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Deneysel Diyabet Olusturulan Sican Bobrek Dokularindaki
iNOS ve PARP Immunreaktivitelerinin Belirlenmesi

Amag: Diyabetik nefropati, diabetes mellitusun 6énemli komplikasyonlarindan biridir. Nitrik oksit
(NO), diyabetteki hemodinamik degisikliklerde etkili olan ¢ok fonksiyonlu bir mediatordir. Poli
ADP riboz polimeraz (PARP) ise apoptotik slre¢ boyunca DNA tamirinde rol oynayan bir
enzimdir. Bu enzimin proteolitik yikimi DNA onarimini engeller ve apoptozise neden olur. Ancak
asiri aktivasyonuda apoptozis ile sonuglanmaktadir.

Bu galigmada, Streptozotosin (STZ) ile deneysel diyabet olusturulan sigan bdbrek dokusunda
induklenebilir nitrik oksit sentaz (INOS) ve PARP imminreaktivitesinin incelenmesi
amaglanmistir.

Gereg¢ Yontem: Calismada 14 adet erigkin Wistar Albino cinsi erkek sigan kullanildi. Siganlar
grup | (kontrol) ve Grup Il (Diyabet) olmak Uzere 2 gruba ayrildi. Diyabet olusturulan gruba 60
mg/kg tek doz STZ, 0.1 M Fosfat-sitrat tamponunda (pH: 4.5) ¢6zdurllerek intraperitoneal olarak
uygulandi. Tim gruplardaki siganlar 10 haftalik deney sonunda anestezi altinda dekapite edilip,
bébrek dokulari gikarildi ve 1sik mikroskobik inceleme igin %10’luk formaldehitte tepit edildi,
parafin bloklar hazirlandi. 5 pm’lik parafin kesitlerde avidin-biyotin peroksidaz metodu
uygulanarak iINOS ve PARP immiinreaktivitesine bakildi. Immiinreaktivitenin siddeti ve yayginhg
0’'dan +3 ‘e kadar skorlanip semi-kantitatif olarak degerlendirildi.

Bulgular: iINOS ve PARP ekspresyonlarini belirlemek igin yapilan immunohistokimyasal
boyamanin 11k mikroskopik incelemesinde; iINOS ve PARP immiunreaktivitesi kontrol grubunda
+1 yayginhginda iken diyabetik grupta, kontrol grubuyla kiyaslandiginda oldukg¢a yogun idi ve +3
siddet ve yayginliginda tesbit edildi.

Sonug: Bu galisma ile diyabetik grup bobrek dokularindaki hasarlanmaya, apoptozis siirecinde
etkili olan INOS ve PARP’In 6nemli bir katki sadladigi kanaatine variimistir.

Anahtar Kelimeler: Diyabetes mellitus, iNOS, PARP, bébrek, immiinohistokimya.

Determination of iNOS and PARP Immunoreactivity in Rats Kidney Tissues With
Experimentally Induced Diabetes

Objective: Diabetic nephropathy is an important complication of diabetes mellitus. Nitric oxide
(NO) is an effective multifunctional mediator for hemodynamic variance in diabetes. PoliADP
ribose polymerase (PARP) is an enzyme that has a role in DNA repairing during apoptotic
processes. Excessive activation of PARP results in apoptosis. In this study, it was purposed to
examine the inducible nitric oxide synthase (iNOS) and PARP immunoreactivities in kidney
tissues of experimental diabetic rats induced by Streptozotosin.

Materials and Methods: Total of 14 male Wistar Albino rats were used in this study. Rats were
divided in to the two groups as group | (Control) and Group Il (Diabetes). In the Diabetes group, a
single dose of 60 mg/kg STZ, which is dissolved in phosphate-citrate buffer (pH: 4.5) was
injected intraperitoneally. All rats in both groups were decapitated under anesthesia and kidney
tissues were removed and fixed in 10% formaldehyde solution for light microscopic investigations
at the end of the 10 weeks. Paraffin blocks were prepared and 5 pm tissue sections were cut and
stained with avidin-biotin peroxidase method to analyse iINOS and PARP immunoreactivities. The
severity and prevalance of immunoreactivities were evaluated semiquantitatively by scoring from
0 to +3.

