Tip 2 Diyabetes Mellitus Hastalarinda Retinopati
Trombosit Membrani Anyonik Yiikii ile
lligkilimidir?

Is Platelet Membrane Anionic Charge Related to Retinopathy in Type 2
Diabetic Patients?
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SUMMARY

Amag: Bu calismada nefropatisi olmayan tip 2 diyabet
hastalarinda degisik evrelerdeki diyabetik retinopatinin
(DR) kontrol grubu ile kargilastrmali olarak trombosit
anyonik yikd ile iligkisini degerlendirmeyi amagladik.

Gereg ve Yéntem: Bu calismaya dahil edilen 49 tip 2 diyabet
hastasi aile hekimligine basvurularinda tespit edilen
kontrolsiz olgulardi. Calismada ilk muayene bulgularina
dayanarak retinopati derecesine gére 3 gruba ayrildi:
Grup A (n=23) retinopatisi olmayan, grup B (n=13)
preproliferatif DR, grup C (n=13) proliferatif DR. 38
diyabetik olmayan vaka kontrol grubu olarak secildi (grup
D). Trombosit anyonik yiki (TAY) trombositlerin alcian blue
baglamasina gére 6lgildi.

Bulgular: Tip 2 diyabet hastalari kontrol grubuna gére
istatistiksel olarak anlamli dizeyde digik TAY'e sahipti
(p<0.05). Proliferatif DR hasta grubunda &lcilen TAY
degerleri ne preproliferatif DR grubu ne de retinopati
olmayan gruba gére istatistiksel olarak anlamli dizeyde
farkl degildi.

Sonug: Bizim caligmamizda TAY dizeyleri diabetik hastalarda
normal kontrol gére disik tespit edilmistir. TAY dizeyi ile
retinopati derecesi arasinda anlamli bir iligki yoktur.

Anahtar Kelimeler: Trombosit anyonik yiki, diyabetes mellitus,
retinopati.

Purpose: Our purpose is to evaluate the relationship between
the platelet membrane anionic charge (PAC) and
different stages of diabetic retinopathy (DR) in
nephropathy-free patients with type 2 diabetes mellitus
with the PAC in non-diabetic control subjects.

Materials and Methods: Forty-nine patients with type 2
diabetes attended to the family physician for the first time
were included in this study. Depending on the first
ophthalmic examination they were divided by the stage of
DR into 3 groups: Group A (n=23), those without DR;
group B (n=13), those with pre-proliferative DR; and group
C (n=13), those with proliferative DR. 38 nondiabetic
subjects made up the control group (group D). Platelet
anionic charge (PAC) was measured as alcian blue binding
to platelets.

Results: The patients with type 2 diabetes had significantly
lower levels of platelet anionic charges than the non-
diabetic controls (p<0.05). PAC in the patients with
proliferative DR were not significantly different from neither
that in non-proliferative nor in no DR group.

Conclusion: Our study demonstrated decreased levels of PAC in

diabetic patients as compared with non-diabetic controls.
There is no relationship between PAC and DR severity.
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N Yas Cins Diabet Sigara  VKi Mikroalbuminuri
(yil) (K/E) sUresi (yill)  igen (kg/m?) (mg/24saat)
Grup A 23 59+/-8 16/7 10+/-5 6 27.8+/-6 73+/-40
Grup B 13 56+/-5 7/6 11+/-5 1 29.6+/-5 45+/-21
Grup C 13 57+/-5 7/6 12+/-8 1 28.5+/-8 85+/-45
Grup D 38 57+/-5 19/19 - - 28.0+/-5 10+/-6

* Ortalama +/- SD

Tablo 1: Hasta ve kontrol grubunun demografik &zellikleri ve mikroalbuminuri atimi

GIRIg

Diyabetik retinopati (DR) gérme kaybi ve kérlGgon
en énemli sebeplerindendir'3. Hastahgin ilk 20 yilinda
Tip 1 diyabet hastalarinin hemen hepsinde ve Tip 2 di-
yabet hastalarinin % 60'inda retinopati tespit edilmigtir?.

Diyabetik retinopatide hiperglisemi ve bununla
iligkili olan metabolik degisikliklerin aracilik ettigi damar
zedelenmesi mikrovaskiler lezyonlarin olusumunu
baslatan en énemli etken olarak kabul edilmektedir®.

