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OZET

STREPTOZOTOSIN ILE DIABETES MELLITUS OLUSTURULAN
FARELERIN (ALBINO BALB/C) BOBREKLERINDE NITRIK OKSIT
SENTAZ’ IN ROLU

Nitrik oksit (NO), biyolojik sistemlerde son derece Onemli, ¢ok yonlii mesajct bir
molekiildiir. Cesitli hiicrelerde Nitrik oksit sentaz (NOS) enzimi tarafindan, L-arginin
amino asidinin L-sitrulin’e ¢evrilmesiyle tretilir. NOS’ un bilinen ii¢ farkli izoformu
vardir. Bunlar, endoteliyal Nitrik oksit sentaz (eNOS), noéronal Nitrik oksit sentaz
(nNOS) ve uyarilabilir Nitrik oksit sentaz (iNOS)’ dir. eNOS ve nNOS, normal
kosullarda fonksiyonel iken, iNOS’ un daha ¢ok patofizyolojik kosullarda fonksiyonel
oldugu gosterilmistir. Bobrekte her {i¢ tip NOS da sentezlenmektedir ve tiretilen NO,
glomerular filtrasyon hizini, Na" iletimini, kan akimini, renin gibi maddelerin iiretimini
kontrol eder. Asir1 damar daralmasinin 6nlenmesinde ve normal miktarda Na' ve H,O
atilmasinda onemlidir. Diyabette, bobrek dokusunda meydana gelen degisikliklerde
NO’ in fonksiyonel oldugu diisiiniilmektedir. Ancak bu olayda artan NO’ in roliiniin ne
oldugu tam olarak bilinmemektedir. Bundan dolay1, iNOS araciligi ile sentezlenen NO’
in fonksiyonunu ve etkilerini belirlemek i¢in iNOS inhibit6rleri kullanilmaktadir. Bu
calismada, Streptozotosin (STZ) ile olusturulan diyabet esnasinda meydana gelen
iINOS’ un aktivasyonu ile artan iNO sentezinin, bobrek dokusunu nasil etkiledigi ve bu
etkinin, 06zgiil iNOS inhibitérii olan Aminoguanidin (AG) kullanilarak O6nlenip
Onlenemeyecegini belirlemek amaglanmustir.

Calismada, 24 adet erkek Albino balb/c fare kullanildi. Hayvanlar, herbiri 6 bireyden
olusan dort gruba ayrildi ve her grubun bireylerine verilen eriyikler, intraperitonal (ip)
olarak enjekte edildi.

1) Kontrol grubu (n:6): [Serum fizyolojik su (FTS)],

2) STZ grubu (n:6): [Tek doz 150 mg/kg STZ],

3) STZ+AG grubu (n:6): [Tek doz 150 mg/kg STZ uygulamasindan hemen sonra
baslanan ve 3 ay siiresiyle her giin 100 mg/kg AG],

4) AG grubu (n:6): [3 ay siiresiyle her giin 100 mg/kg AG].

Diyabet kontrolii, STZ enjeksiyonundan 1 hafta sonra glukometre ile dlgiilerek yapildi.
Kan glukoz degerleri 180 mg/dl ve iizeri olan hayvanlar diyabetik olarak kabul edildi.

Uciincii aym sonunda, deney hayvanlar1 kloroform anestezisi altinda kesilerek, bébrek
dokulari, 151k ve elektron mikroskobunda incelenmek {izere hazirlandi. Ayn1 zamanda
dondurma mikrotomunda hazirlanan kesitlere nikotinamid adenin diniikleotid fosfat-
diaforez (NADPH-d) histokimyasal boyama uygulandi.

NADPH-d dagilimi, STZ uygulanan hayvanlarin bobrek kesitlerinde fazla idi. STZ
uygulamasindan sonra NO sentezi, AG ile inhibe edildiginde, NADPH-d
reaksiyonundaki artis, kontrol grubundaki bireylere benzemekteydi. STZ uygulamasi,
proksimal tiibiillerin firca kenarlarimin devamliliginin bozulmasina ve glomerular
kapillerde diizensizliklere neden oldu. Kan damarlarindaki bozulmalar ile birlikte,
peritiibiilar alanlarda kanama bdlgelerine rastlandi. Bu sonuglar, elektron mikroskobu
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bulgular1 ile desteklendi. Ayrica, jukstaglomerular hiicrelerdeki renin grantilleri, STZ
uygulamasiyla artti. STZ uygulanmasini takiben AG’ nin verilmesi, bdbrek
korteksindeki histolojik ve sitolojik degisiklikleri kismen 6nledi ve renin dagilimi da,
kontrol grubu bireylerininkine benzer bulundu. STZ uygulanan grupta PAS reaksiyonu
azalirken, STZ ile birlikte AG verilen grupta bu durum, kontrol grubuna ait
bireylerdekine hemen hemen benzerdi. Sadece AG verilen grupta, NADPH-d dagilimi
cok azaldi, genel histolojik yapi, kontrol grubu hayvanlarina benzemekteydi, renin
graniilleri kontrol grubundakinden fazla idi. Ayrica bu grupta, firca kenarlardaki PAS
reaksiyonu olduk¢a yogundu.

Sonug olarak, diyabet ile birlikte uyarilabilir Nitrik oksit (iNO) artisinin, bobrek
dokusunda belirgin bir bozulmaya yol actigi ve bu etkinin, digaridan 6zgiil iNOS
inhibitorii olan AG uygulanmasiyla kismen 6nlenebildigi ve diyabet sonucu artan iNOS
ile jukstaglomerular hiicrelerdeki renin graniillerinin dagilimi arasinda da bir iliskinin
oldugu goriilmiistiir.
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SUMMARY

THE ROLE OF NITRIC OXIDE SYNTHASE IN THE KIDNEY OF MICE
(ALBINO BALB/C) OF DIABETES MELLITUS INDUCED BY
STREPTOZOTOCIN

Nitric oxide (NO) is a very important, multifunctional messenger molecule in biological
systems. It is synthesized by Nitric oxide synthase (NOS) with the convertion of L-
arginine to L-sitrulin in various cells. There are three known isoforms of NOS;
endothelial NOS (eNOS), neuronal NOS (nNOS) and inducible NOS (iNOS). iNOS is
synthesized mostly in pathophysiological conditions, while eNOS and nNOS are
functional in normal conditions. In the kidney all 3 types of NOS are synthesized and
these products control glomerular filtration rate, Na' transport, blood circulation and
synthesis of some substances such as renin. NO also has important role in preventing
excess vessel contraction, in excretion of Na™ and H,O in normal amounts. NO is
considered as functional in changes of the kidney tissue during diabetes, but the role of
increased NO production is not completely defined. For this reason, iNOS inhibitors are
used to determine the function of NO synthesized by iNOS. It was the aim of this study
how iNOS activation and NO affect kidney tissue in diabetes induced by STZ, and
whether influence can be prevented by Aminoguanidine (AG), a specific iINOS
inhibitor.

The present study employed 24 male Albino balb/c mice which were divided into 4
groups, each containing 6 individuals and solutions were intraperitonally (ip) injected to
each individual of the groups.

1) Control group (n:6): [Receiving saline water (FTS)],

2) STZ group (n:6): [Given single dose of 150 mg/kg STZ],

3) STZ+AG group (n:6): [Administered 100 mg/kg AG daily for a period of 3
months after receiving single dose of 150 mg/kg STZ],

4) AG group (n:6): [100 mg/kg AG daily for a period of 3 months].

Blood glucose values of the experimental animals were measured with glucometer one
week after STZ injection. Animals with blood glucose value of 180 mg/dl and higher
were accepted as diabetic.

At the end of 3™ month, animals were sacrified under chloroform anesthesia, and the
kidney tissue was prepared for light and electron microscopic research. Nicotinamide
adenine dinucleotide phosphate-diaphorase (NADPH-d) histochemistry was applied to
cryostat sections.

Dispersion of NADPH-d was stronger in the kidney sections of STZ-treated animals.
Increment of NADPH-d dispersion was similar to that in control animals after STZ
treatment when NO synthesis was inhibited by AG. STZ treatment caused distruption of
the continuity of brush borders in proximal tubules and degeneration of glomerular
capillers. Hemorogia was seen in peritubular areas, associated with degeneration of
blood vessels. All these observations were confirmed with electrone microscopical
results. Furthermore, renin granules in the juxtaglomerular cells became more abundant
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with STZ treatment. AG administration following STZ treatment partly prevented
histological and cytological changes in kidney cortex, and renin dispersion was similar
to that in control animals. PAS reaction decreased in the STZ applied group, while it
was almost the same in AG treated group. Beside this, the group given AG only
exhibited weak NADPH-d dispersion, similar histological structure and more abundant
renin granules when compared to control animals. In addition, PAS reaction was quite
dense in the brush borders.

As a result, increased inducible NO (iNO) resulted in degeneration of the kidney tissue,
and its effect can be partly prevented by AG treatment, and it has been seen that a
possible relationship between increased iINOS and dispersion of renin granules in
juxtaglomerular cells in diabetes is obvious.
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1. GIRIS

Bu c¢alisma, deneysel diyabetin olusturulmasinda kullanilan maddelerden biri olan
Streptozotosin  (STZ) uygulamasi sonucunda, bobrek dokusunda meydana gelen

degisiklikler ile Nitrik oksit (NO) arasindaki iligkinin belirlenmesi amaciyla yapilmistir.

Tezin “Genel Kisimlar” boliimiinde, NO hakkinda genel bir bilgi verilmigtir. NO’ in
genel oOzellikleri ve fizyolojik etkileri belirtilmis, NO ve renin iliskisi, STZ, diyabet,
diyabette bobrek dokusunda meydana gelen degisiklikler ile NO arasindaki iligki ve
0zgil uyarilabilir Nitrik oksit sentaz (iNOS) inhibitdrii olan Aminoguanidin (AG)’ in
rolii, cesitli arastiricilarin yaptiklari ¢alismalarin 1s18inda ayrintili olarak ortaya

konmustur.

“Malzeme ve Yontem” boliimiinde, ¢alismada kullanilan hayvan sayisi, 6zellikleri ve
olusturulan gruplar ile yukarida deginilen agiklamalar dogrultusunda bilgi toplamak
icin, laboratuvar ortaminda yapilan islemler ayrintili bir bigimde anlatilmistir. Yapilan
bu islemler sonucu elde edilen preparatlardan, histolojik, histokimyasal ve ince yapisal
diizeyde veriler toplanmis ve bu veriler tezin “Bulgular” kisminda ayrintili olarak

verilmistir.

“Tartisma ve Sonug¢” boliimiinde ise, calismada elde edilen veriler degerlendirilmis ve
bu veriler, simdiye kadar yapilan bununla ilgili ¢alismalardan elde edilen sonuglarla

karsilastirilip yorumlanmis ve bir sonuca varilmastir.

Bu bilgilerin 15181 altinda, c¢alismamizda, STZ ile diyabet olusturulan farelerin
bobreklerindeki NOS dagilimi histokimyasal olarak incelenmistir. Diyabet ile artan NO’
in bobrek dokusunda meydana getirdigi patofizyolojik degisiklikler ve bu
degisikliklerin iNO ile iligkili olup olmadigi, eger bunlar iNO ile iliskili iseler, 6zgiil

iNOS inhibitorii olan AG uygulanmasiyla diyabet gelisiminin O6nlenip dnlenemeyecegi



ve ayrica diyabette artan NO’ in, JG hiicreler ve renin graniillerinin dagilimi iizerinde

etkili olup olamadig1 aragtirilmistir.



2. GENEL KISIMLAR

Nitrik oksit (NO), 17. ylizyildan bu yana bilinen bir molekiil olmasina ragmen,
canlilardaki varligi son 20-25 yil i¢inde anlasilmistir. Bilim adamlari, 1970’ 1i yillarin
sonlarina dogru, memeli hayvanlarin hiicrelerinde kimyasal haberci gibi davranan bir
gaz molekiiliinliin varhigina dikkat ¢ekmislerdir. 1977 yilinda, Ferid Murad, Robert
Furchgott ve Louis Ignarro {i¢liisii, nitrogliserinden salinan bir sinyal molekiilii olarak
“NO” i tanimlamislar ve NO’ in, hemen hemen biitiin viicut dokularinda bulunan bir
kimyasal haberci oldugunu gosteren bu ¢alismalari ile, 1998 yilinda “Nobel Fizyoloji ve
Tip Odiilii” nii almiglardir. Ferid Murad ve digerleri, 1979 yilinda, damar duvarindan
elde edilen diiz kas hiicrelerinin, nitroprussid ya da gliseriltrinitrit gibi nitrodilatorlerce
gevsetilmesi sirasinda, hiicre icindeki siklik guanozin monofosfat (cGMP) diizeyinin
arttigim gostermistir [1]. Furchgott ve digerleri de [2], 1984 yilinda, endotelden
kaynaklanan araci maddenin, kas hiicrelerindeki etkisini, “guanilat siklaz” enzimi
araciligiyla, cGMP diizeyini yiikselterek yapabilecegi varsayimini ortaya atmigslardir.
Daha sonra da, endotel kaynakli damar gevsetici faktor (EDRF) olarak tanimlanan
molekiiliin NO oldugu, 1987 yilinda hem Furchgott hem de Ignarro ve ekibi tarafindan
gosterilmistir [3-5].

NO’ in, 1987° den giiniimiize kadar, hayvanlardaki bircok hiicrede (endotel, epitel
hiicreleri, diiz kas hiicreleri, fibroblastlar, keratinositler, kondrositler, hepatositler,
mesangiyal hiicreler, Schwann hiicreleri gibi) sentezlendigi [6] ve damar direncinin
diizenlenmesinin yaninda, bir aract madde olarak, sinir sistemi ve bagisiklik sisteminde
de fonksiyonel oldugu gosterilmistir [7]. Ayrica, kan basincinin ve sindirimin
diizenlenmesinde, beyinde noronal iletimde Onemli bir sinyal molekiili oldugu da
tanimlanmistir [8]. Yapilan ¢alismalarin sonuglari da NO’ in, gen anlatiminin
diizenlenmesinde [9], 6grenme ve hafizada, platelet kiimelenmesinin inhibisyonunda,
erkek eseysel fonksiyonunun diizenlenmesinde, sitotoksisitede ve apoptozisin
uyarilmasinda gerekli olabilecegini gostermektedir [10, 11]. Bu molekiiliin ayrica,
diyabet, septik sok, hipertansiyon ve ateroskleroz dahil pek ¢ok patofizyolojik
degisiklikte de olduk¢a 6nemli bir rolii vardir [12, 13]. NO, akciger ve bagirsaklarda da
norotransmitter olarak gdrev yapar. Sindirim kanalinin dalga seklindeki kasilmasi ve

gevsemesi esnasinda, gevsemenin NO ile ilgili oldugu da gosterilmistir. Bebeklerde



goriilen, mide bosalmasini engelleyen ve kusmalara yol agan durumdaki kas
kasilmasinin, NO yoklugu sonucunda olabildigi belirlenmistir [7, 14-16]. NO,
deoksiriboniikleik asit (DNA) sentezleyenler dahil, baz1 enzimlerdeki demir gruplarini
baglayarak, biiyiimeyi saglayan anahtar metabolik yollarin bloklanmasini ve oksijen ile
birlesip gii¢lii hiicresel toksinler olan hidroksil radikali ve azotdioksit ortaya cikararak,
hiicrelerin dogrudan o6ldiirtilmesini saglamasi nedeniyle, dogrudan birincil savunma

sistemi olarak da kabul edilebilir [17].

NO, diisiik molekiil agirhig1 ve lipofilik yapis1 nedeniyle kolay ve hizli bir sekilde,
prokaryotik hiicre duvarlarindan ve Okaryotik hiicre zarlarindan gecip, c¢ok hizh
yayilabilen bir gaz molekiiliidiir [18]. Bir¢ok dokuda, normal fizyolojik kosullarda
salman NO’ in, yarilanma Omrii birka¢ saniyedir [18]. Ayrica, son yoOriingesinde
eslesmemis bir elektron oldugu i¢in, kimyasal olarak reaktiftir ve serbest radikal gibi de
davranir [19]. Serbest radikal olmasindan dolay1, bir¢ok farkli molekiille (DNA, protein,
diisiik molekiil agirlikli tiyoller, reaktif O, aracilar1 gibi) kolaylikla reaksiyona
girebilmektedir [20].

