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Deneysel Diyabetik Nefropatide Patomorfoloji ve Apoptozis

Nihat YUMUSAK"®"

1Harran Universitesi, Veteriner Fakiiltesi, Patoloji Anabilim Dali, Sanlurfa, Tirkiye.
30RCID: 0000-0002-9299-2902

Gelis Tarihi: Gelis Tarihi: 08.02.2020 Kabul Tarihi: 05.06.2020

Ozet: Bu calismada diyabetik nefropatiye bagli olusan bébrek hasarinda histopatolojik ve apoptotik bulgularin
degerlendirilmesi amaglandi. Calismada 16 rat rastgele olarak kontrol (n=8) ve (g gtin arayla iki kez streptozisinle (60 mg/kg,
i.p) uyarilmis diyabet (n=8) olmak Uzere iki gruba ayrildilar. Son uygulamayi takip eden 90. giinde ratlar uyutularak
bobrekleri patolojik incelemeler amaciyla alindi. Dokulara histopatolojik olarak hematoksilen-eozin ve immunohistokimyasal
olarak kaspas-3, kaspas-8, kaspas-9 ve TUNEL isaretlemeleri yapildi. Histopatolojik olarak, tubullerde dilatasyon, atrofi,
dejenerasyon, nekroz, glomeruluslarda ise hipertrofi ve vaskiiler degisikler goriildi. intersitisyel alanlarda ise yer yer
peritubuler, perivaskiiler ve periglomeruler fibrozis ve inflamasyonlar gézlendi. immunohistokimyasal olarak, kaspas-3’iin
bircok tubulde pozitif oldugu ayrica glomerullerde ve intersitisyumda tek tiik pozitif hiicre ile karsilasildi. Kaspas-8 ve
kaspas-9 antikorlarinin ise birgok tubulde reaktif olduklari belirlendi. TUNEL boyamalarinda ise yaygin pozitiflik tubulerde,
yer yer intersitisyumda ve glomeruluslarda belirlenmistir. Sonug olarak, diyabete bagh olusan nefropatide bitliin bobrek
dokusunda hasarin sekillendigi belirlenmistir.

Anahtar Kelimeler: Diyabetik nefropati, Patomorfoloji, Apoptozis.

Pathomorphology and Apoptosis in Experimental Diabetic Nephropathy

Abstract: The aim of this study was evaluated by histopathological and apoptical of kidney damage in rats with
streptozotocin induced diabetes. Sixteen rats were randomly divided into two groups as a control group (n=8) and rats with
twice dose (streptozotocin, 60 mg/kg, i.p.) of the diabetic group. At the end of the last given of streptozotocin 90. days, the
rats were sacrificed and the kidneys were removed for histopathological and immunohistochemical examination. For
histological analysis tissue sections were stained with hematoxylin-eosin, for the immunohistochemical studies sections
were stained with caspase-3, caspase-8, caspase-9 and TUNEL assay method. Histopathologically, the kidney in the diabetic
group showed glomerular sclerosis, thickening, and membrane hyalinization, tubular atrophy, tubular dilatation, cellular
vacuolization, and reabsorption droplets in tubule lumens. In the interstitium inflammation, and fibrosis also were seen.
Immunohistochemically, increased caspase-3 immunoreactivity in the tubular epithelial cells and few glomerular and
interstitial cells. Caspase-8 and caspase-9 were reactive in tubules. In general, diffuse immunoreactivity in tubules,
glomerules and interstitium were observed in TUNEL staining. These results indicate that all component in the kidneys of
diabetic rats were damaged.

Keywords: Diabetic nephropathy, Patomorphology, Apoptosis.

