T.C.
FIRAT UNIVERSITESI
TIP FAKULTESI
HiSTOLOJi VE EMBRiIYOLOJI ANABILIM DALI

DIYABETIK SICANLARIN BOBREK DOKUSUNDA
GHRELIN IMMUNREAKTIVITESININ BELIRLENMESI

UZMANLIK TEZi
Dr. Tuncay KULOGLU
TEZ DANISMANI

Yrd. Dog. Dr. D. Ozlem DABAK

ELAZIG /2008



ONAY SAYFASI
Prof. Dr. OmerL.ERHAN .
Tip Fakultesi Dekani

Bu tez Uzmanlik Tezi standartlarina uygun bulunmustur.

Prof. Dr.i. EnverOZAN
F.U. Tip Fakiltesi
Histoloji ve Embriyoloji Anabilim Dali Bagkani

Tez tarafimizdan okunmus, kapsam ve kalite yoninden Uzmanlik Tezi olarak

kabul edilmistir.

Yrd. Dog. Dr. D. Ozlem DABAK

Danigsman

Uzmanlik Sinavi Jiri Uyeleri

il



il

Sevgili Aileme...



TESEKKUR

Uzmanlik egitimim sirasinda beni yonlendiren ve yetismemde biiylik emegi olan
Danisman Hocam Yrd. Dog¢. Dr. D. Ozlem DABAK’a tez c¢alismama olan
yardimlarindan dolayi tesekkiir ederim.

Hayatin her déneminde bana destek olan ve yardimlarini esirgemeyen aileme, tez
calismamda yardim ve katkilarindan dolay1 hocalarim Prof. Dr. Enver OZAN, Prof.
Dr. Leyla C. KOYUTURK ve Dog. Dr. Neriman COLAKOGLU CAMCTI’ya, mesai
arkadaslarim Aras. Gor. Dt. H. Banu OZEL, Aras. Gor. Dr. Yesim OZDEMIR, Aras.
Gor. Dr. Ziibeyde CALISKAN ve Aras. Gor. Dr. Nihal TEKINALP’a, Anatomi
Anabilim Dalinda gorevli Aras. Gor. Dr. Evren KOSE, Aras. Gor. Dr. Ufuk TAS ve
Aras. Gor. Dr. Sedat MEYDANa tesekkiir ederim.

Ayrica sagladign finansmandan otiirii Firat Universitesi Bilimsel Arastirma

Projeleri Birimi (FUBAP) ne tesekkiir ederim.

v



ICINDEKILER

Sayfa No
1. OZET 1
2. ABSTRACT 2
3. GIRIS 3
3.1 Bobrek 3
3.1.1 Bobrek Anatomisi 3
3.1.2 Bobrek Embriyolojisi 3
3.1.3 Bobrek Histolojisi 7
3.1.3.1 Renal cisimcik ve glomeriil 9
3.1.3.2 Proksimal tiibiil 12
3.1.3.3 Henle kulpu 14
3.1.3.4 Distal tiibiil 15
3.1.3.5 Toplayic tiibiil ve kanallar 18
3.1.3.6 Bobrek interstisyumu 19
3.1.3.7 Bobregin kan dolagimi 19
3.1.3.8 Bobregin lenfatik damar ve sinirleri 21
3.1.4 Bobrek Histofizyolojisi 21
3.2 Diabetes Mellitus 26
3.2.1 Diabetes Mellitus’un Tanimi ve Siniflandirilmast 26
3.2.2 Diabetes Mellitus’un Komplikasyonlari 28
3.2.3 Diyabetik Nefropati 28
3.3 Ghrelin 31
3.3.1 Ghrelin ve GHS-R Dagilim1 32
3.3.2 Ghrelinin Endokrin ve Periferik Etkileri 39



3.3.2.1 Ghrelinin Hormon Salgilatic1 Etkileri 40

3.3.2.2 Ghrelinin Davranisla ilgili Etkileri 41
3.3.2.3 Ghrelinin Kardiyovaskiiler Sisteme Etkileri 41
3.3.2.4 Ghrelinin Ureme Sistemine Etkileri 42
3.3.2.5 Ghrelinin iskelet Sistemine Etkileri 42
3.3.2.6 Ghrelinin Gastrointestinal Sisteme Etkileri 42
3.3.2.7 Ghrelinin Istah ve Gida Alimina Etkileri 43
3.3.2.8 Ghrelinin Insiilin ve Karbonhidrat Metabolizmasina Etkileri 43
3.3.3 Ghrelin Diizeyini Etkileyen Faktorler ve Hastaliklar 44
4. GEREC ve YONTEM 47
4.1 Deney Hayvanlar1 ve Beslenmeleri 47
4.2 Deney Gruplarinin Olusturulmasi ve Deneysel Uygulamalar 48
4.3 Orneklerin Alinmasi 50
4.4 Biyokimyasal Calisma 51
4.5 Histolojik Calisma 51
4.6 immiinohistokimyasal Calisma 52
4.7 Istatistiksel Analiz 55
5. BULGULAR 56
5.1 Klinik Bulgular 56
5.2 Biyokimyasal Bulgular 58
5.3 Histolojik Bulgular 59
5.4 Immiinohistokimyasal Bulgular 74
6. TARTISMA 85
7. KAYNAKLAR 92
8. OZGECMIS 115

vi



TABLO LiSTESI

Sayfa No
Tablo I: Ghrelinin Etkileri. 39
Tablo II: Deney hayvanlarina verilen sican yeminin terkibi. 47
Tablo III: Histolojik takip serileri. 52
Tablo IV: Immunohistokimyasal boyama prosediirii. 53
Tablo V: Immiinohistokimyasal boyanma yogunlugunun derecesi. 54
Tablo VI: Streptozotosin uygulamasinin 2.haftasinda deney hayvanlarinin
baslangi¢ ve final viicut agirliklar1 ile bobrek/tiim viicut agirlig. 56
Tablo VII: Streptozotosin uygulamasinin 4.haftasinda deney hayvanlarinin
baslangi¢ ve final viicut agirliklar1 ile bobrek/tiim viicut agirlig. 57
TabloVIII: Streptozotosin uygulamasinin 6.haftasinda deney hayvanlarinin
baslangi¢ ve final viicut agirliklar1 ile bobrek/tiim viicut agirlig. 57
Tablo IX: Streptozotosin uygulamasinin 2.haftasinda deney hayvanlarinin
baslangi¢ ve final kan-glikoz degerleri. 58
Tablo X: Streptozotosin uygulamasinin 4.haftasinda deney hayvanlarinin
baslangi¢ ve final kan-glikoz degerleri. 58
Tablo XI: Streptozotosin uygulamasinin 6.haftasinda deney hayvanlarinin
baslangi¢ ve final kan-glikoz degerleri. 59

vii



SEKIL LiSTESI

Sayfa No
Sekil 1. Gelisimin degisik donemlerinde embriyonun nefrik tiibiil

olusumunu gdsteren sematik transvers kesitleri. 5
Sekil 2. Bes haftalik embriyoda intermediate mezodermin pronefrik,

mezonefrik ve metanefrik sistemlerinin iliskisini gdsteren ¢izim ile pronefrik

ve mezonefrik sistemlerin bosaltim tiibiillerinin sematik ¢izimi. 5
Sekil 3. Metanefrik bosaltim biriminin geligimi. 6
Sekil 4. Bobregin yapisi. 8

Sekil 5. Kontrol grubunda normal bobrek histolojisi. Glomeriiller (—).

H&E X 4. 61
Sekil 6. Diyabetin II. Haftasinda bobrek dokusu. Glomeriiller (—)

ve tiibiiler dilatasyon (% ). H&E X 4. 61
Sekil 7. Diyabetin IV. Haftasinda bobrek dokusu. Glomertiller (—)

ve tiibiiler dilatasyon (% ). H&E X 4. 62

Sekil 8. Diyabetin VI. Haftasinda bobrekte glomertiller (—), ayirt
edilemeyen glomeriiller (4 ) ve tiibiiler dilatasyon (% ). H&E X 4. 62

Sekil 9. Kontrol grubunda bir glomertl (G), proksimal (PT) ve distal (DT)

tiibiiller. Mezangial matriks (—). PAS X 20. 63

Sekil 10. Kontrol grubunda bir glomeriil (G), proksimal (PT)

ve distal (DT) tiibiiller ve Makula Densa (4 ). Bowman mesafesi (% ).

Mezangial matriks (—). Masson Trikrom X 20. 63

Sekil 11. Diyabetin II. Haftasinda bir glomeriilde (G) hafif mezangial

matriks artisi (—). PAS X 20. 64
Sekil 12. Diyabetin II. Haftasinda bir glomeriil (G), proksimal (PT)

ve distal (DT) tiibiiller. Hafif mezangial matriks artis1 (—).Masson TrikromX 20. 64

viii



Sekil 13. Diyabetin IV. Haftasinda hipertrofik bir glomeriilde (G) kapiller
bazal membran kalinlasmasi (—) ve mezangial matriks artis1 (4 ),
Bowman mesafesi (% ). PAS X 20.

Sekil 14. Diyabetin IV. Haftasinda glomeriiler kapiller bazal membraninda
kalinlagsma (—). Masson Trikrom X 20.

Sekil 15. Diyabetin VI. Haftasinda bir glomeriilde mezangial matriks

artis1 (4 ) ve Bowman mesafesinde daralma (% ). PAS X 20.

Sekil 16. Diyabetin VI. Haftasinda bir glomeriilde kollajen6z madde

birikimi (—) ve Bowman kapsiiliiniin pariyetal yapraginda kalinlagma (4 ).

PAS X 20.

Sekil 17. Diyabetin VI. Haftasinda bir glomeriilde mezangial hiicre

artig1 (—), Bowman kapsiiliiniin pariyetal yapraginda kalinlasma (4 ) ve
Bowman mesafesinde daralma (% ). Masson Trikrom X 20.

Sekil 18. Diyabetin VI. Haftasinda bobrek korteksinde glomeriillerde (G),
Bowman mesafesinde ileri derecede daralma (% ). H&E X 20.

Sekil 19. Diyabetin II. Haftasinda glikojenik vakuolizasyon izlenen bdbrek
tiibiilleri (% ). H&E X 20.

Sekil 20. Diyabetin IV. Haftasinda bobrek tiibiillerinde Armani-Ebstein
lezyonlar1 (*). H&E X 20.

Sekil 21. Diyabetin VI. Haftasinda bobrek tiibiillerinde Armani-Ebstein
lezyonlar1 (%) yogun olarak izlenmekte. H&E X 20.

Sekil 22. Diyabetin VI. Haftasinda Armani-Ebstein lezyonlarinda seffaf
gorliniimli tiibil hiicreleri (—). Masson Trikrom X 40.

Sekil 23. Diyabetin VI. Haftasinda Armani-Ebstein lezyonlarinda seffaf

gorliiniimli tiibil hiicreleri (—). Toluidin Mavisi X 40.

X

65

65

66

66

67

67

68

68

69

69

70



Sekil 24. Kontrol grubunda tiibiil epitelleri ve firgamsi kenarin (—) goriiniimii.
PAS X 20. 70
Sekil 25. Diyabetin II. Haftasinda az sayida tiibiil kesitinde fircamsi1 kenarda
ayrilma ve bozulmalar (—). Tiibiil bazal membrani (4 ). PAS X 20. 71
Sekil 26. Diyabetin IV. Haftasinda firgcamsi kenarda ayrilma ve

bozulmalar (—). PAS X 20. 71
Sekil 27. Diyabetin VI. Haftasinda ¢ok sayida tiibiil kesitinde firgams1 kenarda
ayrilma ve bozulmalar (—). Tiibiil bazal membraninda kalinlasma (4 ).

PAS X 20. 72

Sekil 28. Kontrol grubunda bobrek tiibiil hiicrelerinin sitoplazmasinda

cok seyrek izlenen graniil benzeri tanecikler (—).

Toluidin Mavisi X 40. 72
Sekil 29a,b. Diyabetin IV.(a) ve VI.(b) Haftasinda bobrek tiibiil hiicrelerinin

sitoplazmasinda graniil benzeri tanecikler (—).Toluidin Mavisi X 40. 73
Sekil 30. Diyabetin VI. Haftasinda bobrek korteksinde perivaskiiler

odem (% ). H&E X 20. 73
Sekil 31. Kontrol grubu bobrek korteksinde distal tiibiillerde (DT), (++) ghrelin
immiinreaktivitesi. Makula Densa(—), Proksimal tiibiil (PT),

Glomeriil (G). X 10. 76
Sekil 32. Kontrol grubu bobrek korteksinde distal tiibiilde (DT), (++) ghrelin
immiinreaktivitesi. Proksimal tiibiiliis (PT), Glomeriil (G). X 20. 76
Sekil 33. Kontrol grubunda bobrek medullasinda, (++) ghrelin

immiinreaktivitesi. Distal tiibiil (DT), ince parca (—). X 20. 77
Sekil 34. Kontrol grubu bébrek papillasinda toplayici kanallarda (%),

(0) ghrelin immiinreaktivitesi. X 10. 77

Sekil 35. Diyabetin II. Haftasinda bobrek korteksinde distal tiibiillerde (DT),



(++) ghrelin immiinreaktivitesi. Proksimal tiibiil (PT), Glomertil (G). X 10. 78
Sekil 36. Diyabetin II. Haftasinda bobrek korteksinde distal tiibiillerde (DT),
(++) ghrelin immiinreaktivitesi. Proksimal tiibiil (PT), Glomertl (G). X 20. 78
Sekil 37. Diyabetin II. Haftasinda bobrek medullasinda, (++) ghrelin
immiinreaktivitesi. Distal tiibiil (DT). Ince parca (—). X 10. 79
Sekil 38 Diyabetin II. Haftasinda b&brek papillasinda toplayict kanallarda (%),
(+) ghrelin immiinreaktivitesi. X 10. 79
Sekil 39. Diyabetin IV. Haftasinda bobrek korteksinde distal tiibiillerde (DT),
(+++) ghrelin immiinreaktivitesi. Glomeriil (G). X 10. 80
Sekil 40. Diyabetin IV. Haftasinda bobrek korteksinde distal tiibiillerde (DT),
(+++) ghrelin immiinreaktivitesi. Proksimal tiibiil (PT), Glomeriil (G). X 20. 80
Sekil 41. Diyabetin V. Haftasinda bobrek medullasinda, (+++) ghrelin
immiinreaktivitesi. Distal tiibiil (DT). Ince parca (—). X 10. 81
Sekil 42. Diyabetin IV. Haftasinda bobrek papillasinda toplayici
kanallarda (%), (++) ghrelin immiinreaktivitesi. X 10. 81
Sekil 43. Diyabetin VI. Haftasinda bobrek korteksinde distal tiibiillerde (DT),
(+++) ghrelin immiinreaktivitesi. Glomeriil (G). X 10. 82
Sekil 44. Diyabetin VI. Haftasinda bobrek korteksinde distal tiibiillerde (DT),
(+++) ghrelin immiinreaktivitesi. Proksimal tiibiil (PT), Glomeriil (G). X 20. 82
Sekil 45. Diyabetin VI. Haftasinda bobrek medullasinda, (+++) ghrelin
immiinreaktivitesi. Distal tiibiil (DT). Ince parca (—). X 10. 83

Sekil 46. Diyabetin VI. Haftasinda bobrek papillasinda toplayici

kanallarda (%), (+++) ghrelin immiinreaktivitesi. X 10. 83
Sekil 47. Negatif kontrol. (0) ghrelin immiinreaktivitesi. X 10. 84
Sekil 48. Pozitif kontrol. Midede ghrelin immiinreaktif hiicreler (—). X 10. 84

xi



KISALTMALAR LiSTESI

ACTH: Adrenokortikotropik hormon

ADH: Antiditiretik hormon

H&E: Hematoksilen-Eozin

PAS: Periodik Asit-Schiff

GFD: Glomertiler filtrasyon degeri
DM: Diabetes mellitus

SDBY: Son donem bobrek yetmezligi

GH: Biiytime hormonu

IGF-1: Insiilin benzeri biiyiime faktorii

IGSU: Ileri glikasyon son iiriinleri

GHRH: Biiylime hormonu serbestlestirici hormon
GHS: Biiyilime hormonu salgilatici

GHRP: Biiyiime hormonu serbestletici peptid
GHS-R: GHS reseptorii

GHS-R 1a: GHS reseptor tip la

GHS-R 1b: GHS reseptor tip 1b

STZ: Streptozotosin

PBS: Phosphate Buffered Saline
Lv: Intravensz

i.p: Intraperitoneal

S.c: Subkutan

Ic.v: Intraserebroventrikiiler

xii



1.0ZET

Ghrelin, yakin zamanda kesfedilen, insiilin salgilanmast ve glukoz
metabolizmasi iizerine etkili, biiyiik miktarda mideden salgilanan bir hormondur. Bu
caligmada streptozotosin ile olusturulmus diabetes mellitusun sican bdbrek
dokusuna ve bobrek dokusundaki ghrelin immiinreaktivitesine etkilerinin
incelenmesi amaglandi.

Calismada 54 adet eriskin Wistar tipt erkek sican kullanildi. Sicanlar
caligmanin 2., 4. ve 6. haftalarinin her birinde; kontrol, intraperitoneal. 0,1 M Fosfat-
sitrat verilen kontrol ve intraperitoneal 50mg/kg streptozotosin verilen diyabetik
olmak tlizere 9 gruba ayrildi. Deney sonunda siganlar dekapite edildi ve bobrek
dokular1 ¢ikartildi. Rutin 151k mikroskobu takibi yapilarak dokular parafin bloklara
gomiildii. Bloklardan alinan kesitlere histolojik boyamalar yapildi ve ghrelin
immiinreaktivitesi i¢in avidin-biotin-peroksidaz yontemi uygulandi.

Histolojik incelemelerde, kontrol gruplari arasinda herhangi bir farklilik
gozlenmedi. Diyabetik gruplarda, bobrek dokusunda basta glomeriiller ve tiibiiller
olmak f{izere, diyabetin altinc1 haftasina dogru gittikce artan histopatolojik
degisiklikler gozlendi. Kontrol gruplarinda bobrek dokusunda sadece distal tiibiil
kesitlerinde ghrelin immiinreaktivitesi izlendi. Ancak diyabetik gruplarda, distal
tiibiiller disinda toplayici kanallarda da diyabetin ilerleyen haftalarinda artan siddette
ghrelin immiinreaktivitesi gozlendi. Distal tiibiil kesitlerinde go6zlenen ghrelin
immiinreaktivitesinin siddeti diyabetin dordiincii ve altinci haftalarinda artmisti.
Sonug olarak, diyabette bobrek dokusunda belirlenen ghrelin immiinreaktivitesindeki
artis, diyabetik nefropatinin patofizyolojik mekanizmasimna ghrelinin  de
katilabilecegini diisiindlirmektedir.

Anahtar Kelimeler: Diabetes mellitus, bobrek, ghrelin



2. ABSTRACT
Determination of Ghrelin Immunreactivity in Kidney Tissues of Diabetic Rats

Ghrelin, a recently discovered hormone, is released largely from stomach and
has effects on insulin secretion and glucose metabolism. The aim of this study was to
determine the effects of STZ-induced diabetes mellitus on kidney tissues and kidney
ghrelin immunoreactivity in rats.

Fifty-four adult male Wistar rats were used in this study. All rats were
divided into totally 9 groups according to three time points of the study (2, 4 and 6
weeks) as control group, control group given 0.1 M Phosphate-sitrate (n=6) and
diabetic group given 50 mg/kg streptozotocin intraperitoneally. The rats in all groups
were decapitated at the end of 2, 4 and 6 weeks of the study. The kidneys of the rats
were removed and tissue samples were processed by using routine paraffin
techniques. Paraffin sections were stained with different dyeing methods. In addition,
the samples were immunohistochemically stained using avidin-biotin-peroxidase
method for ghrelin immunoreactivity.

There were no differences between the control groups in the histological
examination. Gradually increased histopathologic changes especially in the
glomerules and tubules were determined in the diabetic groups towards 6 weeks of
the experiment. Ghrelin immunoreactivity was observed in both distal tubulus and
collecting ducts in the diabetic groups while it was detected only in distal tubules of
the control groups. The intensity of ghrelin immunoreactivity was increased at 4 and
6 weeks of the study in the diabetic groups. In conclusion, increased ghrelin
immunoreactivity in the diabetic rat kidney tissues suggests that ghrelin may
contribute to the pathophysiological mechanism of diabetic nephropathy.

Anahtar Kelimeler: Diabetes mellitus, kidney, ghrelin



3. GIRIS

3.1 Bobrek

3.1.1 Bobrek Anatomisi

Bobrekler, karin arka duvarinda retroperitoneal olarak yerlesmis fasulye
bi¢ciminde, iri, bir ¢ift organdir (1, 2). Columna vertebralis’in iki yaninda, 12. torakal
vertebra ile 3. lumbal vertebra seviyeleri arasinda bulunurlar. Sag bdbrek, sol
bobrege gore karaciger ile olan komsulugu nedeniyle biraz daha asagidadir.
Bobrekler yaklasik 11 cm uzunlugunda, 6 cm genisliginde ve 3 cm kalinliginda olup,
ortalama agirliklan yetiskin erkeklerde 150 gr, kadinlarda ise 135 gr kadardir (3).
Sag bobrek on yiizde karacigerin sag lobu, duodenumun 2. kismi ve flexura coli
dextra ve sag glandula suprarenalis ile komsudur. Sol bobrek 6n yiizde mide, dalak,
pankreas, flexura coli sinistra, jejenum kivrimlar1 ve sol glandula suprarenalis ile
komsudur. Her iki bobrek arka ylizde ise musculus diaphragma ve altta igten disa
dogru musculus psoas major, musculus quadratus lumborum ve musculus transversus
abdominis ile komsudur (4, 5).

