler kapillerleri sikistirir (11).
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Inflamasyonlar glomeriil kaynakli degilse bobrekte inflamasyona interstisiyel nefrit
denir. Bobrek dokusu inflamasyon hiicreleri (6zellikle granulosit) ile doludur ve bdbrekte
lokal harabiyete neden olur. En ¢ok goézlenen sekli bakteriyeldir ve pyelonefrit olarak
adlandirilir. Ayrica alerjik, radyasyon, transplant reaksiyonlar1 sonucunda da olusabilir (13,

14). Bu tip birgok bozukluk sonucunda akut ya da kronik bobrek yetmezligi gelisebilir.

3.5 Diabetes Mellitus

Diabetes Mellitus (DM), hiperglisemi, dislipidemi, glikoziiri ve bunlara eslik eden bir
grup metabolik bozuklugu igine alan kronik bir metabolik hastaliktir (14, 15). Tarihgesine
baktigimizda milattan 6nce 1500’lerde Misir Ebers Papiruslarinda fazla idrar yapilan, idrar
yoluyla seker kaybedilen bir hastalik olarak tanimlanmig, milattan 200 y1l sonra Cappadocia’li
Areateus hastaliga Diyabetes ismini vermistir. 1860’da Langerhans’in pankreas adaciklarini,
1875’de Claud-Bernard’in diyabetin noro-hormonal mekanizmasini, 1889’da V.Mering ve
Minkowski’'nin pankreotektomi ile diyabet olusumunu ortaya koyarak seker hastaliginin

merkez organini tanimlamalarindan sonra hastaliga yeni boyutlar getirilmistir (14).

Diabetes Mellitus’un simiflandirilmasi yapildiginda hastaligin etyolojisi ve patogenezi
g0z Oniine alinir. Diyabetin biitiin tipleri hiperglisemi ile karakterizedir ancak hipergliseminin
ortaya ¢ikis mekanizmalari farklik gosterir (15). Diyabetin bazi formlari mutlak insiilin
yetersizligi veya insiilin sekresyonunda kusura yol acan genetik bir hata ile karakterize iken,
bazi formlarinda da insiilin direnci s6z konusunudur. Diyabet esas olarak tip 1 ve tip 2 diyabet
olarak simiflandirilir. Tip 1 diyabetin en belirgin 6zelligi insiilin ¢ekildiginde ketoz ve zamanla
diyabetik ketoasidoz (DKA) gelismesidir ve bu hastalar endojen insiilin iiretmedikleri i¢in
yasam boyu insiilin bagimlidirlar (16). Tip 1A DM, insiilin yetersizligi ile karakterize iken
ketoza yatkinlik gosterir, Tip 1B diyabetik bireylerde ise beta hiicresinin otoimmiin yikim
stirecinin immunolojik gostergeleri yoktur (15). Tip 2 DM, insiilin etkisine ¢evresel direng ve
yiiksek serum glikoz seviyelerine karsin insiilin salgilanmasinda azalma ile karakterizedir. Tip

2 diyabette bir miktar endojen insiilin salindig1 icin DKA gelismez (16).

Diabetes Mellitus’un son donem siniflandirilmasinda ise ilk olarak insiiline bagimll
Diabetes Mellitus (IDDM) ve insiiline bagimli olmayan Diabetes Mellitus (NIDDM) terimleri
kullanilmaktaydi. Tip 1 diyabetik hastalarin (daha onceki IDDM) hemen hepsinde mutlak
insiilin tedavisi gerektigi, buna karsin tip 2 diyabetiklerin (daha dnceki NIDDM) bircogunda

DKA’y1 onlemek icin insiilin tedavisi gerekmedigi goézlemine dayanmaktaydi. Bununla
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birlikte tip 2 diyabetiklerin bir ¢cogunda glisemiyi kontrol etmek i¢in insiilin tedavisi gerekli
olabildiginden eski tanimlama kafa karigiklig1 yaratmaktaydi. Diger bir fark ise artik yasin
kriter olarak kullanilmamasidir. Tip 1 DM genellikle 30 yasin altinda goriilsede her yasta beta
hiicre yikimi1 gozlenebildigi ve 30 yasin {izerinde gelisen DM’li bireylerin %5-10"unda Tip
1A DM so6z konusu oldugu gézlenmistir (15).

Diabetes Mellitusun diger tipleri insiilin sekresyonundaki veya etkisindeki genetik
kusurlar, insiilin sekresyonunu bozan metabolik anormallikler ve glikoz toleransini bozan
durumlara gore yapilir. Genglerin eriskin tip diyabeti (maturity onset diyabetes of the
young:MODY) otozomal dominant kalitim, erken baslayan hiperglisemi ve insiilin
sekresyonunda bozulma ile karakterizedir. DM, pankreas adaciklarinin c¢ogunlugunun
yikilmas: halinde ekzokrin pankreas hastaligi olarak da ortaya cikabilir. Insiilin etkisini
antogonize eden hormonlarin asir1 sekresyonu sonucunda ortaya ¢ikabilir. Ayrica DM, diger

hastalik ve ilaglardan kaynaklanabilmektedir (15) (Tablo 1).

Gebelik diyabeti (gestasyonal diyabet) gebelik sirasinda gelisen glikoz tolerarans
bozuklugudur. Kalitim yoluyla beta hiicre rezervindeki azalma, pankreasin plasenta
hormonlar1 tarafindan olusturulan insiilin direncini kirabilecek miktarda insiilin
salgilayamamasinin sonucudur. Gebeliklerin %2-5’inde goriiliir ve tedavi edilmezse fetal
makrozomi, hipoglisemi, hipokalsemi ve hiperbilirubinemiye yol acabilir. Diabetes

Mellitusun son dénem siniflandirilmasi Tablo 1°de gosterilmistir (16).
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Tablo 1: Diabetes Mellitus’un Etyolojik Siniflandirilmasi

I. Tip | Diyabet

A
B.

Immun aracilikli
Idiopatik

I1.Tip Il Diyabet

A
B.

Obez
Nonobez

I11.Gebelik (Gestasyonel) Diyabeti

IV. Diger Spesifik Tiirler

A.

Beta hiicre fonksiyonunun genetik defektleri
MODY 1- Hepatosit niikleer transkripsiyon faktorii (HNF-4a)

MODY 2-Glukokinaz

MODY 3-HNF-1a

MODY 4-insiilin promoter faktdr (IPF-1)
MODY 5- HNF-1pB

MODY 6-NoroD1

. Insiilinin etkisindeki genetik defektler

Tip A Insiilin rezistansi
Leprechaunism
Rabson-Mendelhall Sendromu
Lipoatrofik Diyabet

Eksokrin pankreas hastaliklar1
Pankreatit, pankreoktomi, neoplazi, kistik fibroz, hemokromatozis

Endokrinopatiler
Cushing sendromu, glukagonoma, hipertiroidi, somatostatinoma

Ilag ya da kimyasal maddeye bagh
Vacor, glukokortikoidler, tiroid hormonu, thiazidler, beta blokerler

Enfeksiyona bagh
Rubella, sitomegaloviris, koksaki

. Immunaracilikl1 diyabetin nadir formlar:

Stiff man sendromu

. Diyabetle bazen iligkili olan diger genetik sendromlar

Down sendromu, Klinefelter sendromu, Turner Sendromu, Prader willi sendromu
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3.5.1 Diabetes Mellitus’un Epidemiyolojisi

Diyabet prevalanst ve insidanst toplumlarda her gecen dekatta dramatik olarak
artmaktadir ve daha da artacag diisliniilmektedir. Diyabetin goriilme sikliginda cografyanin
rolli, yas ve cinsin rolii, genetik yatkinlik, kilo ve gebeligin etkisi vardir. Tip 1 ve tip 2
diyabetin her ikisinin de prevalansi diinya capinda artmakla birlikte artan obezite ve azalan

aktivite nedeniyle 6zellikle tip 2 diyabetin prevalansinin hizla artmasi beklenmektedir.

Hem tip 1 DM, hem de tip 2 DM’nin insidans1 cografi farkliliklar biiyiik olciide
baghdir. Ornegin en yiiksek tip 1 DM insidans1 Iskandinavya’dadir (Fillandiya’da yillik
insidans 35/100.000). Buna karsilik tip 1 DM insidans1 Pasifik kiyisinda ¢ok daha diisiiktiir
(Japonya ve Cin’de willik insidans 1-3/100.000). Kuzey Avrupa ve Amerika Birlesik
Devletlerinde (ABD) ara degerlerdedir (8-17/100.000). Tip 1 DM deki artista farkli cografik
bolgelerdeki etnik gruplarda yiiksek riskli insan 16kosit antijenleri (Human leukocyte antigen,
HLA) allelleri de etkilidir.

Tip 2 DM ve onun Onciisii olan bozulmus glikoz toleransi prevalansi bazi Pasifik
adalarinda en yiiksek, Hindistan ve ABD f{ilkelerinde orta, Rusya ve Cinde ise goreceli olarak

diistiktiir.

Diyabetin sikliginin yasla da arttig1 bilinmektedir; 20-39 yas arasinda %1.5 iken, 75
yas lizerinde yaklasik %20°dir.

DM’nin siklig1 erkek ve kadin arasinda ¢ofu yas araliginda benzerken, 60 yas
tizerindeki erkeklerde biraz daha yiiksektir.

Afrikali Amerikalilarda, Ispanyol kokenli Amerikalilarda ve yerli Amerikalilarda
Ispanyol kdkenli olmayan beyazlara gore yaklasik iki kat fazladir ve bu tip etnik farkliliklarin

nedeni hala bilinmemektedir (15).

3.5.2 Diabetes Mellitus’un Tani Kriterleri

Diabetes Mellitus igin tanmi olgiitleri Ulusal Diyabet Data Grubu’ndan (National
Diyabetes Data Group) ve Diinya Saglik Orgiitii (World Healt Organisation, WHO) tarafindan
belirlenmektedir. Temel alinan kriterler, aglik plazma glikozu (APG) spektrumu ve oral glikoz
yiiklemesine yanit ve diyabete 6zgiin komplikasyonlarin gozlendigi glikoz diizeyidir. Ayrica
bozulmus aglik glikozu da son dénem tani kriterlerindendir. Glikoz tolerans1 APG’ye gore li¢

smifa ayrilir:
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1. APG<6.1 mmol/L (110 mg/dL) normal

2. APG>6.1 mmol/L (110 mg/dL) fakat <7.0 mmol/L(126mg/dL)bozulmus aglik glikozu
3. APG>7.0 mmol/L (126 mg/dL) DM olarak tanimlanir.75 g oral glikoz yiiklemesinden
sonra 2. saatte plazma glikoz diizeyinin7.8-11.1 mmol/L (140-200 mg/dL) olmasi tanimlanan

bozulmus glikoz toleransi ile anologdur (15) (Tablo 2).

Tablo 2: Diinya Saglik Orgiitii (WHO) kriterlerine gore Oral Glikoz Tolerans Testi Degerleri
(17).

WHO kriterlerine gore OGTT( Oral glikoz tolerans testi)

Kan glikoz NGT (normal BGT (bozulmus DM (diyabetik)
diizeyi glikoz toleransi) glikoz toleransi)

Achk plazma <100 100-125 >126
glikozu(mg/dL)

120 dk. <140 >140-199 >200

Diyabetin klasik semptomlarmin (poliiiri, polidipsi, kilo kayb1) eslik ettigi durumlarda

rasgele bakilan kan sekerinin >11.1 mmol/L olmas1 DM tanis1 yeterlidir.

Laboratuvar bulgularina bakildiginda; iire analizlerinde glikozuri ve ketanuri
gozlenmesi, kan serumunda, plazma glikoz diizeylerinin artmasi, Hemoglopin Alc (HbAlc)
degerinin artmasi (kan sekeri yiikselmesi ile giiglii bir korelasyon gosterdigi i¢in), serum
albumin  diizeyinin  yiikselmesi, lipoprotein anormalikleri (6rnegin  dislipidemi)

gozlenebilmektedir (17).

3.5.3 Diabetes Mellitus’un Patogenezi

Tip 1A DM; pankreas beta hiicrelerini harap eden genetik, g¢evresel ve immunolojik
faktorlerin sinerjist etkileri sonucu gelisir. Genetik yatkinlig1 olan bireylerde dogumda normal
beta hiicre kitlesi gozlenirken, gelisen otoimmun yikimla beta hiicrelerini kaybetmeye
baslarlar. Beta hiicrelerinin %80-90’1 zarar gordiikten sonra hiperglisemi goriiliir ve DM tanisi
konur. Beta hiicre kitlesi azaldik¢a insiilin salgilanmasi, mevcut insiilin normal kan glikoz

seviyelerini artik saglayamadigi diizeye kadar azalir.

28



Genetik olarak bakildiginda; Tip 1A DM i¢in major yatkinlik geni HLA bolgesinde 6.
kromozomda bulunur. Bu bireylerin ¢cogunda HLA DR3 ve/veya DR4 haplotipi vardi.

Immunolojik olarak; Glutamat dekarboksilaz (GAD), insiilin, IA-2/ICA512 (tirozin
fosfotazlar ile anolog), adacik hiicre antikorlar1 (islet cell autoantibody: ICA) otoantikorlarinin

varligi tip 1 diyabet i¢in iyi bir belirtegtir (15, 16).

Tip 2 DM; giiclii bir genetik egilime sahiptir. Degisik genetik lokalizasyonlar hastaliga
duyarl kilar ve gevresel faktorler hastaligin fenotipik goriiniimii belirler. Tip 2 DM insiilin
sekresyonunda bozulma, periferik insiilin direnci ve asir1 hepatik glikoz {iretimi ile
karekterizedir. Hastaligin erken donemlerinde glikoz toleransi normal kalabilir, pankreas beta
hiicreleri insiilin ¢ikigini arttirarak insiilin direncine ragmen durumu kompanse eder. Insiilin
direnci ve kompensatuar hiperinsiilinemi ilerledik¢e, pankreas adaciklar1 bu durumu
stirdiiremez. Ardindan postprandiyal glikoz diizeyinde yiikselme ile karekterize bozulmus
glikoz tolerans: gelisir. Insiilin sekresyonunda artan azalma ve hepatik glikoz iiretiminde artis
aclik hiperglisemisi ile birlikte diyabete yol agar ve beta hiicre yetersizligi ortaya ¢ikar (15,
16).

3.5.4 Diabetes Mellitus’un Komplikasyonlart

Diyabetin akut ve kronik komplikasyonlar1 gézlenmektedir.

Akut_Komplikasyonlar: Diyabetik ketoasidoz (DKA) ve nonketotik hiperosmolar

durum (NKHD) diyabetin akut komplikasyonlaridir. DKA derin insiilin yetersizligi mevcut
insiilini etkisiz kilan yliksek diizeydeki diizenleyici karsit hormonlar ile (6rnegin, glukagon,
kortizol, bliylime hormonu, epinefrin) birlesince meydana gelir. DKA birincil olarak Tip I
diyabet hastalarinda gozlenir. DKA’nin primer 6zellikleri dehidratasyon, asidoz ve elektrolit
tikenmesidir. NKHD ise ¢ogunlukla yaslt Tip 2 diyabetik hastalarda gozlenir. En belirgin
bulgular: poliiiri, ortostatik hipotansiyon ve ¢esitli ndrolojik semptomlardir. Insiilin eksikligi
Ve yetersiz sivi alimi gdzlenir. Insiilin yetersiziligi nedeni ile hepatik glikoz iiretimi artar
(glikoneogenezis araciligl ile) ve iskelet kasinda glikoz kullanimi bozulur. Bu durum yetersiz
stvt aliminin siddetlendirdigi intravaskiiler voliim azalmasinin belirginlesmesine neden olur

(15, 16).

Kronik komplikasyonlar: Diyabetin kronik komplikasyonlar1 bir¢ok organ sistemini

etkileyebilir ve diyabetle iliskili morbidite ve mortalitenin bircogundan sorumludur. Kronik

komplikasyonlar vaskiiler ve nonvaskiiler olarak siniflandirilabilir. Vaskiiler komplikasyonlar
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da ayrica mikrovaskiiler (retinopati, ndropati, nefropati) ve makrovaskiiler komplikasyonlar
olarak (koroner arter hastaligi, periferik vaskiiler hastalik, serebrovaskiiler hastalik) olarak

siniflandirhiabilir. Nonvaskiiler komplikasyonlar ise gastroparezi, seksiiel disfonksiyon ve deri

degisiklikleri gibi problemlerdir (15, 16).

3.5.5 Diabetes Mellitus’un Renal Komplikasyonlart

Diyabetik nefropati son donem bobrek yetmezliginin (SDBY) ve diyabetle ilgili
mortalite ve morbiditenin &nde gelen nedenidir. Ulkemizde Tiirk Nefroloji Dernegi 2005
verilerine gore diyaliz hastalar1 arasinda DM, %25,3 ile SDBY nedenleri arasinda birinci
sirada yer almaktadir (18). Son yirmi yillik Diabetes Mellitus izlemi sonucunda diyabetik
nefropatinin goriilme sikliginin, Tip 1 DM’de %30-40, tip 2 DM’de %15-25 oldugu
bildirilmektedir (19). Diyabetik nefropati gelisiminde; diyabetin baslama yasi, hastaligin
stiresi ve insiilin rezistansi, genetik yatkinlik, irk, cinsiyet, glisemik kontrol bozuklugu,
hipertansiyon, obesite, insiilin rezistansi, hiperlipidemi, diyetle yiiksek protein alimi,

albliminiiri varhigi, sigara kullanimi gibi gesitli faktorler hastaligin seyrini etkilemektedir (20-

22).

Diyabetik nefropatinin patogenezi kronik hiperglisemi ile iligkilidir. Hiperglisemi
soliibl faktorlerin etkilesimi (biiyime faktorleri, AT II, endotelin (ET), ileri glikasyon iiriinler
(IGU), renal mikrosirkiilasyonda hemodinamik degisiklikler (glomeriiler hiperfiltrasyon,
glomeriiler kapiller basingta artig), glomeriillerde yapisal degisiklikler (ekstraselliiler
matrikste artig, bazal membran kalinlasmasi, mezenjiyal genisleme, fibrozis) ile iliskilidir (15,

17).

Hiperglisemi siireci ile baglayan diyabetik nefropatinin gelisim stireci WHO tarafindan

5 evreye ayrilmustir.

Evre | (Hiperfiltrasyon): Aym yastaki kisilere géore GFH %20-40 oraninda artar,

Albumin salgilama hiz1 artar, renal plasma akimmin da %9-14 arttigi gosterilmistir.

Nefronlarda genisleme ve hafif hiicre proliferasyonu vardir.

Evre Il (Sessiz_Donem): GFH’da gerileme olmakla birlikte yiiksek ve/veya

normaldir. Glomeriiler bazal membran (GBM)’da kalinlasma ve mezengiyal hiicre ve
matrikste artig vardir ve glomertiloskleroz gelisebilir. Normal glisemik kontrolle bu evre 5-15

yil siirer.
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Evre II1 (Mikroalbiiminiiri): Baslangi¢ta normal GFH vardir ancak mikroalbuminiri

arttikga diismeye baslar. Idrarla atilan albiimin 30-300 mg/giin ve/veya 20-200 mg/dk
arasindadir. Bu evrede GFH yilda yaklasik 1,1 ml/dk azalir. GBM kalinlig1 ve interstisyel
voliim artis1 ne kadar fazla ise GFR’deki diisiis o kadar fazladir. Tip 2 DM hastalarinin ¢ogu,
tan1 kondugunda bu donemdedir. Histolojik degisimler, glomeriiler bazal membran

kalinlagmalar1 ve mezengiyal voliim artis1 devam etmektedir.

Evre IV (Ack Nefropati): Klinik olarak permanant proteiniiri dénemidir. >500

mg/glin proteiniiri, >300 mg/glin albliminiiri olan bu evrede, GFH azalmaya, kan basinic
artmaya devam eder. Mezengiyumda glikoprotein madde birikimi olur ve mezengiyum
genisler. Hastalarin ¢cogunda hipertansiyon vardir ve bunun varligi prognozu kétiilestirir.

Hipertansiyon siddeti ile GFH’deki kayip hizlanir.

Evre V (SDBY): Genellikle diyabetin 20. yilindan sonra gelisir. GFH’nin 20

ml/dk’nin altina distiigi durumlarda renal replasman tedavisi gerektirir. Glomeriillerde
tikanma ve nefron kayiplar1 vardir. Hastalarin Tip 1 DM’de %50°’si, Tip 2 DM’de ise %20-
30’u, 10 y1l iginde evre IV’ten V’e geger (15, 16, 20).

Diyabetik nefropati patogenezinin gelisiminde hemodinamik mekanizma ile birlikte
glikotoksitite ve anormal lipid profili ile seyreden metabolik olaylar yer alir. Hipergliseminin
aracilik ettigi bircok metabolik siiregler birbirinden bagimsiz gibi goriinseler de birbirleri ile

mutlak etkilesim igerisindedirler.

Hemodinamik mekanizmada; glomeriiler bazal membranda, tiibiiler bazal membranda
ve bowman kapsiiliinde kalinlagma gozlenir. Mezensimal hiicreler hipertrofiklesir ve
ekstraselliiler matriks tretimleri artar. Afferent ve efferent arteriyollerde hiyalinizasyon
gozlenir. Glomertillere diisen mezensimal hacim artis gosterdigi i¢in glomeriiler kapiller
yiizeyi azalir ve GFH azalir. Bunun sonucunda da glomertillerde sklerotik lezyonlar gelisir.
Bu degisimler ile es zamanl filtrasyon alaninda ve nefron kitlesinde azalma, kalan
nefronlarda yiiksek kapiller akima, dolayisiyla intraglomeriiler hipertansiyon, hiperfiltrasyon
ve bazal membrandaki segici gecirgen mekanizmadaki bozukluklar nedeni ile ilerleyen
proteiniirii olusumuna neden olur. Ayrica efferent arteriyollerde vazokonstriiksiyona neden

olan ATII diizeyinin artmasina, renal vazodilatasyona ve glomeriiler hipertansiyonun
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artmasina neden olur. Renal fonksiyon bozuldukga sistemik ve glomeriiler hipertansiyon artig

gosterir ve bir kisir dongii olusur (23).
Hiperglisemi ile seyreden mekanizmalar ise su sekilde 6zetlenebilir:

Nonenzimatik glikozillenme ve ileri glikasyon iiriinleri (IGU) nin olusumu:
Hiperglisemide glikoz ve amino gruplarinin, enzimatik olmayan baglanmalar ile ‘Schiffbase’
tirtinleri olusur. Bu iiriinler kan glikoz konsantrasyonuna uygun olarak belirli bir seviyeye
ulasir. Ardinda erken glikasyon fiiriinleri (EGU) olusur. Uzun siireli hiperglisemi sonrasi
kollajen, intraselliiller protein ve niikleik asitler gibi stabil makromolekiillerin kiimiilatif ve
giderek artan degisiklikleri gozlenir. EGU’ler ileri glikasyon iiriinlerini (IGU) olusturmak
lizere birlesirler (23). IGU’ler endotel, monosit, makrofajlarin {izerindeki kendine 6zgii
reseptorlere (RIGU) baglanirlar ve bu baglanmadan sonra hiicre i¢i sinyal yolu uyarilarak,
reaktif oksijen tiirlerinin olusumuna neden olur ve niikleer faktdr kappa beta (NF-kB)'y1

aktive ederler.

Bu glikalize proteinlerin birikimi ile, glomertiler kapiller sistem okliizyona ugrar. Ayni
sekilde dolasimdaki proteinlerde glikalize olabilir ve glikalize olan bu proteinler (IGU) olusur
bunlar glomeriiler kapiller yatakta depolanir (24, 25). Glikasyon orani, kan sekeri, renal
fonksiyon ve protein turnoveri ile degismektedir. Serum ve doku IGU diizeyleri, kan glikoz
diizeyi ve diyabetik komplikasyonlarin siddeti ile korrelasyon gostermektedir. Boylelikle ¢cok
sayida sitokin, kimokin ve vazoaktif hormon tiretimini uyarirlar, ve NF-xB hiicre aktivasyonu
ile sitokin ve growth faktorlerin salimmima neden olarak sonugta anormal hiicre
proliferasyonu ve matriks artis1 yapar. IGU, vaskiiler permeabilite, prokoagiilan aktivite ve
adezyon molekiilleri ekspresyonunu arttirarak vaskiiler hasara neden olmaktadir. Mezansiyal
matriks genislemesi, 6zellikle fibronektin, laminin, klasik kollajen zincirlerinden al(IV) ve a2
(IV) gibi ekstraseliiler matrix molekiillerinin sentezlerindeki artis ve yikimlarindaki azalmaya

bagli matriks birikimidir (24-26).

Protein kinaz C (PKC) aktivasyonu: Serin treonin kinaz grubu olarak bilinen PKC,
viicutta yaygin olarak bulunan bir enzimdir. PKC, kan akiminin diizenlenmesi, hiicresel
farklilagsma, sitokin olusumu gibi bir¢cok vaskiiler fonksiyonda rol alir. Kinazlar vaskiiler

permeabiliteyi, hiicresel proliferasyonu ve vaskiiler kontraktiliteyi artirir. Diyabetik

32



hayvanlarda gozde retina, aorta, kalp ve glomeriilde arttig1 gozlenmistir (23, 27). Ayrica All
vaskiiler endotelyal biiytime faktoriinii (VEGF) ve ET olusumunu artirmaktadir (28).

Sorbitol ve poliol yolu: Sinir, glomeriil ve lens ve retina gibi insiiline bagli olmayan
dokularda hiicre i¢i glikoz seviyesi hiperglisemiye bagli olarak gelisir. Polyol yolunun
aktivitesini sinirlayan aldoz rediiktaz enzimi glikozu sorbitole ¢evirirken, sorbitol
dehidrogenaz enzimi sorbitolii fruktoza ¢evirir. Sorbitol hiicre zarni1 gecemediginden hiicre
icinde birikir ve ozmotik etkiler ile piridin niikleotidlerinin redoks durumunu degistirerek
(NADP/NAD" oraninda ve PKC’de artis) hiicre i¢i miyoinositol seviyelerini azaltir ve doku
hasarina neden olur (20). Yiiksek glikoz diizeyleri ve reaktif oksijen tiirleri (ROT),
diagilgliserol olusumunu arttirarak vaskiiler endoteliyal hiicrelerde PKC’yi de aktive eder.
Aktive olmus PKC, sitokinler, ekstraseliiler matriks, plazminojen aktivitor inhibitor (PAI-1)
ve vazokonstriktor endotelin-1 (ET-1) yapimini arttirir. Ayrica PKC, VEGF aktivitesinde rol
alir yapar. Bu degisiklikler sonucunda bazal membran kalinlagsmasi, vaskiiler okliizyon,

artmis vaskiiler permeabilite ve artmis anjiogenezise neden olur.

Renin anjiotensin aldosteron sistemi (RAS): RAS bir endokrin sistemdir. Viicudun
birgok olayinda rol alir. En onemlilerinden biri de kan basinct diizenlenmesinde, su ve
elektrolit dengesinin saglanmasinda 6nemli rol almasidir (29). Viiciitta birgok dokuda RAS
sistemi elemanlarinin mevcut oldugu, depo edildigi ve salgilandig1 saptanmistir. Doku RAS’1
etkilerini otokrin, parakrin veya intrakrin olarak gosterir. Lokal doku RAS’1 sistemik RAS tan
etkilenir ve onu destekler, fakat bagimsiz olarak gorev yapar. RAS’1in %10’unu klasik olarak
bilinen dolasim sistemindeki %80-90°1n1 dokulardaki lokal RAS olusturmaktadir. Bobrekler,
damar endoteli, siirrenal bez, beyin, kalp ve yag dokularinda renin, anjiotensinojen gibi
RAS’in temel elemanlar1 bulunmustur. Insanda 4 tip A II reseptdrii bilinmektedir (30). A
[I’nin farkli kromozomlarda tanimlanmisg, G protein ailesinden olan (31-33) ve en iyi bilinen 2
reseptori vardir A TI-tip 1 (AT1) ve A IlI-tip 2 (AT2) olarak adlandirilir. AIl hemodinamik,
endokrin ve mitojenik etkilerini AT reseptorii iizerinden gosterir. All’nin renal doku
tizerindeki etkisi, kan basinct ve glomertiiler gegirgenlikte artisla hem hemodinamik hem de
hormonal ve metabolik yolla gerceklesmektedir. Bu etkiler arasinda oksidatif stres, biiylime
faktorleri, doniistiiriicii biiyiime faktorii beta-1 (transforming growth factor beta-1, TGF-B1),

fibroblast ve fibroziste artig, monosit aktivasyonu 6nemli yer alir (33).
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All, hemodinamik etkilerinin yanisira, renal hiicreler {izerinde, trofik, inflamatuvar ve
profibrinojenik etkilerde yapmaktadir. Ayrica AIl, TGF-B, aktivitesini de uyarmaktadir.
Endoteliyal hiicrelerde meydana gelen etkilenmelere ve anjiyotensin II artisina bagl olarak

ET-1 diizeyleri de artmakta ve intraglomeriiler basing artisina katkida bulunmaktadir.

Sitokinlerin aktivasyonu: Bu molekiillerin uygunsuz sentezlerinin, mikrovaskiiler
hastaliklarin gelismesinde merkezi bir rol oynadiklari bildirilmektedir (34). En 6nemli sitokin,
birgok degisik fibrotik olayin patogenezinden sorumlu olan TGF-B1°dir. Normal fonksiyonu,
doku onarimi ile ilgili fizyolojik islevlerin diizenlenmesidir. Hiicrelerdeki matriks protein
sentezini uyarir, hiicre farklilasmasi ve proliferasyonunu etkiler. Hipergliseminin, TGF-B1
sentezini uyararak kollajen yapimini artirdigi belirlenmistir (34). Tip IV kollajen o6zellikle
fibrozis olusumunda 6nemlidir. Bag doku biiyiime faktorii (Connective tissue growth factor)
(CTGF), VEGF, epidermal growth faktor gibi diger bazi sitokinlerin de diyabetik nefropati
(DNP) gelisiminde rol aldig diisiiniilmektedir. Mekanik etki ve TGF-B1 tarafindan uyarilan
ve Ozellikle tip I kollajen sentezine yol agan CTGF’nin diyabetik bobrekte 10 kat arttigi
bildirilmistir (35). Buna karsin, epidermal growth faktoriin glomeriiler hasarin onarimi ile

iligkisinin oldugu bildirilmektedir (36).

3.5.6 Deneysel Diyabet Modelleri
Deney hayvanlarinda deneysel diyabet olusturulmasi cerrahi yolla, kimyasal ajanlarla,

spontan olarak, genetik olarak veya viriis araciligiyla yapilabilmektedir (37).

Cerrahi yolla yapilan diyabet modellerinde pankreas tamamen ¢ikarilarak diyabet

olusturulur.

Genetik olarak glikoz metabolizmasinda anahtar rol oynayan proteinlerin transgenik ya da

knock-out hale getirilmesi ile diyabet olusturulur.

Kimyasal ajanlarla diyabet olusturulmasinda alloksan ve streptozotosin (STZ) bu amagcla
kullanilan kimyasal ajanlardir. Her ikisi de intravendz, intraperitoneal ya da subkutandz yolla

uygulanabilir.

e Alloksan: Selektif olarak pankreas beta hiicrelerini hasarlayarak insiiline bagiml

diyabete neden oldugu bildirilmistir (37, 38).
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e Streptozotosin (STZ): N-(Methylnitrosocarbamoyl)-a-D-glucosamine yapisindadir,
1siktan korunmalidir. Nétral pH’da hizla dekompoze oldugundan optimum stabilitesi
icin ortamin pH’s1 4-4.5 olmalidir. Bu nedenle STZ c¢oziindiiriiliirken sitrat tamponu
kullanilmalidir. Pankreas B hiicrelerini hasarlayarak hem insiiline bagimli hem de
insiilinden bagimsiz diyabete neden olmaktadir. Yetiskin sicanlarda tek doz (40-
60mg/kg) damar i¢i yolla STZ uygulamasinin insiiline bagimli diyabete yeni dogmus
sicanlara tek doz periton i¢i veya damar i¢i yolla 100 mg/kg STZ uygulamasinin ise
insiilinden bagimsiz diyabet neden oldugu bildirilmistir (37, 38). Tezimizde 45 mg/kg
STZ uygulanmistir.

