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1. GIRIS

1.1.”Diabetes Mellitus”

“Diabetes mellitus” hiperglisemi, degisen yag, karbonhidrat ve protein
metabolizmasi ve vaskiiler hastalik komplikasyonlarinda artan risk ile karakterize bir
sendromlar toplulugudur. Bir ¢ok hasta klinik agidan tip I diabetes mellitus (insulin-
bagimli diyabet ya da IDDM) ya da tip 2 diabetes mellitus (insuline bagimli olmayan
diyabet ya da NIDDM) olarak siniflandiriimaktadir (Alberti ve Zimmet, 1998; Expert
Committee, 1997).

Diyabet tiplerinin goriilme siklig1 ulkelere gore farkliliklar gostermektedir.
Amerika’da tiim diyabetik hastalarin %5’1 ile 10’u tip I diyabetiktir ve bu oran yilda
her 100.000 kisinin 18’ine denk gelmektedir. Benzer bir goriilme siklig1 Ingiltere’de
de vardir (her 100.000 kiside 17). Ote yandan tip I diyabetin Avrupa’da en yiiksek ve
en digiik oranda goruldigi tlkeler sirasiyla Finlandiya (her 100.000 kigide 43) ve
Fransa ve Italya(her 100.000 kiside 8) bulunmustur. Bununla birlikte bu oran
Japonya (her 100.000 kigide 1) ile kargilastirildiginda oldukga yiiksektir (Davis and
Granner, 2001).

Diyabetli hastalarin biytk bir kismint tip 2 diyabetikler olugturmaktadir. Amerika’da
butiin diyabetik hastalarin %901 tip 2 diyabetiktir ve yaglanmaya bagl olarak her y1l
100.000 kiginin 440’inda beraber artmaktadir. Tip I diyabetiklerin tersine tip 2
diyabetin gorilme sikligi Guney Avrupa’ya (her 100.000 kigide 800) gore Kuzey
Avrupa’da (her 100.000 kiside 100-250) daha dagiktiir (Davis and Granner, 2001).

Bugiin diinyada diyabetik hasta sayis1 125 milyon’dan daha fazladir ve 2010 yilinda
bu sayinin 220 milyona yaklagacag: tahmin edilmektedir (Amos ve ark, 1997). Baz1
aragtiricilar 2025 yilinda goriilme siklifinin ikiye katlanacagini beklemektedirler. Tip



I diyabetin artma nedeni bilinmemektedir. Ote yandan Tip 2 diyabet sayisindaki
artigin genetik nedenlere bagl olamayacak kadar hizli olmasi, 6teki faktorlerin (artan
yas, obezite, hareketsiz yagam, disiikk dogum agirligi gibi) bu dramatik artiga katkida
bulundugunu diisiindirmektedir (Davis and Granner, 2001).

Diyabetin en onemli nedenleri dolagpimdaki instlin eksikligi ve/veya periferal
dokularin insiline yanit verme yeteneginin (instlin rezistansi) azalmasidir. Bu
hormonal bozukluk karbonhidrat, yag, amino asit ve keton metabolizmasinda
degisikliklere yol agmaktadir. Sendromun en belirgin ozelligi ise hiperglisemi
olusumudur. Bu nedenle insiilin tip 1 diyabetik hastalarin tamami ve tip 2 diyabetik
hastalarin bir ¢gogunda diyabet tedavisinin temelini olusturmaktadir. Bununla birlikte
tip 2 diyabet tedavisinde ilk olarak gogunlukla oral hipoglisemik ilaglar tercih
edilmektedir. Ne var ki, diyabet siiresi uzadik¢a hipergliseminin kontrol altina

alinabilmesi i¢in instilin kullanilmasi gerekebilir.

Diyabet tedavisinin etkin olarak yapilmasi bu hastalarin yagam kalitelerini ve
ortalama yasam strelerini uzatabilmektedir. Bununla birlikte, kan sekerinin optimal
diuzeyde kontrol altina alindig1 hastalarda bile diyabete bagli gesitli komplikasyonlar
ortaya g¢ikabilmektedir. Bu nedenle antidiyabetik tedavide yeni yaklasim, sadece
yuksek kan sekerini azaltmak degil, ayn1 zamanda diyabetin ileri doneminde ortaya

¢ikabilecek komplikasyonlar: 6nlemektedir.

Klinikte diyabetiklerde goriilen komplikasyonlari nérolojik (periferal ve otonomik
noropati), kardiyovaskiiler (mikro ve makroanjiyopati, ateroskleroz, konjestif kalp
yetmezligi, hipertansiyon), gastrointestinal (gastropati), iirolojik (nefropati), oftalmik
(retinopati), hematolojik (platelet agregasyonu, glikozillenmis hemoglobin diizeyinin
artmasi) ve Ureme sistemi (impotens) ile ilgili bozukluklar geklinde siniflara ayirmak
mimkiindur.

Diyabetiklerde uzun doénemde ortaya ¢ikan yukaridaki komplikasyonlarin
etyopatolojisinin aragtirilmasinda deneysel diyabet hayvan modellerinden siklikla

yararlanilmaktadir. Bu amagla STZ veya ALL gibi kimyasal maddeler deneysel



diyabet olugturmak i¢in yaygin olarak kullanilmaktadwr. Bu kimyasallarin yetiskin
sigan ya da farelere injeksiyonu klinikte insiiline bagimli tip 1 diyabeti taklit ederken
yeni dogmus rodentlere uygulanmasi insiiline bagimli olmayan tip 2 diyabetin

olugsmasini saglamaktadir.

Deneysel diyabetik hayvan modelleri {izerinde yapilan aragtirmalar, diyabetik
komplikasyonlarin gelismesinde oksidatif strese bagh olarak dort mekanizmanin rol
oynabilecegini gostermektedir. Bunlar (Brownlee, 2001): 1. Poliol yolagindaki artig,
2. AGE (ileri duzeyde glikozillenmis protein) olusumundaki artig, 3. PKC

izoformlarinin aktivasyonu ve 4. hekzamin yolagindaki artis olarak siralanabilir.

1.2. Diyabetin yol actifn gastrointestinal kanal bozukluklar ile ilgili klinik
belirtiler :

Gastrointestinal motilite bozukluklar1 diyabetikler arasinda oldukga yaygimndir.
Diyabetlilerin %75’inden fazlasinin diyabetik néropatinin etkileri ile dogrudan ilgili
gastrointestinal belirtilere sahip olabilecegi tahmin edilmektedir (Rundles, 1945).
Hastalar giddetli gastrointestinal komplikasyonlardan hafif rahatsizliklara kadar
degisen bir belirti spektrumuna sahip olabilirler. Motilite bozukluklar1 diyabetiklerde
yaygindir, ancak bu bozukluklar genelde belirtilerin siddeti ile paralellik
gostermemektedir. Bir bagka anlatimla asemptomatik diyabetik hastalarin
gastrointestinal fonksiyonlarinda bozukluklar olabilmektedir. Disfaji ve yemek
sonrasi erken doygunluk gibi hafif gastrointestinal rahatsizliklar, diyabetin yol agtig:
nefropati, retinopati ve kardiovaskiiler bozukluklarla karsilastirildiginda hastalar ve

hekimler tarafindan goz ard1 edilebilmektedir (Verne ve Sninsky, 1998).

Bir ¢ok diyabetik hastada metabolik bozukluklar ya da akut diyabetik ketoasidosis
sirasinda  gastrointestinal fonksiyonlarinda gegici degisiklikler goriilebilmektedir.
Diyabetik ketoasidosis sirasinda akut olarak ortaya ¢ikan midedeki genisleme,
nasogastrik tlipiin yerlestirilmesi ve asidozisin diizeltilmesi ile normale dénmektedir.

Ote yandan renal yetmezlik sirasinada ortaya g¢ikan hipermagnezemi intestinal



motiliteyi baskilamaktadir. Genel olarak diyabetin neden oldugu gastrointestinal
bozukluklarla ilgili klinik belirtilere insiiline bagimli, glukoz kontrolii 1yi olmayan,
yagl ve otonomik fonksiyon bozukluguna bagh olarak periferal noropati geliymis

olan hastalarda daha fazla rastlanmaktadir (Verne ve Sninsky, 1998).

Diyabetik hastalarda goriilen gastrointestinal sistemdeki motilite bozukluklarinin
patogenezi tam olarak bilinmemekle beraber, degisen sempatik fonksiyon ve
kolinerjik denervasyonun bir sonucu oldugu distinilmektedir. Yapilan aragtirmalar
diyabetik noropatinin, vagus siniri, sempatik ganglion, postganglionik sempatik
sinirler ve intramural adrenerjik pleksusta olustugunu gostermigtir (Belai ve ark,
1991; Kassander, 1958; Schmidt ve ark, 1989). Buna ek olarak diyabetik siganlarda
met-enkephalin, serotonin, kalsitonin gen iligkili peptid, P maddesi ve peptid Y gibi
norotransmitterlerin azaldigi saptanmugstir (Di Giulio ve ark, 1989; Lincoln ve ark,
1984; Lucas ve Sardar, 1991).

1.2.1. Ozafagal Bozukluklar:

Periferal noropatinin bulundugu diyabetiklerde ozafagusa ait motilite bozukluklari
siklikla goriilmektedir (Pozzi ve ark, 1988; Russel ve ark, 1983). Diyabetli hastalarda
dusiik alt ozafagal sfinkter basinci, 6zafagal kontraksiyonlarin sikliginda azalma,
ozafagusun govdesinde es zamanli ve peristaltik olmayan kasilmalar tamimlanmisg
olmasina karsin (Hollis ve ark, 1977; Mandelstam ve ark, 1969) ¢zafagal hastalik
belirtileri (gogiis agrisi, disfaji, ozefagusta yanma hissi) diyabetiklerin sadece
%30’unda ortaya c¢ikmaktadir (Feldman ve Schiller, 1983). Belirtilerin seyrek
goriilmesinin nedeni, diyabetik noéropatiye bagli olarak afferent duyusal sinir
fonksiyonundaki bir bozuklugun sonucu olabilir. Bu bozukluklar ozellikle
gastroparesis’in de gorildigi diyabetik hastalarda belirgindir (Keshavarzian ve ark,
1987; Sundkvist ve ark, 1989). Diyabette ortaya ¢ikan 6zafagus bozukluklarinin
patofizyolojisi diiz kas fonksiyonuyla ile ilgili olmayip, buyiik oranda otonomik
noropati kaynaklidir (Hollis ve ark, 1977). Diyabetliklerdeki histolojik ¢aligmalar



otonomik disfonksiyonun rolini destekler bigimde vagus sinirinde hasar oldugunu

ortaya koymustur (Smith, 1974).

Motilite bozukluklarina ek olarak, 6zellikle noropati gelismis olan diyabetliklerde
yiyeceklerin ozafagustan gegis siiresi de uzamaktadir (Keshavarzian ve ark, 1987a;
Stewart ve ark, 1976; Murray ve ark, 1987). Ote yandan, diisiik alt 6zafagal sfinkter
basinct nedeniyle diyabetiklerde gastrodzafagal reflti, noropatiden bagimsiz olarak

goriilebilmektedir (Stewart ve ark, 1976).

1.2.2. ince bagirsak disfonksiyonu

Diyabetik gastroparezisli hastalarda intestinal motilitede degisiklikler goriilmektedir.
(Camilleri ve Malagelada, 1984; Newihi ve ark, 1988; Verne ve Sninsky, 1995).
Buna ek olarak, insiiline bagimli diyabetlilerin % 33’inde sivi yiyeceklerin ince
barsaktan gegis siiresinin uzadigi saptanmustir (Keshavarzian ve Iber, 1986). Geciken
intestinal gegis ve barsagin motor aktivitesinin kaybolmasi diyare ile sonuglanan
bakteriyel iiremeye neden olabilmektedir. Buna karsillk bazi diyabetik hasta
gruplarinda ise barsak bogalmasinin hizlandigi ve bunun da diyabetik diyarenin

nedenlerinden biri olabilecegi ileri stiriilmugtiir.

1.2.3. Diyabetik diyare

Otonomik noéropati bulunan diyabetiklerde gorilen en belirgin gastrointestinal
semptomlardan biri diyabetik diyaredir (Saslow ve Camilleri, 1995). Diyabetik
diyare diyabetiklerin %20’sinde gorilmektedir. Daha sik olarak erkeklerde
rastlanmakta ve geceleri daha siddetlenmektedir. Diyabetik diyarenin nedeni halen
tam olarak anlasilamamistir ve ¢ok sayida faktére baglh oldugu digtnilmektedir.
Stiphesiz, hastalarda diyabetik diyare teshisi dogrulanmadan 6nce rutin olarak enterik
patojenler (viriisler, parazitler, bakteriler), enflamatuar ince barsak hastaligi ve ince

barsak timor olasiligs igin tetkikler yapilmalidir.



Yukarida belirtildigi gibi mide ve ince barsaktaki motilite bozukluklar1 diyabetik
diyarenin nedeni olabilir. Ancak diyabetik diyareye iligkin ince bagirsaktaki motilite
galigmalari genis degildir ve sonuglar geligkilidir (Whalen ve ark, 1969; McNally ve
ark, 1969; Drewes, 1971). Bu ¢eligkili sonuglara bakilarak iki ayr1 hasta grubu
oldugu duginiilebilir. izl gegisin oldugu birinci grupta hizli intestinal gegis
nedeniyle diyare goriilmektedir; yavas gecisin oldugu ikinci grupta ise bakteriyel
tremeye yatkinlik vardir.

Motilite bozuklugu sonucu gastrointestinal gegis stiresinin uzamasi, mide ve ince
barsagin iist kisminda bakteri iiremesine yol agmaktadir (Goldstein ve ark, 1970;
Sumi ve Finday, 1961). Ureyen bakteriler ince bagirsagin st liimeninde bulunan
safra tuzlartyla etkileserek misel olusumunu engellerler. Sonug olarak yag
malabsorbsiyonu ve yagli digki nedeniyle diyare gorilir. Bununla birlikte diyare
sikayeti bulunan her hastada yagh digki goriilmemektedir. Ote yandan antibiyotik
tedavisinin etkili olmasi, diyabetik diyarede bakteriyel iremenin Onemini

kanitlamaktadir.

Diger bir olast mekanizma ise otonomik disfonksiyon ve barsagin sempatik
denervasyonu ile iligkilidir. Adrenerjik sinirler elektrolit sivilarin reabsorbsiyonunu
uyarirlar. Diyabette eger bu sinirler hasar gormigse sivilarin intestinal
reabsorbsiyonu biiyiik oranda bozulur ve diyareye neden olur. Bu durum genellikle
siddetli periferal ve otonomik néropatinin eglik ettigi, iyi kontrol edilemeyen instlin
bagimli diyabetli hastalarda gorilmektedir. Diyabetik diyarenin otonomik
noropatinin bir sonucu oldugunu destekler bir gekilde, sempatektomi yapilmis

insanlarda diyare olugmaktadir (Shils ve Gilat, 1966).

1.2.4. Konstipasyon

Diyabetiklerde siklikla kargilagilan gastrointestinal sikayetlerden birt de
konstipasyondur (Feldman ve Schiller, 1983). Diyabetik gastroparezis’de oldugu gibi
miyopatik degisikliklerden daha ¢ok diyabetik otonomik noropati’nin konstipasyona



neden oldugu diisiiniilmektedir (Anuras ve Shirazi, 1984; Atkinson ve Hosking,
1983; Battle ve ark, 1983). Diyabetiklerde gastrokolik refleks kaybolmus ya da
gecikmis olabilir. Battle ve ark (1980), siddetli konstipasyon gikayeti olan hastalar ile
konstipasyon gsikayeti olmayan hastalarda distal kolondaki bazal ve yemek sonrasi
miyoelektriksel ve motor aktiviteyi 6lgmiislerdir. Yenilen yemek elektriksel ve motor
aktivitelerde hizli ve biiyiik bir artiga neden olmaktadir. Diyabetik hastalarda bazal
aktivite normal olmasina kargin konstipasyon sikayeti olmayan diyabetik hastalarda
yemege cevap olarak olusan kolona ait aktivite azalmig ve gecikmistir. Ayni motor
cevaplar konstipasyon sikayeti olan diyabetik hastalarda timiiyle ortadan kalkmistir.
Son olarak bahsedilen tablo kronik idiopatik intestinal pseudo-obstriiksiyon’u olan
hastalarda goriilen belirtilere benzemektedir (Snape ve ark, 1980). Diyabetik hastalar
yenilen yemege normal bir cevap vermemelerine kargin neostigmin ya da
metoklopramid’in parenteral injeksiyonlarina cevap vermektedirler. Bu bulgu,
konstipasyon gikayeti bulunan diyabetik hastalarin kolon kaslarinin ekzojen uyarima
cevap verebilir oldugunu, fakat yemegin sindiriminin kolonda benzer bir
noérohormonal sinyal baglatmadigini gostermektedir. Bu bozuklugun diyabetli
hastalarda konstipasyonun nedeni mi yoksa sonucu mu oldugu bilinmemektedir.

Konstipasyona bagli olarak diyabetiklerde megakolon gorulebilmektedir.

1.2.5. Abdominal agr1

Diyabetik hastalarda gastrointestinal bozukluga bagl olarak ortaya ¢ikan diger bir
klinik belirti kronik abdominal agridir. Bu tip agri torasik sinir koklerini etkileyen
diyabetik radikiilopati’nin (sinir kokii hastalig) bir sonucu olarak ortaya g¢iktigi

distinalmektedir.



