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STREPTOZOTOSIN iLE DIYABET OLUSTURULMUS GEBE SICANLARA
AIT FARKLI GELiSIM DONEMINDEKI FETUSLARDA DIYABETIN
BOBREK GELIiSIMi UZERINE ETKIiSi

Demet BOLAT
Erciyes Universitesi, Saghk Bilimleri Enstitiisii, Histoloji Embriyoloji Anabilim
Dal Yiiksek Lisans Tezi, Aralik 2020
Danisman: Doc¢. Dr. Arzu YAY

OZET

Diabetes mellitus tiim diinyada en yaygin goriilen endokrin hastalik olup, diyabete bagh
mortalite ve morbiditenin 6nde gelen nedeni diyabetik nefropati’ dir. Bu calismada,
streptozotosin ile indiiklenen diyabetik sicanlarin farkli gelisim donemlerindeki fetal
bobrek dokularinin hem histopatolojik hem de immunohistokimyasal yontemler ile
karsilastirilmas1 amag¢lanmustir.

Calismada, agirliklar: 200-250gr arasinda degisen 48 adet Wistar albino tiirii gebe sigan
kullanildi. Siganlar kontrol ve streptozotsin olmak iizere baglica 2 deney grubuna ayrildi.
Daha sonra her grup kendi iginde gelisimin 15,17 ve 19. giinleri olmak iizere 3 alt gruba
ayrildi. Boylece toplamda 6 deney grubu olusturuldu. streptozotsin gruplarmna sitrat
tampon igerisinde hazirlanan tek doz streptozotsin (60 mg/kg) uygulamasi yapilarak disi
sicanlarda deneysel diyabet modeli olusturuldu ve gebe birakildi. Daha sonra hem
kontrol hem de streptozotsin gruplarina ait gebe siganlarin fetuslari gelisimin 15, 17 ve
19. giinlerinde toplandi. Gelisimin 15, 17 ve 19. giiniine ait fetuslarda, diyabetin bobrek
gelisimi {izerine etkileri Hematoksilen&Eozin, Masson trikrom ve Periyodik asit shif
boyamalar1 ile histopatolojik olarak degerlendirilirken, Urotensin II ve TGF-Bl1
ekspresyon diizeyleri immunohistokimyasal boyama metodu ile gésterildi.

Calismadan elde edilen histopatolojik bulgular, diyabetin diger gelisim donemlerine
oranla 15. giinde bobrek gelisimini olumsuz yonde etkiledigini gosterdi. Ayrica hem
kontrol hem de streptozotosin grubunda Urotensin Il ve TGF-B1’in immunreaktivite
yogunlugu 15. gilinde en yiiksek gozlenmesine ragmen diyabetik gebe sicanlarin
fetuslarina ait bobrek dokularinda ekspresyon diizeyleri kontrol grubuna gore daha da
artmistl.

Sonuglarimiz Urotensin II ve TGF-B’nin bdbrek gelisiminin erken dénemlerinde
diizenleyici rol oynadigini desteklemekte olup, bobrek yetmezliginin molekiiler
patogenezinin ve tedavisinin aydmlatilmasinda da yardimc1 olacagi kanaatindeyiz.

Anahtar kelimeler: Diyabet, Streptozotosin, Bobrek gelisimi
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THE EFFECT OF DIABETES ON KIDNEY DEVELOPMENT IN FETUS AT
DIFFERENT DEVELOPMENT PERIOD OF PREGNANT RATS WHO HAVE
DIABETED WITH STREPTOSOTOCIN
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ABSTRACT

Diabetes mellitus is the most common endocrine disease in the world and diabetic
nephropathy is the leading cause of diabetes-related mortality and morbidity. In this
study, it was aimed to compare fetal kidney tissues of Streptozotocin-induced diabetic
rats at different developmental stages with both histopathological and
immunohistochemical methods.

In this study, 48 Wistar albino type pregnant rats weighing between 200-250 gr were
used. Rats were divided into two main experimental groups: control and streptozotocin.
Later, each group was divided into 3 subgroups, 15th, 17th and 19th days of
development. Thus, a total of 6 experimental groups were created. streptozotocin groups
were prepared with a single dose of Streptozotocin (60 mg/kg) prepared in citrate buffer,
and an experimental diabetes model was created in female rats and conceived. The
fetuses of pregnant rats belonging to both the control and streptozotocin groups were
then collected on the 15th, 17th and 19th days of development. In fetuses from the 15th,
17th and 19th days of development, the effects of diabetes on kidney development were
evaluated histopathological with Hematoxylin&Eosin, Masson trichrome and PAS
staining, while the levels of Urotensin Il and TGF-p1 expression were demonstrated by
immunohistochemistry staining method.

According to the histopathological findings obtained from the study, diabetes was
adversely affected on the 15th day of development compared to other developmental
stages. In addition, although the intensity of the immune reactivity of Urotensin Il and
TGF-p was observed at the 15th day in both control and streptozotocin groups,
expression levels in the kidney tissues of the fetuses of diabetic pregnant rats increased
even more than control. Our results support that Urotensin Il and TGF-f play a
regulatory role in the early stages of kidney development, and we believe that kidney
failure will also help in the molecular pathogenesis and treatment.

Keyword: Diabetes, Streptozotocin, Kidney development
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1. GIRIS ve AMAC

Diyabetes mellitus (DM) tiim diinya’da en yaygin rastlanan endokrin hastaliktir.
Etyolojisinde endojen insiilinin eksikligi veya periferik yetersizligi s6z konusudur.
Bunun sonucu olarak protein, karbonhidrat ve yag metabolizmasi bozukluklari,
hizlanmis arteriosklerozis ve kapiller membran degisiklikleri meydana gelir (Wathinks
ve ark, 1996; Bloom ve Ireland, 1980). Ulkemizdeki DM prevalanst %3,5-5, insidansi
ise %1,6 arasindadir (Tanyeri, 1996). Gebelikten Once diyabet var ise buna
pregestasyonel diyabet adi verilir, gebelikte fark edilen ya da gebelikte ilk kez ortaya
cikan, her derecede glukoz toleransindaki bozukluklar ise gebelik diyabetes mellitus
(GDM) olarak tanimlanir (Watkins ve ark, 1996; Tanyeri, 1996). Toplumdaki
yayginligina paralel olarak gebeliklerin, %0-5’i pregestasyonel diyabet, %1-14’t de
gestasyonel diyabet ile birlikte olmaktadir (Coustan, 2000; Janice ve Larraine, 2002).
Diyabetik gebelikler normal gebelere gore daha fazla maternal ve fetal riskler
tasimaktadir. Bu riskler polihidramnios, abortus, dogumsal anomaliler, biiyiime
anormallikleri, metabolik komplikasyonlardir ve intrauterin fetus olimidiir. Gegen
yiizyilin baglarinda diyabetik gebeliklerde maternal mortalite %45 ve perinatal mortalite
%60 gibi cok yiiksek seviyelerde seyretmekteydi. 1920’lerde insiilinin tedavide
kullanilmaya baglamas1 ve giiniimiizde fetal iyilik halini belirleyen prosediirlerin
gelismesi, tarama ve uygun tedaviler ile maternal ve perinatal mortalite oldukca
gerilemistir. Oyle ki, gelismis iilkelerde saglikli gebelerdeki maternal ve perinatal
mortalite oranlara yaklagilmistir. Buna ragmen hala bazi komplikasyonlara diyabetik
gebelerde daha c¢ok rastlanilmaktadir (Cunningham, 2001). Giiniimiizde diyabetli
gebelerde, fetal kayip ve hastalik oran1 normal gebelere oranla dort kat kadar yiiksektir
(Coustan, 2000; Adam, 2002).



Diyabetik gebelerde gebelik ilerledik¢e ve insiilin karsiti hormonlar arttik¢a, daha fazla
insiiline ihtiya¢ duyulacaktir. Hiperglisemi sonucu plasenta’da glukoz gegisi 250 mg/dl
saturasyon sinirina ulagincaya kadar kolaylastirilmis difiizyon ile gerceklesir, glukoz
gradiyent farkindan bagimsiz olarak gecis gosterir. Fetal glukozun % 80’1 maternal
orijinlidir. Yani fetusdaki glukoz seviyesi anne plazma glukoz konsantrasyonuyla dogru
orantilidir. Plasenta; biiylime hormonu, insiilin ve glukagon gibi protein hormonlara
gecirgen degildir. Gebelik doneminde maternal hiperglisemi fetal hiperglisemiye sebep
olur, bu da fetal pankreas B hiicre hiperplazisi ve fetal hiperinsiilinemiye neden olur
(Metzger, 1991). Diyabetin erken donemlerinde glomeriiler basing hizinda, bdbrek
plazma akiminda ve intraglomeriiler hidrostatik basingta artig, glukoz artisinin
indiikledigi bir dizi metabolik ve hormonal faktorlerin etkilesimi ile beraber bircok

faktore bagli olarak ortaya ¢ikmaktadir (Wolf, 2004).

Memelilerde bobrek, Urotensin-II’ nin esas kaynagidir. Ana bilesik olan pre-pro
Urotensin-1I’nin, bobreklerde yogun bigimde ekspre edildigi gosterilmistir. Urotensin-lI,
renal endotellerde, diiz kas hiicrelerinde ve tiibiil hiicrelerinde bulunmaktadir (Shenaudo
ve ark, 2002). Viicuttan atilimi idrarla olup, buradaki konsantrasyonu plazmadakinden
cok daha yiiksektir (Song ve ark, 2006). Urotensin-II‘nin sodyum transportu, glukoz ve
lipid metabolizmas1 iizerine  etkileri ~bulunmaktadir.  Urotensin-Il  ayrica
tiibliloglomeriiler geri emilimde rol oynayabilmektedir (Shenaudo ve ark, 2002). Plazma
Urotensin-II diizeyinin bobrek yetmezliginde yiiksek oldugu ve bu yiiksekligin daha az
kreatinin klirensine sahip diyaliz hastalarinda ¢ok daha yiiksek diizeylerde oldugunu
gosteren bircok ¢alisma bulunmaktadir. Yapilan calismalarda; Tip 2 diyabetli hastalarda
plazma ve idrar Urotensin-11 seviyeleri renal fonksiyonlar1 bozuk olan hastalarda normal
olanlara gore daha yiiksek olarak saptanmistir (Tostune ve ark, 2004; Langham ve ark,
2004). Tian ve arkadaslari tarafindan yapilan ¢alismada; STZ ile diyabet olusturulmus
siganlarin glomeriiler ve tiibiil epitelyal hiicrelerinde Urotensin-1l mMRNA ve protein
ekspresyonunun  arttigt  gosterilmistir.  Ayrica  diyabetik  siganlarin  bdbrek
medullalarindaki yiiksek Urotensin-II, Urotensin-Il reseptor mRNA ve protein
ekspresyonunun, renal ekstraselliiler matriks (ECM) (fibronektin, Col IV) birikimi ve
renal disfonksiyon ile uyumlu oldugu gésterilmistir. Bu durum diyabetik olaylarda renal
fibrozis ve disfonksiyonda Urotensin-II‘nin potansiyel bir roliiniin olabilecegini
diisindirmektedir. Diyabetik nefropatide; renal hiicre hipertrofisi ve renal ECM

birikiminde TGF-B1’in (Transforme edici biiyiime faktéri—f) 6nemli bir rolii oldugu



yapilan c¢alismalarda gosterilmistir  (15). Renal Urotensin-Il ve Urotensin-Il
reseptoriiniin diyabette TGF-B1° in up-regiilasyonuna sebep olup renal fibrozis ve hatta
diyabetik nefropatiye sebep oldugu diisiiniilmektedir. Yapilan ¢alismalarda
Urotensin-1I’nin kalpte ve bdbrekte fibrotik etkilerinin oldugu gésterilmistir (Matsushita
ve ark, 2003; Langham ve ark, 2004). Ornek olarak; Urotensin II’ nin kardiyak
remodeling ve fibrozisde Urotensin II reseptorii ile etkileserek TGF-B1 ekspresyonunu
artirict role sahip oldugu gosterilmistir (Dal ve ark, 2007). Bu g¢alismada, STZ ile
indiiklenen diyabetik sicanlarin farkli gelisim donemlerindeki fetal bobrek dokularinin
hem histopatolojik hem de immunohistokimyasal yontemler ile incelenmesi

amaclanmstir.



