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مقدمه

حدود40% افراديكه به مرحله نهايي بيماري كليوي 
 (E SRD)1 رسيده اند به علت نفروپاتي ديابتي بوده است. در اين مرحله بيمار  به دياليز و يا پيوند كليه مجبور مي شود 
(1). در مورد فيزيوپاتولوژي نفروپاتي ديابتي تئوريهايي چون آنژيوتانسين II ،  تئوري محصولات نهايي گليكوزيله نوين 
(AGEs)2، تئوري استرس اكسيداتيو،تئوري آلدول ردوكتاز يا مسير پلي اول ،تئوري پروتئين كيناز C و چند تئوري با اهميت كمتر عنوان شده است (2). تئوري آنژيوتانسين II برآنست كه هيپرگليسمي باعث افزايش فعاليت سيستم رنين آنژيوتانسين داخل كليوي مي شود. اين سيستم جداي از سيستم رنين آنژيوتانسين سيتميك مي باشد(در كليه ديابتي رت و انسان محل توليدACE3 در گلومرولها و عروق كليوي و دور از لوله خميده نزديك مي باشد وسلول مزانژال داراي سيستم رنين – آنژيوتانسين خاص خود بوده و با افزايش گلوكز آنژيوتانسين I I بالا توليد ميكند (3،4،5). 
افزايش آنژيوتانسين II داخل كليوي با تاثير بر گيرنده هاي خود واقع بر سلولهاي متفاوت كليوي و القا، ساخت كموكاين هاي متفاوت موجب ايجاد ضايعات كليوي بخصوص ضايعات گلومرولي مي گردد.
لوزارتان پتاسيم يك مولكول غير پپتيدي با فرمول بسته C22H22ClKN6O مي باشد (6).    اين دارو يك داروي انتخابي براي بيماران با فشار خون بالا مي باشد. آنژيوتانسين II داراي گيرنده هايي است: يك نوع از گيرنده هاي آنژيوتانسين II، گيرنده نوع 1 يا AT14 مي باشد كه آنژيوتانسين II با اتصال به اين گيرنده درسلولهاي كليه مكانيسمهايي را به راه مي اندازد كه موجب تكثير سلولي،افزايش توليد ماتريكس و پيشبرد فيبروز مي گردد لوزارتان با اتصال به گيرنده AT1 اين گيرنده را بلوكه مي كند. ديگر گيرنده  آنژيوتانسين II  نوع 2يا AT2 مي باشد كه با اتصال آنژيوتانسين II به اين گيرنده اعمالي چون گشاد شدن عروقي، اثرات ضد ميتوزي، كاهش بازجذب سديم و فعال شدن سيستم كينين را انجام مي دهد (7). لوزارتان و متابوليت هاي فعالش داراي تمايل بالا (حدود 4- 5 برابر) براي اتصال به گيرنده هاي AT1 نسبت به گيرنده هاي AT2 هستند(8). با مهار گيرنده AT1 آنژيوتانسين II پلاسمايي افزايش و در عوض در اختيار گيرنده هاي AT2 قرار مي گيرد. در واقع بخشي از اثرات مفيد لوزارتان و متابوليت هايش مهار گيرنده AT1 و بخش ديگر آن تحريك گيرنده AT2 توسط AGIIو بروز اعمال مفيد حاصل از اين اتصال است (9). 

