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Ozet

Bu calismada; kalsiyum kanal blokeri olan isradipin’in Tip Il diyabetine uygunluk gosteren yeni dogan sican streptozotosin
(YD-STZ) diyabet modelinde renal fonksiyonlar ve glomerulun yapisal degisimleri tizerine etkilerini incelendi. Yeni dogan wistar
tird albino sicanlardan 4 grup olusturuldu. 1. ve 2.gruba; dogumu izleyen 2.giinde STZ (100 mg/kg, i.p, tek doz) uygulandi.
1.grup;YD-STZ diyabetik kontrol grubu olarak ayrildi. 2.gruba; 12.haftadan itibaren isradipin (5 mg/kg/giin, 6 hafta, i.p.) uygulandi.
3.grup; diyabetik olmayan saglikli sicanlara 12. haftadan itibaren isradipin (5 mg/kg/giin, 6 hafta) uygulandi. 4.grup; saglikh
kontrol grubu olarak ayrildi. Calisma siiresince tim gruplardaki hayvanlarin kan glukoz diizeyi 6lgtimleri, vucut agirlik 6lgtimleri
ve mikro-albiiminiri diizey 6lciimleri yapidi. Bobrek doku kesitlerine Periodik Asit Schiff boyamasi ve TGF-B1, tip IV kollajen
antikoru ile immiinohistokimyasal boyamalar yapildi. isradipin uygulanan diyabetik grubun kan glukoz diizeylerinde belirgin
diisme saptandi. Diyabetik gruba kiyasla tedavili diyabetiklerde mikro-alblimintiri diizeylerinde anlamli azalma saptandi. Bobrek
agirhiklari; diyabetik grupta, saglikli kontrol gruba kiyasla artis gosterirken, tedavili diyabetik grupta azalma saptandi. Tedavisiz
diyabetik grubun diger gruplardan daha biiyiik boyutta glomeruller icerdikleri saptandi. Diyabetiklerde glomerul ve tubullerde
bazal membran kalinlasmasi, belirgin mezangiyal matriks ve hiicre artisi gézlendi. YD-STZ diyabetiklerde glomerul membran
kalinlasmasi, TGF-B1 ve tip IV kollajen immiinreaktivitesinde artis gzlendi. Isradipin uygulanan diyabetik gruptaki TGF-B1 ve
tip IV kollajen immunreaktivitesi saglkli kontrol grubuna benzerdi. isradipin’in kullanilan doz ve siirede, bu diyabet modelinde
renal doku hasarini 6nlemede yetersiz oldugu, ancak kan glukoz ve mikro-albiimintiri diizeylerinin azaltarak diyabetik nefropatinin
ilerlemesini yavaslattigi sonucuna varildi.
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The effects of isradipine on TGF-B1 and type 1V collagen expression in neonatal streptozotocin diabetic nephropathy
Abstract

