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Abstract

Amag: Bu calisma, streptozotosin (STZ) ile olusturulan diyabetik
sican modelinde, bobreklerde olusan histolojik degisiklikler ii-
zerine aminoguanidinin iyilestirici etkilerinin arastirilmasi ama-
cryla planlandi.

Gerec ve Yontemler: Calismada kullanilan Spraque-Dawley cinsi; 15
adet erigkin disi sican: kontrol, diyabet (D) ve aminoguanidin ile
tedavi edilen diyabet (DAG) gruplarina ayrildi. Deneysel diya-
bet D ve DAG gruplarinda tek doz STZ (45 mg/kg)’nin
intraperitoneal uygulanmast ile olusturuldu. Diyabet olusturul-
duktan sonra, DAG grubuna 8 hafta siireyle icme suyu iginde (1
gr/L) aminoguanidin verildi. Deneyin sonunda siganlarin kan-
glikoz seviyeleri ol¢iildii. Ornekler rutin doku takibinden sonra,
parafine gomiildii. Histokimyasal ve immiinohistokimyasal bo-
yamalarin ardindan, kesitler 151k mikroskopta incelendi.

Bulgular: Diyabet grubundaki sicanlarin, kontrol ve DAG grubuna
gore kan-glikoz diizeyleri 6nemli derecede yiikselirken, viicut
agirliklan belirgin sekilde azaldi. Diyabete bagh olarak gelisen
temel histolojik degisiklikler glomeriil ve tiibiil bazal
membranlari ile epitel hiicrelerinde (glikojen birikimi, sisme ve
vakuolizasyon) gozlendi. Uygulanan aminoguanidin tedavisiyle,
bu bulgularin 6nemli 6l¢iide azaldig: tespit edildi.

Sonuc: Kronik aminoguanidin uygulamas: STZ ile sicanlarda olustu-
rulan diyabetin neden oldugu bobrek hasarini azaltti. Bu yiizden
aminoguanidinin diyabetik bobrek hasarinin gelisimini 6nleye-
cegini veya bulgulan hafifletecegini diisiinmekteyiz. Yine de
aminoguanidinin tedavi edici etkisini anlamak i¢in daha ileri ¢a-
lismalar ihtiya¢ bulunmaktadir.

Anahtar Kelimeler: Deneysel Diabetes mellitus,
aminoguanidin, bobrek, histoloji
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Objective: This study was designed to investigate the improving
effects of aminoguanidine on renal histological alterations in a
streptozotocin (STZ)- induced diabetic rat model.

Material and Methods: Fifteen Sprague-Dawley adult female rats were
divided into three groups: control, diabetic (D) and diabetic treat-
ment with aminoguanidine (DAG) groups. Experimental diabetes
was induced by a single intraperitoneal dose of STZ (45 mg/kg).
In the DAG group, AG was added in the drinking water (1 gt/L)
after administration of STZ. This was maintained until the end of
the study (for 8 weeks). At the end of the experiment, blood glu-
cose levels were determined and after the routine tissue follow-up
process, kidneys were embedded in paraffin. Histochemical and
immunohistochemical stains were applied and the specimens
were examined with light microscope.

Results: After 8 weeks, the rats in diabetes group had significantly
lower body weight and significantly higher blood glucose levels
than the rats of control and DAG groups. The main histological
changes resulting from diabetes were detected in glomerular
and tiibiiler basal membrane and epithelial cells (glycogen ac-
cumulation, swelling and vacuolization). We observed the im-
proving effects of aminoguanidine treatment on rat kidney.

