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Deneysel Diyabetik Nefropatide
irbesartan’in Apoptoz Uzerine Koruyucu Etkileri
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Ozet
Amag: Bu calismada, Angiotensin Il tip 1 reseptor blokeri olan irbesartan’in Streptozotocin (STZ)-diyabetik sicanlarda apoptoz ve apoptozu
diizenleyen antiapoptotik (Bcl-2) proteini tizerine etkileri arastirildi.

Yontem: Calismada 24 adet erkek Wistar tipi albino sicandan olusan 3 grup kullanildi. 1.grup; saglikli kontrol, 2.grup; tedavisiz STZ-diya-
betik (60 mg/kg, tek doz, i.p), 3.grup; irbesartan (15 mg/kg/giin, intragastrik, 4 hafta) uygulanan STZ-diyabetik sican grubu olarak diizenlen-
di. Deney siiresince tiim gruplardaki sicanlarin kan glukoz ve mikroalbumintiri diizeyleri 6lgildi. Deney sonunda alinan bobrek dokular
notral formalde tespit edilip parafine gomuildii. Bobrek doku kesitlerine apoptoz tespiti amaciyla TUNEL metodu uygulandi. Bcl-2 antikoru
kullanilarak immunohistokimyasal boyama yapildi.

Bulgular: irbesartan uygulanan diyabetik grupta mikroalbumintiri diizeyleri tedavisiz diyabetik grupa kiyasla anlamli olarak azaldi (p<0,001).
Tedavisiz STZ-diyabetik grupta tubullerde yaygin apoptotik hiicreler tespit edilirken (p<0.01), Bcl-2 immun reaktivitesinde azalma gozlen-
di. Irbesartan uygulanan diyabetik grupta, diyabetik grup ile kiyaslandiginda apoptotik hiicrelerin sayisinda azalma gériiltirken, antiapopto-
tik Bcl-2 immun reaktivitesinin kontrol gruba yakin oldugu gozlendi.

Sonug: STZ-diyabeti ile olusturulan nefropatide, AT1 reseptor blokeri irbesartan uygulamasinin renoprotektif etkiye neden oldugu, Ang Il
aracili apoptoz artisini engelleyebilecegi sonucuna varildi.

Anahtar kelimeler: Streptozotolin diyabeti, bobrek, apoptoz, Bcl-2, irbesartan
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Protective effects of irbesartan on apoptosis in experimental diabetic nephropathy

Abstract
Objectives: The aim of this study is to investigate effects of irbesartan as an Ang Il type 1 blocker on apoptosis and anti-apoptotic protein
Bcl-2 in the streptozotocin (STZ)-induced diabetic rat.

Methods: 24 male Wistar albino rats were used for three groups. The first group was the non-diabetic control group. Second group was the
untreated STZ-induced diabetic group, (60 mg/kg, single dose, i.p). The third group was irbesartan treated (15 mg/kg/day, intragastric, for 4
week) STZ-diabetic rats. During the period of the experiment, blood glucose and microalbuminuria levels of the rats were measured. At the
end of the study renal tissue samples were fixed in neutral formalin and embedded in paraffin. Tissue sections were examined for apopto-
sis by TUNEL method and for anti-apoptotic protein Bcl-2 by immunohistochemical staining.

Results: The microalbuminuria levels of the irbesartan treated diabetic group were found reduced when compared with the untreated dia-
betic group (p<0,001). Widespread apoptosis was seen in the tubules of untreated diabetic group (p<0,01) and a decrease in the immunore-
activity of Bcl-2 were observed in glomeruli of the diabetic group. In the irbesartan treated diabetic group, antiapoptotic Bcl-2 immunore-
activity was similar to the results obtained from the control group and a decrease the number of apoptotic cells were observed.