The effects of isradipine on TGF-B1 and type IV collagen expression in neonatal STZ diabetic nephropathy
In this study, the effects of isradipine as a calcium channel blocker, on glomerulus structural alterations and renal functions were
examined in the neonatal streptozotocin diabetes (n-STZ) model. We used 4 groups of newborn Wistar rats. On the 2nd day of birth
after STZ (100 mg/kg) injection to the 1st and 2nd group, isradipine (5 mg/kg, i.p) was administered to the 2nd group for 6 weeks from
12 weeks on. The 3rd group was isradipine treated (5 mg/kg, i.p., from 6 weeks to 12 weeks) control group and the 4th group was
healty control. During the period of the experiment, blood glucose levels, body weight and microalbuminuria level of the rats were
measured. Kidneys were weighted. Tissue sections were immunostained using monoclonal type IV collagen and TGF-81 antibodies.
The blood glucose levels were markedly decreased in the isradipine treated cortrols. Microalbuminuria levels were decreased in treated
diabetics compared to diabetic group. Kidney weights were increased in n-STZ diabetics when compared to non-diabetics. Glomeruli
dimensions of n-STZ diabetics were increased in comparison to nondiabetic control group. In the isradipine treated diabetic group
the larger glomeruli were observed according to the nondiabetic group. Basal membrane thickening in glomerulus and significant
increase in mesangial matrix and mesangial cells and an increased type IV collagen and TGF-R1 expression in n-STZ diabetics were
observed. In the isradipine treated groups type IV collagen and TGF-81 immunoreactivity in glomerulus were seen to be similar to
nondiabetic controls. Our results show that isradipine could be effective in delaying the progression of nephropathy by decreasing
microalbuminuria and blood glucose levels but it didnot completly improved renal morphology.
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pati icin karakteristik olan erken degisimlerdendir [3].
Nefropatinin ilerleyen donemlerinde albumin atilim ora-
ninda artis, mezangiyal proliferasyon, glomeriil mezangi-
yumunda hiicrelerarasi matriks elemanlarinin birikmesi,
glomeriil ve tubiil bazal membranlarinin kalinlagmasi ile
glomeruloskleroz gelisir [4]. Belirgin nefropati klinik olarak
proteiniiri, hipertansiyon ve ilerleyici renal yetmezlik ile
karakterizedir [5]. Glomeriil hemodinamigindeki ciddi
degisimlerin sonucu ortaya ¢ikan mikroalbiminiiri ise
diyabetli hastalarda renal hasarlarin erken belirtecidir [6].
Diyabette hiicreler arasi matriks elemanlarinin birikiminin
patogenezine yonelik arastirmalarda, TGF-81’in hiicreler
arasi matriks proteinlerinin sentezini uyararak diyabetik
nefropati gelisimine katildigi gosterilmistir [7]. Bobrek do-
kusunda tip IV kollajen degisimleri ve diyabetik nefropatinin
ilerlemesi arasinda belirgin bir iliski oldugu belirtilmektedir
[8, 9]. Diyabetik renal tutulumun engellenmesi igin ACE
(Angiotensin Converting Enzyme) inhibitorleri ve kalsiyum
kanal blokerleri (KKB) gibi cesitli antihipertansif ilaglar
yaygin olarak kullanilmaktadir [10, 11, 12]. Diyabetik re-
nal hastalik galismalarinda renin-angiotensin sistem (RAS)
blokajinin renoprotektif etkisinin sonucu olarak glomerulde
ve tubulointerstiyumda TGF-R1'in asiri ekspresyonunun
kontrol altina alindigi gosterilmistir [13, 14, 15].

Diyabet ve komplikasyonlarinin arastiriimasinda cesitli
deneysel modeller kullanilmaktadir [16, 17]. Tip Il diyabeti-
ne en yakin model olarak gelistirilen “yeni dogan STZ
(YD-STZ) diyabet modeli” nde yeni dogan si¢anlara dogu-
mu izleyen 1. ile 5. glinler arasinda, diyabetojenik ajan
STZ tek doz olarak enjekte edilerek 8 hiicrelerinin harap-
lanmasi hedeflenmektedir. Yeni dogan siganlarin R hiicrele-
rinde 10 -20. giinlerde hizl bir regenerasyonun gercekles-
tigi gozlenmis, yetiskin donemde neogenezin sinirli olarak
devam ettigi gosterilmistir [18, 19].

Bu caligmada kalsiyum kanal blokeri olan isradipin’in
YD-STZ diyabet modelinde, bébrek dokusu tzerine koru-
yucu etkilerinin olup olmadigini, TGF-1 ve kollajen eks-
presyonlarini immunohistokimyasal olarak karsilastirmal
incelemeyi amacladik.