Conclusion: In conclusion, chronic administration of aminoguanidine
reduced renal injury in STZ- induced diabetic rats. Therefore,
we believe that aminoguanidine may be used to prevent devel-
opment of diabetic renal damage. However, further studies are
needed to elucidate the mechanisms of the improving effect of
aminoguanidine on diabetic complications.
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iyabet, insiilin yoklugu veya etkisindeki
yetersizlik sonucu olusan hiperglisemiye
bagh olarak gelismektedir.' Cesitli de-
neysel ve klinik gézlemler hipergliseminin direkt
ya da indirekt olarak serbest radikal olusumunu
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arttirdig1 ve oksidatif strese neden oldugunu gos-
termektedir.”® Ayrica kanda yiiksek seviyelere
ulasan glikoz proteinlerle birleserek, kimyasal
olarak geri doniisebilen glikozilasyon diiriinlerine
doniigiir.  Glikozun damar duvarlarinda veya
interstisyel dokularda kollagenle ve diger uzun
omiirlii proteinlerle olusturdugu glikozilasyon bile-
sikler bir seri kimyasal reaksiyon sonrasinda geri
doniisiimii olmayan glikozilasyon son f{iriinlerine
doniisiir."*

Artan oksidatif stres ve protein glikozilasyonu
diyabetik nefropatininde iginde bulundugu an-
jiyopati, retinopati ve noropati gibi diyabetik
komplikasyonlarin gelisiminde énemli rol oynamak-
tadir.>’

Bir phenyl hidrazine bilesigi olan aminogua-
nidin (AG) inducible nitrik oksit sentezi (iNOS)’ ni
selektif olarak inhibe ederek NO {iretimini azaltir.
Ayrica non-enzimatik glikozilasyon bolgelerine
baglanan diamin oksidazi inhibe eder ve reaktif
karbonil pargalarin1 yakalayarak daha ileri glikozi-
lasyon iiriinlerinin olusumunu onler.”” Bunlara ek
olarak yapilan bazi calismalarda AG’1n peroksinitrit
gibi radikalleri siipiiriici etkisi ile de antioksidan
ozellikleri oldugu bildirilmistir.®

Bu calismada, STZ ile deneysel olarak diyabet
olusturulan sicanlarda bobrek dokusunda ortaya
cikan histolojik degisiklikler ve bu degisiklikler

tizerine AG’in  etkisinin  histokimyasal ve
immiinohistokimyasal olarak incelenmesi icin
planlanmistir.

Gerec ve Yontemler

Cahigmada Inonii Universitesi Tip Fakiiltesi
Deney Hayvanlar1 Arastirma Merkezinden temin
edilen Sprague Dawley cinsi, 15 adet eriskin disi
sican kullanildi. Denekler rastgele her biri 5 sigan-
dan olusan 3 gruba ayrildi; kontrol, diyabet olustu-
rulup tedavi edilmeyenler (D) ve diyabet olusturu-
lup, AG ile tedavi edilenler (DAG). Tiim siganlarin
deney Oncesi kan sekerleri olciildii. Diyabet olustu-
rulacak D ve DAG grup sicanlara 45 mg/kg tek doz
STZ (Sigma, USA) pH: 4.5 olan sitrat tamponu
icinde, intraperitoneal (i.p) yoldan uygulandi. Kont-
rol grubuna ise ayni miktarda serum fizyolojik en-
jekte edildi. D ve DAG gruba uygulanan STZ en-
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jeksiyonundan 72 saat sonra alinan kanda (Elite
Glukometre Bayer) el glukometresiyle kan sekerleri
olciildii. Kan sekerleri 270 mg/dL ve iizerinde olan-
lar ¢alismaya dahil edildiler. AG, sicanlara ¢cesme
suyu icerisinde (1 gr/L) verildi.” Sekiz haftalik de-
ney siiresinde; tiim hayvanlar standart sican yemi ve
icme suyu ile beslendiler. Deney sonunda iiretan
(1.2-1.4 gr/kg) anestezisi altinda siganlarin bobrek-
leri alinarak %10 notral tamponlamis formalin so-
liisyonu icinde tespit edildi. Rutin doku takibi son-
rasinda parafine gomiilen dokulardan alinan 5
um'lik kesitlere; hematoksilen eozin (HE), periyodik
asit Schiff + hematoksilen (PAS-H), toluidin mavisi
ve anti-fibronektin boyama yontemleri uygulanarak,
151k mikroskobunda incelendiler.

