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Diyabetik Retinopatide
Vaskiiler Endotelyal Parametrelerin
Degerlendirilmesi

Evaluation of Vascular Endothelial Parameters in

Diabetic Retinopathy

OZET Amag: Bu ¢alismada, diyabetik retinopatide damar endotelinden salgilanan mediyatorlerden; endo-
telin-1, plazma von Willebrand faktér (vWF), doku plazminojen aktivatorii (t-PA), plazminojen aktivator
inhibitori-1 (PAI-1) ve asimetrik dimetil arjinin (ADMA) diizeylerini degerlendirdik. Diyabetin damar en-
doteli ve koagiilasyon fibrinolizis dengesi tizerindeki etkisini belirlemeyi amagladik. Gereg ve Yéntemler:
Caligmamizda 25 saglikh birey (Grup-1), 26 diyabeti olup retinopatisi olmayan hasta (Grup-2) ve 26 diya-
betik retinopatisi olan hasta (Grup-3) olmak tizere ii¢ grup olusturuldu. Tiim gruplardan 10 mL venoz kan
alinip, plazma ve serum ayrilip, santrifiij edildi. Hazirlanan plazma ve serum ELISA yontemi ile ¢alisildi ve
sonuglarin istatistiksel analizi Kruskal Wallis ve Mann-Whitney U testleri ile yapildi. Bulgular: Kruskal
Wallis testi ile degerlendirildiginde endotelin-1 diizeyleri arasinda istatistiksel olarak anlaml fark sapta-
nirken (p=0,037), t-PA ve PAI-1 diizeyleri agisindan gruplar arasinda anlaml bir fark bulunmadi (sirasiyla,
p=0,833, p=0,172). Mann-Whitney U testi ile gruplar aras: fark degerlendirildiginde; ADMA, endotelin-1
ve vVWTF diizeyleri grup 3’te grup 1’e gore yiiksek olarak saptand: (sirastyla p=0,001, p=0,021, p=0,007). Grup
2’de grup 1’e gore ADMA ve vWF diizeyleri yiiksek olarak saptandi (sirasiyla, p=0,002, p=0,004). Grup 1 ile
grup 2 arasinda t-PA, PAI-1 ve endotelin-1 diizeyleri arasinda anlamh fark bulunmadi (sirasiyla p=0,910,
p=0,873 ve p=0,992). Grup 2 ile grup 3 karsilastirldiginda t-PA, PAI-1 ve endotelin-1 diizeyleri arasinda an-
lamli fark bulunmadi (sirasiyla p=0,915, p=0,266 ve p=0,060). Sonug: Endotelyal hasar diyabetin erken do-
nemlerinde baslamaktadir. Diyabetin ilerlemesi ile endotelyal hasar da artmaktadir. Diyabet hastalarinda
koagiilasyon-fibrinolizis dengesi koagiilasyon lehine bozulmaktadir.

Anahtar Kelimeler: (ADMAAdda(5)-MSer(7))mikrosistin-LR; doku plazminojen aktivatorii;
plazminojen aktivatér inhibitérii 1; endotelin 1, Ala(1,15)-; von Willebrand faktorii;
diyabetik retinopati

ABSTRACT Objective: In this study, we evaluated the serum levels of endothelin-1 and plasma levels of von
Willebrand factor (vWF), tissue plasminogen activator (t-PA), plasminogen activator inhibitor-1 (PAI-1)
and asymmetric dimetyl argininine (ADMA) which are secreted from vascular endothelium in diabetic
retinopathy. We aimed to determine the effects of diabetes on vascular endothelium and balance of coag-
ulation-fibrinolysis. Material and Methods: In this study, three groups were formed as follows; group 1 in-
cluded 25 healthy individuals, group 2 included 26 diabetic patients without retinopathy, group 3 included
26 diabetic retinopathy patients. 10 mL venous blood samples were collected from all groups, plasma and
serum were seperated and centrifuged. Prepared plasma and serum samples were studied using ELISA and
statistical analysis of the data was evaluated using Kruskal Wallis and Mann-Whitney U tests. Results:
Kruskal Wallis test revealed statistically significant difference in endothelin-1 levels between the groups
(p=0.037) but there was no statistically significant difference in the levels of t-PA and PAI-1 between the
groups (p=0.833 and p=0.172, respectively). Mann-Whitney U test revealed statistically significant differ-
ence in the levels of ADMA, endothelin-1 and vWF between group 3 and group 1 (p=0.001, p=0.021,
p=0.007, respectively). Levels of ADMA and vWF in group 2 were significantly higher than group 1
(p=0.002, p=0.004, respectively). There was no significant difference in the levels of t-PA, PAI-1, and en-
dotelin-1 between group 1 and group 2 (p=0.910, p=0.873 and 0.992, respectively). There was no significant
difference in the levels of t-PA, PAI-1, and endotelin-1 between group 2 and group 3 (p=0.915, p=0.266 and
0.060, respectively). Conclusion: Endothelial damage begins at the early stages of diabetes. Endothelial dam-
age increases as diabetes progresses. Coagulation-fibrinolysis balance deteriorated in favour of coagulation
in diabetic patients.

