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OZET

Fatih Celik, Deneysel Diyabetes Mellitus Modelinde intravitreal
Bevacizumab ve Fasudil'in Stperoksit Dismutaz, TumoONekrozis Faktor Alfa,
Nukleer Faktor Kappa B, Vaskuler Endotelyal Buylume Faktorti ve Kaspaz 3

Duzeylerine Etkisi. Uzmanlk Tezi, Bolu, 2012.

Diabetes Mellitus (DM), 20-65 yagrubunda en o6nemli legal korltuk
sebebidir. Bircok ¢cama yapilmasina fgnen hastafin etiyopatogenezinde etkili
olan faktorler halen tam olarak bilinmemektedir. OiMstalarinda hiperglisemiye
bagli olarak retina kapillerlerinde dejenerasyon, giekaybi, endotel proliferasyonu,
bazal membranda kaliglma ve oklizyon gelmektedir. Diyabetik retinopati ve
buna bgli komplikasyonlarin ge§iminde toksisite, enflamasyon, anjiyogenez ve
apopitozisin 6nemli yeri oldiu bilinmektedir. Bu ¢cafmada, deneysel olarak diyabet
olusturulmus tawanlara intravitreal olarak uygulanan bevacizumab fasudilin
superoksit dismutaz (SOD), tumor nekrozis faktda alTNF-a), nikleer faktor
kappa B (NF-kB), vaskiler endotelyal biylime faktqMEGF) ve kaspaz 3
dizeylerine etkisi incelengtir. Calsma icin; 6 sghkh (Grup 1), 6 DM
olusturulmus (Grup 2), 7 DM olgturularak intravitreal bevacizumab (1,25 mg/50
puL) uygulanmg (Grup 3), 7 DM olgturularak intravitreal fasudil (180 uM/50ul)
uygulanmg (Grup 4) olmak tzere toplam 4 grup gliruldu. DM olyturulduktan 21
glin sonra intravitreal enjeksiyonlar §anlarin sg gozune yapildi. Enjeksiyondan 3
gun sonra taan gozleri enuklee edilerek ELISA yontemi ile SOINF alfa, NF-
kB, VEGF ve kaspaz 3 parametreleri gidii. Sonuclarin istatistiksel analizleri icin
Kruskal Wallis testi ve Bonferroni dizeltmesiyle MaWhitney U testi kullanildi.
Kruskal Wallis testi ile VEGF ve kaspaz 3 seviyglde gruplar arasinda istatistiksel
olarak fark saptanirken (sirasiyla p=0,005 ve pEB),0 SOD ve TNF alfa
seviyelerinde gruplar arasinda istatistiksel olamakamli fark saptanmadi (sirasiyla
p=0,135 ve p=0,792). NF-kB duizeyleri ise hicbir gpau dlcilebilecek seviyelerde
degildi. Grup 1 ve grup 3'teki VEGF duzeyi, grup 2'yg®re anlamh olarak daha
distk bulundu (her ikisi icinde p=0,004). gar gruplar arasinda VEGF duzeyleri



acisindan istatistiksel olarak anlaml farklilikrgionedi (p dgerleri 0,015 ile 0,886
aralginda). Kaspaz 3 diuzeyleri bakimindan grup 1 ilepgkugrup 2 ile grup 3, grup

3 ile grup 4 arasindaki farkin p gezleri sirasiyla p=0,015, p=0,038 ve p=0,018 olsa
da ikinci gama testlerde anlamh kabul edgioeiz deger olan 0,0083'Uin Uzerinde
kaldi. Sonug¢ olarak deneysel DM giurulmus tawan modelinde intravitreal
bevacizumab uygulamasi yeni damarsalaunda rol oynayan VEGF dizeylerini ve
apopitoziste rol oynayan kaspaz 3 dizeylerinsUdinistir. Fasudilin VEGF
seviyeleri Gzerine bevacizumab kadar olmasa da lalatkisi mevcuttur, kaspaz 3
dizeyleri Uzerinde ise gir gruplar ile kagnlastirildiginda belirgin arga neden

olmustur.

Anahtar Kelimeler: Bevacizumab, Diyabet, Fasudil, Kaspaz 3, Nukleer
faktor kappa B, Siperoksid dismutaz, Tuamoér nekrofaktor alfa, Vaskiler
endotelyal bayume faktori



ABSTRACT

Effect of Intravitreal Bevacizumab and Fasudil on Superoxide
dismutase, Tumor necrosis factor alpha, Nuclear faor kappa B , Vascular
endothelial growth factor and Caspase-3 levels irexperimental diabetes
mellitus model. Fatih Celik, MD, The Master ThesisBolu, 2012.

DM is the most common cause of visual loss in pégi@aged between 20 and
65 years. The exact factors responsible for etioggpnesis of the disease is not
known despite many studies done. Hyperglycemia iabatic patients results in
degeneration of retinal capillaries, loss of endb#h pericytes, endothelial
proliferation, thickening of basement membrane accusion. It is well known that
toxicity, inflammation, angiogenesis and apoptgsi@y an important role in the
development of diabetic retinopathy and its congpians. In the present study, the
levels of SOD, TNF alpha, NF-kB, VEGF and caspasef assessed in rabbits that
had experimentally induced DM and intravitreal atien of bevacizumab and
fasudil, and results were compared with healthytrods rabbits. The study
population composed of 6 healthy rabbits (Group6ljabbits with experimentally
induced diabetes mellitus (Group 2), 7 rabbits veixperimentally induced DM to
which intravitreal bevacizumab were administeredo( 3) and 7 rabbits with
experimantally induced DM to which intravitreal dakl were administered (Group
4). An intravitreal injection of 1.25 mg/50 pL bevaumab in the right eye of rabbits
in Group 3 and intravitreal injection of 180 uM/30fasudil in the right eye of
rabbits in Group 4 were administered on day 21r aficuction of DM. Studied eyes
of rabbits were enucleated three days after theauitteal injection. SOD, TNF
alpha, NF-kB, VEGF and caspase-3 levels were d@tednusing ELISA method.
Differences between study groups were assessed thgnKruskal-Wallis test and
Mann-Whitney U test with Bonferroni correction. uskal Wallis test revealed
statistically significant difference in VEGF andspase-3 levels betwen groups
(p=0.005 and p=0.013, respectively), but SOD andr Hipha levels did not differ
between groups (p=0.135 and p=0.792, respectivdlif}kB level was below the

iv



detectable range for all groups. It was found MBGF levels were significantly
lower in Group 1 and Group 3 than in Group 2 udut@nn-Whitney U test with
Bonferroni correction (p=0.004 for both comparisojhere was no statistically
significant difference between other groups withjarel to VEGF levels (p value was
ranging between 0.015 ile 0.886). Although the lnes of caspase 3 level was 0.015
for group 1 and group 4, 0.038 for group 2 and grdu0.018 for group 3 and group
4, these p values remained above the thresholdlpe vof 0.0083, which is
statistically significant level for second stagest$e In conclusion, intravitreal
administration of bevacizumab decreased both VE&/I$, which plays role in
angiogenesis and caspase 3 levels, which playsimadg@optosis. Although not as
much effective as bevacizumab, fasudil had a beiaétffect on VEGF levels, but

significantly increased caspase 3 levels when coedpaith other groups.

Key words: Bevacizumab, Caspase 3, Diabetes, Fasudil, Nudckezor
kappa B, Superoxide dismutase, Tumor necrosis rfadpina, Vascular endothelial

growth factor
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1. GIRIS

Diyabetes Mellitus (DM) yuksek kan glukoz seviydsilarakerize metabolik
bir hastaliktir. Kronik bir hastalik olgu icin mikrovaskuler ve makrovaskuler
komplikasyonlari vardir. Diyabetin en 6nemli mikeskiler komplikasyonlarindan
biri de retinopatidir. Diyabetik retinopati (DRP)Q ile 65 ya arasinda gorilen legal
korlugin en sik sebebidir. DM tanisi konulduktan sonitkkb yil icerisinde DRP
gorilme olasifii ¢cok diguk olmakla birlikte, 5-10 yil arasinda %27, 10 1yl
lizerinde ise %71-90 oraninda goriilmektédir.