Conclusion: The results suggested that irbesartan treatment has renoprotective effects in STZ-diabetic nephropathy. AT1 receptor blockade
inhibites Ang Il mediated apoptosis in the STZ-diabetic nephropathy.
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tubtllerde goriilen hiicre 6limiinde apoptozun énemli
rol oynadigi bildirilmistir [1,2,3]. Diabetes mellitus, tu-
bular atrofi ve interstisyal fibroz ile iliskili kronik glome-
rulopatiye neden olmakta, akut nefrotoksik hasar neti-
cesinde renal hiicre kaybi ile sonuclanmaktadir [4].

Bobrek hemodinamiginin dizenlenmesinde énemli
rol oynayan Renin-Angiotensin Sistemi (RAS)'in bir tye-
si olan Angiotensin Il’'nin (A 1) apoptoz ve hticre proli-
ferasyonunun diizenlenmesine katildigi bildirilmistir.
Hicresel proliferasyonun buyik oranda Angiotensin
tip-1 reseptorleri (AT-1R) aracihgi ile oldugu, proliferas-
yon inhibisyonunun veya apoptozun ise AT-2R’leri ara-
cthgr ile oldugu ileri strtilmektedir [5]. All’nin diyabet-
te ilerleyici nefron kaybina aracilik ettigi ve apoptotik
hiicre dlimind uyardigr belirtilmektedir [6]. Angioten-
sin donistiriicii enzim inhibitérleri (ACEl) ve Al-
| antagonistleri diyabetik nefropati, kronik bobrek hasa-
ri ve hipertansiyonun tedavisinde yaygin olarak kulla-
nilmaktadir. ACEi, All tiretimini engellerken, angioten-
sin reseptor antagonistleri ise AT reseptorlerini bloke
eder. Diyabetik nefropatinin 6nlenmesinde gerek ACE-
I’nin gerekse AT-1R blokerlerinin tek baslarina veya bir-
likte kullanimlari ile RAS tzerine etkilerini inceleyen
calismalarda farkli sonuclar bildirilmistir [7,8]. Diyabe-
tik nefropatide yararli etkileri oldugu bilinen ACEi ve
AT-1R blokerlerinin, bobrek dokusunda gorilen apop-
tozu onleyici etkilerinin mekanizmasi tam olarak bilin-
memekle birlikte, bobrek hemodinamiginin kontroltini
sagladiklari veya A II'nin apoptoz iizerine olan etkileri-
ni engelledikleri gosterilmistir [1].

Bcl-2 (B-hicre lenfoma/losemi-2) ailesinin yasamsal
(Bcl-2, Bcl-xL, Mcl-1, Bcl-b) ve apoptotik (Bax, Bad,
Bid, Bim, Bak, Hrk, APR/Noxa, Puma) tyeleri bir cok
sistemde apoptozun mitokondri yolunun ana dizenle-
yicileridir. Yasamsal Bcl-2 proteinleri mitokondri dis
membranina baglanirlar ve mitokondriden sitokrom-
c’nin serbestlesmesini 6nleyerek apoptozu engellerler
ve hiicre yasamini uzattilar [9]. Bax, Bcl-2'nin proapop-
totik antagonisti olup apoptoz stirecinde sitoplazmadan
mitokondriye gecerek mitokondri membraninda kanal-
lar acilmasina ve sitoplazmaya sitokrom-c’nin serbest-
lesmesini saglar. Bcl-2 ailesinin proapoptotik ve anti-
apoptotik tyeleri etkilesim halindedirler ve hiicre yasa-
mi Gzerindeki etkileri bir denge tzerine kuruludur.
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Hucrelerin kaderini Bcl-2/Bax orani belirler. Bcl-2 ho-
modimerlerinin artisi hiicre yagsamini stirdiirmesine, Bax
homodimer artisinin hiicre 6limiine neden oldugu bil-
dirilmistir [10]. Diyabetik nefropatide yiiksek glukozun
proksimal tubul epitel hiicrelerinde DNA fragmantasyo-
nuna neden oldugu ve yiksek glukozun antiapoptotik
Bcl-2 ve Bcl-x ekspresyonlarinin azalmasina, buna kar-
si proapoptotik Bax ekspresyonunun artisina neden ol-
dugu gosterilmistir [11].

