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RESIMLER DiZINi

Resim 1: Hafif konjesyon bulgular1 gosteren bobrek dokusu (HE, x200).

Resim 2: Konjesyon, interstisyel inflamasyon (yi1ldiz), ve Bowman kapsiil araliginda
genisleme (oklar) bulgular1 gésteren bobrek dokusu (HE, x200).

Resim 3: Tiibiiler dilatasyon ve dejenerasyon (kisa oklar) ile fokal glomeriiler nekroz (uzun
oklar) bulgular1 gosteren bobrek dokusu (HE, x200).

Resim 4: Olagan tiibiil yapilar1 gosteren bobrek dokusu (HE, x200).

Resim 5: Yogun interstisyel inflamasyon, tiibiil dejenerasyonu ve dilatasyonu gosteren
bobrek dokusu (HE, x200).

Resim 6: Interstisyel inflamasyon, tiibiil dejenerasyonu, tiibiil dilatasyonu ve damar

duvarinda kalinlagsma (ok) bulgular1 gésteren bobrek dokusu (HE, x200).

GIRIS VE AMAC

Diabetes mellitus (DM) sistemik bir hastalik olup diyabetik nefropati (DN), yaygin
komplikasyonlarindan biridir. DN, son donem bobrek yetmezligi nedenlerindendir®?.
Diyabetin komplikasyonlarindan korunma i¢in ¢ok sayida calisma yapilmaktadir. Oksidatif
stresin, diyabet komplikasyonlarmin gelismesinde ve ilerlemesinde anahtar rol oynadigi
yaygin olarak tanimlanmistir. Reaktif oksijen radikalleri, oksidatif streste Onemli rol
oynamaktadir. Ayrica diyabette antioksidan mekanizmalarin olugmasi da azalir®. Bu konuda
cesitli tedavi stratejileri lizerine ¢alismalar devam etmektedir. Peroksizom proliferator aktive
edici reseptor (PPAR) gama aktivatorleri olan tiazolidindionlar (TZD)’in antioksidan ve
antiinflamatuar etkileri baz1 ¢alismalarda gésterilmistir4. Biz bu calismada, streptozosin ile
diyabet olusturulan ratlarin bébrek dokusunda TZD tedavisinin antioksidan ve inflamatuar
parametrelere doku diizeyinde etkisinin tespiti ve DN’nin patolojik degisikliklerinin tedavi ile

gosterdigi degisikliklerin incelenmesini amagladik.
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I. GENEL BILGILER

A.DIABETES MELLITUS

Diabetes mellitus insiilin hormon sekresyonunun ve/veya insiilin etkisinin mutlak
veya goreceli azlig1 sonucu karbonhidrat, protein ve yag metabolizmasinda bozukluklara yol
acan kronik hiperglisemik bir grup metabolizma hastaligidir. Diyabet, kronik hiperglisemi
sonucu gozlerde, bobreklerde, sinirlerde, kalpte ve damar sisteminde kronik komplikasyonlara
yol agan, bu organlarin fonksiyonlarini bozan ve sakatliklara yol agabilen bir hastaliktir.

Diyabetin ortaya c¢ikmasinda degisik patogenetik mekanizmalar sorumlu
tutulmaktadir. Tip 1 diyabetin olusmasinda primer olay otoimmun mekanizma ile veya
bilinmeyen bir sekilde beta hiicrelerinin harabiyeti ile insiilin eksikliginin ortaya ¢ikmast; tip
2 diyabette ise beta hiicre yetersizligine bagli insiilin sekresyonunda bozulma ve hedef
dokulardaki insiilin direnci nedeniyle insiilin etkisindeki azalmadir®.

Diyabet, genetik yatkinligin varliginda cevresel nedenlerle kolayca tetiklenen bir
hastaliktir. Bu yiizden riskli topluluklarin belirlenmesi ve Onleme c¢alismalart Onem
kazanmaktadir °.

Diyabetik hastalarda morbidite ve mortaliteye yol agabilecek ¢ok sayida kronik
komplikasyon goriilebilir. Bunlar genellikle hiperglisemi bagladiktan uzun siire sonra ortaya
cikarlar. Tip 2 diyabette bazi1 hastalarda tan1 sirasinda da komplikasyonlar bulunabilir.
Komplikasyonlarin gelisim nedeni tam olarak bilinmemektedir. Ancak hiperglisemi
varliginda aldoz rediiktaz (AR) enzimi ile glukozun sorbitole doniisiimii sézkonusudur.
Sorbitol bir doku toksinidir ve retinopati, ndropati, nefropati ve aort hastaliklarinin
olusumunda su¢lanmaktadir !

Diyabetin  kronik  komplikasyonlarinin =~ 6nemli  bir kismimm  vaskiiler
komplikasyonlar olusturmaktadir. Bu da tutulan damarlara goére mikrovaskiiler veya
makrovaskiiler komplikasyonlar seklinde seyredebilir.

Mikrovaskiiler komplikasyonlar, kiiclik kapiller ve arteriyollerde bazal membran
kalinlagsmasi ile gider (retinopati, nefropati, noropati). Nefropati tip 1 diyabette daha sik
goriiliir. Sik1 kan sekeri regiilasyonu mikrovaskiiler komplikasyonlarin gelisimini azaltmakta
veya geciktirmektedir.

Makrovaskiiler komplikasyonlar ise ateroskleroz ve buna bagl olarak ortaya ¢ikan

myokard enfarktiisii, serebrovaskiiler olaylar (SVO), gangren seklindedir.
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B. DIYABETIK NEFROPATI

Diyabetik nefropati, siireklilik gosteren mikroalbiiminiiri, erken kan basinci
yiikselmesi, glomeriiler filtrasyon hizi (GFR)’nda diisme, yiiksek kardiyovaskiiler morbidite
ve mortalite riski ile karakterizedir’®. DN’li tip 1 diyabetik hastalarda %85-99, tip 2
diyabetiklerde %63 oraminda diyabetik retinopati de saptanmaktadir®.

Tip 1 diyabetiklerde, diyabet siiresiyle iligkili olarak artan mikroalbiiminiiri ve
proteiniirinin, 25-30 yillik toplam insidans1 %35-40 olarak bildirilmistir'®. Mikroalbiiminiirik
hastalarin 1/3’iinde alblimin atilimi normal smirlar i¢ine donerken, 1/3’linde asikar

12 proteiniirik hastalarn %10-50’sinde son dénem bobrek yetmezligi

proteiniiriye ilerler
(SDBY) gelisirken, %40-50’si kardiyovaskiiler komplikasyonlarla erken ddnemde
kaybedilir'®. Bircok c¢alisma mikroalbiiminiiri-proteiniiri gelisme insidansinin tip 1 ve 2
diyabetiklerde birbirine yakin degerlerde oldugunu ortaya koymustur**. Gelismis iilkelerde,
yeni tam almis SDBY nedenleri icindeki DN orani %30-40 civarindadir™. Ulkemizde de
2005 Tiirk Nefroloji Dernegi verilerine gére SDBY nedenleri arasinda %25.3’liik oranla DN
birinci sirayr almaktadir. Genetik yatkinlik, 1k, cinsiyet, diyabetin baslama yasi, hastaligin
stiresi DN gelisimini etkileyen risk faktorleridir'®. Glisemik kontrol bozuklugu, hipertansiyon,
hiperlipidemi, diyetteki yiiksek protein, albiiminiiri varhigi, sigara kullanimi prognozu
kétiilestirmektedir'’. Genetik yatkinlik varliginda, hemodinamik ve metabolik faktorler
arasindaki karmasik etkilesim DN gelisimini kolaylastlrmaktadlrls.

Diyabetik nefropati patogenezinde, glukozun direk toksik etkileri, polyol yolu
aktivasyonu, protein, lipid, lipoprotein, aminoasitlerin glikasyonu ve ileri glikasyon
tirlinlerinin olusumu, oksidatif stres, ¢esitli biiylime faktorlerinin artmis aktivitesi ve renin-
anjiotensin aldosteron sistemi (RAAS) rol oynamaktadir. DN gelisimi i¢in hiperglisemi
gerekli olsa da yeterli degildir; bazi hastalarda kotii glisemik kontrol olmasina ragmen
nefropati gelismez. Bu durum patogenezde diger faktorlerin de roliinii ortaya koymaktadir.
DN gelisiminde hipertansiyon (HT) da kritik 6neme sahiptir. Glomeriiler kapillerlere gegcen
basing, destek hiicrelerinde mekanik strese neden olur ve kollajen gibi matriks elemanlarinin
sentezini uyarir™. Hem hiperglisemi hem de mekanik stres 6nemli bir intraselliiler medyator
olan protein kinaz C (PKC) aracihigiyla sitokinler ve biiylime faktorlerini [Ornegin
transforming growth factor-B 1 (TGF-B 1) ve vascular endothelial growth factor (VEGF)]
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uyararak hiicre i¢i sinyal yollarin1 aktive eder. Hipergliseminin ortaya ¢ikmasiyla baglayan
DN gelisim stireci ilk agamalarinda klinik bulgu vermeyebilir.

1. Patogenez

a. Genetik

Diyabetiklerin sadece bir kisminda nefropati gelisiyor olmasi, DN gelisiminde
genetik yatkinligin 6nemini ortaya koymaktadir'®. Tip 1 ve 2 DM’lu ikizler ve ailelerle
yapilan c¢aligmalar, DN gelisiminde genetik yatkinligin énemli roliinii desteklemektedir®*°,
Her iki diyabet tipinde de DN’nin ailesel kiimelenme gosterdigi ortaya konmustur. Tip 1
diyabetik olan kardeslerden birinde proteiniiri varsa diger kardeste proteiniiri gelisme riski
yiiksek bulunmustur®.

Baz1 genler cesitli enzim, hormon, sitokin, biiylime faktorii, lipid ve yapisal
komponentlerin iiretim ve fonksiyonunu diizenlemektedir. DN gelisimine yatkinlik
yaratabilecek aday genlerden bazilar1 anjiotensinojen, anjiotensin converting enzim (ACE),
Agt (anjiyotensin) Il-tip 1 reseptor, nitrik oksit sentaz, endotelin-1, apolipoprotein E, AR, ileri
glikasyon son {irlin reseptorii, perlecan, nefrin ve TGF-§ 1 genleridirzo. En ¢ok tizerinde
durulan ACE gen polimorfizminin, DN ve retinopati ile iligkisi konusunda farkli sonuglar
bildirilmistir®#.

b. Hiperglisemi

Kronik hiperglisemik bir tablo olan DM’ta, glukozun aracilik ettigi ¢ok sayida
metabolik olay komplikasyonlarin gelismesinde rol oynamaktadir. Bobrek hasari gelisiminde,
birbirinden bagimsiz etkileri oldugu diisiliniilen bu metabolik olaylarin birbirleriyle etkilesim
icinde oldugu son zamanlarda anlasilmistir. Hiperglisemi ile yapimi artan serbest oksijen
radikalleri (SOR)’nin bu metabolik yollarin aktivasyonu ve karsilikli etkilesiminde anahtar
faktor oldugu gosterilmistir®.

1. Glukozun direk toksik etkileri (glukotoksisite): Glukoz, hiicrelere dogrudan toksik etkide
bulunur. Hiicre proliferasyonu, hiicre disi matriks (ECM) birikimine neden olan kollajen,
fibronektin, laminin, TGF-B 1 sentez artis1 ve mezangiyal hiicrelerde azalmis heparan siilfat
sentezine bagl proteiniiri, glukozun direk toksik etkileri arasinda sayllabilirzz.

2. Polyol yolu aktivasyonu: Glukoz, nikotinamid adenin diniikleotid fosfat (NADPH)
varliginda, AR enzimi tarafindan sorbitole doniistiiriiliir. Hiperglisemide bu doéniisiim artar.

NADPH, nitrik oksit (NO) sentezi ve serbest radikallerin uzaklagtirilmasinda rol alan
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glutatyon yapiminda kullanilir. Hiperglisemide NADPH tiiketiminin artmasi ile NO yapimi1
azalir, serbest radikallere bagli vaskiiler hasar gelisir. Hiicre i¢inde artan sorbitol etkisiyle
miyoinozitol ve Na'K* ATPaz aktivitesi azalir. Sodyum hiicre i¢inde birikir, ozmoregiilasyon
bozulur, hiicre 6demi ve fonksiyon bozuklugu ortaya c¢ikar. Sorbitol ayrica, nikotinamid
adenin diniikleotid (NAD) varliginda, sorbitol dehidrogenaz enzimiyle fruktoza doniistiiriiliir.
Fruktozun non-enzimatik glikozillenmesi sonucu ileri glikasyon son iiriinleri (AGE) olusur ve
doku hasarma neden olur®.

3. Non enzimatik glikozillenme ve ileri glikasyon iiriinleri: Ileri glikasyon son iiriinleri, bir
enzim aracilik etmeksizin, aminoasit, lipid ve lipoproteinlerin kendiliginden indirgenmesiyle
olusur®*. Maillard reaksiyonu adi verilen bu siirecin ilk basamaginda olusan Schiff bazlar,
molekiiler yeniden diizenlenme sonucu Amadori cisimlerine doniisiir. Son 2-3 aydaki
glisemik kontrol hakkinda fikir veren hemoglobin Alc, bir Amadori cismidir. Bu {iriinlerin
olusumundan sonraki asama, geri donilisimsiz AGE’nin ortaya c¢ikmasi ile sonuglanir.
Amadori cisimlerinin, sonraki basamaga ilerlemesi, hipergliseminin diizeyine baghdir®®, AGE
diizeylerinin, tiim insanlarda yaslanma ile, serum ve cilt, lens gibi kollajen iceren dokularda
arttig1 gésterilmistirZS. AGE iiretimi, diyabetiklerde, diyabetik olmayanlara gore en az iki kat
artmistir. Diyabetik nefropatili olgularin serum ve skleroze glomerillerindeki AGE
diizeylerinin artmis oldugu, glomeriildeki AGE varliginin diyabetik renal hastaligin baslaticisi
ve DN klinik seyriyle iliskili oldugu gosterilmistir®.

Artmig AGE olusumu, diyabetin mikrovaskiiler komplikasyonlarinin patogenezinde
onemli rol oynamaktadir. Deneysel ¢aligmalarda, ileri glikozile albiiminin diyabetik olmayan
hayvanlara uzun siire verilmesinin, DN’dekine benzer sekilde, kollajen, laminin ve TGF- 1
gen aktivasyonuyla iligkili glomeriiler degisikliklere ve proteiniiriye yol actigi gésterilmistirze.
AGE’lerin DN’deki molekiiler mekanizmalar1 tam aydinlatilamamis olmakla birlikte, yapilan
calismalarla baz etkileri ortaya konmustur:

» Biiyiime faktorleri, ECM proteinleri ve inflamatuar sitokinlerin genetik indiiksiyonu ile
hiicre proliferasyonunu artirir.

* AGE’ler kollajen ve diger matriks proteinlerine baglanarak, vaskiiler gecirgenligi artirir ve
bolgeye mononiikleer hiicre géciline neden olur 2,

* NO yapimini azaltarak, endotel disfonksiyonuna yol agar ve ateroskleroz siirecinde rol alir.

* Endotel, mezangiyal, damar diiz kas hiicreleri ve makrofajlar iizerinde bulunan 6zel AGE

reseptoriine baglanarak lipid peroksidasyon artisina yol agar?.
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* Lipid peroksidasyon artisi, vaskiiler gecirgenligi artirarak, bolgeye mononiikleer hiicre
gocline yol agar.

