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OzZET

ileri glikozilasyon inhibitérii olan aminoguanidinin (AG) diyabetik sigan
modellerinde nefropati geligsim ve progresyonunu énledigi gosterilmigtir. AG’ in
diyabetik b&brek dokusunu koruyucu etki mekanizmasi ise agik degildir. Bu
calismada diyabetik siganlarda AG tedavisininin idrar alblmin ve heparan
sulfat (HS) atilimi ile glomertl bazal membran (GBM) anyonik yUku ve
kalinligina etkisinin incelenmesi planlanmigtir. Streptozotocin (65 mg/kg ,i.p)
ile diyabet olugturulduktan sonra disi Wistar siganlar 2 gruba aynimigtir. Onbir
sicana (AG+DM grubu) AG bikarbonat 1g/L/gin icme suyunda verilmis, 12
sican diyabetik kontrol (DK grubu ) olarak takip edilmigtir. Sekiz saglklh si¢an
(AG+S grubu) igme suyunda 1 gr/L/gin AG alirken , 8 saglikh sican (SK
grubu) saghkli kontrol olarak takip edilmiglerdir. Sekiz haftalik ¢aligma suresi
sonunda idrar heparan sulfat atihm 1.9 dimetil metilen mavisi kullanilarak
spektrofotometrik metod, alblmin elektroforetik yéntem ile élctlmistar. GBM
kalinligr ve GBM'daki anyonik ytkit molekiller alcian blue ile boyanarak sayi
ve dagilim agisindan elektron mikroskopisi ile de@erlendirilmigtir.

Sekiz haftalik takip sonunda albtminiri dizeyi SK grubunda 82.4+10.7
ug/gan iken diyabetik siganlarda anlamli olarak yuksek bulunmusgtur.
(277.4137.5 pgl/gin ,p<0.05). AG uygulanan diyabetik si¢anlarda idrar
albumin atilimi saglikh kontrollerden ytksek olmakla birlikte diyabetik
kontrollere gére anlamli olarak dustktir (162.5£11.8 ug/giin p<0.05). idrar
heparan stifat atiimi SK grubunda 956+68.7 ug/gin olup DK grubunda
anlamli olarak yiksek bulunmustur ( 2075.5£500 ug/gun, p<0.01). AG alan
diyabetik siganlarda ise idrar heparan suifat atihmi DK grubuna oranla anlamii

olarak dugtk &lcUlmustir (1050.6+195 ug/gin p<0.01). Glomerll bazal



membran kalinhklann SK, DK, AG+DM gruplarinda sirasi ile 97.3+4.3 nm,
224+20.1 nm ve 114.614.1 nm 6lgtimigtar. DK grubunun GBM kahinhg SK ve
AG+DM gruplarina oranla anlamh olarak genis bulunmustur (p<0.05). GBM
anyonik yUkia partikil sayisi SK, DK, AG+DM gruplarinda sirasi ile 98.6+1.7 ,
36+2.4 ve 90.6£0.6 bulunmugtur. DK grubunun GBM'nindaki anyonik yUklQ
partikil sayisinin diger gruplardan anlamli olarak dastk oldugu gézienmistir.

Aminoguanidin uygulamasi diyabetik si¢anlarda albimindri ve idrar heparan
sulfat miktarini azaltmakta; GBM kalinlagmasini ve anyonik ykl( molekllerin
kaybini 6nlemektedir. ileri glikozilasyon inhibisyonunun diyabetik bébrek
dokusunu koruma mekanizmalarindan birisi de GBM yik segiciliginin

korunmasi olabilir.
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GIRIS VE AMAC

Diyabetik nefropati kalici albOminari, erken arterial kan basinci ytksekligi,
glomeriler filtrasyon hizinda diagts, kardiovaskiler morbidite ve mortalite
artigt ile seyreden Klinik bir sendromdur (1).

Tip 1 ve tip 2 diyabetiklerde 25 yillik hastalik slresi sonunda kimulatif
diyabetik nefropati insidanst %25-40tir (2). Diyabetik nefropati Avrupa,
Amerika Birlegik Devletleri ve Japonyada son dénem bdébrek yetmezligi
nedenlerinin ilk sirasini isgal etmektedir (3). Onimuzdeki 15 yil igerisinde tip 2
diyabet vakalarinin 2 kat artmasi beklenmektedir. Buna bagli olarak diyabetik
nefropati vakalarinin da artacagi agiktir. Diyabetik nefropati patogenezinin
anlagilmasi ve gelisiminin engellenmesi bu agidan énemlidir.

Diyabetik nefropatinin en erken klinik bulgusu olan mikroalbGmintri 10-15 il
icerisinde belirgin proteinlriye dénlstr. Belirgin proteinuri ise 7-10 yil
sonunda son dénem bdbrek yetmezligine gidisin isaretidir (4).

Diabetes Control and Complication Trial (DCCT) ve United Kingdom
Prospective Diabetes Study (UKPDS) caligmalarinin sonuglari tip 1 ve tip 2
diyabetiklerde mikrovaskuler komplikasyonlarin geligiminde temel etkenin
hiperglisemi oldugunu; hipergliseminin siki kontrolunin mikrovaskiler
komplikasyonlari ve mikroalblminGri olusum ve ilerlemesini azalttigini
gostermiglerdir (5,6). Hiperglisemi varliginda aktive veya akselere olan poliyol
ve protein kinaz C yolu, sitokinler, serbest radikaller ,nitrik oksit, ileri
glikozillenme gibi mekanizmalar diabetik nefropati ve diger mikrovaskiler
komplikasyonlarin  geligsiminden sorumlu  tutulmaktadir. Ancak bu
mekanizmalarin hi¢ biri tek basina diyabetik nefropati gelisimini

aciklayamamaktadir.




Son yillarda tzerinde en fazla durulan teori dokularin ileri glikozillenmesidir.
Glukozun proteinlerin amino gruplari ile girdigi non enzimatik reaksiyon, kronik
hiperglisemi varliginda uzun 6mdrll proteinlerin geri  dénOsumsiz
glikozillenmesi  ile  sonuglanmaktadir. Doku yapt proteinlerinin
glikozillenmesinin yapi ve fonksiyonlarda patolojik degisimiere neden oldugu
bilinmektedir (7).

Diyabetiklerin bébreklerinde ileri glikozilasyon Grinlerinin (Advanced glycation
endproducts, AGE ) birikimi mezengial doku geniglemesi, bazal membran
kalinlagmasi ve albUlmindri gelisimi ile dodru orantihdir (8). Bir ileri
glikozilasyon inhibitérll olan aminoguanidinin diyabetik siganlarda mezengial
genisleme, bazal membran kalinhgi ve albUmindriyi azalttuigi gdsterilmistir
(9,10). Aminoguanidinin diyabetik boébrekteki olumlu etkilerinin olugum sekli
ise acgik degildir.

Diyabetiklerde bdbrekte glomerll bazal membran negatif yOkint olugturan
glikozaminoglikanlar albGmintri gelisimine paralel olarak azalirlar (11).
Glikozaminoglikan kaybinin diyabetik ortamda sentezinin azalmasi vel/veya
degisiklie ugramig bazal membrana tutunmalarinda azalmaya bagh
olabilece@i dusiUntimektedir. Diyabetik siganlarda albUmintri olusum ve
ilerlemesini azaltan aminoguanidinin glomertl bazal membran negatif ylk
icerigine etkisi arastinimamugtir.

Bu c¢aligmada bir ileri glikozilasyon inhibitéri olan aminoguanidinin
streptozotosin ile diyabet olusturulmus siganlarda albOminGri, idrar
glikozaminoglikan atilimi (heparan sulifat), glomertl bazal membran kalinhg:

ve glikozaminoglikan igerigine etkisinin arastiriimasi planianmigtir.
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GENEL BILGILER
DIYABETIK NEFROPATI

Epidemiyoloji

Diyabetik nefropati tip 1 ve tip 2 diyabetiklerde 6nemli bir mortalite ve
morbidite nedenidir. Tip 1 diyabetik hastalarin %35-45'inde (1,2) tip 2
diyabetik vakalarin %20'sinde diyabetik nefropati gelisir (12).

Diyabetik nefropatinin yillik insidansi diyabet tanisint izleyen ilk 5 yiidan sonra
belirgin olarak artmaya baglar. Yaklasik 15-20 yiliik diyabet sresi sonunda
yillik %3 orani ile tepe noktasina ulasir ve daha sonra azalir. Kirk yillik
hastalik siiresi sonunda yillik insidans %1 oranina iner (13).

Diyabetik nefropati prevalanst insidansa benzer sekilde diyabet siresi ile
dogru orantili artar. Prevalans, 20-25 yillik hastalik stresi sonunda %21 tepe
noktasina ulasir. Kirk yildan fazla hastalik slresi olan diyabetiklerin %10’
unda diyabetik nefropati géralar (12,13).

Nefropati riski diyabet stresi ile orantili bir artig géstermektedir.Ancak 25 yilhk
hastalik suresinin sonunda nefropati riskinin azalmasi, tim diyabetiklerde
nefropati gérilmemesi yanlhizca duyarli bir grubun risk altinda oldugunu
dUstndurmektedir. Son dénem bdébrek yetmezligi tip 1 diyabetiklerin %20-30°
unda gelisirken (14), tip 2 diyabetiklerin %10-20’sinde gérultr (15). Amerika
Birlesik Devletlerinde kronik diyaliz hastalarinin 1/3'tnl diyabetik nefropati
vakalari olugturmaktadir (16). Diyabetik nefropati tlkemizde de diyaliz
vakalarinin en 6nemli nedenidir.

Diyabetik nefropatinin en erken klinik bulgusu idrarda rutin testlerle tespit
edilemeyecek kadar distk fakat anormal miktarda alblmin ¢ikmasi, diger bir

deyisle mikroalbumindridir (17). Mikroalbumindri 10-15 yil igerisinde agik




proteinuriye ilerlemektedir (18-20).Agik ve kalici proteinliri ise son dénem
bébrek yetmezligine (SDBY) gidisin gdstergesidir (21).

SDBY belirgin proteinirisi olan tip 1 diyabetik hastalarin %50’sinde 10 yil
icinde, %78'inde 18 yil igcinde gelisir (22). Proteintri aym1 zamanda mortalite
riskinde de belirgin artig ile karakterizedir. Belirgin proteintirisi olan
diyabetikierde bébrek yetmezIigi geligsimi 7-10 yillik bir zaman alrr.

Diyabet tanisi konulduktan 40 yil sonra proteintrik hastalarin %10'u hayatta
kalirken ,bu oran proteindrisi olmayanlarda %70’'e ulagmaktadir (1,22).

Tip 2 diyabetik hastalarin %20-40’'inda klinik nefropati gelisir;, ancak bu
vakalarin %20’'sinde 20 yil sonunda SDBY geligir (23). Tip 2 diyabetik
hastalarda proteintiri prevalansi diyabeti sGresi ile dogru oranti
gbstermektedir. Bes yilin altinda tani stresi olanlarda %7-10 iken ,20-25 yildir
diyabet tanisi olanlarda %20-35'e yukselmektedir (24,25). Tip 2 diyabetiklerde
proteindri geligimi belirgin irksal Gzellik gdstermektedir (26). Yirmi yillk
hastalik slresi sonunda beyaz irkta %25 oraninda proteintri gelisirken Pima
kizilderilileri ve Meksikalllarda %50 oranina ylkselebilmektedir (27,28).

Tip 2 diyabetik hastalarda proteintri mortalite riskinde belirgin bir artiga isaret
etmektedir. On yillik takip sonunda proteinirik tip 2 hastalarin %30°u sag
kalir iken, proteinirisi olmayan grupta sag kalim %55tir (29,26).
Diyabetiklerde 6limlerin %58'i kardiovaskuiler nedenlerdendir, vakalarin kigik
bir bélum( tremi nedeni ile yagamini yitirmektedir (29).

Diyabetiklerde kardiovaskiler riski belirleyen diger bir faktér son 5 yilda
mikroalbOminlri varligidir (30). Mikroalbimintri ile koroner kalp hastaligi
arasindaki iligki beyaz irkta belirgin olmakia birlikte (31) bazi irklarda iligkisiz

bulunmustur (32).




Klinik seyir

GUnimdzde diyabetik nefropatinin Klinik seyrinde Mogensen tarafindan ileri

strllen evrelendirme sistemi yaygin olarak kabul gbrmektedir (33). Bes evreli

bu sistemin ayrintilari tablo 1 de Ozetlenmistir.

TANIM BELIRLEYICI OZELLIKLER | YAPISAL DEGISIKLIKLER | GFH ALBUMIN ITRAHI | KAN BASINCI | PATOFIZYOLOJIK DEGISIKLIK
Hiperfonksiyon ve | Bébreklerde bilylme ve GlomerQler hipertrofi =150 Artmis olabilir Normal Glomerdler hacimde genigleme
hipertrofi evresi glomerdler hiperfiltrasyan Bazal membran ve ancak metabolik ve intraglomer{iler basing
mezangium normal kontrof ile dUger artigl
Sessiz ddnem {drarda albGmin itrahi Bazal membran Hiperfiltrasyon | Normal Normal yeya Yukaridaki degigiklikier
normal sinirlarda kalinlagmast ve olabilir stres ile artabilir hafif ytksek bazal membran kalinlagmasi
Mezangial genigleme ve BM benzeri madde birikimi
Baglangig Mikroalbumindri Evre Il ve IV arasi =130 20-200 1g/dak Genelde Yuksek intraglomeriler basing
Nefropati giddette dejigiklikler haif yiiksek ve glomerdler kapanma
Agikar Diyabetik | Kiinik proteintr veya Glomertller kapanma Giderek >2001g/dak TOm hastalarda| Belirgin mezangial genigleme
Nefropati albumlnﬁﬂQZOOPg/dak belirgin olarak artmig azalmakta hipertansiyon glomeriiler kapanma ve
Kalan glomertillerde katan glomerQilerde hipertrofi
hipertrofi
Uremi Son dénem bébrek Tom glomenillerde <10 azalma Hipertansiyon | Glomeriller kapanma
yetmezligi kapanma

Tablo 1:Diyabetik nefropatinin evreleri

Diyabetik bobrekte, morfolojik ve Kiinik belirtiler ortaya ¢ikmadan o6nce

hemodinamik ve fonksiyonel degisiklikler olur. Gézlemlenen ilk &nemii

degisiklik glomertl filtrasyon hizinin (GFH) artisidir. Tip 1 (34) ve tip 2 (35)

diyabetiklerde erken dénemde GFH'nin arttigi gosterilmistir. Erken dénemde

gordlen hiperfiltrasyon kan gekeri dizeyleri ile yakin iligkilidir. GFH'indaki

yukselme tip1 (36) ve tip 2 (37) diyabetiklerde iyi kan sekeri kontrolQ ile

normale inebilmektedir.

GFH'indaki artiga renal plazma akimindaki artis da eslik etmektedir (38).

GFH'indaki artisa eslik eden diger bir bulgu da bdbrek boyutlarindaki artistir

1.0, VOKSEKOGRETIM KUBULU
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(39). Normogliseminin saglanmasi ile erken dénemde bobrek boyutlarindaki
artig geriye dénebilmektedir (37,40) ancak daha geg¢ dénemde hiperglisemi
kontroliiniin bébrek boyutlarina olumlu bir etkisi oldugu saptanmamigtir (41).
Erken dénemde gérulen bu bulgularin diyabetik nefropati gelisimindeki rolt
tam olarak ortaya konmamistir.

