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Amag: Bu calisma, deneysel tip 1 diyabetin ve fizyopatolojisi taklit edilen tip 2 diyabetin = sican bobreklerinde
olusturabilecegi hasarin histokimyasal ve immunohistokimyasal olarak incelenmesi ve birbirleriyle karsilastirilmas:
amactyla yapimustir.

Gereg ve Yontem: Calismada kullanilan Sprague Dawley cinsi, 15 adet eriskin erkek sigan; kontrol, streptozotosin
(STZ) ve fruktoz gruplarina ayrildt. STZ grubuna tek doz STZ (45mg/kg) intraperitoneal olarak uygulandi. Fruktoz
grubuna 8 hafta boyunca %10 D-fruktoz igeren i¢me suyu verildi. 8 haftanin sonunda 6ldiirtlen siganlarin sol
bébrekleri alinarak rutin tespit ve doku takibi sonrasinda histokimyasal ve immuhistokimyasal olarak boyanarak 151k
mikroskobunda incelendi.

Bulgular: STZ ve fruktoz gruplarinda korteksde histolojik degisiklikler izlendi. Her iki grupta da glomeriil kapiller
bazal membraninda kalinlasma, mezengial matriksde artis bazi glomertllerin Bowman kapsiilii pariyetal yapraginda
kalinlasma ve nadiren tubiil bazal membraninda kalinlasma izlendi. Fruktoz grubunda ayrica arteriol duvarinda
kalinlagma izlendi.

Sonug: Her iki tip deneysel diyabette sican bobreklerinde benzer bulgular olustugu ve bu bulgularin muhtemelen
hipergliseminin olusturdugu direkt ve/veya indirekt etkilere baglt olarak gelistigi sonucuna varildi.

Anahtar Kelimeler: Deneysel diyabet, Sican, Bébrek, Istk mikroskopi
The Histologic Alterations of Experimental Diabetes on the Rat Kidneys

Objective: This study was designed to detect and evaluate the histochemical and immunohistochemical alterations
in rat kidney histology following streptozotocin (STZ)-induced and fructose-induced experimental diabetes.

Material and Methods: Fifteen male Sprague-Dawley adult rats were divided into three groups as control, STZ and
fructose groups. STZ group rats received a single dose of STZ (45mg/kg) intrapetitoneally. Fructose group tats
were fed by tap water containing 10 % D-fructose for 8 weeks. At the end of eight weeks rats were killed, left
kidneys were removed. Following routine tissue process, kidneys were embedded in paraffin. Histochemical and
immunohistochemical stains were applied and the specimens examined by light microscope.

Results: In both STZ and fructose groups histological changes were observad in the cortex. Increase of Basal
membrane thickness in glomerule capillary, mesangial matrix, thickness in parietal layer of Bowman’s capsule and
rare tubular basal membrane thickness were detected in both groups. In fructose group arteriol walls also showed
increased thickness.

Conclusion: We concluded that both STZ and fructose induced experimental diabetes led to similar findings in rat
kidneys and these findings probably occur as direct and/or indirect results of hyperglisemia.

Key Words: Experimental Diabetes, Rat, Kidney, Light Microscopy.
“Bu calisma V1. Ulusal Histoloji-Embriyoloji Kongresinde (12-15 Eyliil 2002, Istanbul) poster bildiri olarak sunulmustur.

Diyabet karbonhidrat, yag ve protein metabolizmasindaki bozuklukla seyreden kronik bir hastaliktir. Insilin
hormonunda veya etkisindeki yetersizlik sonucu olusan hiperglisemiye bagl olarak gelismektedir. Diyabet, tip 1
(insiline bagimli) ve tip 2 (insiline bagiml olmayan) diyabet olarak iki farkli grup olusturmaktadir. Tip 1 diyabet,
instlin salgilayan pankreatik 3 hiicre kiitlesinde azalmaya baglt olusur. Ciddi ve mutlak insilin yetmezIligi bulunur. Tip
2 diyabette ise glukoz yiiklemesine karsin goreceli insiilin yetmezligi ve buna eklenen periferik dokularda insiiline
yanit yetersizligi vardir.!

