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ABSTRACT

We investigated the effect of insulin therapy on renal damage in experimentally induced diabetic rats. In this study 21 male
Sprague-Dawley rats were used. The rats were divided into 3 groups,diabetic (n = 7) , diabetic + insulin therapy (n = 7), and
control (n = 7). Statistically significant differences were identified in the evaluation of histopathological findings between all
groups. Histopathological findings showed an expansion of the mesangial matrix, a reduction in the range of Bowman’s space,
disintegration of tubular epithelium, distortion and loss of brush-edge epithelial tubules, and presence of Armani Ebstein lesions
in the diabetic group. Disintegration of tubular epithelium, desquamated epithelial cells in the tubule lumen and presence of
Armani Ebstein lesions were observed in the Diabetes +Insulin therapy group. There was a smaller expansion of the mesangial
matrix and reduction in the range of Bowman’s space in the Diabetes+Insulin group when compared to the diabetes only group.
0.5 U / kg of insulin therapy has protective effects on diabetic nephropathy, but this dose is low, and we suggest using higher
doses of insulin in investigating the effects of insulin therapy on diabetic nephropathy.
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OzZET

Deneysel diyabet olusturulmus siganlarda, insiilin tedavisinin bébrekte olusmasi muhtemel hasar (zerine etkisinin arastirildi. Ca-
lismada 21 adet erkek Sprague- Dawley sican kullanildi. Sicanlar; Kontrol (n=7), Diyabet (n=7) ve Diyabet+ insiilin (n=7) olmak
tizere 3 gruba ayrildi. Histopatolojik bulgularin degerlendirilmesinde tiim gruplarin arasinda istatistiksel olarak anlamli farklilik
tespit edildi. Diyabet grubunda ise mezangial matriks artisi ile birlikte Bowman araliginda azalma, pargalanmis tubul epiteli,
tiibiil epiteli fircamsi kenarinda bozulma ve dékiilmeler ile Armani Ebstein lezyonlari gézlendi. Diyabet+ Insiilin grubunda ise
parcalanmis tiibil epiteli, tibiil liimenine dékiilmiis epitelyum hiicreleri ve Armani Ebstein lezyonlari gézlendi. Bu grupta
mezangial matriks artisi ve Bowman araliginda azalmanin Grup 2'ye gére daha hafif oldugu tespit edildi. 0.5 IU/kg insiilin dozu-
nun diyabette olusan nefropatiye etkisinin oldugunu fakat dozun diisiik kaldigini ve bu tiir calismalarin farkli insiilin dozlari kul-
lanilarak yapilmasinin uygun olabilecedini 6nermekteyiz.

Anahtar Kelimeler: Diabetes mellitus, insiilin, bébrek
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1. Giris

Diyabetes Mellitus, insllin Gretimi veya etkisiyle ilgili bozuk-
luklar sonucu gelisen ve hiperglisemi ile nitelendirilen
metabolik bir hastaliktir (1). Beslenme aligkanliklari ve yasam
tarzinin degismesi nedeniyle diyabet goérilme sikligi gunu-
muzde hizli bir sekilde artmaktadir. 1985 yilinda diinya gene-
linde 30 milyon olan diyabetli hasta sayisi, 2003 yilinda 194
milyon olarak kaydedilmistir. 2025 beklentisi ise 333 milyon-
dur (2). Deneysel ve klinik calismalar sonucu hipergliseminin
serbest radikal olusumunu artirdigi ve oksidatif strese neden
oldugu bildirilmistir (3).

Diyabetes mellitus yasam boyunca insilin kullanmayi gerek-
tirmektedir (4). Diyabetes mellitus tip 1 (insuline bagimh) ve
tip 2 (instline bagimli olmayan) olmak tzere iki gruba ayrilir

(5).

Deney hayvanlarina gesitli kimyasal ilaglar (STZ, alloksan) veri-
lerek, deneysel tip 1 diyabet olusturulmaktadir. Bu ilaglar
pankreatik beta hicrelerinde kalici hasar olusturmaktadir (6).

Deneysel diyabetli sicanlarda ve diyabetli vakalarda, lipid
peroksidasyonunun ve serbest oksijen radikallerinin arttigi
bildirilmistir. Oksidatif stres, diyabetin etiyolojisinde gorev
alan ve hastaligi siddetlendiren bir faktoér olarak kabul edil-
mektedir (7). Diyabetin komplikasyonlarinin (anjiyopati,
retinopati, noropati, nefropati) gelismesinde oksidatif stres
miktarinin ve protein glikozilasyon miktarlarinin artmasinin
etkili oldugu bildirilmistir (8).

