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HIDROKSIPROLIN DUZEYLERINE AMINOGUANIDININ ETKISI

GIRIS

Diabetin baglangicindan 2 ila 3 yil sonra ve-
ya streptozotosin (STZ) ile diabetik yapilan

DIABETIK SICANLARDA BOBREK POLIAMIN VE

Yesim UNLUCERCI, Selda BEKPINAR*

OZET

Poliaminler (putresin, spermidin, spermin), hiicre bitylimesi ve farkhiiagmasinda &nemli rol oy-
nayan polikatyonlardir, Poliaminlerin diabetik renal hipertrofinin ertaya ¢ikmasmda rol oyna-
defe bildirilmigtir. Diabetin baglangicindan 2 ila 3 yil sonra veya streptozotosin (STZ) ile dia-
betik yapilan sigan modellerinde ilk birkag haftada, bobrek mezangial matriksinde genigleme,
bazal membranda kalmlagma saptanmmigtir, Bilyiime faktéreri, glomeriiler bazal membran ka-
linlasmasindan biiyiik diclide sorumlu tutulmaktadir. fleri glikasyon iiriinlerinin (AGE) olugu-
munu inhibe eden Aminoguanidin (AG)'in diabete bagh biiyiime faktSrierindeki artis: dnledigi
ifade edilmigtir. Bu ¢alismada, 50 mg/kg STZ enjeksiyonu ile deneyscl diabet olugturulan
Wistar albino erkek siganlarda AG'in diabetik nefropati bulgular: tizerine etkisi incelendi. Bu
amagla diabetik sicanlarin bir grubuna 1g/L dozda AG oral yolla 10 hafta siireyle verildi. Bob-
rek dokusu potiamin diizeyleri HPLC yontemi ile, hidroksiprolin diizeyleri spektrofotometrik
olarak diciildii. Doku hidroksiprolin igerigi, kollajen indeksi olarak kultanild:, Kontrol grubu
sigantardaki putresin (16.0£3.7 nmol/g doku), spermidin (183.9+51.0) ve spermin
(290.0491.7) ortalama dederleri diger iki diabetik grupta anlambi bir farklilik géstermedi. An-
cak bobrek hidroksiprolin diizeyleri, diabetik grupta anlamli dlgiide arttt (kontrol: 1.95£0,61
pmol/g doku, DM: 3.4321.05). AG uygulamass, diabete bagh bobrek hidroksiprolin artigim:
engelledi (2.58+0.606).

Anahtar Kelimeler: Poliamin, hidroksiprolin, diabet, bdbrek

SUMMARY

Effect of aminoguanidine on renal polyamines and hydroxyproline levels in diabetic rals,
Basement membrane (BM) thickening and expansion of mesangial matrix can be demonstra-
ted in human kidney within the first two to three years after the onset of diabetes and within
the first few weeks of diabetes in the streptozotocin (STZ) rat model. Certain growth factors
are responsible for the BM thickening. Aminoguanidine (AG), an inhibitor of advanced glyca-
tion end products (AGESs) accumulation on tissue proteins, was demonstrated to prevent dia-
betes-induced increase of some growth factors. The polyamines, putrescine, spermidine and
spermine are polycations that play an important role in cell growth and differentiation poliya-
mines are suggested to be involved in diabetic renal hypertrophy. In this study, experimental
diabetes was produced by treating male Wistar albino rats with a single injection of STZ (50
mg/fkg, i.v.) Diabetic rats are divided into two groups. One group (DM+AG) was given tap
water containing aminoguanidin (1g/L), whereas the other group was kept as diabetic control
{DM). After 10 weeks of treatment, animals were sacrificed by cardiac venipuncture. Serum
glucose levels were determined enzymatically. Polyamine levels in kidney homogenate were
measured by HPLC and hydroxyproline levels which are known as an index for tissue colla-
gen were measured by spectrophotometrically in glomerular basement membrane (GBM) pre-
parations. Polyamine levels in kidney did not change in both diabetes and diabetes+AG gro-
ups. But hydroxyproline levels in kidney increased significantly in diabetes AG treatment
ameliorated diabetes-induced changes in GBM hydroxyproline content, Some studies suggest
that the enhancement in polyamines is not a crucial determinant for kidney hypertrophy. Our
results confirm these previous reports, Qur experiments also demonstrate that renal hydroxy-
proline levels increase in diabetic rats and AG treatment prevents this increment.
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sican modellerinde ilk birkac haftada, bob-
rek mezangial matriksinde genisleme, bazal
membranda kalimlagsma saptanir 3, Glome-
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Diabetik Sicanlarda Bébrek Poliamin ve Hidroksiprolin Diizeylerine Aminoguanidinin Etkist