1.2.6. Safra kesesi bozukluklar: ve Karaciger hastahklar

Saglikli bireylerle kargilagtirldiginda diyabetiklerde kolelitiyasiz (safra kesesinde tag
olusumu) ve kolesistit (safra kesesi iltihaplanmast) daha sik goriilmektedir. Safra
taginin olusum nedeni olarak azalan motilite ve safra bilesiminde kalsiyum tuzlarinin

artmig olmasi 6ne stirtilmektedir.

Diyabetiklerde yaygin olarak (% 80) alkole bagli olmayan karaciger yaglanmasi
sonucu karacigerde biylime, karaciger hasar1 ve sarilik (diyabetik ketoasidosis’in
goriildigi ¢ocuklarda) goriilmektedir. Buna yiiksek trigliserid ve/veya zayif glukoz
kontroliiniin neden olabilecegi diisiniilmektedir. Buna ek olarak, normal bireylere
gore diyabetik hastalarda hepatoselliiler karsinoma iki kat daha yiiksek oranda ortaya
¢ikmaktadir.

1.2.7. Pankreatik hastahiklar

Diyabetik hastalarda gozlenen pankreas fonksiyonlarindaki bozukluklar genel olarak
iki klinik tablo halinde gruplanabilir. Ilk grupta, uzun dénem kronik pancreatitis’i
bulunan ve hastalifinin daha sonraki doénemlerinde diyabetin gelistigi hastalar
bulunur. Bu hastalarda tipik olarak endokrin pankreasa dogru ilerleyebilen ekzokrin
pankreatik yetersizlik bulunur. Bu durum o6zellikle alkolle iligkili kronik
pankreatitis’te goriiliir. Fazla miktarda alkol tiketen diyabetik hastalarda pankreasta
adenokarsinoma goriilme insidansinin iki ile dort kat arttiga bildirilmektedir (Cuzick
ve Babiker, 1989). Kronik pankreatitis’i ve diyabeti bulunan hastalarda, pankreatik
enzimler ve insiilin ile kombine tedavi gerektiren ciddi kilo kayb1 gorilmektedir.
Diyabet baglangici pankreatik karsinomanin belirtisi olabilir. Bu nedenle hasta

dikkatle izlenmelidir.

Ikinci grupta ise uzun dénem diyabeti olan hastalar bulunmaktadir. Bazi raporlarda
hastalarin yaklagik olarak % 30’unda gercek pankreatik yetersizligi olmamasina

kargin bozulmus pankreas sekresyonu oldugu one siiriilmektedir. Bozukluklarin



patogenezinde glukagon fazlasinin inhibitér etkileri, zayif glukoz kontrolii nedeniyle
beslenmedeki yetersizlik, insiilinin pankreas tizerindeki uyarict etkisinin eksikligi ve
vagus siniri ile ilgili otonomik noropati bulunmaktadir. Geng, insiiline bagimli
diyabetik hastalarda ketoasidosise neden olabilen ve yiikksek mortaliteye sahip
pancreatitis geligebilir (Malone, 1974; Renner ve ark, 1985).

1.2.8. Anorektal bozukluklar

Internal anal sfinkter tonisiiniindeki azalmanin bir sonucu olan istemdigt digki
kacirma (Fecal incontinence) diyabetin neden oldugu gastrointestinal kanal
bozukluklarindan birisidir. Diyare gorilen diyabetik hastalarin % 40”nda
rastlanmaktadir (Wald ve Tunuguntla, 1984). Vakalarin %30’unda yagli diski
goriilmektedir. Kontinensi kontrol eden o¢nemli faktorler olarak pelvik kasi ile
rektumun anatomik iligkisi, internal ve eksternal anal sfinkterlerin giicii, bolgeyi
innerve eden aferent (duyusal) ve eferent (motor) sinirlerin bitiinlugii soylenebilir
(Schuster, 1968; Christensen, 1981). Inkontinens geceleri daha siddetli olma
egilimindedir ve siklikla diyabetik diyarenin baglanmasi ile ortaya ¢ikar. Bu durum

biiyiik oranda periferal ve otonomik néropatinin bir sonucudur.

1.2.9. Gastrik bozukluklar (Diyabetik Gastropati)

Diyabetik gastropatide ortaya ¢ikan mide ile ilgili noromiskiiler bozukluklar
tanimlamadan 6nce normal gastrik noromiiskiiler fonksiyon hakkinda bilgi verilmesi

konunun daha iyi anlagilabilmesi i¢in yararli olabilir (Sekil 1.1).

Midenin baglica néromiiskiiler fonksiyonlari besinleri mideye almak, karigtirmak ve
mide igerigini absorbsiyon igin ince bagirsaga bosaltmaktir (Koch, 1993). Midede
kati yiyecekler kiigiik taneciklere ogiitilir veya pargalanir, asit veya pepsin ile
kanigtirilir ve son olarak ince barsaga bosaltilir (Koch, 1993). Bu fizyolojik

fonksiyonlar sirasinda olugan gastrik miyoelektriksel ve kontraktil aktiviteler
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ekstrinsik (parasempatik ve sempatik) ve intrinsik (enterik) sinir sistemleri ile kontrol
edilirler. Otonom sinir sistemi gastrointestinal motiliteyi diizenlemek amaciyla
santral sinir sistemi ve enterik sinir sistemi aktiviteleri arasindaki baglanttyr yapar
(Malagelada ve ark, 1993; Goyal ve ark, 1996).

Midenin proksimal kismi olan fundus, sivilarin gastrik bosaltimimin kontroli ve
yenilen yiyeceklerin depolanmasindan sorumludur. Sivilarin bosaltilmasi, fundusun
yavag kasilmast sonucunda fundus ve duodenum arasinda olusan basing farks ile
diizenlenir. Fundusun bir bagka onemli gorevi, yemek sonrasi kati yiyeceklerin
midede depolanmasin1 saglayabilmek amaciyla gevsemesidir. Midedeki ilk
noromiiskiiler aktivite, besin pargaciklarimin larenks ve 6zafagustan gectifi sirada
refleks olarak mide fundusunda gorilen reseptif gevsemedir (Koch, 1993).
Fundusdaki reseptif gevseme vagal eferent lifler ve nitrik oksit yolaklar: aracilifiyla
olugmaktadir. Vagotomi yapilmig olan hastalarin diyareye egilimli olmalari, reseptif
gevseme ve akomodasyonun bozulmasina bagli olarak fundusdaki depolama

yeteneklerini kaybetmeleriyle ilgilidir (McCallum, 1988).

an¥TOa
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Pilorda olusan direng

~fPacemaker? Alani

4. Korpus-antral
Dolma/Bosalma

D.uodenal
Direng

Afr.oduodenl

Kootdinasyon Antral peristaltizm-bosalma

(3/dakika)
Sekil 1.1. Yemek sonrasi midede goriilen motilite olaylari (Koch, 1993).

Korpus ve antrum, katilarin bogaltimindan sorumludurlar. “Greater curvature”
boyunca korpusun iist kisminda yerlesmis olan gastrik “pacemaker”, spontan

depolarizasyonun en hizli frekansina sahiptir (3 cpm). Gastrik bazal elektriksel ritim
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“pacemaker” tarafindan baglatilir ve pilor boyunca hem sirkiiler hem de longittidinal
olarak yayilir. Bu elektriksel ritim aglik, yemek yeme, uyuma ve egzersiz sirasinda
sabittir. Diiz kasin egik potansiyeline erigildiginde kasilma ile sonuglanan aksiyon
potansiyeli olusur. Yavas dalga depolarizasyonunun kasilma igin esik potansiyele
ulagip ulagmayacagi midenin fizyolojik durumuna baghdir. Sindirim sirasinda mide
en yiiksek diizeyde kasilir. Bu durum gastrik duvarin gerilmesi sonucunda vagal
aferentlerin ve lokal parakrin peptid saliniminin uyarilmasi, mide duvarindaki diiz
kaslarin kasilmasi ve aksiyon potansiyelinin olugmasi ile agiklanmaktadir. Yemekten
sonra, besinleri Ogiitmek ve karigtirmak i¢in korpus-antrum bolgesinde diizenli
gastrik kontraktil aktivite baslar. On midedeki kasilmalar pilora dogru itici bir
tagimaya neden olur. Peristaltik dalgalar distal antruma ulagtiginda pilor kasilir ve
sadece ¢apt 1-2 mm’den kigik partikiillerin duodenuma gegmesine izin verilir

(Horowitz ve ark, 1985).

Midenin bosalma hizi gastrik igerigin fiziksel bilesimi, kat1 veya sivi durumu,
katilarin buyiikliigi ve besinlerin tiirii ile belirlenir. Sivilar katilara gére mideden
daha hizli gegerler. Katilar igerisinde ise sirastyla karbohidratlar, proteinler ve yaglar
mideyi terkederler. Sindirilebilir katilarin mideden gegis siiresi yiyecegin tiiriine ve

miktarina bagli olarak 1 ile 4 saat arasindadir (Gentry ve Miller, 1989).

Ozetlemek gerekirse, fizyolojik olarak besinlerin alinmasindan sonra midede
agagidaki noromiskiler olaylar goriilmektedir: fundusun gevsemesi ve yenilen
yemegin hacmine uyum saglamasi, fundusun bogalmasi, besinlerin ogitilmesi ve
karigmas1 igin korpus-antrum bolgesindeki peristaltik kasilmalar, besinlerin
bosaltilmasi igin antrumdan duedonuma peristaltik kastlmalarin koordinasyonu.

(Koch, 1999).

Diyabetik gastropati, diyabetli hastalarin midelerinde goriilen bir g¢ok patofizyolojik
noromiiskiiler bozuklugu kapsamaktadir. Bu bozukluklar; gastroparesis, gastrik ritim
bozukluklar, antroduodenal koordinasyon eksikligi, fundus gevsemesinde

yetersizlik, antral dilatasyon, antral motilitede azalma olarak siralanabilir.
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1.2.9.1. Gastroparezis

flk kez 1945 yilinda diyabetin bir komplikasyonu olarak saptanan (Rundles, 1945)
diyabetik gastroparezis, mide igeriginin duodenuma yavas bosalmasi seklinde
tanimlanmaktadir. Genelde esas sorun sivilardan g¢ok katilarin mideden gegisinde
gorilmektedir (Wright ve ark, 1985). Gastroparesis tip I diyabetik hastalarin %
50°sinde ve tip II diyabetik hastalarin % 30’unda olusabilmektedir (Horowitz ve ark,
1991, Horowitz ve ark, 1989).

Diyabetik gastroparezis’i olan hastalarda siklikla erken doygunluk, kilo kaybi,
anoreksi, siskinlik, yemek sonrasi bulanti ve kusma gorilir. Bu belirtiler diger
gastrointestinal hastaliklarda da (6rnegin peptit tilser, 6zafagus iltihabr) olugabilecegi
icin diyabetik gastroparezis’den siiphelenilen hastalarda tam bir degerlendirme
yapilmast gerekir. Bir ¢ok diyabetik hastada gastrik bosalmada bozulma olmasina
karsin, bazi hastalarda klinik belirtiler gorilmemektedir. Bunun nedeni, diyabetik

noropati nedeniyle degigen aferent otonom duyarliliginin bir sonucu olabilir.

Gastroparezis’in klinik belirtilerini gosteren ve gostermeyen diyabetik hastalarda
yapilan ¢alismalarda gecikmenin 6n midede yiyecegin tutulmasi nedeniyle antrumun
ge¢ dolmasi yiiziinden oldugu kamtlanmigtir (Urbain ve ark, 1993). Diyabetik
gastroparezis’de 6n mideden katilarin bosalmasindaki gecikme fundusa ait motor
aktivitedeki azalma ile iliskili olabilir. Bu durum bazi diyabetiklerde sivilarin
mideden bosalma hizinin azalmasi ile paralellik gostermektedir (Horowitz ve ark,
1986; Urbain ve ark, 1990). Buna kargin, diyabetik hastalarda fundusun adaptif
gevsemesindeki bozulma nedeniyle hizli bir sivi bosalmas: goriilebilir (Keshvarian
ve ark, 1987b).

Kassander (1958), cerrahi vagotomiden sonra gozlenen gastrik atoni ile diyabetik
gastroparezisin radiografik bulgular1 arasindaki benzerlikler nedeniyle diyabetik
hastalarda “otovagotomi” bulundugunu ileri stirmiistiir. Gergekten daha sonra yapilan
aragtirmalar, diyabetik gastroparezis’in otonomik ve periferal noropati, retinopati ve

nefropati gelisen kronik diyabetin bulundugu hastalarda ortaya ¢iktigin1 gostermistir
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(Buysschaert ve ark, 1987; Campbell ve ark, 1977; Undeland ve ark, 1996). Bu
nedenle, vagal aferent ve eferent noronlardaki hafif ve /veya siddetli fonksiyon
bozuklugu, gastroparezis’den gastrik ritim bozukluguna kadar degisen diyabetik
gastropati geligimine yol agabilir. Buna kargin, Yoshida ve ark (1988) diyabetik
hastalardan alinan vagal sinir dokularinda higbir histolojik ve anatomik bozukluk

bulamamiglardir.

Her ne kadar diyabetik noropati ¢ogunlukla gastroparezis ile sonuglansa da
hipokalemi, asidozis ve zayif glukoz kontroli gibi diger faktorler de bosalmayi
geciktirebilir. Akut hipergliseminin (kan sekeri > 200 mg/dL) saglikli bireylerde ve
diyabetik hastalarda gastrik bogalmanin belirgin 6lgiide azalmasina neden olabilecegi

gosterilmigtir (Fraser ve ark, 1990; McGregor ve ark, 1976).

Katilarin mideden bosalmasindaki gecikme, azalmig antral motor aktivite sonucu
fundus ve/veya antrum arasindaki uyumun bozulmasina bagl olarak da agiklanabilir
(Camilleri ve ark, 1985).

Diyabetiklerde aglik sirasinda, barsaktaki Faz III motor aktivite kaybolmus ya da
buyik oranda azalmigtir (Dooley ve ark, 1988; Malagelada ve ark, 1980). Faz III
aktivitesi sindirilemeyen katilarin mideden uzaklastirilmasindan sorumludur. Bu
nedenle sindirilemeyen katilarin bogalttmindaki bozukluk diyabetiklerde erken

donem gastrik motilite bozuklugunun duyarl bir gostergesidir.

Hormonal dengesizlikler de diyabetik gastroparezis’de rol oynamaktadir. Diyabetik
hastalarda motilinin bazal seviyesindeki artigin insilin tedavisiyle azaldig:
saptanmigtir (Funakoshi ve ark, 1982). Diyabette motilin diizeylerinin artmasi
diyabetik gastroparezis’de gorillen motor aktivitenin azalmanmin bir sonucu olarak

kompensatuvar nitelikte olabilir.
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Diyabetik gastroparezis’de yemek sonrasi antral kasilmalar say1 ve boyut olarak
azalmaktadir (Buysschaert ve ark, 1987; Campbell ve ark, 1977; Fox ve Behar, 1980;
Loo ve ark, 1984).

Diyabetiklerde antral fonksiyon bozukluguna ek olarak, tekrarlayan bulanti ve
kusmalara neden olan pilorik fonksiyon bozuklugu ya da spazm gorulmektedir
(Mearin ve ark, 1986).

1.2.9.2. Gastrik Ritim Bozuklugu

Diyabetik hastalarda hizli ve/veya yavag tipte gastrik ritim bozuklugu oldugu
saptanmugtir (Koch ve ark, 1989; Abell ve ark, 1991; Rothstein ve ark, 1993; Koch
ve Stern, 1993; Stern ve ark, 1987). Gastrik ritim bozukluklar1 yiyeceklerin
karigmastni ve midenin bosaltilmasini saglayan normal gastrik peristaltik kasilmalar:
engeller. Bunun sonucunda bulanti ve sislik olugmaktadir (Koch ve ark, 1989;

Rothstein ve ark, 1993; Cucchiara ve ark, 1992).

1.2.9.3. Antral Motilite ve Gevseme Bozukluklar

Diyabetiklerde antral motilitedeki azalma, midenin geg bosalmas: (gastroparezis) ile
sonuglanmaktadir (Lin ve Hasler, 1995; Malagelada ve ark, 1993).

Saglikli kontrollerle karsilagtirildiginda semptomatik diyabetik hastalarin antrum
¢aplarinin yemek sonrasi daha genis oldugu bulunmustur (Undeland ve ark, 1996).
Antral dilatasyon, diyabetiklerde ortaya ¢ikan siskinlik belirtileri ile iliskilidir
(Hausken ve Berstad, 1992).
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1.2.9.4. Antroduodenal Koordinasyon Bozuklugu

Kimiisiin mideden duodenuma en iyi sekilde aktarilabilmesi igin antroduodenal
koordinasyon gereklidir (Lin ve Hasler, 1995; Koch, 1993). Pilor ve duodenum
kimiisiin antrumdan bosalmasi igin direng gosterirler (Mearin ve ark, 1986). Pilor
spazmi veya koordine olmamig pilorik kasilmalar gastrik bosalmaya kars1 direng
saglar ve diyabetik hastalarda geciken gastrik bogalmanin bir nedeni olarak

belirtilmektedir (Mearin ve ark, 1986).

1.2.9.5. Gastrik Toniis Bozuklugu

Kontroller bireylerle kargilagtirildiginda diyabetiklerde mide fundusunun tonisi
balonla olusturulan gerime yanit olarak daha az gevsemektedir (Undeland ve ark,
1997). Fundusun toniis bozukluklar: diyabetik hastalarda gorilen dispepsi benzeri

belirtilerde de rol oynayabilmektedir.

