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SEMBOLLER / KISALTMALAR LiSTESI

PGF,,: Prostaglandin F,,

RRF: Retina kaynakl gevsetici faktor

NO: Nitrik oksit

sGMP: siklik guanozin monofosfat

ATP: Adenozin trifosfat

K" arp: Adenozin trifosfat duyarl potasyum kanallar1
K'c.™: Kalsiyum bagimli potasyum kanallar

SERCA: Sarkoplazmik/endoplazmik retikulum membraninda bulunan Ca" ATPaz

pompast
STZ: Streptozotosin

eNOS: Endotelyal nitrik oksit sentaz

iNOS: indiiklenebilen nitrik oksit sentaz
i.p.: Intraperitonal

sAMP: Siklik adenozin monofosfat

CGRP: Kalsitonin geni ile iliskili peptit
ANP: Atriyal natriiiretik peptit

BNP: Beyin natriiiretik peptit

CNP: C-tipi natritiretik peptit

HbA c: Glikozillenmis hemoglobin

i.v.: Intravendz

s.c.: Subkiitan

i.m.: Intamiiskiiler

PKC: Protein kinaz C

VEGEF: Vaskiiler endotelyal biiytime faktorii
ICAM-1: interseliiler adhezyon molekiilii-1

NF« B: Niiklear faktor kappa B



IL-1: Interldkin-1

TNF a: Tiimor nekroz faktorii alfa

TGF B: Transforme edici biiylime faktorii beta
CD 18: Adhezyon molekiilii

VCAM-1: Vaskiiler hiicre adhezyon molekiilii-1
COX 2: Siklooksijenaz 2

PDGF: Trombosit kaynakli bliytime faktorii
PARP: Poli adenozin (difosfo-riboz) polimeraz
AGE: lleri glikasyon son iiriinleri

RAGE: {leri glikasyon son iiriinii spesifik reseptorii
vWEF: von Willebrand faktorii

tPA: Doku tipi plazminojen aktivatorii

PAI-1: Plazminojen aktivator inhibitorii

P21™: Transkripsyon faktorii
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OZET

Agus M. (2008). Normal Ve Diyabetik Sicanlardan Izole Edilen Retinanin Retinal Ve
Periferal Damarlar Uzerindeki Etkisinin Incelenmesi. Istanbul Universitesi Saglik
Bilimleri Enstitlisi, Eczacilik Fakiiltesi Farmakoloji ABD, Yiiksek Lisans Tezi.
[stanbul.

Retina kaynakli gevsetici faktor (RRF), retinal arterin tonusunun diizenlenmesinde rol
oynadig1 diisiiniilen ancak yapisi, etki mekanizmasi ve patofizyolojik Onemi heniiz
aydimnlatilmamis olan yeni bir gevsetici faktordiir. Calismamizda retinal sirkiilasyonu
etkileyebilecek kardiyovaskiiler bir hastalik olan diyabette, RRF’in retinal ve periferal
damarlar iizerindeki etkisinin incelenmesi hedeflenmistir. Sicanlarda (Wistar, 250-300g)
diyabet olusumu streptozotosin (65mg/kg, i.p.) injeksiyonu ile saglanmistir. Kontrol ve
diyabetik hayvanlar agirlik, kan glukoz ve insiilin diizeyleri acisindan takip edilmis ve 8
haftanin sonunda karotid ve mezenterik arterleri ile retina dokular1 izole edilmistir.
Miyograf sistemine yerlestirilen karotid ve mezenterik arterlerde endotel ve diiz kas
fonksiyonlar1 belirlenmis ve retina dokusunun etkisi arastirilmistir. Sican retinasinin
izole sig1ir retinal arteri lizerindeki etkisi de incelenmistir. Ayrica, kontrol ve diyabetik
arterler ile retinada histopatolojik ve immiinohistokimyasal incelemeler yapilmistir.
Diyabetik karotid ve mezenterik arterlerinde asetilkolinin endotel aracili gevseme
yanitlarinda ve prostaglandin F2alfa ‘nin olusturdugu kasilma yanitlarinda kontrole gore
istatistiksel olarak anlamli bir azalma belirlenmistir. Buna karsin, sodyum
nitroprusiyatin diiz kas aracili gevseme yanitlar1 farkli bulunmamigstir. Sican retinasi,
karotid ve mezenterik arterde, sigir retinal arterinde oldugu gibi, akut baslayan tam bir
gevseme yanitina neden olmus ve bu etki nitrik oksit ve prostasiklin ile iliskili
bulunmamistir. Diyabetik sican retinasi ile diyabetik karotid ve mezenterik arterlerinde
alman gevseme yanitlari, kontrol retinanin kontrol arterlerdeki gevseme yanitlarindan
farklihk gostermemistir. Izole sigir retinal arterinde kontrol ve diyabetik sigan
retinasinin gevsetici etkisi de benzer bulunmustur. Fonksiyonel bulgular histopatolojik
ve immiinohistokimyasal sonuglar 1ile desteklenmistir. Bulgularimiz, endotel
fonksiyonun bozuldugu diyabetik kosulda RRF’in etkinliginin degismedigini
gostermekte ve retinal toniislin diizenlenmesinde RRF’in kompenzatuvar bir roliiniin
olabilecegini diisiindiirmektedir.

Anahtar Kelimeler: Retina kaynakli gevsetici faktdr (RRF), STZ ile indiiklenen diyabet,
sican karotid arteri, sigan mezenterik arteri, sigir retinal arteri.

Bu calisma, Istanbul Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Birimi tarafindan
desteklenmistir. Proje No: 1923.
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ABSTRACT

Agus M. (2008). Investigation Of The Effect Of Retina Isolated From Control And
Diabetic Rats On Retinal And Peripheral Arteries. Istanbul University, Institute of
Health Science, Department of Pharmacology Master Thesis. Istanbul.

Retinal relaxing factor (RRF) is suggested to involve in the regulation of retinal arterial
tone whereas, its nature, mechanism of action and importance in pathological conditions
is not estimated yet. Herein, we aimed to investigate the effects of RRF on retinal and
peripheral arteries in diabetes where retinal circulation is affected. Diabetes was induced
in male Wistar rats (250-300g) by streptozotocin (65mg/kg, i.p.) and animals were
recorded in terms of weights, blood glucose and insuline levels. After 8 weeks carotid
and mesenteric arteries as well as retinas were isolated. The arteries were mounted on
myograph and then endothelial, smooth muscle functions and the effect of retina were
determined. Effect of retina on isolated bovine retinal artery was also assessed.
Moreover, histopathological and immunohistochemical studies were performed in the
arteries and retina. Endothelium-dependent relaxations to acethylcholine and
contractions to prostaglandin F2alfa were significantly reduced in diabetic arteries.
Whereas, relaxations to sodium nitroprusside were similar to controls. Rat retina
produced acute and complete relaxations in carotid and mesenteric arteries, as in retinal
arteries, and the relaxations were unrelated to nitric oxide and prostacyclin. Relaxant
effects of diabetic retinas on diabetic arteries were not significantly different from
corresponding controls. The effects of control and diabetic retinas on retinal arteries
were also found similar. Functional findings were supported by histopathological and
immunohistochemical results. Our findings showed that RRF effectiveness is
unchanged in diabetes where endothelial function is impaired and suggested that RRF
may play a compensatory role in the maintenance of retinal vascular tone.

Key Words: Retina derived relaxing factor (RRF), STZ-induced diabetes, rat carotid
artery, rat mesenteric artery, bovine retinal artery.

The present work was supported by the Research Fund of Istanbul University. Project
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1. GIRIS VE AMAC

Hiicrelerarasi iletisimin ve gOrme islevinin saglanmasi amaciyla retinadan
birgok endojen vazoaktif madde (prostasiklin, nitrik oksit, endotelin-1 vb.)
serbestlenmektedir. Bu vazoaktif maddeler, otonomik innervasyona sahip olmayan
retinal sirkiilasyonun diizenlenmesinde rol oynamaktadirlar. 1998 yilinda izole sigir
retinal arterinde ve retinasinda yapilan bir caligma ile, retina dokusundan bilinen
vazoaktif maddelerden farkli yeni bir gevsetici faktoriin saliverildigi ortaya konmus ve
retinal arterlerin tonusunun diizenlenmesinde rol oynayabilecegi ileri siiriilmiistiir.
Prostaglandin F,, (PGFy,) ile kastirilmis izole sigir retinal arterleri iizerine bir parca
retina dokusunun yerlestirilmesinin retinal arterlerde gevsemeye neden oldugu
belirlenmis ve bu etkiye retinadan serbestlenen gevsetici bir faktoriin (retina kaynakli
gevsetici faktor, RRF) aracilik ettigi one siiriilmiistiir. Retina dokusu yerine, ayni
biiytlikliikteki koroid dokusunun kastirilmis retinal arter {izerine yerlestirilmesinin
benzer bir gevseme yanitina neden olmamasi ise retina kaynakli gevsetici yanitin
mekanik bir etkiden kaynaklanmadigini gostermistir. Farkli tiirlerden (kopek, domuz,
sigan ve fare) izole edilen retinalar ile yapilan ¢alismalarda RRF’in tiire 6zgii olmadigi
gosterilmis ve ayrica, gevsetici etkisinin retinal arterle sinirl kalmayip farkli damarlarda
(renal, karotid ve mezenterik arterleri) hatta damar dis1 diiz kaslarda da (sigan brons diiz
kas1) olustugu belirlenmistir. RRF’in gevsetici etkisinde endotel kaynakli vazodilator
maddelerin rolii arastirilmis ve nitrik oksit sentaz, guanilat siklaz ve siklooksijenaz
enzimlerinin spesifik inhibitdrleri varliginda ya da deendotelize edilen retinal arterlerde
caligmalar yiiriitiilmiistiir. Bu ¢aligmalarda RRF’in nitrik oksit (NO) veya siklooksijenaz
yolag1 triinlerinden farkli oldugu ve gevsetici etkisinin siklik guanozin monofosfat
(sGMP) olusumu ile iliskili olmadig1 ortaya konulmustur. Ote yandan, biyoassay
calismalarinda RRF’in polipeptit veya protein yapisinda olmayan, hidrofilik 6zellikte,
1stya dayanikli stabil bir faktor oldugu belirlenmis ve gevsetici etkisinin pH
degisiminden etkilenmedigi ancak hipoksik kosulda potansiyelize oldugu gosterilmistir.
RRF‘in genel oOzelliklerinin ortaya konuldugu bu c¢alismalarin yanisira etki

mekanizmasina yonelik olarak yapilan calismalarda plazmalemmal kalsiyum-ATP,,



pompasinin aktivasyonunun, gevsetici etkiye kismen aracilik ettigi 6ne siiriilmiis ancak

RRF’in gevsetici etkisinin mekanizmasi tam olarak aydinlatilamamustir.

Laboratuvarimizda da retinanin retinal arter iizerindeki etkisinin ve etki
mekanizmasininin incelenmesine yonelik calismalar yiiriitiilmiis ve elde edilen ilk
bulgular ile RRF’in varligi desteklenmis ve ayrica, 6zgiin olarak, retinal kaynakli
gevsetici etkinin bifazik bir karakter gosterdigi ortaya konmustur. Sigir retinasinin s1gir
retinal arteri iizerindeki akut gevsetici etkisinin, diger calismalara paralel olarak,
endotelden bagimsiz bir mekanizma aracilig ile gerceklestigi ve NO, prostasiklin gibi
endojen vazodilator maddelerin bu gevsetici etkiye aracilik etmedigi belirlenmistir.
Ayrica, RRF’in retinal damarlar1 gevsetici etkisinde adenozin trifosfat (ATP) duyarh
potasyum (K'atp) ve kalsiyum bagimli potasyum (K'c, ') kanallarmin agilmasinin,
sarkoplazmik/endoplazmik retikulum membraminda bulunan Ca™ ATPaz (SERCA)
pompasinin aktivasyonunun ya da L-tipi voltaj bagimli Ca™ kanallarinin kapanmasimnin

rolii olmadigi belirlenmistir.

RRF’in bazal kosullarda stirekli saliverildigi ve retinal kan akiminin
diizenlenmesinde fizyolojik bir 6neme sahip olabilecegi 6ne siirtilmektedir. Buna gore,
retina ile iliskili olup retinal sirkiilasyonu etkileyebilecek bazi kardiyovaskiiler (diyabet,
hipertansiyon) hastaliklarda ya da goz ile iliskili rahatsizliklarda (retinitis pigmentosa,
inen optik atrofi vb.) RRF’in fonksiyonel roliiniin belirlenmesinin 6nemli oldugu
ongoriilmektedir. Bu dogrultuda ¢alismamizda, endotel disfonksiyonuna bagli vaskiiler
hasara ve gbzde retinopati gibi Onemli komplikasyonlara yol acabilen bir
kardiyovaskiiler ~hastalik olan diyabette RRF’in etkinligininin incelenmesi
hedeflenmistir. Wistar Albino siganlarda (250-300g) streptozotosin (65 mg/kg, i.p.)
uygulanmasi ile olusturulan deneysel diyabette sigan retina dokusunun gevsetici etkisi
(RRF etkinligi) prostaglandin Fy, ile kastirilmis olan sigir retinal ve sican periferal
(karotid ve mezenterik arteri) damarlarinda, kontrol retina ile karsilagtirmali olarak
arastirilmistir. Ayrica, retinanin periferal arterlerdeki gevsetici etkisinin endotel ile
iliskili mekanizmalar1 incelenmistir. izole edilen retinal ve periferal arterlerin endotel ve
diiz kas fonksiyonlar1 da belirlenmistir. Fonksiyonel ¢alismalara paralel olarak, kontrol

ve diyabetik hayvanlardan izole edilen arterler ve retina dokularinda 151k ve elektron



mikroskoplar1 altinda histopatolojik incelemeler yapilmis ve immiinohistokimyasal
yontem ile endotelyal nitrik oksit sentaz (eNOS) ve indiiklenebilir nitrik oksit sentaz

(INOS)’1n dagilimlar1 degerlendirilmistir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Goz

Gorme organi (goz), basin sag ve solunda yer alan iki g6z ¢ukuruna (orbita)
yerlesmis olan bir duyu organidir. Anatomik olarak géz her biri yaklagik 24-25 mm
capinda ve 6,5 mm’ hacminde asimetrik bir kiire gériiniimiinde biyokameradir. Goze
distan bakildiginda g6z bebegi, etrafinda renkli kisim (iris) ve onlar1 ¢evreleyen beyaz

renkli sklera tabakasi goriilmektedir (Yildirim, 2000 pp.312-313; Putz ve Pabst, 1997).

G0z kiiresinin duvar yapisi distan ice dogru anatomik olarak, fibroz tabaka (tunica
fibrosa), vaskiiler tabaka (tunica vasculosa) ve duysal tabakadan (tunica sensoria)
olusmaktadir. Fibroz tabaka sklera ve korneadan olusurken, vaskiiler tabaka koroid,
korpus siliare ve iristen, duysal tabaka ise retina tabakasindan olusmaktadir (Yildirim,

2000 pp.312-313).

2.2. Retina Tabakasinin Yapisi ve Fonksiyonu

G0z kiiresinin en i¢ tabakasini olusturan retina ¢esitli hiicre katmanlarindan, ¢ok
sayida fotoreseptdrden (rod ve kon hiicreleri) ve nérondan olusan 0,5 mm kalinliginda
bir tabakadir (Yildirim, 2000 pp.312-313; Putz ve Pabst, 1997). Retinanin merkezinde
gormede keskinligi saglayan bolge olan fovea bulunmaktadir. Foveanin biraz uzaginda
beyaz goriniimlii, yuvarlak sekilli, merkezinde optik sinirler ve ana retinal kan
damarlar1 bulunan bolge kor noktadir. Burasi optik sinirin (nervus opticus) gozii terk
ettigi bolgedir ve 1518a duyarsizdir. Optik sinir, gangliyon hiicrelerinin aksonlarini igerir

ve beyine kadar ulagir.



Retina dokusundaki rod ve kon hiicreleri disaridan gelen 1sinlar1 algilar ve bunlar
elektriksel sinyallere doniistiiriir. Bu sinyaller optik sinir araciligi ile beyin korteksine
iletilir ve burada goriintiiye doniistiiriiliir. Retina dokusu ile iliskili en sik karsilagilan
hastaliklar, vaskiiler retinopatiler, merkezi retinal arter ve ven tikanmalari, diyabetik
retinopati, yasa bagli makiiler dejenerasyon, retina dekolmani, retinitis pigmentoza ve
glokomdur. Bu hastaliklar retinanin kanlanmasinin, yapisinin veya biitiinliigiiniin

bozulmasina yol agarak kismi veya tam gorme kaybina neden olmaktadir (Lang, 2001).

Retina dokusundan dikey olarak bir kesit alindiginda distan i¢ce dogru katmanlar

asagidaki gibi siralanmaktadir (Guyton ve Hall, 1996 pp.637-639);

-Pigment epiteli

-Rod ve kon hiicreleri
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Sekil 2-1: Retinay1 olusturan katmanlarin sematik gosterimi -Bonnie ve Gauner
(2007)’den degistirilerek.



2.2.1. Retinanin Kanlanmasi

Retinanin kanlanmasini saglayan retinal damarlar, optik sinirin gozii terk ettigi
bolgeden baglayarak tiim retina boyunca dagilim gosterir. Ancak retinal damarlar
foveaya ulasamamaktadir. Bu bolgenin beslenmesi koroidal damarlar araciligi ile

olmaktadir.

Cok sayida reseptor ve sinir hiicresi igeren retina tabakasinin kanlanmasi retinal
homeostazin olusumu ve korunmasi i¢in Onemlidir. Bu reseptdr ve hiicrelerin
fonksiyonlarinin devam, ihtiya¢ duyduklar1 oksijen ve besinin saglanmasi ise retinanin
kanlanmas1 (mikrosirkiilasyonu) araciligi ile gerceklesir. Siliyer arterler tarafindan
beslenen koroidal sirkiilasyon ve merkezi retinal arter ile siliyoretinal arterler tarafindan
beslenen retinal sirkiilasyon bu ihtiyact karsilamaktadir (Delaey ve Van De Voorde

2000, Yu ve ark. 2003).

Retinal ve koroidal sirkiilasyon hem anatomik hem de fonksiyonel olarak
farkliliklar gostermektedir. Toplam okiiler sirkiilasyonun %85°1 koroidal sirkiilasyon ile
saglanmaktadir Koroidal sirkiilasyon sempatik ve parasempatik sistemler tarafindan
innerve edilir. Koroidal sirkiilasyon da dahil olmak iizere diger bir¢cok vaskiiler yatagin
aksine, retinal doku otonomik innervasyona sahip degildir. Retinal sirkiilasyon retinal
metabolizmaya gore adapte olabilen bir otoregiilasyon mekanizmasina sahiptir. Buna
karsin, koroidal sirkiilasyoniin bdyle bir otoregiilatore sahip olmadigi gosterilmistir
(Friedman 1970). Bu otoregiilator mekanizma, dokunun kan akiminin, dokunun
metabolik ihtiyaglarina gore adapte olabilmesi esasina dayanmakta (Guyton ve
Coleman, 1967 pp.1-361) ve esas olarak retinal doku ve endotelyal hiicrelerden
serbestlenen lokal vazoaktif faktorler tarafindan diizenlenmektedir. Retinal sirkiilasyon
yiiksek oksijen diizeyine ve diisiik akis hizina sahipken, koroidal sirkiilasyon ise diisiik

oksijen diizeyine ve yiiksek kan akis hizina sahiptir (Delaey ve Van De Voorde 2000).



2.2.2. Retinal Arter Tonusunun Diizenlenmesi

Retinal sirkiilasyonun otonomik innervasyon almamasindan dolay1, lokal
vaskiiler kontrol mekanizmalar1 retinal homeostazin saglanmasinda olduk¢a dnemlidir.
Retinal arterlerin toniisii, retinanin yapisini olusturan hiicrelerden veya retinal arterlerin
endotel tabakalarindan serbestlenen bir¢ok vazoaktif madde ile diizenlenmektedir
(Delaey ve Van De Voorde 2000, Haefliger ve ark. 2001, Yu ve ark. 2003). Endotelyal
tabakada bu vazoaktif maddelerin salinimi lokal kan akimina gore, bazal kosullarda ve
mekanik veya kimyasal etkilere yanit olarak gerceklesmektedir. Vazokonstriktor ve
vazodilator etkili olan bu maddeler sayesinde hem retinal arterin tonusu diizenlenmekte

hem de retinada hiicrelerarasi iletisim saglanarak gorme islevi yerine getirilmektedir.

Vazokonstriktor etkili peptid yapili endojen maddelerden olan endotelin-1
okiiler vaskiiler yapida énemli bir kastiric1 faktordiir. insanlarda ve deney hayvanlarinda
yapilan c¢aligmalarda endotelin-1’in ekzojen olarak verilmesi sonucu retinada, koroidde
ve optik sinirin baginda kan akiminin azaldigi gosterilmistir (Sugiyama ve ark. 1996,
Dallinger ve ark. 2000). Tavsanlarda yapilan bir ¢alismada goziin vitr6z hiimdriine
enjekte edilen endotelin-1’in retinal arterlerde kasilma yanitina neden oldugu
bulunmustur (Ichikawa ve ark. 2004). Saglikli goniillillerde yapilan bir ¢aligmada ise,
intravendz endotelin-1 uygulanmasinin, deneklerin retinal arterlerinde daralmaya neden
oldugu ve bu daralmanin spesifik ET, reseptor blokeri BQ-123 ile geriye dondiigii
ortaya konmustur (Ichikawa ve ark. 2004). Ayrica retina ile iliskili bazi1 patolojik
durumlarda (retinal ven okliizyonu, glokom, diyabetik mikroanjiyopati) endotelin-1’in
plazma konsantrasyonun degistigi ve normal degerinin yaklasik iki katina kadar ¢iktig1

gozlenmistir (Yu ve ark. 2003).

Prostaglandin F,, ve tromboksan Aj’nin de retinal arterlerin tonusunun
diizenlenmesinde rol oynadig1 bilinmektedir (Yu ve ark. 2003). Bazal tonusdaki retinal
arteriyollerde prostaglandin F,, ve tromboksan A, analogu U 46619’un doz bagimlh
kasilmaya neden oldugu gosterilmistir. Endotelin-1 ile kastirilmis retinal arterlerde ise
U 46619’un kasilma yanitina, prostaglandin F,, nin ise az bir gevseme yanitina neden

oldugu belirlenmistir (Yu ve ark. 2001).



Retinal arterler otonomik innervasyona sahip olmadiklar1 halde dolasimdaki
katekolaminlerin ve serotoninin retinal arterleri kastiric1 etkisi oldugu ve retinal arter
tonusunun diizenlenmesinde roliiniin olabilecegi ileri siiriilmiistiir (Yu ve ark. 2003). Bu
gorlisii destekleyici olarak izole sigir retinal arterlerinde yapilan c¢aligmalarda,
noradrenalin (Nyborg ve Nielsen 1990) ve serotoninin (Nyborg ve Nielsen 1990,
Delaey ve Van de Voorde 1998) kasilma yanit1 olusturdugu gosterilmistir.

Anjiyotensin II, genis arterlerde ve arteriyollerde giiclii bir kastirici maddedir.
Insan ve sigir retinal arterlerinde yapilan radyoligand baglanma calismalarinda,
anjiyotensin i¢in baglanma boélgelerinin oldugu bildirilmistir (Ferrari-Dileo ve ark.
1991). Ancak, sigir retinal arterinde yapilan calismalarda, anjiyotensin II’ye olan
duyarliligin diisiik oldugu bulunmustur (Nyborg ve ark. 1990). Buna karsin, sigr,
domuz ve insan posterior siliyer arterlerinde ve kedi retinal arterinde yapilan
calismalarda anjiyotensin II ile doz bagimli kasilma yanitlar1 elde edilmistir.
(Rockwood ve ark. 1987, Nyborg ve Nielsen 1990, Meyer ve ark. 1995, Nyborg ve
Nielsen 1995). Izole perfiize sican gozii ile yapilan ¢alismalarda ise belirgin bir doz

bagimli kasilma yanit1 gozlenmemistir (Su ve ark. 1995).