Hiperfiltrasyondan sonraki dénemde bazal membran kalinlasmasi ,glomerGler
hipertrofi mezengial genisleme 6n plana cikar (42). Bu fazi gizli nefropati diye
adlandirilan mikroalbimin olusumu izler. Sadlikli kisilerde idrarda 1.5-20
mg/dk veya <30 mg/gun albumin atilabilir. Bu seviyede albumin atilimi
normoalbimintri olarak adlandirilir. idrarda albimin kagaginin 20-200 mg/dk
veya 30-300 mg/guin arasinda olmasi mikroalbtmintridir (43) (Sekil 1).

erken nefropaﬁ

glom a
.| kapiller basinc
45 mmHg

artmis kapiller
basinc
GBM negatif
yiik kaybi

Sekil 1:Diyabette proteiniiri geligimi

Mikroalbtmindri diyabetin erken dénemlerinde, glisemik kontrolin yetersiz

oldugu durumda (44), agrr fiziksel aktivite (45) gibi nedenlerle gegici olarak




gorulebilir.  Yerlesmis mikroalbiminuri  agik  proteintriye  gidisin  bir
gostergesidir (46). Agik proteintiri gelisme riski mikroalbUmindrisi pozitif olan
tip 1 diyabetiklerde olmayanlara gére 24 kat daha yUksektir (47). Tip 2
diyabetiklerde de klinik nefropati gelisimi mikroalbUmindrisi pozitif olanlarda
normoalbtmintrik olanlara kiyasla daha yiksek bulunmustur (43,48).
Mikroalbumintri prevalansi gesitli calismalarda genis bir degiskenlik
gostermekte, tip 1 diyabetik hastalarda %5-37 ,tip 2 diyabetiklerde ise %8-46
oraninda pozitif olarak rapor ediimektedir (13). Mikroalbimindri insidansi
diyabet tanisindan sonraki ilk 3 yilda yiksektir, birinci dekadin sonunda
dusger,12-15 yilda yeniden pik yapar (49,50).

Mikroalbumintiri varligi diyabetik nefropati gelisiminin yaninda diyabetiklerde
mortalite ve morbidite agisindan da risk faktérudur ( 30,51)

Diyabetik nefropatinin klinik déneminin géstergesi kalici proteinuridir ( idrarda
>300 mg/gin protein atilimi ).Kalici proteinuri gelisimi ile birlikte,glomertler
filtrasyon hizinda son dénem boébrek yetmezligine kadar surecek azalma
baslar ( 52,53). GFR ‘deki azalma metabolik kontrolt iyi olmayan (54,55) ve
hipertansif olan ( 52,55) diyabetiklerde daha hizli gelisir.

Acik proteintrinin baglangicini takip eden 7-10 yil igerisinde son dénem
bébrek yetmezligi gelisir. Ancak etkili bir tedavi ile bu streg belirgin olarak
uzatilabilir. Kan basincinin ve kan sekerinin iyi kontroll, diyette protein
kisitlamasi,angiotensin dénisturtc enzim (ACE) inhibitérlerinin kullaniimasi

bu dénemde etkin tedavi yontemleridir (15).




Risk faktorleri

Nefropatisi olan tip 1 ve 2 diyabetiklerin glomertiler filtrasyon hizinin (GFH)
0-24 mi/dk/yil gibi genis bir aralikta azaliyor olmasi ve kisisel farklililar  bazi
risk faktérlerinin varhigini gindeme getirmistir.

Tip 1 ve 2 diyabetiklerde diyabetik nefropati gelisiminde bagimsiz risk faktorl

kabul edilen parametreler tablo 2 de gosterilmistir.

Tablo 2: Diyabetik nefropati gelisiminde risk faktérleri

Parametre tip 1 Tip 2
Normoalbiiminiiri (ortanca degerin izerinde) & A2
Mikroalbiiminiiri * +
Cinsiyet E>K E>K
Aile dykiisii + 5 1
Hipertansiyon egilimi +- 2
Na/Li tagtyicist artigt +/- +/-
Etnik kéken Fr *
Glisemik kontrol el #*
Hiperfiltrasyon +- 0/
Prorenin ik ?
Sigara i b
Kolesterol it b
Retinopati varligi b #

Kan basinci yilksekligi ve GFH’indaki dusus arasindaki iliski agik bir sekilde
gosterilmigtir. Sistolik kan basincindaki yukselme glomerilde hiperfiltrasyon
ve kapiller basingta artis yolu ile hasar olusturmaktadir (56).

Proteindrinin kendisinin sonug olmaktan 6te renal hasarin nedeni oldugu da
dusuntimektedir. Tip 1 diabetiklerde en kot prognoz nefrotik sinirlarda
proteindrisi olanlarda izlenmektedir (57). Diyabetik renal hastaligin hafiflemesi
de kalici proteinurinin azalmasi ile birliktedir (58).

Tip 1 diyabetiklerde kan sekerinin siki kontrolti ile diabetik nefropatinin

progresyonu 6nlenebilmektedir (59). Tip 2 diyabetiklerde caligmalar yeterli




olmamaklia birlikte gliseminin siki kontrolinin nefropati gelisiminde anlamii
etkisi gdsterilememigtir.

Hiperlipidemi kronik bébrek hastaliklarinin progresyonuna glomertl kapiller
duvarin harabiyetinden sonra katilir. Lipid ,lipoprotein, okside lipoproteinler
mezengiuma sizarlar. Bunun yaninda hiperlipidemi glomertl kapiller basincini
vazodilatatér olan renal eikozonoidlerin sentezini arttirarak yukseltir (60).
istatistik analizierde serum kolesterol diizeyleri ile diyabetik nefropati geligimi
arasinda korelasyon gdsterilmistir. Ancak simvastatin tedavisinin, tip1 ve tip
2 diyabetiklerde mikroalbuminiri ve GFH (zerine olumlu etkisi
gosterilememistir (61).

Diyette protein kisittanmasi deneysel hayvan modellerinde renal hastalik
geligimini yavaglatmaktadir. Ancak simdiye kadar yapilan c¢alismalarda
diyabetik populasyonda GFH Gzerine olumlu bir etkisi gésterilememistir (1,59).
faktoradar (62).

Intrauterin veya erken gocukiuk dénemindeki gevresel veya genetik faktarier
diyabetik nefropati gelisimi ile orantiidir. Boy kisahgdi, intrauterin blylme
geriligi diabetik nefropati igin risk faktéradar (1).

Angiotensin Il sentezindeki artis diyabetik nefropati baslangic ve ilerlemesi ile
iligkilidir. Tip 2 diyabetiklerin 10 yillik klinik takiplerinde ACE genotipi DD olan
vakalarin %95’inde SDBY gelistigi géralmusttr (63). Tip 1 diyabetiklerde de
DD genotipine sahip kigilerde ACE inhibisyonu altinda nefropati baglangi¢ ve

seyrinin hizli ve siddetli oldugu gézlenmistir (64).
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Diyabetik bébredin korunmasi

Primer koruma: Risk altindaki komplike olmayan (normoalbimindrik,
normotensif) diyabetiklerde uygulanan risk azaltim yéntemleri

Sekonder Koruma: Diyabetik nefropati gelisme riski ylksek olan
(mikroalbimindri +) uygulanan tedavi yakiasimi

Tersiyer koruma: Bariz nefropatinin tedavisi olarak tanimlanir

Primer koruma: Komplike olmayan diyabetiklerde modifiye edilebilen risk
faktorlerinin tespiti ve risk azaltiimasi 6nemlidir. Glukoz kontroli ile ilgili
cahigmalarin meta-analizleri tip 1 diyabetiklerde siki kan sekeri kontroliinin
diyabetik nefropati gelisme riskini azalttigini géstermigtir (1). DCCT
calismasinda intensif insllin tedavisi tip 1 diyabetiklerde mikroalbGminiri
olugsumunu %38 azaltmistir (5). EUCLID calismasinda  normotensif,
normoalbGmindrik 450 tip 1 diyabet hastasi 2 yil lizinopril verilerek takip
edilmig, calisma sonunda mikroalbmintri geligimi ifag alim ile %12.7 az
bulunmustur (65).

Sekonder koruma: ACE inhibisyonu normotansif ve mikroalbiminurik tip 1 ve
2 diyabetiklerde mikroalbtmintriyi geriletebilmektedir (1,66). ACE inhibisyonu
GFR’yi korumasinin yanisira mikroalbimintrinin  bariz  nefropatiye
dénGsUmand de engellemektedir (67).

Diyabetik nefropatinin tanisi,6nlenmesi ve tedavisi ile ilgili konsensus,
mikroalblminirik diyabetiklerde siki kan sekeri kontrolt ( HbA1c < 7.5-8%) ve
ACE kullanimini 6nermektedir (68)

Tersiyer koruma: Diyabetiklerde ACE inhibisyonunun antiproteintrik etkisi
kigsiden kigiye degismektedir. Bu durumun renin-angiotensin sistemindeki

(RAS) genetik farkliiklardan kaynaklaniyor olmasi olasidir. ACE gen
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polimorfizmi, Il olan nefropatik tip 1 diyabetiklerin antipoteintrik tedaviye
cevaplart DD fonotipinden iyidir (69). Nefropatisi olan hipertansif tip 1
diyabetiklerde agressif antihipertansif tedavi GFR’ yi korumakta ve
albimindriyi azaltmaktadir (1,67).

Onemli olan risk faktérlerinin belirlenip ,modifiye ediimesidir. Diyabetik

nefropatinin gidisi ilaglar ve siki kan sekeri kontrolt ile degistirilebilir.

GLOMERUL BAZAL MEMBRAN

Biyokimyasal yapi

Bazal membranlar hicre ile interstisyel doku arasindaki ekstraselltier
yapilardir. Bazal membran glomeril ve retinada endotelyal ve epitelyal
hicreler arasinda yer almaktadir (70). Diyabetik mikroangiopati tim bazal
membranlarin kalinlagmasi ile karakterizedir. Vaskiler ve non-vaskiler
dokular (tikrik bezi, meme kanallari, testis, renal tubuller) hiperglisemiden
etkilenir. Diyabette tim mikrovaskiler yapilar etkilenmesine ragmen yalnizca
glomertl ve retinada patolojik degisiklikler tespit edilebilir.

Bazal membranlarin baglica 3 iglevleri vardir . Birincisi renal tubuller , kan
damarlan gibi yapilara fiziksel destek saglamak ki bu fonksiyon dokularin
geriime sonucu yirtiimalarini énler. ikinci islevleri hiicrelerin birlesmesi ve
blyGmelerine katilimidir. Endotelyal hticreler plastik ylizeyde g¢odaldikiarinda
tek tabaka olustururken ,ekstraselliler matriks bulunan ortamda
cogaldiklarinda kan damarlarina benzer yap! olustururiar (70,71).

Bazal membranlarin diger bir islevi de glomertl bazal membraninda oldugu
gibi ultrafiltrasyondur. GBM plazmadaki makromolekdiler igin hacim ve yUk

segici bariyer olusturur. Glomertler kapiller duvarin bu segici 6zelli§i

Y.C. YOKSEKOGRETIM KURULU
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ultrafiltrattan por boyutlarindan klglk hacimli molekdllerin ,alblmin  dahil
kacisini énler.

GBM kollagen IV, non-kollagen yapilar ve karbonhidrat molekullerden olusur.
GBM ekstraselltler matriksin bir pargasi olup negatif yUkit molekdllerin bagl
oldugu yapisal proteini tip IV kollagen igerir. Negatif yUkit molekiller laminin,
entaktin, stlfatli proteoglikanlardir. Laminin ve entaktin epitelyal ve endotelyal
hdcrelerin hiicre membranlarina birlegir. Stlfath glikozaminoglikanlar gekirdek
bir proteine birlesip silfath polianyonik makromolekillerin major bélimunt
olustururlar. GBM'daki major proteoglikan ise heparan suifattir (72,73).
Glikozaminoglikanlar GBM anyonik yUk{ni temsil ederler. Katyonik boyalar
(ruthenium red,alcian blue gibi) veya katyonik molekdller (katyonize ferritin
gibi) ile yapilan ¢aligmalar anyonik yukli molektllerin lamina rara interna ve
lamina rara eksternada kafes benzeri bir dizende bulundukiarini géstermistir
(74,75,76).

Normal insan GBM'da anyonik yUkli molekdllerin lamina densanin her iki
tarafinda 60 nm'lik intervaller ile dagidigi gézlenmigtir. Dagiim paterni
polianyonik boyalar (ruthenium red, polietillenimin) ve monokatyonik boyalar
(alcian blue,safranin O) ile agiga ¢ikariimistir (77).

Normal insan bébreginin immunogold teknigi ile incelemesinde heparan sulfat
proteoglikan molekdllerinin GBM'da diffiiz bir sekilde yayildi§i ,mezengiumda
ise periferik alanda yogun, orta bélumde seyrek olarak bulundugu agiga
ctkmigtir (78).

Kollagen IV:

Bazal membrandaki kollagen tip IV kollagendir. Bu kollagen tip1,2,3,5 ten

farklidir.Kollagen moleklll polipeptid olan 3 alfa zincirinden olugur.Tip 4
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kollagen 2 adet alfa 1,ve bir adet alfa 2 zinciri igerir.Tip 4 kollagen monomeri
merkezinde 360 nm uzunlugunda 3'li heliks yap1 vardir. Bu heliks her iki
ucundan acilmig halde sonlanip kollagen olmayan yapi 1 ve 2 olarak
adlandirilir. NC 1 alani karbonil ,NC 2 alani amino molekl( ile sonlanir. NC 2
yapisinin sonunda kisa bir 3'li heliks segment vardir. Bu yapi 60 nm
uzuniugunda olup, kollagenaza direnglidir (79) (Sekil 2,A ve B) .

GBM’ daki tip IV kollagen prolin, hidroksiprolin ve glisin icerir. Bazal membran
kollageni cilt kollageni olan tip 1 kollagenden farklidir. GBM'nin karakteristik
ozelligi yarim sistein igermesidir. Immanhistokimyasal calismalar GBM ve

mezengiumda tip 6 kollagenin varligini da géstermislerdir (71).

7S Region

A, tip IV kollagen monomeri; B.tip IV kollagen monomer ag: ; C laminin ;D diisdk dansiteli
heparan siiifat; E ,yliksek dansiteli heparan siilfat; F, Nidojen

Sekil 2: Bazal membran dgeleri
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Kollagen olmayan yapilar:
a-Glikozaminoglikan proteoglikanlar

Glikozaminoglikanlar (GAG) bazal membrandaki en  kompleks
makromolekillerdir. En az bir GAG molekuluniin kovalan olarak baglandigi
cekirdek proteinden olusurlar. GBM'da dominat GAG molekall heparan
sUlfattir. Bazal membran materyali salgilayan Engelbreth-Holm-Swarm (EHS)
tumérierinde yapilan calismalarda heparan stilfat proteoglikaninin ylksek ve
distk dansiteli 2 formu oldugu gosterilmistir (80). GBM'da yapilan incelemeler

bu veriyi desteklemektedir (81). (Sekil 3).

a P
\“
™, Diisiik dansite PG Y0ksek dansite PG
~
-~
\‘\
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Sekil 3: Bazal membran heparan siilfat proteoglikan yapilan
Dusuk-dansiteli heparan stlfat proteoglikanin molekdler ktlesi 620-720 kDa,
uzunlugu 80 nm dir. Protein gekirdek 3 heparan silfat zinciri ile sonlanir (81).

