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ONSOZ

Diyabette kardiyovaskiiler hastaliklar en 6nemli 6lim nedenidir. Bunu 6nlemek amaciyla
cesitli kardiyolojik ilaglar kullanilmaktadir. Sistemik bir hastalik olan diyabette diger organ ve
sistemlerin bu ilaglarin kullanimina verecegi cevap ¢ok 6nem tasimaktadir. Bazi antihipertansiflerin
(Or: Anjiyotensin converting enzim inhibitdrleri-ACEI) kan basincini diisiirmenin yamisira bdbrek
koruyucu bir etkilerinin de oldugu yapilan diger ¢aligmalarla gosterilmistir. Biz de bu galigmada
diyabetlilerde kardiyoprotektif bir ilag grubu olan - blokerlerin bobreklere etkisini aragtirmayi
amacladik. Bu ila¢ grubunun diyabetik nefropatiye olumlu etkisinin olup olmamasi ilerde bdbrek
koruyucu amagla kullanim segenegini degerlendirmemizi saglayacaktir. En azindan diyabetik
nefropati lizerine olumsuz etkisinin var olup olmadiginin belirlenmesi, kontrol altina alinamayan kan
basinci yiiksekligi olan diyabetik hastalarin kombine antihipertansiflerle tedavisine 151k tutacaktir diye
diistinmekteyiz.

Bizleri iyi bir akademisyen olarak yetistirmek igin gerek is hayatinda gerekse sosyal yasamda
her anlamda bize 6rnek olan, uzmanlik egitimim siiresince bilgi, birikim ve yardimlarini benden
esirgemeyen, Anabilim Dali Bagkanimiz Sayin Prof. Dr. Canan AKBAY" a tesekkiir ederim.

Uzmanlik egitimim siiresince ve tez c¢alismalarim esnasinda bilgi ve donanimini benden
esirgemeyen, egitimimde ve akademik hayata adim atisimda her zaman destegini yanimda hissettigim
degerli hocam Sayin Prof. Dr. Belgin CAN’ a en igten tesekkiirlerimi sunarim.

Goreve baglayisimdan uzmanlik egitimimin tamamlandigi bu giinlere gelene dek bilgi
paylasimlari, destek ve anlayislartyla bana her zaman yardimci olan degerli hocalarim Sayin Prof. Dr.
Cengiz Giiven’ e, Sayin Prof. Dr. Nursen Sara¢’ a, Sayin Prof. Dr. Alp Can’ a, Sayin Prof. Dr. Esra
Erdemli’ ye, Sayin Prof. Dr. Bizden Sabuncuoglu’ na, Sayin Prof. Dr. Oya Evirgen’ e, Saym Dog. Dr.
Sevim Aydin’ a, Sayin Yard. Do¢. Dr. Deniz Billur’ a, kendisinden ¢ok sey dgrendigim Sayin Uzm.
Dr. Ferda Topal Celikkan’ a ve birlikte ¢aligma firsati buldugum i¢in mutluluk duydugum ve
laboratuvarda yardimlarini benden esirgemeyen A.U.T.F Cebeci Yardimla Ureme Merkezi
Laboratuvari sorumlu embriyologu Sayin Uzm. Dr. Sinan Ozkavukeu’ ya tesekkiir ederim.

Deneyimlerim ve gozlemlerim sirasinda benden yardimlarimi esirgemeyen Sayin Prof. Dr.
Belma Turan ve Aras. Gor. Erkan Tuncay’ a ¢ok tesekkiir ederim.

Laboratuvar uygulamalari sirasinda bilgi ve deneyimimin artmasina igten katkilari olan Nezihe
Akgakaya, Hiiseyin Solmaz, Erdogan Caligkan, Remzi Ata’ ya, giinliik is kosusturmasi sirasinda her
tiirli konuda yardimeci olarak calismamizi kolaylastiran Ilkay Bektas ve Abdulkerim Dilbaz’a
tesekkiirii bir borg bilirim.

Yalnizca is arkadasi olarak yardimer olmakla kalmayip yasamin her sathasinda destek ve
varliklarin1 yanimda hissetmekten biiyiilk mutluluk duydugum Uzm. Bio. E. Nazli Hayirli’ ya, Bio.
Sule Kizil” a, Vet. Hek. Masoud Afshani’ ye, Dr. Zeynep Giilhan’a, Uzm. Bio. Deniz Balc1’ ya ve
Giilay Kog’a, ayrica bu siirec icerisinde birlikte calismis olmaktan biiyiik keyif aldigim Dr. Ipek
Tanyildizi ve Dr. Ozge Turgay’ a tesekkiir ederim.

Yasamim boyunca maddi ve manevi desteklerini her zaman yanimda hissettigim biricik annem
Senay GOKTURK” e, cok sevgili babam Ethem GOKTURK’ e ve kiymetli kardeslerim Serhat ve
Alper GOKTURK’ e sonsuz tesekkiirlerimi sunarim. Sizler iyi ki varsimz.

Dr. Hilal GOKTURK

Ankara-2012
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SEKILLER DiZiNi

Sekil 2.1.1.1 Uriner sistem gelisiminin erken asamalari. A. Ara mezodermin
nefrotomlar, mezonefroz ve metanefrozu sekillendirmek iizere
dallanmasi. B. lyi gelismis mezonefrik tiibiiliis ve iligkili damar
yvapisi. C. Mezonefroz olusumunda kaudal ilerleme ve ilkel bobregin
kraniyal segmentlerinin dejenerasyonu (Bruce M. Carlson. Human

Embryology of Developmental Biology’ den alinmigtir).

Sekil 2.1.2.1 5 haftalik embriyonda mezonefrik sistem bosaltim tiibiiliisii olusumunun
sematik olarak gosterilmesi (Thomas W Sadler. Langman’ s Medical

Embryology’ den alinmistr).

Sekil 2.1.3.1 Metanefrik bosaltim biriminin gelisimi ( Thomas W Sadler. Langman’ s
Medical Embryology’ den alinmigtir) .

Sekil 2.1.3.2 A — C. Bébreklerin pelvisten eriskindeki son seviyelerine gogii. D.
Bobreklerin pelvis disina gogiiniin asamalar:  (Bruce M. Carlson.
Human Embriology of Developmental Biology’ den alinmigtir).

Sekil 2.2.1.2.1 Bébrek dokusuna ait genel goriiniim. G: Glomeriil, p: proksimal
tibiiliis, d: distal tibiiliis, P : Bowman kapstiilii pariyetal epiteli, M:
makula densa, yildiz: Bowman araligi. Hematoksilen- Eozin boyasi
(Luiz Carlos Junqueira, Temel Histoloji Text & Atlas’ tan

alinmigtir).

Sekil 2.2.1.4.2.1 Nefronun genel goriiniimiiniin sematik hali (W. K. Ovalle, Netter

Temel Histoloji’ den alinmistir).

Sekil 2.2.1.7.1 Siiziilme bariyerini meydana getiren yapilarin sematik goriintimii. (W.

K. Ovalle, Netter Temel Histoloji’ den alinmistir).

Sekil 2.2.1.11.1 Bobrek damar yapilarinin genel gériiniimii (W. K. Ovalle, Netter

Temel Histoloji’ den alinmigtir).



Sekil 3.1.1 Sakrifiye edilen siganlarda karin orta hatti agilarak abdomen boslugunun
her iki yaninda yer alan bobreklere (0K) ulasiidr.

Sekil 4.1.1 Kontrol, DM ve DM+T gruplarimin viicut agirliklarindaki degisimin %
olarak karsilastirma grafigi. Kontrol grubunda viicut agirligi %58
artmigken DM grubunda %18’ lik bir artis gozlendi, DM+T

grubunda ise bu artis ortalama %8 civarindaydi.

Sekil 4.1.2 Her ii¢ deney grubuna ait kan sekeri diizeylerinin % olarak degisim
grafigi. Deney baslangi¢ degerlerine gore kontrol grubunda %72’
lik bir artig gozlenirken DM grubunda %350, DM+T grubunda ise
%348’ lik bir artis hesaplandl.

Sekil 4.2.1.1.1 Kontrol grubuna ait bébrek dokusu kesit alaninda normal gériiniimde
bobrek cisimcikleri (ok basi), diizgiin Bowman araligt (yildiz),
proksimal (p) ve distal tiibiiliisler (d) goriilmekte. Boya: H-E. Bar:
10 um

Sekil 4.2.1.1.2 Kontrol grubuna ait bébrek cisimcigi ve makula densa (kuyruksuz ok)
yvapisi. Korunmus Bowman araligi (yildiz), Pariyetal epitel hiicreleri
(simsek) ve proksimal tiibiiliisler (p) de izlenmekte. Boya: H-E. Bar:
2,5 um

Sekil 4.2.1.1.3 Kontrol grubu kesiti. Damar kutbunda arteriyol icerisinde eritrositler
(tik), proksimal tibiiliisler (p) ve distal tiibiiliisler (d) goriilmekte.
Boya: H-E. Bar: 5 um

Sekil 4.2.1.2.1 DM grubuna ait bobrek dokusu kesiti. Daralmis Bowman aralig
(kuyruklu ok), seffaf goriiniimlii tiibiiltis hiicreleri (karo), dilate
tiibiiliisler (sinek), proksimal tiibiiliis (p), distal tiibiiliis (d) Boya: H-
E. Bar: 10 um

Sekil 4.2.1.2.2 DM grubunda genislemis glomeriil simwrlart (kuyruklu ok),
glomeriilde ve intersitisyumda staz yapan eritrositler (ondiile ok),
seffaf hiicreler (karo), pProksimal (p) ve distal tiibiiliis hiicreleri (d).
Boya: H-E. Bar: 5 um
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Sekil 4.2.1.2.3 DM grubuna ait kesit alani. Hipertrofive ugramis glomeriil siniri
(kuyruklu ok), glomeriil kapiller damarlari iginde staz yapmis
eritrositler (e) ve seffaf tiibiiliis hiicreleri (karo). Boya: H-E. Bar: 2,5
um

Sekil 4.2.1.3.1 DM+T grubuna ait bobrek dokusunda genel goriiniim. Seffaf hiicreli
tiibiiliis epiteli (karo), Bowman araligi kapanmis glomeriil (kuyruklu
ok), proksimal (p) ve distal tiibiiliisler (d), staz yapmus eritrositler
(ondiile ok), dilate tiibiiliisler (sinek) Boya: H-E. Bar: 10 um

Sekil 4.2.1.3.2 DM+T grubuna ait bir kesitteki bobrek cisimcigi, makula densa (
kuyruksuz ok), seffaf hiicreli tiibiiliis (karo), Bowman araligi (yildiz),
proksimal (p) ve distal (d) tiibiiliisler. Boya: H-E. Bar: 5 um

Sekil 4.2.1.3.3 DM+T grubunun bébrek cisimcigi kesiti. Seffaf tiibiiliis hiicreleri
(karo), glomeriil yumagt i¢inde eritrosit stazi (ondiile ok), proksimal
(p) ve distal (d) tiibiiliisler. Boya: H-E. Bar:5 um

Sekil 4.2.2.1.1 Kontrol grubu MT boyamasi. Bowman kapsiiliiniin dis yapragi
(simgek ), bazalde koyu cizgilenme gosteren proksimal tiibiiliisler (p
) Boya: MT, Bar: 2,5 um

Sekil 4.2.2.1.2 A: MT boyamasi kontrol grubu genel goriiniimii. Damar ¢evresindeki
ve glomeriil icerisindeki bag dokusu elemanlart mavi renkte
gozlenmekte. Bar: 1 um B: Bowman kapsiilii (kuyrugu biiyiik ok) ve
proksimal (p) ve distal (d) tiibiiliisler. Boya M-T. Bar: 10 um

Sekil 4.2.2.2.1 DM grubuna ait MT boyanmus bir kesit. Kalinlasmis Bowman kapstiilii
(kuyrugu biiyiik ok). Intersitisyel dokuda fibrozis  (kalin ok),
glomeriil icerisinde staz yapan eritrositler (ondiile ok) Boya: MT,

Bar: 5 um

Sekil 4.2.2.2.2 DM olusturulmus gruplarin kesitinde glomeriil ici mezangiyum
bolgesine uyan boyanma artisi (kivrik ok). Asidofilik boyanmus
proksimal tiibiiliis hiicreleri (p), staz yapan eritrositler (ondiile ok).

Boya: MT. Bar: 5
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Sekil 4.2.2.3.14 ve B: DM~+T grubu MT boyamasi. Kalinlagmis Bowman kapsiilii
(kuyrugu biiyiik ok), Qlomeriil igi ve intersitisyel alanda eritrosit

stazi (ondiile ok), intersitisyel alan (kalin ok), seffaf tiibiiliis hiicreleri
(karo). Boya: MT, A: Bar: 10 um, B: Bar: 5 um

Sekil 4.2.2.3.2 DM+T grubu. Glomeriil icerisinde mezangiyum hiicreleri ve bunlarin
matrikslerine uyumlu bolgelerde mavi boyanma artisi (kwvrik ok),
damar igerisinde staz yapan eritrositler  (ondiile ok), damar
kutbunda makula densa (kuyruksuz ok) ve seffaf hiicreler (karo).
Boya: MT, Bar: 2,5 um

Sekil 4.2.3.1.1 Kontrol grubuna ait bobrek dokusu PAS boyamasi. Bébrek
cisimcikleri (ok basi) ve Bowman araligi (yildiz), koyu boyanmug

proksimal ve distal tiibiiliis bazal membranlar: goriilmekte. Boya:

PAS, Bar: 10 um

Sekil 4.2.3.1.2 Kontrol grubu PAS boyamasi. Bobrek cisimcigi (ok bast), proksimal
tibiiliis (p) ve distal tiibiiliis (d). Sagdaki glomeriile ait arteriyol
girisi de kesit alaninda izlenmekte. Boya: PAS, Bar: 5 um

Sekil 4.2.3.1.3 Kontrol grubuna ait tiibiiliis ve intersitisiyel kapiller kesitleri.
Proksimal tibiiliis epiteli apikal yiizii(kar tanesi) ve tiibiiliis bazal

membranlari (kii¢iik ok) PAS (+). Boya: PAS, Bar: 2,5 um

Sekil 4.2.3.2.1 DM grubuna ait bébrek dokusu kesiti. GBM kalinlasmast (ok), dilate
tiibiiltisler (sinek), seffaf hiicreli tiibiiliisler (karo). Boya: PAS, Bar:
S um

Sekil 4.2.3.3.1 DM+T grubuna ait kesitte bobrek cisimciginde skleroze alanlar.
Damar kutuplarinda hiyalinozis  (maga), proksimal tiibiiliis (p),
dilate tiibiiliisler (sinek), dejenere olmus tiibiiliis hiicreleri (kare) ve
boya almayarak seffaf kalan tiibiiliis hiicreleri (karo). Boya: PAS,
Bar: 5 um
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Sekil 4.2.3.3.2 DM+T grubunda GBM’ de kalinlasma (ok), zayif bovanma gosteren
tiibiiliis bazal membrani (kiiciik ok), seffaf tiibiiliis hiicreleri (karo).
Boya: PAS, Bar: 5 um

Sekil 4.2.4.1.1 Kontrol grubuna ait normal bobrek dokusu goriiniimii. Boya: PA-SM,
Bar:5 um

Sekil 4.2.4.1.2 Kontrol grubu PA-SM boyamasi. Intersitisyel alanda membrana
elastika internasi belirgin arter (hilal). Boya: PA-SM, Bar: 10 um

Sekil 4.2.4.1.3 PA-SM ile boyanmus kontrol grubu kesiti Boya: PA-SM, Bar: 2,5 um

Sekil 4.2.4.2.1 DM grubunun PA-SM boyamas:. Kalinlasmis GBM (ok) ve tiibiiliis
bazal membranlarin (kiiciik ok), makula densa hiicreleri (kuyruksuz

ok), seffaf tiibiiliis hiicreleri (karo). Boya: PA-SM, Bar: 10 um

Sekil 4.2.4.2.2A-B DM grubunda PA-SM boyama ydntemi ile bébrek cisimcigi ve
proksimal (p) ve distal (d) tiibiiliis hiicreleri, kalinlagmis tiibiiliis
bazal membrant (kuyruklu ok) ve kalinlagmigs GBM (ok), seffaf

tiibiiliis hiicreleri (karo), bazal c¢izgilenmeleri belirgin proksimal

tiibiiliisler (p). Boya: PA-SM, A: Bar: 5 um, B: Bar: 5 um

Sekil 4.2.4.3.1 PA-SM boyas: ile boyanmis DM+T grubu. Kalinlagsmis Bowman
kapsiilii bazal membrani ve tiibiiliis bazal membranlart  (kuyrugu
biiyiik ok), korunmus idrar araligi mesafesi (yildiz), makula densa
hiicreleri  (kuyruksuz ok) ve seffaf tiibiiliis hiicreleri (karo). Boya:
PA-SM. Bar: 5 um

Sekil 4.2.4.3.2 DM+T grubunda glomeriilde yogun boyanma (kuyruklu ok). Damar
kutbunda eritrositler  (tik), arteriyol hiyalinozisi (yaprak),
Kalinlagmus tiibiiltis bazal membrami (kiiciik ok), seffaf tiibiiliis
hiicreleri (karo). Boya: PA-SM, Bar: 2,5 um

Sekil 4.2.5.1.1 Kontrol grubuna ait yari ince kesit. Glomeriil ve Bowman kapsiilii
pariyetal yaprag (simsek), proksimal tibiiliisler (p ve distal
tiibiiliisler (d). Boya: Toluidin mavisi/Azur Il, Bar: 5 um
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Sekil 4.2.5.1.2 Kontrol grubu yari ince kesiti. Glomeriil i¢i mezangiyum hiicreleri
(siyah ok), podositler (kirmizi ok), kapillere ait endotel hiicreleri
(vesil ok) ve eritrositler (ondiile ok). Boya: Toluidin Mavisi/Azur 11,
Bar: 2,5 um

Sekil 4.2.5.1.3 Kontrol grubuna ait tiibiiliis yapilarinin yari ince kesiti. Proksimal
tibiiliis  (p), distal tiibiiliis  (d), eritrosit dolu kapiller liimeni
(ondiile ok). Boya: Toluidin mavisi/Azurll, Bar: 2,5 um

Sekil 4.2.5.2.1 DM grubuna ait yari ince kesit. Proksimal tiibiiliisler ve distal
tiibiiliislerde  diizgiin boyanma kaybolmug. Dejeneratif tiibiiliis

(sinek). Boya: Toluidin mavisi/Azurll, Bar:2,5 um

Sekil 4.2.5.2.2 DM grubunda diizgiin morfolojik yapisini yitirmis bébrek cisimcigi
(kalin kuyruklu ok), proksimal tiibiiliisler (p) ve distal tiibiiliisler
(d). Distal tiibiiliislerin liimenlerinde yer yer boya kalintilarinin

oldugu goriildii. Boya: Toluidin mavisi/Azurll, Bar: 5 um

Sekil 4.2.5.3.1 DM+T grubuna ait yari ince kesitte bobrek cisimcigi, proksimal
tibiiliis yapilart (p) ve interstisyuma ait elemanlar izlenmekte.
Interstisyumda yer alan damar yapisimn cevresindeki bag
dokusunda artis ve fibrozis (ok), Bowman araligi (yvildiz). Boya:
Toluidin mavisi/Azurll, Bar: 5 um

Sekil 4.3.1.1 Kontrol grubuna ait glomeriil kesitinin ince yapisi. Iki kilcal damar
liimeni arasinda mezangiyum hiicresi (M), kapiller damarlara ait
liimenler (L) normal gériintimde ve iki farkli liimeni déseyen endotel
hiicresi (E) izlenmekte, Boya: Uranil asetat-kursun sitrat, x2784,
Bar: 2500nm

Sekil 4.3.1.2 Kontrol grubuna ait bir gériiniim. Podosit hiicreleri (P0). Podosit

ayakgiklart (ok), kapiller liimeni (L). Boya: Uranil asetat-kursun
sitrat, x3597, Bar: 2500nm
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Sekil 4.3.1.3 A-B Kontrol grubunda podositler. Girintili ¢tkintili podosit ¢ekirdegi
(¢cicek). Boya: Uranil asetat-kursun sitrat, A: x4646, Bar: 2500nm;
B: x7750, Bar: 1000nm.

Sekil 4.3.1.4 A-B: Kontrol grubuna ait liimen goriiniimleri. Endotel hiicresi (E),
podositlerin ayaksi ¢ikintilart (ok), diizgiin fenestralar (ok basi).
Boya: Uranil asetat-kursun sitrat, A:x6000, Bar: 1000nm, B: x7750,
Bar: 1000nm

Sekil 4.3.1.5 Kontrol grubuna ait GBM ve podositlerin iligkisi. Ayak¢iklar arasinda
yartklanma zarlart (kiveimli ok), normal pencere yapilanmast (ok

bast). Boya: Uranil asetat-kursun sitrat, x12930, Bar: 1000nm.

Sekil 4.3.1.6 A-B Kontrol grubuna ait proksimal tiibiiliis ince kesitleri. Yogun
mitokondriyonlar (m), bazal yiiz katlanmalar: (simsek) ve apikal
yiizde mikrovilluslar (kar tanesi). A: Boya: Uranil asetat-kursun
sitrat, x3597, Bar: 2500nm. B: Boya: Uranil asetat-kursun sitrat,
X7750, Bar: 1000nm.

Sekil 4.3.1.7 Kontrol grubuna ait distal tiibiiliis kesiti. Boya: Uranil asetat-kursun
sitrat, x4646, Bar: 2500nm

Sekil 4.3.1.8 Kontrol grubu ince kesitinde toplama borusu gériiniimii. Boya: Uranil
asetat-kursun sitrat, x7750, Bar: 1000nm

Sekil 4.3.2.1 DM grubuna ait glomeriil ince kesiti. GBM’ de kalinlasma (kuyruklu
ok), mezangiyum hiicre matriksinde artis (yidiz), kilcal damar
liimeninde eritrositler (e), notrofil (n) ve platelet (hilal). Boya:
Uranil asetat-kursun sitrat, x6000, Bar: 1000nm.

Sekil 4.3.2.2 DM grubu bobrek siiziicii bariyeri. Diizensiz goriiniimlii ayak¢iklar
(kuyruksuz ok), normal yapisint Yitirmis fenestralar (kalin ok),
Kalinlagmig GBM (kuyruklu ok), kilcal damar liimeninde platelet
(hilal). Boya: Uranil asetat-kursun sitrat, x12930, Bar: 1000nm.
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Sekil 4.3.2.3 DM grubunda diizensiz podosit ayak¢iklart (kuyruksuz ok), pencere
araliklarinda  diizensizlesme (kalin ok), GBM’ da kalinlasma
(kuyruklu ok), mezangiyum hiicresi ¢ekirdegi (M) ve mezangiyum
hiicresi matriksinde artis (yildiz). Boya: Uranil asetat-kursun sitrat,

x10000, Bar: 1000nm

Sekil 4.3.2.4 DM grubuna ait bir kesitteki glomeriiliin Bowman kapsiiliinii de iceren
alani. Bowman kapsiilii pariyetal epitelinin yasst hiicre ¢ekirdegi
(sinek), Kkalinlagmis ve lamellar yapida Bowman epiteli bazal
membrant (giines), kalinlagsmis GBM (kuyruklu ok) ve sol alt kosede
tiip komsulugu izlenmekte. Boya: Uranil asetat-kursun sitrat, x6000,
Bar: 1000nm

Sekil 4.3.2.5 DM grubuna ait ince kesit. Mezangiyum hiicre matriksi artist (yildiz),
liimende eritrosit (e), diizensiz podosit ayak¢iklart (kuyruksuz ok).

Boya: Uranil asetat-kursun sitrat, x6000, Bar: 1000nm.