Her iki tip diyabette hastalarin kaninda yiiksek seviyelere ulagan glukoz proteinlerle birleserek kimyasal olarak geri
donisebilen glukozilasyon riinlerine déntstr. Glukozun kan damarlarinin duvatlarinda veya interstisyel dokularda
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kollajenle ve diger wuzun Omurli proteinlerle
olusturdugu glukozilasyon, bir seri kimyasal reaksiyon
sonrasinda geri dontsimii olmayan glukozilasyon son
driinlerine dénigir. Hiperglisemi strdikge bu birikim
artar. Glukozilasyon son Uriinleri diyabette olusan
mikroanjiopati, retinopati, nefropati, néropati gibi
ciddi komplikasyonlarin olusmasinda 6nemli rol
oynamaktadir.!

Bobrekler diyabette 6nemli hedef organlardandir.
Diyabete baglt olugan Sliimlerde bobrek yetmezligi,
miyokard  infarktisinden sonra ikinci sirada
gelmektedir.  Diyabet  bobreklerde, — glomertiler
lezyonlar, renal damarlarda  ateroskleroz — ve
piyelonefrit olusturmaktadir.!-3

Deney  hayvanlarina  gesitli ~ kimyasal  ilaglar
(streptozotosin, alloksan) verilerek, deneysel tip 1
diyabet olusturulmaktadir. Bu ilaclar pankreatik beta
hiicrelerinde kalict hasar olusturmaktadir.>* Tip 2
diyabetin ise fizyopatolojisi taklid edilebilmektedir.
Yiksek fruktoz iceren diyetler sicanlarda, glukoz
toleransint  ve instlinin  karaciger ile periferik
dokulardaki fonksiyonunu bozmaktadir. Béylece tip 2
diyabette izlenen insilin direnci gelismektedir.

Diyabetle ilgili yapilan deneysel ¢alismalar cogunlukla
tip 1 diyabet tizerine yogunlagmistir. Oysa klinikte tip
1 ve tip 2 diyabetin olusum mekanizmalari, kan
glukoz ve insilin degerleri birbirlerinden farkliik
gostermektedir. Bu nedenle bobreklerde meydana
getirebilecekleri histolojik degisikliklerin de farkli
olmasi olasidir.

Bu ¢alisma, deneysel tip 1 diyabetin ve fizyopatolojisi
taklit edilen tip 2 diyabetin  sican bobreklerinde
olusturabilecegi hasarin ~ histokimyasal ~ ve
immunhistokimyasal ~ olarak  incelenmesi  ve
birbirleriyle karsilastirilmast amactyla yapilmistir.

GEREC VE YONTEM

Calismada Inénit Universitesi Deney Hayvanlari
Aragtirma Merkezi’nden temin edilen Sprague Dawley
cinsi, 15 adet geng eriskin erkek (baslangic agirhklari,
150-240 g) sigan kullanild1. Denekler rastgele ti¢ gruba
ayrilarak asagidaki islemler uygulands;

Kontrol grubu (n=5): 8 hafta boyunca standart sican
yemi ve i¢cme suyu ile beslendiler.

Streptozotosin-STZ grubu (n=5): Tek doz STZ
(45mg/kg) serum fizyolojik icinde  ¢Ozilerek
intraperitoneal olarak uygulandi. Uygulamadan 12 saat
once a¢ birakilan denekler uygulamadan 4 saat sonra
standart sican yemi ve icme suyu ile beslenmeye
baslandilar. Uygulamadan 3 giin sonra 6 saatlik aglik

sonrast kuyruk ucundan alinan kapiller kanda el
glukometresi ile kan glukoz degerleri Olgiilerek, 270
mg/dl tzetinde olanlar ¢alismaya dahil edildiler.

Fruktoz grubu (n=5): 8 hafta boyunca standart sican
yemi ve i¢cme sularina %10 D-fruktoz katilarak
beslendiler. 8. haftanin sonunda kan sekeri 150mg/dl
tzerinde olanlar calismaya dahil edildiler.