-----

Bozulmug Fundus Gevgemesi

“Pacemaker” Alan)

Zayif Ritm (3 cpm)
""" Gastrik Ritm Bozuklugu

Geniglemig gastrik antrum
Antral motilitede azalma
Gastroparezis

Pilor spazm

Sekil 1.2. Diyabetik hastalarin midelerini etkileyen gesitli ndromiiskiiler bozukluklar (Koch,
1999).
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Diyabetik gastropati’nin en ileri dénemindeki hastalarda diyabetik gastroparezis,
gastrik ritim bozuklugu, genislemis antrum ve azalmig antral motilitenin timua
gorilebilir (Sekil 1.2). Pilor spazmi ve duodenal direng gastrik bogsalmanin
gecikmesine katkida bulunabilir. Diger hastalarda, besin alimiyla ilgili belirtilerle
- paralellik gosteren geniglemis antrum veya gastrik ritim bozukluklar1 varolabilir. Bir
¢ok arastirma siddetli belirtileri olan diyabetik hastalara odaklanmigtir. Diyabetik
hastalar yukarida tanimlanan diyabetik gastropati’nin tek veya birden fazla 6gesine
sahip olabilirler. Vagal aferent ve eferent fonksiyon bozuklugunun degisen dereceleri
nedeniyle diyabetik gastropati ve kismi belirtiler arasindaki korelasyon her zaman
actk degildir. Ancak diyabetik hastalar belirgin gastroparezis’leri olmadiginda st
gastrointestinal belirtilere sahip olabilirler, ¢iinkii yukarida tamimlanan diger gastrik

patofizyolojik mekanizmalar bu belirtiler i¢in sorumlu olabilir.

1.2.9.6. Gastritis

Diabetes mellitus’ta hemorajik gastritis, akut ve kronik gastritis, atrofik gastritis ve
pernisydz anemi gibi gastrik anormallikler de goériilmektedir. Hematemezis 6zellikle
ketoasidozis sirasinda sik sik goriiliir ve hemorajik gastritis’e bagli olarak olusur.
Kronik gastritis diyabetik hastalarda oldukg¢a yaygindir ve ketoasidozis durumunda
siddetlenebilir. Uzun donem diyabetik hastalarda atrofi ve otoimmiin gastritis
gorulebilir ve bu durum tiroid ve paryetal hiicrelere karst artan antikorlarla iligkilidir.
Diyabetik hastalarda goriilen hipotiroidizm ve pernisyoz aneminin yiiksek insidensi
bu bulgunun sonucu olabilir. Noropatinin eglik ettigi diyabetik hastalarda B,
vitamini stk sik kontrol edilmelidir. Cinki B, vitamini eksikligi diyabetik
noropatiden ayirtedilemeyen periferal bir noropatiye neden olabilir (Verne ve
Sninsky, 1998).

Diyabetik hastalarda gastritis yaygin olmasina ragmen ilserin goriilme sikliginda da
bir azalma vardir. Genel populasyonla kargilastirildiginda diyabetiklerde azalan asit

sekresyonu bulunmugtur. Azalan gastrik asit sekresyonunun patogenezine bir gok
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faktorin katkisi vardir ve agagidaki bulgular asit sekresyonunun patogenezine

katkida bulunmaktadir:

= asit dretimi tizerine hipergliseminin inhibitor etkileri

= asit sekresyonunu baskilayan artmig glukagon seviyeleri

= otonomik noropatiye bagli olarak azalan vagal toniis

= gastrin uyarimina kargi azalan duyarlihk

»  kronik gastritis

Bu bulgulara dayanarak, diyabetik bir hastada artan gastrin seviyesi aklorhidri ve
hipoklorhidri’nin varligina isaret edilmektedir (Verne ve Sninsky, 1998)

1.3.Gastrointestinal Kanal Diiz Kasi Uzerinde Deneysel Diyabetin Neden

Oldugu Yapisal ve Fonksiyonel Degisiklikler:

1.3.1.Yapisal Degisiklikler

Deneysel diyabetik hayvan modelleri tizerine yapilan galigmalar, kronik diyabetin
gastrointestinal diiz kasda yapisal degisikliklere neden oldugunu gostermistir. Bu
¢alismalarda intestinal diiz kaslarda proliferatif bilyiime ve intestinal duvarda
kalinlasma (Novak et al, 1990b), megakolon ve proksimal kolon agirliginda artis
(Nelson et al, 1976; Lincoln et al, 1984a), ileumun total agirliginda azalma (Lincoln
et al, 1984a) bildirilmistir. STZ-diyabetik siganlarda gelisen barsak dokusundaki
hipertrofinin mezenterik innervasyonda diyabetin yol agtigi bozuklukla iliskili
olabilecegi ileri siirilmektedir (Schmidt ve Coswell, 1989; Nwokolo ve ark, 1992).
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Buna karsin, STZ-diyabetik siganlarda antral G-hiicre sayisinda azalma ve midede

belirgin bir atrofi olugabilecegi de gosterilmistir (Nwokolo ve ark, 1992).

Schmidt ve ark (1981) diyabetik hayvanlarin gastrointestinal kanalinda, miyenterik
ganglion’da ve aksonlarda kolinesteraz diizeyinde azalma ve kolon submukoza ve

diiz kasindaki otonomik aksonlarda dejenerasyon olugtugunu bildirmistir.

Immunofluoresans mikroskobu ile yapilan histolojik ¢aligmalar deneysel diyabette
enterik sinirlerdeki norotransmitter profilinin de degistigini gostermektedir. STZ-
diyabetik siganlarin ileumlarindaki miyenterik pleksus’da adrenerjik ve serotonerjik
sinirlerde dejenerasyon saptanirken kolinerjik immunoreaktif sinirlerde herhangi bir
degisiklik bulunmamustir (Lincoln ve ark, 1984). Buna karsin, Nowak ve ark. (1986;
1990a) diyabetik sigan barsaginda kolinerjik iletimin bozuldugunu gostermislerdir.
Schmidt ve ark (1988), 12-18 haftalik STZ-diyabetik sicanlarin mezenterik ve
intramural sinirlerinde noradrenalin sentezinin arttigin1 gostermiglerdir. Ote yandan
deneysel diyabet, barsaklarda VIP (Belai ve ark, 1985; Gorio ve ark, 1992) ve gastrik
somatostatin diizeylerinde yikselmeye neden olmaktadir (Flatt ve ark, 1991).
Diyabette barsak boyunca metionin-enkefalin igeriginin anlamli olarak azaldig:
saptanmugtir (Gorio ve ark, 1992). Bu bulgu, patofizyolojik agidan oldukca
onemlidir. Cunkii endojen opioidler gastrointestinal motilite ve sekresyonun

kontrolinde 6nemli bir rol oynamaktadir.

Yukandaki g¢aligmalardan elde edilen bulgular birlikte degerlendirildiginde, diz
kasdaki degisikliklere ek olarak deneysel diyabetik hayvanlarin gastrointestinal
kanallarindaki intrinsik sinirlerde noropatik degisikliklerin de geligebilecegi ileri

siriilmektedir.

1.3.2. Fonksiyonel Degisiklikler

Daha once belirtildigi gibi klinikte kronik diyabet hastalarinda gesitli gastrointestinal
bozukluklar ortaya c¢ikabilmektedir. Mide ve barsagi igeren bu bozukluklar
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gastroenteropati olarak adlandirilmaktadir (Yang ve ark, 1984; Ogbonmaya ve Arem,
1990). Klinikte oldugu gibi deneysel diyabetik hayvan modellerinde de

gastroenteropati gelistigi kanitlanmagtir.

az-adrenoseptorler besinlerin ince barsaktan gegisini yavaslatmaktadir. STZ-
diyabetik farelerde bu etkinin azaldig1 saptanmigtir (Ramabadran ve ark, 1990). Bu
bulgu diyare ya da konstipasyonda énemli bir rol oynayan barsak stvi ve elektrolit
transportunun diizenlenmesi agisindan 6nemlidir. Barsakta iyon ve siv1 transportunun
ox-adrenoseptorlerle diizenlendigi (Chang ve ark, 1983) ve diyabetik siganlarda
adrenerjik kontrol kaybinin diyareye neden oldugu (Chang ve ark, 1985)
bildirilmistir. Benzer sekilde opioid reseptor agonistinin gastrointestinal kanaldaki
gegisi azaltict etkisi de STZ-diyabetik farelerde azalmaktadir. Bu sonuglar STZ-
diyabetin gastrointestinal o-adrenoseptorler ve opioid reseptorlerde degisikliklere
neden oldugunu gostermektedir. Diyabetik diyare sikayeti olan hastalarda besinlerin
ileumdan gegisinin hizlandig1 ve intestinal toniisiin azaldigi saptanmigtir (Malins ve
French, 1957; McNally ve ark, 1969). Buna kargin konstipasyon sikayeti diyabetik
hastalarda, ileumdan gegis siresinin yavagladigi (Scarpello ve ark, 1976) ancak
intestinal toniisiinde herhangi bir degisiklik olmadigi (Keshvarzian ve Iber, 1986)
saptanmigtir. Benzer bir geligki in vivo hayvan deneylerinde de gozlenmistir.
Gergekten, STZ-diyabetik hayvanlar iizerinde yapilan aragtirmalar, bozulan motor
aktivite sonucu besinlerin mideden ¢ekuma ulagma siiresinin uzadigini ve bunun
konstipasyona neden oldugunu ortaya koymugtur (Chesta ve ark, 1990; Karakida ve
ark, 1989). Bununla birlikte diyabette goriilen diyare ve konstipasyon arasindak: bu

¢eligkinin fizyolojik mekanizmasi halen bilinmemektedir.

In vitro deneyler gastrointestinal kanalda diyabete bagli degisiklikleri ortaya
koymaktadir. STZ ve ALL-diyabetik si¢anlarin g¢esitli gastrointestinal diiz kas
dokularinda (duodenum, jejenum, ileum ve mide fundusu) B-adrenerjik gevseme
yanitlarimin azaldigt bulunmustur (Altan ve ark, 1987; Yildizoglu-An ve ark, 1988,
Mathison ve Davison, 1988; Oztiirk ve ark, 1990; Ozturk ve ark, 1992a; Oztiirk ve
ark, 1992b; Oztiirk ve ark, 1993; Oztiirk ve ark, 1994a; Ozturk ve ark, 1994b). Sigan

duedonumundaki yanitlar izometrik olarak kaydedildigi igin, diyabette gortlen diz



20

kas yanitlarindaki azalmamn kasin proliferasyonundaki artigla iligkili olmadigr ileri
suralmugtiir (Oztiirk ve ark, 1992a). Buna ek olarak, diyabetik sigan duodenum diiz
kasinda salbutamol gevseme vyanitlarindaki azalmanin kasin adenilat siklaz
aktivitesindeki bir bozukluktan kaynaklanmadig1 gosterilmistir (Altan ve ark, 1987).
S6z konusu g¢ahigmalarda elde edilen farmakodinamik analiz sonuglarina (potens
ve/veya maksimum yanit) gore diyabetik siganlarin gastrointestinal sistem diz
kaslarinda azalmig olan PB-adrenerjik yanitlarin, bu dokularda B-AR sayisinin
azalmasindan kaynaklanabilecegini ileri siirilmugtir (Altan ve ark, 1987; Yildizoglu-
An ve ark, 1988; Oztiirk ve ark, 1992b). Daha sonra bu diisiince, STZ-diyabetik
siganlarin mide fundusunda B-AR sayisinin azaldigini gosteren Sakai ve ark (1990,
1991) tarafindan da dogrulanmistir. Ote yandan gastrointestinal kanal diiz kaslarinda
B-AR yanitlarindaki azalma sadece tip 1 diyabetik siganlarda degil (Altan ve ark,
1987; Yildizoglu-Ar ve ark, 1988; Oztiirk ve ark, 1992a; 1992c; 1993; 1994d), ayn1
zamanda tip 2 diyabetik siganlarda da gozlemlenmistir (Oztirk ve ark, 1990b;
1994c).

Deneysel diyabet gastrointestinal kanalda diger agonistlerin etkilerini de
degistirmektedir. STZ-diyabetik hayvanlarin duedonum ve kolonunda P maddesi ve
asetilkolin ile elde edilen kasilma yanitlarinin azaldigi bulunmustur (Liu ve ark,
1988). Benzer sekilde, STZ-diyabetik ve spontan diyabetik db/db farelerde gastrik
antral diiz kasta karbakole azalan kasilma yamtlar1 gézlenmigtir. Bu degisikliklerden
muskarinik reseptorlerin azalan afinitesi ve guanozin-trifosfat’a baglanan proteinlerin
(G proteinleri) degisen aktivitesi sorumlu tutulmaktadir (Soulie ve ark, 1992). Buna
karsin, asetilkoline artan kasilma yanitlar1 STZ-diyabetik siganlardan izole edilmis
gastrik fundus geritlerinde gézlenmis ve bu yamtlar in vivo insilin tedavisi ile
dizeltilmistir (Kamata ve ark, 1988b; Belai ve ark, 1991). Ote yandan, diyabetik
sigan ileum (Altan ve ark; 1987) ve jejenum (Mathison ve Davison; 1988) duz kas
dokularinda sirasiyla asetilkolin ve betanekol duyarliliginda herhangi bir degisiklik
olmadigim1 gosteren c¢aligmalar da bulunmaktadir. Gastrointestinal dokularin
muskarinik ajanlara cevap verirligindeki bu farkliliklarin nedeni agik degildir, ancak

kullanilan diyabetojen maddeler, diyabetin siiresi, hayvanlarin cinsiyeti, hayvan tiiri
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ve kasilma giiciinii 6lgmede ve ifade etmede kullanilan tekniklerden kaynaklanan

farkliliklarin yanitlardaki geliskilere neden olabilecegi diigiintilmektedir.

ALL- ve STZ-diyabetik hayvanlarin izole mide funduslarinda serotonin ile elde
edilen kasilmalarin azaldig1 bulunmustur (Altan ve ark, 1987; Yildizoglu-Ar1 ve ark,
1988). Yamtlardaki bu azalma instlin (Yildizoglu-Arn ve ark, 1988) ya da lityum
(Oztirk ve ark, 1992b) tedavisi ile diizeltilmigtir. Benzer gekilde, diyabetik sigan
mide fundusunda noradrenalin ve VIP ile elde edilen gevseme yanitlarinda azalma
oldugu gosterilmistir (Kamata ve ark, 1988b). Ote yandan gastrik fundusda NANC
inhibitér yanitlarin STZ-diyabetik siganlarda degistigi bulunmugtur (Belai ve ark,
1991; D’ Amato ve Curro, 1990 ; Jenkinson ve Reid, 1995; Jenkinson ve Reid, 2000;
Gibson ve ark, 2003). STZ-diyabetik siganlarin izole jejenumunda bradikinin ve

norotensinin neden oldugu kasilma yamitlar1 azalmasina karsin, norokinin A- ve B-

ile olugan kasilmalar artmistir (Mathison ve Davidson, 1988).

Yukaridaki bulgulardan kolaylikla anlagilacag: gibi gastrointestinal diiz kas tizerinde
cesitli agonistlerin etkileri ile iligkili gézlemlerin g¢ogu esas olarak izole organ
deneylerine dayanmaktadir. Bu nedenle diyabette gastrointestinal diiz kas dokusunda
agonistlerin etkilerinde gozlenen degisiklikler en azindan reseptor sonrasi efektor

mekanizmalardaki bozuklukla iligkili olabilir.

Diyabetin reseptor sonrasi olaylara etkisinin bir sonucu olarak, diiz kasin gevseme ve
kastlma yetenegi biiyik oranda degismektedir. Ca?* ile iliskili mekanizmalar,
fosfoinozititler, adenilat siklaz/siklik AMP, guanilat siklaz/siklik GMP, G proteinleri,
PKC ve iyonik transport mekanizmalar deneysel diyabetten etkilenebilen dnemli
reseptor sonrasi olaylardir. Deneysel diyabette en yogun olarak incelenen reseptor

sonrast olaylardan biri Ca®" ile iligkili mekanizmalardur.

Aihara ve Sakai (1989), STZ-diyabetik siganlarin (3, 6 ve 12 haftalik) mide fundus
diiz kaslarinda KCl ile olusan kasilma yamitlarimin arttigini ve bunun da voltaja
bagimli Ca** kanallamin  sayisindaki ya da  aktivitesindeki  artigtan

kaynaklanabilecegini ileri siirmiiglerdir. Buna karsin, Oztiirk ve ark (1987) siirekli
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olarak depolarize halde olan duodenumda Ca*" ile saglanan kasilmalarin sekiz
haftalik ALL-diyabetik siganlarda azaldigim fakat bir haftalilk ALL-diyabetik
siganlarda degismedigini gozlemlemislerdir (Oztiirk et al, 1996). Buna ek olarak
aragtiricilar - aynmi  c¢alismada, kalmodulin  inhibitori  olan trifluoperazin’in
afinitesindeki artigin diyabette hiicre ig¢i kalmodulin diizeylerinin azalmasindan
kaynaklanabilecegini ileri siirmiiglerdir (Oztiirk ve ark. 1987). Gergekten daha sonra
yaymlanan bir galigmalarinda Oztiirk ve ark (1994b) kronik STZ-diyabetik sigan
duodenum diiz kasinda hiicre i¢i kalmodulin diizeyinin azaldigin1 gostermislerdir. Bu
bulgular1 destekler sekilde STZ-diyabetik sigan barsak diz kasinda PKC’nin
(kalsiyum ve diagilgliserol bagimli protein kinaz) aktivitesinin azaldig: bildirilmigtir
(Wali ve ark, 1990). PKC’nin maksimum aktivitesi igin kalsiyum ve kalmodulin
gereklidir, fakat bu enzimin fonksiyonu igin temel sart degildir (Kaibuchi ve ark,
1981, 1982; Takai ve ark, 1982). Iyon kanallarinin ig¢ kisimlarinin fosforile ederek
PKC, kalsiyum kanal aktivitesinde onemli bir rol oynamaktadir (Shearman ve ark,
1989). Yakin zamanda yapilan bir galigmada (Forrest ve ark, 2005) ekzojen kalsiyum
yanitlarinin, sekiz haftallk STZ-diyabetik sigan kolonunda degistirmedigi, buna
karsin ileum diiz kasinda azaldigi saptanmigtir. Ayni galigmada ilging olarak sigan
ileumunda Bay K8644 (kalsiyum kanal agonisti) ile elde edilen kasilma yamtlarmin
kontrollere gore arttigi bulunmustur. Benzer sekilde Ca-ATPaz inhibitorleri de
diyabetik ileum dokusunda daha fazla yanit meydana getirmistir. Bu sonuglar,
diyabetin gastrointestinal kanal diz kaslarinin kalsiyum ve kalmodulin bagimli
yolaklarla ilgili kasilma mekanizmalarim1i dokuya bagli olarak farkli gekilde

etkileyebildigini agikga gostermektedir.

