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Diyabetes mellitusun vaskiiler reaktivitede degisiklik meydana getirdigi bilinmektedir. Bu
galismada IV streptozotosin (STZ, 50 mg kg’ ) injeksiyonu ile diyabetik hale getirilmis
8 haftabk diyabetik ve kontrol grubu sigcan torasik aortalarinin vazodilatatér ve
vazokonstriktér maddelere kars1 endotele-bagimh ve endotelden bagimsiz yanitlan incelendi.
Fenilefrin ile onceden kastinkmg diyabetik aorta halkalarinda asetilkolinin (ACh, 107*-
3.10°M) endotele bagimh gevseme yamtlarmm kontrollerine gére anlamh olarak azaldig,
ECs degerinin istatistiksel olarak anlamh olarak degismedigi; sodyum nitroprussidin (SNP,
107°- 10~°M) endotelden bagimsiz gevseme yanitlarmin ve ECs, degerinin kontrollerine gére
anlamh olarak defigmedigi saptandi. Endotelin-1 (ET-1, 10™'-10*M) ve serotonin ( 5-HT,
10°-10*M) kasima yamtlarmm hem endoteli saglam hem de endoteli tahrip edilmis
diyabetik aorta halkalarmda kontrollerine gére anlamh olarak azaldigi, ECsy degerlerinin ise
anlamh olarak artt1f1 saptandi. Diyabetik ve kontrol dokularin KCl kasilma yanitlarinda ise
istatistiksel olarak anlaml bir farklihk saptanmadi.

Sonug olarak; diyabette damar diiz kasmnin reaktivitesinde degigme saptandi. Elde ettigimiz
sonuclara gore, STZ diyabetik siganlarda ET-1 ve serotonine karsi azalmug yanitlar
ekstraseliiler kalsiyuma bagli olmayip, reseptorlerin down regiilasyonuna veya siirekli reseptdr
isgaline veya intraselliler kalsiyum mobilizasyonunun azalmasmna bagh olabilir. Endotele
bagimh gevseme yanitlarindan ise azalmg NO iretimi ve/veya saliverilmesi sorumlu olabilir.



ABSTRACT

Diabetes mellitus is known to produce alteration in vascular reactivity. The present study
investigated the responsiveness of endothelium-dependent and endothelium- independent
vasodilator and vasoconstrictor substances on thoracic aorta from rats with - 8-week
streptozotocin (STZ, 50mg kg 'iv.) -induced diabetes and vehicle-treated control rats.
Endothelium-dependent relaxation induced by acetylcholine (ACh, 107 3.10°°M) in aortic
rings precontracted with phenylephrine was significantly attenuated in diabetic rings but the
endothelium-independent relaxations produced by sodium nitroprusside (SNP, 107°- 10°M)
in diabetic preparations were not changed when compared to corresponding controls. There
were no significant changes in the ECsy values calculated by sodium nitroprusside-induced
relaxations of endothelium-intact and -denuded aortae from STZ-diabetic rats compared with
controls. Maximum responses to endothelin-1 (ET-1, 10™-10"*M) and serotonin ( 5-HT,
107*-10"*M) were reduced in aorta from STZ-diabetic rats compared to those from control
rats and EC50 values increased significantly. Maximum contractions to KCl were no
significant differences between diabetic and control tissue.

As a result, it has been observed that there is an alternation the vascular reactivity of vascular
smooth muscle in diabetes mellitus. According to our data, reduced maximum responsiveness
to ET-1 and serotonin in STZ diabetic rats were not dependent on extracellular calcium, but
may be due to impairment of down-regulation of receptors or continuously receptor
occupation or diminishing intracellular calcium mobilization of intracellular calcium stores.
Reducing in NO production and/or releasing of NO may be respensible for diminished
vasodilating reactivity depend on endothelium.
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BOLUM 1

GIRIS

Diyabetes mellitus,lipid ve protein metabolizma bozuklugunun eslik ettigi insiilin eksikligi
sendromudur (1-3). Olusan metabolizma bozuklufu zamanla vaskiiler, so@ik ve otonom
sistemde bozukluklara neden olur. Vaskiiler bozukluklar, siklikla bbrek ve retina basta
olmak iizere gesitli dokularda kapiller damarlar ve arterioller gibi kiigiik damarlar diizeyinde
gelisen mikroanjiyopati geklinde yada aterosklerozun hizlanmasi sonucu gelisen
makroanjiyopatiler seklindedir. Hastaligin ileri donemlerinde kardiyovaskﬁler sistemin
ateroskleroza maruz kalmasiyla geligen arteriosklerotik aortik anevrizma tesekkiilii,
intraserebral hemoraji, myokard yetmezligi, renal arterioskleroz, beyin infarkti ile beraber
olusabilen ateroskleroz, periferik arter hastahifs ve gangren, koromer arter hastalifi gibi
komplikasyonlarin diyabetik morbidite ve mortaliteden sorumlu tutuldugu bilinmektedir
(4,5,6). Diyabetik populasyonda dliimlerin %75’ inden makrovaskiiler degigiklikler sorumlu
tutulmaktadir. Diyabetli hastalarda biiyitk damarlara ait degisiklikler, saglam bireylere gore
daha erken yaglarda baglar, daha sik gériiliir ve ¢abuk ilerler. Diyabetiklerde biiyilk damar
hastahify ve komplikasyonlarin gelisme siklig1 ise diyabetik olmayanlara gore en az 2-3 misli
daha fazladir .

Damarlarm intima tabakasinda yer alan endotel, vaskiiler tonusun diizenlenmesinde énemli rol
oynar. Cesitli ilaglanin ve kimyasal maddelerin damarlarda olusturdugu vazodilatasyon ve
vazokonstriksiyonda, endotelden kaynaklanan gevsetici veya kasici faktorlerin rolii oldugu



bulunmugtur (7,8). Endotel hiicrelerinden salman endotel kaynakh gevsetici faktor (EDRF),
prostasiklin (PGI,), endotel kaynakh hiperpolarizan faktér (EDHF) damar diiz kas hiicrelerini
gevsetir. Endotelin-1 endotelden salman damar diiz kas hiicrelerinde yavas gelisen ve uzun
siiren bir kasilma meydana getiren peptid yapil bir otakoiddir.

Saglikh arterlerden daha gok gevsetici faktérler salinirken, endotel hasan olan arterler&e kasici
faktorlerin etkileri daha belirgin hale gelir. Bu durum vazospazm, iskemi ve tromboz riskini
artinr (9). Diyabetes mellituslu hastalarda ise plazma endotelin-1 diizeyleri anlamh olarak
yilkksek bulunmusg ve bu peptidin vaskiiler bozukluklan aleviendiren bir faktér oldugu
disgiiniilmiigtiir (10). Trombositler i¢inde depolanan serotonin direkt etkiyle damar diiz kasim
biazer. Bu etkilerini damar diiz kaslarnn SHT, reseptorlerini aktive etmesi yannda, diiz
kaslarda anjiyotensin II, katekolaminler ve prostaglandin F,a. (PGF,a) gibi vazokonstriktor
maddelerin etkilerini potansiyalize ederek olugturur (11,12).

Trombosit agregasyonu sirasinda sahiverilen serotonin ve adenozin difosfat (ADP), EDRF
salimimina neden olur. Serotoninin bu etkisi 5-HT, benzeri reseptorler aracih@s ile olur. Bu
olay muhtemelen trombositlerin aktivasyonu s&iucu saliverilen serotonine bagh
vazokonstriksiyonu kismen tambonlamaktadir (13).

Diyabetik damarlarda endotel hiicre disfonksiyonu oldugu gosterilmistir (14-16). Diyabetik
damarlarin anormal fonksiyonlarindan vaskiiler diiz kaslardaki nérotransmitterlerin ve dolagim
hormonlarinin yanitlarinda ya da duyarliliklarinda gelisen degisikliklerin sorumlu olabilecegi
ileri siiriilmistir (15,16).

Yapilan bazi gahgmalarda diyabetik arterlerdeki azalms gevseme yamitlaninda, nitrik oksit
(NO) hemostasindaki bir bozukluktan gok vaskiller kontraktil yamita gevseme yanitini
baskilayacak bir artigin rolii oldugu gésterilmigtir (17).

Diyabette vaskiiler reaktivite ve kan damarlarmm fonksiyonel ozelliklerinde degisiklik
meydana geldigi ve deneysel diyabetli hayvanlarda periferik vaskiiler sistem iizerinde
vazoaktif ajanlarn etkilerinde degigiklikler oldugu bildirilmektedir (18-22). Ancak bu
vaskiller patolojinin gelismesine yol acan nedenler tam olarak agiklanamamigtir. Diyabette
adrenalin, noradrenalin gibi endojen katekolaminlerin vazokonstriktor etkilerine kars:
duyarhilik meydana gelmesi vaskiiler hastalin nedenlerinden biri olarak ileri siiriilmiigtir(23).



Aym zamanda plazma endotelin-1 diizeyleri de anlamh olarak yitksek bulunmug ve
vazokonstrikt6r yantti potansiyalize edecegi bildirilmigtir (24).

Diyabetin ileri donemlerinde periferik vaskiiler sistemin ateroskleroza maruz kalmasmdan
dolay1 trombosit agregasyonu sirasinda serotonin salimminin artmasm takiben geligen yanitlar
arastinimaktadir.

Yukandaki verilerin 1s13inda bu ¢alismada STZ ile diyabet olusturulmug siganlar ile kontrol
sicanlardan alnan izole torasik aorta halkalarnda ET-1, serotonin ve KCl gibi vazoaktif
ajanlarn  yanitlarmin ve diyabette goézlenen vaskiller hastalikta EDRF’nin roliiniin
aragtirilmasi amaglanmigtir.



n(‘)LﬁM 2

GENEL BIiLGILER

2.1.DAMARIN YAPISI VE FONKSiYONU

Arterler intima, media ve adventitia ad: verilen ii¢ tabakadan meydana gelir. En icte yer alan
intima tabakasini, damann i¢ yiiziini kaplayan tek sirah endotel hiicreleri olusturur. Endotel
hiicrelerinin uzuniugu ortalama 25-50 Mm, eni ise 10-15 Mm olup, toplam 6x10% adet hiicre
ile 700-1000 m? lik bir yiizey olugturmaktadir (25). Endotel hiicrelerinin kan ile temas eden
yiizeyinde kollojen, elastin, glikoaminoglikan, fibronektin igeren 50-60 A° kalmlikta bir
extraselliiler tabaka mevcuttur. Bu proteoglikan yapih tabaka antitrombotik yiizeyi olugturur
ve heparan silfat, dermatan silfat ve heparih sentezler ve salgilar. Heparin diiz kas
hiicrelerinin proliferasyonu iizerinde inhibitér etkilidir (26,27). Media tabakas: intimadan
internal elastik lamina ile ayrilir, diiz kas hiicreleri ve eksternal elastik membran1 (elastik lifler
ve proteoglikanlar) icerir. Adventitia kalin fibroelastik bir doku olup arterleri besleyen kilcal
damarlar ve sinirlerden olugmugtur. Bu tabakalann herbirinin ger¢ek kompozisyonu kan
damarlarmin tipi ile degigkenlik gosterir. Genis conduit (iletici) arterler yapilarindaki
elastik lamina/diiz kas hiicresi oraminmn yiiksekli§i nedeniyle elastik arterler
olarak tammlanmaktadir. Arteriyoller ise bir veya iki sirali diiz kas hiicreli yapiya sahiptir.
En kicik damarlar olan kapillerler ise tek sirahi endotel hiicrelerden olusan kasiima
fonksiyonuna sahip diiz kas benzeri hiicreler olup perisitler olarak da bilinirler. Venéz sistem



ise yap1 olarak arteriollere benzerler fakat temel farklan diiz kas- hiicrelerinin duvar igindeki
oriyantasyonlaridir (28). Vaskiiler sistemde endotel hiicreleri ve vaskiiler diiz kas hiicreleri
fizyolojik olarak biiyitk 6neme sahiptirler.

2.2. ENDOTEL

Son 20 yilda yapilan aragtirmalar endotel dokusunun giglia vazoaktif, antikoagiilan,
prokoagiilan ve fibrinolitik maddeler ireten vicudun en aktif ve en genis parakrin
organlarindan biri oldugunu géstermigtir (29). Endotel katmanmin 3 temel fonksiyonu; kan ile
dokular arasinda segici bir bariyer olugturmak, antikoagiilan, antitrombotik bir yizey
olusturmak ve hemostatik dengeyi saglamak icin koagiilasyon ve fibrinolizisi kontrol altinda
tutmak; damar tonusunu dolayisiyla kan aklsml ve kan basmcmu etkileyen fizyolojik ve
patolojik mekanizmalarda rol oynayan mednyatorler salgilamaktadir (28).

Endotel hiicrelerinden birgok vazoaktif maddeler salgilanmaktadir, Endotel hiicrelerinden
salinan RGI,, EDRF ve EDHF vazodilator etkilidirler (30,31). Endotelin ve endotel kaynakli
kasic1 faktorler (EDCF); koagiilasyon/fibrinolitik yolakta yer alan faktér VIII antijen, Von
Willebrand’s faktor, plazminojen aktivatér ise vazokonstriktor etkilidir (8). Ekstraselliiler
matriks komponentleri (kollajen, elastin, glikoaminoglikanlar, fibronektin), heparanlar ve
bityiime faktorleri diiz kas hiicre proliferasyonunu dizenlerler (28,32,33). Endotel hiicreleri
plazma lipidleri, lipoproteinler, adenin niikleotidler ve niikleosidler, serotoxﬁn, katekolaminler,
bradikinin ve anjiotensin I gibi maddeleri lokal olarak salmminda rol oynar (28). Damar
tonusu endotel hiicrelerinden salman bu faktorler arasmdaki dengeye ve diiz kas hiicrelerinin

bu faktorlere verecegi yanita baghdlf.
2.3. ENDOTEL KAYNAKLI GEVSETICi FAKTOR (EDRF)

Damar tonusunu diizenleyen en énemli molekiillerden biri olan EDRF ilk kez Furchgott ve
Zawadzki tarafindan bulunmustur (34). Endoteli saglam tavsan aortik halkalan asetilkoline
gevseme yanitt verirken, endotel hiicrelerinin mekanik ve enzimatik yolla tahrip edilmesinden
sonra asetilkolinin gevsetici etkisinin tamamen kaybolmasi, endotel hiicrelerinin giiglii bir
gevsetici madde irettifini gostermistir.  Asetilkolinin endotel hiicrelerinin membram
T.C YUKSEKOGRETIM KURULU
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actif1, bu maddenin de damar diiz kaslarmda gevsetici yanitlar olusturdugu gosterilmigtir.
Kisa 6miirlii olan bu madde diiz kas hiicrelerinde solubl guanilat siklaz1 aktive ederek siklik
guanozin 3/, 5’ monofosfat (¢<GMP) olusumunu artirarak vaskiiler diiz kasi gevsetir. Endotel
hiicrelerinden salman Endothelium Derived Relaxating Factor(s) (endotel kaynakli gevsetici
faktér(ler)) diye isimlendirilen bu gevsetici faktér; bilinen en giigli vazodilatatdrlerden biridir
ve vaskiiler direncin énemli bir denetleyicisidir (7,35).