DRP gelsiminde ana mekanizma uzun sdreli hiperglisemiyegliba
toksisitedir. Ancak yapilan yon klinik ve deneysel agarmalara rgmen molekiler
patofizyolojisi henliz tam olarak aydinlatilamamm DRP esas olarak bir
mikroanjiopatidir; iki temel dgsiklik vaskiler gecirgenfiin artmasi ve
mikrovaskiler oklizyonduVaskuiler permeabilitenin artmasi lokal/yaygin édeme
mikrovaskiler oklizyon ise retinal iskemiye ve daleai dénemde yeni damar
olusumlarina yol acar. Mikroanjiopati bulgularinin yayggi ve girligi DRP’nin

evresini belirlert

Hastalgin patogenezinde hiperglisemi sonrasi ggaliretina kapillerlerinde
dejenerasyon, perisit kaybi, endotel proliferasydrazal membranda kaliglaa ve
oklizyon mevcuttut. DRP ve komplikasyonlarinin ggiininde anjiyogenez,
enflamasyon, toksisite ve apopitozisin dnemli yadugu bilinmektedir. Vaskuler
endotelyal buyime faktéri (VEGF); hipoksi, buytmektbrleri ve nitrik oksit
tarafindan stimule edilerek vaskuler permeabiligayiran ve yeni damar aglumuna
neden olan bir sitokindir. Tumor nekrozis faktomNH) alfa balica makrofaj, mast
hiicreleri ve lenfositlerden salgilanan proenflamat bir sitokindir. Enflamasyon
gelisiminde ve dger sitokinlerin uyariminda bircok fonksiyona sahipTNF alfa
Ozellikle endotel hucreleri Uzerinde adezyon mollekinin ve kemokinlerin
ifadelenmesini ve fagosit mikrop oldurtcu sistemnier uyariimasini ggar. Ayrica
dayaniksiz hucrelerin apopitozuna yol acar. NUkletor kappa B (NF-kB);

enflamasyon, immin yanit, proliferasyon ve ap@#ien sorumlu olan ¢ok sayida



genin Onemli bir regulatori olan bir transkripsiydaktoradir. Stres, serbest
radikaller, ultraviyole, radyasyon, okside sdl dansite lipoprotein (LDL) gibi

uyaranlara kar verilen hicresel cevapta onemli rol oynar. Kaspazproteini

aspartat aminoasidinden sonra kesen, aktif merlezgistein bulunan proteazlar
ailesine mensuptur. Bu kesmgemi proteinin aktivasyon veya inaktivasyonuna
neden olabilir. Apopitoziste rol alir. Siperoksisrdutaz (SOD); suiperoksit serbest
radikalinin hidrojen peroksit ve oksijene dgdininu katalizleyen antioksidan bir

enzimdir.

Bu calgsmanin amaci, deneysel diyabet modelinde intravitoezacizumab
ve fasudilin SOD, TNF alfa, NF-kB, VEGF ve kaspazd@zeylerine etkisini

arastirmaktir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Retina Anatomisi

Retina g6zin sinir tabakasi olup goz kiresinin dgeyini orter.ince ve
saydam bir tabakadir. Kaliglioptik disk yakininda 0,56 mm, ora serratada ide O
mm’dir. Retinanin arka kutupta en ince qidunokta foveadir. Retina sinir lifi
tabakasi arkada optik sinirle devam eder. Ondel nétiaa ora serrataya kadar uzanir
ve pars plana pigmente olmayan siliyer cisim epitel devam eder. Biyizeyi
Bruch membrani ile, i¢ ylzeyi vitreus ile temasim@ddir. Retina, optik disk

kenarlar ve ora serratada siki yaglik gosterir.

Retina embriyolojik olarak noroektodermden kokeanaiki yapidan olgur.
Bunlardan dytaki pigmente epitel kati, icteki ise duyusal (Mpratinadir. Retinanin
sinir tabakasinin big 6n kismi dalgall bir gériinim arz eder. Bu kisma serrata
adi verilmektedir. Retinanin arka kisminin merkdeimakuila lutea adinda oval, sari

bir alan bulunur. Bu alanin merkezindeki ¢okunttgeea santralis denir.

2.1.1. Retina Pigment Epiteli (RPE)

Noroektodermal kokenli, tek katli, altiggakilli kiboidal hiicre tabakasidir.
Optik disk sinirindan ora serrataya kadar uzanisily@r cismin pigment epiteli ile
devamhlik gosterir. Her bir RPE hicresinin apikabmindaki villéz cikintilar,
fotoreseptdr hicrelerin gikisimlarini sarar ve aralarinda hicbir 6zelglbati
bulunmaz. Korgu hiicre membranlari bazal bélgede zonula adheapiisal bélgede
ise zonula okludens ile birbirine ganir. Mikrovilluslara dgru uzanan ¢cok sayida
yuvarlak veya oval melanin grandlleri vardir. RPHctelerinin; dgilan s1gin
absorbsiyonu, retina alti dagun devamlilginin sglanmasi, rod ve kon hticrelerinin
dis kisimlarinin fagositozu, fotoreseptorlerirg degmentlerin dongusu, A vitamini
depolanmasi ve salinimi, interfotoreseptér maseezi gibi fonksiyonlari vardir.



2.1.2. Noral Retina

Uc temel néron grubundan glur: Bunlar fotoreseptorler, bipolar hiicreler ve
gangliyon hicreleridir. Aktivitenin diizenlenmesiniqorizontal ve amakrin hticreler

gibi ara ndronlart igerir.

Iki tip fotoreseptor vardir: rodlar ve koniler. Radllos 1sikli ortamda ve
siyah-beyaz goruntiinin algilanmasindan, koniler gadak gikli ortamda, hem
detayli hem de renkli goruntinin algilanmasindamretudurlar. Rodlarin sayisi
110-125 milyon, konilerin sayisi ise 6,3-6,8 milgom. Foveada rod bulunmaz,
perifere d@ru gittikce sayilari birden artar ve u¢ noktalaaklgstikca azalir. Koniler
ise foveada daha gandur ve perifere gittikce sayilari azalir. Retimaghklgik 1
milyon gangliyon htcresi vardir ve her gangliyonctasi baina 100 fotoreseptotr
hiicresi dger. Rodlarin, fotosensitif olan gdikismi rodopsin proteinini icerir.
Rodlarin d¢ segmentlerinde madeni para gibi tUstlste blgnmiembranla kapl 600-
1000 adet lamel veya disk bulunmaktadir. Rodopsiolekiilleri bu disklerin
membranlarinda bulunmaktadir. Disklerin rodlaring diegmentinin tabaninda
olustugu ve dsa daru itildigine inaniimaktadir. U¢ kisima gkn diskler pigment
epitel hucreleri tarafindan fagosite edilmekteBod hiicresi gisegment, birlgiren
sap, ic segment, dilif, ntkleus, i¢ lif, rod sfertli bdlumlerinden wlr. Koni
hicreleri yaklatk 65-75 um uzunlgundadir. D¢ segment, bdayici sap ve ig
segmentten okwr. Dis segment koniseklinde olup koninin tepesi gh dagru
bakmaktadir. Diskleri ¢cevreleyen membrag plazma membrani ile devamlilik arz
eder. Konilerin uglari pigment htcreleri tarafindagosite edilmez. Bu hucreler

rodopsine benzer bir protein olan iyodopsini icerir

Bipolar htcrelerin radyal bir yonelimi vardir. Buidrelerin bir veya daha
fazla sayida dendriti g dg@ru uzanarak fotoreseptor hiicre terminalleri ileaps
yapar. Tek olan akson ice gla uzanarak gangliyon htcreleri ve amakrin hiicreler
ile sinaps yapar. Gangliyon hicreleri gérme yolunkiaci néronlari olgturur.
Caplarn 10-30um arasinda dgsir. Multipolar htcrelerdir ve dendritleri bipolarev
amakrin hicrelerin aksonlar ile sinaps yapar. Ao miyelinsiz olup, optik siniri

olustururlar?