3.1.2 Bobrek Embriyolojisi

Dordiincii haftanin baginda, embriyonun enine kivrildigi doénemde, ara
mezoderm ventrale kayar ve somitlerle ilintisini keser. Beden yoresinde, ilkel
aortanin her iki yaninda uzanan bu mezoderm kabartisi, lirogenital kabart1 olarak
adlandirilir. Bu kabart1, iiriner ve genital sistemleri meydana getirecektir. Uriner
sistemi meydana getiren iirogenital kabarti parcasina nefrojenik kordon denir.
Nefrojenik kordonun servikal ve yukari torasik bolgeleri segmentli diizenlenmis
hiicre topluluklarindan ibaret olup, segmentlere nefrotom denir. Nefrojenik kordonun

asag1 torasik, lumbar ve sakral yoreleri ise segmentsizdir. Bu segmentli ve



segmentsiz yorelerde birbirini izleyen {i¢ iiriner sistem gelisir. Sirasiyla segmentli
yorede pronefroz, segmentsiz yorelerde mezonefroz ve metanefroz gelisir.

Pronefroz gecicidir ve islev géormez. Dordiincii haftanin sonunda, pronefroz
tiibiiller sisteminin tiim belirtileri kaybolur. Mezonefroz da gecicidir. Kalici
bobrekler ya da metanefroz olusuncaya kadar ara bobrekler olarak islev goriir (6).
Mezonefroz ve mezonefrik kanallar, iist torasikle iist lumbar (L3) segmentlerin
intermediate mezoderminden gelisirler. Gelisimin 4. haftasinin  baglarinda,
mezonefroza ait ilk bosaltim tiibiilleri belirmeye baglar. Bu tiibiiller boyca hizla
uzarlar, S seklinde bir halka halini alirlar ve medial uzantilarinin ucunda kapiller
yumaktan olusmus bir glomeriil elde ederler. Glomeriiliin ¢evresinde bu tiibiiller
Bowman kapsiiliinii olustururlar. Kapsiil ve glomeriil birlikte renal korpuskiilii
meydana getirirler. Tibiiliis lateralden, mezonefrik veya Wolffian kanali olarak
bilinen longitudinal toplayici kanala girer. Ikinci aym ortasinda, mezonefroz orta
hattin her iki yaninda biiylik ve oval sekilli bir organ haline gelir. Bu sirada,
gelismekte olan gonad da mezonefrozun medialinde yer alir. Kaudaldeki tiibiiller
farklanmaya devam ederken, kranial tiibiiller ve glomeriillerin ¢ogunlugu dejenere
olarak 2. aym sonunda tiimiiyle yok olur. Erkeklerde kaudal tiibiillerin bir kism1 ve
mezonefrik kanal genital sistemin olusumunda yer almak iizere sebat ederken,

kadinlarda tiimiiyle kaybolur (Sekil 1,2) (7).



mezoderm gplanknik v Intra-embryonik
A mezadarm kdlom B =

Sekil 1. Gelisimin degisik donemlerinde embriyonun nefrik tiiblil olusumunu
gosteren sematik transvers kesitleri. A. 21 gin, B. 25 gin. (Langman’s Medikal
Embriyoloji’den alimmustir).

Intermediate mezooarm
{pronefrik sistem)

-
.--

Pronefrik sistemn \3'.,_

Intermeadiate mezodarm
imezonefrik sistem)

Mezonefrik  —
bogaltim birimi i

— - Mezonafrik kana:

Mezoderm
imemnefrk sistem)

Uratar tomureuegu
A B

Sekil 2. A. Intermediate mezodermin pronefrik, mezonefrik ve metanefrik
sistemlerinin iligkisini gosteren ¢izim. B. 5 haftalik embriyonda pronefrik ve mezonefrik
sistemlerin bosaltim tiibiillerinin sematik c¢izimi. (Langman’s Medikal Embriyoloji’den
almmustir).

Metanefroz ya da kalict bobrek, 5.hafta baglarinda gelismeye ve 5 hafta sonra
da islev gdrmeye baslar. Iki yerden koken alarak gelisir:

1- Ureter dali ya da metanefrik divertikulum,

2- Metanefrik blastem ya da metanefrik mezoderm.

Metanefrik blastem dokusundan, kalict bobregin islev goren birimi nefron,
tireter dalindan ise kalict bobregin toplama borulart gelismektedir. Metanefrozun bu

her iki taslagida mezodermal kokenlidir.



Metanefrik blastem dokusu i¢inde dallanarak yayilan yeni olusmus toplama
borularinin distal son kisimlari, metanefrik blastem dokusu tarafindan bir kep
seklinde ortiiliir. Kavis yapmis her bir toplama borusunun son kismi, metanefrik
blastem dokusundaki bu kep yapmis mezoderm hiicrelerini indiikleyerek renal ya da
metanefrik vezikiilleri olustururlar. Bu vezikiiller nefronlarin kokenidirler. Once
uzayan bu vezikiiller ilkel nefronlar1 meydana getirirler. Proksimal sonlar1 kapiller
yumag tarafindan invagina olur ve bobrek cisimcigini yapar. Distal sonlar1 toplama
borularina agilir. Boylece, bobrek cisimcigiyle toplama borular1 arasinda baglanti
kurulmus olur. Nefronun daha sonra uzamasi tiibiillerin kivrilmasiyla ergindeki

yapisini kazanir (Sekil 3) (6).

Meatanafrik
doku
-‘""\-\-._
/A o e 2 Nafron
ﬁ‘% "”""'“t 5 f‘*( . V _
i .-;i Renal V7 =y
Toplaycs vesikol Bowman
A bl B c kapsali

Toplayic
tubol
Henla
halkasi
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Sekil 3. Metanefrik bosaltim biriminin gelisimi (A’dan F 'ye kadar). Oklar, bosaltim
biriminin (mavi) toplayic1 sistemle (sar1) acik iliskiye girerek, idrarin glomeriillerden
toplayict kanallara akmasimi sagladigi noktayr gostermektedir. (Langman’s Medikal
Embriyoloji’den alinmistir).



Kalic1 bobrekler, 9. haftadan baglayarak fotal hayat boyunca idrar1 aktif
olarak olusturular. Prematiire bobrekler disinda nefron olugmasinin dogumda sona
erdigi bilinmektedir. Bobreklerin islevsel olgunlagsmasi ise dogumdan sonra
olmaktadir (6).

3.1.3 Bobrek Histolojisi

Bobrekler distan capsula fibrosa denilen ince ve dayanikli bir bag dokusu
kapstilii ile sarihidirlar. Kapsiiliin disi, travmadan korunmayi1 saglayan kalin bir yag
dokusuyla kusatilmistir (8). Bobregin dis kenar1 konvekstir. Her bobregin medial
yiizii ise konkavdir ve fibroz kapsiil burada kesintiye ugrar. Medial kenarin orta
kisminda organin hilusu yer alir. Hilus organa arterler ve sinirlerin girdigi venler,
lenf damarlar1 ve iireterin ¢iktig1 yerdir. Ureterin iist ucu hilusu dolduran bir
genisleme yaparak pelvis renalisi olusturur. Pelvis renalis, bobrek dokusu igine
kaliks major denilen 2-3 tane kese seklinde uzant1 gonderir. Her kaliks majorden ise
sayilar1 toplam 812 tane olan kaliks mindrler dallanir. Tiim bdbrek parankimasi
hilustan igeriye dogru uzanan ve siniis renalis (bobrek boslugu) denilen bir boslugu
kusatir (2, 9). Bobrek uzunlamasina ortadan kesilip, iki esit kisima ayrildiginda
ciplak gozle iki ayr1 bolge gozlenir. Bunlar kirmizimsi kahve renkteki daha koyu dis
kisim olan korteks ve daha soluk i¢ kisim olan medulladir (1). Medullada sayilari
10-18 kadar olan ve medullar piramitler (renal piramitler) olarak bilinen konik ya da
piramidal sekilli yapilar bulunur. Medullar piramitlerin tabani kortekse bakar ve
buradan kortekse dogru birbirine paralel olarak uzanan tiibiil demetleri veya medullar
1sinlar (stria medullaris) ¢ikar. Her medullar 151n, bobregin fonksiyonel birimleri olan
birka¢ nefronun diiz pargasi ile birlikte bir ya da ¢ok sayida toplayict kanaldan
olusur. Bir medullar piramid ve etrafin1 saran kortikal doku bdbrek lobu (renal lob)

adin1 alir (9). Her bobrek lobunun tepesi, bir minor kaliksle ¢evrelenen bir papillada



sonlanir. Her minor kaliks, bir papilladan gelen idrar toplar. Minor kaliksler, major
kaliksleri, ardindan pelvisi olusturmak iizere birlesirler (10). Komsu medulla
piramitleri korteks dokusunun medullaya yaptigi uzantilar olan Bertin siitunlariyla
birbirinden ayrilmislardir (11). Aslinda Bertin siitunlar1 metanefrik blastemdeki

primitif loblarin kaynasma bolgelerinden arta kalan yapilardir (Sekil 4) (10).
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Sekil 4. Bobregin yapisi (Netter’den modifiye edilmistir).

Insan bobregi ¢ok loblu bir organdir. Bobrekte lop ve lopguk kavramlar
arasindaki farkliliklar kisaca soyle Ozetlenebilir; Bir medulla piramidi ve etrafimi
saran kortikal doku bir bobrek lobunu olustururken, bir medulla 111 iliskili oldugu
korteks dokusuyla birlikte bir bobrek lopcugunu yapar. Iki komsu interlobiiler arterle

yan yana gelmis korteks boliimii olan bobrek lopcugu, tek bir toplayict kanal (Bellini



kanali) ve ona bosalan g¢evredeki nefronlardan olusmaktadir. Medulla 1511 ise bu
lopgugun eksenidir.

Bobrek parenkimasi igerisinde yer alan iirinifer tiibiiller, bobregin islevsel
birimi olarak kabul edilirler. Urinifer tiibiiller; nefron ve toplayici kanal olmak iizere
embriyolojik olarak farkli iki kistmdan olusurlar (10, 11). Bobregin fonksiyon goren
birimine nefron denir. Her bobrek 1—4 milyon nefron igerir. Her nefron genislemis
bir boliim olan renal cisimcik (bobrek cisimcigi), proksimal kivrintili tiibiil, henle
kangalinin ince ve kalin uzantilar1 ve distal kivrintili tiibiilden olusmaktadir.
Toplayict kanallar ise nefronlarda iiretilen idrar1 toplayarak bobrek pelvisine iletirler
(9). Renal cisimciklerin dagilimma bagli olarak nefronlar; kortikal veya
jukstamedullar olabilirler. Kortikal nefronlarin bobrek tiibiilleri medullaya
ulagsmayan kisa bir Henle kulpuna sahiptir. Jukstamedullar nefronlarin bdbrek
tiibiilleri, medulla derinliklerine uzanan daha uzun bir Henle kulpuna sahiptir (10).
Her jukstamedullar nefron yaklasik 40 mm uzunlugundadir (11). Biitiin nefronlarin
ancak yaklasik yedide biri jukstamedullar nefronlardir (9).

3.1.3.1 Renal cisimcik ve glomeriil

Renal cisimcigin ¢ap1 yaklasik olarak 200 um’dir ve kapiller bir yumak olan
glomertilden olugsmustur. Glomeriil ise ii¢ bilesenden olusur;

1. Pencereli endotel hiicreleri ile dosenen glomertiler kapillerler,

2. Mezangial matrikse gomiilii mezangial hiicrelerce olusturulan

mezangium,

3. Bowman kapsiiliiniin visseral yapragini olusturan podositler (9, 10).

Glomertiil, Bowman kapsiilii olarak adlandirilan iki tabakali epitelyal bir
kapsiille sarilmis durumdadir. Kapsiiliin i¢ tabakasi (visseral tabaka) glomeriiliin

kapillerlerini orter. Dig tabaka renal cisimcigin en distaki sinirimi olusturur ve



Bowman kapsiiliiniin pariyetal tabakasi adini1 alir. Bowman kapsiiliiniin iki tabakasi
arasinda, kapiller duvarindan ve visseral tabakadan siiziilen sivinin toplandigi idrar
boslugu bulunur. Her renal cisimcikte, afferent arteriyollerin girdigi ve efferent
arteriyollerin ¢iktig1 bir damar kutbu, proksimal tiibiillerin bagladig1 noktada ise bir
idrar kutbu bulunur.

Glomeriiler filtratin siiziildiigii ilk bariyer olan glomeriiler kapillerlerin
endotel hiicreleri ince bir sitoplazmaya sahiptir. Organellerin ¢ogu sitoplazmanin
cekirdek cevresinde kalinlastigt kisimda yogunlagmistir. Pencereli kapillerlerin
bulundugu diger organlarla kiyaslandiginda, 70-90 nm ¢apinda olan pencereleri daha
bliyiik ve daha fazla sayidadir. Ayrica bu endotel hiicreleri arasinda, diger pencereli
kapillerlerde gozlenen ince diyafram yapist bulunmaz (9). Bdylelikle endotel
hiicreleri, su, iire, glikoz ve kiiclik proteinlere gegirgendir. Endotel hiicrelerinin
yiizeyi bliyiik anyonik proteinlerin gecisini engelleyen negatif yiiklii glikoproteinlerle
kaplhidir (10).

Embriyonik gelisim sirasinda Bowman kapsiiliinlin pariyetal tabakasinin
epiteli nispeten degismeksizin kalirken icteki visseral tabaka biiyiik 6l¢tide modifiye
olur. Bowman kapsiiliiniin visseral yapragini olusturan podositler, yassi, ayakcikli ve
cekirdeklerinin  oldugu kisimlar1  kabarik olarak  gbzlenen hiicrelerdir.
Sitoplazmalarinda ¢ok sayida serbest ribozom, belirgin bir golgi kompleksi,
mitokondriyonlar, kasilabilmeyi saglayan aktin mikrofilament demetleri
bulunmaktadir (8, 9). Bu i¢ tabakada bulunan ve podosit adi verilen hiicrelerin
govdelerinden birka¢ primer uzanti sekillenir. Her bir primer uzanti pedisel denen
cok sayida sekonder uzanti olusturur (9). Pedisellerin de biitiin yiizeyi podokaliksin

ad1 verilen negatif yiiklii siyaloprotein yapisindaki glikokaliksle kaplidir (11).
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Podositlerin hiicre gdvdeleri ve primer uzantilar1 bazal laminaya degmezken,
pediseller glomeriil kapillerlerine sarilmis durumda olup 25 nm’lik sabit bir
mesafede bazal lamina ile dogrudan temas halindedirler. Bu araliklar filtrasyon
(stizme) yariklarim1 olustururlar. Filtrasyon yariklar1 arasinda adeta bir koprii gibi
uzanan 6 nm kalinliginda bir diyafram bulunmaktadir (9). Yani filtrasyon yariklari,
membrandz materyal olan filtrasyon yarigr diyaframi ile birbirlerine
baglanmaktadirlar. Filtrasyon yarigi diyaframi, aktin filamentlerine pedisel i¢cinden
CD2AP proteini ile tutunan nefrin proteininden olusur. Nefrinin endotel
pencerelerinden ve bazal laminadan molekiillerin gegisini geciktirdigi sanilmaktadir
(10).

Glomeriil kapillerlerindeki endotel hiicreleriyle, bunlarin dis ylizeyini orten
podositler arasinda kalin bir bazal membran (240-340 nm) bulunmaktadir. Bu kalin
bazal membran, kapiller ve podositin olusturdugu bazal laminalarin kaynagsmasindan
meydana gelmistir. Bazal lamina; tip IV kollajen, fibronektin, laminin ve heparan
siilfattan zengindir. Elektron mikroskobu ile incelendiginde glomeriil bazal
membraninda ii¢ tabakal1 bir yap1 gozlenir. Ortada elektron yogun koyu bir tabaka
(lamina densa) ve her iki yanda elektron geg¢irgen agik iki tabaka (endotel tarafinda
lamina rara interna ve podosit tarafinda lamina rara eksterna) yer almaktadir.
Podositlerin ayakciklar1 (pedisel), ortak bazal membran ve glomeriil kapillerlerinin
pencereli endotel hiicreleri hep birlikte bobregin siiziicli membranini olustururlar. Bu
yap1 kapillerlerdeki kanla idrar boslugunu birbirinden ayiran bdbregin siiziicii
duvarini olusturan bir filtrasyon bariyeridir (8, 9). Normal sartlar altinda bu filtrasyon
bariyeri hiicreler ve biiyiik molekiillii proteinlerin gegisine izin vermemektedir (1).
Glomertiler siizme bariyerinin bilesenlerine ek olarak, plazma ultrafiltratindaki

molekiillerin gecisini kontrol eden diger simnirlayict faktorler ise ebat ve elektrik
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yiikiidiir. U¢ buguk nanometreden daha kiiciik ve pozitif yiiklii veya notr molekiiller
daha kolay siiziiliirler ve anyonik olan albumin (3.6 nm) ise zor siiziilmektedir (10).

Glomeriil kapillerlerinde, podositler ve endotel hiicrelerinin yani sira iki ya da
daha fazla sayidaki kapilleri ortak olarak saran bazal laminanin kilifinin bulundugu
bolgelerde kapiller duvarma tutunan mezangiyal hiicrelerin de yer aldig
bilinmektedir (9). Glomertiler kapillerler arasinda bulunan mezangiyum hiicreleri ve
mezangial matriksten olusan intraglomeriiler yapiya mezangiyum denilmektedir.
Intraglomeriiler mezangial hiicreler, ekstraglomeriiler mezangiyal hiicrelerle devam
edebilirler. Ekstraglomeriiler mezangial hiicreler makula densa, afferent ve efferent
glomertiler arteriyollerin sinirlandirdigl boslukta bulunurlar. Mezangial hiicreler diiz
kas hiicreleri ve makrofajlarin 6zelliklerine sahip 0Ozellesmis perisitlerdir. Bu
hiicreler; ¢ogalabilme yetenegine sahip, kasilabilen, fagositoz yapabilen, matriks ve
kollajen sentezleyen, prostoglandin ve endotelin salgilayan hiicrelerdir. Endotelin
afferent ve efferent glomeriiler arteriyollerin kasilmasini uyarir. Stizme bariyerini
gecemeyen immunoglobulinler ve komplement molekiiller mezangial matrikse
girebilirler. Matrikste immunoglobulinlerin ~ birikimi, glomeriiliin  sonugcta
tikanmasma yol agan immiin yamitin tetikleyicisi olan sitokinlerin mezangial
hiicrelerce liretimini arttirir (10).

3.1.3.2 Proksimal tiibiil

Nefronun en uzun ve genis kismi olan poksimal tiibiil renal cisimcigin idrar
kutbundan baslar. Yaklasik olarak 60 pm c¢apinda ve 14 mm uzunlugunda olup
korteksin ¢ogunlugunu proksimal tiibiil kesitleri olusturur. Proksimal tiibiiliin
kivrintilt ve diiz par¢a olmak iizere iki kismi vardir. Kivrintili par¢a korteksde yer
alirken kivrintili parganin devami olan diiz parca medullada seyreder. Bowman

kapsiiliiniin pariyetal yapraginin tek katli yass1 epiteli proksimal kivrintili tiibiillerde
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tek kath kiibik epitel seklinde devam eder. Bu epitel hiicrelerinin yiiksekligi
fonksiyonel duruma bagh olarak kiibikten prizmatige degisebilir. Isik mikroskobu
diizeyinde incelendiginde proksimal kivrintili tiibiil hiicrelerinin eozinofilik ve
graniillii bir sitoplazmaya sahip olduklar1 gozlenmektedir (11). Bu eozinofilik
boyanma, epitel hiicrelerinin  sitoplazmalarinda yogun  mitokondriyonlar
igcermelerinden kaynaklanmaktadir. Epitel hiicrelerinin merkezinde kiire bigiminde
bir c¢ekirdek bulunur. Her enine kesitte, {i¢ ile bes adet hiicre c¢ekirdegi
gozlenmektedir. Epitel hiicrelerinin apeksinde fircamsi kenar1 olusturan, yaklasik 1
um uzunlugunda ¢ok sayida mikrovilluslar bulunur. Hiicrelerin apikal
sitoplazmalarinda mikrovilluslarin tabanlar1 arasinda makromolekiilleri emme
kapasitesinde etkin rol oynayan cok sayida kanalikiil bulunmaktadir. Apikal
membranlarin  ige dogru yaptig1 girintiler pinositotik vezikiilleri olusturur.
Makromolekiillerin pargalandigi yer olan lizozomlarla pinositotik vezikiiller
kaynasirlar ve olusan monomerler dolasima geri donerler (9).

