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OZET

Diyabetik nefropati, son donem bobrek hastaliginin en 6nemli nedenidir ve
diyabete bagli 6lim nedenlerinde ilk siralarda yer almaktadir. Matriks
metalloproteinazlar (MMP) ekstraselliiler matriksin par¢alanmasi ve doniisiimiinde
rol oynamaktadir. Bu ¢alismada deneysel diyabetik sigan bobrek dokusunda MMP 9
ve apoptozis lizerine vitamin D’ nin etkilerinin incelenmesi amaglanmustir.

Calismamizda erigskin Wistar albino erkek sicanlar kullanildi. Deney
hayvanlart her grupta 7 hayvan olmak iizere 5 esit gruba ayrildi. Kontrol grubuna 8
hafta boyunca herhangi bir islem yapilmadi. Tampon grubuna tek doz fosfat-sitrat
tamponu intraperitoneal (i.p) olarak, Vitamin D grubuna ise vitamin D 50 IU/giin
oral yolla damlalik araciligiyla verildi. Diyabet grubuna 50 mg/kg tek doz
Streptozotosin (STZ) fosfat-sitrat tamponunda ¢ozdiriilerek i.p olarak uygulandi.
Diyabet+Vitamin D grubuna ise 50 mg/kg tek doz STZ i.p olarak verilmesinden
sonra diyabetin olusumunu takiben vitamin D 50 IU/giin oral olarak verildi.

Deney sonunda sicanlar dekapite edilip bobrek dokular1 ¢ikartildi. Rutin
histolojik takipler yapilarak parafin bloklara gomiildii. Parafin bloklardan alinan
kesitlere MMP 9 i¢in immiinohistokimyasal, apoptozis icin TUNEL boyama yapildi.
Biyokimyasal total antioxydant status (TAS) ve total oxydant status (TOS) ¢alisma
icin drnekler -80 C%’de saklandi.

Apoptozis, TAS, TOS, MMP 9 degerleri Kontrol, Tampon ve Vitamin D
gruplarinda benzerdi. Kontrol grubuyla kiyaslandiginda Diyabet grubunda TOS,
apoptozis ve MMP 9 degerleri artmis izlenirken TAS degerleri azalmis olarak
izlendi. Diyabet grubu ile kiyaslandiginda ise Diyabet + Vitamin D grubunda TOS,
apoptozis ve MMP 9 degerleri azalmis gbzlenirken TAS degerleri artmist1.

Sonug olarak; diyabetik nefropati patogenezinde oksidatif stres ile MMP 9
arasinda iliskinin aydinlatilabilmesi i¢in gelecekte farkli yapilacak calismalara
ihtiya¢ oldugu ve diyabetin komplikasyonlarin1 6nlemek amaciyla vitamin D ile
iligkili tedavi yaklagimlarinin denenebilecegi kanaatine varilmaistir.

Anahtar kelimeler: Matriks metalloproteinaz-9, D vitamini, diabetes mellitus,

apoptozis.



ABSTRACT

THE EFFECTS OF VITAMIN D ON MATRIX METALLOPROTEINASE 9
AND APOPTOSIS ON EXPERIMENTAL RAT KIDNEY TISSUE
Diabetic nephropathy is the most important reason of the end stage kidney

disease and it has a major place about the cause of death related to diabetes. Matrix
metalloproteinases (MMP) plays a role on disintegration and transformation of
extracellular matrix. In this study, it was intended to examine the effects of vitamin
D on matrix metalloproteinase 9 and apoptosis on experimental rat kidney tissue.

Our study was made with Male Wistar albino rats. They are divided to 5
equal groups which contains 7 members. Any process was made to Control group
during 8 weeks. It were given to Buffer group that one dose of phosphate-cytrate
buffer intraperitoneally (i.p) and also 50 IU/day vitamin D orally with dropper to
Vitamin D group. One dose of 50 mg/kg streptozotocin (STZ) which was dissolved
at phosphate-cytrate buffer was given i.p to Diabetes group. Also to the
Diabetes+Vitamin D group, after it was given one dose of 50 mg/kg STZ i.p and the
next the diabetes develops; 50 1U/day vitamin D was given orally.

Rats were sacrified, kidneys were removed at the end of the study. Tissues
was burried into paraffin blocks and routine histological follow up was made.
Immunhistochemical tests for MMP 9, TUNEL tests for apopitosis was made to the
section of paraffin blocks. Samples were stored at -80 C° for biochemical tests total
antioxydant status (TAS) and total oxydant status (TOS).

Apoptosis, TAS, TOS, MMP 9 results for the group of Control, Buffer and
Vitamin D were the same. When compared with the Control group; TOS, apoptozis
and MMP 9 values were seemed increased on Diabetes group althought TAS values
were decreased. Comparing with Diabetes group; TOS, apoptosis and MMP 9 values
of Diabetes+Vitamin D group were decreased and TAS valuse were increased.

In conclusion, our data revealed that it was needed to make further studies to
understand the correlation between oxydative stres and MMP 9 on diabetic
nephropathy pathogenesis and it can be tested which vitamin D related therapies to
prevent the complication of diabetes.

Key words: Matriks metalloproteinaz-9, vitamin D, diabetes mellitus, apoptosis
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1. GIRIS

1.1. Diabetes Mellitus

1.1.1. Tamm

Diabetes Mellitus (DM), insiilin sekresyonu, insiilinin etkisi veya her
ikisindeki bozukluklardan meydana gelen, 6zellikle hiperglisemi ile karakterize
karbonhidrat, lipid ve protein metabolizmasi bozukluklart ve hizlanmis
aterosklerozla birlikte mikrovaskiiler ve makrovaskiiler komplikasyonlarla seyreden
kronik, metabolik bir hastaliktir (1).

Diabetes Mellitus klinik olarak polidipsi, poliiiri, polifaji ve kilo kayb1 gibi
Klinik belirtiler ile meydana gelir. Agir formlarinda tedavi edilmediginde stupor,
koma, hatta Olime neden olan ketoasidosis ya da nonketotik hiperosmolar
hiperglisemi gibi belirtiler gosterir. Cogu zaman semptomlar agir degildir, bazen
higbir semptom da olmayabilir. Patolojik degisikliklere neden olan hiperglisemi, DM
tanis1 konulmadan uzun siire once mevcut olabilir. Kimi zaman da retinopati,
noropati, nefropati gibi komplikasyonlari ile karsimiza ¢ikar (1-3).

Bazi durumlarda diyabet, Gestasyonel Diabetes Mellitus (GDM) veya
gebelikte olusan glukoz intoleranst gibi Orneklerde oldugu gibi kolaylikla
anlagilabilir. Baz1 kisilerde diyabet gelisme olasiligi glukoz tolerans anomalilerinden

once de belirtilebilir (4).

1.1.2. Epidemiyoloji

Son 20 yildir tiim diinyada DM prevalansi asir1 derecede artmistir (5). DM
birgok iilkede 6liime sebep olan ilk 5 hastalik icerisinde bulunmaktadir. Ustelik
DM’ye 6liim raporlart icerisinde yer verilemediginden ve mortaliteye etkisi oldugu
diistintildiiglinden daha az hesaplanmaktadir. 2000 yilinda yapilan bir analizde
diinyada 141.9 milyon Tip 2 DM’li hasta oldugu belirtilmistir ki, bu rakam eriskin
diinya niifusunun %3.8’ine denk gelmektedir. Uluslararas1 Diyabet Federasyonu
tarafindan 2025 yili icin DM’li hasta sayist tahmini olarak 334 milyondur.
Populasyonlardaki biiylime, sagliksiz beslenme, obezite ve fiziksel inaktivite
prevalanslarinda artislar, yaslanma ve kentlesme sebebiyle diyabetli hasta sayis1 da

giin gegtikce artmaktadir (6).



Tiirkiye’de Diyabet sikligin1 taramak i¢in Tiirkiye Diyabet Epidemiyoloji
Calismas1 (TURDEP) yapilmaktadir. Bu ¢alisma sonuglarina gore lilkemizde diyabet
siklig1 %7,2 olarak bulunmustur. Bunun %30’unu tarama esnasinda yeni tani alan
diyabet hastalar1 olusturmustur. Bu rakamlar iilkemizde de DM’nin yaygin oldugunu
gostermistir. Ayni ¢aligmada obezite sikligt %25 olarak belirtilmistir. Bu bilgiler
DM’ nin artan bir halk saglig1 sorunu oldugunu gostermektedir (7).

1.1.3. Tam
Diyabet ve glukoz metabolizmasinin diger bozukluklar1 igin giincel tani

kriterleri Tablo 1°de goriilmektedir.

Tablo 1. Diyabet ve Glukoz Metabolizmasinin Diger Bozukluklar i¢in Giincel
Tam Kriterleri (8)

DM Riski
1
Asikar DM izole IFG** izole IGT IFG + IGT Yiksek
APG
(28 st aclikta) 2126 mag/dl 100-125 mg/dl | <100 mg/dl 100-125 mg/dl =
?7?: ;:;:3 2200 mg/dl <140 mg/dl | 140-199 mag/dl | 140-199 mg/dl -
=200 mg/dl + Diyabet
Rastgele PG semptomlar) =
RO 2%6.5 = - = %5.7-6.4
{248 mmol/mol] [39-46 mmol/mol)

*Glisemi venoz plazmada glukoz oksidaz yontemi ile “mg/dl” olarak olcilur. “Asikar OM " tamisi icin dért tani kriterinden herhangi
birisi yeterli iken “Izole IFG®, “lzole IGT" ve “IFG + IGT " icin her iki kriterin bulunmasi sarttir. **2004 yilt WHONDF Raporunda
normal APG kesim noktasinin 110 mg/dlve IFG 110-125 mg/dl olarak korunmas: benimsenmistir. ***)Standardize metotlaria
plculmelidir.

OM: Diabetes mellitus, APG: Aclik plazma glukozu, 2.st PG: 2. saat plazma glukozu, OGTT: Oral glukoz tolerans testi, A1C: Glikozil-
lenmis hemoglobin A, , IFG: Bozulmus aclik glukozu limpaired fasting glucose], IGT: Bozulmus glukoz tolerans: [impaired glucose
tolerance), WHO: Dinya Sadlik Orgitd, IDF: Uluslararas: Diyabet Federasyonu.

Buna gore diyabet tanis1 dort yontemden herhangi birisi ile konulabilir. Cok
agir diyabet semptomlarinin bulunmadigi durumlar disinda, taninin daha sonraki bir
giin, tercihen ayni (veya farkli bir) yontemle dogrulanmasi gerekir. Eger baslangicta
iki farkli test yapilmis ve test sonuclari uyumsuz ise sonucu esik degerin iistiinde
cikan test tekrarlanmali ve sonug yine diyagnostik ise diyabet tanisi konulmalidir.
Tan1 i¢in 75 gram glukoz ile standart Oral Glukoz Tolerans Testi (OGTT) yapilmasi,
Aclik Plazma Glukozu’na (APG) gore daha sensitif ve spesifik olmakla birlikte, bu
testin aym: kiside glinden giine degiskenliginin yiiksek, emek yogun ve maliyetli
olmast rutin kullanimimi giiglestirmektedir. Diger taraftan, APG’nin daha kolay
uygulanabilmesi ve ucuz olmasi klinik pratikte kullanimin1 artirmaktadir.
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Hastaligin asikar klinik baslangici nedeniyle tip 1 diyabet tanisi i¢in ¢ogu kez
OGTT yapilmas1 gerekmez. Tani kriterleri vendz plazmada glukoz oksidaz yontemi
ile yapilan Olgiimleri baz almaktadir. Klinikte veya hastalarin evde glisemi takibinde
kullandiklar1 tam kan, kapiller kan ve serum glisemi degerleri asagidaki formiillerde
gosterildigi gibi biraz daha disiiktiir (*). Bu formiillere dayanarak, son yillarda
kapiller tam kanda glukoz diizeyini 6lgen cihazlarin plazma glukoz (PG) diizeylerine
gore kalibre edilerek kullanilmasi benimsenmektedir.

Diinya Saglik Orgiitii’ne gore aclikta kapiller tam kanin glukoz diizeyi vendz
plazmadaki diizeye esittir, ancak toklukta kapiller kanda glukoz diizeyi
plazmadakinden yaklagik olarak %11 daha diisiik kabul edilmektedir. Hematokrite
(Hct) bagh olarak bu fark degisir, Het %55 olan bir kiside fark %15°e yiikselir, buna
karsilik Hcet %30 olan bir kiside fark %8’e iner. Giinliik pratikte OGTT yapilan bazi
kisilerde aglik ve 2. saat glukoz normal (ya da IFG/IGT araliklarinda) bulunmasina
ragmen 1. saat PG diizeyinin 200 mg/dl’nin iizerinde oldugu goriilmektedir. Bu
vakalarin tipki asikar diyabet gibi takip edilmesi olduk¢a yaygin kabul goren bir
yaklagimdir. Tani testi olarak hemoglobin Alc (HbAlc:AlC) standardizasyonundaki
sorunlar ve tani esigindeki belirsizlik nedeniyle glikozillenmis hemoglobin Alc
(HbATlc: A1C)’nin diyabet tan1 aract olarak kullanilmasi uzun yillar 6nerilmemistir.

Son yillarda tiim diinyada standardizasyonu yoniindeki ¢abalar ve prognostik
onemine dair kanitlarin artmasi sonucunda A1C’nin de diyabet tani testi olarak
kullanilabilecegi giindeme gelmistir. Amerika Birlesik Devletleri’nde tiim
laboratuvarlarin kullandiklar1t A1C 6l¢iim yontemlerinin ’Ulusal Glikohemoglobin
Standardizasyon Programi’ (NGSP: National Glycohemoglobin Standardization
Program) tarafindan sertifikalandirilmasi ve sonuglarin DCCT (Diabetes Control and
Complications Trial) ¢alismasinda kullanilan ve altin standart olarak kabul edilen
HPLC (yiiksek performansh likid kromatografi) yontemine gore kalibre edilmesi sart
kosulmaktadir.

IPlazma glukoz [mg/dl) = 0.558 + [20.254 X tam kan glukoz {mg/dl} / 18]
Plazma glukoz (mg/dl] = 0.102 + [19.295 X kapiller kan glukoz {mg/dl| / 18]
Plazma glukoz [mg/dl] = -0.137 + [18.951 X serum glukoz [mg/dl) / 18]

3una gore vendz plazmada 126 ma/dl olarak dlcilen glukoz diizeyi tam kanda ~%11 (112 mg/dl), kapiller kanda ~%7
118 mg/dl], serumda ise ~%5 [120 mg/dl} daha disik dlcilir.



