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OZET

Bu tezde deneysel diyabet olusturulmus siganlarin karaciger dokusunda
vaskiiler endotelyal biiyiime faktorii’niin (VEGF) gen ifadesini aragtirmak amaciyla
20 adet disi Wistar cinsi si¢can kullanildi. Sigcanlar, kontrol grubu ve deneysel diyabet
grubu olmak iizere iki gruba ayrildilar. Deneysel diyabet grubundaki sicanlara
kilogram viicut agirligi basina 50 mg streptozotosin (STZ), 0,01 M sitrat tamponu
icerisinde (pH: 4,5) ¢oziilerek karin i¢i uygulama yol ile tek doz verildi. Kontrol
grubu si¢anlara ise STZ’ nin ¢6ziildiigl tasit madde olan 0,01 M sitrat tamponu karin
i¢i yolla tek doz uygulandi. STZ uygulamasinin ardindan 72 saat sonra si¢anlarin
kuyruk veninden alinan kanlardan kan seker dl¢iimii yapildi ve aglik kan sekerleri
350 mg/dL ve tizerinde olanlar diyabetli kabul edildiler. STZ uygulamasindan 21 giin
sonra sicanlar dekapite edilerek karaciger dokular1 alindi ve ger¢ek zamanli PZR’de
VEGF gen ifadesine bakildi. Sonugta diyabet ve kontrol grubu siganlarin karaciger
VEGF gen ifadesinde anlamli bir fark bulunmadh.

Anahtar Sozciik: Sican, Diyabet, Streptozotosin, VEGF
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ABSTRACT

THE GENE EXPRESSION OF VASCULAR ENDOTHELIAL GROWTH
FACTOR (VEGF) IN STREPTOZOTOCIN-INDUCED EXPERIMENTAL
DIABETES IN RAT LIVER TISSUE

In this thesis, 20 female Wistar rats with experimentally induced-diabetes
were used to investigate the gene expression profile of vascular endothelial growth
factor (VEGF) in the liver tissue. The rats were divided into 2 groups as control and
the experimental diabetes group. In experimental diabetes group, a single dose of
streptozotocin (STZ), dissolved in 0.01 M citrate buffer (pH: 4.5), at dose of 50
mg/kg/bw was given to the rats via intra-abdominal administration. A single dose of
0.01 M citrate buffer which is the vehicle for STZ was intra-abdominally applied to
the rats in control group. 72 hours after STZ treatment, blood samples were collected
from the tail vein, and the blood sugar levels were measured. Rats with fasting blood
sugar levels above 350 mg / dL were considered to be diabetic. The rats were
decapitated 21 days after STZ treatment. The liver tissues were collected, and the
gene expression profile of VEGF in the liver was measured using real-time PCR. In
conclusion, no significant difference in VEGF gene expression of the liver was found

between diabetic and control rats.

Key words: Rat, Diabetes, Streptozotocin, VEGF
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1. GIRIS

Diabetes mellitus  (DM), pankreasin insiilin salgilamasinda yetersizlik
ve/veya dokularin insiiline cevabmmin bozulmasiyla olusan, protein, yag ve
karbonhidrat metabolizmasini etkileyen, bobrek ve sinir komplikasyonlarina neden
olan ve kardiyovaskiiler hastalik riskini arttiran yiiksek glukoz diizeyi ile karakterize
metabolik bir hastaliktir (1-3). DM’nin farkli tipleri olmakla birlikte diyabet
vakalarinin ¢ok biiyiik bir kismini tip 1 ve tip 2 diyabet olusturmaktadir. Tip 1 DM,
pankreas beta hiicrelerinin otoimmiin yikimi ve insulin yetmezligi sonucu gelisen ve
insiilin tedavisine gereksinim gosteren diyabet tipidir. Tip 2 DM, yas, obezite ve
genetik yatkinlik ile iligkilidir. Bu tip hastalar i¢in genellikle insiilin tedavisi
gerekmemektedir (4).

Deneysel hayvan caligmalarinda insanlardakine benzer diyabet olusturmak
icin kullanilan N-nitroso tiirevi D-glukozamin yapisindaki streptozotosin (STZ),
oksidatif stres meydana getirerek langerhans adaciklarini segici olarak tahrip etmekte
ve boylece diyabeti baslattig1 diigiiniilmektedir (5).

Vaskiiler endotelyal biiyiime faktorii (VEGF), endotelyal hiicreler i¢in giiclii
bir mitojen ve temel anjiyogenik faktor olarak karsimiza c¢ikar (6). Diyabetin uzun
donemli komplikasyonlarindan ¢ogu bozulmus anjiyogenezisle iliskili olan vaskiiler
bozukluk ile karakterizedir (7). Anjiyogenez varolan kan damarlarindan yeni kan
damart olusumudur (8). VEGF, heparin baghh bir glikoproteindir. Makrofajlar
tarafindan {retilmekle birlikte, fibroblast, endotelyal ve epidermal hiicreler
tarafindan da sentezlenmektedir. Spesifik reseptorlerine baglanarak etki gosterir.
VEGF; endotelyal hiicrelerin mikrovaskiiler tiip formasyonunu, migrasyonunu ve
proliferasyonunu uyararak, gii¢clii anjiyogenik etki gosterir. (9). VEGF, yetiskinlerde
yara iyilesmesi ve menstriiel siklus gibi normal anjiyogenik siireglere katilir (10).
Karaciger hiicrelerinin rejenerasyonunda VEGF ekspresyonunun arttig bildirilmistir
(11).

Diyabet, kronik metabolik bir bozukluk oldugu gibi ayn1 zamanda da artmis
bir oksidatif stres durumudur. Onemli bir saglik sorunu olan diyabet, uzun siireli

komplikasyonlariyla kisinin yasam kalitesini diisiirmektedir. Bu tezde, STZ ile



deneysel diyabet olusturulmus siganlarin karaciger dokusunda, diyabetin VEGF gen

ifadesine olan etkisinin arastirilmasi amag¢lanmistir.



2. GENEL BiLGILER

2.1. Karaciger

Karaciger anatomik olarak dort loba ayrilir: Sag hepatik lop, sol hepatik lop,
kaudat lop ve kuadrat lop. Damarlanmasina gore, karaciger sag ve sol olmak iizere
iki ana lobdan olusur. Karaciger segmental yapidadir ve her segment kendini
besleyen damarlara sahiptir. Karacigerin damarlari karacigere oksijen getiren proper
hepatik arter, karacigerin fonksiyonel damar1 olan hepatik portal ven ve karacigerin

venodz drenajini saglayan hepatik venlerdir (Sekil 2. 1) (12).

Hepatik ven

Hepatik arter

Portal ven

Sekil 2. 1. Karacigerin kan dolagimi (13).

Karacigere gelen toplam kanin %25°i hepatik arterden %75’i ise portal
venden saglanir. Hepatik arterdeki kan oksijen bakimindan zengindir. Proper hepatik
arterden karacigere gelen dallar, karaciger lobulleri (lobuli hepatis) arasindaki
bosluklara ilerleyerek interlobuler arterleri meydana getirirler. Sonra karaciger
loblarin1 olusturan epitelyum hiicrelerinden (hepatositlerden) yapilmis kolonlarin
arasindaki kapiller venlerle birlesirler. Hepatik portal ven, karin boslugu i¢indeki tiim
sindirim sistemi organlar1 ile dalak ve pankreasin ven kanini toplar. Bu ven porta
hepatis’ten karacigere girer ve dallara ayrilir. Hepatik venler, hepatik loblar
arasindaki agikliklara kadar ilerleyip interlobiiler venleri olustururlar. Bu interlobiiler

venler, hepatik lobulleri olusturan hepatositlerden yapilmis kolonlar arasinda ven



sintizoidlerini olustururlar. Boylece, kan ve karaciger hiicreleri arasindaki iligki
kurulmus olur. Bu ven kapillerine proper hepatik arterden gelen kanda karisir.
Boylece proper hepatik arter ile hepatik venden gelen kan hepatik lobiillerin
merkezindeki santral venlerde toplanir. Bu santral venlerden de daha sonra daha
biiyiik caplt venler olusur. Bu venlere ise hepatik venler denir. Hepatik venler daha
sonra sag, sol ve orta hepatik venler adin1 alirlar. En sonunda vena kava inferior’a
dokiiliirler (12).

Karaciger, kan glukoz homeostazisinde oOnemli rol oynar. Glikojenez
(glukozdan glikojen sentezi) yoluyla glukozun depolanmasi ve alimi arasindaki
dengeyi saglar. Aglik sirasinda, karaciger hem glikojenoliz yoluyla glikojeni
parcalayarak glukoz iretilmesini hem de glukoneogenez yoluyla laktat, piriivat,
gliserol ve alanin gibi 6ncii molekiillerden glukozun yeniden sentezlenmesini saglar.
Bu enzimleri kodlayan genler, glukagon, insiilin ve glukokortikoidler gibi ¢esitli
hormonlarin etkilesimiyle transkripsiyonel seviyede siki bir sekilde kontrol edilir
(14). Yemek sonrast bagirsak tarafindan emilen glukoz karaciger toplardamar ile
karacigere tasinir. Insiilin, karaciger hiicreleri tarafindan glukozun alinmasimi ve
kullanilmasin1  kolaylastirir. Insiilin karacigerde glikojen sentezini (glikojenez)
uyarir, fakat glikojen yikimini (glikojenoliz) inhibe eder (15).

Akut hiperglisemi normalde hepatik glukoz iiretimini ve glukoneogenik gen
ifadesini baskilar. Tersine, kronik hiperglisemi bazal hepatik glukoz iiretimini arttirir
ve bu durum hem tip 1 hem de tip 2 diyabetteki yiiksek kan glukoz seviyesine
katkida bulunur (14). Tip 2 diyabette asir1 hepatik glukoz ¢ikisi aglik kan glukoz
seviyesinin ylikselmesine katkida bulunur (15).

DM’den kaynaklanan glukoz regiilasyonundaki dengesizlik kronik doku
hasar1 ve organ yetmezligi ile sonuglanir (16). Diyabet ve glukoz homeostazindaki
anormallikler, karacigerde fazla glikojen birikimi, safra kesesi hastaligi, siroz ve
alkolik olmayan yagli karaciger hastaligi gibi c¢esitli diyabetik karaciger
hastaliklarina neden olur (15). Yiiksek kan glukoz diizeyi serbest radikallerin
olusmasina neden olur (17). Diyabetin neden oldugu bu oksidatif stres endotelyal
hiicrelerde VEGF ifadesini uyarir. VEGF, endotelyal hiicrelerin oksidatif stresten

korunmasinda rol oynar (18).



2.2. Diabetes Mellitus

Eski Misir’da ¢agin hastaligi olarak bilinen diyabete ilk olarak milattan once
(M.0O.) 1500 yilinda yazilmis olan Ebers papirusunda rastlanmistir. Papiruslarda
diyabet ‘poliliri’ olarak tanimlanmaktadir. Hint literatiiriinde diyabetle ilgili olarak
tath idrar yapma, susama, kas gii¢siizliigli ve hos olmayan bir kokudan
bahsedilmektedir (19). Hint hekimleri diyabet hastalarinin idrarlarina karinca ve
sineklerin  {iglistiigiinii  gorerek bu hastalarin  idrarlarimin  tathh  olusundan
siiphelenmisler ve tatli idrar anlamina gelen ‘madhumeh’ adini vermislerdir.
Diabetes insipidus’a ise su gibi idrar ¢ikaran ve idrarlar tatsiz olan ‘udakmeh’ adini
vermiglerdir. Milattan iki yiizyill 6nce Cin’de, Tehang Tehong King diyabeti
‘susuzluk hastalig’ olarak tarif etmistir (20). Milattan sonra (M.S.) 135 yilinda
Cappodocia’li Araetus hastalifa ‘diyabet’ ismini vermis ve hastaligin klinik
tablosunu tam anlamiyla ¢izmistir, fakat idrarin tadi tizerinde durmamistir. M.S. 9.
yy’da Razi ve M..S. 10-11. yy’da Islam hekimi Ibn-i Sina diyabet hastalarinmn idrarin
tath oldugundan ve susuzluk hissinden bahsetmistir (20). 17. yy’da Thomas Willis,
Diabetes insipidus ile Diabetes mellitus'un ayirimini ortaya koyan caligsmalar
yapmustir. 1788’de Thomas Cawley ve Richard Bright pankreastaki degisikliklerin
diyabete neden olabildigini fark etmislerdir (19). Diyabetik komada idrarda aseton
bulundugunu ilk kez Lerch tanimlamistir (20). 1869 yilinda Paul Langerhans, kendi
adin1 verdigi Langerhans adaciklarmi kesfetmistir. 1889°da Mering ve Minkowski
diyabetin patogenezinde pakreasin roliinii ortaya koymuslardir (21). 1916 yilinda Sir
Edward Sharpey-Schafer pankreasin salgisina ‘insiilin’ adin1 onermistir. 1921 yilina
gelindiginde Langerhans adaciklarindan saf insiilin hormonunun izole edilmesi
gerceklestirilmistir (Sekil 2. 2) (19).

Insiilinin kesfi, diyabetin tedavisinde ¢igir agmustir. Insiilinin tedaviye
girmesiyle diyabetin akut metabolik komplikasyonlarindan oliim sayis1 oldukga
azalmistir. 1926 yilinda Frank bugiinkii oral antidiyabetiklerin atas1 Synthalin’i
bulmustur. 1946-1950 yillarinda ¢esitli uzun etkili insiilinler bulunmustur. 1973’te
Nova ve Leo firmalar1 antikor olusturmayan ileri derecede saf insiilini gelistirmisler.
Bu, giiniimiizde kullanilan DNA teknolojisiyle yapilmis olan insiilinlere onciiliik

etmistir (22).



Pankreas

Glukagon ve insulin
salgilayan Langerhans
adaciklan

Sekil 2. 2. Pankreas ve Langerhans adaciklar1 (23).

Diyabetli kisilerde 6liimiin temel nedenleri arasinda, koroner arter hastaligi
ve serebrovaskiiler hastaliklar gelmektedir. Hindistan’da yapilan retrospektif bir
arastirmaya gore seker hastaligi olan kisilerde Oliimiin baslica nedenleri arasinda
basta enfeksiyonlar (% 40,9) ve kronik bobrek yetmezligi (% 33,6) olmak iizere,
koroner arter hastaligt (% 16,9), serebrovaskiiler hastaliklar (% 13,2), kronik
obstriiktif akciger hastaligir (% 6,9), akut bobrek yetmezligi (% 6,2), malignite (%
4,2), hipoglisemi (% 3,5) ve diyabetik ketoasidoz (% 3,4) gelmektedir. Diger 6nemli
O0lim nedenleri arasinda akut kronik solunum yolu hastaliklart (% 6,9), bobrek
yetmezligi (% 6,2), malignite (% 4,2), diger kardiyak bozukluklar (% 3,2), karaciger
hastaligi (% 2,7), gastrointestinal kanama (% 2,4), eriskin respiratuar distres

sendromu (% 1,5) ve pulmoner tromboemboli (% 1,5) gelmektedir (24).