Horizontal hicreler multipolar olup, fotoreseptaichelerinin terminal gegi
kisimlarinin yakininda yer alirlagikla uyariimay takiben rod ve konilerden salinan
norotransmitere cevap verirler. Bu hicrelerin bapolhicrelerin - aktivitesini
baskilayan bir transmiter salgilgha inaniimaktadir. Amakrin hucrelerinin
aksonlarinin olmag saniimaktadir. Gangliyon htcrelerinin yakinindaulnurlar.
Gangliyon hcrelerinin dendritleri ile bipolar hatrin akson uclari sinaps yapar.
Amakrin hucreleri bipolar hicreler tarafindan ujane gangliyon hiicresini uyarir.
Noral retinadaki destekleyici hiicreler nérogliachglere benzerler. Noral retinadaki
bosluklarin ¢gggunu Muller hicreleri doldurur. Bu hicreler; retinéronlar ve damar
duvarlarn ile yakin ikki icerisindedirler. Retinayl ggan baa kat eden Miller
hiicreleri, destek goérevi gorir ve beslenmeye yardiotur. Retina astrositleri,
perivaskuler glial huicreler ve mikroglial hiicretgbi bagka glia benzeri hiicreler de

tanimlamgtir.

Retina, dgtan ice d@ru on kattan olgur:

Retina Pigment Epiteli
Rod ve Koniler

Dis Limitan Membran
Dis NUkleer Kat

Dis Pleksiform Kat

Ic Nukleer Kat

I¢ Pleksiform Kat
Ganglion Hiicreleri Kati
Sinir Lifleri Kati

© © N o g s~ w D PE

10.I¢ Limitan Membran

Bu siniflama gik mikroskopu ile yapilan inceleme icin gecerlidilektron
mikroskopu ile vyapilan c¢aimalarda boOyle katlardan alan bir yapiya
rastlanmanstir. NoOral retinanin 6zelyenis boélgeleri mevcuttur. Retinanin arka

kisminin merkezindeki oval, sari alana makula ludeilir. Capi yaklgk 4,5



mm’dir ve optik diskin yaklgk 3 mm temporalinde bulunur. Makuilanin sari
renginin kayngi ksantofil isimli pigmenttir. Fovea santralis, nig&nin merkezinde
cOklk bir alandir. Capi yakdk 1,5 mm’dir. Cokukligln kenarina klivus, tabanina
ise foveola denir. Burada i¢ retina katlarina @trshiicre ve lifleri kenara cekilrgi
ve merkezde sadece fotoreseptor hucreleri kimFovea tizerinde kan damarina ve
rod hucresine rastlanmaz ancak koni konsantrasy@ksimuma ulgmistir.

2.1.3. Retinanin Kan Destgi

Retina iki kaynaktan kan degtealir. Rodlar, koniler ve dintkleer kattan
olusan di lamina koroid kapillerlerinden doku sivisi arggille beslenir.i¢ lamina
ise santral retinal arter ve venden destek alitinRearterleri u¢ arterler olup
herhangi bir arterioven6z anastomoza rastlanmantr&@aretinal arter, oftalmik
arterin ilk dahdir. Santral retinal arter disknde ya da Uzerinde slperior ve inferior
dallarina ayrilir. Nazal dallar ora serrataygzodiz bir seyir izlerken temporal
dallar fovea santralisin altindan ve Ustiinden kgsysarak ilerler. Retina arteriolleri
yaygin bir kapiller g olusturur. Bu kapillerlerin duvarlari deliksiz endotglicreleri
ile cevrilidir. Endotel bazal membraninin altindak sayida perisit vardir. Kapiller
aglarin en ygun oldyu bolge makuladir fakat fovea santraliste damaurtlz.
Yaklasik 500 um capindaki bu bolgeye fovea avaskiler zonu deRetina
periferinde damarlar daha az sayidadir ve oratsgladulunmaz. Santral retinal ven,
g0z kiresini santral retinal arterglile ederek terk eder. Optik sinirde ven arterin
lateralinde yer alir ve direkt olarak ya kavernigrise ya da superior oftalmik vene
drene olur. Retinada herhangi bir lenf damari bolan.

2.2. Diyabetik Retinopati

2.2.1. Epidemiyoloji

DRP, 20-65 yglar arasindaki hastalarda gorme @riin en Onemli
nedenlerinden biridir. DRP’'nin en iyi habercisi tegin siresi ve metabolik
kontrolidur. Tum DRP tiplerinin prevalansi; DM ssireve hasta ya ile birlikte

artmaktadir. Beyil veya daha az stredir DM olan hastalar nadwerangi bir DRP



bulgusu gosterir. DRP 5-10 yil arasi DM olanlarin2%sinde, 10 yildan uzun sire
diyabeti olanlarin %71-90'inda gorilmektedibRP, 10 yaindan kiiciik cocuklarda
diyabetin siresi ne kadar olursa olsun nadir gérid&®P’nin puberte gandan sonra
gorulme siklgl artar. Otuz ygaltt DM tanisi almy olgulardaki retinopati ve makila
O0demi prevelansi ile diyabetin siresi arasindakkilin de irdelendii Turkiye
Diyabetik Retinopati Epidemiyoloji Grubu'nun 2 nurah raporuna goére 215
instline b&ml Tip 1 diyabet hastasinin % 24,7’sinde proatdrolmayan DRP, %
6,5'inde proliferatif DRP olmak Uzere toplam % 3l¢gtaninda DRP tesbit
edilmistir.> Bu grupta ayrca % 11,2 oraninda makula 6demi tesgitmistir.
Insuline bgmli olmayan Tip 2 DM olgularinda proliferatif olrpan diyabetik
retinopati (NPDRP) % 14,9, proliferatif diyabeti&tinopati (PDRP) % 12,3 olmak
lizere toplam % 27,7 oraninda DRP tespit edtini Olgularin % 17,1'inde
diyabetik makdilopati oldgu bildirilmistir.”

2.2.2. Tipleri

Diyabet, endojen insilinin olmayiveya etkisinin azalmasina @aolarak,
sebat eden hiperglisemiyle karakterize olan h&staliiki ana turi gagida

belirtilmistir:

2.2.2.1.Insuline Bagl Diyabet

Ayni zamanda Tip 1 diyabet olarak da bilinir. Skidi 10-20 yalar arasinda

ortaya ¢ikar. Ancak wh hastalar da insuline Bamh hale gelebilir.

2.2.2.2 Insiiline Bazimh Olmayan Diyabet

Tip 2 diyabet olarak da bilinir. SIKBKS0 - 70 yglari arasinda ortaya cikar.
Insiline bgml tiplerde DRP gefime riski, bgml olmayanlara gére daha
yuksektir. DRP, 20 - 65 ytar arasindaki bireylerde ortaya cikan yasal kdetik

bir numarali sebebini $kil etmektedir*



2.2.3. Patogenez

DRP, esas olarak DM’nin mikrovaskuler bir komplikasudur. Retina
damarlarinda DM’ye ki olarak gelsen iki temel patolojik d&siklik; vaskuler
permeabilitenin artmasi ve mikrovaskuler oklizyandiaskiler permeabilite agt
lokal/yaygin 6deme, mikrovaskiler oklizyon ise mali iskemiye ve daha ileri
donemde yeni damar glumlarina yol acar. Bunlarin yaygigiive airligi diyabetik

retinopatinin evresini belirler.

Mikrovaskuler kontraktil hticrelerin (perisit) kaydiyabetik retinopatinin en
erken ve oldukca spesifik bulgularindandir. Perisidybr endotel hicre
proliferasyonu ve DRP’nin en erken bulgusu olan nodkevrizmalara yol acar.
Hemodinamik ve vaskuler otoregulasyondakigigi&likler sonucu geken vendz
dilatasyon ve vendz Romlanmalar, intraretinal mikrovaskiler anormallikle
(IRMA), DRP’nin karakteristik bulgularidir. Kapilldrazal membran kalinjenasi ve
ekstraselliler matriks komponentlerinin  depolanmada anormal retina

hemodinamiinin gelisiminde rol oynamaktadir.