Uluslararas1 Klinik Kimyacilar ve Laboratuvar Tibbi Federasyonu (IFCC:
International Federation of Clinical Chemistry and Laboratory Medicine) ile birlikte
Amerikan Diyabet Cemiyeti (ADA), Avrupa Diyabet Calisma Birligi (EASD) ve
Uluslararas1 Diyabet Federasyonu (IDF) temsilcilerinin olusturdugu Uluslararasi
Diyabet Uzmanlar Komitesi, 2008 yilinda diyabet tanisi i¢in A1C kesim noktasini %
6.5 (48 mmol/mol) olarak belirlemistir. Baz1 uzmanlar A1C > % 6.5 (>48 mmol/mol)
ile birlikte, APG >126 mg/dl bulunan kisilere diyabet tanis1 konulmasini ve bu
yaklasimmm OGTT’ye alternatif olarak kullanilmasini onermektedir. Diinya Saglik
Orgiitii, 2011 yilinda yayimladig1 Konsiiltasyon Raporu’nda, giivenilir bir yontemin
kullanilmast ve uluslararasi referans degerlerine gore diizenli olarak standardize
edilmesi kosulu ile, A1C’nin tani testi olarak kullanilabilecegini dnermistir. Ulusal
(Turkiye Diyabet, Hipertansiyon, Obezite ve Endokrin Hastaliklar Prevalans
Calismasi: TURDEP-II) ve uluslararas1 toplumsal bazli calismalar, A1C’ye gore
diyabet tanisi alan kisilerin, APG veya OGTT ile tan1 alan kisilere gore, metabolik
acidan (kilo, bel g¢evresi, lipid ve kan basinci yoniinden) daha olumsuz durumda
olduklarin1 gostermektedir. TURDEP-II ¢aligmasinda, A1C’ye gore ’Diyabet Riski
Yiiksek’ (A1C: %5.7-6.4) kategorisinde tanimlanmis grubun metabolik risk profili,
’Kombine Glukoz Tolerans Bozuklugu’ (IFG + IGT) saptanmis grubun risk profiline
yakin Ol¢lide bozulmus bulunmustur. Bu durum goz 6niine alindiginda, testin tani
amagl kullanilmasimin, komplikasyonlara daha yatkin kisilerin taninmasinda ve
tedavi edilmesinde, ayrica komplikasyonlarin Onlenmesi veya geciktirilmesi
acisindan da yarar saglayacagi agiktir. Bu sebeple Saglik Bakanligi tarafindan
yapilacak diizenlemeler ile A1C’nin standardizasyon calismalarina hiz verilmesi

gerekmektedir (9).

1.1.4. Diabetes Mellitus Simiflamasi

Diyabet siniflandirilmasini tarihte ilk yapan kisi Sir Harold Percival (Harry)
Himsworth’dur. 1936 tarihinde Ocak aymnda Tip 1 ve Tip 2 diyabet olarak
adlandirilan hastaliklar arasindaki farklar1 ortaya koymustur (10). Bu yillardan sonra
yapilan farkli gruplarin birbirine yakin ¢ok sayida siiflamasi vardir.

2014 yilinda Amerikan Diyabet Akademisinin (ADA) yayimnladigi ayrintili

siiflama tablo 2°de verilmistir (11).



Tablo 2. Diyabetin Etyolojik Simflamasi (11)

L Tip 1 Diyabet
A immun aracih
B. Idiopatik
I, Tip 2 diyabet
111, Diger spesifik tipler
A. Beta hucrelerinde genetik defekt varl
1. Kromozom 12, HNF-la (MODY?3)
2. Kromozom 7, glucokinase (MODY2)
3. Kromozom 20, HNF-4a (MODY )
4. Kromozom 13, insulin promoter
5. Kromozom 17, HNF-1§§ (MODYS)
6. Kromozom 2, NeuroD1 (MODY6)
7. Mitokondriyal DNA
8. Digierleri
B. Insilin etkisinde genetik defekt varlig:
1. Tip A insulin direnci
2. Leprechaunism
3. Rabson-Mendenhall sendromu
4. Lipoatrofik diyabet
5. Digerlen
C. Ekzokrin Pankreas Hastaliklan
1. Pankreatit
2, Travma/pancreatektomi
3. Neoplazi
4. Kistik fibrozis
5. Hemokromatozis
6. Fibrokalkuloz pankreatopati
7. Digerlen:
D. Endokrinopatiler
1. Akromegali
2. Cushing sendromu
3. Glukagonoma
4. Feokromasitoma
5. Hipertiroidizm
6. Somatostatinoma
7. Aldostcronoma
8. Dierlent

E. llag veya kimyasal ile indiklenen
I. Vakor
2. Pentamidin
3. Nikotinik asit
4. Glukokortikoidler
5. Twroxd hormonlan
6. Diazoksit
7. p-adrenerjik agonistler
8. Tiazidler
9. Dilantin
10. a-Interferon
I'l. Digerleri

F. Enfeksiyonlar
1. Konjenital rubella
2. Sitomegalovirus
3. Digerlen

G. Immun aracili diyabetin yaygin
1. “Suff-man” sendromu
2. Anti=insulin reseptor
3. Digerlen

H. Diyabet ile iligkili diger genetik
1. Down sendromu
2. Khinefelter sendromu
3. Tumer sendromu
4. Wolfram sendromu
5. Friedreich ataksisi
6. Huntington koresi
7. Laurence-Moon-Bied!
8. Myotonik distrofi
9. Porfiriler
10. Prader-Willi
I'L. Digerlent

IV. Gestasyonel diabetes mellitus (GDM)



Diyabet 2015 yilinda yayinlanan ADA rehberi esas alinarak 4 genel
kategoride incelenir (12):

1 - Tip 1 diyabet (beta hiicre destriiksiyonuna bagli, mutlak insiilin yoklugu ile
giden)

2 - Tip 2 diyabet (insiilin rezistansinin eslik ettigi insiilin salinim defekti)

3 - Gestasyonel diyabet (gebeligin ikinci veya lgiincli trimestrinda tani koyulan
asikar olmayan diyabet)

4 - Diger sebeplere bagl spesifik diyabet tipleri (6r; monogenik diyabet, neonatal
diyabet, maturity onset diabetes-MODY, ekzokrin pankreas hastaliklari, ilag veya

kimyasal ile indiiklenmis diyabet- organ nakli veya AIDS tedavisi sirasinda)

Tani siirecinde diyabetin tipi ile ilgili bilgi sahibi olunabilir. Ancak yillar
icinde gelismelerin gosterdigi en Onemli nokta diyabet tiplerinin birbiri igine
girebildigi, tanisal olanaklarin artmasi ile siiflandirilmasinin da artabilecegidir.
Geleneksel olarak erigkinlik doneminde ortaya ¢ikan diyabet Tip 2 diyabet (T2D)
iken ¢ocukluk ¢aginda ortaya ¢ikan Tip 1 diyabet (T1D) olarak degerlendirilir ancak

tersi miimkiinken ikisinin ayn1 anda olmasi da miimkiindiir.

1.1.5. Diabetes Mellitus’un Komplikasyonlari

Diabetes mellitusun komplikasyonlar1 asagida akut ve kronik olarak

smiflandiriimistir (13).

A) Akut (Metabolik) Komplikasyonlar:
e Diyabetik ketoasidoz
e Hiperosmolor non-ketotik koma
e Laktik asidoz komasi
e Hipoglisemi komasi
B) Kronik (Dejeneratif) Komplikasyonlar:
1) Makrovaskiiler komplikasyonlar:
e Kardiyovaskiiler hastaliklar (Hipertansiyon, Koroner kalp hastaligi)

e Serebrovaskiiler hastaliklar
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e Periferik damar hastalig

2) Mikrovaskiiler Komplikasyonlar:
e Diyabetik nefropati
e Diyabetik retinopati
e Diyabetik néropati

3) Diger Kronik Komplikasyonlar:
e Diyabetik ayak
e Erektil disfonksiyon ve diger seksiiel fonksiyon bozukluklari
e Gastrointestinal problemler
e Kemik ve mineral metabolizma bozukluklar

e Psikolojik problemler ve psikiyatrik bozukluklar

Diabetes Control and Complications Trial (DCCT) ¢alismasinin sonuglar1 ve
deneysel c¢aligmalar, glukoz kontroliiniin iyi olmasi durumunda diyabetin
komplikasyonlarin1 azaltic1 etkisinin oldugunu gostermistir. Uzun siireli olarak
HbA1C diizeylerinin < % 7.1 olmasi sonucu mikrovaskiiler komplikasyonlar
retinopati, noropati ve nefropati % 50-70 oraninda azalma gostermistir. Bu diizey

makrovaskiiler komplikasyonlar agisindan da yararli olmaktadir (13).

1.1.6. Diabetes Mellitus’un Nefrolojik Komplikasyonlari

Diyabetik nefropati, diyabetli hastalarin %20 ile %40°’1 arasinda gelisir ve son
donem bobrek hastaliginin en 6nemli nedenidir. Son 3-6 ay icerisinde idrarda yapilan
3 alblimin 6l¢iimden en az 2’si normalden yliksek (>30 mg/giin) ise mikroalbuminiiri
olarak kabul edilir (14). Uriner albiimin ekskresyonu (UAE) degerlendirilmesi Tablo
3’de verilmistir (15).

Diyabetik nefropatinin  patogenezinde glomeriillerde ii¢ histopatolojik
degisiklik goriilmektedir. Bu degisiklikler, bazal membran kalinlagmasi, mezengial
genisleme (biiylime) ve glomertiler skleroz olarak bilinmektedir. Ayrica glomeriiler
arteriollerde hiyalin depozitlerinden meydana gelen nodiiler lezyonlar (Kimmelstiel-

Wilson lezyonu) olusur. Bu farkli histolojik patern, prognostik éneme sahiptir (16).



Tablo 3. Uriner Albiimin Ekskresyonu Degerlendirilmesi

Spot Idrarda 24 Saatlik Idrarda
Kategori Albtimin/Kreatinin Oran1 (mg/gr) Albiimin Ekskresyon Hizi (mg/giin)
Normal <30 <30
Mikroalbiiminiiri* 30-299 30-299
Makroalbiiminiiri
>300 >300
(Klinik Albiimintiri)

Son 3-6 ayda yapilan 3 6l¢limden en az 2’si normalden yiiksek ise mikralbiiminiiri kabul edilir. Son 24 saatte yogun egzersiz
yapilmigsa, infeksiyon, yiiksek ates, konjestif kalp yetersizligi, belirgin hiperglisemi ve hipertansiyon varsa iiriner albiimin

ekskresyonu yiiksek ¢ikabilir.

Erken donemde hipergliseminin afferent arteriollerde dilatasyon etkisine bagl
olusan hiperfiltrasyon en dikkat ¢ekici bulgudur. Hiperfiltrasyon ile birlikte meydana
gelen glomeriiler hipertansiyon, nefropati gelisiminde ©Onemli role sahiptir.
Hiperglisemi, amino asitlerin ve proteinlerin non-enzimatik glukolizasyonuna yol
acmakla beraber, advanced glycated end products (AGE) denilen ileri glukolizasyon
yikim iriinlerine g¢evirmektedir. AGE’ler hiicrelerde proliferasyon ve hipertrofi,
mezengial genigleme, extraselliiler matriks depolanmasi, nitrik oksit sentezinin
inhibe edilmesi ve transforming growth faktor-p (TGF-f) salimmma neden
olmaktadir. Hiperglisemi, hiicre proliferasyonu, vaskiiler permeabilite, kan akiminda
onemli role sahip olan protein kinaz C aktivasyonunu meydana getirir ve aldoz
rediiktaz enzimi aktivasyonuna neden olarak sorbitol olusumunu arttirmakta, bu da
intraselliiller ozmolalite de artisina bagli olarak nefropatiye katki saglamaktadir.
Anjiotensin II’'nin hiicre proliferasyonu ve hipertrofisi, extraselliiler matriks
depolanmasi, mezengial genismele ve sitokin salinimi gibi etkilerle nefropatiye
katkis1 olur (17-21).

Diyabetik nefropati fizyopatolojik olarak 5 evreden meydana gelir:

Evre 1: Hiperfiltrasyon ve hipertrofi evresi

Diyabet tanis1 kondugu anda vardir. Glomeriiler filtrasyon hiz1 %20 ile %40
oraninda artmistir. Bu donemdeki degisikliklerin renal plazma akimi ve filtrasyon
hizinin artmasindan dogdugu, glomeriiler bazal memranda hafif kalinlasma disinda

onemli bir morfolojik degisiklik olmadigi belirtilmistir (16, 20, 22, 23).



Evre 2: Normoalbiiminiiri evresi (Sessiz donem)

Glomertiler filtrasyon hizinin yiiksek kabul edildigi bir evredir. Albliminiiri
normal seviyededir. Kan basinci bu evrede normal sinirlardadir. Bu evrede
histopatolojik olarak bazal membranda kalinlasma ve minimal mezengial genisleme
goriilmektedir (16, 22-24).

Evre 3: Mikroalbiiminiiri evresi

Bu donemde glomeriiler filtrasyon hizi normal seviyededir. Genellikle
tanidan 5-15 y1l sonra meydana gelir. Uriner albumin ekskresyonu mikroalbiiminiirik
seviyede, 30-299 mg/giin arasindadir. Bu evrede kan basinci artma egilimindedir.
Histopatolojik olarak bazal membran kalinlagmasi1 ve mezengial genisleme belirgin
hale gelir (16, 18-20).

Evre 4: Klinik (asikar) nefropati evresi

Klasik olarak persistan proteiniiri (=300 mg/giin) ile ilgilidir. Beraberinde
hipertansiyon da olur. Bu evrede glomeriiler filtrasyon hizi diiser. Histopatolojik
olarak glomeriillerde skleroz da goriiliir (16, 20, 21).

Evre 5: Son donem bobrek yetmezligi evresi

Uremi olustugu zaman, sivi1 retansiyonu, ddem gibi diger komplikasyonlar da
goriilmeye baslar. Kan basincini kontrol etmek zorlasir. Glomeriiler filtrasyon hizi 15
ml/dk 1.73 m*nin altinda olur (20, 21, 24).