* Lipid peroksidasyon artisiyla, oksidatif strese duyarli niikleer faktor kappa B (NF-kB), TGF-
B 1 gen aktivasyonuna neden olur. Sonugta ECM iiretimi artar, yikim1 azalir.

Deneysel calismalarda, AGE iiretimi aminoguanidin ile inhibe edildiginde, diyabete bagl
mikrovaskiiler komplikasyonlarin ve plazma lipid bozukluklarinin énemli 6l¢iide azaldigr ve
AGE’lerin proteinlere baglanmasini engelleyen phenacylthiazolium bromide ile DN’deki
renal hasarin geriledigi, vaskiiler kompliyansin yeniden saglandigi gésterilmistirzs.

4. Protein kinaz C aktivasyonu: Hiperglisemide aktive olan PKC, bobrek hiicrelerinde
fibronektin, tip IV kollajen, TGF-B 1 sentezini artirir. Ang II de, tip 1 reseptor aktivasyonu ile
mezangiyal ve tiibliler hiicrelerde PKC’yi aktive eder. PKC aktivasyonu glomeriiloskleroz ile

sonuclanir 2930

c. Oksidatif stres

Hiicrelerde yapisal ve fonksiyonel degisikliklere neden olan reaktif oksijen iiriin
olusumunun arttig1, hem diyabetik hasta monosit ve graniilositlerinde, hem de yiiksek glukoza
maruz birakilan normal monosit ve graniilositlerde gosterilmistir®*. Glukozun otooksidasyonu,
AGE’ler, prostoglandinler ve agt II reaktif oksijen {irlinlerinin ana kaynaklaridir. Diyabette
gozlenen artmig SOR yapimina ragmen plazma ve hiicre i¢i antioksidan enzim (glutatyon, E
vitamini, askorbik asit, katalaz, siiperoksid dismutaz) kapasitesi azalmistir. Hiicre hasarina yol
acan reaktif oksijen iirlinleri ve bu hasar1 6nlemekle gorevli antioksidan savunma sistemi
arasindaki dengenin bozulmasi tip 2 diyabetteki vaskiiler degisikliklerin esas

sorumlusudur?®3?

. Nefropati dahil, diyabetin tiim mikro ve makrovaskiiler komplikasyonlari
bu vaskiiler degisiklikler sonucu ortaya ¢ikmaktadir?.

Kornatowska ve arkadaslari, 21 proteiniirik, 14 normoalbiiminiirik tip 2 diyabetik
hasta ve 19 saglikli goniilliide, lipid peroksidasyonu ve antioksidan enzim aktivitesi
arasindaki farklar1 incelemistir. Kontrol grubuna kiyasla, lipid peroksidasyonu tiim diyabetik
hastalarda yiiksek, antioksidan (sliperoksid dismutaz ve katalaz) enzim aktivitesi tiim
diyabetik hastalarda diigiik bulunmustur 3 Diyabetikler arasinda yapilan karsilastirmada, bu
olumsuz sonuglarin proteiniirisi olanlarda daha belirgin oldugu goriilmiistiir. Arastirmacilar,

diyabetle artan ve vaskiiler komplikasyonlarin ortaya c¢ikmasinda Onemli rol oynayan

oksidatif stresin nefropati gelismesiyle siddetlendigi sonucuna varmislardir®.
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Craven ve arkadaslari deneysel ¢alismalarinda, kontrol grubundaki saglikli farelere
gore, diyabetik farelerde bobrek agirligi, glomeriiler hacim, triner albiimin atilimi ve
glomertiler TGF-B 1 iiretiminin arttigini, bu olumsuz gelismelerin C vitamini verilen grupta
anlamli olarak diisiik bulundugunu bildirmislerdir®*.

SOR’nin, nefropati gelisimi lizerindeki baglica etkileri asagida siralanmistir:

* SOR’nin yol agtig1 lipid peroksidasyonu sonucunda ortaya g¢ikan bazi prostoglandinler,
siddetli renal vazokonstriksiyona neden olmaktadir.

*SOR, glomeriilde segici gecirgenligi saglayan hiicrelerden biri olan podositlerde, VEGF
sentezini artirmaktadir. VEGF, podositlerin makromolekiillere olan gecirgenligini artirarak
proteiniiriye yol agmaktadir®.

* SOR ayrica, membran lipidlerinin peroksidasyonu yoluyla wvaskiiler gecirgenligi
artirmaktadir®®.

* SOR, tip 2 DM’ta sik goriilen hiperlipidemi ile beraber oldugunda, diisiik dansiteli
lipoprotein (LDL) oksidasyonunu ve aterosklerozu hizlandirabilmektedir.

* SOR, NF-kB araciligiyla biiylime faktorleri ve sitokin genlerinin uyarilmasina yol
acmaktadir. TGF-f 1 geni bu uyariya artmis ECM protein sentezi ile cevap vermektedir’.

« Hiperglisemi varhiginda SOR, PKC aktivasyonu ile baslayan yolaklari uyarmaktadir®,

d. Biiyiime faktorleri

Renal hasarin ilerleyici atrofiye neden oldugu pek ¢ok nefropatiden farkli olarak
DM ’ta, proteiniirinin gelistigi ve GFR’nin azaldig1 evrede bile, nefronda hipertrofi mevcuttur.
DN, glomeruloskleroz ve mezangiyal matriks artisi ile karakterizedir. Biiylime faktorlerinin,
DN gelisiminde oynadigi rol genel kabul gormiistiir. TGF-p 1’in DN’de yapimi ilk ve en
yiiksek oranda artan biiylime faktorii oldugu saptanmlstlrg(Sekil 1).
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Glomeriloskleroz, arteriolar kalinlasma ve tiibilointerstisyel fibrozis

v

Renal Fonksiyon Kaybi

Sekil 1: Diyabetik nefropatinin molekiiler mekanizmasi.
AGEgs, ileri glikasyon son iiriinleri; KDBF, konnektif doku biiylime faktorii; ECM, ekstraselliiler matriks; PKC,
protein kinaz C; TGF- B 1, transforming growth faktor beta 1

e. Hemodinamik Faktorler:

Hiperfiltrasyon ve artmis intraglomeriiler basing gibi hemodinamik mekanizmalar
renal hasarin ortaya ¢ikmasi ve ilerlemesiyle iligkilidir. Efferent arterioler vazokonstriksiyona
kiyasla rolatif afferent arterioler vazodilatasyon, sistemik basinci glomeriiler kapiller aga

yansitarak, intraglomeriiler basinci artirir. Bu hemodinamik degisiklikler artmis proteiniiri ve
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hizlanmis glomeriiloskleroz ile birliktelik gosterir. Deneysel ¢aligmalarda intraglomertiler

basincin diisiiriilmesiyle renal hasarlanmanin 6nemli 6l¢iide yavasladig gosterilmistir®.

f. Renin Anjiotensin Aldosteron Sistemi (RAAS)

Diabetes mellitus’ta dolasimdaki RAAS genellikle baskilanmis veya normal
olmasina karsin, bobrek dokusunda yer alan lokal RAAS uyarilmigtir. Renal interstisyumdaki
Agt II diizeyleri plazmadakine gore bin kat yiiksektir. Hiperglisemi, doku Agt II diizeylerini
artirarak oksidatif stres ve endotelyal disfonksiyonuna neden olur ki bu siireg
vazokonstriksiyon, tromboz, inflamasyon, vaskiiler remodeling, TGF-B1 araciikli ECM
birikimi ile sonuglanir. Cok sayida deneysel ¢alismada, ACE inhibisyonu veya Agt II-tip 1
reseptor blokajiyla renal histopatolojik degisikliklerin geri dondiiriilebildigi gésterilmistir38.

2. Diyabetik Nefropatide Patolojik Degisiklikler
Diyabetik nefropati, Ozellikle tip 1 DM’ta olduk¢a sik rastlanan bir
komplikasyondur. DM’taki renal patolojik degisiklikler, intrarenal ve ekstrarenal arterlerde
arterioskleroz ve glomeriil kapiller yumagindaki mikroanjiyopatik degisiklikler sonucunda
ortaya ¢ikar. Dort tip lezyon tanimlanmistir’;
1- Afferent ve efferent arteriyollerin arteriyolosklerozu
2- Renal arter ve dallariin arteriyosklerozu

3- Glomeriloskleroz
4

Peritiibiiler glikojen, yag ve mukopolisakkarit birikimi
Diyabetteki glomertiler lezyonlar baslica 3 ¢esit olarak tanimlanmustir:

1- Diffiiz glomeriiloskleroz: Bir¢ok glomeriilii tutar. Kapiller yumagmn bazal
membraninda kalinlasma ve mezangiyumda bazal membrana benzer madde artim
vardir. Bu bdlgeler homojen pembe, PAS (+) boyanir. Zamanla glomeriil kapiller
liimeninde daralma, tim glomeriilde fibr6z dokuya doniisiim sonucu islev kusuru
gelisir ve bobrek yetmezligine neden olur.

2- Nodiiler glomeriiloskleroz: Glomeriiliin periferinde, yuvarlak, PAS (+) hyalin bir kitle

vardir. Bu hyalin nodiilde mezangiyal hiicre niikleuslar1 yer alir. Bu nodiillere
“Kimmelstiel-Wilson nodiilii” denir. Biiyliyen nodiil, kapilleri Bowman kapsiiliine

dogru sikistirir. Sonunda glomertil iskemiye bagli tahrip olur.
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3- Eksiidatif lezyon: Diyabete 6zgii olmayan ve en az rastlanan lezyondur. Bowman
kapsiilii icinde, glomeriiler yumagin kapsiiler yiizeyine bagli eozinofilik bir madde
birikimi olur.

Glomeriil kapiller bazal membranmi kalinlastiran ve glomeriillerde toplanan
maddeler glikoprotein yapisindadir ve PAS (+) boyanir. Adeta glikoproteinin depolanmasi
vardir. Diyabetik glomeriillerin bazal membraninda; hem glikoprotein miktart artmistir, hem
de glikoproteinin icerigi degismistir.

Diyabetik nefropati gelisimi klinik ve patolojik olarak 5 evreye ayr111r39’16:

1. Evre (hiperfiltrasyon): Hiperfonksiyon ve hipertrofi evresidir. GFR normal degerin %20-
40’1 oraninda artmistir. Nefronlarda hipertrofi ve hiicre proliferasyonu gelismis olup idrarda
mikroalbiimin saptanmamaktadir. DN’nin klinik sendromu olusmadan o6nce glomeriil
hemodinamiginde degisiklikler olmaktadir. Bu evrede bobrege gelen kan miktart ve
glomeriiler kapillerdeki basing artar. Bunlarin sonucu olarak glomeriil filtrati da artar. Bu
degisikliklerin meydana gelmesinde rol oynayan etkenler hiperglisemi ve intrarenal
mikrosirkiilasyondaki vazodilatasyondur. Bobreklerde yapisal olarak glomeriiler hipertrofi
vardir. Bazal membran ve mezangiyum normaldir. Ana patofizyolojik degisikliklerin
glomeriildeki genisleme ve intraglomeriiler basincin artmasi oldugu ileri stiriilmektedir. Bu
evrede olusan degisiklikler reverzibl oldugu icin bu asamada tan1 ve tedavi son derece
onemlidir.

2. Evre (sessiz donem): GFR, hiperfiltrasyon evresine gore azalmis olmakla birlikte halen
normalin {izerinde veya normaldir. idrarda albiimin atilis1 normaldir. Ana yapisal degisiklik,
bazal membran kalinlasmasi ve mezangiyal genislemedir. Bobrek fonksiyonlar1 heniiz
normaldir. Histopatolojik olarak kapiller bazal membraninda belirgin, diffiiz bir kalinlagma,
mikroanevrizmalar, nodiiler ve diffiiz glomeriiloskleroz gozlenir.

3. Evre (gizli nefropati): Baslangic DN evresidir. Mikroalbiiminiiri goriilmeye baslar. Idrarla
albiimin atilimi 30-300 mg/giin arasindadir. GFR yilda yaklasik 1.1 ml/dk azalir. Tip 2 DM
hastalarinin ¢ogu tan1 kondugunda bu déonemdedir.

4. Evre (asikar nefropati): Belirgin diyabetik nefropati evresidir. Glomeriillerde tikanikliklar
ve mezangiyal yayillma artmistir. Giinde 300 mg’1 asan albliminiiri ve 500 mg’1 asan
proteiniiri vardir. Bu evrede GFR yilda 10-12 ml/dk azalir. Hastalarin ¢ogu hipertansiftir. HT

varlig1 prognozu kotiilestirir.
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5. Evre (son donem bobrek yetmezligi): Uremik evredir. Terminal bobrek yetmezligi sahneye
hakimdir®®. Tip 1 DM hastalarinin %50’si, tip 2 DM hastalarinin ise %20-30"u, 10 yil iginde

evre [V’ten V’e ilerler. Bu donemde hastalarin renal replasman tedavisine gereksinimi vardir®,

C. OKSIDATIF STRES VE SERBEST RADIKALLER

Oksidatif stres terimi genel olarak prooksidan ve antioksidanlar arasindaki
dengenin prooksidanlar lehine bozuldugu ve hemen hemen tiim patolojik durumlarla iliskisi
olan reaksiyonlar serisi olarak tanimlanmaktadir®". Canli organizmadaki serbest radikallerin
baslica ana kaynagi oksijendir. SOR, normal hiicre metabolizmasi sirasinda ortaya ¢ikan yan
triinlerdir ve baslica hedef molekiilleri ¢oklu doymamis yag asitleri, proteinler,
karbonhidratlar ve niikleik asitlerdir.

Normal kosullar altinda SOR’nin fizyolojik seviyesi/reaktivitesi detoksifikasyon
mekanizmalartyla hassas bir sekilde dengelenir ve bu dengede 6zellikle antioksidan savunma
mekanizmalart 6nemli rol oynamaktadir. Siiperoksit dismutaz (SOD), glutatyon peroksidaz
(GSH-Px) ve katalaz (KAT) gibi baz1 enzimler, glutatyon (GSH), tiyoller, E ve C vitamini
gibi antioksidan vitaminler, selenyum gibi eser elementler ve iirik asit, bilirubin gibi diisiik

molekiil agirlikl bilesikler antioksidan savunma mekanizmalarinin en Snemlileridir®.

