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ACE
ACEi

ADA
AGEs
AGT
Ang I
Ang I1
ARB
AT1
AT2
ATP
DM
DNP
DSO
ECM
FENa
GBM
GFR
GSH
HbAlc

SIMGE VE KISALTMALAR

: Angiotensin converting enzyme (Anjiotensin doniistiiriicli enzim)

: Angiotensin converting enzyme inhibitor (Anjiotensin doniistiiriicii

enzim inhibitdrii)

: American Diabetes Association (Amerikan Diyabet Cemiyeti)
: Advanced glycation end products (ileri glikozilasyon son iiriinleri)
: Anjiotensinojen

: Anjiotensin [

: Anjiotensin II

: Anjiotensin II tip 1 reseptdr blokerleri

: Anjiotensin II tip 1 reseptorii

: Anjiotensin II tip 2 reseptorii

: Adenosine triphosphate (Adenozin trifosfat)

: Diabetes Mellitus

: Diyabetik nefropati

: Diinya Saglik Orgiitii

: Extracellular matrix (Hiicre dis1 matriks)

: Fractional Excretion of Sodium (Fraksiyonel Na atilimi )

: Glomerular basement membrane (Glomeriiler bazal membran)
: Glomerular filtration rate (Glomertiler filtrasyon hiz1)

: Glutatyon

: Hemoglobin Alc
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iNOS
iR
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KBH
MAPK
Na®
NAC
NADP
NADPH
NAG
NF-kB
NO
NOS
NS

0,
ONOO
PAI-1
PAS
PBS
PKC
RAAS
RAGE

ROS
SDBY
SOD
STZ
TGF-B;
TNF-a
UAA
UGA

: Hipertansiyon

: inducible Nitric Oxide Synthase

: Irbesartan

: Potasyum

: Kan basinci

: Kronik bobrek hastaligi

: Mitojen aktive eden protein kinaz

: Sodyum

: N-acetylcysteine (N-asetil sistein)

: Nicotinamide Adenine Dinucleotide Phosphate
: reduced Nicotinamide Adenine Dinucleotide Phosphate
: N-acetyl- beta- D-glucosaminidase (N-Asetil-beta-D- Glukozaminidaz)
: Niikleer faktor kappa beta

: Nitrik oksit

: Nitrik oksit sentetaz

: Nigella Sativa

: Siiperoksit radikali

: Peroksinitrit

: Plazminojen aktivator inhibitorii-1

: Periodic Acid Schiff

: Fosfat Tampon Soliisyonu

: Protein kinaz C

: Renin anjiotensin aldosteron sistemi

: Receptor of advanced glycation end products (lleri glikozilasyon son

iirlinleri reseptorii)

: Reaktif oksijen triinleri

: Son donem bdbrek yetmezligi

: Siiperoksit dismutaz

: Streptozotosin

: Transforming growth factor- beta 1

: Tumor Necrosis Factor-alfa (Tiimor nekrozis faktor-alfa)
: Uriner albumin atilimi

: Uriner glukoz atilim1



UPA : Uriner protein atilimi

VEGF : Vascular endothelial growth factor (Damar endoteli biiyiime faktorii)



GIRIS VE AMAC

Diabetes Mellitus (DM)’nin prevelansi hizla artmakta ve 2000 yilinda diinyada 171
milyon olan hasta sayisinin 2030 yilinda 366 milyon olacagi ongoriilmektedir (1). Cesitli
organlarda hasara yol agcan DM’ nin hedef organlar1 arasinda bobrekler 6nemli yer almakta ve
ve diyabetik nefropati (DNP) de DM ile paralel olarak hizla artmaktadir (2). Gelismis
ilkelerde son donem bobrek yetmezligi (SDBY) nedenleri arasinda %25-44’liik oranla birinci
sirayt DM almaktadir (3). Ulkemizde de, Tiirk Nefroloji Dernegi’nin 2007 verilerine gore
SDBY nedeniyle diizenli hemodiyaliz tedavisi uygulanan hastalarda %26.1 oran ile DNP’liler
ilk siraya yiikselmistir (4). Endiistriyel yasam bicimi, bu artis1 hizlandirmaktadir (5).

Birgok etmen DNP gelisiminden sorumlu tutulmaktadir (6). Genetik yatkinligin yani
sira hipertansiyon, dislipidemi, obezite, sedanter yasam, beslenme bozuklugu gibi risk
faktorleri DM ve komplikasyonlarinin gelisimini hizlandirmaktadir (7). DM’lilerdeki
hiperglisemiye bagli renal kanlanma artis1 ve intraglomeriiler basing yiikselmesi renal
bozulmayi kolaylastirmaktadir.leri glikolizasyon son iiriinleri (AGEs), protein kinaz C (PKC)
aktivasyon artisi, anormal polyol metabolizas1 ve oksidatif stresle olusan reaktif oksijen
tiriinleri (ROS) da DNP gelisiminde rol almaktadir (8,9).

Hipergliseminin, DM komplikasyonlarinin gelisiminde énemli rol alan sistemik renin-
anjiotensin- aldosteron sistemi (RAAS) ve daha ¢ok doku RAAS’1nin aktivasyonunu artirdigi
gosterilmistir. Doku RAAS aktivasyonu ile sayilar1 da artan Anjiotensin II (Ang II) Tip 1
(AT1) reseptorleri, DNP patogenezinde Onemli yer almaktadir (10). AT1 reseptorlerinin
uyarilmasi kan voliimii ve basincini artirir, intraglomeriiler basinci yiikseltir, soliit, protein ve
amino asitlerin ultrafiltrata gecisini hizlandirir. Ayrica indirgenmis nikotin amid adenin

diniikleotid fosfat (NADPH) oksidazi aktive ederek siiperoksit (O;) yapimini uyarir. O,
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nitrik oksit (NO) ile reaksiyona girerek fonksiyonunu bozar ve peroksinitrit (ONOO)
radikalini olusturur. ROS yapimini da artirarak endotel, mezangium ve interstisyum
hiicrelerinin proliferasyonunu ve ‘transforming growth faktor beta-1° (TGF-B;) yapimim
uyarir. TGF-B; de mezangial matriks protein sentezini artirir (11,12). Boylece, hemodinamik
olarak baslayan degisiklikler yapisal bozulma ile birleserek DNP gelisimine yol agar (10-13).

Anjiotensin doniistiiriicii enzim inhibitérii (ACE1) ve ATI reseptor blokerleri (ARB)
tedavisi ile yapilan klinik ¢alismalarda, proteiniirinin azaldigi ve DNP gelisiminin yavasladigi
bilinmektedir. Bu ilaglarin renal koruyucu etkileri, 6ncelikle kan basinci (KB) ve glomeriiler
basinct diisiiriicii  6zelliklerinden kaynaklanmaktadir (14,15). Onozato ve ark.(16)’nin,
deneysel DM gelistirdikleri ratlarda dort haftalik KB’ni1 diisiirmeyen dozlardaki ACEi ve
ARB tedavileri sonunda bobrek dokularindaki NADPH oksidaz, ndronal ve endotelyal NO
sentetazda azalma gdzlemeleri bu goriisii desteklemektedir. Ancak renal dokuda ‘inducible
Nitric Oxide Synthase’ (iNOS) ve kollajen birikimini incelememislerdir.

Deneysel caligmalarda, antioksidanlarla yapilan tedavilerin organ hasarini yavaslattigi
bildirilmektedir (17,18). Nigella Sativa (NS) ile yapilan ¢aligmalarda; immiinomodiilator (19),
antibakteriyel (20), hipotansif (21), hepatoprotektif (22), gastroprotektif (23), néroprotektif
(24), oksidatif stresi ve renal hasarmn gelisimini azaltic1 etkileri gosterilmistir. Ozellikle
pankreas hiicrelerini koruyucu,insiilin duyarliligini artirici ve insanlarda kan sekerini
diisiiriicii etki yaptig1 bildirilmistir (25-27).

Son yillarda radyofarmasétiklerin renal toksik etkilerini 6nlemekte (28) kullanilan N-
asetil sistein (NAC), giiglii antioksidan &zelligi olan bir tiol derivesidir (29). Deneysel
calismalarda, NAC ile diyabetik ve nondiyabetik nefropati olusumunun yavasladigi,
dislipidemi ve ROS yapiminin azaldig1 gézlemlenmistir (30).

Geleneksel olarak kullanilan NS ve klinikte kullanilan NAC’1n ciddi yan etkilerinin
olmadig bildirilmektedir (30-32). Son yillarda, antioksidanlarin DM’de kullaniminin yararh
olacag goriisii agirlik kazanmaktadir. Ancak, yaptigimiz arastirmada, klinik ve deneysel DNP
calismalarinda, ARB ile antioksidanlarin kombinasyon tedavilerine rastlayamadik.Bu
nedenle, KB ve glomeriiler filtrasyon hizi (GFR)’yi diisiirmeyen dozlarda ARB blokeri olan
irbesartan ile NS ve NAC tedavilerinin deneysel DNP’ye etkilerini aragtirmay1 amacladik.



GENEL BILGILER

DIiABETES MELLITUS

Diabetes Mellitus, hiperglisemi ile karakterize karbonhidrat, protein ve lipid
metabolizmalarinin bozuklugu ile seyreden kronik ve progresif bir metabolizma hastaligidir.
Pankreastan insiilin saliniminin mutlak ya da goreceli yetersizligi ve/veya insiiline periferik
dokularin direnci sonucu gelisen bu hastaligin genetigi, etyopatogenezi ve klinik seyri de
heterojen ozelliktedir (33).

Diabetes ve Mellitus adi, Yunanca akip giden anlamina gelen dia+betes ve bal kadar
tatli anlamina gelen mellitus kelimelerinden tiiretilmistir. Diabetes adi ilk kez Kapadokya'da
M.S. 2. yiizyilda Arateus tarafindan kullanilmistir. Arateus, ¢ok idrar yapan ve kilo kaybeden
insanlar1 sifonlu ficiya benzeterek hastalifa ‘Diabetes’ adin1 vermis ve klinik bulgularla tani
koymustur. Susruta ve diger Hintli doktorlar M.S. 5-6. ylizyilda, seker hastalarinin idrarinin
tatli oldugunu, bu nedenle karincalarin, sineklerin ve diger béceklerin bu idrara tististiigiini
gbzlemlemisler ve hastaligin iki formu oldugunu yazmislardir. Bir formunda hastalarin zay1f
ve geng oldugu, uzun yasamadan kisa siirede 61diigii, diger grupta ise hastalarin sisman ve
daha yash oldugu belirtilmistir. Bu, glinlimiiziin siniflamasinda belirtilen Tip 1 ve Tip 2 DM
siniflamasina ¢ok benzemektedir (33).

Hastaligin tanisi, en az 8 saatlik aclik sonrasi sabah plazma gukozunun >126 mg/dl
olmasi veya poliliri, polidipsi, glukoziiri, ketoniiri, aciklanamayan kilo kayb1 ve bulanik
gorme gibi semptomlar varliginda herhangi bir zamanda bakilan plazma glukoz diizeyinin
>200 mg/dl bulunmasi ile konulmaktadir. Oral glukoz tolerans testi olarak uygulanan suda
eritilmis 75 gr anhidréz glukozun i¢iminden 2 saat sonraki glukoz diizeyinin >200 mg/dl

olmas1 DM tanist koydurur (34).



Cografik bolge, kentsel-kirsal alan, yas grubu ve cinsiyete gore dagilimi farklilik
gostermekle birlikte sik goriilen bir hastaliktir. Siniflamada dort klinik tip yer almaktadir.
Bunlardan iicii (Tip 1, Tip 2 ve Gestasyonel DM) primer, dordiinciisii (spesifik diyabet tipleri)
sekonder diyabet formlar1 olarak tanimlanmaktadir (35).

Tip 1 DM, mutlak insiilin eksikligine yol acan pankreas beta hiicre yikimi ile
karakterize bir hastaliktir. Tiim diyabet olgularinin %10-15’ini olusturmaktadir. Etyolojisi
tam bilinmemekle birlikte genetik (%10) ve ¢evresel faktorlerin ortak etkisi ile gelismektedir.
Her yasta goriilebilirse de genellikle 30 yasin altinda ortaya ¢ikar ve hastalarin ¢cogu normal-
diistik kiloludur. Tip 1 DM etyolojik olarak immun aracili ve idiopatik olarak iki grupta
siniflandirilmaktadir. Bazi yazarlarca Tip 1A ve Tip 1B olarak da adlandirilir. Genellikle Tip
1 DM adi; immun aracilt i¢in kullanilir ve hastalarin %90°1 bu grupta yer alir. Pankreas beta
hiicrelerinin bilesenlerine kars1 otoantikorlar bulunmaktadir. idiopatik tip (Tip 1B) ise nadir
goriiliir ve beta hiicre otoimmiinitesini gosteren immunolojik bulgu yoktur. Bu hastalarin kan
insiilin diizeyleri diisiiktiir ve insiilin direnci bulunmaz (36). Tip 1 DM klinigi hizli sekilde
ortaya cikar. Bazi hastalarda ise yillar sliren yavas bir gelisim gostererek Tip 2 DM gibi
seyreder. Yillar icinde insiilin eksikligi giderek artarak oral antidiyabetiklere yanit veremez
hale gelir. Boyle hastalar yavas seyirli bir otoimmiinite gosterebilir (latent autoimmune
diabetes in adults, LADA veya slow onset diabetes in adults, SODA) (37).

Tip 2 DM insiilin direnci ve/veya insiilin sekresyon defekti ile karakterizedir. Tiim
diyabetik hastalarin %90’1 Tip 2 DM grubundadir. Hastalar siklikla obez veya kiloludur.
Cogunlukla 30 yas sonrasi ortaya c¢ikar. Ancak obezite artigina paralel olarak son 10 yilda
cocukluk veya adolesan ¢aglarindaki Tip 2 DM’lilerde belirgin artis gézlenmektedir. Tip 2
DM etyolojisinde giiclii bir genetik yatkinlik (%60) s6z konusudur. Ailede genetik yogunluk
arttikca sonraki nesillerde diyabet riski artar ve hastalik daha erken yaslarda ortaya cikar.
Genellikle sinsi baslangi¢lidir ve hastalarin ¢cogunda baslangigta semptom yoktur (38).

Etyolojik sinflamada; Tip 1 ve 2 DM’den baska gebelik sirasinda ortaya g¢ikan ve
genellikle dogum sonrasi diizelen gestasyonel diyabet ve sekonder diyabet tipleri de vardir.
Beta hiicre fonksiyonlarin genetik defekti (Maturity Onset Diabetes of Young, MODY) (1-
6), insiilinin etkisindeki genetik defektler, pankreasin ekzokrin doku hastaliklari,
endokrinopatiler, ilaglar ve kimyasal ajanlar, infeksiyonlar, immun aracili diyabet formlar1 ve
diyabetle iliskili genetik sendromlar, sekonder DM tiplerini olusturmaktadir (38).

Diyabet, yiiksek oranda akut ve kronik komplikasyonlara yol ag¢maktadir. Akut

komplikasyonlar1 arasinda diyabetik ketoasidoz, hiperosmolar koma, laktik asidoz ve

4



hipoglisemi sayilabilir. Kronik komplikasyonlar ise makrovaskiiler ve mikrovaskiiler olmak
tizere iki ana gruba ayrilirlar. Makrovaskiiler komplikasyonlar baslica hipertansiyon,
kardiyovaskiiler ve serebrovaskiiler hastaliklar ile periferik arter hastaligindan olusur.
Mikrovaskiiler komplikasyonlarin baginda retinopati, nefropati ve ndropati gelir (38). Asagida
ana baglhk altinda inceleyecegimiz DNP olusum mekanizmalar1 diger mikrovaskiiler

komplikasyonlarin gelisimine benzemektedir.

DiYABETIK NEFROPATI

Diyabetik nefropati olarak adlandirilan klinik sendrom,;
-Persistan albuminiiri,

-Kan basincinda yiikselme,
-Renal yetmezlige ilerleyen GFR’de progresif azalma,
-Kardiyovaskiiler morbidite ve mortalitede artis ile karakterizedir (39).

Gelismis iilkelerde diizenli diyaliz tedavisi goren hastalarda DM ilk sirada yer
almaktadir. Avrupa, Japonya ve Amerika Birlesik Devletleri (ABD)’de diizenli diyaliz
tedavisi uygulanan hastalarin %35-44’{inli DM’ye bagli SDBY olusturmaktadir (40).
Ulkemizde de 2005 Tiirk Nefroloji Dernegi raporlarinda %25,3 prevalansla birinci sirada yer
alan DM insidans1 2008 yilinda %30.7’ye yiikselmistir (41). Ozellikle Tip 2 DM artisindan
kaynaklanan DNP insidans1 son 10 yilda iki kat artig gostermistir. Bu siiregte diyalize giren
diyabetik hasta sayist da %61 artmistir (42).

Diyabetik nefropati, hem Tip 1 hem de Tip 2 DM’nin rolatif olarak en sik goriilen
komplikasyonudur. SDBY gelisim riskinin diyabet hastali§i olmayanlara oranla Tip 1 DM’de
33 kat, Tip 2 DM’de 7 kat fazla oldugu bildirilmektedir (43). Yirmi yillik izlem sonucunda
Tip 1 DM’de %30-40, Tip 2 DM’de %15-25 oraninda DNP gelistigi gozlenmistir (38).
Genetik yatkinlik, 1k, cinsiyet, diyabetin baslama yasi, hastaligin siiresi DNP gelisimini
etkileyen risk faktorleridir (44). Glisemi kontrolunun bozuklugu, hipertansiyon, hiperlipidemi,
yiiksek proteinli diyetle beslenme, sigara kullanimi ve albuminiiri varlifi prognozu
kotiilestirmektedir (45).

Genetik yatkinligin DNP gelisiminde olduk¢a 6nemli rol oynadigi diigtiniilmektedir
(46). Hemodinamik ve metabolik faktorler arasindaki karmasik etkilesim genetik yatkinlik
varliginda DNP gelisimini kolaylastirmaktadir (47). DM’deki hiperglisemi kan voliim artigina
neden olmaktadir. Bu da renal kanlanma ve intraglomeriiler basing artis1 ile DNP gelisimini

baslatmaktadir. Artan glukoz bobrek, gdz ve sinir gibi dokularda instilinden bagimsiz olarak



hiicre icine girerek fonksiyonunu bozmaktadir. Hiperglisemi ve buna bagli oksidatif stres
artis1 ile polyol yolu aktive olmakta, protein-lipid-lipoprotein-aminoasitlerin glikozilasyonu
ile AGEs’in yapimi artmaktadir (48). Hemodinamik degisimler ve metabolik bozukluklar
birlikte ve/veya bagimsiz olarak hiicre i¢i sinyal iletimini aktive ederek sitokinlerin yapimini
artirmaktadir. Boylece hemodinamik olarak baglayan degisikliklere, nefronun fonksiyonel ve

yapisal bozulmalar1 da eklenerek siire¢ iginde DNP gelismektedir (Sekil 1) (44).

METABOLIK GENETIK HEMODINAMIK

v — % v
Glukoz I Protein kinaz C ‘ Vazoaktif hormonlar Akim/Basing
Anjiyotensin
‘ Endotelin
[leri glikozilasyon
‘ Sitokinler
TGF-p,
ECM’ye artmis Vaskiiler endotel Damar
baglanma Biiytime faktori ' gecirgenliginde artis

ECM birikimi . ECM’de artis Proteiniiri

ECM: Extraselliiler matriks; TGF-B;: Transforming growth faktor beta-1.
Sekil 1. Diyabetik nefropatinin patogenezi

Hiperglisemi ile olusan DNP gelisim siireci ilk asamalarda klinik bulgu vermeyebilir.
Bu siireg 5 evrede incelenmektedir (49,50):

* Evre I (hiperfiltrasyon): GFR normal degerinin %30-40’1 oraninda artmistir.
Glomeriillere gelen kan akimi arttigi i¢in bobrekler biliyiimiis ve glomeriil i¢i basing artmustir.

* Evre II (sessiz donem): Genellikle ilk bes yilda gelisir. GFR ilk evreye gore
azalmakla beraber normalin {izerinde veya normal degerlerdedir. Glomeriiler bazal membran
(GBM)’da kalinlagsma ile mezangial hiicreler ve matrikste artis baslamistir.

* Evre III (mikroalbuminiiri): Cogunlukla DM bagladiktan 6-15 yil sonra gelisir.
Idrarla albumin atilimi 30-300 mg/giin veya 20-200 pg/dk mikroalbuminiiri olarak
degerlendirilir. GFR yilda yaklasik 1.1 ml/dk azalir. Diizenli tedavi uygulanmayan siirekli

mikroalbumintirisi olan Tip 1 DM’li hastalarin %80’i 10-15 yil icerisinde klinik veya agik
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albuminiiri olarak adlandirilan asamaya ilerler. Tip 2 DM’li hastalarinin ¢ofu tani
kondugunda bu donemdedir.

* Evre IV (agik nefropati): Genellikle 15-25 yilda gelisir. Glinde >300 mg/giin veya
>200 pg/dk albumin atilimi vardir. Idrardaki albumin basit testlerle saptanabilir ve albumin
atitlimi yilda %10-20 oraninda artis gosterir. GFR, normal degerin altindadir ve yillar
icerisinde kisiden kisiye degismekle birlikte 2-20 ml/dk/y1l hiziyla azalir. Hastalarin hemen
tiimii bu evrede hipertansiftir ve HT varlig1 prognozu koétiilestirir.

* Evre V (SDBY): Genellikle 25-30 yilda gelisir. Bu evre herhangi bir nedenle olusan
diger SDBY ile benzerdir. GFR ileri derecede azalmis, bobrek kapasitesinin %5-10’unun
altina inmis ve bobrek yetmezligine ait semptomlar belirgin hale gelmistir. Bu evredeki tedavi
yalnizca diyaliz veya transplantasyondur. Tip 1 DM’li hastalarin %50’si, Tip 2 DM’li
hastalarin %20-30’u 10 y1l i¢inde evre IV’den evre V’e ilerler.

Patogenez

Genetik: Diizenli glisemik kontrolle DNP gelisiminin yavaglatildigi hatta
Onlenebildigi bilinmektedir. Ancak benzer siire ve siddette hiperglisemiye maruz kalan
hastalarda farkli derecelerde mikrovaskiiler komplikasyonlarin ortaya ¢ikmasi klinisyenlerin
ilgisini genetik iligki {izerine ¢ekmistir. Ailesinde veya kardesinde DNP olan Tip 1 veya Tip
2 DM’li hastalarda DNP gelisim riskinin artmasiyla da genetik yatkinligin 6nemi
anlasilmaktadir (51).

Yapilan caligmalarda DM komplikasyonlarimin gelisme riski ile ¢esitli genler
arasindaki iligk arastirilmistir. Bunlardan bazilari; 5' insulin gen polimorfizmi, G2m23+
immunglobulin allotipi, ACE insersiyon/delesyon polimorfizmi, HLA-DQB1*0201/0302
allelleri, aldoz rediiktaz gen polimorfizmi, polimorfik CCTTT, NO sentetaz (NOS) 2A’dir
(52). Uzerinde en ¢ok calisilan ACE gen polimorfizmi ile ilgili bulgular da geliskilidir. Bazi
calismalarda ACE gen/DD polimorfizmi olan Tip 2 DM hastalarinin DNP gelisimi, agir
proteiniiri ve progresif renal yetmezlik agisindan yiiksek risk altinda oldugu bildirilmistir (53).
Buna kars1 19 calismay1 iceren bir derlemede, Tip 1 veya Tip 2 DM hastalarinda, DNP ile bu
gen arasindaki iliski dogrulanamamistir (54). Calismalarda etkenin monogenik olmasindan

cok multigenik olma olasilig1 lizerinde durulmaktadir (51).

Hiperglisemi: Kronik hiperglisemik bir siire¢ olan DM komplikasyonlarinin
gelismesinde glukozun aracilik ettigi birgcok metabolik degisiklik rol oynamaktadir. Renal

hasar gelisiminde birbirinden bagimsiz etkileri oldugu diisiiniilen bu metabolik olaylarin
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karsilikli etkilesim i¢cinde bulundugu ve birlikte aktive olduklar1 anlasilmistir. Hiperglisemi ile
yapimi artan ROS’un bu metabolik yollarin aktivasyonu ve karsilikli etkilesiminde anahtar rol

oynadig1 gosterilmistir (55).

Metabolik degisiklikler:

a. Nonenzimatik glikozillenme ve ileri glikolizasyon son tiriinleri (AGEs): AGEs, bir
enzim aracilik etmeksizin amimoasit, lipid ve lipoproteinlerin kendiliginden indirgenmesiyle
olusur. Maillard reaksiyonu adi verilen bu siirecin ilk basamaginda karbonil ve amino
gruplariin birlesmesi sonucu labil Schiff bazlar1 olusur. Bu bazlar, daha sonraki seri
reaksiyonlarla Amadori cisimlerine doniisiir. Son 2-3 aydaki glisemik kontrol hakkinda bilgi
veren hemoglobin Alc (HbAlc), bir Amadori cismidir. Amadori cisimleri hipergliseminin
diizeyine bagli olarak geri doniisiimsiiz AGEs (pentosidine, pyralline, karboksimetil-lisin)’e
dondsiirler (56) (Sekil 2).

[leri glikolizasyon yolagi, DNP gelisimi kadar ateroskleroz gelisimi, arteryel duvar ve
miyokardiyal kalinlasma gibi kardiyovaskiiler komplikasyonlarda da ©nemli rol
oynamaktadir. AGEs, etkilerini ¢esitli mekanizmalarla gostermektedir;

B Proinflamatuar sitokinler, biliylime faktorleri ve adhezyon molekiillerinin
ekspresyonu ile hiicre proliferasyonu ve kapiller gecirgenligin artisina yol agarlar (57).

m Kollajen, laminin, vitronektin gibi bazi Onemli matriks proteinlerine geri

doniisiimsiiz sekilde baglanarak GBM ve matriks bilesenlerini bozarlar. Matriks proteinlerini

etkileyerek vaskiiler gegirgenligin artis1 ve bolgeye mononiikleer hiicre gogiine neden olurlar.

m Hiicre dis1 matriks baglantilarini etkileyerek sinyal iletilerini bozarlar.

m Nitrik oksit yapimii engelleyerek, endotel disfonksiyonuna yol agar ve
ateroskleroz gelisimini hizlandirirlar (58,59).

m ileri glikolizasyon son iiriinleri, bu reseptorlerden bagimsiz etkilerinin yanisira
reseptor aracili mekanizmalarla da biyolojik etkilerini gdsterebilmektedirler. Bu
reseptorlerden en Onemlisi, ileri glikozilasyon son firiinleri reseptorii (RAGE)’dir. RAGE,
immunglobulin siiperfamilyasina ait olan, monosit/makrofajlar, endotel hiicreler, bobrek
mezangial hiicreleri ve podositler gibi ¢esitli hiicrelerde eksprese olan, hiicre i¢indeki bir
sinyal transdiiksiyon reseptoriidiir (60). AGEs’in RAGE’ye baglanmasi ile niikleer faktor
kappa beta (NF-kB) aktive olur. NF-kB aktivasyon artisi, renal bozulmaya yol acar ve
inflamasyona, vazokonstriksiyona ve koagililasyona neden olan sitokin ve mediatorlerin

salinimini uyarir (61).



m Ayrica NF-kB, TGF-B; gen ekspresyonunu uyarir. Artan TGF-,’de kollajen sentezi

ve mezangial matriks artisina yol acarak glomeriiloskleroza neden olur. Bdylece molekiiller
ve hiicresel reaksiyonlar zinciri ile hemodinamik ve striktiirel degisikliklerle baslayan renal

bozulma ilerler.

GLUKOZ + R-NH,

l (Protein, Lipidler)

SCHIFF BAZI

|

AMADORI CiSMI

. AGE baglanmasinin inhibisyonu
AGE INHIBITORU = (fenasiltiyazoliyum)
(aminoguanidin)

AGE’LER

|

AGE RESEPTORU v
l AGE’lerin temizlenmesi

NEFROPATI

AGEs: leri glikolizasyon son iiriinleri.
Sekil 2: Ileri glikolizasyon son iiriinlerinin olusumu

Deneysel DNP modellerinde; AGEs tiretimini baskilayan aminoguanidinin, nefropatiyi
ve retinopatiyi Onlemede etkili oldugu gosterilmistir. Proteinlerin AGEs’e baglanmasini
engelleyen phenacylthiazoliumbromide (PTB) ile renal hasarin geriledigi, damar esnekliginin
onemli dl¢iide korundugu gosterilmistir (62). Bu nedenle AGEs olusumunu inhibe eden 2,3-
diaminophenazine, AGE ¢apraz baglarini1 koparan piridoksamin ve OBP-9195 gibi ajanlarin
son yillarda gelistirilmesine 6nem verilmektedir (63).

b. Protein kinaz C aktivasyonunun artmasi: Hipergliseminin, diagilgliserol (DAG)
yapimu ve oksidatif stresi artirarak PKC aktivasyonuna yol actig1 diisiiniilmektedir.

B Bu enzimin aktivasyonu ile yapimi artan vazodilatator prostaglandinler glomeriiler

hiperfiltrasyona neden olmaktadir (51).



B Mezangial hiicre kiiltiirlerinde ve diyabetik ratlarin glomeriillerinde, TGF-f;
aktivasyonu ve bunun yol actigr fibrinonektin ve Tip IV kollajen yapiminin arttigi
gosterilmistir. TGF-B; aktivasyonunun glomeriiloskleroza neden olan mezangial hiicrelerin

extraselliiler matriks (ECM) yapimini artirdigi bilinmektedir ( 51,64).
B Protein kinaz C aktivasyonu, podositlerde permeabilite artirici faktor olan ‘Vascular

endothelial growth factor’ (VEGF) sentezini arttirarak glomeriiler gecirgenlik artisina neden
olmaktadir (65,66).

B Aym1 zamanda mitojen aktive eden protein kinaz (MAPK) aktivitesini de
artirmaktadir. Yiiksek glikoz konsantrasyonlarinda iki enzimin koaktivasyonu, bu enzimlerin
birbirleriyle baglantili oldugunu diisiindiirtmektedir (51).