Sekil 4.3.2.6 DM grubuna ait distal tibiiliis goriiniimii. Apikal yiizde kisa
mikrovilluslar (ince fir¢a) ve vakuoller (kivrik ok). Boya: Uranil
asetat-kursun sitrat, x4646, Bar: 2500nm.

Sekil 4.3.3.1 DM+T grubuna ait ince kesit. Endotel hiicresi (E), mezangiyum hiicresi
(M), kilcal damar liimeninde eritrositler (e). Boya: Uranil asetat-

kursun sitrat, x4646, Bar: 2500nm.

Sekil 4.3.3.2 DM+T grubuna ait ince kesitte mezangiyum hiicrelerinde ve
matriksinde artis (vildiz), daralmis kapiller liimenlerinde eritrositler

(e). Boya: Uranil asetat-kursun sitrat, x2784, Bar: 2500nm.

Sekil 4.3.3.3 DM+T grubuna ait glomeriil alaninda kilcal damar liimeninde platellet
(hilal), marjinal mikrotiibiil demeti (kalin ok), a¢ik kanalikiiler

sistem (ince ok) ve sitoplazmada mitokondriyonlarin haricinde

granuller (damla) x21560, Bar: 500 nm

Sekil 4.3.3.4 DM+T grubunda glomeriil ve tiibiiliis komsulugu izlenmekte. Podosit

hiicre c¢ekirdegi (¢icek), kapiller ici eritrosit stazi (e), Bowman
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kapsiilii  dis  yapragi hiicresi (sinek), Bowman kapsiilii bazal
membrani (giines). Boya: Uranil asetat-kursun sitrat, x3597, Bar:

2500nm.

Sekil 4.3.3.5 DM+T grubunda ayaks: ¢ikintilarin GBM iizerindeki yerlesimi. Diizgiin

Sekil 4.3.3.6

Sekil 4.3.3.7

ayakgiklar (ok), diizensiz ayak¢iklar (kuyruksuz ok), diizgiin fenestra
vapilart (ok basi), fenestralarda yer yer diizlesme (kalin ok) Boya:
Uranilasetat-kursun sitrat, x10000, Bar: 1000nm.

A-B: A: DM+T grubunda proksimal tibiiliis  goriintimii.
Mitokondriyonlar (m), ¢ekirdek (¢igek) ve bazal katlantilar (simsek).
Boya: Uranil asetat-kursun sitrat, x4646, Bar: 2500nm. B:
Glomeriil- proksimal tiibiiliis komsulugu, Bowman kapsiilii pariyetal
epitel hiicresi (sinek), tiibiiliis bazalinde miyoid hiicre (karo),
Bowman kapsiilii bazal laminasi (giines). Boya: Uranil asetat-kursun

sitrat, x7750, Bar: 1000nm

DM+T grubunda distal tibiiliis kesiti. Cekirdek (asteriks),
mitokondriya (m) ve bazal lamina (simgek). Boya: Uranil asetat-
kursun sitrat, x10000, Bar: 1000nm
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Tablo 4.1.1. Kontrol, DM, DM+T gruplarina ait deney baslangi¢ ve sonundaki
agirlik ve kan sekeri diizeylerinin Kruskal- Wallis analiz testine gére

sonuclart

Tablo 4.2.6.1. Kontrol ve Deney Gruplarina Ait Glomeriil Capt ve Bowman Kapsiilii

Caplarinmin Degerlendirilmesi
Tablo 4.3.4.1. Her ii¢ gruptaki hayvanlara ait GBM ol¢iim degerleri

Tablo 4.3.4.2. Kontrol ve Deney Gruplarina Ait GBM Kalinligi Olciim Sonuclarinin

Degerlendirilmesi
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1.GIRIS

Diyabetes Mellitus (DM) gelisimi, genetik yatkinlik ile iligkili olabilecegi
gibi beslenme aligkanliklari, g¢evresel kosullar, kisilerin yasam tarzlariyla da
iligkilidir ve beslenme aligkanliklarinin degismesi ve insanlarin sedanter bir yasam
tarzin1 se¢meleri nedeniyle insidansi ve prevalansi giin gectik¢ce artmaktadir. DM tiim
organizmay1 etkileyen sistemik bir hastaliktir ve akut komplikasyonlarinin yani sira
¢ok sayida kronik komplikasyona da neden olmaktadir. Bobrek hastaliklarina bagli
morbidite ve mortalitenin en 6nemli sebeplerinden birisi de “diyabetik nefropati
(DN)” dir. DN’ ye siklikla kan basinct yiiksekligi de eslik etmektedir. Kan basincini
diisirmek amaciyla kullanilan bazi antihipertansiflerin kardiyolojik etkilerinin

yanisira bobrek koruyucu etkileri de vardir.

Biz de c¢alismamizda seg¢ici olmayan B-blokerlerden biri olan timololiin
bobrek dokusu {izerine olan morfolojik etkilerini 151k mikroskobu ve transmisyon

elektron mikroskobu (TEM) diizeyinde inceleyerek gostermeyi amagladik.



2.GENEL BIiLGILER

2.1. Bobrek Embriyolojisi

Urogenital sistem, embriyonun dorsal viicut duvarindan koken alan ara
(intermediyer) mezodermden gelisir (1). Uriner sistem, gonadal gelisim baslamadan
once sekillenmeye baglar. Bobrek gelisimi ise, yap1 ve fonksiyon bakimindan asagi
omurgalilardaki bobrege benzerlik gosteren, uzamis bir ¢ift bosaltim organinin
sekillenmesiyle baslar (2). Insanda intrauterin yasamda 3 bobrek sistemi kraniyalden
kaudale dogru, pespese meydana gelir; bunlar pronefroz, mezonefroz ve

metanefrozdur (1).

2.1.1. Pronefroz

Uriner sistemin gelismesi gebeligin yaklagik 22. giiniinde ara mezodermin 6n
kismindan farklilasan epitel kordonlarinin segmentler seklinde diizenlenmesi ile
birlikte baglar. Nefrotomlar olarak adlandirilan bu yapilar kloakaya dogru biiyiiyen

bir ¢ift primer nefrik (pronefrik) kanal ile yanlardan birbirlerine baglanirlar (3).
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Sekil 2.1.1.1 Uriner sistem gelisiminin erken asamalari. A. Ara mezodermin
nefrotomlar, mezonefroz ve metanefrozu sekillendirmek iizere dallanmasi. B. Iyi
gelismis mezonefrik tiibiiliis ve iligkili damar yapisi. C. Mezonefroz olusumunda
kaudal ilerleme ve ilkel bobregin kraniyal segmentlerinin dejenerasyonu (Bruce M.

Carlson. Human Embryology of Developmental Biology’ den alinmustir).

2.1.2. Mezonefroz

Mezonefroz ve mezonefrik kanallar iist torasik ve lumbar segmentlerin ara
mezoderminden gelisir. Gelisimin 4. haftasinda pronefrik sistemlerin gerilemesi
sirasinda “mezonefrik tiibiiliisler” adi verilen mezonefrozun ilk bosaltim tibiiliisleri
olusmaya baglar. Mezonefrik tiibiiliisler hizlica uzar ve S seklinde diizenlenmeleriyle
ve buraya kilcal damarlarin ulasmasiyla mediyal ucta glomertiil olusur. Glomertiliin
etrafindaki tiibiiliislerin Bowman kapsiiliine farklilagmasiyla bu iki yap1 birlikte renal

cisimcigi olusturur (2).



Bowman kapsiili

Sekil 2.1.2.1 5 haftalik embriyonda mezonefrik sistem bosaltim tibiiliisii
olusumunun sematik olarak gosterilmesi (Thomas W Sadler. Langman’ s Medical

Embryology’ den alinmistir) .

2. ayin ortalarinda orta hattin her iki tarafinda mezonefroz biiyiikk oval bir
organ olarak yerlesir. Kaudal tiibiiliisler farklilasmaya devam ederken, kraniyal
tiibiiliislerin ve glomeriiliin dejeneratif degisiklikler gostermesiyle 2. ayin sonunda
mezonefrozun baskinligi ortadan kalkar.  Metanefrik bdbreklerin gdciiniin  erken
doénemlerinde mezonefrik bobrekler gerileme gosterirken, erkeklerde genital sistemin
olusumuna katilmak tizere mezonefrik kanal ve birka¢ kaudal tiibiiliis kalarak ductus

deferensleri olusturur, kadinlarda ise bu yapilar tamamen ortadan kaybolur (2).

2.1.3. Metanefroz

5. haftanin baslarinda {reter tomurcugu (metanefrik divertikiil) ara
mezodermin en arka bolgesine dogru gelismeye baslar ve devam eden bir dizi uyarici
etkilesimle birlikte kalict bobrek olan metanefroz gelismeye baslar. Metanefrik
divertikiiliin dallanmasi, metanefrik mezodermden gelen uyarici sinyale baglidir ve
nefronlarin farklanmasi da toplayici tiibiilislerden gelen uyariya baghdir, bu
etkilesime resiprokal indiiksiyon adi verilir (1). Ara mezodermin mezenkimal
hiicreleri metanefrik divertikiil etrafinda yogunlasarak metanefrik blastemi olusturur.
Mezonefrik kanalin c¢ikintist olan metanefrik divertikiilden iireter, renal pelvis,
kaliksler ve toplama borular1 olusurken uzayan divertikiiliin metanefrik blasteme

penetrasyonu sonucu nefronlar olusur (3).



Ureter tomurcugunun metanefrik dokuya penetrasyonu sonucu distal ucu
tizerinde bir baslik belirir. Tomurcugun gelismesiyle ilkel renal pelvis ve onun da
kraniyal-kaudal pargalara ayrilmasi ile major kaliksler olusur. Her bir kaliks
metanefrik dokuya penetre olarak 2 yeni dala ayrilir ve bu dallarin da 12 kere ya da
daha fazla sayida dallanmasiyla tiibiilislerin olusumu saglanir. 2. dereceden
tiibiiliislerin ayrilmasiyla olusan 3. ve 4. asamadakiler renal pelvisin mindr
kalikslerini olusturur. Ileri gelisimin devaminda 5. ve ardisik bliinmelerin toplama
borular1 uzayarak minor kalikste birlesir ve renal piramitleri olusturur. Sonugta iireter
tomurcugundan {ireter, renal pelvis, major ve mindr kaliksler ve 1-3 milyon toplama
borusu olusur (2).

Yeni sekillenen her bir toplama borusunun distal ucu metanefrik doku basligi
ile gevrilir ve tiibiiliislerin uyarici etkisi altinda metanefrik doku basligindaki hiicre
kiimeleri renal vezikiilii olusturur. Renal vezikiiller S seklindeki tiibiiliislere
doniistirler ve S’nin bir cebine kilcal damarlarin girmesiyle bu yapi glomertile
farklilasir. Glomeriil ile birlikte bu tiibiiliisler bosaltim birimleri olan nefronlari
olusturur. Her bir nefronun proksimal ucu da Bowman kapsiiliinii olusturmak tizere
farklilagir. Distal kisim her bir toplama borusu ile agik bir baglanti olusturarak

Bowman kapsiilii ile toplama birimi arasinda bir gegit olusumunu saglar (2).
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Sekil 2.1.3.1 Metanefrik bosaltim biriminin gelisimi ( Thomas W Sadler.
Langman’ s Medical Embryology’ den alinmistir.) .



Bosaltim tiibiiliisiiniin uzamasi proksimal kivrintili tiibiiliis, Henle kulpu ve
distal kivrintili tiibiiliislerin olusumu ile sonlanir (2).

Sonugta bobrek, bosaltim birimlerini olusturan metanefrik mezoderm ve
toplama sistemini olugturan iireter tomurcugu olmak {izere 2 ayr1 kaynaktan gelisir.
Doguma kadar nefronlar olusmaya devam ederler ve dogumla birlikte her bir
bobrekte yaklasik 1 milyon sayiya ulasirlar. Dogumda bobrekler lobiillii goriintliyii
kazanmislardir fakat nefronlarin ileri gelisimlerinin devam etmesi sonucu bebeklik
doneminde lobillii yap1 goriilmez. Nefronlar bu donemde sadece ileri gelisim
gosterebilirler. Sayilarinda herhangi bir artis gézlenmez.

10. haftada glomeriiler kilcal damarlarin farklilagmaya baslamasiyla birlikte
idrar olusumu da gebeligin erken donemlerinde baslar. Yaklasik olarak 12. haftada
metanefroz fonksiyonel olarak kalic1 bobrege doniisiir. Idrar amniyotik bosluga gecer
ve amniyon sivist ile karigir. Fetal hayatta plasenta atik {riinlerin bosaltimini

gergeklestirdigi igin bobrekler bundan sorumlu degillerdir (3).

Nefronlar farklilasmaya devam ederken bobrek de giderek biiylimeye devam
eder. Dallanan kanal sistemleri daha genis ve daha karmagsik bir hale gelerek
bobregin kaliks sistemini ve pelvisini olustururlar. Bu yapilar ultrafiltrati toplayip
tiretere iletirler (4).

Bobrekler sekillerini almaya basladiklarinda pelvik bolgenin derinlerinde
yerlesim gosterirler. Erken fetiis doneminde belirgin bir kayma hareketi ile
abdominal bolgeye yerlesirler. Bu da embriyonun kaudal bdlgesinin belirgin bir
genigleme gostermesi ve bobreklerin buraya gogii ile gergeklesir. Bobregin
abdominal bolgeye dogru hareketinde 2 eszamanli bilesen vardir. Bunlar; L4’ten
L1/T12 omurlarina kaudo-kraniyal yonde kayma ve her iki yana yer degistirmedir.
Bu degisikliklerle birlikte her bir bobrek, kraniyal kutbunu bir baglik seklinde
ortecek olan adrenal bez ile baglanti kurar. Go¢ devam ederken, yaklasik olarak
gebeligin 9. haftasinda, bobrekler 90° ° lik rotasyon gosterirler ve sonugta pelvisin

orta hattinda kars1 karsiya gelirler (4).



Bobrek aortun distal ucundan kanlanmaya basladiktan sonra abdominal aortun
kraniyal arter dallar1 bobrege ulasir. Bu primordiyal arterler renal arterleri olusturur.

Kaudal arter dallar1 ise kaybolur (3).
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Mesane

Sekil 2.1.3.2 A — C. Bobreklerin pelvisten eriskindeki son seviyelerine gogii.
D. Bobreklerin pelvis disina gogiiniin  asamalart (Bruce M. Carlson. Human

Embriology of Developmental Biology’ den alinmstir).

2.1.4. Bobrek Gelisiminin Molekiiler Diizenlenmesi

Bir¢ok organda oldugu gibi bobreklerin farklilasmasinda da epitel -
mezenkim etkilesimi gereklidir. Mezenkimde sentezlenen transkripsiyon faktorii
WTI ile metanefrik dokunun iireter tomurcugunun uyarisina cevap vermesi saglanir.
Ayrica WT1, mezenkim tarafindan, lireter tomurcugunun dallanmasini ve gelisimini
uyarmasini saglayan, GDNF (glial-derived neurotrophic factor) ve HGF ( hepatocyte
growth factor) gibi faktorlerin iiretimini kontrol altinda tutar. RET ve MET gibi
tirozin kinaz reseptorleri, lireter tomurcugunun epitel hiicrelerinden sentezlenerek
epitel — mezenkim sinyal yolaklarini meydana getirirler. Ureter tomurcugu FGF2

(fibroblast growth factor 2) ve BMP7 ( bone morphogenetic protein 7) gibi biiylime



faktorleri ile mezenkimi uyararak apopitozu ©6nler. Ureter tomurcugundan,
metanefrik mezodermde PAX2 ve WNT4 artisini saglayan WNT9B ve WNT6
salinmas1 mezenkimin nefron olusumu i¢in epitele doniismesine neden olur. WNT4
mezenkimin yogunlasip epitele doniiserek tiibiiliisleri olusturmasi esnasinda gorev

alirken PAX2 mezenkimin tiibiiliis olusumu i¢in yogunlagsmasini diizenler (2).

Bu etkilesimler sonucunda ekstraseliiler matrikste degisiklikler gerceklesir.
Fibronektin, tip I kollajen ve tip III kollajen bazal lamina i¢in Kkarakteristik olan
laminin ve tip 1V kollajen ile yer degistirir. Mezenkim — epitel doniisiimii i¢ingerekli

olan sindecan ve E-kadherin gibi adezyon molekiilleri sentezlenir (2).

2.2. Uriner Sisteme Genel Bakis

Uriner sistem bir ¢ift bobrek, bébreklerden mesaneye uzanan bir ¢ift iireter,
mesane ve mesaneyi viicut disina agan tek {iretradan olusur (5). Bu sistem viicut
dengesinin (homeostaz) devamina katkida bulunur (6). Bobrekler viicudun sivi
diizeyini ve elektrolit dengesini korur ve metabolik artiklarin uzaklastirilmasini
saglar. Ekstraseliiler sivi hacmini ve bilesenlerini ayarlamada ve bu diizeyleri
siirdiirmede 6nemli bir rol oynar. Viicut sivilar1 ¢ok asidik oldugunda hidrojen (H")
iyonu salgilayarak, ¢ok bazik oldugunda ise bikarbonat (HCO3) salgilayarak asit-baz

dengesinin saglanmasinda ¢ok dnemli yere sahiptir (5).

Bobrekler fazla sayida damar igerir, kardiyak kan ¢ikisinin yaklasik %25’ini
alirlar. Kanin siiziilmesiyle ortaya ¢ikan ultrafiltrattan tiibiiliis hiicrelerinin segici
emiciligi ve bazi maddeleri de salgilamasi ile idrar1 olustururlar. Son halini alan
idrar, depolanacagi ve disar1 verilecegi idrar torbasina (mesane) iireterler tarafindan
iletilir (5). Iki bobrek birlikte dakikada yaklasik 125 ml siiziilme iiriinii iiretir; bu
miktar icinden 124 ml’ si organda emilir ve yalnizca 1 ml’ si idrar olarak treterlere
salgilanir. 24 saatte yaklasik olarak toplam 1500ml idrar olusur (6). Idrar icerdigi su
ve elektrolitlerin yani sira atik tirtinleri (lire, iirik asit, kreatinin) ve yikim {iriinlerini

de igerir (5).



Bobrek ayni zamanda endokrin bir organ olarak da iglev goriir. Bobregin

endokrin aktiviteleri;

1) Eritropoetin (EPO) salinimi: Glikoprotein yapida bir hormon olan

eritropoetin sentez ve salinimi gergeklesir. EPO, azalmis kan oksijen basincina bagh
olarak kemik iligini uyararak alyuvar yapimini arttiir. EPO renal korteksteki
peritiibliler damarlarin endotel hiicreleri tarafindan salinir (5). Ve kemik iliginde
Coloni Forming Unit- Erythroid (CFU-E) hiicrelerin yiizeyinde bulunan reseptorlerle
etkilesir (7). Son donem bdbrek yetmezligi olan hastalarda anemi tedavisi igin

rekombinant EPO kullanilir (5).

2) Renin Salinimi: Asitproteaz olan reninin sentez ve salinimi meydana gelir.

Kan hacmine ve kan basinci kontroliine etkili bir hormondur. Jukstaglomeriiler (JG)

hiicreler tarafindan tiretilir ve dolasimdaki anjiotensinojeni anjiotensin I’e dontistiiriir

(5).

3) 1-a hidroksilaz enzimi Salinimi: Karacigerde iiretilen bir steroid prekiirsorii

olan 25-OH vitamin D3 hidroksilasyon ile hormonal olarak aktif olan 1,25-(OH),
vitamin D3’ e doniisiir. Bu basamak primer olarak paratiroid bezinin hormonu olan
parathormon (PTH) tarafindan diizenlenmektedir. PTH, la hidroksilaz enziminin

aktivitesini uyarir ve aktif hormon iiretimini artirir (5).

2.2.1. Bobregin Genel Yapisi

Bobrekler arka karin duvarinda, omurganin her iki tarafinda, retroperitoneal
yerlesimli, biiyiik, kirmizi, fasiilye benzeri sekilli organlardir. Sag bobrek biraz daha
asagida olmak tlizere T12-L3 vertebralar arasinda uzanirlar. 10cm x 6,5cm x3cm
boyutlarindadirlar. Her bir bobregin iist kutbunda renal fasyaya ve perirenal yag
dokusu i¢ine gdmiilii adrenal bez yer alir. Bobregin mediyal tarafi konkavdir ve derin
vertikal bir yarik igerir (5). Bu yarik, iireter, venler ve lenf damarlarinin ¢iktigi,
arterler ve sinirlerin girdigi hilus adini alir. Hilustan igeri dogru bobregin orta

kisminda, bobrek parankimi ile kusatilmig yasst bir bosluk vardir. Bu bosluga bobrek



boslugu (siniis renalis) adi verilir. Bobrek boslugunda yag dokusu igerisinde
damarlar, sinirler, iireterin bobrek boslugu icinde yaptigi genisleme ile olusan bobrek
pelvisi (renal pelvis) ve kaliksler bulunur (8). Bobrek pelvisi iki ya da ti¢ biiyiik
major kalikse boliinmiistiir. Her major kaliksten birkag¢ kiiciik mindr kaliks dallanir
(6). Her bir mindr kaliks bobrek papillast denen medulla piramitlerinin u¢ kismini
silindir seklinde sarar (8). Her papillanin u¢ bdliimii toplama borularinin agilmasi

nedeni ile deliklidir. Papillalarin bu ug béliimlerine area cribrosa denir (7).

2.2.1.1. Kapsiil

Bobregin yiizeyi bag dokudan meydana gelen bir kapsiil ile Ortiilmiistiir.
Kapsiil iki tabakadan olugmaktadir.

1) Kollajen lifleri ve fibroblastlarin yogun oldugu dis tabaka
2) Miyofibroblastlar gibi hiicresel bilesenlerin yogun oldugu i¢ tabaka

Miyofibroblastlarin kasilabilirligi sonucu bobrek hacmi ve basinci degiserek
bobrek fonksiyonlarmma etkide bulunabilir ancak spesifik goérevi tam olarak

bilinmemektedir.

Kapsiil hilumdan igeri girerek pelvik siniisii saran bag dokusunu meydana

getirir, kaliksleri ve renal pelvisi 6rten bag dokusuyla da devamlilik gosterir (5).

2.2.1.2. Korteks ve Medulla

Transvers olarak ikiye ayrilmis olan taze bobrek dokusu ¢iplak gozle

incelendiginde iki bolgeden meydana geldigi goriiliir (5).

Korteks kapsiil altinda devamli bir tabaka olusturan ve koyu renkte gozlenen

dis kisimdir. Kirmizimsi kahve renkte tanecikli goriiniime sahiptir. Medulla ise daha
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soluk gozlenen i¢ kisim olarak tanimlanir. Kortekse gore daha diizgiin gozlenen
medulla 8-20 arasinda degisen sayida medulla piramitleri denen koni seklinde
yapilardan ibarettir (8). Korteks ve medulla arasinda renk farkliligi bu bolgelerin
kanlanma 6zelliginden kaynaklanmaktadir. Bobrege gelen kanin %90-95°1 korteksten
gecerken medulladan %5-10"u gegmektedir (5).

Korteks, renal cisimcikler ve bunlarla iligkili tiibiiliislerle karakterizedir. Renal
cisimciklerle birlikte nefronu olusturan kivrintili ve diiz tiibiilisler, toplayici kanallar

ve zengin bir damar agindan olusur (Sekil 2.2.1.2.1).

Sekil 2.2.1.2.1 Bobrek dokusuna ait genel goriiniim. G: Glomeriil, p: proksimal
tibiilis, d: distal tiibiiliis,P : Bowman kapsiilii pariyetal epiteli, M: makula densa,
yildiz: Bowman araligi. Hematoksilen- Eozin boyas1 (Luiz Carlos JUNQUEIRA JC.
Temel Histoloji Text & Atlas’ tan alinmustir).