1. Oksidatif Stres ve Serbest Radikal Hasar ile iliskili Hastaliklar

Oksidatif stres ve buna bagli biyolojik etkilerin bir¢ok hastalikla iligkisi oldugu
gosterilmistir. Bunlar arasinda kalp damar hastaliklar, diyabet, kronik renal yetmezlik, bazi
kanser tiirleri, noro-dejeneratif hastaliklar, katarakt, respiratuar distres sendromu, romatoid
artrit gibi bazi otoimmiin hastaliklar ve enfeksiyon hastaliklart bulunur. SOR ile
makromolekiiller (protein, DNA, lipit, karbonhidrat) arasindaki etkilesimler reversibl ve

irreversibl oksidatif degisikliklere neden olabilir:

2. Antioksidan Mekanizmalar

Oksidatif hasar1 Onleyen, smirlayan veya kismen tamir eden molekiillere
“antioksidanlar” denir®. Viicut, oksidatif stres sonucu olusabilecek hasar1 engellemek i¢in
antioksidan vitaminler, GSH, antioksidan enzimler ve siilhidrillerden olusan bir antioksidan
savunma sistemi ile donatilmistir. Genel olarak antioksidan vitaminler (E vitamini, beta

karoten gibi) serbest radikalleri ve tek oksijeni direk olarak yakalayarak (trapping) etkisiz hale

21



getirirler. GSH ve diger tiyol kaynaklar ise hiicresel oksidasyon ve rediiksiyonda 6nemli rol
oynarlar. SOD, KAT ve GSH-Px gibi antioksidan enzimler SOR’lerin bir elektron
rediiksiyonunu katalizlerler. Antioksidanlarin hiicresel diizeyleri bir ¢ok fizyolojik, patolojik
ve besinsel faktorlerden etkilenir. Antioksidanlar etkilerini baslica su yollarla gt')sterirler42:

1. Serbest radikal olusumunun 6nlenmesi veya ortamdan uzaklastirilmasi

2. Katalitik metal iyonlarinin uzaklastiriimasi

3. Oy, H20, (hidrojen peroksit) gibi bazi1 SOR’lerinin ortamdan uzaklastirilmasi

4. Zincir reaksiyonunun kirilmasi

5. Tek oksijen tizerine ¢Opgii veya sondiiriicli etki gosterilmesi

Antioksidanlart etki mekanizmalarina veya organizmadaki lokalizasyonlarina gore

. v qee 42
siiflandirmak mimkindiir™.

a. Enzim Yapisindaki Antioksidanlar

a.1. Siiperoksit Dismutaz (SOD)

Stiperoksit dismutaz enzimi, vaskiiler endotelde bulunan en 6nemli antioksidan
enzimlerden biridir ve endotel hiicreleri ile diiz kas hiicreleri arasinda bol miktarda bulunur.
Normalde damar duvarinda siiperoksit radikallerini detoksifiye ederek lipit peroksidasyonunu
ve ateroskleroz gelisimini onler. Hiicrede serbest oksijen radikalleri olusurken ilk basamakta
O, meydana geldigi ve SOD enzimi bu radikalin dismutasyonunu sagladigi ig¢in, hiicre

igindeki ilk savunma sistemini bu enzim olusturmaktadlr43.

SOD

20,7+ 2H" H,0, + O,

.

Stiperoksit radikali kendi basina ¢ok toksik olmamasina ragmen, serbest radikal zincir

reaksiyonuna yol acabildigi i¢in ortamdan uzaklastirilmas: 6nemlidir.

a.2. Katalaz (KAT)

Katalaz baslica peroksizomlarda lokalize ve yapisinda 4 “hem” prostetik grubu
bulunan bir hemoproteindir. Karaciger ve eritrositlerde en yiiksek aktiviteye sahiptir. SOD
araciligryla olusan H,0; bir radikal olmamasina karsin en reaktif SOR olan OH’ radikalinin
onciisii oldugu i¢in birgok SOR’den daha fazla oksidatif hasara neden olur. KAT hidrojen

peroksiti su ve molekiiler oksijene parcalar.
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KAT

a.3. Glutatyon Peroksidaz (GSH-Px)
Glutatyon peroksidaz eritrositlerde oksidan strese karsi en etkili antioksidan olup

hidrojen peroksit ve lipit hidroperoksitlerin rediiksiyonunu katalizler.

GSH-Px
2GSH + H20: » GSSG + 2H20

GSH-Px

2GSH + ROOH » GS5G + ROH + HO

Her iki reaksiyonda da GSH hidrojen vericisi olarak kullanilir. Enzimin aktivitesi 6zellikle

karaciger ve eritrositlerde yiiksektir*.

a.4. Glukoz 6 Fosfat Dehidrogenaz (G6PD)

Glukoz 6 Fosfat Dehidrogenaz, pentoz fosfat yolunun ilk ve hiz sinirlayict enzimi
olup intraselliiler NADPH’1n da baslica kaynagidir. Uretilen NADPH ise serbest radikallerin
detoksifikasyonunda rol oynayan GSH-Px enziminin aktivitesi igin gerekli olan indirgenmis
GSH saglamaktadir®™. Son yapilan ¢alismalarda G6PD’1n vaskiiler endotelyal hiicreler ve diiz
kas hiicrelerinde de serbest radikallere karst koruyucu oldugu gosterilmistir. Ayrica G6PD’1n
vaskiiler endotelyal hiicrelerde NADPH’1 kofaktor olarak kullanan endotelyal nitrik oksit
sentaz (eNOS) enziminin aktivitesi i¢in de gerekli oldugu ve eksikliginde eNOS’1n yeterli
aktivite gosteremeyerek siiperoksit radikali iiretmeye basladigt ve sonugta LDL

oksidasyonunun tetiklenebilecegi gosterilmistir.
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a.5. Glutatyon Rediiktaz (GR)
Glutatyon rediiktaz enzimi NADPH varliginda okside glutatyon (GSSG)’ nun

tekrar rediikte GSH’a doniisiimiinii katalizleyerek antioksidan aktivitenin devamini saglar.

GR
GSSG + NADPH+HY ————» 2 GSH + NADP*

a.6. Paraoksonaz (PON)

Paraoksonaz adim ilk kez bir organofosfat olan paration’un viicuttaki aktif
metaboliti olan paraoksonu hidrolize etmesinden almistir. Baslica karacigerde sentezlenen
PON enziminin aktivite ve stabilitesi i¢in Ca*? iyonu gereklidir*’. Son yillarda ateroskleroz
etyopatogenezinde rolii oldugu One siiriilen mekanizmalardan birisi lipoprotein
oksidasyonudur. Hiicre dis1 ezimlerinden biri olan PON ile lipoprotein oksidasyonu
arasindaki iligki ilgi ceken yeni arastirma alanlarindan birisidir*®. PON’1n, HDL-K’iin bir
bileseni oldugunu ve ateroskleroz gelisim siirecindeki ilk adim olan LDL’nin okside olmasini
Onleyerek ateroskleroz gelisimini engelledigi veya azalttig1 6ne siiriilmiistiir. Sonugta PON
lipit peroksidasyonunu azaltir, LDL ve HDL’yi oksidasyondan korur ve bu o&zelligi ile

ateroskleroz riskini de azaltmis olur.

b. Enzim Yapisinda Olmayan Antioksidanlar
C vitamini, E vitamini, A vitamini, glutatyon, iirik asit, seruloplazmin, transferrin,

ferritin, bilirubin.
3. Serbest radikallerle olusan hiicresel hasarlar

Toksik etkilerinin yanm1 sira, oksijen radikallerinin {iretimi normal biyolojik

fonksiyonun ayrilmaz bir parcasidir. Tepkimelerin bir kisminda {iretilen radikaller tekrar
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kullanilmaktadir. Onemli 6lgiide birikime izin verilmez. Ancak radikal {iretiminde artis veya
eliminasyonunda azalma oldugunda toksik etki gériilmeye baslar*.

Oksidatif stres oncelikle lipid peroksidasyonuna sebep olur. Lipid peroksidasyonu;
yaglarin, Ozellikle ¢oklu doymamis yag asitlerinin oksidatif oksijen bagimli yikimi olarak
tanimlanabilir. Lipid peroksidasyonu sonucu hiicre zarinin yapist ve akigskanligi bozulur,
kalsiyum gibi iyonlar hiicre i¢ine girer. Kalsiyumun hiicre i¢inde artmasma bagli olarak
proteazlar aktive olur ve hiicre iskeletinde hasar meydana gelir. Kalsiyum, endoniikleazlari
aktive ederek DNA kiriklarina da neden olur. Lipid peroksidasyonlarinin son iiriinleri;
hidrokarbon gazlar ve toksik aldehitlerdir. Aldehitlerden malonildialdehit (MDA) o6lgiimii

lipid peroksidasyonunun gostergesidir ve bu amagla yaygin olarak kullanilmaktadir.

4. Diyabet ve Oksidatif Stres iliskisi:

Hiperglisemi, diyabetik komplikasyonlarin gelisimi i¢cin major risk faktoriidiir. Pek
cok calisma hiperglisemi nedeniyle serbest oksijen radikallerinin arttigin1 ve bu durumun
endotel hasarindan sorumlu olabilecegini ortaya koymustulr49 (Sekil 2).

Diabetes mellitus’ta uzun siireli hiperglisemi nedeni ile hiicre dis1 proteinlerin
nonenzimatik glikasyonuna bagli olarak serbest radikal {iretiminde artis olmaktadir®**°.
Hiperglisemide sorbitol yolunun aktivasyonuna bagl olarak artan triozfosfatlarin oksidasyonu
sonucu o-oksaldehit ve H,O, gibi reaktif tirlinler olusmaktadir. Bu nedenle DM’ta serbest
radikal aktivitedeki asir1 artisa bagh olarak oksidatif stres gelisimi dogaldir®. Glikozile
protein oksidasyonu ile serbest radikallerin sentezinde artis, siiperoksit dismutaz temizleyici
giicliniin azalmasi1 ve indirgenmis glutatyonun yoklugu, DM’ta artan oksidatif stresin
kaynaklar1 olarak kabul edilmektedir. Bunlardan baska metabolik stres, sorbitol yolundaki
aktivite degisiklikleri, inflamatuar aracilarin diizeylerindeki degisimler ve hipoksi ile iskemik
reperfiizyon sonucu lokalize doku hasari, oksidatif stresi artiran nedenler arasinda
gésterilmektedir51.

Serbest radikal aktivitesi, koruyucu enzimler veya temizleyici sistemler ile inhibe
edilir. Normal kosullarda A, E ve C vitaminleri ile karoten ve glutatyon, antioksidan maddeler
olarak rol oynamaktadirlar. Bunlarin yani sira siiperoksit dismutaz, siiperoksit radikallerini;
katalaz, H,O, radikallerini; glutatyon peroksidaz ise H,O, radikallerini ve lipid peroksitlerini

detoksifiye ederek endojen antioksidan savunma sistemini olusturmaktadirlar®®.
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hiperglisemi
glukoz oksidasyonu
AGE formasyonu, poliel yolu
prostoglandin metabolizmas:
nitrik oksit metabolizmas:
hiperinsiilinemi

1 glukoz

GSSG askorbat

XXX

GSH dehidroaskorbat

Sekil 2: Diabetes mellitus’ta artmis oksidatif stresin mekanizmasi

Normal kosullarda serbest radikallerin iiretimi ile temizlenmesi arasinda bir denge
bulunmakta, tip 2 DM’lu olgularda ise temizleyicilerdeki azalma sonucu serbest radikallerde
artis meydana gelmektedir. DM’ta glisemik kontroliin bozulmasma bagli olarak hiicresel
antioksidan diizeyi azalmaktadir. Reaktif oksijen tiirleri ve serbest radikallerin olusum hiz1 ile
antioksidan savunma kapasitesi arasindaki dengesizlik, DM un kronik komplikasyonlarina
neden olmaktadir*"*9*°,

Diabetes mellitus’ta antioksidan enzimlerin durumuna iliskin olarak yapilan pek
cok calismada birbirinden farkli sonuglar elde edilmistir. DM’lu siganlarda serbest radikal
temizleyici enzimler 6l¢iilmiis ve glutatyon peroksidaz, KAT ve SOD aktivitelerinde azalma
gézlenmistir53.

Diabetes mellitus’un kronik komplikasyonlarinin ortaya ¢ikmasinda uzun siireli
hiperglisemi ve insiilin direncinin rolii ile iliskili cok sayida mekanizma ileri siiriilmiistiir.
Bunlar; AGE hipotezi, AR (polyol yolu) hipotezi, oksidatif stres hipotezi, psddohipoksi
hipotezi, gergek hipoksi hipotezi, degismis lipoprotein metabolizmasi ile iligkili hipotez ve
artmis PKC hipotezleridir. AGE olusumunun yol agtigi oksidatif stres, gliko-oksidasyonla

AGE olusumunu hizlandirmaktadir. Oksidatif stresi artiran ve AGE olusumunu hizlandiran
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polyol yolu aktivasyonu, damar duvarinda doku PKC aktivasyonuna neden olmakta ve retina,
lens, glomertil ile sinir dokusunda miyoinozitol diizeyinde ve PKC aktivitesinde azalmaya yol
agmaktadir.

Malonilaldehyde, membran bilesenlerinin ¢apraz baglanma ve polimerizasyonuna
neden olur. Bu da deformasyon, iyon transportu, enzim aktivitesi ve hiicre ylizey
bilesenlerinin agregasyonu gibi intrensek membran Ozelliklerini degistirebilir. Bu etkiler
MDA’in ni¢in mutajenik, genotoksik ve karsinojenik oldugunu agiklar. Ayrica MDA, MDA-
asetaldehid ve MDA-protein yapilarina karsi olusan antikorlar otoimmun hasara neden

olabilirler™.

Tiimor Nekroz Faktor (TNF-a)
Yag dokusundan salgilanan ¢ok fonksiyonlu bir sitokindir. inflamasyon, septik sok,

otoimmun hastaliklar, obezite ve insiilin direnci ile birliktelik gosterir. TNF-a, iki serin kinazi
etkileyerek insiilin reseptdr fonksiyonunu bozar (insiilin direnci). Iki formu vardir; solubl
form ve membrana bagli form. Ayrica iki reseptorii vardir; pS5 ve p75. TNF-a, akut
inflamasyon ve obezitede yiikselir. PAI-1’in in vivo ve in vitro salinimini indiikler. Sonug
olarak TNF-o;

a. Istah1 azaltarak kilo kaybi

b. Lipolize ve adipositlerin apopitozise ilerlemesi

c. Insiilin direnci

d. GLUT 4 inhibisyonu

e. Insiilin reseptdr sentezinde azalma

f. PPAR —alfa fonksiyonlarinda inhibisyona yol agmaktadir®.

Interlokin 6 (IL-6)
Adipoz dokudan salgilanan proinflamatuar sitokinlerdendir. Plazma diizeyleri

viicut kitlesi ve insiilin direnciyle korelasyon gosterir. Deney hayvanlarina
intraventrikiiloserebral IL-6 uygulamasinin viicut yag kitlesinde azalmayla sonuclandigi
gosterilmistir. Bir akut faz proteini olan C reaktif protein (CRP) sentezi IL-6 tarafindan
uyarilir ve plazma CRP diizeyi ile insiilin direnci, obezite ve endotel disfonksiyonu arasinda
pozitif korelasyon saptanmistir. Obez olgularda tromboembolik olay sikliginda artisla, adipoz

doku kitlesi arasindaki muhtemel iligkinin IL-6 iizerinden olabilecegi diisiiniilmektedir”.
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D. TIAZOLIDINDIONLAR ve METABOLIK ETKILERI
Tiazolidindionlar tip 2 diyabetin tedavisinde kullanilan insiilin duyarlilagtirict
ajanlardir. Insiilin direncini azaltarak glisemik kontrolii saglarlar. Bu bilesikler ortak olarak

bir tiazolidin-2-4-dion yapisina sahiptir ve her birinin farkli bir yan zinciri vardir* (Sekil 3).
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Sekil 3: Tiazolidindion tiirevi ilaglarin kimyasal yapilari
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Ana halka antidiyabetik etkiden sorumlu halkadir ve bu halka lizerinde yapilan
substitlisyonlar genellikle antidiyabetik etkinlikten ¢ok, ilacin farmakokinetik ve
farmakodinamik 6zelliklerini degistirmektedir (Sekil 3). Yapilan calismalar, TZD’larin, baska
bir deyisle glitazonlarin, glukoz diizeylerini diisiiriicii etkinliklerini insiilinin varhiginda
gerceklestirdiklerini gostermektedir. Yapilan bir ¢alismada insiilin liretmeyen ratlarda, TZD’
lar, eksojen insililin verilinceye kadar etkinlik gosterememislerdir. Glitazonlarin
antihiperglisemik etkilerinin yanisira, lipid metabolizmasi, endotel fonksiyonu, oksidatif stres
ve vaskiiler inflamasyon tizerinde de pozitif etkileri vardir.

