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Oz

Amag: Bu caligmada amag intravitreal ve intraperitoneal olarak uygulanan oksitosinin (OT), streptozotosin ile diyabet olugturulmus
siganlarda retinopati iizerine olan etkilerini aragtirmaktir.

Gerec ve Yontem: Caligmada 6-8 haftalik erkek ve disi Sprague Dawley sicanlari kullanildi. Siganlarda diyabet tek doz intraperitoneal
streptozotocin uygulanarak olugturuldu. Uygulamadan 48 saat sonar &l¢iilen kan sekerleri 260 mg/dL (14,4 mmol/L) ve {izeri olan
sicanlarin diyabet tanist dogrulandi. Yirmi dére adet sigan gruplara su sekilde ayrildi: Intravitreal serum fizyolojik grubu, intravitreal
OT grubu, intraperitoneal serum fizyolojik grubu ve intraperitoneal OT grubu. Siganlar giinlitk 1 mL serum fizyolojik veya 100 IU/kg
OT ile intraperitoneal olarak; 0,01 mL serum fizyolojik veya 10 pU/pL OT ile intravitreal olarak tedavi edildi. Hamilton enjektorlerine
yerlestirilmis 27 G iZneler ile intraperitoneal tedaviler yapilirken 31 G igneler ile intravitreal enjeksiyonlar yapildi. Tedaviden 4 hafta
sonar siganlarda dis niikleer tabaka kalinligi (ONL) ve vaskiiler endotelyal biiyiime faktsriiniin (VEGF) immiinoekspresyonuna bakmak
i¢in dtenazi yapildi ve plazma VEGF diizeylerine bakmak icin kalpten kan 6rnekleri alindi.

Bulgular: Retinal kesitlerin morfometrik analizlerinde intravitreal ve intraperitoneal OT verilen sigan gruplarinda fizyolojik salin
grubu ile kargilagtirilinca ONL kalinligin belirgin olarak daha yiiksekti. Ayrica OT tedavisi VEGF protein ekspresyonunu fizyolojik
salin grubuna gore belirgin olarak azaltti. Fizyolojik salin grubunun plazma VEGF seviyesi belirgin olarak OT tedavi grubundan daha
yiiksekti. Gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli fark vardi.

Sonuc: OT tedavisi ozellikle intravitreal olarak uygulandiginda diyabetik retinopati progresyonunu azaltmaktadir. Bildigimiz
kadariyla, bu ¢aligma OT tedavisinin diyabetik retinopati lizerine olan etkinin aragtirilmasinda ilk ¢aligmadir ve aragtirmacilara daha
ileri aragtirmalar igin yeni bir alan yaratabilir.

Anahtar Kelimeler: immiinohistokimya, oksitosin, retinopati, streptozotosin, VEGF

Abstract

Objectives: The aim of this study was to investigate the impact of intravitreal and intraperitoneal use of oxytocin (OT) on retinopathy
in streptozotocin-induced diabetic rats.

Materials and Methods: Twenty-four 6-8-week-old adult male and female Sprague Dawley rats were used in the study. Diabetes
was induced in the rats with a single injection of intraperitoneal streptozotocin. Diabetes was verified after 48 hours by measuring
blood glucose levels of 260 mg/dl (14.4 mmol/L) or higher in diabetic rats. The rats were divided into 4 groups and treated as
follows: intravitreal physiological saline group (0.01 mL saline weekly), intravitreal OT group (10 pU/pL OT weekly), intraperitoneal
physiological saline group (1 mL daily), and intraperitoneal OT group (100 IU/kg OT daily). Hamilton syringes fitted with 27-gauge
needles were used for intraperitoneal injections while 31-gauge needles were used for intravitreal injection. After 4 weeks of treatment
the rats were euthanized to evaluate outer nuclear layer (ONL) thickness, vascular endothelial growth factor (VEGF) immunoexpression,
and plasma VEGF levels from blood samples obtained by cardiac puncture.
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Results: Morphometric analysis of retinal cross-sections showed that intravitreal and intraperitoneal OT significantly increased ONL thickness compared
to physiological saline-treated groups. Also, OT treatment significantly decreased VEGF protein expression compared with the physiological saline groups.
Plasma VEGF level was significantly higher in the physiological saline treatment group compared to the OT treatment group.

Conclusion: OT reduces diabetic retinopathy progression, particularly when administered intravitreally. To our knowledge, this is the first attempt to
investigate the impact of OT on diabetic retinopathy and may provide a new area for further research.