Deneysel diyabette G proteinleri gastrointestinal diiz kasin bozulmug fonksiyonu ile
ilgili olabilir. Mide antral diiz kasinin kolinerjik agonistlere olan kasilma
yanitlarindaki azalma STZ-diyabetik siganlarda ve spontan diyabetik ob/ob farelerde
gozlenmistir. Bu degisikliklere neden olarak muskarinik reseptorlerin azalan afinitesi

ve G proteinlerinin degisen aktivitesi gosterilebilir (Soulie ve ark, 1992).
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1.4. Beta 3-adrenoseptorler

1940lar ve 1950lerde adrenoseptorlerin o ve [ adrenoseptorler olarak
siniflandiriimasinin (Ahlquist, 1980) ardindan, 1967 yilinda Lands ve ark. (Lands ve
ark, 1967a; 1967b) katekolamin yapisindaki 15 agonistin kalp, beyaz adiposit,
jejenum, solunum yolu diiz kasi, uterus ve diyafram gibi dokularda etki giiglerini

karsilastirarak, B-AR’leri B;-AR ve B2-AR olarak iki alt gruba ayirmiglardir.

Bu farklilik, B;-AR ve B2-AR’lerin selektif agonist ve antagonistlerinin reseptor
baglanma c¢aligmalariyla desteklenmigtir (Minneman ve ark, 1981; Raper, 1987).
Daha sonralar1 3;-AR ve B;-AR genleri ve cDNA’leri klonlanmis ve reseptorlerin
amino asit dizilimlerinin 6énemli 6lgiide farkli oldugu sonucuna varilmigtir (Frille ve

ark, 1989).

1970lerin baginda, bir ¢ok deney sonucu B;-AR ve [-AR’lerin varligi ile
aciklanabilmesine karsin, ozellikle adipositlerde ve intestinal dokularda [(-AR
blokasyonunun ancak yilksek antagonist konsantrasyonlariyla saglanabilmesi, bazi
aragtiricilarin bitiin bulgularimt Bi/B2-AR’lerin karsilayip karsilamadigi konusunda
sipheler olugmasina neden olmustur. Bununla birlikte, fonksiyonel ve baglanma
caligmalart sonucunda “B;-AR ve B;-AR’lerin aym1 dokuda farkli oranlarda
bulunabilecegi” ileri stirtilerek, “yanitlardaki anormalliklerin bagka B-AR alt tipleri
ile ilgili olmadig1” diigiincesi agir basmugtir (Daly, 1981; Ariens, 1981). Bu goriisiin
bir sonucu olarak, intestinal dokularin B-AR antagonistlerine dugsik duyarlilik
gosterdigini bildiren aragtiricilardan bazilart, bu duyarsizligin farkli -AR tiplerinin

bulunmastyla iligkili olmadig1 sonucuna varmislardir (Buckner ve Christopherson,
1974).

Atipik B-AR i¢in ilk kanit, antagonistlere disik afinite gosteren dokularin yeni
agonistlerle (6zellikle BRL 37344) selektif olarak uyariimasiyla elde edilmistir (Arch
ve ark, 1984). Cesitli galiymalarda B3-AR terimi, sigan adipositlerinde bulunan atipik
B-AR’ler (Tan ve Curtis-Prior, 1983), insan genlerinden eksprese edilen atipik (-
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AR’ler (Emorine ve ark, 1989) ve sigan kolonu ve tavsan jejenumundaki atipik -
AR’0 tamumlamak igin (McLaughlin ve MacDonald, 1990) kullanmiglardir. Buna
karsin, bazi aragtiricilar ya “atipik” terimini kullanmaya devam etmigler (Norman ve
Leathard, 1990; Blue ve ark, 1990) ya da “Ugiincii tip B-AR” terimini tercih
etmiglerdir (Kaumann, 1989).

Guniimizde bir farmakolojik yanitin PB3-AR’ler araciliftyla olustugunun kabul
edilebilmesi igin asagidaki dort kriterin karsilanmasi gerekmektedir (Kaumann ve

Molenaar, 1996).

1. Yiksek afiniteli bir B; ve B,-AR antagonisti varlifinda isoprenalin etkisi

gorulebilmelidir.

2. Selektif B3 reseptor agonisti ile uyarilabilmelidir.

3. Selektif B3 reseptor antagonisti ile bloke edilebilmelidir

4. Konvensiyonel olmayan bir parsiyel agonistle uyarilabilmelidir.

1.4.1. Beyaz Adipositler

Sigan beyaz adipositlerinde bulunan B-AR alt tipinin Lands ve ark. (Lands ve ark,
1967a; 1967b) tarafindan f3; olarak siniflandirilmasi 1970ler ve 1980ler boyunca bir
¢ok aragtirici tarafindan sorgulanmigtir (Tan ve Curtis-Prior, 1983; Jolly ve ark,
1978; Kennedy ve Ellis, 1969; Zaagsma ve ark, 1985). 1970lerin ortalarinda Harms,
Zaagsma, De Vente ve ark. (1974) adipositlerdeki B-AR’lerin B;-AR ve B2-AR
olmadigina iligkin gicli kanitlar bulmuglardir. Bu aragtiricilar isoprenalin ile
uyarilmig lipolizisin propranolol ile inhibisyonu igin hesaplanan pA; degerini, ayni
antagonistin kobay atria (B;-AR) ve trakea (B2-AR) daki yanitlar1 bloke etmek i¢in

gereken konsantrasyonlar1 ile kargilagtirdiklarinda propranololiin sigan beyaz
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adipositlerinde lipolizisi inhibe etmede sirasiyla 440 ve 150 kat daha az potent
oldugunu gostermiglerdir. Benzer olarak selektif B;-AR antagonisti praktolol
adipositler tizerine atrial B;-AR iizerine oldugundan 760 kat daha az potenttir (Harms
ve ark, 1974). Diger antagonistlerle de bu kadar belirgin olmayan fakat yine de
anlamli farkliliklar saptanmigtir (Harms ve ark, 1974 ; De Vente ve ark, 1980).

Wilson ve ark. (1984) (-)-isoprenalin (selektif olmayan [-agonist), fenoterol,
salbutamol (B>-AR selektif agonistler) ve prenalterol (8:-AR selektif agonist)’iin
sigan kalp atim hizi ya da kasilma giicinii uyarmalar1 (B:-AR aracil) ya da sigan
uterus veya kobay trakeasini gevsetmeleri (B,-AR aracili) ile karsilastirdiklarinda bu
agonistlerin sigan beyaz adipositlerde lipolizisi uyarmada daha az potent olduklarini
bulmuslardir. Buna ek olarak aymi arastiricilar BRL 28410, BRL 35113 ve BRL
35135’in lipolizisi daha gii¢lii olarak uyardiklarini gostermislerdir. Benzer sekilde
Hollenga ve ark. (1991) BRL 37344’tin sigan beyaz adipositlerinde lipolizisi
isoprenaline gore 11 kat daha gii¢lii uyardigim1 saptamislardir. Cesitli agonistler
kullanilarak yapilan g¢aligmalar sigan beyaz adipositlerinde ;-AR ve [B2-AR’den
farkll olarak fonksiyonel atipik BAR’in oldugunu gosteren antagonist ¢aligmalari ile
biiytik oranda ortiigmektedir.

Bi-AR ve B,-AR antagonisti olan ve baglanma galigmalarinda radioligand olarak
kullanilan CGP 12177, sigan beyaz adipositlerinde parsiyel agonist etki ile lipolitik
etki gostermektedir (Langin ve ark, 1991; Van Liefde ve ark, 1992). Ancak CGP
12177’nin etki gict Bi-AR ve B2-AR’ler {izerine olan afinitesinden 1000 kat daha
digtktir (Langin ve ark, 1991). Buna ek olarak, rasemik pindolol tiirevleri
hidroksibenzilpindolol, siyanopindolol (CYP) ve iyodosiyanopindolol (ICYP) si¢an
ve hamster beyaz adipositlerinde klasik B-AR’lere baglandiklar1 konsantrasyonlardan
daha ytiksek konsantrasyonlarda parsiyel agonist etkinlik gostermektedirler (Langin
ve ark, 1991; Engel ve ark, 1981). Bu bilesikler kardiyak dokulardaki benzer
ozelikleri temel alinarak “konvensiyonel olmayan parsiyel agonistler” olarak

adlandirilmaktadirlar (Kaumann ve ark, 1989).
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Hollenga ve ark (1991), BRL 37344°in lipolizi uyarmada isoprenalinden 11 kat daha
potent olmasma kargin, adenilil siklaz tizerinde aym etki giiciine sahip oldugunu
gostermiglerdir. Bu sonuglar, BRL 37344’in lipolizisi siklik AMP-bagimli bir
mekanizmanin yaminda ondan bagimsiz bir bagska mekanizmayla da uyardigini

diisindiirmektedir.

1.4.2. Kahverengi adipositler

Kahverengi adipoz doku, beyaz adipoz dokudan daha fazla miktarda mitokondriye
sahiptir. Beyaz adipoz doku diger dokularn kullanimi igin yag depolarken,
kahverengi adipoz dokunun rolii 1s1 iiretmek ya da viicudu fazla enerjiden kurtarmak

i¢in yag oksitlemektir (Lean ve James, 1986).

Kahverengi adipositlerdeki B-AR’ler lizerine yapilan arastirmalar beyaz adipositlerde
yapilan calismalarla paralel gitmigtir. 1978 ile 1987 yillar1 arasinda elde edilen
bulgular, sigan kahverengi adipositlerindeki BAR’lerin sadece B; ya da Pi-AR/ Bo-
AR’lerin karigtmi oldugu digindirmustiir. Ancak, selektif termojenik BAR’lerin
bulunmasi kahverengi adiposit B-AR siniflandirmasinun yeniden degerlendirilmesine
yol agmigtr. BRL 37344, BRL 28410 ve BRL 35113’in sican kahverengi
adipositlerinde beyaz adipositlerde oldugu gibi lipolizisi selektif olarak uyardiklar:
bulunmugtur (Arch, 1989; Arch ve ark, 1984).

Kahverengi adipositlerde isoprenaline karsi antagonistler igin hesaplanan pA;
degerleri beyaz adipositlerde oldugu kadar diigik bulunmamistir. Buna neden olarak
Bi-AR’lerin kahverengi adipositlerde beyaz adipositlere gore daha fonksiyonel
olmasi gosterilebilir (Arch ve Kaumann, 1993).

B-AR agonistleri tim viicutta metabolik hizi uyarirlar (termogenezis).
Termogenezise [;1-AR’lerin aracilik ettigine iliskin klasik gortis (Arnold ve
McAuliff, 1969; Fregly, 1983) yeni agonistlerin bulunmasiyla énemini yitirmigtir.

Siganlarda termogenezisi diizenleyen PB-AR, B3-AR’lerin her dort ozelligini de
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(standart B-AR antagonistleri ile blokasyona direngli olma, selektif B3-AR
agonistlerine duyarl olma, selektif B3-AR antagonisti ile bloke olma, konvansiyonel

olmayan parsiyel agonistlerle uyarilma) saglamaktadirlar.

1.4.3. Gastrointestinal kanal

Ford ve ark (1992) sigan 6zefagus diiz kas dokusunda da BRL 37344’e duyarl: atipik
B-AR’lerin bulundugunu saptamiglardir. Ayni ¢aligmada bir seri klasik antagonist ile

distik pA; degerleri elde edilmistir.

Lefebvre ve ark.(1985), sigan mide fundusunda isoprenalin ve fenoteroliin etkilerinin
propranolol, praktonol ve ICI 118551 ile antagonizma g¢aligmalarinda Schild
grafiginin egimlerini anlamli olarak birin altinda bulmalar1 sonucu, bu dokuda birden
fazla B-AR alt tipinin bulundugunu ileri siirmiislerdir. McLaughlin ve Macdonald
grubu B-AR’leri sigan distal kolonu (McLaughlin ve MacDonald, 1990), mide
fundusu (McLaughlin ve MacDonald, 1991) ve jejenumda (MacDonald ve ark, 1994)
tammlamiglardir. Her {i¢ dokuda da propranolol isoprenalin ve ozellikle BRL
37344’e kars1 zayif etkinlik gostermigtir. Kolonda isoprenaline karsi Schild plot
egimi 0,44 olarak bulunmustur. Bu sonuca dayanarak arastiricilar birden fazla B-AR

populasyonunun varligi ileri strtilmislerdir.

McLaughlin ve MacDonald (1990; 1991), o6teki arastiricilar1 destekler sekilde
(Kirkham ve Kelly, 1992; Blue ve ark; 1989), CYP’in sigan bagirsak atipik B-
AR’leri i¢in orta etkinlikte bir antagonist oldugunu bulmuslardir (pA;=6,7-7,3).
Isoprenalin ile karsilastirildiginda hem kolon hem gastrik fundusda BRL 37344’¢

karst anlamli olarak daha diisiik pA, degerleri elde edilmigtir.

McLaughlin ve MacDonald (1990; 1991) sigan kolon ve sigan gastrik fundusunda
BRL 37344’e kars1 tasiflaksi gelistigini saptamiglardir. Tekrarlanan BRL 37344
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uygulamasi sadece kendi yanitlarina degil, aym zamanda diger agomistlere

(isoprenalin ve noradrenalin) karg: tagifilaksi gelismesine neden olmustur.

Diger aragtiricilar da sigan gastrik fundusunda (Van Buuren ve ark, 1991) ve
jejenumda (Van Der Vliet ve ark, 1990) klasik antagonistler igin hesaplanan diisiik
pA; degerlerini dogrulamiglardir. Sigan jejenumunda BRL 37344’tin etki giici
yiiksek olarak bulunmus, ancak isoprenalin ile kargilagtirildiginda dokuda daha yavas

bir gevseme yaptig1 bildirilmistir (Growcott ve ark, 1992).

Sigan kolonunda da atipik BAR’lerin varligy, intestinal hipermotilite rahatsizliklarinin
tedavisi igin tasarlanan feniletanolaminotetralin yapisindaki f3-AR agonistlerini
kullanilarak kismen kamitlanmugtir. Sigan proksimal kolonu ve kobay trakea
halkalarinda spontan toniisinin inhibisyonu ve kobay kalp atim hizinin
uyarilmasinda isoprenalinin etki giicli aym1 olmasina kargin, SR 58306, SR 58339,
SR 58375 ve SR 58611 gibi bilesikler kolonda trake ya da kalpte oldugundan en az
20 kat daha gii¢lii etki gostermektedirler (Croci ve ark, 1988; Bianchetti ve Manara,
1990; Manara ve ark, 1989). Buna ek olarak, ayni agonistlerin etkilerine kars: klasik
B-AR antagonistleri (propranolol, pindolol) i¢in disiik pA, degerleri elde edilmistir
(Croci ve ark, 1988; Bianchetti ve Manara, 1990; Manara ve ark, 1989).

Barsak diiz kas geriminin B3-AR ile diizenlendigine iligkin kanitlarin yani sira sigan
¢ekumundaki bikarbonat sekresyonu ve sigan midesindeki asit sekresyonunun da f3-
AR tarafindan diizenlendigine iligkin kanitlar vardir (Canfield ve Abdul-Ghaffar,
1992; Canfield ve Paraskeva, 1992; Adami ve ark, 2003).

Sonug olarak, yapilan arastirmalar ayni tiirtin farkli dokularinda farkli fonksiyonlara
aracilik eden fonksiyonel B3-AR’lerin varligim1 ortaya koymustur. Bu fonksiyonel
sonuglar, sigan kolon dokusundan klonlanan atipik B-AR dizilimi ile sigan adiposit
c¢DNA arasindaki benzerlik ile molekiiler biyoloji diizeyinde de desteklenmektedir
(Bensaid ve ark, 1993). Buna ek olarak sigan fundus (Cohen ve ark, 1995; Evans ve
ark, 1996) ve ileum diiz kaslarinda (Evans ve ark, 1996; Roberts ve ark, 1999) da f3-
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AR’lerin varh@i fonksiyonel ve molekiiler diizeyde kanitlanmigtir. B3-AR’tin varligt
insan gastrointestinal kanalinda immiinohistokimya teknikleri kullamilarak da

belirlenmistir (Anthony ve ark, 1998).

