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OZET

Amag: Hiicrenin canliligini koruyabilmesi ve hiicresel fonksiyonlarin devam ettirilmesinde iyon kanallar1 6nemli role sahiptir. Bu ¢aligmada deneysel
diyabet olusturulan siganlarin bobrek dokusundaki transient reseptor potansiyel vanniloid (TRPV1) ve transient reseptor potansiyel melastatin 2
(TRPM2) kanallarina losartanin etkilerinin incelenmesi amaglanmustir.

Gerec ve Yontem: Calismada, 24 adet 8-10 haftalik Wistar albino cinsi erkek siganlar kullanildi. Deney hayvanlari 4 esit gruba ayrildi. Kontrol
grubuna higbir uygulama yapilmadi. Tampon grubuna sadece fosfat-sitrat tamponu intraperitoneal (i.p) olarak enjekte edildi. Diyabet grubuna 50
mg/kg streptozotosin (STZ) fosfat-sitrat tamponunda ¢6zdiiriilerek i.p olarak uygulandi. Diyabet + losartan grubuna ise 50 mg/kg STZ i.p olarak
uygulanmasindan sonra diyabetin olusumunu takiben losartan 10 mg/kg/giin oral olarak verildi. Deney sonunda siganlar dekapite edildi ve bobrek
dokular1 ¢ikartildi. Rutin takip islemi ile dokular parafin bloklara gémiildii. Bloklardan alinan kesitlere TRPV1 ve TRPM2 immiinreaktivitesi i¢in
avidin-biotin-peroksidaz yontemi uygulandi.

Bulgular: TRPV1 immiinreaktivitesi kontrol ve tampon grubunda glomeriillerde +3 yayginliginda gozlendi. Kontrol gruplariyla karsilastirildiginda
diyabet grubunda TRPV1 immiinreaktivitesinde azalma izlendi ve +1 yaygmhgmda degerlendirildi. Diyabet grubu ile karsilastirildiginda losartan
grubunda TRPV1 immiinreaktivitesinde degisiklik gozlenmedi. TRPM2 immiinreaktivitesi ise kontrol ve tampon grubunda tiibiillerde +1 siddetinde
izlendi. Kontrol gruplariyla karsilastirildiginda diyabet grubunda TRPM2 immiinreaktivitesinde artis gozlendi ve +3 siddetinde degerlendirildi.
Diyabet grubu ile karsilastirildiginda losartan grubunda TRPM2 immiinreaktivitesinde azalma vardi.

Sonug: Deneysel diyabetin sigan bobrek dokusunda TRPV1 immiinreaktivitesini azalttigi, TRPM2 immiinreaktivitesini arttirdig1 goézlendi. Bu
sonuglar diyabetik nefropatinin patofizyolojik mekanizmasma TRPV1 ve TRPM2 kanallarinin katilabilecegini diisiindiirmektedir.

Anahtar Kelimeler: Diabetes mellitus, Bobrek, TRPV1, TRPM2, Losartan.
ABSTRACT
The Effects of Losartan on TRPV1 and TRPM2 Channels at Diabetic Rat Kidney Tissue

Objective: lon channels have important roles in maintaining cell viability and cellular functions. The aim of this study is to determine the effects of
losartan on TRPV1 and TRPM2 ion channels at experimental diabetes mellitus kidney tissues in rats.

Material and Method: We used 24 male 8-10 weeks old Wistar albino rats. Rats were divided into 4 groups. No application was made to control
group. To buffer group, only phosphate-citrate buffer was injected intraperitoneally. To diabetic group 50 mg/kg streptozocin (STZ) that was
dissolved in phosphate-citrate buffer was injected. In diabetes + losartan group, 50 mg/kg STZ was injected and losartan was given 10 mg/kg/day
orally after development of diabetes. Finally rats were decapitated and kidney tissues were removed. With routine procedures, tissues were embedded
in paraphine blockes. For TRPV1 ve TRPM2 immunreactivity ¢‘avidin-biotin-peroxidase’” method was applied.

Results: TRPV1 immunreactivity was at +3 diffusiveness in glomeruli at control and buffer group. In comparison with control group, TRPV1
immunreactivity was decreased at diabetic group as +1 diffusiveness. There was no alteration at TRPV1 immunreactivity between diabetic group and
losartan group. TRPM2 immunreactivity was observed +1 intensity in tubules at control and buffer group. In comparison with control group, TRPM2
immunreactivity was increased at diabetic group as +3 intensity. In comparison with diabetic group, TRPM2 immunreactivity was decreased at
losartan group.

