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Erdosteinin Diyabetik Ratlarda Bobrek Hasar1 Uzerine Koruyucu Etkisi

The Protective Effect of Erdostein on Renal Injury in Diabetic Rats

0Z

AMAC: Diyabetik nefropati patogenezinde oksidatif stres rol oynamaktadir. Bir¢ok c¢aligmada
antioksidan kullaniminin diyabetik komplikasyonlar1 azaltabilecegi rapor edilmistir. Bu ¢aligmada
ratlarda diyabete bagli gelisen bobrek hasari tizerine erdosteinin koruyucu etkilerini gozlemlemek
amaclanmusgtir.

GEREC ve YONTEMLER: Otuz adet rat rastgele 5 deneysel gruba ayrildi (Grup 1: kontrol, Grup
2: erdostein verilen grup, Grup 3; alloksan verilen grup, Grup 4: alloksan+erdostein verilen grup ve
Grup 5: Insuillin+alloksan verilen grup, (her grupta n=6). Ratlar %0,9’luk sodyum klortirde ¢oziinmiis
alloksanin intraperitoneal enjeksiyonuyla diyabetik hale getirildi. Dort hafta boyunca erdostein (10
mg/kg/guin) oral yolla ve insulin giinde 2 kez 3 g/kg dozunda intraperitoneal enjeksiyonla uygulandi.
Sonrasinda fareler kesildi. Isik mikroskopisi ile bobrekte histopatolojik degerlendirme yapildi.

BULGULAR: Diyabet gelistirilen ratlarda belirgin diyabetik nefropatiye ait degisiklikler gorulurken,
erdostein tedavisi alan grup, almayan grupla karsilagtirildiginda histopatolojik degisiklikler anlaml
olarak daha az oranda goriildii (p<0.05). Insuilin alan ratlarda histolojik degisiklikler tedavisiz diyabetik
gruba gore anlamli olarak daha az gozlendi (p<0.05). Erdostein grubunda goriilen histopatolojik
degisiklikler insulin tedavisi alan ratlara benzerdi (p>0.05).

SONUC: Bu calismada, diyabette bobrekte olusan hasar uzerine erdosteinin koruyucu etkisi
olabilecegini gozlemledik.

ANAHTAR SOZCUKLER: Diyabetik nefropati, Erdostein, Bobrek yetmezligi, Alloksan

ABSTRACT

OBJECTIVES: Oxidative stress plays a role in the pathogenesis of diabetic nephropathy. It has been
reported in many studies that antioxidant therapy may decrease complications related to diabetes
mellitus. We aimed to evaluate the protective effects of erdostein on diabetic renal injury in diabetic
rats.

MATERIAL and METHODS: Thirty rats were randomly divided into 5 experimental groups (Group 1:
control, group 2: erdostein, group 3: alloxan, group 4: alloxan+erdostein, and group 5: alloxan-+insulin,
n=6 each). Rats were made diabetic using alloxan injection intraperiteonally. Erdostein (10 mg/kg/day)
orally and insulin two times a day (3 g/kg) intraperitoneally were administered for four weeks. All rats
were then sacrificed and kidney histopathological examinations were performed by light microscopy.

RESULTS: The diabetic rats had diabetic nephropathic changes in the kidney on histological
examination but the rats treated with erdostein showed significantly less histopathological changes,
similar to the control group compared with the diabetic rats not treated with erdostein (p<0.05). The
histopathological changes in insulin-treated rats were significantly less than the diabetic rats (p<0.05).
The rats treated with erdostein had histopathological changes similar to insulin-treated rats (p>0.05).

CONCLUSION: Based on the present data, we conclude that erdostein may show protective effects on
renal injury due to diabetes mellitus.
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GIRIS

Diyabet oksidatif hasarla iligkili sistemik bir hastaliktir.
Oksidatif hasar diyabetik nefropati gibi komplikasyonlarin
olusumunu hizlandirmada rol oynamaktadir (1). Serbest
radikal temizleyicilerin oksidatif kaynakli hasar1 dnlemede rol
alabilecegi dusuiniilmektedir.