2000 yilinda diinya da 20 yas ve lizerindeki diyabet vakalarinin sayisinin
yaklagik 171 milyon oldugu ve bu sayinin eskiye gore % 11 oraninda arttig1 ve tim
yas gruplar i¢in diyabet prevalansi % 2,8 iken 2030 yilinda % 4,4 olacagi tahmin
edilmektedir (25). Diinya Saglik Orgiitii’niin (DSO) tahminlerine gére 2025 yilina
kadar diyabetik insan sayisinin 300 milyona ulasacagi 6ngoriilmektedir (26).

Ulkemizde yapilan Tiirkiye Diyabet Epidemiyolojisi calismasinda diyabet
prevalansi % 7,2, bozulmus glukoz toleransi prevalansi ise % 6,7 olarak saptanmistir
(26). DSO tam kriterleri kullanilarak yapilan arastirmalara gore Tiirkiye'deki diyabet
prevalansinin, Malta, Tunus ve Ispanya’ya gore daha yiiksek oldugu, Misir, Umman,
Sudan ve Bahreyn’den daha diisik oldugu, Orta Asya Tiirk toplumu ile benzer
oldugu ortaya konmustur (26).

2.2.1. Diyabetin Tipleri

DM’nin ¢esitli farkli tipleri vardir ve biitiin tipleri farkli patogenetik
mekanizmalarla ortaya ¢ikan hiperglisemi ile karakterizedir. DM nin bazi formlari
mutlak insiilin yetersizligi veya insiilin salgilanmasinda kusura yol acan genetik bir
kusur ile karakterizedir. Diger formlarinda ise insiilin direnci s6z konusudur.
Siiflamadaki yeni degisiklikler, hastaligin baslangi¢ yasini veya tedavi seklini temel
almakta ve DM’yi hiperglisemiye yol acan patogenetik siire¢ temelinde siniflamaya
caligmaktadir. DM, tip 1 ve tip 2 diyabet olarak adlandirilan iki biiyiik sinifa ayrilir.
Tip 1 DM, genellikle insiilin yetersizligine yol agan otoimmun beta hiicre yikimi
sonucu gelisir. Tip 2 DM, degisik derecelerde insiilin direnci, bozulmus insiilin
sekresyonu ve glukoz iiretiminde artis ile karakterize heterojen bir hastaliktir. Tip 1
DM en sik olarak 30 yasin altinda goriilmekle birlikte, otoimmun beta hiicre yikimi
her yasta gelisebilir. Tip 2 DM daha ¢ok tipik olarak artan yas ile ortaya ¢ikmakla
birlikte, 0Ozellikle obez yetiskinlerde olmak iizere c¢ocuklarda da ortaya
cikabilmektedir. DM’ nin diger etyolojileri insiilin sekresyonundaki veya etkisindeki
genetik kusurlari, insiilin sekresyonunu bozan metabolik anormallikleri ve glukoz
toleransini1 bozan durumlar igerir. Genglerin eriskin tip diyabeti (MODY) otozomal
dominant kalitim, erken baslayan hiperglisemi ve insiilin sekresyonunda bozulma ile

karakterize olan bir diyabet alt tipidir. Hastaligin baslangici tipik olarak 10-25 yaslar1



arasindadir. MODY’nin bes degisik varyanti saptanmistir ve hepsi otozomal
dominant kalitilmaktadir. DM, pankreas adaciklarinin ¢ogunlugunun (> % 80)
yikilmas1 halinde ekzokrin pankreas hastaligi olarak da ortaya cikabilir. Insiilin
etkisini antagonize eden hormonlarin asir1  sekresyonu sonucu degisik
endokrinopatiler de diyabete neden olabilirler. Gestasyonel Diabetes Mellitus (GDM)
ilk olarak gebelik sirasinda fark edilebilir. Gebeligin ileri donemlerindeki metabolik
degisikliklerle iliskili olan insiilin direnci, insiilin ihtiyacini arttirir ve hiperglisemi
veya bozulmus glukoz toleransina yol acar. Postpartum donemde c¢ogu normal
glukoz toleransina doner, ancak hayatin ilerleyen donemlerinde DM gelisme riski

yiiksektir (27).

2.2.1.1. Tip 1 Diabetes Mellitus

Insiilin bagimli DM (IDDM) veya geng tipi (juvenil) diyabeti olarak da
bilinen ve tiim diyabet vakalarinin % 5-10’unu olusturan tip 1 DM, saglik sistemine
biiyiik bir yiik getiren ve ¢esitli komplikasyonlarla kisinin yasam kalitesini diisiiren
kronik bir hastaliktir (28).

Tip 1 diyabet, cevresel genetik ve immunolojik faktorlerin etkilesimi sonucu
pankreas langerhans adaciklariin insiilin salgilayan beta hiicrelerinin T lenfositleri
tarafindan otoimmun harabiyeti ile baslayan ve bunu takiben gelisen inflamatuvar
olaylar (insiilitis) sonucu meydana gelen, kompleks ve multifaktoriyel otoimmiin bir
hastaliktir (29-31).

Tip 1 diyabette klinik baslangi¢c kronolojik yasla dogrudan iligkilidir. Tip 1
diyabet ¢ocukluk ¢aginda klinik olarak cok hizli gelisen bir tablo ile baslarken; daha
ileri yaslarda, ¢ok daha yavas, hatta tip 2 diyabet gibi ortaya ¢ikabilir. Genetik olarak
yatkin bireyler dogumda normal beta hiicre kitlesine sahiptirler, fakat viriisler
(Ensefalomiyokardit viriisii, Rubella viriisii, Koksaki-B viriisii), toksinler (6rnegin
Streptozotosin, Alloksan, Vakor) ve bazi gida maddeleri gibi ¢evresel faktorlerin
beta hiicrelerine karsi otoimmun aktivasyonu tetiklemesiyle beta hiicrelerini zaman
icinde kaybetmeye baglarlar. Diyabet bulgular1 beta hiicrelerinin ¢ogunlugu
haraboluncaya kadar ortaya ¢ikmaz. Beta hiicre kitlesindeki azalma hizi kisiden

kisiye bliylik farklilik gosterir. Bazi hastalar hizla klinik diyabete ilerlerken,



bazilarinda DM daha yavas gelisir. Diyabete gecisi tetikleyen olaylar glukoz
intoleransindan ziyade, siklikla insiilin ihtiyacini arttiran durumlar ile ilisikilidir. Tip
1 DM’de erken klinik donemi takiben bazi hastalarda, ekzojen insiilin gereksiniminin
azaldig1 ve kan sekeri diizeyinin daha diisiik insiilin dozlar1 ile diizenlenebildigi veya
nadiren hastanin endojen insiilini ile kan sekeri regililasyonunu sagladigi ve insiilin
tedavisi gerekmeyen bir donem ortaya cikabilir (remisyon donemi). Bu dénem,
otoimmun yikimin ardindan arta kalan saglam hiicrelerin rejenerasyonu sonucu
cogalarak endojen insiilin salgisini arttirmasi ile karakterizedir. Bununla birlikte,
otoimmun siire¢ endojen insiilin sentezinin yapildig1 rezidii beta hiicrelerini de
harabettigi zaman, bu gegici donem kaybolur ve hastada tam bir insiilin yetersizligi
ortaya c¢ikar. Endojen insiilin rezervi tamamen tiilkenmis hastalar sik tekrarlayan
hiperglisemi ve /veya hipoglisemi atag1 gecirirler (31).

Tip 1 DM’li bir bireyin birinci derece akrabalarinda diyabet gelisme riskinin
15-20 kat daha yiiksek oldugu bildirilmektedir (32). Bununla birlikte tek yumurta
ikizlerinde diyabet gelisme riskinin % 30-50 oldugu, buna karsin ¢ift yumurta
ikizlerinde bu riskin % 6-10, ikiz olmayan kardeslerde ise bu riskin % 6 oldugu
bildirilmistir (32).

Anne tip 1 diyabetik ise ¢ocuklarinda diyabet goriilme riskinin % 2-3 oldugu,
baba diyabetik ise ¢cocukta diyabet goriilme riskinin % 7 oldugu bildirilmektedir (33).

Tip 1 DM i¢in major yatkinlik geni 6. kromozomun kisa kolu tizerindeki
MHC (Biiyiik Doku Uygunluk Kompleksi) lokusunun HLA (insan Lokosit Antijeni)
bolgesinde ve 11. kromozom iizerindeki insiilin geninin 5’ ucundaki VNTR
(Degisken Sayida Ardisik Tekrar Eden Dizinler) bolgesinde lokalizedir (29, 34-36).

Tip 1 DM gelismesinde birbirleriyle etkilesen multipl genler rol oynar. 6.
kromozom {izerindeki siif II HLA antijenleri (6zellikle DR ve DQ) ile tip 1 DM
arasinda yakin iliski vardir. Bununla birlikte bir¢cok ¢alismada 2. kromozomun uzun
kolu tizerinde bulunan “’antijen 4 ile iliskili sitotoksik T lenfosit”” (CTLA-4)
genindeki polimorfizmlerin tip 1 DM’ye genetik yatkinhikla iliskili oldugu
gosterilmektedir. CTLA-4 geninin aktivasyonunu etkileyen mutasyonlar ve
polimorfizmler otoimmunite gelisiminde 6nemli rol oynamaktadir. CTLA-4’tin 17.
kodonunda alaninin varligi otoimmun troid hastalig1 ve tip 1 DM’ye yatkinlik ile

iligkilidir. Bununla birlikte, Grave hastaligi, Colyak hastaligi, Addison hastaligi ve
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Hashimoto hastaligt gibi birgok otoimmun hastalilk CTLA-4 genindeki
polimorfizmler ile iliskilidir (29).

2.2.1.2. Tip 2 Diabetes Mellitus

Tip 2 DM, asir1 beslenme, hareketsizlik, obezite ve insiilin direncine bir
cevap olarak beta hiicrelerinin yeterli insiilin salgilayamamasindan kaynaklanan
degismis lipid metabolizmasi ve hiperglisemi ile karakterize metabolik bir hastaliktir
(37).

Tip 2 DM dort major metabolik bozukluk ile karakterizedir; obezite, insiilin
sekresyonunda bozulma, periferik insiilin direnci ve asir1 endojenik glukoz iiretimi.
Insiilin eksikligi ve insiilin direncinin varlig1 periferik dokularda 6zellikle cizgili kas
ve yag dokusunda insiilin duyarliligini bozarak glukoz kullanimini azaltir (38).

Karacigerde ise insiilin duyarlilifinin azalmasi endojenik glukoz iiretimini
arttirir. Insiilin direncine, hiicre ici sinyal araci molekiillerin, insiilin reseptorlerinin
ve insiilin regulasyonunu saglayan genlerin herhangi birindeki yapisal ve fonksiyonel
degisiklikler neden olabilir. Insiilin direnci bir¢cok klinik sendromun etiyolojisinde rol
oynar; adipositler tarafindan salgilanan adiponektin ve diger sitokinlerde
bozukluklara, obeziteye (6zellikle visseral; i¢ organ yaglanmasi), hiperinsiilinemi ile
eslik eden hiperglisemiye, dislipidemiye, arteriyel hipertansiyona (6zellikle obezite
ile iliskili), endotel hiicre fonksiyonlarinda aterojenik  bozukluklara,
mikroalbiiminiiriye, polikistik over sendromuna, C-reaktif protein ve inflamasyon
belirte¢lerinin artisina yol agar (38).

Obezite, tip 2 diyabet gelisiminde 6nemli bir risk faktoriidiir. Obezite ile
iliskili insiilin direncinin tip 2 diyabet riskini arttirdig1 diistiniilmektedir (39).

Tip 2 DM, genetik ve cevresel etkiler sonucu gelisen heterojenik ve poligenik
bir hastaliktir. Tip 2 DM, makrovaskiiler ve mikrovaskiiler komplikasyonlar ile
morbidite ve mortalitenin en belirgin nedenidir. Yiiksek riskli populasyonlarda
yapilan prospektif ¢caligmalar glukoz toleransinin bozulmasindan 6nce, insiilin direnci
ve/veya insiilin sekresyon kusurlarinin olustugunu gostermektedir. Insiilin, diger
hormonlar gibi, spesifik hiicre ylizey reseptorlerine baglanarak, glukoz transportu,

glikojen ve lipid sentezi ve gen ifadesindeki degisikliklere neden olan bir seri hiicre
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ici reaksiyonlar zincirini baglatarak etki gosterir. Glukoz toksisitesi ile beta hiicre
desensitizasyonunun uyarilmasi ve artan apoptozis veya azalan regenerasyon, uzun
stireli insiilin direnci, lipid toksisitesi, amiloid birikimi gibi beta hiicre kiitlesini
azaltabilen durumlar tip 2 diyabetli hastalarda beta hiicre disfonksiyonunun énemli
nedenlerindendir (40).

Tip 2 diyabet, genler ve ¢evre arasindaki etkilesimin bir sonucu olarak ortaya
c¢ikan ve hiperglisemiye yol agan insiilin etkisi ve insiilin sekresyonundaki kusurlar
ile karakterize pleomorfik ve karmasik metabolik bir hastaliktir. Bugiine kadar tip 2
diyabete yatkinlikla iligkili birgok gen belirlenmistir; PPARG (Peroksizom
proliferator-aktive edici reseptor gama), KCNJI1 (Potasyum igeri dogrultucu kanali,
J alt ailesi, tiye 11), TCF7L2 (Transkripsiyon faktorii 7 benzeri 2), CDKALI (siklin-
bagimli kinaz 5 (CDKY5) diizenleyici altbirimle iligkili protein benzeri 1), CDKN2A/B
(CDK inhibitorii 2A ve 2B), IGF2BP2 (insiilin benzeri biiyiime faktorii 2 mRNA
baglayici protein 2), FTO (yag kiitlesi ve obezite ile iliskili gen), SLC30A8 (Solut
tasiyict ailesi 30 (¢inko tasiyici), liye 8), HNFIB (Hepatosit niiklear faktor-1p),
ADRA2A (Adrenerjik alfa-2A reseptorii), WFSI (Wolfram sendromu 1), KCNQI
(Potasyum voltaj kapili kanali, KQT-benzeri alt ailesi, iiye 1) ve daha bir¢cok gen
mevcuttur (41). Tip 2 diyabete yatkinlikla iligkili su anda 40°1n {izerinde gen vardir.
Bu genlerin her biri diyabetin patogenezinin anlagilmasinda 6nemli bir yere sahiptir

(42).

