T.C.
SELCUK UNIVERSITESI
SAGLIK BILIMLERI ENSTITUSU

DENEYSEL DiYABETTE DIiSi SICAN AORTUNDA
TGF p1 EKSPRESYONUNUN DEGERLENDIRILMESI
ve AORT KATMANLARININ OLCUMLERININ
KARSILASTIRILMASI

Gokhan CUCE

DOKTORA TEZi

HISTOLOJI VE EMBRIYOLOJI (TIP)
ANABILIM DALI

Damisman

Prof. Dr. Serpil KALKAN

KONYA-2010



T.C.
SELCUK UNIVERSITESI
SAGLIK BILIMLERI ENSTITUSU

DENEYSEL DiYABETTE DIiSi SICAN AORTUNDA
TGF p1 EKSPRESYONUNUN DEGERLENDIRILMESI
ve AORT KATMANLARININ OLCUMLERININ
KARSILASTIRILMASI

Gokhan CUCE

DOKTORA TEZi

HISTOLOJI VE EMBRIYOLOJI (TIP)
ANABILIM DALI

Damisman

Prof. Dr. Serpil KALKAN

Bu arastirma Selguk Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Koordinatorliigii

tarafindan 09202041 proje numarasi ile desteklenmistir.

KONYA-2010



S.U. Saghk Bilimleri Enstitiisii Miidiirligii'ne

Gokhan CUCE tarafindan savunulan bu ¢alisma, jiirimiz tarafindan Histoloji ve

Embriyoloji (TIP) Anabilim Dalinda Doktera Tezi olarak oy coklugu ile kabul edilmistir.

Juiri Baskani:

Danigman:

Uye:

Uye:

Uve:

s

ONAY:

Bu

Yonetmenligi’nin ilgili maddeleri uyarinca yukaridaki jiiri

uvgun goriillmiis ve Enstitl

Prof. Dr. Taner ZIYLm'ﬁé

Selcuk Universitesi

Prof. Dr. Serpil KALKAN /7
Selcuk Universitesi

Prof. Dr. Sait POLAT
Cukurova Universites

Dog. Dr. Ender ERDOGAD
Selcuk Universitesi

Dog. Dr. Murad AKTA
Selcuk Universitesi

Seleuk  Universitesi ~ Lisansiistii

iyeleri

Yonetim  Kurulu

sayili karariyla kabul edilmistir.

tarih ve

Egitim-Ogretim

tarafindan

Prof. Dr. Orhan CETIN
Saglik Bilimleri Enstitli Miidiirti



ii. ONSOZ

Doktora egitimimin ve tez hazirliginin her asamasinda deste8iyle her tiirlii
zorluklarin iistesinden gelmemi saglayan Anabilim Dali Baskanimiz Prof. Dr. Hasan
Ciice’ye, doktora egitimim boyunca yardim ve desteklerini esirgemeyen sayin
hocalarim Prof. Dr. Selcuk Duman, Prof. Dr. Aydan Canbilen ve Dog¢ Dr. Tahsin

Murad Aktan’a tesekkiirlerimi arz ederim.

Tez caligmam sirasinda yardimlarini esirgemeyen Patoloji Anabilim Dali
Ogretim Uyesi Yard. Do¢. Dr. Hasan Esen’e ve Histoloji- Embriyoloji
Anabilimdali’nda birlikte egitim aldigimiz biitiin arkadaglarima, tezimle ilgili biitiin
harcamalar1  karsilayan Selguk  Universitesi Bilimsel Arastirma  Projeleri
Koordinatorliigli’ne, sevgi ve 6zveriyle bugiinlere gelmemi saglayan ve her zaman

yanimda olan aileme tesekkdirii borg bilirim.



iii. ICINDEKILER

1. GIRiS

1.2.

1.2.1.
1.2.2.
1.2.3.
1.2.4.

1.2.5.

1.3.
1.3.

1.3.1.

1.4.

1.4.1.
1.4.2.

L.5.

1.5.1.
1.5.2.
1.5.3.
1.54.
1.5.5.

1.6.

Dolasim Sistemi Histolojisi
Kan Damarlar1 Bilegenleri
Kan Damarlar1 Genel Yapisi
Arterler

Elastik Arterler

Tunika intima

Tunika Media

Tunika Adventisya

Aortun Yapist

Dolasim Sistemi Embriyolojisi
Kalbin Geligimi

Damarlarin Gelismesi

Aorta Anatomisi

Pars Thoracicae Aortae

Pars Abdominalis Aortae
Diabetes Mellitus

Tip 1 Diabetes Mellitus

Tip 2 Diabetes Mellitus
Diabetes Mellitus’un Patogenezi
Ateroskleroz

Deneysel Diyabet

TGF B1

Sayfa

I S )

© v o« o©

11
11
12
12
13
14
14
15
16
19



2. GEREC ve YONTEM

4
5
6
7
8
9

2.1. Gruplar ve Deneysel Diyabet Modeli
2.2. Histolojik Doku Takibi ve Boyalari
Hematoksilen
Verhoeft- Van Gieson
Immiinohistokimyasal Metod
2.3.  Histolojik ve Morfometrik Analiz
2.4.  Histopatolojik Analiz
2.5.  Istatistiksel Analiz
. BULGULAR
3.1.  Histolojik Degerlendirme
3.2. Histopatolojik Degerlendirme
3.3.  Morfometrik Degerlendirme
3.4.  TGF BI1 Ekspresyon Sonuglar1 ve Degerlendirilmesi
. TARTISMA
. SONUC ve ONERILER
. OZET
. SUMMARY
. KAYNAKLAR
. EKLER

10.0ZGECMIS

21
21
22
22
22
23
24
24
24

25
25
25
28
30

34
40
42
43
44
50
51



iv. SIMGELER VE KISALTMALAR

A : Arter

AD  : Diyabetli Grubunun Abdominal Aortu
AEC : 3-Amino-9-Etilkarbazol

AGE : {lerlemis Glikolizasyon Son Uriinleri
AK : Kontrol Grubunun Abdominal Aortu
ATP  : Adenozin Trifosfat

Ca : Kalsiyum

CO; : Karbondioksit

DNA : Deoksiribo Niikleik Asit

ECM : Ekstraselliiler Matriks

ELISA : Enzyme- Linked Immunosorbent Assay
GLUT?2 : Pasif Glukoz Tasinmasindan Sorumlu Protein
LAP : Latecy Associated Peptid

LDL : Diisiik Dansiteli Lipoprotein

LETO :OLEFT Ratlarinin Kontrol Grubu

NAD : Nikotinamid- Adenin Diniikleotit

NO : Nitrik Oksit

0, : Oksijen

OLEFT: Segici Ciftlestirme ile Konjenital Diyabet Olusturulan Rat Modeli
ROS : Reaktif Oksijen Radikali

SH : Siilfidril Grubu

SOD : Siiperoksit Dismutaz

STZ  : Streptozotosin

TD : Kontrol Grubunun Torakal Aortu

TGF  : Transforming Growth Faktor

TGF 1 : Transforming Growth Faktor Beta 1



TK : Diyabetli Grubun Torakal Aortu
VECs : Vaskiiler Endotel Hicreleri
Vit : Vitamin

VSMC:s : Vaskiler Diz Kas Hiicresi

Vi



1.GIRIS

Diabetes mellitus giiniimiizde hala giderek artan onemli bir saglik sorunu
olmaya devam etmektedir. Hastaligin insidansinin ve prevalansinin hizli bir sekilde
artmasi, insan sagligi icin 6nemli bir tehdit olusturmaktadir. Hastalik viicutta ¢ok
sayida ve ciddi komplikasyonlarin ortaya c¢ikmasi ile karakterizedir. Bu
komplikasyonlar diyabetli bireylerin yagsaminda 6énemli sorunlara neden olmaktadir
(King 2008). Diyabetin komplikasyonlar1 bircok organ ve dokuyu etkilemekte;
retinopati, noropati, nefropati, periferal vaskiiler hastaliklar, kardiyovaskiiler

hastaliklar ve felce neden olabilmektedir (Vinik ve Vinik 2003).

Diyabette Oltimlerin ana sebebi makroanjiyopati ve biiyiilk damarlarin
hastaliklaridir (Squadrito ve Cucinotta 1991). Hastalikta kontrol edilemeyen
hiperglisemi damar duvarinda intimal kalinlasma ve aterosklerozise neden
olmaktadir ( Popov ve Constastinescu 2008). Hiperglisemi, vaskiiler hiicrelerin
fonksiyonlarini; koagiilasyon faktorleri, adhezyon molekiilleri, biiylime faktorleri ve
enzimler gibi ¢esitli faktorlerin iiretimini degistirerek modifiye etmektedir.
Diyabette vaskiiler degisikliklerde yer alan biiyiime faktorleri icerisinde TGFp1
olumlu bir aday olarak 6ne g¢ikmaktadir. Son g¢aligmalarda TGFB1’in diyabetin
nefropati ve makrovaskiiler komplikasyonlarinda 6nemli rolleri oldugu

belirtilmektedir (Pueyo ve ark 2004).

TGFBI’in normal vaskiiler yapiy1 siirdiiren ve aterosklerozdan koruyan
onemli bir sitokin oldugu ve hem aterosklerotik hem de anti-aterosklerotik 6zellige
sahip olduguna dair farkli goriisler bulunmaktadir (Ortega ve ark 2007, Watanabe ve
ark 2007). Dolayistyla TGFB1’in hala diyabetik vaskiiler hastaliklardaki rolii tam

olarak aydinlatilamamustir.

Calismamizda kontrol ve deneysel diyabet olusturulmus sigan gruplarinda
abdominal ve torasik aortta multifonksiyonel bir sitokin olan TGFB1 ekspresyonu
incelendi. Ayrica damar duvarinda tunika intima ve tunika media tabakalarinin
kalinlig1 okiiler mikrometre ile Olgiildii ve aralarindaki iligkinin degerlendirilmesi

amaglandi.



Literatiirde deneysel diyabette aortun farkli segmentlerinde TGFf1
ekspresyonunu ortaya koyan ve damar duvar kalinliklari ile iliskisini karsilastiran bir
calismaya rastlanmamaistir.

Diyabette damar duvari yapisinda meydana gelecek degisikliklerin ortaya
cikarilmast ve TGFP1 ekspresyonu ile iligkisinin degerlendirilmesi gelecekte
hastaligin  doku ve organlar iizerinde olusturacagi yapisal degisikliklerin

yorumlanmasina 1s1k tutacaktir.

1.2. Dolasim Sistemi Histolojisi

Cok hiicreli organizmalar O,, besin materyalleri ve hormonlarin dokulara
dagitilmasi, CO; ve dokularin diger metabolizma iirlinlerinin toplanmasi ve bunlarin
bosaltim organlarina iletilebilmesi i¢in bir mekanizmaya gereksinim duyarlar.
Omurgalilarda bu 6nemli fonksiyon kalp damar sistemi ile gergeklestirilir. Bu sistem
kardiyovaskiiler sistem olarak isimlendirilir. Kaslardan olusan bir pompa olan kalp
ve iki devamli tubuler damar sisteminden olusmaktadir. Bu sistemlerden bir tanesi
olan pulmoner dolagim, akcigerlere kani getirme ve gotiirme islevini, digeri olan
sistemik dolasim ise viicudun diger tiim organ ve dokularindan toplama ve dagitma
islevini gerceklestirir. Bu iki dolasim sistemi icinde sirasiyla kan kalpten genis
arterlere, kiigiik arterlere, arteriollere, kapillerlere, veniillere, kii¢iik venlere ve genis
venlere pompalanir ve kalbe geri doner. Kan ile solunum havasi ve diger dokular
arasinda ince duvarl kapillerler ve veniiller arasinda degisim gergeklesir. Cogu
organda kan damar sisteminin kapiller agi, lenfatik sistemin kapiller pleksusuyla
paralel gitmektedir. Lenf sistemi dokular arasi sivilari kan dolasimina tekrar geri

verir (Bloom ve Fawcett 1968).

