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POLIKISTIK BOBREK HASTALIGINDA APOPTOZ

Tevfik ECDER*

OZET

Apoptoz artigi, cesitli polikistik bobrek hastaligi modellerinde bildirilmigtir. Buna kargilik,
apoptozun kist patogenezinde ve bobrek yetersizlifi gelisimindeki rold bilinmemektedir,
Han:Sprague-Dawley (SPRD) sigan modeli, insandaki otozomal dominant polikistik bobrek
hastaligina fenotipik benzerlikler gosterir. Bu nedenle, bu hastalifin patogenezinin aragtiriima-
st i¢in iyi bir modeldir.

Han:SPRD siganlari, hastalifin erken déneminde (1. giin ve 2. hafta) ¢aligmaya alind1, Homo-
zigot (Cy/Cy) olan siganlarda 2. haftada yaygn kist olusumu ile birlikte bobrek yetersizligi ge-
ligimi gdzlendi. Bobrek dokularindaki apoptotik hiicreler, TUNEL (Tdt-mediated dUTP nick
end-labeling) yéntemi ile arastirilds. Iki haftalik heterozigot (Cy/+) ve Cy/Cy siganlarin bobrek
dokularinda, normal (+/+) siganlara gére TUNEL (+) hiicrelerde anlamli derecede artma sap-
tandr, TUNEL (+) hiicrelerin hem kistik, hem de kistik olmayan tubuluslarda goriildiigii dikka-
ti gekti.

Sonug olarak, polikistik bobrek hastaligindaki apoptoz artiginin bobrek yetersizlifinin gelisi-
minde rolii olabilir.

Anahtar kelimeler: Apoptoz, polikistik bobrek hastalift

SUMMARY

Apoptosis in polycystic kidney disease. Increased apoptosis is reported in different models of
polycystic kidney disease. However, the role of apoptosis in cystogenesis and in the develop-
ment of renal failure is not known. The Han:Sprague-Dawley (SPRD) rat model phenotypi-
cally resembles human autosomal dominant polycystic kidney disease. Therefore, it presents a
model to investigate the pathogenesis of this disease.

Han:SPRD rats were studied during the early stages (1 day old and 2 weeks old) of their disea-
se. Homozygous (Cy/Cy) rats had massive cystic development and renal failure at 2 weeks of
age. Apoptotic cells were detected in kidney tissues by the TUNEL (Tdt-mediated dUTP nick
end-labeling) assay. TUNEL (+) cells were significantly increased in 2-week-old heterozygous
(Cy/+) and Cy/Cy rat kidneys compared to normal (+/+) littermate controls. TUNEL (+) cells
were observed both in cystic and non-cystic tubules.

In conclusion, increased apoptosis may play a role in the development of renal failure in
polycystic kidney disease.
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GIRIS

Otozomal dominant polikistik bobrek hasta-
1ig1 (ODPBH) en sik kargilagilan kalitsal
bobrek hastaligidir. Goriilme sikligr 1:400
ile 1:1000 arasinda degisir ve son dénem
bobrek yetersizligi olgularimin % 5-10'undan
sorumludur (U, Tubulus epitel hiicrelerinde
hiperplazi, tubulus hiicrelerinden asir1 sek-
resyon ve ekstraseliiler matriks bozuklukla-
rmin kist geligiminde roliiniin oldugu bilin-

mektedir @, Son yillarda, gerek insanlardaki
polikistik bobrek hastalifinda @), gerekse de
deneysel polikistik bobrek hastalift modelle-
rinde apoptoz artiginin oldugu dikkati ¢ek-
mistir -7, Apoptoz, ¢ofu kez 6nceden
programlanmig olan, bir gesit hiicre Sliimii-
diir. Fetal hayattaki organogenezde ve orga-
nizmanin istenmeyen hiicrelerden arindiril-
masinda rol oynadigindan dolay1 fizyolojik
bir mekanizma olarak kabul edilebilir. Buna
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karsilik, gereksiz ve asir1 apoptoz, belirli

hastaliklarin patogenezinde rol oynayabilir
®),

Han:Sprague-Dawley (SPRD) sicanlari, fe-
notipik ©6zellikleri agisindan insandaki
ODPBH'na biiyiik benzerlikler gdsterir. Bu
nedenle, bu hastalifin patogenezinin aragti-
rilmasinda iyi bir model olarak kabul edil-
mektedir ©:19), Bu ¢aligmada, Han:SPRD si-
canlarinin polikistik bobreklerinde apopto-
zun varlig1 aragtirildi

MATERYAL ve METOD

Bu calisma, normal (+/+), erkek heterozigot
(Cy/+) ve homozigot (Cy/Cy) Han:SPRD s1-
canlarinda gerceklestirildi. Bu siganlar, Kan-
sas Universitesi Trp Merkezi'ndeki sigan ko-
lonisinden almarak Colorado Universitesi
Tip Fakiiltesi Hayvan Aragtirma Merke-
zi'nde iiretildi. Caligma boyunca siganlarin
su alimi serbest birakildt ve standart sigan
besini verildi.