Calismamizda bir AT-1R blokeri olan irbesartan’in
streptozotocin (STZ)-diyabetik sicanlarin bobrek doku-
sunda apoptoz ve apoptozu diizenleyen antiapoptotik
Bcl-2 proteini tzerine etkilerinin karsilastirmali olarak
arastiritlmasi amaclandi.

Gerec ve Yontem

Calismada 24 adet erkek Wistar tipi albino sicandan
olusan 3 grup kullanildi. 1. grup: saglikli kontrol (n:8);
2. grup: tedavisiz STZ-diyabetik (60 mg/kg, tek doz, i.p)
(n:8); 3. grup: irbesartan (15 mg/kg/giin, intragastrik, 4
hafta) (n:8) uygulanan STZ-diyabetik sican grubu olarak
dizenlendi. Tim gruplardaki hayvanlar icinde %21
protein bulunan sican yemleriyle serbest olarak beslen-
di. Her giin taze icme suyu verildi. Kafesler muntazam
olarak temizlendi. Tum gruplara ait hayvanlarin bob-
rekleri deney bitiminde (31. giin) eter anestezisi altinda
gerekli islemler icin cikarildi (i.U. Cerrahpasa Tip Fakiil-
tesi Tibbi, Cerrahi ve ilac Arastirmalari Etik Kurulu onay
tarihi: 20 Eylal 2006)

Kan glukoz: 1, 15 ve 30. gtinlerde tim gruplardaki
hayvanlarin kan glukoz diizeyi 6l¢timleri kuyruk venle-
rinden alinan kan 6rneklerinden glukometre ile glikos-
tiksler (Accu-Check Active cihazi, Accu-Check Active
Glucose test stripi, ROCHE, Germany) kullanilarak ya-
pildi.

Mikroalbiimindiri ve Glinliik idrar miktari: 1,15 ve
30. gtinlerde gruplardaki hayvanlarin metabolizma ka-
feslerinde toplanan 24 saatlik idrar 6rneklerinin miktar-
lari ol¢ldi ve bu idrardan mikral test (Micral test idrar
stripi, ROCHE, Germany) yardimi ile mikroalbumintiri
dizeyleri tespit edildi.

Viicut agirhigi, Bobrek agirligi 6lctimleri: Vucut agir-
lik olcimleri 1, 15 ve 30. gtinlerde tartilarak saptandi.



Calisma sonunda eter anestezisi altinda cikarilan sol
bobrekler serum fizyolojik ile yikandiktan sonra tartildi.

Morfolojik Yontemler

Isik mikroskopi: %10’luk notral formolde tespit edi-
len parafine gomiulen bobrek dokularindan 5mm kalin-
liginda alinan doku kesitleri 1sik mikroskopi ve immu-
nohistokimya yontemi icin jelatin kapli lamlara alindi.
Periodik Asit Schiff (PAS) boyamasi yapildi.

Glomertil ¢cap 6lgtimti: PAS boyasi yapilan bobrek
doku kesitlerinde glomertl boyut 6lctimt okiler mikro-
metresi (Beck Kassel, CBS, px8) ile x 40 buiytitmede rast-
gele alanlardan secilen 30 adet diizgiin sekilli glomertl
tzerinde cap olgulerek yapildi.

Immiinohistokimya: Bobrek doku kesitlerine strepta-
vidin-biotin-peroksidaz yontemi ile fare monoklonal
Bcl-2 (1:100 sulandirma) (C-2, Santa Cruz: 7382) anti-
koru kullanilarak Novostain Universal Detection Kit
NCL-RTU-D (Novo Castra Lab.) ile imminohistokimya-
sal boyama yapildi [12].

