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Ozet

Bu calisma; deneysel Diabetes Mellitus (DM) olusturulan farelerin bébrek dokusundaki katalaz enzimi (CAT) gen ekspresyonu
dizeyinin, bu enzimin dokudaki lokalizasyonunun ve diabetli hayvanlarin bébrek dokusunda olusan histolojik degisikliklerin
belirlenmesi amaciyla yapildi. Calismada kullanilan 36 adet Swiss albino fare, deneme (n=15), sham (n=15) ve kontrol (n=6)
gruplarina ayrildi. Deneme grubuna, 100 mg/kg dozda Streptozotosin (STZ) intraperitoneal (iP) yolla uygulandi. Deneme
grubunda kan glikoz diizeyi 200 mg/dI'nin Uzerinde olan fareler diabetik kabul edilerek calismaya alindi. CAT mRNA ekspresyon
dizeyi Reverse Transkripsiyon-Polimeraz Zincir Reaksiyonuyla (RT-PCR), bu enzimin bébrek dokusundaki lokalizasyonu ise
immunohistokimyasal yontemle belirlendi. CAT gen ekpresyonu ve enzimatik aktivitesinin deneme grubunda sham ve kontrol
gruplarina gére daha disik oldugu tespit edildi (P<0.05). Deneme grubu disindaki gruplarin bdbrek korteksinde gu¢lii CAT
immunohistokimyasal reaktivitesi tespit edildi. Diabetik bébreklerin tubulus proksimalislerinde glikgjen dizeyinin azaldidi ve
ozellikle tubulus distalislerde hidropik dejenerasyon dikkati ¢ekti. Bu calismanin sonuglari, seker hastalidi ile antioksidanlar
arasindaki iliskinin daha iyi anlasilmasi i¢in yapilacak olan ileri diizeyde tekniklerin kullanildigi calismalara 1sik tutabilir.

Anahtar sozciikler: Diabetes mellitus, Katalaz, RT-PCR, Immunohistokimya, Bébrek

The Gene Expression Profile by RT-PCR and Immunohistochemical
Expression Pattern of Catalase in the Kidney Tissue of Both
Healthy and Diabetic Mice

Summary

The aim of this study was to determine the gene expression pattern of catalase by RT-PCR technique, its tissue localization
by immunohistochemistry method and the histological changes of DM kidney by routine histological techniques. In this study,
36 swiss albino mice were used and the animals were allocated into 3 groups as experimental (n=15), sham (n=15) and control
(n=6) were used. STZ (100 mg/kg) was applied intraperitoneally (IP) to experimental group. Mice in which blood glucose level
were above 200 mg/dl were included into DM group and considered as experimental group for the present study. Catalase
gene expression level was determined by means of RT-PCR. Tissue localization of catalase enzyme was analysed by
immunohistochemical method. Gene expression and enzyme activity of catalase from experimental group were found to be
lower than those of the sham and control groups (P<0.05). Catalase staining was mainly observed in the renal cortex of all
groups, whereas its reaction was relatively weaker in DM group than that of the other groups. Glycogen level was decreased in
the proximal tubuls and hydropic degeneration was found especially in distal tubuls of the diabetic kidney. Result of the
present study might make a contribution to future studies in the field of DM aiming to establish a better understanding of the
relationship between antioxidants and DM.
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GIRiS

Gilnumuzde diinyada 250 milyon, tGlkemizde ise 5
milyon insanin diabet hastasi oldugu tahmin edilmek-
tedir. Gerek degisik etkenlerle kendiliginden olusan
gerekse deneysel olarak olusturulan DM hastaliginda goz,
bobrek, sinir ve arterlerde bircok bozukluk meydana gel-
mektedir 2. Pek ¢cok deneysel diabet olusturma yontemi
gelistirilmis olmakla birlikte bu ¢alismada, karbonhidrat
metabolizmasini etkileyerek glikojen sentezi ve glikoliziste
azalmaya, glikoneogeneziste ise artisa neden olan ve yan
etkileri distk diabetojenik bir kimyasal olan strepto-
zotosin (STZ) ile deneysel diabet olusturulmasi yontemi
tercih edilmistir **.

Streptomyces achromogenes’ten izole edilen STZ *7,
N-Asetil-B-D-glukozaminidaz enzimini inhibe ederek
pankreas B-hicrelerinin 6limine neden olmaktadir ®.
Pankreas B-hicrelerinin yikiminda lokal serbest radikal-
lerin de rol aldigi ileri sirGImUstiir >*°. Aerobik canhlarda,
serbest radikallerin olusumuyla birlikte antioksidan
savunma da gelismistir *. Bu nedenle, organizmada ser-
best radikallerin olusumu ile bunlarin ortadan kaldiril-
masl arasinda oksidatif denge bulunmaktadir. Oksidatif
denge bozuldugunda ise doku hasari meydana gel-
mektedir *2. Antioksidan sistemin gorevi, hlcrelerde
olusan zararli oksijen molekillerini etkisiz hale getir-
mektir ***, En yaygin olarak bilinen antioksidan enzim-
lerden olan katalaz (CAT) ilk defa Sumner ve Dounce *
tarafindan 1937 yilinda sigir karacigerinden izole edil-
mistir. Bu enzim, yaygin olarak o6karyotlar, bitkiler ve
mikroorganizmalarda bulunmaktadir **. Degisik canli
familyalarindan 74 turin CAT geni karsilastirildiginda
insan, sigir, fare ve ratlara ait CAT'In hem baz dizilimi
hem de amino asit dizilimi bakimindan diger 70 tire
nazaran birbirine daha yakin oldugu bildirilmistir .
Dokulardaki CAT enzimi aktivitesi blyuk degisiklikler
gostermektedir. Karaciger ve bdbrek dokularinda akti-
vitesi yuksek olan enzimin bag dokusundaki aktivitesi
oldukga dustktir *.