1.2.1. Kan Damarlan Bilesenleri

Kan damarlarinin tabakali yapisi iki fonksiyonel faktoriin etkisinde kalarak
bulundugu alana gore farkliliklar gosterir. Ilki mekanik faktdrlerdir, 6zellikle kan
basinci biiyiik damarlarda etkisini gostererek elastik ve muskiiler doku bilesenlerinin
diizenlenmesini ve miktarin1 belirler. Ikincisi metabolik faktdrler olup dokularin

lokal ihtiyaglarina gore bir sekillenme sdz konusudur. Ozellikle kan-doku



aligverisine aracilik eden mikrodamarlarda yani kapillerler ve postkapiller veniillerde
gergeklesir. Bu seviyede sadece yapisal elementler olarak endotel ve bazal lamina
bulunmaktadir. Izole edilmis anatomik yapilar seklinde bulunan biiyiik damarlarin
aksine kapillerler ve veniiller yapisal ve fonksiyonel olarak destekledikleri dokunun

bir parcas1 gibi goziikiirler.

Endotel: Kan damarlarinin i¢ yiizeyi tek katli yassi hiicrelerden olusan bir
tabaka ile ortiiliidiir. Endotel hiicreleri (VECs) birbirlerine siki ve ara hiicreler arasi
baglantilar ile baglanmislardir. Sik1 baglantilar, bitisik endotel hiicreleri arasindaki
mekanik baglantiyr saglarlar ve hiicreler arasi bosluga gecirgenligi kontrol ederler.
Ara baglantilar ise hiicreler arasinda iletisimi saglar. Her wvaskiiler bolim
karakteristik olarak organize olmustur ve damar uzunlugu boyunca endotel
baglantilar1 c¢esitli derecelerde degisken gecirgenligi yansitir. Endotel hiicreleri
poligonal sekillidir. Endotel hiicreleri ve onlarin uzamis belirgin ¢ekirdekleri
damarin uzun ekseni boyunca yerlesmistir (Weiss ve Greep 1977). Anjiyotensin I
endotel hiicreleri tarafindan Anjiyotensin II’ye doniistiiriiliir. Bradikinin, serotonin,
prostoglandinler, norepinefrin ve trombin gibi maddelerin biyolojik olarak tepki
vermeyen bilesiklere doniistiiriilmesini saglar. Lipoproteinleri trigliseridlere ve
kolesterole parcalar. Bunu yiizeyinde bulunan enzimler araciligi ile yapar. Nitrik
oksit (NO), endotelinler gibi damar gerginligi {iizerine etkili bazi maddelerin

tiretilmesinde gorevlidir.

Damar Diiz Kas Hiicreleri (VSMCs): Perisitli veniiller ve kapiller disinda
biitiin damarlarda diiz kas hiicreleri mevcuttur. Tunika media tabakasinda sarmal
olustururlar ve c¢ok sayidadirlar (Junqueira ve Carneiro 2009). Cesitli uyarimlara
kasilma ya da gevsemeyle cevap verirler. Kollajen, elastin ve proteoglikan
sentezleyebilme yenetekleri bulunur. Ayrica biiyiime faktorleri ve sitokinleri

salgilama 6zellikleri de bulunmaktadir (Kumar ve ark 2003).

Damar Bag Dokusu: Kan damarlarinin duvarlarinda lokalizasyona gore
degisebilen oranlarda bag dokusu bilesenleri bulunmaktadir. Kollajen lifler kas
hiicrelerinin arasina ve adventisyaya dagilmis olarak bulunurlar. Subendotelyal

tabakada ¢ok az oranda bulunurlar.



Elastik lifler kalbe yakin damarlarin duvarinda bol miktarda bulunur.
Damarin kasilmasinda ve gevsemesinde rolleri bulunmaktadir. Lameller seklinde

organize olarak tiim media tabakasi boyunca uzanirlar.

Ekstraselliiler madde heterojen jel yapisindadir ve damar duvarlarinin fiziksel
ozelliklerini desteklemektedir. Difiizyonu zorlastirdigi diisiiniilmektedir. Arterlerin

icerdigi glikozaminoglikan miktar1 venéz damarlardan daha ytiksektir (Junqueira ve

Carneiro 2009).

1.2.2. Kan Damarlarimin Genel Yapisi

Subendotelyal bag internal elastik Eksternal elastik
dokusu membran membran

\

Endotel j ?ﬁ

Tunika intima

Tunika media—|

Diiz kas
hiicreleri

Tunika adventisya azo vazorum

| & Sl
. HSHLEY

Sekil 1.1. Kan damar1 genel yapisi ve organizasyonu (Leeson ve ark 1988)

Tunika Intima: Endotel, bazal lamina ve subendotelyal tabakalardan olusur.
Subendotelyal tabaka kiiciik arteriyollerde bulunmamaktadir, diiz kas hiicresi

bulundurabilir, gevsek bag dokusu yapisindadir.



Tunika Media: Diiz kas hiicrelerinin olusturdugu konsantrik tabakalardan
olusur. Kas hiicrelerinin arasinda elastik, retikiiler lifler ve proteoglikanlar
bulunmaktadir. Ekstraseliiler matriks (ECM) genellikle diiz kas hiicreleri tarafindan

sentezlenir.

Tunika Adventisya: Bag dokusundan olusur. Tip 1 kollajen ve elastik liflere

sahiptir. Sorumlu olduklar1 organin bag dokusuyla birlesir.

Media ile diger iki tabaka arasinda elastik liflerden olusan elastik membranlar
bulunur. Membrana elastika interna, intima ile media tabakalari arasinda bulunan
laminadir. Membrana elastika eksterna daha biiyiik arterlerde media ile adventisya
tabakalar1 arasinda bulunan laminadir. Membrana elastika eksterna, membrana

elastika internadan daha incedir.

Vazo Vazorum: Biiylik damarlarda medianin dig boliimiinde ve adventisyada
cok miktarda bulunur. Vazo vazorum, damarin damar1 olarak bilinir. Cap1 biiyiik
arterlerin beslenmesi, diffiizyonun yeterli olmamasi ve zorlagmasi nedeniyle vazo
vazorumlarla saglanir. Venlerde arterlere gore daha ¢ok sayida olmasi, vendz kanin
bilesiminden  kaynaklanmaktadir.  Lenfatik  kapillerler — sadece  arterlerin

adventisyasinda mevcuttur (Junqueira ve ark 1993).

1.2.3. Arterler

Kani kalpten kapillerlere tasiyan arterler 3 grupta incelenir.

Elastik Arter (letici Arter): Arterlerin en biiyiikleridir. Kalpten muskuler
arterlere kan tasimasindan dolay1 iletici arterler de denir. Yapisinda elastik lif bol
bulunur. Esneklik saglayarak arterlerin gerilmesini ve ayni zamanda sistol ve diyastol

sirasinda kan basincinin devamliligini saglar.

Miiskiiler arter: (Dagitict Arter) : Elastik arterler digindaki arterlerin hepsi bu

grupta bulunmaktadir. Yapisinin biiyiik ¢ogunlugunu diiz kaslar olusturmaktadir.



Arteriyoller: Cap1 100 mikrometreden kiiciik arterlerin hepsine arteriyol ismi
verilir. Sonlandig1 noktada metarteriyol ismini alir. Kanin kapillerlere aktarildigi
boliimdiir. Termoregiilasyon ve kan basincinin ayarlanmasinda fonksiyonlari

bulunmaktadir.

Vazo vazorum

Membrana elastika eksterna

Tunika adventisya

Membrana elastika
interna

Tunika media

Tunika adventisya

Sekil 1.2. Tipik Arter yapis1 (Gartner ve Hiatt 1997)

Kapillerler: 8-10 mikrometre ¢apinda en kiigiik damarlardir. Perisitler
tarafindan kusatilmis endotel hiicreleri ve tlizerine oturdugu bazal laminadan olusurlar.
Veniillerle beraber kan akimi ve dokular arasinda aligverisi saglar. Devamli,
pencereli ve siniizoidal olmak {izere 3 tip kapiller bulunmaktadir (Gartner ve Hiatt

2009) .
1.2.4. Elastik Arterler
Aorta ve aortun biiyiik dallar1 a. subklavia, a. pulmonalis, a. karotis kommunis

biiytik arterler grubuna dahildir. Caplart 7 mm’den fazladir. Elastik arterlerde damar

duvari ¢apina oranla daha incedir.



Miyelinsiz
Sinir Vazo Vazorum

Makrofaj Fibroblast Miyelinli sinir
o o ey
\ 4 /’-\ sy | 2, / / ~ Y
3 /
T. Adventisya
Kollajen
lifler

Diiz kas
hiicreleri

T. intima ) Diiz kas hiicresi Retik.iiler.ve
Bazal lamina kollajen lifler

Sekil 1.3. Elastik arterin yapisindaki hiicreler ve hiicre dis1 matriks

bilesenleri goriilmektedir (Ross ve ark 1989)

Tunika intima

Miiskiiler arterlere gére daha kalin bir intima tabakasina sahiptir.

Endotel: Poligonal sekle sahip endotel hiicreleri mitozla g¢ogalip siirekli
yenilenmektedir. Sahip olduklar1 sitoplazmik wuzantilar mediadaki diiz kas
hiicreleriyle miyoendoteliyal baglantilar yaparlar boylece kan ve media tabakalari

arasinda bir koprii gibi gorev yaparak madde aligverisini kolaylastirmaktadir.

Subendotel: Esas olarak kollajen liflerden olugsmustur. Damarin kasilma ve
gevsemesinde rol alirlar. Kollajen liflerin longitudinal seyirli olmasi avantaj
saglamaktadir. Bilesenleri arasinda elastik lifler ¢ok sayida, kolajen lifler ve diiz kas
hiicreleri ise daha az sayida bulunmaktadir. intima ve media simirinda elastik lifler
birleserek membrana elastika internayr olusturur. Biiyiik elastik arterlerin media
tabakasinda elastik liflerin ¢ok sayida bulunmasi nedeni ile membrana elastika

interna ayrimi kesin olarak yapilamaz.



Tunika Media

Bol miktarda bulunan elastik lifler birleserek belli araliklarla elastik
membranlar1 olustururlar. Pencereli elastik membranlarin arasinda diiz kas hiicreleri
ve kollajen lifler bulunur. Yaslanmayla birlikte elastik membranlarin sayisi
artmaktadir (Kalayci1 1986). Diiz kas hiicreleri elastik, retikiiler, kollajen lifleri ve

proteoglikanlar1 sentezler (Ottowa Universitesi 2010).

Tunika Adventisya

Elastik lifler arasina yerlesmis kalin kollajen lif demetleri icerir. Kollajen
lifden zengin elastik liften fakirdir. Cok ince ve gevsek bag dokusu yapisindadir
(Kalayc1 1986).

Diiz kas hiicreleri tunika mediada elastik membranlarin arasina girer ve
muskuloelastik bir yap1 olusturur. Bu sistem kan damarlarinin ¢apini diizenler.
Ayrica tunika mediaya, adventisyada bulunan vazo vazorumun kapillerleri girmez,
beslenmesi diffiizyonla gerceklesir. Genel olarak kalpten uzaklastikca elastik liflerin
miktar1 artar (Artan 1982).

1.2.5. Aortun Yapisi

Aort damar duvarinda uzunlugu artmis olan diiz kas hiicreleri kollajen I, 1T ve
IV ile komsu elastik lamelle baglant: kurar. Internal elastik membran ayirin
yapilamaz. Elastik lamellerle doseli oldugu icin ayr1 bir eksternal elastik lameli
bulunmamaktadir. Adventisyasi vazo vazorum, sinir lifleri, adipositler ve lenfatiklere
sahiptir. Abdominal aortta anevrizma ve dilatasyon daha kolay gelisir (Ovalle ve
Nahirney 2009) . Kalpten gelen kanin basinci ¢ok yiiksektir. Arterlerin sistol
sirasinda elastik laminalar1 genisler ve bdylece kan basincini diisiiriirler. Diyastol
sirasinda da geri gelerek arteriyel basincin ve kan akiminin periferde devami saglanir

(Kierszenbaum 2006) .



1.3. Dolasim Sistemi Embriyolojisi

1.3.1. Kalbin Gelismesi

Cok hizli gelisen embriyoda kardiyovaskiiler sistem ilk olarak sekillenen
sistemdir. Hizl1 bir sekilde gelisen embriyonun dogal olarak besin ihtiyact da
artmaktadir. 3,5 haftaya kadar difiizyonla beslenen embriyo, artik diflizyonla besin
ihtiyaglarini1 karsilayamaz hale gelir. Besin ihtiyaclari embriyoda yeni bir sistemin

yani damar sisteminin gelismesini tetikler.

