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DIABETIK SICANLARDA L- KARNITIN N- ASETIL -B-D- GLUKOZAMINIDAZ
DUZEYLERI VE ERKEN DIiABETIK NEFROPATIDE PLAZMA FiBRONEKTININ
ROLU
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Bu galismada streptozotosin ile diabet olusturulmus sicanlarda, plazma fibronektin (PF) diizey-
lerinin idrar N-asetil B-D-glukozaminidaz (NAG) aktivitesi gibi erken diabetik nefropatinin bir
gostergesi olup olamayacagi arastirildi ve diabetik nefropatide idrar, plazma L-karnitin ve serum
Trigliserit (TG), Total kolesterol (TK) diizeyleri tespit edildi. Bobreklerde meydana gelen degisiklikler
histolojik olarak incelendi.

Diabet olusumunu takip eden 7., 15., 21., ve 30. giinlerdeki biyokimyasal bulgular kontrol
grubuna gore degerlendirildi. Kontrol grubuna gore 30. giin serum kreatinin, iire azotu, TK, TG diizey-
lerinde istatistiksel olarak yiikselme, plazma L-karnitin diizeyinde azalma, idrar kreatinin, iire azotu ve
kreatinin klirensinde azalma, L-karnitin diizeyinde ise artma bulundu. 7., 15., 21., ve 30. giinlerde se-
rum glukoz diizeyleri sirasiyla ve idrar hacmi, kontrole gore yiiksekti. 21. ve 30. giinlerdeki NAG
U/g, kreatinin aktiviteleri sirasiyla ve serum PF diizeyleri ise 15, 21., 30. glinlerde kontrol grubunda
istatistiksel olarak yiiksek bulundu. Bobreklerin histolojik incelenmesinde bobreklerde meydana gelen
degisikliklerin biyokimyasal bulgularla uyumlu oldugu gozlendi.

PF diizeyinin idrar NAG aktivitesinden daha once yiikselmesinin diabetik nefropatinin erken
tanist i¢in idrar NAG aktivitesine gore bir iistiinligi oldugu diisiincesindeyiz.

Anahtar Kelimeler : Fibronektin, N-asetil B-glukozaminidaz, L-karnitin, Diabetes mellitus,
Nefropati.

LEVELS OF L-CARNITINE, N-ACETYL-B-D-GLUCOSAMINADASE IN DIABETIC
RATS AND ROLE OF PLASMA FIBRONECTIN IN EARLY DIABETIC
NEPHROPATHY

ABSTRACT

In this study, we investigated whether plasma fibronectin (PF) levels could be marker in the early
stage diabetic nephropathy such as urinary N-acetyl-B-D-glucosaminidase (NAG) activity in the stre-
tozotocin-induced diabetic rats. We determined serum cholesterol, triglicerids and L-carnitine levels in
urine and plasma. We also carried out histological studies in the renal tissues from those rats.

At the 7" 15™21"™ and 30™ days following diabetes mellitus, biochemical parameters were evalu-
ated depending on control group. At the 30 th day, creatinine and urea nitrogen were decreased, but L-
carnitine was increased in the urine; while the serum creatinine urea nitrogen, total cholesterol triglyc-
erides levels were increased, but L-carnitine and creatinine clearance were decreased when compared
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to the control group. At the 7™ 15™, 21™ and 30™ days, serum glucose levels and urine volume were
high according to control group. At the 21" and 30" days, urine NAG U/g creatinine activity was in-
creased when compared to control the group. At the 15 th, 21", and 30™ days, serum PF levels were
higher than the control group. Our histological data also seem to support those biochemical parame-
ters.

Our findings shows that the PF levels increased earlier than the urinary NAG U/g creatinine activ-
ity. Therefore, we think that the PF measurementin the diagnosis of diabetic nephropathy may be use-

ful according to urinary NAG activity.