Albiiminiirinin >30 mg/giin olmas1 diyabetik nefropatinin erken belirleyicisi
oldugu ve artmis kardiyovaskiiler hastalik riski ile baglantili oldugu gosterilmistir
(14, 25, 26). Albiiminiiri diizeylerinde ilerleme olan (>300 mg/giin) hastalarda son
donemlerde bdobrek hastaligi gelisme riski daha fazladir. Yapilan prospektif
randomize ¢aligmalarda, diyabetik hastalarin yogun glisemik kontrol ile
normoglisemi saglanip, artmig {iriner albiimin atiliminin baslangici ve ilerlemesinin
azaldig1 gozlemlenmistir (14, 27-32). Birlesik Krallik prospektif diyabet caligmasi
(United Kingdom Prospective Diabetes Study-UKPDS) calismalarinda kan basinci
kontrolii ile nefropati gelisiminin azaldigina dair giiglii bulgular elde edilmistir (14,
33). Hipertansif normoalbliiminiirik tip 2 diyabetli hastalarda renin anjiotensin
aldosteron sistemi (RAAS) inhibisyonunun albiiminiirinin yiikselmesini geciktirdigi
belirlenmistir (14, 34). Angiotensin Converting Enzyme Inhibitor (ACE-1), diyabetli

hastalarda major kardiyovaskiiler —hastalik riskini azalttigt  belirtilmistir.
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Kardiyovaskiiler risk faktorii ve yiiksek albiiminiirisi olan diyabetli hastalarda ACE
inhibitorlerinin kullanimi1 tavsiye edilmektedir (14, 35). Angiotensin Receptor
Blocker (ARB)’lerin tip 2 diyabet ve/ veya son donem bobrek hastaligi olan
hastalarda albiiminiiri diizeylerindeki ilerleme (=300 mg/giin) hizim1 azalttig
bildirilmigtir (14, 36, 37). RAAS blokerlerinin  birlikte  kullanilmas1
onerilmemektedir. Ciinkii bu kombinasyonlarin kardiyovaskiiler hastaliklarda ek bir

fayda saglamadigi ve daha yiiksek yan etki olusturdugu gosterilmistir (14, 38, 39).

1.2. Oksidatif Stres

Oksidatif stres; herhangi bir nedenle oksidan {iretiminde artis ve antioksidan
savunma mekanizmasinda yetersizlik sebebiyle aradaki dengenin bozulmasiyla
olusan doku hasar1 olarak tanimlanir (40). Oksidatif stres insandaki bir¢ok patolojik
durumun meydana gelmesinde, ilerlemesinde ve komplikasyonlarinin ortaya
¢ikmasinda 6nemli bir etkendir. Bu konuyla ilgili yapilan ¢alismalar daha ¢ok
oksijenin indirgenmesiyle olusan serbest radikallerin organizmadaki biyolojik ve
kimyasal 6zelliklerine aittir. Oksijen, serbest radikallerin temel kaynaklarindan biri
olup genel goriis serbest radikallerin oksidan 6zelliginin yapisindaki oksijenden
kaynaklandigi yoniindedir (41). Gergekte oksijen radikallerinin yapimi normal
biyolojik fonksiyonlarin ayrilmaz bir pargasidir (42). Serbest radikaller cogu zaman
oksidan aktivite gostermez ve sadece oksidatif stresten sorumlu degildir. Serbest
radikaller ve oksidasyon organizmada birgok biyokimyasal reaksiyon ve hiicre iletim
sisteminde gorev almaktadir (43). Bazal kosullarda tiim aerobik hiicrelerde solunum,
fagositoz, arasidonik asit metabolizmasi gibi reaksiyonlarda bir miktar serbest
oksijen radikali meydana gelir ve bunlar saglikli bir organizmada antioksidan
savunma mekanizmalar1 tarafindan hizla ortadan kaldirilir (41). Serbest radikaller,
tiretim hizlarina, aktivitelerine ve savunma sistemine bagli olarak oksidatif stres
meydana getirirler. Serbest radikallerin ¢okea tiretilmesi, bazi enzimlerin (oksidazlar,
hem igeren proteinazlar, metaloproteinazlar) hiicre disina ¢ikmasi, demir bakir gibi
baz1 maddelerin serbest radikallerle kompleks yapmasi ve savunma sistemindeki

bozukluklar oksidatif stresin artmasina sebep olurlar (43).
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1.2.1. Diabetes Mellitus ve Oksidatif Stres

Diyabet ROS (reaktif oksijen tiirleri)’nin artmis {iretimi, antioksidan savunma
mekanizmalariin yetersizligi ve sonug olarak artmis oksidatif stresle alakalidir (44,
45). Ancak oksidatif stresin diyabetin bir komplikasyonu mu, yoksa diyabetin diger
uzun donem komplikasyonlarinin bir nedeni mi oldugu konusunda aragtirmalar
stirmektedir (44, 46). Son zamanlarda yapilan caligmalar, artmis serbest oksijen
radikallerinin ve lipid peroksidasyonun, bir¢ok hastaligin patogenezinde rol aldigini
gostermistir. Lipid peroksidasyonu; yaglarin, 6zellikle ¢oklu doymamis yag
asitlerinin oksidatif oksijen bagimli yikimi olarak bilinmektedir (47). Lipid
peroksidasyonu sonucu hiicre zarinin yapisi ve akigkanligi bozulmakta, kalsiyum gibi
iyonlar hiicre igine girmektedir. Kalsiyumun hiicre iginde artmasi sonucu proteazlar
aktive olmakta ve hiicre iskeletinde hasar meydana gelmektedir. Kalsiyum
endoniikleazlari aktive ederek DNA kiriklarina sebep olur. Lipid peroksidasyonunun
son iriinleri; hidrokarbon gazlar ve toksik aldehitlerdir (48). Aldehit grubundan
malonildialdehit (MDA) 6l¢iimii lipid peroksidasyonunun belirtisidir ve bu amagla
yaygin olarak kullanilir (48, 49).

Miyokard enfarktiisii gibi kardiyolojik hastaliklar, norolojik hastaliklar, astim,
diabetes mellitus, romatoid artrit gibi romatolojik hastaliklar, kanser ve yaslanma
dahil bir¢ok hastaligin oksidatif stres ile iliskisi oldugu gosterilmistir (50-56).
Diabetes Mellitus, giiniimiiz insaninin yasam sartlarindan &tiirli tiim diinyada hizla
artan, yiiksek mortalite ve morbidite riski tagiyan bir hastaliktir. Yapilan ¢aligmalarda
deneysel olarak diyabet olusturulan ratlarda ve diyabetik hastalarda serbest oksijen
radikallerinin ve lipid peroksidasyonun énemli derecede artis gosterdigi ve oksidatif
stresin diyabet etiyolojisinde ve ilerlemesinde rolii oldugu gozlemlenmistir (57).
Bunlara ilave olarak, uzamis oksidatif stresin ve antioksidan kapasitede goriilen
degisikliklerin, diyabetin kronik komplikasyonlarinin ortaya ¢ikisi ile de iliskili

olabilecegi arastirmacilar tarafindan belirtilmektedir (58, 59).

Reaktif oksijen tiirleri (ROS) diisiikk konsantrasyonlarda normal hiicresel
fonksiyon i¢in esansiyel olmalarma ragmen, lipid membranlarin, DNA
(deoksiriboniikleik asit)’in ve proteinlerin peroksidasyonuna sebep olur ve hiicresel

homeostaz1 ve fonksiyonlar1 olumsuz yonde etkiler. O, (siiperoksit anyonu), *OH
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(hidroksil radikalleri), H,O, (hidrojen peroksit) ve ONOO® (peroksinitrit) gibi
ROS’nin olusumu, ROS ile miicadele eden Cat (katalaz), GPx (glutatyon
peroksidaz), SOD (siiperoksit dismutaz), vitamin E ve GSH (rediikte glutatyon) gibi
bilesiklerle olusturulur. Hiperglisemi pro- ve antioksidan bilesikler arasindaki
dengeyi bozacak degisiklikleri aktive edebilir ve bu da ROS’un artmis iiretimi ve
savunma mekanizmalarinin yetersizligi ile sonuglanabilir (45). Diabetes Mellitusta
artan ROS iretiminin hiperglisemi disinda kalan sebepleri iskemi, artmis
mitokondrial kagak, katekolamin oksidasyonu ve lokositlerdir (44). Diger yandan
ROS’ni temizleyen bilesiklerin eksikligi ise, diyabetin bu temizleyicilerin tiretimi ya
da aktivitesi lizerine olan direkt etkisine bagli olabilecegi gibi, bu bilesiklerin ROS
tarafindan artmis tiiketimine de bagl olabilir (60). Hiperglisemi ROS’nin {iretimini
farklt mekanizmalar ile arttirir. Bu mekanizmalar; glukoz otooksidasyonu, protein

glikasyonu, PKC aktivasyonu ve polyol yolagidir (44, 46, 61, 62).

1.2.1.1. Glukozun Otooksidasyonu

Gegis metallerinin varliginda, glukozun bir enediol radikal anyonuna
dondiigii haldir. Bu radikal molekiiler oksijeni indirgerken O,°, *OH ve H,0, gibi
oksidan aracilar ve a-ketoaldehidlerin tiretimine sebep olurlar. Bu molekiiller DNA,
proteinler ve lipidler gibi 6énemli biyomolekiillere zarara ugratabilirler (44). Ayrica
glukozun otooksidasyonu AGEs’nin olusumu ile de yakindan alakalidir (61).

1.2.1.2. Protein glikasyonu ve AGEs’nin olusumu

Protein glikasyonu glukozun aldehid formuyla proteinlerin serbest amino
gruplar1 arasindaki kovalent baglanmalar sonucu olusur. Gegis metallerinin
varliginda (demir, bakir vs.) glikasyona ugramis proteinler molekiiler oksijene bir
elektron vererek serbest radikallerin olusmasina sebep olur. Daha sonralar1 bu olayin
gecis metallerinin yoklugunda da meydana gelebilecegi bildirilmistir. Proteinin yari
Oomriniin 10 haftadan fazla oldugu durumlarda glikasyona ugramis proteinler geri
doniistimsiiz modifikasyonlarla Maillard tirtinlerini ya da AGEs’ni meydana getirir.
Glikasyona ugramis proteinler gibi, AGEs de serbest oksijen radikalleri meydana
getitirler. Ayrica ROS de AGEs’nin olusumunu arttirir (62).
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Diyabetik hayvanlarda ve insanlarda ROS ile miicadele eden SOD ve
glutatyon rediiktaz gibi enzimlerin non-enzimatik glikasyonunun da bu enzimlerin
azalmis aktivitelerinden sorumlu olabilecegi ve ROS’nin artisina sebep olabilecegi
diistiniilmektedir (45).

1.2.1.3. PKC aktivasyonu

Hipergliseminin kendisi bazi anahtar hiicresel 0Ozellikleri degistirerek
ROS’nin mitokondriden asir1 miktarda serbestlenmesine sebep olur. Hipergliseminin
sebep oldugu bu degisikliklerden birisi de PKC’nin aktivasyonudur (62).
Diagilgliseroliin de novo senteziyle PKC izoformlarmin aktivasyonu, diyabette
hasara ugrayan hedef organellerde patolojik gen expresyonu ve protein
modifikasyonu ile sonuglanmaktadir (63). Yapilan bazi ¢alismalarda aldoz rediiktaz
yolaginin aktivasyonunun da diyabetik komplikasyonlara duyarli bazi dokularda
PKC’nin aktivasyonuna katilabilecegi gosterilmistir (64, 65). Yine aldoz rediiktaz
yolaginin bir sonucu olarak GSH ve taurin gibi antioksidanlarin miktarindaki
azalmanin da PKC’nin aktivasyonuna etki edip azaltabilecegi belirtilmistir (59).

1.2.1.4. Polyol yolag:

Hiicre igine giren glukoz bir kez fosforile edilip glukoz-6-fosfat’a
cevrildiginde, iki temel yolakla metabolize edilebilir; glikoliz ve pentoz fosfat yolu.
Bunlardan pentoz fosfat yolu primer NADPH (rediikte nikotinamid adenin
diniikleotid fosfat) kaynagidir (66). Glukozun hiicre i¢i konsantrasyonunun normal
dist olarak arttign durumlarda ise polyol yolagi ile metabolize edilebilir. Polyol
yolaginda bulunan glukoz aldoz rediiktaz ile sorbitole indirgenir ve sorbitol de
sorbitol dehidrogenaz ile fruktoza yiikseltgenir. Aldoz rediiktazin aktivite
gosterebilmesi icin NADPH’a ihtiya¢ duyar. Bu yiizden polyol yolag: aktivitesinin
artmasi intraselliler NADPH eksikligiyle son bulur. Glutatyon rediiktaz gibi
antioksidanlarin da NADPH’a ihtiyaci vardir. Bu yiizden bu kofaktoriin intraselliiler
eksikligi glutatyon rediiktaz aktivitesini azaltip, serbest radikal aracili hasarlara karsi
korunmada 6nemli bir faktdr olan intraselliiler GSH igeriginin azalmasina neden olur
(59). Aldoz rediikktaz inhibitorlerinin  kullanildigt bazi ¢aligmalar lipid
peroksidasyonunun azaldigr (64) ve eritrosit GSH diizeylerinin arttigin1 (65)
gostermektedir. Sorbitol dehidrogenaz aktivitesinin artmasi ise hiicre i¢i NADH /

NAD+ (rediikte nikotinamid adenin diniikleotid / nikotinamid adenin diniikleotid)

13



oraninin artmasina Sebep olur. Bu durum “hiperglisemik psédohipoksi” olarak
tanimlanir ve serbest radikal iiretiminin artmasina sebep olur bu da iskemiyle
sonuglanabilir (67). Bunun o&tesinde biriken sorbitol ozmotik stres araciligiyla
mitokondrial disfonksiyona sebep olarak, antioksidatif defansi negatif yonde etkiler.
Intraselliiler bir ozmolit ve endojen bir antioksidan olan ve antioksidatif defansta rol
alan taurinin ve glutatyonun azalmasina sebep olur (57). Yine hiicre i¢i ROS’nin asir1
iretimine sebep olan bir baska neden de glikoliz sonucu olusan piruvatin kompleks Il
(stiksinatubikinon) diizeyinde mitokondriye olan transportudur (61).

Son yillarda, ROS ve oksidatif stresle alakali olarak baz1 farkli biyokimyasal
yolaklarda da hipergliseminin rolii iizerinde durulmaktadir. Bunlar; niikleer faktor-
kB (NF-kB), NH2-terminal Jun kinazlar / stresle aktive edilen protein kinazlar
(JNK/SAPK), p38 mitojenle aktive edilen protein (MAP) kinaz ve heksozaminin
stresle aktive edilen yolaklaridir (58).

