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HIDROKSIPROLIN DUZEYLERINE AMINOGUANIDININ ETKISI

GIRIS

Diabetin baglangicindan 2 ila 3 yil sonra ve-
ya streptozotosin (STZ) ile diabetik yapilan

DIABETIK SICANLARDA BOBREK POLIAMIN VE

Yesim UNLUCERCI, Selda BEKPINAR*

OZET

Poliaminler {(putresin, spermidin, spermin), hiicre biiyiimesi ve farklilagmasinda Snemli rol oy-
nayan polikatyonlardir, Poliaminlerin diabetik rcnal hipertrofinin ortaya ¢ikmasmda rol oyna-
dign bildirilmigtir. Diabetin baglangicindan 2 ila 3 yil sonra veya sireptozotosin (§TZ) ile dia-
betik yapilan sigan modellerinde ilk birkag haftada, bébrek mezangial matriksinde genisleme,
bazal membranda kalinlagma saptanmugtir. Bilytime fakidrleri, glomeriiler bazal membran ka-
linlasmastndan biyiik dlgtide sorumlu tutulmaktadir. fleri glikasyon driinletinin {AGE) olugu-
munu inhibe eden Aminoguanidin (AG)'in diabete bagl biiyiime faktdrlerindeki artis: dnledigi
ifade edilmigtir. Bu c¢aligmada, 50 mg/kg STZ enjeksiyonu ile deneysel diabet olusturulan
Wistar albino erkek siganlarda AG'in diabetik nefropati bulgulart tzerine etkisi incelendi. Bu
amagla diabetik siganlarin bir grubuna 1g/L, dozda AG oral yolla 10 hafta stireyle verildi. Bb-
rek dokusu poliamin diizeyleri HPLC ydntemi ile, hidroksiprolin diizeyleri spektrofotometrik
olarak #lgiildii. Doku hidroksiprolin igerigi, kollajen indcksi olarak kullamildi. Kontrol grubu
siganlardaki putresin {16.0£3.7 nmol/g doku), spermidin (183.9+51.0) ve spermin
(290.0491.7) ortalama deferleri difer iki diabetik grupta anlaml bir farklilik gostermedi. An-
cak bibrek hidroksiprolin diizeyleri, diabetik grupta anlaml &lgiide attr (kontrol: 1.95£0.61
pmolfg doku, DM: 3.43+1.05). AG uygulamasl, diabete baglt bdbrek hidroksiprolin artigini
engelledi (2.58+0.66).

Anahtar Kelimeler: Poliamin, hidroksiprolin, diabet, bobrek

SUMMARY

Effect of aminoguanidine on renal polyamines and hydroxyproline levels in diabetic rais.
Basement membrane {(BM) thickening and expansion of mesangial matrix can be demonstra-
ted in human kidney within the first two to three years after the onset of diabetes and within
the first fow weeks of diabetes in the streptozotocin (STZ) rat model. Certain growth factors
arc responsible for the BM thickening. Aminoguanidine (AG), an inhibitor of advanced glyca-
tion end products (AGESs) accumulation on tissue proteins, was demonstrated to prevent dia-
betes-induced inerease of some growth factors. The polyamines, putrescine, spermidine and
spermine are polycations that play an important role in cell growth and differentiation poliya-
mines are suggested to be involved in diabetic renal hypertrophy. In this study, experimental
diabetes was produced by trealing male Wistar albino rats with a single injection of 8TZ (50
mg/kg, i.v.) Diabetic rats are divided into two groups. One group {DM+AG) was given tap
water containing aminoguanidin (1g/L), whereas the other group was kept as diabetic control
(DM). After 10 weeks of treatment, animals were sacrificed by cardiac venipuncture. Serum
glucose levels were determined enzymatically. Polyamine levels in kidney homogenate were
measured by HPLC and hydroxyproline levels which are known as an index for tissue colla-
gen were measured by spectrophotometrically in glomerular basement membrane {GBM) pre-
parations. Polyamine levels in kidney did not change in both diabetes and diabeles+AG gro-
ups. But hydroxyproline levels in kidney inereased significantly in diabetes AG treatment
amcliorated diabetes-induced changes in GBM hydroxyproline content. Some studies suggest
that the enhancement in polyamines is not a crucial determinant for kidney hypertrophy. Qur
results confirm these previous reports. Qur experiments also demonstrate that renal hydroxy-
proline levels increase in diabetic rats and AG treatment prevents this inerement.
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riller bazal membranda (GBM), tip IV kolla-
jen, laminin, heparan siilfat proteoglikan
(HSPG), fibronektin, siyaloglikoproteinler
ve heniiz karakterize edilmemis diger prote-
inler bulunur. Biiyiime faktérleri (TGF-g,
FGF, PDGF), yukarida anilan bazal memb-
ran bilegenlerinin sentez ve yikimini et-
kileyerek, GBM'in kompozisyonunu degisti-
rir, Diabetik bobrekte HSPG harig diger ba-
zal membran bilegenlerinde artig saptanmig-
tir.