2. GENEL BILGILER
2.1. BOBREGIN ANATOMISi

Bobrekler, karin arka duvarinda retroperitoneal olarak yerlesmis olup fasulye seklinde,
iri, bir ¢ift organdir (Eroschenko, 2001; Ross ve Pawlina, 2006). Columna vertebralis’in
iki yaninda, 12. torakal vertebra ile 3. lumbal vertebra seviyeleri arasinda bulunurlar.
Bobrekler yaklasik 6 cm genisliginde, 3 cm kalinliginda ve 11 ¢cm uzunlugunda olup,
ortalama agirliklart yetiskin kadinlarda 135 gram, erkeklerde ise 150 gramdir (Sancak ve
Cumbhur, 2002). Sag bobrek on yiizde karacigerin sag lobu, duodenumun 2. kismi ve
flexura coli dextra ve sag glandula suprarenalis ile komsudur. Sol bobrek 6n yiizde
pankreas, dalak, mide, flexura coli sinistra, jejenum kivrimlari ve sol glandula
suprarenalis ile komsudur. Her iki bobrek arka yiizde ise musculus diaphragma ve altta
distan ige dogru musculus transversus abdominis, musculus quadratus lumborum ve

musculus psoas major ile komsudur (Ferner ve Staubesand, 1985; Arinci, 2001).

2.1.1. Bobregi Distan Saran Olusumlar

Bobregi distan ige dogru saran tabakalar fascia renalis, kapsula adiposa ve kapsula
fibrosa’ dir (Sancak ve Cumhur, 2002).

Fibroz kapsiil: Her iki bobregin On-arka yiizlerini, hilum da dahil olmak {izere
tamamiyla orter (Sarsilmaz, 2000). Bu tabaka hilum renale’ye geldigi zaman iki yapraga
ayrilir. Digtaki yaprak hilum renale’de bulunan yapilarin ilizerini Orterek adventisya
tabakalarmnin yapisina katilir. Igteki yaprak ise, hilum renale’den igeriye girip sinus
renalis’in i¢ yiliziinii Orter. Kapsula fibrosa kismi bobrek dokusundan kolaylikla
soyulabilir (Sancak ve Cumhur, 2002).



Adipoz kapsiil: Fibr6z kapsiiliin dis tarafinda bulunan bu yag dokusu, hilum renale’den
gecerek sinus renalis’e girer ve buradaki yapilarin aralarini doldurur (Sarsilmaz, 2000;
Sancak ve Cumhur, 2002).

Renal fasya: Adipoz kapsiilin dis kisminda bulunur, renal fasya ve adipoz kapsiil

bobregi adrenal bezle birlikte sarmistir (Sarsilmaz, 2000).
2.1.2. Bobreklerin Damarlar: ve Sinirleri

Bobrekler, L1-L2 vertebralar arasi diskus seviyesinde, aorta abdominalis’ten ayrilir.
Birgok dallanmadan sonra vas afferens olarak glomeriil igine giren arteria renalisler
tarafindan beslenir (Sarsilmaz, 2000; Ozan, 2004).

Aort dali olan renal arterdeki arteriyel kan, hilumdan bobrege ulasarak interlobar
arterlere ayrilir. Interlobar arterler kani kortikomediiller smirdaki arkuat arterler
yardimiyla glomeriile dagitir. Daha sonra medullar isinlar arasindan korteks
parankimasina 1sinsal olarak yayilan interlobiiler arterlere iletilir ve bobrek
cisimciklerinin  kanlanmasina sebep olan afferent arteriyollere dallanir. Bobrek
cisimcigindeki kapiller ag bir efferent ve bir afferent arteriyol icerir. Afferent arteriyol,
glomeriil ad1 verilen 20-40 kivrimli pencereli kapiller kiimesine dallanir. Filtrat efferent
arteriyol araciligiyla bir miktar su ve gerekli maddeleri geri almak iizere glomeriilii terk
eder ve kortikal renal tiibiillerin ¢evresindeki yaygin peritiibiiler kapiller aga girer
(Ovalle ve Nahirney, 2009). Glomeriilden efferent arteriyol olarak ¢ikan damarlar renal

vende toplanarak v.cava inferior’a agilirlar. Sirasiyla bobregin damarlanmasi:

Aorta abdominalis — a.renalis — a.segmentalis — a.interlobaris — a.arcuata —
a.interlobularis — vas afferens — vas efferens — v.interlobularis— v.interlobaris —

v.renalis seklindedir (Sarsilmaz, 2000).
2.2. BOBREK EMBRIYOLOJiSi

Uriner sistem, genital sistem ile birlikte 4. haftanin basinda, intermedier mezoderm ve
ona komsu mezodermal s6lomik epitelden koken almaktadir. Abdomenin dorso laterali
boyunca mezodermin meydana getirdigi kabartilara lirogenital kabart1 ad1 verilmektedir.
Uriner sistem’de bobreklerin gelisimi iirogenital kivrim boyunca ve kranialden kaudale
dogru sirasiyla pronefroz, mezonefroz ve metanefroz seklinde gelisim gostermektedir.
Ik olusan bdbrek sistemi pronefroz olup fonksiyonel hicbir 6zellikleri yoktur. Ikinci

olusan bobrek sistemi mezonefrozlardir. Mezonefrozlar daha iyi gelismistir ve kisa bir



stireligine fonksiyon goriir. Son olarak olusan bobrek sistemi ise metanefrozlardir.
Metanefrozlar esas bobrekleri olusturan kalici sistemlerdir (Hassa ve Asti, 1997; Moore
ve Persaud, 2002).

2.2.1. Pronefroz

Gelisen embriyo’da pronefrik bobrek servikal bolgede 7-10 adet solid hiicre toplulugu
seklinde gelisir (Sadler, 1996). Nefrotom adi verilen bu hiicre topluluklart pronefroz
tibiillerini ~ (pronephric  tubules) olusturacaktir. Bu tiibiiller medial olarak
intraembriyonik s6lom bosluguna agilirken, lateralde birbiri ardinca birleserek kaudal
yonde uzanirlar ve embriyonun her iki yaninda uzunluguna birer kanal olan pronefroz
kanalin1 (pronephric duct) meydana getirirler. Pronefroz kanallar kaudal olarak uzanir
ve kloaka acilir (Seftalioglu, 1998; Takai ve ark, 2003). Bu gegici fonksiyonel olmayan
yapilar insan embriyosunda ilk olarak dordiincii haftanin basinda ortaya cikar (Sadler,

1996; Seftalioglu, 1998; Anafarta ve ark, 1998).

Rudimenter olan pronefrozlara ait yapilar, kisa bir siire i¢cinde dejenerasyona ugrarlar.
Ancak, pronefrik duktuslardan c¢ogunlugu, kisa siire kalir ve bir sonraki bdbrek

sisteminde bu kisimlardan yararlanilir (Sadler, 1996; Seftalioglu, 1998; Moor, 2002).
2.2.2. Mezonefroz

Gestasyonel 4. haftanin sonuna dogru rudimenter olan pronefrozlarin kaudal kisminda
tist torasik ve lumbar segmentlerin ara mezoderminden gelisir (Moore ve Persaud, 2009;
Sadler, 2012). Pronefrozlarin gerilemeye baslamasiyla mezonefroz yapilar olugmaya
baglayacaktir. Mezonefrik tiibiillerin boyu uzayip biikiilerek S seklini alirken, medial
uzantilar1 ise glomeriilii meydana getirecektir (Seftalioglu, 1998; Sadler, 2012). Bununla
birlikte glomeriiliin etrafinda Bowman kapsiiliinii olustururlar (Sadler, 2012).
Mezonefrik tiibiiller; mezonefrik kanala (Wolff kanal1), bunlar da kloakaya agilir. Daha
sonraki donemde de {irogenital sinlise acilirlar (Seftalioglu, 1998). Mezonefrik
bobrekler, yaklasik dort hafta kadar, kalic1 bobrekler olusuncaya kadar ara bobrekler

olarak fonksiyon goriirler (Moore ve Persaud, 2009).
2.2.3. Metanefroz

Kalic1 bobrekler olarak bilinen metanefrozlarin gelisimi, besinci haftanin basinda
gelismeye baglar ve ortalama dort hafta sonra fonksiyon goriir (Sadler, 2012; Carlson,

2014; Moore ve Persaud, 2009; Moore ve ark, 2016). idrar amnion bosluguna birakilir



ve amnion sivistyla karisir (Schoenwolf ve ark, 2009; Dudek, 2011). Kalict bobrekler
genel olarak iki kaynaktan gelisirler. Bunlar; metanefrik divertikiil olan {ireter
tomurcugu ve ara mezodermin metanefrik kismi olan metanefrik blastem’ dir
(Seftalioglu, 1998; Moore ve ark, 2015). Bu iki bolge de mezodermal kdkenlidir. Ureter
tomurcugu, mezonefrik kanalin kloakaya acilma yerine yakin disa dogru yaptigi bir
divertikiildiir. Ureter tomurcugundan renal pelvis, majér ve minor Kaliksler, iireter ve

toplayici tiibiiller gelisecektir (Sadler, 2012; Moore ve ark, 2016).

Ureter tomurcugu olusumun ardindan metanefrik blastem icine biiyiiyerek penetre olur.
Metanefrik divertikiiliin ucu {tretere dontisiirken, tst ucu renal pelvisi meydana
getirecektir. Metanefrik dokuya penetre olmalar sirasinda kalikslerin her biri de iki yeni
tomurcuk daha olusturacaktir (Sadler, 2012). Bunlarin dallanmasi ile toplayici tiibiiller
meydana gelir. Diiz toplayici tiibiiller siirekli dallanarak art arda gelen yeni toplayici
tiibiilleri olusturur (Moore ve Persaud, 2009; Sadler, 2012). Bunlarin ilk dort tanesi
birlesip major kaliksleri meydana getirirken, ikinci dortlii birleserek min6r kaliksleri
olusturur. Kalan jenerasyonlar ise toplayici tiibiilleri olusturacaktir (Moore ve Persaud,
2009). Her bir toplayici tiibiiliin son kismi, metanefrik mezoderm igindeki mezodermal
hiicreleri uyararak metanefrik vezikiilleri olusturur. Bunlar da biiyliyerek renal tiibiilleri
meydana getirir (Seftalioglu, 1998; Moore ve ark, 2016). Gelisen toplayici tiibiillerin
distal ucu metanefrik bir kep ile ortiilii olup, bu kepten S seklinde kiigiik tiibiiller olusur.
Proksimal ugtan glomeriil gelisecektir. Renal korpuskiil, proksimal ve distal tiibiil ile
Henle kangali birlikte nefronu olusturur. Her distal tiibiilden biri bir toplayici tubiil ile
baglanti kurar ve tiibiiller boylelikle birlesir (Moore ve Persaud, 2009). Nefronlar
doguma kadar olugsmaya devam eder. Fetal bobrekler lobludurlar. Bu lobiilasyon
genelde nefronlarin biiyliylip cogaldigi infant doneminde yok olur. Yeni doganda
yaklasik olarak iki milyon nefron vardir. Prematiirler hari¢ termde nefron olusumu
tamamlanir. Glomeriiler filtrasyon fetal hayatin 9. haftasinda baglamis olsa da
bobreklerin tam anlamiyla fonksiyon gormesi ve filtrasyonunun artmasi dogumdan
sonra gergeklesir (Seftalioglu, 1998; Sadler, 2012; Carlson, 2014; Moore ve ark, 2016).
Dogumdan sonra bu bobrek kisa siirede biitiin fonksiyonlarin1 tamamlamis olur (Paker,
1990).



2.3. BOBREGIN HiSTOLOJiSi

Dis ortamdan alinan besinler organizma icin gerekli enerjiye doniisiirken bir takim
zararli maddeler ortaya ¢ikmaktadir. Uriner sistem bu metabolizma artiklarmin viicut

digina atildigi yerdir (Kayali, 1984).