Tiazolidindionlar, 1970’lerin sonlarinda lipid disiiriicii ilaglar i¢in tarama
siirecinde kesfedilmislerdir. Ciglitazon orjinal bilesiktir. Insiilin direncli diabetes mellitusun
hayvan modelinde hiperglisemi, hiperinsiilinemi ve hipertrigliseridemiyi azalttig1
bulunmustur. 1980’ lerde glitazon yapisi igeren bircok tiirev sentez edilmistir. Troglitazon bu
grupta pazara ilk sunulan ilagtir. Bununla birlikte nadiren idiosinkratik karaciger (KC)
toksisitesinin gelisimi sonucu KC yetmezligi ve oliime yol agtigindan Mart 2000°de
piyasadan kaldirilmigtir®” %%,

Halen kullanilmakta olan pioglitazon ve rosiglitazonun her ikisi de Amerika
Birlesik Devletleri (ABD)’nde Gida ve Ilag Dairesi (FDA) tarafindan 1999 yilinda Tip 2 DM
tedavisi i¢in onaylanmislardir. Rosiglitazon ve pioglitazonun 2 milyondan fazla hastada
kullaniminda belirgin KC toksisitesi i¢in kanit bulunamamlstlreo.

Tiazolidindionlar esasen antilipidemik ve antihiperglisemik potansiyelleri igin
klofibrik asit analoglarinin taranmasi sirasinda, molekiiler hedefleri bilinmeksizin
gelistirilmislerdir. Daha sonralar1 ¢ekirdek hormon reseptorlerinin bir iiyesi olan PPARy’ nin
dogrudan ligandi olduklar1 bulunmustur®’. insiilin duyarliigim gelistirerek glisemik kontrolii
saglayan TZD’lar, lipofilik olduklarindan g¢ekirdege girebilirler ve peroksizom proliferator
aktive edici reseptdr gama’ya (PPARY) baglanir ve onu aktive ederler; PPARy agonisti gibi

davranirlar®.

Peroksizomlar, okaryotik hiicrede bulunan, pek c¢ok fonksiyona sahip
organellerdir. Hidrojen peroksit yikim1 disinda yag asidi oksidasyonu, kolesterol biyosentezi
ve yikimi, gliserolipid sentezinde yer alirlar. Cesitli degisken yapili kimyasallar
peroksizomlar1 prolifere edebilirler ve bunlar “peroksizom proliferatorleri” olarak

adlandirilirlar. Bu peroksizom proliferatorlerinin gen transkripsiyonundaki etkilerinde aracilik
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yapan niikleer reseptorler 1990 yilinda bulunmustur ve peroksizom proliferatdr aktive edici

reseptorler (PPAR) adinmi almislardir®®.

Niikleer reseptorler bir ligand ile aktive olduklarinda spesifik DNA parcalarina
baglanarak gen ekspresyonunu diizenleyebilmektedirler. PPAR’ler diger niikleer hormon
reseptorleri gibi Oncelikle hedef genin promotor bolgesindeki spesifik bolgeye baglanirlar.
PPAR’in de i¢inde bulundugu bazi niikleer hormon reseptdrleri DNA’ya Retinoid X reseptorii
(RXR) ile heterodimer olusturarak baglanirlar. Ligandin baglanmasi ile transkripsiyonu aktive

ederler®,

Ug farkl1 PPAR alt tipi tanimlanmistir:
-PPAR a
-PPAR B (9)
-PPAR vy

PPAR a en fazla kahverengi yag dokusu ve karaciger olmak tizere bobrek, kalp ve
iskelet kasinda; PPAR f (8) en ¢ok barsak, bobrek, kalp olmak iizere pek ¢ok dokuda bulunur.
PPAR v ise baglica adipoz doku (bu reseptor agirlikli olarak, adiposit diferansiasyonu ve
adiposit spesifik genlerin ekspresyonunun regiile edildigi adipositlerde eksprese edilir) olmak
tizere kolon, immun sistem ve retinada eksprese olur. PPARy insanlarda beyaz yag
dokusundan ve kemirgenlerde beyaz ve kahverengi yag dokularindan yiiksek diizeyde salinir.
PPARYy izoformlar1 kalp, vaskiiler diiz kas, monositler, dalak, bobrek, karaciger, barsak,
adrenal ve iskelet kas dokusunda bulunmaktadir. PPARy yag dokusunda yag asitlerinin
depolanmasinda etkilidir. Anabolik durumlarda adipoz dokuya etki ile lipogenezi artirir®®,
Insanlarda PPAR ¥’ nin iig alt tipi tanimlanmustur:
- PPARY1
- PPARY2
- PPARY3
Bu alt tiplerin dagiliminda predominant formun PPARyl oldugu saptanmistir. Belirgin
miktarda PPARy2 eksprese eden tek doku adipoz dokudur. PPARY3 ekpresyonu ise makrofaj
ve kolonla sinirlidir. Normal kilolu kisilerde PPARYy ekspresyonu subkutan yag dokusunda

fazla iken obez kisilerde ekspresyonun visseral yag dokusunda fazla olmas ilgi ¢ekicidir.

Bobreklerden bu 3 PPAR subtipleri (PPAR o, PPAR B (6), PPAR vy) eksprese

edilmektedir. PPAR o mezangiyal hiicreler, proksimal tiibiil ve medullada henlenin ¢ikan
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kolundan eksprese edilir®®. PPAR B (8) ise diisik derecede eksprese edilir. PPAR vy
mezangiyal hiicreler, proksimal tiibiil hiicreleri, mediiller toplayici kanallardan ve kortikal
fibroblastardan yiiksek miktarlarda eksprese edilir. PPAR y daha efektiftir. Yakin zamana
kadar PPAR vy aktivasyonunun bobrekte glomerul ve 6zellikle mezangiyumda etkili oldugu
diistiniilmekteydi. Ancak tiibiilointerstisyumun patolojik agidan daha prediktif oldugu son
zamanlarda  ¢alismalarda gésterilmistir36’67. Tiibliler  disfonksiyonda  albiimin
reabsorbsiyonunun etkilenmesi sonucu nefropatiye katkis1 gozlenmistir. PPAR vy aktivasyonu
ile albiiminin tiibliler geri emilimi normoglisemiklerde de artmis, iiriner albiimin atilimi
azalmistir. Bu etkileri TZD’in antiinflamatuar, antifibrotik, antiproliferatif, antioksidan

etkilerine sekonder olustugu birgok ¢alisma ile gosterilmistir®.

Pioglitazonun 15, 30 ve 45 mg’ lik tabletleri mevcuttur ve oral olarak hizli ve iyi
absorbe olur. Aglik sirasinda uygulandiginda pioglitazon serumda 30 dakika iginde
Olciilebilir. Pik konsantrasyona 2 saat i¢inde ulasir. Pioglitazonun yemekle birlikte alinmasi
pik konsantrasyona ulagma siiresini 3-4 saat kadar geciktirir ancak emilimini azaltmaz.
Pioglitazon’un yarilanma omrii 3-7 saattir; aktif metabolitleriyle kombinasyon halinde ise
yartlanma Omrii 16-24 saattir. Siirekli serum konsantrasyonuna 7 giin iginde ulasir. %99’
undan fazlasi alblimin olmak tizere, proteine baglan1r40‘69.

Retinoid X reseptorii ile bir heterodimer olusturmakta olan PPARy, TZD’lar ile
indiiklendigi zaman, heterodimerde yapisal degisiklik meydana gelmekte ve koreseptor
bileseninin yeri degismektedir. Bu, PPARy-RXR kompleksinin DNA ile etkilesimine yol
acarak hedef genlerde PPRE’ye (PPARy yanit elemenlar1) baglanmasini ve bu genlerin
transkripsiyonunun degismesine yol acar®. PPRE’ler lipid metabolizmasi ve enerji dengesi ile
ilgili durumlan kodlayan, lipoprotein lipaz, yag asidi tasiyici protein, adiposit yag asidi
baglayan protein, acil-koA sentaz, malik enzim, glukokinaz ve GLUT 4 glukoz tasiyicis1 gibi
baz1 genleri kapsamaktadir. So6zii edilen genlerin transkripsiyonunun artmasi sonucunda
glukoz metabolizmasi1 i¢in gerekli olan cesitli proteinlerin ya da glukoz tasiyicilarinin
sentezleri artmaktadir. Ayrica, PPARy reseptorlerinin TZD’lar tarafindan uyarilmasiyla
olusan bir diger fizyolojik olay ise, olgunlagmamis yag hiicrelerinin olgunlastiriimasidir.
Invitro galismalar PPARy’nin ektopik olarak iiretiminin bir TZD’nin varhginda yag
hiicresinin farklilasmasini indiikledigini gostermistir®.

Insiiline direngli bir dizi hayvan modeli iizerine yapilan ¢alismalar TZD’larmn

hiperglisemi ve hiperinsiilinemi diizeylerini diisiirdiiglinii ve karaciger, iskelet kas1 ve yag
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dokusunda insiilin duyarliligin1 artirdigini gostermistir. Kan sekeri kontrolii hipoglisemi
olmadan saglanmaktadir. Serbest yag asidi diizeyleri diigmekte ve trigliseridler azalmaktadir.
Bu etkilerin hem hiperinsiilinemik hayvan modellerinde hem de diyabetik olmayan bazi
hayvanlarda gozlenmesi glukoz diisiiriicii etkisinden bagimsiz olarak igleyen bir mekanizmay1
akla getirmektedir. Ayn1 zamanda TZD’ larin kan sekerini diisiirerek insiilin salgisin1 azalttigi
gosterilmistir™"™°,

Tiazolidindionlarin glukoz ve yag metabolizmasi iizerine etkileri, insiilin direnci
ile kaynagi yag dokusu olan serbest yag asitlerinin veya kas dokusuna gelen trigliseridlerin
aract oldugu karaciger ve kastaki lipid birikimi arasindaki iliski nedeniyle &nemlidir.
TZD’larin glukoz homeostaz1 iizerindeki etkileri bir Olglide azalmig serbest yag asitleri
yoluyla olmaktadir ve bdylece serbest yag asitlerinin oksidasyon i¢in glukoz ile yaristigi
Randle dongiisiinii de kapsamaktadir. Serbest yag asitleri (SYA), periferik dokularda insiilinin
etkisini inhibe ederek insiilin direncine katkida bulunabilmektedir. TZD’lar yag dokusuna
SYA almini arttirir ve SYA mobilizasyonunun insiilinle diizenlenen inhibisyonunu
artirirlar®.

Beyaz adipoz dokuda TZD’ larin etkisinin hiicresel modeli sekil 4° de
gorilmektedir. Bu sekilde adipogenezi arttiran TZD’ larin, genelde obez olan tip 2 DM’ lu
hastalara tedavide saglayacaklar1 yarar slipheyle de karsilanabilir. Terapotik dozlarda,
kemirgen hayvan modellerinde yaglanmay: artirdiklart ve kiloda artisa neden olduklari
bilinmektedir. Bu artis subkutan yag dokusu artig1 ile iliskilidir. Bu etkilerinin, primer olarak
artmis insiilin duyarliligma, daha fazla yag hiicresi diferansiyasyonuna ya da her ikisine
birden bagli olabilecegi diisiiniilmektedir. Hiperglisemik ve/veya bozuk glukoz toleransi olan
hayvan modellerinin dokularinin invitro ve ex vivo doku calismalari, TZD’larin insiiline
cevap veren esas dokularda insiilin duyarliligini artirdigini ve TZD’larin uyardigr glukoz
yikiminin 6ncelikle ¢izgili kas hiicrelerinde oldugunu gostermektedir. Glukoz kullaniminda
TZD aracili artis1 agiklayan iskelet kasinda, adipoz dokuya oranla, eser miktarda PPARYy

vardir’*

. Bu celiskiyi agiklamak icin TZD’larin, yag asitlerinin yag dokusu tarafindan
alinmasin artirarak iskelet kasindan uzaklastirdiklar1 hipotezi 6ne siiriilmiistiir. Boylece yag
asitlerinin sistemik kullaniminin ve kas tarafindan yag asidi alimimin azalmasi ile insiilin
direncinde diizelme olur. Ozetle; PPARY aktivitesine sekonder olarak fazla enerjinin depo

edilmesi insiilin duyarliliginda iyilesmeye neden olur®*™. Yani TZD’larin hipoglisemik
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etkileri, hipolipidemik etkilerine sekonderdir. Ancak TZD’larin iskelet kaslarina glukoz

uptake’inin artirilmasinda direk rollerinin oldugu da gosterilmistir.

TZD Glukoz Yag asidleri
(PPARy agonisti) | |
Glukoz alimi ve utilizasyonu Yad asidi alimi
Lipogenezis

Adiposit farkhilasmasi

v
PPARy-RXR

Instlin-duyarli _ Lipoprotein lipaz

genlerin transkripsiyonu

| |

Sekil 4: Beyaz adipoz dokuda tiazolidindionlarin etkisinin hiicresel modeli

Tiazolidindionlar’lar insiilin sinyal yollarin1 (fosfatidil inositol-3-kinaz gibi) aktive
ederek de glukoz homeostazini olumlu etkilemektedirler. Ayrica glikojen sentaz gibi
enzimlerin aktivitelerini degistirebilmektedirler ve kas hiicreleri ve adipositlerde glukoz
tastyici translokasyonu artirabilmektedirler. Yapilan ¢aligmalar timor nekrozis faktor o (TNF
a)’nin inslilin direncinde mediyator oldugunu géstermektedirn. TZD’lar insiilin direncinin
patogenezinde rol oynayan bu adiposit sitokininin etkilerini de antagonize etmektedirler®.
TZD’larin antidiyabetik etkilerinin, hedef organlar1 (yag hiicreleri, ¢izgili kas ve karaciger
hiicreleri) insiilinin etkisine duyarli hale getirdigi kabul edilmektedir. Bu etkinin insiilin
bagimli oldugu bilinmektedir. Ciinkii TZD’lar insiilin yoklugunda kan sekerini diisiirmekte
etkili degildir (Sekil 5).

33



Yag dokusu iskelet kasi Karaciger
1Glukoz alimi 1Glukoz alimi |Glikoneogenez
1Yag asidi alimi 1Glikoliz | Glikojenoliz
tLipogenez 1Glukoz oksidasyonu | 1Glukoz alimi
1Glukoz 1Glikogenez TLipogenez
oksidasyonu

Sekil 5: Tiazolidindionlarin dokulardaki etkileri

Metabolik Etkiler

1- Glisemi Kontrolii Uzerine Etkileri

Amerika Birlesik Devletlerinde FDA, pioglitazon ve rosiglitazonun tip 2 diyabet
tedavisinde monoterapi olarak ve metformin, siilfoniliire ya da insiilinle kombinasyon halinde
kullanimini onaylamustir.

Tiazolidindionlar tip 2 diyabetiklerde insiilin duyarliligini anlamli olarak
artirmaktadirlar. Tek baslarina kullanildiklarinda ag¢lik kan gukozunu ve HbAlc (glikozile
hemoglobin)’ yi anlamli olarak azaltmaktadirlar ve HbAlc deki bu diisiis uzun siirelidir®™ ",
Glisemik kontrolii iyilestirmesine ilave olarak hem pioglitazon hem de rosiglitazon insiilin

72,73

diren¢ sendromunun komponentlerinin bir ¢ogunu iyilestirir'"*. TZD’larin antihiperglisemik

etkisi yavas gelisir, maksimum etkinin olusmasi 2-3 ay alabilmektedir.

