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OZET

Glukozaminoglikan metabolizma bozuklugu diabe-
tik nefropati patogenezinde rol oynamakladr. Mikro-
albiiminiiriye neden olan glomeriiler bazal membran
anyonik yiik kaybi, idrarda glukozaminoglikan kaybi
ile iliskilidir. Diabetik rotlarda uzun siireli glukoza-
minoglikan tedavisinin hem morfolojik renal degisik-
likleri, hem de albiiminiiriyi onledigi bilinmektedir.
Bu calisma, kisa siireli nadroparin kalsiyum (diisiik
molekiiler agwrliklt heparin) tedavisinin renal fonksi-
yonlar, idrarda heparan siilfat ve albumin ekskresyo-
nu tizerinde etkilerini arastirmak amaciyla planlan-
mistir. Yirmi adet, oniki haftalik Wistar rat, strepto-
zotosin ile diabetik hale getirilmistir, on rattan olu-
san birinci grup 200 U/kg/giin nadroparin kalsiyum
tedavisi alirken, ikinci grupta kontrol olarak 0.1 cc
serum fizyolojik verilmistir. Hayvanlarin 24 saatlik
kreatinin klirens, microalbiiminiiri ve heparan siilfat
ekskresyonu élciilmiistiir. Nadroparin kalsiyum ve
kontrol gruplarnt arasinda bazal mikroalbiiminiiri de-
gerleri agisindan fark yoktur (11 * 13 mglgiin ve 12.3
* & mglgiin, sirasiyla). Calisma sonunda tedavi gru-
bunda mikroalbiiminiiri kontrol grubuna oranla an-
lamli élgiide diisiik bulunmugstur (2.8 +3.8 mglgiin ve
28.5 = 12 mglgiin sirasiyla, p<0.05). Calisma bas-
langicinda heparan siilfat ekskresyonu her iki grup
arasinda farklilik gostermemekteyken (104.7 = 66.5
ug/gin ve 128 + 69.5 u-glgun, sirasiyla), tedavi so-
nunda nadroparin kalsiyum grubunda belirgin olarak
diistik bulunmustur (195 = 96 u-glgin ve 662 + 300
u’gun, sirasiyla, p<0.01). Sonucta kisa siireli nadro-
parin kalsiyum tedavisi idrarda heparan siilfat ve al-
biimin ekskresyonunu belirgin olarak azaltmaktadir.
Bu etki glomeriil bazal membram anyonik yiiklerinin
korunmasi veya yerine konmast ile iliskili olabilir.

Anahtar Kelimeler: Diabetik nefropati, nadro-
parin Kkalsiyum, heparan siilfat ekskresyonu
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SUMMARY

Abnormal glycosaminoglycan metabolism is invol-
ved in the pathogenesis of diabetic nephropathy. Glo-
merular membrane anionic charge depletion leading
to albuminuria is associated with loss of glycosami-
noglycan in urine. It's well known that long term ad-
ministration of different types of glycosaminoglycans
prevents morphological renal alterations and albumi-
nuria in diabetic rats. This study was designed to eva-
luate the effect of short term administration of nadro-
parin calcium (a type of low molecular weight hepa-
rin) on proteinuria and to measure heparan sulphate
loss in the urine in a streptosotocin diabetic rat mo-
del. Twenty, twelve weeks old wistar rats were made
diabetic using streptosotocin. One group of ten rats
received nadroparin calcium 200 U/kgld, whilst the
second group received. 0.1 cc saline/d as control. 24
hour urine samples were collected at the begining of
the study and at the end of the 6th week for determi-
nation of creatinine clearence, heparan sulphate exc-
retion and microalbuminuria. Basal levels of microal-
buminuria did not differ between nadroparin calcium
and control groups (11 = 13 mgld and 12.3 =8 mgld
respectively). At the end of the study microalbuminu-
ria was significantly lower in the study group (2.8 *+
3.8 mgld and 28.5 = 12 mgld respectively, p<0.05).
Basal heparan sulphate excretion did not differ bet-
ween two groups (104.7 £ 66.5 u~d and 128 = 69.5
ugld respectively). At the end of the study heparan
sulphate excretion was significantly lower in the nad-
roparin calcium group (195 £ 96 mgld and 662 =300
mgld respectively, p<0.01). In conclusion short term
nadroparin calcium therapy may lead to reduction of
microalbuminuria and heparan sulphate excretion by
means of protection or replacement of the glomerular
basement membrane anionic charge.

