T.C.
FIRAT UNIiVERSITESI
TIP FAKULTESI
iC HASTALIKLARI ANABILIiM DALI

DENEYSEL DIABETIK SICAN BOBREK DOKUSUNDA
ENALAPRIL VE LOSARTAN’IN
GHRELIN iIMMUNREAKTIVITESi UZERINE
ETKILERININ INCELENMESI

UZMANLIK TEZi
Dr. Mehmet Murat DOGAN

TEZ DANISMANI
Prof. Dr. Emir DONDER

ELAZIG
2010



DEKANLIK ONAYI

Prof. Dr. Irfan ORHAN

DEKAN

Bu tez Uzmanlik Tezi standartlarina uygun bulunmustur.

Prof. Dr. Emir DONDER
i¢ Hastahklar1 Anabilim Dali Baskam

Tez tarafimizdan okunmus, kapsam ve kalite yoniinden Uzmanlik Tezi olarak

kabul edilmistir.

Prof. Dr. Emir DONDER

Danisman

Uzmanhk Siaw: Jiiri Uyeleri




TESEKKUR

Uzmanlik egitimim siirecinde, egitimime biiyiik katkilar1 olan basta tez
damsmanim ve I¢ Hastaliklar1 Anabilim Dali Bagkani Prof. Dr. Emir DONDER ve
tiim degerli i¢ hastaliklar1 hocalarima, katkilarindan dolayr Yrd. Dog. Dr. Ozlem
DABAK, emegini ve bilgisini hi¢ esirgemeyen Uzm. Dr. Tuncay KULOGLU’na ve
yardimlarindan dolay1 arkadasim Dr. Ali Giirel’e tesekkiir ederim.

Yine, uzmanlk egitimi aldigim I¢ Hastaliklart Anabilim Dali'nda ¢alisan
aragtirma gorevlisi, hemsire, personel arkadaslarima ve egitimim boyunca sabirla
desteklerini esirgemeyen ¢ok kiymetli annem ve ablalarima en icten tesekkiirlerimi
sunarim.

En son olarak uzmanlik egitimimin her asamasinda emegini ve her konudaki
yardimini esirgemeyen sevgili esim Emel ve hayatimizin nese ve mutluluk kaynagi

bitanecik kizim Nehir’e sonsuz tesekkiirler.

Bu tez, Firat Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri (FUBAP) Yo6netim

Birimi Bagkanlig1 tarafindan 1956 numarali proje ile desteklenmistir.

iii



OZET

DENEYSEL DIiABETIK SICAN BOBREK DOKUSUNDA
ENALAPRIL VE LOSARTAN’IN GHRELIN IMMUNREAKTIVITESI
UZERINE ETKILERININ INCELENMESI

Diabetes mellitus kan sekeri yiiksekligi ile karakterize, karbonhidrat, protein
ve lipid metabolizmalarinin bozuklugu ile seyretmektedir. Diinyada giderek daha
fazla sayida insam etkileyen diabetes mellitusun 6nemli morbidite ve mortalite
nedenlerinden birisi de diabetik nefropatidir. Enalapril ve losartanin renal sistem
izerine oksidasyon yolaklarinda inhibisyona neden olarak ve proteiniiriyi azaltarak
bobregi koruduklan bilinmektedir.

Ghrelin, bityiime hormonu (BH) salinimini1 uyaran ve bobrek dahil bircok
dokudan salgilanan endojen bir peptiddir. Son zamanlarda, yeni diizenleyici bir
peptid olan ghrelinin diabetes mellitus patogenezinde rol oynayabilecegi
vurgulanmaktadir.

Bu calismada, diabetin 6nemli hedef organlarindan birisi olan bdbrek
dokusundaki hasarda tedavi ajani olarak kullanilan enalapril ve losartanin, BH
salinimini uyaric1t bir molekiil olan ghrelin immunreaktivitesi iizerine olan etkileri
incelenmistir.

Calismada, 6 haftalik, 210 = 20 gram agirhiginda Wistar albino cinsi
28 sican kullanildi. Tiim gruplar 4 hafta siire ile standart rat yemi ve ¢esme suyu ile
beslendi. Kontrol grubuna (Grup 1) herhangi bir uygulama yapilmadi. Diger 3 gruba
ise 50 mg/kg olacak sekilde tek doz streptozocin 0, 1 M Fosfat-sitrat tamponunda
(pH: 4, 5) ¢ozdiiriilerek i.p olarak uygulandi. Deneysel diabetes mellitus olustuktan
sonra diabet grubu (Grup 2) belirlenip herhangi bir uygulama yapilmadi.
Diabet+enalapril grubuna (Grup 3) 4 hafta siireyle 5 mg/kg/giin enalapril orogastrik
sonda ile uygulandi. Diabet+losartan grubuna (Grup 4) 4 hafta siireyle 10 mg/kg/giin
losartan orogastrik sonda ile uygulandi. Deney sonunda siganlar dekapite edildi ve
bobrek dokulart ¢ikarildi. Rutin 151k mikroskobu takibi yapilarak dokular parafin
bloklara gomiildii. Bloklardan alinan kesitlere histolojik boyamalar yapildi ve ghrelin
immunreaktivitesi i¢in avidin-biotin-peroksidaz yontemi uygulandi.

Immunhistokimyasal boyamada, kontrol grubunda distal tiibiillerde orta
siddette (++) ghrelin immunreaktivitesi izlendi. Deneysel olarak diabet olusturulan

sicanlarda  bobrek korteksinde distal tiibiillerde siddetli (+++) ghrelin
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immunreaktivitesi izlendi. Aymi sekilde bu grupta bobrek medullasindaki distal
tiibiillerde de siddetli (+++) ghrelin immunreaktivitesi izlendi. Tedavi gruplarinda
(Grup 3 ve Grup 4) ise, bobrek korteks ve medullasinda ghrelin immunreaktivitesi
kontrollerdekine benzer bir goriinimdeydi. Distal tiibiillerde orta siddette (++)
ghrelin immunreaktivitesi izlendi.

Diabetes mellitusun patogenezi ile ghrelin arasinda bir iligki vardir. Diabetik
grupta ghrelin immunreaktivitesi artmistir. Tedavi gruplarinin her ikisinde de ghrelin
immunreaktivitesinin diabetik gruba gore azaldigr saptandi. Bu calismanin
sonucunda enalapril ve losartan uygulanmasinin diabetik sicanlarin bobrek
dokusunda ghrelin ekspresyonu iizerinde etkili oldugu ve bu konuda diabette daha

genis kapsamli caligsmalarin yapilmasi gerektigi kanaatine varilmistir.

Anahtar Kelimeler : Diabetes mellitus, enalapril, losartan, ghrelin.



ABSTRACT

THE INVESTIGATION OF THE EFFECT OF ENALAPRIL AND
LOSARTAN ON GHRELIN IMMUNREACTIVITY ON KIDNEYS OF THE
RATS WITH EXPERIMENTAL DIABETES

Diabetes mellitus is characterised with high blood glucose levels and
disorders of carbonhydrate, protein, and lipid metabolisms. Diabetes mellitus affects
more and more people worldwide and one of the most important morbidity and
mortality cause of diabetes is diabetic nephropathy. Renal protective effects of
enalapril and losartan by inhibition of oxidation pathways and reducing proteinuria is
known.

Ghrelin is an endogenous peptide, which stimulates the growth hormone
secretion, is secreted by most of the tissues includes kidneys. Recently, it is assumed
that ghrelin, which is a regulatory peptide, can have role in the pathogenesis of
diabetes mellitus.

In this study, we investigated the effects of losartan and enalapril which are
used as therapeutic agents in diabetic nephropathy on immunreactivity of ghrelin.

We used 28 Wistar albino rats that were 6 weeks age and 210 + 20 gr weight.
We fed all groups for 4 weeks with standard food and water. In control group,
(Group 1) no intervention was executed. In other 3 groups, 50 mg/kg streptozocin
solved in 0,1 M phosphate-citrate buffer (pH 4.5) was injected intraperitoneally.
After the establishment of experimental diabetes mellitus we determined the diabetes
group (Group 2) and no intervention was executed to this group. In diabetes +
enalapril group (Group 3), we administered 5 mg/kg/day enalapril via orogastric
catether for 4 weeks. Diabetes+losartan group (Group 4), we administered
10 mg/kg/day losartan via orogastric catether for 4 weeks. After the experiments rats
were decapitated and renal tissues were taken out. With routine light microscope
observation, tissues were intered into paraphine blockes stained with histologic
coloures and for ghrelin immunreactivity ‘‘avidin-biotin-peroxidase’” method was
applied.

With immunohistochemical stain, we observed moderate (++) ghrelin
immunreactivity on distal tubuli. In experimentally diabetes group, we observed
severe (+++) ghrelin immunreactivity on renal cortex and renal medulla distal tubuli.

In treatment groups (Group 3 and Group 4), ghrelin immunreactivity in renal cortex
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and medulla was similar to control group, and moderate (++) ghrelin
immunreactivity was observed in distal tubuli.

There is relationship between diabetes mellitus and ghrelin. In diabetic group,
ghrelin immunreactivity was high. In both treatment groups, ghrelin immunreactivity
was low in comparison with diabetic group. In conclusion, we determined that
enalapril and losartan administration has effects on ghrelin expression in renal tissue

of diabetic rats and more comprehensive studies are needed on this issue.

Key Words: Diabetes mellitus, enalapril, losartan, ghrelin
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1. GIRiS
1.1. Diabetes Mellitus
1.1.1. Diabetes Mellitus’un Tanim
Kan sekeri yiiksekligi ile karakterize, karbonhidrat, protein ve lipid
metabolizmalariin bozuklugu ile seyreden diabetes mellitus; pankreastan salgilanan
insulin hormonunun mutlak veya nisbi yetersizligi veya insulin hormonunun
etkisizligi veya insulin molekiiliindeki yapisal bozukluklar sonucunda olusur (1).
Diabetes mellitus (DM) klinik olarak polidipsi, poliiiri, polifaji ve kilo kayb1 gibi
semptomlar ile ortaya ¢ikar. Cogunlukla semptomlar agir degildir, bazen higbir
semptom da goriilmeyebilir. Hiperglisemi, DM tanis1 konulmadan uzun siire dnce
mevcut olabilir. Kimi zaman da retinopati, noropati ve nefropati gibi
komplikasyonlar ile karsimiza gelir (2-4). 2005 yilinda diinyada yaklasik olarak
130 milyon diabetik hasta oldugu tahmin edilmekte iken, bu saymin Uluslararasi
Diabet Federasyonu'nun Onerdigi koruma Onlemleri alinmadigi takdirde,
2025 yilinda 333 milyonu asacagi tahmin edilmektedir. Kayitlarin diizenli ve
giivenilir tutuldugu Amerika Birlesik Devletleri’nde 2005 yilinda 18.2 milyon kisinin
diabetli oldugu ve bu sayinin her y1l 1 milyonun {izerinde arttig1 belirtilmektedir (5).
1.1.2. Diabetes Mellitus’un Simflandirilmasi
Son yillardaki gelismelerle DM’un siniflandirilmasinda yeni diizenlemelerin
gerekli oldugu sonucuna varilmistir. Bundan dolay1r 1995 yilinda Amerikan Diabet
Cemiyetinin destekleriyle kurulan ve calismaya baslayan International Expert
Committe, 1980’lerden beri yapilan c¢aligmalarin tamamini incelemis ve tekrar
degerlendirerek DM’un siniflamasim1 goézden gecirmistir. International Expert
Committe’nin 6nerdigi DM un etyolojik siniflamas1 asagidaki gibidir (6);
1. Tip 1 DM
A. Otoimmun
B. Idiyopatik
2. Tip 2 DM
Belirgin insiilin direnci ile birlikte insiilin eksikligi ve/veya belirgin
insiilin salgilanma bozuklugu ile birlikte nisbi insiilin direnci arasinda degisebilir.
3. Gestasyonel DM
4. Diger spesifik tipler