Ancak son yillarda yapilan calismalarda diyabetik
hastalarin retinalarinda trombosit ve fibrin trombisi
olusumunun arth@i gosterilmistire. Olusan bu trombisin
kapiller obliterasyon ve retfinal iskemiye yol achgina
inanilmaktadir. Diyabete bagl olusan iskemik retinopati
sonrasinda perfizyonu bozulan dokuya kan destegi
saglamak Uzere retinal neovaskilarizasyon meydana
geldigi ve bunun proliferatif retinopati geligimine neden
oldugu dusinulmektedir.

Hicre yozeyi negatif yokini esas olarak siyalik asit
ve cok daha az oranda negatif yOklG aminoasitler olan
glutamat ve aspartat olusturmaktadir. Hicre yizeyi
negatif yiki itme gicini kullanarak hicrelerin bir-
birinden uzaklagmasini saglar’. Trombosit yUzey yUkin-
deki herhangi bir degisiklik trombositlerin adhezyon ve
agregasyonunda énemli rol oynar®. Tip 2 diyabetik
hastalarin trombositlerinin  saghkli bireylerle karsilas-
tinldiginda damar endotel yUzeyine yapisarak daha
kolay pihti olusturdugu bilinmektedir’. Bu c¢alismanin
amaci diyabetik retinopati hastalarinda trombosit
adhezyon ve agregasyonunda rolU olan hicre yizeyi
negatif yOkinde degisikligin olduguna dair hipotezi
aragtirmaktir.

GEREC VE YONTEM

Bu ¢alisma aile hekimligi poliklinigine ilk kez
bagvurarak tip 2 diyabet tanisi alan ve oral antidiyabetik
ilaglarla tedavi edilen 49 hastada gergeklestirildi.
Hastalar rutin fundoskopik muayene ile retinopati agisin-
dan degerlendirilmek Uzere oftalmaloji uzmanina gén-
derildi. DR derecesine gére hastalar U¢ grupta ince-
lendiler: grup A (DR yok), grup B (preproliferatif DR) ve
grup C (Proliferatif DR). Diyabet hastasi olmayan 38
vaka kontrol grubu olarak segildi (grup D).

Hastalarin kisa tibbi 6zge¢misleri sorgulandi. Boy ve
vicut agirhgr dlcolerek, vicut kitle indeksi (VKI)
hesaplandi (VKi=Vicut agirhgr (kg) / [boy (m)]2.
Diyabetik grupta mikroalbumintri (>300 mg/24saat)
tespit edilen vakalar calisma digi birakildi. Kontrol
grubunda ise aterosklerotik kalp hastaligi, inflamasyon,
bobrek hastaligi, romatizmal hastalik ve herhangi bir
ilag kullanan vakalar calisma digi birakildi.

Hastalar bilgilendirildikten ve rizalari alindiktan
sonra 12 saat achg takiben serum &rnekleri alindi.
Serum &rnekleri degerlendirme yapilincaya kadar -20
derecede muhafaza edildi. Orneklerden aclik kan sekeri
ve HbAlc degerleri élculdu. 24 saatlik idrarda giunlok
albimin atilimi hesaplandi. Ayni igslemler kontrol grubu
icin de uygulandi.

Trombosit anyonik yik 8l¢Omu icin 18 ml vendz kan
2 ml % 3.8lik trisodyum sitrat Uzerine alindi. Trom-
bositler Schwinger (10) ve arkadaslarinin tarif ettigi se-
kilde ayrildi. Trombositler ayrildiktan sonra PBS (fosfat
tamponu) icinde 3 kez yikandi. Trombositlerin konsant-
rasyon ayari yapildiktan sonra 250 mg/L Alcian blue
8GX (Sigma katalog no: A 5268) iceren PBS'de
suspansiyon haline getirildi. 37 °C'de 30 dakikalik
inkUbasyon periyodundan sonra trombositler santrifijle
ayrildi ve alcian blue konsantrasyonu 650 nm dalga
boyunda Shimadzu UV 1202 V spekirofotometre (Shi-
madzu, Kyoto, Japan) ile degerlendirildi. Trombositlere
bagh alcian blue miktart 10 8 trombositte nanogram
olarak ifade edildi. Bizim deney sartlarimiz igin
degigkenin intraassay ve interassay sabitleri trombositler
icin sirasiyla % 6.2 ve % 9.6 idi.