2.2.1.3. Gestasyonel Diabetes Mellitus

GDM, ilk olarak gebelik sirasinda farkina varilan ya da gebelikte baslayan,
glukoz intoleransi ve hiperglisemi ile karakterize heterojen bir hastaliktir (43, 44).

Amerika Birlesik Devletlerinde GDM, hamileliklerin yaklasik % 5-9’unda
gortliir; dogumu takiben hastalarin bircogu normal glukoz toleransina doner, ancak
birgok kadinda da dogumdan sonraki 5-10 y1l i¢inde tip 2 DM gelisme riski yiiksektir
(45).

Genellikle GDM’1i hastalarin pankreas beta hiicre fonksiyonunda bir defekt
vardir. Hastalarin % 10'undan daha azinda, tip 1 diyabette oldugu gibi pankreas beta

hiicrelerinin otoimmiin yikimi ya da bazi MODY alt tiplerinde oldugu gibi tek gen
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mutasyonlari, beta hiicre fonksiyonu defektine neden olabilir. Glukoziiri, gebelik yas1
(> 30 yas), obezite, glukoz intoleransi, makrozomik ¢ocuk ve ailede diyabet Oykiisii
GDM i¢in risk faktorii olusturur. GDM’nin varligt hem anneyi hem de bebegi
etkileyen bir durumdur (46).

Diyabetin maternal kalitimmma rahim i¢i beslenme durumu, paylasilan
cevresel faktorler (annenin beslenme aligskanliklari, fiziksel aktivitesi ve yasam tarzi
gibi) ve genetik faktorler (anneden kalitilan mitokondriyal DNA mutasyonlar1 ya da
delesyonlar gibi) katki saglar (47).

GDM hipertansif bozukluklar, erken dogum, omuz distosisi, 6lii dogum,
klinik neonatal hipoglisemi ve hiperbilirubinemi gibi perinatal komplikasyonlara ve
dogum sonrast1 donemde annede kardiyovaskiiler hastaliklar ve diyabet, cocukta
obezite ve bozulmus glukoz toleransi gibi dogum sonrast komplikasyonlara yol
acabilir. GDM olan kadinlarda gebelik sirasinda hipertansiyon, kronik hipertansiyon,
pre-eklampsi ve eklampsi gibi hipertansif bozukluklarin insidansinda bir artis vardir.
GDM ve hipertansif bozukluklar, insiilin direnci ve inflamasyon gibi faktorler ile
iliskilidir (48).

GDM oykiisii olan kadinlarda endotel ve kardiyak fonksiyonlarda bozulmalar
meydana gelir. Postpartum donemde diyastolik disfonksiyon ve karotis intimal
medial kalinlig1 arttigi, brakiyal arter akim aracili dilatasyon azaldigi ortaya
cikmistir. Benzer sekilde, GDM o6ykiisii olan kadinlarin, vaskiiler adezyon molekiilii-
1 ve E-selektin gibi endotelyal fonksiyon gostergelerinin ve plazminojen aktivator
inhibitor-1, fibrinojen ve C-reaktif proteinini iceren inflamatuvar gostergelerin GDM
Oykiisli olmayanlardan daha yiiksek oldugu tespit edilmistir (49).

GDM ile gebelik kilo alimi1 arasindaki iligkiyi aragtiran bir ¢alismada, fazla
kilo aliminin diisiik dogum agirligi olasiligimi azalttigi, fakat insiilin ihtiyaci,
makrozomi ve erken dogum olasiligini arttirdigr bildirilmistir (50). Yine yapilan bir
baska aragtirmada, glukoz toleransi anormal olarak artmis kadinlarda asir1 kilo
aliminin sonuglariin daha biiyiik bir risk oldugu ortaya konulmustur (50).

GDM’ye yatkinlikla iligkili bircok aday gen tespit edilmistir. Bu genler;
glukokinaz (GCK), HLA antijenleri, insiilin reseptorii, insiilin benzeri biiylime

faktorii 2 (IGF-2), insiilin geni, plazminojen aktivator inhibitor 1, KCNJ11, HNF4A
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(Hepatosit niiklear faktor-4 alfa). Bu genlerindeki mutasyonlarin GDM riskini
arttirdig1 gosterilmistir (51).

Insiilin reseptoriindeki ve IGF2’deki varyasyonlarin GDM ile iliskili oldugu
ve HNF4A’nin P2 promotor bolgesindeki varyasyonlarin GDM’de goézlenen beta
hiicre disfonksiyonuna katkida bulundugu diistiniilmektedir (52).

2.2.1.4. Genglerin Eriskin Tip Diyabeti

MODY, tip 2 DM’nin klinik ve genetik olarak heterojenik bir alt tipini
kapsar. Hastalik otozomal dominant kalitim gosterir ve pankreas beta hiicrelerinin
insiilin salgilanmasinda bir kusur ile karakterizedir. Hastaligin baslangici tipik olarak
25 yas ve altinda goriiliir (53).

MODY ’nin kesin prevalansi bilinmemektedir. Ancak, tip 2 DM vakalarinin
% 2-5’den sorumlu oldugu tahmin edilmektedir. MODY, niikleer transkripsiyon
faktorleri ve GCK’y1 kodlayan genlerdeki mutasyonlar sonucu meydana gelir. Bu da
insiilin hormonu iretimini saglayan pankreatik beta hiicre disfonksiyonuna neden
olur. Dolagimdaki glukoz beta hiicrelerinin hiicre zarinda bulunan glukoz tasiyicilar
(GLUT 2) araciligiyla almir. Glukoz bir intraseliiler enzim olan GCK tarafindan
Glukoz-6-fosfata doniistiiriiliir ve daha sonra Adenozin Trifosfat (ATP) iiretmek icin
mitokondride glikolizise ugrar. ATP’den gelen enerji kullanilarak, ATP bagimlh
potasyum kanallar1 araciligiyla hiicre i¢i potasyum hiicrelerden disar1 pompalanir.
Membran potansiyelinde ortaya ¢ikan degisim beta hiicrelerinin i¢ine kalsiyum
girisine yol agar. Bu da insiilin salinimin1 uyarir. Beta hiicrelerinin insiilin sentezinde
karaciger niikleer faktorleri ve niikleer transkripsiyon faktorleri 6nemli rol oynar
(54).

Bugiline kadar, MODY’den sorumlu alt1 gen oldugu tespit edilmis ve bu
genlerin mutasyonuna bagli olarak MODY ’nin alt1 degisik varyanti saptanmistir;
HNF-4A geni MODY1), GCK geni (MODY?2), HNF-IA geni (MODY3), insiilin
promotor faktor-1 (IPF-1) geni (MODY4), HNF-1B geni (MODYS5) ve norojenik
farklilasma faktor 1 (NEURODI) geni (MODY6) (55, 56).

MODY2 disinda, MODY1, -3, -4, -5 ve -6, transkripsiyon faktorlerini
kodlayan genlerdeki mutasyonlar ile iligkilidir. GCK enzimini kodlayan gendeki
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mutasyonlar MODY2’ye neden olur. MODY?2 hastalar1 yasam boyunca, genellikle
hafif hiperglisemiktir ve nadiren tedavi gerektirir (57). GCK, beta hiicrelerinde
glukoz metabolizmasinin ilk basamagindan sorumlu enzimdir. HNF-1A ve HNF-4A
transkripsiyon faktorleri ise beta hiicrelerinin fonksiyonu ve farklilasmasini igeren
bircok genin ekspresyonunu diizenler. Diger ii¢ transkripsiyon faktoriindeki
mutasyonlar (HNF-1B, IPF-1 ve NEURODI) MODY ’nin nadir goriilen formlaridir.

Bu diyabet formlar1 genellikle bir insiilin sekresyon kusuru ile karakterizedir (58).

2.2.2. Diabetes Mellitus’un Komplikasyonlari

Diyabet, viicudun bir¢ok farkli organ sistemini etkileyebilir ve zamanla ciddi
komplikasyonlara yol acgabilir. Komplikasyonlar sinir sistemi hasari, bobrek sistemi
hasar1 ve g6z hasarini i¢eren mikrovaskiiler komplikasyonlar ve kardiyovaskiiler
hastaliklar, serebrovaskiiler hastalik ve periferik damar hastaliklarini igeren
makrovaskiiler komplikasyonlar olarak siniflandirilabilir (59).

1999-2004 NHANES (Ulusal Saglik ve Beslenme Inceleme Taramasi)
verileri mikrovaskiiler komplikasyonlarin goriilme sikligimin  makrovaskiiler
komplikasyonlarin goriilme sikligindan cok daha yiiksek oldugunu gostermektedir
(Sekil 2. 3). Yas, diyabetik aile Oykiisii, etnik koken, sigara, obezite, fiziksel
hareketsizlik diyabet icin artan risk faktorii olusturur. Seker hastaligi olan kisilerde
tiim oliimlerin % 65’inden kardiyovaskiiler hastaliklar sorumludur. Buna ek olarak,
kalp hastaligi nedeniyle Oliim oranlar1 diyabetli insanlar arasinda diyabeti
olmayanlara kiyasla 2 ile 4 kat daha fazladir (59).

Seker hastalig1 olan kisilerde yas, diyabetin siiresi ve ndropatinin varlig
periferik damar hastaliklar1 riskini arttirir. Ayni sekilde, C-reaktif protein diizeyleri
ve homosistein diizeyleri gibi kardiyovaskiiler hastalik ile iliskili diger faktorlerde,
periferik damar hastaliklar1 riskini arttirir. Diyabetik retinopati, diyabetli insanlar
arasinda en sik goriilen mikrovaskiiler komplikasyondur ve yilda onbinden fazla yeni
vaka korliige neden olur. Buna ek olarak, retinopati, uzun siireli hiperglisemi ile de
iliskilidir. Diyabetli insanlar arasinda yas ile birlikte gérme bozuklugu prevalansi da
artis gosterir. Benzer sekilde, diyabetik periferik noropati de, diyabetli bireylerin %
30-50’sini etkiledigi tahmin edilen yaygin bir komplikasyondur. Basta hiperglisemi
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olmak {iizere, yas, hastalik siiresi, sigara, hipertansiyon, yiiksek trigliserid, yiiksek
viicut kitle indeksi, alkol tiikketimi, periferik noropati icin risk faktorii olusturur.
Diyabetik periferik noropatili bireyler ayak iilseri ve alt ekstremite kaybi
(amputasyon) gibi bir dizi fonksiyonel kisitlamalar ve bozukluklar ile yiiksek risk
altindadir. Diyabete bagli nefropatinin 2002 yilinda, son donem bobrek hastalig
vakalarmin % 44’linii olugturdugu bilinmektedir. Artan kan basinci ve hipertansiyon,
sigara, obezite, anemi ve genetik faktorler diyabetik bobrek hastaligi progresyonu

riskini arttirir (59).
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Sekil 2. 3. Diyabetli insanlarda, diyabete bagli komplikasyonlarin prevalansi (59).

DM kronik komplikasyonlarin diginda metabolizma ve kan sekeri
diizeyindeki degisiklikler ile iliskili olan hipoglisemi, diyabetik ketoasidoz ve
nonketotik hiperglisemik koma gibi akut komplikasyonlara da yol acar (60).

Diyabetik ~ komplikasyonlarin ~ olusumunda  birtakim  biyokimyasal
degisiklikler 6n plana ¢ikar; anormal sorbitol birikimi, miyoinozitol tiikkenmesi ve
proteinlerin glikasyonu (60) ve protein kinaz C (PKC) aktivasyonu (61). Bu
biyokimyasal degisiklikler doku ve organlarda patolojik durumlarin ortaya ¢ikmasina
sebep olur (60).

Sorbitolun agir1 birikimi ATP ve glutatyonun hizla tlikenmesine, hiicre
fonksiyonunun bozulmasina ve osmotik hasara neden olur. Hiperglisemi Na-K

ATPaz pompasinin ayrilmaz bir parcasi olan miyoinozitolun tiikkenmesine de neden
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olur. Miyoinozitolun tiikenmesi sorbitol birikimi ile baglantilidir. Bir aldoz rediiktaz
inhibitorii olan sorbinilin kullanimi sorbitol birikimini azaltir ve miyoinositol
diizeyini normale geri dondiiriir (60).

Artan kan glukoz konsantrasyonu hemoglobin, albiimin, antitrombin III ve
kollajen gibi bircok proteinin glikasyonuna neden olur. Kisa Omiirlii proteinlerin
glikasyonu reversible olmasina ragmen, uzun Omiirlii proteinler ek reaksiyonlar
gecirerek irreversible glikasyon iiriinleri olusabilir. Bu geri doniisiimsiiz glukozile
proteinler c¢apraz baglar olusturabilir (60). Makrofajlardaki ileri glikasyon son
tiriinleri (AGE) reseptorleri, bu kitlelere inflamatuvar bir cevap olusturur. AGE-
modifiye molekiiller, oksidasyona daha duyarhdirlar ve oksidatif hasarin
nedenidirler. AGE yolag: ile diyabetik nefropati arasinda giiglii bir iliski oldugu
varsayllmaktadir. Ileri glikasyon, endotel disfonksiyon gibi norotubiiller ve diger
noral proteinlerin disfonksiyonuna da neden olabilmektedir (61).

Diyabetik komplikasyonlarin olusumunda diacil-gliserol PKC yolaginin da
onemli rol oynag diistiniilmektedir. Artan hiicre i¢i glukoz, PKC aktivatorii olarak da
bilinen diagil gliserolun de novo olusumunu uyarir. PKC beta diizeylerindeki artis
anjiyogeneze neden olan VEGF’yi uyarir. Bu yol retinopati, albiiminiiri ve ndropati

olusumunda yakindan iliskilidir (61).

2.2.2.1. Diyabetin Akut Komplikasyonlari

Diyabetik ketoasidozis; enfeksiyonlar, stres ve insiilin yetersizligi sonucu
gelisir. Ketoasidoz, tip 1 diyabetin ilk klinik bulgusu olabilir. Hastaligin
fizyopatolojisinde ciddi insiilin eksikligine ve hiperglukagonemiye bagl olarak iki
biiyiilk metabolik bozukluk vardir; hiperglisemi ve ketoasidemi. Diyabetik keto
asidozun genellikle giinler ve daha uzun siireli bir prodrom dénemi vardir. Bu
donemde c¢ok idrar ¢ikarma, asir1 susuzluk, bulanti, kusma, mental bulaniklik ve en
sonunda norolojik koma goriilebilir. Bununla birlikte, bas agrisi, agiz kurulugu, kas
agrilar1 ve karin agris1 vardir. Hastanin fizik muayenesinde sivi ve elektrolit kaybz,
hizl1 ve derin solunum, aseton kokusu, tasikardi, siddetli ketoniiri, ketonemi, diisiik

arteriyel pH ve diisiik plazma bikarbonat diizeyi dikkat ¢eker (62).
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Diyabetik nonketotik hiperosmolar koma; ciddi hiperglisemi, ¢ok agir sivi ve
elektrolit kayb1 ve ileri derecede hiperosmolalite ile karakterizedir. Su kaybina bagh
olarak hiperozmolarite ve bunun sonucunda agir hiicre i¢i siv1 ve elektrolit kaybi
gelisir. Bu hiicre i¢i sivi ve elektrolit kaybi santral sinir sistemini etkileyerek
ndrolojik semptomlarin ortaya c¢ikmasina ve komanin olusumuna sebep olur.
Hastaliga neden olan asil nedenler renal yetmezlik ve kronik kalp yetmezligidir (62).