A. Beta hiicre fonksiyonunun genetik defektleri



B. Insiilin etkisindeki genetik defektler

C. Ekzokrin pankreas hastaliklarn (Pankreatit, travma, neoplazi,
kistik fibrozis, hemokromatozis)

D. Endokrin hastaliklar (Akromegali, cushing sendromu, glukagonoma,
hipertiroidizm, somatostatinoma)

E. Ilac veya kimyasal maddelerin indiikledigi (Vacor, pentamidin,
nikotinik asit, glukokortikoid, tiroid hormonlari, dilantin, diazoksid)

F. Enfeksiyonlar (Konjenital rubella, sitomegalovirus)

a

Otoimmuniteye bagli nadir diabet formlar
H. Diabetle birlikte olan diger genetik sendromlar (Down sendromu,
Klinefelter sendromu, Turner sendromu, Prader-Willi sendromu)
1.1.3. Diabetes Mellitus’un Komplikasyonlari
Diabetes mellitus, akut ve kronik komplikasyonlarla seyreden bir hastaliktir.
Komplikasyonlar asagidaki gibi gruplandirilabilir (7);
1- Akut Komplikasyonlar
A. Diabetik ketoasidoz komasi
B. Hiperosmolar nonketotik koma
C. Hipoglisemi
D. Laktik asidoz komas1
2- Kronik Komplikasyonlar
I- Mikrovaskiiler
A. Diabetik retinopati
B. Diabetik nefropati
C. Diabetik noropati
II- Makrovaskiiler
A. Serebrovaskiiler hastalik
B. Koroner arter hastaligi
C. Periferik damar hastaligi
D. Digerleri (Gastrointestinal, genitoiiriner, dermatolojik, enfeksiyon,
katarakt, glukoma)
Kronik dejeneratif komplikasyonlar, en ciddi saglik sorunlarindan birini
olusturur. Uzun siire diabeti olan olgularda tiim damarlarda bozukluklar gelisir.

Degisiklikler hem kapiller ve arteriolleri yapan vaskiiler hiicreleri ve hem de bunlarin



bazal membranlarini tutar. Biitiin mikrovaskiiler yapilar tutulmus olmasina karsin,
klinik olarak ancak retina, renal glomeriiller ve biiyiik sinirlerde patoloji ortaya cikar
(8).

1.2. Diabetik Nefropati

1.2.1. Diabetik Nefropati’nin Tamim ve Epidemiyolojisi

Diabetik nefropati, bagka bir renal hastalifi, kalp yetersizligi, iiriner sistem
enfeksiyonu veya hematiirisi olmayan diabetik bireylerde saptanan kalici albuminiiri,
glomeriiler filtrasyon hizinda azalma ve kan basincinda yiikseklik olarak tanimlanir.
Diabetik nefropati son dénem bdobrek yetersizliginin en sik nedenidir. Diyaliz
programina yeni alinan hastalarin % 30-40’1 diabetik nefropatik bireylerdir. Diyaliz
ve transplantasyon tedavilerindeki gelismelere ragmen, 5 yillik sagkalim,
nondiabetiklerden daha diisiik, % 20’ler dolayindadir. Nefropatili diabetik bireylerde
mortalite orani, nefropatisi olmayanlara gore 20-40 kat daha fazladir (9).

Tip 1 ve Tip 2 DM ig¢in, asikar proteiniirinin kriter olarak alinmasina bagh
kalarak Diinya Saglik Orgiitii’niin (WHO) diinyadaki 13 merkezde yapilan tarama
sonuclarina gore diabetik nefropati prevalanst % 25 cikmustir. Tip 1 DM igin
prevalans % 6-27 iken, Tip 2 DM i¢in % 5-32.9 araliginda bulunmustur (10).

Ulkemizde ise Istanbul Universitesi Istanbul Tip Fakiiltesi i¢ Hastaliklari
Anabilim Dali Diabet Bilim Dali’'nin diabetik nefropati istatistigi Tablo 1’de
verilmistir (11).

Tablo 1. istanbul Universitesi Istanbul Tip Fakiiltesi I¢ Hastaliklar1 Anabilim
Dal1 Diabet Bilim Dali’nin Diabetik Nefropati Istatistik Tablosu

DM Tipi 0-5. y1l 6-10. y1l 11-20. y1l 21 y1l ve iizeri
Tip 1 DM (%) 1.2 3.2 294 27.8
Tip 2 DM (%) 4.1 6.5 12.4 22.8

1.2.2. Diabetik Nefropati’nin Patogenezi

Diabetik nefropati patogenezinden hemodinamik faktorler, metabolik
faktorler, oksidatif stresler ve renal hipertrofi sorumlu tutulmaktadir. Bobrek
hiicreleri diabetik nefropati siirecinde mekanik yiiklenme, proteiniiri, hiperglisemi,
glikozillenmis proteinler, sitokinler, hormonlar, kemokinler, adezyon molekiilleri ve

ekstraseliiler matriks gibi bircok ekstraseliiler sinyaller alirlar (12).



Diabetik hastalarin cogunda diabetik nefropati, diabetin ortaya cikisindan en
az 10 yil sonra goriiliir ve Tip 1 diabette, Tip 2 diabetten daha sik goriilmektedir.
Diabet tanis1 konduktan 30 yil icinde proteiniiri goriilmez ise, bu hastalarda diabetik
glomeruloskleroza nadiren rastlamr. Diabetik nefropatide hipertansiyon ve
kardiyovaskiiler komplikasyonlar ge¢c donemlerde ortaya cikar ve mortalite riski daha

fazladir (13, 14).
1.2.3. Diabetik Nefropati’nin Patolojisi

Diabetik nefropatinin patolojisi, makroskopik ve mikroskopik 6zelliklere gore

2’ye ayrilir (12);

A. Makroskopik Ozellikler: Diabetin tipi, siiresi, hipertansiyon ve infeksiyon
varligina gore bobreklerin makroskopik morfolojisi degiskenlik gosterir.
Erken evrelerde bobrekler hipertrofi ve hiperplazi nedeniyle biiyiiktiir.
Son donem bobrek yetmezligi evresinde Tip 1 diabetes mellituslu hastalarin
bobrekleri kiiciilmiistiir. Tip 2 diabetes mellituslu hastalarda ise son donemde
bile bobreklerin boyutu degismeyebilir.

B. Mikroskopik Ozellikler: Glomeriiller, tubuluslar ve damarlar ayri ayr
incelenir;

a. Glomeriiller: 4 grupta incelenir;

1. Nodiiler interkapiller glomeruloskleroz: Diabete 6zgiidiir. Nodiiller
aselliilerdir ve glomeriilde birden cok nodiil bulunabilir. Genellikle
diffiiz lezyonlara eslik eder. Goriilme siklig1 % 22-55 arasindadir.

2. Diffiiz interkapiller glomeruloskleroz: Tiim glomeriil yumag ve
glomeriillerin ¢ogu tutulur. Nodiiler formun 6nciisiidiir. Bu lezyon ile
glomeriiler filtrasyon hiz1 (GFR) azalmasi, proteiniiri ve hipertansiyon
arasinda iligki saptanmustir.

3. Kapsiiler drop lezyonu: Glomeriil bazal membran katmanlarindaki
eozinofilik bir yi@indir. Erken donem diabetik nefropati tanisinda
yardimcidir.

4. FEksudatif lezyon: Sik goriiliir ve fibrin-cap lezyonu olarak
adlandirilir. Diabete 6zgii degildir. Ateroskleroz ve vaskiilitlerle iliski
gosterir. Heterojen dagilim gosteren eozinofilik ve lipit iceren bir

yapidir.



b. Tubuluslar: En 6zgiil degisiklik tubulus epitelindeki glukojen

depolanmasidir (Armani Ebstein lezyonu).

c. Damarlar: Afferent ve efferent arteriollerde subintimal hyalin

birikimi tipiktir.

1.2.4. Diabetik Nefropatinin Klinik Seyri

Diabetik nefropatinin klinigi ve seyri 5 evreye ayrilir. Bunlar (9);

Evre I: Baslangicta bobreklerde herhangi histolojik bir degisiklik yoktur,
ancak renal kan akimi (RKA) ve GFR artmustir.

Evre II: Glisemi degeri kontrol altina alinamazsa 3 yil icinde histolojik
degisiklikler ortaya ¢ikmaya baglar. Bu evrede RKA ve GFR yiiksekligi devam
etmektedir. Takip eden 10-15 yil i¢inde renal hasar ilerleme gostermesine ragmen
renal tutulumun laboratuvar bulgular1 yoktur. Fizik egzersiz yapildiginda veya
hiperglisemi donemlerinde mikroalbuminiiri (30-300 mg /giin veya 20-200 mcg/dk)
goriilebilir. Istirahat sirasinda veya metabolik kontroliin iyi oldugu donemlerde
mikroalbuminiiri yoktur. Bir¢ok hasta yagami boyunca 2. evreden ileri gecmez.

Evre III: Bu donemin sonlarina dogru rutin yontemlerle saptanamayan
albumin atilminin belirgin 6zelligi, mikroalbuminiirinin kalic1 6zellik kazanmasidir.
Baslangic diabetik nefropati donemi diye de adlandirilir. Bu dénemde kan basincinin
yiiksek olusu nefropati gelisimini hizlandiracaktir.

Evre IV: Tamidan yaklasik 15 yil sonra makroalbuminiiri (>300 mg/giin)
saptanir. RKA ve GFR diismeye baslar. Antihipertansif tedavi ile GFR diisme hizim
% 60 oraninda azaltmak miimkiindiir.

Evre V: Makroalbuminiiri baglangicindan sonra 5 yil iginde hastalarin
% 50’ sinde GFR diiser ve serum kreatinini 2 katina ¢ikar. Bir sonraki 5 yil i¢inde ise
bu hastalarin yarist son donem bobrek yetmezligine (SDBY) gecis gosterir.

1.2.5. Diabetik Nefropatiden Korunma ve Tedavi

Diabetik nefropatiden korunmanin yollar1 hastalifin olusumunda ve
ilerleyisinde rolii bulunan faktorleri diabetik hastada ortadan kaldirmak veya
etkilerini hafifletmekten gecer. Bunlar; yiiksek GFR, siirekli yiiksek ve/veya
diizensiz hiperglisemi, gozden kacan veya tedavisine Ozen gosterilmeyen
hipertansiyon, dislipidemi, elektrolit degisiklikleri, anemi, hipervizkozite, yorucu
islerde calismak, ateroskleroz, sigara, asir1 hayvansal protein ve tuz tiiketimi gibi

cesitli faktorlerdir (15).



Birincil korunma ve tedavi, risk altindaki diabet hastalarina yonelik yapilan
tedavi yontemleridir. Normoalbuminiirik ve hipertansif Tip 2 diabet hastalarinda
anjiotensin converting enzim inhibitorii (ACEI), dihidropiridin grubu kalsiyum kanal
blokerleri ve beta blokerler benzer oranlarda renoproteksiyon saglarlar. Normotansif
ve normoalbuminiirik Tip 1 ve Tip 2 diabet hastalarinda antihipertansif kullanimi
mikroalbuminiiri olugsmasini engeller (12).

Ikincil korunma ve tedavi, mikroalbuminiirik yiiksek risk altindaki diabetik
hastalara yonelik tedavi yontemleridir. ACEI’leri mikroalbuminiiriye gidisi % 62
oraninda azaltmaktadirlar. Ikincil korunmada en 6nemli goriis, bobrek hastaligmin
ilerlemesini 6nlemek i¢in ACEI’leri kullanmaktir (12).