[1k olarak epiblastta yer alan hiicreler gé¢ eder ve bukkofarengeal membran ve
noral katlantilarin 6niinde lateral plak mezoderminin splanknik tabakasina yerlesirler
ve kardiyak miyoblastlara doniisiirler. Es zamanli olarak mezodermde olusan kan
adaciklarindan kan hiicreleri ve kan damarlart sekillenir. Olusan bu hiicre
topluluklarinin bir araya gelmesiyle at nalin1 andiran myoblastlarin ¢evreledigi ve
endotelle dosenmis endokardiyal kalp tiipleri olusur. Artik bu alan kardiyojenik alan
olarak isimlendirilir ve bu alanin iistiindeki embriyo i¢i bosluk zamanla perikardiyal
boslugu olusturur. Embriyonun iki tarafinda, ortasina yakin ve paralel olarak

sekillenen kan adaciklarindan gelisen damar ¢iftine dorsal aorta denilmektedir.

Bukkofaringeal bolge ve noral plaklarin 6niinde yerlesmis olan kardiyojenik
alan, embriyonun sefalik yonde katlanmasiyla yer degistirir. Kalp ve perikardiyal
bosluk 6nce servikal alana sonra da toraksa dogru kayar. Lateral yone katlanma, iki
tarafli bulunan primordial kalbin kaudal uglari hari¢ olmak iizere birlesmesine sebep
olur. Kalp tiipiinde ¢ikis kanallar1 ve ventrikiiler bolgeleri olusturacak genislemeler

sekillenir (Sadler 2005) .



Tiibiiler kalpte sekillenen genislemeler ve daralmalarla kalbin pargalart olusur.
Bulbus kordis, ventrikiiller ve atriumlarin olusmasindan sonra trunkus arteriozus ve
sinus venozus olusur. Trunkus arteriozus kaudalde bulbus kordis, kraniyalde de

aortik kese ile devam eder. Aortik kese ise aortik arklara dallanir (Moore 1988).

Pulmoner arterin kokleri, proksimal boliimleri ve aorta trunkus arteriozusdan
olusur. Orta parga olarak isimlendirilen konus kordis ise her iki ventrikiiliin ¢ikis

kanallarini olusturur (Sadler 2005).

Dorsal aorta ilk etapta sagda ve solda birer olmak iizere bir ¢ift sekillenmisti.
Bu dorsal aort ¢iftinin kuyruga yakin kisimlari birleserek tek alt torasik ve abdominal
aortu meydana getirir. Geri kalan kistmdan soldaki asil aortu olusturur, sagdaki

atrofiye ugrar (Moore ve Persaud 2009).

Arka duvara dorsal mezokardiyum ile asili olarak durmakta olan kalpte,
mezenterin orta kisminin dejenerasyonu ile perikardiyal boslugun sag ve sol
kenarlar1 arasinda transvers perikardiyal siniis denilen bir yap1 olusur ve ardindan
kalp kranial ve kaudal ucundan asili halde bulunan bir tiip seklini alir (Moore ve
Persaud 2002). Kalp tiipii gelisirken ayn1 anda bombelesir. Distaki myokard tabakasi
hyaluronik asitten zengin bir ekstraselliiler matriks sentezleyerek kalinlagmaya baglar.
Boylece endotel tabakasindan ayrilir. Ayni anda epikardiyumu olusturmak igin
mezoteliyal hiicreler sinus venozustan kalbin iizerine dogru hareket ederler. Kalbin

li¢ tabakal1 yapis1 endokard, miyokard ve epikard sekillenmis olur (Sadler 2005).

1.3.2. Damarlarin Gelismesi

Anjiogenez 3. haftanin basinda baglanti sap1, vitelliis kesesi ve koryonu saran
ekstraembriyonik mezodermde baslar. Kan damari olusumunun belirtisi 17. gilinde
vitelliis kesesinin ekstraembriyonik splanknoplérik mezoderminde, endoderm germ
yapragimin gelismesinden sonra dikkat c¢eker. Mezensim kdkenli anjioblastlarin
birlesmesi sonucu kan adaciklar1 olusur. Kan adaciklarindaki interselliiler alanlar
birleserek bir liimen olustururlar. Adaciklarin periferinde bulunan anjioblastlar

endotel hiicrelerine, adaciklarin ortasindaki hiicreler ise hemositoblastlara doniisiirler.
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Bu yapilar daha sonra birbirleriyle birleserek bir damar agi olustururlar. 3. hafta
sonunda vitellus kesesi, baglant1 sap1 ve koryon villuslarinda vaskiilarize olur. Bunlar

daha sonra tomurcuklanarak yeni damarlari olustururlar (Seftalioglu 1998).

Besinci haftada kalbin bulbus duvarindaki mezensim hiicreleri ¢ogalmaya
baslar. Bdylece bulbus kabartilari olugmaya baglar. Ayni kabartilar trunkus
arteriyozusta da sekillenir. Bulbus ve trunkus kabartilar1 180 derece burulup
kaynasarak aortiko pulmoner septum meydana gelir (Moore ve Persaud 2009).
Aortiko pulmoner septum tarafindan bulbus aorta ve a. pulmonalis olarak iki boliime

ayrilmis olur. Aorta sol kalbe, a. pulmonalis sag kalbe acilir (Kayal1 1984).

1.4. Aorta Anatomisi

Aorta ve trunkus pulmonalis, kalpten ¢ikan 2 biiylik damardir. Trunkus
pulmonalis akcigerlere ven6z kani gétiiriir, aorta ise besin ve oksijenden zengin olan
kan1 viicuda dagitir. Aorta viicudun en biiyiik atardamaridir. Aort sol ventrikiiliin
conus arteriosus denen kismindan c¢ikar. 3 pargaya ayrilir. Pars ascendens aortae,
arkus aortae, ve pars descendens aortac (Odar 1979). Pars descendens aortae gogiis
ve karm boslugundan gecerken farkli isimler alir. Gogiis boslugunda pars thoracicae
aortae ve karin boslugunda ise pars abdominalis aortae olarak isimlendirilir ve iki

boliimde incelenir (Govsa 2003).

1.4.1. Pars thoracicae aortae

Aorta descendes’in ilk pargasi pars thoracicae olarak isimlendirilir. (Cimen
1991). Aortik arktan diyaframa kadar uzamr. ilk olarak vertebral siitunun hafifce
solunda uzanir. Diyaframa dogru orta hatta yaklasir. Cevreleyen yapilar1 insandakine
benzerdir, bir tek siganlarda kalict sol vena cava superior kalbe ulagmak icin aortay1

capraz geger ve vena azygos aortanin saginda degil soluna dogru uzanir.
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1.4.2. Pars abdominalis aortae

Diyaframi deldigi noktadan baslar ve sag ve sol kommon iliak arterlere
boliindiigii yerde biter. Vertebral siitunun orta hatti boyunca, vena cava inferiorun

hafifce solunda ve sol renal veni ¢apraz geger (Greene 1963).

1.5. Diabetes Mellitus (DM)

Insiilinin yoklugu, azlig1 veya etkisinin bozulmas! sonucu ortaya cikan, lipid,
karbonhidrat ve protein metabolizmasini etkileyen; makro ve mikro vaskiiler
komplikasyonlarin eslik ettigi kronik seyirli bir metabolizma hastaligidir (Kuzuya ve
ark 2002). Polipeptid karakterli bir hormon olan insiilin 30 amino asite sahip B, 21
aminoasite sahip A zincirlerinin sahip oldugu siilfidril gruplarinda (SH), disiilfiir
kopriilerinin kaynagmasiyla olusur (Vardi ve ark 2003). Kan glukoz konsantrasyonu
insiilin tarafindan diizenlenir. Pankreasin Langerhans adaciklarinin beta hiicreleri
insiilinin kaynagidir. Uretildikten sonra kana salgilanir. Kan dolagimindaki insiilin
konsantrasyonu ve kan glukoz konsantrasyonu bir denge i¢indedir (Murray ve ark
1993). Kan glukozunun ayarlanmasindaki ikinci siiregte bir kisim dokular gorevlidir.
Insiilin; adipoz doku, miiskiiler doku ve karaciger hiicrelerinde bulunan insiilin
reseptorlerine baglanarak glukozun bu doku ve organlar tarafindan alinmasini saglar

(Ayvaz 2003).

Glukozun karaciger ve kaslarda glikojen seklinde depolanmasini insiilin
saglar. Yag dokusunda insiilin glikojene ¢evrilemeyen fazla karbonhidrati da yaglara
doniistiirerek yag dokusunda depo edilmesini saglar. Hiicreler tarafindan
aminoasitlere alinan insiilinin, bu aminoasitlerin proteinlere g¢evrilmesi tizerinde
onemli bir etkisi bulunmaktadir. Ayrica hiicre i¢inde daha Once sentezlenmis
proteinlerin devamliligini saglar ve protein yikimini 6nler (Guyton ve Hall 1996).
Insiilinin bu etkileri dikkate alindiginda; eksikliginde hiperglisemi ve fazlaliginda ise
hipoglisemi olugsmaktadir (Demirkazik ve Giiltiirk 2006). Diabetes mellitus tip I
(insiiline bagimli) ve tip II (insiiline bagimli olmayan) olmak tizere iki gruba ayrilir

(Haas 1998).
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1.5.1. Tip 1 Diabetes Mellitus

Tip 1 diyabet pankreasta bulunan insiilin iireten beta hiicrelerinin otoimmiin
bir siire¢ sonunda zedelenmesi ile meydana gelmektedir (Kuzuya ve ark. 2002, Wang
ve She 2008). Beta hiicre yikimi sonucunda insiilin azlig1 veya yoklugu olusur.
Ancak insiilin reseptdrlerinde insiiline kars1t normal cevap goze garpar (Haas 1998).

Kronik hipergliseminin olusabilmesi i¢in beta hiicrelerinin % 90’dan
fazlasinin tahrip olmasi gerekmektedir. Kronik hiperglisemi olusumuna kadar gegen

stire¢ icinde, bu siireci etkileyen ii¢ ana faktérden sz edilebilir.

Cevresel faktorler: diyet, stres, viruslar ve toksinlerdir.

Genetik faktorler: cevresel faktorler, genetik olarak yatkin bireylerde beta
hiicrelerine yonelik otoimmun hasar ve bunu izleyerek olusan inflamatuvar olaylari

baslatir.

Otoimmunite: Tip 1 DM’li hastalarda saglam kalan adaciklarda insiilitis tespit
edilmistir. Fakat diger endokrin hiicreler ve ekzokrin hiicreler hasar gormemistir. Bu
histopatolojik tablonun otoimmun bir mekanizma sayesinde olustugunun ispatidir

(Ayvaz 2003).

Genellikle cocukluk ve adolesan yasta baslayan hastalikta vakalarin biiytik bir
cogunlugu 30 yasin altindadir. Tip 1 DM kendi i¢inde iki gruba ayrilir. Otoimmiin
(Tip 1A) tipte pankreas beta hiicresinin degisik unsurlarina karsi otoantikorlar
bulunur: 38 K ve 52 karboksipeptidaz H (K-CPH), insiilin, tirozin fosfataz, adacik
hiicresi otoantikorlar1 ve glutamik asit dekarboksilaz antikorlari bunlardan bazilaridir.
Hastalarin ¢cogunlugunda bu antikorlar teshis siirecinde bulunabilir ancak pankreasin
tahribatiyla yok olurlar  (Orhan ve Ozbey 2002). Beta hiicrelerinden insiilin
sekresyonunu azaltan sitokinlerin faaliyetleri ile de otoimmun Tip 1 DM
gelisebilmektedir. Idiyopatik DM’ta (Tip 1B) otoimmun beta hiicresi yikimi yoktur
ve immiinolojik veriler elde edilemez. Insiilin diizeyleri diismiistiir ve insiiline karst

direng¢ de bulunmaz (Abaci ve ark 2007).
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1.5.2. Tip 2 Diabetes Mellitus

Tip 2 diyabet ise azalmis insiilin sekresyonu ve azalmig insiiline direncin
olusturdugu kombinasyonlarla karakterizedir. Insiilinin etkisi kaybolmustur (Ize ve
Sperling 2005). Insiilin rezistans1 ve bozulmus glukoz toleranst Tip 2’nin
olugsmasinda 6nde gelen sebeplerdir. Obeziteyle yakindan iligkilidir. Her obezde tip 2
diyabet gelismemesine ragmen genetik duyarlilik ve cevresel faktorler arasindaki
etkilesim sonucu ortaya ¢ikabilir. Yag dokusu tarafindan salinan bir¢ok hormon ve
yang1 faktorii, diyabet gibi bir¢ok bulasici olmayan hastalikla ve obezite arasinda bir
iliskinin oldugunu gostermektedir. Belirgin lipoliz ve sonrasinda olusan yag asitleri
insiilinin sinyal yolunu bloklayabilir (Reinmann ve ark 2009). Tip 2 DM’nin goriilme
sikligi mortalite ve morbidite oranlarim1 arttirmaktadir. DM baghigr altindaki
hastalarin = % 90‘1 bu gruptadir. Hastalar i¢inde yas ortalamasi orta yas olarak
belirtilmistir (Azezli ve Orhan 2008). Tip 2 DM yillarca teshis edilemeyebilir ¢iinkii
cogunlukla diyabetin sert ve fark edilebilir semptomlar: ortaya ¢ikmadan seyredebilir

(Alberti ve Zimmet 1998).