Laktik asidozis; kanda laktik asidin artmasi ile karakterizedir. Hastaligin
kliniginde genellikle kas yorgunlugundan sonra beliren asidotik solunum mevcuttur.
Bununla birlikte, suur bulanikligindan komaya kadar uzanan suur bozukluklar1 ve
mental bulanikliklar goriilebilir (62).

Hipoglisemi; kan glukoz seviyesinin azalmasidir ve genellikle insiiline
bagimli olarak gelisir. Hastaligin klinigi genellikle ani baslar ve belirtiler ¢abuk
ortaya ¢ikar. Hipoglisemik koma olusmasinda insiilin dozunun fazla uygulanmasi,
hastanin asir1 fizik egzersiz yapmasi, 6giiniin geciktirilmesi ve oral antidiyabetiklerin

diizensiz alinmasi s6z konusudur (62).

2.2.2.2. Diyabetin Kronik Komplikasyonlari
2.2.2.2.1. Kardiyovaskiiler Hastaliklar

DM, kardiyovaskiiler hastalik icin Onemli bir risk faktoriidiir.
Kardiyovaskiiler hastaliklara bagli 6lim oran1 diyabetik olmayanlar ile
kiyaslandiginda diyabetik erkeklerde 2 kat, diyabetik kadinlarda ise 3,2 kat yiiksek
bulunmustur (63). Diyabet, aterosklerozun dogal seyrini hizlandirir ve damar
hastalig1, diffiiz koroner ateroskleroz ve sol ana koroner arter tutulumunun daha fazla
olmasi ile iligkilidir. Diyabetiklerin hipertansiyon, hiperlipidemi, obesite ve insiilin
direnci gibi diger kardiyovaskiiler risk faktorlerini de bulundurma bakimindan dort
kat daha fazla risk altinda olduklar1 gosterilmistir (63).

Kardiyomiyopati, diyabetin 6nemli bir komplikasyonudur ve sistemik
hipertansiyon veya koroner arter hastaliginin olmadig1 durumlarda degisen kalp kas1
fonksiyonu ile karakterizedir. Bu durum, hipertansiyon aracili hasara artan duyarlilik,
kalp krizi sonrasi artan 6liim orani ve semptomatik kalp yetmezligine varan onemli

klinik sonuglar ile iligkilidir (64).
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2.2.2.2.2. Serebrovaskiiler Hastalhiklar

Serebrovaskiiler hastaliklar, non-diyabetiklere oranla diyabetik hastalarda
daha yaygindir. Diyabetik hastalarda serobrovaskiiler hastaliklara bagli mortalite iki
kat yiiksektir. Bu tiir hastaliklarin yilizde altmisi beyin trombozu (damar iginde olusan
kan pihtis1) ve beyin krizinden kaynaklanir. Arastirmalar, aterosklerozun, diyabetik
hastalarda non-diyabetik hastalardan daha sik Willis halkasindaki arterlerde
gergeklestigini gostermistir. Serebral dolasim bozukluklarinin DM’li orta yash ve

yaslt hastalar i¢in 6nemli bir sorun olduguna inanilmaktadir (65).

2.2.2.2.3. Retinopati

Bugiin diinyada korliigiin en onde gelen nedeni diyabettir. Tip 1 DM’li
hastalarin hemen hemen tiimiinde, tip 2 DM olan hastalarin yaklasik % 60’inda
retinopati vardir. Retinopati patogenezi son yillarda daha iyi anlasilir hale gelmistir.
Retinal arter hasar1 nedeniyle olusan diyabetik g6z hastaligi, yilda 24 000 yeni vaka
ile 20-74 yaslar1 arasindaki yetiskinlerde korliiglin en ©Onde gelen nedenidir.
Mikroanevrizmalar ve diger retinal lezyonlar1 iceren nonproliferatif retinopati, optik
sinir bast veya i¢ retina ylizeyinde anormal kan damarlarinin ve fibréz doku
biiyiimesini igeren proliferatif retinopati ve kan damarlariin sizint1 yapmasi sonucu

gelisen makiiler 6dem olmak tizere ii¢ tip diyabetik retinopati vardir (66).

2.2.2.2.4. Nefropati

Transforme edici biiyiime faktorii beta (TGF-B), biiyime hormonu, IGF-1
(Insiilin benzeri bilyiime faktorii-1), VEGF ve epidermal biiyiime faktoriinii igeren
bir¢cok biiylime faktoriiniin aktivitesinin artmasi, PKC izoformlarinin aktivasyonu,
renin, anjiyotensin, endotelin ve bradikinini igeren hormonlarin saliniminin artmast,
reaktif oksijen tiirlerinin olugumu, ileri glikasyon son {iriinleri olusumunun artmasi,
aldoz rediiktaz yolaginin aktivitesinin artis1 ve glukoz transport mekanizmalarindaki

anormallikler diyabetik nefropatinin patogenezinin gelismesinde dnemli rol oynadigi
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bilinmektedir. Diyabetik nefropati gelisme riskini etkileyen c¢esitli genlerin oldugu

distiniilmektedir (67).

2.2.2.2.5. Gastrointestinal Komplikasyonlar

Diyabetin gastrointestinal komplikasyonlar1 mide felci, bagirsak hastalig1 ve
nonalkolik yagli karaciger hastaligim1  kapsar. Diyabetin  gastrointestinal
komplikasyonlar1 diyabetin artan orani ile daha yaygin hale gelmistir. Mide felci,
diyabetik hastalarin % 5-12’sinde ve kadinlarda daha sik goriiliir ve erken doyma,
bulanti, kusma, siskinlik hissi veya iist karin agris1 ile ortaya cikar. Diyabetik
bagirsak hastalig1 ishal, kabizlik veya fekal inkontinens (diski kacirma) ile ortaya
cikar. Diyabetik hastalardaki ishal prevalansi % 4-22 arasindadir. Siklikla tip 2
diyabet ve obezite ile iligkili olan nonalkolik yagl karaciger hastaligi, alkol almayan
kisilerde alkolik karaciger hasarina benzeyen patolojik bir durumdur. Ciddi obez ve

seker hastasi olan tiim hastalarin yaris1 yagh karaciger hastaligina sahiptir (68).

2.2.2.2.6. Seksiiel Disfonksiyon

DM hem erkeklerin hem de kadinlarin cinsel fonksiyonlarmi etkiler.
Diyabetli erkeklerde cinsel islev bozuklugu goriilme sikligi % 50, diyabetik
kadinlarda ise biraz daha diisiiktiir. Diyabetik seksiiel fonksiyon bozuklugunda
bircok biyokimyasal mekanizma rol oynar. Eger kan sekeri kontrolii kotii ise
testesteron diizeyl normal olsa bile cinsel fonksiyonu azalttig1 bilinmektedir. Seker
hastalarmin 6nemli bir kismi yliksek LDL (Diislik yogunluklu lipoprotein), diisiik
HDL (Yiiksek yogunluklu lipoprotein) ve artan trigliseride bagli olarak
hiperlipidemiye sahiptir. Bu durum kalp hastalig1 i¢in bir risk tasir fakat aym
zamanda cinsel islev bozuklugu ile de iligkilidir (69).

2.2.2.2.7. Diyabetik Ayak

Diyabetik ayak, DM’li hastalar icin en ciddi komplikasyonlardan biri olarak

kabul edilir. Diyabetik ayak, diinyada non-travmatik alt ekstremite kayiplarinin 6nde
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gelen nedenidir. Tiim diyabetik hastalarin yaklasik % 20-25’1 hayatlarinin bir
doneminde alt ekstremite iilserasyonu ile karsilasmaktadir (70). Ekstremite
kayiplarinin hemen hemen % 85’1, diyabetik ayak iilseri ile baslar. Diyabetik ayak,
klasik olarak noropati, iskemi ve infeksiyon {iigliisii ile karakterize edilir. Altta yatan
en onemli nedenleri periferik damar hastaligi, periferik noropati ve iskemi oldugu

belirtilmistir (71).

2.3. VEGF

VEGF, vaskiilogenez ve anjiyogenezde onemli bir diizenleyici olan ve
bununla birlikte vaskiiler permeabilitede de potansiyel bir indiikleyici olarak gorev
yapan homodimerik glikoprotein yapisinda endotel hiicrelere 6zgii bir biiyiime
faktoriidiir (8).

1983 yilinda, kobay tiimor hiicrelerinde vaskiiler sizintitya neden olan bir
protein (VPF; vaskiiler permeabilite faktorii) belirlenmis ve bu proteinin tiimdr kan
damarlarinin yiiksek gegirgenliginin bir aracisi olabilecegi ileri siirtilmiistiir (72).

Daha sonra, hipotalamus ve hipofizdeki vaskiiler aglarin biiylimesinin
diizenlenmesi ile ilgilenilmis ve bovine hipofiz folikiiler hiicrelerini iceren ortamdan
yeni bir heparin baglayici endotel hiicre mitojeni izole edilmis ve tanimlamistir (72).

1989’un basinda bu saflastirilmis proteinin NHj-terminal amino asit dizisi
elde edilmistir. Bu proteinin sadece vaskiiler endotelyal hiicrelerde biiyiimeyi
saglamasindan dolay1 "Vaskiiler endotelyal biiyiime faktorii" olarak adlandirilmistir
(72).

VEGF’nin tiim iiyeleri, homolojisi benzer bir VEGF domainine sahiptir.
VEGF, iki adet VEGF monomerinin disiilfid bagiyla birlesmesiyle olusur.
Antiparalel yonde dimerize olan her bir monomer merkezde dort iplikli beta sheet
tabakasindan ve bu tabakanin bir ucunda molekiil i¢i ve arasi disiilfid baglarini iceren

sekiz sistein kalintisindan olusur (Sekil 2. 4) (73).
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Sekil 2. 4. VEGF'nin U¢ Boyutlu Yapist (73).

VEGF geni kromozom 6p21.3 iizerinde yer alir (74). VEGF ile iliskili yedi
gen tespit edilmistir; VEGF-A, VEGF-B, VEGF-C, VEGF-D, VEGF-E, VEGF-F ve
PIGF (Plasental biiyiime faktorii) (73).

VEGF-A, yetiskin akciger, bobrek, kalp ve bobrekiistii bezinde en yiiksek
transkript seviyesinde bulunan ve 34-42 kDa (kilodalton) biiyiikliigiinde, dimerik,
disiilfid bagh bir glikoproteindir. VEGF-A transkripti sekiz ekzonlu tek bir VEGF-A
geninden olusur. VEGF-A geni mRNA’smin alternatif splicing’i (farkl: birlesimleri)
ile olusan 121, 145, 148, 165, 183, 189, ve 206 amino asitlik en az yedi homodimerik
izoformu vardir. Ekzon 1, 5 ve 8 tarafindan kodlanan amino asitler, VEGF-AI148
hari¢ tiim izoformlarda korunmustur. Buna karsin iki ayr1 heparin baglayict
domainini kodlayan ekzon 6 ve 7 de ise degisken alternatif splicing meydana gelir.
Bu domainlerin varlig1 ya da yoklugu, reseptor baglanmasini ve ¢oziiniirliigii etkiler
(73).

VEGEF iliskili faktor de denilen VEGF-B ise bir VEGFR-1 (VEGF reseptorii
1) ve Nrp-1 (Noropilin-1) ligandidir. Noropilinler (Nrp-1 ve Nrp-2), anjiyogenezide
kapsayan immiinolojik ve noronal gelisimde rol alirlar. VEGF-B’nin insanda, iki
farkli izoformu bulunur; VEGF-B167 ve VEGF-B186. VEGF-B167, VEGF-B’nin en
cok bulunan izoformudur. Cogunlukla ekstraseliiler matriks icinde bulunur ve
heparan stilfat proteoglikanlarin1 baglar. Kalp kasi, iskelet kasi ve kahverengi yag

dokusunda bol bulunur. VEGF-A ve VEGF-B izoformlar1 alternatif splicing ile
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olusurken, VEGF-C ve VEGF-D’nin farkli formlar1 proteolitik siirecler sonucu
olusur. (75).

VEGF-C, endotelyal hiicrelerin hayatta kalmasini, mitogenesisi ve gocii
indiikler. VEGF-C, agirlikli olarak lenfatik damar gelisiminin oldugu boélgelerde
VEGFR-3 reseptorii ile birlikte ifade edilir. In vivo anjiyogenik ve lenfanjiogenik
etkisi olan VEGF-D ise VEGFR-2 (VEGF reseptorii 2) ve VEGFR-3 (VEGF
reseptorii 3) reseptorlerini aktive edip baglar ve endotelyal hiicreler icin mitojenik
etkiye sahiptir (75).

PIGF, agirlikli olarak plasenta, kalp ve akcigerlerde ifade edilir. PIGF
homodimerleri VEGFR-1 ve Nrp-1’i baglar. VEGFR-1’in PIGF tarafindan
aktivasyonu farkli gen ekspresyon profillerini uyarir ve VEGFR-1’in tirozin kinaz
domainindeki tirozin kalintilarinin fosforilasyonu saglar. Bu da anjiyogenez
olusumuna katki saglar (75).

Dolayisiyla vaskiiler endotelyal biiyiime faktorleri ve reseptorleri
vaskiilogenik ve anjiyogenik mekanizmalar araciligiyla vaskiiler sistem gelisiminde
ve lenfatik damar sistemi olusumunda ¢ok 6nemli bir rol oynar. Bununla birlikte, bu
molekiiller yara iyilesmesi ve kadin endometriyumunun siklik yenilenmesi gibi doku
tamirini iceren siiregler icin de gereklidir (75).

Insanda VEGF ailesinin sinyalizasyon reseptorlerini kodlayan ii¢c gen
bilinmektedir: VEGFR-1, VEGFR-2 ve VEGFR-3. Buna ek olarak VEGF alt ailesinin
koreseptorlerini kodlayan iki gen daha bulunur: Nrp-1 ve -2. VEGF reseptor tirozin
kinazlar sadece vaskiiler ve lenfatik endotel hiicrelerde degil, baz1 timér hiicreleri,
sinir hiicreleri, diiz kas hiicreleri, iskelet miyositleri ve perisitleri iceren non-
endotelyal hiicrelerde de ifade edilir. Nrp’ler ise noronlar, endotelyal ve timor
hiicrelerinde VEGF nin koreseptorleri olarak bulunur (76).

