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DiIYABETIK NEFROPATIi MODELINDE TAURININ EKSTRASELLULER
MATRIKS PROTEINLERI UZERINE ETKISI VE ILISKILI SINYAL iLETI
YOLAKLARININ iINCELENMESI

Doktora Tezi

Cemre URAL

DOKUZ EYLUL UNIVERSITESI SAGLIK BiLIMLERI ENSTITUSU

Molekiiler Tip Anabilim Dah

OZET

Son donem bobrek hastaliginin en 6nemli nedenlerinden biri olan diyabetik
nefropati (DN), hiicre dis1 matriksin (ESM) birikmesi nedeniyle bobrekte morfolojik
ve yapisal degisiklikler ile karakterizedir. Bu birikimin en 6nemli nedenlerinden biri
oksidatif strestir. Yar1 esansiyel bir amino asit olan taurin, antioksidan ve antifibrotik
ozelliklere sahiptir. Bu calismada, siganlarda diyabetik nefropati modelinde taurinin
oksidatif stres ve fibrozise karsi, NADPH oksidaz (NOX4), TGF-B/Smad2/3 ve p38
MAPK sinyal ileti yolaklari ile bu yolaklarla iligkili MMP, TIMP ve EMMPRIN
proteinleri {izerine olasi koruyucu etkinliginin arastirilmast amacglanmistir.
Arastirmamizda 29 adet Wistar albino sigcan, kontrol (n=8), taurin (%1 igme suyu)
(n=7), diyabet (45 mg/kg Streptozotosin) (n=7), diyabet+taurin (n=7) olmak iizere 4
gruba ayrildi. 12 hafta sonra, biyokimyasal ve histolojik ¢aligmalar i¢in bobrek dokusu,
idrar ve serum toplandi. Histolojik analizler, diyabet grubunun bobrek dokusunda
tiibiil dilatasyonu ve tiibiil firga kenar kaybinda onemli degisiklikler oldugunu
gosterdi. Bu degisiklikler taurin ile anlamli olarak azaldi. Fakat diyabet grubunda artan
serum kreatinin ve BUN diizeylerindeki azalig anlamli degildi. Taurin ile total
oksidatif stres seviyelerinde ve malondialdehit (MDA) diizeylerinde anlamli bir
azalma olurken, diyabetli grupta azalmig SOD aktivite diizeyi taurin ile anlamli olarak
artt1. Ayrica taurin, bobrekteki oksidatif stres i¢in ana enzimatik kaynak olarak bilinen
NOX4’iin protein ifadesini anlamli olarak azaltt1. Ote yandan, taurin, fibrozis siireci
ile ilgili 6nemli bir hiicre dis1 matriks proteini olan fibronektinin hem mRNA'sinda
hem de protein ifadesinde anlamli azalislara neden oldu, Bu bulgular Masson
Trichrome boyamasina paraleldi. Matriks metalloproteinazlar (MMP)-2 ve MMP-9
mRNA ifade seviyeleri ve aktiviteleri diyabette kontrole gére anlamli olarak artt1 ve
bu artislar taurin ile katlanarak daha yiliksek seviyelere ulasti. Ayrica, taurin ile
ekstraseliiler matriks metalloproteinaz indiikleyicisinin (EMMPRIN) diyabette
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azalmis mRNA ifadesi anlaml olarak artarken, diyabette artan TIMP-1 ve TIMP-2
ifadelereinin azalmas: istatistiksel olarak anlamli degildi. Bunlara ek olarak taurinin,
diyabette indiiklendigi bilinen p38 MAPK ve TGF-B/Smad2/3 sinyal yolaklarini
anlamli bir sekilde baskiladigi bulunmustur. Tiim bu bulgular, taurinin renal diyabetik
hasar1 Onlemek i¢in gelistirilecek yeni tedavi stratejelerine aday olabilecegini
gostermektedir.

Anahtar kelimeler: Diyabetik Nefropati, NOX4, Oksidatif stres, p38 MAPK,
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ABSTRACT

Diabetic nephropathy (DN), the cause of end-stage renal disease, is characterized by
morphological and structural changes in the kidney due to the accumulation of
extracellular matrix (ECM). One of the most important causes of this accumulation is
oxidative stress. Taurine, a semi-essential amino acid, has antioxidant and antifibrotic
properties. This study aimed to investigate the possible renoprotective effects of
taurine via p38 MAPK and TGF-fB/smad2/3 signaling pathways in a diabetic
nephropathy model in rats. In our study, 29 Wistar albino rats were divided into 4
groups: control, taurine (1% with drinking water), diabetes (45 mg/kg Streptozotosin),
diabetes+taurine. After 12 weeks, kidney and serum were collected for biochemical
and histological studies. The histological analysis showed that there were significant
changes in tubule dilatation and loss of tubule brush border in the kidney of the
diabetes group. These changes were significantly decreased with taurine. However,
there were no significant changes in serum creatinine and blood urine nitrogen levels
among the groups. Further, taurine significantly reduced the protein expression of
NADPH oxidase 4 (NOX4), known as a major enzymatic source of oxidative stress in
the kidney. Also, there was a significant decrease in reactive oxygen species and
malondialdehyde levels by taurine whereas the decreased SOD activity level in the
diabetes group was significantly increased with taurine. On the other hand, taurine
resulted in significant decreases in both mRNA and protein expression of fibronectin,
which is a major extracellular matrix protein related to the fibrosis process, These
findings were parallel to Masson Trichrome staining. The matrix metalloproteinases
(MMP)-2 and MMP-9 mRNA expression levels and their activities increased
significantly in diabetes compared to the control, and these increases were significantly
reached higher levels with taurine. Also, the decreased mRNA expression of
extracellular matrix metalloproteinase inducer (EMMPRIN) increased with taurine in
the diabetes+taurine group. Moreover, it was found that taurine suppressed the p38
MAPK and TGF-B/smad2/3 signaling pathways. These findings indicate that taurine
may be an effective practical strategy to prevent renal diabetic injury.
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1. GIRIS VE AMAC

1.1 Problemin Tanimi ve Onemi

Diyabetik nefropati (DN), son donemde bobrek hastaliklarinin ve kronik bobrek
yetmezliginin en yaygin nedenidir. DN, glomeriilerde ekstraselliiler matriksin (ESM)
birikimi ile karakterize edilir. [n vitro ve in vivo yapilan ¢alismalarda diyabet sirasinda
yuksek glukoz nedeniyle indiiklenen NADPH oksidaz (NOX) enzimi ailesinin
bobrekte bulunan NOX4 izoformunun reaktif oksijen tiirlerinin (ROT) iretimini
arttirdig1 gosterilmistir (1-6). Intraselliller ROT artmasiyla TGF-B uyarilir, bobrek
hasarinin siirecini ve gelismesini hizlandirir (7). Boylece artan TGF-f ile fibrozis
olusumunda 6nemli rol oynayan TGF-B/Smad sinyal ileti yolaginin aktive oldugu
gosterilmistir (8,9). TGF-B’nin ayn1 zamanda NOX4 gen ifadesini de indiikleyerek
oksidatif stresin artmasinda etkili oldugu bildirilmektedir (10).

DN’de diger anahtar molekiillerden olan matriks metalloproteinazlar (MMP),
cinko metalloproteaz ailesinin “matriksin” olarak tanimlanan alt grubunda yer alan ve
ESM regiilasyonundan sorumlu enzim ailesidir. MMP’ler icerdikleri yapisal
organizasyonlarina ve substrat spesifitelerine gore Kollajenazlar, Jelatinazlar,
Stromelisinler, Matrilizinler, Membran Tip MMP ve diger MMP’ler olmak iizere 6
ayr alt grupta siniflandirilmaktadirlar (11). Jelatinaz grubu i¢inde yer alan MMP-2 ve
MMP-9 diger MMP’lerden yapisal olarak farkli katalitik bolge icinde 3 adet
fibronektin tip II benzeri tekrar igeren ilave bir bdlge bulundururlar. Bu kisim
jelatinazlarin jelatin ve kollajene yiiksek afinite ile baglanmalarini saglar, proteolitik
aktivitelerini arttirir (12). MMP’lerin yapisal gen ifadesi normal kosullarda diisiik
olarak bildirilmektedir. Bununla birlikte ESM’nin yeniden modellenmesini gerektiren
oksidatif stres, inflamasyon, yiiksek glikoz gibi degisen fizyolojik kosullarda ifadeleri
indiiklenmektedir. MMP’lerin regiilasyonlar1 transkripsiyonel ve posttranskripsiyonel
seviyede diizenlenmektedir. MMP’lerin katalitik aktivitesi MMP’lerin doku
inhibitorleri (TIMP) tarafindan inhibe edilir. MMP aktivitesinin ESM substratlari

tizerine etkisi enzimler ve inhibitorleri arasindaki dengeye (MMP aktivitesi/TIMP)
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baglidir. Bu denge bir¢ok fizyolojik ve patolojik olayda merkezi rol oynamaktadir
(13). EMMPRIN (basigin, CD147); Epitelyal kokenli tiimor hiicreleri iizerinde bir
transmembran glikoprotein olarak tespit edilmistir. EMMPRIN, basta MMP-1, MMP-
2, MMP-3, MMP-9, MMP-11 olmak iizere tiim MMP’lerin indiiklenmesine ek olarak
hiicrenin proteolitik potansiyelini arttirir (14-16). Ayrica MMP-2 ve MMP-9 ifadesini
diizenleyen sinyal ileti yolaklari, p38 kinaz, c-Jun N-terminal Kinaz (JNK) ve ERK
yolag1 (Ekstraselliiler Sinyal Diizenleyici Kinaz) olmak iizere ii¢c MAP-kinaz (Mitojen
ile Aktiflenen Protein Kinaz) yolagindan olugsmaktadir. DN siirecinde artan oksidatif
strese eslenik olarak aktiflenen p38 MAPK sinyal ileti yolaginin, MMP'lerin
ifadelerini arttirdig1 bildirilmistir. TIMP'lerin ifadesinin daha fazla artmasiyla
aktivitelerinin diistiigii ve MMP/TIMP dengesinin bozuldugu kanitlanmistir (17).

Buna ragmen matriks birikimine rol agan mekanizmalar tam olarak anlagilamamustir.

Son yillarda gergeklestirilen deneysel ¢alismalar, antioksidan potansiyeli olan
tedavilerin DN iizerinde iyilestirici ve/veya ilerlemeyi engelleyici bir etkiye sahip
olabilecegine dikkat ¢cekmektedir (18,19). Bu antioksidanlardan biri de taurindir.
Taurin tiim memeli dokularda serbest olarak bulunan siilfiir igeren bir aminoasittir.
Ayrica taurin, safra asitlerinin konjugasyonu, kolestrol atilimi, kan basincinin
diizenlenmesi, ksenobiyotiklerin detoksifikasyonu, hiicre membraninin stabilizasyonu
ve hiicre i¢i kalsiyum seviyelerinin modiilasyonu gibi 6nemli fizyolojik fonksiyonlara
sahiptir. Bunun yaninda deneysel ¢aligmalar ile antiinflamatuar, antioksidan ve
antifibrotik etkisileri de kanitlanmistir (20—22). Taurinin, farkli deneysel bobrek hasar
modellerinde antioksidan etkisi araciligiyla olumlu etkileri gdosterilmis (23-27)
olmakla birlikte diyabetik sicanlarda da oksidatif stresi azaltarak, fibrozis olusumunu
engelledigi bildirilmistir (28,29). Ancak DN’de antioksidan ve antifibrotik etkisine
aracilik eden molekiiler mekanizmalar detayli olarak arastirllmamistir. Planladigimiz
bu projemizde siganlarda olusturulmus DN’de taurinin oksidatif stres ve fibrozise
karsi, NOX4, TGF-B/Smad2/3 ve p38 MAPK sinyal ileti yolaklar1 ile bu yolaklarla
iligkili MMP, TIMP ve EMMPRIN proteinleri {izerine olast koruyucu etkinliginin

arastirilmasi hedeflenmistir.



1.2. Arastirmanin Amaci

(Calismamizda, antioksidan ve antifibrotik oOzelliklerine sahip taurinin DN
hasarinda oksidatif stres ve fibrozise karsi, NOX4, TGF-f/Smad2/3 ve p38 MAPK
sinyal ileti yolaklar1 ile bu yolaklarla iligkili MMP, TIMP ve EMMPRIN proteinleri

izerine olas1 koruyucu etkinliginin arastirilmasi amaglanmaistir.
1.3. Arastirmanin Hipotezi

Taurin, bobrekte antioksidan etkinligi ile NOX4 ifadesini azaltarak, TGF-
/Smad2/3 ve p38 MAPK sinyal ileti yolaklarinin aktivasyonlarini baskilar. Ayrica
MMP, TIMP ve EMMPRIN proteinlerini de regiile ederek antifibrotik etkisini

gosterir.

2. GENEL BILGILER

2.1 DiYABETIK NEFROPATI

Diyabetik nefropati (DN), diinya capinda son donem bobrek yetmezliginin
(SDBY) onde gelen nedenidir ve diyabetli hastalarda mortalitenin en giiclii tek
belirleyicisidir. DN, 1970'lerde yapilan bir ¢aligmada Danimarkali doktorlar tarafindan
tanimlanmistir (1). En erken bulgu mikroalbliminiiridir (30-300 mg/giin), daha sonra
makroalbiiminiiriye (>300 mg/giin) ilerler. Glomertiler filtrasyon hizinda (GFR) diisiise
neden olur ve sonunda SDBY ile sonuglanir (4). DN, ¢ogu diyabetik hastada
makroalbliminiiri saptanarak teshis konulan klinik bir tan1 haline geldi. Fakat son
yapilan ¢aligmalarda, albiiminiirinin DN tanist i¢in net bir belirteg olmadig1 ortaya
cikmistir. Yani mikroalbliminiiri gerileyebilir ve hastada belirgin proteiniiri olmaksizin
DN ilerleyebilir. Buna ragmen klinikte ‘altin standart’ olarak bilinen histolojik tani
nadiren kullanilir. Ciinkii diyabetli hastlalara uygulamasi oldukca zordur. Glomertiler
bazal membran kalinlagsmasi (beklenen yas sinirlarinin {izerinde), DN'li hastalarda

goriilen elektron mikroskobi ile tanimlanabilen en erken lezyondur. Hiicre biiyiimesi ve
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artan ekstraselliiler matriks sekresyonunun neden oldugu mezangial genisleme ise 151k
mikroskobunda en sik gozlenen lezyondur. Glomeriiler lezyonlar, arteriyel hyalinosis
gibi spesifik vaskiiler lezyonlarla birlikte ortaya cikar (Sekil 1). Tubulointerstisyel
degisiklikler ise aktif miyofibroblastlarin birikimi, atipik kollajen, inflamatuar hiicreler
ve kapiller yapidir. Klinik olarak ilk bulgu hala mikroalbuminiiri olmasma ragmen
oncesinde patogenezinde bir¢ok mekanizmanin rol oynadigi da bilinmektedir. Fakat DN

patogenezi karmagiktir ve hala tam olarak aydinlatilabilmis degildir (1).
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Sekil 1. Diyabetik nefropatideki patolojik lezyonlar (1)

2.1.1 Diyabetik Nefropati ile fliskili Molekiiler Mekanizmalar

2.1.1.1 Diyabetik Nefropati ve Oksidatif Stres

Diyabetik nefropatinin gelisiminin en 6nemli nedeni, diyabet hastalarda tam
diizenlenemeyen yiiksek kan glikoz diizeyidir. Kisacasi, hiperglisemi ¢esitli metabolik
yolaklarin aktivasyonu ve diizensizligi ile iliskili bobrek hasarmin baglaticisidir. Uzun
stireli yliksek kan glikozuna maruz kalmak ROT seviyelerinde yiikselmeye ve

antioksidan liretimde azalmaya neden oldugu gosterilmistir (2).