Conclusion: We observed that diabetes decreases TRPV1 immunreactivity, increases TRPM2 immunreactivity at rat kidney tissue. These results
suggest that TRPV1 and TRPM2 channels can parcipate to pathophysiological mechanisms of diabetic nephropathy.

Key Words: Diabetes mellitus, Kidney, TRPV1, TRPM2, Losartan.

Diabetes Mellitus (DM) tiim iilkelerde en yaygin arasinda kadinlarda altinci, erkeklerde besinci siradadir
olarak goriilen kronik hastaliktir. Diinya genelinde (2). Hastalarin yaklagik %350’si  kardiyovaskiiler
goriilme sikligt hizli bir artig gostermektedir (1). hastaliklardan, %10-20’si bobrek yetmezliginden
Amerika Birlesik Devletleri’nde 6liim nedenleri Olmektedir (3).
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DM hem makrovaskiiler (kardiyovaskiiler) hem
de mikrovaskiiler (retinopati, nefropati ve noropati)
komplikasyonlar ile iligkilidir (4, 5). Diyabetik
nefropati DM un en dnemli komplikasyonlarindan biri
olup patogenezinden hemodinamik faktorler, metabolik
faktorler, oksidatif stres ve renal hipertrofi sorumlu
tutulmaktadir. Bobrek hiicreleri diyabetik nefropati
stirecinde mekanik yiiklenme, proteiniiri, hiperglisemi,
glikozillenmis  proteinler, sitokinler, hormonlar,
kemokinler ve adezyon molekiilleri gibi birgok
ekstraseliiler sinyaller alirlar (6).

DM’da  oksijen radikallerinin  ve lipid
peroksidasyonunun arttig1 ve oksidatif stresin diyabetin
etiyolojisinde ve ilerlemesinde 6nemli  oldugu
bilinmektedir (7).

Hiicre zarinda bulunan iyon kanallarindan biride
oksidatif stres ile aktiflesebilen transient reseptor
potansiyel melastatin 2 (TRPM2) kanallaridir (8). Bu
kanallar sodyum ve potasyuma gegirgen olmasinin yani
sira hiicreye kalsiyumun (Ca*?) girmesinde de énemli
bir role sahiptir (9). TRPV1 renal pelviste diisiik basing
baroreseptorii olarak islev gormekte ve mekano-
uyartya karsi renal afferent C liflerinden ndropeptid
salinimim diizenlemektedir (10). TRPV1’i aktive eden
ilaclarin ve/veya TRPV1 tarafindan aktive edilen
stireclerin bobrekleri iskemik hasardan korucuyu etki
gosterdigi bildirilmigtir (11).

Anjiotensin 1 (AT1) reseptdr blokdrii olarak
bilinen losartanin AT2 bagimli NADPH oksidaz
aktivasyonunu azaltarak antioksidan etki gosterdigi
bildirilmistir (12).

Bu calismada deneysel diyabetik sican bobrek
dokusunda TRPV1 ve TRPM2 immiinreaktivitesi
lizerine losartanin etkilerinin incelenmesi
amaglanmigtir

GEREC VE YONTEM

Calismamizda Firat Universitesi Deneysel Arastirmalar
Merkezi’nden (FUDAM) temin edilen 24 adet eriskin
erkek Wistar Albino cinsi sicanlar kullanildi. 21 °C oda
1sisinda 12 saat 151k (7:00-19:00) ve 12 saat karanlikta
(19:00-7:00) tutulan si¢anlar her giin altlar1 temizlenen
kafeslerde beslendi. Yemler; ¢elik kaplarda, su; cam
biberonlarda (normal ¢egme suyu) verildi. Tiim siganlar
ayni ortamda gdzetim altinda tutuldu ve ayni standart
sican yemi verilerek add-libitum su ve yiyecek alimlari
saglandi. 24 adet Wistar Albino cinsi erkek siganlar her
grupta 6 hayvan olacak sekilde 4 esit gruba ayrildi.

Kontrol grubu: Bu gruba deney siiresi olan 6 hafta
boyunca higbir uygulama yapilmadi.

