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OZET
Diyabetik nefropati gelisim siirecinde, anjiotensin
doniistiiriicii enzim inhibitorlerinin olumlu etkileri hem renin-
anjiotensin sisteminin bloke edilmesi, hem de kininaz 11 enzimi
inhibisyonu ile bradikinin diizeylerinin artmas: yoluyla
olusmaktadir. Kininaz Il enzim aktivitesi iizerinde belirgin
etkisi olmayan, anjiotensin 11 tip I reseptor antagonistlerinin
diyabetik nefropati siirecindeki etkileri tam anlamiyla ortaya
konulamamustir. Bu ¢calismanin amaci, losartanin diyabetik
nefropati siirecindeki etkilerini arastirmak ve kaptopril ile
karsilastirmaktir. Calismaya 54 adet 10-14 haftalik disi
Wistar rat alindi. Raflarda pH 4.5 sodyum siirat tamponu
icinde streptozotosin 65mg/kg periton icine verilerek diyabet
olusturuldu  ve  antidiyabetik  tedavi  uygulanmadi.
Enjeksiyondan bir ay sonra ratlar ii¢ gruba ayrildi. Birinci
gruba 10mg/kg losartan gavaj ile, ikinci gruba 50 mg/|
kaptopril icme suyu icerisinde verildi. Diger ratlar diyabetik
kontrol grubu olarak izlendi .Tedavi baslangicinda ve bir
aylik tedavi sonunda ratlar metabolik kafeslere alinarak, 24
saatlik idrar toplandi, bu 6rneklerde albumin, heparan siilfat
ve kreatinin degerleri olciildii. Intrakardiyak yolla alinan kan
orneklerinde, serum glukoz ve kreatinin diizeyleri ¢alisildi.
Alti adet saglikli ve ayni yasta rat ile saghikli kontrol grubu
olusturuldu. Birinci ay sonunda, tedavi baslamadan once,
losartan, kaptopril ve diyabetik kontrol gruplarinda idrarda
albumin itrahi benzer oranlardayd: (sirasi ile 952689
mg/giin, 9701547 mg/giin, 910+514 mg/giin). Kontrol
grubunda ikinci ay sonunda albumin itrahi belirgin olarak
artarken (1724+945 mg/giin, p<0.005), losartan ve kaptopril
gruplarinda hafif bir azalma gozlendi. Bu degerler kendi
aralarinda farksiz, kontrol grubuna gore anlamli olciide
diisiik olarak bulundu (sirastile 778+221 mg/giin ve 719+341
mg/giin , p<0.05). Idrarda heparan siilfat itrahi, kreatinin
klirensi ve serum kreatinin diizeyleri acisindan anlamli
Sfarklilik gozlenmedi. Sonuc olarak diyabetik rotlarda losartan
tedavisi ile albiimin itrahindaki artis durdurulabilmektedir.
Diyabetik ratlarda losartan ve kaptopril tedavisinin etkileri
bakilan parametreler acisindan birbirleri  ile esdeger

bulunmustur.

Anahtar kelimeler: Losartan, kaptopril, diyabetik
nefropati, albiiminiiri
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SUMMARY

Angiotensin converting enzyme inhibitors prevent the
development of diabetic nephropathy by both blocking the
renin-angiotensin system and increasing bradykinin levels
through inhibition of the kininase Il enzyme. Angiotensin
receptor antagonists have specific effect on the renin
angiotensin system and do not inhibit kininase Il enzyme
activity. In this study we aimed to investigate the effect of
losartan on diabetic nephropathy and to compare it with
captopril therapy. Fifty four female Wistar rats, 10- 14 weeks
old, enrolled in the study. Rats were made diabetic by
intraperitoneal injection of streptosotocin in pH 4.5 sodium
citrate buffer and did not receive any antidiabetic treatment.
Following the first month of injection rats were separated
into three groups: The first group received losartan 10 mg/kg
via an orogastric catheter, the second group received
captopril 50 mg/l in drinking water, and the third one served
as the diabetic control group. Twenty four hour urine
samples were collected before and after the first mouth of
treatment in separate metabolic cages in order to measure
urinary albumin, heparan sulphate, and creatinine
excretions. Serum glucose and creatinine levels were
determined from the blood samples collected via the
intracardiac route. The non-diabetic control group consisted
of six healthy and age matched female rats.