Literatlrde deneysel diabette, bobrek dokusunda
CAT enzimi ile ilgili calismalar bulunmakla birlikte deney-
sel diabette bobrek dokusunda CAT enziminin immuno-
histokimyasal lokalizasyonu ile ilgili bir ¢calismaya rast-
lanilmamistir. Ayrica, ayni dokuda CAT geni ekspresyonu,
CAT lokalizasyonu ve CAT enzimi aktivitesi ve histolojik
degisikliklerin hepsini iceren bir ¢alismaya da rastla-
nilamamistir. Bu nedenle ¢alismamizda; STZ ile deneysel
diabet olusturulan farelerin bobrek dokusunda RT-PCR
yontemiyle CAT gen ekspresyonunun, immunohisto-
kimyasal yontemle CAT enzimi lokalizasyonunun, doku-
daki histolojik degisikliklerin ve CAT enzim aktivitesinin
belirlenmesi amaclanmistir.

MATERYAL ve METOT

Deneysel uygulamalar, Kafkas Universitesi Veteteriner
Fakiltesi Deney Hayvanlari Etik Kurulu’ndan onay alina-
rak gerceklestirildi (Karar no: 04.04.2007/12).

Deney Hayvanlari: Calismada kullanilan deney hay-
vanlari, Celal Bayar Universitesi Tip Fakiiltesi, Histoloji ve
Embriyoloji Anabilim Dali’'ndan temin edildi. Ortalama 8-
12 haftalik 36 adet yeni nesil disi Swiss albino fare,
adaptasyon amaciyla 1 hafta boyunca standart fare yemi
ile beslendi ve su alimi serbest birakildi. Daha sonra
deneme (n=15), sham (n=15) ve kontrol (n=6) olmak
Uzere 3 gruba ayrildi. Deney hayvanlari, standart fare
kafeslerinde, 12 saat 1sik ve 12 saat karanlik, yaklasik
22+2°C sicaklik ve ortalama %5015 nispi nem orani olan
standart bir ortamda tutuldu. Deneme grubuna, Na-
sitrat tamponunda ¢ozdirilen STZ (Sigma, St Louis, MO,
USA) 100 mg/kg dozunda IP yolla, sham grubuna Na-
sitrat tamponu IP olarak uygulandi. Kontrol grubuna ise
herhangi bir uygulama yapilmadi. Deneysel uygulamanin
baslangiciyla, 3, 7, 15, 21 ve 30. glinlerinde sabah saatle-
rinde, 8 saatlik aglik sonrasi fareler hareket edemeye-
cekleri ve darasi alinmis bir kap icerisine konularak has-
sas dijital terazide canli agirhk olgimleri yapildiktan
sonra goziin retroorbital sinlslerinden kan alindi. Dijital
Accu-Chek-Go (Roche, Switzerland) el glukometresi ile
farelerin kan glikoz diizeyleri 6l¢lldi. Calismanin 3. gi-
ninde kan glikoz degerleri 200 mg/dl'den yuksek olan *
fareler deneme grubuna dahil edildi.

Dokularin Alinmasi: Farelerden galismanin 3, 15 ve
30. glinlerinde sabah saatlerinde, aclk sonrasi kan glikoz
degerleri ve canl agirliklari 6l¢tildiikten sonra eter anes-
tezisi altinda servikal dislokasyon ile 6tenazi edilerek bob-
rek dokusu alindi. Alinan bébrekler sol ve sag olarak has-
sas terazide tartildi. Bobrek agirhgi, canh agirlik ile nor-
malize edildikten [(bobrek agirligi/canh agirlik)*1000] *
sonra istatistiksel analizlerde kullanildi. Sag bobrekler,
histolojik ve immunohistokimyasal incelemelerde kulla-
nilmak Uzere Bouin sollisyonunda tespit edildi. Sol béb-
rek dokulari ise genetik ve biyokimyasal analizlerde kul-
lanildi. Gen ekspresyonu analizlerinde kullanilacak bob-
rek dokusu, TRI-Reagent (Sigma, St Louis, MO, USA) ici-
ne alinarak homojenize edildikten sonra +4°C’de tutuldu.
Biyokimyasal analizlerde kullanilacak olan bébrek doku-
lari, serum fizyolojik ile yikandiktan sonra analizin yapila-
cagi gline kadar -20°C’de muhafaza edildi.

RT-PCR: Total RNA, Chomczynski ve Sacchi * tarafin-
dan tanimlanan, guanidin isothiocyanate/phenol-kloform
metodunun modifikasyonu sonucu olusan TRI-Reagent
(Sigma, St Louis, MO, USA) kullanilarak elde edildi. Bir
mikrolitredeki RNA miktari 260 nm dalga boyunda



spektrofotometreyle olcildi. RNA biitinlGgu ise %1'lik
agaroz jelde gozlemlendi. Toplam mRNA’lar Oligo dT
primerleri (Promega Co Madison WI, USA) kullanilarak
izole edildi. Bu primerin calistigl en ideal sicaklik 70°C’dir.
Elde edilen mRNA’lardan cDNA sentezi asagidaki sekilde
gerceklestirildi: Once, Moloney Murine Leukemia Virus
Reverse Transcriptase (MMLV RT) enzimini ihtiva eden
master karisim hazirlandi. Bu karisimin her 25 pl’sinde 8
pul MMLV enzim buffer, 8 ul dNTP (Promega Co Madison
WI, USA), 1 pl rRNA sin (Promega Co Madison WI, USA),
1.6 ul MMLV-RT enzimi (Promega Co Madison WI, USA),
6.4 pl NF su bulunmaktadir. mRNA iceren ependorf tiip-
lerin her birine laminar flow hood icerisinde 25 pul MMLV
RT master karisimi eklendi ve karisim 37°C’de 1 saat,
95°C’de 5 dak. ve 4°C’de 5 dak. tutuldu. Kontrol i¢in kulla-
nilan B-aktin geni forward primer dizilimi, 5° TCA TGA
AGT GTG ACG TTG ACA TCC GT’ 3 ve reverse primer dizi-
limi, 5’CCT AGA AGC ATT TGC GGT GCA CGA TG’ 3'tlr %,
CAT icin forward primer dizilimi, 5° GCA GAT ACC TGT
GAA CTG TC’ 3 ve reverse primer dizilimi, 5’GTA GAA
TGT CCG CAC CTG AG’3’turr . Primerler ve taq karisimi (5
ul tag buffer, 1 ul dNTP, 1 pl forward primer, 1 ul revers
primer, 1 pl tag enzimi (Promega Co. Madison WI, USA),
41 pl NF su) hazirlandiktan sonra 2 pl’lik cDNA iceren
tuplere 50 ul taq karisimi eklendi ve DNA ¢ogaltma isle-
mi icin son karisim 94°C’de 1 dak., 50°C’de 1 dak., 72°C’de
1.5 dak. sicaklik ve verilen siirelerde 30 siklus tamamla-
nana kadar bekletildi ve 72°C’de 10 dak. tutulduktan
sonra 4°C’de birakildi. Agaroz jel (%1.5’luk) hazirlanarak
jel elektroforezde (1 saat 15 dak., 100 V) RT-PCR son
Urlnleri incelendi. Elde edilen jel Grini kapali UV orta-
minda fotograflari ¢ekilerek degerlendirme ve istatistik
icin bilgisayara kaydedildi. Jeldeki bantlarin dansito-
metrik 6lciimleri Kodak ID programi kullanilarak gercek-
lestirildi.

