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Enalapril Uygulanan Diyabetik Sigan Bobrek Dokularinda
TRPM2 Kanal Immunreaktivitelerinin Belirlenmesi

Amag: Diyabet hayat boyu suren, hastanin yasam kalitesini azaltan, morbiditesi ve mortalitesi
yuksek kronik metabolik bir hastaliktir. Bu ¢aligmada streptozotosin (STZ) ile olusturulan diyabetik
sigan modelinde bdbrek hasari Gzerine enalaprilin etkilerinin belirlenmesi amaglandi. Bu amagcla
apoptotik siregte etkili olan melastatine bagli transient receptor potential 2 (TRPM2) iyon
kanallarinin immunreaktivitesi belirlendi.

Gereg ve Yontem: Calismada 21 adet Wistar Albino cinsi erkek sigan 3 gruba ayrildi. Kontrol
(Grup 1) grubundaki deney hayvanlarina deney siiresince higbir uygulama yapilmadi. Diyabetik
(Grup 1) gruba 60 mg/kg olacak sekilde tek doz STZ 0,1 M fosfat-sitrat tamponunda (pH: 4.5)
¢bzdurllerek intraperitoneal yolla uygulandi. Grup IIl'teki siganlara diyabet olustuktan sonra 10
hafta sire ile 5 mg/kg/glin enalapril oral yoldan verildi. Deneyin 10. haftasinda tim gruplardaki
sicanlar dekapite edildi. Bébrek dokulari %10’luk formaldehite alindi ve parafin bloklar hazirlandi. 5
pm ‘lik parafin kesitlere avidin-biyotin peroksidaz metodu uygulanarak TRPM2 iyon kanali
immiinreaktivitesi degerlendirildi.  immiinreaktivitenin siddeti ve yayginigi +1 zayif, +2 orta
dereceli, +3 siddetli olarak skorlanip semi-kantitatif olarak degerlendirildi.

Bulgular: Yapilan immunohistokimyasal boyamanin isik mikroskobik incelenmesinde, TRPM2
imminreaktivitesi, kontrol grup bobrek dokularinda hafif siddetli (+1) iken diyabetik bobrek
dokusunda oldukga yaygin ve siddetli (+3) olarak g6zlendi. Tedavi grubundaki bobrek dokularinda
ise immuinreaktivite orta dereceli +2 siddetinde ayirt edildi.

Sonug: Bu galismanin sonuglari enalapril uygulamasinin, apoptotik siiregte ve diyabetik nefropati
gelisiminde etkili oldugu dusinilen TRPM2 kanal imminreaktivitesini azaltarak diyabetik renal
hasara karsi koruyucu etki sagladigini gosterdi.

Anahtar Kelimeler: Diyabetik nefropati, enalapril, TRPM2, immunohistokimya.

Determination of Renal TRPM2 Channels Immunoreactivities in Enalapril
Administrated Diabetic Rats

Objective: Diabetes is a lifetime metabolic disease which reduces quality of life and increases
morbidity and mortality. In this study, it was aimed to investigate the effects of enalapril on renal
damage in Streptozotocin (STZ) induced diabetic rat model. For this purpose, immune reactivity of
melastatine-depended Transient Receptor Potential-2 (TRPM2) ion channels which have important
effects on apoptotic process, were determined.

Material and Methods: A total of 21 adult- Wistar Albino male rats were divided into 3 groups. The
rats in the first group were used as control. The second group of rats were injected a single dose of
60 mg/kg STZ intraperitoneally, dissolved in phosphate-citrate buffer (pH:4.5), whereas third group
of rats were the enalapril administered group (5 mg/kg/day oral for 10 weeks) following diabetes.
All rats were decapitated at the end of 10 weeks. Renal tissue were placed into the 10%
formaldehyde and embedded in paraffin blocks. The avidin-biotin-peroxidase method was applied
into the 5 ym paraffin section to evaluate TRPM2 channels immune reactivity. The intensity of
TRPM2 channels immune reactivity was scored semiquantitatively as follows: low +1, moderate
+2, strong +3.