Key Words: (ADMAAdda(5)-MSer(7))microsystin-LR; tissue plasminogen activator;
plasminogen activator inhibitor 1; endothelin 1, Ala(1,15)-; von Willebrand Factor;
diabetic retinopathy
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iabetes mellitus (DM), morbidite ve morta-
Dlitesi giderek artan, yiiksek kan glukoz se-
viyesi ile karakterize metabolik bir
bozukluktur. Diyabet hastalarinda morbidite ve
mortalitenin en onemli nedeni; koroner, serebral ve
periferal damar tutulumu ile kargimiza ¢ikan ate-
rosklerotik vaskiiler hastaliklardir. Diyabet hastala-
rinda retinopati, nefropati ve noropati olarak
yansiyan mikroanjiyopatik komplikasyonlar da sik
olarak goriilmektedir. Diyabetik retinopati, 20-70
yaslar arasindaki en 6nemli korlitk nedeni olarak
gosterilmektedir.! Diyabetik retinopatinin geligimi
ve ilerlemesinde diyabetin siiresi, hipertansiyon,
hamilelik, hormonal degisiklikler, genetik 6zellik-
ler, kan sekeri ve glikolize hemoglobin diizeyleri
gibi bircok faktoriin etkisi gosterilmistir.”® Diyabe-
tik retinopati gelisiminde damar endotel fonksiyon
bozuklugunun gostergesi olan faktorler tizerinde
durulmaktadir.”'* Von Willebrand Faktér (vWTF),
Doku plazminojen aktivatorii (t-PA), doku plazmi-
nojen aktivator inhibitorii-1 (PAI-1), endotelin-1
(ET-1), asimetrik dimetil arjinin (ADMA) endotel
fonksiyonlarini gésteren mediyatdrlerdir.

Fibrinolitik yolagin son iiriinii plazmindir.
Plazmin fibrini yikar ve d-dimeri de igeren fibrin
yikim iiriinlerinin olusmasina yol agar. Plazmin
plazminojenden olusur. Bu doéniisiimii t-PA uya-
rirken, alfa-2 antiplazmin ve PAI-1 ise sinirlandi-

rir.!!

Bilinen en giiglii vazodilatoér olan nitrik oksit
(NO)’in sentezinde gorev alan NO sentaz (NOS),
ADMA tarafindan inhibe edilir ve sonug olarak en-
dotele baglh vazodilatasyon dnlenir, vaskiiler direng
ise artar. Ayrica, ADMA endotel disfonksiyonunun

bir gostergesi olarak da kabul edilmektedir.'*!>1¢

Endotelden salgilanan ET-1, damar endotel
hasar1 sonrasinda hemostazda gorevli vazokons-
tritktor bir proteindir.!’

vWF, hasarli damar duvarina yapisarak trom-
bositlerin damar endoteline yapismasini saglayan
ve trombiis olusumuna neden olan bir faktérdiir.!!