Asetilkolin ve diger muskarinik agonistler damarlarin endotel hiicreleri {izerindeki M;
reseptorlerini uyararak; fosfoinozitid hidrolizine ve bu sekilde olusan IP; ve DAG gibi ikinci
ulaklar ile intraselliiler Ca™ diizeyini artirarak Ca™"/kalmoduline bagmml nitrik oksid sentaz
(NOS) stimiile ederek nitrik oksit iiretimini ve saliverilmesini artinrlar (36)(Sekil 2.1).

——

CaM

B

L-arginin Oz L-sitrullin

Sekil 2.1. Endotel Hiicrelerinden Agoniste Bagh NO’in Salinmmmnin Sinyal Transdiikleme
Mekanizmalan



Endoteli tahrip edilmig izole arter halkalarinda asetilkolin ve difer muskarinik agonistler
gevsemeye degil, damar diiz kas membram iizerindeki M, reseptorlerin aktivasyonuyla, Gi
proteini araciligy ile adenilat siklazi inhibe ederek hiicrede cCAMP olusumunu azaltip diiz
kaslarda kasiimaya neden olurlar (13).

Damar duvarmda bulunan baglica prostaglandin olan prostasiklin (PGL)’ in giiglii vazodilator
ve antitrombotik etkili bir otokoid oldugu bilinmektedir. Izole tavsan aortasmnda asetilkolinin
neden oldufu gevseme yanmtinda PGIL’nin rolii olabilecegi diigimilmiistir. Aspirin,
indometazin gibi siklooksijenaz inhibitorleri veya nikotin gibi prostasiklin sentetaz
inhibitdrlerinin asetilkolinin neden oldufu gevsemeyi inhibe etmedifi gozlenmigtir. Bu
nedenle EDRFnin prostasiklin, prostagiandin E, gibi vazodilatér bir prostaglandin olmadigs
bildirilmigtir (7).

Baz araghrmacilar EDRF’nin kimyasal yapismin tayin calismalan  sonucunda EDRF ve
NO’in’ aym bilegikler oldugunu ileri siirdiller (37-39). EDRF ve NO’in aym kosullarda
yanlanma omiirlerinin hemen hemen aym: olmas: (38,40); argininden NO ve EDRF
olusumunun N-monometil -L-#ginine (L-NMMA) tarafindan inhibisyonu (41); hemoglobin
ve metilen blue gibi cesitli farmakolojik blokdrlerle hem NO hem de EDRF’nin etkilerinin
inhibisyonu (42), agonistlerle hedef dokulardan NO salinimi (38), EDRF ve NO arasmdaki
biyokimyasal ve farmakolojik benzerlikler, EDRF’nin NO oldugunu ortaya koyan kanitlardir.
Bir ¢ok aragnrmact EDRF’yi endotel kaynakli nitrik  oksit (EDNOQ) olarak da
tanimlamaktadir. Bununla birlikte baz1 aragtirmacilar EDRF’nin sadece damar diiz kasinda
gevseme olusturdugu, NO’in ise damar diiz kas ve difer diiz kash yapilarda da (trakeal,
taenia coli ) gevseme olusturdufunu, EDRF ve NO arasinda farmakolojik farkhliklar
olabilecegini ileri siirmiglerdir (43,44). Diger bir ¢aligmada EDRF’nin NO’den farkh olarak
Na™-K’ pompasmm aktivasyonu ile vaskiler diiz kasm hiperpolarizasyonuna neden oldugu,
bundan dolay1 birden fazla EDRF sentez edilip saliverildigi ileri siiriilmigtiir (45). Elektron-
spin rezonans teknigiyle yapilmg bir ¢ahigma da; EDRF’nin, NO’den daha fazla aktif
vazodilatasyona neden olan NO igeren bir bilegim olabilecegi diigiiniilmiistiir (46).



NO’in endotelden saliverilen en giigli gevsetici faktér olduguna iliskin yeterli kanit
bulunmasma kargin heniiz yapisi belirlenememis farkl: endotel gevsetici faktérlerin de sentezi
olasidir.

EDRF’nin kesfi endotel kaynakh vazoaktif faktrlerin aragtirma ¢aligmalarmi baglatrmgtir.
Baz1 vazoaktif ajanlarin ve mekanik giiglerin EDRF yapimmi ve salimimm uyararak indirekt
olarak vaskiiler diiz kaslarda gevseme meydana getirdigi saptanmugtir. EDRF sentezinden
sorumlu endotel reseptorlerine etkili ajanlar asetilkolin, bradikinin, histamin, noradrenalin,
serotonin, anjiotensin II, kalsiyum iyonofor A23187 (kalsimin), adenin niikleotidler (adenozin,
ADP, ATP), vasopressin (VP), P-maddesi, vazoaktif intestinal peptid (ViP), trombin, PAF,
insiilin, klonidin, hidralazin, kalsitonin, peptidolokotrienler, aragidonik asit (AA), endotelin ve
agrege trombositlerdir (7,47-49). Mekanik giiclerden en onemli etken ise dolagan kan
akimmmn meydana getirdigi basingtir (shear stress) (50), ancak kan basmcr ve pulsatil
gerginlik de NO sentezinde etkili mekanik sebepler arasindadir (47,51).

Normal Patolojik Durumar
5-HT  Thrombin A Anoksi AA ADP
VP | ADP ACh AA Gerilim 5-HT ACh

M\ «—— Hb, anoksi v

v
EDRF(s)

$ekil 2.2. Damar Diiz Kasmm Kasilma ve Gevsemesinde Rol Oynayan Mediyatérler



EDRF’nin sabmmm uyaran ¢ok sayida vazoaktif maddenin ve mekanik giglerin aym
zamanda bir bagka endojen vazodilatér madde olan prostasiklin’in (PGI;) salgilanmasm da
aktive ettigi kanitlanmigtir (52-53) .

NO, vazodilatér 6zelliklerinin yan1 sira, siklik GMP’ye bagimhi bir mekanizma iizerinden
trombosit agregasyonunu engellerler ve trombositteki siklik AMP diizeylerini yiikselterek
,agregasyonu engelleyen PG, ile sinerjist etki gosterir. PGI,’den farkh olarak NO, trombosit
adezyonunun da giiglii bir inhibitoridiir (54). Trombositlerin kendileri de NO iretirler ve L-
arginin-NO yolu, trombosit etkinlesmesini diizenleyen bir ‘negatif feedback’ mekanizmasi
olarak ig goriir (54). Buna gére in vivo trombosit agregasyonu, damar endotelinin saldig: NO
ve PGI, kadar, trombositlerin igindeki NO tarafindan da diizenlenmektedir.

Aynca EDRF’nin, siklooksijenaz yoluyla artmig aragidonat metabolizmasiyla birlikte olugan
bir oksijen radikali olabilecegi bildirilmistir (55).

2.3.1. Nitrik Oksidin Yapis: Sentezi Salmm

NO lipofilik yapida biyolojik membrandan kolayca diffiize olabilen yanlanma 6mrii yerine ve
tiire gore degismek iizere 3-50 sn arasmda degtisen labil bir molekiildiir. L-arginin NO’in
fizyolojik bir prekiirsériidiir, ekstraselliiler sividan, intraselliiler protein degredasyonu veya
endojen sentez ile ortaya ¢ikar. L-arginin’in terminal guanidino nitrojen atomlarmmn
(aminoasit L-arginin) nitrik oksit sentaz (NOS) enzimi tarafindan ok-sidasyonu sonucunda L-
sitrulin ve NO sentez edilmektedir (56,57-60).

NOS
L-arginin + O ———— NO + L-sitrulin + H
NADPH
BH,
FMN
FAD

Bu reaksiyon igin ko-faktor olarak tetrahidrobiopterin (BH4), nikotin-adenin diniikleotid fosfat
(NADPH), flavinler (FAD, flavin adenin diniikleotid, FMN, flavin mononiikleotid) ve
kalmodulin kullanilmaktadir (56).
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NO sentezini katalize eden NOS enziminin i{i¢ farkh gen iiriinii olan i¢ farklh NOS izomeri
izole edilmigtir. Bu ii¢ degisik izoformlarin subseliiler yeri, aminoasit serisi, diizeni ve
fonksiyonlan birbirinden farkhidir. Siirekli salman NOS enzimi constitutive NOS (cNOS)
veya bazal NOS olarak adlandinlkr ve iki ayn izoformu mevcuttur; bunlardan biri
trombositlerde ve en ¢ok da membrana bagh olarak vaskiller endotelyumda bulmidugu i¢in
endoteliyal NOS (ceNOS veya hNOS) (61); digeri santral ve periferal néronlarmn sitozolunda
bulundugu i¢in néronal NOS (nNOS) olarak adlandinimuglardir (62). Daha sonra yapilan
galimalar nNOS’m iskelet kaslar1, pankreas ve bobrek gibi bazi extranéronal alanlarda da yer
aldiim gostermistir (63,64). cNOS (ceNOS ve nNOS), Ca"/ kalmoduline baglandign zaman
enzim i¢indeki flavinier (FAD, FMN) aracibiiyla NADPH’dan hem ’in aktif alanmna elektron
trasferiyle az miktarda NO olugmaktadir (65,66). Bu az miktarda sentezlenen kisa 6miirlii
NO, vazodilatasyon ve ndrotransmisyon gibi bir ¢ok fizyolojik olaylara aracihk eden diffuze
olabilen sinyalleyici bir molekiil gibi cahgir. Endotel hiicrelerde bulunan ¢cNOS 135 kDa
agirhgnda bir enzim olup hiicre ici Ca" konsantrasyonlannm fizyolojik smirlar i¢inde
yiikselmesi sonucu aktive olurlar. Néronlarda sentezlenen cNOS ise 168 kDa agrligmda olup
néronlarda ve non-adrenerjik non-kolinerjik sinirler (NANK)’den NO’in Ca™‘a bagmh
saliverilmesinden sorumludur. Endotel hiicrelerde asetilkolin, serebral hﬁc;elerde glutamat
gibi endojen nérotransmitterlerin reseptor aktivasyonu sonucunda bu cNOS igeren hiicrelerin
sitozolik Ca™ diizeyleri artar ve NO sentezlenir.

Sinir uglarmdan bazal veya uyan ile salman asetilkolin, bradikinin, ATP, ekstator
aminoasitler, trombositlerden salinan trombin, ADP ve serotonin gibi maddeler reseptor
afa_c1h§1 ile cNOS’1 uyanirlar. Pulsatil akim, hipoksi, mekanik deformasyoﬁ, shéa: sfress gibi
fiziksel uyarilar ve kalsiyum iyonoforlan, Ca™-ATPase inhibitdrleri (Ca* un sarkoplazmik
retikulume girigini engelliyerek hiicre igi Ca’™ seviyelerini yiikseltirler), forbol esterleri (protein
kinaz C aktivatoril) gibi farmakolojik aktivatorler, reseptore bagimh olmaksizim cNOS’s

uyarirlar.

cNOS enzimi aracilify ile sentezlenen diigiik miktarlarda NO, hedef hiicrede ¢dzimebilir
(solubl) guanilat siklaz (¢GS)’'m hem grubuna baglanarak veya siilfidril gruplarm
S-nitrozilleyerek enzimi aktive ederler. NO ile ¢GS’m aktivasyonu ¢cGMP diizeylerinin
yikselmesine neden olur. ¢cGMP diizeylerinin yiikselmesi ise cGMP’a bagimli protein
kinazlan aktive ederek, myozin hafif zincirinin defosforilasyonu ile diiz kas hiicrelerini
gevsetir (56).

LC. YOKSEKGCRETIM KURULD
ON MERKEZi
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NO ile indirgenmis tiyoller arasindaki reaksiyon sonucunda; stabilitesi NO’dan daha fazla
olan ve NO salivererek etkinlik gésteren S-nitrozo tiyoller gibi ¢ok giiclii vazodilatdrler agifa
gikar (67,68). Bundan dolayt NO’ in baz biyolojik etkilerine diigik molekiil agirhkh S-
nitrozotiyol ara diriinlerinin aracilik ettigi diiginiilmektedir. NO siilfidril grubu iceren serum
albuminle reaksiyona girerek nitrojen oksitlere yiikseltgenerek S-nitrozoalbumin olusur. S-
nitrozoalbumin’in NO gibi giclii antitrombotik ve vazodilatér etkilere sahip oldugu
saptanmasma kargin bir NO deposu olarak gorev yaptigr ileri sﬁrﬁlmﬁsse de heniiz
dogrulanabilmis degildir (68).

Son zamanlardaki caligmalar, endotel hiicrelerinin bir agonist tarafindan uyanlmas: ile
endotel cNOS’mn fosforile oldugu ve enzimin hiicre membranindan sitozole gegisi ile cNOS
aktivitesinin kayboldugu gostermigtir (61,69).

2.3.2. Patolojik Nitrik Oksit Saliverilmesi

Belirli sitokinler ve lipopolisakkaritler (LPS) tarafindan uyarilan hepatositler, bobrek
hiicreleri; kikirdak hiicreleri, pankreas ada hiicreleri ve fibroblastlarda kalsiyumdan bagimsiz
iigincii bir NOS izoformu agiga gikar ki buna indiiklenebilen NOS (iNOS) adi verilmigtir
(70,71). Molekiil agarhfn 130-135 kDa’ dur. iNOS salimmi ¢NOS’un salimimmna gére daha
hizh, yitksek miktarlarda, daha uzun siirelidir ve indiiklendiklerinde vaskiiler diiz kas, endotel .
hiicreleri, makrofaj ve myosit gibi hiicrelerde asin NO salinnmma neden olurlar. iINOS,
NO’in uzun siireli salmmmm safhyarak memeli doku hiicrelerinde hem sitostatik, sitotoksik,
hem de sitoprotektif ve baz1 patojenlere kary: antimikrobial etkilerin ortaya ¢ikmasina neden
olur (72). Purifiye iNOS, maksimal aktivite gésterebilmek icin NADPH, flavin, BH4 ve tiol
gibi kofaktorlerin varligma gereksinim duyar.

iINOS, sepsisle iliskili hipotansiyon, hemostatik-trombotik denge bozukluklart ve
aterosklerozis ve anjioplasti sonrast arter hasan gibi lokal vaskiiler lezyonlan igeren birgok
patolojik durumlar da etkin rol oynar (73,74).