Renal cisimcikler ¢iplak gozle de goriilebilen kiiresel yapilardir. Nefronun
baslangi¢c kismin1 meydana getirirler ve iglerinde glomeriil denilen damar ag1 da

bulunur. Nefron bobregin temel fonksiyonel birimidir (5).
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Bobrek yilizeyine dik bir acgiyla kesi yapildiginda medulladan ¢ikan 1sinsal
cizgilenmeler goriilebilir. Bu ¢izgilenmeler Ferrein’in medullar uzantilart olarak
isimlendirilir ve yaklasik 400-500 adet bulunan bu i1sinsal ¢izgiler medulladan
kortekse dogru uzanmaktadir. Medullar uzantilar diiz tiibiiliisler ve bunlarin
etrafindaki toplayict kanallardan olugsmaktadir. Medullar uzantilarin arasinda bulunan
korteks boliimleri ise kortikal labirentler adini alir ve renal cisimcikleri, kivrintili
tiibiiliisleri ve toplayic tiibiiliisleri icermektedir. Her bir nefron ve toplayici tiibiiliis
iiriniferdz tiibiiliisii meydana getirir (5). Uriniferdz tiibiiliis bobregin parankimasini

olusturur (8).

Medulla diiz tiibiiliisler, toplayici kanallar ve vasa recta adini alan 6zel bir
kapiller ag1 ile karakterizedir. Diiz tiibiiliisler ve toplayic1 kanallar korteksten
medullaya dogru yol alirlar. Bunlara vasa recta denilen ve tiibiilislere paralel
seyreden kapiller ag1 eslik eder. Bu damarlar idrar konsantrasyonunu diizenleyen

karsit akigh degisim sisteminin damarsal boliimiinii olustururlar.

Medulladaki tiibiiliisler yerlesimleri ve uzunluk farkliliklarindan dolay1 piramit
denilen konik yapilari meydana getirirler. Insan bobreginde genellikle 8-12 adet
piramit bulunur, bu say1 18’e kadar ¢ikabilir. Piramitlerin bazal yiizii kortekse komsu
iken apikal yiizleri renal siniise agilir. Her bir piramit dis medulla ve i¢c medulla
olmak iizere iki boliimden olusur. Dis medulla ise i¢ ve dis serit olarak iki bolgeye
ayrilir (5). Medulla piramitleri korteks dokusunun medullaya yaptigi uzantilarla
birbirinden ayrilmigtir. Piramitler arasindaki korteks dokusuna renal siitun (Bertini

kolonlar1) adi verilmektedir (8).

2.2.1.3. Bobrek Lob ve Lobiilleri

Bir bobrekteki loblarin sayist medullar piramitlerin sayisiyla aynidir. Bir
medullar piramit ve onu ¢evreleyen bdbrek kolonunun yarist bir lobu olusturur. Fetal
bobrekte bu loblu organizasyon daha belirgindir. Her lob bobrek yiizeyinde konveks
bir siskinlik seklinde goriiliir ancak dogumdan sonra bu konveks yapilar kaybolur.

Her bir insan bobregi 8 ila 18 arasinda lob igermektedir. Bu yapisindan dolay1 insan
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bobregine multilobar denmektedir. Bazi hayvanlarin bdbrekleri ise igerdikleri tek

piramit nedeniyle tek lob igerirler ve unilobar olarak adlandirilmaktadir (5).

Bir bobrek lobiilii ise bir toplayict kanal ve bu kanalin drene ettigi tiim
nefronlar1 ifade etmektedir. Bir lobiiliin merkezi ayirt edilebilirken lobiiller
birbirlerinden bag dokusu septa ile ayrilmamistir. Lobiil kavrami oOnemli bir
fizyolojik temele dayanmaktadir. Lobiilii meydana getiren toplayici kanal ve buna
acilan nefronlar renal salgi iinitesini olusturmaktadir ve bu bir bezin sekretuvar

tinitesine esdegerdir (5).

2.2.1.4. Nefron

Bobregin yap1 ve gorev birimidir ve gectigi bolgeye gore diiz veya kivrintili
seyreden uzun bir borucuktur (8). Her bir insan bobregi yaklasik 2 milyon nefron
icermektedir. Nefronlar idrar iretiminden sorumludurlar ve diger bezlerin salgi
kisimlara karsilik gelirler. Toplayici kanallar idrarin son konsantrasyonuna
ulasmasindan sorumludur ve salgi iirlinliniin konsantrasyonunu ayarlayan ekzokrin

bez salgi kanallar ile analogtur.

Tipik ekzokrin bezlerde salgi birimleri ile bosaltim kanallar1 ayni1 epitelden
koken alirken nefronlar ve onlara ait toplayict kanallar farkli kaynaklardan koken

alirlar ve daha sonra birlesirler (5).

2.2.1.4.1. Nefronun Genel Yapisi

Her nefron genislemis bir boliim olan bobrek cisimcigi ve tiibiiliislerden
olugsmaktadir (6). Nefronun baslangi¢c kism1 10 ila 20 adet kapiller halkanin yumak
yapmasi ve Bowman kapsiilii ile sarilmasiyla olusan glomeriilden meydana gelir (5).

Bowman kapsiilii ¢ift yaprakli bir zardir ve glomeriilii gevreleyerek nefronun birinci
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parcasi olan bdbrek (malpighi) cisimcigini meydana getirir (8). Bowman kapsiili
glomeriiler ultrafiltratin ilk olustugu yerdir (5). Kapsiiliin i¢ tabakasi viseral tabaka
adin1 alir ve glomeriiliin kapillerini i¢ine alir. Dis tabakasi ise bobrek cisimciginin en
dis simirmi olusturur ve Bowman kapsiiliiniin pariyetal tabakasini meydana getirir.
Pariyetal tabaka ince bir retikiiler lif tabakas1 ve bazal lamina ile desteklenen tek katl
yassi1 epitelden olusur (6). Glomeriiler kapiler afferent arteriyol ile kanlandirilir ve
efferent arteriyol ile derene edilir. Daha sonra efferent arteriyol bobrek tiibiiliislerini

kanlandirmak tizere dallanarak yeni bir kapiller ag olusturur (5).

Afferent ve efferent arteriyollerin Bowman kapsiiliiniin paryetal yapragina giris
cikis yaptigt yere damar kutbu denir. Damar kutbunun tam karsisinda bobrek
cisimciginin idrar kutbu yer alir ve burada proksimal tiibiiliisiin kivrintili pargast yer
alir (5). Idrar kutbunda epitel, proksimal tiibiiliis i¢in tipik olan tek katli prizmatik ya
da tek katli kiibik epitele degisir (6).

Bowman kapsiiliinden sonra nefronun diger kisimlari su sekilde siralanir;

e Proksimal kalin par¢a
o Kivrintili proksimal tiibiiliis
o Diiz proksimal tiibiiliis

e Ince parca

e Distal kalin parca
o Distal diiz tiibiiliis

o Distal kivrintili tibilis

2.2.1.4.2. Nefronun Tiibiiliisleri

Nefronun tiibiiler boliimleri yerlesimlerine (proksimal, distal), sekillerine (diiz,

kivrintil1) ve duvar kalinligina (ince, kalin) gore isimlendirilir.

Bowman kapsiiliinden baslayarak nefron asagidaki tiibiiliislerden olusur.
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1) Proksimal kivrintili tiibiiliis: idrar kutbundan baglar (5). Distal kivrintili
tiibiilislerden daha uzundur bu yiizden korteks igindeki bobrek cisimciklerinin
yaninda daha sik goriiliir (6). Kivritili bir yol izledikten sonra medullar 1smnsal

uzantilara girerek proksimal diiz tiibiiliis olarak devam ederler.

2) Proksimal diiz tiibiiliis: Henle kulpunun kalin inen kolu olarak da

adlandirilir. Medullaya iner.

3) inen ince kol: Proksimal diiz tiibiiliisiin medulladaki devamidir. U seklinde

bir doniis yaparak kortekse dogru yonelir.
4) Cikan ince kol: U doniisiinden sonra gelen kismin aldigi isimdir.

5) Distal diiz tibulis: Henle kulpunun g¢ikan kalin kolu olarak da
adlandirilmaktadir. Inen ince kolun devamidir ve medulla boyunca ilerler. Kortekse
medulla uzantis1 iginde girer ve kendi bobrek cisimciginin yakinina ulasir. Burada
koken aldigr glomeriiliin damar kutbuyla yakin iliskiye girer. Afferent arteriyole

yakin olan epitel hiicreleri degiserek makula densay1 meydana getirirler.

6) Distal kivrintil tiibiiliis: proksimal kivrintiliya gére daha az doniisliidiir. Son
kisimda medullar uzantida yer alan toplayict kanala toplayici tiibiiltis araciligy ile

baglanir (5) .

Proksimal diiz tiibiiliis, inen ince kol, ¢ikan ince kol ve distal diiz tiibiiliisiin
hepsine Henle kulpu denmektedir (5) (Sekil 2.2.1.4.2.1).
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- Afferent ve efferent glomertiler arteriyoller
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Distal kivrim
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Toplayici tiibiller

Renal papillanin delikli alani

Sekil 2.2.1.4.2.1 Nefronun genel goriinimiiniin sematik hali (W. K. Ovalle,

Netter Temel Histoloji’ den alinmustir).
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2.2.1.4.3. Nefron Tipleri

Bobrek cisimciklerinin korteksteki yerlesimlerine gore farkli nefron tipleri

tanimlanmastir.

a) Subkapsiiler/Kortikal nefronlar; bobrek cisimcikleri korteksin digtaki
kismina yerlesmis nefronlardir. Sadece medullanin dis kismima kadar uzanabilen

Henle kulplar1 vardir.

b) Jukstamediiller nefronlar, toplam nefronlarin 1/8’ini olusturmaktadir.
Bobrek cisimcikleri medullar piramitin taban kismina ¢ok yakin komsuluktadir.
Uzun bir Henle kulplar1 ve medullar piramitin i¢ bolgelerine kadar uzanan uzun

¢ikan ince kollar1 vardir (5).

Biitiin nefronlar slizme, emilim ve salgilama islemlerinde rol alirlar. Ancak
jukstamediiller nefronlarin medulla intersitisyumunda hipertonik gradyani saglama
konusunda 6zel bir 6nemi vardir, medulla intersitisyumundaki hipertonik ortam

bobregin hipertonik idrar iiretme yeteneginin temelini olusturur (6).

c) Ara/midkortikal nefronlar; korteksin orta kisimlarina yerlesmis bobrek

cisimciklerine sahiptir. Henle kulplar1 orta uzunluktadir (5).

2.2.1.5. Toplayia Tiibiiliisler ve Kanallar

Toplayicr tiibiiliisler kortikal labirentte baslarlar medullar 1sinsal uzantilara
girerek burada toplayici kanallarla birlesirler. Korteksteki toplayict kanallar kortikal
toplama borusu, medullaya gectiklerinde ise medullar toplama borusu olarak

adlandirilirlar.

Bu kanallar piramidin apeksine dogru ilerleyerek orada daha genis olup (
yaklagik 200 mikron) papiller kanallar/Bertini’ nin kanallar1 olarak adlandirilan ve

mindr kalikse acilan kanallarla birlesirler. Bu kanallarin agikliklarini igeren
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papilladaki alana area cribrosa denilmektedir (5). Toplayici kanalin epiteli arka

hipofiz tarafindan salgilanan vasopresin ya da antidiiiretik hormona tepki verir (6).

Ozet olarak; bobrek parankiminin biiyiik boliimiinii nefron olusturmaktadir.
Bobrek cisimcigi, proksimal ve distal kivrintili tiibiiliisler kortikal labirentleri
meydana getirirler. Diiz proksimal ve distal tiibiiliis ile, inen ve ¢ikan ince kolun
kortekste yer alan boliimleri medullar uzantilarin biiyiikk kismini olusturmaktadir.

Henle kulpunun ince inen ve ¢ikan kollar1 ise her zaman medullada yer alir (5).

2.2.1.6. Podositler

Embriyonik gelisim doneminde pariyetal epitel fazla degismezken visseral
epitel biiyiik 6lciide degisime ugrar. I¢ tabaka hiicrelerinden sitoplazmik uzantilar
uzandigindan bu hiicrelere podosit (ayakli hiicreler) denir. Her bir birincil uzanti
ayakcik (pedisel) denilen ikincil uzantilar olusturur ve glomeriil kapillerlerini
sararlar. Ikincil uzantilar 25 nm’lik sabit uzaklik ile bazal lamina ile dogrudan
temastadirlar. Podositlerin hiicre govdeleri ve birincil uzantilar1 bazal laminaya
degmez (6). Komsu podositlerin pediselleri birbirleri arasina girerek aralarinda 20 —
25 nm genisliginde olacak sekilde siiziicii (filtrasyon) yariklari olusturur. Yarik
membran1  (slit diyafram) denilen ince non-membranéz diyafram filtrasyon
yariklarini orter (9). Komsu uzantilar1 baglayan bu perde 6 — 10 nm kalinligindadr.
Podositlerin  sitoplazmasinda  bunlarin ~ kasilabilmesini  saglayan  aktin
mikrofilamanlarindan olusan demetler bulunur (6). Aktin mikrofilamanlari sayesinde

podositler kasilabilir ve siiziilme yariklarini genisletebilirler (9).

2.2.1.7. Siiziicii Bariyer

Bobrek cisimciklerinde kanin glomeriil kapillerinden Bowman araliina

stizildigii siiziicii bariyer ii¢ kisimdan olusur, bunlar pencereli glomeriil kapiller
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endoteli, arada bulunan ortak bazal membran ve Bowman kapsiiliiniin i¢ yapragini

olusturan podositlerdir (Sekil 2.2.1.7.1) (5).

; : : ; Bazal membran
Iincelmis endotel hiicresi

Pencereler Podositler

Endotel hiicre gekirdegi

Kapiller limeni )
. Pediseller

Primer gikinti
Diyaframik filtrasyon yarig

Mezangiyal hiicre NS

Sekil 2.2.1.7.1 Siiziicii bariyeri meydana getiren yapilarin sematik goriiniimii

(W. K. Ovalle, Netter Temel Histoloji’ den alinmistir).

Glomertil kapillerleri, 70 — 90 nm ¢apinda diyaframsiz pencereleri olan endotel
ile doselidir. Bu pencereler yiiksek oranda gecirgendirler, viicuttaki diger pencereli
kapillerlerden tipik olarak daha genis ve diizensizdirler (9). Endotel hiicresinin
cekirdegi kapiller kiimesinin tabanindaki mezangiyuma yakin yerlesir (9), ve bu
hiicreler, suyun epitelden daha hizli gegmesine olanak ¢ok sayida aquaporin — 1 su

kanalina sahiptir (5).

Kapillerlerin ¢evresi endotel hiicresi ile podositlerin bazal laminalarinin
kaynasmasiyla olusan devamli ve kalin bir bazal membran ile sarilidir (6).
Glomeriiler bazal membranin (GBM) kapillerlerdeki kan ile idrar boslugunu
birbirinden ayiran bir siizlicii bariyer oldugu disiiniilmektedir. Elektron
mikroskobunda bu tabaka ortada elektron yogun (lamina densa), her iki yanda da
daha elektron gecirgen bir tabaka (lamina rara) seklinde izlenir. Elektron gegirgen

olan lamina rara, hiicrelerin tutunmasina yardimci olan fibronektin igerir (6).
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Diyabetik nefropati (DN) gibi durumlarda 6zellikle lamina raradaki anyonik bolgeler
belirgin olarak azalmigtir (5). Lamina densa ise negatif yiiklii bir proteoglikan olan
ve katyonik molekiillerin gecisini engelleyen heparansiilfat iceren matriks i¢inde tip
IV kollajen (6zellikle a3, a4 ve a5 zincirleri) ve laminin, nidojen ve entaktinin
bulundugu ag seklinde bir yapidir (6). Yani glomeriil bazal laminasi, lamina densanin
fiziksel bir filtre gérevi gordiigii, lamina raradaki anyonik bdlgelerin ise elektriksel
bir engel olusturdugu segici bir makromolekiiler filtredir (6) ve insanlarda 320 — 340

nm genisligindedir (9).

Pediseller arasindaki siiziilme yariklarindaki yarik membrani 6 — 10 nm
kalinliginda ve essiz bir filamentoz ag yapisindadir. Bu ag yapisi molekiillerin
biiyiikliigiine gore ultrafiltrata gecislerini simirlar (9). Nefrin, bu diyaframm 6nemli
yapisal proteinlerindendir. Orta kismi daha yogun olan fermuar benzeri bir protein
yapilanmasina sahiptir. Bu hiicreleraras1 protein yapragi nefrin disinda Neph-1,
Neph-2, P-kaderin, FAT-1 ve FAT-2 gibi adezyon molekiillerini de igerir. Bu
membran, podositlerdeki aktin mikrofilamanlar1 ile baglantidadir. Aktin iskeleti,

filtrasyon yariklariin boyutunu, agikligini ve gegirgenligini diizenler (5).

Stiziicii bariyeri temel olarak bu ii¢ yapt olusturmakla birlikte endotel
hiicrelerinin liimene bakan ylizeyini o6rten glikokaliks tabakasi ve ayaksi ¢ikintilar
ile podositin hiicre gdvdesi arasinda kalan aralig1 ifade eden subpodosit boslugu da

secici gecirgenlikte onemli rol oynamaktadir (5).

GBM, 70.000 dalton’dan ya da 3,6 nm’den daha biiyiik molekiillerin gegisine
izin vermez, albiimin de bu molekiillerden birisidir. Idrarda albiimin saptanmasi
filtrasyon bariyerinin etkinliginin bozuldugu yoniinde bir isarettir. Klinikte
albliminiiri ya da hematiiri varligt GBM’nin fizyolojik ve fonksiyonel olarak

hasarlandigin1 gosterir.
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2.2.1.8. Mezangiyum

Mezangiyumu, glomeriil i¢i mezangiyum hiicreleri ve bunlar1 ¢evreleyen
matriks meydana getirir. Bobrek cisimciginin damar kutbuna yakin kisimlarinda ve
glomeriiler kapillerin birbirlerine baglandigi bolgelerde daha belirgindir (5). Bu
hiicreler bazal membrani destekler ve GBM bilesenlerinin korunmasina yardim
etmek igin fagositik bir rol istlenirler (9). Bu hiicreler sadece glomeriil i¢inde degil,
ayni zamanda jukstaglomeriiler cismin bir bileseni olarak glomeriil disinda da

bulunabilirler (Lacis hiicreleri= Ekstraglomeriiler mezangiyum hiicreleri) (5).

Mezangiyum hiicrelerinin belli bagli gorevleri biriken debrisi fagosite ederek
sliziicli bariyeri acik tutmak, immiin kompleksler gibi plazma proteinlerini endositoz
yoluyla ortadan kaldirmak, iirettikleri mezangiyum matriksi ile podositlere yapisal
destek saglamak, glomeriil hasarma cevapta rol alan Onemli molekiiller olan
interlokin—1 (IL-1), prostoglandin E; (PGE,) ve platelet iliskili biiyiime faktorii
(PDGF) salgilamak ve kasilabilirlik 6zellikleri sayesinde artmis kan basincina karsi
verilen glomeriil cevabinda rol almak olarak siralanabilir (5, 9). Klinikte GBM’da
protein birikimi olan hastaliklarda mezangiyum hiicrelerinde asir1 proliferasyon
saptanmistir. IgA nefropatisi, membranoproliferatif glomeriilonefrit, lupus nefriti ve

diyabetik nefropati bu hastaliklara 6rnek olarak verilebilir (5).

2.2.1.9. Jukstaglomeriiler Aygitin Yapisi

Jukstaglomeriiler (JG) aygit makula densa, JG hiicreler ve ekstra- glomeriiler

mezangiyum hiicrelerinden meydana gelir.

Distal tiibiiliisiin ¢ikan kalin kolu bobrek korteksine dondiigiinde kendi bobrek
cisimciginin damar kutbu ile temas eder (9). Isik mikroskobu ile incelendiginde
buradaki distal tiibiiliis hiicrelerinin siki paketlenmis, diger hiicrelere gore daha dar

ve daha uzun olduklar1 goriiliir. Bu hiicrelerin ¢ekirdekleri daha koyu boyanarak,
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daha kalabalik ve iist iiste binmis gibi gorlindiiklerinden makula densa adim

almiglardir (5).

Ayni bolgede afferent arteriyoliin diiz kas hiicreleri de degisime ugrar. Salgi
graniilleri igerirler ve c¢ekirdekleri kiiresel sekil alir. Bu JG hiicrelerin salgi
vezikiillerini 151k mikroskobu ile gosterebilmek i¢in 6zel boyama ydntemleri
kullanmak gereklidir (5). Bu hiicreler renin hormonunu dolasima verirler. Renin,
sistemik arteriyel kan basincini diizenler ve sodyum (Na®) iyon konsantrasyonunu
etkiler. Ayrica renin — anjiyotensin sistemi araciligiyla glomeriil filtrasyon hizinin

kontrolii tizerine de etkilidirler (9).

2.2.1.10. Bobrek Ara Dokusu

Bobrek intersitisyumu, idrar tiibiilisleri ile kan ve lenf damarlart arasindaki
bosluga verilen isimdir. Kortekste ¢ok dar bir alan kaplarken medullada genisler.
Fibroblastlar, kollajen lifler ve medullada yiliksek oranda su tutan proteoglikandan
zengin ara madde igeren az miktarda bag dokusu igerir. Medullada bu bolgede ara
hiicreler denen salgi yapict hiicreler de bulunur. Bunlar sitoplazmalarinda yag

damlaciklari igerir ve prostoglandin ve prostosiklin sentezinde gorev alirlar (6).

2.2.1.11. Bobregin Damar Yapilar

Bobrekler kan damarlar1 agisindan ¢ok zengindir ve kardiyak kan ¢ikisinin
%25’in1  almaktadirlar. Kan damarlari, arteriyel kani dogrudan bobrek
cisimciklerindeki glomeriile ve renal tiibiiliislerin c¢evresine yonlendirecek sekilde

diizenlenmislerdir.

Aortadan direkt ayrilan renal arter hilumdan bdbrege giris yapar, interlobar

arterlere dallanir. Interlobar arterler, kan1 kortikomediiller sinirdaki arkuat arterler
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aracilifiyla glomeriile dagitir. Kan, daha sonra bobrek parankimine isinsal olarak
(bobrek kapsiiliine dik) yayilan interlobiiler arterlere iletilir. Bu arterler, bir mediiller
1s1n ve bitisigindeki kortikal labirentten olusan renal lobiillerin sinirini ¢izerler (6).
Kan, bobrek cisimciklerini kanlandiran afferent arteriyole geger. Bu bdlgedeki
kapiller ag hem afferent hem de efferent arteriyol igerdigi i¢in viicuttaki 6zel damar
yapilarindandir. Afferent arteriyol, glomeriil igerisindeki pencereli kapillere dallanir.
Efferent arteriyol araciligiyla glomeriilii terk eden damar yapisit bir miktar su ve
eriyigi geri almak i¢in kortikal renal tiibiiliislerin ¢evresindeki peritiibiiler kapiller ag1
meydana getirir. Ayrica, jukstamediiller nefronlarin efferent arteriyollerinden vaza
rekta denilen kapiller dongiiler ¢ikar ve Medulla icerisinde uzanirlar. Inen damar
araliksiz tip kapiller 6zelligi gosterirken ¢ikan damarin endoteli pencerelidir. Vaza
rekta, kortikomediiller sinirda arkuat venlere bosalir. Korteks ve medulladan venoz
doniis interlobiiler venlere olur ve arterlerin seyrinin aksi yonde vendz damarlar
seyreder. Hilusta renal vene dokiilen kan daha sonra vena kava inferiyor araciligiyla

kalbe taginir ( Sekil 2.2.1.11.1) (9).