Diyabetin sebep oldugu artmis oksidatif stres ve azalmis antioksidan aktivite
beynin patolojik olaylara kars1 daha duyarli hale gelmesine sebep olur. Deneysel
olarak indiiklenen hiperglisemide ratlarin beyinlerinde oksidatif hasarin arttig
bilinmektedir. Tip 1 diyabetik hastalarin serumlarinda da siiperoksit tiretiminin arttig
ve bu artisin glisemik kontroliin etkinliginin arttirilmasiyla azaldigir gosterilmistir.
(68). Yine yapilan calismalarda lipid peroksidasyon firlinlerinin de hem Tip 1
diyabetik ratlarin (56), hem de Tip 2 diyabetik ratlarin beyinlerinde arttigi
raporlanmigtir (68). Streptozotosin (STZ) ile diyabet olusturulan ratlarda beynin
antioksidan defansinda rol alan SOD ve Cat aktivitelerinin azaldigi ancak Tip 2
diyabetik ratlarda ise SOD’1n aktivitesinin arttig1 gosterilmistir (56).
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Sekil 1. Polyol Yolunun Semasi (69)

1.3. Apoptozis

Hiicrelerin yasami ve Oliimii arasindaki dengenin saglanmasina zemin
olusturan mekanizmalardan biri programlanmis hiicre O6liimii olarak bilinen
apoptozistir. Bu tanim 1972 yilinda Kerr ve ark. (70) tarafindan séylenmistir.
Apoptozis, Yunanca’dan gelen bir kelimedir. Bir¢ok hiicre tipinde ve degisik 19
dokuda goriilen apoptozis, hiicre 6liimii ile biten belirli morfolojik degisiklikler ile
meydana gelir. Bu degisiklikler nekroz sonucu gelisen hiicre dliimiinden farklidir
(71). Apoptozisde kromatin kondensasyonu, desmozomal baglanti yikimi, hiicre
yiizeyindeki spesifik yap1 taglarinin kaybi ve diger hiicrelerle temas 6zelliginin
yitirmesi s6z konusudur. Hiicre membrani biitiinliigli bozulmamakla beraber bol
kivrimli bir hale gelir. Mitokondri porlarinin agilmasini takiben litik siire¢ baglar ve
apoptotik cisimcikler meydana gelir. Bu cisimcikler mikrogevrede bulunan
fagositlerin i¢ine alinir ve lizozomal yol ile ¢abucak yikilirlar. Dolayisiyla apoptozis

stirecinde hiicre igeriginin hiicre digi ortama salinimasi s6z konusu degildir (71),
(72).
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Sekil 2. Apoptozisin genel goriiniimii (73)
1.3.1. intrinsik Apoptozis Yolag

Bu yolakta, apoptotik sinyal iletimi mitokondri aracili olarak olusur. Hiicreye
gelen sinyal dis mitokondri membranimni uyarir ve mitokondriden proapoptotik
molekiillerin salinimina neden olur. Bu molekiiller Sitokrom C ve Smac/DIABLO
(second mitochondria-derived activator of caspases) proteinleridir. Sonradan
sitosolde Sitokrom C, apoptotik proteaz aktive edici faktor-1 (APAF-1) ve
prokaspaz-9 ile birlikte apoptozomun olusumuna katki saglar. Prokaspaz-9
apoptozom icinde aktif forma donisiir. Kaspaz-9, bu yolagin aktivasyonunda
“baslangi¢” kaspazi olarak bilinir ve o da diger kaspazlar1 (kaspaz-3, kaspaz-6,
kaspaz-7) aktive ederek apoptosis siirecini tetikler (71, 72). Apoptozisi tetikleyen
etkenler, DNA hasar1 olusmasi veya hipoksi, onkoprotein aktivasyonu ve biiylime
faktorii eksikligi gibi hiicrede stres olusturan degisikliklerdir. Iyonize radyasyon veya
ultraviyole 1sin etkisiyle DNAda ¢ift zincir kiriklar1 olusur. DNA hasari, protein

kinazlarin1 harekete gegirir ve bu kinazlar da hedef proteinlerin fosforilasyonunu
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arttirir. DNA protein kinaz (DNA-PK) ve MAPK’lar gibi protein kinazlarin 6nemli
hedeflerinden biri de p53°tiir.P53 fosforile olunca, p21 ve GADD45 proteinleri
tizerine pozitif diizenleyici etki yapar ve hiicre dongiisii inhibe olur (72).

1.3.2. Ekstrinsik Apoptozis Yolagi

Bu apoptotik sinyal yolu, hiicre ylizeyindeki 6liim reseptorleri araciligiyla
tetiklenir. Oliim reseptorleri hiicre membraninda olan proteinlerdir ve ligandlar: ile
baglaninca apoptozisi uyarirlar. Bu reseptorler TNF (tiimor nekroz faktorii) reseptor
ailesindendir. 7 adet 6liim reseptorii (FAS, TNF-R1, DR- 3, TRAIL-R2, DR-6, EDA-
R ve p75NTR belirtilmistir (72). Niiklear faktor kappa B (NFKB) bir transkripsiyon
faktoriidiir. Niiklear faktor kappa B’nin apoptozis, metastaz ve anjiyogenez siirecinde
onemli bir etkendir (71). Niklear faktor kappa B’nin antiapoptotik etkisi timor
progresyonunda etkilidir. Niiklear faktor kappa B uyarist birgok dis etkenle uyarilir.
Bunlar arasinda TNF-q, interlokin 1, kemoterapdtikler, bakteriyer lipopolisakaritler,
radyasyon ve enflamasyon oldugu bilinir.

1.3.3. Kaspazlar

Kaspazlar, proteolitik etki gosteren molekiillerin olusturdugu bir gruptur ve
apoptozisde ortaya ¢ikan morfolojik degisiklikleri uyarmaktadir. Insan hiicrelerinde
bir diizineden fazla kaspaz oldugu bilinmektedir (74). Bu proteinler, normal
kosullarda hiicrenin sitoplazmasinda inaktif zimojen (inaktif proenzim) formunda
bulunurlar ve prokaspaz olarak isimlendirilirler. Prokaspazlarin aktif kaspazlara
donlisimii hiicreye O6lim uyarisinin gelmesini takiben proteolitik bir islem ile
meydana gelir. Kaspazlara ihtiya¢ duyuldugunda yeniden sentezlenmesine gerek
duyulmaz. Apotozisis tetikleyen baslangi¢ sinyalinin ardindan, sitoplazmadaki
proenzimler aktif kaspaz formuna gegerler ve yaklasik bir saat iginde hiicre 6liimii
meydana gelir (75).

1.3.4. Apoptozisin Kontrolii

Apoptozis ¢ok sayida ve gesitte mediator tarafindan diizenmektedir. Bunlar
arasinda, bazi iyonlar (kalsiyum), molekiiller (seramid), genler (c-myc), proteinler
(p53) ve hatta organeller (mitokondri) bulunur. Bazi mediatorler hiicre tipine

0zgiindiir, bazilar1 da apoptotik stimulusun ¢esidine gore farklilik gdsterirler.
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Apoptotik siirecte hiicre igine siirekli kalsiyum girisi olur. Kalsiyum iyonlari
endoniikleaz  aktivasyonunda, doku transglutaminaz aktivasyonunda, gen
regulasyonunda, proteazlarin aktivasyonunda ve hiicre iskeleti organizasyonunda
gorev alirlar. Lizofosfatidik asit gibi sinyal molekiillerinin etkisiyle de hiicrede
kalsiyum artigt meydana gelir ve apoptosis yolaklarinin tetiklenmesini saglar (73),
(76). Fakat hiicreye kalsiyum girisi apoptozisin olusmasi i¢in esansiyel degildir. Bcl-
2 ailesi, iiyelerinin bir kism1 (Bax, Bad, Bid, Bcl-Xs) apoptozisi tetikler, bir kismi1
(Bcl-2, Bcl-XI) ise azaltir. Bu ailenin tiyeleri kendi aralarinda homo- veya hetero-
dimerler meydana getirirler. Hiicrenin yasamasi, bu ailenin proapoptotik ve
antiapoptotik liyelerinin rélatif oranina baglidir. Bu heterodimerlerden biri olan Bcl-
2/Bax (ikisinin orani) bazi hematolojik malignensilerde prognostik markir olarak
kullanilir. Ciinkii oranin artmasi1 ya da azalmasi apoptozisin inhibisyonu veye
aktivasyonuyla sonuglanmaktadir. Bu da prognozu belirleyici bir deger tasir.

Seramid, membrana bagli asid sfingomyelinaz aktivasyonunun sonucudur.
Plasma membran hasarina bagli bir sinyal oldugu diisiiniilmektedir. p53, hiicrede bir
sekilde (radyasyon, kemoterapi etkisiyle) DNA hasar1 olustugunda, eger hasar
onarilacaksa hiicre siklusunu Gl fazinda durdurur ve hiicreye DNA’sin1 tamir
edebilmesi i¢in vakit kazandirir. Eger DNA hasari tamir edilemeyecek kadar fazlaysa
p53 apoptozisi tetikler. p53’tin apoptozisi indiiklemesi, Bax’in ekspresyonunu
artirmasi ve boylece Bcl-2/Bax oranini degistirmesi yoluyla meydana gelir. Sitokrom
C, mitokondri i¢ membraninda bulunan elektron transport zincirinin bir proteinidir.

Son zamanlarda anlasilan 6nemiyle apoptozis siirecinde merkezi bir konuma
gelmistir. Bu yilizden de sitokrom C’nin mitokondriden sitoplazmaya atilmasi
apoptozis yoluna girmis bir hiicrede irreversibl bir déneme girildigini gosterir.
Sitokrom C, mekanizmast heniiz tam olarak aydinlatilamamis bir sekilde
mitokondriden apoptozis-indiikleyici faktor (AIF, apoptozis uyarici faktor) ile
birlikte sitoplazmaya atilir. Sitokrom C sitoplazmik protein olan APAF-1’e baglanir
ve onu aktif eder, sonrasinda ATP’nin de katilimiyla apoptozom adi verilen bir
kompleks meydana gelir. Buraya kadarki mekanizma kaspaz-bagimli apoptozisi
isaret eder. Oysaki kaspaz-bagimsiz apoptozisin varligi da bilinmektedir. Kaspaz-
bagimsiz apoptozis yine mitokondriden atilan bir faktor olan AIF’iin etkisiyle olusur.

Fakat AIF’iin etkiledigi niikleazin ne oldugu simdilik bilinmemektedir. Kaspaz’lar,
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zimojen (inaktif prekiirsor) olarak sitoplazmada bulunan ve aktif merkezlerinde
sisteinin yer aldigindan sistein proteazlar olarak isimlendirilen bir grup enzimlerdir
(73).
Apoptozisde diizenleyici rolii olan proteinler ii¢ grupta incelenir:
1. Hiicresel FLICE- inhibitor protein (cFLIP)

Apoptozis yolagina hiicre yiizeyindeki 6liim reseptorleri asamasinda etkilerler.
DISC’e baglanirlar ve kaspaz-8 aktivasyonunu azaltirlar. Buna gore cFLIP ekstrinsik
yolagin fonksiyonel inhibisyonuna sebep olmaktadir.

2. Bcl-2 protein ailesi

Bu ailedeki proapoptatik proteinler (Bax, Bid, Bad, Bim, Bcl-2 ve Bcl-XL) ise
antiapoptotik  6zelliktedirler. Bu proteinler intrinsik yolagin  diizenleyici
molekiilleridir.

3. Apoptozis proteinleri inhibitor ailesi (IAP)

Bu molekiiller kaspazlara baglanirlar ve kaspazlarin aktivitesini azaltirlar (77).

1.4. Matriks Metalloproteinazlar

Ekstraselliiler matriks (ESM), hiicrelerarast bosluklarda 6zel bir ortam
olusturan interaktif ve dinamik bir yapidir. Dokulardaki hiicrelerin bir arada
tutulmasina yardimcidir hiicre biliylimesi ve farklilasmasini kontrol eden pek c¢ok
hormon i¢in rezervuar gorevini istlenir. Bu yapir hiicrelerin 6zel fonksiyonlar
gergeklestirmesi i¢in kendilerini yonlendirecek hiicre i¢i sinyal yolaklar ile direkt ya
da indirekt olarak etkilesim saglar. Matriks ile hiicreler arasinda meydana gelen bu
etkilesimler organizmanin normal gelisimi ve fonksiyonu i¢in Kritik role sahiptir (78,
79).

Vaskiiler ESM molekiilleri damar duvarinda bulunan intimal endotel
hiicreleri, medyal diiz kas hiicreleri ve adventisyal fibroblastlar tarafindan
sentezlenmektedir.  Yapilarinda 3 temel protein bulunmaktadir. Bunlar
proteoglikanlar, kollajen fibrilleri ve goklu yapistirict matriks glikoproteinlerinden
olusur. Oldukca viskoz yapida olan proteoglikanlar hiicrelere yastik gorevi iistlenir.
Kollajen fibrilleri ¢Ozilinlir yapida degildir; hiicreye esneklik ve gii¢
kazandirmaktadir. Coklu yapistirict matriks glikoproteinleri ise ¢oziiniir yapida olup

proteoglikanlar ve kollajenin hiicre yilizeyine baglanmasini saglamaktadir (78).
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Hiicre-matriks etkilesmeleri, ESM bilesenlerinin hidrolizinden sorumlu olan
proteolitik enzimler (ekstraselliiler proteazlar) tarafindan kontrol edilmektedir. Bu
enzimler ESM yapisinin bilesimini ve biitiinligiinii diizenleyerek matriks molekiilleri
tarafindan olusturulan sinyallerin kontrolii, hiicre proliferasyonu, farklilagmasi ve
6limiinde de temel role sahiptir. Bu enzim sistemlerinin iginde MMP’ler 6nemli bir
grubu olusturur (78, 79).

1.4.1. Matriks Metalloproteinazlarin Ozellikleri

Matriks metalloproteinazlar (MMP), ekstraselliiler matriksi pargalayip, notral
pH’da aktif olup, multigenik bir endopeptidaz ailesine aittir. Timi proenzim olarak
fibroblastlar, osteoblastlar, kondrositler, endotel hiicreleri, makrofajlar, nétrofiller
gibi c¢esitli bag dokusu hiicrelerinden salgilanmaktadirlar (80, 81). Matriks
metalloproteinazlar yara iyilesmesi, anjiyojenez, kemigin yeniden yapilanmasi,
uterus ve meme dokusu fizyolojik fonksiyonlari, ovulasyon, embriyogenezis,
embriyo implantasyonu, laktasyon gibi fizyolojik siireclerde yer aldigi gibi ayni
zamanda artrit, ateroskleroz, doku iilseri, tiimor hiicresinin invazyonu ve metastaz
gibi patolojik siireclerde de gorevlidirler (79, 80, 82).