Sitokinler ve endotoksinler tarafindan endotel hiicre ve vaskiiler diiz kas hiicrelerinden iNOS
enziminin uyanlmas: ile saliverilen NO, vazokonstriktorlere direngli bir patolojik
vazodilatasyona neden olmaktadir.
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2.4. SEROTONIN

Bitki ve hayvanlarda yaygin olarak bulunan serotoninin kimyasal yapisi S-hidroksi
triptamindir (5-HT). Insan viicudunda yaklagik 10 mg serotonin saptanmig olup bu miktarm
bityiik bir kismn (4-8 mg) mide ve barsak mukozasmdaki enterokromafin hiicrelerde bulunur.
Mide ve barsak diginda kalan serotonin biiyiik bir kasmu trombositlerde ve santral sinir
sisteminde bulunur. SSS’nin ve mide- barsak ¢eperindeki enterik sinir sisteminin serotonerjik
ndronlardan sentez edilen serotoninin turnover hizi 1 saat, enterokromafin hiicrelerde ise 7-12
saattir. Trombositlerin serotonin sentez etme yetenegi yoktur. Trombositler serotonini
plazmadan alirlar ve depolarlar. Serotonin iceren hiicrelerde bu madde, ATP ve iki degerli
katyonlarla kompleks olugturarak 6zel vezikiiller ighrisinde depolamr. Serotonin igeren
hiicreler- serotonini hiicre dindan aktif transport mekanizmasiyla alir. Enterokromafin
hiicrelerden ve SSS’deki serotonerjik sinir uclarindan serotonin parsiyel ekzositoz ile
saliverilir. Trombositlerden saliverilmesi ise bu hiicrelerin pargalanmasi sonucu olur (13,75).

Serotonin, besin ile alman bir amino asit olan triptofan’n énce 5 numarah karbonundan
hidroksillenmesi ile olugan 5-hidroksitriptofan’in dekarboksillenmesi ile iki basamakta sentez
edilir. Ilk olay, serotonin sentezinde hiz kisitlayict basamag olugturur ve triptofan hidroksilaz
enzimi tarafindan katalize edilir. Ikinci basamak viicutta yaygm olarak bulunan aromatik L-
aminoasit dekarboksilaz (dopa dekarboksilaz) enzimi tarafindan katalize edilir (13)(Sekil 2.3).

Serotoninin hiicrelerden salimmasinda birgok maddenin rolii vardir. Trombin, trombositlerden
serotoninin sahverilmesine neden olur (13,76). Rezerpin serotonin saliverilmesini artirir ve
serotonin igeren biitiin hiicrelerin vezikiillerini bogaltir. p-klorofenilalanin ise SSS’nde ve
periferdeki hiicrelerde triptofan 5- hidroksilaz enzimini bloke ederek serotonin sentezini
azaltarak dokudaki konsantrasyonunu diigiiriir.
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Sekil 2.3. Serotonin Sentez ve Metabolizmasi
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24.1. Serotonin Reseptdrieri

1957 yilinda Gaddum ve Picarelli serotonin reseptorlerini  serotonine olan cevaba gore
SHT D (Dibenzyline) ve 5-HT M ( Morfin) tipi reseptérler olmak iizere 2 guruba ayirmislar
(76); daha sonralan Peroutka ve Smyder 1979 yiinda bu smiflamay1 radyoligand baglama
tekniklerine gére SHT; ve SHT, reseptorleri seklinde degistirmiglerdir (77). Son olarak
1986°da Bradley ve ark. serotonin reseptérlerini SHT, benzeri reseptorler, 5 HT, reseptérleri
ve 5-HT; reseptorleri olmak iizere 3 guruba ayirmglardsr (78) (Tablo 2.1).

S.HT, benzeri reseptirler: 5-HT, reseptorlerin ortak 6zellikleri, 5-karboksamidotriptamin
ile stimile edilmeleri, metiotepin ile bloke edilmeleri ve ketanserin tarafindan
etkilenmemeleridir. Daha sonra serotonin belirli fonksiyonel etkileri ile iligkili olarak SHT,
reseptor alt guruplan tammlanmstir (13). 5-HT, reseptér gurubunun 5-HTi,, 5-HTs, 5-
HTic, 5-HTp, 5-HTg ve 5-HTr olmak iizere 6 reseptdr alt tipi saptanmustir (13,79).

SHT, reseptorleri: 5- HT, reseptorlerinin alt guruplarmm tiplerinin 5 fiyesi (5-HT 1c haric)
adenilat siklaz inhibe ederler. Ayrica 5-HT;, reseptorleri reseptdre bagimh K* kanallanm
aktive ve voltaj bagimh K* kanallarnm inhibe ederler. 5-HT), reseptéria serotonerjik néronlar
lizerinde somatodendritik otoreseptdr olarak fonksiyon yapan beyin sapmm raphe
nukleuslarinda bulunur. Diger bir alt tip olan ve 5-HT 1p’nin homologu kabul edilen 5-HT ip
reseptori akson terminalleri {izerinde serotonin salinimum inhibe ederler (80). Beyinde belirli
bolgelerde, baz1 rodentlerde 5-HT ,p reseptorleri; insan dahil incelenen diger memelilerin
beyninde ise ayni bdlgelerde 5-HT ;p yerine 5-HT 1p reseptdrleri bulunmaktadir. 5-HT 3 ile
ayni 6zellgi gostermektedir. Molekiiler yapisi bakimmdan 5-HT)c reseptérleri aslinda 5-HT,
reseptor gurubuna ait olup bunlara 5-HT,;c reseptdrleri adi verilmektedir. 5-HT ¢
reseptorleri membranda fosfoinozitidaz (fosfolipaz C) ile kenetlenir. Bu reseptérlerin
aktivasyonu fosfotidilinozitol 4,5 -bifosfatm fosfolipaz C enznm ile hidrolizi sonucunda
sitoplazmada IP; ve DAG gibi ikinci ulaklan olugturar. Bunun sonucu diiz kaslarda kasilma
meydana gelir. 5-HT'x reseptérlerinin 5-HT p ile birgok ortak ozellikleri vardir ve onun bir
alt tipi olarak kabul edilmektedir. 5-HT y reseptérleri ise bagirsakta enterik sinir sistemine ait
noronlarm 5-HT tarafindan uyanlmasma aracihk eden ve peristaltik refleksin olusumuna
katkida bulunan néronal reseptérlerdir.
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S5-HT ; reseptérleri: 5-HT reseptorlerinin 3 alt tipi protein kinaz C’. yi aktive eden DAG ve
Ca’un intraseliller depolardan salimmum saglayan IP; ikinci ulaklan olusturan fosfolipaz
C’ye baglamr. Serotoninin ndronlardaki eksitator etkilerine aracilik eden reseptérler olup
ndron membraninda fosfoinozitidaz ile kenetlenmislerdir ve ayn1 transmembanal transdiikleme

- mekanizmasi ile kenetlenen 5-HT)c reseptorlerine benzerlik gosterirler. 5-HT,, reseptérleri
baghca serotonerjik terminal bélge olmak izere santral sinir sisteminde yaygm. olarak
dagbmglardir.  5-HT.p reseptorleri ilk kez mide fundusunda gosterilmigtir. 5-HTsc
reseptorleri ise serebrospinal svi yapim yeri olan koroid pleksuslarda yofun olarak
bulunmaktadir. Fibroblastlardaki 5-HT, reseptorlerinin uyanlmasiyla mitogenezisin
tetiklendifi ve malign transformasyona neden oldugu gosterilmistir (9,81). Bu bulgular
serotoninin nérotransmitter ve kontraktil etkilerinden gok bir bityiime faktdrii olarak rol
oynayabilecegini diigiindiirmektedir.
5-HT ; reseptirleri : Barsaktaki afferent sinir uglarinda, néronlarda ve beyinde hipokampiis
ve area postremada bulunmaktadir. 5-HT; reseptorleri membranda Na' kanah ile direkt
kenetlenmistir. 5-HT; reseptdrlerinin aktivasyonu Na* kanahm acarak noronlarda ve sinir
uglarinda hizh depolarizasyon yapar. Ondansetron tarafindan bu reseptorler selektif olarak
bloke edilirler. : '
5-HT 4 reseptirleri: Viicutta yaygm olarak bulunurlar. Santral sinir sisteminde siiperior ve
inferior colliculi néronlarinda ve hipokampusta, gastfointmﬁnalv sistemdeki diiz kas ve salg
hiicrelerinde (Gr:miyanterik pleksus) yer almaktadirlar. 5-HT, reseptorleri adenilat siklaz
-aktive ederek intraseliler cAMP diizeyini artirrlar. 5-HT, reseptorlerinin birgok alt gurubu
bulunmaktadur.

Tablo 2.1. Serotonin Reseptdrlerinin Fizyolojik Etkileri

Alt Tipleri Yanitlan
5-HTyap Artrus K kondiiktans:
Hiperpolarizasyon
5-HT;, Azalmig K* kondiiktansi
Yavag depolarizasyon
5-HT, Na“ ve K" kapis1
Hizh depolarizasyon
5-HT, Azalmig K* kondiiktansi

Yavas depolarizasyon
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Endotel hasarlandifmda trombositlerden serotonin, ADP, trombin ve TXA, salmarak
adezyona neden olur. 5-HT, reseptérleri zayif bir agregasyona yoi agar ve serotonin endotel
hasan olan damarm diiz kas hiicresinde direkt kontraksiyona neden olur ve hemostazise
katkida bulunur. Lokal olarak salman otakoidler (TXA,, kininler ve vazoaktif peptidler)
vazokonstriksiyonda rol oynarlar. Aterosklerozda endotel harabiyeti ile ortaya gikan NO
yetersizligi sonucu trombiis formasyonu geligimi hizlanir (8,80).

2.4.2.Serotoninin Kardiyovaskiiler Sistem {zerine Etkileri

Serotoninin kardiyovaskiiler sistem iizerine etkileri degigkendir. Bunun nedeni hem direkt hem
de refleks etkiler olusturmas: ve bu etkilerinin tonus ve innervasyon gibi faktorlere gore
degismesidir. Diger bir neden, serotonin reseptdr tiplerinin ve alt tiplerinin sayismin fazlali,
farkh damar segmentlerinde farkls reseptér bulunmasi ve aym damar yatagmda farkli hayvan
tirlerinde farkhi reseptor tiplerininin yerlegmis ohmamdil  Serotoniiin damar yataklan
iizerindeki klasik yanitlan o6zellikle splanknik, renal, pulmoner ve serebral dolasimda
kontraksiyondur (80). Bu etkisi brongiyal diiz kaslarmda da gorilmektedir. Serotonin iskelet
kasindaki damar yataklan hari¢ diger damar yataklarinda damar diiz kasi iizerine direkt kasici
etkisiyle kontraksiyona neden olur. Serotoninin damar diiz kas iizerindeki 5-HT; benzeri
‘ve/veya 5-HT , reseptérlerini aktive etmesine bagh direkt etkiyle vazokonstriksiyon meydana
gelir. 5-HT , reseptorlerini selektif olarak aktive eden DOI (dimetoksi iodofenil aminopropan)
maddesi vazospazma neden olur. Sumatriptan adh ilag ise esas olarak 5-HTip reseptorlerini
aktive edereck damarlarda vazokonstrjksiyona yol agar. Serotonin damarlarda
vazokonstriksiyon meydana getirmesinde ikincil olarak damar diiz kaslan iizerinde
anjiotensinll, katekolaminler, PGF,, gibi endojen vazokonstriktor maddelerin etkisini
potansiyalize etmeside rol oynamaktadir (82). Bu etkisi nedeniyle esansiyel hipertansiyonun
etiyolojisinde rol oynadigr ileri siiriilmektedir.  Serotonin insanda - koroner damarlarda
vazokonstriksiyona yol acar. Kopekte ise serotonin koronmer, karotis ve diger damar
yataklarinda vazodilatasyona neden olmaktadir (83). Bu etkiye 5-HT; benzeri reseptérlerin
aracilifayla olduffuna inaniimaktadir. Serotoninin vazodilatatir etiisi damar endotelinden 5-
HT, benzeri reseptorler araciifiyla EDRF saliverilmesine baglidir. Damar g¢eperinde
trombosit agregasyonu oldugunda trombositlerden serotonin ile birlikte saliverilen ADP de
EDRF salinmasma katkida bulunur. Bobrek damarlan serotonine karsi ok duyarh olup,
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deney hayvanlarinda bobrekte nekroza neden olacak kadar giddetli vazospazm meydana gelir.
Deney hayvanlarinda uterus ve plasenta damarlarinda vazokonstriksiyona neden olarak
fetusun beslenmesini bozdugu ve abortusa neden oldugu gézlenmistir. Serotonin insanda
akciger damar yataginda vazospazma neden olur. Spazm etkisine en duyarhh damar segmenti
veniiller ve venlerdir. Cesitli iskelet kaslarmm damar yataklarmi genigleterek kan akimmi
arttirir (80). “

Serotonin insanda IV uygulandiginda kan basmcmnda 3 fazli bir degisiklige neden olur. Ik faz
bir dakikadan az siiren kan basinci diismesi sathasidir. Bu olay Bezold Jarisch refleksinden
kaynaklanmaktadir. Bundan sonraki ikinci faz, serotoninin direkt vazokonstriktér etkisine ve
kemoreseptorleri uyararak vazomotor merkezi etkilemesine bagh kan basmci artar. Ugiincii
faz ise uzun siiren bir kan basmci diigmesidir. Iskelet kaslarmmn damarlarnm geniglemesine
baghdur. EDRF’niﬁ salmminm da bu fazda kismen etkisi bulunmaktadir.