VEGF’nin tiim tiyeleri trozin kinaz reseptorleri ile (VEGFR-1, VEGFR-2 ve
VEGFR-3) etkilesim gosterirler ve her biri bu ii¢ reseptor i¢in farkli baglanma
affinitesi gosterirler (Sekil 2. 5) (77).

VEGFR-1’in, hem negatif hem de pozitif anjiyogenik etkileri vardir.
VEGFR-2, VEGF-A’nin mitojenik, anjiyogenik ve damar gecirgenligi etkilerine
aracilik eder. VEGFR-3, lenfatik damarlar iizerinde anjiyogenik etkilere sahiptir (8).
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VEGF’nin reseptore baglanmasi reseptorlerin dimerizasyonuna (VEGFR-
1/VEGFR-1, VEGFR-1/VEGFR-2, VEGFR-2/VEGFR-2) ve otofosforilasyonuna
sebep olmaktadir. Bunun sonucunda birtakim hiicre i¢i sinyal iletim yolaklar1 aktive
olmakta ve bu da endotel hiicrelerinin proliferasyon, migrasyon, permeabilitesinin
artmasini ve Omiirlerinin uzamasini saglamaktadir (73).

VEGF gen ekspresyonunun diizenlenmesinde bir¢ok faktor katkida bulunur;
fibroblast biiylime faktorii, interlokin-1 ve TGF-B gibi multipl biiyiime faktorleri, kas
kasilmasi ve egzersiz gibi mekanik faktorler, hipoksi ve inflamasyon gibi ¢evresel
faktorler VEGF gen ifadesini diizenler. Ornegin ras gibi onkogenler ile olusan timor
hiicrelerinde VEGF ailesinin iiyeleri ifade edilir. Bu diizenleyicilerin her biri
transkripsiyon faktorleri ile VEGF gen transkripsiyonunun artmasini veya
baskilanmasini diizenler (76).

VEGF ekspresyonunun diizenlenmesinde hipoksi indiiklenebilir faktor-1 alfa
(HIF-10))’nin roliiniin de oldugu bilinmektedir. Hipoksik ortamda HIF-1a aktive olur
ve bu protein VEGF genine baglanarak VEGF’nin sentezini saglar. Fizyolojik olarak
HIF-1a, anjiyogenezi, damar tonusunu, glukoz metabolizmasi ve apoptozisi
diizenler. VEGF’nin artan ekspresyonu tiimdr anjiyogenezi ve diyabetik nefropati

gelisiminde 6nemli rol oynadig: diistiniilmektedir (78).
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Sekil 2. 5. VEGF Gen Ailesi Uyeleri ve Reseptorleri (77).

In vitro ve in vivo calismalarda anjiyogenezin olusumunda VEGF ve
bFGF’nin sinerjistik etkilerinin bir roli oldugu gosterilmistir (79).

VEGF, vaskiilotropin ya da vaskiiler permeabilite faktorii olarak da
adlandirilir. Vaskiiler endotelyum, perisitler, retinal pigment epiteli, makrofajlar, T
hiicreler ve diger baz1 hiicreler tarafindan tretilir. Permeabiliteyi uyarir ve damar
endotel hiicreleri i¢in mitojenik etkiye sahiptir (80).

Endotel hiicreler, apikal (liimenal) ve bazolateral (abliimenal) yiizeylere sahip
kutuplasmis hiicrelerdir. VEGF’nin ablumenal tarafinda bulunan reseptorleri, bir
kemoatraktan olarak endotel hiicrelerin go¢ etmesi icin rehberlik yapar. Ancak,
liimenal tarafinda bulunan reseptorleri araciligiyla da hiicre aktiflestirilir. Aktiflesen
hiicrenin polaritesi degisir. Interstisyel VEGF, serbest ve difiize olmasindan ziyade
ekstraseliiler matrikse veya hiicre ylizey reseptorlerine bagli oldugu bilinmektedir.
Intraseliiler ve kandaki VEGF, biitiin bir dokudaki VEGF konsantrasyon diizeyini
icerir (76).
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Postnatal donemde VEGF ekspresyon diizeyleri progresif olarak azalir ve
yumurtaliklar, rahim ve deri gibi anjiyogenezin aktif oldugu yerler disinda, endotel
hiicrelerin istirahat halinde oldugu bircok yetiskin dokuda minimal diizeydedir.
VEGF, overde korpus Iluteumun olusumu sirasinda, rahimdeki endometrial
damarlarin biiyiimesi siirecinde ve embriyo implantasyonunun oldugu yerde olusur.
Ayrica, yara iyilesmesinin proliferatif asamasinda VEGF diizeyleri yiikselir.
VEGF’nin, MAPK (Mitojen ile aktive protein kinaz) sinyal iletim yolu {izerinden
VEGFR-2 reseptorii araciligiyla ndronlarin olgunlagsmasini ve dolayisiyla nérogenezi
etkiledigi de diisiniilmektedir. Ayrica VEGF ekspresyonun diizenlenmesindeki bir
anormallik motornéron dejenerasyonunu igeren bir¢ok norodejeneratif bozukluga
neden olur (81).

VEGF, damar gelisimi ve morfonogenezini, vaskiiler tonus ve permeabiliteyi,
endotel ve inflamatuvar hiicrelerin kemotaksisini modiile eder. VEGF’nin ¢ogu
fonksiyonu ekstraseliiler mikrogevre ve hiicre tiplerinin verdigi yanita baglidir.
VEGF ve reseptorleri embriyogenez sirasinda kan damariin gelistigi yerlerde ifade
edilir. VEGF ve reseptorlerinin mRNA diizeyleri dogum sonrast donemde Snemli
Olclide azalir. Fakat anjiyogenezi devam eden dokularin endotelinde ekspresyon
yiiksektir ve ayrica fenestrali endotelin proksimalinde de yiiksektir. VEGF, endotel
hiicreler, inflamatuvar hiicreler ve noronal hiicreler iizerine etki eder ve ekspresyonu
retinopatilerden kansere kadar uzanan; tiimorler ile iligkili patolojik anjiyogenez,
romatoid artrit, prematiire retinopatisi ve diger bozukluklar ile iliskili hastaliklarin
patolojilerine katkida bulunabilir. Bircok hastalikta anjiyogenez 6nemli bir rol oynar
ve damar gelisiminde VEGF’nin merkezi rol almasi onu anjiyogenezin ya uyarilmasi
ya da inhibisyonu icin hedef bir protein yapar. VEGF veya reseptorlerindeki bozulma
vaskiilogenesisdeki defektler nedeniyle erken embriyonik lethaliteye yol acar. VEGF
fonksiyonunun dogum sonrasinda blokaji, kemik gelisimi sirasinda fizyolojik yeni
damar olusumunu ve kadin {ireme dongiisiiniin ¢esitli safthalarini inhibe eder (82).

VEGF, omurgalilarin = sinir sistemi {izerinde kritik ©Oneme sahiptir;
yetiskinlerde norogenezisi, noroproteksiyonu ve glial biiylimeyi tesvik eder, merkezi
sinir sistemi ve periferik sinir sistemindeki glia ve noronlar iizerinde trofik etkileri
vardir, gelismekte olan merkezi sinir sisteminde noronal migrasyonu destekler ve

ayrica noral bozukluklarin tedavisinde terapotik degeri vardir (83).
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2.4. VEGF ve Diyabet

Diyabette erken mortalite ve morbiditenin esas nedeni diyabetik
mikrovaskiiler komplikasyonlardir. Diyabetik komlikasyonlarda bir risk faktorii olan
hipergliseminin neden oldugu doku hasarinin hizlanmasinda biiyiime faktorleri
onemli rol oynayabilir. VEGF, diyabetik mikrovaskiiler komplikasyonlarin
patogenezinde Onemli bir rol oynayan ¢ok fonksiyonlu bir sitokindir. VEGEF,
glomeriiler kilcal damarlar da dahil olmak iizere bir¢cok dokunun vaskiiler endotelyal
hiicre proliferasyonunu diizenler. Endotelyal disfonksiyon ve artmis kan damar
gecirgenligi, hem diyabetik retinopati hem de diyabetik nefropatide gozlenir (84).

Hiperglisemi, DM’de endotelyal disfonksiyon gelisiminde Onemli bir
nedensel faktordiir. Endotel disfonksiyon bariyer fonksiyonundaki degisiklikler,
dolasimdaki  birtakim  hiicrelerin  adhezyonundaki ve proliferasyonundaki
degisiklikler ve apoptozise duyarlilik ile karakterizedir. Normalde, endotelyal hiicre
hasar1 endojen6z onarim siirecleri ile hafifletilebilir. Fakat, diyabet hastalarinda
yaralanma ve onarimdaki dengesizlik mikrovaskiiler hiicrelerin apoptozisi de dahil
olmak tizere bir takim mikrovaskiiler degisikliklerle sonuglanir ve sonugta diyabete
bagli komplikasyonlar olusur. Ayrica, DM endotelyal hiicrelerin anjiyogenik
ozelliklerini de degistirir (85).

Endotel disfonksiyon, hem diyabetik hem de diyabetik olmayan albiiminiirili
hastalarda diyabetik bobrek hastaligi ve bobrek yetmezligini igeren bobrek kronik
mikrovaskiiler komplikasyonlarin gelisiminde potansiyel bir mekanizma olarak rol
oynamaktadir. Hiperglisemi ve hipertansiyon glomeriiler hipertansiyona neden olur
ve bunun sonucu olarak proteiniiri, glomeriiler ve interstisyel doku fibrozisi ve
progresif glomeriiler filtrasyon hizinda diisiis meydana gelir ve sonugta diyabetik
bobrek hastaligi geliserek bobrek yetmezligi olusur (86).

Diyabetik nefropati, DM’nin yaygin bir komplikasyonudur ve bati
diinyasinda son donem bobrek hastaliginin baglica nedenidir. VEGF, tip 1 DM’nin
diyabetik nefropatinin patogenezinde onemli rol oynar. VEGF, 6zellikle podositler
tarafindan bobrekte iiretilir ve reseptorlerine baglanarak biyolojik aktivite gosterir.
Normal glomeriilde, VEGF izoformlar1 siki diizenlenir ve glomeriiler filtrasyon

bariyerinin biitlinliigiinii koruyarak parakrin ve otokrin bir etki gosterir (6).
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Diyabetik retinopati, eriskinlerde gérme kaybina neden olan ve diyabetin
ciddi bir okiiler komplikasyonudur. Yiiksek kan sekeri diyabetik retinopatinin
gelismesinde ve ilerlemesinde birincil patojenik faktordiir ve kan sekerinin kontrol
altinda tutulmasi retinopati gelisimini azaltmaktadir. VEGF, diyabetik hastalarin
retinal mikrovaskiiler komplikasyonlarinda 6nemli bir rol oynar. Yiiksek kan sekeri
VEGF’yi aktive ederek diyabetli hastalarin retinasinda fonksiyonel ve morfolojik
degisiklikler yaratir (87). Diyabetik retinopati gelisimine bir¢ok biyokimyasal
mekanizma katkida bulunabilir; PKC- aktivasyonu, VEGF {iretiminin artmasi,
oksidatif stres, ileri glikasyon son iiriinleri ve hiicre i¢i sorbitol birikimi bunlarin
arasindadir. Diyabet, retinada damar hasarlanmasina ve i¢ kan retina bariyerinin
bozulmasina ve dolayisiyla iskemi gelisimine ve damar gegirgenligin artmasina yol
acar. Vaskiller permeabilitenin artmast kan-retina bariyerinin korunmasindan
sorumlu endotel hiicrelerin hasarina yol agar. Endotel hiicrelerin permeabilitesinin
diizenlenmesinde ve VEGEF iiretiminde PKC- 6nemli bir rol oynar. Kan-retina
bariyerinin hasari ile makulada ekstraseliiler siv1 birikebilir ve optik sinir sisebilir.
Kapiller tikanma sonucu hipoksi ve iskemi geligmekte ve bunun sonucu olarak da
proliferatif donemde goriilen yeni damar olusumu, retinada yaygin fibrozis ve
sonucta gorme kayb1 ve korliikle sonuglanan retina hasari gortilmektedir (88).

Ayn1 zamanda, diyabet ve glukoz homeostazindaki anormallikler,
karacigerde fazla glikojen birikimi, safra kesesi hastaligi, siroz ve alkolik olmayan
yagl karaciger hastaligi gibi bir¢cok karaciger hastalifina neden olur. Sirotik
karacigerde insiilin yikiminin azalmasi veya insiilin direncinin bozulmas1 nedeniyle
instilin diizeyleri artar. Kronik diyabet hastalarindaki uzun siireli instiilin yetersizligi,
karacigerde glikojen sentaz aktivasyonunun bozulmasina yol acar ve dolayisiyla
karacigerde glikojen birikimine neden olur. Asir1 glikojen birikimi olan hastalarda
hepatomegali (karaciger biiylimesi) ve karaciger enzimlerinde anormallikler goriiliir.
Karacigerde yag sentezinin artmasi ve yaglarin oksidasyonunun azalmasi hepatik yag
birikimine neden olur. Tip 2 diyabet, hiperlipidemi ve obezite yagl karaciger
hastaligi ile iliskilidir (15).

Karacigerde VEGF, belirgin olarak siniizoidal endotel hiicreleri ve
hepatositlerde sentezlenir ve karaciger rejenerasyonunda o6nemli rol alir. Akut

hepatitli hastalarda yapilan ¢aligmada yiiksek serum VEGF diizeyi saptanmistir. Bu
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yiiksekligin akut karaciger hasarindaki yiiksek rejenerasyona bagli oldugu
distiniilmektedir (89).

Diyabetin yara iyilesmesi lizerine de olumsuz etkileri vardir. Diyabetli insan
ve hayvan modellerinde yapilan c¢alismalar diyabetin organizmada olusturdugu
olumsuz kosullarin yara iyilesmesini olumsuz yonde etkiledigini gostermektedir.
Yara iyilesmesinde etkin rol oynayan proteinlerin saliniminda azalma goriiliir (90).
Diyabetik yaralarda VEGF ekspresyon seviyesinde azalma gozlenir. Normalde
VEGF anjiyogenezi saglayarak yara iyilesmesi siirecinde aktif rol oynar (91).
Lerman ve arkadaslari1 (92), diyabetli farelerden alinan fibroblastlarin
fonksiyonlarinda bozukluklar oldugunu gostermislerdir. Fibroblastlar yara iyilesme
siirecinde, VEGF'yi de iceren ¢ok sayida biiyiime faktorii salgilarlar. Diyabetik
fibroblastlar, uzun siireli hiperglisemi karsisinda baslangicta ya da hipoksiye yanit
olarak normal seviyelerde VEGF iiretememektedirler (92).