NO’ in esas sinyal iletme mekanizmasi, demir iceren proteinlere baglanmasiyla
gerceklesmektedir. NO, guanilat siklaz olarak adlandirilan enzimin hem grubuna
baglanarak, bu molekiilii aktive eder. Bunun sonucu olarak, cGMP diizeyi artar ve
cGMP’ ye bagiml protein kinazlar aktive olur. Demir igeren birgok enzim de, NO
araciligryla aktive edilebilir. Ayrica NO, proteinlerdeki tirozin ve siilfidril gruplar ile

reaksiyona girerek, farkli enzimlerin aktivasyonunda da rol oynar [21, 22].

NO, normal sartlarda, hiicrelerde az miktarda sentezlenip, salinmaktadir. Asirt
miktarlarda iretildiginde, artan NO, iiretildigi hiicrelerde toksik etki meydana
getirebilecek birgok biyokimyasal olaya neden olmaktadir [20-24]. Hiicrede artan NO,
stiperoksit anyonlar1 ile reaksiyona girerek, peroksinitriti meydana getirmektedir.
Peroksinitrit de, niikleik asit, lipid ve protein igin toksik etkilere sahip olan giiclii bir
oksidan maddedir. Bu madde 6zellikle, mitokondriyal solunumu bozar ve poli-ADP
riboz sentaz (PARS) 1 aktive eder. Bu da, nikotinamid adenin diniikleotid (NAD)’ in
azalmasina, glikolizisin, elektron transportunun ve adenozin trifosfat (ATP) iiretiminin

yavaglamasina neden olur [23, 24]. Patolojik durumlarda, 6rnegin; agir enfeksiyonlarda,



bakterilerin kana karistig1 “sepsis” denilen hastalik tablosunda, kalp-damar sisteminde
gozlenen kii¢iik damarlardaki gegirgenligin artmasi, sistemik damar direncinin azalmasi,
damar duvarinin kasilmasinda fonksiyonel olan katekolaminlere yanitsizlik ve sonunda
diizeltilemeyen, yasami tehdit eden kan basinci diisiikligii seklindeki degisikliklerin
onemli bir kismi, asirt NO sentezine baglanmaktadir [24]. Tansiyon ve kolesterol
yuksekliginde ortaya cikan ateroskleroz hastaliginda, arter duvarindan salinan NO
diizeyi, sentez azlhigindan ya da yikim fazlaligindan dolayr azalmistir. Bu durumda,
kalbi besleyen damarlardaki daralma ya da egzersiz ve stres karsisinda genisleyememe,
koroner kalp hastalig1 ve miyokard infarktiisiine yol agmaktadir [13]. NO iiretiminde
fonksiyonel enzim olan Nitrik oksit sentaz (NOS) 1 iceren hiicreler, felg¢ durumunda
biiyiik olasilikla, bir asir1 uyarilma sonucu zararli etkiye yol agabilecek miktarda NO
salip, kendileri etkilenmeden komsu hiicreleri oldiirmektedirler [24]. NO’ in bu iki
yonli etkisinin yaninda, reaktif molekiiler haberci olarak, dolasim sisteminde ve immiin
sistemde bulunmasi ve viicudun pek ¢ok organ ve dokularinda sentezlenmesi, bu

molekiil hakkinda yapilan arastirmalarin sayisinin her gegen giin artisina neden

olmaktadir [20].

NO’ in ilk kesfedilen aktivitesi, damar tonusunun ve kan basincinin diizenlenmesindeki
roliidiir [2-4]. Bu molekiil, damar duvarlarinda bulunan diiz kaslarda, guanilat siklazi
aktive eden giiclii bir damar gevseticidir [2, 7]. Guanilat siklaz, GTP’ den ikincil haberci
cGMP olusumunun diizenlenmesini katalizler; membrana bagl ve ¢dziilebilir olmak
tizere iki izoformu vardir. Diiz kas hiicrelerinde, NO sinyalizasyonuna c¢oziilebilir
guanilat siklaz tarafindan aracilik edilir. Coziilebilir guanilat siklaz hemodimerdir; o ve
B olmak {lizere iki alt iiniteden olusmustur. Katalitik aktivite i¢in her iki alt {initeye de
gereksinim vardir. Her bir alt {inite, N-terminal diizenleyici bdlge ve C-terminal
katalitik bolge icerir. Hem, N-terminal diizenleyici bolgede bulunur. NO, direkt olarak
hem gruplarina baglanir ve ferrus-nitrosil-hem kompleksi olusur. Bu kompleks, NO
tarafindan aktive edilen enzimin ¢alismasi i¢in gereklidir. Guanilat siklaz aktivitesi ile
artan cGMP ile, cGMP’ ye bagimli protein kinazlar (¢cGMP kinaz, protein kinaz G)
aktivite kazanir, bunun sonucunda, damarlarin diiz kaslarinda gevseme meydana gelir
[7, 16, 19, 22, 25]. Kan basincinin diizenlenmesinde ise, damar daralmasini
dengeleyerek is goriir. Biiyiilk capli damarlarda, NO’ in kontrol ettigi gevseme,

arteriyollerde kan akiminin diizenlenmesine yardimci olmaktadir [26]. NO, platelet



aktivasyonunun gii¢clii bir inhibitoriidiir [27]. Ayrica, damarlarin i¢ yiizeylerini doseyen
endotel ile 16kositler arasindaki iligkiler de, NO ile saglanmaktadir [28]. Bu 6zelliklere
ek olarak NO, sitotoksik etkili bir molekiildiir. Viicudun, viriislere, bakterilere,

mantarlara ve parazitlere kars1 savunmasinda 6nemli bir role sahiptir [29].

NO, bir¢ok hiicrede, NOS enzimi tarafindan katalizlenir. NOS enzimi, L-arginin amino
asitini ve molekiiler oksijeni kullanarak, substrattan {riin olarak NO ve L-sitrulin
olugsmasini saglar. Bu tepkime kofaktor olarak, nikotinamid adenin diniikleotid fosfat
(NADPH) gerektirir. NO’ in ortaya ¢iktiktan sonra birka¢ saniyelik yarilanma omrii
vardir ve hizla hemoglobin ve siiperoksit anyonu tarafindan nétralize edilir. Ya da
yaklagik on saniye igerisinde nitrit ve nitratlara dontistiirtiliir [7, 16, 30, 31]. NOS,
homodimerik hem proteinidir ve kofaktér olarak, demir-protoporfirin IX,
tetrahidrobiopterin (BH4), flavin adenin diniikleotid (FAD) ve flavin mononiikleotid
(FMN) icermektedir [7, 16, 30]. NOS aynm1 zamanda, L-arginin, kalmodulin (CaM) ve
NADPH i¢in baglayic1 bolgeler de igerir [30]. NO olusumu sirasinda elektronlar,
NADPH’ den flavinlere, en sonunda da hem grubundaki demire iletilir. Bu elektron
transferi, NOS’ a O, baglanmasini saglar ve bodylece L-arginin’ in L-sitrulin’ e
oksidasyonu katalizlenir [16, 19, 30] [Sekil 2. 1]. NOS, ¢ farkli fonksiyonel alan igerir.
Bunlar, N-terminal bdlge i¢inde hem grubunu baglayan “oksigenaz alan”, C terminal
bolge i¢inde “rediiktaz alan” ve arada bulunan “kalmodulin baglayici alan™ dir.
NADPH, FAD ve FMN i¢in baglanma alanlar1 rediiktaz ucta yer alir. BH4 ve L-arginin

i¢cin baglanma bolgeleri de oksigenaz alanda bulunur [16].

NOS’ un bilinen ii¢ izoformu vardir. Bunlar kesfedildikleri hiicrelerin tiplerine gore,
endoteliyal NOS (eNOS), noronal NOS (nNOS), ve uyarilabilir NOS (iNOS) olarak
adlandirilirlar [7, 16, 25]. eNOS ve nNOS izoformlari, aktiviteleri i¢in Ca'*/CaM’ e
gereksinim duymaktadir. eNOS ve nNOS, iNOS’ a benzemeksizin genellikle, hiicrede
anlatimn olan proteinlerdir. iNOS ise, Ca™/CaM’ den bagimsizdir ve aktivitesi i¢in Ca™
konsantrasyonundaki degisikliklere gereksinim duymamaktadir [19, 25, 31]. iNOS,
dinlenme halindeki hiicre i¢ci Ca™ konsantrasyonunda, CaM’ e siki bir sekilde baghdir
[31, 32]. Bu yiizden de aktivitesi, cogunlukla Ca™ dan bagimsizdir. Buna zit olarak,
eNOS ve nNOS, dinlenme halindeki hiicre i¢i Ca™ konsantrasyonunda aktif degildir.
Ancak, Ca™ seviyesi arttiginda aktif hale gelir ve CaM’ e baglanabilir. Ca™ diizeyi



normal seviyeye ulastiginda, CaM enzimden ayrilir ve enzim inaktif hale gelir [33].
NOS’ un ii¢ izoformu da ayni reaksiyonu katalizlemesine ragmen, bu enzimler, NO
iiretim miktarina, siiresine, hiicrelerdeki ve dokulardaki dagilimina, fonksiyonunun

diizenlenmesine gore farkliliklar gostermektedir [20].

Sekil 2. 1: NOS enzimi tarafindan katalizlenen NO sentezi [19].

eNOS; hiicre i¢inde siirekli varolan, kofaktor olarak Ca™? ve CaM’ e bagimli, 135 kDa
agirhiginda bir enzimdir. Bu izoformun anlatimi, esas olarak endotel hiicrelerinde ve
kalp kasi hiicrelerinde olmaktadir [19]. Endotel hiicrelerinde, sinir hiicrelerinde, kalbin
endokardiyum ve miyokardiyum tabakalarindaki kas fibrillerinde ve plateletlerde
bulunur. Bu hiicrelerin esas bulundugu yer, plazma membrani [19, 33] ve Golgi aygiti
membranlaridir [20]. eNOS’ un hiicre i¢i dagilimi, NO iretimini etkiler. Hiicre
membrant ile yakindan iliskili olan eNO’ in en 6nemli uyar1 kaynagi, biiyiik bir basingla
damarda ilerleyen kanin, endotele yapmis oldugu siirtiinmedir [34, 35]. Ayrica,
Angiotensin II (Ang II) [36] ve Ostrojen de, eNOS transkripsiyonunu arttirir. Aktive
olmus fagositlerin iirtinleri, eNOS fonksiyonunu ve anlatimini engeller [20]. Endotel ve
plateletler tarafindan iiretilen eNO ayn1 zamanda, platelet kiimelenmesi ve adezyonunu,

16kosit adezyonunu engeller ve diiz kas hiicrelerinin farklilagsmasinda rol oynar [37].



Molekiiler agirhgi 155 kDa ve Ca™ a bagimli bir enzim olan nNOS, merkezi ve
periferik sinir sistemindeki noronlarin sitoplazmasinda yer alir. Ayrica, bodbrek
medullasi, bobrek korteks tiibiilleri [38-40], makula densa [40, 41], nétrofiller, pankreas
hiicreleri, endometriyum ve solunum epiteli [25], iskelet kasi fibrilleri gibi diger pek
cok yapida da belirlenmistir. Migren, felg, epilepsi, Huntington hastalig1 ve sinir sistemi
bozukluklarina dayali bir¢ok hastalikta nNOS’ un fonksiyonel oldugu gosterilmistir [19,
42].

eNOS ve nNOS’ tan farkli olarak iNOS, Ca* dan bagimsiz ¢alisan, molekiil agirhig
131 kDa olan bir enzimdir ve ilk olarak sigan makrofajlarinda tanimlanmistir [19].
Endotel hiicrelerinde, damar diiz kas hiicrelerinde, hepatositlerde, kondrositlerde,
keratinositlerde [16], ayrica, mast hiicreleri ile monosit, makrofaj, mikroglia, Kupffer
hiicreleri, eozinofil ve nétrofilleri de igeren fagositik hiicrelerde de iiretilmektedir [20].
Vasodilatasyon ve inflamasyonun meydana gelmesi i¢in gereklidir. Normal sartlarda
dinlenme halindeki hiicrelerde bulunmaz. iNOS’ un transkripsiyonu, lipopolisakkarid
(LPS) ve proinflamatuvar sitokinler [Tiimdr nekrosis faktor (TNF)-B, Interlokin (IL)-
la] ile uyarilir [6, 16, 20, 24]. Burada, sitokin uyarisindan birkag saat sonra baslayan ve
giinler siiren nanomol diizeylerde NO sentezi s6z konusudur [43]. Sentez uyarist esas
olarak, endotoksin ve sitokinler [IL-1, TNF, Interferon (IF)-y] tarafindan yapilir, bazi
hiicrelerde sentez, IL-8, IL-10, Timdr biiylime faktori (TGF)-f gibi maddelerce
yavaglatilabilir ve glukokortikoidlerle enzimin uyarilmasi 6nlenebilir [44]. iINO’ in
immiin sistemdeki rolii olduk¢a karmagiktir. Burada hem koruyucu ve hem de toksik
etkilere sahiptir. Enfeksiyon hastaliklar1 ve otoimmiin hastaliklar gibi pek ¢ok patolojik
durumda iNO’ in rolii vardir [20].

NO iiretiminde fonksiyonel bir enzim olan NOS’ un ii¢ izoformu da, normal sican
bobreginde tanimlanmistir. Ayrica, yapilan calismalar sonucunda, bobregin korteks ve
medulla bolgelerinin parangim dokularinda siirekli olarak NO iiretildigi de gosterilmistir
[38-40, 45-49]. Immiinohistokimyasal metodlar ve polimeraz zincir reaksiyonu (PCR)
metodlarimin  kullanilmasi1 ile yapilan c¢alismalarda, eNOS anlatimmin, bdbrek
arterlerinde, glomerulus kapilleri ile afferent ve efferent arteriyollerde, proksimal
tiibiillerde ve toplayici kanallarda oldugu belirlenmistir [41, 46, 47]. nNOS

immiinoreaktivitesi, makula densada ve kortikal toplayici kanallarda gosterilmistir [38,



40, 48]. iINOS anlatiminin ise, normal kosullarda bobrek tiibiilleri boyunca, en fazla

Henle kivriminin kalin ¢ikict kolunda oldugu belirlenmistir [49].

Normal kosullarda, bobrekte iiretilen NO, glomerular filtrasyon hizint (GFR), kan
akimini, sodyum (Na') iletimini, renin gibi maddelerin iiretimini kontrol eder. NO
ayrica, glomerular mesangiyal hiicrelerin tonusunda, platelet kiimelenmesinin ve
adezyonunun inhibisyonunda [50, 51], asir1 damar daralmasinin 6nlenmesinde, Na' ve

H,0 atilmasinda rol oynamaktadir [52, 53].

Renin; kiigiik, protein yapisinda bir enzim olup, arter basinct ¢ok diistiigiinde,
bobreklerde jukstaglomerular (JG) hiicreler olarak adlandirilan ve afferent arteriyollerin
duvarinda yer alan az sayida hiicrede iiretilen bir maddedir. JG hiicreler, glomerulusun
vaskiilar kutbunda bulunan ve jukstaglomerular aygit (JGA) olarak adlandirilan
karmasik bir yapmin lyesidirler [Sekil 2. 2]. JGA; renal korpiiskiiliin vaskiilar
kutbundaki afferent ve efferent arteriyoller, ekstraglomerular mesangiyal hiicreler ve JG
hiicrelerden olusmaktadir. Makula densa, distal tiibiiliin kivrintili  boliimiiniin,
glomerulusun vaskiilar kutbunda bulunan afferent arteriyolle temas ettigi bolgede yer
alan hiicrelerin degismesiyle meydana gelmistir. Bu hiicreler silindirik bigime
dontigmiis, nukleuslar1 da oval bir sekil almistir [54, 55]. Ekstraglomerular mesangiyal
hiicreler de, makula densa ile afferent ve efferent arteriyoller arasindaki alanda bulunan
farklilagmis interstisiyel hiicrelerdir. JGA’ nin diger bir iiyesi olan JG hiicreler ise,
afferent arteriyollerin makula densa ile temas ettigi bolgede, tunika media tabakasinda
yer alan diiz kas hiicrelerinin degisime ugramasiyla meydana gelmis olup [54, 55],
protein tabiatta salgilama yapan hiicrelerin 06zelliklerini kazanmuslardir [56]. Bu
hiicreler, ¢ok iyi gelismis salgi mekanizmasina sahiptirler ve biiyiilk nukleus, iyi
gelismis graniillii endoplazmik retikulum, Golgi aygiti, cok sayida olgun salgi graniili

ve ¢ok az protograniil ile, ¢ok kiigiik vesikiiller icermektedirler [55, 57].