Afferent glomeruler arteriyol
Efferent Kortikal glomeral
r

Fibroz kapsil \

Renal korteks
®
£
2
§

4 . glomeriiler
- arteriyollerden)

Vaza rekta
vera
0 (arkuat ve
i, ) interlobdler
. anterlerden)
— Medullar
kapiller ag

<l interlobar
A% arter ve ven

Renal medulla (piramit)

Henle kulpu
Toplayict kanal

Renal sinistn
perirenal yagi

o 0N = icerisindeki
/-F Nky interlobar arter
P ve ven

Sekil 2.2.1.11.1 Bobrek damar yapilarinin genel goriiniimii (W. K. Ovalle,

Netter Temel Histoloji’ den alinmaistir).
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2.2.1.12. Bobregin Lenfatik Dolasim

Bobrekler iki biiyiik lenfatik damar agi i¢ermektedir. Bunlardan birisi
korteksin daha dis kisimlarinda bulunan ve kapsiildeki genis lenfatik damarlarla
birlesen agdir. Digeri ise bobregin daha derin kisimlarinin lenfini toplayarak renal
sinlisteki daha genis lenfatik damarlara getirir. Bu iki ag arasinda ¢ok sayida

anastomoz vardir (5).

2.2.1.13. Bobregin Sinirsel Uyarilmasi

Renal pleksusu olusturan lifler daha ¢ok otonomik sinir sisteminin sempatik
dallarindan koken almaktadirlar. Uyarilmalari, damar diiz kaslarinin kasilmasina yol
acar. Glomeriile gelen afferent arteriyollerin kasilmasi filtrasyon hizini azaltir ve
idrar olusumunu baskilar. Glomeriilden ¢ikan efferent arteriyollerin kasilmasi ise
kanin glomeriil igerisinde gollenmesini saglayarak filtrasyon hizin1 ve buna bagh

olarak idrar iiretimini artirir. Sempatik uyarinin kaybi artmis liriner ¢ikisa yol acar.

Normal bobrek fonksiyonu i¢in disaridan bir sinir kaynagina ihtiya¢ olmadigi
kanitlanmistir. Bobrek nakli esnasinda sinir lifleri kesildigi halde, nakledilen bobrek

normal fonksiyonlarina devam edebilmektedir (5).

2.3 Diyabetes Mellitus

DM, insiilin hormon sekresyonunun ve/veya insiilin etkisinin, mutlak veya
goreceli azlig1 sonucu karbonhidrat, protein ve yag metabolizmasinda bozukluklara

yol agan kronik hiperglisemik bir metabolizma hastaligidir. Klinik olarak polidipsi,
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poliiiri, polifaji, kilo kayb1 gibi klasik belirtiler ve hastaliga spesifik retinopati,
ndropati, nefropati gibi komplikasyonlar ile taninabilir. Normalde kan glukoz diizeyi,
pankreasta bulunan Langerhans adaciklarindaki B hiicrelerinden salgilanan insiilin
adli hormonla diizenlenmektedir. Insiilin kan glukoz diizeyini diisiiriir. Diyabetli
hastalarda insiilin yoklugu veya yetersiz salinimi hiperglisemiye neden olur. Bu da
artan glukozun idrarla bir miktar atilmasina yol agar. Yiiksek glukoz diizeyleri zaman

igerisinde ¢esitli organlarin yap1 ve fonksiyonlarinda bozukluklara neden olur (10).

2.3.1 Diyabetin Diinyadaki ve Tiirkiye’deki Sikhig:

DM toplumda cok sik goriilen bir hastaliktir. 2025 yili i¢in Diinya Saglik
Orgiitii'niin (WHO) 6ngoériisii, diinyadaki diyabetli sayisinin 300 milyona ulasacagi
yoniindedir. Bu saymin yiiksekligi de, insanligin nasil bir risk altinda bulundugunu
gostermektedir. DM iilkemizde de giderek artan bir insidans ile seyretmektedir.
TURDEP (The Turkish Diabetes Epidemiology Study) yaptigi bir c¢alismada
Tirkiye’de 20 yas lizerindeki niifusun %7.2’sinin diyabetik, %6.7 sinin ise glukoz

intoleransi oldugunu saptanmigtir (11).

2.3.2 DM siniflamasi

DM, Amerikan Diyabet Birligi’nin siniflandirmasina gore ¢esitli alt gruplara

ayrimistir:

1- Tip 1 DM: Pankreastan salgilanan endojen insiilin eksikligine veya
yokluguna bagli olarak gelisir. Herhangi bir yasta ortaya g¢ikabilir. Tedavisinde

mutlak insiilin verilmesi gerekir.

2- Tip 2 DM: Toplumda en fazla goriilen tiptir. Poliiiri, polidipsi, polifaji, kilo

kayb1 gibi klasik belirtiler ile ortaya cikabilse de da ¢ogu zaman uzun siirebilen
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asemptomatik bir donemi mevcuttur. Bu yiizden tam1 konulan hastalarin
cogunlugunda kronik komplikasyonlarin gelistigi goriilmiistiir. Tedavisinde oral
antidiyabetikler kullanilir.

3- Gestasyonel diyabet: Hamilelikler sirasinda ortaya ¢ikan DM’ dir.
4-Diger spesifik diyabet tipleri:

a) P hiicresinin genetik defektleri: MODY (maturity-onset diabetes of the
young) ve mitokondriyal diyabet.

b) Insiilin etkisinde genetik defektler: Insiilin reseptdr mutasyonlari ile birlikte

goriilen hafif hiperglisemiden agir diyabete kadar degisen metabolik bozukluklardir.

¢) Endokrin pankreas hastaliklari: Pankreasa diffiiz olarak zarar veren her tiirlii
durumda diyabet gelisebilir. Or: Pankreatit, travma, Kistik fibrozis, hemakromatozis,

enfeksiyon, pankreatektomi ve pankreas karsinomu gibi.

d) Endokrinopatiler: Biiylime hormonu (GH), kortizol, glukagon, epinefrin gibi
baz1 hormonlar insiilinin etkisini antagonize ederler. Bu hormonlarin asirt
salgilanmas1 sonucu gelisen Akromegali, Cushing sendromu, Glukoganoma ve

Feokromositoma diyabete neden olabilir.

e) Ilag ve kimyasallara bagl diyabet: Bazi ilaglar B hiicrelerinde kalic1 hasara
neden olarak, bazilari ise insiilin salgilanmasini1 bozarak diyabet gelisimine sebebiyet

verebilir.

f) Enfeksiyonlar: Konjenital Rubella, Coxackievirus, Cytomegalovirus,

Adenovirus ve kabakulak viriisleri diyabet olusumuna yol agabilir.

g) Diyabet ile iliskili olabilen genetik hastaliklar: Down sendromu, Klinefelter
sendromu, Turner sendromu gibi kromozom anomalilerinin oldugu hastaliklarda

DM’ un siklig1 da artar.
g) Malnutrisyonla ilgili DM: Bunun da iki tipi mevcuttur.

-Fibrokalkiiloz pankreatik diyabette; pankreasta fibrozis gelisimi ve

ekzokrin kanallarda tas olusumu vardir.
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-Protein yoksunlugu diyabeti; beslenme bozuklugu olan geng eriskinlerde
gortliir (10), (12, 13).

2.4. Diyabetik nefropati

Diyabetli hastalarda, diyabetik nefropati (DN), 6nemli bir mortalite
nedenidir. Gelismis tilkelerde hemodiyaliz tinitelerinde tedavi goren son donem
bobrek yetersizligi hastalarinin  1/3’{inii  diyabetikler olusturur. Bu, gelismis
ilkelerdeki son donem bobrek yetersizliginin en sik nedeninin diyabetik nefropati
oldugu anlamina gelir. Avrupa ve Amerika’daki Tip-1 diyabetli hastalarin % 30-50°
sinde, Tip-2 diyabetlilerin % 5-15’inde diyabetik nefropati gelisir (14). Tip-1 ve tip-2
DM’ nin en sik goriilen mikrovaskiiler komplikasyonudur. Diyabetik bir hastada ii¢
ila alt1 ay arasinda en az iki idrar tahlilinde giinliik 300 mg ve iizerinde albiiminiiri
saptanmasi veya giinlilk 500 mg proteiniiri saptanmasi ile diyabetik nefropati tanisi

konur.

Uygun sekilde tedavi edilemeyen hastalarda zaman igerisinde bobrek

fonksiyonlari bozulur. Hipertansiyon genellikle bu sendroma eslik eder.
DN; asagida belirtilen 5 evreden olusmaktadir:

1- Hipertrofi ve hiperfiltrasyon dénemi: Devamli hiperfiltrasyonun ve renal
hipertrofinin 6n plana c¢iktigi, fakat heniiz albiiminiirinin normal
sinirlarda oldugu zaman dilimidir. Hayvan modellerinde diyabetin daha
baslangic doneminde bobrekte protein sentezinin arttigt ve bdbrek
hacminin arttig1 bildirilmistir.

2- Sessiz donem: Klinik belirti vermeyen kalicti renal hipertrofi ve
hiperfiltrasyonun gozlendigi devredir. Glomeriil bazal membraninda
(GBM) kalinlagsma, mezangiyum hacminde artma gozlenir.

3- Mikroalbiiminiiri dénemi: Idrarla atilan giinliik albiimin miktar1 30-300
mg’a ylkselmistir. Bu evrede bdobrekte GBM  kalinlagmasi,

mezangiyumda artis gibi histolojik degisiklikler gozlenir.
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4- Asikar nefropati donemi: Hastalarin hemen hepsinde hipertansiyon ve
idrarlarinda 300 mg/giin iizerinde albiimin vardir. Diyabetik nefropatide
rastlanilan histopatolojik degisikliklerin ¢cogu bu evrede saptanir.

5- Son dénem bobrek yetmezligi: Giderek siddetini arttiran agir bobrek
yetmezligi, liremi ve asikar proteiniiri gozlenir. Hemodiyaliz tedavisi
baslanmalidir (15).

Ilk ii¢ devre preklinik, son iki devre ise klinik belirtilerle seyreder.
Hemodinamik degisiklikler ve glomeriil hipertrofisi siganlarda streptozotosinle
(STZ) olusturulan deneysel diyabette de gosterilmistir. Ileri glikolizasyon son
tirlinlerinin artig1 ile iligkili metabolik defekte bagli olarak GBM’da kalinlagsma (16)
ve mezangiyal matriks artist (17) meydana gelir. Glomeriil hipertrofisi ile iligkili
hemodinamik etki de glomeriil sklerozunun gelisiminde rol oynar (18). Transforming
Growth Factor-f (TGF-p) diyabetik nefropati patogenezinde merkezi bir rol
tistlenmektedir. TGF-B’ nin, hastaligin erken evrelerinde glomeriil hipertrofisine,
kronik fazda ise mezangiyal matriks birikimine yol actigi gosterilmistir (19).
Mezangiyal hiicre kiiltiirleri ve hayvan deneylerinde de mezangiyal hiicre
genislemesinde kilit rolin TGF-B” ya ait oldugu ortaya konmaktadir (20). TGF-B
salinimini uyaran faktor, hastaligin erken evrelerinde hiperglisemi ve protein kinaz C
iken, ileri evrelerde glikozile proteinler ve TGF-B’ nin oto-indiiksiyonu da s6z
konusu olabilmektedir (21). Spontan diyabetik ratlarda kisa siireli hipergliseminin
dahi TGF-B ekspresyonunu artirdigi  gosterilmistir.  Diyabetik  hastalarin
bobreklerinde TGF-B miktar1 yiiksek oldugu, glomeriiler TGF-p ekspresyonunun

glisemik kontrol derecesiyle yakin iligkili oldugu gosterilmistir.

2.4.1. Diyabetik Nefropatide Isik Mikroskobik Bulgular

Tip-1 ve Tip- 2 DN’ 1i hastalarin bobrek boyutlar1 artmistir ve genel olarak

mikroskobik incelemelerinde ayni histolojik degisikliklere rastlanilir. Bunlar:
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Glomeriiliin interkapiller nodiiler lezyonu: Bu nodiiller iyi sinirlanmis eozinofilik ve

Periyodik Asit Schiff (PAS) pozitif yapilar olup glomeriilin merkezine
yerlesmislerdir. Bu nodiillerin mezangiyumdan kaynaklandiklar1 bilinmektedir. Bu
histolojik goriiniim agir proteiniiri, hipertansiyon, bobrek yetmezligi gibi bulgularla

beraber olur.

Diffiiz glomeriil lezyonlari: Bu lezyon daha sik goriiliir. Kapiller kivrimlar da tutan

mezangiyum matriksinde genisleme ve kapillerlerin duvarlarinda kalinlagsma izlenir.

Diffiiz glomeriil lezyonu ve nodiiller birlikte goriilebilir.

Eksudatif lezyon: Bowman kapsiili boslugunda yer alan, yuvarlak, homojen,

eozinofilik yapilar olup bazen kapiller kivrimlarini ¢epegevre sarmistir, bazen de

Bowman kapsiilii boyunca yerlesiktirler.

Arteriyel lezyon: Afferent ve efferent arteriyol tutulumu goriiliir. Arteriyollerde tiim

damar duvarini tutan ve zamanla duvarin yerini alan hiyalinizasyon izlenir. Efferent

arteriyoldeki lezyon diyabete 6zgiidiir ve bazen saptanabilen ilk bulgudur.

Tiibiiliis ve intersitisyum lezyonlari: Insiilinin kullaniminin devreye girmesi ile

azalmakla birlikte; asir1 glukoziirili hastalarda goriilen kortikomediiller bolgedeki
tiibiilis hiicrelerinde glikojen birikimi ile tanimlanan patolojik degisikliklere

rastlanilir. Bu degisikliklere "Armani-Ebstein" lezyonu denir.

2.4.2. Diyabetik Nefropatide Elektron Mikroskobik Bulgular

Diyabette en erken goriilen elektron mikroskobik bulgu, glomeriil bazal
membran kalinlagsmasi1 ve mezangiyum artisidir. Bu degisiklikler hastaligin ilerlemesi
ile daha belirgin olur (22, 23).

Tip-1 DM’ in baslangicindan itibaren aylar igerisinde kapiller duvarda
kalinlasma izlenir. Nodiiler bdbrek hastaliginda bazal membranda diizensiz
kalinlagmalar go6zlenir. Diyabetik nefropatinin biitiin evrelerinde elektron yogun

olmayan depolanma vardir. Glomeriil filtrasyon degeri normalin % 20’ sine ininceye
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kadar ayaksi cikintilarda degisiklik goriilmez. Daha sonra ayaksi ¢ikintilarda
yapisma Ve genisleme goriiliir. Eksudatif lezyon EM’ de ince graniiler elektron
yogun materyal olarak goriiliir. Tip-1 DM’ li hastalarda bobrek fonksiyonu ile
bobrek morfolojisi arasinda iliski oldugu gosterilmistir. Bobreklerin biiylik olmasi
bobrek hasarinin gostergesidir (24). Ilerlemis bobrek hastaliklarinda glomeriil bazal
membran kalinlig: ile idrarla protein atilimi arasinda iligki gdsterilmistir. Idrarda
albiimin atilimi1 30 mg/dk’ nin istiinde olan Tip-1 DN’ lilerde mezangiyum voliimii

belirgin olarak artmistir.

Diyabetik nefropati (DN), son dénem bébrek yetersizliginin ve dolayisiyla
hemodiyaliz, periton diyalizi gibi hem hastalarin yasam kalitesini ¢ok diisiiren, hem
de devlet acisindan maliyeti olduk¢a yiiksek olan islemlerin DM’ de en sik nedeni
olarak karsimiza c¢ikmaktadir. Bu durumda klinisyen tarafindan diyabetli hastalarin
tedavileri diizenlenirken; hipergliseminin kontroliiniin yani sira, uzun donem
komplikasyonlarinin engellenmesi de g6z Oniine alinmalidir. Ciinkii kontrollii
diyabetiklerde komplikasyonlarin gelisme orani, kontrolsiiz diyabetiklere gore daha

distiktiir.
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3. GEREC ve YONTEMLER

3.1. Kullanilan Hayvanlar ve Dokularin Elde Edilmesi

Deney hayvanlar iizerinde yaptigimiz bu ¢alisma Ankara Universitesi Etik
Kurulu’ nun 23/03/2011 tarih ve 2011-108-403 sayili izni ile gerceklestirilmistir.
Caligmamizda 21 adet, 3 aylik, erkek cinsiyetinde Wistar tipi beyaz sigan kullanildi.
Hayvanlarin baslangi¢ viicut agirliklar1 200-250 gr arasinda degismekteydi. Kan
sekerleri ise 90-110 mg/dl arasinda idi. Tim hayvanlar ayn1 kaynaktan alinarak
herhangi bir hastaliklarinin olup olmadiginin kontrolii ve c¢alisma ortamina
adaptasyonlarinin saglanmasi i¢in 1 hafta beklendi. Hayvanlar tiim ¢alisma boyunca
Ankara Universitesi Tip Fakiiltesi Biyofizik ABD hayvan laboratuvarlarinda
kontrollii gevre sartlarinda korundular. Deney siiresince 3-4 hayvan bir kafeste
olacak sekilde barindirilarak kisitlama olmaksizin standart kemirici yemi ve su ile
beslendiler. Deney baslangicindan itibaren si¢anlarin agirliklar1 ve kan sekerleri

diizenli olarak 6lgiilerek gelisimleri takip edildi.

Deneysel yontem ile tip 1 DM olusturmak istenen hayvanlara, daha once
yapilan ¢aligmalarda oldugu gibi Streptomyces achromogenes tarafindan iretilen
Streptozotosin (STZ, Sigma) uygulandi. STZ, pankreas [ hiicrelerinde reaktif oksijen
radikalleri olusturarak hasar meydana getirmektedir (25). Sitrat tamponu (0,1M ,
pH: 4,5) igerisinde ¢6zdiiriilen STZ, 50 mg/kg olacak sekilde intraperitoneal ( i.p.)
olarak uygulandi. Kontrol grubundaki siganlara ayni stresi olusturmak amaciyla
yalnizca sitrat tamponu (0,1M , pH: 4,5) enjekte edildi. STZ enjeksiyonundan bir
hafta sonra hayvanlarin kuyruk venlerinden kan glukoz diizeyleri 6lgiildii (Glucotrend,
Roche). Kan glukoz konsantrasyonlar1 300 mg/dl ( baslangi¢c degerlerinin yaklasik 3
kat1) ve tizerinde olanlar diyabetik kabul edilerek deneye dahil edildi. Siganlar
enjeksiyondan sonra 12 hafta boyunca kan sekerleri diizenli araliklarla Olgiilerek
takip edildiler. DM olusturulan siganlar iki gruba ayrildilar; bir grubun yalnizca
diizenli takipleri yapildi, baska herhangi bir islem yapilmadi, bu grup Diyabet (DM)
grubu olarak degerlendirildi. Diger 7 hayvana ise her giin ayni saatte olacak sekilde 5
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mg/kg/giin dozunda timolol gavaj yoluyla verildi, bu grup Diyabet+ Timolol
(DM+T) grubu olarak degerlendirildi.

Planlanan deney siiresi tamamlaninca, enjeksiyondan sonra 13. hafta igerisinde
sicanlarin kan sekeri diizeyleri ve agirliklar1 Olgiilerek asirt doz ketamin ksilazin
anestezisi altinda sakrifiye edildiler. Karin orta hatti acilarak bobreklere ulasildi
(Resim3.1.1). Kapsiilii soyulan bobregin bir yarisi transmisyon elektron mikroskobu
(TEM) incelemeleri i¢in %2,5° luk glutaraldehit i¢erisine alindi, kalan yaris1 ve diger
bobrek 11k mikroskobunda (IM) incelenmek tizere %10’ luk tamponlu formaline
alind1 (pH: 7,2-7,4). Histolojik tespit, takip ve inceleme asamalarinin timii Ankara
Universitesi Tip Fakiiltesi Histoloji ve Embriyoloji Anabilim Dal1’ nda yapild.

Sekil 3.1.1 Sakrifiye edilen siganlarda karin orta hatti agilarak abdomen
boslugunun her iki yaninda yer alan bobreklere (0k) ulagildi.
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3.2. Isik Mikroskopisi icin Yapilan Calismalar

Calisma gruplarina ait bobrek dokularinin dis kismindaki kapsiil, fiksatifin i¢
kisimlara daha iyi etki etmesi amaciyla soyuldu. Alinan dokular tespit amaciyla en
az 1 hafta olmak kosuluyla, ortalama 15 giin, bir hafta ara ile degistirilen %10’ luk
formalin igerisinde bekletildi. Fikse olan dokular rutin histolojik takip asamalarina
alindilar; oncelikle 15-20 dakika akan su altinda yikanan dokular daha sonra sirasi ile
ikiser degisim %75 ve %96’ lik etanolde birer saat bekletildi. ikinci %96’ lik
etanolde bir gece beklenen dokular ertesi giin iki kere %100’ liik alkolde birer saat
stire ile dehidrate edildi. Suyu giderildikten sonra ksilen ile seffaflandirilan dokular
60 °C’ lik etiivde 4 saat inkiibe edildi. Siv1 parafin infiltrasyonunu takiben doku
ornekleri kesit yiizleri asagiya gelecek sekilde sert parafin bloklara gomiildi. Parafin
bloklar buzdolab: alt rafinda (+4 °C) kesit alinana kadar bekletildi. Kesim islemine
baglamadan once -18°C ‘ye alinan bloklardan Leica RM 2125RT model sliding
mikrotom ile 4 um kalinhiginda kesitler alindi. Sicak su banyosundan lam {izerine

alinan kesitler 60 °C’ lik etiivde deparafinizasyon amaciyla 1 saat bekletildi.

Kesitler rutin 1s1k mikroskobu incelemeleri igin Hematoksilen- Eozin ile,
bobrek dokusunda meydana gelmis olabilecek farkli yapi ve birikimleri incelemek
amaci ile de Masson’ un Trikrom boyast (MT), Periyodik Asit Schiff boyasi (PAS),
ve glimiis iceren bir boya olan Periyodik Asit Silver Metenamin (PA-SM) 6zel
boyalar1 ile boyandi. Gozlemler Nikon Eclipse E600 marka 151k mikroskobunda
yapild1 ve fotograflandi.

3.2.1. Hematoksilen-Eozin (H-E) Boyama Protokolii

¢ Ksilen ile parafini giderme

e Sirastyla %100, %96, %75 etanol serisi
e Suda yikama

e Hematoksilen (3 dk)

e Suda yikama
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3.2.2.