Keywords: Fibronectin,

Nephropathy.
1. GIRiS

Plazma Fibronektini (PF) damar endote-
linde sentez edilen 450 000 dalton molekiil
agirliginda a-2 glikoproteindir. PF’inin eritrosit
ve trombositlerin subendotelyal kollajene yap-
ismasinda ve eritrosit par¢alanmasinin azal-
masinda rol oynadigi gosterilmistir (Kanters,
2001; Lin, 2002). Hiicre yiizeyinde bulunan fi-
bronektin ise hiicrelerarasi etkilesimi ve bu
arada hiicrelerin bazal membrana yapigmasini
diizenlemekte ve bu oOzellikleriyle de mik-
rovaskiiler yap1 biitiinliigliniin saglanmasinda,
vaskiiler gecirgenlikte ve yara iyilesmesinde rol
oynamaktadir. PF diizeyleri ¢esitli hastalik du-
rumlarinda degisiklige ugramaktadir. Aglik,
biiyiik cerrahi islem, travma, yanik, sepsis, yay-
gin intravaskiiler koagiilasyon sonrasi ve ka-
raciger yetersizliginde PF diizeyleri azalir. Der-
matolojik hastaliklarda ve otoimmiin hastalik-
larda ve bazi kanser tiplerinde PF diizeylerinin
arttigl saptanmistir (Saba and Jaffe, 1980;
Mosesson and Amrani, 1980).

Diabetes Mellitus’da (DM) endotel hiicrel-
eri ve fibroblastlar tarafindan yapilan fibronektin
iiretiminin arttig1 ve bobrek mezangial matriksi
ve kapiller duvarinda birikime ugradig1 goster-
ilmistir (Lin vd., 2006; Seghieri vd., 1986).
Buna karsilk DM’da PF diizeylerinin art-
madigim bildiren ¢alismalarda vardir (Nardelli
vd., 1986; Labat-Robert vd., 1984).

Diabetik nefropati bobrek yetmezliginin son
asamasinin major nedenidir (Balakumar P
vd.,2009). DM’lu olgularda siklikla rast-
ladigimiz nefropati komplikasyonunun geriye
doniilebilir evrede saptanmasi tedavi yoniinden
biliylik Oonem tagimaktadir (Mogensen, 1990).
Erken diabetik nefropati evresinde saptanan
idrar NAG aktivitesinin son evre bobrek yet-
mezligine gidisin bir gostergesi oldugu ortaya
konmustur (Turecky and Uhlikova, 2003; Jung,
1994).

NAG, 130.000-140.000 dalton molekiil
agirliginda lizozomal hidrolitik bir enzim olup,

N-acetyl-p-D-glucosaminadase,

L-carnitine, Diabetes mellitus,

bobrekte proksimal tubulus hiicrelerinde bulun-
maktadir. Yiiksek molekiil agirligi nedeni ile
glomeriillerde filtre olamayan bu enzimin,
bobrek dist dokularda da bulundugu saptan-
migtir. Fakat idrardaki NAG’1n esas kaynaginin
tubulus hiicreleri oldugu gosterilmistir (Alder-
man vd., 1983; Hultberg and Ravnskov, 1981).

L-karnitin (3-hidroksi-4-N-trimetil amino-
butirik asit) insan metabolizmasinda serbest kar-
nitin ve acilkarnitinler olarak bulunan (Jones LL
vd.,2009; Vacha vd., 1989; Thompson vd.,
1993) ve enerji metabolizmasi i¢in zorunlu kua-
terner bir amonyum bilesigidir. Biiylik oranla
diyetle alinmaktadir. L-karnitinin baglica sentez
yerlerinden birinin bdbrekler oldugu bilin-
mektedir. Kronik bdbrek hastalarinda serum
karnitin miktarinin azaldig1 gosterilmistir (Va-
cha vd., 1989; Thompson vd., 1993).

Caligmamizda PF diizeylerinin idrar NAG
aktivitesi gibi erken diabetik nefropatinin bir
gostergesi olup olmayacagi arastirildi ve dia-
betik nefropatide idrar, plazma L-karnitin ve
serum Total Kolestreol ve Trigliserit diizeyleri
Olculdi.