Urinary albumin excretion rates were similar at the
first month, before the beginning of treatment, among the
losartan, captopril, and diabetic control groups (952+689
mg/day, 9701547 mg/day, 910+514 mg/day , respectively).
Following the second month urinary albumin excretion rate
significantly  increased in the control group (1724+945
mg/day, p<0.005). The urinary albumin excretion rates were
comparable between losartan and captopril groups, both
being significantly lower than that of the control group
(778£221 mg/day and 719341 mg/day, respectively ,
p<0.05). Urinary heparan sulphate excretion, creatinine
clearance and serum creatinine levels were not different
among the three groups. In conclusion, losartan prevented
the progressive increase in urinary albumin excretion rate in
diabetic rats. The effects of losartan and captopril treatment
were found to be similar.
diabetic

Key  words: Losartan, captopril,

nefropathy, albuminuria.



GIRIS VE AMAC

Nefropati diyabetik hastalarda en Onemli
morbidite ve mortalite nedenlerinden biridir. Tip 1
diyahetik hastalarda % 30-50 oraninda diyabetik
nefropati gelisti§i bilinmektedir. Tip 2 diyabetik
hastalarda ise bu oran % 25'e ulasabilmektedir (1-3).

Diyabetik nefropati gelisiminin onlenmesinde iyi

metabolik kontrol, diyette protein kisitlamasi ve
hipertansiyonun  tedavisi  yaninda, anjiotensin
dontistiirtict enzim (ADE) inhibitorleri

kullanilmaktadir (4-7). ADE inhibitorleri sistemik
antihipertansif etkilerinden bagimsiz olarak normotansif
diyabetik hastalarda dahi nefropatiyi Onlemekte
etkilidirler (8-11) . Bu etki hem siilfidril grubu iceren
kaptopril ile, hem de karboksi grubu igeren enalapril ve
diger ajanlarla gosterilmigtir (8). ADE inhibitorleri
mikroalbiimintirik donemde mikroalbliminiiriyi
azaltmakta ve proteiniiriye gecisi onlemekte (9-11),
proteintirik donemde ise proteiniiriyi azaltmakta ve
glomertiler filtrasyon hizindaki (GFH) progresif
azalmayr  belirgin olarak yavaglatarak son donem
bobrek yetmezligine gidisi geciktirebilmektedir (11-
13).

Bazi nedenler ADE inhibitorlerinin  klinik
kullanimini simirlamaktadir. Diyabetik nefropatiye,
hiporeninemik hipoaldosteronizm eglik edebilir. Bu
hastalarda potasyum itrah1 bozuktur ve ADE
inhibitorleri gibi potasyum tutucu ajanlar hiperkalemi
riskini arttirir (14). Ayrica diyabetik hastalarda yaygin
atherosklerotik hastalik ile birlikte bilateral renal arter
stenozu tabloya eslik ediyor ise, ADE inhibitorleri
kullanimi ile renal fonksiyonlarda akut kotlilesme
goriilebilir (15).  Gebelerde ADE inhibitorlerinin
teratojenik etkilerinden dolay1 kullanimi kontrendikedir
(16).

ADE inhibitorleri 6nemli oranda kuru oksiiriik
yakinmasina neden olmaktadir. Bu sikayet cogu hastada
ilag dozunun azaltilmasi ile birlikte diizelmemekte ve
ilacin kesilmesine yol acmaktadir (17-18). Bu yan etki
ADE inhibitorlerinin kininaz II enzimini de bloke
etmesinden kaynaklanmaktadir (19-20). Bradikinin
yikiminin inhibe edilmesi kuru oksiiriik yakinmasi
disinda ciddi  hipersensitivite  reaksiyonlart  ve
anjionorotik 6deme de yol acabilmektedir (20-22).