ritler bazal membranda (GBM), tip IV kolla-
jen, laminin, heparan siilfat proteoglikan
(HSPG), fibronektin, sivaloglikoproteinler
ve henliz karakterize edilmemis diger prote-
inler bulunur, Biiyiime faktorleri (TGF-§,
FGF, PDGF), yukarida anilan bazal memb-
ran bilesenlerinin sentez ve yikimini et-
kileyerek, GBM'in kompozisyonunu degisti-
rir. Diabetik bébrekte HSPG harig diger ba-
zal membran bilegenlerinde artig saptanmig-
{Ir,

Diabetik bobrek glomeriiliinde matriks bile-
senlerinin agir1 birikmesine, kismen de olsa
ileri glikasyon firiinleri (AGE)nin neden ol-
dugu ileri siiriilmiistiir. AGE' ler, diabette,
glikoz ile doku proteinlerinin, nonenzimatik
modifikasyonu ile geligen bir seri reaksiyon
sonucu olugur ve kollajen, lens kristalini gibi
uzan Omiirlii doku proteinleri dizerinde biri-
kirler. Makrofaj, endotel hiicresi ve monosit-
ler iizerindeki spesifik reseptorlere AGE

Diabetik siganlarda, biiylime faktdrlerine ce-
vap olarak gelisen kollajen sentezindeki de-
gisimde, poliaminlerin roliinii arastirmak
amaciyla yapilan bu ¢alismada ayrica, diabe-
tik sicanlarda biiylime faktorlerindeki artisi
baskiladif ileri siirtilen AG uygulamasinin,
poliamin diizeyleri iizerine etkisi de aragtirii-
mistir.

MATERYAL ve METOD

250 gram agurhiginda 25 adet Wistar aibino
erkek sican kullanildi. 7 tanesi kontrol (1.
Grup) olarak aynldiktan sonra geri kalanina
50 mg/kg dozda STZ penis veninden enjekte
edildi. Enjeksiyondan 72 saat sonra kan gli-
kozu %350 mg'n Wzerinde olanlar diabetik
kabul edildi ve II. ve I1l. gruba ayrildu.

ILgrup (Diabet grubu, DM) (n:9): normal ig-
me suyu verildi.

376

proteinlerin baglaniasi, hem bunlarin ¢6zii-
niir AGE peptidlere yikilmasina yol agarken,
hem de TGF-f, FGF, PDGF gibi ¢esith bii-
yiime faktorlerinin uyarilmasina yol acabil-
mektedir ), Bazal membran ve matriks bile-
senlerindeki kalitatif ve kantitatif degigim-
lerden biiyiime faktdrleri sorumlu tutulmus-
tur ¥, Niikleofilik bir bilesik olan aminogu-
anidin (AG)'in diabetik deney hayvanlarina
uygulanmasi, doku proteinleri lizerinde
AGE birikimini engelleyerek TGF-p gibi
biiyiime faktorlerindeki diabete bagit artigt
dnledigi ifade edilmigtir %),