Yakin zamanda Horinouchi ve Koike (2002)’nin sonuglari kobay mide fundus ve
duodenum dokularinda fs;-AR’lerin uyarilmast sonucu olugan gevsemenin
mekanizmasinda siklik AMP den bagimsiz bir yolagin (klasik B; ve B2-AR’lerden
farkli olarak) oncelikli olarak rol oynadigimi ortaya c¢ikarmistir. Benzer sekilde,
damar diiz kasinda yapilan ¢aligmalarda da Gs proteiniyle kenetli olmasina kargin
prostasiklin reseptorlerinin uyarilmasiyla saglanan gevsemelerin siklik AMP den
bagimsiz bir mekanizmayla olustugu saptanmigtir (Turcato ve Clapp, 1999; Yamaki
ve ark, 2001). S6z konusu aragtirmalarda beraprost’un BKc, kanallarini aktive ederek
gevseme yaptigt ve bu yamitin yiiksek KCl ile dnemli 6lgude azaldig: saptanmistir
(Yamaki ve ark 2001). Bu bulgudan hareketle Horinouchi ve ark (2003) kobay
fundus ve duodenum preparatlarinda B3-AR aracili gevsemelerde BK¢, kanallarinin
rolinii incelemislerdir. Ancak damar diiz kasindan farkli olarak B3;-AR’lerin
uyarilmast sonucu gastrointestinal diiz kaslarda olusan gevsemelerde BKc, tipi
potasyum kanallarinin yerine 4-aminopiridinle inhibe olan K, tipi potasyum

kanallarinin 6nemli oldugu gosterilmigtir.

1.4.4. Kalp

Insan kalbinde B;-AR baskin olan reseptdor grubudur ve ventrikiilde B1/B2 oram
yaklagik olarak %70-80/20-30’dir (Brodde, 1991). B1- ve B2-AR’lerin her ikisi de G
proteinine bagli reseptorlerdir ve reseptérlerin uyarilmalan ikincil ulak cAMP’nin
artigina neden olur. Ancak kalpte B,-AR’Gn kasiima etkisine aracilik eden
sinyalizasyon yolag1 yeterince agik degildir. Gy’e ek olarak, B,-AR’ler pertussis
toksine duyarli G;j proteinlerine de baglanmaktadirlar (Xiao ve ark, 1999). Akut veya
kronik stres sonucunda salgilanan adrenalin ve noradrenalin gibi endojen
katekolaminler kalp kasinda PBi- ve P2-AR’leri uyararak pozitif inotropik ve

kronotropik etkiler olusturmaktadirlar (McDewitt, 1989; Brodde ve Michel, 1999).
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Birkag yil Oncesine kadar kalpte sadece ;- ve B2-AR’lerin bulundugu
distnilmekteydi (Bristow ve ark, 1986). Ancak deney hayvanlar tizerinde yapilan
bir aragtirmada, pindolol yada pindolol analoglar1 gibi parsiyel agonistlerin, klasik
Bi- ve B2-AR antagonistleri ile bloke olmayan kronotropik ve inotropik etkiler
gostermesi, kalpte atipik Gigiincii bir B-AR’lin varligint ortaya koymustur (Kaumann,
1989). Buna kargin bu parsiyel agonistlerin insan kalbinde inotropi tizerine herhangi
bir etkisi olmadig1 saptanmigtir (Kaumann ve Lobnig, 1986). Daha sonra yapilan in
vivo c¢aligmalarda, [3-AR agonistlerinin pozitif kronotropik etki gosterdigi
saptanmustir. Tavernier ve ark. (1992) bu etkiyi Bi- veya (B2-AR antagonistlerinin
onlendigini ve bu nedenle etkinin buyik olasilikla B3-AR’lerin vazodilatasyonuna

yanit olarak barorefleks mekanizma sonucu oldugunu gostermiglerdir (Tavernier ve
ark, 1992; Takayama ve ark, 1993; Whelldon ve ark, 1993; Whelldon ve ark, 1994;
Shen ve ark, 1996).

Konuyla ilgili en 6nemli bulgu, Gauthier ve ark. (1996)’min degisik ventrikiiler
endomyokardial biyopsi yapilmis insan kalbinde fonksiyonel fB3-AR varligini
kanitlamalariyla elde edilmistir. Bu ¢aligmada, nadolol (Bi/B2-AR antagonisti)
varliginda isoprenalin beklenmeyen bir gekilde negatif inotropik etki gostermistir.
Ayni ¢alismada, degisik B3-AR agonistlerinin (BRL 37344, SR58611, CL 316243 ve
CGP 12177) de benzer negatif inotropik etkiler yaptig1 saptanmustir. Insan kalbinde
Bs-AR’lerin varligi, saglikhh ve/veya yetmezlik gelismis kalplerin atrium ve
ventrikiillerinde molekiiler (Gauthier ve ark, 1996) ve immunohistokimyasal
teknikler kullanilarak (Moniotte ve ark, 2001 ; Chamberlain ve ark, 1999) da
kamitlanmigtir. Ancak atriada bulunan (3-AR’in fonksiyonel roli heniiz

kanitlanmamugtir.

Insan ventrikiliinde B3-AR stimiilasyonu sonucu gorilen negatif inotropik etkinin,
pertussis toksine duyarli G proteinin aktivasyonu (Gauthier ve ark, 1996) ve NOS
yolagiyla iligkili oldugu gosterilmistir (Gauthier ve ark, 1998).
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Kalpte B3-AR’lerin varligi deney hayvanlari tizerinde yapilan in vitro aragtirmalarda
da gosterilmigtir. Kitamura ve ark (2000) izole perfiize kobay kalbinde, B3-AR
agonistlerin kismen Ca®" girisi ve kismen de NOS yolagi araciligiyla negatif
inotropik etki yaptigin1 bulmuglardir. Bununla birlikte kopeklerde f3-AR
stimiilasyonu tarafindan olugturulan negatif inotropik etkinin insan ventrikiilindeki
yanitlara gore daha az bulunmug olmasi nedeniyle, hayvanlar tzerindeki
aragtirmalarin bir B3-AR agonistinin insan miyokardindaki farmakolojik profilini tam
olarak yansitmadig ileri strilmustir (Gauthier ve ark, 1999). Ote yandan Bs-AR
agonistlerinin etki gugleri tirler arasinda farklilik gostermektedir (Gauthier ve ark,
1999). Sicanlarda ve kobaylarda, sirasiyla sadece BRL 37344 ve CL 316243 negatif
inotropik etki gostermesine karsin, ferretlerde (daggelincigi) hi¢ bir agonist etki

yapmamistir (Gauthier ve ark, 1999).

1.4.5. Damar

Genel olarak damarlardaki vazodilatasyon hem B;- hem de B;-AR’lerle iligkilidir.
Periferal damarlarda baskin olan f-AR alt tipi B,-AR’dir (Lands ve ark, 1967a).
Ancak her bir B-AR alt tipinin fonksiyonu damar yatagina ve turlere gore farklilik
gostermektedir (Osswald ve Guimaraes, 1983). Oregin kopek pulmoner, mezenterik
ve dalak arterlerinde f,-AR (Begonda ve ark, 1995; Taira ve ark, 1977) , serebral ve
koroner arterlerde B;~AR’lerin yogun oldugu gosterilmistir (O’Donnell ve Wanstall,
1985; Edvinsson ve Owman, 1974). Sican ve farelerin damar sisteminde ise, yogun
olarak B;-AR olmasina kargin B,-AR sadece birkag buyik damarda adrenerjik
vazodilatasyona katkida bulunmaktadir (Chruscinski ve ark, 2001).

Endotelyal hiicrelerde bulunan B-AR’ler de vaskiiler tonusiin diizenlenmesine
aracitlik  etmektedirler. Ancak, bu etkinin mekanizma(lar1) tam olarak
anlagilamamgtir. Bunun nedeni farkli damar yataklar1 ve tiirlerde, ilgili olan reseptor
alt tipleri arasinda farklilik olmasiyla agiklanabilir. Sigan aortasinda isoprenalinle
olusturulan vazodilatasyonun endotelyumdan bagimsiz yada kismen/tiimiiyle bagimli

oldugu kanitlanmigtir (Konishi ve Su, 1983; Satake ve ark, 1996; Kamata ve ark,
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1989; Gray ve Marshall, 1992; Delpy ve ark, 1996; Toyoshima ve ark, 1998,
Brawley ve ark, 2000). Ay sekilde kopek koroner arterinde de 3-AR agonistlerinin
sagladigt vazodilatasyonun endotelyuma bagimli (Rubanyi ve Vanhoutte, 1985) ya
da bagimsiz olabilecegi gosterilmigtir (Bea ve ark, 1994; White ve ark, 1986).
Birbiriyle celisen bu sonuglart Guimaraes ve Moura (1999) asagidaki faktorlerle

aciklamaya galigmuglardir:

= §n kasilma olusturmak igin kullanilan ajanlarin farklt olmast (norepinefrin, o-

ve -AR agonist; fenilefrin, selektif o;-adrenoseptor agonisti)

» On kasilma diizeyindeki farklilik B-AR agonistlerinin gevseme yamtlarini

etkilemesi.

= Diiz kas ve endotelyal hiicreler arasinda farkli B-AR alt tiplerinin

ekspresyonunun olmast.

Selektif agonist ve antagonistlerin kullanildigi in vitro ve in vivo ¢alismalarda, klasik
B-AR’lerden farkli olarak vazodilatasyona aracilik eden tigiinci bir B-AR’Un varlig:
gosterilmigtir. Bu ¢aligmalarin birinde pindolol (parsiyel agonist), kopek mezenterik
arteri ve sigan aortasinda propranolol ile bloke olmayan gevsemeye neden olmustur
(Clark ve Bertholet, 1983). Benzer gekilde propranolol varliginda isoprenalin, sigan
karotid arterinde (Oriowo, 1994; MacDonald ve ark, 1999), sigan aortasinda
(Oriowo, 1995; Sooch ve Marshall, 1997), sigan pulmoner damarlarinda (Dumas ve
ark, 1998) ve kopek pulmoner arterinde (Tagaya ve ark, 1999) gevsemeye neden
olmustur. Selektif B3-AR agonistlerinin ¢esitli damarlarda gevseme yapmasi atipik -
AR’lerin B3-AR oldugunu gostermistir (Oriowo, 1994; Sooch ve Marshall, 1997,
Trochu ve ark, 1999). Saglikli kopeklerde B3-AR agonistler, basta deri ve adipoz
dokuda olmak tizere periferal bir vazodilatasyonu indiiklemistir (Shen ve ark, 1994;
Berlan ve ark, 1994).
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Bs-AR’lerin vazodilator etkisine aracilik eden mekanizmalar tirlere ve galigilan
damar yatagina gore farkliliklar gostermektedir. Kopek pulmoner arterinde (Tagaya
ve ark, 1999) ve sigan portal veninde (Viard ve ark, 2000) bu mekanizmanin siklik
AMP ile ilisgkili oldugu saptanmigtir. Buna karsin, sigan torasik aortasinda endotelyal
B3-AR aracili gevsemelerin damar diiz kas hiicresinde siklik GMP’nin artigina ve bir
¢ok potasyum kanalinin (BKc,, Katp, Kv) aktivasyonuna (Rautureau ve ark, 2002)
bagli oldugu gortlmustir.

Yukarida belirtilen genel bilgiler ve literatir bulgularn g6z 6niine alindiginda,
Diabetes mellitus’un diyabetik periferal noropati nedeniyle g¢esitli diz kas
hiicrelerinde fonksiyon bozukluguna yol agtigi goriilmektedir. Diyabet varliginda
gastrointestinal sistemde goriillen komplikasyonlarin patogenezinde, periferal
néropatinin sempatik sinir sistemindeki olumsuz etkilerinin rol oynadig:
dusiniilmektedir. Sempatik sinir sisteminin aktivasyonu B-adrenerjik reseptorler
aracilifiyla sigan gastrik fundusunda gevsemeye neden olmaktadir. Sigan gastrik
fundusunda bu etkiyi saglayan baglica B-adrenoseptor alt tipinin hangisi/hangileri
oldugu konusunda tartigmalar devam etmektedir. Ayrica diyabet varliginda, sigan
gastrik fundusunda bulunan B-adrenoseptor alt tiplerinin ne olgiide degistigi ve
diyabetin yol agtig1 komplikasyonlardan hangi reseptor alt tip(ler)indeki degisikligin
sorumlu oldugu bilinmemektedir. Bu nedenle c¢aligmamizda, sigan gastrik
fundusundaki gevseme yanitlarindan hangi B-adrenoseptor alt tipinin sorumlu oldugu
ve bunun streptozotosin ile diyabet yapilmig siganlarin gastrik fundusunda, ne gekilde

degistiginin aragtirilmasi amaglanmugtur.
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2. GEREC VE YONTEM

2.1.Kullanilan Geregler
2.1.1. Malzemeler

o Isometrik Force Displacement Transducer (May FDT 10, Commat Ltd.,
Ankara, TURKIYE)

e 10 ml rezervuar hacimli (¢ift duvarli) izole organ banyosu diizenegi

e Bilgisayar aracili kayit 6lgiim sistemi ve programu (Data Acquisition system,
MAY TDA 97, Commat Ltd., Ankara, TURKIYE)

e %95 Oksijen, %5 karbondioksit igeren gaz karigim tiip

o Spektrofotometre (Shimadzu, UV-visible-240, JAPONYA)

e Glukoz Analizori (YSI, ABD)

e Gama Counter (Mini Instruments, INGILTERE)

e Insiilin kitleri (DPC, ABD)

e Santrifiyj (Hettich, EBA 12, Tuttlingen, ALMANYA)

e Kaba terazi (Scaltec, SBA 61 Heiligenstadt, ALMANYA)

e Hassas terazi (Scaltec, SBA 31 Heiligenstadt, ALMANYA)

e Subanyosu (MAY, Commat Ltd. Ankara, TURKIYE)

e Cesitli hacimli otomatik pipetler (Genex, FINLANDIYA)

e Vortex

e Kronometre

¢ Pipet uglan

o Lityum-Heparinli tiipler (10 mL Hacimli)

o Spektrofotometre kiivetleri

¢ (Cesitli cam malzemeler

¢ Cerrahi makas ve pensler
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e NanoDrop (NanoDrop Tech., ABD)

e Thermocycler (ThermoHybaid, ABD)

e Dry Bath (Major Science, ABD)

e Elektroforez aleti (SCIE-PLAS, Ingiltere)

¢ Gig kaynag1 (SCIE-PLAS, Ingiltere)

e Mikrodalga firin (Argelik)

o Jel gortintileme sistemi (Kodak EDAS 290, ABD)

2.1.2. Kimyasal maddeler

e Streptozotosin (Sigma Chemical Co, ABD)

e Karbakol (Sigma Chemical Co, ABD)

e Isoprenalin (Sigma Chemical Co, ABD)

¢ Nadolol (Sigma Chemical Co, ABD)

e BRL 37344 (Sigma Chemical Co, ABD)

e SR 59230 A (Sigma Chemical Co, ABD)

e Tiyopental sodyum (Abbott, istanbul, TURKIYE)
e Trigliserid 6lgtim kitleri (Roche-Hitachi, Roche Diagnostics Co, ABD)
e Krebs ¢ozeltisi

e Prazosin (Sigma Chemical Co, ABD)

e Askorbik asit (Sigma Chemical Co, ABD)

e Prednizolon (Fako)

e SV Total RNA izolasyon Sistemi (Promega, ABD)

2.1.3. Deney hayvanlar:

Bu caligmada erkek Sprague Dawley siganlarin bakimlart “Eczacilik Fakiiltesi Deney
Hayvanlar1 Bakim Unitesi’nde (12 saat aydinlik, 12 saat karanlik, 22+1 °C)
yapilmugtir.
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2.2. Kullanilan Yintemler

2.2.1. Deneysel diyabetin olusturulmasi

Aragtirmamizda 200-250 gram agirligindaki 26 adet erkek Sprague Dawley sigan
beden agirliklart eslestirilerek Kontrol (K, n=11) ve Diyabetik (D, n=15) olmak
lizere iki deney grubuna ayrilmigtir. Deneysel diyabet, siganlarin kuyruk veninden
sitrat tamponu (pH=4,5) i¢inde hazirlanmigs STZ (40mg/kg) verilerek yapilmistir.

Kontrol siganlara ise ayni yolla sadece sitrat tamponu uygulanmigtir.

2.2.2. Mide fundus preparatimin hazirlanmasi

Tiyopental sodyum (50 mg/kg, ip.) anestezisi altindaki siganlarin karin bolgesi
acilarak mideleri g¢ikartilmug ve sonrasinda fundus preparatinin hazirlanmasinda
Vane’nin (1957) yontemi kullanilmigtir. Bu yonteme gore, yag ve bag dokusundan
tiimiyle temizlenmis mide fundus diiz kasindan 15-20 mm uzunlugunda ve 3-5 mm
genigliginde mukoza tabakasi uzaklagtinlmig iki adet “longitudinal” serit
hazirlanmugtir. Preparatlar 1 gramlik isometrik gerim altinda 10 mL fizyolojik Krebs
cozeltisi (mM/L: NaCl 118, KCI 4.7, CaCl, 2.5, MgS04.7H,0 1.2, KH,PO4 1.2,
NaHCO;3 25 ve glukoz 11.1, pH=7.4). igeren organ banyolarina yerlestirilmigtir.
Krebs ¢ozeltisi sitirekli olarak 37°C’de tutulmus ve %95 O, ve %5 CO; ile
havalandirilmigtir. Dokular, deneysel protokol baglamadan once 60 dakika
dengelenmeye birakilmig ve bu siire igerisinde banyo ¢ozeltisi 10 dakikalik

araliklarla yenilenmisgtir.

