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OZET

YUKSEK LISANS TEZI

STREPTOZOTOSIN ile DIYABET OLUSTURULAN SICANLARDA
ALAMANDININ BOBREK UZERINE ETKILERIi

Zeynep Ece BULUT

istanbul Universitesi
Fen Bilimleri Enstitust

Biyoloji Anabilim Dal

Damsman: Dog. Dr. Ash KANDIL

Renin angiotensin sistemi (RAS)’nin, diyabetin patofizyolojisinde kritik bir role sahip oldugu
bilinmektedir. Bununla birlikte, RAS’n yeni bir {iyesi olan alamandinin diyabetteki etkileri ve
bu etkilerinin genel mekanizmalar hala belirsizdir. Bu ¢alismada, streptozotosin (STZ) ile
olusturulan diyabette, alamandinin bobrek tizerindeki etkilerinin arastirilmasi amaglanmistir.

Bu ¢aligmada, 32 adet erkek Sprague-Dawley sican, kontrol, diyabet, diyabet+alamandin ile
alamandin olmak iizere 4 gruba ayrilmistir. STZ (60 mg/kg) uygulanarak diyabet olusturulan
hayvanlara 21 giin boyunca alamandin (50 pg/kg/gun) intraperitonal (ip) olarak uygulanmustir.
Deney boyunca kan glikoz diizeyleri ile viicut agirliklar: Ol¢iilmiistiir. Deney sonunda 24 saatlik
idrar toplandiktan sonra deney hayvanlarindan analizler i¢in kan ve doku 6rnekleri alinmastir.
Veriler istatistiksel olarak degerlendirilmistir.

Diyabetik hayvanlarda, kan glikoz degerleri yiiksek seyrederken viicut agirliklarinin azaldig
tespit edilmistir. Elektrolit dengesinde ve kan pH’sinda ciddi degisikliklerin olmamasina karsin
serum kreatinin, serum kan Ure azotu (BUN), idrar total protein seviyeleri ve bobrek hasar
molekilu-1 (KIM-1) seviyeleri diyabetik hayvanlarda artmistir. Bu bulgulara ek olarak, RAS’in
unsurlart olan renin, angiotensin (Ang) I, Ang I, angiotensin donistiiriicii enzim (ACE) ve
ACE?2 ile miyeloperoksidaz (MPQO) protein seviyelerinin arttig1 ve oksidatif stresin meydana
geldigi belirlenmistir. Alamandin uygulamasiin diyabetik hayvanlarda kan glikoz degerleri,
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viicut agirliklar ve kan parametreleri tizerinde ciddi bir etkisinin olmadigi ancak Ang I, Ang
II, ACE, ACE2 seviyelerini diistirdiigii ve oksidatif stresi azalttig1 saptanmistir. Ayrica, bobrek
hasarinin belirteci olan KIM-1 ve |6kosit infiltrasyon gostergesi olan MPO degerlerinin
diyabetik hayvanlarda alamandin uygulamasi ile azaldigi buna paralel olarak serum BUN,
serum kreatinin ve idrar total protein seviyelerinin de azaldig belirlenmistir.

Sonug olarak, bu ¢alismadan elde edilen veriler, STZ ile olusturulan diyabette RAS’1n aktive
oldugunu, bunun da bobrek hasari, bobrek disfonksiyonu, oksidatif stres ve inflamasyonla
iliskili olabilecegini ve alamandinin bu etkileri hafifletigini géstermistir. Bizim sonuglarimiz,
alamandinin STZ ile olusturulan diyabetteki potansiyel terap6tik etkilerinin oksidatif stres ve
RAS ile iliskili olabilecegini isaret etmistir.

Subat 2024, 74. sayfa.

Anahtar kelimeler: Alamandin, diyabet, bobrek
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SUMMARY

M.Sc. THESIS

THE EFFECTS OF ALMANDINE ON THE KIDNEY IN
STREPTOZOTOCIN-INDUCED DIABETIC RATS

Zeynep Ece BULUT

Istanbul University
Institute of Graduate Studies in Sciences

Department of Biology

Supervisor: Assist. Prof. Dr. Ash KANDIL

The renin angiotensin system (RAS) is known to have a critical role in the pathophysiology of
diabetes. However, the effects of alamandine, a novel member of the RAS, in diabetes and the
general mechanisms of its effects remain unclear. This study was aimed to evaluated the effects
of alamandine on the kidney in streptozotocin (STZ)-induced diabetes.

In this study, 32 male Sprague-Dawley rats were used and divided into 4 groups as control,
diabetes, diabetes+alamandine and alamandine. Diabetes was induced by STZ (60 mg/kg)
administration and alamandine (50 pg/kg/day) was administered intraperitoneally (ip) for 21
days. The blood glucose levels and body weights of animals were measured during the
experiment. Urine was collected for 24 hours, then blood and kidney tissue were obtained from
animals for analysis. The data were statistically analyzed.

It was detected that the blood glucose levels increased and body weight decreased in diabetic
animals. Electrolyte balance and blood pH did not change in diabetic animals. Serum creatinine,
serum blood urea nitrogen (BUN), urine total protein levels, and kidney injury molecule-1
(KIM-1) levels were determined to increase in diabetic animals. Additionally, it was found to
increase the levels of compounds of the renin-angiotensin system (RAS) such as renin,
angiotensin (Ang) I, Ang IlI, angiotensin-converting enzyme (ACE) and ACE2, and
myeloperoxidase (MPO) levels, to occur oxidative stress.
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It has been observed that alamandine administration did not change blood glucose levels, body
weight and blood parameters. However, it reduced Ang I, Ang Il, ACE, ACE2 levels and
oxidative stress in diabetic animals. Furthermore, alamandine administration in diabetic
animals resulted in decreased KIM-1 levels, a marker of kidney injury, and MPO, an indicator
of leukocyte infiltration, and also serum BUN, serum creatinine and urine total protein levels.

In conclusion, these results demostrated that RAS activation is involved with renal damage,
renal dysfunction, oxidative stress and inflammation in STZ-induced diabetes, and also
alamandine attenuates these effects occurring in diabetes. Our results indicate that the potential
therapeutic effects of alamandine may be associated with oxidative stress and RAS in STZ-
induced diabetes.

February 2024, 74 pages.

Keywords: Alamandin, diabetes, kidney
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1. GIRIS

Bu ¢alismada alamandinin, STZ ile olusturulan diyabetik hayvanlarin bobrekleri iizerine olan

etkilerinin incelenmesi amaglanmistir.

Tezin “Genel Kisimlar” boliimiinde Diabetes mellitus (DM), diyabetin bobrek (zerindeki
etkileri, RAS ve bu sistemin diyabet ile oksidatif stresle olan iliskisine deginilmis, ayrica

alamandinin fizyolojik 6zellikleri hakkinda bilgiler verilmistir.

Tezin “Malzeme ve Yontem” boliimiinde deney hayvanlari, deney gruplari ve protokoli,
hayvanlardan alinan 6rneklerde yapilan kan parametre 6lgiimleri, biyokimyasal analizler ve
Western blot yontemi ayrintili bir sekilde anlatilmigtir. Ayrica bu béliimde verilerin istatistiksel

analiz yontemi verilmistir.

Tezin “Bulgular” boliimiinde yapilan analizlerden elde edilen veriler istatiksel olarak
degerlendirildikten sonra sonucglar sekil veya tablo olarak verilmistir ve ayrintili olarak

aciklanmustir.

“Tartisma ve Sonug¢” boliimiinde, tez konusu ile ilgili ¢aligmalara ayrintili bir sekilde yer
verilmis, elde edilen bulgular bu ¢alismalarin sonuglar ile karsilastirilarak degerlendirilmis ve

bir sonuca varilmastir.



2. GENEL KISIMLAR

Diabetes mellitus (DM), kronik olarak kan glikoz diizeyinin yiiksek olmas1 yani hiperglisemi
ile nitelenen metabolik bir hastaliktir (American Diabetes Association, 2013; World Health
Organization (WHO), 1999). International Diabetes Federation’in 2021°de yayinladig1 baskinin
bulgulari, diyabetin 21. yilizyilin hizla biylyen saglikla ilgili kiiresel acil durumlarindan biri
oldugunu desteklemektedir. 2030 yilinda 643 milyon kisinin diyabet hastasi olacagi ve bu
sayimin 2045 yilinda 783 milyona ulasacagi ongoriilmektedir. Diyabete bagli dogrudan yapilan
saglik harcamalarinin halihazirda bir trilyon dolara yakin oldugu ve bu saymin 2030 yilina
kadar asilacag rapor edilmistir (IDF Diabetes Atlas, 2021). DM, insiilin iiretiminde eksikligin
veya insiilin direncinin olugmasi sonucunda meydana gelir, yaygin olarak tip 1 (TI1DM) ile tip
2 (T2DM) olmak uzere kategorize edilmektedir (American Diabetes Association, 2013;
Ramachandran ve dig. 2024; World Health Organization (WHO), 1999). Diyabetin monogenik
diyabet, gestasyonel (gebelik) diyabet ve yetiskinlerde gizli otoimmiin diyabet gibi klinik
olarak alt tipleri de mevcuttur (American Diabetes Association, 2013; Ramachandran ve dig.
2024; World Health Organization (WHO), 1999). Insiiline bagimli diyabet olarak da bilinen
T1DM, insiilin iireten pankreas beta () hiicrelerinin kronik otoimmiin yikimindan
kaynaklanmaktadir (American Diabetes Association, 2013; Ramachandran ve dig. 2024; World
Health Organization (WHO), 1999). TIDM’li bir bireyin pankreasinda Langerhans adaciklari
histolojik olarak analiz edildiginde makrofajlar, T ve B lenfositleri, dogal 6ldiiriicii hiicreler
dendritik hiicreler ve adacik reaktif otoantikorlari olmak tizere gesitli bagisiklik sisteminin
unsurlari tespit edilmistir (Sharma ve Alonso, 2014). TIDM gelisme potensiyeli, otoantijenlerin
salinmasina yol acan f hiicre devinimi veya hasari ile iligkilidir. B hiicresi otoantijenleri, antijen
sunan hucreler ile yardimer T hiicrelerine sunulur. Bununla birlikte olusan otoantikorlar ve
aktive olan T hiicreleri, B hiicrelerinin otoantijenlerine kars1 yonelenerek antijenlerle karsilasir,
hasara ve dolayisiyla  hiicrelerinin 6liimiine sebep olur (American Diabetes Association, 2013;
Ramachandran ve dig. 2024; Roep ve Peakman, 2012). T2DM esas olarak instlin direnci ile
baglantilidir (American Diabetes Association, 2013; Ramachandran ve dig. 2024; Roep ve
Peakman, 2012), biiyiik ol¢lide sagliksiz beslenme ve hareketsiz yasam tarzi aligkanliklarinin
neden oldugu obeziteden kaynaklanir. Insiilin duyarliligindaki dalgalanmalar karbonhidrat
agirlikli besinlerin alinimina, fiziksel aktiviteye ve strese bagli olarak degiskenlik gosterir (Tan
ve dig. 2019).



Diyabetin uzun vadeli etkileri icerinde bobrek yetmezligine sebep olabilen nefropati, gérme
kaybiyla birlikte retinopati ve periferik noropati bulunmaktadir. Diyabetli bireylerde
aterosklerotik kardiyovaskiilar, periferik arteriyal ve serebrovaskiilar hastalik insidansi yiiksek
olmakla birlikte bu bireylerde siklikla hipertansiyon ve metabolizmada anormallikler gorulur
(American Diabetes Association, 2013; Lim ve Taylor, 2024; World Health Organization
(WHO), 1999). Karbonhidrat, yag ve protein metabolizmalarindaki duzensizliklerin temel
nedeni insdlinin hedef dokular Uzerindeki etkisinin yetersiz olmasidir (World Health
Organization (WHO), 1999: American Diabetes Association, 2013;). Diyabetik ketoasidoz ve
hiperozmolar hiperglisemik durum diyabetin en ciddi iki akut metabolik komplikasyonudur.
Kontrolsiiz hiperglisemi, metabolik asidoz ve keton konsantrasyonunun artmasi hayati tehdit
eden diyabetik ketoasidoza neden olmaktadir. Hiperozmolar hiperglisemik durum, belirgin
ketoasidozun yoklugunda siddetli hiperglisemi, hiperozmolarite ve dehidrasyon ile karakterize
edilmektedir (American Diabetes Association, 2013; Lim ve Taylor, 2024; World Health
Organization (WHO), 1999).