JG hiicrelerde iiretilen renin kana gectiginde, bir plazma proteini olan globulin
yapisindaki renin substrati (angiotensinojen) ile reaksiyona girer ve 10 amino asitlik bir
polipeptid olan angiotensin I (Ang I)’ i meydana getirir. Renin, yaklagik 30 dakika
kadar dolagimda kalarak, Ang I’ i olusturmaya devam eder. Ang I, olugsmasindan birkag

saniye sonra 2 amino asidini kaybederek, 8 amino asitlik bir polipeptid olan Ang II
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olusur [58]. Bu degisim angiotensin degistirici enzim (ACE) olarak adlandirilan bir
enzim tarafindan katalizlenir [59]. Ang II, olduk¢a kuvvetli bir damar kasicidir ve
dolasim disinda etkileri de bulunmaktadir. Dolasimda 1-2 dakika kaldiktan sonra, farkl
dokularda ve kanda bulunan angiotensinazlar olarak adlandirilan enzimlerce inaktif hale
getirilir. Ang II, dolagimda kaldig1 siirece arteriyollerin kasilmasini, dolayisiyla,
periferik direnci arttirarak arter basincimi yiikseltir. Bobreklerde tuz ve su atilimim
azaltarak, yavas yavas arter basincinin yiikselmesine neden olur [58]. Ayn1 zamanda
Ang II, adrenal korteksden aldosteron salinmasini uyarir. Aldosteron, bdbrek
tiibiillerinin, glomerular filtrattan daha fazla Na™ iyonunu geri almasmi saglayarak,
nefronun fonksiyonunu diizenler. Kan hacmini ve basincini yiikseltir. Bu mekanizma,

GFR’ nin kontroliinde 6nemlidir [60].

Jukstaglomerular
aygit

Sekil 2. 2: Renal korpiiskiiliin yapisal unsurlari ile jukstaglomerular aygit
(http://clem.mscd.edu/~raoa/bio2320/urinary/sld036.htm).

JG hiicrelerdeki renin sentezi ve salinimi, Ang II basta olmak iizere, sinirsel uyari,
perfiizyon basinci, distal tiibiillerdeki Na" miktar1 gibi faktorler tarafindan kontrol edilir
[61, 62]. Renin salinimini kontrol eden hiicresel mekanizma tam olarak anlasilmamakla

birlikte, olayda Ca®", cGMP ve siklik adenozin monofosfat (¢(AMP)’ 1n rol oynadig
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bilinmektedir [61]. Renin sentezi ve salmimi i¢in cAMP o6nemli bir uyarici iken,
sitoplazmadaki Ca™ aktivitesi ve protein kinaz C, negatif kontrolde rol oynar [56, 62].
JG graniillii hiicrelerin renin tiretimi ve salgilamasi, sistemik kan basinci ile yakindan
ilgilidir. Kanama ve dehidratasyon gibi kan basincini diisiiren olaylar renin sentezini ve

salinimini arttirir [56].

JG hiicrelerdeki renin sistemi, komsu hiicrelerde iiretilen lokal faktorlerden
etkilenmektedir ki, bu faktorlerden birisi de NO’ dir. JG hiicreler, farkli 4 tip hiicre ile
cevrilmistir. Bunlar, afferent arteriyollerin diiz kas hiicreleri, endotel hiicreleri,
intraglomerular mesangiyal hiicreler ve makula densa hiicreleridir [41]. Bu hiicrelerin
hepsi de, NO tiretme 6zelligine sahiptirler [41]. Bundan dolayi, NO’ in, renin sentezi ve
salinimu {izerine etkilerinin olabilecegi diisiiniilerek bir¢ok arastirma yapilmistir. Ancak

NO’ in, renin salinimi iizerine etkileri heniiz tam olarak anlagilamamustir.

Diyabet, viicutta insiilin eksikligine bagli olarak gelisen, hiperglisemi ve glukoziiri ile
belirgin, tedavi edilmedigi takdirde ketoasidoz ve komaya kadar uzanan bir hastaliktir.
Deneysel diyabetin olusturulmasinda kullanilan maddelerden biri de Streptozotosin
(STZ)’ dir. STZ, onkolitik, onkojenik ve diyabetojenik 6zelligi olan dar spektrumlu bir
antibiyotiktir. Molekiil agirligt 457 dalton olan STZ, 1959 yilinda “Strepfomyces
achromogenes” kiiltiirlerinden elde edilmistir [63]. Kimyasal yapisi, “2-deoksiglukoz’
un N-metil-N-nitroziire” tiirevidir [Sekil 2. 3]. STZ diyabetojenik etkisini, pankreasdaki
B hiicrelerini tahrip ederek gosterir. Hipergliseminin derecesi ve siiresi, ilacin siiresine,

dozuna ve deney hayvanina baglidir [64-69].

Hinz ve Pfeiffer [70], C'* isaretli STZ kullanarak, izole fare Langerhans adaciklarinda
gerceklestirdikleri metabolik bir ¢alismada, ilk dakikalarda ilacin “kolaylagtirilmis
difiizyon” ile B hiicresine girdigini, onuncu dakikada enerji metabolizmasini bloke
ettigini; bdylece adacigin NAD ve ATP igeriginin azaldigin1 ve otuzuncu dakikada
DNA’ min H’-timidin tutulmasinin ortadan kalktigini bildirmislerdir. Ozetlenecek
olursa, tek ve uygun dozda uygulanan STZ, 8 hiicrelerinde tam hasarla birlikte insiiline

bagimli diyabeti olusturur.
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Sekil 2. 3: Streptozotosin (STZ)’ in yapisi.

Schneider ve digerleri [71], C57BL/KJJ (kendiliginden Tip 1 diyabet gelisen mutant
fareler) farelerinde, STZ ile kalici diyabet olusturduklarini, insulitis tespit edilen
Langerhans adaciklarinin elektron mikroskobu incelemelerinde, lenfositlerin, J3
hiicresinin sitoplazma membranini tahrip ettiklerini bildirmiglerdir. Bu lenfositlere
“dogal katil hiicre=natural killer (NK) cells” adim1 vermislerdir [72]. Yapilan deneyler
sonucunda, diisiik doz STZ ile olusturulan hiicresel otoimmiinitenin temelinde timiis
kokenli T-lenfositlerinin rol aldiklar1 kanitlanmistir [71, 73, 74]. Bu tip diyabette, 3
hiicrelerine immiinolojik tolerans azalmistir. Aktive olan [ hiicre antijenlerine karsi
sekillenen hiicresel ve hiimoral bagisiklik uyarilarak, 3 hiicreleri, T lenfositlerinin i¢inde
yer aldig1 bir mekanizma ile yikilirlar. Bu nedenle Tip 1 diyabet, organa spesifik bir
immiin hastalik olarak tanimlanir. Dolasimdaki otoantikorlar, hastaligin varligini
gdsteren en dnemli bulgulardir [75]. Insiilin bagimli Tip 1 diyabet, genetik temeli olan
bir hastaliktir ve her bir patojenik islev genetik kontrol altindadir. Hastalikta sekillenen
otoantikorlar, dogrudan f hiicrelerinin sitoplazmik komponentlerine, hiicre yiizeyine ya

da insiilin’ e kars1 olusur [76].

Diyabette, bobreklerde meydana gelen yapisal bozukluklar; bobrek hipertrofisi,
glomerular kapillerlerin bazal membranlarinin kalinlagmasi, ekstrasellular matriks
bilesenlerinin glomerulusta birikmesi (nodiiler veya diffiiz glomeruloskleroz), tiibiilar
bozulma ve interstisiyel fibrosistir [77]. Fonksiyonel degisiklikler ise, glomerulus ici

hipertansiyon ile birlikte GFR’ de hizli bir artistan sonra, proteiniiri, sistemik
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hipertansiyon ve sonug¢ olarak bobrek fonksiyon kaybi seklinde ortaya cikar [78].
Diyabetik bobrek bozuklugu ile ilgili klinik ve patolojik caligmalar, hem glomerulus
hem de interstisyumda matriks birikiminin varligin1 ortaya koymaktadir. Bu durum,

proteiniiri ve bobrek yetmezliginin derecesi ile kuvvetli bir iligski gostermektedir [79].

Diyabette poliiiri (asir1 idrar ¢ikarma), polidipsi (asir1 su igme) ve polifaji (asir1 yeme),
devamli hipergliseminin sebep oldugu glukoziiri (idrarda glukoz artmasi) ve bunun
yarattig1 osmotik diiirezdir. Bu durumda, aglik hali de dahil, giiniin her aninda kan
sekeri normal degerlerinin tizerinde seyreder. Hiperglisemik degerler, Hagedorm-Jensen
tayin yonteminde %180 miligram (mg) 1n, Somogyi-Nelson yontemi ile tayin edilmigse
%160 mg’ 1n lzeri olarak kabul edilir. Kan sekeri degerleri bu diizeylerin lizerinde
bulundukga, bobreklerin glukoz reabsorbsiyon kapasitesini astigi orandaki glukoz,
tiibiiler sivida yani primer idrarda kalacaktir. Su reabsorbsiyonu arttik¢a, primer
idrardaki glukoz konsantrasyonu yiikselecek ve hiperozmolar hale gelecektir. Bu
duruma gelen idrar, tiibiiller boyunca ilerlerken, peritiibiilar siviy1 da ¢ekerek miktarini
arttiracaktir. Bu olaya “poliliri” denir. Polidipsi, poliiirinin yarattig1 dehidratasyondan
kaynaklanir. Viicudun glukozu kullanamamasi, kilo kaybina ve polifaji egilimine yol
acar. Diyabetik organizmada tipki aglikta oldugu gibi, biitiin anabolik olaylar durmakta,
katabolik olaylar ise hizla artmaktadir. Glukoneogenez ile saglanan yeni glukoz,
siiratlenmis bulunan glukogenoliz sonucu, devamli ve fazla miktarda kana verilir.
Enzim kinetigi ¢aligmalar1 da bu biyokimyasal olaylar1 dogrulamaktadir; ¢alismalarin
sonuglari, glukogenolitik ve glukoneogenik enzim aktivitelerinin artmis oldugunu

gostermistir [80].

Hiperglisemi, glukozile proteinler, vazoaktif hormonlar, sistemik ve glomerular
hipertansiyon, proteiniiri, biiylime faktorleri ve sitokinler gibi bir¢ok faktor, diyabetik
bobrek patogenezinde etkili olmaktadir [81]. Bunlar igerisinde, sitokin doniistiiriicii
bliylime faktorii, diyabette sekillenen bobrek hipertrofisi ve ekstrasellular matriks
birikiminin olusumunda anahtar role sahiptir [81-83]. Sitokin doniistliriicii biiylime
faktorii, hem matriks sentezini uyaran hem de matriks yikimini engelleyen giigli
fibrojenik etkilere sahiptir [83] ve bu faktdriin asir1 tiretimi, diagilgliserol, polioller ve
glukozaminlerin sekonder olarak fazla miktarda sentezine neden olmaktadir [82].

Sitokin doniistiirlicii bliylime faktoriinii ndtralize eden antikorlarin, diyabetli siganlara
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kisa stlireli uygulanmasi sonucunda, glomerular biiyiimenin ve genislemenin
engellendigi ve ekstrasellular matriks bilesenlerini kodlayan genlerin baskilandigi
bildirilmektedir [84]. Diyabetik bobrekte, GFR’ de %40’ lara kadar varan azalma ve
idrarla albiimin atilminda biiylik artiglar yer almaktadir [85]. Proteiniiri, diyabetik
bobrek patolojisinin en Onemli bulgusu ve bdbrek fonksiyon kaybinin giiglii bir
habercisidir [86]. Hiperglisemi, bobrek tiibiil hiicrelerinde protein kinaz C’ yi aktive
ederek, TGF-a sentezini uyarmaktadir. Ayrica, glukoz ile enzimatik olmayan
reaksiyonlar sonucunda sekillenen glukozile bilesiklerdeki artis da, bobrek hiicrelerinde
TGF-a tretimini uyarmaktadir [85]. Ang II’ nin profibrotik etkiye sahip oldugu ve
endotelin 1, lipid peroksidasyon iiriinleri gibi diger molekiillerin de bu fibrotik islevde
rol oynadiklar1 bildirilmistir [82]. Angiotensin degistirici enzim inhibitorleri (ACE-I),
hem Tip 1 diyabet hem de Tip 2 diyabette, bobrek hastaliginin ilerlemesini
yavaslatmaktadir [87].

Diyabette bobrek dokusunda meydana gelen degisikliklerde NO’ in fonksiyonel oldugu
diistiniilmektedir, ancak bu olayda artan NO’ in roliiniin ne oldugu tam olarak
aciklanamamustir. Cesitli calismalar, erken deneysel diyabette, hiperfiltrasyona aracilik
eden NO’ in artmis oldugunu gdstermistir. Ayn1 calismalarda, renal kan akis1 ve GFR’
deki artista NO’ in rolii oldugu ve NO’ in dolayli belirteci olan nitrit/nitrat diizeyinin de,
plazmada ve lriner sivida kontrol siganlara nazaran diyabetik si¢anlarda fazla oldugu
bulunmustur [88, 89]. Diyabetik siganlarda, preglomerular damarlar ve glomerular
endoteliyal hiicrelerde eNOS anlatiminin arttif1 belirlenmistir. Endoteliyal hiicre
kiiltiirlerinde, ytliksek glukoz konsantrasyonunda eNOS’ un anlatiminin arttigi tespit
edilmistir [88]. Vaskular endoteliyal biiylime faktdrii (VEGF)’ niin, endoteliyal
hiicrelerde NO iiretimini uyardig1r bilinmektedir. Deneysel diyabette, viseral epitel
hiicrelerindeki VEGF’ nin anlatimi ve glomerular kapillerler ve preglomerular ile
postglomerular damarlarin endoteliyal hiicrelerindeki VEGF reseptorleri yeniden
diizenlenir. Diyabetik bobrekte, VEGF’ nin eNOS anlatimini arttiran alternatif bir araci
olduguna isaret edilmektedir. Immiinositokimyasal ¢alismalar, baslica preglomerular ve
postglomerular damarlarin endotelinde- ve glomerular kapillerlerde yer alan eNOS’ un
diyabetik hayvanlarda arttigin1 gostermistir [88]. Diyabette, NO sisteminin nasil

diizenlendigi bilinmemekle birlikte, pek ¢cok olasi mekanizma ileri siiriilmektedir.
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Diyabetik sicanlarda, makrofajlarin iirettigi NO ve iNOS mRNA (haberci ribontikleik
asit)’s1 artar [89]. STZ kaynakli diyabetik siganlarda artan NO iiretimi, renal
mikrosirkiilasyonda, eNOS ile birlikte intrarenal vasodilatasyona aracilik edebilir [88].

Sistemik NOS inhibisyonu, STZ kaynakli diyabetik siganlarda, GFR ve renal plazma
akisinda (RPF) azalma ve renal vaskular basingta (RVD) artma ile sonuglanir. Ciinkii,
NO yikilma {iriinleri, diyabetik sicanlarda artar ve NOS inhibitorleri sonrasinda azalir;
NO sentezinin artis1, diyabetik glomerular hiperfiltrasyona neden olur. Kii¢iik dozlarda
NOS inhibitdrlerinin uygulanmasi, sistemik kan basincinin yiikselmesi meydana

gelmeksizin, diyabetik renal hiperfiltrasyonu iyilestirir [88, 90].

Daha onceki ¢alismalar, STZ ile diyabet olusturulmus sicanlarda, sistemik ve izoform
NOS’ un 0zgiil olmayan inhibisyonunun, GFR’ de ve RPF’ de azalisa; ortalama
arteriyal basingta (MAP) yikselisle birlikte, RVD’ de artisa neden oldugunu
gostermigstir. Diisiik dozlarda NOS inhibitorlerinin sistemik uygulanisi, sistemik kan
basinci yiikselisi olmaksizin, diyabetik renal hiperfiltrasyonu iyilestirebilir. Bu sonug,
renal NO {iriinlerinin lokal inhibisyonunun, diyabetik renal hiperfiltrasyonda énemli bir

role sahip oldugunu gostermektedir [90].