Diyabetli hayvanlarda PKC 8 izoform inhibitérleriyle yapilan tedavide, retina ve renal
glomeriillerindeki PKC aktivitesinin, glomertil filtrasyon hizinin ve iiriner albumin atiliminin
hasta kontrol grubuna gore daha diisiik oldugu gosterilmistir (67).

c. Polyol yolu: Polyol aktivasyonu sonucu glukoz , aldoz rediiktaz enzimi ile sorbitole
ve sorbitol de sorbitol dehidrojenaz enzimi ile fruktoza doniismektedir. Hiicre i¢i glukoz artist
ile aktive olan bu yolagin ¢esitli etkileri bulunmaktadir. Birincisi, glukozun sorbitole
dontlistimii glutatyon rejenerasyonu i¢in 6nemli bir substrat olan NADPH kullanimini
gerektirir. Bu nedenle hiicrelerdeki NADPH ve glutatyon azalmakta ve oksidatif stres
artmaktadir. Ikincisi, bu reaksiyonlar siiresinde AGEs prekiirsorleri olan 3-deoksiglukan gibi
ara urtinler olusmaktadir (68,69) (Sekil 3).

d. Aldoz rediiktaz yolu: Glukoz artis1, aldoz rediiktaz yolu aktivasyonu ile hem hiicre
icindeki polyoliin birikimine hem de kullanimina bagh hiicre i¢i miyoinozitoliin azalmasina
neden olur. Aldoz rediiktaz sistemindeki aktivasyonunun kendisi de protein kinaz C
aktivasyonunu uyarir (63).

e. Heksozamin yolu: Hiicre iginde artan glukozun heksozamin yolagina ge¢mesi de
diyabet komplikasyonlarini hizlandirmaktadir. Bu yolla olusan fruktoz-6-fosfat hiz kisitlayici
enzim olan glutamin:fruktoz-6-fosfat amidotransferaz (GFAT) aracilifiyla glikozamin-6-
fosfata doniistiiriiliir. Hiperglisemi, hiz kisitlayict enzim aktivitesini daha fazla fruktoz-6-
fosfat iiretimine yol acacak sekilde etkiler. Fruktoz-6 fosfat seviyelerinin artis1 ve mitokondri
i¢ zarinda elektrokimyasal gradiyentin bozulmasina yol agan, hiperglisemiyle indiiklenen
mitokondrial siiperoksit yapimimnin artmasi gliseraldehit fosfat dehidrogenaz (GAPDH) 1n
inhibisyonuna yol agar. Diger olas1 mekanizmalarda oldugu gibi asir1 mitokondrial ROS
{iretimi sonucta NAD" yetersizligine yol acar. Bu yolak aym zamanda lipo-glikotoksisiteye
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bagl gelisen insiilin direncinde de dnemlidir. Ancak heksozamin yolunun hipergliseminin
indiikledigi gen transkripsiyonundaki artisa hangi mekanizmayla yol agtigit tam
aydinlatilamamistir. Transkripsiyon faktorii olan Spl’in, hiperglisemi ile aktive olan damar
diiz kas hiicrelerindeki plazminojen aktivatdr inhibitorii-1 (PAI-1)’in promotor aktivitesine
yol actig1 diisiniilmektedir. Spl’in, PAI-1 geninde transkripsiyon degisikliklerine neden
oldugu bilinmektedir. Sonug olarak, hiperglisemiyle aktive olan heksozamin yolagi, hem gen
ekspresyonununda hem de protein fonksiyonlarinda degisiklik yaparak diyabet

komplikasyonlarinin patogenezinde rol oynamaktadir (59).

HUCRE DISI GLUKOZ ARTISI

}

Insiilinden bagimsiz olarak lens, sinir ve bdbrekte tutulum

}

HUCRE ICI GLUKOZ ARTISI

ALDOZ REDUKTAZ

}

SORBITOL

~

Hiicre i¢i osmolalitede artis Hiicre i¢i miyoinozitolde azalma

Sekil 3. Polyol yolu

Hemodinami: Hiperfiltrasyonun, DNP gelisiminin en erken etkeni oldugu
diistiniilmektedir. Hiperfiltrasyon, hiperglisemi araciligiyla vazoaktif hormonlarin neden
oldugu afferent arteriol dilatasyonu ve kismen de pre-postglomeriiler kapiller otoregiilasyon
bozuklugundan kaynaklanmaktadir. Afferent arteriol dilatasyonu ile glomeriile gelen kan
akimi artar ve glomeriil i¢i hidrostatik basing yiikselir. RAAS aktivasyonu ile efferent
arterioldeki vazokonstriksiyonla basing daha da artar. Bu 6zellik oncellikle Tip 1 DM’de goze
carpmaktadir (48). Diisiik proteinli diyet, HT un kontrolii, efferent arteriol konstriksiyonunu

engelleyen ACEi ve ARB grubu ilaclarla glomeriil i¢i basing disiiriildiigiinde proteintiri
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azalmakta ve renal hasar gelisimi yavaslamaktadir. Glisemiye bagli hemodinamik

degisikliklerin DNP gelisimindeki etkisi ¢ok sayida ¢alismada gosterilmistir (76,77).

Renin Anjiotensin Aldosteron Sistemi : Deneysel diyabetik calismalarda Ang II’nin
tetikledigi bir dizi hemodinamik anormallik bulunmus ve renal hasari 6nlemede RAAS
inhibisyonunun o6nemi iizerinde durulmustur. DM’de glomeriil ve interstisyumda lokal
RAAS’n aktivasyonunun arttif1 ve RAAS’1 baskilayici ilaglarin DNP gelisimini yavaslattig
bildirilmektedir (77,78). Calismalarda, RAAS inhibisyonu ile DM'de olusan renal TGF-,
artisinin geriledigi, filtrasyon membranindaki nefrin proteinindeki azalmanin diizeldigi ve
PKC aktivasyonun engellendigi gézlenmistir (79).

Giiglii bir vazokonstriktér olan endotelinin, DNP gelisimindeki etkilerini inceleyen
calismalarin bulgulari ¢eligkilidir. Baz1 ¢alismalarda, endotelin inhibitorlerinin renal koruyucu
etkileri gozlenirken, bazilarinda etkin bulunmamistir (80,81). Bu farklilik, ¢alismanin yontemi
veya kullanilan inhibitorlerin reseptor secicilikleri ile ilgili olabilecegi gibi endotelinin DNP
gelisiminde merkezi rol almamasindan da kaynaklanabilir.

Vazokonstriktor faktorler gibi diger vazoaktif faktorler ile ilgili caligmalar da giderek
artmaktadir. Glomeriiler vazomotor tonus, vazokonstriktorlerle birlikte bradikinin ve atrial
natriliretik pepid gibi vazodilatorlerin de etkisi altindadir. ACE ve nétral endopeptidaz
(NEP)’lan etkileyen yeni bilesikler hem ACE hem de NEP inhibisyonu yapmaktadir. Ayrica
Ang II olusumunu ve bradikinin yikimini azaltmaktadir. DNP’yi de igeren bdbrek

hastaliklarinda bu bilesiklerin koruyuculugu gosterilmistir (82).

Oksidatif stres: Hiicre hasarina yol acan ROS iirlinleri ile hasar1 dnleyici antioksidan
savunma sistemi arasindaki dengenin bozulmasinin, diyabet ve komplikasyonlarinin
olusumunda anahtar rol oynadigi diisiiniilmektedir (70). Hipergliseminin damar diiz kas
hiicreleri, mezangial ve tiibliler epitelyal hiicreler, mitokondriyumda ROS olusumunu artirdigi
bilinmektedir (68,71). Hiperglisemiyle artan ROS, direkt olarak DNA, protein ve lipidler
tizerinden makromolekiiler hasara yol agar. Sinyal molekiilleri gibi davranarak stres-duyarl
yollar1 indiikleyerek de hiicre harabiyetini neden olur (71,72). Nefropati gelisimi iizerindeki
baslica etkileri asagida siralanmistir:

B Hiicre membran lipidlerinin peroksidasyonu ile glomeriiler vaskiiler gecgirgenligi

artirmaktadir (73).
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m Lipid peroksidasyonu ile olusan prostaglandinler, renal vozokonstriksiyon ve
nefronda hemodinamik degisiklige yol agmaktadir (74).
B Artmis yag asitleri de glukoza benzer sekilde, mezangial ve endotelyal hiicrelerde

NADPH oksidaz1 aktive ederek ROS {iretimini artirmaktadir. Hiperlipidemi ile oksidize

LDL’nin artis1 da ROS yapimini uyararak ateroskleroz olusumunu hizlandirmaktadir (11) .

m Gilgclii antioksidanlardan olan E vitamini, N-asetil sistein ve taurine ile PKC
yolunun blokaji da, ROS’un bu yolu aktive ettigini géstermektedir (11).

B Reaktif oksijen iiriinleri, AGEs sentezini indiikleyerek TGF-B; aktivasyonu ile
ECM protein sentezini artirmaktadir. Bu nedenle, glomeriiler matriks artiginin yani sira
tiibiilointerstisyel fibrosis gelisiminde de 6énemli rol almaktadir.

B Reaktif oksijen iiriinleri, AGE-RAGE etkilesimine aracilik ederek NF-kB sinyal
yolagini aktive etmektedir. Bu aktivasyon NF-kB bagimli inflamatuar sitokinlerin salinimina
yol agmaktadir (75).

m Lokal anjiotensin II artis1 ile hiicre proliferasyonu, fibrozis gelisimi ve proteiniiri

olusturmaktadir.
Glukoz
Makromolekiiler
— hasar
T Mitokondriyal
ROS SOS G0,
e .. :fffl.]-(),‘?é;’
N : e trea.. >
P i 3 UDP-GlcNac
& oo . NADPH 1 e
~Ne ’E‘Q . ..
do 03‘ -%' : (9 s + TTGF_ﬂ
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ROS: Reaktif oksijen iiriinleri; DAG: Diagil gliserol; PKC: Protein kinaz-C; AGEs: Ileri
glikolizasyon {irlinleri; NADP: Nicotinamide Adenine Dinucleotide Phosphate; NADPH:
Nicotinamide Adenine Dinucleotide Phosphate (reduced); UDP-GleNac: Uridine diphosphate O-
linked Nacetylglucosamine; TGF-B;: Transforming growth factor-f;, PAI: plasminogen activator
inhibitor.

Sekil 4. Hiperglisemi ile ortaya ¢ikan ROS iiretimi ve bu nedenle patolojik yolaklarin
aktivasyonu (__ , direkt rol; ----- , indirekt rol)
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Sitokinler ve Biiyiime Faktorleri: Geleneksel olarak DM, immun olmayan bir
hastalik olarak bilinmektedir. Yeni ¢alismalar immunolojik ve inflamatuar mekanizmalarin
hastaligin olusumu ve progresyonun da yer aldigini gostermistir. Sitokinler arasinda
interlokin-1 (IL-1), interlokin-6 (IL-6), interlokin-18 (IL-18) ve tiimdr nekrozis faktor-alfa
(TNF-0)’nin DNP’nin gelisiminde 6nemli rolii oldugu gosterilmistir (83).

m Interlokin-1; kemotaktik faktorler ve adhezyon molekiillerinin ekspresyonunu
uyarmaktadir. Intraglomeriiler prostaglandin sentezi ile vaskiiler endotelyal hiicre
gecirgenliginin artisina yol agmaktadir. Renal tiibiiler epitelyal hiicrelerin hiyaliirin iiretimini

uyararak, bu hiicrelerin artisina neden olmaktadir.
m Interlokin-6'nin; glomeriiler bazal membran kalinlasmasi, mezangial hiicre

proliferasyonu ve endotelyal gecirgenligin artmast ile yakindan iligkili oldugu
diisiiniilmektedir.

m Interlokin-18 de; IL-1, interferon-y ve TNF-a gibi sitokinlerin olusumunu
uyarmakta ve endotelyal hiicrelerin apopitozisine neden olmaktadir.

B Timor nekrozis faktor-alfa ise; ¢ok cesitli biyolojik etkilerle DNP gelisimine
katkida bulunmaktadir. Direkt sitotoksik etkisinin yami sira glomeriiler hemodinamiklerle
endotelyal gecirgenligi artirarak, apopitoz ve hiicre adhezyonunu etkileyerek bobrek hasarina
yol agmaktadir (51,83).

Son yillarda, DNP olusum ve progresyonunda etkisi en ¢ok arastirilan biiyiime
faktorlerinden biri TGF-B, dir. Bobrekte kollajen olusumunda kilit sitokin olan TGF-B; bu
etkiyi matriks proteinlerinin sentezini artirarak ve bu proteinlerin yikimini azaltarak
gostermektedir. TGF-Bl’in, hemodinamik ve metabolik yollar arasindaki -etkilesimde
hipertansiyon ve hiperglisemi arasindaki sinerjide énemli rol aldig1 diisiiniilmektedir. Ozetle,
TGF-B; DNP’deki fonksiyonel ve yapisal degisikliklerin olugsmasindaki direkt etkilerinin yani
sira indirekt etkileri ile birden ¢ok fonksiyona sahip bir sitokindir. Bu nedenle son dénemlerde
TGF-B,’e karst uygun antagonistlerin arastirilmast DNP 6nlenmesinde ve tedavisinde ana
amaclardan biri olmalidir (84).

Genis bir aile olan heparin-baglayic1 biiylime faktorlerinin {iyesi olan VEGF, fizyo-
patolojik olaylarda kuvvetli angiogenik ve mitojenik molekiil olarak davranmaktadir. Glukoz
artist, TGF-B; ve Ang II VEGF ekspresyonunu uyararak endotelyal NO sentezine yol
acmaktadir. NO artis1 da DNP’de erken donemde goriilen vazodilatasyon ve hiperfiltrasyon
gibi hemodinamik degisime neden olmaktadir. Hiperglisemi ile artmis olan VEGF ayrica,

glomeriiler basal membranin dnemli bir bileseni olan tip IV kollajenin a3 zincir sentezini de
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uyarmaktadir. Kollajen iiretiminin artist da DNP’de goriilen bazal membran kalinlasmasina
yol agmaktadir. Diyabetik ratlara verilen anti-VEGF antikorlar1 ile hiperfiltrasyon, albuminiiri
ve glomeriiler hipertrofideki azalma VEGF’nin DNP gelisimindeki fonksiyonel roliinii
gostermektedir (84).

Deneysel diyabet calismalarinda, platelet-derived growth factor (PDGF), fibroblast
growth factor (FGF) (85), connective tissue growth factor (CTGF) (86) gibi diger bazi
biiylime faktorleri de DNP patogenezi ile iligkili bulunmustur.

Diyabetik nefropati patogenezinde rol oynayan baslica etkenler Tablo 1°de

Ozetlenmistir.

Tablo 1. Diyabetik nefropati patogenezinde rol oynayan bashca etkenler

Genetik etkenler

Koétii glisemik kontrol (Hemoglobin Alc >%7.5-8.0)

Hemodinamik anormallikler (renal kan akimi, GFR hiz1 ve intraglomeriiler basing artist)
Vaskiiler gecirgenlikte artis

Sistemik hipertansiyon

Metabolik bozukluklar (anormal polyol metabolizmasi, AGEs olusumu, Protein kinaz C
aktivasyonu, sitokin iiretim artigt)

Biiytime faktorlerinin salinimi

Karbohidrat/lipid/protein metabolizmasinda anormallikler

Nefron yapisinda bozulma (glomeriiler hipertrofi, GBM kalinlasmasi, mezangial genisleme)
fyon pompalarinda bozukluklar (Na'- H* pompa aktivasyonunda artis ve Ca™" ~ “ATPase”

aktivasyonunda azalma

GFR: Glomeriiler Filtrasyon Hizi; AGEs: Ileri glikolizasyon son iiriinleri; GBM: Glomeriiler Bazal Membran;
Na': Sodyum; H': Hidrojen; Ca™": Kalsiyum; ATPase: Adenosine triphosphatase.

Prorenin: Cocuklarda ve geng¢ eriskinlerde yapilan klinik caligmalarda plazma
prorenin aktivitesinde gozlenen artis, proreninin DNP gelismesinde risk faktori
olusturdugunu diistindiirmektedir. Hayvan deneylerinde mezangium ve podositlerde lokalize
olan bdbrekteki prorenin reseptorlerinin  blokajinin renal koruyucu etkileri oldugu
gozlenmistir. Prorenin, hiicre i¢i sinyaller araciligryla renin-anjiotensin sistemini hem direkt
hem de indirekt olarak etkilemektedir. Prorenin, 6zgiin doku reseptoriine baglanarak p44/p42

MAPK ’lar1 harekete gegirmektedir (51).
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DIYABETIK NEFROPATIDE HISTOPATOLOJI
Diyabetik bobrekte baslica 1ii¢ ana histopatolojik degisiklik goriiliir (64).

Glomeriiloskleroz, vaskiiler tutulum, tiibiilointerstisyal bozulma.

Glomeriiloskleroz

Diyabetik nefropatinin en karakteristik 0zelligi glomeriilosklerozdur. Difiiz
interkapiller glomeriiloskleroz, nodiiler glomeriiloskleroz ve bazal membran kalinlagsmasi ile
ti¢ farkli sekilde olabilir.

En sik goriilen glomeriiler lezyon tipi difiiz interkapiller glomeriilosklerozdur.
Baglangictaki degisiklik, mezangial matriksin genislemesidir. Artarak genisleyen mezangial
matriks alanlar1 birbiriyle birleserek komsu kapiller limene dogru yayilir, zamanla tiim
glomeriil hiyalinize olur. Bozulma, bobregin tiim glomeriillerini etkileyecek sekilde yaygindir
ve glomeriiliin tamanmini tutacak sekilde difiizdiir. 1lk defa 1936 yilinda Kimmelstiel ve
Wilson tarafindan tanimlanan nodiiler interkapiller lezyonlar iyi sinirlanmis, eozinofilik, PAS
pozitif yapilar olup glomeriil ¢evresel loblarinin merkezine yerlesmislerdir (87). %20-40

oraninda goriilen bu lezyonlar DNP i¢in patognomiktir ve ge¢ donemde izlenir (Sekil 5).
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Sekil 5. Nodiiler glomeriiloskleroz

Diyabete 6zgii olmayan bir diger lezyon ise bowman kapsiiliinde yer alan homojen ve

eozinifilik yapidaki fibrin cap’tir.
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Vaskiiler Tutulum
Efferent ve afferent arteriollerin tiim duvarimi tutan ve zamanla duvarin yerini alan

hiyalin degisiklik vardir. Efferent arteriolde goriilmesi diyabete 6zgiidiir (Sekil 6, 7).

Sekil 6. Diyabette izlenen bazal membran kalinlagsmasi: A-Normal glomeriiler
kapiller, B-Diyabetik glomeriiler kapiller. Diyagram ve elektron
mikroskobik fotografta kesitsel normal glomeriil kapilleri ve normal
bazal membrani goriilmektedir. Diyabetik kesitte glomeriil kapillerinin
diyabetle hasarlanmasim1 bobrek biyopsisinde izliyoruz. Bazal

membranin anormal kalinlasmasi goze carpmaktadir.
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Sekil 7. Diyabete bagh vaskiiler degisiklikler: A-Normal arteriol, B-Diyabetik
arteriol. Saghkh glomeriil ve komsu normal arteriol goriilmektedir.
Liimen genis, duvar ince, kan akis1 seyrindedir. Diyabetik olanda arteriol

duvari kalinlagsmis-hiyalinize, liimeni daralmis ve glomeriil bozulmustur.
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Tiibiilointerstisyal Bozulma

Tiibiilointerstisyel degisiklikler DM'de sik gelisir. Ileri vakalarda, belirgin tiibiiler
atrofi ve bazal membraninda kalinlagma, interstisyel fibroz goriiliir. DM’ye 6zgiin tek tiibiiler
lezyon Armani-Ebstein lezyonudur. Daha ¢ok kotii kontrolli DM’lilerde goriilen, pars
rectadaki proksimal tiip hiicrelerinde glikojen iceren vakuoller olusmasidir. DM'de sik
goriilen assendan {iriner enfeksiyonlar da tiiblilointerstisyel bozulma yoluyla DNP gelisimini
hizlandirabilir. Ozel bir interstisyel lezyon olan papiller nekroz DM’lilerde daha sik
gelismektedir.

RENIN ANJIOTENSIN ALDOSTERON SiSTEMi

Renin anjiotensin aldosteron sistemi ; kardiyovaskiiler, renal, adrenal fonksiyonlari
kontrol eden, arteryel basinci ve su-elektrolit dengesini diizenleyen, koordine c¢alisan
hormonal kaskattir (88). Klasik RAAS, renal afferent arterioldeki jukstaglomeriiler
hiicrelerden renin sentezi ile baglamaktadir. Renin, karacigerde yapilan anjiotensinojen
(AGT)' anjiotensin I (Ang I)'e ¢cevirmektedir. Ang I, Anjiotensin Doniistiiriicii Enzim (ACE)
araciligiyla biyolojik olarak aktif olan Ang II’ye doniismektedir. ACE aynmi zamanda
bradikinin olusumunu da uyarmaktadir. Ang II de sonradan degisik proteolitik enzim
sistemleriyle Ang (1-7), anjiotensin 2-8 heptapeptid (Ang I1I) veya anjiotensin 3-8 hexapeptid
(Ang IV)’e donlismektedir (89), (Sekil 8).

Klasik (Sistemik) Renin Anjiotensin Aldosteron Sistemi

Renin: Finli fizyolog Robert Tigerstedt ve Isvegli dgrencisi Per Bergman 1896-1897
yillar1 arasinda Karolinska Enstitiisiinde yaptig1 deneylerde renini kesfetmislerdir. Tavsan
bobregi korteks emiilsiyonlarinin KB'n1 yavasgca artirdigini gézlemlemisler, 1sitma ile etkisi
kaybolan bu maddenin bir protein oldugunu diisiinmiisler ve bu proteine ‘renin’adini
vermislerdir (90). Prorenin katepsin B enzimi ile renine doniismektedir. Aktif renin, AGT in
Ang I'e doniislimiinde sadece enzim olarak davranan, biyolojik olarak aktif olmadigi
diistiniilen, yaklagik 40 kDa agirliginda aspartil proteazdir. Esas olarak afferent arteriol
jukstaglomertiler hiicrelerinde, daha az oranda da Ozellesmis, diiz kas benzeri hiicrelerde
sentezlenir. Gen lokalizasyonu 1. kromozomdadir. Jukstaglomeriiler aparat hiicrelerine giden
sempatik sinirlerin uyarilmasi, bébrek kan akiminin azalmasi, tiibiiluslara gecen ultrafiltratin

Na" diizeyinin azalmasi, bobrekteki renin salinimini uyarir (89).
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Anjiotensinojen: 50-100 kDa agirliginda, biliyiilk oranda karacigerde olmak {izere
bobrekler, adrenal glandlar, akciger, kalp, vaskiiler dokular, testisler ve gastrointestinal
traktusda da sentezlenen bir o2 globulindir. Renin araciligiyla Ang D’e doniisiir ve
organizmadaki etkinligi net olarak bilinmemektedir. Plazmadaki konsantrasyonu

glikokortikoidler, dstrojen ve oral kontraseptiflerle artmaktadir (91).

Anjiotensin I: Dolasimdaki Ang I’in %90’1, ACE araciligiyla akcigerde yiiksek
biyoaktiviteli Ang II’ye doniistiiriiliir (89).

Anjiotensin Ddoniistiiriici Enzim: Yapisinda iki ¢inko grubu bulunan bir
metalloproteaz olan ACE, Ang I’'in Ang II’ye doniisiimiinde ve bradikinin yikiminda da rol
aldig1 icin, RAAS ve kallikrein-kinin sisteminde kilit gorev yapar. Bradikininin inaktif
peptidlere doniismesini saglayan ACE, kininaz II olarak ta adlandrilir. ACE inhibisyonu,
dokularda kininlerin (bradikinin ve kalidin) birikmesine bagli anjio6dem, kuru oOksiiriik,
bogazda kuruma ve giciklanma gibi yan etkilere yol acabilir. Gen lokalizasyonu 17.
kromozomda olan ACE’nin iki ayr1 mRNA ile kodlanan iki formu vardir. Yiiksek molekiil
agirlikli formu (170 kD) endotel, epitel, ndronal hiicrelerde, diisiik molekiiler agirlikli (90kD)
formu ise germinal hiicrelerde bulunur. Organizmadaki dagilimi1 yaygin olan ACE, 6ncelikle
damar endoteli, kalp, adrenal bezler ve akcigerlerde bulunur. Fizyolojik kosullardaki en
yiiksek ACE etkinligi, akciger endotelinde bulundugundan Ang I’in ¢ogu akcigerlerde Ang
II’ye dontistir (92,93).

Anjiotensin II : Ang II, RAAS’ 1n asil aktif mediatoriidiir. ACE, dolasimla akcigerlere
tasinan Ang I’in karboksi ucundaki iki aminoasiti uzaklastirip aktif oktapepid olan Ang II'ye
doniistiiriir (94). Ang II olusmasini saglayan alternatif yollar da vardir. Ornegin bazi patolojik
durumlarda kimaz araciligiyla Ang I’den Ang II olugmaktadir. Normalde vaskiiler dokuda
aktif olmayan kimaz enzimi, hasarlanmis ve aterosklerotik damar duvarlarinda aktive olur ve
Ang 1II olusumunu saglar. Interstisyel sivida bulunan serin proteaz inhibitdrleri, kimaz

enzimini etkin sekilde inhibe ederler (90).

Aldosteron: Baslica Ang Il ve potasyumun etkisiyle adrenal korteks zona glomeriiloza
tabakasinda sentezlenen steroid hormondur. Aldosteronun, ter ve tiikriik bezleri, renal tiibuler

epitel ve distal kolondan sodyum emilimini ve potasyum salinimini uyarmasi genomik
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aksiyonlarla olusur. Etkisini bu hiicrelerdeki 6zgiin niikleer reseptorler araciligiyla yapar.
Yakin zamandaki ¢aligmalarda, aldosteronun nongenomik etkilerinin oldugu da gdsterilmistir.
Nongenomik etkilerini, klasik mineralokortikoid inhibitérlere duyarsiz olan reseptorler
araciligiyla dogrudan gerceklestirmektedir. PKC ve kalsiyum artisina yol acarak kalp,
damarlar ve bobrekte inflamasyon ve fibrozisi uyarmaktadir. Ang II’ye benzer sekilde,

dokuda kolajen birikimini artirarak miyokardda fibrozise neden olmaktadir (95, 96).

Anjiotensinojen
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TPA: Tissue plasminojen aktivatér; CAGE: Kimostatin-duyarli anjiyotensin II olusturucu enzim; ATI:
Anjiotensin II tip 1 reseptdrii; ARB: Anjiotensin II tip 1 reseptdr blokerleri; Na™: Sodyum; PAI-1: Plazminojen
aktivator inhibitorii-1; VDKH: Vaskiiler diiz kas hiicre; LDL:Low density lipoprotein; ACE: Angiotensin
converting enzyme; ACEi: Angiotensin converting enzyme inhibitor.

Sekil 8. Renin-anjiotensin-aldosteron sistemi
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Doku (Lokal) Renin Anjiotensin Aldosteron Sistemi

Sistemik ya da sirkiiler olarak adlandirilan klasik RAAS’a ait bilesenlerin olagan dis1
yerlerde saptanmasi (beyinde renin saptanmasi v.s) ve endokrin etkilerle bu durumun
aciklanamamasi, lokal veya doku RAAS’1nin bulunmasini saglamistir (97). Doku ya da lokal
RAAS; Ang II ve diger anjiotensin peptidler ve ilgili reseptorlerin iiretimi i¢in gerekli tiim
bilesenleri icermektedir. Buna ek olarak renin/prorenin reseptorlerine de sahiptir. Bu da
RAAS’1n sadece endokrin degil ayn1 zamanda parakrin ve intrakrin sistem oldugunu gosterir
(90). Lokal RAAS’1n tiim bilesenlerinin kalpte, beyinde, pankreasta, plasentada, testislerde,
yag dokusunda ve vaskiiler dokuda bulunabilecegi gosterilmistir (98). Organizma RAAS
aktivitesinin %10-20’sini sistemik RAAS, %80-90’1m1 lokal RAAS olusturur. Her iki
RAAS'm birbirlerini tamamlayici tarzda islev gordiikleri bildirilmektedir (90,99). Sistemik
RAAS’mm sistemik volumiin ve elektrolit balansin diizenlenmesinde, lokal RAAS’in
proliferasyon, biiylime, protein sentezi ve organ fonksiyonlar1 {izerinde etkisi oldugu
diisiiniilmektedir. Bobrekteki RAAS’mn sistemik kan basincini ve Na' reabsorbsiyonunu
regiile ettigi, beyindeki RAAS’1n nérotransmisyonu kolaylastirdigi, vasopressin salinimimni
ve sempatik desarj1 arttirdigi varsayilmaktadir. Doku RAAS’min potansiyel 6nemi giderek
artmaktadir. ACEi’lerinin antihipertansif etkilerinin plazmadakinden ¢ok dokudaki ACE
inhibisyonu ile daha gii¢lii iliskili olmasi sistemik RAAS aktivitesi normal veya diisiik olan
hipertansif hastalarin RAAS inhibitorleri ile etkin sekilde tedavi edilebilmesi bu goriisii
desteklemektedir (97).

Anjiotensin II ve Reseptorleri

Anjiotensin II etkilerini baslica, iyi tanimlanmig AT ve Ang II tip 2 (AT2) olarak
adlandirilan iki reseptor iizerinden gostermektedir. AT1 ve AT2'nin alt gruplari, Ang II
baglamada benzer 6zellikler gostermesine karsin genomik yapilar1 ve yerlesimleri ile dokuya
Ozgiin ekspresyonu ve dilizenlenmesi farkliliklar gostermektedir. Her ikisi de G protein
ailesine mensuptur. AT1 reseptorii, 3. kromozoma lokalize, 359 aminoasitten olusan ve 40.9
molekiil agirliginda transmembran grup reseptorlerindendir. Hiicre disindaki N-terminali ve
transmembran helezon, Ang II’nin baglanmasinda major rol oynar (100). 363 aminoasitten
olusan ve AT1A veya ATIB ile zayif aminoasit dizilim benzerligi gosteren AT2 reseptorii X
kromozomunda lokalizedir. Ang [I'nin AT3 ve AT4 adiyla iki reseptorii daha tanimlanmis

ancak bunlarin farmakolojisi tam olarak karakterize edilmemistir (101,102).
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Anjiotensin II tip 1 reseptoriiniin fonksiyonlar1 (103-108);

m Vazokonstriktor etkilidir.

m Bobrek tubiillerinden Na reabsorbsiyonunu artirir.

m Intraglomeriiler basing ve kapiller permeabilite artisina neden olur.

m Protoonkogenik uyariyla kemotaksis ve migrasyonu hizlandirir, damar hiicrelerinde
proliferasyon ve hipertrofi ile intimal hiperplazi ve anjiogenezise yol agar.

m Miyokardda kontraktilite, hipertrofi, kollajen sentezi ve fibrozisi arttiric etki yapar.

m Trombositlerin adezyonu ve agregasyonuna yol agmast ve PAI-1 aktivitesini
arttirmasi protrombotik etkisinden sorumludur.

m ‘Transforming growth factor-f;’in yapimini arttirarak renal fibrozise neden olur.

m ‘Vascular endothelial growth factor’ yapimini uyararak kapiller gecirgenligi artirir.

m Siiperoksit radikal olusumunu uyarir.

m Adrenal korteksten aldosteron salinmasini uyarir.

m Endotelin sekresyonunu artirir.

m Beyindeki subfornikal organ i{izerinden susama hissini artirir, baroreseptor reflekse
cevab1 azaltir.

m Tuza karsi istah artisina yol agar .

m On hipofizden ACTH salinimini, arka hipofizden ADH salinimin1 artirir.

m Postganglionik sempatik sinirlere direkt etki ile norepinefrin salinimini uyarir.

m Insiilin direncine neden olur.