Calismamizda, damar endotelinden sentezle-
nen mediyatorlerin ve dolayisiyla damar endoteli-
nin DM ve diyabetik retinopatide etkilenme
diizeyini gostermeyi amacladik.
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I GEREG VE YONTEMLER

Calismamiz, Helsinki Deklarasyonu 2008 prensip-
lerine uygun olarak, Abant Izzet Baysal Universi-
Tibbi
Kurulunun 2010/33 no’lu onay1 ve tiim hastalardan

tesi Tip Fakiiltesi Aragtirmalar Etik
aydinlatilmis onam formu alinarak yapilmistir.
Abant Izzet Baysal Universitesi Tip Fakiiltesi Goz
Hastaliklar1 Ana Bilim Dali Poliklinigine bagvuran
ardisik hastalar arasindan kontrol ve ¢alisma grup-
lar1 olusturuldu. 40 yas tizeri sistemik hastalig1 ve
retinopatiye yol acacak okiiler hastalig1 olmayan-
lar [Grup 1 (n=25)] kontrol grubu olarak belirlendi.
40 yas tizeri Tip-2 DM olup, diyabetik retinopatisi
olmayanlar Grup 2 (n=26) olarak belirlendi. 40 yas
iizeri Tip-2 DM olup, diyabetik retinopatisi olanlar
Grup 3 (n=26) olarak belirlendi.

Dilate fundus muayenesinde mikroanevrizma,
retinal kanama, makiiler 6dem, sert eksiida, yu-
musak eksiida, intraretinal mikrovaskiiler anor-
mallikler, neovaskiilarizasyon, vitreus hemorajisi,
traksiyonel retina dekolmani bulgularindan bir
veya daha fazlasina sahip olan hastalar diyabetik
retinopatisi olan ¢aligma grubuna (grup 3) déhil
edildi.

Retinada benzer bulgulara neden olabilecek
hipertansiyon, 16semi, radyasyona baglh retinopati,
Eales hastaligi, sistemik malignite, kollajen doku
hastalig1 olanlar ve 40 yas alt1 olgular ¢caligma kap-
sami diginda birakild:.

Biitiin gruplardaki kisilerden 10 mL venoz kan
ornegi alindi. Bu kanin 6 mL’si kuru biyokimya tii-
piine, 4 mL’si ise sodyum EDTA’l tiipe konuldu.
Serumda caligilacak parametreler icin kuru tiipler
bekletilmeden 3000 devirde 15 dakika santrifiij
edildi ve kalan serum ependorf tiiplerine alinarak -
70°C’de saklandi. Plazmada galisilacak parametre-
ler i¢in alinan kan ise 2000 devirde 10 dakika
santrifiij edildi ve olusturulan plazma ependorf tiip-
lerine alinarak -70°C’de saklandz. Biitiin gruplardan
alinan 6rnekler tamamlandiktan sonra, plazma ve
serumlar soguk zincir halinde T.C. Saglik Bakanlig:
Ankara Etlik Egitim ve Aragtirma Hastanesi Biyo-
kimya Laboratuvarina gonderildi. Caligmada kul-
landigimiz biitiin parametreler ELISA yontemi ile
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calisildi. Santrifiij edilmis serumlardan endotelin-
1 diizeyi (Endothelin Elisa/96 test/Biomedical), ¢a-
Ligild1. Santrifiije edilmis plazmadan ise vVWF diizeyi
(VWF Elisa Kit/96 test/American Diagnostica),
PAI-1 diizeyi (PAI-1/96 test Elisa/American Diag-
nostica), t-PA diizeyi (TPA Strip-Well Elisa Kit/96
test/American Diagnostica) ve ADMA diizeyi
(ADMA Elisa/96 test/Immundiagnostic) ¢aligild.

Istatistiksel analizler, SPSS (statistical package
for social sciences) 16.0 bilgisayar paket progra-
minda yapildi. Sonuglar ortalama + standart sapma
(SD) seklinde ifade edildi. Gruplar arasi istatistiksel
kargilagtirmada, veriler normal dagilmadigindan
tiim gruplarin karsilastirilmasinda Kruskal-Wallis,
gruplarin ikili kargilagtirilmalarinda Mann-Whit-
ney U testleri kullanild:. Istatistiksel anlamlilik de-
geri olarak p<0,05 kabul edildi.