Serotoninin kalp iizerindeki direkt etkisi in vivo deneylerde belirgin degildir. Serotonin Bezold
Jarisch refleksinin etkisiyle bradikardiye ve hipotansiyona neden olabilecegi gibi adrenal
medulladan katekolamin salmmma yol agarak kalbi uyarabilmektedir. izole kalpte ise (+)
kronotrop.ve inotrop etki yapa;§(13).
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Vaskiiler

Hasar
Baglangictaki
Trombosit Agregasyonu
5-HT,, 5-HT,
Reseptorii Reseptorii
Hizlandinlmus ! EDRF’niin
Trombosit Endotel
Agregasyonunu Hiicrelerden
‘ Salnim
VAZODILATASYON
N Serotonin Salimim
v \
5-HT,4
Reseptorii
TROMBUS VAZOKONSTRIKSIYON

HEMOSTAZIS
VASKULER OKLUZYON

Sekil 2.4. Trombositlerden Serotonin Salimmmnm Lokal Etkileri
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2.5. ENDOTELINLER

Damar endotel dokusunun, vaskiller tonusun regillasyonunda &nemli rolii oldufu
bilinmektedir. Endotel hiicreleri sadece NO, prostasiklin, bradikinin, histamin gibi
vazodilatator maddeler degil, TXA,, siperoksid radikali ve endotelin gibi vazokonstriktor
maddelerin de olugumuna neden olmaktadir (11,84,85). 1988 yinda Yanagisawa ve ark.
domuz aortik endotel hiicrelerinden , endotele bagimhi 21 aminoasitten olugan ve iki. adet
disiilfit kopriisii iceren (Sistin 1-sistin 15 ve sistin 3-sistin 11 ) 3 boyutlu konik spiral yapida
endotelin (ET) olarak adlandinlan bir peptidin salmdiim ortaya koymuglardir (8). ET’nin ,
ET-I (6nceleri domuz veya insan endotelini olarak tanimlanan), ET-2 ve ET-3 (énceleri rat
endotelini olarak tammlanan) adli 3 izoformu olup herbirinde 21 aminoasitten olusan ET
zinciri 2 disiilfit kopriitle bagh, 4 sistin alt biriminden olugmakta ve uzun hidrofobik karboksi
terminallerinin  alfa- heliks yapilan bulunmaktadir. ET-2, ET-1’den farkh 2 aminoasit

icermektedir. ET-3 ise ET-2’den 6 aminoasit nedeniyle aynhr. ET insanlarda ve domuzlarda
tek bir gen tarafindan kodlanmakta olup, bu gen insanda altinc kromozomda yerlegmistir.
1O S AT s nmony

Sekil 2.5. Endotelin peptidlerinin yapist
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Sentezi

ET-1, endotel hiicreleri tarafindan yapilan tek ETdir. ET-2 ve ET-3 ise diger dokular, megin
beyin, bobrek, adrenal ve barsaklarda meydaﬁa gelmektedir. Ayrica ET-1 vaskiiler olmayan
dokularda 5megin beyin bobrek ve akcigerde saptanmugtir. Fakat ET-1’in primer olarak
endotelden salndifn kabul edilmektedir. ET-2, daha ¢ok bébrek ve barsaklarda bulunmakta,
ET-3 ise sinir dokularinda bulunan bir néropeptiddir.

Diger birgok biyolojik aktif peptid gibi , endotelinler propeptidden meydana gelmektedir.
ET-1, 203 aminoasitli peptid énciilii olan preproendotelinden, 38 veya 39 amincasit igeren
proendoteline (Big endotelin) daha sonrada endotelin déniigtiiriicii enzim (ECE) ile ET’e
cevrilmektedir. ET sentezi mRNA transkripsiyonu diizeyinde kontrol edilmektedir. ECE,
fosforamidon ve tiorpan gibi metallo inhibitorler ve pepstatin A ile inhibe edilmektedir .
Sikloheksimid gibi protein sentez inhibitérleri in vitro olarak ET-1 olusumunu ve salnimm1
bloke ederler.

Salinmas)

Birgok vazoaktif hormon gibi ET lerin salmimi i¢in farkh uyarilar gerekmektedir. Endotel
hiicre kiiltiirlerinde, trombin, epinefrin, kalsiyum iyonoforu A 23187, anjiotensin ve arginin
vazopressin gibi birgok madde ET-1’in salmmasma neden olmaktadir (86). ET, endokrin
yolla deil otokrin ve parakrin yolla etkilerini gdstermektedirler. Yapilan arastirmalarda
endote! hiicre kiltiirlerinde, luminal bogluga salman miktarm 2 kat: ET saptanmug olup, bu
gozlem otokrin-parakrin bir yolla etki gsterdiklerini desteklemektedir (87).

2.5.1. Endotelin Reseptorleri

ET reseptorleri sadece vaskiiler sistemde degil, bobrek, akciger, adrenal bezi ve néronlar gibi
viicudun birgok dokusunda yaygin olarak bulunmaktadir (88,89). ET reseptérleri ET,, ETg
ve ET¢ olmak iizere 3 guruba aynlirlar. ET reseptérlerinin etkiledikleri dokular va afinite

siralamasi tablo 2.2.’de gésterilmigtir. 1’ mﬁﬁkﬂm KURULU
ON MERKEZI
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Tablo 2.2. Endotelin Reseptorlerinin Etkiledikleri Dokular ve Afinitesi.

Reseptr  Afiniteleri Etkiledikleri Etkileri
tipi prototip doku

ETa ET-1>ET-2>ET-3 Vaskiiler diiz kas Vazokonstraksiyon
[Ca™ ] artisn

ETs ET-1=ET-2=ET-3 Vaskiler endotelyum Vazodilatasyon
EDRF,PG], salinim

ETc ET-1 < ET-3 On hipofiz hiicreleri inhibisyon
Prolaktin salimmi azalmasi

Yapilan aragtirmalar sonucunda vaskiiler diiz kas hiicrelerinde ET,, endotel hiicrelerinds ise
ETy reseptorleri bulunmugtur. ET, reseptorii, diiz kas aktivasyonu ile vazokonstriksiyondan
sorumludur. ETp’in nitrik oksit ve PGI, aktivitesinden ve sabmmindan sorumlu oldugu
gosterilmistir. ETc reseptérleri yakm zamanda bulunmus olup daha ¢ok ET3’ii baglamaktadir.
On hipofiz hiicrelerinde prolaktin salmmmm inhibisyonuna neden olmaktadir. ETy , ETA’m
% 50 homologu olup, ET, ve ETy , rodopsin ailesinin bir iiyesidir ve selektivitesi sistin
rezidiisiniin yerlesimine baghdir. ETx reseptorleri BQ-123 ve FR 139317% karst
duyarhilikiarina gore ET, ; ve ET, , alt guruplarma aynimaktadir (90). ETp reseptorler de
IRL 1038 ve RES-701-1 antagonistlere kargsi olan duyarhliklarma goére ETgs ;,, ETj , alt
guruplarma aynilmaktadir (90).

2.5.2. Endotelinin Etki Mekanizmalar:
ET’lerin vaskiler sistemde birgok fonksiyonlan bulmmaktadir. Bunlar arasmda endotel

kaynakh vazokonstriksiyon ve vazodilatasyon, vaskiiler tonusun regiilasyonunda 6nemli katki
saglamaktadir. ET kaynakhi vazokonstriksiyon, fosfolipaz C aktivasyonu ve kalsiyum
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kanallarmm agilmast olmak iizere 2 farkli intraseliller sinyal transdiiksiyon sistemi
aktivasyonu ile meydana gelmektedir (91,92). ET’in ET reseptorlerine baglanarak fosfolipaz
C aktivasyonuyla inozitol trifosfat (IP;) ve diasilgliserol (DAG) olusur. Daha sonra iP; ve
DAG olusumuyla birlikte intraseliiler kalsiyam diizeyi artar. IP; sarkoplazmik retikulumdan
Ca"'un sitoplazma igine saliverilmesini artirarak ve DAG birikimi proteinkinaz C’yi aktive
ederek [Ca™"); ‘u artinirlar. Bu olay: takiben, diiz kas hiicrelerinin kasilmasim baglatan .miyozin
zincirinin fosforilasyonu olusur. Bu da arter ve veniillerde yavas gelisen fakat uzun siiren
vazokonstriksiyona neden olur. ET, bilinen vazokonstriktér maddelerin en giigliisii olup etki
giicii A II'den 10 kat daha fazladir. Bébrek damar yatag: bu maddeye karst difer damar
yataklarina gore 10 kez daha duyarhdur.

2.5.3. Endotelinin Farmakolojik Etkileri

ET’in damar duvanindaki etkileri 3 farkh faz olugturmaktadir.

a) Hizh ve gecici depresdr faz: ANP, EDRF ve PG, araciligiyla geligen hipotansif bir
fazdir. Hipotansiyon ile birlikte tagikardi olugmaktadir. Bu etki daha ¢ok kas yataginda
daha belirgindir . b

b) Gegici pressor faz: Kisa qgﬁreli agint tansiyon artim ve bradikardi ile karakterize bir
safthadir.

c) Siddetli ve uzun siireli pressor faz: ET reseptérlerinin agonistler vasitasiyla aktivasyonu
sonrasi membran kalsiyum kanallarinin agilmas: ve ekstraseliler kalsiyumun hiicre igine
girmesi sonucu damarlarda yavas geligen fakat uzun siiren bir vazokontriksiyon meydana gelir
ve uzun siireli hipertansiyon gozlenir (93).

ET reseptérlerinin uyanimasiyla sistemik vaskiler direncte gézlenen azalma va arkasmdan
gelen direng artimi, ET’in kalp ve damar sistemi iizerindeki etkilerinin refleks otonomik ara
yollar araciligiyla kontrol edilebilecegini diigiindiirmektedir. ET’in arterlerde belirgin bir esik
degere yiikselmesi ile norepinefrin gibi difer bazi vazokonstriktdr maddelerin vazokonstriktor
etkilerinin artttifs da gosterilmistir (94,95). ET reseptérlerinin agonistler yoluyla aktivasyonu
sonrasi hiicre i¢i serbest kalsiyum iyonlarinda bir artis meydana gelirken, fonksiyonel olarak
azalmug hiicre igi serbest kalsiyum seviyesinin neden oldugu ET’e bagh degisiklikler, ET
reseptorlerinin down regilasyonuna neden olmaktadir (96). ET reseptorlerinin down
regiilasyonu A II ile olusurken, arginin vazopressin, bradikinin, enkefalin, noradrenalin veya
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karbakol ile olugmamaktadir. AIl veya ET’in neden oldugu ET reseptorlerinin down
regiilasyonu, proteinkinaz C’nin aktivasyonunun diizenlenmesinde énemli rol oynar (97).

2.5.4. Endotelinin Klinikteki Rolii

Ateroskleroz, hipertansiyon ve hiperkolesterolemi gibi damar endotel hasarina neden olan
durumlarda plazma ET diizeyleri artar (98). ET-1 ateroskleroz gibi damar hasarm: ortaya
koymada yararli bir marker olarak kabul edilmektedir. Benzer gekilde akut miyokard
infarktiisiinde akut fazda plazma ET diizeyleri artis gosterir. Plazmadaki ET yiksekligi akut
iskeminin nedeni ya da sonucu olabilir. Ciinkii ET koronerlerde vazospazma yol agarak akut
miyokard infarktiisimiin erken sathasinda iskemiyi artirabilir. Akut miyokard infarktiisii
esnasinda kardiyojenik sok gelisenlerde plazma ET dizeyi anlamhi derecede
yiikselmigtir. Yapilan gahgmalarda aterosklerotik damar duvarmda modifiye LDL biriktigi ve
endotel hiicre kiiltiirlerinde okside LDL’nin preproendotelin salmmmi hizlandirdifn
gosterilmigtir (99).

ET dizeyleri konjestif kalp yetmezligi olanlarda da artig géswméktedir. Potent
vazokonstriktor etkiye sahip qlan ET’in bu etkisi, konjestif kalp yetmezliginde arteryel
voliimiin siirdiiriilmesini ve arteryel basmcin korunmasi yéniinde olumlu etki yapmaktadlr
Aynica, ET’in miyoard diizeyinde hem pozitif inotropik hem de pozitif kronotropik etkileri
olup konjestif kalp yetmezliginin tedavisinde yeni bir altematif olarak diisiniilmektedir (100).
ET-1 ve ET-3 brons epitelinden salgilandign gibi pulmoner makro ve mikrovaskiiler endotel
hiicrelerinden salgilanmaktadir. ET’in potent bir bronkokonstriktér oldugu ve akut astmanin,
pulmoner hipertansiyonun ve fibrozisin gelisiminde rolii oldugu gésterilmistir (87). ET-1,
koroner damarlarda oldugu gibi periferik arterlerde de vazospazma yol agarak Raynoud
fenomeninin geligimine katkida bulunmaktadir. Kanno ve ark.nmn yaﬁtlklan bir ¢alismada
plazma immiinoreaktif ET-1 diizeyinin gesitli vaskiiler hastaliklarda artti:i saptanmustir
(101). Subaraknoid kanamada ET-1 diizeylerinde artis saptanmmgtir. Subaraknoid kanamay:
takiben geligen vazospazmdan ET’in sorumlu olabilecegi diigimiilmektedir.

Diyabetes mellitus’ta” anjiopati gelisiminden, artmig ET-1 diizeyleri sorumlu tutulmaktadir.
Bir ¢aligmada 6zellikle Tip I DM’lu hastalarda ET-1 dﬁzeyleﬁnde belirgin artig saptanmig
ancak ET diizeyi ile mikroalbuminiiri arasinda bir paralellik saptanmamugtir (87).
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2.6. DIYABETES MELLITUS

Diyabetes mellitus(DM) endokrin pankreasm beta hiicrelerinde insiilin eksikligi yada glukagon
artis1 sonucu olugan insilin salimmindaki yetersizlik ve/veya insiiline karsi bozulmus doku
yanit1 sonucu gelisen metabolik bir hastaliktir. Karbonhldrat metabolizmasindaki anormallik
hiperglisemiye yol agar ve hizlanmis ya§ ve protein katabolizmasi ile birlikte bulunur(102).

DM’lerin insiiline bagimh diyabet (IDDM) ve insiiline bagimh olmayan diyabet (NIDDM)
olmak iizere iki ana tipi vardir.
IDDM : Tip I diyabet, juvenil diyabet, genglikte baslayan diyabet veya ketoza yatkin diyabet
diye de adlandinhr. Insiilin salgilayan beta hiicreleri harap olmus ve insiilin iiretimi
yapilamamaktadir. IDDM’nin etiolojisinde viral enfeksiyonlar sorumlu tutulmaktadir (103).
. Otoimmiinitenin rolii énemli olabilir (104,105). Diyabetin baslangicinda hemen daima adacik
hiicrelerine kars1 antikor mevcuttur. IDDM’de mutlak insiilin eksikliginin giderilmesi gerekir.
\ C.
NIDDM : Tip II diyabet, eriskin tip diyabet, ketoza rezistan diyabet diye de adlandirihir.
NIDDM olaylarinda beta hiicrelerinde insiilin® yapilmas: ve depolanmas: genellikle
boznlmamigtir. Serum insiilin konsantrasyonlan azalnmg, normal, hatta yiikselmig olabilir.

DM’nin seyrek gorilen baz 6zel tipleri vardur.

Pankreas Hastali§ - pankreotektomi, pankreatit, hemokromotoz, pankreas karsinomu
*Hormonla indiikklenen diyabet - akromegali, cushing sendromu, feokromositoma,
glukagonoma ‘

» Yaniklar ya da diger agir hastaliklardan sonra geligen diyabet (latent diyabet)

ilagla indiklenen diyabet- Ozellikle yitksek dozlarda kortikosteroid ilaglar ve ACTH:
dizoksid. Tiazid diiiretikler ve oral dogum kontrol ilaglan

«Lipoatrofik diyabet - subkiitan ve diger dokular dahil olmak iizere, yagmm hi¢ bir  dokuda
bulunmamas: ile iligkilidir.

+ Insiilin-reseptor antikorlarma bagh durumlar dahil olmak iizere, insilin reseptor anomalileri
+Proinsiilin ve insiilinin yanhs sentez edilmesi

*Genetik sendromlar



DM, kan sekerinin yiikselmesiyle; susuzluk, bol idrara ¢ikma, bol yemek yeme, kilo kayb1 ve
* sersemlik, vulva kagintis1 ya da penis glansinda enflamasyon gibi klinik 6zellikler gosterir.