1.5.3. Diabetes Mellitus’un Patogenezi

DM’de kronik hipergliseminin makro ve mikrokomplikasyonlarin
olugmasindaki siirecte rol aldigi belirtilmektedir (Huebschmann ve ark 2006).
Hiperglisemi siirdiik¢e kan damarlarinin duvarlarinda glukozun kollajen, hemoglobin
ve proteinlerle olusturdugu glikolizasyonun bir sonucu olarak, kimyasal olarak geri
doniistiiriilemeyen glikolizasyon son iiriinleri olusur (Oztiirk ve ark 2002). Fizyolojik
kosullarda glikozillenmis proteinlerden reaktif oksijen radikallerinin olustugu
sanilmaktadir ( Ozgiines ve Atasayar 2009). Fizyolojik olarak serbest radikaller
viicutta bulunan antioksidan enzimlerle etkisiz hale getirilir. Bu enzimlerden bazilar1
katalaz, SOD, glutatyon peroksidazdir. Ayrica karotenler, flavonoidler, vitamin E ve
C de serbest radikalleri etkisizlestirme siirecine katilmaktadir. Hastalik harici
antioksidanlar ve serbest radikaller arasindaki denge korunur. Hipergliseminin bir
sonucu olarak glukoz ototoksikasyonu ve protein glikozilasyonu ile serbest
radikallerin miktar1 artar ve denge bozulur. Biyolojik molekiiller etkilenir ve

oksidatif stres olusur. DNA, lipid, protein ve karbonhidrat yapilar1 etkilenir (Vardi ve
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ark 2007). Oksidatif stresin artmasinin dogal bir sonucu olarak da antioksidanlarin
koruyucu kapasitesi azalir ve reaktiflerin olusum hizi artar. Artan hidrojen peroksit
ve hidroksil radikallerinin doku biitiinliigliniin bozulmasi1 ve hasarini1 hizlandirdigi

belirtilmektedir (Vardi ve ark 2005).

Hiperglisemi, glikolizasyon son {iriinleri ve lipoksidasyonla; vaskiiler
duvarda aterosklerozis, intimal kalinlasma ve immuninflamatuvar reaksiyon olusma
olasiligimi arttirmaktadir. Hipergliseminin indiikledigi glikasyonla; dolasimdaki ve
hiicrelerdeki lipid ve proteinlerin oksidatif modifikasyonu vaskiiler patolojinin
temelidir (Popov ve Constantinescu 2008). DM’ta kan glukoz seviyesinin dikkatli
takibi  diyabetin kronik komplikasyonlarinin  gelismesini  ve ilerlemesini

baskilayacaktir (Kuzuya 2000).

1.5.4. Ateroskleroz

Diyabetin en biiyiik komplikasyonlarindan biri olan ateroskleroz 6liimlerin %
71,1’inden sorumludur (Ishibashi ve ark 2002). Aterom plaginin olusumunda
endoteli de iceren bir harabiyet olmasi ilk goriilen bulgudur (Nebigil ve Sarioglu
1985). Endotel disfonksiyonu sonucu diisiik dansiteli lipoproteinler gegirgenligi
artan endotelyal hiicre tabakasindan subendotelyal matrikse sizar ve birikmeye baslar
(Stirban ve ark 2008). Monositler endotel hiicrelerinin arasindan gegerek endotel
hiicrelerinin altina yerlesir. Burada makrofajlara doniisiirler ve okside olmus diisiik
dansiteli lipoproteinleri (LDL)’leri fagosite ederek kopiik hiicrelerine doniisiirler.
Makrofajlar; monositler ve diiz kas hiicreleri i¢in kemotaktik olan sitokinleri salgilar,
endotel hiicreleri ve diiz kas hiicreleri i¢in biiyiime faktorleri ve diiz kas hiicrelerini
kontraktil hiicreden salg1 yapan hiicre fenotipine doniistliren faktorler salgilar. Ayrica
diiz kas hiicreleri intima tabakasinda toplanarak lipidleri icine alir ve kopik
hiicrelerine doniisiirler. Hiperkolesteroleminin devaminda; monosit ve lenfosit
adhezyonu, diiz kas hiicrelerinin intimaya go¢ili, makrofaj ve diiz kas hiicrelerinde
lipid birikiminin sonucunda yagh cizgilenmeler ‘fatty streak’ olusur. Diiz kas
hiicrelerinin sayica c¢ogalmasi ‘fatty streak’i ‘fibrofatty ateroma’ya c¢evirir. Bu
asamadan itibaren intimal plak; bag dokusu i¢inde diiz kas hiicreleri ve fibroblastlar

tarafindan kusatilmis kopiik hiicrelerinden olusur (Ross 1992).
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Alandaki biriken lipoproteinler okside olarak modifikasyona girerler. Fibroz
plaklar ekstraselliiler matriksin sentezi ve yeniden olusumu, hiicre Olimii ve
dejenerasyonuyla biiylirler (Kumar ve ark 2003). Damar liimenine dogru biiyliyen
plak kan akimini engeller. Bazi1 bireylerde sebepleri tam anlagilamamis olarak plaklar
saglam degildir ve oynaktir. Bu plaklar akut riiptura egilimli olup, trombus
olusumuna sebep olur ve etkilenen damar tikanir. Liimen tekrar kanalize edilmezse
infarktiis olusabilir. Doku kaybi (nekroz) cok olusursa Oliime sebebiyet verir
(Grainger 2007). Plaklarin biiyiik ¢cogunlugu kalsifiye olur. Plaklarin iilserasyonu
olusabilir, hemoraji ve anevrizmal dilatasyonla son bulabilir. Aterosklerotik plak

abdominal aortta torasik aorta gore daha fazla tutulur (Kumar ve ark 2003).

1.5.5. Deneysel Diyabet

Deney hayvan1 modelleriyle c¢alisma arastirmacilara bir¢ok kolaylik
saglamaktadir. Bunlar arasinda istatiksel degerlendirmenin kabul edilebilmesi icin
istenilen sayida ornekleme yapilabilmesi, fenotipi etkileyen cevresel faktorler igin
kontrol gruplarinin kullanilabilmesi, hastaliklar i¢in genetik ayristirma yapilabilmesi
sayilabilir. Invivo deneyler, insanlarda goriilen hastaliklarin deney hayvanlarinda
olusturulmasi ile ¢alisilir. Hayvanlarda beslenme veya toksik maddelerle istenilen
organlarda patolojik degisikler yapilabilmektedir. Pankreasta olusturulan hasara bagl
olarak diyabet modellerinin gelistirilmesi bunlardan bir tanesidir (Ontiirk ve Ozbek
2007). Deney hayvanlarinda olusturulan diyabet insanlarda diyabete bagli olusan
komplikasyonlar1 arastirabilmek icin uygun bir alan saglar. Bdylece diyabetteki
fizyolojik ve patolojik degisiklikler taklit edilerek yeni tedavi yOntemleri
gelistirilebilir (Demirkazik ve Giltiirk 2006). Literatiirde birgok diyabetik hayvan

modeli tanirmlanmustir.

I. Tip-1 Diyabet Modelleri

A. Kimyasal yolla meydana getirilen Tip-1 diyabet modelleri: Streptozotosin

(STZ), ¢inko selatorleri, diyet nitrozaminleri, alloksan.
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B. Spontan Tip-1 diyabet olan hayvan modelleri: Obez olmayan diyabet
modelleri (NOD), BB (Bio-Breeding) sican, fare, Macaca nigra maymunu, Keeshand
kopegi, Cin hamsteri, kobay.

C. Viriisle meydana getirilen modeller

D. Transgenik Tip-1 diyabet modelleri

II. Tip-2 Diyabet Modelleri

A. Spontan modeller: Cok yiliksek hiperglisemili modeller ve yumusak

hiperglisemili modeller.

B. Eksperimental modeller: Alloksan ve STZ ile kimyasal olarak olusturulan
modeller, pankreatektomi ve hipotalamik lezyon olusturarak meydana getirilen
cerrahi modeller, hormonlar, diyet, anti-insiilin hormonlarin yiiksek dozlari,
hiperinsiilineminin siiresinin uzun siirmesi.

C. Transgenik modeller (Irer ve Alper 2004).

Alloksan ve STZ diyabet arastirmalarinda kullanilan en 6nemli diyabetojenik
kimyasallardir. ikisi de toksik glukoz analoglaridir. Hiicre toksisitesi farkli yollardan

gergeklesse de beta hiicresi secgicilik mekanizmasi aynidir.

Pankreatik beta hiicrelerinin spesifik nekrozisinin sonucu olarak
hayvanlarda alloksan diyabet olusturmaktadir. Alloksanin indirgenmis iiriinii olan
diyalurik asitin hayvanlarda diyabetojenik oldugu gosterilmistir (Kawada 1992).
Alloksanin diyabetik faaliyetinin hiicre i¢i Ca’" homeostazindaki bozukluklar i¢in
onemli bir basamak teskil ettigi Onerilmektedir. Bu goriis in vitro ve in vivo
calismalarda dogrulanmistir. Alloksan sitosolik serbest Ca*" konsantrasyonunu
pankreatik Beta hiicrelerinde arttirmaktadir. Bu olay ekstraselliiler sividan Ca*" girisi,
hiicre i¢i depolardan a1 Ca®" mobilizasyonu ve sitoplazmadan smirh
eliminasyonuyla gerceklesmektedir. Alloksanin etkisiyle iceri giren Ca®" pankreatik

beta hiicrelerinin depolarizasyonuna sebep olur. Depolarize olan hiicre membranlari
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voltaj bagimlh Ca®" kanallarin1 agar ve hiicre igine giren Ca®" miktar artar. Boylece
alloksan uygulamasindan sonra beta hiicrelerinde ani insiilin salinim sitosolik Ca*"
konsantrasyonlarindaki ani artisin sebeplerinden biri olabilir. Bu iyonun artmis
konsantrasyonu ROS ile birlikte pankreatik beta hiicrelerinin hasarina yol agmaktadir.
Alloksanin etkileri gerekli SH gruplarinin oksidasyonu, glukokinazon inhibisyonu,
serbest radikallerin itretimi ve hiicre i¢ci Ca’® homeostazinin bozulmasidir

(Szkudelski 2001).

Streptozotosin antimikrobiyal bir ajandir ve kemoterapétik alkilleyici bir ajan
olarak da kullanilir. Pankreatik beta hiicrelerinde spesifik nekroza sebep olmaktadir
ve o zamandan beri hayvanlarda DM olusturmak {izere secilen kimyasal ajan
olmustur (Kawada 1992). STZ insulin salgilayan beta hiicrelerine toksik etkisi (Kang
ve ark 2007) nedeniyle insiiline bagimli olan Tip 1 diyabet i¢in kullanilan kimyasal
bir ajandir (Kergoat ve Portha 1985). Irritan oldugundan dolayr uygulamalarda
dikkatli olunmalidir (irer ve Alper 2004). Glukoza benzer ve hiicreye glukoz tastyici
protein olan GLUT2 tarafindan tasinir fakat diger glukoz tasiyicilar tarafindan
ekspresse edilmez. Beta hiicrelerindeki toksisitesi, bu hiicrelerin diger hiicrelere

nazaran ¢ok sayida GLUT?2 reseptorii bulundurmasindandir (Wikipedia 2010)

STZ bir nitroziire analogudur ve N-methyl-N-nitrosourea — nitroiire (MNU)
yarimidir ve heksoza baglidir. STZ’nin toksisitesi metilnitrosourea pargasinin
alkilleyici ozelliginden dolayidir. STZ’den DNA molekiiline metil grubunun
transferi hasara yol agar, gelisen bir dizi olay dizisi sonrasinda DNA pargalanir.
Protein glikolizasyonu ilaveten hasar verici faktor olabilir. DNA tamiri i¢in poli
(ADP-riboz) polimeraz stimiile edilir. Bu hiicresel NAD" ve arkasindan ATP
depolarini1 azaltir. Hiicresel enerji depolarinin bosalmasinin sonucunda beta hiicresi

nekrozuna sebep olur.