Ksantin oksidaz veya nitrik oksit sentaz gibi hiicrelerde ve dokularda ROT
kaynaklarinin mevcut olmasina ragmen, bobrek hiicrelerinde birincil ROT kaynag,
mitokondriyal elektron tagima zinciri ve NADPH oksidaz (NOX) oldugu belirtilmistir
(2,30). Bobregin ana yapisini olusturan glomeriiler ve tiibiilointerstisyel bobrek
hiicrelerinde etkili bir mekanizmaya sahip olan NOX hiperglisemiye olduk¢a duyarhdir.
NOX, ROT iiretilmesinden sorumlu olan zara bagli ve yapisal olarak aktif bir enzimdir
(Sekil 2). Diyabette ortaya ¢ikan yliksek glikoz, 6zellikle bobrekte en sik goriilen formu
olan NOX4’lin yani1 sira Nox2, Nox1 ve p22phox'un (mRNA ve protein) ifadelerini
indiikleyerek, NOX’tan iiretilen siiperoksit ve hidrojen peroksit iiretimini de arttirirlar.
Boylece artan yliksek glikoz konstrasyonuna yanit olarak iiretilen agir1 ROT oksidatif
strese yol acar (2).

NADP+
NADPH

Sekil 2. NOX4 enzim kompleksi (2)

Hiicrelerde redoks dengesi bozuldugunda ortaya c¢ikan oksidatif stres, DNA,
proteinler ve lipidler gibi hayati biyomolekiillere zarar verir (31). ROT biyolojik
membranlarda bulunan poliansatiire yag asitlerinde (PUFA) oksidasyona yol agarak
lipit peroksidasyonunu baslatirlar. Peroksidasyon sonucundan olusan lipit peroksitleri
son Triinlerinden biri olan malondialdehite (MDA)’ya doniisiir (32). Hiicre
membranlarinda olusan peroksidasyon; membran akigkanhiginda ve iyon
gecirgenliklerinde bozulmaya yol agar, bdylece membran biitlinliigii bozulur. Sonug
olarak peroksidasyon sonucu geri doniisiimsiiz hiicre hasar1 meydana gelir. Bunun
yaninda hiicreler serbest radikal saldirilarina kars siiperoksit dismutaz (SOD), katalaz

ve glutatyon gibi ¢esitli enzimleri iceren i¢sel bir savunma mekanizmasina sahiptir
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(Sekil 3) (8). Bu antioksidan mekanizmalardan ilk savunmayi yapan ise bir
metalloenzim olan SOD’dur. SOD, iiretilen siliperoksit anyon radikallerini hidrojen
peroksite doniistiiriir, boylece siliperoksit anyonunun farkli bilesiklerle etkilesime

girerek daha zararl radikallerin olusma olasiligini azaltir (33).

Katalaz
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Sekil 3. Antioksidan enzimlerin kimyasal reaksiyonlari

2.1.1.2 Diyabetik Nefropati ve Fibrozis

Onceden de belirtildigi gibi diyabetik nefropatinin gelisiminde en &nemli
molekiiler mekanizmalarin basinda fibrozis gelmektedir. Bobrekte bulunan ve yiiksek
glikoz ile indiiklenen NOX’lar oksidatif stres iiretimine katki saglayarak, proinflamatuar
ve profibrotik olan TGF-f sitokinini aktive ederler (3). TGF-fB, fibrozis siirecini

diizenlemede temel bir role sahiptir.

Uyarilan TGF-p, 6zellikle glomeriiler ve tiibiilointerstisyel hiicrelerde Smad2 ve
Smad3'in fosforillenmesini saglayarak niikleer translokasyonunu gergeklestiriler ve
burada transkripsiyon faktorlerini uyarirdiklari bilinmektedir. Niikleer translokasyondan
sonra ekstraselliiler matriksteki fibronektin ve kollajen gibi proteinlerin {iretimini

arttirarak fibrozis gelistirir.

ROT'nin TGF-f ile indiiklenen Smad fosforilasyonun mekanizmasi tam olarak
aydinaltilamamistir. Bununla birlikte, bu mekanizmay1 agiklayabilecek birkag olasilik
One siirtilmistir (7,10,34,35). ROT, TGF-f’nin inaktif formunu aktif formuna
doniistiirerek sinyal iletimini baglatir. TGF-p, TGF- reseptort I'e (TgFBRI, ALKS)
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baglanarak fosforillenmesini saglar. Hiicre i¢ine iletilen sinyal ile de Smad2/3 yolagi
aktive edilir. Bu aktivasyona ek olarak TGF-f ayn1 zamanda p38MAPK ve c-Jun N-
terminal kinaz gibi MAPK sinyal ileti yolaklarini da indiikler. Bu etkilenen sinyal ileti
yolaklart ayn1 zamanda oksidatif strese duyarlidir ve direkt olarak hiicre i¢indeki ROT

ile de aktive olduklar1 gosterilmistir (Sekil 4) (7,10).

ROS
>
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Sekil 4. TGF-B/Smad2/3 yolagi (10)

TGF-f ayn1 zamanda diyabette goriilen yiiksek glikoz seviyesinden etkilenen ve
ROT’larin olusumuna katki sagladigi bilinen NOX4 gen ifadesini de indiiklemektedir.
TGF-B ile indiiklenen NOX4 ifadesinde yer aldig: bilinen iki ana mekanizma vardir.
Bunlardan biri Smad2/3 yolagi, digeri ise fosfoinositid 3-kinaz (PI3K) yolagidir (Sekil
5) (10). Bu da NOX4’iin, NADPH oksidaz bagimli redoks sinyali ile TGF-f/Smad
sinyalini ileri beslemeli bir sekilde diizenleyebildigini ve TGF-f ile indiiklenen

fibrozise aracilik etmede 6nemli bir rolii oldugu gostermektedir.
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Sekil 5. NOX4 ifadesinin TGF-p ile indiiklenme mekanizmasi (10)

2.1.1.2.1 Diyabetik Nefropati ve Matriks Metalloproteinazlar

Matriks metalloproteinazlar (MMP), ekstraselliiler matriksin tiim bilesenlerini
(kollajenler, proteoglikanlar/glikozaminoglkanlar, elastin, fibronektin, lamininler ve
vb.) proteolize edebilen ¢inko bagimli endopeptidazlarin en genis bir ailelerinden bir
tanesidir (11,12). Tiim MMP'ler, baz1 degisikliklerle beraber yiiksek oranda korunmus
bir ¢ekirdek yapiy1 paylasan multidomain enzimlerdir (Sekil 6). Sekil 6’da gosterildigi
gibi; propeptit, katalitik alan, mentese bolgesi ve bir hemopeksin benzeri alandan olusur.
Propeptit, substratin baglanmasina yardim eden ve enzimin formunun bozulmasini
Onleyen sistein kalintilarindan olusur. Katalitik alan, tek bir ¢inko iyonu ile koordine
olan ve proteazin enzimatik aktivitesinden sorumlu olan ii¢ histidinden olusan bir
baglanma bolgesi icerir. Esnek bir mentese bolgesinin ardindan substrat spesifikligi

saglayan hemopeksin bolgesi yer alir. (13,36).



MMP-1, 3, 8, 10,12

13 18, 10,20, 27 € IMEONNWICa L @ Hemopexin |
MMP-2, 9 (o=ISNNTN ©  Hemopexin ]
MMP-7, 26 Cat

MMP-11, 28 ©PoTTE  cat L | Hemopexin _]

M4 19102 © BTG cat L Hemopexin 1 _IIIG

17,25

Sekil 6. MMP’lerin domain yapilar1 ve siniflandirilmasi (13) ~ Pro: propeptit, Cat:
Katalitik Bolge

MMP'ler, substrat ve dizi homolojisine gore altt gruba ayrilir: kollajenazlar,
jelatinazlar, stromelisinler, matrilisinler, membran tip MMP'ler ve "diger MMP'ler".
Calismamizda odaklandigimiz jelatinazlarin (MMP-2 ve MMP-9) yapisinda diger
MMP’lerden farkli olarak katalitik bolgelerinde denatiire kollajenlerin baglanmasini
saglayan 3 tekrarli fibronektin bolgesi vardir. (14,15).

MMP'lerin ¢oklu fizyolojik siireclerdeki rolii farkli faktorler tarafindan kontrol
edilir. Aslinda, MMP'lerin diizensizligi, patolojik durumlarin gelisimi ile
iliskilendirilmistir. MMP aktivitesinin diizenlenmesi, transkripsiyonel, epigenetik ve
transkripsiyon sonrasi mekanizmalara, proteolitik aktivasyona, translasyon sonrasi
modifikasyonlara ve hiicre dis1 inhibisyona baghidir. MMP'ler normal fizyolojik
durumlarda diisiik seviyelerde bulunurlar. Bununla birlikte, ESM'nin yeniden
sekillenmesi gerektiginde, farkli uyaranlara yanit olarak MMP'lerin ifadeleri indiiklenir.
Ek olarak, DNA metilasyonu veya histon asetilasyonu, MMP genlerinin

transkripsiyonunun epigenetik mekanizmalaridir (13).

MMP'ler normal kosullarda Zn?" bagimh katalitik bolgeyi bloke eden propeptid

bolgesinde bulunan "sistein anahtar1’" motifi iceren propeptit nedeniyle inaktif
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haldedirler. Cesitli proteolitik enzimler (serin proteazlar, furin, plazmin ve hatta diger
MMP'ler) MMP'leri aktive edebildikleri gibi, oksidatif stres veya nitrik oksit (NO),
proMMP'lerin “sistein anahtarinin” destabilizasyonu yoluyla MMP'leri aktive

edebilirler (16).

MMP’lerin aaktivitesi ayni zamanda, metalloproteinazlarin doku inhibitorleri
(TIMP'ler) olarak bilinen, dogal olarak olusan, endojen inhibitorler ailesi tarafindan
diizenlenir. Bilinen dort TIMP vardir ve farkli MMP'ler i¢in degisen 6zgiinliiklere sahip
olsalar da biitin MMP’lere etki edebilirler. Ornegin, TIMP-1 tiim MMP’lere etki
edebilirken, TIMP-2 ozellikle MMP-2’yi inaktive eder. Genel olarak, TIMP'ler
inhibisyona neden olmak i¢in N-terminal bolgelerinden MMP'lerin katalitik bolgesine

baglanarak amino ve karbonil grubu ile katalitik ¢inko bélgesini inaktive eder (14).

Inhibitorlerinin yan1 swra MMP’lerin  EMMPRIN  (Extracellular matrix
metalloproteinase inducer, CD147) olarak bilinen aktivatorleri de bulunmaktadir.
EMMPRIN, immiinoglobulin (Ig) siiper ailesine ait yiliksek oranda glikozile edilmis, Tip
I bir transmembran proteinidir. Iki hiicre dis1 Ig benzeri alan, tek bir transmembran alam
ve kisa bir sitoplazmik alandan olusur. Ekstraselliiler alanda 44. pozisyondaki asparagin
kalintisinin N-glikozillenmis olmasi, MMP indiikleyici aktivitesi i¢in ¢ok Onemlidir

(37).
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MMP’lerin regiilasyonunu diizenleyen en 6nemli sinyal ileti yolagi ise, MAP-
kinaz (Mitojenle Etkinlesen Protein Kinaz) yolagidir. MAP-kinazlar, hedef substratlarin
serin (Ser) ve treonin (Thr) aminoasitlerini fosforile eder ve bir¢ok 6nemli hiicresel
aktiviteyi diizenler. Cok hiicreli organizmalarda, MAPK'larin iyi karakterize edilmis ti¢
alt ailesi vardir. Bunlar, ekstraselliiler sinyalle ilgili kinazlar (extracellular signal-related
kinases: ERK1 ve ERK2), c-Jun amino-terminal kinazlar (JNK 1, JNK 2 ve JNK 3) ve
p38 MAPK (p38alfa, p38beta, p38gamma ve p38delta)’dir. ERK'ler forbol esterler,
biiyiime faktorleri ve sitokinler tarafindan aktive edilirken, p38 ve JNK'ler inflamatuar
sitokinler, ozmotik stres ve apoptotik sinyaller tarafindan aktive edilir (Sekil 7).
Ozellikle p38 MAPK sinyal ileti yolag reaktif oksijen tiirlerinden etkilenirler ve bu
yiizden bu MAPK yolag1 oksidatif stres sensorii olarak da bilinir (5). Calismamizda
odaklandigimiz ve MMP’lerin alt grubundan olan jelatinazlarin (MMP-2 ve MMP-9)
MAPK sinyal ileti yolaklarindan 6zellikle p38 MAPK ile indiiklendigi gosterilmistir
(38).

CYTOKINES, UV

. . " - ] GROWTH FACTORS
STIMULUS GROWTH FACTORS STRESS, SHOCK

LS S L T T T rTl'HlﬂM N D ‘-'"WWMW
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Transcription ‘ ’ NUCLEUS
Factors Ligand- and Cell Type—Speuﬁc Responses
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» METALLOPROTEINASES

GENE EXPRESSION

Sekil 7. MAPK sinyal ileti yolaklarinin sematik goriintiisii (5)
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Bobreklerdeki MMP ifadeleri tam olarak karakterize edilememis olsa da, yapilan
birgok c¢alisma, bobrek yapisindaki diizenin korunmasindan sorumlu olduklari
gosterilmistir. Normal ve patolojik kosullarda nefron boyunca MMP'lerin dagilim ve
ifade profilleri Sekil 8’de verilmistir. Yapilan ¢alismalarda ayrica MMP’lerin bobrek
hastaliklarinda terapotik miidahale i¢in potansiyel hedefler olabilecegi diistiniilmektedir

(14).

Glomerulus

MMP-1, MMP-2, MMP-3, AN _ Distal kivrik tiip

MMP-7, MMP-9, MMP-11, GU MMP-3, MMP-7, MMP-14,
MMP-12, MMP-14, TIMP-1 MMP-20, MMP-24,

TIMP-2, TIMP-3

Proksimal kivrik tip

MMP-2, MMP-3, MMP-7 Kanal

MMP-9, MMP-10, MMP-11, s MMP-3, MMP-7, MMP-9,
MMP-14, MMP-20, MMP-24 MMP-14, MMP-24
Henle kulbu [ | Known renal expression
MMP-3, MMP-9, MMP-24 but unknown distribution

MMP-8, MMP-13, MMP-25,
MMP-27, MMP-28

N/

Sekil 8. MMP ve TIMP’lerin bobrekte dagilim profilleri (14)

e

Jelatinazlar, DN'de en ¢ok ¢alisilan MMP'lerdir (39,40). MMP-2 ve TIMP-2
sistemindeki bir dengesizligin diyabetik nefropatinin patogenezinde 6nemli bir role
sahip olabilecegi dikkat ¢ekmektedir. Han ve arkadaslarinin yaptigi bir ¢aligmada,
hiperglisemiden sonra MMP-2 ifadesinde bir artis saptanmistir. Ancak diyabet
gelistirilen siganlarda, 4 hafta sonra glomeriillerde TIMP-2 ifadesine bir yanit olarak
MMP-2 ifadesinin azaldig1 gosterilmistir (41). Ayrica azalmis glomeriiler MMP-2
ifadesi, ileri evre DN'de artmus kollajen ifadesine eslik ettigi gosterilmistir (42). MMP-
2 profiline benzer sekilde MMP-9 ifade ve aktivitesinde de diyabetik kosullarda
oksidatif strese eslik ederek bobrek dokusunda arttigi bildirilmistir (13,43). ESM
birikiminin engellenmesinde ©6nemli rolleri olan bu proteazlarin, ifade ve
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aktivitelerinin artmasina ragmen ileri evre DN’de yeterli bir seviyeye
ulasamamaktadirlar. Bu da DN modellerinde MMP’lerin ve regiilasyonlarinda rol

oynayan molekiiler mekanizmalarin aydinlatilmasini 6nemli kilmaktadir (19).