Istatistiksel analiz

Istatistiksel degerlendirmelerde Windows u-
yumlu SPSS 13.0 paket programu kullamildi. So-
nuglar ortalama + standart hata olarak ifade edildi.
Gruplararast  karsilagtirmalarda  Kruskal-Wallis
Varyans Analizi ve Mann-Whitney U testi kulla-
nildi. Grup igindeki degisim testi ise Wilcoxon
eslestirilmis iki Ornek testi ile yapildi.

Bulgular
Viicut Agirliklan ve Kan-Glikoz Degerleri

Sicanlarin deneyin baslangic ve sonundaki
viicut agirliklar ile kan glikoz degerleri aritmetik
ortalama # standart hata olarak Tablo 1’de verildi.

Iki aylik deney siiresi sonunda; D grubundaki
sicanlarin viicut agirliklarinda azalma gozlenirken
(-13.6), DAG (+13.8) ve kontrol grubundaki
(+21.8) sicanlar agirlik kazandilar.

D grubunda STZ enjeksiyonundan deneyin
sonuna kadar hiperglisemi izlendi. Diger yandan
DAG grubunda; D grubuna goére kan-glikoz deger-
lerinde istatistiksel acidan anlamli bir azalma (p<
0.01) gozlendi.

Histolojik Degerlendirme
Kontrol grubu:

Kontrol grubunun pankreaslarinda Langerhans
adaciklar1 oval ya da yuvarlak sinirlart ile normal
goriiniimiindeydi (Resim 1).
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Tablo 1. Siganlarin deneyin baslangi¢ ve sonundaki viicut agirliklar ile kan glikoz degerleri.

Kontrol (n= 5) D (n=5) DAG (n=5)
Baslangi¢ viicut agirlig 183.40 £ 13.6 167.8 £15.38 157.40 £5.15
Final viicut agirhig: (gr) 205.50 + 14.37 154.20 £ 17.70 171.20 £51.0
Baslangi¢ kan-glikoz degeri (mg/dL) 125.8 +£8.97 444.80 £39.50 386.60 +23.07
Final kan-glikoz degeri (mg/dL) 125.2 £8.67 493.2 +£28.27° 252.80 + 50°

STZ enjeksiyonunu takiben 3. giin baslangi¢ olarak alindi.
a: Kontrol grubuna gore anlamli olarak farkli (p< 0.01),
b: Diyabet grubuna gore anlamli olarak farkli (p< 0.05).

Bobrek kesitlerinde; glomeriiller, bowman
mesafesi, proksimal ve distal tiibiiller normal histo-
lojik yapisinda gézlendi (Resim 2, 3 ve 4).

Anti-fibronektin immiin boyama yontemi ile
proksimal ve distal tiibiiller ve glomeriillerin bazal
membranlarinda hafif pozitif bir boyanma izlendi
(Resim 5).

Diyabet grubu:

Langerhans adaciklarinin caplar kiigiilmiistii.
Adacigin merkezinde yer alan hiicrelerin bazilart
sismis ve nukleuslar1 irilesmisti (Resim 6).

Diyabet grubunda kortekste seffaf goriintimlii
tiibiillerin yaninda 6zellikle bazal yerlesim gosteren
irili-ufakli vakuollerle dolu tiibiiller dikkat ¢ekiciydi
(Resim 7, 8). Glomeriil yapilar1 genislemis ve
Bowman mesafesi daralmisti (Resim 7).

Bazi glomeriillerin kapillerinin bazal memb-
ranlart kalinlasmig olarak izlendi. Tiibiil bazal
membranlarinin goriiniimleri kontrollere benzerdi.
Baz tiibiillerin liimeni pembe-kirmizi renkte bo-
yanmus glikojenle doluydu ve fir¢a kenar yapilari
yer yer bozulmustur (Resim 9).

Toluidin mavisi boyama yontemi ile bazi
tiibiillerin epitel hiicrelerinin sitoplazmasinda koyu
mavi renkte boyanan ve farkli irilikte tanecikler
dikkat ¢ekti (Resim 10).