Biitiin deneylerde agonistlerin ekstrantronal uptake’ini, o-adrenerjik reseptor ile
etkilesmesini ve oksidasyonlarini engellemek igin fizyolojik Krebs g¢ozeltisine,

sirastyla, prednizolon (0.1uM), prazosin (0.1uM) ve askorbik asit (30uM) katilmigtir.



37

2.2.3. Deneysel protokol

Aragtirmamizda O6ncelikle sigan mide fundusunda p-adrenerjik reseptor aracilt
gevsemeler aragtirilmigtir. Bu amagla, isoprenalin (selektif olmayan B-AR agonisti)
ve BRL 37344 (selektif P;-AR agonisti) yamitlar1 tek bagmna ya da antagonist
varliginda (nadolol ve/veya SR 59230 A) asagidaki deneysel protokol uygulanarak

incelenmistir.

60 dakikalik dengeleme siiresinin sonunda mide fundus preparatlart karbakol (10
uM) ile kastirtlmistir. Yikanarak bazal gerime inmesi saglanan preparatlarda 15
dakika sonra karbakol kiuimulatif konsantrasyon (0.001-30 pM) yanit egrisi
cikartilmugtir. 15 dakikalik yikama siiresinden sonra dokular, karbakoliin maksimum
yanitin %80-85’ini olugturan submaksimal konsantrasyonu (1pM veya 3 pM) ile
kastirtlmigtir. Bu gekilde on kasilma saglanmig mide fundus seritlerinde isoprenalin
(0.001-30 M) ile kimiilatif konsantrasyon-yanit egrisi elde edilmigtir. Daha sonra
nadololin (B;ve B2-AR antagonisti) artan konsantrasyonlarinin (0.1-100 puM)
varliginda 1 saat arayla ¢ isoprenalin konsantrasyon-yanit egrisi daha
olugturulmustur. Nadolol her bir konsantrasyon-yanit egrisinden 45 dakika once
organ banyosuna eklenmigtir. Literatiirdeki veriler (McLaughlin ve MacDonald,
1991) mide fundusunda isoprenalinin gevseme yanitlarinin zamana bagli olarak saga
kaydigin1 gosterdigi igin, bazi dokularda nadolol olmaksizin 1 saat araliklarla dort

isoprenalin konsantrasyon-yanit egrisi ¢ikarilmig ve kayma oranlart hesaplanmistir.

Ayni dokuda tekrarlanan BRL 37344 konsantrasyon-yanit egrilerinde elde edilen
gevsemelerin desensitizasyon nedeniyle onemli Olgiide azaldigi gosterilmistir
(McLaughlin ve MacDonald, 1991).Bu nedenle, antagonistlerin (nadolol veya SR
59230A) BRL 37344 gevseme yanitlar: lizerine etkisini incelemek igin ayni mide

fundusundan hazirlanan iki preparatin biri kontrol olarak degerlendirilmistir.

Bs-AR aracili gevsemelerin K kanallarinin aktivasyonuyla ilgili olup olmadigini
aragtirmak igin BRL 37344 yamtlann 80 mM KCl ile kastirilmig preparatlarda

incelenmisgtir.
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Arastirmamizin ikinci bolimiinde kontrol ve diyabetik hayvanlarda B-AR aracili
gevseme yanitlarindaki degigiklikler incelenmis ve agagida agiklanan protokol

uygulanmigtir.

60 dakikalik dengeleme siiresinin sonunda mide fundus preparatlari 10° M karbakol
ile kastirilmistir. Yikanarak bazal gerime inmesi saglanan preparatlarda 15 dakika
sonra karbakol kiimiilatif konsantrasyon (0.001-30 uM) yanit egrisi gikartilmigtir. 15
dakikalik yikama siiresinden sonra dokular, karbakoliin maksimum yanitin %80-
85’ini olusturan submaksimal konsantrasyonu (1pM veya 3 pM) ile kastirilmistir. Bu
sekilde 6n kasilma saglanmig mide fundus seritlerinde isoprenalin (0.001-30 uM) ile
kiimiilatif konsantrasyon-yanit egrisi elde edilmistir. Yikama iglemlerinden 15 dakika
sonra aym submaksimal karbakol konsantrasyonu ile ikinci kez 6n kasilma saglanmig
mide fundus seritlerinde BRL 37344 (0.001-100 puM) ile gevseme yanitlar
olusturulmustur.

Isoprenalin ve BRL 37344 gevseme yamitlar1 karbakol ile elde edilen baglangig

gerimin % degeri olarak hesaplanmigtir.

2.2.4. Schild plot

Agonistin etki giicii pD; (-log ECsg ) degeri olarak ifade edilmistir. Agonist kayma
oranlart (AKO) antagonist varlifinda ve yoklugundaki ECsp degerlerinden
hesaplanmigtir. Nadolol varlifinda isoprenalin igin elde edilen kayma oranlar
antagonist olmaksizin zamana bagli olarak tekrarlanan isoprenalin konsantrasyon-

yanit egrilerinde gorillen kayma oranlarina boliinerek duzeltilmistir.

Antagonistin giicii pA; degeri olarak ifade edilmigtir. Bu deger Schild plot
(Arunklakshana ve Schild, 1959) analizi yapilarak hesaplanmustir. Bunun igin
log(agonist kayma oram- 1)’e kargt log (antagonist konsantrasyonu) lineer
regresyonla analiz edilmigtir. Buna gore elde edilen dogrunun x eksenini kestigi

nokta pA, degeri olarak alinmigtir. Dogru egiminin anlamli olarak 1 den farkl
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olmamasi kompetatif tipte bir antagonizmanin gostergesi olarak kabul edilmistir. Bu
durumda pA, deferi, asagidaki esitlik kullanilarak her bir antagonist

konsantrasyonunda elde edilen kayma oranlarindan hesaplanmigtur:

PA;2 = log(agonist kayma orani-1) - log[antagonist]

Bazi deneylerde antagonistin tek bir konsantrasyonu test edilmis ve yukaridaki esitlik

kullanilarak elde edilen pA; degeri, pKp degeri olarak ifade edilmistir.

2.2.5. Biyokimyasal Analizler

Deney giinii siganlar oldiriilmeden ¢nce kuyruklarindan alinan kan ornekleri (500
ul) 6000 g’de 10 dak. santrifiij edilerek plazmalar1 ayrilmistir. Plazma glukoz
diizeyleri Glukoz Analizori’nde, plazma trigliserit diizeyleri ise uygun enzim Kiti
kullanilarak kolorimetrik yontemle UV-visible spektrofotometrede olgilmiistir.

Plazma insiilin diizeyleri radyoimmiioassay ile tayin edilmistir.

2.2.6. Total RNA Ekstraksiyonu:

-80°C de saklanan mide fundus diiz kas dokusu porselen havanda likit nitrojenle toz
edilmigtir. Bundan yaklagik 50-150 mg agirlikta doku tartilarak tizerine 1ml RNA
lizis tamponu konulmus ve vortekslenmistir. Daha sonra bu kanigim cam
ekstraktorlere konarak homojenize edilmig ve butin bu islemler sirasinda RNaz
kontaminasyonunu engellemek igin steril malzeme kullanilmistir. Homojenatlarin 1.5
ml lik tiplere alinmasindan sonra 175 pl alinip Gzerine 350 pl RNA diliisyon
tamponu eklenmis ve kanstirilip 70°C de 3dk 1sitilmustir. Sonra buzda sogutulup 14
000 g de 10 dk santrifiyj edilmistir. Supernatant kismi alinarak tizerine 200 pl %95
lik etanol eklenerek karigtirilip spin sepeti ve toplama tiiptinden olusan 6zel spin
kolonlarina aktarilmig ve 14 000 g de 1 dk santrifiij edilmistir. Altta toplanan sivi
atilip spin sepetine 600 ul RNA yikama soliisyonu konulmug ve 14 000 g de 1 dk
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santrifiij edilmigtir. Altta biriken siv1 tekrar atilip spin sepetine 40 ul sar1 renkli
tampon ¢ozelti, 5 ul MnCl, ve 5 pl DNaz enziminden olusan 50 pl karisim konulup
15 dk 20-25°C de bekletilmistir. Bu siire sonunda spin sepetine 200 ul DNaz
durdurma soliisyonu konularak 14 000 g de 1 dk santrifiij edilmistir. Toplama tiipi
yine bosaltilarak 600 ul RNA yikama soliisyonu konulup 14 000 g de 1 dk santrifiyj
edilmigtir. Alt stvi tekrar bosaltilip bu kez 250 ul RNA yikama soliisyonu konularak
14 000 g de bu sefer 2 dk santrifiij edilmistir. Bu islem sonunda toplama tlipti atilip
spin sepeti temiz ve steril bir tipe yerlestirilmis ve sepet Gzerine 100 pul nikleaz
icermeyen su konulmugtur. 14 000 g de 1 dk santriflij edilmis ve spin sepetleri
atilarak tiipler kapatilmigtir. Boylece total RNA elde edilmistir. Bu total RNA dan 5
ul alimp tzerine 95 pul niikleaz igermeyen su konularak karistirilmis ve Nanodrop
cihaziyla 260 ve 280 nm dalga boylarinda verdigi absorbans, OD (260/280 degeri)
ve numunenin igerdigi protein miktar okunmugtur. Buna goére OD degerleri 1.7-2.2

arasindaki numuneler RT-PCR reaksiyonuna sokulmustur.

2.2.7. RT-PCR

RT-PCR’ 1n (reverse transcriptasepolymerase chain reaction) ilk adiminda total RNA
lardan oligo dT primer1 kullamlarak mRNA’ lar elde edilmistir. Daha sonra bu
mRNA’ lardan “revers transkriptaz” enzimiyle cDNA iplikg¢ikleri yapilmistir.

1 ug total RNA'ya karsilik gelen ul RNA ornegine niikleaz icermeyen su eklenerek
toplam 4 pl'ye tamamlanmustir. Uzerine 1 pl oligo dT'nin primer eklenmis ve PCR-
makinesinde 70°C’ de 5dk. tutulmustur. Daha sonra ornekler iizerine sirasiyla

agagidakiler eklenmisgtir:



Su

5X Tampon
MgCl; (25 mM)
dNTP

RNazin

RT(Reverse transkriptase)

Final hacmi 20pl

uygulanmustr:
25°C 5 dk
42 °C 60 dk
70 °C 15 dk
4°C 5 dk
2.2.8. PCR

6,1 ul
4,0 ul
2,4 ul
1,0 pl
0,5ul
1,0 ul
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olan orneklere PCR makinesinde agagidaki program

RT-PCR ile elde edilen cDNA iplikgikleri Taq DNA polymeraz enzimi varliginda
cogaltilmigtir. B-aktin, B;-AR, B,-AR ve P3-AR olmak tzere dort farkli primerla

caligtlmugtrr,

cDNA

10X Tampon

MgCl; (25 mM)
dNTP

Taq

Primer (10 pmol/ml)
Primer (10 pmol/ml)
Distile su

Toplam Hacim

5,0 ul
50u
2,4 ul
1,0 ul
0,2 ul
2,0 ul
2,0 ul
(-)*ml
50 ml
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* Her deney igin MgCl, , cDNA, ve primer miktarlar1 degigebilecegi igin su miktar

toplam hacim olan 50 ul den gikarilarak her deney i¢in 6zel olarak hesaplanacaktir.

PCR karigimlar1 daha sonra agagidaki programlara gére PCR makinesine konmustur.

94 °C 3 dk Denaturasyon
50-60 °C 1dk Tutunma*

72 °C 2 dk Uzama

1 Déngi

* herbir primer i¢in farklidir

94 °C 3 dk

50-60 °C 1 dk

72 °C 2 dk

35 dongti

72 °C 10 dk

4°C 5 dk

Primer Adi MgCly(25mM) Tutunma Uriin
Derecesi("C) Biiyiikliigii(BP)

B-aktin 2,4 58 387

Bi-AR 2,4 58 327

B2-AR 2,4 60 560

Bs-AR 2,8 58 444

Sekil 2.1. Reaksiyonda kullanilan primerlarm MgCl, konsantrasyonlari, tutunma dereceleri
ve triin bityiiklitkleri
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2.2.9, Jel Elektroforezi

1. Agaroz jel kasetine tarak yerlestirilmigtir.

2. %1.5” lik jel hazirlamak igin, bir erlene 1.35 g agaroz tartilarak 90 ml

10XTBE elektroforez tamponu eklenmis ve mikrodalga firinda ¢oziilmistir.

3. Yaklagik 40-45 °C’ a sogutularak final konsantrasyonu 0.3 pg/ml olacak
sekilde 10 mg/ml’ lik etidyum bromiirden 2,7 pl eklenmisgtir.

4. Jel kasete dokiilerek 30-60 dakika siire ile donmasi beklenmis ve sonra
taraklar ¢ikarillarak iginde 10X TBE bulunan elektroforez tankina

yerlestirilmigtir.

5. Numuneden 50 ul alinip tizerine 10 ul 6X blue orange dye konulup jel
lizerindeki yuvalara uygulanmistir. Jele ayrica 1Kb’lik DNA ladder
uygulanmustir.

6. 1 saat boyunca elektroforez yapilmistir. Bu siire sonunda jelin UV 15181
altinda fotografi gekilerek Kodak 1D 3,5 programu ile analizleri yapilmig ve

soz konusu reseptorlerin mRNA diizeylerindeki degisimler belirlenmistir.

2.2.10. Istatistiksel Analiz

Sonuglar, belli sayida (n) deney sonucundan elde edilen ortalama+standart hata
olarak gosterilmigtir. Schild plot grafiginde olusan dogrunun egimi igin egim+ %95
giiven aralifi olarak verilmigtir. Sonuglarin istatistiksel analizi i¢in Student’s paired
ya da unpaired t testi uygulanmustir. Istatistiksel anlamlilik P<0.05 diizeyinde

degerlendirilmigtir.
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3. BULGULAR

3.1. Izole sican mide fundus seritlerinde isoprenalin ile elde edilen gevseme

yanitlar:

Karbakol ile kastirilmig izole mide fundus seritlerinde isoprenalin konsantrasyon

(0,001-30 pM) bagimli gevsemeler olugturmustur (pD, 7.48+0,08, n=14).

B1/B2-AR antagonisti nadolol (0,1; 1; 10; 100 uM), isoprenalin konsantrasyon-yanit
egrisini safa kaydirmigtir (Sekil 3.1a). Tek bagina tekrarlanan isoprenalin
konsantrasyon-yanit egrisinde (Sekil 3.1b) zamana bagli olarak olusan doku
duyarligindaki azalma sonucu gerceklesen kayma oranlart goz oniine alindiktan
sonra yapilan Schild plot analizi, dogru egiminin anlamli olarak 1’den kiigiik
oldugunu gostermistir (egim, 0,46+0,14, %95 giiven araligt n=42) (Sekil 3.1c). Bu
sonug nadolol ile elde edilen inhibisyonun kompetatif tipte bir antagonizma
olmadigini ve agonistin birden fazla reseptor tipi Gzerinden etki yapabilecegini
gostermektedir. Buna gore her bir nadolol konsantrasyonunda elde edilen pKg

degerleri gizelge 3.1°de goriilmektedir.

Cizelge 3.1. Isoprenalin konsantrasyon-yanit egrisinde
nadolol igin hesaplanan pKp degerleri.

Konsantrasyon (uM) pKs
0.1 7.22+0.09 (8)
1.0 6.29+0.09 (14)
10.0 5.92+0.14 (14)

100.0 5.52+0.16 (6)
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Sekil 3.1. Sigan izole mide fundusunda isoprenalin konsantrasyon yanit egrisi iizerinde; (a)
nadololiin etkisi. (®), kontrol (n=14); (4), 0,1 uM nadolol (n=8); (¥), 1 uM nadolol (n=14);
(#), 10 uM nadolol (n=14); (®), 100 uM nadolol (n=6). (b) Isoprenalin yanitlarnin zamana
bagli degisimi (W), birinci (n=6), (4), ikinci (n=6), (V), iigiincii (n=6) ve (#), dordiinci
(0=6), (c) a grafigindeki veriler kullanilarak gizilen Schild grafigi.
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3.2. izole sican mide fundus seritlerinde BRL 37344 ile elde edilen gevseme

yamtlar:

BRL 37344 (0,01-30 uM), selektif B3-AR agonist, mide fundus preparatinda
karbakol ile saglanmig toniisii konsantrasyon bagimli olarak bifazik olarak
gevsetmistir. Isoprenalin ile elde edilen yanitlarla kargilastirildiginda BRL 37344
baslangi¢ konsantrasyonlarinda yavag ve yatik, yitksek konsantrasyonlarda ise hizli
ve keskin bir gevgeme profili olugturmustur (Sekil 3.2a ve 3.2b). Bu nedenle BRL
37344 konsantrasyon-yanit egrisi iki pargaya boliinerek incelenmistir (faz 1: 0,01-1
uM; faz 2:1-100uM). Ote yandan nadolol (1 uM) BRL 37344 gevseme yamtlarinin

birinci ve ikinci fazlari {izerinde anlamli bir degisiklik yapmamuigtir (Cizelge 3.2).