2. GEREC VE YONTEM

Aragtirmamizda 4 aylik 35 adet erkek Wis-
tar-Albino (250420g) cinsi siganlar kullanildi.
Hayvanlar deney siiresince 12 saat aydinlik /
karanlik 1siklandirmasi olan, nemi ve 1sis1
(20£2°C) otomatik olarak ayarlanmig 6zel ka-
feslerde yasatildi ve yeterince su igmeleri ve
standart yem ile beslenmeleri saglandi. Deneye
baslamadan once siganlar bir hafta adaptasyon
icin bekletildi. Siganlardan 7’si kontrol grubu
olarak ayrildi. Geri kalan hayvanlara diabet
olusturmak tizere streptozotosin (STZ) verildi.
Deney grubunu olusturan siganlara streptozoto-
sin pH 4.5 0.1 M sitrat-fosfat tamponu igerisinde
coziildiikten sonra 60 mg/kg olacak sekilde in-
traperitoneal olarak verildi (Evangeliou and
Vlassopoulos, 2003). Kontrol grubuna da aym
anda 0.1 M sitrat-fosfat tamponu 60 mg/kg ola-
cak sekilde verildi. Diyabet olusumu hergiin
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kuyruk veninden alinan kandaki glukoz 6l¢limii
ile degerlendirildi. Idrar glukozu ise strip ile
kontrol edildi. Aclik kan sekeri 250 mg/dl ve
tizeri diabetin olustugu kabul edildi (Anderson
vd., 1993).

Diyabet olusumundan sonra her 7 giinde bir
(7., 15., 21., 30. giinlerde) 7 adet diabetik sican
ayrildi. Hayvanlar 6nce 12 saat a¢ birakilarak 24
saatlik idrarlar1 toplandi. Daha sonra hayvanlara
eter anestezisi uygulanarak kanlar(intrakardiak
olarak) ve bobrek ornekleri alindi.

Kan oOrneklerinin bir miktar1 EDTA’l1
tiiplere aktarilarak plazma, geri kalan miktardan
ise serum ornekleri elde edildi.

Idrar ve plazma L-karnitin ve serum TK,
TG diizeyleri 30. giinde almman oOrneklerde,
kreatinin, iire azotu, PF, NAG, glukoz ise 7.,
15., 21., ve 30. giin alinan 6rneklerde calisildi ve
idrar hacimleri 6lgtldii.

Idrar kreatinini, {ire azotu ve serum glu-
kozu, kreatinini, tire azotu, TK, TG diizeyleri
B.M Hitachi 742 otoanalizoriiyle deger-
lendirildi. PF, L-karnitin diizeyleri Boehringer
Mannheim kitleri kullanilarak tayin edildi. Idrar
NAG aktivitesi Eva Horak ve arkadaglarinin
tarif ettikleri yontemle spektrofotometrik olarak
Olciildii. Enzim aktivitesi her bir, idrar Ornegi
icin NAG U/g kreatinin olarak verildi (Horak
vd., 1981). Tiim biyokimyasal parametreler
ornekler alindig1 giin tayin edildi.

Bobreklerin histopatolojik olarak incelen-
mesi i¢in 7.,15.,21.,30.giinlerde alinan bobrekler
ndtral formalin ile tespit edilerek rutin takip
islemleri yapildi ve parafin bloklar1 hazirlandi
Bloklardan alinan 5p’luk kesitler hematoksilen
eosin ile boyanarak OLYMPUS 10 ADS marka
fotomikroskopta incelendi.

Istatistiksel Analiz: Sonuclar ortalama + SEM
olarak belirlendi. Caligmada elde edilen verilerin
istatistiksel analizinde tek yonlii varyans analizi
(ANOVA) kullanildi, p<0.05 degerleri anlamli
olarak kabul edildi.