با توجه به افزايش آنژيوتانسين II داخل كليوي جداي از آنژيوتانسينII سيستميك در ديابت و آسيب زايي اين عامل در نفروپاتي ديابتي و  اينكه در اكثر كارهاي انجام شده با داروهاي مهار كننده توليد  آنژيوتانسين II ويا داروهاي بلوكه كننده گيرنده آنژيوتانسين II هدف بيشتر بررسي ميزان دفع آلبومين از كليه وكليرنس كراتي نين (ارزيابي عمل كليوي) ويادر چندمورد بررسي كيفي هيستوپاتولوژيكي بوده و از ميزان ضايعات كليوي در نفروپاتي ديابتي اطلاعات كمي در دست نيست هدف تحقيق آنست كه براي اولين بار در مطالعه اي كمي (استريولوژيك) اثرلوزارتان را بر تعداد و حجم گلومرولهاي كليه مورد ارزيابي قرار دهد به عبارتي با وجود كاهش دفع آلبومين وكاهش پروتئينوري از كليه ديابتي تا چه اندازه لوزارتان ضايعات ساختاري كليوي در ديابت را مهار ميكند.
مواد و روشها          1
در اين مطالعه تجربي تعداد 24 راس رت نر از نژاد Sprague Dawley  با سن دو ماهه با وزن 10  ± 180  گرم انتخاب و تمامي آنها تحت جراحي نفركتومي يكطرفه چپ(برداشتن كليه چپ) قرار گرفتند.ضايعات كليوي ديابت ديررس هستندو براي تسريع شروع ضايعات كليوي و بدست آوردن ضايعات شديدتر و سريعتر و خصوصاً تسريع اسكلرز گلومرولي تمامي حيوانات مورد مطالعه نفركتومي يكطرفه شدند(10،11). بعد از جراحي نفركتومي حيوانات به 3 گروه 8 رأسي تقسيم شدند. گروه يك بعنوان گروه كنترل قرار داده شد. يك هفته بعد از جراحي در حيوانات گروههاي دوم  و سوم (12) بعد از گرسنگي شبانه (13،14) با تزريق زير جلدي آلوكسان  تتراهيدرات با  دز mg/Kg  120(محلول در آب مقطر) در ناحيه پشت گردن   ديابت القاء گرديد (15). پنج روز بعد از تزريق آلوكسان از سينوس پشت چشم خونگيري و آزمايش قند خون به عمل آمد (13،15).قند خون حيوانات مورد نظر بين mg/dl220-450 (ميلي گرم بر دسي ليتر) بود و تمامي افراد گروههاي دوم و سوم حيوان ديابتي به حساب آمدند (10،15).پنج روز بعد از القا، ديابت درمان دارويي حيوانات در گروه سوم آغاز گرديد (13).حيوانات در شرايط تاريكي و روشنايي 12/12 ساعت، دماي       3 ±21 درجه سانتي گراد، رطوبت محل نگهداري 10  ± 55 درصد بود ه و آب و غذاي فراوان در تمام مدت تحقيق در اختيار حيوانات قرار داشت. صبح و عصر هر روز بستر حيوانات تعويض مي شد . در طول تحقيق هيچگونه انسوليني بكار برده نشد.

داروي لوزارتان بصورت كريستال از شركت رازك تهران تهيه گرديد. دارو روزانه و روزي يك بار با دز mg/Kg 5 بطريقه دهاني به حيوانات گروه سوم به مدت هشت هفته خورانده شد (16،17).بعد از هشت هفته كليه راست حيوانات بروش پرفيوژن(تزريق)بامحلول فيكساتيو(بافر فسفات فرمالين 10%) فيكس و سپس  به مدت 48 ساعت در همان فيكساتيونگهداري شدند.با قالب گيري كليه در آگار 7% و به كمك ماكروتوم اسلايسهايي با ضخامت 1 ميلي متر ازهركليه درجهت عمود بر محورطولي تهيه گرديد.اسلايس هاي تهيه شده از هر كليه با توجه به ترتيب و جهت اسلايس ها درون سبد فلزي ويژه قرار داده شدند و بطور همزمان تحت پردازش بافتي قرار گرفتندو اسلايسها با توجه به جهت آنهادر پارافين قالب گيري شدند.. از سطح بالايي هر اسلايس برشهاي سريال 5 ميكروني تهيه شد برش اول بر يك لام و برش هفتم از همان اسلايس بر لام ديگر قرار داده شد(از هر اسلايس دو برش انتخاب گرديد).برشها با روش    PAS هماتوكسيلين رنگ آميزي گرديد. جهت محاسبه حجم كليه از روش كاواليري1استفاده شد.بطور خلاصه براي محاسبه حجم هر كليه از هر اسلايس آن يك برش انتخاب گرديد.تصويراين برش به كمك اسلايد پروژكتور برزمين تابانده شد. با انداختن يك گريد نقطه (كاغذي كه بر روي آن نقاط با 6 ميليمتر فاصله طراحي شده بود)بر تصوير تعداد نقاط برخورد تصوير كليه با گريد طبق اصول شمارش نقطه شمارش گرديد. سپس از فرمول شماره 1 حجم كليه برحسب ميلي متر مكعب محاسبه گرديد. (18، 19).