Losartan klinik kullanima yeni giren, etkili bir

antihipertansif ajandir. Angiotensin II tip 1
reseptoriiniin  spesifik antagonistidir, potenttir ve
agonistik aktivitesi yoktur. ADE inhibitorleri ile

karsilastirildiginda, renin-anjiotensin sistemini en son
basamakta spesifik olarak inhibe etmesi bir avantaj gibi
gortilmektedir. Klinik oncesi caligmalarda hayvanlarda
ve insanlarda, doza bagimli antihipertansif etKkisi
gosterilmistir (23-26).
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Klinik kullanima ADE inhibitorlerinin alternatifi
olarak giren losartanin, Kklinik uygulamadan Once
hayvanlar Tlizerinde denenerek diyabetik nefropati
gelisimi tlizerindeki olumlu veya olumsuz etkilerinin
ortaya konulmasi biliyik Onem tagimaktadir. Bu
calismanin amaci deneysel diyabet modelinde, erken
donem nefropatide losartanin etkilerini arastirmaktir.
Losartanin etkilerini, ADE inhibitorti kaptopril ile
karsilastirarak  diyabetik nefropati patogenezinde ADE
inhibitérlerinin ve renin-anjiotensin sisteminin rollerinin
daha iyi aydinlatiimasi hedeflenmistir.

GERECLER VE YONTEM

Calismaya 54 adet, 10-14 haftalik disi Wistar rat
alindi. Ratlarda, pH 4.5 sodyum sitrat tamponu icinde
streptozotosin (stz) 65mg/kg intraperitoneal olarak
enjekte edilerek diyabet olusturuldu. Enjeksiyon Oncesi
aclik kan sekeri 109.3124.7mg/dl, ikinci ay sonunda ise
235.6+105.4 mg/dl bulundu. Ratlar stz enjeksiyonundan
once, her hayvan ayr1 olmak iizere, metabolik kafeslere
alinarak 24 saatlik bazal idrar Ornekleri toplandi.
Calisma siiresince ratlar Marmara Universitesi Deney
Hayvani Arastirma Laboratuvari'nda stk (12 saat
glindiiz ve 12 saat gece) ve 1s1 (25°C) Kkontrolli
odalarda, % 20 protein igeren standart fare yemi almak
lizere ve antidiyabetik tedavi verilmeden izlendi.

Enjeksiyondan bir ay sonra ratlar ti¢c gruba ayrildi.
Birinci gruba 10mg/kg losartan oral gavaj ile (26),
ikinci gruba 50mg/1 kaptopril igme suyu igerisinde (27)
uygulandi. Diger gruba herhangi bir tedavi verilmedi ve
diyabetik kontrol grubu olarak degerlendirildi.

Birinci ayin sonunda tedaviye baglamadan 6nce ve
bir aylik tedaviyi takiben caligmanin ikinci ayinda ratlar
metabolik kafeslere alinarak 24 saatlik idrarlan
toplandi, bu Orneklerde albumin, heparan siilfat ve
kreatinin 6lciildii. ikinci aym sonunda kontrol grubunda
10, kaptopril grubunda 10 ve losartan grubunda 5
hayvan calisma siiresi i¢inde 6ldiigu icin bu hayvanlarin
bazal ve 1 .ay idrar ornekleri degerlendirmeye alinmadi.

iki aylik takip sonunda, ratlar eter anestezisi ile
uyutularak intrakardiyak yolla kan oOrnekleri alindi.
Serum Orneklerinde glukoz ve kreatinin calisildi. Ayni
yasta alt1 saglikli disi sicandan alinan kan Ornekleri ile
saglikli kontrol grubu olusturuldu.

Idrarda albumin itrahi, immunoturbimetrik ydntem
ile Urin-Pak (Immuno/Bayer, USA) Kkiti kullanilarak
Olclildii  (6l¢iim araligi 5-160 mg/dl). Kreatinin
Olctimleri idrarda ve serumda Jaffe metoduna dayanan
kolorimetrik kit (Boehringer Meinheim, Almanya)
kullanilarak Hitachi 705 otoanalizorde yapildi. Glukoz
GOD-PAP yontemine dayanan kalorimetrik kit
(Boehringer-Manheim, Almanya) kullanilarak Hitachi
705 otoanalizorde olgiildii. Idrarda glikozaminoglikan



itrahi, dimetilmetilen mavisi (Aldrich Chemical Co) ve
heparan siilfat standard (Sigma katolog no:H7640)
kullanilarak, 520nm’'de kolorimetrik yontem ile olgiildi
(28).