Giris

Diyabetes mellitus (DM), vyeterli insilin
salgilanamamasi veya salgilanan insilinin etkisiz
kalmasi sonucu olusan, hiperglisemi ile seyreden
karbonhidrat, yag ve protein metobolizmasinda

edilen diyabetik nefropatinin (DN) ilk evrelerinde
belirgin bir bulgunun gorilmemesi ¢ogu hasta
tarafindan goz ardi edilir. B6brek fonksiyonlarina ait
klinik semptomlarin basladigi ve histopatolojik

bozulmalara neden olan kronik seyirli bir hastaliktir
(Jones ve ark., 2013; Njolstad ve ark., 2003; Strippoli
ve ark., 2003). Diunya Saghk Teskilati (2006)
verilerine gbre glin gectikce gerek Ulkemizde
gerekse diinyada DM insidensinde artisin oldugu
goriilmektedir. DM  dogrudan  bircok  klinik
semptoma neden olurken hastaliga bagli olusan
komplikasyonlar ciddi mortalite ve morbiditeye
sebep olmaktadir. Hastalarda retinopati, dermatitis,
noral, kardivaskiler ve bobrek bozukluklari en
yaygin gorilen komplikasyonlardir (Krolewski ve
ark., 1996; Nadir ve ark., 2003). Diyabetli hastalarin
%44’iinde gorulen ve klinik bir bulgu olarak kabul

hasarin sekillendigi kronik dénem ise son donem
bobrek yetersizligi olarak tanimlanir ve hasta dialize
baghmli olur. Bu nedenle DM hastalarinda yiiksek
tedavi giderlerine ve mortalite neden olmaktadir
(Fiorina ve ark., 2005; Jones ve ark., 2013; Parving
ve ark., 1996).

DN olusumunda bircok faktor rol alirken,
genetik bozukluk, ylksek glikoz dizeyi, renin-
angiotensin sistem, glomeruler hiperfiltrasyon ve
serbest oksijen radikalleri 6nemli etmenler arasinda
yer alir (Friedman, 1996). DM’sa bagh olusan
hiperglisemi ve glukoz toksikasyonu da baslica
nefropatnin  patogenzinde rol alir.  Kronik
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hiperglisemi arteriyel endotelde yangisal
medyatorlerin -~ ve  nitrik  oksit  saliniminin
artirlmasina neden olarak glomerulosklerozisin
olusumuna sebep olur (Krolewski ve ark., 1996; Van
Dijk ve Beri, 2004). Bununla birlikte tek basina
hiperglisemi nefropatinin olusumu icin vyeterli
degildir. Glukoz birikimi de benzer reaksiyonlara
neden olurken artan  glukoz hiicrelerde
proliferasyonlara, hiicre disi matriksin ve TGF-B’nin
artisina neden olarak hiicreleri etkiler. Asiri glukoz
hiicrelerde nikotinamid adenin dinlkleotid fosfat
(NADPH) gibi antioksidandtlarin azalmasina bu da
dokuda serbest radikallerin artisina neden olur
(Nadir ve ark., 2003; Van Dijk ve Beri, 2004; Wang
ve Chahners, 1993). Artan serbest oksijen radikalleri
ise damar endotelinde hasarin sekillenmesine
neden olur. Sonucta hiicrede Na+-K+ ATP’az
aktivitesi azalarak hiicre icinde sodyum birikir. Buna
bagh olarak hiicrede 6dem ve fonksiyon bozuklugu
sekillenir. Bu degisiklikler dokularda inflamasyona
ve nekroza neden olurken hiicrelerde apoptozisi
tetikler (Duran-Salgado ve Rubio-Guerra, 2014).
DN’de akut donemdeki histopatolojik bulgular
hastaligin tanisinda belirleyici degildir. Patognomik
histolojik bulgular daha ¢ok kronik dénemde
ozellikle vaskiler yapininda bozulmasi ile birlikte
olusur (Estacio ve ark., 2000; Fioretto ve ark., 2000).
Histopatolojik bulgular daha ¢ok glomeruler yapida
sekillenmesine ragmen, intersitisyel, tubuler ve
vaskiiler yapininda etkilendigi  bildirilmektedir
(Mauer ve ark., 1990; Phillips ve Steadman, 2002;
Wolf, 2004).

Bu calisma ile, diyabetik nefropatide gorilen
patolomorfolojik  degisikliklerin ve apoptozisin
belirlenmesi amaglandi.