STZ kaynakl diyabetik sicanlara, 5 pg/kg/dak dozunda, 6zgiil olmayan NOS inhibitori
olan N-nitro-L-Arginin metilester (L-NAME)’ in intraven6z inflizyonu, sistemik kan
basincini etkilemeksizin, renal hiperfiltrasyonu normal degerlere getirmistir. Renal
hiperfiltrasyonun bu iyilesmesi, RVD artis1 ve RPF’ nin azalmasi ile birliktedir [90].
STZ’ 1i hayvanlara L-NAME uygulanmasiyla, dilirezin, %58 oraninda azaldigi, L-
arginin uygulanmasiyla ise, STZ diizeyine geri dondiigii gosterilmistir. Bu da diyabet ile
NO arasinda bir iligskisinin oldugunu ve renal fonksiyonun L-NAME verilmesi ile
kontrol bireylerdeki degerlerine getirilebilecegini gostermistir [91]. Diyabetik farelerde
plazma glukoz konsantrasyonlari, kontrole nazaran %50’ den fazla yiikselmistir. Sekiz
giin L-NAME uygulanmas1 sonucunda, glukoz diizeyi %22, iiriner protein salgis1 ise,

%66 oraninda azalmistir [91].

STZ kaynakli diyabetik sicanlarda her ii¢ tip NOS’ un inhibisyonu, GFR ve RPF’ de
diisme, RVD’ de yiikselme ile sonuglanir [90]. Bu olayda hangi tip NOS’ un rol

oynadigr belirlenmemistir. nNOS’ un diyabetik siganlarin bobrek hiperfiltrasyonunda
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yer alip almadigi ile ilgili olarak yapilan ¢alismalar, nNOS’ un da STZ kaynakh
diyabette hiperfiltrasyonun bir kisminda rol oynadigini gdstermistir [90]. Ozgiil nNOS
inhibitoérii olan 7-Nitroindazol (7-NI) uygulanmasi ile, sistemik kan basinci
etkilenmeksizin, renal hiperfiltrasyon kismen iyilesmistir. Ancak, kontrol sicanlardaki
hemodinamik parametreler degismemistir. Yiiksek dozlarda (50 mg/kg/viicut agirligt) 7-
NI uygulanmasi, RPF ve RVD’ yi etkilemeksizin, GFR’ yi azaltmistir. Bir baska 6zgiil
nNOS inhibitérii olan S-metil-L-tiositrulin (SMTC)’ in intravendz uygulamasi, STZ
kaynakli diyabetik sicanlarda, onemli renal vasokonstriiksiyon olusturmakla birlikte,
GFR’ de bir degisiklige neden olmamistir. Abdominal aortaya SMTC enjeksiyonu
sonucu, renal hiperfiltrasyonda bir iyilesme olmustur. GFR’ nin bu iyilesmesi, SMTC
infiizyonundan sonra, RVD’ nin artis1 ve RPF’ nin 6nemli azalis1 ile baglantili olabilir.
SMTC’ nin aorta igine infiizyonu, renal vasokonstriiksiyona neden olmus ancak MAP

ve GFR’ yi1 etkilememistir [90].

NO substrat1 olan L-argininin uygulanmasi ile, kan glukoz diizeyinin 6énemli dlgiide
arttig1, diliresisin STZ degerine ulastigi, {iriner protein salgisinin diyabet grubundaki

degere geri dondiigl gosterilmistir [91].

Ozgiil iNOS inhibitérii olan Aminoguanidin (AG)’ in, diyabetik siganlara uygulanmasi
sonucunda, damar hipertrofisinde azalma gozlenmis ve albliminiirideki yilikselme
azalmistir [92]. Sicanlarda bobrek ve periferik sinirlerde, diyabet kaynakl
komplikasyonlarda, AG’ nin etkileri bildirilmistir [93-95]. Bununla birlikte, AG’ nin
diyabetik retinopatide ve eritrosit seklinin belirlenmesinde yararli etkileri oldugu

bulunmustur [94].

AG, ilerlemis glukolizasyon son iirlinleri (AGE)’ nin bir inhibitoriidiir. AG, proteinlerin
capraz baglanmasini1 Onler ve diyabette, aterosikleroziste, renal hastaliklarin
diizeltilmesinde ve yaslanmada kullanilir. Capraz baglanmanin 6nemli sebebi, protein
glukolizasyonudur. Bu glukolizasyon, viicut proteinleri ile kan glukozunun kimyasal
reaksiyonudur. AG, glukolizasyon yoluyla olusan ¢apraz baglanmalar1 6nler ve inhibe

eder [96, 97].
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Bu bilgilerin 15181 altinda, calismamizda, STZ ile diyabet olusturulan farelerin
bobreklerindeki NOS dagiliminin histokimyasal olarak belirlenmesi hedeflenmistir. Bu
calismada, diyabet ile artan NO’ in bobrek dokusunda ne tiir bir etki meydana getirdigi
ve bu etkinin iNO ile iliskili olup olmadigi, eger iNO ile iligkili ise, 6zgiil iINOS
inhibitérii olan AG uygulanmasiyla diyabet gelisiminin Onlenip Onlenemeyeceginin
belirlenmesi ve ayrica diyabette artan NO’ in, JG hiicreler ve renin graniillerinin

dagilimi tizerinde etkili olup olamayacaginin gosterilmesi amaglanmustir.
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3. MALZEME VE YONTEM

Bu calismada, deney hayvani olarak, yetiskin 2-3 aylik, agirliklart 25-30 gram (g)
arasinda degisen 24 adet erkek Albino balb/c fare kullanildi. Hayvanlarin her biri deney
oncesinde ve deney siiresince plastik kafeslerde tutularak, standart pelet yem ve musluk

suyu ile beslendiler.

Calismada kullanilan hayvanlar asagida belirtildigi sekilde gruplandirilarak, serum

fizyolojik su (FTS), STZ ve AG intraperitonal (ip) olarak uygulandi.

Kontrol grubu (n:6): [FTS],

STZ grubu (n:6): [Tek doz 150 mg/kg STZ],

STZ+AG grubu (n:6): [Tek doz 150 mg/kg STZ uygulamasindan hemen sonra baslanan
ve 3 ay siiresiyle her giin 100 mg/kg AG],

AG grubu (n:6): [Ug ay siiresiyle her giin 100 mg/kg AG].

Deneye baslamadan once tiim gruplarin agirliklar1 ve kan glukoz degerleri dlgiildii.
Ayrica, dort farkli grup icin bireylerin dagilimlari, agirliklar1 birbirine yakin olacak
sekilde esit olarak yapildi. STZ enjeksiyonundan 1 hafta sonra glukometre ile kan
glukoz diizeyleri dl¢iilerek, hayvanlarin diyabet olup olmadiklarina bakildi. Kan glukoz
degerleri 180 mg/dl ve iizeri olan hayvanlar diyabetik olarak kabul edildi.

Ugiincii aym sonunda, deney hayvanlari, kloroform anestezisi yapilarak kesildi ve
bobrek dokulart uygun fiksatiflere alindi. Bobrek parcalari, 151k mikroskobu c¢aligsmalari
icin %10’ luk formalin, histokimyasal ¢alismalar i¢in %4’ liikk paraformaldehit ve
elektron mikroskobu calismalar1 icin ise %2’ lik glutaraldehit eriyiklerinde fikse

edildiler.

3. 1. ISIK MiKROSKOBU CALISMALARI

Isik mikroskobu incelemeleri igin, bobrek parcalari, %10 luk formalin fiksatifinde

tespit edildikten 24 saat sonra, % 70 alkole alind1 ve alkol birka¢ defa degistirilerek
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fiksatifin dokulardan ¢ikmasi saglandi. Daha sonra, ylikselen alkol serilerinden
gegirilerek ksilolde saydamlastirilan parcalar, parafine (58 °C’ lik) gomiildii. Parafin
bloklardan 5 pm kalinliginda alinan kesitlere, hematoksilin-eozin (H+E) boyama
yontemi ve glukozaminoglikanlarin gosterilmesi i¢in de periyodik asit-Schiff (PAS)

reaksiyonu uygulandi.

Bowie yontemi: Parafin bloklardan alinan kesitlere, ayrica PITCOCK ve HARFROFT
[98] tarafindan gelistirilmis olan Bowie yOntemi uygulanarak, JG hiicrelerdeki renin

graniilleri incelendi. Bu yontem i¢in, Bowie stok eriyigi kullanildi.

Bowie stok eriyiginin hazirlanisi: 1 g Biebich scarlet, 250 ml distile suda ¢oziilerek,
hemen filtre kagidindan siiziildii. 2 g etil violet, 500 ml saf suda eritilip, ayn1 kaba
siizildii. Elde edilen karisim tekrar siiziilerek, filtre kagidi iizerinde kalan cokelti
kurutuldu. Stok eriyik, 0,2 g kuru ¢okeltinin 20 ml % 95 alkolde eritilmesiyle

hazirlandi.

Bowie yonteminin uygulanmasi esnasinda, parafin bloklardan alinan kesitler, ksilol ve
inici alkol serilerinden gecirildikten sonra, alkol iodinde (% 50 alkolde % 1’ lik) 3
dakika, sodyum tiyosiilfatta (% 5’ lik) 3 dakika bekletilerek akarsuya kadar getirildi.
Yaklagik 40 °C’ de potasyum bikromatda (% 2,5’ lik) bir gece mordanlanan ve daha
sonra saf suyla c¢alkalanan kesitler, 100 ml % 20 alkole 10-15 damla stok Bowie
sollisyonu damlatilarak elde edilen boya iginde, 40 °C’ lik etiivde 3 saat bekletildikten
sonra, 1 gece oda isisinda birakildi. Kesitler, filtre kagidi ile dikkatli bir sekilde
kurutulduktan sonra, boyanin fazlasinin ¢ikmasi i¢in 2-3 defa asetona batirildi. Daha
sonra kesitler, ksilol ve karanfil yag1 (1:1) karisiminda, kirmizi veya kirmizimsi mor
oluncaya kadar, yaklasik olarak 15-20 dakika bekletildi ve bunu takiben de, ksilol ve
benzenden gecirildi ve lamel kapatildi. Isik mikroskobunda incelenen kesitlerde, JG

hiicrelerdeki renin graniillerinin dagilimi1 gézlendi.

NADPH-diaforez yontemi: Hayvanlardan alinan bobrek parcalari, pH: 7,4 olan 0,1 M
100 ml fosfat tamponunda hazirlanan % 4’ liik paraformaldehitde 2 saat (+4 °C) tespit
edildikten sonra, pH: 7,4 olan 0,1 M 100 ml fosfat tamponunda hazirlanan % 15° lik
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stikrozda 1 gece (+4 °C) bekletildiler. Dondurma mikrotomunda 5-6 pm kalinliginda
alinan kesitler, lamlara yapistirilarak boyama iglemine kadar —20 °C’ de tutuldular.

NOS’ un katalitik aktivitesi, NADPH-d varliginda, nitro blue tetrazolium (NBT)’ un
enzimatik reaksiyonu ile gosterildi. Kesitler % 0,3’ liikk Triton X-100, % 0,01 NBT,
%0,1 B-NADPH-d ve 0,1 M Tris HCI (pH: 7,6) igeren 0,1 M fosfat tamponunda (pH:
7,4) 37 °C’ de 15-20 dakika inkiibe edildi. Kesitler, fosfat tamponu (pH: 7,4) ve saf su
ile yikandiktan sonra, gliserol jelatin ile kapatildi ve dokuda NOS enziminin

dagilimindaki degisiklikler 151k mikroskobunda incelendi [99].

Isik mikroskobu fotograflari, Carl-Zeiss Ultrapod II fotomikroskobu araciligr ile ¢ekildi.

3.2. ELEKTRON MiKROSKOBU CALISMALARI

Calismada kullanilan hayvanlardan aliman bobrek parcalari, Sorensen fosfat
tamponunda (pH: 7,4) hazirlanan % 2’ lik glutaraldehitde (+4 °C) 1 gece, % 1’ lik
Osmiumtetraoksit (OsO4)’ de 1 saat tespit edilmesini takiben, yiikselen alkol

serilerinden ve propilen oksitden gegirilerek, Epon 812’ ye gomiildiiler.

Epon bloklardan, Reichert OM U 3 ultramikrotomunda yaklagik 600 A° kalinliginda
alinan ince kesitler, bakir gridlere yerlestirildiler ve daha sonra % 5’ lik uranil asetat
[100] ve kursun sitrat [101] ile boyanarak, Zeiss EM 9S2 elektron mikroskobunda

incelendiler.
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4. BULGULAR

Deney Oncesi yapilan olgiimlerde, gruplart olusturan bireylerin agirliklari, 25-30 g
arasinda degismekteydi. Kan glukoz degerleri ise, 70 ile 140 mg/dl arasindaydi. STZ
enjeksiyonundan bir hafta sonra, hayvanlarin kan glukoz seviyeleri yiikselmeye basladi.
Deney hayvanlarinin dokular1 alinmadan 6nce ise bu seviye, en yiiksek diizeydeydi.
Degerler, kontrol gruplarinda, deney Oncesi ile benzerlik gosterirken, STZ ve STZ+AG
gruplarinda 180-370 mg/dl arasinda olacak sekilde yiikselme gosterdi. Ayrica, 6l¢limler
sonucu, STZ ve STZ+AG gruplarinda, 2 g’ a yakin bir agirlik azalmasi belirlendi.

4. 1. ISIK MIKROSKOBU BULGULARI

Kontrol grubuna ait bireylerin H+E ile boyanan bobreklerinde, korteksdeki proksimal
tiibiil, distal tiibiil, Bowman kapsiilii ve glomerular yumagin diizenli yapilarinin (Sekil
4. 1. 1, 2, 3 a-b), deneysel diyabet olusturulmasinda kullanilan maddelerden biri olan
STZ uygulanan bireylerin bobreklerinde oldukga belirgin degisiklikler gdsterdigi tespit
edildi. STZ uygulanan hayvanlara ait bobrek korteksindeki proksimal tiibiillerde, firca
kenarlar oldukg¢a fazla hasar gérmiis ve devamliliklarini kaybetmisti. Hiicre yiiksekligi
artmis, proksimal tiibiil limeni daralirken, tiibiillerin bazal kisimlarinda da yer yer
bozukluklar olusmustu (Sekil 4. 1. 4 a-c). Yine bu grupta, glomerular yumak ile birlikte,
parietal ve viseral yaprakta da diizensizlikler goriildii. Kapillerlerdeki eritrosit
kiimelenmesi kontrol grubu bireyleriyle karsilastirildiginda, aralarinda oldukga biiyiik
bir fark vardi (Sekil 4. 1. 5 a-b, 6, 7 a-b). Ayrica, Bowman kapsiilii araligi da kontrol
grubundan (Sekil 4. 1. 3 a-b) genisti ve bu genislemis alanda eritrositlere
rastlanmaktaydi (Sekil 4. 1. 6, 7 a-b). STZ uygulanmasi, bobrek dokusunda kanama
alanlar1 olusturmaktayd: ve bazi bolgelerde peritiibiilar alanlar olduk¢a fazla eritrosit
kiimelenmesi gostermekteydi (Sekil 4. 1. 8, 9 a-b). Ayrica, damarlar etrafinda ve
tiibiiller arasinda da kanama alanlarina rastlanmaktaydi (Sekil 4. 1. 10 a-b). Lokositler,

hem damar i¢inde hem de peritiibiilar alanlarda kontrol grubundakilerden fazlaydi

(Sekil 4. 1. 11).

STZ enjeksiyonundan hemen sonra baslanan ve 3 ay siiresince her giin AG uygulanan

deney grubuna ait hayvanlarin proksimal tiibiillerinin fir¢a kenarlarinda, STZ uygulanan
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gruba nazaran hasarl bolgeye daha az rastlanmaktaydi (Sekil 4. 1. 12, 13). Ancak, baz1
bolgelerde, STZ’ nin meydana getirdigi hasar belirgindi, firca kenarin devamliligini
koruyamadig goriildii (Sekil 4. 1. 12). Glomerular yumakta, STZ uygulanan grupta
oldugu gibi, kapillerlerde diizensizliklere, parietal yaprak endotelinde bozukluklara
rastlandi. Kapsiilar alan, kontrol grubuna benzemekteydi (Sekil 4. 1. 14, 15).
Kapillerlerin bozulmasiyla, kapsiilar alana ge¢mis eritrositler de gozlenmekteydi
(Sekil 4. 1. 16). STZ’ den sonra uygulanan AG, STZ ile kanama alanlarinin olusmasini
engelleyemedi. Peritiibiilar alandaki eritrosit kiimelenmeleri bu grupta da belirgindi

(Sekil 4. 1. 17 a-b).