Istatistiksel degerlendirmeler PC uyumlu Instat 11
istatistik programi ile yapildi. Tiim degerlendirmelerde
non-parametrik testler kullanildi. Ug ve daha fazla gruba
ait veriler Kruskall-Wallis Anova testi ile karsilagtirildi.
iki grubu karsilastirmak icin Mann-Whitney-U testi
kullanildi. Korelasyon analizleri Spearman testi ile
yapildi. Sonuglar ortalamaztstandart deviasyon olarak
belirtilmektedir.

SONUCLAR

Losartanm  albuminiiri  lizerindeki etkisi
degerlendirildiginde baslangicta losartan ve diyabetik
kontrol gurubu arasinda benzer sinirlarda olan albumin
itrah1 (sirast ile 469+331 mg/giin ve 5261382 mg/giin)
tedavisiz birinci ayin sonunda her iki grupta da
yiikselme egilimi gostermekteydi (sirasi ile 952+689
mg/gin ve 970+547 mg/glin). Losartan tedavisini
takiben 2. haftada tedavi grubunda albumin itrahinin
yukselmedigi, diyabetik grupta ise yiikselmenin devam
ettigi gozlendi. Bir aylik tedavi sonunda kontrol
grubunda baslangic degerlerine gore anlamli olarak
albumin itrah1 artmigti (1724+945 mg/gin, p<0.005),
losartan alan grupta ise kontrol grubuna gore albumin
itrahinin ~ anlamli olclide diisiik kaldig1 gozlendi
(778£221 mg/glin, p<0.05). Ancak 1. ay degerlerine
gore %18 lik azalma anlamli bulunmadi (Sekil 1 ve
Tablo 1).

Tablo I: Losartan Tedavisinin Albumin Itrah1 “g/giin)
Uzerine Etkisi

Siire Losartan Kontrol

0. Hafta 469+331 526+382
2. Hafta 895+628 7791382
4. Hafta 9524689 9701547
tedavi

6. Hafta 7321487 1291£1042
8. Hafta 7781221 17241945

Kontrol 8. hafta vs baslangic p<0.005
8. hafta losartan vs kontrol p<0.05

Kaptopril tedavisi alan grupta tedavi oOncesi
albumin itrah1 910+514 mg/giin bulundu ve diger iki
grup ile benzer degerlerde idi. Bir aylik tedavi sonunda
albumin itrah1 719+341 mg/giin olarak bulundu.
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Kaptopril grubu ve kontrol grubu arasinda istatistiksel
farkliik vardr (p<0.05). Kaptopril grubunda 1. ay
degerine gore % 21 lik azalma anlamli olmamakla
birlikte, kaptopril ve losartanin albumintiri tizerindeki
etkilerinin benzer oldugu gortldi (Sekil 2).

tedavi

4hafta

Sekil 1: Losartan tedavisinin albumin itrahi lizerine etkisi:

Iki aylik izlem sonunda diyabetik kotrol gurubunda
baglangigta 5261382 mg/giin olan albumin itrah1 1724+945
mg/giin diizeyine ylikselmektedir (p<0.005). Losartan tedavisi
alan gurupta ise bir aylik tedavi ile ikinci ay sonunda 778+221
mg/giin olan albumin itrah1 diyabetik guruba gore anlamli
olctide diisiik bulunmaktadir (p<0.05).

uglgiin)

albuminur (

aHafta

kontrol w*bazalp<0.005, ** losartan p<0.05, ***kaptoprilp=0.05

Sekil 2: Losartan ve kaptopril tedavilerinin karsilastiriimasi:

[ki aylik izlem sonunda diyabetik kontrol gurubunda
alblimin itraht 1724£945 mg/glin diizeyine yiikselmektedir.
Losartan tedavisi alan grupta ise bir aylik tedavi ile ikinci ay
sonunda 7781221 mg/glin olan albumin itrah1 diyabetik
gruba gore anlamli Olglide diisiik bulunmaktadir (p<0.05).
Kaptopril tedavisi ile ikinci ay sonunda 719+341 mg/giin
olan albumin itrah1 yine diyabetik kontrol grubuna gore
anlaml 6l¢tide diigiik bulunmustur (p<0.05).



ikinci ay sonunda serum kreatinin degerleri her iic
grupta da saglikli kontrollere kiyasla belirgin olarak
yiikseldi (p<0.005). Losartan ve kaptopril tedavisi alan
grupta kreatinin degerleri kontrol grubuna gore daha
diisik olma egilimi gosterdigi halde, hala saglikli
kontrollere gére anlamli olarak yiiksekti (her iki grupta
da p<0.01) Kreatinin klirensleri agisindan dort grupta
da istatistiksel acidan fark saptanmadi (Tablo 2).
Glinliik albumin itrahi ve kreatinin klirensi arasinda
anlamli bir negatif korelasyon gozlendi (r=-0.57,
p<0.05).