Genelde poliaminler olarak anilan, putresin,
spermidin ve spermin hiicre biiyiimesi ve
farklilasmasinda &nemli rol oynayan polikat-
yonlardir. Poliaminlerin diabetik renal hi-
pertrofinin patogenezinde rol oynadig ileri
stiriilmiistiir 19, Poliamin sentezinde diizen-
leyici enzim olan ornitin dekarboksilaz
(ODC) aktivitesinin ve dolayisiyla poliamin
sentezinin, ¢esitli hormon ve epidermal bii-
yiime faktorii (EGF) gibi biiyiime faktorleri
ile uyanldigs ifade edilmigtir ),

santrasyonda AG iceren icme suyu verildi,
Bu uygulamalar 10 hafta siirdd. Deney grup-
larindaki hayvanlardan {i¢ tanesi bu slireyi
tamamlayamadi, Siirenin sonunda eter anes-
tezisi altmda g6giis kafesi agilarak hayvanlar
sakrifiye edildi. Intrakardiyak alinan kan gli-
koz tayinleri igin kullaniidi. Eksize edilen
bobrek dokusu %0.9 NaCl ile yikandiktan
sonra siizgeg kagidi ile kurutuldu ve biyo-
kimyasal analizler i¢in -80 0C de saklandi.
Poliaminler, %10'Tuk bébrek homojenatinda
HPLC yéntemi ile incelendi ). HPLC siste-
mi, 2 pompa igeren Waters 600 controller
olup Waters 474 fluoresans detektér (ex:
252 nm, em: 500 nm) ve C18 reverse-phase
(ODS spheri-5) 250x4.6 mm.lik kolon kulla-
nildi. Poliaminler dansilklortir ile dansilien-
dikten sonra kolona enjekte edildi ve putre-
sin, spermidin ve spermin sirasiyla 6.5 dk.,
11.7 dk., ve 13.8.inci dk.larda eliic edildi.
Bobrek glomeriiler bazal membrani, Monni-
er ve arkadaglarimin yontemine goére elde
edildi ®. Elde edilen GBM 72 saat 370C de
kollajenaz ile inkiibe edildikten sonra sindi-




tim sivisinda hidroksiprolin diizeyleri 6lgiil-
dii .

Sonuglar, Kruskal Wallis istatistiksel analiz
yontemi ile degerlendirildi. p<0.05 istatistik-
sel anlamlilik sinart olarak kabul edildi.

BULGULAR

Sonuglar Tablo 1 ve 2'de goriilmektedir. Di-
abet grubu ve diabet+aminoguanidin gru-
bundan elde edilen sonuglar su sekilde 6zet-
lenebilir:

1) Diabet, viicut agirhiginda %40 oraninda
diigiise yol agti. AG uygulamasi, diabete
bagh agirlik azalmasim diizeltmedi.

2) Diabet, bobrek agirhifim degigtirmedi.
Ancak, hem diabetik hem de AG uygulan-
mug diabetik sicanlarda, viicut agairhfma go-
re bobrek agirhfinda rélatif bir artig saptan-
di.

3) Diabet ile serum glikozunda goriilen
%350 oranmdaki artis AG uygulamasi ile
normale déndiiriilemedi.

4) Diabet, bibrek poliamin dilzeylerin etki-
lemedi. Diabetik sicanlara AG uygulamasi,
kontrol grubu ile kiyaslandiginda poliamin
diizeylerinde %40-50 oraminda azalmaya ne-
den oldu. Ancak degerler arasindaki sapma
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nedeni ile bu azalma istatistiksel anlamhhk
simrinda degildi.

5) Glomeriiler bazal membranin kollajen
iceriginin bir 6l¢iisii olarak incelenen hid-
roksiprolin diizeyleri, diabetik siganlarda
%75 oraninda artti. AG uygulamasi, diabete
bagh hidroksiprolin diizeylerindeki artig1 6n-
lendi.

TARTISMA

Parsiyel nefrektomi sonrasinda geligen bob-
rek hipertrofisinde ODC aktivitesinin ve po-
liamin konsantrasyonunun rol oynadig ileri
sitriilmiigtiir @), Pederson ve arkadaglarimin
yaptiklar: ¢aligmalarda, peliamin sentezini
diizenleyen ODC aktivitesinin diabet olugu-
mundan sonraki 24 saatte maksimum degere
ulastify (6 kat), daha sonra kademeli olarak
azaldiy, insiilin uygulamasmun ODC aktivi-
tesindeki diabete bagh artigi kismen engelle-
digi ifade edilmigtir U9, Ayni ¢aliymada,
ODC aktivitesindeki artisa paralel olarak
bobrek agirlifinda da bir artig belirlenmigtir.
Calismamizda her iki diabetik grupta da
bsbrek agirhiklart kontrol grubundan farkls
bulunmamig, ancak bébrek agirhfinin viicut
agithgindaki yiizdesi, deney gruplarinda art-
nustir (Tablo 1). Diger deneysel diabet mo-
dellerinde de rélatif bobrek agirlifmimn arttig