Han:SPRD siganlarinda polikistik bobrek
hastaligmin seyri daha once tarif edilmigtir
®39), Erkek olan Cy/+ si¢anlarda dogumdan
sonra yavas bir gekilde kist gelisimi ile bir-
likte ilk 1 yil i¢inde bobrek yetersizliginden
oliim goriiliir. Disi olan Cy/+ siganlarda ise
daha az kist gelisimi saptanir ve bobrek ye-
tersizligi gelismez. Homozigot olan siganlar-
da ise kist geligimi intrauterin hayatta baglar
ve dogumdan sonraki ilk 3-4 hafta i¢inde
masif kist geligimi ve bobrek yetersizligi ile
oliim goriiliir.

Deneylerde 1 giinliik ve 2 haftahik
Han:SPRD sicanlart kullanildi. Bu amagla
her genotipten 5'er adet sigan ¢alismaya alin-
di. Siganlar tartildiktan sonra, intraperitoneal
pentobarbital sodium (50 mg/kg) injeksiyo-
nu ile genel anesteziye alindi. Laparotomi
ile bobreklerinin ¢ikartlip tartilmasint taki-
ben intrakardiyak kan 6rnegi alindiktan son-
ra sakrifiye edildi. Histolojik tetkik igin in-
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celenecek olan bobrekler, %4'lik parafor-
maldehit i¢inde 120 dakika fikse edildikten
sonra %70'ik etanol i¢ine kondu.

Serum lire azotu ve kreatinin konsantrasyon-
lar1, Beckman otoanalizérii (Beckman Ins-
truments, Fullerton, CA) kullanilarak o6lgiil-
di.

in situ DNA fragmantasyonunun incelenme-
si icin TUNEL (terminal deoxynucleotidyl
transferase (TdT) mediated nick-end labe-
ling) metodundan yararlanildi (Trevigen,
Gaithersburg, MD). Parafinize bobrek doku-
larinda uygulanan bu histokimyasal yontem
daha 6nce tarif edilmigtir (!D. Her deneyde,
niikleaz enziminin uygulandig: pozitif kont-
rol ve TdT enziminin uygulanmadig1 negatif
kontrol da yapilarak metodun dogrulugu
onaylandi.

Kistik ve kistik olmayan tubuluslardaki TU-
NEL (+) hiicrelerin miktar tayini, korteks
bolgesindeki rastlantisal 10 alanm sayilmasi
ile yapildi. Cap1 50 pm'nin altinda olan tubu-
luslarin kistik olmadigi kabul edildi. TU-
NEL (+) hiicreler toplam tubulus hiicreleri-
nin yiizdesi olarak hesaplandi. TUNEL (+)
hiicreler, hem kistik hem de kistik olmayan
tubuluslarda ayr1 ayr1 hesaplandi.

Istatistiksel degerlendirmede, eslenmemis
iki grup analizi eslenmemis t testi ile ve
multipl gruplarin analizi ANOVA testi ile
yapildi. P degerinin <0.05 olmast istatistik-
sel olarak anlamli kabul edildi. Degerler or-
talama + standart hata olarak verildi.

BULGULAR

Han:SPRD sicanlarinin bébrek biyiik-
liikkleri ve bobrek fonksiyonlari

Bir giinliik siganlar: Normal siganlarin iki
bobrek agirhigi/toplam viicut agirlii orani
(IBA/TVA) (%) 1.06 £ 0.06 iken, Cy/+ si-
canlarda bu oran 1.22 £ 0.07 ve Cy/Cy s1-
canlarda ise 2.31 + 0.10 (P<0.001, +/+ ve
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Sekil 1. Iki haftalik normal (1A), heterozigot (1B) ve homozigot

B

Cy/+'e gore) olarak bulundu. Normal sigan-
larm serum tire azotu konsantrasyonu 28.3 +
1.7 mg/dl, Cy/+ siganlarin 24.0 + 1.4 mg/dl
ve Cy/Cy siganlarin ise 35.5 + 7.5 olarak bu-
lundu ve bu farkliliklar istatistiksel olarak

anlamli degildi. Ayrica, serum kreatinin
konsantrasyonlarinda da anlamli bir degisik-
lik bulunamadi (+/+: 0.40 = 0.00 mg/dl,
Cy/+: 0.35 £ 0.03 mg/dl, Cy/Cy: 0.35 + 0.05
mg/dl).
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Sekil 1. (1C) sicanlarin bobrek dokularinin TUNEL metodu ile boyanmasi (X400)

Iki haftalik siganlar: Normal sicanlarda
IBA/TVA 1.06 + 0.03, Cy/+ sicanlarda 1.30
+ 0.03 ve Cy/Cy siganlarda ise 9.98 £ 0.37
(P<0.001, +/+ ve Cy/+'e gore) olarak bulun-
du. Normal siganlarm serum tire azotu 19.6
+ 1.8 mg/dl, Cy/+ siganlarin 17.4 + 1.5
mg/dl ve Cy/Cy siganlarin ise 41.9 + 3.8
mg/dl olarak bulundu (P<0.001, +/+ ve
Cy/+'e gbre). Normal sicanlarin serum krea-
tinin konsantrasyonu 0.30 £ 0.02 mg/dl,
Cy/+ siganlarin 0.24 + 0.02 mg/dl, Cy/Cy si1-
canlarin ise 0.34 £ 0.02 mg/dl (P<0.01, +/+
ve Cy/+'e gore) olarak bulundu