Matriks metalloproteinazlar asagidaki 6zelliklere sahiptir (80):

a. Ekstraselliiler matriksin en az bir komponentini pargalayan proteinazlardan
olusur.

b. Cinko (Zn) iyonu icermekte ve bu nedenle selatlayici ajanlarla inhibe
olmaktadirlar.

c. Latent formda salgilanirlar ve proteolitik aktivitelerini gostermeleri igin
aktiflestirilmeleri gerekmektedir.

d. Metalloproteinazlara 6zgiil doku inhibitorleri ile (Tissue inhibitors of matrix
metalloproteinases, TIMP) inaktive edilir.

e. Molekiiler klonlama yontemleri ile g¢esitli grup iiyelerinin aminoasit

benzerlikleri oldugu kanitlanmistir.
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1.4.2. Metalloproteinazlarin Yapisi

Matriks metalloproteinazlarin primer yapisi incelendiginde bu proteinlerin
birkag farkli bolgeden olustugu gozlemlenir. (Sekil-3) (80, 82, 83).
a) Predomain: ilk bdlge predomain olarak tanimlanan, molekiilii sekresyon icin
amaclayan, ancak daha sonra uzaklastirilan ve latent enzimde bulunmayan sinyal
peptid dizesidir.
b) Prodomain: Prodomain yapisinda bulunan sistein rezidiilerinin enzimin latent
formunun korunmasinda 6nemli bir role sahiptir. Prodomainin ¢ikarilmasi, inaktif
proenzimin aktif forma doniismesine neden olur.
¢) Katalitik bolge: Fonksiyonel stabilitenin korunmasi igin gerekli olan ¢inko
iyonuna sahip bolgedir.
d) Prolinden zengin bolge: Katalitik bolge ve son bolge arasindadir.
e) Hemopeksin benzeri bolge: Son kisimda hem baglayan molekiillere dizin
benzerligi nedeniyle, hemopeksin olarak adlandirilan bolgedir. Hemopeksin benzeri
bolge, N ve C terminal kisimlar1 baglayan disiilfit bag: icerir ve katalitik bolgeye 5-
10 aminoasitlik prolinden zengin bir bolge ile baglanmaktadir. Bu bdlgenin
fonksiyonu bilinmemekle birlikte substrat spesifitesini saglama ya da hiicre ylizey
reseptor alanini tanima fonksiyonu gosterdigi belirtilmektedir. Substrata baglanma ve

TIMP ile etkilesime girmede fonksiyonel role sahiptir.
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Sekil 3. Matriks Metalloproteinazlarin Yapisi

1.4.3. Metalloproteinazlarin siniflandirilmasi

Matriks metalloproteinaz ailesinin eskiden tanimlanmig 7 liyeye sahipti, yeni
kesfedilen metalloproteinazlarin bunlara ilavesiyle sayilar1 giderek artmustir.
Metalloproteinazlarin  farklt kisiler tarafindan kesfi, olduk¢a karmasik bir
isimlendirme sistemine sebep olmus ve bu nedenle MMPs ailesinin iiyelerinin herbiri
birden fazla isimle adlandirilmistir. Uluslararast Biyokimya ve Molekiiler Biyoloji
Birligi 6zgiil enzim numaralar1 ve basit isimler vermeyi tavsiye etmistir (80).

MMP’lar substrat spesifitelerine gore siniflandirilir (84, 85):
Kollajenazlar: MMP-1 (interstisyel kollajenaz), MMP-8 (nétrofil kollajenaz),
MMP-13 (kollajenaz 3), MMP-18 (kollajenaz 4)
Jelatinazlar: MMP-2, MMP-9
Stromelizinler: MMP-3, MMP-10, MMP-11
Matrilizinler: MMP-7, MMP-26 19
Membran tip metalloproteinaz 1-6 (MT-MMP) : MMP-14, MMP-15, MMP-16,
MMP -17, MMP -24, MMP-25
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Diger MMP-ler: MMP-12 (makrofaj metalloelastaz), MMP-19, MMP-20
(enamelysin), MMP-23 (CA-MMP), MMP-27, MMP-28 (epilysin), MMP-21.

1.4.3.1. Jelatinazlar

Bu grup 72 kDa agirliginda jelatinaz A (MMP-2) ve 92 kDa agirliginda
jelatinaz B (MMP-9) olmak tizere iki enzim tarafindan olugsmaktadir. Jelatinase A ve
B, diger matriks metalloproteinaz enzimlerinde olmayan, katalitik bolgelerinde
fibronektinin kollajen baglayan bdlgesi ile iliskili olan, sisteinden zengin jelatin
baglayici bir ekstra domain igermektedirler (80, 83, 86).

1.4.3.1.1. Matriks Metalloproteinaz-2 (Jelatinaz A)

Matriks Metalloproteinaz-2 (MMP-2) olduk¢a yaygindir. Ozellikle,
fibroblastlar, keratinositler, kondrositler, monositler, osteoblastlar ve endotelyal
hiicreleri olmak tizere birgok hiicre tarafindan sentezlenmektedirler (86).

1.4.3.1.2. Matriks Metalloproteinaz-9 (Jelatinaz B)

Matriks Metalloproteinaz-9 (MMP-9) akciger alveoler makrofajlari,
monositler, lenfositler, polimorfoniikleer Iokositler ve keratinositler tarafindan
sentezlenmektedir. Makrofaj ve 16kositler bu enzimi gégleri sirasinda viicuttaki farkli
doku kompartmanlarina baglanabilmek i¢in kullanirlar. Jelatinaz B (MMP-9), jelatin
ve Tip IV bazal membran kollajeni i¢in substrat 6zelligindedir. Latent formu 92 kDa,
aktif formu 84 kDa olarak olgiilmektedir. Diger subsratlar1 Tip I, III, V kollajen,
elastin ve fibronektinden olusmaktadir. Katalitik bolge iginde {i¢ kez tekrar eden
fibronektin benzeri bolgeler vardir. Bu bolge ozellikle jelatin, Tip IV kollajen ve
elastin yikiminda role sahiptir (80, 82, 86). Insanda gen lokusu 20. kromozom
tizerinde yer almaktadir (87).

Matriks metalloproteinaz 9, doku remodelingini de igine alan pek ¢ok
fizyolojik ve patolojik siiregte rol alan bir endopeptiazdir. MMP-9 ekpresyonu
embriyonel implantasyonda trofoblastik invazyondan baslayarak erken gestasyonel
donemde 6nemlidir (88). Ayrica insanda ve kemirgenlerde gelismekte olan kardiyak
dokuda embriyogenezin 16 ve 18. giinlerinde tespit edilmistir (89).

Bununla beraber MMP-9 un vaskiiler yapilarin basal laminasini olusturan
proteinlerin proteolitik degradasyonunda fonksiyon gostererek neovaskiilarizasyonda

gorev aldig1 belirtilmistir (90). MMP-9 immiin hiicre fonksiyonunda da rol alir.
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MMP-9 delesyonu eozinofil ve T helper-2 hiicre gelisimini tetikleyerek akcigerlerde
allerjik reaksiyonu baslatir (91). Patolojik durumlarda MMP-9 yara iyilesmesi ve
gelisme donemlerinde upregiile olur. Bu durumlara artrit diyabet ve kanser gibi
inflamatuar prosesler de rnek olarak verilebilir. Inflamasyonun rol oynadig bu
hastaliklarda; MMP-9’un proteolitik 6zellikleri immiin cevabin olugsmasinda ve
hastalik progresyonunun ilerlemesinde etkilidir. MMP-9 hipertansiyon, atheroskleroz
ve miyokard infarktiisii gibi kardiyovaskiiler hastaliklarda belirgin diizeyde artar
(92).

Insan MMP-9’u NH2 terminal pro-domaini, katalitik domain baglayici
(linker) domain ve COOH-terminal hemopexin benzeri domainden olusur (93).
MMP’nin katalitik domaini iki adet ¢inko, bes adet kalsiyum iyonu ve {i¢ adet
tekrarlayan homologe fibronektin tip 2 modiilii igerir. Cinko iyonlarinda biri ve
sistein pro-domainin anahtar motifi olup tiim yapt MMP-9’u inaktif tutmak agisindan
koordinelidir. Katalitik ¢inko iyonu ise proteolitik aktivite i¢in gereklidir (94). MMP-
9, fibronektin benzeri domain adi verilen ve ii¢ adet fibronektin tip 2 tekrarindan
olugan 6zgiin bir domaine sahiptir. Bu domain ¢ogunlukla O-glikoziledir ve katalitik
ile hemopeksin benzeri domainler arasinda uzamis baglantilar1 da igerir (95).
Fibronektin benzeri domain denatiire kollojen ya da gelatine baglanmada gereklidir
(96). Hemopeksin benzeri domain ise plazma hemopeksini ile benzerlikler gosterir
ve MMP-9 da bu domain TIMP-1 ve TIMP-3’un COOH-terminalleri ile saglam
kompleksler yapar. (84). Pro-MMP-9 sekresyondan once Golgi apparatusunda
TIMP-1 ile bagl halde bulunur. TIMP-1, Pro-MMP-9’a COOH-terminali ile baglanir
ve NHj; terminali diger MMP’leri inhibe etmek i¢in uygun pozisyonda birakir (97).
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Sekil 4. Matriks Metalloproteinaz-9’un yapisi (98)
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Yapilan bir calismada Tip 2 diyabetik nefropatili hastalarin erken
donemlerinde MMP-9’un idrar ile atiliminda artis oldugu gozlemlenmistir. MMP-
9’un, Tip 2 diyabetik nefropatinin ilerlemesi ve patolojisinde rol aldigi ve Tip 2
diyabetiklerde erken donemde iiriner Tip IV kollajen ile birlikte, MMP-9 6l¢limiiniin
de, renal hastaliklarda hasar1 degerlendirmede yararli olabilecegi dusiiniilmektedir
(99).

Diyabetle ilgili bir baska ¢alismada ise MMP-9’un yara dokusundaki
diizeyinin diyabetik ayak iilserlerinin iyilesmesinde kotii prognostik faktor oldugunu
gostermistir (100).

1.4.4. Metalloproteinaz Enzim Aktivitesinin Inhibisyonu

Matriks metalloproteinaz aktivitesinin kontroliinde spesifik doku inhibitorleri
olan doku metalloproteinaz inhibitorii (TIMP)’ler anahtar rolii oynamaktadir. Bundan
baska 02- makroglobulin, heparin, tetrasiklinler ve sentetik inhibitdrler de aktif MMP
inhibitorleri arasinda yere almaktadirlar (78). TIMP’ler bag dokusu
metabolizmasinin organizasyonunda temel olan proteinlerdir. Pek ¢ok dokuda ve
viicut sivilarinda bulunmaktadirlar. MMP’lere irreversible ve kovalent olmayan
bi¢imde baglanarak latent enzim formunun aktivasyonunu ve katalitik aktivitenin
stirdiiriilmesini de inaktive ederler. Boylece TIMP’ler MMP enzim aktivitesini ve
MMP/TIMP dengesini siki kontrol altinda tutmaktadirlar. Insanlarda TIMP-1, 2, 3 ve
4 olmak iizere bugiine dek tanimlanmis 4 TIMP tiirii vardir. TIMP’ler de MMP’ler
gibi vaskiiler diiz kas hiicreleri, endotel hiicreleri, kan hiicreleri, bag dokusu hiicreleri

ve makrofajlar tarafindan sentezlenmektedirler (78, 101).

1.5. D Vitamini

D vitaminleri hormon benzeri faaliyetleri olan bir grup sterolden
olusmaktadir. Yagda eriyen vitaminler arasindadir. D vitamini viicutta iiretilebilmesi
ve tretildigi yer disinda baska bdlgelerde etki gosterebildigi icin gilinlimiizde bir
hormon olarak tanimlanmaktadir. D vitaminin en 6nemli gorevi kalsiyum ve fosforun

plazma diizeylerini diizenlemektir (102).
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1.5.1. D Vitamini Kaynaklar:

D vitamini diyetle alinmakta ve endojen olarak yapilabilmektedir. Bitkilerde
bulunan ergokalsiferol (D2 vitamini) ve hayvanlarda bulunan kolekalsiferol (D3
vitamini) diyetle alinan D vitamini kaynaklaridir. Kolesteroliin sentezi sirasinda
metabolit olan 7-dehidrokolesterol endojen D vitamini &nciiliidiir. Insanlarda giines
15181 alan dermis ve epidermiste kolekalsiferole doniislir. D vitamini sadece simirl
giines 1s1g1na maruz kalan kisilerde diyetsel bir gereksinimdir (102).

1.5.2. D Vitamini Metabolizmasi

D2 ve D3 vitaminleri biyolojik olarak inaktiflerdir. iki ardisik hidroksilasyon
reaksiyonu ile viicutta aktif D vitaminine dondstiiriiliir. Dolasimda D vitamini bir
alfa globulin olan vitamin D baglayic1 proteinle tasimmaktadir. Kolekalsiferol,
vitamin D baglayici protein ile karacigere tasinmakta ve karacigerde 25 hidroksilaz
enzimi ile 25 hidroksi kolekalsiferol (25-OHD3)’e doniismektedir.(25-OHD3)
plazmada en fazla bulunan D vitamini olmakla birlikte baslica depolanma formudur.
25-OHD3 bobreklerde 1 alfa hidroksilaz enzimi ile 1,25 dihidroksi kolekalsiferol
(1,25(0OH)2D3)’e dontismektedir. 1,25(0OH)2D3 D vitaminin aktif seklini olusturur.

Asagidaki sekilde D vitamini metabolizmasi1 gériilmektedir.
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Sekil 5. D vitamini metabolizmasi
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Fazla aktif D vitamini varliginda 1 alfa hidroksilasyon azalmaktadir. 24
hidroksilaz enziminin salinimi artar. Boylece 24,25 dihidroksikolekalsiferol denilen
inaktif form olugsmaktadir. Parathormon (PTH) ve diisiik serum kalsiyum ve fosfor
diizeyleri 1 alfa hidroksilasyonunu ve aktif D vitaminini arttirmaktadirlar. Fibroblast
biiyiime faktorii (FGF) 23 aktif D vitamini yapimini azaltmakta ve 24 hidroksilaz
enzimini aktive ederek 1,25(OH)2D3’1i inaktif formuna donistiirmektedir (103). D
vitamini reseptorleri intraselliiler reseptorlerdir ve bircok dokuda bulunurlar.