Sadece AG uygulanan deney grubuna ait hayvanlarin bobrek korteksinde, pek c¢ok
bolgede proksimal tiibiillerin firca kenarlar1 kontrol grubu bireylerine goére daha
belirgindi ve oldukca diizenliydi (Sekil 4. 1. 18 a-c). Yine bu deney grubunda,
glomerular yumakta kapillerler icindeki eritrosit diizeni kontrol grubuna benzemekteydi.
Ayrica, Bowman kapsiilii araligi dar ve diizenliydi (Sekil 4. 1. 19). Kan damarlari
muntazamdi, peritiiblilar alanlarda kanama bolgeleri ve 10kosit artis1  yoktu

(Sekil 4. 1. 20).
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Sekil 4. 1. 1: Kontrol grubuna ait hayvanlarin bdbrek korteksinde glomerular yumak (GL),
proksimal tiibiiller (PT) ve distal tiibiiller (DT). H+E, X600.

Sekil 4. 1. 2: Kontrol grubuna ait hayvanlarin bobrek korteksinde proksimal tiibiiller (PT) ve
distal tiibiiller (DT). H+E, X1500.
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Sekil 4. 1. 3 a-b: Kontrol grubuna ait hayvanlarin bobrek korteksinde glomerular yumak (GL),
kapsiilar alan («<>Ka), parietal yaprak (M) ve viseral yaprak (™). H+E, a-b) X1500.



Sekil 4. 1. 4 a-c: STZ uygulanan gruba ait hayvanlarin bobrek korteksinde, hasara ugramis,
devamliligi kaybolmus firga kenara (T) sahip proksimal tiibiiller (PT) ve bazal kisimlarindaki
bozukluklar (A), yiiksekligi artmis proksimal tiibiil hiicreleri (T1) ve daralmis tiibiil liimeni (L)
ile peritiibiilar alanda (Pa) eritrositler (¢). H+E, a) X600, b-c¢) X1500.
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Sekil 4. 1. 5 a-b: STZ uygulanan gruba ait hayvanlarin bobrek korteksinde, glomerular
yumaktaki (GL) kapillerlerde diizensizlikler (A), parietal yapraktaki bozulmalar (T), firca
kenardaki diizensizlikler (T1) ve kapsiilar alan (Ka). H+E, a-b) X600.
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Sekil 4. 1. 6: STZ uygulanan gruba ait hayvanlarim bobrek korteksinde, glomerular yumaktaki
(GL) kapillerlerde diizensizlikler (A), kapsiilar alan (Ka), parietal yaprak (T) ve viseral
yapraktaki bozulmalar (T7) ile eritrositler (¢). H+E, X1500.
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Sekil 4. 1. 7 a-b: STZ uygulanan gruba ait hayvanlarin bobrek korteksinde, Sekil 3. 1. 6° dakine
benzer bozukluklar goriilmektedir. Glomerular yumak (GL) kapillerleri (A), kapsiilar alan (Ka),
bozulmus parietal yaprak (M), viseral yaprak (T ve eritrosit (¢). H+E, a-b) X1500.



Sekil 4. 1. 8: STZ uygulanan gruba ait hayvanlarin bobrek korteksinde, genislemis peritiibiilar
alanlarda (Pa) eritrositlerin bulundugu kanama bdlgeleri. Proksimal tiibiillerde (PT) bozulmus,
devamhllglm kaybetmis fira kenarlar (T). H+E, X600.

.%} -

Sekil 4. 1. 9 a-b: STZ uygulanan gruba ait hayvanlarin bobrek korteksinde, peritiibiilar alanda
(Pa) eritrositlerin kiimelendigi kanama bdlgeleri. Proksimal tiibiillerde (PT) bozulmus,
devamliligini kaybetmis firca kenarlar (1). H+E, a) X600, b)X1500.
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Sekil 4. 1. 10 a-b: STZ uygulanan gruba ait hayvanlarin bobrek korteksinde, endotel tabakasi
zarar gOrmiis (1) kan damar (Kd), kan damar etrafindaki inflamasyon alan1 (™) ve 16kositler
(<), proksimal tiibiillerin (PT) devamlilig1 kaybolmus fir¢a kenari (A). H+E, a-b) X1500.
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Sekil 4. 1. 11: STZ uygulanan gruba ait hayvanlarin bobrek korteksinde, bir arteriyol, ¢ok
sayida 16kosit (<) ve eritrositler (¢). H+E, X1500.



32

Sekil 4. 1. 12: STZ+AG uygulanan gruba ait hayvanlarm bobrek korteksindeki proksimal
tiibiillerde (PT) kontrol grubuna benzer firca kenarlar (T) ile bazi bolgelerde, STZ
uygulamasindan sonra meydana gelen hasarin devam ettigi proksimal tiibiillerin (PT) diizensiz
firga kenarlar1 (T1). H+E, X600.

Sekil 4. 1. 13: STZ+AG uygulanan gruba ait hayvanlarin bobrek korteksindeki proksimal
tiibiillerde (PT), diizenli (T) ve diizensiz firga kenarlar (T1). H+E, X1500.
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Sekil 4. 1. 14: STZ+AG uygulanan gruba ait hayvanlarin bobrek korteksinde, glomerular

yumaktaki (GL) kapillerlerde diizensizlikler (A), parietal yapraktaki bozukluklar (T) ve kapsiilar
alan (Ka). H+E, X600.

Sekil 4. 1. 15: STZ+AG grubuna ait hayvanlarin bobrek korteksinde, glomerular yumaktaki

(GL) kapillerlerde diizensizlikler (A), parietal yaprakta yer yer bozukluklar (T) ve kontrol
grubundakine benzer kapsiilar alan (Ka). H+E, X1500.



Sekil 4. 1. 16: STZ+AG uygulanan gruba ait hayvanlarm bobrek korteksinde, glomerular
yumaktaki (GL) kapillerlerde diizensizlikler (A), kapillerlerin bozulmasiyla kapsiilar alana (Ka)
geemis eritrositler (). H+E, X1500.



Sekil 4. 1. 17 a-b: STZ+AG uygulanan gruba ait hayvanlarin bobrek korteksinde, peritiibiilar

alanda (Pa) eritrositler (e) ve 10kosit (<) ile yer yer devamliligi kaybolmus (1) kan damari
(Kd). H+E, a-b) X600.
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Sekil 4. 1. 18 a-c: AG uygulanan gruba ait hayvanlarin bdbrek korteksinde, kontrole gore
belirgin olan, diizenli fir¢a kenara sahip (M proksimal tiibiiller (PT) ve tiibiillerin liimenleri (L).
H+E, a-b) X600, c¢) X1500.
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Sekil 4. 1. 19: AG uygulanan gruba ait hayvanlarin bobrek korteksinde, kontrol grubuna benzer
glomerular yumak (GL). H+E, X1500.



38

Sekil 4. 1. 20: AG uygulanan gruba ait hayvanlarin bobrek korteksinde, kontrol grubuna benzer,
az sayida l6kosit (<) iceren kan damar1 (Kd). H+E, X600.
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STZ uygulanan deney hayvanlarinin bobrek dokulardan hazirlanan 1sik mikroskobu
kesitleri incelendiginde, korteks bolgesinde, proksimal tiibiillerin apikal yiizeylerindeki
firca kenarlarda kontrollere gore (Sekil 4. 1. 21 a-b) belirgin degisikliklerin oldugu
goriildii (Tablo 4. 1. 1). STZ uygulanan grupta firca kenarin ve bazal membranin
devamliliginin bozuldugu, PAS reaksiyonunun bu bolgelerde, kontrole gore azalmis
oldugu saptand1 (Sekil 4. 1. 22 a-b). STZ uygulamasindan hemen sonra ve 3 ay
stiresince her giin AG verilen grubun bobrek korteksinde, proksimal tiibiillerin fir¢a
kenarinda, STZ uygulamasi ile meydana gelen hasarin, sadece STZ uygulanan gruptan
daha az oldugu ve proksimal tiibiil fir¢a kenarinda PAS reaksiyonunun STZ’ li gruptaki
gibi zayif olmadigi, kontrol grubuna yakin oldugu tespit edildi (Sekil 4. 1. 23 a-b).
Sadece AG uygulanan deney grubuna ait hayvanlarin bobrek korteksinde PAS
reaksiyonunun, diger 3 gruptan farkli olarak daha siddetli oldugu goézlendi (Sekil 4. 1.
24 a-b).

Kontrol grubuna ait hayvanlarin renal korpiiskiillerinde, bazal membranlardaki PAS
reaksiyonunun, proksimal tiibiillerdekine benzer oldugu goriildii (Sekil 4. 1. 25). Ancak,
STZ uygulanan hayvanlarin bobrek korteksindeki renal korpiiskiilde, glomerular
kapillerlerin ve parietal yaprak bazal membranlariin bozulmasi ile birlikte, PAS
reaksiyonunun da azalmis oldugu tespit edildi. Bu grupta, genel olarak glomerular
yumaklarda bazal membran kalinlagmasinin oldugu ve glomerular yumagmn bazi
bolgelerinde mesangiyal matriks artiginin da oldugu gozlendi (Sekil 4. 1. 26). STZ+AG
uygulanan gruplara ait hayvanlarin bobrek korteksindeki renal korpiiskiilde, Bowman
kapsiilii bazal membraninda yer yer bozukluklar olmakla birlikte, glomerular yumakta
PAS reaksiyonunun kontrole yakin oldugu belirlendi (Sekil 4. 1. 27). Sadece AG
uygulanan gruba ait glomerular yumak kapillerlerinin ve parietal yaprak epitelinin,
bazal membranlarinin kontrolden daha belirgin oldugu ayrica, PAS reaksiyonunun

arttigr goriildii (Sekil 4. 1. 28).

Tablo 4. 1. 1: PAS reaksiyonu siddetinin gruplara gore degerlendirilmesi

Kontrol STZ STZ+AG
AG Grubu
Grubu Grubu Grubu
PAS reaksiyonu siddeti ++ + ++ +++
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Sekil 4. 1. 21 a-b: Kontrol grubuna ait hayvanlarin bobrek korteksinde proksimal tiibiillerin (PT)
firga kenarinda (T) PAS reaksiyonu ve bazal membranlar (T71). a) X600, b) X1500.
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Sekil 4. 1. 22 a-b: STZ uygulanan gruba ait hayvanlarin bobrek korteksinde, hasara ugramis,
devamliligi kaybolmus ve kontrole gére PAS reaksiyonu azalmus firca kenara (1) sahip
proksimal tiibiiller (PT), glomerular yumak (GL) ve bazal membranlar (T1). a) X600, b) X1500.
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Sekil 4. 1. 23 a-b: STZ+AG uygulanan gruba ait hayvanlarin bobrek korteksinde, kontrol
grubuna yakin PAS reaksiyonu veren proksimal tiibiil (PT) firga kenarlar1 (T) ile STZ

uygulanan gruba benzer diizensiz firca kenarlar (A) ve bazal membranlar (T71). a) X600,
b) X1500.
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Sekil 4. 1. 24 a-b: AG uygulanan gruba ait hayvanlarin bébrek korteksinde, kontrole gére yogun
PAS reaksiyonu veren proksimal tiibiillerin (PT) fir¢a kenarlar1 (T) ve bazal membranlar (T1).
a) X600, b) X1500.
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Sekil 4. 1. 25: Kontrol grubuna ait hayvanlarin bobrek korteksinde, glomerular yumakta (GL)
kapillerlerin ve parietal yaprak epitelinin bazal membraninda (T) PAS reaksiyonu. X1500.
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Sekil 4. 1. 26: STZ uygulanan deney grubuna ait hayvanlarin bébrek korteksinde, glomerular
yumakta (GL) kapillerlerin ve parietal yaprak epitelinin bazal membraminda (T) kontrole gore
azalmis PAS reaksiyonu (T1). X1500.
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Sekil 4. 1. 27: STZ+AG uygulanan deney grubuna ait hayvanlarin bobrek korteksinde,
glomerular yumakta (GL) kapillerlerin ve parietal yaprak epitelinin bazal membraninda () yer
yer bozukluklar olmasina ragmen, kontrole benzer PAS reaksiyonu. X1500.
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Sekil 4. 1. 28: AG uygulanan deney grubuna ait hayvanlarin bobrek korteksinde, kontrole gore
PAS reaksiyonunun fazla oldugu, glomerular yumak (GL) kapillerlerinin ve parietal yaprak
epitelinin bazal membraninda (T) PAS reaksiyonu. X1500.
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Deney hayvanlarinin bobrek dokularindan alinip, dondurma mikrotomu araciligi ile
kesilip hazirlanan kesitlere, NADPH-d teknigi uygulanarak, korteks bolgesindeki NOS
enziminin dagilimi histokimyasal olarak gdsterildi. Bu kesitler incelendiginde, kontrol
ve deney gruplar arasinda belirgin farkliliklarin oldugu goriildi (Tablo 4. 1. 2). STZ
uygulanan gruba ait hayvanlarin bobrek korteksinde, proksimal tiibiil hiicrelerinde
NADPH-d reaksiyonunun kontrole gore (Sekil 4. 1. 29 a-b, 30) yogun oldugu tespit
edildi (Sekil 4. 1. 31 a-b). Makula densada NADPH-d reaksiyonunun kontrole gore
(Sekil 4. 1. 30) yogun olmasi da, bu gruba ait 6nemli bir bulgu olarak goriildi (Sekil 4.
1. 32). STZ enjeksiyonundan hemen sonra AG uygulanan grupta ise, sadece STZ
uygulanan gruptaki gibi, NADPH-d reaksiyonunun yogun olmadigi ve kontrole yakin
oldugu belirlendi (Sekil 4. 1. 33 a-b). Ayrica makula densada, NADPH-d reaksiyonunda
kontrole gore belirgin bir farklilik goriilmemekteydi (Sekil 4. 1. 34). Sadece AG
uygulanan deney grubunda, NADPH-d reaksiyonunun, kontrole ve diger gruplara gore
daha az yogun oldugu belirlendi (Sekil 4. 1. 35 a-b). Bu grupta makula densadaki
NADPH-d reaksiyonunun ise, kontrolden daha az yogun oldugu goriildi (Sekil 4. 1.
36).

Tablo 4. 1. 2: NADPH-d reaksiyonunun gruplara gére degerlendirilmesi

Kontrol STZ STZ+AG
AG Grubu
Grubu Grubu Grubu
NADPH-d reaksiyonu ++ +++ ++ +
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Sekil 4. 1. 29 a-b: Kontrol grubuna ait hayvanlarin bdbrek korteksinde, proksimal tiibiillerde
(PT) NADPH-d reaksiyonu (M ve glomerular yumak (GL). a) X600, b) X1500.
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Sekil 4. 1. 30: Kontrol grubuna ait hayvanlarin bobrek korteksinde, bobrek tiibiilleri (A), makula
densada (1) NADPH-d reaksiyonu ve glomerular yumak (GL). X375.
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Sekil 4. 1. 31 a-b: STZ uygulanan gruba ait hayvanlarin bobrek korteksinde, proksimal
tiibiillerde (PT) kontrol grubuna gére yogun olan NADPH-d reaksiyonu (T) ve glomerular
yumak (GL). a) X600, b) X1500.
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Sekil 4. 1. 32: STZ uygulanan gruba ait hayvanlarin bobrek korteksinde, bobrek tiibiilleri (A),

makula densada (T) kontrole gore yogun NADPH-d reaksiyonu ve glomerular yumak (GL).
X375.
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Sekil 4. 1. 33 a-b: STZ+AG uygulanan gruba ait hayvanlarin bobrek korteksinde, proksimal
tiibiillerin (PT) biiyiik bir kisminda kontrole benzer NADPH-d reaksiyonu (1) ve glomerular
yumak (GL). a) X600, b) X1500.
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Sekil 4. 1. 34: STZ+AG uygulanan gruba ait hayvanlarin bdbrek korteksinde, bobrek

tiibiillerinde (A), makula densada (T) kontrol grubuna benzer olan NADPH-d reaksiyonu ve
glomerular yumak (GL). X375.
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Sekil 4. 1. 35 a-b: AG uygulanan gruba ait hayvanlarin bdbrek korteksinde, proksimal
tiibiillerde (PT) kontrol grubuna ve STZ uygulanan gruba gore daha az yogun olan NADPH-d
reaksiyonu (T). a) X600, b) X1500.
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Sekil 4. 1. 36: AG uygulanan gruba ait hayvanlarin bobrek korteksinde, bobrek tiibiillerinde (A),

makula densada (T) kontrole gore daha az yogun olan NADPH-d reaksiyonu ve glomerular
yumak (GL). X375.
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Kontrol, STZ, STZ+AG ve AG gruplarina ait hayvanlarin bobreklerinden hazirlanan
151k mikroskobu kesitlerine Bowie yontemi uygulanarak, jukstaglomerular (JG) hiicreler
incelendi. JG hiicrelerdeki renin igeren graniillerin dagilimi, her 4 grupta
karsilastirilarak aralarindaki farkliliklar belirlendi (Tablo 4. 1. 3). STZ uygulanan gruba
ait JG hiicrelerindeki renin iceren graniil dagilimi ve boyanma yogunlugu kontrol
grubundakilere (Sekil 4. 1. 37 a-b) gore daha belirgindi (Sekil 4. 1. 38 a-b). STZ
uygulanmasindan hemen sonra, ii¢ ay siiresince her gin AG verilen grupta,
jukstaglomerular graniillerin dagilimimin ve boyanma yogunlugunun kontrol grubuna
yakin oldugu tespit edildi (Sekil 4. 1. 39 a-b). Sadece AG uygulanan deney grubunda
ise, bu graniillerin dagiliminin ve boyanma yogunlugunun kontrol grubundakilere gore

oldukga belirgin oldugu goriilmekteydi (Sekil 4. 1. 40 a-b).