Bilgilerin istatistik degerlendirmesi Instant-I|
programinda gerceklestirildi.  Kontrol ve hasta
(RO+R1+R2) verilerinin ortalamasi 'student-t testi'
uygulanarak kiyaslandi. RO, R1, R2 ve kontrol gruplarina
iligkin surekli degiskenler tek yénlo ANOVA ftesti ile
kiyaslandi. iki grup arasindaki olasilik p<0.05 ise
anlamli kabul edildi.

BULGULAR

Tum gruplar yas ve cinsiyet agisindan benzerdi.
Hesaplanan ortaloma yos DR tespit edilmeyen
hastalarda (grup A) 59+/-8 idi, preproliferatif DR
hastalarinda (grup B) 56+/-5, proliferatif DR hasta-
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Grup A Grup B Grup C Grup D
TAY (ng alician
blue/1000x10 8. PLT) 156+/-44** 159+/-28** 136+/-20** 201+/-41
HbA1c (%) 7.65+/-0.7 8.05+/-0.73 8.57+/-1.86
Aclik kan sekeri (mg/dl) 229+/-70 234+/-89 236+/-120 100+/-16

* Ortaloma +/- SD
** Kontrol grubuna gére p<0.05

Tablo 2: Diyabet ve kontrol grubunun laboratuar bulgulari

larinda (grup C) 574/-5 idi. Kontrol grubu yas
ortalamasi (grup D) 57+/-5 tespit edildi.

VKi degerleri gruplar arasinda benzerdi. Diyabet
suresi C grubunda daha uzundu (12+4/-8 yil) ancak bu
deger diger gruplarla kargilagtirldiginda istatistiksel
olarak anlamli degildi.

24 saatlik idrarda atilan mikroalbUmin tOm
gruplarda normal sinirlar icinde idi.

Tom diyabetik hastalar bir grup olarak kabul
eftigimizde TAY degeri 151+/-33 nanogram alcian
blue/108 trombosit olarak bulundu (Sekil 1). Kontrol
grubu ile kargilagtirdigimizda diyabet hastalarindan
olugan gruplarin TAY degerleri anlamli dizeyde disik
bulundu (p<0.05). Hesaplanan ortalama TAY degeri
retinopati olmayan diyabet hastalarinda (grup A)
156+/-44 nanogram alcian blue/10 8 trombosit,
preproliferatif DR hastalarinda (grup B) 159+/-28

nanogram alcian blue/10 8 trombosit ve proliferatif DR
hastalarinda (grup C) 136+/-20 nanogram alcian
blue/10 8 trombosit olarak bulundu. Kontrol grubunda,
ortalama TAY degeri 201+4/-41 nanogram alcian
blue/10 8 trombosit idi (Tablo 2). Degisik diyabetik reti-
nopati gruplari arasinda TAY degerleri kargilaghrildi-
ginda retinopati olmayan grup (grup A) ile preproliferatif
DR grubu (grup B) arasinda anlaml fark izlenmedi.
Diyabetik retinopati olmayan grup (grup A) ve PDR
grubu (grup C) arasindaki fark da anlamli degildi.
Benzer sekilde preproliferatif DR grubu (grup B) ve PDR
grubu (grup C) arasindaki fark da istatiksel olarak
anlamli degildi.

Aclik kan sekeri seviyeleri grup A, B ve C de
benzerdi. Ortalama HbATc degerleri de grup A,B ve C
de farkli degildi (Tablo 2).
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Sekil 1: Tém diyabetik hastalarin ve kontrol grubunun trombosit anyonik yioki (Ortalama degerler kullanilmigtir).
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TARTISMA

Bu arasgtirmadan elde edilen sonuglar, Tip 2 diyabet
hastalarinda trombositlere alcian blue baglanmasinda
azalma oldugunu gdstermisti. Daha énceki ¢alisma-
larda diyabet hastalarinda eritrositlere alcian blue
baglanmasinda azalma oldugu bulunmugtur''12. Erit-
rositlere alcian blue baglanmasindaki azalmanin diya-
betik sicanlarda ve diyabet hastalarinda bazal membran
anyonik yUkinde azalma ile ilgili oldugu gésterilmigtir's.
Alcian blue baglanmasi hiicre yizeyi anyonik yukinin
bir gdstergesi oldugundan, bizim calisma sonucu elde
ettigimiz sonuclar diyabet hastalarinda trombosit
anyonik yukionin azaldigini gésterir. Bu veriler diya-
betikler Uzerinde yapilan klinik ve deneysel calismalar ile
uyumludur™.