Keywords: Immunohistochemistry, oxytocin, retinopathy, streptozotocin, VEGF

Giris

Diabetes mellitus, diinya ¢apinda 230 milyondan fazla
insani etkileyen progresif bir hastaliktir. Diyabet viicutta
hem mikrovaskiiler hem de makrovaskiiler yapilart etkiler ve
sonug olarak retinopati, néropati ve nefropatiye neden olabilir.
Diyabetik retinopati (DR), onlenebilir korliigiin 6nde gelen
nedenidir. Kan sekerinin siirekli yiiksek olmasi, kan damarlarinin
sismesine ve damar digina sivi sizmasina neden olur ve retinanin
mikrovaskiiler yapisina zarar verir. Bu, retinal iskemiye neden
olarak vaskiiler endotel bityiime faktorii (VEGF) salgilanmasina
ve immatiir, frajil yeni damarlar gelismesine yol acabilir. Bu
yeni damarlar neovaskiilarizasyona ve proliferatif DR’ye neden
olmakta ve makiila 6demi, vitreus kanamast ve traksiyonel retina
dekolmant ile sonuclanmakeadir.!>>4>

Oksitosin (OT), hipotalamusun supraoptik ve paraventrikiiler
gekirdeklerinde sentezlenen bir nonapeptittir. OT, etkilerini bir
G proteinine bagli OT reseptorii araciligiyla olugturur. Dogum
strasinda uterus kasilmalarini, meme bezlerinde siit ejeksiyonu
icin miyoepitelyal hiicre kasilmasini uyarir ve ayrica farkli
vaskiiler yataklarda vazokonstriktor veya vazodilator etkileri
vardir.*’® Son ¢aligmalarda ayrica OT’nin anti-enflamatuvar ve
anti-oksidan etkileri oldugu bildirilmistir.”'* OT reseptorlerinin
koni fotoreseptorlerinde ve retina pigment epitelinde bulundugu
bildirilmigtir. OT, intraselliiler Ca*? diizeylerini yiikseltir ve
etkilerini diiz kas kasilmasi, nitrik oksit sentezi, prostaglandin
tiretimi, MAP-kinaz kaskad: aktivasyonu ve protein sentezini
uyararak gosterir.

Daha o6nce yayinlanan galigmalarin sonuglart ve gozlemler
is1ginda bu ¢aligmada intravitreal ve intraperitoneal olarak
uygulanan oksitosinin (OT) streptozotosin ile diyabet
olusturulmus sicanlarda retinopati {izerine olan etkilerini
aragtirmay1 amagladik.

Gereg ve Yontem

Deney Hayvanlari

Bu caligmada, 200-250 gr agirliginda 24 yetigkin erkek ve
disi Sprague Dawley sican: kullanildi. Hayvanlar, ad libitum
beslendi ve sicakligi kontrol edilen bir ortamda (22+2 °C) 12
saat aydinlik/karanlik dongiisiinde celik kafeslerde, her kafeste
iki hayvan olacak sekilde bakildi. Calisma icin Ege Universitesi
Hayvan Arastirmalari Etik Kurulu'ndan onay alindi. Tim
hayvan ¢aligmalarinda Hayvan Aragtirmalari ve Etik Kurulu'nun
belirledigi ilkelere bagli kalindi. Aksi belirtilmedikge tiim
kimyasallar Sigma-Aldrich firmasindan temin edilmigtir.

Deney Protokolii

Sicanlarda diyabet, tek doz intraperitoneal streptozosin
(STZ) enjeksiyonu (Sigma-Aldrich, Saint Louis, MO, ABD)
(%0,9 NaCl'de 60 mg/kg, pH 0,2 M sodyum sitrat ile 4,0’a
ayarlandi) ile olusturuldu. Uygulamadan 48 saat sonra glukoz
oksidaz reaktif seritleri (Boehringer Mannheim, Indianapolis,
ABD) kullanilarak kan glikoz diizeyleri olgiilerek diyabet tanist
dogrulandi. Kan glukoz diizeyi 260 mg/dL (14,4 mmol/L) ve
daha yiiksek olan siganlar diyabet kabul edildi ve ¢alismaya dahil
edildi.