Damar endotel hicreleri i¢ kan-retina bariyerinordamasindan sorumludur
ve bu hicrelerin hasari vaskiler permeabilitenimsiaile sonlanir ve intraretinal
hemorajilerle sert ekstdalar ortaya cikar. Diydbetakila 6deminin erken
safhalarinda, i¢c kan-retina bariyeri yikilarak miakid ekstraselltler sivi birikimi
olur. Vaskiler hasar arginda, retina kan akiminin daha da bozulmasiykgtlice
derecelerde retina iskemisi g@li Bu strecte artrgiretinal |6kositler, trombositler

ve eritrositler de yer alirlar. Fundus muayenesyueuak ekstdalar saptanabilir.

Kapiller oklizyon sonucu gekn retinal iskemi, VEGF gibi anjiyogenik
faktorler aracilgl ile neovaskilarizasyonu stimile eder vesafubu yeni damarlar
PDRP’nin karakteristik bulgusudur. Yeni damarsoilonlari vitreus ici kanamalara da
neden olabilir. Bu evrede fibrozis, traksiyonelimatdekolmani ortaya cikabifif?
Surecin gekliminde rol oynayan metabolik yollardan shealari; polyol yolu
aktivasyonu, ilerlemsi glikasyon son drlnleri (AGE) Uretimi, oksidatifrestin

artmasi, protein kinaz C aktivasyonu olarak 6zetbéir.



2.2.3.1. Polyol (Aldoz Rediktaz) Yolu

Hucre ici glukoz konsantrasyonu hiperglisemik selgye ulatiginda bu yol
aktive olur. Aldoz rediktaz enzimi nikotinamid adedinukleotid fosfati (NADPH)
kullanarak glukozu sorbitole redikte eder. Sorbiteé sorbitol dehidrogenaz
aracllglyla fruktoza okside olur. Hucre ici sorbitol bimkinin osmotik vaskiler
hasara yol agh 6ne surilmektedir. Buna kan hicre ici mikromolar ve milimolar
seviyelerdeki glukoz metabolitleri ile kaastirildiginda nanomolar duzeylerdeki
sorbitoliin bu yolla etkili olmayaga yoniinde gorgler de vardif. Ote yandan retina
laktat-pirtivat oranindaki agtn enzim aktivitelerini etkileyerek komplikasyoniar

gelisiminde rol oynamasi muhtemeldft.

2.2.3.2 Ilerlemis Glikasyon Son Uriinleri (AGE)

Glukozun proteinlerin amino gruplari ile enzimatkmayan glikolizasyon
drtnlerine genel olarak AGE adi verilir. AGE Urimlg@roteinlerin yapisini ve
fonksiyonlarini bozar. AGE'ler transmembran resdpté (RAGE) bglanarak hiicre
sinyalizasyonunda dssiklikler yoluyla da hicre fonksiyonunda bozulmalayal
acabilir. AGE ve bu Urlnlere spesifik reseptor kéekpi oksidatif stres, protein
kinaz C (PKC) aktivasyonu, proenflamatuvar sito&rimi hipersekresyonu ile de

ili skilendirilmektedir***?

2.2.3.3. Oksidatif Stres

DM'ye bagh gelisen komplikasyonlarda suglananger bir mekanizma ise
reaktif oksijen turevleridir (ROS). Oksidatif stree serbest radikaller ya Uretimin
artmasi ya da klirensin azalmasi sonucusurlu Diyabette ROS dretimi; glukoz
otooksidasyonu, polyol yolununsia aktivasyonu, protein glikasyonunda sati
neden olabilir. ROS; aldoz rediktaz ve PKC'yi aktiedebilir ve AGE uretimi ile
diacil gliserol (DAG) formasyonunu arttirabifit.



2.2.3.4. Protein Kinaz C (PKC) Aktivasyonu

Calismalar hiperglisemiye maruz kalan vaskuler dokuld?#& aktivitesi ve
PKC aktivatorii olan DAG seviyesinin agiimi gostermektedit. Diyabette glukoz
tastyict protein 1 (GLUT-1) ile vaskuler hicreleresitean giri glukozun ¢gu
glikoliz ile metabolize olur. Glikolizdeki akti DAG sentezini artirir. DAG ise
PKC’nin 6zellikle de PKC-beta izoformununghaa endojen aktivatoridir. Buyime
faktorleri, vaskuler permeabilite ile gkili faktorler de gen transkripsiyonu

seviyesinde PKC ile regiile olurl&.

Ozet olarak; DAG ve PKC, permeabilitede g@rtive endotel hiicre
aktivasyonuna neden olan ve kan akimi, l6kosit yalez ve buyime faktorleri
sinyalizasyonunu olumsuz etkileyebilen 6nemli hicngi sinyalizasyon
molekdlleridir. Bu nedenle sai PKC aktivasyonu mikrovaskiler iskemi,

gecirgenlgin artmasi ve anjiyogenez triadinin temelinde yer'a™

VEGF, uzerinde olduk¢ca yon argtirmalarin surduraldgii bir bayume
faktorudur. VEGF, retina anjiogenezinde anahtar iatéddir. Retina iskemisine
cevap olarak VEGF stimule olur. VEGF 165 izoforran,guclu biyoaktiviteye sahip
olan ve in vivo en sik gorilen VEGF alt tipidir. BE, endotel proliferasyonunu,
permeabiliteyi ve ga kalimi duzenlet!*® Klinik calismalar, diyabetli olmayan
kisilerle kasllastirildiginda, proliferatif olmayan veya aktif ya da sesBRRP’li
diyabetlilerde akdz sivisi ve vitreusta VEGF sesigim arttgini gostermitir.*
NPDRP’'den aktif PDRP’ye ilerleyen hastalarda VEGEvigelerinin arttg
saptanmgtir.’*  Yine  neovaskilarizasyon nedeniyle s#ali  panretinal
fotokoagulasyon tedavisi sonrasi hastalarda inti@okVEGF seviyesinin % 75

oraninda azalgh gdzlenmgtir.*’

Diyabetin patogenezinde Rho kinaz (ROCK) enzimilerionemli rol oynar.
ROCK, endotel nitrik oksit sentazi (eNOS) inhibeemdk potent bir endotel
koruyucusu olan nitrik oksit (NO) miktarini gliriip endotel hasarina yol acér.
Apopitoziste ve enflamasyonda roli olan NF-kB’nintoglazmadan hicre

cekirdegsine gocunld hizlandirarak endotelde intrasellileezgdn molekdli 1
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(ICAM-1) ve diger l0kosit adezyon molekillerinin sentezini ariatarendotel
hasarina yol acar ve ayni zamanda proliferatif nramibrin kontraksiyonuna neden

olur!®

Gittikgce artan sayida kanit diyabetin erken evietin itibaren noral retinada
belirgin hasarin ortaya cikina karet etmektedir. Bunlarin klecalari apoptoziste
artis, glial hiicre reaktivitesi, mikroglial aktivasyore \glutamat metabolizmasinda
degisikliklerdir. Norodejeneratif bu dasimler; klinik olarak DRP gefimeden
elektroretinografideki d@siklikleri, renk goérme ve kontrast duyarlilikta bdmalari

kismen aciklayabilit???

2.2.4. Diyabetik Retinopati Gelsimindeki Risk Faktorleri

2.2.4.1. Diyabetin Suresi

DRP gelsiminde en 6nemli faktordir. Otuz yadan 6nce DM tanisi konmu
olan hastalarda 10 yil sonra DRP gk insidansi % 50 iken, bu oran 30 yil
sonrasinda % 90’a yikselmektedir. Diyabetin ortaykisindan itibaren 5 vyil
icerisinde ve puberte dncesinde DRP gpedéisi nadir olsa dahi instline gali
olmayan diyabetiklerin yakigk % 5’inin ilk muayenelerinde arka plan (backgrdun

DRP saptanir.

2.2.4.2. Diyabetinlyi Metabolik Kontrolii

Diyabetin siki metabolik kontrolii, DRP gamini dnlemese de ortaya
ctkisini belli bir stre geciktirebilmektedir. Buna muklametabolik kontroll iyi
olmayan diyabetik hastalar, iyi kontrol edilen digdik hastalara kiyasla daha erken
bir tarihte diyabetik retinopati gstirebilirler. DM’ye basli komplikasyonlarin kotu
metabolik kontrol ile ilgili oldgu hususunda giderek artan kanaat, kan glukoz
seviyesinin normallgiriimesi yolunda agresif cabalara gihmesine sebebiyet

vermistir. Ancak, bazi hastalarda ister cilt alti insipompalariyla strekli insilin
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infizyonu yapilarak, isterse de c¢ok sayida enjekdgrla s@lanan baarili kan
glukoz kontroluintin ilk birkag ayda DRP’dgidasmaya neden oldiu saptannstir.