Achik kan sekeri diizeyinin ol¢iilmesi: Kan sekeri 6l¢imii biyokimya laboratuarlarindaki
otoanalizor cihaziyla yapilabilecegi gibi, bir damla kanla O6l¢iim yapabilen kan ol¢iim
cihazlartyla da yapilabilir. Otoanalizor i¢indaha fazla kan gerektiginden ¢alisma boyunca bir
kez kan Ol¢iimii yapilacak ise bu cihazla 6l¢lim yapilmasi uygun olur. Ancak kan glikoz
seviyesi giin boyunca belirli aralarla 6l¢iilecek ise bir damla kanla calisan cihazlar1 segmek
daha uygun olacaktir. Deney hayvaninin kuyrugundan alinan bir damla taze kan, 6l¢iim
cihazinin stripine emdirilir. Cihazin tiiriine gore 15 veya 20 saniyesonra kan sekeri diizeyi
cihazin  ekranindan  okunur. Bu cihazlarin  kan glikoz  seviyesini = dlgmesi

“glikozoksidazperoksidaz” metodu ile olmaktadir (38).

3.6 Hipertansiyon
Hipertansiyon endiistri toplumlarinin bir¢ogunda erigkin niifusun %25’inin etkileyen
temel saglik sorunudur (39). Arterlerde 6lgiilen kan basincinin normal kabul edilen degerlerin
tizerinde olmasi olarak tanimlanir. Epidemiyolojik verilere gore otuzlu yaslarda %?20-25 olan
hipertansiyon prevalansinin 60 yas ve Tlzerinde %50’lere c¢iktig1 gosterilmistir (40).
Ulkemizde hipertansiyon prevalansimnin eriskin erkeklerde %36,3 eriskin kadinlarda ise %49,1

oldugu bulunmustur (41).

Kan basinct siirekli bir degiskenlik gosterir. Viicudun aktivitesine ve emosyonel
uyarilara bagli olarak degisiklik gosterebilecegi gibi giiniin saatlerine gore de degisiklik
gosterir. Bu fizyolojik degisiklikler icinde en yiiksek kan basincina sabah saat 8-12 arasinda
rastlanir. Normal kan basinci degerlerinin saptanmasi i¢in uzun siireli kitlesel arastirmalar
gerceklestirilmistir. Son yillarda kesin hipertansiyon seviyesi gittikce asagi seviyelere

cekilerek 160/95mmHg’lerden 140/90 mmHg seviyelerine inmistir. Bu konuda en son
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yayimlanan JNC7 (Joint of National Committee on Prevention, Detection, Evaluation and
Treatment of High Blood Pressure) raporuna gore hipertansiyonun siniflamasi Tablo 3’deki

gibidir.

Tablo 3: Hipertansiyon Siniflamasi (42).

Kan Basinci Sinifi Sistolik Kan Basinct Diastolik Kan Basinct
Normal <120 Ve <80
Prehipertansiyon 120-139 Veya 80-89

Evre 1 Hipertansiyon 140-159 Veya 90-99

Evre 2 Hipertansiyon >160 >100

3.6.1 Hipertansiyonun patogenezi:

Kan basincinin olusumunda kalp debisi ve periferik damar direnci rol oynar ve bu faktorleri
etkileyen nedenler hipertansiyona yol agar. Hipertansiyonun patogenezinde birden fazla faktor
rol almaktadir. Bu faktorler arasinda genetik faktorler, bobrekten tuz atilim yetersiziligi, renin
anjiyotensin sistemi, sempatik sinir sistemi, kalp attm hacmini arttiran faktorler, periferik
damar direnci, vaskiiler hipertrofi, endotel kdkenli faktorler ve insiilin direnci yer alabilir. Bu

faktorlerin hepsi hastaligin etyolojisinin belirlenmesinde rol almaktadir (1).

3.6.2 Hipertansiyonun Etiyolojisi
Hipertansiyoun %90’dan fazlas1 idiyopatik iken (primer ya da esansiyel), %5-10u ikincil bir

nedene baglanabilir (sekonder hipertansiyon).

Esansiyel hipertansiyon: Arteriyel hipertansiyonu olan ve tanimlayici sebebi olmayan
hastalarin primer, veya idiyopatik hipertansiyonu var denir. Esansiyel hipertansiyonu

etkileyen faktorler arasinda asagidaki nedenler yer almaktadir (43).

% Sempatik sinir sisteminin hiperaktivitesi: Tasikardi ve kardiyak output’un artisi ile

karakterize olup geng kislerde daha ¢ok gozlenir.
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Anormal kardiyovaskiiler ve renal gelisim: Biiylk arterlerin elastisitesinde bozukluk
meydana gelirse miyokardiyal oksijen tiiketimi minimalize olurken, koroner akim
maksimalize olur.

Renin anjiyotensin sistem aktivitesi: Renin, bobregin jukstaglomeruler hiicresinden
sekrete edilen ve aldosteronla negatif feedback halkasinda baglantili bir enzimdir.
Degisken faktorler onun sekresyon oranini belirlerken, birincil belirleyici diyetteki
sodyum alimindaki degisikliklerle kismen iliskili olarak, bireyin voliim durumudur.
Reninin kendi substrat1 iizerine etkisinin son iirlinii, AIl peptitinin neslidir. Hedef
organlarin bu peptite cevaplari tek olarak dnceki diyetle elektrolit alim ile belirlenir.
Ornegin, sodyum alimi, normal olarak AIl’ye adrenal ve renal damar cevaplarim
diizenler. Sodyum kisitlamasiyla, adrenal cevaplar arttirilir ve renal damarsal cevaplari
azaltilir. Sodyum yiiklenmesi tam tersi etkiye sahiptir. Hipertansif bireylerde plazma
renin aktiviteleri araligi normotansif bireylerdekilerden daha genistir. Sonug olarak,
bazi hipertansif hastalar disiik-renin  ve digerleri yiiksek-renin esansiyel

hipertansiyonuna sahip diye tanimlanmistir (44, 45).

Diisiik-renin esansiyel hipertansiyonu: Tim diger kriterlerle esansiyel hipertansiyona
sahip hastalarin yaklasik %20’si suprese plazma renin aktivitesine sahiptir. Bu durum
Afrika soyundan gelen bireylerde, beyaz hastalarda daha yaygindir. Bu hastalar
hipokalemik olmalarima ragmen, tanimlanamayan bir mineralokortikoid asirt
iretilmesine bagl olarak sodyum retansiyonu ve renin supresyonuna sahip olduklari

ileri stirilmektedir fakat kanitlanmamustir.

Yiiksek-renin esansiyel hipertansiyon: Esansiyel hipertansiyonlu hastalarin olarak
%15’1 normal smri iistiinde plazma renin aktivitesine sahiptir. Plazma reninin bu
hastalardaki yiikselmis arteriyal basincin patogenezinde 6nemli bir rol oynadigi one

stirtilmiistiir.

Intraselliiler sodyum ve kalsiyum alimi: Intraselliiler Na* artisinin intraselliiler Ca*™
konsantrasyonunda da artisa neden olabilecegi ve hipertansiyonun karakteristigi olan
vaskiiler diiz kas tonusunda artisla agiklanmaya ¢alisilmistir.

Diger faktorler: Insiilin direnci iskelet kaslarida glikozun kullanimmnin azalmasiyla
karakterize metabolik bir bozukluktur (46). Asiri insiilin sodyum tutulumuna ve

hiicresel proliferasyon ve matriks genislemesi gibi vaskiiler yanitlara neden olur.
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Hiperinsiilinemide AIl, ET ve vazopressin (VP) gibi norohumoral faktorler endotel ve
vaskiiler diiz kas hiicrelerinin proliferasyonunu hizlandirir. Son olarak insiilinin ¢esitli
bliytime faktorlerine etkisi ile aterosklerozu hizlandirarak damar hasari1 yapar. Bu
faktorler nefropati gelistirmeye genetik meyilli insanlarda damarlarda ve son
organlarda hasar1 arttirir. Yas, 1k, sigara i¢imi, asirt alkol alimi, serum kolesterolii,
glikoz intolerans1 ve obezite bu hastaligin prognozunu degistirebilir (43).
Sekonder hipertansiyon: Sekonder hipertansiyon belirlenebilir  bir nedeni olan
hipertansiyondur ve tiim hipertansif populasyonun %35-10’unu etkilemektedir. Sekonder
hipertansiyonun arastiritlma endikasyonlari arasinda: Sekonder hipertansiyon diigiindiirecek
hikaye, fizik muayene laboratuar bulgulari, ii¢lii ila¢ tedavisine yanitsizlik, dnceden iyi
kontrol edilmis hipertansiyonun kontroliiniin kdtiilesmesi, malign hipertansiyon, aile hikayesi

olmaksizin diastolik kan basincinin > 110 mmHg olmas1 olabilmektedir.
Sekonder hipertansiyonun nedenleri soyle 6zetlenebilir:

e Bobregin parankimal hastaliklart (akut parankimal, kronik glomerulonefrit,
intersitisiyel nefrit, polikistik bobrek, bag dokusu hastaliklari, diyabetik bobrek
hastalig1, renin salgilayici tiimorler).

¢ Renovaskuler hastaliklar.

e Endokrin nedenler (Akromegali, Hipotiroidi, Hipertiroidi, Hiperkalsemi, Cushing
sendromu, Primer aldosteronizm, Konjental adrenal hiperplazisi, Insiilin
direnci/hiperinsiilinemi, obezite).

e Norolojik nedenler (Kafaigi basinc artmasi, beyin tumorleri, ensefalit, posterior fossa
lezyonlari, Guillain-Barre sendromu).

e Diger nedenler (Aort kaorktasyonu, gebelik hipertansiyonu, intravaskiiler voliim

artmasi, alkol, ilaglar, Porfiria, Bilginturan sendromu sayilabilir (1).

3.6.3 Hipertansiyon Bobrek Iliskisi:

Hipertansiyonun bdbrek fonksiyon bozuklugu ile iligkisi oldugu kavrami ilk kez
1800’11 yillarda yilinda Bright tarafindan one siiriilmiis, kalbin hipertrofisi ile bobregin
kiiciilmesi arasindaki iligkiyi tanimlamis ve bunun nedeninin bdbrek yetmezliginde biriken
iritan humoral maddelerin daralttigi damarlarin kan pompalama gereksiniminin arttirdigt
‘kardiyak yiikii’ olarak tanimlamistir (39). Renal hipertansiyonda sivi birikiminin rolii ise ilk

kez 1871 yilinda Traube tarafindan ortaya konmustur ve renal parankimin biiziigmesi sonucu
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iriner sekresyon yolu ile arterial sistemden uzaklastirilan sivi miktarinin azaldigini, sonugta

hipertansiyon ortaya ¢iktigini ileri stirmiistiir (39).

Bobregin histolojisi normal olsa bile esansiyel hipertansiyonun patogenezinde merkezi
rol aldig1 diisiiniilmektedir. Son dénem yapilan calismalarda hipertansiyonun Mendeliyan
gecisli sekilli iliskin 8 gende mutasyon oldugunu gostermislerdir (39). Bu genetik
bozukluklarin her birinde renal tiibiiler sodyum geri emilimi artmakta (bozulmus natriiirez) ve
tuz duyarli hipertansiyon ortaya ¢ikmaktadir. Ayrica primer renal parankim hastaliklar ve
renal damarlardaki anormallikler sekonder hipertansiyona neden olabilmektedir. Diger yandan
bobrekler hipertansiyon yiikiinden rahatsiz olmaktadir. Ayrica diyabetik nefropati ve diger
primer bobrek hastaligi nedenlerine bagl olarak kronik bobrek yetersizliginin ilerlemesinde

hipertansiyonunun temel bir progresyon faktorii oldugu goriilmektedir.

Bu karmasik iligkiye baska bir acidan bakildiginda kan basinci diizenlenmeinde Ohm
kanunlaria gore arteriyel kan basinci kardiyak debi ile sistemik vaskiiler direncin ¢arpimi
tarafindan belirlenmektedir. Yani hipertansiyon iki degiskenden birinin artigina bagl olarak
degisir. Bu durumda bdbregin extraselliiler sivi (ESS) hacminin diizenlenmesindeki merkezi
rolii nedeniyle kan basinici lizerinde ¢ok 6nemli bir etkisi oldugu gézlenmektedir. Bobrekte su
ve tuz tutulumu, ESS hacmimin artmasina, kan hacminin artmasina, venoz doniis ve dolum

basincina neden olmakta ve bunlarin sonucunda kalp debisinin arttirarak hipertansiyona neden

olmaktadir (39).

Hipertansiyonun erken donemlerinde bobrekte kan akiminda azalma olmasina ragmen
filtrasyon fraksiyonunda artis olur. Boylece glomeriiler filtrasyon degerinde bir degisiklik
gozlenmez. Hipertanisyonun bobrekte olusturdugu yapisal degisiklikler benign ve malign
arteriyoler nefroskleroz olarak incelenir. Benign arteriyoler nefrosklerozda goriilen vaskiiler
degisiklikler tiim vaskiiler sistemde hipertansiyonun yol agtig1 degisikliklerin bir parcasidir ve
hipertansiyonun siire ve siddetine baglidir ve tipik lezyon her biiytikliikteki damar duvarinda
kalinlasmadir. Malign arteriyoler nefrosklerozda ise histopatolojik bulgulari intimal
proliferasyon ve fibrinoid nekrozdur. Hipertansif hastalarda saptanan bu yapisal ve
fonksiyonel degisikliklerin bir kisminin ise hipertansiyonunun nedeni mi sonucumu oldugu
halen tartigmalidir. Hipertansiyonun iilkemizde de en sik son donem bobrek yetmezligi
nedenlerinden biridir. Tiirk Nefroloji Dernegi verilerine gore son donem bobrek yetmezliginin

%25°1 hipertansiyona baglidir (1).
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Deneysel ¢aligmalara bakildiginda, ilk kez 1934 yilinda Goldblatt ve ark.lar1 hayvan
deneylerinde bobrek damarlarinda daralma meydana getirerek hipertansiyon olusturmuslar ve
hipertansiyon patogenezinin anlasilmasma katkida bulunmuslardir (39). Goldblatt
hipertansiyonun bir diger sekli olan iki bobrek/bir klips hipertansiyonunda bir bdbrege
dokunmayip diger bdobregin arterini klipslemistir. Bu sekilde olusturulan insanlardaki
unilateral renal arter stenozu ile benzerdir. Bu modelde bir arterin sikistirilmasi ile iskemik
bobrek tarafindan renin tiretiminin artmasi sonucunda kan basincinda hizli bir yiikselme olur.
RAS’in aktivasyonu, AIl’ye bagli vazokonstriiksiyona ve iskemik bobrekte oldugu kadar

kars1 bobrekte de natrilizrezin bozulmasina ve hipertansiyona yol agar (39) (Sekil 7).

RENAL HASAR

V4

Nefron kitlesinin azalmasi

N 5 | All artis1
Glomeriiler kapillerlerde hipertansiyon geligimi v
v "
Glomeriiler permeabilite artig: TGF-p1 upregiilasyonu
v v
Protelniiri Plazma proteinlerinin artmus filtrasyonu Tiibiiler hiicre hipertrofisi

\

<_, Proteinlerin asirt tiibiiler geriemilimi
v

Vazoaktif ve inflamatuvar genlerin expresyonu
N2
Vazoaktif ve inflamatuvar maddelerin renal intertisyuma gegisi
Fibroblast Intersitisiyel Tiibiiler hiicre Tip IV kollagen
proliferasyonu inflamasyon hasar1 sentezinde artis
RENAL SKAR OLUSUMU

Sekil 7: Hipertansiyonda renal hasar olusum mekanizmasi
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Bobregin az kanlamasi renin anjiyotensin mekanizmasi stimiilasyonu ile hipertansiyona neden
olur. Renin renal iskemide jukstaglomeriiler aparattan salinip karacigerden gelen plazma
proteini anjiyotensinojenden anjiyotensin I’i ayirip bir¢ok dokuda varligi bilinen converting
enzimi etkisi ile AII’nini yapimini saglar. All aldosteron ve ADH salgisini, Na* kanallar1 ve

su kanallar1 tizerinden etkileyip NaCl ve su retensiyonuna neden olur.

3.6.4 Deneysel Hipertansiyon Modelleri
Deneysel hipertansiyon modelleri tavsan, maymun, domuz, fare gibi denekler iizerinde

calisilmaktadir.
Deneysel modeller:
1-Renovaskiiler Hipertansiyon

Bu modelde RAS sistemi onemli rol oynar. Periferal renin anjiyotensin sistemi ve sempatik
sinir sistemini aktive eden renal arter konstriiksiyonu esasina dayanir (47, 48). Renin sempatik
aktivite arttigi zaman bdobrekten salinir ve anjiyotensin I’i anjiyotensinojene ¢evirir. Al
anjiyotensin konverting enzim tarafindan AIl ye ¢evrilir. AIl potansiyel bir
vazokonstriiktordliir ve kan basincint arttirir. Aynt zamanda artmig kan basinci ve
hipertansiyon ile sonuglanan tuz ve su geri emilimine neden olan aldosteron salinimina neden

olur.
Renovasliiler hipertansiyonun ¢esitli tiirleri vardir:

L Goldblatt yontemi: Goldblatt ve ark.lar1 1934 yilinda kopeklerde renal arterin kismi

daraltilmasi ile hipertansiyon olusturmuslardir. Tavsan ve ratlarda halen devam eden
yontemdir. U sekilli glimiis serit ile renal arter daraltir ya da 4.0 ipek siitur ile renal arter ligate
edilmistir. Ligasyondan 4 hafta sonra sistolik kan basinct 160 mmHgden yiiksek bulunmustur.
Kalic1 hipertansiyonun ise 12 ay civarinda olustugu gozlenmistir (47, 48).

a) Iki Bobrek-Bir Klip hipertansiyon (Two kidney-one clip 2K1C): Renal arter sadece bir

tarafta daraltilir. AIl nin dolasimdaki artis1 ise plazma renin aktivitesindeki artis yiiziinden kan
basincindaki artisin devam etmesi ile sonucglanir. Tuz ve su kaybi olmaz c¢iinkii diger bobrek
saglamdir. Yaklagik 6 hafta sonra artmis All tuz ve suyun dereceli tutulumu ile sonuglanan
adrenal korteksten aldosteron salinimini uyarir. Tuz ve suyun tutulumu ile renin {iriinleri

azalir. Bu safhadan sonra hipertanisyon voliim bagimlidir. Tuz ve su dengesi renovaskiiler
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hipertansiyonun patogenezi ile iligkilidir. Artmigs kan basincit ve artmis renin aktivitesi

kliplerin ¢ikarilmasi ile geri doner (47, 48).

b) Bir bobrek bir klip hipertansiyon (one kidney-one clip 1K1C): Bobreklerden birinin renal

arteri daraltilirken, diger bobrek alinir. Birkag saat igerisinde kan basinci artar. Bobreklerden
biri olmadigi i¢in diiire ve natriiire basinci yoktur ve su ve tuz tutulum hizi artar. Plazma renin

aktivitesi genellikle normaldir. Hipertansiyon voliime bagimli hale gelir (47, 48).

¢) Iki bobrek iki klip hipertansiyon (two kidney two clip 2K2C): Her iki renal bébregin renal

arterleri ya da aortalar1 daraltilir. Iskemik bobrek dokusu meydana gelir (47, 48).

II. Aortamin daraltilmasi: Renal kan akimi aortanin baglanmasi ile azaltilabilir ve kan

basinct degistirilir.

III. Azaltilmis renal kitle (1/2 ya da 5/6 nefrektomi): 5/6 renal kitlenin ¢ikarilmasi ile

olusturulur. Sag bobrek alinir, sol bobregin ise renal arterinin 3 dalindan ikisi daraltilir.
2. Renal parankime disaridan basin¢ uygulanmasi ile olusturulan hipertansiyon

a) Yaprak hipertansiyon (Page hipertension): Ilk kez 1939 gerceklestirilmistir. Bobregin

etrafina seliilozdan ince bir kagit yerlestirilir ve renal hilustan bobrek baglanir. Her iki bobrek
ya da sadece biri bu sekilde sarilir digeri cikarilir. Bir fibrokollagenez kabuk 3-5 giinde
bobregi sarar. Bu kabugun renal parankime olan baskisi sonucunda vaskuler basing azalir.

Periferal direng ve kan basinci artar (47, 48).

b) Grollman hipertansiyon: Bobrek dokusu 8 rakami seklinde ligature edilir. Iki bobrek bir
ligatlir (2K 1L) ya da bir bobrek bir ligatiir (1K1L) seklinde uygulanabilir (47, 48).

3. Diyetsel hipertansiyon

Tuz aliminda artis: Fizyolojik olarak normal bir bobrek extraselliiler voliimde belli oranda bir

artisa izin vermeden giinliik tuz atillmmi devam ettirir. Ortalamadan yiliksek tuz alan
populasyonlarda hipertansiyon prevalansinda artis gézlenmistir. Bu durum ratlarda da benzer
sekildedir. Deneysel olarak %1-2 lik NaCl igeren su alimi ile 9-12 ayda hipertansiyon
olustugu gozlenmistir (47, 48).

Obesite olusturularak da deneysel hipertansiyon olusturulabilir.
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4. Endokrin hipertansiyon

I. Mineralokortikoid indiiklii hipertansiyon: Mineralokortikoidler bobreklerde basing artisi

yiiziinden diiire kagist olusmasi ile tuz ve su tutulumu artigina neden olur. Cok ileri seviyede
sodyum ve su tutulumu olmaz ancak viicutta genel seviyeleri hafif olarak artar (hpl5, hp7,
69,70). Deoxikortikosteron asetat (DOCA) iiriinlerinin ratlarda hipertansiyonu arttirdigi
gosterilmistir. DOCA indiiklenmesi ile tuz ve su geri emiliminde ve dolasiyisi ile kan
basincinda artis gozlenmistir. Su geri emilimi ve vazokonstriikksiyon ile sonuglanan
vazopressin sallmiminda da artis gozlenmistir. Ayrica renin anjiyotensin sisteminin aktive

olmasi sonucunda sempatik aktivitede artis gézlenmistir (47, 48).

Il. Adrenal regenerasyon hipertansiyon: Tek tarafli nefrektomiyi takiben sag ve sol adrenal

bezlerin ¢ikarilmasi takip eder (47, 48).

5. Norogenik hipertansiyon: Karotid siniis ve aortik arkin i¢ine baroreseptdr yerlestirilmesi
ile kan basmcinin kontroliinde negatif feedback mekanizmasi kullanilir. Santral sinir

sisteminin stimulasyonu ile de olusturulabilir (47,48).

6. Fizyogenik hipertansiyon: Tekrarlayan stres ile hipertansiyon olusturulur. Borderline
hipertansif ratlar (BHR) kullanilir. Giinliilk 20 dakikadan 120 dakikaya kadar air-jet

stimulasyonu ile fizyolojik stres olusturulur (47, 48).

7. Genetik hipertansiyon: 1963 yilinda Okimato ve Aoki tarafindan fizyolojik, farmokolojik
ve cerrahi bir girisim gerektirmeyen model olarak tasarlanmistir. Genetik inbreed tiirlerin
gelistirilmesi ile spontan hipertansif ratlar olusturulmustur ve hipertansiyonun tiim

komplikasyonlar1 gézlenebilmektedir. Fenotipik kokenli ve genetik kokenli olabilir (47, 48).
8. Diger modeller:

- Kolinometrik ajan indiiklii hipertansiyon: Santral kolinerjik mekanizmanin ve sempatik sinir
sisteminin  kolinometrik ajanlar ile (physostigmine, kholinesterase inhibitorii gibi)

indiiklenmesi ile olusturulur.
-All indiiklii hipertansiyon: AIl nin subkutan enjeksiyonu ile olusturulur.

-Kadmiyum indiiklii hipertansiyon
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-Kronik nitrikoksid inhibisyonu-indiiklii hipertansiyon: SHR ratlara nonselektif nitrik oksid
sentetaz inhibitorii (L-NAME) verilerek olusturulur.

-Uterin iskemi: Preeklampsi ile indiiklenebilir (47, 48).
Deneysel Hipertansiyon Modellerde Kan Basiner Olciimii

Deneysel hipertansiyon modellerinde tekrarlayan oOlgiimler tercih edilmektedir. Akut
deneylerde, hayvanlar anestezi altindadir ve ulasilabilen artere kaniil ile girilir ve basing
transdiizer ile basing Ol¢timii yapilir. Ancak anestezik ajanlar kardiyovaskiiler refleksleri

etkileyebildigi icin kan basinicini degistirdigi diistiniilmektedir.
Genel olarak direkt ve indirekt yontemler kullanilmaktadir:

Direkt Yontem: Ratlarda anestezi altinda sag ya da sol karotid arterden ve ya femoral

arterden normal SF i¢inde %]1°lik heparin ile aseptik kosullarda kanule edilerek yapilir. Biz

tezimizde by yontemi kullandik.

Indirekt vontem: Ratlarda tail cuff denilen kuyruk manseti ile sistolik kan basicinin

Olciilmesi esasimna dayanir. Ratin kuyruguna tail cuff sifingomano-metre ya da basing dlger

takilarak 6l¢iim yapilir (47, 48).

3.7 Diyabet ve Hipertansiyon Iliskisi

Diyabetik hastalarda hipertansiyon, koroner, serebral ve vaskiiler yatagi etkileyen
biiylik damar atherosklerotik hastaligi i¢in 6nemli bir risk faktoriidiir. Bilylik damar hastaligi
insidans1 hem tip I hem de tip II diyabetliler i¢in dramatik olarak artar ve 6nemli mortalite ve
morbidite sebepleri arasinda yer alir. Hipertansiyon, nefropati ve retinopati gibi diyabetik
mikroanjiyopatik komplikasyonlarin progresyonunu da hizlandirir. Hipertansiyonda var olan
hemodinamik bozukluklarin siddetini arttirip glomeriiler kapiller kacis ve basincit daha da
yiikselterek renal hasarin hizlandirdig1 diisiiniilmektedir. Kotii glisemik kontrol afferent
arteriyolde vazodilatasyona yol acarak yilikselmis kan basincinin glomeriile daha fazla
yansimasina izin verir. Nefropati gelistirecek diyabetik hastalarda, hipertansiyon prevalansi ve
ortalama kan basinci, nefropati gelistirmeyecek diyabetik hastalardan daha yliksektir.
Ebeveynlerinde hipertansiyon Oykiisii olan tip I diyabetiklerde nefropati riski ii¢ kat fazladir
ve esansiyel hipertansiyona yatkinligin nefropati riskini de arttirdigini diisiindiirmektedir (39).
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STZ ile diyabet olusturulmus fare modelinde Goldblattin iki bdbrek/bir klips
hipertansiyonunun etkilerine iliskin bir ¢aligmada, yiiksek sistemik basinca maruz kalan
klipslenmemis bdbrekte siddetli diyabetik nefropati gelisimi gozlenirken, yiiksek sistemik
basingtan korunan klipsli bobrekte nefropati gelismemistir (39). Hipertansiyonun diyabetik
nefropati patogenezindeki merkezi roliinii gosteren bu ¢alismalar, diyabeti ve tek tarali renal
arter stenozu olan hastalarin otopsi bulgularina iligkin yaymlarca da desteklenmektedir.
Glomeriiler bazal membran kalinlagsmasi ve nodiiler Kimmelstein-Wilson lezyonlari, sadece

yiiksek arteriyel basinca maruz kalan ve renal arteri a¢ik bobrekte gozlenmemektedir (39).

Biz tezimizde diyabet ve hipertansiyonun ayri ayri ve birlikte olusturuldugu deneysel
modellerde etkili olan Anjiyotensin Il tip | AT1-reseptér, VEGF, Endotelin-1 ve Kaspaz-3
antikorlarinin immunohistokimyasal olarak dagilimlarinin ve siddetinin degerlendirmeyi

planladik.

3.7.1 Anjiyotensin 11 tip | (AT1)-reseptorii

RAS kan basincinin diizenlenmesinde ve hiicre dis1 sivi hacminin korunmasinda
onemli rol oynamaktadir. AIl, RAS’1n esas mediatoriidiir. Genis sprektrumlu bir hormondur
ve dolasim disinda bobrekler, adrenaller, beyin, hipofiz bezi, damar diiz kaslari, kalp ve
sempatik sinir sistemi gibi dokularda da bulunmaktadir. Diger peptid hormonlar gibi hedef
hiicrelerinin plazma membranlarinda bulunan reseptorler araciligi ile etki eder (49). Bu
seseptorler AIl tip I (AT1) ve AIl tip II (AT2) reseptorleri olarak adlandirilir. AT1
reseptorleri 7 transmembran bdliimiinden olusan 360 aminoasitli peptid yapisindadir. AT1
reseptorlerinde uyar1 fosfoinositol/kalsiyum yolunun inhibisyonu ile gerceklesir. ATI1
reseptOrlerinin uyarimi vazokonstriksiyon, aldosteron salinimi, bdbrekte sodyum tutulumu,
kardiyovaskiiler hipertrofi, hiicre proliferasyonu, susuzluk hissinde artis gibi AIl’nin temel
etkilerini ortaya ¢ikarir. AT1 reseptorlerinin AT1a ve AT1b olmak tizere iki alt grubu vardir.
Bu reseptorler bobrek, karaciger ve dalakta esit oranlarda bulunurken, AT1a alt grubu damar
diiz kas hiicreleri, kalp ve akcigerde daha fazla bulunur. AT1b alt grubu ise adrenal bez, 6n
hipofiz, beyinde periventrikiiler bolgede bulunur. AT1a’nin vazokonstriiksiyon, AT 1b’nin ise

hormon salinimu ile ilgili oldugu diisiiniilmektedir (50).

RAS sisteminde aktive olan AIl damar diiz kas hiicrelerine direkt etki ederek gii¢lii
bir vazokonstriikksiyona neden olur ve kalbin kasilmasini ve atim sayisimi arttirirken,

bobreklerde proksimal tiibiillerdeki sodyum-hidrojen antiportunu uyararak sodyum geri
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emilimini arttirir ve bobrekiistii bezinin korteksinden aldosteron salinimini uyararak, distal
tiibiillerden sodyum geri emilimini arttirir. AI’'nin glomeriiler efferent arteriyoller {izerine
vazokonstriiktor etkisi, afferent arteriyoller iizerindeki vazokonstriiktor etkisinden daha
belirgin oldugu i¢in RAS sisteminin uyarilmasi intraglomeriiler basinc1 etkiler.

Intraglomeriiler basincin artis1 hem kapiller hasara hem de proteiniiriye yol agmaktadir (51).

3.7.2 VEGF Ailesi

VEGF doku biiyiimesi ve organ hasarinda tamir mekanizmasi siireci olan anjiyogenezis
ve vaskiilogenezis siireglerinde rol alan bir bilesendir. Trombosit kaynakli biiyiime faktorleri
stiperailesinin iiyesidir. Organizmada hem fizyolojik olaylarda, hem de tiimor biiyiimesi ve
yayilmasi gibi patolojik bircok hastaligin etiyolojisinde rol oynar. Molar olarak vaskiiler
gecirgenlikte histaminden 50.000 kat daha giiglii oldugu saptanmistir. Vaskiiler gecirgenlik
faktort, ilk kez klonlandigt ve eksprese edildigi 1989 yilina kadar kismi olarak
tanimlanabilmis ve bu tarihte giiglii bir in vitro endoteliyal hiicre biliylime stimiilatorii ve in

vivo neovaskiilarizasyon stimiilatorii oldugu gosterilmistir (52).

VEGF endoteliyal hiicre proliferasyonunu, farklilagmasini ve vaskiiler gegirgenligi
arttirarak endotel vazodilatasyonunu diizenler. VEGF ailesi: VEGF-A (Human-VEGF),
VEGF-B, VEGF-C, VEGF-D, VEGF-E ve Plasenta biiyiime faktorii (Placental growth factor;
PIGF) adi verilen alt1 iiyeden meydana gelmektedir (53, 54). En iyi tanimlanan VEGFR-1 ve

VEGFR-2 reseptorleri yiiksek affiniteli transmembran tirozin kinaz reseptorleridir (55).