Deney siiresi sonunda dekapitasyonla  Sldirilen
sicanlarin sol bobrekleri Bouin solusyonunda tespit
edilerek, rutin doku takibi sonrasinda parafine
gomuldii.  Parafin  bloklardan  alinan  kesitler
hematoksilen-ecozin,  periyodik  asid ~ Schiff -
hematoksilen (PAS-H) , anti laminin boyamalar: ile
boyanarak 1stk mikroskobunda incelendiler.

BULGULAR

Kontrol grubunda bébrekler normal  histolojik
gorunimde izlendiler (Resim 1).

Sekil 1: Kontrol grubu sicanda normal histoloji. Glomeril (g),
proksimal tubiil (p), distal tubiil (d), arteriol (ok).. PAS-H, X132.

STZ ve fruktoz gruplarinda korteksde histolojik
degisiklikler izlendi. Her iki grupta da glomeriil
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kapiller bazal membraninda kalinlasma, mezengial
matriksde artts gorildi. Bazi glomertllerin Bowman
kapsuli pariyetal yapraginda kalinlasma ve nadiren
tubtl bazal membraninda kalinlagma izlendi (Resim
2,3). Fruktoz grubunda bu bulgulara ek olarak arteriol
duvarinda kalinlasma izlendi (Resim 4).

Sekil 2: STZ grubu sicanda glomertl kapiller bazal membranda
kalinlagma (ok). PAS-H, X132.

Sekil 3: STZ grubu sicanda Bowman kapsiilii pariyetal yapraginda
(kalin ok), ve tubil bazal membraninda kalinlagma (ince ok). PAS-
H, X132.

Sekil 4: Fruktoz grubu si¢anda arteriolde kalinlasma (ok) ve
mezengial matriksde artis (yildiz). PAS-H (132).

Kontrol grubunda anti-laminin immin boyamast ile
tubtil bazal membraninda ve tubiller arasindaki

interstisyel bag dokuda hafif bir pozitif boyanma
izlendi (Resim 5). STZ ve fruktoz gruplarinda ise ise

anti-laminin  immin boyamast ile tubtl bazal
membraninda ve tubiller arasindaki interstisyel
dokuda kuvvetli pozitif boyanma gézlendi. Ozellikle
STZ grubunda pozitif boyanma daha belirgindi
(Resim 6,7).

Sekil 5: Kontrol grubu sicanda anti-laminin immun boyamast ile
tubiil bazal membrani (ok). X132.

Sekil 6: STZ grubu sicanda anti-laminin immiin boyamast ile tubiil
bazal membrant belirgin pozitif boyanma gosteriyor. X132.

Sekil 7: Fruktoz grubu sicanda anti-laminin immiin boyamasi ile
tubiil bazal membrant zayif pozitiflik gosteriyor. X132.