Tablo 2: Kreatinin klirensi ve Serum Kreatinin
Diizeyleri

kreatinin
gruplar klirens kreatinin
(ml/dak) (mg/dl)
diyabet 329+172 0.54%0.05
losartan 6141482 0.49+0.13
kaptopril 544190 0.46+0.26
kontrol 762%557 0.184+0.10

Giinliik heparan siilfat itrahi 1 .ay sonunda losartan,
kaptopril ve diyabetik kontrol gruplarinda benzer
diizeylerde saptandi (siras1 ile 463%x118 mg/giin,
4601260 mg/giin ve 4401280 mg/giin). Bir aylik tedavi
sonunda tedavi gruplarinda heparan siilfat itrahinda
azalma egilimi gozlenirken diyabetik grupta artma
egilimi vardi (sirasi ile 425+370 mg/glin, 373%152
mg/gliin ve 572+230 mg/glin). Ancak bu degisiklikler
her Ui grup arasinda ve birinci ay degerlerine gore
anlamlilik sinirina ulasmadi.  Idrarda albumin ve
heparan siilfat itrah1 arasinda ise anlamli bir korelasyon
oldugu gozlendi (p= 0.62, p<0.01).

TARTISMA

Bu c¢alismada, streptozotosin ile diyabet
olusturulmus rat modelinde, dort haftalik spesifik
anjiotensin II tip 1 reseptér antagonisti losartan
tedavisinin, proteiniirideki progresif artist belirgin

olarak durdurabildigi gosterilmistir. Losartanin bu
etkisinin, anjiotensin doniistiiriicii enzim inhibitori
kaptopril ile karsilagtirilabilir diizeylerde oldugu da
ortaya konulmustur. Kreatinin ve kreatinin klirensi
diizeylerindeki hafif diizelmeler anlamli sinirlarda
olmasa da, yine kaptopril tedavisi ile kiyaslanabilir
diizeylerdedir ve kaptopril tedavisinin glomertiler
filtrasyon hizi tizerindeki etkileri g6z Oniine alinirsa
daha uzun siireli tedavilerde anlamli sonuglara
ulagabilecegi iddia edilebilir. Nitekim proteiniirinin
artmasi ile birlikte kreatinin klirensinin progresif olarak
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azaldig1 bilinmektedir ve bizim ¢alismamizda da giinliik
albumin itrah1 ve kreatinin klirensi arasinda negatif bir
iliski oldugu ortaya konulmustur.

Diyabetik  hastalarda  losartan  tedavisinin,
nefropati gelisimi tizerindeki etkilerini ortaya koyan
klinik calismalar yayinlanmamistir. Hipertansif renal
tutulumu olan non-diyabetik hastalarda yapilan bir
caligmada Losartan tedavisinin glomertiler filtrasyon
hizindaki azalmayr durdurdugu, renal plazma akimini
arttirdig1 ve idrarda protein, albumin ve immunglobulin
G itrahi belirgin olarak diisiirdiigii gosterilmistir (29).
Bu etkileri ile losartan tedavisi, ADE inhibitorii tedavisi
ile aynmi sekilde etkili gibi goriinmektedir. Halen
stirdiiriilmekte olan RENAAL calismasinda, proteiniirik
ve kreatinin diizeyleri 1.5-3 mg/dl olan diyabetik
nefropatili hasta grubunda losartan tedavisinin etkinligi
aragtirilmaktadir. Bu ¢alismanin sonuglar ile losartanin

diyabetik nefropati tedavisinde etkilerini ortaya
koyabilmek miimkiin olacaktir.
Hayvan calismalarinda, ADE inhibitorlerinin

nefropati tedavisinde diger antihipertansiflere goére daha
etkili oldugu bildirilmektedir (30). Losartan ile yapilan
aragtirmalar da kisith sayida olmakla birlikte, losartan
tedavisinin etkili olabilecegini gostermektedir (31,32) .
Kohzuki ve arkadaglarinin c¢aligmasinda 8 haftalik
tedavi sonunda losartan ve Kkaptoprilin  idrarda
protein ve albumin itrahini ve serum kreatinin
yiikselmesini ayni oranda onledigi gosterilmistir (32).
Bu calismada kaptopril ve losartan intraperitoneal
olarak uygulanmig ve ratlarda unilateral nefrektomi
yapilmigtir.  Sonucglar bizim calismamizla oldukca
paralel goziikmektedir.