2.2.4.3. Gebelik

Zaman zaman PDRP‘nin  hizli ilerlgigle birlikte bulunmaktadir.
Retinopatinin @girlasacagini 6nceden tahmin ettiren faktorler arasinda, lukyia
gebelik 6ncesinde koéth kontroll, gelyeli erken donemleri esnasinda hizlh bicimde
kontrolin sikilatirilmasi ve gebelik esnasinda pre-eklampsi ila giengesizki

gelismesi sayilabilir.

2.2.4.4. Hipertansiyon

Kotu kontrol edildgi takdirde DRP'nin kotllgmesi ve bilhassa proliferatif
hastalik gekimi ile birlikte bulunmaktadir. Hipertansiyon, hemsuline bgimli,

hem de baimli olmayan diyabetliler icin bir risk faktoradur.

2.2.4.5. Renal Hastalik

Agir hallerinde DRP’nin kotUkgnesiyle birlikte seyretmektedir. Buna
mukabil bobrek transplantasyonu gibi renal hagtalitedavisi de retinopatide
dizelme ve fotokoagilasyona daha ekbkerbir cevap alinmasi ile beraber

bulunabilir.

2.2.4.6. Sistemik Oger Faktorler

Sismanlik, hiperlipidemi, tatin kullanimi ve anemi y@maktadir.
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2.2.4.7. Goze Ait Faktorler

Arka vitreus dekolmani, glokom, karotis arter hhgta katarakt cerrahisi,
YAG lazer kapstlotomi ve retinal ven tikang{IDRP patogenezi ile gkili olabilen

gOze ait risk faktorleridir.

2.2.5. DRP’de Gorilen Klinik Bulgular

2.2.5.1. Mikroanevrizma

DRP’nin ilk bulgusudur. Retinada kiguk yuvarlakdaoval kirmizi benekler
tarzinda goralurler. Mikrohemorajiler ile katnrilir. Ayirict tani ya uzun sdreli
kontroller ya da fundus floresein anjiografi (FFpgrdimi ile sglanir. Uzun strel
kontrollerde kaybolmayan kirmizi noktalar mikroanewmalardir. Ayrica FFA'da
mikroanevrizmalar hiperfloresans, mikrohemorajilexe  hipofloresans olarak
gorultr. Mikroanevrizmalar, DM nedeniyle perisit dnélerinin erken kayiplari
sonucunda damarin kese tarzinda gemesi ya da endotel hiicrelerinin anormal
proliferasyonundan dolayl gorulirler. Zaman icindekroanevrizma duvarinda
hyalinizasyon gedmesi sureti ile kan akimi kaybolur. Bu donemde amevalar
beyaz bir renk alirlar.

2.2.5.2. Mikrohemoraji

Mikrohemoraji, kapiller ya da vendillerin yirtilmasonucu olgur.? DRP
olgularinda goérilen kanamalarsdpleksiform ve i¢c nukleer tabakada ysiteve
yuvarlak veya penceseklinde gorulirler. FFA'da gorintiyld golgeleyerek
hipofloresan olarak izlenirler. Mum alevi goérinimitiemorajilerin sinir lifi
tabakasinda yer algini gosterir. Genellikle bu hemorajiler bir sizdan
kaynaklanir. Hastalik ilerledikge koyu kirmizi bknarzinda (blot hemoraji) ya da
ortasi beyaz kirmizi benek goriniminde (Roth leReleemorajiler ortaya cikar.

Roth lekeleri kiicik arteriyollerin tikanginin isaretidir.
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2.2.5.3. Sert Ekstida

Sert eksudalar permeabilite bozuklu sonucu olgur. Dis pleksiform
tabakada yerlen sari-beyaz renkte goriilen serum lipoproteinilefidFFA'da
hipofloresandir. Vaskuller yapilardan retinaya gesewni rezorbe olunca geride
lipoprotein kristalleri kalir. Bu kristaller makrajtar tarafindan beslenmenin iyi
oldugu bolgelere dgru tssinarak sinirda terk edilirler. Biriken kristallerers
ekstdalar olgtururlar. Bu sert eksidalar dairgeklinde dizilirse buna sirsine
retinopati denir. Sirsine retinopatilerin merkez2nuiutlaka sizinti veren bir vaskuler
yapi vardir. Permeabilite bozuku ve buna b#Ei olarak gelsen 6dem ve sert

ekslidalar daha ziyade arka kutupta goraltr.

2.2.5.4. Yumyak Eksuda

Atilmis  pamuk gorandamandeki bu lezyonlar sinir liflerindekicik
infarktlardir. Arterioler tikanma veya staz sonuggirulirler. Gangliyon hicrelerinin
varikbz 6deminden ibaret olup, kirli beyaz veya rgmkte, kenarlari kabarik atilgni
pamuk manzarasindaki plaklardir.

2.2.5.5. Vendz Boncuklanma

Iskemi sonucu ortaya cikar. Retina venlerinin iskghgpilarinin bozulmasi
sonucunda bgum bgum bir gorinti ortaya cikar ve buna ventz beading

(boncuklanma) adi verilir.

2.2.5.6.IRMA (intraretinal Mikrovaskuler Anomaliler)

IRMA, retina vaskiiler yapilarinin terminal 6zellikilé kaybedip arter-arter,
ven-ven, arter-ven gantisini sglayan vaskuler yapilarin ortaya ¢ikmasidir. diiti
alanda mutlaka kapillerlerden yoksun bir bolge wardRMA’larin uzun siire,
neovaskularizasyonlarin gangici olup olmady tartsiimistir. Ancak daha sonra
bunlarin  neovaskularizasyonlarla skileri olmadgl anlgiimistir. FFA’da

neovaskularizasyonlar kadana boya sizdirmazlar.
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2.2.5.7. Neovaskilarizasyon

Ic retina katlarinin iskemisine sekonder olarak sgeliVven6z endotelin
proliferasyonu ile bgar. Retina i¢ ylzeyi ile internal limitan membrgilLM)
arasinda gelen bu damar yapisi zamarilav’ yi delerek vitreus bgluguna dgru
ilerler. Retina yuzeyinde, optik sinir gada gorulurler. FFA'da ilerleyen evrelerde

kacaza ball artan hiperfloresangeklinde goralir.

2.2.5.8. Hemoraji

Preretinal ve vitreus ici hemorajileri, neovaskutekulardan kaynaklanir.

Lokalizasyonlarina ve yunluklarina gére ani gérme kaybina yol acaflar.

2.2.5.9. Vitreus Dekolmani

Retinadaki iskemiye veya vyapisal defektlere glbaolarak vitreus
kontraksiyonu gegebilir. Komplet dekolmanin olmasi retinopatinin igggnesine yol
acarken, parsiyel vitreus dekolmani, traksiyongheedekolmani gejmesine neden

olabilir.

2.2.5.10. Retina Odemi

Baslangicta dy pleksiform ve i¢ nikleer tabakalar arasinda yenlgtir. Daha
sonralari i¢ pleksiform ve sinir lifi tabakalar datulur ve neticede retinanin butin
katlari 6demli hale gelebilir. Sivinin birikmeyevden etmesi halinde fovea kistoid
goruname burandr. Retina 6demi klinik olarak, altedan retina pigment epiteli ve

koroidi gérinmez hale getirecek derecede retinmleaimasiyla karakterizedir.

2.2.5.11. Diyabetik Makulopati

Diyabetik retinopatinin her evresinde gorulebilBaslangi¢ retinopatilerde
gormeyi azaltan en o6nemli nedendir. Diyabetik magati tipik olarak fovea

cevresine yerlanis sert ekstida, 6dem ve ufak retina ici hemorajiiee kendini
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gosterir. Makuler o6dem; fokal, diffiz, iskemik ve ikst tip seklinde
siniflandinimaktadir.