Proksimal kivrintili tiibiil hiicreleri apikal siki baglantilarla bir arada tutulan,
geri emilim i¢in uygun yapisal Ozelliklere sahip hiicrelerdir. Yogun hiicre zari
kivrimlar1 ve interdijitasyonlar1 i¢eren bir bazolateral bolgeye sahiptirler. Hiicre zari
kivrimlar1 daha genis bir ylizey olusturarak iyon gecisini kolaylastirmaktadir.
fyonlarm, Mg'?’a bagimli Na’, K" aktive olmus pompa ile aktif transportu igin
adenosintrifosfat: saglayan, hiicre zar1 kivrimlart arasina ve hiicrenin uzun eksenine
paralel olarak yerlesmis uzun mitokondriyonlar bulunmaktadir (10). Komsu hiicreler
arasindaki lateral membran kenetlenmesinin ¢ok siki olmasi yiiziinden 151k
mikroskobunda incelenen proksimal tiibiil hiicreleri arasindaki hiicre sinirlar1 belirgin

olarak se¢ilemez. (9).
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3.1.3.3 Henle kulpu

Henle kulpu, proksimal ve distal kivrintili tiibiiller arasindaki kisimdir.
Proksimal tiibiiliin diiz kismi, ince (ara) parca ve distal tiibiiliin diiz parcasindan
meydana gelmis U seklinde bir yapidir. Baslica dort kisimdan ibarettir; Proksimal
tiibiiliin diiz kismi, ince inen kol, ince ¢ikan kol ve kalin ¢ikan kol (8). Medullanin
dis kisminda, dis ¢ap1 60 um olan kalin inen kol birdenbire 12 um’ye dek daralarak
inen kolun ince boliimii olarak devam eder. Nefronun bu béliimiiniin liimeni, duvar
epitelinin tek katli yassi epitel olmasi nedeniyle genistir. Epitelin yalnizca
cekirdekleri limene dogru hafif ¢ikint1 yapar.

Henle kulpu ¢ok uzun olup medullanin derinliklerine dek inen jukstamedullar
nefronlarin, medullar interstisyumda hipertonik gradyani saglama konusunda 6zel bir
onemleri vardir. Medullar interstisyumdaki hipertonik ortam bodbregin hipertonik
idrar iretme yetene8inin temelini olusturmaktadir (9). Henle kulpu idrarin
konsantrasyon-diliisyon isleminin olusumunda etkili olan nefron segmentidir. idrar
maksimum 1200 miliosmol/litre (mosm/It)’ye kadar konsantre edilebilirken, 50—100
mosm/It’ye dek diliie edilebilmektedir. Viicutta fizyolojik kosullarda sivi ve soliit
birikmemesi i¢in ¢ikarilmasi gereken minimum idrar miktar1 yaklagik 0,5 It’dir.
Idrarm konsantre edilmesini saglayan zit akimlar, zit akimlar arasindaki permeabilite
farki ve enerji kaynagi henle kulpunda mevcuttur. Giriste izotonik olan filtrat henle
kulpunu terk ederken hipotonik olur. Henle kulpunun inen kolu suya gecirgen olup,
sodyuma gecirgen degildir. Bunun sonucunda su interstisyel aralia emilir ve
henlenin tepesine kadar liimen igerisindeki filtrat giderek hipertonik olur. Susuzluk
halinde bu 1200 mosm/It’ye ulasabilmektedir. Bu arada serbest su emilimi nedeniyle
medulla ozmolalitesi ise azalir. Henle kulpunun ¢ikan kolu ise tam tersine sodyuma

gecirgen olup, suya gecirgen degildir. Cikan ince kolda NaCl interstisyel araliga
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medulla-tiibil ozmolalite farki nedeniyle pasif olarak emilirken, limene iire
salgilanir. Bu boliim suya gecirgen olmadigindan liimendeki siv1 gittik¢e diliie olur.
Ayni NaCl emilimi henlenin kortikal ¢ikan kalin kolunda Na/K/Cl pompasi ile
devam eder. Henlenin ¢ikan kalin kismi antidiiiretik hormona (ADH) varliginda bile
suya gecirgen degildir. Sonug¢ olarak; limendeki sivi distal tiiblile ulastiginda
hipotonikdir (yaklasik 150 mosm/It). Henle kulpunun inen kolundan suyun % 40’1,
c¢ikan kolundan da glomeriiler filtrata gegen sodyumun % 40-45 ‘i geri emilir. Henle
kulpunun inen koluna potasyum ve iire salgisi olurken, henle kulpunun ¢ikan
kolunda potasyum geri emilimi olur. Magnezyumda en c¢ok henle kulpundan geri
emilir (12).

3.1.3.4 Distal tiibiiller

Henle kulpunun ¢ikan kalin kolu kortekse girdiginde histolojik yapisini korur,
ancak biikiimlenerek nefronun son kismi olan distal kivrintili tiibiilleri olusturur. Bu
tiibiiller tek katli kiibik epitelle doselidir. Distal kivrintili tiibiillerin, 4-5 mm
uzunlugu ve yaklasik 2545 pm capi ile proksimal tiibiiller ile kiyaslandiginda daha
kisa ve dar limenli oldugu goriilmektedir. Distal tiibiil epitel hiicreleri proksimal
tiibiil epitel hiicrelerinden daha kiigiiktiirler ve fircams1 kenarlari bulunmaz.
Histolojik kesitlerde proksimal tiibiillerle karsilastirildiginda ise, distal tiibiiller daha
soluk ve genis limenli olarak gézlenmektedirler. Ayrica proksimal tiibiillerden daha
kisa olduklarindan, histoloji preparasyonlarinda korteksde daha az sayida distal tiibiil
kesidi gozlenmektedir. Herhangi bir bobrek cisimcigi ¢evresindeki alanda proksimal
kivrintili tiibiil kesitinin distal kivrintili tiibiil kesitine oran1 yaklagik olarak yedide bir
kadardir. Kesitlerde distal tlibiil duvarlarinda daha fazla sayida hiicre g¢ekirdegi
izlenmektedir. Proksimal tiibiillere 6zgii olan apikal kanalikiil ve vezikiiller de distal

tiibiil  hiicrelerinde  goriilmez. Distal kivrintili  tiibil  hiicrelerinin  bazal
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membranlarindaki yogun invajinasyonlar ve bunlarla iliskili mitokondriyonlar, bu
hiicrelerin iyon tasinmasinda rol oynadiklarin1 géstermektedir (9, 11).

Nefronun idrarin diliie edilmesinden birinci derecede sorumlu olan kismi,
distal kivrintilili tiibiildiir. NaCl ve suyun % 3-5’1 burada geri emilir. Bu bolgede
sodyum geri emilimini etkileyen faktorler, idrarin diliie edilmesini bozabilirler.
Distal tiibiil son kismi ve kortikal toplayici kanallar aldosteronun etki gosterdigi
nefron kisimlaridir. Aldosteron konsantrasyonu yeterince yiiksek oldugunda distal
tiibiillerde sodyumun geri emildigi, potasyum iyonlarinin disar1 verildigi bir iyon
degisim bolgesi bulunur. Burasi total su ve tuzlar1 kontrol eden diizenegin bulundugu
bolgedir. Distal tiibiil ayn1 zamanda tiibiildeki idrara hidrojen ve amonyum iyonlarini
salar. Bu etkinlik kandaki asit baz dengesinin korunmasinda ¢ok 6nemlidir. Distal
tiibiiliin ilk kisimlar1 suya gegirgen degilken (ADH’a cevapsiz), son kisim ve kortikal
toplayici kanallarda ADH etkisi goriiliir ve ADH duyarli su emilimi gercgeklesir.
Ancak ADH yoklugunda bu kisim suya gecirgen degildir. Bu segmentte ayrica
bikarbonat, kalsiyum ve magnezyum geri emilimi de ger¢eklesmektedir (9, 12).

Distal kivrintilili tiibiiller kortekste izledikleri yol boyunca kendi nefronlarina
ait renal cisimcigin damar kutbuna degerler. Bu degme noktasinda afferent arteriyol
ve distal tiibiil modifiye olur (9). Distal kivrintili tiiblil hiicreleri bu bdlgede
prizmatik hale doniisiirerek genellikle diger distal tiibiil hiicrelerinden daha dar ve
uzun olarak gozlenirler. Hiicrelerin ¢ekirdekleride bir araya toplanarak adeta biri
digerinin iizerine yerlesmis gibi bir goriiniim almistir. Mikroskobik preparatlarda
hiicre ¢ekirdeklerinin yakin yerlesimi yliziinden daha koyu goriinen bu distal tiibiil
segmentine makula densa ad1 verilir (1, 8, 9, 11).

Elektron mikroskobu diizeyinde makula densa hiicrelerinde organellerin daha

az oldugu ve diger distal tiibiil hiicrelerinden farkli olarak golgi kompleksinin bazale
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yakin yerlestigi gbézlenmistir. Ayrica mitokondriyonlar da bazal yerlesimli degil,
sitoplazmaya dagilmis bir halde bulunmaktadirlar (8—10). Makula densa nefron
fonksiyonunun kontroliinde énemli rol oynar (13). Ayn1 bolgede afferent (nadiren
efferent) arteriyoliin tunika mediasindaki diiz kas hiicreleri de modifiye olmustur.
Normal diiz kas hiicrelerinin ¢ekirdeklerinden farkli olarak yuvarlak ¢ekirdeklere ve
sitoplazmalarinda Periodik Asit-Schiff (PAS) teknigi ile boyanabilen 6zel graniillere
sahiptirler. Bu hiicrelere jukstaglomeriiler hiicreler adi verilmektedir (1, 8, 9, 11).
Jukstaglomeriiler hiicreler renin sentezler, depolar ve serbest birakirlar. Makula
densa henle kulpunun kalin ¢ikan kolundan gelen idrardaki NaCl igerigini
algiladiktan sonra renin salinimini gergeklestirir. NaCl’iin makula densa’ya aktarimi
azaldiginda renin salinimi artar. Tersine NaCl arttifinda, renin salinimi azalir.
Makula densa, jukstaglomeriiler hiicreler ve ekstraglomeriiler mezangiyal hiicreler
(lacis hiicreleri ya da polkissen ) birlikte kiiciik bir endokrin yap1 gorevine sahip olan
jukstaglomeriiler aygiti olustururlar. Ekstraglomeriiler mezangiyal hiicreler
birbirlerine ve jukstaglomeriiler hiicrelere gap junctionlarla baglanmislardir (10).

Her iki bobregin tiim nefronlarindan birim zamanda gegen plazmadan {iretilen
glomertler filtrat miktar1 glomertiler filtrasyon degeri (GFD) olarak bilinir. Bu deger
normalde yaklagik olarak 120—125 ml/dk’dir (12). Arteriyel kan basincinda belirgin
degisikliklere karsin bobrek ici feedback mekanizmalar normalde bobrek kan akimini
ve GFD’yi oldukga sabit tutarlar. Ornegin kan basincinda 75 mmHg’ya kadar kadar
varan diisme ve 160 mmHg’ye kadar yiikselmeler GFD’de sadece yiizde bir- iki
kadar bir degisiklik yapar. Bobrek kan akimi ve GFD’indeki bu gorece sabitlik
otoregiilasyon olarak adlandirilir (13). Jukstaglomeriiler aygit, renal kan akisi ve
glomeriiler siizmenin otoregiilasyonu ile ilgili tiibiiloglomeriiler geri besleme

(feedback) mekanizmasinin  bilesenlerinden  biridir.  Diger bilesen ise
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jukstaglomeriiler hiicreleri uyaran sempatik (adrenerjik) sinir lifleridir. Renin
salinimi adrenerjik sinir liflerinden salinan norepinefrin ve dopaminle artirilir (10).

3.1.3.5 Toplayici tiibiil ve kanallar

Distal kivrintili tiibiillerden gegen idrar, birbirlerine baglanarak daha biiytik
diiz toplayict kanallar1 olusturan toplayici tiibiillere bosalir. Bu kanallar Bellini
papiller kanallar1 adin1 alir ve piramidlerin uglarina dogru giderek genisler. Kiiclik
toplayici tiibiiller kiibik epitelle doselidir ve ¢ap1 ortalama 40 pum’dir. Bu tiibiiller
medullanin derinliklerine dogru indik¢e hiicrelerinin boyu uzar ve prizmatik olurlar.
Isik mikroskobu ile bakildiginda toplayici tiibiil ve kanal hiicrelerinin hiicrelerarasi
sinirlar1 net olarak secilebilir, ¢linkii bitisik hiicreler arasinda lateral kenetlenmeler
bulunmamaktadir. Piramitlerin ucuna yakin boéliimlerde toplayici kanalin ¢ap1 200
um’dir (9). Bellini papiller kanallar1 bobrek papillasinin tepesinde sonlanir. Papilla
yiizeyinde bu kanallarin agildigi c¢ok sayidaki delikler papilla ylizeyine elek
biciminde bir goriinim verdigi i¢in bu bdlgeye “area cribrosa” adi verilmektedir
(11). Toplayicr tiibiiller esas hiicreler ve interkalat hiicreler olmak {izere iki farkh
hiicre tipi icerirler. Esas hiicreler soluk, acik renkli boyanan, interkalat hiicreler ise
koyu boyanan hiicrelerdir. Esas hiicreler, az sayida mitokondriyon igerirler ve
bazolateral ylizeyleri az sayida katlantilara sahiptir. Sodyum ve suyu geri emerler,
Na/K-ATPaz pompasina bagimli durumdaki potasyumu salgilarlar. Interkalat
hiicrelerin  mitokondriyonlar1  yogundur ve asit baz dengesinin Onemli
diizenleyicileridir. Ayn1 zamanda potasyumu da geri emer ve hidrojen salgilarlar
(10). Medullada gerceklestirilen idrar yogunlastirma isleminde en Onemli roli

toplayici kanallar oynamaktadir (9).
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3.1.3.6 Bobrek interstisyumu

Nefronlar, kanallar, kan ve lenf damarlarini ¢evreleyen bobrek parenkiminin
bag dokusuna interstisyel doku adi verilmektedir. Bu doku miktar1 korteksten
medullanin i¢ taraflar1 ve papillaya dogru gidildik¢e artmaktadir. Kortekste baslica
iki hiicre tipi ayirtedilmektedir. Fibroblastlara benzeyen ve komsu peritiibiiler
kapillerler ile tiibiillerin bazal membrani arasinda bulunan birinci tip hiicreler
interstisyumun ekstrasellular matriksinin glikozaminoglikan bilesenleri ve kollajeni
sentezler. Ikinci tip hiicreler ise daha az sayida bulunan makrofaj tipi hiicrelerdir.
Medulladaki baslica interstisyel hiicreler ise miyofibroblastlara benzeyen,
sitoplazmalarinda aktin filamantlar1 bulunan hiicrelerdir. Iyi gelismis bir golgi
kompleksi, lizozomlar ve bol graniilli endoplazmik retikulum igerirler.
Sitoplazmalarindaki lipit damlaciklar1 diiiretik durumla iliskili olarak artmakta veya
azalmaktadir. Bazi deneysel bulgular bu hiicrelerin kan basincini azaltan hormon
benzeri bir madde salgiliyabileceklerini 6nermesine ragmen bugiine kadar boyle bir
madde izole veya karekterize edilememistir. Ayrica prostosiklin  ve
prostoglandinlerin de interstisyumdan sentezlenebildigi bildirilmektedir (1).

3.1.3.7 Bobregin kan dolasimi

Bobregin temel gorevi, inen aortadan dallanan bobrek arterlerinden saglanan
kan1 siizmektir. Bobrekler dakikada kalp debisinin % 20’si kadarin1 alir ve dakikada
kanin 1,25 litresi kadarmmi siizer. Viicudun tiim kani her bes dakikada bir
bobreklerden geger. Kalp debisinin % 90’1 bobrek korteksine; kanin % 10°u ise
medullaya gider. Dakikada yaklasik olarak 125 ml filtrat {retilir fakat bu miktarin
124 ml’si geri emilir. 24 saatte 180 litre ultrafiltrat sivisi iiretilir ve idrar tasiyici
tiibiillerin icerisinden nakledilir. Bu miktarin 178,5 litresi tiibiiler hiicrelerce tekrar

alinarak kan dolasimina geri donerken sadece 1,5 litre kadari idrar olarak atilir (10).
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Her bobrek kani aorta abdominalisin dali olan renal arterden alir. Renal arter
organa girmeden Once genellikle iki dala ayrilir. Bu dallarin biri pelvis renalisin
oniinden, digeri arkasindan gecerek tekrar dallanir. Bu biiyiilk segmental arterler
arasinda anastomozlar yoktur. Bu arterler tekrar dallanirlar, bu dallardan renal
piramitlerin kenarlar1 boyunca medullay1 gecen bircok interlobar arterler olusurlar.
Korteks medulla kavsaginda, interlobar arterler arkuat arterleri meydana getirmek
i¢cin sag taraflarindan birgok dal verirler ve dikey yollarim1 yatay yonde degistirerek
kortikomediiller sinir boyunca akarlar. Arkuat arterlerden dik agilarla dallanan
interlobiilar arterler ise bobrek kapsiiliine dik sekilde korteks iginde ilerlerler.
Interlobiilar arterler arasinda hi¢ anastomoz bulunmaz. Bu, renal patolojide arteriyel
tikanma sonucu ortaya ¢ikan fokal nekrozu anlamada oOnemli bir kavramdir.
Interlobiilar arterlerden, glomeriil kapilerlerine kan tastyan c¢ok kiiciik dallar ayrilir.
Her bir dal bir glomerulusa girerek afferent arteriyolii olusturur. Afferent arteriyol,
glomertl icinde dallanarak kapillerlere ayrilir. Bu kapillerler sonra tekrar birleserek
efferent arteriyolii olusturur ve glomeriilden ¢ikar (1, 8-11). Bobrek cisimciginin
yerlesimine bagli olarak efferent glomeriiler arteriyol iki farkli kapiller ag olusturur.
Bunlardan birincisi yiizeyel {irinifer (idrar tasiyan) tiibiillerin korteksdeki parcalarini
cevreleyen ve stellat (yildizs1) vene bosalan peritiibiiler kapiller agdir. ikincisi ise
vaza rekta (diiz damarlar) dir. Korteks medulla kavsagina yakin olarak yerlesik
efferent arteriyollerin ¢ok sayida dallanmasi ile sekillenen vaza rektanin inen
(arteriyal) bilesenleri, iirinifer tiibiillerin medulla kisimlarina paralel olarak, geriye
dogru kivrilarak medullaya dogru uzanir ve korteks medulla kavsagina ¢ikan (venoz)
damarlar olarak geri déner (10). inen damar siirekli tip kapiller 6zelligi gdsterirken,
c¢ikan damarin endoteli pencerelidir. Glomeriilden siiziilen kani tagiyan bu damarlar

medullanin  beslenmesini ve oksijenlenmesini saglarlar. Kangal bi¢iminde
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yapilanmiglardir. Dis korteksteki ve bobrek kapsiiliindeki kapillerler, yildizs1 venleri
olusturmak iizere birlesirler. Venler de arterlerle ayni yolu izler ve ayni isimleri
alirlar. Kan, interlobular venlerden arkuat venlere, oradan da interlobar venlere akar.
Interlobar venler birleserek renal veni olustururlar. Renal ven ise vena cava inferiora
acilir (9).

3.1.3.8 Bobregin lenfatik damar ve sinirleri

Bobregin lenfatik damarlanmasi biitiinliyle anlagilamamistir. Bobreklerin iki
ana lenf damar ag1 igerdigi bilinmektedir. Bu lenfatik damar aglar1 rutin histolojik
kesitlerde gézlenemeyen ancak deneysel metodlarla gosterilebilen yapilardir. Bir¢ok
arastirmaciya gore bobregin lenfatikleri sirasiyla subkapsiiler bolgede ve medullada
olmak tizere yiizeyel ve derin olarak lokalize olmuslardir. Lenfatik damarlarin ¢cogu
bobrek damarlarina eslik ederler ve hilusdaki lenf pleksuslarina direne olarak bobregi
terk ederler. Bobrek lenf sivisin1 vena cava ve abdominal aorta ¢evresindeki lenf
diigtimleri toplar.

Baslica ¢oliyak ve aort gangliyonlarindan kaynaklanan ¢ogu sempatik birgok
otonom sinir lifleri bobrek arterlerine eslik eden bobrek pleksusunu olustururlar. Bu
aksonlar damar diiz kaslarinda kontraksiyona sebep olarak gerektiginde damarlarda
vazokonstriiksiyon yaparlar. Bobrekte muhtemelen nervus vagus’dan gelen duysal ve
parasempatik lifler de tanimlanmistir (1, 11).

3.1.4 Bobrek Histofizyolojisi

Bobrekler en dnemli gorevlerini plazmayi filtre ederek ve filtrattan viicudun
ihtiyacina gore maddeleri degisik hizda uzaklastirarak yaparlar. Gerekli maddeleri
kana geri dondiiriirken, istenmeyenleri idrarla itrah ederek filtrattan ve dolayisiyla
kandan uzaklastirirlar. Bobreklerin esas gorevi idrar olusumunu saglamak olmakla

birlikte bunun disinda da bir¢ok fonksiyonlar1 vardir. Bunlar;
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Viicut s1v1 ve elektrolit dengesinin korunmasi,

Metabolik artik trlinlerin atilima,

Ekstraselliiler s1vi hacmi ve kan basincinin hormonal diizenlenmesi,

Metabolik etki (glukoneogenez, lipid metabolizmasi),

Asit baz dengesinin diizenlenmesi,

Hormon iiretimi ve metabolizmasina katki (eritropoetin, Vit-D3, renin ) veya
bazi hormonlarin yikimi (insiilin, glukagon, parathormon, biiyiime hormonu) (12,
13). Bobrekte idrar olusumunda temelde {ic mekanizma etkilidir:

1- Glomeriiler fitrasyon,

2- Tiibiiler reabsorbsiyon,

3- Tibiiler sekresyon.