Vazokonstriktor etkili faktorlerin yanisira retinal arterlerin  toniisiiniin
diizenlenmesinde vazodilator maddelerde gorev almaktadir (Delaecy ve Van De Voorde
2000, Haefliger ve ark. 2001, Yu ve ark. 2003). Retinadan ve/veya retinal arterlerin
endotel tabakasindan serbestlenen nitrik oksit (NO), diiz kasta guanilat siklaz1 aktive
ederek siklik guanozin monofosfat (sGMP) diizeylerini yiikseltmekte ve retinal
arterlerde gevseme yaniti olusturmaktadir. Ayrica NO’nun glial hiicrelerden
salgilanarak retinal diiz kas hiicrelerinde de etkili oldugu gosterilmistir (Delaey ve Van
De Voorde 2000). Saglikli goniillillere NO sentez inhibitorii L-NMMA uygulanmasinin
kisilerde ortalama kan basinci ve kalp atim sayisinda artiga neden olurken, retinal
arterlerde daralmaya neden oldugu gosterilmistir. Bu daralmanin retinal arterlerin
endotel tabakasindan serbestlenen NO’nun sentezinin inhibe olmasi sonucu olustugu
ileri siiriilmiistiir (Dorner ve ark. 2003). In vitro galismalarda ise prostaglandin Fy, ile

prekontrakte edilmis izole sigir retinal arterlerinde asetilkolin, histamin gibi vazodilator



maddelerin gevseme yanitina neden oldugu ve bu gevsemenin NO aracili oldugu ortaya
konmustur (Benedito ve ark. 1991a, Benedito ve ark. 1991b, Delaey ve Van de Voorde
1998).

Endotelden serbestlenen bir baska gevsetici faktor ise prostasiklindir (Nielsen ve
Nyborg 1990, Brown ve Jampol 1996). Prostasiklin, arakidonik asidin siklooksijenaz
yolag: iirlinli olup, damar diiz kasinda adenilat siklaz enzimini aktive etmekte ve siklik
adenozin monofosfat (sSAMP) diizeylerini yiikselterek gevsemeye neden olmaktadir.
Insan goziinde yapilan bir arastirmada, lamina kribrozamin astrositlerinde
siklooksijenaz-1 enziminin bulundugu ve bu enzimin vazodilatér prostaglandinler ve
diger eikozanoidlerin sentezlenmesine ve serbestlenmesine neden olarak optik sinir
hasarinda koruyucu rol oynadigi bildirilmistir (Neufeld ve ark. 1997). In vitro bir
calismada ise kiimiilatif olarak prostasiklin uygulanmasinin prostaglandin F,, ile
prekontrakte edilen sigir retinal arterlerinde konsantrasyon-bagimli gevsemelere neden

oldugu gosterilmistir (Nielsen ve Nyborg 1990).

Biitiin bu vazoaktif maddelerin yani sira retinadan serbestlenen gama amino
biitirik asit (GABA) (Delaey ve Van de Voorde 1998), glutamat (Delaey ve Van de
Voorde 1998), glisin (Delaey ve Van de Voorde 1998, Gadea ve ark. 2002), adenozin
(Delaey ve Van de Voorde 1998), adrenomedullin (Boussery ve ark. 2004) ve kalsitonin
geni ile iligkili peptit (CGRP) (Prieto ve ark. 1991, Boussery ve ark. 2005) gibi
maddelerin de retinal arterlerin toniisiiniin diizenlenmesinde roliiniin olabilecegi
bildirilmektedir. Ayrica, retinal damarlarin iginden gegen kanin pH’sinin, parsiyel O, ve
CO; basincinin da retinal arterlerin toniisiiniin diizenlenmesinde etkisinin olabilecegi

gosterilmistir (Delaey ve Van De Voorde 2000, Yu ve ark. 2003).

Insiilinin retinal arterlerin tonusu iizerinde etkisinin oldugu ve diyabetin erken
donemlerinde goriilen retinal kan akimi degisikliklerinde rol oynayabilecegi
diistiniilmektedir. Ancak, insiilinin retinal arterler tzerindeki direkt etkisi heniiz
aydinlatilamamistir. Retinal arteriyollerde insiilin ile dilatasyon olustugu ve bu etkinin

prostaglandinler araciligiyla degil NO araciligiyla gergeklestigi bildirilmistir. Ayrica, bu
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gevseme mekanizmasinda Ca' kanallarinin da rolii olabilecegi gosterilmistir. Insiilin
konsantrasyonu ile retinal kan akiminin, oksijen miktarinin ve farmakolojik cevapliligin
iliskisinin ortaya ¢ikarilmasi énemlidir. Insiilinin, diyabete bagh olarak olusan vaskiiler

degisikliklerde rol oynayabilecegi diisiiniilmektedir (Yu ve ark. 2003).

1998 yilinda sigir retinal arterleri ve retinasinda yapilan bir ¢alisma ile bilinen
vazodilatér maddelerden farkli olan yeni bir gevsetici faktoriin retinadan serbestlendigi
bildirilmis ve bu faktoriin retinal arterlerin tonusunun diizenlenmesinde roliiniin

olabilecegi ileri siirtilmiistiir (Delaey ve Van de Voorde 1998).

2.3. Retina Kaynakh Gevsetici Faktor (RRF)

Retinal sirkiilasyonun otoregiilator mekanizmasi kapsaminda ¢evre hiicrelerden
serbestlenen NO, prostaglandinler, endotelin-1, histamin, adenozin, laktat ve
noropeptidler lokal etkili vazoaktif faktorlerdir (Delaey ve Van De Voorde 2000). 1998
yilinda sigir retinal arterinde yapilan bir calisma da ise retinadan yeni bir gevsetici
faktoriin saliverildigi ortaya konulmustur (Delaey ve Van de Voorde 1998). Bu
calismada, izole sigir retinal arterinin ¢evresindeki retinal dokunun varliginda
prostaglandin F,, ‘nin artan konsantrasyonlarma farkli diizeylerde yanit verdigi
gbzlenmistir. Prostaglandin F,, ‘nin artan konsantrasyonlarinin retina dokusundan iyi
temizlenmemis retinal arterde zayif bir kasilma olusturdugu, ancak retina dokusundan
tamamen izole edilmis retinal arterde oldukga giiclii, doz bagimli kasilmalara neden
oldugu gozlenmistir. Tromboksan A, analogu U46619, serotonin ve endotelin-1 gibi
diger kastiric1 ajanlarla da benzer yanitlar elde edilmis ve retinal arterlerin toniisiiniin
diizenlenmesinde retinanin varligimin 6nemi ortaya konulmustur (Delacy ve Van de
Voorde 1998). Paralel olarak, prostaglandin F,, ile prekontrakte edilmis izole sigir
retinal arterlerinin iizerine bir parca sigir retina dokusunun yerlestirilmesinin retinal
arterde gevsemeye neden oldugu gosterilmistir. Bu gevsemenin retinadan serbestlenen
gevsetici bir faktor araciligryla gergeklestigi One siiriilmiistiir. Retinal kan akiminin
diizenlenmesinde rolii olabilecegi diisiiniilen bu maddeye ‘“retina kaynakli gevsetici

faktor” kisaca “RRF” ad1 verilmistir. Retina dokusunun kaldirilmasiyla retinal arterdeki
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gevsemenin hizla ve tamamen geri dondiigii gozlenmistir. Retina dokusu yerine bir
parca koroid dokusunun yerlestirilmesinin retinal arterde benzer diizeyde bir gevseme
olusturmamasi ise retinaya bagli bu gevsemenin mekanik bir etki ile olusmadigini
aciklamstir (Delaey ve Van de Voorde 1998). Ote yandan, laboratuvarimizda yiiriitiilen
bir calismada ise prostaglandinF,, ile prekontrakte edilmis sigir retinal arterinde retina
kaynakli gevsemenin ¢ogunlukla bifazik karakter gosterdigi ortaya konmustur. Ayrica,
K" (120 mM) varliginda bifazik cevabin monofazik hale doniistiigii ve gevseme
yilizdesinin 6nemli dl¢iide azaldigir gozlenmistir (Takir ve ark. 2006a; 2006b). RRF’in
retinal arterde goOzlenen bu bifazik karakteri, gevseme yanitinin iki kademede
olustugunu gostermekte bu durum RRF’in etkisini iki farklt mekanizma araciligi ile

olusturdugunu diistindiirmektedir.

Retina kaynakli gevsetici faktoriin varliginin sigir retinasi ile simirli kalmayip,
kopek, domuz, koyun (Delaey ve Van de Voorde 1998), sigan (Boussery ve ark. 2002),
fare (Boussery ve ark. 2002) retinalarindan da serbestlendigi gosterilmistir. Bu veriler
retinal gevsetici faktoriin tlire 6zgii olmadigin1 ortaya koymaktadir. Ayrica, RRF’in
retinal arter disinda sigan mezenterik, renal (Delaey ve Van de Voorde 1998), karotid
(Boussery ve ark. 2002) arterleri ve fare aortasi (Boussery ve ark. 2002) gibi farkli
damarlar iizerinde de gevsetici etkiye sahip oldugu gdsterilmistir. Ilging olarak, damar
dis1 bir diiz kas olan si¢an brons diiz kasinda da retina kaynakli gevsetici faktoriin etkili
oldugu gosterilmistir (Delaey ve Van de Voorde 1998). Tiim bu bulgular, RRF’in
retinal arterle sinirlt olmayan daha genel bir gevsetici ajan oldugunu diisiindiirmektedir
(Maenhaut ve ark. 2007). Ayrica, gerek retinal (Takir ve ark. 2006a; 2006b) gerekse de
diger dedektor dokularda (Delacy ve Van de Voorde 1998, Boussery ve ark. 2002,
Boussery ve ark. 2002) yapilan ¢aligmalar retinanin gevsetici etkisinin tekrar edilebilir

nitelikte oldugunu ortaya koymaktadir.

Yapilan biyoassay c¢alismalarinda, RRF’in polipeptid veya protein yapisinda
olmayan, hidrofilik karakterde ve 1siya dayanikli stabil bir faktoér oldugu belirlenmistir
(Delaey ve Van de Voorde 1998). pH ve pO, basincindaki degisikliklerin okiiler
sirkiilasyonda damar diiz kas toniisiinii etkiledigi bilinmektedir (Delacy ve Van De

Voorde 2000). Ortam pH’sinin degismesinin RRF’in gevsetici etkisini degistirmedigi
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(Delaey ve Van de Voorde 1998) ancak akut hipoksinin ise RRF yanitin1 potansiyalize
ettigi gosterilmistir (Delaey ve ark. 2000, Boussery ve ark. 2002, Boussery ve ark.
2002). Retinal arter damar yataginda hipoksi iyi bilinen bir vazodilatdr stimulustur.
Yiiksek oksijen diizeyi, retina gevsemesini azaltirken diisiik oksijen diizeyi ise retina
gevsemesini stimule etmektedir. Olusan hipoksi, retinal kan akimini, dokunun
metabolik ihtiyacina gore fizyolojik olarak diizenlenmektedir (Hickam ve ark. 1963,
Pearce 1995). Retinal metabolizmanin artmasi (6rn. karanliga adaptasyona bagli) ve
azalan kan akimi (O0rn. hipotansiyona bagli) retinal oksijen diizeyini azaltmakta,
dolayistyla metabolik vazodilatasyona neden olmaktadir (Bill ve Sperber 1990).
Hipoksik kosulda potansiyalize olan retinal gevsemenin ortamdaki pO, basincinin
azalmasiyla orantili oldugu gosterilmistir. Bu bulgular dogrultusunda RRF’in hipoksik
vazodilator yanitin bir mediyatorii olabilecegi diisiiniilmektedir (Delaey ve ark. 2000).
Buna gore retinadan serbestlenen RRF’in retinal arter capinin, retinal oksijen
diizeyindeki degisikliklere gore uyum saglamasina aracilik eden bir mekanizma olmasi
miimkiindiir (Maenhaut ve ark. 2007). Ancak, bu hipoksik vazodilatasyonda RRF’in
yanisira bagka mekanizmalarin (6rn; damarin RRF’e artmis duyarliligi veya diger

vazodilator maddelerin serbestlenmesi gibi) roliiniin de belirlenmesi gerekmektedir.

RRF’in varligimin ortaya konulmasinin ardindan ¢alismalar, bu faktériin hangi
mekanizma ile etki gosterdiginin aydinlatilmasina yonelik olarak yogunlagmustir.
Oncelikle, RRF’in etkisinin endotel bagimli bir mekanizma ile iligkili olup olmadig
arasgtirllmis ve retina ile elde edilen gevseme yanitinin endotel varligina ihtiyag
duymadigini ortaya koymustur (Delaey ve Van de Voorde 1998). Sigir retinal arterinde
oldugu gibi sican karotid arterinde de RRF’in endotelden bagimsiz bir mekanizma ile
gevseme yaniti olusturdugu belirlenmistir (Boussery ve ark. 2002). Ardindan RRF’in
NO veya siklooksijenaz yolag: triinleriyle iliskisi incelenmistir. NO-sentaz inhibit6rii
L-nitro-L-arginin (L-NA) varliginda yapilan ¢aligmalarda RRF’in gevsetici etkisinin
ortadan kalkmadigi, NO’nun gevsetici etkisine aracilik eden guanilat siklazin
inhibitorleri metilen mavisi (Delaey ve Van de Voorde 1998) ve ODQ (Boussery ve ark.
2002) varliginda retina kaynakli gevsemede bir degisiklik olmadig1 gozlenmistir. Farkl
tiirlerin retinalar1 ve farkli dedektér damarlarda benzer sonuglar elde edilmistir

(Boussery ve ark. 2002, Boussery ve ark. 2002). Ayrica ¢oziiniir guanilat siklaz
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(sGCq.1) geni silinmis (knock-out) farelerin aortasinda RRF yanitinin gozlenmesi de
retina kaynakli gevsemenin sGMP yolagindan bagimsiz oldugu goriisiinii desteklemistir
(Maenhaut ve ark. 2007). Bu bulgular RRF’in NO’dan farkli bir madde oldugunu ortaya
koymaktadir.

Ote yandan, siklooksijenaz inhibitdrii, indometazin veya diklofenak sodyum
varliginda yapilan ¢alismalarda RRF’in prostasiklin ve prostaglandin E; gibi vazodilator
siklooksijenaz tirlinlerinden farkli oldugu belirlenmistir (Delaey ve Van de Voorde
1998). Bu inhibitdrlerin uygulanmasinin RRF yanitin1 azaltmamasi RRF’in bir
prostanoid olmadigini veya RRF’in etkisinin prostanoid kaynakli olmadigini
gostermistir (Boussery ve ark. 2002). Ayrica, RRF etkisiyle gevsemis sican karotid
arterinde Olgiilen SAMP diizeyleri ayni1 kalirken sAMP analogu forskolin ile gevsemis
arterlerde SAMP diizeylerinin yiikselmesi bu bulgular1 desteklemektedir (Maenhaut ve

ark. 2007).

Retina kaynakli gevsetici etkinin hiicre i¢i kalsiyum seviyesini diizenleyen
mekanizmalar ile iliskisi de incelenmistir. Sarkoplazmik retikulum Ca™- ATPaz
(SERCA) inhibitdrii tapsigargin ve siklopiyazonik asit varliginda alinan retinal gevseme
yanitlariin  kontrolden  farkli  bulunmamasi RRF  gevsemesinin SERCA
aktivasyonundan bagimsiz oldugu gostermistir (Boussery ve ark. 2002; Takir ve ark.
2006a). Na'-Ca™ iyon degistiricisinin inhibitérleri, DMTU ( 1,3-dimetil-2-tiyoiire) ve
amilorid uygulanmasiyla elde edilen bulgularda ise RRF gevsetici etkisinde bu iyon
degistirici mekanizmanin roliiniin olmadig1 gosterilmistir (Boussery ve ark. 2002). L-
tipi kalsiyum kanal blokorii, nifedipin varliginda retinanin gevsetici etkisini korumasi
ise RRF yanitinda L-tipi kalsiyum kanallarinin 6nemli bir roliiniin olmamasi ile
aciklanmistir (Takir ve ark. 2006a). Buna karsin, plazma membran kalsiyum-ATPaz
pompast inhibitorii vanadat varliginda retina yanitinda elde edilen anlamli bir azalma,
plazma membran kalsiyum-ATPaz yolu ile kalsiyumun disa atiminin, RRF kaynakli
gevsemede rol oynayabilecegini diisiindlirmiistiir (Boussery ve ark. 2002). Ancak,
vanadatin ¢ok spesifik bir inhibitdr olmamasi, ayn1 zamanda baska mekanizmalar1 da
etkileyebilmesi (Jin ve ark. 1996) bu yondeki c¢alismalarin arttirilmasini  gerekli

kilmaktadir. Laboratuvarimizda yiiriitiilen bir calismada ise RRF’in sigir retinal
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arterinde kalsiyumsuz ortamda CaCl, ile olusturulan kasilmalar1 engelledigi ya da
tamamen geriye dondiirdiigii belirlenmistir. Bu bulgular dogrultusunda retinanin, diiz
kasta kontraktil proteinlerin kalsiyuma kars1 duyarliligini azaltarak gevsemeye neden

oldugu ileri siirilmektedir (Takir ve ark. 2006a).

Sigir retinal arterinde yapilan ¢alismalarda retina kaynakli gevsetici faktoriin
retina kaynakli ndrotransmiterlerden glutamat, glisin, GABA, dopamin ve melatonin ile
iligkili olmadig1 gosterilmistir (Delaecy ve Van de Voorde 1998). Retinal ndéronlardan
ndrotransmiter serbestlenmesini inhibe eden tetradotoksin varliginda RRF yanitinin
alinabilmesi ise RRF’in noronal hiicrelerden ¢ok glial hiicreler tarafindan serbestleniyor
olma ihitimalini gili¢lendirmistir (Delaey ve Van de Voorde 1998). RRF’in adenozin
olabilecegi diisliniilmiis, ancak non spesifik adenozin reseptor blokorii 8-fenilteofilin
varliginda da RRF yanitinin alinmasi (Delaey ve Van de Voorde 1998) ayrica,
adenozinin ¢ok yiiksek konsantrasyonlarinin bile RRF’den zayif bir gevsetici etki
olusturmasi, RRF’in adenozin olmadigir goriisiinii desteklemistir (Boussery ve ark.

2002).

GoOzlin normal fizyolojik yapisinda (Taniguchi ve ark. 1999) ve ayrica bazi
okiiler hastaliklarin patofizyolojisinde adrenomedulinin rolii oldugu rapor edilmektedir
(Clementi ve ark. 2000). izole sigir retinal arterinde adrenomedulin uygulanmasi ile
gevseme yaniti olusmast RRF’in adrenomedullin olabilecegini diisiindiirmiistiir. Ancak,
adrenomedulin ile olusan gevsemenin endotel aracili olmas1 ve RRF’den farkli olarak
gevsetici etkisinin CGRP; (kalsitonin geni ile iligkili peptid) reseptor antagonisti CGRP
8-37 varliginda ortadan kalkmasi RRF’in adrenomedulin olmadigini ortaya koymustur
(Boussery ve ark. 2002, Boussery ve ark. 2004). Ote yandan, sigir retinal arterinde
endotelyal NO aracili gevsemeye neden olan CGRP lokal retinal kan akiminda etkili
olan bir diizenleyicidir (Boussery ve ark. 2005). Ancak, RRF yanitinin endotelden
bagimsiz olarak meydana gelmesi gevsetici etkisinin CGRP ile iligkili olmadigini

gostermektedir (Delaey ve Van de Voorde 1998).
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Retinal kan akiminin diizenlenmesinde lokal natriiiretik peptidlerin de 6nemli
oldugu bildirilmektedir (Rollin ve ark. 2004). Bu dogrultuda RRF’in ANP (atriyal
natriliretik peptid), BNP (beyin natritiretik peptid) ve CNP (C-tipi natriiiretik peptid) ile
iligkili olabilecegi diislinlilmiis ancak yapilan aragtirmalarda bu lokal natritiretik
peptidlerden higbirinin prostaglandin F,, ile prekontrakte edilmis izole retinal

arterlerinde gevseme olusturmadigi gozlenmistir (Boussery ve ark. 2005).

RRF’in bugiine kadar yapilan ¢alismalarla tanimlanabilmis genel 6zellikleri ile
retinal sirkiilasyonun lokal olarak diizenlenmesinde rol oynadigi diistiniilmektedir.
Herhangi bir spesifik stimulana ihtiyag duymaksizin devamli olarak serbestlendigi
diisiiniilen bu faktoriin 6zellikle gozle iliskili olan patofizyolojik durumlarda 6nemli
olacagi ongoriilmektedir. RRF’in retinal sirkiilasyondaki, esas fizyolojik Onemi ise

ancak tanimlanmasinin ve selektif antagonistlerinin bulunmasiyla aciklanabilecektir.

2.4. Diabetes Mellitus

Diabetes mellitus, hiperglisemi, lipid ve protein metabolizmalarindaki
bozukluklarin eslik ettigi gdreceli veya mutlak insiilin eksikligi sendromudur. Insiilin
karbonhidrat iceren besin aliminin ardindan kana gegen glukozun etkisiyle pankreasin
langerhans adaciklarindaki [-hiicrelerinden salgilanmaktadir. Salgilanan insiilin,
glukozun viicutta biitiin dokular ve 6zellikle kaslar, yag dokusu ve karaciger tarafindan

hizla yakalanmasi, depolanmasi ve kullanilmasina aracilik etmektedir.

Diyabetin tarihsel olarak ilk farkedilen bulgular1 glukoz metabolizmasi ile iligki
oldugundan klinik ve laboratuvar incelemeleri agisindan bu verilere 6nem verilmistir.
Ancak esasen, diyabet yalnizca glukoz metabolizmasinin degil, lipid ve protein
metabolizmalarinin da bozuklugu ile iliskili bir patolojidir. Diyabet tanisinda goz
oniinde bulundurulan baglica parametre plazma glukoz diizeyidir. A¢lik kan glukoz
diizeyinin >126 mg/dl olmasi ve giinlin herhangi bir saatinde kan glukoz diizeyinin
>200 mg/dl Olgiilmesi halinde diyabet disiiniilmektedir. Ayrica, glikozillenmis

hemoglobin (HbA¢) diizeyi de diyabet tanisinda kullanilan belirleyici bir parametredir.
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HbA ¢, kan glukoz diizeyinin 6l¢iimiinde oldugu gibi 6l¢iim anindaki glisemi diizeyini
degil, son 2-3 ay icindeki gliseminin ortalama diizeyini gostermektedir. Glikozillenmis
hemoglobinin total hemoglobine oram1 normalde %5-8 kadarken, uzun siiren
hiperglisemide %15 ve {izerine ¢ikmaktadir (Kayaalp, 2005 pp. 1039-1076; Gardner ve
Shoback, 2007 pp.661-747).

Diyabetes mellitusun en erken goriilen semptomlar1 arasinda polidipsi (asir1 su
icme), polifaji (asir1 yemek yeme), poliiiri (asir1 idrara ¢ikma), kilo kaybi ve asteni

(halsizlik) yer almaktadir.
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2.4.1. Diabetes Mellitus ve Tipleri

Diyabetin, Amerikan Diyabet Dernegi ve Diinya Saglik Orgiitii tarafindan
belirlenen tipleri agagidaki gibidir:

1)Tip I Diyabet

2)Tip II Diyabet

3)Gestasyonel Diyabet

4)Diger tipler
a)B-hiicrelerinin genetik olarak bozuklugu ile gelisen
b)insiilin etkinliginin genetik olarak bozuklugu ile gelisen
c)Pankreas hastaliklarina bagli olarak ortaya ¢ikan
d)Endokrin sistem bozukluklar1 ile gelisen
e)ilac veya kimyasallar ile olusan
f)Enfeksiyonlara bagli olarak gelisen
g)Sik rastlanmayan immiin sistem rahatsizliklari ile ortaya ¢ikan

h)Diger genetik bozukluklar ile iligkili olarak gelisen

2.4.1.1. Tip I Diyabet

Insiiline bagimli diyabet tipi olarak da bilinmektedir. %90 oraninda immiin
sistem ile ilgili, %10 oraninda ise idiyopatik olarak gelismektedir. Genellikle ¢ocukluk
caginda ve geng erigkinlerde olmak iizere her yasta ortaya ¢ikabilmektedir. Tip I diyabet
genetik olarak yatkinligi olan bireylerde enfeksiyon (genellikle viral enfeksiyonlar)
sonucu veya bireyin toksik cevresel kosullardan (toksik kimyasallar ve sitotoksinler)
etkilenmesi ile pankreasin B-hiicrelerinin kendi immiin sistemlerince harap edilmesi
sonucu olugmaktadir. B-hiicrelerinin harabiyeti sonucunda insiilinojenik stimuluslara

yanit verilememekte, sonu¢ olarak dolasimdaki insiilin yoklugunu takiben plazma
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glukagon miktar1 artmaktadir. Insiilin yoklugunda, insiilinin hedef dokular1 (karaciger,
kas ve yag dokusu), glukozu ve diger besin maddelerini uygun bir sekilde absorbe
edememektedir. Hedef dokular depolarindan glukoz, amino asitler ve yag asitlerini
dolasima gondermekte ve karacigerde bu molekiillerin ketonlara (asetoasetat,
B-hidroksibutirat ve aseton) doniisiimii artmaktadir. Insiilin yoklugunda ketonlarn
olusumunun artigi1 glukozun ve ketonlarin periferal kullanimlarinin azalmasina ve kanda
bu molekiillerin birikmesine (diyabetik ketoasidoz) yol agmaktadir. Keton cisimlerinin
birikimi metabolik asidoz olusumuna neden olmaktadir. Ketoasidoz mide bulantist ve
kusma seklinde belirtilere yol agmaktadir. Bunun sonucunda vaskiiler toniis azalmakta
ve intravaskiiler hacim kayb1 olugsmaktadir. Organizmaya insiilin verilmesi ile bu durum

geri dondiiriilebilmektedir.