Anjiotensin II tip 2 reseptdriiniin fonksiyonlar1 (109,112);

m Vazodilatator etkilidir. Bu etkisini nitrik oksit (NO) ve bradikinin araciligi ile
yaptig1 diisiiniilmektedir.

m Renal vaskiiler direnci azaltici ve natrilirezisi artirict etki yapar.

m Yapilan caligmalarda; programli hiicre 6liimii olan apoptozisi artirdigi gosterilmistir.

m Damar diiz kas hiicreleri,vaskiiler endotel ve miyokard hiicrelerinde proliferasyonu
baskilayici etkileri vardir.

m Prostaglandin yapimini artirir.

m Anjiogenezis baskilanmasinda rol alir.

m Doku rejenerasyonuna katkida bulunur.

m Kollajen doku artigin1 baskilar.

m Fetal doku gelisiminde 6nemli rol alir.
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RENIN ANJIOTENSIN ALDOSTERON SISTEMiI VE DIYABETIK
NEFROPATI

Son 20 yildir RAAS ile diyabetik renal hastaligin ilerlemesi arasindaki iliski yogun
sekilde arastirilmaktadir (113). DM’lilerde HT, retinopati, nefropati ve kardiyovaskiiler
hastaliklarin stk gelismesi RAAS’in  diyabetik komplikasyonlarin  olusmasi ve
progresyonundaki dnemini gostermektedir. RAAS bilesenlerinden 6zellikle Ang II’nin DNP
patogenezindeki rolii iyi bilinmektedir. Ang II etkilerini, hem direkt reseptorleri araciliiyla
hem de indirekt olarak hiicre i¢i sinyalleri uyararak vozoaktif ajanlarin, biiylime faktorlerinin

ve sitokinlerin salinimini artirarak gostermektedir (114).

Anjiotensinin II’nin Sistemik ve Glomeriiler Hemodinamik Etkileri

Anjiotensin II, kuvvetli bir vazokonstriktdr olarak dncellikle periferal vaskiiler direnci
artirarak KB’m1 yiikseltir. Direkt olarak bobrek proksimal tubiillerinden veya aldosteron
araciligiyla distal tubiil ve kortikal toplayici kanallardan Na tulumunu artirarak renal Na
kaybin1 azaltir. Ayrica susama hissi, tuza karsi istah ve intestinal Na reabsorbsiyonunu
uyararak hiicre dig1 sivi voliimiiniin artigina yol acar. DM’de bagimsiz regiile edilen lokal
RAAS’1n, aktivitesinin artig1 ve sistemik RAAS ile iletisim i¢inde ¢alistig1 diistiniilmektedir
(115). Calismalar DM’de plazma renin aktivitesinin baskilandigini, doku renin diizeyinin
artmis oldugunu gostermistir. Bobrek interstisyel sivi Ang Il konsantrasyonunun plazmanin
1000 kat1 yiiksek oldugu belirlenmistir (116). Ang II, glomeriilerden gegen kan akimininin,
efferent arteriolerde tonusun ve intraglomeriiler basincin ayarlanmasinda kilit rol oynar.
Hiperglisemi ile artan renal Ang II, renal kan akimini artirir, glomeriil i¢i basinci ylikseltir ve
GFR’nin artigina yol acar. Efferent arteriollerde vazokonstriksiyonla basing daha da artar.
Tiim bunlar renal bozulmayr hizlandiran filtrasyon membran gecirgenliginin artig1 ve

proteintiri ile sonuglanir.

Anjiotensinin II’nin Hemodinamik Yol Disindaki Etkileri
Anjiotensin II aktivite artisinin hemodinamik etkilerinden baska etkilerinin oldugu
ortaya ¢cikmistir (117):
m Glomeriiler basing artisina  yol agmasindan bagimsiz olarak  glomeriillerin
makromolekiillere olan gecirgenligini etkilemektedir.
m Doku hasar1 ve onarimu ile ilgili mekanizmalar etkilemekte, inflamasyon ve fibrozise

neden olmaktadir.
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m Proliferatif ve protrombotik aktiviteleri ile endotelyal disfonksiyona yol agmaktadir.

Proteiniiri ve Anjiotensin II etkileri

Proteiniirinin, DM’deki glomeriil i¢i basing artisi ve makromolekiillere karst
gecirgenlik artigt gibi iki etki ile basladigi g¢aligmalarla gosterilmistir (118). DM’deki
proteiniiri; akut dinamik degisikliklere eklenen kronik yapisal degisikliklerle artmaktadir.
DNP baslangicinda olusan glomeriiler podosit kaybi ve ayaksi cikintilardaki genislemenin
ACE inhibisyonu veya AT1 reseptor blokajiyla geriye dondiiriilebilmesi Ang II etkisinin
onemini gostermektedir (119). Aldosteron da benzer sekilde, DNP’yi igeren proteiniiriye
neden olan bdobrek hastaliklarinin gelisiminde 6nemli rol oynamaktadir. Yeni yapilan
calismalarda aldosteron kagagi olan Tip 2 DM hastalarinda iiriner albumin atiliminin kagak

olmayanlardan daha yiiksek oldugu gosterilmistir (120).

Bilyiime Faktorii Olarak Anjiotensin II etkileri

Glomertiiler mezangial, damar diiz kas ve kalp hiicreleri gibi bir¢ok hiicre tipinde Ang
II biiylime faktorii gérevi yapmaktadir (78). Ayrica, damar ve mezangiyum hiicrelerinde
mitojen etki yapan biiyiime faktorlerinin sentez ve salinimini uyarmaktadir. Bu da mezangial
hiicre proliferasyonu ile mezangial matrikste yapim artisi ve ekspansiyonuna yol acarak
glomerdiil filtrasyon yiizeyini daraltmaktadir. Ayn1 zamanda AT1 reseptorii ile VEGF yapimini
uyarmaktadir. Artan VEGF de hasarlanmis dokuda yeni damar olusmasina ve soliit ile

proteinlerin kapillerlerden kagisinin artigina neden olmaktadir (121).

Oksidatif Stres, Renal Inflamasyon ve Anjiotensin IT Etkileri

Anjiotensin II, ATI reseptorli ilizerinden renal ve diiz kas hiicrelerindeki NADPH
oksidazi etkileyerek siiperoksit radikal olusturmakta ve oksidatif stresi artirmaktadir. NO ile
etkilesime giren O, yeni radikal olan ONOO™ olusturmaktadir. Bunun sonucunda NO’nun
fonksiyonu bozulmakta ve yararlilifi azalmaktadir. NO’nun sistemik inhibisyonu, hem
korteks hem medullada renal kan akiminu azaltir ve arteriyel kan basincini yiikseltir. NO’nun
bobrek tizerindeki etkileri, vaza rektada dilatasyon ile vazopressin, noradrenalin ve Ang II’nin
vazokonstriiktor etkilerine kars1t koruyucu o6zelliktedir. Ayrica Henle kulpunun ¢ikan kalin
kolu ve kollektor tiiplerden mediillaya elektrolit tasinmasini baskilamaktadir (122).

Oksidatif stres, hiicrenin duvarindaki fosfolipidlerde bozukluklara yol acarak lipid

peroksidasyon irilinlerinin olugmasina neden olmaktadir (123,124). Diyabetli hastalarda
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oksidatif stresin artmasi asir1 kullanim sonucu antioksidan kapasitenin yetersiz kalmasina yol
acmaktadir. Bu da diger organlardakine benzer sekilde renal hiicre ve dokunun bozulmasini

hizlandirmaktadir (125).

Renal Matriks Sentezi, Fibrozis ve Anjiotensin II Etkileri

Anjiotensin II ¢esitli mekanizmalarla renal fibrozis gelisiminde rol oynamaktadir.
Mezangial hiicrelerin proliferasyonu glomeriiloskleroz gelisiminde onemli rol alir. Ang II,
hem fibronektin, laminin ve kollajen gibi ECM proteinlerinin sentezini artirarak hem de
matriks proteinlerindeki artis1 dengeleyen metalloproteinazlari inhibe ederek mezangial hiicre
proliferasyonu ve matriks artisina yol acar. Mezangial matriksteki bu artis, Ang II tarafindan
uyarillan TGF-B; aracilifiyla olur (126). Ang II, glomeriiler bozulmanin yaninda
tiibtilointerstisyel fibrozise de neden olmaktadir. Ang II’nin fibroblastlarin miyofibroblastlara
fenotipik degisimini uyarabilecegi, aktive edilmig fibroblastlarin c¢ogalabilecegi ve
periglomeriiler ve peritiibiiler alanlar1 doldurup tiibiilointerstisyel alanda matriks
depolanmasina neden olabilecegi diisiiniilmektedir. Ayrica proinflamatuar sitokin gibi
davranan Ang II, inflamatuar yanitin gesitli asamalarina katilarak da fibrozis gelisiminde yer
almaktadir. Direkt kemotaksis ile ve monosit kemoatraktan protein-1 (MCP-1) gibi
kemotaktik faktorlerin sentezini uyarmaktadir. Proinflamatuar mediyatorleri (sitokinler,
kemokinler, adhezyon molekiilleri, NF kB) artirmaktadir. RAAS blokaji ile renal hasarl

dokudaki inflamatuar hiicre infiltrasyonunun azaldig1 gosterilmistir (127).

Insiiliin Direnci ve Anjiotensin IT Etkileri

Bir¢ok calismada, insiilin direnci ile RAAS arasinda bir iliski oldugu bildirilmistir.
Ang 1II infiizyonu ile insiilin direncinin artig1 gosterilmistir (108). Sistemik Ang II; B hiicre
apopitozisi, pro-inflamatuar modulasyon, glukoneogenez ile hepatik glukoz salinimini
azaltarak ve plazma trigliserid miktarin1 artirarak bozulmus glukoz toleransina neden olur.
Ayrica, Ang II insiilin reseptor substrat 1 iliskili PI3K aktivitesini bozarak insiilin rezistansina
yol agar (128).

Lokal RAAS ve insiilin direnci arasinda da baglanti vardir. Ang II, AT1 reseptorii
araciligiyla hiicre proliferasyonu, inflamasyon ve trombosise yol acan MAPK’1 aktive
etmektedir. RAAS’1n tiim bilesenleri yag dokusunda da bulunmaktadir. Yag hiicrelerinden

salinimi1 uyarilan TNF-a gibi proinflamatuar sitokinler de insiilin direncine katkida bulunur.
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Anjiotensin doniistiiriicii enzim inhibitorleri veya ARB’ler; periferal iskelet kaslara
insiilin ve glukoz dagilimini diizenleyerek; apopitozis, inflamasyon ve fibroziste rol olan Ang
I’nin etkilerini tersine ¢evirerek; pankreastaki B-hiicre Oliimiinii azaltarak ve insiilin
sekresyonu icin gerekli B-hiicre kiitlesini koruyarak; insiilin direncine yol agan adipoz doku

kitlesini azaltarak; glukozun hiicre i¢ine tasinmasini artirarak insiilin direncini azaltirlar (129).

Diyabetik nefropatide Ang II'nin tetikledigi olas1 mekanizmalar (130);
m Sistemik hipertansiyon gelisimi

m Glomertiler basincin ve gegirgenligin artisi

m Mezangial hiicre kontraksiyonu ile filtrasyon yiizey alaninin azalmasi
m Renal hiicre proliferasyonu ve hipertrofisi

m Ekstraselliiler matriks {iretiminin ve/veya yikiminin azalmasi

m Biiylime faktorlerinin (TGF- ;) uyarilmasi

m Siiperoksit iiretiminin uyarilmast

m Insiilin direnci gelisimi

ANJIOTENSIN II TiP 1 RESEPTOR BLOKERLERI

Diyabetik nefropatinin onlenmesi ve tedavi edilmesinde RAAS inhibisyonu esas rolii
oynamaktadir (131). ACEi ve ARB’lerin ikisi de RAAS’1 inhibe ettigi halde, bu ilaclar
kismen farkli mekanizmalarla bunu gergeklestirmekte ve bu nedenle sonuglar farklilik
gostermektedir. Son yillarda asagidaki nedenlerle Ang II’nin etkilerini engellemek amaciyla
ACE inhibisyonu disinda alternatif ilaglarin arastirilmasina yonelinmistir (132-134):

m Hastalarda ACEi ile %5-20 oraninda inat¢1 kuru 6ksiiriik gelismesi

m Lokal RAAS’n, 6zellikle dokuya gecisi az olan ACEi’leri tarafindan tam olarak
inhibe edilememesi

m Hastalarin yaklasik %40 kadarinda aldosteron supresyonunda yetersizlik olusmasi

m Hastalarin %15 kadarinda Ang II reaktivasyonu gelismesi

m ACEi tedavisi sirasinda olusan asir1 bradikinin saliniminin, beta 2 reseptdrler
araciligiyla PKC artisina neden olmasi ve bu artisin, beta adrenerjik stimulasyon ve
noradrenalin salinim artigina yol agmasi

m Bradikinin etkisi ile sinaptik kavsakta, noradrenalinin geri emiliminin

engellenebilmesi
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Anjiotensinin, renal ve kardiyovaskiiler etkilerinin biiylik cogunlugunu, dokudaki AT
1 reseptorleri araciligi ile gerceklestiginin anlasilmasi, ARB grubu ilaclarin gelistirilmesine
yol agmustir. ARB’ler, sistemik Ang II’nin yani sira lokal Ang II’nin de etkilerini engellerler
(135). Ayrica, sempatolitik ve aldosteron saliniminin dolayl: inhibisyonuna bagli natritiretik
etkileri de vardir (136). ARB'ler, AT1 reseptorlerinin blokajiyla birlikte AT2 reseptorlerini
uyardigindan bu reseptorlerin asir1 uyarilmasindan kaynaklanan apopitozise bagli uzun
vadede ortaya cikabilecek yan etkiler diistintilmektedir (137).

Glinlimiizde ‘sartanlar’ olarak bilinen ARB’ler losartan, kandesartan, eprosartan,
irbesartan, olmesartan, telmisartan ve valsartan olmak tizere 7 liyeden olusmaktadir. Temel
yap1 olarak benzil imidazol tiirevlerini igerirler. Kimyasal yapilarina degisik maddelerin
eklenmesi ile bu farmasotik sinifin tiyeleri birbirlerinden farklilagmaktadir. Losartan disinda
en belirgin 6zellikleri aktif metabolit olusturmamalar1 ve bu gruptaki tiim ilaglarin proteinlere
baglanma oranlarinin yiiksek olmasidir (138).

Irbesartan, diger ARB’ler gibi benzilamid yapisinda, Ang II’ye karsi yarismali
olmayan, antagonist etkiye sahip secici bir AT1 reseptdr blokeridir. Oral yolla uygulanan
irbesartan hizla emilir, biyoyararliligi %60-80°dir ve gidalar emilimini etkilemez.
Dolasimdaki irbesartanin %901 proteinlere baghdir. Eliminasyon yar1 émrii, doza bagimlidir
ve 12 ile 20 saat arasinda degisir. Hem safra yollarindan hem de bdbreklerden atilan
irbesartan’in, bobrek ve karaciger hastalig1 olanlarda doz ayarlanmasina gerek yoktur (139).

Tip 2 DM hastalarinda, ‘‘Program for Irbesartan Mortality and Morbidity Evaluation
> (PRIME); ARB etkisini aragtiran etkileyici bir ¢alismadir. ‘‘Diabetic Nephropathy Trial’’
(IDNT) ve “‘The Irbesartan in Patients with Type 2 Diabetes and Microalbuminuria’ (IRMA-
2) adli iki enternasyonel calismadan olusmaktadir. Bu calismalarla, ARB’lerin agikar
proteiniiri  gelisimini  Onleyebilecegi  (IRMA-2) veya nefropatinin ilerlemesini
geciktirebilecegi (IDNT) sorularina yanit aranmaktadir (140). Cok merkezli, randomize, ¢ift
kor, plasebo kontrollii IDNT ¢alismasinda, Tip 2 DM ve nefropatisi olan 1715 hipertansiyonlu
hastaya, 2.6 yil boyunca plasebo, irbesartan, amlodipin tedavisi verilmis. Calismanin
sonucunda primer sonlanim noktast olarak secilen ii¢ parametrenin (bazal serum kreatinin
artis1, son donem bobrek yetmezligi gelisimi ve herhangi bir nedene bagli 6liim) irbesartan
grubunda diisiik riskli bulunmus (141). Calisma sonunda, ABD ve Avrupa’da yapilan finansal
analizlerde Tip 2 DM, nefropati ve hipertansiyonu olan hastalarin, amlodipin veya standart
antihipertansif tedavilerle karsilagtirildiginda irbesartan ile tedavi edilenlerin 3 yil sonundaki

maliyetin daha diisiik oldugu goriilmiis (142). IRMA-2 calismas1 ise, Tip 2 DM ve
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mikroalbuminiirisi olan 590 hipertansiyonlu hastay1 kapsayan ¢ok merkezli, randomize, ¢ift
kor, plasebo kontrollii calismada hastalar plasebo grubu ve giinde bir kez 150 mg irbesartan
alanlar veya 300 mg irbesartan alanlar olmak iizere ii¢ gruba ayrilmis. Bu calismada, 2 yillik
izlem sonunda irbesartan’in doz bagimli olarak klinik albuminiiriyi ve DNP oranin1 direkt
olarak azalttig1 gozlenmis (143). Her iki calismada, ARB tedavisinin renal koruyucu
etkilerinin kan basincindaki degisikliklerden bagimsiz olarak ortaya c¢iktigi gosterilmistir

(140,141,143).

NiGELLA SATIVA VE DIYABET

Ranunculaceae (Diigiingigegigiller) familyasina ait olan, black seed veya black cumin
olarak bilinen NS, binlerce yildir baharat olarak yiyeceklerin korunmasinda ve gesitli
hastaliklarin geleneksel tedavisinde kulanilmistir. Son iki dekatta, NS’nin c¢esitli viicut
sistemleri lizerinde etkilerini aragtiran in vivo ve in vitro ¢calismalar yapilmistir (144).

Besin olarak kullanilan kismi bitkinin kapsiil igerisindeki tohumudur. NS tohumlari
ucuc (%0.38-0.49) ve sabit (%30-40) yag, protein (%20-30), saponin, melantin, nigellin ve
tanen igerir (145) (Sekil 9).

Antioksidan EtKkisi

Sabit ve ucucu yaglarin esas komponenti olan NS’nin igindeki timokinon'un
lipozomlardaki non-enzimatik lipid peroksidasyonu baskiladig: gosterilmistir. Yapilan in vitro
calismalarda, bu bilesiklerin ¢esitli antioksidan etkilerine karsin prooksidan etkilerinin
olmadigr bildirilmistir. NS yagmin icgindeki farkli bilesiklerin birbirlerini destekleyici
etkilerinin olmasi farmakolojik ¢aligmalarda tohumdaki tim yagin kullanilmasini énemli
kilmaktadir. NS’nin birden ¢ok faktorle ilgili antioksidan etkisi demir-kompleks aktivitesini
kapsar goziikmemektedir. Serbest radikallerin bir¢ok hastalik ve metabolik bozukluklarin
gelisimi ile iligkili olmasi giiglii bir antioksidan olan NS’min tamamlayic1 tipta
kullanilabilecegini diistindiirmektedir (146). Bu antioksidan 6zelligi, CCI4 hepatotoksitesi
(147), karacigerdeki fibrozis ve siroz (148), Schistosoma mansoni enfeksiyonunun neden

oldugu hepatik hasarlara (149) kars1 kullaniminin yararlarini agiklayabilir.
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Sekil 9. Nigella sativa yagi icinde bulunan aktif bilesiklerin kimyasal yapisi

Antidiyabetik Etki

Diinya Saglk Orgiitii (DSO) arastirma komitesi 1980 yilinda diyabet tedavisi igin
tamamlayict tipta kullanilan hipoglisemik ajanlarin arastirilmasini 6nermistir (150). Bu
amagla, hipoglisemik, enfeksiyon onleyici ve immunmodiilator etkilerinden 6tiirii NS yag,
deneysel DNP’de kullanilmistir. Kan glukozu ve HbAlc degerlerini diisiirdiigii gozlenen NS
yaginin hipoglisemik etkisinin mekanizmasi netlestirilememistir (151). Karacigerin glukoz
tiretimini azalttigr (151), intestinal glukoz absorbsiyonunu o6nledigi (152), oksidatif stresi

azaltarak pankreasta beta hiicre reservini korudugu (153) bildirilmistir.
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Kardiyovaskiiler Sistem Uzerindeki Etkileri

Deneysel DNP caligmalarinda, NS yaginin i¢inde bulunan ugucu yag ve aktif bileseni
timokinon’un, KB'm1 diislirdiigli gosterilmistir. Kardiyovaskiiler sistem {izerindeki etkilerinin
birden ¢ok faktore bagli oldugu, triptaminerjik ve kolinerjik mekanizmalar direkt ve dolayli
yollardan etkiledigi diisiiniilmektedir. Bu bulgular, NS yaginin antihipertansif ajan olarak
kullanilabilecegini diistindiirtmektedir (21,31).

Kan Sayim Uzerindeki Etkileri

Calismalarda, NS’nin hemoglobin ve hemotokrit degerlerini yiikseltici, 16kosit ve
trombosit sayilar1 ile kan trigliserid ve kolesterol degerlerini azaltic1 etkileri gozlenmistir
(154). Ayrica, NS’nin analjezik, anti-inflamatuar (155), anti-hepatotoksik (22,31,147-149),
anti-nefrotoksik (156), anti-karsinojenik (31,144) antimikrobiyal (20,31,146) ve antiparazitik
(20,31,146) etkilerinin oldugu bildirilmistir.

N-ASETIL SISTEIN VE DIYABET

N-asetil sistein, hem indirgenmis glutatyon hem de L-sistein amino asidinin asetilize
edilmis oOnciiliidiir. 40 yili askin siiredir kronik akciger hastaliklarinda mukolitik ajan ve
asetaminofen doz agimina bagli hepatotoksititede antidot olarak kullanilmaktadir (29). Yakin
zamanda yapilan insan ve hayvan c¢alismalarinda NAC’n giiclii antioksidan 6zelligi oldugu
ve kanser, kalp hastaligi, HIV enfeksiyonu, agir metal toksisitesi ve serbest radikal hasari ile
iliskili  hastaliklarin tedavisinde tamamlayici ajan olarak kullanilabilecegi bildirilmistir.
NAC’ 1 ayrica Sjogren sendromu, sigaranin birakilmasi, influenza, Hepatit C ve miyoklonik
epilepsi tedavisinde de etkili oldugu bilinmektedir (157). N-asetil sistein, CsHyNO;S kimyasal
formiilii ile molekiiler agirligi 163.2 kDa olan siilfidril (SH) igeren bir tiol bilesigidir (29),
(Sekil 10). Oral alimin ardindan ¢esitli dokulardan hizla emilerek deasetilize olur. Barsaklar
ve karacigerde metabolize edilerek peptidlere yikilir. Igerisindeki SH grubu metabolik
aktivitenin ¢cogundan sorumludur. Asetil saglayici amino grubu molekiiliin oksidasyona karsi
korunmasinda rol alir. Oral alinan NAC’1n yararh etkilerinin ¢ogu hiicre dis1 sistin'in sistein'e
indirgenmesi ya da SH metabolitlerinin kaynagini olusturmasindandir. Bu 6zelligi ile GSH
sentezini uyarmakta, glutatyon-S-transferaz aktivitesini ve detoksifikasyonu artirmakta ve
reaktif oksidan radikallere direkt etki edebilmektedir (158). Jo ve ark. (159) 2009 yilinda

anjiografi yapilan hastalarda, NAC verilenlerdeki kan kreatinin artisinin bilinen klasik bir
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antioksidan olan C vitamininden daha diisiik oldugunu ve bu olumlu farkliligin DM'lilerde

daha da belirginlestigini bildirmislerdir.

Sekil 10. N-asetil sisteinin kimyasal yapisi
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GEREC VE YONTEMLER

Calismamiz, 2007-2010 tarihleri arasinda Trakya Universitesi Tip Fakiiltesi Nefroloji
Bilim Dali, Biyokimya Anabilim Dali, Histoloji Anabilim Dali ve Deney Hayvanlari
Laboratuvar’t isbirligiyle yapildi. Bagimsiz, es zamanl kontrollii deneysel calisma olarak
planlanarak calisma oncesinde Trakya Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu
onay1 alind1 ve Trakya Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Komisyonunca (TUBAP

889) yapimu desteklendi (Ek 1).

DENEKLERIN GRUPLANDIRILMASI

Calismamiza 3,5-4 aylik, ortalama agirliklart 233,5+32,8 gr olan Sprague-Dawley
cinsi 81 adet erkek rat alind1. Ratlar Trakya Universitesi, Istanbul Universitesi Cerrahpasa Tip
Fakiiltesi, Marmara Universitesi Tip Fakiiltesi Deney Hayvanlar1 Laboratuvarlarindan
saglandi.

Saglikli kontrol i¢cin 7 adet rat ayrildiktan sonra, geri kalan 74 rata Tip 1 DM
olusturulmak iizere sitrat tampon igerisinde ¢oziilmiis streptozotosin (STZ) 45 mg/kg
intraperitoneal uygulandi. 48 saat sonra kuyruktan alinan kan glukoz degeri >250 mg/dl
olanlar DM'li kabul edildi. Kan glukoz degeri 250 mg/dI’nin altinda olan 9 rat ¢calisma dist
birakildi ve 3 rat injeksiyon sonrasi 24 saat icinde 6ldii. DM olusturulmus diger 62 rat
agirliklarina ve glukoz degerlerine gore dengeli bir sekilde 7 gruba dagitildi.

Ratlara verilen NS yagi, Anadolu Universitesi Bitki Ilag ve Bilimsel Arastirmalar
Merkezi’nden agagida anlatildig: sekilde elde edilmistir. NS tohumlar1 bir karistirici i¢inde toz

haline getirildikten sonra 20 gr tohuma, 400 ml distile su eklendi ve buhar distilasyon
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yontemiyle ekstraksiyon yapildi. Distilasyon siireci 200 ml distilat toplanana kadar devam
etti. Distilat kloroformla {i¢ kez ekstre edildi. Nem, anhidr6z sodyum siilfat ile uzaklastirildi
ve sonugta elde edilen ekstrakt (ekstre) volatil (ugucu) yag olusana dek 40 °C su banyosunda
buharlastirildi. 500 mg ugucu yag 1 ml dimetil siilfoksid i¢inde ¢6ziindiikten sonra 9 ml salin
her 1 ml ¢ozeltiye 50 mg ugucu yag derisimi elde edecek sekilde eklendi.

Ratlar, standart laboratuvar kosullarinda (22+1°C 1s1, %50-60 nem orani, 12 saat
aydinlik/karanlik dongiisii) barindirildilar. Calisma boyunca, kafeslerde 2’ser rat olacak
sekilde giinliik temizlikleri yapildi ve %21 protein iceren standart yem ve musluk suyu ile
beslendi. Hastalikl1 kontrol grubunda 9 adet rat, NAC grubunda 5 adet rat, IR grubunda 4 adet
rat, IR+NAC grubunda 2 adet rat, IR+NS grubunda 2 adet rat ve 7. grup olarak tasarlanan NS
grubundaki 5 rat olmak tiizere toplam 27 rat kilo kaybederek ve hiperglisemi-ketoasidoz
tablosu i¢inde oldiiler.

1. Grup I (Saglikli kontrol grubu, n= 7): 12 hafta boyunca i¢gme suyu ve ayni yem verildi.

2. Grup II (Hastalikl1 kontrol grubu, n=7): DM olusturulan ratlara 12 hafta boyunca igme suyu
ve ayni yem verildi.

3. Grup III (R grubu, n=8): DM olusturulan ratlara 12 hafta boyunca 5 mg/kg/giin irbesartan
2’ser ml suda ¢oziilerek oral yoldan verildi.

4. Grup IV (NAC grubu, n=6): DM olusturulan ratlara 12 hafta boyunca 100 mg/kg/giin NAC
2’ser ml suda ¢oziilerek oral yoldan verildi.

5.Grup V (IR+NAC grubu, n=8): DM olusturulan ratlara 12 hafta boyunca 5 mg/kg/giin
irbesartan ve 100 mg/kg/giin NAC 2’ser ml suda ¢oziilerek oral yoldan verildi.

6. Grup VI (IR+NS grubu, n=6): DM olusturulan ratlara 12 hafta boyunca 5 mg/kg/giin
irbesartan ve 0.2 ml/giin Nigella sativa yag1 2’ser ml suda ¢dziilerek oral yoldan verildi.

Giinliik oral uygulama; saglikli gruba i¢gme suyu, hastalikli gruplara igme suyunda

¢Oziilmiis maddeler 2 ml olarak damlalikla verildi.