Tampon grubu: Bu gruba sadece 0,1 M fosfat-
sitrat tamponu i.p olarak enjekte edildi.

Diyabet grubu: Bu gruba 50 mg/kg olacak sekilde
tek doz STZ 0,1 M fosfat-sitrat tamponunda (pH: 4,5)
¢ozdiiriilerek i.p olarak uygulandi. Ag¢lik kan glukoz
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diizeyi 250 mg/dl’yi gegen siganlar diyabetik olarak
kabul edildi.

Diyabet + losartan grubu: Bu gruba 50 mg/kg
olacak sekilde tek doz STZ 0,1 M fosfat-sitrat
tamponunda (pH: 4,5) c¢ozdiirilerek i.p olarak
uygulanmasindan sonra diyabetin olusumunu takiben
deney siiresi olan 6 hafta boyunca losartan 10
mg/kg/giin oral olarak uygulandi.

Tiim gruplardaki siganlar 6 haftalik deney
sonunda ketamin (75mg/kg) + xylazine (10mg/kg) i.p
uygulanarak anestezi altinda dekapite edildiler.
Dekapitasyonun ardindan siganlarin bobrek dokular
hizla ¢ikarildi. Bobrek dokulart % 10°luk formaldehit
soliisyonunda tespit edildi. Dokular daha sonra rutin
histolojik takip serilerinden gegirilip parafin bloklara
gomiildii.

Parafin bloklardan 4-6 pm kalinliginda alinan
kesitler polilizinli lamlara alindi. Deparafinize edilen
dokular dereceli alkol serilerinden gegcirilip antigen
retrieval icin sitrat tampon soliisyonunda pH:6’da
mikrodalga firinda (750W) 7+5 dakika kaynatildi.
Kaynatma sonrasi oda isisinda yaklasik 20 dakika
sogutmak i¢in bekletilen dokular PBS (Phosphate
Buffered Saline, P4417, Sigma-Aldrich, USA) ile 3x5
dakika yikandiktan sonra endojen peroksidaz
aktivitesini Onlemek i¢in hidrojen peroksid blok
solusyonu ile 5 dakika inkiibe edildi (Hydrogen
Peroxide Block , TA-125-HP, Lab Vision Corporation,
USA). PBS ile 3x5 dakika yikanan dokulara zemin
boyasini engellemek i¢in 5 dakika Ultra V Block (TA-
125-UB, Lab Vision Corporation, USA) soliisyonu
uygulandiktan sonra 1/200 oraninda dilue edilen primer
antikorlar  (Rabbit  Anti-TRPV1/VR1 Polyclonal
Antibody, Bs-1931R, Bioss, Inc. USA, Rabbit Anti-
TRPM2 Polyclonal Antibody, Bs-2888R, Bioss, Inc.
USA) ile 60 dakika nemli ortamda oda 1sisinda inkiibe
edildi. Dokular, primer antikor uygulanmasindan sonra
PBS ile 3x5 dakika yikanip sekonder antikor
(biotinylated Goat Anti-Poliyvalent (anti-mouse /
rabbit 1gG), TP-125-BN, Lab Vision Corporation,
USA) ile 30 dakika nemli ortamda oda 1sisinda inkiibe
edildi. Dokular, sekonder antikor uygulanmasindan
sonra PBS ile 3x5 dakika yikamip Streptavidin
Peroxidase (TS-125-HR, Lab Vision Corporation,
USA) ile 30 dakika nemli ortamda oda 1sisinda inkiibe
edildikten sonra PBS igerisine alindi. Dokulara 3-
amino-9-ethylcarbazole (AEC) Substrate + AEC
Chromogen (AEC Substrate, TA-015 ve HAS, AEC
Chromogen, TA-002-HAC, Lab Vision Corporation,
USA) solusyonu damlatilip 151tk mikroskobunda
goriintii sinyali alindiktan sonra es zamanli olarak PBS
ile yikamaya alindi. Mayer’s hematoksilen ile zit
boyamast yapilan dokular PBS ve distile sudan
gecirilerek uygun kapatma solusyonu (Large Volume
Vision Mount, TA-125-UG, Lab Vision Corporation,
USA) ile kapatildi. Hazirlanan preparatlar Olympus
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BX 50 mikroskobunda incelenerek degerlendirildi ve
fotograflandi.