3. BULGULAR

Diabet olusumunu takiben 7., 15., 21., ve 30
glinlerdeki idrar degerleri Tablo 1°de goster-
ilmistir. Idrar kreatinini, iire azotu diizeyleri 7.,
15., 21. giinlerde kontrole gore farksiz olup
(p>0.05), 30. giinde kreatinin (p<0.001) ve iire
azotu (p<0.01) diizeyleri anlaml olarak diisiik
bulundu. 7., 15., 21., ve 30 giinlerdeki idrar ha-
cimleri kontrol grubundan sirastyla (p<0.01),
(p<0.01), (p<0.001) istatistiksel olarak yiiksekti.
NAG U/g kreatinin aktivitesi 7. ve 15. giinlerde

kontrol grubundan farksiz (p>0.05) olup 21. ve
30 giinlerde kontrol grubundan anlamli olarak
yiiksek (p<0.01) bulundu.

Serum kreatinin, {ire azotu diizeyleri,
kreatinin klirensi 7., 15., 21., giinlerde kontrol
grubundan farksiz olup (p>0.05), 30. giin
kreatinin (p>0.001) ve iire azotu diizeyleri
anlamli olarak (p<0.001) yiiksek, kreatinin klir-
ensi (p<0.001) diisiik bulundu. 7. giin PF diizeyi
kontrol grubundan farksiz olup (p>0.05), 15.,
21., 30. gilinlerde sirasiyla (p<0.05), (p<0.01),
(p<0.001) anlaml1 olarak yiiksek bulundu. 7.,
15., 21. ve 30. giinlerdeki serum glukoz diizey-
leri kontrollere gore sirastyla (p<0.05), (p<0.01),
(p<0.01), (p<0.001), anlaml1 olarak yiiksek bu-
lundu (Tablo 2).

Diabet olusumunu takip eden 30.glindeki
diabetik grupta kontrol grubuna goére serum TG
(p<0.001), TK (p<0.05) diizeylerinde artma,
plazma L-karnitin diizeyinde (p<0.01) azalma ve
idrar L-karnitin diizeyinde yiikselme (p<0.01)
istatistiksel olarak anlamli bulundu (Tablo 3).

Histopatolojik Degerlendirme

Bobreklerin  diyabet olusumunu takiben
7.giinde alman (Sekil 1) kesitlerinde ,glomerul
ve tiibiillerin goériiniimii kontrol grubuna benzer
sekildedir. 15. ve 21. giinlerde alinan 6rneklere
ait kesitlerde ise proksimal ve distal tiibiillerde
bazi hiicrelerde hidropik dejenerasyon (Sekil 2)
ve mononiikleer hiicre infiltrasyonu ile hafif de-
recede hiperemi gozlendi. 30. giinde alinan
orneklerde tiibiillerdeki dejenerasyonun devam
ettigi ayrica mezengial hiicre proliferasyonu
tesbit edildi (Sekil 3).

4. TARTISMA

Klinikte yaygin olarak kullanilan standart
bobrek testlerinin  bobrek yapisinda Onemli
degisiklikler olugturmadan 6nce bozulmasi dik-
kat cekicidir (Jung vd.,1987).

Calismamizda da idrar ve serum kreatinini,

iire azotu diizeylerinin ve kreatinin klirensinin
7., 15., 21. giinlerde kontrol grubundan farksiz
olmasi buna karsin bobrek dokusunun 15. ve 21.
giinlerdeki histolojik incelenmesinde proksimal
ve distal tubul hiicrelerinin bazilarinda hidropik
dejenerasyon ve mononiikleer hiicre infil-
trasyonu ile hipereminin hafif derecede tespit
edilmesi nefropatinin erken tanisini geciktir-
mektedir. Bu durum bobrek zedelenmesinin
erken donemde ortaya cikabilecek duyarli ve
tvenilir  testlerin  arastirilmasmmi  gerekli
tlmistir. Renal fonksiyon bozulmasinin erken
tespitindeki testlerden birisi enzim tayinidir
(Jung and Schulze, 1986).
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Tablo 1. Kontrol ve diabetik idrarin biyokimyasal parametreleri