Key Words: Diabetic nephropathy, nadroparin
calcium, heparan sulphate excretion



GIRIS

Nefropati diabetik hastalarda 6nemli bir morbidite
ve mortalite nedenidir. Tip 1 diabetik hastalarda % 30-
35 oraninda diabetik nefropati gelistigi bilinmektedir
(1-2). Bu oran tip 2 diabetik hastalarda % 25'e ulasa-
bilmektedir (3).

Klinikte diabetik bobrek tutulumunun ilk gostergesi
mikroalbliimintiridir (4). Mikroalbiiminiirinin hemodi-
namik degisikliklere (5) ve/veya glomeriiler bazal
mcmbrandaki biyokimyasal degisiklikler sonucu olu-
san anormal yiik gecirgenligine (6-7) bagl olarak orta-
ya ¢iktigi diigliniilmektedir.

Glomeriiler bazal membrandan anyonik alanlarin
azalmasi ve yuk segiciliginin bozulmasinda glukoza-
minoglikan (GAG) metabolizmasindaki degisiklikler
rol oynamaktadir. Anyonik yiikiin azalmasi heparan
siilfat proteoglikanin sentez veya metabolizmasindaki
bir bozukluga bagl olarak ortaya c¢ikmaktadir (8-10).
Glomeriiler bazal membran yiik kaybina eslik etmek
lizere heparan siilfat ve total GAG atilimi da artmakta-
dir (10).

Deneysel diabette uzun siireli GAG tedavilerinin
(diisiik molekiil agirlikli heparin, dermatan siilfat) hem
mikroalblimintiriyi, hem de bobrekteki morfolojik bo-
zukluklar1 Onledigi gosterilmistir (11, 12). Bu c¢alig-
manin amaci nadroparin kalsiyum (disiik molekiil
agirlikli heparin) tedavisinin deneysel diabette erken
donemdeki etkilerini incelemektir.

YONTEM

Calisma 20 adet, 12 haftalik erkek Wistar rat ile
gerceklestirildi. Ratlar streptozotosin (Sigma Chemical
Co) 65 mg/kg intraperitoneal uygulamasi ile diabetik
hale getirildi. Birinci grup rat 200 U/kg/glin Nadropa-
rin kalsiyum tedavisi aldi, bu doz antitrombotik aktivi-
te ED50 degerine esdeger dozdu. Kontrol grubunu
olusturmak tizere ikinci grup ratlarda 0.1 cc serum fiz-
yolojik uygulandi.

Calisma baslangicinda ve alti haftalik tedaviyi ta-
kiben olciimler icin 24 saatlik idrar ve kan ornekleri el-
de edildi.

24 saatlik idrar ornekleri, her rat icin ayr olarak,
ratlar metabolik kafeslere alinarak, caligma baglangi-
cinda ve 6. hafta bitiminde son ilag uygulamasindan 24
saat sonra toplandi. Idrar 6érneklerinde kreatinin kliren-
si, mikroalbiimintiri ve heparan stlfat ekskresyonu, kan
orneklerinde glukoz ve kreatinin caligildi.

Ratlarda insiilin tedavisi uygulanmadi. Beslenmele-
ri % 20 protein igceren standart yem ile saglandi. Calis-
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ma siiresince kontrol grubundan 4, tedavi grubundan 5
rat enfeksiyon nedeniyle 6ldii. Olen raflardan hicbirin-
de hemorajik bir bozukluga rastlanilmadi.

Kreatinin ol¢timleri kreatinaz, glukoz ol¢tiimleri glu-
koz oksidaz yontemleri ile yapildi. Mikroalbiiminiiri
spektrofotometrik yontem ile Bayer mikroalbiiminiiri
kiti kullanilarak Thecnicon RA 1000 spektrofotometre-
si ile olgiildii.

Idrarda heparan siilfat ekskresyonu dimetilmetilen
mavisi yonteminin Shumatsu spektrofotometresine
adaptasyonu ile olctldi (13).

Calisma sonunda ratlarda c¢ikartilan bobrek spesi-
menlerinde morfometrik incelemeler yapildi. Nicon
objektif mikrometresi kullanilarak yapilan 1sik mik-
roskopisinde random olarak segilen 10 glomertiler ba-
zal membran alaninda ol¢timler alindi. Patolojik spesi-
menler 3 ug kalinliginda hazirlandi, hemotoksilen eo-
zin ve pam boyalan ile boyandi.

Her iki grup arasinda karsilagtirma Mann-Whitney
U testi, korelasyon analizleri Pearson testi ile yapildi
(p<0.05) anlamli kabul edildi. Sonuglar ortalama *
standart sapma olarak ifade edildi.

