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OZET

Amag: Bu calismada, deneysel olarak ayri ayr1 ve birlikte diyabet ve hipertansiyon
modeli olusturulan siganlarda, lipoik asidin hipertansif ve diyabetik bobrek tizerindeki
tedavi edici/hasar onleyici etkisinin arastirilmas: amaglandi.

Yontemler: Calismamizda Wistar cinsi ratlar 8 gruba ayrildi (n=7). I. grup; Kontrol, II.
Grup; Diabetes Mellitus, III. grup; 5/6 Nefrektomi, IV. Grup; Lipoik asit, V. Grup; 5/6
Nefrektomi+Diyabet, VI. grup, Diyabet+Lipoik asit VII. Grup; 5/6 Nefrektomi+Lipoik
asit ve VIIL. Grup; 5/6Nefrektomi+Diyabet+Lipoik asit. Diyabet modeli 45 mg/kg STZ
enjeksiyonu ile olusturuldu ve hipertansiyon modeli icin 5/6 nefrektomi modeli
uygulandi. dl-a-Lipoik asit 30mg/kg/ giin olacak sekilde 8 hafta oral gavaj yontemi ile
deneklere uygulandi. Bobrek dokular: rutin 1stk mikroskobik doku takip islemlerinden
gegirilip parafin bloklara gémiildii. Immiinohistokimyasal olarak AT1 (Anjiyotensin 1T
tip I reseptorii), VEGF (Vaskiiler Endotelial Biiyiime Faktorii) ve ET1 (Endotelin 1)
antikorlar1 isaretlendi.

Bulgular: Diyabet ve nefrektomi modellerinin ayri1 ayri1 ve birlikte uygulandig
deneysel gruplarda (Grup 2,3,5), glomeriiloskleroz, mononiikleer hiicre infiltrasyonu,
intersitisiyel fibrozis, damarlarda ve tiibtillerde dilatasyon ve hiyalin materyal birikimi
ile tiibtiler yapilarin dejenerasyonu gozlendi. Ayni gruplarda tiibiilointersitisiyel ve
glomeriiler AT1 azalirken, VEGF ve ET1 artis gostermisti. Lipoik asit tedavi
gruplarinda ise AT1'de artis, VEGF ve ET1’de ise Kontrol ve Lipoik asit grubuna
benzer sekilde azalma gozlendi.

Sonug: Diyabet ve hipertansiyonun birlikte gézlenmesinin bobrek hasarmin hizlh
ilerlemesine neden oldugu, lipoik asidin bu hastaliklara kars1 bobrek tizerinde tedavi
edici etkisinin oldugu sonucuna varilds.

Anahtar sozciikler: Bobrek, diyabet, hipertansiyon, immunohistokimya, lipoik asit
SUMMARY

Objective: In this study, experimental diabetes and nephrectomy have been applied
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separately and together in order to investigate possible therapeutic/damage
prevention effects of Lipoic acid on hypertensive and diabetic rat kidneys.

Methods: Wistar rats were divided into 8 groups (n=7); Group 1; Control, Group 2;
Diabetes Mellitus, Group 3; 5/6 Nephrectomy, Group 4; Diabetes Mellitus+5/6
Nephrectomy, Group 5; Lipoic acid administration, Group 6; Diabetes Mellitus+Lipoic
acid, Group 7; 5/6 Nephrectomy+Lipoic acid, Group 8; Diabetes Mellitus+5/6
Nephrectomy+Lipoic acid groups respectively. Diabetes was formed by 45mg/kg STZ
injection and for hypertension nephrectomy 5/6 model was applied. dl-a-Lipoic acid
30mg/kg/day was fed by oral gavage for 8 weeks. Kidney tissues were embedded into
paraffin block after routine light microscopic preparation. AT1 (Angiotensinojen II type
1 receptor), VEGF (Vascular Endothelial Growth Factor) and ET1 (Endothelin)
antibodies were labelled immunohistochemically in same group.

Results: In groups where diyabetes and nephrectomy were applied separately and
together, glomerulosclerosis, mononuclear cell infiltration, interstitial fibrosis, vascular
and tubular dilatation and hyalin deposition and degeneration of tubular structures
were seen in glomerules. In the same group: tubulointerstitial and glomerular AT1 was
decreased but VEGF and ET1 were increased. In Lipoic acid treatment groups, AT1
was increased and VEFG and ET1 were decreased similar to Control and Lipoic acid
group.

Conclusion: We have come to the conclusion that diabetes nd hypertension together
increases the rate of renal injury and lipoic acid has therapeutic effect on kidney.

Key words: Kidney, diabetes mellitus, hypertension, immunohistochemistry, Lipoic

acid

Diabetes Mellitus (DM), hiperglisemi, dislipidemi, gli-
koziiri ve bunlara eslik eden bir grup metabolik bozuk-
lugu icgine alan kronik bir metabolik hastaliktir (1,2). Hi-
pertansiyon ise mikrovaskiiler ve makrovaskiiler hasta-
liklar igin bilinen bir risk faktorii olup diyabeti olan bi-
reylerde oldukg¢a yaygmn bir durumdur (3). Normal
populasyona gore diyabeti olan bireylerde iki kat daha
fazla gozlenir (3). Giinlimiizde hizla artan ve toplumlarda
¢ok sik olarak rastlanan diyabet ve hipertansiyonun bir-
likte gozlendigi durumlar, progresyonu hizli gelisen bob-
rek hasarina neden olmaktadir ve kronik bobrek yeter-

sizligi olgularinin yaklasik yarisindan sorumludur (4).