3.2.3.

e Eozin (1 dk)

¢ Suda yikama

¢ %75, %96, %100 etanol serisi ile dehidratasyon
e Ksilen ile seffaflandirma

e Entellanla kapatma

Masson’ un Trikrom (MT) Boyas1 Boyama Protokolii

¢ Ksilen ile deparafinizasyon

¢ %100, %96, %75 etanol serisi ile hidratasyon

¢ Suda yikama

¢ Bouin solusyonu (56°C’ de 1 saat)

e Sogutma islemi (10 dk oda sicakliginda bekleme)
e Akar suda sar1 rengi gidene kadar yitkama

e Weigert’ in demirli hematoksileni (10 dk)

e Akar suda yikama (10 dk)

¢ %1’ lik Biebrich Scarlet asit fuksin solusyonu (10 dk)
e Distile su

e Fosfomolibdik- fosfotungustik asit (10-15 dk)
©%2,5” luk anilin mavisi (5-10 dk)

e Distile su

¢ %]1 asetik asit (3-5 dk)

%96, %100 etanol

o Ksilen ile seffaflandirma

e Entellan ile kapatma

Periyodik Asit Schiff (PAS) Boyama Protokolii

e Ksilen ile deparafinizasyon
¢ %100, %96, %75 etanol serisi ile hidratasyon
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3.2.4.

e Suda yikama

e Periyodik asit solusyonu (10dk)
¢ Bolca distile suda yikama

e Schiff solusyonu (30 dk)

e Cesme suyunda yikama (5 dk)

¢ %75, %96, %100 etanol serisi ile dehidratasyon

¢ Ksilen ile seffaflandirma

e Entellan ile kapama

Periyodik Asit-Silver Metenamin (PA-SM) Boyama Protokolii

e Ksilen ile deparafinizasyon

¢ %100, %96, %75 etanol serisi ile hidratasyon
e Suda yikama

* %] periyodik asit soliisyonu (20 dk)

e Distile su ile yikama

¢ Glimiis nitrat soliisyonu (56°C’ de 1,5-2 saat)
e Distile su

¢ %1 altin klorid (30 sn)

e Distile su

¢ Sodyum tiyosiilfat (2 dk)

e Suda yikama

e Heidenhein hematoksileni (1 dk)

e Suda yikama

¢ %75, %96, %100 etanol serisi ile dehidratasyon

¢ Ksilen ile seffaflandirma

¢ Entellanla kapama
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3.3. Elektron Mikroskobu I¢in Yapilan Cahsmalar

Kontrol, DM ve DM+T gruplarmna ait bobrek dokularindan 1 mm?®
hacmindeki bir parga %2,5’ luk glutaraldehit igerisine alindi. TEM igin tespit ve

takip islemleri asagidaki sira ile uygulandi:

e 1.Tespit (6n tespit): 0,2M fosfat tamponu igerisinde %2,5 glutaraldehit ve
%2 paraformaldehit (+4° C’ de, 2-3 saat)

e 1.Yikama: 0,1M fosfat tamponunda( 2x15 dk.)

e 2. Tespit: 0,1M fosfat tamponunda %1 OsO, (2-3 saat, karanlik ortamda)

¢ 2.Yikama: 0,1M fosfat tamponunda (3x20 dk.)

e Distile su ile yikama

eBlok Boyama: %70 etanolde %0,05 uranilasetat ve %1 fosfotungustik asit
(2 saat, karanlik ortamda)

¢ Dehidratasyon: %70, %96, %2100 alkol, propilenoksit

¢ 1:1 propilen/Araldite (1 saat)

e Araldite (2 saat)

eGomme (Bloklama): Blok kalib1 igerisine bobrek dokulari kesit ylizii
ayarlanarak konuldu, iizerine araldite eklendi.

e Polimerizasyon: Hazirlanan bloklar 80° C’ de, 1 gece siire ile tutuldu,

sonrasinda etiiv kapatilarak bloklar kendi halinde sogumaya birakildu.

3.3.1. Yar1 ince Kesit Boyama Protokolii

e Ultramikrotom ile 700- 1000 nm kalinliginda kesitler alind1.

e Kesitler 1siticida kurutuldu.

e Distile su iginde Toluidin mavisi/Azur II boyas1 (%1 boraks, %1 toluidin
mavisi, %1 Azur I1) ile boyand1 (50-60 °C 1siticida boya kurutuldu)

e Distile su ile yikandi.

o Kesitler tekrar 1siticida bekletildi

e Kurutma ve sogutma iglemleri uygulandi.
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¢ Ksilen ile seffaflandirildi.
e Entellanla kapatildu.
Boyanan preparatlar kuruduktan sonra Nikon Eclipse E600 marka 1s1k

mikroskobu ile incelendi ve fotograflandi.

3.3.2. ince Kesit Boyama ProtoKolii
e Ultramikrotom ile 70-90 nm kalinliginda kesitler alind1.
¢ Kesitler boyama setine yerlestirildi.
e Distile su (1-2 dk)
® %38’ lik uranilasetat (45 dk)
e Distile su (1-2 dk)
¢0,1 N NaOH
¢ %0,7 kursunsitrat + %0,9 sodyumsitrat solusyonu (20 dk)
¢%0,1 N NaOH’ da yikama
e Distile su (1-2 dk)

Boyanarak hazirlanan gridler kurumalari i¢in kurutma kagidina alindi, daha
sonra grid kutusuna yerlestirildi. incelemeler LEO 906E marka TEM ile yapildi,
goriintiilemeler Sharp eye CCD ve Image SP (Germany) dijital goriintiileme sistemi

programu ile elde edildi.

3.4. Morfometrik Degerlendirme

Viicut agirligr ile kan sekeri diizeylerindeki baslangic ve son degerleri
arasindaki degisimler agisindan gruplar arasi farkliligi incelemek i¢in, Onceden
sonraya yiizde degisim hesaplandi. Yiizde degisim=((son 6lgiim-ilk 8lgiim)/ilk 8lgiim)*100

biciminde hesaplandi.
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3.4.1. Isik Mikroskobu ile Yapilan Morfometrik Ol¢iimler

Glomertil gaplar1 ve bobrek cisimcigi ¢aplarmin karsilastirilmasi i¢in kontrol
ve deney gruplarinda her bir sicandan hazirlanan kesitlerden birinde 10 glomeriil
rastgele secildi, boylece bir grubu temsilen 70 glomeriil (7 sican x10 glomertil)
degerlendirildi. Glomeriillerin c¢aplar1 151k mikroskobunda x40 biiyiitmede okiiler
mikrometre Kkullanilarak 6lgiildii. Her bir glomeriiliin ¢ap1 hesaplanirken birbirine
dik olacak sekilde iki eksende iki farkli cap Ol¢iiliip ortalamasi alindi. Aymi
glomeriillere ait Bowman kapsiilleri ig¢in de ayn1 6l¢gme metodu kullanildi (26). Daha
sonra elde edilen veriler istatistiksel olarak degerlendirildi, gruplar arasi
karsilastirmalarda Kruskal- Wallis analiz testi kullanildi. p <0,05 degeri anlamh
kabul edildi.

3.4.2. TEM ile Yapilan Morofmetrik Ol¢iimler

Glomeriil bazal membran kalinlig1 endotelin i¢ kenar ile epitel hiicresinin i¢
kenar1 arasindaki uzaklik dlgiilerek hesaplanmaktadir (27). Calismamizda glomeriil
bazal membran kalinligi, TEM ile x12930 biiyiitmede sharp eye ccd marka kamera
ile c¢ekilen elektromikrograflar iizerinde, dijital ortamda Image SP programi
kullanilarak her bir deney hayvanina ait iki glomeriilde 8 farkli bolgeden 6l¢iildii.
Daha sonra bunlarin aritmetik ortalamalar1 alinarak bir hayvana ait ortalama GBM
kalinlig1 hesaplandi. Elde edilen verilerin medyan ve ortalama + standart sapma
seklinde degerlendirilmesinin ardindan gruplar aras1 farkliligi degerlendirmek
amaciyla Kruskal- Wallis analiz testi uyguland1 ve p degerleri tespit edildi. p <0,05
degeri anlamli kabul edildi.
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3.5. istatistiksel Analiz

Calismaya ait tiim veriler ortanca (minimum-maksimum) ve ortalama+standart
sapma bi¢iminde Ozetlendi. Gruplar arasi karsilastirmalarda Kruskal- Wallis testi
kullanildi. Kruskal- Wallis testi sonucu anlamli bulundugunda, hangi gruplarin

birbirinden farkli oldugunu anlamak i¢in post-hoc testler uygulandi.
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4. BULGULAR

4.1. Deney Baslangic ve Sonundaki Viicut Agirhiklar: ve Kan Seker Diizeylerinin

Karsilastirilmasi

Calismaya alian tiim hayvanlarin deney sonunda baglangicina gore agirlik
kazandiklar1 goriildii ancak istatistiksel olarak degerlendirildiginde kontrol grubunun
viicut agirligi artisinin DM ve DM+T gruplarindaki artisa gore anlamli olarak daha
fazla oldugu saptandi (siras1 ile p=0,029, p=0,001). STZ verilerek tip 1 DM
gelistirilen her iki deney grubunda da az miktarda viicut agirligi artis1 saptanirken bu
iki grubun kendi aralarindaki fark istatistiksel olarak anlamli degildi (p>0,05) (Sekil
4.1.1).

50,00

% agirlhk degigimi

-25.00

T T T
Kortral DM DWT

Sekil 4.1.1 Kontrol, DM ve DM+T gruplarinin viicut agirliklarindaki degisimin
% olarak karsilastirma grafigi. Kontrol grubunda viicut agirligr %58 artmisken DM
grubuna %18’ lik bir artis gozlendi, DM+T grubunda ise bu artig ortalama %38

civarindayda.

Kan sekerleri diizeylerine baktigimizda ise kontrol grubunda deney baslangi¢

ve sonuna ait kan sekeri diizeyleri arasinda anlamli fark saptanmazken DM ve
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DM+T gruplarinda 12 haftanin sonunda kan sekerleri degerlerinde baslangic
degerlerine gore 3 kattan fazla artis gozlendi. Kontrol grubu ile deney gruplar
arasindaki kan sekeri diizeyi farki istatistiksel olarak da anlamli bulundu ( p<0,05)

(Sekil 4.1.2).
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400.00-]
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% kan gekeri degigimi

Sekil 4.1.2 Her ii¢ deney grubuna ait kan sekeri diizeylerinin % olarak degisim
grafigi. Deney baslangic degerlerine gore kontrol grubunda %72’ lik bir artis
gozlenirken DM grubunda %350, DM+T grubunda ise %348’ lik bir artis hesaplandi.

Kontrol ve deney gruplar arasinda deney baslangicinda viicut agirligi ve kan
sekeri diizeyleri arasinda anlamli fark saptanmadi (p> 0,05). Kontrol grubunda viicut
agirhigi deney baslangicina gére %58 oraninda artmigken DM grubunda %18
oraninda bir artis gozlendi, DM+T grubunda ise bu artis orami ortalama %8
civarindaydi. Kontrol grubu ile DM olusturulmus diger iki grup arasinda viicut
agirhiklarindaki degisim orani istatistiksel olarak anlamliydi. Kan seker diizeyindeki
degisim incelendiginde ise kontrol grubunda %72 oraninda bir artis gozlenirken DM
grubunda %350, DM+T grubunda ise %348 oraninda bir artis oldugu goriildi. DM
olusturulmus gruplar arasindaki fark kendi iglerinde anlamli degilken her iki DM
olusturulmus grubun kontrol grubuna gore farki istatistiksel olarak anlamli bulundu

(Tablo 4.1.1).
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Tablo 4.1.1 Kontrol, DM, DM+T gruplarina ait deney baslangi¢ ve sonundaki

agirlik ve kan sekeri diizeylerinin Kruskal- Wallis analiz testine gore sonuglari

Kontrol Grubu DM Grubu DM+T Grubu
Medyan Ortalama+Std Medyan Ortalama+Std Medyan Ortalama=+Std
(min-maks) (min-maks) (min-maks)
Agirlik 230 224 225
227+13,08 220+11,88 225+6,4
(Baslangig) (200-240) (200-231) (214-235)
Agirhik 352 262 254
350437,1 261,44292 242 44377
(Son) (303-390) (219-300) (176-282)
Agirlik %
54 18,9
Degisim
Kan Sekeri 100 102 100
99,5+3,30 102,1+£7,66 99,1+3,53
(Baslangig) (95-105) (90-110) (95-105)
Kan Sekeri 163 441 450
171,5+33,64 456+55,4 44424495
(Son) (130-227) (412-573) (346-512)
Kan Sekeri %
72 350,3 348,3
Degisim

4.2 Isik Mikroskobu ile Elde Edilen Bulgular

4.2.1 Hematoksilen- Eozin Boyasi Isik Mikroskobu Bulgulari

4.2.1.1 Kontrol Grubuna Ait H-E Boyast Bulgulart

Kontrol

grubuna ait doku Orneklerinin H-E boyamalarinda

bobrek

cisimcikleri, proksimal ve distal tiibiiliisler, intersitisyel alan degerlendirildi. Yapilan

gbzlemlerin sonucunda kontrol grubuna ait kesitlerde bdbrek cisimcikleri normal

goriiniimde izlendi (Sekil 4.2.1.1.1).
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Sekil 4.2.1.1.1 Kontrol grubuna ait bobrek dokusu kesit alaninda normal
goriiniimde bobrek cisimcikleri (ok bast), diizgiin Bowman araligi (yildiz), proksimal
(p) ve distal tiibiilisler (d) goriilmekte. Boya: H-E. Bar: 10 pm

Yass1 epitel hiicrelerinin meydana getirdigi Bowman kapsiiliiniin dis yaprag:
ve igerisindeki glomeriil yumagi normal goriiniimdeydi. Bobrek cisimciginin damar
kutbuna yaklasan distal tiibiiliis hiicrelerinin morfolojilerini degistirerek meydana
getirdikleri makula densa kesit alanina girdigi yerlerde normal olarak izlendi (Sekil
4.2.1.1.2).
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Sekil 4.2.1.1.2 Kontrol grubuna ait bobrek cisimcigi ve makula densa
(kuyruksuz ok) yapisi. Korunmus Bowman araligi (yildiz), Pariyetal epitel hiicreler
(simsek) ve Kesit alaninda proksimal tiibiiliisler (p) de izlenmekte. Boya: H-E. Bar:
2,5 um

Kontrol grubuna ait gozlenen bobrek cisimciklerinde, idrar araligi da denilen
Bowman kapsiiliiniin dis yaprag ile glomeriil yumagini saran i¢ yapragi arasindaki
mesafe normal genislikteydi. Asidofilik boyanan, yuvarlak ve merkezi ¢ekirdekli
proksimal tiibiiliislerin apikal ylizey farklanmasi olan mikrovilluslar1 sebebiyle
liimenleri dolu goriinlimdeydi. Kesit alanlarina daha az sayida giren distal tiibiiliisler
ise daha fazla sayida ¢ekirdegin ¢evreledigi liimenleri ve daha bazofilik boyanmalari

sebebiyle proksimal tiibiiliislerden kolaylikla ayirt edilebilmekteydi (Sekil 4.2.1.1.3).
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Sekil 4.2.1.1.3 Kontrol grubu kesiti. Damar kutbunda arteriyol igerisinde
eritrositler (tik), proksimal tiibiiliisler (p) ve distal tiibiiliisler (d) goriilmekte. Boya:
H-E. Bar: 5 um

Bobrek korteksinde, bobrek cisimciklerinin ¢evresinde proksimal tiibiiliisiin
liimenini g¢evreleyen epitel hiicreleri yuvarlak ve merkezi cekirdekleri, asidofilik
sitoplazmalar1 ile normal goriiniimdeydi. Apikal yiiz farklanmalart olan
mikrovilluslar1 sebebiyle liimen i¢ smirlar1 ¢ok belirgin degildi (Sekil 4.2.1.1.3).
Distal tiibiiliis epitel hiicrelerinin ise kesit yiizeyinde ¢ekirdek sayisi1 daha fazla ve
diizgiin yerlesimli idi. Liimenlerinin daha genis olmasi da proksimal tiibiiliislerden
kolaylikla ayirt edilmelerini sagladi (Sekil 4.2.1.1.3). Her iki tip tiibiiliis hiicresi de

bu grupta normal goériiniimdeydi.
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4.2.1.2 DM Grubuna Ait H-E Boyast Bulgular:

DM grubuna ait kesitlerin H-E boyamalar1 incelendiginde, bobrek dokusu
korteks alaninda genel olarak glomeriillerin biliylimiis sekilde gozlenmesi dikkati
cekti. Glomeriil yapilarmin genisleyerek Bowman kapsiiliiniin dis yapragiyla
neredeyse birlestikleri ve Bowman araliginin ileri derecede daralmasina yol agtiklari
goriildii. Yer yer Bowman araliginin varhigini siirdiirdigii bobrek cisimciklerinin
izlenmesine karsin glomertillerin ileri derecede genisledigi bobrek cisimcigi sayisi

daha fazlaydi (Sekil 4.2.1.2.1).

Sekil 4.2.1.2.1 DM grubuna ait bobrek dokusu kesiti. Daralmis Bowman
araligr (kuyruklu ok), seffaf goriinimli tibiilis hiicreleri (karo), dilate tiibiiliisler
(sinek), proksimal tiibiiliis (p) ve distal tiibiiliis (d) Boya: H-E. Bar: 10 um
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DM grubuna ait kesitlerde hem glomeriil kapiller damarlarinin igerisinde hem
de intersitisyumdaki damarlarin igerisinde eritrositlerin yogun oldugu ve staz yaptigi
gozlendi (Sekil 4.2.1.2.1) (Sekil 4.2.1.2.2).

Sekil 4.2.1.2.2 DM grubunda genislemis glomeriil sinirlar1 (kuyruklu ok),
glomeriilde ve intersitisyumda staz yapan eritrositler (ondiile ok), seffaf hiicreler

(karo), proksimal (p) ve distal tiibiiliis hiicreleri (d). Boya: H-E. Bar: 5 um

DM olusturulan gruplarda kesit alanlarinda bazi tiibiiliis hiicrelerinin boya
almayarak seffaf goriindiikleri dikkati gekti (Sekil 4.2.1.2.2 ve Sekil 4.2.1.2.3). Yine
DM olusturulan grupta bazi distal tiibiiliislerde limenin dilate olarak normalden

genis oldugu gozlendi (Sekil 4.2.1.2.1).
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Sekil 4.2.1.2.3 DM grubuna ait kesit alani. Hipertrofiye ugramis glomeriil
smirt (kKuyruklu ok), glomeriil kapiller damarlari iginde staz yapmus eritrositler (e) ve

seffaf tiibiiliis hiicreleri (karo). Boya: H-E. Bar: 2,5 um

4.2.1.3 DM+T Grubuna Ait H-E Boyast Bulgular:

DM+T grubuna ait kesitlerin H-E incelemelerinde glomeriillerde genisleme
gbzlendi ancak bu genisleme DM grubundaki kadar ileri boyutta degildi. Bowman
kapsiiliiniin dis yapragi ile glomeriil yumag1 arasinda, kontrol grubundakine kiyasla

daha dar olmak tizere Bowman araliginin korundugu izlendi (Sekil 4.2.1.3.1).
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Sekil 4.2.1.3.1 DM+T grubuna ait bobrek dokusunda genel goriiniim. Seffaf
hiicreli tiibiiliis epiteli (karo), Bowman araligi kapanmis glomeriil (kuyruklu ok),
proksimal (p) ve distal tiibiilisler (d), staz yapmus eritrositler (ondiile ok), dilate
tiibiiliisler (sinek) Boya: H-E. Bar: 10 um

STZ ile DM olusturulduktan sonra her giin timolol uygulanan bu gruba ait
kesitlerde de proksimal ve distal tiibiiliisler kontrol grubundakine benzer
goriinimdeydiler. Tibiiliislerde dikkati ¢geken en 6nemli fark seffaf hiicreli tiibiiliis
hiicreleri idi. Sekil 4.2.1.3.2° de de goriildiigii gibi bdobrek cisimciginin damar
kutbundaki makula densa hiicrelerinin de ait oldugu tiibiiliisiin diger hiicrelerinin

seffaf goriinmesi bu tiibiiliislerin distal tiibiiliis oldugunu diistindiirdii.
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Sekil 4.2.1.3.2 DM+T grubuna ait bir kesitteki bobrek cisimcigi, makula
densa ( kuyruksuz ok), seffaf hiicreli tiibiiliis (karo), Bowman araligi (yildiz),
proksimal (p) ve distal (d) tiibiiliisler. Boya: H-E. Bar: 5 um

DM+T grubunda da DM grubundakine benzer sekilde eritrositlerin glomertil
kapillerlerini yogun sekilde doldurduklar1 goriildii (Sekil 4.2.1.3.3).

Sekil 4.2.1.3.3 DM+T grubunun bobrek cisimcigi kesiti. Seffaf tiibiiliis
hiicreleri (karo). Glomeriil yumagi i¢inde eritrosit stazi1 (ondiile ok). proksimal (p) ve
distal (d) tlibiiliisler. Boya: H-E. Bar: 5 pm
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4.2.2. Masson’ un Trikrom Boyasi Isik Mikroskobu Bulgular:

4.2.2.1 Kontrol Grubuna Ait MT Boyast Bulgulari

Bobrekte intersitisyel alandaki bag dokusu yapilarmin daha detayli
incelenebilmesi amaci ile kollajen lifleri mavi renkte boyayan Masson’ un Trikrom
boyast kullanildi. Kontrol grubuna uygulanan boyama sonucunda Bowman
kapsiiliiniin dis yapragi ince bir hat seklinde mavi olarak gozlendi. Ayn1 zamanda bu
boya proksimal tiibiilis kivrintili kismindaki mitokondriyonlar1 boyadigindan bu
hiicrelerin bazale yakin kisimlarinda koyu ¢izgilenme seklinde goriiniim elde edildi

(Sekil 4.2.2.1.1).

Sekil 4.2.2.1.1 Kontrol grubu MT boyamasi. Bowman kapsiiliiniin dig yapragi
(simsek ). Bazalde koyu ¢izgilenme gosteren proksimal tiibiiliisler (p ) Boya: MT,
Bar: 2,5 um

Kontrol grubunda proksimal ve distal tiibiiliisler arasindaki interstisyel alanlar

normal kalinlikta izlendi (Sekil 4.2.2.1.2B). Ayrica bu alana ait elemanlardan olan
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damarlarin ¢evresindeki kollajen lifler bu boyanin i¢erigindeki anilin mavisi ile mavi

renkte boyandi (Sekil 4.2.2.1.2A).

Sekil 4.2.2.1.2 A: MT boyamas: kontrol grubu genel goriiniimii. Damar
cevresindeki ve glomeriil icerisindeki bag dokusu elemanlar1 mavi renkte
gozlenmekte. Bar: 10 pm B: Bowman kapsiilii (kuyrugu biiyiik ok) ve proksimal (p)
ve distal (d) tibtlisler. Boya M-T. Bar: 5 um

4.2.2.2 DM Grubuna Ait MT Boyast Bulgulart

DM grubuna uygulanan MT boyas1 sonrasinda yapilan incelemelerde
Bowman kapsiiliiniin dis yapraginda mavi boyanmanin daha fazla oldugu gorildi.
Tiibiiliisler arasi intersitisyum dokusundaki fibrozise bagl olarak bu bolgelerde de
mavi boyanma artist oldugu izlendi. Proksimal tiibiiliislerdeki mitokondriyonlar DM

grubunda da hiicre bazalinde koyu ¢izgilenme seklinde gozlendi (Sekil 4.2.2.2.1).

52



Sekil 4.2.2.2.1 DM grubuna ait MT boyanmis bir kesit. Kalinlasmis Bowman
kapsiilii  (kuyrugu biiylik ok), intersitisyel dokuda fibrozis (kalin ok), glomertil
igerisinde staz yapan eritrositler (ondiile ok) Boya: MT, Bar: 5 um

Glomerill yumagi da bag dokusu elemanlar1 i¢erdiginden, DM olusturulan
grupta bu alanda mavi-mor boyanmanin kontrol grubuna gore yer yer daha belirgin
oldugu gozlendi (Sekil 4.2.2.2.2). Proksimal tiiblilis hiicreleri ise kontrol
grubundakilerle benzer boyanma 6zelligi gosterdiler (Sekil 4.2.2.2.2).
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Sekil 4.2.2.2.2 DM olusturulmus gruplarin kesitinde glomertil i¢i mezangiyum
bolgesine uyan boyanma artist (kivrik ok), asidofilik boyanmis proksimal tiibiiliis

hiicreleri (p), staz yapan eritrositler (ondiile ok). Boya: MT. Bar: 5 pm

H-E boyamasinda goézlenen seffaf tiibiiliis hiicreleri DM grubunun MT
boyamasinda da izlendi (Sekil 4.2.2.2.2).