Histolojik inceleme ve immunohistokimya: Doku
ornekleri alindiktan sonra bekletilmeden Bouin solus-
yonunda tespit edildi. Tespit edilen doku 6rnekleri dere-
celi alkoller, metil benzoat ve benzollerden gegirilerek
parafine bloklandi. Parafin bloklardan 6 pm kalinliginda
seri kesitler alindi. Alinan kesitlere Hematoksilen Eosin
(HE) ve Periyodik Asit Shiff (PAS) boyamalari uygulandi %.

827
BINGOL, KOCAMIS

CAT'In bobrek dokusundaki lokalizasyonunu incelemek igin
kesitler oda sicakliginda 1 saat siireyle 1:3 000 oraninda
dilue edilmis anti-CAT (Abcam, Cambridge MA, USA) ile
inkibe edildi. Fosfat buffer salinde (PBS) yikandiktan
(3x5 dak.) sonra indirekt yontemlerden biri olan Avidin-
Biotin-Peroksidaz Kompleks (ABC) teknigi ** uygulandi. Zit
boyama icin hematoksilen kullanildi. Hazirlanan prepa-
ratlar arastirma mikroskobunda (BX-051 Olympus) ince-
lenerek fotograflari gekildi. Hiicrelerdeki CAT immuno-
reaktivitesi, boyanma siddetine gore, birbiriyle muka-
yese edilerek belirlendi (¢cok yogun: +3, orta derecede
yogun: +2, az yogun: +1 ve reaksiyon yok: 0). CAT immuno-
reaktivitesinin spesifik olup olmadigini tespit etmek ama-
ciyla, primer antikor ilave edilmeksizin (negatif kontrol)
PBS’de tutulan kesitlere diger islemler aynen uygulandi.

Katalaz Enzimi Aktivitesi: Bobrek dokusundaki CAT
aktivitesi 6lcimi, Aebi ¥ metodu ile yapildi. Bu metodun
Olglim prensibi, doku homojenatinda bulunan CAT enzi-
minin disaridan eklenen H202"yi par¢alamasi ile 240 nm’de
H202’nin absorbansinin zamana bagli olarak azalmasinin
belli araliklarla &lgiilmesi esasina dayanir. Olgiimler 15
sn’lik araliklarla 90 sn boyunca yapildi. istatistik hesapla-
masl i¢in absorbans azalmasinin en fazla oldugu aralik-
taki degerler kullanildi.

istatistiksel Analizler: istatistik analizler icin SPSS
12.0 programi kullanildi %. Olasi farkhliklar, student’s t-
test ve ANOVA testleri kullanilarak tespit edildi. istatistik
analizler sirasinda giiven araligi 0.05 olarak belirlendi.

BULGULAR

Canli Agirlik Bulgulari: Deneme grubu icinde giinlere
gore istatistiksel olarak canh agirlik bakimindan karsilas-
tirma yapildiginda, her ginin bir dnceki 6érnekleme
glinlne gore olmasa da birkag giin dncesine gore agirlik
kaybettigi tespit edildi (P<0.05), (Tablo 1). Sham ve
kontrol gruplarinda, grup icinde glinlere gore canli agirhk
bakimindan istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmadi.

Bébrek Agirhgi Bulgulari: Deneme grubu bobrek
agirhiginin, sham ve kontrol gruplari bobrek agirhklarin-

Tablo 1. Deneme grubu icinde glinlere gére canli agirlik karsilastirmast

Table 1. The comparison of body weight changes in the experimental group through the study

Giin n Canhi Agirlik (gr) SD F Anlaml Fark

0. gin 15 41.02 4.536 7.gun, 15. gun, 21. glin, 30. giin
3. giin 15 38.63 4.644 15. giin, 21. gun, 30. glin
7.gun 10 33.85 3.733 15.350 * 0. gun

15. giin 10 30.10 3.648 ’ 0. gun, 3. giin

21.glin 5 28.98 3.643 0. gun, 3. gin

30. glin 5 29.18 3.583 0. gun, 3. gin

* P < 0.05. (SD= Standart sapma, F= F degeri)
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dan istatistiksel olarak 15 ve 30. giinlerde daha fazla
oldugu gozlemlendi (P<0.05), (Sekil 1). Sham ve kontrol
gruplarinin istatistiksel olarak ortalama bobrek agirhg
bakimindan benzer diizeyde oldugu tespit edildi. Dene-
me grubu iginde ginlere gore bobrek agirligi/canli agirlik
oraninda 15 ve 30. glinlerde, 3. giline gore belirgin bir
artis gosterdigi tespit edildi (P<0.05), (Sekil 2).