1.5.3. D Vitamininin Fonksiyonu

1,25(0H)2D3’iin genel fonksiyonu yeterli plazma kalsiyum diizeyini devam
ettirmektir. Bu fonksiyonu kemik, barsak ve bobrekler iizerinden etkileyip gosterir.
1,25(0H)2D3 kalsiyum ve fosforun barsaklardan emilimini arttirmaktadir.
1,25(0H)2D3 PTH sentez ve salinimini arttirict rol oynamaktadir. PTH varligiyla
kemikten kalsiyum ve fosfat serbestlesmesini uyarmaktadir. 1,25(0OH)2D3 RANKL
(niikleer faktor kappa-B ligand’in reseptor aktivatoril) ekspresyonunu arttirir.
RANKL proteoklastlarda RANK ile etkilesime girip proteoklastlarin osteoklastlara
dontisiimii gergeklestirir. Boylelikle kemik rezorpsiyonu artmaktadir (103).

1.5.4. D Vitamini Diizeyleri

Kiside D vitamini diizeyinin normal, eksik veya fazla oldugunu anlamak i¢in
250HD3 seviyesine bakilmalidir. Ciinkii 250HD3 yar1 omrii 2-3 hafta olan
dolagimdaki formudur.1,25(0OH)2D3 ideal 6l¢iim i¢in uygun degildir. Dolasimdaki
diizeyleri 250HD3 ye gore 1000 kat daha diisiik ve yar1 6mrii 4 ile 6 saat arasindadir.
Hastada vitamin D yetersizligi olursa barsaklardan kalsiyum emilimi azalir. Buna
bagl olarak iyonize kalsiyum azalmakla beraber PTH salinimi artmaktadir. PTH
salimiminin artigina bagl olarak 1,25(OH)2D3 yapimi artar. Sonug olarak kiside D
vitamini eksikligi olmasina ragmen 1,25(OH)2D3 seviyeleri yiiksek bulunur (103).

1.5.5. D Vitamini ve Diyabetik Nefropati

Renin Anjiotensin Sistemi (RAS) diyabetik nefropati patogenezinde 6nemli
bir rol oynar. RAS’1n asir1 aktivasyonunu renal ve kardiyovaskiiler hastaliklara neden
olur.. Diyabetik farelerde intrarenal renin ve anjiotensinojen seviyelerinde artis
gozlenmektedir (104, 105). Intrarenal RAS’1in diabetes mellitusta hipergliseminin
indiikledigi bobrek hasarinda anahtar gérevi iistlendigi bilinmektedir (106). invitro

caligmalarda hipergliseminin mezengial hiicreler ve podositlerde renin anjiotensin
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tretimini arttirdigi belirtilmistir (107-109). Bobrekteki ANG 11 bobrekteki ¢oklu
yolaklar ile glomeriiler gecirgenligi arttirarak, oksidatif stresi indiikleyerek,
proinflamatuar ve profibrotik faktorlerin ve ekstraselliiler matriksin sentezini
baslatarak, renal hasarin ilerlemesini saglar (110, 111). Cesitli epidemiyolojik ve
klinik calismalar gostermektedir ki D vitamini eksikligi sonucu renal ve
kardiyovaskiiler hastaliklarin arttigi bilinmektedir. 1,25(OH)2D3 renin ve RAS’1n
hiz kisitlayan enziminin ekspresyonunu azaltir, AGT azalmasma sebep olur. D
vitamini eksikligi renin ekspresyonunda artisa ve RAS aktivasyonuna neden olur ki
bu da renal hasarin sebebidir. D vitaminin RAS’1 baskilayip renal ve kardiyovaskiiler
sistemi koruyacagi tahmin edilmektedir. Vitamin D analoglar1 renal ve
kardiyovaskiiler hastaliklarin tedavisinde kullanilabilmektedirler (112). Dolagimdaki
1,25(0H)2D3 ile plazma renin aktivitesi arasindaki iliski belirtilmistir (113, 114).
1,25(0OH)2D3 renin gen ekspresyonunun negatif endokrin diizenleyicisidir. VDR si
olmayan farelerin bobreklerinde renin ekspresyonunda upregiilasyon olmasi
sebebiyle hiperreninemi gelismistir (115). Renin upregiilasyonu plazma renin
aktivitesinin artis1 ve plazma ANG II diizeyinde artisla sonuglanir. Yine VDR mutant
farelerde (1a hidroksilaz igin gereken CYP27b1 eksik) hipertansiyon, hiperreninemi,
ve Kardiyak hipertrofi gelismistir. Bu bozukluklar sadece ACEI ve ARB ile degil,
beraberinde 1,250HD3 verilmesi ile diizeltilmistir (116). 1,250HD3 sentezi inaktive
edilmis farelerde bobrekte renin ekspresyonu artmustir. Oteki taraftan aktif D
vitamini ile tedavi edilen farelerde renin ekspresyonu 6nemli 6l¢iide azalmistir (106).
Diyabetik VDR’si olmayan farelerde ciddi albiiminiiri, glomeriiloskleroz
gelismektedir (116). Glomeriil bazal mambranda kalinlasma gézlenmistir. VDR’si
olmayan farelerde fibronektin artmis, nefrin azalmistir. VDR’si olmayan farelerde
renin, anjiotensin, TGF 1, CTGF artmakta ve renal hasar olugmaktadir.
1,25(OH)2D3 VDR ye baglanir ve RAS aktivasyonunu ve dolayisiyla mezengial
hiicre proliferasyonunu inhibe etmektedir. Fibrozisi TGF B1°i indirekt olarak inaktive
edip Onler. 1,25(OH)2D3 glomeriiloskleroz ve tiibiilointerstisyel fibrosisi
azaltmaktadir (117). Sekilde diyabetik nefropati gelisiminde aktif D vitamininin

etkilerini gostermektedir.
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Sekil 6. Diyabetik nefropati gelisiminde aktif D vitamininin etkileri (117)

Diyabetik nefropatide kullanilan birinci grup ilaglar ACEI, ARB, renin
inhibitorleri RAS’1  inaktive etmekte kullanilmaktadirlar. Bu ilaglarla
glomeriiloskleroziin ilerlemesinin, tiibiilointerstisyel fibrosisin ve proteiniirinin
azaldig1 belirtilmistir (36, 37, 118, 119) Bu ilaglarda goriilen ana problem
kompansatuar renin artisina sebep olmaktir (120). Renin aktivitesinin diizeyindeki
arttg anjiyotensin (ANG) | ve ANG Il seviyelerinde artis olmakta bu da dolayh
olarak RAS inhibisyonunun etkinliginde azalmaya neden olmaktadir. ACEI alan
hastalarda baslangicta daha diisiik ANG II diizeyleri olmasina ragmen ilerleyen
donemde ¢ogu zaman ANG II diizeylerinin bazal seviyeye ulastigi goriismektedir
(121, 122). Renin iiretimindeki negatif feed back inhibisyondaki aksama renin
tiretiminde artiga sebep olur. Bu sorun ARB’ler ve aliskirende de goriilmektedir
(123). 1,25(0OH)2D renin gen ekspresyonunun negatif endokrin diizenleyicisidir.
(115). Sekilde kompansatuar renin artist ve D vitamin tarafindan inhibisyonu

goriilmektedir.
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Sekil 7. Kompansatuar renin artisi ve D vitamin tarafindan inhibisyonu (112).

Renin ve prorenin ile mezengial hiicredeki reseptorler uyarilinca profibrotik
bir faktor olan TGF [ sentezi olusur (124). Dolagimda yiiksek prorenin olan farelerde
diisik kan basinct olmasina ragmen vaskiiller hasar ve diyabetik renal
komplikasyonlarin gelistigi gortilmistir (125). Kronik bobrek hastaligi olan
hastalarda yapilan tetkiklerde daha diisiik kalsitriol konsantrasyonlarmin diyabet,
yiiksek idrar albiimin/kreatinin seviyeleri ve diisiik GFR ile yiiksek oranda korele
oldugu gosterilmistir (123). Preklinik modellerde vitamin D’nin selektif aktivatorii
olan paracalcitol ile albliminiiri azaltilmig, kronik bobrek hastaligina ilerleyis
yavaslatilmig ve serum elektrolitlerinde minimal farklilik gosterilmistir (113, 114).
Diyabetik nefropatide paracalcitol ve ARB kombinasyonu ile renal renin
ekspresyonunda azalma ile glomeriiler filtrasyon bariyerinin yapisinda korunma,
albliminiiri gelisimi ve glomeriilosklerozda azalma saptanmustir (126). Evre 2-3
kronik bobrek hastalarinda paracalcitol alan grupta plasebo alan gruba gore
proteiniiride belirgin bir disiis oldugu goézlemlenmistir (127). Sonug¢ olarak
1,25(0H)2D3 RAS’1n negatif endokrin kontroliinde anahtar gorevi tistlenir. Kronik
hiperglisemi diyabetik nefropati patogenezinde ana rol oynar. D vitaminin insiilin
sekresyonu ve insiilin duyarliligi tizerine etkileri bilinmektedir. D vitamini alfa
hiicreleri beta hiicrelerine oranla daha fazla etkiler (128, 129). D vitamini glukoz

uyarimina cevap olarak insiilin sekresyonunu arttirarak etkiler. D vitamini eksikligi
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olan farelerde insiilin sekresyonunun seviyesinin azaldigi (130) ve D vitaminin tek
doz subkutan enjeksiyonundan sonra bozulmus glukoz toleransinin ve insiilin
sekresyonunun énemli dlciide diizeldigi gosterilmistir (131). insiilin sekresyonu ve
sentezi iizerinde D vitaminin etkisi kalsiyum seviyesinden bagimsiz bulunmaktadir
(132). Sistemik inflamasyon insiilin direnciyle iligkili bulunmustur (133). Obezite ve
tip 2 diyabet inflamatuar reaksiyonu arttirmaktadir (133). D vitamini insiilin direncini
immiinmodiilatuar ve anti inflamatuar etkilerle azaltmaktadir. Vitamin D eksikligi
siklikla obezite ve tip 2 diyabetle alakalidir (134, 135). D vitamini eksikligi olan
obez kisilerde parathormon diizeylerinde artis goriilmiistir (136, 137). PTH
seviyelerinde artis insiilin duyarliligin1 azaltabilmektedir (138, 139).
Hiperparatiroidizm insiilin duyarhihiginda azalmayla ve bozulmus glukoz
toleransinda ve diyabet prevalansinda artigla alakalidir. D vitamini eksikligi olan
BGT ve DM’li hastalara D vitamini takviyesi yapilmasi ile insiilin sekresyonu,
glukoz toleransi ve HbAlc degerlerinde iyilesme saptanmistir (138, 140).
Calismalarda HbAIc’deki diizelmenin mikroaliiminiiri seviyesini  azalttig

gosterilmigtir (28, 141).
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2. GEREC ve YONTEM
Bu ¢alisma Hayvan Deneyleri Etik Kurulu’nun 26.08.2015 tarih ve 145 Sayili
karar1 ile etik yonden uygun bulunarak Firat Universitesi Deneysel Arastirma
Merkezi (FUDAM) biriminde ve Firat Universitesi Tip Fakiiltesi Histoloji ve

Embriyoloji laboratuvarinda yapildi.

2.1. Deney Hayvanlar1 Ve Beslenmeleri

Deneysel ¢alismada Kullanilan 35 adet 8-10 haftalik eriskin Wistar albino
cinsi erkek sicanlar, FUDAM biriminden temin edildi. Hayvanlar FUDAM hayvan
laboratuvarinda bulunduklari ortamin sicakligi 22-25°C arasinda sabit tutularak 12
saat 151k (07:00-19:00) ve 12 saat (19:00- 07:00) karanlikta takip edildi. Si¢anlar 6zel
olarak yaptirilan kafeslerde beslendi ve her giin altlar1 temizlendi. Tiim hayvanlara
ayni standart sigan yemi verilerek addlibitum su ve yiyecek alimlari saglandi.
Yemler; celik kaplarda, su; cam biberonlarda normal ¢esme suyu olarak verildi.
Hayvan yemleri Elazig Yem Sanayi A.S. Yem Fabrikasi’nda hazirlandi. Yemlerin
terkibi Tablo 4°de gosterildi.

Tablo 4. Deney Hayvanlarina Verilen Sican Yeminin Terkibi

Sican Yeminin Terkibi %
Bugday 15
Misir 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 Ds, 12 mg E, 0,8 mg Ks, 0,8 mg B4, 2,4 mg B,, 1,2 mg Bg, 0,006 mg B;, vitaminleri, 16 mg
Nicotinamid, 3,2 mg Cal. D. Panth. 0,32 mg Folic acid, 0,02 mg D-Biotin, 50 mg CholinChloride, 20 mg ZincBacitracin, 32 mg
Mn, 16 mg Fe, 24 mg Zn, 2 mg Cu, 0,8 mg I, 0,2 mg Co, 0,06 mg Se, 4 mg Antioksidan ve 200 mg Ca

** 0 18 fosfor, % 25 kalsiyum, % 0,2 flor’dan olusur
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2.2. Diyabet Indiiksiyonu

Calismanin bu kisminda kullanilacak 14 adet sicanda diyabet olusturmak igin
26 gauge’lik insiilin enjektoriiyle 50 mg/kg dozunda STZ (Streptozosin, Zanosar,
Pharmacia, France) intraperitoneal (i.p) olarak 0,4 ml (0,1 M) sodyum-sitrat
tamponunda (pH:4,5) ¢ozdiiriilerek tek doz uygulandi. 72 saat sonra kuyruk veninden
kan alinarak, glukometre cihazindaki Ol¢limii sonucu aglik kan glukozu> 250
mg/dl’yi gegen siganlar, diyabetik olarak kabul edildi. Kan sekeri 6l¢iimii Glucostix
(Myles, Ekhart, IN) ile yapildi. Siganlarin aclik kan glukoz diizeylerini saptamak i¢in

kan ornekleri, 8-10 saatlik aclik sonrasinda sabah 8-10 arasinda alindi.

2.3. Deney Gruplarinin Olusturulmasi

Agirliklart 200-220 gr arasinda degisen 8-12 haftalik 35 adet Wistar Albino
cinsi erkek si¢anlar her grupta 7 hayvan olacak sekilde 5 esit gruba ayrilds;

Grup | (Kontrol grubu); Deney siiresi olan 8 hafta boyunca herhangi bir
islem yapilmadi. Deney baslangici ve sonunda aglik glukoz diizeyleri Olgiliip
kaydedildi.

Grup Il (Tampon grubu); Tek doz 0.1 M sodyum sitrat tamponu i.p
uygulandi. Deney baslangici ve sonunda glukoz diizeyleri dlgiiliip kaydedildi.