Renin Anjiyotensin Sistemi (RAS) kan basmcinin
diizenlenmesinde ve hiicre dig1 sivi hacminin korunma-
sinda Onemli rol oynamaktadir. Anjiyotensin II (AII),
RAS'1in esas mediatoriidiir (5). Genis sprektrumlu bir
hormondur ve dolagim disinda bobrekler, adrenaller, be-
yin, hipofiz bezi, damar diiz kaslary, kalp ve sempatik
sinir sistemi gibi dokularda da bulunmaktadir (5). Peptid
hormonlar gibi hedef hiicrelerinin plazma memb-
ranlarinda bulunan AII tip I (AT1) ve AII tip II (AT2) re-

septorleri araciligl ile etki ederler.

Vaskiiler Endoteliyal Biiyiime Faktorii (VEGF), doku

biiyiimesi ve organ hasarinda tamir mekanizmasi stireci

olan anjiyogenezis ve vaskiilogenezis siireclerinde rol alan
bir bilesendir. Trombosit kaynakli biiyiime faktorleri sii-
perailesinin tiiyesidir (6).VEGF ve VEGF reseptorlerinin
tamami normal glomeriiler podositler ve renal tiibiillerin

fonksiyonu icin gereklidir (7).

Endotelin 1 (ET1), ilk olarak domuz aorta endotel hiic-
relerinden izole edilmis 21 aminoasitlik siklik peptid yapi-
sinda bir molekiildiir. Organizmada sadece endotel hiic-
relerinde degil kardiyomiyositlerde, bobrek epitel hiicre-
lerinde, noronal stromal hiicrelerde, 16kositlerde de varlig:
gosterilmistir (8). Hemodinamik etkilerinin yan1 sira
ETl'in tuz ve su geri emilimi, asit-baz dengesi inf-
lamatuvar hiicre aktivasyonu glomeriiler ve mezengiyal

hiicre biiyitimesine iliskin de etkileri bulunmaktadir (9).

Diyabetik nefropatide, hiperglisemi sonucunda soliibl
faktorlerin etkilesimi Ornegin biiyiime faktorleri, AT II,
Endotelin (ET) gibi molekiillerin miktarinda degisiklik,
Tleri Glikasyon (IGU) iiriinlerinde artis, renal mikro-
sirkiilasyonda hemodinamik degisiklikler (glomeriiler
hiperfiltrasyon, glomeriiler kapiller basingta artis), glome-
riillerde yapisal degisiklikler (ekstraselliiler matrikste
artis, bazal membran kalinlasmasi, mezenjiyal genisleme,
fibrozis) gozlenir (2,10). Hipertansif renal hasar pato-

fizyolojisi ise farkli seyretmekte ve preglomeriiler
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vaskiiler dilatasyon ve bozulmus renal otoregiilasyon
sistemik kan basina yiikiiniin biiyiik bir oranda renal
mikrovaskiiler yataga yansimasina neden olmaktadir. Bu
nedenle, hasar vaskiiler yapidan daha fazla glomeriiler
diizeyde gerceklesmektedir (11). Hipertansiyonun tek
basina bobrek hasar iizerine etkileri tartigmali iken, diya-
betik nefropatisi olan deneklere sistemik hipertansiyon
eklendiginde glomeriiloskleroz gelisiminin arttif1 goz-
lenmistir (11).

Diyabet kronik metabolik bir hastalik olmanin yani-
sira, artmis bir oksidatif stres durumudur. Organizma ise
bu zararli radikallerin etkisinden kurtulmak ig¢in enzi-
matik ve non-enzimatik antioksidan savunma sistemlerine
sahiptir. Ayrica ekzojen olarak alinabilen antioksidanlar
ile serbest radikallerin etkileri ile savasilmaya ¢alisilmak-
tadir. Hipertansiyon tedavisinde de benzer sekilde antiok-
sidan tedaviler uygulanabilmektedir. Giiniimiizde gok sik
bahsedilen antioksidanlardan biri olan Lipoik Asit (LA),
hem yagda hem de suda ¢oziinen oksijen radikallerine
kars1 giiglii bir antioksidandir (12-14). Antioksidan 6zelligi
kendisinin dihidro lipoik aside indirgenirken, serbest ra-
dikalleri temizlemesinden ve metal iyonlariyla selat yap-
masindan kaynaklanmaktadir (12-14). Hiicrelerin glikoz
kullanimini arttirdigy icin diyabet tedavisinde de kulla-
nilmaktadir (15). Spontan hipertansif ratlarda da kan ba-

sincini diistirdigli gozlenmistir (16).