Results: In light microscopic examination, TRPM2 immunoraectivity was found slightly increased
(+1) in control group whereas, diabetic group showed widespread and intensive immune reactivity
(+3). Treatment group was expressed moderate (+2) TRPM2 channels.

Conclusion: The results of this study showed enalapril administration provided a protective effect
against diabetic renal damage by reducing TRPM2 channel immune reactivity, in which thought to
has a role in apoptotic process and diabetic nephropathies.

Key Words: Diabetic neuropathy, enalapril, TRPM2, immunohistochemistry.

Girig
Diyabetes mellitus (DM), insidansi giderek artan, endokrin ve metabolik bir hastalik
olup insulinin tam eksikligine, kismi eksikligine veya periferik dokulardaki insulin

direncine bagli olarak meydana gelmektedir (1). Karbonhidrat metabolizmasinin
bozulmasi sebebiyle alinan besinlerin organizmada enerjiye
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cevrilememesinden dolayli hiperglisemi ataklariyla
seyreden bir hastalik olarak karsimiza gikar (2).

Kardiyovaskuler, serebrovaskiler ve nefrotik
komplikasyonlar diyabetin en ©6nemli mortalite ve
morbidite  nedenleri  arasindadir  (3). Diyabetin
mikrovaskuler  komplikasyonlarindan olan  diabetik
nefropati (DNP) son dénem bdbrek yetmezliginin de en
sik nedenlerinden biridir (4). Diyabetik nefropati
patogenezinde renal hipertrofi, hemodinamik ve
metabolik faktorler yaninda oksidatif stres, énemli bir yer
tutmaktadir (5).

TRPM2 kanallari ilk olarak Drosophila turi sirke
sineklerinin g6z hucrelerinde bulunmustur (6). Bu
kanallarin varligi basta beyin ve kemik iligi olmak uzere
bébrek, bagirsak, karaciger, akciger, testis, prostat,
pankreas, iskelet kasi, I0kositler ve arka kok
gangliyonlari gibi pek ¢ok doku ve hicrede tespit
edilmigtir (7). TRPM2 kanallari ya direkt olarak plazma
zarindaki Ca*? giris kanallar gibi davranarak ya da Ca*
giris kanallarinin duzenlenmesi icin itici glic olan, zar
potansiyelini  degistiren  sitozolik  serbest Ca™
kanallarinda degisime yardimci olarak, etkilerini
gOsterirler (8).

Metabolizma sonucu uretilen H2O2'nin hiicre igerisine
girmesi sonucu TRPM2 kanallari aktive olur. Bu
kanallarin aktivasyonunun hiicre igine Ca® iyon_girigini
artirdigina inanilmaktadir (9-10). Hiicre ici Ca*? iyonu
artisi hlcrenin yapisal ve fonksiyonel 6zelliklerinin
bozulmasindan, hiicre 6limine kadar varabilen cesitli
patofizyolojik olaylarin baslamasina sebep olmaktadir
(11). Aktif TRPM2 katyon kanallarinin agilmasi tzerinde,
Uc hicre disi etkenin rol oynadigi bilinmektedir. Bunlar;
Oksidatif stres, ADPR (ADP Riboz) / NAD + (Nikotinamid
Adenin Dinlkleotid) metabolizmasi ve timér nekroz
faktor alfa dir (9).