Uriner sistem, bir cift iireter ve bir ¢ift bobrek ile tek bir mesane ve iiretra’ dan olusur.
Bu sistem, i¢inde ¢esitli metabolik artik {iriinlerin bulundugu idrar {ireterek homeostazi
saglar. Bobreklerden iiretilen idrar ilk olarak iireterler araciligi ile mesaneye geger,
burada gegici olarak depolanir ve en son iiretra’ dan disar1 atilir. Boébrekler bu salgilama
islevlerine ilaveten kan basincinin diizenlenmesinde rol alan renin ve kirmizi kan

hiicrelerinin iiretimini uyaran eritropoietini iiretirler (Jungueria ve ark, 1992).
2.3.1. Bobrekler

Her bobrek gevsek bag dokusu, kan damarlari, lenfatikler ve sinirleri igeren bir stroma
ile cevrelenmistir. Her bir bobregin i¢ kenarmmin ortasinda organin hilusu bulunur.
Hilum, sinirlerin girdigi, kan ve lenf damarlarinin giris ¢ikis yapti1 yerdir. Ureterin
genislemis st kismi olan renal pelvis, iKi veya ii¢ major kalikse boliinmistiir. Her major
kaliksten minor kaliksler dallanir (Jungueria ve ark, 1992). Genellikle iki major ve 8-20
kadar minér kaliks vardir. Her mindr kaliks renal papilla ad1 verilen konik sekilli bobrek
parankimasini ¢evreler (Leeson ve ark, 1988). Bobrek yiizeyi, ince fakat saglam bir bag
dokusu kapsiilii ile ortiliidiir. Kapsiil, myoblastlardan olusan bir i¢ tabaka ile
fibroblastlar ve kollagen fibrillerden olusan bir dig tabakadan olusur (Leeson ve ark,
1988; Ross ve Romrell, 1989). Bobrek, dista korteks ve igte medulla olmak tizere 2
kisma ayrilir. Insanda medulla renalis 10-18 adet koni ya da piramit seklindeki
olusumlardan meydana gelir. Bunlara medullar piramit veya Malpighi piramidi denir
(Kayali, 1984; Leeson ve ark, 1988). Her bir medullar piramidin tabanindan kortekse
uzanan birbirine paralel tiibiil demetleri, medullar 1sinlar ¢ikar. Her medullar 1s1n,
bobregin fonksiyon goren birimleri olan birka¢ nefron grubunun diiz kisimlar ile
birlikte bir veya birden daha fazla sayida toplayict kanaldan olusur. Piramitleri
birbirinden ayiran korteks, koyu renkli kordonlar seklindedir. Bunlara columna renalis
Bertini denir (Kayali, 1984; Jungueria ve ark, 1992) (Sekil 2.1).



Glomeriil KO'ﬂE’kTQ Modulla

Mediiller Piramit

Mediillar 1ginlar Eﬂyuk

Bertin bobrek
sttunlar

Sekil 2.1. Bobregin yapist (Luiz ve Carnerio, 2009).
Bobrek, histolojik olarak, nefronlar ile toplayici tiibiillerden ve pelvis renalis "ten olusur

(Kayal1, 1984).
2.3.2. Nefronlar

Nefron, bébregin temel yapisal ve fonksiyonel birimidir. Insanda her bobrek yaklasik iki
milyon nefron igerir (Ross ve Romrell, 1989). Nefronlarin her biri, basitge uzundur ve
kor bir sekilde baslayip bir salgi kanalina baglanmasiyla sonlanan epitelize tiibiillere
sahiptir. Nefronlarin histolojik kesitlerde ¢ok belirgin olmayan dolambagh bir sekilleri
vardir (Leeson ve ark, 1988). (Sekil 2.2)

Proksimal Tip

Bowman Kapsiild

Glomerulus
Kileallar:

Babrek
Atardamari I

Bobrek g
Toplardamart ( Toplama
—_—
. Kanah

Sekil 2.2. Nefronun yapis1 (http://www.biyolojidefteri.com/index.php/insanda-bosaltim-
sistemi, Erisim tarihi 08.01.2021).
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Her bir nefron, Henle kangalinin ince ve kalin uzantilari ile distal kivrimli tiibiil,
proksimal kivrimli tiiblil ve genislemis bir boliim olan renal cisimcikten olusmaktadir.
Toplayici tiibiillerin ve kanallarin embriyolojik kokeni nefrondan farklidir (Kayali,
1984).Nefronlar, medulla korteks smirindan baslayarak biitiin korteks yilizeyine
yayilmiglardir. Sadece bobrek kapsiiliniin hemen altinda ¢ok dar bir bdlgede
bulunmazlar (Ross ve Romrell, 1989). Bir¢cok kivrim yapan nefron 30-40 um
uzunlugunda bir borucuktur. Bu nedenle; her bir nefron yap1 ve fonksiyon bakimindan
birbirinden farkli birkag boliimden olugsmustur ve bu bélimlerin her biri daima korteks

ve medullanin belirli bir yerinde yerlesmistir (Kayali, 1984).
Nefronu ilk dnce ikiye ayirmak miimkiindiir:

1. Malpighi *nin bobrek cisimeigi (corpusculum renale malpighi)
2. Bobrek borucugu (tubulus renalis)

Corpusculum renale Malpighi glomerul olarak da isimlendirilir. Her renal cisimcigin
capt 150-250 um olup iki kisimdan olusmustur (Kayali, 1984; Leeson ve ark, 1988;
Jungueria ve ark, 1992).

1. Bowman kapsiilii
2. Kapiller yumak (Glomeriil)

Glomeriil, Bowman kapsiilii adi verilen iki tabakali epitelyal bir kapsiille sarilmistir.
Kapsiiliin i¢ tabakasi (viseral tabaka) glomeruliin kapillerlerini Orter. Dis tabaka, tek
katli yass1 epitel ile doseli olup renal cisimcigin en distaki kismini1 olusturan paryetal
tabakadir. Bowman kapsiiliiniin iki tabakasi arasinda, visseral tabakadan ve kapiller
duvarindan siiziilen sivinin toplandigi idrar boslugu bulunmaktadir. Her renal
cisimcikte, afferent arteriyollerin girdigi ve efferent arteriyollerin ¢ikis yaptigr vaskiiler
kutup olan damar kutbu ile proksimal tiibiil liimeni ve Bowman kapsiil araliginin
baglandig1 bolgedir. Bu bolgeye idrar kutbu denilmektedir (Kayali, 1984; Ross ve
Romrell, 1989). Bowman Kkapsiiliiniin paryetal tabakasi bazal laminaya oturmus,
retikiiler fibrilleri iceren ve tek katli yassi epitel hiicrelerinden olusur. Bu hiicreler ¢ok
az organel icerirler. Idrar kutbunda epitel, proksimal tiibiil igin karakterize olan tek katli

prizmatik epitel haline doniisiir (Leeson ve ark, 1988; Jungueria ve ark, 1992).

Embriyonik gelisim sirasinda pariyetal tabakanin epiteli degisiklik gostermezken,

visseral tabaka biiyiik 6l¢iide degisiklige ugrar (Jungueria ve ark, 1992). Visseral tabaka
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kalin bir bazal laminaya oturmus podosit denen hiicrelerden olusmustur (Kayali, 1984;
Ross ve Romrell, 1989). Ancak podositler primer ve sekonder ayakgiklari ile tiim
kapiller yiizeyine dagilmislardir. Podositlerin hiicre gévdeleri ve primer uzantilar1 bazal
laminaya degmezken, pediseller glomeril kapillerlerine sarilmis durumda olup 25
nm’lik sabit bir mesafede bazal lamina ile dogrudan temas halindedirler. Pediseller ¢ok
az organel icermelerine ya da hi¢ icermemelerine ragmen, ¢ok sayda mikrofilament ve
mikrotiibiil igerirler. Podositlerin sekonder uzantilari arasinda 250 A° genisliginde
araliklar vardir; bu araliklar filtrasyon yariklarni olusturur. Bu ayakgiklar 50-60 A°
kalinliginda ince bir zar ile birbirlerine birlesirler (Kayali, 1984; Leeson ve ark, 1988;
Jungueria ve ark, 1992). Podositlerin sitoplazmasi ¢ok sayda serbest ribozom, az sayda
kaba endoplazmik retikulum sisternasi, seyrek mitokondriler ve belirgin bir golgi
kompleksi icerir. Podositlerin sitoplazmasinda bunlarin kasilabilmesine yardimci olan
aktin mikrofilament demetleri vardir (Leeson ve ark, 1988; Jungueria ve ark, 1992).
Pedisellerin plasmalemmasi, sialik asit igeren énemli bir glikokalikse sahiptir (Leeson
ve ark, 1988).

Bowman kapsiiliiniin i¢inde yerlesmis bulunan glomeriil yumagi pencereli kapillerlerden
olusmustur. Kapillerlerin duvari ¢ok ince olup 500-1000 A° capinda fenestratalar: vardir
(Leeson ve ark, 1988). Glomeriil kapillerlerinin endotel hiicreleri ince bir sitoplazmaya
sahiptir. Bu hiicrelerin pencereleri daha biiytiktiir (70-90 nm ¢apinda) ve sayis1 pencereli
kapillerlerin bulundugu diger organlardaki endotel hiicrelerinkinden daha fazladir. Bu
hiicrelerde, diger pencereli kapillerlerde gézlenen kapiller agikliklarini birbirine tutturan
ince diyafram yapis1 da bulunmaz (Jungueria ve ark, 1992). Glomeriil kapillerlerinde,
endotel hiicreleri ve podositlerin yanisira bazal lamina kilifinin bulundugu boélgelerde,
kapiller duvarina tutunan mezangiyal hiicreler yer alir (Kayali, 1984; Leeson ve ark,

1988). Yildiz bi¢imli uzantilara sahip bu hiicrelerin sitoplazmik uzantilari, kapiller

limenine ulasacak sekilde endotel hiicrelerinin arasina sokulur. Hiicreler kendilerini
saran ve kapiller duvarina destek olan amorf matriksi sentezler. Bunlarin islevlerine
iliskin ¢ok az bilgi vardir; perisite benzer hiicre gruplart olustururlar (Kayali, 1984;

Jungueria ve ark, 1992).
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2.3.3. Tubulus renalis

Nefronun en uzun ve en genis pargasidir (Tian ve ark, 2008). Nefronun Bowman
kapsiiliiniin idrar kutbundan baslayip toplayicit kanallara kadar devam eden kismini

yapar. Burada 4 kisim ayirt edilir (Kayali, 1984).
2.3.3.1. Proksimal kivrimh tiibiiller

(Tubulus proksimalis) Nefronun proksimal kalin segmenti, Bowman kapsiiliinde
proksimal kivrintili tiibiil olarak baslar (Seftalioglu, 1998). Renal cisimcigin idrar
kutbunda, yaklasik 14 mm uzunlugunda, 50-60 cm ¢apinda ki kisimdir (Leeson ve ark,
1988). Proksimal tiibiiller kivrintili bir kisim (pars contorta) ile medullada yer alan diiz
bir parcayi (pars recta) igerir (Kayali, 1984). Proksimal kivriml tiibiiller, tek katli kiibik
ya da prizmatik epitelle ortiiliidiir. Bu epiteldeki hiicreler, icerdikleri ¢cok sayida uzamis
mitokondri nedeniyle sitoplazmalar1 asidofiliktir. Hiicre apeksinde firgamsi kenar
olusturan yaklagik 1 pm uzunlugunda, ¢ok sayda mikrovilluslar bulunur (Jungueria ve
ark, 1992). Bu biiyiik dlgiide, glikoz, amino asit ve kiiciik peptidlerin emilim yiizeyini
artirir (Leeson ve ark, 1988).

Bu hiicrelerin bazal boéliimlerinde yogun membran katlantilart ve komsu hiicreler
arasinda lateral kenetlenmeler bulunmaktadir. Mitokondriler hiicrelerin uzun eksenine
paralel dizilim gosterirler. Mitokondrilerin bu sekilde dizilimi, aktif iyon taginmasinda

rol alan hiicrelere 6zgiidiir (Jungueria ve ark, 1992).

Proksimal tiibiiliin diiz ve kivrintili pargalarinda ufak farklar bulunmakla birlikte asil
yapis1 benzer sekildedir. Bununla birlikte bazi morfolojik farkliliklar ayrit edilmektedir
(Kayali, 1984).