Results: In the light microscopic examination, diabetic grup Il showed prominent +3 iINOS and
PARP immunoreactivity whereas immunoreactivities of control group | were less and +1.

Conclusion: Thus, we concluded that INOS and PARP, influence on apoptotic process, have
important contributions on kidney damage in the diabetic group.

Key Words: Diabetes mellitus, iNOS, PARP, kindey, inmunohistochemistry.
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Diyabet, karbonhidrat, yag ve protein
metabolizmasindaki bozukluk sonucu insilinin hedef
dokularda etkisinin kaybi, insulin eksikligi yada her iki
sebebin beraber etkisi sonucu meydana gelir. Son
zamanlarda diyabet O6ncustu olarak kabul edilen
metabolik sendrom, insdlin direnci ve bozulmus aclik
glukozu olarak adlandirilan klinik tablolarin sanildidindan
daha ciddi birer risk faktori oldugunu gostermistir (1).
Pek c¢ok hastalik gibi diyabette de akut faz protein
seviyelerinin artmasi, makrofajlarin, T lenfositlerin ve
mast  hucrelerinin  aktiffenmesi  bu  hastaliklarin
gelisiminde 6zellikle inflamasyonun énemli rol oynadigini
disindirmektedir  (2). Diyabetin  uzun  donem
komplikasyonlari sonucunda gérme kaybi ile sonuglanan
retinopati; renal yetmezlige gidebilen nefropati; ayak
Ulserleri ve amputasyonla sonuglanan periferik néropati;
gastrointestinal, genitodriner, kardiyovaskuler
semptomlara ve seksuel disfonksiyona neden olabilen
otonom ndropati gelisebilmektedir (3). Bu
komplikasyonlar iginde diyabetin en 6nemli hedef
organlarindan biri bdbreklerdir. Bdbrek yetmezligi,
diyabete bagli o6lim nedenleri arasinda miyokard
enfarktiisiinden sonra ikinci sirada bulunmaktadir (4).
Diyabetik nefropatinin patofizyolojisinde hipergliseminin
renal hiicrelerde neden oldugu oksidatif stresin artmasi,
induklenebilir nitrik oksit sentaz (iNOS) ekpresyonunun
artmasi ve asiri PARP aktivasyonu sayilabilmektedir (5-
6).

Hucre igi glikoz konsantrasyonlarindaki artis, glikozun
heksozamin yolagina gegmesine ve diyabetin pek ¢ok
komplikasyonunun olusumuna neden olabilmektedir.
Hiperglisemi sonucu heksozamin yolaginin hiz sinirlayici
enzimi olan glutamin fruktoz-6 fosfatamidotransferaz'in
aktivitesinin artmasi, daha fazla fruktoz-6 fosfat Giretimine
yol agmaktadir (6). Fruktoz-6 fosfat seviyelerinin artisi ve
mitokondri i¢ zarinda elektrokimyasal gradiyentin
bozulmasi, hiperglisemiyle indiklenen mitokondrial
superoksit yapiminin artmasina ve gliser aldehit fosfat
dehidrogenaz enziminin inhibisyonuna yol agar (6, 7).
ATP sentezinin azalmasina neden olan bu durum,
serbest oksijen radikallerinin olusumunu artirir. iINOS
normal sartlar altinda dokularda bulunmaz ve sadece
patolojik sureclerde tespit edilebilir. Transkripsiyonel
seviyede kalsiyumdan bagimsiz sekilde sentez edilir.
Bazi  proinflamatuar  uyaranlar iINOS  Uretimini
tetikleyebilirler (8). NO ile reaksiyona giren superoksit
radikali, peroksinitrit (ONOO-) olusturur. Asir slperoksit
Uretimi, endotelyal nitrik oksit sentaz (eNOS) enziminin
aktivitesini azaltip iINOS ekspresyonunu artirir. Bu durum
peroksinitrit olusumuna sebep olur. NO’dan ¢ok
suiperoksit Uretimi, DNA yi tahrip eder. Hem DNA’nin
harabiyeti hem de asiri mitokondrial serbest oksijen
radikali (SOR) Uretimi PARP’In aktivasyonuna yol agar.
Bu durum hiicre ici NAD+nin konsantrasyonunu
azaltarak glikoliz hizini, elektron transportunu ve ATP
Uretim hizini yavaslatir (7). Tim bu olaylar hiicreyi 6lime
gotiren patofizyolojik mekanizmalarin  baslamasina
neden olur. PARP ayni zamanda Ca/Mg’ye bagli ve DNA
onariminda rol oynayan Endonlkleazlari da inhibe

82

Deneysel Diyabet Olusturulan Sigan Bébrek ...