Insiilin, Tip I diyabette kullanilabilecek tek ilagtir. Insiilin insan veya hayvan
kaynakl1 olarak iiretilip modifiye edilmis (reguler insiilin) ve modifiye edilmemis (kisa
etki siireli) formlar seklinde parenteral (subkiitan (s.c.) veya intravendz (i.v.)) olarak
uygulanmaktadir. Ayrica, son yillarda transdermal, okiiler, oral (enterik kapli), bukkal,
nazal, rektal, vajinal ve intrauterin uygulama teknikleri denenmektedir. Halen en fazla
denenmis ve tibbi kullanima yeni girmis olan formiilasyonu inhaler insiilindir (Kayaalp,

2005 pp.1039-1076; Daneman 2006; Gardner ve Shoback, 2007 pp.661-747).

2.4.1.2. Tip II Diyabet

Insiilinden bagimsiz diyabet tipi olarak da bilinen Tip II diyabette pankreasin
B-hiicrelerinde insiilin yapimi ve depolanmasinda genellikle bir bozukluk yoktur. Ancak
temel bozukluk hedef hiicrelerde insiilin reseptorii sikliginin azalmasi veya hiicre iginde
reseptor sonrasi diizeyde insiilin etkinliginin azalmasi ile insiiline diren¢ gelismesidir.
Insiilin yapimi ve depolanmasi ile ilgili bir degisiklik olmamasma ragmen
B-hiicrelerinden insiilin salgilanmasinda, periferde olusan bu rezistansi1 kiramayacak
boyutta goreceli bir azalma s6z konusudur. Kandaki insiilin oran1 biraz azalmis, normal

veya artmi§ bulunabilir. Tip II diyabet, kalittim ve ailesel yatkinlik (predispozisyon) ile
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yakindan iligkilidir (Kayaalp, 2005 pp.1039-1076; Gardner ve Shoback, 2007
pp.661-747).

Bireylerde diyabete cogunlukla obezite de eslik etmektedir. Tip II diyabetin
obez (sisman) ve non-obez (sisman olmayan) alt tipleri vardir. Obezitenin eslik ettigi
Tip II diyabet olgularin %60-80’ni olusturmaktadir. Asir1 beslenme sonucu besin
maddelerinin kandan hiicrelere gec¢ip depolanmasinin azalmasina bu da B-hiicrelerinin
stimulasyonuna ve hiperinsiilinizme neden olmaktadir. Hiperinsiilinizm hedef
hiicrelerde reseptor sikligini azaltmakta ve reseptor sonrasinda insiilin yanitinda
azalmaya yani insiilin direncine yol a¢gmaktadir. Obez Tip II diyabetlilerde insiilin
direnci ile birlikte hiperinsiilinemi, dislipidemi ve hipertansiyon goriilmektedir. Bu
bireylerde koroner kalp hastaliklarina yakalanma ve miyokard enfarktiis goriilme riski

yiiksektir (Gardner ve Shoback, 2007 pp.661-747).

Obez olmayan Tip II diyabet grubu olgularin %?20-40’n1 olusturmaktadir.
Patojenezinde insiilin direnci de olabildigi gibi B-hiicresi disfonksiyonunun rol oynadigi

diisiiniilmektedir (Gardner ve Shoback, 2007 pp.661-747).

Tip II diyabet siklikla tan1 konulmadan yillarca siirer ¢linkii hiperglisemi yogun
olarak gelismez ve asemptomatiktir. Ancak bu bireylerde makrovaskiiler ve
mikrovaskiiler komplikasyon olusma riski yliksektir. Tedavi esasi, hipergliseminin
olabildigince normal sinirlara diisiiriilmesi veya bu sinira yakin tutulmasidir. Buna gore,
Tip II diyabetin tedavisinde ilk tercih kan glukoz seviyesinin diyet ve egzersiz ile
diistiriilmesidir. Bu yolla kan glukoz seviyesi optimum sinirlara diisiiriilemiyor ise oral
antidiyabetik bir ila¢ tedaviye eklenir. Tek bir ilacin yeterli olmamasi halinde ilag
kombinasyonlar1 uygulanir. Ancak bununda yetersiz kaldigi durumlarda insiilin
tedavisine gecilir. Son zamanlarda, halen etkin kalan B-hiicrelerinin korunmasi ve
glukoz toksisitesinin Onlenmesi agisindan insiiline ge¢is ve erken kombinasyon
tedavileri 6nem kazanmistir (Kayaalp, 2005 pp.1039-1076; Gardner ve Shoback, 2007
pp.661-747).
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2.4.1.3. Gestasyonel Diyabet

Genellikle gebelerin %2-8’inde, gebeligin ikinci yarisinda glukoz toleransinin
bozulmasi ve insiiline duyarliligin azalmasi ile olusmaktadir. Cogunlukla gecici diyabet
durumudur ancak belirtilerin dogumdan sonrada devam etmesi durumunda kalici
diyabet de olusabilmektedir. Gebelik siiresince annenin ve bebegin hekim tarafindan
diizenli olarak kontrol edilmesi ile olusabilecek hasar Onlenmektedir. Gestasyonel
diyabet tedavisinde kullanilabilecek tek ilag insiilindir (Kayaalp, 2005 pp.1039-1076;
Gardner ve Shoback, 2007 pp.661-747).

2.4.2. Diabetes Mellitus ile iliskili Akut Komplikasyonlar

Diabetes mellitus ile iliskili baslica akut komplikasyonlar hipoglisemi, diyabetik

ketoasidoz ve laktik asidozdur.

i. Hipoglisemi

Cogunlukla insiilin tedavisi goren bireyler ile siilfoniliire tiirevi ilag tedavisi alan
karaciger ve bobrek hasar1 bulunan yash bireylerde ortaya ¢ikmaktadir. Kan glukoz
diizeyinin aniden normal sinirlarin altina diismesi (<50-60 mg/dl) ile karakterizedir.
Hipoglisemi, 6glin alimmin gecikmesi, kalori ilavesi yapilmadan normalden fazla
egzersiz yapilmasi veya insiilin dozunun artirilmasi sonucu olusmaktadir. Baslica
belirtiler tagikardi, terleme, kan basinci yiikselmesi, titreme, sinirlilik, aglik ve halsizlik
hissidir. Belirtiler kan glukoz diizeyinin diisme hizina gore degismektedir. Kan glukoz
diizeyinin <35 mg/dl olmasi durumunda konviilsiyonlar olusur. Hipogliseminin acil
tedavisi beyin hasarinin Onlenmesi acisindan Onemlidir. Tedavide %350’lik glukoz
soliisyonu (i.v.) veya 0,5 mg glukagon (i.v. veya intarmiiskiiler (i.m.)) kullanilmaktadir

(Kayaalp, 2005 pp.1039-1076; Gardner ve Shoback, 2007 pp.661-747).
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ii. Diyabetik Ketoasidoz

Diyabetle iligkili akut komplikasyonlar arasinda hipoglisemiden sonra ikinci
sirada gelen 6liim nedenidir. Ozellikle Tip I diyabetli bireylerde olmak iizere agir stres
(travma, cerrahi girisim ve sepsis gibi) durumunda Tip II diyabetli bireylerde
goriilmektedir. Mutlak veya goreceli insiilin eksikligi sonucu ortaya cikmaktadir.
Metabolik homeostazin bozulmasiyla karakterizedir. Tedavide sivi replasmaninin
saglanmasi oldukca onemlidir (Kayaalp, 2005 pp.1039-1076; Gardner ve Shoback,
2007 pp.661-747).

iii. Laktik Asidoz

Diyabetli bireylerde sokun eslik ettigi miyokard enfarktiisii, sepsis ve fazla
kanama veya agir anemi, agir akciger hastalifi ve agir karaciger yetmezligi veya
zehirlenmeler sirasinda olugmaktadir. Kanda laktik asid birikmesiyle karakterizedir.
Tedavisi laktik asid birikmesine yol agan primer hastaliga yonelik olarak yapilmaktadir

(Kayaalp, 2005 pp.1039-1076; Gardner ve Shoback, 2007 pp.661-747).

2.4.3. Diabetes Mellitus ile iliskili Kronik Komplikasyonlar

Diyabet ile iligkili kronik komplikasyonlar baslica vaskiiler sistem olmak iizere
sinirler, deri ve goz ile iliskilidir. Bu komplikasyonlara ek olarak diyabetli bireylerin
bazi enfeksiyonlara yakalanmaya daha yatkin olduklar1 bilinmektedir. Ayrica saglikli

insanlara gore enfeksiyonlar ile miicadelede daha zayiftirlar.
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2.4.3.1. Vaskiiler Komplikasyonlar

Diyabet ile iligkili vaskiiler komplikasyonlar iki ana baslik altinda toplanir:

i. Mikrovaskiiler hastaliga bagh komplikasyonlar

Kapillerlerin ve prekapiller arteriollerin, kapiller bazal membran kalinliklarinin
artis1 ile olugmaktadir. Diyabetik retinopati, diyabetik nefropati ve kardiyak
mikrovaskiiler hastaliga bagl kardiyomegali ve kardiyak yetmezlik bu gruptadir (Jin ve

ark. 2008).

ii. Makrovaskiiler hastahiga bagh komplikasyonlar

Biiyiik capli damarlarda aterosklerozun hizlanmasina bagli olarak gelismektedir.
Damar duvari anormallikleri, pithtilagma faktorleri, kirmizi kan hiicreleri ve lipid
metabolizmasindaki degisiklikler 6nemli rol oynamaktadir. Ayrica bireyin sigara
kullanim1 ve hipertansiyon geligsmesi risk faktorleri arasindadir. Koroner kalp hastaligi
ve inme gelisimi bu komplikasyonlarin bir sonucudur (Gardner ve Shoback, 2007

pp.661-747).

Alt ekstremitelerde olugan iskemi, impotens ve bagirsak anjinasit da diyabetin
yol actig1 periferal vaskiiler komplikasyonlar arasindadir. Alt ekstremitelerde olusan
iskemi sonucu gelisen gangren insidansi saglikli kisilere gore diyabetli bireylerde 30 kat
daha ytiksektir. Gangrenin olusma nedenleri arasinda periferal vaskiiler hastaliklarin
yaninda, kii¢iik damarlarin hastaligi, periferal ndropati sonucu agr1 hissinde azalma,
ndrojenik enflamasyon yanitlari ve ikincil enfeksiyonlar bulunmaktadir. Diyabetik ayak
tilseri olusumu halinde medikal tedavi saglanmasi ileride ekstremite kaybinin 6nlenmesi

acisindan olduk¢a 6nemlidir (Gardner ve Shoback, 2007 pp.661-747).
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2.4.3.2. Kardiyak Komplikasyonlar

Kalpte mikroanjiyopati sonucu gelisen konjestif kalp hastaliklart ile
kardiyomiyopati sonucu gelisen koroner arter hastaliklar1 diyabetli bireylerde sikca
gelisen komplikasyonlardir. Ayrica, miyokard enfarktiisii, diyabetli bireylerde
sagliklilara gore 3-5 kat daha yaygin olarak goriilmektedir. Diyabetlilerde artan
myokard enfarktiisii insidansinin kesin nedeni ortaya konulamamistir. Ancak bu artisa
hiperlipidemi, koagiilasyon faktdrlerinin anormallikleri, hipertansiyon, oksidatif stress
ve enflamasyonun aracilik ettigi dislniilmektedir (Gardner ve Shoback, 2007

pp.661-747).

Yapilan ¢aligmalarda diyabetli bireylerde miyokard enfarktiisiinden korunmak
amaciyla kan basincimin <130/80 mmHg diizeyinde tutulmasmin ve aspirin

kullaniliminin yararli olacag: gosterilmistir (Gardner ve Shoback, 2007 pp.661-747).

2.4.3.3. Goz ile iliskili Komplikasyonlar

i Diyabetik retinopati

Diyabetik retinopati gelismis iilkelerde gorme bozukluklarinin ve gorme
kaybinin baslica nedenleri arasindadir. Adolesan ¢agdaki veya yetigskin Tip I diyabetli
bireyler ile Tip II diyabetli bireylerin tiimii retinopati acisindan risk altindadir. Ayrica,
diyabete eslik eden hipertansiyon da diyabetik retinopatinin insidansinin artmasina
neden olmaktadir. Diyabetik retinopati proliferatif olmayan ve proliferatif olan seklinde

ikiye ayrilmaktadir (Aiello 2003, Dodson 2007).

Proliferatif =~ olmayan  retinopati  retinal  hasarin  erken  evresidir.
Mikroanevrizmalar, nokta hemoraji ve retinal 6dem ile karakterizedir. Bu doénem
boyunca retinal kapillerlerden retina icerisine protein, lipid ve kirmizi kan hiicreleri

sizmaktadir. Bu olay gérme hiicrelerinden zengin makula tabakasinda gerceklestiginde
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Tip II diyabetli bireylerde siklikla gozlenen gérme bozukluklarinin nedenini

olusturmaktadir (Aiello 2003).

Proliferatif retinopati, Tip II diyabette de goriilebilecegi gibi, esas olarak Tip I
diyabette daha yaygim olarak gériilmektedir. Ince damarlarin okliizyonu sonucu retinal
hipoksi olusmakta ve bu durum retina igerisinde ve vitroz kisimda yeni kapillerlerin
(neovaskiilarizasyon) ve fibr6z dokunun olusmasina neden olmaktadir. Arterioler
iskemi ve retinada kiiciik infarkt alanlari ile 6ne ¢ikan proproliferatif donem proliferatif
retinopatinin erken evresidir. Gorme kaybi, vitroz hemoraji veya retina dekolmani
sonucu olugmaktadir. 10 yillik bir diyabet siirecinde bireylerin %50’sinde herhangi bir

evrede retinopati goriiliirken 15 yillik siiregte bu oran % 80’e ¢ikmaktadir (Aiello 2003).

Diyabetik retinopatide etkilenen esas kisim retinal mikrodamarlardir. Kapiller
endotel hiicrelerinin biitiinliigii, ¢cevresindeki retinal dokunun homeostazinda oldukca
onemlidir. Metabolik ve hiicresel diizeyde gelisen degisimleri, diyabetik retinopatinin
klinik belirtileri ortaya ¢ikmadan 6nce gozlenebilmektedir (Sekil 2-2). Proinflamatuvar
transkripsiyon faktorii olan NF « B’nin diabetik retinopatinin patojenezinde 6nemli rolii
oldugu belirlenmistir. Hiperglisemi ile indiiklenen biyokimyasal reaksiyonlar sonucu
NF « B aktivasyonunun olustugu ve bu faktdriin VEGF, interlokin-1 (IL-1), Timor
nekroz faktorii-a (TNF-a), transforme edici biiylime faktorii (TGF B) gibi sitokinleri ve
CD18, ICAM-1 ve vaskiiler hiicre adezyon molekiili-1 (VCAM-1) gibi adezyon
molekiillerini, ve ayrica iINOS ve siklooksijenaz-2 (COX-2) gibi proinflamatuvar
enzimlerin ekspresyonunu indiikledigi gosterilmistir (Goto ve ark. 2005, Toda ve
Nakanishi-Toda 2007). Ayrica, diyabetin baslangicindan kisa bir siire sonra, heniiz
foksiyonel ve histolojik bozukluklar baslamadan oOnce, sitokinlerin arttigi (upregule

oldugu) gosterilmistir. (Kaji ve ark. 2007).

Diyabetin erken doneminde, oOzellikle protein kinaz C (PKC) ve ayrica
hiperglisemi ile iligkili diger biyokimyasal yolaklarin aktivasyonu sonucunda vaskiiler
endotel bliyiime faktérii (VEGF) olusumunun indiiklendigi gosterilmistir. VEGF

aktivasyonunun interseliiler adhezyon molekiil-1 (ICAM-1) ekspresyonunu arttirarak
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retinal damarlarda l6kosit adezyonuna neden oldugu ve bdylece kan-retina bariyerinin
bozulmasinda rol oynadigi bildirilmektedir. VEGF’ nin ayrica diyabetik retinopatide
artan vaskiiler permeabiliteye aracilik ettigi ve anjiogenezi stimule eden Onemli bir
faktor oldugu da belirlenmistir. Bunlarin yanisira, VEGF nin diyabette endotelin-1 ve
nitrik oksit diizeylerinde gozlenen artis ile iligkili oldugu ve ekspresyonunun bir
proinflamatuvar transkripsyon faktorii olan niiklear faktor kappa B (NF «k B) tarafindan
diizenlendigi gosterilmistir. Ayrica. diyabetik retinopatide artan trombosit kaynakli
bliylime faktoriin (PDGF) ekspresyonunun VEGF olusumunu artirdigt ortaya
konulmustur (Cukiernik ve ark. 2004).

Diyabetik insanlarin ve hayvanlarin retinalarinda iNOS ekspresyonunun arttigi
gozlenmis ve iNOS’un diyabetik retinopatinin patojenezinde onemli rol oynadigi
ongoriilmiistiir. iNOS’un spesifik inhibitérii aminoguanidinin kullanildig1 ya da iNOS
geni silinmis hayvanlarda yapilan g¢alismalarda diyabetik retinopatiye ait hiicresel
hasarin ve iligkili gostergelerin geriye donmesi bu goriisii desteklemistir (Kern 2007).
iINOS etkisi ile asir1 miktarda olusan NO’nun diyabette artan serbest radikaller ile
birleserek peroksinitrit (ONOQO") olusumunu arttirdigi, ONOO™ ise gerek direk hiicresel
toksik etki ile gerekse poli adenozin (difosfo-riboz) polimeraz (PARP) aktivasyonu

aracilig1 ile kapiller dejenerasyona neden oldugu bildirilmektedir (Kern 2007).

Diyabetik hayvanlarin retinalarinda COX-2 enziminin indiiklendigi ve
prostaglandin olusumunun arttig1 rapor edilmektedir (Joussen ve ark. 2002, Du ve ark.
2004). Destekleyici olarak COX-2 inhibisyonunun retinal prostaglandin ve VEGF
olusumunu azalttigit buna paralel olarak, retinal damar gegirgenliginde ve
l6kositazisdeki (16kositlerin damar duvarina cekilmesi ve adezyonu) artis1 geriye

dondiirdiigii gosterilmistir (Kern 2007).

Retinada ileri glikasyon sonu iirtinleri (AGE) olusumunun da énemli rolii oldugu
bildirilmektedir. Diyabetik retinal damarlarda AGE olusumu gosterilmis ve diyabetik
olmayip 1iv. enjeksiyon ile AGE alan hayvanlarda da diyabetik retinopatinin

karakteristik 6zellikleri gozlenmistir (Stitt ve ark. 2000, Moore ve ark. 2003). AGE’nin
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spesifik reseptorii (RAGE) ile etkilesiminin oksidatif stresi ve NF k B aktivasyonunu
artirdig1r ve boylece kan retinal bariyerinin bozulmasina ve retinal 16kositozise aracilik

ettigi bildirilmektedir (Kaji ve ark. 2007).
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HIPERGLISEMI
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Sekil 2-2: Diyabetik retinopatinin olusumunda rol oynayan hiicresel mekanizmalar.

PKC: Protein kinaz C, PARP: Poli adenozin (difosfo-riboz) polimeraz, AGE: {leri glikasyon sonu iiriinleri, NF k B:
Niiklear faktr kappa B, NO: Nitrik oksit, eNOS: endotelyal nitrik oksit sentaz, iNOS: indiiklenebilen nitrik oksit
sentaz, ROS: Serbest oksijen radikalleri, COX2: Siklooksijenaz 2, PGs: Prostaglandinler, ONOQO": Peroksinitrit,
ICAM-1: Interseliiler adhezyon molekiilii-1, CD18:Adhezyon molekiilii, VEGF: Vaskiiler endotelyal biiyiime
faktorii, IL-1: Interlokin-1, TGF-B: Transforming biiyiime faktorii-p, TNF-a: Tiimor nekroz faktorii-o,
PDGF: Trombosit kaynakli bitylime faktorii.
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Diyabetik retinopatide rol oynadigi belirlenen bu hiicresel mekanizmalar
dogrultusunda aldoz rediiktaz inhibitdrleri, protein kinaz C inhibitorleri, tirozin kinaz
inhibitorleri, aspirin (non selektif COX inhibitorii), steroidler, VEGF antagonistleri,
TNF o reseptdr antagonistleri, minosiklin, PARP inhibitorleri ile antioksidanlarin
kullannmimin  ve ayrica AGE/RAGE etkilesiminin engellenmesinin  diyabetik
retinopatinin tedavisinde yararli olacagi ongoriilmektedir (Kern 2007). Bunun yanisira
halen fonksiyonel kalan canli dokunun daha yiiksek oranda oksijenden yararlanabilmesi
ve bdylece hipoksi sonucu yeni damar olusumunun (neovaskiilarizasyon) azaltilmasi da
diyabetik retinopati tedavisinde hedeflenen mekanizmalar arasindadir (Gardner ve

Shoback, 2007 pp.661-747).

ii. Katarakt

Diyabetik bireylerde, subkapsiiler katarakt ve senil katarakt olmak iizere iki tip
katarkt olugsmaktadir. Siibkapsiiler katarakt lens kapsiiliiniin hemen altinda olusmakta ve
Tip I diyabetlilerde daha yaygin olarak goriilmektedir. Kontrol altina alinmamis diyabet
sonucu olusan hiperglisemi ile katarakt olusumu ve hizla ilerlemesi arasinda belirgin bir
korelasyon vardir. Senil katarakt lens niikleusunda sklerotik degisiklikler ile olugsmakta
ve Ozellikle glisemik kontroliin zayif oldugu diyabetli bireylerde goriilmektedir

(Gardner ve Shoback, 2007 pp.661-747).

iii. Glokom

Diyabetli bireylerin yaklasik %6’sinda goriilmektedir. Diyabetin optik sinir
liflerini mikrovaskiiler iskemiye duyarlilastirmasi ile diyabetik bireylerin glokoma

yatkinliginin arttig1 gozlenmistir (Gardner ve Shoback, 2007 pp.661-747).



29

2.4.3.4. Renal Komplikasyonlar

i Diyabetik nefropati

Diyabetik nefropati, Tip I diyabetli bireylerde Tip II diyabetlilere gore daha sik
goriilmektedir. Ilk olarak proteiniiri ile ortaya c¢ikar ve bobrek fonksiyonlarinin
bozulmasi sonucu iire ve kreatinin kanda birikmesiyle devam eder. Ayrica, diyabetik
nefropati ile birlikte artmis mikroalbiiminiire de goriilebilmektedir. Glisemik kontroliin
diizenli ve dikkatli yapilmasi erken diyabet donemindeki hastalari hiperfiltrasyon ve
mikroalbiiminiireden korumaktadir. Ayrica yapilan ¢aligmalar, diisiik protein agirlikli
beslenmenin ve hipertansiyon olmaksizin anjiyotensin doniistiiriicii enzim (ACE)
inhibitorleri ya da anjiyotensin II reseptor blokerleri ile tedavinin diyabetik hastalarda
mikroalbiiminiireyi azaltmakta yararli oldugunu gostermektedir (Gardner ve Shoback,

2007 pp.661-747).

ii. Progresif diyabetik nefropati

Proteiniire, hipoalbiiminemi, 6dem ve dolasimda diisiik dansiteli lipoproteinlerin
(LDL) vyiikselmesiyle karakterizedir. Ilerleyici diyabetik nefropati ile birlikte
hipertansiyon, koroner ve serebral ateroskleroz hizlanmaktadir (Gardner ve Shoback,

2007 pp.661-747).

2.4.3.5. Norolojik Komplikasyonlar

Tip I ve Tip II diyabette sik¢a goriilen komplikasyonlardan biridir. Patojenezi

halen tam olarak bilinememektedir.

i Periferal noropati

Diyabetik ayak sendromu olusumunun nedenlerinden biri olan periferal
sinirlerin hasar1 ile ortaya ¢ikan periferal noropati motor fonksiyon bozukluklarina yol

acmaktadir. Baslica belirtileri arasinda oOzellikle geceleri ortaya cikan ve hafif
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dokunmaya kars1 asir1 hassasiyet ile karakterize yanma seklinde agr1 bulunmaktadir

(Gardner ve Shoback, 2007 pp.661-747).

ii. Otonomik noropati

Uzun donem diyabetlilerde siklikla goriilmektedir. Otonomik néropati cesitli
sistemleri tutarak diyabetik gastroparezi, kronik diyare, sfinkter kusurlari, istirahat
tagikardisi, postural hipotansiyon ve impotense (iktidarsizlik) neden olmaktadir

(Gardner ve Shoback, 2007 pp.661-747).