Erdostein (N-karboksimetiltioasetil-homosistein tiolakton)
kronik pulmoner hastaliklarin  tedavisi igin  gelistirilen
mukolitik bir ajandir. Bu ajan ancak karaciger metabolizmasi
ile serbestlestirilebilen iki adet bagli sulfhidril grubu igerir.
Erdosteinin temizleyici ve antioksidan mekanizmasinda bu iki
sulfhidril grubu rol oynar (2, 3). Deneysel ve klinik ¢aligmalar
erdosteinin antioksidan olarak serbest radikal temizleyici
fonksiyonlarimi gostermigtir (4-6). Bu calismada ratlarda
diyabetle gelisen hasar tizerine erdosteinin koruyucu etkilerini
gozlemlemek amaclanmigtir.

GEREC ve YONTEMLER
Hayvanlar

Bu calismada 30 adet disi, 180-220 gr arasi agirlikta Wistar
tipi albino rat kullanildi. Ratlar lokal etik komitesi tarafindan
kabul edilen Hayvan Laboratuvar1 Bakim ve Kullanim sartlarina
uygun olarak 6zel bir odada 12’ser saatlik 1s1k-karanlik siklusu
altinda saklandi. Hayvanlar yeme, su icme ve libido ac¢isindan
ozgur brrakildi.

Ilaclar

Erdosteinin (Ilsan, Turkiye) daha onceki bir calismada
yapilmis oldugu gibi (7, 8) distile suda ¢ozillmesi saglandi ve
10 mg/kg giin dozunda oral olarak verildi. Erdostein taze olarak
hazirland1 ve 4 hafta boyunca diyabetik ratlara tedavi amaciyla
gunluk olarak verildi.

Sekil 1: Alloksan verilen grupta diffiiz skleroze goriiniimde glomerul
(PAS x 1000).

Diyabetin Indiiklenmesi

Diyabet yeni hazirlanmis alloksanin (Alloxan monohydrate,
Iktlabs, USA) intraperitonel (i.p.) tek enjeksiyonuyla induiklendi
(120 mg/kg,%0.,9 luk tuzda ¢oziinmils olarak). Bu indukleme,
alloksan uygulamasindan 3 gun sonra glikoz indikator stik
yoluyla glikoziirinin test edilmesiyle dogrulandi (9).

Referans Ila¢ (Insilin)

Cinko insulin, insulin ile tedavi edilen diyabetik ratlara
kesilecekleri zamana kadar, 4 hafta boyunca i.p. enjeksiyonla
gunde 2 kez 3 g/kg dozunda uygulandi (10).

Deneysel Plan

Ratlar 5 grup olarak ayrildi ve her grup 6 rattan olusacak
sekilde duzenlendi.

Grup 1: Sadece su alan normal kontrol grubu

Grup 2: Dort hafta oral yolla 10 mg/kg erdostein alan normal
ratlar

Grup 3: Tek enjeksiyon ile i.p. yolla alloksan alan ratlar

Grup 4: Oral yolla 4 hafta erdosteinle tedavi edilen diyabetik
ratlar (10 mg/kg giin)

Grup 5: Insulin alan diyabetik ratlar (3 g/kg i.p. yolla 4 hafta
boyunca)

Dort hafta sonunda tim ratlarin uretranla anestezi saglanarak
bobrekleri ¢ikarildi ve longitudinal olarak ikiye ayrildi. Bir
pargast histopatolojik degerlendirme i¢in %10 formalinle fikse
edildi. Diger parca analiz edilene kadar -70°C’de saklandi.

Histopatolojik Degerlendirme

Ratlara ait bobrek ornekleri dereceli etanol serilerinde
dehidrate edildi ve parafin mum icine gomuldu. Mum
temizlendikten sonra 4 mikrometrelik kesitlere ayrildi ve 3-4
mm kalinliginda kesitler boyanarak tekrar mumdan arindirildi
ve dehidrate edildi. Daha sonra bu kesitler hemotoksilen-eosinle
boyandi. Histolojik hasar; glomeriiloskleroz varligi, Bowman
araliginda daralma, kapiller bazal membran kalinlagmasi,
mezangial matriks artigi, retikuiler fibril artigi, tubuler epitelde
hidropik degisiklikler ve vakuolizasyon, tubuler epitelde
glikojen birikimi ve renal proksimal tubullerde epitel firca
kenarda destriksiyon olarak degerlendirildi.