Materyal ve Metot

Deney protokolii

Calismada 200-250 g agirliklarinda ve 5-6
haftalik yaslarda 16 Wistar albino turi erkek rat
kullanildi. Calismadan bir hafta Once ratlarin
laboratuvar kosullarina uyumu saglandi. Hayvanlar
oda sicakhginin 21+2 2C ve nemin %65-70 oldugu 12
saat aydinlik/karanlik sikluslarin saglandig ortamda
polypropilen kafeslerde tutuldu. Standart serbest
yemleme ve su ile beslendi. Yapilan deneysel
calismalar deney hayvanlari (nitesinde deney
hayvanlari etik kurul onayl ve gozetimi altinda
yapildi (Onay No: 2017/03).

Calisma oncesi ratlar rastgele olarak; herhangi
bir islem uygulanmayan Grup | (Kontrol grubu (n=8))
ve 3 gln araliklarla iki kez intraperitonel olarak
streptozotocin (STZ, 60 mg/kg, Sigma, MO, USA;
0.05 M citrate buffer; pH 4.5) uygulanan Grup Il
(diyabetik grup (n=8)) olmak (izere ikiye ayrildilar.
STZ uygulamayi takip eden 48. saatlerde kan glukoz

Slgimi (GlucoDr SuperSensor™ Blood Glucose
Monitoring System, AGM-2200, All Medicus Co.,
Ltd., Republic of Korea) yapildi. Olciimlerde 16.7
mmol/L tespit edilen ratlar diyabetik olarak kabul
edildi. Son STZ uygulamasini takip eden 90. giinde
ratlar uyutuldu ardindan uygun yéntemlerle bébrek
dokulari alinarak histopatolojik ve
immunohistokimyasal incelemeler amaciyla %10
tamponlu notral formalinde tespit edildi.

Histopatolojik caligmalar

Tespit edilen doku o6rneklerinden formalini
uzaklastirmak amaciyla dokular akarsuda bir gece
yikandi. Ardinda rutin patolojik doku takibine
alinarak dereceli alkol (%50, %75, %96, %100) ve
ksilol serilerinden gegirilerek parafinde bloklandi.
Hazirlanan bloklardan 5 p kalinliginda kesitler Leica
RM 2125 RT ile ilk G¢ kesit ve her onuncu kesitler
lamlara alindi. Hazirlanan preparatlar alkol ve ksilol
serilerinden gecirilerek hematoksilen eozin (HE)
boyamasi ile boyandi. Tim o&rnekler ylksek
¢ozunirlikli 1sik mikroskobunda (Olympus DP-73
camera, Olympus BX53-DIC microscope; Tokyo,
Japan) X40-X100-objektif blylutmelerinde incelendi.

immunohistokimyasal ¢alismalar

immunohistokimyasal boyamalar  primer
antikorlarin protokolii dogrultusunda streptavidin-
biotin-peroksidaz (ABC) ydntemiyle vyapildi. Bu
amagla daha 6nce hazirlanan parafin bloklardan 5 p
kalinliginda kesitler lysinli lama alinarak alkol ve
ksilol ile deparafinize ve dehidre edildi. Dokulardaki
antijenin geri kazanimi igin kesitler mikrodalga
firnda 700W’da 20 dakika ph 6.0 Sitrate buffer ile
muamele edildi. Ardindan peroksidaz aktivitesini
baskilamak amaciyla 15 dakika oda sicakliginda
%0.3 H202’de nemli kamarada bekletildi. Primer
antikordan 6nce 20 dakika oda sicakliginda %5’lik
normal keci serumunda protein baskilamasi yapildi.
Daha sonra kesitler Caspase-3 (1:200, Invitrogen,
PA5-16335), Caspase-8 (1:50, Abcam, ab4052) and
Caspase-9 (1:100, Abcam, ab52298) primer antikoru
damlatilarak 1 saat oda sicakliginda bekletildi. PBS
(Phosphate buffered saline) ile yikanan kesitler 30
dakika sekonder antikorda bekletildikten sonra
reaksiyonun gorindrligini  saglamak amaciyla
kromojen olarak diaminobenzidine (DAB, Lab
Vision)’'de 3 dakika bekletildi. Zemin boyamasi igin
ise Harris Hematoksilen kullanildi. Son olarak alkol
ve ksilolden gegirilen kesitler entellan ile kapatildi.