Gruplar Idrar Hacmi Kreatinin Ure azotu NAG U/g
n=7 giin/ml mg/dl mg/dl Kreatinin
Kontrol 431+0.10 60.95+1.08 1802.85+14.26 17.05+0.15
D.M 7.giin 5.027+0.09" 59.34+1.36 1798.57+18.82 17.21+0.16
D.M 15.giin 5.27+0.07" 60.41+0.90 1762.85+14.75 18.21+0.18
D.M 21.giin 5.64+0.097 58.25+1.26 1760.00+36.05 29.15+£1.45
D.M 30.giin 5.65+0.08" 49.37+0.937" 1681.42+£25.30™ 37.31+0.53"

Tablo 2. Kontrol ve diabetik ratlarda serum glukoz, kreatinin, iire azotu, plazma fibronektin ve

kreatinin klirens diizeyleri

Gruplar Glukoz Kreatinin Ure azotu Fibronektin Kreatinin Klirensi
n=7 mg/dl mg/dl mg/dl ug/ml mg/dak

Kontrol 84.85+3.11 0.80+0.03 15.65+0.23 146.42+5.09 0.24+0.01

D.M 7.giin 270.71+21.5 0.82+0.01 15.86+0.33 154.00+8.96 0.24+0.01

D.M 15.giin | 349.28+16.98" 0.84+0.02 16.92+0.25 271.42+4.51° 0.25+0.01
DM2l.gin | 402.00+11.77 0.86+0.01 17.44+0.29 328.28+6.84" 0.25+0.01

DM 30.gin | 546.28+12.717 1.07£0.027 22.93+0.837 378.28+6.84 0.17£0.017

Kontrol grubuna gore: — p<0.01,  p<0.001,

Tablo 3. Kontrol ve 30.giin diabetik grup plazma L-karnitin,serum T.kolesterol trigliserit ve idrar L-
karnitin diizeyleri

L-Karnitin Trigliserit T.Kolesterol L-Karnitin

(umol/L) (mg/dl) (mg/dl) (umol/L)
Kontrol (n=7) 33.42+2.21 78.0+2.88 39.42+1.68 30.6+2.14
Diabetik (n=7) 23.85+1.26 113.42+5.87 51.28+2.98 43.37+0.93

p<0.01 p<0.001 p<0.05 p<0.01
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Sekil 3. 30.giine ait bobrek kesiti. Mezangial hiicre proliferasyonu.HXE Orijinal biiyiitme X132.

Diabetik nefropatinin gelismesinin nce-
den tahmin edilmesinde idrar NAG aktivitesi-
nin tek basma diger idrar enzimleri, serum
kreatinini, total protein ekstraksiyonu ve
glomeriiler filtrasyon hizi 6l¢iimii gibi konvan-
siyonel parametrelerden daha hassas oldugu
savunulmaktadir (Jung vd., 1987; Hultberg and
Ravnskov, 1981). Calismamizda da NAG U/g

kreatinin aktivitesinin idrar ve serum kreatin-
ini, Uire azotu diizeylerinde ve kreatinin klir-
ensinde degisiklikler meydana gelmeden once
ylikselmesi bu goriisii desteklemektedir.

Diabet gibi enerji gereksiniminin arttigi
hastaliklarda, L-karnitin kullaniminin artmasi
ile bobreklerden sentez ve reabsorbsiyonun
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azalmasi plazma L-karnitin diizeylerinde diis-
meye neden olmakta bu da lipid metaboliz-
masinda bozukluklarin gelismesinde dnemli rol
oynamaktadir. Calismamizda glomeriiler fil-
trasyon hizinda azalma ile L-karnitin atilimin-
daki artmayr gozlemledik. Bulgularimiz
arastirmacilarin bulgular ile paralellik goster-
mektedir (Bremer, 1983; Hoppel, 1992; De
Palo vd., 1981).

Rande ve arkadaglar1 tedavi edilmemis
diabetik sicanlarda diisiik plazma L-karnitin
diizeylerinin yiikselmis glukoz, serbest yag
asitleri ve artmis yag asidi oksidasyonu ile
iligkili oldugunu bildirmiglerdir (Randle vd.,
1988).