Diabetik bobrek glomeriiliinde matriks bile-
genlerinin agir1 birikmesine, kismen de olsa
ileri glikasyon iiriinleri (AGE)Ynin neden ol-
dugu ileri siiriilmiistiir. AGE' ler, diabette,
glikoz ile doku proteinlerinin, nonenzimatik
modifikasyonu ile geligen bir seri reaksiyon
sonucu olusur ve kollajen, lens kristalini gibi
uzun Omiirlii doku proteinleri iizerinde biri-
kirler. Makrofaj, endotel hiicresi ve monosit-
ler iizerindeki spesifik reseptorlere AGE

proteinlerin baglanmasi, hém bunlarii ¢ozi-

niir AGE peptidlere yikilmasina yol agarken,
hem de TGF-f, FGF, PDGF gibi cesitli bii-
yiime faktorlerinin uyarilmasina yol agabil-
mektedir ), Bazal membran ve matriks bile-
senlerindeki kalitatif ve kantitatif degigim-
lerden biiyiime faktorleri sorumlu tutulmus-
tur 4, Niikleofilik bir bilesik olan aminogu-
anidin (AG)'in diabetik deney hayvanlarina
uygulanmasi, doku proteinleri iizerinde
AGE birikimini engelleyerek TGF-8 gibi
biiyiime faktorlerindeki diabete bagh artigi
onledigi ifade edilmigtir <14,

Genelde poliaminler olarak anilan, putresin,
spermidin ve spermin hiicre biiylimesi ve
farklilagmasinda 6nemli rol oynayan polikat-
yonlardir. Poliaminlerin diabetik renal hi-
pertrofinin patogenezinde rol oynadig ileri
siiriilmiigtiir A9, Poliamin sentezinde diizen-
leyici enzim olan ornitin dekarboksilaz
(ODC) aktivitesinin ve dolayisiyla poliamin
sentezinin, ¢esitli hormon ve epidermal bii-
yiime faktorii (EGF) gibi bilyiime faktérleri
ile uyarildig ifade edilmistir ),

Diabetik sicanlarda, biiyiime faktorlerine ce-
vap olarak geligen kollajen sentezindeki de-
gisimde, poliaminlerin roliinii arastirmak
amacityla yapilan bu ¢alismada ayrica, diabe-
tik siganlarda biiyiime faktorlerindeki artig
baskiladig ileri siiriilen AG uygulamasinin,
poliamin diizeyleri iizerine etkisi de aragtiril-
mugtir.

MATERYAL ve METOD

250 gram agirliginda 25 adet Wistar albino
erkek sigan kullamildi. 7 tanesi kontrol (I.
Grup) olarak ayrildiktan soma geri kalanina
50 mg/kg dozda STZ penis veninden enjekie
edildi. Enjeksiyondan 72 saat sonra kan gli-
kozu %350 mg'm iizerinde olanlar diabetik
kabul edildi ve IL. ve II1. gruba aynldi.