STZ proteinleri metilasyona ugratir. DNA metilasyonu beta hiicre §liimiinden
sorumludur, fakat muhtemelen protein metilasyonu; STZ’ye maruz kalmadan sonra
beta hiicrelerinin fonksiyonel defektlerine yol acar. Alternatif hipotez olarak,
STZ’nin alkilleyici 6zelligiyle ilgisi olmadan hem N-methyl-N-nitrosourea (MSU)

hem streptozotosin nitro grubu igerir ve nitrik oksiti serbest birakirlar (Lenzen 2008).
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STZ’nin beta hiicrelerine toksik etkisine nitrik oksitin aracilik ettigi belirtilmistir
(Turk ve ark 1993). Tip 1°’de yangili beta hiicrelerinde nitrik oksit sentezi artar ve
ayrica adaciklara sizan makrofajlar da bol miktarda NO iiretir (El-Mahmoudy ve ark

2005, Hrabak ve ark 2006).

1.6. Tranforming Growth Faktor Betal

Insan dokularinda ekstraselliiler matriks olarak bilinen sentezlenmis protein
ag1 ve hiicreler arasinda normal homeostazi saglamak i¢in karigitk ve dengeli
etkilesimler gerekmektedir. Bu yardimci etkilesimler spesifik hiicre yiizey
reseptorleri gibi davranan c¢ok sayida sitokini igerir. Hiicreler ve ekstraselliiler
maddeler arasindaki denge bozuldugu zaman sonugcta hastaliklar olusur (Blobe ve ark
2000). Sitokinlerin iiretim sonrasi faaliyetleri; kendi kaynak hiicresi, komsu hiicreler
ve damar sistemi ile hedef dokulardaki hiicrelerde 6zel membran reseptorleri ile
etkilesime girmesi sonucu agiga ¢ikar. Sitokinlerin proliferasyon, farklilasma ve
aktivasyonu saglama gibi etkileri cesitli hiicre tiplerinde degismektedir (Giindiiz ve

Er 2000).

Yangi, biiylime, hasar ve iyilesme gibi bircok siiregte aktif rol alirlar. Hormon
degildirler. TGF ailesinin 5 {iyesi vardir (Bl - B5). Memelilerde TGF BI’in iig
izoformu saptanmistir. Bunlar TGF B1, B2, B3’°diir (Giiner ve ark 1997). Vaskiiler
dokularda TGF P1; endotel hiicrelerinde, vaskiiler diiz kas hiicrelerinde,
makrofajlarda ve kan plateletlerinde bulunur ve bu hiicrelerden inaktif latent bir
kompleks halinde sentezlenerek latency associated peptit (LAP) ismini alir (Minami
ve ark 2000, Yasuda ve ark 2001). TGF B1 T hiicreleri tarafindandan da firetilir
(Giiner ve ark 1997). Biyolojik etkisini baslatabilmek i¢in 25 kDa’lik reseptor
baglayici bolgenin LAP’dan ayrilmas1 gerekmektedir. Biyolojik olarak aktif hale

gecmesi i¢in bu siire¢ zorunludur (Yasuda ve ark 2001).

TGF-B1 Tip I ve Tip II reseptorlerine baglanarak sinyal iletimini saglar
(Soydz ve Ozgelik 2007). TGF B1 ¢ok fonksiyonlu bir sitokindir, hiicre biiyiimesini,
farklilagmasini, gociinii ve ekstraselliiler matriks iiretimini de etkiler (Minami ve ark

2000, Pascual ve ark 2007). Ge¢cmis calismalarda TGF B1’in vaskiiler hiicre
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apoptozisini diizenledigi ve bdylece vaskiiler duvari yeniden bi¢imlendirdigi
kanitlamigtir (Minami ve ark 2000). Genetik calismalarda TGF B1’in ve onun
reseptorlerinin  embriyonik vaskiiler sekillenme, damar duvarmin biitiinliigiiniin

bakimi, korunmasi ve onariminda rollleri oldugu ortaya ¢ikmustir ( Pepper 1997).

Embriyogeneziste damarlara son sekli trombosit kaynakli biiylime faktori
( PDGF) ve transforming growth faktor f (TGF P) tarafindan verilir (Sadler 2005).
Anjiogenezin gelisimini kontrol altinda tutar. TGF B1 koruyucu roliinii birgok
diizeyde gosterir. Vaskiiler hiicre proliferasyonunu kontrol, farklilasmanin devami,
antiinflamatuvar ve immunmodiilator etkinin artigin1 da kontrol eder (Wang ve ark

2008).
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2.GEREC ve YONTEM

Calismamizda 24 adet 3 aylik 250- 300 gr agirhiginda Sprague-Dawley tiirti
disi sigan kullamldi. Tiim siganlar Selguk Universitesi Deneysel Tip Arastirma ve
Uygulama Merkezinden temin edildi. Calisma igin Selguk Universitesi Deneysel
Tip Arastirma ve Uygulama Merkezi’nin Etik kurulunun 2008/ 45 no’lu kararinda

gegen etik kurul onay1 alindi.

2.1. Gruplar ve deneysel diyabet modeli

Disi siganlar 2 farkli gruba ayrildi. Birinci grup kontrol grubu, ikinci grup ise
deneysel diyabet grubu olarak secildi. Kontrol grubuna 10, deneysel diyabet grubuna
ise 14 hayvan ayrildi. Deneysel diyabet ikinci grupta; pH’1 4,5 olan 0,01 M’lik
sodyum sitrat tamponunda ¢ozililmiis Streptozotocin’in 50 mg/kg intraperitoneal
olarak tek enjeksiyonla verilmesiyle olusturuldu. Kontrol grubuna ise sadece %

0,9’luk serum fizyolojik 50 mg/kg intraperitoneal olarak verildi.

Bir hafta sonra gruplardan kan glukoz seviyeleri kuyruk veninden alinan bir
damla kandan Plusmed (pM 1-300) seker olgiim cihazi ile 6l¢iildi. Kan glukoz
seviyesi 270 mg/dl ve iistii olanlar diyabetik olarak kabul edildi. Her iki grup 60 giin
boyunca 20-22 °C’de 12 saat karanlik/aydinlik barmaklarda sigan pelet yemiyle ad
libitum olarak beslendi ve baska hicbir islem yapilmadi. 30. ve 60. giinler kan
glukoz seviyeleri dlgiilerek diyabetin siirekliligi kontrol edildi. 60 giin i¢inde kontrol
grubunda 3, diyabetik gruptan ise 7 sican 0ldii ve deney gruplarindan ¢ikarildi. 60
giin sonunda kontrol grubunda 7 ve diyabetik grupta 7 sigan olmak {izere sicanlara
Ketamin/ksilazin kombinasyonu 50/10 mg/kg intraperitonal uygulanarak Otenazi
yapildi. Her bir gruba ait sicanlarin abdominal ve torasik aortlar1 ¢ikarildi ve boylece

4 adet inceleme grubu olusturuldu. %10’luk formalin i¢inde tespit edildi.

AD: Diyabetli sicanlarda abdominal aorttan alinan doku 6rnegi grubu
AK: Kontrol Grubunda abdominal aorttan alinan doku 6rnegi grubu
TD: Diyabetli siganlarda torasik aorttan alinan doku 6rnegi grubu

TK: Kontrol Grubunda torasik aorttan doku alinan 6rnegi grubu
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2.2.Histolojik Doku Takibi ve Boyalari

Alinan doku oOrnekleri dehidratasyon amacli alkol serilerinden gecirildi ve
ksilol ile seffaflastirildi. Dokular etiivden ¢ikarilan sivi parafin i¢ine alinarak bir giin
boyunca oda sicakliginda bekletildi. Daha sonra etiivde eritilen parafinden alinan
dokular parafin bloklara alind1 ve her bir bloktan 4-5 mikron kalinliginda parafin
kesitler alindi. Kesitler Hematoksilen Eozin ve Verhoeff- Van Gieson elastik lif
boyast ile boyandi. Degerlendirmeler Olmypus BH-2 1sik mikroskobunda
gergeklestirildi.

Hematoksilen- Eozin

Parafin kesitler 30 dakika ksilolde bekletilip parafinden arindirildi. Kesitler %
96’lik ve % 90’lik alkol serilerinden gecirilerek 5 dk ¢esme suyunda yikandi. 3
dakika Harris hematoksilen’de bekletildi, ¢esme suyunda morarincaya kadar yikanda.
Boyanin fazlaliginin giderilmesi i¢in asit alkole batirilarak cikarildi, cesme suyunda
yikandi, parlaklik icin amonyakli suda ¢alkalandi. Eozinde 3 dk bekletilip ¢esme
suyunda yikandi. % 90 ve % 96’lik alkol serilerinde gegirilerek ksilende 30 dk
bekletildi. Kesit iizerleri entellan ile kapatildi. Kollajen lifler pembe, ¢ekirdek mavi-

mor renge boyandi (Stevens 1990).

Verhoeff — Van Gieson

Kesitlerin deparafinizasyonu ve distile suda hidratasyonu yapildi. Kesitler
Verhoeff elastik calisma soliisyonunda 15 dk bekletildi. Akarsuda 20 dk yikandi.
Distile sudan gegirildi. % 2 ferrik klorid soliisyonunda birkag¢ dakika bekletildi. % 5
sodyum tiosiilfat soliisyonunda 1 dk bekletildi. 5 dakika akarsuda yikandi. Distile
sudan gegcirildi. Van gieson soliisyonunda 1 dakika tutuldu. % 96 ve absolii alkolden
hizlica gegirildi. Iki degisik ksilolde seffaflandirildi ve entellan ile kapatildi. Elastik
lifler ve ¢ekirdek siyah ve kahverengi, kollajen kirmizi ve diger yapilar sar1 renkte

boyandi (Bradbury ve ark 1990).
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Immiinohistokimyasal Metot

Immunohistokimya igin Genway marka Anti-TGF beta (TB21) IgG 20-272-
193974 primer antikoru 1/100 oraninda antikor diluent ile sulandirilarak kullanildu.

1) Aort kesitleri immunohistokimyasal boyama i¢in 16 saat 60 C°’lik etiivde
tutuldu.

2) 30’ar dakika iki saat degisim ksilen ile seffaflastirma islemi gergeklestirildi.

3) Absoli, %96 ve %9011k azalan dereceli alkol serilerinden gegirildi.

4) Endojen peroksidazi maskelemek icin kesitler karanlikta % 3’liik H,O,’de 5
dk bekletildi. 3 defa PBS’den gegcirildi.

5) Antijenin geri donilisiimiinii saglamak i¢in kesitler, icinde EDTA tamponu
(pH=8) olan saleye konarak mikrodalga firinda 5’er dakikalik periyotlarla 3 kere
bekletildi. Mikrodalga firindan c¢ikarilan kesitler oda sicakliginda 20 dakika
sogumaya birakildu.

6) Kesitlere 20 dakika Scy Tek marka ultra block uygulandi.

7) 1/100 oraninda sulandirilmis primer antikorla TGF Betal (Genway) ile bir
saat inkiibe edildi.

8-) 20 dakika Ultra Tek Anti-Polvalent Biotinylated sekonder antikoru
uygulandi.

9) 20 dakika Ultra Tek Horseradish Peroxidase uyguland.

10) 20 dakika kromojen (Scy Tek marka AEC Substrat System) dokulara
uygulandi. (20 ml AEC kromojen + 1 ml AEC substrat iyice karistirildi) Distile su ile
calkalandi.

11) 5 dakika Mayer Hematoksilen ile zit boyama yapildi. 3 dk ¢esme suyunda
yikandi.