2- Insiilin Direnci Uzerindeki Etkileri

Plazma glukozunu diisiirmesinin yaninda TZD’lar ayn1 zamanda Tip 2 DM’lu
hastalarda uygun glisemik kontrole ulasmak igin gerekli olan insiilin dozunu ve/veya
dolasimdaki insiilin diizeylerini diisiiriir. Insiilin direncinin derecesindeki bu azalma periferik
glukoz uptake’nde bir artisa neden olur. Hepatik bazal glukoz yapimi azalir. Tip 2 DM
hastalarinda yiikselmis plazma insiilin konsantrasyonlarina ragmen baglangica gore hepatik
glukoz tiretim hizi da artmistir. Pioglitazon uygulamasi insiilin direnci olan hayvanlarda
insiilin duyarliliginda artisa yol agmaktadir. Bu durumun yag dokusunda artmis insiilin
reseptor sayilar1 ve glukoz transporteri GLUT 4’lin artmis intrensek aktivitesi ile iliskili

oldugu diistiniilmektedir.
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3- Pankreatik Insiilin Sekresyonuna Etkileri

Tiazolidindionlar plazma insiilin diizeyinde siirekli olarak bir azalmaya neden
olurlar ve bu da artmis insiilin duyarliligini gosterir. Bu ajanlar direk olarak beta hiicresi
insiilin sekresyonunu uyarmasa da, calismalar insiilin direnci olan insan ve hayvanlarda
normal insiilin yanitin1 takrar olusturduklarini géstermektedir.

Tip 2 DM’ta beta hiicre fonksiyonunda karakteristik azalmanin, insiilin direncinin
zararli etkisinin bir parcas1 oldugu varsayilmaktadir. Insiilin direnci beta hiicre sekretuar
fonksiyonunu artirir ve beta hiicrelerinin metabolik aktivitesini ve amilin sekresyonunu artirir.
Amilinin artmis sekresyonu adaciklarda amilin depolanmasinin artmasi ve beta hiicrelerinde
destriiksiyonla sonuglanabilir. Genetik olarak programlanmis beta hiicrelerinin artmis
metabolik aktivitesi artmis apoptoza yol agabilir. TZD’larin insiilin direncini azaltarak Tip 2
DM’lu hastalarda beta hiicre kaybinin hizim azalttig1 varsayilmaktadir. Ishida ve arkadaslari
yaptig1 bir ¢alismada pioglitazonun oksidatif stresi azaltarak insiilinin sekretuar kapasitesini

iyilestirdigi ve beta hiicre kaybin azalttig1 gosterilmistir’.

4- Lipid Profili Uzerindeki Etkileri

Birgok tip 2 DM hastasinda kompleks dislipidemi vardir. Insiilin direnci ve bunun
sonucu hiperinsiilinemi, artmis plazma trigliserid diizeyleri, azalmis yiiksek dansiteli
lipoprotein kolesterol diizeyleri ve kiiclik yogun aterojenik diisiik dansiteli lipoprotein
kolesterol partikiillerinin baskin olmasiyla birlikte goriilebilmektedir. TZD’lar lipid
metabolizmasmni anlamli olarak modifiye etmektedirler”’. TZD tedavisi sirasinda serbest yag
asidlerinin konsantrasyonlarinda azalma da olusur. TZD’larin lipid metabolizmasi tizerindeki
etkileri simf i¢i farklilik gosterir. Yapilan c¢alismalarda pioglitazonun lipid parametreleri
tizerinde rosiglitazondan daha belirgin yararl: etkisi oldugu sonucuna varilmistir. Van Wijk ve
arkadaglari, 5000°den fazla hastay1 kapsayan ¢aligmalarinda pioglitazonun, trigliserid, total
kolesterol ve LDL kolesterol iizerinde rosiglitazondan daha fazla derecede yararli etkileri

°. Goldberg ve arkadaslari ise yaptiklari ¢alismada pioglitazonun

oldugunu bildirmistir’
rosiglitazona kiyasla HDL kolesterolii daha ¢ok artirdigini ayrica LDL partikiil boyutu ve

konsantrasyonunda daha olumlu etki gosterdiklerini saptamlslard1r76.
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5 -Arterial Inflamasyon, Ateroskleroz ve Endotel Fonksiyonu Uzerine Etkileri

Vaskiiler diiz kas hiicrelerinde, endotel hiicrelerinde ve makrofajlarda da bulunan
PPARy aktivasyonunun aterosklerotik slire¢ basamaklarini direk olarak etkiledigi ¢ok
sayidaki c¢alisma ile goOsterilmistir. Bu etkilerin ¢ofu antiaterojeniktir. TZD’larin
vaskiiloprotektif etkilerinin ¢ogu insiilin direncini kirici/antihiperglisemik etkilerinden

bagimsiz olarak (direk) ortaya ¢ikmaktadir’""

. “Pleiotropik etkiler” olarak adlandirilan bu
etkiler 6zellikle antiaterosklerotik/diiz kas proliferasyonunu onleyici etki agisindan son derece
ilgi cekicidir ve bu konudaki klinik arastirmalar devam etmektedir. Bu yonde,
kardiyovaskiiler sonuglar1 degerlendirecek biiyiik randomize ¢alismalara gerek vardir. Yapilan
bir insan ¢aligmasinda 3-6 aylik pioglitazon tedavisi sonrasinda karotis ultrasonu ol¢iimlerine
gore karotis arteri intimal media kalinliginda anlamli bir azalma bulunmustur. TZD’larin
koroner tikanmaya balon kateter ile miidahaleden sonra, koroner stent implantasyonlarindan
sonra hasarlanan bolgelerde olusan intimal hiperplaziyi 6nledikleri gosterilmistir. Bu bulgular
TZD’larin Tip 2 diyabetik hastalarda anjiyoplasti ya da stent uygulanmasindan sonra
olusabilecek restenozu azaltabilecegini gostermektedir”.

Tiazolidindionlarin intraselliiler antioksidan aktivitesi dikkate degerdirso. Bu
0zellik koruyucu antioksidan etkilerini yansitir. Bu ajanlar serbest radikaller {izerinde direk
antioksidan temizleyici etki gOstermezler. Fakat oksidatif stresin olusumuna neden olan
hiperglisemik durumlardan birka¢ mekanizmay1 bloke ederek etki gosterirler. Son yillarda
TZD’larin ve Ozellikle pioglitazonun potent glikasyon ve protein ¢apraz baglanmasinin

inhibitdrii ve gii¢lii antioksidan oldugu gbrﬁlmﬁstiirBl.

Diyabetik hastalar inflamasyonun 1lmli seklini igerirler®. Diyabette inflamasyon,
oksidatif stresin lretimine neden olan hiperglisemi ile ayrica iliskilidir. TZD’lar,
antiinflamatuar aktiviteye sahiptir ve bunun, hipoglisemik etkilerinden bagimsiz olabilecegi

diyabetik hastalarda do grulanmlsterS.
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GEREC VE YONTEM

Calismada 40 adet 200-250 gram agirhiginda erkek Wistar cinsi rat kullanildi.
Ratlar 4 haftalik uyum siiresinden sonra her bir kafese (28x28x16 cm boyutunda polikarbon

kafes) 5 rat olmak iizere yerlestirildi.
Ratlar 4 gruba ayrildi.

1.Grup: Kontrol grubu

2. Grup: Diyabetik Kontrol grubu

3. Grup: 10 mg Pioglitazon alan grup
4. Grup: 30 mg Pioglitazon alan grup

Ratlar deneysel ¢alismaya baglamadan 10 giin 6nce 1s1s1 18°C- 22°C arasinda sabit
tutulan 6zel odaya alindilar. Bes rat bir kafeste olacak sekilde yerlestirildiler ve standart diyet
(pelet) yem 1ile beslendiler. Ratlarin su ve yem alimlar1 serbest birakildi. Biitiin ratlarin
calisma Oncesinde kan sekerleri olgiildii. 30 rata 50 mg/kg streptozotocin tek doz halinde
intraperitoneal uygulandi. Streptozotocin, sodium citrate buffer (I ml/kg) tamponu iginde
¢Ozdiirtildii. Diger 10 rata intraperitonal citrate buffer verilerek kontrol grubu olusturuldu. 48
saat boyunca i¢gme sularma 15 g/L. dekstroz sollisyonu eklendi. Sicanlarin diabetik olup
olmadig1 3. glinde kuyruk venlerinden alinan kan ile kan glukoz diizeyleri 6l¢iilerek kontrol
edildi. Glukoz diizeyi glukometre cihazi ile (Accucheck Go, Roche) olciildii. Kan glukoz
diizeyi 250 mg/dl ve {lizerinde olan 30 rat ¢alismaya alindi. Streptozotocin ile diyabet
olusturulan ratlarin bir kismina pioglitazon (Glifix®) (10mg/kg ve 30mg/kg) yiyeceklerine
karistirtlarak verildi. Her hafta ratlarin kan glukoz diizeyleri 6l¢iildii. 10 rat ¢aligma siiresince
olas1 diyabetik komplikasyonlar sonucunda kaybedildi. Kontrol grubunda 8, diyabetik kontrol
grubunda 7, 10 mg pioglitazon alan grupta 9, 30 mg pioglitazon alan grupta 6 rat, 4 haftalik
caligma siiresini tamamladi. Toplam 30 rat sakrifiye edildi. Xylacin anestezisi kullanildi. Sag
bobrek patolojik inceleme, sol bobrek ise biyokimyasal parametrelerin degerlendirilmesi i¢in
eksize edildi. Bobrek dokulart taze doku olarak analize kadar -80 °C’de korundu. Calismamiz
icin Adnan Menderes Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulundan etik kurul onayi

alinmustir.
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Biyokimyasal Olgiimler: Siiperoksit dismutaz (SOD), katalaz (CAT)) ve MPO aktivitelerinin
ve indirgenmis glutatyon (GSH), malonilaldehyde (MDA), nitrik oksit (NO) diizeylerinin
Olctimleri manuel yontemlerle gergeklestirildi. TNF-a, IL-6 diizeylerinin 6l¢timleri ELISA

kitleri kullanilarak yapildi.

Dokularin Homojenizasyonu: B.Braun marka homojenizatorde, doku homojenizasyon
tamponu ile  yapildi. Doku  homojenizasyon = tamponu  (ImM, pH=7,4);
phenylmethylsulfonylfluoride (C;H;FO2, SIGMA, Katolog numarast P-7626), di-
Natriumhydrogenphosphat-dihydrate ~ (Na,HPO4.2H,O, MERCK, katalog numarasi
K25979680), potasyumdihydrogenphosphat (H,KPO,4, MERCK, Katalog numarast A986373),
ethylenenediaminetetraacetic asid disodyum (EDTA) ,Ci0H14N20gNa,. 2H,0, SIGMA,
katolog numaras1 E-1644) kullanilarak hazirlandu.

Dokuda MDA Tayini: Dokuda TBARS (tiobarbitiirik asit ile reaksiyon veren iiriinler)
Olglimii yapilarak indirek olarak degerlendirildi. Dokuda analiz Drapper ve Hadley’e gore
yapildi. %1 fosforik asit (Phosphoric acid MERCK 1.00563 kullanilarak) ve 9%0,6 TBA (2-
Thiobarbutiric Acid, 4,6-Dihydroxypyrimidine-2-thiol, SIGMA, katolog numarasi T-5500)
kullanilarak hazirlandi. MDA standardi; Malonaldehyde bis (dimethyl acetal), ALDRICH,
AL-108383 kullamlarak hazirlandi. Ornekler ve standartlar Shimadzu UV-160 A

spektrofotometrede 532 nm'de kore karsi okuma yapilarak degerlendirildi.

Dokuda Indirgenmis GSH Tayini: Beutler’e gore yapildi. Presipite edici soliisyon; glasiyal
metaphosphoric acid (RIEDEL-de HAEN 04103), disodyum EDTA (C1oH14N20gNa,. 2H,0,
SIGMA, katolog numaras1 E-1644) ve sodyum kloriir (NaCl, J.T.Baker) kullanilarak
hazirlandi. Disodyum phosphate soliisyonu; di sodyum hidrojen fosfat (Na,HPO,, MERCK,
katolog numarasi F368386) ile hazirlandi. DTNB soliisyoniu; DTNB 5,5’-Dithio-bis(2-
NitrobenzoicAcid) (Ci4HsN2OgS,, SIGMA, katalog numarasi D-8130) ve sodium sitrat
(CsHsNaszO7. 2H,0, SIGMA, katalog numarasi S-4641) ile hazirlandi. Glutatyon standardi;
Glutathione Reduced Form, (C1oH17N306S, SIGMA, katalog numaras1 G-4251) kullanilarak
hazirlandi. Standartlar ve  6rnekler Shimadzu UV-160 A spektrofotometrede 412 nm'de

kore karst okutuldu.

Dokuda KAT Aktivitesi Tayini: Hugo Aebi yontemine gore yapildi. Tampon (50 mM

pH=7) ; potasyumdihydrogenphosphat (KH,PO, MERCK, katalog numarasi A986373) ve di-
38



Sodyumhidrojenfosfat (Na,HPO4.2H,0, MERCK, katolog numarasi K25979680) ile
hazirlandi. H,O;'li tampon; hazirlanmis olan tampona hydrojen peroksid (H,O,, RIEDEL,
RH18312) eklenmek suretiyle hazirlandi. Tampon ile diliic edilmis 6rnege, H,O,'li tamponun
eklenmesi ile baslayan absorbans degisimi Shimadzu UV-160 A spektrofotometrede 240

nm'de izlenip, 15 saniyedeki absorbans degisimi saptanarak formiile gére hesaplama yapildi.

Dokuda NO metaboliti Tayini: NO’in par¢alanma iiriinlerinden olan nitrat’in diizeyi
saptanarak, bu sekilde indirek yolla, NO diizeyi hakkinda fikir sahibi olundu. Yo6ntem olarak
Najwa K. Cortas ve arkadaglarinin yontemi kullanildi. Bu ydnteme gore; Kadmiyum
(FLUKA, Katalog numarasit 20890) graniilleri kullanildi. Glisin-NaOH tamponu; glisin
(CoHsNO,, MERCK, katalog numarast K23214990) ve sodium hydroksid (NaOH,
PROLABO, katalog numarasi EMB 45053) kullanilarak hazirlandi. Glisin NaOH tamponu
igindeki CuSOy ¢ozeltisi; glisin , NaOH ve bakir siilfat (CuSO45 H,0, RIEDEL,RH12849-1 )
kullanilarak hazirlandi. Siilfanilamid ¢6zeltisi; hydrochloric acid %37 (HCI, MERCK, katalog
numarast K24016914) ve sulfonilamid (CgHgN,0,S, SIGMA, katalog numarasi S-9251) ile
hazirlandi. NED ¢ozeltisi; (NO(1-Naphtyl) Ethyl-Enediamine dihydrochloride, ALDRICH
22,248 kullanilarak) hazirlandi. Standartlar sodyum nitrit (NaNO,, SIGMA, katalog numarasi
S-3421) kullanilarak hazirlandi. Ornekler ve standartlar ELISA mikroplate reader'de 540

nm'de okutuldu.