Enalapril ve bu gruptaki diger antihipertansif ilaglar,
anjiyotensin-I'i anjiyotensin-Il'ye hidrolize eden
dondstiricli enzim Anjiyotensin  Konverting Enzimi
(ACE) inhibe ederler. Anjiyotensin Il, AT1 reseptorlerine
baglanarak, vazokonstriksyon, su ve tuz dengesi ve diger
nérohumoral  sistemlerin  kontrolini  sadlamasinin
yaninda reaktif oksijen tiirlerinin (ROS) Uretimi, hiicresel
hipertrofi, hiicresel hiperplazi ve apoptozise de neden
olur (12). ACE inhibitérleri, ayni zamanda, gugli bir
vazodilatatér olan  bradikinini  aktive ettidi igin
vazodilatasyona sebep olurlar. Hem gugli  bir
vazokonstriktor olan anjiyotensin-Il ‘nin azalmasi, hem de
bradikinin artmasi yoluyla bobrek ve kalp tizerindeki yuki
azaltarak olumlu yénde etki ederler (13). ACE inhibitorleri
antioksidan etkilidirler ve Nikotinamid adenin diniikleotid
fosfat (NADPH) oksidaz enzimini inhibe ederek okside
LDL dizeyini dusururler. Bu azalma basta ateroskleroz
olmak Uzere serbest radikal aracili pek ¢ok patolojinin
engellenmesini saglayabilir (14-16). Bu bilgiler serbest
radikal araciligi ile kalp ve bdbrek gibi pek ¢ok organda
hasara neden olabilen diyabette  antioksidan,
antiproliferatif, antihiperplazik ve antiapoptotik etki
gosterebilen ACE inhibitorlerinin, apoptotik yolakta etkili
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olan TRPM2 kanallari Uzerine ne gibi etkiler
yapabilecegini gbstermesi bakimindan da &énem arz
etmektedir (11, 12, 17).

Gereg ve Yontem

Bu galismada, Firat Universitesi Hayvan Deneyleri
Etik Kurulu (FUHADEK) etik kurul karar ile Firat
Universitesi Deneysel Arastirma Merkezinden (FUDAM)
temin edilen 21 adet erigkin, Wistar tipi erkek siganlar
kullanildi. 21 °C oda isisinda 12 saat 1sik (7:00-19:00)
ve 12 saat karanlikta (19:00-7:00) tutulan sigcanlar her
glin altlari temizlenen kafeslerde beslendi. Tim siganlar
ayni ortamda gdézetim altinda tutuldu ve ayni standart
sican yemi verilerek ad libitum su, yiyecek alimlari
saglandi.

Calismada her grupta 7 sigan olmak sartiyla 3 grup
olusturuldu. Grup | (n:7) kontrol olarak kullanildi. Bu
gruptaki deney hayvanlarina deney slresince higbir
uygulama yapiimadi. Grup Il (n:7) diyabetik grup (DM).
Bu gruptaki siganlara 60 mg/kg tek doz Streptozotocin
0,1 M Fosfat-sitrat tamponunda (pH: 4,5) ¢ézdurilerek
i.p olarak uygulandi. Grup Il (n:7) tedavi grubu
(Dm+ENA). Bu grupta yer alan siganlara diyabetin
baslangicindan itibaren 10 hafta suresince 5 mg/kg/gin
enalapril oral olarak uygulandi.

Kontrol grubuna c¢alismanin basindan itibaren higbir
uygulama yapilmadi. Tim deneklerin deneyin baglangici
ve sonundaki agirlik degdisimleri ve glukoz duzeyleri
kaydedildi.

Diyabet olugturulacak gruba 60 mg/kg olacak sekilde
tek doz streptozotosin (Sigma Chemical Co Louis
Missouri) 0.1 M Fosfat-sitrat tamponunda (pH: 4.5)
¢Ozdurilerek i.p olarak uygulandi. 72 saat sonra, 12
saat acghk takiben kuyruk veninden alinan kanin
glukometre cihazindaki 6lgiimii yapildi. Olglim sonucu
achk kan glukoz diizeyi 250 mg/dl'yi gegen siganlar
diyabetik olarak kabul edildi.

Deneyin 10 haftasinda tim gruplardaki siganlar
ketamin (75mg/kg) + xylazine (10mg/kg) anestezisi
altinda dekapite edildi. Siganlarin bébrek dokulari hizla
cikarillip %10 formaldehitle tespit edilip ardindan
histokimyasal incelemeler igin parafin bloklar hazirlandi.