Uciinciil korunma ve tedavi, SDBY gelismesini 6nlemek ve geciktirmek icin
klinik diabetik nefropatili hastalara uygulanan tedavilerdir. En 6nemli yaklagim
proteiniirinin azaltilmasidir. Tip 1 DM’de erken ve agresif antihipertansif tedavi
albuminiiriyi azaltmakla birlikte glomeriiler filtrasyon hizin1 da yavaslatir. ACEI’leri
ve Anjiotensin II Reseptor Blokerleri (ARB) kan basinci ve albuminiiriyi azaltmada
benzer etkinlik gostermektedirler. Hipertansif makroalbuminiirik ve bobrek
yetmezligi olan Tip 2 diabetli hastalarda ARB kullanimi, nefropatinin ilerlemesini
geciktirmektedir (12).

1.3. Renin Anjiotensin Aldosteron Sistemi (RAS)

RAS, viicut s1vi, elektrolit dengesi ve arteryel basinci etkilemek suretiyle
kardiyovaskiiler sistemin yanisira renal ve adrenal fonksiyonlar1 da kontrol
etmektedir. RAS’1n ana mediatorii olan Anjiotensin II, vazokonstriksiyon, aldosteron
salinimi, vazopressin salinimi, sodyum ve su retansiyonu ve sempatik aktivasyona
neden olur (16). Buna ek olarak, renin anjiotensin - aldosteron sistemi (RAAS);
renal hemodinami, kan basinci ve sivi elektrolit dengesinin ayarlanmasinda rol
oynayan, hedef organ hasarmin belirleyicisi bir enzim grubundan olugmaktadir
(17, 18). Renal perfiizyon basincindaki azalmaya yanit olarak salinan renin, karaciger
kaynakl1 bir alfa-2 globulin olan anjiotensinojenin bir dekapeptit olan Anjiotensin I’
e doniisiimiinii saglar. Anjiotensin I daha sonra bir oktapeptit olan Anjiotensin II” ye
doniigiir. Bu doniisiimiin % 60’indan ACE sorumlu iken, geri kalam kimaz,
katepsin G ve diger serin proteazlar tarafindan gerceklestirilir (19). RAS sistemine

ait genetik anomaliler diabetik nefropati gelisiminde potansiyel risklerdir. Diabetik



nefropati ve SDBY ilerlemesi gliseminin kontrolii ve ACEIl’leri kullanimi ile
hastaligin ilk basamaklarinda geri dondiiriilebilir (20).

1.4. Anjiotensin Converting Enzim Inhibitorleri (ACEI)

ACE, pulmoner damarlar, endokard ve beyinde yaygin olmak iizere vaskiiler
endotelyumda bulunan ve ¢inko atomu iceren bir metalloproteazdir (21). Bu enzimin
inhibisyonu gii¢lii bir vazokonstriktor olan Anjiotensin II diizeyinde azalmaya neden
olur. Bu azalma, arter ve veniillerde vazodilatasyon olusturarak total periferik damar
direncini azaltir ve kan basincinda diismeye neden olur. ACE inhibisyonuyla
Anjiotensin II’ye doniistiiriilemeyen Anjiotensin I, vazodilatatdr olan anjiyotensin
1-7’ye déniistiiriiliir. ACEI’lerinden enalapril, aktif kisminin kimyasal yapisina gore
karboksil grubu iceren grupta bulunmaktadir (22).

1.5. Angiotensin II ve Reseptorleri

RAS’1n ana medyatorii olan Angiotensin II, damar diiz kaslarinin direkt
kasilmasiyla kan basinciminin yiikselmesini ve miyokardiyal kontraktilitenin
arttirllmasini saglar. Adrenal bezlerden aldosteron saliniminin uyarilmasiyla da su
ve tuz retansiyonu, sempatik sinir uclarindan katekolamin saliniminin uyarilmasi,
hiicre biiyiime ve ¢ogalmasinin aktivasyonunu saglayan bir¢cok etkisi vardir (23).
Arastirmacilarin  yaptigr calismalara gore 1980°li yillarda, Anjiotensin II ig¢in
Anjiotensin II Tip 1 Reseptorii (AT 1) ve Anjiotensin II Tip 2 Reseptorii (AT II)
isimli birbirinden farkli, en az iki tane reseptor alt tipi tamimlanmigtir. Daha sonraki
calismalar ise, Anjiotensin II Tip 3 Reseptorii (AT III) ve Anjiotensin II Tip 4
Reseptorii (AT IV) reseptorlerinin varligini géstermistir. Ancak, yeterince klonlama
calismalar yapilmadigi i¢in bu reseptdr fonksiyonlan hakkindaki bilgiler heniiz
eksiktir (24). Anjiotensin II, kardiyovaskiiler, noronal, renal, endokrin ve hepatik
sistem {iizerindeki fizyolojik etkilerinin hemen hemen tamamini AT1 reseptoriiniin
uyarilmas ile gerceklestirir (25). AT1 reseptorii; kalp, bobrek, vaskiiler diiz kas
hiicreleri, beyin, adrenal bez, trombositler, yag dokusu ve plasentada yerlesmis
olarak bulunur (26, 27).

1.6. Anjiotensin II Tip 1 Reseptor Blokerleri

1970 yilindan itibaren yapilan calismalar, Angiotensin II'nin kalp ve bobrekte
olusturdugu zararh etkileri gostermistir. Yiiksek plazma renin aktivitesine sahip olan
hastalarin diisiik plazma renin aktivitesi gosterenlere oranla daha ileri derecede

myokard enfarktiisii ve sok riski tasidigi bulunmustur (28). Daha sonralari, RAS’1



bloke eden ilaclarin gelisimi ile sistemik kan basinci ve hipertansiyon gibi hastaliklar
tedavi edilebilmis, konjestif kalp yetmezligi ve kronik bobrek yetmezligi kontrol
altina alinabilmisir. RAS inhibisyonu yapan ACE inhibitorleri bir seri calisma
sonucunda gelistirilmistir (29, 30).

ACE inhibitorii tedavisi sirasinda cesitli nedenlerle ortaya ¢ikan sorunlar
nedeniyle ACE inhibitorii tedavisine alternatif arayislar ortaya ¢ikmistir. Giiniimiizde
tedavi alanina girmis ya da hala Faz III ve Faz IV klinik farmakolojik ¢aligmalari
siirmekte olan gii¢lii ve uzun etkili oral yolla kullanilan nonpeptid yapida selektif
AT1 reseptor blokerleri bulunmustur. 1994 yilinda Losartan ve 1997 yilinda
Valsartan’in ortaya ¢cikmasi ile AT1 reseptor blokerleri kullanima girmistir (31).

1.7. Diabetik Nefropati Patogenezi ve Biiyiime Hormonu iliskisi

Diabetik nefropati patogenezi {iizerine etkili olan faktorler asagida
belirtilmistir (15);

A. Hemodinami: Hemodinamik degisimler ve glomeriil i¢i basing artisi,
biiytime hormonu (BH) ve insiilin benzeri biiyiime faktorii (IGF-1),
eikosanoidler, bradikinin, RAS, endotelin—1 ve reseptorii, nitrik oksit ve
nitrik oksit sentaz, atrial natriiiretik peptid ve sodyum-hidrojen ters akima.

B. Hiperglisemi: Glukoz toksisitesi ve ileri glikasyon son iiriinleri (AGEP)
ve reseptorleri, poliol yolu-aldoz rediiktaz, glomeriiler glikozaminoglikan
ve heparan siilfat icerigi, biiyiime faktorleri, protein kinaz C aktivitesi,
sitokinler ve kemokinler.

C. Hiicre ve Molekiiler Yap1 Degisiklikleri: Nefron ve glomeriilopati
iligkisi, renal elastin-elastaz sistemi, albiiminiiri olusmasinda tiibiiler
mekanizma (cubilin ve megalin), mononiikleer hiicrelerin glomeriiler ve
peritiibiiller kapiller endotel hiicrelerinde birikimi ve adezyon
molekiillerinin rolii.

D. Dislipidemi

E. Insiilin Direnci

F. Bobrek ici Pihtilasma ve Fibrinoliz Defektleri

G. Metilentetrahidrofolat Rediiktaz

BH etkilerinin c¢ogunu somatomedinler veya insiilin benzeri biiyiime
faktorleri olarak da adlandirilan aract maddeler yoluyla gerceklestirir (32). Yapilan

calismalarda, IGF-1’in sadece glomeriiler hemodinami iizerine degil, diabetik



nefropatinin  patognomonik bulgularinin  baginda gelen mezangial hiicre
hipertrofisinde de rol aldig1 goriilmiistiir (15). Ik kez kardiyovaskiiler alanda caligma
yapan Japon bilim adamlar tarafindan midede kesfedilen ve BH salgilatic1 aktiviteye
sahip olan ghrelinin, IGF-1 ile de iliskili oldugu saptanmistir (33, 34).

Arastirmacilar, deneysel diabetik sicanlarin bobrek dokularinda distal tiibiiliis
ve toplayici kanallarda diabetin siiresiyle orantili olarak ghrelin immunreaktivitesinin
arttigin1 gostermislerdir (35). Yapilan klinik calismalarda ise son donem bdobrek
hastalarinin hemodiyaliz 6ncesi serum ghrelin diizeylerinin arttig1 ve hemodiyaliz
sonras1 azaldigr gosterilmistir (36). Boylece, diabetik nefropatinin etyopatogenezinde
ghrelin ile ilgili dinamiklerin rolii 5nem kazanmistir.

1.8. Ghrelin

Ghrelin invivo ve invitro olarak BH salimimini uyaran Biiyiime Hormonu
Salgilatict Reseptor (GHS-R) icin endojen bir ligand olarak izole edilmis,
28 aminoasitli, peptid yapisinda bir hormondur. Baslica salinim yeri mide oksintik
mukozasindaki A-benzeri hiicrelerdir. Ghrelin, 1999 yilinda Japon arastirict
Masayasu Kojima tarafindan GHS-R 1a’ya baglanmis endojen bir ligand olan peptit
yapida gastrik hormon olarak kesfedilmistir (37). Ghrelin adi, ghre ile relin’in
birlesmesinden tiiretilmistir. “Ghre” modern ingilizcede “grow” yani bilyiime
anlaminda, “relin” ise bilyime hormonu salgilatici1 aktivite anlaminda
kullanilmaktadir. Ghrelinin hormon olarak kesfedilmesinden once, 1996 yilinda
GHS-R tanimlanmis ve G protein ailesine ait oldugu saptanmistir (38). GHS-R’nin
bulunmasindan sonra, bu reseptoriin endojen ligand1 aranmaya baslanmis ve ghrelin
bulunmustur (39).

Ghrelin oreksijenik hormon olarakta adlandirilmaktadir. Insan ve hayvanlarda
beslenmeyi uyarir ve BH salgilanmasini saglar. Bitkilerin parenkim hiicreleri de
dahil olmak {iizere pek ¢ok dokudan salgilanir (39). Giincel calismalarda
gosterilmistir ki, ghrelin homologlarinin baliklarda, kuslarda ve bir¢ok memelide
bulundugu saptanmistir (40). Ghrelin, 1999 yilinda Kojima ve arkadaslan tarafindan
midede endojen bir ligant olarak kesfedilen peptid yapida bir hormondur (37).
Insanda mide mukozasinda yer alan oksintik mukozadaki A-benzeri hiicreler
tarafindan iiretilen ghrelin (41), ayrica bagirsak, yanak mukozasi, 6zofagus, hipofiz,
tiroid, lenf dugiimii, lenfositler, akciger, karaciger, safra kesesi, pankreas, kalp,

dalak, testis, prostat, ovaryum, tuba uterina ve plasenta dokularinda da



bulunmaktadir. Cerrahi, endoskopi ve otopsi yoluyla elde edilen, insana ait tiim doku
orneklerinde ghrelin mRNA’sinin mevcut oldugu bulunmustur (42).