LABORATUVAR TETKIKLERI

Ratlar, 12 haftalik tedavi sonunda Harvard metabolik kafese alinarak 24 saatlik
idrarlar1 toplandi. Idrar miktarlar1 ve kilolar1 kaydedildi. Accu chek Go dl¢iim aleti ile ratlarin
kan glukoz degerleri kuyruktan 6lgiildii. Ketamin (60-80 mg/kg) ve xylazin (5-10 mg/kg)
intramuskuler anestezisi uygulanarak intrakardiyak yolla kanlar1 alinan ratlar sakrifiye
edildiler. Heparinli enjektorlere alinan kanin 2 ml’si ayrilarak ayni giin Biyokimya

Laboratuvari’nda Coulter LH 750 cihazinda hemogram, Variant 2 cihazinda HbAlc calisildi.
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Kalan kan ornekleri soguk santrifiijde c¢evrilerek plazmalar1 -70 °C derin dondurucuda
saklandi. Daha sonra tiim gruplarin plazmalar1 birlikte incelenerek {ire, kreatinin, total protein,
albumin, Na", K, iirik asit, total kolesterol, trigliserid, HDL, C-reaktif protein (CRP),
endotelin, TNF-o Olglimleri yapildi. 24 saatlik idrar 6rnegi 3000 devirde 5 dk santrifii
edilerek siipernatantlar 2 ml’lik ependorfta -70 °C’de saklandi. Saklanan idrar 6rneklerinde
kreatinin, glukoz, albumin, total protein, Na' degerleri ¢alisildi. Ayrica idrarla atilan N-asetil
glukozaminidaz (NAG), endotelin ve TNF-a degerleri 6lgiildii. Ratlarin karinlar1 agilarak, sag
ve sol bobrekleri ¢ikarildi ve %0.9’luk NaCl ile yikanip sagital olarak ikiye ayrildi. Sol
bobrek histopatolojik inceleme i¢in formoline kondu. Diger yaris1 daha sonra siiperoksid
dismutaz (SOD) ve glutatyon (GSH) ¢alisilmasi i¢in onceden hazirlanmis ve kodlanmis

aliminyum folyolara sarilarak -70 °C’de derin dondurucuda tutuldu.

Kreatinin klirensi: -70 °C’de korunarak c¢oziilen idrarda ve plazmada kreatinin,
Biyokimya Laboratuvari’nda Konelab Prime 601 cihazinda calisildiktan sonra asagidaki

formiille hesaplandi:

Ucr x 24 saatlik idrar hacmi
GFR (ml/dk) =

Pcrx 24 x 60 dk

Uc, : idrardaki kreatinin derigimi

P¢; : plazmadaki kreatinin derigimi

Fraksiyone Na" atilimu: -70 °C’de saklanan idrar 6rneginde idrar ve plazma Nau ile
idrar ve plazma kreatinini Biyokimya Laboratuvari’nda Konelab Prime 60i cihazinda

calisildiktan sonra su formiille fraksiyone Na' atilim1 (FENa) hesaplandi:

UNa+ X PCr
FENa= x 100
PNa+ X UCr

Una+: idrardaki Na" derisimi

P na+: plazmadaki Na® derisimi
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Uriner glukoz atimimmin incelenmesi: -70 °C’de saklanan idrar 6rneginde idrar
glukozu Biyokimya Laboratuvari’nda calisildi ve UGA (mg/giin/100gr) su formiille
hesaplandi:

Uglikoz x 100
UGA= x Idrar Volumii
Kilo2 x 100

Uriner albumin atihminin incelenmesi: 24 saatlik idrar 6rnegi 3000 devirde 5 dk
santrifiij edilerek siipernatantlar 2 ml’lik ependorfta -70 °C’de saklandi. Biyokimya
Laboratuvari’nda Immulite Albumin kiti ile ( LOT No: LKHA 10308, Uretici firma: BioDPC)
Immulite 1000 otoanalizoriinde kimyasal immiinoassay yontemiyle tek seferde toplu olarak

calisild1 ve iiriner albumin atilimi (mikrogram/giin/100gr) su formiille hesaplandi:

Ualb x 100
UAA= x Idrar Volumii x 1000
Kilo2 x 100

Uriner protein atihminin incelenmesi: -70 °C’de saklanan idrar 6rneginde protein

Biyokimya Laboratuvari’nda calisildi ve UPA (mg/giin/100gr) su formiille hesaplandi:

Uprotein x 100
UPA= x Idrar Volumii
Kilo2 x 100

Idrarda N-asetil Glukozaminidaz atihminin incelenmesi: -70 °C’de saklanan idrar
orneklerinde NAG, Roche Diagnostic Mannheim kiti (Katalog No:875 406) kullanilarak,
Shimadzu UV 1208 cihazinda, Biyofizik Laboratuvarinda calisildi. Deney asagida anlatildigi
gibi yapilmistir:

Testin i¢inde 1. sisede tampon soliisyonu, 2. sisede substrat soliisyonu ve 3. sisede
reaksiyonu durduran ayira¢ olmak tizere 3 sise bulunmaktadir.

Soliisyonlarin hazirlanisi;

Tampon soliisyonu: Igindekiler 55 ml’lik distile edilmis su ile karistirilda.

Substrat soliisyonu: Tampon soliisyonuna 55 ml distile su ilave edilerek karistirildiktan sonra
substrat soliisyonu ile muamele edildi.

Reaksiyonu durduran ayirag: 3. sise 110 ml distile su ile ¢6zdiiriildii. Numune tiipiine ve kor

tiipline 1 ml substrat sollisyonu konup 37 °C’de 5 dk bekletildi. 5 dk sonunda numune tiipiine
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0.05 ml idrar eklendi. Karistirilarak 15 dk’da 37 °C’de inkiibe edildi. 15 dk sonunda bu
karisima reaksiyonu durduran ayiragtan 2 ml ilave edildi. Vortekste karistirildi ve 10 dk
bekletildi. Spektrofotometre 580 nm dalga boyunda korle sifirlandi. Standart ve numuneler

okundu.

Ornegin absorbans degeri

NAG mU/ml= x Standartin konsantrasyonu (7.72mU/ml)

Standardin absorbans degeri

Tiimor nekrozis faktor-alfa: -70 °C’de saklanan idrar ve serum Orneklerinde,
Diaclone Rat TNF-a Eliza kiti (Katalog No: 865-000-192, LOT No: K80218) ile Biyokimya
Laboratuvar’mda Bio-Tek Instruments EL 309 cihazinda mikro ELIZA ydntemiyle galisildi.
Rat TNF-a antijeni ve Rat TNF-a spesifik biotinlenmis poliklonal antikorlar es zamanli olarak
inkiibe edildi. Yikama soliisyonu ile yikandiktan sonra streptavidin peroksidaz enzimi
eklendi. Inkiibasyon ve baglanmamis enzimin uzaklastirilmasi icin yapilan yikamadan sonra
bagli enzime etki eden bir substrat soliisyonu eklendi ve renkli reaksiyon tirlinii elde edildi.
Bu renkli {irtiniin yogunlugu 6rnekteki mevcut rat TNF-a konsantrasyonu ile dogru orantilidir.
Her 6rnegin absorbansi spektrofotometre ile 6l¢iildii. Birincil dalga boyu 450 nm ve referans
dalga boyu 620 nm olarak kabul edildi. Dikey eksende ortalama absorbans, yatay eksende yer
alan rat TNF-a standart konsantrasyonu ile dogrusal standart egri ¢izildi. Her bir 6rnekteki rat
TNF-a miktar1 standart egrideki rat TNF-a konsantrasyonu kullanilarak elde edilen OD degeri
ile belirlendi. Idrar TNF-o’nin birimi ng/giin/100gr, serum TNF-a’nin birimi pg/ml olacak

sekilde hesaplanda.

Endotelin: -70 °C’de saklanan idrar ve serum Orneklerinde, Phoenix Endotelin-1 Eliza
kiti (Katalog No: EK-023-01) ile Biyokimya Laboratuvar’inda Bio-Tek Instruments EL 309
cihazinda mikro ELIZA yontemiyle ¢alisildi. Bu kitteki immunoplate ikincil bir antikorla
onceden kaplanmis ve 6zgiin olmayan baglama alanlar1 bloke olmustur. Ikincil antikorun Fab
fragmani her iki biotinlenmis peptid, peptid standart1 ve drnekteki hedef peptidler ile birincil
antikorun Fc¢ fragmanina yarismali olarak baglanmaktadir. Biotinlenmis peptid, substrat
reaksiyonunu katalize eden streptavidin peroksidaz (SA-HRP) ile reaksiyona girdi. Sarn
rengin yogunlugu biotinlenmis peptid-SA-HRP kompleksinin miktari ile dogru orantili iken

standart ¢ozeltiler ya da orneklerdeki peptid miktar1 ile ters orantilidir. Bunun nedeni,
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biotinlenmis peptidin standart peptid ile ya da orneklerin peptid antikorlariyla yarismali
olarak baglanmasidir. Immunoplate mikrotitre plate okuyucuya yerlestirilerek absorbansi 450
nm dalga boyunda okundu. Standart peptidin bilinen konsantrasyonu X eksenine, ona karsilik
gelen OD Y eksenine yerlestirilerek bir dogrusal egri ¢izildi. Orneklerdeki endotelin miktar
idrar endotelin birimi mikrogram/giin/100gr, serum endotelin birimi ng/ml olacak sekilde

hesaplandi.

C-reaktif protein: -70 °C’de saklanan serum 6rneklerinde, BioVendor Rat CRP Eliza
kiti (Katalog No: RH951CRPO1R) ile Biyokimya Laboratuvar’inda Bio-Tek Instruments EL
309 cihazinda mikro ELIZA yontemiyle toplu olarak ¢alisildi. Sonuglar ng/ml cinsinden ifade
edildi.

Bobrek dokusu: -70 °C’de saklanan bobrek kortekslerinden esit agirlikta ornekler
alindi. Ornekler homojenizatér ile 2 ml soguk distile su iginde homojenize edildi.
Homojenizasyon islemleri buzla sogutulmus ortamda yapildi. Calismanin objektif olmasi i¢in
gruplara neler uygulandigi belirtilmeksizin kodlanmig olan homojenatlar Biyokimya Anabilim

Dali Laboratuvari’na SOD ve GSH incelenmesine sunuldu.

SUPEROKSIT DISMUTAZ AKTIiVITESININ OLCULMESI

Stiperoksit dismutaz aktivitesi Randox’un RANSOD (Katalog No: SD 125) kiti ile
Biyokimya Laboratuvar’inda o6l¢iildii. SOD’un gorevi, oksidatif enerji siiregleri sirasinda
olusan toksik siiperoksit radikalinin hidrojen peroksit ve molekiiler oksijene dismutasyonunu
saglamaktir. Kitin calisma yontemi, siiperoksit radikalleri olusturmak {izere ksantin ve ksantin
oksidazi (XOD) kullanir. Olusan siiperoksit radikalleri 2-(4-iyodofenil)-3-(4-nitrofenol)-5-
feniltetrazol klorid (I.N.T) ile tepkimeye girerek kirmizi renk olusturur. Yontemin temeli bu

reaksiyonun SOD tarafindan inhibisyon derecesine dayanir.

Ksantin oksidaz
Ksantin » Urik asit + Oy

IN.T+ O, » Kirmizi renk

SOD
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Oy > H,0,+0,

Spektrofotometrik Yontem

Olgiimler 505 nm dalga boyunda, 37 °C’de, Shimadzu UV-1208 spektrofotometrede
yapildi. 0.05 ml siipernatanta 1.7 ml miyar eklenip iyice karistirildi,daha sonra bu karisima
0.25 ml ksantin oksidaz eklendi ve ayni anda siire baglatildi. 30 saniye sonra baslangi¢
absorbansi (A;) ve bundan 3 dk sonra son absorbans (A;) okundu. Ayni iglemler standart ve

kor icin de yapildi.

Sonuclarin Hesaplanmasi

Kor, standart ve 6rnekler icin A A hesaplandi.

Ay — Ay

3

Degisik konsantrasyonlarda hazirlanan standartlarin ve Orneklerin % inhibisyon

degerleri asagidaki formiillerle hesaplanmustir:

(A A std./ dak. X100)

% inhibisyon = 100 -
(A A kor/ dak.)

(A A 6rn./ dak. X100)

% inhibisyon = 100 -
(A A kor/ dak.)

Standartlardan yapilan dl¢limler sonucunda yatay eksene U/ml SOD, diisey eksene %
inhibisyon degerleri gelecek sekilde standart egri hazirlandi. Orneklerden yapilan lgiimlerde
SOD degeri standart egriden U/ml siipernatant olarak ¢ikarildi. Olgiilen protein miktarina gore

enzim aktiviesi agagidaki formiille hesaplanarak U/mg protein olarak gosterildi.
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SOD U/ml siipernatant

SOD (U/mg protein) =
mg protein/ml siipernatant

GLUTATYON AKTIiVITESININ OLCULMESI

Renal dokuda GSH aktivitesi Trevigen Instructions HT Glutathione Assay Kkiti
(Katalog No: 7511-100-K) kullanilarak Biyokimya Anabilim Dali Laboratuvari’nda 6l¢iildii.
Bu kit glutatyon miktarinin belirlenmesinde enzimatik geri doniisim metodunu
kullanmaktadir. Glutatyon rediiktaz okside glutatyonu indirgenmis glutatyona doniistiiriir.
GSH’1in siilfidril grubunun 5,5’-dithiobis-2-nitrobenzoik asitle (DTNB, Ellman ayiraci)
reaksiyonu sonucu 404 veya 414 nm dalga boyunda sogrulan sar1 renkli 5-thio-2-nitrobenzoik
asit (TNB) olusur. Bu reaksiyon esnasinda olusan bir baska bilesik olan karisik disiilfid,
glutatyon rediiktaz tarafindan indirgendikten sonra glutatyona geri doniigiir ve daha fazla
TNB elde edilir. TNB iiretim miktar1 bu geri doniisiim reaksiyonu ile dogru oranthidir. Ayni
zamanda ornekteki glutatyon miktar1 ile de dogru orantlhidir. TNB’nin 405 ya da 412 nm’deki

absorbansinin dl¢iilmesi drnekteki glutatyon miktarini gostermekte kesin kabul edilen yoldur.

Spektrofotometrik Yontem

Olgiimler 412 nm dalga boyunda Shimadzu UV-1208 spektrofotometrede yapildi.
Alman bobrek dokulart1 150 nM NaCl kullanilarak yikandi. %5 metafosforik asit eklenip
homojenize edildi. Homojenatlar 4 °C’de 12000-14000x g’de 10 dk santrifiije edilip berrak

stipernatantlar elde edildi.

Sonuc¢larim Okunmasi

Her Ornekten elde edilen absorbans degerleri ile inkiibasyon siiresi (dk) arasinda
dogrusal bir egri olusturuldu. Regresyon analizi ile saptanan formiil kullanilarak 6rneklerdeki
GSH yogunluklar1 hesaplandi. Bulunan degerler dokuda protein miktar1 ile oranlanarak

pmol/mg protein cinsinden ifade edildi.

GSH kalibrasyon egrisinin denklemi: y=0.02884+0.002178x

HISTOLOJIK VE IMMUNOHISTOKIMYASAL INCELEME
Histopatolojik incelemeler i¢cin doku oOrnekleri, Bouin ile tespit edilerek parafine

gomiildii ve hazirlanan kesitler, PAS boyasi ile boyandi. Immiinohistokimyasal boyama i¢in
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kesitler, rutin deparafinizasyon ve rehidratasyon islemlerine tabi tutuldular. Rehidratasyon
asamasindan sonra kesitler, antijenik maskelenmenin giderilmesi i¢in 200 ml sitrat tamponu
(pH: 6,1 L distile suda 2,1 gr sitrik asid ve 15 ml NaOH) i¢inde mikrodalga firinina verildi.
Firin disina alinan kesitler distile su ve fosfat tamponundan gecirildi. Endojen peroksidaz
aktivitesinin inhibe edilmesi i¢in kesitlere fosfat tampon soliisyonu (PBS) igerisinde
hazirlanan %3’liikk H,O, soliisyonu 10 dk uygulandi. Distile su ve PBS’de yikanan kesitler,
iINOS (Cat. # RB-1605-P, Neomarkers, USA) primer antikoruyla 60 dk inkiibe edildi. Distile
su ve PBS’den gecirilen kesitlere sira ile 30’ar dk biyotinli sekonder antikor (Super sensitive
detection kit for rat; anti-rabbit 1g; Biogenex GP 900-9R, kullanima hazir) ve streptavidin-
peroksidaz kompleksi (Super sensitive label for animal detection; Biogenex GP 900-9R)
uygulandi. Distile su ve PBS’den gecirilen iNOS antikoru ile muamele edilen kesitler
diaminobenzidine (DAB) ile boyandi. Zit boyama i¢in tiim kesitler Mayer’in hematoksileni

ile islemlendirildi ve kapatma soliisyonu ile kapatildi.

ISTATISTIKSEL ANALIZ

Trakya Universitesi Tip Fakiiltesi Dekanlig1 Bilgi Islem Merkezi’ndeki SS064 Minitab
Release 13 programi (Lisans No: WCP 1331.00197) kullanilarak istatiksel inceleme yapildi.
Gruplardaki rat sayis1 ve bagimsiz degisken karsilastirilmasi nedeniyle 6nce Kruskal-Wallis
testi ile gruplarin verileri arasindaki farklilik arastirildi. Anlamli farklilik bulunan gruplarin
verileri Mann-Whitney U testi kullanilarak karsilastirildi. Veriler normal dagilima uygun
oldugunda Pearson Korelasyon Testi, verilerin en az birinin normal dagilima uygun olmamasi
veya verilerin en az birinin kategorik olmasi durumunda Spearman Korelasyon Testi
kullanildi. Degerler ortalama+standart sapma (ort+SD) olarak alindi. p<0.05 degerler anlamli
kabul edildi.
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BULGULAR

Calismamiz 7 adet saglikli kontrol, 7 adet hastalikli kontrol, 8 adet irbesartan, 6 adet
NAC, 8 adet IR+NAC ve 6 adet IR+NS olmak iizere toplam 42 adet ratla tamamlandi. Tiim
gruplarin birlikte degerlendirilmesinde, ilk agirlik, total protein, albumin, iirik asit, total
kolesterol, HDL, CRP ile renal dokuda SOD ve GSH degerleri arasinda anlamli farklilik
goriilmedi. Buna karsilik ¢alisma sonundaki agirlik, plazma glukoz degeri, HbAlc, bobrek
agirhigi, idrar voliimii, GFR, giinliik idrarla atilan glukoz (UGA), albumin (UAA), protein
(UPA), NAG, FENa, serum TNF-q, idrar TNF-a ve idrar endotelin degerlerinde gruplar
arasinda istatiksel farklilik gézlendi.

Calisma baslangicindaki ratlarin ilk agirliklart 180-340 gr arasinda bulundu. Caligsma
sonunda, saglikli kontrol grubunda kilo artis1 olurken, DM gruplarinda kilo kayb1 gézlendi.
On iki hafta sonundaki plazma glukoz degeri saglikli kontrol grubunda 149+23,6 mg/dl idi.
Hasta kontrolde 534+94,6 mg/dl (p=0,0006), IR grubunda 468+108 mg/dl (p=0,0003), NAC
grubunda 548+45,1 mg/dl (p=0,001), IR+NAC grubunda 471£90,9 mg/dl (p=0,0003), IR+NS
grubunda 421+90,6 mg/dl (p=0,001) olarak saglikli kontrol grubundan anlamli yiiksek
bulundu. Saglikli kontrol grubunda HbAlc %3,4+0,3 ve UGA 0,26+0,22 mg/giin/100gr iken;
hasta kontrolde HbAlc %10+2,4 (p=0,0006) ve UGA 5053+1266 mg/giin/100gr (p=0,0006),
IR grubunda HbAlc %8,6+2,3 (p=0,0003) ve UGA 3699+811 mg/giin/100gr (p=0,0003),
NAC grubunda HbAlc %38,8+1,4 (p=0,001) ve UGA 2902+649 mg/giin/100gr (p=0,001),
IR+NAC grubunda HbAlc %7,9+1,6 (p=0,0003) ve UGA 2925+1523 mg/gilin/100gr
(p=0,0003), IR+NS grubunda HbAlc %9,14+2,5 (p=0,001) ve UGA 2220+887 mg/giin/100gr
(p=0,001) bulundu. Bu degerler saglikli kontrole gore belirgin derecede yiiksekti ve DM ile
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uyumluydu. Bunun yani sira saglikli kontrol grubuna gore glomeriiler fonksiyon ve yapisal
bozulmanin gostergeleri olan idrarla atilan albumin ve protein ile tiibiiler fonksiyon ve yapi1
bozulma gostergesi olan FENa ve idrarla NAG atilim1 degerlerindeki belirgin artiglar renal
hasar gelisiminden kaynaklanmaktadir.

Calisma gruplarinin verileri Tablo 2-7°de verilmistir. Her grubun verileri detayli

olarak o gruplara ait bagliklar altinda incelendi.
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Tablo 2. Saghkh kontrol grubunun verileri

Rat No Ik kilo Son kilo Glukoz HbAlc Hb Ure Kreatinin Prf"((:::iln Albumin | Urik asit

(gr) (gr) (mg/dl) (%) (gr/dl) (mg/dl) (mg/dl) (gr/dL) (gr/dl) | (mg/dl)

1 251 305 169 3,4 13,5 34 0,5 5,7 3,15 1,6

2 285 322 158 3,1 13,6 41 0,53 6,2 3,15 1,6

3 272 360 136 3,5 13,5 28 0,47 5,9 3,15 1,4

4 210 203 117 3,1 12,7 27 0,51 6,1 3,8 1,3

5 213 211 121 33 12,9 32 0,47 6,2 3,1 1,5

6 203 310 174 4 13,3 41 0,47 6 3,85 1,1

7 205 220 165 3,2 13,6 43 0,35 5,9 3,4 1,2

HbA1c: Hemoglobin Alc; Hb: Hemoglobin.
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Tablo 2 (devam). Saghkh kontrol grubunun verileri

Rat | T.kol | Trigliserid | HDL CRP Serum Serum Na' K" Bobrek Idrar GFR
No (mg/dl) (mg/dl) (mg/dl) (ng/ml) TNF-a endotelin | (mEq/L) | (mEq/L) agirhg voliimii | (ml/dk/
( pg/ml) (ng/ml) (gr/100gr) (ml) 100gr)
1 59 40 18 123,75 38,65 0,65 126 53 3,89 6 0,16
2 55 29 17 119,36 37,26 0,58 131 6 3,63 8 0,32
3 46 47 16 106,74 36,75 0,58 124 5,5 3,24 11 0,45
4 36 45 13 103,14 84,81 0,66 136 5,1 5,32 7 0,26
5 37 48 18 120,5 51,98 0,54 135 53 5,24 9 0,3
6 58 50 20 115,37 76,05 0,56 130 5,5 3,81 11 0,31
7 52 51 25 122,47 43,03 0,64 133 5,6 4,56 12 0,48

T. kol: Total kolesterol; HDL: High density lipoprotein; CRP: C-reaktif protein; TNF-a: Tiimor Nekrozis Faktor-alfa; Na®: Sodyum; K': Potasyum; GFR:Glomeriiler

filtrasyon hiz1.
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Tablo 2 (devam). Saghkh kontrol grubunun verileri

UGA UPA Idrar NAG IdrarTNF-o | , . SOD GSH
Rat No | (mg/giin UAA (mg/giin/ (mU/giin/ FENa (ng/giin Idrar endotelin (U/mg (pmol/mg
N o .

100gr) (meg/giin/100gr) 100gr) 100gr) (%) /100gr) (meg/giin/100gr) protein) protein)
1 0,02 4,92 3,93 0,23 0,18 0,27 0,01 2,46 16,44
2 0,3 6,21 5,09 0,28 0,11 0,35 0,02 2,72 33,10
3 0,55 7,64 4,77 0,31 0,11 0,44 0,03 2,32 4,62
4 0,28 16,86 2,34 0,15 0,18 0,18 0,04 2,58 5,33
5 0,51 28,75 3,11 0,32 0,2 0,26 0,05 2,68 1,68
6 0,04 8,87 7,1 0,45 0,15 0,35 0,01 2,63 5,24
7 0,11 13,64 8,45 1,27 0,16 0,16 0,01 2,11 10,96

UGA: Uriner glukoz atilimi; UAA: Uriner albumin atilimi; UPA: Uriner protein atilimi; NAG

Timdr Nekrozis Faktor-alfa; SOD: Siiperoksit dismutaz; GSH:Glutatyon.

: N-Asetil-beta-D-Glukozaminidaz; FENa: Fraksiyonel Na atilimi; TNF-a:
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Tablo 3. Hastalikli kontrol grubunun verileri

i1k Kilo Son kilo Glukoz HbAlc Hb Ure Kreatinin Total Albumin | Urik asit
Rat No (gr) (gr) (mg/dl) (%) (gr/dl) (mg/dl) (mg/dl) Protein (gr/dl) (mg/dl)
(gr/dL)
1 200 147 600 11,6 12,4 65 0,36 6 3,85 1,8
2 225 190 536 10 10,4 49 0,56 6,7 3,85 1,6
3 217 210 327 4.8 9.4 68 0,54 6,4 3,15 1,3
4 232 207 538 10,1 9,46 44 0,49 6,3 3,5 1,7
5 192 162 569 10,9 11,4 63 0,58 6,2 3,5 1,4
6 255 195 578 11,1 9,2 46 0,39 5,8 33 2
7 260 188 591 11,4 9,1 63 0,47 5,6 3.4 1,9

HbA1c: Hemoglobin Alc; Hb:Hemoglobin.
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Tablo 3 (devam). Hastalikli kontrol grubunun verileri

Rat | T.kol | Trigliserid | HDL CRP i‘;;‘g e:g:;;‘;gn Na* K' fgﬁffglﬁ Vf)‘:l’; f:ﬁ (gﬁﬁd
No (mg/dl) (mg/dl) (mg/dl) (ng/ml) ( pg/ml) (ng/m) (mEq/L) | (mEq/L) (ar/100gr) (ml) 100gr)
1 45 48 20 102,1 377,26 0,6 134 6,8 8,3 100 1,67
2 54 69 27 121,14 52,18 0,66 137 6,2 6,84 76 0,5
3 44 101 16 11,24 56,36 0,74 135 6,1 6,86 83 0,52
4 67 37 20 44,98 521,50 0,51 132 6,5 6,38 94 0,66
5 50 131 20 113,74 272,81 0,74 137 5,1 6,54 102 0,68
6 62 70 17 128,83 4522 0,64 137 6,4 6,76 86 0,97
7 58 65 25 116,8 44,62 0,68 135 7 6,92 98 0,75

T. kol: Total kolesterol; HDL: High density lipoprotein; CRP: C-reaktif protein; TNF-a: Tiimor Nekrozis Faktor-alfa; Na™: Sodyum; K': Potasyum; GFR: Glomeriiler
filtrasyon hiz1.
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Tablo 3 (devam). Hastalikhi kontrol grubunun verileri

idrar

Rat No (n[ljgc/;g?jn UAA (mlé})g?in / NAG FENa Id{i;{glg:-a Idrar endotelin ISJ/(I)n]?g (pli?ll/{mg
. .. o .
100gr) (meg/giin/100gr) 100gr) (n;([)J({g:)n/ (%) /100gr) (mcg/giin/100gr) protein) protein)
1 5238,1 170,07 21,29 11,16 0,42 2,97 0,11 3,03 10,33
2 5188 100 10,4 27,24 1,05 3,76 4,2 3,12 12,73
3 3964,24 98,81 79,05 21,74 1,14 2,39 0,13 2,33 6,26
4 3060,68 113,53 79,92 5,27 1,87 9,13 0,81 2,86 9,73
5 6573,33 157,41 14,92 10,07 0,94 17,25 1,03 3 26,59
6 4860,10 110,26 18,52 11,47 0,48 8,57 0,12 2,42 6,42
7 6489,89 130,32 23,46 8,34 0,99 12,31 0,41 2,19 8,78

UGA: Uriner glukoz atilimi; UAA: Uriner albumin atilimi; UPA: Uriner protein atilimi; NAG: N-Asetil-beta-D-Glukozaminidaz; FENa: Fraksiyonel Na atilimu;
TNF-a: Timor Nekrozis Faktor-alfa; SOD: Siiperoksit dismutaz; GSH: Glutatyon.
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Tablo 4. irbesartan grubunun verileri

Rat | Qlkkilo | Sonkilo | Glukoz | HbAlc Hb Ure Kreatinin | Total Protein | Albumin Urik asit
No (gr) (gr) (mg/dl) (%) (gr/dl) (mg/dl) (mg/dl) (gr/dl) (gr/dl) (mg/dl)

1 225 165 560 10,6 12,6 51 0,49 6 3,5 1,2

2 195 173 600 11,6 12,5 101 0,57 5,9 2,8 2,5

3 209 200 305 6,2 14,7 28 0,44 6,5 3,5 1,6

4 180 166 435 7,5 11,7 105 0,58 6,3 3,85 1,7

5 186 154 600 11,6 10,3 68 0,66 7,4 3,5 2,6

6 225 204 385 6,3 10,5 35 0,5 7,3 3,5 4.9

7 328 305 448 7,8 13,2 56 0,54 6,3 34 1,6

8 330 280 409 6,9 13,2 46 0,52 5,7 2,8 1,1

HbA1c: Hemoglobin Alc; Hb:Hemoglobin.
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Tablo 4 (devam). irbesartan grubunun verileri

Rat | T-kol Trigliserid | HDL CRP Serum Serum Na* K" Bobrek Idrar GFR
N (mg/dl) | (mg/dl) (mg/dl) | (ng/ml) TNF-a endotelin | (mEq/L) | (mEq/L) | agirhg voliimii | (mldk/
0 ( pg/ml) (ng/ml) (gr/100gr) | (ml) 100gr)
1 53 98 20 41,43 87,39 0,61 138 4,8 6,73 58 0,3
2 73 221 17 120,75 55,56 0,69 140 5,5 6,85 89 0,8
3 66 22 22 82,81 120,62 1,36 134 4,5 6,43 78 0,37
4 58 64 26 121,39 66,50 0,55 130 5,5 7,89 76 0,33
5 105 272 23 117,05 37,85 0,71 135 7,6 7,5 66 0,31
6 58 121 16 121,48 42,03 0,6 136 5,6 5,59 75 0,72
7 44 75 12 36,49 68,49 0,54 136 5,2 3,7 78 0,3
8 41 105 11 121,48 38,05 0,6 134 5 5,71 90 0,33

T. kol: Total kolesterol; HDL: High density lipoprotein; CRP: C-reaktif protein; TNF-a: Tiimdr Nekrozis Faktor-alfa; Na™: Sodyum; K': Potasyum; GFR: Glomeriiler
filtrasyon hiz1.
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Tablo 4 (devam). irbesartan grubunun verileri

idrar

Rat No (n?g?ﬁin UAA (m[;jg?in/ NA(.;. F](i)lNa Idt’;‘;;l;jg | fdrar elzdotelin (%(/)n]l)g (plﬁfll/-lmg
100gr) (meg/giin/100gr) 100gr) (HII(I)J(;S:)H/ (7o) /100gr) (meg/giin/100) protein) protein)
1 3385,09 87,88 36,21 8,08 1,3 3,97 0,00 2,46 8,38
2 5195,95 128,61 23,77 5,71 0,64 8,96 1,24 2,15 7,31
3 3295,5 97,5 8,86 6,79 1,09 5,88 0,62 2,24 10,42
4 4097,59 114,46 34,93 9,43 1,49 13,18 0,75 2,16 11,89
5 4135,71 107,14 41,66 9,94 2,2 12,25 1,23 2,33 7,91
6 3812,5 91,91 37,02 6,29 0,52 4,76 0,23 2,89 12,71
7 2480,66 63,93 9,31 5,04 0,86 5,30 0,15 2,33 9,29
8 3188,57 80,36 11,99 5,21 1,01 591 0,16 2,58 15,41