Bcl-2 immun boyamanin degerlendirilmesi: Her
bobrek doku kesitinde LEICA marka 1sik mikroskobun-
da X40 buyutmede rastgele secilen 10 alanda immun
boyamanin degerlendirilmesi ile yapildi. (-; boyanma
yok, +; zayif, ++; orta derecede , +++; siddetli boyan-
ma)

TUNEL Metodu (in Situ DNA Uc saretleme Yénte-
mi): Bobrek doku kesitlerine apoptoz tespiti amaciyla
TUNEL metodu (ApopTag Plus Peroxidase In Situ Apop-
tosis Detection Peroksidase Kit (§7101-KIT, Millipore),
kit icerisinde 6nerilen islem sirasina gore uygulandi. Pa-
rafini giderilen ve suya indirilen doku kesitleri, protein-
lerin sindirilmesi amaciyla proteinaz K (20pg/ml) ile
oda sisinda 15 dk inkibe edildi. Distile su ile calkala-
nan kesitler endojen peroksidazin baskilanmasi icin %
3 H202 ile 5 dk oda i1sisinda muamele edildi. PBS ile yi-
kandu. lyice kurulanan kesitlerin tizerine 75pl 1xDenge-
leyici tampon konulup plastik lameller ile kapatildi ve
30 dk oda isisinda inkiibe edildi. Plastik lameller kaldi-
rilip etrafi kurulanan her lam tzerine 55pl Tdt enzimi
konulup plastik lamel ile kapatildi. Nemli ortamda 37°C
etivde 1 saat inkiibe edilen kesitler Durdurma/Yikama
tamponu ile oda isisinda 10 dk yikandi. PBS ile yikan-
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diktan sonra kesitler 65ul “Anti-Digoksigenin-Peroksi-
daz” ile oda isisinda 30 dk muamele edildi. PBS ile yi-
kanan kesitlerin tzerine 75pul DAB (diaminobenzidine)
substrat solusyonu damlatildi. 3-6 dk arasinda pozitif
renk reaksiyonu mikroskop altinda tespit edildi. Renk
reaksiyonunun olusmasindan hemen ardindan kesitler
distile su ile yikandi. Nukleuslarin boyanmasi igin kesit-
lere metil yesili boyamasi uygulandi.

Boyama Ozgiilliigiiniin Kontrolii: Pozitif kontrol ola-
rak, 5 mg/kg dozunda Deksametazon uygulanmis eris-
kin sicana ait timus dokusu kullanildi. Negatif kontrol
olarak kullanilan kesitin tizerine Tdt enziminin uygu-
landigi asamada Tdt enzimi yerine distile su damlatild.

Apoptotik indeks: Apoptotik indeksin tespiti, LEICA
marka 1stk mikroskobunda x40 biyitmede rastgele se-
cilen 10 alanda glomertillerde, tubtillerde ve interstisyel
alanlarda TUNEL metodu ile pozitif olarak isaretlenen
apoptotik nukleuslar sayilarak asagidaki formiile gore
yapildi; Apoptotik indeks (APOI)=Apoptotik nukleus sa-
yisi/Toplam hiicre sayisi x 100 [13].

[statistiksel yontemler: Tiim gruplardaki hayvanlarin
kan glukoz, vicut agirlik, mikroalbumindri, idrar hacmi
olgtimlerinin, bobrek agirliklarinin ve glomertl boyutla-
rinin ayrica apoptotik indeksin istatiksel olarak deger-
lendirmesinde gruplar arasi kiyaslamalar icin Kruskal-
Wallis testi, her grup icin 6lciim periyotlari arasi, grup
ici esli kiyaslamalarda Friedman testi kullanildi. Coklu
kiyaslama (post-hoc) testi olarak, hem gruplar arasinda,
hem de grup icinde Dunn-testi uygulandi. Anlamlilik
seviyesi p<0.05 olarak secildi [14].

Bulgular

Kan glukoz diizeyi (mg/dl): STZ uygulamasi yapilan
2 grubun diyabetik olduklari, 48 saat sonra 6lctilen kan
glukoz diizeyi 6lcimlerinde saglikli kontrol grubuna ki-
yasla anlamli artis (p<0.01) bulunmasi ile saptandi.
STZ-diyabetik ve irbesartan uygulanan diyabetik grupla-
rin 1., 15. ve 30. gtinlerde ki kan glukoz dizeyleri ki-
yaslandiginda aralarinda anlamli bir fark yoktu (Tablo
1).