Idrar olusumundaki ilk temel mekanizma glomeriiler filtrasyondur. Filtrasyon
kan plazmasi ultrafiltratinin olustugu glomeriilde ger¢eklesmektedir (8, 12, 13).
Glomeriil kapillerlerinin, viicutta bulunan diger kapillerlerden iki 6énemli farki vardir.
Birincisi ve en Onemlisi, iki arteriyel yatak arasinda yer almalaridir. Glomertil
kapillerlerinin iki arteriyol arasinda bulunmalarindan Gtiirii olusan glomeriil ici
yiiksek basing, sivinin Bowman kapsiilii i¢ine filtre olmasina sebep olur. Bu kapiller
igindeki kanin hidrostatik basinci (60 mmHg kadar), baska kapillerlerdeki hidrostatik
basingtan daha yiiksektir. Ikinci 6zellik, bobregin siiziicii membraninin yapisina bagl
olarak ge¢irgenlik, diger kapiller damarlardan daha fazladir. Bununla birlikte,
kapiller endoteli ile podositin birlikte olusturduklar1 morfolojik yap1 kan hiicrelerinin
ve proteinlerin disar1 ¢ikmasin1  Onlemektedir. Glomeriiler filtrasyon islemi
izoozmotiktir. Yani glomeriiler filtrat yaklasik olarak plazma ile aynm1 kompozisyona
sahiptir. Tek fark glomeriiler filtratin protein igeriginin plazmaya oranla ¢ok diigiik

olmasidir. Bu da makromolekiillerin glomeriil duvarini normal sartlar altinda
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gecememesinden kaynaklanir. Glomertiler kapillerler, epitel hiicreleri ile ortiilmiistiir
ve tiim glomeriil Bowman kapsiilii ile sarilmistir. Glomeriiler kapillerden filtre olan
sivi, Bowman kapsiilii igerisine ve sonra da proksimal tiibiil icerisine akar. Sivi,
proksimal tiibiilden bobrek medullasinin derinliklerine dogru inen henle kulpuna,
henle kulpunun ¢ikan kalin kolunun sonunda nefron fonksiyonunun kontroliinde
onemli bir rolii olan makula densaya ulasir. Boylelikle distal tiibiile ulasmis olan sivi
oradan birlestirici tiibiil araciligiyla kortikal toplayici tiibiile ve kortikal toplayici
kanala ulasir. 8-10 adet kortikal toplayici kanalin baslangic kismi birleserek
medullada seyreden mediiller toplayici kanali olustururlar. Toplayict kanallar
birleserek giderek daha genisleyen kanallar1 olusturup sonunda papillanin tepesi
araciligiyla bobrek pelvisine bosalirlar. Her bobrekte, her biri 4000 nefrondan idrar
toplayan 250 kadar genis toplayict kanal vardir (9, 12, 13). Toplayict kanallarin
epiteli arka hipofizden salgilanan ADH duyarlidir. ADH varlifinda toplayici
tiibiillere ulasan % 10 diizeyindeki glomertiler filtratin biiyiik kism1 geri emilirken (%
9,5) geriye kalan % 0,5 lik kisim atilir ve idrar1 olusturur. Su alimi1 azaldiginda,
ADH salgilanir ve toplayict kanallarin epiteli suya gecirgen hale gelir. Boylece su
glomertler filtrattan geri emilip kan kapilerlerine aktarilir ve sonugta viicut icerisinde
kalmis olur (9, 10, 12). Bobrekler biiyiik hacimde sulandirilmis idrar1 veya kiiciik
hacimde konsantre idrari, sodyum ve potasyum gibi erimis maddelerin idrarla atilma
hizinda biiylik degisiklikler yapmaksizin atabilirler. Su atilmasinin erimis madde
atilmasindan bagimsiz diizenlenme yeteneginin, dzellikle sivi aliminin sinirl oldugu
durumlarda yagamin siirdiiriilebilmesi agisindan biiyiik 6nemi vardir (13).

Bobrekler arter basincini ekstraselliiler sivi hacmi degisiklikleri ile kontrol
etme disinda ¢ok giiclii baska bir basing kontrol mekanizmasina da sahiptirler. Bu

renin anjiyotensin sistemidir. Jukstaglomeriiler hiicrelerde sentezlenen protein
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yapisinda bir enzim olan renin salinimi1 baslica; hipotansiyon gibi nedenlerle bébrek
perfiizyonu diistiiglinde, makula densaya ulasan sodyum miktar1 azaldiginda ve
sempatik aktivite artisinda artmaktadir. Renin, anjiyotensinojeni anjiyotensin I’e
cevirir. Akciger damarlarinin endotelinde bulunan anjiyotensin doniistiiriici enzim
ise anjiyotensin I’1 anjiyotensin II’ye ¢evirir. Olduke¢a gii¢lii bir vazokonstriktér olan
anjiyotensin II, dolagimda kaldig1 siire igerisinde kan basincini iki ayr1 nedenle
arttirir. Bunlardan birincisi hizla olusan vazokonstriksiyon, ikincisi ise bobreklerden
su ve tuz atitlimimi azaltmasi yani su ve tuz tutulumudur. Bébreklerden su ve tuz
attlmininin azaltilmasi saatler ve glinler igerisinde arter basincinin yiikselmesine
neden olur. Anjiyotensin bobreklerden su ve tuz tutulumunu ise baslica iki
mekanizma araciligiyla saglamaktadir. Birincisi direk bobrek {izerine etki
gostermesi ikincisi ise anjiyotensinin siirrenal kortekste bulunan zona glomeriiloza
hiicrelerinden aldosteron salgisini arttirmasi araciligiyladir. Aldosteronun da en
onemli fonksiyonlarindan biri bdbrek tiibiillerinden sodyum geri emilimini
arttirmasidir (12, 13).

Glomeriillerden filtre edilen siv1 (150- 180 1t/giin), tiibiillerden gecerken su
iceriginin % 99’u ve soliit igeriginin de8isen miktarlar1 vaskiiler sisteme geri
emilirken, az sayidaki bazi1 maddelerde tiibiiller igerisine sekrete edilir. Bu islemler
sonunda giinde ortalama 1- 1,5 It idrar olusur. Renal cisimcikte olusan glomeriiler
filtrat, absorbsiyon ve ekskresyonun basladig1 yer olan proksimal kivrintili tiibtillere
gecer. Proksimal kivrintili tiibiiller filtrattaki glukoz ve aminoasitlerin tiimiinii, suyun
ve sodyum kloriiriin % 85’ini ve ayrica fosfat ve kalsiyumu emer. Glukoz,
aminoasidler ve sodyum, proksimal tiibiil hiicrelerinin bazolateral membranlari
tizerinde bulunan Na/K—-ATPaz etkinligine bagli olarak emilirler. Su ise ozmotik

gradyani izleyerek pasif olarak emilir. Katekolaminler, anjiotensin II, paratiroid
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hormon ve insiilin sodyum ve su geri emilimini arttirirken, atrial natritiretik faktor
azaltir. Filtratta az miktarda bulunan proteinin emilimi pinositozla gerceklesir.
Bikarbonat geri emiliminin % 85 -90 ‘1 proksimal tiibiilde olmaktadir. Biitiin bu
etkinliklere ek olarak proksimal kivrintili tiibiiller kreatinin gibi maddeleri ayrica
para-aminohippurik asit, penisilin ve iodopyracet gibi viicuda yabanci olan maddeleri
idrara salgilamaktadir. Bu olay tiibiiler sekresyon olarak tanimlanan aktif bir
islemdir. Bu maddelerin sekresyon hizinin belirlenmesi bobrek islevlerinin klinik
acidan degerlendirilmesine yarar (9, 10, 12).

Proksimal tiibiillerden glukozun tekrar kana alinmasi, tiibiil hiicrelerindeki
0zel bir tagima sistemi ile olur. Glukoz ve sodyum, tiiblil hiicresi membraninda
bulunan tasiyici bir molekiile baglanarak hiicre icerisine beraber tasinirlar. Glukoz
buradan hiicrelerarasi siviya daha sonrada kana gecer. Filtre olan glukozun hepsi
proksimal tiibiilden geri emildiginden normal kosullarda idrarda Olgtilebilir glukoz
goriilmez. Fakat filtre olan ytiik tiibiiliin glukoz emebilme kapasitesini astig1 zaman
idrarla glukoz atilir. Tibiiler yiik 220 mg/dakikanin {izerine ¢iktiginda az miktarda
glukoz idrarda goriilmeye baslar ve bu noktaya glukoz i¢in esik deger denilmektedir.
Normal bir bireyin plazma glukoz degeri asla idrarda glukoz atilmasina yetecek
yiikseklikte degildir. Oysa kontrolsiiz diabetes mellitus (DM)’da plazma glukoz
degeri filtre olan glukozun maksimal tasinma kapasitesini agmaya yetecek ve idrarda
glukoz atilmasina neden olacak kadar yiikselebilir.

Bobreklerin metabolik etkilerinden olan glukoneogenez 6zellikle uzun siireli
aclik sirasinda ¢ok onem kazanmaktadir. Uzun siireli aglik esnasinda bdbreklerin
kana glukoz ilave etme kapasitesi karacigerinki ile yarisir. Boyle durumlarda
aminoasitlerden ve diger onciillerden glukoneogenez yoluyla glukoz sentezlendigi

bilinmektedir (13).
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3.2 Diabetes Mellitus

3.2.1 Diabetes Mellitus’un Tanim ve Siniflandirilmasi

DM, karbonhidrat, protein ve yag metabolizmasinin kronik bir hastalig1 olup,
hatali glukoz kullanimina yol agan, defektif ya da eksik insiilin salgis1 ile karekterize
bir hastaliktir. Bu durum hiperglisemi ile sonuglanir (14). Insanlarin fiziksel
aktivitelerinin azalmasi ve obezitenin artmasi ile DM insidans1 ve prevalansinda
ciddi anlamda bir artis olmustur (15). Diinya Saglik Orgiitii tarafindan yapilan
caligmalarda, 1985 yilinda 30 milyon, 1995 yilinda 135 milyon, 2000 yilinda 177
milyon insanda DM goriildigi ve 2025 * 1i yillarda bu saymin 300 milyon civarinda
olabilecegi hesaplanmistir. DM ‘a bagh dliimlerin sayisinin 800.000 den fazla oldugu
tahmin edilmektedir (16).

Son yillardaki gelismeler DM’un simiflanmasinda yeni diizenlemelerin
gerekliligini ortaya koymustur. Bundan dolayr 1995 yilinda Amerikan Diabet
Cemiyetinin destekleriyle kurulan ve calismaya baslayan International Expert
Committe, 1980’li yillardan beri yapilan biitiin ¢alismalar1 incelemis ve yeniden
degerlendirerek DM’un smiflamasin1 gozden gegirmistir. International Expert
Committe’nin 6nerdigi DM’ un etyolojik siniflamasi su sekildedir (17);

1. Tip 1 DM

A. Otoimmiin,
B. idiyopatik.
2. Tip 2 DM
Belirgin insiilin direnci ile birlikte goreceli insiilin eksikligi ve belirgin
insiilin salgilanma bozuklugu ile birlikte goreceli insiilin direnci arasinda degisebilir.

3. Gestasyonel DM
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4. Diger spesifik tipler

A.

B.

Beta hiicre fonksiyonunun genetik defektleri,

Insiilin etkisindeki genetik defektler,

Ekzokrin pankreas hastaliklar1 (pankreatit, travma, neoplazi, kistik
fibrozis, hemokromatozis.),

Endokrin hastaliklar (akromegali, cushing sendromu, glukagonoma,
hipertiroidizm, somatostatinoma.),

[lag veya kimyasal maddelerin indiikledigi (vacor, pentamidin,
nikotinik asit, glukokortikoid, tiroid hormonlari, dilantin, diazoksid.),
Enfeksiyonlar (konjenital rubella, sitomegalovirus.),

Otoimmiiniteye bagli nadir diabet formlari,

Diabetle birlikte olan diger genetik sendromlar ( Down sendromu,

Klinefelter sendromu, Turner sendromu, Prader-Willi sendromu ).

DM, metabolik anormalliklerin goriildiigii, gelisen ve sanayilesen iilkelerde

morbidite ve mortaliteye neden olan bir hastaliktir (18). DM‘un uzun donem

komplikasyonlarinin neden oldugu morbidite ve mortalite; kapiller bazal membran

kalinlagmasiyla birlikte olan mikrovaskiiler hastalik, hizlanmig arteriol sklerozu ile

birlikte goriilen makrovaskiiler hastalik, somatik ve otonom sinir sisteminin ikisini de

iceren noropati, kas zayifligi ile birlikte goriilen noromiiskiiler disfonksiyon ve

enfeksiyonlara direncin azalmasi ile karekterizedir. Boyle kronik komplikasyonlar

g0z, bobrek, kalp, sinir ve kan damarlarini etkilerler (19).
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3.2.2. Diabetes Mellitus’un Komplikasyonlari
DM, akut ve kronik komplikasyonlarla seyreder. Bu komplikasyonlar
sunlardir (20);
1- Akut Komplikasyonlar
A. Diyabetik ketoasidoz komasi,
B. Hiperosmolar nonketotik koma,
C. Hipoglisemi,
D. Laktik asidoz komasi.
2- Kronik Komplikasyonlar
I- Mikrovaskiiler
A. Diyabetik retinopati,
B. Diyabetik nefropati,
C. Diyabetik ndropati.
II- Makrovaskiiler
A. Koroner arter hastaligi,
B. Periferik damar hastaligi,
C. Serebrovaskiiler hastalik,
D. Digerleri (gastrointestinal, genitoliriner, dermatolojik, enfeksiyon,

katarakt, glukoma ).

3.2.3 Diyabetik Nefropati

Bir grup diyabetik hasta bdbreginde, etyopatogenezi agiklikla
cozlimlenememis mekanizmalardan kaynaklanan, klinikte degisik karekterde
proteiniiri (albliminiiri), arteriyel hipertansiyon, yumusak ve yaygin ddemler ve

zamanla bobrek yetersizligi ile sonuclanan glomeriilotiibiiler lezyonlarin biitlinline
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diyabetik nefropati ismi verilmistir. Isik mikroskobu diizeyinde, kabaca; bazal
membran kalinlagsmasi, glomeriillerde mezangium (kapiller yumagi destekleyen
hiicre ve matriks) artis1, santral mezangiumda PAS ile boyanan nodiiler lezyonlarla
(nodiiler glomertiloskleroz) tanimlanan “Kimmelstiel-Wilson bobregi” bu
sendromun patognomonik tablosunu olusturmaktadir (21).

Tip 1 DM ve Tip 2 DM’nin rolatif olarak en sik goriilen mikrovaskiiler
komplikasyonu diyabetik nefropatidir. Diyabetik nefropati, diyabete bagli mortalite
ve morbiditenin en 6nde gelen nedenidir. Gelismis iilkelerde her yil ilk kez renal
replasman tedavisine baslayan hastalarin iigte birinde tan1 diyabetik nefropatidir.
Yine bu iilkelerde son donem bobrek yetmezligi (SDBY) nedeniyle ilk kez diyalize
giren hastalarin yaklasik % 50’sinde etyoloji DM dir (22).

Diyabetik nefropati insiiline bagimli diyabetik hastalarin 1/3 ‘linde ortaya
cikar ve kronik diyaliz ve transplantasyon gerektiren son donem bobrek hastaligina
tek basina neden olur. Diyabetik nefropatinin patofizyolojisi iyi tanimlanamamustir
(23). Fakat yapilan ¢alismalarda bazi basliklar altinda, etkili olan mekanizmalarin
incelenmesi diyabetik nefropati patogenezinin anlasilmasina yardimci olmaktadir.
Diyabetik nefropatinin patogenezine etkili olan faktorler asagidaki basliklar altinda
incelenmektedir (21);

A. Hemodinami: Hemodinamik degisimler ve glomeriil i¢i basing artisi,
bliylime hormonu (GH) ve insiilin benzeri biiylime faktorii (IGF-1),
eikosanoidler, bradikinin, renin-anjiyotensin sistemi, endotelin—1 ve
reseptori, nitrik oksit ve nitrik oksit sentaz, atrial natritiretik peptid ve
sodyum-hidrojen ters akimu.

B. Hiperglisemi: Glukoz toksisitesi ve ileri glikasyon son iiriinleri (IGSU)

ve reseptorleri, poliol yolu-aldoz rediiktaz, glomeriiler glikozaminoglikan
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ve heparan stilfat icerigi, bliylime faktorleri, protein kinaz C aktivitesi,
sitokinler ve kemokinler.

C. Hiicre ve Molekiiler Yapr Degisiklikleri: Nefrin ve glomeriilopati
iliskisi, renal elastin-elastaz sistemi, albliminiiri olusmasinda tiibiiler
mekanizma (cubilin ve megalin), mononiikleer hiicrelerin glomeriiler ve
peritiibiiller  kapiller endotel hiicrelerinde birikimi ve adezyon
molekiillerinin rolii, galectin.

D. Dislipidemi

E. insiilin Direnci

F. Bobrek ici Pihtilasma ve Fibrinoliz Defektleri

G. Metilentetrahidrofolat Rediiktaz

GH, etkilerinin ¢ogunu, somatomedinler veya insiilin benzeri biiylime
faktorleri olarak da adlandirilan araci maddeler yoluyla gerceklestirir (13). Yapilan
caligmalarda IGF-1’in sadece glomeriiler hemodinami iizerine degil, diyabetik
nefropatinin  patognomonik bulgularinin  basinda gelen mezangial hiicre
hipertrofisinde de rol aldigi gdsterilmistir (21). Ilk kez kardiyovaskiiler alanda
calisma yapan Japon bilim adamlar1 tarafindan midede kesfedilen ve GH salgilatici

aktiviteye sahip olan ghrelinin, IGF-I ile de iligkili oldugu goriilmiistiir (24, 25).
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3.3 Ghrelin

Oreksijenik hormon olarak da bilinen ghrelin; insan ve hayvanlarda
beslenmeyi stimule eder ve GH salgilatir. Bitkilerin parenkima hiicreleri de dahil
olmak iizere pek ¢ok dokudan salgilanir (26). Giiniimiizde, ghrelin homologlarinin
baliklarda, kuslarda ve bircok memelide bulundugu belirlenmistir (27). Ghrelin, 1999
yilinda Kojima ve arkadaglar1 tarafindan midede endojen bir ligant olarak kesfedilen,
peptid yapida bir hormondur (28). Ghrelin baslica mide mukozasinda yer alan
endokrin fonksiyonlara sahip X/A hiicreleri tarafindan {retilmektedir (29). 28
aminoasit igeren ghrelinin 3. serin yan zinciri n-oktaonik asit igerir ve 3. serin yan
zincirinin n-oktaonik asit ile agillenmesi, ghrelinin biyolojik aktivitesi agisindan
onemlidir (24, 30, 31, 32). Ghrelin mide dokusundan baska insanda, bagirsak, yanak
mukozasi, 6zefagus, hipofiz, tiroid, lenf diiglimii, lenfositler, akciger, karaciger, safra
kesesi, pankreas, kalp, dalak, testis, prostat, ovaryum, tuba uterina ve plasenta
dokularinda da bulunmaktadir. Cerrahi, endoskopi ve otopsi yoluyla elde edilen,
insana ait tiim bu doku oOrneklerinde ghrelin mRNA’sinin mevcut oldugu tespit
edilmistir (33). Ghrelinin, hem insan hem de kemiricilerde hipotalamus, hipofiz,
karaciger, pankreas, bobrek, testis, ovaryum ve plasentada bulundugu da rapor
edilmistir (34, 35).

Gecmiste GH sekresyonunun; biiyiime hormonu serbestlestirici hormon
(GHRH) ve somatostatin olmak iizere baslica iki peptid tarafindan kontrol edildigi
diisiiniilmekteydi (32, 36). GHRH, 44 aminoasitten olusan ve GH sentez ve
salimimini stimule eden hipotalamik bir peptittir. Somatostatin ise 14 aminoasitten
olusan GH sentezini inhibe eden, hipotalamusta sentezlenen peptid yapida bir

hormondur (13). Kesfinden sonra bunlara sican midesinde iiretilen ghrelin de
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eklenmistir (37). Ghrelinin, GHRH salinimimi arttirdigi (38) ancak pankreatik
somatostatin salinimini ise azalttig1 bildirilmistir (39).

Immiinohistokimya yontemleri kullanilarak, somatostatin immiinreaktif
hiicrelerin, ghrelin immiinreaktif hiicrelerle temasta oldugu gosterilmistir. Ayni
sekilde ghrelin ve somatostatin arasinda morfolojik bir iliski oldugu tespit edilmistir.
Somatostatinin tek doz intravendz (i.v) enjeksiyonu sicanlarda plazma ghrelin
konsantrasyonunu azalmaktadir (40).