GEREC VE YONTEM

Calismada, yeni dogan sicanlardan olusan 4 deney gru-
bu olusturuldu. Dogumu izleyen 2.giinde 1.ve 2.gruba
streptozotosin (STZ, Sigma, St. Louis, MO) 100 mg/kg,
serum fizyolojik ile sulandirma, intraperitonal (i.p) yolla
tek doz uygulandi. 1.grup yeni dogan STZ diyabetik grup
olarak ayrildi (n=7). 2.gruba 12.haftadan itibaren serum
fizyolojik ile sulandirnlan 5 mg/kg dozunda isradipin (Dy-
nacirc, Sandoz, Isvigre) 6 hafta siire ile her giin i.p olarak
uygulandi (n=9). 3.gruptaki diyabetik olmayan saglikli
sicanlara 12. haftadan itibaren 6 hafta hergiin 5 mg/kg
dozunda isradipin i.p. olarak uygulandi (n=9). 4.grup
diyabetik olmayan saglikli kontrol grubu olarak ayrildi.
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12.haftadan itibaren yalnizca serum fizyolojik (% 0.9
NaCl) i.p. uygulandi (n=7). Laktasyonun sona ermesinden
sonra ayni gruba ait yavru hayvanlar 6.haftada cinsiyetleri
tayin edilerek disi ve erkek sicanlar ayri kafeslere alindilar.
Hayvanlar iginde % 21 protein bulunan sican yemleriyle
serbest olarak beslendiler. Her giin taze icme suyu verildi.
18. haftanin sonunda eter anestezisi altinda sakrifiye edilen
hayvanlardan alinan bébreklerin agirliklart 6lgiildikten
sonra, Bouin fiksatifinde tespit edilip, parafine gomaldi.
Kan glukoz, Viicut agirhgi: Deney siiresince tlim gruplarin
haftalik kan glukoz degerleri ve viicut agirliklari 6lgilda.
Deney hayvanlari bir gece dncesinden ag birakildilar ve
ertesi sabah kuyruk venlerinden alinan kan 6rneklerinden
kan glukoz dizeyi 6lgtimleri glikostiksler kullanilarak glu-
kometre ile yapildi (Glukostix, Bayer, Ames Glucometer
I Model 5550).

Mikro-albimindiri: 6.,12. ve 18. haftalarda tim grup-
lardaki hayvanlardan her biri bir gece 6ncesinden meta-
bolizma kafeslerine alindi ve 24 saatlik idrar 6rnekleri
toplandi. Toplanan bu idrardan mikral test ile (Micral-Test
I, Bohringer-Mannheim, istanbul) mikro-albiminiiri dii-
zeyleri 6l¢lldu. Mikro-albimintri diizey 6lgliminiin de-
gerlendirmesi, kit uygulama klavuzuna uygun olarak, idrar
icindeki stripin renk reaksiyonuna gore strip tizerinde bu-
lunan araliklardan 4 deger (50,<50, 20,<20 mg/It) belir-
lenerek yapildi. Mikral test kiti igerisinde belirtilen <20-0
araligi normal deger olarak kabul edildi.

Isik mikroskopi: Bobrek dokulari Bouin soliisyonunda
tespit edilip rutin stk mikroskopi takip yontemleri kullani-
larak parafine gomiildd. 3-5 w kalinhiginda alinan parafin
kesitler Periodik Asit Schiff (PAS) boyasi ile boyandi. im-
minohistokimya: PLL (poly-L-Lysine) kaplanmis lamlara
alinan bobrek doku kesitlerine streptavidin-biotin-perok-
sidaz yontemi [20] ile monoklonal tip IV kollajen antikoru
(Collagen type IV (Ab-2) monoclonal, ALBIOCHEM, 1/50
sulandirma ) ve poliklonal TGF 1 antikoru (ImmunoCruz
TM Staining System, sc-146K:TGF-81(V)K-Santa Cruz Bio-
technology, prediliie) kullanilarak Zymed-Histostain SP
Kiti (95-9943) ile imminohistokimyasal boyama yapildi.
Bobrek agirligr: Deney bitiminde eter anestezisi altindaki
hayvanlarin sag bobrekleri gikarildi, serum fizyolojik ile
yikandiktan sonra agirlik olctimleri yapildi.

Glomerul boyutu: PAS boyasi yapilan bébrek kesitlerin-
de glomeril boyut 6lglimii okiiler mikrometresi (Beck
Kassel, CBS, px8) ile X 40 objektif biyltmesi kullanilarak
rastgele alanlardan segilen 30 adet diizgtin sekilli glomerdil
tzerinde cap ol¢ilerek yapildi.

statistik: Calisma stiresince tiim gruplardaki hayvanlarin
kan glukoz ve viicut agirlik 6lgtimlerinin, calisma bitiminde
tlim gruplardaki hayvanlardan alinan bébreklerin agirlik-
larinin istatistiksel olarak degerlendirmesinde tek yonli
ANOVA ve coklu grup kiyaslama testi kullanildi. Mikro-
alblimindri diizey 6lgimiiniin istatistiksel degerlendirme-
sinde Bonferroni diizeltmesi kullanildi [21].
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BULGULAR
Kan Glukoz