1.8.1. Ghrelin’in Yapisi

28 amino asitten olusmus bir polipeptid olan ghrelin, posttranslasyonel olarak
N-terminal {i¢iincii amino asiti olan serin kalintisina n-oktanoik asit baglanmasi ile
fizyolojik olarak aktif sekline doner. Ghrelinde olusan bu acil modifikasyonu
GHS-R’e baglanmasi i¢in gereklidir. Bu acilasyonu katalizleyen acil transferaz
heniiz bilinmemekle birlikte, acilasyon sonucunda ghrelin kan-beyin bariyerini
rahatlikla gegebilir (37).

Preproghrelin olarak sentezlenen ghrelin, N terminalinde sinyal peptidi ve
C terminalinde kuyruktan olugsmustur. C terminal, proghrelin konsantrasyonu
insanlarda oOl¢iilmiis ve ghrelinden birbucuk kat daha yiiksek bulunmustur (43).
Ghrelinin 3. amino asidi olan serin kalintistnin daha uzun alifatik zincirlerle,
doymamis veya dallanmis oktanoil gruplan ile agilasyonu ghrelin aktivitesini
degistirmez, ancak daha kisa hidrofobik gruplar asetil gruplarn gibi gruplarin
baglanmasi, peptidin aktivitesini azaltir. Daha kisalmis ghrelin molekiilleri, in vitro
olarak BH arttiric1 etki gosterir, ancak in vivo olarak etki gostermez. Acillenmemis
(dezoktanoil veya desacil) ghrelin, agillenmis forma gore cok yiiksek oranlarda
dolasimda bulunmaktadir. Yapilan caligmalarda ghrelinin agillenmemis formu olan
desacil ghrelin diizeyleri, midede ve kanda anlamli olarak yiiksek saptanmistir (44).

Viicudumuzda bir¢ok peptid hormonun sadece aktif formlarmin degil, aym
zamanda inaktif formlarimin da bulundugu bilinmektedir. Inaktif formlarin klirens
hizlan1 aktif formlara gore diisiik, yarnn omiirleri aktif formlara gore daha uzundur.
Cok yiiksek diizeylerde agillenmemis ghrelin, acillenmis ghrelinin bazi
fonksiyonlarini 6nledigi insanlarda ve farelerde saptanmistir (45,46).

1.8.2. Ghrelinin Doku Dagilim

Ghrelin, oOncelikle mide fundusunda asit salgilayan oksintik bezde
saptanmistir. Ghrelin iceren hiicreler, fundusta pilordan daha yiiksek miktarda
bulunmustur ve midede mukozal epitelyumda ayr1 bir endokrin hiicre tipidir (41).
Dolagimda bulunan ghrelinin % 30 kadarmin gastrointestinal kaynakli oldugu
saptanmustir (47).

Barsakta duodenumdan kolona inildikce ghrelin  konsantrasyonu

azalmaktadir. Santral sinir sisteminde ghrelin, mRNA ve immunreaktif peptid
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diizeyleri c¢ok diisiik oranda saptanmistir. Hipotalamusta ghrelin peptidi
ekspresyonunun hipotalamik arkuat niikleuslarda oldugu gosterilmis, ancak
ghrelin-pozitif ndronlarin sayis1 diisiik bulunmustur (37, 44).

Gegmiste BH sekresyonunun, BHRH ve somatostatin olmak iizere baslica iki
peptid tarafindan kontrol edildigi ifade edilmekteydi (48, 49). BHRH,
44 aminoasitten olusan, BH sentez ve salinimimi uyaran hipotalamik bir peptittir.
Somatostatin ise 14 aminoasitten olusan hipotalamusta sentezlenen peptid yapida bir
hormondur ve BH sentezini inhibe eder (32). Kesfinden sonra bunlara sican
midesinde iiretilen ghrelin de ilave edilmistir (50). Yapilan calismalarda ghrelinin,
BHRH salinimim arttirdigi (51), ancak pankreatik somatostatin salimmini ise
azalttig1 gosterilmistir (52).

1.8.3. Ghrelin ve GHS-R Dagilim

Ghrelinin biyolojik etkileri cogunlukla hiicre ylizey reseptorii olarak
adlandirilan GHS-R ile etkilesimi sonucu gergeklesir (53). GHS-R, G protein’e bagh
reseptor ailesinin bir tyesidir (54). GHS-R geni 3q26.2. kromozomu iizerinde
yerlesmistir (33, 55). GHS-R’nin bilinen iki tane formu vardir. Bunlar; GHS reseptor
tip 1a (GHS-R 1a) ve GHS reseptor tip 1b (GHS-R 1b) dir. (33, 53, 55). GHS-R 1a
fonksiyonel reseptordiir ve 7 transmembran bolgeli olup GHS-R 1b ise
5 transmembran bolgeli olmakla birlikte biyolojik olarak inaktiftir (53, 54, 56).
Bir¢ok insan dokusunda ghrelin, polimeraz zincir reaksiyonu kullanilarak incelenmis
ve ayrica dokulardaki ghrelinin GHS-R 1a ve GHS-R 1b mRNA ekspresyonu da
aragtirtlmistir. GHS-R 1a ¢ogunlukla hipofizde, daha diisiik seviyelerde ise pankreas,
dalak, miyokard, tiroid ve adrenal bezde eksprese edilmektedir. GHS-R 1b
ekspresyonu ise incelenen tiim dokularda; bagirsak, yanak mukozasi, 6zofagus,
hipofiz, tiroid, lenf diigiimii, lenfositler, akciger, karaciger, safra kesesi, pankreas,
kalp, dalak, testis, prostat, ovaryum, tuba uterina ve plasentada yapilan ¢aligmalarda
gozlenmistir (42).

Oksintik bezler, mide korpus ve fundusunun i¢ yiizeyinde bulunurlar ve mide
proksimalinin % 80’ini olustururlar (32). Ghrelin, insan ve sican midesinde, oksintik
bezlerde bol miktarda bulunmaktadir. Isik ve elektron mikroskobu diizeyinde,
immunohistokimyasal yontemler kullanilarak, oksintik mukozada bugiine kadar
baslica endokrin hiicreler; enterokromoffin benzeri hiicreler, delta hiicreleri,

enterokromoffin hiicreler ve X/A benzeri hiicreler olarak 4 tipe ayrilmistir (57).
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Ghrelin, sindirim sistemi boyunca duodenum, ileum, c¢ekum ve kolonda da
tiretilmektedir. Ghrelin saptanan hiicreler arasinda immunreaktivite agisindan
herhangi bir fark gozlenmemis, ancak kalin bagirsaklara dogru gittikce ghrelin
immunreaktif hiicre sayisinin azaldigi bulunmustur. Midedeki yuvarlak sekilli,
kiigiik, ghrelin immunpozitif hiicreler kapali tip hiicre olarak isimlendirilmistir.
Bagirsaklarda bunlara ilave olarak, apikal sitoplazmalan ile liimenle iliskisi olan
ticgen sekilli ikinci bir hiicre tipi saptanmis ve bu hiicreler ise agik tip olarak
adlandirilmislardir. Gastrointestinal sistem boyunca biitiin ghrelin pozitif hiicreler
icerisinde agik tip hiicrelerin sayisinin mideden kalin bagirsaklara dogru gittikce
dereceli olarak arttigi saptanmistir. Yapilan ¢aligmalardaki bu sonuglar, iki tip
ghrelin hiicresinin gastrointestinal sistemin cesitli boliimlerinde farkli fizyolojik
roller oynayabileceklerini gostermistir. Bdylece gastrointestinal sistemin bu degisik
bolimlerinden ghrelin  sekresyonunun farkli uyaranlarla diizenlenebilecegi
diisiiniilmektedir (58).

Ghrelinin immunohistokimyasal yontemler kullanilarak, fare ve sicanlarin
hipotalamuslarinda lateral hipotalamus, arkuat nukleus, ventromedial nukleus,
dorsomedial nukleus, paraventrikiiler nukleus ve 3.ventrikiilin ependimal
tabakasinda eksprese edildigi gosterilmistir. Ayrica akson terminallerinde, stria
terminalis, amygdala, talamus ve nukleus habenulada da ghreline rastlanmistir (59).

Kardiyovaskiiler sistem iizerine ghrelinin etkilerinin oldugu ve reseptorlerinin
sol ventrikiil, sag atrium, aorta, koroner arter, safen ven ve pulmoner vende
bulundugu gosterilmistir (60).

Ghrelin ve GHS-R, iireme organlarinda ve plasentada da bulunmustur
(61, 62). mRNA ekspresyonu ile hem ghrelin peptidi ve hem de ghrelin insan ve
sican plasentasinda gosterilmistir. Insan ve sican plasentasinin, ghrelin ekspresyonu
acisindan gebelik zamaniyla iliskili bir dagilim gosterdigi bildirilmektedir. Insan
plasentasinda, ilk trimesterde immunohistokimyasal olarak ghrelinin bashca
sitotrofoblastlarda ve ¢ok az miktarda da sinsityotrofoblastlarda eksprese edildigi
gbdzlemlenmistir. Ancak termde, plasentada immunohistokimyasal olarak ghrelin
saptanmamistir. Gebe sicanlarda ise ghrelin mRNA ekspresyonu erken gebelik
doneminde belirlenememisken, 16. gebelik giiniinde belirgin bir yiikselme

gostermekte ve gebeligin son donemlerinde ekspresyonu gittikge gerilemektedir (61).
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Ghrelin, ovaryumun corpus luteumunda en yogun olarak eksprese
edilmektedir (63). Ghrelin ve fonksiyonel reseptorii olan GHS-R 1a’nin erigkin insan
testisinde eksprese oldugu bildirilmistir. Ghrelin immunreaktivitesi, testiste, leydig
hiicrelerinde ve daha az olarak sertoli hiicrelerinde saptanmistir (62). Ghrelinin,
surrenalin zona glomeruloza ve zona fasikiilatanin dig kisminda eksprese edildigi
gozlenmigstir (64).

Erigkin, cocuk ve fetiis akciger dokularinda da ghrelin eksprese olmaktadir.
Ghrelin, embriyon doneminden fetal déneme dogru gittikce akciger dokusunda
azaldigi bulunmustur. Akciger gelisiminde ghrelin ekspresyonu psddoglandiiler ve
kanalikiiler evrelerde saptanmistir (65, 66).

Ghrelin, pankreasin endokrin hiicrelerinde de sentezlenmektedir. Insan ve
sican pankreas dokularinda ghrelin immunoreaktif hiicrelerin Langerhans
adaciklarinin periferinde yerlestigi belirlenmistir. Ghrelinin sigcan adacik alfa
hiicrelerinde glukagonla beraber bulundugu saptanmistir. Ayn1 zamanda, beta
hiicrelerindeki sitozolik serbest kalsiyum konsantrasyonunu arttirdigi ve izole sican
pankreas adacik hiicrelerine ilave edildigi zaman insiilin sekresyonunu uyardigi
gozlenmistir. Ghrelin mRNA’s1 ve reseptorii de sican pankreas adacik hiicrelerinde
saptanmistir. GHS-R’nin pankreas adacik hiicrelerinde tanimlanmis olmasi endokrin
ve parakrin etki ile insiilin sekresyonunun ayarlanmasinda rolii oldugu bulunmustur
(67). Ghrelin ve insiilinin, glukoz metabolizmasinin diizenlenmesinde daha karmasik
genetik bir mekanizma araciligiyla da etkili olabilecegi son calismalarda
gosterilmistir (68).