Bazal membran anyonik yik kaybi tip 2 diyabet
hastalarinda retinopati patojenezinde rol oynayabilir.
Diyabetik retinopati vaskiler gecirgenlikte artig, kapiller
ok0lizyon ve ileri derecede neovaskilarizasyona neden
olan retinal mikrodamarlarda zamanla ilerleyen
degisikliklerle karakterizedir. Chakrabarti ve ark. BB
sicanlarinin retina bazal membranlarinda anyonik bélge
yogunlugunun azaldigini bulmuslardir’>. Retinadaki
mikrodamarlarin anyonik ytk kaybi diyabetik retino-
patide ortaya konmus morfolojik degisikliklerdir'®. Bu
yUk kaybi kan-retina bariyerinin bozulmasina neden
olarak kapiller hiperpermeabilite ve proteinlerin derin ve
yuzeyel retinal tabakalara sizmasina yol agabilir; bunlar
da yumusak ve sert ekstdalara sebep olabilir!7:18.

Tip 2 diyabetik hastalarin trombositleri  saglikh
bireylerle karsilagtirnldiginda damar endotel yizeyine
yapisarak daha kolay pihti olusturdugu bilinmektedir.
Diyabetik hastalarin damar digina alinmig kan érnekleri
Uzerinde yapilan ¢aligmalar bu hastalarda in-vitro
trombosit fonksiyonlarinin uyarilmis olduguna isaret
etmektedir'®?°. Bu durum mikroagregat olusumunda
damar duvari zedelenmesinden bagimsiz olarak
trombositlerin de roli olabilecegini digindirmektedir
1921 Azalan anyonik yUzey yiuko trombositlerin birbirini
daha az itmesine ve sonucta daha kolay agregasyona
yol agmaktadir. Bu agregasyon arhgi  dzellikle
damarlarin daraldigr ve akimin yavasladigi yerlerde kan
dolagimini bozabilir. Trombositlerin daha kolay agrege
olmasi diyabetik damarlarda tikanmalara buna bagh
iskemi ve reperfizyona yol acabilir. iskemi-reperfizyon
diyabetik kapillerlerde inflamatuar yaniti artirir?2,
Hiperglisemiye maruz kalmig olan damar endoteli bu
ilave stres kargisinda hasara?® ve replikasyon siklusuna
girer?,

Biriken veriler mikroanjiopati ile seyreden diyabetik
komplikasyonlarin engellenmesinde antitrombotik
tedavinin yararli olabilecegini dugindirmektedir?s.
Ornegin instline direncli diyabette antitrombotik ilaclar
olan tiklopidin ve aspirin ile yapilan tedavilerin mikro- ve
makrovaskiler lezyonlarin aracihk ettigi komplikas-
yonlarin gelisimini énlemede faydali olabildigi bil-
dirilmektedir?®.

Aspirin tedavisinin proliferatif diyabetik retino-

patinin tedavisinde etkisiz oldugu?® fakat erken
retinopati gelisimini énledigi gdsterilmistir?’. Képeklerde
yapilan bir calismada diyabetin basglangici ile birlikte
aspirin tedavisinin baglamasinin  kapillerlerdeki degi-
siklikleri tamami ile énledigi gésterilmistir?8. Bu bulgular
diyabetin erken asamasinda trombosite bagli olaylarin
énemli oldugunu disindirmektedir.

Biz calismamiza aile hekimligi poliklinigine ilk defa
bagvuran hastalar dahil ettik. Calisma sonucunda has-
talarin ortalama aglik kan sekeri degerlerinin ve HbATc
dizeylerinin beklenenden yUksek oldugunu gézlemledik.
Bu hastalarda metabolik kontrol saglanmamis oldu-
gundan nefropati heniz gelismemis hastalarda %26
oraninda retinopati tespit edildi. ileri calismalarda diya-
beti kontrol altindaki grupla tedavisiz bir grubu karsi-
lastirmak yoluyla metabolik kontrolin TAY Uzerindeki
etkisi ortaya konabilir.

Sonuc olarak, tip 2 diyabetik hastalarda TAY kontrol
grubuna kiyasla distktir. Bu hastalarda tespit edilen
retinopati derecesi ile TAY arasinda herhangi bir iligki
yoktur.
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