GBM'dan ytksek dansiteli (130 kDa) heparan stlfat molekult izole edilmigtir .

16



Kuguk protein gekirdege 4 kisa heparan sulfat zinciri baglanmigtir. Bu yapinin
dastk dansiteli proteoglikan yikiminin Griint olabilecegi ileri strGimektedir
(82). Ancak disik ve ylksek dansiteli heparan siifat formlarinin metabolizma
ve katabolizmasi agik degildir.

b-Laminin

Laminin ha¢ benzeri ,uzun kolu 70 nm, kisa kolu 37 nm olan bir yapidadir
(Sekil 2 ,c) . Uzun kol heparin baglayan globller alanla sonlanir. GBM'da
laminin lamina rara interna ve eksternada lokalizedir (83). Laminin'in ana
fonksiyonu, tip IV kollagen ve nidojen ile birlikte,hticre adhezyonu, blylumesi,
doku farklilagsmasini indUklemektedir (71,84). Laminin ayni zamanda igerdigi
sialik asit nedeni ile bazal membranin ylk segici fonksiyonuna da katilir (84).
c-Nidojen

GBM'daki diger bir glikoprotein nidojendir. 20 nm uzuniugunda tambur
seklinde tek zincirli bir polipeptiddir (Sekil 2,f). Nidojen ile ¢capraz reaksiyona
giren entaktin olarak adlandinlan sulfath bir glikoproteinin  varligi
belirlenmisgtir. Nidojen ve entaktinin fonksiyonlari tam olarak anlagilamamig
olmakla birlikte lamininin fonksiyonlarini modtle ettigi dastntlmektedir
(71,79).

d-Fibronektin

Glomerulde fibronektin mezengial matrikste bulunur. plasma ve doku formlari
vardir.Fibronektinin mezengial hiicreler ve endotelyal hiicrelerde konsantre
olmasinin nedeni bu hicreleri birbirine ve mezengial matrikse baglamasidir

(71,79).
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Karbonhidrat molekiiller:

Karbonhidratlar GBM kuru agiriginin %10-11" ini olusturur. Glukoz , galaktoz,
sialik asit, fruktoz, mannoz, glukozamin, glukuronik asit ve idorunik asitten
olusur. GBM'da sekerler 3 farkli Uniteye dagiimiglardir: disakkaritler,
heteropolisakkaritler ve glikozaminoglikanlar. Disakkarit Oniteleri glukoz,
galaktoz, heteropolisakkarit Gnitesi sialik asit, fruktoz, mannoz, galaktoz ve
glukozamin igerir. GAG Unitesi galaktoz, fruktoz, glukozamin, glukuronik asit
ve idorunik asit barindirir ki bunlarin %35 stlfatlanmigtir. GAG Uniteleri

disulfit baglari kullanilarak serin aracilidi ile peptidiere baglanirlar (80,85).

Hipergliseminin bazal membran etkileri

Hiperglisemi glomertl bazal membranin biyokimyasal yapisinda patolojik
sonugclar yaratan degisikliklere neden olur. GBM'da kollagen IV miktarinin
artmasi ilk tespit edilen patolojik bulgudur (86). Hiperglisemi varliginda
kollagen IV sentezinin artti§i deneysel calismalarda gdésterilmistir (87).
Brownlee ve Spiro alloxan ile diyabet olusturulmus siganlarda GBM kollagen
sentezini incelemislerdir. GBM kollagenini temsil eden aminoasitler olan prolin
ve hidroksi prolinin aktivitesi élglildiglinde diyabetik grupta saglikiilara oranla
anlamli olarak daha ytksek bulunmustur (88). Diyabette kollagen sentezindeki
artisin yanisira kollagen yikimindaki azalmayi g@steren caligmalar da
mevcuttur (89). Kollagen yapinin sentez ve yikiminda gérilen degisiklikler
hiperglisemik ortamda kollagenin non enzimatik glikozilasyonuna
baglanmaktadir (90). Bu veriler dogrultusunda ortaya atilan goértige gére GBM
kollageninin glikozillenmesi proteazlara direngli hale gelmesine yol agmakta
ve yeni protein depolamasini indiklemektedir (91).

KSERDE KURMLY
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GBM'da hipergliseminin etkiledigi diger bir yapi da glikozaminoglikanlardir.
GBM major GAG molekllu olan heparan silfatin azaldigi diyabetik hayvan
modellerinde ve diyabetik insanlarda gdsterilmisgtir (92,93). Heparan stiifat
molekilleri GBM negatif ylUk bariyerini olugtururlar. GBM heparan suifat
miktarindaki azalma idrarda albimin atiimi ile dogru orantilidir (94,95).
Siganlara GBM heparan silfatin’'na kargi olugturulan monoklonal antikortar
intravendz olarak verildiginde selektif proteintri olustugu gézlenmistir (96).
Diyabette GBM heparan siifat miktarinin azalmasi, sentezindeki ve/veya

matriks yapiya baglanmasindaki azalmaya baglanmaktadir (98).
DIYABETIK BOBREKTE HISTOLOJIK BULGULAR

Diyabetik nefropatideki patolojik degisiklikler ilk olarak Kimmelstiel ve Wilson
tarafindan tanimlanmigtir (98).

Diyabetik b&brekte major patolojik degisiklik glomerlide olur. Bu nedenle
normal bir glomertl yapisinin tanimlanmasi gereklidir. Normal glomerdil
afferent arteriolle baglayip efferent arteriole drene olan 20-40 loop’tan olugur .
Lobul ve kapillerlerin destekleyicisi olan mezengial dokuyu hiicreler ve matriks
olusturur. Looplarin elektron mikroskopik incelemelerinde her birinin endotel
ve visseral epitel ile gevrili bazal membrandan olustugu gérilmastar. Visseral
epitelyal hiicreler (podositler), memban boyunca uzantilar arasinda porlar
birakacak sekilde foot proces adi verilen yapilarni olugtururlar. Glomeruler
kime Bowman kapsul ile gevrilidir ve bu kapsul tubiler bazal membran ile
devam edip Uriner bosluga baglanir. Glomerilden plazma filtrasyonu su sira

ile olur: kapiller ,endotel (fenestra),bazal membran ,epitel porlan (29).
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Diyabette tum bdbrek ve tek tek glomeril volumi artar (100).Patolojik stireg
ilerledikgce bdbrek boyutlar da buylmeye devam eder (101). Erken
dénemdeki glomertl blyUmesi artan bazal membran dretimine , geg¢
dénemdeki ise mezengial genislemeye baglidir (102).

Diyabetik bébrekte en erken gérilen histolojik bulgu glomerQl bazal membran
kalinlagmasidir (103). GBM kalinlagmasi diyabet ortaya giktiktan sonraki ilk 2
yil igerisinde gorllebilir ;10 yillik hastalifi olanlarin g¢ogunda GBM
kalinlagmasi vardir (104). Mezengial genigleme bazal membran
kalinlagsmasindan sonraki agamadir . Mezengial genigleme hicresel artigtan
cok matriks birikiminden kaynaklanmaktadir (104,105).

Istk mikroskopisi dederlendirmelerinde bazal membran kalinlagsmasinin yani
sira 4 gesit ayirt edici lezyon gértlebilir. Bunlar nodller ve diffuz interkapiller
glomertloskleroz, kapsiler drop lezyon, fibrin kap lezyonlandir. Diffaz
glomeriloskleroz bazal membran benzeri materyalin mezengiumda diffiz
birikimi ile karakterizedir. Biriken madde kapiller [imeni daraltip kan akimini
azaltabilir. Kapsuler drop lezyon Bowman kapsulinde intramusinéz, muma
benzer eozinofilik karakterdedir. Fibrin kap (ekstdatif lezyon) kapiller
looplarda limende yerlesmis lipid igeren lezyondur (98,106). Bu lezyonlarin
hicbiri diyabet icin spesifik degildir. Yerlesmis nefropatide mezengium
merkezine yerlesen PAS(+) boyanan nodiler lezyon ( Kimmelsteil-Wilson

nodulil) diyabet icin patognomoniktir (106). (Sekil 4 )
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bc bowman kapsuilinde kalinlagma, n Kimmelstiel-Wilson noduil,

m diffiiz mezengial kalinlagma. x600

Sekil 4: Diyabetik glomeriilde nodiiler glomeriiloskleroz

Glomerll bazal membraninin elektron mikroskopik incelemesinde
dansitelerine gére 2 farkli tabaka ayirt edilmektedir. Orta bélimde lamina
densa denilen olduk¢a yogun izlenen alan vardir Bu alanin her iki yaninda
daha az dens olan lamina lucida uzanir. Lamina lucida’nin subendotelyal
lokalizasyonu lamina rara interna, subepitelial lokalizasyonu lamina rara
eksterna olarak adlandirilir (107).

Normal GBM'da katyonik boyalar ile tim bazal membran boyunca diffuz
dagilmig anyonik yUkla partiktllerin (primer olarak Heparan stilfat) varlig
gosterilmigtir (107-109).

Diyabetik bazal membran’da polikatyonik boyalar (Ruthenium red,
polietilenimin, Alcian blue ) ile yapilan elekron mikroskopik incelemelerde
anyonik yUklt molekdllerin azaldigi gézlenmistir. Chackrabarti ve ekibi GBM'i

heparan sulfat icin spesifik katyonik boyalaria boyayip EM' de incelediklerinde
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anyonik partiktllerin tﬁm bazal membran boyunca diffiiz olarak azaldiim ve
bazal membran kalinhiginin arttigini izlemislerdir (110). Daha sonra GBM
heparan sulfat molekll kaybinin idrarda albUmin atihimi arasinda pozitif bir
korelasyon oldugu ortaya konulmustur (111).

Diyabetik glomeriiide histolojik ve fonksiyonel degisiklikler birbirine paraleldir.
GBM kalinidi artip, anyonik ytk miktari azaldikga, idrarda protein atilimi ve
GFH' daki dusls artmaktadir.

HIPERGLISEMIYE BAGLI RENAL HASAR MEKANIZMALARI

Yiksek glukoz dlzeylerinin bébrekte yaratti§i hasari agiklayabilen bir cok

mekanizma ileri sirllmastar. En gok Gzerinde ¢alisilan ve olasi mekanizmalar

Tablo 3’ te belirtiimigtir.

Tablo 3: Diyabetik nefropati patogenezi, hiperglisemiye sekonder mekanizmalar

Non —enzimatik glikozilasyon

Anormal poliol metabolizmasi

Glukoz toksisitesi

Glukoza bagl bliytime faktor artigt

Protein kinaz C aktivitesinin artig!

Sitokin Uretiminin artig!

Ekstrasellller matriks degigimi

Hucre dbngtist ve proliferasyon hizinda bozulma
Bazal membran anyonik ylkiiniin azalmasi
Anormal lipid metabolizmasi

Anormal katyon transportu
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Anormal Poliol Metabolizmasi

Glukozdan intrasellGler sorbitol yapiminin artmasi ile asirt artan poliyol
aktivitesinin doku hasari yaptigina iligkin veriler gugltdar. Kronik hiperglisemi
renal tabdl, glomerdl, sinirler, retina gibi dokularda sorbitol birikimine neden
olur. Biriken sorbitol bu dokularda hicresel osmoregllasyonu bozup
intraselliler myoinozitol miktarini azaltir (111). Hiperglisemi varliginda glukoz
aldoz rediiktaz enzimi ile sorbitole déntsar.

Bu iglem sirasinda NADPH-NADP ye okside olur. NAD in NADH
déntsimine bagh olarak sorbitol, sorbitol dehidrogenaz enzimi ile fruktoza
okside olur. Bu reaksiyonlarin net sonucu dokularda sorbitol birikimi |,
NADH/NAD oraninin artisina bagli redoks potansiyelinin deg@isimidir. Degigen
oran gliserol aktivasyonu gibi énemlii bir ¢cok metabolik yolu etkiler (111)
(Sekil 5). Hiperglisemi ayni zamanda myoinozitol miktarini azaltir. Glukoz ,
yarismali inhibisyon yolu ile hicrenin myoinoziyol alimini azaltir (112).
Azalmig myoinozitol sinyal ileti sisteminde aksakliklar dogurur. Selliler Na/K-
ATP az aktivitesi azalir. Hlcre igi sodyum konsantrasyonu yuakselir (113).
Aldoz redlktaz inhibitérl olan sorbinilin diyabetik siganlarda artmig GFR'yi

normale yaklastinp, albtminariyi azalttig bir 6n galismada gosterilmistir (114).
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$Sekil 5: Poliol ve diagil gliserol yollan arasindaki iligki

Glukoz toksisitesi

Glukozun kendisi hticreler lizerinde toksik etkiye sahiptir. Lorenzi ve ekibi
insan endotelyal hiicre kilturinde ylUksek glukoz konsantrasyonlarinin htcre
fonksiyonlarinda poliyol yolunun aktivasyonu ile acgiklanamayacak
degisikliklere yol agtigini géstermistir (115). YlUksek glukoz miktari hicre
siklusu ve proliferasyonunu bozup, kollagen, laminin, fibronektin sentezinde
artiga neden olabilmektedir (116). Ylksek glukoz ortamina maruz birakilan
mezengial hlicrelerin daha az heparan sulfat sentezledikleri gosterilmistir ki bu
sonu¢ GBM'daki negatif yik kaybini destekler niteliktedir (117). Bundan bagka
mezengial hicreler yUksek glukozda inkibe edildiklerinde TGF-B sentezi
induklenmektedir. TGF-B'nin matriks sentezini stimule edip, yikimini azalttigi
bilinmektedir (118).

Protein kinaz C Aktivasyonu

Protein kinaz C (PKC) pek gok vaskiler fonksiyonu regile eden bir enzimdir.
Vaskiler permeabilite, kontraktilite, sellller proliferasyon, bazal membran

sentezi, sinyal iletimi ve bUyUme faktbrlerinin regilasyonu ile iligkisi
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kanitlanmigtir (119). Diyabetiklerde diagilgliserol duzeylerinin artmasi nedeni
ile PKC aktivasyonu olur. Diagilgliserol birkag mekanizma ile Gretilir. Fosfatidil
inositolden ve glikolitk ara Grtnlerden (gliserol 3-fosfat) sentezlenebilir.
Hiperglisemi, spesifik PKC izoformlarini aktive eder. Aort ve kalpte PKC

B2, retinada PKC B1,B2, renal dokuda a,b,d aktive olur (120). (Sekil 6 )

Hiperglisemi \
L. 5 N PG
: / @ Fosfolipaz D

Glukoz 6 fosfat——="Gliseraldehit 3 fosfat—">DAG
1,2 diagil gliseroliin biyosentezi

PKC =—=——==>PKC
(inaktif) (akt{f)

P A/
o’ L5 oPLA; aktivasyonu
iiEsninic % s oELAg aktivasyonu
1Fibronektin“€¥ a8 Y

1 Kollagenfibronektin %/
(\ ._laminin birikmesi gNa“'K"-ATI%z aktivitesi

Ekstraseliiller matriks birikmesi

Sekil 6:Artmig PKC aktivitesinin renal matriks’e etkileri

Diyabetik bobrekte erken dénemde artan GFH'nin PKC aktivasyonu sonucu
prostoglandin Gretimine bagll oldugu dustntimektedir. PKC inhibitérierinin
mezengial hicre kiltarlerinde prostoglandin yapimini inhibe etmesi bu fikri
desteklemektedir (121).