TUNEL yontemi

Iki haftalik +/+, Cy/+ ve Cy/Cy sigan bobrek
dokularinin TUNEL yontemi ile histokimya-
sal incelenmesi Sekil 1'de goriilmektedir.
Normal dokularda hi¢ TUNEL (+) hiicre go-
riilmezken (Sekil 1A), Cy/+ sicanlarin bob-
rek dokularinda hem kistik, hem de kistik ol-
mayan tubuluslarda TUNEL (+) hiicreler
saptandi (Sekil 1B). Bu TUNEL (+) hiicrele-
rin %75'i kistik, %25'i ise kistik olmayan tu-
buluslarda idi. Iki haftalik Cy/Cy sicanlarin

bobrek dokularindaki yaygin kistik tubulus-
lardaki TUNEL (+) hiicreler Sekil 1C'de go-
riilmektedir,

TUNEL (+) hiicrelerin miktar tayini Sekil
2'de gosterilmistir. Bir giinliik ve 2 haftalik
Cy/Cy sicanlarin bobreklerinde ayni yastaki
Cy/+ ve +/+ siganlara goére TUNEL (+) hiic-
relerde belirgin artis saptandi. TUNEL (+)
olan hiicrelerin kondanse ve piknotik nukle-
uslar1 hematoksilen ve eosin boyasi ile de
dogrulandi.

TARTISMA

Bobrek hastaliklarinin patogenezinde apop-
tozun rolii, son yillarda aragtirilan 6nemli bir
konudur U1, Apoptoz artig1, insandaki
ODPBH'da ve ¢esitli hayvan polikistik bob-
rek hastaligi modellerinde gosterilmigtir G-7),
Bu bulgunun varligina ragmen, apoptozun
kistogenezde ve bobrek yetersizligi gelisi-
minde roliiniin olup olmadig1 bilinmemekte-
dir. Tip 1 kollajen matriksin bulundugu bir
ortamda liretilen MDCK (Madin-Darby ca-
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Sekil 2. Bir giinliik ve 2 haftalik Han:SPRD siganlarinin bobrek dokularinda TUNEL (+) hiicrelerin toplam tubulus
hiicrelerine orant (%). (¥P<0.05, +/+ ve Cy/+'e gore; ¥*¥P<0.001, +/+ ve Cy/+'e gorey
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nine kidney) hiicrelerinde apoptoz ile birlik-
te kist olusumunun goézlenmesi ve antiapop-
totik Bcl-2 geninin ekspresyonunun artiril-
mast ile kist olusumunun inhibe edilebilmesi
apoptozun kist gelisiminde roliiniin olabile-
cegini diistindiirmektedir (1),

Woo @, insandaki ODPBH'da hem kistik tu-
buluslarda, hem de kistik olmayan tubulus-
larda apoptoz artigiin goriildiigiine dikkati
cekmigtir. Bu ¢aligmada, ODPBH modeli
olan Han:SPRD siganlarinda apoptozun var-
Iig1 aragtinldi. Degisik polikistik bobrek has-
talig1 modellerinde apoptoz artig1 daha once-
den bildirilmekle birlikte 3-7, bu sigan mo-
delinde apoptoz daha Onceden arastirilma-
mi1s bir konudur.

Polikistik bobrek hastaliginda bobrek yeter-
sizligi gelisiminin nedeni bilinmemektedir.
Kistlerin normal bobrek parenkimine bast
yaparak fibrozise yol actif1 diisliniilmekte
ise de, bu hastalikta nefronlarin sadece %1-
2'sinden kistik gelisimin olmasi, bobrek ye-
tersizligi gelisiminde bagka mekanizmalarin
da olabilecegini akla getirmektedir. Bu calis-
mada, Cy/+ sicanlarda erken dénemde bagla-
yan kistik geligimlere apoptotik hiicrelerin

eslik ettifi gorildi. Ayrica kistik olmayan
tubuluslarda da apoptotik hiicrelerin goriil-
mesi, Woo ®'nun da dikkat cektigi sekilde,
polikistik bobrek hastalifindaki nefron kay-
bimdan sorumlu olabilir. Homozigot olan si-
canlarda da yaygin kistik degisikliklere, yay-
gin apoptoz artiginin eslik ettigi saptandu.

Sonug olarak, Han:SPRD sicanlarmin poli-
kistik bobreklerinde erken donemde apoptoz
artis1 s6z konusudur. Apoptoz artiginin hem
kistik, hem de kistik olmayan tubuluslarda
goriilmesi, apoptozun bobrek yetersizligi ge-
lisiminde Onemli roliiniin olabilecegini di-
stindiirmektedir.
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