Diyabet, mikro damar yap1 ve fonksiyonunda degisikliklere neden
oldugundan ayni zamanda kardiyovaskiiler hastaliklar i¢in bir risk faktoriidiir (93).
Diyabet hastalarinda kardivaskiiler hastaliklardan 6liim orani normal populasyona
gore Ui¢ kat daha fazladir (94).

Diyabet, anjiyogenezin diizenlenmesinde yer alan bircok genin mRNA
konsantrasyonunu degistirmektedir. Ozellikle VEGF-A ve VEGF-B ile birlikte
onlarin reseptorleri olan VEGFR-1, VEGFR-2 ve Nrp-1’in mRNA konsantrasyonunu
azaltmaktadir. Diyabetik insan ve hayvanlarin iskelet ve kalp kaslarinda
anjiyogenezin bozuldugu ve VEGF-A ve reseptorlerinin ekspresyonunun azaldig
gozlenmektedir (93).

Diyabet ayn1 zamanda Trombospondin 1 (7SP-1) ve Retinoblastoma benzeri
2 (Rbl-2) genlerinin de mRNA diizeyini artirmaktadir. Bu genlerin ikisi de
anjiyogenezi inhibe eder. Vaskiiler hiicrelerin artan glukoza cevap olarak TSP-1
ifadesini arttirmasi diyabetin kardiyovaskiiler komplikasyonlarinin olusumuna katki
saglar. Rbl-2, VEGF-A tizerinde inhibitor etkiye sahiptir. Rbl-2’nin asir1 ekspresyonu,
VEGF-A mRNA ve protein seviyelerini azaltarak timor hiicrelerinin anjiyogenezini
inhibe eder (93).

Diyabet, miyoglobin ve siiperoksit dismutaz 2 (SOD 2) mRNA’larinin

ekspresyonunu da onemli Ol¢iide azaltmaktadir. Normalde VEGF-A, miyoglobinin
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ekspresyonunu arttirmaktadir. Diyabetiklerde VEGF-A ve miyoglobinin azalmasi
kaslarin oksijenizasyonunu etkilemektedir (93).

Hiperglisemik dokularda reaktif oksijen tiirleri de (ROS) artar. Artan ROS ve
azalan SOD 2 endotel hiicrelerin oksidatif hasarina zemin hazirlar (93). Artan
oksidatif stres, diyabetin kronik komplikasyonlarinin patogenezinde anahtar rol
oynar. Hipergliseminin neden oldugu oksidatif stres, VEGF iiretimini
uyarabilmektedir (95).

Diyabet, oksidatif stresle uyarilan metalotionin-1 ve -2 mRNA seviyelerini de
arttirmaktadir. ROS’ un hiperglisemiye bagli asir1 tiretimi, metalotionin-1 ve -2’yi
arttirr  ve bdylece oksidatif stresin neden oldugu belirtilerini hafifletir ve
anjiyogenezi tesvik eder (93).

Diyabet geleneksel biiyiime faktorlerinin yani sira, kan damarlarinin
biiylimesini diizenleyen birkag¢ ekstraseliiler matriks proteininin mRNA diizeylerini
de degistirmektedir. Ornegin sistince zengin proteinlerden Cyr61, Cyr3 ve bag
dokusu biiylime faktorii diyabetik kaslarda artmaktadir. Bu proteinler ekstraseliiler
matriksin ~ yeniden olusumunu saglar ve proanjiyogenik  aktiviteleriyle

damarlanmanin olusmasinda énemli role sahiptir (93).
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Kullanilan Arac ve Gerecler

e Glikometre (Roche accucheck)

e Gergek zamanli PZR makinasi (Roche, LC480 modeli)

e PZR cihaz1 (Biorad-MyCycler)

e Terazi (Denver Instrument)

e Elektroforez gii¢ kaynagi (Biorad)

e pH-metre (Jenco, 6173 model)

e Masalistii santrifiij cihaz1 (14000 rpm) (Hettich-zetrifugen, micro 200 model)
e Homojenizasyon cihazi (Ultra turrax, T 25 model)

e Hassas otomatik pipetler ve uglar1 (Biohit)

e Vorteks (Labart)

e Manyetik karistirici (Yellow line)

3.2. Kullamlan Kimyasallar

Arastirmada Sigma marka; Streptozotosin, EDTA, Tris Baz, Borik asit,
Etidyum Bromir, Agaroz, Sodyum Sitrat tribasic dihidrat, Guanidin Tiyosiyanat,
Sodyum Hidroksit, Hidroklorik asit, Dietilpirokarbonat (DEPC), Beta-
merkaptoetanol, Sodyum Klorit, Amonyum Siilfat, Taq polimeraz, Invitrogen marka;

dNTP, Ters transkriptaz, QTAGEN marka; RNA Mini Saflastirma Kiti kullanildu.

3.3. Sicanlarin Temini ve Bakimi

Bu arastirma icin, Indnii Universitesi Tip Fakiiltesi deney hayvanlar1 yerel
etik kurulundan 09/06/2011 tarihli ve 2011/A-42 protokol no’lu karar ile etik onay
alindi. Arastirmada 8-10 haftalik siganlar kullanildi. Kontrol grubundaki siganlarin
agirhik ortalamalar1 222 + 22,4 gr iken (n=10) diyabet grubundaki si¢anlarin agirlik
ortalamalar1 238,42 + 9.9 gr (n=7) idi. Arastirmada kullanilan disi Wistar albino

siganlar, Inonii Universitesi Tip Fakiiltesi Deney Hayvanlar1 Uretim ve Arastirma
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Merkezinden temin edilerek kullanildilar. Calisma biitgesinin tamami Inonii
Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Koordinatorliigii’niin 2011/149 proje no’lu
karar1 geregince karsilandi. Deney siiresince sicanlar sicakligin 21°C ve ortam
neminin % 55-60 oldugu, 12 saat 151k (08.00-20.00 saatleri), 12 saat karanlik

uygulanan odalarda tutuldular ve adlibitum olarak beslendiler.

3.4. Gruplarin Olusturulmasi

Diyabet modeli kii¢iikk modifikasyonlar ile Pushparaj ve ark. (5) metoduna
gore olusturuldu. Deneye baslamadan 6nce biitiin hayvanlarin agirliklart ve aglik kan
sekerleri ol¢iildii. Arastirmada kullanilan siganlar kontrol ve diyabet olarak 2 gruba
ayrildilar.

Kontrol grubu 10 adet sicandan olustu. Bu gruba STZ’nin ¢6ziilmiis oldugu
tasit ¢cozelti olan 0,01 M sitrat tamponu (pH: 4,5), 1 cc hacimde tek bir doz olarak
intraperitonal yolla enjekte edildi.

Ikinci grup diyabet grubu idi. Bu grupta deney baslangicinda 10 sican yer
aldi. Sicanlar deneye baslamadan bir gece Once a¢ birakildilar ve 0,01 M sitrat
tamponu igerisinde (pH: 4,5) ¢oziilmiis STZ her bir sicana tek doz olarak kg viicut
agirligi bagina 60 mg olarak uygulandi. Bu dozun uygulanmasinin ardindan 3 hayvan
oldii, STZ dozu 50 mg’a ¢ekildi. Uygulamadan 72 saat sonra hayvanlarin aclik kan
sekerleri kuyruk venlerinden alinan kandan glikometre ile dl¢iildii ve aglik kan sekeri
diizey1 350 mg/dL ve lizerinde olan sicanlar diyabetli kabul edildiler. 50 mg STZ
uygulamasinin ardindan hayvanlarda herhangi bir 6liim gerceklesmedi, deney 7
hayvan ile tamamlandi. Biitiin gruplarin aghik kan sekerleri ve agirliklar1 deneye

baslamadan once, 72. saatte ve 21. giinde 6l¢iildii.

3.5. Dokularin Alinmasi

STZ uygulamasinin ardindan 21. giinde kontrol ve diyabet grubundaki
hayvanlar ksilazin-ketamin anestezisi altinda (ketamin hidrokloriir, Parke- Davis.
Eczacibasi, Istanbul, 75 mg/kg ve 5 mg/kg ksilazin hidroklorid Rompun, Bayer ilag)
dekapite edilerek karaciger dokular1 alindi. VEGF mRNA seviyelerinin tespiti igin,



32

gruplardan alinan karaciger dokulari, steril sartlarda ve buz lizerinde kiiclik parcalar
halinde kesildi ve RNA saklama ¢ozeltisi i¢inde -35 °C derin dondurucuda analiz
giinline kadar saklandi. Bu dokulardan Qiagen firmasinin iirettigi RNeasy mini kit
kullanilarak toplam RNA saflastirilmasi yapildi. Hayvanlar biitiin deney boyunca

normal sican pellet yemi ile adlibitum olarak beslendiler.

3.6. Kullanilan Cozelti ve Tamponlar

3.6.1. Streptozotosin Hazirlanmasi

-20 derecede saklanan streptozotosin 0,01 M Sitrat tamponu (pH:4,5)
icerisinde hazirlanarak her bir hayvana 50 mg/kg viicut agirligi dozu olacak sekilde
intraperitonal yolla uygulandi.

500 ml, 0,01 M, pH: 4,5 olan Sitrat tamponu asagidaki sekilde hazirlandi.

0,68 gr Sitrik asid monohidrat + 0,51 gr Sodyum sitrat tribasic tartildi ve 500
ml distile suda ¢oziilerek pH:4,5 e ayarlandi.

3.6.2. RNA Saklama Soliisyonu

70 gr Amonyum siilfat, 10 mM EDTA ve 25 mM Sodyum sitrat (pH:5,2),
100 ml DEPC ile islenmis bidistile su igerisinde karistirilarak hazirland1 ve son pH
5,2’ye ayarland.

3.6.3. RNA Denatiire Soliisyonu (RLT Cozeltisi)
4M Guanidin tiyosiyanat, 25 mM Sodyum sitrat (pH:7), % 0,5 sarkosil iceren

¢ozelti hazirlandi ve kullanimdan hemen 6nce son konsantrasyon % 1 olacak sekilde

beta-merkaptoetanol eklendi.

3.6.4. 5X TBE Cozeltisinin Hazirlanmasi

0,4M Tris baz, 0,4M Borik asit, 20 mM EDTA bu tamponun hazirlanmasinda
kullanild1. 1000 ml 5X TBE ¢ozeltisi hazirlamak icin 54 gr Tris baz, 27,5 gr Borik
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asit, 20 ml 0,5 M EDTA cozeltisi hazirlanarak 900 mL bidistile su igerisinde
manyetik karistiricida karistirildi. Cozeltinin pH’s1 8,0 oluncaya kadar HCI eklendi.

Cozeltinin toplam hacmi 1000 ml’ye tamamland.

3.7. Total RNA Saflastirmasi (Qiagen Kit Protokolii)

Bu islem i¢in Qiagen RNA mini saflagtirma Kkiti, asagida verilen sekliyle
kullanildi.

-Yaklasik 100 mg doku parcast alindi ve % 5 (w/v) doku olacak sekilde
icerisindeki RLT ¢ozeltisi icine kondu.

-Homejinazatérde 13.500 rpm hizda, 5 mm’lik homojenizatoriin ucuyla buz
tizerinde 1 dakika homojenize edildi

-Homojenattan 600 pl alind1 (30 mg dokuya karsilik geliyor).

-10 dakika 18.000 rpm’de (4 °C) de santrifiij edildi.

-Stipernatant kismi yeni Eppendorf tiipline alind1 ve {izerine ayni hacimde
%70 etanol (DEPC’li bidistile su ile hazirland1) eklendi.

-Cozeltinin 600 pl’si filtreye kondu ve altindaki tiiple beraber 10.000 rpm’de
15 saniye santrifiij edildi.

-Alt tiipteki siv1 atildi ve tiip tekrar filtreye takilarak geriye kalan c¢ozelti de
filtreye eklendi ve yukaridaki gibi sanrifiij edildi.

-Alttaki tiipteki sivi atildi ve filtreye RWI soliisyonundan 700 pl eklendi ve
10.000 rpm’de 15 saniye santrifiij edildi.

-Alttaki tiip atildi ve filtrenin altina yeni bir tiip takildi (2 ml) ve filtreye 500
pl RPE soliisyonu ilave edildi (kullanmadan 6nce RPE i¢in 4 kat etanol eklendi) ve
15 saniye 10.000 rpm’de santrifiij edildi.

-Alttaki siv1 atildi ve filtreye 500 pul RPE eklendi ve 2 dakika 10.000 rpm’de
santrifiij edildi.

-Alttaki tiip atild1 ve filtre yeni bir eppendorf igerisine takildi ve filtreye 50 pl
RNAaz icermeyen bidistile su eklendi ve 1 dakika 10.000 rpm’de santrifiij edildi.

-Filtreye tekrar 50 pl RNAaz icermeyen bidistile su konularak tekrar 1 dakika
10.000 rpm’de santrifiij edildi, alt tiipteki saf toplam RNA hemen -35 °C’de saklandi.
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3.8. RNA’min Agaroz Jele Yiikleme Islemleri

QIAGEN RNAecasy saflastirma kiti ile karaciger 6rneklerinden saflastirilan
toplam RNA’lar, % 1’lik agaroz jel iizerinde, 1X TBE tamponunda, elektroforezde
100 mV’de kosturuldu. RNA bantlar1 jel goriintiileme sisteminde (ultraviole 1s1k
altinda) goriintiilenerek 28S ve 18S keskin ribozomal RNA bantlariin elde edildigi
ve herhangi bir yikimin olmadigi RNA’lar cDNA isleminde kullanildi (Sekil 4. 3).
Orneklerin RNA miktarlar1 spektrofotometrede 260 nm UV spektrumda okundu.
RNA miktar hesaplanmasinda 260 nm’deki okunan OD x Sulandirma faktori x

40/1000 formiili kullanildi. RNA miktar1 pg/uL cinsinden bulundu.

3.9. ¢cDNA Sentez Protokolii

cDNA sentezi i¢in Invitrogen firmasinin {rettigi Superscript III ters
transkriptaz enzim kiti kullanilmistir. ¢cDNA sentezi firmanin Onerdigi sekilde
yapilmustir.

Kisaca 100 ul’lik PZR tiipiine 1,0 pg toplam RNA, 1 pl primer (4 pmol gen
spesifik primer veya 100 pmol PoliT-18 primeri), 1 ul ANTP (10 mM) ve toplam
hacim 13 ul olacak sekilde bidistile su eklendi, karistirildi ve 65 °C’de 15 dakika
PZR makinesinde 1s1tildi. Bu karigim {izerine 4 pl 5x First strand tamponu, 2 pul DTT,
1 pl bidistile su, 1 pl Superscript III ters transkriptaz enzimi eklendi ve karistirildi ve
PZR makinesinde 50 °C’de 60 dakika ve 70 °C’de 15 dakika 1sit1ldi, daha sonra da -
20 °C’de analize kadar saklandi.