Tiim bu verilerin 151g1nda bu ¢alismanin amacy; hiper-
tansiyon ve diyabetin ayr1 ayr1 ve birlikte olusturuldugu
sicanlarin  bobrek dokusunda, lipoik asidin tedavi
edici/hasar Onleyici etkisinin immunohistokimyasal yon-

tem ile incelenmesidir.
GEREC VE YONTEM

Bu calismada Dokuz Eyliil Universitesi Tip Fakiiltesi
Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurul'undan 91/2005 nolu
protokol numarasi ile etik onay alindiktan sonra Dokuz
Eyliil Universitesi Tip Fakiiltesi, Laboratuvar Hayvanlari
Anabilim Dali'ndan temin edilen, Wistar cinsi toplam 56
erkek sican (250-300gr) kullanildi. Tiim hayvanlar deney
sonlanincaya kadar Deney Hayvanlari Laboratuvarlarinda
12/12 saat karanlik/aydinlik periyodunda, 20-22°C oda
barindirildi.

musluk suyu ve standart pellet yem ile beslendi. Her

sicakliginda Hayvanlar  dinlendirilmis

grupta 7 denek olacak sekilde 8 grup olusturuldu. I. grup;
Kontrol: Ab libutum beslenen higbir madde uygulanma-
yan grup, 8 hafta beklendi II. grup; Diabetes Mellitus
(DM): Intraperitoneal (ip) yontem ile 45 mg/kg
Streptozotosin (STZ) uygulandi, 8 hafta beklendi (17). ITI.
grup; 5/6 Nefrektomi (5/6 Nf): Sag renal arterleri ligasyon
yapilarak arter-venler baglandi ve sag bobrek ¢ikarilds, 1/2
renal arter ligasyonu saglandi. Sol renal arter-venlerin
tigiinden 2 tanesi ligasyon yapild1 ve toplam 5/6 renal ar-
ter ligasyonu saglandi, 8 hafta siire ile beklendi (18).
IVgrup; Lipoik asit (LA): 45 mg/kg/giin LA 8 hafta siire ile
oral gavaj yontemiyle verildi (19). V. grup; 5/6 Nefrektom
i+ Diabetes Mellitus (5/6 Nf+DM): 5/6 nefrektomi modeli
olusturulduktan 3 hafta sonra 45 mg/kg STZ ile Diabetes
Mellitus olusturuldu ve 8 hafta daha beklendi. VI. grup;
Diabetes Mellitus+Lipoik asitin tedavi edici etkisi
(DM+LAT): Intraperitoneal (ip) yontem ile 45 mg/kg STZ
(S0130-1G, Sigma) ile Diabetes Mellitus olusturuldu ve 8
hafta siire ile 45 mg/kg/giin LA (Sigma, St Louis, MO,
USA) oral gavaj yontemiyle verildi. VII. grup; 5/6
Nefrektomi + Lipoik asitin tedavi edici etkisi (5/6
Nf+LAT): 5/6 nefrektomi olusturuldu ve 8 hafta siire ile 45
mg/kg/glin LA oral gavaj yontemiyle verildi. VIII. grup;
5/6 Nefrektomi + Diabetes Mellitus + Lipoik asitin tedavi
edici etkisi (5/6NffDM+LAT): 5/6 nefrektomi modeli
olusturulduktan 3 hafta sonra 45 mg/kg STZ ile Diabetes
Mellitus olusturuldu ve 8 hafta sure ile 45 mg/kg/giin LA

oral gavaj yontemiyle verildi.

STZ enjeksiyonundan 6nce deneklerin baslangig agir-
liklar1 (gr) ve bazal kan glikoz degerleri (mg/dl) glukomet-
re ile Olgiildii. Uygulamay: takip eden 3. giinde, denek-
lerin kuyruk veninden almnan kan &rnekleri glukometre
(Accu-Chec Active, Roche) kullanilarak kan glikoz deger-
leri dlgiildii ve 250 mg/dl ve iizerinde bulunanlar diya-
betik kabul edildi (17).

Karotis arterden kan basinct olgiimii: Deneklere
anestezi uygulanip uyumalar1 saglandiktan sonra karotis
arterden Ol¢limiin yapilacagl alana sabitlendiler. Trakea
agilip ile hava girsinin devamliligini saglamak amaciyla
kanule (PE 14 polyetilen tiip) edildi. Ardindan sistemik
arteriyel basincin dlgiilebilmesi icin sag karotis arter kanu-
le edildi (PE 50 polyetilen tiip). Arteriyel katater
heparinize salin ie dolduruldu (250 U/ml) ve MP30, BPT
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300 Transducer ile basing 6l¢iimii saglandi (19). Her denek
i¢in 5 dakikalik 6l¢iim yapild1 ve programdan ortalamalari

alind.

Histolojik inceleme: Deney siirelerinin sonunda elde
edilen doku Ornekleri %10'luk formalinde 24 — 48 saat
fikse edildikten sonra rutin 1sitk mikroskobik doku
takibinden gecirilerek parafin bloklara gomiildi. Elde
edilen bloklardan rotary mikrotom (RM 2255, Leica) ile 5
mikronluk kesitler alindi ve doku histolojisini incelemek
amaciyla Hematoksilen-Eozin (HE) ile boyandi ve 1sik

mikroskop ile incelendi.