Immiinohistokimyasal boyanmanin degerlendiril-
mesinde boyanmanin siddeti ve yayginhigi esas alindi.
Sitoplazmik immiin boyanmanin siddeti ve yayginligi
0’dan +3’¢ kadar sayr ile semi-kantitatif olarak
skorland1 ( 0:Yok, +1:Az, +2:0rta, +3:Siddetli).

BULGULAR

TRPV1 immiinreaktivitesi i¢in yapilan immiino
histokimyasal boyamanmin 131tk mikroskopi altinda
incelenmesi sonucu; TRPV1 immiinreaktivitesi kontrol
ve tampon grubunda bdbrek dokusunda glomeriillerde
+3 yayginliginda gozlendi. (Sekil 1, 2). Kontrol
gruplariyla  karsilagtirildiginda  diyabet  grubunda
TRPV1 immiinreaktivitesinde belirgin bir azalma
gbzlendi ve +1 yayginlhiginda degerlendirildi (Sekil 3).
Diyabet grubu ile karsilastirildiginda losartan grubunda
TRPV1 immiinreaktivitesinde herhangi bir degisiklik
gozlenmedi ve +1 yayginliginda izlendi (Sekil 4).
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Resim 1. Kontrol grubu bébrek dokusunda TRPV1 immunreaktif
hiicreler (—), G: Glomerdil.
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Resim 2. Tampon grubu bébrek dokusunda TRPV1 immunreaktif
hiicreler (—), G: Glomeriil.
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Resim 3. Diyabet grubu b6brek dokusunda azalmis TRPV1
immunreaktif hiicreler (—), G: Glomeril.

Resim 4. Diyabet + losartan grubu bébrek dokusunda TRPV1
immunreaktif hiicreler (—), G: Glomerdil.

TRPM?2 immiinreaktivitesi icin  yapilan
immiinohistokimyasal boyamanin 151k mikroskopi
altinda incelenmesi sonucu; TRPM2 immiinreaktivitesi
kontrol ve tampon grubunda bobrek dokusunda
glomeriillerde gozlenmezken tiibiillerde +1 siddetinde
izlendi. (Sekil 5, 6). Kontrol gruplariyla
karsilastirildiginda ~ diyabet  grubunda  TRPMZ2
immiinreaktivitesinde belirgin bir artis gézlendi ve +3
siddetinde degerlendirildi (Sekil 7). Diyabet grubu ile
kargilagtirildiginda  losartan  grubunda ~ TRPM2
immiinreaktivitesinde belirgin bir azalma vardi ve +1
siddetinde gozlendi (Sekil 8).

Resim 5. Kontrol grubu bébrek dokusunda TRPM.
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Resim 6. Tampon grubu bébrek dokusunda TRPMZ2 immunreaktif
hticreler (—), G: Glomeriil.

Resim 7. Diyabet grubu bébrek dokusunda artmis TRPM2 immunreaktif
hticreler (—), G: Glomeriil.
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Resim 8. Diyabet + losartan grubu bdbrek dokusunda TRPM?2
immunreaktif hiicreler (—), G: Glomerdil.

TARTISMA

Diabetes Mellitus insiilin sekresyonu, insiilinin etkisi
veya her ikisindeki bozukluklardan kaynaklanan
hiperglisemi ile karakterize metabolik bir hastaliktir.
Diyabetteki kronik hiperglisemi 6zellikle goz, bobrek,
sinir, kalp ve kan damarlar1 gibi baz1 organlarda ve
dokularda uzun donemde hasar, disfonksiyon ve
yetmezlige neden olur (13). Diyabetin bagta gelen
hedefi bobreklerdir ve bobrek yetmezligi bu hastaliga
bagli 6lim nedenleri arasinda  miyokardiyal
enfarktiisten sonra ikinci sirada gelmektedir (14).

Diyabet Reaktif Oksijen Tirleri (ROS)’nin
iiretiminde artig, antioksidan savunma
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mekanizmalarinin  yetersizligi ve sonugta artmis
oksidatif stresle iligkilidir (15). Son zamanlarda yapilan
calismalar, artmug lipid peroksidasyonun ve serbest
oksijen radikallerinin, birgok hastaliin patogenezinde
rol aldigini gostermistir. Lipid peroksidasyonu sonucu
hiicre zarinin yapisi ve akiskanligl bozularak, kalsiyum
hiicre igine girer. Hiicre ici Ca*? artmasi sonucu
proteazlar aktive olup hiicre iskeletinde hasar meydana
gelir (16, 17).