Histolojik Bulgular: Yapilan mikroskobik incelemeler
sonucu kontrol ve sham grubundaki fare bobreklerinin
normal histolojik yapiya sahip olduklari gézlendi. Bu-
nunla birlikte; denemenin 3. gliniinde, deneme grubun-

daki hayvanlarin proksimal tubuluslarinin bazilarinin api-
kal kisminda glikojen birikiminde azalma, glomerulus-
larda lobulasyon ve Bowman boslugunda dilatasyon
dikkati ¢ekti. Bowman kapsuliiniin paryetal yapragi
epitelinde hafif kalinlasma ve dejenerasyon goruldi
(Sekil 3A). Deneme grubunun 15. giinlinde Bowman
boslukluklarinda dilatasyon gibi degisikliklere de rast-
landig gibi bazi glomeruluslarin Bowman kapsilinin
paryetal yapraklarina yapisarak Bowman boslugunun
ortadan kalkmasina neden oldugu goérilda (Sekil 3B).
Deneme grubunun 30. gliniinde alinan dokulardaki lez-
yonlar oldukga sinirl olmakla birlikte bazi tubulus epitel

15aj + sol babrek agurifiicanl
afirhik 1000 (gr

[5ag + sol bebrek agirhfiicanl
adirhk]* 1000 (gr]

Sekil 1. Gruplar arasinda 15. ve 30 giin
icin bobrek agirliklarinin karsilastiriimasi
(*P<0.05)

Fig 1. The comparison of kidney weight
changes between groups for 15" and 30"

days (*P<0.05)

(Sag + sol bobrek afidigi/canh
agirik)*1000 (gr)

‘

‘

3. gin 15. giin
Giinler

Sekil 2. Deneme grubunda bdbrek agirliginin giinlere goére
karsilastirilmasi (*P<0.05)

Fig 2. The comparison of kidney weight acording to days in the
experimental group (*P<0.05)

hicrelerinde (proksimal, distal ve toplayici) ¢ekirdek dis
hatlarinda dizensizlesme, fazla ve biiylik boyuttaki
cekirdekgikler gibi dejeneratif degisikliklerin deneme
grubunun 15. glinline gore daha belirgin oldugu gorildi
(Sekil 4A). Ayrica, glomerular yumaklarin Bowman kap-
stlline yapismasi sonucu Bowman boslugunun obliteras-
yonu gozlendi (Sekil 4A, 4B). Yine, distal tubul epiteli
hiicrelerinde belirgin, diger bobrek tubul epiteli hiicrele-
rinin bazilarinda hafif bir hidropik dejenerasyon goézlem-
lendi (Sekil 4B).

immunohistokimyasal Bulgular: Yapilan mikroskobik
incelemede deneme, sham ve kontrol gruplarinda spe-

Sekil 3.A. Deneme grubundan bir hayvanin 3. giinde
bobrek kesiti. Bobrek i¢ korteksindeki bazi proksimal
tubuluslarda glikojen birikmesi (kisa ok). Bowman
kapsilinin paryetal yapraginin epitel hiicrelerinde
hafif kalinlasma ve dejenerasyon (uzun ok).
Glomerular yumakta lobulasyon (ok basi). PAS
(Bar=100 pum)

Fig 3.A. A renal section of an experimental animal at
3rd day. Glycogen accumulation in the some proximal
tubules of inner cortex (short arrow) is seen.
Thickening and degeneration in the parietal layer of
Bowman's capsule (long arrow). Lobulation of the
glomerular tuft (arrowhead). PAS (Bar=100 pm)



sifik CAT immunohistokimyasal reaksiyonu gorildu.
Deneme grubu disindaki gruplarin bobrek korteksinde
glclii CAT immunohistokimyasal reaktivitesi tespit edildi.
Tum gruplarin bobrek medullasinda ise CAT immuno-

Sekil 4.A. Deneme grubundan bir hayvanin 30.
giinde bobrek kesiti. Glomerular yumaklarin Bowman
kapsiline yapismasi sonucu ortaya ¢ikan Bowman
boslugu obliterasyonu (oklar). Cok sayida ve iri
cekirdekgikler (kisa oklar). Cekirdek sinirlarinda
dizensizlesme (ok baslar). HE (Bar=50 pum)

Fig 4.A. A renal section of an experimental animal at
30th day. Obliteration of Bowman’s space was
observed as a result of the glomerular tufts sticking
to Bowman's capsule (arrows). Numerous and large
diameter nucleoluses (short arrow). Irregularity of the
outer frame of nuclei (arrowheads). Experimental day
30™ HE (Bar=50 um)
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reaktivitesinin olduk¢a zayif (+1) oldugu tespit edildi
(Sekil 5A). Tim gruplarin korteksteki CAT immunoreak-
tivitesinde, bdlgelere gore farkhliklar gozlendi. Her Ug
grupta da, korteksin i¢ kismindaki immunoreaktivitenin

Sekil 3.B. Deneme grubundan bir hayvanin 15.
glnde bobrek kesiti. Glomerular yumagin birkag
noktada kalinlasan Bowman kapsduline yapistigi ve
Bowman boslugunun ortadan kalktigi gortlmektedir
(ok). HE (Bar=50 pum)

Fig 3.B. A renal section of an experimental animal at
15th day. The glomerular tuft that sticked to the
Bowman's capsule slightly tickened in several points,
led to the disappearance of Bowman's space
(Arrow). HE (Bar=50 um)

Sekil 4.B. Deneme grubundan bir hayvanin 30.
glnde bobrek kesiti. Glomerulus, Bowman
boslugunu (ok) tamamen doldurmus durumda.
Distal tubulus epitel hicrelerinde hidropik
dejenerasyon (ok baslar). PAS (Bar=50 um)

Fig 4.B. A renal section of an experimental animal at
30th day. Glomerulus filling Bowman's space
completely (arrow). Hydropic degeneration in
epithelial cells of distal tubules (arrowheads). PAS
(Bar=50 pm)
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Sekil 5.B. Deneme grubundan bir hayvanin 30. giinde
bobrek kesiti. Korteksin i¢ ve dis kismindaki CAT
immunoreaktivitesi arasinda belirgin fark gorilmektedir.
CAT immunoreaktivitesi (Bar=200 pum)

Fig 5.B. A renal section of an experimental animal at
30th day. The difference in catalase immuno-reactivity
between the inner and the outer cortex is seen. CAT
immunoreactivity (Bar=200 pm)

dis kismina nazaran daha yogun oldugu tespit edildi
(Sekil 5B). Sham, kontrol ve deneme gruplarinin tubulus
proksimalislerinde yogun immunoreaktivite (+3) tespit
edilmesine karsin (Sekil 6A, 6C), her Ug gruba ait bébrek
dokusunun glomeruluslarinda (Sekil 6A), damar endo-
telinde (Sekil 6B) ve tubulus distalislerinde (Sekil 6C) ise
CAT immunoreaktivitesine (0) rastlanmadi.