(iHK): immuno-
histokimyasal inceleme igin Anti-anjiyotensin II tip 1
reseptor (AT1) (ab9391-1, Abcam), anti-Endotelin-1 (T-
4050, Peninsula Laboratories), VEGF (sc-7269, Santa cruz)

primer antikorlar1 kullanildi. Bu amagla, deparafinize

immunohistokimyasal yontem

edilen doku kesitleri, azalan alkol serilerinde rehidrate
edildikten sonra distile su ile yikandi. Dokuya zarar
vermeden kurulanip dakopen (Dako, Glostrup, Denmark)
ile gevreleri smirlandi. Tripsin soliisyonu icinde 37°C
etiivde 15 dakika tutulan kesitlere, doku endojen
peroksidazini inhibe etmek amaciyla %3’liik Hidrojen
peroksit uygulandi. Bloklama solusyonu ile 1 saat inkiibe
edilen Kkesitler yapilmadan primer antikorlar ile 1 gece
+4°C’de inkiibe edildi. Ardindan fosfatli tampon soliis-
yonu ile 3 defa yikanan kesitler biyotinlenmis sekonder
antikor ve enzimle isaretli (peroksidaz) avidin-biyotin
kompleksi (invitrogen, Histostain- Plus Broad Spectrum
Cat N0:85-9043) ile muamele edildi Reaksiyonun goriiniir
hale getirilmesi icin Diaminobenzidin (DAB) (1718096,
Roche) kullanuldi. Zemin boyamas: Harris hematoksilen
ile yapildi. Dereceli alkollerde dehidratasyon islemi ger-
ceklestirilen kesitler ile seffaflagtirma isleminden sonra
entellan ile kapatildi ve 151k mikroskop (Olympus DP70)

ile incelendi.

Biyokimyasal inceleme: 1 cc kandan elde edilen se-
rum Orneklerinde BUN ve Kreatinin degerleri spektro-
fotometrik yontem ile dl¢iildii (Arcitect 16000).

Verilerin istatistiksel analizi: Calisma siirecinde elde

edilen verilerin istatistiksel analizleri SPSS (Statistical
Package for Social Sciences) 15.0 bilgisayar paket prog-
raminda yapildi. Degerlendirmede ortalama, ve standart
sapmalar belirlendi. Gruplar aras: farklilik Kruskal Wallis
ve One-Way ANOVA testi ile gruplar arasindaki farklili-
gin hangi gruptan kaynaklandigi ise Mann-Whitney U
testi ile, deney oncesi ve sonrasi degerlerin karsilagtirilma-
sinda Wilcoxon sirali isaretler analiz edildi. Tim sonug-
larda p<0,05 olan degerler istatistiksel olarak anlaml ka-
bul edildi.

immunohistokimyasal skorlama: Semikantitatif yon-
temle yapildi. Tiibiilointersitisiyel ve glomeriiler deger-
lendirmede; 0: boyanma yok, 1: az boyanma, 2: orta bo-

yanma, 3: siddetli boyanma olarak degerlendirildi.
BULGULAR

Denek Agirliklart: Deney basi ve deney sonu denek
agirliklar1 degerlendirildiginde kontrol ve LA grubunda
anlamli artis gozlenirken, diger tiim gruplarda anlamli
azalma gozlendi. (Kontrol p=0,018, DM p=0,005 5/6Nf
p=0,028, LA p=0,046, 5/6Nf+DM p=0,028 DM+LAT p=0,018
5/6Nf+LAT p=0,018; 5/6Nf+DM +LAT p=0,018) (Sekil 1A).

Kan glikozunun degerlendirilmesi: STZ ile diyabet
olusturulan gruplarda deney sonu degerleri deney basi
degerlerine gore anlamli olarak yiiksekti. (DM p=0,005,
5/6Nf+DM p=0,028, DM+LAT p=0,018, 5/6Nf+DM+LAT
p=0,018). Diger gruplarda anlaml fark go6zlenmedi.
DMLAT ve 5/6Nf+DM+LAT gruplart DM ve 5/6Nf+DM
gruplarina gore anlamh olarak azalmist: (p<0,05) (Sekil
1B).

Kan basincinin degerlendirilmesi: Deney sonunda
5/6Nf, 5/6Nf+DM, 5/6Nf+LAT ve 5/6Nf+DM+LAT grup-
larinin kan basinci degerleri kontrol grubuna gore anlamli
olarak yiiksek bulundu (p=0,00). 5/6Nf ve 5/6Nf+DM grup-
lar1 karsilastirildiginda anlaml fark gozlenmedi (p=1,00).
5/6Nf ve 5/6Nf+LAT gruplar1 karsilastirldiginda
5/6Nf+LAT grubunda anlamli diisiis oldugu (p=0,03) ve
5/6Nf+DM ve 5/6Nf+DM+LAT gruplar1 karsilagtirildi-
ginda grubunda anlamh diisiis oldugu (p=0,001) gozlendi
(Sekil 1C).
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20000
= P IEBEEELE DN
000 oot || E Kreatinin Degeri
Kontrel DM S/6NT LA S/ENIDM | DMLAT | S/6NILAT LAT
| 1.2 *
®Baglangis 151,80 | 15000 | 15000 | 147,40 15960 | 14620 | 151,00 | 14755 1 * * 7 *H
4500 156,00 419,50 157,00 170,80 399,80 384,40 150,00 337,00 08 I T *#
08 T L 7
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200 0
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a
Kontrol | DM | S/6NI LA  5/GNIDM DMLAT 5,-5'4r|_,x15’6’;[[°”"
mmmhgortalama 98 92,7 16110 9080 | 159,80 9840 142 13520
Sekil 1. A’da Deneklerin deney baslangici ve deney sonu agirliklar: gosterilmekte *: Anlamii artis, m: Anlamii azalma. Wilcoxon Siral

Isaretler Testi, p<0,005. B'de deneklerin deney baslangici ve deney sonu kan glikoz degerleri gosterilmekte.