VEGF’in bobrek ile olan iligkisine bakildiginda, VEGF ve iki VEFGR’nin tamami
normal glomeriiller podositler ve renal tiibiillerin fonksiyonu i¢in gereklidir (56). Glomeriiler
podositlerden salinan VEFG glomeriiler kapiller endoteliyal hiicreler tizerindeki VEGFR-2’yi
aktive eder ve endoteliyal fenestrasyon ve permeabilitenin diizenlenmesinde gorev alir (53,
57). Fare ve insan bobreginde, VEGF mesenger-RNA (MRNA) ve/veya proteinleri glomeriil
podositlerinde, distal tiibiilde, toplayici kanallarda ve daha az olarak proksimal tiibiillerde

rastlanmistir. Hipergliseminin farkli hiicrelerde VEGF iiretimini arttirdigi gosterilmistir (58).

3.7.3 Endotelin-1
Endotelin-1 (ET-1) ilk olarak domuz aorta endotel hiicrelerinden izole edilmis 21
aminoasitlik siklik peptid yapisinda bir molekiildiir. Aminoasit diizenlenimi va sayisina gore

Endotelin-2 (ET-2) ve Endotelin-3 (ET-3) izoformlar1 vardir. ET-1 vaskiiler diiz kas hiicreleri
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ve endoteliyal hiicrelerdeki reseptorlerinden en az birine baglanarak otokrin ya da parakrin
yolla  aktivasyon  gosterir.  Organizmada sadece endotel hiicrelerinde  degil
kardiyomiyositlerde, bobrek epitel hiicrelerinde, néronal stromal hiicrelerde, 16kositlerde de
varligi gosterilmistir (59). Endotelinin, ETa ve ETg olmak {izere G protein ¢ifti reseptorlerinin
siiperailesine ait reseptorleri bulunmaktadir. ETa reseptorii esas olarak diiz kas hiicreleri ve
kardiyak kas hiicrelerinde bulunurken, ETg reseptorleri baskin olarak endoteliyal hiicrelerde
gozlenir.Ancak her iki reseptdorde organizmada yaygin olara gozlenir, O6rnegin ETg
reseptorleri makrofaj ve plateletlerde de gozlenirken, bobrekte her iki reseptore de

rastlanmistir (59).

Endotelin sentezi ve saliniminda kan akiminin 6nemli rolii oldugu diisiiniilmektedir.
Shear stress reseptorleri olarak adlandirilan faktorler kan akimindaki artigin bir sonucu olarak
vazodilatasyona cevaben endoteliyal hiicreleri etkiler boylece nitrikoksit (NO) salinir ve ET-
1’in salinimi ve tretimi azalir (60). Ayrica ET-1 mRNA’s1 TGF-beta, interlokinler, insiilin,
AlI ve trombin gibi sitokinlerin etkisi ile artis gosterir (61). ET-1 renal sistemde toplayict
kanallarin epitel hiicrelerinde ve vaskiiler endoteliyal hiicrelerde salgilanmaktadir. Her iki ET
reseptorli de renal vaskiiler ve epitelyum hiicrelerde gozlenirken, ETg predominant reseptor

tipidir (59).

Insanlarda ET-1 uygulamasinin renal kan akimmi, glomeriiler filtrasyon oranmi ve
tiriner voliimii anlaml sekilde azalttig1 gézlenmistir. Hemodinamik etkilerinin yani sira ET-
I’in tuz ve su geriemilimi, asit-baz dengesi inflamatuvar hiicre aktivasyonu glomeriiler ve

mezengiyal hiicre biiyiimesine iliskin de etkileri gbzlenmistir (62).

3.7.4 Kaspaz Ailesi
Apoptozis canli hiicrelerde, pre-implantasyon doneminden baglayarak tiim biyolojik
sliregler igerisinde istenmeyen veya gereksiz hiicrelerin ortadan kaldirilmasinda ve doku

homeostasisinde rol alan bir hiicre 6liim mekanizmasidir (63).

Apoptozis terimi ilk olarak 1972 yilinda Iskogyali arastirmacilar Kerr, Wyllie ve
Currie tarafindan canli dokulardaki hiicre azalmalarini tanimlamak igin kullanilmistir (64).
Kaspazlar, zimojen (inaktif prekiirsor) olarak sitoplazmada bulunan ve aktif merkezlerinde
sistein yer aldigindan sistein proteazlar olarak adlandirilan bir enzim grubudur ve aspartik

asitten sonraki peptid bagini kirarlar. Su ana kadar 14 tanesi tanimlanmistir ve cogu
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apopitozisde rol almaktadir (65,66). Hiicrede inaktif olarak bulunan kaspazlar, birbirlerini
aktiflestirerek proteolitik bir kaskada neden olurlar. Kaspaz 2, 8, 9, 10 baslatici kaspazlar
olarak bilinirken, Kaspaz 3, 6, 7 efektor kaspazlar olarak bilinir. Baslatici kaspazlar, apoptotik
uyariyla baglayan 6liim sinyallerini efektor kaspazlara naklederler. Efektor kaspazlar ise ilgili
proteinleri pargalayarak apoptotik hiicre morfolojisinin meydana gelmesine neden olurlar. Ilk
tanimlanan enzim interlokin 1-f doniistliriicii enzimdir (ICE) ve pro-kaspaz 1 olarak bilinir
(67).

Kaspazlarin ¢ogu sitoplazmada bulunur ancak bazilari, 6rnegin kaspaz 12, golgi
aparatinda, kaspaz 2, kaspaz 3 ve kaspaz 9 mitokondride bulunabilir (68). En 6nemli baslatici
kaspazlar mitokondri aracili intrinsik yol igin kaspaz 8, hiicre yilizey molekiilleri aracili-
ekstrinsik yol i¢in kaspaz 9, endoplazmik retikulum aracili yol igin kaspaz 12’dir. Kaspaz 3
aktivasyonu programlanmis hiicre Olimiinde geri donilisiimsiiz noktanin en Onemli

gostergesidir (69).

Apoptozis bobrek hastaliklarinda farkli etkiler gostermektedir. Deneysel proliferatif
glomeriilonefrit modellerinde  endoteliyal veya mezengiyal hiicrelerin  sayisal
diizenlenmelerinde apoptozisin rolii oldugu ileri stiriilmiistiir. Bobrekte gozlenen sklerotik
alanlarda apoptotik cisimcikler gézlenmistir. Sklerotik lezyonlarda terminal deoxynucleotidyl
transferase (TdT) to transfer biotin-dUTP nick and labeing (TUNEL) pozitif hiicrelerin artig
gostermesi, apoptozun baglangigta bir kontrol mekanizmasi olmasina ragmen, daha sonralari

kontrol dis1 apoptoza gittigini gostermektedir (70).

3.8 Serbest Radikaller ve Oksidatif Stres

Oksidatif stres serbest radikaller ve antioksidan savunma sistemi arasindaki dengenin
bozulmasi1 sonucunda olugmaktadir. Dis orbitallerinde bir ya da daha fazla ortaklanmamis
elektron iceren kimyasal yapilar ve ‘serbest radikal’ olarak adlandirilir ve hiicrelere giren
oksijeni %1-4 oraninda ROT doniistiiriirler (71). Serbest radikaller reaktif bir yapiya sahip
olup eslenmemis elektronlarin1 paylasmak i¢in diger molekiillerle hizla reaksiyona girerler ve
non-radikal bir molekiilden tek bir elektron kaybi, non-radikal bir molekiiliin tek bir elektron
kazanmas1 ya da homolitik yarilma denilen normal bir molekiiliin kovalan baginin homolitik
yarilmast sonucu eslesmis elektronlardan her birinin ayr1 pargada kalmasi sonucunda

olusabilirler (72).
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Biyolojik sistemlerdeki radikaller asagidaki gibi siniflndirilirlar:

Oksijen _merkezli serbest radikaller: Siiperoksid radikali (O,™*), Hidroksil radikali
(*OH), Alkoksil radikali (RO®), Peroksil radikali (RO;™), Hidroperoksil radikali (HO,")

Oksijen merkezli olmayan serbest radikaller: Karbon merkezli (Lipid radikalleri)
Alkoksi radikaller, Siilfiir merkezli (Siilfiir radikali), Hidrojen merkezli (Hidrojen radikali),
Demir merkezli (Perferil radikali ), Azot merkezli ( Nitrik oksid , Nitrojen dioksid)

Radikal olmayan reaktif oksijen tiirleri: Ozon (O3), Hidrojen peroksit (H,0,),
Hipoklorik asid (HOCI), Singlet oksijen (*O,), Peroksinitrit (ONOO) (72, 73).

Serbest radikaller, viicuttaki kayip elektronlarin1i bulmak icin dolasirlar ve cesitli
maddelere atak yaparak bunlar1t deformasyona ugratip asindirirlar. Eglenmemis elektrona
sahip bu molekiiller elektronunu baska bir molekiile vererek veya elektron alarak daha kararli
hale gecme egilimindedirler (74, 75, 76). Organizmalar igin serbest radikallerin baslica
kaynag1 molekiiler oksijendir. Biyolojik sistemlerde biiyiik 6neme sahip serbest radikaller
oksijenden olusan radikallerdir. Serbest radikaller ayn1 zamanda oksidan molekiiller, serbest

oksijen radikalleri veya ROT olarak da adlandirilmaktadir.

Normal metabolizma siirecinde olusan oksidasyon-rediiksiyon olaylar1 sonucunda
ROS’un biyolojik bozukluklara neden olmamasina ragmen; iskemi, inflamasyon, radyasyon,
elektromanyetik alan, hiperoksi vb. durumlarda daha fazla {iretilmeleri sonucu membranlar,
niikleik asitler, polisakkaritler ve enzimler lizerinde farkl etkiler yaparak, degisik derecelerde
cesitli dokularda hasara yol agmaktadirlar (77, 78). Bunlar (radikaller) ve (radikal olmayanlar)
olarak iki grupta toplanabilirler. Radikaller elektron eksiklikleri nedeniyle baslica
molekiillerle kolayca elektron alis-verisi yapabilirler. Radikal olmayanlar ise elektron
eksiklikleri olmadigi halde baska molekiillerle daha zayif bir sekilde birlesirler. En iyi bilinen

radikeller su sekilde 6zetlenebilir:

Stiperoksit Radikali (O,") biyolojik sistemlerde en fazla oksijeni tasiyan serbest
radikaldir. Bu radikalin en ©nemli kaynaklar1 mitokondri, kloroplast ve endoplazmik
retikulum elektron transport zincirinden si1zan elektronlardir, organizmaya direk zarar vermese
de bir hidrojen peroksit kaynagidir. Ayrica nitrik oksit ile reaksiyona girerek reaktif oksijen

tiirevi olan peroksinitriti  (ONOQ™) olusturmaktadir.

Hidrojen Peroksit (H202); normalde serbest radikal degildir. Fakat serbest elektron

icermesi, serbest hidroksil radikali olusturabilmesi ve hiicre membranlarma kolaylikla
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girebildigi i¢in Onemlidir. HyO;, gegis metal iyonlarinin varliginda kolayca pargalanarak
yiiksek oranda toksik olan hidroksil radikalini olugturmaktadir (58,66). SOD aktivitesi sonucu
ortaya ¢ikan H,O,; katalaz (CAT) ve glutatyon peroksidaz (GSH-Px) enzimleri ile su ve

oksijene doniistiirtiliir.

Hidroksil Radikali (Oh®): Bir¢ok molekiille reaksiyona girdiginden oldukga reaktiftir.
Oksidatif streste en gii¢lii radikal olarak bilinir. OH®, DNA hasarina ve iyonize radyasyonun
membranlara zarar vermesine neden olur. Ayrica tiyoller ve yag asitleri gibi c¢esitli
molekiillerden proton kopmasina ve yeni radikallerin olusmasina neden olmaktadir. Lipid

peroksidasyon siirecini de baglatmaktadir.

Singlet Oksijen (02):Serbest radikal olmamasma ragmen serbest radikal
reaksiyonlarmin baslamasina neden oldugu igin Onemlidir. Siiperoksit radikalinin

dismutasyonu ve hidrojen peroksitin hipoklorit ile reaksiyonu sonucunda da olusabilir

(74,79).

Nitrojen oksidler (NO,"); nitrik oksid (NO), renksiz bir gazdir ve dig yoriingesinde
eslenmemis bir elektron tasidigi i¢in bir serbest radikaldir. Suda ve organik solventlerde
¢oziinebilmesi nedeniyle hiicre membranlarindan kolaylikla gecebilmektedir. Eslenmemis
elektronu oksidasyon ya da rediiksiyon reaksiyonlarina girerek c¢esitli nitrojen tiirevleri ve
hidroksil radikali olusturabilir. Ayrica havadaki molekiiler oksijenle reaksiyona girerek
kendisinden ¢ok daha reaktif bir serbest radikal olan nitrojen dioksit (NO;") olusturabilir (80,
81).

Serbest radikallerin kaynaklari

Endojen ve eksojen olmak iizere baslica iki onemli kaynagi vardir;

1.Eksojen Kaynaklar (Cevresel kaynakli; hiperoksijenasyon, pestisitler, sigara, solventler,

anestezikler, hava kirliligi, manyetik alan, radyasyon, stres, alkol, uyusturucu, karsinojen
maddeler, sicak soku giines 1sinlari, antineoplastik ajanlar; nitrofurantoin vb.)

2.Endojen Kaynaklar (Kiigiik molekiillerin  otooksidasyonu; tioller, hidrokinonlar,

katekolaminler,  flavinler, tetrahidropterinler, antibiyotikler vb. (74, 76, 82). Coziinir
enzimler ve proteinler; ksantin oksidaz, flavoprotein dehidrogenaz, triptofan dioksijenaz,
dihidroorotat dehidrogenaz, aminoasit oksidaz gibi enzimler, hemoglopin vb. (74, 83).

Mitokondrial elektron transportu, endoplazmik retikulum ve niikkleer membran elektron
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transport sistemleri; sitokrom P 450, sitokrom b5 peroksizomlar; oksidazlar, flavoproteinler,
plazma membrani; lipoksijenaz, NADPH oksidaz, prostaglandin sentetaz, lipid
peroksidasyonu, oksidatif stres olusturan durumlar; iskemi, travma, intoksikasyon aktive

olmus fagositlerdir (74, 83).

Serbest radikallerin etkileri Antioksidan savunma mekanizmalarmin yetersiz kaldigi

durumlarda serbest radikaller membran lipidleri, DNA, karbonhidratlar, proteinler ile
reaksiyona girerek hiicre hasarina ve hiicre 6liimiine neden olurlar (84, 85, 86). Proteinler
aminoasit kompozisyonlarina bagli olarak serbest radikal hasarindan etkilenirler. Triptofan,
tirozin, fenilalanin, histidin, metiyonin, sistein gibi aminoasitlere sahip proteinler serbest
radikal hasarina agiktirlar (74, 87). Serbest radikaller DNA’nin nukleotid yapisini olusturan
purin ve pirimidin bazlar tlizerine etki ederek DNA yapisinda mutasyon, karsinogenez ve
hiicre 6limiine yol agabilirler. Aktive olmus ndtrofillerden kaynaklanan H,O, hiicre
cekirdegine ulasarak hiicre disfonksiyonuna DNA hasarina ve hatta hiicre 6liimiine neden
olabilir (74, 88). Hiicre membranindaki lipidler serbest radikallere kars1 oldukga hassastirlar.
Lipid peroksidasyonu membran yapisini olusturan fosfolipid, glikolipid, gliserid ve sterol
yapisindaki poliunsature yag asitlerinin, reaktif oksijen tiirleri tarafindan peroksitler, alkoller,
aldehitler, hidroksi yag asitleri, etan, pentan gibi sekonder iriinlere yikilma reaksiyonudur.
Lipid peroksidasyonu dejeneratif bir siirectir ve zincirleme reaksiyonlar seklinde ilerleyerek

membranlarda geri donlisiimsiiz hasarlara neden olur (74, 88).

3.9 Antioksidan Savunma Mekanizmalari: Okside olabilen bir maddenin
oksidasyonunu geciktiren ya da onleyebilen maddeler antioksidan olarak tanimlanmaktadir
(89). Belirli bir diizeye kadar olan oksidan molekiil artis1 yine viicutta daima belirli bir
seviyede bulunan dogal endojen antioksidan molekiiller tarafindan etkisiz hale
getirilmektedir. Boylece organizmada oksidan diizeyi ve antioksidanlarin giicii bir denge
i¢cindedir. Oksidanlar belirli bir diizeyin iizerinde olusur veya antioksidanlar yetersiz kalirsa,
oksidan molekiiller organizmanin yapi taslari olan protein, lipid, karbohidrat, niikleik asid ve

yararli enzimleri hasara ugratirlar (73, 90).
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Antioksidanlar etkilerini 2 sekilde gosterirler (74, 91).

Serbest radikal olusumunun 6nlenmesi:

< Baslatici reaktif tiirevlerinin uzaklastirilmasi

< Oksijenin uzaklastirilmasi veya konsantrasyonunun azaltilmasi

<~ Katalitik metal iyonlarinin uzaklastirilma

Olusan serbest radikallerin etkisiz hale getirilmesi

Antioksidanlar, oksidanlara karsi, ¢esitli mekanizmalarla etki gosterirler. Serbest oksijen
radikallerini etkileyerek onlar1 tutma veya daha zayif yeni bir molekiile ¢evirme islemi
seklinde “siipiiriicii” bir etki, serbest radikallere bir hidrojen vererek aktivitelerini azaltip
veya inaktif hale getiren “bastiric1”, “giderici” etki, serbest radikalleri kendilerine baglayarak
zincirleme devam eden reaksiyonlar1 kirarak “zincir kiric1” bir etki ya da “onarict” bir etki
seklinde gergeklestirebilmektedirler. Kii¢iik molekiiller antioksidan enzimler toplayict 6zellik
gosterirken; flavanoidler, antosiyanoidler, vitaminler, trimetazidin bastirict fonksiyona
sahiptirler. Hemoglobin, mineraller ve seruloplazmin ise zincir kirici etki gosterirler (74).

Endojen ve eksojen kaynakli olmak iizere antioksidanlar 2 gruba ayrilir (Sekil 8).

[ ANTIOKSIDANLAR ]

) |
J

{ Eksojen Kaynakh ]

QKsantin oksidaz inhibitorleri
QO NADPH oksidaz inhibitorleri

Q Natrofil adezyon inhibitorleri

Endojen Kaynakh

Q Soya fasiilyesi inhibitérleri
ISﬂperoksit Dismutaz |[ Mikromolekiiller ][ Makromolekiiller ] QO Rekombinant human - SOD
QO Non-enzimatik serbest radikal
Glutatyon Peroksid toplayicilar
| lutatyon Terok sic :\zl I LIPOIK ASIT | I Seruloplazmin | O Endojen antioksidan aktiviteyi
artiwranmaddeler
| Glutatyon:s: | | VitA, C, E | | Transferrin | o I‘).eml? Selatorlert
Transferaz Q Sitokinler
QO Barbitiiratlar
| Hidroksiperoksidaz | | Tiyol | | Ferritin | QOFlavonoidler
| Katalaz | I Glikoz | I Hemoglobin I
,I\Ilt okendr 1);'»:\1 | Urik Asit | | Miyoglobulin |
Sitokrom Oksidaz RS

| Glutatyon Rediiktaz | Melatonin, Selenyum|

Sekil 8: Antioksidanlarin siniflandirilmasi
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3.10 Lipoik asitin (LA) kimyasal yapisi ve genel ozellikleri

Alfa-Lipoik asit kimyasal okunusu (1-2-ditiyolan-3-pentatonik asit) ya da (1,2-
ditiyolan-3-valerik asit) olan ve tiyoktik asit olarak da adlandilan, disiilfit yapisinda sekiz
karbonlu bir endojen kofaktdrdiir (92). ilk olarak 1937°de Lactobacillus tiirlerinin , patates
ekstraktinda bulunmus, bakterilerin gelisimlerinde oynayan bir madde olarak rol
aldgigozlenmis ve “potato growth factor” olarak adlandirilmistir (93). 1951 yilinda Redd ve
ark.lar1 tarafindan sigir karacigeri artiklarindan elde edilen krebs siklusunda kofaktor olarak
gorev goren bir molekiil olarak tanimlanmistir (94). Yar1 6mrii 30 dakikadir (95).1980’lerde

giiclii bir antioksidan olarak tanimlanmigtir (92).

LA, cok toksik olan hidroksil ve nitrik oksit radikallerini, peroksi nitrit anyonunu,
hidrojen peroksiti yakaladig1 ve single oksijeni sondiirdiigii bilinmektedir. Hem in vitro hem
de in vivo deneylerde lipid peroksidasyonunu inhibe ettigi belirlenmistir. insan ve hayvan
hiicreleri tarafindan sentezlenebilmektedir (96). Piruvatin oksidatif dekarboksilasyon
reaksiyonunu katalizler ve karacigerde sentezlenir (97). Glikoz, yag asitleri ve diger enerji
kaynaklarmin ATP’ye donilisiimiinden sorumlu mitokondiyal enzimlerin kofaktorii olarak

islev goriir.

LA, hem yagda hem de suda c¢oziinen oksijen radikallerine karsi giiclii bir
antioksidandir. LA hem okside formunda hem de indirgenmis formunda (Dihidrolipoik asit-
DHLA) antioksidan aktivite gostermektedir. DHLA, dihidroaskorbik asidi yeniden askorbik
aside c¢evirebilir, direk olarak C vitamininin, indirek olarak E vitamininin yeniden olusumunu
saglayabilir. Bu o0zelliginden dolay1 diger antioksidanlari da rejenere edebildigi igin

antioksidanlarin antioksidani olarak da adlandirilmaktadir (92) (Sekil 9).

o - Lipoic Acid
S___§

/N

CH2 CH2 CH2 CH}
CH3 CH2 CH2 Co0;

H

Dihydrolipoic Acid
SH SH

C'|H: CIHJ CH cE
NSNS NS
CH) CH) CHs

"

COOH

Sekil 9: Lipoik asitin kimyasal yapis1 (92).
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LD50 (letal doz) degeri siganlarda dordiincii uygulamadan sonra ve kopeklerde oral
aliman dozdan sonra 400-500 mg/kg olarak bulunmustur (98). Karsinojenik veya teratojenik
etkilerine dair kanit gézlenmemistir. Tiamin eksikligi bulunan si¢anlarda yiiksek dozda i.p.
olarak kullanilmasi fetal komolikasyonlara nedne oldugundan tiamin eksikligi durumlarinda
bu madde ile birlikte kullanilmalidir (98).Insanlarda terapotik olarak 6nerilen giinliik dozaj
600-1800 mg’dir 92).

Farmokinetik 6zelliklerine bakildiginda, R-a-Lipoik asit, LA’in biyolojik olarak aktif
ve dogal olarak bulunan formudur. S- formu ise LA’in sentetik {iretimi ile elde edilir ve tek
basina etkili degildir. LA’in ticari formu, R- ve S- enansiyomerlerinin 1:1 oranindaki rasemik

karisimidir (92).

3.11 Lipoik asit (LA), Diabetes Mellitus ve Hipertansiyon liskisi
Diabetes Mellitus, hiperglisemi ile seyreden mikrovaskiiler ve makrovaskiiler
problemlerin en Onemli nedenlerinden olan kronik bir hastaliklar grubudur. Diyabet
sonucunda artan oksidatif stres, reaktif oksijen tiirlerinin formasyonuna neden olmaktadir.
Lipoik asit diyabet tedavisinde antioksidan etkisinin yanisira, glikoz kontrolii ve néropati gibi

hiperglisemi iligkili kronik hastaliklarin 6nlenmesinde rol almaktadir.

LA’nimn diyetle alinmasinin karbonhidrat metabolizmasi, kan basincinin diisiiriilmesi
ve normalize edilmesi ile ilgili biyokimyasal ve histopatolojik degisikliklerde koruyucu

etkileri gosterilmistir (99).

a-Lipoik asitin rat dokularinda glikoz alinimi arttirdigr ilk olarak 1970°1i yilllarda
Singh ve Bowman tarafindan gosterilmistir (100). Daha sonra insulin direnli hayvan
modellerinde, izole iskelet kasinda glikoz transport iizerine rasemik a-Lipoik asit etkileri
arastirilmig ve glikoz alimimi 6nemli bir sekilde artirdigini ve bunun da glikoz sentezindeki

anlamli artisla iliskili oldugu goézlenmistir (101).

Potensiyel bir antioksidan olarak ratlarda pankreatik ada hiicrelerinin reaktif oksijen

radikallleri tarafindan yikilmasini dnledikleri gézlenmistir (102).

Protein depolarini koruyup, sirkiilasyondan gelen glikozunda korunmasini saglayarak,
protein kaynaklarindan glikoz iiretimini inhibe ettigi yani glikoneogenezde rol aldigi
bilinmektedir (103).

54



Diyabetik hastalarda lipid peroksidasyon iiriinlerinin artis1 ve askorbik asit, rediikte

glutatyon gibi protektif antioksidanlarin diizeyinin azaldig1 gézlenmistir (104).

Asirt glikoz ile beslenme hipertansiyon ve insulin rezistansina neden olur. a-lipoik
asitin antihipertansif etki ve insulin direncinin 6nlemesinin antioksidan etki iizerinden oldugu
diisiiniilmektedir. Asir1 glikoz diyeti ile beslenen hayvan modellerinde O,  Uretiminin
normallesmesi ve glutatyon peroksidaz aktivitesindeki diismenin engellenmesi yoluyla

oksidatif stress ve kan basincindaki artis1 6nledigi diistiniilmiistiir (105).

Ayrica a-lipoik asitin kan lipid diisiiriicti 6zelligi ve diisiik densiteli lipoprotein (LDL)
oksidasyonuna kars1 koruma 6zelligi nedeniyle kardiyovaskiiler hastaliklarin risk faktorlerine

kars1 olas1 koruyucu etkileri oldugu diistiniilmektedir (106).
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4 GEREC VE YONTEM

4.1 Arastirmanin Tipi: Deneysel Arastirma

4.2 Arastirmanmin Yeri ve Zamam: Bu c¢alisma, Diabetes Mellitus ve 5/6
nefrektomi modellerinin ayr1 ayr1 ve birlikte olusturuldugu ratlarda LA’ nin koruyucu etkisinin
olup olmadigini gozlemek i¢in deneysel olarak planlanmustir.

Bu calismada Dokuz Eyliil Universitesi Tip Fakiiltesi Arastirma Biriminden temin
edilen, Wistar susu toplam 56 erkek sican (250-300gr) kullanildi. Dokuz Eyliil Universitesi
Tip Fakiiltesi Deney Hayvanlar1 Laboratuvari’nda, Wistar susunun bulunmasi ve literatiir ile
uyumlu olmasi nedeniyle bu tiir se¢ildi. Tiim hayvanlar deney sonlanincaya kadar Deney
Hayvanlar1 Laboratuarlarinda 12/12 saat karanlik/aydinlik periyodunda, 20-22 °C oda
sicakliginda barindirildi. Hayvanlar dinlendirilmis musluk suyu ve standart pellet yem ile

beslendi.

4.3 Arastirmanin Orneklemi/Calisma Gruplari: Deneklerden rasgele 8 calisma

grubu olusturuldu.

I. grup; Kontrol grubu: Ab libutum beslenen higbir madde uygulanmamis bazal

degerler i¢in kullanilan deney grubu (n=7)

Il._grup; Diabetes Mellitus (DM) deney grubu: intraperitoneal (ip) yontem ile 45

mg/kg Streptozotosin ile Diabetes Mellitus olusturuldu ve 8 hafta siire ile beklendi (n=7).

I11. grup; 5/6 Nefrektomi (5/6 Nf) deney grubu: Sag renal arterleri ligasyon yapilarak

arter-venler bagland1 ve sag bobrek cikarildi, 1/2 renal arter ligasyonu saglandi. Sol renal
arter-venlerin ti¢clinden 2 tanesi ligasyon yapildi ve toplam 5/6 renal arter ligasyonu saglandi,

8 hafta siire ile beklendi (n=7).

IVarup; Lipoik asit (LA) deney grubu: 45 mg/kg/giin LA 8 hafta siire ile oral gavaj

yontemiyle verildi (n=7).

V. grup; 5/6 Nefrektomi+Diabetes Mellitus (5/6 Nf+DM) deney grubu: 5/6 nefrektomi
modeli olusturulduktan 3 hafta sonra 45 mg/kg Streptozotosin ile Diabetes Mellitus
olusturuldu ve 8 hafta daha beklendi (n=7).
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VI. grup; Diabetes Mellitus + Lipoik asitin tedavi edici etkisi (DM+LAT) deney

grubu: Intraperitoneal (ip) yontem ile 45 mg/kg Streptozotosin ile Diabetes Mellitus
olusturuldu ve 8 hafta siire ile 45 mg/kg/giin LA oral gavaj yontemiyle verildi (n=7).

VII. grup; 5/6 Nefrektomi + Lipoik asitin tedavi edici etkisi (5/6 Nf+LAT) deney
grubu: 5/6 nefrektomi olusturuldu ve 8 hafta siire ile 45 mg/kg/giin LA oral gavaj yontemiyle
verildi (n=7).

VIII. grup; 5/6 Nefrektomi + Diabetes Mellitus + Lipoik asitin tedavi edici etkisi
(5/6Nf+DM+LAT) deney grubu: 5/6 nefrektomi modeli olusturulduktan 3 hafta sonra 45
mg/kg Streptozotosin ile Diabetes Mellitus olusturuldu ve 8 hafta sure ile 45 mg/kg/giin LA

oral gavaj yontemiyle verildi (n=7).

Deneysel modeller uygun steril sartlar altinda ve cerrahi setler ile gerceklestirildi.
Sakrafikasyondan sonra hayvanlar ve ortaya cikan atiklar, tibb1 atik torbalarina alinarak deney
hayvanlart multidisiplin laboratuvar1 tarafindan hastanenin imha bdliimiine gonderilerek

kurallara uygun kosullarda yok edildi.

4.4 Deneysel ve Laboratuvar incelemeleri Sirasinda Kullanilan Materyaller
Cihazlar
Trasmisyon elektron mikroskobu (Carl Zeiss Libra 1200)
Isik mikroskop (Olympus DP70)
Mikrotom (RM 2255, Leica)
Digital kamera (Olympus DP71)
Glukometre (Accu-Chec Active, Roche)
Dijital pH metre (Thermo, Orion 3 Star)
Santrifiij (Sigmal-14)
Hassas Terazi (Sartorius, GC803S-0CE)
Otomatik Pipet (Eperndorf)
Mikrodalga firin (Galanz)
Etiiv (Dedeoglu)
Vorteks (Velp Scientifica)
MP30, BPT 300 Transducer (MP30 Biopac System Inc, Santa Barbara,California,
USA)
Bilgisayarl naliz sistemi (Image Tool Analiz Programi (UTHSCSA))
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<>

Otoanalizor (Roche/ Hitachi Modular Analytics (Model : D-P Modul))
Spektrofotometre (Arcitect 16000)

<>

Kimyasallar

Sodyum sitrat (Codex, MA:294.1, Sodio Citrat 2 Hidrat)

Streptozocin (STZ) (S0130-1G, Sigma)

dl-a-Lipoic acid (Sigma, St Louis, MO, USA)

Kaniil (PE 14 polyetilen tiip)

Hematoksilen (Surgipath, 01562E, Bretton, Cambridgeshire)

Eozin (Surgipath, 01602, Canada)

Entellan (Merck 1.07961.0100, Darmstadt, Almanya)

Masson Trikrom boyama seti (2049 GBL, Istanbul, Tiirkiye)
Anti-anjiyotensin 1l tip 1 reseptor (ab9391-1, Abcam)

Anti-Endotelin-1 (T-4050, Peninsula Laboratories)

Vegf (sc-7269, Santa cruz)

Kaspaz-3 (RB1197, Neomarkers)

Tripsin (Kat No:00-3008 Digest All 2A, Zymed, San Francisco, California, CA)
Sekonder Kit (Invitrogen, Histostain- Plus Broad Spectrum Cat N0:85-9043)
Diaminobenzidin (DAB) (Katolog no: 1718096, Roche)

Propilen oksit (Merk®)

Araldite CY212 Resin (TAAB®) ve DDSA (dodecenyl suuccinic anhdride TAAB® )
Rodajli lam (Isotherm 76X26 mm)

PBS (Fluka, 79383)

Lamel (Citoglas 24X60 mm)

Proteinaz K (Sigma-Aldrich P6556)
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4.5 Arastirmanin Degiskenleri

Arastirmanin Bagimli Degiskeni: Bobrek

Arastirmanin Bagimsiz Degiskeni: Diabetes Mellitus, Hipertansiyon
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4.6 Verilerin Eldesi
4.6.1 Deneysel Modeller

4.6.1.1 Streptozotosin (Stz) ile Diabetes Mellitus olusturulmasi
STZ enjeksiyonundan 6nce deneklerin baslangic agirliklart (gr) ve bazal kan glikoz

degerleri (mg/dl) glukometre ile 6l¢iildii. Biyokimyasal dlgiimler i¢in kuyruk veninden kan
ornekleri alindi. Daha sonra deneklere intraperitoneal olarak sodyum sitrat (pH:4.5) i¢inde
¢oziinmiis olan 45 mg/kg Streptozocin (STZ) uygulandi (107). Uygulamayi takip eden 3.
giinde, deneklerin kuyruk veninden alinan kan 6rnekleri glukometre kullanilarak kan glikoz

degerleri dl¢iildii ve 250 mg/dl ve iizerinde bulunanlar diyabetik kabul edildi (107).