Onemli miktarda bobrek dokularinda da tespit edilen bir hormon olan
ghrelinin sicanlarin bobrek dokularinda pre-proghrelin gen ekspresyonu saptanmistir
(69). Yapilan calismalarda fare bdobreginde pre-proghrelin gen ekspresyonu
glomeriillerde belirlenmis olup, ters faz yiliksek performansli sivi kromotografisi ve
radioimmunassay yontemi ile fare bobreginin ghrelin iirettigi gosterilmistir. Fare
bobregindeki ghrelin immunreaktivitesi plazmadan daha yiiksek oranda saptanmistir.
Sican bobreklerinde ghrelin reseptor geninin eksprese edildigi gozlenmistir.
Bu bulgular ghrelinin lokal olarak bobrekte sentezlendigini, glomeriill ve renal
hiicrelerin pre-proghrelin geni eksprese ettiklerini ortaya cikarmaktadir (70).

Bobrekte ghrelin peptidinin lokalizasyonu net olarak anlagilamamasina karsin,
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ghrelinin bobrekteki dagiliminin incelenmesinin, fizyolojik ve klinik etkilerinin
anlasilmas1 bakimindan yeni yaklasimlara neden olacag diisiiniilmektedir (69).

Ghrelinin  yaygin doku dagilimin  6nemi heniiz tam  olarak
aydinlatilamamasina ragmen tiim bu bilgiler ghrelinin, endokrin ve endokrin
olmayan dokularda GHS-R’nin farkli ve kismen tanimlanmus alt tipleri yoluyla genis
fizyolojik etkilerinin olabilecegini gostermektedir (42).

1.8.4. Ghrelinin Hormon Salgilatic1 Etkileri

BH salinmmmim gii¢lii bir sekilde uyaran (37) ghrelinin, nervus vagus yoluyla
da BH salinimini uyardigi saptanmistir (67). Ghrelin ve GHS’ler giiclii BH salgilatici
aktiviteye sahiptirler. Bu etkileri doza bagimli olarak yaptiklar diisiiniilmektedir (33,
51). Saglikli insanlarda i.v olarak uygulanan ghrelin, kuvvetli bir sekilde BH
sekresyonunu uyarmaktadir (51, 71).

Sicanlara BHRH uygulanmasi, hipofiz bezinde ghrelin reseptorlerinde ciddi
bir artig olusturmustur (72). Ghrelinin BH {izerine etki gostermesi i¢in BHRH
gereklidir. Ghrelin ve BHRH nin birlikte uygulanmasi sonucunda BH sekresyonunda
sinerjistik bir etki belirgin sekilde olusmakta ve BH sekresyonu artmaktadir.
BHRH antiserumu ile birlikte ghrelin verildiginde ise BH diizeylerinde artig
olusmamaktadir (51). Ghrelinin BH salgilatici aktivitesini, BHRH antagonistleri
azaltmaktadirlar (73). BHRH antagonisti verilerek BH seviyeleri baskilanmis saglikli
kisilerde ghrelin seviyeleri normal olarak saptanmistir (74).

Yapilan c¢alismalarda ghrelinin sistemik uygulanmasinin saglikli kisilerde
ACTH ve kortizol seviyelerini arttirdigr saptanmustir (75, 76). Ghrelinin prolaktin
salgilatict etkisi hipofiz hiicre kiiltiirlerinde kesfedilmistir (77).

1.8.5. Ghrelinin Sistemler Uzerine Etkileri

Ghrelinin kardiyak fonksiyonu koruyucu etkisi vardir. Goniilli insan
deneklerinde, ghrelinin intravendz uygulanmasinin, ortalama arteryel basincini kalp
atim hizim degistirmeden disiirdiigii ve sistemik vaskiiler direnci azaltarak kalp
yetmezlikli hastalarda kardiyak output’u arttirdign gozlenmistir (71). Ghrelin in vitro
olarak, endotel hiicreleri ve kardiyomiyositlerin apoptozisini baskilamaktadir.
Sicanlarda sol ventrikiil disfonksiyonunu diizeltmektedir (78 - 80). Ghrelinin memeli
arterlerindeki endotelin-1’in  vazokonstriktif etkisini de ortadan kaldirdig:

gosterilmistir (78, 81).
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Ghrelinin endometriyumda ekspresyonunu ve plasentada sentezlendigini
gosteren caligmalar mevcuttur. Sicanlarin fotal donemdeki biiylimelerinde 6nemi
belirtilmektedir (61, 82, 83). Embriyonik implantasyon konusunda da ghrelin ve
GHS’lerin olas1 endokrin ve parakrin rolleri olabilecegi {izerine caligmalar devam
etmektedir (40). Erkekte testikiiler fonksiyonda da ghrelinin 6nemli rolii vardir (62).

Normal insanlara gore, karaciger yetmezligine yol acan hastaliklarda ghrelin
diizeyi daha yiiksek bulunmasina ragmen aralarindaki iligki anlamli bulunmamistir,
fakat kronik karaciger hastaliginin kotiilesmesinin  klinik  gostergeleri olan
gastrointestinal kanama, assit, ensefalopati, anemi, inflamatuar belirtecler,
hipoglisemi ve renal disfonksiyon durumlarinda ise aralarindaki iliski anlamli
bulunmustur (84). Ghrelinin non alkolik yagh karaciger hastaligindaki rolii hala acik
degildir (85, 86).

Sicanlarda subkutan ghrelin uygulanmasi bazal gastrik asit sekresyonunu
etkilemez iken, intravendz uygulanmasi ise bazal gastrik asit sekresyonunu ve
gastrik motiliteyi doza bagh olarak arttirmistir (87-90). Bu etkiler hem vagotomi ve
hem de atropin uygulanmasiyla bloke edilmistir. Bu sicanlara H2-reseptor
antagonisti verilmesinin gastrik asit sekresyonuna ve gastrik motiliteye bir etkisi
olmadig gosterilmistir. Boylece, ghrelinin gastrik fonksiyonlari n. vagus araciligiyla

etkiledigi gosterilmistir (41, 89, 91).

Ghrelin uygulanmasi osteoblastlarin proliferasyonuna ve farklilagmasina
yardim etmektedir. Ayrica, apopitozisi de baskilamaktadir (92). Disi sicanlara
BH salgilatici peptid-6 veya analogu ipamorelin verilmesinin in vivo olarak kemik
mineralizasyonunu arttirdigi saptanmistir. GHS lerin kemik iizerine pozitif etkilerini
direk olarak m1 yoksa BH salinimi araciligiyla m1 gergeklestirdikleri net olarak

gosterilememistir (93).

1.8.6. Ghrelinin Endokrin ve Periferik Etkileri
Ghrelinin endokrin ve periferik etkileri Tablo 2’de gosterilmistir (48).
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Tablo 2. Ghrelinin Etkileri

Hormon salgilatici etkisi

Biiyiime Hormonu (GH) 1
Adrenokortikotropik hormon (ACTH) i
Kortizol 1
Prolaktin 1
Tiroid stimulan hormon (TSH) 17—
Luteinizan hormon (LH) 17—
Folikiil stimulan hormon (FSH) —
Insulin 121
Anabolik etkisi
Istah 1
Kilo alim1 1
Kardiyovaskiiler fonksiyonlar
Kardiyak output 1
Kan Basinci l
Kardiyomiyositlerin apoptozisi (in vitro) l
Gastrik fonksiyonlar
Mide asidi sekresyonu 1
Gastrik motilite 1

1 : Artma |: Azalma — : Degisiklik yok  ?: Belirsiz

1.8.7. Ghrelin ve iliskili Hastaliklar
Yapilan calismalarda ghrelinin bir¢ok hastaligin olusmasi ve seyri esnasinda

onemli rolil oldugu saptanmistir. Bunlar asagida belirtilmistir:
1.8.7.1. Ghrelin ve Obezite

Obezite prevalansindaki artis, besin alm ile ilgili c¢alismalarn
fazlalastirmistir. Saglikli insanlara intravendz uygulanan ghrelin, yemek alimim ve
istah1 arttirmaktadir. Memelilerde istah arttiran ajanlarin en kuvvetlilerinden bir
tanesidir (94-96).

Midede salinan ghrelin, bagirsaklardan beyine istah acgici sinyaller
gondermektedir (97). Immunreaktivitesi hipotalamusun arkuat niikleusunda
saptanmistir (98). Plazma ghrelin konsantrasyonlar1 aclik sirasinda progresif artip

yemekten bir saat sonra azalmaktadir (97, 99).
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Acile ghreline spesifik olarak baglanan bilesikler, GHS-reseptor aktivasyonu
araciligiyla ghrelin inhibisyonuna yol a¢gmaktadir. Ghrelin immun baglayicilar ile

asilanmig ratlarin viicut yaginda ve besin aliminda azalma oldugu saptanmistir (100).
1.8.7.2. Ghrelin ve Renal Yetmezlik

Bilateral nefrektomi ve kismi nefrektomi uygulanmis farelerde plazma total
ghrelin diizeyinin arttigi bulunmustur. Bu, ghrelinin renal klirensinde ve

yikilmasindaki azalmayla iligkili olabilir (101).

Ghrelin geninin distal tiibiil epitelinden oldugu gibi glomeriil ve renal
hiicrelerden de sekrete edildigi bulunmustur (70). Ghrelin kandan filtre edilip idrarla
aktif sekrete edilmektedir. Idrarda dolasimdakinden daha fazla ghrelin bulundugu
saptanmistir (101).

Ghrelin ve desagile ghrelin, total plazma ghrelinini olusturmaktadir. Total
ghrelinin % 50’sinin ve BH'nun % 99’unun hemodiyaliz ile kandan cekildigi
gosterilmistir. Periton diyalizli hastalarda ghrelin diizeyi, prediyaliz ve hemodiyalize

giren hastalara gore daha diisiik saptanmistir (102).
1.8.7.3. Ghrelin ve Diabetes Mellitus

Ghrelinin insiilin sekresyonu iizerine etkisi hakkinda cok sayida calisma
yapilmistir. Sonuglar, bazi hayvan c¢aligmalarinda ghrelinin insiilin sekresyonunu
uyardign (67, 103) bazilarinda ise baskiladifi (52, 104) yoniindedir. Insan
calismalarinda ise ghrelin salgis1 arttik¢a insiilin sekresyonunun azaldigi saptanmistir
(99, 104, 105). Insiilinin gastrointestinal sistem boyunca sinyal iletimi yoluyla

postprandiyal ghrelin diizeyini azalttig1 saptanmistir (106).

Ghrelin diizeyi, yeni tam1 Tip 1 diabetli cocuklarda insiilin tedavisinden

1-4 ay sonra saglikl1 bireylere gore azaldigi saptanmistir (107).

Tip 2 diabetik bireylerde ghrelin seviyesi diisiik saptanmistir (108, 109).
Streptozotosin (STZ) ile olusturulmus deneysel diabetli sicanlarda ise dolasimdaki
ghrelin seviyesinin arttig1 ve insiilin tedavisiyle normale dondiigii gdzlenmistir (110).
Yapilan  calismalarla  ghrelinin  diabet  fizyopatolojisinde  6nemli  rol
oynayabilecegi iddia edilmektedir (111).

Diabetik nefropati, giiniimiizde diabetes mellitusun morbidite ve mortalite
acisindan en Onemli komplikasyonlarindan birisidir. Ghrelin ise bobrekte Onemli

miktarda bulunan bir peptid olup, diabetik nefropatinin olusmasinda rol oynayabilir.