RT-PCR Bulgulari: RT-PCR sonuglarina gore gruplar
arasinda, kontrol geni olarak kullanilan B-aktin mRNA
ekspresyonunda beklenildigi gibi istatistiksel olarak
anlamli bir fark bulunmazken (Sekil 7A), CAT mRNA
ekspresyonunda anlamli bir fark gézlemlendi (Tablo 2).
Buna gore, deneme grubu CAT geni ekpresyonu diize-
yinin sham grubu CAT geni ekspresyon diizeyinden dusiik
oldugu gozlendi (Sekil 7B),(Tablo 2).

Biyokimyasal Bulgulari: Deneme grubunun, bdbrek
dokusundaki CAT enzimi aktivitesinin sham ve kontrol
grubuna gore dustk oldugu tespit edildi (Tablo 3).

Sekil 5.A. Sham grubundan bir hayvanin 30. glinde
bobrek kesiti. Medulla (I) ve kortekste (II) CAT
immunoreaktivitesi. Kortekste CAT immuno-
reaktivitesi oldukca belirgin olmasina ragmen
medullada oldukga zayiftir. CAT immunoreaktivitesi
(Bar=200 pm)

Fig 5.A. A renal section of a sham animal at 30th
day. CAT immunoreactivity in the medulla (I) and
cortex (II). Although strong catalase immuno-
reactivity is clearly seen in the cortex, the reactivity
weak in the medulla. CAT immunoreactivity.
(Bar=200 pm)

Tablo 2. Gruplar arasinda CAT geni ekspresyonu karstlastirmast
(CAT Normalized= CAT mRNA (arbitrary units)/B-aktin mRNA
(arbitrary units))

Table 2. Comparison of CAT gene expression between groups
(CAT Normalized=CAT mRNA (arbitrary units)/ -actin mRNA
(arbitrary units)

Grup n CAT Normalized SD F
Deneme 9 0.270 0.056 N
Sham 9 0.667 0.253 21210
* P<0.05

Tablo 3. Gruplar arasinda CAT aktivitesi karsilastirmast
Table 3. Comparison of CAT activity between groups

Grup n CAT U(mg SD F Anlamh Fark
Protein

Deneme 15 0.013 0.0040 Sham, Kontrol

Sham 15 0.022 0.0049 14.20 * Deneme

Kontrol 6 0.020 0.0049 Deneme

* P<0.05




Sekil 6.B. Sham grubundan bir hayvanin 15. giinde
bobrek kesiti. Damar endotelinde (oklar) immuno-
reaktivite gortilmemektedir. CAT immunoreaktivitesi.
(Bar=20 um)

Fig 6.B. A renal section of a sham animal at 15th day.
Immunoreactivity is not seen in the vascular endothel
(arrows) of all groups. CAT immuno-reactivity.
(Bar=20 um)
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Sekil 6.A. Sham grubundan bir hayvanin 15. giinde
bobrek kesiti. Glomeruluslarda (ok) immuno-
reaktivite gozlenmemesine karsin tubulus
proksimalislerde (ok baslar) immunoreaktivite
gorilmektedir. CAT immunoreaktivitesi (Bar=50 pm)

Fig 6.A. A renal section of a sham animal at 15th
day. Immunoreactivity is not seen in the glomeruli
(arrow), the reactivity is seen in proximal tubuli
(arrowheads). CAT immunoreactivity (Bar=50 pm)

Sekil 6.C. Sham grubundan bir hayvanin 3. giinde
bobrek kesiti. Tubulus distalis epitelyum htc-
relerinde CAT immunoreaktivitesi goériilmemektedir
(oklar: tubulus distalis, ok baslari: tubulus
proksimalis). CAT immunoreaktivitesi (Bar=20 pm)

Fig 6.C. A renal section of a sham animal at 3rd day.
Catalase immunoreactivity is not seen in the distal
tubuli (arrows: distal tubule, arrowheads: proximal
tubule). CAT immunoreactivity (Bar=20 pm)
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30 Gun

Sekil 7.B. CAT geni RT-PCR sonucu. Ust sira deneme
grubuna, alt sira sham grubuna aittir (P=Pozitif kontrol,
N=Negatif kontrol, L= 100 baz cifti (b¢) DNA ladder)

Fig 7.B. Result of RT-PCR of catalase gene. Upper line
series belong to the experimental group, bottom line
series belong to the sham group (P=Positive control,
N=Negative control, L= 100 bp DNA ladder)

TARTISMA ve SONUC

Bu calismada streptozotosin ile diabet olusturulan
farelerde; canli agirlik ve bobrek agirligindaki degisik-
likler, bobrek dokusunda RT-PCR ile CAT gen ekspres-
yonu, histopatolojik olarak yapisal degisiklikler, immuno-
histokimyasal olarak CAT enziminin lokalizasyonu ve
dagilimi, spektrofotometrik olarak da CAT enzimi akti-
vitesi incelendi.