                 Σ pi . a/p. t    

 فرمول شماره (1)                   ــــــــــــــــ V (kid) = 
                     M2

در اين فرمول pi Σ  =  مجموع  نقاط برخورد گريد با تصاويربرشهاي مورد بررسي هركليه.( P i = نقاط برخورد گريد با تصويرمقطع كامل هر برش كليه). a/p  =  قلمرو يا مساحت هر نقطه كه با توجه به 6 ميليمتر بودن فاصله نقاط گريد برابر 6×6 يعني  36 ميليمتر مربع ميباشد. t   = ضخامت متوسط هر اسلايس كه تقريباً برابر 1 ميليمتر ميباشد.M =  بزرگنمايي خطي پروژكتور.

باروشي مشابه حجم كورتكس كليه  محاسبه گرديد(در فرمول فوق Σ pi تعداد نقاط برخورد با كورتكس منظور گرديد). جهت برآورد حجم كل گلومرولي در هر كليه ابتدا دانسيته حجمي گلومرول Vv(glom/crtex) محاسبه گرديد.براي هر كليه از هر اسلايس يك برش انتخاب گرديد. به كمك يك لوله رسم تصوير يك پروب ( مربعي  باابعاد 5/7*5/7 ميلي متررسم شده بر كاغذ داراي 625 نقطه در داخل مربع  با فاصله نقاط  3 ميلي متر) به ميدان ديد ميكروسكوپ منتقل گرديد در بزرگنمايي 100و ميدان ديدهاي تصادفي تعداد نقاطي كه با گلومرول  بر خورد داشتند  شمرده  شد. در مجموع حد اقل  100گلومرول براي هر كليه موردشمارش نقطه قرار گرفت.دانسيته حجمي گلومرول از فرمول شماره 2 برآورد گرديد.                               
                                     Σ Pp

 فرمول شماره (2)             ـــــــــ Vv(glom/cortex = 
                                  Σ Pt               
Σ Pp = مجموع تعداد نقاط  كه با گلومرولها در n  ميدان ديدتحت بررسي برخورد داشته اند.

Σ Pt = مجموع تعداد نقاط پروب در n ميدان ديد تحت بررسي (20،21).جهت برآورد حجم كل گلومرولهاي كليه از فرمول شماره 3  استفاده گرديد.(22،20).
فرمول شماره (3)

 Vv(glom/cortex = Vtotal(glom/kid) 
Vref حجم كورتكس منظور گرديد. جهت برآورد تعداد گلومرولها ابتدا دانسيته تعدادي گلومرول با متد دايسكتور فيزيكي برآورد گرديد.بطور خلاصه در اين روش زوج برشها1 از اسلايس هاي هركليه استفاده گرديد  برش اول (برش رفرنس)هر اسلايس بر لام اول  و برش هفتم (Look up section) بر لام دوم قرار داشت.از هر اسلايس يك زوج برش براي شمارش گلومرول بكاررفت.فاصله برشهاي زوج 30 ميكرون انتخاب گرديد (19،23). براي ساخت فريم  دايسكتور يك مربع با اضلاع 6سانتيمتر بر كاغذ رسم و اضلاع پايين و چپ آن با خطي ضخيمتر رسم شد تا نشان دهنده خطوط ممنوعه2 باشد. دو ميكروسكوپ اليمپوس BH2 بكار گرفته شد. برش اول در ميكروسكوپ اول و برش هفتم در ميكروسكوپ دوم قراداده و در اتاق تاريك در بزرگنمايي40 ميكروسكوپ تصوير برشهابه كمك منشور بر ميز پروژكت گرديد. فريم دايسكتور روي تصوير پروژكت شده برش اول (رفرنس)انداخته شد (روي ميدان ديد تصادفي). معادل ناحيه ايكه در برش اول(رفرنس) داخل فريم دايسكتور افتاده بود، در تصويرپروژكت شده  برش هفتم(Look up) مشخص مي شد. با مشاهده همزمان تصاوير دو برش گلومرولهايي با سه شرط زير شمرده شدند:

1-در برش رفرنس داخل فريم دايسكتور افتاده بودند و يا با اضلاع بالاوراست فريم دايسكتور بر خورد داشتند.2- با خطوط پايين و چپ فريم دايسكتور (خطوط ممنوعه) برخورد نداشتند. 3- در برش رفرنس ديده و در برش Look up  ديده نشوند.