Dokuda SOD Aktivite Tayini: Sun Yi ve arkadaslarinin yontemine gore yapildi. SOD assay
reaktifi: 0,3 mp Xanthine soliisyonu (Xanthine ,SIGMA SIX7375 ), 0,6 mp EDTA soliisyonu
(EDTA, ALDRICH 31788), 150 pmol NBT (SIGMA SIN6639), 400 mmol Na,COj
solisyonu (MERCK 1.06392 ), BSA soliisyonu (Bovine serum albiimin, SIGMA SIA7906)
ile hazirlandi. Xanthine oxidase soliisyonu: Xanthine oxidase (SIGMA SI1X4376 ) 2 mmol
amonyum siilfat ¢ozeltisi (Ammonium sulfate, RIEDEL RH31119) i¢inde coziindiiriilerek
hazirlandi. Orneklerdeki reaksiyon, ortama 0,8 mmol CuCl, eklenmesiyle durduruldu.

Absorbans dl¢timii Shimadzu UV 160 A spektrofotometrede 560 nm’de yapildi.
Dokuda TNFa ve IL-6 Tayini: ELISA kit kullanilarak yapildi.

Patolojik inceleme: %10’luk tamponlu nétral formalin soliisyonunda fikse edilen doku
orneklerinden rutin doku takip islemi sonrasi parafin bloklar hazirlandi. Her doku 6rneginden

aliman 4 mikrometre kalinliktaki kesitlerden rutin hematoksilen eozin boyali preparatlar
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yaninda, Mason Trikrom, Methenamin Silver, PAS-Alcian Blue, histokimyasal boyalari
uygulanarak 151k mikroskobunda incelendi. Bobrek dokulari; glomeriilde skleroz, glomeriilde
fokal nekroz, bowman kapsiil kalinlig1 ve genisleme, tiibiil epitelinde dejenerasyon, tiibiil
epitelinde nekroz, interstisyel enflamasyon, damar duvarinda kalinlagsma, interstisyumda
fibrozis parametreleri yoniinden incelendi. Bu parametreler semikantitatif skorlama yaninda

morfometrik dlgtimlerle ortaya kondu. Bobrek dokusunda izlenen patolojik lezyonlar;
(-) Etkilenme olmayanlar

(+) Orta derecede etkilenme olanlar

(++) Siddetli derecede etkilenme olanlar, olarak belirtildi.

Calismamizda elde edilen verilerin istatiksel degerlendirmesi i¢in Ki-Kare Testi,
Kruskal-Wallis ve Mann-Whitney U Testi kullanildi. Bobrek dokularinin patolojik incelemesi
sonucu elde ettigimiz veriler arasinda farkliligi degerlendirmek amaciyla Ki-Kare Testi
kullanildi. Bobrek dokusunda antioksidan ve inflamatuar parametrelerin dl¢lim degerlerinin
ortalamalar1 arasinda farklihigi degerlendirmek amaciyla ise Kruskal-Wallis ve Mann-
Whitney U Testi yapildi. Degerlendirmelerde istatiksel anlamlilik i¢in p<0.05 kosulu arandi.

Calisma sonuglarinin istatiksel degerlendirilmesi i¢in SPSS 14 programi kullanildi.

40



BULGULAR

Ratlar streptozosin enjeksiyonundan 3 giin sonra bakilan kan glukoz diizeylerine
gore calismaya alindi. Kan glukoz diizeyleri 250 mg/dl’in iizerinde tespit edilenler diyabetik
olarak kabul edildi. 4 grup olusturuldu. Ratlar; kontrol, diyabetik kontrol, 10 mg pioglitazon
verilmesi planlanan diyabetik grup ve 30 mg pioglitazon verilmesi planlanan diyabetik grup
olacak sekilde kafeslere yerlestirildi. Kontrol grubunun kan glukoz diizeyleri normaldi. Her
bir grupta 10’ar rat mevcuttu. Ancak ¢alisma sonunda 10 rat diyabetik komplikasyonlar

neticesinde kaybedildi. Degerlendirme 30 rat iizerinde yapildi.

Bir¢ok calismada diyabetik nefropati olusmasi i¢in gegmesi gereken siirenin en az
3 hafta olarak belirtilmesi nedeniyle ratlar 4 hafta sonra sakrifiye edildi. 4. hafta sonunda

ratlarin kan sekerleri tekrar ol¢iildii.
Kan Glukoz Diizeyi A¢isindan Karsilastirmalar:

Ratlarin birinci ve dordiincii hafta dlgiilen kan glukoz diizeyi ortalamalari istatiksel

olarak degerlendirildi ( Tablo I, II).

Tablo I : Birinci hafta kan glukoz diizeyi (mg/dl) ortalamalart

Kontrol Diyabetik 10 mg 30 mg
kontrol pioglitazon pioglitazon
K.G.D.ort 126 557 431 453
Std.D. 15,8 71,1 72,1 77,2
Minimum 106 406 320 330
Maximum 162 600 544 538

Std.D: Standart deviasyon K.G.D. ort : Ortalama kan glukoz diizeyi (mg/dl)
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Tablo I1: Dordiincii hafta kan glukoz diizeyi (mg/dl) ortalamalari

Kontrol Diyabetik 10 mg 30 mg
Kontrol pioglitazon pioglitazon
K.G.D. ort 131 464 459 387
Std.D. 15,7 84,4 42,8 173,5
Minimum 108 323 394 155
Maximum 154 579 511 530

Std.D: Standart deviasyon K.G.D. ort : Ortalama kan glukoz diizeyi (mg/dl)

Kontrol grubu ile diyabetik kontrol grubun kan glukoz diizeyi ortalamalari
arasinda istatiksel olarak anlamli fark saptandi (p=0.001). Diyabetik kontrol grubu ile 10 mg
pioglitazon alan gruplar arasinda kan sekerleri ortalamalar1 bakimindan istatiksel acidan
anlamli bir fark yoktu. Diyabetik kontrol ile 30 mg pioglitazon alan ratlarin kan sekerleri
ortalamalar1 arasinda da istatiksel olarak anlamli fark yoktu. Ayrica 10 mg ve 30 mg

pioglitazon alan diyabetik gruplar arasinda da istatiksel olarak anlamli fark saptanmada.
Bibrek Dokularinin Patolojik Inceleme Sonuclar:

Patolojik olarak ratlarin bobrek dokular1 glomeriiler fokal nekroz, bowman kapsiil
araliginda genisleme, tiibiil epitelinde dejenerasyon, tiibiil epitelinde nekroz, tiibiil
dilatasyonu, interstisyel inflamasyon, konjesyon, damar duvarinda kalinlagma, interstisyel

fibrozis, glomeruloskleroz agisindan incelendi. Resim 4’te olagan tiibiil yapis1 gosterilmistir.

Kontrol ve diyabetik kontrol gruplari arasinda glomeriiler fokal nekroz, tiibiil
dilatasyonu ve damar duvarinda kalinlasma agisindan istatiksel olarak anlamli fark saptandi

(strastyla p=0.033, p=0.013, p=0.003).

Diyabetik kontrol ile 10 mg ilag alan gruplar arasinda tiibiil epitelinde nekroz,
damar duvarinda kalinlagma, glomeriiler fokal nekroz agisindan istatiksel olarak anlamli fark
saptand1 (sirastyla p=0.040, p=0.007, p=0.031). Diyabetik kontrol grubunun %57’sinde
glomertillerde fokal nekroz agisindan siddetli derecede etkilenme mevcutken, 10 mg alan
grupta siddetli derecede etkilenme yoktu. Tiibiil epitelinde nekroz diyabetik kontrol grubunun

%14.3’tinde izlenmezken 10 mg ilag alan grubun %66.7’sinde nekroz izlenmedi. Damar
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duvarinda kalinlagsma agisindan ise diyabetik kontrol grubun %85.7’sinde siddetli derecede

etkilenme varken 10 mg ilag grubunda bu oran %11.1 idi.

Diyabetik kontrol ile 30 mg ilag gruplar arasinda tiibiil dilatasyonu ve damar
duvarinda kalinlagsma agisindan anlamli fark saptandi (sirasiyla p=0.027, p=0.008). Diyabetik
kontrol grubunda ratlarin %71.4’linde tiibiil dilatasyonu, %85.7°sinde damar duvarinda
kalinlasma siddetli derecede gozlenirken 30 mg ila¢ alan diyabet grubunda ise siddetli
derecede lezyon saptanmadi. Glomeriiler fokal nekroz agisindan degerlendirildiginde ise
diyabetik kontrol grubu ile 30 mg ilag grubu arasinda istatiksel olarak anlamli fark
saptanmasa da diyabetik kontrol grubunun %57’sinde siddetli derecede lezyon goriiliirken 30
mg ila¢ alan diyabetik grupta siddetli derecede etkilenme saptanmadi. Ayrica diyabetik
kontrol grubunda glomeriiler fokal nekroz acisindan hi¢ etkilenme goriilmeyenlerin oran1 %

14.3 iken 30 mg ilag alan diyabet grubunda ise ratlarin % 66.7’sinde hig etkilenme yoktu.

10 mg ile 30 mg ilag grubu karsilastirildiginda tiim patolojik degisiklikler
acisindan istatiksel olarak anlamli farklilik saptanmadi. Ancak damar duvarinda kalinlasma
acisindan incelendiginde 30 mg grubunda ratlarin %66.7’sinde etkilenme olmadigi halde 10
mg grubun ise sadece %22’sinde etkilenme saptanmadi (Tablo III, IV, V, VI, VII, VIII, IX,
X).

Bowman kapsiil araliginda genisleme, tiiblil epitelinde dejenerasyon, tiibiil
epitelinde nekroz, interstisyel inflamasyon, konjesyona bakildiginda gruplar arasinda
istatiksel olarak anlamli farklilik saptanmadi. Gruplarin higbirinde glomeriiloskleroz ve

interstisyel fibrozis izlenmedi (Resim 1 ve 2).
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Tablo 111: Glomerilde fokal nekroz derecesi

Kontrol | Diyabetik | 10 mg 30 mg
kontrol pioglitazon | pioglitazon
- 9% 5 1 4 4
(%62.5) | (%14.3) (%44.4) (%66.7)
+ 0Op 3 2 5 2
(%37.5) | (%28.6) (%55.6) (% 33.3)
++ 0p 0 4 0 0
(%0.0) (%57.1) (%0.0) (%0.0)

(-) Etkilenme olmayanlar (+) Orta derecede etkilenme (++) Siddetli derecede etkilenme

Tablo 1V: Bowman kapsiil araliginda genisleme derecesi

Kontrol | Diyabetik | 10 mg 30 mg
kontrol pioglitazon | pioglitazon
- % 4 0 4 1
(%50.0) | (%0.0) (%44.4) (%16.7)
+ % 3 6 4 4
(%37.5) | (%85.7) (%44.4) (% 66.7)
++ 9% 1 1 1 1
(%12.5) | (%14.3) (%11.1) (%16.7)
Tablo V: Tiibiil epitelinde dejenerasyon derecesi
Kontrol | Diyabetik | 10 mg 30 mg
kontrol pioglitazon | pioglitazon
A 3 0 1 2
(%37.5) | (%0.0) (%11.1) (%33.3)
+ 9% 5 5 8 4
(%62.5) | (%62.5) (%88.9) (% 66.7)
++ 9% 0 2 0 0
(%0.0) (%28.6) (%0.0) (%0.0)
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Tablo VI: Tiibiil epitelinde nekroz derecesi

Kontrol | Diyabetik | 10 mg 30 mg
kontrol pioglitazon | pioglitazon
A 3 1 6 4
(%37.5) | (%14.3) (%66.7) (%66.7)
+ 0Op 5 6 2 2
(%62.5) | (%85.7) (%22.2) (% 33.3)
++ Op 0 0 1 0
(%0.0) (%0.0) (%11.1) (%0.0)
Tablo VII: Tiibiil dilatasyonu derecesi
Kontrol | Diyabetik | 10 mg 30 mg
kontrol pioglitazon | pioglitazon
- 9% 1 0 7 1
(%12.5) | (%0.0) (%77.8) (%16.7)
+ 9% 7 2 2 5
(%87.5) | (%28.6) (%22.2) (% 83.3)
++ 9% 0 5 0 0
(%0.0) (%71.4) (%0.0) (%0.0)
Tablo VIII: interstisyel inflamasyon derecesi
Kontrol | Diyabetik | 10 mg 30 mg
kontrol pioglitazon | pioglitazon
A 5 4 4 4
(%62.5) | (%57,1) (%44.4) (%66.7)
+ % 3 3 5 1
(%37.5) | (%42,9) (%55,6) (% 16,7)
++ O 0 0 0 1
(%0.0) (%0.0) (%0.0) (%16.7)
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Tablo IX: Konjesyon derecesi

Kontrol | Diyabetik | 10 mg 30 mg
kontrol pioglitazon | pioglitazon
A 1 0 6 0
(%12.5) | (%0.0) (%66.7) (%0.0)
+ 0Op 7 7 3 6
(%87.5) | (%100) (%33.3) (% 100)
++ Op 0 0 0 0
(%0.0) (%0.0) (%0.0) (%0.0)
Tablo X: Damar duvarinda kalinlagsma derecesi
Kontrol | Diyabetik | 10 mg 30 mg
kontrol pioglitazon | pioglitazon
- % 4 1 2 4
(%50) (%14.3) (%22.2) (%66.7)
+ 0p 4 0 6 2
(%50) (%0.0) (%66.7) (% 33.3)
++ 0p 0 6 1 0
(%0.0) (%85.7) (%11.1) (%0.0)

Diyabetik kontrol grubu ile pioglitazon alan grup olarak karsilagtirildiginda, tiibiil
dilatasyonu, tiibiil epitelinde nekroz, glomeriiler fokal nekroz ve damar duvarinda kalinlasma
acisindan istatiksel olarak anlamli fark saptandi (sirasiyla p=0,023, p=0,034, p=0,005,
p=0,001) (Tablo XI). Damar duvarinda kalinlasma agisindan degerlendirildiginde, diyabetik
kontrol grubunun %485.7’sinde siddetli derecede lezyon goriiliirken, ila¢ grubunun sadece
%6.7’sinde siddetli lezyon goriildii. Tiibiil epitelinde nekroza bakildiginda diyabetik kontrol
grubun %14.3’linde lezyon saptanmazken, ila¢ grubunun %66.7’sinde lezyon izlenmedi.
Tibiil dilatasyonu agisindan ise diyabetik kontrol grubunda siddetli lezyon goriilme orami
%71.4 saptanirken, ilag grubunun ise %13.3’ilinde siddetli lezyon izlendi. Glomeriiler fokal

nekroz diyabetik kontrol grubunun %57.1’inde siddetli derecede saptanirken, ila¢ grubunda

siddetli lezyona rastlanmadi (Resim 3,5 ve 6).
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Tablo XI: Diyabetik kontrol ile pioglitazon alan grubun patolojik degisiklikleri

Diyabetik Kontrol Ila¢c Grubu
- % [+ % | ++ % | - % |+ % |++ %

Damar duvarinda 1 0 6 6 8 1
kalinlasma (%14.3) (%0) (%85.7) (%40) (%53.3) | (%6.7)
Tiibiil epitelinde 1 6 0 10 4 1
nekroz (%14.3) (%85.7) (%0.0) (% 66.7) | (%26.7) (%6.7)
Tiibiil dilatasyonu 0 2 5 1 12 2