2.2 TAURIN

Taurin (2-aminoetan-siilfonik asit), Ilk olarak 1827 yilinda Alman bilim adamlart
Friedrich Tiedemann ve Leopold Gmelin tarafindan okiiz safrasindan izole edilmistir.
Bu sebepten Latincede boga ve/veya Okiiz anlamma gelen  'taurus' olarak
adlandirilmistir (20-22). Kimyasal yapisina bakildiginda aminoasitlerdeki tipik
karboksil grubundan yoksun oldugu, fakat bir siilfonat grubu igerdigi goriilmektedir
(Sekil 9). Taurinin bu yapisi, ¢ogu karboksil aminoasidin iyonize olmadig: fizyolojik
pH’ta hem negatif hem pozitif yiiklii olmasim saglamaktadir. Bu sayede sudaki
¢ozlinlirliigl artarken, lipofilik 6zelligi azalmaktadir (44,45). Taurin; beyin, omurilik,
16kosit, retina, kalp ve kas hiicreleri basta olmak {izere viicudun her dokusunda ve

hiicresinde en bol bulunan amino asitlerden biridir.

Sekil 9. Taurinin kimyasal yapisi, C2H7NO3S

Vitamin B6 varliginda metiyonin ve sisteinden sentez edilmesine ragmen en c¢ok
diyetle alinir. Taurinden zengin yiyecekler arasinda yumurta, et ve deniz iriinleri
bulunur. Memelilerde taurin dengesi; metionin/sistein’den sentezlenmesine, alinan
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gidadan bagirsaklarda emilimi ile idarardan bobrekte geri absorpsiyonuna, safra tuzu
olarak veya konjuge edilmemis taurinin bobrekten atilmasina baglidir. Kisaca taurin
homeostazi emilim, dagilim, atilim ve sentez ile kontrol edilir (22,46). Karaciger
organizmadaki taurin seviyesini korumakla gorevli ana organdir ve taurinin baglica
sentez edildigi yerdir (47). Taurin biyosentezinin birinci basamagi, sisteinin tiol grubu
sistein dioksigenaz ile sistein siilfonik aside oksitlenmesidir (Sekil 10). Sistein stilfonik
asit, sisteinsulfinik asit dekarboksilaz tarafindan hipotaurin formuna karboksillestirilir.

Son basamak ise hipotaurinin hipotaurin oksidaaz ile taurine okside olmasidir. (22,44).

SISTEIN

Sistein
Dioksijenaz

SISTEIN
SULFINIK ASIT

Sictein
Sulfinik Asit
Dekarboksiloz

HIPOTAURIN

Hipotaurin
Chzidaz
TAURIN

Sekil 10. Taurin sentezi

Asil gorevinin safra asidi konjugasyonu oldugu bilinen taurinin, yapilan
deneysel ¢aligmalarla anti-inflamatuar, anti-apoptotik ve anti-oksidan etkileri oldugu
da bildirilmektedir (48—50). Ana antioksidasyon mekanizmasi, taurin ile hipokloréz

asidin (HOCI) reaksiyonu ile taurin kloramin olusturulmasidir.

Bobrekler taurin geri emilimini saglayarak viicudun taurin homeostazisinda ve
viicuttaki dagilimda kilit rol oynamaktadir. Bunun yaninda taurinin de bobrek yapisinda

kan akisini diizenleme, sodyum iyonu tagima, hiicre hacim diizenleme, antioksidan
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ozelligi ile oksidatif stresi azaltma gibi farkli bircok fizyolojik siirece katildig
gosterilmistir (29,51).

Taurinin hiicre i¢ine alimi esas olarak, plazma zar {izerinde bulunan
sodyum/kloriir bagimli sekonder aktif transport olan taurin tastyict proteini (TauT)
araciligryla gergeklesir (52). Sodyumun yani sira bobrek epitellerinden taurin alimi, klor

ve brom gerektirir. Sekil 11'de transport sistemi gosterilmektedir (24).

Limen

(D Hiicre

ZK*

Jr 0.

Taurin
3 Na'

cl-
(=)

%

Sekil 11. Bobreklerdeki taurin transport sistemi
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Arastirmanin Tipi
Calismamiz deneysel bir ¢aligmadir.
3.2. Arastirmanin Yeri ve Zamani

Arastirmamiz  Subat 2019 ile Mart 2020 tarihleri arasinda Dokuz Eyliil
Universitesi Tip Fakiiltesi Arastirma Laboratuvari'nda (ARLAB) ve Dokuz Eyliil

Universitesi Laboratuvar Hayvanlar1 Anabilim Dali'nda gergeklestirilmistir.

3.3. Arastirmanin Evreni ve Orneklemi/Calisma Gruplan

Bu ¢alisma deneysel hayvan ¢alismasidir. Calismada toplam 32 adet disi Wistar

albino sican kullanilmustir.
3.4. Calisma Materyali

Arastirmamizda deney hayvani olarak Wistar albino sican kullanilmustir.
Sicanlarin bobrek dokular1 biyokimyasal ve histolojik incelemeler, toplanan kan ve idrar

ornekleri de biyokimyasal analizler i¢in kullanilmastir.

3.5. Arastirmanmin Degiskenleri
Calismanin bagimsiz degiskeni: Taurin bilesigi

Calismanin bagimli degiskeni: Diyabetik nefropati siiresince olusan yapisal

ve biyokimyasal degisimler

3.6. Veri toplama Araclar:

Toplanan biyolojik materyaller Sekil 12°de 6zetlendigi sekilde analiz edilmistir.
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Biyolojik Materyaller

—

| B&brek’DokuIarl |

SERUM
l - — —
BUN = ==
Trizol ile RNA ve Bobrek Doku
Kreatinin protein izolasyonu Homojenatlar

Taurin diizeyi

|

l

I

l

; : ROS Analizi i Hemotoksilen-Eozin
’ mRNA Ifadesi Protein Ifadesi (Florometrik kit) ‘ Masson’s Trikrom J
iDRAR (RT-PCR) (Western Blot) 305 Analixi
I ! ! (Kolorimetrik Kit)
*Fibronektin *Fibronektin MDA Analizi {HPLC)
Protein *TGF-B *NOX4 —
Kreatinin EmE Y U (Koslgr[i) mAer::illl(zll(it)
*MMP-2/-9 | *TGF-B Reseptor |
Mikroalbumin = «EMMPRIN | *p-p38/p38 MAPK || MMP-2/-9 Aktivite
*p-Smad2/Smad2 Olgiimi
P-Smad3/Smad3 (Florometrik Kit)
TIMP-1/-2 Duizeyi
(ELISA)

Sekil 12. Deney akis semast

3.6.1. Deney Hayvam

DEUTF Deneysel Arastirma Laboratuvarinda calisma gruplarinin homojen
olmasi i¢in ¢caligmada konvensiyonal ortamda yetistirilen 250-300 gr agirliginda 12/12
saat gece-glindiiz yasatilan, ad libitum ile beslenen, erigkin sicanlar kullanildi.
Mortalitesi %10 olan DN sigan modeli i¢in toplam 32 adet Wistar-Albino disi siganlar
rastgele segilerek 4 calisma grubu olusturuldu (53). Siganlar 2154F (Tecniplast, Italya)
480x270x200 mm i¢ Ol¢iilerinde = 930 cm?2 steril edilebilir, polikarbonat standart sigan
kafeslerinde kafes igerisinde 3-4 adet olacak sekilde barindirildi (54). Calisma siiresince
deneye devam edemeyecek olan ve yasamini yitiren denekler istatistik kapsamindan

cikarildr.
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Deney hayvam gruplari

Sicanlarin rastgele segilerek olusturulan 4 ¢alisma grubu asagida

Ozetlenmistir.

1. Kontrol grubu (n=8)
2. Kontrol grubu + Taurin (%1 i¢gme suyu) (n=8)
3. Diyabet grubu (45 mg STZ/kg) (n=8)

4. Diyabet grubu (45 mg STZ/kg) + Taurin (%1 igme suyu) (n=8)

Diyabetik hayvan modeli

Sicanlarda diyabet olusturmak i¢in sitrat tamponunda (0.02 M, pH 4.5)
¢ozlindiiriilmiis streptozotosin (STZ) (Sigma, Amerika Birlesik Devletleri) tek doz (45
mg/kg) olarak intraperitoneal (i.p.) enjekte edildi. Injeksiyondan sonraki 3. ve 4.
giinlerde kuyruk venlerinden alinan bir damla kan 6rneklerinden, glukometri cihazi
(Medisense Optium glucometer (Abbott Laboratories, Bedford MA) kullanilarak kan
sekerleri ol¢iildii ve kan sekeri 200 mg/dL ve iizerinde olanlar diyabetik kabul edildi.
Tedavi gruplarinda uygulamalar, diyabet gelisimi belirlendikten sonra baglandi. 12
haftanin sonunda deney hayvanlari sakrifiye edildi (55-57). Taurin (Sigma, St. Louis,
MO, ABD) %1 oraninda i¢cme suyuna karistirilarak verildi (28). Calisma gruplarindaki
islemler asagida detayl olarak belirtilmistir;

1. Kontrol Grubu: Standart sigan kafeslerinde barindirildi ve verilecek olan STZ
hacminde serum fizyolojik enjekte edildi. Enjeksiyondan sonraki 3. giinde kuyruk
venlerinden alman bir damla kan 6rneklerinden, glukometri cihazi (Medisense Optium
glucometer (Abbott Laboratories, Bedford MA) ile kan sekeri ol¢iildii ve kayit altina
alindi. 12 hafta boyunca standart icme suyu verildi.

2. Taurin Grubu: Standart sigan kafeslerinde barindirildi ve verilecek olan STZ

hacminde serum fizyolojik enjekte edildi. Enjeksiyondan sonraki 3. giinde kuyruk

18



venlerinden alinan bir damla kan 6rneklerinden, glukometri cihazi ile kan sekeri ol¢iildii

ve kayit altina alindi. 12 hafta boyunca i¢gme sulara %1 oraninda taurin eklendi.

3. Diyabet Grubu: Standart si¢an kafeslerinde barindirildi ve tek doz 45 mg/kg STZ
enjekte edildi. Enjeksiyondan sonraki 3. giinde kuyruk venlerinden alinan bir damla kan
orneklerinden, glukometri cihaz ile kan sekeri dl¢iildii ve kayit altina alindi. Diyabet

modeli olusturulan hayvanlara standart igme suyu verildi.

4. Diyabet Grubu + Taurin (%]1): Standart sigan kafeslerinde barindirildi ve tek doz 45
mg/kg STZ enjekte edildi. Enjeksiyondan sonraki 3. giinde kuyruk venlerinden alinan
bir damla kan o6rneklerinden, glukometri cihazi ile kan sekeri ol¢iildii ve kayit altina
alindi. Diyabet modeli olusturulan hayvanlarin igme sularina 12 hafta boyunca %1 taurin

karistirildi.

Deney hayvanlar siirecinde haftada bir olacak sekilde kan seker Ol¢iimleri ile agirlik
takipleri gerceklestirildi. Olgiimler Ek 2” de tablo seklinde verilmistir. Deney sonunda
metabolik kafese alinan hayvanlardan idrar toplandi. Toplanan idrarlarin ve hayvanlar
tarafindan igilen sularin hacimleri not edildi. Hayvanlar deney sonunda dahil olduklari
gruplara gore sakrifiye edildi. Sakrifikasyon sonrasi bobrek fibrozisini belirlemek igin

tartimlar alindi. Ayn1 zamanda kanlar1 alinarak serumlar ayrildi (58).

Yapilan islemler Sekil 13’te 6zetlenmistir.
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metabolizma kafesi

1.Hafta 2. 3. 4. 5. 6. 7. B. 9. 10. 11. 12.l
(Normal igme suyu) Y

K$ dlglimd, serum

3. gln
KS Blciimii idrar, doku toplama
Sakrifikasyon oncesi
metabolizma kafesi
1.Hafta 2. 3. 4. 5. [N 7. &. 9. 10. 11. lZ.l
Ta urin I —_— | | L | | I | — | —_— |
(%1 taurinli igme suyu) l v
3. gin KS élgiimii, serum
K$ olgiimii idrar, doku toplama
0. Bl?ll"_ ) Sakrifikasyon éncesi
STZ injeksiyonu metabolizma kafesi
. 1.Hafta 2. 3. 4. 5. 6. 7. 8. 9. 10. 11. 12,
Diyabet
H I B | L | | L | _—— B |
(Normal igme suyu) l l l l l l l l T \
K$ lgiimi,
3. giin kS K3 K3 F$ — K3 K3 K5 55 .. serum idrar,
KS Glgimu  Bleliml slgimi  dlglimi Slglimi dlgiimi  dlglimii slgiimi dletimi doku toplar;\a
0. glin Sakrifikasyon dncesi
STZ injeksiyonu metabalizma kafesi
l 1.Hafta 2, 3. 4, 5. 6. 7. 8. 9. 10. 11 12,
(%1 taurinli igme suyu) | l 1 l l 1 l l "
3. giin v KS [+ Ks By K$ K3 K3 K$ KS dlgimi,
K slgiimi slgiimi Blgiimi  Blgimi olgumi Slglimd  Blclmd Slgumi  alglimi  serum idrar,

doku toplam.

Sekil 6. Deney hayvanlarina uygulanan 12 haftalik iglem plani

(KS: kan sekeri, STZ: streptozotosin)

3.6.2 Histolojik Degerlendirmeler

Sakrifikasyondan sonra bébrek dokular: %6107 luk formaldehit icerisine alindi ve
48 saat fiske edildi. Ardindan rutin doku takip prosediini uvgulandi, bébrek dokulan
uygun sekilde parafin bloklara gémiildd. Bloklamadan sonra parafinlenmis dokudan
Fotary mikrotom (RM 2255_ Leica, Germany) araciligi 1le 5 pm’lik kesitler alindi. Her
denege ait kesitler dokunun genel histomorfolojik Gzelliklerinu degerlendirmek igin

hematoksilen-eozin ve Masson-Trikrom ile bovanda.
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Hematoksilen-Eozin bovamas:

Almman kesitler sirasivla; deparafimizasyon, reludrasyon, vikama, hematoksilen
(01562E, Surgipath, Bretton, Peter Borough, Cambridgeshire) ile bovama, vikama,
eczin (01602E, Surgipath, Bretton, Peter Borough, Cambndgeshire) ile bovama,
vikama, dehidratasvon ve seffaflastuma basamaklarindan gecirildi. Ardindan entellan
(UN 1866, Merck, Darmstadt, Germanv) ile kapatildi.

Masson-Trikrom bovamasi

Alman parafin kesitler &ncelikle sirasiyla; deparafinizasyon, rehidrasvon, vikama
islemlerinden gecirildi. Masson Trikrom boyama seti (2049 GBL, Istanbul, Tiirkive)
icerisinden dokular dizerine 8 damla Weigert hematoksilen bovasi 1le § damla ferrik
Kloriir ¢ozeltisi damlatildi ve 20 dakika bekletildi. 1 dk distile su 1le vikandiktan sonra &
damla asit-alkol ¢ozeltisi ile 1 dakika bekletilen kesitler distile suyla ryice vikandi
Ardindan 8 damla Ponceau asit fuksin azofloksin ¢ézeltisi dokunun iizerini tamamen
kaplavacak gekilde uygulands. 5 dakika sonra uzaklastinilds ve 1 ml stok asit ¢ozeltisi ve
20 ml distile su ile hazirlanan asithi su ile kisaca vikandi. 8 damla fosfomolibdik asit
turuncu G bovasi ile 20 dakika muamele edildikten sonra asitli su ile vikand: ve § damla
actk vesil bova ile > dakika bovandi. Bovamanmn ardindan yikama islemn ve
dehidratasvon 13lemlerinden sonra seffaflastirma vapililaraka entellan ile kapatildi.