Grup Il (Vitamin D grubu); 8 haftalik deney siiresi boyunca her giin
Vitamin D 501U/giin oral yolla damlalik araciligiyla uygulandi. Deney baslangici ve
sonunda diizenli bir sekilde glukoz diizeyleri ol¢iiliip kaydedildi.

Grup IV (Diyabetik grup); 50mg/kg olacak sekilde tek doz streptozotosin
(STZ) 0.1 M sodyum sitrat tamponunda (Ph:4.5) ¢6zdiiriilerek i.p olarak uygulandi.
72 saat sonra kuyruk veninden kan glukoz diizeyi 250 mg/dl {izerinde olanlar
diyabetik kabul edilip, deney baslangici ve sonunda glukoz diizeyleri Olgiiliip
kaydedildi.

Grup V (Diyabet + Vitamin D grubu); 50mg/kg olacak sekilde tek doz STZ
0.1 M sodyum sitrat tampon (Ph:4.5) ¢ozdiiriilerek i.p olarak uygulandi. 72 saat
sonra kuyruk veninden kan glukoz diizeyi 250 mg/dl iizerinde olanlar diyabetik kabul
edildi. Deneysel diyabet olusturulduktan sonra deney siiresi boyunca her giin
Vitamin D 50 IU/giin oral yolla damlalik araciligiyla uygulandi. Deney baslangici ve
sonunda glukoz diizeyleri dlgiiliip kaydedildi.
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2.4. Orneklerin Alinmasi
Tiim gruplardaki siganlar deney sonunda tartildiktan sonra, ketamin (75mg/kg)
+ xylazine (10mg/kg) 1i.p uygulanarak anestezi altinda dekapite edildiler.
Dekapitasyonun ardindan sigcanlarinbobrek dokular1 hizla ¢ikarildi. Tiim gruplara ait
serum ve bobrekdokular1 biyokimyasal calisma igin -80C®de saklandi. Histolojik

calisma icin ise % 10’luk formaldehit soliisyonunda tespit edildi.
2.5. Biyokimyasal Calisma

2.5.1. Kan glukoz diizeyleri
Kan glukoz diizeyleri c¢alisma siiresince glukometre (Glucostix, Myles,
Ekhart, IN) ile dl¢tildi.

2.5.2. Total Antioxydant Status (TAS) ve Total Oxydant Status (TOS)

ol¢timii

TAS ve TOS o6lciimii Ozcan Erel tarafindan tanimlanan total antioksidan
aktivite ve total oksidan aktivite metodu kullamlarak yapildi. Olgiimiin sonugclari

umol /1 olarak birimlendirilmistir.

2.6. TUNEL Metodu

Parafin bloklardan 5-6 pum kalinliginda alinan kesitler polilizinli lamlara
alind1. Uretici firmanin talimatlar1 dogrultusunda ApopTag Plus Peroxidase InSitu
Apoptosis Detection Kit (Chemicon, catno: S7101, USA) kullanilarak apoptoza
giden hiicreler belirlendi.

Xylene ile deparafinize edilen dokular, dereceli alkol serilerinden gecirilerek
phosphatebufferedsaline (PBS) ile yikandi. 0.05%°lik proteinase K ile 10 dakika
inkiibe edilen dokular, endojenperoksidaz aktivitesini engellemek icin % 3
hydrogenperoxide ile 5 dakika inkiibe edildi. PBS ile dokular yikandiktan sonra, 6
dakika EquilibrationBuffer ile inkiibe edilip, 37° C’de nemli ortamdagalisma
soliisyonu (%70 ul ReactionBuffer+%30 TdTEnzyme) ile 60 dakika inkiibe edildi.
Stop/WashBuffer da 10 dakika bekletilen dokular, Anti-Digoxigenin-Perosidaz ile 30
dakika muamele edildi. Diaminobenzidine (DAB) substrati ile apoptotik hiicreler
goriintiilendi. Harris hematoksilen ile zit boyasi yapilan kesitler uygun kapatma

soliisyonu ile kapatildi. Hazirlanan preparatlar Novel N-800M mikroskobunda
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incelenerek degerlendirildi ve fotograflandi. TUNEL boyamanin
degerlendirilmesinde Harris hematoksilen ile maviye boyanmis ¢ekirdekler normal,
kahverengi niikleer boyanma gosteren hiicreler apoptotik olarak degerlendirildi.
Kesitlerde 10'luk biiyiitmede rastgele segilen alanlarda, normal ve apoptotik en az
500 hiicre sayildi. Apoptotik hiicrelerin, toplam (normal + apoptotik) hiicrelere
oranlanmasi ile Apoptotik indeks (AI)’i hesaplanarak istatistiksel analizleri yapildi.
Boyama metodu asagidaki tabloda ayrintili olarak verilmistir (Tablo 5).

Tablo 5. TUNEL Boyama Prosediirii

Islem Siire
1 60°C etiiv Bir gece
2  Xylol 3X15
3 %100, %96, %80, %70 etil alkol 3'er dakika
4  PBS 5 dakika
5 Kesitlerin ¢evreleri sinirlayict kalem ile ¢izilir. ..
6  1:500 d iliisyondakiProtinaz K soliisyonu 20 dakika
7  PBS 3X5 dakika
8  Endojen peroksit blokaji (% 3 H205) 3 dakika
9 PBS 3X5 dakika
10 Equilibration tampon soliisyonu 10 dakika
11  Calisma soliisyonu (%70 pl ReactionBuffer + %30 TdTEnzyme ) 60 dakika
37°C’de
12 Stop/WashBuffer ( 2ml ) +Distile su (68ml) Oda sicakliginda 10 dakika
13  Anti-Digoxigenin-Peroxidase 30 dakika
14 PBS 3X5 dakika
15 DAB DilutionBuffer + DAB Substrate 5-10 dakika
16 PBS 3X5 dakika
17 Distile su 5 dakika
18 Harris hematoksilen 1-5 dakika
19 Distile su 5 dakika
20 %80, %96 ve %100 etil alkol 1'er dakika
21 Xylol 2X5 dakika

22 Kapatma medyumu kullanilarak lamel ile kapatma. ...

2.7. Iimmiinohistokimyasal inceleme

Bobrek dokusunda MMP-9 immiinreaktivitesinin belirlenmesi i¢in Avidin-
Biotin-Peroksidaz Kompleksi yontemi uygulandi. (Tablo 6).
Parafin bloklardan 5-6 pum kalinliginda alinan kesitler polilizinli lamlara

alindi. Endojenperoksidaz aktivitesini 6nlemek igin H,O, ile muamele edildi.
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Deparafinize edilen dokular dereceli alkol serilerinden gegirilip
antigenretrieval i¢in sitrat tampon soliisyonunda pH: 6’da mikrodalga firinda (750W)
12 dakika kaynatildi. Zemin boyasini engellemek i¢in Ultra V Block (TA-125-UB,
LabVision Corporation, USA) soliisyonu ile 5 dakika muameleden sonra primer
antikor (RabbitMMP9antibody, BS-039R, Biossantibodies, USA)ile 60 dakika
inkiibe edildi.Dokular, primer antikor uygulanmasindan sonra sekonder antikor
(biotinylatedGoat Anti-Poliyvalent (anti-mouse/rabbitlgG), TP-125-BN, LabVision
Corporation, USA) ile 30 dakika nemli ortamda oda 1sisinda inkiibe edildi.

Sekonder antikor uygulanmasindan sonra Streptavidin Alkaline Phosphatase
(TS-060-AP, LabVision Corporation, USA) ile 30 dakika nemli ortamda oda 1sisinda
inkiibeedildikten sonra distile su igerisine alindi. Dokulara FastRedSubstrateSystem
(TA-125-AF, LabVision Corporation, USA) solusyonu damlatilip 151k
mikroskobunda goriintii sinyali alindiktan sonra es zamanli olarak distile su ile
yikamaya alindi. Mayer’shematoksilen ile zit boyamasi yapilan dokular distile sudan
gecirilerek uygun kapatma solusyonu (Large Volume VisionMount, TA-125-UG,
LabVision Corporation, USA) ile kapatildi. Pozitif kontrol i¢in, meme dokusu ile
karsilastirildi. Negatif kontrol i¢in hazirlanan dokularda primer antikor yerine PBS
kullanildi, diger basamaklar ayn1 sekilde uygulandi. Hazirlanan preparatlar Novel N-
800M  mikroskobunda  incelenerek  degerlendirildi  ve  fotograflandu.
Immiinohistokimyasal ~boyanmanin  degerlendirilmesinde; ~immiinreaktivitenin
yaygmhgr (0.1: <%25, 0.4:%26-50, 0.6:%51-75, 0.9:%76-100) ve siddeti (0:yok,
+0.5: ¢ok az, +1: az, +2: orta, +3: siddetli) esas alinarak histoskor olusturuldu.
(Histoskor= yayginlik x siddet). (Tablo 9)
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Tablo 6. Immiinohistokimyasal boyama prosediirii

Sira Islem Siire

1 Xylol | 10 dakika
2 Xylol 11 10 dakika
3 Xylol 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 (PhosphateBufferedSaline) 3X5 dakika
11 HyO, 10 dakika
12 PBS 3X5 dakika
13 Normal blok soliisyonu 5 dakika
14 Primer antikor 60 dakika
15 PBS 3X5 dakika
16  Sekonder antikor 30 dakika
17  PBS 3X5 dakika
18  Streptavidin Alkaline Phosphatase 20 dakika
19 PBS 3X5 dakika
20  Fast Red Substrate 5 dakika
21  Distilesu 5 dakika
22 Zit boyaolarak Mayer’s hematoksilen 10 saniye
23 Akarsu 5 dakika
24 Ozel kapatma maddesi ile kapatma

2.8. istatistiksel Analiz

Elde edilen veriler ortalama + standart sapma olarak belirlendi. Istatistiksel
analiz i¢in SPSS version 22 programi kullanildi. Gruplar arasi degerlendirme One-
way ANOVA ve PosthocTukey testi ile yapildi. p <0.05 degerler istatistiksel olarak
anlamli kabul edildi.
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3. BULGULAR
3.1. Biyokimyasal Bulgular
Tim gruplara ait baslangic ve final kan glukoz degerleri Tablo 7’de

Ozetlenmistir.

Tablo 7. Deney Hayvanlarinin Baslangi¢ ve Final Kan Glukoz Degerleri

Baslangi¢ Kan Glukoz Degerleri Final Kan Glukoz Degerleri
GRUP (mg/dl) (mg/dl)
Kontrol 111,66+11,16 113,33+15,73
Tampon 107,33+10,87 102,16+12,15
Vitamin D 111,83+9,78 105,25+19,67
Diyabet 102,50+9,13 406,75+18,90°
Diyabet+Vitamin D 113,83+8,84 398,25+36,87°

Degerler ortalama + standart sapma olarak verilmistir.
# Kontrol grubuna gore karsilastirildiginda, (p<0.05).

3.2.TUNEL Bulgular

Apoptotik hiicrelerin belirlenmesi i¢in yapilan TUNEL boyamanin 151k
mikroskopi altinda incelenmesi sonucu; TUNEL pozitifligi bobrekte tiibiil
hiicrelerinde (siyah ok) go6zlendi.

TUNEL pozitifligi; Kontrol (Sekil 8), Tampon (Sekil 9) ve Vitamin D (Sekil
10) gruplarinda benzerdi. Kontrol grubuyla kiyaslandiginda Diyabet (Sekil 11)
grubunda TUNEL pozitifligi istatistiksel olarak anlamli bir sekilde artmis bulundu
(p<0.05). Diyabet grubu ile kiyaslandiginda ise TUNEL pozitifligi Diyabet+Vitamin
D grubunda (Sekil belirgin olarak azalmisti (p<0.05). Glomeriil (G). Tablo
8.Apoptotik indeks
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Tablo 8.Apoptotik indeks (%0)

GRUP Apoptotik indeks (%)
Kontrol 1,75+0.95
Tampon 2,25+1,25

Vitamin D 1,33+0,51
Diyabet 11,60+2,07°
Diyabet+Vitamin D 5,50+1,30%

Degerler ortalama + standart sapma olarak verilmistir.
®Kontrol grubuna gore karsilastirildiginda,

”Diyabet grubu ile karsilastirildiginda, (p<0.05).

Sekil 8. Kontrol Gurubu TUNEL Pozitifligi
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Sekil 10. Vitamin D Gurubu TUNEL Pozitifligi
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Sekil 12. Diyabet + Vitamin D Grubu TUNEL Pozitifligi
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3.3. immiinhistokimyasal Bulgular (MMP-9 Immiinreaktivitesi)

Matriks metallpproteinaz 9 immiinreaktivitesi icin yapilan
immiinohistokimyasal boyamanin 11k mikroskobu altinda incelenmesi sonucu; MMP
9 immiinreaktivitesi bobrek dokusunda tiibiil hiicrelerinin sitoplazmalarinda (Siyah
oK) gozlendi.

Bobrek dokusunda MMP 9 immiinreaktivitesi; Kontrol (Sekil 13), Tampon
(Sekil 14) ve Vitamin D (Sekil 15) gruplarinda benzerdi. Kontrol grubuyla
kiyaslandiginda Diyabet (Sekil 16) grubunda MMP 9 immiinreaktivitesi istatistiksel
olarak anlamli bir sekilde artmis bulundu (p<0.05). Diyabet grubu ile
kiyaslandiginda ise Diyabet+Vitamin D (Sekil 17) grubunda bir degisikliklik
izlenmedi. Glomeriil (G).Tablo X.MMP 9 histoskor

Tablo 9. MMP 9 histoskor

GRUP Histoskor
Kontrol 0,36+0,07
Tampon 0,40+0,08

Vitamin D 0,33+0,20

Diyabet 2,25+0,52°

Diyabet+Vitamin D 2,40+0,51°

Degerler ortalama + standart sapma olarak verilmistir.
# Kontrol grubuna gére karsilastirildiginda,

bDiyabet grubu ile karsilastirildiginda, (p<0.05).
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Sekil 14. Tampon Gurubu MMP-9 immiinreaktivitesi

43



Sekil 15. Vitamin D Gurubu MMP-9 immiinreaktivitesi

Sekil 16. Diyabet Grubu MMP-9 immiinreaktivitesi
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Sekil 17. Diyabet+Vitamin D Gurubu MMP-9 immiinreaktivitesi

3.4. TAS - TOS Bulgular

TOS;

Tim gruplara ait serum ve bdobrek dokularinda TOS diizeylerinin
degerlendirilmesi i¢in yapilan biyokimyasal g¢alismada; TOS diizeyleri Kontrol,
Tampon ve Vitamin D gruplarinda benzerdi. Kontrol grubuyla kiyaslandiginda
Diyabet grubunda TOS diizeyleri istatistiksel olarak anlamli bir sekilde artmis
bulundu (p<0.05). Diyabet grubu ile kiyaslandiginda ise TOS diizeyleri Diyabet+
Vitamin D grubunda belirgin olarak azalmist1 (p<0.05). Tablo 10. TOS diizeyleri
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Tablo 10.TOS diizeyleri

GRUP Serum TOS(umol/L) %Oggil;iiﬁf)u
Kontrol 157,66+21,77 174,66+10,69
Tampon 154,33+8,62 171,66+2,51

Vitamin D 152,40+19,41 153,00+14,30

Diyabet 268,33+44,92° 323,25+31,15°

Diyabet+Vitamin D 188,40+8,53" 268,75+32,06%

Degerler ortalama + standart sapma olarak verilmistir.
# Kontrol grubuna gore karsilastirildiginda,

*Diyabet grubu ile karsilastirildiginda, (p<0.05).