PKC'nin aktivasyonu mezengial hicrelerde iNOS miktarini arttirmakta;

inhibisyonu ise NO Uretimini azaltmaktadir (122). Bu veriler diyabetik renal
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dokuda NO artisinin iINOS'un PKC tarafindan aktivasyonuna bagli
olabilecegini dugtndUrmektedir.

Diyabetiklerde PKC aktivasyonu kontraktii proteinlerin ekspresyonunu
degistirerek vaskiler kasiimay etkiler. PKC aktivasyonu coldesmon miktarini
dagtrar. Coldesmon dizeylerinin azalmasi acto-miyozin ATP’az
inhibisyonunu azaltir ve damarlarda kontraksiyon artar. (120). Diyabette BM
kalinlagmasi ve PKC arasindaki iligki de incelenmistir. YUksek glukoza bagh
glomertler matriks komponentierinin (kollagen 1V, fibronektin,laminin) artig
PKC aktivasyonu ile iligkilidir. GBM'da Kollagen IV artigi PKC inhibitorleri ile
engellenebilmektedir (123).

PKC aktivasyonu ile artan diger bir molekil de TGF B'dir. Bu prototip ¢ok
fonksiyonlu sitokin matriks komponentlerinin (kollagen IV, fibronektin,laminin
gibi) Gretimini arttrmaktadir. PKC’'nin TGF f’'nin asirt ekspresyonuna yol
acarak matriks Uretimini arttirabilecegi distntlmektedir (120).

PKC aktivasyonunun vaskiler permeabiliteye etkisi tamamiyle anlagilabilmis
degildir. PKC aktin baglayan proteinleri fosforilize ederek fonksiyonel yapiyi
bozabilmektedir.

Hucre blylUmesindeki degisim ve neovaskularizasyon diyabetik mikrovaskuler
komplikasyonlarin temelidir. PKC sistemi blayume faktérlerinin ekspresyonunu
bozarak bu olaya katilir. Hiperglisemik ortamda miktari artan vaskdler
endotelial buylime faktéri VEGF ( vascular endothelial growth factor), PKC
inhibitdrleri ile inhibe olabilmektedir.(124)

Hiperglisemi nedeni ile Na/K ATP az aktivitesinin azalmasinda PKC

aktivasyonun etkili oldugu dusantlmektedir. PKC bu etkiyi aragidonik asit
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metabolizmasi Gzerinden géstermektedir (125). Aragidonik asit ve Grlnlerinin
Na/K ATP az' 1 inhibe ettigi bilinmektedir.
Diacilgliserol-protein kinaz C yolunun aktivasyonu c¢esitli enzim aktiviteleri ile
gen ekspresyonlarini degistirmekte ve retina ,bdbrek ve kalpte fonksiyonel
degisiklere neden olmaktadir (120,126).
Biiyiime faktorleri:
Sitokinler ve blUyume faktdrleri diyabette g6zlenen metabolik, yapisal,
hemodinamik degisikliklerin bir kismindan sorumiu tutulmaktadir. Blyime
faktorlerinin diyabetik nefropati ile ilgili biyolojik fonksiyonlar: gunlardir:
1-Hemodinamik etki:

Renal kan akimi ve GFH artigi ( IGF-1, PDGF)
2- Hucre hipertrofisi ( TGF-8, IGF 1)
3-Apoptozis ( TNF-a, TGF B)
4-Bazal membran ve matriks geniglemesi ( TGF B,IGF 1,PDGF)
5-Hiperselltlarite ( PDGF,FGF )
6-Insulin reseptér sinyal iletimi ( TNF-a, IGF 1)

7-Glukoz tagtyicisi/enzim modalasyonu ( PDGF)

Buyume faktérleri (BF) etkilerini otokrin, parakrin, klasik endokrin yoldan
gerceklestirebilirler (127). Diyabetik insan ve deney hayvanlarinin renal
dokularinda pek ¢ok BF'Uniin mRNA'lar tespit edilmistir. In vitro caligmalarda
hipergliseminin, TGF-8, FGF, PDGF, VEGF gibi BF’lerinin ekspresyonunu
uyardigi gosterilmigtir (128).

Diyabette BF ekspresyonunu etkileyen pek ¢ok mekanizma tarif

edilmistir(129). Bunlar su sekilde siralanabilir:
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instlin eksiklidi / insulin rezistansi
Hiperglisemi / glikasyon UrGnleri
Protein kinaz C aktivasyonu
Hemodinamik degisiklikler
Vazoaktif hormonlar

Protein alimi

Lipoprotein ve okside lipoproteinler
Trombosit aktivasyonu

Mononukleer hicre infiltrasyonu

GH ve IGF ile yapilan ¢alismalar bu hormonlarin diyabette hiperfiltrasyon ve
hipertrofinin potansiyel mediatdrieri oldugunu ortaya cikarmistir. Saglikli
insanlara GH ve IGF-1 infuzyonu yapildiginda diyabetin erken dénemine
benzer hemodinamik degisiklikler izlenmigtir (130).

IGF-1 diyabetin erken déneminde renal hipertrofi ile iligkili goérilmektedir
ancak ge¢ dénemde etkili bulunmamigtir (131).

BlayUime faktérleri GBM kalinlagsmasi ,sentez ve yikimina da etkilidirler.
Mezengial matriks, morfolojik olarak GBM’dan farkii olmasina ragmen benzer
molekullere sahiptir. Diyabetik nefropatinin erken déneminde TGF g’'nin renal
ekspresyonu artar. Bu durum progresif matriks birikimi ile iligkili géralmektedir.
Diyabetik glomertlde matriks birikimi ileri glikozillenme ile de iligkilidir.
Sicanlara glikozile albimin injekte edildiginde glomerideki TGF B ‘nin arttig,
AGE inhibitérli aminoguanidin verilmesi ile TGF ve diger matriks proteinlerinin

azaldigi izlenmigtir (132).
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TGF ve PDGF ile ilgili son galismalarda, renal hipertrofide dnemli roller
oynadiklari gbsterilmistir. TGF B’yi nétralize eden antikorlar ile diyabetik renal

dokuda kollagen, fibronektin ve TGF-8 ‘'nin mRNA ekspresyonunun azaldi§
bulunmusgtur (133).

Sitokinler ve blyUme faktdrleri apoptotik hicre 6lumi velveya selliler
rejenerasyonda rol almaktadirlar. Diyabetik nefropatide renal epitel kaybi

oldugu bilinmesine ragmen FGF, PDGF, TNF o'nin bu olaya etkisi
bilinmemektedir. TNF o'run diyabetik sigan glomertilinde arttid

gobsterilmesine ragmen nefropati patogenezindeki yeri acik degildir(129).

Serbest radikaller ve oksidatif stres

Oksidatif stres dokularda reaktif oksijen radikallerinin artmasi ve buna bagli
hlGcre hasaridir. Biolojik sistemlerde serbest radikal kaynaklari oksijen ve
karbon atomlandir. Normal hlicre metabolizmasi sirasinda serbest radikaller
elektron transferi reaksiyonu ile retilir. Stperoksit (O~ ), hidrojen peroksit
(H202), hidroksil iyonu (OH") ,singlet oksijen, hiicre metabolizmas! sirasinda
Uretilen reaktif oksijen Grlnleridir.

Tum biomolekuller serbest radikal atagindan etkilenirler ancak en duyarl
olanlar lipidierdir. Lipidler hiicre membran yapisinin temel taslaridir. Hucre
membranindaki ¢okludoymamis ya§ asitlerinin oksidatif yikimi lipid
peroksidasyonu olarak adlandirilir. Lipid peroksidasyonu zincirleme reaksiyon
baglatir ve hicrenin diger 6gelerinin de hasarina neden olur. Oksidatif stresin
hicredeki hasari membran gecirgenliginin artmasi ile baglar. Membran
destabilizasyonu , protein sentez inhibisyonu, enzimatik aktivitenin azalmasi,

DNA hasar: oksidatif strese maruz kalmig htcrelerde karsilagilan hasarlardir.
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Normal biolojik sistemlerde oksidatif stresin yaratabilecedi hasarlar
antioksidan mekanizmalar ile 6nlenir. Antioksidan savunma mekanizmalari:
elektron transferi ve metal iyonlarinin sekestrasyonu, peroksidasyon
arinlerinin ortamdan uzaklagtiriimas! (katalaz, glutatyon peroksidaz gibi
enzimlerle ), serbest radikal scavangerlarndir. Serbest radikal scavangeriari
icinde tek enzim sUperoksit dismutazdir. Stperoksit radikalini indirger. Alfa
takoferol lipid peroksidasyon zincirini bloke eder. Askorbik asit ise hicre i¢i ve
plazmada bulunan antioksidandir (134).

Diyabet oksidatif stresin artmig oldugu bir durumdur. Oksidatif stres ile
diyabetin komplikasyonlari arasindaki iligki guglidtr. Diyabetiklerin
plazmasinda lipid peroksidasyon urtnleri saghkli kigilere oranla ylksek
bulunmustur. Diyabetik grupta retinopatisi olanlarda olmayanlara gére lipid
peroksidasyon Urdnlerinden tiobarbittrik asit (TBA) miktari anlamli olarak
yuksek bulunmustur (135). Streptozotocin ile diyabet olugturulmus siganiarda
bébrek ve retinal dokudaki lipid peroksidasyon miktari ylksek olcUimustir
(136). Diyabetiklerde antioksidan durum degerlendirildiginde plazma askorbik
asit dlzeylerinde dUisme ,oksidasyon Urini olan dehidroaskorbat
dizeylerinde ylkselme en géze c¢arpan bulgulardir (137). Ayrica vitamin E
dlzeyleri insan ve deney hayvanlarinda distk bulunmusgtur (138).
Hiperglisemik ortamda oksidatif stresin diger bir sonucu da glukozun
otooksidasyonudur. Fizyolojik sartlarda, glukoz diger o~ hidroksialdahitler gibi
oksijen molekUlint indirger, serbest radikal ve hidrojen peroksit kaynagi
olabilir (139). in vitro olarak LDL'nin glukoz ile reaksiyonunda massif peroksit

Oretildigi  gosterilmistir (140). Glukozun otooksidasyonu ile ortaya ¢ikan
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serbest radikaller ve hidrojen peroksit protein ve lipid yapilarda hasara neden
olur.

Reaktif oksijen daranlerinin diger bir kaynagi da ileri glikozilasyon son
Grtnleridir. Amadori Grtnlerinin  oksidasyonu karboksimetillizin (CML) ve
pentazodin gibi ciddi doku hasar1 yapan bilegikleri yaratmaktadir (141).
Diyabetik plazma ve dokularda glikcoksidasyon ve lipooksidasyon Granlerinin
yuksek bulunmas: diyabette oksidatif stresin artmis oldugu hipotezini
desteklemektedir.  Oksidatif  strese  bagh  proteinlerin  kimyasal
modifikasyonunun mikrovaskiler hasara neden oldugu digtntimektedir.
Oksidatif stresin diyabetik bébrekte olusturdugu patolojik degisikliklerin en
6nemlisi vaskller disfonksiyondur. Diyabetik vaskuler disfonksiyon olugum
faktdrlerinden biri nitrik oksit (NO) Uretimi ve etkisindeki degisimdir. Bébrekte
NO dretimi diyabetin erken doénemlerinde artarken, ilerleyen dénemlerde
reaktif oksijen radikalleri ve ileri glikozilasyonun artmasini takiben
azalmaktadir (142).

NO’in diyabetik boébrek tzerine etkilerini inceleyen aragtirmalann sonuglar
celigkilidir. Diyabetik sicanlarda NO {retiminin géstergesi olan idrar NO2/NO3
atthmi artmigtir. Artan NO Uretimi diyabetin erken dénemlerinde gérulen
hiperfiltrasyon ile iligkili bulunmustur (143). Diyabetik si¢anlarda nitrik oksit
sentaz (NOS) inhibitérleri ile albamin atihmi ve renal plazma kan akimi
azaltilabilirken ,gec dénemde NOS inhibitérierinin etkisi gézlenmemistir (144).
Yine diyabetik siganlarda NOS inhibitér( olan nitro-L-arginin metil ester

( NAME) ‘in albOminariyi arttirdigi gdzlenmistir (144,145).
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NO ‘in divabetik nefropati gelisiminde olasi rolleri:

a) Yikici
Hiperfiltrasyonu arttirmasi
Peroksinitrik ve hidroksil radikal Gretimi ile doku hasari olusturmasi

b) Koruyucu
Kapiller kan akimini arttirmasi va Angiotensin |l antagonizmi
Trombosit agregasyon inhibisyonu
Mezengial hlicre proliferasyonunun baskilanmasi
Albiminin endotelial hiicre permeabilitesinin azaltiimasi
Endotel hiicrelerinde stperoksit radikal Gretiminin inhibisyonu
NADPH oksidaz aktivitesinin inhibisyonu ile nétrofillerde oksidatif stresin
azaltiimasi
Bakir ile katalizlenen LDL oksidasyonunun inhibisyonu
PDGF ekspesyonunun baskilanmasi
Mezengial hlicre kaltGrinde TGF- ve kollagen sentezinin baskilanmasi

Eideki verilerden elde edilen sonug¢ sudur: Diyabette nitrik oksit sentezi
artmigtir. Bununla birlikte NO'in etkileri ,NO miktarina, ortamdaki stperoksit
dlzeyine ,hiicredeki antioksidan mekanizmalarin varligina ve NO’in yikici
nitrojen Grunlerine déntGgimune baghdir (146).

Dokularn ileri glikozilasyonu

Hipergliseminin en énemli sonuglarindan biri de dokularin glikozillenmesi,
diger bir deyigle gekerlenmesidir. Glukoz proteinlerin amino gruplari ile
nonenzimatik bir reaksiyona girip “Maillard Reaksiyonu® olarak adlandirilan bir

seri glikozilasyon iglemini baglatir (147 ). (Sekil 7 )
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: AGE gelisiminin agamalan

Seker molekulinun aldehit veya keton bélumi proteinlerin amino gruplan ile

non-enzimatik bir reaksiyonla Schiff baz utrtnlerini olusturur. Glukoz
konsantrasyonu ile dogru oranda olugan Schiff baz Grtinleri saatler igerisinde
dengeye ulasir (147,48). Schiff baz Grtnleri daha sonra kendilerinden daha
dayanikli olan amadori Grlnlerini (I —amino,L-deoksi-D-ketose tarevleri ,
fruktoz-lizin, hexioldizin gibi ) olustururlar. Amadori Grlnlerinin dengeye
ulagmas! haftalar alir. Schiff baz ve amadori Grtinleri erken glikozilasyon
Grinleri olup geri déntgtmiGdarier . Bu Grtinlerin olusumunda en dnemi

faktérler ortamdaki glukoz konsantrasyonu ve dokularin hiperglisemiye maruz
kaldiklar1 stredir. Ayrica ortamin PH'sinin >7 olmasi, Isi artigi ,protein
konsantrasyonu erken glikozilasyon UrGnlerinin olugsumunu arttirir (148).

Glukoz konsantrasyonu ylkseldikge erken glikozilasyon drunlerinin olugum
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hizi ve denge dlzeyleri dogru orantih artar. Glukoz duzeyleri normale
indirildiginde erken glikozilasyon Urtnlerinin dizeyi duser. Bu Grinler kollagen
gibi émrll uzun olan yapisal proteinlerde birikmezler.Bu nedenle doku
konsantrasyonlari diyabetin mikrovaskiler komplikasyonlari ile iligkili degildir
(149). Erken glikozilasyon trunleri zararh olarak kabul edilmeseler de bazi
hicresel fonksiyonlari etkileyebilirler. Damarlarda LDL uptake'ini attirabilir
(150), serbest radikal olusumunu indtkleyebilirler (151).