Yirmi dort sigan egit olarak 4 gruba ayrildi: Intravitreal serum
fizyolojik grubu, intravitreal OT grubu, intraperitoneal serum
fizyolojik grubu ve intraperitoneal OT grubu. Intraperitoneal
gruplarda yer alan si¢anlara giinliik olarak 1 mL serum fizyolojik
veya 100 IU/kg OT intraperitoneal olarak verildi; intravitreal
gruplardaki sicanlara haftada bir kez proparakain hidrokloriir
ile topikal anestezi yapildiktan sonra 0,01 mL serum fizyolojik
veya 10 pU/OT intravitreal enjeksiyon ile verildi. Hamilton
enjektorlerine yerlestirilmis 27 G iZneler ile intraperitoneal
tedaviler yapilirken 31 G igneler ile intravitreal enjeksiyonlar
yapildi. Dort hafta tedaviden sonra sicanlar sakrifiye edildi ve
intraperitoneal tedavi gruplarinda plazma VEGF seviyelerini
enzim bagli immiinosorbent analizi (ELISA) i¢in kalpten kan
ornekleri alindi, sonra tiim gruplara eniikleasyon yapildi.

Immiinohistokimya

Paraformaldehit ile fikse edilmis parafine gomiili goz
dokularindan bir mikrotom (Leica MR 2145) ile 2 pm kalinlikta
kesitler alindi, steril bir su banyosunda yiizdiiriildii ve poli-L-
Lizin kapli lamlara alinarak oda sicakliginda kurutuldu. Bir gece
boyunca 60 °C'de inkiibasyondan sonra, slaytlar ksilen iginde
30 dakika boyunca parafinden arindirildi, etanol serisinden
gecirilerek hidrate edildi (sirastyla, %100, %95, %80 ve %70),
10 dakika siire ile saf H,0 ve PBS ile yikandi. On beg dakika
37 °Cde 50 mM Tris tamponu (pH 7,5) iceren %2 tripsin
soliisyonunda bekletildi ve daha sonra tekrar PBS ile yikand:.
Kesitlerin ¢evresi Dako kalemi (Dako, Glostrup, Danimarka)
ile ¢izildi, endojen peroksidaz aktivitesini inhibe etmek icin
%3 H,0, ¢ozeltisi iginde 15 dakika inkiibe edildi ve PBS ile
yikand1. Slaytlar, 57 °C'de VEGF primer antikoru ile inkiibe
edildi ve ardindan PBS ile yikandi. Daha sonra, biyotinlenmis
sekonder IgG antikor ile inkiibe edildi ve immiinboyanmay1
goriiniir hale getirmek icin streptavidin-peroksidaz konjugat:
(Histostain Plus, Invitrogen, Camarillo, CA, ABD) ile inkiibe
edilmeden once PBS ile yikandi. Islem, kesitlerin Mayer'in
hematoksilin (Sigma Chemical Co., St. Louis, MO, ABD)
ile kargit boyanmas: ile tamamlandi. Tum kesitler Olympus
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BX51 mikroskobu (Olympus Corp., Tokyo, Japonya) tizerine
monte edilmig Olympus C-5050 dijital kamera ile incelendi ve
fotografland:.

Dis Niikleer Tabaka (ONL) Olgiimleri
Tim kesitler Olympus BX51 mikroskobu iizerine
monte edilmis olan ayni Olympus C-5050 dijital kamera ile

fotografland: ve analiz edildi. Serum fizyolojik gruplarinin
ortalama ONL kalinlig1 %100 olarak kabul edildi.

Plazma VEGF Seviyelerinin Ol¢tiimii

Plazma VEGEF seviyeleri, ticari olarak temin edilen ELISA
kiti (RayBiotech, Inc., GA, ABD) kullanilarak iireticinin
talimatlarina uygun sekilde ol¢iildii. VEGF seviyeleri pg/mL
olarak ifade edildi. Testin algilama sinir1 2 pg/mL’nin altindayd:
ve analiz i¢i ve analizler arast degisim katsayilart %10’dan
diisiikeii.

Istatiksel Analiz

Istatiksel analizler Windows icin SPSS (SPSS Inc., Sikago,
IL, ABD) siiriim 15,0 kullanilarak gergeklestirildi. Parametrik
degisken gruplari, Student t-testi kullanilarak kargilagtirilds.
Parametrik olmayan degisken gruplari Mann-Whitney U testi
ile karsilagtirildi. Sonuglar ortalama =+ standart hatast olarak
bildirildi. Istatistiksel acidan p degerinin 0,05’ten kiiciik olmasi
anlamli kabul edildi.