Anti-fibronektin immiin boyama metodu ile
tiibiil bazal membranindaki boyanma siddetli pozi-
tif olarak degerlendirildi (Resim 11).

DAG grubu:

Langerhans adaciklarinin konturlar diizensiz-
di ancak D grubuna gore hiicre yapilar1 daha iyi
korunmustu (Resim 12).
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Resim 2. Kontrol grubunda, normal bobrek histolojisi. HE X 66.

HE boyama yontemi ile bobrek kesitlerinde
seffaf tiibiil yapilari, D grubuna gore ¢ok seyrekti.
Glomeriillerin etrafindaki Bowman mesafesi belir-
gin olarak izlendi (Resim 13).

PAS-H boyama yonteminde, glomeriil
kapillerlerinin bazal membranlarinda belirgin bir
kalinlagma izlenmedi. Tiibiillerin sitoplazmalarinda
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Resim 3. Kontrol grubunda, bazal membran (oklar) ve fir¢a
kenarin (f) goriintimii. PAS-H X 132.

Resim 4. Kontrol grubunda, seyrek ve az yogun izlenen graniil
benzeri yapilar (ok). Toluidin mavisi X 330.

Resim 5. Kontrol grubunda, anti-fibronektin immiin boyamasi
ile tiibiil bazal membrani. X 330.

glikojen kiiciik graniiller seklindeydi ve proksimal
tiibiillerin ¢cogunda firca kenar saglam olarak izlen-
di (Resim 14).
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Toluidin mavisi boyama yontemi ile sitoplaz-
mada mavi renkte boyanan tanecikler D grubuna
gore ¢cok seyrek dagilimliydr (Resim 15).

Anti-fibronektin immiin boyama yontemi ile
tiibiil bazal membranlar orta derecede pozitif ola-
rak boyandilar (Resim 16).

Tartisma
Diyabetin kronik komplikasyonlarinin pato-
genezisinde artmis oksidatif stresin ve ilerlemis
glikozilasyon son fiiriinlerinin 6nemli oldugu bi-
linmektedir.?

Cesitli ajanlar ile hayvanlarda deneysel olarak
olusturulan diyabet modellerinde ve insanda diyabe-
te bagh gelisen bobrek hasari morfolojik, biyokim-
yasal ve fonksiyonel parametrelerle gosterilmistir.”®

Resim 7. D grubunda, tiibiil epitellerinde izlenen hidropik
degisiklikler (oklar) ve glomeriillerin etrafinda fark edileme-
yen bowman mesafesi. HE X 66.

Turkiye Klinikleri J Med Sci 2006, 26
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Resim 8. D grubunda, tiibiillerin bazalinde izlenen
vakuolizasyon. HE X 330.

Resim 9. D grubunda izlenen glikojenle dolu tiibiil epitelleri.
PAS-H X 132.

Resim 10. D grubunda, ¢ok sayida ve yogun olarak izlenen
graniil benzeri yapilar. Toluidin mavisi X 330.

Deneysel diyabet modellerinde genellikle
pankreatik 3 hiicrelerine toksik etkisi olan ajanlarin
verilmesi ile olusturulmaktadir. Bu amagla en sik

Turkiye Klinikleri J Med Sci 2006, 26

kullanilan kimyasallar alloksan ve STZ’dir. Biz bu
calismada streptomyces achromogenes tarafindan
iiretilen bir antibiyotik olan STZ’yi kullandik.’
Calismada STZ enjeksiyonunun 3. giiniinden de-
neyin sonuna kadar, D grubunda hiperglisemi iz-
lendi. AG ile tedavi edilen grupta ise, kan-glikoz
degerleri D grubuna gore anlamli olarak azalmist.
Bu sonuglar, diyabetik sicanlara uygulanan 8 hafta-
Iik AG tedavisinin plazma glikoz seviyeleri iize-
rinde anlamli bir azalmaya neden oldugunu bildi-
ren Liptowa ile uyumludur.’