I BULGULAR

Caligmaya katilan olgularin demografik 6zellikleri
Tablo 1’de gorillmektedir. Yag ve cinsiyet agisin-
dan gruplar arasinda anlaml bir fark saptanmadi [p
degerleri sirasiyla 0,061 (bagimsiz 6rneklem tek
yonli varyans analizi testi) ve 0,189 (ki-kare testi)].
Caligmamizda gruplar arasinda ortalama vWF, t-
PA, PAI-1, endotelin-1 ve ADMA diizeyleri Tablo
2’de gorilmektedir.

Kontrol grubu (grup 1) ile diger gruplar ara-

gore istatistiksel olarak anlamli diizeyde yiiksek
saptandi (p degerleri sirastyla 0,002 ve 0,001). Grup
2 ile grup 3 karsilagtirildiginda iki grup arasinda
istatistiksel olarak anlamli bir fark saptanmadi
(p=0,606) (Tablo 3). Ortalama ET-1 diizeyi gruplar
aras1 kargilagtirildiginda; grup 3’te grup 1’e gore
istatistiksel olarak anlaml diizeyde yiiksek olarak
saptand: (p=0,021) (Tablo 3). Grup 1 ile grup 2 ve
grup 2 ile grup 3 arasinda ET-1 diizeyi acisindan
istatistiksel olarak anlamli bir fark saptanmadi (p
degerleri sirasiyla 0,992 ve 0,060) (Tablo 3). Kont-
rol grubu ile diger gruplar arasinda t-PA diizeyleri
acisindan istatistiksel olarak anlaml bir fark tespit
edilmedi (p degerleri sirasiyla 0,910 ve 0,833)
(Tablo 3). Ortalama vWF diizeyi gruplar arasinda
karsilastirildiginda; grup 2 ve grup 3’teki degerler
grup I’e gore anlaml diizeyde yiiksekken (p de-
gerleri sirasiyla 0,04 ve 0,07), grup 2 ile grup 3 ara-
sinda istatistiksel olarak anlamli bir fark goriilmedi
(p=0,428).

I TARTISMA

Diyabetik retinopatinin gelisiminde en 6nemli fak-
tor, damar endotel disfonksiyonudur. Damar endo-

TABLO 1: Gruplarin demografik 6zellikleri.

Kadin Erkek

n n % n % Yas ortalamasi=SD

sinda PAI-1 diizeyleri agisindan istatistiksel olarak Grupl 25 9 36 16 64 66,24+12,68
anlaml bir fark goriilmedi (Tablo 3). Kontrol Grup2 26 16 615 10 385 58,85+10,27
grubu ile diger gruplarin ortalama ADMA diizeyi Grup3 26 13 50 1350 63,9210,62
karsilagtinldiginda; grup 2 ve grup 3’te, grup 1’e Toplam 77 38 494 39 506 62,93:10,97
n: Hasta sayisi; SD: Standart sapma.
TABLO 2: Gruplarin ortalama vWF, t-PA, PAI-1, Endotelin-1, ADMA degerleri
Grup 1 Grup 2 Grup 3 p*

VWF (uU/mL) 8,80+1,55 10,32+1,41 10,792,27 0,005

t-PA (ng/mL) 9,80+7,18 9,78+7,13 11,67+10,56 0,983

PAI-1 {ng/mL) 7096,20+1164,36 7280,12+1496,26 7426,63+1520,44 0,348

Endotelin-1 (fmol/mL) 0.92+1,17 1,28+1,52 2,13+3,38 0,051

ADMA {umol/L) 0,56+0,10 0,64+0,10 0,66+0,08 0,001
Degerler ortalama+SD olarak verilmistir.
* Kruskal-Wallis testi
VWEF: Von Willebrand faktér; t-PA: Doku plazminojen aktivatori; PAI-1: Plazminojen aktivator inhibitdri-1; ADMA: Asimetrik dimetil arjinin
Turkiye Klinikleri ] Ophthalmol 2013;22(1) 33
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TABLO 3: Gruplar arasi Mann-Whitney U testi ile
yapilan karsilagtirma sonuglari (p degerleri).