TAS;

Tim gruplara ait serum ve bdbrek dokularinda TAS diizeylerinin

degerlendirilmesi igin yapilan biyokimyasal ¢alismada; TAS diizeyleri Kontrol,

Tampon ve Vitamin D gruplarinda benzerdi. Kontrol grubuyla kiyaslandiginda

Diyabet grubunda TAS diizeyleri istatistiksel olarak anlamli bir sekilde azalmis

bulundu (p<0.05). Diyabet grubu ile kiyaslandiginda ise TAS diizeyleri Diyabet+

Vitamin D grubunda belirgin olarak artmist1 (p<0.05).Tablo 11. TAS diizeyleri

Tablo 11.TAS diizeyleri

GRUP Serum TAS(umol/L) Bobrekdokusu
TAS(pmol/L)

Kontrol 286,33+12,22 305,66+7,23
294 ,33+11,50 301,33+3,78

Tampon

Vitamin D 285,20+19,22 304,50+7,93
Diyabet 255,20+14,92° 267,25+3,59
273,00+6,37" 208,25+10,71°

Diyabet+Vitamin D

Degerler ortalama + standart sapma olarak verilmistir.
# Kontrol grubuna gére karsilastirildiginda,

bDiyabet grubu ile karsilastirildiginda, (p<0.05).
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4. TARTISMA

Diabetes Mellitus (DM), insiilin sekresyonu, insiilinin etkisi veya her
ikisindeki bozukluklardan meydana gelen, Ozellikle hiperglisemi ile karakterize
karbonhidrat, lipid ve protein metabolizmasi bozukluklari ve hizlanmis
aterosklerozla birlikte mikrovaskiiler ve makrovaskiiler komplikasyonlarla seyreden
kronik, metabolik bir hastaliktir (1).

Insanlarin fiziksel aktivitelerinin azalmasi ve obezitenin artmasi ile DM
insidans1 ve prevalansinda ciddi bir artis olmustur (142). DM, metabolik
anormalliklerin goriildiigl, gelisen ve sanayilesen iilkelerde morbidite ve mortaliteye
neden olan bir hastaliktir (143). DM‘un uzun dénem komplikasyonlarinin neden
oldugu morbidite ve mortalite; kapiller bazal membran kalinlagsmasiyla birlikte olan
mikrovaskiiler hastalik, hizlanmis arteriol sklerozu ile birlikte goriilen makrovaskiiler
hastalik, somatik ve otonom sinir sisteminin ikisini de i¢ceren néropati, kas zayifligi
ile birlikte goriilen néromiiskiiler disfonksiyon ve enfeksiyonlara direncin azalmasi
ile karekterizedir. Boyle kronik komplikasyonlar goz, bobrek, kalp, sinir ve kan
damarlarini etkilerler (144).

Tip 1 DM ve Tip 2 DM’nin rolatif olarak en sik goriilen mikrovaskiiler
komplikasyonu diyabetik nefropatidir. Diyabetik nefropati, diyabete bagli mortalite
ve morbiditenin en Onde gelen nedenidir. Gelismis ilkelerde her yil ilk kez
renalreplasman tedavisine baslayan hastalarin tigte birinde tan1 diyabetik nefropatidir.
Yine bu iilkelerde son donem bobrek yetmezligi (SDBY) nedeniyle ilk kez diyalize
giren hastalarin yaklagik % 50’sinde etyoloji DM’dir (145).

Vitamin D 6nemli bir metabolittir. Vitamin D kanda insiilin seviyesinin
regiilasyonunda 6nemli rol oynar, seker metabolizmasini destekler. Vitamin D giiclii
antiproliferatif, prodiferansiyatif, ve immunomodiilator etki gostermektedir (146).
Ayrica Vitamin D3'lin gectigimiz on yilda antioksidatif etkilere sahip oldugu
gosterilmistir (147).

Matriks metalloproteinazlar (MMP) ¢inko bagimli matriks pargalayici
enzimlerden olusan genis bir aile olup ekstraselliiler matriksin parcalanmasi ve
doniisiimiinde 6nemli rol oynar. Igerdikleri substratlara gore cesitli alt gruplardan

olusur. Jelatinaz alt gruplari, MMP-2 (jelatinaz A) ve MMP-9 (jelatinaz B)‘dir.
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Jelatinazlar i¢in klasik substratlar; tip 1V, V, VII, X, Xl kollajenler, elastin,
fibronektin, laminin ve proteoglikanlardan olusur. Bu substratlarin 6nemi, hepsinin
de glomeruler bazal membraninkomponentinin bir parcasindan olusmasindan
kaynaklanmasidir (148).

Sakamaki ve ark. (149) yaptigi ¢alismada, adriamisininnon-immiin yolla
glomeruler hasar modelinde, glomeruloskleroz ve albiiminiirinin artisinda MMP-9
veMMP-13’in rolii oldugunu gostermislerdir. Bu da, spesifik MMP inhibitorlerinin
gelistirilmesinin, glomerulosklerozun iyilestirilmesinde yeni tedavi imkan
saglayabilecegini belirtmektedir.

Bu c¢alismada deneysel diyabetik sigan bobrek dokusunda matriks
metalloproteinaz-9 ve apoptozis lizerine vitamin D’nin etkilerinin incelenmesi
amaglanmistir.

Calismamizda, ilk olarak tiim gruplara ait serum ve bobrek dokularinda TAS
ve TOS degerlerine bakilmistir. TOS diizeyleri Kontrol, Tampon ve Vitamin D
gruplarinda benzerdi. Kontrol grubuyla kiyaslandiginda Diyabet grubunda TOS
diizeyleri belirgin bir sekilde artmisti. Diyabet grubu ile kiyaslandiginda ise TOS
diizeyleri Diyabet + Vitamin D grubunda anlamli olarak azalmisti.

Total antioksidant status (TAS) diizeyleri ise Kontrol, Tampon ve Vitamin D
gruplarinda benzerdi. Kontrol grubuyla kiyaslandiginda Diyabet grubunda TAS
diizeyleri istatistiksel olarak anlamli bir sekilde azalmig bulundu. Diyabet grubu ile
kiyaslandiginda ise TAS diizeyleri Diyabet + Vitamin D grubunda belirgin olarak
artmistl.

Calismamizdaki TAS ve TOS diizeyleri literatiir bilgileri ile uyum
gostermektedir.

Oksidatif stres; herhangi bir nedenle oksidan iiretiminde artis ve antioksidan
savunma mekanizmasinda yetersizlik sebebiyle aradaki dengenin bozulmasiyla
olusan doku hasar1 olarak tanimlanir (40). DM, ROS (reaktif oksijen tiirleri) nin
tiretiminde artig, antioksidan savunma sistemlerinin yetersizligi ve sonug¢ olarak
belirgin artanoksidatif stresle iliskilidir (45). Erken ve ark. (150) ile Akkoc ve ark.
(151) yaptiklar1 ¢alismalarinda diyabete bagli olarak ortaya ¢ikan komplikasyonlarin

olugmasinda oksidatif stresin 6nemli bir rol oynadigin1 géstermislerdir.
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Diyabete bagli gelisen oksidatif streste ortaya c¢ikan serbest radikaller
stiperoksit, hidrojen peroksit, hidroksil radikali ve nitrik oksitdir. Yapilan bir¢cok
caligmada diyabete bagli gelisen komplikasyonlar ile lipid peroksidasyonu arasinda
belirgin bir iliski gosterilmesinden dolay1 lipid peroksidasyonunun kontrolii ¢ok
onemlidir (152).

Calismamizda Vitamin D verdigimiz tedavi grubundaki TOS degerlerindeki
azalma Onceki calismalara parelellik gostermekteydi (147). Giirel ve ark ise
yaptiklar1 ¢alismalarinda tedavi olarak verdikleri Vitamin D’nin MDA degerlerini
belirgin olarak azalttigini ve antioksidan etki gosterdigini belirtmislerdir (153).

Deneysel diyabetik bobrek dokusunda artmis apoptozis daha Onceyapilan
calismalarda rapor edilmistir (154-156).

Lipid peroksidasyonu sonucu hiicre zarinin yapis1 ve akiskanligi bozulmakta,
kalsiyum gibi iyonlar hiicre ic¢ine girmektedir. Kalsiyumun hiicre ig¢inde artmasi
sonucu proteazlar aktive olmakta ve hiicre iskeletinde hasar meydana gelmektedir.
Kalsiyum endoniikleazlar aktive ederek DNA kiriklarina sebep olur. Oksidatif strese
bagli olarak kalsiyum dengeleri ve mitokondrial membran potansiyeli degisir. Bu
degisiklik mitokondriyumlarda ve DNA’da hasara yol agarak hiicreyi programli
oliime yani apoptozise siiriikler (48, 157).

Calismamizda TUNEL boyamasinin sonucunda; STZ ile diyabet olusturulan
sicanlarin bobrek dokularindaki apoptotik hiicrelerde kontrole gére anlamli bir artis
oldugu gozlenmistir. Tedavi olarak Vitamin D verdigimiz grupta ise diyabetik gruba
gore belirgin bir azalma oldugu izlenmistir. Tedavi grubunda azalan apoptotik hiicre
sayist Vitamin D’nin TAS ve TOS diizeylerinde yapmis oldugu degisikliklere yani
antioksidan etkisine bagli olabilecegini diisiinmekteyiz. Zira Vitamin D ve
metabolitlerinin hiicre proliferasyonunu azaltarak apoptozisi kontrol ettigi, malign
hiicrelerin ¢ogalmasini ve biiyiimesini engelledigi bilinmektedir. Ayrica kemik ve
kalsiyumun metabolizmasina se¢ici olarak etki edip immiin sistemin regiilasyonunda
de 6nemli rol oynamaktadir (158).

Calismamizda MMP-9 degerleri kontrol grubu ile karsilastirildiginda Diyabet
grubunda belirgin olarak artmisti. Diyabet grubu ile kiyaslandiginda ise Diyabet +
Vitamin D grubunda bir degisiklik izlenmedi. Yapilan deneysel ve klinik ¢aligsmalar
MMP aktivitesindeki artigin glomeriiler hasarla korele oldugunu gostermistir (159).
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Diyabetik nefropatinin gelisiminde ekstraseliilermatriks bozukluklarinin
onemli bir rol oynadigi bildirilmistir. Bununla birlikte diyabetik nefropati
olusumunda MMP-9 ile iliskili olabilecegi sdylenmistir (160).

Diyabetik nefropatinin olusumu ile ilgili kompleks mekanizmalar halen tam
olarak anlasilmis degildir. Bununla birlikte hipergliseminin neden oldugu
ekstraseliiler matriks birikimi ile ileri glikolizasyon firiinlerinin nefropati
patogenezinde iliskili oldugu bildirilmistir (161).

Diyabette matriks metalloproteinazlarin bozuklugu ve metalloproteinazlarin
doku inhibitorleri ekstraseliiler matriks bozukluklarinin kilit noktasidir (162).
Schaefer ve ark. (163) diyabetik nefropati gelisimi ile MMP 9 disfonksiyonun
baglantili olabilecegini belirtmislerdir. Bununla birlikte Nakamura ve ark. ise MMP-
9’un nefropati patogenezinde nasil oynadiginin halen tam olarak aydinlatilmadigini
sOylemislerdir (164).

MMP-9 artmis ekspresyonu, diyabetik nefropati gelisiminde onemli bir rol
oynayabilecegini i¢cin MMP-9 ekspresyonunu veya aktivitesinin bloke edilmesi
halinde diyabetik nefropatinin gelismesini nleyebilir oldugu anlasilmaktadir (165).

Bir¢ok c¢alismada diyabetik hastalarin serum ve idrarlarinda MMP-9 artis1
gosterilmistir (166-168). Bununla birlikte Tashiro ve ark. (99) ise albuminiiri ile idrar
MMP 9 arasinda bir koreleasyonun oldugunu bildirmislerdir.

Matriks metalloproteinazlar igin kesfedilen ilging rollerinden biride, hiicre
¢ogalmasinin ve apoptozun diizenlenmesine birlikte yer almasidir (169, 170).

Calismamizdaki diyabetik grupta artan MMP-9 ve apoptozis bu literatiir
bilgileri ile uygunluk i¢inde oldugu goriilmiistiir. Ayrica diyabetik bobrek dokusunda
olusan apoptozisin sadece oksidatif hasarla degil ayn1 zamanda MMP 9 araciligiyla
olustugu sdylenebilir.

Bununla birlikte Fu ve ark. (171) MMP-9 ile oksidatif stres arasinda iligkili
olabilecegini bildirmislerdir. Fakat renal patolojide rol oynayicit mekanizmalarda rolii
olup olmadigi heniiz belirlenmemistir (172).

Calismamizda tedavi grubumuz olan Diyabet+ Vitamin D grubunda MMP-9
degerlerinin diyabetik grupla benzer olmasi oksidatif stres ile MMP-9 arasinda bir
koreleasyon olmadigi anlamina gelebilir. Zira vitamin D, TAS degerini arttirip TOS

diizeyini azalttig1 ¢alismamizda gosterilmistir.
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Sonu¢ olarak; deneysel diyabetin TOS, MMP 9 ve apoptotik hiicreleri
arttirdig1, tedavi olarak verilen vitamin D’nin TOS ve apoptotik hiicreleri azaltmasina
ragmen MMP 9 diizeylerini etkilemedigi, diyabetik nefropati patogenezinde oksidatif
stres ile MMP-9 arasinda iliskinin tam olarak aydinlatilabilmesi i¢in gelecekte farkli
yapilacak caligmalara ihtiya¢ oldugu ve diyabetin komplikasyonlarin1 &nlemek
amactyla vitamin D ile iligkili tedavi yaklasimlarinin denenebilecegi kanaatine

varilmastir.
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