12)DPX Mountant (Biostatin Ready Reagents) kapama maddesi ile kapatildi.

Degerlendirme kriterlerinde boyanmanin yayginligina gore 4 grup olusturuldu.
Negatif: Hi¢ boyanma yok
+1: Zay1f boyanma var

+2:0rta derecede boyanma var
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2.3. Histolojik ve Morfometrik Analiz

Preparatlarda damarlarin histolojik yapilar1 incelendi. Isik mikroskobunda aort
damarlarinin intima ve media tabakalarmmn kalinhiklar1 6lgiildii. Olgiimler okiiler
mikrometre ile yapildi. Intima kalinhig: olarak liimen ve ilk elastik lamina arasi

olciildii.

Media kalinlig1 icin ise ilk elastik laminanin bitiminden media ve adventisya
siirindaki son elastik laminanin bitimine kadar olan aralik 6l¢iildii. Her bir damarin

10 farkli yerinden yapilan 6l¢timlerin ortalamasi alindi.

2.4. Histopatolojik Analiz

Damarlarda aterosklerotik lezyon baslangi¢ gelisiminin varlig1 degerlendirildi.
2.5. Istatistiksel analiz

TGF B1 Ekspresyonunun istatistiksel olarak degerlendirilmesi Mann-Whitney
U Testi ile yapilmistir. Torasik ve Abdominal aort intima ve media kalinliklarinin

istatistiksel olarak degerlendirilmesinde two sample t testi kullanilmistir.
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3. BULGULAR

3.1. Histolojik Degerlendirme

Aort preparatlarinin degerlendirilmesinde; intima tabakasina ait endotel
hiicreleri, elastik liflerin birlesmesiyle olusan belirgin elastik lameller ve aralarinda
yerlesmis olan diiz kas hiicreleri normal elastik arter histolojik yapisina sahipti

(Resim 3.1.).

Resim 3.1. TKS, Hematoksilen Eozin, x 100. Kontrol grubunda endotel
hiicrelerinin ¢ekirdekleri ve elastik lameller arasina yerlesmis olan diiz kas
hiicreleri goriilmektedir.

3.2. Histopatolojik Degerlendirme

Diyabetli sigan grubundan olusturulan TD ve AD gruplarina ait preparatlar
incelendiginde kontrol grubundan olusturulan TK ve AK gruplarina gore elastik
lamel dizilis ve diizenlenmesinde bir farklilik gozlenmedi. Ayrica AD ve TD
gruplarinin higbirinde aterosklerotik lezyona da rastlanmadi. (Resim 3.2. ve Resim

3.5)
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Resim 3.2. ADS, Verhoeff Van Gieson, x 40

Resim 3.3. AK3, Verhoff Van Gieson, x 40, normal endotel yapis1
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Resim 3.4. TK6, Verhoff Van Gieson, x 40

# 2,).}7“’

Resim 3.5. TD 7, Verhoff Van Gieson, x 40
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3.3. Morfometrik Degerlendirme

Verhoff Van Gieson ile boyal1 28 adet preparatta, okiiler mikrometre ile

intima — media tabakalar1 olgtildii.

Tablo 3.1. AK, AD, TK ve TD gruplar1 intima — media tabakalar1
kalinlik 6l¢tim sonuglar1 (um).

GRUP ve | MEDIA | INTIMA | GRUPve |MEDIA | INTIMA

NUMARA NUMARA
AK1 92,74 | 4.2 TK1 93,96 5,65
AK2 90,72 | 3.5 TK2 108,4 3,7
AK3 88,29 | 4,1 TK3 100,44 45
AK4 99,79 | 4,42 TK4 85,86 3,2
AKS5 9234 | 54 TKS5 103,68 4
AK6 93,96 | 2,67 TK6 97,2 5,4
AK7 89,1 4 TK7 89,1 4.4
ADI1 97,2 5,24 TDI1 85,86 6,82
AD2 84,24 | 3,92 TD2 100,44 3,4
AD3 98,29 | 4,81 TD3 105,3 3,3
AD4 89,1 3,3 TD4 87,48 3,8
AD5 98,82 | 6,54 TD5 89,1 7,7
AD6 102,6 | 4,86 TD6 108,4 6,2
AD7 95,58 6,31 TD7 111,78 5,13

AD ve AK gruplarina ait media kalinliklar1 kendi arasinda, TD ve TK
gruplarina ait media kalinliklar1 istatistiksel olarak kendi arasinda karsilastirildi.
Gruplar1 arasinda two sample t- testi yapildi. AK ve AD, TK ve TD gruplari arasinda
media kalinlik 6lgtimlerinde istatistiksel agidan anlamli fark ¢ikmadi (0,21 > 0,05 ve

0,39>0,05, Tablo 3.2. ve Tablo 3.3.).

Tablo 3.2. Abdominal aort media kalinliklarinin kontrol

ve diyabet gruplarina gore ortalamalari ve P degeri.

ABDOMINAL AORT | ORTALAMA
MEDIA KALINLIK | STANDART
ORTALAMALARI HATA
Kontrol Grubu | 92,42 um 1,4
Diyabet Grubu | 93,69 um 2,4
P 0,21
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Tablo 3.3. Torasik aort media kalinliklarinin kontrol ve

diyabet gruplarina gore ortalamalar1 ve P degeri.

TORASIK AORT ORTALAMA
MEDIA STANDART
KALINLIK HATA
ORTALAMALARI
Kontrol Grubu | 96,95 um 3
Diyabet Grubu | 98,34 um 4,1
P 0,39

AK ve AD gruplarinda intima tabakasi dl¢timleri arasindaki fark istatistiksel

acidan anlamli degildi (0,052 > 0,05, Tablo 3.4).

Ayni sekilde TK ve TD

gruplarinda intima tabakasi Ol¢limleri arasindaki fark da anlamli ¢ikmadi (0,16 >

0,05, Tablo 3.5).

Tablo 3.4. Abdominal aort intima kalinliklarinin kontrol

ve diyabet gruplarina gore ortalamalari ve P degeri.

ABDOMINAL AORT | ORTALAMA
INTIMA STANDART
KALINLIK HATA
ORTALAMALARI
Kontrol Grubu | 4,04 um 0,32
Diyabet Grubu |5 pm 0,44
P 0,052
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Tablo 3.5. Torasik aort intima kalinliklarinin kontrol

ve diyabet gruplarina gore ortalamalar1 ve P degeri.

TORASIK AORT ORTALAMA
INTIMA STANDART
KALINLIK HATA
ORTALAMALARI
Kontrol Grubu | 4,407 um 0,33
Diyabet Grubu | 5,19 um 0,67
P 0,16

3.4. TGF B1 Ekspresyonu Sonuclar1 ve Degerlendirilmesi

Tablo 3.6. Deney gruplar1 TGF B1 ekspresyonu

GRUP ve | TGF B1 GRUP ve | TGF B1
NUMARA | Ekspresyonu | NUMARA | Ekspresyonu
ADI Neg TD1 +1

AD2 Neg TD2 +2
AD3 Neg TD3 +2
AD4 +1 TD4 +1
ADS +1 TDS5 +1
AD6 Neg TD6 +1
AD7 Neg TD7 +1
AK1 Neg TK1 Neg
AK2 +1 TK2 Neg
AK3 Neg TK3 Neg
AK4 Neg TK4 +1
AKS +2 TKS5 +1
AK6 Neg TK6 Neg
AK7 Neg TK7 Neg

TGF B1 Ekspresyonunun istatistiksel olarak degerlendirilmesi Mann-Whitney

U Testi ile yapilmistir. TGF B1 ekspresyonu TK ve TD gruplar1 arasinda anlamli

cikmistir, P= 0,011 < 0,05. TGF B1 ekspresyonu AK ve AD gruplar1 arasinda anlaml
¢tkmamistir, P= 0,902 > 0,05.
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Tablo 3.7. Gruplar aras1 P degerleri, * = P< 0,05

Abdominal Aortta | Torasik Aortta
TGF B1 TGF B1
Ekspresyonu Ekspresyonu
Kontrol ve Diyabet
Gruplari Arasi P Degeri 0.902 0.011*

Resim 3.6. TDS, x 100, oklar: +1 ekpresyonu gb-stermektedir-.
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. — -
Resim 3.7. TD2, tiim alanda yaygin +2 ekpresyon gozlenmistir.
IT: Istatistiksel agidan anlamsiz olan intimal kalinlasma, x 100
DH: Diiz kas hiicreleri

EH: Endotel hiicreleri

Resim 3.8. AK4, x 40, negatif ekspresyon gozlenmistir.
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e “ N L .
Resim 3.9. TD7, +1 ekspresyon

=

Resim 3.10. TD7, negatif kontrol gdmﬁﬁ;nﬁ.
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4. TARTISMA

Diyabetin intima ve media tabakalarinda kalinlasmaya sebep oldugu,
hiperglisemi, hiperinsiilinemi ve ilerlemis glikozilasyon son f{iriinlerinin (AGE)

diyabetik makroanjiyopatiyi arttirdig1 rapor edilmistir (Hosomi ve ark 2001).

Astrand ve ark (2007) insanlarda abdominal aortadaki intima-media
kalinligin1 damar duvar kalinlig1 olarak kabul etmisler ve bu kalinligin diyabet hasta
grubunda kontrol grubuna goére anlamli derecede yiiksek oldugunu bildirmislerdir.
Yiiksek glukoz seviyelerinin aortik duvarin yikilmasindan ve ayrismasindan sorumlu
olan metalloproteinazlar1 inaktive ettigini belirtmislerdir. Aort duvar kalinliginin
artmastyla metalloproteinaz aktivitesinin diigmesinin birbirini tamamlayict igaretler
oldugunu bildirmektedirler. Diyabetli hastalarda artmis intima-media tabakalarinin
kalinliginin abdominal aortada ateroskleroz gelisimiyle ilgili oldugunu ve anevrizma

gelisim riskini diistirdiigii ifade edilmistir.

Harrington ve ark (2010) ultrason kullanilarak olgtiikleri aort intima-media
kalinliginin Tip 1 diyabetik ¢ocuklarda kontrollere gore anlamli derecede yiiksek
ciktigini, ayn1 gruplarda ise karotid intima-media kalinliginin kontrollere gore
anlamli bir artig gostermedigini ve aort intima-media kalinliginin karotid intima-
media kalinligina gore ateroskleroz igin preklinik bir gosterge oldugunu
disiinmektedirler. Otopsi c¢alismalarinda histolojik olarak incelenen aort
orneklerinde intima tabakasinda yag birikiminin ve fibroplastik intimal
kalinlasmanin plak olusumunun erken asamalar1 oldugunu ifade etmislerdir. Bizim
calismamizda intima tabakasinda yag birikimine ve kopiik hiicrelerine

rastlanmamustir.

Kovanecz ve ark (2009) yaptiklar1 bir arastirmada diyabetin siiresi ve
sicanlarin yasi farkli olmasina ragmen bizim sonug¢larimizla ayni olan bulgular elde
etmiglerdir. 5 ay siire ile diyabet olusturulan 7 aylik sigcanlarda yaptiklar
calismalarinda devam eden hipergliseminin sonucu olarak aortun media tabakasinda
diiz kas hiicre igeriginde kesin bir azalmanin oldugunu belirtmislerdir. Boylece

diyabet olusturulan sican grubunda aort intima-media kalinliginin kontrol grubuna

34



gore anlamli bir artig géstermedigini belirtmislerdir. Sonug olarak daha uzun diyabet
hastaliginda  arterlerde  olusacak fibrozisin  belirgin hale gelebilecegini
diistinmektedirler. Aym1 ¢alismada kontrol ve diyabet gruplar1 arasinda TGF (1
ekspresyonu arasinda anlamli bir fark olmadigini belirtmislerdir. Aortta intima-
media kalinliginda da bir artis gerceklesmedigi icin prosklerotik bir faktor olarak
tanimladiklart TGF B1’in ekspresyonunda farklilik ¢ikmamasinin sebebini
tartismamiglardir. Fakat diyabetli siganlarda aortada asir1 kollajen birikiminin
oldugununun belirtilmesi, metalloproteinaz aktivitesini diisiiren TGF BI’in
ekspresyonunda farkliliklar olmamasina ters diigmektedir. Zegarska ve ark (2003)
TGF B1’in metalloproteinaz aktivitesini diislirerek kollajen birikimini arttirdigini
belirtmektedirler. Kovanecz ve ark (2009)’'nin ¢alisma sonuglari, bizim
calismamizda abdominal aort TGF B1 ekpresyon sonuclart ile uyusmaktadir fakat
biz calismamizda TGF B1’in anti-aterosklerotik bir sitokin olarak gdrev yaptigindan

dolay1 fark olugmadigini diistinmekteyiz.