F.U. Sag. Bil. Tip Derg.

ederek hiicrenin apoptoza gitmesine neden olur (9).
Birbiri ile baglantii  tim bu olaylar diyabetik
komplikasyonlarinin gelisiminde énemli rol oynarlar (7).

Bu calismada, oksidatif stres artisi ve apoptoz
nedeniyle boébreklerde hasar olusumuna neden olan
diyabetin, bu silregte roli olan iNOS ve PARP’In
ekspresyonu Uzerine etkilerinin incelenmesi
amagclanmistir.

Gereg ve Yontem

Bu calismada erigkin, Wistar Albino erkek siganlar
kullanildi. 21 °C oda 1sisinda 12 saat Isik (7:00-19:00)
ve 12 saat karanlikta (19:00-7:00) tutulan siganlar her
gln altlar temizlenen kafeslerde tutuldular. Tim siganlar
ayni ortamda standart sican yemi verilerek ad libitum
olarak beslenmeye tabi tutuldular. Denekler her biri 7
sigan iceren 2 gruba ayrildi. Denek sayilari, litarattr
bilgilerine dayanilarak ayarlandi.

Grup |; Kontrol grubu (n=7),
Grup lI; Diyabet grubu (n=7).

Kontrol grubuna (Grup |) deney silresince higbir
uygulama yapilmadi. Calismanin baslangicinda ve
sonunda duzenli bir sekilde agirlik degisimleri ve glukoz
diuzeyleri kaydedildi.

Diyabet grubuna (Grup Il) 60 mg/kg Streptozotosin
(Sigma Chemical Co Louis Missouri) 0.1 M Fosfat-sitrat
tamponunda (pH: 4.5) cozdurllerek tek doz olarak,
intraperitoneal (i.p.) yoldan uygulandi. 72 saat sonra (son
12 saat ag¢ birakilan), kuyruk veninden alinan kanin
glukometre cihazindaki 6lgima sonucu aghk kan glukoz
dizeyi 250 mg/dL’yi gegen siganlar diyabetik olarak
kabul edildi.

10 hafta boyunca her iki gruptaki deneklerin bakimi
yapildi ve deneyin sonunda tim siganlar i.p. yolla
ketamin (75 mg/kg)+xylazine (10 mg/kg) uygulanarak
anestezi altinda dekapite edildi. Dekapitasyonun
ardindan siganlarin bébrek dokulari hizla gikarihp %10
formaldehitle tespit edildikten sonra doku takip
isleminden gegcirildi ve histokimyasal incelemeler igin
parafin bloklara gomildu. Parafin bloklardan 5-6 mm
kaliniginda alinan kesitler polilizinli lamlara alindi.
Deparafinize edilen dokular dereceli alkol serilerinden
gecirilip antijen geri kazanimi i¢in sitrat tampon
solisyonunda pH:6’da mikrodalga firnda (750W) 7+5
dakika tutuldu. Zemin boyasini engellemek igin Ultra V
Block (TA-125-UB, LabVision Corporation, USA)
soltsyonu ile muameleden sonra primerler (iNOS rabbit
poliklonal NOS2 antibody SC-651 Santa Cruz Biotech,
USA) (Mouse monoklonal PARP-1 antibody SC-74470
Santa Cruz Biotech, USA) ile 60 dakika inkiibe edildi.
Dokular, primer antikor uygulanmasindan sonra
sekonder antikor (30 dakika) (biotinylated Goat Anti-
Poliyvalent (anti-mouse / rabbit IgG), TP-125-BN, Lab
Vision Corporation, USA), Streptavidin Alkaline
Phosphatase (30 dakika) (TS-060-AP, LabVision
Corporation, USA) ve Fast Red Substrate System (TA-
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125-AF, LabVision Corporation, USA) ile inkiibe edildi.
Mayer's hematoksilen ile zit boyamasi yapilan dokular
PBS (Phosphate Buffered Saline) ve distile sudan
gecirilerek uygun kapatma solusyonu ile kapatildi.
Hazirlanan  preparatlar Olympus BX 50 sk
mikroskobunda incelenip fotograflandi.