Gogmen ve ark.”, 20 ve 30 giinlik diabetik farelerde
canli agirhk kaybini rapor etmistir. Wada ve ark.* ise 24
hafta sonunda diabetik farelerin canh agirliginda kontrol
grubu farelere gore belirgin bir sekilde disiis oldugunu
bildirmistir. Hayashi ve ark.*, ratlarda diabet olustur-
duklari bir ¢calismada; 4 haftalik deney sirecinde canli
agirhk bakimindan diabetik grup ile kontrol grubu ara-
sinda benzerlik oldugunu bildirmistir. Fujita ve ark.®,
deneysel diabet olusturduklari farelerde kontrol grubuna
gore canli agirhklarinin azaldigini bildirmistir. Imaeda ve
ark., farelerde yaptiklari calismada STZ'nin diabetik grup-

Sekil 7.A. B-aktin geni RT-PCR sonucu. Ust sira deneme
grubuna, alt sira sham grubuna aittir (P=Pozitif kontrol,
N=Negatif kontrol, L= 100 baz cifti (b¢) DNA ladder)

Fig 7.A. The result of RT-PCR of B-actin gene. Upper line
series belong to the experimental group, bottom line
series belong to the sham group (P=Positive control,
N=Negative control, L= 100 bp DNA ladder)

3. Gin

15. Gin 30. Gin

ta canlh agirhk kaybina yol agtigini ve bu kaybi ilk olarak
calismanin 7. gininde tespit ettiklerini bildirmistir. Calis-
mamizda da diabetik grupta 7. glindeki canh agirlk de-
gerlerinin grup iginde glinlere gore istatistiksel olarak sa-
dece 0. glinden disik olmasi ve 3, 15, 21 ve 30. glinlere
benzer olmasi, canhl agirlik kaybinin 7. giinde belirgin-
lestigini gbstermesi bakimindan anlamlidir. Canh agirhk
kaybinin, Andallu ve Varadacharyulu’nun * belirttigi gibi,
asiri yemeyle seyreden diabetik grupta dokulardaki asiri
protein yikimindan kaynaklandigi diisiinilmektedir.

Sechi ve ark.”, deneysel diabet olusturduklari fare-
lerde (bobrek agirligi/canh agirlik)x1000 degerinin 16
glnlik deney siirecinde diabetik grupta kontrol grubuna
gore artis gosterdigini tespit etmislerdir. Wada ve ark.*,
farelerde diabet olusturduktan 2 hafta sonra ve 24 hafta
sonra (bobrek agirligi/canl agirlik)x100 degerinin diabetik
grupta kontrol grubuna gore arttigini bildirmistir. Bu ¢alig-
mada, sham ile kontrol gruplarina gore diabetik grupta
boébrek agirhiginda artis oldugu saptandi. Bu artisin,
diabetin bobreklerde olusturdugu hipertrofiden kaynak-



landigi dusiinilmektedir.

Johkura ve ark.*, ratlarda bébrek tubulus epiteli
peroksizomlarinin ontojenik gelisimini incelemek igin
yaptiklari immunohistokimyasal ¢alismada, CAT primer
antikorunu kullandiklarini ve postnatal 28. glinde bobrek
ic korteksi ile dis korteks tubulus epitelinde immuno-
reaktif boyama gorildigini, medullada ise boyamaya
rastlanmadigini bildirmistir. Morikawa ve Harada * ise
sigir bobreginde CAT lokalizasyonunu spesifik fluoresan
boyamasi ile proksimal tubulus epitelyum hiicrelerinin
sitoplazmasinda tespit etmislerdir. Ayni ¢alismada; prok-
simal tubulus epitel hiicresi ¢ekirdeklerinde, distal tubu-
lus epitelyum hicrelerinde, glomeruluslarda ve bobrek
damarlari ile bag dokusunda immunoreaktif boyanmaya
rastlamadiklarini bildirmislerdir. Bu ¢alismada, immuno-
histokimyasal olarak proksimal tubulus epitel hiicrele-
rinin sitoplazmasinda spesifik boyanma gozlendi; fakat
proksimal tubulus epitel hicresi ¢ekirdekleriyle distal
tubulus epitel hiicrelerinde, glomeruluslarda ve bobrek
damarlarinda immunreaktif boyanmaya rastlanmadi.
Diabetik grubun bobreklerindeki CAT immunoreak-
tivitesindeki distsiin, CAT mRNA ekspresyonundaki
azalmaya bagli oldugu bu ¢alismanin RT-PCR sonucu ile
desteklenmektedir.

Diabette bobrek CAT aktivitesindeki degisiklikler tize-
rinde farkl bulgular rapor edilmistir. Aliciglizel ve ark.*,
diabetik gruptaki bébrek CAT aktivitesinin kontrol gru-
buna gore ylksek seyrettigini bildirmislerdir. Bazi ¢alis-
malarda, STZ ile olusturulan deneysel diabette, bdb-
rekteki CAT aktivitesinin diabetik grupta kontrol grubuna
gore daha duslk oldugu bildirilmistir **°. Bu calismada,
CAT enzim aktivitesinin diabetik grupta sham ve kontrol
gruplarina gore azaldig) tespit edildi. Diabetik gruba ait
bobreklerdeki CAT enzim aktivitesinin, CAT mRNA eks-
presyonu diizeyindeki azalmaya bagli olarak dusik di-
zeyde seyrettigi distinlilmektedir.