2.2.5.11.1. Fokal Makdilopati

Cepecevre ya da kismi halkalggklinde sert eksidalarla birlikte bulunan,
sinirlart belirgin sizdirma alanlariyla karaktedire Eksiidalar perifoveal bélgeye

karsi bir yatkinlik gosterir ve sizdiran mikroanevrizaréa birlikte bulunurlar.

2.2.5.11.2. Diffuz Makulopati

Dilate kapillerlerden yaygin sizinti ile karaktexir. Kistoid makuler 6dem,
siklikla kasllasilan bir bulgu olsa da, arka plan diyabetik retiatiye ait dger
belirtiler bulunmayabilir. &ir vakalarda diffiz retina kalingmasina bg olarak
foveanin yerini tespit etmek mimkin olmayabilir AAfaki goérinim oftalmoskopik

gorinime nazaran daha dramatiktir.

2.2.5.11.3Iskemik Makulopati

Klinik olarak hemoraji ve eksudalarin ¢gka yerlerde gorilmesine gaen,
makulanin nispeten normal goériunimisli@nde azalmy gorme keskinfi
mevcudiyetiyle karakterizedir. Tam olarak kapgadalan ancak FFA ile ortaya
konabilse de iskeminigiddetiyle gérme keskingi seviyesi arasinda goudan bir

korelasyon yokmgigibi goriinmektedir.

2.2.5.11.4. Mikst Tip Makulopati

Diffiiz makutler 6dem ve iskeminin bir arada bulunmiteskarakterizedir

2.2.5.11.5. Klinik Anlamh Makuler Odem (CSME)

Asagida yer alan 0Ozelliklerin bir veya birkacinin mesoretiyle

tanimlanmaktadir:
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* Fovea merkezinden itibaren 50t mesafe icinde retina 6demi

* Makula merkezine 50Qum mesafe icinde, kognlugundaki retinada
kalinlasma ile birlikte olan sert eksuda vail

» Herhangi bir kismi fovea merkezine bir disk capmdaha az mesafede

yer alan bir disk alani boyutlarinda veya daha Bingiina 6demi

2.2.6. Diyabetik Retinopati Siniflamasi (ETDRS: Edy Treatment

Diyabetic Retinopathy Study)

2.2.6.1. Proliferatif Olmayan Diyabetik Retinopati

IIk bulgusu mikroanevrizmalardir. Yuvarlakkilli hemorajiler, mumsekilli
hemorajiler ve sert ekstidalar mikrohemorajilegikeeden dger klinik bulgulardir.
Mevcut lezyonlarin @rligina gore NPDR; hafif, orta,ga, ¢ok &ir olmak lzere

klinik olarak dort alt grupta derlendirilir.

2.2.6.1.1. Hafif Proliferatif Olmayan Diyabetik Rdinopati

Retinopatinin bglangic dénemidir. Mikroanevrizmalar ve kicuk yuwdrl
hemorajiler oftalmoskopik olarak goérilen ilk bulgudir. Yumygak ekstdalara ve
venodz dgisikliklere cok az sayida rastlanir. Hafif NPDR’li gjérin % 15’inde 5 yil
icerisinde PDRP galime riski vardir.

2.2.6.1.2. Orta Proliferatif Olmayan Diyabetik Rethopati

Cok daha geniretina yluzeyinde mikroanevrizmalar, kanamalar &lak ve
mum seklinde) vendz boncuklanmalar ve yugak eksiidalar vardiriRMA bir
kadrandan fazla alanda gortlmez. Bu gozlerin % @805 yil icerisinde PDRP

gelismektedir.
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2.2.6.1.3. A&ir Proliferatif Olmayan Diyabetik Retinopati

TUm retina ylzeyindegr kanamalar, ¢cok sayida yugak ekstida ve c¢ok
belirgin vendz dgisikliklerle karakterizedir. Bu gozlerin %60’ inda 5l ycerisinde
PDRP gekir. FFA'da retina kapillerlerinde tikanmalar, pezéii olmayan sahalar
tespit edilir.

2.2.6.1.4. Cok Ar Proliferatif Olmayan Diyabetik Retinopati

Neovaskilarizasyon gethesinden bir dnceki evredir. Klinik gérinim olarak
agir NPDRP gibidir ancak lezyonlar ¢ok fazla sayidaBu gozlerin %75’ inde bir
yil icerisinde PDRP geaiine riski vardir.

2.2.6.2. Proliferatif Diyabetik Retinopati (PDRP)

PDRP tanisinin konulabilmesi icin retina ylzeyinde/veya optik disk
Uzerinde yeni damar alJumunun ve birlikte fibroz doku @galmasinin gorilmesi
sarttir. Proliferatif diyabetik retinopatinin esasiljusu olan neovaskularizasyon
retina yltizeyinde 6zellikle Ust ve alt temporal didkaboyunca ve optik disk tzerinde
yerlesir. Neovaskiiler doku venoz endotelin proliferasydeubslar, retina ileiLM
arasinda ilerler ve gsline sireci icerisindé_M’ yi delerek vitreus bgluguna dgru
ilerler. Retina yuzeyinde geén damarlarin aksine optik disk Uzerinde gl
damarlar, optik disk tzerindl.M’nin olmamasi nedeniyle ¢ok daha kisa siirede

vitreus bagluguna dg@ru ilerler. PDRP Kklinik olarak 2 donemdeggelendirilir.

2.2.6.2.1. Erken PDRP

Retina yuzeyinde neovaskilarizasyon (N¥ bunlardan kaynaklanan
preretinal hemoraji ile karakterizedir. FFA'da geiskemik sahalar ve bu bélgelere

komsu olarak geken NV’lere b&li hiperfloresan bdlgeler vardir.
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2.2.6.2.2. Yuksek Riskli PDRP

Retina ylzeyindeki NV’ler vitreusa @ou kabarmgtir. Beraberindeki fibroz
doku belirgin olarak gorulir. Optik disk neovaskidasyonuna, ufak traksiyon

dekolmanlari, gir preretinal hemorajiler ve vitreus hemorajileglileeder.

2.3. Anjiyogenez

2.3.1. Vaskiler Endotelyal Buytume Faktort (VEGF)

Yasa bali makula dejenerasyonu ve DRP gibi patolojik oki@dajiyogeneze
neden olan hastaliklar, gghis Ulkelerdeki yali nifusta gorme kaybina neden olan
durumlarin bainda gelmektedit> Gérme kaybinin okmasinda makiila édemi ve
anjiyogenezis onemli bir yer tutmaktadir. VEGF silEGF A (en 6nemlisi), VEGF
B, VEGF C, VEGF D, VEGF E, VEGF F ve plasental bingifaktorinden okur.
Bu proteinler anjiyogenez, lenfanjiyogenez ve vaaski permeabilitenin
dizenlenmesinde rol oynar. VEGF ailesinin icinde ign bilinen ve okuler
neovaskuilarizasyonda primer rol oynayan faktor VEG®Ir. VEGF Anin 9
izoformu mevcuttur. Bunlar; VEGF121, VEGF145, VEGES, VEGF 162, VEGF
165, VEGF 165b, VEGF 183, VEGF 189, VEGF 206’diun iBoformlarin ¢gunun
heparini balama afinitesi mevcuttuf? Bu izoformlardan VEGF 165b, VEGFR-2’ ye
baglanarak endojen inhibitér rol oynar. VEGF 121 issparine bglanmaz. VEGF

A’nin izoformlari plazmin gibi proteolitik enzimlearacilgiyla heparinden ayrilir.

VEGF gen ekspresyonu hipoksi, buyime faktérlernitek oksit tarafindan
stimile edilebilir. Bu sentezde anahtar rol oynayapoksinin indikledii faktor
1'dir. Bu faktor alfa ve beta olmak tzere 2 alttéden olgur. Hipoksik durumlarda
hipoksinin indukledii faktor 1 sentezi artar, hidroksilasyonu basknar yikimi
azaltir® Boylece VEGF A gen transkripsiyonu artar.