Normal fizyolojik kosullar altinda, kan glikoz diizeyleri dar sinirlar i¢inde tutulur ve nadiren
3,5-8,0 mmol/L (63-144 mg/dL) araliginin disina ¢ikar. Glikozun homeostazinin siki1 bir sekilde
diizenlenmesi gereklidir ¢linkii baz1 dokular 6zellikle de beyin, enerji kaynag: olarak glikoza
olduk¢a bagimlidir (Holt, 2024). Bébrek, glikoz homeostazisinde ii¢ énemli role sahiptir. Ilk
olarak bobrek glukoneogenez ile glikozun dolasima gegmesini saglar. Ikinci olarak, bobrek
kendi enerji ihtiyaci olan glikozu dolasimdan saglar. Bobregin glikoz homeostazisinde sonuncu
ve en 6nemli roll ise glomerular filtrasyondan sonra filtre edilen glikozun geri emiliminin
yapilmasidir (Alsahli ve Gerich, 2017). Bobrekler giinliik olarak glukoneogenez yoluyla 15-55
g glikoz uretir ve 25-35 g glikozu metabolize eder. Normal fizyolojik kosullarda bobrekler,
giinde 125 ml/dk/1,73 m? glomerular filtrasyon hizi (GFH) ile 180 litre plazmay: ve yaklasik
olarak 160-180 g glikozu filtre eder (Alsahli ve Gerich, 2017; Vallon, 2015). Filtrelenen bu
glikozun %99 undan fazlas1 basta proksimal tiibiil olmak tizere bobrek tiibiilleri tarafindan geri
emilerek dolasima katilir. Bu sebeple olusan idrar glikoz igermez (Alsahli ve Gerich, 2017;
Vallon, 2015). Plazmada glikoz seviyeleri arttik¢a glomerular filtrattaki glikoz miktar1 ve filtre
edilen glikozun geri emilimi, maksimum geri emilme kapasitesi agilana kadar dogrusal olarak
artar (Alsahli ve Gerich, 2017; Holt, 2024). Maksimum geri emilim kapasitesi olan glikozun
renal esigine, dolasimdaki glikoz konsantrasyonu ~11 mmol/L oldugunda ulasilir (Alsahli ve

Gerich, 2017; Holt, 2024). Plazmadaki glikoz konsantrasyonunun glikozun bobrek tiibdllerinde



geri emilim esigini ve tiibiillere gelen glikoz miktarinin maksimum geri emilim kapasitesini
asmasi1 sonucu idrarda glikoz goriiliir ve bu glikoziiri olarak adlandirilir (Alsahli ve Gerich,
2017, Lim ve Taylor, 2024). Glikozun asir1 emilimi, glikoz tastyicilarinin anlatiminin
uyarilmasina ve proksimal tiibiillerde aktif tagimada artisa neden olur (Vallon, 2015). Bu
durum, bobrek korteksinde ve dis medullada oksijen talebini biiyiik Olgiide artirip kismi
iskemiye neden olarak nétrofil jelatinaz iliskili lipokalin (NGAL) ve KIM-1 gibi hiicresel hasar
belirteglerinin anlatimini artirir (Vallon, 2015; Zeni ve dig. 2017). Sodyum-glikoz ortak
tastyicist 2 (SGLT?2), glikozu sodyumla birlikte tasidigindan proksimal tiibiildeki sodyum geri
emilimi blyuk o6lglide artar. Bu da distal tiibiile ve makula densaya ulasan sodyum kloriir
konsantrasyonunu azaltir (Vallon, 2015). Makula densadaki diisiik sodyum kloriir
konsantrasyonu, tiibiiloglomerular geri bildirim mekanizmasini1 devre dis1 birakir ve afferent
arteriyolde dilatasyonu uyarir (Anders ve dig. 2016; Vallon, 2015). Ayni zamanda renin
salgilanmasi, efferent arteriyolde vazokonstriksiyona neden olur. Bu hemodinamik etkilerin
sonucunda, GFH ve glomerular hipertansiyonda artiy meydana gelir. Glomerular hipertrofi
gelisimini takiben glomerular basing diiser ancak glomerular hiperfiltrasyon devam eder

(Anders ve dig. 2016; Vallon ve Komers, 2011).

Diyabete bagli olarak meydana gelen bdbrek hasarina ve fonksiyon bozukluklarina sahip
hastalarin sayist son zamanlarda olduk¢a artmaktadir. Bobrek yetmezligine bagli gerceklesen
Olimlerin ¢ogu diyabetle iliskilendirilmektedir. Diyabet hastalarinin %20 ile %40’ inda
nefropati gelismektedir (Tokgdz, 2019). Diyabetik nefropati, renal replasman tedavisinin
baglatilmasinin yaygin bir nedenidir. Mevcut yontemler ile tedavi edilen diyabetli bir bireyin,
son donem bobrek hastaligina yakalanma riski azaliyor gibi goriinse de diinya ¢apinda diyabet
prevalansinin artmasina paralel olarak renal replasman tedavisinin gerekliligi de artmaktadir
(Barnard-Kelly ve Holt, 2024). Diyabetle iliskili bobrek hastaliginin patogenezinde metabolik,
hemodinamik, blyime faktorleri/sitokinler ve hiicre ici faktdrler olmak tzere dort 6nemli etken
tanimlanmaktadir (Flyvbjerg, 2024). Diyabete bagli olarak gelisen hipergliseminin ve
hemodinamik diizensizliklerin, inflamasyona, oksidatif strese ve fibrozise yol agtig1
belirtilmistir (Barnard-Kelly ve Holt, 2024; Mezzano ve dig. 2003; Mori ve dig. 2014; Tokgoz,
2019). Bu degisikliklere ek olarak diyabette RAS’in da aktive oldugu goériilmiistiir (He ve dig.
2015; Leehey ve dig. 2008; Ma ve dig. 2014; Mezzano ve dig. 2003; Mori ve dig. 2014; Oudit
ve dig. 2006; Tikellis ve dig. 2012; Tokgoz, 2019; Tonon ve dig. 2022; Yamaleyeva ve dig.
2012; Wang ve dig. 2019).



Diyabetik nefropatinin gelisimi ve ilerlemesinde oksidatif stresin 6nemi biiyiiktiir (Donate-
Correa ve dig. 2020; Mezzano ve dig. 2003; Mori ve dig. 2014; Mori ve dig. 2021). Normal
sartlarda, reaktif oksijen tiirleri (ROT) ve antioksidan savunma mekanizmasi arasinda bir denge
bulunur. Bu dengenin bozulmasiyla olusan oksidatif stres, diyabet dahil olmak {izere bir¢ok
patofizyolojik olayda rol alir (Baynes, 1991). Kronik hiperglisemi antioksidan kapasiteyi
azaltirken oksidatif stresi ve ROT {iretimini tesvik ederek doku hasarina, inflamatuvar aracilar
ile sitokinlerin salinimina neden olur (Butkowski ve Jelinek, 2017; Donate-Correa ve dig. 2020;
Jin ve dig. 2023; Mezzano ve dig. 2003; Mori ve dig. 2014; Mori ve dig. 2021; Wellen ve
Hotamisligil, 2005). Diyabette oksidatif stresin artmasina katkida bulunan mekanizmalar
icerisinde glikozilasyonun artmasi ile enerji metabolizmasindaki, sorbitol yolu aktivitesindeki,
inflamatuvar aracilarin seviyelerindeki ve antioksidan sistemdeki degisikliklerden kaynaklanan
metabolik stres bulunmaktadir (Baynes, 1991). Diyabette bobreklerde ROT iiretiminde en
o6nemli rolt oynayan enzimlerden biri izoform nikotinamid adenin dinikleotit fosfat (NADPH)
oksidaz (Nox) 4’tiir (Wang ve dig. 2023). Ancak diger olas1 nedenler arasinda glukoz-6-fosfat
dehidrogenaz, sorbitol/poliol yolu boyunca akis, proteinler ve amino asitler izerindeki serbest
amino gruplarinin glikasyonu, ksantin oksidaz, nitrik oksit sentaz (NOS), mitokondriyal
elektron tasima zinciri enzimleri, siklooksigenaz ve lipoksigenaz bulunur (Elmarakby ve dig.
2003; Forbes ve dig. 2008).

Diyabette gortlen hiperglisemi ile birlikte bobreklerde distal tibilde sodyum kloriir igerigi
azalir. Bu durum jukstaglomerular aygit diizeyinde diisiik etkili dolasim hacmi uyarisi olarak
algilanir ve afferent arteriyolde vazodilator etkide rol oynayan adenosin Gretiminin inhibisyonu
uyarilir (Cherney ve dig. 2014). Buna eslik eden ve Ang II diizeylerinin artmasina neden olan
RAS’1n aktivasyonu, efferent arteriyoliin vazokonstriksiyonuna ve bunun sonucunda da bobrek
perflizyonu ile glomerular hiperfiltrasyonda artisa sebep olur. Hiperglisemi, renovaskiilar ve
kardiyovaskiilar hastaliklarda 6nemli bir rol oynayan angiotensin tip 1 reseptorii (AT1R) niin
sentezini uyarir (Castafieda ve dig. 2021). Mezangiyal hiicrelerde ve podositlerde, yuksek
glikoz seviyeleri tarafindan uyarilan AT1R anlatimi, transforme edici biiyiime faktorii (TGF)-
B, vaskiilar endoteliyal biiyiime faktorii ve interlokin (IL)-6 gibi profibrotik ve proinflamatuvar
aracilarin hiicre i¢i anlatimina katkida bulunur. IL-6, hiicre dis1 matriks iiretimiyle birlikte esas
olarak proksimal tubtlde hiperplazi ve hipertrofiye yol acar (Castafieda ve dig. 2021). Yiiksek
glikoz, mezangiyal ve tubular epitel hiicrelerinde hiicre i¢i ROT’un olusumunu uyarir.

Mezangiyal hiicrelerde yiuiksek glikozun neden oldugu ROT, protein kinaz C (PKC), NADPH



oksidaz ve mitokondriyal elektron transfer zinciri kompleksi I’in inhibisyonu ile etkili bir
sekilde bloke edilebilir. Ileri glikolizasyon son iiriinleri, TGF-B1 ve Ang II de ROT olusumunu
uyarabilir ve diyabetik bobrekte yiiksek glikozla aktiflesen sinyal iletimini giiglendirebilir (Lee
ve dig. 2003). Aslinda, yiiksek glikozun mezangiyal hiicrelerde renin ve Ang II sentezini
uyardigi bilinmektedir. Ang II, glomerular kapiller basincinda ve gegirgenlikte (proteiniiriye
neden olur) artis, hiicre proliferasyonu, makrofaj infiltrasyonu, inflamasyon, sitokinlerin ve
hiicre dis1 matriksin sentezi gibi bobrek hasarinin gelisimine katkida bulunabilecek gesitli

etkilere sahip olabilmektedir (Loeffler ve Wolf, 2023).

RAS’1n arteriyal kan basincinin en 6nemli diizenleyicilerinden biri oldugu ve esas olarak
inflamatuvar siireclerin aracilik ettigi kardiyovaskiilar ve bobrek hastaliklarinda anahtar rol
oynadig iyi bilinmektedir (He ve dig. 2015; Loeffler ve Wolf, 2023; Mezzano ve dig. 2003;
Kaschina ve Unger, 2003; Tokg0dz, 2019). RAS’1n sadece bir endokrin sistem olarak degil ayni
zamanda bir parakrin, otokrin ve intrakrin sistem olarak da fonksiyonel oldugu ifade
edilmektedir (Puglisi ve dig. 2021). Renin bir asirdan fazla bir siire 6nce kesfedilmis, 1961’den
itibaren klasik RAS yolu tanimlanmis (Taquini ve Taquini, 1961) olmasina karsin bu alandaki
arastirmalar devam etmektedir ve yakin zamanda yeni bulgular ortaya konmustur. Sistemik
RAS, karacigerden sentezlenen angiotensinojenin jukstaglomerular hiicrelerden Uretilen renin
tarafindan Ang I’e doniistiiriilmesi ile baslar. ACE, Ang I’1 Ang II’ye doniistiiriirken ACE2,
Ang II’yi Ang (1-7)’ye doniistiiriir. ACE ve ACE2 aktivitesi arasindaki denge RAS’1n nihai
etkisini belirler ¢tinkii Ang 11, vazokonstriksiyona ve proliferasyona neden olurken Ang (1-7)
vazodilatasyona neden olur (Romani-Pérez ve dig. 2015). Ang II, AT1R ve angiotensin tip 2
reseptOrii (AT2R) olmak {lizere iki reseptdr alt tipi aracilifiyla etkisini gosterir (Kaschina ve
Unger, 2003). AT 1R vazokonstriksiyon, aldosteron salinimi, sodyum ve su tutulmasi gibi klasik
Ang II eylemlerine aracilik ederken AT2R, Ang I'nin ATIR araciligiyla gerceklesen
eylemlerine zit yonde etkiler gosterir ve ATIR’nin asir1 uyarilmasina karst koruyucu bir

mekanizmay1 temsil edebilir (Kaschina ve Unger, 2003).
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Sekil 2.1: Renin angiotensin sistemindeki klasik ve kars1 diizenleyici yolaklar. Ang: Angiotensin; ACE:
Angiotensin doniistiiriici enzim; NEP: Nétral endopeptidaz; AT1R: Angiotensin tip 1 reseptort,
AT2R: Angiotensin tip 2 reseptorii, MrgD: Mas ile iligkili reseptor D, MasR: Mas reseptorii
(Kanugula ve dig., 2023).

RAS’1n klasik yolagina ek olarak farkli eksenlerin varligi ifade edilmistir (Martyniak ve
Tomasik, 2022; Puglisi ve dig. 2021; Zhuo ve dig. 2013). Bunlardan biri ACE2/Ang (1-7)/Mas
reseptor eksenidir (Moon, 2013). Ang (1-7) bobrek proksimal tiibdl hiicrelerinde, afferent
arteriyollerde, kardiyomiyositlerde ve nodronlarda anlatimi olan G proteinine bagli Mas
reseptoric (MasR)’ne baglanarak bradikinin, prostaglandin ve endoteliyal nitrik oksit (NO)
salinim1 yoluyla vazodilator etki gosterir. Ikinci Ang IV/AT4/IRAP ekseninde, Ang II’nin A ve
N aminopeptidazlari ile metabolizasyonundan meydana gelen Ang 1V, insilinle diizenlenen
aminopeptidaz (IRAP) olarak tanimlanan angiotensin tip 4 (AT4) reseptoriine baglanir. Bu
eksenin kan basinci ve bobrek tizerindeki etkileri hala belirsizdir. RAS’1n tigiincii ekseni ise

Alamandin/MrgD’dir (Martyniak ve Tomasik, 2022; Puglisi ve dig. 2021; Zhuo ve dig. 2013).

Alamandin, kan basinci ile s1v1 ve elektrolit dengesinde rol oynayan RAS’in yeni bir iiyesidir.

Bir heptapeptid olan alamandin 2013 yilinda kesfedilmistir (Lautner ve dig. 2013). Alamandin,



bir oktapeptid olan angiotensin A (Alal-Ang II)’nin (Jankowski ve dig. 2007) ACE2 enzimi
tarafindan hidrolize edilmesiyle veya dogrudan Ang (1-7)’nin N-terminal aspartat amino asit
kalintisinin dekarboksilasyonu ile olusur. Alamandin, Ala-Arg-Val-Tyr-lle-His-Pro amino asit
dizisinden meydana gelir. Ang (1-7)’nin amino asit dizisinde, alamandinden farkli olarak alanin
yerine aspartat amino asidi bulunur. Bu nedenle alamandin, Ang (1-7) ile benzer biyolojik

ozellikler gosterir (Lautner ve dig. 2013).