Parafin  bloklardan polilizinli lamlara 5-6 pm
kalinhiginda kesitler alindi. Deparafinizasyonun ardindan
dokular dereceli alkol serilerinden gegirilerek antigen
retrieval icin sitrat tampon sollisyonunda pH:6'da
mikrodalga firnda (750 W) 7+5 dakika olmak Uzere
toplam 12 dakika kaynatildi. Zemin boyasini énlemek igin
Ultra V Block (TA-125-UB, Lab Vision Corporation, USA)
soliisyonu uygulamasini takiben 60 dakika primer antikor
(Rabit poliklonal Anti-TRPM2 antibody (Ab-11168),
abcem, Chambridge, UK) ile muamele edildi. Daha sonra
sekonder antikor ile 30 dakika (Donkey anti-goat IgG-B,
sc-2042), Streptavidin Alkaline Phosphatase ile 30
dakika (TS-060-AP, Lab Vision Corporation, USA) inkiibe
edildi. Fast Red Substrate System (TA-125-AF, Lab
Vision Corporation, USA) uygulamasini takiben Mayer’s



Cilt: 27, Sayi: 1

hematoksilen ile zit boyamasi yapilan dokular, PBS
(Phosphate Buffered Saline) ve distile sudan gegirilip
uygun kapatma solusyonu ile kapatildi. Preparatlar
Olympus B  X50 mikroskobunda incelenerek
degerlendirildi ve fotograflandi.

imminohistokimyasal boyanmanin degerlendirime-
sinde boyanmanin yayginligi ve siddeti esas alindi.
Sitoplazmik immidn boyanmanin yayginlig 0'dan +3e
kadar semi-kantitatif olarak skorlandi (Tablo 1).

istatistiksel Analiz: Verilerin degerlendirmesinde
SPSS 21.0 paket istatistik programi kullanildi. Sayisal
degiskenler ortalama + standart hata olarak ifade edildi.
Bagimsiz gruplarda farkhhigin degerlendiriimesinde
Kruskall Wallis testi sonrasinda, Bonferroni diizeltmeli
post hoc Mann-Whitney U testi kullanilirken, bagimli
gruplarda ortalamalarin istatistiksel anlamlilik dizeyleri
wilcoxon testi ile degerlendirildi. p<0.05 degerler
istatistiksel olarak anlamh kabul edildi.

Bulgular

Tablo 1 de tim gruplarda baslangi¢ ve final vicut
agirhiklart  verilmistir. Kontrol grubu final agirliklari
baslangi¢c dederine gére anlamli artis géstermekteyken,
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DM ve Dm+ ENA gruplarinda anlamh dusme
saptanmistir.
Tablo 1. Baslangig ve final vicut agirliklari
Kontrol DM Dm+ ENA
(n=7) (n=7) (n=7)
Baslangic vicut agirhgr (gr) 198+10 190%13 19548
Final viicut agirhigi (gr) 230+11* 161%£10°  163+14°

Degerler ortalamatstandart hata olarak verilmigtir.
@ Kontrol gruplarina gére anlamli farklilik vardir (p<0.05).

Baslangi¢ ve final glukoz degerleri karsilagtiriidiginda
kontrol grubunda anlaml fark gériilmezken DM ve Dm+
ENA gruplarinda anlamli artis tespit edilmistir (Tablo 2).

TRPM2 immunreaktivitesi igin yaplilan
imminohistokimyasal boyamanin i1sik mikroskopi altinda
incelenmesi sonucu elde edilen TRPM2 kanal

immdinreaktivitelerine ait semikantitatif degerler Tablo 3
de verilmigtir.

Tablo 2. Baglangi¢ ve final kan-glukoz degerleri

Kontrol DM Dm+ ENA
(n=7) (n=7) (n=7)
Baslangi¢ kan-glukoz 9418 9149 10249
degerleri(mg/dl)
Final kan- glukoz degerleri
(mg/dl) 1004 43431  429+28°

Degerler ortalamatstandart hata olarak verilmigtir.
& Kontrol gruplarina gére anlamli olarak farkl (p<0.001).
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Tablo 3. imminohistokimyasal boyanma yayginhginin
derecesi