ILgrup (Diabet grubu, DM) (n:9): normal i¢-
me suyu verildi.

.. IIT.grup (DM+AG  grubu).(n:9})..1g/L. Kofe

santrasyonda AG iceren igme suyu verildi,
Bu uygulamalar 10 hafta siirdii. Deney grup-
larindaki hayvanlardan ii¢ tanesi bu siireyi
tamamlayamadi. Siirenin sonunda eter anes-
tezisi altinda gogiis kafesi agilarak hayvanlar
sakrifiye edildi. Intrakardiyak alinan kan gli-
koz tayinleri i¢in kullamldi. Eksize edilen
bobrek dokusu %0.9 NaCl ile yikandiktan
sonra siizge¢ kagidi ile kurutuldu ve biyo-
kimyasal analizler i¢in -80 OC de sakland.
Poliaminler, %10'Tuk bobrek homojenatinda
HPLC yontemi ile incelendi ), HPLC siste-
mi, 2 pompa igeren Waters 600 controller
olup Waters 474 fluoresans detektor (ex:
252 nm, em: 500 nm) ve C18 reverse-phase
(ODS spheri-5) 250x4.6 min.lik kolon kulla-
nildi. Poliaminler dansilkloriir ile dansillen-
dikten sonra kolona enjekte edildi ve putre-
sin, spermidin ve spermin sirasiyla 6.5 dk.,
11.7 dk., ve 13.8.inci dk.larda eliie edildi.
Bobrek glomeriiler bazal membrani, Monni-
er ve arkadaglarinin yontemine gore elde
edildi ®). Elde edilen GBM 72 saat 370C de
kollajenaz ile inkiibe edildikten soma sindi-



rim s1visinda hidroksiprolin diizeyleri 8lgiil-
dii O,

Sonuglar, Kruskal Wallis istatistiksel analiz
yontemi ile degerlendirildi. p<0.05 istatistik-
sel anlamlilik simirt olarak kabul edildi.

BULGULAR

Sonuglar Tablo 1 ve 2'de gériilmektedir. Di-
abet grubu ve diabet+ammoguanidin gru-
bundan elde edilen sonuglar su sekilde &zet-
lenebilir:

1) Diabet, viicut agirhiginda %40 oraninda
diigiise yol agti, AG uygulamasi, diabete
bagh agirlik azalmasim diizeltmedi.

2) Diabet, bobrek agirlifim degistirmedi.
Ancak, hem diabetik hem de AG uygulan-
mug diabetik siganlarda, viicut agirhigina go-
re bobrek agirhifinda rélatif bir artis saptan-
du

3) Diabet ile serum glikozunda goriilen
%350 oranindaki artis AG vygulamas: ile
normale dondiiriilemedi.

4) Diabet, bobrek poliamin diizeylerini etki-
lemedi. Diabetik siganlara AG uygulamas,
kontrol grubu ile kiyaslandiginda poliamin
diizeylerinde %40-50 oraninda azalmaya ne-
den oldu. Ancak degerler arasmdaki sapma
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nedeni ile bu azalma istatistiksel anlamlilik
smirmda degildi.

5) Glomeriiler bazal membranm kollajen
iceriginin bir &lgiisii olarak incelenen hid-
roksiprolin diizeyleri, diabetik siganlarda
%75 oraninda arttt. AG uygulamasi, diabete
bagh hidroksiprolin diizeylerindeki artis1 6n-
lendi.