Istatistiksel Analiz

Verilerin degerlendirilmesinde SPSS for Windows 9.0
istatistik paket programi kullanildi. Histopatolojik degisiklikler
bir patolog tarafindan semikantitatif olarak H: Hafif degisiklik,
O: Orta duzeyde degisiklik, C: Ciddi duzeyde degisiklik
gosteren rat sayilart olarak her grupta degerlendirildi. En az
anlamli farkla gruplar arasi farklari histopatolojik ve morfolojik
farklarin belirlenmesinde varyans analizi (ANOVA) ve Post-Hoc
Bonferroni testi kullanildi. Iki grup arasindaki karsilagtirmalarda
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Sekil 2: Alloksan + erdostein verilen grupta minimal bowman
mesafesinde daralma (PAS x 400).

Mann-Whitney U testi kullanildi. Sonuglar + standart sapma
olarak sunuldu ve p<0,05 istatistiksel olarak anlamli kabul
edildi.

BULGULAR
Histopatolojik Bulgular

Gruplardaki histopatolojik degisiklerin derecelendirilmesi
Tablo 1’de verilmistir. Diyabet gelistirilen ratlarda, bobrekte
glomeruloskleroz, Bowman araliginda daralma, mezangial
matriks genislemesi ve renal proksimal tubullerde epitel firca
kenarda destruksiyon olusmustu (Sekil 1). Kontrol grubunda
minimal glomeruiloskleroz, Bowman araliginda daralma ve
retikuler fibrillerde artis izlendi. Alloksanla indiiklenen ratlara
ait kesitlerde de erdostein tedavisi sonrast Bowman araliginda
daralma (p<0,001); kapiller bazal membran kalinlagmasinda
azalma (p<0,001); mezangial matriks genislemesi, retikiiler
fibril artig1 ve tubiler epitelde hidropik degisikler (p<0,001);
tubiiler epitelyum vakuolizasyonu ve renal proksimal tubul
epiteli firca kenar destruksiyonunda (p<0,05) anlamli gerileme
gozlendi (Sekil 2,3).

Insulin tedavisi altinda takip edilen ratlarda kapiller bazal
membran kalinlagmasi (p<0,001), proksimal tubillerde epitel
firca kenarda destruksiyon (p<0,001), tubuler epitelde hidropik
degisiklikler (p<0,05) ve tubuler epitelde vakuolizasyon (p<0,05)
tedavisiz diyabetik gruba gore anlamli olarak daha az gozlendi
(Sekil 4). Erdostein tedavisi altinda glomeriiloskleroz, kapiller
bazal membran kalinlagmasi, retikuiler fibril artisi, tubuler epitelde
hidropik degisiklikler ve tubtler epitelyum vakuolizasyonunda
instlin tedavisi altinda olanlara gore istatistiksel olarak anlamli
bir fark gozlenmedi (p>0,05) yalnizca Bowman aralig1 daralmasi
yoninden anlamli fark bulundu (p<0,05).

Sekil 3: Alloksan + erdostein verilen grupta proksimal tiibiil epiteli
sitoplazmasinda vakuolizasyon, fircamsi kenarda minimal bozulma
(Masson Trichrom x 1000).

TARTISMA

Calismamizda alloksan vererek oksidatif komplikasyonlar1
induklenen diyabetik ratlarda histolojik ve morfolojik
degisiklerin arttigini; erdostein ve instlin verilen ratlarda ise bu
degisikliklerin azaldigini gozlemledik.

Diyabetik nefropati glomeriiler bazal membran kalinlagmast,
mezangial matriks artisi, glomeriler skleroza kadar ilerleyebilen
glomeruler hipertrofi, tubulointerstisyel fibrozis, glomeriler
alanda genis proteindoz depozitler, glomertler alanda hyalin
depozitler ve tubulde hyalin kastlar, arterioler hyalinozis
ve tubuler dilatasyon gibi yapisal degisikliklere eslik eder
(11). Diyabetik hastada tubiuler epitelde glikojen depozitleri
olmasi tubiuiler lezyon gelisiminin erken habercisidir (12).

Sekil 4: Alloksan-insiilin verilen grupta Bowman mesafesinde daralma
(PAS x 400)
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Tablo I. Renal histopatolojik degisikliklerin derecelendirmesine gore ratlarin dagilimi.