4.6.1.2 5/6 Nf modelinin olusturulmasi
Hipertansiyon olusturulacak olan denekler 35 mk/kg ketamin + 5mg/kg xylasine

anestezisi altinda sirt iistii yatirilip tras edildi ve ardindan dezenfekte edildi. Daha sonra 3-4
cm linea alba cizgisi iizerindeki deri ve kas gecildikten sonra ratlarin sag renal arterleri
ligasyon yapilarak arter-venler baglandi ve sag bobrek ¢ikarilacak ve 1/2 renal arter ligasyonu
saglandi. Sol renal arter-venlerin de 2 tanesi ligasyon yapilarak 5/6 renal arter ligasyonu
sagland1 (108). Hipertansiyon modelleri olusturulduktan sonra deneklerin kas ve deri

tabakalar1 4.0 ipek ile dikildi ve hayvanlar derlenmeye birakildi (Sekil 10).
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Sekil 10: 5/6 Nf modelinin olusturulmasi. (¥) renal arterin ligate edilmesini gostermekte.
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4.6.1.3 LA uygulanmasi
ALA 30mg/kg/glin olacak sekilde oral gavaj yontemi ile deneklere uygulandi. LA

steril saline ile karistirildiktan sonra karisim ¢ozlinene kadar 1M NaOH eklendi. Ardindan
pH’s1 1M HCI eklenerek 7.4°e ayarlandi (109). Hergiin ayni saatte oral gavaj yontemi ile 8

hafta sturesince deneklere verildi.

4.6.1.4 Karotis arterden kan basinci ol¢limii
Deneklere anestezi uygulanip uyumalart saglandiktan sonra karotis aterden 6l¢iimiin

yapilacagi alana sabitlendiler. Trakea agilip ile hava girsinin devamliligin1 saglamak amaciyla
kanule (PE 14 polyetilen tiip) edildi. Ardindan sistemik arteriyel basincin 6l¢iilebilmesi igin
sag carotid arter kanule edildi (PE 50 polyetilen tiip). Arteriyel katater heparinize salin ie
dolduruldu (250 U/ml) ve MP30, BPT 300 Transducer ile basing 6l¢iimii saglandi (109). Her
denek i¢in 5 dakikalik 6l¢tim yapildi ve programdan ortalamalari alindi (Sekil 11, 12).

Sekil 11: Karotis arterden kan basinci 6l¢iimii. Denek anestezi sonrasi sabitlendi ve karotis
arter acgilarak kanule edildi ve MP30 Biopac System yardimi ile arteriyel kan basinci
Olctimleri alindi.

Kontrol grubundan érnek bir dlgiim 5/6Nf grubundan &rnek bir 6letim

@ BIOPAC STUDENT LAB PRO® - [Untitled1]

@ BIOPAC STUDENT LAB PRO® - [Untitled1] =] I
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Sekil 12: MP30 Biopac Sistemi ile kan basinci 6l¢timii 6rnekleri
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4.6.2 Doku orneklerinin hazirlanmasi

Deney siiresi biten siganlarin agirliklart sakrifikasyondan dnce hassas terazi ile tartildi.
Sonra siganlar eter anestezisi altinda perfiize edildi. Perfiizyonun ardindan deney sonu
biyokimyasal degerleri dlgebilmek amaciyla kan alindi ve santirifiijlenerek serumlar1 ayrildi
ve incelemeler i¢in bobrek dokulart ¢ikarildi. Bobrek dokulari simetrik bir sekilde her iki
kisimda korteks ve medullay1 igerecek sekilde vertical olarak ayrildi ve bdbregin simetrik
olan bir yaris1 151k mikroskobik inceleme igin %10’luk tamponlu formaldehite, diger yarimin
korteksinden alinan parca ise elektron mikroskobik inceleme icin %2,5’luk gluteraldehide
alinip fiksasyonlar1 saglandi. %10’luk tamponlu formaldehitte 2 giin bekletilen testis dokular1

rutin histolojik takip islemlerinden gegirildi.
4.6.3 Istk mikroskobik inceleme

4.6.3.1 Rutin 151k mikroskobik doku takibi protokolii

%10’luk tamponlu formaldehit ile tespit edilen doku ornekleri, fiksatifin uzaklastirilmalari
amaciyla 1 gece akarsu altinda yikandi. Rutin doku takibindeki tiim iglemler 60°C etiivde
gerceklestirildi. Dehidratasyon amaciyla 20°ser dakika %70’den %96’ya artan etil alkol
serilerinden gecirildi. Ardindan 20’ser dakika 4 degisim aseton solusyonlarindan gecirildikten
sonra 2 degisim 30’ar dakika de tutuldu. 60°C’lik etiiv igerisinde 2 degisim parafin uygulanip
I’er saat parafin ile immersiyonu saglandiktan sonra dokular parafin bloklar igerisine
gomiildii. Parafin bloklardan inceleme yapmak amaciyla mikrotom araciligi ile 4 ve Sum’lik
kesitler alind1 (Tablo 4).
Tablo 4: Isik mikroskobik doku takip metodu

Islem Madde Siire
Tespit %10 formalin, 24 saat-48 saat
Fiksatifin uzaklagtirilmas1 ~ Akar su 1 gece
Dehidratasyon % 70, 80,90 etil alkol 20’ser dk
Aseton (4 degisim) 20 dk
Seffaflastirma 30x2 dk
Emdirme %60 C etiiv Parafin 1 saat
Gomme Parafin
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4.6.3.2 Hematoksilen-Eozin boyama metodu

Mikrotom aracilig1 ile alinan 5Sp’luk parafin kesitler deparafinizasyon islemi igin 1 gece
60°C’lik etiivde birakildiktan sonra, 20’ar dakika ii¢ degisim e tabi tutuldu. Ardindan
dehidratasyon islemi i¢in %95’den %70’e azalan alkol serilerinden gecirilen kesitler 10
dakika akarsu altinda yikandi. 10 dakika hematoksilen ile boyamanin ardindan, boyanin
fazlasinin dokudan uzaklastirilmasi igin 10 dakika akarsuda yikanan kesitler, 2 dakika eozin
boyast ile boyandi. Ardindan sirasiyla %80 ve %95’°lik alkol serilerinden gegirilip havada
kurutulan kesitler seffaflastirma amaciyla 30’ar dakika iki degisim de tutulduktan sonra
entellan ile kapatildi (Tablo 5).

Tablo 5: Hematoksilen-Eozin boyama metodu

Islem Madde Siire
Deparafinizasyon 60°C etiivde 1 gece
Deparafinizasyon (3 degisim) 20 dk
Dehidratasyon % 95 alkol Yikama
% 80 alkol Yikama
% 70 alkol Yikama
Yikama Akar su 10 dk
Boyama Hematoksilen 10 dk
Yikama Akar su 10 dk
Boyama Eosin 2 dk
Yikama Akar su 5 dk
% 80 alkol 1 yikama
% 95 alkol 1 yikama
Seffaflastirma (3 degisim) 20 dk
Kapama Entellan
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4.6.3.3 Periodik asit-schiff boyamasi (PAS)
Alman parafin kesitler deparafinizasyon islemi i¢in 1 gece 60°C’lik etiivde birakild.

Ardindan ilki 1 saat (etiivde) diger ikisi 30’ar dakikalik {i¢ farkli ksilene tabi tutuldu. Daha
sonra rehidratasyon islemi i¢in 2 degisim absolii alkol ve %96’dan %70’e azalan alkol
serilerinden gegirildi, kesitler distile su ile ¢alkalandiktan sonra 3-5 dakika peryodik asit ile
boyandi. Boyamanin ardindan, boyanin fazlasinin dokudan uzaklastirilmasi i¢in 1-2 dakika
akarsuda yikanan kesitler, 20-25 dakika schiff boyasi ile boyandi. Boyamadan sonra 5 dk
akarsuda tutuldu. Daha sonra dehidratasyon iglemi i¢in sirasiyla %70, %80, %96 ve 2 seri
Absolii alkol serilerinden gegirilen kesitler seffaflastirma amaciyla 20’ser dakika ii¢ degisim

ksilende tutulduktan sonra entellan ile kapatildi (Tablo 6).

Tablo 6: PAS boyama metodu

Islem Madde Siire
Deparafinizasyon 60°C Etiivde 1 Gece
Deparafinizasyon 1 (Etiivde) 1 Saat
Deparafinizasyon 2-3 (Oda Isisinda) 30 Dakika
Rehidratasyon %100-100-96-80-70"1ik Alkol Calkalama
Yikama Distile Su 10 Dakika
Boyama Periodik Asit 3-5 Dakika
Yikama Akarsu 1 Dakika
Boyama Schiff 20-25 Dakika
Yikama Akarsu 1-2 Dakika
Boyama Hematoksilen 2 Dakika
Yikama Akarsu 5 Dakika
Dehidratasyon % 60-70-80-96-100’lik Alkol Calkalama
Seffaflastirma Ksilen 1-2-3 20’ser Dakika
Kapama Entellan
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4.6.3.4 Masson’s trikrom boyamasi (MT)
Alman parafin kesitler deparafinizasyon islemi i¢in 1 gece 60°C’lik etiivde birakildi.

Ardindan ilki 1 saat (etiivde) diger ikisi 30’ar dakikalik {i¢ farkli ksilene tabi tutuldu. Daha
sonra rehidratasyon islemi i¢in 2 degisim absoli alkol ve %96’dan %70’e azalan alkol
serilerinden geciridi. Ve akarsuda 5 dakika bekletildikten sonra Masson Trikrom boyama seti
icerisinden dokular iizerine 8§ damla Weigert hematoksilen boyasi ile 8 damla ferrik kloriir
¢ozeltisi damlatildi ve 20 dakika bekletildi. 1 dk distile su ile yikandiktan sonra 8§ damla asit-
alkol ¢ozeltisi ile 1 dakika bekletilen kesitler distile suyla iyice yikandi. Ardindan 8 damla
Ponceau asit fuksin azofloksin ¢6zeltisi dokunun {izerini tamamen kaplayacak sekilde
uygulandi. 5 dakika sonra uzaklagtirildi ve 1 ml stok asit ¢ozeltisi ve 29 ml distile su ile
hazirlanan asitli su ile kisaca yikandi. 8 damla fosfomolibdik asit turuncu G boyasi ile 20
dakika muamele edildikten sonra asitli su ile yikand1 ve 8 damla agik yesil boya ile 5 dakika
boyandi. Boyamanin ardindan akarsu altinda yikanan kesitler artan alkol serilerinden

gecirildi. Ksilen ile seffaflagtirma yapildiktan sonra entellan ile kapatildi (Tablo 7).

Tablo 7: Masson’s Trikrom boyama metodu

Islem Madde Siire
Deparafinizasyon 60°C Etiivde 1 Gece
Deparafinizasyon Ksilen 1 (Etlivde) 30 Dakika
Deparafinizasyon Ksilen 2 (Oda Isisinda) 20 Dakika
Deparafinizasyon Ksilen 3 (Oda Isisinda) 20 Dakika
Rehidratasyon %100’luk alkol Calkalama
Rehidratasyon %100’luk alkol Calkalama
Rehidratasyon %96’11k alkol Calkalama
Rehidratasyon %80’1ik alkol Calkalama
Rehidratasyon %70’1ik alkol Calkalama
Yikama Distile Su Calkalama
Boyama No:1 + No:2 Solusyonu 10 Dakika
Yikama Distile Su Calkalama
Boyama No: 3 4 Dakika
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Boyama No: 4 5 Dakika
Yikama Distile Su Calkalama
Boyama No: 5 10 Dakika
Boyama No: 6 5 Dakika
Yikama Distile Su Calkalama
Boyama No: 7 5 Dakika
Yikama Distile Su Calkalama
Dehidratasyon % 70-80-96-100-100’1iik Alkol Calkalama
Seffaflastirma Ksilen 1 20 Dakika
Seffaflastirma Ksilen 2 20 Dakika
Seffaflastirma Ksilen 3 20 Dakika
Kapama Entellan

4.6.4 Indirekt immunohistokimyasal yontem (IHK)
Anti-anjiyotensin II tip I reseptér (ATI), Anti-endotelin-1, VEGF ve Kaspaz-3,

immunreaktivitelerinin gosterilmesi amaciyla tavsan spesifik anti-anjiyotensin 1l tip 1
reseptdr, anti-Endotelin-1, Vegf, ve Kaspaz-3 antikorlar1 kullanildi. Immunohistokimyasal
inceleme icin 60°C lik etiivde 1 gece ve de 3 degisim 20’ser dakika deparafinize edilen doku
kesitleri, azalan alkol serilerinde rehidrate edildikten sonra 10 dakika distile su ile yikandi.
Dokuya zarar vermeden kurulanip dakopen (Dako, Glostrup, Denmark) ile gevreleri
siirlandi. Kaspaz-3 boyanmasinda sitrat buffer (pH:6) icerinde 1sitildiktan sonra sogmaya
birakildi. Diger antikorlar icin tripsin soliisyonu i¢inde 37°C etiivde 15 dakika tutulan
kesitlere, doku endojen peroksidazini inhibe etmek amaciyla 5 dk %3’liik Hidrojen peroksit
uygulandi. 3 defa 5’er dakika fosfat tampon soliisyonu ile yikanan kesitler 1 saat oda 1sisinda
bloklama solusyonu ile enkiibe edildi ve ardindan yikama yapilmadan kaspaz-3 ve VEFG
antikoru ile bir saat +4°C’de enkiibe edildi. Ardindan fosfatli tampon soliisyonu ile 3 defa
yikanan kesitler biyotinlenmis sekonder antikor (ile 30 dk enkiibe edildi. PBS solusyonu ile
yikama yapildiktan sonra enzimle isaretli (peroksidaz) avidin-biyotin kompleksi (streptavidin)

30 dakika uygulandi. Reaksiyonun goriiniir hale getirilmesi i¢cin Diaminobenzidin (DAB)
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kullanildi. Zemin boyamas1 Harris hematoksilen ile yapildi. Dereceli alkollerde dehidratasyon

islemi gergeklestirilen kesitler ile seffaflagtirma isleminden sonra entellan ile kapatildi (Tablo

8).

Tablo 8: Immunohistokimyasal Boyama Metodu

Islem Madde Siire
Deparafinizasyon 60°C etiivde 1 gece
Deparafinizasyon Ksilen (3 degisim) 20 dakika
Dehidratasyon % 95, 80, 70 alkol 2 dakika
Yikama Distile su 10 dakika
Yikama PBS 3x5 dakika
Tripsin 37°C 15 dk
Yikama PBS 3x5 dakika
%?3’liik hidrojen peroksit 5 dakika
Yikama PBS 3x5 dakika
Bloklama Blok solusyonu 1 saat
Antikor ile inkiibasyon Caspase-3, VEFG 2 saat, 4de
Yikama PBS 3x5 dakika
Biotinlenmis sekonder a. 30 dakika
Yikama PBS 3x5 dakika
Streptavidin sekonder a. 30 dakika
Yikama PBS 3x5 dakika
Boyama DAB 5 dk
Yikama Distile su 10 dakika
Zit boyama, yikama, Mayer’s hematoksilen 5 dakika

dehidratasyon, kapama
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4.6.5 Ultrastriiktiirel inceleme

4.6.5.1 Elektron mikroskobik doku takip metodu (EM)
Diseksiyon ile bobrek dokusundan 1 mm?® pargalar alinarak %2,5 fosfat tamponlu

gluteraldehid icerisinde fikse edildi. Ornekler Sorenson fosfat buffer ile 3—4 kez degistirilerek
15-20 dakika yikandi. Ornekler 1 kissm PBS+1 kisim osmium tetroksit (OsO4) soliisyonu
karisiminda 1 saat bekletildi (ependorf tiiplerin i¢ine 500 pl OsO4 + 500 pl tampon konuldu).
Tiipler aliminyum folyo ile kapatilip oda sicakliginda 1 saat karanlik ortamda bekletildi. PBS
ile 15-20 dakika yikand: (Ug kiiciik beher icine PBS kondu. OsO4’ ten ¢ikan pargalar sirasi
ile ti¢ kez ¢alkalandi. Cikan parcalar kurutma kagidinda siizdiiriiliip en son i¢inde tampon olan
eppendorf tiipe kondu. Dehidratasyon islemi i¢in % 70 alkolde 10 dakika, %100 (Absolu)
alkolde 2 degisim 10'ar dakika tutuldu. Propilen oksit ile iki degisim 15 dakika tutulan
dokular infiltrasyon islemi kurumayacak sekilde 1:1 oraninda hazirlanan propilen oksit +
araldit kariggmima alindi. Oda sicaklifinda 1 saat bekletildi. Arada hafif hareketlerle
karistirildi. Araldite CY212 Resin ve DDSA (dodecenyl suuccinic anhdride) (1:1) oraninda
karigtirildi her siseye 2 mL konuldu. Dokular yeni araldit karisiminda yaklagik 6-12 saat
bekletildi. Araldite CY212 Resin ve DDSA 1:1 oraninda hazirlanan bu yeni karigima
(gomiilecek materyal sayisina gore hesaplanarak) BDMA (Benzyl Dimethylamine) ilave
edilerek gdmme materyali hazirlandi. Bu karigim igine gémiilen dokular 60°C ‘lik etiivde 48
saat polimerize edildi. Daha sonra yar1 ince kesitleri alinarak toluidin mavisiyle boyanip alan
belirlendi. Belirlenen alanlardan ince kesitler formuvar kapli gridler iizerine alindi. Uranil
asetat ve kursun sitratla kontrastlamasi yapildi ve trasmisyon elektron mikroskobunda

degerlendirildi (Tablo 9)

Tablo 9: Elektronmikroskobik doku takip metodu

Islem Madde Siire

Fiksasyon %2,5’lik Gluteraldehit 1-48 Saat (+4°C)

Yikama Sorenson  Fosfat  Buffer 15-20 Dak.
(PBS)

Post Fiksasyon PBS+Osmium  Tetraoksit 1 Saat Karanlikta
1/1

Yikama PBS 15-20 Dakika
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Dehidratasyon %70, 100x2 Alkol 10 Dakika
Dehidratasyon Propylene Oxid x2 15 Dakika
Infiltrasyon Propylene Oxid+Araldit 1/1 1 Saat
Saf Araldit 6-12 Saat
Yeni Araldit 2 Saat
Gomme Saf Araldit + DMP
Polimerisazyon 48 Saat 60°%

4.6.6 Renal hasarin belirlenmesinde kullanilan morfolojik degerlendirme kriterleri

Deneyler sonunda elde edilen bobrek dokularindan korteks ve medullayr icerecek
sekilde 5 um’lik kesitler alindi ve genel doku histolojisini degerlendirmek amaciyla
Hematoksilen-Eozin boyamasi, intersitisiyel hasar ve glomeriiler hasar1 degerlendirmek
amaciyla 4 pm’lik kesitler alinip Periodic Acid Schiff (PAS) ve Masson’s Trikrom (MT)
boyamalar1 yapildi.

Intersitisiyel hasar ve glomeriiler hasar1 degerlendirmenin standart olmasi amaciyla
bobrek dokusu kesitlerinde farkli bolgelerden 5 standart alan segildi ve sekilde gortildiigi gibi
degerlendirildi (Sekil 13).

A

Sekil 13: Bobregin histomorfometrik incelenmesi.

Bobrek dokusunda belirlenen standart alanlardan 151k mikroskobunda elde edilen digital

kamera ile elde edilen goriintiiler Dp Controller Olympus (3.1.1.267) programinda sabitlendi.
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Gorlintli elde etmek i¢in her standart alandan glomertilleri iceren 3 kortikal goriintii sabitlendi.
Boylece her denek igin 15 goriintii elde edildi. Elde edilen goriintiilerde incelenecek

parametreler su sekilde belirlendi:

¢ Glomeriillerde bowman _dis yaprak kalinhgi (BDYK): x100 lik biiylitmede her

denege ait 15 adet glomeriil yapis1 degerlendirildi, (PAS boyamasi1)(Sekil 14, a).

¢ Glomeriil basina diisen nukleus sayisi: x20 lik biiylitmede her denege ait 15 adet

glomeriil yapis1 degerlendirildi, (HE boyamasi) (Sekil 14, b).
% Glomeriil capi: x20 lik biiylitmede her hayvana ait 15 adet glomeriil yapisi
degerlendirildi, (HE boyamasi) (Sekil 14, c).

% Renal skar alanlan dlciimii: Her olgu i¢in bobrek kesiti lizerinde belirlenen 5 sabit

alanin toplamui, total test alani1 olarak, mikronmetre kare olacak sekilde hesaplandi.
Total alanlar igerisinde skarlanmig renal alanlar 6l¢iildi, (MT boyamasi) (108, 111,
112, 113) (Sekil 14, d).

Bu alanlar igerisinde;

e Global skleroz gosteren glomertiller

e Normalden daha koyu boyanan ve daha solid goriiniimlii interstisyel fibrozis alanlari

e Kalinlasmis bazal membrani bulunan normalden daha kiiciik tiibiiller ya da kist olarak
degerlendirilen biiytlikliikteki tiibiiller dahil, ince epiteli bulunan ve normalden daha
bliyiik olan tiibiiller seklinde tanimlanan atrofik tiibiiller ile

¢ Biitiiniiyle oblitere vaskiiler yapilar yer aldi.

Imaj analizi sisteminde, interaktif alan O6lgiim ydntemiyle her bir hayvan igin,
onbes goriintli alaninda, tanimlanan morfolojik bulgular igeren interstisyel skarlanma alanlar
Olctliip, bu degerlerin toplami her bir hayvan i¢in toplam interstisyel skarlanma alan1 (Tskar)
olarak belirtilendi. Standart total test alaninin toplam degerlendirilen goériintii sayisit olan 15
ile carpilmasindan standart bir deger (ST) elde edildi ve her bir hayvan i¢in; yukarida
belirtilen morfolojik goriiniimleri iceren toplam interstisyel skarlanma alaninin (Tskar),

hesaplanan standart degere (ST) boliinmesiyle bir oran belirlendi (114).

Oran= Toplam interstisyel skarlanma alan (Tskar)

ST (Standart total test alan1 x 15)
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Sekil 14: Renal hasarin image tool analiz programu ile 6l¢iimleri. a:Bowman dis yaprak
kalinlig1, b: Glomeriil basina diisen nukleus sayisi, c: Glomeriil ¢api1, d: Renal skar alani

% Glomeriiler sklerozun degerlendilmesi: Glomeriiler skleroz HE ve PAS

boyamalarinda degerlendildi. Glomeriiler skleroz kapilller duvarindaki diizensizlik ve
kollaps ile iligkili mezengiyal matriks artist , mezengiyumda PAS-pozitif hiyalin
material birikimi seklinde degerlendirildi. Her rat i¢in renal kesitlerde 100’er glomertil
degerlendirildi. Skorlama normal (0), orta derecede sklerotik (1) (%50’den az
glomeriiler tuft iceren lezyonlar), siddetli sklerotik (2) (%50°den ¢ok glomeriiler tuft
iceren), global (3) (%100 glomeriiler tuft iceren) seklinde derecelendirildi (108).

Tiim Slciimler Bilgisayarli analiz sistemi image Tool Analiz Program ile degerlendirildi.
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4.6.7 Biyokimyasal analizler

Deney gruplarinda, deney Oncesi ve sonrasinda, ratlardan diiz kan alindi, serum ayrild1 ve

serumda BUN ve kreatinin parametreleri degerlendirildi.

Biyokimyasal BUN, Kreatinin Olciimii: 1cc. kandan elde edilen serum Ornekleri

spektrofotometrik olarak Olciildii. Spektrofotometrik olarak Ol¢limii yapilan parametreler iire
(Protein metabolizmasinin yikim {iriinii olan toksik etkili amonyagin detoksifikasyonu amaci
ile olusan {ire suda ¢oziinebilir ve bobrek yolu ile idrarla atilir), {ire azotu (BUN) ve Kreatinin
(iskelet kaslarindaki kreatinin'in su kaybetmesi ile olusur) dir. Serum kreatinin diizeyi viicut
kas kitlesinden ve kas yikimindan etkilenmekle birlikte, diyetle alinan protein igeriginden ¢ok
az etkilenir. Bu nedenle, bobrek fonksiyonlarmi degerlendirmede, serum iire ya da BUN

diizeyine gore daha duyarli oldugu igin segildi.

4.7 Arastirma plani ve takvimi

Kaynak tarama- arastirma planlama: Kasim 2005- Ocak 2007

Deneysel On Calisma: Subat 2007-Aralik 2007

Deneysel Calisma: Ocak 2008-Ocak 2009

Laboratuvar ve Veri Analizleri: Subat 2009-Subat 2010

Yazim: Ocak 2010- Ocak 2011

4.8 Verilerin istatistiksel analizi
Calisma siirecinde elde edilen verilerin istatistiksel analizleri SPSS (Statistical Package for
Social Sciences) 15.0 bilgisayar paket programinda yapildi. Degerlendirmede ortalama, ve
standart sapmalar belirlendi. Gruplar aras1 farklilik Kruskal Wallis ve One-Way ANOVA testi
ile, gruplar arasindaki farkliligin hangi gruptan kaynaklandigi ise Mann-Whitney U testi ile
analiz edildi. Deney 6ncesi ve sonrasi degerlerin karsilastirilmasinda Wilcoxon sirali isaretler
testi, korelasyon analizleri i¢in Spearman korelasyon testleri kullanildi. Tim sonuglarda

p<0.05 olan degerler istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.
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4.9 Arastirmanin Giiclii Yanlari ve Sitmirhlhiklar:

Giiclii Yanlan

Calismamizda hipertansiyon ve diyabetin birlikte ¢alisildigi  STZ+Cerrahi
uygulanmasi modeli bulunmamaktadir ve ¢alismamiz bu agidan literatiire yenilik

getirmektedir.

Diyabet ve hipertansiyonun birlikte seyrettigi durumlarda bdbrek hasarinin
progresyonu ile ilgili deneysel olarak histomofrolojik, ultrastriiktiirel ve
immunhistokimyasal agidan incelendigi bir ¢alisma olarak literatiire katki saglayacak
bir ¢aligmadir.

Kisithhklar:

Deneysel modelin zorlugu nedeniyle deneklerin yasatilmasi konusunda zorluklar
yasandi.

Deney siireci, malzeme alimi, literatiir taranmasi ve tezin yazilmasi konusunda bagka

kisithiliklar ile karsilasilmamuistir.

410  Etik Kurul Onayr: Tiim bu c¢alismalar Dokuz Eyliil Universitesi Saghk

Bilimleri Enstitiisii Etik Kurulu’nun 91/2005 protokol no’lu 16.09.2005 giin ve 77 sayih etik

kurulu onay1 dogrultusunda gergeklestirildi (EK 1)
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5 BULGULAR
51 Deneysel Verilerin Degerlendilmesi

5.1.1 Viicut agirliklarinin degerlendilmesi
Deneyin baslangic ve bitis tarihlerinde tartilan deneklerin agirliklari arasindaki farklar
Wilcoxon sirali igeretler testi ile istatistiksel olarak degerlendirildi. p<0,05 den kiigiik olan

degerler istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.

Baslangi¢ agirliklarina bakildiginda gruplarin agirlik diizeyleri ortalamalari; Kontrol
grubunda 239.0 +28.5 gr, DM grubunda 263.8+17.0 gr, 5/6 Nf grubunda 276.6+34.4 gr, LA
grubunda 252.3+ 36.6 gr, 5/6Nf+DM grubunda 256.0 +26.9 gr, DMLAT grubunda 277.8
+19.7gr, 5/6 NfLAT grubunda 283.2 +£7.9 gr, 5/6NfDMLAT grubunda 295.7+11.6 gr olarak

saptandi.

Deney sonu agirliklarina baktigimizda; Kontrol grubunda 255.8+ 21.9 gr, DM
grubunda 221.0+35.1 gr, 5/6 Nf grubunda 298,5+ 64.5 gr, LA grubunda 275.3 +25.3 gr ve
5/6Nf+DM grubunda 204.5 +44.5 gr, DMLAT grubunda 258.4 +14.6 gr, 5/6Nf+LAT
grubunda 235.0+10.7 gr, 5/6NfDM+LAT grubunda 214.8 +11.3 gr olarak saptandi (Sekil
15).

Kontrol grubunun baslangi¢ ve deney sonu agirliklart arasinda istatistiksel olarak anlamli

sekilde artig gézlendi (p=0,018).

DM grubunun baglangi¢ ve deney sonu agirliklart arasinda istatistiksel olarak anlamli sekilde
azalma gozlendi (p=0,005)

5/6Nf grubunun baslangi¢ ve deney sonu agirliklarini karsilastirdigimizda istatistiksel olarak

anlamli sekilde azalma oldugu gozlendi (p=0,028).

LA grubunun baslangic ve deney sonu agirliklarini karsilastirdigimizda istatistiksel olarak
anlaml bir artis gozlendi (p=0,046).

5/6Nf+DM grubunun baslangi¢ ve deney sonu agirliklart arasinda istatistiksel olarak anlamli

sekilde azalma gozlendi (p=0,028).
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DM+LAT grubunun baslangic ve deney sonu agirliklart arasinda istatistiksel olarak anlaml

sekilde azalma gozlendi (p=0,018).

5/6Nf+LAT grubunun baslangi¢ ve deney sonu agirliklari arasinda istatistiksel olarak anlamli

sekilde azalma gozlendi (p=0.018).

5/6Nf+DM +LAT grubunun baslangi¢ ve deney sonu agirliklar: arasinda istatistiksel olarak

anlaml sekilde azalma gozlendi (p=0.018).

ot
Denek Agirliklar
350,00 o
*k
300,00 7 - ] T - = -
250,00 T T T - ]
N 200,00 y
o2 150,00
100,00
50,00
0,00
5/6NfDM
Kantrol DM S5/6Nf LA 5/6NfDM DMLAT | 5/6NfLAT / LAT
mBaglangic| 239,00 | 263,80 | 276,60 | 252,60 | 256,00 | 277,80 | 283,20 | 295,70
Son 255,80 | 221,00 @ 228,80 | 275,30 | 204,50 | 258,40 | 235,00 | 214,80

Sekil 15: Deneklerin deney baslangici ve deney sonu agirliklart. *: Anlamli artig, m: Anlaml
azalma. Wilcoxon Sirali Isaretler Testi, p<0.005.
5.1.2 Kan glikozunun degerlendirilmesi

Deneyin baslangi¢ ve bitis tarihlerinde olgiilen kan glikoz degerleri arasindaki farklar
Wilcoxon sirali iseretler testi ile istatistiksel olarak degerlendirildi. p<0,05 den kiiciik olan

degerler istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.

Baslangic kan glikoz degerlerine bakildiginda gruplarin kan glikoz diizeyleri
ortalamalari; Kontrol grubunda 151.8 + 4.1 ml/dl, DM grubunda 150.0 + 9.2 mg/dl , 5/6 Nf
grubunda 150.0+4.2 mg/dl, LA grubunda 147.4 +4.1 mg/dl ve 5/6Nf+DM grubunda 159.6 +
11.4 mg/dl, DMLAT grubunda 146.2+ 19.8 mg/dl, 5/6 NfLAT grubunda 151.0 +1.9 mg/dI
5/6NfDMLAT grubunda 147.5+ 2.4 mg/dl olarak saptandi.