1976 yilinda Bowers ve arkadaslar1 tarafindan met-enkefalin opiyati olan
sentetik bir peptid analogu bulunmustur. In vitro sartlarda GH salinimina neden olan
bu madde biiyiime hormonu salgilatict (GHS) olarak isimlendirilmistir (41, 42). Met-
enkefalin derivesi, biiylime hormonu serbestletici peptid (GHRP)’in dogal olmayan
ilk molekiiliidiir (24). Met-enkefalinin 6n hipofizden invitro GH salinimini stimiile
etmesinin kesfi GHS denilen kiiciik sentetik peptidil ve nonpeptidil molekiillerin
gelismesine neden olmustur (24, 32, 43). 1996’da GHRH reseptoriinden farkhi
olarak, GHS reseptorii (GHS-R) tanimlanmistir. GHS 1in GHS-R iizerinden etki ettigi
gosterilmis bu da GH sekresyonunda tamamen yeni bir mekanizmayi olusturmustur
(44). GHS-R’nin bulunusundan ii¢ yil sonra ise, bu endojen ligand tanimlanarak,
insanlarda ve hayvanlardaki giicli GH salgilatici etkisinden dolayi, Hint-Avrupa
dilleri ailesinde biiyiime anlamina gelen “grow” kelimesinin kokii olan “ghre” ile
salgilama anlamima gelen “relin” sozcligli birlestirilerek “ghrelin” adi verilmistir
(28).

3.3.1 Ghrelin ve GHS-R Dagilimi

Ghrelinin biyolojik etkileri cogunlukla hiicre ylizey reseptorii olarak
adlandirilan GHS-R ile etkilesim yoluyla gerceklesir (44). GHS-R geni olmayan

farelerde ghrelin enjeksiyonu sonucunda GH salinimi veya istah indiiklenmesi cevabi

32



goriilmez. Bu da ghrelinin neden GHS-R yoluyla etki ettiginin diisiiniildigiinii ve
GHS-R’ye ghrelin reseptorii adinin verilme sebebini aciklamaktadir (45). Ghrelin
kesfedilene kadar, ghrelinin GHS-R’nin endojen ligand1 oldugu bilinmemekteydi.
Hipofizden GH salmiminin hipotalamik GHRH ile stimule oldugu
bilinmesine ragmen, eksojen GHS’in farkli bir yolla GH salinimini indikledigi
diisiiniilmektedir. GHRH ikincil bir mesenger gorevi goren intraseliiller cAMP’yi
arttirmak i¢in GHRH reseptorii iizerine etki eder, zit olarak GHS ise inositol 1, 4, 5
trifosfat sinyal yoluyla intraselliiler kalsiyum konsantrasyonunu arttiran farkli bir
reseptor tizerinden etki eder (35, 43). GHS-R’nin aktivasyonu, protein kinaz C
sisteminin aktivasyonu ve intraselliiler kalsiyum konsantrasyonunun yiikselmesi
araciligiyla gerceklesmektedir (46). GHS-R’ye baglanan ligand, fosfolipaz C’yi
plazma membraninda bulunan fosfatidilinozitol 4,5 bifosfati diagilgliserol ve
inozitoltrifosfat1  olusturmak iizere hidrolize etmesi i¢in aktive eder.
Inozitoltrifosfatin GH sekretuar graniillerini, plazma membranina yapistirarak GH
salinimina yardimer oldugu da ileri siirtilmektedir. Mesaj sistemin diger kolu plazma
membranindaki protein kinaz C’yi aktive eden diagilgiserol’ii igerir. Protein kinaz C,
tirozin fosforilasyonuyla potasyum kanalin1 inhibe ederek depolarizasyona, daha
sonra da voltaja bagl L- tipi kalsiyum kanallarinin ag¢ilmasina neden olur (47).
GHS-R, G protein bagli reseptor ailesinin bir iiyesidir (48). GHS-R geni
3926.2. kromozomu iizerinde lokalize olmustur (24, 49). GHS-R’nin bilinen iki tane
formu vardir. Bunlar; GHS reseptor tip la (GHS-R 1a) ve GHS reseptor tip 1b
(GHS-R 1Db) dir. (24, 44, 49). GHS-R 1a fonksiyonel reseptor olup, 7 transmembran
bolgelidir. GHS-R 1b ise 5 transmembran bolgeli olup, biyolojik olarak inaktiftir (44,
48, 50). GHS-R 1la 366 aminoasitten, GHS-R 1b ise 289 aminoasitten meydana

gelmistir (49). Birgok insan dokusunda ghrelin, polimeraz zincir reaksiyonu
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kullanilarak incelenmis ve ayrica dokulardaki ghrelinin GHS-R 1a ve GHS-R 1b
mRNA ekspresyonu da arastirilmistir. GHS-R 1a ¢ogunlukla hipofizde, daha diisiik
seviyelerde ise pankreas, dalak, miyokard, tiroid ve adrenal bezde eksprese
edilmistir. GHS-R 1b ekspresyonu ise incelenen tiim dokularda; bagirsak, yanak
mukozasi, 6zefagus, hipofiz, tiroid, lenf diiglimii, lenfositler, akciger, karaciger, safra
kesesi, pankreas, kalp, dalak, testis, prostat, ovaryum, tuba uterina ve plasentada
belirlenmistir (33).

Oksintik bezler, mide korpus ve fundusunun i¢ yiizeyinde bulunurlar ve mide
proksimalinin % 80’ini olustururlar (13). Ghrelin; insan ve sican midesinde, oksintik
bezlerde bol miktarda bulunmaktadir. Isik ve elektron mikroskobu diizeyinde,
immiinohistokimya yontemleri kullanilarak, oksintik mukozada bugiine kadar baslica
dort tip endokrin hiicre belirlenmistir. Bunlar; enterokromoffin benzeri hiicreler,
delta hiicreleri, enterokromoffin hiicreler ve X/A benzeri hiicrelerdir (51).

Sican oksintik bezlerindeki bu dort hiicrenin karsilastirmali oranlar soyledir:
% 60-70 enterokromoffin benzeri hiicreler, % 20 X/A benzeri hiicreler, % 2-5 delta
hiicreleri ve % 0-2 enterokromoffin hiicreler. Insan oksintik bezlerinde ise dagilim
su sekildedir: % 30 enterokromoffin benzeri hiicreler, % 20 X/A benzeri hiicreler, %
22 delta hiicreleri ve % 7 enterokromoffin hiicreler (52, 53). Goriildiigi gibi X/A
benzeri hiicreler hem insan hem de sicanda % 20 oraninda bulunmaktadir. Ghrelin
immiinreaktif hiicrelerinde insan ve sican oksintik bezlerindeki endokrin hiicre
popiilasyonunun % 20’sini olusturduklari tespit edilmistir. Bu oransal dagilim, X/A
benzeri hiicrelerle ghrelin immiinreaktif hiicrelerin esit miktarda olduklarini
gostermektedir. Siganlarda ghrelinin, X/A benzeri hiicrelerin graniillerine uyumlu
yapida olan yuvarlak, elektron yogun graniillerde mevcut oldugu tespit edilmistir.

Morfolojik analizler ghrelin immiinreaktif hiicrelerin X/A benzeri hiicrelerle miktar,
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lokalizasyon ve ultrastriiktiir bakimindan ortak ozellikleri oldugunu ortaya
cikarmistir. Tiim bu bilgiler, ghrelinin X/A benzeri endokrin hiicreler tarafindan
tretildigini gostermektedir. X/A benzeri hiicrelerin fizyolojik fonksiyonlar1 ve
hormonal iiriinleri heniiz tam olarak a¢ikliga kavusturulamamistir. Ayrica, ghrelinin
insan ve sicanlarin bagirsak endokrin hiicrelerinde de bulundugu tespit edilmistir
(29). Ghrelin, sindirim sistemi boyunca duodenum, ileum, ¢ekum ve kolonda da
sentezlenir. Ghrelin pozitif bu hiicreler arasinda immiinreaktivite acisindan herhangi
bir fark gézlenmemis, ancak kalin bagirsaklara dogru gittikge ghrelin immiinreaktif
hiicre sayisinin azaldigi tespit edilmistir. Midedeki yuvarlak sekilli, kiigiik, ghrelin
immiinpozitif hiicreler kapali tip hiicre olarak adlandirilmistir. Bagirsaklarda bunlara
ilave olarak, apikal sitoplazmalar1 ile liimenle iliskisi olan iiggen sekilli ikinci bir
hiicre tipi tespit edilmis ve bu hiicreler ise agik tip olarak adlandirilmislardir.
Gastrointestinal sistem boyunca biitiin ghrelin pozitif hiicreler igerisinde agik tip
hiicrelerin sayisinin mideden kalin bagirsaklara dogru gittikce dereceli olarak arttigi
tespit edilmistir. Bu sonuglar iki tip ghrelin hiicresinin gastrointestinal sistemin ¢esitli
boliimlerinde farkli fizyolojik roller oynayabileceklerini ve gastrointestinal sistemin
bu degisik  boliimlerinden  ghrelin  sekresyonunun  farkli  uyaranlarla
diizenlenebilecegini diisiindiirmektedir. (54).

Ghrelin ve GHS-R 1la reseptorli, hipofizer kortikotrop ve gonadotrop
hiicrelerde bulunmazken, biiyiik 6l¢iide somatotrop, laktotrop ve tirotrop hiicrelerde
mevcuttur (55). Immiinohistokimyasal ydntemler kullanilarak, fare ve siganlarin
hipotalamuslarinda ghrelinin; lateral hipotalamus, arkuat nukleus, ventromediyal
nukleus, dorsomediyal nukleus, paraventrikiiler nukleus ve 3.ventrikiiliin ependimal

tabakasinda eksprese oldugu gosterilmistir. Ghrelin ayrica beyinde; akson
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terminallerinde, stria terminalis, amygdala, talamus ve nukleus habenulada tespit
edilmistir (56).

Ghrelinin fizyolojik roliiniin daha ayrintili anlasilabilmesi i¢in, insan ve sigan
dokularinda GHS-R mRNA ekspresyonunun haritas1 ¢ikartilmistir. Sican beyninde,
hipofiz bezi kadar bir¢cok hipotalamus nukleusunda ve hipokampusta giiclii ghrelin
sinyalleri saptanmistir. Sican beynindeki sonuglara benzer olarak, insan dokularinda
da hipofiz, hipotalamus ve hipokampusta ghrelin sinyalleri belirlenmistir.
Hipotalamus ve hipofizde GHS-R lokalizasyonunun gdosterilmesi GHS-R’nin GH
saliniminin diizenlenmesinde roliinlin olmasiyla uyumlu bir bulgudur. Reseptorlerin
beyindeki bu dagilimlar1 ghrelinin heniiz aydinlatilamamais ilave fonksiyonlarinin da
olabilecegini diistindiirmektedir (57).

Ghrelinin kardiyovaskiiler sisteme etki ettigi ve reseptorlerinin sol ventrikiil,
sag atrium, aorta, koroner arter, safen ven ve pulmoner vende bulundugu
bildirilmektedir (58).

Ghrelin ve GHS-R iireme organlarinda ve plasentada tespit edilmistir (59,
60). Hem ghrelin peptidi ve hemde ghrelin mRNA ekspresyonu insan ve sican
plasentasinda gdsterilmistir. Insan ve sican plasentasinin, ghrelin ekspresyonu
acisindan gebelik zamaniyla iliskili bir dagilim gésterdigi bildirilmektedir. Insan
plasentasinda, ilk trimesterde immiinohistokimyasal olarak ghrelinin baslica
sitotrofoblastlarda ve ¢ok az miktarda da sinsityotrofoblastlarda eksprese oldugu
tespit edilmistir. Ancak termde, plasentada immiinohistokimyasal olarak ghrelin
tespit edilememistir. Gebe siganlarda ise ghrelin mRNA ekspresyonu erken gebelik
doneminde belirlenememisken, 16. gebelik gilinlinde bariz bir yiikselme gostermekte

ve gebeligin son donemlerinde giderek azalmaktadir (59).
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Ghrelin ovaryumda da eksprese edilmektedir. En yogun olarak corpus
luteumda eksprese edildigi belirlenmistir (61). Ghrelin ve fonksiyonel reseptorii olan
GHS-R 1la’nin erigkin insan testisinde eksprese oldugu bildirilmistir. Ghrelin
immiinreaktivitesi, normal testiste, leydig hiicrelerinde ve daha az olarak sertoli
hiicrelerinde tespit edilmesine ragmen, spermatogenezisin higbir asamasinda
gosterilememistir (60). Ghrelin ekspresyonuna adrenal bezde de rastlanmstir.
Adrenal kortekste zona glomeruloza ve zona fasikiilatanin dis kisminda eksprese
edildigi bildirilmistir (62).

Eriskin, cocuk ve fetlis akciger dokularinda da ghrelin eksprese olmaktadir.
Ghrelin, embriyon déneminden fetal doneme dogru gittikce azalan oranlarda akciger
dokusunda tespit edilmistir. Ghrelin ekspresyonuna agirhikli olarak akciger
gelisiminin  psddoglandiiler ve kanalikiiler evrelerinde rastlanmistir (63, 64).

Ghrelin pankreasin endokrin hiicrelerinde de iiretilmektedir. Insan ve sigan
pankreas dokularinda ghrelin immiinoreaktif hiicrelerin Langerhans adaciklarinin
periferinde yerlesmis oldugu belirlenmistir. Ghrelinin sigan adacik alfa hiicrelerinde
glukoganla beraber bulundugu gosterilmistir. Ayni zamanda beta hiicrelerindeki
sitozolik serbest kalsiyum konsantrasyonunu arttirdig1 ve izole sican pankreas adacik
hiicrelerine ilave edildigi zaman insiilin sekresyonunu uyardigi tespit edilmistir.
Ghrelin mRNA’s1 ve reseptorii de sican pankreas adacik hiicrelerinde tanimlanmastir.
GHS-R’nin pankreas adacik hiicrelerinde tanimlanmis olmasi endokrin ve parakrin
etki ile insiilin sekresyonun ayarlanmasiyla uyumlu ve 6nemli bir bulgudur (65).
Pankreasla ilgili son yillarda yapilan fizyolojik deneysel ¢alismalar ghrelinin instilin
sekresyonunu diizenledigini géstermistir. Bununla birlikte pankreasta ghrelinin etkili
oldugu alanlar heniiz aciklikla aydmnlatilamamistir. Immiinohistokimyasal

yontemlerle beta hiicrelerinde zayif GHS-R benzeri aktivite belirlenmistir. GHS-R
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immiinreaktivitesi glukagon benzeri immiinreaktif hiicrelerde belirlenmistir. Ustelik
ghrelin ve GHS-R benzeri immiinreaktivite ¢cogunlukla Langerhans adaciklarinin
periferindeki ayni hiicrelerde tespit edilmistir. Bu bulgular ghrelinin, alfa
hiicrelerince Ttretilip salgilandigin1 ve tekrar alfa hiicrelerini otokrin ve parakrin
tarzda etkiledigini gostermektedir. ilave olarak, ghrelinin beta hiicrelerine de GHS-R
araciligiyla  etki  ederek, inslilin  sekresyonunu diizenliyor olabilecegi
distiniilmektedir  (48).  Ghrelin  ve insilinin, glukoz metabolizmasinin
diizenlenmesinde daha karmasik genetik bir mekanizma araciligiyla da etkili
olabilecegi belirtilmistir (66).

Ghrelin 6nemli miktarda bobrek dokularinda da tespit edilen bir hormondur.
Sicanlarin bobrek dokularinda pre-proghrelin gen ekspresyonu belirlenmistir (67).
Fare bobreginde pre-proghrelin gen ekspresyonu glomeriillerde belirlenmistir. Ters
faz yiiksek performansli sivi kromotografisi ve radioimmunassay yontemi ile fare
bobreginin  ghrelin  iirettigi  tespit edilmistir. Fare bobregindeki ghrelin
immiinreaktivitesi plazmadan daha yiiksek orandadir. Ustelik sigan mezangial hiicre
ve fare podosit hiicre kiiltlirlerinde pre-proghrelin gen ekspresyonu da belirlenmistir.
Sican bobreklerinde ghrelin reseptdr geni de eksprese olmaktadir. Bu bulgular
ghrelinin lokal olarak bobrekte iiretildigini, glomeriil ve renal hiicrelerin pre-
proghrelin geni eksprese ettiklerini acik¢a gostermektedir (68). Bobrekte ghrelin
peptidinin lokalizasyonu halen karmagik olmasina ragmen, ghrelinin bobrekteki
dagiliminin incelenmesinin, fizyolojik ve klinik etkilerinin anlagilmasi agisindan yeni
bir boyut getirecegi diisiiniilmektedir (67).

Ghrelin normal dokular diginda neoplastik dokularda da bulunmaktadir.
Ghrelin; pankreas endokrin tiimdrleri, iyi diferansiye Leydig hiicreli tiimorler,

noroendokrin tiimdrler, tiroid karsinomlari, hipofiz adenomlar1 ve akciger
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tiimorlerinde tanimlanmistir. (60, 69—72). Ghrelinin yaygin doku dagilimin 6nemi

heniiz tam olarak anlasilamamistir. Tiim bu bilgiler ghrelinin, endokrin ve endokrin

olmayan dokularda GHS-R’nin farkli ve kismen tanimlanmas alt tipleri yoluyla genis

fizyolojik etkilerinin olabilecegini diisiindiirmektedir (33).

3.3.2 Ghrelinin Endokrin ve Periferik Etkileri

Ghrelinin endokrin ve periferik etkileri asagida 6zetlenmistir. Tablo I (32).

Tablo I: Ghrelinin Etkileri

Hormon salgilatici etkisi
Biiylime Hormonu (GH)
Adrenokortikotropik hormon (ACTH)
Kortizol
Prolaktin
Tiroid stimulan hormon (TSH)
Luteinizan hormon (LH)
Folikiil stimulan hormon (FSH)
Insulin
Anabolik etkisi
Istah
Kilo alimi
Kardiyovaskiiler fonksiyonlar
Kardiyak output
Kan Basinci
Kardiyomiyositlerin apoptozisi ( in vitro)
Gastrik fonksiyonlar
Mide asidi sekresyonu

Gastrik motilite

o >

17—

17—

174

1 : Artma, |: Azalma, — : Degisiklik yok, ? : Belirsiz.
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3.3.2.1 Ghrelinin Hormon Salgilatic1 Etkileri

Ghrelin, GH salinimmi giiclii bir sekilde uyarmaktadir (28). Ghrelinin
fizyolojik olarak GH salinimini, nervus vagus yoluyla in vivo stimiile ettigi de
gosterilmistir  (65). Sicanlarda; 1i.v, intraperitoneal (i.p), subkutan (s.c) ve
intraserebroventrikiiler (i.c.v) yollarla verilen ghrelinin bol miktarda GH saliniminina
sebep oldugu goriilmiistiir (28, 29, 73 ). Ghrelin ve GHS’ler giiclii ve doza bagh
olarak GH salgilatic1 aktiviteye sahiptirler (24, 38). Saglikli insanlarda i.v olarak
uygulanan ghrelin, kuvvetli bir sekilde GH salinimi yaptirmaktadir (38, 74).
GHS’lerin GH salgilatici etkisi yasa gore de farkliliklar gdstermektedir (24).

GHRH uygulanmasi, sigcanlarin hipofiz bezindeki ghrelin reseptorlerinde
belirgin bir artisa neden olmustur (75). GHRH, ghrelinin GH iizerine etki gdstermesi
icin gereklidir. Ghrelin ve GHRH’nin beraber uygulanmasi sonucunda GH
sekresyonunda belirgin bir sinerjistik etki ortaya c¢ikmakta ve GH salinimi
artmaktadir. GHRH antiserumu ile birlikte ghrelin verildiginde ise GH diizeylerinde
artis gozlenmemektedir (38). GHRH antagonistleri ghrelinin GH salgilatici
aktivitesini azaltmaktadirlar (76). GHRH antagonisti verilerek GH seviyeleri
baskilanmis saglikli kisilerde ghrelin seviyeleri normal bulunmustur (77).

Ghrelinin sistemik uygulanmasimnin saglikli kisilerde adrenokortikotropik
hormon (ACTH) ve kortizol seviyelerini arttirdigi goriilmiistiir (78, 79). Ghrelinin,
ACTH sekresyonu iizerine olan etkisi GHS’lerin etkisinden daha belirgindir (38, 78).
GHS uygulanmasi sonrast gézlenen ACTH salinimi akut bir néroendokrin etkidir
(47, 57, 80).

Ghrelinin prolaktin salgilatic1 etkisi direk olarak hipofiz hiicre kiiltiirlerinde

gosterilmistir (81).
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3.3.2.2 Ghrelinin Davramsla ilgili Etkileri

GHS-R hipokampiiste eksprese edilmektedir. Sicanlarda son zamanlarda
yapilan ¢alismalarda ghrelinin i.c.v uygulanmasinin, anksiyeteyi indiikledigi ve
hafizayr olumlu etkiledigi bulunmustur (82). Periferik ghrelin enjeksiyonu,
hipotalamusu etkileyerek artmis anksiyeteye neden olmaktadir (83). Bu bulgular
ghrelinin, stres yapicilara karst noroendokrin ve davranigsal cevaplarda roli
olabilecegini ve anksiyetenin diizenlenmesinde midenin 6nemli bir role sahip

olabilecegini diistindiirmektedir (84).