4.2.2.3 DM+T Grubuna Ait MT Boyast Bulgulari

DM+T grubunda yapilan MT boyamasinda da DM grubuna benzer sekilde
Bowman kapsiiliiniin ¢evresinde ve intersitisyumda fibrozise bagli olarak mavi
boyanan alanlarda artis tespit edildi. H-E boyasinda da gozlenen kapiller i¢i eritrosit

staz1 varlig1 bu boyama ile de belirgindi (Sekil 4.2.2.3.1).
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Sekil 4.2.2.3.1A ve B: DM+T grubu MT boyamasi. Kalinlagmis Bowman
kapsiiliit  (kuyrugu biiyiikk ok). Glomeriil i¢i ve intersitisyel alanda eritrosit stazi
(ondiile ok), intersitisyel alan (kalin ok), seffaf tiibiiliis hiicreleri (karo). Boya: MT,
A: Bar: 10 um, B: Bar: 5 um

Bu grupta bobrek cisimeigini olusturan yapilardan biri olan glomertil i¢inde
mezangiyum alanlara denk gelen bolgelerde de mavi boyanma artis1 gorildii (Sekil
4.2.2.3.2). Aym kesitte bobrek cisimciginin damar kutbunda morfolojik degisime
ugrayarak makula densa adini alan hiicreler ile bu hiicrelerle ayni liimeni ¢evreleyen
diger hiicreler izlendi. Makula densa hiicrelerinin disindaki hiicreler boyay1
almayarak seffaf goriindii (Sekil 4.2.2.3.2). Makula densanin lokalizasyonuna
uymayan diger alanlarda da proksimal tiibiiliislerin arasinda yer yer seffaf hiicreli

liimenlere rastlandi (Sekil 4.2.2.3.1A).
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Sekil 4.2.2.3.2 DM+T grubu. Glomeriil igerisinde mezangiyum hiicreleri ve
bunlarin matrikslerine uyumlu bolgelerde mavi boyanma artis1  (kivrik ok), damar
igerisinde staz yapan eritrositler (ondiile ok), damar kutbunda makula densa
(kuyruksuz ok) ve seffaf hiicreler (karo). Boya: MT, Bar: 2,5 um

DM+T grubunda da diger iki gruba benzer olarak proksimal tiibiiliis bazal
kisimlar1 daha koyu asidofilik olarak izlendi (Sekil 4.2.2.3.2).

4.2.3 Periyodik Asit Schiff Boyasi Isik Mikroskobu Bulgulari

4.2.3.1 Kontrol Grubuna Ait PAS Boyast Bulgulari

Kontrol grubuna ait PAS boyamasinda bobrek dokulart normal gériintimdeydi.
Bowman kapsiilii, tiibiiliis hiicrelerinin bazal membranlari ve proksimal tiibiiliis
firgams1 kenarlar1 boyanin glikojeni boyama o6zelliginden dolayr (+) boyanmisti

(Sekil 4.2.3.1.1.).
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Sekil 4.2.3.1.1 Kontrol grubuna ait bobrek dokusu PAS boyamasi. Bobrek
cisimcikleri (ok bast) ve Bowman araligi (yildiz). Koyu boyanmis proksimal ve

distal tiibiiliis bazal membranlar1 gériilmekte. Boya: PAS, Bar: 10 um

Proksimal tiibiiliis ve distal tiibiiliislere ait bazal membranlar normal
kalinliklar1 ve kalemle ¢izilmis gibi diizgiin hatlariyla tiim kesit alanlarinda izlendi.
Distal tiibiiliisler kesit alanina daha fazla sayida giren ¢ekirdekleri ile ayirt edildiler.
Proksimal tiibiiliislerin liimenleri firgamsi kenarlar1 sebebiyle dolu goriiniimdeydi.

(Sekil 4.2.3.1.2)
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Sekil 4.2.3.1.2 Kontrol grubu PAS boyamasi. Bobrek cisimcigi (ok basi),
proksimal tiibiiliis (p) ve distal tiibiiliis (d) ve sagdaki glomeriile ait arteriyol girisi
de kesit alaninda izlenmekte. Boya: PAS, Bar: 5 um

Kontrol grubunun PAS ile boyanmis kesitlerinde her iki tiibiiliise ve
kapillerlere ait bazal membranlar daha koyu boyanma 6zelligi gosterdi. Proksimal
tiibiiliis hiicrelerinin apikal yiiz farklanmalar1 olan mikrovilluslar ve tizerlerini 6rten
glikoprotein yapida tabakada da PAS (+) boyanma gozlendi (Sekil 4.2.3.1.2 ve Sekil
4.2.3.1.3).
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Sekil 4.2.3.1.3 Kontrol grubuna ait tiibiiliis ve intersitisiyel kapiller kesitleri.
Proksimal tiibiiliis epiteli apikal yiizii(kar tanesi) ve tiibiilis bazal membranlar
(kiiglik ok) PAS (+). Boya: PAS, Bar: 2,5 um

4.2.3.2 DM Grubuna Ait PAS Boyast Bulgulart

PAS ile boyanan DM grubuna ait kesitlerde glomeriil yapilarinin igindeki
alanlarin yer yer daha koyu boyandigi izlendi. Bircok bdbrek glomeriiliinde
mezangiyumda artis ve sklerotik degisiklikler izlendi (Sekil 4.2.3.2.1).
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Sekil 4.2.3.2.1 DM grubuna ait bobrek dokusu kesiti. GBM kalinlagsmasi (0k),
dilate tiibiiliisler (sinek), seffaf hiicreli tiibiiliisler (karo). Boya: PAS, Bar: 5 um

DM grubunda, PAS 6zel boyamasi yapildiginda proksimal ve distal tiibiiliis
hiicrelerinin bazal membranlarinin kontrol grubundaki kadar net izlenemedigi
farkedildi. Yine proksimal tiibiiliislerin bazilarinda belirgin dejeneratif degisiklikler
izlendi. Proksimal tiibiiliislerde kontrol grubunda apikal yilizde glikokaliksin oldugu
alanlara uyan kisimlardaki PAS(+) boyanmasinin DM grubunda ¢ok zayif oldugu
hatta yer yer hi¢ boyanma olmadig1 gozlendi (Sekil 4.2.3.2.1).

4.2.3.3 DM+T Grubuna Ait PAS Boyast Bulgulart

Timolol uygulanan DM’ lu grubun bobrek dokusunda PAS ile yapilan
boyama yalnizca DM gelistirilmis olan grubun PAS boyamasina benzer 6zellikler
tasimaktaydi. Bu grupta da glomeriil igerisinde GBM kalinlasmasina bagli oldugunu
diistindiigiimiiz koyu boyanma izlendi. Mezangiyum matriksindeki artis sebebiyle
glomertl igerisinde skleroze alanlar goriilmekteydi. Bowman kapsiilii pariyetal

epitelindeki kalinlagma bu boyama yonteminde de dikkati ¢ekmekteydi. Baz1 bobrek
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cisimciklerinin damar kutuplarindaki arteriyollerde hiyalinozis gelismesi sebebiyle

bu bolgelerde de kalinlagsma gortldii (Sekil 4.2.3.3.1).

Sekil 4.2.3.3.1 DM+T grubuna ait kesitte bobrek cisimciginde skleroze alanlar
(daire), damar kutuplarinda hiyalinozis (macga), proksimal tiibiiliis (p), dilate
tibiiliisler (sinek), dejenere olmus tiibiiliis hiicreleri (kare) ve boya almayarak seffaf
kalan tiibiiliis hiicreleri (karo). Boya: PAS, Bar: 5 um

DM+T grubunda distal ve proksimal tiibiiliis hiicrelerinin bazal membranlarin
kontrol grubundaki kadar diizgiin boyanmadig1 ancak yalnizca DM gelistirilen gruba
gore simirlarin daha belirgin oldugu izlendi. Proksimal tiibiiliislerin limene bakan
yiizlerinde normalde gozlenen PAS(+) boyanma bu grupta da ¢ogu alanda
izlenemedi. Boya almayan seffaf hiicrelerin olusturdugu liimenler DM grubunda

oldugu gibi bu grupta da yer ald1 (Sekil 4.2.3.3.2).
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Sekil 4.2.3.3.2 DM+T grubunda GBM’ de kalinlasma (0k), zayif boyanma
gosteren tiibtiliis bazal membrant (kiigiik ok), seffaf tiibiiliis hiicreleri (karo). Boya:
PAS, Bar: 5 um

4.2.4 Periyodik Asit-Silver Metenamin Boyasi Isik Mikroskobu Bulgulari

4.2.4.1. Kontrol Grubuna Ait PA-SM Boyast Bulgulart

Glmiis ¢oktiirme yontemiyle yapilan bir boya olan PA-SM ¢aligmamizdaki
doku orneklerine uygulayarak bu dokulardaki retikulum liflerinin yerlesimi ve varsa
degisimleri, bazal membran yapilarinin 6zellikleri ve devamliligini gézlemlemeyi

amacladik.

Kontrol grubuna uygulanan PA-SM boyasi ile bobrek cisimcikleri ile
glomeriillere, Bowman kapsiilii pariyetal epiteline, tiibiiliislere ve Kkapillerlere ait
bazal membranlarin diizgiin bir hat izledigi ve normal kalinlikta oldugu gozlendi.
Bowman kapsiilii pariyetal epiteli ile glomeriill yumagi arasindaki mesafenin
korunmus oldugu bu boyama ile yapilan kesitlerde de agik bir sekilde goriilityordu
(Sekil 4.2.4.1.1).
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Sekil 4.2.4.1.1 Kontrol grubuna ait normal bébrek dokusu goriiniimii. Boya:
PA-SM, Bar: 5 um

Bobrek dokusunun intersitisyel alan elemanlarindan olan damarlar kontrol
grubunda normal goriinimdeydiler, ¢evresindeki retikulum lifleri diizgiin olarak
izlenmekteydi. Intersitisyel alanin diger bolgelerinde de kalinlik normal idi (Sekil

4.2.4.1.2).
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Sekil 4.2.4.1.2 Kontrol grubu PA-SM boyamasi. Intersitisyel alanda membrana
elastika internasi belirgin arter (hilal). Boya: PA-SM, Bar: 10 pm

PA-SM boyasi ile boyanan tiibiiliislere yakindan baktigimizda proksimal ve
distal tiibiilislerin birbirlerinden kolaylikla ayirt edilebildigi gozlendi. Proksimal
tibiiliisler sitoplazmalarindaki mitokondriyonlarin boyayr tutmalari 1ile bazal

bolgelerinde ¢izgilenmelere sahipti (Sekil 4.2.4.1.3).
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Sekil 4.2.4.1.3 PA-SM ile boyanmis kontrol grubu kesiti Boya: PA-SM, Bar:
2,5um

4.2.4.2. DM Grubuna Ait PA-SM Boyast Bulgular:

DM olusturulan gruptan alinan kesitlerin PA-SM ile yapilan boyamasinda
glomeriillerde mezangiyum matriksine ve GBM’ a uyan alanlar daha koyu boyandi.
Bobrek cisimciginin dis yaprak epitelinin ve GBM’ nin belirgin olarak kalinlastig
gozlendi. Glomeriillerin, bu hipertrofi sonucunda genisleyerek Bowman araligini
doldurdugu ve oblitere olan kapillerlerde eritrositlerin staza ugradig: goriilda (Sekil
4.2.4.2.1).
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Sekil 4.2.4.2.1 DM grubunun PA-SM boyamasi. Kalinlasmis GBM (0ok) ve
tiibiiliis bazal membranlarin (kiiciikk ok), makula densa hiicreleri (kuyruksuz ok).
Boya: PA-SM, Bar: 10 um

Bowman kapsiiliiniin pariyetal epitelindeki ve tiibiiliis hiicrelerinin bazal
membranlarindaki kalinlagsma bu boyama yontemi ile daha belirgin sekilde goriildii.
Ayrica bobrek cisimcigi igerisindeki glomeriilde de GBM’ ye uyan lokalizasyonlarda

boya tutulumunun normalden fazla oldugu gozlendi (Sekil 4.2.4.2.2A ve B).

Proksimal tiibiiliislerin bazal yiiziinde fonksiyonelligi artirmak amaciyla
olusan bazal katlantilarin girintilerine tiibiiler mitokondriyonlart hiicre uzun aksina
paralel olarak yerlesir. Bu boyama yontemi ile her {i¢ grupta da proksimal tiibiiliis
epitel hiicrelerinde mitokondriyonlarin koyu ¢izgilenme seklinde boyandig: goriildii.
DM grubunda da bu cizgilenmeler normal goriintimleriyle izlendiler (Sekil
4.2.4.2.2A-B). Normal goriiniimlii proksimal ve distal tiibiiliis hiicrelerinin yanisira
bu grupta kalinlasmis bazal membranlariyla seffaf tiibiiliis hiicreleri de izlendi (Sekil
4.2.4.2.2B).
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Sekil 4.2.4.2.2A-B DM grubunda PA-SM boyama yontemi ile bobrek cisimcigi
ve proksimal (p) ve distal (d) tibiiliis hiicreleri, kalinlagmus tiibiiliis bazal membrani
(kuyruklu ok) ve kalinlasmis GBM (0k), seffaf tiibiiliis hiicreleri (karo), bazal
cizgilenmeleri belirgin proksimal tiibiilisler (p). Boya: PA-SM, A: Bar: 5 um, B:
Bar: 5 um

4.2.4.3. DM+T Grubuna Ait PA-SM Boyast Bulgulart

DM+T grubunda giimiisleme yontemiyle yapilan boyamadaki bulgular DM
grubuna benzerdi. Interstisyel alandaki bag dokusunda artis ve fibrozis sebebiyle bu
alanlarda koyu boyanma izlendi. Tibiiliis bazal membranlarinda ve GBM ile
Bowman kapsiilii pariyetal epitelinde kalinlasma gozlendi (Sekil 4.2.4.3.1 ve sekil
4.2.4.3.2).
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Sekil 4.2.4.3.1 PA-SM boyasi ile boyanmis DM+T grubu. Kalinlagsmig
Bowman kapsiilii bazal membrani ve tiibiiliis bazal membranlarin (kuyrugu biyiik
0k), korunmus Bowman araligt mesafesi  (yildiz), makula densa hiicreleri

(kuyruksuz ok) ve seffaf tiibiiliis hiicreleri (karo). Boya: PA-SM. Bar: 5 um

Proksimal tiibiiliis epitel hiicrelerinin bazal bolgesindeki diizgiin c¢izgisel
tarzdaki boyanma bu bdlgede yogun olarak bulunan mitokondriyonlarin
gostergesiydi. Kontrol grubu ve DM grubunda da izlenen bu ¢izgisel boyanma
DM+T grubunda da belirgin olarak gozlendi (Sekil 4.2.4.3.1.ve sekil 4.2.4.3.2).
Makula densa devamindaki seffaf tiibiiliis hiicreleri ve tamamen seffaf olan

hiicrelerden olusan tiibiiliisler bu grupta da izlendi (Sekil 4.2.4.3.2).
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Sekil 4.2.4.3.2 DM+T grubunda glomeriilde yogun boyanma (kuyruklu ok),
damar kutbunda eritrositler (tik), arteriyol hiyalinozisi (yaprak), kalinlasmis tiibiiliis
bazal membran (kiiciik ok), seffaf tiibiiliis hiicreleri (karo). Boya: PA-SM, Bar: 2,5

um

4.2.5 Yar Ince Kesitler Isik Mikroskobu Bulgular

4.2.5.1 Kontrol Grubu Yart Ince Kesit Bulgular

Kontrol grubu bobrek dokularindanelde edilen yari ince kesitlerde bobrek
cisimcikleri, proksimal ve distal tiibiiliis hiicreleri, intersitisyel alandaki damarlar
diizgiin ve normal olarak izlendi (Sekil 4.2.5.1.1). Bobrek cisimciginde pariyetal
epitel hiicreleri, visseral epitel hiicreleri (podositler), glomeriil i¢i mezangiyum
hiicreleri, kapillerlere ait endotel hiicreleri belirgin olarak segiliyordu. Mezangiyum
hiicreleri daha bazofilik ve biiylik ¢ekirdekleri ile glomeriil i¢i diger yapilardan ayirt
edildi. Podosit hiicrelerinin ¢ekirdekleri daha soluk ve girintili ¢ikintili olarak izlendi.
Kapiller liimenleri normal goriiniime sahipti. Pariyetal yapraga ait yassi epitel

hiicreleri  diizgiin siralanim  gosterdi. Proksimal tiibiiliis epitel hiicrelerinin
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¢ekirdekleri yuvarlak ve orta duruslu, sitoplazmalari bazal yiizdeki yogun katlantilar
sebebiyle daha koyu renkte izlendi (Sekil 4.2.5.1.2).

Sekil 4.2.5.1.1 Kontrol grubuna ait yari ince kesit. Glomeriil ve Bowman
kapsiilli pariyetal yapragi (simsek), proksimal tiibiiliisler (p) ve distal tiibiilisler (d).
Boya: Toluidin mavisi/Azur I1, Bar: 5 um

Sekil 4.2.5.1.2 Kontrol grubu yart ince kesiti. Glomeriil i¢i mezangiyum
hiicreleri (siyah ok), podositler (kirmiz1 ok), kapillere ait endotel hiicreleri (yesil ok)
ve eritrositler (ondiile ok). Boya: Toluidin Mavisi/Azur 1, Bar: 2,5 pm
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Toluidin mavisi-Azur Il ile boyanan kontrol grubuna ait dokularin yar1 ince
kesitlerinde mikroskobik olarak proksimal ve distal tiibiiliisler de incelendi. Yar1 ince
kesitlerde de boyanma ozellikleri nedeniyle bu iki farkli tip tiibiiliis kolayca
ayirtedildiler. Proksimal tiibiiliis hiicreleri bazal katlanmalar1 sebebiyle daha
bazofilik boyanirken distal tiibiiliislerde bdyle boyanma daha zayifti. Proksimal
tiibiiliis hiicrelerinin ¢ekirdekleri orta duruslu ve boyanma 6zelligi daha bazofilik
iken distal tiibiiliis ¢ekirdekleri apikale yakin bir yerlesimde ve daha soluk boyanmis
olarak izlendi (Sekil 4.2.5.1.3).

Sekil 4.2.5.1.3 Kontrol grubuna ait tiibiiliis yapilarmin yar1 ince kesiti.
Proksimal tiibiiliis (p), distal tiibiiliis (d), eritrosit dolu kapiller limeni (ondiile ok).

Boya: Toluidin mavisi/Azurll, Bar: 2,5 um
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4.2.5.2 DM Grubu Yari ince Kesit Bulgular:

DM grubuna ait yar1 ince kesitler incelendiginde glomertillerin hipertrofiye
ugrayarak Bowman araligini tamamen doldurdugu izlendi. Glomertiil yapisinda yer
alan glomertil i¢i mezangiyum hiicrelerinin sayica ve boyut olarak arttiklar1 goriildii.
Glomertil igerisinde diger hiicrelerin artisina bagli olarak kapillerlerin yer yer
oblitere oldugu ve eritrositlerin glomeriil icerisinde gdllendigi gézlendi. Proksimal ve
distal tiibiiliis hiicrelerindeki boyanmanin kontrol grubundaki kadar diizgiin olmadig:
goriildii (Sekil 4.2.5.2.1ve sekil 4.2.5.2.2). Seffaf tiibiilis hiicrelerine yar1 ince
kesitlerde bir yerde rastlandi, bu kesitlerde de diger boyamalarda oldugu gibi boya
almadiklar1 ve dejeneratif bir goriinim sergiledikleri goriildii (Sekil 4.2.5.2.1).
Intersitisyum dokusunda artmis bag dokusu, fibrozis ve kapiller igerisinde eritrosit
stazi izlendi (Sekil 4.2.5.2.2).

Sekil 4.2.5.2.1 DM grubuna ait yar1 ince kesit. Proksimal tiibtlisler ve distal
tibiliislerde diizgiin boyanma kaybolmus, dejeneratif tibiiliis (sinek). Boya:
Toluidin mavisi/Azurll, Bar: 2,5 um
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Sekil 4.2.5.2.2 DM grubunda diizgiin morfolojik yapisint yitirmis bobrek
cisimcigi (kalin kuyruklu ok), proksimal tiibiiliisler (p), distal tiibiiliisler (d). Distal
tiibiiliislerin liimenlerinde yer yer boya kalintilarinin oldugu goriildii. Boya: Toluidin
mavisi/Azurll, Bar: 5 um

4.2.5.3 DM+T Grubu Yari ince Kesit Bulgulari

DM+T grubuna ait yart ince kesitler incelendiginde kontrol grubuna kiyasla
daha fazla dejenere oldugu ancak DM grubuna kiyasla normale yakin bir goriiniim
sergiledigi  goriilldi. Glomeriil yapis1 hipertrofiye olmustu ancak Bowman
kapsiiliiniin dis yapragina temas ederek idrar araligini tamamen kapatacak diizeyde
degildi. Glomeriillerin icerisinde artmis mezangiyum matriks alani izlendi. Glomeriil
i¢i hiicre sayilar1 da artmig goriinimdeydi ve kapillerlerde yogun miktarda eritrosit
gbze carpmaktaydi. Bowman kapsiiliiniin ¢evresi ve interstiyum alanlarinin
kalinlagtig1 belirlendi. Proksimal tiibiiliislerde bazal sitoplazmadaki koyu boyanma
bu grupta da belirgindi (Sekil 4.2.5.3.1).
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Sekil 4.2.5.3.1 DM+T grubuna ait yar1 ince kesitte bobrek cisimcigi, proksimal
tiibiiliis yapilar1 (p) ve interstisyuma ait elemanlar izlenmekte. Interstisyumda yer
alan damar yapisiin g¢evresindeki bag dokusunda artis ve fibrozis (0k), Bowman

araligi (yildiz). Boya: Toluidin mavisi/Azurll, Bar: 5 pm

4.2.6 Isik Mikroskobunda Yapilan Ol¢iimler ve Degerlendirmeleri

Isik mikroskobu incelemelerinde DM ve DM+T gruplarinda glomeriillerin
capt ve Bowman kapsiilii cap1 artmis sekilde goriildii. Bu artisin anlamliligim
degerlendirmek i¢in okiiler mikrometre yardimiyla yapilan Olglim sonuglar
istatistiksel olarak degerlendirildi. p< 0,05 degerleri anlamli kabul edildi (Tablo
4.2.6.1).
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Tablo 4.2.6.1 Kontrol ve Deney Gruplarina Ait Glomeriil Cap1 ve Bobrek Cisimcigi

Caplarmin Degerlendirilmesi

Glomeriil Cap1 Bobrek Cisimcigi Cap1
Medyan Ortalama+Std Medyan Ortalama+Std
(min-maks) (min-maks)
90 102
Kontrol Grubu (81-123) 93,14+13,77 (93-132) 105+12,42
102 104,5
DM Grubu (025.120) | 103:8529,16 (96-127) 107,21£10,2
105,5 105,5
DM+T Grubu (97-117,5) 107+7.9 (97-117,5) 107+7,92

Bu o6l¢iimlerin degerlendirilmesi sonucunda glomeriil ¢capinin artigi kontrol
grubu ile diger deney gruplari arasinda anlamli bulundu ( Kontrol Grubu-DM Grubu
icin p=0,016, Kontrol Grubu ve DM+T Grubu i¢in p=0,039). DM Grubu ve DM+T
grubu kendi aralarinda karsilastirildiginda p> 0,05 oldugundan fark istatistiksel
olarak anlamsiz bulundu. Bobrek cisimcigi ¢apindaki artisin karsilastirilmasinda ise

her ii¢ grup arasinda da anlaml bir farklilik gbzlenmedi.