Cizelge 3.2. Sican mide fundusunda nadolol (1 uM) varhiginda ve yoklugunda BRL
37344’in gevseme grafiginin her iki pargasi ve tamami i¢in bulunan pD, degerleri

1. faz 2. faz Total
Kontrol (n=5) 7,13+£0,19 4,87+0,14 5,46+0,30
Nadolol (n=5) 7,30+0,11 4,86+0,11 5,46+0,31

3.3. Isoprenalin ve BRL 37344 yamtlar1 iizerinde SR 59230A’nin etkisi

Nadolol (1 uM) varliginda SR 59230A (selektif f3-AR antagonisti) konsantrasyona
(0,1, 0,3; 1 pM) bagli olarak isoprenalin yamitlarim antagonize etmigtir
(pA2=6,6340,09, n=8) (Sekil 3.3a). Schild dogrusunun egimi (1,07 + 0,62 , %95
giiven araligi, n=8) istatistiksel olarak 1’den farkli olmadig: igin bu antagonizmanin

kompetatif nitelikte oldugu kabul edilmigtir ($ekil 3.3b).

SR 59230A (1 uM) BRL 37344 gevseme yantinin ilk fazini tamamen bloke etmistir
ancak ikinci fazi tzerinde bir inhibisyon olusturmamigstir (antagonist yoklugunda;

pD2: 4,83+0,16; SR 59230A varliginda 4,69+0,13) (Sekil 3.3c).
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) a

Sekil 3.2. Sigan mide fundusunda (a) isoprenalin ve (b) BRL 37344 konsantrasyon-yanit
egrilerinin traseleri. Traselerde belirtilen konsantrasyonlar uM cinsinden verilmistir.
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Sekil 3.3. Sigan izole mide fundusunda isoprenalin konsantrasyon yanit egrisi iizerinde; (a) 1
uM nadolol varliginda SR 59230A’mn etkisi. (=), kontrol (n=3); (4), 0,1 uM SR 59230A
(n=3); (¥), 0,3 uM SR 59230A (n=3); (#), 1 uM SR 59230A (n=3), (b) (a) grafigindeki
veriler kullamlarak ¢izilen Schild grafigi, (c) 1 pM nadolol varligmnda BRL 37344
konsantrasyon yanit egrisi iizerine 1 pM SR 59230A’min etkisi. (™), kontrol (n=4), (4A), SR
59230A varliginda (n=4).
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3.4. K(Cl ile 6n kasilma olusturulmus mide fundus preparatlarinda BRL 37344

gevseme yanitlan

K" kanallarinin aktivasyonun Bs;-AR aracili gevsemelere aracilik edip etmedigini
tayin etmek igin yﬁksék konsantrasyonda (80 mM) KCI’Gn inhibitor etkisi
incelenmigtir. Submaksimal karbakol ile onkasilma yapilmis dokularda BRL
37344’iin maksimum gevseme yamti (%95,5+1,5) ile karsilagtirildiginda, 80mM KCI
ile kastirilmig mide fundus preparatlarinda bu yanitin belirgin sekilde inhibe oldugu
(%6,2+1,2) saptanmustir. Bu bulgu Bs-AR aracili gevsemelerde K™ kanallarinin
onemli bir rolii oldugunu gostermektedir (Sekil 3.4).

100+

% Gevseme
3
[

log[BRL 37344] (M)

Sekil 3.4. Yiiksek konsantrasyonda KCI’iin BRL 37344 konsantrasyon-yanit egrisi {izerine
olan etkisi. (A), 6n kastirict olan karbakoliin kullanildigi BRL 37344 konsantrasyon-yanit
egrisi; (W), 6n kastirict olarak (80 mM) KCIl’iin kullamldigi BRL 37344 konsantrasyon-yanit
egrist. ¥P<0,05 Kontrol gruba gore anlaml: farkhilik.
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3.5. Kontrol ve diyabetik sicanlarin genel dzellikleri

Cizelge 3.3 de goruldiigi gibi 20 haftalik bakim siiresi sonunda beklendigi gibi
diyabetik siganlarin beden agirliklari kontrollere gore anlamli olarak distk
bulunmugtur. Buna ek olarak, diyabetik siganlarda belirgin sekilde hiperglisemi,
hipoinsiilinemi ve hipertrigliseridemi gelistigi saptanmistir. Ote yandan, mide fundus
seritlerinin uzunlugu ve agirliginda kontrol ve diyabetik gruplar arasinda istatistiksel

olarak anlamli bir farklilik olugmamaigtir.

Cizelge 3.3. Kontrol ve diyabetik siganlarin beden agirliklari, biyokimyasal degerleri ve
fundus seritlerinin 6zellikleri

Kontrol (n=11) Diyabetik (n=15)

Beden agirlig: (g) 470,3+10,8 250,4+17,3 "
Plazma glukoz (mg/dL) 128,9+3.1 547,9+26,0 "
Plazma Insulin (uIU/ml) 16,3+1,1 3,6+0,6
Plazma Trigliserit (mg/dL) 99 882 132,1£74°
Fundus Seritlerinin Agirlig1 (mg) 59,9446 52,743 4
Fundus Seritlerinin Uzunlugu (mm) 22.1+0,9 20,5+0,7

*, P<0,05 Kontrol gruba gore anlamli farklilik.

3.6. Deneysel diyabetin mide fundusdaki kasilma ve gevseme yanitlan iizerine

etkisi

Kontrol ve diyabetik siganlarin mide fundus seritlerindeki karbakol konsantrasyon-
yanit egrisi Sekil 3.5a’da goriilmektedir. Kontrol siganlar ile kargilagtirildiginda
diyabetik siganlarin mide fundus seritlerinde karbakolle olugan maksimum kasilma
yamt1 daha disik olmasina kargin, bu farklilik istatistiksel olarak anlamli
bulunmamugtir ( Kontrol 16,1+0,8 gram, n=11; Diyabetik 13,8+£0,8 gram, n=15,
p>0,05) Ote yandan, kontrol ve diyabetik siganlarda karbakolin pD, degerleri
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farklilik gostermemigtir (Kontrol 6,51+0,07, n=11; Diyabetik 6,65+0,08, n=15,
p>0,05).

Submaksimal karbakol konsantrasyonlar1 (1uM veya 3 uM) ile aymt dizeyde
(kontrol 11,0+0,5 n=11; diyabetik 10,9+£0,5 n=15, p>0,05) 6n kasilma saglanmig
mide fundus preparatlarinda isoprenalin gevseme yanitlari1  kontrollerle
kargilastirtldiginda diyabetiklerde anlamli olarak azalmigtir (maksimum gevseme %o:
kontrol %95,9+1,1 ; diyabetik % 64,9+4,8 ; P<0,05). (Sekil 3.5.b). Buna ek olarak,
isoprenalin’in pD, degerleri diyabetik grupta (6,734:0,07) kontrol gruba (7,08+0,09)

gore anlamli olarak digiik bulunmusgtur.

Kontrol dokularla karsilastirildiginda diyabetiklerde BRL 37344 daha az gevseme
yapmistir (Sekil 3.5.c). Maksimum gevseme yaniti ve etki giicii agisindan
kargilastirildiginda gruplar arasinda istatistiksel farklilik oldugu gortlmiistiir (Cizelge
3.4).

Cizelge 3.4. Kontrol (n=11) ve diyabetik (n=15) grupta BRL 37344 ile elde edilen gevseme
yanitinin birinci ve ikinci fazlan ile tamami igin hesaplanan pD, degerleri ve maksimum
gevseme yanitlar.

1. faz 2. faz Total
Enaks (%) pD2 Enaxs (%) pD2 Enmacs (%) PDz

Kontrol 35,3+4,3  7,59+0,10 60.2+4,2 4,99+0,06  955+1,5  5.18+0,12
Diyabetik  19,6+£3,7*  7,29+0,16  46,7+7,4* 4,08+0,19% 66,3+82* 4,45+0,29*

*P<0,05 Kontrol gruba gore anlamli farklilik.
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Sekil 3.5, Karbakol (a), isoprenalin (b) ve BRL 37344 (c) konsantrasyon yamt egrileri. (=),
kontrol (n=11); (m), diyabetik (n=15). *P< 0,05 kontrol gruba gére anlamli farklilik.
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3.7. B-AR mRNA ekspresyonlarmm degerlendirilmesi

Kontrol ve diyabetik sigan mide fundusundaki Bi-, B2~ Bs-AR ve B-Aktin mRNA
ekspresyonlar1 RT-PCR tekmnigi kullanilarak olgiilmustir. Caliymamizda farkl
reaksiyon sartlart (tutunma derecesi 54-62°C ve MgCl, konsantrasyonu (25
mmol/I’lik stoktan) 2.2-3ul) uygulanmasina kargin, sigan mide fundusunda PB;-AR
mRNA ekspresyonu olusmamugtir. Belirli gartlarda .- ve f3-AR mRNA sinyallerinin
saptanmig oldugu dokularda, PB,-AR mRNA ekspresyonunun kontrollerle
karsilagtirildiginda diyabetiklerde degismedigi (Sekil 3.6A), ancak B3-AR mRNA
diizeylerinin kontrollere gére % 27,4+7,05 oranunda anlamli olarak azaldigi (Sekil
3.6B) saptanmustir (P<0,05). Ote yandan internal kontrol olarak kullanilan B-aktin
mRNA diizeylerinde gruplar arasinda bir farklilik olugmamustir (Sekil 3.6C).



54

Kontrol

B2-AR mRNA

knn'trol

Kontrol Diyabet

440 bp

B3-AR mRNA
(kontrollere gore % degisim)
g

kontrol diyabet

Diyabet

: e 5 e o i Rt

Sekil 3.6. Diyabetik ve kontrol grupta PCR reaksiyonu sonucu elde edilen (A) f,AR ve (B)
BsAR ait sinyallerin (C) p-aktin degerlerine oranlanmasiyla elde edilen band fotograflar ve
bunlara ait bar grafikleri. (*P< 0,05 kontrol gruba gore anlamli farklilik)



55

4. TARTISMA

Bu ¢alismada sigan mide fundus dokusunda B-AR aracili gevsemelerde B3 alt tipinin

katkisi ve kronik diyabetin bu yanitlar tizerine etkisi aragtirilmugtir.

Cesitli endojen ve ekzojen P agonistlerin deney hayvanlarindan izole edilen
gastrointestinal diiz kaslarda (fundus, duodenum, ileum, kolon gibi) gevseme yaptigi
bilinmektedir (Horinouchi ve Koike, 1999a; 1999b; 2002; Van der Vliet ve ark,
1990). Bu gevsemelere bilyiik oranda aracilik eden B-AR alt tipinin, klasik B; ve B,
den farkl: olarak atipik p adrenoseptorler oldugu saptanmustir. Benzer sekilde, sigan
yag dokusunda da lipolizisi ve termogenezisi uyaran atipik f-AR’lerin bulundugu
anlasilmigtir. Elde edilen bulgular dogrultusunda gastrointestinal diiz kas
gevsemelerine ve lipolizis’e ayni tip atipitik reseptorlerin aracilik ettigi ve bunun Bs-

AR’ler oldugu ileri surilmistiir (Arch and Kaumann, 1993).

Bir farmakolojik yanitin B3-AR’ler araciligtyla olustugunun kabul edilebilmesi igin
agsagidaki dort kriterin kargilanmas: gerektigi distintilmektedir (Kaumann ve
Molenaar, 1996):
1. Yiksek afiniteli bir p; ve B2-AR antagonisti varliginda isoprenalin etkisi
gorilebilmelidir.
2. Selektif B; reseptor agonisti ile uyarilabilmelidir.
Selektif B3 reseptor antagonisti ile bloke edilebilmelidir.

4. Konvensiyonel olmayan bir parsiyel agonistle uyarilabilmelidir.

Aragtirmamizda 6ncelikle sigan mide fundusunda isoprenalin’in (selektif olmayan B-
AR agonist) gevseme yamtlar1 incelenmistir. Isoprenalin i¢in hesaplanan pD, degeri
(7,5), aym dokuda daha 6nce elde edilmis verilere uymaktadir (6,2-7,7; McLaughlin
ve MacDonald, 1991; Cohen ve ark., 1995). Isoprenalinle olusan gevseme, selektif

B1/B, reseptor antagonisti nadolol varliginda bloke olmustur. Bu sonug, sigan mide
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fundusunda isoprenalin yamtlarina klasik B; ve P2-AR’lerin aracilik ettigini
gosterebilir. Ancak, Schild egiminin anlamli olarak 1’den kiigiik olmasi nadolol ile
olusan antagonizmanin kompetatif nitelikte olmadigini ve isoprenalinin birden fazla

reseptor tipi lizerinden etki yapabilecegini diigindiirmektedir.

Bu disiinceyi destekler sekilde, isoprenalin konsantrasyon-yanit egrisinde 1pM
nadolol varligindaki kayma orami (3,14) ve pKg (6,29) degerleri sirasiyla atria
stimulasyonu ve trakea gevsemesine aracilik eden P; ve P,-AR’lerin propranolol
(klasik B adrenoseptor blokorii) ile bloke edilmesi igin hesaplanan pKg degerlerinden
(B: igin 8,2-8,8; B, icin 8,3-8,6) gok daha diisiik bulunmustur. Buna gére sigan mide
fundusunda sadece klasik B; ve P2-AR’ler bulunmug olsaydi, nadolol ile elde
ettigimiz kayma oranlarinin yaklagik 300-1000 diizeyinde olmasi gerekirdi.
Bulgularimiz McLaughlin ve MacDonald (1991) da sigcan mide fundusunda
propranolol (1pM) igin hesaplanan pKg degeri (6,3) ile tamamen ortiismektedir.
Buna ek olarak, propranolol igin digiikk pKg degerleri atipik BAR aracilt lipolizis ve
gevseme yanitlarimin sirasiyla sigan adipositlerinde (6,6; Wilson ve ark, 1984) ve
sigan kolonunda (6,57; McLaughlin ve MacDonald, 1990) inhibe oldugu
calismalarda da bulunmustur. Bu sonuglara gore sigan mide fundusunda isoprenalin
ile elde edilen gevsemelere klasik B-AR’ler (B; ve P) yaninda atipik B-AR’lerin de

aracilik ettigini olas1 gozitkmektedir.

Caligmamizda bu olasiligi aydinlatmak igin isoprenalin gevseme yanitlar1 SR
59230A (selektif B3 reseptor antagonisti) varliginda incelenmigtir. 1pM nadolol ile
B1/B2-AR’lerin bloke edildigi sartlarda SR 59230A, isoprenalin konsantrasyon yanit
egrisini maksimum yamtta bir degisiklik yapmaksizin saga kaydumustir. Elde
ettigimiz pA, degeri (6,62), gesitli tiirlerin gastrointestinal diiz kaslarinda isoprenalin
yanitlarint bloke eden selektif B3 reseptor antagonistlerinin pA, degerlerinden (sigan
fundusu 7,44; McLaughlin ve MacDonald 1991; kobay fundusu 7,35; Horinouchi ve
ark 2001; sigan kolonu 7,12; McLaughlin ve MacDonald 1990; kobay ileumu 7,63;
Blue ve ark 1989) daha diigiik bulunmugtur. Bununla birlikte, nadolol varliginda SR
59230A ile olusan Schild grafigi egiminin (1,07+0,25 p>0,05) istatistiksel olarak

1’den farklt olmamasi tek bir kompetatif antagonizmanin oldugunu gostermektedir.
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Bu sonuglar sigan mide fundusunda B;-AR’lerin de bulundugunu ve bu reseptorlerin

isoprenalin ile elde edilen gevsemelere aracilik ettigini ortaya koymustur.

Yukaridaki bulguyu destekler sekilde selektif P3-AR agonisti, BRL 37344, si¢an
mide fundusunda konsantrasyona bagimli gevsemeler olusturmustur. BRL 37344 ile
elde edilen bifazik gevsemeler izole sigan ileum dokusunda Growcott ve ark (1993)
ve Roberts ve ark (1999) tarafindan da gozlemlenmistir. Buna kargin, oteki bazi
¢aligmalarda (McLaughlin ve MacDonald 1990; 1991 ;Horinouchi ve ark 2001)
selektif B3-AR agonistleri (BRL 37344, CL 316243) ile monofazik gevseme yamtlari
elde edilmigtirr BRL 37344 konsantrasyon-yamt egrisinin ilk pargas: igin
hesapladigimiz pD, degeri (7,13) sigan ileum dokusunda ayn: sekilde bifazik yanitlar
gozlemleyen Roberts ve ark’nin (1999) bulgular1 (7,31) ile tutarlidir. Buna ek olarak,
BRL 37344 igin benzer pD; degerleri sigan distal kolon (pD,=7,33; McLaughlin ve
MacDonald, 1990), tavsan jejunum (pD;=7,41; MacDonald ve Watt, 1999), kobay
mide fundus (pD,=7,38; Horinouchi ve ark, 2002) dokularinda da monofazik
yamitlardan elde edilmistir. Ote yandan, nadolol (1 pM) BRL 37344 konsantrasyon
yanit egrisinin iki pargasi lizerinde de herhangi bir antagonizma yapmamasina kargin,
nadolol varliginda SR 59230A (1 uM) gevsemelerin ilk bolimiini tamamen ortadan
kaldirmug ancak ikinci boliimii izerinde bir inhibisyon olusturmamigtir. Bu sonuglar
BRL 37344’un dusik konsantrasyonlarda [3-AR’ler Uzerinden, yiksek
konsantrasyonlarda ise mevcut bulgularla agiklanamayan farkli bir mekanizmayla

gevseme yaptigini gostermektedir.

Buraya kadar elde ettigimiz sonugclar klasik p; ve B,-AR’lerden farkl: olarak sican
mide fundusunda gevsemeye aracilik eden B3-AR alt tipinin de bulundugunu ortaya
koymaktadir. Buna ek olarak, B3;-AR diginda BRL 37344 ile uyarilabilen farkli bir

atipik B-AR varliginin da gozardi edilmemesi gerekmektedir.