3.3.2.3 Ghrelinin Kardiyovaskiiler Sisteme Etkileri

Ghrelinin kardiyovaskiiler sistemde, kardiyak disfonksiyona karsi korunmada
dahil olmak {izere birka¢ rolii vardir. Goniillii insan deneklerinde, i.v ghrelin
uygulanmasinin, ortalama arteryel basinci, kalp atim hizin1 degistirmeden diisiirdiigii
tespit edilmistir (74). Insanlarda, i.v ghrelin uygulanmasi, sistemik vaskiiler direnci
azaltarak, kalp yetmezlikli hastalarda kardiyak output’u arttirmaktadir. Ghrelin in
vitro olarak, endotel hiicreleri ve kardiyomiyositlerin apoptozisini inhibe etmektedir.
Ayrica ghrelinin sol ventrikiil disfonksiyonu olan siganlarda ise iyilesme sagladigi
goriilmistiir (85, 86). Kasektik kronik kalp yetmezlikli hastalarda, kaseksisi
olmayanlara gore, plazma ghrelin seviyelerinin anlamli olarak yiiksek oldugu tespit
edilmistir (87). Kronik kalp yetmezlikli sicanlarda ise kronik s.c ghrelin
uygulanmasinin, sol ventrikiil disfonksiyonunu diizelttigi, ayn1 zamanda da kardiyak
kaseksi gelisimini azalttigi bildirilmistir (88). Ghrelin, memeli arterlerindeki

endotelin-1’in damar daraltic1 etkisini de ortadan kaldirmaktadir (85, 89). Teorik
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olarak ghrelin ve GHS analoglar1 mikroanjiopati ve endotel disfonksiyonunun
gelisimini azaltmada, kardiyak performansi arttirarak dilate kardiyomiyopatiyi
Oonlemede ve koroner iskemiden korunmada faydali olabilirler. Ghrelin ve sentetik
GHS’lerin kardiyovaskiiler aktiviteleri, giiclii farmakoterapotik ajanlar olarak
kullanilabileceklerini diisiindiirmektedir (24).

3.3.2.4 Ghrelinin Ureme Sistemine Etkileri

Ghrelinin endometriyumda ekspresyonu ve plasentada sentezlendigi
gosterilmistir. Ghrelin verilen siganlarin yavrularinin daha biiylik olmasindan dolay1
fotal biiyiimede ghrelinin rolii olabilecegi diistiniilmektedir (59, 90, 91). Embriyonik
implantasyon konusunda da ghrelin ve GHS’lerin muhtemel endokrin ve parakrin
rolleri olabilecegi {lizerinde durulmaktadir (27). Ayni1 zamanda ghrelinin erkekte
testikiiler fonksiyonda da 6nemli rollere sahip olabilecegi bildirilmistir (60).

3.3.2.5 Ghrelinin Iskelet Sistemine Etkileri

Disi si¢anlara biiylime hormonu salgilatict peptid- 6 veya analogu ipamorelin
verilmesinin in vivo kemik mineralizasyonunu arttirdigi, kemik dansitometre
Olctimleriyle gosterilmistir. GHS lerin kemik {izerine pozitif etkilerinin direk ya da
GH salinimi araciligiylami oldugu net olarak ortaya c¢ikarilamamistir (84). Ghrelin
uygulanmasi osteoblastlarin proliferasyonuna ve farklilasmasina yardimei olmakta
ve apopitozisini ise inhibe etmektedir (92).

3.3.2.6 Ghrelinin Gastrointestinal Sisteme Etkileri

Ghrelinin i.v uygulanmasi sicanlarda bazal gastrik asit sekresyonunu ve
gastrik motiliteyi doza bagli olarak arttirirken, s.c uygulanmasinin bazal gastrik asit
sekresyonuna etkisi goriilmemistir (93—-96). Bu etkiler hem vagotomi hem de atropin
uygulanmasiyla engellenmis olmasma ragmen, histamin H2-reseptor antagonisti

uygulanmasinin gastrik asit sekresyonuna ve gastrik motiliteye bir etkisi olmadigi
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tespit edilmistir. Buna dayanarak, ghrelinin gastrik fonksiyonlari, nervus vagus
araciligiyla etkiledigi diistiniilmektedir (29, 43, 95).

3.3.2.7 Ghrelinin istah ve Gida Ahmina Etkileri

Ghrelin sekresyonunun diizenlenmesindeki en onemli faktér beslenmedir.
Plazma ghrelin seviyeleri aclikta artar ve gida alimindan sonra diiser (97, 98).
Ghrelinin besinlerin kullanimi ve metabolizmaya ait hormon salgilanmasinda da
etkili oldugu bilinmektedir (99).

Ghrelin kilo alim1 ve yaglanmay1 indiikler (100). Ghrelinin sicanlara i.c.v
olarak uygulanmasi, gida alimini doza bagh sekilde arttirmistir. Ghrelinin genetik
olarak GH eksikligi olan siganlara i.c.v olarak uygulanmasi gida alimini stimiile
eder, bu bilgiler ghrelinin oreksijenik aktivitesinin GH sinyal yolundan bagimsiz
oldugunu gostermektedir. Ghrelinin devamli i.c.v olarak uygulanmasi, gida alimi ve
yag kitlesindeki artis1 stimiile ederek kilo alimina neden olur (96, 101). Ghrelinin
saglikli insanlara uygulanmasi1 gorsel istahi arttirir (102). Ghrelinin istah {izerine
olan etkisinin {i¢ sekilde olabilecegi goriisii kabul edilmektedir. Bunlardan birincisi
midede iiretilen ghrelinin dolasima ge¢cmesi ve kan beyin bariyerinide aktif
transportla gecip istah1 uyarmasidir. ikincisi, periferal sentezlenen ghrelinin, vagal
affrent sinir uclarimi uyarmasi sonucu GHS-R ekspresyonunu arttirarak nukleus
solitaryus araciligiyla hipotalamusun uyarilmasidir. Uglincii ve sonuncusu ise
ghrelinin lokal olarak hipotalamustan salgilanarak, direkt néropeptid Y ve agouti
iligkili protein ve diger hiicreleri uyarmasidir (84).

3.3.2.8 Ghrelinin Insiilin ve Karbonhidrat Metabolizmasina Etkileri

Ghrelinin istahin ve viicut agirhiginin fizyolojik olarak diizenlenmesinin yani
sira, insiilin ve glukoz metabolizmasinda da 6nemli rol oynadig: ileri siiriilmiistiir

(103). Ghrelin dolasimdaki glukoz seviyelerini, GH salinimiyla, insiilin direncini
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arttirarak ve glukoneogenezisi stimiile ederek ayarlar (104). Ghrelinin insiilin
sekresyonundaki etkisi ile ilgili bazi c¢eliskili sonuglar bildirilmistir (105, 106).
Yapilan bir caligmada, ghrelinin, normal ve diyabetik sicanlarin pankreasindan
insiilin sekresyonunu uyardigi tespit edilmistir. Diyabetik sicanlarin Langerhans
adaciklarindaki ghrelin immiinreaktif hiicre sayisinin da arttigi gozlenmistir (106).
Izole sigan pankreasinda, in situ perfiizyonla ghrelin enjeksiyonunun, insiilin
salinimin1 inhibe ettigi goriilmiistiir (39). Ancak insiilin sekresyonunda ghrelinin rolii
halen tartigmali bir konudur (27). Ghrelinin i.v uygulanmasinin, hem normal, hemde
obez insanlarda glukoz seviyesini arttirdig1 bildirilmistir (105, 107). insanda GH
reseptOr antagonistiyle birlikte uygulanmasiyla ise insiilin direncini bariz sekilde
arttirdigr goriilmiistiir (108).

3.3.3 Ghrelin Diizeyini Etkileyen Faktorler ve Hastalhiklar

Insanlarla ilgili bazi veriler, kadmlarda daha yiiksek ghrelin seviyeleri
oldugunu ileri stirmesine ragmen (77), toplumun biiylik bir kesiminde dolasimdaki
ghrelin seviyelerinde cinsiyete bagli anlamli bir farklilik tespit edilememistir (109,
110). Kemiricilerde yapilan caligmalarda ise disilerde; postnatal donemde mide
ghrelin mRNA seviyeleri daha yiiksek olarak tespit edilmistir (111).

Insan ve fareler iizerinde yapilan calismalarda yas ile ghrelin seviyeleri
arasinda negatif bir iligki oldugu gosterilmistir (112—114). Yasin ghrelin seviyeleri
tizerine etki eden bagimsiz bir faktoér olup olmadigi ise tartigmalidir (110, 115).
Glukozun i.v uygulanmasi, insan ve kemiricilerde ghrelin seviyelerini baskilarken
(116), insanlarda oral olarak verilen glukozun, insiilinden bagimsiz olarak ghrelin
seviyelerini diistirdiigii gosterilmistir (117).

Obez kisiler, zayif kisilere oranla daha diisiik ghrelin seviyelerine sahiptir

(118). Diyete baglh kilo kaybi ise dolagimdaki ghrelin seviyelerini arttirir (119).
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Yiiksek yagli diyet, farelerde mide ghrelin gen ekspresyonunu arttirirken (120),
diisiik yagl diyetin ghrelin sekresyonunu inhibe edici etkisi olabilecegini gosteren
caligmalarda yapilmistir (121). Sicanlarda diisiik proteinli diyetin, ghrelin seviyesini
indiikledigi gorilmistir (122, 123). Leptin eksikligi olan insanlarda ghrelin
seviyelerinin diisiik oldugu belirlenmistir (124).

Lipopepdid yapidaki ghrelinin seviyesi, hastaliklara bagli olarak da degisim
gostermektedir (26). Anoreksia nervoza (125), bulimia nervoza (126) ve kansere
bagli kasekside (127) plazma ghrelin seviyelerinin arttigl tespit edilmistir. GH
defektli hastalarda, akut GH uygulanmasi, ghrelin seviyelerini diisiirmesine ragmen
(128) uzun dénem GH replasmaninin ghrelin seviyeleri iizerine etkisi olmadig
belirlenmistir (129). Ghrelin seviyeleri hipertiroidizmde diisiik ancak antitiroid tedavi
goren Otroidlerde normal diizeydedir (130). Non alkolik hepatosteozda diisiik ghrelin
seviyeleri tespit edilmisken (131), ileri evre sirozlu hastalarda ghrelin seviyeleri
yiiksek bulunmustur (132). Ghrelinin helikobacter pylori enfeksiyonundaki diizeyi
ise ¢eliskilidir (26).

Tip II diyabetliler ve insiilin direncine sahip diyabetli hastalarda ghrelin
seviyeleri diisiik bulunmustur (110, 133). Ancak, streptozotosin (STZ) ile
olusturulmus DM’lu siganlarda dolasimdaki ghrelin seviyeleri yiiksek bulunmus, bu
durum muhtemel negatif enerji dengesine baghi olarak agiklanmis ve insiilin
tedavisiyle normale dondiigii gosterilmistir (134). Diyabette, ghrelinin patofizyolojik
bir 6neme sahip olabilecegi ileri siiriilmektedir (135).

Diyabetik nefropati, glinimiizde sik olarak karsimiza ¢ikan DM’un
morbidite ve mortalite agisindan en 6nemli komplikasyonlarindan biridir. Ghrelin
ise onemli miktarda bobrekte tespit edilen yeni bir peptid hormon olup, diyabetik

nefropatinin olugmasinda rol oynayabilir. STZ ile olusturulacak DM’lu si¢anlarin
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bobrek dokusunda belirli donemlerde bakilacak olan ghrelin immiinreaktivitesi, bu
konuda bir bakis agis1 olusturabilecektir. Bu ¢alismada STZ ile olusturulmus DM’un
sigan bobrek dokusuna ve bobrek dokusundaki ghrelin immiinreaktivitesine

etkilerinin incelenmesi amaclandi.
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4. GEREC ve YONTEM

4.1 Deney Hayvanlari ve Beslenmeleri
Calismamizda Firat Universitesi Deneysel Arastirmalar Merkezi’nden
(FUDAM) temin edilen eriskin, Wistar tipi erkek sicanlar kullanildi. 21 °C oda
1sisinda 12 saat 151k (7:00—-19:00) ve 12 saat karanlikta (19:00-7:00) tutulan siganlar
her giin altlar1 temizlenen kafeslerde beslendi. Yemler; celik kaplarda, su; cam
biberonlarda (normal c¢esme suyu) verildi. Hayvan yemleri Yem Sanayi T.A.S.
Elazig Yem Fabrikasinda hazirlandi. Yemlerin terkibi asagidaki tabloda

gosterilmektedir (Tablo II).

Tablo II : Deney hayvanlarina verilen sigan yeminin terkibi.

Bugday (%) 15
Mistr (%) 10
Arpa (%) 27
Kepek (%) 8
Soya (%) 29,4
Balik Unu (%) 8
Tuz (%) 0,6
Kavimix VM 23-Z (%) * 0,2
Methionin (%) 0,2
DCP (%)** 1,6

*1 graminda: 4800 IU A, 960 IU Ds, 12 mg E, 0,8 mg K3, 0,8 mg By, 2,4 mg B,,
1,2 mg Bg, 0.006 mg By, vitaminleri, 16 mg Nicotin amid, 3,2 mg Cal. D. Panth. 0.32 mg
Folic acid, 0.02 mg D-Biotin, 50 mg Cholin Chloride, 20 mg Zinc Bacitracin, 32 mg Mn,
16 mg Fe, 24 mg Zn, 2 mg Cu, 0,8 mg I, 0,2 mg Co, 0.06 mg Se, 4 mg Antioksidan ve
200 mg Ca.

**%% 18 fosfor, %25 kalsiyum, %0,2 flor’dan olusur.
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4.2 Deney Gruplarinin Olusturulmasi ve Deneysel Uygulamalar

Deneysel caligmalar, toplam 54 adet sigan {izerinde gerceklestirildi. Tim
siganlar ayn1 ortamda gozetim altinda tutuldu ve ayni standart sican yemi verilerek
add-libitum su, yiyecek alimlar1 saglandi. Tiim siganlar 12 saat a¢ birakildiktan sonra
kuyruk venlerinden kan 6rnekleri alind1 ve bazal kan glukoz diizeyleri tesbit edildi.
Ilk tartimlar1 yapilarak agirliklart kaydedildi. Sicanlar, ¢alismanm 2., 4. ve 6.
haftalarinin her birinde; kontrol, i.p. 0,1 M Fosfat-sitrat verilen kontrol ve i.p 50
mg/kg STZ verilen diyabetik olmak tizere 9 gruba ayrildi;

Kontrol, grubu (Grup I): Bu grupta 6 adet sigan, ¢alismanin iki haftalik
kontrol grubu olarak kullanildi. Bu gruba deney siiresince higbir uygulama
yapilmadi. Calismanin baglangicinda ve sonunda diizenli bir sekilde agirlik
degisimleri ve glukoz diizeyleri kaydedildi.

Tampon, grubu (Grup II): Bu grupta 6 adet sican, ¢alismanin iki haftalik
tampon-kontrol grubu olarak kullanildi. Bu gruba sadece 0,1 M Fosfat-sitrat
tamponu i.p olarak enjekte edildi. 72 saat sonra, 12 saat aglik sonrasinda kuyruk
veninden alinan kanin glukometre cihazindaki 6l¢iimii sonucu aglik kan glukoz
diizeylerine bakildi. Calismanin baslangicinda ve sonunda diizenli bir sekilde agirlik
degisimleri ve glukoz diizeyleri kaydedildi

Diyabet, grubu (Grup III): Bu grupta 6 adet sigcan, ¢alismanin iki haftalik
diyabetik grubu olarak kullanildi. Bu gruba 50 mg/kg olacak sekilde tek doz STZ
(Sigma Chemical Co Louis Missouri) 0,1 M Fosfat-sitrat tamponunda (pH: 4,5)
cozdiiriilerek i.p olarak uygulandi. 72 saat sonra, 12 saat aclik sonrasinda kuyruk
veninden alinan kanin glukometre cihazindaki 6l¢limii sonucu aglik kan glukoz

diizeyi 250 mg/dl’yi gecen siganlar diyabetik olarak kabul edildi. Caligmanin
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baslangicinda ve sonunda diizenli bir sekilde agirlik degisimleri ve glukoz diizeyleri
kaydedildi

Kontroly grubu (Grup IV): Bu grupta 6 adet sican, ¢alismanin dort haftalik
kontrol grubu olarak kullanildi. Bu gruba deney siiresince higbir uygulama
yapilmadi. Calismanin baslangicinda ve sonunda diizenli bir sekilde agirlik
degisimleri ve glukoz diizeyleri kaydedildi.

Tampony grubu (Grup V): Bu grupta 6 adet sican, ¢calismanin dort haftalik
tampon-kontrol grubu olarak kullanildi. Bu gruba sadece 0,1 M Fosfat-sitrat
tamponu i.p olarak enjekte edildi. 72 saat sonra, 12 saat aglik sonrasinda kuyruk
veninden alinan kanin glukometre cihazindaki 6l¢iimii sonucu aglik kan glukoz
diizeylerine bakildi. Calismanin baslangicinda ve sonunda diizenli bir sekilde agirlik
degisimleri ve glukoz diizeyleri kaydedildi.

Diyabet; grubu (Grup VI): Bu grupta 6 adet sican, ¢alismanin dort haftalik
diyabetik grubu olarak kullanildi. Bu gruba 50 mg/kg olacak sekilde tek doz STZ
(Sigma Chemical Co Louis Missouri) 0,1 M Fosfat-sitrat tamponunda (pH: 4,5)
cozdiiriilerek i1.p olarak uygulandi. 72 saat sonra,12 saat aglik sonrasinda kuyruk
veninden alinan kanin glukometre cihazindaki 6l¢iimii sonucu aglik kan glukoz
diizeyi 250 mg/dl’yi gecen sicanlar diyabetik olarak kabul edildi. Calismanin
baslangicinda ve sonunda diizenli bir sekilde agirlik degisimleri ve glukoz diizeyleri
kaydedildi.

Kontrolg grubu (Grup VII): Bu grupta 6 adet sican, ¢alismanin alt1 haftalik
kontrol grubu olarak kullanildi Bu gruba deney siiresince higbir uygulama
yapilmadi. Calismanin baslangicinda ve sonunda diizenli bir sekilde agirlik

degisimleri ve glukoz diizeyleri kaydedildi.
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Tampong grubu (Grup VIII): Bu grupta 6 adet sican, ¢alismanin alt1 haftalik
tampon-kontrol grubu olarak kullanildi. Bu gruba sadece 0,1 M Fosfat-sitrat
tamponu i.p olarak enjekte edildi. 72 saat sonra, 12 saat aglik sonrasinda kuyruk
veninden alinan kanin glukometre cihazindaki 6l¢iimii sonucu aglik kan glukoz
diizeylerine bakildi. Calismanin baslangicinda ve sonunda diizenli bir sekilde agirlik
degisimleri ve glukoz diizeyleri kaydedildi

Diyabet; grubu (Grup IX): Bu grupta 6 adet si¢an, ¢alismanin alt1 haftalik
diyabetik grubu olarak kullanildi. Bu gruba 50 mg/kg olacak sekilde tek doz STZ
(Sigma Chemical Co Louis Missouri) 0,1 M Fosfat-sitrat tamponunda (pH: 4,5)
cozdiiriilerek i.p olarak uygulandi. 72 saat sonra, 12 saat aclik sonrasinda kuyruk
veninden alinan kanin glukometre cihazindaki 6l¢iimii sonucu aglik kan glukoz
diizeyi 250 mg/dl’yi gecen sicanlar diyabetik olarak kabul edildi. Calismanin
baslangicinda ve sonunda diizenli bir sekilde agirlik degisimleri ve glukoz diizeyleri
kaydedildi.

4.3 Orneklerin Alnmasi

Tim gruplardaki sicanlar deney sonunda tartildiktan sonra, grup I, II, III’
dekiler deneyin 2. haftasinin sonunda, grup IV, V, VI’ dakiler deneyin 4. haftasinin
sonunda ve grup VII, VIII, IX’dakiler deneyin 6. haftasinin sonunda ketamin
(75mg/kg) + xylazine (10mg/kg) i.p uygulanarak anestezi altinda dekapite edildiler.
Dekapitasyonun ardindan sicanlarin bobrek dokulart hizla c¢ikarildi. Cikarilan
bobrekler kurutma kagidi ile kurutulduktan hemen sonra hassas terazi ile tartildi. Her
bir sigan icin ayr1 ayri tiim bobrek agirligr tiim viicut agirligina boliinerek, bobrek /
viicut agirlig1 indeksi tespit edildi. Biitliin deney hayvanlarinda bdbrek / viicut agirlig
indeksi i¢in sol bobrek kullanildi. Daha sonra bobrek dokulart % 10’luk formaldehit

soliisyonunda tespit edildi.
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4.4 Biyokimyasal Calisma

Kan glukoz diizeyleri ¢alisma siiresince glukometre (GlukoDr siiper sensor, All
Medicus co. Ltd.-Korea) ile 6l¢iildii.