(%0.0) | %28.6 | (%714) | (%6.7) | (%80) | (%13.3)
Glomeriilde fokal 1 2 4 8 7 0
nekroz (%14.3) | (%28.6) | (%57.1) | (%53.3) | (%46.7) | (%0.0)
Bowman arahiginda 0 6 1 5 8 2
genisleme (%0.0) | (%85.7) | (%14.3) | (%33) | (%53.3) | (%13.3)
Konjesyon 0 7 0 0 12 3

(%0.0) | (%100) | (%28.6) | (%0.0) | (%80) | (%20)
Tiibiil epitelinde 0 5 2 3 12 0
dejenerasyon (%0.0) | (%714) | (%28.6) | (%20) | (%80) | (%0.0)
Intertisyel 4 3 0 8 6 1
inﬂamasyon (%57.1) (%42.9) (%0.0) (%53.3) (%40) (%6.7)

Doku Diizeyinde Antioksidan ve inflamatuar Belirtecler

Kontrol ve diyabetik kontrol grubun MDA ortalamalar1 arasinda istatiksel olarak
anlamli farklilik saptandi (p=0.011). Ancak diyabetik kontrol grup ile ila¢ gruplar1 arasinda
MDA ortalamalari arasinda anlaml farklilik saptanmadi. Aynmi sekilde diyabetik kontrol ve
ilag gruplarmin SOD, CAT, GSH, NO, TNF-a ve IL-6 ortalamalar1 arasinda da istatiksel

olarak anlamli farklilik saptanmadi.
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Tablo X1: SOD, CAT, GSH, MDA, NO, TNF-a, IL-6 diizeyleri

SOD CAT GSH MDA NO TNF-a IL-6

U/mg k/s/mg mg/g protein | nmol/mg pg /mg pg /mg ng/g protein

protein protein protein protein protein
Kontrol 6,1+2.7 1,8+0,6 61,5+41,8 1,3+0,5 51,3+111,5 | 191,8+73,11 | 348,7+137,9
D. Kontrol |51+4,81 | 15+0,6 56,6 +31,0 2,815 16,6+11,8 183,7+36,8 | 323,3+93,3
10 mg piog 6,9 +£3,1 1,7+0,7 92,3+114,7 | 2,1+1,1 15,1+ 8,8 207,8+86,6 329,7+146,7
30 mg piog 57+29 2,6£2.2 74,5 +47,8 1,7+ 0,6 22,8+ 28,0 | 198,1+68,3 358,2+ 46,2
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Resim 2: Konjesyon, interstisyel inflamasyon (yildiz), ve Bowman kapsiil
araliginda genisleme (oklar) bulgular1 gosteren bobrek dokusu (HE, x200).
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Resim 3: Tiibiiler dilatasyon ve dejenerasyon (kisa oklar) ile fokal glomeriiler
nekroz (uzun oklar) bulgular1 gésteren bobrek dokusu (HE, x200).

Resim 4: Olagan tiibiil yapilar1 gosteren bobrek dokusu (HE, x200).
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Resim 5: Yogun interstisyel inflamasyon, tiibiil dejenerasyonu ve dilatasyonu
gosteren bobrek dokusu (HE, x200).

Resim 6: Interstisyel inflamasyon, tiibiil dejenerasyonu, tiibiil dilatasyonu ve
damar duvarinda kalinlagma (ok) bulgular1 gosteren bébrek dokusu (HE, x200).
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TARTISMA
Diyabet, genetik yatkinligin varliginda c¢evresel nedenlerle kolayca tetiklenen bir

hastaliktir. Diyabetik hastalar morbidite ve mortaliteye yol agabilecek cok sayida kronik
komplikasyonlara adaydir. Diyabetik komplikasyonlar genellikle hiperglisemi bagladiktan
uzun siire sonra ortaya ¢ikarlar ancak tip 2 diyabette bazi hastalarda tani sirasinda da
komplikasyonlar bulunabilir. Makro ve mikrovaskiiler komplikasyonlar ilerleyici olarak
seyretmektedir®®3*. Makrovaskiiler komplikasyonlar diyabetik hastalarda 6lim nedenleri

arasinda basta yer alir.

Son yillarda bir ¢ok hastaligin patogenezinden sorumlu tutulan serbest radikaller,
diyabetin komplikasyonlari agisindan da 6nem kazanmistir. Oksidatif stres terimi genel olarak
prooksidan ve antioksidanlar arasindaki dengenin prooksidanlar lehine bozuldugu ve hemen
hemen tiim patolojik durumlarla iligkisi olan reaksiyonlar serisi olarak tanimlanmaktadir.
Serbest radikallerin baglica ana kaynagi oksijendir. SOR, normal hiicre metabolizmasi
sirasinda ortaya ¢ikan yan iriinlerdir ve baglica hedef molekiilleri ¢oklu doymamis yag
asitleri, proteinler, karbonhidratlar ve niikleik asitlerdir®®. Normal kosullar altinda SOR’nin
fizyolojik seviyesi/reaktivitesi detoksifikasyon mekanizmalariyla hassas bir sekilde dengelenir
ve bu dengede ozellikle antioksidan savunma mekanizmalar1 6nemli rol oynamaktadir. SOD,
GSH-Px ve KAT gibi baz1 antioksidan enzimler, GSH, tiyoller, E ve C vitamini gibi
antioksidan vitaminler, selenyum gibi eser elementler ve irik asit, bilirubin gibi diisiik
molekiil agirlikl bilesikler antioksidan savunma mekanizmalarinin en 6nemlilerindendir. Pek
¢ok caligmada, tip 2 diyabetik hastalarda serum ekstraselliiler siiperoksit dismutaz (ec-SOD)
konsantrasyonlarinin kontrollere oranla anlamli derecede yiiksek oldugu saptanmistir. Bu
caligmalar, hiperglisemi nedeniyle serbest oksijen radikallerinin arttiin1 ve bu durumun

endotel hasarindan sorumlu olabilecegini ortaya koymustur.

Diabetes Mellitus’ta uzun siireli hiperglisemi nedeni ile hiicre dis1 proteinlerin
nonenzimatik glikasyonuna bagli olarak serbest radikal {iiretiminde artig olmaktadir®?*°,
Glikozile protein oksidasyonu ile serbest radikallerin sentezinde artis, siiperoksit dismutaz
temizleyici giicliniin azalmasi ve indirgenmis glutatyonun yoklugu, DM’ta artan oksidatif
stresin kaynaklar1 olarak kabul edilmektedir. Bunlardan bagka metabolik stres, sorbitol
yolundaki aktivite degisiklikleri, inflamatuar aracilarin diizeylerindeki degisimler ve hipoksi
ile iskemik reperfiizyon sonucu lokalize doku hasari, oksidatif stresi arttiran nedenler arasinda

gésterilmektedir5l. Normal kosullarda serbest radikallerin iiretimi ile temizlenmesi arasinda
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bir denge bulunmakta, tip 2 DM’lu olgularda ise temizleyicilerdeki azalma sonucu serbest
radikallerde artis meydana gelmektedir. DM’ta glisemik kontroliin bozulmasina bagli olarak
hiicresel antioksidan diizeyi azalmaktadir. Reaktif oksijen tiirleri ve serbest radikallerin
olusum hiz1 ile antioksidan savunma kapasitesi arasindaki dengesizlik, DM’un kronik

komplikasyonlarina neden olmaktadir.

Diabetes Mellitus’ta antioksidan enzimlerin durumuna iligkin olarak yapilan pek
¢ok caligmada birbirinden farkli sonucglar elde edilmistir. Diyabet olusturulan siganlarda
serbest radikal temizleyici enzimler 6l¢iilmiis ve glutatyon peroksidaz, katalaz ve siiperoksit

dismutaz aktivitelerinde azalma gt')zlenmistir49.

Son donem bobrek yetmezligi nedenlerinde ilk sirayr alan diyabetik nefropati,
DM’un iizerinde en ¢ok calisilan komplikasyonlarindan olmustur. Genetik yatkinlik, ik,
cinsiyet, diyabetin baglama yas1, hastaligin siiresi DN gelisimini etkileyen risk faktorleridir™®.
DN patogenezinde, glukozun direk toksik etkileri, polyol yolu aktivasyonu, protein, lipid,
lipoprotein, aminoasitlerin glikasyonu ve ileri glikasyon son iiriinlerinin olusumu, oksidatif
stres, c¢esitli bilylime faktorlerinin artmis aktivitesi ve RAAS rol oynamaktadir. Hiicre
hasarina yol agan reaktif oksijen iirlinleri ve bu hasar1 6nlemekle gorevli antioksidan savunma
sistemi arasindaki dengenin bozulmasinin tip 2 diyabetteki vaskiiler degisikliklerin esas

sorumlusu oldugu diisiiniilmektedir®.

Kornatowska ve arkadaslari, 21 proteiniirik, 14 normoalbiiminiirik tip 2 diyabetik
hasta ve 19 saglikli goniillide, lipid peroksidasyonu ve antioksidan enzim aktivitesi
arasindaki farklar1 incelemistir. Kontrol grubuna kiyasla, lipid peroksidasyonu tiim diyabetik
hastalarda yiiksek, antioksidan (siiperoksid dismutaz ve katalaz) enzim aktivitesi diisiik
bulunmustur. Diyabetikler arasinda yapilan karsilastirmada, bu olumsuz sonuglarin
proteiniirisi olanlarda daha belirgin oldugu goriilmiistlir. Arastirmacilar, diyabetle artan ve
vaskiiler komplikasyonlarin ortaya ¢ikmasinda 6nemli rol oynayan oksidatif stresin, nefropati

gelismesiyle siddetlendigi sonucuna varmuslardir®,

Craven ve arkadaglar1 ise deneysel calismalarinda, kontrol grubundaki saglikli
farelere gore, diyabetik farelerde bobrek agirligi, glomeriiler hacim, iiriner albiimin atilimi1 ve
glomeriiler TGF-B 1 {iretiminin artti@ini, bu olumsuz gelismelerin antioksidan 6zelligi olan C

vitamini verilen grupta anlamli diisiik bulundugunu bildirmislerdir®.
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Diyabetik mikroanjiyopati, diyabetik hastalarda goriilen en karakteristik
morfolojik degisikliktir ve vaskiiler bazal membranin genisliginde artis gézlenir. En belirgin
bobrek lezyonu glomeriillerde ve damarlarda belirlenir. Glomeriiloskleroz mezangiyal alanda
eozinofilik, PAS pozitif mezangiyal matriksin diffiiz olarak artmasina baghdir. En sik
gozlenen lezyondur. Diffliz mezangiyal matriks artis1 ve glomeriil kapiller bazal membranda
kalinlagma tipik bulgular arasindadir. Arteriyoloskleroz diyabetik nefropatide sik ve erken
gorilen bir degisikliktir. Diyabette damarsal hastaligin artisinin glomertildeki degisikliklerin
agirhig ile iligkili oldugu ileri siiriilmiistiir. Bu degisiklikler erken donemde olup damar
duvarinda kalinlasma olarak tespit edilir. Tibiler degisiklikler genellikle glomeriil
degisikliklerinin derecesini yansitan bir bulgudur. Tiibiilus bazal membraninda kalinlagma,
dilatasyon ve epitelde nekroz goriiliir. interstisyel fibrozis diyabetik bobreklerde olagandir ve

kronik inflamatuar infiltrasyonla birliktedir®®.

Diyabetik nefropatideki patolojik degisikliklerin pioglitazon ile gegirdigi siirecleri
iceren sinirh birkac¢ calisma mevcuttur. Tanimoto M. ve arkadaslarinin yaptig1 ¢alismada,
glomeriiler hiperfiltrasyonun mekanizmasinda eNO’in etkisi incelenmistir. Pioglitazon 10
mg/kg tedavisi uygulanan ratlarda glomeriiler ve bowman kapsiil volimi 6l¢iilmiistiir. Ec
NOS ve INOS proteinlerinin glomeriillerden eksprese edildigi saptanmustir. Tedavi sonrasi
bowman kapsiil voliimiinde iyilesme, glomeriiler damar endotelinde ec NOS saliniminda
azalma, iNOS’un ise saptanamadig1 bildirilmistir. Kan sekerleri degisiklikleri 6nemsiz olarak

degerlendirilmistir®.

Dobrian AD ve arkadaslarinin yaptig1 ¢alismada ise pioglitazonun hipertansif ve
antioksidan etkisini inceleyen c¢aligmalarinda renal NO ekspresyonunu artirarak etki yaptigi
gésterilmistir%. Okada T. ve arkadaslarinin yaptiklari calismada, pioglitazon verilen ratlarda

glomertiler hipertrofi ve mezangiyal matrix ekspansiyonunun inhibe oldugu gésterilmistir87.

Calismamizda kontrol ve diyabetik kontrol gruplari arasinda glomertiler fokal
nekroz, tiibiil dilatasyonu ve damar duvarinda kalinlagsma acgisindan istatiksel olarak anlamli
fark saptandi. Diyabetik kontrol ile 10 mg ilag alan gruplar arasinda ise tiibiil epitelinde
nekroz, damar duvarinda kalinlagma, glomeriiler fokal nekroz agisindan istatiksel olarak
anlamli fark saptandi. Diyabetik kontrol grubunun %57’sinde glomeriillerde fokal nekroz
acisindan siddetli derecede etkilenme mevcutken, 10 mg alan grupta siddetli derecede

etkilenme yoktu. Tiibiil epitelinde nekroz diyabetik kontrol grubunun %14.3’linde
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izlenmezken 10 mg ila¢ alan grubun %66.7’sinde lezyon izlenmedi. Damar duvarinda
kalinlasma agisindan ise diyabetik kontrol grubun %85.7’sinde siddetli derecede etkilenme
varken 10 mg ilag¢ grubunda bu oran %11.1 idi. Bu durum pioglitazonun diisiik dozda da etkili

olabildigini, bébrek lezyonlarinin olusumunu yavaglattigini diisiindiirdii.

Diyabetik kontrol ile 30 mg ilag gruplar arasinda tiibiil dilatasyonu ve damar
duvarinda kalinlasma agisindan anlamli fark saptandi. Diyabetik kontrol grubunda ratlarin
%71.4’tinde tlibiil dilatasyonu, %85.7’sinde damar duvarinda kalinlasma siddetli derecede
gozlenirken 30 mg ila¢ alan diyabet grubunda ise siddetli derecede lezyon saptanmadi.
Glomertiler fokal nekroz agisindan degerlendirildiginde ise diyabetik kontrol grubu ile 30 mg
ila¢ grubu arasinda istatiksel olarak anlamli fark saptanmasa da diyabetik kontrol grubunun
%357’sinde siddetli derecede lezyon goriiliirtken 30 mg ilag alan diyabetik grupta siddetli
derecede etkilenme saptanmadi. Ayrica diyabetik kontrol grubunda glomeriiler fokal nekroz
acisindan hi¢ etkilenme goriilmeyenlerin oran1 % 14.3 iken 30 mg ila¢ alan diyabet grubunda
ise ratlarin % 66.7’sinde glomeriiler fokal nekroz gozlenmedi. 30 mg pioglitazon alan
diyabetik ratlarin diyabetik kontrol grubu ile aralarinda istatiksel olarak anlamli farklilik

olmamasinin sebebi ise rat sayisinin yetersiz olmasina bagl olabilecegi diisiiniildii.

10 mg ile 30 mg ilag grubu karsilastirildiginda tiim patolojik degisiklikler
acisindan istatiksel olarak anlamli farklilik saptanmadi. Bu da bize ilacin diisiik dozda da

bobrek lezyonlarinin olusumunu yavaglatmada etkili oldugunu gostermektedir.