Kronik hiperglisemi durumunda amadori UrGnleri multipl dehidratasyon ve
yeniden dlzenlenme reaksiyonlarindan gegerek ileri glikozilasyon son
arinlerini (Advanced glycation end products ,AGE) olustururiar (114-149).
Maillard reaksiyonunun bilinen en son UrUnieri karboksimetillizin (CML),
piraline, pentazodindir (152,153). CML ve Pentazodin bir seri glikasyon ve
oksidasyon reaksiyonu ile olusurlar. CML iki yoldan olusur. Biri fruktozlizinin
oksidatif yikimi (154) digeri glukozun oksidasyon Griinii olan glyoxal ile protein
reaksiyonudur (155). Pentazodin, lizin ve arginin kalintilar arasindaki amadori
artnleri veya arabinoz ile saglanan glukooksidasyon sonucu geligir (155).
Piraline ise 3-deoksiglukozon ile proteinin reaksiyonu ile olusur(156).(Sekil 8)
Glukozdan kaynaklanan AGE’ler 1-amino-1-deoksiketoz  Grinunin
modifikasyonu ile iki farkh yoldan gelisirler .Iki amadori Griniinin reaksiyonu
sonucu heterosiklik imidazol tlrevine benzer [2-furoyl-4(5)-(2-furanyl) 1-H
imidazolin} yap! meydana gelir. Urtin flurosan spektrofotometrede sari renk ile
karakterizedir. Bu tip AGE enzimatik olarak hidrolize olabilen dokularda
bulunur (157). Glukozdan AGE olugumunun diger bir yolu amadori Grunu ile
reaktif dikarbonil bilesidi tasiyan seker yikim Grlinlerinin ( 3-deoksi-glukozon ,

metilglioksal gibi ) reaksiyona girmesidir (158 )( Sekil 9).
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AGE’ler yarn 6mrlu birkag haftadan uzun olan proteinlerde gelisir. En ylksek
AGE duzeyleri uzun émuri( yapi proteini olan konnektif doku matriksinde ve
bazal membranda bulunmustur. Ancak son galismalar lipid égeleri ve nikleik
asit gibi kisa 6murlu proteinlerde AGE olusabildigini géstermigtir (159).
AGFE’ler hiperglisemi duzeltildikten sonra kaybolmazlar; proteinlerin yasam
stresince birikmeye devam ederler.

Dokularin ileri glikozillenemsi diyabetik mikrovaskiier komplikasyonlarin
gelisiminde ” hiperglisemik bellek” olusumundan sorumiu tutulmaktadir.
Hiperglisemik bellek , normoglisemi saglandiktan sonra da mikrovaskuler
degisikliklerin olugmaya ve ilerlemeye devam etmesidir. Diyabetik képeklerde
2.5 yil hiperglisemik tutulduktan sonra retinada degisiklik bulunmaz iken,
normoglisemi saglandiktan sonraki 2.5 yil stresince siddetli retinopati tespit
edilmistir (160). Bu ve benzer ¢alismalar dokularin sekerle modifikasyonunun
hiperglisemik bellek olusturdugunu géstermektedir.

AGFE’ler intra ve ekstrasellller yapilarda geligebilir. Ekstraselitler
makromolekillerde olugan AGE’ler daha gok glukoz kaynaklidir.Glukoz Schiff
baz gelisme hizi en dustk olan geker molekiludir (148). Schiff baz olusumu
icin seker molekuliunun agik zincirli hali gereklidir. D-fruktoz glukozdan 7.5
kez,d-riboz 16 kez, glikolitik bir ara trtin olan gliseraldehit 3- fosfat 200 kez
daha hizli Schiff baz olustururlar. Bu nedenle hiperglisemi varliginda htcre
icindeki amino gruplari, hiicre digindakilerden daha hizli gekerlenir (161).
AGF’lerin olusumu kompleks bir seri dehidratasyon, yeniden gekillenme iglemi
gerektirir ve gelisme suregleri tam olarak bilinmemektedir. AGE olusumunun
glukoz konsantrasyonu ile iligkisi dogru orantih degildir. Olugum hizi,

ortamdaki glikolize amino gruplan ile iligkili bulunmugtur. Glukoz
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konsantrasyonlarinda orta derecede bir yukselme AGE birikimini agir
derecede arttirabilir (162).

AGE’ler makromolekdillere geri dénlgimsiz olarak baglandiklan igin AGE
miktar1 hipergliseminin dlzelmesi ile digmez. Bunun yerine AGE'ler diyabetik
dokularda degisen hizlarda birikmeye devam ederler (163).

AGFE’lere kargi geligtirimis antikorlar ile yapilan ¢alismalarda immiinolojik
olarak sik rastlanan AGE'lerin farkli seker ve protein kombinasyonu oldugu
gOsterilmigtir (164). Floresan ve immunolojik AGE dlgumleri ,diyabetiklerde
glukozdan kaynaklanan AGE’lerin dominant oldugunu gdstermistir (165).
Diyabetik insan dokularinda AGE Grlnlerinin doku harabiyetine iligkin kanitlari
direkt olmamakla birlikte glikasyon drinlerinin @ miktari  diyabet
komplikasyonlarinin siddeti ve yayilimi ile iligkili bulunmustur (166).

AGE JUrinlerinin diyabetik dokuda 3 mekanizma ile hasar olusturdukiar
dustnilmektedir:

1) AGFE’ler matriks proteinleri ile birleserek ekstraselltler matriksin yapi ve
fonksiyonlarini bozabilirler

2) Cesitli htcrelerde AGE reseptérleri yoluyla sitokin, bllyime fakidrleri ,
serbest radikal aktivitelerini etkileyebilirier.

3) AGE'ler dogrudan enzimler ve intraselliler anahtar proteinlerin
fonksiyonlarini degistirebilirler.

1-AGFE’lerin ekstraselliiler matriks proteinlerine baglanmasi:

a) Ekstravaze plazma proteinlerinin AGE'ler aracilidi ile matrikse baglanmasi:
Diyabetik damarlarda gegirgenligin artmasi nedeni ile sizan plazma proteinleri
hlcrelerdeki matriks proteinlerine AGE’ler araciligi ile baglaniriar. Kisa 6marlQ

LDL, IgG gibi proteinler glikozillenip baglandikiar matriks yapida yeni AGE
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olusumunun substrati olurlar (167). In vitro sartlarda LDL ,ileri glikozilasyon ile
modifiye olmug kollagene kovalan olarak, ortamdaki AGE miktari ile dogru
orantili bir sekilde baglanir (168). Bu bulgu LDL’'nin AGE'lere spesifik olarak
baglandigini dustndurmektedir. Hiperglisemik seyreden diyabetiklerde LDL
dizeyi normal sinirlarda olsa bile devam eden aterosklerotik olayi
aciklamaktadir. Bunun yaninda lipid ve apolipoproteinlerin glikozillenmesi
ateroskleroz gelisimini hizlandirmaktadir (169).

b) Matrik komponentlerinin AGE’ler araciligi ile birbirine baglanmasi: Yagsam
sUresi uzun olan matriks proteinleri AGE’lerin varliginda kovalan baglar ile
birbirlerine baglanirlar (167). Fizyolojik kogsullarda NH; ve COOH
terminallerinden baglanti yapabilen kollagen molekllt, AGE ile modifiye
oldugunda tim molekil boyunca baglanti yapabilecek hale gelir. Diyabetik
sicanlarin aortik kollageninde baglanti yerleri incelendifinde diyabetik
olmayanlara oranla 3 kat daha fazla oldugu gézlenmisgtir (170).

Glikozile olmus matriks Ggeleri diyabetik dokularda birikirler. Bunun nedeni
AGE ile degigiklige ugramig yapilarin enzimatik yikima daha dayanikli
olmalaridir. Diyabetik bazal membran pepsin, papain, tripsin ve proteaz
sindirimine direngli bulunmustur (171). Damar duvarlarinda ileri glikozilasyon
ile degisiklije ugramis matriks proteinlerinin birikimi IGmen daralmasi ile
sonuglanir.

Matriks proteinlerinin AGE ile modifikasyonu bazal membran butinlagant ve
yapisini bozar. Bazal membranin yapi batanlGga tip IV kollagen, laminin,
heparan stilfat proteoglikan ve entaktin'in geometrik bilesimine baghdir. AGE
modifikasyonu ile geometrik yapi butunliga kaybolur (172). Laminin

molekalinin ileri glikozillenmesi tip IV kollagen ve heparan sdifat

7.6, YORSEKOGRETIM KURULY

38 DOKUMANTASYON MERK



proteoglikan'in bu molekile baglanmasini azaltmaktadir (173). Uzun sdreli
diyabette GBM'da heparan silfat miktarinin azlify, bazal membran
baglantisinin azalmasina atfediimektedir (174). HSPG matriks Gretimini inhibe
eder . HSPG yokiugu bazal membran matriks proteinlerinin Uretiminde uyariya
yol agar (175)

c) AGE olusumu matriks ve komsu htcreler arasindaki iligkiyi de etkiler .
Ornegin kollagen IV molektlunt hicreye baglayan alanin glikozillenmesi
endotelyal hicre adhezyonunu azaltir (176). Matrikste biriken AGE’ler
vazodilatatér ve antiproliferatif faktérleri bioke ederek vaskiler oklGzyonu
arttirabilirler.

Nitrik oksit (NO) endotelden salgilanan ve vaskiler diz kas hiicrelerinde
vazodilatasyon yapan bir maddedir;, ayni zamanda vaskller diz kas
hiicresinin proliferasyonunu inhibe eder. AGE'ler NO'in etkilerini doza bagli bir
sekilde degistirirler. Diyabetik siganlarda NO’in  vazodilatasyon yaniti
bozulmustur. Bu defektin siddeti biriken AGE’lerin miktari ile iligkilidir. AGE
olusumunu bloke eden ilaglar NO'in bu defektif yanitini 6nleyebilmektedir
(177). NO'in vaskuler duz kas hucrelerindeki sitostatik etkisinin AGE'ler ile
bloke edildi§i de go6sterilmistir (178). Buyuk arterlerde AGE olusumu
elastisiteyi azaltip sivi filtrasyonunu arttirmaktadir (179).

2- AGFE’ lerin selliiler reseptorier yoluyla etkileri:

AGE'leri spesifik olarak taniyip baglayan bir reseptérin varlii ilk olarak
makrofaj membraninda gésterilmistir (180). Daha sonra endotelial, glomerdl
mezengial hicrelerinde de AGE reseptér varlidi tespit edilmistir. Bir makrofaj
hicresinin ylizeyinde 1.5x105 reseptér bulunmakta va baglanma katsayisi

(Ka) 1.75x107 m-1 dir . Bu reseptér yalnizca AGE’ lere duyarli olup amadori
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grtnlerini tanimamaktadir (181). Su ana kadar en az 6 adet AGE baglayan
protein tespit edilmigtir. Biri RAGE olarak bilinen immunoglobulin ailesine ait
bir reseptérdtr. Diger bir AGE baglayan protein, laktoferrin benzeri bir
molekUldar ve RAGE ile kovalan iligkilidir. OST 40, 80 K-H, Galektin 3 ve
antibakterial protein lizozim bilinen AGE reseptérleridir (182). AGE ile modifiye
proteinier makrofajlar Gzerindeki reseptérierine baglandiklarinda IL-1 ,IGF-1,
TNF-a gibi monokinleri agida c¢ikanrlar. Bu monokinlerin  lokal
konsantrasyonlari glomeriler matriks sentezi, vaskller diz kas hicre
proliferasyonu, tip IV kollagen sentezini stimile edecek diizeye ulasir
(183,184). Monokinler ayni zamanda proteoglikan yikimini da stimtle ederler
Bulunduklari ortamda mezenkimal hiicrelerden kollagenaz ve proteaz'lann
sentez ve salimmini uyararak kendi yikimiarini da baglatmig olurlar (185).

Endotelyal hicrelerde AGE reseptorleri uyarildi§i zaman tromboz ve
vazokonstriksiyon ile sonuclanan mekanizmalar harekete gegerler (Sekil 10 )
Trombomodulin aktivitesi azalirken koaguiasyon faktérieri IX ve X artar. Buna
endotelin —1 Uretimindeki artis eslik eder. Glomer{l mezengial hiicrelerindeki
AGE reseptérleri uyarildiinda PDGF’e bagli olarak tip IV kollagen, laminin ve

heparan

i

stifat Gretiminin arttigi g&sterilmistir (186).

25

2 AGE-protaln

7 B i ; 3 i ok s 7
Sekil 10: Makrofaj ve epitel hiicrelerindeki spesifik AGE reseptérierinin
diyabetik damarlarda olusturdugu patolojik degigiklikler

40



3-AGE’ lerin intraselliiler etkileri

Ekstraselltler molekullerdeki AGE'ler glukoz kaynaklidir. intraselliler AGE'ler
daha ¢ok glukoz digi sekerlerden kaynaklanirlar. Fruktoz, riboz,
gliseraldehitfosfat gibi intraselliler sekerler glukozdan daha hizi AGE
olustururlar (187). intraselliler sekerler DNA niikleotidlerinin amino gruplari ile
reaksiyona girerler . NUkleotidierde AGE olusumu diger proteinlerdeki AGE
olusumuna benzerdir. Prokaryotik hicrelerin DNA'sinda AGE olusumu
mutasyonlar (delesyon, insersiyon) ve gen ekspesyonunda degisimler yaratir
(188). Hiperglisemi okaryotik hiicrelerin DNA'sini da etkiler. Insan endotel
hacreleri 30 mmol/L. glukoz ile inklibe edildiklerinde tek heliks DNA da
kopmalar ve DNA sentezinde aksakliklar tespit ediimistir (189).

intraselliler AGE'ler protein sentezini de etkilerler. Endotel hiicreleri yliksek
glukozlu ortamda 1 hafta inklibe edildiklerinde intraselliler AGE miktar 13.8
kat, mitojenik aktivite %70 artarken , AGE ile modifiye olan fibroblast growth
faktér 6.1 kat artar (190). IntraseliCiler proteinierin AGE ile modifikasyonu
vaskuler ve néronal disfonksiyon ile sonuglanir.

AGE dontgimii

AGE’lerin primer ylkim mekanizmasi AGE-reseptor sistemidir. AGE ile
modifiye proteinlerin yikilmasi sonucu klglk ve ¢dzllebilen AGE-peptidler
dolagima verilir ve bébrekler tarafindan atiir (163). Dolagimdaki AGE peptid
dlzeylerinin renal fonksiyon ile koreleasyonu bu teoriyi desteklemektedir
(163). Normal kigilerde AGE-peptid Klirensi 0.72 mi/dak dir. Bobrek
fonksiyonlart normal olan diyabetiklerde de klirens hizi aynidir. Bdbrek
fonksiyonlari bozulmasi ile birlikte dolagimdaki AGE diizeyi artar. Hemodiyaliz

ve periton diyalizi AGE peptidierinin eliminasyonunda etkili degildir. Son
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dénem bdbrek yetmezliginde AGE eliminasyonunda en etkili yéntem renal
transplantasyondur (191). Hemodiyaliz sirasinda AGE klirensi 203,6ml/dak
olmakla birlikte hemodiyaliz sonrasinda sifirlanir takiben dolagimdaki AGE-
peptid dizeyinde artig olur (192). Uremik kisilerde karbonhidrat ve lipidierin
oksidasyonu sinerjik olarak aterosklerotik olaylarin yayginlagmasina neden
olur (193). Atilamayan AGE peptidler (AGE-LDL,AGE-B2 mikroglobdlin gibi)
tim duyarli dokulardaki hasari arttirirlar (194).