4.5 Histolojik Calisma

Her gruptan alinan bobrek dokulari, % 10’luk formaldehit tespit soliisyonunda
24 saat siiresince tespit edildikten sonra musluk suyu altinda yikamaya alindi.
Musluk suyunda 24 saat yikanan dokular daha sonra rutin histolojik takip
serilerinden gecirildi (Tablo III). Daha sonra dokular parafin bloklara gomiildii. Bu
parafin bloklardan 5—6 pum kalinliginda kesitler alindi. Kesitler Hematoksilen-Eozin
(H&E), Masson Trikrom, Toluidin mavisi ve PAS metodlar1 ile boyandi. Hazirlanan

preparatlar arastirma mikroskobunda (Olympus BH-2) incelenip fotograflandi.
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Tablo III: Histolojik takip serileri

Sira Islem Siiresi

1 %70 Alkol 2 saat

2 %380 Alkol 1,5 saat

3 %96 Alkol I 30 dakika
4 %96 Alkol 11 30 dakika
5 %100 Alkol I 30 dakika
6 %100 Alkol IT 30 dakika
7 Alkol + Xylol 15 dakika
8 Xylol I 15 dakika
9 Xylol 1T 15 dakika
10 Yumusak parafin + Xylol 45 dakika
11 Yumusak parafin 1 saat

12 Yumusak parafin + Sert parafin 1,5 saat
13 Sert parafin 3 saat

14 Gomme

4.6 Immiinohistokimyasal Cahsma
Bobrek dokusunda ghrelin immiinreaktivitesinin belirlenmesi i¢in Avidin-Biotin-
Peroksidaz Kompleksi yontemi uygulandi. Boyama metodu asagidaki tabloda

ayrintili olarak verilmistir (Tablo IV).
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Tablo IV. Immiinohistokimyasal boyama prosediirii

Sira Islem Siire

1 Xylol I 10 dakika
2 Xylol II 10 dakika
3 Xylol IIT 10 dakika
4 % 100 Alkol 10 dakika
5 % 96 Alkol 10 dakika
6 % 80 Alkol 10 dakika
7 Distile su 5 dakika

8 Mikrodalga 7+5 dakika
9 Oda 1s1sinda sogutma 20 dakika
10 PBS (Phosphate Buffered Saline ) 3XS5 dakika
11 H,0, 10 dakika
12 PBS 3X5 dakika
13 Normal serum 60 dakika
14 Primer antikor +4°C bir gece
15 PBS 3X5 dakika
16 Sekonder antikor 30 dakika
17 PBS 3X5 dakika
18 Strepavidin HRP (Horse radish peroksidaz) 20 dakika
19 PBS 3X5 dakika
20 AEC (3-Amino-9-ethyl carbazole) 5 dakika

21 Distile su 5 dakika
22 Z1t boya olarak Mayer’s hematoksilen 10 saniye
23 Akarsuda 5 dakika
24 Ozel kapatma maddesi ile kapatma
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Parafin bloklardan 5—6 um kalinliginda alinan kesitler polilizinli lamlara alindi.
Deparafinize edilen dokular dereceli alkol serilerinden gecirilerek dehidrate
edildikten sonra endojen peroksidaz aktivitesini dnlemek i¢in H,O, ile muamele
edildi. Zemin boyasini engellemek i¢in %20°lik normal esek serumuyla muameleden
sonra primer antikor (Ghrelin goat poliklonal IgG, Santa Cruz Biotechnology,
California, USA) ile +4 °C de nemli ortamda bir gece inkiibe edildi. Ertesi giin
sekonder antikor (donkey anti-goat IgG, Santa Cruz Biotechnology, California,
USA), streptavidin horseradish peroksidaz ve 3-Amino-9-ethyl carbazole kromojeni
uygulandiktan sonra Mayer’s hematoksilenle zit boyama yapildi. Negatif kontrol i¢in
hazirlanan dokularda primer antikor yerine phosphate buffered saline kullanildi,
diger basamaklar ayn1 sekilde uygulandi. Pozitif kontrol i¢in mide dokusu kullanildi.
Phosphate buffered saline ve distile sudan gecirilen dokular uygun kapatma
solusyonu ile kapatildi. Hazirlanan preparatlar arastirma mikroskobunda (Olympus
BH-2) incelenerek degerlendirildi ve fotograflandi.

Immiinohistokimyasal boyanmanin degerlendirilmesinde boyanmanimn siddeti
esas alindi. Sitoplazmik immiin boyanmanin siddeti 0’dan +3’e kadar say1 ile semi-

kantitatif olarak skorland1 (Tablo V).

Tablo V: Immiinohistokimyasal boyanma yogunlugunun derecesi.

Derece Anlam
0 Yok
+1 Hafif
+2 Orta
+3 Siddetli
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4.7 Istatistiksel Analiz
Flde edilen veriler ortalama =+ standart hata olarak belirlendi. Elde edilen
verilerin istatistiksel anlamlilik diizeyleri student # ve ANOVA testi ile belirlendi.

p<0.05 degerler istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.
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5. BULGULAR

5.1 Klinik Bulgular

Diyabet, grubundaki sicanlarin agirliklarinda deneyin sonunda baslangica
gore bir azalma meydana geldi (p<0.001). Bobrek / tiim viicut agirliklari
karsilastirildiginda Diyabet, grubunda kontrollere gére anlamli artis tespit edildi
(p<0.001). Fosfat-sitrat verilen Tampon, grubunda ise tiim parametrelerde

Kontrol,’ye gore anlamli bir degisiklik goriilmedi (Tablo VI).

Tablo VI. STZ uygulamasinin 2. haftasinda deney hayvanlarinin baslangi¢ ve final viicut
agirliklar ile bobrek/tiim viicut agirhigi.

Kontrol, Tampon, Diyabet,
(n=6) (n=6) (n=6)
Baslangig viicut agirligi (gr) 198+10 19145 190+13
Final viicut agirlig1 (gr) 230+11 23346 16110
Bobrek / Tiim viicut agirligt (X10_3) 3,8+0,2 3,6+0,1 5,6+0,2°

Degerler ortalama+tstandart hata olarak verilmistir.
* Kontrol gruplara gére anlamh olarak farkli (p<0.001).

Diyabets grubundaki sicanlarin agirliklarinda deneyin sonunda baslangica
gore bir azalma meydana geldi (p<0.05). Bdbrek / tiim viicut agirliklar
karsilastirildiginda Diyabet, grubunda kontrollere gore anlamli artis tespit edildi
(p<0.01). Fosfat-sitrat verilen Tampons grubunda ise tiim parametrelerde

Kontrols’e gore anlamli bir degisiklik goriilmedi (TabloVII).
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Tablo VII. STZ uygulamasinin 4. haftasinda deney hayvanlarimin baslangi¢ ve final viicut
agirliklar ile bobrek/tiim viicut agirligi.

Kontrol, Tampon, Diyabet,
(n=6) (n=6) (n=6)
Baslangig viicut agirhigi (gr) 189+6 193+6 232+17
Final viicut agirlig1 (gr) 259+9 273+13 210+15°
Bobrek / Tiim viicut agirligt (xlO_3 ) 3,8 +0,1 3,8+0,2 5,1£0,2%

Degerler ortalama+tstandart hata olarak verilmistir.
* Kontrol gruplarina gore anlaml olarak farkli (p<0.01).
®Kontrol gruplarina gore anlamli olarak farkli (p<0.05).

Diyabets grubundaki siganlarin agirliklarinda deneyin sonunda baslangica
gore bir azalma meydana geldi (p<0.001). Bobrek / tiim viicut agirliklari
karsilastirildiginda Diyabets grubunda kontrollere gore anlamli artis tespit edildi
(p<0.001). Fosfat-sitrat verilen Tampong grubunda ise tiim parametrelerde

Kontrolg ‘ya gore anlamli bir degisiklik goriilmedi (Tablo VIII ).

Tablo VIII. STZ uygulamasinin 6. haftasinda deney hayvanlarinin baslangi¢ ve final
viicut agirliklari ile bobrek/tiim viicut agirlig.

Kontrolg Tampong Diyabet;
(n=6) (n=6) (n=6)
Baslangig viicut agirhigi (gr) 19745 192+4 23449
Final viicut agirlig1 (gr) 308+6 296+3 197+4°
Bobrek / Tiim viicut agirhigi (x10_3) 3,8+0,2 3,8+ 0,1 5,24+0,1*

Degerler ortalama+standart hata olarak verilmistir.
* Kontrol gruplarina gére anlamh olarak farkli (p<0.001).
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5.2 Biyokimyasal Bulgular
Diyabet, grubundaki sicanlarin kan glukozunun kontrollere gbre anlamli

olarak yiikseldigi belirlendi (p<0.001), (Tablo IX).

Tablo IX. STZ uygulamasimin 2. haftasinda deney hayvanlarinin baslangic ve final kan-
glukoz degerleri.

Kontrol, Tampon, Diyabet,

(n=6) (0=6) (n=6)

Baslangic kan-glukoz degerleri(mg/dl) 94+8 104+6 9149
Final kan- glukoz degerleri (mg/dl) 100+4 108+7 434+31°

Degerler ortalama+tstandart hata olarak verilmistir.
* Kontrol gruplarina gére anlamh olarak farkli (p<0.001).

Diyabets grubundaki sicanlarin kan glukozunun kontrollere gdre anlamli

olarak yiikseldigi belirlendi (p<0.001), (Tablo X).

Tablo X. STZ uygulamasimin 4. haftasinda deney hayvanlarimin baslangic ve final kan-
glukoz degerleri.

Kontrol, Tampon, Diyabet,

(n=6) (n=6) (n=6)
Baslangi¢ kan-glukoz degerleri(mg/dl) 9448 99+6 84+8
Final kan- glukoz degerleri (mg/dl) 104+2 104+4 452+40°

Degerler ortalama+standart hata olarak verilmistir.
* Kontrol gruplarina gore anlaml olarak farkli (p<0.001).

Diyabets grubundaki sicanlarin kan glukozunun kontrollere gore anlamli

olarak ytikseldigi belirlendi (p<0.001), (Tablo XI).
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Tablo XI. STZ uygulamasinin 6.haftasinda deney hayvanlarinin baslangi¢ ve final kan-
glukoz degerleri.

Kontrolg Tampong Diyabet;

(n=6) (n=6) (n=6)
Baslangi¢ kan-glukoz degerleri(mg/dl)  103+9 95+6 11514
Final kan- glukoz degerleri (mg/dl) 111+6 102+4 4714337

Degerler ortalama+standart hata olarak verilmistir.
* Kontrol gruplarina gore anlaml olarak farkli (p<0.001).

5.3 Histolojik Bulgular

Isik mikroskobu incelemelerinde, her iki kontrol grubu arasinda herhangi bir
farklilik gozlenmedi.

Kontrol grubuna ait bobrek dokularinda, glomeriil ve tiibiil yapilari normal
olarak izlendi (Sekil 5). Diyabetin ikinci, dordiincii ve altinci haftalarinda ise
glomertl ve tiibiillerde baz1 histopatolojik degisiklikler belirlendi (Sekil 6, 7, 8).

Diyabetin ikinci haftasinda, kontrollerle karsilastirildiginda sadece bazi
glomertillerde daha bariz olan hafif bir mezangial matriks artisi izlendi (Sekil 9, 10,
11, 12). Diyabetin dordiincli haftasinda ise glomeriillerde hipertrofi ve mezangial
matriks artis1 belirgin bir goriiniimdeydi. Ayrica glomeriil kapillerlerinin bazal
membranlart bazi glomeriillerde belirgin olarak kalinlasmisti (Sekil 13, 14). Bazi
glomertillerde ise Bowman mesafesinde daralma dikkati ¢ekti (Sekil 13), ancak bu
durum en belirgin olarak altinc1 haftada gozlendi (Sekil 15, 17, 18) . Oyleki altinct
haftada bazi glomeriillerin etrafinda daralmis olan Bowman mesafesi nedeniyle
kiiciik biiylitmelerde glomeriil yapilar1 neredeyse se¢ilememekteydi (Sekil 8).
Diyabetin altinci haftasinda az sayida glomeriilde Bowman mesafesinde izlenen
kollajen6z madde birikimi de dikkati c¢ekti (Sekil 16). Glomeriillerde mezangial

matriks ve hiicre artis1 en belirgin olarak altinci haftada goézlendi (Sekil 15, 17).
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Ayrica diyabetin altinci haftasinda bazi glomeriillerde Bowman kapsiiliiniin periyetal
yapragindaki kalinlasma belirgindi (Sekil 16, 17).

Diyabetin ikinci haftasinda bobrek tiibiillerinde, az sayida tiibiil kesitinde
gozlenen dilatasyon ve glukojenik vakuolizasyon disinda belirgin bir histolojik
degisiklik izlenmedi (Sekil 6, 19). Bobrek korteksinde diyabetin ikinci haftasindan
itibaren gozlenen ve diyabetin altinci haftasina dogru gittik¢e artan glukojenik
vakuolizasyonu gosteren, seffaf goriiniimlii tiibiiller (Armanni-Ebstein lezyonlar1)
dikkati ¢ekti (Sekil 19, 20, 21). Armanni-Ebstein lezyonlar1 en yogun olarak
diyabetin altinc1 haftasinda gozlendi (Sekil 21, 22, 23). Farkli boyamalarda da
glikojen birikimine bagl olarak seffaf goriinlimlii, boya almamis hiicre sitoplazmasi
belirgin olarak izlendi (Sekil 22, 23).

Kontrollerle karsilastirildiginda, tiibiil epitellerinin firgams1 kenarlarinda,
diyabetin ikinci haftasindan bagliyarak, diyabetin altinci haftasina dogru giderek
artan ayrilma ve bozulmalar belirlendi (Sekil 24, 25, 26, 27). Ayrica diyabetin altinci
haftasinda, tiibiil bazal membranlarinda kalinlasma dikkati ¢ekti (Sekil 27). Tibiiler
dilatasyon da en belirgin olarak altinci haftada izlendi (Sekil 8). Kontrollerle
karsilastirildiginda diyabetin dordiincli haftasindan itibaren, bazi tiibiillerin epitel
hiicre sitoplazmalarinda toluidin mavisi boyama yontemi ile belirgin halde ve fazla
sayida koyu boyanmis, farkli irilikte tanecikler dikkati c¢ekti (Sekil 28, 29a). Bu
tanecikler bobrek tiibiil hiicrelerinin sitoplazmalarinda en yogun olarak diyabetin
altinct haftasinda gozlendi (Sekil 29b). Ayrica diyabetin altinci haftasinda, bobrek

dokusunda perivaskiiler 6dem de mevcuttu (Sekil 30).
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Sekil 5. Kontrol grubunda normal bdbrek histolojisi. Glomeriiller (—). H&E X 4.

Sekil 6. Diyabetin II. Haftasinda bobrek dokusu. Glomeriiller (—) ve tiibiiler
dilatasyon (%). H&E X 4.
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Sekil 7. Diyabetin IV. Haftasinda bobrek dokusu. Glomeriiller (—) ve tiibiiler
dilatasyon (). H&E X 4.

Sekil 8. Diyabetin VI. Haftasinda bobrekte glomeriiller (—), ayirt edilemeyen
glomeriiller (4 ) ve tiibiiler dilatasyon (%). H&E X 4.
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Sekil 9. Kontrol grubunda bir glomertiil (G), proksimal (PT) ve distal (DT) tiibiiller.
Mezangial matriks (—). PAS X 20.

¥
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Sekil 10. Kontrol grubunda bir glomeriil (G), proksimal (PT) ve distal (DT) tiibiiller
ve Makula Densa (4 ). Bowman mesafesi (%). Mezangial matriks (—).
Masson Trikrom X 20.
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Sekil 11. Diyabetin 1. Haftasinda bir glomeriilde (G) hafif mezangial matriks artis1 (—).
PAS X 20.

Sekil 12. Diyabetin II. Haftasinda bir glomeriil (G), proksimal (PT) ve distal (DT)
tiibiiller. Hafif mezangial matriks artis1 (—). Masson Trikrom X 20.
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Sekil 13. Diyabetin [V. Haftasinda hipertrofik bir glomeriilde (G) kapiller bazal membran
kalinlagmas1 (—) ve mezangial matriks artis1 (4 ). Bowman mesafesi (%). PAS X 20.

Sekil 14. Diyabetin [V. Haftasinda glomeriiler kapiller bazal membraninda
kalinlagsma (—). Masson Trikrom X 20.
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Sekil 15. Diyabetin VI. Haftasinda bir glomeriilde mezangial matriks artigi (4 )
ve Bowman mesafesinde daralma (%). PAS X 20.

Sekil 16. Diyabetin VI. Haftasinda bir glomeriilde kollajen6z madde birikimi (—)

ve Bowman kapsiiliiniin pariyetal yapraginda kalilasma (%). PAS X 20.
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Sekil 17. Diyabetin VI. Haftasinda bir glomeriilde mezangial hiicre artis1 (—),
Bowman kapsiiliiniin pariyetal yapraginda kalinlasma (4 ) ve Bowman mesafesinde

daralma (%). Masson Trikrom X 20.

Sekil 18. Diyabetin VI. Haftasinda bobrek korteksinde glomeriillerde (G) Bowman
mesafesinde ileri derecede daralma (%). H&E X 20.
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Sekil 19. Diyabetin 1. Haftasinda glikojenik vakuolizasyon izlenen bobrek
tiibiilleri (). H&E X 20.

Sekil 20. Diyabetin IV. Haftasinda bobrek tiibiillerinde Armani-Ebstein lezyonlar1 (%).
H&E X 20.
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Sekil 21. Diyabetin VI. Haftasinda bobrek tiibiillerinde Armani-Ebstein lezyonlari (%)
yogun olarak izlenmekte. H&E X 20.

Sekil 22. Diyabetin VI. Haftasinda Armani-Ebstein lezyonlarinda seffaf goriiniimlii
tiibiil hiicreleri (—). Masson Trikrom X 40.
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Sekil 23. Diyabetin VI. Haftasinda Armani-Ebstein lezyonlarinda seffaf goriiniimlii
tiibiil hiicreleri (—). Toluidin Mavisi X 40.

Sekil 24. Kontrol grubunda tiibiil epitelleri ve firgams1 kenarin (—) goriiniimii.

PAS X 20.
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Sekil 25. Diyabetin 1. Haftasinda az sayida tiibiil kesitinde firgams1 kenarda ayrilma
ve bozulmalar (—). Tiibiil bazal membran1 (4 ). PAS X 20.

Sekil 26. Diyabetin IV. Haftasinda firgamsi kenarda ayrilma ve bozulmalar (—).
PAS X 20.
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Sekil 27. Diyabetin VI. Haftasinda ¢ok sayida tiibiil kesitinde fircamsi1 kenarda ayrilma
ve bozulmalar (—). Tiibiil bazal membraninda kalinlasma (4 ). PAS X 20.

Sekil 28. Kontrol grubunda bobrek tiibiil hiicrelerinin sitoplazmasinda ¢ok seyrek

Izlenen graniil benzeri tanecikler (—). Toluidin Mavisi X 40.
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Sekil 29a,b. Diyabetin [V. Haftasinda (a) ve VI. Haftasinda (b) bobrek tiibiil hiicrelerinin

sitoplazmasinda graniil benzeri tanecikler (—). Toluidin Mavisi X 40.

Sekil 30. Diyabetin V1. Haftasinda bobrek korteksinde perivaskiiler ddem ().
H&E X 20.
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5.4 iImmiinohistokimyasal Bulgular

Isik mikroskobu incelemelerinde ghrelin immiinreaktivitesi agisindan, kontrol
gruplari arasinda herhangi bir farklilik gézlenmedi.

Kontrol grubuna ait kesitlerde bobrek korteksinde pozitif boyanma belirgin
olarak makula densa bolgesini de igeren distal tiibiillerde izlendi (Sekil 31). Aym
sekilde bobrek medullasinda da ghrelin immiinreaktivitesi distal tiibiil kesitlerinde
gozlendi (Sekil 33). Distal tiibiillerdeki ghrelin immiinreaktivitesi orta siddette (++)
olarak degerlendirildi (Sekil 31, 32, 33). Glomeriiller, proksimal tiibiil, henle
kulpunun ince pargasi ve toplayici kanallarda ghrelin immiinreaktivitesi gozlenmedi
(Sekil 32, 33, 34).

Diyabetin ikinci haftasinda, bobrek korteks ve medullasinda ghrelin
immiinreaktivitesi kontrollerdekine benzer bir goriintimdeydi (Sekil 35, 36, 37). Aym
sekilde distal tiibiillerde orta siddette (++) ghrelin immiinreaktivitesi izlenirken,
glomertiller, proksimal tiibiil ve henle kulpunun ince parcasinda ghrelin
immiinreaktivitesi gézlenmedi (Sekil 35, 36, 37). Bobrek papillasinda toplayici kanal
kesitlerinde hafif (+) bir ghrelin immiinreaktivitesi izlendi (Sekil 38).

Diyabetin  dordiincii  ve altinct  haftasinda ise bdbrekte  ghrelin
immiinreaktivitesi acisindan onemli farkliliklar belirlendi. Diyabetin dordiincii ve
altinc1 haftasinda bobrek korteksinde distal tiibiillerde siddetli (+++) ghrelin
immiinreaktivitesi izlendi (Sekil 39, 40, 43, 44). Ayn1 sekilde diyabetin dordiincii ve
altinc1 haftasinda bobrek medullasinda da distal tiibiillerde siddetli (+++) ghrelin
immiinreaktivitesi izlendi (Sekil 41, 45). Diyabetin dordiincii ve altinci haftasinda
glomeriiller, proksimal tiibiil ve henle kulpunun ince parcasinda ise ghrelin
immiinreaktivitesi gozlenmedi (Sekil 40, 41, 44, 45). Dordiincii haftada toplayici

kanallarda orta siddette (++) ghrelin immiinreaktivitesi gozlendi (Sekil 42). Altinci
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haftada bobrek papillasinda toplayici kanallarda gozlenen ghrelin immiinreaktivitesi
ise siddetli (+++) olarak degerlendirildi (Sekil 46).