Deney sonu kan glikoz degerlerine baktigimizda; Kontrol grubunda 156.0 + 9.5 ml/dl,
DM grubunda 419.5 £ 42.0 mg/dl , 5/6 Nf grubunda 157.0+£9.6 mg/dl, LA grubunda 170.8 £
5.7 mg/dl, 5/6Nf+DM grubunda 399.8 + 136.7 mg/dl, DM+LAT grubunda 384.0 + 65.4
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mg/dl, 5/6 Nf+LA grubunda 150.0+4.9 mg/dl, 5/6Nf+DM+LAT grubunda 337.0+£21.9 mg/dl
olarak saptand1 (Sekil 16).

Kontrol grubunun baslangi¢c ve deney sonu kan glikoz degerleri arasinda istatistiksel olarak

anlaml farklilik gozlenmedi (p=0,176).

DM grubunun baslangic ve deney sonu kan glikoz degerleri arasinda istatistiksel olarak
anlamli sekilde artis gozlendi (p=0,005).

5/6Nf grubunun baslangi¢ ve deney sonu kan glikoz degerleri karsilastirdigimizda istatistiksel

olarak anlaml fark gozlenmedi (p=0,170).

LA grubunun baslangi¢ ve deney sonu kan glikoz degerleri karsilastirdigimizda istatistiksel
olarak anlamli fark gézlenmedi (p=0,270).

5/6Nf+DM grubunun baslangic ve deney sonu kan glikoz degerleri arasinda istatistiksel

olarak anlamli sekilde artis gézlendi (p=0,028).

DM+LAT grubunun baslangi¢ ve deney sonu kan glikoz degerleri arasinda istatistiksel olarak

anlaml sekilde artis gozlendi (p=0,018).

5/6NfLAT grubunun baslangi¢ ve deney sonu kan glikoz degerleri arasinda istatistiksel olarak
fark gozlenmedi (p=0.553).

5/6Nf+DM+LAT grubunun baslangi¢ ve deney sonu kan glikoz degerleri arasinda istatistiksel

olarak anlaml sekilde artis gézlendi anlamli (p=0.018).

Kan glukozu,mg/dL
600,00 *k
500,00 * ] %k
., 400,00 I T *
=1 T
% 300,00
E
200,00 _
0,00
5/6NfDM
Kontrol DM 5/6NF LA |5/6NfDM | DMLAT | S/6NFLAT /LAT
mBaslangic| 151,80 | 150,00 | 150,00 = 147,40 | 159,60 | 146,20 | 151,00 | 147,55
son 156,00 | 419,50 | 157,00 170,80 | 399,80 | 384,40 | 150,00 | 337,00

Sekil 16: Deneklerin deney baslangici ve deney sonu kan glikoz degerleri. *: Anlamli artis, m:
Anlaml1 azalma. Wilcoxon Sirali Isaretler Testi, p<0.005.
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5.1.3 Kan basincinin degerlendirilmesi

Deney sonunda karotis arterden invaziv olarak dl¢iilen kan basinci degerleri arasindaki
farklar Oneway ANOVA testi ve Bonferroni post-hoc testi ile istatistiksel olarak
degerlendirildi. p<0,05 den kii¢iik olan degerler istatistiksel olarak anlamli kabul edildi (Sekil
15).

Deney sonu kan basinci degerlerine baktigimizda; Kontrol grubunda 98 + 8.6 mmHg,
DM grubunda 97.7 £ 4.2 mmHg , 5/6 Nf grubunda 161,1+13,6 mmHg, LA grubunda 90.8 +
6.8 mmHg, 5/6Nf+DM grubunda 159.8 + 10.1 mmHg, DM+LA grubunda 98.4 + 4.5 mmHg,
5/6 Nf+LA grubunda 142.1+13.1 mmHg, 5/6Nf+DM+LA grubunda 135.2+15.5 mmHg

olarak saptandi

5/6Nf, 5/6Nf+DM, 5/6Nf+LAT ve 5/6Nf+DM+LAT gruplarinin kan basinci degerleri
kontrol grubuna gore anlamli olarak yiiksek bulundu (p=0.00. 5/6Nf ve 5/6 Nf+DM gruplar1
karsilastirildiginda anlamli fark gozlenmedi (p=1.00), 5/6Nf ve S5/6Nf+LAT gruplar
karsilastirildiginda 5/6Nf+LAT grubunda anlamh diisiis oldugu (p=0.03) ve 5/6Nf+DM ve
5/6Nf+DM+LAT gruplan karsilastirildiginda grubunda anlamli diisiis oldugu (p=0.001)
gozlendi (Sekil 17).

Kan Basinci, mmHg
200 * *
* %
150
Lo
£
£ 100
50
0
Kontrol DM 5/6Nf LA 5/6NfDM| DMLAT 5/6NfLAT5/6TJTDNIL
‘lmmhgortalama 98 97,7 161,10 | 90,80 | 159,80 | 98,40 142 135,20

Sekil 17: Deney sonu karotis arterden KB 6l¢timleri. *: Anlamli artis.

76



5.2 Isik Mikroskobik Bulgular
Tim deney gruplarinda Hematoksilen-Eozin, Periyodik Asit Schiff ve Masson Trikrom

boyamalari yapilarak histolojik olarak bobrek dokusu degerlendirildi.

Kontrol grubuna ait bobrek kesitleri incelendiginde;

HE boyanmasinda, bdbregin distan fibroz bir kapsiil ile sarili oldugu, igte ise korteks ve
medulla ayriminin yapildigi goézlendi. Kortekste gozlenen renal korpuskiiller normal
gorliiniimdeydi. Bowman kapsiillerinin dis yapragi olan visceral tabaka ve i¢ yapragi olan
pariyetal tabaka ile bu yaprak arasindaki idrar boslugu normal histolojik yapt gosterdi.
Proksimal tiibiillerin tek katli kiibik-silindirik epitelle doseli olduklart ve igerdikleri
mitokondiler nedeniyle asidofilik sitoplazmaya sahip olduklari ve limenlerinin dar oldugu
gozlendi. Distal tiibiillerde hiicreler kiibik, agik sitoplamali olarak gozlendi ve liimenleri
proksimal tiibiillere gore daha biiyiiktii. Distal tiibiillerin kortekste izledikleri yol boyunca
kendi nefronlarina ait olan renal korpuskiilin duvarinda olusturduklari makula densalar
normal olarak gozlendi. Henle kulpunda ise yass1 epitel hiicreleri ve belirgin liimen gdzlendi.

Kollektor tiibiillerde algak kiibik boylu epiteli ve genis liimen gozlendi (Sekil 18, 19).

PAS boyanmasinda, proksimal tiibiil hiicrelerinin apekslerinde mikrovilluslardan olusan

firgamsi kenarlar belirgin olarak gozlendi (Sekil 20).

MT boyanmasinda, herhangi bag doku ve ya kollagen artis1 gézlenmeyip bobrek dokular
normal goriiniimdeydi (Sekil 21).
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Sekil 18: Kontrol grubu HE boyanmasi. G: Glomeriil, p:Proksimal tiibiil, d:Pistal tiibiil.
Scale bar 200pm.

Sekil 19: Kontrol grubu HE boyanmasi. G: Glomertil, p:Proksimal tiibiil, d:Distal tiibiil, bdy:
Bowman dis yapragi. Scale bar 200um.
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Sekil 20: Kontrol grubu PAS boyanmasi. G: Glomeriil, p:Proksimal tiibiil, d:Distal tiibiil, (‘):
firgamsi kenar. Scale bar 200um.

Sekil 21: Kontrol grubu MT boyanmasi. G: Glomeriil, p:Proksimal tiibiil, d:Distal tiibiil. Bag
doku artig1 gézlenmemekte. Scale bar 100pm.
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DM grubunda;

HE boyanmasinda; Kortekste glomeriiler ve tiibiiler yapilarin kontrol grubuna gore hasarli
olduklar1 gozlendi. Glomeriillerin etrafinda ve kapillerlerin etrafinda mononiikleer hiicre
infiltrasyonu, damarlarda dilatasyon, tiibiillerde dilatasyon ve hiyalin materyal birikimi ile
tiibiiler yapilarin dejenerasyonu ve tiibiillerde kast formasyonu gozlendi. Proksimal tiibiil
epitellerinde debris gozlendi. Bazi glomeriilerde diffuz glomeriiloskleroz gozlendi (Sekil 22,

23).

PAS boyamasinda; proksimal tiibiil hiicrelerinde firga kenar kayiplari, inkliizyonlar ve
nekroz gozlendi. Glomeriil bowman dis yapraklarinda kalinlagma, glomeriiler mezengiyumda

matriks artis1 gézlendi. Ayrica proteindz birikimler oldugu gozlendi (Sekil 24).

MT boyanmasinda interstisiyel fibrozisin olduk¢a artmis oldugu gozlendi (Sekil 25).

Sekil 22: DM grubu HE boyanmasi. (¥):Mnl infiltrasyonu p:Proksimal tiibiil, d:Distal tiibiil.
Scale bar 200 pm.
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Sekil 23: DM grubu HE boyanmasi. G:Glomeriil sklerotik yap1 gostermekte, p:Proksimal
tiibiil, d:Distal tiibiil, (§):Mnl infiltrasyonu. Scale bar 200 pm.

Sekil 24: DM grubu PAS boyanmasi. () Firga kenar kaybi, (=) tiibiil bazal membraninda
kalinlagsma. Scale bar 200 pm.
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Sekil 25: DM grubu MT boyanmasi ( §): Intersitisiyel fibrozis. Glomeriil i¢inde de matriks
artig1 golenmekte. Scale bar 100pm.

5/6Nf grubunda;

HE Boyanmasinda; kortekste glomeriiler ve tiibiiler yapilarin hasarli olduklart gézlendi.
Glomeriillerde diffiiz glomeriiloskleroz, glomeriillerin etrafinda ve kapillerlerin etrafinda
mononiikleer hiicre infiltrasyonu, damarlarda dilatasyon, tiibiillerde dilatasyon ve hiyalin
materyal birikimi ile tiibiiler yapilarin dejenerasyon ile tiibiillerde kast formasyonu gozlendi.

Proksimal tiibiil epitellerinde debris gézlendi (Sekil 26, 27).

PAS boyamasinda ise proksimal tiibiil hiicrelerinde fir¢a kenar kayiplari, inkliizyonlar ve
nekroz gozlendi. Glomeriil bowman dis yapraklarinda kalinlasma, glomeriiler mezengiyumda
matriks artis1 gozlendi. Glomeriillerde diffiiz ve nodiiler glomeriiloskleroz gozlendi. Ayrica

tiibiillerde proteindz birikimler oldugu gozlendi (Sekil 28).

MT boyamada dokuda oldukga artmis intersitisiyel fibrozis gézlendi (Sekil 29).
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Sekil 26: 5/6 Nf grubu HE boyanmasi. G:Glomeriil, p:Proksimal tiibiil, d:Distal tiibiil, (§):
Tiibiillerde proteinéz madde birikimi, (@ tiibiillerde vakukolizasyon,j: Tiibiillerde dilatasyon
Scale bar 200pm

Sekil 27: 5/6 Nf grubu HE boyanmasi.(€Tiibiillerde protein6z madde birikimi,(y)Tiibiillerde
vakuolizasyon. Scale bar 200pum.
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Sekil 28: 5/6 Nf grubu PAS boyanmasi. G: Glomerill, (v ): Tiibiillerde fir¢a kenar kayb1 (§ ):
Tiibiil bazal membraninda kalinlagma. Scale bar 200pum

Sekil 29: 5/6 Nf grubu PAS boyanmasi. (§) Intersitisiyel bag doku artisi. Scale bar 100pm
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LA grubunda;

HE boyanmasinda, kontrol grubuna benzer sekilde, bobregin distan fibroz bir kapsiil ile
saril1 oldugu, icte ise korteks ve medulla ayriminin yapildig1 gézlendi. Kortekste gbzlenen
renal korpuskiiller normal goriiniimdeydi. Bowman kapsiillerinin dis yapragi olan visceral
tabaka ve i¢ yapragi olan pariyetal tabaka ile bu yaprak arasindaki idrar boslugu normal
histolojik yap1 gosterdi. Proksimal tiibiillerin tek katli kiibik-silindirik epitelle doseli olduklar
ve igerdikleri mitokondiler nedeniyle asidofilik sitoplazmaya sahip olduklar1 ve liimenlerinin
dar oldugu gozlendi. Distal tiibiillerde hiicreler kiibik, ac¢ik sitoplamali olarak goézlendi ve
limenleri proksimal tiibiillere gore daha biiyiiktii. Distal tiibiillerin kortekste izledikleri yol
boyunca kendi nefronlarina ait olan renal korpuskiiliin duvarinda olusturduklari makula
densalar normal olarak gozlendi. Henle kulbunda ise yass1 epitel hiicreleri ve belirgin liimen
gozlendi. Kollektor tiibiillerde alcak kiibik boylu epiteli ve genis liimen gozlendi (Sekil 30,
31).

PAS boyanmasinda, proksimal tiibiil hiicrelerinin apekslerinde mikrovilluslardan olusan

fircams1 kenarlar belirgin olarak gozlendi (Sekil 32).

MT boyanmasinda, herhangi bir bag doku ve ya kollagen artis1 gozlenmeyip bobrek dokulari
normal gorinimdeydi (Sekil 33).
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Sekil 30: LA grubu HE boyanmasi. G:Glomeriil, p:Proksimal tiibiil, d:Distal tiibiil. Kontrol
grubuna benzer bobrek yapisi gézlenmekte. Scale bar 200um.

Sekil 31: LA grubu HE boyanmasi. G:Glomeriil, p:Proksimal tiibiil, d:Distal tiibiil. Scale
bar 200pm
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Sekil 32: LA grubu PAS boyanmasi. G:Glomeriil, p:Proksimal tiibiil, d:Distal tiibiil, ()
firgamsi kenar . Scale bar 200pm

Sekil 33: LA grubu MT boyanmas. Intersitisiyel bag doku artis1 gdzlenmemekte. Scale
bar:100 pm.
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5/6Nf+DM grubunda;

HE Boyanmasinda; DM ve 5/6 Nf grubunda gozlenen bulgular goézlendi. Kortekste
glomeriiler ve tiibiiler yapilarin hasarli olduklar1 goézlendi. Glomeriillerde diffiiz
glomeriiloskleroz nodiiler ve segmental glomeriiloskleroz yapilari, glomeriillerin etrafinda ve
kapillerlerin etrafinda mononiikleer hiicre infiltrasyonu, intersitisiyel fibrozis, damarlarda
dilatasyon, tiibiillerde dilatasyon ve hiyalin materyal birikimi ile tiibiiler yapilarin
dejenerasyonu ile tiibiillerde kast formasyonu gozlendi. Proksimal tiibiil epitellerinde debris

gozlendi (Sekil 34, 35).

PAS boyamasinda ise proksimal tiibiil hiicrelerinde fir¢a kenar kayiplari, inkliizyonlar ve
nekroz gozlendi. Glomeriil bowman dis yapraklarinda kalinlagma, glomeriiler mezengiyumda

matriks artig1 gézlendi. Tiibiillerde proteindz birikimler oldugu gézlendi (Sekil 36).

MT boyamada dokuda artmis intersitisiyel fibrozis gozlendi (Sekil 37).

Sekil 34: 5/6 Nf+DM grubu HE boyanmasi. G: Glomeriil, p: Proksimal tiibiil, d: Distal
tiibiil, &) Tiibiillerde proteindz madde birikimi, (&) tiibiillerde vakukolizasyon ¥ : Tiibiil
lerde vakuolizasyon. === Glomeriiler skleroz. Scale bar 200um
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Sekil 35: 5/6 Nf+tDM grubu HE boyanmasi. G:Glomeriil, (m ): Glomertiler skleroz. Scale
bar 200um

Sekil 36: 5/6 Nf+DM grubu PAS boyanmast. (§ ) Firga kenar kaybi, (¢) Glomeriillerde
sklerotik yapilar gézlenmekte. Scale bar 200um.
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Sekil 37: 5/6 Nf+DM grubu MT boyanmasi. ({) Intersitisiyel fibrozis. Scale bar 200um.

DM+LAT grubunda;

HE boyanmasinda, bdbregin distan fibroz bir kapsiil ile sarili oldugu, igte ise korteks ve
medulla ayriminin yapildigi gozlendi. Kortekste gdzlenen renal korpuskiiller bowman ds1
yapraklari, idrar bosluklart ve glomeriiler yumak yapilari ile normal goriinlimdeydi.

Proksimal ve distal tiibiillerin histolojik yapilarin1 koruduklari gézlendi (Sekil 38, 39).

PAS boyanmasinda, proksimal tiibiil hiicrelerinin apekslerinde mikrovilluslardan olusan

fircamsi kenar kayiplarinin DM grubuna gore belirgin olarak arttigi gézlendi (Sekil 40).

MT boyanmasinda, intersitisiyel fibrozisin DM grubuna goére olduk¢a azalmis oldugu
gozlendi (Sekil 41).
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Sekil 38: DM+LAT grubu HE boyanmasi. G:Glomeriil, p:Proksimal tiibiil, d:Distal tiibiil.
Scale bar: 200um.

Sekil 39: DM+LAT grubu HE boyanmasi. G:Glomeriil, p:Proksimal tiibiil, d:Distal tiibiil.
Scale bar: 200um
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Sekil 41: DM+LAT grubu MT boyanmasi.(¢ ) Intersitisiyel fibrozisin oldukg¢a azalmis oldugu
gozlendi. Scale bar: 200pum.
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5/6 Nf+LAT grubunda;

HE boyanmasinda, bdbregin distan fibroz bir kapsiil ile sarili oldugu, icte ise korteks ve
medulla ayrimimin yapildig1 gézlendi. Kortekste gozlenen renal korpuskiillerin, proksimal ve
distal tiibiillerin histolojik yapilarint 5/6 Nf grubuna gore korumus olduklar1 gézlendi (Sekil
42,43).

PAS boyanmasinda, proksimal tiibiil hiicrelerinin apekslerinde mikrovilluslardan olusan

firgams1 kenar kayiplarmin 5/6 Nf grubuna gore belirgin olarak arttigi gézlendi (Sekil 44).

MT boyanmasinda, intersitisiyel fibrozisin DM grubuna goére olduk¢a azalmis oldugu

gozlendi (Sekil 45).

Sekil 42: 5/6Nf+LAT grubu HE boyanmasi. G:Glomeriil, Scale bar: 200um. (§) Tiibiiler
vakuolizasyon ve v Intersitisiyel fibroziste azalma gézlenmekte.
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Sekil 43: 5/6Nf+LAT grubu HE boyanmasi. Normal histolojik yap1 gdzlenmekte.

Sekil 44: 5/6Nf+LAT grubu PAS boyanmasi.(¥) Firgamsi kenar. Scale bar: 200um.
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Sekil 45: 5/6Nf+LAT grubu MT boyanmasi. Bag doku artiginin azladig1 gézlenmekte. Scale
bar: 100pm

5/6 Nf+DM+L AT grubunda;

HE boyanmasinda, bdbregin digtan fibroz bir kapsiil ile sarili oldugu, icte ise korteks ve
medulla ayrimimin yapildig1 gézlendi. Kortekste gbzlenen renal korpuskiillerin, proksimal ve
distal tiibiillerin histolojik yapilarin1 5/6 Nf grubuna gore korunmus olduklar1 goézlendi (Sekil
46, 47).

PAS boyanmasinda, proksimal tiibiil hiicrelerinin apekslerinde mikrovilluslardan olusan

fircams1 kenar kayiplarmin 5/6 Nf grubuna gore belirgin olarak arttig1 gozlendi (Sekil 48).

MT boyanmasinda, intersitisiyel fibrozisin DM grubuna gore oldukca azalmis oldugu

gozlendi (Sekil 49).
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Sekil 47: 5/6Nf+DM+LAT grubu HE boyanmasi. G:Glomeriil. p:Proksimal tiibiil, d:Distal
tiibiil. Scale bar: 200pm
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Sekil 49:5/6Nf+LAT grubu MT boyanmasi.(y¥) Fircamsi kenar. Scale bar: 100pm
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5.3 Renal hasarin histomorfometrik degerlendilmesi

Analizlerde One Way ANOVA testi ve post-hoc Bonferroni testi kullanildi. One-Way
ANOVA testi sonucunda tiim gruplar arasindaki fark belirlenip, bu gruplar arasindaki farklar

post-hoc Bonferonni testi ile degerlendirildi. Gruplarin 6l¢iim degerleri Ort+£SD olarak verildi.
5.3.1 Bowman Dis Yaprak Kalinlik Olciimleri (um)

Kontrol grubunda 1.50+0.45 um, DM grubunda 3.85+ 1.31 um, 5/6 Nf grubunda 4.49 +1.63
um, LA grubunda 1.83 = 0.66 um, 5/6Nf+DM grubunda 3.73 +1.57 um, DM+LAT
grubunda 2.18+1.15 um, 5/6 Nf+LAT grubunda 2.79 £1.64 um, 5/6Nf+DM+LAT 2.80 +1.14
um grubunda olarak saptandi (Sekil 50).

s DM, 5/6 Nf, 5/6Nf+DM, 5/6Nf+LAT, 5S/6Nf+DM+LAT gruplarinin BDY kalinliklar
kontrol grubuna gore anlamli olarak yiiksek bulundu (sirasiyla; p=0.000, p=0.000,
p=0,000, p=0,001, p=0,001). LA ve DM+LAT gruplar ile kontrol grubu arasinda
anlaml fark gozlenmedi (p=1.000, p=0,158).

v DM grubu ile DM+LAT grubunu karsilastirdigimizda DM+LAT grubunun BDY
kalinligimnin anlamli olarak azaldig1 gézlendi (p=0,000) (Siyah ok).

s 5/6Nf grubu 5/6Nf+LAT grubunu karsilagtirdigimizda 5/6Nf+LAT grubunun BDY
kalinliginin anlamli olarak azaldig gézlendi (p=0,000) (Siyah ok).

¢ 5/6Nf+DM ve S5/6Nf+DM+LAT  grubunu karsilastirdigimizda 5/6Nf+DM+LAT
grubunun BDY kalinliginin anlamli olarak azaldig1 gézlendi (p=0,004) (Siyah ok).
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Sekil 50: Kontrol grubuna gore BDY kalinliklari. *: Anlamli art1$‘ : Anlamli azalma

5.3.2 Glomeriil basina diisen nukleus sayisi

Kontrol grubunda 61.35 £11.8 , DM grubunda 80.73+12.7, 5/6 Nf grubunda 93.36+ 16.8 ,
LA grubunda 63.52 +6.88, 5/6Nf+DM grubunda 87.78 +21.1, DM+LAT grubunda 70.31
+9.75, 5/6 Nf+LAT grubunda 59.5 +16.9, 5/6Nf+DM+LAT grubunda 58.2+ 7.8 olarak
saptandi (Sekil 51).

s DM, 5/6 Nf, 5/6Nf+DM gruplarinin glomeriil basina nukleus sayisi kontrol grubuna
gore anlamli olarak yiiksek bulundu (sirasiyla; p=0.000, p=0.000, p=0,000). LA,
DM+LAT, 5/6Nf+LAT ve 5/6Nf+DM+LAT gruplart ile kontrol grubu arasinda
anlaml fark gézlenmedi (p=1.000, p=1.000, p=1.000, p=0.888).

% DM grubu ile DM+LAT grubunu karsilastirdigimizda DM+LAT grubunun glomeriil
basina diisen nukleus sayisinin azaldig1 gozlendi (p=0,000) (Siyah ok).

% 5/6Nf grubu 5/6Nf+LAT grubunu karsilagtirdigimizda 5/6Nf+LAT grubunun glomeriil
basina diisen nukleus sayisinin anlamli olarak azaldig1 gozlendi (p=0,000) (Siyah ok).

s 5/6Nf+DM  ve 5/6Nf+DM+LAT grubunu karsilastirdigimizda 5/6Nf+DM+LAT
grubunun glomertiil bagina diisen nukleus sayisinin anlamli olarak azaldigi gozlendi

(p=0,000) (Siyah ok).
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Sekil 51: Kontrol grubuna gore glomertil basina diisen nukleus sayisi. *: Anlamli artis,

‘ : Anlamli azalma

5.3.3  Glomeriil Capi Olgiimleri (um)

Kontrol grubunda 59.49 £10.53 um, DM grubunda 71.06 + 9.21 um, 5/6 Nf grubunda 75.69+
11.3 um, LA grubunda 62.18 £8.29 um, 5/6Nf+DM grubunda 77.44 +13.4 um, DM+LAT
grubunda 58.21 +7.23 um, 5/6 Nf+LAT grubunda 61.94+9.59 um, 5/6Nf+DM+LAT
grubunda 64.02+10.09 um olarak saptandi (Sekil 52).

% DM, 5/6 Nf, 5/6Nf+DM gruplarinin glomeriil ¢aplari kontrol grubuna gore anlaml
olarak yiiksek bulundu (sirasiyla; p=0.000, p=0.000, p=0,000). LA, DM+LAT,
5/6Nf+LAT ve 5/6Nf+DM+LAT gruplar ile kontrol grubu arasinda anlamli fark
gozlenmedi (p=1.000, p=1.000, p=1.000, p=0.088).

% DM grubu ile DM+LAT grubunu karsilastirdigimizda DM+LAT grubunun glomeriil
capinin olarak azaldig1 gézlendi (p=0,000) (Siyah ok).

% 5/6Nf grubu 5/6Nf+LAT grubunu karsilastirdigimizda 5/6Nf+LAT grubunun glomeriil
capinin anlamli olarak azaldig1 gézlendi (p=0,000) (Siyah ok).

% 5/6Nf+tDM ve 5/6Nf+tDM+LAT grubunu karsilastirdigimizda 5/6Nf+DM+LAT
grubunun glomeriil ¢apinin anlamli olarak azaldig1 gozlendi (p=0,000) (Siyah ok).
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Sekil 52: Kontrol grubuna gore glomertil ¢ap1 6l¢iimii. *: Anlaml artls,‘ : Anlaml1 azalma

5.3.4 Renal skar alaninin degerlendilmesi (um 2)

Kontrol grubunda 0.0104+0.01 um 2, DM grubunda 0.1111£0.52 um 2, 5/6 Nf grubunda
0.270320.20 um %, LA grubunda 0.0328+0.02 um 2, 5/6Nf+DM grubunda 0.3090+0.11 zm
2. DM+LAT grubunda 0.0825+0.04 um ° 5/6 Nf+LAT grubunda 0.0364+0.01 um 2,
5/6Nf+DM+LAT grubunda 0.059420.02 zm ? olarak saptand1 (Sekil 53).

®,

(sirastyla p=0.002, p=0.002, p=0.002, p=0.035, p=0.003, p=0.013, p=0.003).

¢ Tim gruplarda renal skar alam1 kontrol grubuna gore anlamli olarak artmis bulundu

% DM grubu ile DM+LAT grubunu karsilagtirdigimizda anlaml farklilik gézlenmedi

(p=1.000).

% 5/6Nf grubu S5/6Nf+LAT grubunu karsilastirdigimizda S/6Nf+LAT grubunda

intersitisiyel fibrozis alaninda anlamli azalma oldugu gozlendi (p=0,000) (Siyah ok).

% 5/6Nf+tDM ve 5/6Nf+tDM+LAT grubunu karsilastirdigimizda 5/6Nf+DM+LAT

grubunda renal skar alaninda anlamli azalma oldugu g6zlendi (p=0,000) (Siyah ok).
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Sekil 53: Kontrol grubuna gore intersitisiyel fibrozis alani 6l¢limii. *: Anlaml art1$,‘:
Anlaml1 azalma

5.3.5 Glomeriiler Sklerozun degerlendilmesi

Kontrol grubunda 0.05+0.21, DM grubunda 1.66+0.55, 5/6 Nf grubunda 1.77+0.64, LA
grubunda 0.10+0.30, 5/6Nf+DM grubunda 1.87+0.79, DM+LAT grubunda 0.73+0.60, 5/6
Nf+LAT grubunda 0.70+0.68, 5/6Nf+DM+LAT grubunda 0.72+0.47 olarak saptandi (Sekil
54).

% Tim gruplarda glomeriiler skleroz kontrol grubuna ve LA grubuna gore anlamli olarak

artmis bulundu ( p=0.000).

¢ DM grubu ile DM+LAT grubunu Kkarsilastirdigimizda anlamli olarak azalmisti
(p=0.000) (Siyah ok).

% 5/6Nf grubu 5/6Nf+LAT grubunu karsilastirdigimizda 5/6Nf+LAT grubunda anlamli
azalma oldugu gozlendi. (p=0,000) (Siyah ok).

% 5/6Nf+tDM ve 5/6Nf+tDM+LAT grubunu karsilastirdigimizda 5/6Nf+DM+LAT
grubunda anlamli azalma oldugu goézlendi. (p=0,000) (Siyah ok).
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Sekil 54: Glomeriiler skleroz skorlamasi. *: Anlaml art1$,‘ : Anlamli azalma

5.4 Elektron Mikroskobik (Ultrastriiktiirel) Bulgular
Tiim deney gruplarinin yar1 ince kesitleri alinip degerlendirildi ve ardindan ince kesitleri (150
nm) alinip elektron mikroskobu ile incelendi. Glomeriillerin kapiller loop etrafindaki GBM

yapilar1 ultrastriiktiirel olarak incelendi.

Kontrol grubuna ait bobrek kesitlerinin ince yapilar incelendiginde; normal goériiniimde

GBM ve podosit yapilar1 gozlendi (Sekil 55, 56).

DM grubuna ait bobrek kesitlerinin ince yapilari incelendiginde bazal membranini kontrol
grubuna gore diizensiz ve kalin oldugu, bazal membranin altinda subendoteliyal birikimler

gozlendigi ve podosit yapilarinda diizensizlik ve pedisellerin flizyonu gézlendi (Sekil 57, 58).
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Sekil 55: Kontrol grubunun ince kesiti. GBM (kirmizi ok) ve podosit (mavi ok) yapisinin
diizenli oldugu gozlenmekte. Scale Bar: 5000 nm.

Sekil 56: Kontrol grubunun ince kesiti. GBM (kirmizi ok) ve podosit (mavi ok) yapisini
diizenli oldugu gozlenmekte. Scale bar: 5000 nm.
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Sekil 57: DM grubu ince Kesiti. Glomeriiler bazal membranlarda diizensizlik (kirmizi oklar),
pedisel kaybi1 (mavi oklar), subendoteliyal depozitler (yesil oklar). Scale bar: 2000 nm.

Sekil 58: DM grubu ince Kkesiti. Glomeriiler bazal membranlarda diizensizlik (kirmizi
oklar),pedisel kayb1 (mavi oklar), subendoteliyal depozitler (yesil oklar).
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5/6Nf grubuna ait bazal membranlarin kalinlagmasi ve diizensizlesmesi, pesidel ve podosit

hasarlar1 ve subendoteliyal birikintiler ve intramezengiyal matriks artis1 gézlendi (Sekil 59,60)

Sekil 59: 5/6 Nf grubu ince kesiti. Bazal membran diizensizlikleri (kirmiz1 ok). Scale bar:
5000 nm.

Sekil 60: 5/6 Nf grubu ince kesiti. Glomeriiler bazal membranlarda diizensizlik (kirmizi
oklar),pedisel kayb1 (mavi oklar), subendoteliyal depozitler (yesil oklar). Scale bar: 2000 nm.
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LA grubuna ait bobrek kesitlerinin ince yapilart incelendiginde; normal goriinimde GBM ve
podosit yapilart gézlendi (Sekil 61, 62).

Sekil 61: LA grubu ince kesiti. GBM (kirmiz1 ok) ve podosit (mavi ok) yapisinin diizenli
oldugu gozlenmekte. Scale bar:2000 nm.

Sekil 62: LA grubunun ince kesitinde GBM (kirmizi ok) ve podosit (mavi ok) yapisini
diizenli oldugu gézlenmekte. Scale bar: 1000 nm.
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5/6Nf +DM grubunda, bazal membranlarin kalinlagmasi ve diizensizlesmesi, pesidel ve

podosit hasarlar1 ve subendoteliyal birikintiler gézlendi (Sekil 63, 64).