2.3.3.2. Henle Kangah

Proksimal kivrimli tiibiillere yapica ¢ok benzeyen bir kalin inen kol, bir ince inen kol,
c¢ikan ince kol ve yapica distal kivrimli tiibiillerle ayni olan bir kalin ¢ikan koldan olusan
U seklinde bir yapidir (Sadler, 1996). Proksimal tiibiiliin 60 um olan kalin inen kolun
birden bire 12-15 um ye kadar daralarak inen kolun ince boliimii olarak devam eder
(Kayali, 1984; Leeson ve ark, 1988; Jungueria ve ark, 1992,). Nefronun bu béliimiinde
limen, tek katli yassi epitel ile doselidir (Sadler, 1996; Moor, 2002). Epitelin yalnizca
cekirdekleri liimene dogru hafif ¢ikint1 yapar (Jungueria ve ark, 1992). Henle kangah
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hiicrelerinin liimene ait yiizeyinde ¢ok az, kisa mikrovilluslar vardir. Cikan kol kiibik

epitelle doselidir. Henle kangali, idrar iiretimi igin gereklidir (Leeson ve ark, 1988).
2.3.3.3.Distal Kivrimh Tiibiil

Henle kangalinin ¢ikan kalin kolu kortekse girdiginde histolojik yapisint korur ve
biikliimlenerek nefronun distal kivrimli tiibiiliinii olusturur (Jungueria ve ark, 1992). Bu
tiibiilin cap1 oldukca biiyliik olup (Kayali, 1984) tek kathi kiibik epitel ile doselidir
(Kayali, 1984; Jungueria ve ark, 1992) ve hiicrelerin sinirlar1 oldukga belirgindir
(Kayali, 1984). Distal tiibiil, proksimal tiibiilden daha ince ve daha kisadir. 3 kisimda

incelenir.

1. Pars rekta (diiz kisim) Henle kangalinin kalin ¢ikan kolundan sekillenir.
2. Macula Densa (pars maculata)

3. Pars convoluta (kivrimli kisim)

Diiz ve kivrimh kisimlarin hiicreleri birbirine benzerdir. Hiicreler kiibik sekilli olup
liimenleri fircams1 kenarli degildir ve proksimal tiibiile gore liimenleri daha genistir
(Moor, 2002). Histolojik kesitlerde her ikisi de kortekste bulunan proksimal ve distal
tiibiiller arasindaki ayrim belirli 6zelliklerine gdre yapilir. Proksimal tiibiildeki hiicreler,
distal tiibiilde bulunan hiicrelere gore daha biiyiikk ve firgamsi kenarlidir. Distal tiibiil
hiicrelerinde firgamsi kenar bulunmaz. Proksimal tiibiillerde bulunan hiicreler daha
asidofiliktir. Distal tiibiillerin limeni daha genistir ve burada bulunan hiicreler
proksimal tiibiillerde bulunan hiicrelerden daha yasst ve kiiciik oldugu i¢in, aym
histolojik kesitte distal tiibiil duvarlarinda daha ¢ok sayda niikleus ve hiicre goriiliir.
Proksimal tiibiillere 6zgii olan apikal kanalikiil ve vezikiiller distal tiibiil hiicrelerinde

goriilmez (Jungueria ve ark, 1992).

Macula Densa: Distal kivrimli tiibiiller kortekste izledikleri yol boyunca kendi
nefronlaria ait renal cisimcigin damar kutbuna temas ederler. Bu temas noktasinda
afferent arteriyol ve distal tiibiil modifiye olur (Jungueria ve ark, 1992). Isik mikroskobu
ile bakildigi zaman macula densa’nin hiicreleri farklidir. Bunlar diger distal tiibiil
hiicrelerinden daha uzun ve genellikle daha dardir. Boyle hiicrelerin niikleuslar1 yogun
goriiliir, hatta kismen bir digerinin {istiine konmus goriiliirler. Ayn1 bolgede, afferent
arteriole komsu diiz kas hiicreleri modifiye olmustur. Bu hiicreler salgi graniilleri

icerirler ve niikleuslart yuvarlaktir. Boyle modifiye olan diiz kas hiicreleri
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jukstaglomerular hiicreler olarak ta bilinir. Isik mikroskobunda grantilleri géstermek igin

0zel boyalar kullanilir (Ross ve Romrell, 1989).
2.3.3.4. Toplayici Tiibiiller ve Kanallar

Distal kivrimli tiibiillerden gecen idrar, birbirlerine baglanarak daha biiyiik, diiz
toplayic1 kanallar olusturan toplayici tiibiillere bosalir. Bu kanallar Bellini papiller
kanallar1 adin1 alir ve piramidlerin uglarina dogru giderek genisler (Leeson ve ark, 1988;
Jungueria ve ark, 1992).

Toplayici tiibiiller ve kanallar basit epitel ile doselidirler (Ross ve Romrell, 1989).
Kiiciik toplayict tiibiiller kiibik epitelle doseli olup caplart 40°cm dir. Bu tiibiiller
medullanin derinliklerine dogru indikge hiicrelerin boyu uzar ve prizmatik olur.
Piramidlerin ucuna yakin bdliimlerde toplayict kanalin ¢ap1 200 cm’ye ulasir (Leeson ve
ark, 1988; Jungueria ve ark, 1992). Toplama tiibiilleri ve kanallar, 151k mikroskobunda

goriilebilen belirgin hiicre sinirlari ile kolaylikla ayirt edilebilirler.

Sitolojik olarak toplama tiibiillerinde, iki farkli hiicre ayirt edilir. Toplama kanali
hiicreleri olarak isimlendirilen agik hiicreler, sistemin ana hiicreleridir. Bu hiicreler
nisbeten biraz kisa mikrovilluslara sahiptir ve kiigiik, kiiresel mitokondri igerirler. Koyu
hiicrelerde, Interkalat (IC) hiicreleri olarak isimlendirilirler. Oldukca az sayidadirlar
(Ross ve Romrell, 1989). Cekirdekleri yuvarlak olup, sitoplazmalarinda ¢ok sayida

hiicre organelleri vardir.

Bobreklerin  6nemli fonksiyonlarindan biri viicudu, disardan alinan veya viicutta
metabolizma sonucu olugsan atiklardan kurtarmasidir. Bobregin diger Onemli

fonksiyonlari;

- Su ve elektrolit dengesinin diizenlenmesi,

- Asit-baz dengesinin diizenlenmesi,

- Hormonlarin salgilanmasi, metabolize edilmesi ve sekresyonu,
- Viicut sivilarinin hacim ve bilesenlerini kontrol etmek,

- Yabanci maddelerin ve metabolik artiklarin atilmasi,

- Viicut sivilariin osmolaritesinin ve elektrolit yogunlugunun diizenlenmesi,
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Bobreklerin bu diizenleyici gorevi hiicrelerin degisik aktivitelerini gerceklestirebilmeleri
icin gerekli ¢evrenin sabit tutulmasini saglar (Hall ve Guyton, 1996; Anafarta ve ark,
1998).

2.4. DIYABETES MELLITUS

DM, insiilin salgisinin mutlak veya goreceli eksikligi ya da insiilin rezistansi ile olusan,
hiperglisemi ile kendini ortaya c¢ikaran karbonhidrat, yag ve protein metabolizmasi
bozukluklar1 ile karakterize olan kronik, metabolik bir hastaliktir (Yesilot, 2008).
Retinopati, ndropati, nefropati, kardiyovaskiiler hastaliklara yatkinlik ve infertilite

sorunlar1 diyabetin neden oldugu komplikasyonlar arasinda ilk siradadir (Quinn, 2002).
2.4.1. Diyabetes Mellitus’ un Tipleri
2.4.1.1. Tip 1 Diyabet

Tip 1 diyabet otoimmiin hastaliktir. Pankreasin endokrin adacik beta hiicrelerindeki
harabiyetiyle olusan insiilin yetmezligi ile karakterize oldugu icin hastalarin hayatlarini
devam ettirebilmesi veya diyabetik ketoasidozdan (DKA) korunmasi i¢in insiiline
ithtiyaglar1 vardir (WHO, 1999). Bu diyabet tiirii siddetli hiperglisemi ile birlikte ani
gelisen ve insiilin ile tedavi edilmezse ilerleyerek ketoasidoza ve 6liime yol agan bir
diyabet tipidir (Aral, 1998).

2.4.1.2. Tip 2 Diyabet

Insiiline direngten ve salgisindaki yetersizlikten veya her ikisinin bir arada olmasindan
dolay1 ortaya ¢ikan diyabet tiirii Tip 2 diyabettir (Ozbey ve Orhan, 2003). Dokulardaki
insiilin hassasiyetinin azalmasi insiilin direnci anlamina gelir. Normalde insiilin, hiicre
yiizeylerindeki &zel reseptorlerine baglanip glikoz metabolizmasinda yer alan
reaksiyonlar serisini baglatir. Tip 2 diyabette buna benzer hiicre i¢i reaksiyonlar
azalmaktadir. Boylece insiilin, dokularin glikoz alimini uyarmasinda ve karaciger
tarafindan glikoz saliniminin diizenlenmesinde daha az etkili hale gelir (Smeltzer ve ark,
2010).

2.4.1.3. Gestasyonel Diyabetes Mellitus

Ilk olarak gebelikte tanis1 konan, yani; gebelikte ortaya ¢ikan bir diyabet tiiriidiir.
Postpartum donemde glukoz toleransi birgok kadinda normale doner (Karakurt ve ark,

2009). Ailede diyabet Gykiisiiniin olmasi, hamilelikten 6nce asir1 kilolu olma durumu,
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kadinlarda hamilelik yasimin 25’den biiyiik olmasi, 6nceki hamileliklerde GDM veya
glukoz toleranst bozuklugu tanimlanmasi ve hamilelik doéneminde kan-glukoz
seviyelerinin yiiksek olmasi, GDM riskini arttiran faktorler arasindadir (Buchanan ve
Xiong, 2005; Erdogan ve ark, 2007). Onceden diyabeti bilinen kadinlar hamilelikte
GDM* si yoktur. Hamileligin erken doneminde aglik veya yemek sonrasi glikoz
konsantrasyonlar1 normalde gebe olmayan kadinlardan daha disiiktiir. Ac¢lik veya yemek
sonrasi glikoz seviyelerinin yilikselmesi, gebelikteki diyabetin varligi hakkinda bir fikir
verir ama gebeligin bu zamaninda bir anormalligi belirlemek igin 6zel bir kriter degildir.
Fakat hamileligin erken doneminde normal glukoz seviyeleri GDM* nin ilerleyen
zamanlarda gelismeyecegi anlamina gelmez (Kahn, 2011). GDM riski yiiksek olan
bireyler arasinda yashlar, daha Once glikoz intoleransi Gykiisii olanlar, gebelikte
makrozomik ¢ocuk ge¢misi olanlar, tip 2 diyabet riski yiiksek olan bazi etnik gruplardan
gelen kadinlar ve aglik ya da giinliik kan sekeri seviyelerinde herhangi bir ylikselme olan
hamile kadinlar vardir. GDM, hem anne hem de fetus igin zararli sonuglar dogurabilir.
Yiiksek aglik glukoz konsantrasyonlari ile hamilelik sirasinda ya da dnceden ortaya
cikmis diyabet, gebeligin son 4 ila 8 haftasinda intrauterin fetal 6liim riski dahil olmak
tizere, dogustan anormallikler ve diger komplikasyonlarla iligkilidir (Comess ve ark,
1969). Asir1 aglik hiperglisemisi olmayan GDM, artmig perinatal mortalite ile
iliskilendirilmemistir. Ancak GDM fetal makrozomi riskini ciddi bir sekilde arttirir
(Pettitt ve ark, 1982). Yenidogan hipoglisemisi, sarilik, polisitemi ve hipokalsemi diger
fetal komplikasyonlaridir. GDM*® 1i veya hamilelik Oncesi tip 2 diyabetli kadinlarin
yavrulari, ergenlikte obezite ve diyabet riski altindadirlar (Pettitt ve ark, 1980).
Hamilelik sirasinda diyabet i¢in yiiksek risk Ozelliklerine sahip kadinlarin 6rnegin;
obezite, GDM, glikoziiri veya ailede diyabet Oykiisii olanlar miimkiin olan en kisa
stirede glukoz testinden ge¢cmelidirler. Gebeligin ilk li¢ ayinda gebe kadinlarin taramasi,
onceden tam1 konmamis diyabet veya glukoz intoleransini saptamak i¢in uygundur.
Aclik plazma glukoz seviyesi 126 mg/dL veya daha fazla olan veya hamilelik sirasinda
herhangi bir zamanda 200 mg/dL veya daha yiiksek bir plazma glikoz seviyesi olan
kadinlara, diyabet tanis1 konulabilir. GDM igin genellikle sistematik test 24-28. haftalar

arasinda yapilir. (American Diabetes Association, 2004).
2.4.2. Diyabetik Nefropati

Diyabetik nefropati tip 1 ve tip 2 DM ’un en sik goriilen, mikrovaskiiler

komplikasyonudur (Sperling, 2003; Holt ve ark, 2010). Diyabetik nefropati erken kan
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basinci yiikselmesi, persistan mikroalbuminiiri, glomeriiler filtrasyon hizi (GFH) nda
diisme, yiiksek kardiyovaskiiler morbidite ve mortalite riski ile karakterizedir (Parving
ve ark, 1996; Shaw ve Cummings, 2005; Scobie, 2007; Holt ve ark, 2010).