17



Bu calismamizin amaci; diabetik bobrek dokusundaki hasarda tedavi ajani olarak
kullanilan enalapril ve losartanin ghrelin immunreaktivitesi {izerine olan etkilerini

arastirmaktir.
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2. GEREC ve YONTEM

2.1. Deney Hayvanlari ve Beslenmeleri

Calismamizda Firat Universitesi Deneysel Arastirmalar Merkezi’nden
(FUDAM) temin edilen eriskin, Wistar albino cinsi sicanlar kullanildi. 21 °C oda
1sisinda 12 saat 151k (7:00-19:00) ve 12 saat karanlikta (19:00-7:00) tutulan sicanlar
her giin altlar1 temizlenen kafeslerde beslendi. Yemler; ¢elik kaplarda, su; cam
biberonlarda (normal cesme suyu) verildi. Hayvan yemleri Yem Sanayi T.A.S.
Elazig Yem Fabrikasinda hazirlandi. Yemlerin terkibi asagidaki tabloda
gosterilmektedir (Tablo 3).

Tablo 3. Deney hayvanlarina verilen sican yeminin terkibi.

Bugday (%) 15
Maisir (%) 10
Arpa (%) 27
Kepek (%) 8
Soya (%) 29,4
Balik Unu (%) 8
Tuz (%) 0,6
Kavimix VM 23-Z (%) * 0,2
Methionin (%) 0,2
DCP (%)** 1,6

*1 graminda: 4800 IU A, 960 IU D3, 12 mg E, 0, 8 mg K3, 0, 8 mg By, 2, 4 mg B,, 1, 2 mg By,
0.006 mg B, vitaminleri, 16 mg Nicotin amid, 3, 2 mg Cal. D. Panth. 0.32 mg Folic acid, 0.02 mg
D-Biotin, 50 mg Cholin Chloride, 20 mg Zinc Bacitracin, 32 mg Mn, 16 mg Fe, 24 mg Zn, 2 mg
Cu, 0,8 mgL 0, 2 mg Co, 0.06 mg Se, 4 mg Antioksidan ve 200 mg Ca.

**9% 18 fosfor, % 25 kalsiyum, % 0,2 flor’dan olusur.

2.2. Deney Gruplarimin Olusturulmasi ve Deneysel Uygulamalar

Deneysel calismalar, toplam 28 adet sican iizerinde gerceklestirildi. Tiim
sicanlar ayni ortamda gozetim altinda tutuldu ve ayni standart sigcan yemi verilerek
add-libitum su ve yiyecek alimlar1 saglandi. Tiim sicanlar 12 saat a¢ birakildiktan
sonra kuyruk venlerinden kan oOrnekleri alindi ve bazal kan glukoz diizeyleri
saptandi. Ilk tartimlari yapilarak a@irhklarn kaydedildi. Siganlar, kontrol,

diabetik grup, diabet + enalapril ve diabet + losartan olmak {izere 4 gruba ayrildi.
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Kontrol grubu (Grup 1): Toplam 7 adet sican kullanilan bu gruba deney
siiresince hicbir uygulama yapilmadi. Calismanin baglangicinda ve sonunda diizenli

bir sekilde agirlik degisimleri ve glukoz diizeyleri kaydedildi.

Diabetik grup (Grup 2): Bu grupta 7 adet sigan, ¢aligmanin diabetik grubu
olarak kullanildi. Bu gruba 50 mg/kg olacak sekilde tek doz STZ (Sigma Chemical
Co Louis Missouri) 0, 1 M Fosfat-sitrat tamponunda (pH: 4, 5) ¢ozdiiriilerek i.p
olarak uygulandi. 72 saat sonra, 12 saat aclik sonrasinda kuyruk veninden alinan
kanin glukometre cihazindaki 6l¢timii sonucu aglik kan glukoz diizeyi 250 mg/dI’yi
gecen sicanlar diabetik olarak kabul edildi. Calismanin baslangicinda ve sonunda

diizenli bir sekilde agirlik degisimleri ve glukoz diizeyleri kaydedildi

Diabet + Enalapril Grubu (Grup 3): Bu grupta 7 adet sican, ¢alismanin
tedavi grubu olarak kullanildi. Bu gruba 50 mg/kg olacak sekilde tek doz STZ
(Sigma Chemical Co Louis Missouri) 0, 1 M Fosfat-sitrat tamponunda (pH: 4, 5)
¢oOzdiiriilerek i.p olarak uygulandi. 72 saat sonra, 12 saat aclik sonrasinda kuyruk
veninden alinan kanin glukometre cihazindaki 6l¢iimii sonucu aclik kan glukoz
diizeyi 250 mg/dl’yi gecen sicanlar diabetik olarak kabul edilip, sicanlara diabet
olustugu andan itibaren 4 hafta siire ile giinlilk 5 mg/kg olacak sekilde enalapril
orogastrik sonda ile verildi. Calismanin baglangicinda ve sonunda diizenli bir

sekilde agirlik degisimleri ve glukoz diizeyleri kaydedildi.

Diabet + Losartan Grubu (Grup 4): Bu grupta 7 adet sican, ¢alismanin
tedavi grubu olarak kullanildi. Bu gruba 50 mg/kg olacak sekilde tek doz STZ
(Sigma Chemical Co Louis Missouri) 0, 1 M Fosfat-sitrat tamponunda (pH: 4, 5)
¢Ozdiiriilerek i.p olarak uygulandi. 72 saat sonra, 12 saat aclik sonrasinda kuyruk
veninden alinan kanin glukometre cihazindaki 6l¢iimii sonucu aclik kan glukoz
diizeyi 250 mg/dl’yi gegen siganlar diabetik olarak kabul edilip sicanlara diabet
olustugu andan itibaren 4 hafta siire ile giinlilk 10 mg/kg olacak sekilde losartan
orogastrik sonda ile verildi. Calismanin baglangicinda ve sonunda diizenli bir

sekilde agirlik degisimleri ve glukoz diizeyleri kaydedildi
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2.3. Orneklerin Ahmmasi

Tiim gruplardaki sicanlar deney sonunda tartildiktan sonra, deneyin
4. haftasinin sonunda ketamin (75 mg/kg) + xylazine (10 mg/kg) i.p uygulanarak
anestezi altinda dekapite edildiler. Dekapitasyonun ardindan siganlarin bobrek
dokulart hizla ¢ikarilip % 10’luk formaldehit soliisyonunda tespit edildi. Tespit
sonrasi rutin histolojik doku takibinin ardindan histolojik ve histokimyasal

incelemelere baslandi.

2.4. Biyokimyasal Calisma
Kan glukoz diizeyleri calisma siiresince glukometre (GlukoDr siiper sensor,

All Medicus co. Ltd.-Korea) ile 6l¢iildii.

2.5. Histolojik Calisma

Her gruptan alinan bobrek dokulari, % 10’luk formaldehit soliisyonunda
24 saat siiresince tespit edildikten sonra musluk suyu altinda yikanmaya alindi
Musluk suyunda 24 saat yikanan dokular daha sonra rutin histolojik takip
serilerinden gecirildi (Tablo 4). Daha sonra dokular parafin bloklara gomiildii.
Bu parafin bloklardan 5-6 um kalinhiginda kesitler alindi. Kesitler PAS
(Peryodik Asit Shift) ile boyandi. Hazirlanan preparatlar arastirma mikroskobunda
(Olympus BH-2) incelenip fotograflandi. Histolojik takip serileri asagida tabloda
verilmistir (Tablo 4).

21



Tablo 4. Histolojik takip serileri

Sira islem Siiresi

1 % 70 Alkol 2 saat

2 % 80 Alkol 1, 5 saat
3 % 96 Alkol 1 30 dakika
4 % 96 Alkol 11 30 dakika
5 % 100 Alkol I 30 dakika
6 % 100 Alkol IT 30 dakika
7 Alkol + Xylol 15 dakika
8 Xylol I 15 dakika
9 Xylol 1T 15 dakika
10 Yumusak parafin + Xylol 45 dakika
11 Yumusak parafin 1 saat

12 Yumusak parafin + Sert parafin 1, 5 saat
13 Sert parafin 3 saat

14 GOmme

2.6. immiinohistokimyasal Cahsma:
Bobrek dokusunda ghrelin  immunreaktivitesinin  belirlenmesi  i¢in
Avidin-Biotin-Peroksidaz Kompleksi yontemi uygulandi. Boyama metodu asagidaki

tabloda ayrintili olarak verilmistir (Tablo 5).
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Tablo 5. Immunohistokimyasal boyama islemi

Sira islem Siire

1 Xylol I 10 dakika
2 Xylol IT 10 dakika
3 Xylol III 10 dakika
4 % 100 Alkol 10 dakika
5 % 96 Alkol 10 dakika
6 % 80 Alkol 10 dakika
7 Distile su 5 dakika

8 Mikrodalga 7 + 5 dakika
9 Oda 1s1sinda sogutma 20 dakika
10 PBS (Phosphate Buffered Saline) 3 X 5 dakika
11 H,0, 10 dakika
12 PBS 3 X 5 dakika
13 Normal serum 60dakika
14 Primer antikor +4°C

15 PBS bir gece
16 Sekonder antikor 3 X 5 dakika
17 PBS 30 dakika
18 Strepavidin HRP (Horse radish peroksidaz) 3 X 5 dakika
19 PBS 20 dakika
20 DAB 3 X 5 dakika
21 Distile su 5 dakika
22 Zit boya olarak Harris hematoksilen 5 dakika
23 Akarsuda 10 saniye
24 Ozel kapatma maddesi ile kapatma 5 dakika

Deparafinize edilen dokular dereceli alkol serilerinden gecirilerek dehidrate
edildikten sonra endojen peroksidaz aktivitesini 6nlemek i¢cin H,O, ile muamele
edildi. Zemin boyasini engellemek i¢in % 20’lik normal esek serumuyla muameleden
sonra primer antikor (Ghrelin goat poliklonal IgG, Santa Cruz Biotechnology,
California, USA) ile +4 °C de nemli ortamda bir gece inkiibe edildi. Ertesi giin

sekonder antikor (donkey anti-goat IgG, Santa Cruz Biotechnology, California,
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USA), streptavidin horseradish peroksidaz ve DAB kromojeni uygulandiktan sonra
Harris hematoksilenle zit boyama yapildi. Negatif kontrol icin hazirlanan dokularda
primer antikor yerine phosphate buffered saline kullanildi, diger basamaklar aymi
sekilde uygulandi. Pozitif kontrol i¢in mide dokusu kullanildi. Phosphate buffered
saline ve distile sudan gegirilen dokular uygun kapatma soliisyonu ile kapatildi.
Hazirlanan preparatlar arastirma mikroskobunda (Olympus BH-2) incelenerek

degerlendirildi ve fotograflandi.

Immunohistokimyasal boyanmanin degerlendirilmesinde boyanmanin siddeti
esas alindi. Sitoplazmik immun boyanmanin siddeti 0’dan +3’e kadar sayi ile

semi-kantitatif olarak skorlandi (Tablo 6).

Tablo 6. Immunohistokimyasal boyanma yogunlugunun derecesi

Derece Anlami
0 Yok
+1 Hafif
+2 Orta
+3 Siddetli

2.7. istatistiksel Analiz
Elde edilen veriler ortalama * standart hata olarak belirlendi. Elde edilen
verilerin istatistiksel anlamlilik diizeyleri student T *‘ paired >’ ve one-way ANOVA

testi ile belirlendi. P < 0.05 degerler istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.
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3. BULGULAR

3.1. Klinik ve Biyokimyasal Bulgular

Kontrol grubunun baglangi¢ ve final agirliklar: arasinda anlamli artis gézlendi
(p<0.05). DM, DM+EN (Enalapril) ve DM+LS (Losartan) gruplar1 arasinda ise
baslangi¢c ve final agirliklar arasinda anlamli azalma oldugu bulunmustur (her biri
icin p<0.05). Kontrol grubuna gére DM (p<0.05), DM+EN (p<0.05) ve DM+LS
(p<0.05) gruplarinin agirliklan karsilastirildiginda final agirliklar arasinda anlamh
fark bulunmustur.