6. haftada ¢lciilen baslangic kan glukoz diizeyleri ince-
lendiginde YD-STZ diyabetik gruplarin (1. ve 2. grup) kan
glukoz diizeyleri, STZ uygulanmamus saglikli hayvanlardan
olusan gruplardan (3. ve 4. grup) anlamli olarak daha ytik-
sek saptandi (p<0.001). 11.haftada diyabetik tim gruplarda
(1. ve 2. grup) 6.haftaya gore kan glukoz diizeylerinde
belirgin bir dusiis gozlenirken, 12.hafta bu gruplara ait
kan glukoz diizeylerinin diger gruplara kiyasla artig goster-
digi saptandi (p<0.001). 18. haftadaki kan glukoz diizeyleri
agisindan YD-STZ diyabetik grup diger gruplardan belirgin
olarak yiiksek bulundu (p<0.001). isradipin uygulanan
YD-STZ diyabetik grubun kan glukoz diizeylerinin tedavisiz
diyabetik gruba kiyasla daha dustik, kontrol gruba yakin
oldugu saptandi (Tablo 1).

Viicut Agirliklar

Viicut agirlik 6l¢limleri bakimindan degerlendirilen tim
gruplarda, 18.haftaya kadar belirgin bir artis saptandi. YD-
STZ diyabetik gruba ait siganlarin viicut agirhiklarr saglikli
kontrol grubuna yakin bir artig gosterirken, isradipin uygu-
lanan gruplarda (2. ve 3.gruplar) kilo artisi saghklr kontrol
ve diyabetik kontrol gruplara gore daha az olarak saptandi
(Tablo 2).

Mikro-albiiminiiri

Mikro-albiminuri 6l¢iim ve degerlendirmesinde; 6., 12.,
ve 18.haftalar igin 3 kiyaslama kombinasyonu yapildi.YD-
STZ diyabetik grupta tim ol¢tiimlerde mikro-albimindri
diizeyi (50, <50) agisindan bir degisme olmazken, isradipin
uygulanan YD-STZ diyabetik grupta 2.periottan (50, <50)
3.periota (20, <20) geciste mikro-albimindri diizeylerinde
anlamli bir diisme saptandi (p<0.001). Diger gruplar ara-
sinda mikro-albiimindiri diizeylerinin degisimi acisindan
fark bulunmadi (Tablo 2).

Bobrek Agirhklari
YD-STZ diyabetik grubuna ait bobrek agirliklar tim grup-
lardan anlamli olarak ytiksek bulundu (p<0.001) (Tablo 2).

Glomeriil Boyutu
YD-STZ diyabetik grubun diger tim gruplardan daha biiyiik
boyutta glomertiller icerdikleri saptandi (p< 0.001) (Tablo 2).

Morfolojik Bulgular

Kontrol grubuna (Sekil TA) kiyasla YD-STZ-diyabetik gruba
ait bobrek kesitlerindeki en 6nemli bulgu glomeriil bazal
membran (GBM) kalinlagmast idi. Ayrica glomeriiler me-
zangiyal matriksteki ve hiicrelerdeki artis, glomerdillerde
segmental veya global bozulmalar ile gok sayida hipertrofik
glomeriiller saptand (Sekil 1B). isradipin uygulanan YD-
STZ diyabetiklerde, diyabetik grupta yer yer glomerdl ve

Tablo 1. Calisma stiresince tim gruplara ait kan glukoz (mg/dL) degerlerinin istatistiksel analizi.

Kan Glukoz
Grup 6. hafta
1 YD-STZ diyabetik (n=7)
2 YD-STZ diyabetik+isradipin (n=9)
3 isradipin (n=9)
4

Saglikli Kontrol (n=7) 91 +6.16

214.71 +32.742
224.44 + 48.18P
88.44 + 11.75

Kan Glukoz Kan Glukoz Kan Glukoz
11. hafta 12. hafta 18. hafta
123.42 + 38.50¢ 210.14 = 21.794 233.14 + 34.06f
70.55 £ 10.39 190.33 + 21.91¢ 145.66 + 41.39
90.11 + 18.42 91.22 +24.03 82.88 +20.37
86.85 + 8.80 85.14 £ 6.61 71.14 £ 13.44

a, b : p<0.001 saglikli kontrol ve isradipin kontrol gruba kiyasla,

c ,f; p<0.001 diger tim gruplara kiyasla, d,e: p<0.001 saglikli kontrol ve isradipin uygulanan kontrol gruba kiyasla

Tablo 2. Calisma sonunda (18.hafta) tiim gruplara ait viicut agirlik (g), bobrek agirligr (mg), mikro-albiiminiri (mg/L) ve

glomertl cap(p) degerlerinin istatistiksel analizi.