TARTISMA

Parsiyel nefrektomi sonrasinda gelisen bob-
rek hipertrofisinde ODC aktivitesinin ve po-
liamin konsantrasyonunun rol oynadig ileri
siiriilmiigtiir ‘9. Pederson ve arkadaglarinin
yaptiklari ¢alismalarda, poliamin sentezini
diizenleyen ODC aktivitesinin diabet olugu-
mundan sonraki 24 saatte maksimum degere
ulagtig1 (6 kat), daha sonra kademeli olarak
azaldig, insiilin uygulamasimin ODC aktivi-
tesindeki diabete bagli artis1 kismen engelle-
digi ifade edilmigtir 1D, Aymi galismada,
ODC aktivitesindeki artiga paralel olarak
bibrek agirlifinda da bir artis belirlenmigtir.
Calismamizda her iki diabetik grupta da
boébrek agirliklar: kontrol grubundan farkl:
bulunmamig, ancak bébrek agnhiginin viicut
agnhigindaki yiizdesi, deney gruplarinda art-
mustir (Tablo 1). Diger deneysel diabet mo-
dellerinde de rélatif bébrek agirliginin arttift

Tablo 1. Kontrol ve deney gruplanmndakj siganlarin viicut, bobrek agihklan ve serum glikoz konsantrasyonu (ortala-

ma+SD)
Kontrol DM DM+AG K. Wallis degeri; p=
(n=7) @=8) (n=7)
Viteut agirhig (g) 336.48.3 203.7429.7 | 221.7426.6 17.88; 0.0001
K-DM, K-DM+AG)
Bibrek agirhi (g) 2.08+0.22 2.05£0.31 2.57+0.47 5.65; 0.095
Babrek.10% viteut agirhg 6.50+0.65 10.1140.80 | 11.6742.04 18.15; 0.0001
K-DM, K-(DM+AG)
Serum glikoz (mg/dL}) 123.749.3 564.3120.1 | 477.8+449 | 21.18; 0.0000
K-DM, K-(DM+AG)
DM-(DM4+AG)
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Tablo 2. Bébrek dokusu poliamin ve hidroksiprolin diizeyleri (ortalamaxSD)

Kontrol DM DM+AG K. Wallis deperi; r=

Putresin 16,00£3.70 15.3216.49 7.64+3.37 3.12; 0.2098
{nmol/g doku) (n:6) (n=3) (n=3)

Spermidin 183,97+£51.02 | 171.90£51,49| 109,25+40.86 3.83; 01471
(nmol/g doku) (n=6) (n=T)

Spermin 200.00491.70 | 228.40+45.60| 157.67+91.38 2.79; 0.2476
(nmol/g doku) (n=6) (n=6) (n=T)

Hidreksiprolin 1.9510.61 3.43+£1.05 2.5820.66 7.67, 0.0216
pmol/g doku (n=>5) (n=8) (n=T7) K-DM

bulunmug ve renal hipertrofinin akut dé-
nemde ODC aktivitesinin ve poliaminlerin
artig1 ile paralellik gdsterdigi ancak ilk hafta-
dan sonra hipertrofide poliaminlerin roliiniin
olmadif1 ¢esitli ¢aligmalarda gisterilmigtir
(12,13), Bu ¢aligmadaki bobrek dokusu polia-
min diizeylerine ait bulgularimiz hipertrofi-
de farkli medyatorlerin rolii olabilecegini

ran komponentlerinin yapisal ve kantitatif
de§igiminin diabetik nefropatiye yol agan
faktorlerin baginda geldifi bilinmektedir.
Diabetik bobrekte bazal membramn biitiin
bilegenlerinde heparan siilfat diginda artig ol-
dugu daha &nceki ¢aligmalarda gosterilmistir
(1), Diabetik grupta, GBM hidroksiprolin dii-
zeylerinde artig bulmanuz, diabete bagh kol-
lajen sentezindeki artigin bir gdstergesi ola-
rak kabul edilebilir. AG uygulamasinin hid-
roksiprolin artigini Gnlemesi, glikasyona
bagh doku proteini modifikasyonlarinin
GBM kalinlagmasinda etkili oldugunu gos-
termektedir.
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