VEGF A, anjiyogenezis ve vaskiler permeabiliteyirara etkisinin yaninda,

normal fizyolojik fonksiyonlarda da goérev alabilivlenstriel siklus, sa¢ blyumesi
ve yara iyilamesi bunlardan birkacidir. Ayrica damar endoteliipopitozise
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gitmesini 6nler. VEGF A dimerik glikoprotein yamsladir. Etkisini 2 tane tirozin
kinaz reseptoriine Bnarak gosterir. Bu reseptorler VEGFR-1 ve VEGFRZ®
Bu reseptorler primer olarak endotel hiicrelerinnlaalizedir. Fakat son zamanlarda
yapilan cakmalarda, vicutta Bka dokularda da bu reseptorler bulurgmalup,
ticlincli bir reseptdér neuropilin-1 dif. VEGF 121 izoformu ise bu reseptore
baglanmaz. Bu reseptdr endotel hicrelegimbla noral ve timoral hicrelerde de

bulunmutur.

VEGF salinimina b#li olarak meydana gelen okuler neovaskilarizasyonda
hipoksi anahtar role sahiptiin vitro ve in vivo yapilan ¢ajmalarda hipoksiye ki
olarak VEGF A duizeyi retina hicreleri (gangliyonchgleri, Muller hicreleri ve
pigment epitel hiicreleri), vitreus ve akdz hiimorydesek dlciilmiitir>® Diyabete
bagli gelisen makuler dem yiksek VEGF A diizeyleriylgkilidir. Cesitli faktorler
aracllglyla VEGF A damar duvarinda sizintiya neden olwmnlBr; l6kosit aracili
endotelyal hasar, fenestrasyon soionu, endotel hucreleri arasindaki siki
baglantilarda bozulma ve hucreler arasi toplu stk Kan retina bariyerinin
bozulmasi icin gereken VEGF A miktar ve suresi, vastilarizasyon omasina
gore daha azdir. Vaskiler permeabilitenin artmasvaskularizasyon icin bir 6nceki
basamak olabilif’

Diyabetik retinopatide enflamasyon da o6nemli rolehiptir. VEGF A

proenflamatuvar 0Ozellik gosterir. Fakat mekanizmiasn olarak ankalamamstir.
VEGF A T-hiicre kemoatraktan kemokin interferon gaeatezini artirabilif>
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VEGF inhibisyonu
(Bevacizumab)

Vaskiiler
Permeabilitede
Artis

M_gkiiler
Odem

Gorme
Kaybi

Sekil 1: Diyabetik makiler 6dem patofizyolojisi

2.3.1.1 Bevacizumab

Bevacizumab, monoklonal uzun etkili VEGF antikoruddEGF’'in bitin alt
tiplerine balanir. Sistemik olarak kolorektal kanserlerin kagac metastazinda
basarili bir sekilde sistemik olarak kullaniimaktadir. Eksuddiif yasa bali makula
dejenerasyonunda, PDRP’ye gha vaskller permeabilite ve fibrovaskuiler
proliferasyonda, santral retinal ven oklizyonunaglibamakula 6deminin
azaltimasinda intravitreal = bevacizumab  enjeksiymmu etkili  oldgu
bildiriimektedir?® Ayni zamanda hayvan modellerinde bevacizumabetinanin
tim katlarina penetre oldu gosterilmitir.?° Bugiin icin bevacizumabin intravitreal
uygulanan dozlarinin (1.25mg ile 2.5mg) retinay&silo olmadgl ve toksisite
acisindan uygulanan bu iki doz arasinda fark olpagbsterilmitir.*® intravitreal
uygulanan bevacizumabdan 7 ile 15 gin sonra netlaasiasyonda gerileme ve
makula 6deminde azalma gorufiir.Bevacizumab 214 aminoasidden sain,
molekiler &rhg 149 kDa olan insan VEGF monoklonal antikorudur.
Bevacizumabin goz ici kullanimi icin FDA onay! yoktintravitreal bevacizumab
kullanimina bgh olarak sistemik ve okiler yan etkilerin olabiégme dair

calismalar mevcuttur® Kan basincinda yiikselme, serebrovaskiiler olaypkaiyl
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enfarktlsu, iliyak arter anevrizmasi ve O6lum bildim sistemik yan etkiler
arasindadir. Okuler komplikasyon olarak; bakterigetioftalmi, traksiyonel retina

dekolmani, Gveit, regmatojen retina dekolmanigusrhemorajisi gdrUIrrgtIJr?o

2.4. Enflamasyon

2.4.1. Tumor Nekrozis Faktor Alfa

TNF alfa balica makrofaj, mast hlcresi ve lenfositlerden daign
proenflamatuvar sitokindir. Enflamasyon gghinde ve dger sitokinlerin
uyariminda bircok fonksiyona sahiptir. TNF alfa likke endotel hicreleri Gzerinde
adezyon molekullerinin ve kemokinlerin sentezini feggosit mikrop o6ldurici
sistemlerin uyariimasini gkar. Ayrica dayaniksiz hicrelerin apopitozuna d& yo

acar.

TNF alfa ve interlokin 1i(-1) etki olarak biribirine benzeyen sitokinlerdir.
Ikisi de enfeksiyon ya da doku yaralanmasina yaarak, makrofajlar gibi dgal
bagisiklik hiicrelerince salgilanir. Bu sitokinler, hiigriézeyi reseptdrlerine Bkanip,
normalde hemen hemen tim hiicrelerin sitoplazmasetklsiz olarak tutulan NF-
kB'yi etkinlestirir. Etkinlesen NF-kB enflamatuar yanitda yer @dbilinen 60’tan

fazla genin yazilimini lgéatir. immiin sistemin anahtari olarak bilinir.

DRP’de erken evrelerde ortaya ¢ikan enflamasyoriamiklamar duvarindaki
perisit ve endotel hiicrelerinin kaybinda kritik birole sahip olabilif?
Enflamasyondaki faktérlerden biri de TNF alfadiriy@betik retinopatide erken

enflamatuvar olaylarda TNF alfa seviyesi retinadsgk saptanngr.®®

TNF alfa inhibitori verilen diyabetik ratlarda &rhatuvar molekullerden
biri olan hucre i¢i adezyon molekili-1 (ICAM-1) s$gesinin azalmy oldugu
gosterilmitir.* TNF alfa inhibisyonuna paralel olarak diyabeteglbaokosit
adezyonu, endotelyal nitrik oksit sentaz (eNOS)egijZNF-Kb aktivasyonu ve kan-

retina bariyer bozulma miktari azalfrDiyabetik makiler 6dem tedavisinde TNF
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alfa inhibitérlerine bal olumlu sonuclar alinngur.®*® TNF alfa mikrovaskiiler

hiicrelerin apopitozunda giiclii bir uyaricifir.

Kaseksi Makrofaj ve
ve Grandlositlerin
Ates uyariimasi
Yikselmesi

TNF Alfa

Lokosit
/Endotel
Adezyonu

Anjiogenez

Akut faz MHC Klas 1

Uretiminde
artis

reaktanlari
artisl

Sekil 2: TNF alfanin enflamasyondaki roli

2.5. Apopitoz

2.5.1. Kaspaz Ailesi ve Kaspaz 3

Proteini, aspartat aminoasidinden sonra kesenf akérkezinde sistein
bulunan proteazlar ailesidir. Bu kesmelemi proteinin aktivasyon veya
inaktivasyonuna neden olabilir. Kaspazlar zimoj&rak salinirlar. Tium kaspazlarin
yapisinda buyuk (p10) ve kucuk (p20) katalitik ateti vardir. N-terminal bélgesi
kaspazdan kaspazagilgklik gostermektedir. Buna I olarak uzun N-terminal 6n
bolgesi bulunanlar Béatici, kisa N-terminal 6n bolgesi bulunanlar sodiaci
kaspaz olarak ayrilirlar. Memelilerde yajlal4 kaspaz tanimlangtir. Kaspaz-1, 2,
4,5, 8,9, 10, 11, 12, 13 $atici kaspazlar olup, uzun N-terminal bolgesi iiger.
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Bu uzun N-terminal bélgelerinde kaspaz aktive etbplayici bélge (CARD) veya
olumi etkileyen bélgeleri (DED) mevcutttfr. Kaspaz-3, 6, 7, 14 sonlandirici
kaspazlar olup kisa N-terminal bélgesi icerirleesIBtici kaspazlardan; kaspaz-1, 2,
4, 5, 9, 11, 12, 13 CARD bdlgesi, kaspaz-8, 10 DD bdlgesi icermektedir.
Kaspaz-3, 6, 7, 14 ise CARD veya DED bdlgesi icensieedir.