Grup Viicut Agirhigi
1 YD-STZ diyabetik (n=7) 203.71 £10.7
YD-STZ diyabetik+isradipin (n=9)  183.22 + 27.2

174.11 + 24.68

2
3 isradipin (n=9)
4 222.43 +18.1a

Saghikli Kontrol (n=7)

Bobrek Agirhig Mikro-albiiminiiri Glomerul Cap

901.43 + 136.3 P <50¢ 103.7 + 8.8
724.44 £ 201.13 <20¢ 100.2 £ 8.0
730.00 + 66.33 <20 82.0+4.3
704.28 + 134.6 <20 85.0+3.4

a; p<0.001; isradipin uygulanan YD-STZ diyabetik ve isradipin kontrol gruba kiyasla,

b, ¢, d; p<0.001; diger tiim grublara kiyasla,
e; p<0.001 YD-STZ diyabetik gruba kiyasla
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tubiil dejenerasyonlarina rastlanmasina ragmen saghkli
kontrol grubuna benzer goriintiiler de saptandi (Sekil 1C).
isradipin uygulanan diyabetik olmayan sican grubuna ait
bobrek kesitlerinde ise glomertl yapisinin diizgiin oldugu
gozlendi.

immiinohistokimya

Tip IV kollajen: YD-STZ diyabetik sicanlarda glomerul
membrani ve mezangiyal matrikste Tip IV kollajen immiin-
reaktivitesinde belirgin bir artis gozlenirken (Sekil 2 B),
isradipin uygulanan YD-STZ diyabetik sicanlarda glome-
rillerde Tip IV kollajen immiinreaktivitesinin YD-STZ-
diyabetik gruba kiyasla daha zayif oldugu gozlendi (Sekil
20C). Isradipin uygulanan diyabetik olmayan sican grubuna
ait glomeriillerde Tip IV kollajen immiinreaktivitesi saglikli
kontrol gruba yakin goriintiiler icermekteydi.

TGF B1: Saghkh kontrol gruba ait bébrek dokularinda
TGF-R1 immiinreaksiyonu glomeril icinde ve mezangiyal
matrikste ayrica tubiil cevrelerinde, zayif olarak gozlenirken
(Sekil 3A), YD-STZ diyabetik gruba ait bébrek kesitlerinde
glomertillerde, tubiil gevresinde ve interstisyel alanlarda
siddetli TGF-R1 imminreaksiyonu gozlendi (Sekil 3B).
isradipin uygulanan YD-STZ diyabetik sicanlarda glome-
riillerde TGF-31 immiinreaktivitesi YD-STZ-diyabetik gruba
gore daha zayif gozlendi (Sekil 3C).
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TARTISMA

Diyabetin ciddi bir komplikasyonu olmasi nedeniyle di-
yabetik nefropatinin erken tanisi olduk¢a 6nemlidir.

Calismalarda; diyabetin erken dénemlerinde mezangi-
yal matriks birikimi ile ortaya ¢ikan matriks genislemesi,
diyabetin siiresine ve siddetine gore derecelendirilmistir
[22, 23]. STZ diyabetik hayvanlarda diyabetin erken do-
neminde hiicreler arasi matriks komponentlerinin (tip IV
kollajen, fibronektin, laminin) sentezindeki artista, hiper-
gliseminin esas rol oynadigi cesitli calismalarda gosteril-
mistir [7, 8, 14].