STZ’nin diyabetojenik etkisini,  hiicrelerinde
hem NO™ hem de reaktif oksijen radikallerinin
(OH, ROQ) iiretimine neden olarak gosterdigi
bildirilmektedir."’ Nitekim NOS inhibitorlerinin ve
antioksidanlarin STZ’nin neden oldugu hiper-
glisemiyi diisiirdiigii goriilmektedir.®'""'> AG’nin

Resim 11. D grubunda anti-fibronektin immiin boyamas: ile
tiibiil bazal membrani. X 330.

Resim 12. DAG grubunda, Langerhans adacigi. HE X 132.
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Resim 13. DAG grubunda, glomeriil ve tiibiillerin yapisi. HE
X 66.

Resim 14. DAG grubunda, kiigiik graniiller seklinde izlenen
glikojen partikiilleri. PAS- H X 132.

Resim 15. DAG grubunda, D grubuna gore az sayida izlenen
graniil benzeri yapilar. Toluidin mavisi X 330.

hiperglisemi iizerindeki iyilestirici etkisi muhteme-
len hem NOS inhibitorii hem de antioksidan 6zel-
likleri sayesinde Langerhans adaciklarindaki [3

604

hiicre hasarim1 nispeten geri dondiirmesi ile ilgili
olabilir.

Bizde calismamizda, AG verilen grupta
Langerhans adaciklarinin konturlarim1 ve hiicre
yapilarim1 D grubuna goére daha diizenli olarak
gozlemledik.

STZ ile diyabet olusturulan si¢canlarin bobrek-
lerinde gozlenen ilk bulgu, yer yer hasarlanmis
tiibtillerin izlenmesidir. Bizde tiibiillerdeki hasari,
hidropik  degisiklikler  (hiicre  sismesi  ve
intrasitoplazmik vakuolizasyon) ve glikojen biri-
kimi seklinde izledik. Bu bulgular literatiir bilgile-
rine uygunluk gostermektedir.®"

Calismamizda toluidin mavisi ile boyanmis ke-
sitlerde yapilan incelemelerde, tiibiil hiicrelerinde
intrasitoplazmik olarak yer alan farkli irilikte tanecik-
ler dikkat ¢ekiciydi. Yakan ve ark. da diyabetik sican-
larin yari- ince kesitlerinde go6zledikleri bu iri
globiiler ve heterojen yogunluktaki yapilarin
lizozomlar olabilecegini diisiinmiigler ve uzamis
hiperglisemide fazla miktardaki glikojenin eliminas-
yonuna yonelik sayilarinin artmis olabilecegini rapor
etmislerdir.' Diger yandan plazmada glikoz seviye-
sinin  yiikselmesi, protein ve  peptidlerin
glikozilasyonuna yol acarak, ilerlemis glikozilasyon
son iiriinlerine doniisiir. Gugliucci, glomeriiller tara-
findan fitre edilen AGE peptidlerinin, proksimal
kivrintihi tiibtillerde endolizozomal sistem tarafindan
metabolize edildigini bildirmistir."” Bu sekilde AGE
peptidleri ile yiiklenen tiibiiler lizozomlarin yogun-

Resim 16. DAG grubunda, anti-fibronektin immiin boyamasi
ile tiibiil bazal membrani. X 330.
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luklar1 artmus olabilir. Ayrica; Osicka diyabette
stilfataz, Teschner’de katepsin ve metalloproteinaz
gibi renal lizozomal enzim aktivitelerinin Onemli
derecede azaldigimi rapor etmistir.”'® Diyabette hem
AGE peptidlerinin proksimal tiibiillerden endositozu,
hem de lizozomal aktivitenin diismesi alinan mater-
yallerin lizozomlar ic¢inde birikip, yogunluklarimin
artmasina neden olmus olabilir. AG verilen grupta ise
lizozomlarm D grubuna gore sayilarimin ve yogun-
luklarinin azalmis oldugu gozlendi. AG’in AGE
irlinlerine proteinlerin kross baglanmasini 6nleyen
etkin bir ajan oldugu bilinmektedir.” Nitekim
Nilsson, diyabetik sicanlarda AGE’nin kontrollere
gore 5 kat yiikseldigini, AG ile tedavi edilen sican-
larda ise 1.3 kata kadar diistiigiinii rapor etmistir."”