TUNEL boyama

TUNEL (Terminal Deoxynucleotidyl
Transferasemediated Deoxyuridine Triphosphate
Nick end Labeling) isaretlemeleri dretici firma
katalog prosediriine (In Situ Cell Death Detection
Kit, POD, Roche, Germany) gore yapildi. Bu amagla
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parafin bloklardan 5 p kalinliginda kesitler lysinli
lama alindi, alkol ve ksilol ile deparafinize ve
dehidre edildi. Ardindan peroksidaz aktivitesini
baskilamak amaciyla kesitler 15 dakika oda
sicakliginda % 0.3 H202'de bekletildi. PBS ile yikanan
kesitler Protein K (20 mg/ml; Roche, Mannheim,
Germany) ile oda sicakliginda ve nemli kamarada 15
dakika muamele edildi. Yikanan kesitler daha sonra
taze hazirlanan 50ul of TUNEL reaction mixture (TdT
& dUTP) soliisyonunda karanlik ortamda 37 °C'de 1
saat bekletildi.  Ardindan kesitler 50 ul anti-
fluorecein  antikor  konjugat POD  enzim
homojenatiyla kaplanarak 30 dakika 37 °C‘de
bekletildi. Son olarak yikanan kesitler AEC (3-Amino

9-Ethyl Carbasole, Dako, Glostrup, Denmark) ile 10
dakika muamele edildikten sonra hematoksilen ile
zemin boyamasi yapilarak lamelle kapatildi.

Bulgular

Histopatolojik bulgular

Histopatolojik olarak glomeruluslar, tubuluslar,
intersitisyum ve damarlarda gorilen patolojik
parametreler degerlendirildi. Kontrol grubuna ait
bobreklerde herhangi bir patolojik lezyonla
karsilagilmadi. Buna karsin, diyabetik ratlara ait
bobreklerde belirgin hasarin sekilendigi gorilda
(Sekil 1). Glomeruluslardaki kapillalarda belirgin
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Sekil 1. Diyabetli ratlara ait bébrek dokusunun histopatolojik bulgulari. A) Segmental proliferasyon (ok), HE. B)
Glomeruler ve tubuler dejenerasyon (yildiz), glomeruler hiyalinizasyon (ok) ve peritubuler inflamasyon (ince
ok), HE. C) Vaskiiler hyalinizasyon (oklar), HE. D) Tubul membranlarinda kalinlasma (oklar), HE.

hiperemi ile mesengial hiicre proliferasyonlar
belirlendi. Glomerular vaskiiler kalinlasma ile kimi
alanlarda sklerozis ile karsilasildi. Ayrica bowman
kapsilinde genislemeler gozlendi. Kimi glomeruler
yapilarin atrofik oldugu vyer vyer c¢evrelerinde
hicresel infiltrasyonlar belirlendi. Periglomerular

alanlarda fibrozis gorildi. Tubullerde ise, yaygin
atrofi ile yer yer tubuler dilatasyonlar dikkati cekti.
Kimi tubul lumenlerinde protein c¢okeltileri ile
karsilagildi. Az sayida alanda ise tubuler
dejenerasyon ve nekrozis belirlendi. Tubul hicre
sitoplazmalarinda degisen siddette vakuoller
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Sekil 2. Diyabetli ratlara ait bébrek dokusunun immunohistokimyasal bulgulari. A) Kaspas-3 yoniinden tubuller
birlikte intersitisyum hicrelerinde pozitif reaksiyon, DAB. B) Kaspas-8 pozitif tubulus ve glomeruluslar, DAB. C)
Kaspas-9 ile pozitif tubul epitel hiicreleri, DAB. D) Tubullerde yogun TUNEL reaksiyonu, AEC

gozlendi. Epitel hiicrelerde apoptotik mikronikleus
yapilari dikkati cekti. Gerek proksimal ve gerekse
distal tubullerin ¢evresinde fokal fibrozis belirlendi.
Yer yer bu alanlarda inflamasyon gorilda. Vaskiler
yapilarda hiperemi ile birlikte intimal fibrozis ve
perivaskiler inflamasyonlar tespit edildi.