*: Anlamly artis, #: Anlaml

azalma, p<0,005. C’de deney sonu karotis arterden KB olciimleri gosterilmekte. *: Anlamli artis, #: Anlamli azalma. 1D’de Deney baslan-
gic1 ve sonu serum Bun degeri ol¢timleri *: Anlamli artis, #: Anlamli azalma, p<0,005. 1 E'de Deney sonu serum kreatinin ol¢timleri *:

Anlamli artig, #: Anlamli azalma, p<0,005

Biyokimyasal inceleme: Kontrol ve LA grubunun bas-
langi¢ ve deney sonu serum BUN diizeyleri arasinda ista-
tistiksel olarak anlamli gdzlenmezken diger gruplarda
anlamh artis gozlendi (K p=0,144; LA p=0,50; DM p=0,043;
5/6Nf p=0,043; 5/6Nf+DM p=0,043; DM+LAT p=0,03;
5/6Nf+LAT p=0,018; 5/6Nf+DM+LAT p=0,042). Deneysel
model ve tedavi gruplarimi karsilastirdigimizda ise;
DMLAT grubunda DM grubuna goére anlamli azalma
(p=0,000), 5/6Nf+LAT grubunda 5/6Nf grubuna gore an-
(p=0,000), 5/6Nf+DM+LAT grubunda
5/6Nf+DM grubuna gore anlamli azalma oldugu saptandi
(p=0,000) (Sekil 1D).

lamli azalma

Kontrol, LA ve DMLAT grubunun baglangic ve deney
sonu serum kretainin diizeyleri arasinda istatistiksel olarak
anlamli gozlenmezken diger gruplarda anlamli artis goz-
lendi (K p=0,27; LA p=0,102; DM p=0,043; 5/6Nf p=0,043;
5/6Nf+DM p=0,043; DM+LAT p=1,00; 5/6Nf+LAT p=0,018;
5/6Nf+DM+LAT p=0,042). Deneysel model ve tedavi
gruplarini karsilagtirdigimizda ise; DMLAT grubunda
DM grubuna gore anlamli azalma (p=0,000), 5/6Nf+LAT
grubunda 5/6Nf grubuna gore anlamli azalma (p=0,001),
5/6Nf+DM+LAT grubunda 5/6Nf+DM grubuna gore an-
lamli azalma oldugu saptandi (p=0,000) (Sekil 1E).

Isik Mikroskobik Bulgular: HE boyanmasinda, kont-
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rol grubunda korteks ve medullada normal histolojik yap1
gozlendi. DM grubunda; kortekste glomeriiler ve tiibiiler
yapilarda kontrol grubuna gore dejeneratif etkilerin daha
yogun oldugu belirlendi. Glomeriillerin etrafinda ve
kapillerlerin etrafinda mononiikleer hiicre infiltrasyonu,
damarlarda dilatasyon, tiibiillerde dilatasyon ve hiyalin
materyal birikimi ile tiibiiler yapilarda dejenerasyon, kast
formasyonu, proksimal tiibiil epitellerinde debris ve bazi
glomeriilerde diffiiz glomeriilosklerotik yapilar goriil-
mekteydi. 5/6Nf grubunda; 5/6Nf+DM grubunda; DM
grubunda gozlenen bulgulara benzer bulgular gozlendi.
LA grubunun kontrol grubuna benzer histolojik yapiya
sahip oldugu belirlendi. DM+LAT; 5/6Nf+LAT ve 5/6
Nf+DM+LAT gruplarinda bobregin distan fibréz bir kap-
siil ile sarilt oldugu, icte ise korteks ve medulla ayriminin
Kortekste
puskiillerin, proksimal ve distal tiibiillerin histolojik ya-

yapildig1 gozlendi. gozlenen renal kor-

pilarint koruduklari gézlendi.

AT1 immunohistokimyasu Kontrol, LA, DM+LAT,
5/6Nf+LAT ve 5/6Nf+DM+LAT gruplar1 arasinda tiibiilo-

interstisiyel ve glomeriiler AT1 boyanmalar: arasinda

anlamli fark gézlenmedi (p>0,00). DM, 5/6Nf ve 5/6Nf +
DM gruplar1 kontrol grubuna gore anlamli olarak
yiiksekti. DM grubu ve DM + LAT grubu karsilastirildi-
ginda DM+LAT grubu anlamli olarak disiiktii (p<0,05).
5/6Nf grubu ve 5/6Nf+LAT grubu karsilastirildiginda
5/6Nf+LAT grubu anlamli olarak diisiiktii (p<0,05).
5/6Nf+DM grubu ve 5/6Nf+DM+LAT grubu karsilastiril-
diginda 5/6Nf+DM+LAT grubu anlamli olarak diisiiktii
(p<0,05) (Tablo, Sekil 2).