Bulgular

VEGTF protein ekspresyonu immiinohistokimya ile incelendi
ve ONL kalinligi1 6l¢iildii. Ekspresyon agagidaki gibi skorlandt: 0,
hicbir ekspresyon olmadigins; 1, 2 ve 3 sirasiyla 9%0-24, %25-49,
%50-74 ve %75 den fazla ekspresyon oldugunu gostermektedir.
ONL o6l¢timleri ve boyama yogunluklarinin kargilagtirilmasi, 10
farkli kesitin X40 biiyiitme degerlendirilmesi ile gerceklegtirildi.

ONL Ol¢iimleri
Sekil 1, caligma gruplarinda retina ONL kalinligindaki
degisiklikleri  gostermektedir. Gruplar arasinda ONL

kalinliginin kargilastirilmasindan elde edilen sonuglar Tablo
1'de gosterilmigtir. Sigan retina kesitlerinin morfometrik analizi,
intravitreal ve intraperitoneal OT tedavisinin serum fizyolojik ile
tedavi edilen gruplara kiyasla ONL kalinligint anlamli sekilde
arttirdigini gostermistir (sirastyla %23 ve %25, p<0,001).

VEGF Protein Ekspresyonu

Sekil 2, tedavi kesildikten sonra sican retinasindaki VEGF
protein ekspresyonunu gostermektedir. Intraperitoneal serum
fizyolojik grubunda VEGF ekspresyonu skoru 1,6+0,2 idi
ve intraperitoneal OT grubunda ekspresyon anlamli sekilde
0,3+0,2've diistii. Intravitreal tedavi gruplarinda VEGF
ekspresyon skoru serum fizyolojik grubunda 1,3+0,3 idi, OT
grubunda ise 0,3+0,2’ye diistii.

Tablo 1. D1s niikleer tabaka kalinligimin karsilastirtlmasi
(x40 bityiitme)

Gruplar Intraperitoneal (%) | Intravitreal (%)
Serum fizyolojik 100=+5,1 100+8,3
Oksitosin 115,6+6,1 128,8+7,5
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Plazma VEGEF Seviyeleri

Plazma VEGF diizeyi intraperitoneal serum fizyolojik
grubunda 161,29+47,36 pg/mL (aralik: 115,75-225,25 pg/
mL) ve intraperitoneal OT grubunda 76,74+14,15 pg/mL
(aralik: 25,50-142,75 pg/mL) olarak 6l¢iildii. Gruplar arasinda
istatistiksel a¢cidan anlamli fark vardi.

Tartisma
Bildigimiz OT’nin  diyabetik
siganlarda retina {izerine etkilerinin aragtirddigs ilk calismadir.
Sonuglarimiz, OT’nin diyabetik siganlarda VEGF protein

ekspresyonu ve plazma VEGF seviyelerini azaltarak ve dig

kadariyla, caligmamiz

niikleer tabakanin incelmesini onleyerek, retinayr koruyucu
etkilere sahip oldugunu gosterdi.

DR’nin patogenezi daha iyi anlagildik¢a, yeni tedavi
seceneklerinin ortaya ¢ikmast olasidir. DR patogenezinde etkili

Sekil 1. Dig niikleer tabaka. a) Intraperitoneal serum fizyolojik grubu, b)
intravitreal serum fizyolojik grubu, ¢) intraperitoneal oksitosin grubu ve d)
intravitreal oksitosin grubu

Sekil 2. Vaskiiler endotelyal bitytime faktrii immiin boyamasi. a) Intraperitoneal
serum fizyolojik grubu, b) intravitreal serum fizyolojik grubu, ) intraperitoneal
oksitosin grubu ve d) intravitreal oksitosin grubu
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oldugu 6ngoriilen mekanizmalar hiperglisemi, ileri glikasyon son
iiriinlerinin (AGE) akiimiilasyonu, protein kinaz C aktivasyonu,
oksidatif stres ve enflamasyondur. Kronik hiperglisemi, reaktif
oksijen tiirlerinin yapimina ve diisiik dereceli enflamasyona
neden olur. Bu, retinal pigment epitelinde apoptozu indiikler
ve DR’nin progresyonuna neden olur. Hiperglisemi ayrica
endotel tabakasinin altinda AGE akiimiilasyonuna neden
olur ve vaskiiler yapiy:r degistirir, damar sertlifini artirir
ve oksidatif stres ve enflamasyona yol acan hiicre i¢i sinyal
yolaklarini baglatir. Oksidatif stres, DR etiyolojisinde en yaygin
mekanizma olarak kabul edilir. Oksidatif strese bagli hasar veya
disfonksiyon kan sekeri kontrol altina alindiktan sonra bile
devam edebilir. Enflamasyon ayni zamanda DR progresyonu
ve komplikasyonlarin ortaya ¢itkmasinda dnemli rol oynar. Bu
nedenle, oksidatif stres ve enflamasyonu hedef alan yeni tedavi
stratejileri geligtirilmelidir,111415:16.17.18,19.20