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

TRPM2 imminreaktivitesi grup I'e ait bdbrek
dokusunda +1 (Sekil 1) siddetinde tesbit edilirken, grup
I’'ye ait bobrek dokularinda proksimal ve distal tibdller
basta olmak Uzere +3 siddetinde ve yayginliginda (Sekil
2) ayirt edildi. Enalapril uyguladigimiz Grup lll'e ait
bébrek dokularinda TRPM2 vyayginligi ise diyabetik
gruba kiyasla azalmigti ve +2 (Sekil 3) pozitifliginde
degerlendirildi. Hatta yer yer kontrol grubuna yakin
siddette olan alanlarin varligi da goézlendi.
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Sekil 1. Kontrol TRPM2 kanal immiin reaktivitesi x20
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.
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Sekil 2. DM TRPM2 kanal immiinreaktivitesi x20
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s ),
Sekil 3. Dm+ ENA. TRPM2 kanal immun reaktivitesi x20

Tartisma

Diyabetik nefropati, bagka bir renal hastaligi, kalp
yetersizligi, Uriner sistem enfeksiyonu veya hematurisi
olmayan diyabetik bireylerde saptanan; kalici albuminiri,
glomertler filtrasyon hizinda azalma ve kan basincinda
yukseklik olarak tanimlanabilir (4).

Diyabetik nefropati, tip 1 ve tip 2 diyabetli hastalarda
son dénem bobrek hastaliginin dinyadaki en onemli
nedenlerinden biridir (18). Morbidite ve mortalitesi yiuksek
olan diyabetes mellitus hedef organlari arasinda
bdbrekler énemli bir yer tutmaktadir (19). Anjiyogenezis,
glomerller gegirgenlik artisi ve albiminiri diyabetik
nefropati olusum silrecine katkida bulunan etkenlerden
bazilaridir (20). Enalapril, erken teshis edilen diyabetik
nefropatinin  kronik bobrek yetmezligine ilerleyisini
durdurmaya yardimci olabilen, antiproliferatif ve
antioksidan etkili giivenli ve ucuz bir ACE inhibitoridir
(21). Diyabet, klinik olarak polidipsi, polilri, polifaji ve
kilo kaybi gibi semptomlar ile ortaya gikabilir. Cogunlukla
semptomlar agir degildir. Glukoz ve metabolitlerinin,
renal parankimadaki lokal renin angiotensin sistemini
aktive ederek angiotensin II'nin artmasina neden oldugu
ve devaminda angiotensin tip 1 reseptorleri vasitasiyla
DNP gelisiminde 6nemli rol oynadigi disindlmektedir
(22). Angiotensin I'in angiotensin II'ye donisiminde rol
oynayan Anjiyotensin konverting enzimin inhibisyonu
glclu bir vazokonstriktér olan Anjiotensin Il dizeyinde
azalmaya neden olur. Bu azalma, arter ve venillerde
vazodilatasyon olusturarak total periferik damar direncini
ve kan basincini distrir (23). AT 1 reseptor aktivasyonu
ayrica NADPH oksidaz olusumunu ve slperoksit (O 2)
yapimini da uyarmaktadir. O 2, dzellikle tip 1 DM'de
yapimi artan nitrik oksit (NO), cesitli reaksiyonlar sonucu
peroksinitrit  (ONOO ) radikalini olusturur. NO’nun
fonksiyonunun bozulmasi ve serbest oksijen radikal
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olusumunun artmasi endotelyal, mezengial ve interstisyel
hicrelerin  proliferasyonuna yol agmaktadir (17).
Diyabetik nefropatinin patolojik 6zellikleri arasinda
glomerillerde diffiz mezangial matriks artisi, eksudatif
lezyonlar ve / veya segmental noduler skleroz
sayllabilmektedir (18). ACE inhibitéri ve Anjiyotensin 1
reseptor blokerleri tedavisi ile yapilan klinik ¢alismalarda
proteindrinin azaldigi ve DNP gelisiminin yavasladigi
bilinmektedir (24-25).

Oksidatif stresin ve inflamasyonun son dénem bdbrek
yetmezliginde ve énemli morbidite ve mortalite sebebi
olan kardiyovaskiler hastaliklarin patogenezinde rol
oynadidi g6z 6nline alindiginda gelistirilecek antioksidan
ve antiinflamatuar tedavilerin bu hastalarda ne kadar
hayati bir 5nem arzettigi bir kez daha ortaya ¢ikmaktadir.
Kronik bobrek hastalarinda en fazla kullanilan ACE
inhibitorleri ve anjiotensin reseptdr blokerlerinin oksidatif
stres Uzerine olan olumlu etkileri birgok ¢alisma ile tesbit
edilmigtir (26).