VEGF ve ET-1 immunohistokimyasi: Kontrol grubu
ile LA, DM+LAT, 5/6Nf+LAT ve 5/6Nf+DM+LAT gruplar:
arasinda tiibiilointerstisiyel ve glomeriiler VEGF boyan-
malar1 arasinda anlamli fark gozlenmedi (p>0,00). DM,
5/6Nf ve 5/6Nf+DM gruplar1 kontrol grubuna gore an-
lamli olarak yiiksek olarak gozlendi (p<0,05). DM grubu
ve DM+LAT grubu karsilastirildiginda DM+LAT grubu
anlamli olarak diisiiktii (p<0,05). 5/6 Nf grubu ve 5/6Nf
+LAT grubu karsilastirildiginda 5/6Nf+LAT grubu anlamli
olarak diisiiktii (p<0,05). 5/6 Nf+DM grubu ve 5/6Nf +
DM+LAT grubu Kkarsilastirildiginda 5/6Nf + DM+LAT
grubu anlamli olarak diisiiktii (p<0,05) (Tablo, Sekil 2).

Tablo. Bobrek kesitlerinin immunohistokimyasal olarak semikantitatif yontem ile degerlendirilmesi

Immunohistokimyasal Bulgular

AT1 VEGF ET-1
Gruplar Tiibiilointersitisyel Glomeriiler Tiibulointersitisyel =~ Glomeriiler  Tiibulointersitisyel Glomeriiler
Alan Alan Alan

Kontrol 1,87 0,64 1,37 +0,51 0,87 £ 0,35 0,50 £0,53 050+0,53 0,62+0,51
DM 0,50+ 0,542 0,16 £0,40 2,50+0,5¢ 2,50+0,54 ¢ 2,50+0,54 ¢ 2,33+0,51¢

5/6 Nf 0,57 +0,53 0,28 £0,484 2,28 +0,48¢ 2,57 +£0,53¢ 2,14+0,37¢ 2,42 +0,53¢

LA 1,71+ 0,48 0,57 £0,53 0,71 £0,48 0,71 £0,48 0,42 £ 0,53 0,71+0,48
DM+5/6Nf 0,71 £0,48a 0,57 +£0,53 2 2,57+0,53 ¢ 2,42 +0,53¢ 2,42 +0,53¢ 2,28+048¢
DM+LAT 1,57 £0,53 b 1,42%0,53® 1,14+0,374 1,28 £0,48¢4 1,28+0,48 ¢ 1,28+0484
5/6Nf+LAT 1,57 £0,53 b 1,28+0,75b 1,28 £0,48 ¢ 1,28 +0,484 1,28 £0,754 1,42 +0,534
5/6Nf+DM+LAT 1,71+£048° 1,14 +£0,69° 1,28+0,48 4 1,28 + 0,484 1,42+0,53 4 1,28 £0,48 4

: Kontrol grubuna gore anlaml azalma (p<0,05,

b: DM, 5/6Nfve DM+5/6Nf gruplarina gére LA uygulanan gruplarda anlaml artis (p<0,05),
<: Kontrol grubuna gore anlamlr artis (p<0,05),

4: DM, 5/6Nf ve DM+5/6Nf gruplarima gore LA uygulanan gruplarda anlamli azalma (p<0,05),
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Konfrol

DM

S/6NE

LA

S/6NIf+DNM

DM+LAT

S/6NI+LAT

S/6Nf+DM-+LAT

Sekil 2. Deney gruplarma ait immunohistokimyasal AT1,VEGF ve ET1 boyanmalar: goriilmektedir. Kirmizi oklar artmis immuno-
pozitif reaksiyonu gostermektedir.
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TARTISMA

Diyabetteki hipertansiyonun patogenezi kompleks ve
multifaktoriyel olup tam olarak tanimlanmamuistir. Tip 2
diyabette nefropati gelisimi, kan basincinda meydana ge-
len daha sonraki artiglar ile iliskilidir (20). Hipertansiyo-
nun ise tek bagina bobrek hasari {izerine etkileri tartismali
iken, diyabetik nefropati ve hipertansiyonun birlikte goz-
lendigi deneysel calismalarda glomeriiloskleroz gelisimi
artis gostermistir (21). Bu ¢alismada, deneysel olarak STZ
ile diyabet modeli ve 5/6 nefrektomi ile hipertansiyon
modellerinin ayr1 ayr1 ve birlikte olusturuldugu sigan-
larda, LA’nin bobrek tizerindeki tedavi edici/hasar1 onle-

yici etkisinin degerlendirilmesi amaglanmaistir.

Diyabetik komplikasyonlarin en belirgin 6zelliklerin-
den biri artmig oksidatif stres ve azalmis antioksidan sa-
vunma mekanizmasinin varligidir. Diyabetin erken ve ge¢
donemlerinde artmus oksidatif stres nedeniyle renal kor-
teksteki glomeriillerde, tiibiilointertisyumda ve vaskiiler
yapilarda ekstraselliiler matriks artisi, glomeriiler filt-
rasyonda artis, glomeriiloskleroz, tiibiilointersitisiyel fib-
rozis ve proteiniiride artis gozlenir. Glintimiizde diyabetik
nefropati gelisiminin kontrol edilebilmesi ve tedavi yon-
temlerinin gelistirilmesindeki alternatif yollardan biri an-
tioksidan kullanimidir. Deneysel ¢alismalardan birinde,
Maritim ve ark, 90 mg/kg STZ ile diyabet olusturulan si-
canlara 14 giin siire ile LA tedavisi uygulamislardir. De-
ney sonunda akciger, kalp ve bobrek dokularinda
Stiperoksit Dismutaz (SOD), katalaz, Glutatyon Peroksi-
daz (GSH), Glutatyon Rediiktaz (GSSG) aktivitelerini in-
celemislerdir. Sonugcta lipoik asitin serbest radikalleri sii-
piirerek lipid peroksidasyonunu azaltarak oksidatif hasari
onleyici etkisini gostermislerdir (22). Diger bir ¢alismada,
LA’nin diyabetin erken doénemlerinde glomeriiler hasari,
vitamin C ve E'nin yiiksek dozlarindan da fazla korudugu
gozlenmistir (23). Bu calismada, STZ ile diyabet olusturu-
lan siganlarda LA'nin tedavi edici etkisi degerlendirildi-
ginde, literatiir ile uyumlu sekilde renal hasarmn azaldigy,

immiinohistokimyasal boyama ile gozlemlenmistir.