AG’1in AGE peptidlerini olusmasini inhibe et-
mesi antioksidan 6zelligi ile de ilgili olabilir. Ciin-
kii, AG hem reaktif oxo-gruplarini bloke ederek
hem de dikarboksilleri siipiirerek glikooksidasyon
siirecini inhibe edebilir.’> Nitekim calismalar, reak-
tif oksijen radikallerinin intraselliiler AGE olusu-
munu arttirdigini ve antioksidanlarin ise inhibe
ettigini bildirmistir."®

Calismamizda, antifibronektin ile yapilan
immiinohistokimyasal boyamada, tiibiill bazal
membranlarinin STZ uygulanan grupta kontrol ve
DAG grubuna gore daha kuvvetli pozitif boyandigi
izlendi. Ancak glomeriil bazal membranlarinda D
ve DAG gruplar ile kontroller arasinda énemli bir
degisiklik gozlenmedi.

Ayo yiiksek glikoz iceren medyumlarda kiiltii-
re edilmis hiicrelerin Tip 4, kollajen, laminin ve
fibronektin sentezinin kontrollere gore %50-60
arttigin1 gostermistir.'” Ayrica hiperglisemide artan
AGE gibi modifiye proteinlerin fare ve insanda
fibronektin ve Tip 4 kollajen stimiilasyonunu akti-
ve ettigi bildirilmistir.”

Diyabetin neden oldugu bobrek hasarinda ok-
sidatif stress ve AGE iiriinleri ile ekspresyonu ar-

tan “Transforming Growth Factor-Beta (TGF-§8 )”

ve “Hepatosit Growth Factor (HGF)” gibi yiiksek
molekiiler agirlikli biiyiime faktorlerinin etkisinden
bahsedilmektedir.*** Glomeriiler ultrafiltrasyona
ugrayarak, tiibiiler siviya gecen bu faktorler prok-
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simal tiibiiler hiicreleri degisiklige ugratarak Tip 4
kollajen, laminin ve fibronektin gibi ekstraselliier
matriks proteinlerinin sentezini aktive ederler.”>*
Nitekim insanlarda ve diyabetik hayvan modelle-
rinde, glomeriil ve tiibiilointerstisiyel alanda TGF-
B mRNA seviyesi 6nemli derecede artmis olarak
bulunmustur.”

Calismamizda, AG verilmesinin, fibronektin
yogunlugunu D grubuna gore azalttigin izledik. A.
Flyvbjerg diyabette AGE inhibitorlerinin uygu-
lanmasinmin, Ha ve ark.da kronik antioksidan teda-
visinin TGF-§ mRNA ve fibronektin ekspresyonu-
nu onledigini  bildirmistir.>**  Ayrica  Soulis-
Liporata, STZ ile diyabet olusturulmus farelerde,
AG tedavisi ile iiriner albumin atiliminin ve
glomeriiler mezengiyal genislemenin azaldigim
bildirmistir.> AG bu sekilde de, glomeriiler
filtrasyonu kontrol altina alarak, biiyiime faktorle-
rinin tiibiiler s1viya gecmesini azaltmis olabilir.

Sonug¢ olarak, kronik AG uygulamasinin si-
canlarda STZ ile olusturulan diyabetin neden oldu-
gu bobrek hasarini hafiflettigi izlendi. AG’1n diya-
betin tedavisinde kullanilmasinin hem antioksidan
hem de AGE inhibitorii olarak faydali etkileri ola-
bilir. Ancak yine de AG’nin tedavi edici mekaniz-
masint anlamak i¢in daha ileri caligmalar ihtiyac
bulunmaktadir.
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