UGA: Uriner glukoz atilimi; UAA: Uriner albumin atilimi; UPA: Uriner protein atilimi; NAG: N-Asetil-beta-D-Glukozaminidaz; FENa: Fraksiyonel Na atilimi; TNF-a:
Tiimor Nekrozis Faktor-alfa; SOD: Siiperoksit dismutaz; GSH: Glutatyon.
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Tablo 5. NAC grubunun verileri

Total

Rat ilk Kilo Son kilo Glukoz HbAlc Hb Ure Kreatinin Protein Albumin | Urik asit
No (gr) (gr) (mg/dl) (mg/dl) (gr/dl) (mg/dl) (mg/dl) (er/dl) (gr/dl) (mg/dl)

1 231 288 510 9,6 11,2 39 0,58 6,5 3,5 2

2 221 156 600 9,1 11,2 86 0,53 5.4 3.5 1,4

3 230 196 586 6,3 9,53 50 0,55 5,8 2,8 1,9

4 200 126 576 8,4 11,9 143 0,5 4,3 2,8 2

5 275 290 490 8,9 13,9 45 0,32 5,6 3.5 1,2

6 260 302 527 10,4 12,8 72 0,49 6,2 3,1 1,3

HbA1lc: Hemoglobin Alc; Hb: Hemoglobin.
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Tablo 5 (devam). NAC grubunun verileri

Rat | T.kol | Trigliserid | HDL CRP Serum | Serum Na* K Bobrek | Idrar | GFR
No (mg/dl) (mg/dl) (mg/dl) | (ng/ml) TNF-a endotelin (mEq/L) | (mEq/L) agirhgi volimii | (ml/dk/
( pg/ml) (ng/ml) (gr/100gr) (ml) 100gr)
1 58 64 24 114,38 53,37 0,54 133 6,8 5,69 107 0,45
2 46 71 18 89,23 99,33 2,04 131 5,7 8,17 67 0,34
3 53 138 22 34,67 255,11 0,6 132 5,7 6,19 58 0,22
4 51 153 16 24,51 52,58 0,62 127 5,5 10,08 44 0,29
5 62 67 36 120,84 53,97 0,71 135 6,4 5,85 110 0,41
6 57 126 28 96,77 77,05 1,03 130 5.9 6,35 61 0,17

T. kol: Total kolesterol; HDL: High density lipoprotein; CRP: C-reaktif protein; TNF-a: Tiimor Nekrozis Faktor-alfa; Na™: Sodyum; K': Potasyum; GFR: Glomeriiler
filtrasyon hiz1.
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Tablo 5 (devam). NAC grubunun verileri

idrar

Rat No (nlljg(/;g‘?i n UAA (mg})g?in / NAG FENa | IdrarTNF-o | idrar endotelin Isj/(l)n]; (pgflflmg
100gr) (mcg/giin/100gr) 100gr) (Irll(I)I(;gg:)n/ (%) | (ng/giin/100gr) | (mcg/giin/100gr) protein) | protein)
1 2808,75 92,88 8,84 5,61 0,86 8,08 0,06 2,38 6,36
2 3586,22 107,37 85,9 5,54 1,35 14,86 0,31 2,46 1,62
3 322847 73,98 29,12 5,74 1,39 3,62 0,06 2,34 6,36
4 3296,51 87,3 9,5 5,94 1,31 3,77 0,41 3,05 20,39
5 2750 94,83 36,41 6,75 0,9 5,34 0,25 2,51 234
6 1744,16 50,5 5,45 3,31 1,19 2,8 0,19 2,95 9,81

UGA: Uriner glukoz atilimi; UAA: Uriner albumin atilimi; UPA: Uriner protein atilimi; NAG: N-Asetil-beta-D-Glukozaminidaz; FENa: Fraksiyonel Na atilimi; TNF-a:
Tiimor Nekrozis Faktor-alfa; SOD: Siiperoksit dismutaz; GSH: Glutatyon.
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Tablo 6. IR+NAC grubunun verileri

Rat flk kilo | Sonkilo | Glukoz | HbAlc Hb Ure Kreatinin | Total Protein | Albumin Urik asit
No (gr) (gr) (mg/dl) (%) (gr/dl) (mg/dl) (mg/dl) (gr/dl) (gr/dl) (mg/dl)

1 242 210 491 10,10 13,20 54 0,56 6,4 3,5 1,4

2 265 215 414 6,9 12,7 50 0,54 6,3 3,5 1,4

3 215 182 542 7,1 12,3 85 0,56 5,4 34 1,3

4 205 168 522 10,6 13,2 79 0,52 5,3 2,8 1,3

5 194 207 500 6,9 10,1 80 0,6 6,7 3,5 1,4

6 200 340 356 6,2 14,7 38 0,43 5,8 3,85 2,2

7 190 193 600 7,5 12,3 25 0,52 5,6 3,5 1,3

8 340 323 345 7,8 12,3 90 0,64 5,8 2,8 2,5

HbA1c: Hemoglobin Alc; Hb: Hemoglobin.
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Tablo 6 (devam). IR+NAC grubunun verileri

+ v .
Rat T.kol | Trigliserid | HDL CRP Serum Serun§ Na K B?brevk Id.lrar“ GFR
No (mg/dl) (mg/dl) (mg/dl) (ng/ml) TNF-a endotelin | (mEq/L) (mEq/L) agirhg voliimii | (mldk/
( pg/ml) (ng/ml) (gr/100gr) (ml) 100gr)
1
49 78 16 118,62 43,42 0,48 132 5,4 7,14 75 0,4
2 45 64 21 116,75 63,32 0,5 134 5.9 9,23 65 0,35
3 49 45 21 123,7 46,61 2,65 125 5,2 7,12 72 0,3
4 48 65 20 109,25 64,71 0,58 132 5,6 7,02 79 0,58
5 33 38 12 107,77 196,82 1,76 132 6,4 6,16 62 0,21
6 55 50 19 116,21 80,03 0,69 120 5,2 4,01 24 0,22
7 63 26 25 112,36 82,22 1,92 135 4,3 6,86 96 0,45
8 89 395 9 118,77 56,16 0,56 135 4,8 5,4 76 0,24

T. kol: Total kolesterol; HDL: High density lipoprotein; CRP: C-reaktif protein; TNF-a: Tiimor Nekrozis Faktor-alfa; Na“:Sodyum; K': Potasyum; GFR: Glomeriiler
filtrasyon hiz1.
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Tablo 6 (devam). IR+NAC grubunun verileri

Rat uGA UAA UPA ldrar NAG | ppn | jdrarTNF-a Idrar endotelin SOD GSH
No (mg/giin | (mcg/giin/100 | (mg/giin/ (mU/giin/ (%) | (ng/giin/100gr) | (meg/giin/100gr) U/mg (pmol/mg
100gr) gr) 100gr) 100gr) protein) protein)
1 2610,71 160,36 33,93 1,5 0,93 0,97 0,38 2,52 1,68
2 4111,63 75,58 23,46 5,44 0,91 10,95 3,24 2,93 15,84
3 2824,62 102,59 16,62 1,7 1,47 1,92 0,4 3,23 8,91
4 4796,43 117,56 12,51 6,63 0,85 8,18 0,77 2,46 6,73
5 2656,71 74,88 14,08 10,45 1,52 1,81 0,08 3,5 26,75
p 832,24 17,65 12,35 1,07 0,49 3,1 0,41 3,06 10,41
7 4620,93 128,81 25,87 2,14 1,47 3,09 0,35 2,41 14,88
8 950,59 58,82 3,74 3,29 1,07 2,82 0,34 2,02 7,16

UGA: Uriner glukoz atilimi; UAA: Uriner albumin atilimi; UPA: Uriner protein atilimi; NAG: N-Asetil-beta-D-Glukozaminidaz; FENa:

Tiimor Nekrozis Faktor-alfa; SOD: Siiperoksit dismutaz; GSH: Glutatyon.

Fraksiyonel Na atilimi; TNF-a:
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Tablo 7. IR+NS grubunun verileri

Total

Rat No 11k kilo Son kilo Glukoz HbAlc Hb Ure Kreatinin Protein Albumin | Urik asit
(gr) (gr) (mg/dl) (mg/dl) (gr/dl) (mg/dl) (mg/dl) (gr/dL) (gr/dl) (mg/dl)
1 250 250 407 8,4 12,4 47 0,58 5,6 3,4 1,7
2 220 222 503 11,6 9,7 113 0,59 5,2 3,5 2,3
3 275 280 467 10,6 11 82 0,54 6 2,8 2,8
4 255 250 376 11,6 15,1 80 0,6 6,7 3,5 1,4
5 260 255 504 6,2 9,6 62 0,53 6,2 3,15 1,5
6 180 150 269 6,3 11,2 56 0,54 6,3 2.8 1,6

HbA1c: Hemoglobin Alc; Hb: Hemoglobin.
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Tablo 7 (devam). IR+NS grubunun verileri

Rat | Tkol | Trigliserid| HDL | CRp | >¢rum | Serum Na* K Bobrek | Idrar | GFR
No (mg/dl) (mg/dl) (mg/dl) | (ng/ml) TNF-a endotelin (mEq/L) | (mEq/L) agirhgi volimii | (ml/dk/
( pg/ml) (ng/ml) (gr/100gr) (ml) 100gr)
1 47 120 15 120,94 39,84 0,61 135 5 4,98 95 0,3
2 138 410 15 38,17 79,83 1,95 141 5,4 6,64 75 0,41
3 80 424 9 30,77 92,17 0,67 130 5 5,42 80 0,33
4 33 38 12 125,73 42,03 0,82 132 6,4 5,72 80 0,22
5 47 59 20 107,23 43,23 1,03 135 6,7 5,73 88 0,28
6 49 46 26 106,74 45,41 0,61 136 5,1 5,67 19 0,1

T. kol: Total kolesterol; HDL: High density lipoprotein; CRP: C-reaktif protein; TNF-a: Tiimor Nekrozis Faktdr-alfa; Na™: Sodyum K': Potasyum; GFR: Glomeruler
filtrasyon hiz1.
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Tablo 7 (devam). IR+NS grubunun verileri

Rat (Jljgs;gin UAA (mlg’g?in / Ig::g /gNl;i? FENa Idt‘i;;g;{:_a Idrar endotelin ISJgan (p;flflmg
. o .

No 100gr) (meg/giin/100gr) 100gr) 100gr) (%) /100gr) (meg/giin/100gr) protein) protein)
1 1086,8 95 29,72 8,36 1,28 5,29 0,53 2,47 15,66
2 3030,41 84,46 33,75 3,07 0,8 4,99 0,22 2,99 5,95
3 2905,71 71,43 6,43 26 0,91 3,44 0,04 2,46 5,14
4 2832 80 15,04 5,86 1,52 15,78 1,37 2,47 15,29
5 2315,61 120,78 34,51 1,55 1,25 1,2 0,22 2,83 19,39
6 1151,4 42,56 6,84 0,84 1,3 0,53 0,08 2,47 15,53

UGA: Uriner glukoz atilimi; UAA: Uriner albumin atilimi; UPA: Uriner protein atilimi1 NAG: N-Asetil-beta-D-Glukozaminidaz; FENa: Fraksiyonel Na atilimi; TNF-a:
Tiimor Nekrozis Faktor-alfa; SOD: Siiperoksit dismutaz; GSH:Glutatyon.




SAGLIKLI KONTROL GRUBU

Bu gruba ait veriler tim gruplar i¢in bazal deger olarak kabul edildi. Ortalama
degerleri sdyle bulundu: Ik agirhik 234+34,5 gr; son agirlik 276+63,1 gr; serum glukozu
149+£23,6 mg/dl; HbAlc %3,4+0,3; Hb 13,3+0,4 gr/dl; ire 35,1+6,6 mg/dl; kreatinin
0,47+0,06 mg/dl; total protein 6+0,18 mg/dl; albumin 3,37+0,33 mg/dl; iirik asit 1,39+0,2
mg/dl; total kolesterol 49+9,6 mg/dl; trigliserid 44,3+7,7 mg/dl; HDL 18,1+3,7 mg/dl; CRP
116+8 ng/ml; serum TNF-a 52,64+7,49 pg/ml; serum endotelin 0,640,05 ng/ml; Na' 13144,5
mEq/L; K" 5,5+0,3 mEq/L; bobrek agirligi 4,2+0,8 gr/100gr; idrar voliimii 9,14+2,3 ml; GFR
0,33+0,11 ml/dk/100gr; UGA 0,26+0,22 mg/giin/100gr; UAA 12,4+8,4 mcg/glin/100gr; UPA
4,97+2,17 mg/giin/100gr; idrarda NAG 0,43+0,38 mU/giin/100gr; FENa %0,16+0,03; idrarda
TNF-a 0,29+0,1 ng/gilin/100gr; idrarda endotelin 0,02+0,02 mcg/giin/100gr; renal dokuda
SOD 2,5+0,22 U/mg protein ve GSH 11,05+10,88 pmol/mg protein. PAS ve iNOS
antikorlartyla muamele edile bobrek kesitleri 151k mikroskobunda incelendiginde, bu grupta
glomeriil ve tiibiiler bazal membranlarin diizenli yapida oldugu goézlendi. Glomeriiler
mezangiumda ve peritiibiiler interstisyumda diisiik oranda PAS pozitifligi saptandi. Bu
grubun glomeriillerinde iNOS antikorlarina immun pozitif reaksiyon veren hiicreler

goriilmedi (Sekil 11,12).

muamele edilen bobrek Kesiti (‘Periodic acid schiff’ x 200)
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Sekil 12. Saghkh kontrol grubun ‘inducible nitric oxide synthase’
antikorlariyla  muamele edilen bdbrek  Kesiti

(immunperoksidaz x 400)

HASTALIKLI KONTROL GRUBU

Bu gruptaki ratlar, diger tedavi gruplarindaki ratlar gibi 2. giinden itibaren kan glukoz
degerleri 250 mg/dl ve iizerinde bulunan diyabetik ratlardi ve ¢alisma sonundaki serum
glukoz degeri 534+94,6 mg/dl (p=0,0006) ve HbAlc %10+2,4 (p=0,0006) saglikli gruba gore
belirgin derecede yiiksek bulundu.

Bu gruba ait ilk agirhik 225,86+9,69 gr; kandaki kreatinin 0,48+0,08 mg/dl; total
protein 6,1440,37 mg/dl; albumin 3,51+0,26 mg/dl; iirik asit 1,67+0,26 mg/dl; total kolesterol
54,348,6 mg/dl; HDL 20,7+4 mg/dl; CRP 91,3+45 ng/ ml; endotelin 0,65+0,08 ng/ml ve
renal dokudaki SOD 2,71+£0,38 U/mg protein ve GSH 11,55+7 pmol/mg protein bulundu.
Saglikli kontrol grubuna gore bu verilerde istatiksel olarak anlamli bir fark yoktu.

Saglikli kontrol grubu ile karsilastirildiginda; ¢aligma sonundaki agirlik 186+23,1 gr
(p=0,002) ve Hb 10,2+1,3 (p=0,0006) anlamli olarak diisiik bulundu. Ure 56,9+10,1 mg/dl
(p=0,0006); trigliserid 74,4+32 mg/dl (p=0,038); Na" 135+1,9 mEq/L(p=0,038); K™ 6,3+0,6
mEq/L (p=0,017) degerleri ile bobrek agirhigr 6,9+0,6 gr/100gr (p=0,0006) ve idrar voliimii
91,3£9,8 ml(p=0,0006); GFR 0,82+0,4 ml/dk/100gr (p=0,0006); UGA 5053+1266
mg/giin/100gr (p=0,0006); UAA 126+28,2 mcg/giin/100gr (p=0,0006); UPA 35,4+30,4
mg/giin/100gr (p=0,0006); idrarda NAG 13,6+£7,88 mU/giin/100gr (p=0,0006); FENa
%0,99+0,48 (p=0,0006); serum TNF-a 196196 pg/ml (p=0,005); idrarda TNF-a 8,06+5,49
ng/glin/100gr (p=0,0006); idrarda endotelin 0,97+1,47 mcg/glin/100gr (p=0,0006) olarak
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saglikli kontrol grubun degerlerine gore belirgin derecede yiiksek bulundu.

‘Periodic acid schiff” ve iNOS antikorlartyla muamele edilen bobrek kesitleri, 151k
mikroskobunda incelendiginde; Bowman kapsiilii, glomeriil ve tiibiiler bazal membranlarin
diizenli yapilarinin bozuldugu, tiibiiler dilatasyonlarin gelistigi gozlendi. Bowman kapsiilii,
glomeriiler mezangium ve peritiibiiler interstisyumda yiiksek oranda PAS pozitifligi saptandi.
Bu grubun glomeriillerinde iNOS antikorlarima immun pozitif reaksiyon veren hiicrelerinin

sayisinin oldukga yiiksek oldugu gézlendi (Sekil 13, 14).

Sekil 14. Hasta kontrol grubun ‘inducible nitric oxide synthase’ antikorlariyla

muamele edilen bobrek kesiti (immunperoksidaz x 400)
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IRBESARTAN TEDAVISI UYGULANAN GRUP

Irbesartan tedavisi uygulanan grubun da calisma sonundaki serum glukoz degeri
468+108 mg/dl (p=0,0003) ve HbAlc %S8,6+2,3 (p=0,0003) saglikli gruba gore belirgin
derecede yiiksek bulundu.

Calisma basindaki agirlik 234+60,5 gr, kreatinin 0,544+0,07 mg/dl; total protein
6,43+0,63mg/dl; albumin 3,36+0,37 mg/dl; Na" 135+3 mEq/L; K* 5,5+0,9 mEq/L; iirik asit
2,15+1,24 mg/dl; total kolesterol 62,3+20,2 mg/dl; HDL 18,4+5,3 mg/dl; CRP 95,4+37,2
ng/ml; serum TNF-a 64,6+£28,5 pg/ml; serum endotelin 0,7+0,27 ng/ml; renal dokuda bakilan
SOD 2,39+0,25 U/mg protein ve GSH 10,442,77 pmol/mg protein degerleri hem saglikli hem
de hastalikli kontrol grubu ile karsilastirildiginda istatiksel fark bulunmadi.

Bu grupta, Hb degeri 12,3+1,5 gr/dl saglikli kontrol grubuna benzer bulunurken,
hastalikli kontrol gruptan anlamli (p=0,009) olarak yiiksek bulundu. Ure 61,3+28,5 mg/dl ve
trigliserid 122+83,4 mg/dl degerleri saglikli kontrole gore anlamli yiiksek, ¢alisma sonundaki
agirlik 206+£56,6 gr anlaml (p=0,014) diisiik bulundu. Hastalikl1 kontrolle karsilagtirildiginda
istatiksel farklilik yoktu.

Idrar voliimii 76,3+10,7 ml, UAA 96,5+20,3 mcg/giin/100gr, idrarda NAG 7,06+1,89
mU/gilin/100gr saglikli kontrole gore anlamli (p=0,0003) yiiksek, hastalikli kontrole gore
anlaml diisiik bulundu. GFR 0,4340,2 ml/dk/100gr saglikli kontrole gére benzer bulunurken
hastalikl1 kontrolle karsilagtirildiginda anlamli (p=0,029) diisiik idi.

Bobrek agirhigt 6,3+1,3 gr/100gr (p=0,006); UGA 3699+£811 mg/glin/100gr
(p=0,0003); UPA 25,513,7 mg/giin/100gr (p=0,0003); FENa %1,17£0,23 (p=0,0003);
idrarda TNF-o 7,53+£3,53 ng/giin/100gr (p=0,0003); idrarda endotelin 0,57+0,47
mcg/glin/100gr (p=0,0003) saglikli kontrole gore anlamli yiiksek; hastalikli kontrole gore
diistiktii ancak istatiksel olarak anlamli degildi.

‘Periodic acid schiff’ ile reaksiyon veren bobrek kesitleri incelendiginde; glomeriiler
mezangium ve peritiibiiler interstisyumda PAS pozitifliginin, bu grupta hastalikli kontrole
gore azaldig1 izlendi. Benzer sekilde glomeriillerde iNOS’a pozitif reaksiyon veren hiicrelerin
sayisinin da hasta kontrol grubuna goére azaldigi goézlendi. Bu gruptaki histopatolojik

degisikliklerin NAC grubu ile benzer oldugu izlendi (Sekil 15, 16).

N-ASETIL SISTEIN TEDAVISI UYGULANAN GRUP
Bu grubun calisma sonundaki serum glukoz 548+45,1 mg/dl (p=0,001) ve HbAlc
%8,8+1,4 (p=0,001) degerleri saglikli gruba gore belirgin derecede yiiksek bulundu.
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Calisma basindaki agirhk 236+27,1 gr, calisma sonundaki agirhk 226+76,8 gr
hemoglobin 11,8+1,5 gr/dl; kreatinin 0,5+0,09 mg/dl; total protein 5,63+0,77 mg/dl; albumin
3,2+0,35 mg/dl; trik asit 1,63+0,37 mg/dl; total kolesterol 54,5+5,7 mg/dl; HDL 24+7.3
mg/dl; CRP 80,1+40,9 ng/ml; serum TNF-a 98,6+78,9 pg/ml; serum endotelin 0,92+0,57
ng/ml; renal dokuda bakilan SOD 2,62+0,31 U/mg protein ve GSH 11,32+8,65 pmol/mg

protein hem saglikli hem de hastalikli kontrol grubuna benzer bulundu.

Sekil 15. irbesartan grubunun °‘periodic acid schiff’ antikorlariyla

muamele edilen bobrek kesiti (‘Periodic acid schiff’ x 200)

m & o
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Sekil 16. irbesartan grubunun ‘inducible nitric oxide synthase’ antikorlariyla

muamele edilen bobrek kesiti (immunperoksidaz x 400)

Ure 72,5+38,8mg/dl (p=0,008) ve trigliserid 103+40,2 mg/dl (p=0,001) degerleri
saglikli kontrole gore anlamli yiiksek bulundu. Hastalikli kontrolle karsilagtirildiginda
istatiksel farklilik yoktu.
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Sodyum degeri 131£2,7 mEq/L saglikli kontrol grubuna benzer ancak hastalikli
kontrol gubuna goére anlamh (p=0,014) diisiik bulundu. UGA 2092+649 mg/giin/100gr ve
idrar NAG 5,48+1,15 mU/giin/100gr degerleri saglikli kontrole gore anlamli olarak yiiksek
(p=0,001), hastalikli kontrole gére anlamli olarak (p=0,008 ve p=0,02) diisiik bulundu. GFR
0,31+0,11 ml/dk/100gr ile UAA 84,5+19,9 mcg/gilin/100gr saglikli kontrolden farkli degilken
hastalikli kontrole gore belirgin derecede diisiik (p=0,001 ve p=0,005) bulundu. Saglikli
kontrole gore; K" 6+0,5 mEq/L (p=0,035), bobrek agirlhigr 7,1+1,7 gr/100gr (p=0,001); idrar
volimi  74,5£27,4 ml (p=0,001); UPA 29,2+30,4 mg/giin/100gr (p=0,0006); FENa
%1,14+0,53 (p=0,001); idrarda TNF-a 6,414+4,54ng/glin/100gr (p=0,001); idrarda endotelin
0,21£0,14 mcg/giin/100gr (p=0,001) anlamli olarak yiiksek bulundu. Hastalikli kontrolle
karsilastirildiginda istatiksel fark bulunmadi.

Bu grubun PAS ve INOS antikorlariyla karsilastirilan bobrek kesitleri 151k
mikroskobunda incelendiginde; Bowman kapsiilii, glomertil ve tiibiiler bazal membranlardaki
diizenin hasta kontrol grubundakine gore daha iyi korundugu goézlendi. Ayrica, hasta kontrol
grubundaki glomeriiler mezangium ve peritiibiiler interstisyumda gézlenen yiiksek orandaki
PAS pozitifliginin bu grupta azaldig1 gozlendi. Glomertillerde iNOS’a pozitif reaksiyon veren

hiicrelerin sayisinin da hasta kontrol grubuna gore azaldigi izlendi (Sekil 17, 18).

Sekil 17. N-asetil sistein grubunun ‘periodic acid schiff’ antikorlariyla

muamele edilen bobrek kesiti (‘Periodic acid schiff’ x 200)
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Sekil 18. N-asetil sistein grubunun ‘inducible nitric oxide synthase’
antikorlariyla muamele edilen bobrek kesiti

(immunperoksidaz x 400)

IRBESARTAN+N-ASETIL SISTEIN KOMBINASYON TEDAVISI
UYGULANAN GRUP

Bu grubun ¢alisma sonundaki serum glukoz degeri 471+90,9 mg/dl (p=0,0003) ve
HbAlc %7,9+1,6 (p=0,0003) saglikli gruba gore belirgin derecede yiiksek bulundu.

Saglikli ve hastalikli kontrol grubu ile karsilastirildiginda; calisma basindaki agirlik
231+450,9 gr; calisma sonundaki agirlik 230+64,8 gr; total protein 5,914+0,5 mg/dl; albumin
3,36+0,37 mg/dl; trik asit 1,6£0,47 mg/dl; total kolesterol 53,9+16,5mg/dl; trigliserid
95,1£122 mg/dl; HDL 17,9+5,3 mg/dl; CRP 115+5,3 ng/ml; serum TNF-a 79,2+49,5 pg/ml;
serum endotelin 1,14+0,84 ng/ml; renal dokuda bakilan SOD 2,77+0,49 U/mg protein ve
GSH 11,55+7,64 pmol/mg protein degerleri arasinda istatiksel fark bulunmadi.

Hemoglobin degeri 12,6+1,3 gr/dl, hastalikli kontrol grubundan anlamli (p=0,009)
derecede yiiksek ancak saglikli kontrol grubuna benzer bulundu. Ure 62,6+24,1mg/dl ve
kreatinin 0,55+0,06 mg/dl degerleri saglikli kontrole gore anlamli yiiksek, hastalikli kontrole
gbre benzer bulundu.

Hastalikli kontrol grubuna gore Na’ 131+5,3 mEg/L ve K 5,4+0,7 mEg/L degerleri
anlamli diisik bulunurken, saglikli kontrol grubundan farkli degildi. Hastalikli kontrolle
karsilastirildiginda, idrar voliimii 68,6+20,7 ml (p=0,006); UGA 2925+1523 mg/giin/100gr
(p=0,009); UAA 92,03+15,08 mcg/giin/100gr (p=0,024); ve idrarda NAG 4,03+3,27
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mU/giin/100gr (p=0,009) degerleri anlamli diistik, saglikli kontrole gore anlamli (p=0,0003)
ylksek bulundu. GFR 0,3440,13 ml/dk/100gr degeri hastalikli kontrole gore anlamli diistik
(p=0,001) idi, saglikli kontrolden farkli degildi. Bobrek agirligi 6,6+1,5 gr/100gr (p=0,002);
UPA 17,849,5 mg/giin/100gr (p=0,006); FENa %1,09+0,37 (p=0,0003); idrarda TNF-a
4,11£3,53 ng/gilin/100gr (p=0,0003); idrarda endotelin 0,74+1,03 mcg/giin/100gr (p=0,0003)
sagliklt kontrole gore anlamh yiiksek bulundu. Hastalikli kontrole gore istatiksel farklilik
bulunmad.

Bu grubun renal dokular1 151k mikroskobunda incelendiginde; Bowman kapsiili,
glomeriiler mezangium ve peritiibiiler interstisyumdaki PAS pozitifliginin hastalikli kontrol
grubuna gore azaldigi, kombinasyonsuz ayr1 ayr1 uygulanan IR ve NAC tedavi gruplarina
oranla bu azalmanin daha belirgin oldugu goriildii. iINOS antikorlarina immun pozitif
reaksiyon veren hiicrelerin sayisinin da hastalikli kontrol grubuna gore azaldigi, bu azalmanin
IR ve NAC gruplarindan daha belirgin oldugu izlendi. Bu gruptaki iNOS reaksiyonunun
IR+NS kombinasyon tedavi grubuna oranla daha diisiik oldugu gézlendi (Sekil 19, 20).

Sekil 19. Irbesartan+N-asetil sistein grubunun ‘periodic acid schiff’
antikorlariyla muamele edilen bobrek kesiti (‘Periodic acid

schiff’ x 200)
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Sekil 20. Irbesartan+N-asetil sistein grubunun ‘inducible nitric oxide
synthase’ antikorlariyla muamele edilen bdbrek Kkesiti

(immunperoksidaz x 400)

IRBESARTAN+NIGELLA  SATiVA  KOMBINASYON  TEDAVISI
UYGULANAN GRUP

Bu grubun serum glukoz degeri 4214+90,6 mg/dl (p= 0,001) ve HbAlc %9,1+2,5
(p=0,001) saglikli gruba gore belirgin derecede yiiksek bulundu. Serum glukozu hastalikli
kontrole gore anlamli (p=0,022) diisiik bulundu.

Calisma basindaki agirlik 240+14,08; Hb 11,5+£2,1 gr/dl total protein 6+ 0,53 mg/dl;
albumin 3,19+0,33 mg/dl; Na" 135+3,8 mEq/L; K" 5,6+0,8 mEq/L; {rik asit¢1,88+0,55
mg/dl; total kolesterol 65,7+38,7 mg/dl; trigliserid 183+184 mg/dl; HDL 16,2+6,1 mg/dl;
CRP 88,3+42,4 ng/ml; serum TNF-a 57,1+22,8 pg/ml; renal dokuda bakilan SOD 2,62+0,23
U/mg protein ve GSH 12,83+5,85 pmol/mg protein degerleri hem saglikli hem de hastalikli
kontrol grubu ile karsilastirildiginda istatiksel fark bulunmadi.

Ure 73,3+23,7mg/dl (p=0,001); kreatinin 0,56+0,03 mg/dl(p=0,001) ve serum
endotelin 0,95+0,51 ng/ml (p=0,035) degerleri saglikli kontrole gore anlamli yiiksek bulundu.
Hastalikla kontrole karsilastirildiginda istatiksel fark bulunmadi. Calisma sonundaki agirlik
2354453 gr saglikli kontrolden farkli degilken hastalikli kontrole gore anlamli (p=0,034)
yiiksek bulundu.