Alamandin reseptori, Mas ile iliskili G-protein bagli reseptor (GPCR) ailesinin bir tiyesi olan
olan Mas ile iligkili reseptor (Mrg)D’dir. Mrg’ler bir¢ok farkli alt aileye sahip olmakla birlikte
(Zhang ve dig. 2005) yedi transmembran halkadan, bir N-terminal hiicre dis1 alandan ve bir C-
terminal hiicre i¢i alandan olusur (Bockaert ve Pin, 1999). Transmembran ve hiicre i¢i alanlar
yiikksek oranda korundugundan dolayr bazi islevleri paylasabilir (Dong ve dig. 2001) ve
heterodimerler olusturabilirler (Milasta ve dig. 2006). Angiotensin sistemindeki peptidlerin
Mrg reseptorleri ile etkilesime girdigi ifade edilmistir. Ang (1-7) nin MrgD reseptdriiniin zay1f
bir agonisti oldugu da gosterilmistir (Gembardt ve dig. 2008). MrgD’nin dorsal kok spinal
gangliyonlarindaki duyu néronlarinda (Dong ve dig. 2001), endoteliyal NOS (eNOS) bulunan
endotel hicrelerinde, arteriyal duiz kas hiicrelerinde ve aterosklerotik plaklarda anlatimi tespit
edilmistir (Habiyakare ve dig. 2014). Bir g¢alismada reseptoriin  membranda,
kardiyomiyositlerin periniikleer ve nikleer bolgelerinde, fare beyninin kardiyovaskilar
merkezinde lokalize oldugu gosterilmistir (Oliveira ve dig. 2019). Son zamanlarda MrgD’nin
retinadaki noronlarda, damar sisteminde ve pigment epitel hiicrelerinde anlatimi oldugu rapor
edilmistir (Zhu ve dig. 2020). Valenzuela ve dig. (2021) sican ve maymun beyninde ACE2,
Ang (1-7) ve alamandinin mitokondride oldukca yogunlastigini ve NO Uretmek icin yeni bir
mitokondriyal MrgE’ye baglandigin1 kesfetmistir. Ayrica arastirmacilar, kemirgenler ile
primatlarin substantia nigra ve farkli beyin bolgelerindeki noronlarinda ve glia hiicrelerinde
MrgE anlatiminin oldugunu bulmuslardir. Bu yeni ACE2/MrgE/NO ekseninin, néronlarda ve
muhtemelen diger hiicrelerde oksidatif stresin mitokondriyal diizenlenmesinde énemli bir rol

oynayabilecegini ileri stirmiistiir (Valenzuela ve dig. 2021).

Bir¢ok calismada farkli dokularda alamandinin koruyucu etkilere sahip oldugu gosterilmistir.
Zhu ve dig. (2021), renal iskemi/reperflizyon (I/R)’un indiikledigi bobrek hasarinda
alamandinin etkilerini degerlendirdiklerinde, alamandinin oksidatif stresi ve inflamasyonu

azaltarak etkili oldugunu bulmuslardir. Alamandinin sicanlarda doksorubisinin neden oldugu



nefrotoksisitede ve kardiyotoksisitede antioksidan, anti-inflamatuvar ve anti-apoptotik rollere
sahip oldugu belirlenmistir (Soltani Hekmat ve dig. 2021a; Hekmat ve dig. 2021b). Songdir ve
dig. (2023), alamandinin sistemik ve renal koruyucu etkilerini uyarilabilir nitrik oksit sentaz
(iNOS) anlatiminin azalmast yoluyla hemodinamik ve vaskiilar fonksiyonlar uzerindeki
etkilerini anti-inflamatuvar ve anti-apoptotik etkiler meydana getirdigini isaret etmislerdir.
Cesitli hipertansiyon modellerinde alamandinin koruyucu etkilerinin oldugu saptanmistir
(Fernandes ve dig. 2021; Gong ve dig. 2022; Hekmat ve dig. 2017; Hekmat ve dig. 2023; Soares
ve dig. 2017; Tanriverdi ve dig. 2023; Yang ve dig. 2020). Alamandinin, mitojenle aktive olan
protein kinaz yolunu inhibe ederek Ang II’nin neden oldugu vaskiilar fibrozu (Yang ve dig.
2020) ve sepsis ile iliskili kalp fonksiyon bozuklugunu hafiflettigi gosterilmistir (Li ve dig.
2018). Alamandinin antifibrotik etkisi, kollagen I, III ve fibronektin birikimini azaltmasina
yonelik elde edilen bulgularla desteklenmistir (Oudit ve dig. 2006). Tiim bu o6zelliklere ek
olarak alamandinin vazodilatasyon (Habiyakare ve dig. 2014; Qaradakhi ve dig. 2017,
Uchiyama ve dig. 2017), antitiimdral (da Silva ve dig. 2022), davranisin modiilasyonu
(Almeida-Santos ve dig. 2021; Becari ve dig. 2023) ve kardiyovaskiilar fonksiyonlarin
dizenlenmesi (Lautner ve dig. 2013) gibi bir¢ok biyolojik etkiye sahip oldugu bildirilmistir.
Alamandinin diyabet iizerindeki etkileri heniiz tam olarak bilinmemektedir. Yukarida
bahsedilen calismalardan elde edilen bilgilerin 1s18inda bu ¢alismada, alamandinin STZ ile

olusturulan diyabetik siganlarin bobrekleri tizerindeki etkilerinin arastirilmasi hedeflenmistir.
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3. MALZEME VE YONTEM

3.1. DENEY PROTOKOLU

Bu calismada, 32 adet 2,5 aylik Sprague Dawley (387,60 + 33,98 g) erkek sican kullanildi.
Hayvanlar, 12/12 saat aydinlik-karanlik periyodunda, %55 nem oraninda ve 21-25 °C oda
sicakliginda barindirildi. Deney siiresince hayvanlara ad libitum olarak standart pelet yem ve
musluk suyu verildi. Calismada kullanilan hayvanlar, Bezmialem Vakif Universitesi, Deneysel

Uygulama ve Arastirma Merkezi’nden temin edildi ve deneyler bu merkezde yapildi.
Deneyde kullanilan hayvanlar 4 gruba ayrildi.

Kontrol grubu (n=8): Sitrat tamponu ¢ozeltisi (0,5 ml) intraperitonal (ip) olarak uygulandiktan

48 saat sonra 0,5 ml fizyolojik tuzlu su (FTS) 21 giin boyunca ip olarak uygulandi.

Diyabet (STZ) grubu (n=8): 60 mg/kg STZ (Sigma, S0130) ip olarak uygulandiktan 48 saat
sonra 0,5 ml FTS 21 giin boyunca ip olarak uygulandi.

Diyabet + Alamandin grubu (n=8): 60 mg/kg STZ (Sigma, S0130) ip olarak uygulandiktan
48 saat sonra 50 pg/kg/giin alamandin (Phoenix Pharmaceuticals, Inc. 002-10) 0,5 ml FTS’de

coziinddrdlerek 21 giin boyunca ip olarak uygulandi.

Alamandin grubu (n=8): Sitrat tamponu ¢6zeltisi (0,5 ml) ip olarak uygulandiktan 48 saat
sonra 50 pg/kg/giin alamandin 0,5 ml FTS’de coziindiiriilerek 21 giin boyunca ip olarak
uygulandi.

Hayvanlarin kan glikoz degerleri, STZ uygulanmasindan 6nce ve STZ uygulandiktan 48 saat
sonra glukometre (Accu-Chek®PerformaNano, Roche Diagnostic Turkey A.S.) ile dl¢iildii.
STZ uygulamasindan 48 saat sonra kan glikoz degeri 180 mg/dl ve iizerinde olan hayvanlar
diyabet olarak kabul edildi. Alamandin, dozu 50 pg/kg/giin olacak sekilde 21 giin boyunca
hayvanlara ip olarak uygulandi (Gong ve dig., 2022). Deney baslangicindan itibaren 7, 14 ve
21. giinlerde hayvanlarin kan glikoz degerleri ve viicut agirliklar 6l¢iildii. Deneyin 20. giiniinde
hayvanlar metabolik kafeslere yerlestirildi ve 24 saatlik idrarlar1 toplandi. Daha sonra
hayvanlara ketamin (50 mg/kg) ve ksilazin (5 mg/kg) anestezisi uygulandi. Anestezi altindaki

hayvanlarin abdominal aortasindan heparinli enjektorler ile alinan kan 6rneklerinde (0,5 ml)



11

kan gazi analizatorii (ABL90Flex kan gazi analizatorii, Radiometer, Danimarka) kullanilarak
Olctimler yapildi. Biyokimyasal analizler i¢in kalpten kan ornekleri ile molekiiler ve

biyokimyasal ¢aligmalar i¢in bobreklerden doku 6rnekleri alindi.
3.2. KAN PARAMETRELERININ OLCUMU

Hayvanlarin abdominal aortasindan alinan kan Orneklerinde asit-baz parametreleri pH,
cHCOz (P,st) (standart bikarbonat); oksimetre parametresi ctHb (total hemoglobin
konsantrasyonu); elektrolit parametreleri cK" (plazmadaki potasyum iyonlarinin
konsantrasyonu), cNa* (plazmadaki sodyum iyonlarinin konsantrasyonu), cCa*? (plazmadaki
kalsiyum iyonlarinin konsantrasyonu), cCl" (plazmadaki klor iyonlarinin konsantrasyonu);
metabolit parametreleri cLac (plazmadaki L-Laktat konsantrasyonu) ve ctBil (plazmadaki
total bilirubin konsantrasyonu) seviyeleri kan gazi analizatérii (ABL90Flex kan gazi
analizatorl, Radiometer, Danimarka) ile 6l¢uldd.

3.3. BIYOKIMYASAL CALISMALAR

Deney sonunda alinan doku ve kan 6rneklerinde Ang I1 (E0655Ra, BT-LAB, China), Ang (1-
7) (E1171Ra, BT-LAB, China), ACE2 (E0968Ra, BT-LAB, China), total oksidan kapasite
(TOS) (RLO024, Rel Assay, Turkey), total antioksidan kapasite (TAS) (RL0O017, Rel Assay,
Turkey), ve KIM-1 (EO549Ra, BT-LAB, China) dizeyleri belirlendi. Ayrica idrarda total
protein, kanda ise BUN ve kreatinin dlzeyleri otoanalizérde (cobas ¢ 311, Roche, USA)

belirlendi.

Bobrekten alinan pargalar, sivi azota atildiktan sonra biyokimyasal analizler yapilana kadar -80
°C’de saklandi. Analiz sirasinda bobrek doku ornekleri, soguk fosfat tamponunda (pH 7,4)
homojenizatér (MM400 Mikserli Ogiitiicii, Retsch, Haan, Germany) ile homojenize edildi.
Homojenatlar, 12.000 rpm’de +4 °C’de 12 dakika santriftij (MIKRO 220R, Hettich, Tuttlingen,

Germany) edildi ve siipernatantlar toplandi.

Kan ornekleri sar1 kapakli standart kan tiiplerine alindiktan sonra 4000 rpm’de 10 dakika
boyunca +4 °C’de santrifij (NF 1200, Nive, Turkiye) edildi. Elde edilen serum drnekleri analiz

yapilincaya kadar -80 °C’de saklandi.
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Idrar 6rnekleri ise 3000 rpm’de +4 °C’de 10 dakika boyunca santrifiij edildi ve iistte kalan s1v1
kisim alinarak -20 °C’de saklanda.

Biyokimyasal analizler, bobrek dokusundan elde edilen siipernatanlarda ve serumda ¢aligmaya
uygun kitler kullanilarak iiretici firmanin verdigi talimatlara gére enzim bagli immunosorbent
analizi (ELISA) yontemi ile yapildi. Calismaya baglanmadan 6nce tiim kitlerdeki reaktifler oda
sicakligina getirildi. Ardindan stok c¢ozeltisi kullanilarak sulandirilmis standartlar hazirlandi.
Yikama tamponu distile su ile seyreltilerek hazirlandi. Mikroplagin standart kuyucuklarina 50
ul standart konuldu. Daha sonra standart igeren kuyucuklar hari¢ diger kuyucuklara 40 pl
ornekler eklendi. Ornek iceren kuyucuklara, kullanilan kitin antikorlar1 (10 pl sican anti-KIM-
1 antikoru, si¢an anti-ACE2 antikoru, si¢an anti-Ang (1-7) antikoru, anti-ANG-2 antikoru)
yerlestirildi. Daha sonra kuyucuklara 50 ul streptavidin-HRP eklendi ve 60 dakika 37 °C’de
inkiibe edildi (Shaker&CO Incubator, NB-203QS, N-Biotek, Republic of Korea).
Inkiibasyondan sonra mikroplaktaki kuyucuklar 200 pl yikama soliisyonu ile dort kez
yikandiktan sonra kuyucuklara 50 pl substrat soliisyonu A ve 50 pl substrat soliisyonu B
eklendi. Mikroplagin iizeri kapatilarak 10 dakika 37 °C’de karanlikta tutuldu. Inkiibasyon
sonrasi kuyucuklara 50 pl durdurma solisyonu eklendi ve reaksiyon durduruldu. Mikroplak,
10 dakika icinde 450 nm dalga boyunda ELISA okuyucusunda (Thermo Scientific, Multiskan
GO, UK) absorbans degerlerini elde etmek i¢in okundu.

Bobrek dokusundan elde edilen siipernatantlarda ve serumda ayrica TOS, TAS (Rel Assay
Diagnostics, Gaziantep, Turkey) ve elde edilen degerlerle oksidatif stres indeksi (OSI)
belirlendi. TOS 06l¢iimii i¢in 6rneklerden ve kitin i¢cinden ¢ikan standartlardan 15 pl alinip
mikroplaktaki kuyucuklara yerlestirildi. Orneklerin yiiklendigi kuyucuklara 100 pl R1 reaktifi
eklendi ve 530 nm dalga boyunda ilk absorbans 6l¢imi (Thermo Scientific Multiskan FC,
USA) yapildi. Bu 6l¢giimden sonra kuyucuklara 5 pl kitin i¢inde bulunan R2 reaktifi eklendi ve
oda 1sisinda 10 dakika inkiibasyona birakildi. Ardindan 530 nm dalga boyunda ikinci absorbans
Ol¢iimii yapildi. Sonuglar, dokuda pmol H202 Equiv./g serumda ise umol H>O> Equiv./L olarak

verildi.