2.4.3.6. Deri ile iliskili Komplikasyonlar

Vaskiilopati ve doku proteinlerinin artmis glikolizasyonu sonucu olusan
kahverengi lekeler ile karakterize olan diyabetik dermopati diyabetin deri iizerinde

olusturdugu komplikasyonlar arasindadir (Gardner ve Shoback, 2007 pp.661-747).

2.4.3.7. Enfeksiyona Egilim

Diyabetik bireylerde saglikli insanlara kiyasla kandida enfeksiyonlar1 daha
siklikla goriilmektedir. Ozellikle kontrol altina alinmamus kronik diyabetli bayanlarda
vulvovajinit yaygin olarak gorilmektedir. Diyabetli bireylerin enfeksiyonlara
yakalanma riski saglikli bireylere gore yiiksektir. Diyabetli bireyler saglikli insanlara
gore enfeksiyonla giicliikle miicadelede ederler (Gardner ve Shoback, 2007
pp.661-747).

Diyabet ile iliskili kronik komplikasyonlarin diyabet tiplerine gore prevalansi
farklilik gostermektedir. Bu komplikasyonlar her iki diyabet tipinde de gelisebilecegi
gibi bazilart belirli bir tipte daha sik goriilmektedir. Tip I diyabette mikrovaskiiler
nefropatiye bagl gelisen bobrek yetmezligi siklikla olusurken Tip II diyabette makiiler
O6dem ve iskemiye bagl gelisen gérme kaybi yaygindir. Tip I diyabette olusan gorme
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kayb1 ¢ogunlukla proliferatif retinopati kaynakli vitréz hemoraj ve retina dekolmani
sonucu olugmaktadir. Ayrica, Tip I diyabette otonomik noropati, gastroparezi ile birlikte

diyabetik diyare ve dinlenme tasikardisi ve postural hipotansiyon goriilmektedir

(Gardner ve Shoback, 2007 pp.661-747).
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2.4.4. Diyabet ve Endotel Disfonksiyonu

Diyabet ile iliskili vaskiiler hastaliklarin olusumunda rol oynayan temel durum,
endotel tabakasinin diizenleyici roliinii kaybetmesidir. Damar endoteli baslica vaskiiler
tonusun ve gecirgenliginin diizenlenmesi olmak iizere, koagiilasyon ve fibrinoliz
arasindaki dengenin saglanmasi, subendotelyal matriks birlesiminin korunmasi,
l16kositlerin adezyonunun ve ekstravazasyonunun diizenlenmesi, damar duvarindaki
enflamatuvar aktivitenin diizenlenmesi ve endotel hiicreleri disinda kalan diger
hiicrelerin (diiz kas hiicreleri, trombositler, 16kositler, retinal perisitler, renal mesangial
hiicreler, biiylik arterlerin makrofajlar1 gibi) fonksiyonlarinin diizenlenmesinde rol
oynamaktadir. Buna gore, diyabete bagli olarak olusan makro ve mikrovaskiiler
hastaliklarin temelinde yatan patolojik durum, endotel fonksiyonun hasarlanmasi

sonucu olusan endotel disfonksiyondur (Schalkwijk ve Stehouwer 2005).

Deneysel diyabet modellerinde ve diyabetik insanlarda yiiriitiilen in vitro ve in
vivo caligmalarda genel olarak endotel aracili yanitlarin bozuldugu bildirilmektedir
(Gazis ve ark. 1999, Vallejo ve ark. 2000, Rizzoni ve ark. 2001, Ajay ve ark. 2006,
Elmi ve ark. 2008). Esasen endotel disfonksiyonu direkt olarak ol¢iillememektedir.
Ancak, indirekt olarak endotel disfonksiyonun belirlenmesi endotel bagiml
vazodilatasyonun incelenmesi, endotel kaynakli ¢esitli diizenleyici faktorlerin
(endotelin-1, von Willebrand faktér (vVWF), sTrombomodulin, doku tipi plazminojen
aktivatorii (t-PA), plazminojen aktivator inhibitéri-1 (PAI-1), VCAM-1, ICAM-1,
hiicresel fibronektin ve tip IV kolajen plazma diizeylerinin Olgiilmesi ve
mikroalbiiminiire diizeyinin tayini ile miimkiin olabilmektedir. Ayrica, arteryal sertlik
ve karotid arterde intima/media kalinliginin 6l¢iimii de endotel disfonksiyon hakkinda
bilgi verebilecek wvaskiiler oOzelliklerdendir. Ancak, bu parametrelerin endotel
disfonksiyonu ne kadar dogru yansittigi da tartigmalidir (Schalkwijk ve Stehouwer

2005).
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Diyabette endotel disfonksiyonun olusumundan sorumlu baglica 3 mekanizma

ongoriilmektedir (Schalkwijk ve Stehouwer 2005):

i. Hiperglisemi ve etkili oldugu biyokimyasal mekanizmalar.

ii. Yiksek glukoz diizeyinin indirekt olarak diger hiicrelerde biiylime
faktorlerinin ve vazoaktif maddelerin sentezini artirmasi sonucu endotel

fonksiyonu etkilemesi.

iii. Metabolik sendrom olusturan durumlarin endotel fonksiyonu iizerine

etkileridir.

i. Hiperglisemi ve etkili oldugu biyokimyasal mekanizmalar

Hipergliseminin endotel disfonksiyonu olugturmasinda etkili oldugu diisiiniilen 4

biyokimyasal mekanizma bulunmaktadir.

a)  Sorbitol yolag:

Bu yolak glukozun aldoz rediiktaz ile sorbitol ve ardindan fruktoza doniismesini
icermektedir. Diyabet ile birlikte intraseliiler glukoz diizeyinin artis1 sorbitol yolagi
araciligr ile glukozun sorbitole doniismesi artmaktadir. Bu durum {i¢ mekanizma ile
endotel disfonksiyona yol agmaktadir. ilki, olusan sorbitoliin birikmi sonucu osmotik
stres olusmasidir. ikincisi, sitozolik NADH/NAD" oranindaki artis ile dokuda hipoksik
bir durumun olusumudur. Endotel disfonksiyona yol agan {i¢iinci durum ise, redoks
dengesinin degismesi sonucu trioz fosfataz birikimi ile AGE (ileri glikasyon son
tirinleri) olusumu ve oksidatif stresin artmasidir (De Vriese ve ark. 2000, Brownlee

2001, Schalkwijk ve Stehouwer 2005).
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b) DAG/PKC yolag

Diagil gliserol (DAG) olusumunun artisi ile protein kinaz C (PKC) yolaginin
aktivasyonunun direkt veya indirekt olarak vaskiiler ge¢irgenliginin bozulmasina, eNOS
aktivitesindeki azalma ve endotelin-1 (ET-1) sentezindeki artisa bagli olarak kan akimi
diizeninde bozulmaya, transforme edici biiyiime faktorii-p (TGF-p) etkisiyle artan tip IV
kolajen ve fibronektin sentezi araciligi ile bazal membran kalinlasmasina ayrica
plazminojen aktivator inhibitorii-1 (PAI-1) sentezi artisi ile fibrinolizin bozulmasina ve
NADPH oksidazin regiilasyonu ile oksidatif stresin artisina neden oldugu
bildirilmektedir (De Vriese ve ark. 2000, Brownlee 2001, Schalkwijk ve Stehouwer
2005).

¢) Heksozamin yolagi

Bu yolak araciligi ile fruktoz-6-fosfattan  glutamin:fruktoz-6-fosfat
amidotransferaz enzimi ile glukozamin-6 fosfat olusumu artmaktadir. Bu artis PKC
aktivasyonuna ve eNOS modifikasyonuna neden olmaktadir. Yapilan bir caligmada
modifiye olmus eNOS’un aktivitesinin azaldig1 gosterilmistir (De Vriese ve ark. 2000,

Brownlee 2001, Du ve ark. 2001, Schalkwijk ve Stehouwer 2005).

d) Enzimatik olmayan glikasyon yolag:

Glukoz ve glukoz kaynakli dikarbonil bilesiklerin enzimatik olmayan yolla
glikasyonu, AGE olusumuna neden olmaktadir. AGE’nin kendi reseptorlerine (RAGE)

lras

baglanmasinin reaktif oksijen radikallerini (ROS) indiikledigi ve NF-x B ve P21 gibi
proinflamatuvar transkripsyon faktorlerini aktive ettigi gosterilmistir. AGE’nin etkisi ile
endotel hiicrelerinde trombomodulin, doku faktérleri ve VCAM genlerinin
ekspresyonunun olumsuz yonde etkilendigi, makrofajlarda ise interlokin-1 (IL-1), timor
nekroz faktor-a (TNF-a)ve TGF-B gibi sitokinlerin ve biiyiime faktorlerinin arttigi
bildirilmistir. Hayvan modellerinde AGE reseptorlerinin bloke edilmesi makrovaskiiler
hastaliklarin ve diyabetik nefropatinin gelisimini inhibe etmektedir. Buna gore, ileri
glikasyon son triinlerinin artisinin diyabette vaskiiler hasarin olusumuna aracilik ettigi

ongoriilmektedir (De Vriese ve ark. 2000, Brownlee 2001, Schalkwijk ve Stehouwer
2005).
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Son zamanlarda yapilan c¢alismalarda hiperglisemi aracilii ile mitokondride
asirt miktarda olusan ROS’un bu biyokimyasal yolaklarin aktivasyonunda rol oynadigi
bildirilmektedir. Destekleyici olarak hiperglisemi nedeniyle artan ROS {iretiminin
engellenmesinin s6z konusu bu dort biyokimyasal yolagin aktivasyonunu onledigi

gosterilmistir (Du ve ark. 2003).

Diyabette reaktif oksijen radikallerini olusturan mekanizmalar arasinda
mitokondrial kenetsizlesme, glukozun otooksidasyonu ve enzimatik olmayan glikasyon,
iNOS diizeyinin artisi, NADPH oksidazin aktivasyonu, antioksidan mekanizmalarin
hasarlanmasi ve eNOS kenetsizlesmesi yer almaktadir. eNOS’un kenetsizlesmesinin
prekiirsorli olan L-arjininin veya kofaktorii olan BH4’nin diisiik diizeyde bulunmasi
halinde gerceklestigi ve eNOS kenetsizlesmesinin nitrik oksit yerine siiperoksit
olugsmasina aracilik ettigi bildirilmektedir (Baynes ve Thorpe 1999, Guzik ve ark. 2002,
Li ve Shah 2004, Sindhu ve ark. 2004). Hiperglisemide artan oksidatif stresin varligi,
lipidperoksid diizeylerinin artis1 ve {iriner sekresyonda 8-iso-PGF,, atilmasi ile
belirlenebilmektedir (Davi ve ark. 1999, Davi ve ark. 2003). Buna gore, oksidatif stresin
endotel disfonksiyonunu baglatan temel bir mekanizma oldugu ileri stiriilmektedir

(Brownlee 2001).

Reaktif oksijen radikalleri ayrica, bir¢ok sinyal ileti yolagmi da (G-protein
aracili, protein kinaz aracili ve iyon kanallar1 aracili sinyal ileti yollar1) etkilemek
suretiyle endotel disfonksiyon olusumuna yol a¢maktadir. Bunun yanisira, reaktif
oksijen radikalleri endotele direkt etki ile membran lipidlerinin peroksidasyonuna, NF-k
B aktivasyonuna ve NO biyoyararlaniminin engellenmesine neden olmaktadir

(Madamanchi ve ark. 2005, Schalkwijk ve Stehouwer 2005).

Ote yandan, oksidatif stresin insanlarda diyabete bagli olusan endotel
disfonksiyonunun rolii lizerinde ¢eliskili veriler de bulunmaktadir. Kisa dénemli klinik
calismalarda, antioksidan etkili yliksek doz C vitamini uygulanmasinin endotel
disfonksiyonunu kismen diizeltigi bildirilmektedir (Ting ve ark. 1996). Ancak,

randomize klinik caligmalar, antioksidanlarin kardiyovaskiiler hastaliklarin olugmasini
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onledigini gostermemektedir (Sacco ve ark. 2003). Ayrica, diyabetli insanlarda uzun
donem antioksidan etkili vitamin E kullaniomimin endotel veya sol ventrikiil

fonksiyonlarinda yararl etkisi olmadig1 da belirlenmistir (Economides ve ark. 2005).

iii. Yiiksek glukoz diizeyinin indirekt olarak diger hiicrelerde biiyiime

faktorlerinin ve vazoaktif maddelerin sentezini artirmasi

Diyabette olusan endotel disfonksiyondan sorumlu tutulan bir diger mekanizma
ise yiiksek glukoz diizeyinin indirekt olarak biiyiime faktorleri ile sitokinlerin sentezinin
artisina neden olmasidir. Ornegin TGF-B ile insiilin benzeri biiyiime faktorii-1 (IGF-1),
epidermal biiyiime faktorii (EGF), gibi diger biiyiime faktorlerinin artisinin diyabetik
nefropati olusumunda 6nemli oldugu bildirilmektedir (Ziyadeh 2004) VEGF (vaskiiler
endotelyal bliylime faktorii) ise diyabetik retinopatide dnemli rol oynadigi belirlenen bir
bliylime faktoriidiir (Frank 2004). TNF-a’nin da insiilin direncine yol agarak biiylik
arterlerde ve mikrosirkiilasyonda endotel disfonksiyona ve sonucunda da
aterotrombozis ve mikroanjiopati olusumunda Onemli oldugu ortaya konulmustur

(Schalkwijk ve Stehouwer 2005).

iv. Metabolik sendrom olusturan durumlarin etkileri

Endotel fonksiyonun metabolik sendroma yol agan durumlar ile iligkisi de
diyabette 6nem kazanmaktadir. Metabolik sendromun bilesenlerinden olan insiilin,
insiilin prekiirsorleri, insiilin rezistansi, diyabete eslik eden hipertansiyon, dislipidemi
ve obezitenin c¢esitli mekanizmalar ile endotel fonksiyonu etkiledigi gosterilmistir

(Schalkwijk ve Stehouwer 2005).

Diyabette olusan endotel disfonksiyonun mekanizmasi ile iligkili yapilacak yeni

caligmalar, uygulanacak tedavi stratejileri agisindan dnemlidir.
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2.5. Deneysel Diyabet Modelleri

Diyabet ve diyabet sonucu olugsan komplikasyonlarin incelenebilmesi i¢in deney
hayvanlarinda farmakolojik, cerrahi ve genetik manipiilasyon yontemleri ile diyabet
olusturulmaktadir (Rees ve Alcolado 2005, Nitenberg 2007, Frode ve Medeiros 2008,
Matteucci ve Giampietro 2008). Bu yontemler fare, sican gibi kiiclik laboratuvar
hayvanlarima uygulanabildigi gibi daha biiylik hayvanlara da (6r: kopek, maymun)

uygulanabilmektedir.

2.5.1. Farmakolojik Ajanlar ile Diyabet Olusturulmasi

Streptozotosin (STZ, %69) ve alloksan (%31) deneysel diyabet olusturmak
amaciyla siklikla kullanilan ilaglardir. Her iki ila¢ da diyabetojenik etkilerini parenteral
uygulama ile (intravendz, intraperitonal ve subkiitan) goOstermektedirler. Diyabet
olusturulmak tizere verilecek dozun miktar1 kullanilacak hayvanin cinsine, ilacin verilis
yoluna ve hayvanin beslenme sekline gore belirlenmektedir. Verilen doza bagh olarak,
bu ajanlar ile, Tip 1 ve Tip 2 diyabet ile glukoz intoleransi olusturulabilir (Frode ve
Medeiros 2008). Her iki ilacin kullanilacagi glinde, uygun tampon ¢ozeltisi ile uygun
pH’da hazirlanmas stabiliteleri agisindan dnemlidir (Miranda ve ark. 2006). Iki ila¢ da
reaktif oksijen radikalleri olusturarak sitotoksik etki gostermektedirler (Szkudelski
2001, Federiuk ve ark. 2004).

Alloksan, rediiksiyonu sonucu olusan dialiirik asit ile birlikte redoks tepkimesi
ile stiperoksid radikalleri olusturmakta ve boOylece pankreatik [B-hiicrelerinde hasara
neden olmaktadir (Szkudelski 2001). Siganlarda siklikla intravendz olarak 65 mg/kg
dozda kullanilmaktadir. Ancak intraperitonal ve subkiitan yolla verilirken bu doz
150 mg/kg’a kadar yiikselmektedir (Federiuk ve ark. 2004). Farelerde ise alloksan
100-200 mg/kg dozlar1 arasinda intravendz yolla uygulanmaktadir (Miranda ve ark.
2006). Diyabetojenik doz araliginin ¢ok dar olmasindan dolay1, ufak bir doz kaymasi ile
hayvanlarda toksik doza ulasilip hayvanlar kaybedilebilmektedir (Frode ve Medeiros
2008).
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Streptozotosin, pankreatik B-hiicrelerine glukoz tasiyicist (GLUT-2) ile girerek
burada DNA’nin alkilasyonuna neden olmaktadir. DNA alkilasyonu ise pankreatik
B-hiicrelerin kaybina yol agmaktadir. Toksik etkisi bununla siirli olmamakla birlikte
bobrek hasarina (Valentovic ve ark. 2006), oksidatif stress sonucu enflamasyona ve

endotel disfonksiyona (Lei ve ark. 2005) yol acabilmektedir.

Streptozotosinin yetiskin siganlarda en yaygin olarak kullanilan dozu
60 mg/kg’dir, ancak daha yiiksek dozlarda da kullanilabilmektedir. Streptozotosin
enjeksiyon ile deney hayvanlarinda insiiline bagimli olan Tip I diyabet modeli
olusturulmaktadir (Patel ve ark. 2006). Literatiirde protokollerde olabilecek farkliliklara
gore streptozotosinin intravendz enjeksiyon ile 40-70 mg/kg, intraperitonal enjeksiyon
ile 35-65 mg/kg arasi dozlarda kullanildig1 goriilmektedir (Dincer ve ark. 2001,
Matteucci ve Giampietro 2008). Genellikle, streptozotosin enjeksiyonundan 2 giin sonra
200-300 mg/dl kan glukoz diizeylerine ulasilan hayvanlar diyabetik olarak kabul
edilmektedir (Matteucci ve Giampietro 2008).

Farkli protokoller ve farkli dozlarda streptozotosin uygulanmasi ile farklhi
diyabetik modeller olusturulabilmektedir. Dogumu izleyen ilk giinlerden itibaren i.v.
veya i.p. enjeksiyon ile streptozotosin uygulanan siganlarda Tip 2 diyabet olugsmaktadir.
Bu hayvanlarda pankreatik B-hiicrelerinde glukoza karsi duyarlilik kayb1 olusmaktadir
(Pascoe ve Storlien 1990). Ayrica, yetiskin farelere 5 giin boyunca tekrarlayan dozlarda
(40 mg/kg, 1i.v.) streptozotosin uygulanmasi ile adacik enflamasyonuna ve
B-hiicrelerinin nekrozu sonucu otoimmiin forma benzer sekilde Tip 1 diyabet
olusmaktadir (Rees ve Alcolado 2005). Buna karsin, sistemik olarak tek doz
60-100 mg/kg streptozotosin uygulanmasi ile otoimmiin profile sahip olmayan insiiline
bagli diyabet olusturulmaktadir (Lei ve ark. 2005) (Yu ve ark. 2000). Tavsan ve
domuzlar streptozotosine karsi daha direngli olmakla birlikte sican, fare, kopek ve
maymun, streptozotosin ile diyabet modeli olusturmak i¢in kullanilan en uygun hayvan

cinsleridir (Rees ve Alcolado 2005).
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Alloksan ve streptozotosin ile olusturulan diyabet modellerinin esasi
B- hiicrelerinin harabiyetine dayanmaktadir. Bunun sonucunda c¢ok yiiksek miktarda
insiilin saliverilmesi hayvanlarda 6liimciil olabilecek hipoglisemi olusmasina neden
olabilmektedir. Bunu 6nlemek amaciyla, bu ajanlarin uygulanmasindan sonra 12-24 saat
boyunca hayvanlara %5lik glukoz c¢ozeltisi verilebilir. Genel olarak farmakolojik
ajanlar ile deneysel diyabet modelleri olusturma protokollerine gore; streptozotosin
veya alloksan uygulanmasinin, tercihen 8-12 saatlik aclik periyodundan sonra yapilmasi
ve hipoglisemiden korunmak amaciyla uygulama sonrasi hayvanlara glukoz ¢ozeltisi

verilmesi Onerilmektedir (Frode ve Medeiros 2008).

Vacor, dithizone (diphenyltthiocarbazone) ve 8-hydroxyquinolone maddeleri de
deneysel diyabet olusturmak amaciyla kullanilmis ancak toksisite seviyeleri nedeniyle

kullanimlar1 yasaklanmis olan maddelerdir (Clark ve ark. 1994).

2.5.2. Cerrahi Girisim ile Diyabet Olusturulmasi

Hayvanlarda deneysel diyabetin olusturulmasinda kullanilan bir bagka yontem
ise pankreasin tamamen ¢ikartilmasidir (pankreatektomi). ilk olarak, 1890 yilinda Von
Merhing ve Minkowski, kdpek pankreasinin tiimiiyle ¢ikartilmasi sonucu akut diabetes
mellitus olusturmustur (Minkowski 1989). Daha sonra cerrahi olmayan yontemlerin
kullanilmas1 yayginlagmis olsa da parsiyel pankreatektomi halen uygulanmaktadir.
Ornegin, siganlarda pankreasin %80’ninden de fazla bir boliimiiniin ¢ikartilmas: diyabet

olusturulmasi i¢in uygun olacagi bildirilmektedir. (Frode ve Medeiros 2008).

Ancak, cerrahi girisim ile diyabet olusturmak i¢in baz1 gereklilikler
saglanmalidir. Bu teknikle ilgili yeterli cerrahi bilgiye sahip kisilerin ve bu isleme
uygun streil operasyon kosullarinin varolmasi gerekmektedir. Ayrica, postoperatif
donemde agr1 kesici ve antibiyotik uygulanmasi ile, malabsorpsiyonun Onlenmesi
amaciyla pankreatik enzimler ile destek saglanmalidir. Cerrahi islemin kendisinin

tasidig1 riskler yaninda hayvanin enfeksiyon kapma riski ve pankreasin fizyolojik
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diizeninin bozulmasi ile olusabilecek hipoglisemi riski de gz onilinde bulundurulmalidir

(Frode ve Medeiros 2008).

2.5.3. Genetik Diyabet Modelleri

Laboratuvar hayvanlarinda yapilan ¢esitli calismalar ile genetik olarak diyabetik
hayvanlarin olusturulmasi miimkiindiir. Laboratuvar ortaminda uygun yasama,
beslenme ve iireme kosullarinin saglanmasi ile spontan Tip I ve spontan Tip II diyabetik
hayvanlar elde edilmektedir. NOD (obez olmayan diyabetik) fareler, (bio breeding) BB
sican, LETL (Long Evans Tokushima) sigan, New Zealand beyaz tavsan, Keeshond
kopek, Chinese hamster ve Celebes black ape spontan Tip I diyabetli hayvanlardir (Rees
ve Alcolado 2005).

Spontan Tip II diyabetik hayvanlara 6rnek olarak, Ob/Ob fare, db/db fare,
Zucker (fa/fa) sican, Goto Kakizaki sigan, KK fare ve OLETF sican verilebilir (Rees ve
Alcolado 2005).

Diyabet caligmalarinda hayvanlarin kullaniminin artmasi ile birlikte bu alanda
molekiiler biyoloji tekniklerinin de kullanilmasi énem kazanmistir. Bu dogrultuda gen
hedefleme yontemi ile, geni silinmis (knock-out) hayvanlar, spesifik doku silinmis
hayvanlar (tissue-spesific knock-out) B-hiicrelerinin silinmesiyle diyabetik hayvanlar
elde edilebilmektedir. Ayrica modifiye edilmis genlerin zigotlara yerlestirilmesi ile
genetik (transgenic) olarak diyabetik hayvanlar yetistirmek miimkiin olmaktadir (Rees

ve Alcolado 2005).
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Deney Hayvanlarimin Genel Ozellikleri

Calismamizda ortalama 250-300 g agirliginda Wistar Albino cinsi erkek sigcanlar
kullanilmistir. Siganlar Cerrahpasa Tip Fakiiltesi Deney Hayvanlari Arastirma ve
Uretim Laboratuvari’'ndan temin edilmistir. Hayvanlar standart sigan yemi ile
beslenmislerdir. Igme suyu olarak musluk suyu kullanilmistir. Hayvanlar 20 + 2 °C’de
12 saat aydinlik 12 saat karanlik periyodunun saglandigi bir ortamda muhafaza

edilmislerdir. Herglin diizenli olarak kafeslerin temizligi saglanmistir.