براي هر كليه بين 100-120 گلومرول شمارش گرديد.براي برآورد دانسيته تعدادي گلومرول و با در نظر گرفتن بزرگنمايي از فرمول شماره 4 استفاده گرديد (24،25).
                                 Σ Q

 فرمول شماره (4)       ـــــــــــــ Nv(glom/cortex) = 
                            ΣP. a. d               
ΣQ = مجموع گلومرولهاي شمرده شده از تمام فريم هاي مورد شمارش. ΣP =  تعداد فريم هاي مورد بررسي a = مساحت فريم دايسكتور كه برابر 3600 ميلي متر مربع مي باشد.

d= ارتفاع دايسكتور كه در اين بررسي برابر 03/0 ميليمتر(30 ميكرون= شش برش 5 ميكروني)   مي باشد.M = بزرگنمايي خطي . 

براي تخمين تعدادكل گلومرولها در كليه از فرمول شماره 5 استفاده گرديد (20،22).
فرمول شماره (5)
Ntotal(glom/kid) =Nv(glom/cortex). Vref

Vref  حجم كورتكس منظور گرديد.
يافته ها   1
چنانچه گفته شد گروهها بدين صورت مي باشد.گروه يك = كنترل، گروه دوم = ديابتي بدون درمان، گروه سوم = ديابتي 

درمان با لوزارتان. نتايج كمي در جداول شماره 1، 2و 3نشان داده شده است.
جدول شماره 1ـ  ميانگين حجم كليه (بر حسب ميليمتر مكعب) در گروههاي مورد بررسي
	نتايج آزمون معني داري تفاوت ميانگينهادربين گروهها با استفاده از آزمون Mann-Withney با  P <.05.
	گروهها
	Mean±Sem
(mm3)
Kidney volume
	تعداد

	گروه سوم
	گروه دوم
	
	
	

	
	S
	گروه اول
	59/24±8/1042
	8

	S
	
	گروه دوم
	07/25±41/1407
	8

	
	
	گروه سوم
	37/18±7/1081
	8


اطلاعات بصورت MEAN±SEM بيان شده اند.همچنين  معني دار بودن تفاوت ميانگين حجم كليه  بين گروهها ي مورد مطالعه بعد  از انجام روش آماري Kruscal-Wallis و بدنبال آن آزمون Mann withneyدر P<0.05 نشان داده شده است. معني دار =S. بين گروه يك (كنترل) و گروه دوم (ديابتي بدون درمان) تفاوت معني دار و همچنين بين گروه دوم و گروه سوم (ديابتي درمان با لورازتان) تفاوت ميانگين ها معني دار است.

جدول شماره 2ـ  ميانگين حجم كل گلومرولي بر كليه (بر حسب ميليمتر مكعب) در گروههاي مورد بررسي
	نتايج آزمون معني داري تفاوت ميانگينهادربين گروهها با استفاده از آزمون Mann-Withney با  P <.05.
	گروهها
	Mean±Sem
(mm3)

Glomerular Volume
	تعداد

	گروه سوم
	گروه دوم
	
	
	

	
	S
	گروه اول
	28/1±.007/21
	8

	S
	
	گروه دوم
	025/2±82/28
	8

	
	
	گروه سوم
	54/1±93/22
	8


اطلاعات بصورت MEAN±SEM بيان شده اند. همچنين معني دار بودن  تفاوت ميانگين حجم كل گلومرولي بر كليه بين گروهها ي مورد مطالعه بعد  از انجام روش آماري Kruscal-Wallis و بدنبال آن آزمون Mann withneyدر P<0.05 نشان داده شده است. معني دار =S. بين گروه يك (كنترل) و گروه دوم (ديابتي بدون درمان) تفاوت معني دار و همچنين بين گروه دوم و گروه سوم (ديابتي درمان با لورازتان) تفاوت ميانگين ها معني ار است.