Hosomi ve ark (2001) yaptiklar1 bir arastirmada 5, 15 ve 30 haftalik OLEFT
ve LETO siganlar1 kullanmislardir. 5 haftalik olan OLEFT siganlarinin LETO
siganlarina gore torasik aort damar duvarinin media tabakasinda bir kalinlik artist
olmadigini fakat 15 haftaliklar arasinda anlamli bir artis oldugunu ve tiim gruplarda
torasik aort media ¢apinda yaslanma ile beraber onemli bir artis gergeklestigini
gostermiglerdir. Diyabetin farkli yas gruplarindaki siganlar iizerindeki etkisinin

degisebildigi bu caligma ile gosterilmek istenmistir.

Fukuda ve ark (2005) yaptiklar1 bir arastirmada, bizim ¢alismamizdan farkl
olarak diyabetin siiresini uzun tutmuslar ve olusturduklari deneysel diyabette 26
haftalik zaman periyodu i¢inde agirliginin % 10’nunu kaybeden sigana diisiik doz
insiilin tedavisi uygulamislardir. Diyabette kardiyovaskiiler yapisal degisikliklerin
diyabetin baslangicindan 6 ay sonra gerceklestigini belirtmislerdir. 6,5 ay deneysel
diyabet olusturduklar1 sican grubunda, diyabetik sican aort media tabakasinin
kalinliginin kontrol grubunun aort media tabakasinin kalinligina gére 6nemli bir artig
gosterdigini belirtmislerdir. Medial kalinlasma ve kalsifikasyondan dolayi ilerlemis
aterosklerotik siirecin damar duvarinda daralmayi sagladigini belirtmektedirler.

ECM proteinlerinin  tortulagsmasinin  artmast  ve diiz kas hiicrelerinin
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proliferasyonunun diyabete bagimli vaskiiler hipertrofi ve yeniden sekillenmenin
yapisal ve fonksiyonel anahtarlari oldugunu belirtmislerdir. Glukozun uyardigi
artmis ekstraselliiler protein sentezinin (kollajen 4 ve fibronektin gibi) diyabetin
hedef organlarda olusturdugu komplikasyonlara aracilik ettigini ifade etmislerdir.
Fibronektinin ECM’de predominant bir protein oldugunu ve hiicre adhezyonu, doku
tamiri gibi c¢esitli hiicresel olaylarda 6nemli rolleri oldugunu belirtmislerdir.
Diyabette artmis fibronektin sentezini etkileyen faktorler arasinda fibrojenik
proteinler olan Endotelin, TGF B1 ve anjiyotensin II’'nin oldugunu belirtmislerdir.
Bu proteinlerin ECM’yi arttirict etkileri yaygin olarak kabul edilmektedir. Ayrica
6,5 ay stire ile Tip 1 diyabet olusturulan sican damar duvarinda TGF B1 seviyesinin
kontrol grubuna goére anlamli bir artis gdsterdigini bulmuslardir. Fukuda ve ark
(2005) calismalarinda TGF B1 ile diger sitokinlerin ECM’yi arttirdigi sonucunu

cikarmiglardir.

Akgiin ve ark (2007) 6-6,5 aylik erkek siganlarda deneysel Tip 1 diyabet
olusturduktan 60 giin sonra siganlar1 sakrifiye etmisler ve sicanlardan alinan torasik
aortlarda yaptiklart morfolojik Ol¢limlerde tunika intima tabakasinda diyabetli
hayvanlarda kontrollere gore bir kalinlik artisinin oldugunu belirtmislerdir. Bizim
calismamizda tunika intima ve media tabakalarinda diyabet ve kontrol gruplar
arasinda anlamli bir fark artis1 ¢ikmadi. Bu yoniiyle ¢calismamiza ters diismektedir.
Fakat bizim 3 aylik onlarin ise 6- 6,5 aylik sicanlar1 kullanmasinin g¢aligma

bulgularini etkiledigini diisiinmekteyiz.

Birgok c¢alisma hipergliseminin diyabetin kronik komplikasyonlarinin
patolojisinde 6nemli oldugunu belirtmektedir. Yiikselmis glukozun bir¢ok farkl
hiicreyi aktive ederek ECM sentezini uyardigini bildirilmektedir. Bu stireci TGF 3
‘nin stimiile ettigi distiniilmektedir (Yasuda ve ark 2001, Flores ve ark 2004, Pueyo
ve ark 2004, Yener ve ark 2007). TGF f hiicrelerin proliferasyonunu ve
farklilagmasini, embriyonik gelismeyi, yara iyilesmesini ve anjiyogenezi diizenler.
TGF B’nin {iretiminin artip, azalmasi birgok hastalikla iligkilendirilmistir. Bunlar
arasinda aterosklerozis, bobreklerin fibrozisi, karaciger ve akciger bulunur ( Blobe

ve ark 2000).
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TGF B1’in aterosklerozu igeren vaskiiler hastaliklarin fizyopatolojisinde ¢ok
onemli roller oynadig1 diistinilmektedir (Minami ve ark 2000). TGFB1’in normal
vaskiiler yapiy1 siirdiirmek i¢in gerekli olan aterosklerozdan koruyucu bir sitokin
oldugu ileri stirtiliiyor. Nitekim TGFB1’i notralize eden bir antikorun varliginda
damar duvarinda aterosklerozun hizlandigi rapor edilmistir (Ortega ve ark 2007,

Oyadomari ve ark 2001, Watanabe ve ark 2007).

Farkli olarak TGFfB1’in aterosklerotik bir sitokin oldugu hakkinda da gesitli
gorlisli bulunmaktadir. Arterlerin intimal kalinlagmasini, ekstraselliiler matriks
proteinlerinin sentezini arttirarak sagladig: belirtilmistir (Kanzaki ve ark 2003). TGF
B’nin kollajenlerin sentezini baglatarak ve metalloproteinaze sentezini inhibe ederek
ateroskleroza zemin hazirladig1 belirtilmistir (Zegarska ve ark 2003). Sharma ve ark

(2003) TGF B1’in patolojik slireglerin baslamasini sagladigi ileri siiriilmektedir

TGF B ¢esitli hiicre tiplerinde ECM sentezini, onlarin hiicre i¢i sinyal yolunu
(Smadlar) uyararak saglamaktadir. TGF-Beta reseptorlere baglandiktan sonra ortak
Smadlar1 ( Smad2 ve Smad3) aktive etmektedir. Bu proteinlerin daha sonra Smad4’e
baglandig1, hiicre ¢ekirdegine transloke oldugu ve hedef gen ekspresyonunu
diizenledigi vurgulanmistir. TGF B ‘nin sinyal yolu aktivasyonu, inhibe edici
Smadlarin  (ISmad- Smad6, Smad7) ekspresyonuyla da sonuglanabilir. ISmadlar
Smad2 ve Smad3’ii inhibe etmektedirler. Caligmalarinda yiiksek glukozun Smad
sinyal yolunu aktive ettigi, Smad2 ve Smad3 fosforilasyonunun ve niiklear
translokasyonun gerceklesmesi ve bunun da kollajen 1 mRNA ve protein
ekspresyonunu kiiltiire edilmis VECs’de ve VSMCs’de arttirmasiyla anlasilmistir.
Bu sonuglar medyumda 24 saatte TGF B {retiminin artmasiyla desteklenmistir
clinkii TGF P noétralize edici antikorun eklenmesiyle yliksek glukozun indiikledigi
Smad?2 niiklear translokasyonunun, Smad2 ve Smad3 fosforilasyonunun ve kollajen
tip 1 mRNA ve protein ekspresyonunun da bloklandigi belirtilmistir. Tam tersine,
normal glukoza maruz birakilan hiicrelerde TGF B nétralizan antikorunun varliginda
veya yoklugunda Smad2 ve Smad3 fosforilasyonunda, kollajen tip 1 mRNA ve
protein ekspresyonunda onemli bir artis gdzlenmemistir. Smad3’iin fibroziste kritik
bir rolii bulundugu ve fibronektin aktivasyonunu ytkselttigi belirtilmektedir. Bu

calismada yiiksek glukozun TGF B iiretimini uyararak Smad2 ve Smad3’ii aktive
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ettigi ve vaskiiler hiicrelerde kollajen matriks iiretimini arttirdigi diigiiniilmektedir.

Yiiksek glukozun TGF B iiretimini arttirdigi belirtilmektedir (Li ve ark 2003).

Yener ve ark (2007) calismalarinda gestasyonel diyabetli hastalarin
serumlarinda tip 2 diyabetli hastalarin serumlarma gore yiiksek, kontrol grubunun
serumlarina gore ise cok yiksek TGF B1 seviyelerine rastlamislardir. TGF 1
ekspresyonunu etkileyen cesitli faktorlerin oldugunu, hipergliseminin ekspresyonun
ana tetik¢isi oldugu ve diyabetli hastalarin normal hastalara gére daha yiiksek TGF
B1 seviyelerinin oldugu belirtmislerdir. Glukozun TGF B1 ekspresyonunu arttiran

anahtar bir mediator oldugu diisiincesini desteklemektedirler.

Itoh ve ark (1993) diiz kas hiicre proliferasyonuna aracilik eden faktorlerin
kimliklerinin tam agiklanamadigin1 belirtmis ve yaptiklar1 arastirmada TGF B1’in
kiiltiire edilmis sican aort diiz kas hiicrelerinin proliferasyonu {iizerine kuvvetli
inhibitor etkisi bulundugunu ayrica anti-TGF 1 nétralize edici antikoru
kullandiklar1 zaman hiicre sayisinda Onemli bir artis gergeklestigini (%50)
belirtmektedirler. TGF B1’in kiiltiire edilmis diiz kas hiicrelerinin hipertrofisini
indiikledigini ifade etmislerdir. Anjiyotensin II’'nin bFGF ve TGF f1’in
aktivasyonunu kiiltiire edilmis diiz kas hiicrelerinde diizenledigini belirtmislerdir.
Diiz kas hiicrelerinin go¢ii ve hizli proliferasyonunun bFGF, TGF B1 ve anjiyotensin
IT ekspresyonlarinin etkilesim altinda bulundugunu belirtmislerdir. Caligmalarinda
kiiltiire edilmis diiz kas hiicrelerinde otokrin biiylime faktorlerinin ekspresyonlari ve

faaliyetleri arasindaki karmasik etkilesimi ortaya ¢ikarmaya ¢alismiglardir.

Rumble ve ark (1997) Tip 1 diyabet olusturduklar1 siganlar1 7 giin, 3 hafta ve
8 ay sonunda sakrifiye etmisler ve diyabetik mezenterik arter duvarinda her grupta
artmis TGF PB1 ekspresyonuna rastlamiglardir. Bunu da glukozun aracilik ettigi
protein kinaz C’nin aktivasyonuna ve ilerlemis glikolizasyon son {iriinlerinin
etkisiyle iligkili oldugunu belirtmislerdir. TGF B1°1 ECM nin yayilisina aracilik eden

bir prosklerotik sitokin olarak tarif etmislerdir.