Calismamizda kullanilan retinal arterler erkek veya disi sigirlarin gézlerinden
izole edilmistir. Gozler, Coskun Et ve Et Mamiilleri A.S. mezbahasinda yapilan
veteriner kontroliinden gegmis giinliik sigir kesimlerinden elde edilmistir. Deneyler, 1.U.
Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu tarafindan 03.10.2007 tarihli 13 no’lu etik kurul

kararina uygun olarak gerceklestirilmistir.

3.2. Arag ve Gerecler

e Dort kanallt miyograf sistemi ( DMT&ADInstruments; Model 610M)
e %95 O, + CO; igeren gaz karigimi tiipli

e Mikropipet (Eppendorf)

e Cerrahi makas ve pens

e 40 pm capinda paslanmaz celik tel

e Vorteks (Velp Scientifica)

e Petri kutusu

e Diseksiyon mikroskobu (Zeiss 2000)



Soguk 151k kaynagi (Schott)
Termostatli su banyosu (Thermomiks)
Glukometre ve test stripleri (Major II)
Santrifiij (3000 devir/dk) (Ettich)
Elektronik Terazi (Sartorius)
Elektronik Hassas Terazi (Sartorius)
Derin dondurucu (-20 °C) (Electrolux)
Isik mikroskobu (Leica)

Image Pro-Plus fotograflama sistemi
Elektron mikroskobu (Jeol Jem 1011)

Mikrotom (Leica RM 2125 RT)

Bilgisayar ve yazici

Chart5 for Windows yazilim programi (ADInstruments Powerlab)
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DMT Normalization vl for Windows yazilim programi (ADInstruments

Powerlab)”

GraphPad Prism 4 yazilim programi

Insulin EIA kit (DRG International) 96 Testlik, %100 sigan uyumlu
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3.3. Kimyasal Maddeler ve Hazirlanislar:

Streptozotosin (Sigma): Pankreasda insulin saliverilmesinden sorumlu B hiicrelerini

tahrip ederek deneysel diyabet olusturmak i¢in kullanilmigtir.

Stok ¢ozeltisi Serum Fizyolojik (%0,9) igerisinde c¢oziilerek hazirlanmistir.

Streptozotosin (STZ) deney hayvanina uygulanmadan hemen 6nce ¢oziilmiis ve
65 mg/kg dozda intraperitoneal (i.p.) olarak uygulanmistir.

Prostaglandin F,, (MP Biomedicals): Vazokonstriktor ajan.

Stok ¢ozeltisi 10*M olarak distile suda ¢oziilerek hazirlanmistir.

Noradrenalin (Sigma): Vazokonstriktor ajan. Preparatlarin standardizasyonu i¢in
10*M konsantrasyonda ve 120 mM KCl ile birlikte kullanilmustir.

Stok ¢ozeltisi 10*M olarak 0,001N HCI igerisinde ¢oziilerek hazirlanmistir. Maddenin
stabilizasyonunun saglanmasi amaciyla hazirlama esnasinda 1 mg/ml oraninda askorbik

asit (Merck) ilave edilmistir. Stok ¢6zeltisi ve diliisyonlar 1siktan korunmustur.

KCl (Merck): Kastiric1 ajan. Stok c¢ozeltisi 10°M olarak distile suda ¢oziilerek

hazirlanmistir.

Asetilkolin HCI (Sigma): Endotel bagimli gevsetici ajan.

Stok ¢ozeltisi 10™*M olarak 0,001N HCl igerisinde ¢oziilerek hazirlanmustir.
Sodyum nitroprusiyat (Sigma): Diiz kas gevsetici ajan, nitrovazodilator.

Stok ¢ozeltisi 10*M olarak distile suda coziilerek hazirlanmustir. Stok ¢dzeltisi ve

diliisyonlar 1s1iktan korunmustur.

NC¢-Nitro-L-Arginin (Sigma): Nitrik oksid (NO) sentez inhibitorii.

Stok ¢ozeltisi 10™*M olarak distile suda ¢oziilerek hazirlanmugtir.
1H-[1.2.4]Oxadiazolo-[4,3-a]Quinoxalin-1-One (ODQ; Sigma): Guanilat siklaz
inhibitorii.

Stok ¢ozeltisi 10°M olarak DMSO igerisinde ¢oziilerek hazirlanmustir.
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Indometazin (Sigma): Prostaglandin (PG) sentez inhibitorii.

Stok ¢ozeltisi 10°M olarak %5 NaH,COj icerisinde ¢oziilerek hazirlanmistir.
Formaldehit (Merck): Histolojik inceleme i¢in doku tespit edici.

%37’lik formaldehid distile su ile %10’luk ¢ozeltisine seyreltilmistir.

Glutaraldehit:Elektron mikroskobunda incelenecek dokularin tespit edilmesi amaciyla
kullanilmigtir. % 2’lik glutaraldehit +4 °C’de sorensen fosfat tamponu (pH:7.4) ile

hazirlanmustir.

Ozmiyum tetroksit (OsOy): % 1’lik ¢ozeltisi +4 °C’de sorensen fosfat tamponu
(pH:7.4) ile hazirlanarak %2’lik glutaraldehit ile birlikte elektron mikroskobunda

incelenecek dokularin tespiti i¢in kullanilmastir.

Hemotoksilen-Eozin: Dokularin 151k mikroskobunda incelenmesi amaciyla boyama

maddesi olarak kullanilmustir.

Rabbit anti eNOS antikoru (eNOS Rabbit Pab Neomarker, RB-1711-P): Antikor
sulandiricisinda (Lab vision, TA-125-UD) 1:100 oraninda sulandirilarak dokularin

immiinohistokimyasal olarak eNOS dagilimlarinin belirlenmesinde kullanilmistir.

Rabbit anti iNOS antikoru (iNOS Rabbit Pab Neomarker, RB-1605-P): Antikor
sulandiricisinda (Lab vision, TA-125-UD) 1:100 oraninda sulandirilarak dokularin

immiinohistokimyasal olarak iNOS dagilimlarinin belirlenmesinde kullanilmistir.
Ketamin (Richter Pharma AG, Ketasol): Anestezik ajan.

%10’luk enjeksiyonluk soliisyonu kullanilmistir. Siganlara 50 mg/kg dozda ksilazin ile

kombine edilerek i.p. olarak uygulanmustir.
Ksilazin (Alfasan International): Anestezik ajan.

%?2’lik enjeksiyonluk soliisyonu kullanilmistir. Sicanlara 10 mg/kg dozda ketamin ile

kombine edilerek i.p. olarak uygulanmstir.

Deneylerde kullanilan ilag¢ soliisyonlar1 derin dondurucuda saklanan stoklardan
Krebs Ringer-bikarbonat ¢ozeltisi ile diliie edilerek hergiin taze olarak hazirlanmistir.
Krebs Ringer-bikarbonat ¢ozeltisinin igerigi su sekildedir: (NaCl: 135mM, KCI: 5 mM,
NaHCOs: 20 mM, Glukoz: 10 mM, CaCly: 2.5mM, MgS04.7H,0: 1.3Mm, KH,POy4:
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1.2mM, EDTA: 0.026mM). Bazi kimyasal maddeler i¢in ¢oziicii olarak kullanilan
DMSO ve NaH,COs‘lin organ banyosundaki konsantrasyonlari %0.1’den diisiiktiir.
Kullanilan ¢oziiciilerin izole damar preparatlar1 iizerine direkt etkilerinin olmadigi

belirlenmistir.

3.4. Yontem

Calismalar izole sican karotid ve mezenterik arteri ile sigir retinal arterinde
ylriitiilmiis ve diyabetik ve normal (kontrol) siganlardan izole edilen retina dokusunun

etkisi incelenmistir.

3.4.1. Sicanlarda Diyabet Olusturulmasi ve Takibi

Calismamizda kullandigimiz 10-12 haftalik Wistar Albino erkek sicanlar (250-
300 g) kontrol ve diyabetik olmak iizere iki gruba ayrilmistir. Diyabetik gruptaki
siganlara i.p. enjeksiyon ile 65mg/kg dozda, serum fizyolojik igerisinde ¢oziilmiis
streptozotosin (STZ) uygulanmistir. Kontrol grubuna ise ayn1 miktarda serum fizyolojik
(i.p.) verilmistir. STZ enjeksiyonunu izleyen 3. giinde hayvanlarin kan glukoz degerleri
bir glukometre ile dl¢iilmiistiir. Ol¢iim i¢in gerekli miktardaki kan drnegi (1-2 damla)
sicanlara hafif eter anestezisi uygulanmasi sonrasinda kuyruktan hafif bir kesi ile
alinmugtir. Olgiimler kontrol ve diyabetik gruplarda paralel olarak gergeklestirilmistir.
STZ uygulanan ve kan glukoz degerleri >200 mg/dl olan siganlar diyabetik olarak kabul

edilmistir.

Kontrol ve diyabetik gruplardaki hayvanlarin vuciit agirliklar1 8 hafta boyunca
takip edilmis ve dl¢limler her hafta ayn1 giinde yapilmistir. Kan glukoz degerleri ise 8
hafta boyunca her iki haftada bir yapilan dl¢iimler ile izlenmistir. Insiilin diizeylerinin

Olclimii ise 8. haftanin sonunda yapilmstir.

Sekiz hafta siiresince hayvanlarin yasam kosullarina 6zellikle igme sularinin ve

yemlerinin eksiksiz olusuna ve kafes temizliklerine dikkat edilmistir.
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3.4.2. Dokularin Fonksiyonel Calismalar icin Hazirlanmasi

3.4.2.1. Sican Karotid ve Mezenterik Arteri ile Sigir Retinal Arterin izolasyonu

Sekizinci haftanin sonunda diyabetik ve kontrol grubu sicanlar Ketamin (50
mg/kg) ve Ksilazin (10 mg/kg) karisimi ile anestezi edilmistir. Boyun bdolgeleri agilarak
karotid arterleri ve karin bolgeleri agilarak mezenterik arterleri izole edilmistir. izole

edilen arterler Krebs-Ringer bikarbonat ¢ozeltisi igeren petri kutularina alinmistir.

Retinal arterler ise veteriner kontroliinde yeni kesilmis erkek ve disi sigirlardan
alman gozlerden izole edilmistir. Mezbahada yeni kesilmis sigirlardan alinan gozler
soguk ve kismen buzlu Krebs-Ringer bikarbonat ¢6zeltisi igceren bir tasima kaba1 ile hizla
laboratuvara tasimnmustir. Gozler, ekstraokiiler kaslar1 ve bag dokularindan
temizlendikten sonra korneal bolgenin gerisinden kesilerek ikiye ayrilmistir. Anterior
kisim atildiktan sonra, geri kalan i¢i vitroz hiimor dolu kisim bir petri kutusuna
alinmistir. Retinaya zarar vermeden dikkatle vitroz hiimor akitilarak retinadan
uzaklagtirnlmigtir. Petri kutusu icerisinde ve diseksiyon mikroskobu altinda merkezi

retinal arter izole edilmistir.

Izole edilen karotid, mezenterik ve retinal arterler diseksiyon mikroskobu altinda
cevre dokulardan temizlenmis ve her bir damar dokusundan miyograf sisteminin doku
tutucular arasina girecek uzunlukta preparatlar hazirlanmigtir. Hazirlanan preparatlarin
her biri 40 um ¢apinda iki paslanmaz ¢elik telden gecirilmek suretiyle miyografin doku
tutucular arasina yerlestirilmistir. Bu tellerden biri giic duyarli (force displacement)
transdiisere, digeri ise mikrometreye fikse edilmistir. Uygulanan deney protokoliine

gore karotid, mezenterik ve retinal arterler paralel olarak ¢alisilmustir.
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3.4.2.2. Sican Retina Dokusunun izolasyonu

Sekiz haftanin sonunda deneye alinan diyabetik ve normal (kontrol) hayvanlar
anestezi altina alindiktan sonra goz kiireleri izole edilmistir. Krebs Ringer bikarbonat
¢Ozeltisi icerisine alinan goz kiirelerinden mikroskop altinda retinal doku ince bir pens
yardimu ile dokuya hasar vermeden dikkatle cekilerek ayrilmustir. Izole edilen retina
dokusu deney siiresince oksijenlenmis taze Krebs-Ringer bikarbonat ¢ozeltisi i¢erisinde

muhafaza edilmistir.

3.4.2.3. Arterlerin Standardizasyonu

Krebs-Ringer bikarbonat c¢ozeltisi iceren miyograf sistemine yerlestirilen
damarlar %95 O, + %5 CO, gaz karisimu ile havalandirilmis ve 37°C’de bir saat stireyle
dengelenmeye birakilmistir. Dengelenme sirasinda Krebs-Ringer bikarbonat ¢ozeltisi
her 10 dakikada bir degistirilmistir. Dengelenme siiresinin ardindan mezenterik ve
retinal arterler i¢in normalizasyon islemine gecilmistir. Normalizasyon islemi sirasinda
mezenterik ve retinal arterlere uygulanan gerim kademeli olarak arttirilmis ve pasif
damar duvar gerimi-i¢ ¢evre iliskisi ¢alisilmistir. Boylece normal fizyolojik kosullarda,
tamamen gevsemis damarin iginden gegen kanin duvara yaptigi basincin (transmural
basing; 13,3 kPa [100 mmHg]), %90’na karsilik gelen i¢ ¢evre belirlenerek arterlerin
gerimi mikrometre yardimi ile bu diizeye getirilmistir (Mulvany ve Halpern 1977).
Karotid arterlere ise 0,5 g (4,905mN)’lik 6n gerim verilmistir (Boussery ve ark. 2002).
Izole arterler uygulanan uygun &n gerimde 30 dakika siireyle tekrar dengelenmeye
birakilmistir. Dengelenme siirecinin ardindan preparatlar 20’°ser dakika ara ile iki defa
potasyum kloriir (KCI; 120 mM) ve noradrenalin (NA; 10™* M) kombinasyonu (NAK)

ile kastirilarak standardize edilmislerdir.
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3.4.3. Fonksiyonel Calismalar

3.4.3.1. izole Arterlerde Endotel ve Diiz Kas Aracih Gevseme Yamitlarmn
Belirlenmesi

Izole sigir retinal, sican karotid ve mezenterik arterlerinde endotel aracili
gevseme yanitlarinin belirlenmesi amaci ile prostaglandin Fa, (PGF2q 3x107°- 3x10°M)
ile prekontrakte edilen (6nceden kastirilan) arterlere kiimiilatif olarak asetilkolin (Ach;

107'°M - 10*M) uygulanmustr.

Izole si1g1r retinal, sigan karotid ve mezenterik arterlerinde diiz kas gevseme
fonksiyonunun belirlenmesi  amaci ile prostaglandin Fa, (3x10° - 3x10°M) ile
prekontrakte  edilen  arterlere  kiimiilatif = olarak  sodyum  nitroprusiyat

(SNP; 107'°M — 10™*M) uygulanmustir.

Diyabetik sicanlardan izole edilen karotid ve mezenterik arterlerden elde edilen
endotel ve diiz kas gevseme yanitlar1 normal (kontrol) siganlarin izole karotid ve

mezenterik arterlerinden elde edilen yanitlar ile karsilagtiriimigtir.

3.4.3.2. izole Arterlerde Kastiric1 Ajana Karsi Reaktivitenin Belirlenmesi

Diyabetik ve normal (kontrol) si¢anlardan izole edilen arterlerde vazokonstriktor
ajanlara karsi reaktivitenin belirlenmesi amaciyla, prostaglandin F,, izole sican ve
mezenterik arterlerine 10°M - 10*M konsantrasyonlarda kiimiilatif olarak uygulanmus

ve konsantrasyon-yanit egrileri elde edilmistir.

Diyabetik siganlardan izole edilen karotid ve mezenterik arterlerde prostaglandin

Fy, ile elde edilen kasilma yanitlari normal (kontrol) si¢anlarin izole karotid ve
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mezenterik arterlerinde prostaglandin F,, ile elde edilen kasilma yanitlar ile

karsilastirilmistir.

3.4.3.3. izole Arterlerde Sican Retinasinin Etkisinin Incelenmesi

Retinaya bagli yanitlar, Prostaglandin F,, (3x10°M - 3x10°M) ile prekontrakte
edilen sigir retinal, sican karotid ve mezenterik arterleri iizerine sigan retina dokusunun

yerlestirilmesi suretiyle incelenmistir (Sekil 3-1).

Retina

Izole Arter

Sekil 3-1: izole arter iizerine retina dokusunun yerlestirilmesinin sematik gosterimi
(Delaey ve Van de Voorde 1998).

Retinanin etkisi iki temel bashkta arastirilmistir:

i. Retinanin retinal ve periferal (karotid ve mezenterik) arterler iizerindeki

etkisinin karsilastirilmasa.

Sican retinasinin sigir retinal, sigan karotid ve mezenterik arteri iizerindeki etkisi
miyograf sisteminde paralel olarak incelenmistir. BOylece retinanin retinal arter

disindaki arterler iizerindeki etkisi degerlendirilmistir.
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ii. Diyabetik kosulda retinanin periferal (karotid ve mezenterik) ve retinal

arterler iizerindeki etkisinin belirlenmesi.

Diyabetik sicanlardan izole edilen retina dokusunun etkisi, prostaglandin F5, ile
prekontrakte edilmis diyabetik sigan karotid ve mezenterik arterlerinde paralel olarak
calisilmigtir. Diyabetik sican retinasinin diyabetik karotid ve mezenterik arterlerdeki
yanitlari, normal (kontrol) siganlarin retina dokusunun kontrol karotid ve mezenterik

arterler tizerindeki etkileri ile karsilastiriimistir.

Bir grup deneyde ise diyabetik retina dokusunun etkisi normal (kontrol) karotid
ve mezenterik arterlerinde, normal retina dokusu ile paralel olarak, incelenmistir.

Boylece ayn1 kontrol dokuda diyabetik ve normal retinanin etkisi karsilastirilmistir.

Benzer sekilde, normal retina dokusunun etkisi de diyabetik karotid ve
mezenterik arterlerinde, diyabetik retina ile paralel olarak, calisilmistir. Boylece ayni

diyabetik dokuda diyabetik ve normal retinanin etkisi karsilastirilmistir

Ayrica, diyabetik ve kontrol siganlardan izole edilen retina dokusunun etkisi,

prostaglandin F,,, ile prekontrakte edilmis izole sigir retinal arterinde de incelenmistir.

3.4.3.4. izole Arterlerde Sigir Koroid Dokusunun Etkisinin incelenmesi

[zole retinal, karotid ve mezenterik arterler {iizerine retina dokusunun
yerlestirilmesi ile ortaya ¢ikan yanitlarda mekanik bir etkinin roliiniin olup olmadig1 da
arastirilmistir. Bu amagla prostaglandin Fa, (3x10°M - 3x10”°M) ile prekontrakte edilen

izole arterler iizerine retina ile benzer biiyiikliikte sigir koroid dokusu yerlestirilmistir.
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3.4.3.5. Sican Retinasimin Karotid ve Mezenterik Arterleri Uzerindeki Etkisinde
Endotel Kaynakh Vazodilatér Maddelerin Roliiniin Incelenmesi

Sican karotid ve mezenterik arterinde elde edilen retina kaynakli gevsetici
etkide, endotel kaynakli vazodilatér maddeler olan NO ve prostasiklin (PGI;)’in rolii
arastirilmistir. Bu amagla oncelikle prostaglandin F,, (PGF,4) (3x10°M - 3x10°M) ile
prekontrakte edilen sigan karotid ve mezenterik arterleri ilizerine sigan retinasinin
yerlestirilmesiyle olusan gevseme yanitlar1 (kontrol) elde edilmistir. Ardindan, hem
retina dokusu hem de karotid ve mezenterik arterler, NO sentezine aracilik eden NO
sentetaz (NOS) enziminin inhibitéri L-NOARG (10™*M, 30 dk), NO’nun etkisine
aracilik eden guanilat siklaz enziminin spesifik inhibitérii ODQ (10°M, 30 dk) veya
PGl ’nin sentezine aracilik eden siklooksijenaz enziminin spesifik inhibitorii
indometazin (10°M, 30 dk) ile inkiibe edilmistir. inkiibasyon siiresinin ardindan arterler
prostaglandin Fa, ( 3x10°M - 3x10°M) ile tekrar prekontrakte edilmis ve retinaya bagh

gevseme yanitinin inhibitorler varhiginda degisip degismedigi incelenmistir.

3.4.4. Insiilin Diizeylerinin Tayini

Sekiz hafta sonunda deneye alinan siganlarin kalplerinden anestezi altinda
yeterli miktarda (3-5 ml) kan alinmistir. Heparin ile yikanmis enjektorler i¢ine alinan
kan Ornekleri santrifiij edilerek serum ve plazma kisimlarinin ayrilmasi saglanmistir.
Ayrilan kan serumlari ependorf tiipler icerisinde —4°C’ de 6l¢iim zamanina kadar
muhafaza edilmislerdir. Toplanan serum Orneklerinde insiilin diizeyleri enzim

immiinoessay (ELISA) yontemi ile analiz edilmistir.
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3.4.5. Histopatolojik ve Immiinohistokimyasal incelemeler

Fonksiyonel caligmalara paralel olarak, diyabetik ve kontrol sicanlardan izole
edilen damarlar ve retina dokusunda histopatolojik incelemeler yapilmustir. izole edilen
dokulardan alinan 6rnekler uygun takip ve boyama islemlerinden sonra 151k ve elektron
mikroskoplarinda histopatolojik olarak degerlendirilmis ve immiinohistokimyasal

yontemle eNOS ve iNOS dagilimlar1 incelenmistir.

Isik  mikroskobu ve immiinohistokimyasal incelemeler icin karotid ve
mezenterik arterler ile retina dokusu %10’luk nétral formalinde tespit edildikten 24 saat
sonra, %70’lik alkole alimmistir. Daha sonra yiikselen alkol serilerinden gecirilerek
ksilolde saydamlastirilan dokular 58°C’lik parafine gémiilmiistiir. Parafin bloklardan
mikrotom araciligi ile 4um kalinliginda kesitler alinmistir. Bu kesitler 151k mikroskobu
incelemeleri icin rutin Hematoksilin-Eozin ile boyanarak 151k mikroskobunda

incelenmis ve Image Pro-Plus sistemi araciligi ile fotograflanmistir.

Immiinohistokimyasal incelemeler icin ise bu kesitler bir gece 56 °C’de
tutulduktan sonra, ksilol ve alkol serilerinden gegcirilerek suya kadar getirilmistir. Sitrat
tamponu (pH 6,0) icerisinde mikrodalgada 700 Watt’da 10 dakika tutulduktan sonra, 20
dakika oda sicakliginda sogumaya birakilmistir. Soguma islemini takiben distile suya
alinan kesitlerin etrafi, pap pen ile isaretlenmistir. Endojen peroksidaz aktivitesi i¢in,
%3 H,0, (Lab vision, TA-060-HP) ile 10 dakika oda sicakliginda tutulmustur. Kesitler,
distile sudan gegirildikten sonra her basamakta ii¢ defa olacak sekilde fosfat
tamponunda (PBS) 15 dakika yikanmistir ardindan kesitlere, oda sicakliginda 5 dakika
Ultra V Blok (Lab vision, TA-60-UB) uygulanmistir. Daha sonra kesitler, rabbit anti
eNOS (1:100) (eNOS Rabbit Pab Neomarker, RB-1711-P) ve iNOS (1:100) (iNOS
Rabbit Pab Neomarker, RB-1605-P) antikorlar1 ile bir gece buzdolabinda +4 °C’de
inkiibe edilmislerdir (Antikorlar, antikor sulandiricisinda (Lab vision, TA-125-UD)
1:100 oraninda sulandirilmistir). Kesitler, PBS’de yikandiktan sonra biotinlenmis goat
anti-rabbit (Lab vision, TR-060-BN) ile oda sicakliginda 30 dakika birakilmistir. PBS
ile yikanan kesitlere, 30 dakika streptavidin peroxidase label reagent (Lab vision,TS-

060-HR) uygulanmis ve ardindan kesitler PBS ile yikanmigtir. Bes dakika AEC (Lab
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vision, TA-004—HAC) inkiibasyonu ile renkli reaksiyon iiriinii saglanmistir. Kontrol
olarak kabul edilen kesitlere PBS uygulanmistir. Kesitler distile su ile yikandiktan
sonra, Mayer hematoksilen ile zit boyama yapilmis ve gliserol jelatin ile kapatilmigtir
(McNaughton ve ark. 2002). Hazirlanan preparatlar Leica 151k mikroskobu ile

incelenerek, Image Pro-Plus sistemi araciligi ile fotograflanmistir.