Tim YD-STZ diyabetik gruplarda yiiksek seviyelerde
olglilen kan glukoz diizeylerinde 11.haftada belirgin bir
diistis gozlenirken, 12. haftadan itibaren bu gruplara ait
kan glukoz diizeylerinin tekrar artis gosterdigi saptandi.
Bu galismada kullanilan YD-STZ diyabet modelinde, di-
yabetik gruplarda tespit edilen kan glukoz diizey verilerinin
karakteristik olarak Tip Il diyabet modeline uygun oldugu
gozlendi [18, 19]. Tedavisiz YD-STZ-diyabetik grupta GBM
kalinlagsmast ile birlikte mezangiyal hiicre artisi ve matriks
birikimine bagh olarak glomeril boyutlarinda saptanan
belirgin artis, diyabetik nefropatinin erken bulgusu olarak
kabul edilen mikroalbiiminiiri tespiti ile de desteklenmis
oldu. Diyabetik nefropatinin baska bir nemli bulgusu da

Sekil 1. Saglikli kontrol grubuna ait glomertiil (g) (A).YD-STZ diyabetik gruba ait glomeriil bazal membran, Bowman kapsiilii bazal

membran kalinlagsmasi (1), mezangial matriks artigi

m) ve segmental glomeriil gériiniimii (B). isradipin uygulanan YD-STZ diyabetik

(
grubta kontrole yakin gortinimdeki glomertiller (g) (C). (Boya: PAS+HI) (A,B: X 100, C X 20).

Sekil 2. Streptavidin-Biotin-Peroksidaz yontemi ile monoklonal tip IV kollajen antikoru kullanilarak yapilan immun boyama ile, saghkh
kontrol grubuna ait glomeriillerde (*) tip IV kolagen immunreaksiyonu zayif olarak (A), YD-STZ diyabetik grup tip IV kollajen
immunreaktivitesi 6zellikle glomeriillerde (*) belirgin olarak (B), Isradipin uygulanan YD-STZ diyabetik sican grubunda glomeriillerde
kontrole benzer (*) tip IV kollajen immunreaksiyonu (C) goriilmekte.

(Z1t Boya: Hematoksilen) (A, B, C: X 100)
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Sekil 3. Streptavidin-Biotin-Peroksidaz yontemi ile poliklonal TGF-B1 antikoru kullanilarak yapilan immun boyama ile, saglikli kontrol
grubunda ait glomertillerde (*) ve tubullerde TGF-B1 immunreaksiyonu zayif olarak (A), YD-STZ diyabetik grup TGF-B1 immunreaktivitesi
ozellikle glomeriillerde (*) ve interstisyal alanlarda belirgin olarak (B), isradipin uygulanan YD-STZ diyabetik sican grubunda glomeriillerde

kontrole benzer (*) TGF-B1 immunreaksiyonu (C) goriilmekte.
(Z1t Boya: Hematoksilen) (A, B, C: X 20)

bobrek agirhginda ve bobrek boyutunda meydana gelen
artistir. YD-STZ diyabetik gruba ait sicanlarin bobrek agir-
liklarinin saglikli kontrol grubu ile kiyaslandiginda belirgin
olarak arttigi, YD-STZ diyabetik gruba ait glomerdillerin
saglikh kontrol grubuna kiyasla daha biiyiik boyutta oldugu
gozlendi. Bu bulgular diger diyabet modellerinin bulgulari
ile uyumlu idi [2, 3, 4].

ACE inhibitorleri ve kalsiyum kanal blokerleri antihiper-
tansif tedavi amaci ile klinik ve deneysel diyabet calisma-
larinda siklikla kullanilmaktadir. Farkli siniflara ait antihi-
pertansif ilaglarin genel etkileri nefropatinin ilerlemesini
ve idrar albtmin atiliminin 6nlenmesi tizerinedir [10, 11,
12, 24]. Deneysel diyabet calismalarinda; kalsiyum kanal
blokerlerinin dogrudan etkisinin, GBM'1 lizerine oldugu
[10, 111, renal hasarin ilerlemesini geciktirdigi [5, 25]
ancak tamamen Onlemedigi ayrica proteiniriyi azaltic
etkilerinin oldugu [26] yapilan calismalarda gosterilmistir.
Cesitli kalsiyum kanal blokerleri, farkli tipte kalsiyum ka-
nallarinda (T tipi, L tipi) etkilidir ve genellikle glomertil
ici basinci azaltmaya yonelik etkilere sahiptirler. Diyabetik
hastalarda nefropati gelisiminde kan basinci ve albiimintiri
arasinda iliski kurulmus, sadece kan basincinin distrilmesi
ile de renal fonksiyonun korundugu bildirilmistir [27, 28].
Dihidropiridin (nifedipin) ve dihidropiridin olmayan (is-
radipin, diltiazem, verapamil) kalsiyum kanal blokerleri
arteriyal kan basincini azaltici etkiye sahiptir. isradipin’in
albuminiiriyi azaltici etkilerinin oldugu yapilan klinik ¢a-
lismalar ile belirlenmis [29, 30], ancak nefropatide isradipin
kullanimi ile morfolojik diizeydeki etkilerini inceleyen
cahismaya rastlanilmamistir. Bu galisma YD-STZ diyabetinde
yapilan ilk ¢calisma niteligindedir.