Diyabetik nefropati gelisim evreleri 5 doneme ayrilir.

Evre 1 (Hipertrofi-Hiperfiltrasyon Donemi): Tip 1 DM’li hastalarda diyabet tanisi
konuldugunda %20-40 ve bobrek plazma akimi ise %9-14 oraninda artmis olarak
ortaya cikar (Yenigiin ve Altuntas, 2001; ilicin ve ark, 2003). Idrar protein atilimina
paralel olarak artis gosterir (iligin ve ark, 2003), ancak mikroalbiiminiiri diizeyinde
degildir (Yenigiin ve Altuntag, 2001). Serum kreatinini 60-100 pmol/I’dir (Watkins,
2003). Bu donemde hiperfiltrasyon ile bobrek hacmi arasinda yakin iligki vardir. Ayrica
bu donemdeki hiperfiltrasyon ile daha sonra ortaya ¢ikacak olan albliminiirinin siddeti
arasinda, geriye doniik olarak yapilan bazi g¢aligmalarda yakin iliski bulunmustur
(Yenigiin ve Altuntas, 2001). Bu evre yaklasik olarak 2 yil kadar siirer (iligin ve ark,
2003).

Evre 2 (Sessiz Donem): Tanidan 2-3 yil sonraki evredir. Degerlerindeki artis devam
etmekte, idrarda albuminiiri normal seviyelerde bulunmaktadir. Kan basinci ise
cogunlukla normaldir. Serum kreatinini 60-120 pmol/I’dir. Konvansiyonel insiilin
tedavisi ile bu donem 5-15 yil arasinda siirer. Renal morfolojik degisikliklerin basladigi
donem bu evredir. Mezengium hacminde artma, glomeriil bazal membraninda
kalinlasmalar meydana gelir (Yenigiin ve Altuntas, 2001; li¢in ve ark, 2003; Watkins,
2003; Sperling, 2003).

Evre 3 (Mikroalbuminiiri-Baslangic Donemi): Bu donem diyabetin baglangicindan
yaklagik 6-15 yil sonra ortaya ¢ikar. Idrarda ki albumin miktar1 20-200 mg/dk (30-300
mg/24 saat) arasindadir. Kan basinci normal sinirlarda bulunmakla birlikte daha onceki
degerlere gore artig gosterebilir. Serum kreatinini 80-120 pmol/I’dir (Watkins, 2003).
Bu dénemde mezengium hacminde artis, filtrasyon yiizeyinde ve bazal membranda
kalinlagmalar izlenir (Yenigiin ve Altuntas, 2001; Mlicin ve ark, 2003; Watkins, 2003;
Sperling, 2003).

Evre 4 (Azotemik Donem): Hastaligin baglangicindan itibaren ortalama 17. yilinda bu
evreye ulasilir (ilicin ve ark, 2003). Bu dénemde 500 mg/giin (>300 mg/giin albuminiiri)
ve daha fazla proteiniiri bulunur. Her y1l proteiniiri miktarinda %15-40lik artis izlenir.

Ote yandan da yillik 10-12 ml/dk’lik geriye doniisiimsiiz azalma ortaya ¢ikar. Cogu
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hasta da hipertansiyon artik sendromun bir pargasi1 haline gelir (Yenigiin ve Altuntas,
2001; Iligin ve ark, 2003). Serum kreatinini 120-400 umol/l’dir. Morfolojik anormallik
olarak glomeruloskleroz ortaya ¢ikar (Watkins, 2003).

Evre 5 (Son Donem Bobrek Yetmezligi): Diyabetin ilk ortaya cikisindan itibaren
yaklasik 20-30 yil sonra bu son evreye ulasilir (Sperling, 2003). Bu donemde son donem
bobrek yetmezligi gelismistir (Yenigiin ve Altuntas, 2001). Agir hipertansiyon, iire ve
kreatinin yiiksekligi vardir (Ilicin ve ark, 2003). Serum kreatinini >400 pmol/I’dir
(Watkins, 2003). Asikar proteiniiri gelistikten ortalama 7-10 yil sonra hastalarda
genellikle renal replasman tedavisi mecbur hale gelmektedir (Yenigiin ve Altuntas,
2001).

2.5. STREPTOZOTOSIN

STZ nitrosourea tiirevi olan ve deneysel diyabet olusturmak i¢in kullanilan genis
spektrumlu bir antibiyotiktir. Ik olarak 1959 yilinda Streptomyces achromogenes’den
izole edilmistir. N-(Metilnitrosokarbamoil)-a-D-glukozamin yapisindadir ve 1siktan
korunmalidir. Notral pH’da hizla dekompoze oldugundan optimum stabilitesi igin
ortamm pH’s1 4-4.5 olmalidir. Bu yiizden STZ c¢o6ziindiiriiliirken sitrat tamponu
kullanilmalidir. Pankreas [ hiicrelerine hasar vererek hem insiiline bagimli hem de
insiilinden bagimsiz diyabete neden olmaktadir. STZ toksisitesi, metilnitrozoiire
parcaciginin DNA alkilleme aktivitesine baglidir. STZ’den DNA molekiiliine metil grup
transferi, tanimlanan zincir boyunca DNA’nin fragmantasyonu ile sonuglanan hasarlar
meydana getirir (Murata ve ark, 1999). Ayrica ortamdaki protein glikozilasyonu ek
yikic1 faktér olarak davranmaktadir. DNA tamir edilecegi zaman poli (ADP-riboz)
polimeraz (PARP) asir1 bir sekilde stimule edilir. Bu durumda hiicresel NAD+
seviyeleri ve ATP depolar1 azalir. Hiicresel enerji depolarinin sonunda bitmesiyle
birlikte B hiicrelerinde nekrozis sekillenir. STZ proteinleri de metillemesine ragmen,
DNA metilasyonu  hiicre dliimiiniin esas sorumlusudur fakat muhtemel olan protein
metilasyonunun, STZ’ye maruz kalan P hiicrelerindeki fonksiyonel kayba katkida

bulundugudur (Pieper ve ark, 1999).

STZ’nin diyabetojenik etkisi ilk kez 1963 yilinda Rakieten tarafindan bildirilmis olup
daha sonraki yillarda deneysel Tip 1 ve Tip 2 diyabet calismalarinda sik¢a kullanilmistir
(Ocal ve ark, 1984; Biiyiikdevrim, 1989). STZ pankreatik B hiicreleri {izerine toksik

etkisi sayesinde insiilin yetersizligine yol agarak hiperglisemiye neden olmaktadir (Kahn
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ve Weir, 1996; Tatsuki ve ark, 1997; Bolzan ve Bianchi, 2002; Kanter ve ark, 2004,
Coskun ve ark, 2004). Hipergliseminin derecesi ve siiresi, ilacin dozuna ve deney
hayvanin tiiriine baghdir. Kedi, kdpek, sigan ve farede 50 mg/kg doz diyabet olusturma
icin yeterli iken tavsanda 300 mg/kg ve hamsterde 175 mg/kg gereklidir. Glikoz
metabolizmasina olan etkisi Wistar sicanlarda denenmis olup, STZ uygulamasini
takiben ilk 24 saat icerisinde kan sekeri, serum insiilin ve glukagon diizeylerinin
”pentafazik” bir degisim gostererek kalic1 hiperglisemi’nin olustugu gosterilmistir. STZ
dozu, artirilarak 4-5 giin siireyle tekrarlandiginda otoimmiin diyabete benzeyen diyabet
modeli geligir (Carney ve ark, 1979; Biiyiikdevrim, 1989). Tek ve yogun dozda
kullanilan STZ, B hiicrelerinde olusan tam hasarla insiiline bagimli diyabet olusturur.
Yetiskin siganlara STZ uygulamasi Tip 1 DM (Insiiline bagiml1) gelistirirken, yenidogan
sican yavrularmma STZ uygulamast Tip II DM gelistirir. Yetiskin siganlarda STZ nin
diyabetojenik dozunun tek enjeksiyonu B hiicrelerini yikarken, subdiyabetojenik ¢oklu
doz kullanimi belirgin lenfosit infiltrasyonuna neden olur (Kim ve ark, 2001). STZ nin
ayrica bobrek veya hepatik doku iizerine toksik etkisi de bulunmaktadir. Bobrek
dokusunda proksimal tiibiiller lizerine toksik etkisi ile hasar olusturdugu ve proteiniiriye
neden oldugu bildirilmistir (Kahn ve Weir, 1996). Diyabetojenik ve antibivotik
ozelliklerinin yan1 sira STZ genotoksiktir; mikrobiyal mutagenez, programsiz I

sentezi, mikronukleus, kromozomal diizensizlikler ve kardes kromatid degisir

caligmalarinda bu 6zelligi kanitlanmistir (Bolzan ve Bianchi, 2002).

3. GEREC VE YONTEM

Calismada, Erciyes Universitesi Deneysel ve Klinik Arastirma Merkezi’nde (DEKAM)
iretilmis olan daha once ¢iftlesmemis tic aylik, saglikli 48 adet, agirliklar1 200-250gr
arasinda degisen Wistar albino tiirii disi sigan kullanildi. Sigcanlar arastirma siiresince
19-21 °C sabit sicaklikta ve 12 saat aydinlik/karanlik sikluslu c¢evre, 6zel hazirlanmis
standart laboratuvar kosullarinda ve otomatik olarak klimatize edilen odalarda plastik
kafeslerde korundu. Deney siiresince si¢anlar normal pelet yemle beslendi. Her grupta

24 disi sigan olacak sekilde baslica 2 gruba ayrildi. Her bir grupta kendi iginde farkli
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gelisim donemleri (15, 17 ve 19. giinler) olmak iizere ve her gruba 8 adet disi sican
olacak sekilde 3 alt gruba ayrildi. Disi siganlara 60 mg/kg intraperitoneal (ip) STZ
uygulamasi yapildiktan 3 giin sonra glukometre ile kan glukoz diizeyleri 6l¢iildii. Kan
glukoz degerleri 200 mg/dl’nin {izerinde olanlar diyabet olarak kabul edilip gebelik igin
ciflesmeye birakildi. Calismada, 3 disi bir erkek olacak sekilde gece boyunca ayni
kafeste birakildiktan sonraki sabah vaginal smear yapilarak spermatozoon (+) olanlar
0.5 giinliik gebe olarak kabul edildi. Gebe si¢anlar ayni laboratuvar kosullarinda
gruplara gore plastik kafeslere yerlestirildi.

Gruplar asagida belirtildigi sekilde olusturuldu.
Deney Gruplar

Grup | (Kontrol grubu) (n=24): Kontrol grubu gebe siganlara gebelikleri siiresince higbir
uygulama yapilmayan grup. Kontrol grubuna ait gebe si¢anlar gelisimin 15 (n=8), 17
(n=8), ve 19. (n=8) giinler olmak tizere 3 alt gruba ayrildu.

Grup Il (STZ grubu) (n=24): Bu gruba ait olan sigcanlara sitrat tampon igerisinde
hazirlanan tek doz STZ (60 mg/kg) uygulamas: yapilarak disi sicanlarda deneysel
diyabet modeli olusturuldu. STZ grubuna ait gebe siganlar gelisimin 15 (n=8), 17 (n=8),
ve 19. (n=8) giinler olmak {izere 3 alt gruba ayrildi.

Kontrol ve deney grubundaki gebe sicanlar gebeliklerinin 15, 17 ve 19. giinlerinde, ip
olarak ketamine hydrochloride (50 mg/kg) ve %2 ksilazine hydrochloride (10 mg/kg) ile
anestezi saglandiktan sonra anestezisi altinda, sezeryanla fetuslar1 ¢ikarildi ve %10’luk

formaldehit soliisyonuna alindu.
3.1. Histolojik Degerlendirme
3.1.1. Histolojik Doku Takip Yontemi

Tespit soliisyonunda 72 saat bekleyen dokular akan musluk suyunda yikandiktan sonra
artan dereceli alkol serilerinden gecirilerek suyun uzaklastirilmasi saglandi. Sonrasinda
dokular1 seffaflandirmak amaciyla ksilenden gegirildi ve erimis parafinde bir gece
bekletildi. Son olarak parafine gomiilerek bloklandi. Yapilan islemler Tablo 1 de

ayrintili olarak verilmistir.