3.10. Gerc¢ek Zamanh PZR Protokolii

Gergek zamanli PZR cihazi Roche LC480 modeli oldugu icin ROCHE gerc¢ek
zamanl “syber green” boyasi iceren PZR kit karigimi kullanildi. Reaksiyonlar 20 pl
toplam hacimde yapildi. Bunun i¢in 10 pl kit karisimi (Enzim, dNTP, Mg, tampon ve
su), 0,2 ul cDNA, 0,2 ul ileri ve geri primerler (10 pmol/ul) ve 9,4 ul bidistile su
olacak sekilde hazirlandi. Primerlerin optimizasyonu sonrast PZR sartlart; ilk

denatrasyon, 5 dakika 95 °C, denaturasyon 30 saniye 95 °C, baglanma 56 °C’de 40
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saniye ve polimerizasyon 72 °C’de 40 saniye olarak olusturuldu ve dongii sayisi 65
olarak kullanildi.

VEGF gen ifadesinin analizi i¢in kullanilan primerler PZR’de ilgili gen
segmenti  c¢ogaltildiginda 243  baz  ¢iftlik  biiyiiklik  verecek  5-
GCCCATGAAGTGGTGAAGTT-3’ (ileri) ve 5-TATGTGCTGGCTTTGGTGAG-3’ (geri)
primerler seklinde sentezlenirken, GAPDH (Gliseraldehit 3-fosfat dehidrogenaz) gen
ifadesinin analizi i¢in kullanilan primerler PZR’de ilgili gen segmenti ¢ogaltiginda
346 baz ciftlik biiyiikliik verecek 5-CGTGGAGTCTACTGGCGTCT-3’ (ileri primer)
ve 5-GGATGCAGGGATGATGTTCT-3’ (geri primer) seklinde olusturuldu (96).

3.11. istatistiksel Analizler

Istatistik incelemede, SPSS for Windows 9.05 istatistik paket programi
kullanildi. Verilerin normal dagilim gosterip gostermedigi dncelikle Shapiro-Wilk
testiyle degerlendirildi ve verilerin normal dagilima sahip oldugu tespit edildi (P >
0,05). Gen ifadelerinin ve hayvanlarin agirliklariin istatistiki karsilastirilmalar
bagimsiz orneklem t testi ile yapildi. P degerinin 0,05 den kiiclik oldugu degerler
istatistik? olarak anlamli kabul edildi.

Hayvanlarin aglik kan sekerlerinin istatistiki analizi tek yonlii varyans analizi
ile yapildi. Varyanslarin homojenligine Levene testi ile bakildi ve varyanslarin
homojen oldugu tespit edildi (P > 0,05). Gruplar arasi ¢oklu karsilastirmalarda
Tukey’in testi kullanildi. P’nin 0,05 den kiigiik oldugu degerler istatistiki olarak

anlaml1 kabul edildi.
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4. BULGULAR

4.1. Hayvanlarin Achk Kan Sekeri Degerleri

Kontrol grubu sicanlarin aghik kan sekerleri 0. giin, 3. giin ve 21. giin ile
karsilastirildiginda istatistiki olarak herhangi anlamli bir fark tespit edilemedi (P >
0,05). Deneysel diyabet olusturulan gruptaki hayvanlarda ise 0. giin, 3. giin ve 21.
giin arasinda istatistiki karsilastirma yapildiginda aglik kan sekerlerinin diyabet
grubunda istatistiki olarak anlamli bir artis gosterdigi tespit edildi (P < 0,05) (Tablo
4.1).

Tablo 4. 1. Gruplarda 6l¢iilen aclik kan sekeri degerleri (mg/dl).

Gruplar (ort + ss)
Giinler Kontrol (n=10) Diyabet (n=7)
0.giin 103,2 + 5,4° 102,7 +9,1*
3.giin 103,7 +2.,9° 400,9 +33,1°
21.giin 105,3 + 9,6 499,6 + 11,3°

Siitunlarda birbirinden farkli olan harfler istatistiki olarak birbirlerinden anlamli

farklilig1 ifade eder (P < 0,05).

~ 600 -
T 550 -
T
= 500 -
o 450 4
D400 - -
%’J 350 - Kontrol
- 300 - _
E} 250 m Diyabet
P
w200
S 150
A4 100 4
E‘» 50 -
0 -

0. guin ~ 3.gun 2]1. gin

Griinler

Sekil 4. 1. Kontrol ve diyabet grubu aclik kan sekerleri degeri.
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4.2. Hayvanlarin Agirhk Degerleri

Kontrol grubu siganlarin viicut agirhiklart 0. giin ve 21. giin ile
karsilastirildiginda istatistikl olarak herhangi anlamli bir fark tespit edilemedi (P >
0,05). Deneysel diyabet olusturulan gruptaki hayvanlarda ise 0. giin ve 21. giin viicut
agirhiklart arasinda istatistiki karsilagtirma yapildiginda diyabet grubundaki
hayvanlarin viicut agirliklarimin 21. giinde, 0. gline gore anlamli bir azalma

gosterdigi tespit edildi (P < 0,05) (Tablo 4. 2).

Tablo 4. 2. Gruplarda 6l¢iilen siganlarin agirlik degerleri (gr).

Gruplar (ort + ss)
Giinler Kontrol (n=10) Diyabet (n=7)
0.giin 222 + 22 4° 238,42 +£9,9°
21.giin 224,2 +17,3° 195,14 + 4,33

Siitunlarda birbirinden farkli olan harfler istatistiki olarak birbirlerinden anlamli

farklilig1 ifade eder (P < 0,05).

m Kontrol
B Diyabet

Ratlarin canlt agirliklan (gr)
I‘_._}‘

0. giin Guinler 21.giin

Sekil 4. 2. Kontrol ve diyabet grubu si¢anlarin agirliklari.



38

4.3. Molekiiler Genetik Bulgular

RNA’lar saflastirildiktan sonra % 1’lik agaroz jele yiiklenerek incelendi.
Sekil 4. 3’te her gruptan bir tane secilen saflagtirilmis RNA’larin % 1 agaroz jelde
kosturulmus resmi goriilmektedir. Orneklerden saflastirilan RNA’larda herhangi bir

yikilim yoktu ve 28S ve 18S’lik iki ribozomal bant biiyiik saflikta elde edildi.

Sekil 4. 3. QIAGEN RNAeasy saflastirma kiti ile karaciger Orneklerinden
saflagtirilan toplam RNA 6rnekleri (% 1 agoroz jel).

GAPDH ve VEGF’lerin cDNA’lan gercek zamanli PZR’de ¢ogaltild1 ve gen
ifadeleri analiz edildi (Sekil 4. 4).
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A. GAPDH

Amplification Curves
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Sekil 4. 4. VEGF gen ifadesinin gercek zamanli PZR analizleri. “SYBR Green”
kimyas1 kullanilarak GAPDH (A) ve VEGF (B) mRNA’larindan sentezlenen
cDNA’larin ger¢ek zamanli PZR ile ¢ogaltimi sirasindaki “cogalim egrileri” ve

GAPDH (C) ve VEGF (D) PZR iiriinlerinin “erime egrileri”.
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PZR’de elde edilen DNA’lar % 1 Agaroz jeline yiiklendi ve istenilen
biiyiikliikte {iriinlerin olustugu goézlendi (Sekil 4. 5).

MARKER
GAPDH
MARKER

VEGF

Sekil 4. 5. GAPDH ve VEGF’lerin cDNA’larimin PZR’deki ¢ogaltiminin agaroz jel
elektroforezi. Kullanilan DNA Markeri 50 bp DNA Marker’dir (Fermentas).

Sekil 4. 6°’da GAPDH ve VEGF DNA o6rneklerinin “ger¢ek zamanli PZR” ile
yapilan analiz sonuglari ayn1 grafikte goriilmektedir.

Uygulama gruplarinin mRNA seviyelerinin, GAPDH mRNA seviyelerine
oranlanmasi sonucunda, VEGF mRNA seviyelerinde istatistiksel olarak anlamli bir

degisiklik tespit edilememistir (P > 0,05).

Tablo 4. 3. Gruplarda olciilen karaciger VEGF/GAPDH mRNA seviyelerinin orani.

Gruplar VEGF/IGAPDH
(ort £ ss)
KONTROL (n=10) 1,81 £1,2

DIYABET (n=7) 2,34+1,9




VEGF/GAPDH mRNA sinyal oram

Sekil 4.

0

Kontrol Diyabet
Gruplar

. Gruplardaki karaciger VEGF/GAPDH mRNA seviyelerinin orani.
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5. TARTISMA

Bu tezde, sicanlarda streptozotosin ile olusturulan deneysel diyabet
modelinde karaciger dokusundaki vaskiiler endotelyal biliylime faktoriiniin gen
ifadesine bakilarak, diyabetin VEGF gen ifadesi iizerine olan etkilerinin incelenmesi
amaclanmistir. Karaciger VEGF gen ifadesi hem kontrolde hem de deneysel diyabet
grubunda herhangi bir farklilik géstermemistir.

Yapilan diger arastirmalarda c¢esitli patolojik sartlarda VEGF gen ifadesinin
arttig1, azaldig1 veya degismedigi bildirilmistir.

Omegin VEGF gen ifadesi; sedef hastalig1, yiiksek sekilde vaskiilarize olmus
timorler, 16semi, endometriozis ve iireme islemlerinin c¢esitli basamaklarinda
artmaktadir (97). VEGPF, tip 2 DM komplikasyonlarinda énemli rol oynayan gii¢lii
bir anjiyogenik ve vaskiiler permeabilite faktoriidiir. Ik kez 1994 yilinda VEGF’nin
diyabetik retinopati gelisiminde rol aldig1 6ne siiriilmiistiir ve proliferatif diyabetik
retinopatili hastalarda VEGF diizeylerinin arttig1 tespit edilmistir (98).

Tip 1 diyabetli hastalarda diyabetik retinopatinin gelisiminde VEGF nin
roliiniin incelendigi bir arastirmada, diyabetik retinopatinin proliferatif satha gelisimi
ile VEGF’nin varlig1 arasinda bir iligki oldugu gozlenmistir. Bu ¢alismada, diyabetik
retinopatinin proliferatif aktif fazinda tip 1 DM'li hastalarin serumunda VEGF nin en
yiiksek diizeyde oldugu buna karsin siirecin inaktif fazinda bu faktoriin igeriginin
onemli dl¢iide azaldig1 tespit edilmistir (99).

Normotansif diyabetik hastalarinin serum VEGF diizeyi ile endotel
disfonksiyonunun bir belirteci olan kapiller gecirgenligi arasindaki iliskinin
arastirlldigt  bir baska c¢alismada, mikrovaskiiler permeabilitenin arttigi ve
mikrovaskiiler permeabilite ile VEGF serum diizeyinin diferansiyel olarak iliskili
oldugu bulunmustur (100).

VEGF, neovaskiiler membranlarda her zaman eksprese edilmektedir. Yapilan
bir calismada, VEGF reseptor-baglayict aktivitesinin proliferatif retinopatisi olan
diyabetik hastalardan elde edilen vitreus aspiratlarinda daha fazla miktarlarda
bulundugu goriilmektedir. VEGF’nin retinal diyabetik neovaskiilarizasyonda rol

aldig1 diisiiniilmektedir (101).
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Diyabetik hastalardaki insiilin tedavisinin de VEGF gen ifadesini etkiledigi
goriilmektedir. Lu ve arkadaslar1 (102), in vitro ve in vivo olarak insiilinin retinal
VEGF gen ifadesi lizerine etkisini aragtirmiglardir. Arastirmacilar, insiilinin VEGF
mRNA’sin1 arttirdigini ve artan VEGF gen ifadesi ile insan retinal pigment epitelyal
hiicrelerinde salgilanan protein diizeylerinin arttigmn tespit etmislerdir. Insan retinal
pigment epitelyalinde retinal VEGF gen ekspresyonunun artmast yogun insiilin
tedavisi goren diyabetli hastalarda retinopatinin gegici kotiilesmesine neden
olabilmektedir.

Diyabetik komplikasyonlarin deneysel modellerinde, deney hayvanlarinin
bobreklerinde VEGF ve reseptorlerinin gen ifadesinin arttigi gosterilmektedir (103).

Hiperglisemi, insiilinden bagimsiz glukoz alan bobrek dokusuna asir1 glukoz
girisine neden olarak glukozun sorbitol yolagi ile aldoz rediiktaz tarafindan sorbitole
cevrilmesine neden olur. Ancak sorbitol dehidrojenazin az olmast ya da
olmamasindan dolayr sorbitol fruktoza doniisemez ve birikir. Bu birikme
nefropatiden sorumlu mekanizmalardan biridir. Dolayisiyla aldoz rediiktaz inhibe
edilerek glukozdan sorbitol olusumunun kontrol edilmesine ihtiya¢ vardir. Bunun
nedenle bobrekte sorbitoliin birikmesini 6nlemek icin aldoz rediiktaz inhibitorleri
kullanilmaktadir. Sung ve arkadaslarinin (104), diyabetik sican gruplarinda aldoz
rediiktaz inhibitorli fidarestat’in VEGF gen ifadesini diizenledigi ve bu inhibitdriin
bobrekteki asirt VEGF gen ifadesini ve alblimin atilimini azaltarak diyabetik
nefropatide dnleyici etkisi oldugu bulunmustur.

Diyabetik retinopati, hipertansiyon, mikroalbiiminiirisi olan tip 1 diyabetli
hastalarin serum VEGF diizeyi, hipertansiyonu olmayan ancak retinopatisi ve
mikroalbiiminiirisi olan tip 1 DM’li hastalarinki ile karsilastirlldiginda VEGF
diizeyinin anlamli derecede daha yiiksek oldugu ve boylece hipertansiyonun vaskiiler
komplikasyonlarin ilerlemesinde en yiiksek risk faktorii oldugu belirlenmistir (105).

Kardiyovaskiiler hastaliklar, tip 2 diyabetik hastalarda erken oliimlerin 6nde
gelen nedenidir. Tip 2 diyabet hastalarinda yapilan c¢alismada VEGF’deki gen
polimorfizminin miyokard enfarktiisii ile iligkili oldugu bildirilmistir (106).

Benzer sekilde VEGF genindeki bu polimorfizmlerin diyabetik retinopati ve
nefropati ile de iliskili oldugu gosterilmistir. Tip 2 diyabetik hastalarinda VEGF
genindeki 936C/T polimorfizminin plazma VEGF diizeyleri ile iligkili oldugu ve
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plazma VEGEF seviyelerinin belirlenmesinde énemli bir faktor oldugu bulunmustur.
Bununla birlikte retinopatisi olan tip 2 diyabet hastalarinin plazma VEGF
diizeylerinin retinopatisi olmayan diyabet hastalarindan ve saglikli bireylerden daha
yiiksek oldugu bulunmustur. Idrar VEGF diizeyi ise diyabetik nefropati ile iliskili
oldugu goriilmiistiir ve muhtemelen diyabetik bobrek hasarinin belirlenmesinde bir
gosterge olarak kullanilabilecegi diistiniilmektedir (107).