immunohistokimyasal bulgular

Apoptozisin belirlenmesi amaciyla
immmunohistokimyasal yapilan kaspas-3, Kaspas-8,
Kaspas-9 ve TUNEL boyamalarinda; DN
olusturulmus bobreklerde belirgin  ve yaygin
immunopozitiflik dikkati ¢ekti (Sekil 2).

Ozellikle Kaspas-3 antikoruna karsi tubul epitel
hiicrelerinin yogun pozitif reaksiyon gosterdigi
belirlendi. Ayrica kimi alanlarda intersitisyel dokuda
az da olsa pozitif hiicreler tespit edildi. Bazi vaskiiler
endotelyal hiicrelerde de benzer reaksiyonlar
gozlemlendi. Glomeruler yapida ise tek tik
immunopozitif hicreler gorildii. Kaspas-8 ve
kaspas-9 ile yapilan boyamalarda ise ozellikle
proksimal tubullerde pozitif reaksiyonun yaygin

oldugu bununla birlikte distal tubullerde de
immunopozitiflik gozlemlendi. Yer yer
glomeruluslarda  ve intersitisyel  dokununda
immunopozitif oldugu dikkati c¢ekti. TUNEL

boyamasinda dokunun hemen hemen her alandaki
tubul epitelerinin ve vaskiler endotelin yaygin
pozitif  olduklari,  bununla  birlikte  birgok
glomerulusta ve interstisyel hicrelerde de
immunopozitif reaksiyonlarin oldugu gorilda.

Tartisma

DM karbonhidrat metabolizmasi bozuklugu
sonucu sekillenen ve hiperglisemi ile seyreden,
kronik seyirli bir metabolizma bozuklugu olup birgok
organ ve dokuda hasara neden olur. Diyabetin
dokulardaki hasari temelde yangisal, metabolik ve
vaskiler yapidaki degisikliklere bagl olarak olusur
(Estacio ve ark., 2012; Krolewski ve ark., 1996;
Ozougwu ve ark., 2013). Ozellikle hemodinamik
sebepler nedeniyle hastalarda 6nemli oranda
mortaliteye neden olan diyabetik nefropati olarak
bilinen kronik bobrek yetersizligi sekillenir. Oldukga
sinsi  seyreden bobrek bozuklugu genellikle
proteinlri disinda klinik semptom gostermeden
ilerleyerek son doénem bobrek vyetersizligi ile
sonuglanir (Dereli ve ark., 1999; Locatelli ve ark.,
2004; Warram ve ark., 2010).