Diyabetli hastalarda nefropati goériilme sikligi %30-40 oranin-
dadir. Glomerul, tubiller ve tubulo interstisyel yapilarda degi-
sikliklerle karakterize olan bobrek hasarinin olusmasi en
onemli komplikasyonlardan biri olarak kabul edilmektedir.
Hipergliseminin tetiklemesi sonucu serbest oksijen radikalleri-
nin artmasinin, oksidan-antioksidan dengenin bozulmasina
neden oldugu ve ve agiga ¢ikan oksidatif stresin gelisim meka-
nizmasinda rol oynadigl  distnllmektedir.  Oksidan-
antioksidan dengesinin, oksidan kapasitenin lehine bozulmasi,
hidrojen peroksit ve hidroksil radikallerinin olusum miktarlari-
ni artirdig ve doku hasarina sebebiyet verdigi ifade edilmek-
tedir (9).

Diyabette bozulan bu dengenin saglanmasi igin diyabetli grup-
lara antioksidan ve gesitli ilaglar verilerek bobrek dokusunun
histolojik yapisinin arastirildigi gahismalar yapilmistir (7, 8, 10,
11, 12). Eker ve ark (2003) insulin lispro ile regiler insan
insulinin karsilastirildigi bir calismada kan parametrelerini in-
celemisler (4), Delibas ve ark (2003) ise diyabetli erkek
ratlarda insulin ve gliklazid tedavisinin hipokampuste lipid
peroksidasyonuna olan etkisini arastirmiglardir (13). Adewole
ve ark (2007) instlin tedavisi uyguladiklar diyabetli ratlarin
pankreaslarini incelemislerdir (14).

Literatiir taramamizda insilin tedavisi yapilan ratlarin bobrek
dokularinin histolojik olarak incelendigi bir ¢alisma olmama-
sindan yola g¢ikarak galismamizda deneysel diyabet olusturul-
mus si¢anlarda, diyabetin baglangicindan itibaren 30 giin
insdlin kullaniminin bébrekte olusmasi muhtemel hasar (izeri-
ne etkisinin arastiriimasi amaglandi.

2. Gereg ve Yontemler

5 aylik erkek siganlar kontrol, diyabet ve diyabet+insilin (n=7)
olmak lizere 3 gruba ayrildi. Tim gruplar 30 giin boyunca 20-
22 derecede 12 saat karanlk/aydinlik barinaklarda sigan pelet
yemiyle beslendi.

Kontrol grubu: 1.Grup: Bu gruba sadece % 0,9’luk serum fi-
zyolojik 50 mg/kg i.p olarak verildi.

2.Grup (Deneysel diyabet grubu): % 0,9’luk serum fizyolojik
icinde ¢6zilmuls STZ 50 mg/kg i.p olarak tek enjeksiyonla ve-
rildi. Bir hafta sonra siganlarin kuyruk venasindan alinan bir
damla kandan glukometre ile kan glikoz seviyeleri 6lglldu. Kan
glikoz seviyesi 270 mg/dl ve st olan sicanlar diyabetik olarak
kabul edildi (15).

3.Grup (Diyabet + insulin grubu): pH’1 4,5 olan 0,01 M sodyum
sitrat tamponunda ¢ozilmus STZ 50 mg/kg ip olarak tek en-
jeksiyonla verildi. Bir hafta sonra siganlarin kuyruk venasindan
alinan bir damla kandan glukometre ile kan glikoz seviyeleri
Slgiildi. Kan glikoz seviyesi 270 mg/dl ve Usti olan siganlara
s.c glnluk kristalize instlin (0.5 1U/kg) tedavisi uygulandi (14).

30 glin sonunda siganlara yiksek doz Ketalar-Rompun 6tenazi
yapildi ve sag bobrekleri gikarildi. Dokular %10’luk formalin
icinde tespit edildi ve rutin histolojik takip yapildi. Tum bobrek
dokularindan 5 p kalinhginda parafin kesitler alindi. Bu kesitle-
re PAS ve Hematoksilen Eozin (HE) boyamasi yapildi.

Preparatlar mezangial matriks artigsi, bowman araligi, firgamsi
kenar, pargalanmis tubdil epiteli ve Armani Ebstein lezyonlari
acisindan degerlendirildi.

Histopatolojik degisikliklerin derecesine gore yok (0), hafif (1),
orta (2) ve siddetli (3) olarak degerlendirildi (9). Maksimum
skor:15 olarak belirlendi. Kan glukoz degerleri Oneway Anova
Tukey Testi ile degerlendirildi. Histopatolojik degerler Kruscal
Wallis testi ile degerlendirildi.