Diabette bobrek CAT mRNA dizeyi ile ilgili farkl
bulgular rapor edilmistir. Yapilan bazi deneysel diabet
calismalarinda, diabetik grupta kontrol grubuna gore
CAT mRNA diizeyinin disik oldugu bildirilmigtir %%,
Yapilan bazi deneysel diabet ¢alismalarinda da diabetik
grupta kontrol grubuna gore CAT mRNA diizeyinin yuk-
sek oldugu bildirilmistir *>*. Hayashi ve ark.*, ratlarda
deneysel diabet olusturduklari ¢alismada, 4 haftalik de-
ney sirecinde boébreklerde CAT mRNA expresyonu baki-
mindan diabetik grup ile kontrol grubu arasinda anlaml
bir fark olmadigini bildirmistir. Bu ¢alismada, gruplar
arasi karsilastirmada diabetik grupta sham grubuna gore
CAT geni ekspresyonunda azalma tespit edildi. Diabette
olusan komplikasyonlarin, CAT enzimini gen ekspresyonu
diizeyinde etkileyerek baskiladigi disiiniilmektedir.
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Oztiirk ve ark.”, deneysel diabet olusturulan sigan
bobreklerinde yaptiklari incelemede kontrol grubunda
normal histolojik goriiniime sahip bobrekler izlediklerini
fakat diabetik grupta glomeriil bazal membraninda kalin-
lasma, mezengial matrikste artis, bazi glomerdllerin
Bowman kapsili paryetal yapraklarinda ve nadiren de
tubulus bazal membraninda kalinlasma izlediklerini
bildirmistir. Vardi ve ark.” STZ ile deneysel diabet olus-
turduklari sicanlarin bébreklerinde yaptiklari incele-
mede, hem glomeriil hem de tubulus bazal membrani ve
epitelinde glikojen birikimi, sisme ve vakuolizasyon gibi
degisikliklerin olustugunu bildirmistir. Bu ¢alismada,
diabetik grupta tubulus epitel hiicrelerinde hiicre gekir-
degi ve hiicre boyutunda farkhliklara ilaveten fazla sayi-
da ve iri cekirdekgiklerin sekillenmesi gibi dejeneratif
degisiklikler gozlendi. Ayrica, proksimal tubuluslarin
apikal kisimlarinda glikojen birikiminin azaldigi ve gekir-
dek sinirlarinin diizensizlestigi de gorildi. Distal tubulus
epitel hicrelerinde hidropik dejenerasyon dikkati ¢ekti.
Kan glikoz diizeyinin yiksek seyretmesinin etkisi ile bob-
rek dokusundaki hiicrelerin yapi ve fonksiyonlarinda degi-
siklikler meydana geldigi distiinilmektedir.

Sonug olarak, DM’nin bobreklerde CAT enzimi gen
ekspresyonunda dolayisiyla doku aktivitesinde belirgin
bir sekilde azalmaya, ayrica bébreklerin histolojik yapi ve
fonksiyonlarinda degisikliklere neden oldugu soyle-
nebilir. Bu ¢alisma sonuglarinin, DM’nin gelisiminde anti-
oksidanlarin 6nemini daha da netlestirebilmek amaciyla,
daha ileri diizeydeki teknikler kullanilarak yapilacak
calismalara isik tutacagi sonucuna variimistir.

KAYNAKLAR

1. Handa H, Sakurama S, Nakagawa S, Yasukouchi T,
Sakamotu W, Izumi H: Glandular kallikrein, renin and angio-
tensin converting enzyme of diabetic and hypertensive rats.
Advan Exp Med Biol, 247, 443-448, 1989.

2. McLennan S, Yue DK, Fisher E, Capogreco C, Heffernan S,
Ross GR, Turtle JR: Deficiency of ascorbic acid in experimental
diabetes. Relationships with collagen and polyol pathway
abnormalities. Diabetes, 37 (3): 359-361, 1988.

3. Pilkis SJ, El-Maghrabi MR, Clauss TH: Hormonal regulation
of hepatic gluconeogenesis and glycolysis. Annu Rev Biochem,
57,755-783, 1988.

4. Sochor M, Kunjara S, Baquer NZ, Mclean P: Regulation of
glucose metabolism in livers and kidneys of nod mice. Diabetes,
40 (11): 1467-1471, 1991.

5. Herr RR, Jahnke HK, Argoudelis AD: The structure of
streptozotocin. / Am Chem Soc, 89 (18): 4808-4809, 1967.

6. Imaeda A, Kaneko T, Aoki T, Kondo Y, Nagase H: DNA

damage and the effect of antioxidants in streptozotocin-treated
mice. Food Chem Toxicol, 40, 979-987, 2002.

7. Szkudelski T: The mecahnism of alloxan and streptozotosin
action in B-cells of the rat pankreas. Physiol Res, 50, 536-546,
2001.



834
Saghkli ve Diabet Olusturulmusg Farelerin...

8. Kondrad R}, Mikolaenko 1, Tolar JF, Liu K, Kudlow JE: The
potential mechanism of the diabetogenic action of
streptozotosin: Inhibition of pancreatic beta cell O-GlcNAc-
selective N-acetyl-beta-D-glucosaminidase. Biochem J, 356,
31-41, 2001.

9. Corbett JA, Wang JL, Sweetland MA, Lancaster JR,
McDaniel ML: Interleukin-1B induces the formation of nitric
oxide by B-cells purified from rodent islets of Langerhans.
Evidence for the B-cell as a source and site of action of nitric
oxide. J Clin Invest, 90, 2384-2391, 1992.

10. Grankvist K, Marklund S, Sehlin J, Taljedal IB: Superoxide
dismutase, catalase and scavengers of hydroxyl radical protect
against the toxic action of alloxan on pancreatic islet cells in
vitro. Biochem J, 182, 17-25, 1979.

11. Yaziai C, Kose K: Melatonin: Karanligin antioksidan giict.
Erciyes Univ Sag Bil Derg, 13 (2): 56-65, 2004.

12. Serafini M, Del RD: Understanding the association between
dietary antioxidants, redox status and disease: Is the total
antioxidant capacity the right tool? Redox Rep, 9 (3): 145-152,
2004.

13. Cherubini A, Ruggiero C, Polidori MC, Mecocci P:
Potential markers of oxidative stress in stroke. Free Radic Biol
Med, 39, 841-852, 2005.

14. Memisogullari R, Taysi S, Bakan E, Capoglu I: Antioxidant
status and lipid peroxidation in type Il diabetes mellitus. Cell
Biochem Func, 21, 291-296, 2003.

15. Sumner JB, Dounce AL: Crystalline catalase. / Biol Chem,
121, 417-424, 1937.

16. Masters C, Holmes R: Peroxisome: New aspects of cell
physiology and biochemistry. Physiol Rew, 57, 866-882, 1977.

17. Klotz MG, Klassen GR, Loewen PC: Phylogenetic
relationships among prokaryotic and eukaryotic catalases. Mol
Biol Evol, 14 (9): 951-958, 1997.

18. Karabulut AB, Ozerol E, Temel i, Goziikara EM, Akyol O:
Yas ve sigara iciminin eritrosit katalaz aktivitesi ve bazi
hematolojik parametreler tizerine etkisi. inénii Univ Tip Fak
Derg, 9 (2): 85-88, 2002.