Babrek dokusunun histomorfolojisinin dederlendiribmesi

Kesitlerden elde edilen gdriintiilerin incelenmesinde bilgizavarli video kamera esash
gorinti analiz yvontemi kullanlds (UTHSC Image vazilim). Tim kesitler analize
edildi; sadece bovamaya bagh belirgin artefaktlan olan kesitler degerlendirme dist
tutuldu. Bovama tamamlandiktan sonra kesitler 151k mikroskobunda (Olvmpus BX-51
Tokvo, Japan) incelenerek, goriintiiler yvilksek ¢ozinirliige sahip kamera yardimivla
bilgisayara aktarilarak degerlendirildi (Olympus DP-71, Japan). Biitiin kesitler dijital
olarak fotografland:.
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Denev gruplarmna ait bobrek dokusu kesitlerinde 151k mikroskopik olarak;
mononiikleer hiicre infiltrasyonu, eritrosit ekstravazasyonu, kapiller dilatasyon, renal
korpiiskiil morfolojisi, proksimal tibiiluslarda vakuolizasvon, firgcams: kenar kayba,
tibiller dilatasyon wve kast formasyonu degerlendirildi Kesitlerden elde edilen
goriintiiler degerlendirilirken semikantitatif olarak tiibiilointertisyel hasar i¢in (tibiiler
fircamst kenar kaybi, fibiiler dilatasyon, kast formasvonu, vakuolizasyon,
mononiikleer hiicre infiltrasvonu, eritrosit ekstravazasvonu, renal korpiiskiil
morfolojisi gibi parametreler igin) skorlama yvapildi. Skorlama O=hig¢ yvok, 1= "% 0-10,
=% 11-25, 3= % 26-45, 4= % 46-73, 5= "% 76-100 olarak uyguland: (39).

3.6.3 Biyokimyasal incelemeler

Analizler deney hayvanlarindan alinan idrar, serum ve bdbrek doku
orneklerinde gergeklestirildi. Serumda degerlendirilecek parametreler icin ise kirmizi
kapakli tiiplere alinan kan ornekleri 2500 rpm’de santrifiij edilerek {ist faz alindi.
Idrarlar falkonlara toplandi ve 1000rpm de santrifiij edilerek porsiyonlandi.
Biyokimyasal analizler i¢in sag ve sol bobrek ayri ayri porsiyonlandi ve dokular
porsiyonlandiktan hemen sonra sivi nitrojene atilip donmasi saglandi. Biitlin

calisilacak materyaller analiz zamanina kadar -80°C’de saklandh.

3.6.3.1 Dokularin Hazirlanmasi

Dokular analiz kosullarina gére uygun homojenizayon tamponu ile
homojenizasyon gerceklestirildi. Tris-HCl pH 7.4 homojenizasyon tamponu ile
dokular 1:8 oraninda (w/v) homojenize edildi (TissueLyser II, Qiagen, Almanya).
MDA ve doku taurin analizi i¢in 2500 xg de santrifiij edildi, tist faz alindi. 11000 xg
de ikinci santrifiij sonrasi toplanan supernatant ise SOD enzim aktivitesi, ROT, TOS,
TIMP ile MMP-2 ve -9 aktivite analizi ve protein ifadesi (Western blot) analizleri igin
kullanilmak tizere porsiyonlandi. Homojenizasyon tamponun tiim icerigi, 50 nM Tris-
HCI, 0.15M NaCl, 10 mM CaClz, %0.05 Brij 35 ve proteaz/fostataz inhibitorii (pH
7.0) seklindedir. mRNA analizi i¢cin homojenizasyon trizol soliisyonu (Invitrogen,
ABD) ile ger¢eklestirildi. Trizoliin i¢inde homojenize edilen dokularin RNA izolasyon
adimlar1 ‘Bobrek dokusunda RNA izolasyonu’ basliginin altinda detayli olarak
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tanimlanmistir. Elde edilen RNA’lar RNaz bakimindan temiz olan ependorflara

aktarilip -80 °C” de sakland.

3.6.3.2 Serum ve Bobrek Dokusu Taurin Diizeylerinin Analizi

Doku ve serum taurin diizeyleri Yiiksek Performansli Sivi Kromatografisi
(HPLC) ile degerlendirildi. Yontemin temeli, 6rneklerin o-fitalaldehit (OPA) ile
tiirevlendirilmesine dayanmaktadir (60). Yontemin uygulama basamaklar1 asagida
aciklanmistir. Sonuglar plazma taurine diizeyi i¢in mg/mL ve doku diizeyi i¢in mg/mg

doku protein olarak ifade edildi.
Uygulama basamaklar1 asagida 6zetlenmistir:

e 300 pL orneklerin ve standartlarin tizerine 50 pL %?20’lik siilfosalisilik asit

ilave edildi ve vortekslendi.
e 15300 x g’de 5 dakika santrifiijlendi.

e Siipernatant 25 pL alinir ve iizerine 175 pL 0.4 M borat tamponu pH 10
eklendi.

e Karisimin iizerine 200 pL taze hazirlanmis OPA ilave edilir ve karistirildi.

e HPLC kolonuna enjekte edilebilmesi i¢in cam tiiplere aktarimi yapildi.

3.6.3.3 Serum Kreatinin ve Kan Ure Azotu (BUN) Diizeylerinin Olciilmesi

Serum Kreatinin ve kan iire azotu (BUN) diizeyleri i¢in Dokuz Eyliil
Universitesi Hastanesi Merkez Laboratuvarindan hizmet alimi yapilarak Abbott
Architect C16000 otoanaliz cihazi ile g¢aligildi. Cihaz, serum kreatinin ve BUN
diizeylerini sirasiyla Jaffe ve {ireaz reaksiyonu prensibiyle Olgmektedir. Jaffe

reaksiyonunun prensibi, alkali pH’da 6rnekdeki kreatinin ile pikrik asit reaksiyona

23



girerek olusturduklar1 kompleksin kolorimetrik &lgiimiine dayanir (61). Ureaz
reaksiyonunun prensibi ise; iire, su ve lireaz ile hidrolize olduktan sonra amonyak ve
karbondioksit a¢iga ¢ikar. A¢iga ¢ikan amonyak; glutamat- dehidrojenaz (GLDH), 2-
oksoglutarat ve NADH ile birlesir. Glutamat ile NAD+ olusur. Birim zamanda NADH

absorbansindaki diisiis, lire konsantrasyonu ile orantilidir (62).

3.6.3.4 Idrar Mikroalbumin, Protein ve Kreatinin Diizeyleri

Idrarda protein, mikroalbumin ve kreatinin diizeyleri i¢cin Dokuz Eyliil
Universitesi Hastanesi Merkez Laboratuvarindan hizmet alimi yapildi. Ornekler
Bechman Coulter AU5800 otoanaliz cihazi ile ¢alisildi. Idrar kreatinin diizeyi, Jaffe
reaksiyonu prensibi ile idrar albiimin ise immunotiirbidimetrik yontem ile ¢alisildi.
Tiirbidimetrik yontemde anti-insan albiimin antikorlari, 6rnekteki albiimin ile birlesir
ve olusan bu c¢okeltinin absorbansi, numunedeki albiimin miktar ile orantilidir. Idrar
protein diizeyi dl¢limii i¢in kullanilan testin prensibi ise, pirogallol kirmizi-molibdat
kompleksinin, protein molekiillerinin temel amino gruplarini bagladiginda meydana
gelen absorbans degisimine dayanmaktadir. Bu kompleksin absorbansi, 6rnekteki

protein konsantrasyonu ile dogru orantilidir (63).

3.6.3.5 Bobrek Dokusunda RNA izolasyonu

Total RNA izolasyonu trizol soliisyonu ile manuel olarak izole edildi (64).

Yonteme ait basamaklar agsagida maddeler halinde 6zetlenmistir;
RNA izolasyon adimlar1 asagida 6zetlenmektedir:
e 0.1 gtartilan doku 1ml trizol ile homojenize edildi.
e Homojenizasyondan sonra 5-10 dakika oda sicakliginda bekletildi.

¢ 0.2 ml kloroform eklenir ve tiip ters-diiz yapildi.
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e 15 dakika oda sicakliginda bekletildi.

e 4°C 12000g 15 dakika santrifiij edildi.

e Fazlar ayrilir ve iist fazda toplanan RNA’lar alinip baska bir tiibe aktarildi.
e Uzerine 500 ul izopropanol kondu.

e (Oda sicakliginda 20 dakika bekletildi.

e -80 °C’de bir gece boyunca inkiibe edildi.

e Inkiibasyon sonras1 4 °C 15000 x g 30 dakika santrifiij edildi.

e Siipernatant atilir ve %80 soguk etanol ile yikandi.

e 4 9C yiiksek devirde 5 dakika santrifiij edildi.

e Siipernatant atilir ve 5-10 dakika RNA’larin kurumasi, etanoliin uzaklasmasi

icin oda sicakliginda bekletildi.

e Safsu (yaklasik 50 ul) ile RNA pelleti ¢oziildii.

3.6.3.6 Gercek-Zamanh PCR ile Gen ifadeleri Analizi

Orneklerden elde edilen RNA’larin kalitesi ve konsantrasyonunun belirlenmesi
i¢cin spektrofotometre (2000/2000c, NanoDrop, Thermo) kullanilarak 6lgiim yapildi.
230 nm fenol, 260 nm DNA ve 280 nm ise proteninler i¢in absorbanslarinin en fazla
oldugu dalga boyudur. RNA'nin saf oldugunun anlasilabilmesi i¢in A260/A280
oraninin ~1.9 olmali, A260/A230 oraninin da 1.8-2.2 olmas1 beklenmektedir.

cDNA sentezi i¢in OneScript Plus (ABM, Kat. No: G236 ) cDNA sentez kitiyle {iretici

firmanin ilettigi prosediir dogrultusunda termal dongii cihazinda gergeklestirildi.
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cDNA sentez karisimi ve prosediirii Tablo 1’ de anlatilmaktadir. Sentezlenen

cDNA’lar RT-PCR’ da ¢alisilincaya kadar -20 °C” de saklandi.

Tablo 1. cDNA sentez karisimi ve prosediirii

Bilesenler Hacim Son Konsantrasyon
Total RNA X 2.5 ng/ml
Oligo (dT) Primer Tl 0.5 uM
dNTP Karigimi Tl 500 uM
RNAaz icermeyen su 14.5 pl-x

Hazirlanan reaksiyon karisimi 65°C de 5 dakika bekletilip buza alinir ve kisa bir

santrifiij yapilir.

5X RT tamponu 4 ul 1X
Ribonukleaz inhibitorii 0.5 ul 20 U/rxn
Reverse Transkiptaz Il 200 U/rxn
Enzimi

Karisim cDNA sentezi i¢in 50 °C de 15 dakika inkiibe edildikten sonra reaksiyonu
sonlandirmak i¢in 85 °C de 5 dakika bekletilir. Ardindan 4 °C’de sogutulur.

Gergek zamanli PCR (RT-PCR) reaksiyonlar1 Qiagen marka RT? SYBR Green qPCR
Mastermix kiti kullanilarak gergeklestirildi. Tablo 2’de 0Ozetlenen ticari kitin
talimatlar1 dogrultusunda deneyler kuruldu. Rotor gene (Qiagen, Almanya) cihazi ve
yazilim programiyla sonuglar elde edildi. Kullanilan her bir gen igin ileri ve ters gen
dizilimler 5- 3  olacak sekilde Tablo 3’de verilmistir. Her bir gen kontrol geni olarak
kullanilan B-aktine oranlandi1 ve amplikasyon sonucunda elde edilen Ct (thershold-esik
deger) degerleri kullanilarak calismamizda belirtilen genlerin mRNA ifade diizeyleri

belirlendi (65).
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Tablo 2. Ger¢ek Zamanli PCR protokolii

Bilesen Hacim
Thermo master mix 10 pl
Primer F 0.75 ul
Primer R 0.75 ul
dH20 3.5ul
cDNA Sul
Total hacim 20 ul
Denatiirasyon sicakligi: 95 °C
Sentez sicakligi: 56 °C — 58 °C
Uzama sicakligr: 72 °C; 40 dongii

Tablo 3. Gergek Zamanli PCR i¢in kullanilan primerler

GEN 5-3 3.5
Fibronektin [ GCTTCAAGCTGGGTGTACGA AAGTTGGTTGGGGGAGACAG
TGF-p TGTCCGGCAGTGGCTGAAC GGCTTCGCACCCACGTAGT
Smad2 GCCGAGTGCCTAAGTGAT AGACTGAGCCAGAAGAGC
Smad3 TGTCATCTACTGCCGCTTGTG | CAACACTGGAGGTAGCACTGG
MMP-2 TGGTGTGGCACCACCGAGGA CCTTGCCATCGCTTCGGCCA
MMP-9 | CCTCTGCATGAAGACGACATAA | GGTCAGGTTTAGAGCCACGA
EMMPRIN | ACAGCAGTGGCATTGACATC

TGTTCCGATTTCTTTCCCAC
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| B-aktin | TGCAGAAGGAGATTACTGCC CGCAGCTCAGTAACAGTCC

3.6.3.7 Bobrek Dokusu Reaktif Oksijen Tiirleri (ROT) Diizeyleri Analizi

Doku ROT diizeyleri florometrik kit (Cell Biolabs, STA-347, Amerika Birlesik

Devletleri) ile degerlendirildi. Testte, 2 ', 7' diklorodihidrofloresein diasetat ile benzer

yapiya sahip 6zel bir ROT probu olan florojenik diklorodihidrofluoresin DiOxyQ
(DCFH-DiOxyQ) 6nce DCFH formuna déniisiir. Olusan DCFH, ROT tiirleri ile

reaksiyona girer ve DCF’ye oksitlenir (Sekil 14). Ortaya ¢ikan floresans yogunlugu,

ornek i¢indeki ROT seviyeleri ile orantilidir.

Uygulama basamaklari;

Standart olarak DCF kullanilir. 0/1/10/ 100/ 1000/ 10000 nM olacak sekilde

standartlar hazirlandi.
50 ul 6rnek ve standart floresan okumaya uygun mikro plaga kondu.
Herbir kuyuya 50 ul katalizor eklendi.

100 ul DCFH soliisyonu eklenir ve 1siktan uzak oda sicakliginda 15-45 dakika
bekletildi.

480/530 nm (Eksitasyon/Emisyon) dalga boylarinda floresan okuma yapildi.
Elde edilen standart grafigi yardimiyla sonuglar hesaplandi.

Orneklerdeki ROT miktar1 nM/mg protein olarak ifade edildi.
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DCFH-DiOxyQ

l

DCFH-DiOxy

l

l ROT

Sekil 14. ROT ol¢iim kitinin ¢alisma prensibi  (480/530 nm- Ex/Em)

3.6.3.8 Bobrek Dokusu Total Oksidan Diizeyleri (TOS) Analizi

Doku toplam oksidan diizeyleri (total oxidan status-TOS) kolorimetrik bir kit
(Rel Assay Diagnostic, Tiirkiye) ile dl¢iildii. Kit, 6rnekte bulunan oksidanlarin iyon-
selatdor kompleksindeki demiri (Fe™) demir iyonuna (Fe™) oksitlemesiyle calisir.
Oksidasyon reaksiyonu sonunda olusan demir iyonu asidik ortamda kromojen ile
renkli bir kompleks olusturur. Spektrofotometrik olarak 6l¢iilebilen renk yogunlugu,

ornekte bulunan oksidan molekiillerin toplam miktar1 ile dogru orantilidir (66).