TAS o6l¢timii igin 6rneklerden ve kitin i¢inden ¢ikan standartlardan 6 pl alinip mikroplaktaki
kuyucuklara yerlestirildi. Orneklerin yiiklendigi kuyucuklara 100 pl R1 reaktifi eklendi ve 660
nm dalga boyunda ilk absorbans 6l¢iimii (Thermo Scientific Multiscan FC, USA) yapildi. Bu

6lcimden sonra kuyucuklara 15 pl R2 reaktifi eklenerek oda 1sisinda 10 dakika inkiibasyona
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birakildi. Ardindan 660 nm dalga boyunda ikinci absorbans 6l¢iimii yapildi. Sonuglar, dokuda

mmol Trolox Equiv./g serumda ise mmol Trolox Equiv./L olarak verildi.

Oksidatif stres indeksi (OSI), TOS ve TAS degerleri belirlendikten sonra (TOS/TAS) x 100

formiilii kullanilarak hesaplandi.
3.4. WESTERN BLOT ANALIZi

Doku orneklerin protein konsantrasyonu bikinkoninik asit (BCA) yontemi ile BCA assay Kit
(ThermoFisher, USA) kullanilarak belirlendi. Calisilacak drnekler, oranlart 1:10 olacak sekilde
sulandirildi. Sigir serum albumin (BSA) standartlar1 (2 mg/ml, 1 mg/ml, 0,5 mg/ml, 0,25
mg/ml, 0,125 mg/ml ve 0,0625 mg/ml) hazirlandi. Calisma soliisyonu, A ve B reaktif orani 1:50
olacak sekilde hazirlandi. Daha sonra, rnekler ile standartlar (25 pl) ve ¢alisma soliisyonu (175
pl) mikroplaga yiiklendi. Mikroplak, 30 dakika boyunca 37 °C’de karanlikta tutuldu. Sonuglar,
mikroplagin 562 nm dalga boyunda okuyucuda (Thermo Scientific Microplate Reader, ABD)
okunmasiyla belirlendi. Sonuglarin hesaplanmasi lineer grafik cizilerek yapildi ve 6rnekler 35

ng olacak sekilde sulandirildi.

Jeldeki 6rnek kuyulart i¢in 6rnek ve Laemmli drnek tamponu (2x) ependorf icine konulduktan
sonra 5-10 dakika 95 °C’de inkiibe edildikten sonra 6rnekler buz stiinde bekletildi. Jeller, kitin
protokoliine gore (Bio-Rad TGX™ FastCast™ Acrylamide Kit) hazirlandiktan sonra tanka
yerlestirildi ve yiritme tamponu (1x) eklendi. Jele 6rnekler (17 pl) ve protein belirteci (6 pl)
(BLUItra Prestained Protein Ladder, BIO-HELIX - PM001-0500) yiiklendikten sonra Western
blot (Biorad, USA) sisteminde 1 saat boyunca 120 mV akimda yiiriitiildii. Bu islemden sonra
jel sistemden c¢ikarilarak distile suda bekletildi. Transfer agsamasinda poliviniliden diflorid
(PVDF) membran, 30 saniye metanol igerisinde tutulduktan sonra PVDF membran sirasiyla 3
dakika distile suda ve 5 dakika transfer tamponunda tutularak hazirlandi. Transfer asamasi igin
kasetin en altina siinger, iistine PVDF membran, jel ve siinger konularak 30 dakikalik transfer
protokolli secildi ve blotlama islemi yapildi. Daha sonra membran 37 °C’de 1 saat boyunca
%35’lik BSA iceren TBS-T (Tris tamponlu salin-Tween 20) igerisinde ¢alkalayicida tutuldu ve
sonra TBS-T ile 5 kere 5 dakika yikandi. Bu islemin ardindan primer antikorlar %2,5’luk BSA
iceren TBS-T ile 1:300 olacak sekilde hazirlandiktan sonra membranin {lizerine yerlestirildi. Bu
islemler, her bir antikor [renin (ab180608, Abcam), Ang | (H-002-01, Phoenix Pharmaceuticals,
Inc.), Ang Il (H002-12, Phoenix Pharmaceuticals, Inc.), Ang (1-7) (H-002-24, Phoenix
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Pharmaceuticals, Inc.), ACE (sc-20791, Santa Cruz) ACE2 (GTX15348, GeneTex),
miyeloperoksidaz (MPO) (Thermo Fisher Scientific, RB-373-A)] icin tekrar edildi. Primer
antikor ile membran bir gece +4 °C’de inkiibe edildikten sonra 3 kez 10 dakika TBS-T ile
yikandi. Daha sonra sekonder antikor (anti-rabbit IgG, Cell signaling Tech., ABD) %2,5’luk
BSA iceren TBS-T ile 1:1000 oraninda hazirlarak membran yerlestirildi ve oda sicakliginda 1
saat ¢alkalayicida tutuldu. Ardindan membran 3 kere 10 dakika TBS-T ile yikandi. Membranin
goriintiilenmesi amaciyla Kitin icindeki (Western Blotting Luminol Reagent kit, Thermo Fisher,
USA) 3 ml reaktiflerden alinarak hazirlanan karisim ile membran yaklasik 1 dakika karanlik
ortamda tutuldu (Hirano, 2012). Membrandaki bantlarin goértntileme sisteminde (Vilbert

Laurmart Fusion Fx5, Fransa) goruntiisti alindi ve degerlendirildi.
3.5. ISTATISTIKSEL ANALIZ

Calismadan elde edilen veriler, Instat Istatiksel Paket Programi (GraphPad Prism 10.1.2, San
Diego, CA, ABD) aracilig1 ile analiz edildi. Veriler ortalama + standart sapma olarak gdsterildi.
Gruplarinin dagiliminin, normal dagilima uygunlugu Shapiro-Wilk testi ile test edildi. Normal
dagilim gostermeyen verilere Kruskal Wallis testi (parametrik olmayan test), normal dagilima
sahip verilere tek yonlii ANOVA uygulanarak Tukey testleri yapildi. Kan glikozu ile viicut
agirliklarina ait veriler ¢ift yonlii ANOVA uygulanarak Benforroni’nin ¢oklu karsilagtirma testi

ile degerlendirildi. p<0.05 degeri istatistiksel olarak anlaml1 kabul edildi.
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4. BULGULAR

Deney gruplarina ait hayvanlarin STZ uygulanmasindan o6nce (-2. glin) ve STZ
uygulanmasindan 48 saat, 7, 14 ve 21 giin sonra 0Ol¢iilen kan glikoz seviyeleri degerlendirildi.
Diyabet grubunun kan glikoz seviyeleri kontrol grubu ile karsilastirildiginda 1, 7, 14 ve 21. giin
olmak tizere 4 6l¢iim noktasinda da arttig1 belirlendi (p<0,001). Alamandin uygulanan diyabet
grubunda kan glikoz seviyelerinin kontrol grubuna gore yiiksek oldugu (p<0,001) ve diyabet
grubuna gore degismedigi saptandi. Sadece alamandin uygulanan grupta ise kan glikoz

seviyelerinin kontrole benzer oldugu goriildii (Sekil 4.1).

Her grubun deney boyunca olciilen kan glikoz degerleri STZ uygulamasi oncesinde yapilan
Olctimlerle karsilastirildi. Diyabet ve Diyabet+Alamandin gruplarina ait kan glikoz degerlerinin
deney boyunca ilk dlgiilen degerlere gore arttig1 (p<0,001) belirlendi. Kontrol ve alamandin
gruplarinda kan glikoz degerlerinin ise degismedigi tespit edildi (Sekil 4.1).

800+ — KONTROL
- DIYABET
— DIYABET+ALAMANDIN
3 600- | .l. F == ALAMANDIN
S I 1_
£ 11— l T ek 888
S *kk &&&
=) *dkk &&& |
N kkk &&& *kk &&&
O 400+ *kk &&&
E P kkk &&&
s k%% &&&
(O]
Z
S 200-
— —F — -
o L] L] L] L] L]
-2 1 7 14 21
ZAMAN (GUN)

Sekil 4.1: Deney gruplarina ait kan glikoz degerleri [STZ uygulamasi oncesi (-2. gln), STZ
uygulamasindan 48 saat sonra (deney baslangici (1. giin)), 7, 14 ve 21 gun sonra]. ***p<0,001:
Kontrol grubuna gore anlamlilik. 44€¢p<0,001: STZ uygulamas1 dncesine (-2. giin) ait 6lgilen
degerlere gore anlamlilik.
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Deney gruplarina ait hayvanlarin STZ uygulanmasindan o6nce (-2. glin) ve STZ
uygulanmasindan 48 saat, 7, 14 ve 21 giin sonra Olgiilen viicut agirliklar1 degerlendirildi.
Diyabet ve Diyabet+Alamandin gruplarinin = viicut agirliklart  kontrol grubu ile
karsilastirildiginda 21. giinde azaldigi belirlendi (p<0,001). Sadece alamandin uygulanan

grubun viicut agirliklarinin kontrole benzer oldugu goriildi (Sekil 4.2).

Her grubun deney boyunca 6lgiilen viicut agirliklari, STZ uygulamasi 6ncesinde yapilan
Olgiimlerle karsilastirildi. Diyabet ve Diyabet+Alamandin gruplarina ait viicut agirliklarinin
deney sonunda STZ uygulamasindan Once dlgiilen degerlere gore azaldig1 (p<0,001; p<0,05)
belirlendi. Kontrol grubuna ait hayvanlarin viicut agirliklarinin 21. giinde (p<0,05), alamandin
grubunun ise 14. (p<0,001) ve 21. (p<0,001) giinde STZ uygulamasindan o6nce Olgiilen
degerlere gore arttig1 tespit edildi (Sekil 4.2).
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Sekil 4.2: Deney gruplarina ait viicut agirlik degerleri [STZ uygulamasi oncesi (-2. gun), STZ
uygulamasindan 48 saat sonra (deney baslangici (1. giin)), 7, 14 ve 21 giin sonra]. ***p<0,001:
Kontrol grubuna gore anlamlilik. ¥p<0,05, 4%4p<0,001: STZ uygulamasi 6ncesine (-2. glin) ait
oOlciilen degerlere gore anlamlilik.
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4.1. KAN PARAMETRE BULGULARI

Deney gruplarina ait hayvanlarin deney sonunda abdominal aortadan alinan kan 6rneklerinde
olciilen pH, ctHb, cK*, cNa*, cCa*?, cClI', cLac, ctBil ve cHCO3 degerleri istatistiksel olarak
degerlendirildi. Diyabet grubunda pH, ctHb, cK*, cNa*, cCa*?, cClI, cLac, ctBil ve cHCO3z
degerlerinin kontrole gore degismedigi ve kontrole benzer oldugu goriildii (Tablo 4.1.1).
Diyabet+Alamandin grubunda kan 6rneklerindeki pH, ctHb, cK*, cCa*?, cLac, ctBil ve cHCO3"
degerlerinin kontrol ve diyabet gruplarina benzer oldugu belirlendi. Bu gruba ait cNa* degerinin
kontrol grubuna gore (p<0,05), cCl" degerinin ise kontrol (p<0,001) ve diyabet (p<0,05)
gruplarina gore azaldigi saptandi. Sadece alamandin uygulanan grubun kan o6rneklerinde
belirlenen cK* degerlerinin kontrol (p<0,05) ve diyabet (p<0,01) gruplarina gore arttigi
gozlendi. Buna ek olarak, alamandin grubunda cClI" (p<0,01) ve cLac (p<0,01) degerlerinin
DiyabettAlamandin grubuna gore azaldigi belirlendi. Yine bu grupta clLac (p<0,01)
degerlerinin diyabetik gruba gore azaldig1 tespit edildi (Tablo 4.1.1).

Tablo 4.1.1: Deney gruplarina ait hayvanlarin kan 6rneklerinde dlgiilen pH, ctHb, cK*, cCa*?, cLac,

ctBil ve cHCO3" degerleri. *p<0,05, ***p<0,001: Kontrol grubuna gore anlamlilik. *p<0,05,
**p<0,01: Diyabet grubuna gore anlamlilik. #p<0,05, #p<0,01: Diyabet+Alamandin grubuna gore

anlamlilik.

Kontrol Diyabet E\:Zi:);r:;in Alamandin
pH 7,385+0,019 7,347+0,043 7,366+0,023 7,377+0,031
ctHb (g/dl) 16,09+0,831 15,34+1,704 16,601,538 15,610,992
cK* (mmol/L)  3,643+0,263 3,543+0,355 4,029+0,767 4,629+0,731%"
cNa* (mmol/L) 146,143,288 145,043,559 140,1:+4,508* 142,943,579
cCa?* (mmol/L)  1,143+0,195 1,034+0,093 1,201+0,154 1,190+0,157
cCI (mmol/L) 102,941,345 100,3+3,904 95,86+2,673*** 101,942,116
cLac (mmol/L) 0,700,129 0,900,369 0,8670,265 0,35+0,125++#
CtBil (umol/L)  31,43+2,992 29,00+5,598 28,20+6,775 29,14+4,981
CHCOs(P.st)e 6 3440820 25 34+1 514 26,69+1,706 26,26+1,196

(mmol/L)
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4.2. BIYOKIMYASAL BULGULAR

Deney hayvanlarinin bobrek dokusunda ve serumunda Ang II seviyeleri incelendiginde
gruplarin arasinda farkliliklarin oldugu gorildi (Sekil 4.2.1). Diyabet grubunda Ang II
seviyesinin dokuda kontrole gore arttigi saptandi (p<0,001). Alamandin uygulamasinin
diyabetik gruplarda dokuda Ang II seviyesini azalttig1 (p<0,001) ve kontrole benzer oldugu
tespit edildi. Alamandin grubunda dokudaki Ang II degerlerinin diyabet grubuna gore diisiik
(p<0,001) oldugu, ayrica Diyabett+Alamandin ve kontrol grubuna benzer oldugu gorulda.
Deney hayvanlarinin serumlarindaki Ang II seviyeleri incelendiginde diyabet grubunda arttig1
alamandin uygulamasinin ise azalttigi goriildi ancak bu degisimler istatistiksel olarak

anlamlilik gostermedi (Sekil 4.2.1).