Tablo 3. 1. Isik mikroskobu doku hazirlama metodu

Sira Yapilan islem Siire Sira Yapilan islem Siire
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1 %10 Formaldehid 72 saat 8 Absolii Alkol 1 saat
2 Musluk suyu 1 gece 9 Absolii Alkol 1 saat
3 %50 Alkol 1 saat 10 Ksilen 20 dk
4 %70 Alkol 1 saat 11 Ksilen 20 dk
5 %80 Alkol 1 saat 12 Ksilen 20 dk
6 %96 Alkol 1 saat 13 Eriyik parafin (60°C) 1 gece
7 Absolii Alkol 1 saat 14 Bloklama

Isik mikroskobik incelemeler i¢in mikrotomda (Leica RM 2155) Sum’lik Kesitler
almarak 37°C su banyosunda kesitlerin agilmasi saglandi. Gelisimin farkl
donemlerindeki embriyolara ait bobrek dokularini incelemek icin seri kesitler alindi.
Hazirlanan parafin bloklardaki embriyolardan elde edilen Sum kalinligindaki kesitler 1
gece boyunca 60 °C’lik etiivde bekletildi. Farkli gelisim donemlerindeki bdbrek
dokularinin degerlendirilmesi igin kesitlere Hematoksilen & Eozin (Tablo 3.2.),
Periodik Asit Schiff (PAS) (Tablo 3.3.), Masson Trikrom (MT) (Tablo 3.4) boyamalari
uygulandi. Immunohistokimyasal calismalar icinde Urotensin Il ve TGF-B1 primer
antikorlar1 kullanildi. Kesitler Olympus BXS51 bilgisayar destekli 1sik mikroskobu
altinda goriintiilendi.

Hematoksilen&Eosin (H&E) Boyama: Herbir sigana ait bobrek dokusundan alinan 5

um’lik kesitler 1 gece boyunca 60°C’lik etiivde bekletildi ve ertesi giin H&E boyama
yontemi uygulandi (Tablo 3- 2).
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Sira Yapilan islem Siire Sira Yapilan islem Siire
1 Ksilen-I 15 dk 12 Akarsu 10 dk
2 Ksilen-11 15 dk 13 %50 Alkol 10 dk
3 Absolii Alkol 10 dk 14 %70 Alkol 10 dk
4 %96 Alkol 10 dk 15 %80 Alkol 10 dk
5 %80 Alkol 10 dk 16 %96 Alkol 10 dk
6 %70 Alkol 10 dk 17 Absolii Alkol 10 dk
7 %50 Alkol 10 dk 18 Absolii Alkol 10 dk
8 Akarsu 10 dk 19 Ksilen-I 15 dk
9 Hematoksilen 7 dk 20 Ksilen-11 15 dk
10 Akarsu 5dk 21 Kapatma
11 Eozin 5 dk

Periodik Asit Schiff Boyama (PAS): Parafin bloklardan elde edilen kesitler 1 gece
boyunca 60°C’lik etiivde bekletildikten sonra kesitlere PAS boyama yontemi uyguland:
(Tablo 3-3).

Tablo 3. 3. Periodik Asit Schiff Boyama Y ontemi

Sira Yapilan islem Siire  Sira Yapilan islem  Siire
1  Deparafinizasyon ve rehidratasyon 9 Akarsu 5 dk
2 Periodik Asit 7 dk 10 %96 Alkol 1dk
3 Distile suda yikama (2 kez) 2 dk 11 Absolii alkol 2 dk
4 Shiff soliisyonu 15 dk 12 Absolii alkol 2 dk
5 Akarsu 10 dk 13 Ksilen 15 dk
6 Hematoksilen 5dk 14 Ksilen 15 dk
7 Asit alkol 1-2sn 15 Ksilen 15 dk
8 Akarsu 5 dk 16 Kapatma

Masson Trikrom (MT) Boyama Yintemi: Parafin bloklardan elde edilen kesitler 1 gece
boyunca 60°C’lik etiivde bekletildikten sonra kesitlere Masson trikrom boyama yontemi
uygulandi (Tablo 3-4).
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Tablo 3. 4. Masson Trikrom Boyama Y 6ntemi

Sira Yapilan islem Siire Sira Yapilan islem Siire
1 Ksilen-I 15 dk 15 Fosfomolibdik asit 5dk
2 Ksilen-1I 15 dk 16 Anilin blue 2-5dk
3 Absolii Alkol 10 dk 17 Distile su 5dk
4 %96 Alkol 10 dk 18 %1’ lik asetik asit 2 dk
5 %80 Alkol 10 dk 19 Distile su 5dk
6 %70 Alkol 10 dk 20 %50 Alkol 2 dk
7 %50 Alkol 10 dk 21 %70 Alkol 2 dk
8 Akarsu 10 dk 22 %80 Alkol 2 dk
9 Hematoksilen 7 dk 23 %96 Alkol 2 dk
10 Akarsu 5dk 24 Absolii Alkol 10 dk
11 Asit alkol 30 sn 25 Absolii Alkol 10 dk
12 Akarsu 10 dk 26 Ksilen-I 15 dk
13 Asit fuksin 1-2 dk 27 Ksilen-11 15 dk
14 Distile su 5 dk 27 Kapatma

3.1.2. Immunohistokimyasal Uygulama

Calisma gruplarina ait embriyolarin bobrek dokularinda Urotensin 1l ve TGF-
Blekspresyonunu belirlemek igin, bobrek kesitlerinin bulundugu preparatlara avidin-
biotin-peroksidaz yontemi ile immunohistokimyasal boyama metodu uygulandi. Bunun
icin %10’luk formaldehit i¢inde bekletilip rutin histolojik doku takibi uygulandiktan
sonra hazirlanan parafin bloklar kullanildi (Tablo 3.5.). Ozetle, parafin bloklardan
aliman Sum’lik kesitler bir gece 60°C’de tutuldu, dnce ksilen daha sonra dereceli alkol
serilerinden gegirilerek rehidrate edildi ve kesitler daha sonra Phosphate Buffer Saline
(PBS) ile 3 defa 5’er dakika yikandi. Daha sonra %10’luk sitrat tamponu ile mikrodalga
firnda 600 W’de 5 dakika kaynatildi ve 10 dakika oda sicaklifinda sogumaya birakildi.
Kesitlere 12 dakika siireyle %3’liikk hidrojen peroksit (H2O2) uygulandi ve endojen
peroksidaz aktivitesi bloke edildi. Lamlar 2 kez 5’er dakika) PBS (pH: 7.4) ile yikandi.
Bundan sonraki asamalar i¢in Thermo Scientific (Lab Vision™ UltraVision™ Large
Volume Detection System: anti-Polyvalent, HRP (Ready-To-Use), TA-125-HL)
immiinohistokimya boyama kiti kullanildi. Tekrar PBS ile yikanan kesitlere antijenik
alanlarin disinda kalan bolgelerin kapatilmasini saglamak i¢in oda sicakliginda 20

dakika Ultra V Block uygulandi. Hemen ardindan kesitlere Urotensin 1l (LS Bio
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(LifeSpan BioSciences), LS-C403705) veya TGF-B1 (Santa Cruz Blotechnology, SC-
146 ) primer antikoru uygulanarak 1 gece +4°C’de bekletildi ve ertesi sabah 30 dakika
oda 1s1sinda bekletildi. Yikama isleminden sonra kesitler biotinli-sekonder antikor ile 30
dakika inkiibe edilerek primer antikora baglanmasi saglandi. Tekrar PBS ile yikandiktan
sonra, streptavidin peroksidaz enzim ile 30 dakika muamele edilen kesitler yikanarak
immunreaktiviteleri ~ goriinir  hale getirmek icin  3,3' P-diaminobenzidine
tetrahydrochloride (DAB) (Lab vision, UltraVision detection system Large volume DAB
substrate system, TA-125-HD) ozelligi gosteren kitteki peroksidaz substrat ile 1-10
dakika muamele edildikten sonra 5 dakika distile su ile yikandi. Gill hematoksilen ile zit
boyanan kesitler birkag¢ kez distile su ile yikandi. Son olarak artan alkol serileri ile suyu
uzaklastirilarak ksilenden gecirilen kesitler kapatma soliisyonu (Entellan®, Merck) ile
kapatilarak 1s1k mikroskobunda (Olympus BX51, Tokyo, Japan) incelendi. Boyama
metodu agagidaki tabloda (Tablo 3.4.) ayrintili olarak verilmistir.

Tablo 3. 5. Immiinohistokimya boyama teknigi.

Sira Yapilan islem Siire Sira Yapilan islem Siire
1 Etiiv (60 °C) 1 saat 18 PBS 3x5 dk
2 Ksilen | 5 dk 19 Avidin-Biotn 10 dk
3 Ksilen Il 5dk 20 PBS 3x5 dk
4 Ksilen 111 5 dk 21 DAB kromojen 3-5dk
5 Absoli Alkol 5dk 22 Distile su Yika
6 %96 Alkol 5 dk 23 Hematoksilen 1dk
7 %80 Alkol 5 dk 24 Musluk suyu 5 dk
8 %70 Alkol 5 dk 25 Distile su Yika
9 Distile Su 2x3 dk yika 26 %70 Alkol 3dk
10 %10 Sitrat Buffer 5 dk 27 %80 Alkol 3dk
11 PBS 3x5 dk 28 %96 Alkol 3dk
12 %3 H,0, 12 dk 29 Absolii Alkol 3dk
13 PBS 3x5 dk 30 Ksilen | 3dk
14 Normal Serum 20 dk 31 Ksilen 11 3dk
15 Primer Antikor 1 gece 32 Ksilen Il 3dk
16 PBS 3x5 dk 33 Kapatma

17 Sekonder Antikor 30 dk
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Immiinohistokimya boyama metodu ile boyanan embriyo bébrek kesitlerinde Urotensin
Il ve TGF-B1 immiinreaktivite yogunlugunun hesaplanmasi i¢in Image J software
programi kullanildi. Bunun i¢in her bir dokuya ait 40X biiylitmede rastgele bes farkli
bolgeden alinan 151k mikroskobik fotograflar kullanildi. Elde edilen veriler istatistiksel

olarak degerlendirildi.
3.2. Istatistiksel Degerlendirme

Istatistik Analizler icin PRISM (Graphpad Software Inc, Version 8.0d) programi
kullanildi. Ham veriler grup ortalamalar1 £ SEM (ortalamanin standart hatas1) seklinde
sunulmustur. Immunohistokimyasal veriler igin 2-yonlii ANOVA yontemiyle analiz
edildi. Gruplar arasi immunohistokimyasal immunreaktivite yogunluklar1 Bonferroni'
nin ¢oklu karsilastirma testi kullanilarak analiz edildi. Istatistiksel analiz p<0.05 ise

anlamli olarak degerlendirildi.



4. BULGULAR

4.1.Morfolojik Bulgular

Gelisimin 15. gliniine ait kontrol ve STZ grubu bdbrek dokulari mikroskobik olarak
degerlendirildiginde, STZ grubunda gelisimin erken donemindeki tiibiil yapilarinin
kontrol grubuna gére daha genis ve liimeninin daha belirgin olmasi ile tiibiiler hipertrofi
dikkati ¢ekti. MT ile boyanmis kesitlerde gelisimin bu doneminde bag dokusu igerigi
acisindan belirgin bir farklilik gézlenmezken, PAS ile boyanmis bobrek kesitlerinde
STZ 15. giine ait bobrek tiibiillerinin bazal membranlarinda kalinlasma vardi ve
kontrole gore kuvvetli PAS boyama gosterdi (Sekil 4.1).