جدول شماره 3ـ  ميانگين تعداد كل گلومرول بر كليه (Ntotal/kid)در گروههاي مورد بررسي
	نتايج آزمون معني داري تفاوت ميانگينهادربين گروهها با استفاده از آزمون Mann-Withney با  P <.05.
	گروهها
	Mean±Sem
(Ntotal/kid)

Glomerular number
	تعداد

	گروه سوم
	گروه دوم
	
	
	

	
	S
	گروه اول
	4/27953±06/842
06/842
	8

	S
	
	گروه دوم
	8/24094±6/894
6/894
	8

	
	
	گروه سوم
	8/26886±8/779

	8


اطلاعات بصورت MEAN±SEM بيان شده اند. همچنين معني دار بودن تفاوت ميانگين تعداد كل گلومرول بر كليه (Ntotal\kid)   بين گروهها ي مورد مطالعه بعد  از انجام روش آماري Kruscal-Wallis و بدنبال آن آزمون Mann withneyدر  P<0.05نشان داده شده است. معني دار =S. بين گروه يك (كنترل) و گروه دوم (ديابتي بدون درمان) تفاوت معني دار و همچنين بين گروه دوم و گروه سوم (ديابتي درمان با لورازتان) تفاوت ميانگين ها معني ار است.

بحث 

آنژيوتانسين II با اتصال به گيرنده AT1 موجب تكثير سلولهاي كليوي و هيپر تروفي آنهاخصوصا سلولهاي مزانژال داخل گلومرولي گشته ‍(26.) و باتحريك توليد فاكتورهاي رشد بخصوص TGF-B  توليد ماتريكس خارج سلولي را تحريك و آنزيمهاي تخريب كننده ماتريكس را غير فعال وموجب اسكلرز گلومرولي ميگردد (8،27).
بعلاوه آنژيوتانسين II موجب القا، توليد PDGF(فاكتور رشد مشتق از پلاكت)شده كه به رسوب ماتريكس خارج سلولي و فيبروز كليوي منجرمي شود(28). آنژيوتانسين II موجب القاء توليد فيبروبلاست هاي جديد از سلولهاي پوششي 
لوله خميده نزديك مي گردد(26).نتايج حاصل از تحقيقات قبل نشان داده است كه لوزارتان موجب كاهش دفع پروتئين و كاهش سرعت فيلتراسيون گلومرولي مي گردد (29،30).

برخي نيز با مطالعه كيفي عنوان كرده اند كه لوزارتان توانسته است موجب كاهش اسكلرز گلومرولي در حيوانات ديابتي شود(31،32،33).از نتايج بدست آمده از اين تحقيق با توجه به جدول شماره 1  چنين بر مي آيد كه با مقايسه گروه اول ودوم ديابت موجب افزايش حجم كليه (حدود 35%)در گروه دوم شده است شده و درمان در گروه سوم با لوزارتان كاهش معني داري را نسبت به گروه دوم نشان مي دهد(حدود 30%) وبيانگر آنست كه لوزارتان توانسته است در دز پايين و دراز مدت بطور معني داري  از افزايش حجم كليوي جلوگيري نمايد؛ ولي نتوانسته است آنرا كاملا مهار نمايد. 

با توجه به جدول شماره 2  ملاحظه مي شود كه ديابت باعث افزايش معني دار حجم گلومرولي گروه دوم نسبت به گروه اول شده است (حدود 37%) و نيز در مقايسه گروه سوم و گروه دوم درمان با لوزارتان موجب مهار معني داري درافزايش حجم گلومرولي (حدود 25%) شده است. به عبارتي لوزارتان توانسته است بطور معني داري افزايش حجم گلومرولي را مهار؛ ولي نتوانسته است كاملا افزايش حجم گلومرولي را مهار نمايد. از دست رفتن عملكرد كليه در ديابت نتيجه ضايعات نفروني و در نتيجه فقدان نفرون ها مي باشد. بايد دانست كه نفرونها 