Diyabetik nefropatinin erken morfolojik kanitinin me-
zangiyumda matriks komponentlerindeki artis oldugu bi-
linmektedir. Mezangiyal degisimlerin sonucu olarak fokal
glomeriiloskleroz ortaya ¢ikar. Calismalarda gesitli anti-
hipertansif ilaglarin renal hastaligin ilerlemesinde morfolojik
degisimler tzerine etkileri diyabetik hayvanlarda karsilas-
tirmali olarak incelenmistir ve fakli sonuclar elde edilmistir
[25, 31, 32]. Anderson ve ark. [10], bir dihidropiridin tu-
revi kalsiyum kanal blokeri olan nifedipin’in diyabetik
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sicanlarda glomeril hasarini 6nlemede yetersiz oldugunu
ancak kan glukoz ve proteiniri diizeylerinde azalmaya
neden oldugunu belirtmislerdir. Gaber ve ark [31]; diltia-
zem benzeri (TA-3090) dihidropridin tiirevi kalsiyum kanal
blokeri ile fokal glomeriilosklerozun ilerlemesinin, ACE
inhibitorlerine oranla daha az diizeylerde azaldigini sap-
tamislardir. Mezangiyal matriks komponentlerindeki birik-
menin her iki tedavi seklinde de azaldigi gosterilmistir.
Uyguladigimiz YD-STZ diyabet modelinde daha 6nce
deneysel diyabetik nefropatide kullanilmamis uzun sire
etkili dihidropridin tirevi kalsiyum kanal blokeri olan
isradipin kullanarak bébrek agirliklarinda YD-STZ diyabetik
gruba kiyasla belirgin bir azalma saptandi ve bu grubun
glomeril boyut 6l¢timlerinde anlamli bir degisim gozlen-
medi. Tedavili diyabetik grubun bobrek kesitlerinin morfo-
lojik incelenmesinde, GBM'da ve kapiller bazal memb-
randa kalinlagmalarin devam ettigi, mezangiyal matriks
ve mezangiyal hiicre artisina bagli olarak hipertrofik gori-
niimli glomertiillerin varhigi ile diffiiz ve segmental glo-
meriiloskleroz goriilmesi isradipin’in bébrek morfolojisinde
tam bir diizeltici etkisinin olmadigr gdzlendi. Buna karstlik
isradipin kullanimi sonucu mikroalblmintri diizeylerinde
diyabetiklere oranla anlamli bir azalma bulunmasi diger
calismalar ile uyumluluk gosterdi [29, 32].

Diyabetik nefropatinin patogenezine hiperglisemi, gli-
kozillenmis proteinler, hiicre ici poliol, vazoaktif hormonlar,
sistemik ve glomeriiler hipertansiyon, proteindiri, biiytime
faktorleri ve sitokinler gibi birgok araci faktor karismaktadir
[7, 33, 34]. Diyabetik nefropatide plazma glukoz konsan-
trasyon artigi ile TGF-R1 arasinda iliski oldugu belirtilmek-
tedir [34]. Glukoz artisinin neden oldugu enzimatik olma-
yan glikolizasyon, reseptorlerin veya hiicresel diizenleyici
proteinlerin yapisini degistirerek TGF-R sentez veya biyo-
aktivitesini etkilemektedir. Kiiltlir ortaminda yiiksek glukoz
konsantrasyonlarinin, mezangiyal hiicreler ve proksimal
tubdil hiicrelerinde TGF-8T mRNA ekspresyonunu artirdig,
tip IV kollajen transkripsiyonuna ve heparan siilfat prote-
oglikanin mezangiyal tretiminde artisa neden oldugu bil-
dirilmistir [35, 36]. STZ diyabetik sicanlarda yapilan ¢a-
lismalarda hipergliseminin baslangicindan sonra en erken