Gelisimin 17. gilinlinde, kontrol ve STZ grubuna ait bobrek dokularinda nefronun tiibiil
yapilart ve renal korpuskiilleri benzer 6zellik sergilemekteydi. Kontrol grubunun 17.
giinlik bobrek dokularinin histolojik degerlendirmesinde, korteks ve medulla
segmentasyonu belirgin olarak ayirt edilmekteydi. Proksimal ve distal tiibiiller ile renal
korpuskiil yapilar1 tam olarak gelismemisti, ancak belirgin olup kortekste ¢cok sayida
glomeriiler yapilar mevcuttu. STZ 17. gilin deney grubuna ait bobrek dokulari histolojik
olarak degerlendirildiginde, kontrol grubuna gore tiibiil yapilarmin kigtldigi ve
ozellikle PAS boyamada, proksimal tiibiillerin apikal membranlarinin firgcamsi
kenarlarinda kontrol grubuna gore dokiilmeler oldugu goriildii. Kontrol grubu
morfolojik olarak normal glomertil ve tiibiil yapilar1 gosterirken, 17 giinliik STZ bobrek
dokularinda renal glomerulus daha daginik yerlesmis ve ozellikle 17. giiniin deney
grubunda Bowman boslugunun kontrole gore genisledigi dikkati cekmistir (Sekil 4.2).
Gelisimin 19. giiniindeki STZ grubuna ait fetuslarin bobrek histolojisi, kontrol
grubundaki sican bdbreginin histolojisinden biraz farkliydi. STZ 19. giinde, bobrek
tiibiillerinin liimeni belirgin olarak ayirt edilebiliyordu (Sekil 4.3). PAS boyama ile
tiibiillerin apikal membran alanlari mikrovillus igeriklerinden dolay1 koyu boyanmisti ve
tiibiil hiicrelerinin ¢ogunun mitotik figiirleri dikkati ¢ekti. Ayrica, kortekste olusan

glomeriiler yapilar diizenli idi. STZ verilen 19. giin deney grubuna ait bdbrek
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kesitlerinde proksimal kivrimli tiibiiliin firgams1 kenarlarinin azaldigi gozlendi. Bazi
tiibiillerin limeninde daralma vardi ve tiibiil hiicrelerinin kontrol grubundan daha az
mitotik aktivitesi dikkati ¢ekti. Ayrica proksimal tiibiillerde tiibiiler epitel hiicrelerinin
vakuolizasyonu goriildi. 19. giin STZ grubuna ait bdbrek kesitlerinde, renal
korpuskiiller kontrol grubuna gore daha daginik yerlesim gosterdi. MT boyama yapilan
kesitlerde, tiim gelisim donemlerine ait kontrol ve STZ gruplarinda, bag dokusunda

alanlarinda anlaml bir farklilik gézlenmedi.

H&E 15. giin

Kontrol

STZ




MT 1. giin

Kontrol

STZ

PAS 15. giin

Kontrol

STZ

Sekil 4. 1. Tim gruplara ait gelisimin 15. gilini bobrek kesitleri.
Hematoksilen&Eozin, MT; Masson trikrom, PAS; Periyodik asid schiff
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HE;



Kontrol
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MT 17. giin

Kontrol

STZ
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PAS 17. giin

Kontrol

STZ

Sekil 4. 2. Tim gruplara ait gelisimin 17. gilinli bobrek kesitleri. HE;
Hematoksilen&Eozin, MT; Masson trikrom, PAS; Periyodik asid Schiff

H&E 19. giin

Kontrol

STZ
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MT 19. giin

Kontrol

STZ

Kontrol

STZ

Sekil 4. 3. Tim gruplara ait gelisimin 19. gilinli bobrek kesitleri. HE;
Hematoksilen&Eozin, MT; Masson trikrom, PAS; Periyodik asid schiff
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4.2. immunohistokimyasal Bulgular

4.2.1. Urotensin 11

Kontrol ve STZ grubunun farkli gelisim donemine ait bobrek dokularmin Urotensin 1T
immunreaktivite yogunlugu karsilastirildiginda, gelisimin 15. giinlinde STZ grubunda
istatistiksel olarak anlamli derecede artis vardi (p<0.05). Buna ragmen gelisimin 17 ve
19. giinlerinde, Urotensin I immunreaktivite yogunlugu STZ grubunda kontrol grubuna
gore artmist1 ancak sonug istatistiksel olarak anlamli degildi (p>0.05). Kontrol grubunda
gelisimin 15, 17 ve 19. giinlerine ait bobrek dokularinda Urotensin 1l immunreaktivite
yogunlugu arasinda istatistiksel olarak anlamli bir farklilik olmamasina ragmen, STZ
grubunda gelisimin 15. giin gibi erken doéneminde Urotensin II immunreaktivite
yogunlugu yiiksek iken gelisimin ilerleyen donemlerinde Urotensin Il immunreaktivite
yogunlugunda bir azalma oldugu dikkati gekti. Immunreaktivite yogunlugundaki bu
azalis STZ 15 ve 17. giinler arasinda istatistiksel olarak anlamliydi (p<0.05) (Sekil 4-6).

Kontrol

STZ

Sekil 4. 4. Tiim gruplara ait gelisimin 15. giinii bobrek kesitlerinde Urotensin II
immunreaktivitesi.
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Kontrol

STZ

Sekil 4. 5. Tiim gruplara ait gelisimin 17. giinii bobrek kesitlerinde Urotensin II
immunreaktivitesi.

19. Giin

Kontrol

STZ

; 00 ¢ iy
' (G0 o5 SN
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Sekil 4. 6. Tiim gruplara ait gelisimin 19. gilinii bobrek kesitlerinde Urotensin II
immunreaktivitesi.
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Urotensin Il immunoreaktivite

Grafik; Farkli gelisim donemlerine ait bobrek dokusunda Urotensin Il immunreaktivite
yogunlugunun gruplar arasi karsilastirmasi.

4.2.2. TGF-p1

Kontrol ve STZ grubunun farkli gelisim donemine ait bobrek dokularmin TGF-B1
immunreaktivite yogunlugu karsilastirildiginda, gruplar arasinda anlamli farkliliklarin
oldugu dikkati ¢ekti. Gelisimin 17. giiniinde kontrol ve STZ gruplar1 arasinda TGF-B1
immunreaktivite yogunlugu agisindan anlamli bir farklilik bulunmazken, gelisimin 15.
gliniinde STZ grubunda kontrole gére TGF-B1 immunreaktivite yogunlugunun istatiksel
olarak anlamli derecede arttigr gorildi (p<0.001). Gruplar kendi iginde
karsilastirildiginda, kontrol grubunda TGF-f1 immunreaktivite yogunlugunun en
yiiksek oldugu gelisim donemi 15. glindii. Gelisimin ilerlemesi ile beraber, gelisimin 19.
giiniinde TGF-B1 immunreaktivite yogunlugu 15. giine gore istatistiksel olarak anlamli
derecede azalmisti (p<0.001). Benzer sekilde STZ grubunda da TGF-fI1
immunreaktivite yogunlugunun en yiiksek oldugu gelisim dénemi 15. giindii. STZ 17 ve
19. giinlerinde, TGF-B1 immunreaktivite yogunlugu 15. giine gore istatistiksel olarak
anlamli derecede azaldig1 goriildii (p<0.001) (Sekil 7-9).
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Kontrol

STZ

Sekil 4. 7. Tim gruplara ait gelisimin 15. giinii bobrek kesitlerinde TGF-B1
immunreaktivitesi.

PSPt L o s

ELTEN

Kontrol

STZ

Sekil 4. 8. Tim gruplara ait gelisimin 17. giinii bdbrek kesitlerinde TGF-f1
immunreaktivitesi.
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STZ

Sekil 4. 9. Tim gruplara ait gelisimin 19. giinii bobrek kesitlerinde TGF-B1
immunreaktivitesi.
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Grafik; Farkli gelisim donemlerine ait bobrek dokusunda TGF-B1 immunreaktivite

yogunlugunun gruplar arasi karsilagtirmasi.



5. TARTISMA VE SONUC

DM, insiilin salgilanmasindaki tam veya kismi yetersizlikle ortaya ¢ikan kronik
hiperglisemi; karbonhidrat, yag ve protein metabolizmasindaki bozukluklar ile bu
bozukluklarin sonunda ileri dénemde ortaya ¢ikan ¢esitli komplikasyonlarla (anjiopati,
kardiyomiyopati, noropati ve retinopati gibi) kendini gosteren bir hastaliktir (Avet,
2001). Bu ¢alismada diyabet olusturulan gebe sicanlarin farkli gelisim donemlerindeki
fetuslarmin bobrek dokularindaki histopatolojik degisimler ve bobrek dokusunun
gelisimine katkida bulunan Urotensin II ve TGF-B1 diizeyleri degerlendirilmistir.

DM, gelismis toplumlarda son donem bdbrek yetmezliginin en énemli nedenlerinden
biridir. Insiilin salgilanmasi veya insiilin etkisindeki bozukluktan kaynaklanan ve kronik
hiperglisemi ile karakterize bir hastalik olup; karbonhidrat, protein ve yag
metabolizmasinda ciddi bozukluklara neden olmaktadir (Melendez ve ark., 2010). DM
retinopati, noropati, nefropati, kardiyovaskiiler hastaliklar ve erkek infertilitesi dahil
olmak {iizere ciddi komplikasyonlar1 olan, diinya ¢apinda hizla artig gosteren ve 6zel
tedavi yontemleri gerektiren bir halk sagligi problemidir (Whiting ve ark, 2011).
Gilinlimiizde insiilinle veya oral antihiperglisemik ilaglarla diyabetin kontrol altina
alinmasi s6z konusu olsa da bu tedavilerin birakilmas: durumunda, diyabet yine kendini
gostermekte ve komplikasyonlar ortaya ¢cikmaktadir (Ichikiawa ve Kiyama, 1994).

Deneysel hayvan ¢alismalarinda insandakine benzer diyabet olusturmak igin belli ajanlar
kullanilmaktadir. Bu ajanlara 6rnek olarak STZ genis spektrumlu bir antibiyotik olup,
pankreasin B-hiicrelerinde harabiyet yaparak deney hayvanlarinda tip 1 diyabet benzeri
bir tablo ortaya ¢ikarmaktadir (Altan ve ark, 2006). Bu diyabet modeli deney
hayvanlarinda hiperglisemi, glikoziiri, plazma insiilin diizeylerinde azalma ile kendini
gosterir. Hipergliseminin agirligi ve hiperglisemik siirecin uzunluguna bagli olarak tiim
dokular bu duruma maruz kalarak, karaciger, kalp, bobrek, beyin ve testis gibi

dokularda yapisal ve fonksiyonel bozukluklar olusur (Simmons, 2006). STZ diyabet
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modelinde o6zelikle de degisik siddetlerde diyabetik nefropati goriilir. Tek veya
tekrarlayan diisiik dozlarda kullanilan STZ’ nin pankreas B-hiicrelerinde olusturdugu
hasar sonucu DM olusur. STZ uygulamasindan sonra deney hayvanlarinda kalic1 bir
hiperglisemi tablosu olusmaktadir (Kim ve ark, 2001). DM, glomeriillerde ve
mezangiyum hiicrelerinde skleroz olusturarak hasar yaratir (Oztiirk ve Aydin, 2006).
Calismamizda 60 mg/kg olmak tizere STZ ip. yol ile siganlara verildi. 72 saat sonra kan
glukoz diizeyleri 6l¢iilerek >200 mg/dl olanlar diyabetli olarak kabul edildi.