VWF t-PA PAI-1 Endotelin-1 ADMA
Grup 1-Grup 2 0,004 0,910 0873 0,992 0,002
Grup 1-Grup 3 0,007 0,833 0,172 0,021 0,001
Grup 2-Grup 3 0428 0,915 0,266 0,060 0,606

VWF: Von Willebrand faktér; t-PA: Doku plazminojen aktivatorii; PAI-1: Plazminojen
aktivator inhibitordi-1; ADMA: Asimetrik dimetil arjinin.

teli tek kathi bir tabaka olup, vaskiiler hemostaz ve
kan akiminin diizenlenmesinde, vaskiiler tonusun
ayarlanmasinda, damar gecirgenliginin diizenlen-
mesinde, koagiilasyon ve fibrinolizis dengesinin
diizenlenmesinde, inflamatuar aktivitede ve hiicre

proliferasyonunda aktif rol oynamaktadir.'>'?

Erem ve ark., vaskiiler komplikasyonu olan ve
olmayan Tip 2 DM hastalar1 ile DM olmayan sag-
Likli bireylerin koagiilasyon parametrelerinden
vWF, PAI-1, fibrinojen ve AT III diizeylerini de-
gerlendirdikleri ¢aligmalarinda, DM hastalarinda
plazma AT III, fibrinojen ve vWF aktivitesinin an-
laml diizeyde yiiksek oldugunu belirtmislerdir.'®

VWF, damar endotelinden sentezlenen he-
mostazda gorevli bir faktérdiir. Caligmamizda
plazma vWF diizeyi, diyabet olup retinopatisi olan-
larda ve diyabet olup retinopatisi olmayanlarda,
kontrol grubuna gore yiiksek diizeyde saptand: (p
degerleri sirastyla 0,007 ve 0,004). Bu sonug, diya-
betin erken donemlerinde endotel hasarinin bagla-
digin1 disiindiirmektedir. Diyabet hastalarinda
vWF diizeyinin kontrol grubuna goére yiiksek dii-
zeyde saptanmasi, diyabette koagiilasyon-fibrino-
lizis dengesinin koagiilasyon yoniine kaydigini
gostermektedir.

Damar endoteli, kani1 damarda siv1 halde tuta-
bilmek icin koagiilasyon ve fibrinolizisi denge ha-
linde tutmaktadir. Damar endotelinden, kani sivi
halde tutmaya ¢aligan t-PA ve travma esnasinda or-
taya ¢ikan hemorajiyi kontrol altinda tutmak ve
pthtilasmay1 saglamak amagli vWF ve PAI-1 salgi-
lanmaktadar.

Madan ve ark., diyabetik retinopatili ve diya-
bet olup retinopatisi olmayan hastalarla kontrol
grubu arasinda plazma koagiilasyon ve fibrinoliz

34

parametrelerini degerlendirdikleri ¢aligmalarinda,
diyabetik retinopati grubunda vWF aktivitesinin
ve PAI-1 diizeyinin diger gruplara gére anlamh dii-
zeyde yiiksek oldugunu bildirmislerdir.’” Cho ve
ark., Tip 2 DM hastalarinda fibrinolizis parametre-
lerinden plazma t-PA antijeni ve PAI-1 antijeni dii-
zeyini kontrol grubuna gore yiiksek olarak
belirlemis, ancak proliferatif diyabetik retinopatili
olan hastalarda t-PA ve PAI-1 antijen diizeyinin,
diyabet olup retinopatisi olmayan ve “background”
diyabetik retinopatisi olan gruba gore farkli olma-
diginm1 belirtmiglerdir.?® Maser ve ark., Tip 1 DM
hastasinda t-PA ve PAI-1 diizeylerini degerlendir-
dikleri caligmalarinda, erkek hastalarda diyabetik
noropati, mikroalbuminiiri, alt ekstremite hastalig
ve retinopati olan gruplarda bu komplikasyonlar1
olmayanlara gore belirgin diizeyde yiiksek sapta-
mis, kadinlarda ise retinopati olan grupta olma-
yanlara gore belirgin diizeyde yiiksek t-PA/PAI-1
kompleks diizeyi oldugunu belirlemisler, bu so-
nucu diyabetin ileri déneminde koagiilasyon fibri-
nolizis dengesinde bozulma olustugunu belirterek
aciklamiglardir.?! Zalewska-Rydzkowska ve ark.,
diyabet hastalarinda makroanjiyopati ve ateroskle-
rotik obliterasyon hastalarinda, plazma t-PA, u-PA,
PAI-1 diizeyi ve aktivitesi, fibrinojen diizeyi fibrin
yikim driinleri diizeyini degerlendirdikleri ¢alis-
malarinda t-PA, PAI-1 diizeyi ve aktivitesi ve fib-
rinojen diizeyini ve fibrin yikim drtnleri
diizeylerini makroanjiyopati grubunda ve aterosk-
lerotik obliterasyon grubunda kontrol grubuna
gore yiiksek diizeyde saptamiglardir.”? Bizim ¢alig-
mamizda da, s6zi edilen ¢aligmalara benzer se-
kilde, 6zellikle diyabetik retinopatili grupta vWF
anlaml olarak yiiksek diizeylerde olup, t-PA ve
PAI-1 diizeyleri artmis olmakla birlikte istatistik-
sel olarak anlaml diizeylerde degildi. Bu farklili-
gin caligmalardaki gruplarin yas, diyabet siiresi ve
siddeti gibi faktorlerden kaynaklanabilecegini dii-
stinmekteyiz.