Diyabetik kontrol grubu ile pioglitazon alan grup olarak karsilagtirildiginda, tiibiil
dilatasyonu, tiibiil epitelinde nekroz, glomeriiler fokal nekroz ve damar duvarinda kalinlasma
acisindan istatiksel olarak anlamli fark saptandi. Damar duvarinda kalinlasma agisindan
degerlendirildiginde, diyabetik kontrol grubunun %85.7’sinde siddetli derecede lezyon
goriiliirken, ilag grubunun sadece %6.7’sinde siddetli lezyon goriildi. Tiibiil epitelinde
nekroza bakildiginda diyabetik kontrol grubun %14.3’{inde lezyon saptanmazken, ilag
grubunun %66.7’sinde lezyon izlenmedi. Tiibiil dilatasyonu acisindan ise diyabetik kontrol
grubunda siddetli lezyon goriilme oram1 %71.4 saptanirken, ila¢ grubunun ise %13.3’iinde
siddetli lezyon izlendi. Glomeriiler fokal nekroz diyabetik kontrol grubunun %57.1’inde

siddetli derecede saptanirken, ilag grubunda siddetli lezyona rastlanmada.
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Bowman kapsiil araliginda genisleme, tiiblil epitelinde dejenerasyon, tiibiil
epitelinde nekroz, interstisyel inflamasyon, konjesyona bakildiginda gruplar arasinda fark
saptanmadi. Ancak diyabetik kontrol grubu ile ilag verilen gruplar1 ayr1 ayri
degerlendirildiginde, bu lezyonlarin goriilme orani, ilag alan grupta diyabetik gruba gore
oldukca diisiiktii. Glomeriiloskleroz ve interstisyel fibrozis 4 grupta da saptanmadi. Bu durum,

bu lezyonlarin olusumu igin yeterli siirenin gegmedigi seklinde yorumlandi.

Tim bu bulgular glomeriiler lezyonlar, damar duvari kalinlasmasi ve tiibiil
degisiklikleri agisindan pioglitazonun DN’yi yavaslattigi veya onledigi konusunda {imit verici

oldugunu diisiindiirdi.

Tiazolidindionlar, primer etkileri periferik insiilin direncini diisiirmek olan
ajanlardir. Primer etkilerini peroksizomal proliferatdrle aktiflestirilmis reseptorler (PPAR)
olarak adlandirilan spesifik reseptorleri aktif hale getirerek gosterirler. PPAR o, PPAR B (9),
PPAR v olmak iizere ii¢ alt tipi vardir. TZD’larin antidiyabetik etkilerinin PPAR vy alt tipine
baglanma ve onu aktif hale getirme yetenegiyle yakindan iliskili oldugu tespit edilmistir.
TZD’larin lipid profili, vaskiiler sistem lizerinde de etkileri mevcuttur. Vaskiiloprotektif
etkilerinin ¢ogu insiilin direncini kirici/antihiperglisemik etkilerinden bagimsiz olarak ortaya
cikmaktadir. Calismamizda da diyabetik grup ile ilag grubunun kan sekerleri arasinda
istatiksel olarak anlamli fark saptanmadi. Bu da bize pioglitazonun kan sekerini diistiriicii

etkisinden bagimsiz olarak DN gelisimini yavaslattig1 veya dnleyebildigini diisiindiirdii.

Tiazolidindionlarin intraselliiler antioksidan aktivitesi dikkate degerdir. Bu 6zellik
koruyucu antioksidan etkilerini yansitmaktadir. Bu ajanlar serbest radikaller ilizerinde direk
antioksidan etki gostermezler. Fakat oksidatif stresin olusumuna neden olan hiperglisemik
durumlardan birka¢ mekanizmay1 bloke ederek etki gosterirler. Bu etkilerini gosteren birgcok

calisma yapilmistir.

Volkovova K ve arkadaslar1 pioglitazonun diyabetik ratlarda bobrekte GSH-Px
akivitesini % 60 oraninda artirdigini, katalaz ve SOD aktivitesinde degisiklik olmadigini
bildirmislerdir®®. Son yillarda TZD’1n ve 6zellikle pioglitazonun potent glikasyon ve protein
capraz baglanmasinin inhibitorii olan giiclii antioksidan oldugu Rahbar S ve arkadaslarinin
yaptig1 calismada gosterilmistir®. Zhang XF ve arkadaslan diyabetik ratlarin béreklerinde

MDA seviyelerinin arttiini bulmuslardur™. Faure ve arkadaslari ile Vantyghem ve
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arkadaslari, DM’lu yetiskinlerde diisiik diizeyde metabolik dekompozisyon olsa bile MDA

899 Biz de calismamizda

diizeyinin oksidatif stres sonucu arttifini rapor etmisglerdir
pioglitazonun antioksidan ve antiinflamatuar etkilerini doku diizeyinde ve patolojik olarak
inceledik. Calismamizda kontrol grup ile diyabetik kontrol grubun MDA degerleri
ortalamalar1 arasinda anlamli fark saptandi. Ancak diyabetik kontrol ile ila¢ alan gruplar

arasinda istatiksel olarak anlamli farklilik bulunmada.

Gumieniczek A.’nin ratlar iizerinde yaptigi calismada kan glukozu kontrol
grubunda ayn1 kalirken, diyabetik ratlarda ¢alisma siiresince yiiksek saptanmistir. Pioglitazon
alan grupta glukoz seviyesi tedaviden etkilenmemistir. Bobrek dokusunda SOD, CAT
seviyesine bakilmis ve SOD diyabetiklerde kontrollere gore 6zellikle diisiik olarak bulunmus,
pioglitazon tedavisinden etkilenmemistir. CAT diyabetik ratlarda yiiksek saptanmis olup
pioglitazon alan grupta ise tedavi sonrasi anlamli diisme gdzlenmistir'. Yine Gumieniczek
A.’nin ratlar iizerinde yaptigi bir diger calismada Img/kg pioglitazon verilen ratlarda
diyabetik olanlarin bobreklerinde glutatyon rediiktaz ve glutatyon seviyesi azalmistir.
Pioglitazon verilen grupta ise normal diizeylerde saptanmistir. GSHPx diizeyinde anlamli
farklilik saptanmamlstlrgl. Calismamizda ise diyabetik kontrol grubu ile pioglitazon alan
grubun SOD, CAT, MDA, GSH ortalamalar1 arasinda istatiksel olarak anlamli herhangi bir
farklilik bulunmadi.

Diyabetik hastalar inflamasyonun 1limli seklini igerirler. Diyabette inflamasyon
oksidatif stresin iiretimine neden olan hiperglisemi ile ayrica iliskilidir. Inflamasyonda mevcut
bazi yollar hiperglisemi ile aktive olur. TZD’lar antiinflamatuar aktiviteye sahiptir ve bunun
hipoglisemik etkilerinden bagimsiz olabilecegi diyabetik hastalarda dogrulanmistir. Desfaits
ve arkadaglar1 tip 2 diyabette monositlerden TNF-a saliniminda belirgin bir artis oldugunu
géstermistirss. Agarwal R.nin yaptign baska bir calismada ise diyabetik insanlarda
inflamatuar parametreler (IL-6, TNF-a) ve lipid oksidasyon parametresi olan MDA
degerlendirilmistir. Pioglitazon verilen grupta tedavi sonrast MDA’da bir degisiklik olmazken
IL-6 diizeyinde anlamli diisiis saptanmigtir. TNF-a diizeylerine ise anlamli bir degisiklik
olmamistir®. Gumieniczek A. ve arkadaslarinin yaptig1 bir caligmada diyabetik tavsanlarda 4
ve 8 hafta pioglitazon tedavisi sonrasi total antioksidan status (TAS), askorbik asit (AA), IL-6
seviyelerine bakilmistir. AA ve TAS diyabetik tavsanlarda azalmistir. Pioglitazon tedavisi

alanlarda anlamli artis olmustur. Diyabetiklerde IL-6 seviyesi artarken tedavi alanlarda
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azalmistir™. Jyoti Chaudhry ve arkadaslari, alloxan ile diyabetik hale getirilen ratlarda
pioglitazon tedavisinin GSHPx’i artirirken, GSH’u azalttigin1 gostermislerdir. NO diyabetik
olanlarda artarken tedavi grubunda geriledigi gérﬁlmﬁstﬁrz. Calismamizda TNF-a ve IL-6

degerleri ortalamalar1 arasinda gruplar arasinda istatiksel olarak anlamli farklilik saptanmadi.

Sonugta diyabetik grupta glomeriiler fokal nekroz, tiibiil epitelinde nekroz, tiibiil
dilatasyonu, damar duvar1 kalinlasmasi gibi patolojik siiregler izlenirken pioglitazonun bu
bulgular1 gerilettigi saptandi. Bu etki antiglisemik etkisinden bagimsizdi. Ancak doku
diizeyinde bakilan antioksidan ve inflamatuar parametrelerde ila¢ alan ve almayan gruplar
arasinda bir farklilik saptanmadi. Bu sonuca gore pioglitazonun diabetik nefropati gelisimini
Onleyici etkisi olabilecegi ancak antioksidan sistem {izerindeki etkisini saptamak i¢in daha

genis caligmalara ihtiyac oldugu sdylenebilir.
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SONUC ve ONERILER

Pioglitazon tedavisi antiglisemik etkisinden bagimsiz olarak DN siirecini
yavaglatmaktadir. Glomeriiler, tiibliler ve vaskiiler sistemde olumlu etkileri mevcuttur. Bu
etkisinin oksidatif parametreler {izerinden olabilecegi diisliniilmiis ancak calismamizda
anlamli bir iliski saptanamamistir. Tim bu bilgiler 1s18inda diyabet hastalarinda oral
antidiyabetik olarak pioglitazon tedavisinin glisemik kontroliin yanisira nefropati gelisimini
Onleyici etki gostermesi antidiyabetik ila¢ se¢iminde 6nemli bir veri olabilecegi gibi,

diyabetik nefropatiyi dnlemek i¢in baska ila¢ kullanim gereksinimini de dnleyebilecektir.
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OZET

Amac: Diyabetik Nefropati, Diabetes Mellitus’un yaygin komplikasyonlarindan
biridir ve bobrek yetmezliginin en sik nedenlerindendir. Bu yiizden diyabetik nefropati
gelismesini 6nlemeye yonelik ¢alismalar yogun sekilde siirmektedir. Oksidatif stres, diyabetik
nefropati gibi diyabetik komplikasyonlarin gelismesinde ve ilerlemesinde O6nemli rol
oynamaktadir. PPARy reseptor aktivatorleri olan tiazolidindionlarin antioksidan ve
antiinflamatuar etkileri baz1 ¢alismalarda gdsterilmistir. Bu ¢alismada tiazolidindion tedavisi
ile diyabetik nefropati gelisiminin engellenmesi ve bu siiregteki oksidatif stres belirteclerinin

doku diizeylerinin ol¢lilmesi planlandi.

Yontem: Calismada streptozotocin ile diyabet olusturulan ratlarin bir kismina
pioglitazone (10mg/kg veya 30mg/kg) verildi. 4 haftalik ¢aligma siiresini tamamlayan 30 ratin
bobrek dokulari oksidatif stres ile ilgili parametrelerin degerlendirilmesi ve patolojik inceleme

icin sakrifiye edildi.

Bulgular: Kontrol ve diyabetik kontrol grubu arasinda glomeriiler fokal nekroz,
tiibiil dilatasyonu ve damar duvarinda kalinlasma acisindan istatistiksel olarak anlamli fark
saptand1. Diyabetik kontrol ile 10 mg ila¢ alan gruplar arasinda tiibiil epitelinde nekroz, damar
duvarinda kalinlasma, glomertiler fokal nekroz agisindan anlamh fark saptandi. Diyabetik
kontrol ile 30 mg ila¢ grubu arasinda tiibiil dilatasyonu ve damar duvarinda kalinlasma
acisindan anlaml fark saptandi. Diyabetik kontrol grubu ile pioglitazon alan gruplar arasinda,
tiibiil dilatasyonu, tiibiil epitelinde nekroz, glomeriiler fokal nekroz ve damar duvarinda
kalinlagsma agisindan istatistiksel olarak anlamli fark saptandi. Diyabetik kontrol grubu ve ilag
alan gruplar arasinda kan glukozu agisindan farklilik saptanmadi. Diyabetik kontrol grubu ile
ilag alan gruplar arasinda malonildialdehit, TNF-o, siiperoksit dismutaz, katalaz, glutatyon,

nitrik oksit ve IL-6 ortalamalar1 arasinda farklilik saptanmada.

Sonug: Pioglitazonun diyabetik ratlarda antiglisemik etkisinden bagimsiz olarak
glomeriiler fokal nekroz, tiibiil epitelinde nekroz, tiibiil dilatasyonu, damar duvari
kalinlagsmas1 gibi lezyonlar1 gerilettigi saptandi. Ancak doku diizeyinde antioksidan
parametrelerde pioglitazonun olumlu bir etkisi saptanmadi. Bu sonuca gore pioglitazonun

diyabetik nefropati gelisimini Onleyici etkisi olabilecegi, ancak bu etkinin hangi
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mekanizmalarla olustugunu anlayabilmek i¢in daha genis c¢alismalara ihtiya¢ oldugu

sOylenebilir.
Anahtar Kelimeler: Pioglitazon, antioksidanlar, diyabetik nefropati
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SUMMARY

Aim: Diabetic nephropathy is one of the common complications of diabetes
mellitus and among the most common causes of renal failure. Hence, efforts to prevent
development of diabetic nephropathy is going on intensively. Oxidative stress plays important
role in development and progression of diabetic complications such as DN. Anti-oxidant and
anti-inflammatory effects of thiazolidinedione, a PPARy receptor activator, has been
demonstrated in some studies. The current study aimed to prevent development of diabetic
nephropathy with pioglitazone treatment and to measure tissue levels of oxidative stress

markers in this process.

Method: In the present study, some rats made diabetic by streptozocine received
pioglitazone (either 10 mg/kg or 30 mg/kg). Renal tissues of 30 rats completing 4-weeks of
study were sacrified for evaluation of related parameters and pathological examination.

Results: Significant difference was found in glomerular focal necrosis, tubular
dilatation and thickening on vascular wall between the control and diabetic groups. Significant
difference was found in necrosis in tubular epithelium, thickening on vascular wall, and
glomerular focal necrosis between the diabetic control group and the group receiving 10 mg of
drug. Significant difference was found in tubular dilatation and thickening on vascular wall
between the diabetic group and the group receiving 30 mg of drug. Significant difference was
found in tubular dilatation, necrosis in tubular epithelium, glomerular focal necrosis and
thickening on vascular wall between the diabetic control group and the group receiving
pioglitazone. No difference was found in blood glucose between the diabetic control group
and the groups receiving drug. No difference was found in averages of malonyldialdehyde,
TNF-a, superoxide dismutase, catalase, glutathione, nitric oxide and IL-6 between the diabetic

control group and the groups receiving drug.

Conclusion: It was found that pioglitazone led to regression in such lesions as
glomerular focal necrosis, necrosis on tubular epithelium, tubular dilatation, and thickening of
vascular wall independent of its anti-glycemic effect in diabetic rats. However, no positive
effect was found of pioglitazone on oxidant parameters at the tissue level. In the view of this
conclusion, it can be suggested that pioglitazone may have protective effect on development
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of diabetic nephropathy but further studies are needed to to reveal through which mechanisms
this effect occurs.

Key Words: Pioglitazone, antioxidant, diabetic nephropathy
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