Oksidatif stres, ADPR/NAD" metabolizma bozuklugu
ve tumor nekroz faktor alfa; TRPM2 kanallarinin
aclimasina neden olarak hicre igi Ca™ iyonlarinin artisini
saglamaktadir (9). TRPM2, H,O, aracili endotel hiicresi
6liminde anahtar molekildir (27). Bu siregte hiicre igi
Ca* iyonu artisi hiicre 6limine kadar varabilen
patofizyolojik olaylarin baslaticisidir (11). Na* ve Ca®
iyonlarina gecirgen melastatine bagli “transient receptor
potential 2 (TRPM2)” katyon kanallarinin ya Ca*? ile
uyum igcinde olan ADP-riboz tarafindan, ya da oksidatif
stres araciligiyla H2O2'i kanallarin enzimatik Nudix
bolgesine bagladigi ve devaminda da ADP-riboz
pirofosfataz’in aktive oldugu rapor edilmistir. Bu enzimin
aktivasyonu sonucunda da TRPM2 kanallarinin agildigi
gOzlenmistir. Bu durum hicre igi Ca* iyonlarinin artisina
yol agabilir (28). Yapilan bir calismada, radyasyona bagh
olusan DNA hasarina karsi hicresel cevapta TRPM2
kanallarinin aktivasyonunun énemli bir rol oynadigi rapor
edilmistir (29). Enalapril, reaktif oksijen sistemine etki
ederek serbest radikalleri azaltmaktadir (30). Diyabetik
nefropatili ratlarda yapilan bir c¢alismada, ACE
inhibitorlerinin renal NADPH oksidazi inhibe ettidi ve
proteindriyi azalttigi gosterilmistir (16). TRPM2 kanallari
hiicrede serbest radikallerin ve dolayisiyla oksidatif
stresin artigina bagl olarak aktive olabilmektedir (31).

Bu calismada kontrol grubu ratlarda normal biyime
devam ederken, DM grubunda anlamli oranda agirlik
kaybr oldugu go6zlemlenmis ve enalapril tedavisinin
agirhk kaybini degistirmedigi tespit edilmistir. Bu bulgular
agirlik kaybini isaret eden tip 1 diyabetle ilgili bilinenlere
uyumludur (32).

Bu calismada diyabetik bdbrek dokularindaki TRPM2
katyon kanali imminreaktivitesinin, iyon alis veriglerinin
oldukga aktif oldugu tiibiler alanlarda yogun olarak tespit

edilmesi yukarida anlattigimiz mekanizmalarla
celismemekte ve literatir bilgileriyle  uyumluluk
gOstermektedir.  Glukoz ve  metabolitleri, renal

parankimdeki lokal renin angiotensin sistemini aktive
edip angiotensin Tip (AT) 1 reseptorlerini artirmaktadir
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(22). AT 1 reseptor aktivasyonu NADPH oksidaz
olusumunu ve stperoksit (O?) yapimini uyarmasi
sonucunda diyabetik bdbrekte oksidatif stres ve
inflamasyon  artmaktadir (17, 26). inflamasyonun
mediyatéri olan TNF alfa, oksidatif stres ve NAD+,
TRPM2 kanallarinin agilmasini  saglayarak neticede
hiicre ici Ca*? diizeyini artirir (9). Bu durum, hiicrelerin
hasarlanmasi ve Olmesi slirecine giden mekanizmalari
baglatmasi bakimindan da  anlamh  oldugunu
gOstermektedir.

Enalapril uygulanan bdébrek dokularindaki TRPM2
immdinreaktivitesinin distk bulunmasi, antiproliferatif,
antioksidan ve antiapoptotik olan enalaprinin uygulandigi
sicanlarda diyabetik bdbrek dokularinda, oksidan
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