Sekil 63: 5/6 Nf+DM grubu ince kesiti. Glomeriiler bazal membranlarda diizensizlik (kirmizi
oklar), pedisel kayb1 (mavi oklar), subendoteliyal depozitler (yesil oklar). Scale bar: 5000 nm

Sekil 64: 5/6 Nf+DM grub.u ince kesiti. Pedisellerde flizyon gézlenmekte (mavi ok). Scale
bar:1000 nm
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DM+LAT grubunda; kontrol grubuna benzer sekilde diizenli GBM ve pedisel yapisi
gozlendi (Sekil 65, 66).

Sekil 65: DM+LAT grubu ince kesiti. Diizgiin yapiya sahip GBM (kirmizi ok). Scale bar:
5000 nm

Sekil 66: DM+LAT grubu ince kesiti. Podosit yapisinin diizgiin oldugu gézlenmekte (mavi
ok). Scale bar: 2000
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5/6Nf +L AT grubunda, diizenli yapiya sahip GBM ve pedisel yapist gozlendi (Sekil 67, 68).

Sekil 67: 5/6 Nf+LAT grubu ince kesiti. Diizgiin GBM yapis1 gozlenmekte (kirmizi ok).
Scale bar: 5000 nm

Sekil 68: 5/6 Nf +LATgrubu ince kesiti. Podosit yapisinin normal oldugu gézlenmekte (mavi
ok). Scale bar:
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5/6Nf +DM+LAT grubunda, diizenli yapiya sahip GBM ve pedisel yapist gozlendi (Sekil
69, 70)

Sekil 69: 5/6 Nf+DM+LAT grubu ince kesiti. Podosit ve GBM yapisinin normal oldugu
gbzlenmekte (kirmizi ok).

SOGER

Sekil 70: 5/6 Nf+DM+LAT grubu ince kesiti. Podosit (mavi 0k) ve GBM yapisinin (kirmizi
0k) normal oldugu gézlenmekte.
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5.4.1 Elektron mikroskobik (Ultrastriiktiirel) olarak GBM ve BDY Kalinlik Olciimleri

GBM ve BDY kalinliklart 10000 biiyiitmede degerlendirildi.

GBM Olciimleri

Kontrol grubunda 169.9423.9 nm, DM grubunda 351.7450.2 nm, 5/6 Nf grubunda
381.6+43.1 nm, LA grubunda 166.3+16.4 nm, 5/6Nf+DM grubunda 368.7+57.9 nm,
DM+LAT grubunda 279.01£26.5 nm, 5/6Nf+LAT grubunda 243.04+21.4
5/6Nf+DM+LAT grubunda 220.7+27.3 nm olarak saptand1 (Sekil 71). One Way Anova non

nm,

parametrik testi uygulandi. Tiim gruplar arasinda anlamli fark gézlendi (p<0.05). Post-hoc

Bonferroni testi ile gruplar arasi farkliliklar degerlendirildi.

*

olarak artmis bulundu (sirasiyla p=0.00 p=0.00, p=0.00, p=0.03).

% LA grubu hari¢ (p=1.000) tim gruplarda GBM kalinlig1 kontrol grubuna gére anlamlt

s DM grubu ile DM+LAT grubunu Kkarsilastirdigimizda anlamli farklilik azalma
gozlendi (p=0.001) (Siyah ok).

s 5/6Nf grubu 5/6Nf+LAT grubunu karsilastirdigimizda S/6Nf+LAT grubunda

intersitisiyel fibrozis alaninda anlamli azalma oldugu gézlendi. (p=0,00) (Siyah ok).

% 5/6Nf+tDM ve 5/6Nf+DM+LAT grubunu karsilagtirdigimizda 5/6Nf+DM-+LAT

grubunda renal skar alaninda anlamli azalma oldugu gozlendi. (p=0,00) (Siyah ok).
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Sekil 71: GBM kalinligi (EM) . *: Anlamli artis ‘: Anlamli azalma
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BDY Kahnhk Ol¢iimleri

Kontrol grubunda 399.8+40.5 nm, DM grubunda 633.1+79.8 nm, 5/6 Nf grubunda
1228.5+201.8 nm, LA grubunda 467.9+31.5 nm, 5/6Nf+DM grubunda 902.6+46.2 nm,
DM+LAT grubunda 437.4+£14.6 nm, 5/6Nf+LAT grubunda 887.6£66.1 nm,
5/6Nf+DM+LAT grubunda 335.09+99.2 nm olarak saptand1 (Sekil 72, 73, 74). One Way
Anova non parametrik testi uygulandi. Tiim gruplar arasinda anlamli fark gozlendi (p<0.05).
Post-hoc Bonferroni testi ile gruplar arasi farkliliklar degerlendirildi.

% Kontrol grubu ile DM, LA ve DM+LAT ve 5/6Nf+DM+LAT gruplari arasinda BDY

kalinlig1 anlamh fark gostermedi (p=1.000).

s DM grubu ile DM+LAT grubunu karsilastirdigimizda anlamli azalma go6zlendi
(p=0.02).

% 5/6Nf grubu 5/6Nf+LAT grubunu Kkarsilastirdigimizda anlamli azalma gozlendi
(p=0.000).

% 5/6NftDM ve 5/6Nf+DM+LAT grubunu karsilagtirdigimizda 5/6Nf+DM-+LAT
grubunda anlamli azalma oldugu gozlendi. (p=0,00) (Siyah ok).

BDY
1600 *
1400 T
1200 ‘
1000 * *k
£ X

800

600 ‘ ‘

400 T

= EREES
0

5/6NfDM
Kontrol DM 5/6Nf LA 5/6NfDM | DMLAT |5/6NfLAT /LAT

‘ EBDY| 399,8 633,18 | 12285 467,9 902,64 437,4 887,6 335,09

Sekil 72: BDY kalinlik 6lgtimii (EM). *: Anlamli artis, ‘: Anlaml1 azalma
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5/6Nf ve LA gruplart.

DM,

kil 73: BDY kalinliklarinin ultrastriiktiirel goriintiileri. Kontrol,

Se

Oklar BDY yapilarin1 gostermekte. Scale bar: 1000 nm.
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Sekil 74: BDY kalinliklarinin ultrastriiktiirel ~goriintilleri. 5/6Nf+DM, DM+LAT,
5/6Nf+LAT, 5/6Nf+DM+LAT gruplari. Oklar BDY yapilarini géstermekte. Scale bar: 1000

nm
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5.5 Immunohistokimyasal Bulgular
Immunhistokimyasal boyanmalar semiquantitatif ydntemle kortekste, tiibiilointersitisiyel

boyanma ve glomeriiler boyanma olarak ayr1 ayr1 degerlendirildi (Sekil75-82).

Tubilointersitisivel ve glomeriiler degerlendirmede;

0: boyanma yok,

1: az boyanma,

2: orta boyanma,

3: siddetli boyanma olarak degerlendirildi.

AT1 immunohistokimyasi Sonuclari;

AT1 immunohistokimyasinin sonuglarina bakildiginda ANOVA testine gore tim gruplar
arasinda anlamli fark gozlendi (p<0,005). Post-hoc Bonferroni testi degerlendirmelerinde,
Kontrol, LA, DM+LAT, 5/6Nf+LAT ve 5/6NftDM+LAT gruplari arasinda
tiibiilointerstisiyel ve glomeriiler AT1 boyanmalar1 arasinda anlaml fark gézlenmedi (p>0.00)

(Tablo 10) (Sekil 73-80).

e DM, 5/6Nf ve 5/6Nf+DM gruplar1 kontrol grubuna gore anlamli olarak yiiksek olarak

gozlendi.

e DM grubu ve DM+LAT grubu karsilastirildiginda DM+LAT grubu anlamli olarak
diistiktii (p<0,05).

e 5/6 Nf grubu ve 5/6Nf+LAT grubu karsilastirildiginda 5/6Nf+LAT grubu anlaml
olarak diisiiktii (p<0,05).

e 5/6 Nf+DM grubu ve 5/6Nf+DM+LAT grubu karsilagtirildiginda 5/6Nf+DM+LAT
grubu anlamli olarak diisiiktii (p<0,05) (ANOVA, post-hoc Bonferroni testi).

Tablo 10: AT1 immunohistokimyast degerlendirilmesi

Tiibiilointersitisiyel AT1 Glomeriiler AT1
Ort£SS Ort+SS
Kontrol 1.87+0.64 1.37+0.51
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DM 0.50+ 0.54 ¥ 0.16+0.40 ¥
5/6 Nf 0.57+0.53 ¥ 0.28 £0.48 ¥
LA 1.71+0.48 0.57 £0.53

5/6Nf+DM 0.71+0.48 ¥ 0.57£0.53 ¥
DM+LAT 1.57+0.53 * 1.42+0.53 *
5/6Nf+LAT 1.57+0.53 * 1.28 £0.75 *
5/6Nf+DM+ LAT 1.71+£0.48 * 1.14+0.69 *

¥: Kontrol grubuna gore anlamli azalma, *: Deneysel modellerine gore LA uygulanan

gruplarda anlamli artis.

Sekil 75: Kontrol grubu ATl immunohistokimyas‘: Immun pozitif hiicreler
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Sekil 77: 5/6Nf grubu AT1 immunohistokimyasi. Zayif immun boyanma gozlendi.
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Sekil 78: LA grubu AT1 immunohistokimyaSL‘; Immun pozitif hiicreler

Sekil 79: 5/6Nf+DM grubu AT1 immunohistokimyasi. Zayif immun boyanma gozlendi.
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Sekil 80: DM+LAT grubu AT1 immunohistokimyas1‘: Immun pozitif hiicreler.

Sekil 81: 5/6Nf+LAT grubu AT1 immunohistokimyam‘; Immun pozitif hiicreler.
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Sekil 82: 5/6Nf+DM+LAT grubu AT1 immunohistokimyas‘: Immun pozitif hiicreler.

VEGF immunohistokimyasi Sonuclari:

Gruplarin VEGF boyanmarinin ortalama ve standart sapmalar1 tablo 12’de 0zetlendi.

ANOVA testine gore tiim gruplar arasinda anlamli fark gozlendi (p<0,005) (Tablo 11) (Sekil

83-90). Bu farkin hangi gruplardan kaynaklandigini gérmek igin yapilan Post-hoc Bonferroni

testi degerlendirmelerinde,

Kontrol grubu ile LA, DM+LAT, 5/6Nf+LAT ve 5/6Nf+DM+LAT gruplar1 arasinda
tiibiilointerstisiyel ve glomeriiler VEGF boyanmalar1 arasinda anlamli fark gozlenmedi
(p>0.00). DM, 5/6Nf ve 5/6Nf+DM gruplar1 kontrol grubuna gore anlamli olarak
yiiksek olarak go6zlendi (p<0,05).DM grubu ve DM+LAT grubu karsilagtirildiginda
DM+LAT grubu anlamli olarak diisiiktii (p<0,05).

5/6 Nf grubu ve 5/6Nf+LAT grubu karsilastirildiginda 5/6Nf+LAT grubu anlamli
olarak disiikti (p<0,05).5/6 Nf+DM grubu ve 5/6Nf+DM+LAT grubu
karsilastirlldiginda 5/6Nf+DM+LAT grubu anlamli olarak diisiikti  (p<0,05)
(ANOVA, post-hoc Bonferroni testi).
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Tablo 11: VEGF immunohistokimyasi degerlendirilmesi

Tiibiilointersitisiyel VEGF Glomeriiler VEGF

GRUPLAR Ort£SS Ort+SS
Kontrol 0,87+0,35 0,50+0,53

DM 2,50+£0,54 * 2,50+£0,54 *

5/6 Nf 2,284+0,48 * 2,57+0,53 *

LA 0,71+0,48 0,71+0,48
5/6Nf+DM 2,57+£0,53 * 2,42+0,53 *
DM+LAT 1,14+0,37 ¥ 1,28+0,48 ¥
5/6Nf+LAT 1,28+0,48 ¥ 1,28+0,48 ¥
5/6Nf+DM+ LAT 1,28+0,48 ¥ 1,284+0,48 ¥

*: Kontrol grubuna gore anlamli artis, ¥: Deneysel modellerine gére LA uygulanan

gruplarda anlamli azalma.

Sekil 83: Kontrol grubu VEGF immunohistokimyasi. Zayif immun boyanma gézlendi.
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Sekil 84: DM grubu VEGF immunohistokimyaSL‘: Immum pozitif hiicreler.

Sekil 85: 5/6Nf grubu VEGF immunohistokimyasg‘: Immun pozitif hiicreler.
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Sekil 87: 5/6 Nf+DM grubu VEGF immunohistokimyas‘: Immun pozitif hiicreler.
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Sekil 89: 5/6Nf+LAT grubu VEGF immunohistokimya‘: Immun pozitif hiicreler
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Sekil 90: 5/6Nf+DM+LAT grubu VEGF immunohistokimyaswl: immun pozitif hiicreler

ET-1 immunohistokimyasi Sonuclari:

ET-1 immunohistokimyasinin sonuglarina bakildiginda ANOVA testine gore tiim gruplar
arasinda anlamli fark gozlendi (p<0,005). Post-hoc Bonferroni testi degerlendirmelerinde,
Kontrol grubu ile LA, DM+LAT, 5/6Nf+LAT ve S5/6Nf+tDM+LAT gruplari arasinda
tiibiilointerstisiyel ve glomeriiler ET-1 boyanmalar1 arasinda anlamli fark gozlenmedi

(p>0.00) (Tablo 12) (Sekil 91-98).

e DM, 5/6Nf ve 5/6Nf+DM gruplar1 kontrol grubuna gore anlamli olarak yiiksek olarak

gozlendi.

e DM grubu ve DM+LAT grubu karsilagtirildiginda DM+LAT grubu anlamli olarak
diisiiktii (p<0,05).

e 5/6 Nf grubu ve 5/6Nf+LAT grubu karsilastirildiginda 5/6Nf+LAT grubu anlaml
olarak diisiiktii (p<0,05).

126



e 5/6 Nf+DM grubu ve 5/6Nf+DM+LAT grubu karsilastirildiginda 5/6Nf+DM+LAT
grubu anlamli olarak diisiiktii (p<0,05) (ANOVA, post-hoc Bonferroni testi).

Tablo 12: ET-1 immunohistokimyas1 degerlendirilmesi

Tiibiilointersitisiyel ET-1 Glomeriiler ET-1
Ort+SS Ort+SS

Kontrol 0,50+0,53 0,62 +£0,51

DM 2,504+0,54 * 2,33 +£0,51 *
5/6 Nf 2,1440,37 * 2,42 +£0,53 *
LA 0,42+0,53 0,71 £0,48

5/6Nf+DM 2,4240,53 * 2,28 £0,48 *
DM+LAT 1,28+0,48 ¥ 1,28 £0,48 ¥
5/6Nf+LAT 1,28+0,75 ¥ 1,42 £0,53 ¥
5/6Nf+DM+ LAT | 1,42+0,53 ¥ 1,28+0,48 ¥

*: Kontrol grubuna goére anlamli artis, ¥: Deneysel modellerine gore LA uygulanan
gruplarda anlamli azalma.

Sekil 91: Kontrol grubu ET-1 immunohistokimyasi. Zayif immun boyanma gozlendi.
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Sekil 93: 5/6Nf grubu ET-1 immunohistokimyam‘: Immun pozitif hiicreler.
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Sekil 95: 5/6Nf+DM grubu ET-1 immunohistokimyas@ Immun pozitif hiicreler.
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Sekil 97: 5/6Nf+LAT grubu ET-1 immunohistokimyasi. Zayif immun boyanma gézlendi.
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Sekil 98: 5/6 Nf+DM+LAT grubu ET-1 immunohistokimyasi. Zayif immun boyanma
gozlendi.

Kaspaz-3 immunohistokimyasi sonuclar:

Kazpaz-3 immunohistokimyast tiibiil epitelinde her denekte rasgele 5 alandaki pozitif hiicre

say1s1 ve her denekte 50 glomertildeki pozitif hiicreler sayilarak degerlendirildi.

Kaspaz-3 immunhistokimyasi sonuglarina bakildiginda ANOVA testine gore tiim gruplar
arasinda anlaml fark gozlendi (p<0,005). Post-hoc Bonferroni testi degerlendirmelerinde,
Kontrol grubu ile LA gruplari arasinda anlamli fark gozlenmezken, diger tiim gruplar kontrol
grubuna gore anlamli olarak tiibiilointerstisiyel ve glomeriiler kaspaz-3 boyanmalar1 agisindan

artmist1 (p>0.00) (Tablo 13) (Sekil 99-106).

e DM, 5/6Nf ve 5/6Nf+DM gruplar1 kontrol grubuna gore anlamli olarak yiiksek olarak

gozlendi.

e DM grubu ve DM+LAT grubu karsilastirildiginda DM+LAT grubu anlamli olarak
diisiiktii (p=0.00).
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e 5/6 Nf grubu ve 5/6Nf+LAT grubu karsilastirildiginda 5/6Nf+LAT grubu anlamli

olarak diistiktii (p=0.00).

e 5/6 Nf+tDM grubu ve 5/6Nf+tDM+LAT grubu karsilagtirildiginda 5/6Nf+DM+LAT

grubu anlamli olarak disiiktii (p=0.00) (ANOVA, post-hoc Bonferroni testi).

Tablo 13: Kaspaz-3 immunohistokimyasi degerlendirilmesi

Tiibiilointersitisiyel Kaspaz-3 Glomeriiler Kaspaz-3
Ort+SS Ort+SS

Kontrol 8.5+2.31 7.85 +2.69

DM 22.2+4.08 * 14.4 £2.69 *

5/6 Nf 25.3+3.96 * 12.8+£2.02 *

LA 10.7+2.21 8.6 +6.55

5/6Nf+DM 21.3+7.27* 13.8+£2.21 *

DM+LAT 15.6+4.01 ¥ 11.14+3.13 ¥
5/6Nf+LAT 13.9+1.77 ¥ 10.68 +3.05 ¥
5/6Nf+DM+ LAT | 14.8+3.87 ¥ 10.3£2.58 ¥

*: Kontrol grubuna goére anlamli artis, ¥: Deneysel modellerine gére LA uygulanan
gruplarda anlamli azalma
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Sekil 100: DM grubu Kazpaz-3 immunohistokimyaSLt Immun pozitif hiicreler.
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Sekil 102: LA grubu Kazpaz-3 immunohistokimyasi. Zayif immun boyanma gozlendi.
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Sekil 104: DM+LAT grubu Kazpaz-3 immunohistokimyasi. Zayif immun boyanma gézlendi.
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Sekil 105: 5/6Nf+LAT grubu Kazpaz-3 immunohistokimyasi. Azalmig immun boyanma
gozlendi.

Sekil 106: 5/6 Nf+DM+LAT grubu Kazpaz-3 immunohistokimyasi. Azalmis immun
boyanma gozlendi.
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5.6 Biyokimyasal Bulgular

5.6.1 Serum BUN diizeyleri
Deneyin baglangic ve bitis tarihlerinde Olgiilen BUN degerleri arasindaki farklar
Wilcoxon sirali isaretler testi ile istatistiksel olarak degerlendirildi. p<0,05 den kiigiik olan

degerler istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.

Baslangic BUN diizeylerine bakildiginda gruplarin ortalamalari; Kontrol grubunda
20.5 £1.09, DM grubunda 20.5+2.01, 5/6 Nf grubunda 18.7+1.62, LA grubunda 20.8+1.34,
ve 5/6Nf+DM grubunda 20.3+1.17, DMLAT grubunda 21.1£2.53, 5/6 NfLAT grubunda
20.6+1.98, 5/6NfDMLAT grubunda 19.3£1.56 olarak saptandi.

Deney sonu BUN diizeylerine bakildiginda gruplarin ortalamalari; Kontrol grubunda
18.8 £1.9 DM grubunda 120.0+11.2, 5/6 Nf grubunda 107.4+14.3, LA grubunda 22.0+5.14,
ve 5/6Nf+DM grubunda 113.0+18.4, DMLAT grubunda 51.6+4.1, 5/6 NfLAT grubunda
39.7+6.7, 5/6NfDMLAT grubunda 44.8+15.4 olarak saptand1 (Sekil 105).

Kontrol grubunun baglangi¢ ve deney sonu BUN diizeyleri arasinda istatistiksel olarak

anlamli farklilik gézlenmedi (p=0.144).

DM grubunun baslangi¢ ve deney sonu BUN diizeyleri arasinda istatistiksel olarak anlamli
artis gozlendi (p=0.043).

5/6Nf grubunun baslangic ve deney sonu BUN diizeyleri karsilastirdigimizda istatistiksel

olarak anlaml artis gozlendi (p=0.043).

LA grubunun baslangi¢c ve son BUN diizeyleri karsilastirdigimizda istatistiksel olarak anlamli
fark gozlenmedi (p=0.50).

5/6Nf+DM grubunun baslangi¢ ve deney sonu BUN diizeyleri arasinda istatistiksel olarak

anlamli artig gézlendi (p=0.043).

DM+LAT grubunun baslangic ve deney sonu BUN diizeyleri arasinda istatistiksel olarak

anlamli artis gézlendi (p=0.03).

S5/6Nf+LAT grubunun baslangic ve deney sonu BUN diizeyleri arasinda istatistiksel olarak

anlaml artis gozlendi (p=0.018).
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5/6Nf+DM+LAT grubunun baslangic ve deney sonu BUN diizeyleri arasinda istatistiksel

olarak anlamli artis gézlendi (p=0.042).

7
L X4

Deney baslangicinda tiim gruplar arasinda anlamli fark gézlenmedi.

Deney sonundaki Bun diizeyleri karsilastirildiginda;

Kontrol ve LA gruplar arasinda anlamli fark gézlenmezken (p=1.000), diger tim bu

gruplar bu iki gruba gore anlamli olarak artmist1 (p<<0.005).

DM grubu ile DM+LAT grubunu karsilastirdigimizda DMLAT grubunda anlamli

azalma gozlendi (p=0.000).

5/6Nf grubu 5/6Nf+LAT grubunu karsilastirdigimizda 5/6Nf+LAT grubunda anlamli

azalma oldugu gozlendi (p=0,000).

5/6Nf+DM ve 5/6Nf+DM+LAT grubunu karsilagtirdigimizda S5/6Nf+DM+LAT

grubunda anlamli azalma oldugu gézlendi (p=0,000).

140,00 * % *
120,00 T T T
100,00 ‘ ‘ ‘
80,00
% E S
60,00 r * T
40,00 T
sl I N E NN
0100 . -
Kontrol DM 5/6Nf LA |5/6NfDM | DMLAT |5/6NfLAT S/GLTTDM
EBaslangic | 20,50 20,50 18,70 20,80 20,30 21,10 20,60 19,30
son 18,80 | 120,00 | 107,40 | 22,00 | 113,00 | 51,60 39,70 44,80

Sekil 107: Deney baslangici ve sonu serum Bun degeri dlglimleri. *: Anlamli olarak artis
gosterilmeke. p<0.005. Bagimsiz gruplarda tek yoOnlii varyans analizi (Anova) uygulandi. ‘
:Anlamli azalma
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5.6.2 Serum kreatinin diizeyleri
Deneyin baslangi¢ ve bitis tarihlerinde 6lgiilen serum kreatinin degerleri arasindaki
farklar Wilcoxon sirali igaretler testi ile istatistiksel olarak degerlendirildi. p<0,05 den kiigiik

olan degerler istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.

Baslangi¢c serum kreatinin diizeylerine bakildiginda gruplarin ortalamalari; Kontrol
grubunda 0.51 £0.18 DM grubunda 0.50+0.18, 5/6 Nf grubunda 0.49+0.17, LA grubunda
0.50+0.02, ve 5/6Nf+DM grubunda 0.50+0.02, DMLAT grubunda 0.50+0.03, 5/6 NfLAT
grubunda 0.50+£0.03, 5/6NfDMLAT grubunda 0.49+0.020larak saptandi.

Deney sonu serum kreatinin diizeylerine bakildiginda gruplarin ortalamalari; Kontrol
grubunda 0.48+0.05, DM grubunda 0.84+0.1, 5/6 Nf grubunda 0.92+0.1, LA grubunda
0.53+0.02, ve 5/6Nf+DM grubunda 0.98+0.06, DMLAT grubunda 0.51+0.06, 5/6 NfLAT
grubunda 0.76+0.08, 5/6NfDMLAT grubunda 0.61+0.050larak saptandi (Sekil 106).

Kontrol grubunun baslangi¢c ve deney sonu serum kreatinin diizeyleri arasinda istatistiksel

olarak anlamli farklilik gozlenmedi (p=0,27).

DM grubunun baslangi¢ ve deney sonu serum kreatinin diizeyleri arasinda istatistiksel olarak
anlamli artig gézlendi (p=0,043).

5/6Nf grubunun baslangi¢ ve deney sonu serum kreatinin diizeyleri karsilagtirdigimizda

istatistiksel olarak anlamli artig gdzlendi (p=0,043).

LA grubunun baslangi¢ ve deney sonu serum kreatinin diizeyleri karsilastirdigimizda
istatistiksel olarak anlamli fark gozlenmedi (p=0,102).

5/6Nf+DM grubunun baslangi¢ ve deney sonu serum kreatinin diizeyleri arasinda istatistiksel

olarak anlamli anlamli artig gézlendi (p=0.043).

DM+LAT grubunun baslangi¢c ve son serum kreatinin diizeyleri arasinda istatistiksel olarak

anlaml fark gézlenmedi (p=1.00).

S5/6Nf+LAT grubunun baslangic ve deney sonu BUN diizeyleri arasinda istatistiksel olarak

anlamli anlamli anlamli artig gézlendi (p=0.018).
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5/6Nf+DM+LAT grubunun baslangic ve deney sonu BUN diizeyleri arasinda istatistiksel

olarak anlamli artis gézlendi (p=0,042).

Deney baglangicinda tiim gruplar arasinda anlamli fark gézlenmedi.

Deney sonundaki Kreatinin diizeyleri karsilastirildiginda;

% Kontrol, LA, DMLAT, 5/6Nf+DM+LAT gruplar1 arasinda anlamli fark gézlenmezken

(p=1.000).

% DM grubu ile DM+LAT grubunu karsilastirdigimizda DMLAT grubunda anlaml

azalma gozlendi (p=0.000).

% 5/6Nf grubu 5/6Nf+LAT grubunu karsilastirdigimizda 5/6Nf+LAT grubunda anlamli

azalma oldugu gozlendi (p=0,010).

% 5/6NftDM ve 5/6Nf+DM+LAT grubunu karsilagtirdigimizda 5/6Nf+DM-+LAT

grubunda anlamli azalma oldugu gézlendi (p=0,000).

Kreatinin Degeri ‘
1,2
x  k *
1 ; T T ‘ *
0.8 T %
0.6 T - T T
0,4
0,2
0]
Kontrol DM 5/6Nf LA 5/6NfDM | DMLAT | 5/GNfLAT S/GTTDML
W Baglangic| 0,51 0,5 0,49 0,5 0,5 0,5 0,51 0,49
Son 0,48 0,84 0,92 0,53 0,98 0,51 0,76 0,61

Sekil 108: Deney sonu serum kreatinin 6l¢iimleri. *: Anlamli olarak artis p<0.005. Bagimsiz

gruplarda tek yonlil varyans analizi (Anova) uygulandi. ‘ :Anlaml azalma
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5.7 Korelasyon Analizleri
Deneyler sonunda elde edilen histomorfometrik, elektron mikroskobik ve biyokimyasal
parametrelerin  birbirleri ile korelasyonlarmi degerlendirmek amaciyla ‘Spearman’ korelasyon

analizleri uygulandi.

e Serum kreatinin ve GBM kalinliginin ultrastiiriiktiirel 6l¢timleri arasinda gii¢lii bir iligki vardi

ve bu iliski anlamliyd: (R=0.70, p<0.001) (Sekil 109).

e Histomorfometrik olarak glomeriilerskleroz ve renal skar alami Sl¢limleri arasinda giiglii bir

iliski vardi ve bu iligki anlamliydi (R=0.90, p<0.001) (Sekil 109).

e Bowman dis yapragi kalinliginin ultrastriiktiirel ve 1s1k mikroskobik dl¢timleri arasinda giiclii
bir ilgki vardir ve bu iliski anlamliydi (R=0.90, p<0.001) arasinda giiclii bir iligki vardi ve bu
iliski anlamliyd1 (R=0.90, p<0.001) (Sekil 109).

GBM GLOMERULERSKLEROZ

lo

BDYKem

lo

BDYKim

Sekil 109: Korelasyon Degerleri. GBM: Glomeriiler bazal membran, BDYem: Bowman dis
yapraginin elektron mikroskobik dl¢imii, BDY1m: Bowman dis yapraginin 151k mikroskobik

Olclimii.
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6 TARTISMA

Diabetes Mellitus, Hipertansiyon, Deneysel Model ve Parametreler

Diabetes Mellitus bircok mikrovaskiiler ve makrovaskiiler hastaliklar ile birlikte
seyreden ve bunlara bagl gelisebilen erken 6liim riski ile iliskili bir hastaliktir. Hipertansiyon
ise mikrovaskiiler ve makrovaskiiler hastaliklar i¢in bilinen bir risk faktorii olup diyabeti olan
bireylerde oldukga sik gozlenen bir durumdur. Normal populasyona gore diyabetli bireylerde
iki kat daha yaygindir (118). Hipertansif diyabetiklerde normal populasyona gore 6 kat artmis
strok riski ile birlikte retinopati ve nefropati gibi komplikasyonlarin gelisim ve

progresyonunda énemli artis oldugu gosterilmistir.

Diyabetik nefropatinin patogenezinde kronik hiperglisemi gozlenmektedir ve bu
durum g¢esitli faktorlerin etkilesimi (biiylime faktorleri, AT 11, endotelin (ET), ileri glikasyon
iiriinlerinde artis (IGU), renal mikrosirkiilasyonda hemodinamik degisiklikler (glomeriiler
hiperfiltrasyon, glomeriiler kapiller basingta artig), glomeriillerde yapisal degisiklikler
(ekstraselliiler matrikste artis, bazal membran kalinlagmasi, mezenjiyal genisleme, fibrozis)
ile iliskilidir (15,17). Benzer bulgularin hipertansiyon ile birlikte artis gosterdigi ve renal

hasarin progresyonunu arttirdigi diigiiniilmektedir.

Diyabetteki hipertansiyonun patogenezi kompleks ve multifaktoriyel olup tam olarak
tanimlanmamugtir. Hipertansiyon prevalansi ve ilerleme siireleri tip 1 ve tip 2 diyabeti olanlar
arasinda farkliliklar gostermektedir. Tip 1 diyabet hastalarinda klinik kan basinglar1 hastaligin
ilk 10-15 yilinda normal seyretmektedir. Ancak burada hasta polulasyonunun gen¢ olmasi da
onemli bir faktordiir. O nedenle tip 1 diyabetin seyrinde hipertansiyon gézlenmesi genellikle
nefropati gelisiminin bir belirtecidir. Bunun aksine tip 2 diyabette hipertansiyon siklikla tani
aninda mevcuttur. Tip 2 diyabette nefropati gelisimi, kan basincinda meydana gelen daha

sonraki artiglar ile iligkilidir (119).

Hipertansiyonun bobrek iizerine etkisi ile ilgili ¢esitli gorlisler mevcutur. Hipertansif
renal hasar sistemik kan basinci yiikiiniin etkisiyle baslayan veya hizlanan renal harabiyet
olarak tanimlanmaktadir (120). Hipertansif renal hasara duyarlilik ise daha disiik kan
basincinda renal harabiyetin olugmasi ya da benzer yiiksek kan basinci degerlerinde daha
fazla hasar gelismesi olarak ifade edilir. Arteriyel hipertansiyon sonucunda renal vaskiiler

direng ve filtrasyon fraksiyonu artar ve renal kan akimi normal kalir. Preglomeriiler arteriyol
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ve arterlerde daralma ve glomeriiler kan akiminda diisiis ve buna baglh gelisen glomeriiler
iskemi sonucunda bobrek yetmezligi gelisir. Diger bir goriise gore ise glomeriillerdeki
sistemik basing artig1 hipertansif renal hasar gelisimine yol agmaktadir. Deneysel ¢alismalar
hipertansif renal hasarin siddetinin hipertansiyonun renal mikrovaskiiler sisteme yansimasi ile

dogru orantili oldugunu gostermistir (121).