4.3 Transmisyon Elektron Mikroskobu ile Elde Edilen Bulgular

4.3.1 Kontrol Grubuna Ait TEM Bulgular

Kontrol grubuna ait bobrek dokularinda yapilan ince yap1 degerlendirmesinde
glomeriiller, Bowman kapsiiliiniin dis yapragi, kilcal damar yapilar1 ve tiibiiliis

hiicreleri degerlendirildi.

Glomeriiller incelendiginde siiziicli zar1 meydana getiren Bowman kapsiiliiniin i¢

yapragini olusturan podositler, bu podositlerin ayaksi ¢ikintilar1 ve bunlarin oturdugu
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bazal lamina, kilcal damar endotel hiicreleri ve bu damarlara ait pencere (fenestra)
yapilarinin normal morfolojide olduklar1 goriildii. Podosit hiicresinin ¢ekirdegi
mezangiyum hiicre ¢ekirdegine gore daha soluk ve daha fazla girintili ¢ikintili olarak
ayirt edildi. Podositlerden uzanan ayakgiklar kapilleri saran bazal lamina iizerine
diizgiin bir sekilde ve esit araliklarla oturuyordu. Glomeriillerin kilcal damar
komsuluklarinda yer alan mezangiyum hiicreleri de biiylik ve oval/yuvarlak
cekirdekleri ile izlenmekteydi. Kesit alanindaki kapillerlerin yapisi diizgiindii,
liimenleri normal genislikteydi ve bazi yerlerde kana ait sekilli elemanlar gozlendi

(Sekil 4.3.1.1).

Sekil 4.3.1.1 Kontrol grubuna ait glomeriil kesitinin ince yapisi. ki kilcal
damar liimeni arasinda mezangiyum hiicresi (M), Kapiller damarlara ait liimenler (L)
normal goriintimde, iki farkli limeni doseyen endotel hiicresi (E) izlenmekte, Boya:
Uranil asetat-kursun sitrat, X2784, Bar: 2500nm
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Bir podosit birden fazla kilcal damar bazal laminasi {izerine ayaksi1 ¢ikintilarini
gonderebilmektedir. Kontrol grubunda yaptigimiz incelemelerde bunun c¢ok giizel
ornekleri izlendi. Bowman araligmin visseral yapragimi olusturan hiicreler olan
podositler ¢evrelerindeki kapillerleri ayakg¢ik (pedisel) denilen sitoplazmik uzantilart
ile diizglin sirali olarak ve belirli araliklarla sarmaktaydilar. Podositler ve
kapillerlerin bazal laminalarinin kaynasmasi ile olusan glomeriil bazal membraninin,
kesit alanlarinin her yerinde diizglin bir hat ¢izdigi, biitiinliiglinii ve kalinliginmi

korudugu gozlendi (Sekil 4.3.1.2).

Sekil 4.3.1.2 Kontrol grubuna ait bir goriiniim. Podosit hiicreleri (Po), podosit
ayakgiklar1 (oK), Kapiller liimeni (L). Boya: Uranil asetat-kursun sitrat, x3597, Bar:
2500nm
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Kontrol grubuna ait tiim kesitlerde podositler normal goriinimdeydi. A¢ik renk
goriiniimli, iri, girintili ¢ikintili ¢ekirdekleri ve organelden zengin sitoplazmalari ile
dikkati ¢ektiler. Kilcal damarlarin ¢evresi tam olarak podositlerin ayakgiklar
tarafindan  sarilmisti. Kilcal damarin i¢ yiizlinde de endotel hiicresinin
sitoplazmasinin belirli araliklarla kesintiye ugrayarak madde gecisini kolaylastirdig:
pencere yapilart yer almaktaydi. Kontrol grubuna ait kesitlerde siiziicii bariyer

yapilart normal goriinimde izlendiler (Sekil 4.3.1.3 A- B).

Sekil 4.3.1.3 A-B Kontrol grubunda podositler. Girintili ¢ikintili podosit
cekirdegi (¢igek). Boya: Uranil asetat-kursun sitrat, A: x4646, Bar: 2500nm; B:
X7750, Bar: 1000nm.

Kontrol grubu ince kesitlerimizde siiziicii bariyerin diger bir bileseni olan
endotel hiicrelerinin yapisit normal olarak gbzlendi. Kilcal damar liimeninde endotel

tarafindaki pencere yapilarinin diizgiin olusu da kontrol grubunun 6zelliklerinden

biriydi (Sekil 4.3.1.4 A-B).
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Sekil 4.3.1.4 A-B: Kontrol grubuna ait limen goriiniimleri. Endotel hiicresi
(E), podositlerin ayaksi ¢ikintilar1 (0k), diizgiin fenestralar (ok basi). Boya: Uranil
asetat-kursun sitrat, A:x6000, Bar: 1000nm, B: x7750, Bar: 1000nm.

GBM’ ye daha yakindan baktigimizda ayakg¢iklarin diizgiin bir sekilde ve
aralarinda esit bosluklar birakacak mesafede siralandiklar1 goézlendi. Kontrol
grubunda bu yariklanmalar arasinda nefrin proteinlerinin olusturdugu diyaframlar da

ince birer hat seklinde izlendiler (Sekil 4.3.1.5).
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Sekil 4.3.1.5 Kontrol grubuna ait GBM ve podositlerin iligkisi. Ayakg¢iklar
arasinda yariklanma zarlar1 (kivrimli ok), normal pencere yapilanmasi (ok bast).

Boya: Uranil asetat-kursun sitrat, x12930, Bar: 1000nm.

Kontrol grubuna ait tiibiiliis kesitlerinde proksimal tiibiiliislerde bazal yiizde
ylizey katlanmalar1 gézlemlendi. Bu yiizey katlanmalarinin arasina mitokondriyonlar
hiicre uzun eksenine paralel olacak sekilde yerlesmislerdi. Tiibiiliis hiicrelerinin
cekirdekleri yuvarlak sekilli ve Okromatin ozellikteydi. Proksimal tiibiiliislerde
goriilen bazal yiiz katlantilari, bu kivrimlarin arasina girmis mitokondriyonlar,
cekirdek yapisi ve apikal yiizde emilim alanini arttirict olusumlar olan mikrovilluslar
diger tiibiiliis hiicrelerinden ve toplama borularindan kolaylikla ayirt edilmelerini

sagladi (Sekil 4.3.1.6A-B).
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Sekil 4.3.1.6 A-B Kontrol grubuna ait proksimal tiibiiliis ince kesitleri. Yogun
mitokondriyonlar (m), bazal yiiz katlanmalar1 (simsek) ve apikal yiizde
mikrovilluslar (kar tanesi). A: Boya: Uranil asetat-kursun sitrat, x3597, Bar: 2500nm.

B: Boya: Uranil asetat-kursun sitrat, x7750, Bar: 1000nm.

Kontrol grubu kesitlerinde distal tiibiiliis hiicreleri de incelendi. Distal tiibiiliis
hiicrelerinin mitokondriyonlar1 proksimal tiibiiliislerdeki kadar spesifik bir yerlesim
gostermemekteydi ve sayilari da onlara oranla daha azdi. Kiint, kisa ve az sayida
mikrovillus yapilari yer yer izlendi. Bazal yiiz katlantilarina distal tiibiiliis hiicreleri
de sahipti. Cekirdekleri iri, yuvarlak, okromatin ozellikte ve genel olarak apikal
kisma yakin durusluydu (Sekil 4.3.1.7).

81



Sekil 4.3.1.7 Kontrol grubuna ait distal tiibiiliis kesiti. Boya: Uranil asetat-
kursun sitrat, x4646, Bar: 2500nm

Toplama borularina ait gériinlim ise proksimal ve distal tiibiiliis hiicrelerinden
oldukga farkliydi. Bu grup hiicreler daha az miktarda sitoplazma igerikleri, girintili-
cikintili oval ve orta duruslu, 6kromatin 6zellikte ¢ekirdekleri, mitokondriyonlar1 ve
diger hiicre ici organelleri daha az sayida icermeleri ve uzun sekilli liimenlerinin her

iki yanina diizgiin bir sekilde siralanmalar ile ayirt edildiler (Sekil 4.3.1.8).
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Sekil 4.3.1.8: Kontrol grubu ince kesitinde toplama borusu goriiniimii. Boya:

Uranil asetat-kursun sitrat, x7750, Bar: 1000nm.

4.3.2 DM Grubuna Ait TEM Bulgulart

STZ indiiksiyonu ile DM gelistirilen deney grubuna ait ince kesitlerin TEM
ile incelenmesi sonucunda belirgin morfolojik degisikliklerin oldugu gozlemlendi.
Kontrol grubunda GBM’ de diizgiin sekilde ve esit araliklarla izlenen ayaksi
¢ikintilarin DM grubunda bozulmus oldugu gozlendi. GBM iizerine oturan ayaksi
cikintilarda genisleme ve birlesmeler vardi. Siiziicii bariyerinin diger bir bileseni olan
kilcal damar pencere araliklarinin da yer yer normal goriiniimlerini yitirdikleri
izlendi. GBM kalinlig1 diffiiz olarak artmisti ancak bazi bolgelerde normale gore ¢ok
ince bir yap1 sergilemekteydi. Boylece siiziicii bariyerin her ii¢ bileseninde de yapisal
degisiklik meydana geldigi goriildii. Bu bariyer bozulmasmin yanisira liimen

igerisinde kanin sekilli elemanlar1 olan eritrositler ¢ok fazla sayidaydi ve yer yer
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liimeni tamamen doldurmaktaydilar. Yine limende inflamatuvar hiicrelerden olan
notrofile rastlandi. Kanin pihtilagsmasinda rol alan kan plateletleri de bazi alanlarda

izlendi (Sekil 4.3.2.1).

Sekil 4.3.2.1 DM grubuna ait glomeriil ince kesiti. GBM’ de kalinlasma
(kuyruklu ok), mezangiyum hiicre matriksinde artis (yi1ldiz), kilcal damar liimeninde
eritrositler (e), notrofil (n) ve platelet (hilal). Boya: Uranil asetat-kursun sitrat,
x6000, Bar: 1000nm.

Ayaks1 c¢ikintilarin yer yer genisleyerek birbirleriyle birlesmeleri sebebiyle
aralarindaki nefrin proteinlerinin meydana getirdigi yariklanma zarlarmin
kayboldugu izlendi. Podositlerdeki bu degisimin yanisira GBM’ nin yer yer ince yer
yer de kalin olarak seyretmesi ultrafiltrati siizen bariyerin tiimiiyle bozulmaya

ugradigini gostermekteydi (Sekil 4.3.2.2 ve Sekil 4.3.2.3).
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Sekil 4.3.2.2 DM grubu bobrek siiziicii bariyeri. Diizensiz goriinimlii
ayakciklar (kuyruksuz ok), normal yapisini yitirmis fenestralar (kalin ok),
kalinlasmis GBM (kuyruklu ok), kilcal damar liimeninde platelet (hilal). Boya:
Uranil asetat-kursun sitrat, x12930, Bar: 1000nm.
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Sekil 4.3.2.3 DM grubunda diizensiz podosit ayakgiklari (kuyruksuz ok).
Pencere araliklarinda diizensizlesme (kalin ok), GBM’ da kalinlasma (kuyruklu ok),
mezangiyum hiicresi ¢ekirdegi (M) ve mezangiyum hiicresi matriksinde artis (yildiz).

Boya: Uranil asetat-kursun sitrat, x10000, Bar: 1000nm.

DM grubuna ait 151k mikroskobu incelemelerinde c¢ogu glomeriiliin
hipertrofiye ugrayarak Bowman boslugunu tamamen kapattigini gézlemlemistik. Bu
degisikligi TEM incelemelerinde de izledik. Hipertrofiye ugrayan glomeriil yapisina
uyacak sekilde glomertil ince kesitlerinde hiicre kalabalig1 gézlenmekte idi. Pariyetal
epitel hiicresi ve Bowman kapsiiliinii izledigimiz bir alanda glomeriil hiicrelerinden
podositlerin hipertorfiye ugradigini ve hiicre i¢i organellerin yogunlugunda artis
oldugunu, ayaksi ¢ikintilarinin genisledigini, mezangiyum matriksinin de arttigini ve
glomertil i¢i bu yapilarin neredeyse kapsiile temas edecek sekilde yerlestiklerini

gordiik (Sekil 4.3.2.4).
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Sekil 4.3.2.4 DM grubuna ait bir kesitteki glomeriiliin Bowman kapsiiliinii de
iceren alani. Bowman kapsiilii pariyetal epitelinin yass1 hiicre g¢ekirdegi (Sinek),
kalinlasmis ve lamellar yapida Bowman epiteli bazal membrani (giines), kalinlasmis
GBM (kuyruklu ok) ve sol alt kosede tiip komsulugu izlenmekte. Boya: Uranil
asetat-kursun sitrat, x6000, Bar: 1000nm.

DM grubunda mezangiyum hiicrelerinde sayica ve hacimce artig oldugunu
151k mikroskobu ile yaptigimiz yari ince kesit incelemelerinde gormiistiik. Bu
alanlarin ince kesitlerini degerlendirdigimizde artmis olan matriksi daha belirgin
izledik. Hipertrofiye olan mezangiyum hiicresi sitoplazmasinin zaman zaman kilcal
damar limenini daraltarak, eritrositlerin staza ugramasma sebep oldugu goriildii

(Sekil 4.3.2.5).
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Sekil 4.3.2.5 DM grubuna ait ince kesit. Mezangiyum hiicre matriksi artis
(yildiz), liimende eritrosit (e), diizensiz podosit ayakeiklart (kuyruksuz ok). Boya:
Uranil asetat-kursun sitrat, x6000, Bar: 1000nm.

DM grubu distal tiibiilis hiicreleri de Kesitlerde incelendi. Kontrol
grubundakilere benzer sekilde bu gruba ait distal tiibtiliis hiicreleri de yuvarlak ve
okromatin ozellikte ¢ekirdekleriyle gozlendi. Bazal katlantilar proksimal tiibiiliislere
oranla daha kisa gozlenirken sitoplazmada mitokondriyonlar her alana dagilmis halde
bulunuyordu. Apikal yilizey farklanmasi olan mikrovilluslar ¢ok az sayida ve kisa
olarak izlendi. Baz1 distal tiibiiliis hiicrelerinde apikale yakin alanda vezikiiller
goriildii (Sekil 4.3.2.6).
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Sekil 4.3.2.6 DM grubuna ait distal tiibiiliis goriinimii. Apikal yiizde kisa
mikrovilluslar (ince firca) ve vakuoller (kivrik ok). Boya: Uranil asetat-kursun sitrat,
x4646, Bar: 2500nm.

4.3.3 DM+T Grubu TEM Bulgular

DM+T grubu kesitleri ile yapilan elektron mikroskobu degerlendirmesinde
GBM diffiiz olarak kalinlasmis sekilde izlendi. Podositlerin sitoplazmasindaki
artistan dolayt Bowman aralig1 daralmis olarak goriildii. Podosit ayak¢iklarinin GBM
lizerine bazi alanlarda diizgiin sekilde otururken bazi alanlarda genisleyerek komsu
araliklar arasindaki yariklanmalar1 kapattiklar1 dikkati ¢ekti. Mezangiyum hiicreleri
normale gore genislemis olarak degerlendirildi. Endotel hiicrelerinin diizgiin
araliklarla seyreden pencereli yapist kontrol grubuna yakin goriiniimdeydi (Sekil
4.3.3.1).
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Sekil 4.3.3.1 DM+T grubuna ait ince kesit. Endotel hiicresi (E), mezangiyum
hiicresi (M), kilcal damar liimeninde eritrositler (€). Boya: Uranil asetat-kursun sitrat,
x4646, Bar: 2500nm.

Artan mezangiyum matriksinin kapiller liimen alanint DM grubunda oldugu
gibi daralttig1 izlendi. Caligmamizda DM gelistirilen her iki gruba ait daralan kapiller
limenlerinde eritrosit stazi belirgin sekilde gozlendi (Sekil 4.3.3.2). DM grubunda
oldugu gibi DM+T grubunda da liimen igerisinde plateletler de goriildi (Sekil
4.3.3.3).

90



Sekil 4.3.3.2 Ince kesitte mezangiyum hiicrelerinde ve matriksinde artis
(y1ldiz), daralmis kapiller limenlerinde eritrositler (e). Boya: Uranil asetat-kursun
sitrat, x2784, Bar: 2500nm.
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Sekil 4.3.3.3 DM+T grubuna ait glomeriil alaninda kilcal damar liimeninde
platellet (hilal), marjinal mikrotiibiil demeti (kalin ok), acik kanalikiiler sistem (ince
ok) ve sitoplazmada mitokondriyonlarin haricinde granuller (damla) x21560, Bar:
500 nm

DM+T grubuna ait 151k mikroskobu incelemelerinde Bowman araliginin
kontrol grubuna goére daha dar oldugunu ancak DM grubuna goére daha genis
oldugunu gozlemlemistik. Ince kesitlerimizde de bu bulguya rastladik. Baz
glomeriillerde genisleyen podosit sitoplazmasi nedeniyle DM grubundakine benzer
sekilde, GBM ile pariyetal yaprak arasi neredeyse tamamen kapanmis olarak
goriildii. Bowman kapsiiliiniin bazal laminasi da kalinlagsmis olarak izlendi (Sekil

4.3.3.4),
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Sekil 4.3.3.4 Glomeriil ve tiibiilis komsulugu izlenmekte. Podosit hiicre
cekirdegi (¢igek), kapiller i¢i eritrosit stazi (€), Bowman kapsiilii dis yapragi hiicresi
(sinek), Bowman kapsiilii bazal membrani (giines). Boya: Uranil asetat-kursun sitrat,
x3597, Bar: 2500nm.

Bu gruba ait kesitlerde podositlerin ayaksi ¢ikintilarinin GBM {izerine
genellikle diizgiin sekilde ve esit araliklarla yerlestigi gozlendi ancak DM grubunda
da goriilen ayakgiklardaki genisleme ve birlesme yer yer bu grupta da izlendi (Sekil
4.3.3.5).
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Sekil 4.3.3.5 DM+T grubunda ayaksi ¢ikintilarin GBM iizerindeki yerlesimi.
Diizgiin ayakgiklar (0k), diizensiz ayakgiklar (kuyruksuz ok), diizgiin fenestra
yapilar1 (ok basi), fenestralarda yer yer diizlesme (kalin ok) Boya: Uranilasetat-
kursun sitrat, x10000, Bar: 1000nm.

Timolol uygulanan gruba ait kesitlerde tiibiiliis hiicreleri de incelendi.
Proksimal tiibiiliise ait kesitlerde epitel hiicrelerinin diger gruplardakilerle benzer
Ozellikler tasidiklarn  goriildii. Apikale yakin yuvarlak ¢ekirdekleri ve
mikrovilluslariyla diger tiibiiliis hiicrelerinden kolaylikla ayirt edilebildiler (Sekil
4.3.3.6-A). Bazal yiiz katlantilar1 ve bunlarin igerisinde hiicre uzun eksenine paralel
yerlesen mitokondriyonlar1 belirgindi (Sekil 4.3.3.6-B). Distal tiibiiliis hiicrelerinde
de Dbazal yiiz girintili ¢ikintili  bir morfoloji  sergilemekle  birlikte
mitokondriyonlarinin daha az sayida oldugu ve bu girintilere fazla girmedikleri
gozlendi (Sekil 4.3.3.7).
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Sekil 4.3.3.6 A-B : A: DM+T grubunda proksimal tiibiiliis goriinimii.
Mitokondriyonlar (m), ¢ekirdek (asteriks) ve bazal katlantilar (simsek). Boya: Uranil
asetat-kursun sitrat, x4646, Bar: 2500nm. B: Glomeriil- proksimal tiibiiliis
komsulugu, Bowman kapsiilii pariyetal epitel hiicresi (Sinek), tiibiiliis bazalinde
miyoid hiicre (karo), Bowman kapsiilii bazal laminas1 (giines). Boya: Uranil asetat-
kursun sitrat, x7750, Bar: 1000nm.
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Sekil 4.3.3.7 DM+T grubunda distal tiibiiliis kesiti. Cekirdek (asteriks),
mitokondriya (m) ve bazal lamina (x), bazal yiiz katlantilar1 (simsek). Boya: Uranil
asetat-kursun sitrat, x10000, Bar: 1000nm.

4.3.4. TEM ile Glomeriil Bazal Membran Kalinhg Olciim Sonuclar

Stiziicii bariyerin bobrek fonksiyonlarindaki onemi bilindiginden bu bdélge
ozellikle incelenerek GBM kalinlig1 6l¢timleri yapildi. Her ti¢ gruptaki hayvanlara ait
x12930 biiyiitmede yapilan Olgiimlerin (Tablo 4.3.4.1) aritmetik ortalamalarmin

alinmasinin ardindan sonuglar istatistiksel olarak degerlendirildi (Tablo 4.3.4.2).
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Tablo 4.3.4.1 Kontrol ve Deney Gruplarindaki Hayvanlara ait GBM Olgiim

Degerleri
Hayvan Kontrol DM DM+T
no: Grubu (nm) Grubu (nm) Grubu (nm)
1 99,09 200 143,7
2 105,06 158,7 182,4
3 133,46 161,46 186,09
4 110,03 158,6 243,07
5 87,16 158,5 159,1
6 125,32 297,7 198,91
7 108,92 142,5 206,82

Tablo 4.3.4.2 Kontrol ve Deney Gruplarina Ait GBM Kalnligi Olgiim

Sonuglarinin Degerlendirilmesi

Kontrol Grubu DM Grubu DM+T Grubu
Medyan Medyan Medyan
(min-maks) Ortalama+Std (min-maks) Ortalama=+Std (min-maks) Ortalama+Std
GBM 108,9 158,7 186
Kalmhg | (71613346 109862155 | (1495 597.7) 182,4+53,7 (143.7-243) 188,5+32,4

Kruskal- Wallis testi sonrasi yapilan post-hoc testler ile gruplararasi anlamlilik
karsilagtirildi. Buna goére Kontrol ve DM grubu ile Kontrol ve DM+T grubu
arasindaki GBM kalinlig1 agisindan fark istatistiksel olarak anlamli bulundu (sirasi
ile p= 0,013 ve p= 0,001). DM ve DM+T gruplar1 arasindaki fark ise istatistiksel
olarak anlamsizd1 ( p>0,05).
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5. TARTISMA

Insiilin bagimli DM (Tip 1 DM) olan hastalarmin %40’ mda proteiniiri,
glomeriil filtrasyon hizinda azalma, artmis kan basinci ile karakterize olan diyabetik
nefropati gelismektedir. Yapilan calismalar proteiniirisi olan diyabetik hastalarda
Oliim oraninin proteiniirisi olmayanlara gore ¢cok daha fazla oldugunu gostermistir,
bu da diyabetin komplikasyonlarindan birisi olan nefropatinin 6nemini
vurgulamaktadir (28). DM, glomeriillerde ve mezangiyum hiicrelerinde skleroz
olusturarak hasar yaratir. Bobrek dokusu iizerinde DM’ un yaptigi hasarlar, deney
hayvanlar1 iizerinde, STZ, alloksan vb. ¢esitli diyabet yapict ajanlar kullanilarak
gosterilmistir (29, 30). Calismamizda 50 mg/kg olmak iizere STZ i.p. yol ile
sicanlara verildi. 1 hafta sonra kan glukoz diizeyleri dlgiilerek >300 mg/dl olanlar
diyabet kabul edildi.