DM’un kesin etiolojisi heniiz ortaya konamamigtir. DM’un patagenezinde genetik ve cevresel
faktérler rol oynamaktadir (106). Nadir durumlarda diyabet insulin genindeki mutasyon
sonucu gelismektedir (107). Aynca dlyabetlk hastalarda hiicresel prostaglandin
metabolizmasmdaki degigiklikler, insiiline karsi hedef hiicrelerin duyarhhgmin azalmasndan
sorumlu olabilecegi bildirilmigtir (108,109). Diger bir caligma hedef hiicrelerde nsiilin
etkinlifinin azalmas; insilin reseptérlerindeki azalmaya veya insiilin reseptér tirozin kinaz
aktivitesindeki degismeye bagh olabilecegi ileri siriilmigtiir (110,111). DM’ta glikojen
sentezinin  insiilin kontrolii fizerindeki etkisi de bozulmustur (112). Diger bir hipotez ise
insiiline duyarh glikoz tagtyicismm azalms salmimm olup bu durum hiicrelerde glikoz
birikimine yol agabilir (113,114).

2.6.1. Diyabetes Mellitus’un Neden Oldufu Komplikasyoniar

Diabetik hastalarda birgok kisa dénem veya uzun dénem komplikasyonlar gérﬁlebilir. DM’un
bashca akut komplikasyonu uygun tedavi yapilmadignda ortaya ikan diabetik asidozdur
(115). 1922 yilinda insilinin diyabet tedavisinde kullamlmaya baglanmasi ve giigli
. antidiyabetik ilaglarm gelistirilmesi ile hipergliseminin akut komplikasyonlarmm kontrolimiin
saglanmasma ragmen 6zellikle uzun donemdeki komplikasyonlar ciddiyetini korumaya devam
etmektedir. Muhtelif sistemleri etkileyen birgok diyabetik komplikasyonlar bildirilmigtir.

— Kardiyovaskiiler komplikasyonlar

— Gastrointestinal komplikasyonlar

— Urolojik komplikasyonlar

—— Solunum sistemi komplikasyonlan

— Oftalmik komplikasyonlar

— Ureme sistemi komplikasyonlan

— Hemotolojik komplikasyonlar

— Biyokimyasal komplikasyonlar

— Ilag metabolizmalan ve farmakokinetiklerle ilgili komplikasyonlar
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Gastroenteropati, mesane disfonksiyonu veya erektil impotens gibi baz diyabetik
komplikasyonlar diyabetik hastalarm yasam kalitesini ciddi olarak kotii yénde etkilemesine
ragmen 8liimciil karekterler de degildir. Néropati, kardiyomyopati anjiyopati ve nefropati gibi
komplikasyonlar diyabetik hastalarm morbidite ve mortalite insidansim arttinirlar.

Diyabetin yol actifn hastahklar:

— Mikroanjiyopati (retinopati, nefropati, ndropati)

— Makroanjiyopati (ateroksleroz, iskemik kalp hastahs, periferik vaskiler hastaliklar,
serebrovaskiiler hastaliklar)

— Otonomik néropati

— Kalpte yapisal, fonksiyonel ve biyokimyasal degisimler

Makroanjiyopati

Makroanjiyopatik lezyonlar koroner ve karotid arterlerle birlikte alt extremiteleri besleyen
arterleri de etkileyerek, koroner kalp hastahgi (KKH), serebrovaskiiler hastahiklar ve
gangrenlerin olusmasma neden olurlar. Diyabetik hastalann olimlerinin %60’mdan
kardiyovaskiiler komplikasyonlar sorumludur.

Kardiyovaskiiler komplikasyonlan meydana getiren risk faktérieri :

—_ Hiverelisemi
__ Hiperinsiilinemi
— Hiperlipidemi
— Hipertansiyon
— Santral obesite

Kontrol altma almmamg diyabetiklerde; vaskiiler komplikasyonlarin geligiminin hizlandig1 ve
endotel disfonksiyonu ve NO iiretiminin bozuldugu gésterilmistir (5,6,14,17,116-118).
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2.6.2. Diyabette Vaskiiler Disfonksiyonu Olusturan Molekiiler Mekanizmalar

Hiperglisemi : DM’da vaskiiler disfonksiyonun bashca nedeni hiperglisemi olup, etki
mekanizmasi tam olarak agiklanamarmugtir. Hipergliseminin yan etkileri; glikoz ve onun
metabolitlerinin gesitli yolaklar tarafindan kullamlmasi sonucunda ortaya c¢iktigt ileri
stiriilmiigtiir.

Hipergliseminin meydana getirdigi vaskiiler hasarin mekanizmalari:

1- Sorbitol yolag: (Poliol yolag, aldoz rediiktaz yolag1)
2- Non enzimatik glikozilasyon

3- Redoks potansiyelindeki degigiklikler

4- Diasilgliserol , Protein kinaz - C yolag1

1-Sorbitol Yolagi: Bazi ¢aligmalarda hiperglisemik hasardan sorbitol yolagi sorumlu
tutulmaktadir (119,120). Hiperglisemik ortamda glukoz metabolizmasi poliol yolagina kayar.
Glikoz aldoz rediiktaz enzimi tarafindan fruktoza déniigiir. Aldoz rediiktaz aktivitesi sirasinda
nikotinamid adenin diniikleotid fostat (NADP), sorbitol dehidrojenaz aktivitesi esnasinda
nikotin amid adenin diniikleotid (NAD) kullanilir ve NAD azalir.

Poliol yolaginda aldoz rediiktaz enzimi hiz kisitlayici basamaktir. Sorbitolun pargalanmast
nispeten yavas olmaktadir. Sonugta vaskiiler ve néronal hiicrelerde sorbitol birikir (122).
Sorbitol hiicre membranindan kolayca diffiize olamadig igin hiicre i¢inde birikerek ozmotik
degisiklikler meydana getirerek hiicre hasarina neden olur. Deneysel diyabet modellerinde
myoinositol seviyeleri azalmugtir (123) (Sekil 2.6). Doku ve hiicrelerde myoinositolun alimimi
igin hem glukoz hem sorbitol yangir (119,120). Myoinositol seviyelerindeki bu azalma
néronal dokularda transdiiksiyonu saglayan fosfolipid seviyelerinde degismelere neden olur.
Diyabetik hayvanlarm néronal dokularindaki azalmig myoinositolii yerine koyma tedavisi veya
aldoz rediiktaz inhibitorleriyle tedavi ile normale déndiigii gosterilmigtir (122).
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Sekil 2. 6. Sorbitol Yolag: ve Hiicresel Fonksiyon ve Redoks Potansiyeli Uzerinde

Olugturabilecekleni Etkiler (121).
- S

Antioksidan aktiviteye sahip glutatyonun sentezi ve NOS ve P450 gibi enzimlerin aktivitesi -
i¢in indirgenmis NADPH gereklidir. Diyabette NADPH’m azalmas: endotel hiicrelerinde NO
iiretimini azaltabilir (17). Sorbitol’un fruktoza oksidasyonundaki NADH artigi PGG’nin
PGH)?’ye indirgenmesi araciliiyla siiperoksid anyonu olugumunu artirarak diyabetik
komplikasyonlarn gelismesine yol agabilir (123).

Néronal ve vaskiiler dokularda Na'/K'-ATPaz enzim aktivitesinin azaldif1 gosterilmigtir
(122). Endotel hiicresindeki NO’in diiz kastaki Na'/K*ATPaz enzimini uyardif1 gozlenmistir
(124). Diyabette endotel hiicre fonksiyonlar1 bozuldufu igin Na'/K'ATPaz enziminin
aktivitesinde bir azalma olabilecegi diiginiilmigtir. Membran potansiyelinin olugumunda rol
oynayan bu enzimin azalmasi diyabetteki vaskiiler hiperreaktiviteden sorumlu olabilir.
Diyabetle Na'/K"ATPaz enzimindeki bu degisiklikler sorbitol seviyelerindeki artigla iligkilidir
(Sekil 2.6). Ciinkii aldoz rediiktaz inhibitorleri kullamlarak bu enzim aktivitesindeki azalma
kismen normale déndiirilmiigtir (122).
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Sekil 2.7. Hiperglisemide ,endotel disfonksiyonunun gelisiminde olas1 mekanizmalar.

Sorbitol seviyelerindeki bu artig retina, aorta ve renal glomeriillerin vaskiiler dokusunda
saptanmugtir. Deneysel diyabet modellerinde aldoz rediiktaz inhibitdrlerinin katarakt geligimini
énledigi gosterilmigtir (122).

2-Nonenzimatik Glikozilasyon: Uzun siire yiiksek konsantrasyonda glikoza maruz kalan
plazma ve hiicre membrami proteinleri glikoza amino gruplanyla nonenzimatik bir yolla
baglanarak kovalen iirinler olugtururlar. Bu olaya “Nonenzimatik glikozilasyon™ denir (125).
Yeni olusan glikozilasyon drimleri birkag¢ haftadan fazla siirede dengeye ulagir, bu reaksiyon
proteinlerin yarilanma Gmiirlerine bagh ve yavag geligir. Biraz daha stabil olan “erken
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glikolizasyon iriinleri” olugur. Glikozillenmis hemoglobin bunun tipik 6megidir. Erken
glikozilasyon iiriinleri irrevesbl bir kimyasal reaksiyonla "Tlerlemis Glikozilasyon Son
Urimleri (AGE) " nin” olusuma neden olur. Bu uzun yanlanma &miirlerine sahip
makromolekiiller  birikerek  hiicresel  fonksiyonlarm  bozulmasma ve diyabetik
komplikasyonlarin geligmesine yol agarlar (125,126,127).

Glikozillenmig proteinler otooksidasyon sonucunda serbest radikaller iiretir. Bu reaksiyon
reaktif ketoaldehitlerin gelisimine ve AGE’nin olusumuna neden olur. Diyabette, endojen
antioksidanlarin geligimindeki bozuklugun da oksidatif hiicre hasanim arttirabilecegi
diigiiniilmektedir (121).

Bu glikozillenmis iiriinlerin meydana gelmesinde rol oynayan balica faktérler glikoz seviyesi
ve glikoza maruz kalma siiresidir.

AGE’nin vaskiller hasara yol agma mekanizmalars:

1- AGE’nin ekstraselliiler matriks ve fonksiyonlan iizerine etkileri: Ekstraselliiler matrikste
hemoglobin, albiimin ve diisik dansisiteli lipopolisakkarid (LDL) gibi plazma proteinleri ile
glikozillenmis iirimler olusabilmektedir(126,129). AGE olusumu ekstraselliiler matriksin
molekiiler bilegimini ve araliklarimi bozarak kollojenin fonksiyonlarmi degistirir, LDL ve IgE
gibi ¢dzimiir plazma proteinlerinin kollojene kovalent baglaria baglanmasmm uyarir ve endotel
ficresi adezyonunn azalar(121), AGE ekstraselliiler matsiks proteineri fizerinde biriktiginde
monositler bazal membrana (subendotelyal bolgeye) go¢ ederek makrofojlara domiigiirler.
Tiim bu degigiklikler diyabetik damarlarda aterojenik yapmmn gelismesine katkida bulunur.
2-Glikozillenmis LDL, bazal membranm Kkollojeni veya difer komponentlerine gapraz
baglanabilir ayrica kendi reseptorlerine baglanmasm degistirebilir (126,128). In vitro
cahgmalarda bazal membranda kollojenin glikozillenmesi veya herbirine glukozun gapraz
baglanmasiyla pargalanmasi zor direngli kompleks bir yap: olusur. Sonug olarak bazal
membran kalinlagmas: s6z konusudur. Bazal membrandaki bu degisiklikler proteinin yapismi
degistirerek vaskiiler hiicrelerin metabolizmésxm, fonksiyonunu ve biiyiimesini etkiler (129).

3- Dolagimdaki AGE monositler,' makrofojlar ve endotel hiicreleri iizerindeki AGE’ye spesifik
reseptorlere baglanarak vaskiller fonksiyonlarda degisikliklere neden olur. AGE’nin
makrofojlardaki reseptorlerine baglandiklarinda tiimér nekroz faktorim (TNF), interlékin-1
(ILI) ve diger sitokinlerin salimmim arttinirlar. Bu biiyiime faktorleri ve sitokinler glomeriiler



mezengimal ve arteriyel diiz kas hiicrelerinde proliferasyona ve media tabakasmdan intimaya
go¢ etmelerine, lipidle yiiklenerek miyojenik képiik hiicreleri, fibroz plak ve trombiis
olugmasma neden olur. Bu faktorler ve AGE endotel hiicrelerindeki reseptorlerini uyararak,
permeabilitenin artigma, koagiilasyonun uyarilmasma, antikoagiilan ve antitrombotik madde
olan trombomodulin aktivitesinin azalmasma yol acarak tromboz geligimini ve diyabetik

arteriosklerozu daha da hizlandinir (121).

AGE bilegiklerinin infiizyonu bazal membran kalinlasmasi ve vaskiiler kontraktilitedeki
degisiklikler ile diyabette goriilen vaskiiler anormallikleri taklit ettigi gozlenmistir (130).

Glikozillenmig irinlerin artmasi deneysel diyabetik hayvanlarm genis arterlerin vaskiiler
yapida gevseme fazinin azalmasma neden olabilir. AGE’nm in vitro olarak NO’i inaktive
ettikleri bulmmustur(129). Aminoguanidin HCI erken glikozilasyon irinlerinin reaktif
karbonik grubunu selektif olarak bloke ederek AGEnin olusumunu engelleyen nonenzimatik
glikozilasyon inhibitoriidiir. ' Aminoguanidinin in vivo kronik olarak tedavide kullamlmasmmn
bazal membran kalmnlagmasm gerilettifi, diyabetik siganlardaki retinal damarlardaki erken
donem degisikliklerini engelledigi gosterilmistir. Aminoguanidinin in vitro olarak diyabetik
sigan aortalarmdaki endotele bagimli gevseme yanitlarmdaki azalmay: diizelttigi gosterilmistir.
Bu iirimler in vitro ortamda ¢ok yavas olustuklarmdan, yilksek glukoza 6 saat maruz birakilan
damarlar iizerindeki olumsuz etkilerin aminoguanidinle diizeltilemedigi gozlenmistir.
Aminoguanidin yapica bir arginin analogudur ve nitrik oksid sentezini de inhibe eder(131).