Tablo 4. 1. 3: PAS reaksiyonu siddetinin gruplara gore degerlendirilmesi

Kontrol STZ STZ+AG
AG Grubu
Grubu Grubu Grubu
Renin graniillerinin
+ ++ + ++
dagilimi
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Sekil 4. 1. 37 a-b: Kontrol grubuna ait hayvanlarin bdbrek korteksinde, jukstaglomerular

hiicrelerde (JG) belirgin bir sekilde goriilen jukstaglomerular graniiller (T) ve glomerular yumak
(GL). Bowie yontemi; X1500.
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Sekil 4. 1. 38 a-b: STZ uygulanan hayvanlara ait bobrek korteksinde, jukstaglomerular
hiicrelerde (JG), kontrollere gore yogun olan jukstaglomerular graniiller (1) ve glomerular
yumak (GL). Bowie yontemi; X1500.
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Sekil 4. 1. 39 a-b: STZ+AG uygulanan hayvanlara ait bobrek korteksinde, jukstaglomerular
hiicrelerde (JG), STZ uygulanan gruba goére yogunlugu azalmig, kontrol grubuna benzer
jukstaglomerular graniiller (T) ve glomerular yumak (GL). Bowie yontemi; X1500.
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Sekil 4. 1. 40 a-b: AG uygulanan hayvanlara ait bobrek korteksinde, jukstaglomerular
hiicrelerde (JG) kontrol grubuna gére yogun jukstaglomerular graniiller (T) ve glomerular
yumak (GL). Bowie yontemi; X1500.
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4.2. ELEKTRON MiKROSKOBU BULGULARI

Calismada kullanilan hayvanlarin bobreklerinin korteks bolgelerinden hazirlanan ince
kesitler elektron mikroskobunda incelendiginde, kontrol grubuna ait hayvanlarin
glomerular yumaklarinda, kapiller endoteli ile parietal yaprak epitelinin ve podositlerin
normal yapilar1 gozlendi (Sekil 4. 2. 1, 2). Ayrica, proksimal ve distal tiibiil hiicrelerinin
apikal kisimlar1 ve bazal laminalar1 ile hiicre organellerinin diizenli bir yapiya sahip

oldugu goriildii (Sekil 4. 2. 3-7).

STZ uygulanan hayvanlarin bdbrek kesitlerinde, glomerular kapillerlerin endotel
tabakasinin hasara ugradigi, devamliligin1 kaybettigi, ayrica glomerular kapillerlerin
liimeninin genisledigi ve parietal yaprak epitel hiicrelerinin apikal kisimlarinda hasarin
oldugu goriildii (Sekil 4. 2. 8, 9). Yine bu grupta, podositlerin ve fenestralarin diizensiz
bir goriiniim aldig1 da belirlendi (Sekil 4. 2. 8, 9). Benzer sekilde STZ uygulanan grupta,
proksimal tiibil hiicrelerinde mikrovilluslarin hasara ugrayip, devamliliklarini
kaybettikleri, proksimal tiibiillerin ve distal tiibiillerin bazal katlanmalarinda da
bozulmalarin oldugu ve yer yer genisledikleri goriildii (Sekil 4. 2. 12-14). STZ
uygulamasi sonucu, mitokondrilerin bazal katlanmalar arasindaki diizenli dagiliminin
bozuldugu (Sekil 4. 2. 11-14), otofajik vakuollerin meydana gelmis oldugu belirlendi
(Sekil 4. 2. 11-14). STZ uygulamasinin, peritiibiilar alanlarda genislemelere neden
oldugu (Sekil 4. 2. 10, 11, 13), bu alanlarda, kapillerler disinda kan hiicrelerinin
bulundugu ve kapillerlerin endotel hiicrelerinde de hasarin meydana geldigi gozlendi

(Sekil 4. 2. 11),

STZ ile birlikte AG uygulanan hayvanlarda, glomerular yumakta, STZ’ nin olusturdugu
hasarin birgok bolgede Onlendigi, kapiller liimenlerinin daraldigi, podositlerin kontrol
grubuna benzer oldugu, endotel tabakasindaki bozukluklarin, STZ uygulanan
hayvanlardaki kadar fazla olmadigi goriildii (Sekil 4. 2. 15, 16). Yine bu grupta,
proksimal tiibiil hiicrelerinin apikal yiizeylerinde yer alan mikrovilluslarin, bir¢ok
bolgede, kontrol grubu hayvanlarin proksimal tiibiil hiicrelerinin mikrovilluslarina
benzedigi, genislemis GER keselerinin, STZ uygulananlardaki gibi belirgin oldugu
goriildii (Sekil 4. 2. 17, 18). Bu hayvanlarin proksimal tiibiil hiicrelerinde, GER

keselerinin, polizomlarin ve mitokondrilerin diger gruplardan fazla olmasi dikkat
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cekiciydi. Distal tiibiil hiicreleri ise, kontrol grubuna benzerdi (Sekil 4. 2. 19, 20). STZ
uygulamasindan sonra 3 ay siiresince verilen AG’ nin, peritiibiilar alanlarda meydana
gelen bozulmalar1 tam olarak 6nleyemedigi, STZ uygulanan grupta oldugu gibi endotel

hiicrelerindeki bozukluklarin yer yer devam ettigi ve bu alanlarda kan hiicrelerinin

bulundugu goriildii (Sekil 4. 2. 17, 18, 20).

Sadece AG uygulanan grupta, glomerular yumagin bazal laminasinda meydana gelen
kalinlagsma disinda (Sekil 4. 2. 21, 22), tiim 6zelliklerin kontrol grubuna benzedigi tespit
edildi. Proksimal tiibiil hiicrelerinin (Sekil 4. 2. 23), distal tiibiil hiicrelerinin (Sekil 4. 2.
24) ve peritiibiilar alanlarin (Sekil 4. 2. 24), kontrol grubunun bireylerine benzer sekilde

oldugu gozlendi.



Sekil 4. 2. 1: Kontrol grubuna ait hayvanlarin bobrek korteksinde, glomerular yumagin bir
kisminda glomerular kapiller endoteli (T), glomerular kapiller liimeni (GKL), eritrositler (e),
podositler (Po), mesangiyal hiicre nukleusu (A), parietal yaprak epiteli (T71), parietal yaprak
epitelinin nukleusu (N) ve kapsiilar alan (Ka). X6 800.

Sekil 4. 2. 2: Kontrol grubuna ait hayvanlarin bobrek korteksinde, glomerular yumagin bir
kisminda glomerular kapiller endoteli (T), glomerular kapiller liimeni (GKL), eritrosit (e),
podositler (Po) ve diizenli fenestralar (). X17 000.
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Sekil 4. 2. 3: Kontrol grubuna ait hayvanlarin bobrek korteksinde, proksimal tiibiil hiicrelerinin
nukleuslar1 (n), mitokondriler (m), bazal katlanmalar (bk—), mikrovilluslar (mv), otofajik
vakuoller (T), lizozomlar (L) ve peritiibiilar alan (Pa). X6 800.



Sekil 4. 2. 4: Kontrol grubuna ait hayvanlarin bobrek korteksinde, proksimal tiibiil hiicresinde
nukleuslar (n), mitokondriler (m), lizozomlar (L), mikrovilluslar (mv), otofajik vakuoller (A),
bazal lamina (T1) ve bazal katlanmalar (bk —). X6 800.

Sekil 4. 2. 5: Kontrol grubuna ait hayvanlarin bobrek korteksinde, proksimal tiibiil hiicresinde
nukleus (n), mitokondri (m), lizozom (L), mikrovillus (mv), otofajik vakuol (AA), graniillii
endoplazmik retikulum kesesi (g), peroksizom (A), bazal lamina (T1) ve bazal katlanmalar
(bk —). X17 000.
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Sekil 4. 2. 6: Kontrol grubuna ait hayvanlarin bébrek korteksinde, distal tiibiil hiicrelerinin (DT)
nukleuslart (n), mitokondriler (m), lizozomlar (L), bazal katlanmalar (bk—), mikrovilluslar
(mv), peritiibiilar alan (Pa) ve proksimal tiibiiller (PT). X6 800.
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Sekil 4. 2. 7: Kontrol grubuna ait hayvanlarm bobrek korteksinde, distal tiibiil hiicrelerinin
nukleuslart (n), mitokondriler (m), lizozomlar (L), graniillii endoplazmik retikulum keseleri (g),
mikrovilluslar (mv), bazal lamina (T1) ve bazal katlanmalar (bk—). X17 000.



Sekil 4. 2. 8: STZ uygulanan gruba ait hayvanlarin bobrek korteksinde, glomerular yumagin bir
kisminda, hasara ugramis glomerular kapiller endoteli (1), glomerular kapiller liimeni (GkL),
podositler (Po), diizensiz fenestralar (1), mesangiyal hiicre nukleusu (A), diizensiz parietal
yaprak epiteli, parietal yaprak epitelinin nukleusu (N), kapsiilar alan (Ka), peritiibiilar alan (Pa)
ile peritiibiilar alanda er1tros1tler (e) ve lokosnler (1) X6 800

Sekll 4, 2 9: STZ uygulanan gruba ait hayvanlarin bobrek korteksinde, glomerular yumagm b1r
kisminda, hasara ugramis glomerular kapiller endoteli M, glomerular kapiller liimeni (GkL),
diizensiz uzantilara sahip olan podositler (Po), podosit ayaklar1 (PA), diizensiz fenestralar (M ve
mesangiyal hiicre nukleusu (A). X17 000.
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Sekil 4. 2. 10: STZ uygulanan gruba ait hayvanlarin bobrek korteksinde, proksimal tiibiil (PT),
distal tiibiil (DT), hasara ugramis ve devamliligimi kaybetmis diizensiz mikrovilluslar (mv),
nukleuslar (n), mitokondriler (m), polizomlar (M), lizozomlar (L), otofajik vakuoller (A),
diizensiz ve genislemis bazal katlanmalar (bk—) ve peritiibiilar alan (Pa). X6 800.
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Sekil 4. 2. 11: STZ uygulanan gruba ait hayvanlarin bobrek korteksinde, proksimal tiibiiliin bir
kisminda, mikrovilluslar (mv), nukleuslar (n), mitokondriler (m), lizozomlar (L), otofajik
vakuoller (A), diizensiz ve genislemis bazal katlanmalar (bk—), diizensiz bazal lamina (T1) ve
peritiibiilar alan (Pa) ile peritiibiilar alan kapillerlerinin hasara ugramis endotel tabakasi (A).

X6 800.

Sekil 4. 2. 12: STZ uygulanan gruba ait hayvanlarin bobrek korteksinde, proksimal tiibiiliin bir
kisminda, mikrovilluslar (mv), nukleuslar (n), graniillii endoplazmik retikulum keseleri (g),
lizozomlar (L), otofajik vakuoller (A), diizensiz ve genislemis bazal katlanmalar (bk—) ile
mitokondriler (m). X17 000.



Sekil 4. 2. 13: STZ uygulanan gruba ait hayvanlarin bobrek korteksinde, distal tiibiiliin bir
kisminda, nukleuslar (n), hasara ugramisg mikrovilluslar (mv), graniillii endoplazmik retikulum
keseleri (g), lizozomlar (L), bazal katlanmalar (bk—), mitokondriler (m) ve diizensiz bazal
lamina (T1). X17 000.

X

Sekil 4. 2. 14: STZ uygulanan gruba ait hayvanlarin bobrek korteksinde, proksimal tiibiiliin bir
kisminda, mikrovilluslar (mv), nukleuslar (n), graniillii endoplazmik retikulum keseleri (g),
lizozomlar (L), otofajik vakuoller (A), hiicrelerarasi alanda genislemeler ile diizensiz ve
genislemis bazal katlanmalar (bk—), mitokondriler (m) ve bazal lamina (T1). X17 000.
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Sekil 4. 2. 15: STZ+AG uygulanan gruba ait hayvanlarm bobrek korteksinde, glomerular
yumagmn bir kisminda, diizenli glomerular kapiller endoteli (1), glomerular kapiller liimeni
(GKkL), eritrosit (e), podosit ayaklar1 (PA), mesangiyal hiicre nukleusu (A) ve kollagen (Ko).
X17 000.
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Sekil 4. 2. 16: STZ+AG uygulanan gruba ait hayvanlarm bobrek korteksinde, glomerular
yumagmn bir kisminda, kontrole benzer glomerular kapiller endoteli (T), glomerular kapiller
liimeni (GkL), eritrosit (e), podositler (Po) ve mesangiyal hiicrelerin nukleusu (A). X17 000.



Sekil 4. 2. 17: STZ+AG uygulanan gruba ait hayvanlarin bobrek korteksinde, proksimal tiibiiliin
bir kisminda nukleuslar (n), mikrovilluslar (mv), graniillii endoplazmik retikulum keseleri (g),
lizozomlar (L), bazal katlanmalar (bk—), mitokondriler (m), peritiibiilar alanda (Pa) eritrositler
(e) ile 16kosit (1) ve bazal lamina (T71). X6 800.

Sekil 4. 2. 18: STZ+AG uygulanan gruba ait hayvanlarin bobrek korteksinde, proksimal tiibiiliin
bir kisminda nukleuslar (n), mikrovilluslar (mv), mikrotiibiiller (T), genislemis graniillii
endoplazmik retikulum keseleri (g), polizomlar M, otofajik vakuoller (A), diizensiz bazal
katlanmalar (bk—), mitokondriler (m), bazal lamina (T7). X17 000.



Sekil 4. 2. 19: STZ+AG uygulanan gruba ait hayvanlarin bobrek korteksinde, distal tiibiiliin
(DT) bir kisminda nukleuslar (n), mikrovilluslar (mv), otofajik vakuoller (A), bazal katlanmalar
(bk—), mitokondriler (m), peritiibiilar alan (Pa) ve bazal lamina (7). X6 800.
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Sekil 4. 2. 20: STZ+AG uygulanan gruba ait hayvanlarin bobrek korteksinde, kontrole benzer
distal tiibiil hiicresinin nukleusu (n), mikrovilluslar (mv), graniillii endoplazmik retikulum
keseleri (g) ile polizomlar (M), lizozomlar (L), otofajik vakuoller (A), diizenli bazal katlanmalar
(bk—), mitokondriler (m) ve bazal lamina (). X17 000.



Sekil 4. 2. 21: AG uygulanan gruba ait hayvanlarin bobrek korteksinde, glomerular yumagin bir
kisminda glomerular kapiller endoteli M, glomerular kapiller liimeni (GkL), eritrositler (e),
podositler (Po), diizenli fenestralar (A ), mesangiyal hiicrelerin nukleusu (A), parietal yaprak
epiteli (™, parietal yaprak epitelinin nukleusu (N) ve kapsiilar alan (Ka). X6 800.

Sekil 4. 2. 22: AG uygulanan gruba ait hayvanlarin bobrek korteksinde, glomerular yumagin bir
kisminda glomerular kapiller endoteli (T), glomerular kapiller liimeni (GkL), eritrositler (e),
podositler (Po), mesangiyal hiicre nukleusu (A) ve kalinlagmig bazal lamina (). X17 000.