Diyabette kalbin mekanik aktivitesi kardiyomiyopatiye bagl olarak azalir, -
bloker kullanimiyla, azalan sol ventrikiil i¢i basin¢ normale gelir ve yavaglayan
kasilma- gevseme fonksiyonlar1 diizenlenir. Beta-blokerler ile tedaviden en c¢ok
yararlanan hastalar, daha Once miyokard infarktiisii gecirmis olanlardir. Beta
blokerlerin her ne kadar diyabetik hastalarda glukoz toleransi ve lipid profili iizerine
olumsuz etkileri ve hipoglisemik semptomlar1 maskeleyici 6zellikleri olsa da MI
gecirmis olan hipertansif veya kan basinci normal hastalarda, uzun donemdeki
kardiyovaskiiler faydalari nedeniyle bir kontrendikasyon yoksa betablokerler ilk
tercih edilecek ilag olmalidir (31, 32). Metoprolol Controlled Release/Extended
Release Randomized Intervention Trial in Chronic Heart Failure (MERIT-HF)
caligmasinda hafif-orta kalp yetersizligi (New York Heart Association (NYHA) sinif
II-III) bulunan, diiiretik, ACEI ve digoksin kullanan hastalara ek olarak olarak
verilen metoprololiin morbidite ve mortaliteyi azalttig1 saptanmistir (33). Yapilan bir
baska calismada segici olmayan - blokerler karsilastirilmig (timolol-propranalol),
timololiin ventrikiil i¢i basing yanitlarinda pozitif inotropik etkisi oldugu
gosterilmistir (34). Bizim ¢alismamizda da tip 1 DM olusturduktan sonra 12 hafta
boyunca, 5 mg/kg/giin dozunda, gavaj yoluyla timolol uygulayarak sigan bobrek

dokusu iizerine etkilerini 151k mikroskobu ve TEM ile degerlendirdik.
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Cam ve ark. (35) ve Aksoy ve ark. (36) 4 ve 6 haftalik deney sonunda
diyabetik si¢anlarin viicut agirliklarinda azalma oldugunu bildirmislerdir (30). Biz de
calismamizda deney baslangic1 ve sonunda yaptigimiz viicut agirligi dlgtimlerini
degerlendirdigimizde, agirlik artisinin azligi bakimindan DM olusturulan gruplar ile
kontrol grubu arasinda anlamli fark bulduk. DM ve DM+T gruplari arasindaki fark
ise anlaml1 degildi. Bu durum, timololiin, DM’ un katabolizan etkisine durdurucu bir

etkisinin olmadigini diisiindiirdii.

“Diyabetik nefropati” terimi, diyabetik hastalarin bobreklerinde siklikla
goriilen lezyonlarin tiimii i¢in kullanilmaktadir (37). DN bobrekte glomeriilleri,
tiibiilisleri, intersitisyum alani ve kan damarlarimi etkilemektedir (38). Biz de bu
calismada 151k mikroskobu ve TEM’ de DN’ ye bagli olarak bobrek cisimcikleri,
tiibiiliisler, intersitisyel alan ve damarlarda meydana gelen degisimleri ve segici
olmayan bir - bloker olan timolol kullanimmin bu degisimler iizerindeki etkilerini

inceledik.

Diyabetik nefropatinin erken doneminde; glomeriil ve tiibiiliislerde hipertrofi,
tiibiiler vakuolizasyon, glomeriil ve tiibiiliis bazal membranlarinda kalinlagma,
arteriyollerde hiyalinozis, glomeriillerde mezangiyum matriksi ve hiicre artis1 gibi
histopatolojik degisikliklerin olustugu yapilan ¢alismalarda gosterilmistir (39-41).
GBM’ nin yaygin olarak kalinlagsmasi proteinliriden bagimsiz olarak tiim
diyabetiklerde gozlenmektedir ve diyabetik mikroanjiyopatinin bilesenlerinden
birisidir (37, 42). Biz de ¢alismamizda DM olusturulan her iki grupta da glomertil ve
tibiiliis bazal membranlarinda diffiiz kalinlasma ve arteriyollerde hiyalinozis
gozlemledik. Ozellikle MT, PAS ve PA-SM boyalar1 ile bu kalilasmalar belirgin
olarak gosterildi. TEM ile yapilan incelemelerde de glomeriil bazal membranlar her
deney hayvani icin Olciilerek aritmetik ortalamalar1 alind1 ve gruplar arasi farklilik
degerlendirildi. GBM kalinligit DM ve DM+T gruplarinda kontrole gore anlamli artis
gosterdi ancak birbirleriyle karsilastirildiginda aradaki fark istatistiksel olarak

anlamli bulunmadai.

Diyabetik nefropatide yapisal degisiklikler bobregin biitiin boliimlerini
kapsamakla birlikte, en karekteristik degisikliklerin glomeriillerde gozlendigi

saptanmistir (41). Glomeriillerdeki genisleme mezangiyum hiicrelerinin sayica ve
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hacimce artisina, podosit hipertrofisine ve GBM kalinlagsmasina baglanmaktadir (42).
Biz de calismamizda 1sik mikroskobu incelemelerinde, kontrol grubunda normal
genislikte izledigimiz Bowman araliginin, DM grubunda glomeriil hipertrofisine
bagli olarak daralmis oldugunu gézledik. DM+T grubunda da glomeriil bir miktar
genislemis bulundu ancak kontrol grubundaki kadar genis olmasa da Bowman araligi
izlenmekteydi. TEM incelemelerinde de DM olusturulmus gruplarin  bobrek
cisimciklerinde hipertrofiye ugramis glomeriil yapilar1 ve pariyetal epitel hiicreleri
arasinda Bowman araliginin iyice kapandigi go6zlendi. Okiiler mikrometre
kullanilarak yapilan glomeriil ¢ap1 ve bobrek cisimcigi capt 6l¢iimleri sonucunda
DM ve DM+T grubu glomeriil ¢aplariin kontrol grubuna gdre anlamli derecede
arttig1 goriildii. Bobrek cisimcigi ¢apindaki artis ise her ii¢ grup arasinda da anlamli
bulunmadi (p> 0,05). Glomeriil ¢apindaki artisa ragmen bdbrek cisimcigi ¢apinin
artmamast DM olusturulan gruplarda Bowman kapsiilii igerisinde sayica ve hacimce
artan hiicrelerin sikismasinin ve hiicre yogunlugunun artmasinin sebebi oldugu

diistinildii.

GBM kalinlagmasinin ardindan DN’ de TEM’ de ortaya ¢ikan diger bir bulgu
mezangiyum matriksinin artist ve hiicrelerinin sismesine bagli olarak ortaya ¢ikan
mezangiyum bolgesindeki geniglemedir (42). Bu genisleme glomeriil filtrasyon
hizinin (GFR) azalmasina yol agan en onemli sebeplerdendir (30) . Mezangiyum
genisledik¢e cevresindeki kapillerlerin liimenini ve buna bagh olarak da filtrasyon
alanin1 daraltmaktadir (43). Calismamizda dallanan sitoplazmik uzantilarindaki aktin
filamanlar ile glomeriiler yapiin desteklenmesini saglayan mezangiyum hiicreleri,
kromatinden yogun ¢ekirdekleri ve az sayida hiicrei¢i organel icermeleri ile diger
glomeriil i¢i hiicrelerden kolaylikla ayirt edilebildiler. DM ve DM+T gruplarinda
glomeriil kilcal damar ag1 igerisine yerlesmis olarak ¢ok sayida mezangiyum
hiicrelerine rastlandi. Mezangiyum matriksi igerisine gomiilii mezangiyum
hiicrelerinin artmis kromatin yogunlugu olan girintili ¢ikintili ¢ekirdekleri vardi.
Sitoplazma hiicredist matrikse benzer elektron-yogun goriiniimdeydi, bu nedenle
hiicre i¢indeki organeller belirgin sekilde ayirt edilemedi. Bu yogun matriks artiginin
cevre kapiller limenleri iizerine baski yapmasi sebebiyle kapiller limenlerinin
daraldig1 ve bu daralmanin eritrositlerin bu bolgelerde staz yapmasina sebep oldugu

goriildil.
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Podositler DN’ de meydana gelen proteiniirinin patogenezinde onemli rol
oynamaktadir. Podositlerin ayaksi ¢ikintilarinda olusan genislemeler proteiniiri ile
seyreden hastaliklarin karakteristik morfolojik bulgularindandir (44). Calismamizda,
kontrol grubunda bazal lamina iizerinde diizgiin sekilde ve esit araliklarla tutunan
podosit ayak¢iklarinin DM grubunda genisleyerek birbirleriyle birlestigi ve bazal
lamina tiizerinde yayildig1 goriildii. Bu birlesim nedeniyle filtrasyon araliklari
izlenemedi. DM+T grubuna ait kesitlerde podositlerin ayaksi ¢ikintilarinin genellikle
kontrol grubundaki gibi yerlestigi gbzlendi ancak DM grubunda da goriilen
genisleme ve birlesmeler yer yer bu grupta da izlendi. Yariklanma diyaframin
olusturan nefrin ve podosin proteinleri siiziicii bariyerin gorevini iyi yapmasinda ¢cok
onemli role sahiptir. Ayaks1 ¢ikintilarin diizgiin siralanim yapilarin1 korumalariin bu
iki proteinin varligina bagl oldugu yapilan diger ¢alismalarda gosterilmistir (45).
Calismamizda kontrol grubunda bu yariklanmalar arasinda nefrin ve podosin
proteinlerinin olusturdugu diyaframlar ince birer hat seklinde izlendiler ancak DM
grubunda ayakeiklarin birlesmeleri nedeniyle bu diyafram izlenemedi. DM+T

grubunda ise sadece ayakgiklarin diizgiin yerlesim gosterdigi alanlarda izlendi.

Filtrasyon bariyerini podositlerin ayaksi ¢ikintilari, ortak bazal lamina ve
diyafram icermeyen pencereli glomeriil endoteli olusturmaktadir (46). Baz1 bobrek
hastaliklarinda oldugu gibi, DN’ de bu siiziicli bariyerin hasar gérmesi nedeniyle
bariyerden bol miktarda protein gegisi s6z konusudur (47). Calismamizda kontrol
grubunda diizgiin araliklarla seyreden pencereli yapinin DM grubunda daha fazla
olmak tizere DM ve DM+T gruplarimizda yer yer kapanma ve diizensizlik gostererek
bozuldugunu tespit ettik. Bu DN alaninda yapilan diger calismalarla uyumlu bir
bulgu idi.

Inflamatuvar siire¢ ve immiin hiicreler DN gelisiminde ve ilerlemesinde rol
oynamaktadir. Hem insan bobrek biyopsilerinde hem de hayvan deney modellerinde
glomeriil ve interstisyum dokusunun monosit-makrofajlar ve aktive olmus T
lenfositlerle infiltre oldugu gorilmistir. Bununla birlikte akut-faz reaktanlarinin
serum diizeyleri ve kanda notrofil sayisi da artmis olarak bulunmustur. DN aym
zamanda bobrek siiziicli bariyerinin fonksiyonunu kaybetmesi sebebiyle albiiminiiri

ile seyredebilir, albiiminiirili hastalarda kanin pihtilagmasinda rol alan platelet
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agregasyonu da daha sik oranda izlenir (48). Biz de ¢alismamizda DM grubuna ait
ince kesitlerin TEM ile degerlendirilmesi sirasinda glomeriil i¢i kapiller liimeninde
inflamatuvar kan hiicrelerinden olan nétrofil hiicrelerini gozlemledik. Ayrica DM ve
DM+T gruplarimizda ince yap1 degerlendirmeleri sirasinda kapiller liimeni igerisinde

plateletlere de rastladik.

Tiibiiliisler ve interstisyum, DN’ de tiibiiler hiicre vakuolizasyonu ve
tiiblilointerstisyel fibrozisi de igeren pek cok yapisal degisiklik gosterebilirler (49).
Calismamizda DM ve DM+T gruplarinda meydana gelen tiibiiliis bazal
membranlarinda kalinlagsma, 1s1k mikroskobu ile 6zellikle MT, PAS ve PA-SM
boyamalar1 ile gosterildi. Yine 151tk mikroskobu incelemelerinde o6zellikle DM
grubunda dilate tiibiiliisler izlendi. TEM incelemesinde DM grubunda, distal
tiibtilislerdeki vakuolizasyon artis1 disinda kontrol ve diyabet gruplari arasinda
belirgin bir fark gézlenmedi. Kan glukozu diizeyi 500 mg/dl {izerinde olan ve masif
glukoziirili hastalarda tiibiiliis epitel hiicrelerinin glikojen depolamasiyla meydana
gelen Armani-Ebstein lezyonlart bulunabilir (48). Kontrol altina alinamayan
glukoziirili hastalarda, tiibiiler epitelde glukozun reabsorbe edilerek glukojen olarak
depolandigi bilinmektedir (50). Gilinimiizde Armani-Ebstein lezyonlarmin bir
hastalik belirtisi olmaktan ¢ok, tiibiiler sivida yiiksek yogunluktaki glukozun geri
emilimi  sonucu glikojen birikiminin bir isareti oldugu saptanmistir (15).
Calismamizda H-E ve diger o6zel boyalar ile yapilan 151k mikroskobu
incelemelerinde, DM grubuna ve DM+T grubuna ait her kesitte Armani-Ebstein
lezyonlar1 olarak adlandirilan, seffaf hiicrelerden olusmus bobrek tiibiiliisleri

gorildii, ancak bu lezyonlara TEM incelemelerinde rastlanmadi.

Calismamizda kontrol, DM ve DM gelistirilen hayvanlarda se¢ici olmayan bir
B- bloker olan timololiin etkisi karsilastirildi. Glomeriiller, tiibiiliisler, interstisyel
alan ve damarlar diyabetik nefropatide meydana gelen lezyonlar ve B- blokerin DN
lezyonlar1 iizerine olan etkileri 151k mikroskobu ve TEM ile degerlendirildi. DM
gelistirilen gruplarda glomeriillerde hipertrofi, bazal membranlarda kalinlagma,
mezangiyum hiicrelerinde sayica ve hacimce artis, kapillerlerde eritrosit stazi ve bazi

tiibiiliis hiicrelerinde seffaf goriiniim izlendi. Timolol uygulanan grupta da bu
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degisiklikler izlenmekle birlikte sadece DM gelistirilen gruba gore bulgular daha
hafif siddetteydi.

Sonug olarak Kontrol, DM ve DM gelistirilen si¢anlarda segici olmayan bir -
bloker olan timololiin etkisini karsilastirmak amaciyla yaptigimiz ve deneysel olarak
DM gelistirdigimiz her iki grubumuzda da 1s1k mikroskobu ve elektron mikroskobu
diizeyinde diyabetik nefropati bulgularina rastladigimiz ¢aligmamizda timolol
kullanimimin DN {izerine olumsuz etkisinin olmadigi, hatta diyabetik nefropati
lezyonlarinin ilerlemesini yavaslattigl/ durdurdugu goézlenmistir. Ancak ¢alisma
grubumuzun sinirlt olmasi ve hayvan deney modelleri ile insan metabolizmasinin
zaman zaman farkl tepkiler vermesi goziinline alinacak olursa bu alanda yapilacak
daha kapsamli c¢aligmalara ihtiya¢c vardir. Bu ihtiyaci degerlendirirken DM’ un
giinimiizde bireylerin en az %10’ unda bulundugunun ve Kardiyovaskiiler
mortalitenin diyabetik olmayanlara gore diyabetli erkeklerde 2-3 kat, diyabetli
kadinlarda 3-5 kat artmasinin (31, 51) gbéz Oniinde bulundurulmasinin faydal

olacagina inanmaktayiz.
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6. SONUCLAR

Kontrol, DM ve DM gelistirilen siganlarda segici olmayan bir - bloker olan
timololiin etkisini karsilagtirmay1 diislindiigiimiiz ¢alismamizda elde edilen sonuglar

su sekilde 6zetlenebilir;

- Deney gruplariin kontrol grubuyla karsilastirildiginda her ikisinde de
glomertillerde hipertrofi gézlendi. Bu bulgu istatistiksel olarak anlamli
bulundu.

-  GBM kalinlagsmasi 151tk mikroskobunda farkli boyama yontemleri ile
gosterildi. TEM incelemesinde yapilan GBM dlglimlerinin istatistiksel
degerlendirmesi anlamli idi.

- Hiperglisemi sonucunda meydana gelen hiperaktivite nedeniyle podosit
sitoplazmasinda artan organellerin varligi, podositlerde hipertrofi seklinde
gozlendi. Inceyapr degerlendirmesinde DM grubunda podositlerin
ayakciklarmin  diizleserek birbirleriyle birlesmesi ve aralarindaki
yariklanma zarlarinin kaybi izlenirken, DM+T grubunda ayakc¢ik kaybinin
baz1 yerlerle smirli olmasi timololin DN gelisimini yavaglattigin
diistindiirdii.

- DN tanisinda karakteristik olarak degerlendirilen mezangiyum hiicre ve
matriksinde artis, glomeriillerde diffiz ve noduler skleroz, GBM,
Bowman membrant ve tiibiiliis bazal membranlarinda kalinlagsma,
interstisyel alanda fibrozis, arteriyoler hiyalinozis bulgulart bizim
calismamizda da saptadigimiz bulgulardandi.

- Mezangiyum matriks artisinin kapiller liimenlerinde daralmaya ve bu
alanlarda eritrositlerin stazina yol agtig1 her iki deney grubumuzda da
gozlendi.

- Kontrol grubunda goriilmeyen inflamatuar hiicrelerden nétrofillere ve
kanin pithtilagmasinda rol alan plateletlere DM gelistirilen her iki grupta
da TEM incelemeleri sirasinda rastland.

- DM ve DM+T gruplarinda seffaf tiibiiliis hiicreleri goriildii. Bu hiicrelerin,
tiibiiliis epitel hiicrelerinin glikojen depolamasiyla meydana gelen

Armani-Ebstein lezyonlar1 oldugu diistiniildii.
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- TEM incelemeleri sonucunda DN’ de degisikliklerin daha ¢ok
glomeriillerde meydana geldigi goriildii. Tibiilisler bazal membran
kalinlasmas1 ve sitoplazmalarindaki vakuolizasyon disinda kontrol
grubuna benzer goriiniimdeydi.

- DM grubundaki pek ¢ok bulgu DM+T grubunda da olmakla birlikte
timolol uygulanan grupta glomeriil ¢apimnin artisi, podosit hipertrofisi ve

ayakeiklarindaki diizensizlesme gibi bulgular daha az oranda izlendi.

Elde ettigimiz tiim bu bulgularin sonucunda timolol kullaniminin, DM’ un

bobreklerde yol actig1 hasarin ilerlemesini durdugu/yavaslattigi kanisina vardik.
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Ozet

Deneysel Diyabet Olusturulmus Sicanlarda p- Blokerlerin Bobrek Dokusuna

Etkilerinin Yapisal Diizeyde Incelenmesi

Diyabetes Mellitus pek ¢ok doku ve organi ilgilendiren sistemik bir endokrin
hastaliktir. DM’ un uzun dénem komplikasyonlarindan birisi de yapisal olarak
glomeriillerde hipertrofi, mezangiyumda genisleme, bazal membranlarda kalinlagsma
ve fibrozis ile arteriyollerde hiyalinozis ile karakterize diyabetik nefropatidir. DN,
son donem bobrek yetmezliginin en onde gelen sebebidir ve bu nedenle yiiksek
insidansli bir hastalik olan DM ve bunun komplikasyonlarindan olan DN ile ilgili
yapilacak olan calismalar ¢ok kiymetlidir. Hipertansiyon, kalp yetmezligi gibi pek
cok kardiyovaskuler hastalik DM’ a eslik edebilmektedir ve bu hastaliklara yonelik
uygulanacak tedavinin bobrekler tizerine etkileri de onem kazanmaktadir.

Calismamizda i.p. olarak 50 mg/kg dozunda verilen STZ ile tip 1 DM
indiiklenen sicanlarda segici olmayan bir B-bloker olan timololiin bobrek yapisi
tizerine etkileri 151k mikroskobik ve elektron mikroskobik diizeyde incelenerek
degerlendirilmistir. Bobrek dokusunda DM’ un yol a¢tig1 hasar ve timololiin bu hasar
lizerine olasi olumlu/olumsuz etkilerinin gosterilmesi amaglanmaistir.

DM  indiikklenen grupta IM diizeyinde glomeriillerde hipertrofi,
mezangiyumda genisleme, GBM, Bowman kapsiilii ve tiibiiler bazal membranlarda
kalinlasma ve fibrozis, arteriyollerin duvarinda hiyalinozis, tiibiiliis epitel
hiicrelerinde glikojen birikimi izlendi. Transmisyon elektron mikroskobunda ise
podositlerde hipertrofi ve hiicre i¢i organel artisi, podosit ayak¢iklarinda yayilma ve
birlesmeler, filtrasyon yariklarinin kapanmasi ve aralarindaki siiziicli zarin ortadan
kalkmasi, mezangiyum hiicre sayisinda ve matriksinde artis, GBM’ da kalinlagma,
Bowman kapsiilii pariyetal epiteli ve bazal laminasinda kalinlagsma, kilcal damar
liimeninde eritrosit stazi ve inflamatuvar hiicre varligi, ayn1 zamanda kapillerlerde
platelet varligi, distal tiibiiliis hiicrelerinde vakuolizasyon saptandi. Timolol verilen
DM grubunda da bu yapisal degisiklikler gozlenmekle birlikte 6zellikle glomeriil ile
ilgili bulgular daha hafif diizeyde idi.

Sonug¢ olarak diyabetin bobreklerde meydana getirdigi hasar {izerine timololiin
yavaglatict/ durdurucu etkisi oldugu bu bulgular esliginde ince yap: diizeyinde
gosterildi.

Anahtar Sézciikler: Diyabetik nefropati, timolol, transmisyon elektron mikroskobu,
ince yap1
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Summary

The Structural Analysis of the Effects of p—Blockers on the Renal Tissues of
Rats with Experimental Diabetes Mellitus

DM is an endocrine disease which effects so many tissues and organs. One of
DM’ s long-term complications is diabetic nephropathy which is characterized by
glomerular hypertrophy, widening of mesangium, fibrosis and thickening of GBM
and arteriolar hyalinosis. DN is a leading cause of end term renal insufficency; thus
conducting research studies on DM, which is a highly prevailing endocrine disease
in the world, and DN, one of the complications of DM, is of great value. As there are
so many diseases of cardiovascular system (CVS) co-existing with DM, such as
hypertension and heart failure, the effects of medication of CVS diseases on renal
tissue is highly significant.

In this study, the effects of thimolol, a non-selective B-blocker, on the
structure of kidneys of rats which were induced with a 50 mg/kg dose of STZ to form
Type 1 DM were analyzed and assessed with light and electron microscopes. The
damage formed by DM on the renal tissue and the positive and negative response of
thimolol to this damage were aimed to be demonstrated.

In the DM induced group glomerullar hypertrophy, mesangium expansion,
thickening of GBM, Bowman capsule and tubular basal membranes and fibrosis,
arteriolar hyalinosis, accumulation of glucogen in epithelial cells of tubules were
observed under light microscope. Additionally, under transmission electron
microscope, increase in the number of intracellular organelles and hypertrophy of
podocytes, effacement and fusion of podocyte foot processes, disappering of
filtration gaps and slit-diaphrams, rise in the number of mesangium cells and their
matrix, thickening in GBM and parietal epithelial of Bowman’ s capsules and basal
laminae, erithrocyte stasis and inflamatuary cells and platelets seen simultaneously
in capillary lumens, vacuolisation in distal tubular cells were observed.

Similar structural changes were also observed in the thimolol administered
DM group; however, the findings particularly related to glomerulus were mild.

As a result the fact that thimolol has a slowing or halting effect on the damage
given by diabetes to renal tissue was shown at ultrastructural level in the light of
these findings.

Key words: Diabetic nephropathy, thimolol, transmission electron
microscopy, ultrastructure
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