Hipertansiyon ve proteiniiri bobrek hastaliklarinin
progresyonunda gozlenen major bilesenlerdir. Renal hasa-
rin sonucunda glomeriiler ve sistemik hipertansiyon,

permeabilite, ve proteiniiri gelisir. Bu durum nefron kayb1

ile devam eder (24). Bu patofizyolojik siiregte renal hasar1
indirgemek/0nlemek igin gesitli tedavi yaklasimlar: gelis-
tirilmistir. Esansiyel hipertansif bireylerde antioksidan
konsantrasyonunun diistiigii ve SOD aktivitesinin azal-
dig1, platelet ve nétrofillerde oksijen jenerasyonlarinin
artigit ve NO {riinlerinde azalma oldugu bildirilmistir
(25). Son donemlerde antioksidanlar ile tedavide sican-
larda ROS iirlinlerinde azalma ve kan basimncinda diisme
gozlenmistir (24-26). Bu ¢alismada, kontrol ve lipoik asit
uygulanan gruplarda bobrek yapismnin korundugunu
gozlerken, diyabet ve nefrektomi uygulanan modellerde
bobregin parankima hasarinin arttigt gozlendi. Lipoik
asidin tedavi edici ve hasar 6nleyici etkisinin incelendigi
gruplarda ise bobrek dokusunda tiibiiler, glomeriiler ve
intersitisiyel hasarlarin azaldigi ve lipoik asidin tedavi

edici etkisinin oldugu belirlendi.

Diyabette, dolasimdaki RAS baskilanirken, bobrek do-
kusundaki RAS sistemi aktive olur. Hiperglisemi sonucu
indiiklenen oksidatif stres, endoteliyal hasar, vazo-
konstriiksiyon trombozis, inflamasyon sonucunda dokuda
anjiotensin artist gozlenir. Zimpelmann ve ark. STZ
indiiklii  diyabetik

reseptorii protein ekspresyonu diyabetik grupta tiim

sicanlarda erken donemde AT1

kortikal ve proksimal tiibiillerde azaldigini gostermisler-
dir. Tibtiler AT1 {iretiminin lokal AIl sentezi ile iliskili
olabilecegini diistinmiislerdir (27). Mezzano ve ark.lar
diyabetik nefropatili hastalardan aldiklar: bobrek 6rnekle-
rinde tiibiiler hiicrelerde ve intersitisiyel hiicrelerde
All'nin artigini, AT1'in ise ayni hiicrelerde azaldigim
gostermislerdir (28). Hsieh ve ark.lar1 ise kiiltiir proksimal
tiibiil hiicrelerinde, antioksidan tedavisi ile ROS ftirtinle-
rini azaltarak glikoz indiiklii anjiyotensin {iretimini 6nle-
yebilecegini, boylece diyabetik nefropatinin dnlenebilece-
gini One siirmiislerdir (29). Bu calismada, literatiir ile
uyumlu sekilde kontrol grubunda artmus tiibulointer-
AT1
boyama ile gozlerken, diyabet olusturulan gruplarinda
(DM, 5/6Nf+DM) tiibiiointersitisiyel ve glomeriiler AT1’in
immunohistokimyasal olarak azaldigini goriildii. LA te-
davisi uygulanan gruplarda ise (DM+LAT ve 5/6Nf+ DM+
LAT) AT1 immunoreaktivitesinin tiibiil ve glomeriillerde

sitisiyel ve glomeriiler immiinohistokimyasal

artigin1  ve kontrol grubuna benzer immunopozitif

boyanma 06zelligi gosterdigi gozlemlendi. Benzer sekilde,
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Cao ve ark.lar subtotal nefrektomili siganlarda, AT1 gen
ekspresyonunun kontrol grubuna gore diistiigiinii, immu-
nohistokimyasal olarak da AT1 reseptdr proteininin glome-
riillerde azaldigii bildirmislerdir (30). Bu c¢alismada,
nefrektomi modeli uygulanan 5/6Nf grubunda AT1'in
immunohistokimyasal olarak tiibiilointersitisiyel alan ve
glomeriillerde kontrol grubuna gore azaldigim gozledik.
LA'min tedavi edici etkisinin degerlendildigi 5/6Nf+LAT
grubunda ise, AT1 immunorektivitesinin tiibiil ve glome-

riillerde artig1 ve kontrol grubuna yakin oldugu gozlendi.