OT bir nonapeptittir ve reseptorlerinin, bobrek, kalp,
pankreas, adipositler ve timus dahil olmak {izere farkli dokularda
bulundugu gésterilmigtir. OT’nin immiin ve enflamatuvar
modiilasyondaki rolii iyi tanimlanmis ve bunu reseptorlerinin
aktivasyonuna bagli oldugu bildirilmigtir.5”*?! Bu ¢aligmalara
dayanarak, OT’nin bir antioksidan ve anti-enflamatuvar etki
gosterebilecegini ve bu nedenle DR’de bir terapotik madde
olarak kullanilabilecegini diisiintiyoruz. Koni fotoreseptorleri
ve retina pigment epitelinde OT reseptorleri bulunmakeadir.
Bu reseptorlerin aktivasyonu, hiicre i¢i Ca™ diizeylerini arttirir
ve sonraki basamaklarda fosfolipaz C ve fosfatidilinositol
4,5-bisfosfatin aktivasyonuna neden olur."!

Diyabetik hastalarda, stirekli hiperglisemi retina kan
akiminda diizensizlige, perisitlerin kaybina, bazal membranin
kalinlagmasina, mikroanevrizmalara, kapiller okliizyona ve
iskemiye neden olabilir. Iskemi, sonug olarak tirozin kinaz
reseptorleri, VEGFR-1 ve VEGFR-2'yi aktive eden VEGF nin
yaptmina yol acar.”> VEGE, anjiyojenez ve kan-retina bariyerinin
yikimin: destekleyen bir bityiime faktorii ve giiglii bir vazoakeif
sitokindir ve endotelyal hiicre biiyiimesi ve neovaskiilarizasyonu
indiikler.* Matsuoka ve ark.”, diyabetik retinalarda VEGF
ekspresyonunun anlamli derecede arttigini bildirirken, Funatsu
ve ark.®, saglikli bireyler ve retinopatisi olmayan diyabetik
hastalara kiyasla retinopatili diyabetik hastalarda vitreus ve
plazmada VEGF seviyelerinin yiikseldigini bildirmigtir. Bu
goriigle uyumlu olarak, Aiello ve ark.”, retina iskemisi olan
hastalarinin  okiiler sivilarinda VEGF konsantrasyonunun
arttsZint bulmustur. Caligmamizda retinada VEGF ekspresyonu
ve plazma VEGF diizeylerinin arttigi bulundu ve OT tedavisi
ile ekspresyon ve plazma seviyelerinde anlamli azalma meydana
geldi.

Diyabetik sicanlarda dig niikleer tabakanin inceldigi
bildirilmistir. Bazi ¢aligmalarda bu incelemenin apoptoz
nedeniyle ortaya ¢ikeigy ileri siiriilmiistiir.”***° Caligmamizda,
daha 6nce yapilan ¢aligmalar ile uyumlu sekilde, OT tedavisinin,
STZ ile indiiklenen diyabetik siganlarda serum fizyolojik
grubuyla karsilagtirildiinda ONL incelmesini engelledigi
bulunmugtur.

Sonug¢

Sonug olarak, STZ ile indiiklenen diyabetik siganlarin
OT tedavisi retina dejenerasyonunu azaltmada etkili olmustur.
VEGF ekspresyonu ve plazma VEGF diizeylerinde belirgin
azalma ve retina incelmesine karsi koruyucu etki, OT’nin
diyabetik retinopatide alternatif bir tedavi olabilecegini
diisiindiirmektedir. OT’ nin diyabetik retina dejenerasyonundaki
yararli etkileri, antioksidan ve anti-enflamatuvar etkileri aracilig1
ile ortaya c¢ikiyor olabilir. Bildigimiz kadariyla, ¢aligmamiz
OT’nin diyabetik sicanlarda retina tizerine etkilerinin aragtirildig1
ilk ¢aligmadir ve bu konuda daha ileri caligmalarin yapilmasina
gereksinim vardir.
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