Diyabetik nefropatinin etiyopatogenezi heniiz
tam olarak agiklanmis olmasa da genel kani
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hiperglisemi ve glikotoksisiteye bagli dokularda
artan sitokin, kemokin ve serbest radikaller gibi
yangl tetikliyici faktorlerin artmasi ile olusan
mikrovaskller  hasar  sonucu  sekillendigidir
(Krolewski ve ark., 1996; Warram ve ark., 1996).
Serbest radikallerin  artmasi  ve sitokinlerin
salgilanmasi damar endotelinde hasara neden
olurken tromboz ve pihtilasmayr tetikler.
Mikrovaskdiler yapida meydana gelen bu hasar sonu
bobrek dokusunda o6zellikle glomeruluslarda
histopatolojik lezyonlar sekillenir (Sarnak ve ark.,
2003; Tungdemir ve ark., 2018; Wolf, 2004).
Diyabetik nefropatide glomeruluslarda gorilen bu
patoloji hastaligin tanisinda olduk¢a o6nemlidir
(Mauer ve ark., 1990). Erken doénem glomeruler
sklerozis en belirgin patolojik bulgu iken bowman
kapsulindeki ve bazal membrandaki kalinlasmalar
ayrica dikkati ceker. Bununla birlikte son donem
nefritis olarak kabul edilmesi nedeniyle bdobrek
biyopsisinde daha ¢ok kronik bulgular ile karsilasilir
(Phillips ve Steadman, 2002; Tungdemir ve Oztiirk,
2008). Sikhikla glomeruler hipertrofi ile birlikte
tubulointersitsiyel dokudaki degisiklikler
gozlemlenir. Glomeruler yapidaki sklerozis noduler
yaplya doénusebilir. Glomeruler kapsilde
kalinlagsmalar olduk¢a belirginlesir. Mezengial
hlcrelerdeki hipertrofi sonucu glomeruluslarin
hacminde artis gérullr (Fiorina ve ark., 2005; Kumar
ve ark., 2004; Tungdemir ve ark., 2018; Phillips ve
Steadman, 2002). Kimi olgularda ise vaskiler
hyalinizasyonlarla karsilasilabilir.  Arteriosklerozis
interstisyel arterlerde ve glomeruler kapillerde
gozlemlenebilir. Tubulointerstisyel alanlarda ise
belirgin fibrozis olgusu dikkati ¢eker. Tubuler bazal
membranda kalinlasmalar ile tubullerde dilatasyon
ve atrofiler belirgindir. Bazi siddetli ve kronik
olgularda ise glomeruler ve tubuler vyapilari
kapsayan fokal nekroz alanlari ile karsilasilabilir
(Kumar ve ark., 2004; Mauer ve ark., 1990; Phillips
ve Steadman, 2002; Tun¢demir ve ark., 2018;
Yaman ve Komdiroglu, 2018). Hicrelerde artan
glikojen hicre sitoplazmasinda birikerek hicre
hasarina ve sitoplazmik partikillerin olusmasina
neden olur (Tungdemir ve Oztiirk, 2008). Yapilan bu
¢alismadaki patomorfolojik bulgular literatir verileri
ile benzer oldugu dikkati cekmektedir. Ozellikle
uzun dénem hiperglisemiye maruz birakilan ratlarin
glomeruler vyapisindaki hasar belirgin sekilde
gbzlemlenmistir. Glomeruler hipertrofi ve bowman
kapsilindeki  kalinlasmalarin  vaskiler yapida
meydana gelen hasarla iliskili  olabilecegi
disinilmektedir. Kimi glomeruler vaskiler yapida
hyalinizasyonun varligi belirlenmistir. Ayrica tubuler
yapida gorilen atrofiler ve yer yer dilatasyonlarda
literatir verileri ile ortismektedir. Bazi tubul epitel
hicrelerinde gorilen vakuollerle birlikte apoptotik
cekirdeklerin  glikojen birikimine bagh olusan

glikotoksikasyon sonucu sekillenmis olabilecegi
kanisina varilmistir. Cok olmasa da kimi tubullerde
literatlirde bahsedildigi gibi nekrozun sekillenmis
oldugu gorilda.