19. Kanitkar M, Bhonde R: Existence of islet regenerating factors
within the pancreas. Rev Diabet Stud, 1 (4): 185-192, 2004.

20. Sechi LA, Ceriello A, Griffin CA, Catena C, Amstad P,
Schambelan M, Bartoli E: Renal antioxidant enzyme mRNA
levels are increased in rats with experimental diabetes mellitus.
Diabetologia, 40, 23-29, 1997.

21. Chomczynski P, Sacchi N: Single-step method of RNA
isolation by acid guanidium thiocyanate-phenol-chloroform
extraction. Anal Biochem, 162, 156-159, 1987.

22. Kocamis H: Functional profiles of growth related genes
during embryogenesis and postnatal development of chicken
and mouse skeletal muscle. Doktora Tezi, Morgantown, West
Virginia, 2001.

23. Yamamura M, Uyemura K, Deans R}, Weinberg K, Rea TH,
Bloom BR, Modlin RL: Defining protective responses to
pathogens: Cytokine profiles in lepropsy lesions. Science, 254,
277-279, 1991.

24. Ferret PJ, Soum E, Negre O, Fradelizi D: Auto-protective
redox buffering systems in stimulated macrophages. BMC
Immunol, 3, 1-13, 2002.

25. Luna LG: Manual of Histologic Staining Methods of Armed
Forces Institute of Pathology. 3™ ed., pp. 222-226. Mc Graw-
Hill Book Comp, New York, 1968.

26. Hsu SM, Raine L, Fanger H: Use of Avidin-Biotin-
Peroxidase Complex (ABC) in immunoperoxidase techniques:
A comparison between ABC and unlabelled antibody (PAP)
procedures. J Histochem Cytochem, 29, 577-580, 1981.

27. Aebi H: Catalase in Vitro. Methods Enzymol, 105, 121-
126, 1984.

28. SPSS 12.0: Windows and Smart Viewer, 2003.

29. Gogmen C, Secilmis A, Kumcu EK, Ertug PU, Onder S,
Dikmen A, Baysal F: Effects of vitamin E and sodium selenate
on neurogenic and endothelial relaxion of corpus cavernosum in
the diabetic mouse. Eur / Pharmacol, 398, 93-98, 2000.

30. Wada J, Zhang H, Tsuchiyama Y, Hiragushi K, Hida K,
Shikata K, Kanwar YS, Makino H: Gene expression profile in
streptozotosin-induced diabetic mice kidneys undergoing
glomerulosclerosis. Kidney Int, 59, 1363-1373, 2001.

31. Hayashi K, Haneda H, Koya D, Maeda S, Isshiki K, Kikkawa
R: Enhancement of glomerular heme oxygenase-1 expression in
diabetic rats. Diabetes Res Clin Pract, 52, 85-96, 2001.

32. Fujita A, Sasaki H, Ogawa K, Matsuno S, Matsumoto E,
Furuta H, Nishi M, Nakao S, Tsuno T, Taniguchi H, Nanjo K:
Increased gene expression of antioxidant enzymes in KKAy
diabetic mice but not in STZ diabetic mice. Diabetes Res Clin
Pract, 69, 113-119, 2005.

33. Andallu B, Varadacharyulu NC: Antioxidant role of
mulberry (Morus indica L. cv. Anantha) leaves in streptozotocin-
diabetic rats. Clin Chim Acta, 338, 3-10, 2003.

34. Johkura K, Usuda N, Liang Y, Nakazawa A: Immuno-
histochemical localization of peroxisomal enzymes in
developing rat kidney tissues. J Histochem Cytochem, 46 (10):
1161-1173, 1998.

35. Morikawa S, Harada T: Immunohistochemical localization
of catalase in mammalian tissues. J Histochem Cytochem, 17,
30-35, 1969.

36. Aliciguzel Y, Ozen I, Aslan M, Karayalcin U: Activities of
xanthine oxidoreductase and antioxidant enzymes in different
tissues of diabetic rats. / Lab Clin Med, 142 (3): 172-177, 2003.

37. Wu YG, Lin H, Qi XM, Wu GZ, Qian H, Zhao M, Shen JJ,
Lin ST: Prevention of early renal injury by mycophenolate
mofetil and its mechanism in experimental diabetes. Int
Immunopharmacol, 6, 445-453, 2006.

38. Reddi AS, Bollineni JS: Selenium-deficient diet induces
renal oxidative stress and injury via TGF-B1 in normal and
diabetic rats. Kidney Int, 59, 1342-1353, 2001.

39. Limaye PV, Raghuram N, Sivakami S: Oxidative stres and
gene expression of antioxidant enzymes in the renal cortex of
streptozotocin-induced diabetic rats. Mol Cell Biochem, 243,
147-152, 2003.

40. Haan JB, Stefanovic N, Nicolic-Paterson D, Scurr LL, Croft
KD, Mori TA, Hertzog P, Kola I, Atkins RC, Tesch GH: Kidney
expression of glutathione peroxidase-1 is not protective against
streptozotosin-induced diabetic nephropathy. Am J Physiol
Renal Physiol, 289, 544-551, 2005.

41. Oztiirk F, Iraz Mustafa, Esrefoglu M, Kurus M, Giil M,
Otlu A: Deneysel diyabetin sican bobreklerinde meydana
getirdigi histolojik degisiklikler. inéni Univ Tip Fak Derg, 12
(1): 1-4, 2005.

42. Vardi N, Iraz M, Giil M, Oztiirk F, Ucar M, Otlu A:
Diyabetin bobreklerde neden oldugu histolojik degisiklikler
tzerine aminoguanidinin iyilestirici etkileri. T Klin J Med Sci,
26, 599-606, 2006.



	16 (5): 825-834, 2010
	RESEARCH ARTICLE 
	Sağlıklı ve Diabet Oluşturulmuş Fareleri
	Makale Kodu (Article Code): KVFD-2010-17
	Özet 
	The Gene Expression Profile by RT-PCR an
	Summary 
	GİRİŞ 
	MATERYAL ve METOT 
	BULGULAR 
	TARTIŞMA ve SONUÇ 
	KAYNAKLAR 