Mikroalbtimintiri diizeyleri (mg/l): Calisma baslangi-
cinda idrar mikroalbimindri degerleri arasinda istatis-
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Tablo 1. Tum gruplara ait kan glukoz (mg/dl), mikroalbumintri (Ma) (mg/l), gtinltik idrar miktari (ml/gtin), viicut agirlik (g),
Bobrek Agirligi/Viicut Agirhigi (mg)( BA/VA) ve glomeriil cap (i) degerlerinin Kontrol, STZ-diyabetik ve STZ+irbesartan gru-

plarinda karsilastiriimasi.

Grup (n=38) Kan Glukoz Giinliik idrar Viicut

30. giin Ma 30. giin miktari agirhg BA/VA (x10-3)  Glomeriil cap
Kontrol 93.37+2.77 1.00+£0.00 16.00+1.07 228.50+19.0 33.74+0.34 105.02+4.74
STZ-diyabetik  426.75+73.142 2.38+0.52b 47.38+3.11d 182.50+25.55f 5.29+0.668 122.44+3.92
STZ+irbesartan 473.13+89.132  1.13+0.35C€ 22.13+3.60€ 164.25+28.79f 5.01+0.788 100.80+5.61h

ap<0.01, bp<0.01, dp<0.001, fp<0.05, 8p<0.01 Kontrol gruba kiyasla, ©p<0.001, €p<0.05, hp<0.001 STZ-diyabetik gruba kiyasla

tiksel olarak anlamli bir fark bulunmadi (p>0.05).
15.gtinde saglikli kontrol grubuna kiyasla diger tim
gruplar arasinda anlamli bir artis saptandi (p<0.01). Ca-
lisma sonunda 6lctlen mikroalblimintri degerlerinin
STZ-diyabetik gruba kiyasla irbesartan uygulanan diya-
betik grupta anlamli olarak azalmis oldugu saptandi
(p<0.001) (Tablo 1).

Glnltik idrar miktarr (ml/giin): 15.gtinde yapilan 6l-
ctimlerde saglikl kontrol grubuna kiyasla STZ-diyabetik
ve irbesartan tedavili diyabetik gruplarin idrar miktarla-
rinda anlamli bir artis saptandi (p<0.001). 30.glinde;
STZ-diyabetik gruba kiyasla irbesartan tedavili diyabetik
grup da anlamli azalma saptandi (p<0.05) (Tablo 1).

Viicut agirlik degerleri (g): Deney sonundaki viicut
agirliklari 6lciminde, saglikli kontrol grubuna kiyasla
tum diyabetik gruplar arasinda belirgin azalma saptan-
di (p<0.05), ancak diyabetik ve irbesartan tedavili diya-

betik gruplar arasinda fark yoktu (Tablo 1).

i ALY By’ - By ‘~ o e ; 2
AT Tk et SR W L1 [P

Bobrek agirhigi/Viicut agirhgi (%) degerleri: Bobrek
agirhigimin vicut agirhigina orani acisindan saglikli kon-
trol grubuna kiyasla tim STZ-diyabetik gruplarda an-
lamli derecede bir artis saptandi (p<0.01) (Tablo 1).

Glomeriil Boyutu (p): STZ-diyabetik gruba ait glo-
merillerin tim gruplardan daha buytik boyutta oldukla-
ri, irbesartan uygulanan diyabetik grubunun glomerdl
cap Olctimlerinin STZ-diyabetik gruba kiyasla daha di-
stik oldugu saptandi (p<0.001) (Tablo 1).