3- Redoks Potansiyelindeki Degisiklikler: Hiperglisemi redoks potansiyeli {zerinde
degisiklikler meydana getirir. Diger yolaklardaki glikozun kullammmm NADH/NAD oranmm
etkiler. Glikoliz veya sorbitol yolafiyla gerceklesen glikoz metabolizmass NADH/NAD
oranm: arttirmaktadir. Ozellikle NADH/NAD oranindaki artist DAG sentezi, DNA onanmu
ve yag asidi oksidasyonu gibi birgok yolaklan da etkileyebilir. Bu teoriyi desteklemek
amaciyla baz: aragtirmacilar tarafindan in vivo ve hiicre kiltiirlerinde piruvat uygulamasi ile
diyabetik veya yiksek glikoza maruz birakiblmg vaskiiler hiicrelerin bozulmus olan
fonksiyonlannin diizeldigi gosterilmigtir (121).

4- Protein Kinaz C ve Diasilgliserol Yolagmm Aktivasyonu: Fosfolipid seviyelerindeki ve
protein kinaz C aktivitesindeki olas1 degisiklikler fizerinde pek ¢ok ¢alisma mevcuttur (131-



136). Bu enzim sistemi ve fosfolipidler permeabilite, kontraktilite, koagiilasyon, kan
akimi, hormonal ve biiyiime faktériiniin etkileri ve bazal membran sentezi gibi vaskiiler
fonksiyonlar diizenlemektedir (121).  Kimyasal veya genetik diyabet olusturulmus
hayvanlarda membrandaki proteinkinaz C aktivitesinin, retina, aorta, kalp ve renal glomeriil
gibi birgok vaskiler dokuda arttify gosterilmisti. Bu dokularda protein kinaz C
aktivitesindeki degisiklikiere paralel olarak DAG seviyeleri de artnustir. Diyabetik dokuda
total DAG miktarmm artarak protein kinaz C aktivitesini arttwdifn diiginiilmektedir.
Diyabetteki DAG Ve protein kinaz C’ye olan vaskiiler yanittaki degisikliklerin nedeni
bilinmemektedir. In vitro galismalarda vaskiiler hiicrelerde yiikselmis glikoz seviyelerinin
DAG sentezini arttirdift gosterilmigtir (132-134). Kiiltiire edilmis diiz kas hiicreleri, aorta ve
retina endotel hiicreleri yilkksek glikoza maruz birakilmasiyla total DAG ve protein kinaz C
aktivitesi artmaktadir (135). Normal damarlar protein kinaz C aktivatérii olan forbol
esterleriyle inkiibe edildiginde endoteli sajlam diyabetik damarlardaki gevsemeye benzer
yamtlar gozlenmistir. Ayrica gesitli protein kinaz C inhibitdrlerinin yiiksek glikoza maruz
kalan arterlerdeki gevseme bozuklugunu diizelttigi gozlenmistir (132).

Hiperglisemik ortamda artan DAG sentezi negatif feed back mekanizmas: ile fosfolipaz C yi
baskilar ve sentez fosfolipaz A, yéniine kayar. Sonug olarak endotelden sikloolisijmaz yolag:
ile tromboksan A, ve PGF,, vazokonstriktor prostaglandinlerin yapim artar (136,137).

Yiiksek glikoz konsantrasyonlarna maruz birakilmug aortalarda ortaya gikan endotele bagumis
gevseme yamitindaki bozukluk biyiik olasiikla siklooksijenaz yoluyla olusan serbest
radikallere bagh oldugu gésterilmistir (137).  Antioksidan tedavisiyle in vitro vaskiiler diiz
kas hiicrelerinde glukozun neden oldugn protein kinaz C By aktivasyonu ve in vivo sigan
aortasmda diyabetin neden oldufu protein kinaz C aktivitesindeki artig onlenebilmektedir
(138).

Sonug olarak hiperglisemi vaskiiler hiicrelerde birgok omemli metabolik yolaklan
etkilemektedir. Bu degisiklikler kolayca vaskiler hiicre fonksiyonlarm: degistirerek diyabetik
komplikasyonlara yol agar. Hiicre fonksiyonlarmm bozulmasmda hangi mekanizmalarn
primer rol oynadify heniiz kesin olarak bilinmemektedir. Muhtemelen tiim vaskiiler
dokulardaki degisikliklerden tek bir mekanizma sorumlu degildir. Gergekte diyabetiklerde
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gozlenen vaskiiler degigikliklerin meydana gelmesinde birgok mekanizmanm rol oynadigmna
inamiimaktadir.

Hiperinsiilinemi: Eksojen insulin ile tedavi edilen IDDM'li hastalarn (insulinin artmmg
dolasim diizeyleri) ve NIDDM'li hastalarn (insulin direncine bagh endojen hiperinsiilinemi)
yitksek plazma insiilin seviyeleri, diyabetik aterosklerozisin patogenezinde rol oynamaktadir
(121,140,141). insiilin bir bilyame hormonudur ve diiz kas hiicre proliferasyonunu stimiile
eder. Hiperinsilinemi arteriyal duvarda lipid sentezini artirmaktadir. Artrms insiilin
seviyeleri bobrekte volim retansiyonunu arttirmaktadir.  Hiperinsiilineminin etkisiyle
adrenejik sistemde artmg sempatik desarja neden olmaktadir.

Hiperlipidemi: Makroanjiybpatinin gelisiminde rol oynayan baghca lipid anormallikleri
hipertrigliseridemi, diigiik HDL ve artmig LDL diizeyleridir (121,123).

Hipertansiyon: Diyabetiklerin 1/3%inden fazlasi hipertansiftir. Hipertansiyon artmis renal
hastahgm gelismesinde de yer almaktadir. Voliim yiiklenmesi ilave bir risk faktériidir.
Ateroskleroz : Yapilan son calismalar DM, hipertansiyon, dislipidemi ve obesite arasmda bir
baglanti oldugu ve bunlarm her birinin ateroskleroz riskini arttirdify ortaya konmugtur
(139,140). IDDM ve NIDDM'lu hastalarn damarlarinda hizlannug ateroskleroz goriiliir.
Myokard infaktiisii ve serebral yetersizlikte dahil olmak iizere kardiyovaskiiler hastahklarn
¢ogunun altmda yatan temel nedey aterosklerozdur.

Diyabetiklerde frajil olan arter, endotel harabiyeti ile kolesterolden zengin lipoproteinlerin
damar duvarina penetre olmasina yol agar. Endotel tabakasmmn ortadan kalkmas: ile aktive
olan ve adezyon gésteren trombositlerden diiz kas hiicrelerinin proliferasyonunu ve media
tabakasindan intimaya go¢ etmelerini saglayan biiyiime faktérleri salmr. Bu siireg (Neo-
intima — Yag izleri — fibroz plak) aterosklerotik plak olugumu ile sonuglamir. Aterosklerotik
plagm iilserasyonu ile genig trombosit adezyonu, aktivasyonu ve agregasyonu sonucﬁnda
olugacak trombiis arter limeninin tikanmasmna veya trombiisiin timiinin yada bir kismmm
sertlesmesi ile emboliye veya trombiisin arterin media tabakasma entegre olmasiyla
biitiinlesen yapmm kalinlagmas: ve kalsifikasyonuna (arterioskleroz) neden olur.

Diyabet damarlarda endotel, subendotel ve diiz kas tabakalannda yapisal degisikliklere yol
acar. Endoteldeki yapisal degisiklikler diyabetik damarlarm fonksiyonlarmda gok onemli
fizyolojik rol oynar. Elektron mikroskobik ¢aligmalar histamin, serotonin gibi permeabilite
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faktérlerinin kontrol hayvanlarinda intraendoteliyal agilima neden oldugunu gostermelerine
ragmen, diyabetik hayvanlarda bu durum nadiren gozlenmektedir (141). Diyabetik
hayvanlarda azalmig intraendoteliyal agihma ragmen trombositlerden salman bir faktor ile
endotelyumun permeabilitesi artrmgtir (142). Endotelyumun permeabilitesindeki bu artis
sonucu kan komponentleri subendoteliyal bolgeye gecer ve fokal deskuamasyon i¢in bir alan
olugturur ve dolagan trombositlerin subendotele temas etmesini saglar. Yaygm lipid,
kolesterol birikimi ve bag dokusu formasyonu ateromatéz plagn olusumuna neden olur. Son
yillarda, STZ diyabetik siganlarda makromolekillerin endoteli gecisi artmugtir (143).

Diyabetik hastalarin serumlarinda biiyiime hormonlarinm seviyelerinde artma gozlenmis ve
buna bagh olarak diiz kas hiicre proliferasyonunda hizlanma ortaya konmugtur (144-146).
Bityime faktérlerinin bulunmadifi sekonder hiicre kiiltiirlerinde de, arteriyal diiz kas hiicre
proliferasyonunun arttifn bildirilmigtir (147). Alloksan - diyabetik tavsanlarda kontrollerle
kargilagtinldigmda argirofilik elementlerin sayisinda belirgin bir artig saptanmustir. Bu bulgu
hizlanmus endoteliyal hiicre turnover'min bir gdstergesi olarak yorumlanabilir(148). Bunun
aksine baz1 aragtirmacilar, kiiltiir ortaminda glikozun suprafizyolojik konsantrasyonuna maruz
kalan endotel hiicrelerde DNA sentezinde azalma ve replikasyon gegikmesi oldugunu
gostermiglerdir (149). Alloksan injeksiyonundan 2 hati\é sonra endotel hasarmm olugmastyla
I6kosit, trombosit ve fibrin benzeri materyalin endotel yiizeyine yapigtifn gozlenmigtir (150).
Bu gelismeler muhtemelen VCAM-1 (vaskiiler cell adhesion molecule-1), E-selektin ve
endoteliyal 16kosit adezyon molekiilimin agin salmimma baghdir (151). Bu iki adezyon
molekiilii ve digerleri, vaskiiler endotel ve 16kositler arasmda etkilegimi diizenleyen énemli
fizyolojik faktérlerdir (152). Lokositlerin endotele kars: artoms adezyonu, vaskiiler duvarda
artmig serbest radikal olugumu sonucu gelismektedir. Bu degisiklikler kan damarlannda
endotelyal hiicre olimiine neden olur (143). Aynca tavsan aortasindaki endotel hiicre
proliferasyonunda belirgin bir azalma oldugu saptanmgtir (153). Diyabetik aorta diiz kas
hiicre kiiltiirlerinde, kontrollere oranla duplikasyon zamanmda kisalma gézlenmigtir (147). Bu
bulgu, diyabetik arteriyel diiz kas hiicrelerinde artan proliferasyonu ve diyabetin aterojenik
cevab: indiikledigini desteklemektedir. Arteriyel diiz kasdaki artms proliferasyon endotel
hiicre kaybi ve dolayistyla NO sentezinde azalmaya neden olabilir. NO diiz kas hiicrelerinin
proliferasyonunu diizenlemektedir. Ayrica NO prekiirsorii olan L-arginin, diiz kas hiicre
proliferasyonunu azaltmakta ve tavsanlarda intimal kalnlagmay: engellemektedir (154).
Hasara, karyi yanit olarak vaskiiler hiicreler tarafindan iretilen insilin benzeri biiyiime
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hormonu, sitokinler, interlékin - 1,3 ve tiimér nekroz faktér oc ile maruz birakilan sigan
aortasinda NO iiretiminin inhibe edildigi gosterilmistir (155). Artmug glikoz konsantrasyonlan
vaskiiler endotelyumda prostasiklin iiretiminde azalmaya neden olmaktadir. Diiz kas hiicreleri
iizerinde antimitojenik etkileri olan PGI,’mn biyosentezindeki azalma diyabetik arterlerde diiz
kas hiicre proliferasyonunun gelisimine katkida bulunur (156,157). Bununla beraber aortik
diiz kas izerine mitojenik etkileri olan TXA, ve IGF-I'in artmug biyosentezi diyabetik
vaskiiler diiz kas hiicre proliferasyonunun gelisiminde énemli rol oynar (145,146). Aghk
vaskiller diiz kas prbliferasyommda azalmaya, tokluk ise artisa neden olmaktadir (158).
AGE, NO’m diyabetik vaskiiler diiz kas hiicrelerine olan antiproliferatif etkilerini inhibe
etmektedir (129,118). Diger bir galiyjma da alloksan diyabetiklerde arteriyel diiz kas
kalinlasmasma bagh tavsan transarteriyel duvar oksijen gradiyentinde azalma gozlenmigtir
(159). Arteriyel duvar hipoksisinin de aterosklerotik lezyonlarin gelisiminde katkida
bulundugu diisiiniilmektedir.

Tim bu gozlemler kontrol altma almamamus diyabetiklerde vaskiiler komplikasyonlarn
gelisiminin hizlanmasim, endotel disfonksiyonu ve NO iiretiminin  bozulmasim
-desteklemektedir.



BOLUM 3

GEREC ve YONTEMLER

3.1. DENEYSEL DIYABET OLUSTURULMASI

STZ nitrozoamid yapisinda bir DNA alkilatidir. STZ, rodentlerin pankreasindaki Langerhans
adaciklarindaki beta hiicreleri iizerine sitotoksik etkilidir. 50- 70 mg/kg IP veya IV STZ
injeksiyonunu takiben 2-4 giin siiren gegici hiperglisemi ; 6 hafta boyunca normale yakin; 7-8.
haftalarmda 200-350 mg/dl plazma glukoz konsantrasyonlariyla kronik hiperglisemi
gelismektedir. Deneylerde 10 adet 230-250g agirliklarinda erkek albino Spraque - Dawley
cinsi sicanlara 50 mg/kg STZ penis veninden injekte edilmigtir. Kontrol grubu olarak
kullamilacak 10 adet sigana ise penis veninden serum fizyolojik injekte edilmigtir. Viicut
agirliklan, kan glukoz seviyeleri STZ injeksiyonu takiben 8 hafta sonunda saptanmugtir.

32. IZOLE ARTER PREPARATLARININ IiNVITRO DENEYLERE
HAZIRLANMASI

Kontrol ve diyabetik sicanlar dekapite edildikten sonra torasik aortalam zedelenmeden
¢ikartildi. Etrafindaki yag ve bag dokusundan temizlenen arter segmentleri 2-3 mm
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genigliginde halkalar halinde kesildikten sonra halka agilarak sgerit haline getirildi. Her iki
ucundan gelik klipsler ile tutturuldu. Hazirlanan preparatlar % 95 O, - % 5 CO; ile
gazlandinlan, 37°C’de 1sitilan, Krebs-Henseleit solusyonu igeren 20 ml’lik ceketli tip organ
banyosuna, bir ucu organ askisma diger ucu dokudaki gerim degigikliklerini 6lgmek iizere
izometrik transdusira (Grass FT 03 Force-displacement) baglanarak yerlestirildi. Dokular
6nceden yaptigimiz galigmalarda optimum oldugunu belirledigimiz 1 g’lik én gerim altinda 2
saat dengelenme siiresinde bekletildi. Bu siire igerisinde her 30 dakikada bir banyo ortamu
degistirildi. Cegitli agonistlere bagh izometrik kasilmalar ve gevsemeler poligrafa (Grass
model 7E) kaydedildi. Izlenen aortik halka sayis1 n olarak belirtildi.