Deney hayvanlarmin bobrek dokusunda ve serumunda Ang (1-7) seviyeleri incelendiginde

gruplarin arasinda anlamli farkliliklarin olmadig tespit edildi (Sekil 4.2.2).

Deney hayvanlarinin bobrek dokusunda ve serumunda ACE2 seviyeleri incelendiginde
gruplarin arasinda farkliliklarin oldugu tespit edildi (Sekil 4.2.3). Diyabetik grupta hem dokuda
hem serumda ACE2 degerlerinin kontrole gore arttigi saptandi (p<0,001). Alamandin
uygulamasinin diyabetik gruplarda ACE2 seviyesini azalttig1 (p<0,001) ancak kontrole gore
doku ve serumda bu degerlerin yiiksek oldugu (p<0,01; p<0,05) belirlendi. Alamandin
grubunda ACE2 degerlerinin hem dokuda hem serumda diyabet (p<0,001) ile
Diyabet+Alamandin grubuna (p<0,001; p<0,01) gore diisiik ve kontrole benzer oldugu goriildii
(Sekil 4.2.3).



19

DOKU

*%%

3000

N
o
o
o
1

1000

Ang Il (nmol/g)

300

N

o

o
1

Ang Il (pmol/L)
3
1

Sekil 4.2.1: Deney gruplarma ait doku ve serum &rneklerinde Ang Il (Angiotensin Il) degerleri.
***p<0,001: Kontrol (K) grubuna goére anlamlilik. ***p<0,001: Diyabet (D) grubuna gore
anlamlilik. (DA) Diyabet+Alamandin ve (A) Alamandin grubu.
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Sekil 4.2.2: Deney gruplarina ait doku ve serum 6rneklerinde Ang (1-7) (Angiotensin (1-7)) degerleri.
(K) Kontrol, (D) Diyabet, (DA) Diyabet+Alamandin ve (A) Alamandin grubu.
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Sekil 4.2.3: Deney gruplarina ait doku ve serum 6rneklerinde ACE2 (Angiotensin doniistiiriicli enzim
2) degerleri. *p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001: Kontrol (K) grubuna gére anlamlilik. ***p<0,001:
Diyabet (D) grubuna gore anlamlilik. #p<0,01, *##p<0,001: Diyabet+Alamandin (DA) grubuna
gore anlamlilik. (A) Alamandin grubu.
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Deney hayvanlarinin bobrek dokusunda ve serumunda TOS seviyeleri incelendiginde gruplarin
arasinda anlamli farkliliklarin oldugu tespit edildi (Sekil 4.2.4). Diyabet grubunda hem dokuda
(p<0,01) hem de serumda (p<0,05) TOS degerlerinin kontrole gore arttigr goruldu. Alamandin
uygulamasinin diyabetik gruplarda dokudaki TOS seviyesini azalttig1 ve bu degerlerin kontrole
benzer oldugu belirlendi. Ancak bu grubun serum 6rneklerinde TOS seviyesinin kontrole gore
yiiksek oldugu goriildii (p<0,05). Alamandin grubunda TOS degerlerinin dokuda diyabet
grubuna gore (p<0,001), serumda hem diyabet (p<0,001) hem de Diyabet+Alamandin grubuna
(p<0,01) gore diisiik oldugu ve kontrole benzer oldugu tespit edildi (Sekil 4.2.4).

Deney hayvanlariin bobrek dokusunda ve serumunda TAS seviyeleri incelendiginde gruplarin
arasinda anlamh farkliliklar belirlendi (Sekil.4.2.5). Diyabet grubunda dokuda (p<0,001) ve
serumda (p<0,01) TAS degerlerinin kontrole gore azaldigi saptandi. Alamandin uygulamasinin
diyabetik gruplarda TAS seviyesini kontrole yaklastirdigi belirlendi. Alamandin grubunda TAS
degerlerinin dokuda ve serumda hem diyabet (p<0,001) hem de Diyabet+Alamandin grubuna
(p<0,05) gore yiiksek oldugu tespit edildi (Sekil 4.2.5).

Deney hayvanlariin bobrek dokusunda ve serumunda OSI incelendiginde gruplarin arasinda
anlamli farkliliklar tespit edildi (Sekil.4.2.6). Diyabet grubunda hem dokuda hem de serumda
OSI degerlerinin kontrole gore arttig1 (p<0,001) goriildii. Alamandin uygulamasinin diyabetik
gruplarda hem dokuda (p<0,001) hem de serumda (p<0,01) OSI degerini azalttifi ancak
kontrole gore yliksek oldugu (p<0,001; p<0,01) belirlendi. Alamandin grubunda OSI degerinin
dokuda ve serumda diyabet (p<0,001) ve Diyabet+Alamandin grubuna (p<0,001) gore diisitk
oldugu ayrica kontrole benzer oldugu saptandi (Sekil 4.2.6).
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Sekil 4.2.4: Deney gruplarina ait doku ve serum orneklerinde TOS (total oksidan kapasite) degerleri.
*p<0,05, **p<0,01: Kontrol (K) grubuna gére anlamlilik. ***p<0,001: Diyabet (D) grubuna goére
anlamlilik. #p<0,01: Diyabet+Alamandin (DA) grubuna gore anlamlilik. (A) Alamandin grubu.
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Sekil 4.2.5: Deney gruplarina ait doku ve serum drneklerinde TAS (total antioksidan kapasite) degerleri.
**p<0,01, ***p<0,001: Kontrol (K) grubuna gére anlamlilik. ***p<0,001: Diyabet (D) grubuna
gore anlamlilik. #*p<0,05: Diyabet+Alamandin (DA) grubuna gore anlamlilik. (A) Alamandin
grubu.
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Sekil 4.2.6: Deney gruplarina ait doku ve serum orneklerinde OST (oksidatif stres indeksi) degerleri.
**p<0,01, ***p<0,001: Kontrol (K) grubuna gore anlamlilik. **p<0,01, ***p<0,001: Diyabet (D)
grubuna gore anlamlilik. *#p<0,001: Diyabet+Alamandin (DA) grubuna gore anlamlilik. (A)
Alamandin grubu.
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Deney hayvanlarinin bobrek dokusunda ve serumunda KIM-1 seviyeleri incelendiginde
gruplarin arasinda anlamli farkliliklar gorildi (Sekil 4.2.7). Diyabet grubunda hem dokuda
(p<0,001) hem serumda (p<0,001) KIM-1 degerlerinin kontrole gore arttigi saptandi.
Alamandin uygulamasinin diyabetik gruplarda dokuda ve serumda KIM-1 seviyesini azalttig1
(p<0,001) ancak kontrole gore yliksek oldugu (p<0,001) tespit edildi. Alamandin grubunda
KIM-1 degerlerinin dokuda ve serumda diyabet (p<0,001) ile Diyabet+Alamandin grubuna
gore diisiik (p<0,001) oldugu ve kontrole benzer oldugu goriildii (Sekil 4.2.7).
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Sekil 4.2.7: Deney gruplarina ait doku ve serum Orneklerinde KIM-1 (bdbrek hasar molekili-1)
degerleri. ***p<0,001: Kontrol (K) grubuna gore anlamlilik. ***p<0,001: Diyabet (D) grubuna
gore anlamlilik. *#p<0,001 Diyabet+Alamandin (DA) grubuna gore anlamlilik. (A) Alamandin
grubu.
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Deney hayvanlarinin serum 6rneklerindeki BUN seviyeleri incelendiginde gruplarin arasinda
anlaml farkliliklar saptandi (Sekil 4.2.8). Diyabet grubunda BUN degerlerinin kontrole gére
arttig1 (p<0,001) tespit edildi. Alamandin uygulamasinin diyabetik gruplarda BUN seviyelerini
azalttig1 (p<0,001) ancak kontrole gore yiiksek oldugu (p<0,001) belirlendi. Alamandin
grubunda BUN degerlerinin diyabet (p<0,001) ve Diyabet+Alamandin (p<0,001) gruplarina
gore diisiik oldugu ayrica kontrole benzer oldugu goriildii (Sekil 4.2.8).

Deney hayvanlarinin serum kreatinin seviyeleri incelendiginde gruplarin arasinda anlamli
farkliliklar gorildu (Sekil 4.2.8). Diyabet grubunda kreatinin degerlerinin kontrole gore arttigi
(p<0,001) saptandi. Alamandin uygulamasimin diyabetik gruplardaki Kkreatinin seviyesini
azalttig1 (p<0,001) ve kontrole benzer oldugu tespit edildi. Alamandin grubunda kreatinin
degerlerinin diyabet grubuna gore diisiik (p<0,001) ve kontrole benzer oldugu goriildii (Sekil
4.2.8).

Deney hayvanlarinin idrar Orneklerinde total protein seviyeleri incelendiginde gruplarin
arasinda anlaml farkliliklar goraldu (Sekil 4.2.9). Diyabet grubunda idrarda total protein
degerlerinin kontrole gore arttig1 (p<0,01) saptandi. Diyabet+Alamandin grubunda idrardaki
total protein seviyelerinin kontrole benzer oldugu belirlendi. Alamandin grubunda total protein
degerlerinin diyabet (p<0,001) ve Diyabet+Alamandin grubuna gore (p<0,05) diisiik ve
kontrole benzer oldugu goriildii (Sekil 4.2.9).
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Sekil 4.2.8: Deney gruplarina serum Orneklerinde BUN (kan Ure azotu) ve kreatinin degerleri.
***p<0,001: Kontrol (K) grubuna goére anlamlilik. ***p<0,001: Diyabet (D) grubuna gore
anlamlilik. #p<0,001 Diyabet+Alamandin (DA) grubuna gore anlamlilik. (A) Alamandin grubu.
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Sekil 4.2.9: Deney gruplarna ait idrar 6rneklerinde total protein degerleri. **p<0,01: Kontrol (K)
grubuna gore anlamlilik. ***p<0,001: Diyabet (D) grubuna goére anlamlilik. #p<0,05:
Diyabet+Alamandin (DA) grubuna gore anlamlilik. (A) Alamandin grubu.
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4.3. WESTERN BLOT ANALIZ BULGULARI

Deney hayvanlarindan alinan bobrek orneklerinde RAS yolaginda bulunan renin, Ang I, Ang
II, ACE ve ACE2 unsurlar ile 16kosit infiltraSyonunun dolayisiyla inflamasyonun bir
gostergesi olan MPO Western blot yontemi ile incelendiginde gruplarin arasinda farkliliklar
belirlendi (Sekil 4.3.1-4.3.3).

Diyabet grubunda renin (p<0,001), Ang I (p<0,001), Ang Il (p<0,001), ACE (p<0,001) ve
ACE2 (p<0,001) anlatimmin kontrole gore arttigi saptandi (Sekil 4.3.1, Sekil 4.3.2).
Diyabet+Alamandin grubunda Ang | (p<0,001), Ang Il (p<0,01), ACE (p<0,001) ve ACE2
(p<0,001) degerlerinin diyabet grubuna gore azaldig1 ancak kontrole gore bu degerlerin yiiksek
oldugu (sirastyla p<0,01; p<0,001; p<0,001; p<0,001) saptand1 (Sekil 4.3.1, Sekil 4.3.2). Bu
grupta renin degerlerinin diyabet grubuna gore degismedigi tespit edildi. Alamandin grubunda,
kontrole gore renin (p<0,01) ve Ang II (p<0,001) degerlerinin yiiksek, Ang I (p<0,001) ve
ACE2 (p<0,01) degerlerinin diisiik oldugu goriildii (Sekil 4.3.1, Sekil 4.3.2). Yine bu grupta,
renin, Ang I, Ang II, ACE ve ACE2 degerlerinin diyabet (p<0,001) ve Diyabet+Alamandin
(p<0,001; p<0,001; p<0,01; p<0,001; p<0,001) gruplarina gore diisiik oldugu belirlendi (Sekil
4.3.1, Sekil 4.3.2). Ang (1-7) seviyeleri incelendiginde gruplarin arasinda anlamli farkliliklar
gorilmedi (Sekil 4.3.1, Sekil 4.3.2).

Deney gruplarinin bobrek orneklerinde MPO seviyeleri degerlendirildiginde diyabetik grupta
arttig1 (p<0,001), alamandin uygulamasinin bu artis1 6nledigi (p<0,001) ve kontrol seviyesine
diistirdiigii goriildii. Alamandin grubunda dokudaki MPO degerlerinin kontrol grubu da dahil
olmak tizere tiim gruplara gore azaldig1 (p<0,001) tespit edildi (Sekil 4.3.3).
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Sekil 4.3.1: Deney gruplarina ait doku 6rneklerinde renin, ACE (Angiotensin doniistiiriicii enzim), Ang
I (Angiotensin 1) ve Ang Il (Angiotensin Il) protein seviyeleri ve protein bandlari. **p<0,01,
***1p<0,001: Kontrol (K) grubuna gore anlamlilik. **p<0,01, ***p<0,001: Diyabet (D) grubuna
gore anlamhilik. #p<0,01, #¥p<0,001: Diyabet+Alamandin (DA) grubuna gore anlamlilik. (A)
Alamandin grubu.
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Sekil 4.3.2: Deney gruplarina ait doku 6rneklerinde ACE2 (Angiotensin doniistiiriicti enzim 2) ve Ang
(1-7) (Angiotensin (1-7)) protein seviyeleri ve protein bandlari. **p<0,01, ***p<0,001: Kontrol
(K) grubuna gore anlamlilik. ***p<0,001: Diyabet (D) grubuna gore anlamlilik. *#p<0,001
Diyabet+Alamandin (DA) grubuna gore anlamlilik. (A) Alamandin grubu.
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Sekil 4.3.3: Deney gruplarina ait doku orneklerinde MPO (miyeloperoksidaz) protein seviyeleri ve
protein bandlari. ***p<0,001: Kontrol (K) grubuna goére anlamlilik. ***p<0,001: Diyabet (D)
grubuna gore anlamlilik. *##p<0,001: Diyabet+Alamandin (DA) grubuna gére anlamlilik. (A)
Alamandin grubu.
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5. TARTISMA VE SONUC

DM, kiiresel prevalansi ve insidansi giderek artan, insiilin salinimi, insiilinin etkisi veya her
ikisinde olusan kusurlar sebebiyle gorilen hiperglisemi ile karakterize edilen metabolik bir
hastaliktir. Klinik semptomlar1 politiri, polidipsi, polifaji, kilo kaybi, yorgunluk ve gorme
kusurlarimi icermektedir. Diyabetik bireylerde, ciddi metabolik dlzensizlikler ile birlikte
ketoasidoz veya hiperozmolar ketotik olmayan koma da meydana gelebilir (American Diabetes
Association, 2013; Lim ve Taylor, 2024; World Health Organization (WHQO), 1999).