Saglikli kontrolle karsilastirildiginda; bobrek agirligi 5,7+0,5 gr/100gr (p=0,005); idrar
voliimii 72,8+27,3 ml (p=0,001); UGA 2220+887 mg/giin/100gr (p=0,001); UAA 82,4+25,9
mcg/glin/100gr (p=0,001); UPA 21,1£13,2 mg/giin/100gr (p=0,014); idrarda NAG 7,61+9,43
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mU/giin/100gr(p=0,002); FENa %1,1840,27 (p=0,001); idrarda TNF-a 5,2+5,53
ng/giin/100gr (p=0,001); idrarda endotelin 0,41+£0,5 mcg/giin/100gr (p=0,005) degerleri
anlaml yiliksek ve GFR degeri 0,28+0,11 ml/dk/100gr benzer bulundu.

Hastalikli kontrolle karsilagtirildiginda; bobrek agirligt (p=0,005); UGA (p=0,001);
UAA (p=0,014) ve GFR(p=0,001) anlaml1 diisiik bulundu. idrar voliimii (p=0,101); UPA
(p=0,628); idrarda NAG (p=0,101) FENa (p=0,366); idrarda TNF-a (p=0,366); idrarda
endotelin (p=0,534) degerleri diisiiktii ancak istatiksel olarak anlaml1 degildi.

Bobrek kesitlerindeki PAS reaksiyonu incelendiginde; glomeriiler mezangium ve
peritiibiiler interstisyumda PAS pozitifliginin, bu grupta hastalikli kontrole gdre azaldigi
izlendi. IR ve NAC gruplarina oranla bu azalmanin daha belirgin oldugu goézlendi. Her iki
kombinasyon tedavi gruplarinda PAS tutulumunun benzer oldugu izlendi. Benzer sekilde
glomeriillerde iNOS’a pozitif reaksiyon veren hiicrelerin sayisinin da hastaliklt kontrol
grubuna gore azaldig1, bu azalmanin IR ve NAC gruplarindan daha belirgin oldugu gozlendi

(Sekil 21, 22).

Sekil 21. Irbesartan+Nigella sativa grubunun ‘periodic acid schiff’
antikorlariyla muamele edilen bobrek kesiti (‘Periodic acid

schiff’ x 200)
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Sekil 22. irbesartan+ngella sativa grubunun ‘inducible nitric oxide
synthase’ antikorlariyla muamele edilen bobrek Kkesiti

(immunperoksidaz x 400)

Tablo 8 ve Tablo 9’da tiim gruplarin saglikli kontrol ve hasta kontrol ile istatiksel

anlamda karsilastirilmalar1 verildi.
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Tablo 8. Saghkl kontrol ile hasta gruplarin verilerin karsilastirilmasi

GRUP GRUP-I GRUP-II GRUP-III
Saglikli Hastalikli IR
Parametreler

kontrol kontrol Grubu

Ort.+Sd Ort.£Sd p Ort.= Sd p
IIk Kkilo (gr) 2344345 225,86+9,69 0,716 234+60,5 0,643
Son kilo (gr) 276+63,1 186+23,1 0,002 206+56,6 0,014
Glukoz (mg/dl) 149+23.,6 534+94.,6 0,0006 468+108 0,0003
Hb Alc (mg/dl) 3,4+0,3 10+2,4 0,0006 8,6+2,3 0,0003
Hb (gr/dl) 13,3+0,4 10,2+1,3 0,0006 12,3+1,5 0,054
Ure (mg/dl) 35,1+£6,6 56,9+10,1 0,0006 61,3+28,5 0,021
Kreatinin (mg/dl) 0,47+0,06 0,48+0,08 0,53 0,54+0,07 0,072
T. protein (mg/dl) 6+0,18 6,14+0,37 0,38 6,43+0,63 0,152
Albumin (mg/dl) 3,37+0,33 3,51+0,26 0,26 3,36+0,37 0,779
Urik asit (mg/dl) 1,39+0,2 1,67+0,26 0,053 2,15+1,24 0,121

HbA1lc: Hemoglobin Alc; Hb: Hemoglobin; T. protein: Total protein; IR: Irbesartan; Ort.:

Ortalama; Sd: Standart derivasyon.
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Tablo 8 (devam). Saghkh kontrol ile hasta gruplarin verilerin karsilastirilmasi

GRUP GRUP-1V GRUP-V GRUP-VI
Parametreler NAC IR+NAC IR+NS
Grubu Grubu Grubu
Ort.+Sd p Ort.+ Sd p Ort.+£Sd p
Ik Kilo (gr) 236+27,1 0,836 231+50.9 0,463 240+14,08 0,805
Son kilo (gr) 226+76,8 0,101 230+64,8 0,189 235+45,3 0,445
Glukoz (mg/dl) 548+45,1 0,001 471£90,9 0,0003 421+90,6 0,001
Hb Alc (mg/dl) 8,8+1,4 0,001 7,9+1,6 0,0003 9,142,5 0,001
Hb (gr/dl) 11,8+1,5 0,073 12,6+1,3 0,054 11,5+2,1 0,051
Ure (mg/dl) 72,5+38,8 0,008 62,6£24,1 0,04 73,3423,7 0,001
Kreatinin (mg/dl) 0,5+0,09 0,295 0,55+0,06 0,02 0,56+0,03 0,001
T. protein (mg/dl) 5,63+0,77 0,366 5,91+0,5 0,612 6+0,53 0,731
Albumin (mg/dl) 3,2+0,35 0,445 3,36+0,37 0,778 3,19+0,33 0,628
Urik asit (mg/dl) 1,63+0,37 0,295 1,6+0,47 0,694 1,88+0,55 0,051

HbA1c: Hemoglobin Alc; Hb:

Hemoglobin; T. protein: Total protein; NAC: N-asetil sistein; IR:

Irbesartan; NS:Nigella sativa; Ort.: Ortalama; Sd: Standart derivasyon.
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Tablo 8 (devam). Saghkh kontrol ile hasta gruplarin verilerin karsilastirilmasi

GRUP GRUP-I GRUP-II GRUP-III
Parametreler Saglikli Hastalikli IR

kontrol kontrol Grubu

Ort.+Sd Ort.+Sd p Ort.+£Sd ]
T. kol (mg/dl) 49+9,6 54,3+8,6 0,456 62,3+20,2 0,189
Trigliserid (mg/dl) 44,3+7,7 74,4+32 0,038 122+83,4 0,014
HDL (mg/dl) 18,1+3,7 20,7+4 0,259 18,4+5,3 0,955
CRP (ng/ml) 116+8 91,3+45 0,383 95,44+37,2 0,613
Serum TNF-a (pg/ml) 52,64+7,49 196+£196 0,005 64,6+28,5 0,799
Serum endotelin (ng/ml) 0,6+0,05 0,65+0,08 0,165 0,7+0,27 0,536
Na’ (mEgq/L) 131+4,5 135£1,9 0,038 13543 0,054
K" (mEq/L) 5,5+0,3 6,3+0,6 0,017 5,5+0,9 0,463

T. kol: Total kolesterol; HDL: High density lipoprotein; CRP: C-reaktif protein; TNF-a: Tiimor Nekrozis Faktor-alfa; Na®: Sodyum; K': Potasyum; IR: Irbesartan;

Ort.: Ortalama; Sd: Standart derivasyon.
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Tablo 8 (devam). Saghkh kontrol ile hasta gruplarin verilerin karsilastirilmasi

GRUP GRUP-IV GRUP-V GRUP-VI
NAC IR+NAC IR+NS
Parametreler Grubu Grubu Grubu
Ort.+Sd p Ort. +Sd p Ort.+Sd p

T. kol (mg/dl) 54,5+5,7 0,445 53,9+16,5 0,867 65,7+38,7 0,836
Trigliserid (mg/dl) 103+40,2 0,001 95,1122 0,336 183+184 0,138
HDL (mg/dl) 24+7.3 0,138 17,945,3 0,779 16,2+6,1 0,366
CRP (ng/ml) 80,1+40,9 0,051 115+5,3 0,694 88,3142 .4 0,445
Serum TNF-a (pg/ml) 98,6+78,9 0,363 79,2+49,5 0,571 57,1£22,8 0,938
Serumendotelin (ng/ml) 0,92+0,57 0,234 1,14+0,84 0,613 0,95+0,51 0,035
Na'" (mEq/L) 131£2,7 0,945 131+£5,3 0,955 135+3,8 0,181
K" (mEq/L) 6+0,5 0,035 5,4+0,7 0,613 5,6+0,8 0,628

T. kol: Total kolesterol; HDL: High density lipoprotein; CRP: C-reaktif protein; TNF-a: Tiimor Nekrozis Faktor-alfa; Na*: Sodyum; K': Potasyum; NAC: N-asetil sistein;
IR: Irbesartan; NS:Nigella sativa; Ort.: Ortalama; Sd: Standart derivasyon.
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Tablo 8 (devam). Saghkh kontrol ile hasta gruplarin verilerin karsilastirilmasi

GRUP GRUP-I GRUP-II GRUP-III
Saglikls Hastalikli R
Parametreler kontrol kontrol Grubu

Ort.£Sd Ort.£Sd p Ort.£Sd p
Bobrek agirhg: (gr/100gr) 4,2+0,8 6,9+0,6 0,0006 6,3£1,3 0,006
idrar voliimii (ml) 9,14+2,3 91,3498 0,0006 76,3+10,7 0,0003
GFR (ml/dk/100gr) 0,33+0,11 0,82+0,4 0,0006 0,43+0,2 0,281
UGA (mg/giin/100gr) 0,26+0,22 5053+1266 0,0006 3699+811 0,0003
UAA (mcg/giin/100gr) 12,44+8.4 126+28,2 0,0006 96,5+20,3 0,0003
UPA (mg/giin/100gr) 497+£2,17 35,4+30,4 0,0006 25,5+13,7 0,0003
Idrar NAG (mU/giin/100gr) 0,43+0,38 13,6+7,88 0,0006 7,06+1,89 0,0003

GFR: Glomeriiler filtrasyon hizi; UGA: Uriner glukoz atilimi; UAA: Uriner albumin atilim1; UPA: Uriner protein atilimi; NAG: N-Asetil-beta-D-Glukozaminidaz; IR:
Irbesartan; Ort.: Ortalama; Sd: Standart derivasyon.
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Tablo 8 (devam). Saghkh kontrol ile hasta gruplarin verilerin karsilastirilmasi

GRUP GRUP-IV GRUP-V GRUP-VI
NAC IR+NAC IR+NS
Parametreler Grubu Grubu Grubu
Ort.£Sd p Ort.£Sd p Ort.£Sd p

Bobrek agirhgi (gr/100gr) 7,1£1,7 0,001 6,6+1,5 0,002 5,740,5 0,005
Idrar voliimii (ml) 74,5427.4 0,001 68,6+20,7 0,0003 72,8+27,3 0,001
GFR (ml/dk/100gr) 0,31%0,11 0,945 0,34+0,13 0,955 0,28+0,11 0,534
UGA (mg/giin/100gr) 2902+649 0,001 2925+1523 0,0003 22204887 0,001
UAA (mcg/giin/100gr) 84,5+19,9 0,001 92,03+15,8 0,0003 82,4+25.9 0,001
UPA (mg/giin/100gr) 29,2+30,4 0,005 17,8+9,5 0,006 21,1£13,2 0,014
idrar NAG (mU/giin/100gr) 5,48+1,15 0,001 4,03+3,27 0,0006 7,61£9,43 0,002

GFR: Glomeriiler ﬁltrasyop hizi; UGA: Uriner glukoz atilimi; UAA: Uriner albumin atilim1; UPA: Uriner protein atilimi; NAG: N-Asetil-beta-D-Glukozaminidaz;
NAC: N-asetil sistein; IR: Irbesartan; NS:Nigella sativa; Ort.: Ortalama; Sd: Standart derivasyon.
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Tablo 8 (devam). Saghkh kontrol ile hasta gruplarin verilerin karsilastirilmasi

GRUP GRUP-I GRUP-II GRUP-III
Saglikli Hastalikli IR
Parametreler kontrol kontrol Grubu
Ort.+Sd Ort.+Sd p Ort.+Sd p
0,16+0,03 0,99+0,48 0,0006 1,17+0,23 0,0003
FENa (%)
Idrar TNF-o (ng/giin/100gr) 0,29+0,1 8,06+5,49 0,0006 7,53+3,53 0,0003
Idrar endotelin (mcg/giin/100gr) 0,02+0,02 0,97+1,47 0,00006 0,57+0,47 0,0003
SOD (U/mg protein) 2,5+0,22 2,71+0,38 0,318 2,39+0,25 0,397
GSH (pmo]/mg protein) 11,05+10,88 11,557 0,456 10,4+£2,77 0,345

FENa: Fraksiyonel Na atilimi; TNF-a: Tiimér Nekrozis Faktor-alfa; SOD: Siiperoksit dismutaz; GSH:Glutatyon; IR: Irbesartan; Ort.: Ortalama; Sd: Standart derivasyon.
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Tablo 8 (devam). Saghkh kontrol ile hasta gruplarin verilerin karsilastirilmasi

GRUP GRUP-IV GRUP-V GRUP-VI
NAC IR+NAC IR+NS
Parametreler Grubu Grubu Grubu
Ort.+Sd p Ort.+£Sd p Ort. +Sd p
1,14+0,53 0,001 1,09+0,37 0,0003 1,18+0,27 0,001
FENa (%)
Idrar TNF-o (ng/giin/100gr) 6,41+4,54 0,001 4,11+£3,53 0,0003 5,24+5,53 0,001
idrar endotelin (mcg/giin/100gr) 0,21+0,14 0,001 0,74+1,03 0,0003 0,41+0,5 0,005
SOD (U/mg protein) 2,62+0,31 0,731 2,77+0,49 0,397 2,62+0,23 0,534
GSH (pmo]/mg protein) 11,32+8,65 0,731 11,55+£7,64 0,613 12,83+5,85 0,445

FENa: Fraksiyonel Na atilimi; TNF-a: Tiimér Nekrozis Faktor-alfa; NAC: N-asetil sistein; IR: Irbesartan; NS:Nigella sativa; SOD: Siiperoksit dismutaz; GSH: Glutatyon;
Ort.: Ortalama; Sd: Standart derivasyon.
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Tablo 9. Hasta kontrol ile tedavi gruplarin verilerin karsilastirilmasi

GRUP GRUP-II GRUP-III GRUP-1V GRUP-V GRUP-VI
Parametreler Hastalikli IR NAC IR+NAC IR+NS
kontrol Grubu Grubu Grubu Grubu
Ort.+Sd Ort.+Sd p Ort.+£Sd p Ort.£Sd p Ort.+Sd p
Ik kilo (gr) 225,86+9,69 234+60,5 0,687 236+27,1 0,664 231+50.9 0,802 240+14,08 0,552
Son Kkilo (gr) 186+23,1 206+56,6 0,779 226+76,8 0,445 230+64,8 0,152 2354453 0,034
Glikoz (mg/dl) 534+494,6 468+108 0,397 548+45,1 0,731 471+90,9 0,152 4214+90,6 0,022
Hb Alc (mg/dl) 10+2,4 8,6+2,3 0,463 8,8+1,4 0,073 7,9+1,6 0,054 9,1£2,5 0,836
Hb (gr/dl) 10,2+1,3 12,3+1,5 0,009 11,8+1,5 0,073 12,6£1,3 0,009 11,5+2,1 0,136
Ure (mg/dl) 56,9+10,1 61,3+£28,5 1 72,5+38,8 0,628 62,6+£24,1 0,536 73,3+£23,7 0,295
Kreatinin (mg/dl) 0,48+0,08 0,54+0,07 0,28 0,5+0,09 0,836 0,55+0,06 0,189 0,56+0,03 0,073
T. protein (mg/dl) 6,14+0,37 6,43+0,63 0,463 5,63+0,77 0,181 5,91+0,5 0,397 6+0,53 0,628
Albumin (mg/dl) 3,51+0,26 3,36+0,37 0,694 3,2+0,35 0,234 3,36+0,37 0,694 3,19+0,33 0,181
Urik asit (mg/dl) 1,67+0,26 2,15+1,24 0,867 1,63+0,37 0,945 1,6£0,47 0,397 1,88+0,55 0,731

HbA1c: Hemoglobin Alc; Hb: Hemoglobin; T. protein: Total protein; IR: Irbesartan; NAC: N-asetil sistein; NS: Nigella sativa; Ort.: Ortalama; Sd: Standart derivasyon.
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Tablo 9 (devam). Hasta kontrol ile tedavi gruplarin verilerin karsilastirilmasi

GRUP-II GRUP-III GRUP-1V GRUP-V GRUP-VI
GRUP
Hastalikl1 IR NAC IR+NAC IR+NS
Parametreler kontrol Grubu Grubu Grubu Grubu
Ort.£Sd Ort.£Sd p Ort.£Sd p Ort.=Sd p Ort.£Sd p
T. kol (mg/dl) 54,3+8.,6 62,3+20,2 0,613 54,5+5,7 0,945 53,9+16,5 0,694 65,7+38,7 0,945
Trigliserid (mg/dl) 74,4+32 122+83,4 0,281 103+40,2 | 0,234 95,1+122 0,397 183+184 0,731
HDL (mg/dl) 20,7+4 18,4+5,3 0,463 24+7,3 0,445 17,9+5,3 0,463 16,2+6,1 0,101
CRP (ng/ml) 91,3+45 95,4+37,2 0,694 | 80,1+40,9 | 0,445 115+5,3 0,613 88,3+42,4 0,836
Serum TNF-a (pg/ml) 196+£196 64,6+28,5 0,336 | 98,6+78,9 1 79,2+49,5 0,779 57,1£22,8 0,138
Serum endotelin (ng/ml) 0,65+0,08 0,7+0,27 0,613 | 0,92+0,57 | 0,836 1,14+0,84 1 0,95+0,51 0,295
Na' (mEgq/L) 135+1,9 13543 1 131£2,7 0,014 13145,3 0,029 13543,8 0,628
K" (mEq/L) 6,3+0,6 5,5+0,9 0,054 6+0,5 0,295 5,4+0,7 0,021 5,6+0,8 0,138

T. kol: Total kolesterol; HDL: High density lipoprotein; CRP: C-reaktif protein; TNF-a: Tiimor Nekrozis Faktor-alfa; Na®: Sodyum; K': Potasyum; IR: Irbesartan; NAC:
N-asetil sistein; NS: Nigella sativa; Ort.: Ortalama; Sd: Standart derivasyon.
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Tablo 9 (devam). Hasta kontrol ile tedavi gruplarin verilerin karsilastirilmasi

GRUP GRUP-II GRUP-III GRUP-1V GRUP-V GRUP-VI
Hastaliklt IR NAC IR+NAC IR+NS
kontrol Grubu Grubu Grubu Grubu
Parametreler
Ort.+Sd Ort.+Sd p Ort.£Sd p Ort.£Sd p Ort.=Sd ]
Bobrek agirhgi (gr/100gr) 6,9+0,6 6,3+1,3 0,336 7,1+£1,7 0,295 6,6+1,5 0,867 5,7+0,5 0,005
idrar voliimii (ml) 91,349,8 | 76,3£10,7 | 0,021 | 74,5£27.4 | 0,366 68,6+20,7 | 0,006 | 72,8+27.3 | 0,101
GFR (ml/dk/100gr) 0,82+0,4 0,43+0,2 | 0,029 | 0,31+0,11 0,001 0,34+0,13 0,001 | 0,28+0,11 0,001
UGA (mg/giin/100gr) 5053+1266 | 3699+811 | 0,072 | 2902+649 0,008 2925+1523 | 0,009 | 2220+887 0,001
UAA (mcg/giin/100gr) 126£28,2 | 96,5+20,3 0,04 | 84,5£19,9 0,005 92,03£15,08 | 0,024 | 82,44+25,9 0,014
UPA (mg/giin/100gr) 35,4+£30,4 | 25,5+13,7 | 0,867 | 29,2+30,4 0,628 17,8+9,5 0,397 | 21,1x13,2 0,628
Idrar NAG (mU/giin/100gr) | 13,6£7,88 | 7,06£1,89 | 0,021 | 5,48+1,15 0,02 4,03+3,27 0,009 | 7,61+9,43 0,101

GFR: Glomeriiler filtrasyon hizi; UGA: Uriner glukoz atilimi; UAA: Uriner albumin atilimi; UPA: Uriner protein atilimi; NAG: N-Asetil-beta-D-Glukozaminidaz;

IR: Irbesartan; NAC: N-asetil sistein; NS:Nigella sativa; Ort.: Ortalama; Sd: Standart derivasyon.
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Tablo 9 (devam). Hasta kontrol ile tedavi gruplarin verilerin karsilastirilmasi

GRUP-II GRUP-III GRUP-IV GRUP-V GRUP-VI
GRUP
Hastalikli IR NAC IR+NAC IR+NS
kontrol Grubu Grubu Grubu Grubu
Parametreler
Ort.+Sd Ort.+Sd p Ort.+Sd P Ort.+ Sd p Ort.+Sd p
FENa (%) 0,99+0,48 1,17£0,23 0,536 1,14+0,53 0,366 1,09+0,37 0,779 1,18+0,27 0,366
Idrar TNF-a
(ng/giin/100gr) 8,06+£5,49 7,53+3,53 0,867 6,41+4,54 0,731 4,11+3,53 0,094 5,2+5,53 0,366
Idrar endotelin
(mcg/giin/100gr) 0,97+1,47 0,57+0,47 0,694 0,21+0,14 0,234 0,74+1,03 0,779 0,41+0,5 0,534
SOD (U/mg protein) 2,71+0,38 2,39+0,25 0,121 2,62+0,31 0,945 2,77+0,49 0,694 2,62+0,23 0,836
GSH (pmol/mg protein) 11,5547 10,4+2,77 | 0,694 | 11,3248,65 | 0,731 | 11,55+7,64 | 0,779 | 12,83+5,85 | 0,731

FENa: Fraksiyonel Na atilimi; TNF-a: Tiimér Nekrozis Faktor-alfa; SOD: Siiperoksit dismutaz; GSH: Glutatyon; IR: irbesartan; NAC: N-asetil sistein; NS:Nigella sativa;
Ort.: Ortalama; Sd: Standart derivasyon.



Ozetle; ¢alisma baslangicinda gruplar arasi rat agirliklar1 benzerdi. Calisma sonunda
saglikli grupta kilo artis1 olurken, DM gruplarinda kilo kayb1 olustu. 12 hafta sonunda saglikli
kontrol grubuna gore; hastalikli kontrol grubunun ortalama agirligi anlamlh diisiikk bulundu
(p=0,002). NAC, IR+NAC ve IR+NS gruplarindaki diistikliik istatiksel olarak anlamli
bulunmadi.

Calisma sonunda, saglikli gruba gore tiim hasta gruplar karsilastirildiginda (Tablo 8);
kan glukozu, HbAlc degerleri anlamli yiiksek bulundu. Ure degeri yiiksek bulunurken,
kreatinin degeri IR+NAC ve IR+NS gruplarinda anlaml yiiksek bulundu. Hb degerlerindeki
diisiikliik ile serum TNF-a ve GFR degerindeki ylikseklik sadece HK grubunda anlamli idi. T.
protein, albumin, iirik asit, total kolesterol, HDL degerleri benzer ancak trigliserid degeri HK,
IR ve NAC gruplarinda anlamli yiiksek bulundu. HK grubunda kan Na', K* ve NAC
grubundaki K" degeri saglikli kontrol grubundan anlamli yiiksek bulundu. Hasta gruplarinin
tiimiinde bobrek agirligi, giinliikk idrar voliimii ve glukoz atilimi saglikli gruptan yiiksek
bulundu. Glomertiler hasar gostergelerinden albumin ve protein ile tiibiiler hasar gostergesi
olan FENa ve NAG degerleri de belirgin derecede yiiksek bulundu. Kanda CRP, endotelin
degerleri benzer bulunurken, idrarla atilan endotelin ve TNF-a degerleri glomeriilo-tiibiiler
hasar1 gosterecek diizeyde saglikli gruptan yiliksek bulundu. Renal dokuda bakilan SOD ve
GSH degerleri ise benzer bulundu.

Calisma sonunda, hastalikli kontrol grubuna gore tedavi gruplar1 karsilastirildiginda
(Tablo 9); IR+NS grubunda calisma sonundaki kilo anlamli yiiksek idi. Kan glukozu anlaml
diisiik iken, HbAlc degerleri benzer bulundu. Hb degeri IR ve IR+NAC grubunda anlamli
yiiksek bulundu. Ure, kreatinin, T. protein, albumin, iirik asit, total kolesterol, trigliserid,
HDL degerleri arasinda istatiksel farklilik yoktu. Na" degeri NAC ve IR+NAC grubunda, K"
degeri ise IR+NAC grubunda hastalikli kontrol grubundan anlamli derecede diisiik bulundu.
Hasta kontrol grubuna oranla, bobrek agirligi IR+NS grubunda ve idrar voliimii IR ve
IR+NAC grubunda distik bulunurken, GFR ve albumin atilimi tiim tedavi gruplarinda
anlamli diisiik bulundu. Protein atilimi ve FENa degerleri arasinda istatiksel fark saptanmadi.
Hasta kontrol grubuna gore, giinliik idrarla atilan glukoz IR grubu ve NAG degerlerindeki
belirgin diisiis IR+NS grubu disindaki diger tedavi gruplarinda anlamli derecede diisiik
bulundu. Tedavi gruplarinin kanda CRP, endotelin, TNF-a degerleri ile idrarla atilan
endotelin ve TNF-a degerleri hastalikli kontrolle karsilastirildiginda istatiksel fark bulunmadi.
Renal doku SOD ve GSH degerleri arasinda farklilik saptanmadi.
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HASTA GRUPLARIN VERILERI ARASINDAKI KORELASYON
ILISKILERI

Hemoglobin Alc ile: glukoz r:583, p:000; kolesterol 1:349, p:040; idrar voliimii r:339,
p:040; GFR 1:428, p:010; UGA 1:425, p:011; idrar TNF-a r:438, p:0009.

Glomeriiler Filtrasyon Hizi ile: glukoz r: 393, p: 019; serum kreatinin r: -470, p:
004; idrar volimii r: 512, p: 002; UAA r: 515, p: 002; UGA r: 645, p: 000; FeNa r: -494, p:
003.

Bobrek Agirhg ile: kilo r: -723, p: 000; glukoz r: 441, p: 008; tire r: 445, p: 007;
UAA 1: 403, p: 016; UGA r: 502, p: 002; Idrar endotelin r: 355, p: 036.

Uriner Glukoz Atilimu ile: glukoz r: 561, p: 000; idrar voliimii r: 453, p: 029; TNF-a
r: 513, p: 002; NAG r: 384, p: 023.

Uriner Albumin Atthmn ile: glukoz r: 547, p: 001; idrar voliimii r: 547, r: 000; kilo r:
496, p: 045; endotelin r: 34, p: 045; UGA 1: 606, p: 000.

Idrar endotelin ile: TNF-o r: 518, p: 001; bobrek agirlig r: 399, p: 018; hCRP r: 399,
p: 018.

Glutatyon ile: SOD r: 460, p: 005; trigliserid r: -354, p: 033; Kolesterol r: -339,
p:046.

Saglikli kontrol, hastalikli kontrol ve gruplarin birbiri arasindaki GFR, iiriner glukoz,

albumin ve NAG atilimi Sekil 17-20°de grafiksel olarak gosterilmistir.
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*= Saglikli kontrole gére p <0,01; #= Hastalikli kontrole gore p <0,05.
GFR: Glomeriiler Filtrasyon Hizi; iR: Irbesartan; NAC: N-Asetil sistein; NS: Nigella Sativa.

Sekil 23. Glomeriiler filtrasyon hizinin saghkh kontrol, hastalikli kontrol ve gruplarin

birbiri arasindaki karsilastirmasi
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*= Saglikl1 kontrole gore p <0,001; #= Hastalikl1 kontrole gdre p <0,05.
UGA: Uriner Glukoz Atilim1; GFR: Glomeriiler Filtrasyon Hizi; IR: Irbesartan; NAC: N-Asetil
sistein; NS: Nigella Sativa.

Sekil 24. Uriner glukoz atilimi saghkh kontrol, hastalikh kontrol ve gruplarin birbiri

arasindaki karsilastirmasi
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UAA:Uriner albumin atilimi; IR: irbesartan; NAC: N-asetil sistein; NS:Nigella sativa
*= Saglikli kontrole gére p <0,001; #= Hastalikl1 kontrole gore p <0,05

Sekil 25. Uriner albumin atilim saghkh kontrol, hastalikli kontrol ve gruplarin birbiri

arasindaki karsilastirmasi
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*= Saglikl1 kontrole gore p <0,001; #= Hastalikli kontrole gore p <0,05.
NAG: N-Asetil-beta-D-Glukozaminidaz; IR: Irbesartan; NAC: N-asetil sistein; NS:Nigella sativa.

Sekil 26. N-Asetil-beta-D-Glukozaminidaz saghkh kontrol, hastahikh kontrol ve

gruplarin birbiri arasindaki karsilastirmasi
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TARTISMA

Kronik bobrek hastaligt (KBH) 21. yiizyilin ¢ok ciddi saglik sorununu
olusturmaktadir. Diizenli diyaliz tedavisi goren SDBY’li hasta sayisinin, 2002 yilinda 122
iilkede 1,4 milyon oldugu bildirilmistir (160). ABD’de 2003’te 650.000 olan bu sayinin,
2010’da iki milyona ulasacagi 6ngoriilmektedir (161). Diinyadaki kronik hastaliklar arasinda,
cok yliksek oranda yer alan DM’ye bagli KBH sik gelismekedir (162). Endiistriyel yagam ve
beslenme ile birlikte DM prevalansi da hizla artmaktadir. Iki bin yilinda 171 milyon olan
diinyadaki DM’li sayisinin 2030°da 366 milyona ulasmasi beklenmektedir (1). Ulkemizdeki
DM’li hasta sayis1 da benzer sekilde artmaktadir. Iki bin iki yilindaki ‘Turkish Diabetes
Epidemology Study’ (TURDEP) calismasinda, %7,2 prevalans ile 5 milyon insanin DM’li
oldugu ve bozulmus glukoz intoleransi ile bu sayinin daha da yiiksek oldugu 6ngoriilmiistiir
(163). Tiirk Nefroloji Dernegi’nin 2007- 2009 yillar1 arasinda 23 ildeki 18 yas tstii 10.872
yetigkin bireyde, kiime o6rnekleme yontemi ile yaptigi ‘Chronic Renal Disease in Turkey’
(CREDIT) calismasinda DM prevalansinin %12,7’ye ulastig bildirilmektedir. Bu ¢alismada,
genel populasyonun KBH prevelansinin %17,6 ile oldukg¢a yiiksek oldugu ve DM'’lilerin
%26.6 sinda KBH gelistigi gozlenmistir. KBH lilarin %5.4’tinti Evre 3-5 arasindaki (GFR
degeri 60 ml/dk altinda veya mikroalbuminiiri ya da makroalbuminiiri) hastalar
olusturmaktadir. Ozellikle GFR degeri >90 ml/dk olan ve albuminiirisi bulunmayan hastalarin
degerlendirilebilme zorlugu nedeni ile DM’ye bagli olan1 da i¢geren KBH prevalansinin daha
yiiksek olmasi beklenmektedir (164). Ulkemizdeki KBH orani, ABD’de %11 olarak
bildirilenden belirgin sekilde yiiksek bulunmustur (165).