قبل از تولد و كمي بعد از تولد ساخته مي شوند و بعد از آن ديگر نفروژنزي وجود نخواهد داشت.بنابر اين با ايجاد ضايعات گلومرولي توان تصفيه اي كليه كاهش و تعداد نفرونها نيز رو به كاهش خواهد گذاشت (34). نفروپاتي ديابتي با هيپرتروفي ابتدايي گلومرول شروع شده و سپس به انواع اسكلرز و ديگر ضايعات منجر مي گردد.بايستي توجه داشت كه ضايعات گلومرولي قبل از ظهور علائم باليني ديابت وجود دارد. با توجه به جدول شماره 3 ومقايسه گروه اول و گروه دوم ديابت موجب كاهش معني داري در تعدادگلومرولها نسبت به گروه اول شده است (حدود 16%). درمان با لوزارتان در گروه سوم افزايش معني داري را نسبت به گروه دوم نشان مي دهد (حدود 11%) كه مويد اينست كه لوزارتان توانسته است بطور معني داري از كاهش تعداد گلومرولها جلوگيري نمايدهر چند نتوانسته است كاهش تعداد گلومرولها كاملا مهار نمايد.
مصرف لوزارتان در دز پايين و دراز مدت در حيوانات ديابتي –نفركتومي يكطرفه توانسته است بطور معني داري در جلوگيري از افزايش حجم كليه حدود 84% مؤثر، افزايش حجم گلومرولي را حدود 67% مهار ودر جلوگيري از كاهش تعداد گلومرولها حدود 68% مؤثر باشد.
جهت حصول نتايج بهتر در مهار ضايعات نفروپاتي ديابتي تركيب دارويي لوزارتان و ساير عوامل مهار كننده نفروپاتي ديابتي پيشنهاد مي گردد.
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چكيده


مقدمه: نفروپاتي ديابتي يكي از علل مرحله نهايي بيماري كليوي است .به علت هيپرگليسمي در كليه آنژيوتانسين II بطور موضعي افزايش يافته و موجب القاء  ضايعات كليوي بويژه ضايعات گلومرولي مي شود. دراين تحقيق گيرنده نوع1 آنژيوتانسينII(AT1)توسط لوزارتان بلوكه  وتاثير اين دارو در مهار ضايعات كليوي  بطور كمي ارزيابي گرديد.�
�
مواد و روشها: در اين مطالعه تجربي 24  رت نر دوماهه نفركتومي چپ گرديده و بطور تصادفي به سه گروه 8 تايي تقسيم شدند. سپس با تزريق آلوكسان(mg/Kg  120زيرجلدي)در گروههاي دوم و سوم ديابت القاء گرديد.5 روز بعد از القاء ديابت به گروه سوم مدت 8 هفته لوزارتان(mg/Kg/day 5)از راه دهان داده شد.سپس كليه حيوانات تمام گروههابرداشته وفيكس گرديد. هر كليه به اسلايسهايي با ضخامت يك ميلي متر بريده (نمونه گيري تصادفي سيستماتيك)وبعداز پردازش بافتي از هر اسلايس زوج برش با ضخامت 5 ميكرون تهيه و با روش PAS رنگ آميزي شدند. با استفاده از روش كاواليري و دايسكتور فيزيكي حجم كليه، حجم گلومرولهاو تعداد گلومرولها در هر كليه برآورد گرديد. تفاوت ميانگينهاي متغيرهادربين گروهها بانرم افزار SPSS12و روش آماري Mann withneyدر P<0.05 ارزيابي گرديد.�
�
يافته ها: نتايج بدست آمده نشان دادند درمان با لوزارتان در گروه درماني نسبت به گروه ديابتي بدون درمان در هر سه متغير حجم كليه،حجم گلومرولها وتعداد گلومرولها تفاوت معني داري داشته است (05/0p<) وتوانسته است در مهار ضايعات مؤثر باشد.�
�
نتيجه گيري: مصرف لوزارتان در دز پايين و دراز مدت در رتهاي ديابتي –نفركتومي يكطرفه توانسته است بطور معني داري در جلوگيري از افزايش حجم كليه (حدود 84%) تأثير داشته و افزايش حجم گلومرولي را 67% مهار ودر جلوگيري از كاهش تعداد گلومرولها حدود 68% مؤثر باشد.براي حصول نتايج بهتر تركيب درماني با داروهاي ديگر پيشنهاد مي گردد.�
�
واژه هاي كليدي: لوزارتان، تعداد كل گلومرول، حجم كل گلومرولي، استريولوژي، ديابتي، نفركتومي يكطرفه، ديابت نوع يك�
�












1-  مربي ـ عضو هيئت علمي دانشگاه علوم پزشكي لرستان


2-  دانشيار ـ دانشگاه علوم پزشكي اهواز (جندي شاپور)
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1. End stage of renal disease.


2. -Advanced glycation end products.
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