AGE olusumunun diyabetik nefropati geligimindeki yeri:

Sekil 11'de AGE olugumunun diyabetik nefropati geligsimindeki olasi
mekanizmalari 6zetlenmisgtir.

, i T

mezenkimal Ve Ais sitokin Elyal ve
hiicreler sentezi ve salinimi diger hiicreler

- -

Yo

Proteolitikenzim ¢ A Growth fabr
sekresyonu salinimi

e PR

Nilkleik asit : ' : ' " Exstraselliiler matriks |

! proteinterinin gapraz
praz bgglanmasi baglanmasi

S 5

% 3 2 7 bt
*Farklilasmis gen Endotelyal hiicre Diiz kas hiicresi Mezengial hiicre

ekspresyonu AGE-reseptorii AGE-reseptéri AGE-reseptdril
*Mutasyonlar i

faktbrieri,azalmis
gecirgenilk i ¢ bomodilin
> i e T

o Fits

Vaskiler 52 Glomeriiler
skleroz

Sekil 11: Diyabetik nefropati gelisimide AGE’ye bagli mekanizmalar
Bébrek dokusunda AGE birikimi yag, renal fonksiyon ve plazma glukoz
dizeyleri ile iligkilidir (195). Diyabetik nefropatinin erken déneminde plazma

glukoz konsantrasyonlarinin artmasi AGE olusumunu arttirip renal matrikste
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birikimini tetikler. Renal fonksiyon bozuldugunda ise AGE birikimi daha da
artar ve renal lezyonlarin daha hizli gelisimine neden olur. Ge¢ dénemde siki
glukoz kontrolintin AGE birikimini énlemede faydasi yoktur (196). Bu nedenle
renal fonksiyonlar bozulmadan énceki kan gekeri normalizasyonu énemlidir.
Diyabetik bdbrekte AGE‘ler genislemis mezengial alan,nodiler lezyon ve
arteriol duvarinda birikir (197,198). Niawa ve ekibi diyabetik hastalarin
postmortem bdbrek dokusu ve aorta érneklerinde bir ileri glikozilasyon Grind
olan imidazolinin lokalizasyonunu incelemislerdir. imidazolin’i aterosklerotik
lezyonlar ve bébrekte mezengium ve noduler lezyonlarda tespit etmislerdir
(199). Schleicher ve ekibi CML'in diyabetik dokudaki lokalizasyonunu
incelediklerinde cilt kollageni, arteriol duvari ve glomerlide bulundugunu
gozlemlediler. Ayrica CML ile HbA1c dlzeyleri arasinda zayif bir korelasyon
tespit ettiller (200).

Uzun sareli tip 1 diyabetiklerde komplikasyonlar ile glikozillenmig kollagen
miktari arasindaki iliskiyi Monier ve ekibi aragtirmigtir. Bu hastalarin cilt biopsi
érneklerinde retinopati ve nefropati siddeti ile AGE &lgUmleri arasinda gigli
bir korelasyon bulmuslardir (201).

Sakai ve ekibi diyabetik nefropatisi olan kigilerin bébrek biopsi érneklerinde
AGE ve amadori lokalizasyonlan ile sitokin ve bazi enzimlerin mRNA
ekspesyonlarni incelemiglerdir (202). Anti AGE antikorlar ile AGE'lerin
dominant olarak mezengial alanda ve doku harabiyeti ile dogru orantili
miktarda toplandiklari izlenmigtir. Ayrica glomerll kapillerlerinde ,tubuler
hticrede mezengiumdan daha az olmak tizere AGE pozitifligi bulunmustur. Bir
amadori Grinl olan Hexiol-lisin antikorlarinin dagiliminin da AGE’lere paralel

oldugu gézlenmigtir. Ayni dokuda TGF B1 ve matriks proteinaz-1' in doku
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inhibitérai (TIMP-1) mRNA ekspresyoniar incelendiginde, bu parametrelerin
orta derecede doku hasar olan biopsi érneklerinde artmis, doku hasar ileri
olan érneklerde ise azalmis oldugu gorlimastar. Bu veri, AGE'lerin enzimlerin
yapisini bozarak enzimatik aktiviteyi azalttigi seklinde yorumlanmigtir (202)
AGFE’lerin diyabetik nefropatinin karakteristik lezyonlari olan genislemis
matriks ve nodller lezyonlarda bulunmasi AGE birikimi ile diyabetik nefropati
geligimi arasinda gugl bir iligkiye igaret etmekiedir.

Diyabetik boébrekte AGE birikimi ise nefropatinin siddeti ile orantih
gbrianmektedir.

AGE'ler ekstrasellUler matriks ve bazal membranin yapisini ve fonksiyonunu
degistirirler. AGE'ler mezengial hlicrelerden AGE reseptdrieri yolu ile sitokin
ve buyume faktérd ( IL-1, IGF-1 ) salimmini arttirarak mezengial hicre
proliferasyonunu ve kollagen IV sentezini uyaririar (203). Tip 1 diyabetiklerde
renal doku AGE duzeyleri ile idrar albamin atihmi arasinda dogru oranti
bulundugu gdsterilmigtir (204).

Soulis-Liarota streptozotocin ile diyabet olugturuimus sigan boébreklerinde
AGE miktarinin arttigini, buna mezengial genigleme ,bazal membran
kalinlagmasi ve albumindrinin eslik ettigini izlemigtir. Diyabetik siganlara, ileri
glikozilasyon inhibitérii olan aminoguanidin verildiginde renal AGE miktari,
albumintri ve mezengial geniglemede azalma saptanmigtir (205).

Lee ve ekibi STZ ile diyabet olusturuimus siganlarda AGE'lerin 4 kat,
albUmindrinin 5 kat, glomeraler volumiin %50, TGF B mRNA’nin 2.5 kat ve tip
IV kollagen ile laminin proteinlerinin saglikii siganlara oranla artmis oldugunu
godstermiglerdir. Aminoguanidin tedavisi ile diyabetik siganlarda albGmindri,

glomeruler hacim, TGF-B mRNA ekspresyonu, kollagen tip IV , laminin



miktarlarinda hiperglisemi dtzelmeksizin belirgin bir azalma oldugunu
bulmuslardir (206).

Bu veriler diyabette hiperglisemiye bagh renal doku hasarinin bllylk élctde
endojen AGE olusumundan kaynaklandigini digtndtarmektedir.

Ancak saglikh deney hayvanlarinda yapilan deneyler AGE’lerin
hiperglisemiden bagimsiz olarak da doku hasari olugturabildiklerini agiga
ctkarmigtir. Diyabetik olmayan sicanlar uzun sire AGE'ye maruz
birakidiginda glomeriiler hipertrofi, bazal membran kalinlagmasi ve
mezengial matriks geniglemesi ve buna eglik eden agikar albimindri
gelismektedir . Aminoguanidin tedavisi ile yapisal ve fonksiyonel defektler
sinirlanmaktadir ( 207)

Saghkh siganlara ileri glikozile edilmis albimin i.v verildiginde diyabettekine
benzer gekilde glomertler volumin arttigi laminin B1, tip IV kollagen mRNA
ekspresyonunun arttiji; aminoguanidin uygulamasi ile bu patolojik bulgularin
kayboldugu gézlenmigtir. Bu veri AGE’lere karsi glomertler cevabin spesifik

oldugunu diasundarmektedir (208).

AGE olugsumunun inhibisyonu

AGE olusumu ve sonuglarinin diyabetik komplikasyon geligimindeki roli
aclkga ortaya konulduktan sonra AGE olugsumunun farmakolojik olarak
inhibisyonu giindemdedir.

Bir nikleofilik hidralazin derivesi olan aminoguanidin (AG) AGE inhibitSrlerinin
prototipidir. AG, AGE onculleri olan 3-deoksiglukozon, metilglioksal ve
glikoaldehitin reaktif karbonil gruplanini selektif olarak bloke eder. AGE

éncullerini non reaktif hale getirerek AGE gelisimini engelier (209)(Sekil 12 ).
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AG post amadori GrGn inhibitéri olup, erken glikozilasyon GrGnlerinin
olusumunu engellemez (210,211). Deney hayvaniarinda toksik olmadigi
gosterilmigtir (rodentlerde LD 50=1800 mg/kg). Enzimatik yolla olusmus
kollagen baglantilarina etkisi yoktur (212). In vitro sartlarda albamin glukoz ile
enklbe edildijinde 4 gunde AGE drinleri olusmaktadir. Ortama AG
eklendiginde AGE olusumu %90 azalmakta ancak amadori Urlin miktari

degismemektedir (209).

= -
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Sekil 12: Aminoguanidinin etki mekanizmasi
AG'in diyabetik doku hasari Gzerindeki etkileri deney hayvanlarinda retina,
sinir, arter,bébrek dokularinda ¢alisiimistir. Diyabetik siganlarin AG tedavisi
altinda retinalan incelendiginde diyabetik kontrol grubuna oranla aselltler

kapiller hiicre miktarinda 20 kat ,mikroanevrizma gelisiminde %80 ve perisit
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kaybinda belirgin azalma tespit edilmistir (213). AG'in diyabetik retinopatisi
olan siganlara verildiginde retinopati ilerlemesini yavaglattigi izlenmistir (214).
AG’in néronlara etkileri de sigan modellerinde aragtiriimistir. Streptozotocin ile
diyabet olugturulmus sicanlarda AG tedavisi ile 2 aylik izlem sonunda motor
sinir ileti hizlarinda progressif bir artis gériimasttr. Ancak siyatik sinirlerlerin
histolojik  degerlendirmesi  diyabetik kontrol  gurubunkinden  farkli
bulunmamigtir (215). Kihara ve ekibi AG alan diyabetik siganlarda, sinir kan
akimi ve ileti hizinin 8 hafta sonunda normale yaklagtigini gézlemlemislerdir
(216). Bir bagka ¢alismada AG'in aksonal atrofi,miyelin kaybi ve paranodal
demiyelinizasyonu azalttigi gdsterilmigtir (217).

AG'in arterial yapiya etkisi vaskller elastisiteyi arttirmak ve sivi
permeabilitesini azaltmak yodntGnde olmaktadir. Diyabetik sicanlara AG
verilmesi ile diyabetik kontrol grubuna oranla karotid statik kompliansta artis,
arterial nabiz basincinda azalma, sol ventrikil output'u ve karotis duvarindan
sivi filtrasyonunda azalma bulunmugtur. Bu veriler sol ventrikil
performansinda iyilegme ve vaskiller permeabilitenin dizelmesi olarak
yorumlanmistir (218). Rumble ve ekibi deneysel diyabette AG’in mezenterik
vaskdler hipertrofiye etkisini incelemiglerdir. Diyabetik sicanlarda kontrol
grubuna oranla TGF B1 ve kollagen IV a1 gen ekspresyonununda >%100
artma bulunurken AG alan diyabetik grupta bu parametrelerde saghkli gruba
yakin degerler elde edilmistir. immanhistokimya incelemelerinde kollagen IV
ve AGE boyamalar: saglkli gruba benzer boyanma izlenmistir (219).

AG'in renal dokuya etkisi diger organlardan daha genis incelenmistir. AG'in
diyabetik bdbrekteki etkileri albtmintri , mezengial genisleme ve bazal

membran kalinligini azaltmasidir. AG diyabetik bdbrekte AGE baglanmasini
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engeller ve birikimini azaltir (219). Edelstein ve ekibi hipertansif diyabetik
sicanlarda AG'in kan basinci ve hiperglisemiden bagimsiz olarak idrar
albimin atilimini  diyabetik kontrol grubuna gére %75 azalttigin
gostermiglerdir(9). AG'in GBM kalinhgina etkisi ilk olarak Eileen ve Good
tarafindan aragtirnlmistir. Dokuz ay AG alan diyabetik siganlarda GBM kalinligi
ve bdbrek kutlesinin diyabetik kontrollere oranla azaldigini bulmuslardir (10).
Soulis ve ekibi diyabetik siganlari 32 hafta AG tedavisi ile takip ettikten sonra
bdbrek ve aorta érneklerinde kollagen glikozillenmesinde azalma oldugunu
tespit etmiglerdir. Bunun yanisira albOminlri ve fraksiyonel mezengial
volimde belirgin azalma bulunmus fakat GBM kalinhdina olumiu bir etki
g6zlenmemistir (205). Ayni ekip daha sonra ayni diyabetik nefropatide AG' in
renoprotektif etkisinin tedavi saresi ile iligkili oldugunu géstermigierdir (220).

AG, AGE inhibitér olmasinin yanisira ,nitrik oksit sentetaz inhibitéradar (221).
AG'in diyabetik boébrekteki renoprotektif etkileri ile nitrik oksit metabolizmasi
arasindaki iliski agik degildir ve halen aragtiriimaktadir. AG alan diyabetik
siganlarin idrar nitrit/nitrat ve albGmin atilirm diyabetik kontrollere gére anlamli
olarak azalmaktadir. Ancak giomerlilde iINOS boyanmasi, diger NOS
inhibitérlerini (L-NAME, Metilguanidin) alan diyabetik sicanlardan farkl
bulunmamigtir. Bu veriler AG'in renoprotektif etkilerini NOS inhibisyonundan
¢ok AGE olugumunu engelleyerek sagladidi yénundedir (222). Sugimoto ve
ekibi diyabetik nefropati gelisimininde  CML-Sitokin-NO aksinin etkili
olabilecegini ileri sirmektedirler. Bu ekip diyabetik sicanlarda iNOS, TNF-a, ve
nitrit/nitrat gen ekspresyon artigi gosterdiler.AG tedavisi ile TNF-o, iINOS

ekspresyonu azalmakta, buna intraglomeriiler nitrit/nitrat Uretiminde ve
albiminaride azaima eslik etmektedir (223).

1.0. VOKSEXOBRETIM WKURULL
DOKUMANTASYON MERKEZS
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Tam bu calismalarin isaret ettigi gibi, bir AGE inhibitérli olan ve deney
hayvanlarinda toksik olmadigi gosteriien AG diyabetik mikrovaskiler
komplikasyonlarin &énlenmesinde umut vaad etmektedir. Ancak AG'in
diyabetik insan dokulart Gzerine etkileri bilinmemekte ve faz 3 (Ticari ismi
“Pimagedine”, Alteon Inc.) caligmalari devam etmektedir (224).