Yakin zamanda Horinouchi ve Koike (2002)’nin sonuglart kobay mide fundus ve
duodenum dokularinda f3-AR’lerin uyarilmasi sonucu olusan gevsemenin
mekanizmasinda siklik AMP den bagimsiz bir yolagin (klasik i ve B-AR’lerden

farkli olarak) oncelikli olarak rol oynadigini ortaya ¢ikarmustir. Benzer gekilde,
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damar diiz kasinda yapilan ¢aligmalarda da G; proteiniyle kenetli olmasina karsin
prostasiklin reseptorlerinin uyarilmasiyla saglanan gevsemelerin siklik AMP den
bagimsiz bir mekanizmayla olustugu saptanmigtir (Turcato ve Clapp, 1999; Yamaki
ve ark, 2001). S6z konusu arastirmalarda beraprost’un BKc, kanallarini aktive ederek
gevseme yaptigi ve bu yamtin yiksek KCl ile 6nemli dlgude azaldig saptanmigtir
(Yamaki ve ark 2001). Bu bulgudan hareketle Horinouchi ve ark (2003) kobay
fundus ve duodenum preparatlarinda P3-AR aracili gevsemelerde BKc, kanallarinin
rolinii incelemiglerdir. Arastiricilar 80mM KCl ile kastirilmig dokularda ps-AR
agonist (BRL 37344 ve CGP12177A) aracili gevsemelerin dnlemli olgiide inhibe
oldugunu saptamiglardir. Bununla birlikte aymi aragtirmada, damar diz kasmndan
farkli olarak, gastrointestinal diiz kaslarda B3;-AR’lerin uyarilmasi sonucu olusan
gevsemelerde BKc, tipi potasyum kanallarinin yerine 4-aminopiridinle inhibe olan
K, tipi potasyum kanallarimin 6nemli oldugu gosterilmistir. Arastirmamizda da
80mM KCl ile kastirilmis dokularda BRL 37344 ile saglanan gevsemenin buytk
olgiide inhibe olmasi, sigan mide fundusunda da Bs-AR aracili gevsemelerin alt tipi
aydinlatilmamig olmakla birlikte potasyum kanallarinin aktivasyonuyla iligkili

oldugunu ortaya koymaktadir.

“Diabetes Mellitus” organizmada gesitli komplikasyonlara yol agan metabolik bir
hastaliktir.  Diyabetiklerde  noropati, nefropati, retinopati,  vasktilopati,
kardiyomiyopati yaminda diyabetik gastropati de siklikla goriilmektedir. Gastropati,
diyabetik hastalarin midelerinde goriilen ¢esitli patofizyolojik noéromiiskiiler
bozukluklar1 (fundus gevsemesindeki azalma, antral genigleme, antral motilitede
azalma, gastrik ritim bozukluklari antroduodenal uyumun bozulmast ve
gastroparezis) kapsamaktadir. Bu bozukluklarin en son noktas: gastroparezis olarak
adlandirilan geciken gastrik bosalma ve artmus gastrik hacim ile iligkili gastrik
atonidir. Bunun sonucu ortaya gikan klinik belirtiler ise bulanti, kusma, karin agrist,
erken doygunluk hissi, sigkinlik seklinde siralanabilir. Diyabetik gastroparesis’in
olusumunda rol oynayan mekanizmalar arasinda otonomik noéropati, enterik noropati

ve akut hiperglisemi sayilabilir (Koch, 1999).
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Diyabetik gastroparezis’de gozlemlenen dispepsi benzeri semptomlarin (6zafagusda
yanma, erken doygunluk hissi, hazimsizlik, sislik, bulanti, kusma) mide fundus
toniisiindeki bozukluklardan kaynaklanabilecegi one siirilmektedir (Koch, 1999;
Read, 1999; Samsom ve ark, 1998). Gergekten kontrol bireylerle karsilastirildiginda
diyabetiklerde balonla olugturulan gerime karst normal bir fundus gevsemesi
olugmadig1 gozlemlenmistir (Undeland ve ark, 1997). Buna ek olarak, diyabetiklerde
kat1 yiyeceklerin mide fundusunda normalden uzun siire kalarak antrumun geg
dolmasina ve buna bagli olarak gastroparezis’e yol agtigi saptanmistir (Urbain ve
ark, 1993). Benzer sekilde bazi diyabetiklerde de sivilarin mideden bosalma hizinin
yavaslamig oldugu gozlemlenmistir (Horowitz ve ark, 1986; Urbain ve ark, 1990).
Buna karsin, baz1 diyabetiklerde alman sivinin ilk 15 dakika iginde mideden atildig:
ve bunun da fundus gevsemesindeki azalmadan kaynaklanabilecegi ileri stirGlmugtiir
(Keshvarian ve ark, 1987; Troncon ve ark, 1998).

Diyabetiklerdeki en onemli klinik komplikasyon motor, duyusal ve otonom sinir
sistemini etkileyen periferal noropatidir (Nathan, 1993). STZ-diyabetik siganlarin
gastrointestinal sistemindeki adrenerjik, peptiderjik, purinerjik, kolinerjik ve
seratornerjik iletimde fonksiyonel, morfolojik ve nérokimyasal degisiklikler oldugu
saptanmugtir (Belai ve ark, 1987; 1988; D’Amato ve Curro, 1990; Lincoln ve ark,
1984; Nowak ve ark, 1986). Buna bagli olarak norotransmitter saliminda ve diiz kas
yanitlarinda bozukluklar olugmaktadir. Bu baglamda STZ-diyabetik siganlarin mide
fundus diiz kasinda elektrik stimulasyonuyla saglanan gevseme yamtlarindaki
azalmamin NANC sinir uglarindan inhibitér nitelikteki NO ve VIP salimindaki
azalmadan kaynaklandigi saptanmugtir (Jenkinson ve Reid, 1995; 2000; Gibson ve
ark, 2003). Bu nedenle sigan gastrik fundusunun longitudinal geritlerinde gosterilen
NANC gevsemelerdeki bozukluklar geciken gastrik bosalmada 6nemli olabilir.

Sempatik sinir sisteminin aktivasyonu gastrointestinal kanalda motilitenin
duzenlenmesi, sivi sekresyonu/absorbsiyonu ve vaskiiler toniiste rol oynamaktadir
(Meintyre ve Thompson, 1992; De Ponti ve ark, 1996). B-AR’lerin aktivasyonu
motiliteyi azaltmakta ve gastrointestinal diiz kaslarda gevsemeye aracilik etmektedir.

Bu nedenle otonomik néropatiye bagli olarak sempatik sinir uglarindan katekolamin
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(noradrenalin) salimindaki bozukluk ve/veya B-AR aracili gevseme yanitlarindaki
degisiklik diyabette ortaya ¢ikan gastrointestinal bozukluklarin patogenezine katkida
bulunabilir. Bu nedenle arastirmamizda da diyabetik sigan mide fundusunda B-AR

aracili gevseme yanitlar incelenmigtir.

Bulgularimiz diyabetik sigan fundusunda isoprenalinle elde edilen gevseme
yanitlarinin azaldigiin gosterildigi onceki aragtirmalari (Sakai ve ark, 1991; Kamata
ve ark, 1988a) desteklemektedir. Buna ek olarak, sigan mide fundusunda selektif 33-
AR agonisti BRL 37344’iin neden oldugu gevsemelerin de diyabette azaldig: ilk kez
calismamizda gosterilmistir. Ote yandan, duodenum (Altan ve ark, 1987 ;
Yildizoglu-Ar1 ve ark, 1988 ; Oztirk ve ark, 1990 ; Oztiirk ve ark, 1992a ; Oztiirk ve
ark, 1992b ; Oztiirk ve ark, 1993 ; Oztiirk ve ark, 1994a; Oztiirk ve ark, 1994b) |
jejenum (Mathison ve Davison, 1988; Oztiirk ve ark, 1990), ileum (Oztiirk ve ark,
1990) gibi gastrointestinal sistemin farkli segmentlerinde de B-AR aracili gevseme
yamitlarin  azaldigi  saptanmustir. S0z  konusu ¢aligmalarda elde edilen
farmakodinamik analiz sonuglar1 (potens ve/veya maksimum yanit) diyabetik
siganlarin gastrointestinal sistem diiz kaslarinda azalmig olan p-adrenerjik yanitlarin,
bu dokularda B-AR sayisinin azalmasindan kaynaklanabilecegini diistindiirmektedir.
Bu disiinceyi destekler bir sekilde aragtirmamizdaki RT-PCR sonuglart B3-AR
mRNA ekspresyonunun diyabetiklerde kontrollere gore belirgin sekilde diisik
oldugunu géstermistir. Benzer gekilde Sakai ve ark. (1991) da sigan mide fundusunda
["*’IJICYP’iin B-AR’ere baglanma orammnin diyabetiklerde kontrollere gore yaklagik
olarak % 50 azaldigin1 bulmuglardir. Ek olarak B-AR yaniti ve sayisinin azaldigi
diyabetik sigcan kalp dokusunda da gosterilmistir (Yu ve McNeill, 1991; Dinger ve
ark, 1998 ; Dinger ve ark, 2001). Diyabette f-AR sayisindaki azalmanin plazma
katekolamin diizeyindeki artiga bagh olarak olugan reseptor “down regulation” dan
kaynaklandig: ileri stirilmektedir (Sakai ve ark, 1991). Ote yandan galismamizda
kontrol dokularda B;-AR’lere ait mRNA ekspresyonu olugmamustir. Benzer gekilde
Roberts ve ark. (1999) da sigan ileum ve kolonunda B;-AR mRNA ekspresyonunun
olmadigin1 saptamuglardir. Aragtirmamizda fonksiyonel olarak incelenmemis
olmasina kargin, kontrol ve diyabetik sicanlarin mide fundusunda B,-AR mRNA

ekspresyonunda anlamli bir degisiklik bulunmamigtir. Bu nedenle molekiiler
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tekniklerle elde ettifimiz sonuglar, diyabetik sigan fundusunda B-AR aracili
gevgemelerdeki azalmamin biyiik oranda f3-AR sayisindaki bir azalmadan
kaynaklanabilecegini gostermektedir. Buna ek olarak, BRL 37344’in yiiksek
konsantrasyonlarinda selektif Bs-AR antagonisti SR 59230 A ile bloke olmayan ve bu
nedenle mevcut bulgularla agiklanamayan farkli bir gevseme mekanizmasinin da

diyabetik siganlarda bozuldugu goézlenmigtir.

Daha once de belirtildigi gibi Ps-AR’erin-uyarilmasi sonucu gastrointestinal diiz
kaslarda olusan gevsemelerde 4-aminopiridinle inhibe olan K, tipi potasyum
kanallarmin 6nemli oldugu gosterilmigtir. Yakin zamanda yapilan bir aragtirmada
(Liu ve Gutterman, 2001) koroner diuz kas hiicre membraminda yiksek glukoz
konsantrasyonu (23 mM) nedeniyle olusan siiperoksid anyon radikallerinin etkisiyle
azalan K, tipi potasyum kanal aktivitesinin SOD ve katalaz gibi antioksidan
enzimlerle kismen diizeldigi saptanmistir. Bilindigi gibi diyabetin yol agtig1
komplikasyonlarin en 6énemli nedeni artmig olan oksidatif strestir (Brownlee, 2001).
Bu nedenle Liu ve Gutterman’in (2001) bulgulari ile birlikte degerlendirildiginde,
calismamizda diyabetik sican fundusunda B;-AR aracili gevseme yamtlarinin
bozulmasi, oksidatif strese bagli olarak bu reseptérlerle kenetli Ky tipi potasyum

kanallarinin aktivitesindeki bir azalmadan da kaynaklanabilir.
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5. SONUC VE ONERILER

Sonug olarak elde ettigimiz bulgular, literatiir bilgisi ile birlikte degerlendirildiginde
sican mide fundusunda Bs;-adrenerjik reseptor alt tipinin oldugunu gostermektedir.
Buna ek olarak, kronik deneysel diyabetin sigan mide fundusunda Ps-adrenoseptor
aracih gevsemeleri azalttigi ilk kez ¢alijmamizda saptanmigtir. Deneysel diyabetik
siganlarin  mide fundusunda gozlemlenen bu bozukluk klinikte diabetik

gastroparesis’in olugsmasina katkida bulunabilir.
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OZET

Streptozotosin-diyabetik Sican izole Gastrik Fundus Preparatinda p-adrenerjik
Reseptor Yanitlarindaki Olas1 Degisiklikler

Bu galigmada, sigan mide fundusunda B-adrenoseptor aracili yamitlara (3 alt tipinin

katkisini ve bu gevsemeler tizerine kronik diyabetin etkisi aragtiriimigtir.

Isoprenalin sigan mide fundusunda konsantrasyona bagimli gevsemeler
olugturmustur. Karbakolle saglanan 6n kasilmalar {izerine isoprenalinin gevsetici
etkisi nadolol (B;/B, antagonist) tarafindan zayif olarak ve kompetatif olmayan bir
sekilde antagonize edilmigtir. BRL 37344 (B; agonist), nadololle (1 pM) antagonize

olmayan bifazik gevsemelere neden olmustur.

Nadolol varliginda (1 uM) isoprenalin yanitlart SR 59230A (B3 antagonist; 0,1; 0,3; 1
uM) tarafindan pA, degeri 6,62 ve schild grafiginin egimi bire yakin olarak
kompetatif bir gekilde antagonize edilmistir. Ayni sartlar altinda, BRL 37344

konsantrasyon-yanit egrisinin sadece ilk faz1 SR 59230A (1 uM) ile bloke olmustur.

Sigan mide fundusu, yitksek konsantrasyonda KCl (80 mM) ile kastirildiginda BRL
37344 yamtlar biiyik oranda inhibe olmustur. Bu bulgu Bs-adrenoseptor-aracili

gevsemelerin K” kanallarinin aktivasyonu ile olustugunu gostermektedir.

Kronik diyabetin sican mide fundus fonksiyonlar {izerine olan etkisini aragtirmak
icin isoprenalin, BRL 37344 ve karbakolin aracihik ettii gevseme ve kasilma

yanitlar1 incelenmistir.
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Kontrollerle karsilastirildiginda diyabetik siganlarin mide fundusunda karbakoliin
maksimum yanit1 ve duyarlilifinda anlamli bir farklilik olugmamustir. Buna karsin,
diyabetiklerde, isoprenalin ve BRL 37344’Gn gevseme yamtlar1 kontrollerle
karsilasgtirildiginda anlamli olarak azalmistir. Ote yandan isoprenalin ve BRL 37344
konsantrasyon yamt egrisinin ikinci fazina ait pD; degerleri kontrollere gore

diyabetik grupta istatistiksel olarak diisiik bulunmustur.

Sigan mide fundusunda B, ve B3-mRNA ekspresyonu saptanmasina kargin B;-mRNA
ait herhangi bir sinyal elde edilememistir. Fonksiyonel ¢aligmalardaki bulgulari
destekler bi¢imde, kronik diyabet B;-AR mRNA ekspresyonunda anlamli bir

azalmaya neden olmustur.

Bu sonuglar sican mide fundusunda Ps-adrenoseptorlerin var oldugunu, kronik
diyabetin Ps-mRNA ekspresyonunun azalmasimun bir sonucu olarak Bs-
adrenoseptorlerin aracilik ettifi gevseme yamtlarini azalmaya neden oldugunu

gostermektedir.

Anahtar Sozciikler: B-adrenerjik reseptorler, Diyabet, Gastrik fundus, Sigan,

Streptozotosin
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SUMMARY

The Possible Changes on f-adrenergic Receptor Responses in Streptozotocin-

Diabetic Rat Isolated Gastric Fundus

In this study, we investigated the contribution of Bs-subtype on B-adrenoceptors
mediating relaxations in gastric fundus from rats and effects of chronic diabetes on

this relaxations.

Isoprenalin caused concentration-dependent relaxations in rat gastric fundus.
Relaxant responses to isoprenaline on carbachol-induced precontraction were
antagonized by nadolol (B; and B, antagonist), but this antagonism was weak and
non-competative in nature. BRL37344 (B; agonist) caused biphasic relaxation which

was not antagonized by nadolol (1 pM)

Responses to isoprenaline in the presence of nadolol (1 pM) was antagonized in a
competitive manner by SR 59230A (B3 antagonist; 0,1; 0,3; 1 uM), with the slope of
a shild plot close to the unity and a pA; value of 6,63. Under the same conditions,
only first component of BRL37344 concentration-response curve was completely
antagonized by SR 59230A (1 uM)

When rat gastric fundus were precontracted with high KCI (80mM), the relaxation to
BRL37344 was profoundly diminished. This finding reveals that Bs;-adrenoceptor-

induced relaxations are mediated by activation of K™ channels.

To investigate the effects of chronic diabetes on functions of rat gastric fundus, we
examined relaxations and contractile response to isoprenalin, BRL37344 and

carbachol, respectively.
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Neither maximal contractile response nor sensitivity of fundus to carbacol were not
significantly altered in diabetic rats compared with controls. In contrast, relaxation
responses to isoprenalin and BRL37344 in fundus isolated from diabetic rats were
significantly less than in that from controls. In addition, pD, values of isoprenalin
and BRL37344 for second but not first component of concentration-response curve

have been found to be statistically decreased in diabetics as compared with controls.

We detected .-, B3~ but not B;-AR mRNA in rat gastric fundus. In agreement with
findings of functional study, chronic diabetes significantly caused a decrease in Bs-
AR mRNA expression.

These results show that B3-ARs are present in the rat gastric fundus, and chronic
diabetes decreases P;-ARs mediating relaxations as a result of lowering in B3-AR

mRNA expression.

Key Words: B-adrenergic receptors, Diabetes, Gastric fundus, Rat, Streptozotocin.
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