Morfolojik Bulgular

Histokimya-PAS boyamasi: STZ-diyabetik grubun
kesitlerinde, glomertil kapiller bazal membran kalinlas-
masi, glomerilde segmental bozulma ve hipertrofik go-
rinim saptandi. Dilate tubiller ayrica tubdl sitoplaz-
masinda yer yer PAS (+) glikojen birikimleri gorildu
(Sekil 1B). irbesartan uygulanan diyabetik grupta; glo-
meril ve tubillerde diyabete 6zgu belirtilerin azaldigi
saptand (Sekil 1C).

Sekil 1. Saglikli kontrol grubuna ait bobrek doku kesiti (1A). STZ-diyabetik gruba ait bobrek kesitlerinde, hipertrofik gortinim-
lti glomeriil (*), tubtillerde yer yer glikojen birikimleri (=) ve dilatasyon (A) (1B). irbesartan uygulanan diyabetik grupta, teda-
visiz diyabetik gruba kiyasla normal gortintimli tubtller (=) (1C). (Boya: PAS+HI) ( Bar 20pm).
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Bcl-2: Saghkli kontrol grubunda (Sekil 2 A, B) glo-
meril ve interstisyal alanlarda gortlen Bcl-2 immun po-
zitif hiicreler tedavisiz diyabetik grupta (Sekil 2 C, D)
azalmis olarak goriildii. irbesartan uygulanan diyabetik
grupta ise Bcl-2 immun reaksiyonunun tedavisiz diya-
betik gruba gore artmis oldugu tespit edildi (Sekil 2 E, F)
(Tablo 2).

Apoptoz tespiti (TUNEL): Saglikli kontrol grupta kor-
tekste distal tubillerde ve medullada ¢ok az sayida TU-

Tablo 2. TUNEL boyamasi yapilan bobrek doku kesitlerin-
de tubiillerde apoptotik indeks degerlerinin (APOI) karsilas-
tirilmasi.
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Grup (n=8) APOI
Kontrol 2.69+0.76
STZ-diyabetik 31.00+4.962
STZ+irbesartan 11.97+1.88

ap< 0.01 kontrol gruba kiyasla

NEL pozitif hiicre gozlenirken glomerillerde boyanma
gozlenmedi (Sekil 3A). STZ-diyabetik grupta glomertil-
lerde cok az sayida apoptotik hiicre gozlenirken, kor-
tekste hasarli distal tubillerde ve medulla bolgesinde
cok sayida apoptotik hiicre gozlendi ve bu artis kontrol
gruba kiyasla ileri derecede anlamli tespit edildi
(p<0.01) (Sekil 3 C-D). irbesartan uygulanan diyabetik
grupta tubillerdeki apoptotik hiicrelerin sayisinda teda-
visiz diyabetik gruba gore gozlenen azalma istatistiksel
olarak anlamli bulunmadi (Sekil 3 B) (Tablo 3).

Tablo 3. Deney gruplarina ait Bcl-2 immun boyamasinin
reaksiyon siddeti bakimindan degerlendirilmesi.

Grup (n=8) Glomeriil Tubiil interstisyal alan
Kontrol ++ + ++
STZ-diyabetik + -/+ J+
STZ+irbesartan  ++/+++ ++ +++

(-; boyanma yok, +; zayif, ++; orta derecede , +++; siddetli
boyanma)

Sekil 2. Bcl-2 immun boyamasi. Saglikli kontrol grubu (2A, 2B). STZ diyabetik grupta Bcl-2 immun reaktivitesi saglikli kontrol

gruba kiyasla azalmis olarak (2C, 2D), irbesartan uygulanan diyabetik grupta Bcl-2 immun reaksiyonu kontrol gruba benzer

olarak goriilmekte (2E, 2F). immun Boyama: Streptavidin-Biotin-Peroksidaz yontemi, Antikor: Monoklonal fare Bcl-2 antikoru,