immiinohistokimyasal boyanma degerlendirilirken
intrastoplazmik boyanmanin yayginhd esas alindi.
Boyanmanin yayginligi 0'dan +3’e kadar skorlanarak
semikantitatif olarak degerlendirildi (Tablo 1).

Tablo 1. immiinohistokimyasal boyanma yayginliginin
derecesi
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Derece Anlami

0 Yok

+1 Az

+2 Orta

+3 Siddetli
Bulgular

iNOS ve PARP imminreaktivitesi icin yapilan
immunohistokimyasal boyamanin 1sik mikroskopi altinda
incelenmesi sonucu; INOS ve PARP imminreaktivitesi
kontrol ~ grubunda  bdbrek  dokusunda  sadece
glomertllerde gbzlenirken proksimal, distal ve toplayici
tibullerde izlenmedi. Glomertllerdeki boyamanin
yayginhdi ve siddeti +1 olarak degerlendirildi (Sekil 1-3).
Kontrol grubu ile diyabet grubu arasinda iNOS ve PARP
immunreaktivitesinin lokalizasyonunda bir farkhlik yoktu.
Ancak immunreaktivitenin yayginhdi ve siddeti kontrol
grubu ile karsilastirldiginda  diyabet grubunda
glomertllerde +3 yayginhg ve siddetinde gézlendi (Sekil
2-4).

’

Sekil 1. Kontrol grubuna ait boébrek dokusunda +1
yayginhginda iNOS immunreaktivitesi x200

Temmuz 2013

bdbrek dokusunda +3
yayginhginda iNOS immunreaktivitesi x200
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Sekil 3. Kontrol grubuna ait bobrek dokusunda +1
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Sekil 4. DM grubuna ait bobrek dokusunda +3
yayginliginda PARP immunreaktivitesi X400
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Diabetes mellitus; hiperglisemi, dislipidemi, glikozuri
ve bunlara eslik eden bir grup metabolik bozukludu icine
alan kronik bir hastaliktir (10). Makroanjiopatik ve
mikroanjiopatik komplikasyonlari olup mikroanjiopatik
komplikasyonlar; nefropati, retinopati ve noéropati olarak
gruplandirilabilir (5). Diyabetik nefropati (DN); diyabetin
ge¢ bir bulgusu olmakla beraber, DN gelismeden dnce
fizyolojik, patolojik ve klinik belirtiler ortaya gikmaktadir
(11). Hucre ici glikoz konsantrasyonundaki asirn artis,
glikozun heksozamin yolagina gegmesine ve sonugta
diyabetin pek ¢cok komplikasyonunun olusmasina neden
olabilmektedir  (6). Hiperglisemi, serbest oksijen
radikallerinin ~ olusum  hizini  artirirken,  koruyucu
antioksidan sistemlerin kapasitesini dugurtr. Bu durum
diyabete bagli komplikasyonlarin olusumu UGzerinde etkili
olabilir (12). Bobrek tublllerinde gorilen glikojen
birikimleri, htcre o6limine kadar gidebilen hasarlarin
olusumunda etkili olabilir (13). Diabetik nefropati,
bébredin  butin  bdlumlerini  kapsayan  yapisal
degisiklikleri icerir, fakat en karekteristik degisiklikler
glomeriillerde saptanmistir (14). Diabetik nefropatinin
erken doénemlerinde; glomeril ve tlblllerde hipertrofi,
tubller vakuolizasyon, glomertil ve tubdl bazal
membranlarinda kalinlasma, glomerlllerde mezangial
matriks ve hicre artisi gibi histopatolojik degisikliklerin
gelistidi yapilan calismalar ile kanitlanmistir (15).
Deneysel olarak diyabet olusturulan siganlarda ve
diyabet hastalarinda oksijen radikallerinin ve lipid
peroksidasyonunun arttigi tespit edilmistir (16). STZ
enjeksiyonu ile deneysel diyabet olusturuimus bir
calismada; glomeruler yumagin dizensiz bir gorinim
almasi, kapillerin geniglemesi, I6kosit ve eritrosit
birikimlerinin olusumu gibi patolojilerin iINOS’un artmasi
neticesinde olustugu sonucuna varilmistir (17).