Izole Arter Halkalarinda Endotelinin Tahrip Edilmesi

Endotelsiz ¢alisilacak preparatlarda pamuk ipligi kullamlarak arterlerin endotelleri mekanik
olarak ortadan kaldinldi. Arterlerin endotel tabakasmm bu iglem sonucu uzaklagtinldigas 107
M fenilefrin ile énceden kastirilmg arter preparatlarmda 10®-3.10° M asetilkolin ilavesiyle
gevseme cevabinin meydana gelmemesi ile fonksiyonel olarak test edildi.

33.1ZOLE ARTER HALKALARININ CESITLI AGONISTLERE VERDIGi
YANITLARIN iZLENMESI

3.3.1. Agonistlere Bagh Kasilma Yamtlarn

Kontrol ve diyabetik siganlarm torasik aortalarinda fenilefrin, serotonin, ET-1 ve KCI gibi
agonistlere bagh kontraktil yanitlar gézlendi. Bu yanitlar iizerinde endotel dokusunun etkisini
arastirmak igin hem endoteli saglam hem de endotel dokusu uzaklagtirilmig arter halkalarinda
aym agonist ilaglara bagh kontraktil yanitlar alindi. Agonistlerin konsantrasyon-yanit
egrilerinin elde edilmesi igin agonist ilaglar organ banyosuna kiimiilatif konsantrasyonlarda
ilave edildi. Agonistlerin bir énceki dozlarma ait kasilmalar dengeye eristikten sonra iist
konsantrasyonlan ilave edildi. ET-1 yamtlan PG sentezini inhibe eden indometazin (10™ M)
varhginda alindi.

Bu g¢aligmada agonitlerin konsantrasyon-yanit egrileri, artan konsantrasyonlardaki kasilmalari
mg kasilma /mg doku olarak hesaplanarak grafiklendi.
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3.3.2. Agonistlere Bagh Gevseme Yanitlar:

Asetilkolin ve sodyum nitroprussiyat (SNP) yanitlarmin aragtiriimasi igin hem kontrol hem de
diyabetik torasik aort halkalan fenilefrin ile 6n kasilmaya alindilar. Kasilma dengeye
eristikten sonra agonistler kiimiilatif olarak organ banyosuna ilave edildi. Agonistlerin her bir
konsantrasyonundaki gevseme  yaniti dengeye erigtikten sonra agonistlerin bir iist

konsantrasyonu ilave edildi.

Asetilkolin ve SNP’ye bagli artan konsantrasyondaki gevseme yanitlari fenilefrinin
olusturdugu onkasilmanin yiizdesi olarak grafiklendi.

3.4.DENEYLERDE KULLANILAN BESLEYICi SOLUSYON VE iILACLAR

Endotelin-1 (Sigma), Serotonin kreatinin siilfat (Sigma), Asetil kolin HCI (Sigma), Fenilefrin
hidrokloriir (Sigma), Nitroprussid sodyum (Schwarz Pharma A.G.), Indometazin ~ (Nobel).
Indometazin %5 (a/h) NaHCO; iginde ¢oziinmiistiir. Kullanilan diger ilaglar distile su iginde
¢oziinmiistiir. Diliisyonlar Krebs soliisyonu ile yapilmigtir. In vitro deneylerde kullanilan
Krebs-Henseleit soliisyonunun igerigi litrede mM olarak: NaCl 118, CaCl, 1.6, KCl 4.7,
KH,PO, 1.2, NaHCO; 24.9, MgSO,41.2 ve Glukoz 11.1.

3.5. GLUKOZ OLCUM TEKNIGI
OpeRA chemistry system otoanalizor cihazmda kullanilan Glucose enzymatique color I ( A
02466 ) kitleriyle glukozun, glukoz oksidaz ve peroksidaz enzimleri ile katalize edilen

reaksiyonlar sonucunda olusan renkli quinonimine’in élgiilmesi esasma dayanr.

Glukoz oksidaz
Glukoz + O, s Glukonik asit + H, O,

Peroksidaz Renkli
2 H, O, + fenol + amino-4-antipirin > quinonimine + 4 H, O




3.6. DENEY SONUCLARININ DEGERLENDIRILMESi VE iSTATISTIK

Deney sonuglan aritmetik ortalama +standart hata olarak sunuldu. iki grup arasmndaki farkin
anlamlihi@1 Student’s t testi ile degerlendirildi. P< 0.05 olmasi halinde ortalamalar arasmdaki
farkin anlamh oldugu kabul edildi. Agonist ilaglarin olugturduklar maksimal yanitn %50’sini
olusturmak i¢in gerekli olan konsantrasyonlan (ECs) her bir deneyin log konsantrasyon-yanit
egrilerinden elde edilip aritmetik ortalama + standart hata olarak gosterildi.



BOLUM 4

BULGULAR

STZ ile diabetik hale getirilmig sicanlarda 8 hafta sonra viicut agirhiginda ve aortik halka
agirhiginda bir azalma saptanrken, serum glukoz diizeylerinde ise anlamh bir artma bulundu
(p<0.05) (Tablo 4.1).

4.1. KCl KASILMA YANITLARI

Gerek endoteli saglam gerekse endoteli tahrip edilmis diyabetik sigan aortalarmm 80 mM KCl
kasilma yanitlan kontrollerle kargilagtinldiginda bir azalma saptanmasina ragmen istatistiksel
olarak anlamh bulunmad (Sekil 4.1).

4.2. ENDOTELIN-1 KASILMA YANITLARI

Izole torasik aorta halkalarmda endotelin-1 konsantrasyona-bagh olarak (10™'-10® M) kasilma
meydana getirdi. Bu kasilma cevaplarinin geg bagladigy, plato dizeyine geg ulaghis ve yikamadan
sonra bile baglangic noktasma dénmedigi gézlendi. Endotelin tahrip edilmesi kontrol ve diyabetik
grupta kasiima yamiti ve ECso degerinde degisiklik olugturmadi. Gerek endoteli saglam gerekse
endoteli tahrip edilmis diyabetik aortalarda ET-1 yanmitlannin kontrollerine gére anlamh olarak
azaldigi, konsantrasyon-yanit egrisinin saga kaydig1 ve ECsy degerlerinin anlamh olarak arttif
saptand1 (p<0.05) (tablo 4.2), (sekil 4.2).
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4.3. SEROTONIN KASILMA YANITLARI

izole sigan torasik aorta halkalarmda serotonin konsantrasyona-bagh olarak (10°-10* M) kasilma
meydana getirdi. Endotelin tahrip edilmesinden sonra kontrol ve diyabetik aortalarda serotonin
kasilma yanit1 ve ECs, degierinde anlamli bir degisiklik olmadifs saptandi. Gerek endoteli saglam
gerekse endoteli tahrip edilmig diyabetik sican aortasinin serotonin kasiima yanitlarinin kontrollerine
gore anlamli olarak azaldig1, konsantrasyon-yantt egrisinin saga kaydigi ve ECs, degerlerinin arttif
saptand: (p<0.05) (tablo 4.2),(sekil 4.3).

4.4. ASETILKOLIN GEVSEME YANITLARI

Izole torasik aorta halkalarmda submaksimal konsantrasyonda (10 M) fenilefrin ile kasildiktan ve
bu kasilma dengeye ulastiktan sonra kimiilatif konsantrasyonda (10%- 3.10¢ M) asetilkolin ile
konsantrasyona bagh gevgeme yanitlan alindi. Her bir konsantrasyondaki gevseme yanit1 dengeye
ulagtiktan sonra bir sonraki konsantrasyon ilave edildi. Endotelsiz preparatlarda bu gevsemeler
gozlenmedi. Asetilkolin aracihg ile olusan EDRF’ye ait gevseme yanitlarmn diyabetik halkalarda
kontrollerine gére istatistiksel olarak anlamh bir sekilde azaldigi bulundu (p<0.05). Kontrollerde
3.10° M konsantrasyondaki asetilkoline bagh maksimum gevseme %95 iken, bu yanitm diyabetik
halkalarda % 60 oldugu saptand1. Ancak ECs, degerininde istatistiksel olarak anlamh bir degisiklik
olmadif1 bulundu (tablo 4.3),(sekil 4.4).

4.5, SODYUM NiTROPRUSSIYAT GEVSEME YANITLARI

izole torasik aorta halkalari submaksimal konsantrasyonda (10° M) fenilefiin.ile kastinldiktan
sonra hem kontrol hem de diyabetik arter halkalarmda SNP’e (107°.10° M), bagh kiimiilatif
konsantrasyon cevap egrileri alndi. Gerek diyabetik gerekse kontrol endoteli saglam ve endoteli
tahrip edilmis sigan aorta halkalarmda ¢cGMP araciligiyla olugan vaskiiler diiz kasa ait gevseme
yanitlarinda ve ECs, degerlerinde degisme olmadig saptandi(tablo 4.3), (sekil 4.5).



42

Tablo 4.1. 8 hafta sonra kontrol ve diyabetik siganlarm viicut agirh@i, aortik halka agirhg ve
serum glukoz degerleri

Kontrol (n=10) Diyabetik (n=10)
Viicut Agwrhi (g) 386+ 21,7 2455 + 10,3*
Aortik Halka Agirhi (mg)
E® 2.88+0.30 1.97 £ 0,13+
EQ 2.85+036 1.93+£0,13*
Glukoz (mg/dl) 132,3+9,83 4687+ 412*

* Kontrollerine gére p<0.05., n: Aortik halka sayisi

Tablo 4.2. Endotelin-1 ve serotonin ECs, degerleri (M).

Endotelin-1 n Serotonin n

Kontrol

EX® 0.26 + 0.09.10™° 8  2.08+041.10° 9

EQ) 0.22+0.05.10™ 8  213+154.10° 10
Diyabetik

EX) 1.62 +0.42.10°* 6  6.66+154.10%* 9

E() 1.10+0.23.10°* 8 6.15+0.50.10% * 9

* Kontrollerine gore p<0.05

Tablo 4.3. Asetilkolin ve nitroprussiyat ECs, degerleri (M).

Asetilkolin n Nitroprussiyat n
Kontrol
EX) 0.15+0.03.107 1.90+1.16.10° 8
E() — 10 1.90+1.25.10° 8
Diyabetik
EX® 0.17+0.19.107 1.40+0.65.10° 6
EQ) - 10 140+1.39.10°® 8
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Sekil 4.1. Endoteli saglam (A) ve endoteli tahrip edilmis (B) izole sican torasik aorta halkalarmda
80 mM KCl kasilma cevaplan
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Sekil 4.2. Endoteli saglam (A) ve endoteli tahrip edilmis (B) izole sigan torasik aorta
halkalarinda endotelin-1 konsantrasyon-yanit egrileri. * kontrol degerlerine gére p<0.05.
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DOROTMANTASYON MERKEZI
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Sekil 4.3. Endoteli saglam (A) ve endoteli tahrip edilmis (B) izole sigan torasik aorta
halkalarinda serotonin konsantrasyon-yanit egrileri. * kontrol degerlerine gore p<0.05.
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Sekil 4.4, 10 M fenilefrinle kastirilmug endoteli saglam izole sigan torasik aorta halkalarinda
asetilkolin konsantrasyon-yanit egrileri. * kontrol degerlerine gére p<0.05.
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Sekil 4.5. 10° M fenilefrinle kastiriimug endoteli saglam (A) ve endoteli tahrip edilmig (B) izole
sican torasik aorta halkalannda sodyum nitroprussiyat konsantrasyon-yanit egrileri. * kontrol

degerlerine gore p<0.05.



BOLUM 5

TARTISMA

Otonomik néropati, nefropati, periferik arter hastahifn ¢ ateroskleroz gibi komplikasyonlar
gosteren diyabetes mellitusda sik¢a rastlanan hipeltansiy&), ateroskleroz ve vaskiiler okliizyon
gibi gesitli patolojik durumlarm geligimi; dolagimdaki vazoaktif faktorlerin kan diizeylerinde,
endotel kaynakh vazoaktif faktérlerin salimminda veya vaskiler diiz kas iizerine olan
etkilerinde, endojen humoral uyarilara kars: duyarhlikta degisiklikler ve endotel disfonksiyonu
sonucu oldugu ileri siiriilmektedir. Diyabette gesitli endojen vazoaktif maddelerin vaskiiler
reaktiviteye etkisi incelenmis ve farkh sonuglar elde edildigi bildirilmistir (15,82,83,117,160-
165). Bu endojen vazoaktif maddelere kars1 vaskiiler yanitin degiskenligi ve birbirinden farkh,
hatta zit sonuglarmn elde edilmesi vaskiiler reaktivitedeki mekanizmalarm incelenmesini giincel
hale getirmistir. Kimyasal ve/veya cerrahi uygulama ile diyabet olusturulmus hayvanlarmn
gesitli damar segmentlerinde ET-1, serotonin, KCl ve asetilkolin gibi vazoaktif maddelere
karg: farkh vaskiiler yanitlarn almmasi ve bu farklihj meydana getiren faktérlerin net olarak
belirlenememesi nedeniyle bu ¢aligmada STZ ile diyabet olusturulmus izole sican aortasmm
endoteli saglam ve endoteli tahrip edilmig preparatlarmda ET-1, serotonin, KCl, asetilkolin ve
SNP’a kars1 vaskiiler reaktivite mekanizmalan incelendi.