Kitin uygulama basamaklar1 asagida 6zetlenmistir;

e 0-10 pumol/L araliginda olacak sekilde 10umol/L ana stoktan standart

hazirlandi.

e Ornekler ve standartlardan 30 ul eklendi.
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e Reaktif 1 den 200 pl ilave edildi.

e lyice karistirildiktan sonra Absorbans 1 (A1) sonucu igin 530 nm ‘de dl¢iildii.
e Olgiimden sonra 10 pul reaktif 2 eklendi.

e lyice karistirildiktan sonra oda sicaklinda 10 dakika beklendi.

e Absorbans 2 (A2) i¢in 530 nm’de 6l¢iildii.

e Olgiimlerden sonra absorbans farki alinarak standart grafiginden faydalanarak

sonuglar hesaplandi.

e Sonuglar pmol/g protein seklinde verildi.

3.6.3.9 Bobrek Dokusu MDA Analizi

Doku MDA diizeyleri HPLC cihazi kullanilarak gergeklestirildi. Yontemde lipid
hidroperoksitleri asit katalizi ile MDA’ya parcalanarak, meydana gelen MDA’ nin
tiyobarbitiirik asit (TBA) ile olusturdugu kompleks floresans dedektor ile (eksitasyon
dalga boyu:515 nm, emisyon dalga boyu 553 nm) degerlendirildi. Mobil faz
olarak %30 etanol iceren 10 mM, pH 7.0 fosfat tampon kullanildi. 150-4.6 mm
boyutlarinda 5 pM tanecik ¢apinda C18 kolon ve standart olarak 1.5, 3, 5, 10, 20, 40
umol/L konsantrasyonlarinda 1, 1, 3, 6 tetraetoksiipropan (TEP) (Sigma, 85H2501)
kullanildi (67). Doku MDA degerleri pmol/g protein olarak ifade edildi.

Uygulama basamaklari asagida 6zetlenmektedir;

e 40 pl 6rnek ve standartlar falkon tiiplere konuldu.

e 100 pl saf sudan sonra, 20 pl 2.8 mmol/L biitilen hidroksi toluen (BHT)
(etanolde) eklendi.

o 40 pul %8.1 SDS ve 600 uL. 8 g/l TBA-Asetik asit karigimi eklendi.
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95 9C’ de 1 saat boyunca su banyosunda bekletildi.

Su banyosundan c¢ikarildiktan sonra reaksiyonun durmasi amaciyla buz

banyosunda sogutuldu.

200 pl saf su ile 1000 pl butanol-piridin (15-1) eklenir ve 1 dakika boyunca
karistirildi.

Fazlarin ayrigsmasi icin 2-3 dakika bekletildi.

Organik fazlarin ayrimlandigr gozlendikten sonra iist faz ependorf tiibe

aktarildi.
10000 rpm’ de 5 dakika santrifiij edildi.

Santrifiij sonrasi faz HPLC (Shimadzu VP Series, Japonya) cihazina verilmek

tizere cam tiiplere 100’er ul olacak sekilde aktarildi.
Cihazin kolonuna cam tiipten 10 pl enjekte edildi.

Her bir 6rnek ve standartlara ait olan kromotogramlar {iizerinden alan

hesaplanarak MDA diizeyleri belirlendi.

3.6.3.10 Bobrek Dokusu SOD Aktivite Analizi

SOD, en 6nemli antioksidan enzimlerden biridir. Siiperoksit anyonunun hidrojen

peroksit ve molekiiler oksijene doniistiiriir. Kullanilan SOD analiz kitininde (Katalog

no: K335-100, Biovision, Amerika Birlesik Devletleri), siiperoksit anyonunun

indirgenmesiyle suda ¢oziiniir bir formazan boyast olan WST-1 aciga c¢ikar. Bir

siiperoksit anyonin indirgeme hizi ile ksantin oksidaz aktivitesi dogrusal olarak

iligkilidir ve SOD tarafindan bu eslenik reaksiyon inhibe edilir. Calisma prensibi Sekil

15’te gosterilmektedir. Kitte kullanilan soliisyonlarin miktarlar ise Tablo 4’ te

Ozetlenmistir. Sonuglar U/mg protein olarak ifade edildi.
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Uygulama basamaklar1 asagida 6zetlenmistir:

e Her kuyudaki ¢6zelti hacimleri miktar1 Tablo 'de belirtilmektedir.

e Eklemeler en son enzim ¢aligma soliisyonu olacak sekilde kondu.

e 37°C’ de 20 dakika bekletildi.

e Siire sonunda 450 nm’de 6l¢iimler alindi.

e Sonuglar SOD inhibisyonu asagida gosterilen formiille hesaplandi.

.. e A -A —(Agrnek — A
e SOD aktivite (inh. oran) = (Aplank1 (Ablanks) (Aornek ) plankz ) X 100
blank1 — Ablank3

e Kitle beraber alinan standart SOD (Biovision, Katalog No: 4802) ile %
inhibisyon, SOD aktivitesine ¢evrildi.

Ksantin

2
.0, \ / 2 Formazanboya

Ksantin oksidaz

H.,O, ‘j KA
=i 20," Tetrazalium tuzu

Urik asit
SOD
01 + H:O_.

Sekil 15. SOD kitinin ¢alisma prensibi
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Tablo 4. SOD kiti calismasinda kullanilan ¢6zeltiler

Ornek- Blank 1 Blank2 Blank 3
standart
Ornek veya standart 20 pl 20 pl
Saf su 20 ul 20 ul
WST ¢alisma ¢ozeltisi 200 pl 200 pl 200 pl 200 pl
Enzim ¢alisma ¢ozeltisi 20 pl 20 pul

3.6.3.11 Bobrek Dokusu MMP-2 ve MMP-9 Aktivite Analizi

Hazirlanan doku homojenatlarinda MMP-2 ve MMP-9'un aktiviteleri

florometrik kit (CBA003, Calbiochem, Almanya) ile degerlendirildi. Kolajen benzeri,

ticlii sarmal yapmin kullanildigi ((Gly-Pro-Hyp*)5-Gly-Pro-Lys(Mca)-Gly-Pro-Pro-

Gly/Val-Val-Gly-Glu-Lys(Dnp)-Gly-Glu-GIn-(Gly-Pro-Hyp)5-NH>);

*Hyp,

4-

hydroksi -L-prolin; /=kesilme bolgesi) kitte, MMP-2 ve MMP-9 i¢in spesifik olan bu

yapinin par¢alanmasiyla birlikte agiga ¢ikan floresans 1s1madaki artis 6l¢iildii.

Uygulama basamaklari asagida 6zetlenmistir;

e Omnekler ve hazirlanan MMP-2 ve MMP-9 standartlari (0, 20, 50, 100, 250,

500, 1000, 2000 ng/ml) aktivasyon tamponu (APMA: p-aminofenilmerkiirik

asetat) ile seyreltildi.

e 90 ul 6rnek ve standart iizerine saf su ile hazirlanan ¢alisma ¢ozeltisi eklendi.

e Flurometrik okuma 320 / 405 nm (Ex/Em) de yapildu.

e MMP-2' ler i¢in 3 saatlik dl¢iim alinirken, MMP-9 i¢in ise 18 saatlik 6l¢lim

alindi.

e Sonuglar pug MMP/ug protein olarak ifade edildi.
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3.6.3.12 Bobrek Dokusu TIMP-1 ve TIMP-2 Analizi

Hazirlanan doku homojenatlarinda MMP-2 ve MMP-9’un endojen inhibitorleri
olan TIMP-1 ve TIMP-2 protein diizeyleri ELISA kitleri ile degerlendirildi. TIMP-1
ve TIMP-2 ELISA (Enzim-Bagli ImmiinoSorbent Testi) kitlerinde (EK0583, EK1302,
strastyla; Boster, Cin) sican TIMP-1 ve TIMP-2’ye 6zgii antikorla kaplanmis plak
kullanilmis ve baglanmadaki artisla dogru orantili olarak degisen renk siddetleri
dlgiilmiistiir. On denemeler sonucunda hazirlanan 6rnekler 1/100 seyreltme yapilarak

kullanildi. Sonuglar ng/mg protein olarak ifade edildi.
Uygulama basamaklart;
e Yontem i¢in, TIMP-1 ve TIMP-2 standartlar1 kullanildi.

e TIMP-1 igin standartlar 0-31.2-62.5-125-250-500-1000 pg/ml; TIMP-2 i¢in 0-
156-313-625-1250-2500-5000 pg/ml olacak sekilde hazirlandi.

e Ornek ve standartlardan her bir kuyucuga 100 pl eklendi.
e 90 dakika beklendi.
e Siire dolduktan sonra mikroplak igerigi dokiildii.

e TIMP-1 ve TIMP-2 antibody soliisyonu hazirlandiktan sonra her bir kuyucuga
100 pl eklendi.

e 37°C’ de 60 dakika bekletildi.

e Mikroplak tekrar temizlenir ve 3 defa 300 ul PBS tamponu ile yikandi.
e ABC antikor soliisyonu hazirlandiktan sonra 100’er pul eklendi.

e 37°C’ de 30 dakika bekletildi.

e ABC soliisyonu dokiildiikten sonra 5 defa 300 pl PBS ile yikandi.
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e Yikama isleminden sonra 90 pl renk soliisyonu eklenir ve TIMP-1 i¢in 25-30

dakika, TIMP-2 i¢in 15-20 dakika beklendi.

e Kuyucuklarda da renk degisimi gozlendikten sonra 100 pl Stop soliisyonu
eklendi.

e Sari renge donen kuyucuklar 450 nm’ de okundu.

3.6.3.13 Bobrek Dokusu Western Blot: NOX4, Fibronektin, TGF-§
reseptor 1, TGF-p/Smad2/3, p38 MAPK protein ifadeleri

Western Blot analizi, poliakrilamid jel elektroforezi ile molekiil kiitlelerine gore
ayrimlanmig olan protein karisiminda ilgilenilen proteinin diizeyini 6lgmek igin
kullanilan bir yontemdir. Yontemde, Sl¢iilmek istenen proteine 6zgii antikorunun
kullanilmastyla protein diizeyi belirlenir. Western blot analizi kisaca; poliakrilamid jel
elektroforezi ile protein ayrilmasi, jeldeki proteinlerin membrana aktarimi ve ilgili

proteinin Olgiilebilir hale getirilmesi seklinde {ic basamaktan olusur.

Basamaklar agamalariyla ayrintili olarak asagida aciklanmastir.

Sodyvum Dodesil Sulfat-Poliakrilamid Jel Elektroforez (SDS-PAGE) Jelinin

Hazirlanmasi

Jel yiirlitme islemi i¢in vertikal elektroforez sistemi (BioRad, Amerika Birlesik
Devlerleri) kullanildi. Bu sistem, yliriitme tanki, jel tastyan camlar (1,5 mm cam, ince
cam, 10 kuyulu tarak), camlar1 tutan kelepge sistemleri ve giic kaynagindan

olusmaktadir.

e 101. X 7.3 cm boyutlarindaki iki cam iistiiste konulduktan sonra sabitlendi ve

dokme standina yerlestirildi.

e Dokme standma yerlestirilen camlara pipet yardimiyla Tablo 5’te igerigi
gosterilen ayiricr jel karisimi belli bir hizada dokiildi. Polimerizasyonun hizl

olabilmesi i¢in oksijenle temasi propanolle kaplanarak kesildi. Poliakrilamid
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jel, monomerik olan akrilamidin poliakrilamid zincirlerine polimerizasyonu ve

N,N’-metilen- bisakrilamidin ¢apraz baglanmasi sonucu olugmaktadir.

e Polimerizasyon tamamlandiktan sonra izopropanol uzaklastirildi ve jellerin

iistii saf su ile yikandi.

e Paketleyici jel ¢ozeltisi Tablo 6’da icerigi gosterildigi gibi hazirlandi. Ayirict

jelin tstiine dokiildii ve kuyucuk olusabilmesi i¢in taraklar takildi.

Tablo 5. SDS PAGE ayirici jel (%12) ¢ozeltileri

JEL BILESENLERI HACIM
Saf su 9.3 ml
%30 Akrilamid/Bisakrilamid 8 ml

3 M Tris-HCI (pH 8.8) 2.5 ml
% 20 SDS 0.05 ml
%10 (w/v) Amonyum persiilfat 0.2 ml
TEMED 0.02 ml
Total karigim 20.00 ml

Tablo 6. SDS PAGE paketleyici jel (%4) ¢ozeltileri

JEL BILESENLERI HACIM
Saf su 6.00 mL
%30 Akrilamid/Bis-akrilamid 1.33 mL
1 M Tris-HCI (pH 6.8) 2.50 mL
% 20 SDS 0.10 mL
%10 (w/v) amonyum persiilfat 0.10 mL
TEMED 0.01 mL
Total karigim 10.00 mL

Ornek Hazirlanmasi

Kuyucuk basina yaklasik 80 pg protein olacak bi¢imde daha once elde edilen her bir
homojenattan 5X 6rnek tamponu (25 mM Tris pH 6.8, %5 SDS, %2.2 merkaptoetanol,
%10 gliserol, %0.002 bromfenol blue) ile érnekler hazirland: ve 95 °C’de 5 dakika
tutuldu.
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Jelin Yiiklenmesi

Paketleyici jel polimerize olduktan sonra tarak ¢ikartildi. Camlar yiiriitme aparatina
yerlestirildi ve tanka konuldu. Tank ve yerlestirilen camlarin arasi 1X yiiriitme
tamponu (0,25 M Tris, 1.92 M glisin, %1 SDS) ile dolduruldu. Kuyucuklara hazirlanan
protein Ornekleri ve molekiiler agirlik standarti (Kat. no: G252, abm, Kanada)

yiiklendi.

Elektroforetik Yiiriitme

Ornekler yiiklendikten sonra sistemin kapagi kapatilarak elektrotlara baglandi. 1lk
basta 70 V, 6rnekler ayric1 jele gelince akim 100 V’a yiikseltildi. Orneklerle birlikte
yiiklenen agirlik standardi takip edildi. Proteinler arasi yeterli ayrilma saglandiktan

sonra sistem kapatildi ve jeller ¢ikarildi.

Proteinlerin Membrana Transferi

Calismamizda 1slak transfer yapildi. Transferde kullanilacak olan PVDF membran
metanol ile yikandi. Filtre kagitlar1 1X transfer tamponu (2 M glisin, 0,25 M Tris) ile
1slatildi. Membranla (Kat No: IPVH09120, immobilon P, Millipore, Amerika Birlesik
Devletleri) jel {iistiiste konulduktan sonra 2’ser adet filtre kagidi arasma sikistirildi.
Western sandivi¢i olarak adlandirilan bu yapi transfer kelepgesiyle sabitlendi ve tanka
yerlestirildi. 1 1t 1X %20 metanol igeren transfer tamponu tanka konuldu. 400 mA
sabit akimda 1 saat siire ile transfer gergeklestirildi. Transfer islemi bitince sistem gii¢

kaynagindan kapatildi ve diizenek agilarak membran dikkatlice alindi.
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Bloklama

Spesifik olmayan baglanmalar1 engellenmek i¢in bloklama yapildi. Transfer sonrasi
proteinlerin baglandigi membran, bloklama ¢dzeltisi (% 5°lik siit tozu % 0.05°lik
Tween20 iceren TBS c¢ozeltisi) ile 60 dakika oda sicakliginda inkiibe edildi.
Inkiibasyon sonunda membran ii¢ defa % 0.05’lik Tween 20 igeren TBS cozeltisi

(yikama ¢ozeltisi) ile 10’ar dakika yikandi.