DM, uzun vadeli mikrovaskiilar ve makrovaskiilar olmak iizere farkli komplikasyonlarin
gelisimi ile iligkilendirilir. Mikrovaskiilar komplikasyonlar igerisinde retinopati, nefropati,
periferik noropati ile gastrointestinal ve kardiyovaskilar semptomlar ile cinsel fonksiyon
bozukluklarina neden olan otonom néropati bulunmaktadir (American Diabetes Association,
2013; Lim ve Taylor, 2024; World Health Organization (WHQO), 1999). Makrovaskdlar
komplikasyonlar arasinda aterosklerotik kardiyovaskiilar, periferik arteriyal ve serebrovaskular
hastaliklarin gériilme sikliginin arttig1 kardiyovaskiilar hastaliklar ile kalp yetmezligi yer alir
(American Diabetes Association, 2013; Lim ve Taylor, 2024; World Health Organization
(WHO), 1999).

DM ile iligkili komplikasyonlarin gelisimi buyiik 6lgtide hipergliseminin derecesine ve stresine
baglidir. Yiiksek glikoz konsantrasyonlari, bobrekte endoteliyal hiicreler, diiz kas hiicreleri,
mezangiyal hiicreler, podositler, tiibiilar ve toplayict kanal sistemi hiicreleri, inflamatuvar
hicreler ve miyofibroblastlar dahil olmak uzere birgok hiicre tipini etkileyen spesifik hicresel
etkilere neden olur (Vallon ve Komers, 2011). Artan ve dalgalanan kan glikoz duzeyleri ile
mikrovaskiilar komplikasyonlarin gelisimi arasinda bir¢ok farkli yolun araci olarak rol oynadigi
giderek daha belirgin hale gelmistir (Flyvbjerg, 2024; Lim ve Taylor, 2024). Bizim
calismamizda, TIDM’nin en sik kullanilan modellerinden biri olan STZ uygulamasiyla
deneysel diyabet modeli olusturulmustur (Vallon ve Komers, 2011). Bir B hiicre toksini olan
STZ, 24 ile 36 saat i¢inde B hiicre yikimina ve insiilin salgilanmasindaki bozukluklara bagh
olarak diyabete yol agmaktadir. Insiilin tedavisi olmadan, STZ ile olusturulan diyabetik
siganlarda siddetli hiperglisemi, dehidrasyon, yavas kilo alimi1 ve buna karsilik gelen polidipsi
ve hiperfaji gelismektedir (Vallon ve Komers, 2011). Calismamizda, STZ uygulandiktan 48

saat sonra Olciilen kan glikoz degerlerinin artarak 280 mg/dl’nin {izerine ¢iktig1 ve diyabetik
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hipergliseminin meydana geldigi goriilmiistiir. Deney boyunca yedi gilin araliklarla yapilan
Olctimlerde kan glikoz degerlerinin diyabetik bireylerde yliksek seyrettigi saptanmistir. Buna
ek olarak deney boyunca ayni zaman araliklarinda Olgiilen viicut agirliklarinin diyabetik

bireylerde azaldig1 ve belirgin kilo kaybinin oldugu tespit edilmistir.

Diyabetik nefropati, bobreklerin yapisinda ve fonksiyonunda diyabete bagli gelisen
bozukluklar1 igermektedir. Diyabetik nefropati, kan basincinda artisin ve glomerular filtrasyon
hizinda azalmanin eslik ettigi idrar albumin atiliminda artis ve sonunda son donem bdbrek
hastaligina neden olabilir (Barnard-Kelly ve Holt, 2024). Bobrek hastaliklarinda bdbrek
fonksiyonlarmi degerlendirmek i¢in serumda kreatinin ve BUN, idrarda albumin ve total
protein seviyeleri olgllmektedir (Arici, 2019; Rossing ve Flyvbjerg, 2024). GFH azaldik¢a
serum kreatinin degerleri normal degerlerin iistiine ¢ikar (Arici, 2019). Bobrek kan akimi
azaldiginda bobrek tiibiillerinden iire geri emilimi artar ve azalan GFH’ye karsin kanda
yukselir. Protein metabolizmasimin bir {iriinii olan iire igindeki nitrojen Olgiilerek BUN
belirlenir. Bunlara ilaveten bobrek hasarina bagl olarak glomerular bariyerin bozulmasi ya da
tiiblilar hasar nedeniyle albumin ve diger kan proteinlerinin idrarla kayb1 meydana gelebilir
(Arici, 2019). Diyabetik farelerde hiperglisemiye eslik eden viicut agirliginda 6nemli azalmalar
ile birlikte idrar albuminindeki artigin diyabette bobrek fonksiyon bozuklugunun bir gostergesi
oldugu ileri siiriilmiistiir (Zheng ve dig. 2019). Yang ve dig. (2017), hem STZ uygulanarak
diyabet olusturulan C57BL/6 farelerle hem de diyabetik nefropatisi olan hastalarla ¢alismalar
yapmistir. Diyabetik farelerde viicut agirliklarinin azaldigi ve kan glikoz degerlerinin, serum
kreatinin, BUN, total trigliserid ile total kolesterol diizeylerinin arttig1 tespit edilmistir (Yang
ve dig. 2017). Diyabetik nefropati hastalarinda ise kan glikoz ve hemoglobin Alc (HbAlc)
diizeylerinde artisin yani sira 24 saatlik idrarda protein atiliminin, serum kreatinin ve BUN
seviyelerinin yiksek oldugu belirtilmistir (Yang ve dig. 2017). STZ enjeksiyonu ile diyabet
olusturulan C57BL/6 farelerde viicut agirlik kayb1 ve hiperglisemi ile birlikte serumda kreatinin

ve idrarda albumin diizeylerinin arttig1 rapor edilmistir (Wang ve dig. 2019).

Bizim c¢alismamizda da bobrek fonksiyonlart BUN, kreatinin ve total protein seviyeleri
araciligiyla degerlendirildiginde diyabetik hayvanlarda, serumda BUN ve kreatinin, idrarda
total protein seviyelerinin arttig1 belirlenmistir. Bobrekler viicudun elektrolit dengesinin ve kan
pH’sinin diizenlenmesinde de fonksiyonel oldugundan elektrolit dengesindeki bozukluklarin

siddeti bobrek hasarinin derecesini ve bireyin katabolik durumunu yansitmaktadir. (Caliskan
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ve Yildiz, 2010). Bizim ¢alismamizda da arteriyal kanda pH, K*, Ca*?, CI", HCOs" ile laktat ve
bilirubin gibi belirli kan parametrelerinin olgiimii yapilmistir. Diyabetik bireylerde kan
pH’sinin, HCO3™ seviyeleri ile laktat degerlerinin belirli sinirlar i¢cinde kaldigi, anlamli bir
degisiklik gostermedigi ve ciddi bir asidozun goriilmedigi, elektrolit diizeylerinde ise
degisikligin olmadig1 belirlenmistir. Ayrica, diyabetik bireylerde bobrek hasarmin olup
olmadigini belirlemek amaciyla akut ve kronik bobrek hasarini yansitan bir belirte¢ olan KIM-
1 (Sabbisetti ve dig. 2014) diizeyleri degerlendirilmistir. Elektrolit dengesinde ve kan pH’sinda
ciddi degisikliklerin olmamasina karsin serum BUN, serum kreatinin ve idrar total protein
degerlerine ek olarak KIM-1 seviyelerinin diyabetik hayvanlarda artmasi, diyabette bobrek
hasar1 ve fonksiyon bozukluklar1 arasinda bir baglantinin olabilecegini isaret etmistir. Bizim
calismamiza benzer sekilde, diyabetik bireylerde yapilan ¢esitli ¢alismalarda da KIM-1
seviyelerinin artti1 ve bu artisin bobrek yap1 ve fonksiyon bozuklugu ile korelasyon gosterdigi
rapor edilmistir (de Carvalho ve dig. 2016; Mori ve dig. 2021; Vaidya ve dig. 2011).
Albuminiirisi normal veya hafif artmis olan T2DM hastalarin idrarlarinda artan KIM-1 ve
NGAL diizeylerinin, bobrek hastaliginin ilk safhalarinda bile tiibiilar ve glomerular hasar1 igaret
ettigi ileri stiriilmiistiir (de Carvalho ve dig. 2016). Albuminiirisi 2 yil i¢inde artan TIDM
hastalarin bazal idrar KIM-1 diizeyleri albuminiirisi degismeyen veya azalan diyabetli
hastalarla karsilastirildiginda daha yiiksek oldugu goriilmiistiir (Vaidya ve dig. 2011).
Diyabetik bobrek hastaligr olanlarda ve diyabetik KKAy farelerinde belirgin sekilde ytiksek
tibdlar KIM-1 anlatimi ve bobrek fibrozisi ve/veya inflamasyonun boyutu arasinda pozitif

korelasyon oldugu ileri siiriilmiistiir (Mori ve dig. 2021).

Diyabetik nefropati patogenezi sistemik ve intraglomerular basinglarin artmasina, RAS ve
endotelin yollarinin aktivasyonuna, damar gecirgenliginde artisa neden olan hemodinamik
olaylar1 ve ileri glikolizasyon fiiriinlerinin olusumuna, oksidatif strese, nefrin atilimina ve
podosit hasarina neden olan metabolik olaylari igermektedir (Barnard-Kelly ve Holt, 2024; de
Carvalho ve dig. 2016; Mezzano ve dig. 2003; Mori ve dig. 2014; Tokgdz, 2019; Vallon ve
Komers, 2011). Hemodinamik degisikliklerden kaynaklanan mekanik gerilimdeki artis belirli
sitokinlerin ve biiylime faktorlerinin salinnmina aracilik etmektedir. Bu erken degisiklikler
bobrek hipertrofisine ve albuminiiriye yol agmaktadir. Bu da diyabetik nefropatide glomerular
bazal membran kalinlagmasi, mezangium genislemesi ve glomeruloskleroz gibi morfolojik
anormalliklere neden olmaktadir. Vaskiilar, glomerular ve tiibiilar lezyonlar diyabetik nefropati

patolojisinin merkezinde yer almaktadir (Barnard-Kelly ve Holt, 2024; Mezzano ve dig. 2003).
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Nefropatinin 6nlenmesi glisemik kontroliin yani sira ciddi kan basinci kontroliine de
dayanmaktadir. Nefropati mevcut oldugunda kan basinci yonetimi temel dayanak noktasidir
(Barnard-Kelly ve Holt, 2024). RAS’1n ve dolayisiyla vazokonstriktor Ang II’nin etkilerinin
engellenmesi altin standart bir tedavi yontemidir ve yeni baslayan veya belirgin mikrovaskiilar
komplikasyonlarin 6zellikle nefropati ve retinopatinin tedavisinde temel bir rol oynamaktadir
(Flyvbjerg, 2024). Tercih edilen antihipertansif ilaclar, bobrek kan akimi {izerinde spesifik
etkileri oldugundan ACE inhibitorleri veya AT2R antagonistleridir (Barnard-Kelly ve Holt,
2024; Rossing ve Flyvbjerg, 2024). RAS inhibitorlerinin bobrek koruyucu etkileri bobrek
arteriyollerinin vazodilatasyonu ile iligkilidir. Efferent arteriyoldeki vazodilatasyon, afferent
arteriyoldeki vazodilatasyondan daha biiyiik oldugundan 6zellikle glomerular hiperfiltrasyon
ve hipertansiyon mevcut ise glomerular art yiikii ve filtrasyon basincit 6nemli dl¢iide azalir
(Anders ve dig. 2016; Vallon ve Komers, 2011). RAS, neredeyse tiim kronik bdbrek hastaligi
tirlerinde yliksek diizeyde aktive oldugundan, RAS inhibitérlerinin yalnizca diyabetik degil
ayn1 zamanda diyabetik olmayan bobrek hastaliklarinda da nefron koruyucu etkileri vardir.
Aslinda sik1 RAS inhibisyonu, diyabetik olmayan bobrek hastaliklarinin gerilemesine katkida
bulunurken bu durum, diyabetik bobrek hastaligi olan bireylerde farklilik gdsterir (Anders ve
dig. 2016; Vallon, 2015). Ciinkii hiperglisemi, makula densanin maruz kaldigi sodyum
konsantrasyonunu onemli Olclide azaltir ve boylece tiibiilloglomerular geri bildirimi kalici
olarak engeller, afferent arteriyolleri genisletir ve bir¢cok hastada glomerular hiperfiltrasyona
neden olur (Anders ve dig. 2016; Vallon ve Komers, 2011). Bunlarin sonucunda diyabetik
nefropati patofizyolojisinde bilinen etkilerinin diginda farkli rollerinin olabileceginden dolay1

RAS bircok arastirmaya konu olmustur (Zeni ve dig. 2017).