Negatif kontrol i¢in yapilan boyamalarda bobrek dokusunda herhangi bir
immiinreaktivite gozlenmedi (Sekil 47). Pozitif kontrol olarak ise mide dokusunda

ghrelin immiinreaktif hiicreler belirlendi (Sekil 48).
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Sekil 31. Kontrol grubu bobrek korteksinde distal tiibiillerde (DT), (++) ghrelin
immiinreaktivitesi. Makula Densa (—), Proksimal tiibiil (PT), Glomeriil (G). X 10.

Sekil 32. Kontrol grubu bobrek korteksinde distal tiibiilde (DT), (++) ghrelin
immiinreaktivitesi. Proksimal tiibiil (PT), Glomeriil (G). X 20.
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Sekil 33. Kontrol grubunda bobrek medullasinda, (++) ghrelin immiinreaktivitesi.
Distal tiibiil (DT), Ince parca (—). X 20.

Sekil 34. Kontrol grubu bébrek papillasinda toplayici kanallarda (%), (0) ghrelin

immiinreaktivitesi. X 10.
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Sekil 35. Diyabetin II. Haftasinda bobrek korteksinde distal tiibiillerde (DT),
(++) ghrelin immiinreaktivitesi. Proksimal tiibiil (PT), Glomeriil (G). X 10.

Sekil 36. Diyabetin I1. Haftasinda bobrek korteksinde distal tiibiillerde (DT), (++) ghrelin
immiinreaktivitesi. Proksimal tiibiil (PT), Glomeriil (G). X 20.
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Sekil 37. Diyabetin 1. Haftasinda bobrek medullasinda, (++) ghrelin immiinreaktivitesi.
Distal tiibiil (DT). Ince parca (—). X 10.

Sekil 38.Diyabetin II. Haftasinda bobrek papillasinda toplayict kanallarda (%),

(+) ghrelin immiinreaktivitesi. X 10.



Sekil 39. Diyabetin [V. Haftasinda bobrek korteksinde distal tiibiillerde (DT),

(+++) ghrelin immiinreaktivitesi. Glomeriil (G). X 10.

-
-
Sekil 40. Diyabetin [V. Haftasinda bobrek korteksinde distal tiibiillerde (DT),
(+++) ghrelin immiinreaktivitesi. Proksimal tiibiil (PT), Glomeriil (G). X 20.
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Sekil 41. Diyabetin IV. Haftasinda bobrek medullasinda (+++) ghrelin immiinreaktivitesi.
Distal tiibiil (DT). ince parga (—). X 10.

Sekil 42. Diyabetin IV. Haftasinda bobrek papillasinda toplayici kanallarda (%),
(++) ghrelin immiinreaktivitesi. X 10.
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Sekil 43. Diyabetin VI. Haftasinda bobrek korteksinde distal tiibiillerde (DT),

(+++) ghrelin immiinreaktivitesi. Glomeriil (G). X 10.

Sekil 44. Diyabetin VI. Haftasinda bobrek korteksinde distal tiibiillerde (DT),
(+++) ghrelin immiinreaktivitesi. Proksimal tiibiil (PT), Glomeriil (G). X 20.
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Sekil 45. Diyabetin VI. Haftasinda bobrek medullasinda (+++) ghrelin immiinreaktivitesi.
Distal tiibiil (DT). ince parga (—). X 10.

Sekil 46. Diyabetin VI. Haftasinda bobrek papillasinda toplayici kanallarda (%),

(+++) ghrelin immiinreaktivitesi. X 10.
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Sekil 47. Negatif kontrol. (0) ghrelin immiinreaktivitesi. X 10.

Sekil 48. Pozitif kontrol. Midede ghrelin immiinreaktif hiicreler (—). X 10.
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6. TARTISMA

Bu calismada deneysel diyabet modeli, Streptomyces achromogenes
tarafindan iretilen ve ayni zamanda pankreas beta hiicrelerine toksik etkili bir
antibiyotik olan STZ ile olusturulmustur (136).

Diyabetin basta gelen hedefi bobreklerdir ve bobrek yetmezligi, diyabete
bagli 6lim nedenleri arasinda miyokard enfarktiisiinden sonra ikinci sirada yer
almaktadir (14). Etyolojisi ve patogenezi heniliz tam anlamiyla aydinlatilamamais bir
bilmeceler yumagi olan diyabetik nefropati, son donem bdbrek yetersizliginin dnemli
bir nedeni olup, nefropati siklig1 diyabet siiresi uzadikca artis gdstermektedir (21,
137). Tip 1 ve tip 2 diyabette gdzlenen bobrek degisiklikleri arasinda belirgin bir fark
olmay1p, diyabetik nefropatide her iki tipte de glomertiler ve interstisyel lezyonlarin
gelismesi ortak bulgudur (138, 139).

Deneysel ve klinik bulgularin  ¢ogu, diyabetin komplikasyonlarinin,
metabolik  dengesizliklerin, o6zellikle de hipergliseminin sonucu oldugunu
gostermektedir. Hiperglisemi ile uzun siireli diyabetin komplikasyonlar1 arasinda
baglant1 kuran bircok mekanizma arastirilmistir. Arastirmalar, hiperglisemi kontrolii
ile diyabetin komplikasyonlarinin gelismesinin geciktirilebildigini gdstermektedir
(14). Sirekli hipergliseminin bdobreklerde kalici ve giderek yasamsal tehlike
olusturan yapisal degisikliklere yol actig1 bilinmektedir. Ancak hiperglisemiyi
nefropatinin baglamasi i¢in vazgegilmez bir faktor olarak kabul etmek yerine, sayet
nefropati gelisecekse, bu faktorli, patolojiyi siddetlendiren bir etken olarak
degerlendirmek daha uygun goriinmektedir (21). STZ ile deneysel diyabet
olusturulmus sicanlarda, insiilin ile hiperglisemi kontrolii saglandiginda, glomeriil

bazal membran kalinlasmasi ve mezangial matriks artisi gibi diyabetik nefropati
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bulgularinin 6nlenebildigi bildirilmistir (140, 141). Diyabetik nefropati, bobregin
biitlin boliimlerini kapsayan yapisal degisiklikleri igerir, ancak en karekteristik
degisiklikler glomeriillerde belirlenmistir (142). En 6nemli glomeriiler lezyonlar,
kapiller bazal membran kalinlagsmalari, diffiiz glomeriiloskleroz ve nodiiler
glomertlosklerozdur. Diffiiz glomeriiloskleroz, mezangial hiicre proliferasyonu ve
beraberinde mezangial matrikste diffiiz artis olarak tanimlanabilir ve her zaman bazal
membran kalinlagsmasi ile iliskilidir (14). Bu ¢alismada da, diyabetin dordiincii
haftasindan itibaren glomeriillerdeki diffiiz mezangiyal artis ve kapiller bazal
membran kalinlagsmalar1 belirgin bir bigcimde gézlenmistir.

Diyabetik nefropatinin erken dénemde; glomeriil ve tiibiillerde hipertrofi, tiibiiler
vakuolizasyon, glomeriil ve tiibiil bazal membranlarinda kalinlasma, glomeriillerde
mezangial matriks ve hiicre artisi gibi histopatolojik degisiklikler gosterdigi
bilinmektedir (143—-145). Calismamizda da 151k mikroskobu diizeyinde glomeriillerde
hipertrofi ve PAS (+) mezangial matrikste artis, tiibiiler vakuolizasyon ve tiibiil bazal
membranlarinda kalinlasma gozlenmesi literatiir bilgileri ile uyum gostermektedir.
Ayni zamanda; saglikli kontrol grubu ile karsilastirildiginda diyabetik grupta bobrek
agirliklarinin anlamli olarak artmis oldugu tespit edilmistir. Bobrek agirlik artisi ile
ilgili bu bulgular, diyabetiklerde erken donemde ortaya ¢ikan bobrek agirliginda artis
ve renal doku hipertrofisi bulgular1 ile biiyiikk bir uyum igerisindedir (146). Bu
calismada, diyabetik bdobrekte bazi histopatolojik degisiklikler ikinci haftadan
itibaren izlenmis, ancak en belirgin degisiklikler ise altinci haftada gozlenmistir. Bu
durum diyabetin siddet ve siiresi ile iliskili olabilir. Nitekim, diyabetteki mezangial
matriks artist daha Onceki c¢alismalarda diyabetin siddet ve siiresine gore
derecelendirilmistir (143, 147). Calismamizda, glomeriillerde mezangial matriks ve

hiicre artis1 da altinci haftada en yiiksek diizeyde gozlenmistir. Diyabette mezangial
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matriks artis1, hiperglisemi sonucu olusan IGSU, hiicresel ve hemodinamik faktorler
gibi birgok mekanizma ile iliskili bir durumdur (148). Ikinci hafta ile
karsilastirildiginda, altinci haftada Armanni-Ebstein lezyonlarinin da bariz bir sekilde
arttig1 goézlenmistir. Kontrol altina alinamayan glukoziirisi olan hastalarda, tiibiiler
epitelde glukozun reabsorbe edilerek, glikojen olarak depolandigi bilinmektedir (14).
Giliniimiizde Armanni-Ebstein lezyonlarinin bir hastalik belirtisi olmaktan c¢ok,
tibbiiler sivida yiiksek yogunluktaki glukozun geri emilimi sonucu glikojen
birikiminin bir isareti oldugu anlasilmistir (21).

Diyabetik nefropati patogenezisinde IGSU’niin rolii olabilecegi diisiiniilmektedir
(149). IGSU renal glomeriiler bazal membranin artmis gecirgenliginden de
sorumludur ve bu gecirgenlik mikroalbiiminiiri ve makroalbiiminiiriye neden olur
(150). Calismamizda, baz tiibiillerin epitel hiicre sitoplazmalarinda toluidin mavisi
boyama yontemi ile belirgin halde izlenen koyu boyanmus, farkl: irilikte taneciklerin,
Ozellikle diyabetin altinci haftasinda daha fazla sayida olduklar1 dikkati ¢ekmistir.
Arastirmalar, IGSU peptidlerinin glomeriillerden kolaylikla filtre edildigini ve
proksimal kivrintili tiibiillerde reabsorbe edilerek, endolizozomal sistem tarafindan
metabolize oldugunu gostermektedir (151, 152). Vard1 ve ark. bu taneciklerin IGSU
peptidleri ile yiiklenen tiibiiler lizozom yogunluklarindaki artiglara bagli olarak
gozlenebileceklerini bildirmislerdir (153). Diyabetli hastalarda arteriyoler hyalin ve
intima kalilasma alanlarinda da IGSU belirlenmistir (149).

Biiylimeyi hizlandirmas1 ve proliferatif etkileri yaninda, diyabetik bdbrek
hastaliginin olusumundaki fonksiyonel ve yapisal degisimlere katkilar1 nedeniyle,
diyabetik nefropati patogenezinde biiyiime faktorleri de ¢cok 6zel bir yere sahiplerdir.
Diyabetik nefropatide rol alan baglica biiyiime faktorleri; GH, IGF-1, vaskiiler

endotelyal biiyiime faktorii, transforming biiyiime faktorii, epidermal biiylime
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faktort, platelet kokenli biiylime faktoriidiir. Bunlardan, GH /IGF sistemini olusturan
molekiiller; dolasimda, ekstraselliiler mesafede ve cogu dokuda bulunmakta ve
bliylime ile ilgili 6nemli gorevler iistlenmektedir (21). Arastirmalar, bu sisteminin
diyabetik nefropatide 6nemli bir rol oynayabilecegini gdstermektedir (154). GH,
diyabetik mikroanjiyopatinin olusumunda rol almakta, GH ve IGF’nin diyabetik
nefropatide patojenik bir rol oynayabilecegi diisiiniilmektedir (155, 156). Tip 1
diyabet modeli olusturulmus non-obez diyabetik farelerde ve STZ ile olusturulmus
diyabetik sicanlarda, serumda oldukca belirgin bir sekilde GH artis1 oldugu
bildirilmistir (134, 157). GH reseptor antagonistlerinin uygulanmasi ile hem non-
obez diyabetik ve hemde STZ ile deneysel diyabet olusturulmus farelerde, renal ve
glomertiler hipertrofi ve albliminiirinin Onlenebildigi gosterilmistir (157, 158).
Masaoka ve ark. ise ¢alismamizdakine benzer bir sekilde Wistar siganlarinda STZ ile
diyabet olusturmus, serum insiilin ve IGF- 1 diizeylerinde anlamli bir azalmaya
karsilik; serum GH, serum total ve aktif ghrelin seviyelerinde bariz bir artis oldugunu
bildirmislerdir (134). Olduke¢a gii¢lii bir GH salgilatic1 aktiviteye sahip olan ghrelin,
midede iiretildikten sonra ©on hipofiz ve hipotalamik bolgedeki reseptorlerine
ulasarak, GH salinimini uyarmaktadir (28, 159). STZ ile olusturulmus diyabetik
siganlarda  yapilan bir ¢alismada, diyabet grubunda plazma ghrelin
konsantrasyonlarinin  olduk¢a yiiksek olmasina karsilik, mide ghrelin gen
ekspresyonunun kontrol grubu degerleri ile anlamli bir farklilifi olmadig
bildirilmistir. STZ ile olusturulmus diyabetik sicanlardaki yiikselmis plazma ghrelin
konsantrasyonunun mekanizmasi biiyiik dl¢tide bilinmemektedir (135). Masaoka ve
ark. artmig plazma ghrelin konsantrasyonundan, midedeki ghrelin immiinreaktif
hiicreleri sorumlu tutmasina ragmen, diyabette mide disinda bir organda da ghrelin

sentezinin artmis olabilecegi ihtimali gdzoniinde bulundurulmalidir (134). Mori ve
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ark. ilk kez gastrointestinal sistem ve beyin disinda fare bobreginde prepro-ghrelin
gen ekspresyonunu gostererek, bobrekte ghrelinin lokal olarak tiretilebildigini, ayrica
ghrelinin bu organda endokrin ve/ veya parakrin rollere sahip olabilecegini ileri
siirmektedirler (68). Tiim bu bilgilerin 15181nda, diyabette ghrelin dinamiklerinde
meydana gelen degisikliklerin sonucu olarak, bobreklerden de ghrelin sentezinin
artabilecegi ve bunun diyabetin patofizyolojik mekanizmasinda etkisi olabilecegi
diisiiniilebilir. Zaten DM’un karekteristik 6zelligi olan hiperfajinin de yiiksek ghrelin
seviyesinden kaynaklanabilecegi diisliniilmiis ve ghrelin reseptdor antagonisti
verilerek kismen geriledigi gozlenmistir (135). Tip I diyabetli ¢cocuklarda yemek
alimindan 6nce ve sonra (insiilin tedavisi baslamadan) yapilan ¢alismada, ghrelin
seviyelerinde yemege bagli diisme godzlenmemistir, buda tip I diyabette anormal
ghrelin dinamiklerinin varligin1  gostermektedir (160). Ayrica tip [ diyabetli
hastalarda pernisiydz anemi ve ghrelinin ana kaynagi olan mide korpusunda tip A
kronik atrofik gastrit prevalansi yiiksektir. Ancak kronik atrofik gastriti olan tip 1
diyabetiklerde yapilan bir calismada ilging bir sekilde bu hastalardaki plazma ghrelin
konsantrasyonlarinin azalmadigi tespit edilmistir (161).

Calismamizda diyabetin dordiincii ve altinci haftasinda bobrekte distal tiibiillerde
siddetli (+++) ghrelin immiinreaktivitesi izlenmesi ve ayn1 zamanda kontrollerden
farkli bir sekilde altinci haftada toplayict kanallarda da siddetli (+++) ghrelin
immiinreaktivitesi gozlenmis olmasi, diyabette ghrelin dinamiklerinde meydana
gelen degisikliklerin bir gostergesidir. Bu durumda Masaoka ve ark.(134) tarafindan
belirlenen plazma ghrelinindeki artis lokal yani bobrek kokenli olabilir ve diyabetin
erken doneminde bobrekte lokal olarak iiretilen ghrelin de GH salgilatict etki

gostererek, diyabetik nefropatinin patofizyolojisine katiliyor olabilir.
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Bobreklerde ghrelin benzeri immiinreaktivite sigan disinda, fare ve hamsterlarda
da gbzlenmistir. Her ti¢ tiirde de, cinsiyet farkliliginda immiinreaktivite agisindan bir
degisiklik tespit edilememis ve bobrek dokularinda distal tiibiillerin epitellerinde agik
bir sekilde ghrelin ekspresyonu gozlendigi, jukstaglomeriiler hiicreleri de kapsayan
nefronun diger kisimlarinda ve toplayici kanallarda ise ghrelin immiinreaktivitesinin
gozlenmedigi bildirilmistir (67). Calismamizin kontrol grubunda distal tiibiil
epitelinde pozitif ghrelin immiinreaktivitesi gozlenirken, nefronun diger kisimlarinda
ve toplayict kanallarda ise ghrelin immiinreaktivitesi gozlenmemesi, Yabuki ve ark.
bulgular ile biiyiik bir uyum igerisindedir. Ayni1 arastirmacilar, toplayici kanallarda
151k mikroskobu diizeyinde ghrelin immiinreaktivitesi belirlememis olmasina
ragmen, immiinelektron mikroskobu diizeyinde, distal tiibiil ve toplayici kanallarda
bazolateral membranda pozitif sinyaller gézlediklerini bildirmislerdir. Distal tiibiil ve
toplayici kanallarin bazolateral membranindaki bu ghrelinin, iyon kanal aktivitesini
etkiliyerek, viicut sivilarinin diizenlenmesinde onemli bir fizyolojik rol oynadigin
ileri siirmektedirler (67).

Bilindigi gibi 06zellikle mediiller toplayict kanallar, idrar1 yogunlastirma
yetenegine katkida bulunan, asit baz dengesinin diizenlenmesinde anahtar rol
oynayan, idrar igleme tabi tutan son yerdir. Siddetli DM’da kan asetoasetik asit
diizeyleri ¢ok ylikselerek metabolik asidoza neden olabilir ve bunu 6nlemek igin
idrarla bazen 500 mmol/giin kadar yiiksek miktarda asit atilir (13). Calismamizda
diyabetik siganlarda, toplayici kanallarda diyabetin ilerliyen haftalarinda artan
siddette ghrelin immiinreaktivitesinin gozlenmesinin, diyabette viicut sivilarinin
dengesi agisindan dnemli olabilecegi diisliniilmektedir.

Distal tiibiill ve toplayict kanallarin bazolateral membranindaki sodyum

kanallarinin kan basincinin diizenlenmesine katiliyor olabilecegi bildirilmistir (162).
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Yillardan beri hipertansiyonun diyabetli hastalarda daha yaygin oldugu bilinmektedir
(163). Bu calismada diyabetin altinci haftasinda bobrekte distal tiibiillerde ve
toplayici kanallarda gézlenen siddetli (+++) ghrelin immiinreaktivitesinin, ghrelinin,
diyabette kan basincinin diizenlenmesi ile ilgili bir rolii olmasi ihtimalinin de
arastiritlmasi gerekliligini diistindiirmektedir.

Hafiften siddetliye dogru kronik bobrek yetmezligi olan hastalarin plazma total
ghrelin seviyeleri ile ilgili olarak yapilan bir calismada plazma total ghrelin
seviyelerinin 6nemli oranda yiikseldigi, hemodiyaliz tedavisi sonunda ise azaldig
gosterilmistir. Kronik bobrek yetmezligi olan hastalarin plazma total ghrelin
seviyelerindeki bu ylikselmenin, bobrekteki ghrelin metabolizmast ile iliskili
olabilecegi diisliniilmektedir (30). Yoshimoto ve ark. ghrelinin glomeriillerden
stizlildiigiinii, bobregin ghrelinin klirensi, bozulmasi ve/ veya sekresyonu i¢in 6nemli
bir alan oldugunu ileri siirmektedirler (164). Calismamizda, diyabetik si¢an
bobreginin ghrelin immiinreaktivitesinde gozlenen degisikliklerin, ghrelinin klirensi
ile iliskisinin olup olmadig1 da daha ileri aragtirmalarin konusu olabilir.

Sonug olarak, bu calismada kontrollerle karsilastirildiginda, STZ ile olusturulmus
DM’lu sigan bobrek dokusundaki ghrelin immiinreaktivitesinde belirgin bir artis
oldugu  gozlenmistir.  Diyabette  bobrek  dokusunda  belirlenen  ghrelin
immiinreaktivitesindeki ~ bu  artis, diyabetik  nefropatinin  patofizyolojik
mekanizmasina ghrelinin de katilabilecegini diisiindiirmektedir. Gelecekte daha ileri
ve ayrintili ¢aligmalarla, diyabette ghrelin ile iliskili patofizyolojik mekanizmalar
aydinlatilabildigi taktirde, diyabetik nefropatiyi 6nlemek amaciyla ghrelin ile iligkili

tedavi yaklagimlar1 da denenebilecektir.
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