Elektron mikroskobu incelemeleri i¢in kontrol ve diyabetik hayvanlardan izole
edilen karotid ve mezenterik arterler ile retina dokusu +4 °C’de Sorensen fosfat
tamponu (pH:7,4) ile hazirlanan % 2’lik glutaraldehitde bir gece, yine ayni tamponda
hazirlanan % 1’lik ozmiyum tetroksit (OsOs)’de ise bir saat tespit edilmistir. Doku
parcalari, 2 saat siiresince fosfat tamponunda yikandiktan sonra, yiikselen alkol serileri
ve propilen oksitten gecirilerek Araldite gomiilmiistiir. 5000-6000 A° kalinliginda
alinan yar1 ince kesitler jelatin kapli lamlar {izerine yerlestirilmistir. Kesitler toluidin
mavisiyle boyandiktan sonra 151k mikroskobunda incelenmistir. 300-500 A° kalinliginda
alman ince kesitler ise 200 delikli bakir gridlere yerlestirilmistir. Kesitler, uranil asetat
(Watson 1958) ve kursun sitrat (Reynolds 1963) ile boyandiktan sonra, elektron

mikroskobunda incelenmistir.
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3.5. Istatistiksel Analiz

Veriler “ortalama + standart hata” seklinde gosterilmistir. Deney gruplarinda
belirtilen “n” farkli hayvanlardan izole edilerek calisilan arter sayisim1 gostermektedir.
Kasilma yanitlart “mN/mm”, prekontrakte edilen damarlarda retina ve koroid dokusuna
bagl olarak goriilen gevseme veya kasilma yoOniindeki yanitlar ise prekontraksiyona
gore “%” cinsinden verilmistir. Ep,s; prostaglandin F,, ve koroid ile elde edilen
maksimum kasilma yanitlarini ya da retina, koroid, asetilkolin ve sodyum nitroprusiyat
ile olusan maksimum gevseme yanitlarini ifade etmektedir. pD;; maksimum yanitin
(kasilma veya gevseme) %50’sini olusturan konsantrasyonun, yani ECso’nin (-)

logaritmasini gostermektedir.

Istatistiksel analizde “Student’s t testi (iki es arasindaki farkin anlamlilik testi ve
gruplar arasi1 farkin anlamlilik testi) ile tek yonlii varyans analizi (ANOVA) ve

sonrasinda Tukey-Kramer’in ¢oklu karsilastirmalar testi araciligiyla kullanilmistir. “p

degeri 0,05°den kiiciik olan karsilastirmalar anlamli kabul edilmistir.
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4. BULGULAR

4.1. Fonksiyonel Bulgular

4.1.1. Kontrol ve Diyabetik Hayvanlarin Agirhk, Glukoz ve Insiilin Diizeyleri

Kontrol ve diyabetik grup hayvanlarin agirliklar sirasiyla, serum fizyolojik ve
STZ (65 mg/kg, i.p.) enjeksiyonundan sonraki 8 hafta siiresince izlendiginde elde edilen
veriler, diyabetik hayvanlarin agirliklarinda 2. haftadan itibaren kontrol grubuna gore

istatistiksel olarak anlamli diizeyde azalma oldugunu gostermistir (Sekil 4-1).

—— Kontrol

400- —=— Diyabetik

AQirlik (g)

100 T I I !

0 2 4 6 8
Zaman (hafta)

Sekil 4-1: Kontrol ve diyabetik grup hayvanlarin agirhklari

**:p< 0,001, kontrol ile karsilastirildiginda, n= 14.
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Kontrol ve diyabetik grup hayvanlarin sirasiyla, serum fizyolojik ve STZ
(65 mg/kg, i.p.) enjeksiyonunu takiben her iki haftada bir 6l¢iilen kan glukoz diizeyleri
degerlendirildiginde; diyabetik hayvanlardaki kan glukoz diizeylerinin 2. haftadan
itibaren kontrol gurubuna gore istatistiksel olarak anlaml diizeyde arttig1 gézlenmistir

(Sekil 4-2).

_ 800+ —a— Kontrol
ke . .
S —=— Diyabetik
£ 600-
=
(0]
5
3 400
N
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S 2004
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V

C L) L) L) L)

0 2 4 6 8

Zaman (hafta)

Sekil 4-2: Kontrol ve diyabetik grup hayvanlarin kan glukoz diizeyleri

**p<0,00 1, kontrol ile karsilagtirildiginda, n= 14.
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Sekizinci haftanin sonunda kontrol ve diyabetik hayvanlardan alinan kan
orneklerinde o6lgiilen insiilin diizeylerinin diyabetik grupta kontrol gruba gore

istatistiksel olarak anlamli diizeyde diisiik oldugu belirlenmistir (Sekil 4-3).

Serum insulin dlzeyi
(ng/ml)
w b

Kontrol Diyabetik

Sekil 4-3: Kontrol ve diyabetik grup hayvanlarin serum insiilin diizeyleri

**% p<(0,0001 kontrol ile karsilastirildiginda, n= 14.
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4.1.2. izole Retinal, Karotid ve Mezenterik Arterlerin Endotel Fonksiyonu

4.1.2.1. Kontrol Dokularda Asetilkolin’in Gevsetici Etkisi

Prostaglandin Fp, (3x10'6 M - 3x107 M) ile prekontrakte edilen izole sigir
retinal, sican karotid ve sican mezenterik arterleri lizerine kiimiilatif olarak asetilkolin

(10"°M-10*M) uygulanmasi konsantrasyon bagimli gevseme yamitlari olusturmustur
(Sekil 4-4).

—&— Sigir retinal arteri

—— Sican karotid arteri
O e

—e— Sican mezenterik arteri
< 204

40

60+

Gevseme (%

804

100 T T T T T T
10 9 8 7 6 5

Asetilkolin (-log M)

g

Sekil 4-4: PGF,, (3x10°M-3x10°M) ile prekontrakte edilmis izole sigir retinal, sican

karotid ve sican mezenterik arterlerinde asetilkolinin konsantrasyon bagimh gevsetici
etkisi, n=11-13.
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Asetilkolinin  maksimum gevsetici etkisinin ve pD, degerlerinin sican
mezenterik arterinde, sigir retinal ve sican karotid arterine oranla daha yiiksek diizeyde
oldugu gozlenmistir. Asetilkolin ile elde edilen maksimum gevsetici etki retinal arterde

en diisiik diizeydedir. (Tablo 4-1).

Tablo 4-1: izole sigir retinal, sican karotid ve mezenterik arterlerinde asetilkolin’in,
Emaks ve pD2 degerleri.

Asetilkolin
Emaks (%) pD2 n
Sigir retinal arteri 35,19+6,06 5,89+0,29 13
Sican karotid arteri 62,3615,69** 4,97i0,03* 11
Sican mezenterik arteri 96,24+1,07" 8,25+0,02"" 11

pD2: Maksimum gevseme yanitinin %350’sini olusturan konsantrasyonun (-) logaritma degeri (- log EC5).
Emaks :Maksimum gevseme yaniti.

n : izole arter sayisi.

"p<0,05 ve “"p<0,001; Retinal arterdeki gevseme yiizdesi ile karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli farklilig:
gostermektedir.

#p<0,001; Karotid arterdeki gevseme ylizdesi ile karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli farkliligt
gostermektedir.
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4.1.2.2. Diyabetik Dokularda Asetilkolin’in Gevsetici Etkisi

Diyabetik siganlardan izole edilen karotid ve mezenterik arterlerde asetilkolin ile
elde edilen maksimum gevseme yanitlari kontrole gore istatistiksel olarak anlamli
diizeyde azalma gostermektedir (Sekil 4-5). Asetilkolinin pD, degerleri kiyaslandiginda,
karotid arterde diyabetik ve kontrol gruplar1 arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark
bulunmamistir. Mezenterik arterde ise diyabetik grupta kontrole gore istatistiksel olarak
anlamli bir azalma goriilmistiir. Kontrol ve diyabetik arterlerde prostaglandin F5, ile
olusturulan prekontraksiyon diizeyleri arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark

bulunmamaktadir. (Tablo 4-2).
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Sekil 4-5: PGF,, (3x10°M - 3x10°M) ile prekontrakte edilmis kontrol ve diyabetik karotid
ve mezenterik arterlerinde asetilkolinin konsantrasyon bagimh gevsetici etkisi

*p<0,05, ~"p<0,001, “*p<0,0001 kontrol ile karsilastirildigimda, n=9-16.



Tablo 4-2: Kontrol ve diyabetik sicanlardan izole edilen karotid ve mezenterik arterinde
asetilkolin’in Ejakg ve pD2 degerleri

Asetilkolin
Prekontraksiyon Emaks pD2 n
(mN/mm) (%)
Karotid Arter
Kontrol 2,27+0,19 62,82+2,87 4,94+0,09 16
Diyabetik 2,3840,29 36,05£546  4,81%0,17 9
Mezenterik Arter
Kontrol 2,54+0,34 93,16+1,00 8,34+0,09 14
Diyabetik 3,0940,50 82,04+571  7,88+0,20° 9

pD2: Maksimum gevseme yanitinin %50’sini olusturan konsantrasyonun (-) logaritma degeri (- log EC5).
Emaks :Maksimum gevseme yanit1.
n : izole arter sayist.

*p<0,05, “p<0,0001: Kontrol ile karsilastirildiginda istatistiksel anlamh farkliligi gostermektedir.
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4.1.3. izole Retinal, Karotid ve Mezenterik Arterin Diiz Kas Gevseme Yanitlar

4.1.3.1. Kontrol Dokularda Sodyum Nitroprusiyat’in Gevsetici Etkisi

Prostaglandin F, (3x10°M - 3x10°M) ile prekontrakte edilmis izole sigir
retinal, sican karotid ve sigan mezenterik arterleri iizerine kiimiilatif olarak sodyum

nitroprusiyat (10"°M - 10*M) uygulanmas: konsantrasyon bagimli gevseme yanitlari

olusturmustur (Sekil 4-6).

—&— Sigir retinal arteri

—a— Sigan karotid arteri

—e— Sican mezenterik arteri

20-
40

604

Gevseme (%)

804

100 T T T T T T
10 9 8 7 6 5

Sodyum nitroprusiyat (-log M)

N

Sekil 4-6: PGF,, (3x10°M - 3x10°M) ile prekontrakte edilmis izole sigir retinal, sican
karotid ve sican mezenterik arterleri iizerinde sodyum nitroprusiyatin konsantrasyon

bagimh gevsetici etkisi, n=7-16
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Sodyum nitroprusiyatin maksimum gevsetici etkisinin sigan karotid ve
mezenterik arterinde benzerlik gosterdigi, sigir retinal arterinde ise her iki periferal
artere gore daha diisliik diizeyde oldugu goézlenmistir. Sodyum nitroprusiyatin pD,
degerinin ise sican mezenterik ve karotid arterinde birbiriyle benzer ve sigir retinal

arterine gore daha yiiksek oldugu belirlenmistir (Tablo 4-3).

Tablo 4-3: zole sigir retinal arteri, sican karotid ve mezenterik arterleri iizerinde sodyum
nitroprusiyat’in prekontraksiyon, Emaks ve pD2 degerleri.

Sodyum Nitroprusiyat
Emaks (%) pD2 n
Sigir retinal arteri 48,50+6,20 5,39+0,25 16
Sican karotid arteri 93,27+4.43" 7,24+0,20" 8
Sican mezenterik arteri 96,74+2,33" 8,09+0,16" 7

pD2: Maksimum gevseme yanitinin %350’sini olusturan konsantrasyonun (-) logaritma degeri (- log EC5).
Emaks :Maksimum gevseme yaniti.
n: Izole arter sayis1.

"p<0,001; Retinal arterdeki gevseme yiizdesi ile karsilagtnldiginda istatistiksel olarak anlamh farklilig:
gostermektedir.
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4.1.3.2. Diyabetik Dokularda Sodyum Nitroprusiyat’in Gevsetici Etkisi

Kontrol ve diyabetik sicanlardan izole edilen karotid ve mezenterik arterlerinde
sodyum nitroprusiyat’in maksimum gevsetici etkisi ve pD, degerleri istatistiksel olarak
anlaml bir farklihik gostermemistir. (Sekil 4-7, Tablo 4-4). Kontrol ve diyabetik
arterlerde prostaglandin F,, ile olusturulan prekontraksiyon diizeyleri de birbiri ile

uyumludur (Tablo 4-4).
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Karotid Arter
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Sekil 4-7: PGF,, (3x10"°M - 3x10°M) ile prekontrakte edilmis kontrol ve diyabetik karotid
ve mezenterik arterleri iizerinde sodyum nitroprusiyatin konsantrasyon bagimh gevsetici
etkisi, n=8-10



Tablo 4-4: Kontrol ve diyabetik sicanlardan izole edilen karotid ve mezenterik
arterlerinde sodyum nitroprusiyat’in, Eqaks ve pD2 degerleri

Sodyum Nitroprusiyat
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Prekontraksiyon Emaks pD2 n
(mN/mm) (%)
Karotid Arter
Kontrol 2,73+£0,38 94,75+2,98 7,50+0,10 10
Diyabetik 2,32+0,31 95,08+1,29 7,6710,10 9
Mezenterik Arter
Kontrol 2,38+0,44 95,49+1,39 7,96+0,08 10
Diyabetik 2,67£0,25 95,31+1,46 7,69+0,16 8

pD2: Maksimum gevseme yanitinin %50’sini olusturan konsantrasyonun (-) logaritma degeri (log EC5().

Emaks :Maksimum gevseme yanit1.

n : izole arter sayisi.
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4.1.4. izole Karotid ve Mezenterik Arterinde Prostaglandin F,,’nin Kastiric
Etkisinin incelenmesi

Kontrol ve diyabetik sicanlardan izole edilen karotid ve mezenterik arterleri
iizerine prostaglandin  Fy,’'nn  (10°M-10*M) kiimiilatif olarak uygulanmasi
konsantrasyon bagimli kasilmalara neden olmustur. Karotid arterde prostaglandin
F»,’nin maksimum kastirici etkisi kontrol ve diyabetik grup arasinda istatistiksel olarak
anlaml farklilik gostermemistir. Buna karsin mezenterik arterdeki maksimum kastirict
etkide anlaml1 bir azalma goriilmektedir. Ote yandan, prostaglandin F,, nin karotid ve
mezenterik arterlerdeki pD, degerleri, diyabetik grupta kontrole gore istatistiksel olarak

anlamli bir azalma gostermektedir. (Sekil 4-8, Tablo 4-5).
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Sekil 4-8: Kontrol ve diyabetik karotid ve mezenterik arterlerinde PGF,, (10'9 -10* M)
ile elde edilen konsantrasyon yanit egrileri

*p<0,05, **p<0,001 kontrol ile karsilastirildiginda, n=8-11.



Tablo 4-5: Kontrol ve diyabetik grubun izole karotid ve mezenterik arterlerinde
PGF,,’nin E ;s ve pD, degerleri.

Prostaglandin F,,
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Emaks (mN/mm) pD; n
Karotid Arter
Kontrol 3,4440,31 5,8610,10 11
Diyabetik 3,1440,23 5,21+0,09™ 10
Mezenterik Arter
Kontrol 5,4840,30 5,4610,07 10
Diyabetik 4,30+0,39" 5,00+0,13™ 8

pD,: Maksimum kasilma yanitinin %50’sini olusturan konsantrasyonun (-) logaritma degeri (- log ECsy).

E aks :Maksimum kasilma yaniti.

n : izole arter sayist.

*p<0,05, “p<0,001, ““p<0,0001: Kontrol ile karsilastirildiginda istatistiksel anlaml farkliig gostermektedir.
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4.1.5. Retinanin Etkisi

4.1.5.1. Kontrol Sican Retinasimin Sigir Retinal, Sican Karotid ve Mezenterik
Arterleri Uzerindeki Gevsetici Etkisi

Prostaglandin Fp, (3x10°M - 3x10°M) ile prekontrakte edilen izole sigir retinal,
sigan karotid ve sigcan mezenterik arterleri lizerine sigan retina dokusunun yerlestirilmesi
akut baslayan ve 6zellikle retinal ve mezenterik arterde bifazik karakter gosteren tam bir
gevseme yanitina neden olmustur (Sekil 4-9 ve 4-10). Retinal, karotid ve mezenterik
arterlerde sican retina dokusu ile elde edilen maksimum gevseme yanitlar1 benzer
diizeydedir, istatistiksel olarak anlamli bir farklilik goriilmemistir (Tablo 4-6). Retinaya
bagli gevseme yanitlari, retina dokusu izole arterlerin iizerinden kaldirildiginda
tamamen geriye donmektedir (Sekil 4-9). Ayrica retina dokusu ile sigir retinal arteri ile
sican karotid ve mezenterik arterlerinde elde edilen gevseme yanitlar tekrarlanabilir

ozelliktedir.

Izole sigir retinal arteri, sigan karotid arteri ve sican mezenterik arterlerinde
prostaglandin Fp, (3x10°M - 3x10°M) ile olusturulan prekontraksiyon diizeyleri
arasinda istatistiksel olarak  anlamli  bir = farklilik  bulunmamaktadir
(Sagir retinal arteri: 1,52+0,29 mN/mm, n=11; sigan karotid arteri: 2,134+0,32 mN/mm,
n=14; sigan mezenterik arteri: 2,41+0,34 mN/mm, n=16, p>0,05).
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Sekil 4-9: PGF,, (3x10°M - 3x10°M) ile prekontrakte edilmis A) izole sigir retinal, B)
sican karotid ve C) sican mezenterik arterleri iizerine sican retina dokusunun gevsetici
etKisi (orijinal trase).
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Sekil 4-10: PGF,, (3x10°M - 3x10'5M) ile kastirillmis s181r retinal, sican karotid ve sican
mezenterik arterleri iizerinde sican retinasinin gevsetici etkisi

R1: Retinaya bagli olarak goriilen ilk faz gevseme yanitinin % cinsinden degeri.
R2: Retinaya bagli olarak goriilen ikinci faz gevseme yanitinin % cinsinden degeri.
Emaks.: Retinaya bagl olarak goriilen toplam (maksimum) gevseme yanitinin (Epakg), % cinsinden degeri.

p>0,05,n=11-16
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Tablo 4-6: PGF2q ile prekontrakte edilen sigir retinal, sican karotid ve sican mezenterik
arterlerinde sican retinasi ile elde edilen gevseme yamitlari

Retinal Gevseme

R1 (%) R2 (%) n RT (%) n

Sigir retinal arteri 56.224+5.99 40.86+£7.02 8 94.86+4.10 11
Sican karotid arteri 43.68+9.33 38.84+8.48 7  86.29+2.56 16

Sican mezenterik arteri 56.18+7.30 32.34+7.27 10 89.87+1.16 16

R1: Retinaya bagli olarak goriilen ilk faz gevseme yanitinin % cinsinden degeri.
R2: Retinaya bagli olarak goriilen ikinci faz gevseme yanitinin % cinsinden degeri.
RT: Retinaya bagl olarak goriilen toplam (maksimum) gevseme yanitinin (E,.s) % cinsinden degeri.

n: 1zole arter sayis1.
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4.1.5.2. Diyabetik Sican Retinasinin Sigir Retinal, Sican Karotid ve Mezenterik
Arterleri Uzerindeki Gevsetici Etkisi

Prostaglandin Fp, (3x10°M - 3x10°M) ile prekontrakte edilen diyabetik karotid
ve mezenterik arterlerin {lizerine diyabetik sicanlardan izole edilen retina dokusunun
yerlestirilmesi kontrol dokularda oldugu gibi akut baslayan ve mezenterik arterde daha
belirgin olmak {izere, bifazik karakter gosteren tam bir gevseme yanitina neden
olmustur (Sekil 4-11). Diyabetik ve kontrol arterler arasinda retina kaynakli gevseme
yanitlarinin ilk faz, ikinci faz ve maksimum diizeyleri arasinda istatistiksel olarak

anlamli fark goriilmemistir (Sekil 4-12 ve Tablo 4-7).
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B) Diyabetik Karotid Arter
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Sekil 4-11: PGF2¢ (3x10°M - 3x10°M) ile kastirllmis karotid ve mezenterik arterlerde
kontrol (K) ve diyabetik retina (D) dokusunun etKisi
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Sekil 4-12: PGF,, (3x10°°M -3x10°M) ile kastirilmis kontrol ve diyabetik karotid ve

mezenterik arterler iizerine sirasiyla kontrol ve diyabetik retinalarin yerlestirilmesi
sonucu elde edilen gevseme yanitlari

R1: Retinaya bagli olarak goriilen ilk faz gevseme yanitinin % cinsinden degeri
R2: Retinaya bagli olarak goriilen ikinci faz gevseme yanitinin % cinsinden degeri.
Emaks.: Retinaya bagli olarak goriilen toplam (maksimum) gevseme yanitinin (Eaks), % cinsinden degeri.

p>0,05, n=8-9.
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Tablo 4-7: Kontrol ve diyabetik arterlerde PGF,, (3x10°M - 3x10°M) ile elde edilen
prekontraksiyon diizeyleri ve retina dokusuna bagh olarak olusan maksimum gevseme
yanitlar
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Prekontraksiyon Retinal Gevseme

(mN/mm) Emaks. (%) n
Karotid Arter
Kontrol 2,31+0,45 83,41+3,64 10
Diyabetik 2,24+0,21 77,17+1,40 8
Mezenterik Arter
Kontrol 2,45+0,44 91,25+2,24 8
Diyabetik 2,34+0,33 91,47+3,17 9

Emaks.: Retinaya bagli olarak goriilen toplam (maksimum) gevseme yanitinin (Eppaks) % cinsinden degeri.

n: izole arter sayisi
p>0,05: istatistiksel anlamlilik diizeyi.
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Ote yandan diyabetik sicanlardan izole edilen retinal doku, kontrol karotid ve
mezenterik arterde, kontrol retinal doku ile benzer diizeyde, gevseme yanitina neden

olmustur.

Kontrol karotid arter: diyabetik retina: %83,83+4,89, n:5;

kontrol retina: %80,39+3,79, n=8, p>0,05.

Kontrol mezenterik arter: diyabetik retina: %80,74+5,19, n=5,

kontrol retina: %91,25+2,24, n=8, p>0,05.

Paralel olarak, kontrol siganlardan izole edilen retinal doku diyabetik karotid ve

mezenterik arterde, diyabetik retina ile benzer diizeyde gevseme olusturmustur.

Diyabetik karotid arter: kontrol retina: %77,94+5,05, n=8

diyabetik retina: %77,17+1,40, n=8, p>0,05.

Diyabetik mezenterik arter: kontrol retina: %90,37+3,32, n=8

diyabetik retina: %91,47+3,17, n=9, p>0,05.
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Prostaglandin F,, (3x10°M) ile prekontrakte edilmis izole sigir retinal arteri
lizerine diyabetik sicanlardan izole edilmis retina dokusunun yerlestirilmesi kontrol
retina dokusu ile elde edildigi gibi akut baslayan tam bir gevseme yanitina neden
olmustur (Sekil 4-13). Sigir retinal arteri {izerinde diyabetik sican retinasi ile elde edilen
maksimum gevseme yanitlart kontrol retina ile elde edilen yanitlardan istatistiksel

olarak anlaml farklilik gostermemistir (Sekil 4-14).