Sekil 4. 2. 23: AG uygulanan gruba ait hayvanlarin bobrek korteksinde, proksimal tiibiil

hiicresinin bir kisminda, nukleus (n), mitokondriler (m
. A . .
T Rl if o
Ve o R

), mikrovilluslar (mv), lizozomlar (L),

Sekil 4. 2. 24: AG uygulanan gruba ait hayvanlarin bobrek korteksinde, distal tiibiiliin (DT) bir
kismmda nukleuslar (n), mikrovilluslar (mv), mitokondriler (m), graniillii endoplazmik
retikulum keseleri (g), polizomlar (1), lizozomlar (L), bazal katlanmalar (bk—), peritiibiilar alan
(Pa) ve bazal lamina (T1). X17 000.
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5. TARTISMA VE SONUC

Bobregin fonksiyonel birimi olan nefronun en 6nemli gorevi, filtrasyon, geri emilim ve
sekresyondur. Normal kosullarda, bu islemin saglikli bir sekilde yapilabilmesi igin,
glomerular yumak ve Bowman kapsiiliiniin normal yapisin1 korumasi ayrica, tiibiillerin
emilim yiizeylerinin de saglikli olmasi gerekmektedir. Bobrek fonksiyonlarinin
diizenlenmesi, sinirsel, hormonal ve nefron diizeyinde siiziilen maddelerin miktar ve
iceriklerine bagl olarak yerine getirilmektedir. Bunun yanisira, son yillarda NO’ in de,
bobrek fonksiyonlarinin diizenlenmesinde herhangi bir roliiniin olup olmadigi
tartisilmaktadir. Simdilerde ise, nefron fizyolojisinde, NO’ in rolii oldugu kesin olarak
bilinmektedir. Bobrekte, NO cesitli fizyolojik siireclerde dnemli bir role sahiptir. /n
vivo olarak yapilan deneysel ¢alismalarda ilk olarak, NO’ in natriiiretik (Na" atilimi) ve
ditiretik (su atilimi) etkilere sahip oldugu, bunun da nefron boyunca NaCl ve sivi geri
emiliminin azalmasina bagl olarak ortaya ¢iktigi ileri siiriilmiistiir [102]. Son 10 yilda,
bir¢ok yayinda, tiibiillerin farkli segmentlerinde, tasinmanin diizenlenmesinde NO’ in
dogrudan rolii oldugu gosterilmistir [102]. Ancak, NO’ in proksimal tiibiil lizerindeki
etkileri hala tartisilmaktadir. Yapilan ¢alismalar, proksimal tiibiiliin, ¢esitli uyarilara
bagli olarak, biiylik miktarlarda NO iiretebilmekte oldugunu gdstermistir. NO; s1vinin,
Na“, bikarbonat ve fosfatin, proksimal tiibiil geri emiliminin diizenlenmesinde ok
onemli bir role sahiptir [103]. Bobrek tiibiilleri ile kan arasinda bikarbonat diizeylerinin
ayarlanmasi, tiibiil hiicrelerinin membranlarindaki tasiyicilar ile gerceklesmektedir. Bu
tastyicilarla NO arasindaki iligkileri ortaya koymak iizere yapilan ¢alismalarda, Na/H
degistiricisinin ve Na/K-ATPaz aktivitesinin NO ile inhibe oldugu gosterilmistir [102,
104]. Bununla birlikte, CI" ve HCOs™ iyonlarin emiliminin yapildigi Henle kulbunun
kalin c¢ikict kolunda, NO’ in bu tasiyicilarin fonksiyonlarimi azalttigi ile ilgili
caligmalara rastlanmaktadir [102]. NO’ in, Na-K-2Cl tasiyicis1 ve Na/H degistiricisi
izerine dogrudan inhibe edici etkisi arastirilirken, tiibiiliin bu kisminda apikal potasyum
kanallarin1 uyardigi bulunmustur [102]. Toplayici kanallarda NO’ in, Na" geri emilimini
ve vazopressinin uyardigr osmotik su gecirgenligini inhibe ettigi, ayrica, NO’ in
H-ATPaz iizerine inhibe edici bir etkisinin oldugu belirtilmistir [102]. Sonug olarak,
NO’ in nefronun farkli bolgelerinde tasiyici fonksiyonlarmin diizenlenmesinde,

dolayistyla idrarla Na" ve su atithminin yerine getirilmesinde rolii oldugu ortaya
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konmustur. Ancak, bobrek tiibiillerinden madde tasinmasina NO’ in etkisi, tiibiiliin baz1

bolgeleri i¢in hala tartigilmaktadir [102-104].

Deneysel diyabetin olusturulmasinda kullanilan maddelerden biri olan STZ, bircok
doku ve organda NO sentezini arttirarak, cesitli patofizyolojik degisikliklere neden
olmaktadir. STZ, diyabetojenik etkisini pankreastaki [ hiicrelerini tahrip ederek
gosterir. STZ’ nin 3 hiicrelerindeki etkisi, kan glukoz ve insiilin konsantrasyonlarindaki
karakteristik degisiklikler ile birliktedir. Insiiline bagimli diabetes mellitus olusturmada,
yetigkin sicanlarda siklikla, 40-60 mg/kg olacak sekilde, tek intravendz STZ dozu
kullanilmakla birlikte, calismalarda daha yiiksek dozlar da tercih edilebilmektedir [105].
STZ’ nin intraperitonal olarak verilmesi de benzer etki yaratirken, maddenin bu
uygulanma yonteminde doz, 40 mg/kg’ m altinda olmamalidir [106]. STZ
enjeksiyonundan 2 saat sonra, kan insiilininin ani diisiisiiyle birlikte hiperglisemi olusur.
Yaklasik 6 saat sonra, kan insiilin diizeyinin yiikselmesiyle hipoglisemi meydana gelir
ve sonunda hiperglisemi geliserek, kan insiilin konsantrasyonu diiser [107]. Kan glukoz
ve insililin konsantrasyonlarindaki bu degisiklikler, [ hiicre fonksiyonunda
anormalliklere neden olur. STZ, glukoz oksidasyonunu bozar [108] ve insiilin
biyosentezi ile salinimini azaltir [109, 110]. STZ’ nin ilk olarak, glukoza kars1 B hiicre
cevabini bozdugu elde edilmistir. Gegici cevapsizlik geri doner ve ardindan kalici hiicre
hasar1 olugur [107]. STZ’ nin pankreatik  hiicrelerine alinmasi, glukoz tasiyict GLUT2
yoluyla olur. GLUT2’ nin azalan anlatimi, STZ’ nin diyabetojenik etkisini dnlemede

bulunmustur [111, 112].

STZ, NO olusumunu uyartyor ve NO, pankreasin Langerhans adacik hiicrelerinde
yikima neden oluyorsa, bu molekiiliin STZ kaynakli DNA hasarinda iligkisi oldugu
diisiiniilebilir [113, 114]. STZ’ nin sitotoksik etkilerinde NO’ in rol oynadig1 ¢esitli
deneylerle gosterilmistir [113, 115]. STZ kokenli degisikliklere, pankreatik J3
hiicrelerinin korunmasizligi, NO islevi i¢in karakteristiktir [115]. Bununla birlikte STZ,
kendiliginden bir NO vericisi degildir [113]. STZ hiicre icerisinde metabolize oldugu
zaman, NO serbest birakilir. Diger yandan, iNOS’ un inhibe edilmesi ile
konsantrasyonu diisiiriilen NO, pankreas Langerhans adacik hiicrelerinde, STZ’ nin
neden oldugu DNA hasarina kismen engel olur [108]. Ancak, STZ’ nin sitotoksik

etkilerinde tek sorumlu molekiiliin NO olmadig1 da belirlenmistir.
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Yapilan caligmalar sonucunda, diyabetik siganlarda, iiretilen NO’ in artmis oldugu
gosterilmistir. Benzeri sekilde, sican ve farelerde, STZ uygulamasindan sonra, NO
metabolizmasinin son {iriinleri olan nitrit ve nitrat diizeylerinin artti§1 da saptanmistir
[116]. Diyabetik bobrekte meydana gelen ilk hemodinamik degisiklik, hiperfiltrasyonun
gelisimidir [90]. STZ ayrica, Iokositlerin kiimelenmelerine ve damar endoteline
yapismalarina neden olarak, kapillerlerde tikanmalara, endotel tabakasinda bozulmalara,
16kositlerin damarlardan hiicrelerearasi alana go¢ etmelerine ve biitlin bu degisikliklere
bagl olarak kanamalara yol agmaktadir [77]. Diyabette meydana gelen bu dolagim
bozukluklari sonucu, hiicresel bozukluklar da ortaya ¢ikmaktadir. Caligmamizda,
farelere STZ uygulamasi ile diyabet olusturduktan sonra, bobrek dokularindan alinan
kesitlerde, glomerular yumak, Bowman kapsiilii ve tiiblil hiicrelerinde gordiigiimiiz

bozukluklar, gelisen bu patofizyolojik olaylara dayanmaktadir.

Farelere, tek ve yiiksek doz (180 mg/kg) STZ’ nin intraperitonal olarak verilmesi ile
meydana gelen diyabette, STZ ile olusan sitokinlerin, makrofajlar1 uyarmasi ile iNO
sentezinin artti§1 gosterilmistir [89]. iNOS yolunda, makrofajlarda ve diger bazi
hiicrelerde, arginin metabolizmasi sonucu olugsan mikromolar konsantrasyonlardaki NO,
prokaryotik ve Okaryotik hiicresel metabolizmay1 inhibe edebilir. Diger birgok
immiinolojik aracilar gibi NO’ in de iki yan1 da keskin bir bigcak oldugu sanilmaktadir.
Makrofaj kaynakli NO, bakteriyal ve parazitik hastaliklar ve hatta kanser i¢in, konakta
onemli bir savunma araci olarak goriinmektedir. Diger kanitlar ise, makrofaj kaynakli
NO’ in otoimmiin hastaliklara katkida bulunabilecegini gostermektedir. Kemiricilerde,
diyabet olusum nedenlerinde NO’ in rol oynadigina iligkin kanitlar vardir [89].
Diyabette, glomerular yumagin diizensiz bir goriiniim almasi, kapillerlerin ve
damarlarin genislemesi, 16kosit yigilmasi ve buna bagl olarak eritrosit birikmesi, STZ
enjeksiyonu ile olusturulmus diyabette, artan iNO ile ilgili olarak ortaya ¢ikmaktadir.
Kapillerlerde meydana gelen bu yigilma ve tikanmalar sonucunda, kanin damar
endoteline yaptig1 basing artarak eNO de salinmakta, dolayisiyla arteriyollerin diiz
kasinda cGMP araciligiyla gevseme meydana gelmektedir [117]. Bu da, bobrekte
fizyolojik olarak glomerular filtrasyon hizi ile, maddelerin Bowman kapsiilii araligina
gecisini  etkilemektedir [118]. Calismamizda hazirladigimiz 151tk mikroskobu
kesitlerinde de, STZ uygulanan grupta, Bowman kapsiiliiniin o6zellikle viseral

yapraginda meydana gelen bozukluklar, kapsiil limenindeki ultrafiltratin da farkl
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olacagim1 gostermektedir. Bu grupta hem kapillerlerin, hem de nefronun farkl
bolgelerine ait bazal laminalarin PAS reaksiyonunda bir azalma goriilmektedir. Bu
reaksiyonun azalmast da, bazal laminanin hasara ugramis oldugunu agikca
gostermektedir. Boylece, glomerular filtrasyon hizinin ve ultrafiltrat igeriginin
degismesi kagiilmaz olacaktir. Bunlara ek olarak STZ, dogrudan ya da dolayl olarak,
glomerular yumak ve Bowman kapsiilii yaninda, proksimal ve distal tiibiillerde, hem
yapisal hem de fonksiyonel bozukluklara neden olacaktir. Elektron mikroskobu
incelemelerinde gozlenen, glomerular kapillerlere ait fenestralardaki diizensizlikler,
filtrasyonda meydana gelebilecek degisiklikler ile ilgili olabilir. STZ’ nin, proksimal
tiibiillerin apikal kisminda bulunan fir¢ca kenarlarda belirgin bir hasara yol agtiginin ve
PAS reaksiyonunun azaldigimin gosterilmesi, tiibiil hiicrelerinin membranlarinda
bulunan tasiyicilarin membranin zarar gérmesine bagl olarak islevinin bozulacagina ve
bunun sonucu olarak da tiibiillerin geri emilim fonksiyonlarin1 tam olarak yerine
getiremeyeceklerini isaret etmektedir. Bu gruba ait elektron mikrograflarinda, bazal
katlanmalarin genisledigi ve mitokondrilerin hasara ugramis oldugu goriilmekteydi.
Bazal membranlarin genislemis olmasi, hiicre ile peritiibiilar alan arasindaki iyon
tasinmasinda ¢ok fazla degisiklik meydana geldigini gostermektedir. Mitokondrilerde
gozlenen bozulmalar ise, hiicrede enerji i¢in gerekli olan ATP sentezinin azalmaya

basladigina isaret etmektedir.

Daha oOnceleri yapilan birgok calismada, diyabette meydana gelen histolojik degisiklerin
bircogunun, bu siirecte artan iNO sentezine bagli oldugu gosterilmistir [119].
Caligmamizda, dokudaki degisikliklerin yaninda, NADPH-d yontemi ile histokimyasal
olarak NOS dagilimina baktigimizda, NADPH-d reaksiyonunun kontrol gruplarina gore
fazla olmasi, diyabet sonucu NO’ in arttigini, STZ’ nin NO sentezini uyardigini
gostermektedir. Bobrek tiibiillerinde, 6zellikle proksimal tiibiilde, STZ ve sitokinlerin
uyardigi iNO’ in artmasi, gordiiglimiiz degisikliklerin NO ile ilgili olabilecegine isaret
etmektedir. Diyabette artan NO’ in meydana getirdigi degisiklikler hiicresel diizeyde
incelendiginde, elektron mikroskobu bulgularimiz da, 151k mikroskobu bulgularimizi
desteklemektedir. Elektron mikrograflari, endotel tabakasinin ve bazal laminalarin
hasara ugradigini, devamhiligimi kaybettigini, kapiller liimenlerinin oldukca
genigledigini ve podositlerin uzantilarinda diizensizliklerin oldugunu gdsterdi. Bunlara

ek olarak, peritlibiilar alanlarda kan hiicrelerinin varlig: tespit edildi. Melin ve digerleri
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[120], STZ ile diyabet olusturduklar1 hayvanlarda morfolojik degisiklikleri
arastirmiglardir. Bu arastirmalarin sonucunda, glomerular yumaktaki ve peritiibiilar
kapillerlerdeki endotel bozukluklar1 ile birlikte kan hiicrelerinin kiimelendigini
gormeleri, bizim ¢aligmamizdaki sonuglara benzemektedir. Bu arastirmacilar, STZ’ nin
yapisal bozukluklara neden oldugunu, glomerulus bazal membraninda kalinlagmanin
meydana geldigini belirlemislerdir. Glomerular degisiklikler ile beraber, inflamasyonun,
tiibiilleraras1 fibrosisin, tiibiillerde bozulmanin, tiibiil hiicrelerinde vakuol olusumunun
meydana geldigini géstermisler, ayrica 16kosit gogiiniin ve birikiminin artti§ini da tespit
etmislerdir [120]. Bizim 1s1k ve elektron mikroskobu bulgularimizda, proksimal tiibiil
firca kenarlarinda ve bazal katlanmalarda tespit ettigimiz bozukluklar, tiibiillerin geri
emilim fonksiyonlarin1 tam olarak yerine getiremeyeceklerini dogrulamaktadir. Biitiin
bu arastirmacilarin da gosterdigi gibi, bizim c¢alismamizda da STZ enjeksiyonu
sonrasinda, proksimal tiibiil hiicrelerinde otofajik vakuol ve lizozomlarin artmis olmasi,
bu hiicrelerin, dolayisiyla tiibiillerin bozulmakta oldugunu gostermektedir. Raij ve
Baylis [50], asir1 NO diretiminin ¢esitli durumlarda patojenik olabilecegini
bildirmislerdir. Son deneysel ¢alismalar, erken diyabet gelisiminin belirgin 6zelligi olan
glomerular hiperfiltrasyonun bir kismindan, asirt NO saliniminin sorumlu olabilecegini
gostermektedir. NO, glomerular kapiller kan basincinin, glomerular plazma akisinin ve
glomerular filtrasyon hizinin fizyolojik diizenlenmesinde nemli bir role sahiptir. NO,
mesangiyum boyunca, glomerular basmcin ve akimin hareketinde, makro ve
mikromolekiiler trafikte diizenleyici olabilir. Uzun siireli NO yetersizligi, hipertansiyon
ve glomerular hasara neden olur. Diyabette artan NO {iretimi, erken patojenik
hemodinamik degisikliklerle ilgili olabilir. Glomerular inflamasyon siiresince,
glomerular hiicreler veya makrofajlardan sentezlenen biiyiik miktardaki NO hasara yol

agabilir [50].