3. Bulgular

Grup 1'de normal bobrek histolojisi gozlendi (Resim 1 ve Re-
sim 2). Grup 2'de ise mezangial matriks artisi ile birlikte
Bowman araliginda azalma (Resim 3), pargalanmis tibul
epiteli, tubil epiteli firgamsi kenarinda bozulma ve dokilme-
ler, Armani Ebstein lezyonlari gézlendi (Resim 4).

Grup 3'te ise ise pargalanmig tubl epiteli, tibil limenine d6-
kilmis epitelyum hiicreleri ve Armani Ebstein lezyonlari goz-
lendi. Bu grupta mezangial matriks artisi ve Bowman araligin-
da azalmanin Grup 2'ye gore hafifledigi tespit edildi.

Grup 1, Grup 2 ve Grup 3 arasinda kan glukoz seviyeleri agi-
sindan istatistiksel olarak anlaml farkhlk tespit edildi (Tablo
1).

Tablo 1: Galisma sonu gruplar arasi kan glukoz seviyelerinin
karsilagtirilmasi.

Grup N  Ortalama%SE P
Grup 1 7 99,14%2,98° 0,02*
Grup 2 7 542,71+21,03°

Grup 3 7 457,28+25,55°¢

Farkh sutunlardaki farkh harfler istatistiksel olarak anlamhhgi
ifade etmektedir (P<0,05).

Histopatolojik bulgularin derecelerinin (Tablo 2) degerlendi-
rilmesinde Grup 1, Grup 2 ve Grup 3 arasinda istatistiksel ola-
rak anlamli farklilik tespit edildi (Tablo 3).



Tablo 2: Gruplar arasinda bobreklerdeki histolojik degisikliklerin derecelendirilmesi

Grup 1 Grup 2 Grup 3
o 1 2 3 0 1 2 3 0 1 2 3
Mezangial matriks artisi 7 3 3 1 1 6
Bowman araliginda azalma 7 4 2 1 1 6
Firgamsi kenarda bozulma, dokilmeler 5 2 1 5 1 3 4
Parcalanmis tiibul epiteli 7 1 4 2 2 5
Armani Ebstein lezyonlari 7 3 3 1 2 5

Tablo 3: Histopatolojik Degerlerin Istatistiksel Analizi

Grup N Ortalama#SE P
Grup 1 7 0,28+0,18° <0,001
Grup 2 7 9,14 +0,63°

Grup 3 7 6,71+0,42°

Farkli situnlardaki farkl harfler istatistiksel olarak anlamliligi ifade etmektedir (P<0,05).

Resim 1: Kontrol grubunda normal bébrek histolojisi gbzlenmektedir. H-E. Resim 2:

firgamsi kenari gozlenmektedir (PAS).

4. Tartigsma

Oztiirk ve ark (2005) streptozotosin ile 8 hafta boyunca diya-
bet olusturduklari sicanlarda Bowman kapstliinin parietal
yapraginda ve kapiller bazal membranda kalinlagma ile (PAS+)
mezangial matrikste artis kaydetmislerdir (6). Vardi ve ark
(2005), STZ ile diyabet olusturduklari siganlarda kortekste,
ozellikle de korteksin medullaya yakin olan alanlarinda tubul
epitel hiicrelerinin sitoplazmasinda PAS(+) glikojen birikimi ol-
dugunu belirtmiglerdir. Diyabet grubunda kontrol grubuna go-
re glomeriler bazal membran kalinlasmasi oldugunu ve
hidropik degisikliklerden hucre sismesi ve intrasitoplazmik
vakuolizasyon tespit etmislerdir (9). Bizim bulgularimiz arasin-
da gdzlenmeyen bu histopatolojik degisikliklerin Oztiirk ve ark
(2005) ile Vardi ve ark (2005)'nin galisma siiresinin 60 guin bi-
zim ise 30 glin olmasindan kaynaklandigini disinmekteyiz.
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Kontrol grubunda tubdil epitelinin