A) Sigir Retinal Arteri B) Sigir Retinal Arteri
PGF,, (K)Retina + Retina - PGFy,  (D)Retina+  Retina-
| | | | | |
- e | .
( oty f .-J ."\-\_ y ,'.\' |
. | "\.\ ..
o 0,5 mN/mm | | \_L .
0,5 mN/mm | _ \_| d e
3 dk
3 dk

Sekil 4-13: PGF2¢, (3x10°M -3x10°M) ile kastirilms izole sigir retinal arterinde kontrol
(K) ve diyabetik retina (D) dokusunun etKisi
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I Diyabetik Retina
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Sekil 4-14: PGF2¢, 3x10-5M ile kastirilmus sigir retinal arteri iizerine kontrol ve diyabetik
sican retinalarin yerlestirilmesi sonucu elde edilen gevseme yamitlar:

R1: Retinaya bagl olarak goriilen ilk faz gevseme yanitinin % cinsinden degeri
R2: Retinaya bagl olarak gériilen ikinci faz gevseme yanitinin % cinsinden degeri.
Emaks.: Retinaya bagl olarak goriilen toplam (maksimum) gevseme yanitinin (Epakg), % cinsinden degeri.

p>0,05, n=4-6.
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4.1.6. Sigir Koroid Dokusunun Etkisinin Incelenmesi

Prostaglandin Fy, (3x10°M - 3x10°M) ile prekontrakte edilmis izole sigir
retinal, sican karotid ve sigan mezenterik arterleri iizerine si¢an retina dokusuna benzer
boyutta sigir koroid dokusunun yerlestirilmesi, sigan retinasindan farkli olarak, zayif bir

gevseme veya hafif bir kasilma yanitina neden olmustur (Sekil 4-15 ve 4-16, Tablo 4-8).
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C) Sican Mezenterik Arteri
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Sekil 4-15: PGF,, (3x10°M - 3x10” M) ile prekontrakte edilmis A) izole sigir retinal, B)
sican karotid ve C) sican mezenterik arterleri iizerinde sican retina ve sigir koroid
dokusunun etkisi (orijinal trase)
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10+ [ Karotid Arter
E= Mezenterik Arter
C 1
_10-
_20-

Sekil 4-16: PGF,,, (3x10°M-3x10-5M) ile kastirilmis sigir retinal, sican karotid ve sican
mezenterik arterleri iizerinde sigir koroid dokusunun etkisi (n=6-7)

Tablo 4-8: PGF,  ile prekontrakte edilmis sigir retinal, sican karotid ve sican mezenterik
arterlerinde koroid dokusunun etkisi

Koroid

% Yamt n
Sigir retinal arteri -6,37+7,35 6
Sican karotid arteri -1,02+4,24 7
Sican mezenterik arteri 1,49+8,07 6

Koroide bagli olusan toplam yanitin % cinsinden gosteriminde (-) degerler gevseme, (+) degerler ise kasilma
yoniindeki yanitlar1 ifade etmektedir.

n: {zole arter sayist.
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4.1.7. Retina Kaynakl Gevsetici Etkinin Mekanizmasinin Incelenmesi

4.1.7.1. Nitrik Oksit Sentaz inhibitorii L-NOARG’n Etkisi

NO sentez inhibitori, L-NOARG (10*M) varliginda sican karotid
(Sekil 4-17A ve Tablo 4-9) ve mezenterik arterinde (Sekil 4-17B ve Tablo 4-10) sican
retinasi ile elde edilen maksimum gevseme yanitlari ayn1 dokuda inhibitdr uygulamasi
oncesi elde edilen retinal gevseme yanitlar1 (kontrol) ile karsilastirildiginda istatistiksel

olarak anlamli bir fark gostermemistir.
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4.1.7.2. Guanilat Siklaz Inhibitérii ODQ’nun Etkisi

Guanilat siklaz inhibitori, ODQ (10°M) varliginda sigan karotid
(Sekil 4-18A ve Tablo 4-9) ve mezenterik arterinde (Sekil 4-18B ve Tablo 4-10) sican
retinasi ile maksimum gevseme yanitlar1 inhibitdr uygulamasi 6ncesi elde edilen retinal
gevseme yanitlar1 (kontrol) ile karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli bir fark

gostermemistir.






&9

4.1.7.3. Siklooksijenaz Inhibitérii Indometazinin Etkisi

Siklooksijenaz inhibitorii, indometazin (INDO, 10°M) varliginda sigan karotid
(Sekil 4-19A ve Tablo 4-9) ve mezenterik arterinde (Sekil 4-19B ve Tablo 4-10) sican
retinasi ile elde edilen maksimum gevseme yanitlar1 inhibitér uygulamasi dncesi elde
edilen retinal gevseme yanitlar1 (kontrol) ile karsilastirildiginda istatistiksel olarak

anlamli bir fark gostermemistir.
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Tablo 4-9: Cesitli inhibitorler ile inkiibe edilen izole karotid arterlerde PGF,, ile elde
edilen prekontraksiyon diizeyleri ve retina dokusuna bagh olarak olusan maksimum
gevseme yanitlar

Prekontraksiyon Emaks. (%) n
(mN/mm)

Kontrol 2,0240,39 79,77%£5,79 8
+L-NOARG (10'4M) 1,97+0,23 81,65%£6,30 8
Kontrol 2,41+0,47 79,62+5,44 6
+0ODQ (10'5M) 2,66+0,45 80,11£5,02 6
Kontrol 2,7510,21 76,13+7,15 6
+INDO. (10'5M) 2,17£0,25 75,81£7,60 6

Rpaks.: Retinaya bagli olarak goriilen toplam (maksimum) gevseme yanitinin (Ep,) % cinsinden degeri.

n: Izole arter sayisi
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Tablo 4-10: Cesitli inhibitorler ile inkiibe edilen izole mezenterik arterlerde PGF,, ile elde
edilen prekontraksiyon diizeyleri ve retina dokusuna bagh olarak olusan maksimum
gevseme yanitlari

Prekontraksiyon Emaks. (%) n
(mN/mm)

Kontrol 2,7310,37 87,76+2,38 7
+L-NOARG (10'4M) 2,88+0,40 87,83+3,22 7
Kontrol 2,87%£0,43 92,50+1,42 8
+0ODQ (10'5M) 2,9940,35 90,82+1,39 8
Kontrol 2,91£0,35 91,27+1,42 9
+INDO. (10'5M) 2,68+0,30 92,14+1,64 9

Rpaxs.: Retinaya bagli olarak goriilen toplam (maksimum) gevseme yanitinin (Ep,s) % cinsinden degeri.

n: Izole arter sayisi
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4.2. Histopatolojik ve Immiinohistokimyasal Incelemelerin Sonuclari

4.2.1. Dokularin Isik Mikroskobunda Incelenmesi

Kontrol ve diyabetik hayvanlardan izole edilen karotid arterlerin 151k
mikroskobunda incelenmesiyle elde edilen bulgularda diyabetik karotid arterlerin tunika
intima ve tunika media tabaklarinin genisliginin kontrollere gére oldukga azaldigi tespit

edilmistir (Sekil 4-20).

Kontrol ve diyabetik hayvanlardan izole edilen mezenterik arterlerin 151k
mikroskobunda incelenmesiyle elde edilen bulgularda, O6zellikle mezenterik yag
dokusunun diyabetik mezenterik arterlerde belirgin sekilde azaldigi ve damar
endoteliyle iliskili ve iliskisiz 16kositlerin varlig1 gozlenmistir. Yine endotel diizeninin

bozuldugu ve damar duvarinin inceldigi tespit edilmistir (Sekil 4-21).

Kontrol ve diyabetik gruplardan izole edilen retina dokusunun 151k mikroskobu
ile incelenmesi sonucu elde edilen bulgularda, diyabetik grupta 6zellikle gangliyonik
hiicre tabakasinda yer alan gangliyon hiicrelerinde morfolojik degisiklikler gozlenmis
ve bu tabaka ile i¢ niiklear tabaka (INT) hiicrelerinin olusturdugu dendritik i¢
pleksiform tabakasinin (IPT) gériiniisiiniin diyabetle birlikte bozuldugu ve dendritik
alanlarin genisledigi gozlenmistir. Diyabetik grupta kontrol ile karsilastirildiginda dis
niiklear tabakadaki (DNT) rod ve kon hiicreleri arasinda yer yer hiicre kayiplarinin ve

bozulmalarin oldugu goriilmiistiir (Sekil 4-22).
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Sekil 4-20: Kontrol (A) ve diyabetik (B) gruplardan izole edilen karotid arterlerin 151k
mikroskobunda goriiniimii

tunika intima (—), tunika media (P) ve tunika adventisya (A) n=4-6. Bar=50um.

Sekil 4-21: Kontrol (A) ve diyabetik (B) gruplardan izole edilen mezenterik arterlerin 151k
mikroskobunda goriiniimii

tunika intima (—), tunika media (»), tunika adventisya (A), yag dokusu (*), endotelle iligkili 16kositler (L)
n=4-6. Bar=50um.

Sekil 4-22: Kontrol (A) ve diyabetik (B) gruplardan izole edilen retina dokusunun 11k
mikroskobunda goriiniimii

gangliyonik hiicre tabakas1 (—), i¢ pleksiform tabaka (IPT), i¢ niiklear tabaka (P ), dis pleksiform tabaka (DPT),
dis niiklear tabaka (A) ile rod ve konlar (¥)n=4-6. Bar=50pum.
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4.2.2. Dokularin Elektron Mikroskobunda incelenmesi

Diyabetik karotid arterlerinde yapilan elektron mikroskobu incelemesinde
endotel hiicrelerinin olusturdugu endotel tabakasinin kontrol gruba gore genel yapisinin
bozuldugu ve yer yer endotele yapigsmis 16kositlerin bulundugu belirlenmistir. Diyabetik
karotid arterlerinde tunika media tabakasinda yer alan diiz kas hiicrelerinin yapilarinin
bozuldugu ve atrofiye oldugu, hiicrelerarasi baglantilarda hasarlarin olustugu

gozlenmisgtir (Sekil 4-23).

Diyabetik mezenterik arterlerde endotelle iliskili ve ayrica alt kas tabakasina
infiltre olmus lokositlerin varlig1 tespit edilmistir. Diyabetik grupta tunika intima
tabakasinin hemen altinda yer alan tunika media ,diiz kas hiicre tabakasinin, diizeninin

ve genel hiicresel yapinin bozuldugu goriilmiistiir (Sekil 4-24).

Diyabetik ve kontrol grubu hayvanlarindan izole edilen retina dokularinda
yapilan elektron mikroskobu incelemelerinde 6zellikle diyabetik grupta i¢ pleksiform
tabakalarinin kalinliginin azaldig1 ve i¢ niiklear tabakada yer alan bipolar ve horizontal
hiicrelerinin genel diizenlerinin ve yapilariin bozuldugu tespit edilmistir. D1s niiklear
tabakada yer alan hiicrelerin de genel diizenlerinin bozuldugu hiicrelerarasi
baglantilarinda hasarlar oldugu fakat kromatin yogunlugunun ve hiicre seklinin

diyabetik ve kontrol retina dokularinda benzer oldugu gorilmiistiir (Sekil 4-25 ve 4-26).
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A) B)

Sekil 4-23:Kontrol (A) ve diyabetik (B) karotid arterlerin elektron mikroskobunda
goriiniimii

Diiz kas hiicresi (P ), hiicrelerarasi alan (A) ve bag dokusu (bd), endotel hiicresi (eh) ve 16kosit (L) n=4-6. Bar=1 um.

A) B)

Sekil 4-24: Kontrol (A) ve diyabetik (B) mezenterik arterlerin elektron mikroskobunda
goriiniimii

Eritrositler (E), endotel hiicresi (eh),lokositler (L) ve diiz kas hiicresi (»), hiicrelerarasi alan (A) n=4-6. Bar= 1 pum.
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Sekil 4-25: Kontrol (A) ve diyabetik (B) retinalarin elektron mikroskobundaki goriiniimii

Rod ve konlar (RK),d1s niiklear tabaka (DNT) ile dis pleksiform tabaka (DPT), horizontal hiicre (Hh),
bipolar hiicre (Bh) ve i niiklear tabaka (INT) n=4-6. Bar= 2 um.

Sekil 4-26: Kontrol (A) ve diyabetik (B) retinalarin elektron mikroskobunda goriiniimii

I¢ niiklear tabaka (INT), dis pleksiform tabaka (DPT), bipolar hiicre (Bh),horizontal hiicre (Hh), bipolar hiicre (Bh)
ve dis niiklear tabaka (DNT) n=4-6 Bar= 1 pm.
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4.2.3. Dokularda immiinohistokimyasal inceleme Sonuclari

Diyabetik karotid arterde yapilan immiinohistokimyasal inceleme sonucunda,
endotel tabakasinda ve altindaki kas tabakasinda eNOS dagiliminin kontrol ile benzer
oldugu tespit edilmistir. iINOS dagiliminin ise diyabette yogun olarak tunika intima’ da
ve az miktarda da tunika adventisya’ da artmis oldugu belirlenmistir

(Sekil 4-27 ve 4-30).

Mezenterik arterde yapilan immiinohistokimyasal inceleme sonucunda,
diyabetle birlikte eNOS dagiliminin 6zellikle endotelde arttigi, iNOS dagiliminin ise
genel doku diizeyinde arttig1 belirlenmistir. (Sekil 4-28 ve 4-31).

Retina dokusu {iizerinde yapilan immiinohistokimyasal incelemede kontrol
grupta sadece gangliyonik hiicre katmaninda gozlenen zayif iNOS dagiliminin diyabetik
grupta belirgin sekilde yiikseldigi tespit edilmistir. Kontrol retina dokusunda genel doku
diizeyinde eNOS dagilimmin yiliksek oldugu gdzlenmistir. Diyabetik retinada ise
Ozellikle gangliyonik hiicre tabakasi ve i¢ niiklear tabaka hiicrelerinde eNOS
dagilimmin  belirgin  ve kontrole benzer diizeyde oldugu  goriilmiistiir

(Sekil 429 ve  4-32).
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A) B)

Sekil 4-27: Kontrol (A) ve diyabetik (B) karotid arterlerde eNOS dagilimi

n=4-6. Bar=50um.

Sekil 4-28: Kontrol (A) ve diyabetik (B) mezenterik arterlerde eNOS dagilimi

n=4-6. Bar=50um.

Sekil 4-29: Kontrol (A) ve diyabetik (B) retina dokularinda eNOS dagilimi

n=4-6. Bar=50pm.
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Sekil 4-30: Kontrol (A) ve diyabetik (B) karotid arterlerde iNOS dagilim

n=4-6. Bar=50um.

Sekil 4-31: Kontrol (A) ve diyabetik (B) mezenterik arterlerde iNOS dagilimi

n=4-6. Bar=50um.

Sekil 4-32: Kontrol (A) ve diyabetik (B) retina dokularinda iNOS dagilim

n=4-6. Bar=50um.



101

5. TARTISMA

Retinal gevsetici faktér (RRF), retinadan saliverilen ve retinal arter tonusunun
diizenlenmesinde rol oynadigi diisiiniilen ancak yapisi, etki mekanizmasi ve
patofizyolojik Onemi heniiz aydinlatilmamis olan yeni bir gevsetici faktordiir.
Calismamizda RRF’in etkisinin, vaskiiler sistemde ve gozde 6nemli komplikasyonlara
yol agabilen kardiyovaskiiler bir hastalik olan diyabette incelenmesi hedeflenmistir. Bu
amagla, streptozotosin ile diyabet olusturulan siganlardan izole edilen retina dokusunun
gevsetici etkisi (RRF’in etkisi) prostaglandin F,, ile kastirilmis olan sigan karotid ve
mezenterik arterleri ile sigir retinal arterinde, kontrol retinanin etkisi ile karsilastirmali
olarak incelenmistir. Ayrica, retinanin karotid ve mezenterik arterlerdeki gevsetici
etkisinin endotel ile iliskili mekanizmalar1 arastirilmistir. RRF etkisinin incelendigi
izole karotid, mezenterik ve retinal arterlerde endotel ve diiz kas fonksiyonlar1 da
belirlenmistir. Fonksiyonel c¢alismalara paralel olarak, kontrol ve diyabetik
hayvanlardan izole edilen arterler ve retina dokularinda 151k ve elektron mikroskoplari
altinda histopatolojik incelemeler yapilmis ve immiinohistokimyasal yontem ile eNOS

ve iNOS dagilimlar1 degerlendirilmistir.

Calismamizda ilk olarak, izole sican retinasinin si¢an karotid ve mezenterik
arterleri lizerindeki etkisi incelenmis ve sigir retinal arterindeki etkisi ile
karsilastinlmistir.  izole edilen arterlerin miyograf sistemine yerlestirilmesi ve
standardizasyonunun ardindan, endotel ve diiz kas aracili gevseme kapasiteleri
belirlenmistir. Retinanin etkisi prostaglandin F,, ile kastirilan izole karotid ve
mezenterik arterleri lizerine bir par¢a sigan retina dokusunun yerlestirilmesi ile
arastirilmistir. Elde etti§imiz bulgular, sigan karotid ve mezenterik arterinin daha giiclii
endotel ve diiz kas gevseme kapasiteleri ile sigir retinal arterinden farklilik gosterdigini
ancak sican retinasimnin her ii¢ arterde de tam bir gevseme yanitina neden oldugunu
ortaya koymustur. Prostaglandin F,, ile prekontrakte edilen arterlerden elde edilen
retina kaynakli gevseme yanitinin, mezenterik ve retinal arterde daha belirgin olmak
tizere, genellikle bifazik karakter gosterdigi ve periferal arterlerdeki (karotid ve

mezenterik) retinal gevseme yanitlarinin retinal arterde elde edilen gevseme yanitlar ile
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benzerlik gosterdigi gdzlenmistir. Gevsetici etki, retina dokusu kaldirildiginda tamamen
geriye donmekte ve tekrarlanabilir 6zellik gostermektedir. Bu bulgular, gerek retinal
arterde gerekse retinal arterden farkli dedektor arterlerde retinanin etkisinin incelendigi
diger caligmalarin sonuglariyla  uyumluluk gostermekte ve RRF ‘in varligim
desteklemektedir (Delaey ve Van de Voorde 1998, Boussery ve ark. 2002, Boussery ve
ark. 2002). Ancak, caligmamizda retina ile karotid ve mezenterik arterler lizerinde tama
yakin diizeyde gevsetici etki elde edilmesi, retinanin retinal arter disindaki damarlarda
daha diisiik diizeyde gevseme olusturdugunu bildiren c¢alismalardan farklilik
gostermektedir (Delaey ve Van de Voorde 1998, Boussery ve ark. 2002, Boussery ve
ark. 2002). Retinal arterin RRF’in etkisine karst daha duyarli oldugunu belirten bu
calismalara karsin, bulgularimiz RRF’in periferal ve retinal arterler iizerindeki etkisinin
benzer diizeyde oldugunu goéstermektedir. Buna gore, ¢alismamizin sonuglart RRF’in
daha genel bir gevsetici faktor olabilecegi goriisiinii desteklemektedir (Maenhaut ve ark.

2007).

Ote yandan, sigan retinasina benzer biiyiikliikteki sigir koroid dokusunun,
retinadan farkli olarak, karotid, mezenterik ve retinal arterler {izerinde zayif bir gevseme
veya kasilma yanitina neden olmasi retinal gevsemenin mekanik bir etki sonucu
olugmadigini ortaya koymustur. Bu bulgu, retina ve koroid dokusunun retinal arterdeki
etkisini karsilastiran diger ¢alismalarin sonuglari ile paralellik gostermektedir (Delaey

ve Van de Voorde 1998; Takir ve ark. 2005).

RRF’in retinal arterleri gevsetici etkisinde, bilinen endojen vazoaktif faktorler
olan, NO ve prostasiklinin rolii olmadig1 6ne siiriilmektedir (Delaey ve Van de Voorde
1998, Boussery ve ark. 2002, Boussery ve ark. 2002). Calismamizda sigan retinasi ile
sigan karotid ve mezenterik arterleri lizerinde elde edilen gevsetici etkide bu
mekanizmalarin rolii arastirilmis ve bu amagla, sican retina dokusu ile karotid ve
mezenterik arterler, NO sentaz inhibitorii L-NOARG, guanilat siklaz inhibitorii ODQ ve
siklooksijenaz inhibitorii indometazin ile inkiibe edilmislerdir. Karotid ve mezenterik
arterde inhibitorler varliginda elde edilen retinal gevseme yanitlarinin, inhibitor
oncesinde elde edilen kontrol yanitlardan farkli bulunmamasi, retina kaynakli gevsetici

etkinin NO ve prostasiklinden farkli bir mekanizma aracilifi ile gergeklestigini
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gostermektedir. Bu bulgular, gerek retinal arter gerekse farkli dedektor arterlerin (sigan
karotid arteri, fare aortasi) kullanildig1 diger calismalarda benzer inhibitorlerin
kullanilmast ya da endotel hasar1 olusturulmasi sonrasinda elde edilen retinal gevseme
yanitlar1 ile uyumluluk gdstermektedir (Delacy ve Van de Voorde 1998, Boussery ve

ark. 2002, Boussery ve ark. 2002; Takir ve ark. 2005).

Retina dokusu ile izole sican karotid ve mezenterik arterinde, retinal arterde elde
edilene benzer diizeyde ve Ozellikte, gevseme yanitinin olustugunun belirlenmesinin
ardindan hedefimiz dogrultusunda, diyabetin retina kaynakli gevsetici etkiyi ne yonde
etkileyecegi arastirilmistir. Diyabet, Wistar albino erkek siganlarda streptozotosin (STZ,
65 mg/kg, i.p.) injeksiyonu ile olusturulmus ve hayvanlar 8 hafta boyunca agirlik ve kan
glukoz diizeyleri agisindan takip edilmistir. Bu siire i¢erinde diyabetik olan si¢anlarda,
kontrol grubu (serum fizyolojik %0,9, i.p.) sicanlara oranla belirgin kilo kaybi ve
yliksek kan glukoz diizeyleri gézlenmistir. Olusturulan diyabetin diger gostergelerinden
olan serum insiilin diizeyleri ise 8 haftanin sonunda deneye alinan hayvanlardan
toplanan kan oOrneklerinde ol¢iilmiis ve diyabetik grupta serum insiilin diizeylerinin
kontrole gore olduke¢a diisiik diizeyde oldugu belirlenmistir. Diyabetik si¢anlarda elde
edilen bu veriler, STZ’nin kullanildig1 diger ¢alismalarda bildirilen diyabetik hayvan
ozellikleri ile paralellik gostermektedir (Miao ve ark. 2002).

Diyabetik hayvanlarda gozlenen retinal lezyonlarin insanlarda olusan diyabetik
retinopatiye benzerlik gosterdigi (Engerman ve Kern 1995) ve 6-8 haftalik diyabet
siiresi sonunda retinada olusan yapisal degisikliklerin diyabetik retinopati ile uyumlu
oldugu bildirilmektedir (Kaneko ve ark. 2007). 8 haftay1 gegen siirelerde ise gozde
diyabete bagli hasarin ilerledigi ve katarakt olustugu belirtilmektedir (Kaneko ve ark.
2007). Ote yandan, diyabetin vaskiiler sistemdeki etkilerinin de diyabet siiresi ile iliskili
olarak degistigi ve artan diyabet siiresinin endotel hasarinmi artirdigi rapor edilmektedir
(De Vriese ve ark. 2000,Schalkwijk ve Stehouwer 2005). Deneysel olarak olusturulan
diyabette damar endotel fonksiyonun 6-8 hastalik diyabet siireci sonunda azaldig:
(Soriano ve ark. 2001, Tawfik ve ark. 2006). 2-4 haftalik bekleme siireclerinde ise
endotel bagimli yanitlarda belirgin degisiklik olusmadig: bildirilmektedir (De Vriese ve

ark. 2000). Buna gore, ¢alismamizda uygulanan 8 haftalik diyabet siirecinin vaskiiler



104

sistem {izerinde diyabetin olusturdugu degisikliklerin goriilmesi ve diyabetik

retinopatinin gelismesi agisindan uygun oldugu goriilmektedir.

Sekiz haftanin sonunda anestezi edilen kontrol ve diyabetik sicanlarin karotid ve
mezenterik arterleri ile retina dokular1 izole edilmistir. Izole edilen arterlerin miyograf
sistemine yerlestirilmesi ve standardizasyonunun ardindan, endotel bagimli ve diiz kas
aracilikli gevseme kapasiteleri incelenmis ve prostaglandin F,,” ya karsi reaktiviteleri

belirlenmistir.

Diyabetik siganlardan izole edilen karotid ve mezenterik arterlerde asetilkolin ile
elde edilen endotel bagimli gevseme yanitlarinin kontrol grubun arterlerine gore
istatistiksel olarak anlamli diizeyde azaldigi belirlenmistir. Buna karsin, kontrol ve
diyabetik sicanlarin karotid ve mezenterik arterlerinde sodyum nitroprusiyat ile elde
edilen diiz kas gevseme yanitlarinin  istatistiksel olarak anlamhi bir farklilik
gostermedigi gozlenmistir. Elde ettigimiz bu bulgular, sicanlarda olusturulan 8 haftalik
deneysel diyabette endotel disfonksiyonun olustugunu ancak endotelden bagimsiz diiz
kas gevseme yanitlarinin degismedigini gostermekte ve benzer sonuglart rapor eden
deneysel caligsmalar ile paralellik géstermektedir (Makino ve ark. 2000, Miranda ve ark.
2000, Vallejo ve ark. 2000, Ishikawa ve ark. 2004, Ajay ve ark. 2006, Elmi ve ark.
2008). Ayrica, diyabetik sican karotid ve mezenterik arterlerinin endotel fonksiyonunda
gbzledigimiz bu azalma, diyabetin insanlarda endotel disfonksiyonuna neden oldugunu
bildiren ¢alismalar ile de uyumludur (Rizzoni ve ark. 2001). Buna karsin, literatiirdeki
bazi deneysel ¢aligmalarda ise, diyabetin endotel aracili yanitlar1 degistirmedigi rapor
edilmektedir (Huvers ve ark. 1999, Ghasemi ve ark. 2007, Hirabara ve ark. 2007).
Deneysel ¢aligmalarda goriilen bu farkliligin nedeninin diyabet olusturulma yontemi,
diyabet olusturulan hayvanlardaki bekleme siiresi ve incelenen damar yataginin farkl

olmast ile iliski oldugu diisiiniilmektedir.