Yukarida bahsedilen hiicresel degisikliklerin NO ile ilgili olup olmadigini anlamak
amaciyla, dokuda NOS dagilimini histokimyasal olarak gostermeye calistigimizda, STZ
uygulanan hayvanlarin bobrek korteksinde, 6zellikle proksimal tiibiillerde NADPH-d
reaksiyonunun daha fazla oldugu tespit edilmistir. Bu bulgumuz, artan NO’ in
belirttigimiz hiicresel degisikliklerde onemli rolii oldugunu desteklemektedir. Kontrol
hayvanlarinda da NADPH-d reaksiyonun goriilmesi, normal kosullarda bdbrek

dokusunda da NOS’ un varligini agikg¢a gostermistir. iNO sentezini inhibe ettigi bilinen
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AG’ nin STZ enjeksiyonundan sonra uygulanmasi ile, NADPH-d reaksiyonunun
proksimal tiibiillerde azalmig olmasi da, STZ’ nin iNO sentezini uyararak,

patofizyolojik degisiklikler meydana getirdigini desteklemektedir.

STZ enjeksiyonundan hemen sonra baglanan ve 3 ay siiresince her giin AG uygulanan
hayvanlarda, glomerular yumaklarin bir kisminda kapiller diizensizliginin devam
etmesi, proksimal tiibiil hiicrelerinde 6zellikle fir¢a kenarlardaki hasarin daha az olmast,
AG’ nin, proksimal tiibiillerdeki hasar olusumunu bir dereceye kadar oOnledigini
gostermektedir. STZ ve AG uygulanan bu grupta, glomerular yumaklarin bir kismu,
STZ verilen gruba gore daha diizenliydi. Ayrica, STZ ve AG verilen grupta PAS
reaksiyonu incelendigi zaman, bazal laminalarin ve firca kenarlarin kontrol grubundaki
bireylere benzer olmasi, iNO sentezinin durdurulmasinin, STZ’ nin neden olacagi
patofizyolojik olaylar1 kismen engelleyebilecegine isaret etmekte ve diyabette iNO
tiretiminin 6nemini bir kez daha gostermektedir. Bu gruba ait elektron mikrograflarinda,
proksimal tiibiil hiicrelerinde polizomlarin ve graniillii endoplazmik retikulum
keselerinin kontrol grubuna gore artmig olmasi, bu hiicrelerde protein sentezinin
arttigina isaret etmektedir. Bu grupta mitokondrilerin de diyabetik gruptan daha yogun
goriinmesi, hiicrenin gerekli ATP enerjisini saglayarak hasar1 dnlemeye c¢alismasiyla

ilgili olabilir.

Kontrol amagli olarak, sadece AG verdigimiz gruptaki NADPH-d reaksiyonunun, biitiin
gruplardan daha az olmasi, kontrol gruplarinda iNOS’ un normal kosullarda da mevcut
oldugunu gostermekle birlikte, reaksiyonun halen goriilmesi, AG’ nin iNOS’ a 6zgii bir
inhibitdr olmasi ile agiklanabilir. Ayrica, bu grupta iNOS ortadan kalktiktan sonra
goriilen reaksiyonun, proksimal tiibiillerde normal kosullarda sadece iNOS’ un
varolmadigini, diger NOS enzimlerinin varoldugunu isaret etmesi ve bu histokimyasal
yontem ile her ii¢ tip NOS’ un da gosterilebilmesi ile ilgilidir. Clinkii NOS enziminin

her 3 izoformu da, kofaktor olarak NADPH kullanmaktadir.

Pek ¢ok arastirici, iNO fiiretiminin normal diizeyde olmasi ile diyabetin patofizyolojik
etkilerinin ortadan kalkabilecegini diisiinerek, diyabette c¢esitli NOS inhibitorleri ile
calismalarini siirdiirmektedir. Bununla ilgili olarak, Sugimoto ve digerleri [116], 6zgiil

iNOS inhibitoérii olan AG kullanarak, STZ’ nin bobreklerde meydana getirdigi
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yaralanmaya karsi, AG’ nin koruyucu bir rol oynadigim1 gostermislerdir. Ayrica, bizim
calismamiza benzer sekilde, STZ uygulamasindan sonra, plazmadaki nitrit ve nitrat
seviyesinin arttigin1 da gostererek, STZ’ nin neden oldugu NO iiretiminin, peroksinitrit
olusumu ile oksidatif stresi arttirdigini, bdylece bobrek korteksinde hasarin meydana
geldigini belirtmislerdir [116]. Immiinohistokimya ve in situ hibridizasyon c¢alismalari,
diyabetik siganlarin glomerular yumaklarinda, iNOS pozitif hiicre sayisinin arttigini
gostermistir. Bu artis, glomerul i¢i nitrit ve nitratin yiikselmesiyle parellellik gosterir.
Diyabetik siganlara AG uygulanmasi sonucunda, iNOS ve glomerul i¢i nitrit ve nitrat
tretiminin azaldig1 gosterilmigtir. Ling ve digerleri [121], yaptiklar1 bir bagka
calismada, iNOS geninin olmadig1 farelerden izole edilen proksimal tiibiillerin, normal
hayvanlarin proksimal tiibiillerleri ile karsilastirildiginda, meydana gelen hipoksiye
daha direngli oldugunu bulmuslardir. Oysa nNOS ve eNOS genlerinin olmadig:
farelerden izole edilen proksimal tiibiillerin hipoksiye direncli olmadig1 gosterilmistir.
Bunun sonucu olarak da, mevcut calismalarla birlikte, farelerde iNO’ in, hipoksinin
neden oldugu proksimal tiibiil yaralanmalarinda bir araci oldugu, iNOS geninin
olmamas1 sonucu hiicrelerin bu degisikliklere karsi korundugu gosterilmistir [121]. Bu
caligmalara dayanarak, bizim 151k ve elektron mikroskobu ile yaptigimiz incelemelerde,
hiicresel hasarlarin AG ile kismen Onlenebildigini gérmemiz, iNOS inhibitorlerinin
diyabette olusan hasarin da ortadan kaldirilmasinda 6nemli rolleri olabilecegine isaret
etmektedir. STZ ile birlikte AG uygulanan hayvanlara ait bobrek kortekslerinin elektron
mikroskobu incelemelerinde, mikrovilluslarin ve bazal katlanmalarin kontrollere benzer
olmasi, STZ’ nin, dolayistyla iNO’ in meydana getirebilecegi hiicresel hasari, AG’ nin

kismen onleyebildigini dogrulamaktadir.

Sadece AG verilen hayvanlarda gordiiglimiiz degisiklikler de oldukga dikkat ¢ekicidir.
Proksimal tiibiil fir¢a kenarlarinin kontrollere nazaran daha belirgin ve diizenli olmasi,
AG’ nin proksimal tiibiillerdeki iNO sentezini engellemesi ile firca kenardaki
glikokaliksin daha diizenli oldugunu, dolayisiyla AG’ nin baz hiicre yiizii elemanlarinin
sentezini arttirabilecegi diisiincesini dogurmaktadir. Ancak bu konu ile ilgili daha
onceden yapilmig benzeri bir caligmaya rastlanmamistir. Sadece bagirsak epitel
hiicrelerinin ¢izgili kenarlarinda AG uygulamasinin PAS reaksiyonunu arttirdigi

goriilmiistiir [122]. Bu da, AG’ nin fir¢a kenarlarda, 6zellikle karbonhidrat bakiyelerinin
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olusmasinda etkili olabilecegini boylece, saglikli bir emilim yiizeyi olusturabildigini

ortaya koymaktadir.

Sadece AG uygulanan hayvanlarda, glomerular yumak ve kapillerin diizenli olmasi,
peritiibiilar alanlarda 16kositlere fazla rastlanmamasi, uzun siireli uygulanan AG’ nin
bobrek dokusunda toksik bir etki yapmadigmi gostermistir. Tek basina AG
uygulamasinin hiicresel diizeyde etkisinin olup olmadigin1 gosteren bir ¢alismaya
rastlanmamistir. Ancak, AG’ nin diyabet calismalarinda ve yaslanmaya karsi
antioksidan olarak kullanilmasi ile ilgili arastirmalar bulunmaktadir [95, 123]. Bu
nedenle, uzun siireli AG uygulamasinin hiicresel diizeyde nasil bir etki yapacagi

arastirilmaya acik olarak kalmistir.

Bobrek fonksiyonlarinin yerine getirilmesinde, renin-angiotensin sisteminin rolii
oldukca onemlidir. Bu nedenle diyabetin bu sistem {izerinde etkisinin olup olmadigini
belirlemek i¢in yaptigimiz 151k mikroskobu ¢aligmasinda, STZ’ nin dolayisiyla iNO’ in
oldukca etkili oldugu da goriilmiistiir. Bobreklerde glomerular filtrasyon hizi, afferent
ve efferent arteriyollerin caplarinda meydana gelen degisikliklerle kontrol edilmektedir.
Ancak patolojik durumlarda, kontrol edilemeyen sitokinlerin neden oldugu NO
artisindan dolay1 degisen kan basinci, nefronun fonksiyonlarini yakindan etkilemektedir
[124]. Bu bakimdan, jukstaglomerular hiicrelerin renin iiretiminin kontrol edilebilmesi
olduk¢a oOnemlidir. Kan basincinin ¢esitli nedenlerle diismesi, renin sentezi ve
salinimini arttirmaktadir [124, 125]. Daha etkili uyarilmalar sonucunda ise kas hiicreleri
ve mesangiyal hiicreler de degisiklige ugrayarak daha fazla renin liretmektedirler [56].
Boylece, glomerular yumaktaki basincit normal diizeyde tutmaya ¢alismaktadirlar. STZ
uyguladigimiz grupta, afferent arteriyollerin duvarinda yer alan JG hiicrelerdeki renin
graniillerinin kontrol gruptakilerden fazla olmalari, renin-angiotensin sistemini aktive
ettigi icin bu hiicrelerin uyarilmis oldugunu gdstermektedir. Birkag calismada, STZ’ nin
plazmadaki renin aktivitesine olan etkisi arastirllmigtir ve bu g¢aligmalarin birinde,
diyabette, plazmadaki renin aktivitesinin ve plazma Ang II seviyesinin arttig1
gosterilmistir [125]. Bunlara dayanarak biz de, diyabette, damar caplarin1 daraltmaya
yonelik olarak, renin sentezinin arttigini diigiinebiliriz. Bununla ilgili olarak, STZ
uygulamasindan sonra, AG verdigimiz hayvanlarda JG hiicrelerdeki renin graniillerinin

kontrol hayvanlardakine benzer olmasi, ilging bir bulgudur. Ancak ¢ok daha ilgi ¢ekici
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olan, uzun siireli AG uygulamasinin, renin graniilleri iizerine arttirict bir etki
gostermesidir. Daha 6nce yapilan bir ¢alismada, AG uygulamasinin, renin graniillerini
azalttigr gosterilmistir [126]. Bu veriler, renin sentez ve salinnminda NO’ in rolil
oldugunu acik¢a gdstermektedir. Son 10 yildir yapilan in vivo ve in vitro ¢aligmalarin
birgogunda, renin sentez ve salmiminin kontrolinde NO’ in fizyolojik rolii
tanimlanmaya calisilmistir [56]. Bu c¢alismalarla, farkli deneysel kosullar altinda
yiiriitiilen ¢aligmalarda NO’ in renin saliniminin kontroliindeki rolii ile ilgili sonuglar
birbiri ile uyumluluk goéstermemektedir [127]. Bu yilizden de, ne renin sentezi ve
salimimi tizerindeki NO’ in fizyolojik etkisi, ne de JG hiicreler iizerine NO’ in dogrudan
etki mekanizmasi tam olarak ag¢iklanamamistir. Bunlarla birlikte, NO’ in in vivo
calismalarda renin sistemini uyardigi gosterilmistir. Renin-angiotensin sisteminin
uyarilmasinda eksojen ya da endojen kaynaklit NO’ in etkili olup olmadig1 da tam olarak

bilinmemektedir [127].

Bizim ¢alismamizda diyabet durumunda, makula densa hiicrelerinde sentezlenen NO ile
JG hiicreler arasinda bir baglantinin olup olmadigini belirlemek amaciyla NADPH-d
histokimyas1 uyguladigimiz kesitlerde, JGA’ da NOS varlig1 gozlendi. Makula densa
hiicrelerindeki NOS dagiliminda, deney gruplar1 arasinda bir fark oldugu gorildii ve
reaksiyon STZ uygulanmis olan hayvanlarda digerlerinden daha belirgindi. Bu da NO’
in makula densa hiicrelerinde artmis oldugunu, belki de bu yol ile JG hiicrelerdeki renin
sentezindeki artis1 uyarmis olabilecegini diislindiiriir. Makula densa hiicrelerinin iki esas
fonksiyonunun oldugu bilinmektedir ki bunlardan biri, GFR’ nin kontrol edilmesi,
digeri ise JG hiicrelerden renin salinimina aracilik etmesidir [128]. Makula densadan
saliman NO’ in fonksiyonel rolii tam olarak belirlenememistir. NO’ in, afferent
arteriyollerin TGF aracili kasilmasin1 6nlemede dnemli bir role sahip oldugu, bu yiizden
de glomerular kapiller basincini kontrol ettigi gosterilmistir [129]. Renin salinimi
lizerine NO’ in asil etkisi hala tartismalidir. Ilging bir sekilde, son zamanlarda makula
densada, 7-nitro indozol (7-NI) ile nNOS’ un inhibe edilmesiyle renin saliniminin
etkilenmedigi aciklanirken, makula densadan saliman NO’ in renin iiretiminin
diizenleyicisi olmadig1 sonucuna varilmistir [128]. Diger taraftan da, perfiize edilmis
bobrekten izole edilen JGA’ da, renin salinimi {izerine yapilan ¢aligmalarda, NO’ in
renin salinimi iizerine hem uyarict hem de inhibe edici etkisinin oldugu gosterilmektedir

[130, 131]. Greenberg ve digerleri, perfiize edilmis sicanlarda, NO in renin salinimini



86

uyardigini gostermislerdir ve izole edilen JGA ¢aligsmalarinda, makula densada bulunan
NOS’ un seg¢ici inhibisyonunun, azalan luminal NaCl’ e cevaben, makula densanin araci
oldugu renin salinimini inhibe ettigi [130, 131], ilgin¢ bir sekilde sodyum nitroprussid
(SNP)’ in renin salimmini azalttigi [131, 132], diger bircok ¢alismada ise arttirdigi
bulunmustur [133]. NO inhibitorleri ve vericileri ile yapilan c¢alismalarda, renin-
angiotensin sistemi iizerinde NO’ in uyarici ya da inhibe edici etkilerin varligi halen
tartisilmaktadir. Biitiin bunlarin sonucunda, bizim c¢alismamizda NOS dagilimi ve JG
hiicrelerdeki graniil dagilimi birlikte ele alindiginda, NO’ in renin sentezini arttirdigi

sOylenebilir. Ancak, AG’ nin renin graniillerini arttirict etkisi sasirticidir.

Sonug olarak ¢aligmamizda, diyabette NOS izoformlarinin, dolayisiyla iNOS’ un arttig1
ve bobrek korteksinde belirgin bir hasara neden oldugu, iNOS inhibitorii olan AG
uygulanmasiyla bu degisikliklerin olusumunun kismen onlenebildigi belirlenmistir.
Ayrica diyabette, JG hiicrelerdeki renin graniillerinin arttigi, iNOS ortadan
kaldirildiginda renin graniillerin dagiliminin kontrole benzedigi belirlenmistir.
Calismamizdaki en ilging sonuglar ise, sadece AG verdigimiz grupta, NADPH-d
reaksiyonunun kontrolden az olmasi, proksimal tiibiillerde normal kosullarda da iNOS’
un varoldugunu gostermesidir. PAS reaksiyonunun bu grupta kontrol hayvanlarinkinden
fazla olmasi, AG’ nin normal kosullarda varolan iNOS’ un inhibisyonuyla ya da
antioksidan etkisiyle, firca kenarlardaki glikokaliksin artmasina neden oldugunu
gostermistir. Bu bulgulara ek olarak, renin graniillerinin kontrole gore daha fazla olmasi
da, AG’ nin 3 ay gibi uzun bir siire uygulanmasina veya iNOS’ un inhibe edilmesiyle

artan eNOS’ un etkilerine bagli olabilir.
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