TARTISMA

Insanlarda diyabetin baslamasindan itibaren 1-2 yil
icinde diffiz glomertloskleroz gelismektedir.
Diyabetik glomeriloskleroz bati diinyasinda kronik
bébrek yetmezliklerinin % 30’undan sorumludur.®
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Diffiz glomeriloskleroz mezengial hiicre
proliferasyonu ile Dbirlikte PAS (+) mezangial
matriksde artigla karakterizedir. Beraberinde kapiller
bazal membraninda  kalinlasma  da  izlenir.
Glomertloskleroz ilerledikce tubiiler iskemi ve
interstisyel fibrozis de gelisit. Glukozurisi kontrol
alttna alinamayan hastalarda glukoz geri emilerek
tubtil epitelinde glikojen olarak  depolanabilir.!
Osterby ve ark.” insanlarda tip 1 diyabete bagli olarak
mezengial matriks hacminde belirgin - bir  artis
gozlemiglerdir. Laboratuvar hayvanlarinda deneysel
olarak olusturulan tip 1 diyabette de benzer bulgulara
rastlanmugtir. Ozcan ve ark.8 alloksan ile sicanlarda
olusturduklart tip 1 diyabet sonrasinda glomeriler
skleroz, intraglomeriller mezangial huicre artisy,
tubtiler atrofi, dilatasyon ve vakuoler dejenerasyon
izlemislerdir. Ince yapi incelemelerinde ise glomeriiler
bazal laminada fokal kalinlasmalar go6zlemislerdir.
Sanai ve ark’3 streptazotosin ile tip 1 diyabet
olusturduklart ~ sican ~ bobreklerinde  glomertl
mezengiumunda ve intersitisyel alanlarda artis, tubtiler
vakuolizasyon izlemislerdir. Biz calismamizda
streptozotosin  ile diabetik yaptigimiz = sicanlarin
bobreklerinde PAS (+) mezengial matriksde artss,
kapiller bazal membranda kalinlasma, Bowman
kapsilit  pariyetal yapraginda kalinlasma izledik.
Tubillerde ise dilatasyon, vakuolizasyon ve atrofi
izlenmedi. Nadiren tubil bazal membranlarinda
kalinlasma izlendi.

Calismamizda anti-laminin ile yapilan
immunohistokimyasal ~ boyamada  tubdl  bazal
membranlarinin  streptazotosin uygulanan grupta
kontrol grubuna gére daha kuvvetli pozitif boyandigi
izlendi. Ancak glomeril bazal membraninda 6nemli
bir degisiklik izlenmedi. Brees ve ark.? streptazotosin
verdikleri sicanlarin  glomeriil bazal membraninda
laminin ve fibronektin artist izlemislerdir.

Tip 2 diyabetin fizyopatolojisini taklit ettigimiz grupta
ise boreklerde tip 1 diyabetik grupla benzer bulgular
elde edilmistit. Bu grupda arteriol duvarindaki
kalinlasma daha belirgin olarak izlenirken anti-laminin
ile tubtil duvarindaki pozitif boyanma tip 1 diyabetik
gruba gore daha az izlendi. Essawy ve ark,!'© White ve
ark.'! calismalarinda tip 1 ve tip 2 diyabeti olan
hastalarin =~ bobreklerinde  benzer  nefropatik
degisiklikler izlemislerdir.

Calismamizda  sican  bobreklerinde  izledigimiz
degisiklikler ~ hipergliseminin =~ bébrek  tizerinde
gosterdigi  direkt veya indirekt etkilerin (protein
glukozilasyonu) sonucu olarak gelismektedir.? Bulut
ve ark.* tavsanlarda, Sanai ve ark.? sicanlarda insilin
verilmesiyle bébrek hasarinin azaldigini
gbzlemislerdir. Bu bulgular olusan bobrek hasarinin

hiperglisemiye ~ baglt  olarak  gelistigi  ihtimalini
kuvvetlendirmektedir. STZ’ nin bébreklerde direkt
olarak toksik etki gOsterebilecegi de dusunilmistir.
Sanai ve ark.3 STZ verildigi halde diabet gelismeyen
sicanlarda  bébrek  hasarmnin da  gelismedigini
gozlemiglerdir. Bizim ¢alismamizda da fruktoz grubu
sicanlara STZ verilmedigi halde, STZ grubu ile benzer
bébrek bulgulari elde edilmistir.

Sonug olarak calismamizda, deneysel tip 1 ve tip 2
diyabetin sican  bobreklerinde  6zellikle  bazal
mambranlarda kalinlasmaya neden oldugunu gézledik.
Etkilenen bazal membranlar icinde glomeril kapiller
epiteli, Bowman kapsilii pariyetal yapragi ve
tubtillerin bazal membrant bulunmaktaydi. Fruktoz
grubunda arteriollerde de kalinlasma izlendi.Her iki
tip deneysel diyabette benzer bulgular olustugu ve bu
bulgularin muhtemelen hipergliseminin olusturdugu
direkt ve/veya indirekt etkilere bagli olarak gelistigi
sonucuna varildi.
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