Bobrek hastaliklarinin RAS yolag: iirtinlerinin istenmeyen fonksiyonlari ile iligkili olduguna,
asirt Ang II olusumunun ve bdbrekte ATIR’nin uyarilmasinin, azalmig renal kan
perflizyonundan, hipoksiden ve ROT un iiretiminden kaynaklanan patofizyolojik etkiler ortaya
¢ikardigina dair ikna edici kanitlar ileri siiriilmiistiir (He ve dig. 2015; Holt ve Flyvbjerg, 2024,
Mezzano ve dig. 2003; Tokgdz, 2019; Tonon ve dig. 2022; Loeffler ve Wolf, 2023). Birgok
calismada, diyabetik nefropatide Ang II seviyelerinin yiikseldigi tespit edilmistir (He ve dig.
2015; Holt ve Flyvbjerg, 2024; Ma ve dig. 2014; Mezzano ve dig. 2003; Tokgéz, 2019; Tonon
ve dig. 2022). Diyabetik bireylerde, immiinohistokimyasal olarak tiibiilar, interstisiyal ve
fibroblast benzeri hiicrelerde ACE ile Ang II anlattminin arttigi, bunun yiiksek glikoz ve

inflamatuvar aracilar ile birlikte tdbdlar hicreleri hedef alarak diyabette bobrek
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fonksiyonlarinin bozulmasina neden oldugu belirtilmistir (Mezzano ve dig. 2003). STZ ile
olusturulan diyabette, serumda Ang II seviyelerinin 6nemli dl¢lide artis gosterdigi bildirilmistir

(He ve dig. 2015).

ACE2/Ang (1-7)/Mas reseptor ekseni, RAS’1n yeni bir eksenini olusturmaktadir. RAS’in bu
ekseninin ¢esitli fonksiyonlar1 kesfedilmeye baslansa da esas fonksiyonunun, klasik RAS’in
etkilerine karsi konulmasi ve RAS’in koruyucu yolunun kritik diizenlenmesi oldugu
belirtilmistir. Ayrica katalitik islevinden bagimsiz olarak ACE2’nin patolojik 6nemi oldukga
fazladir (Triebel ve Castrop, 2024). ACE2, Ang II’den Ang (1-7)’nin olusumunu katalize eder
ve olusan Ang (1-7), Ang II’nin etkilerine zit fonksiyonlar gosterir (Patel, 2015). Ang (1-7)
MasR’ye baglanarak anti-inflamatuvar, vazodilatdr, antioksidan, antihipertansif ve anti-fibrotik
ve anti-proliferatif etki gosterir (Ferrario ve dig. 2005; Mori ve dig. 2014). Ang (1-7)/MasR

ekseni, glikoz ve lipid metabolizmasinin diizenlenmesinde de rol oynar (Santos ve dig. 2008)

ACE2/Ang (1-7)/Mas reseptor ekseninin fonksiyonuna dair edinilen bilgiler arttik¢a diyabette
bu molekiiliin etkileri arastirilmaya baslamistir. Santos ve dig. (2014) uyarilabilir insiilin
direncine sahip yeni bir transgenik sigan modelinde, Ang (1-7)’nin oral olarak uygulanmasinin,
hiperglisemik durumu tersine ¢evirdigi, insiilin direncini iyilestirdigi ve plazma insulini ile
diyabetik nefropatiyi azalttigi gosterilmistir. Ang (1-7)’nin Mas reseptorii araciligiyla STZ nin
neden oldugu diyabetik bobrek hasarini azalttigi bulunmustur (Zhang ve dig. 2015). Baska bir
calismada, STZ ile olusturulan diyabetik sican modelinde Ang (1-7)’nin, aglik kan glikozu ve
insiilin direnci i¢in homeostatik model degerlendirmesi (HOMA-IR) degerleri ile serum Ang 11
diizeylerinde anlamli bir azalmaya neden oldugu, aglik serum insiilin diizeylerinde ise artisa
neden oldugu bulunmustur (He ve dig. 2015). Diyabetik nefropatide Ang (1-7) uygulamasinin
ACE2 seviyelerinin yukari regiilasyonunu normale dondiirdiigii, oksidatif stres, inflamasyon,
fibroz ve lipotoksisitenin azaltilmasiyla baglantili olarak diyabetik nefropati tizerinde koruyucu

etkilerinin oldugu ileri siiriilmiistiir (Mori ve dig. 2014).

Diyabette, Ang (1-7) ile ilgili ¢alismalara ek olarak ACE2/Ang (1-7)/Mas reseptor ekseninde
yer alan ACE2 enzimi ile ilgili ¢esitli ¢alismalar yapilmis ancak bu caligmalardan farkl
sonuglar elde edilmistir. Bir¢ok ¢aligsma, diyabetik bireylerde ACE2 anlatiminin ve aktivitesinin
azaldiginm rapor etmistir. Tikellis ve dig. (2012), erkek C57BL/6 farelerde diyabetin, kalpte
ACE2 anlatiminin ve aktivitesinin azalmasina, dolasimdaki Ang II seviyelerinin yiikselmesine

ve kardiyak Ang (1-7) seviyelerinin azalmasina yol agtigini ifade etmislerdir. C57BL/6
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farelerde STZ ile meydana getirilen diyabette, bobrekte ACE2 anlatimindaki azalma ve Ang
(1-7)’deki azalma ile iliskilendirilmistir (Tikellis ve dig. 2008). STZ uygulamasi ile olusan
diyabetik sicanlarda ACE2 protein seviyesinin ve aktivitesinin azaldigi, ACE protein
anlatiminin degismedigi bildirilmistir (Leehey ve dig. 2008). Diyabetik nefropatisi olan
hastalarda bobrek dokusunda ACE2’nin azaldig1 ve ACE’nin arttig1 dolayisiyla (Mizuiri ve dig.
2008; Reich ve dig. 2008) ACE/ACE2 oraninin arttig1, ortalama kan basinci, aclik kan sekeri,
serum kreatinin, proteiniiri ve HbAlc degerleri ile pozitif korelasyon gosterdigi rapor edilmistir
(Mizuiri ve dig. 2008). TIDM hastalarinda yiiksek glikoz seviyeleri ile iligkili olarak ACE
anlatimmin ve dolasimdaki Ang Il seviyelerinin yiiksek, ACE2 anlatiminin ise daha diisiik
oldugu gozlenmistir (Tonon ve dig. 2022). Coziinebilir ACE2’nin T2DM hastalarinda azaldigi
ve yas, cinsiyet ile obezite diizeylerinden etkilendigi ortaya konulmustur (Elemam ve dig.
2021). ACE2 geni delesyonunun, erkek farelerde Ang II’ye bagimli glomerular hasarin
gelismesine yol agtifi gosterilmistir (Oudit ve dig. 2006). STZ ile olusturulan diyabetik
farelerde kronik farmakolojik ACE2 inhibisyonunun, idrar albumin/kreatinin oraninin ve ACE
anlatiminin artmasiyla baglantili olarak glomerular hasarin koétiilesmesine neden oldugu
gosterilmistir (Soler ve dig. 2007). ACE2 delesyonu, diyabet gelisiminde yalnizca
albuminiirinin eslik ettigi glomerulopatiyi degil ayni zamanda tiibiilointerstisyel hasar1 ve
sonunda gelisen bobrek fonksiyon bozuklugunu da iceren bobrek hasarina neden oldugu, Ang
[I’nin azalmasi ve Ang (1-7)’nin ACE2 aracilig1 ile bobrek Uzerinde koruyucu etkilerinin

olabilecegi rapor edilmistir (Shiota ve dig. 2010).

Yukarida bahsedilen ¢aligmalardan farkli olarak diyabetik bireylerde ACE2 anlatiminin ve
aktivitesinin arttig ileri siiriilmiistiir. db/db ve STZ ile olusturulan diyabetik farelerde ACE2
protein seviyesi ve aktivitesinin bobrek korteksinde arttigi belirlenmistir (Wysocki ve dig.
2006). ACEZ2 seviyeleri, obezite ve T2DM dahil olmak izere COVID-19 ile baglantili olan bazi
hasta gruplarinda daha yiiksek bulunmustur (Emilsson ve dig. 2020). Ma ve dig. (2014)’nin
yaptig1 bir ¢alismada, STZ ile uyarilan bobrek hasari sigan modelinde, glikoz, Gre nitrojeni,
kreatinin ve protein seviyeleri ile Ang II, ACE2 ve ACE mRNA seviyeleri yiiksek bulunmustur.
Geng db/db farelerde, bobrek korteksindeki tiibiillerde ACE2 proteininin arttigi buna karsin
ACE proteininin azaldig1 belirlenmistir (Ye ve dig. 2004). mRen2.Lewis (mRen2) hipertansif
sicanlarda STZ uygulamasiyla olusan diyabetin erken doneminde, dolasimdaki ACE2’nin
disilerde dokuz kat ve erkeklerde ii¢ kat artt1g1, dolasimdaki ACE ve Ang II’nin ise her iki

diyabetik grupta yiiksek oldugu bulunmustur. Proteiniirinin, albuminirinin ve angiotensinojen



41

atthminin diyabetik bireylerde benzer 6lcilide arttigr tespit edilmistir (Yamaleyeva ve dig.
2012). Diyabetik nefropatisi olan ve olmayan T1DM hastalarda ACE2 aktivitesinin degisip
degismedigi incelendiginde, ACE2 aktivitesi TIDM ve mikroalbumintrisi olan erkeklerde

albuminiirisi olmayan hastalara gore arttig1 belirlenmistir (Soro-Paavonen ve dig. 2012).

Bizim caligmamizda, diyabetik hayvanlarda bobrek dokusunda ve kanda RAS yolaginin
unsurlar1 olan Ang II, Ang (1-7) ve ACE2 seviyeleri belirlenmistir. Diyabetik bireylerde
ozellikle bobrek dokusunda Ang II seviyelerinin ciddi bir sekilde arttig1 goriilmiistiir. Bunun
yaninda, diyabetik grupta hem dokuda hem serumda ACE2 seviyeleri artarken Ang (1-7)
seviyelerinde herhangi bir degisikligin olmadigi belirlenmistir. Bu bulgulara ek olarak
caligmamizda, yine RAS’1n unsurlari olan renin, Ang I, Ang II, ACE, ACE2 ve Ang (1-7) ile
I6kosit infiltrasyonunun bir gostergesi olan MPO proteinleri Western blot yontemi ile
belirlenmistir. Diyabetik bireylerin bobrek dokusunda renin, Ang I, Ang II, ACE ve ACE2
degerlerinin arttig1 tespit edilmistir. Bu sonuglar, daha 6nce yapilan ¢alismalara benzer sekilde
diyabet ile RAS’1n aktive oldugunu ve Ang II artisinin bobrek hasari ve fonksiyon bozukluklar
ile iliskili olabilecegini isaret etmektedir. Bununla birlikte, ACE2 degerlerinin artmasina karsin
Ang (1-7) seviyelerinin degismemesi, Ang II seviyelerinde ise artisin goriilmesi ACE2’nin
RAS’mm ACE2/Ang (1-7) /MasR eksenindeki rolinden farkli fonksiyonel ozelliklerinin de
olabilecegini diisiindiirmiistiir. Bununla birlikte daha sonraki ¢alismalarda bobrek dokusunda
ACE2 enziminin aktivitesinin 6l¢lilmesi ACE2’nin fonksiyonunun anlasilmasina biiyiik katki
saglayacaktir. RAS’a yonelik yapilan degerlendirmelere ek olarak RAS’1n oksidatif stres ve
inflamasyon iizerindeki etkilerinin belirlenmesi amaciyla ¢alismamizda TAS ve TOS degerleri
ile OSI belirlenmistir. Diyabetle birlikte hem serumda hem de dokuda oksidatif stres
belirteclerininin ve inflamasyonun bir gostergesi olan MPO’nun dokuda anlamli bir sekilde
arttig1 goriilmiistiir. Bunun yaninda orneklerde inflamatuvar belirteclerin dlgiilebilmesi de bu
bulgularin desteklenmesi agisindan énem tagimaktadir. Bu sonuglarimiz, STZ ile olusturulan
diyabetik hayvanlarda RAS’1n aktive oldugu ve bunun da bobrek hasari, bobrek disfonksiyonu,

oksidatif stres ve inflamasyonla iligkili olabilecegini diistindiirmiistiir.

Calismamizin temel amaci, RAS’1n yeni kesfedilen bir unsuru olan alamandinin diyabette etkili
olup olamayacaginin ve eger etkileri sz konusu ise bunu RAS ve oksidatif stres araciligiyla
gerceklestirip gerceklestirmediginin arastirilmast olmustur. Bu amagla STZ uygulamasindan

sonra diyabetik hayvanlara bir¢ok ¢alismada kullanilan (Fernandes ve dig. 2021; Hekmat ve
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dig. 2017; Soltani Hekmat ve dig. 2021; Hekmat ve dig. 2023; Liu ve dig. 2018; Tanriverdi ve
dig. 2023; Yang ve dig. 2020; Yildiz ve dig. 2023; Wang ve dig. 2019; Zhu ve dig. 2021) doz
ve siire referans alinarak yirmi bir giin boyunca alamandin (50 pg/kg/glin) uygulanmaistir.
Alamandin uygulamasimin diyabetik hayvanlardaki kan glikoz degerleri ile viicut agirliklar
Uzerinde belirgin bir etkisinin olmadigi, kan parametrelerinden sadece klor degerlerinde bir
diisiise neden oldugu belirlenmistir. Alamandinin, RAS unsurlar1 ve oksidatif stres lizerindeki
etkileri degerlendirildiginde Ang I, Ang II, ACE, ACE2 seviyelerini diisiirdiigli ve oksidatif
stresi azalttig1 saptanmistir. Diyabetik hayvanlarda meydana gelen doku hasarinin belirteci olan
KIM-1 ve l6kosit infiltrasyon gostergesi olan MPO degerlerinin alamandin uygulamasi ile
azaldig1 buna paralel olarak serum BUN, serum kreatinin ve idrar total protein seviyelerinin de
azaldig1 tespit edilmistir. Bu sonuglar, alamandin uygulamasinin diyabette meydana gelen

etkilerin hafifletilmesine veya diizelmesine katkida bulunabilecegini diistindiirmustiir.