AG'in diyabetik insanlarda antidiyabetik bir ila¢ olarak kullanimi 3 faktére bagli
gérunmektedir. Diyabetiklerde mikrovaskller komplikasyonlara olumiu
etkilerinin gosterilmesi,yan etkilerinin kabul edilebilirligi ve etki mekanizmasina
iliskin bilgilerin artmasi AG veya benzer ilaglarin klinik kullantmini olanakl

hale getirebilecektir.
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YONTEM-GEREG
Calismaya 40 adet ,10 haftalik digsi Wistar sigan alindi. Bir gecelik aglik

sonrasi yirmidért sicana, PH 4.5 sodyum sitrat tamponu iginde Streptozotocin
(STZ) (Sigma, St Louis MO,USA) 55 mg/kg intraperitoneal olarak injekte
edilerek diyabet olusturuldu. Bir hafta sonunda kan glukoz duzeyleri 200
mg/di Gzerinde olanlar diyabetik kabul edilip galigmaya dahil edildi. Diyabet
olusturulmug siganlarin 12 tanesine aminoguanidin bikarbonat (Sigma cat
no:A-7259) 1 gr/L/gun icme suyunda verildi (AG+DM grubu). Oniki diyabetik
sigan diyabetik kontrol olarak ilagsiz takip edildi (DK). Onalti sicana ise STZ
uygulanan gruba benzer gekilde esgit volumde steril distile su intraperitoneal
injekte edildi. Sekiz tanesine AG 1 gr/L/gtin ( AG+S grubu) , icme suyunda
verildi, 8 tanesi ise saglikii kontol olarak ilagsiz takip edildi (SK grubu).

Tdm gruplarin igme suyu sigeleri gunluk degistirildi. Siganlardan higbiri
calisma boyunca antidiyabetik tedavi almadi.

Caligma Marmara Universitesi Tip Fakiltesi hayvan laboratuarinda
gergeklestirildi. Calisma boyunca siganlar %20 protein igeren standart sigan
yemi ile beslendiler. Deneyler uluslararasi laboratuar hayvanlar kurallarina
uygun olarak yapild. Caligma Marmara Universitesi hayvan etik kurulu
tarafindan onaylandi.

Caligsmanin basginda ve 8 haftalik takip stresinin sonunda siganlar 24 saatlik
idrarlari toplanmak {zere metabolik kafeslere konuldu. Calisma siresinin
sonunda ether anestezisi ile sakrifiye edilerek kan ve bébrek dokusu érnekleri
alindi. Sag boébrek fosfat tamponlu formaldehit solusyonunda fikse edilerek

151k mikroskopisinde degerlendiriimek Gzere parafinde bloklandi.Sol bébregin
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tst polu elektron mikroskopik incelemeler icin ayrilirken kalan doku sivi
nitrojeni takiben ,-80 °C de saklandi.

AG+DM grubundan bir sican caligma devam ederken éldugunden bazal
verileri degerlendirmeye alinmadi.

Elekron mikroskopik inceleme: Sol b&ébregin Gst polinden alinan milimetrik
korteks pargalar 0.3 mM MgCl ve %0.05 aician blue igeren fosfat tamponiu
%2.5'lik gluteraltedehitte fikse edildikten sonra Epon-Resin’de bloklandi (225).
Bir mikronluk kesitlerde glomerller tespit edildikten sonra bloklardan 60 nm’lik
kesitler alinip elektron mikroskopisinde incelendi.

GBM kalinligi x50000 bdyUtmede, her 6rnekten 3 glomertide ve her
glomertltin en az 5 farkli yerinde ortogonal metoda gére degerlendirildi. Her
gruptan 3 bdbrek elekron mikroskopik incelemeye alindi. Alcian blue ile
boyanan partikiller heparan siifat igeren (anyonik) partikiiller olarak kabul
edilip blyukluklerine gére rastgele klguk(<10 nm),orta (10-20 nm) ve blytk
(>20nm) olarak siniflandiriidi. Tim GBM ayrica lamina rara interna,eksterna
ve foot procesler heparan suifat molekillerinin dagilimi, partikiil sayisi ve
blUyUkliga agisindan degerlendirildi. Anyonik yUk degerlendirilmesi her
ornekten 3 glomertlde,her glomerilan en az 5 farkl bélgesinde kalitatif olarak
yapildi. Partiktl sayisi #/um? olarak belirtildi.

Istk  mikroskopi incelemesi: Bes mikronluk kesitler kritik elektrolit
konsantrasyonu teknigine uygun olarak 0.3 mM MgCl! ve %0,5 alcian mavisi
8GX (Sigma kat no:A-5268) ile boyandi (226). Alcian mavisi ile boyanmig her
bir preparatda en az 20 glomeril ve her glomertlin 8 farkh bdlgesi

degerlendirildi. GBM'in alcian blue ile boyanmasi 0-3+ olarak semikantitatif
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degerlendirildi (0= boyanma yok, 1+= fokal boyanma, 2+ diffiz hafif
boyanma, 3+ gigli ve yaygin boyanma)

Renal hasara ait diger semi-kantitatif inceleme periyodik asit schiff ve
methenamin silver boyamasi ile yapildi. Mezengial genigleme, interstisyel
fibrozis, tabuler atrofi,arteriolar hyalinozis ve interstisyel inflamasyon incelend.i.
Mesengial genisleme 0-3 arasi derecelendirildi ( O degisiklik yok, 1+ hafif
degisiklikler kapiller lumeni daraltmamis mezengial genisleme, 2+ orta
degisiklikler kapiller Iimeni daraltan mezengial genigleme, 3+ siddetli
degisiklikler kapiller Itmeni tikayan mezengial genisleme ). Interstisyal fibrozis
ve tUbuler atrofi O dan —3 e kadar derecelendirildi. ( 0 degigiklik yok, 1+
érnegin <%10 kapsayan degisiklikler, 2+ 6rnegin %10-25 ini kapsayan
degisiklikler, 3+ 6rnegin >%25 ini kapsayan degigiklikler ). Arterial hyalinozis
de O ile 3 aras! derecelendirilerek deg@erlendirildi (O hyalin deposit yok,+1
hyalin deposit ¢geperinin <%50,+2 hyalin deposit ¢eperinin %50 den fazla,3+
diffiz). Vaskller Iimeni daraltan aterosklerotik degisiklikler O ile 4 arasi
derecelendiriidi. ( O degisiklik yok, +1 hafif kalinlagma IUminer ¢aptan
klglk,+2 duvar kalinlagmasi Iimen c¢apina esit,+3 duvar kalinligi limen
capindan daha fazla ,+4 luminer tikanma) (227).

Glomerilil capi her 6mekte en az 8 giomertlde okller mikrometre ile
perpendikiler aksta 6l¢lld(.(228) Glomertler kapiller alan =r2 formdQll ile
hesaplandi. Glomerildeki total hiicre sayisi her 6émek icin 8 glomeriide
sayilarak ortalamasi alindi.(229)

Eritrosit anyonik yiik (EAY) Glgiimii: EAY katyonik bir boya olan alcian blue
kullanilarak Levin'in tarif ettigi metoda gére 6l¢tilda (230). Sitratli tipe alinan

kan érneklerinde Beutler'in tarif ettigi sekilde trombosit ve lokositler ayrildi
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(231).Eritrositler 3 kez salinde yikandiktan sonra 250mg/L. konsantrasyonunda
alcian blue iceren tamponlu solisyonla karigtirildi.

37 °C de 30 dakika bekletildikten sonra stspansiyon santrifilj edildi ve
sUpernatandaki aician blue konsantrasyonu 650 nm dalga boyunda Shimatsu
2000 UV spekirofotometrede okutuldu. Alcian blue'nun eritrositierdeki
tutulumunun intra ve interassay variasyon katsayilari %5.8 ile %7.6 bulundu.
Idrar GAG atiliminin éigiilmesi: ldrar GAG atilimi 24 saatlik idrarda 1,9
dimetil metilen mavisi (Aldrich Chem Co USA) ve standart olarak sigir bébrek
heparan sulfati (Sigma Kat no:H7640) kullanilarak Jong'un tarif ettigi ydntemle
(232) Shimatsu 2000 UV spektrofotometrede 520 nm dalga boyunda élgldi.
Intra ve interassay variasyonlari %2.4 ve %15 idi. idrar albimin atilim
elektroforez ile tayin edildi (Helena Lab, Sunderland, Ingiltere). Plazma
glukozu glukoz oksidaz metoduna dayali kolorimetrik kit ile 6lghldi
(Boehringer Mannheim ,Almanya) idrar ve plazma kreatinini Jaffe metoduna
dayal kolorimerirk kit ile dederlendirildi (Boehringer Mannheim, Almanya)
Kreatinin klirensi U.V/P formil0 ile hesaplandi.(U idrar kreatinini,V volum,P
plazma kreatinini)
istatistik analizler IBM uyumlu Instat 2 programi kullanilarak yapildi. Tum
analizlerde non parametrik testler kullamidi .Gruplarin kargilagtiriimalari
Kruskall Wallis ANOVA ve Mann Whitney U ,korelasyon analizleri Spearman

Rank testi ile yapildi. Sonuglar Ortalama+SEM olarak belirtildi.
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SONUCLAR

Sekiz haftalik calisma siresinin sonunda aglik kan sekeri dizeyleri sirasi ile
SK, AG+S, AG+DM, DK gruplarinda 79.5+11.1 mg/dl, 126,3+19 mg/d|,
328.8+61 mg/dl, 436.2166.9 mg/dl idi. Diyabetik gruplarin kan sekeri dizeyleri
sagliklilara oranla anlamii olarak daha ytksek bulundu(p<0.05).

Eritrosit anyonik yUk degerleri diabetik kontrol grubunda diger 3 gruptan
anlamli olarak daha distik bulundu (p<0.05). (Tablo 4). Yirmidért saatlik idrar
albimin atiimlari karsilagtinldiginda diyabetik kontrol grubunda (277.4137.5
pg/gin) SK grubu (106427 pg/gin ,p<0.001) ve AG+S (82.4+10.7
ug/giun,p<0.001) gruplarina goére anlamh olarak ylksek oldugu
goruldi.Bununia birlikte AG alan diyabetik siganiarin albimin atilimlari
(162.5421.8 ug/gin) diyabetik konttrollere gére diglik olmasina ragmen
(p<0.05) saglikli kontrollere oranla halen yiiksekti (p<0.05).

Gunltk idrarda heparan sulfat atilimi saglikli sicanlarda 899.4+158.6 ug/gun
iken, diyabetik kontrol grubunda 2075.5£500 pg/gin bulundu ve bu deger
saglikhlara gére anlamli olarak yUksekti (p<0.05). AG ile tedavi edilen
diyabetik sicanlarda idrar heparan silfat atiimi diyabetik kontrollerden
anlamh olarak dUsOkts (1050.6+195. png/gtn,p<0.05). idrar GAG/kreatinin
orani idrar GAG (heparan stifat) atilimi ile benzer bulundu.

idrar albimin atiitmi tim galisma grubunda plazma glukoz dizeyleri (r=0.87 ,
p<0.0001) ve idrar heparan silfat atilimi (r=0.73,p<0.0001) ile korele idi. EAY
ile glukoz dizeyleri (r= -0.51,p<0.05) , idrar albumin atilimi (r=-0.35,p<0.05)
ve idrar heparan sulfat atilimi (r=-0.61,p<0.0005) arasinda negatif korelasyon

gdzlendi.
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Tablo 4 : Galigma sonundaki biyokimya parametreleri

AG+DM DK SK AG+S
Glukoz ( mg/dl) 328.8+61° 436.2+66.9° 79.5+11.1 126.3+£19
EAY (ng Alcian blue / 465.5+3.9 367.5+32.9° 423.4+14.8 468.6+5.5
10°RBC)

Albuminuri (pg/giin) 162.5+21.8 277 4+37.5° 106+27 82.4+10.7
Albumin/kreatinin 7.36+1.4 22.8+7.8° 0.42+0.12 0.39+0.16
(ug/mg)

IdrarHeparan sulfate 1050.6+195 2075.6+505 ° 899.4+158.6 056+68.7
(ug/ giin)

Idrar Heparan sulfate/ 4311 28.8+1141 2.38+0.9 1.16+0.16
kreatinin

(ng/ mg kreatinin)

a: p<0.05 saglkh siganlara gére, b: p<0.05 diger gruplara gére, c¢: p<0.001

saglikl gruba gore, p<0.05 AG+DM grubuna kiyasla, d: p<0.001 saglikl gruba

gore , p<0.05 AG+DM grubuna kiyasla, e: p<0.05 dider gruplara kiyasla,

f: p<0.01 saglikiilara gére ,p<0.05 AG+DM grubuna goére
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GBM'’da alcian blue ile boyali partiktl sayisi sirasi ile AG+DM, DK, SK ve
AG+S gruplarinda 90.610.6 ,3612.4, 93.8+1.7, 98.641.7 bulundu. Diyabetik
kontrollerde partikil sayilan saglikh gruplar ve AG+DM grubuna gére anlamhi
olarak diigik bulundu ( p<0.01).

GBM kalinlik ve anyonik yiik dagihmi Sekil 14'te gériimektedir. Saglikli sican
GBM'da partiklllerin diffz sekilde dagidigi gézlendi (Sekil14,a),Tedavi
almamig diyabetik sicanlarda anyonik partikiller sagliklilara oranla anlamli
olarak azalmig gérantyordu. Klglk boyutiu partiktller lamina densada, yer
yer birikmis izleniyordu ( Sekil 14,b).

AG alan diyabetik siganlarin GBM'da anyonik boyali partiklller tim membran
boyunca diffiz dagihm goéstermekteydi. Kaglk boyutiu partikGller tim
membranda dominant gériiniyordu ve yayilim paterni saglikh si¢canlardakine
oldukca benzemekteydi (Sekil 14,c). AG alan saghkl sicanlarin glomerdl
bazal membrani saglikli kontrollerden farkl bulunmadi .

GBM'In 0.1 mm2lik alaninda klglk boyutiu partikiller sirasi ile
AG+DM,DK,SK AG+S gruplarinda 90.6+0.6 , 26.2+0.8, 92.4+1 ve 98.8+0.5
olarak sayildi. DK grubunda kigik partikil sayisi SK grubundan anlamii
olarak dusiktd (p<0.01), AG+DM grubunda DK grubuna gére anlamii olarak
yiksekti (p<0.01). Orta boyutlu partikiller sirasi ile AG+DM,DK,SK AG+S
gruplarinda 1+0.4,8.411.4, 1.410.5 ve 210 idi.DK grubunun degeri diger 3
gruptan ylksek bulundu (p<0.001). Baytk boyutlu molekiller yalnizca DK

grubunda izlendi (2+0).
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a- SK grubu ,b-DK grubu,c-AG+DM grubu

Sekil 14: GBM da anyonik yiiklii partikiillerin dagilimi

(SEXDGRET ULU
. VUKSEKQGRETIM KUR
" V0 OKUMANTASYON MERKEZ)




Isik mikroskopi incelemelerinde semi-kantitatif alcian blue boyanmasinin
diyabetik sicanlarda sagliklilara oranla daha silik oldugu géraldu (p<0.01)
(Sekil 15 a,b) AG alan DK glomertilleri sagliklilara benzer gekilde boyanmisti
(Sekil 15,c)

Mezengial matriks DK grubunda sagliklilara oranla genislemis izlendi
(p<0.001). AG+DM grubunda mezengial matriks genislemesi DK grubu ile
benzerdi. GBM kalinliklari semi-kantitatif olarak incelendiginde DK grubunda
saghkh kontrollere ve AG+DM grubuna gére anlamh olarak kalin bulundu
(p<0.01) (Tablo 5).

Glomeruldeki total hicre sayisi AG+DM grubunda 26.9+1.6, DK grubunda
31.0£1.1, SK grubunda 26.6+1.0, AG+S grubunda 22.6+1.0 olup DK
grubunun degeri SK grubundan anlamli olarak yuksekti (p<0.001).AG+DM
grubunda DK grubuna gére daha az hiicre bulunmaktaydi (p<0.01).