SONUCLAR

Her iki grup arasinda basglangigtaki viicut agirlikla-
11, glukoz, mikroalbliminiiri, keratinin klirensi ve hepa-
ran sulfat ekskresyonlar1 acisindan farklilik bulunma-
maktadir (Tablo I).

Tablo I. Parametrelerin ortalama ve SEM degerleri

Kontrol grubu Tedavi grubu
basal 6. hafta  bazal 6. hafta

Agirlik gr 234+32 191438 268124 192137

1 2
Glisemi mg/dl 67+18  520%219 7526  737+141
Kreatinin
klirens 0.24£0.01 0.174+0.05 0.21£0.05 0.16+0.03
ml/tnin
Albumintiri 3
mg/glin 12+8 28112 11.4+13 2.8+3.8
Heparan siilfat 4
H/giin 128469 6621353  104+66 195+96
1 p<0.001, 2p<0.001, 3p<0.05, 4 p<0.01

Caligma baslangicinda tedavi ve kontrol gruplari
normoglisemik olup (sirasiyla 75 + 26 mg/dl ve 67 *



18 mg/dl) streptozotosin uygulanmasi sonucunda dia-
betik olan ratlar, insulin tedavisi verilmedigi i¢in belir-
gin olarak hiperglisemik hale gelmislerdir (sirasiyla
7371 141 mg/dl ve 520 £+ 219 mg/dl, p<0.001).

Calisma baslangicinda tedavi ve kontrol gruplari
arasinda 24 saatlik idrarda alblimin (sirastyla 11.4 = 13
mg/giin ve 12 + 8 mg/glin) ve heparan siilfat (sirasiyla
104 £ 66 ug/gin ve 128 + 69 ug/giin) ekskresyonlari
arasinda farklilik yoktur. Nadroparin kalsiyum tedavisi
ile alblimin ekskresyonunun artigt anlamli Gjclide on-
lenmistir (sirasiyla 2.8 £ 3.8 mg/glin ve 28 + 12
mg/giin, p<0.05) (Sekil 1). Heparan siilfat ekskresyonu
her iki grupta da artmakla birlikte tedavi grubunda
kontrol grubuna oranla anlamli olarak daha diisiik bu-
lunmustur (sirastyla 195 £ 96 mg/giin ve 662 + 353
ug/giin, p<.01) (Sekil 2).
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Her iki grup arasinda kreatinin klirensi baglangicta
(sirastyla 0.21 * 0.05 ml/dak ve 0.24 = 0.01 ml/dak) ve
caligma sonunda (sirastyla 0.16 + 0.03 ml/dak ve 0.17
+ 0.05 ml/dak) belirgin farklilik géstermemistir.

Korelasyon analizleri sonucunda heparan siilfat eks-
kresyonu ve albliminiiri arasinda minimal korelasyon
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gbzlenmistir (r = 0.29).

Patolojik spesimenlerin 1s1k mikroskopisi ile ince-
lenmesi sonucunda tedavi ve kontrol gruplari arasinda
glomertiil bazal membran kalinlig1 6l¢imleri arasinda
belirgin farklilk bulunmamustir (sirasiyla 4.98 + 0.37
um ve 4.85 £ 0.53 pm).

TARTISMA

Diabetik hastalarda mikroalbuminiiri bobrek tutulu-
mun ilk klinik belirtisi olarak kullanilmaktadir (4). Oy-
sa daha normoalbliminiirik ddnemde hemodinamik de-
gisikliklerin bagladigi, glomeriil filtrasyon hizi ve
efektif renal plazma akiminin arttigr bilinmektedir
(14-15). Yine bu donemde idrarda glukozaminoglikan-
lar ve bunlarin metabolizmasinda yer alan enzimlerin
itrahlannin arttig1 gosterilmistir (16). Mikroalbuminii-
ri doneminde ise idrarda protein ve GAG ekskresyonla-
n arasinda direkt korelasyon ortaya konmustur (10,
17). idrarda GAG ekskresyonunun artik diabetik nefro-
patinin bir erken gostergesi oldugu bilinmektedir (18).

Hayvan calismalarinda, deneysel diabetik nefropa-
tide, idrar GAG ekskresyonunun erken dénemde hizla
arttig1, mikroalbliminiirinin ise uzun siirede tedrici bir
artig gosterdigi ortaya konulmustur (10, 19, 20).