Calismamizda kontrol ve diyabetik grubun karotid ve mezenterik arterlerinde
prostaglandin  F»,’nin  olusturdugu konsantrasyon bagimli kasilma yanitlar1 da

degerlendirilmistir. Prostaglandin F,, nin maksimum kastirict etkisi, karotid arterde
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kontrol ve diyabetik gruplar arasinda farklilik gostermemis ancak pD, degeri agisindan
diyabetik karotid arterde kontrole gore anlamli diizeyde bir azalma gdzlenmistir.
Mezenterik arterde ise, hem maksimum kasilma diizeyi hem de pD, degerlerinin
diyabetik grupta kontrole gore istatistiksel olarak anlamli diizeyde azaldig:
belirlenmistir. Calismamizda diyabetik hayvanlarin karotid ve mezenterik arterlerinin
kastirici ajana karst duyarhiliginda ve/veya maksimum cevapliliginda belirlenen bu
azalma, diyabette vaskiiler reaktivitenin azaldigim1 gosteren diger caligsmalar ile
parallellik gostermektedir (Bucci ve ark. 2004, Ma ve ark. 2008). Baz1 deneysel
calismalarda ise, diyabetik arterlerde kastirici ajanlara karsi vaskiiler reaktivitenin
degismedigi veya arttig1 bildirilmektedir (Ajay ve ark. 2006, Ajay ve Mustafa 2006). Bu
farkliligin sebebinin, incelenen damar yatagi, diyabet siiresi ve etkisi incelenen kastirici

ajan ile iligkili oldugu diisiiniilmektedir.

Endotel ve diiz kas gevseme kapasiteleri ile prostaglandin F,, ‘ya Kkarsi
reaktivitesi belirlenen diyabetik ve kontrol sicanlarin karotid ve mezenterik arterlerinde,
retinanin gevsetici etkisi incelenmistir. Retinanin etkisi prostaglandin F», ile kastirilan
izole karotid ve mezenterik arterleri {izerine bir parca sigan retina dokusunun
yerlestirilmesi ile arastirilmistir. Kontrol retinanin gevsetici etkisi kontrol karotid ve
mezenterik arterlerinde, diyabetik retina dokusunun gevsetici etkisi ise diyabetik karotid
ve mezenterik arterler iizerinde incelenmistir. Bunun yanisira, diyabetik retinanin
kontrol arterlerde, kontrol retinanin ise diyabetik arterlerdeki etkisi de arastirilmistir.
Diyabetik retina ile elde edilen gevseme yanitlari, kontrol retinada oldugu gibi, hizla
baslamis ve mezenterik arterde daha fazla olmak iizere, bifazik bir karakter gdstermistir.
Diyabetik sican retinasi ile diyabetik karotid ve mezenterik arterlerinde alinan gevseme
yanitlari, kontrol retinanin kontrol arterlerdeki gevseme yanitlari ile istatistiksel olarak
anlaml bir farklilik gostermemistir. Paralel olarak, diyabetik retinanin kontrol arterler
tizerindeki etkisi kontrol retinadan, kontrol retinanin diyabetik arterler iizerindeki etkisi

de diyabetik retinadan farkli bulunmamastir.

Ayrica, kontrol ve diyabetik sican retinasinin izole sigir retinal arteri tizerindeki
etkisi de incelenmistir. Prostaglandin F,, ile prekontrakte edilen sigir retinal arterinde

diyabetik ve kontrol retinanin etkisi paralel olarak incelenmis ve elde edilen retinal
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gevseme yanitlar1 karsilastirilmistir. Izole sigir retinal arterinde, kontrol ve diyabetik
siganlardan izole edilen retinalarin gevsetici etkisinde herhangi bir farklilik olmadigi

gbzlenmistir.

Elde edilen bu bulgular, retina kaynakli gevsetici etkinin diyabet varliginda
herhangi bir degisiklik gostermedigini ortaya koymakta ve azalan endotel fonksiyonuna
karsin RRF’in kompensatuvar bir mekanizma ile arter tonusunun diizenlenmesinde
roliiniin olabilecegini diisiindiirmektedir. Endotel disfonksiyonunun gelistigi ve vaskiiler
reaktivitenin bozuldugu belirlenen diyabetik kosulda RRF’in etkinliginin degismemis
olmasi, RRF’in saliverildigi retinal hiicrelerin diyabetten etkilenmedigini ya da RRF’in
vaskiiler diiz kas1 gevsetici etki mekanizmasinin diyabetle indiiklenen patofizyolojik

olaylardan etkilenmedigini diisiindiirmektedir.

Retina kaynakli gevsetici etkinin mekanizmast heniiz tam olarak
aydmlatilmamistir. RRF’in, retinal arter toniisiinii regiile ettigi bilinen retinal ve endotel
kaynakli vazoaktif maddelerden farkli oldugu ve gevsetici etkisinde hiicre i¢i kalsiyum
diizeyini regiile eden mekanizmalarin rolii oldugu diisiiniilmektedir. Bugiine kadar elde
edilen bulgular retinanin gevsetici etkisinde, hiicre i¢inden hiicre disina kalsiyum
¢ikisindan sorumlu plazmalemmal Ca™ ATP az pompasinin aktivasyonunun (Boussery
ve ark. 2002) ve damar diiz kasinin kalsiyuma kars1 duyarliliginin azaltilmasinin (Takir
ve ark. 2006a) rol oynadigini ileri siirmektedir. Ayrica, laboratuvarimizda yiiriitiilen bir
calismada, rho kinaz yolaginin spesifik inhibitérii Y27632 ile retinal arterde RRF’e
benzer maksimumda ve Ozellikte gevseme yanit1 alinmis ve retina kaynakli gevsetici
etkinin mekanizmasinin rho-kinaz yolagimin inhibisyonu ile iliskili olabilecegi
distiniilmiistir ~ (Yaymlanmamis  bulgular). Diiz  kasin  kalsiyuma  karsi
duyarlilagtirilmasinda etkin rol oynayan rho kinaz yolagmin aktivitesinin bazi damar
yataklarinda (Or: serebral sirkiilasyon) diyabet varliginda arttig1 gosterilmis (Didion ve
ark. 2005) ve bu yolagin diyabette endotel disfonksiyonuna aracilik eden
mekanizmalarda (serbest radikal olusumu, NO aracili yanitlarin azalmasi) rol oynadigi
One siirlilmiistir (Budzyn ve ark. 2006). Bu bulgulara paralel olarak, Rho kinaz
inhibitorlerinin diyabetik damarlarda daha belirgin bir gevseme olusturdugu (Didion ve

ark. 2005) ve ayrica diyabetik damarlardaki endotel disfonksiyonunu geriye
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dondiirdiigii rapor edilmistir (Shah ve Singh 2006). Buna karsin, diyabetik farelerin
korpus kavernosumunda yapilan bir ¢alismada ise, Rho kinaz inhibitorii Y27632 nin
etkisinin diyabete bagli olarak degismedigi gosterilmistir (Buyukafsar ve Un 2003).
Retinal sirkiilasyonda ise Rho kinaz yolaginin aktivitesinin ve Rho kinaz
inhibitdrlerinin retinal arterleri gevsetici etkisinin diyabette ne yonde degistigi heniiz
bilinmemektedir. Bazi calismalarda, spesifik Rho kinaz inhibitorii olan fasudilin ve
kolesterol sentezini engellemek suretiyle Rho kinaz yolagini inhibe eden fluvastatinin
diyabetin erken doneminde ekspresyonu artan VEGF olusumunu engellemek suretiyle
diyabetik retinopatinin tedavisinde etkili olabilecegi ileri siiriilmiis ve bu verilere gore
Rho kinaz yolaginin diyabetik retinopatide rol oynadig1 ongiiriilmiistiir (Yokota ve ark.
2007, Hata ve ark. 2008). Buna gore, ¢alismanin bundan sonraki asamasinda diyabetik
retinada rho kinaz ekspresyonunun ve diyabetik arterlerde rho kinaz inhibitorii Y27632°
nin gevsetici etkisinin karsilastirilmasi planlanmakta ve elde edilecek bulgularin RRF’in

diyabette korunan gevsetici etkisini agiklayici olacagi diisiintilmektedir.

Diyabetin patofizyolojisinde 6nemli rol oynayan endotel disfonksiyonunun
varligr calismamizda diyabetik sican karotid ve mezenterik arterlerde ylriitiilen
fonksiyonel c¢alismalar ile gosterilmistir. Bu ¢alismalar1 tamamlayici nitelikte, izole
edilen karotid ve mezenterik arterleri ile retina dokusunda 1sitk ve elektron
mikroskobunda histopatolojik incelemeler yapilmis ve diyabete iliskin yapisal
degisiklikler belirlenmistir. Ayrica, diyabette goriilen patofizyolojik degisikliklerin
mekanizmasi ile ilgili olarak immiinohistokimyasal yontem ile kontrol ve diyabetik

arterler ile retina dokusunun eNOS ve iNOS dagilimlar1 incelenerek karsilastirilmistir.

Karotid arterde 151k mikroskobu ile yapilan incelemelerde diyabetik grupta diiz
kasin tunika intima ve tunika media tabakalarinin genisliginde kontrol gubuna gore bir
azalma oldugu ve endotel biitlinliigiinde bir bozulma oldugu tespit edilmistir. Elektron
mikroskobu incelemelerinde ise diyabetik karotid arterinde endotel tabakasinin hiicresel
yapisinin  bozuldugu endotelde 16kosit adhezyonu ve akiimiilasyonu olustugu
gozlenmistir. Ayrica, tunika media tabakasinda yer alan diiz kas hiicrelerinin yapilarinin
bozuldugu ve atrofiye olduklari, hiicreler arast baglantilarda hasarin olustugu

gozlenmistir.
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Mezenterik arterde 151k mikroskobu ile yapilan incelemelerde ise, diyabetik
grupta kontrole gore yag dokusunun belirgin sekilde azaldigi, endotel tabakasinin
diizeninin bozuldugu, endotelde 16kosit adhezyonunun olustugu ve damar duvarinin
inceldigi goriilmiistiir. Elektron mikroskobu incelemelerinde de yine diyabetik grupta
genel hiicresel yapiin diizeninin bozuldugu ve 16kosit infiltrasyonu sonucu o6zellikle

diiz kas tabakasina infiltre olmus olan 16kositlerin varlig1 gézlenmistir.

Elde edilen bu histopatolojik bulgular, karotid ve mezenterik arterde diyabete
bagl olarak gelisen endotel hasarini ve diiz kasta gelisen yapisal degisiklikleri ortaya
koymaktadir. Bu bulgular, diyabetik arterlerde endotel tabakasinin diizeninin
bozuldugunu, l6kosit infiltrasyonunun olustugunu ve diiz kas yapisinin degistigini
ortaya koyan diger calismalarin sonuglar ile paralellik gostermektedir (Matsuoka ve
ark. 2005, Sotnikova ve ark. 2006, Wang ve ark. 2006, Akgun-Dar ve ark. 2007). Elde
edilen bu histopatolojik sonuglar, diyabetik karotid ve mezenterik arterde endotel
kaynakli gevseme yanitlarinin ve kastirici ajana karst duyarliligin azaldigini gosteren

fonksiyonel bulgularimiz ile 6rtiismektedir.

Retina dokusunun 151tk mikroskobunda yapilan incelenmeleri sonucunda,
diyabetik grupta ozellikle gangliyonik hiicrelerde yapisal degisikliklerin oldugu, i¢
pleksiform tabakasinin goriiniigiiniin bozuldugu, dentritik alanlarin genigledigi ve dis
niikleer tabakadaki rod ve kon hiicreleri arasinda yer yer hiicre kayiplar1 ve yapisal
hasarin oldugu gozlenmistir. Elektron mikroskobu incelemelerinde ise diyabetik
retinada kontrole gore, i¢ pleksiform tabakasinin kalinliginin azaldigi, dis niikleer
tabakada kromatin yogunlugunun ve hiicre seklinin korunmasina ragmen hiicrelerarasi
baglantilarin bozuldugu ve i¢ niikleer tabakadaki bipolar ve horizontal hiicrelerin genel
diizenlerinin ve yapilarinin da bozuldugu tespit edilmistir. Retinanin histopatolojik
olarak incelenmesi sonucu elde edilen bu bulgular, deneysel diyabetin retinadaki
etkilerini inceleyen benzeri ¢aligmalarin verileri ile parallellik gostermektedir (Mizutani
ve ark. 1996, Qin ve ark. 2006, Gardiner ve ark. 2007, Yulek ve ark. 2007). Retina
dokusunda belirlenen bu yapisal degisikler, sicanlarda STZ ile olusturdugumuz diyabet

modelinde, diyabetik retinopatinin gelisimini destekleyici Ozelliktedir. Buna gore,
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fonksiyonel bulgularda diyabetik retinanin periferal (karotid ve mezenterik) ve retinal
damarlar1 gevsetici etkisinin degismemesi, RRF’in saliverildigi hiicrelerin diyabette
belirgin diizeyde hasar gérmemesi ile iligkili olabilir. RRF’in retinada hangi hiicrelerden

saliverildigi ise heniiz bilinmemektedir.

Diyabette goriilen patofizyolojik degisikliklerin mekanizmasi ile ilgili olarak
immiinohistokimyasal yontem ile kontrol ve diyabetik arterler ile retina dokusunda
eNOS ve iNOS dagilimlar1 incelenmistir. Diyabetik karotid arterde endotel ve altindaki
kas tabakasinda eNOS dagilimmin kontrol ile benzer diizeyde oldugu gozlenmistir.
Mezenterik arterde ise, eNOS dagilimmnin diyabetik grupta 6zellikle endotelde arttigi
tespit edilmistir. Yapilan diger calismalarda da diyabetik arterlerde eNOS diizeylerinde
bir degisiklik olmadig1 veya eNOS dagiliminin ve ekspresyonunun arttig1 bildilmektedir
(Hink ve ark. 2001, Bucci ve ark. 2004, Kobayashi ve ark. 2004, Zanetti ve ark. 2005).
Buna karsin, diyabette eNOS ekspresyonunun azaldigini ve azalan NO diizeylerinin
endotel disfonksiyonu ile iligkili oldugunu gosteren ¢alismalarda bulunmaktadir
(Ibrahim ve ark. 2005, Nagareddy ve ark. 2005). Bu durumda, ¢alismamizda diyabetik
karotid arterde gozlenen degismemis eNOS dagilimi ve diyabetik mezenterik arterde
gozlenen artmig eNOS dagilimi, fonksiyonel olarak bu arterlerde gozledigimiz endotel
kaynakli gevseme yanitlarindaki azalma ile celiskili gériinmektedir. Ancak, asetilkolin
ile alnan endotel kaynakli gevseme yanitlarinda azalma olusurken  eNOS
ekspresyonunun yliksek bulundugu bildirilen bagka ¢aligmalarda bulunmaktadir (Hink
ve ark. 2001). Diyabette artan oksidatif stresin serbest radikallerin olusumu artirdig1 ve
NO’nun serbest radikaller ile birleserek peroksinitrit (ONOO") olusumuna neden oldugu
bilinmektedir. ONOO™ ve diger serbest radikallerin ise NO’ nun inaktivasyonuna neden
olarak biyoyararlanimini azalttigi bildirilmektedir (Kossenjans ve ark. 2000, Hink ve
ark. 2001). Ayrica, diyabette artan serbest radikallerin NO sentezinde kofaktor olarak
rol oynayan tetrahidrobiopterinin (BH4) oksidasyonuna neden olarak inaktif hale
getirdigi ve bu durumun eNOS kenetsizlesmesine (uncoupling) neden oldugu
bildirilmektedir. Kenetsizlesen eNOS’un disfonksiyonel oldugu ve NO {iretmek yerine
stiperoksit olusuma neden oldugu belirtilmektedir (Milstien ve Katusic 1999, Hink ve
ark. 2001). Buna gore calismamizda, diyabetik karotid ve mezenterik arterde kontrole

gore degismemis veya artmis bulunan eNOS dagilimina karsin endotel aracili gevseme



110

yanitlarin azalmis olmasmin diyabette artmis oksidatif stresin sonucu azalan NO

biyoyararlanimi ve disfonksiyonel eNOS olusumu ile iligkili oldugu diisiintilmektedir.

Kontrol ve diyabetik retina dokularinin eNOS dagilimi agisindan incelenmeleri
ise kontrol retinada genel doku diizeyinde yiiksek olan eNOS dagiliminin diyabette
korundugu ayrica, diyabette 6zellikle gangliyonik ve i¢ niikleer tabaka hiicrelerinde
belirgin oldugu gosterilmistir. Diyabetik retinada degismemis eNOS dagilimi veya
ekspresyonu yapilan diger bazi g¢aligmalarda da rapor edilmekte ve bulgularimizi
desteklemektedir (Cukiernik ve ark. 2004). Bunun yanisira bazi ¢aligmalarda retinal
eNOS ekspresyonunun diyabette VEGF aracilikli bir mekanizma ile arttig1 ve bu artisin
diyabetik retinopati olusumunda rol oynayabilecegi bildirilmektedir (Joussen ve ark.

2002b, Caldwell ve ark. 2005).

Arterlerinin iNOS dagilimi yoniinden incelenmesi ise diyabetik karotid arterde
kontrole gore iNOS dagiliminin yogun olarak tunika intimada ve az miktarda tunika
adventisyada artmis oldugunu gostermistir. Mezenterik arterde yapilan iNOS dagilimi
incelenmesi sonucunda ise diyabetle birlikte iNOS dagiliminin genel doku diizeyinde
belirgin diizeyde arttifi gozlenmistir. Bu bulgular, deneysel diyabette vaskiiler diiz
kaslarda iNOS ekspresyonunun ve aktivitesinin arttigini gosteren diger ¢aligmalar ile
desteklenmektedir (Bardell ve MacLeod 2001, Cignarella ve ark. 2006, Takahashi ve
ark. 2008). iNOS, konstitiitif NOS’lara (eNOS ve nNOS) oranla daha yiiksek
miktarlarda NO olusumuna aracilik eden bir enzimdir. Ancak, diyabetik kosullarda
serbest radikaller olusumunun artmasi sebebiyle iNOS etkisiyle olusan asir1 miktardaki
NO’nun biyoyararlaniminin azaldigi ileri siiriilmektedir. Ayrica, serbest radikallerin NO
ile etkilesimi sonucu olusan ONOO ‘in damar reaktivitesi ilizerinde direkt inhibitor
etkilerinin oldugu ve diyabette azalan vaskiiler reaktivitede rol oynadigi bildirilmektedir
(Villa ve ark. 1994, Benkusky ve ark. 1999). Bununla birlikte, baz1 ¢alismalarda da
iINOS etkisi ile olusan asirt NO’nun diyabette damar reaktivitesinde gozlenen
inhibisyonda etkili olabilecegi one stirlilmektedir (Nagareddy ve ark. 2005, Kitayama ve
ark. 2006). Bu bilgiler dogrultusunda, ¢alismamizda diyabetik karotid ve mezenterik
arterinde gozlenen endotel disfonksiyonu ve azalan vaskiiler reaktivitenin iNOS

dagilimindaki artis ile iligkili olabilecegi diistiniilmektedir.
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Kontrol ve diyabetik retinalarda incelenen iNOS dagilimlarinda ise kontrol
retinada sadece gangliyonik hiicre katmaninda gozlenen zayif iINOS dagiliminin
diyabetik grupta belirgin diizeyde arttig1 tespit edilmistir. Diyabetik retinopati iizerinde
yapilan ¢esitli calismalarda diyabetik retina dokusunda iNOS dagiliminin ve
ekspresyonunun arttig1 gosterilmis ve bu artisin diyabetik retinopatinin patojenezinde
rol oynayan hiicresel mekanizmalar etkisinde gergeklestigi bildirilmistir (Du ve ark.
2004, Kern 2007, Zheng ve ark. 2007). Buna gore calismamizda diyabetik retina
dokusunda kontrole gore iNOS dagiliminin artmig olmasi, diyabetik retinopatinin

olusumunun bir gostergesi olarak degerlendirilmektedir.

Diyabetik retinopatinin varliginin histopatolojik ve immunohistokimyasal
sonuglar ile desteklenirken fonksiyonel bulgularimizda diyabetik retina ile elde
ettigimiz retina kaynakli gevseme yanitlarinin hem retinal hem de periferal (karotid ve
mezenterik) arterlerde kontrol retina yanitlar1 ile benzer olusu dikkat cekicidir. Bu
bulgular, RRF’in, etkisinin diyabetik retinopatide degismedigini diisiindiirmektedir.
Diyabette retinal kan akiminin azaldigr gozlenmektedir. Bu azalmanin retinal
mikrosirkiilasyonda artan damar direnci ve endotel bagimli yanitlardaki bozulma ile
iliskili oldugu bildirilmektedir (Clermont ve Bursell, 2007). Diyabetik si¢anlarin retinal
damarlarinda NO’ya kars1 cevapliligin azaldigr gozlenmis ve bu azalmanin endotelin-1,
angiotensin II gibi vazokonstriktor maddelerin olusumlarindaki artis ve oksidadif strese
bagli olarak eNOS aktivitesindeki azalma ile iligkili oldugu ileri siiriilmiistiir (Clermont
ve Bursell, 2007). Buna gore, calismamizda RRF’in gevsetici etkisinin diyabette
degismediginin gbézlenmesi, NO’dan farkli oldugu one siiriilen bu gevsetici faktoriin
diyabette bozulan retinal sirkiilasyonun idamesinde kompensatuvar bir roliiniin

olabilecegini diisiindiirmektedir.

Sonu¢ olarak, retina kaynakli gevsetici faktoriin etkisinin incelendigi bu
calismada elde ettigimiz bulgular, sican retinasinin si8ir retinal arteri ile sigan karotid ve
mezenterik arterleri lizerinde benzer diizeyde gevseme yaniti olusturdugunu gostermis
ve RRF’in daha genel bir gevsetici faktor olabilecegi goriisiinii desteklemistir. Sican
retinasi ile karotid ve mezenterik arterde elde edilen retinal gevseme yanitinin NO ve

prostasiklinden bagimsiz oldugu belirlenmis ve bu sonucun retinanin retinal arterdeki
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gevsetici etki mekanizmasi ile paralellik gosterdigi belirlenmistir. Diyabette RRF’in
etkinligi arastirllmis ve STZ ile diyabet olusturulan siganlarin retinalarinin hem
periferal (karotid ve mezenterik) hem de retinal damarlar iizerindeki etkisi incelenmistir.
Diyabetik siganlardan izole edilen karotid ve mezenterik arterlerde fonksiyonel olarak
belirledigimiz endotel disfonksiyonu, bu arterlerde diyabet olusumuna iligkin yapisal
degisiklikleri gosteren histopatolojik bulgular ile desteklenmistir. Ayrica, diyabetik
arterlerde kontrole gore genellikle artmis bulunan eNOS ve iNOS dagilimlari, diyabetin
incelenen bu dokular lizerinde olusturdugu hiicresel hasar1 ve azalmis bulunan vaskiiler
reaktivite bulgularmi destekleyici 6zelliktedir. Ote yandan, diyabetik retina dokusunda
belirlenen yapisal degisikler ve iNOS dagiliminda gbzlenen artis, sicanlarda olusturulan
8 haftalik diyabette, diyabetik retinopatinin gelisimini desteklemektedir. Bununla
birlikte, diyabetik retinanin diyabetik karotid ve mezenterik arterlerindeki gevsetici
etkisinin, kontrol (normal) retinanin kontrol arterler iizerindeki gevsetici etkisi ile
benzer oldugu bulunmustur. Ayrica, sigir retinal arteri iizerinde diyabetik ve kontrol
retinalarinin gevsetici etkileri de farkli bulunmamistir. Bu bulgular, diyabetik retinadan
saliverilen RRF’in gevsetici etkisinin gerek endotel disfonksiyonun gelistigi belirlenen
diyabetik periferal arterlerde gerekse retinal arterde degismedigini gostermektedir.
RRF’in retinada hangi hiicrelerden saliverildigi ve damar diiz kasmmi hangi
mekanizmalar araciligi ile gevsettigi heniiz aydinlatilmamistir. Ancak, diyabette RRF’in
gevsetici etkinliginin degismemis olmasmin, bu faktoriin retinadan saliverildigi
hiicrelerin diyabet olusumuna bagl yapisal degisiklik gostermemesi ve/veya hiicresel
etki mekanizmasimnin  diyabetten etkilenmemis olmas1i ile iliskili oldugu
diisiiniilmektedir. Ayrica, retinal sirkiilasyonu olumsuz yonde etkileyen bir patolojik
durum olan diyabette RRF’in gevsetici etkisinin korunmus olmasi, RRF’in retinal
arterin toniisiiniin ve retinal kan akiminin regiilasyonunda kompensatuvar bir roliiniin
olabilecegini  diisiindiirmektedir. Sonuc¢larimizin  RFF’in  sentezi, salgilanmasi,
tanimlanmasi1 ve etki mekanizmasinin aydinlatilmasina yonelik olarak yapilacak gelecek

caligmalara yon verecegi diigiiniilmektedir.
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