Alamandin, kesfedilmesiyle birlikte ¢ok kisa siirede bir¢ok arastirmaya konu olmus ve ¢esitli
deneysel modellerde bobrek tzerindeki etkileri arastirilmistir. Renal I/R modeli ile yapilan bir
calismada, iskemi Oncesi 3 giin boyunca farkli dozlarda alamandin (5, 50, 500 veya 5000
ng/kg/giin) uygulamasinin, I/R ile ytlikselen kreatinin, kan sistatin C ve BUN, TNF-q, IL-1,
IL-6 seviyelerini, oksidatif stres belirteci olan superoksit seviyeleri ve inflamasyonun
belirtecleri olan malondialdehit (MDA) ve NADPH oksidaz 1 seviyelerini azalttigi, azalmis
stiperoksit dismutaz (SOD) aktivitesinin diizeldigi belirlenmistir (Zhu ve dig. 2021). Deneysel
nefrotoksisite modelinde alamandinin koruyucu etkilere de sahip oldugu goriilmiistiir. Soltani
Hekmat ve dig. (2021)’nin sicanlarda kanser tedavisinde kullanilan doksorubisin ile
olusturduklar1 nefrotoksisitede 42 giin boyunca mini-ozmotik pompalar araciligiyla alamandin
(50 pg/kg/giin) uygulamasi yaptiklari ¢alismada, inflamatuvar sitokinler olan IL-1f ve IL-6,
proinflamatuvar transkripsiyon faktorii olan nikleer faktor-kappa B (NF-xB) ve bobrekteki
profibrotik araci olan TGF-B seviyelerinin arttig1 belirlenmistir. Bu hayvanlarda bdbrek
hasarmin, BUN ve kreatinin seviyelerinin arttig1, idrar ¢ikis1 azalirken su aliminin da arttig1
tespit edilmistir. Tim bunlara ek olarak, antioksidan belirteclerin azaldigi ve bobrek
tiibiillerinde ciddi hasarin oldugu belirlenmistir. Alamandin uygulamasinin tiim bu etkilerin
diizelmesine katkida bulundugu rapor edilmistir (Soltani Hekmat ve dig. 2021). Metotreksat
verildikten sonra 6 ve 10. giinler arasinda uygulanan alamandinin (50 pg/kg/giin, ip) oksidatif
stres ile inflamasyonu baskiladig1, apoptoz ile nekroptozu azalttig1 ve bobrek hasarini dnemli

Olclide hafiflettigi belirlenmistir (Yildiz ve dig. 2023). Nefrotoksisite disinda, alamandinin
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antioksidan, anti-inflamatuvar ve anti-apoptotik aktiviteler yoluyla doksorubisin kaynakli

kardiyotoksisiteyi de azalttigi ayni ekip tarafindan ileri siiriilmistiir (Hekmat ve dig. 2021).

Endotoksemi ve sepsis modellerinde alamandinin  bobrek  Gzerindeki  etkileri
degerlendirilmistir. Lipopolisakkarid (LPS) uygulamasi ile olusturulan endotoksemi
modelinde, LPS uygulamasindan 1 saat 6nce ve 1 saat sonra uygulanan alamandinin (500 pg/2
mL/kg, intravendz (iv)) sistemik ve bobrek koruyucu etkilerini iNOS anlatiminin azalmasiyla,
hemodinamik ve vaskular fonksiyonlar tUzerindeki etkilerini anti-inflamatuvar, anti-proptotik
ve anti-apoptotik yollarla meydana getirdigi ifade edilmistir (Songiir ve dig. 2023). Hu ve dig.
(2021), farkli dozlarda alamandin (0,01 pm/kg, 0,1 pm/kg, 1,0 pm/kg, 10 pm/kg) uyguladiktan
1 saat sonra LPS uygulayarak olusturduklari sepsis modelinde, hayvanlarda serum kreatinin,
BUN ve sistatin C duzeyleri ile dokuda NGAL ve KIM-1 gibi bobrek hasar belirteclerinin arttigi

alamandin uygulanmasiyla bu degerlerin azaldig1 belirlenmistir (Hu ve dig. 2021).

Deneysel hipertansiyon modellerinden biriyle yapilan ¢aligmada, alamandin uygulamasinin
Dahl SS si¢anlarinda yiiksek tuzlu diyetle indiiklenen hipertansiyonu, bobrek fonksiyon
bozuklugunu, bobrek fibrozisini ve apoptozu hafiflettigi, HK-2 hucrelerinde NaCl ile
indiiklenen oksidatif stresi azalttigi tespit edilmistir (Gong ve dig. 2022). Baska bir ¢alismada,
Ang II’'nin neden oldugu hipertansiyonda alamandin (50 pg/kg) ve Mas reseptdr antagonisti
AVE0991 kombinasyonunun sistolik kan basincini, oksidatif stresi, inflamasyonu ve vaskiilar
cevaplar diizelterek faydali olabilecegi rapor edilmistir (Tanriverdi ve dig. 2023). C57BL/6J
farelerinde Ang II uygulamasiyla olusturulan hipertansiyon modelinde, 12 giin boyunca
alamandin (50 pg/kg/giin) uygulamasinin artan sistolik kan basincini, diyastolik kan basincini
ve ortalama arter basicim 6nemli Slgiide azalttigi belirlenmistir (Yang ve dig. 2020). Iki
bobrek bir klips (2K1C) modeliyle olusturulan hipertansif siganlarda, alamandinin (25 pg/kg,
50 pg/kg, 75 ng/kg, iv) bifazik hemodinamik etki meydana getirdigi, normal kosullarda
alamandinin AT1R Uzerinden etki ettigini ancak hipertansiyon gibi patolojik durumlarda
PD123319’a duyarh reseptorler iizerindeki etkisinin AT1R {izerindeki etkisini maskeledigi
gosterilmistir (Hekmat ve dig. 2017). Alamandinin ve Ang (1-7) nin normotansif ve hipertansif
2K1C sicanlarin kaudal ventrolateral medullasina mikroenjeksiyonu ile olusturulan
kardiyovaskiilar etki mekanizmasinda 6nemli farkliliklar gosterdigine dair kanitlar sunulmustur

(Soares ve dig. 2017).
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Monokrotalin ile olusturulan pulmoner hipertansiyon modelinde, 21 giin boyunca mini-ozmotik
pompalar araciligiyla alamandin (50 mg/kg/giin) uygulamasimnin hemodinamik parametreleri,
oksidatif stres belirteclerini, inflamatuvar faktorleri ve elektrokardiyografik verileri 6nemli
oOl¢iide iyilestirdigi, iNOS diizeylerini ve akciger dokusundaki MrgD reseptorlerinin anlatim
seviyelerini azalttigi rapor edilmistir (Hekmat ve dig. 2024). Pulmoner fibrozisin deneysel
olarak olusturuldugu hayvanlara 14 giin boyunca alamandin (50 pg/kg/giin) uygulandiginda,
kan basinci ve kalp hizinin otonom kontroliinii etkilemeden fibrozis gelisiminin zayifladigi,
solunum sistemi elastansinin azaldig1 ve kilo aliminin korundugu belirlenmistir (Fernandes ve

dig. 2021)

Bobrek fonksiyonlart disinda c¢esitli modellerde, kardiyovaskiilar sistemin en Onemli
unsurlarindan olan kardiyak fonksiyonlar Gzerinde alamandinin etkilerine yonelik deneysel
caligmalar da yapilmistir. 2K1C hipertansiyon sican modelinde, kalpte ACE2 mRNA
anlatiminin normal tansiyona sahip siganlara kiyasla hipertansif siganlarda arttigi, 2 haftalik
alamandin infiizyonunun (600 pg/kg/giin) bunu normal degerlere geri dondiirdiigli ancak bu
degisikliklerin protein seviyesinde degil sadece mRNA seviyesinde gorildiigii belirtilmistir
(Hekmat ve dig. 2019). Alamandinin, oksidatif stresin inhibisyonu yoluyla kardiyak fibrozisi
hafifletebildigi gosterilmistir (Hekmat ve dig. 2019; Zhao ve dig. 2022). Alamandinin uzun
stireli hipertansiyona bagl kardiyak fibrozis lizerindeki potansiyel terapotik etkileri yash ve
spontane hipertansif sigcan modelinde arastirildiginda, alamandinin (50 pg/kg/gun, ip, 6 hafta)
kan basincindan bagimsiz olarak kronik hipertansiyonun neden oldugu kardiyak disfonksiyonu
ve fibrozisi hafifletebilen etkilere sahip antihipertansif bir peptid oldugu 6ne siiriilmiistiir

(Wang ve dig. 2019).

Alamandinin (50 pg/kg/giin) 6 hafta boyunca subkutan uygulamasinin, hipertansiyonu ve
kardiyak hipertrofiyi hafiflettigi ve sol ventrikiil fonksiyonunu iyilestirdigi sonucuna varilmistir
(Liu ve dig. 2018). Bir ¢aligmada, MrgD asir1 anlatiminin hipertrofi ve fibrozise yol actigi,
alamandin uygulamasinin asag1 yonlii sinyal iletiminin inhibisyonu ile Ang II’nin neden oldugu
kardiyak hipertrofiyi ve fibrozisi 6nemli 6l¢iide hafiflettigi belirlenmistir (Zhao ve dig. 2023).
I/R hasaria kars1 alamandinin kardiyoprotektif etkilerinin kismen MrgD reseptorii araciligiyla
antioksidan ve anti-apoptotik enzimlerin aktivasyonu ile iliskili oldugu rapor edilmistir (Park
ve dig. 2018). Alamandin 6n tedavisinin (20 mg/kg, iv) miyokardiyal I/R hasarinin neden

oldugu patolojik hasar1 6nemli 6lgiide hafifletebildigi, inflamatuvar yanit1 inhibe edebildigi ve
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olas1 mekanizmasinin ise C-Jun N-terminal kinazi (JNK) fosforilasyonunun aktivasyonu ve
NF-xB sinyal yolunun inhibisyonu oldugu ileri siiriilmiistiir (Song ve dig. 2019). Sepsiste,
alamandinin (0,01 um/kg, 0,1 pum/kg, 1,0 pm/kg, 10 pm/kg, iv) kalp fonksiyon bozuklugunu
hafiflettigi, bunun sonucunda kardiyak kontraktiliteyi arttirdigi, inflamasyonu, otofajiyi ve

apoptozu azalttig1 gosterilmistir (Li ve dig. 2018).

Bu bahsedilen caligmalara ek olarak diger bir¢ok sistemde alamandinin fonksiyonel rolleri
oldugu belirlenmistir. Alamandinin, vazodilatasyonu arttirmak ve protein kinaz A yolu
tizerinden hiperhomosisteineminin uyardig: vaskiilar disfonksiyonu tersine ¢evirmek gibi kan
damarlar1 iizerinde faydali etkileri tesvik edebilecegi ve bu nedenle potansiyel olarak
ateroskleroz gelisimini azaltabilecegi ileri siiriilmiistiir (Qaradakhi ve dig. 2017). Alamandin
tedavisinin, notrofil degranulasyonunu in vitro da azaltabildigi, in vivo olarak sistemik
dolasimda ve aorttan kokenli plaklarda ayni ndtrofil graniil enzimlerinin ortadan kaldirilmasiyla
iligkilendirildigi, ancak karotid arterlerde bu durumun s6z konusu olmadigi sonucuna
varilmistir (da Silva ve dig. 2017). Alamandin/MrgD ekseninin, aerobik glikoliz ve mitofajinin
dizenlenmesi yoluyla TGF-B1 aracili fibroblast aktivasyonunu 6nledigi gosterilmistir (Wang
ve dig. 2023). Alamandinin dogrudan vazodilatasyon etkisine ragmen yag dokusunda
arteriosklerozu tesvik edebilecegi ileri siiriilmiistiir (Uchiyama ve dig. 2017). Yiksek glikoz
diyetinin, farelerin hem kahverengi yag dokusunda MrgD anlatimimi hem de dolasimdaki
alamandin seviyesini azaltti§i, bunun sonucunda da alamandin/MrgD ekseninin
metabolizmanin diizenlenmesi i¢in O6nemli oldugu ve kahverengi yag dokusunun
fonksiyonunda rol aldigi belirtilmistir (Cerri ve dig. 2023). Romatoid artrit sinoviyal
fibroblastlarinda alamandin, inflamatuvar sitokin anlatimini baskilayarak artrit gelisimini
hafifletmistir (Ding ve dig. 2022). Alamandinin depresif davranislarin modiilasyonunda rol
oynadig1 gosterilmistir (Almeida-Santos ve dig., 2021; Becari ve dig. 2023). Zhu ve dig. (2020),
alamandin/MrgD’nin retinada antioksidan ve anti-inflamatuvar etkiler sergileyen yeni bir RAS
koruyucu eksenini temsil edebilecegi ve ¢esitli retina hastaliklar1 i¢in 6nemli yeni bir terapdtik
hedef olabilecegi fikrini ortaya atmiglardir. Timor hiicrelerinde alamandin/MrgD’nin
antiproliferatif ve olas1 antitiimoral etkisinin olabilecegi vurgulanmistir (da Silva ve dig. 2022).
Sonug olarak alamandinin, bobrek iglevleri lizerinde koruyucu etkilere sahip oldugu ayrica anti-
inflamatuvar, antioksidan, anti-apoptotik, antihipertansif, anti-fibrotik, kardiyoprotektif ve

antitimoral etkilere sahip olduguna dair kanitlar ileri siiriilmiistiir.
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Bizim ¢alismamizda STZ uygulanarak diyabet olusturulan hayvanlarda hiperglisemi, oksidatif
stres, bobrek hasari, inflamasyon ve bobrek fonksiyonunda diizensizlikler ile birlikte RAS’1n
aktive oldugu belirlenmistir. Alamandinin 21 giin boyunca uygulanmasi sonucunda
hiperglisemi ve kilo kaybindan bagimsiz olarak Ang Il ve ACE2 diizeylerinin, bobrek hasarinin
ve oksidatif stresin azaldig1 belirlenmistir. Sonug olarak bu ¢alismadan elde edilen bulgular,
STZ ile olusturulan diyabette RAS’in aktive oldugu bunun da bobrek hasari, bobrek
disfonksiyonu, oksidatif stres ve inflamasyonla iliskili olabilecegi, alamandinin ise hem

oksidatif stres hem de RAS yoluyla etkilerini sergileyebilecegini isaret etmistir.
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