Yapilan fizyopatolojik caligmalar da losartan ve
ADE inhibitorlerinin renal etkilerinin benzer oldugunu
gostermektedir. ADE inhibitorleri, glomertiler filtrasyon
hizint belirgin degistirmeden, renal plazma akiminda
artmaya, filtrasyon fraksiyonunda ve renal vaskiiler
direngte azalmaya neden olmaktadir (30) . Ayni sekilde
losartan ile yapilan caligmalarda losartanin renal plazma
akimimi arttirdi§i ve renal vaskiiler direnci azalttigi
gosterilmistir (33).

Diyabetik hastalarda glomeriiler bazal membranda
anyonik alanlarin azalmasi ve yiik seciciliginin
bozulmasinda glikozaminoglikan metabolizmasindaki
degisiklikler rol oynamaktadir. Anyonik yiikiin azalmasi
heparan stilfat proteoglikan sentez ve
metabolizmasindaki bozukluklara bagli olarak ortaya
¢ikmaktadir (34,36). Glomeriiler bazal membran yiik
kaybina eslik etmek tlizere idrarda heparan siilfat ve total
glikozaminoglikan atiimi  da  artmaktadir  (36).
Diyabetik nefropati siirecinde idrarda
glikozaminoglikanlar ve bunlarin metabolitlerinin itrahi
normoalbuminiirik donemde baglamakta ve



ile
rat

mikroalbuminiirik donemde albumin itrahi
korelasyon gostermektedir (36,39). Diyabetik
modelinde de idrarda glikozaminoglikan itrahinin erken
donemde hizla arttigi, mikroalbuminiirinin ise uzun
siirede tedrici bir artig gosterdigi ortaya konulmustur
(40,41). Diyabetik rat modelinde ADE inhibitorleri ile
yapilan yirmi haftalik uzun siireli tedavinin, glomeriiler
heparan siilfatin korunmasi ve idrarda itrahinin
azaltilmast  lizerinde dogrudan etkileri oldugu
gosterilmistir  (42,43). Bizim calismamizda idrarda
heparan siilfat itrah1 dort haftalik losartan tedavisi ile
hafif bir azalma gostermekte, diyabetik grupta ise hafif
bir artma gozlenmektedir. Ancak gruplar arasinda
farklar istatistiksel acidan anlamli bulunamamistir. Yine
de losartan ve kaptopril tedavilerinin idrar heparan
siilfat itrahi tizerindeki benzer etkisi gozlenebilmektedir.
Ayrica idrarda albumin ve heparan siilfat itrahi arasinda
belirgin bir korelasyon da goézlenmistir. Losartan ile
yapilacak daha uzun siireli ¢aligmalara ihtiya¢ vardir.
ADE inhibitorlerinin heparan siilfat itrahini azalttigini
gosteren caligmalar 20 haftalik tedavi sliresi ile
gerceklestirilmistir (42,43).

Sonuc¢ olarak diyabetik rat modelinde losartan
tedavisi albuminiirinin progresif artisini
durdurmaktadir. Losartanin albumin ve heparan siilfat
itrahi, kreatinin klirensi ve serum kreatinin diizeyleri
tizerindeki etkileri kaptopril ile hemen hemen ayni
diizeyde bulunmugtur. Deneysel diyabet modelinde,
diyabetik nefropatinin erken déoneminde tedavi etkinligi
acisindan anjiotensin dontstiirlicli enzim inhibitorleri ve
anjiotensin II tip 1 reseptor blokerleri arasinda belirgin
bir fark yoktur. Ancak hayvan caligmalarindan alinan
sonuglar, insanlarda da ayni sonuglarin alinacagi
anlamina gelmez ve diyabetik nefropatide losartan
tedavisinin  Onerilmesi ig¢in ¢aligmalarinin
sonuglarinin beklenmesi gerekmektedir.

insan
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