24 saat sonra glomerular TGF-31 mRNA’sinda artig oldugu
bildirilmektedir. Diyabetik sicanlarda hizli renal hipertrofi
gozlenen safhada bobrekte TGF-B1 ekspresyonundaki
artis calismalarla kanitlanmustir [9, 13]. Bobrekte TGF-R1
ekspresyonundaki artis diyabetik nefropati gelisimindeki
renal degisimlerden sorumludur [36]. Sicanlarda ilerleyici
mezangiyoproliferatif glomerulonefritte ACE inhibitori
(cilazapril) ve angiyotensin-1(AT-1) antagonisti (candesartan)
kullaniminin renal dokuyu hasara karsi korudugu ve TGF-
BT mRNA’sinda ve protein diizeylerinde azalmaya yol
actigl bulunmustur [15]. ACE inhibitorleri ve AT-1 antago-
nistlerinin renoprotektif etkilerini AT-1 reseptorleri araciligry-
la TGF-8 ve matriks proteinlerin Gretimini diizenleyerek
yaptigi belirtilmektedir [7, 37]. Calismamizda YD-STZ
diyabetik grubun glomertil ve interstisyel alanlarinda artmig
olarak gozlenen TGF-R1 ekspresyonunun, bir kalsiyum
kanal blokeri olan isradipin uygulamasi ile belirgin olarak
azaldigr saptandi. Bu bulgu ile kalsiyum kanal blokerlerinin
de TGF-B1 ekspresyonunu diizenleyici mekanizmalar lize-
rine etkileri oldugu gosterildi.

TGF-R, tip IV kollajen ve fibronektin Gretiminin uyarimi
sayesinde ekstraselliiler matriks birikimini artirir, bu artista
interstisyel fibrozis ve glomeruloskleroz ile sonuclanir [8].
Tubulointerstisyel fibrozis hemen hemen tim ilerleyici
renal hastaliklarda tipik bir bulgudur. Diyabetik sicanlarda
histolojik anormalliklerin en belirgin olani tubular dilatas-
yondur. Tubul epitel hiicreleri ve ¢evredeki interstisyel
hiicrelerde tespit edilen tip IV kollajen ve TGF-81’in artmig
ekspresyonu tubular dilatasyon ile iliskilendirilmistir [7].
CGalismalarda tubulointerstisyel TGF-1 ve kollajenin agiri
ekspresyonu deneysel diyabetin olusturulmasindan sonraki
ilk 4 hafta ile sinirlandiriimaktadir. Ihm ve ark. [38] STZ
ile diyabetin olusturulmasindan sonraki 7. ve 28.gtinlerde
sicanlarin proksimal tubuluslarinda tip IV kollajen ekspres-
yonunda artis oldugunu gostermislerdir. Erensoy ve ark.
[9]; tedavisiz diyabetiklerin bobrek dokularinda gozlenen
GBM kalinlagmasi ve mezangiyal matriks genislemesinin
tip IV kollajen ve laminin ekspresyonundaki artis ile iligkili
oldugunu immiinohistokimyasal olarak géstermislerdir.
Gilbert ve ark. [7] diyabetik sicanlarin bobrek dokusu pe-
ritubular bazal membranlarinda tip IV kollajen immiinreak-
tivitesinde artis oldugunu gostermislerdir. Calismamizda
YD-STZ diyabetik sicanlarin bébrek dokusunda glomertil
membrani ve mezangiyal matrikste tip IV kollajen ekspres-
yonunda belirgin bir artis g6zlerken, isradipin uygulamasi
ile diyabetik sicanlarin glomerdllerindeki tip IV kollajen
ekspresyonu belirgin azalmisti.

isradipin’in kullanilan doz ve siirede, YD-STZ diyabet
modelinde renal doku hasarini énlemede yetersiz olmasina
ragmen, kan glukoz ve proteiniri diizeylerini azaltarak
diyabetik nefropatinin ilerlemesini yavaslattigi, bu renopro-
tektif etkisinin TGF-B1 ve tip 1V kollajen’in glomerular
ekspresyonunun baskilanmasi yolu ile oldugu sonucuna
varildr.
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