A+l A+E

Glomeruloskleroz 5 - - 5 - - - 2 4 - 2 4 3 1 1
Bowman alaninda daralma 5 - - 5 - - - 4 2 3 2 1 5 - -
Kapiller bazal membran kalinlagmasi - - - - - - 1 2 3 5 - - 4 - -
Mezangial matriks artigt - - - - - - - 1 5 1 5 - 1 3 1
Retikiler fibrillerde artig 5 - - 5 - - - 1 5 1 2 3 3 1 1

Tubuler epitelde hidropik dejenerasyon - - - -

Tubuler epitelde vakuolizasyon - - - -

Tubuler epitelde H glikojen birikimi - - - -

Renal proximal tubulde epitelyal fir¢ca
kenar destruksiyonu

K: Kontrol grubu, E: Erdostein alan grup, A: Alloksan alan grup A+I: Alloksan+insulin alan grup A+E: Alloxan+erdostein alan grup,
H: Hafif patolojik degisiklikler gozlenen rat sayisi, O: Orta diizeyde patolojik degisiklikler gozlenen rat sayist,

C: Ciddi diizeyde patolojik degisiklikler gozlenen rat sayusi.

Diyabetik bobrekte mezangial matriks artigi, ekstraselluler
matriks elemanlarinin birikmesi ve anormal mezangial hiicre
proliferasyonu erken degisiklikler olarak bildirilmigtir (13).

Erdostein, nitrik oksit ve ksantin oksidaz aktivitesini Onle-
yerek serbest radikal olusumunu azaltir (7, 8). Erdostein ilaglara
bagli toksik renal yetmezlikte basartyla kullanilmaktadir. Renal
doksorubisin ve sisplatin toksisitesinde etkinligi gosterilmigtir
(14, 15). Iskemi reperfuzyon sonrasi ratlarda bobregin korunma-
sinda erdosteinin koruyucu etkisi gosterilmigtir (16, 17). Butun
bu veriler, erdosteinin ratlarda cesitli oksidatif stres durumlarin-
da koruyucu etkisini vurgulamaktadir.

Alloksanin diyabetojenik etkisi reaktif oksijen radikallerinin
agirt Uretimine yol agmasi ve bu radikallerin pankreas B
huicrelerinde yaptig1 sitotoksisiteden kaynaklanmaktadir. Bu
hasar sonucu insilin sentez ve salinimi azalmakta bu durum
da diyabetin komplikasyonlariin bobrek dahil diger dokularda
artisina neden olmaktadir (18, 19). Bizim c¢alismamizda da
histopatolojik bulgular onceki calismalarla benzerdi. Alloksan
alan grupta glomeruloskleroz varligi, bowman araliginda
daralma, kapiller bazal membran kalinlagsmasi, mezangial
matriks genislemesi gibi morfolojik degisikler gozlemledik.
Calismamizda, literatirde ilk kez erdostein ve insilin tedavisi
alan grupta yukarida sayilan histolojik degisiklerden farkli

ve daha hafif olarak minimal glomeriiloskleroz ve Bowman
araliginda daralma oldugunu gosterdik. Butuin bu sonuglarla
biz, caligmamizda renal hasarin azaltilmasinda erdosteinin etkili
oldugunu dustiinityoruz.

Alloksanla indiklenen diyabetiklerde azalmig antioksidan
enzim duzeyleri ve artmis lipid peroksidasyonu c¢aligmalarda
gosterilmistir (20, 21). Caligmalarda lipid peroksidasyonunu
indukleyen ajanlara maruz kalan hayvanlarda oksidatif strese
kars1 erdosteinin koruyucu etkisi de gosterilmistir (22).
Calismamizda goriilen erdosteinin renal yetmezlikten koruyucu
etkisi ayni zamanda renal tubiilde lipid peroksidasyonunu
azaltict yonu nedeniyle olabilir. Erdostein igerdigi iki bagh
sulfhidril grubu araciligityla diyabet kaynakli oksidan hasari
onluyor olabilir.

Calismamizda 151k mikroskopisi ile degerlendirerek dogal
seyrinde giden ve indiiklenmig diyabette olusan bobrek hasarinda
erdosteinin koruyucu bir ajan oldugunu gozlemledik. Erdostein
diyabet komplikasyonu olarak olusan bobrek hasarini onlemede
ve hasart geri dondurmede umut verici bir ila¢ olabilir. Ancak
deneysel diyabette erdosteinin gercek etki mekanizmasini ortaya
cikaracak antioksidan ve molekul diizeyinde daha cok calismaya
ihtiyac vardir.
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