Diabetes Mellitus PKC aktivasyonu, sitokin ve bii-
ytime faktorlerinin aktivasyonu, renin anjiyotensin siste-
minin aktivasyonu ve bunun sonucunda renal VEGF
tirtinlerinin artis1 gibi birgok patolojik durum ile birlikte
gozlenir. Cooper ve ark, diyabetik sicanlarda glome-
riillerde, distal ve toplayic tiibiillerde VEFG mRNA ve
protein diizeyinin kontrol grubuna gore artigimi bil-
dirmislerdir (31). Braun ve ark. spontan diyabetik sican-
larda hastaligin baslarinda bobrek dokusunda VEGF pro-
tein ve mRNA seviyelerinin arttigini gostermislerdir (32).
Kamba ve ark. podositlerde VEGF iiretiminin azaltilma-
sii1 saglayan genetik manipiilasyonlu farelerde, glome-
riller Kkapillerlerde endoteliyal fenestrasyon kaybi,
glomeriiler endoteliyal hiicrelerde proliferasyon, podosit
kayb1 ve proteiniirii oldugunu gozlemislerdir (33). Bu
calisma da, bahsedilen ¢alismalar ile paralellik gostermis
ve diyabet olusturulan gruplarda glomeriiler ve tiibiiler
VEGF artist DM+LAT grubunda ise VEGF'de azalma ol-
dugu gozlenmistir. Kelly ve ark.lar1 subtotal nefrektomi
olusturduklar1 si¢canlarda, glomeriiloskleroz artis1 ile
VEGF artisinda paralellik gozlemislerdir (34). Bu ¢alis-
mada, literatiir ile uyumlu sekilde nefrektomi uygulanan
5/6Nf ve 5/6Nf+DM grubunda kontrol ve LA grubuna
gore VEGF ekspresyonunun artigini, LA tedavisi uygula-
nan 5/6Nf+LAT ve 5/6Nf+DM+LAT gruplarinda ise azal-
dig1 Dbelirlendi. Bu veriler bize, artmis fibrozis ve
glomeriiler genislemenin VEGF ekpresyonu ile ilgili ola-

bilecegini diistindiirdii.

Diyabetik ET1,

proliferasyonunu ve ekstraselliller matriks {iretimini in-

nefropatide mezangiyal hiicre
diikleyen bir molekiil olarak bilinmektedir. Sorakin ve
Kohan ET1in mezengiyal hiicrelerde diyabetik nefro-

patide hiperglisemi nedeniyle artis gosterdigini bil-

dirmislerdir (35). Hung ve ark.ari, diyabetik bobrekte
ET1’in ROS iirtinlerini diizenlemedeki roliinii aragtirmis-
lar ve siiperoksit ve ET1 degerlerinde paralel bir artis
gozlemislerdir (36). Bu ¢alismada da, benzer sekilde STZ
diyabetik ET1

kimyasal olarak glomeriillerde ve tiibiil epitelinde

ratlarda seviyelerinin immunohisto-
arttigini goriildii. LA'nin ve etkisi uygulanan DM+LAT

grubunda ise ET1 seviyelerinin azaldigini gozlemlendi.

ET1l'in diisiik dozlarda sistemik olarak uygulanma-
sinda kan basincinda bir miktar artis gozlenmistir (37).
Deneysel modellerde ET1'in uzun siireli infiizyonunda
inme ve renal hasar meydana geldigi bildirilmistir (38).
Sorakin ve Kohan hipertansiyonda ET1’in mezangiyal
hiicrelerde arttigini bildirmislerdir (35). Lariviere ve Lebel
ET1'in renal fonksiyonlarini degerlendirdikleri derleme
calismalarinda, renal yetmezlik ve glomeriiler skleroz
gosteren derecesiyle {iriner ET1 atilim1 arasinda paralellik
oldugunu bildirmislerdir. ET1 kadar 6nciil maddesi olan
preproET-1'in de renal hasarin gelisimi ile paralel olarak
proksimal tiibiil epitelinde ve glomeriiler hiicrelerde art-
tig1 gozlenmistir. Transgenik farelerde de ET1'in asiri
salmiminin vaskiiler hipertrofi, interstisiyel fibrozis ve
glomeriilosklerozda artis gosterdigini sdylemislerdir (39).
Bu calismalar ile paralel sekilde bu c¢alismada da
nefrektomi ile hipertansiyon olusturulan ratlarda ET1'in
tiibiiler ve glomeriiler olarak artis gosterdigini, ve LA ile
tedavi edilen 5/6Nf+LAT ve 5/6Nf+DM+LAT gruplarda

ET1 seviyelerinin azaldigini gosterdik.

Sonug¢ olarak, histomorfometrik incelemeler sonu-
cunda diyabetik sicanlarda ve nefrektomi uygulanan si-
canlarda, kontrol grubuna gore oldukga fazla renal hasar
oldugu gozlendi. Hipertansiyon ve diyabet modellerinin
birlikte olusturuldugu gruplarda renal hasarin prog-
belirlendi.

glomeriiler AT1 azalmasi ile VEGF ve ET1 artisinin

resyonunun hizli ilerledigi Tibiiler ve
tiibiilointersitisiyel ve glomeriiler hipertrofi ile iligkili ola-
bilecegi diisiiniildii. LA'nin hipertansiyon ve diyabet
olusturulan sicanlarda bobrek tizerinde tedavi edici/hasar
onleyici etkisinin olabilecegi ve yeni teknikler ile bu bilgi-

lerin desteklenmesi gerektigi diistiniild{i.
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