DM, DM+EN ve DM+LS gruplan arasinda baglangi¢ ve final kan sekeri
degerleri arasinda anlamli artis oldugu bulunmustur (her biri i¢in p<0.05). Kontrol
grubuna gore; DM (p<0.05), DM+EN (p<0.05) ve DM+LS (p<0.05) gruplarinin kan
sekeri Olciim degerleri karsilastirildiginda, final kan sekeri 6lgiim degerleri arasinda
anlamli artis oldugu bulunmustur. Tim bu parametreler asagidaki tabloda
gosterilmistir (Tablo 7).

Tablo 7. STZ ile deneysel DM olustugu andaki baslangic ve 4 hafta sonraki final

agirlik ve kan sekeri ol¢iim degerleri

Baslangic Final Baslangig . Final .
Agirhik (gr) Agrhik (gr) Kan sekeri Kan sekeri
8 8 8 &Y (mg/dl) (mg/dl)
Kontrol 2146 £7,14  2514+759% 933,07 102 +2.35
DM 217 + 8,32 191,8 +4,63%® 311,6+16,06 384,8+1238%
DM+EN 207,2 + 8,36 188,6 £9,42%® 3132 +12,87 340+927®
DM+LS 213,4 + 6,75 195+6,63®  310,4+7,03 341,6 +£ 12,06 ®

Veriler Ortalama +Standart Hata (SH) olarak ifade edilmistir. P<0,05 anlamli kabul edildi. *, grup i¢i
ilk degere gore; °, ayni zaman noktasinda kontrol grubuna gére; €, ayn1 zaman noktasinda DM grubuna

gore istatistiksel anlamlilik vardir

3.2 Histolojik Bulgular

Grup 1 - Bobrek dokularinda, glomeriil ve tiibiil yapilart normal olarak
izlendi (Sekil 1, 2).

Grup 2 - Bazi glomeriillerde Bowman mesafesinde daralma, mezangial
matriks artig1 ve tiibiiler dilatasyon vardi (Sekil 3). Ayrica tiibiil epitellerinin firgamsi

kenarlarinda ayrilma ve bozulmalar, tiibiil bazal membranlarinda kalinlagma,
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glukojenik vakuolizasyonu gosteren seffaf goriiniimlii tiibiiller (Armanni-Ebstein
lezyonlari) ve tiibiil limenine dokiilmeler dikkati cekti (Sekil 4).

Grup 3 - Glomeriillerde Bowman mesafesinde daralma gozlenmedi. Ancak,
mezangial matriks artis1 izlendi. Tiibiiler dilatasyonlar ise Grup 2’ye gore daha az
belirgindi (Sekil 5). Tiibiil epitellerinin fircams1 kenarlart Grup 2 ile
karsilastirlldiginda daha iyi goriiniimde olup, tiibiil epitellerinin fircamsi
kenarlarindaki ayrilma ve bozulmalar daha az belirgindi. Grup 3’de glukojenik
vakuolizasyonlar daha az yogunlukta olup, tiibiil bazal membranlarinda kalinlagma
oldugu gozlendi (Sekil 6).

Grup 4 - Grup 3’dekine benzer sekilde glomeriillerde Bowman mesafesinde
daralma gozlenmedi, mezangial matriks artmisti ve tiibiiler dilatasyonlar ise
Grup 2’ye gore daha az belirgindi (Sekil 7). Grup 2’ye gore tiibiil epitellerinin
fircams1 kenarlarinda daha az ayrilma ve bozulmalar izlendi. Glukojenik
vakuolizasyonlar daha az yogunlukta olup, tiibiil bazal membranlarinda kalinlagsma

oldugu gozlendi (Sekil 8).
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Sekil 1. Grup 1’de Normal bobrek histolojisi. Glomeriil (—), Bowman mesafesi (B), tiibiil
(*). PAS X 4.

Sekil 2. Grup 1’de normal yapida proksimal (PT) ve distal (DT) tiibiiller. Normal goriiniimlii
tiibiil epiteli fircamsi kenarlar1 (—) ve tiibiil bazal membran (). PAS X 20.
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Sekil 3. Grup 2’de glomeriillerde mezangial matriks artist (M), Bowman mesafesinde
daralma (—)., tiibiiler dilatasyonlar (*). PAS X 4.

Sekil 4. Grup 2’de tiibiil epitellerinin fircamsi kenarlarinda ayrilma ve bozulmalar (*), tiibiil
bazal membranlarinda kalinlasma (—), glukojenik vakuolizasyonu gosteren seffaf
goriiniimlii tibiiller ( 2 tiibiil liimenine dokiilmeler (<) . PAS X 20.
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Sekil 5. Grup 3’de Bowman mesafesi (—), Glomeriillerde mezangial matriks artig1 (M),
tiibiiler dilatasyonlar (*). PAS X 4.

Sekil 6. Grup 3’de tiibiil epitellerinin fircamsi kenarlarinda ayrilma ve bozulmalar (*), tiibiil
bazal membranlarinda kalinlasma (—), glukojenik vakuolizasyonu gosteren seffaf
goriiniimlii tibtiller ( JPp PAS X 20.
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Glomeriillerde mezangial matriks artig1 (M),

>

de Bowman mesafesi (—)

tiibiiler dilatasyonlar (*). PAS X 4.

Sekil 7. Grup 4

Sekil 8. Grup 4’de tiibiil epitellerinin fircamsi kenarlarinda ayrilma ve bozulmalar (*),

tiibiil bazal membranlarinda kalinlagsma (—), glukojenik vakuolizasyonu gdsteren

seffaf goriiniimlil tiibiiller ( ,). PAS X 20.
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3.3. Iimmunohistokimyasal Bulgular

Grup 1’e ait kesitlerde bobrek korteksinde pozitif boyanma belirgin olarak
distal tiibiillerde izlendi (Sekil 9). Aym sekilde bobrek medullasinda da ghrelin
immunreaktivitesi distal tiibiil kesitlerinde gozlendi (Sekil 10). Distal tiibiillerdeki
ghrelin immunreaktivitesi orta siddette (++) bulundu (Sekil 9, 10). Glomeriiller ve
proksimal tiibiilde ghrelin immunreaktivitesi gézlenmedi (Sekil 9, 10).

Grup 2’de ise bobrekte ghrelin immunreaktivitesi acisindan 6nemli
farkliliklar saptandi. Bu grupta bobrek korteksinde distal tiibiillerde siddetli (+++)
ghrelin immunreaktivitesi izlendi (Sekil 11). Aymi sekilde bu grupta bobrek
medullasinda ve distal tiibiillerde siddetli (+++) ghrelin immunreaktivitesi izlendi
(Sekil 12). Bu grupta glomeriiller ve proksimal tiibiilde ise ghrelin immunreaktivitesi
gozlenmedi (Sekil 11, 12).

Grup 3’de ve Grup 4’de, bobrek korteks ve medullasinda ghrelin
immunreaktivitesi kontrol grubundakine benzer bir goriiniimdeydi (Sekil 13, 14, 15,
16). Aym sekilde, distal tiibiillerde orta siddette (++) ghrelin immunreaktivitesi
izlenirken, glomeriiller ve proksimal tiibiilde ghrelin immunreaktivitesi gozlenmedi
(Sekil 13, 14, 15, 16). Negatif kontrolde yapilan boyamalarda bobrek dokusunda
herhangi bir immunreaktivite goézlenmedi (Sekil 17). Pozitif kontrolde ise mide

dokusunda ghrelin immunreaktif hiicreler belirlendi (Sekil 18).
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Sekil 9. Grup 1’de bobrek korteksinde distal tiibiillerde (DT) (++) ghrelin
immunreaktivitesi. Glomeriil (G), Proksimal tiibiil (PT), Immunreaktif alan (—)X 20.

.n- P
Sekil 10. Grup 1’de bobrek medullasinda (++) ghrelin immunreaktivitesi.
Distal tiibiil (DT) X 20.
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Sekil 11. Grup 2’de bobrek korteksinde distal yiibiillerde (DT) (+++) ghrelin
immunreaktivitesi. Glomeriil (G), Proksimal tiibiil (PT), Immunreaktif alan (—) X 10.

Sekil 12: Grup 2’de bobrek medullasinda (+++) ghrelin immunreaktivitesi.
Distal tiibiil (DT) X 20.
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Sekil 13. Grup 3’de bobrek korteksinde distal tiibillerde (DT) (++) ghrelin
immunreaktivitesi. Glomeriil (G), Proksimal tiibiil (PT), Immunreaktif alan (—) X 20.

Sekil 14. Grup 3’de bobrek medullasinda (++) ghrelin immunreaktivitesi.
Distal tiibiil (DT) X 20.
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Sekil 15. Grup 4’de bobrek korteksinde distal tiibillerde (DT) (++) ghrelin
immunreaktivitesi. Glomeriil (G), Proksimal tiibiil (PT), Immunreaktif alan (—) X 20.

Sekil 16. Grup 4’de bobrek medullasinda (++) ghrelin immunreaktivitesi.
Distal tiibiil (DT) X 20.
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Sekil 17. Negatif kontrol bobrek dokusu X 40.

Sekil 18. Pozitif kontrol. Midede ghrelin immunreaktif hiicreler (—). X 10.
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4. TARTISMA

Bu calismada deneysel diabet modeli, pankreas beta hiicrelerine toksik etkili
bir antibiyotik olan ve Streptomyces achromogenes tarafindan iiretilen STZ ile
olusturulmustur (112).

Diabetin basta gelen hedef organlarindan bir tanesi de bobreklerdir.
Bobrek yetmezligi, diabete bagli 6liim nedenleri arasinda miyokard enfarktiisiinden
sonra ikinci sirada yer almaktadir (113). Etyolojisi ve patogenezi heniiz tam
aydmlatilamamis olan diabetik nefropati, son donem bobrek yetersizliginin 6nemli
bir sebebidir ve nefropati siklig1 diabet siiresinin uzamasiyla artmaktadir (15, 114).
Tip 1 ve Tip 2 diabette gozlenen bobrek degisiklikleri arasinda belirgin bir fark
yoktur, fakat her iki diabet tipinde de diabetik nefropatide glomeriiler ve interstisyel

lezyonlarin gelismesi ortak ozelliktir (115, 116).

Klinik bulgularin ve deneysel calismalarin ¢ogu, diabetik komplikasyonlarin
metabolik bozukluklar, 6zellikle de hiperglisemi sonucu oldugunu isaret etmektedir.
Hiperglisemi ile uzun siireli diabetin komplikasyonlar arasinda baglanti kuran bircok
mekanizma lizerinde calisilmistir. Calismalar sonucunda, hiperglisemi kontrolii ile
diabetin komplikasyonlarinin gelismesinin geciktirilebildigi saptanmistir (113).
Devamli hiperglisemiyle seyreden durumlar, bobreklerde kalic1 ve giderek yasamsal
tehlike olusturan yapisal degisikliklere yol agmaktadir. Hiperglisemi nefropatinin
baslamasi icin olmazsa olmaz bir faktor degildir. Nefropati gelisecekse, o zaman
hiperglisemiyi, bu patolojiyi siddetlendiren bir faktor olarak degerlendirmek daha
uygundur (15). STZ ile deneysel diabet olusturulmus sicanlarda, insiilin ile
hiperglisemi kontrolii saglandiginda, glomeriil bazal membran kalinlagsmasi ve
mezangial matriks artis1 gibi diabetik nefropati bulgularinin  6nlenebildigi

gosterilmistir (117, 118).