Glomerdl caplari AG+DM,DK,SK,AG+S gruplarinda sirasi ile 42.2+¢0.3 pm,
46.3+0.8 pm, 40.440.6 um, 40.3+1.0 um idi.DK grubunun glomertil gaplari ve

buna bagli olarak glomerul alanlari anlamli olarak yiiksekti (p<0.05).
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$Sekil 15:Is1ik mikroskopisinde GBM alcian blue tutulumunun
degerlendirmesi. a-SK grubu,b-DK grubu,c AG+DM grubu, X400 biyiitme



Tablo 5:Renal biopsi rneklerinin 11k mikroskopisinde semi-kantitatif
degerlendirilmesi

AG+DM DK SK AGH+S

(n=11) (n=12) (n=8) (n=8)

0123 05162 3 0 1 2 3 01 23

GBM alcian blue 0 26 3 QUm0 O IE2 5 0 0 4

boyanmast

Mesengial matiks 0 2 4 5° 01 4 6" 5 300 6 2010
kalinlagmasi

GBM kalimlasmast 3 7 1 0° 0f 1 @7 SO NIN O 6 L 0
intersitisyal 5 6 00 2RON  of 7Ol 101 .40 g8 0 0
inflamation

intersitisyal fibrosis 8 3 0 0 8 31 @ 7 408 ] 0 0
tubuler atrofi 10 4IGNG g9 21 @ 8 100 0 0 8 0 0
arteriolar hyalinosis 4 4 3 (° 3 T 2 0 Y0 0 8 0 0
arteriolosclerosis S 1,408 e 240 8 00 0 7 1wy

p< 0,0001 diger gruplara gére

® p<0,0001 diyabetik ve saghkli gruba gore

p<0 001 SK grubuna gére ,p<0,05 DK grubuna gore.
p<0 05 SK grubuna gore

p<0 001 SK grubuna gére

p<0 05 saglikli siganlara gére
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TARTISMA
Bu calismada diyabetik sigan modelinde aminoguanidin ile olusturulan ileri
glikozilasyon inhibisyonunun albUmindriyi azalttigi ,bazal membran
kalinlagmasi ve GBM anyonik ylk kaybini 6nledigi gdsterilmistir.
ilk kez Eileen ve ekibi diyabetik Lewis sicanlarinda aminoguanidinin idrar
albumin atilimi ve GBM kalinligini azalttigini  géstermislerdir (10). Edelstein
ve Brownlee spontan hipertansif ,diyabetik siganlarda aminoguanidinin kan
basincindan bagimsiz olarak albtmintri miktarini kontrol grubuna oranla 4 kat
azaltigini ortaya koymuslardir (9). itakura streptozotocin ile diyabet
olusturdugu sicanlarda 10 haftallk aminoguanidin  uygulamasinin
albUmindrinin yani sira 77 kd'dan daha ytlksek agirliktaki proteinlerin kaybini
da 6nledigini gézlemlemistir (240). Literattrdeki benzer calismalar diyabetik
proteintrinin etyolojisinde yap! proteinlerinin ileri glikozilasyonunun énemli rolti
oldugunu; ileri glikozilasyon inhibisyonu ile yapisal ve fonksiyonel
degisikliklerin gerileyebildigini géstermektedir.
Ancak literattrde ileri glikozilasyon inhibisyonunun diyabetik proteintiriye etkili
olmadi@ yénunde yayinlar da mevcutttur. Tip 2 diyabetik sigan modelinde
aminoguanidinin bazal membran kalinlagsmasini azalttigi halde albUmintriyi
etkilemedigi ileri strtimustur (233).
Huijberts ve ekibi diabetik Wistar sicanlarda 8 haftalik aminoguanidin tedavisi
sonunda g6z, iskelet kasi, akciger ve bobrekte regional albumin klirensinin
azaldigini ancak albuminuri miktarinin azalmadigini ortaya koymuslardir
(241). Glikozilasyon konusunda ileri deneyimi bulunan Dr. Soulis ve ekibi
diyabetik sicanlarda 32 haftalik aminoguanidin uygulamasi sonunda glomerul

ve renal tlbdllerde AGE birikiminin énlendigini, GBM kalinliginda azalma
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olmaz iken albumintrinin geriledigini izlemiglerdir (205). Ayni ekip yine
diabetik siganlarda aminoguanidinin renoprotektif etkisinin uygulama
zamanindan ¢ok kullanim stiresi ile iligkili oldugunu ortaya koymuslardir (220).
Tam calismalarin ortak sonucu AGE’lerin diyabetik bébrek patogenezinde
primer rol oynadi§i ve ileri glikozilasyon inhibisyonunun renoprotektif oldugu
yénundedir.

Bir grup aragtirmaci aminoguanidin uygulamas ile iligkilendirdikleri timer
gelisimi  saptamiglardir, Oturai ve ekibi aminoguanidin  uygulamasinin
Spraque-Dawley siganlarinda 8 ay sonunda malign bébrek tumori
gelistirdigini ileri sirmuslerdir (242). Ancak aminoguanidin ile yapilan diger
uzun sureli caligmalarda bu maddeye bagli tamor gelisimine rastianmamistir.
Bu durumun aminoguanidinden cok streptozotocine bagli olma ihtimali
yuksektir. Bir kemoterapétik ajan olan streptozotocin in siganlarda 7 ayin
Uzerindeki takiplerde ézellikle bobrek tuméri olusturdugu bilinmektedir (234).
Bu caligmada elde edilen bulgulardan biri de diyabetik siganlarda idrar GAG
atiiminin saglikh siganlara oranla yiiksek olmasidir.

Diyabetiklerde idrar GAG atiliminin arttigi ve idrar GAG miktari ile albuminari
arasinda dogru orantili bir iliski oldugu ilk kez Reddi tarafindan diyabetik
sicanlarda gosterilmistir (234). Ayni kisi diyabetik siganlarda glomeril heparan
sulfat sentezinin azaldigini, ACE inhibisyonu ile idrar GAG miktarinin azalip
glomerul sentezinin arttigini ortaya koymustur ( 243).

Diyabetik insanlarda da benzer sonuglar rapor edilmigtir. Gambaro ve ekibi
tip 1 diyabetiklerde idrar glikozaminoglikan atiliminin diyabette glomertl

tutulumunun géstergesi oldugunu ileri strmaslerdir (244).
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Disaridan glikozaminoglikan molekal verilmesinin diyabetik siganlarda renal
morfolojiyi koruyup albumindriyi azalttiginin  gésterilmesi (245), diyabetik
nefropatide GAG metabolizmasinin patolojik rélun vurgulamistir.

Bu calismada aminoguanidin alan diyabetik siganlarin idrar GAG atiliminin
aminoguanidin almayanlara gére azaldigi gosterilmistir. Tum galisma
grubunda idrar GAG atihmi ile albumindiri arasinda dogru orantili bir iligki
bulunmustur. Bu veri idrar glikozaminoglikan atiliminin - glomeral  yiik
seciciliginin bir gostergesi oldugu hipotezini desteklemektedir. Diyabetik
sicanlarda aminoguanidin uygulamasi ile idrar GAG atilimi ve albumindrinin
dogru orantili olarak azalmasi bu maddenin diyabetik glomeriil GAG
metabolizmasinda olumlu degisiklikler yarattigini dustndurmektedir. idrarda
atilan majér GAG molekili heparan silfat oldugu icin primer olarak heparan
sulfat molekullerinin etkilendigi séylenebilir.

Kollagen, laminin, fibronektin gibi, glomeriil bazal membran yapi proteinlerinin
ileri glikozillenmesinin engellenmesi ile GBM yapisinin korundugu ve GAG
molekullerinin bu proteinlere tutunmasinin artti§), bu sekilde de idrara kagisin
engelenebildidi ileri strtlebilir. Ancak galisma bu hipotezi irdeleyecek sekilde
planlanmamistir.

Eritrosit anyonik ytks, GBM anyonik yikiinin indirekt bir gbstergesi olarak
kabul edilmektedir (230,235). Bu calismada diyabetik sicanlarda eritrosit
anyonik yukunin azaldigi gésterilmistir. AG alan diyabetik siganlarda eritrosit
anyonik yukanin saglikh kontrol grubu ile benzer oldugu gozlenmistir. Tum
calisma grubunda idrar GAG miktar ve albimindri eritrosit anyonik yuku ile
ters orantili bir korelasyon géstermistir. Bu veri literatirdeki ilk veri olup

aminoguanidin - tedavisinin glomerul  yik secici  bariyerini korudugunu
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g6stermektedir. Eritrosit anyonik yuk(i ve albuminGri arasindaki iliski Gambaro’
nun bulgulari ile uyumludur (235).

Elektron mikroskopi degerlendirmelerinde diyabetik sican glomeral bazal
membraninda birim alandaki anyonik partikil sayisi saghklara orania anlamli
olarak dligik bulunmustur. AG alan diyabetik sicanlarin GBM'da anyonik
yukl partiklllerin sayisi sagliklilar ile benzerdir. Bu bulgularin 1$1g1 altinda
diyabetik sigcanlara aminoguanidin uygulamasinin GBM’'dan glikozaminoglikan
kaybini engelledigi ileri strtlebilir.

GBM’da primer heparan silfat molekili heparan sulfattir. Igik ve elektron
mikroskopisinde kullanilan preparatiarin boyanmasinda kritik elekirolit
konsantrasyon teknidi uygulanmigtir. Histopatolojik incelemelerde kullanilan
alcian blue spesifik olarak sulfath glikozaminoglikanlari, 0.3 molar
konsantrasyonundaki magnezyum klortir ise heparan sdifati boyamaktadir
(226). Bu nedenle histopatolojik degerlendirmede anyonik boyali partiklller
heparan silfat olarak yorumlanmigtir.

Histopatolojik degerlendirmede diyabetik sican GBM'da anyonik partikl
sayisinin azaldi§i agikga gosterilmigtir. idrar heparan silfat miktarindaki
artisin es zamanh olmas: diyabetik b&brekte ilk planda heparan siilfat
yikiminin artmig olabilecegini distndurmektedir. Diyabetik GBM'da heparan
sulfat miktarinin azalmasi yikim artiginin yan sira molekiltin suifatlanma
defekti veya glikozillenmig yap) proteinlerine tutunmasindaki azalmaya da
bagl olabilir (92-98).

GBM incelemelerinde diyabetik grupta birim alana diigen anyonik partikil

sayisinin sagliklilara oranla sayica azalmasi, GBM hacminin artmasina baglh
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olabilir. Diyabetiklerde GBM kalinlasmasi membran proteinlerinin sentezinin
ve birikiminin artmasi yani turnover'larinin digmesinden kaynakianmaktadir .
Artan hacimle birlikte birim alana dlsen anyonik partikll sayisinda dilisyonel
bir azalma olabilecegdi de géz 6niinde tutulmalidir.

Elekton mikroskopi degerlendirmelerinde anyonik partikiillerin  dagilim
paterninde de degisiklik izlenmistir.Saglikh sigan glomerii bazal mebraninda
kGiglk molekuller membran boyunca diffiz dagiimalarina ragmen diyabetik
kontrol grubunda lamina rara internada yer yer biriktikleri izlenmigtir.Bunun
yan! sira tedavi almayan diyabetik grupta orta ve blyik ¢apli molekiillerin
sayisinda saghkli siganlara gére artis saptanmustir. Diyabetik si¢canlarin
partikll boyutlarindaki artis, GAG molekillerinin yikimindaki azaimaya ve/
veya kompensatuar artigina bagl olabilir (239).

Istk mikroskopi degerlendirmelerinde diyabetik kontrol grubunda glomertl
capt, glomeruldeki total hiicre sayisi ve mesengial matriks saglikli gruba gére
bariz bir sekilde artmig géralmektedir ki bu tablo diyabette beklenen histolojik
degigimleri yansitmaktadir. AG alan diyabetik sigan glomertllerinde glomerdl
total hlcre sayisinda , glomerll ¢apinda , intersitisyel enflamasyon ve
intersitisyel fibrosisde diyabetik kontrol grubuna oranla azalma izlenmigtir.
Sekiz haftalik tedavi sonunda AG uygulamasi ile mezengial matrikste énemli
bir degisiklik géralmemistir.

AGFE’lerin mesengial matriks yapimini arttirdi@i ve ileri glikozilasyon
inhibisyonunun mezengial matriks genislemesini gerilettidi bilinmektedir (246).
Bizim galismamizda mezengial matriks dederlendirmesi icin kullanilan semi-

kantitatif yéntem yeterince duyarl degildir. Ayrica calisma stresinin 8 hafta
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gibi kisa bir stre olmasi turnoverlart diglk olan matriks proteinlerini
degerlendirmek igin yeterli olamamig olabilir.

Bu c¢aligmada elde edilen tum veriler diyabette ileri glikozilasyon
inhibisyonunun renoprotektif oldugunu gdstermektedir. Aminoguanidin
diyabetik siganlarda albOmindriyi azaltmasinin yaninda GBM'daki anyonik
partikillerin sayr ve dagilimini saglikhlara yakin tutmakta , bazal
membranlardaki anyonik yuka korumaktadir. |
Diyabetiklerde bozulmus GAG metabolizmasinin AG tarafindan ddzeltiliyor
olmasi ,GBM yapi proteinlerinin non-enzimatik glikozillenmesinin 6nlenmesine
ve bdylece yapinin normale yakin tutulmasina bagl gériinmektedir.

Sonug olarak, diyabetik sicanlarda aminoguanidin uygulamasi GBM
kalinlagmasini engellemekte ve anyonik yuk kaybini azaltmaktadir. [leri
glikozilasyon inhibisyonunun diyabetik renal hasari énleme

mekanizmalarindan biri de glomertler yuk segiciligini korumasidir.
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SUMMARY

Aminoguanidine (AG) has previously been shown to prevent glomerular
basement membrane thickening and albuminuria in diabetic rats. The aim
of this study was to investigate the effect of AG on glomerular basement
membrane (GBM) thickness , heparan sulfate (HS) content which
represents anionic charge and urinary albumin and HS excretion, in
Streptozotocin induced diabetic rats.

After diabetes induction female Wistar rats were divided into 2 groups.
Group A (n=11) received 1 g/L aminoguanidine carbonate in drinking water,
group B ( n=12) was given only tap water. Control rats received AG (group
C,n=8) or tap water (group D,n=8). At the end of an 8 week period 24-hour
urine collections were made and kidneys dissected. Urinary albumin was
measured by electrophoresis, glycosaminoglycan excretion was detected
by 1,9 dimethylene blue based spectrophotometry. Glomerular basement
membrane HS content was measured by alcian blue stained particle count

(ab SPC) by electron microscopy.

Results: albuminuria urinary HS GBM thickness  abSPC
mg/d mg/d nm

Group A 162,5+21,8 1050,6+195*** 114,614,1 90,6+0,6

Group B  277,4+37,5* 2075,6+505* 224120, 3642 4**

Group C 10627 899,4+158 95,7+7,6 93,8+1,1

GroupD  82,4+10,7 956:+68,7 97,3443 98,6+1,7

*p<0,05,**p<0,01 vs other groups,*™* p<0,01 vs group B
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Diabetic rats showed a lower count of alcian blue stained particles on GBM
while AG treated diabetic rats had counts similar to healthy rats.

Aminoguanidine prevents the decrease in GBM anionic charged molecules
and GBM thickening. This can be one of the mechanisms by which AG

decreases albuminuria in diabetic rats.
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