Yasuo Ido ve arkadaslar1 si¢anlarda,
Leighton ve arkadaslar1 tavsanlarda STZ uygu-
lamasim takiben plazma TG ve TK diizeyler-
inde artma ve L-karnitin diizeylerinde diisme
oldugunu, oral L-karnitin uygulamasmin TG
diizeylerini diisiirdiigii fakat TK diizeylerine
etkili olmadigim1 gozlemlemislerdir. Arastir-
macilar, L-karnitin eksikligi sonucunda gelisen
serbest yag asitlerinin oksidasyonundaki azal-
masinin TG {iretimindeki artigtan sorumlu ola-
bilecegini bildirmislerdir ( James vd., 1995;
Ido vd., 1994).

Bizim bulgularimizda diabetik grupta se-
rum TG ve TK artis1 ile plazma L-karnitin
diizeylerindeki azalis seklindedir. Plazma ve
idrar  L-karnitin  diizeylerinin  diabetik
komplikasyonlarinin  izlenmesinde  yarali
bilgiler verebilecegini diisiinmekteyiz.

DM’da proteinlerin enzimatik olmayan
glikozilasyona ugrayarak fizikokimyasal 6zel-
liklerinin degistigi ve diabette goriilen bazi
kronik komplikasyonlarin patogenezinde bu
glikolize proteinlerin rol oynadigi bilinmekte-
dir (Monnier and Cerami, 1982). Plazma ve
doku fibronektini de DM’ta enzimatik olmayan
glikozilasyona ugrayarak fonksiyonlarinda
degisiklikler oldugu, kollojene, fibrine ve en-
dotel hiicrelerine baglanmasinin azaldig; bazal
membran igerigiyle ve matriks makro-
molekiilleriyle olan etkilesiminin bozuldugu
gosterilmistir (Cohen and Ku, 1984; Tarsio
vd., 1985). Bu durumun damar duvarmin
biitiinliigiinde bozulmaya neden oldugu ve di-
ger glikozillenmis proteinlerle birlikte mik-
roanjiopati gelisimine katkida bulunabilecegi
belirtilmistir (Krantz vd., 1988). DM’da
bobrek mezensial matrikste ve glomeriil bazal
membraninda fibronektin miktarinin  arttig1
gosterilmistir (Musso vd., 1989; Paczek vd.,
1991; Phan-Thanh vd., 1987). Bu durum hem
mesengial hiicre proliferasyonunu hem de
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mesengial matrix genislemesini indiikliyebilir
(Cosio vd., 1990; Border vd., 1989; Cohen vd.,
1987). Ancak fibronektinin bdbrekte lokal
olarak iiretiminin artmasindan mi yoksa do-
lagimindaki fibronektinin glomeriiler filtrasyon
bariyerinde tutulmasi nedeni ile mi arttig1 kesin
olarak bilinmemektedir. DM’da ayrica endotel
hiicrelerinden ve fibroblastlardan fibronektin
tretiminin arttig1 gosterilmistir ( Cohen vd.,
1987). Calismamizda PF diizeyinin bobrek do-
kusunda patolojik degisimlerinin az oldugu
donemde ve idrar, serum kreatinin, iire azo-
tunun ve kreatin klirensinin kontrollerden far-
kl1 olmadigr 15. giinden itibaren yiikseldigi
tespit edildi.

Idrar NAG aktivitesinin yiiksekligi ile ka-
rekterize olan baglangic diabetik nefropati
donemindeki hastalarin fibronektin diizeyleri
ile birlikte takip edildigi ¢aligmaya literatiirde
rastlayamadik.

Sonug¢ olarak diabetik nefropatide serum
PF diizeylerinin idrar NAG aktivitesinden daha
once yiikselmesi bu hastaligin erken tanisinda
PF diizeylerinin idrar NAG aktivitesi tayinin-
den daha Onemli bir marker olarak kul-
lanilabilecegini diisiindiirmektedir. PF diizey-
lerinin diabetik nefropatinin erken tanisinda
bir marker olarak kullanilabilmesi igin ileri
caligmalara gerek vardir.
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