Esansiyel hipertansiyonda renal otoregiilasyon saglanmaktadir ve malign
hipertansiyon gelismedik¢e genellikle renal hasar olusmamaktadir. Renal kitlenin miktarinin
azaldigi durumlarda ve diyabet varliginda hipertansif renal hasar patofizyolojisi farkli
seyretmektedir. Preglomeriiler vaskiiler dilatasyon ve bozulmus renal otoregiilasyon sistemik
kan basinci yiikiiniin biiyiik oranda renal mikrovaskiiler yataga yansimasina neden olmaktadir.
Bu nedenle, hasar vaskiiler yapidan daha fazla glomeriiler diizeyde gergeklesmektedir (122).
Hipertansiyonun tek basina bobrek hasari tizerine etkileri tartismali iken, diyabetik nefropati
ve hipertansiyonun birlikte gézlendigi ratlarda glomeriiloskleroz gelisimi artis gostermistir.

(123).

Deneysel ¢alismalara bakildiginda, cerrahi (pankreasin ¢ikarilmasi) genetik (knoc-out
genler olusturulmasi) ya da biyokimyasal uygulamalar (STZ, alloksan enjeksiyonu) ile
diyabet olusturulmaktadir. Hipertansiyon modellerinde ise genellikle spontan hipertansif ratlar
tercih edilmektedir. Bunlar disinda, hipertansif modeller arasinda aortanin daraltilmasi, renal
kitlenin azaltilmasi, renal arter ya da venlerin klipslenmesi gibi modeller kullaniimaktadir.
Diyabet ve hipertansiyonun birlikte uygulandigi modellerde de spontan hipertansif ratlar
tercith edilmektedir ve bu deneklere STZ uygulanmaktadir. Souza ve ark.lar1 spontan
hipertansif ratlara 50 mg/kg STZ modeli olusturmus ve renal kortekste GLUT-1’in
expesyonunu incelemiglerdir (124). Diger bir caligmada AIl bagimli hipertansiyona neden
olan ren-2 transgenik farelere 70 mg/kg STZ ile diyabet olusturulmus ve renal hasar
incelenmistir (125). Yapilan klinik bir ¢alismada, tip Il diyabeti olan ve olmayan hipertansif
bireylerde renal arter stenozu degerlendirilmistir (126). Biz de yaptigimiz arastirmada cerrahi
yolla 5/6 nefrektomi uygulamasinin ardindan STZ ile diyabet olusturduk. Bu model
literatiirde bulunmamaktadir ve bu iki modelin birlikte uygulanmasi ile elde ettigimiz

verilerin literatiire katkis1 olacagini diistinmekteyiz.

Deneysel ¢alismalarda diyabet ve hipertansiyon modellerinin bébrek iizerine etkileri

incelenirken, bobrekte olusan hasarlar, deneklerin agirlik degisimleri, kan glikozu, kan basinci
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degisimi gibi deneysel parametreler ve biyokimyasal olarak bobrek fonksiyon testleri ile
desteklenmektedir. Bizim ¢aligmamizda da bu o6geler bobrek hasarini degerlendirmek ve
histolojik bulgular1 desteklemek amaciyla kullanilmistir. Literatiir incelendiginde, Obrosova
ve ark.lari, Melhem ve ark.lar1 ve Tylicki ve ark.lar1 STZ diyabetik ratlarda kontrol grubuna
gore agirlik kaybi gozlemislerdir (127-129). Souza ve ark.lar1 ise spontan hipertansif ratlarda
STZ ile diyabet olusturmuslar ve 45. giin sonunda agirlik kaybi oldugunu goézlemislerdir
(124). Cao ve ark.lar1 subtotal nefrektomi uyguladiklar: ratlarda 4 hafta sonunda agirlik artis
gozlemislerdir (130). Bizim ¢alismamizda da kontrol grubu ve LA uygulanan grupta deney
sonunda anlamli agirlik artis1 gozlenirken, diger gruplarda deney sonunda anlamli agirlik

kayb1 oldugu gozlendi.

Obrosova ve ark.lar1 ile Melhem ve ark.lar1 bizim galisamamiza benzer sekilde STZ ile
diyabet olusturduklar1 ratlarda deney sonunda kan sekerinde anlamli olarak artis
gozlemislerdir (127, 128).

Benigni ve ark.lar1 ile Cao ve ark.lar1 5/6 nefrektomi modelinde kontrol grubuna gore
artmis kan basinci gézlemislerdir (62, 130). Biz de calismamizda deney sonunda karotis
arterden kan basinclarini 6l¢iildii. Nefrektomi uygulanarak deneysel hipertansiyon olusturulan
gruplarda (5/6Nf, 5/6Nf+DM, 5/6NfLAT 5/6Nf+DM+LAT) diger gruplara gore anlamli kan

basinci artig1 gozlendi.

Bu verilerin sonucunda, diyabet, hipertansiyon ve iki modelin birlikte olusturuldugu
deney gruplarimizda, deney basi ve deney sonu agirlik, kan sekeri dl¢limii ve kan basinci
Ol¢iimleri literatiir ile uyumlu sonuglar vermistir. Bu parametrelerdeki degisimler ile deneysel

modellerimiz dogrulanmistir.

Isik Mikroskobik Bulgular

Calismamizda deneysel olarak STZ ile diyabet modeli ve 5/6 nefrektomi ile
hipertansiyon modellerini ayri ayri ve birlikte olusturduktan sonra bu gruplarda bobrek
tizerinde LA’nin tedavi edici etkisini degerlendirdik. Bu degerlendirmeyi yaparken tiim
gruplarda bobregin histolojik yapisini koruyup korumadigini gézlemek amaciyla rutin HE,
renal korpuskiiliin bowman dis yapragindaki ve tiibiillerin bazal membranliklarindaki
degisimleri gozlemek amaciyla PAS boyasi, bag doku farkliliklarin1 ve interstisiyel fibrozisi

degerlendirmek amaciyla Masson Trikrom boyamas: yapildi. Bunun yani sira deneysel
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modellerin bobrek lizerinde olusturmus oldugu hasarlar semikantitatif olarak skorlanrak
degerlendirildi ve histomorfometrik o6lgiimler yapildi. Renal hasarin degerlendirilmesinde
Giiray ve ark.larinin uyguladig1 yontemle bobrekte 5 standart alan belirlendi. Bu alanlardan
15’er goriintii elde ederek bowman dis yaprak kalinligi, glomeriil basina diisen cekirdek

sayisi, glomeriil ¢ap1, ve renal skar alani ve glomertiler sklerozu degerlendirildi (108).

Literatiire bakildiginda benzer ¢alismalarda, Pablo ve ark.lart nefrektomi modeli
uyguladiklart caligmalarinda kronik bdbrek hasarmi inflamatuvar infiltrasyon, fibrozis ve
vaskiiler lezyonlar agisindan incelemislerdir. Tiibiilointersitisiyel hasar1 Masson’s trikrom
boyast ile degerlendirmisler ve nefrektomi grubunda sham grubuna gore anlamli artis
gozlemiglerdir (131). Cao ve ark.lar1 5/6 nefrektomi ile olusturduklari remnant bobrek
modelinde tiibiilointersitisiyel ve glomeriiler hasar1 semikantitatif yontemle degerlendirmisler
ve nefrektomi grubunda bu degerlerde anlamli artis gozlemislerdir (130). Kang ve ark.lari
(2001) 5/6 nefrektomi modelinde glomeriiler skleroz ve tiibiilointersitisiyel hasarin 8. haftada
anlaml1 olarak arttigin1 gostermislerdir (132). Hattori ve ark.lar1 5/6 nefrektomi olusturduklari
ratlarda PAS boyasi ile glomeriiler hiicreleri saymislardir. Nefrektomi sonrast 7. ve 14.
giinlerde anlamli artis gézlemislerdir. Bu artis 56. giine kadar devam etmis ancak daha sonra
96. giine kadar gerileyerek devam etmistir (133). Bhatti ve ark.lar1 da STZ diyabetik ratlarda
semikantitatif yontemle glomeriiler skleroz ve tiibiilointersitisiyel fibrozis indeksi yapmiglar
ve diyabetik grupta kontrol grubuna goére bu degerlerin arttigin1 bulmuslardir (134). Biz de
calismamizda, kontrol ve lipoik asit uygulanan gruplarda bobrek yapisinin korundugunu
gozlerken, diyabet ve nefrektomi uygulanan modellerde bobregin parankima hasarinin
arttigin1  gozledik. Lipoik asidin tedavi edici etkisinin incelendigi gruplarda ise bobrek
dokusunda tiibiiler, glomeriiler ve intersitisiyel hasarlarin azaldig: ve lipoik asidin tedavi edici

etkisinin oldugu gozledik.

Literatiirdeki  bilgiler ve bizim sonuglarimizin  1s185inda  renal  hasarin
degerlendirilmesinde histomofrometrik degerlendirmeleri tek tek degil bir arada gz Oniine

alarak degerlendirmenin daha dogru olacagini diisiinmekteyiz.
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Ultrastriiktiirel Bulgular

Insan biyopsilerinin  patolojik incelemelerinde, 151k mikroskobik bulgular
ultrastriiktiirel bulgular ile bulgular ile desteklenmektedir. Shore ve ark.’1 renal patolojiyi
ultrastriiktiirel diizeyde inceledikleri c¢alismalarinda, DM’li bobregin glomeriiler bazal
membraninda ve mezengiyal matriskte artis ve bir miktar da foot proces efasmani gozlendigi
bildirilmigtir (135). Aunapuu ve ark.larmin 2003 yilinda yaptiklari c¢alismada 5/6 Nf
uygulanan ratlarda ultrastriiktiirel degisiklikleri incelemislerdir. Benzer sekilde hiicresel
hipertrofi, foot proces efasmani, glomeriiler kapiller loop dilatasyonu, endoteliyal hiicrelerde
ve bazal membranda yapisal anormallikler olarak tanimlanmistir (136). Biz de, bdbrek
dokusundaki hasar i¢in histomorfometrik incelemelere ek olarak glomeriil bazal membran ve
bowman dis yapragindaki degisiklikleri ultrastriiktiirel diizeyde inceledik. Diyabet, 5/6
nefrektomi ve 5/6 nefrektomi ile diyabetin birlikte uygulandigi gruplarda literatiir ile benzer
sekilde bazal membranin diizensiz ve kalin oldugu, bazal membranin altinda subendoteliyal
birikimler gozlendigi ve podosit yapilarinda diizensizlik oldugunu belirledik. Literatiirdeki
verilere ek olarak ilk kez bowman dis yaprak kalinligimni elektron mikroskobik 6l¢iimiinii
yaptik. Deneysel modellerin uygulandig1r gruplarda GBM kalinlig1 ile paralel sekilde artig
gosterdigi ve lipoik asidin tedavi edici etkisinin uygulandigi gruplarda ise kalinliginin
azaldigin1 gozlemledik. Bowman dis yaprak kalinhigindaki artisin, histomorfometrik
bulgularda elde ettigimiz intersitisiyel fibrozis ve birlikte gelisen bag doku artisinda oldugu
gibi, kollagen artis1 nedeniyle olabilecegini diisiindiilk. Bowman dis yapragindaki bu yapisal
farklilasmanin bobregin islevlerindeki roliinii ve etkilerini belirlemek amaciyla, artisa neden

olan mekanizmalarin ileri calismalar ile agiklanmasi gerektigini diisiinmekteyiz.

Lipoik Asidin Diabetes Mellitus ve Hipertansiyonda Tedavi Edici/Koruyucu Etkisi

Diyabetik komplikasyonlarin en belirgin 6zelliklerinden biri artmis oksidatif stres ve
azalmis antioksidan savunma mekanizmasinin varhigidir. Diyabetin erken ve ge¢
donemlerinde artmis oksidatif stres nedeniyle renal korteksteki glomeriillerde, tiibiilo-
intertisyumda ve vaskiiler yapilarda ekstraselliiler matriks artisi, glomeriiler filtrasyon
oranlarinda artig, glomeriiloskleroz ve tiibiilointersitisiyel fibrozis ile proteiniiride artis
gozlenir. Diyabetik nefropati gelisiminin kontrol edilebilmesi ve tedavi ydntemlerinin
gelistirilmesindeki yollardan biri antioksidan kullanimidir. LA’nin antioksidan olarak

koruyucu/tedavi edici etkisi, iskemi/reperfiizyon hasari, diyabet, HIV enfeksiyonlar1 ve
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norodejeneratif hastaliklar gibi bircok hastalik grubunda, lensde, retinada, periferik sinirde ve
bobrekte dokularinda gosterilmistir (127, 137).

Diyabet basta karbonhidrat metabolizmast olmak iizere, lipid ve protein
metabolizmasindaki bozukluklar ile seyreden endokrin ve metabolizma hastaligidir.
Hiperglisemiye yol acan bir¢ok faktorle birlikte diyabette oksidatif stres olusmaktadir. Lipid
hidroksiperoksitler, konjuge dienler, tiyobarbitiirik asit gibi reaktif maddelerin artis1 ile E ve
C vitamini, SOD, glutatyon peroksidaz, katalaz gibi antioksidan parametrelerin azalmasi,
diyabette oksidatif stresin 6nemli rolii oldugunu gostermektedir (138, 139). Mitokondri,
endoplazmik retikulum membranlar1 ve plazmada bulunan lipidler reaktif oksijen tiirlerinin
esas hedeflerini olusturmaktadir. Mitokondiyal ROS birikimi kadar endoteliyal hiicrelerde de
ROS birikimi gozlenmistir. Bu durumun albuminuri gelisimini de igeren diyabetin endoteliyal
disfonksiyonunun gelisiminde 6nemli rol oynayabilecegi diisiinilmiistiir. Mitokondriyal ROS
iretimi, ayrica diyabetik bobrek hastaliginin diger faktdrlerinin olusumunda 6rnegin GBM

kalinlagmasi, mezengial matriks genislemesi, tiibiiler disfonksiyonda da rol almaktadir (138,

139).

Klinik ¢aligmalarda 600 mg LA giinde x1, x2 ve ya x3 kez alindiginda plazma lipid
peroksitlerinde, noropatik semptomlarinda azalma ve tip II diyabetiklerde insiilin
duyarliliginda artis gézlenmistir. Maritim ve ark.lar1, 90 mg/kg STZ ile diyabet olusturmuslar
ve kontrol; kontrol+10 mgLA, kontrol+50mg LA, diyabetik kontrol ve diyabet+10 mg LA
gruplarina 14 giin siire ile LA uygulamiglardir. Deney sonunda akciger, kalp ve bobrek
dokularinda siiperoksit dismutaz (SOD), katalaz, glutatyon peroksidaz (GSH), glutatyon
rediiktaz (GSSG) aktivitelerini incelemislerdir. Sonugta lipoik asitin serbest radikalleri

stiptirerek lipid peroksidasyonunu azaltarak oksidatif hasar1 6nleyici etkisini gostermislerdir
(137).

Obrosova ve ark.lar1 Maritim ve ark.larina benzer sekilde erkek wistar ratlarda 55
mg/kg STZ ile diyabet olusturmuslar ve 3 hafta siire 100mg/kg lipoik asidin etkisini
incelemislerdir. Deney sonunda renal kortekste SOD, katalaz, MDA, GSH, GSSG, GSHT gibi
oksidatif stres belirteglerini incelemislerdir. Lipoik asit kullanilan grupta glutatyon
biyosentezinin stimule oldugu, NADP oksidaz {iriinlerinin de inhibe oldugu ve lipoik asidin

diyabetik nefropati lizerinde iyilestirici etkisi oldugu gostermislerdir (127).
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Melhem ve ark.lar1 2002 yilinda yaptiklar ¢alismada instilinle tedavi edilmeyen STZ
diyabetik hayvan modellerinde giinlik LA uygulanmasi ile glomeriiler hasari erken donemde
onlenmistir. Kontrol grubuyla karsilastirildiginda bu hayvanlarda GSH tiikenmesi ve renal
kortekste malondialdehit birikimi ile iliskili olarak {iriner albumin salgisinda artis, renal
yetmezlik, glomeriiler mezengiyal matriks artisi, glomeriil dejenerasyonuna neden olan
fibrozis ve skar olusumu olarak bilinen glomeriilosklerozis gelismistir. LA nin gdzlenen bu
degisimleri 6nlemis ya da iyilestirmis oldugunu saptamislardir. Bu etkisini sadece glisemik

kontrol ile degil antioksidan etkisi ile yaptigin1 diisiinmiislerdir (128).

Bhatti ve ark.lar1 yaptiklar1 ¢alismada kontrol ve diyabet gruplarinda lipoik asidin
etkisini degerlendirmislerdir. Calismalarinda biyokimyasal Ol¢iimler, glomeriiloskleroz
indeksi ve tiibiilointersiyel fibrozis indeksi gibi histomofrometrik Ol¢timler antioksidan
Ol¢iimleri ve immunhistokimyasal yontem ile bobregi degerlendirmislerdir. Lipoik asit ile
tedavi edilen grupta glomeriiloskleroz indeksin ve tiibiilointersiyel fibrozis indeksinin
azaldig1 ve diger biyokimyasal bulgular ile birlikte lipoik asidin bobrekte koruyucu etki
gosterdigini gozlemislerdir (129).

Bir ¢aligmada, LA’nin erken diyabetik glomeriiler hasar1 vitamin C ve E’nin yiiksek
dozlarindan da fazla korudugu gozlenmistir Bu c¢alismada, 30 mg/kg LA’nin 2 ay silireyle
uygulanmasinin diyabetik ratlarda tiriner albumin atilimini, glomeriiler voliim ve glomeriiler

TGF-p ve kollajen a1 seviyelerindeki artisi azalttigi gozlenmistir (140).

Yapilan baska bir ¢alismada glikoz transportunun artigina yol agan insulin-sinyal
yolagimnin, LA’nin yiiksek konsantrasyonlar: ile aktive edilebildigi diisiiniilmiistiir. R(+)-o-
lipoik asit (LA’nin bir formu), hedef hiicrelerdeki lipid, tirozin ve serin kinazlari dogrudan

aktive ederek dokulara glikoz alimini uyardigi gézlenmistir (141).

Bizim c¢alismamizda STZ ile diyabet olusturulan ratlarda LA’nin tedavi edici etkisi
degerlendildiginde literatiir ile uyumlu sekilde DM grubunda kontrol ve LA grubuna gore
bowman dis yaprak kalinligi, glomeriil bagina diisen nukleus, glomeriil capi, intersitisiyel
fibrozis, glomeriiler sklerozda artis, mezegiyal matriks artist ve renal fibroziste artig
gostermistir. DM+LAT grubunda bu degerlerin, DM grubuna gére anlamli olarak azaldiklari

gozlendi.
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Hipertansiyon ve proteiniiri bobrek hastaliklarinin progresyonunda gozlenen major
bilesenlerdir. Renal hasarin sonucunda glomeriiler ve sistemik hipertansiyon, permeabilite, ve
proteiniiri gelisir. Bu durum nefron kaybi ile devam eder (142). Bu patofizyolojik siirecte
renal hasar1 indirgemek/Onlemek icin gesitli tedavi yaklasimlar gelistirilmistir. Ditiretikler,
alfa ve beta blokorlerin kullanimi, kalsiyum kanal blokorleri ve ACE inhibitorleri gibi
tedavilerin kullanilmasinin yanisira son donemlerde yaygin olarak antioksidan kullanimi ile
hipertansiyonun hedef organ hasarinin dnlenmesine ya da indirgenmesine calisilmaktadir.
Esansiyel hipertansif bireylerde antioksidan konsantrasyonunun diistiigii ve SOD aktivitesinin
azaldigy, platelet ve nétrofillerde oksijen jenerasyonlarinin arti§i ve NO iirlinlerinde azalma
oldugu bildirilmistir (143). Son donemlerde antioksidanlar ile tedavide spontan hipertansif
ratlarda ROS iiriinlerinde azalma ve kan basincinda diisme gozlenmistir (142, 143). Vasdev
ve ark.lart yaptiklart calismalarinda spontan hipertansif ratlarda kan basincimi diisiirdiigii
gozlenmistir (144). Vasdev ve ark.lar1 diger ¢alismalarinda Dahl tuz duyarli (DSS) ratlar
diistik tuz verilen, normal tuz verilen ve normal tuz-+lipoik asit verilen gruplara ayirmiglar ve
karaciger, bobrek, kalp ve aorta dokularinda biyokimyasal ve histopatolojik incelemeler
yapmuglardir. DSS ratlarda doku aldehit konjugatlarinda, sitozolik kalsiyumda ve kan
basincinda artis gézlenirken, lipoik asit diyeti verilen gruplarinda, bu parametrelerde diisiis
gozlenmistir (143). Sonug olarak, lipoik asidin aldehit konjugatlar1 ve sitozolik kalsiyumu

azaltarak kan basinicini diigiirdigiinii ve vaskiiler hasari 6nledigini ileri sirmislerdir (143).

Midaoui ve ark.lar1 ¢alismalarinda glikoz diyeti ile beslenen Spraque-dawley ratlara
diyetle 500 mg/kg lipoik asiti 3 hafta sure ile vermislerdir. Bazal aortik oksijen {iretimini ve
antioksidan reservini 6lgmiislerdir. Deneyin sonunda kronik glikoz ile beslenmenin insulin
bagimli olmayan diyabetle sonuclandigini, bu siirecte artmis insulin ve kan basinci degerleri
olustugunu goézlemislerdir. Kronik glikoz uygulamasi sonucunda sistolik arteriyel kan
basincinda artigla birlikte aortik bazal oksijen tiretiminde artis ve GPx plazma diizeyinde
azalma, lipoik asit diyeti uygulanan tedavi edici grupta arteriyel basingta ve aortik bazal

oksijen tiretiminde diisiis, GPX’in plazma diizeyinde artis gézlenmistir (105).

Bizim g¢alismamizda, STZ ile 5/6 nefrektomi modeli uygulanan grupta bowman dis
yaprak kalinligi, glomeriil basina diisen nukleus, glomeriil capi, intersitisiyel fibrozis,
glomertiler sklerozda artis, mezegiyal matriks artis1 ve renal fibrozisle artis gozlenirken,

LA’ ’nin tedavi edici etkisinin degerlendildigi 5/6Nf grubunda DM grubu ile benzer sekilde
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bobregin degerlendirildigi morfolojik ve immunhistokimyasal parametrelerde kontrol grubuna

yakin ve anlamli degerler elde edildi.

Diyabet ve hipertansiyonun birlikte olusturuldugu 5/6Nf+DM grubunda da morfolojik
kriterlerin DM ve 5/6Nf gruplarinin benzer 6zellikler gosterdigi, S/6Nf+DM+LAT grubunda

LA’nin bobrek yapisini korumaya yardimer oldugu gézlendi.

Diabetes Mellitus, Hipertansiyon ve AT1 iliskisi

Diyabetik nefropatinin baslangicinda tiibiiler epitel hiicrelerinde ve glomeriillerde
hipertrofi, bazal membranlarda kalinlagma ve renal kan akimi ve glomeriiler hiperfiltrasyonda
artts gozlenir. Bu durum glomeriilosklerozu ilerleten mikroalbuminiiri ile eslik eder,
glomeriiler mezengiyumda ektraselliller matriks proteinleri birikirken, tiibulointersitisiyel
fibrozis olusur ve glomeriiler filtrasyon oraninda artis gézlenir (145). Diyabette, dolasimdaki
RAS baskilanirken, bobrek dokusundaki RAS sistemi aktive olur. Hiperglisemi sonucu
indiiklenen oksidatif stres, endoteliyal hasar, vazokonstiiksiyon, trombozis, inflamasyon
sonucunda dokuda AII artar. All'nin etkileri plazma membraninda bulunan ATI1 ve AT2
reseptor alt tipleri araciligt ile gerceklesir. Diyabetin erken donemlerinde ATI1 reseptorleri
upregiile olurken, AT2 reseptdrleri downregiile olur. Insiilin direnci ATI reseptorlerinin
upregiilasyonu ve NAD(P)H oxidaz’in aktivasyonu ile ger¢eklesen endoteliyal dokudaki
serbest radikallerin artisiyla iliskilidir. Dokudaki hasar1 dnlemek i¢in uygulanan tedavilerden
AT1 reseptor blokorleri ile tedavide oksidaz aktivitesi normale indirgenmekte ve endoteliyal

fonksiyon korunmaya ¢alisiimaktadir (146).

Zimpelmann ve ark.lar1 STZ indiiklii diyabetik ratlar ve STZ indiiklii insiilin implant
tedavisi uyguladiklar ratlatda erken donemde (2 hafta sonra), jukstaglomeriiler hiicrelerde ve
proksimal tiibiil hiicrelerinde renin mRNA ve protein ekspresyonunu, radyoimmun yontemi
ile plazma ve bobrekte AII seviyelerini ve western blot analizi ile kortikal proksimal
tiibiillerde AT1 reseptoriinii incelemislerdir. Plazma ve bobrek AIl seviyelerinin STZ
diyabetik grupta arttig1 gézlenmistir. AT1 reseptoriiniin protein expresyonunun STZ diyabetik
grupta tim kortikal ve proksimal tiiblillerde azaldigini gostermislerdir. Tiibiiler ATI1

tiretiminin lokal AIl sentezi ile iligkili olabilecegini diistinmiislerdir (145).
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Mezzano ve ark.lar1 diyabetik nefropatili hastalardan aldiklari bobrek oOrneklerinde
tiibiiler hiicrelerde ve intersitisiyel hiicrelerde All’nin artigini, AT1’in ise aym hiicrelerde

azaldigini gostermislerdir (147).

Hsieh ve ark.lar1 ise ekstraselliiler glikozun kiiltiir proksimal tiibiil hiicrelerinde,
reaktif oksijen tiirlerini kullanarak AIl gen expresyonunu stimule ettigi bildirilmistir. Bu
calismada antioksidan kullanarak ROS firlinleri iiretiminin baskilanmasinin glikoz indiiklii
anjiyotensin liretimini dnleyebilecegini ya da azaltabilecegini bdylece diyabetik nefropatinin
Onlenebilecegini disiindirmislerdir (148). Baska bir ¢alismada ise yiiksek yag diyeti ve
diisiik doz (30 mg/kg) STZ ile diyabet olusturulan ratlarda 12-lipoksigenazin (12-LO) etkisi
ve AT1 ile iliskileri degerlendirilmistir. Hiperglisemi ile dislipideminin birlikte olusturuldugu
modelde tedavi almayan grubun kan glikoz konsantrasyonu, albuminuri ve glomeriiler
hipertrofi, bobrek/viicut agirligi oranlart glomeriiler p27 expresyonlari ile birlikte AT1’in de

in vitro ve vivo olarak arttigini belirlemislerdir (149).

Biz de bu literatiir ile uyumlu sekilde kontrol grubunda artmis tiibulointersitisiyel ve
glomeriiler AT1 immunhistokimyas: gozlerken, STZ ile diyabet olusturulan gruplarimizda
(DM, 5/6Nf+DM) tiibulointersitisiyel ve glomeriiler AT1’in immunhistokimyasal olarak
azaldigin1 gozlemledik. LA’nin tedavi edici etkisinin degerlendildigi DM+LAT ve
5/6Nf+DM+LAT grubunda AT1 immunohistokimyasinin tiibiil ve glomeriillerde artigini ve

kontrol grubuna benzer immunpozitif boyanma gosterdigini bulduk.

RAS sistemi kan basincinin dilizenlenmesinde ve hiicre dist sivi  hacminin
korunmasinda onemli rol oynar. All’nin glomeriillerin efferent arteriyolleri iizerine olan
vazokonstriiktor etkisi, afferent arteriyol tiizerine olan vazokonstriiktor etkisinden daha
belirgin oldugu icin renin-anjiyotensin aldosteron sisteminin uyarilmasi, intraglomertiler
basinci arttirict etki gosterir. Intraglomeriiler basincin artist hem kapiller hasara yol agmasi,
hem de proteiniiriyi arttirmasi agisindan sakincalidir. Proteiniiri sonucunda tiibiil epitel
hiicrelerinden proinflamatuvar sitokinlerin sentez ve salinmasi uyarilir ve intersitisiyel
inflamasyon ve fibrozise yol agar. Bobrek mezengiyal hiicrelerinde de hipertrofi ve

hiperplaziye yol acarak hiicre dis1 matriks birikimini artirir (51).
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Cao ve ark.lar1 subtotal nefrektomi olusturduklar: ratlarda, ilerleyen bobrek hasarinda
AlIl reseptorleri AT1 ve AT2’yi renal salimimlarini in vitro otorafyografi ve
immunhistokimyasal olarak degerlendirmislerdir. Sonugta remnant bobrek modelinde ATI
gen expresyonunun kontrol grubuna gore diismiis oldugunu, immunhistokimyasal olarak da
AT1 reseptor proteininin glomeriillerde azalirken, tiibiilointertisyumda artmis oldugunu

gozlemislerdir (130).

Biz de nefrektomi modeli uyguladigimiz ~ 5/6Nf grubunda AT1’in
immunohistokimyasal olarak tiibulointersitisiyel alan ve glomeriillerde kontrol grubuna gore
azaldigim gozledik. LA’ nin tedavi edici etkisinin degerlendildigi 5/6Nf+LAT grubunda ATI
immunohistokimyasinin tiibiil ve glomeriillerde artifin1 ve kontrol grubuna yaklastigini

gozledik.

Bizim sonuglarimizla benzer sekilde, Wang ve ark.lar1 yaptiklar1 ¢alismada Spraque-
Dawley ratlar1 3 gruba ayirmislardir. Birinci grup 2K1C hipertansiyon olusturulan ve sham
opere edilen kontrol grubu, ikinci grup 2K1W hipertansiyon olusturulan grup ve sham opere
edilen kontrol grubu, ii¢iincii grup da AII indiiklii hipertansiyon olusturulan grup olmak iizere
tic grup olusturmuslardir. Her iic grupta da sistolik kan basinci 6l¢iimlerinin kontrol
gruplaria gore artmis oldugu gozlenmis ve bobreklerinde AT1a ve AT2 alt tip reseptorlerinin
dagilimlariin western blot yontemi ile protein ekspresyonlarini ve immunhistokimyasal
olarak bobrek dokusundaki dagilimlarini incelenmislerdir. Sonugta frozen kesitlerde, normal
rat bobreklerinde AT1a reseptoriiniin glomeriil, proksimal tiibiil ve toplayici tiibiillerde yogun
imunreaktivite gosterdigini gbézlemislerdir. Ayrica makula densa hiicrelerinde ve interlobiiler
arterlerde de yogun immun pozitif boyanma oldugu goézlenmislerdir. Hipertansiyon
olusturulan diger gruplarda kontrol grubuna goére ATla reseptorlerinin ¢ok daha az yogun

oldugu bulunmustur (151).

Sonugta diyabet ve nefrektominin ayri ayr1 ve birlikte uygulandig1 gruplarda ATI

reseptorlerinin azaldigini ve tedavi edilen gruplarda arttigin1 gézlemlemis olduk.

Diabetes Mellitus, Hipertansivon ve VEGF iliskisi

Diabetes Mellitus PKC aktivasyonu, sitokin ve biiyiime faktorlerinin aktivasyonu,
renin anjiyotensin sisteminin aktivasyonu ve bunun sonucunda renal VEGF iiriinlerinin artigi

gibi bircok patolojik durum ile birlikte gézlenir. Cooper ve ark.lari, VEFG mRNA ve protein
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diizeyini diyabetik ratlarda glomeriillerde, distal ve toplayici tiibiillerde kontrol grubuna goére
artmig olarak bulmuslardir (152). Braun ve ark.lar1 spontan diyabetik ratlarda hastaligin
baslarinda bobrek dokusunda VEGF protein ve mRNA seviyelerinin arttigini gostermislerdir
(153). Hiperglisemi VEGEF iliskisine bakildiginda, Hoshi ve Kim hipergliseminin VEFG gen
ve protein expresyonunu PKC araciligi ile farkli hiicrelerde uyardigi, VEGF m-RNA ve
protein expresyonunu bobregin tiibiiloepitelyal ve glomeriiler hiicrelerinde yiiksek glikoz
seviyelerine maruz kaldiktan sonra arttirdigini  gostermislerdir (154, 155). PKC
inhibisyonunun ise hiperglisemi ile artan VEFG {iretimini inhibe ettigi bildirilmistir (156).
Ayrica Bello-Reuss ve ark.lar1 diyabetik bobrekte hipergliseminin yani sira diyabetik dokuda
zamanla biriken IGU’lerin de VEGF ekspresyonunu artirdigimi bildirmislerdir (157 ). Kamba
ve ark.lar1 podositlerde VEGF iiretiminin azaltilmasini saglayan genetik manupiilasyonlu
farelerde, glomeriiler kapillerlerde endoteliyal fenestrasyon kaybi, glomeriiler endoteliyal
hiicrelerde proliferasyon, podosit kaybi ve proteiniiric oldugunu gozlemislerdir (158). Bu
calismalar VEFG’in podosit fonksiyonu ve glomeriiler filtrasyondaki roliinii ortaya

koymaktadir.