Diabetik nefropati, bobregin biitiin  bolimlerini kapsayan yapisal
degisiklikleri igerir, fakat en karekteristik degisiklikler glomeriillerde saptanmistir
(119). Glomeriiler lezyonlarin en 6nemlileri, kapiller bazal membran kalinlagsmalari,
diffiiz glomeriiloskleroz ve nodiiler glomeriilosklerozdur. Diffiiz glomeriiloskleroz,
mezangial hiicre proliferasyonu ve beraberinde mezangial matrikste diffiiz artig
olarak gruplanabilir ve her zaman bazal membran kalinlagmasi ile iligkili olan

durumlardir (113). Bu calismada da, diabetik grupta glomeriillerde Bowman
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mesafesinde daralma, diffiiz mezangiyal matriks artist ve tiibiiler dilatasyon
gozlemlenmistir. Ayrica, tiibiil epitellerinin firgcams1 kenarlarinda ayrisma ve
bozulmalar, tiibiil bazal membranlarinda kalinlagmalar, glukojenik vokualizasyonu
gosteren seffaf goriiniimlii tiibiiller (Armanni-Ebstein lezyonlar1) ve tiibiil liimenine

dokiilmeler dikkat ¢cekmistir.

Diabetik nefropatinin erken déneminde; glomeriil ve tiibiillerde hipertrofi,
tiibiiler vakuolizasyon, glomeriill ve tiibiill bazal membranlarinda kalinlagma,
glomeriillerde mezangial matriks ve hiicre artisi gibi histopatolojik degisiklikler
gosterdigi yapilan calismalarda kanitlanmistir (120-122). Bizim c¢aligmamizda da,
151k mikroskobu diizeyinde PAS (+) mezangial matrikste artis, tiibiiler vakuolizasyon
ve tiibiil bazal membranlarinda kalinlasma gozlenmesi literatiir bilgileri ile uyumlu
bulunmustur (123). Ayrica, kontrol grubu ile karsilastirdigimizda, diabetik olan
grupta Armanni-Ebstein lezyonlarinin da belirgin bir sekilde arttifi gozlenmistir.
Kontrol altina alinamayan glukoziirili hastalarda, tiibiiler epitelde glukozun reabsorbe
edilerek glukojen olarak depolandigi  bilinmektedir (113). Gliniimiizde
Armanni-Ebstein lezyonlarinin bir hastalik belirtisi olmaktan cok, tiibiiler sivida
yiikksek yogunluktaki glukozun geri emilimi sonucu glukojen birikiminin bir isareti

oldugu saptanmistir (15).

Oksidatif stres; viicuttaki oksidanlar ve antioksidanlar arasindaki dengenin
oksidanlar lehine degismesiyle olusan cesitli molekiiler degisikliklerin ifadesidir
(124, 125). Oksidatif stresin Ozellikle yaslanma, diabet, tiremi, kardiyovaskiiler
hastaliklar, malniitrisyon ve kanser gibi durumlarda 6nemi ortaya konmustur (126).
Son donem bobrek yetmezliginde (SDBY) pro-oksidanlar ile anti-oksidanlar
arasindaki denge artmig oksidatif stres yoniine kaymistir. SDBY hastalari bobrek
hastaliginin kendisinin yaninda diyaliz islemi, diyaliz tedavisi sirasinda kullanilan
diyaliz sivisi, diyaliz membrani, immun sistem aktivatorleri ve diger farmakolojik
tedaviler nedeniyle yogun oksidatif stress yiikii altindadirlar. Bu nedenle son
zamanlarda SDBY hastalarinda oksidatif stres ve antioksidanlarla ilgili ¢alismalar
ilgi ceken konularin basinda gelmektedir (127).

Oksidatif stresin ve inflamasyonun SDBY’de en ©nemli morbidite ve
mortalite nedeni olan kardiyovaskiiler hastaliklarin patogenezinde de yer aldig1 goz
oniine alindiginda gelistirilecek antioksidan ve antiinflamatuar tedavilerin bu

hastalardaki onemi bir kez daha ortaya cikmaktadir. KBH’da en fazla kullanilan
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anjiotensin doniistiiriicii enzim inhibitorleri (ACEI) ve anjiotensin reseptor
blokerlerinin (ARB) oksidatif stres iizerine olan etkileri bircok calismaya konu
olmustur. Farmakolojik tedavinin en 6nemli ve vazgecilmez Ogelerinden olan bu
ilaglarin oksidatif stres iizerine olan etkilerini birebir karsilastiran ¢alismalarin sayisi
ise siirhidir. Cesitli calismalarda, ACEI ve ARB’lerin gerek sistemik ve gerekse
sadece bobrekte olsun, NADPH oksidaz inhibisyonu ile (128-131) siiperoksit
diizeyini diisiirerek (132) okside LDL diizeyinde (133) ve ileri glikolizasyon son
tiriinlerinde (AGE) azalma yaparak oksidatif yiikii azalttiklar1 gosterilmistir (134).
Onozato ve ark. (131), diabetik nefropatili ratlarda yaptiklar1 caligmada
ACEl’lerinin renal NADPH oksidazi inhibe ettigini ve proteiniiriyi azalttigini

gostermislerdir.

Biiyiimeyi hizlandirmas1 ve proliferatif etkileri yaninda, diabetik bobrek
hastaliginin olusumundaki fonksiyonel ve yapisal degisimlere katkilar1 nedeniyle
diabetik nefropati patogenezinde biiyiime faktorleri de ¢ok Onemli bir yer tutarlar.
Diabetik nefropatide rol alan baglica biiylime faktorleri; BH, IGF-1, vaskiiler
endotelyal biiylime faktorii, transforming biiylime faktorii, epidermal biiylime faktorii
ve platelet kokenli biiylime faktoriidiir. Bunlardan BH/IGF sistemini olusturan
molekiiller; dolagimda, ekstraselliler mesafede ve ¢ogu dokuda bulunmaktadir.
Biiyiime ile ilgili onemli gorevler listlenmektedirler (15). Arastirmalar bu sistemin

diabetik nefropatide 6nemli rol oynayabilecegini gostermektedir (135).

BH, diabetik mikroanjiyopatinin olusumunda rol almaktadir. Ayrica, BH ve
IGF’nin diabetik nefropatide patojenik bir rol oynayabilecegi diisiiniilmektedir
(136, 137). Tip 1 diabet modeli olusturulmus nonobez diabetik farelerde ve STZ ile
diabet olusturulmus sicanlarda, serumda oldukga belirgin bir sekilde BH artis1 oldugu
gosterilmistir (110, 138).

BH reseptor antagonistleri ile nonobez diabetik ve STZ ile diabet
olusturulmus farelerde, renal ve glomeriiler hipertrofi ve albiiminiirinin dnlenebildigi
gosterilmistir (138, 139).

Masaoka ve ark. da (110) calismamizdakine benzer bir sekilde Wistar
sicanlarda STZ ile diabet olusturmuslardir. Serum insiilin ve IGF-1 diizeylerinde
anlamli bir azalma gozlenirken, serum BH, serum total ve aktif ghrelin seviyelerinde
ise bariz bir artis saptamiglardir. Artmis plazma ghrelin konsantrasyonundan,

midedeki ghrelin immunreaktif hiicreleri sorumlu tutmalarina ragmen, diabette mide
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disinda bir organda da ghrelin sentezinin artmig olabilecegi ihtimalini de
belirtmektedirler (110).

Bilateral nefrektomi ve kismi nefrektomi uygulanmis farelerde, plazma total
ghrelin diizeyinin arttifi bulunmus, fakat nefrektomi Oncesinde midede ghrelin
mRNA diizeyleri ve ghrelin iceriginde artis gézlenmemistir. Bu nedenle, bu artis
ghrelinin renal klirensinde ve yikilmasindaki azalmayla iligkili olabilir (101).

Mori ve ark. (70), ilk kez gastrointestinal sistem ve beyin disinda fare
bobreginde preproghrelin gen ekspresyonunu gostererek, bobrekte ghrelinin lokal
olarak iiretilebildigini ve ayrica ghrelinin bu organda endokrin ve/veya parakrin
rollere sahip olabilecegi diisiiniilmektedir. Kuloglu ve ark. (35) yaptiklar1 calismada,
deneysel diabetik sicanlarin bobrek dokularinda distal tiibiiliislerde diabetin siiresiyle
orantili olarak ghrelin immunreaktivitesinin arttigin1 géstermislerdir.

Ghrelin, distal tiibiil epitelinden ve kandan filtre edilmektedir. [drarla aktif
olarak sekrete edilmektedir. idrarda dolasimdakinden daha fazla ghrelin bulundugu
saptanmistir (101).

Yapilan bir klinik calismada, son donem bobrek hastalarinda hemodiyaliz
oncesi serum ghrelin diizeyinin arttigi1, hemodiyaliz sonrasi ise azaldig gosterilmistir
(36).

Tim bu bilgiler gézoniine alindiginda, diabette ghrelin dinamiklerinde
meydana gelen degisikliklerin sonucu olarak, bobreklerden de ghrelin sentezinin
artabilecegi ve bunun diabet fizyopatolojisinde etkili olabilecegi akilda tutulmalidir.
Zaten diabet’in karekteristik 6zelligi olan hiperfajinin de yiiksek ghrelin seviyesinden
kaynaklanabilecegi diisiiniilmiis ve ghrelin reseptor antagonisti verilerek kismen
geriledigi saptanmistir (111).

Calismamizda, cesitli oksidasyon yolaklarinda inhibisyona neden olan ve
proteiniiriyi azaltarak renal koruma saglayan enalapril ve losartan’in STZ ile
deneysel diabet olusturulmus sicanlara verilerek ghrelin  immunreaktivitesi
gozlemlenmistir (128-131). Enalapril ve losartan verilen her iki grupta da bobrek
korteks ve medullasinda ghrelin immunreaktivitesi kontrollerdeki gibi orta siddette
(++) saptanmistir. Ayn1 sekilde distal tiibiillerde de orta siddette (++) ghrelin
immunreaktivitesi izlenmistir. Diabetik grupta ise bobrek korteksinde, medullada ve

distal tiibiillerde siddetli (+++) ghrelin immunreaktivitesi izlendi.
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Enalapril, reaktif oksijen sistemine etki ederek serbest radikalleri
azaltmaktadir. Benzer sekilde ghrelin de serbest radikalleri ortadan kaldirdigindan
serbest radikal diizeylerini azaltabilir (140). Kiigiiksu (140) yaptigi calismada,
ghrelin ve enalaprilin benzer yolaklardan oksidatif stresi ortadan kaldirdiklar igin,
enalapril kullanimimin ghrelinin sagladigi dengeleyici mekanizmay1 bloke ederek
ghrelin diizeyini azalttigini ileri siirmiistiir. Biz de bu ¢alismamizda, enalapril ve
losartan molekiillerinin aym1 sekilde ghrelin ile etkilesiminin olabilecegini
diisiinmekteyiz. Boylelikle diabette enalapril ve losartan kullaniminin distal tiibiil
ghrelin ekspresyonunu kontrol grubundakine benzer sekilde etkileyebilecegi
kanaatindeyiz.

Bu calismanin sonucunda enalapril ve losartan uygulanmasinin diabetik
sicanlarin bobrek dokusunda ghrelin ekspresyonu iizerinde etkili oldugu ve bu

konuda daha genis kapsamli calismalarin yapilmasi gerektigine inanmaktayiz.
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