Gelisen ve gelismekte olan {ilkelerdeki kronik hastalik profilinin degismesi ile Tip 2
DM, giiniimiizde SDBY’e yol acan hastaliklar arasinda major nedeni olusturmaktadir (162).
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1991°de diizenli diyaliz tedavisi goren DM’ye bagli SDBY orani, Dogu Almanya’da %11
iken, aymi sosyo-kiiltiirel yapida ancak endiistriyel gelisimi daha yiiksek olan Bati
Almanya’da %33 bulunmugstur (166). Ayni tarihlerde, ABD’de %34 olan ve 2005’te %40’a
cikan diyaliz tedavisindeki DM’li SDBY oraninin, 10 yil i¢inde %S50’ye ¢ikmast
beklenmektedir (167).

Teknolojik yasamla artan obezite, metabolik sendrom ve hipertansiyonun tilkemizdeki
DM artisindan 6nemli derecede sorumlu oldugunu diisiinmekteyiz. CREDIT c¢aligmasinda
DM’ye benzer sekilde hipertansiyon (%32.7), metabolik sendrom (%31.3), abdominal obezite
(%32.1) ve obezite (%20.1) prevalanslar1 belirgin sekilde yliksek bulunmustur (164).
Bagimsiz sekilde renal bozulmay1 hizlandiran bu risk faktorlerinin iilkemizdeki DM ve KBH
artisginda onemli rol aldigim1 diisiinmekteyiz (7). Diyaliz tedavisindeki DM’ye bagh
SDBY’lilerde son yillardaki hizli artis diisiincemizi desteklemektedir. 1998’de %11,6 olan
diizenli diyaliz tedavisi géren DM’ye bagli SDBY’li prevalans1 2003°te %19,8 ile ilk sirada
yer almaktadir. 2008’de bu hastalarin prevalanst %27,9 ve insidanst %30.7 ile daha da
yiikselmistir. Diyaliz hastalarinin ¢ogunlugunu Tip 2 DM’lilerin olusturmasi ve mortalitenin
diyabetik olmayanlardan iki kat fazla olmasi, bu oranlarin 6ziinde daha yiiksek oldugunu
diisiindiirmektedir (164). DM’ye bagli komplikasyonlarin tedavisindeki gelismelerle bu
hastalardaki yasamin uzatilmasinin da DNP gelisimindeki artista rolii  oldugu
unutulmamalidir.

Paleolitik genlerle tasinan Tip 2 DM gibi Tip 1 DM de coklu etkenlerle iliskili olarak
ortaya ¢ikan, mortalitesi ve morbitiditesi yiiksek bir hastaliktir. Bobrekler DM’nin hedef
organlar1 arasinda 6nemli yer alirlar (167). Toplumlardaki siklig1 farklilik géstermekle birlikte
Tip 1 DM’lilerin %30-40’1nda, Tip 2 DM’lilerin %15-25’inde DNP gelismektedir. DM’lilerin
%10 unu Tip 1, %90’ Tip 2’liler olusturdugundan diizenli diyaliz tedavisindeki hastalarin
cogu Tip 2 DM’lidir (168). Farkli tipte olmalarina karsin DM’ye bagl renal bozulma siireci
benzerdir. Mekanizma tam aydinlatilamamakla birlikte artan glukoz ve metabolitlerinin DNP
gelisiminde major etken olduguna inanilmaktadir. Hipergliseminin derecesi ve siiresi renal
bozulmada baskin rol almaktadir. Glukoz ve metabolitlerine bagli osmotik basing artis1 kan
volum, renal kanlanma ve glomeriiler, kapiller hidrolik basincin artmasina neden olur.
Filtrasyon membranindan ultrafiltrat, soliit ve protein gegisi hizlanir, glomeriil ve tiibiillerin is
yiikii artar. Siire¢ icinde glomeriillerin ve tiibiillerin 6nce fonksiyonlar1 giderek yapisi bozulur.
DM’ye siklikla eslik eden trigliserid ve aterojenik lipidlerin artisginin yol agtigi lipid
peroksidasyon firiinleri ile glukoz ve metabolitlerin yapimini uyardigr ROS, renal bozulmay1

hizlandirir. Boylece hemodinamik olarak baslayan, metabolik bozulmalarla giliclenen olaylar,
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once nefronun fonksiyonunu ve giderek yapisimi bozarak KBH’ya yol agar. Glisemi ile
aktivasyonu artan RAAS, hemodinamik ve metabolik bozuklugun yani sira inflamasyonu da
uyararak bu siiregte 6nemli rol alir (44,46,47).

Hem DM gelisimi hem de renal bozulmaya yol acan etmenlerin ¢ogunlugu
diizeltilebilir 6zelliktedir. Yasam ve beslenme bigiminin diizenlenmesi ile DM nin diger
komplikasyonlar1 gibi renal hastalik gelisimi de onlenebilir ve Gtelenebilir. Erken evredeki
diizenli ve siki glisemik kontrol ile DNP gelisiminin 6nlendigi bilinmektedir (167). Son
yillarda, antioksidanlarin kullaniminin renal koruyuculukta ve KBH progresyonunun
yavaglatilmasinda yararli olacagi bildirilmektedir (18,169).

Genetik yapmin DNP gelisiminde onemli rol aldigi ve kadin cinsiyetin renal
bozulmaya daha yatkin oldugu bilinmektedir. Hereditenin Tip 1’de %10, Tip 2’de %60 rol
almasina kars1 Tip 1 DM’nin %37’si, Tip 2 DM’nin %20’sinde KBH gelismektedir. Ancak,
diizenli glisemik kontrol ile bazi hastalarda nefropati gelisirken, digerlerinde gelismemesinin
tam aciklanamamakla birlikte genetik yatkinlikla iliskili oldugu diisiinilmektedir (170).
Ayrica, genetik yapiyla siki iliskili olan aterojenik lipidlerin artist da DNP gelisimini
hizlandirmaktadir (170). Ulkemizdeki DM’lilerin %26.6’sinda gelisen KBH’da, %50 sinde
HDL distikligi, %45’inde trigliserid ve %25’inde de LDL yiksekligi go6zlenmesi
dislipideminin etkinligini diisiindiirmektedir (164). Ulkemizdeki obezite artisinin da insiilin
direnci ve metabolik bozulmayla DM gelisimine énemli katkida bulundugunu diistinmekteyiz
(171). Ayrica hizla artmakta olan hipertansiyon da bu siireci hizlandirmaktadir (164).
Hipertansiyonlu hastalardaki DM prevelansinin normotansiflerin 2.5 kat1 daha fazla olmasi da
goriisiimiizii desteklemektedir (172).

Diizenli antihipertansif kullanim1 ile kan basinct ve glomeriiler kanlanma
diizeltildiginde, insiilin direnci ve renal bozulma da azalmaktadir. 1990 baslarinda
antihipertansif olarak kullanilmaya baglanan ACEi olan kaptopril’in Tip 1 DM’lilerdeki renal
hastalik gelisimini azalttig1 gézlenmistir. Hemodinamik etkisinin, DNP gelisimini 6nlemede
baskin rol oynadig1 diisiiniilmiis ve ACE1’lerinin Tip 1 DM’de kullaniminin yararl olacag:
bildirilmistir (173). Daha sonraki calismalar da diizenli kan basinct kontrolii ile DNP
gelisiminde yavaslama olmasi bu goriisii giiclendirmistir (171). Ingiltere’deki uzun siireli
‘United Kingdom Prospective Study Group’ (UKPDS) caligmasinda, beta bloker olan
atenolol’un kaptopril’e benzer sekilde Tip 2 DM’lilerde, renal koruyucu etki yaptigi
gozlenmistir. Bu nedenle, antihipertansiflerin renal koruyuculugunun, ilacin grubundan
bagimsiz olarak kan basincini diisiiriicii etkisi ile iligkili oldugu diisiiniilmistiir (174). Ancak,

kalsiyum kanal blokerinin tek basina kullaniminin proteiniiriyi azaltici etkisinin plaseboya
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benzedigi, ACEi ile kombine verildiginde Tip 2 DM’deki proteiniiriyi azalttig1 gézlenmistir.
Renal koruyucu ozelliklerinden otiirti Tip 1’e benzer sekilde Tip 2 DM’de ACEi’lerinin
kullanimin yeglenmesi Onerilmektedir (175,176). Ayrica, ACEi’lerinin renal koruyucu
etkilerinin giicliiliigli, RAAS aktivasyonunun renal bozulmayla iligkisinin gostergesidir.
Hemodinamik degisimler Tip 1 DM’de ve metabolik bozukluklar Tip 2’de daha belirgin
oldugu halde her iki DM’de sistemik RAAS baskilanirken lokal RAAS’1in aktivasyonu artar
(177). Tip 2 DM’ye siklikla eslik eden sedanter yasam ve obeziteye bagli yag kitle artis1 lokal
RAAS yapimini da uyarir. DM’nin hedef organlar1 arasinda 6nemli yer alan kalp, beyin ve
ozellikle bobreklerde RAAS bilesenlerinin sentezi artar (98,178). Lokal RAAS aktivasyonu,
sistemik ve ozellikle dokulardaki hemodinamik ve metabolik bozulmalar1 daha da artirir ve
hem lokal etki ile iiretildigi organi, hem de sistemik etki ile diger organlarin bozulmasini
hizlandirir (90). Saglikli insanda, plazmanin 500-1000 kat1 yiiksek olan renal dokudaki
RAAS’in artist vazokonstriksiyonla nefronun hemodinamik fonksiyonunu bozar. ATI
reseptor aktivasyonu ile de mezangial hiicrelerin ve matriksin artisina yol agarak nefronun
yapisim1 bozar. Ayrica, renal Na'-su tutulumu ve sistemik vaskiiler konstriksiyon ile kan
voliimii ve basincini artirir. Insiilin direnci ile dislipidemi ve metabolik bozukluga neden
olur. Ang II artis1 da dokudaki AT1 reseptor araciligi ile hiicredeki NADPH oksidazi uyararak
O, yapmim artirir. Oy, NO ile reaksiyona girerek vazodilatator, antiproliferatif ve
fibrinolitik fonksiyonlarim1 bozar ve yeni bir ONOO™ radikal iiretimi ile antioksidan
kullanimin1 ve organ bozulmasimi hizlandirir. Bu nedenlerle, son yillarda lokal RAAS
baskilanmasini iceren caligmalara dnem verilmektedir (178). Dokuya gecisi degisken ve az
olan ACEi’lerinin lokal RAAS’1 yeterince baskilamadigi ve ARB’lerin dokuda daha giiclii
etki yaptigr bildirilmistir (179). Ancak, 1970’lerden bu yana bilinmesine karsin sartan
ailesinden olan ARB’lerin klinik kullanimina 1995’lerde baslanmistir (89). DNP’ye
etkinligini inceleyen caligsmalar silirdiiriilmektedir (179,180). Onazoto ve ark. (16), dokuya
gecisi yliksek olan ACEi olan kinapril ile ARB olan irbesartan’in deneysel DNP olusturulan
ratlarda, proteiniiriyi benzer diizeyde azalttigini bildirmislerdir. Inoda ve ark.(180) da, ARB
ile deneysel DM’li ratlarin albuminiiri diizeyinde azalma gdzlemislerdir. Her iki ¢aligmada
kan basmcini digiirmeyen dozda ARB’nin kullanilmasi, renal koruyucu o6zelliklerinin
ilaglarin kan basincimi diisiiriicii etkilerinden bagimsiz oldugunu gdstermektedir (16,180).
ARB’lerin bu etkileri, DM’de artan ve metabolik bozulmayla iligkili olan lokal RAAS’1n
baskilanmasindan kaynaklanmaktadir (180). Metabolik bozulmanin baskin oldugu Tip 2
DM’de de Tip 1 DM’dekine benzer sekilde renal koruyucu etki yapmalar1 bu gorisi
desteklemektedir. ‘Reduction of Endpoints in NIDDM with the Angiotensin II Antagonist
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Losartan’ (RENAAL) ve ‘Irbesartan Diabetic Nephropathy Trial’ (IDNT) klinik
caligmalarinda Tip 2 DM’lilerde kullanilan ARB’lerin, belirgin renal koruyucu etkileri
gbzlenmistir (140,141,143,181). Ayrica, lokal RAAS aktivasyonun baskilanmasi ile tuz-su
retansiyonun Onlenmesi de renal koruyucu etkiyi desteklemektedir. DM’de artan
intraglomeriiler basing, nefronun is yiikiindeki ve oksidatif tirlinlerin yapimindaki artis, lokal
RAAS baskilanmasi ile onlenmekte, hiicre proliferasyonu ve matriks yapimindaki uyari
baskilanmaktadir. Bdylece, nefronun dinamik ve yapisal bozulmasi yavaslamaktadir (16).

Klinik ve deneysel c¢alismalarda, artmis glukoz ve metabolitleri ile lokal RAAS
aktivasyonunun yol actigi oksidatif stres ve ROS artisi, DM’ye bagli organ hasarlarinin
olusumunda 6nemli rol aldig1 gézlenmistir (182,183). Hiperglisemi ile bobrek hiicrelerine
direkt giren glukoz ve yapimu artan AGEs, renal dokuda ROS artisina yol agar (11,182-184).
Deneysel DM olusturulan ratlarin bobrek kortekslerinde, O,  gibi oksijen radikallerini
inaktive eden SOD ve GSH gibi antioksidanlarin azaldigi gézlenmistir (185). Tiiketimi artan
antioksidanlarin azalmasi ile renal doku bozulmasinin hizlandigi ve bu nedenle DNP
gelisiminin  yavaglatilmasinda  antioksidanlarin ~ kullanimimin  yararli  olabilecegi
diisiiniilmektedir (18,125). Antioksidan etkileri bilinen NS’ nin, deneysel ¢alismalarda DM ve
renal koruyucu 6zelliklerinin oldugu bildirilmistir (186). Ayni sekilde antioksidan 6zellikleri
bilinen NAC ile yapilan radyokontrastli caligmalarda, renal koruyucu etkilerinin oldugu
gbzlenmistir (28,187). Biz de calismamizda geleneksel olarak kullanilan ¢orek otu yagi 6zii
olan NS ve benzer sekilde toksik etkileri olmayan ve klinikte kullanilan NAC’1n ayr1 ayr ve
renal koruyucu oOzelligi bilinen ARB blokeri olan irbesartanla kombinasyon tedavilerinin
deneysel DNP gelisimine etkilerini incelemeyi amagladik.

Nitroziire bilesigi iceren STZ, insiilinden bagimsiz sekilde pankreas hiicrelerine girer
ve pankreastaki N-acetyl glukozamin (NAG)’e karst ¢alisir. Beta hiicrelerinin Sliimiine yol
acarak insiilin yetersizligi ile Tip 1 DM gelistirir. Ayn1 zamanda, NO artis1 ile ATP
azalmasina ve O, yapimini uyararak oksidatif stres artis1 ile de DM olusumuna katilmaktadir
(188). Bu etkilerden otiirii, asir1 glukoz artislart ile 24-48 saat gibi kisa siirede rat 6liimlerine
yol agabilmektedir. 15 g/L siikroz igeren i¢gme suyu ile bu Sliimler azaltilabilmektedir. Ayrica,
75-150 mg/kg dozlarda kullanildiginda kimyasal toksisiteye bagli tiibiiler nekroz
gelisebilmektedir. Bizim g¢alismamizda, 45 mg/kg intraperitoneal STZ ile ratlarin biiyiik
cogunlugunda 48 saat sonra Tip 1 DM gelistigi goriildii. Calismamiza alinan ratlarin 3’1 ilk
48 saatte ve geriye kalanlarin cogunlugu 1 ay i¢inde olmak iizere toplam %37’si diger
calismalara benzer sekilde oldii (189). Bu tablo, hiperglisemiye bagli hiperosmolarite ve

ketoasidozla seyreden DM’li hastalarin, tedavi edilmediklerinde siklikla o&liimle
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sonlanmalarina benzerdi. Ozellikle Tip 1 DM’ye benzer deneysel DM modellerinde bu
Olimler yiiksek bulunmustur. Calismamizda da ketoasidoz, hiperkatabolizmaya bagh
beslenme bozuklugu ve sekonder ektoparazitoz gelisimi ile diger ¢alismalardan daha diisiik
olmakla birlikte 6liim oran1 yiliksek ve DM olusturulan ratlarin agirliklari, bazal degerlerinden
ve saglikli gruptan diisiik bulunmustur (189,190). Bu durum, mortalite artisina yol acan
hiperglisemiye bagl katabolizma ve ketoasidozdan kaynaklanmaktadir (191).

Calismamizda, DM olusturulan ratlarda, hem fonksiyonel hem de yapisal renal
bozulma olustu ve hemodinamik degisikliklere bagli nefron fonksiyonlarindaki bozulmanin,
daha baskin oldugunu gozledik. DM’li ratlarin ¢alisma sonundaki kilolar1 artmadig1 ve bazal
degerlerinden daha diisiik oldugu halde bobrek agirliklart saglikli gruptan yiiksek bulundu.
Bobreklerin biiyiimesi Oncelikli olarak DM’nin yol actigi hemodinamik degisikliklere bagl
renal kanlanma ve intraglomeriiler basing artisi ile iligskili nefronlarin genislemesinden
kaynaklanmaktadir. Kilo kaybina karsin,idrar voliimleri ve 6zellikle GFR degerlerindeki artis,
nefronun hidrolik basincinin arttigini gostermektedir. Belirgin glukoziiriye eslik eden ve
saglikli grubun en az yedi kati olan hasta gruplarindaki acik albuminiiri de filtrasyon
membranindaki hidrolik basing artisinin gostergesidir (192). Hasta kontrol grubuna gore; son
kilo agirliginin, IR+NS grubunda anlamli dereceye ulasmasi ve diger tedavi gruplarinda
anlamli olmamakla birlikte daha diisilk olmasinin yaninda IR ve IR+NAC gruplarindan
anlaml derecede yliksek olan idrar voliim artis1 ve tiim tedavi gruplarindan GFR degerinin
anlamli derecede yliksek bulunmasi intrarenal hemodinaminin degistigini gostermektedir. Bu
da GFR’deki artigin, renal kanlanma artisindan ¢cok RAAS aktivasyonuna bagli efferent
arteriol konstriksiyonu gibi intrarenal hemodinamik degisikliklerden kaynaklandigini
diistindiirmektedir (98).

Calismamizda, ti¢ aylik deneysel DM’nin sonunda rat bobreklerinin hemodinamik
fonksiyonlarinin yani sira yapilarimin da bozuldugunu, hemodinamik degisiklige bagh
nefronlardaki genislemeye ek olarak yapisal bozulmanin da bobrek agirliginin artisinda etkili
oldugunu gozledik. Diyabetik rat gruplarindaki belirgin albiiminiiri renal parankimal yapinin
bozuldugunu gostermektedir. Renal yap1 ve fonksiyonlardaki bu bozulmanin renal yetmezlik
diizeyine ulastigimi gozlemledik. Anlamsiz olmakla birlikte agir proteiniiriye eslik eden
degisik derecedeki iirik asit artiglar1 ve tlim hasta gruplarindaki anlamli iire artiglar
dehidratasyonun yam sira renal yetmezligin gelistigini diisiindiirmektedir. Idrarla atilan FENa
ve NAG degerlerindeki belirgin artislar glomertillerin yani sira tubiillerin de bozuldugunu
gostermektedir. Tiibiiler fonksiyon ve yapinin bozulmasi ile ultrafiltrattaki sodyumun emilimi

bozuldugu i¢in idrarla atilimi artmaktadir. Ayni sekilde NAG atilimdaki artis da renal tiibiiler
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fonksiyon veya yapisal bozulmadan kaynaklanir. Molekiiliiniin biiylikligii (140.000D)
nedeniyle dolasimdan ultrafiltrata gecemediginden idrarla atilan NAG, proksimal tiibiiler
epitelyel hiicre lizozomal kaynaklidir. Ultrafiltrata gegen albumin artisi ile bu hiicrelerin
metabolizmalart ve iligkili olarak salgiladiklart NAG’mn idrarla atilimi da artar. Tiibiiler
hiicrelerdeki hasarlarda idrar NAG atilimi belirgin sekilde artar (190). DM’li hastalarda
yapilan ¢alismalarda, tiibliler fonksiyon ve yapisal bozulmanin gostergesi olan NAG’1n idrarla
atilimimin artti1 gosterilmistir (193). Diinya Saglhik Orgiitii raporlarinda, mikroalbuminiirinin
hiicre proliferasyonu-GBM kalinlagmasinin bagladigt DNP’nin erken evresinde olustugu
bildirilmektedir. Insanda giinliik albumin atiliminin >30-300 mg/giin ya da >20-200 pg/dk
olan degerler mikroalbuminiiri ve 15-29 mg/giin olan degerler sinirda mikroalbumintiri olarak
tanimlanmaktadir. Antijenik yapisit nedeniyle mezangial hiicre ve matriks artisini, glomertiler
ve tiibliler duvarin bozulmasini hizlandiran albiiminiiri kardiyo-vaskiiler hastalik gelisiminde
risk faktorii olarak kabul edilmektedir (194). Mikroalbuminiiri, saglikli insan albumin
atitliminin iki kat artmis olmasidir. Calismamiza alinan ratlarda bu atilimin ¢ok daha yiiksek
olmasi, makro diizeydeki albuminiiri ve NAG atilim artis1 hem glomeriil hem de tiibiiler
yapisal bozulma gelistigi goriisiimiizii desteklemektedir.

Calismamizda, dislipideminin DM’ nin erken evresinde gelistigini gozledik. Anlamli
olmamakla birlikte kolesterol diizeylerindeki hafif artiglar, DM’li insanlardakine benzer
sekilde belirgin trigliserid artislari olustu. IR+NAC ve IR+NS tedavi gruplarindaki belirgin
artisin anlamli bulunmamasi, bu iki gruptaki ratlarin trigliserid degerlerindeki degiskenligin
yiiksek olmasindan kaynaklanmig olabilir. Klinik incelemelerde, DM gelisiminden uzun siire
once (8-10 yil) dislipideminin gelistigi ve Ozellikle yiliksek degerlere ulasan trigliseridin,
pankreas hiicrelerine toksik etki yaparak DM gelisimini ve organ hasarlarin1 hizlandirdigi
bilinmektedir (195). Aterojenik lipidlerin konsantrasyonlar: ile iliskili olan oksitlenmeleri
hem vaskiiler endotel gecirgenligi artirir, hem de makrofajlarin subendotele gecisi kopiik
hiicre olusumunu hizlandirarak aterosklerozu baslatir (167,171).

Vaskiiler duvar hiicreleri ve molekiillerinin yavas ilerleyen inflamatuar reaksiyonlar
zinciri sonucu atero-arteriosklerozis olusur. Diyabetin mikrovaskiiler komplikasyonu olan
DNP gelisiminde inflamatuar olaylar 6nemli rol alir (83). Calismamizdaki diyabetik ratlarin,
idrarla atilan TNF-a ve Endotelin-1 diizeylerindeki belirgin derecedeki artis DNP gelisiminde
inflamasyonun etkisini gostermektedir (196,197). Daha onceki calismalarda, idrarla atilan
TNF-o’nin renal hipertrofi ve Na retansiyonu ile iliskili oldugu goézlenmistir (198). Tip 2
DM’li hastalarin idrarla atilan TNF-a degerlerinin, saglikli insanlarinkinden belirgin derecede

ylksek oldugu ve albumin atilmi ile pozitif iligkili oldugu bildirilmistir (199). Bizim
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calismamizda saglikli gruptan belirgin sekilde yiiksek olan idrardaki TNF-a ile HbAlc, UGA
ve iriner endotelin dogrusal pozitif iligkili bulundu. Ancak, {iriner albumin ile bu dogrusal
iliski saptanmadi. Benzer sekilde, bliylime faktorii ve vaskuler bozulma gostergesi olan
endotelin-1’in idrardaki artigs1 ve TNF-a ile pozitif iliskisi de inflamasyonun DNP gelisimini
artirdigini gostermektedir (200). Saglikli gruba gére DM olusturulan ratlarda, idrarla atilan
endotelin 26 kat ve renal doku TGF-f; mRNA 2,5 kat daha yiliksek bulunmustur (201).
Calismamizda da, DM olusturulan gruplarin idrar endotelini saglikli gruptan yaklasik 20-50
kat daha yiiksek bulundu. Idrar endotelin-1 ile renal agirlik ve serum CRP degerleri ile pozitif
dogrusal iligkili bulundu. Bu da inflamasyonun renal bozulmada rol aldig1 goriisiinii
desteklemektedir (196,197). Ek olarak bobrek kesitlerindeki iNOS antikorlarina karsi artmis
reaksiyon da inflamasyonun renal bozulmay1 gii¢lendirdiginin bulgusu olarak degerlendirildi
(202). Glukoz ve metabolitlerinin yol actigi AGEs ve RAAS aktivasyonu ile olusan ROS,
hem direkt olarak hem de antioksidan kapasiteyi azaltarak DM’deki bozulmay1
kolaylastirmaktadir (203). Bizim ¢alismamizda, DM’li ratlarin renal korteks SOD ve GSH
gibi antioksidanlarinda azalma saptanmadi, hasta kontrol ve tedavi gruplarinin degerleri
arasinda farklilik gozlenmedi. Bu durum ARB’lerin hiicre i¢i oksidatif stresi baskilamada
yetersiz kalmasi (204) ve kullanilan antoksidan dozlarinin prooksidan etki yapacak diizeyde
olmasindan kaynaklanmis olabilir (205). Ayrica, renal dokuda NADPH oksidaz ve ROS
degerleri 6l¢iilmedigi i¢in antioksidanlarin yapim/kullanim durumu degerlendirilemedi. Buna
karsin, GSH’nmin SOD’la pozitif ve lipid peroksidasyonu artirict 6zellikteki kolesterol,
trigliseridle negatif dogrusal iligki bulumasi DM’de artan oksidatif stresin DNP gelisiminde
rol oynadigini diistindiirmektedir (17).

Calismaya alinan DM’li gruplarin verilerinin karsilastirllmasinda; hasta kontrol
grubunda kilo kaybi1 ve kan glukozundaki artis IR+NS grubuna gére anlamli bulundu. HbAlc
degerindeki yiikseklik tedavi gruplarina gore anlamli dereceye ulasmazken, IR ve IR+NAC
gruplarina gore hemoglobin degerindeki diisiikliik anlamli dereceye ulagmisti. Bu bulgular,
tedavi edilmeyen DM’lilerdeki katabolizma ve beslenme bozuklugunun glisemi ile iligkisini
gostermektedir. Anlamli olmamakla birlikte trigliserid degerinin tedavi gruplarindan diisiik
olmasi da beslenme bozuklugu goriisiimiizii desteklemektedir. Kan TNF-o degerinin tedavi
gruplarindan anlamsiz da olsa belirgin derecede yiiksek olmas1 inflamatuar olaylarin tedavisiz
DM’lilerde daha fazla oldugunun gostergesidir. Belirgin artisa karsin farkin istatiksel olarak
anlamli bulunmamasi, kan TNF-a degerleri arasindaki farkliligin c¢ok genis olmasindan
kaynaklanmistir. Hasta kontrol grubundaki idrar voliim artisinin tiim tedavi gruplarindan daha

fazla olmasi1 ve bu artisin IR ve IR+NAC gruplarina gore anlamli dereceye ulagmasi, {liriner
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glukoz ile birlikte GFR artiglarinin tedavi gruplarina goére anlamli derecede bulunmasi,
DM’nin erken evrelerinde baglayan renal bozulmanin tedavi edilmeyenlerde daha giiclii
oldugunu gostermektedir. Klinik proteiniiri evresindeki albuminiirinin, tedavi gruplarinin
degerlerinden anlamli derecede yiiksek olmasi, renal fonksiyonlarin yani sira belirgin
derecede renal yapisal bozulmanin gelistiginin gostergesidir. Idrar NAG degerinin, tedavi
gruplarindakinin en az iki kati1 kadar artmasi ve bu farkin IR, NAC ve IR+NAC gruplarina
gore anlamli dereceye ulagmasi, tedavi edilmeyen DM’lilerde glomeriillerle birlikte tiibiillerin
de hem fonksiyonun hem de yapisinin bozuldugunu gdstermektedir (206). Histopatolojik
incelemede, tedavi gruplarina oranla belirgin olan mezangial hiicre ve matriks artisi,
lobulasyon olusumlar1 ve bazal membranda kalinlagsma ile glomeriillerin, tiibiiler dilatasyon
ve epitelial hiicrelerdeki dejenerasyonlar ile tiibiiler bozulmanin daha hizli gelistigini
gozledik. Kanda ve idrarda TNF-o artist ve iNOS antikorlarina karsi renal korteks
hiicrelerindeki reaksiyonun daha fazla olmasi inflamasyonun tedavi edilmeyen DM’ye bagh
renal bozulmanin hizlanisinda rol aldigini diistindiirtmektedir (202).