Yasuda ve ark (2001) c¢alismalarinda TGF p1’in latent bir formda

sentezlendigini ve etki gdsterebilmesi i¢in biyolojik olarak aktiflesmesi gerektigini
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belirtmislerdir. TGF P1’in lokal biyoyararlaniminin bir c¢ok faktor tarafindan
etkilenebilecegini ve bunlarin ¢evredeki glukoz konsantrasyonu, latent TGF (1
aktivasyonu, TGF B1’in matriks proteoglikanlarina baglanmasi ve TGF B1’in
otoindiiksiyonu olarak belirtilmistir. Glukozun aktif TGF B1 seviyelerini plazmin
veya diger proteazlarin salinimi iizerinden arttirabilecegini, bundan dolayr uygun
mediyada yiiksek glukoz tarafindan aktif TGF P1 konsantrasyonlarinda artis
meydana gelebilecegini belirtmiglerdir. Fakat aort diiz kas hiicre Kkiiltiirtinde
kullandiklar1 fotal sigir serumunda bol miktarda TGF B1 bulunmasina ragmen
ELISA ile olgtiikleri TGF B1 seviyesinde artis meydana gelmedigini yani TGF f1’in
aktif formunun olusmadigini belirmislerdir. Bunu TGF B1’in yar1 émriiniin kisa
olmas1 ve glukozun kisa bir siire i¢in TGF B1 transkripsiyon aktivitesini uyarmasina
baglamislardir. Bu agiklama bizim c¢alismamizda abdominal aortta TGF fB1’in

negatif ekspresyonunu izah eden sebeplerden bir tanesi olabilir.
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5. SONUC ve ONERILER

Literatiirde insanlarda yapilan ¢alismalarda intima media kalinlik artiginin
diyabetli gruplarda kontrol gruplarina goére anlamli ¢ikmasi, insan Omriiniin
fizyolojik olarak uzun siirmesi, kolesterol yoniinden zengin diyetle beslenmesi, yas
ve hastalikla birlikte artan hareketsizlik, sigara, stres gibi bircok faktdre baglidir.
Sicanlarda deneysel diyabet ile ilgili yapilan arastirmalarda ise intima ve media
tabakalarinda diyabetten ziyade yagsla birlikte anlamli bir artis gozlenmistir. Genetik
markerlerin degiskenligi yliziinden her canlinin risk prolifi farkliligi ve diyabetin

komplikasyonlarinda degisik yorumlara yol agabilecegi de unutulmamalidir.

Calismamizda sicanlarda olusturulan 60 giinliik diyabet siiresinin aortun
farkl1 segmentlerinde intima-media tabakalarinda kalinlagmaya sebep olabilecek
patolojik degisiklikler i¢in yeterli bir siire olmadigi sonucuna ulastik. Deneysel
diyabet gruplarinin hiperglisemi etkisinde kalma siiresini ve yasam siiresini
uzatabilmek i¢in kontrollii insiilin tedavisinin yapilmasinin, insanlarda olusan
diyabetik kronik komplikasyonlara benzer Olgiide yaklasik veriler ve basarili
sonuclar elde edilmesine sebep olabilecegi ve boylece daha saglikli sonuglara

ulagilabilecegi kanaatindeyiz.

Calismamizda TGF B1’in diyabetik sicanlarda torasik aort damar duvarinda
ekspresyonu kontrollere gore yiiksek c¢ikmisti. Hipergliseminin TGF 1
ekspresyonunu tetikledigi ve TGF B1’in anti prosklerotik bir sitokin olarak torakal
aortta gorev yaptig1 diisliniilebilir. Abdominal aortta ise diyabet ve kontrol gruplari
arasinda istatistiksel acidan anlamli fark c¢ikmamisti. TGF B1 sinyal iletimi
aksakliginin direk hastaliga yol actigina dair bulgularin bulundugunu belirtmistik.
Aterosklerotik plagin abdominal aortta torasik aorta gore daha fazla tutuldugu goz
Ontline alinirsa abdominal aortun patolojik mekanizmalara daha duyarli olmas1 ve
patolojik stireclerin daha once baglamasinin TGF 1 ekspresyonunu etkiledigi
diisiliniilebilir. Literatirde TGF 1 iretimindeki azalmalarin aterosklerozla

sonuclanabilecegi belirtilmisti. Abdominal aortta ekpresyonunun negatif olmasi ve
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aterosklerotik siirece yatkin olmasi, zaman iginde (yaslanma) gelisebilecegi
diistiniilerek buna uygun bir zemin hazirlandig1 seklinde yorumlanabilir. TGF B1’in
normal damar duvarinin yapisim siirdiirebilmek i¢in aterosklerozdan koruyucu bir
sitokin olarak gorev yaptigini disiiniilebilir. TGF B1’in yarilanma Omriiniin kisa

olmasi1 da ekspresyonu etkileyen diger bir faktor olabilir.
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6. OZET

T.C.
SELCUK UNIVERSITESI
SAGLIK BILIMLERI ENSTITUSU

Deneysel Diyabette Disi Sican Aortunda TGF 1
Ekspresyonunun Degerlendirilmesi ve Aort Katmanlarinin

Ol¢iimlerinin Karsilastirilmasi

Gokhan Ciice

Histoloji Embriyoloji (TIP) Anabilim Dah

DOKTORA TEZI / KONYA - 2010

Bu ¢alismada deneysel diyabetin multifonksiyonel bir sitokin olan TGF B1’in abdominal ve
torasik aorta duvarindaki ekspresyonuna ve aorta duvarinda tunika intima ve tunika media
kalinliklarina etkisi incelenmistir.

Caligmamizda 24 adet 3’er aylik 250- 300 gr agirliginda Sprague-Dawley tiirii disi si¢an
kullanildi. Diyabet ve kontrol olmak iizere iki grup olusturuldu. Deneysel diyabet grubuna
streptozotosin 50 mg/kg intraperitoneal olarak tek enjeksiyonla verilerek olusturuldu. Kontrol
grubuna ise serum fizyolojik 50 mg/kg intraperitoneal olarak verildi. Baska hicbir uygulama
yapilmadan 60. giin sonunda anestezi altinda iki grubun da abdominal ve torakal aorta damarlar
¢ikarildi. Kontrol torasik (TK), diyabetli torasik (TD), kontrol abdominal (AK) ve diyabetli
abdominal (AD) olmak iizere 4 adet inceleme grubu olusturuldu. Dokularin rutin histolojik takibi
yapildi. Elde edilen parafin bloklardan 4 mikron kalinliginda kesitler alindi. Kesitler Hematoksilen
Eozin ve Verhoeff Van Gieson elastik lif boyalar1 ile boyandi. Isik mikroskobunda abdominal ve
torasik aort damarlarinin intima ve media kalmliklar1 6lgiildii. Olgiimler okiiler mikrometre ile yapild:
Immunohistokimya boyamas1 i¢in Genway Anti-TGF beta (TB21) IgG 20-272-193974 primer
antikoru kullanildi. Intima ve media kalinlik dl¢iimlerinde AD ve AK gruplari, TD ve TK gruplar
kendi aralarinda degerlendirildi ve istatistiksel olarak anlamli fark bulunmadi. TGF f1
ekspresyonunda ise TD grubunda TK grubuna gore anlamli bir artig gozlendi. AD ve AK gruplari
arasinda anlamli bir fark bulunmadi.

Calismamizda 60 giinliik diyabet siiresinin diyabetin aortun farkli segmentlerinde intima-
media tabakalarinda kalinlagmaya sebep olabilecek patolojik degisiklikler igin yeterli bir siire
olmadigini diisiinmekteyiz. Deneysel diyabet gruplarmin hiperglisemi etkisinde kalma siiresini ve
yasam siiresini uzatabilmek igin kontrollii insiilin tedavisi yapilmasinin insanlarda olusan diyabetik
kronik komplikasyonlara benzer yaklasik veriler ve bagarili sonuglar elde edilmesine sebep
olabilecegi diisiiniilmektedir. TGF B1’in abdominal aorta duvarinda ekpresyonunun negatif olmasi ve
abdominal aortun ateroskleroz gelisimine yatkin olmasi, zaman i¢inde (yaslanma ile) gelisebilecegi
diisiiniilerek buna uygun bir zemin hazirlandig1 seklinde yorumlanabilir. Torasik aorta duvarinda ise
hiicre adezyonu ve doku tamiri gibi hiicresel olaylari diizenledigi seklinde yorumlanabilir.

Anahtar Sozciikler: Aorta, Diyabet, intima media kalinligi, TGF B1.

42



7. SUMMARY

Evalution of TGF p1 Expression and Compare of
Measurement of Aort Layers on The Aorta of Female Rats

in Experimental Diabetes

In this study, it was aimed to investigate the effects of experimental diabetes on TGF Bl
expression which is a multifunctional cytokin on abdominal and thoracic aortic wall, tunica intima
and tunica media thickness in aorta wall. Twenty four three months old female Sprague Dawley rats
weighing 250 to 300 g were used in this study. The rats were divided into two groups each. They
were non-diabetic and streptozotocin (STZ)-induced diabetic group. In the diabetic group, diabetes
was induced by a single intraperitoneal injection of 50 mg/kg STZ that was prepared in a 0.1 M
citrate buffer solution, pH 4.5. Non-diabetic rats were injected saline only. At the end of the 60. day
without any other application 2 of the groups were taken under anesthesia, the abdominal and
thoracic arteries were removed. Four study groups toracic control (TC), thoracic diabetic (TD),
abdominal control (AC) and abdominal diabetic (AD) were formed. 4 micron paraffin sections
belong to aortic tissue were performed after routine histologic process. Hematoxylin Eosin and
Verhoeff’s elastic staining were performed. Evaluations were performed under a light microscope.
Abdominal and thoracic intima thickness and media thickness of aorta were measured with the
oculometer. For immunohistochemistry staining Anti-TGF beta (TB21) IgG 20-272-193974 primary
antibody was used. In the evaluation of intima and media thickness measurements there were no
significant statistical differences between AD and AC groups and TD and TC groups. TGF Bl
expression showed a significant increase in TD group compared to TC. AD and AC did not differ
significantly.

In our study we think that 60 day duration of diabetes is not enough time for the
pathological changes could lead to thickening in different segments of the aortic intima-media layers.
In human studies tunica intima and tunica media thickness of the aorta increased significantly with
diabetes compared with the control groups because of many factors such as human life is longer than
experimental models as physiologically, with cholesterol-rich diet nutrition, physical inactivity
increased with age, disease, smoking and stress. To extend to time of staying under the effects of
hiperglisemia and to prolong to life for experimental diabet groups, controlled insulin therapy can be
done thus its thought to may cause that approximately similar data and succesful results will be
obtained like diabetic cronic complications occur in people. TGF B1 expression was negative in the
wall of the abdominal aorta and abdominal aorta is predisposed to the development of atherosclerosis,
it could be developed with overtime (aging), it can be interpreted for preparing an appropriate basis
for the development of atherosclerosis. In the toracic aorta wall, it can be interpreted that TGF B1
coordinates the cellular events such as cell adhesion and tissue repair.

Key Words: Aorta, Diabetes, intima-media thickness, TGF 1.
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Selguk Universitesi Meram Tip Fakiiltesi Histoloji ve Embriyoloji Anabilim Dalindan Prof.Dr.Serpil
KALKAN ve Doktora 6grencisi Gokhan CUCE tarafindan sunulan “Deneysel Diyabette Disi Sigan
Aortunda  TGFp; Ekspresyonunun Degerlendirilmesi ve Aort Katmanlarinin Olgtimlerinin
Karsilagtiriimasi” baghikli aragtirma projesi yedi tiyenin katilimu ile degerlendirildi.

Dininda lraninal As + (SN o i3 il 1ol

Projede kontrol ve diyabet (50 mg/kg streptozotocin ip) olmak fizere toplam iki grupta 24 eriskin

Sprague Dawley soyu erkek sicanin kullamilacag, iki ay sonra hayvanlann yiiksek doz anestezi ile
. S .

sakrifiye edilecegi bildirilmektedir.

Projenin deney hayvanlarina iliskin yonlerinin Selguk Universitesi Deneysel Tip Arastirma ve
Uygulama Merkezi Deney Hayvanlan Etik Kurul Yonergesinin 6nci maddesinde belirtilen “etik
kurallara uygunluk esasi” dikkate alinarak hazirlandig belirlenmistir.

Selcuk Universitesi Deneysel Tip Arastirma ve Uygulama Merkezi Deney Hayvanlari Etik Kurul
Yonergesinde “Bagvuru Sahibinin Sorumluluklari” baslig1 altinda yer alan kurallar ve madde 6da
belirtilen “Hayvan Deneyleri ile lgili Etik [lkeler” sakhi kalmak kosulu ile projenin hazirlanmasinda
“Etik Kurul Yonergesi Ilkelerine Uyulduguna”, ¢alismamin deneysel kismim yapacak galismacinin
“Deney Hayvanlari Kullanim Sertifikasma” sahip oldugu dikkate alinarak projenin hayvan kullanim
etigi agisindan “uygun” olduguna oybirligi ile karar verilmistir.
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Histoloji Embriyoloji (T1p) Anabilim Dali’nda doktora egitimine basladi.
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