Dogan ve ark (2011) deneysel diyabette, bobrekte tim doku-
nun geneline yayllmis degisiklikler ile birlikte, en belirgin ya-
pisal bozukluklarin glomerillerde gergeklestigini belirtmisler-
dir. Calismalarinda deneysel diyabet grubunda Bowman idrar
araliginda daralma, diffiz mezengial matrikste artis ve
tibullerde dilatasyon goézlemislerdir. Bu degisikliklere ek ola-
rak tlbil epitelyum firgamsi kenarinda bozulmalar, tibdl ba-
zal membraninda kalinlasma, seffaf gorinimli tabdller
(Armanni-Ebstein lezyonlar) ve tiibdl limenine dokilmeler
oldugundan bahsetmiglerdir. 4 haftalik diyabet olusturduklar
galisma siresi sonucu elde ettikleri bulgular bizim ¢alisma so-
nuglariyla uyumludur (12). Donder ve ark (2012) yaptiklar ¢a-
lismada diyabet grubuna ait bobrek dokularinda korteksteki
degisiklikler olarak glomerillerde hipertrofi ve mezangial
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Resim 3: Diyabetli grupta Mezangial matriks artisi ve Bowman araliginda azalma (oklar) ve Armani Ebstein lezyonlari (*) g6zlenmekte-
dir (H-E). Resim 4: Diyabetli grupta tubl epitelinde firgamsi kenarda bozulmalar (siyah oklar), liimene doékilen epitelyum pargalari
(kirmizi oklar) ve Armani Ebstein lezyonlari (yesil oklar) gézlenmektedir ( PAS). Resim 5: Mezengial matriks artisi ve Bowman araligin-
daki azalmanin geriledigi (oklar) ve Armani Ebstein lezyonlari (*) gbzlenmektedir ( H-E). Resim 6: Pargalanmis tiibl epiteli ve tiibil 10-
menine dokulmius epitelyum hicreleri (siyah oklar) ve Armani Ebstein lezyonlari (*) gozlenmektedir (PAS).

matriks artisini kaydetmislerdir. Ayrica tubul epitellerinde ha-
sar, seffaf gériinime sahip tiibuller (Armani-Ebstein lezyonla-
r1) ve dilatasyon gozlediklerini belirtmislerdir. Bu galismada bi-
zim g¢alismamizdan farkh olarak 6 haftalik diyabetin sonucun-
da olustugunu disiindigimiiz Bowman kapsull parietal yap-
raginin bazi glomertllerde kalinlastigini gozlemlemislerdir (7).
Turgut ve ark (2010) Alloksan ile ratlarda diyabet olusturmus-
lar, diyabet grubunda mezangial matriks genislemesi,
glomeriiloskleroz, Bowman araliginda daralma, proksimal
tiiballerin epitellerinde firgamsi kenarlarinda bozulma, kapiller
bazal membran kalinlagsmasi, retikaler fibril artigi, ttbtler
epitelde hidropik degisiklikler ve vakuolizasyon gozlediklerini
belirtmislerdir. Diger bir grupta da alloksan ile diyabet olug-
turmuglar ve 4 haftalik i.p 3 g/kg insulin tedavisi uygulamislar-
dir. Bu grupta kapiller bazal membran kalinlasmasinin,
proksimal tubdllerde epitellerin firgamsi kenarlarinda hasarin,
tiibuler epitelde hidropik degisikliklerin ve tubller epitelde
vakuolizasyonun sadece diyabetik gruba gére daha az gozlen-
digini belirtmislerdir (11). Tubuler epitelde hidropik degisiklik-
lerin ve tiibuler epitelde vakuolizasyonun farkl bir kimyasalla
diyabetin induklenmesi ile olusabilecegini disinmekteyiz,
insiilin tedavisi ise bulgulari hafifletmistir.
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Yapilan bir calismada streptozotosin (STZ) ile diyabet olusturu-
lan ratlarda 30 giin sire ile 3 1U/gun s.c instlin verilmesinin
kan glukoz seviyesinde anlaml bir degisiklige sebep olmadigi
belirtilmistir (16). Baska bir ¢alismada ise 4 1U/kg/gtin olarak
tek dozda her gtin s.c uygulanan instlinin kan glukoz seviyesini
dustrdigund belirtmislerdir (13). Galismamizda materyal
metodda belirttigimiz 0.5 1U/kg/glin insulin dozunu 6rnek al-
digimiz Adewole ve ark'nin (2007) galismalarinda (14) ve bi-
zim galismamizda kan glukoz seviyesi diismus, ayrica nefropati
komplikasyonlarinda gorilen yapisal degisikliklerde de hafif-
lemeye sebep olmustur.

Diger calismalarda diyabette gozlenen nefropati bizim galisg-
mamizda da gozlenmistir. Bizim galismamizda 0.5 1U/kg/gtin
uygulanan instlin kan glukoz seviyesini dustirmus fakat kont-
rol grubunun kan glukoz seviyesine yaklagtiramamistir. Ayrica
gruplar arasindaki histopatolojik skorun anlamli olarak farkli
¢tkmasi, mezengial matriks artisi ve Bowman araligi bulgula-
rindan kaynaklanmustir. 0.5 IU/kg/gln insilin dozunun diya-
bette olusan nefropatiye etkisinin oldugunu fakat dozun du-
stk kaldigini ve bu tiir galismalarin farkli instlin dozlari kullani-
larak yapilmasinin uygun olacagini 6nermekteyiz.
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