Primer Antikor Ile Inkiibasyon

Bloklama sonras1 membranlar primer antikorlarla muamele edildi. Primer antikorlar,
% 0.05’lik TBS-T (TBS+Tween 20) c¢ozeltisinde hazirlanan %35°lik siit tozunda
seyreltildi. Membranlar gece boyunca 4°C'de NADPH oksidaz (NOX4) (1:1000),
TGF-B (1:750), fibronektin (1:1000), p-p38 (1:750), p38 (1:1000), p-smad2/3 (1:500)
ve smad 2/3'e (1:750) karst olusturulmus primer antikorlarla inkiibe edildi. Siire

sonunda membranlar yikama ¢ozeltisi olan TBS-T ile 3 defa 10’ar dakika yikandi.

Sekonder antikor ile inkiibasyon

Yikama sonrasinda membran primer antikora spesifik sekonder antikorlarla (goat anti-
rabbit IgG /Horseradish Peroxidase Conjugated, Cell Signaling 7075, Amerika
Birlesik Devletleri) 1 saat oda sicakliginda calkaliyici lizerinde bekletildi. Sekonder
antikor, % 0.05’lik TBS-T ¢o6zeltisinde hazirlanan %2’lik siit tozunda 1/1000 oraninda
seyreltildi. Siirenin sonunda membran tekrar yikama ¢ozeltisi ile 10 dakika siire ile 3

kez yikandi.

Membran silme (strip) protokolii

Ticari olarak satin alinan strip tamponu (21059, Thermo Scientific, Amerika Birlesik
Devletleri) kullanildi. Temizlenmek istenen membran 5-15 dakika oda sicakliginda
strip tamponu ile muamele edildi. Ardindan 3 defa 10’ar dakika yikama yapildi.

Ardindan primer antikor inkiibasyon basamagina geri doniildii.
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Goruntileme

Sekonder antikor inkiibasyonundan sonraki yikamalar tamamlandiginda membran
goriintiileme i¢in hazir hale gelir. Sinyalin goriiniir hale getirilmesi amaciyla ECL
(Enhanced chemiluminescence/ Arttirilmis kemiliiminesans) kiti (WBLURO100,
Millipore, Amerika Birlesik Devletleri) kullanildi. Kitin prensibi, horseradish
peroksidaz enziminin hidrojen peroksit ile substrati olan luminoliin oksitlemesi ve
uyarilmig durumdan bazal duruma gegerken i1g1ma olusturmasina dayanmaktadir. Bu
kemiliiminesans 1simada karanlik odada film {izerine aktarilir. Hazirlik asamasinda
Once, goriintiileme kasedi i¢ine uygun boyutlarda kesilerek seffaf dosya yerlestirildi
ve dosyanin i¢ine membran konuldu. Uzerine sinyal olusturmak icin ECL ¢ozeltisi
dokiiliir ve ¢ozeltisi eklendi. Kaset (Amersham, RPN 11649) igerisine karanlik odada
film (Kodak Biomax Light Film, Katolog No: 1788207) konur ve belirli bir siire
beklemenin ardindan film banyo soliisyonlarindan (Developer-Fikser-Su) gecirilir.
Elde edilen filmlerin, dansitometrik incelenmesiyle protein diizeyinin belirtilmesi
saglanmaktadir. Bant yogunluklar1 Image J bilgisayar programiyla analiz edildi. B-
Aktin protein ifadesi, yiikleme kontroliinii dogrulamak i¢in kullanildi. Bu amagcla ayn1
membran iizerinde ya proteinlerin fosforile ve total formlar1 da ilgilenilen protein ile
3-Aktin ifadesi gosterildi. Fosforile proteinler total proteinlerine, digerleri ise 3-Aktine

oranlandi ve sonuglar analiz edildi.
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3.6.3.14 Doku Protein Diizeylerinin Belirlenmesi

Tiim doku orneklerinde yapilan analiz sonuglart mg proteine orantilanarak
verildi. Protein diizeyleri Bikinkoninik asit (BCA) yontemi ile belirlendi. Elabscience
(Katalog No: E-BC-K318-M) protein analiz kiti kullanildi. Yontemin temeli alkali

ortamda Cu'-protein kompleks olusumuna ve Cu™?’

nin Cu’e indirgenmesine
dayanmaktadir (68). Bakir siilfat BCA ¢ozeltisine eklendiginde agik yesil bir renk
olusturur ve bu ¢ozelti protein ¢ozeltisine ile birlestiginde, proteinin peptid baglartyla
etkilesime girerek, bazik kosullarda Cu'? iyonlar1 Cu® iyonlarina indirgenerek
mavi/mor renkli bir ¢ozelti olusturur. Olusan rengin siddeti protein konsantrasyonu ile

dogru orantilidir.

Uygulama basamaklari asagida 6zetlenmistir;

e Protein standardi olarak sigir serum alblimini (BSA) kullanilir. Standartlar saf

su i¢cinde 0-0.05-0.1-0.2-0.4-0.6-0.8-1 mg/ml konsantrasyonlarinda hazirlandi.

e Standartlar ve uygun seyreltmeleri yapilan 6rneklerden 20’ser ul mikroplaga

kondu.

e (alisma cozeltisi; A reaktifi (biginkonik asit ¢ozeltisi, sodyum karbonat,
sodyum bikarbonat, biginkonik asit ve sodyum tartarat) ve B reaktifinin (bakir

stilfat ¢ozeltisi) 1:50 oraninda karistirilmasiyla hazirlandu.
e (alisma ¢ozeltisinden 100 pl her kuyucuga eklendi.
e 37°C’de 30 dakika bekletildi.
e Siire sonunda 562 nm absorbansta okundu.

e Protein konsantrasyonlar1 standart grafigi kullanilarak hesaplanir ve sonuglar

mg/ml olarak ifade edildi.
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3.7. Arastirma Plani

Projelendirme 2015

Etik Kurul Onay1 10 Subat 2015

Deney hayvanlari ¢alismasi Subat-Nisan 2019
RT-PCR Mayis-Agustos 2019
ELISA ve kit ¢alismalari Eyliil-Kasim 2020
Western Blot analizleri Aralik 2019- Mart 2020
Tez Yazimi May1s 2021- Nisan 2022
Tez Teslimi Haziran 2022

3.8. Verilerin Degerlendirilmesi

Calisma siirecinde elde edilen verilerin istatistiksel analizleri SPSS (Statistical
Package for Social Sciences) 24.0 bilgisayar paket programinda yapild.
Degerlendirmede ortalama ve standart hatalar belirlendi. Gruplararas: farklilik Kruskal
Wallis testi ile gruplar arasindaki farkliligin hangi gruptan kaynaklandigi ise Mann-
Whitney U testi ile analiz edildi. p<0.05 degerleri istatistiksel olarak anlamli kabul

edildi. Veriler ortalama =+ standart hata bi¢iminde verildi.

3.9. Arastirmanin Simirhiliklar

Aragtirmamiz deney hayvam g¢alismasidir. Deney hayvami etik kurullarinda ise 3R
kuralinin gozettigi etik acidan deneylerde en az hayvan sayisi ile ¢alismak esastir. Bu
ylizden elimizdeki mevcut hayvan sayimiz ve onlardan elde edilen calisma
materyalleri ¢ok degerliydi. Dogrudan organizmaya uyarlanmasi, uygulanmasi ve
modelin gergege en yakin sekilde olusmasi, her ne kadar hiicre kiiltiiriinden daha yakin
olsa da her bir hayvanin kendine 6zgii farkliliklar1 ve diyabetli hayvanlarin mortalite
oranlarinin yiiksek olmasindan dolay1 calisma oldukca hassaslik gerektiren bir
calismaydi. Kontrol grubu hari¢ gruplardan birer hayvan deney siirecinde

kaybedilmistir.
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3.10. Etik Kurul Onay1

Dokuz Eyliil Universitesi Tip Fakiiltesi Deney Hayvanlari Etik Kurulu 10 Subat 2015
tarith ve 02/03/2015 no.lu kararinda; 05/2015 protokol numarali ¢alismamizin etik

acidan sakincali olmadigina karar vermistir.

4. BULGULAR

4.1. Klinik Parametreler

Calisilan parametrelerin bulgular1 Tablo 7’de verilmistir. Kontrol ve diyabet
grubu ile karsilastirildiginda; Bobrek/hayvan agirligi, icilen su miktar1 ve idrar
hacimleri arasinda anlamli olarak artis gézlendi (p=0.0022; p=0.0054, p=0.0365;
sirastyla). Diyabet ve DT gruplarn arasinda istatistiksel olarak bir farklilik

bulunamamustir.

Tablo 7. Bébrek agirhigi/hayvan agrihigy, Igilen giinliik su miktar1, Giinliik idrar
hacimleri

Kontrol Taurin Diyabet Diyabet+Taurin
(n=8) (n=7) (n=7) (n=7)

Bobrek

agithgihayvan = ¢s444014 66184029  9.672+0.78  10.01 +0.71
agirhigr (mg/g)

I¢ilen su

miktar1 (ml) 4438 +£3.831 55.00+6.172 120.7+19.92 112.1+19.11

Idrar hacimleri

31.63+3,722 25.86+3,882 77.71+13,36  77.86+ 15.80
(ml)
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4.2. Histolojik Bulgular

Kontrol grubuna ait bobrek kesitleri incelendiginde normal morfolojik 6zellikler
gozlendi. Korteksin disinda fibroz kapsiiliin saglam olarak yer aldigi, korteks ve
medulla ayriminin rahatlikla yapilabildigi gozlendi. Korteksteki renal korpiiskiillerin
normal yapida oldugu, bowman kapsiiliiniin pariyetal ve visseral yapraginin normal
histolojik yapida oldugu belirlendi. Proksimal tiibiil ve distal tiibiil, henle kulbu,
kollektor tiibiillerde yapilarin normal oldugu goézlendi. Epitel hiicreleri karakteristik
yap1 ve Ozelliklerini korumaktaydi (Sekil 16). Herhangi bir hiicre infiltrasyonu ve bag
doku artis1 gézlenmedi (Sekil 18).

Taurin grubunun kontrol grubuna benzer 6zellikler gosterdigi goriildii.

Diyabet grubunda peritiibiiler alanda monontikleer hiicre infiltrasyonu, proksimal
tiibiil hiicrelerinde fircams1 kenar kaybi, tiibililer atrofi, tiibiiler dilatasyon ve
vakuolizasyon gozlendi. Bazi tiibiillerde proteindz madde birikimi ile birlikte kast
formasyonu ve tiibiil liimeninde hiicre debrisleri izlendi. Korteksteki bazi1 bolgelerde,
damarlarda vazodilatasyon ve eritrosit ekstravazasyonu dikkati c¢ekti (Sekil 16).

Peritiibiiler alanlarda yaygin bag doku artis1 gézlendi (Sekil 18).

Diyabet-Taurin grubunda kortikal bolgede 6zellikle peritiibiiler alanda mononiikleer
hiicre infiltrasyonunda, tiibiil hiicrelerinde gozlenen dejenerasyonlarda ve kortekste
eritrosit ekstravazasyonunda iskemi-reperfiizyon gore azalma gozlendi. Tiibiiler atrofi,
tiibiiler dilatasyon, vakuolizasyon, tiibiillerde protein6z madde birikimi ile birlikte
tiibiil limenine hiicre debrisleri daha az oranda izlendi (Sekil 16). Peritiibiiler alanlarda

bag doku artisinin az miktarda oldugu gozlendi (Sekil 18).

Diyabet grubu ile kontrol grubu karsilastirildiginda; bobreklerde tiibiiler dilatasyon ve
firgams1 kenar kaybi gibi karakteristik morfolojik degisiklikler olusturdu (p=0.0152
and p=0.000, sirasiyla). Bununla birlikte, Taurinin, diyabette meyadana gelen hasari
firgams1 kenar kaybinda anlamli olarak onledigi gésterildi (p=0.000). Interstisyel
inflamasyon bulgular1 da, diyabet grubunda kontrol grubuna gore anlamli olarak
yiiksek bulundu (p=0.0004). Bu inflamasyon artist taurin ile anlamli olarak azaldigi
gosterildi (p=0.0024) (Sekil 17).
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Sekil 17. Taurin grubuna ait normal yapidaki bobrek dokusu H-E x40
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Sekil 18. DM grubuna ait bobrek dokusunda tubuler hiyalinizasyon (ﬂa, eritrosit
ekstravazasyonu (c=p) ve tiibiiler hiicre debrisleri (=#), H-E x40

Sekil 19. Resim 6:DM-Taurin grubuna ait bobrek dokusunda tiibiiler dilatasyon (3 ),
H-E x40
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+ Eritrosit

2.0 Bl ekstravazasyonu/
> * kapiler vazodilasyonu
T 15 p y
S 404 Mononiikleer hiicre
» o filtrasyonu

0'5- £ ##

h B3 Tubiler degisim
oo lmm
K T D DT

Sekil 20. Histolojik skorlar Eritrosit ekstravazasyonu/ kapiler vazodilasyonu igin;
+p<0.05 vs K ++p<0.05 vs D; Mononiikleer hiicre filtrasyonu i¢in; K: Kontrol
(n=8), T: Taurin (n=7), D: Diyabet (n=7), DT: Diyabet+Taurin (n=7) *p<0.05 vs K
*#p<0.05 vs D; Tibiiler degisim i¢in; #p<0.05 vs K ##p<0.05 D

A

Sekil 21. Kontrol grubuna ait normal yapidaki bobrek dokusu Masson Trikrom x40
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Sekil 23. DM grubuna ait bobrek dokusunda peritiibiiler kollagen (=), Masson
Trikrom x40
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Sekil 24. DM-Taurin grubuna ait bobrek dokusunda az miktarda peritiibiiler kollagen
(= ) Masson Trikrom x40

4.3. Biyokimyasal Bulgular

4.3.1 Bobrek Dokusu ve Serum Taurin Diizeyleri

Deney siiresince verilen taurinin doku i¢ine gegisi, taurin (3.03 + 0.5 mg/mg) ve
diyabet+taurin (3.1 + 0.2 mg/mg) grubu ile karsilastirildiginda kontrol (1.03 + 0.1
mg/mg) ve diyabet (1.34 £+ 0.1 mg/mg) grubuna gore anlaml1 artig gosterildi (p=0.0006
ve p=0.0012; sirastyla) (Sekil 19A).

Serum taurinin diizeyleri bulgular1 da benzerdir. Kontrol grubuyla taurin grubu
karsilastirildiginda serumdaki taurin miktarinin artigt anlamhidir (19.77 + 2.1, 40.76 £
4.5; p=0.0041). Beklenildigi gibi DT grubunda ise diyabet grubuna gore artis
anlamlidir (53.91 £ 6.4 mg/ml, p=0.0082) (Sekil 19B).