TRP kanallari, renal Ca*’-Mg iletimi, kan
basincinin  diizenlenmesi, tat, koku ve sesin
algilanmasi, gen ekspresyonu ve salgilanmasi,
apoptozis gibi dnemli hiicresel siireclerde ve yaygin
olarak bilinen 2. haberci mekanizmada, iyon giris ¢ikisi
gibi bircok mekanizmada rol oynar (18, 19).

TRPM2, hidrojen peroksid (H,0,) aracili endotel
hiicresi 6liimiinde anahtar molekiildiir (20). Bu siirecte
hiicre i¢i Ca™ iyonu artig1 hiicre Oliimiine kadar
varabilen patofizyolojik olaylarin baslaticisidir (21).
Ozellikle oksidatif stres fiiriiniiyle aktive olmasi,
iskemik calismalarda bu kanalin 6nemini arttirmig ve
yapilan caligmalar TRPM iizerinde yogunlagtirilmistir
(22, 23).

Oksidatif stres, TRPM2 iyon kanallarinin
agilmasina neden olup intraseliiler Ca* iyonlarmnin
artisin1  saglamaktadir (24, 25). Son donem bdbrek
yetmezliginde oksidatif stres 6nemli bir morbidite ve
mortalite sebebidir. Kronik bdbrek hastalarinda
kullanilan anjiyotensin doniistiiriicli enzim inhibitorleri
ve anjiyotensin reseptor blokerlerinin oksidatif stresi
azaltmaya yonelik olumlu etkileri tesbit edilmistir (26).

Calismamizda kontrol grubu ile
karsilagtirildiginda deneysel diyabet olusturulan sigan
bobrek dokusunda TRPM2 immiinreaktivitesinde artig
gozlendi. Diyabetik grup ile karsilastirildiginda
losartan  verilen  tedavi grubunda  TRPM2
immiunreaktivitesinde azalma izlendi.

Yapilan c¢alismalarda deneysel diyabetik bobrek
dokusunda TRPM2 immiinreaktivitesinin  arttigi
gosterilmekle beraber tedavide kullanilan enalaprilin
bobrekte TRPM2 immiinreaktivitesini azalttigi, bu
etkinin enalaprilin antioksidan etkisine bagli oldugu
vurgulanmigtir (27, 28). Losartanin antioksidan etkisi
bilinmektedir (12). Calismamizda losartan verilen
grupta  TRPM2  immiinreaktivitesinin  azalmasi
losartanin antioksidan etkisine bagli olabilir.

TRPV1, nonspesifik iyon kanali olup kapsaisine
spesifik bir reseptor oldugu bilinmektedir (29).
TRPV1’in rat beta hiicrelerinden ve noronlardan
salindig1 gosterilmistir (30). Son zamanlarda yapilan
calismalarda kapsaisin tarafindan aktive edilen TRPV1
diizeyinin oksidatif hasari takiben yiikselme egiliminde
oldugu bildirilmistir (31). TRPV1’i aktive eden
ilaglarin ve/veya TRPV1 tarafindan aktive edilen
stireclerin bobrekleri iskemik hasardan korucuyu etki
gosterdigi bilinmektedir (11). Zira kapsaisin gibi
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TRPV1 agonistlerinin  akut  iskemi-reperfiizyon
hasarinda ve olusan inflamatuar yaniti baskilamada
koruyucu bir rol oynadig1 gosterilmistir (32, 33).

Bununla birlikte TRPV1 aktivasyonunun,
adipogenez ve obeziteyi Onledigi, endotel aracili
vazorelaksasyonu diizelttigi, hipertansiyon gelisimini
engelledigi ve wvaskiiler lipid birikimini azaltarak
aterosklerotik siireci zayiflattigi goriilmisttr (34-37).

Calismamizda kontrol grubu ile
karsilagtirildiginda deneysel diyabet olusturulan sigan
bobrek dokusunda TRPV1 immiinreaktivitesinde
belirgin olarak azalma gozlendi. Diyabetik grup ile
karsilagtirildiginda losartan verilen tedavi grubunda
TRPVI1 immiinreaktivitesinde herhangi bir degisiklik
izlenmedi. Diyabetik gruptaki TRPV1
immiinreaktivitesindeki azalmanin diyabetik
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