Hiicre ile peritibllar mesafe arasinda iyon
tasinmasinda g¢ok fazla degisiklik olmasi, bazal membran
genislemelerine; hiicrede eneriji igin gerekli olan ATP’nin
azalmasi ise mitokondriyal bozulmalara neden
olmaktadir (18). Bobrek tibullerinde, 6zellikle proksimal
tibllde, STZ ve sitokinlerin iINOS’u artirmasi, bobrek
dokularindaki pek c¢ok patolojik degisikligin NO ile ilgili
olabilecegine isaret etmektedir (13). Apoptozis surecinde
kaspazlar 6nemli bir yer tutmakta ve pek ¢ok hicrede
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inaktif proenzim formunda yaygin bir sekilde
bulunmaktadirlar. Ancak bir kez aktive olduklarinda bir
proteaz kaskadinin baslamasina izin veren diger
prokaspazlari aktive edebilirler. Bir kaspazin diger
kaspazi aktive edebildigi bu proteolitik kaskat, apoptotik
sinyal yolaklarini uyararak hicrelerin hizli bir sekilde
olimine neden olur. Kaspazlar spesifik olarak, bir
Asparajin rezidlsu icin mutlak gerekli substratlarinda bir
tetrapeptid sekansini tanir ve pargalar. Efektor kaspazlar
substratlarin bir bdlimU Uzerinde etki ederek hucresel
proteinlerin proteolizisine ve apoptozis araciligi ile
o6limune neden olurlar. En iyi tanimlanmis olan kaspaz
substrati, DNA onariminda rol alan bir ¢ekirdek proteini
poly-(ADP-riboz) polimeraz (PARP)'dir. PARP spesifik
kaspaz pargalanmasi igin hedeflenmis baslangi¢
proteinlerinden biridir (19). PARP, DNA tamirinden
sorumlu nukleer enzim olup asir aktive olursa apoptoz
ve nekroza sebep olur (20). Bu mantiga dayali olarak
yapilan bir gaismada PARP’In inhibe edildigi farelerde,
kontrol farelere gore septik sokun prognozunun daha iyi
seyrettigi goralmustdar. Septik  sok  bakteriyel
lipopolisakkaritlere bir yanittir. Bu durumda makrofajlar
aktive olur. Birgok interlokinin eksprasyonu iNOS’u aktive
eder. Bu inflamasyon sonucu olusan reaktif oksijen
Urtnleri DNA ile reaksiyona girer. Bunun sonucunda
endotel hicrelerinin DNA sarmallari kirithr. Bu durum
PARP’in asiri  aktivitesine neden olarak, genis
kanamalarla birlikte endotel hicrelerini 6lime go6tirur
(21).

Diyabet, dokularda serbest radikalleri ve lipid
peroksidasyonunu  artirmasi  nedeniyle  hucrelerin
apoptoza gidisini patolojik dizeyde artirmaktadir (16).
Yaptidimiz c¢alismada diyabetik boébrek hasarinin
olusumu ile INOS ve PARP ekspresyonu arasinda
anlamli bir iligki oldugu goérildd. Diyabetik bobreklerde
iNOS ve PARP immunreaktivitelerinin artmasinin, SOR
ve apoptotik mekanizmalarla hasar olusumuna sebep
olan diyabet icin beklenebilir bulgular oldugu ve litarettr
bilgileri ile de tamamen uyumluluk arzettigi goralda.

Sonug olarak bu galisma ile apoptoz ve hiicre
sagkaliminin hicresel mekanizmalarinin ortaya konmasi
ile diyabetik nefropati gibi pek ¢ok hastaligin tedavisinde
yeni tedavi stratejilerinin  gelistirimesine  yonelik
calismalarin giincellestirilebilecegi kanaatine variimistir.
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