Zit Boya: Hematoksilen, (Bar 20pum)
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Sekil 3. TUNEL yontemi. Saglikli kontrol gruba ait bobrek doku kesiti (A). irbesartan uygula-
nan diyabetik grubun bobrek tubtillerinde apoptotik hiicre sayisinin tedavisiz diyabetik gruba
kiyasla azalmis oldugu gortilmekte (—) (3B). STZ-diyabetik gruba ait bobrek kesitinde distal tu-

bullerde ¢ok sayida apoptotik hiicre goriilmekte (=) (3C, 3D).TUNEL yontemi, Zit Boya: Me-

til Yesili. (Bar: 20 pm)

Tartisma

Apoptoz, genetik olarak kontrol edilen, iyi organize
olmus dokularda hticre sayisini belirlemede ¢ok 6nem-
li olan hiicre o6lumintn 6zel bir cesididir. Akut ve kro-
nik bobrek hastaliklarinda apoptozun 6nemli bir hiicre
olim sekli oldugu gosterilmistir. Diyabetik nefropati,
siklosporin nefropatisi, tireterik obstruksiyonda gortlen
apoptoz artisi, tubller patolojik degisimler ve tubdiler
atrofi ile iliskilidir [9,15]. Hiperglisemide serbest radikal
olusumundaki artisin diyabet komplikasyonlarinin geli-
simine katild1g1, diyabetik bobrekte artmis oksidatif stre-
sin apoptozu tesvik ettigi ve apoptozun diyabetik nefro-
pati gelisimine katilabilecegi ileri strilmektedir [16].

Kumar ve ark.[17], diyabetik nefropatili insanlara ait
bobrek biyopsi 6rneklerinde TUNEL metodu ile hem
proksimal ve distal tubdil epitel hiicrelerinde, hemde in-
terstisyal hiicrelerde apoptoza rastlamiglar ancak glo-
meriller de apoptozu tespit edememislerdir. STZ ile
olusturulan deneysel diyabette bobrekte hasarin ortaya
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ctkmasinda apoptotik hiicre 6liminin énemli bir rolu
oldugu gosterilmistir. Cesitli calismalarda STZ diyabetik
sicanlarin bobrek dokusunda, distal tubtillerde ve Hen-
le kulpunda TUNEL pozitif nukleuslar saptanirken, glo-
merdller de apoptoz gozlenmemistir [16,17,18]. Bu ca-
lismada da saglikli kontrol grubunda tubiillerde ve me-
dulla bolgesinde cok az sayida apoptotik hticreler sap-
tandi. STZ-diyabetik grupta distal tubillerde ve medul-
lada ¢ok sayida apoptotik hiicre gozlenirken, glomerl-
lerde ¢cok az sayida apoptotik hiicrelerin gbzlenmesi hi-
pergliseminin korteks ve medulladaki tubillerde apop-
tozu tetikledigini gostermektedir. Bu bulgular diyabetik
nefropatinin patogenezinde apoptotik hiicre 6limuntn
belirgin bir rolti oldugunu desteklemektedir.

Glikojen birikimi, hiicrelerde apoptoz olusumuna ve
diyabetik nefropatinin bir 6zelligi olan tubiiler atrofi ge-
lisimine katildigi, bir cok anormal hiicre sitoplazmasin-
da glikojen partikillerinin oldugu ve bu lezyonun insi-
lin tedavisi ile 6nlenebilecegi gosterilmistir. STZ enjek-



siyonunun 24. saatinde diyabetik sican bobreginde kor-
tikal c¢ikan kol hucrelerinde glikojen birikimleri tespit
edilmistir. Bu hiicrelerin ya apoptoz ya da nekroz yo-
luyla oldikleri gosterilmistir. Diyabetiklerde yiksek kan
glukozu nedeniyle apoptozu kontrol eden genlerin etki-
lendigi bildirilmistir [9,15]. Hipergliseminin anti-apop-
totik protein Bcl-2 gen ekspresyonunu azaltirken pro-
apoptotik protein bax’in mRNA dizeylerini gecici ola-
rak artirdigi ve bobrekte tubtler apoptoz olusumuna ne-
den oldugu gosterilmistir [19]. Bu calismada da tedavi-
siz diyabetik grubun glomertl ve hasarli tubtllerinde
Bcl-2 immun reaksiyonunda azalma tespit edildi. Bu
degisimlerin tedavisiz diyabetik grubun kan glukoz dii-
zeylerinde tespit edilen artisa ve tubtl sitoplazmasinda
yer yer gorilen glikojen birikimlerine paralel olarak tes-
pit edilmesi, hipergliseminin apoptozu diizenleyen pro-
teinlerin ekspresyonlarini degistirerek bobrekte tubular
apoptoz gelisimine neden oldugunu gostermektedir.