Idrarda GAG ekskresyonunun artisi, glomeriiler to-
tal GAG ve heparan siilfat sentezinde bir azalma ve
glomertiiler heparan siilfat siilfasyonun bozulmasi ile
birlikte olmaktadir (10). Yapilan ¢alismalarda glome-
riler GAG ve heparan siilfat metabolizma ve/veya sen-
tez bozuklugunun glomeriil bazal membraninda anyo-
nik yiik kaybi ve yiik seciciliginin bozulmasi ile ilgili
oldugu gosterilmistir (8, 9, 10, 21).

Glikozaminoglikan tedavisinin, glomertiler yiiklerin
mekanik restorasyonu yoluyla nefropatide koruyucu et-
kisi olabilecegi ileri stirtilmiistiir (22). Glukozaminog-
likanlarin deneysel calismalarda mezensial hiicre pro-
liferasyonunu inhibe ettigi (23-25), glomertiler epitel
sentezi lizerinde antimitojenik etki gosterdigi (26) ve
glomertil bazal membranindaki heparan stilfat miktari-
n1 arttirdigr (27) bilinmektedir.

Gambaro ve arkadaslari, diisiik molekiiler agirlikli
heparin ve dermatan siilfat ile yaptiklar1 uzun déonemli
caligmalarda, her iki tedavinin de diabetik raflarda
mikroalblimintiriyi azalttigini, glomeriiler filtrasyon
hizinda ise belirgin degisiklik yapmadigini gostermis-
lerdir (11, 12). Morfolojik incelemelerde tedavinin glo-
meriil bazal membraninda anyonik yiik dansitesinin
korunmasinda ve bazal membran kalinliginin artigini
onlemede etkili oldugu ortaya konmustur (11, 12).



Bizim calismamizda, diisiik molekiiler agirlikli he-
parin tedavisinin etkisinin erken donemde basladigi
gosterilmektedir. Diabetin 6. haftasinda kontrol gru-
bunda idrarda albiimin ve heparan siilfat ekskresyonla-
rinda belirgin artig gézlenmistir. Nadroparin kalsiyum
tedavisi alan grupta ise albiimin ekskresyonu belirgin
olarak azalmig, idrarda heparan siilfat ekskresyonu ise
artma gostermekle birlikte, kontrol grubuna goére an-
lamli Olgtide dusiik kalmustir.

Mikroskopik incelemelerde her iki grup arasinda
morfolojik fark goriilmemektedir. Bu da GAG tedavisi-
nin morfolojik degisiklikler baglamadan once de, er-
ken dénemde etkili oldugunu gostermektedir.

Glomertiler filtrasyon hizi her iki grup arasinda
farklilik gostermemistir. Bu sonu¢ Gambaro ve arka-
daglarinin uzun siireli tedavi sonuclar ile de uyumlu-
dur (11, 12).

Ratlarda insiilin veya herhangi bir diger terapotik
ajan uygulanmadigir ve her iki grubun da esit olctlide
hiperglisemik seyrettigi dikkate alinirsa ¢alisma so-
nuglarinin direkt diisiik molekiiler agirlikli heparin te-
davisi ile iligkili oldugu anlasilmaktadir.

Her ne kadar GAG tedavisinin, glomertiler yiiklerin
mekanik restorasyonu yolu ile etkisi olabilecegi diisti-
niilmekte ise de (22), bu teori albliminiirinin azalmasi-
n1 agiklamakla birlikte, idrarda heparan siilfat ekskres-
yonunun azalmasini aciklayamamaktadir. GAG teda-
visinin basit bir replasman etkisi yaninda, daha komp-
leks etkileri de oldugu aciktir. Glukozaminoglikanlar,
Gambaro ve arkadaslarinin da belirttigi gibi, biiytik ih-
timalle glomertiler bazal membrandaki hasarlar1 da 6n-
leyerek ve/veya diizelterek etkili olmaktadirlar (11,
12).

Sonug olarak calismamizda diisiik molekiiler agir-
likli heparin tedavisinin etkisinin erken donemde orta-
ya ¢iktig1 gosterilmistir. Tedavi hem albliminiiriyi 6n-
lemekte, hem de diabetik nefropatinin daha erken gos-
tergelerinden biri olan idrarda GAG ekskresyonunun
artisini engellemektedir. Bu ¢aligmalarn takiben, dii-
siik molekil agirlikli heparin tedavisinin klinik uygu-
lamada diabetik nefropatinin 6nlenmesi lizerine etkinli-
§i arastirilarak alternatif bir tedavi olmasi olasilig1

glindeme gelmektedir.
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