48



(A) (B)

F -9
|
[~}
o
]

- T [=2] * %
£ 3- ¥ T
3 % *
(] :g T
S 5] S 404
© =
£ 5
3 3
E 14 £ 20
g 2
8 ®
U- T T 0_ 1 1
K T D DT K T D DT

Sekil 25. Bobrek taurin diizeyleri (A), Serum taurin diizeyleri (B) K: Kontrol (n=8),
T: Taurin (n=7), D: Diyabet (n=7), DT: Diyabet+Taurin (n=7) *p<0.05 vs K,
*#p<0.05 vs D

4.3.2. Serum Kreatinin ve BUN Diizeyleri

Kreatinin diizeyleri diyabet grubunda (0.28 + 0.014 mg/dL), kontrol grubuna
(0.21 £ 0.007 mg/dL) gore anlamli olarak artt1 (p=0.0002). DT grubunda ki azalis
istatistiksel olarak anlamli degildir (0.27 = 0.008 mg/dL) (Sekil 20A). Kontrol grubu
(17.28 = 1.3mg/dL) ile karsilastirildiginda, BUN diizeyleri deney siiresince diyabet
grubunda (25.42 + 0.7 mg/dL) anlamli olarak artti (p=0.0003). Bu artis taurin ile
azalmasina ragmen anlamlilik yakalanamamustir (22.81 + 0.8 mg/dl) (Sekil 20B).
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Sekil 26. Serum BUN diizeyleri (A) ,Serum kreatinin diizeyleri (B)  K: Kontrol
(n=8), T: Taurin (n=7), D: Diyabet (n=7), DT: Diyabet+Taurin (n=7) *p<0.05 vs K

4.3.3. Idrar Mikroalbumin/Kreatinin ve Protein/Kreatinin Diizeyleri

Mikroalbumin/kreatinin diizeylerinde, grafikte goriilen artis ve azalista anlaml
bir fark bulunamadi (Sekil 21A). Kontrol grubu ile Kkarsilastirildiginda,
protein/kreatinin diizeyleri diyabet grubunda anlamli olarak artt1 (0.67 + 0.06, 1.48 +
0.16 mg/mg kreatinin; sirastyla, p=0.0003). Bu artisin taurin ile anlamli olarak azaldig:
DT grubunda gosterildi (0.98 + 0.11 mg/mg kreatinin, p=0.0262) (Sekil 21B).
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Sekil 27. Idrar mikroalbumin/kreatinin diizeyleri (A), Idrar protein/kreatinin diizeyleri (B)
K: Kontrol (n=8), T: Taurin (n=7), D: Diyabet (n=7), DT: Diyabet+Taurin (n=7)
*p<0.05 vs K, **p<0.05 vs D

4.3.4. Bobrek Dokusu Oksidan-Antioksidan Parametreler

4.3.4.1 ROT Diizeyleri

Kontrol grubu (2.22 £ 0.11 nM/mg protein) ile karsilastirildiginda, bobrek
dokusu ROT diizeyleri diyabet grubunda (2.69 + 0.14 nM/mg protein) anlaml1 olarak
artt1 (p=0.0221). DT grubunda taurin uygulamasi ile azalma saptanmamis olmasina

ragmen istatistiksel anlamliliga ulagilamamistir (2.12 + 0.2 nM/mg protein) (Sekil 22).
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Sekil 28. Bobrek ROT diizeyleri K: Kontrol (n=8), T: Taurin (n=7), D: Diyabet
(n=7), DT: Diyabet+Taurin (n=7) *p<0.05 vs K

4.3.4.2 TOS Diizeyleri

1
DT

Kontrol grubuna (4.17 = 0.12 umol/g protein) gdre diyabet grubunda (5.74 +

0.22 pmol/g protein) bobrek dokusu TOS diizeyleri anlamli olarak artmistir

(p=0.0043). Taurin verilmesiyle birlikte artis anlamli olarak azalmistir (4.01+ 0.25

umol /g protein, p=0.0159) (Sekil 23).
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Sekil 29. Bobrek TOS diizeyleri K: Kontrol (n=8), T: Taurin (n=7), D: Diyabet (n=7),
DT: Diyabet+Taurin (n=7) *p<0.05 vs K, **p<0.05 vs D

4.3.4.3 MDA Diizeyleri
Diyabet grubunda (2.56 + 0.42 pmol/g protein) bébrek dokusu MDA diizeyleri
kontrol grubuna (1.07 £ 0.06 umol/g protein) gore anlamli olarak yiiksek bulundu (

p=0.0025). Taurin uygulandiginda ise bu artisin anlamli olarak azaldigi saptandi (1.43
+ 0.16 umol/g protein, p=0.0303) (Sekil 24).
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Sekil 30. Bobrek MDA diizeyi K: Kontrol (n=8), T: Taurin (n=7), D: Diyabet (n=7),
DT: Diyabet+Taurin (n=7) *p<0.05 vs K, **p<0.05 vs D

4.3.4.4 NOX4 Protein Diizeyi

Kontrol grubu ile karsilagtirildiginda diyabet grubunda bobrek dokusu NOX4
protein ifadesi anlamli olarak yiiksek bulundu (p=0.0003). Bu artisin taurin ile anlaml

olarak azaldigi saptand1 (p=0.011) (Sekil 25).
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Sekil 31. NOX4 Western blot temsili goriintii (A) Dansitometrik analiz bulgular1 (B)
K: Kontrol (n=8), T: Taurin (n=7), D: Diyabet (n=7), DT: Diyabet+Taurin (n=7)
*p<0.05 vs K, **p<0.05 vs D
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4.3.4.5 SOD Aktivite Diizeyleri

Kontrol grubu (0.175 £+ 0.028 U/mg protein) ile kiyaslandiginda, diyabet
grubunda (0.083 £ 0.019 U/mg protein) bobrek dokusu SOD aktivite diizeyleri anlamli
olarak azalmistir (p=0.0379). Taurin ile bu azalig anlamli olarak artmistir ( 0.178 +
0.016 U/mg protein, p=0.0111) (Sekil 26).
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Sekil 32. Bobrek SOD Aktivite diizeyleri K: Kontrol (n=8), T: Taurin (n=7), D:
Diyabet (n=7), DT: Diyabet+Taurin (n=7) *p<0.05 vs K, **p<0.05 vs D

4.3.5 Bobrek MMP-2 ve MMP-9 mRNA ve Aktivite Diizeylerinin
Belirlenmesi

Diyabet grubunda bobrek dokusu MMP-2 ve MMP-9 mRNA ifadeleri kontrol
grubuna gore anlamli olarak artmistir (p=0.0205, p=0.0047; sirasiyla). Bununla
birlikte taurin bu artis1 anlamli olarak katlayarak arttirmistir (p=0.0070, p=0,0346;
sirastyla) (Sekil 27).
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Sekil 33. MMP-2 ve MMP-9 mRNA ifadesi K: Kontrol (n=8), T: Taurin
(n=7), D: Diyabet (n=7), DT: Diyabet+Taurin (n=7) *p<0.05 vs K, **p<0.05 vs D

MMP-2 i¢in; kontrol grubu (1.02 + 0.11 pg/pg protein) ile karsilastirildiginda
diyabet grubundaki (1.63 £+ 0.22 pg/ug protein) artig anlamlidir (p=0.0401). Diyabet+
taurin grubunda (3,60 + 0.5 pg/ug protein), diyabet grubuna gore anlamli artis
gozlemlenmistir (p=0.0070) (Sekil 28A). MMP-9 i¢in de MMP-2 ‘ye benzer sekilde
kontrol grubu ile diyabet grubu arasinda ve diyabet ile diyabet+taurin grubu arasindaki
artigla istatistiksel olarak anlamli saptanmistir (39.91 + 4.45, 63.54 + 3.18, 88.06 +
247 upg/ug protein;  p=0.0022, p=0.0006; sirasiyla) (Sekil 28B).
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Sekil 34. MMP-2 Aktivite Diizeyi (A), MMP-9 Aktivite Diizeyi (B) K: Kontrol
(n=8), T: Taurin (n=7), D: Diyabet (n=7), DT: Diyabet+Taurin (n=7) *p<0.05 vs
K, **p<0.05vs D
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4.3.6 Bobrek EMMPRIN mRNA ifadesi

Bobrek dokusu EMMPRIN mRNA ifadesi kontrol grubuna diyabet grubunda
gore anlamli olarak azalmistir (p=0.0135). Bununla birlikte taurin bu azaligi anlamli

olarak arttirmistir (p=0.0041) (Sekil 29).
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Sekil 35. EMMPRIN mRNA ifadesi K: Kontrol (n=8), T: Taurin (n=7), D:
Diyabet (n=7), DT: Diyabet+Taurin (n=7) *p<0.05 vs K, **p<0.05 vs D

4.3.7 Bobrek TIMP-1 ve TIMP-2 Diizeyleri

Diyabet grubunda (25.39 + 1.60 ng/mg protein) bobrek dokusuTIMP-1 diizeyleri
kontrol grubuna (20.6 + 0.87 ng/mg protein) gore anlaml olarak yiiksek bulunmustur
(p=0.0293). Artan TIMP-1 diizeyleri taurin ile azalmis olsa da anlamlilik
yakalanamamuistir (24.83 + 0.64 ng/mg protein) (Sekil 30A).
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TIMP-2’de de TIMP-1 verilerine benzer olarak diyabet grubunda (2.99 + 0.24

ng/mg protein) kontrol grubuna (2.23 + 0.1 ng/mg protein) gore anlamli olarak yiiksek

bulunmustur (p=0.0293). Artan TIMP-2 diizeyleri ise taurin ile azalmis olsa da

anlamlilik yakalanamamistir (2.75 + 0.13 ng/mg protein) (Sekil 30B).
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Sekil 36. Bobrek TIMP-1 Diizeyi (A), Doku TIMP-2 Diizeyi (B) K: Kontrol (n=8),

T: Taurin (n=7), D: Diyabet (n=7), DT: Diyabet+Taurin (n=7) *p<0.05 vs K

4.3.8. Bobrek Fibronektin mRNA ve Protein ifade Diizeyi

Diyabet grubunda, kontrol grubuna gore fibronektin mRNA ifadesi anlamli

olarak artmistir (p=0.0350). Taurin ise artan ifadeyi anlamli olarak azaltmigtir

(p=0.0350) (Sekil 31A).

Diyabet grubundaki fibronektin protein ifade artist kontrol gurubuna gore

istatistiksel olarak anlamlidir (p=0.0003). Ifadedeki bu artis taurin ile anlamli olarak

azalmstir (p=0.0041) (Sekil 31B).
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Sekil 37. Fibronektin mRNA ifadesi (A) Temsili Western blot goriintiisii (B),

Fibronektin (Kat Degisimi)

Fibronektin

Dansitometrik analiz bulgulari (C)
K: Kontrol (n=8), T: Taurin (n=7), D: Diyabet (n=7), DT: Diyabet+Taurin (n=7)
*p<0.05 vs K, **p<0.05 vs D

4.3.9. Bobrek TGF-p mRNA, TGF- p ve TGF- p Reseptor 1 Protein
ifadeleri

Bobrek dokusu TGF-’nin mRNA ifadeleri diyabet grubunda, kontrol gurubuna
gore anlamli olarak artmis, taurin ise bu artis1 baskilamistir (p=0.0426, p=0.0152;
sirastyla) (Sekil 32A). TGF-f protein ifade bulgular1 da mRNA bulgulari ile benzerdi
(Sekil 32B ve C). Diyabette anlaml olarak artan (p=0,0003) TGF- B protein ifadesi,
taurin ile anlamli olarak baskilandi (p=0,0006). Bunlara ek olarak TGF- reseptor 1
protein ifadesi incelendiginde kontrol grubu ile karsilastirildiginda diyabet grubunda
anlaml olarak yiiksek bulundu (p=0.0003). Bu artislarin taurin ile anlamli olarak

azaldig1 saptandi (p=0.0006).
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Sekil 38. TGF-f mRNA ifadesi (A), Temsili Western blot goriintiisii (B),
Dansitometrik Analiz Bulgular1 (C)

K: Kontrol (n=8), T: Taurin (n=7), D: Diyabet (n=7), DT: Diyabet+Taurin (n=7)
*p<0.05 vs K, **p<0.05 vs D

4.3.10. Bobrek Smad2 ve Smad3 mRNA ile Protein ifadeleri

Diyabet grubunda, kontrol grubuna gére Smad2 ve Smad3’iin mRNA ifadeleri
anlaml olarak artmigtir (p=0.0003, p=0.0260; sirasiyla). Taurin tedavisi ise sadece
Smad3’iin mRNA diizeylerinde anlamli azalmaya sebep olmustur (p=0.0022) (Sekil
33).
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Sekil 39. Smad2 (A) ve Smad3 (B) mRNA ifadesi
K: Kontrol (n=8), T: Taurin (n=7), D: Diyabet (n=7), DT: Diyabet+Taurin (n=7)
*p<0.05 vs K, **p<0.05 vs D

p-Smad2/Smad2 ve p-Smad3/Smad3 oranlarinin anlamli olarak arttig1
gosterildi (p=0.0003, p=0.0140; sirasiyla). Bu artislarin taurin ile anlamli olarak
azaltildig: tespit edildi (p=0.0175, p=0.0006; sirasiyla) (Sekil 34).
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Sekil 40. p-Smad2 ve Smad2 Western blot temsili goriintii (A), p-Smad2/Smad2
dansitometrik analiz bulgular1 (B), p-Smad ve Smad3 western blot temsili goriintiisii
(C), p-Smad3/Smad3 dansitometrik analiz bulgular1 (D) K: Kontrol (n=8), T: Taurin
(n=7), D: Diyabet (n=7), DT: Diyabet+Taurin (n=7) *p<0.05 vs K, **p<0.05 vs D

4.3.11. Bébrek p38 MAPK Sinyal Ileti Yolagi Protein Ifadesi

p38 MAPK sinyal ileti yolagi proteininin aktivasyonu, kontrol grubu ile
karsilastirildiginda diyabet grubunda artis, taurin grubunda ise azalma saptanmistir

(p=0.0003, p=0.0006; sirastyla) (Sekil 35).

63



(A)

p-p38 MAPK

p38 MAPK

(B)

2.0

-
L4
|

p-p38 MAPK/p38 MAPK
& B
1 1
_|

o
o
|

Sekil 41. p-p38 MAPK ve p38 MAPK western blot temsili goriintii (A), Dansitometrik
analiz bulgular1 (B)

K: Kontrol (n=8), T: Taurin (n=7), D: Diyabet (n=7), DT: Diyabet+Taurin (n=7)
*p<0.05 vs K, **p<0.05 vs D

4.3.12. Bobrek Protein Diizeyleri

Bobrek dokusunda caligilan parametrelerde protein miktarlarina oranlanarak
sonuglar verildi ve her analiz i¢in uygun olan fraksiyonlarda protein analizi

gergeklestirildi. Temsili standart kalibrasyon egrisi Sekil 36’da gosterildi.
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Sekil 42. Temsili BCA standart grafigi

S.TARTISMA

Calismamizda taurinin diyabetik nefropatide indiiklenen 6zellikle oksidatif
stres ve fibrozise kars1 koruyucu etkinligi, NOX4 protein ifadesi, TGF-/Smad2/3 ve
p38 MAPK sinyal ileti yolag: ile bu yolaklardan etkilenen MMP-2 ve -9, TIMP-1 ve
TIMP-2, EMMPRIN ve fibronektin proteinleri iizerine olas1 etkileri ile
iliskilendirilerek arastirildi.

Gergeklestirdigimiz projemizde 45 mg/kg STZ kullanilarak olusturulmus
deneysel diyabet modelinde 12 hafta (ileri evre) sonra siganlarda hiperglisemi, poliiiri,
polidipsi ve kilo alim yavashgi gibi tipik diyabet mellitus 6zelliklerine sahip olduklari
gozlendi. Sakrifikasyon sonrasi Ol¢iilen bobrek agirligi/ viicut agirligi oraninda ise
diyabetli hayvanlarda kontrol hayvanlarina gore artis oldugunun saptanmasi bobrek
fibrozisinin gelistigine dikkat ¢eken 6nemli bir bulguydu.