Kronik hiperglisemi ve glikoz toksikasyonuna
maruz kalan dokulardaki kollajende, hicre igi
proteinlerde ve DNA’da donilisiimsiiz hasar olusur.
Diyabetik nefropatide olusan vaskiler iskemi ve
artan serbest radikaller inflamasyona, apoptozise ve
nekroze neden olur (Kumar ve ark., 2004; Ortiz ve
ark., 1997; Tungdemir ve ark., 2018; Zang ve ark.,
1997). Farkh deneysel calismalarla olusturulan
bobrek hasarinda kaspas yolaklarinin rolinin
oldugu bildirilmistir. Tungdemir ve ark. (2018)
yaptiklari kapsamli galismada, deneysel diyabetik
ratlarin bobrek dokularinda malondialdehit (MDA),
ileri oksidasyon protein drlinlerinin (AOPP) ve
protein karbonil (PC) gibi oksidasyon belirteclerinin
artis gosterdigini belirlemislerdir. Ayrica diyabetik
ratlarin bobrek dokularini immunohistokimyasal
olarak, apoptotik, antiapoptotik, kaspas-3 ve TUNEL
yontemleri ile incelemis ve apoptotizisi 6zellikte
tubdl hiicrelerinde ve yer yer glomeruler yapilarda
tespit etmistir. Ortiz ve ark. (1997) hiperglisemik
vakalarda antiapoptotik belirte¢ olan Bcl-2’nin
azalmasina, buna karsilik apopotozisin gostergesi
olarak kabul edilen Bax proteinin arttigini
belirlemislerdir. Kumar ve ark. (2004) hem tubul
hemde interstisyel dokuda apoptozisin varligini
DN’li hastalara ait biyopsi o6rneklerinde tespit
etmislerdir. Yine Zang ve ark. (1997) deneysel
olusturulan DN’li ratlarin bébreklerinde tubul epitel
hiicrelerinde apoptozisin varhgini
immunohistokimyasal olarak belirlemislerdir. Her (¢
¢alismada da apoptozisin tubul epitel hiicrelerinde
ozellikle proksimal ve distal tubullerde sekillendigi,
ayrica interstisyel hicrelerde yer yer apoptotik
hiicrelerin varligini ortaya konmustur. Yaman ve
Komiroglu (2018) kaspas-3 yoéninden ozellikle
proksimal tubul epitellerinde ve kimi glomeruler
hicrelerde siddetli pozitiflik tespit etmislerdir.
Tuncdemir ve Oztiirk (2008) ise ratlarda deneysel
olusturduklari diyabetik nefropatide
immnuhistokimyasal olarak distal tubullerle birlikte
medullar tubullerde de apopotozisin yogun
oldugunu  belirlemislerdir.  Ayrica  ¢alismada
glomeruler vyapida da az sayidaki hicrede
apoptozisin  varligini gozlemlemislerdir. Bu
¢alismada, immunohistokimyasal ve TUNEL yontemi
ile apoptozisin varligi arastirildi. Ozellikle tubuler
epitelde kaspas-3 reaksiyonun belirgin sekilde
pozitif oldugu dikkati ¢ekti. Buna karsilik kaspas-8 ve
kaspas-9’un  fokal alanlar halinde tubuler
immunopozitif olduklan goraldi. Kaspas
pozitifliginin literatlirle pararlel olarak distal ve
medullar bolgelerde yogunlastigi dikkati ¢ekmistir.
Kaspas-8 ve kaspas-9 pozitifliginin tubuler yapilarda
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goriilmesine  karsilik  kaspas-3’in  az sayida
glomerulusta da  pozitif reaksiyon verdigi
belirlenmistir. Yine kaspas-3 antikoruna karsl
intersitisyel dokudaki kimi hiicrelerinde yer yer zayif
pozitif olduklari belirlenmistir. Ayrica yapilan TUNEL
isaretlemede  ¢ekirdek  pozitifliginin kaspas
boyamalarina oranla daha yogun oldugu
gorilmistar. Bu farkhligin  apoptozis 6ncesi
hiicrelerde meydana gelen c¢ekirdek kirilmalarinin
gostergesi olarak sekillendigi distniilmektedir.
TUNEL pozitifligi hemen hemen tubuler yapinin
tamaminda gorilirken glomeruler yapilarda da
belirlenmistir.

Sonug¢ olarak, diyabetik nefropatide siddetli
glomeruler hasar ile birlikte tubuler yapi ve
interstisyel doku da etkilenmektedir. Vaskiler
degisiklikler ile birlikte fibrozis ve inflamasyon
sekillenmektedir. Ozellikle bébrek hasarinda kaspas
yolaklarinin rolinin immunohistokimyasal olarak
belirlenmis olmasi ve TUNEL isaretlemelerinde
cekirdek hasarinin gorilmesi bobreklerde ilerleyen
ve geri dontstimsiiz hasarin varligini
gostermektedir.
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