Diyabetik nefropati terimi, diyabetik hastalarin bobreklerinde siklikla goriilen
lezyonlarin tiimii i¢in kullanilmaktadir (Kumar ve Robbins, 2005). Diyabetik nefropati
bobrekte glomeriilleri, tiibiiliisleri, intersitisyum alani ve kan damarlarini etkilemektedir
(Fogo ve ark, 2006). Diyabetik nefropatinin erken déneminde; glomeriil ve tiibiiliislerde
hipertrofi, tiibiiler vakuolizasyon, glomeriil ve tiibiilis bazal membranlarinda
kalinlagsma, arteriyollerde hiyalinozis, glomeriillerde mezangiyum matriksi ve hiicre
artist gibi histopatolojik degisikliklerin olustugu, yapilan calismalarda gosterilmigtir
(Sanai ve ark, 2000). Diyabetik nefropati’de yapisal degisiklikler bobregin biitiin
bolimlerini kapsamakla birlikte, en karakteristik degisikliklerin glomeriillerde
go6zlendigi saptanmustir (Tucker ve ark, 1991). Glomeriillerdeki genisleme mezangiyum
hiicrelerinin sayica ve hacimce artisina, podosit hipertrofisine ve glomeriiler bazal
membran kalinlasmasina baglanmaktadir (Maarten ve ark, 2012). Bu genisleme
glomeriiler filtrasyon hizinin azalmasima yol agan en 6nemli sebeplerdendir (Oztiirk ve
Aydmn, 2006). Mezangiyum genisledik¢e gevresindeki kapillerlerin liimenini ve buna
bagli olarak da filtrasyon alanini daraltmaktadir (Vestra, 2002). Filtrasyon bariyerini
podositlerin ayaksi ¢ikintilari, ortak bazal lamina ve diyafram igcermeyen pencereli
glomertiil endoteli olusturmaktadir. Baz1 bobrek hastaliklarinda oldugu gibi, diyabetik
nefropati’de bu siiziicii bariyerin hasar gérmesi nedeniyle bariyerden bol miktarda
protein gegisi soz konusudur (Floege ve ark, 2010). Tibiiliisler ve intersitisyum,
diyabetik nefropati’de tiibiiler hiicre vakuolizasyonu ve tiibiilointerstisyel fibrozisi de
igeren pek cok yapisal degisiklik gosterebilirler (Ziyadeh, 1996). Calismamizda kontrol
ve DM gelistirilen gebe sicanlarin farkli gelisim donemlerine ait fetuslarinin bobrek
kesitleri H&E ve diger 6zel boyalar ile boyandi ve gruplar karsilastirildi. Calismadan
elde edilen 151k mikroskobik bulgulara gore, kontrol grubuna ait gelisimin 15.
giinlindeki bobrek dokularinda normal yapida yeni gelismekte olan tiibiil yapilari
gozlenirken, STZ ile DM gelistirilen gebe siganlara ait 15. giin fetal bobrek kesitlerinde
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tiibiillerde hipertrofi ve bazal membranlarinda kalinlagsma dikkati ¢ekti. Gelisimin 17.
giiniinde, bobrek dokularmin histolojik degerlendirmesinde gelisimin ilerlemesi ile
korteks ve medulla ayrimi belirgin olarak ayirt edilmekteydi. Proksimal ve distal
tiibiiller ile renal korpuskiil yapilart heniiz belirgin degildi, ancak kontrol grubuna ait
bobrek kesitlerinde kortekste ¢cok sayida glomeriiler yap1 gozlendi. STZ 17. giin deney
grubuna ait bobrek dokulari kontrol grubu ile kiyaslandiginda tiibiil yapilarinin
kiciildigii dikkati ¢cekti. MT boyamada, bag dokusu alanlar1 agisindan gruplar arasinda
belirgin farklilik gozlenmezken, PAS boyamada, proksimal tiibiillerin apikal
membranlarinin firgamsi kenarlarinda kontrol grubuna gore daha az boyama yogunlugu
goriildii. Kontrol grubu morfolojik olarak normal glomertil ve tiibiil yapilar1 gosterirken,
17 giinliik STZ bobrek dokularinda renal glomerulus daha dagmik yerlesmis ve 6zellikle
17. gliniin deney grubunda Bowman boslugunun kontrole gore genisledigi goriilmiistiir.
Gelisimin 19. giiniinde STZ fetuslarina ait bobrek histolojisi, kontrol grubundaki sigan
bobrek mikroskobisinden farkliydi. STZ 19. giinde deneklerin tiibiillerinin apikal
membran alani PAS boyama ile bol mikrovillus icerdigini gosterdi. Ayrica, tiibiil
hiicrelerinin ¢ogunun mitotik figiirleri ve kortekste olusan glomertiler yapilar mevcuttu.
Proksimal kivrimli tiibiiliin fircams1 kenarlar1 STZ verilen 19. giin deney grubunda
hasarli oldugu gozlendi. Baz tiibiillerin liimeninde daralma vardi ve tiibiil hiicrelerinin
kontrol grubundan daha az mitotik aktivitesine ilaveten, proksimal tiibiillerde tiibiiler
epitel hiicrelerinin vakuolizasyonu dikkati ¢ekti. 19. giin STZ grubuna ait bdbrek
kesitlerinde, renal korpuskiiller kontrol grubuna gore daha daginik yerlesim gosterdi.
MT boyama yapilan kesitlerde, tiim gelisim donemlerine ait kontrol ve STZ gruplarinda,
bag dokusu alanlarinda anlamli bir farklilik goériilmedi. Tiim bu bulgular, diyabetin
bobrek gelisimini olumsuz yonde etkiledigini ve diyabetik nefropatiye benzer bulgulara
neden olabilecegini gosterdi.

Urotensin [I'nin baslangigta memelilerde giiglii bir vazokonstriktor oldugu gosterilmistir
(Ames ve ark, 1999), ancak yapilan caligmalarda bobrekte diizenleyici bir rol de dahil
olmak iizere ¢ok cesitli etkiler gosterdigi de bilinmektedir (Forty ve Ashton, 2012).
Aslinda, bobrek hem insanlarda hem de siganlarda (Song ve ark, 2012) 6nemli bir
Urotensin II kaynagidir. Diyabetik bobrek dahil ¢esitli bobrek hastalarinda Urotensin
II’nin yiiksek konsantrasyonlar1 dikkati ¢ekmistir (Woo ve ark, 2010; Garoufi ve ark,
2017). Daha siddetli bobrek fonksiyon bozuklugu olan hastalarda serum veya idrar

Urotensin II konsantrasyonlar1 daha yiiksektir, bu da Urotensin II'nin kronik bdbrek
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hastaliginda rol oynadig1 fikrine yol agmistir. Mori ve ark, bobrek fonksiyonu azaldik¢a
sicanlarin bobreklerinde Urotensin II immiinoreaktivitesinde paralel artiglar oldugunu
gostermistir. Bu gozlemler, bobrek fonksiyonlar1 azaldik¢a Urotensin 1l ekspresyonunun
artmaya devam ettigini gostermektedir (Mori ve ark, 2009). STZ kaynakli diyabetik
sicanlarin bobreklerinde, hiicre dis1 matriks bilesenlerinin birikimi ile iliskili olarak,
artmig Urotensin I ekspresyonu, diyabette bobrek hasarinda 6nemli bir rol
oynayabilecegi sonucuna yol agmustir (Tian ve ark, 2008). Hipertansiyon, siroz,
konjestif kalp yetmezligi ve bobrek yetmezligi gibi birgok patolojik durumda plazma
Urotensin II diizeyleri artmistir, ancak bobrek hastaligi da dahil olmak {izere insan
hastaliklarinda Urotensin II' nin rolii hala tartismalidir. Sunulan bu g¢aligmada gebe
sicanlarin gelisimin 15. gliniine ait

bobrek dokularinda Urotensin II immiinoreaktivitesinin STZ grubunda kontrol grubuna
gore anlamli derecede arttig1 ve dnceki ¢aligmalarla paralellik gosterdigi goriilmiistiir.
Bu caligmada, diyabetik annenin gelisen fetuslarinda diyabetin bobrek gelisimini
olumsuz yonde etkiledigi ve artmig Urotensin II ekspresyonunun bobrek fonksiyon
bozuklugu ile iliskili oldugunu gostermektedir.

TGF-B, hiicre proliferasyonu, hipertrofi, apoptoz ve fibrogenezinin diizenlenmesinde
rol oynayan kronik ilerleyici bobrek hastaligina yol agan olaylarin merkezi bir
uyaricisidir. TGF-B, kemik morfogenetik proteinleri (BMP), biiylime farklilagsma
faktorleri, inhibitorleri ve aktivinleri igeren 38 sitokin siiper ailesinin bir tiyesidir. TGF-
B tst familya tiyeleri, 6zellikle TGF- ve BMP, kronik bobrek hastaliginda énemli ve
cesitli roller oynamaktadir (Leisberg ve ark, 2003; Patel ve Dressler, 2005). TGF-p
normal bobrek gelisimi ve fonksiyonu icin kritik 6neme sahiptir. TGF-f ekspresyonu,
tiibiiler gelisim sirasinda memeli metanefrozunda meydana gelir. Thompson ve ark.
TGF-p proteinini distal tiibiiler epitel hiicrelerinin bir alt grubunun sitoplazmasi i¢inde
ve embriyonik bobregin  kortikomediiller birlesimindeki  hiicrelerin  plazma
membranlarinda tanimladilar (Thompson ve ark, 1989). Bobrek hastaliklarinda, birden
fazla sistemi etkiler. Makrofaj fonksiyonunu inhibe ederek akut yaralanmadan sonra
glomeriiler hasar1 smirlar (Kitamuro ve ark, 1996). Tersine, TGF-B1 geninin nakavt
edilmesi, farelerde agrili enflamatuar infiltrasyona neden olur (Shull ve ark, 1992).
Yapilan calismalarda nefrotik sendrom, IgA nefropatisi ve fokal segmental
glomeriilosklerozu gibi hastalarda iiriner TGF-B artis1 saptanmistir (Goumenos ve ark,
2002; Woroniecki ve ark, 2008). Ozellikle de TGF-B’nin, diyabetik bobrek hastaliginin
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deneysel modellerinde ve diyabetik nefropatili hastalarda anahtar bir faktér oldugu
diistintilmektedir. Renal fibroza yol acan olay, asirt hiicre ECM iiretimidir ve TGF-$3 bu
stirecte genellikle giiglii bir profibrotik araci olarak kabul edilir (Ding ve Choi, 2014;
Lee ve ark, 2015). TGF-B hiicre proliferasyonu, hipertrofi, apoptoz ve fibrojenezin
diizenlenmesinde rol oynayan kronik ilerleyici bobrek hastalifina yol agan olaylarin
merkezi bir uyaricisidir. Birgok ¢aligma, insan bobrek hastaliginin ilerleyen formlarinda
profibrotik TGF-B ekspresyonunun ve aktivasyonunun arttigini agiklamistir (Yamamoto
ve ark, 1993; Yoshioka, 1993).

Bizde calismamizda, kontrol ve STZ grubunun farkli gelisim donemine ait bobrek
dokularinin  TGF-B1 immunreaktivite yogunlugunu karsilagtirdik. Elde ettigimiz
bulgulara gore, TGF-B1 immunreaktivite yogunlugunda STZ grubuna ait bdbrek
dokularinda kontrole gore anlamli degisiklikler gosterdigini belirledik. TGF-B1
immunreaktivite yogunlugunun en yiliksek goriildiigii gelisim donemi 15. giindii.
Gelisimin 15. giiniinde STZ grubunda kontrole gore anlamli bir artis gozlenirken,
gelisimin 17. giiniinde kontrol ve STZ gruplart arasinda TGF-B1 immunreaktivite
yogunlugu ag¢isindan anlamli bir farklilik bulunmadi. Gelisimin ilerlemesi ile beraber
hem kontrol hem de STZ gruplarinda TGF- 1 immunreaktivitesinde anlaml bir azalma
gozlendi. Kontrol ve STZ gruplarinda gelisimin 17 ve 19. giinlerinde, TGF-B1
immunreaktivite yogunlugu 15. giine gore anlamli derecede azalmisti. Sonuglarimiz
bobrek gelisiminin erken doneminde artmis TGF-f1 immunreaktivitesinin bobrek
gelisimini olumsuz ydnde etkiledigini ve diyabetik nefropati gelisimine katkida
bulunabilecegini gostermektedir.

Sonug olarak kontrol ve DM gelistirilen gebe siganlarin farkli gelisim donemlerindeki
fetuslarinin bobrek dokularimi karsilagtirmayr amagladigimiz bu g¢alismada, kesitler
H&E, MT ve PAS boyama metodlart kullanilarak 151k mikroskobu diizeyinde
incelenmis olup, diyabetin bobrek gelisimini erken gelisim doneminde daha c¢ok
etkiledigi ve bobrek gelisimini olumsuz yonde ilerlettigi sonucuna varilmistir. Ayrica
calismada, bobrek gelisiminde diizenleyici role sahip olan Urotensin Il ve TGF-f1’in
sinyalizasyonuna ve ilerleyici bobrek hastaligi ile iligkisine genel bir bakis sunmus
olduk. Calismadan elde ettigimiz sonucglar bobrek gelisiminin erken déneminde
Urotensin 1l ve TGF-B1 ekspresyonunun yiiksek oldugunu, diyabetik gebe si¢anlarin
fetuslarina ait bobrek dokularinda ise ekspresyon diizeylerinin daha da arttigini gosterdi.

Sonuglarimiz Urotensin Il ve TGF-B1’in hiicresel fonksiyonun diizenlenmesindeki
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rolliniin anlagilmasinda, ilerleyici bobrek yetmezliginin molekiiler patogenezinin ve

tedavisinin aydinlatilmasinda aracilik edebilecek sekilde etkileyebilir.
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Dénemindeki Fetuslarda Diyabetin Bobrek Gelisimi Uzerine Etkisi” baslkl proje
incelenerek galismanin yapilmasinin uygun olacagina ve Rektorlik makamina sunulmasina
oybirligiyle karar verildi.
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