Diyabetik nefropati modelinde, ilk deneysel agsamada bulgular morfolojik ve
fonksiyonel olarak degerlendirildi. Daha onceki ¢alismalardan diyabetten etkilenen
bobreklerin yapisal olarak degisiklik gosterdigi bilinmektedir. Ozellikle sigan
bobreklerindeki morfolojik degisiklikler tubular dilatasyon ve firgamsi kenar kaybidir
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(28,69). Calismamizda da diyabetik nefropati gelisiminde gergeklesmesi beklenen
morfolojik degisikliklerden olan tubular dilatasyon ve fircamsi kenar kaybi gibi
karakteristik morfolojik degisiklikler saptandi. Histolojik olarak gozlemlenen bu
bulgular, diyabetik nefropatide serumda bakilan ve renal fonksiyon gostergesi olan
kreatinin ve BUN seviyesinde saptanan anlamli artis ile uyumludur. Ote yandan
diyabette artmasi beklenen renal fonksiyon testlerinden olan idrar protein ve
mikroalbumin degerleri de histoloji ve serum parametrelerini benzer olarak DN
gelisimini desteklemekteydi. Taurin uygulamasi renal morfolojide anlamli iyilesmeler
ile sonuglanirken, serum BUN ve kreatinin diizeylerinde saptanan azalmalar
istatistiksel olarak anlamliliga ulasamamistir. Artan idrar protein diizeyinin ise taurin
tedavisiyle anlamli olarak azaldig1 saptandi. Literatiire bakildiginda taurinin diyabetik
nefropati hasarinda histolojik hasarlar1 azaltmasina ve renal foksiyon testleri tizerine
olan etkisine yonelik saptanan bulgular, calismamizin bulgular ile paralellik
gostermektedir (69—73).

Caligmamizda ayni zamanda sicanlarin serum ve bobrekteki taurin miktarlar
degerlendirildi. Ozellikle taurin verilen hayvanlarin bobreklerinde kontrol ve diyabet
grubuna gore anlamli artiglar tespit edildi. Bunun yaninda serum diizeylerinde de
bobrek taurin diizeylerine benzer bir profil goriildii. Bu bulgularimiz: literatiirde yer
alan ¢aligmalardan ayiran bulgu ise diyabet grubunda serum ve bobrek dokularindaki
taurin seviyelerinin degismemesidir. Onceki ¢aligmalarda diyabet gruplarinda taurin
seviyelerinin anlamli olarak azaldigi gosterilmistir (28,74). Bu calismalar, segilen
deney hayvani, diyabeti olusturan kimyasal ajan ve nefropati gelisimi i¢in belirlenen
stireler konusunda birbirinden farklidir. Bu farkin nereden kaynaklandigini
anlagilabilmesi ic¢in hiicre yiizeylerinde bulunan taurin tasiyict (TauT) protein
ifadelerinin incelenmesi gerektigini diisiinmekteyiz.

Diyabet siiresince oksidatif stresin arttig1 bilinmektedir ve meydana gelen
oksidatif stresin diyabetik nefropatide fibrozis siirecinin en énemli nedenlerinden biri
oldugu calismalarda gosterilmistir (75,76). Calismanizda, taurin, diyabet siiresince
artan ROT diizeyini azaltsa da anlamlilik yakalanamamuistir. Fakat ROT yaninda
reaktif nitrojen tiirleri (RNT)’ni de oOlgmeye imkan veren TOS bulgular

degerlendirildiginde taurinin antioksidan etkisi ile diyabet grubunda artan TOS’ni
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istatistiksel olarak anlamli bir sekilde azalttig1 saptanmistir. Bu bulgumuz, taurinin
diyabet grubunda gelisen oksidatif stresi azaltici etkisini destekler niteliktedir. Artan
oksidatif stres, hiicre membranlarinda lipid peroksidasyonuna neden olarak direkt
hiicresel membran hasarina yol agarlar. MDA bir lipidperoksidasyon iirlinii olup
oksidatif hasar belirtecidir. Calismamizda, taurin, diyabet siliresince arttan MDA
diizeylerini anlamli olarak iyilestirmistir. Taurin verilmesinin MDA seviyesini
azalttigini bildiren gerek in vitro gerek in vivo ¢aligmalar mevcuttur ve bulgularimiz
bu ¢aligmalar ile uyumludur (28,69,77,78).

Reaktif oksijen tiirlerinin iiretiminden sorumlu oldugu bilinen NOX4’iin
diyabette ortaya cikan yiiksek glukoz nedeniyle indiiklendigi ve buna bagl olarak da
oksidatif stresin arttig1 bilinmektedir (2). Calismamizda diyabetik siiregte bobrekte
artan NOX4 ifadesinin taurin ile anlamli olarak azalttig1 bilgisi literatiir i¢in 6zglin bir
bilgidir. Sadece diyabet gelistirilmis tavsanlar ile yapilmis tek bir ¢alismada izoform
ayirt edilmeksizin NADPH oksidaz aktivitesine bakilmis ve ii¢ haftanin ardindan
bobrekte artan aktivitenin taurin ile azaltildigi belirtilmistir (74). Ayrica diyabet
stirecinde azalan SOD aktivitesini taurin ile anlamli olarak artmasina yonelik
bulgumuz da literatiir ile uyumludur (28,69).

Diyabetik nefropati patogenezinin en 6nemli ayirt edici 6zelligi fibrozise neden
olan artmis bir ESM birikimi oldugu bilinmektedir. Diyabette artmas1 beklenen ESM
proteinlerinden biri olan fibronektinin hem mRNA hem de protein ifadesinin arttig1,
bu artisin ise taurin ile anlamli olarak baskilandig1 gosterilmistir. Bu bulgumuz
Ozellikle in vitro kosullarda yapilan Onceki ¢alismalarda taurinin fibronektin
eskpresyonlarini azaltmasina yonelik gosterilen bulgular ile uyumluydu (79-82).

Ote yandan hiicre dist matriks bilesenlerinin regiilasyonunda rol alan
MMP’lerin, diyabetik nefropatide arttis gosterdikleri bilinmektedir  (83).
Calismamizda taurin uygulamasiyla diyabetik siiregte artan MMP-2 ve MMP-9
mRNA ifadelerinin ve aktivitelerinin anlamli olarak katlanarak arttigi gdsterildi.
Literatiir incelendiginde ise taurinin MMP-2 ve MMP-9 {izerine etkisini bildiren
calisma heniiz mevcut degildir. Sadece erken evre diyabetik nefropatili hastalara
giinde oral olarak 3 gr taurin verilen ve serum MMP-9 protein ifadelerinde degisiklik

olmadiginin kaydedildigi tek bir caligmaya rastlanilmaktadir (84). Diyabetik nefropati
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modeli olusturulan deneysel c¢alismalar, renal homeostazi siirdiirmek icin MMP
seviyeleri ile inhibitorleri olan TIMP’ler arasinda bir dengeye ihtiya¢ oldugunu
diisiindiirmektedir (13,15). Diyabet siiresince TIMP-1 ve TIMP-2 protein ifade
arttigint gosterdigimiz bulgularimiz daha 6nceki ¢alismalarla uyumludur (13,15,78).
Ayrica MMP’lerin {iretiminin ana diizenleyicisi ve indiikleyici olan EMMPRIN’in de
diyabetik nefropatide arttig1 gosterilmistir (78). Diyabetik nefropati siirecinde artan
TIMP’ler iizerine ise taurinin azaltici etkisi istatistiksel olarak anlamliliga
ulagamamugtir. Literatiirde, taurinin TIMP-1 ve TIMP-2 ifadelerine yonelik etkisini
arastiran bir calisma bulunmamaktadir. Aktivator olarak bilinen EMMPRIN’in diyabet
sliresince azalan mRNA ifadesinin taurin ile anlamli olarak arttig1 ¢calismamizda ilk
kez gosterildi. Bu bulgular taurinin bobrek dokusunda MMP ve EMMPRIN f{izerine
olan etkileri antifibrotik etkisini giiglii kilmaktadir.

Calismamizin ilerleyen asamasinda fibrozis mekanizmasinin en Onemli
molekiillerden olan TGF-B ifadesi ile Smad2/3 yolagmin ifade ve aktivasyonu
degerlendirildi. Diyabet grubunda TGF-f’nin hem mRNA hem de protein ifadelerinin
arttigi bulundu. Bulgularimiz DN daha 6nceki ¢aligsmalar ile benzerdir (34,85-88).
Bunun yaninda TGF-B reseptor 1 (TgFBRI)’in diyabet siiresince artisina yonelik
bulgularimizda daha once yapilmis calismalar ile uyumluydu (7,89). Ayrica
calismamizda TGF-B’nin alt hedef molekiillerinden olan Smad2/3’iin diyabetik
nefropati siirecinde Smad2 ve Smad3’iin mRNA ifadelerinin ve aktivasyonlarinin
arttigina yonelik bulgularimiz daha 6nceki ¢alismalarla benzerdir (86—88). Taurinin,
diyabet siiresince artan TGF-B lizerine azaltici etkisine yonelik caligmalarla
karsilagilmasina (77,79,90,91) ragmen TgFBRI’1 baskilamasina yonelik saptadigimiz
bulgu literatiir i¢in 6zgiindiir. Ayrica Smad2 ve Smad3 aktivasyonlari {izerine taurinin
baskilayici etkisi heniiz literatiirde bildirilmemektedir. Bu bulgular taurinin, MMP ve
EMMPRIN iizerine olan indiikleyici etkileri araciligiyla gergeklesen antifibrotik
etkinligine, ayrica NOX4, TgFBRI ve TGF-B/Smad2/3 sinyal ileti yolaklar: lizerine
olan baskilayici etkilerinin de rol aldigina dikkat ¢ekmektedir. Diyabetik fareler
tizerinde yapilan bir ¢alismada Smad3'iin, NOX4'lin promotor bolgesine baglanarak

ROT iiretimini indiikledigi gosterilmistir (92). Bulgularimiz, MMP regiilasyonlarinda
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oksidatif stresin ve TGF-B’nin rol aldig1 da dikkate alindiginda tiim bu molekiillerin
birbiriyle etkilesim i¢inde olabilecegine isaret etmektedir.

Calismamizin en son asamasinda oksidatif stres ile indiiklendigi bilinen p38
MAPK sinyal ileti yolaginin aktivasyonu degerlendirildi. Literatiirde p38 MAPK
sinyal ileti yolag1 aktivasyonunu diyabetik nefropati modelinde inceleyen caligmalar
ile bulgularimiz uyumludur (93-95). Taurinin diyabet siiresince artan p38 MAPK
aktivasyonunu baskilayict etkisine yonelik bulgumuzu karsilastirdigimiz ¢alisma
sayisi ise ¢cok kisitlidir. DN’ de artan p38 MAPK sinyal ileti yolagini inceleyen tek bir
calismaya rastlamlmaktadir. Ilgili calismada renal tiibiil hiicrelerinde taurinin p38
MAPK fosforilasyonunun baskilanmasiyla fibronektin ifadesinin  azaldigi
gosterilmistir (80). Bu dogrultuda taurinin fibronektin ifadesi iizerine azaltici etkisine
yonelik bulgumuzun, taurinin p38 MAPK sinyal ileti yolagi aktivasyonu iizerine
baskilayici etkisiyle de iligkili olabilecegini 6ngoérmekteyiz.

Sonug olarak, tiim bulgular birlikte ele alindiginda taurinin sicanlarda DN
modelinde koruyucu etkinligine yonelik olas1 molekiiler mekanizmalar Sekil 37’ de
Ozetlenmektedir. Tiim bu bulgular, taurinin diyabetik nefropati hasarinda koruyucu
oldugu ve bu hasara karsi gelistirilecek yeni tedavi stratejilerinde aday molekiil

olabilecegine dikkat cekmektedir.
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Sekil 43. Taurinin diyabetik nefropatide koruyucu etkinligine aracilik eden olasi

molekiiler mekanizmalar

6. SONUC VE ONERILER

Bu arastirmanin hipotezi, Taurin, bobrekte antioksidan etkinligi ile NOX4
ifadesini azaltarak, TGF-B/Smad2/3 ve p38 MAPK sinyal ileti yolaklarinin
aktivasyonlarini baskilar. Ayrica MMP, TIMP ve EMMPRIN proteinlerini de regiile
ederek antifibrotik etkisini gosterir seklinde kurgulandi. Calismamizin bulgulari
hipotezimizin destekler niteliktedir. Literatiir incelendiginde diyabetik nefropati
siiresince olusan oksidatif stresin etkiledigi proteinler (fibronektin, TGF- 3, MMP-2/9,
TIMP-1/2) ve regiilasyonlarinda rol oynayan sinyal ileti yolaklarma (Smad2/3, p38)
taurinin etkisinin arastirildig: ilk ¢aligmadir. Bulgularimizin ileride yapilacak olan

deneysel ve klinik ¢alismalara temel olusturacagini diisiinmekteyiz.
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Ek-2 Kan sekeri ve agirlik takibi

Deney hayvanlari (KS: mg/dL)

Haftalar
D1 D2 D3 D4 D5 D6 D7 D8 DT1 DT2 DT3 DT4 DTS DT6 DT7 DT8
L 550 | Hi 438 | Hi 466 | 416 | Hi Hi 188 456 532 512 425 339 392 558
2. 381 288 238 |155 |415 |437 |Hi 597 Hi Hi Hi Hi Hi 126 481 518
3. 477 | 447 |334 |214 |493 |493 |473 |558 238 372 464 589 384 356 416 472
4, 533
500 |418 |159 |548 |Hi 550 | Hi 330 400 456 557 358 244 483 491
6. 503
259 |327 |297 |520 |585 |483 |486 125 512 Hi Hi 477 181 400 412
8.
410 | X 244 | 147 | Hi Hi Hi Hi 347 536 460 X 407 334 445 487

84



9. 424
X 303 |[312 | Hi Hi Hi Hi 202 400 467 X Hi 209 502 468
11. 424
X 436 |317 |HI 580 (581 |HI 367 425 453 X 364 121 463 479
(12 400 276 |[266 |552 |479 (503 |570 171 511 468 494 253 593 HI
skr.
Giinii) X X
K1 K2 K3 K4 K5 K6 K7 K8 T1 T2 T3 T4 T5 T6 T 7 T8
1. 118
122 [ 108 (100 |132 (124 |115 |89 104 124 94 114 114 106 107 110
Son
180 (139 (136 |140 |163 |153 [159 (128 205 174 168 163 154 186 221 X
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Deney hayvanlari (g)

Haftalar

D1 (D2 (D3 | D4 |D5 |D6 |D7 |D8 DT1 | DT2 |(DT3 | DT4 |(DT5 | DT6e | DT7 | DT8
1. 217 | 225 | 217 | 224 | 215 ( 211 | 210 | 215 (240 (222 (214 (220 (218 (215 (212 | 238
2. 214 | 229 | 213 | 233 | 226 | 219 | 215 | 217 (247 (230 (214 (215 (223 (226 (220 | 232
3. 220 |1 244 | 249 (244 (220 | 205|214 | 213 | 263 (248 | 225 |211 | 233 (237 | 235 (235
4. 224 | 243 | 250 | 246 | 227 | 207 | 235 | 214 | 260 (238 |218 |(201 | 234 (238 |225 (229
6. 212 | 228 | 262 | 243 | 231 (219 | 255 | 219 (265 (239 (237 (220 (243 (244 (222 (243
8. 227 | X 278 | 255 | 218 (211 (224 | 217 | 270 |[241 | 219 (X 235 [ 262 | 255 | 244
9. 234 | X 293 | 258 | 230 ( 231 | 265 | 237 | 276 | 258 | 232 (X 246 | 263 | 265 | 265
11. 230 | X 307 ({261 | 230 | 223 | 259 (235 | 281 |270 | 251 |X 257 (271 (281 | 258
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12 X X
(Sakrifikasyon
Giinii) 230 307 | 266 | 238 | 234 | 259 | 239 | 276 | 259 | 223 250 (271 | 270 | 261
K1 K2 K3 K4 K5 K6 K7 K8 T1 T2 T3 T4 [T5S T6 (T 7 |T8
1.
236 | 254 | 240 | 235 | 251 | 209 | 223 (213 (244 | 239 | 230 |245 |245 | 234 | 243 | 265
12. hafta sonu
253 (292 | 242 | 294 | 286 | 279 | 286 [ 290 (281 | 266 |272 |[260 [290 |334 |317 (X
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