Tedavide kullanilan ARB, antioksidanin tek basimna ve kombinasyon tedavilerinin
DNP gelisimine etkileri incelendiginde; irbesartan tedavisi ile DNP gelisiminin 6nceki
calismalara benzer sekilde yavasladigini gozledik (16,180,207). Kan basincini diisiirmeyen
dozda kullanildigindan, bu etkileri dokusal AT1 reseptor blokajina baghdir. Sistemik etkiden
daha ¢cok DM’ye bagh intrarenal hemodinami ve metabolik degisimleri diizelterek DNP
gelisimini yavaglatmaktadir (16). Hasta kontrol grubuna gore anlamli derecedeki Hb
yiiksekligi ve anlamsiz olmakla birlikte kan glukozu ve onun uzun siireli gostergesi olan renal
bozulmayla iligkisi bilinen HbAlc’nin daha diisiik olmasi, ARB’lerin kan basincini diisiiriicii
etkisinden bagimsiz sekilde de intrarenal hemodinamik ve metabolik bozulmay1 6nleyici
etkisini gostermektedir (14,15). Kan basincini diisiirmedigi halde idrar voliimii, GFR ve
idrarla atilan glukoz, albumin, NAG degerlerindeki belirgin diislis Oncelikle intrarenal
hemodinamik etkisine baghidir. Bu bulgular, DM’ye bagli AT1 reseptor aktivasyon ve
sayilarindaki artisin intrarenal hemodinamik degisiklik ve DNP gelisimine 6nemli etkisi
oldugunu gostermektedir (10,135). Bu bulgular, etkinlikleri doza bagli olsa da, diisiik dozdaki
ARB tedavileri ile de intrarenal hemodinamik ve metabolik degisikliklerin baskilandig1 ve
DNP gelisiminin yavasladigi diisiincesini desteklemektedir (16,180,207). Anlamsiz da olsa
idrar volimii ve oOzellikle GFR‘nin anlamli derecedeki diisiisii, Oncelikle ARB’nin
intraglomeriiler hidrolik basing artisini  Onleyici etkisinden kaynaklanmaktadir (77).
Glomeriiler kapiller hidrolik basing artigiyla iliskili olan, {iriner albumin atiliminin GFR ile

dogrusal pozitif iliskili olarak azalmasi da diisik doz ARB ile intraglomeriiler basincin
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azaldigini gostermektedir. Albuminiiriye parelel sekilde iiriner NAG atilimi da azalmistir. Bu
azalma, ultrafiltrata gegen albumin miktarindaki diisiiklik nedeni ile tiibiiler is yiikiiniin
ve/veya tiibiiler bozulmanin azalmasina baglidir (194). Anlamsiz bulunsa da kan ve 6zellikle
idrar TNF-a degerinin hasta kontrol grubundan yaklasik {i¢ kat diisiik olmasi, HbAlc, glukoz
disinda idrar endotelini ile de pozitif iligkili bulunmast ARB’nin inflamasyonu baskilayici
etkisini gostermektedir. AT1 reseptor aktivasyonuna bagli ROS artisini baskilayici 6zelligi de
inflamasyonu azaltarak DNP gelisimini yavaslatmaktadir (200). Irbesartan ile renal
korteksteki iNOS antikorlarina karsi reaksiyonun azalmasit bu diisiinceyi desteklemekle
birlikte, renal korteks SOD ve GSH degerlerinde belirgin degisiklik olusmadi. Bu durum,
AT1 reseptor ve ROS yapimimnin baskilanmasina bagli antioksidan yapim gereksinimin
azalmas1 veya irbesartanla oksidatif baskilanmanin yetersiz kalmasina bagli antioksidan
kullaniminin artisindan kaynaklanmis olabilir (77,204,208). Ancak, ROS ve NADPH oksidaz
Olgiimii yapilmadigindan, antioksidan yapimi ve kullanimi hakkinda degerlendirme
yapilamamistir. Bulgularimiz, ARB’nin renal koruyucu 6zelliklerinin dncelikle hemodinamiyi
diizeltici etkilerinden kaynaklandigini, antiinflamatuar ve oksidatif stresi azaltici etkilerinin de
renal koruyuculuklarini gii¢lendirdigini diisiindiirmektedir.

Hiicre i¢inin gili¢li antioksidan olan GSH’nin prekiirsoru NAC tedavisinin, bildirilen
renal koruyucu o6zelliginin deneysel DM’de de gecerli oldugunu goézledik (28,159,187).
Diyabete bagli renal bozulmay1 onleyici etkileri, irbesartanla benzer 6zellikte bulundu. Bazal
degere gore kilo kayb1 %4.2, hasta kontrol (%17,3) ve irbesartan grubundan (%11) daha
diisiiktii. Anlamsiz da olsa, irbesartan grubuna gore trigliserid artig1 daha az, HDL artig1 daha
fazla idi. Kan glukozu ve renal agirligin hasta kontrol gruba benzerligine karsi, hemoglobin
degerindeki artis ile HbAlc ve idrar voliimiindeki diisiis irbesartan grubuna benzer bulundu.
Anlamsiz olmakla birlikte NAC tedavisi ile GFR ve idrarla atilan glukoz, albumin, NAG
degerlerindeki azalma, irbesartan ile gozlenen renal koruyuculuktan daha belirgindi. Serum
TNF-o degerini, hasta kontrol grubun yarisina kadar diisiirdiigli ancak irbesartan grubuna
gore bu diisiisiin daha zayif oldugu bulundu. Idrarla atilan TNF-a’y1 azaltic1 etkisi anlamsiz
da olsa irbesartandan daha iyi idi. Bu bulgular, antioksidan kullanim1 ile DM’ye bagl renal
bozulmanin yavaslatilacag1 gortistinii desteklemektedir (17,125). Ayrica, NAC’1n dislipidemi
ve inflamasyonu azaltici etkisinin de renal koruyuculuga katkida bulundugunu diisiinmekteyiz
(208). Ancak renal doku SOD ve GSH konsantrasyonunda belirgin bir degisiklik olugsmamasi,
NAC’Im ROS aktivasyonunu baskilanmasina bagli, antioksidan yapim azalmasindan
kaynaklanabilir. Ya da kullanilan NAC dozu prooksidan etki yaparak antioksidan kullanimini

artirmis olabilir. Renal doku ROS d4lgiilmediginden bu durum belirlenememistir. Ancak
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NAC’m nefron fonksiyonlarinin yani sira renal histopatolojide de iyilestirici etki yaptigini
gozledik. Mezangial hiicrelerdeki proliferasyon,mezangial matriks artisi, glomeriilo-tiibiiler
bazal membran kalinlagmalar1 ve epitel hiicrelerdeki dejenarasyonu irbesartan grubuna benzer
sekilde azaltmistir. iNOS antikorlarina karsi renal kortikal hiicrelerin reaksiyon sayr ve
siddetindeki azalma da irbesartan grubuna benzer bulundu. Bulgularimiz, DM tedavisinde,
NAC’m bobrek fonksiyon ve yapisinin korunmasinda baskin rol alan antioksidan 6zelliginin
yani sira dislipidemi ve antiiinflamatuar 6zelliklerinden de yararlanilabilecegini ve organ
bozulmalarinin azaltilabilecegini diigiindiirmektedir.

Calismamizda, irbesartan ve antioksidanlarin tek basina kullanilmalarina oranla,
kombine kullanimlarinda renal koruyucu etkilerinin daha giiglii oldugunu gozledik.
[rbesartanla NAC’1in kombine kullanildig1 grupta kilo kayb1 %1 gibi ¢ok diisiik bulundu. Kan
glukozu ve HbAlc anlamsiz olmakla birlikte kayda deger sekilde diistiktii. IR+NAC
kombinasyonu, hasta kontrole gore IR grubuna benzer sekilde hemoglobinde artisa, idrar
voliimiinde azalmaya yol agti. GFR ve idrarla atilan glukoz, albumin, NAG degerini diisiirdii.
NAG’daki diger tedavi gruplarindan daha belirgindi. Ayr1 kullanimlarina oranla trigliserid
artis1 daha diisiik idi. Idrarla TNF-o atilimindaki azalma belirgin derecede ve irbesartan
grubundan anlamli derecede diistiktii. Bu diislis, HbA 1c ve iiriner glukoz, endotelin ile pozitif
iliskili bulundu. Histopatolojik incelemede de, irbesartan ve NAC’nin tek bagsina
verilmesinden daha fazla renal diizelme gozlendi. Benzer sekilde, renal kortikal hiicrelerin
iINOS antikorlarina reaksiyon veren hiicre sayr ve aktivitelerinde daha belirgin azalma
goriildii. Antioksidanlarin, ARB’lerin hemodinamik ve yapisal renal koruyucu etkilerini
gliclendirdigini gozledik. Bu bulgular, antioksidanlarin, ARB’lerin metabolik ve oncelikle
antiinflamatuar etkilerini potansiyalize edisi ile aciklanabilir (17). Ayrica, ARB ile olusan
AT1 reseptor blokajina bagli oksidatif stres baskilanmasinin, antioksidanlarin etkileri ile
desteklenmesinden de kaynaklanmaktadir. Irbesartanin, NS ile kombinasyon tedavisinin
etkileri; IR+NAC tedavisine benzer sekilde, tek basina IR kullanimindan daha giiglii bulundu.
IR+ NAC ile kilo kaybi, %2,1 azaldi. Hasta kontrol grubuna gore; anlamli dereceye ulasan
renal agirliktaki diisme diger tedavi gruplarindan daha belirgindi. Kan glukozunda anlamli
derecede diisiis ile anlamsiz derecede HbAlc ve idrar voliimiinde azalma, hemoglobinde
artsla olumlu etki yapmistir. Serumdaki TNF-o anlamsiz ancak daha belirgin diisiik
bulunmustur. Buna kars: trigliserid artis1 diger tedavi gruplarindan daha fazla idi. GFR ve
albumin atilminda azalma diger tedavi gruplarindan daha belirgindi. Idrar NAG degerinde
belirgin azalma irbesartan grubuna benzer olmakla birlikte fark hasta kontrol grubundan

istatiksel olarak anlamsiz bulundu. IR+NS ile {iriner glukoz atilimindaki azalma diger tedavi
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gruplarindan daha fazla ve bu fark irbesartan grubu ile anlamli dereceye ulagmistir. Renal
kortikal SOD aktivasyonu diger hasta gruplarina benzer, GSH konsantrasyonunda anlamsiz
derecede hafif artis gozlenmistir. Histopatolojik incelemede, DNP gelisimindeki
yavaglamanin tek bagina irbesartan kullanimindan daha belirgin ve IR+NAC tedavisine
benzer oldugunu gozledik. Mezangial hiicre proliferasyonu-matriks artisi, glomertilo-tiibiiler
bazal membran kalinlagsmalari, tiibiiler dilatasyonlar ve epitel hiicre dejenerasyonlarini
IR+NAC tedavisine benzer sekilde azaltmistir. Kan ve idrar glukoz degerlerinin tiim hasta
gruplarindan daha diisiik olmasi, geleneksel goriisii destekler sekilde Nigella Sativa’nin
antiglisemik etkisinin daha gii¢lii oldugunu gdstermistir. (26,27,151-153). Bu nedenle, Nigella
Sativa’nin Oncelikle glisemiyi diistliriici  6zelligi ile renal koruyucu etki yaptigini
diisiinmekteyiz. Kan TNF-a degerindeki diisiislin diger tedavi gruplarindan daha fazla olmasi,
antiinflamatuar 6zelliklerinin de renal koruyuculugunu gii¢lendirdigini diisiindiirmektedir.
IR+NAC grubuna benzer ve diger hasta gruplarindan daha diisiik olan tiriner TNF-o’nin, kan
ve idrar glukozu ile dogrusal pozitif iligkili olmasi Nigella Sativa’nin antiinflamatuar etkisinin
oldugu goriisiinii  desteklemektedir (146). NAC’a benzer sekilde Nigella Sativa da
irbesartan’in renal koruyucu etkilerini giiclendirmistir. Bu etkiyi 6ncelikle glisemiyi azaltarak
daha azda antioksidan ve antiinlamatuar 6zelikleriyle gerceklestirdigine inanmaktayiz.

Ozetle, ¢alismamiza alman ve STZ ile deneysel DM gelistirilen ratlarda, 12 hafta
sonunda gliseminin daha da arttigin1 ve belirgin sekilde diyabetik renal patolojik
degisikliklerin gelistigini gozledik. Diyabete bagli mortalite diger ¢aligmalardan daha diisiik
oranda olsa da yiiksek bulundu (189). Erken evredeki oliimlerden az da olsa STZ’nin yol
actig1 akut gliseminin, daha sonraki 6liimlerden DM’ye bagl keto-asidoz, metabolik bozukluk
ve dehidratasyonun sorumlu oldugunu diisiindiik. Verilen tedavi sekli ile mortalitenin belirli
iligkisini saptamadik. DM olusturulan gruplarda, 3 ay sonra belirgin sekilde hemodinamik ve
metabolik degisikliklerin gelistigini gozledik. Tiim gruplarda GFR, idrar voliimii ve glukoziiri
artis1 ile birlikte intrarenal hemodinaminin bozuldugunu, acik albuminiiri ile glomeriillerin ve
idrarla atilan belirgin NAG artis1 ile tiibiillerin bozuldugunu gozledik. Bobreklerdeki agirlik
artisina ek olarak, histopatolojik incelemede, mezangial hiicre ve matriks artisi, glomeriilo-
tiibliler bazal membran kalinlagsmasi, tiibiiler dilatasyon ve epitel hiicre dejenerasyonu ile
diyabetik renal yapisal bozulmanin erken evrede gelistigini saptadik.

Irbesartan tedavisi ile; idrar voliimii, glomeriiler filtrasyon, glukoziiri, albuminiiri,
proteiniiri ile glomertiilo-tlibliler fonksiyon ve yapisal bozulmanin azaldigimi ve DNP
gelisiminin yavagladigini gozledik. AT reseptor blokaji ile DNP’ye bagl intrarenal

hemodinamik degisimlerdeki diizelmenin, oncelikli olarak bu olumlu etkide rol aldigini
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diisiindiik. DM’ye bagh artmis intraglomeriiler basinci gerilettiginden is yiikleri azalan
glomeriillerin yam sira tiibiillerin de fonksiyon bozulmasini yavaslatmistir. Idrar voliim ve
NAG atilimindaki belirgin azalma glomertiillerin yaninda tiibiilerinde korundugunu
gostermektedir. Histopatolojik incelemede, irbesartanin hem glomeriil hem de tiibiiler yapisal
bozulmay: azalttigini gozledik. idrar ve kan glukoz degerlerinde kayda deger ve idrar TNF-a
degerinde hafif diislis saglamasi, irbesartanin antiinflamatuar ve metabolizmay1 diizeltici
ozelliklerinin de renal koruyuculukta etkili oldugunu diisiindiirmektedir. Renal doku
antioksidan kapasitedeki hafif diislisler ise irbesartanin oksidatif stresi baskilamada yetersiz
kalist ya da kullanilan dozun disiikliigiinden kaynaklanmis olabilir. Benzer sekilde,
antioksidan olarak tek basina kullanilan NAC’in DNP’yi yavaglattigim1 gozledik. Kan
glukozunu diisiirmedigi halde, lipid profili ve glomeriilo-tiibiiler fonksiyonlarini iyilestirici
Ozelligi irbesartana oranla daha etkili bulundu. GFR ve idrarla glukoz, albumin, NAG
atitlimin1 azaltic1 etkisi, irbesartan’a oranla daha belirgindi. Kanda daha yiiksekge olan
glukozun, idrarla atilimimin daha diisiik olmasi, NAC’1n tiibiiler fonksiyonlar1 IR’den daha iyi
korudugunu diisiindiirmektedir. Buna karsi renal kesitlerin incelenmesinde DNP’ye 6zgiin
histopatolojideki diizelme ve iNOS antikorlarina kars1 reaksiyonlar irbesartan grubuna benzer
bulundu. NAC’1n renal koruyucu etkileri 6ncelikle renal dokudaki antioksidan etki ve dolayisi
ile de inflamasyonu baskilayici 6zelliginden kaynaklanmaktadir. Kan TNF-a degerini azaltici
etkisinin irbesartandan daha giigsiiz olmasina karsin, idrarla atilan TNF-a ve 6zellikle
endotelinin daha diisiik olmasi, NAC’1n intrarenal inflamasyonu baskilayici etkisinin IR’den
daha giiclii oldugunu diisiindiirmektedir.

Irbesartan’m, tek basina kullanilmasina oranla NAC ve NS ile kombinasyon
tedavilerinin, glomeriiler ve tiibiiler fonksiyonlar ile yapilarin bozulmasin1 ve DNP gelisimini
daha fazla yavaslattigin1 gézledik. Her iki antioksidanla, renal koruyucu etkileri potansiyalize
olan irbesartan’in, NAC kombinasyonu ile antiinflamatuar ve NS kombinasyonu ile
antiglisemik etkisinin daha giiclendigini gozledik. Irbesartan’in, tek basina kullanimina
oranla, renal dokudaki SOD ve GSH degerlerindeki hafif artiglar kombinasyon kullaniminin
antioksidan kapasiteyi giiclendirdigini diigiindiirmektedir.

Calismamizda, insanlardakine benzer sekilde, hiperglisemiye bagli metabolik
bozukluk ve keto-asidozla iliskili mortalitenin deneysel DM’de de yiiksek oldugunu ve renal
bozulmanin DM’nin ¢ok erken evrelerinde basladigini, tedavi edilmeyenlerde renal hastalik
gelisiminin hizlandigimi gozledik. Diyabete baglh renal bozulmada, intrarenal hemodinamik
degisikliklere yol acan RAAS aktivasyonunun, agirlikli olarak rol oynadigini, inflamatuar

olaylarin, oksidatif stres ve metabolik bozukluklarin renal bozulma ile iliskili oldugunu

100



disiindiik. ARB’ler ile intrarenal hemodinami, kismen inflamasyonun ve gliseminin
diizeldigini, antioksidanlarla kombine kullanom ile bu etkilerin daha gii¢lendigini
gozlemledik. Sonu¢ olarak bulgularimiz, renal korumada Oncelikle RAAS baskilayict
tedavinin gerekli oldugunu, bu etkilerin giiclendirilmesi icin toksik etkileri olmayan
antioksidanlarla kullaniminin yararli olacagini diisiindiirmektedir. Ancak, daha genis kapsamli
ve daha uzun siireli deneysel ve klinik caligmalarin yapilmasinin gerekli oldugunu

diisiinmekteyiz.
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SONUCLAR

Calismanz, Trakya Universitesi Tip Fakiiltesi Nefroloji Bilim Dali, Biyokimya
Anabilim Dali, Histoloji Anabilim Dali ve Deney Hayvanlari Laboratuvar’i isbirligiyle
yapildi. Calismamiza 3,5-4 aylik, ortalama agirliklar1 233,5+32,8 gr olan Sprague-Dawley
cinsi 81 adet erkek rat alindi. 7 tanesi saglikli kontrol grubu i¢in ayrildiktan sonra, geri kalan
74 rata 45 mg/kg intraperitoneal STZ verildi. 48 saat sonra kuyruktan alinan kan glukoz
degeri >250 mg/dl olanlar DM'li kabul edildi. DM gelisen ratlar; Hastalikli kontrol,
[rbesartan, N-asetil sistein, Irbesartan+N-asetil sistein, Nigella Sativa ve Irbesartan+Nigella
Sativa olmak tizere 7 gruba ayrildi. Nigella Sativa grubuna ayrilan ilk 5 rat hiperglisemi-
ketoasidoz ve ektoparazitoz tablosu i¢inde oOldiigiinden ve rat sayisi sinirlandirilmis
oldugundan, bu grupta ¢aligmaya devam edilemedi. Deneysel Tip 1 DM olusturdugumuz
ratlarda, KB’n1 diisiirmeyen dozlarda ARB (Irbesartan), antioksidanlar (NAC ve NS) ve
kombinasyon tedavilerinin, bobrek fonksiyonlarina, renal histopatoloji ve korteks dokusunda
SOD, GSH konsantrasyonlarina ve DNP gelisimine etkilerini inceleyerek karsilastirdik.

1. Intraperitoneal verilen STZ ile ratlarin %87,8’inde DM gelisti. Hasta kontrol grubu
disindakilere 12 hafta siire ile tedavi uygulandi.

2. Saghkli gruba gore; 12 hafta sonunda tiim hasta gruplarinda DM’nin erken
evresinde hemodinamik ve renal histopatolojik degisikliklerle DNP gelistigi gozlendi.

3. Hasta kontrol grubunda; saglikli kontrol gruba gore, 12 haftalik ¢alisma sonunda
anlamli derecede rat agirhigi (%17,3) ve hemoglobin degerinde diisiis, glukoz, HbAlc, iire,
trigliserid, sodyum ve potasyum degerlerinde yiikselme saptandi. Bobrek agirligi ve idrar
voliimii, GFR degeri, FENa ile idrarla atilan glukoz, albumin, protein, NAG, TNF-a ve

endotelin degerlerinde anlamli artig bulundu.
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4. Irbesartan tedavisi verilen grupta; calisma sonunda rat agirhfmda %11 diisiis
saptandi. Hastalikli kontrol grubuna gore, anlamli derecede hemoglobin artis1 ile idrar
voliimii, GFR ve idrarla atilan albumin, NAG degerlerinde azalma olustu. Idrarla atilan
glukoz, endotelin ve serum TNF-a degerlerinde anlamsiz ancak belirgin diislisle DNP
gelisiminin yavasladig1 gozlendi.

5. N-asetil sistein tedavisi verilen grupta; calisma sonunda rat agirhgr %4 azaldi.
Hastalikli kontrol grubu ile karsilastirildiginda, GFR ve idrarla atilan glukoz, albumin, NAG
degerlerinde anlamli, idrar voliimii ve atilan endotelin, kan TNF-a degerlerinde anlamsiz
diisiisle, irbesartan grubuna benzer sekilde DNP gelisiminde yavaglama goriildii.

6. Irbesartan+N-asetil sistein tedavisi verilen grupta; kilo kayb1 %1 ile diger gruplara
gore en diisiik bulundu. Hastalikli kontrol grubuna gore, anlamli derecede hemoglobin
degerinde artig, idrar voliimii, GFR ve idrarla glukoz, albumin, NAG atiliminda, serum
sodyum ve potasyum degerlerinde diisiis saptandi. Serum ve idrar TNF-a, idrar endotelin
degerlerinde anlamsiz olan ancak irbesartana gore anlamli olan idrardaki belirli TNF-a diisiis
ile renal fonksiyonlarda diizelme olustu.

7. Irbesartan+Nigella Sativa tedavisi verilen grupta; calisma sonunda rat agirhginda
%2,1 disiis saptandi. Hastalikli kontrol grubuna gore, bobrek agirligi, kan glukozu, GFR ve
idrarla atilan glukoz, albumin degerlerinde anlamli, NAG’da anlamsiz azalma bulundu. Idrar
voliimii, serum ve idrar TNF-o, idrar endotelin degerlerinde belirgin diisiisiin yaninda
irbesartana oranla anlaml diisiik bulunan TNF-a degerleri ile DNP gelisiminin yavasladigini
gozledik.

8. Irbesartan+N-asetil sistein grubunda renal korteksteki SOD diizeyinde,
[rbesartan+Nigella Sativa grubunda ise GSH diizeyinde hafif derecede yiikselme saptand.
Diger gruplarda renal dokudaki SOD ve GSH diizeyinde degisiklik bulunmadi.

9. Renal kesitlerin histopatolojik incelenmesinde; hasta kontrol grubunda daha belirgin
olmak tizere, tiim hasta gruplarnda, mezangial hiicrelerde ve matrikste artis ile glomertiler ve
tiibiiler bazal membranlarda kalinlasma seklinde DNP’ye 6zgiin renal patoloji gelistigi
gozlendi. IR ve NAC tedavisi ile bu histopatolojik degisikliklerde benzer sekilde azalma
oldugu ve IR’in NAC ve NS kombinasyon tedavileri ile bu diizelmenin daha da
belirginlestigini gozledik. PAS ile iNOS antikorlarina karsi reaksiyonlarin IR ve NAC
grubunda benzer sekilde azaldigi ve bu azalmanin kombinasyon tedavi gruplarinda, daha da

belirginlestigi gozlendi.
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OZET

Diabetes Mellitus, gelismis iilkelere benzer sekilde iilkemizde de artarak kronik
bobrek yetmezliginin birincil nedenini olugturmaktadir.Glukoz ve metabolitlerine bagli renin
anjiotensin ve aldosteron sisteminin aktivasyonu ve oksidatif stres artisi renal bozulmada
onemli rol almaktadir. Yapilan c¢aligmalarda, renin-anjiotensin- aldosteron sisteminin
baskilanmasinin diyabetik nefropati gelisimini yavaslattii, antioksidan olan N-asetil sistein
ile dislipidemi ve reaktif oksijen iiriinleri yapiminin azaldigi, diyabetik ve nondiyabetik
nefropati olusumunun yavasladigi, Nigella Sativa ile kan glukozu ve oksidatif stresin azaldigi
bildirilmistir. Yaptigimiz arastirmada, anjiotensin reseptdr blokerleri ile antioksidanlarin
kombinasyon tedavilerine rastlayamadik. Bu nedenle, ¢aligmamizda; deneysel Tip 1 Diabetes
Mellitus olusturulan ratlarda, kan basincini diisiirmeyen dozlarda Anjiotensin II Tip 1 reseptor
blokeri olan irbesartan, antioksidan olan N-asetil sistein ve Nigella’nin irbesartanla
kombinasyon tedavilerinin diyabetik nefropati lizerine etkilerini arastirmay1 amacgladik.

Calisma sonunda, 24 saatlik idrar toplandiktan sonra sakrifiye edilen ratlarda,renal
fonksiyon ve metabolik gdstergeler ile renal dokuda siiperoksit dismutaz, glutatyon dl¢timleri
yapildi. Renal korteks kesitlerinde kollajen ve indiiklenebilir nitrik oksit sentaz birikimleri
incelendi. Saglikli, hasta kontrol ve tedavi gruplarinin verileri karsilastirildi. Hasta kontrol
grubuna gore, irbesartan tedavisi uygulanan grupta; anlamli derecede hemoglobin degerinde
yiikseklik, glomeriiler filtrasyon hizi, idrar voliimii, idrarla atilan albumin, N-asetil
glukozaminidaz degerlerinde diisiikliik ile renal fonksiyonlarda diizelme gozlendi. N-asetil
sistein grubunda glukoz atiliminin daha diisilk olmasi1 disinda biyokimyasal ve renal
histopatolojik degisiklikler irbesartan grubuna benzer bulundu. irbesartan ile N-asetil sistein

kombinasyon tedavisinde anlamli derecedeki hemoglobin yiiksekligi ve anlamsiz derecede
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trigliserid,hemoglobin Alc ile idrar voliimii ve idrarla atilan protein degerinde azalma
gozlendi.Irbesartan’in Nigella Sativa ile kombinasyon tedavisinde anlamli derecede rat ve
renal agirlik ile kan glukoz artisindaki diizelme etkilerinin daha olumlu oldugu gozlendi.
Renal doku antioksidanlarindan siiperoksit dismutaz ile glutatyon degismedi. Mezangial
hiicreler ve matriks artisi, glomeriilo-tiibiiler bazal membran kalinlasmalar1 ve epitel
hiicrelerdeki dejenerasyon irbesartan ve N-asetil sistein gruplarinda benzer sekilde azalmus,
irbesartan’in her iki antioksidanla kombinasyon tedavileri ile histopatolojideki diizelme
belirginlesmistir.Renal  kortikal kollajen  birikimi ve indiiklenebilir nitrik  oksit
reaksiyonundaki azalma irbesartan ve N-asetil sistein tedavilerine oranla kombinasyon
tedavilerinde daha belirgin oldugu gézlendi.

Bulgularimiz, diyabetik renal bozulmanin 6nlenmesinde, siki glisemik kontrole ek
olarak renin-anjiotensin-aldosteron sistemininin  baskilanmasimnin  gerekli oldugunu,

antioksidanlarin bu renoprotektif etkileri gli¢lendirdigini diisiindiirmektedir.

Anahtar kelimeler: Deneysel diyabet, Diyabetik nefropati, Anjiotensin reseptor

blokerleri, N-asetil sistein, Nigella Sativa
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COMPARISON OF COMBINATION THERAPIES INCLUDING
IRBESARTAN AND ANTIOXIDANTS IN EXPERIMENTAL DIABETIC
NEPHROPATHY

SUMMARY

Diabetic nephropathy is the leading cause of chronic renal failure in our country as
well as in other well developed countries. Related to the increased glucose and its metabolites,
activation of renin-angiotensin-aldosterone system, and increased oxidative stress are
important in renal deterioration. The studies indicate that suppression of renin-angiotensin-
aldosterone system slow down diabetic nephropathy; N-acetyl cysteine, which is an anti-
oxidant substance, decrease dyslipidemia and production of reactive oxygen species in
addition to slowing down both diabetic and non-diabetic nephropathy; and Nigella sativa
decreases blood glucose and oxidative stress. We reviewed the literature about clinical and
experimental studies of diabetic nephropathy but could not find a study involving
combination therapy of anti-oxidant medication and angiotensin receptor blockers. For these
reason, in our study; we aimed to study the effects of angiotensin tip II receptor blocker
irbesartan at a dose without blood pressure lowering effect and the combination of irbesartan
and antioxidant N-acetyl cysteine and Nigella sativa on experimental type 1 diabetic rats with
diabetic nephropathy.

At the end of the study, the renal functions, metabolic markers and super oxide
dismutase, glutathion measurements in renal tissue were assessed at sacrified rats after a 24

hour urine collection. Collagen and inducable nitric oxide synthase deposits were evaluated in
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renal cortex specimens. The data of healthy, sick control and treatment groups were
compared. In the irbesartan treatment group, improvement in renal function was observed
compared to the sick control group because of significant increase in haemoglobin and
significant decrease in glomerular filtration rate, urine output, urinary excreted albumin and
N-acetyl glucosaminidase. Biochemical and renal histopathological changes in the N-acetyl
cysteine group were similar to irbesartan group except the decrease in glucose excretion. In
the combination therapy with N-acetyl cysteine and irbesartan, a significant increase in
haemoglobin and a nonsignificant decrease in triglyceride, haemoglobin Alc, urinary output,
and urinary protein excretion were observed. The findings of treatment with irbesartan in
combination with Nigella was more beneficial because of the decrement in blood glucose and
increment in both renal and rat weights. No change was observed in the renal tissue
antioxidants, namely superoxide dismutase and glutathion. Mesangial cell proliferation,
increased mesangial matrix, glomerulo-tubular basement membrane thickening, and
degeneration of epithelial cells were similarly less in irbesartan and N-acetyl cysteine groups
and there was a significant improvement in renal histopathology of the rats given irbesartan in
combination with both antioxidants. Regression of renal cortical collagen deposits and the
number of cells that gave positive reaction to inducable nitric oxide synthase was lower in
combination groups combared to irbesartan and N-acetyl cysteine groups.

Our findings suggested that in addition to tight glycemic control, suppression of renin-
angiotensin-aldosterone system is crucial and administration of anti-oxidants improve this

renoprotective effect for preventing renal deterioration due to diabetes mellitus.

Key words: Experimental diabetes mellitus, Diabetic nephropathy, Angiotensin

receptor blockers, N-acetyl cysteine, Nigella sativa
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