Klinik ve deneysel diyabette ve hipertansif nefroskle-
rozda A IlI'nin aktivite artisina bagli olarak apoptotik
hticre o6liminde artis oldugu gosterilmistir [5]. A II'nin
neden oldugu apoptozun genel olarak AT-2 reseptorle-
ri aracthgiyla oldugu bunun yansira AT-1R’leri ile de
iliskili oldugu belirtilmektedir [20]. Ding ve ark. [5], A
II'nin glomertl epitel hiicrelerinde apoptozu uyardigi,
apoptozun Fas ve Fas L'in ekspresyon artisi ile iliskili ol-
dugunu, A II'nin proapoptotik bax ekspresyonunu artir-
digini tespit etmislerdir. STZ-diyabetik sicanlara AT-1R
ve AT-2R blokeri uygulamasi ile bobrekte All’nin neden
oldugu apoptozun azalabilecegi belirtilmektedir [5,17].
Kelly ve ark. [18], STZ-diyabetik sicanlara bir ACE inhi-
bitori olan perindopril ve AT-1R blokeri olan valsartan
uygulamasi sonucunda diyabetik gruba kiyasla her iki
grupta da apoptotik hticre sayisinda azalma tespit et-
mislerdir.

Apoptozun tubdillerde fazlaca gézlenmesinin tubu-
lointerstisyal mikrocevrenin yikimina yol acan hiicreler
arasi matriks birikimi ve miyofibroblastlarin aktivasyonu
sonucu oldugu, yaygin olarak apoptoz gorilen tubulle-
rin fazlaca Bax ekspresyonu yaptiklari gosterilmistir.
Baslangicta hasarli tubdller hiicrenin kendini koruma
mekanizmasina bagli olarak hem Bax hemde Bcl-2 eks-
presse ederler. Hasarin siddetine baglh olarak korunma
mekanizmasinin tilkenmesiyle Bcl-2 ekpresseyonu ya-
pan hicrenin hasarlayici faktorlere maruz kaldigi ve
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Bax ekspresyonu yaparak apoptoza ugradigi bildirilmis-
tir [21].

Bu calisma, STZ-diyabetik nefropati modelinde AT-
1R blokeri irbesartan ile apoptoz arasindaki iliskinin
arastirildigr ilk calisma olmasi agisindan 6nemlidir. Bu
calismada irbesartan uygulanan diyabetik grupta, teda-
visiz diyabetik gruba kiyasla tubtillerde apoptotik hticre
sayisinda azalma buna karsin glomertl, tubil ve inters-
tisyal alanlarda antiapoptotik protein Bcl-2 immun re-
aksiyonunda artis tespit edildi. Bu degisimler goz 6nu-
ne alindiginda, diyabetik nefropatide AT-1R blokeri ile
RAS’i baskilamanin, A 1l artisi ile tesvik edilen apopto-
zun engellenmesi tzerinde etkili olabilecegi dustndl-

mektedir.

Deneysel diyabetik nefropatide AT1 reseptor bloke-
ri olan irbesartan’in bobrek hemodinamiginin dizen-
lenmesi tzerine renoprotektif etkilerinin oldugu, doku
hasarini kontrol altina alarak apoptozu kontrol eden an-
tiapoptotik protein olan Bcl-2’'nin dokuda artisina yol
acarak A Il aracili apoptozu engelleyebilecegi sonucu-
na varildi.
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