Nakawaga ve ark.lar1 2009 yilinda diyabetik nefropatide anormal anjiyogenezi
anlattiklar1 caligsmalarinda neovaskiilarizasyonun glomertiler hipertrofi ve diyabetik nefropati
ile iliskili oldugunu sdylemislerdir. Ayrica elektron mikroskobik bulgularda da glomertiler
hipertrofinin, kapiller okluzyon, fibrinoid lezyonlar, tiibiilointersitisiyel hasar ve {iriner
albumin atilmi ile ilgili oldugunu bildirmislerdir (159). Diyabetin erken sathasinda
endoteliyal hiicre proliferasyonunun artigini, apoptozun ise inhibe oldugunu ve ayrica VEGF
aktivitesinin orta hasarli glomeriillerin endotelinde artigmni ancak siddetli hasar goren
glomeriillerde azaldigini bildirmislerdir (159). Hu ve ark.lar1 benzer bulgulan tip II DM’li
insanlarda da gostermistir (160). Cha ve ark.lar1, diyabetik bobreklerde glomeriiler endotel
tizerinde VEGF reseptorlerinin de artis oldugunu géstermislerdir (161). Ancak ileri asamadaki
DM’lerde, siddetli glomeriiloskleroz gozlenmesi durumunda VEGF’in azaldigi ve bu

azalmanin podosit kaybu ile iliskili oldugu diistiniilmstiir (162).

Bizim calismamizda bu caligmalar ile paralellik gostermis ve glomeriiler ve tiibiiler
VEGF artisinda benzer sonuglar ortaya koymustur. Podosit kokenli VEGF’in proteiniirinin
diizenlenmesinde rol aldigina iligskin kanitlar vardir. STZ diyabetik rat ya da tip 1l db/db

farelerle yapilan caligmalarda (her iki modelde de VEGF’in asir1 ekspresyonu gozlenir) anti
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VEGF antikoru ile tedavi edildiginde albuminiiride anlamli diizelme gbézlenmistir (163). Bu
mekanizma iizerinde hala ¢alisilmaya devam edilmektedir. Ancak VEGF’in plazma nitrik
oksit akisinda artis ve vazodilatasyona neden oldugu endoteliyal hiicreler arasindaki
baglantilar1 agtig1 ve endoteliyal pencerelenmeyi devam ettirdigi diistiniilmektedir (164).
Anjiyogenezis organ gelisimi, doku hasarinda ve hastaliklarda 6nemli role sahiptir. Yeni kan
damarlarin olusumundaki basamaklardan biri vaskiiler permeabilitenin artmasidir. VEGF
vaskiiler fenestrasyon ve tight junctionlarin diizenlenmesi yoluyla anjiyogenezde gorev alir
ancak artmis permeabilite mikrovaskiiler hastaliklar ve organ patolojilerine yol agan patolojik

anjiyogenezle de iligkilidir (165, 166).

Hipertansiyon ve glomeriiler disfonksiyon nedeniyle olusan proteiniiri sistemik
VEGF’in blokaj1 ve sistemik VEGF’in inhibisyonu i¢in en sik gézlenen nedenler arasindadir
(167). Ayrica kollateral damar gelisimi ve yara iyilesmesinin bozulmasi da hipertansiyon ve
proteiniirii kadar diyabetli populasyonda VEGF aktivitesinin diismesine neden olmaktadir
(168). Nefrektomi modelinin sonuglar1 genellikle vaskiiler yapilarda degerlendilmistir. Kelly
ve ark.lar1 subtotal nefrektomi olusturduklari ratlarda, 12 hafta siire ACE inhibitori
perindopril kullanmiglar ve RECA-1 ile antikoru glomeriiler kapiller endoteliyal hiicre
dansitesini ve in situ hibridizasyon teknigi ile VEGF miktarin1 &lgmislerdir.
Glomeriiloskleroz skorlamalarinda nefrektomi grubunda 3.5 olarak saptanirken kontrol
grubunda 0.1 olarak belirlenmistir. Dansitometrik analizler sonucunda renal VEGF salinimi
subtotal nefrektomili ratlarda kontrol ve tedavi grubuna gore anlamli olarak azalmistir.
Glomeriiloskleroz ile VEGF mRNA miktarin1 korele ettiklerinde ters orantili bulmuslardir

(169). Bu ¢alisma Kamba ve ark.larinin yaptigi calismay: desteklemektedir (158).

Progresif intersisitiyel fibrozis peritiibiiler kapiller kaybi1 ve renal hasarin
ilermelemesini saglayan kronik iskemi ve hipoksi ile sonuglanir. Deneysel ¢alismalarda artmis
apoptozis ve azalmig kapiller tamiri ile goézlenmektedir. Azalmig kapiller tamiri endoteliyal
hiicre proliferasyonunun bozulmasi ile karakterizedir. VEGF renal hasarin gelismesinde rol
alan ¢ok onemli proanjiyogenik biiyiime faktorlerinden biridir. Renal VEGF saliniminin yas
artistyla ve remnant bobrek modellerinde bobrek hasari ile birlikte azaldigi gosterilmistir.
Siddetli fibrozis durumlarinda ve peritiibiiler kapiller yogunlugun azaldigi durumlarda

VEGF’in azaldig1 diisiiniilmektedir. Kang ve ark.lar1 VEGF tedavisinin remnant bdbrek
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modelinde endoteliyal proliferasyon, kapiller yogunlugunun devam, interstisiyel fibrozisin

azalmasi ve renal fonksiyonlarin stabilizasyonunu sagladigini gostermislerdir (139).

Vaskiiler degerlendirmeler sonucunda tiibiiler VEGF degerlendirmesi yapan Kanellis
ve ark.lar1 ise endoteliyal olmayan hiicrelerde (NRK-52E; normal rat bobreginden elde edilen
hiicre serileri) tiibiiler epitel hiicrelerinde VEGF-1 ve 2 reseptorlerinin varligini RNA
izolasyonu, nortern bloting, immunohistokimya ve western blotting gibi yontemler ile

saptamiglardir (170).

Misra ve ark.lar1 2010 yilinda domuzlara uyguladiklari nefrektomi modelinde 24, 37,
42 ve 84. giinlerde western blotting yontemi ile VEFGA, MMP-1 ve MIF protein analizlerini
yapmuslardir. VEGFA miktariin 24. giinde 1.35+0.22, 37. glinde 1.98+ 0.05 degeri ile artis
gosterdigini, 42. giinde 1.09+0.24 a distiigiinii ve 84. giinde 0.8+£0.02’ye diistiigiinii
gostermislerdir ve VEFGA ve diger molekiillerin remnant bobrek modelinde arttigini

bildirmislerdir (171).

Calismamizda glomeriil c¢api, glomeriil bagina diisen niikleus sayisi, intersitisiyel
fibrozis gibi morfolojik kriterlerin DM, 5/6Nf ve 5/6Nf+DM gruplarinda artmis olmasi renal
hasar mekanizmasinin hizla devam ettigini diisiindiirmektedir. Buna karsin glomeriiloskleroz
degeri, nefrektomili gruplarda kontrol grubuna gore anlamli olarak artmis bulunmustur.
Ancak, deneysel modellerin uygulandig1 gruplarda skleroz skorlamasinin orta siddette oldugu,

tiibiillerde 1se anlamli fark bulunmadig1 gézlenmistir.

Nefrektomi uygulanan 5/6Nf grubunda kontrol ve LA grubuna gore VEGF
ekspresyonunun artigini, 5/6Nf+LAT grubunda ise 5/6Nf grubuna gore azaldigini gozledik.
5/6Nf+DM grubunda da kontrol grubuna gore tiibiiler ve glomeriiler VEGF artis1 oldugunu,
5/6Nf+DM+LAT grubunuda 5/6Nf+DM grubuna gére azaldigini belirledik.

Bunun nedeninin subtotal nefrektomili ratlarda 8 hafta siiresinde bobregin glomertil ve
tiibiillerinde hasar mekanizmasimnin devam ediyor olmasi olarak degerlendirdik. Tiibiil ve
glomeriillerde inflamatuar maddeler kadar vazoaktif anjiyogenetik maddelerin de bobregin

koruma mekanizmasi olarak artig gosterdigi diigiiniildii.

Biz calisgmamizda artmis fibrozis ve glomeriiler genislemenin VEGF expresyonu ile

ilgili olabilecegini diisiindiik.
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Bu sonuglar bize diyabet ve hipertansiyon gibi mikrovaskiiler ve makrovaskiiler
patolojileri iceren renal hastaliklarda, VEGF’in bdbrek hasarinin progresyonu {iizerinde
onemli rolii oldugunu diisiindiirdii. LA’nin da renal hasarin ilerlemesini 6nleyici énemli rolii

olabicegini gostermis olduk.

Diabetes Mellitus, Hipertansiyon ve ET-1 iliskisi

Son yillarda ET-1’in renal fonksiyonlar kadar renal hastaliklar tizerine de etkileri
tartisilmaktadir. ET-1 bobrekte renal damarlarda ve nefron segmentlerinde otokrin ve parakrin
olarak ayni zamanda renal hemodinamiklerin ve tiibiller su ve sodyum geriemilininin
diizenlenmesinde rol alir. ET-1 sistemindeki degisiklikler, sonucta renal ve kardiyovaskiiler

hastaliklara (endothelial disfonksiyon, hipertansiyon gibi) neden olmaktadir (172).

Diyabette olusan oksidatif stress nedeniyle makrofajlar {izerindeki AGE reseptorleri
olan RAGE’ ler AGE’ler ile etkilesir ve NF-KkB aktive olur ve mitogen-aktive protein (MAP)
kinaz sinyal yolu aktive olur. NF-kB yolu endotelin-1, doku faktorii, thrombomodulindeki
artig ve proinflamatuvar sitokinler (TNF-alfa, IL-6 ve IL-1Alfa) aracigili ile diizenlenir (173).
Diyabetik nefropatide ET-1, mezangiyal hiicre proliferasyonunu ve ekstraselliiler matriks
tiretimini indiikleyen bir molekiil olarak bilinmektedir. Diyabetik glomeriillerde mRNA

seviyeleri artmis olarak gozlenmistir.

Sorakin ve Kohan ET-1’in mezengiyal hiicrelerde diyabetik nefropatide hiperglisemi
nedeniyle artig gosterdigini bildirmislerdir (174). Hung ve ark.lar1 diyabetik bobrekte ET-1"in
ROS iiriinlerini diizenlemedeki roliinii arastirmuslardir. In vitro calismak icin rat
glomeriillerini izole edip radioimmun yontemiyle ET-1 diizeylerine ve spektrofotometre ile
superoksit seviyesine bsakmislardir. Kontrol grubuna gore siiperoksit ve ET-1 degerlerinde
paralel bir artis gozlemislerdir. Kontrol grubunda, glikoz konsantrasyonunun in vitro olarak
diyabet grubuna gore yliksek olarak bulmalar insiilinin ET-1 iiretimini baskiladigi sonucuna
varmiglardir. Ayrica, in vivo olarak siiperoksit dismutaz ve katalaz vermisler ve diyabet
olusumundan 1 hafta ve 1 ay sonra bazal ET-1 degerlerinin rat glomeriiliinde artig gosterdigini
gozlemislerdir. Sonugta endojen ya da eksojen ROS’un ET-1 iiretimini arttirdigini ve insulin

eksikligi ya da hipergliseminin bu duruma neden olabilecegini diistinmiislerdir (175).
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Bizim calimamizda da benzer sekilde STZ diyabetik ratlarda ET-1 seviyelerinin
immunhistokimyasal olarak glomeriillerde ve tiibiil epitelinde arttigin1 gozledik. LA’nin

tedavi edici etkisinin arastirildigi gruplarda ise ET-1 seviyelerinin azaldigini gézledik.

Endotelin plazma seviyelerinin, esansiyel hipertansiyonun varlig1 ya da siddeti ile bir
iliskisi bulunmamaktadir (176). ET-1’in disiik dozlarda sistemik olarak uygulanmasinda kan
basincinda bir miktar artis gozlenmistir (177). Deneysel modellerde ET1’in uzun siireli

inflizyonunda stroke ve renal hasar meydana geldigi gozlenmistir (178)

Endotel fonksiyonlari ve hipertansiyonla iliskisini degerlendirildigi bir derleme
calismasinda ET-1’in Oneminden bahsedilmistir. ET-1’in endotelden baskin olarak
sentezlendigini, damar diiz kasindaki ETa reseptoriine baglanarak vazokonstriiksiyon ve
hiicre biiylimesine neden oldugunu, ETg reseptorleri ise NO salinim1 yoluyla vazodilatasyona
yol actigimi bildirmislerdir. Hipertansiyonda endotel disfonksiyonu sonucunda hemodinamik
strese cevap olarak tiretilen ve vazodilatasyona neden olan NO salinim1 azalirken anjiyotensin
doniistiiriicii enzim ve giiclii bir vazokonstriiktér olan ET1 yapimi artmaktadir. Vaskiiler
dokuda ACE birikimi sonucunda yiiksek konsantrasyona ulasan All, adezyon molekiilleri ve
sitokinlerin artmasina neden olmaktadir. Matriks ve vaskiiler hasarlar baglamakta ve sonugta
endotel disfonksiyonu ve vaskiiler rezistansa neden olarak hipertansif mekanizmanin

gelismesine yol agmaktadir (179).

In vitro modellerde, ET-1’in anjiyotensin I’in, anjiyotensin II’ye doniisiimiinii
indiikleyerek epinefrin ve aldosteronun sentezini stimule ettigi, ve bu sekilde ET-1 ile renin-
anjiyotensin-aldosteron sisteminin sinerjistik etkisi ile vazokontriikisyona yardimer oldugu
gozlenmistir (180). Endotelin sisteminin disregiilasyonu sonucunda hipertansiyonun ¢oklu
organ hasarininin (6rnegin, ilerleyici renal hastaliklar, serebrovaskiiler hastalik, ateroskleroz

ve kardiyak hastaliklar) olusmasina katkida bulundugu diistintilmiistiir

Sorakin ve Kohan hipertansiyonda ET-1’in mezangiyal hiicrelerde arttigini
bildirmislerdir (174). Lariviere ve Lebel ET-1 in renal fonksiyonlarini degerlendirdikleri
derleme calismalarinda, renal yetmezlik ve glomeriiler skleroz gosteren derecesiyle tiriner ET-
1 atilimi arasinda paralellik oldugunu bildirmislerdir. ET-1 kadar 6nciil maddesi olan
preproET-1’in de renal hasarin gelisimi ile paralel olarak proksimal tiibiil epitelinde ve

glomeriiler hiicrelerde arttig1 gézlenmistir. Transgenik farelerde de ET-1’in asir1 saliniminin
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vaskiiler hipertrofi, interstisiyel fibrozis ve glomeriilosklerozda artis gdsterdigini

sOylemislerdir (172).

Bu calismalar ile paralel sekilde bizim ¢alismamizda da nefrektomi ile hipertansiyon
olusturulan ratlarda ET-1’in tiibiiler ve glomeriiler olarak artis gosterdigini ve LA ile tedavi

edilen gruplarda ET-1 seviyelerinin azaldigin1 gosterdik.

Sonug olarak ET-1 in bobrek iizerinde pro-inflamatuar, hipertrofik ve pro-fibrotik
Ozellikleri oldugunu diisiindiik. Diyabet ve hipertansiyon gibi hastaliklarda endotelinin bloke

edilmesinin kan basinci, inflamasyon, fibrosis gibi etkileri dnleyebilecegini diistindiik.

Diabetes Mellitus, Hipertansiyon ve Kaspaz-3 iliskisi

Apoptozis normal doku organagenezi ve doku turnoverinda gereksiz ve zararl
hiicrelerin ortadan kaldilirilmasinda ve dokunun homeostazinin saglanmasinda rol alan 6nemli
bir mekanizmadir. Apoptozis Latince ‘apo=ayr1’ ve ‘ptosis=diisen’ kelimelerinin birlesimiden
olusan sonbaharda yapraklarin diismesi anlaminda kullanilan bir terimdir. Nekrozis
mekanizmasi ile bazi fizyolojik 6zellikleri benzerlik gosterirken Ozellikle hiicrenin 6lim
yoluna girdikten sonraki geri doniissiiz asamas1 apoptoziste nekrotik hiicrelerden farkliliklar

gosterir.

Apoptozisin belirleyici morfolojik 6zellik 6zellikleri en basit olarak HE ve PAS
boyamalart ile histolojik kesitlerde belirlenebilmektedir. HE boyamalarinda apoptotik
cisimler koyu mavi niiklear fragmentler ve kondanse yapilar olarak, sitoplazma ise eozinofilik
olarak gozlenir. Apoptotik hiicreler genellikle tek tek hiicreler halinde bulunsalar da, bazilar
birbirlerine yapisik halde gozlenebilirler ve bu hiicrelerin ¢evrelerinde nétrofil infiltrasyonu
gibi akut inflamatuvar hiicre topluluklar1 gozlenebilir. Epiteliyal ya da endoteliyal hiicre
hatlarinda apoptotik hiicreler liimene dogru ¢ikintilar yaparlar. Bu noktada basit morfolojik
ozellikler nekrotik hiicreler ile karisabilir ve daha ayiric1 6zelliklere ihtiya¢ duyulur. TEM’de
bu ozellikler tanimlanabilmektedir. Hiicrelerde genellikle kondanse ve kresenterik c¢ekirdek
kromatini gozlenir ve apoptotik cisimciklerin membran integritesi korunur. Makrofaj
hiicreleri ya da komsu hiicrelerin lizozomlar1 tarafindan apoptotik cisimciklerin
degradasyonlar1 ve fagositozlar1 gozlenir. Mikroskobik hiicre goriintiilerinin yani1 sira
biyokimyasal ve molekiiler 6zellikleri ile apoptotik hiicrelerin tanimlanmalari miimkiindiir ve

histolojik goriintiiler bu yontemler ile desteklenmelidir. En sik kullanilan biyokimyasal
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yontemlerden biri internukleozomal DNA fragmentasyonlarinin gosterilmesidir ve 1990’larin
basinda Klenow tarafindan DNA polimeraz yontemi ile DNA fragmentasyonlar1 in situ olarak
isaretlenmis, ardindan enzimatik bir yontem olan terminal deoksiriboniikleotidil transferaz
(TdT)-aracili deoksitiridin trifosfat (dUTP) nick and labelling yani giiniimiizde TUNEL
yontemi olarak bilinen yontem kullanilmistir. Bobrekte de bu yontem ¢ok sik olarak
kullanilmaktadir. Ancak apoptotik morfoloji gdstermeyen hiicreler de TUNEL pozitif hiicreler
olarak boyanabilmektedir. Ciinkii nekrozisin erken sathalarinda da DNA fragmentasyonlari
gozlenebilmektedir. Ornegin iskemi-reperfiizyon hasar1 sonrasinda ¢ok yiiksek TUNEL
pozitif hiicre sayisina rastlanabilmekte, ancak bu hiicrelerin bir ¢ogunda DNA daha sonra

tamir edilmektedir (132).

Son donemlerde hiicrelerde apoptozisin belirlemesinde in situ olarak aktive olmus
kaspazlarin belirlenmesi kullanilmaktadir. Kaspazlar sistein proteaz ailesine aittirler ve bir¢ok
memeli tliriinde hiicrelerde inaktif prekiirsor proteinler olarak bulunurlar. Kaspazlar aktive
olmadan once hiicrelerde ¢ok sayida protein aktive hale gelir ve ardindan apoptozisin
morfolojik degisiklikleri baslar. In situ olarak yariklanmis aktif kaspaz-3 hiicrede &ldiiriicii
(executioner) kaspaz olarak bulunur ve histolojik isaretlemelerde 6zellikle tercih edilir ¢linkii

bu agamada artik hiicre geri doniisii olmayan bir hiicre 6liim mekanizmasina girmistir (132).

Menini ve ark.lar1 STZ diyabetik ratlarda 7. Giin, 2, 4 ve 6. aylardaki podosit hiicre
apoptozisini degerlendirmislerdir. 7. giin ve 2. ayda gozardi edilebilir bir artis gézlenirken, 4.
ve 6. ayda aktif kaspaz 3’lin glomeriillerde arttigin1 goézlemislerdir. Glomeriiler skleroz
indeksi 2. ayda da diyabetik grupta artmisken, 4. ve 6. ayda kontrole gore anlamli artis daha
da belirgindi. Glomeriil basina diisen niiklesu sayis1 ise 6. ayda kontrol grubuna gore anlamli
olarak azalmist1 (182). Sustzak ve ark.lar1 ise bu ¢alismanin aksine STZ diyabetik ratlarda 4.
haftada glomeriillerde TUNEL pozitif hiicrelerin anlamli artig gosterdigini, Mishra ve ark.lar1
db/db fare modelinde 8. Haftada degil 16. haftada TUNEL ve kaspaz-3 pozitif hiicrelerin
mezengiyal hiicrelerde artig gosterdigini bildirmislerdir. Menini ve ark.lart diger
arastirmacilarin aksine podosit apoptozisinin deneysel diyabetin erken donemlerinde degil
proteiniiri ile birlikte podosit proteinlerinin de kaybolmaya basladigi son donemde ortaya
ciktigini soylemislerdir (183). Bamri-Ezzine ve ark.lart STZ diyabeti ratlarda kaspaz-3 iin
tiibiiler hiicrelerde arttigini, Murata ve ark.lar1 glomeriiler hiicre apoptozisinin artifini ve
Pesce ve ark.lar1 da STZ diyabetik ratlarda 6. ayda TUNEL pozitif hiicrelerin artigim
bildirmislerdir (184, 185,186).
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Sato ve ark.lar1 STZ indiikli diyabetik ratlarda tiibiiler epitel hiicrelerinde ve normal
bobrek epitel hiicrelerinde in vitro hiicre kiiltlir hattinda yiiksek glikozun apoptoz iizerine
etkilerini incelemislerdir. Kaspaz aktivasyonu 8. Haftada kontrol grubundan 1.5 kat yiiksek
bulurken, 12. haftada 2.1 kat artmis bulmuslardir. Aymi sekilde proksimal ve distal tiibiil
epitellerinde TUNEL pozitif hiicre sayisin1 16. haftada ve 24. haftada anlamli olarak artmis
bulmuslardir (187). Tiim bu g¢alismalarda glomeriil ve tiibiillerde apoptotik hiicre artisinin
tiibiiler atrofi ve glomertiler skleroz gelisimi ile iliskili olabilecegi sonucuna varilmistir. Bizim
sonuglarimizda da kaspaz-3 lin 8 hafta sonunda DM grubunda arttigini gozlemledik. 8.
haftada deneysel olarak kronik diyabet olustugunu diisiindiigiimiizde, literatiir ile benzer
sekilde nefrotik hasar mekanizmasinin artis gosterdigi donemde apoptotik hiicrelerin de artig
gostermesi histomorfometrik bulgular ile uyumluluk gostermistir. Renal hasar siirecinde

proliferasyon ve apoptozisin de bir denge igerisinde oldugunu diisiindiirdii.

Hipertansiyonun bobrek iizerindeki etkilerine baktigimizda, hipertansiyon olusunca
oxidatif stress gelisir ve bunun da sonucunda NF-kB aktive olur, adezyon molekiillerinin
salimimi ile birlikte 16kosit infiltrasyonu gelisir. Bunlarin ardindan heat sok proteinlerinin

salinimi indiiklenir ve hiicrelerin apoptozisi gergeklesir (142).

Dlamini ve ark.lar1 2004 yilinda yazdiklari apoptozin molekiiler mekanizmasi ve
genetik Ozellikleri ile ilgili yazida apoptozis ve renal hasar iizerindeki etkilerini tartigmistir.
Glomeriilonefritis, akut ve kronik renal yetmezlik, diyabetik nefropati gibi hastaliklarin hem
deneysel modellerinde hem de klinik bulgularinda renal hasar gelisiminde apoptozun 6nemli
rolii oldugu ve subtotal nefrektomili hayvan modellerinde renal fibrozisin ilerlemesi ile

birlikte apoptozis oraninda artis gézlendigi bildirilmistir (188).

5/6 Nf modeli ile kronik renal yetmezlik olusturulan wistar ratlarda 7, 15, 30, 60, 90
ve 120. giinlerde renal doku TUNEL yontemiyle ve elektron mikroskobik olarak
incelenmistir. Glomertillerde, tiibiiler hiicrelerde ve intersitisiyel hiicrelerde apoptotik hiicre
sayisinda zamanla ve glomeriiler hasar artis1 ile paralel bir artis gdzlenmistir. Bu sonuglar

renal hasarin ilerlemesinde apoptozisin 6nemli rolii oldugunu diisindiirmistiir (189).

Renal hasarin erken sathasinda renal biiylime hiicrelerin hipertrofik ve hiperplazik hale
gelmesiyle gerceklesir (190). ileri safhalarda ise fibroz dokunun artis1 ile tiibiiler ve

glomeriiler hiicreler geriler ve tiibulointersitiyel hasar ve glomeriillerde skleroz gelisir.
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Genellikle proliferasyon ve apoptoz bir denge icerisinde gerceklesir. 5/6 Nf sonrasinda
hemodinamik degisikliklere cevap olarak hiicresel hipertrofi ve proliferatif siirecte artis

gozlendigi gosterilmistir (191).

Soto ve ark.lar1 wistar kyota ratlara ve spontan hipertansif ratlara subtotal nefrektomi
uygulamis ve bu gruplara hipertansiyonu kontrol eden ajanlarin ayri ayr1 ve birlikte
uygulandig1 gruplar olusturulmus ve apoptotik oranlar ile lokalizasyonlar1 degerlendirilmistir.
TUNEL boyanmasinda spontan hipertansif ve subtotal nefrektominin birlikte uygulandigi
grupta en fazla pozitif hiicre gozlenirken lokalizasyonlari da en fazla tiibulointersitisiyal
hiicrelerde olmak {izere, daha az glomeriillerde ve bowman dis yapraginda goézlenmistir.
Hipertansiyonu kontrol eden ajanlarin kullanilmasi ile TUNEL pozitif hiicre oraninin azaldigi
gozlenmistir (192). Kitamura ve ark.lar1 5/6 nefrektomi modelinde glomeriiler endoteliyal
hiicrelerde apoptozisi degerlendirmis. Bu hiicrelerin  kayiplarinin  glomeriiloskleroz
gelisiminde rol alabilecegini ileri stirmiislerdir (193). Weissgarten ve ark.lar1 30 adet Sprague-
dawlay ratin 6 tanesine sham grubu olarak nefrektomi uygulamiglar. Kalan 24 tanesine tek
tarafli sol nefrektomi uygulayip ve cerrahi uygulamadan 30 dk sonra ve 24 saat sonra
bobreklerden mezengiyal hiicre kiiltiirti elde etmislerdir. Kontralateral nefrektominin endojen
AlI yoluyla kalan bobrekte mezengiyal hiicrelerde proliferasyon ve apoptozisi stimuli ettigini

diistinmislerdir (194).

Mino va ark.lar1 subtotal nefrektomi uyguladiklar1 immatiir ratlarda diisiik ve yiiksek
protein alimini incelemislerdir. Proksimal ve distal tiibiillerde TUNEL pozitif hiicre yiizdesini
degerlendirmislerdir. 4. haftadan 8. haftaya kadar artan bir TUNEL pozitif hiicre artisi
gozlemisglerdir (195). Hattori ve ark.lar1 5/6 nefrektomi olusturduklar ratlarda glomeriillerde
7, 14, 56 ve 96. giinlerde TUNEL pozitif hiicre sayisimm ve Bax antikorunu
degerlendimislerdir. TUNEL pozitif hiicre sayis1 7. giinden 96. gline kadar diizensiz bir artis
gostermis, Bax ise bifazik bir dagilim gostererek 1-14. giinlerde artmis daha sonra azalmis ve
96. giinde en yiiksek diizeyine ulasmistir (133). Bizim sonuglarimizda da nefrektomi ile
nefrektomi ve diyabetin birlikte olusturuldugu gruplarda 8. haftada apoptotik hiicrelerin
kontrol grubuna gore artmis olugu gézlendi. DM grubunda da benzer sonuglar gozlenmesi 8
haftalik siire¢ sonunda renal hasarin olustugu aktif donemde oldugunu diisiindiirdii. Bu

stiregte apoptotik ve proliferatif siireclerin bir arada siiregeldigini diisiindiirdii. LA uygulanan
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gruplarda ise apoptozis oraninin kontrol grubuna yakin seyretmesi LA’nin deneysel

modellerle birlikte baglanmasinin koruyucu etki olusturdugunu diisiindiirdii.

Bivokimyasal Degerlendirme

Renal hasar klinik ve deneysel caligmalarda biyokimyasal olarak serum ya da idrar
BUN ve kreatinin testleri ile desteklenmektedir. Literatiire bakildiginda, Bhatti ve ark.lari ile
Melhem ve ark.lar1 STZ ile diyabet olusturduklari ratlarda plazma kreatinin seviyelerini deney
stiresi sonunda artmis olarak buldular (134 128). Kang ve ark.lar1 5/6 nefrektomi modelinde
BUN degerinin 8. haftada anlamli olarak arttigin1 gostermislerdir (132). Thomas ve ark.lar
5/6 Nf modeli ile kronik bobrek yetmezligi olusturulan wistar ratlarda deney baglangicindan
itibaren 7, 15, 30, 60, 90 ve 120. gilinlerde serum kreatinin ve {irin protein degerleri
incelendiginde 7. glinden 120. giine kadar her iki parametrenin de artis gosterdigi gézlenmistir
(189). Benighi ve ark.lariin yaptigi ¢alismada da benzer sekilde 5/6 nefrektomi uygulanan
ratlarda 45. glinde serum kreatinin degerlerinin artig gosterdigini bildirmislerdir. Cao ve
ark.lar1 da benzer sekilde subtotal nefrektomi uyguladiklari ratlarda deney siiresinin sonunda
plazma kreatinin degerinin arttigin1 gostermislerdir (62, 130). Bizim ¢alismamiz da literatiir
ile benzer sonuglar vermistir. Deney sonunda bobrek fonksiyon testlerini degerlendirmek icin
serum BUN ve kreatinin degerlerini inceledigimizde, diyabet ve nefrektomi modellerinin
uygulandig gruplarda bu degerlerin artig gosterdigi LA uygulanan gruplarda ise bu degerlerin
kontrol grubuna daha yakin degerlerde oldugu gozlendi. Biyokimyasal parametrelerimiz ayni

zamanda histomofrometrik degerlerle de uyumluydu.
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7

SONUC VE ONERILER

STZ ile diyabet olusturulan, 5/6 Nefrektomi uygulanan ve 5/6 Nefrektomi ve diyabetin
birlikte olusturuldugu deneysel modellerde, agirlik kaybinin oldugu, bu modellere
Ozgii karakteristikler olan, STZ gruplarinda plazma glikoz seviyelerinin artigi ve

nefrektomi gruplarinda kan basincinin arttig1 gézlendi.

Histomofrometrik incelemeler sonucunda STZ diyabetik ratlarda ve nefrektomi
uygulanan gruplarda kontrol gruplarina gore oldukca fazla renal hasar gozlendigi ve
hipertansiyon ve diyabetin birlikte olusturuldugu gruplarda renal hasarin

progresyonunun ilerledigi belirlendi.

Tiibiiler ve glomeriiler AT1 azalmasi ile VEGF ve ET1 artiginin tiibiilointersitisiyel ve

glomeriiler hipertrofi ile iligkili olabilecegi diisiliniildii.

LA’nin hipertansiyon ve diyabet olusturulan ratlarda tedavi edici etkisinin oldugu ve

bobrek hasarmin ilerlemesini durdurdugu saptandi.
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