Bazi aragtirmacilar diyabette vazoaktif maddelere karst yamtn degiskenliginin endotel
kaynakh oldufunu ortaya koymuslardir (117,161-164,166-169). ‘Diyabetik hayvanlar
kullamlarak yapilan in vitro deneylerde gesitli damar segmentlerinde degisik asetilkolin
yamitlan elde edilmigtir. Bazi aragtirmacilar STZ diyabetik sigan aortalarmda ve alloksan
diyabetik siganlarm mezenterik arterlerinde asetilkoline karsi gevseme yanitlarmda herhangi
bir degisiklik saptamamisken (20,166,167,169,170); bir grup aragtmaci da deneysel diyabet
olusturulmus siganlarda muskarinik agonistlere karg1 artnmg gevseme yanttlan bildirilmigtir
(161,171,172). Buna karsithk farkh deneysel diyabetik modellerin kullamldig1 ¢alismalarda
diyabetik sican aortalarmm asetilkoline kars: gevseme yanitlarmda belirgin azalma saptandig1
gosterilmigtir (117,120,162,163,173). Bu ¢ahgmada 8 haftalik STZ diyabetik sigan aorta
halkalarnda asetilkolin gevseme yanitlarnmn kontrollere gre anlamh olarak azaldigs ve bu
gevseme cevabmm endotelin tahrip edilmesinden sonra hem kontrol hem de diyabetik aorta
halkalarmda tamamen kayboldufu gézlenmistir. Bu azalmig yamitlarm, diyabetik anjiyopati
nedeniyle gelisen endotel hasarma bagh olarak EDRF salimminm azalmasma, endotelden
salnan prostaglandin gibi vazokonstriktér maddelerin itretimindeki artiza, EDRF’nin hizla
yikilmasma yol agan serbest radikal iiretimindeki artiga, ikinci ulak ¢GMP iiretiminin
azalmasma ve vaskiiler diz kasm EDRF’ye yantmm azalmasma bagh olabilecegi
bildirilmistir (116,117,161-164,174-177). Sigan aortasmda hiperglisemiye bagh serbest
radikal iiretimi poliol yolagmm aktivasyonu ve L-arginin metabolizmasmm degismesi gibi
birgok mekanizmalar yoluyla endotele- bagimh anormal gevsemelere yol agabilir (177,178).
Serbest radikal formasyonunun hem normal hem de diyabetik damarlarda endotel bagmmh
gevsemeyi ortadan kaldirdign bildirilmigtir (175,176). Yiiksek glukoza maruz birakilmug
endotel hiicresinde asetilkoline kargt bozulmus olan EDRF yamtlannm serbest radikal
temizleyicileri tarafindan nlendifi gosterilmigtir (179,180). Hiperglisemiye maruz birakilan
tavsan aortasinda reseptér-aracth endotele-bagimh gevsemelerdeki azalma protein kinaz C
aktivasyonuyla endotelden vazokonstriktér prostonoidlerin artmasi sonucu olusur (132).
Diyabetik tavsan ve sicanlarda endotel kaynakh PGH,TXA, gibi kontraktil faktérlerin
dretimindeki artiga bajl olarak da endotele-bagimli gevsemeler bozulabilir (116,174).
Diyabetik damarlarda endotelyumda Ca™ iyonlarmm ice almimmdaki azalma sonucunda
gevseme faktérlerinin  iiretimi ve salmmmmmn azaldigy ileri siiriilmiigtir (181). Son
¢ahgmalarda STZ diyabetik sigan aortalarmdaki endotel kaynakhh gevsemenin azalmasmnda
EDHF’nin roli olmadif: gésterilmistir (182). Deneysel diyabetin endotel fonksiyonlan
iizerindeki etkileri tartigmahdir ve altta yatan mekanizmalar tam olarak ortaya konamamgtir.
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Asctilkoline bagh gevseme yamtlarmm vaskiiler diiz kas hiicrelerindeki cGMP olugumu
araclify ile ortaya ¢iktigim ve EDRF’nin etkisi vaskiiler diiz kastaki cGMP formasyonun
olusumundaki artisla iligkili oldugunu bilinmektedir (183-185). Caligmamizda ve diyabetik
sigan aortasinda yapilan bir bagka calismada guanilat siklaz aktivatérii SNP ile elde edilen
gevsemelerin kontrol gruplarma benzer olmasi, diyabette gozlenen asetilkoline karg1 azalmig
gevsemelerden vaskiiler diiz kasm EDRF’ye yanit verebilirligindeki azalmanin sorumlu
olamayacag gosterilmistir. STZ diyabetik sigan aortasmda élgiilen bazal cGMP diizeyleri ile
asetilkolinin neden oldugu cGMP dizeyleri karsilagtinldignda anlamli bir azalma
bulunmugtur (163). Sonu¢ olarak diyabetik sigan aortasnda asetilkoline karsi azalimg
yanitlarin endotel hiicrelerinin harabiyetine, EDNO iiretiminin azalmasma veya diiz kas
hiicrelerinde NO tutulumuna aracilik eden reseptér sayismin azalmasma bagh olabilir; fakat
diiz kas guanilat siklaz aktivitesinde herhangi bir bozukluk s6z konusu degildir. Diger bir
cahgmada ise STZ diyabetik sigan aortasmm asetilkolin gevseme yanitlarmm degismedizi ve
diyabetik damarlardan EDRF salmiminda bir azalma olmadigi gibi ¢cGMP diizeylerinde de bir
farkhihik olmadify gosterilmistir (186). Buna karsihk alloksan diyabetik tavsan aortasmda
saptanan artrmg noradrenalin ve serotonin yanitlarindan asetilkolinin neden oldugu EDRF
salmmmdaki azalmanm sorumlu oldugu bildirilmistir (187). '
) A Y

ET-I’in plazmada bulundugu, ateroskleroz ve vaskiiler hastaliklar gibi cesitli patolojik
durumlarda diizeylerinin arttify bilinmektedir (10,188,189). Diyabetli hastalarda ve
hayvanlarda da ET-1 diizeyleri kontrollere gore anlamh olarak yiiksek bulunmugtur (10).
Diyabette goriillen endotel hasar1 ve doku hipoksisinin ET-1’in salimmm arttirdig
bilinmektedir (190,191). Artmug glukoz diizeylerinin sigir aortik endotel hiicre kiiltiirlerinde
ET-1 sekresyonunu arttirdifn gésterilmigtir (192). Buna karsin domuz vaskiiler endotelinde
ET-1 salmm insilin ile stimiile edilirken glukoz ile deprese edilmigtir (193). ET-1
diizeylerinde ve ekstraseliiler glukoz konsantrasyonundaki artig vaskiiler diiz kas hiicrelerinde
protein kinaz C’yi aktive eder. Artmug ET-1 diizeyleri ve aktive olan protein kinaz C, endotelin
reseptorlerinin down-regiilasyonundan sorumlu olabilecegi ileri sirilmigtir (135,194-196).
Kronik diyabet olusturdugumuz sican aortalarmda ET-1’e karsi vaskiiler yanitta azalma
saptanmug olup birgok caligmalardaki sonuglarla uyumluluk géstermektedir (49,196,197).
Bozulmug olan ET-1 yanitlarmmn mekanizmasmm voltaja bagimli kalsiyum kanallarmdan
ekstraselliiler Ca™* influksundaki artiga veya fosfoinozitol tumover hizindaki degisikliklerle
illili olabilece ileri siriilmis (197). Ancak KCl yantmm degismemesi voltaja bagiml Ca™
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influksunun defigmedigini, bu azalmig yanittan bu mekanizmanin sorumlu olmadigm:
gostermistir. Ayrica ET-1’in vazodilatér prostaglandin iiretimini artirarak azalmig kontraktil
yanita yol. agabilecefi ileri siriilmektedir (198,199). Ancak caliymanuzda bitin deneyler
indometazin varhgnda yapildigt i¢in bu mekanizmanin azalmis kontraktiliteye yol agmasi
olasi degildir. ET-1’in endotel hiicrelerinde NO salnimmi uyararak diyabette azalmig
kontraktil yanmita yol agabilecegi (200); L-N°- nitro-L-arginin metil ester (L-NMMA) ile
engellendigi gésterilmektedir (201). Buna karslhk bir grup arastirmacida L-NMMA’m ET-1’e
bagh gevseme yanitim degistirmedigini gostermistir (202). Bu ¢alismada endoteli tahrip
edilmis aortalarda da azalmug kasilma yanstlarmin gézlenmesi diyabette azalmig kontraktilitede
endotel hiicrelerinin rolii olmadigin gdstermektedir. Sonug olarak 8 haftalik diyabette vaskiiler
diiz kasm reaktivitesinin degigmektedir.

Diyabetik damarlarda olugan endotel disfonksiyonunu takiben trombosit agregasyonuyla
birlikte serotonin salmmmm artmas: sonucu gelisen vaskiiler yanitlar arastinimaktadir, in
vitro olarak STZ diyabetik sican aortasinda serotonine kars: kontraktil yanitta azalma ortaya
konmustur (203). STZ diyabetik sican aortalarmmn serotonine karsi maksimal yanitm % 63
azaldig ve doz yanit efrisinin saga dogiru kaydig gosterilmistir (204). Bummla beraber STZ
sigan aortasinda, alloksan diyabetik tavsanlarin karotis ve basiller arterlerinde serotonine karsi
degismemis kontraktil yanitlar elde edilmistir (166,187). Diyabetik ratlarda aortik diiz kas
hiicrelerinde serotonine kargi artmi yanit saptannugtir (205) Bu ¢aligmada STZ ile diyabet
olusturulmus sican torasik aorta halkalarinda ve kontrol grubuna ait torasik aorta halkalarinn
serotonine kargi duyarlilifs incelenmis, endoteli saglam ve endoteli tahrip edilmis diyabetik
‘aortalarm serotonine kars: gosterdigi kasiima yanitmm, kontrol grubunda elde edilen kasilma
yanitlarndan belirgin derecede azaldifn gésterilmigtir. Serotoninin sigan aortasndaki kasilma
yanitlar voltaja-bagimh kanallar yoluyla Ca™ influksu araciliiyla olusan fazik komponent,
fosfoinozitid hidroliz irimleri araciityla olusan tonik komponent olmak iizere iki farkh
komponent ile olusabilir (206). Bu galismada diyabetik ve kontrol gruplanndaki KCI
yamtlanﬁm degismemesi; voltaja-duyarl kalsiyum kanallarmmn aktivasyonunun bozulmadigmi
ve azalmi§ serotonin yamtlarmdan bu mekanizmanmn sorumlu tutulamayacagm géstermistir.
Bundan dolay1 ET-1’in yanitlarinda gorildigii gibi IP;/DAG gibi ikinci ulak sistemlerinde bir
degisiklik s6z konusu olabilir (197,207). Kronik olarak hiperglisemiye maruz birakilan endotel
ve diiz kas hiicrelerinde diasilgliserol ve protein kinaz C seviyeleri artmug bulunmustur (208).
Uzun siiren hiperglisemi esnasinda 5-HT, reseptorlerinin downregiilasyonu serotonine kargi
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azalmig duyarhhj izah edebilir (134,209). Bununla birlikte diyabetik sigan aortasmdaki
azalmig kasilma yanttlan 5-HT,c reseptérinin afinitesindeki bir azalma sonucu
gelismektedir (210). Ancak yeterli yedek reseptér varsa, reseptor sayisindaki orta derecede
azalma dokunun maksimum cevabmu olusturma yetenegini etkilemiyecektir (209). Periferal
5-HT, reseptorierinin uyanimas1 sicanlarda hiperglisemiyi artirmaktadir (211). Diyabet
sonucu 5-HT, reseptérleri araciifiyla gelisen vazokonstriktér cevaptaki azalma, inozitol
fosfatazin ve intraseliller Ca" mobilizasyonunun azalmasiyla izah edilmektedir (134).
Endotel hiicrelerindeki 5-HT, benzeri reseptorlerin NO salmimim: sagladifn ileri siiriilmiistiir
(212). Serotonine kars1 azalmig yanitlardan diyabetik hayvanlarin vaskiiler dokusunda iNOS
tarafindan NO dretiminin artmas: ile iligkili olabilecegi ileri siirilmekle (213)  birlikte
" endoteli tahrip edilmis sican aort halkalarmda da serotonine karyi azalm§ yamitlarm
bulunmas1 nedeniyle diyabetteki azalmig kontraktil yanittan endotel hiicresindeki artmug
NO iretiminin sorumiu tutulamayaca@y disinilmektedir. Serotoninin, vazoaktif
prostaglandinlerin sentezini uyardifn bildirilmistir (214,215). Serotoninin vazokonstriktor
etkisini olugturabilmesi i¢in prostaglandinlere gereksinimi oldugu ve diyabette meydana gelen
makro ve mikroanjiopatiye bagli olarak prostaglandin sentezindeki azalmayla paralel olarak
serotoninin vazokonstriktr etkisinin azaldig1 bildirilmistir (216217). Son olarak sigan
aortasinin serotonin’e karsi olusturdugu kasilma yaniti yaga-bagimh azalma gosterdigi
bildirilmigtir (166).

Damar diiz kasinda eksitasyon-kontraksiyon kenetinde.primer rolii Ca*" iyonlan istlenmistir.
Ca"™ iyonlar, reseptor ve voltaja bagimh kalsiyum kanallari yoluyla hiicre igine girmektedir.
Membran depolarize edici ajan olan KCl voltaja bagimh kalsiyum kanallannm agiimasm
saglayarak Ca"" iyonlarmn hiicre igine akimmi artirir ve konsantrasyona bagimh kasiima
meydana getirmektedir. Bu @hsmada, STZ diyabetik sicanlarin endoteli saglam ve endoteli
tahrip edilmig izole aorta halkalarinda KCl kasilma yanitlari kontrollerle kargilastinldifinda
azalmg yanitlar gozlenmesine ragmen istatistiksel olarak anlamh bulunmamugtir. Sonug
olarak, gerek endoteli salam gerekse endoteli tahrip edilmis sigan aorta halkalarmda ET-1 ve
‘'serotonin yanitlarindaki azalma ekstraseliiler Ca™dan bagmmsiz olarak ortaya ¢ikmustir.

Bu ¢alismada STZ’in neden oldugu pankreas B hiicre harabiyeti sonucunda insiilin salmmmmn
bozulmasiyla serum glukoz diizeyleri yiiksek bulunmugtur. 8 hafta siireyle artmug plazma
glukoz diizeylerine maruz birakilan diyabetik sican torasik aortalarmda serotonin, ET-1, KCl,
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asetilkolin ve sodyum nitroprusiyat gibi vazoaktif ajanlarm yantlarmm incelenmesi
sonucunda; STZ diyabetik sigan aortalarmin ET-1 ve serotonin kontraktil yanitlarinda ve
asetilkolinin gevgeme yanitlaninda kontrollere gore anlamhi azalma gdzlenmigtir. Azalmmg
gevseme yamitlarindan kronik diyabet sonucu geligen endotel hiicre hasarina bagh azalmmg NO
iiretimi ve/veya saliverilmesi sorumlu olabilir. Ancak serotonin ve ET-1’in azalmus kasilma
yanitlari; endotel hiicrelerinde EDRF salinimindaki degisikliklerden ve vaskiiler diiz kas hiicre
membranindaki voltaja duyarli kalsiyum kanallarmin aktivasyonundan bagimsiz, artmmg
plazma diizeyleriyle siirekli reseptér iggaline veya reseptér down- regiilasyonuna ve ikinci
ulaklardaki (IPYDAG) degisikliklerle IP;m aktivasyonuyla intraselliler kalsiyum
mobilizasyonunun azalmasma bagimh olarak geligmektedir.

Bulgularmmz literatiirdeki birgok caligmalarla uygunluk géstermektedir. Ancak baz
caligmalarla olan farkhliklar diyabet olugturmak i¢in kullamlan metod, diyabet olugturmak
igin kullanilan ajan, diyabet igi kullanilan hayvan tiirdi, kullamlan damar tipi ve segmenti,
diyabetin siiresi ve deney sartlantyla iliskili olabilir. Diyabetik damarlarda gozlenen vaskiiler
yanittaki bozukluun olas: nedenleri kismen agifa kavugsa da altta yatan molekiiler
diizeydeki disfonksiyonu ortaya koyma agismdan ileri $aligmalara gereksmim-duyulmaktadlr.
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