Morise ve ark., diyabetik retinopatili, diyabet
olup retinopatisi olmayan hastalar ve kontrol gru-
bunda plazma ET-1 ve vWF diizeylerini deger-
lendirdikleri ET-1 ve vWF
diizeylerinin diyabetik retinopati grubunda diger

caligmalarinda,

gruplara gore anlaml diizeyde yiiksek oldugunu

Turkiye Klinikleri ] Ophthalmol 2013;22(1)
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belirtmislerdir.® Biz de benzer sekilde, diyabetik
retinopati grubunda ET-1 ve vWF diizeylerini
kontrol grubundan yiiksek tespit ettik. Diyabetik
retinopati grubunda ET-1 seviyesinin yiiksek dii-
zeyde saptanmasl, diyabetik retinopatide damar en-
dotel hasarinin meydana geldigini gosterdigi gibi,
ayni zamanda vazokonstriiktér mediyator olan ET-
1 seviyesinin artisi ile diyabetik retinopatide vas-
kiiler direncin artacagini, bunun ise retinal
iskemiyi artiracagini diisinmekteyiz.

Bilinen en gii¢lii vazodilator olan NO’nun sen-
tezinde gorev alan NOS, ADMA tarafindan inhibe
edilir ve sonug olarak endotele bagh vazodilatas-
yon &nlenir, vaskiiler direng ise artar.

Malecki ve ark., Tip 2 DM hastalar1 ve kontrol
grubu hastalarinda plazma ADMA diizeylerini de-
gerlendirdikleri ¢aligmalarinda, en yitksek ADMA
diizeyinin diyabetik retinopati grubunda, ikinci ola-
rak diyabet olup retinopati olmayan grupta ve en
diistik olarak ise kontrol grubunda oldugunu belirt-
mislerdir.'® Abhary ve ark., diyabet olup retinopatisi
olmayan ve diyabetik retinopatisi olan hastalarda
ADMA, L-arjinin ve SDMA diizeyini degerlendir-

dikleri caligmalarinda, diyabetik makiiler 6demi
olan ve proliferatif diyabetik retinopatisi olan has-
talarda kontrol grubuna gére ADMA, L-arjinin ve
SDMA diizeylerinin yiiksek oldugunu belirtmigler-
dir.? Caligmamizda ise plazma ADMA diizeyleri, di-
yabetik retinopatili olanlar ve diyabet olup
retinopatisi olmayanlarda, kontrol grubuna goére
istatistiksel olarak anlamli diizeyde yiiksek saptandi
(p degerleri sirasiyla 0,001 ve 0,002). Bu sonug, bize
diyabetin erken donemlerinde endotelyal disfonk-
siyonun basladigini, ayrica NO azalmasina sekon-
der olarak vazodilatasyonun azaldigini, bunun ise
retinal iskemi gelisimine neden olabilecegini dii-
stindiirmektedir.

Sonug olarak, endotelyal hasar diyabetin erken
donemlerinde baglamakta, diyabetin ilerlemesi ile
endotelyal hasar da artmaktadir. Ayrica, diyabet
hastalarinda koagiilasyon-fibrinolizis dengesi koa-
giilasyon lehine bozulmaktadir. Endotelyal para-
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