Tablo 1. Kontrol ve deney gruplanndaki sicanlarm viicut, bbrek agirliklart ve serum glikoz konsantrasyonu (ortala-

matSD)
Kontrol DM DM+AG K.Wallis degert; p=
(n=7) {n=8) @=T7)

Viicat agwhg (g) 336.48.3 203.7429.7 221.7426.6 17.88; 0.0601
K-DM, EK-(DM+AG)

Bibrek agirhg (g) 2.08+0.22 2.0540.31 2.57+0.47 5.65; 0.095

Bébrek.10% viicut agirhg 6.50+0.65 10.1140.80 11.67+2.04 18.15; 0.0001
K-BM, K-(DM+AG)

Serum glikoz (mg/dL) 123.7+9.3 564.3:20.1 477.8+44.9 21.18; 0.0000
K-DM, K-(DM+AG)
DM (DM+AG)
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Tablo 2. B&brek dokusu poliamin ve hidroksiprolin diizeyleri (ortalamat51)

Kontrol DM DM+AG K. Wallis degeri; P=

Putresin 16,00£3.70 15.32+6.49 7.641£3.37 3.12; 0.2098
(nmol/g doka) (n:6) {n=3) (m=3)

Spermidin 183.97£51.02 | 171.90£51.49 105.25240.86 3.83; 0.1471
(mmol/g doku) (n=0) (n=7)

Spermin 290,004£01,70 | 228.40x45.60 | 157.67291.38 | 2.79; 0.2476
(nmol/g doku) (n=6) (n=06) (n=7)

Hidroksiprolin 1.95+0.61 3.43£1.05 2.5840.66 .67, 0.0216
pmol/g doku (n=5) (n=8) (n=7) K-DM

bulunmug ve renal hipertrofinin akut do-
nemde ODC aktivitesinin ve poliaminlerin
artigt ile paralellik gosterdifi ancak ilk hafta-
dan sonra hipertrofide poliaminlerin roliiniin
olmadigi cesitli calismalarda gosterilmistir
(12,13), Bu caligmadaki bobrek dokusu polia-
min diizeylerine ait bulgularimiz hipertrofi-
de farkli medyatdrlerin rolii olabilecegini
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matrix production in mouse mesangial cells by advanced
glycosylatior end products is mediated via platelet-deri-
ved growth factor. Proc Natl Acad Sci USA 89:2873
(1992),

. Feldman EJ, Aures D, Grossman MJ: Epidermal growth

factor stimulates ornithine decarboxylase activity in the
digestive tract of mowse. Proc Sos Exp Biol Med
159:400 (1978},

. Flyubjerg A, Nielsen B, Skjaerback C, Frystyk JAN,

Gronbaek H, Orskov H: Roles of growth factors in dia-
betic kidney disease, in The Kidney and Hypertension in
Diabetes Mellitus (2nd ed), edited by Mogensen CE,

diigiindiirmektedir. Glomeriiler bazal memb-
ran komponentlerinin yapisal ve kantitatif
defisiminin diabetik nefropatiye yol acan
faktorlerin baginda geldigi bilinmektedir.
Diabetik bobrekte bazal membranin biitlin
bilegenlerinde heparan siilfat diginda artig ol-
dugu daha onceki calismalarda gosterilmistir
(1), Diabetik grupta, GBM hidroksiprolin dii-
zeylerinde artig bulmamiz, diabete bagl kol-
lajen sentezindeki artisin bir gdstergesi ola-
rak kabul edilebilir. AG uygulamasinin hid-
roksiprolin artigini Onlemesi, glikasyona
bagh doku proteini modifikasyonlarinin
GBM kalinlagsmasinda etkili oldugunu gos-
termeltedir.
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