Hiperglisemi indiiklii iskemiden kaynaklanan hipoksi VEGF ifadesini
tetiklemektedir. Hipoksik sartlarda yapilan hiicre kiiltiirii ¢aligmalarinda VEGF gen
ifadesinin arttig1 tespit edilmistir (108).

VEGF seviyeleri tiimoriin hipoksik merkezinde de artmaktadir ki bu da tiimor
icerisinde yeni damarlarin gelisimine yol agabilmektedir. Bu 6nemli bir klinik bulgu
olmustur, ¢iinkii tiimor biiyliyebilmek ic¢in anjiyogenezis adi verilen bir iglem ile
daha 6nceden mevcut olan damarlardan yeni damarlarin olusmasina ihtiya¢ duyar.
Timorde anjiyogenik faktorlerin kesfedilmesi VEGF {izerindeki arastirmalari
tetiklemis ve kansere karsi savagsmada antianjiyogenez tedavisi i¢in ilk kez molekiiler
bir hedef saglamistir (109).

Hipergliseminin c¢esitli dokularda artan oksidatif stres meydana getiren
reaktif oksijen tiirlerinin olusumuna neden olduguna dair kabul edilebilir bir¢cok delil
mevcuttur. Hiperglisemi nefropati, retinopati, néropati ve makro ve mikrovaskiiler
hasarlar1 kapsayan diyabetin baslica komplikasyonlarinin bir¢gogunun nedenidir.
Reaktif oksijen tiirlerinin artmis liretiminden kaynaklanan oksidatif stres, diyabetin
gec komplikasyonlarinin patogenezinde anahtar bir rol oynamaktadir. Niiklear Faktor
KappaP (NF-Kf), VEGF’nin de icinde yer aldigi bircok biliylime faktoriiniin
genlerinin biiylik bir ¢ogunlugunun ifadesini diizenler. VEGF’nin de dahil oldugu
bir¢ok gen iiriinii de NF-Kp tarafindan diizenlenir (95).

Ayrica hipoksi, hiperglisemi, vazopressor hormonlar, ¢esitli sitokinler ve
biiytime faktorleri VEGF transkripsiyonunu arttirmaktadir (110).

Hipoksik sartlar, VEGF geninin promotor bolgesinde hipoksi cevap bolgesine
baglandig1 bilinen bir transkripsiyon faktorii olan hipoksi indiiklenebilir faktoriin

tiretimine yol agar (111).
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Hiperglisemi, TGF-f aracilifiyla VEGF’nin asir1 ifadesini dolayli olarak
indiikleyebilmektedir. Stark ve arkadaslar1 (112), yiiksek glukoz seviyesiyle vaskiiler
diiz kas hiicrelerinde 7GF-f’nin ifadesinin arttigini bildirmislerdir.

Yapilan diger arastirmalarda VEGF gen ifadesinin ¢esitli patolojik sartlarda
azaldig1 bildirilmistir. Diyabetik yaralarda da VEGF Onemli rol oynamaktadir.
Diyabet ile birlikte yara iyilesme siirecinde bozulmalar meydana gelmektedir. Bu
siirecte yara iyilesmesinde Onemli rol oynayan VEGF’nin salinimmin azaldig
goriilmektedir. Diyabetik farelerde yapilan bir calismada, VEGF ve fibroblast
biiytime faktorii 4 (FGF4) geni kombinasyonunun transferi yara iyilesmesini
hizlandirdig1 goériilmektedir ve buna dayanarak VEGF-A’nin reseptoriic VEGFR-1’in
FGF4 aracili upregiilasyonu ile yiiksek glukoz konsantrasyonunda diyabetik
fibroblastlarin gociinii arttirdig: diistiniilmektedir (113).

Bununla birlikte tip 1 diyabetteki insiilin tedavisinin de serum VEGF
diizeylerini etkiledigi gosterilmistir. Chiarelli ve arkadaslar1 (114), puberte 6ncesi ve
puberte donemindeki tip 1 DM’li cocuklarda VEGF serum konsantrasyonunun
arttigini, glisemik kontroliin serum VEGF diizeylerini etkiledigini ve serum VEGF
konsantrasyonundaki belirgin bir artisin mikrovaskiiler komplikasyonlarin siddeti ile
iliskili oldugunu gostermislerdir.

VEGTF, vaskiiler anjiyogenezde ve dolayisiyla kollateral damar olusumunda
da 6nemli bir rol oynar. Yapilan bir arastirmada, kardiyak VEGF ve transforme edici
biiyiime faktorii beta 1 (TGF-B1) konsantrasyonunun koroner kollaterallerin gelisimi
ile iligkili oldugu gosterilmistir (115).

Azalmis VEGF diyabette anjiyogenezin yetersizliginde ise karigabilmektedir.
Kampfre ve arkadaglari (116), insan diyabetik dermal yaralarinda VEGF protein
ifadesinin olduk¢a azalmis oldugunu tespit etmislerdir. VEGF mRNA’sinda azalma
tam olarak gelismemis diyabette insiilin direnci ile birlikte karsimiza ¢ikmaktadir.
Miyokardiyumdaki VEGF ifadesinin insuline bagli oldugu rapor edilmistir (117).

Nitrik Oksit (NO), VEGF’nin anjiyogenik etkilesimlerinde Onemli rol
oynamaktadir. Bliylime faktorleri tarafindan anjiyogenezin indiiklenmesi Nitrik oksit
sentaz’in inhibitorleri tarafindan bloke edilebilmektedir (118). VEGF saliniminin NO
salimint arttirdiginin  goriilmesi aslinda VEGF’nin vasopermeabiliteyi arttiric

etkisini NO araciligiyla yaptigini diistindiirmektedir.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Chiarelli%20F%22%5BAuthor%5D
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Unilateral hindlimb iskemi (dort ayakli hayvanlarin arka ekstremitelerinden
birindeki iskemi) modeli ¢aligmasinda VEGF mRNA ve proteininde azalma oldugu
bildirilmistir (119). Iskelet kasindaki VEGF gen ifadesinin ve proteinin azalmasi
insiiline bagimli bu dokularin diyabetle ortaya c¢ikan insiilin direncinden
kaynaklandigini diisiindiirmektedir.

Tip 2 diyabet, VEGF sinyalizasyonunun azalmas: ile birlikte anjiyogenezin
bozulmasina neden olur. Bununla birlikte, VEGF ligandinin varlig1 sinirlayict faktor
olmayabilir. VEGF sinyalizasyonunun bozulmasi diyabetiklerde iskemi sonrasi
goriilen kolleteral kan damari olusumunu azaltmaktadir. Kivela ve arkadaslari
tarafindan (120), diyabetik farelerin arka bacak iskemik kaslarinda VEGF ligandinin
artmis olmasma ragmen VEGF sinyalizasyonunun azaldigi gosterilmistir. VEGF
ekspresyonunu arttiran transkripsiyon faktoriinii kodlayan gen (ZFP-VEGF)
transferinin diyabetik farelere yapilmasi ile fare iskemik kaslarinda VEGF ligandinin
dahada artmasint ve bozulmus VEGF sinyalizasyonunun diizelmesini sagladigi
gosterilmistir. VEGF sinyalizasyonun diizelmesi ile bu kaslardaki doku perfiizyonun
lyilesmesi, hiicre ¢ogalmasinin artmasi ve apoptozisin azalmasini saglamistir (120).

Baz1 arastirmalar aynen bizim ¢alismamizda oldugu gibi retinopatili
hastalarda VEGF gen ifadesinin degismedigini bildirmistir. Ornegin; Gerhardinger ve
arkadaslar1 (121), diyabetik ve diyabetik olmayan hastalarin retinasindaki VEGF gen
ifadesi ve proteinin lokalizasyonunu aragtirdiklar1 ¢alismalarinda, normal insan retina
hiicrelerinde VEGF’nin yapisal olarak ifade edildigi ve ayrik sinir hiicrelerinde
cogunlukla i¢ niikleer ve ganglion hiicre tabakalarinda ve dis pleksiform tabakasinda
lokalize oldugunu tespit etmisler ve nonproliferatif diyabetik retinopatisi olan

hastalarda VEGF gen ifadesinde bir fark gézlememislerdir.
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6. SONUC VE ONERILER

Yukarida tartistiimiz literatiirlerde cesitli patolojik sartlarda VEGF gen
ifadesi artabilmekte veya azalabilmekte veya hi¢ degismeden kalabilmektedir.
Arastirmamizda elde edilen bulgulara gore deneysel diyabetin karaciger dokusundaki
VEGF gen ifadesinin seviyesinde bir degisiklige yol ag¢madigr gorilmiistiir.
Karaciger karbonhidrat metabolizmasi {izerinde merkezi bir rol oynar. Kanda normal
glukoz seviyesinin korunmasi ve siirekli glukoz ihtiyact olan dokulara glukozu
saglamasi normal gorevidir. Glukoz homeostazisindeki bu merkezi rolii glukoz
intolerasinda  karacigerin ne kadar etkileneceginin gostergesidir. Diyabet
hastaligindaki patoloji de keza glukoz homeostazisindeki bozukluk oldugundan
dolay1 birbirini primer olarak etkilemektedirler.

Diyabetin komplikasyonlarindan olan retinopati ve nefropati {izerinde yapilan
caligmalarin ¢ogunda VEGF artisinin oldugu goriilmistiir. Bu komplikasyonlarin
onlenmesi i¢in anti VEGF preparatlar1 klinikte kullanim alani bulmustur. Diyabetin
retinopati ve nefropati iizerindeki etkisi incelenirken, daha c¢ok anjiyopatide
VEGF’nin anjiyogenezi uyarict ve damar gecirgenligini arttirict etkisinden
bahsedilmistir. Temel patolojinin ise anjiyogenez iizerinde yogunlastigi
goriilmektedir. Diyabet hastaligt bu komplikasyonlardan baska karacigerde de
birgok komplikasyon ve hastaliga yol agmaktadir.

Arastirmamizda siganlar 21 giin siire ile yliksek kan seker diizeyine maruz
kaldilar. Bu siirede karaciger VEGF gen ifadesinde herhangi bir degisiklige
rastlanmadi. Yukarida tartisgtigimiz literatiir bilgisine gore diyabetin major
komplikasyonlar1 daha ¢ok kardiyovaskiiler sistem, bobrek ve goz iizerinde etkili
olmaktadir. Karaciger dokusunda ise uzun siireli diyabete maruz kalma kendini siroz,
kanser, yaglanma gibi hastaliklarla bu organda gdstermektedir. Diyabetik sartlarin
patolojisinde karaciger VEGF asir1 gen ifadesi, karacigerde hepatik fibrosise neden
olabilmekte ve bu da diyabetik sartlarin patolojisi ile olduk¢a yakindan iligkili bir
durum olarak karsimiza ¢ikmaktadir (122).

Kolon kanseri olan ve karaciger metastazli kansere sahip hastalarda yapilan
bir ¢alismada karaciger kanserinde VEGF gen ifadesinin artmis oldugu bildirilmistir
(123). Sato ve arkadaslar1 (122), diyabetin baslica karakteristigi olan yiiksek kan
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sekerinin ¢esitli dokularda ilerlemis glikasyon son {iriinlerinin olusumunu
hizlandirdig1 disiincesinden yola ¢ikarak sicanlart 8 hafta boyunca ilerlemis
glikasyon firiinleri agisindan zengin olan bir diyet ile beslemisler ve kontrole gore bu
diyetle beslenen sicanlarin karaciger VEGF gen ifadesinin anlamli bir sekilde
yiikseldigini tespit etmislerdir.

Arastirmamizda VEGF gen ifadesinin karacigerde degismemis olmasinin
nedeni diyabete maruz kalma siiresi ile alakali olabilir. Deneyin daha uzun siireli
devam ettirilmesi ve boylece daha yiiksek kan sekerine daha uzun siire maruz kalma,

karaciger VEGF gen ifadesini degistirebilecek bir etki gosterebilirdi.
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Ek 1: Deney Hayvanlar1 Etik Kurulu Karan

INONU UNIVERSITESI
TIP FAKULTESI
DENEY HAYVANLARI ETiK KURULU KARARI

02.01.2012

Say1 :B.30.2.INT.0.20.05.05/01
Konu:2011/A-42 no.lu ¢alisma

Sayin ;
Dog.Dr.Yilmaz CIGREMIS
Tibbi Biyoloji ve Genetik A.D.

09.06.2011 tarihinde Etik onay alan 2011/A-42 protokol no.lu “Streptozotosin ile
Diabet Olusturulan Rat Karaciger Dokusunda Vaskiiler Endotelyal Biiyiime Faktorii’niin
(VEGF) Gen ifadesi” isimli caligmanin baghginin “Streptozotosin ile Deneysel Diyabet
Olusturulan sican Karaciger Dokusunda Vaskiiler Endotelyal Biiyiime Faktor (VEGF) Geninin

ifadesi” olarak degistirilmesi, aragtirmanin igeriginde herhangi bir degisiklik yapilmamak

@Iw

Prof. Dr. Yusuf TURKOZ
Deney Hayvanlari Etik Kurul Bagkani

kaydiyla uygun gériilmiistiir.
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Ek 2: Deney Hayvanlar1 Etik Kurulu Karan

INONU UNIVERSITESI
TIP FAKULTESI
DENEY HAYVANLARI ETiK KURULU KARARI

Toplant: Tarihi :09-06-2011

Toplant: Yeri : Tip.Fak.Toplanti Salonu-Malatya
Aragtirma Protokol no.su :2011/A-42

Deneyde Kullanilacak Hayvanin Tiirii : Wistar Albino

Deneyde Kullanilacak Hayvanin Soyu :Rat

Deneyde Kullanilacak Hayvanin Cinsiyeti s F =T X Farketmez
Deneyde Kullanilacak Hayvanin Sayisi : 20 adet

Deneyde Kullanilacak Hayvanin Yast ve Agirlig : 8-12 haftalik/200-250 gram

Tip Fakiiltesi Ogretim Uyelerinden  Dog. Dr. Yilmaz CIGREMIS’in yiiriitiicisii oldugu
“Streptozotosin ile Diabet Olusturulan Rat Karaciger Dokusunda Vaskiiler Endotelyal Biiyiime
Faktorii’niin (VEGF) Gen Ifadesi” isimli 2011/A-42 Protokol no.lu calismanin dosyasi incelendi.

Adi gegen aragtirmanin; arastirma protokoliine tamamen uyulmak, inonii" Universitesi Tip
Fakiiltesi Deney Hayvanlari Etik Kurul Yonergesi’nde belirtilen hususlar yerine getirilmek ve
sorumluluk arastiricilara ait olmak iizere galismanin yapilmasinda herhangi bir etik sakinca
bulunmadigina oy birligi ile karar verildi.
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