Uzun N-terminal 6n bdolgesi protein-proteinskisi icin zemin hazirlar. Bu
sayede aktive edici protein kompleksi @bilir.®® Kaspaz-8 ve kaspaz-10, 6lim
indukleyici sinyal kompleksi (DISC) icinde aktiveluo. Kaspaz-9'un aktivasyon
kompleksi apopitozom olarak adlandirilir. Kaspah#&kkinda fazla veri yoktur.
Sonlandirici kaspazlar 2 basamakta aktive olu&C ile aktive olmyg balatici
kaspaz-8 veya apopitozom ile aktive okrasslatici kaspaz-9; sonlandirici kaspaz
3’'ten proteoliz ile kiguk alt Gnitenin ayrilmasima bodylece aktivasyonuna neden
olur. Bu otokatalitik aktivasyon basamdlticresel kaspaz inhibitorleri (IAPS, XIAP)
ile engellenebilir. En iyi karakterize edilgnplani olan XIAP; inhibitor etkili 6n
bdlgenin kaspazdan ayrilmasini bloklayarak kaspaktBasyonunu engelleyebilir.
Baslatici kaspaz aktive olsa da, apopitoz sonlandkespazlarin aktivasyonunu
sglayan proteoliz sirasinda bu inhibitérler ile dumaabilir.*®

Kaspaz-1, 4, 5, 11, 12, 14 apopitozidda goreve sahiptir. Kaspaz-1, 4, 5
proenflamatuvar sitokinlerin saliniminda gérevliddrnesin; Kaspaz-14 keratinosit
matiirasyonunda gérevlidif. Ekstrensek yolak ve intrensek yolak olmak uizere 2
temel apopitoz yola mevcuttur. Ekstrensek yolak TNF alfanin CD95atidina
baglanarak bgar. Bu yolak kaspaz-8, 10 tizerinden kaspaz-3'iflaktirir. Intrensek

yolakta ise kaspaz 9 6nemlidir.

Kaspaz aktivitesinin induklenmesi; sitoskeletal weéikleer proteinlerin
parcalanmasinda onemli rol oynar. Kaspazlarin ifetiik endonikleaz aktivitesi,
cift sarmal DNA fragmanlarinin ojmasini ve elektroforezde DNA'da merdiven

goruntuisiiniin ortaya ¢ikmasina neden Siur.
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2.5.2. Nukleer Faktér Kappa B (NF-kB)

NF-kB; enflamasyon, immdin yanit, proliferasyon ajgopitoziste sorumlu
olan ¢cok sayida genin 6nemli bir regilatéri olamskripsiyon faktoridir. NF-kB
homodimer ve heterodimerlerden @lu En iyi p65 ve p50 altbirimlerini iceren
memeli hicrelerinde calimistir. NF-kB hiicre sitoplazmasinda inhibitdr protein
olan IkB ile kompleks halde bulunur. IkB kinaz koleksi (IKK) tarafindan IkB
proteinin fosforillenmesiyle bu protein inaktiveuolve NF-kB’den ayrilir. Boylelikle
serbest kalan NF-kB nikleusa gecer. DNA'yaglamarak spesifik genlerin
aktivasyonuna yol acar.

Deneysel olarak diyabet cshurulmus rat retinalarinda, yiksek glukoz
konsantrasyonlarinda retina endoteli ve perisidertNF-kB’'nin aktive oldgu
gosterilmitir.*? Retina perisitlerinin nikleusuna NF-kB’nin migrasyinda p65 alt
Gnitinin rol oynadgl gosterilmitir.3® Retina endotel hiicreleri, perisitler, ganglion
hiicreleri ve i¢c nukleer tabaka hucrelerinde ise pBOUnitinin sorumlu oldgu

gosterilmitir.*®

DR’nin erken evrelerinin patogenezinde NF-kB 6nerale sahip olmasi ile
ilgili 2 6énemli kanit gdsterilebilir. Birincisi NFkB tarafindan Uretimi regile edilen
(Or; INOS ve ICAM) proteinlerinin inhibisyonunun tieadaki kapiller
dejenerasyonu Onlemesi, ikincisi isesitle antioksidanlarin NF-kB aktivasyonunu
inhibe ederek, diyabetik rat retinalarinda kapilt&jenerasyonu ve perisit kaybi
gelisimini nlemesidir** Keza digiik doz salisilatlar (Or; aspirin, sodyum salisilat,
sulfasalazin) da NF-kB aktivasyonunu inhibe edeegklamatuvar mediyatorler olan
INOS ve ICAM-1 seviyesini azaltip, kapiller dejeasyonu ve perisit kaybini

onler®

Ayrica; stres, sitokinler, serbest radikaller, aNiyole sinlari, okside LDL,
bakteriyel ve viral antijenler tarafindan uyarignhiicresel cevapta NF-kB 6nemli rol
oynar*® Enfeksiyonlara yanit olarak immiin cevabin diizemesinde 6nemlidir.

NF-kB’nin bozuk regulasyonu kanser, otoimmin halstal, septik sok, viral
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enfeksiyon ve immatir immin yanita neden olablieza sinaptik plastisite ve

hafizada da rolu vardir.

2.6. Toksisite

2.6.1. Superoksid Dismutaz (SOD)

Serbest radikaller (SR), biyomolekiillerle kolayosaksiyona giren DM,
kanser, miyokard enfarktist, immuin hastaliklar gilbircok hastafin
patogenezinden sorumlu yapilardir. SR’lerin blyuUisnkni olgturan oksijen
turevleri nukleik asitler, proteinler, aminoasitldipidler, karbonhidratlar ve kga
dokusu makromolekiillerinde geri désiinlti veya déngiimsiiz hasara yol acr.
Organizmada radikal ojumunu en az duzeye indirecek vesohus olanlari etkisiz
hale getirecek koruyucu mekanizmalar geiimistir. Bunlar antioksidan

sistemlerdir.

Antioksidanlar, intraselliler ve ekstraselliiler akniizere iki farkli ortamda
bulunur. Oksidan hasara ilk yaniti veren intragetliénzimatik sistem olup bunlar
bakir-cinko-siperoksid dismutaz (CuZnSOD), glutatymeroksidaz(GPX), katalaz
(CAT) ve glutatyon rediktazdf’. Bircok aratirmaci tarafindan DM
komplikasyonlari ile oksidatif stresin ghadan ilikili oldugu gosterilmgtir.*®

Enzimatik olmayan glikolizasyon ve oksidatif hasarbiyolojik
makromolekillerde postsentetik modifikasyonlar uleun dénem komplikasyonlara
neden olur. Burada 6zellikle uzun yari 6murlu eksttlller proteinlerin etkilengii
gorultr. Bu proteinlerden zengin olan yapilardakegigiklikler ile katarakt,
ateroskleroz ve nefropati gghi>° Alloxan ve streptozosin (STZ) kimyasal diyabet
yapicl etkilerini SR’ler yoluyla gosterir. Bu madeen diyabetojenik etkilerine ke
SOD’nin koruyucu rol oynagi gosterilmitir.® Lipid peroksidasyonunun DRP'deki
roli saptannstir.>® Diyabette, oksidan strese karkoruyucu rol oynayan

antioksidanlarin zayifladi bildirilmi stir.*®
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Superoksit radikali hemen tim aerobik hicrelerddekider oksijenin bir
elektron alarak indirgenmesi sonucu spiu Indirgenm§ geck metallerinin
otooksidasyonu, stiperoksit radikali meydana getireBuradaki en 6nemli metaller
bakir ve demirdir. Stiperoksid radikali kendisi #irelarak zarar vermez. Bu radikal
anyonun asil 6nemi, hidrojen peroksid kagnalmasi ve gegimetalleri iyonlarinin
indirgeyicisi olmasidir. Stperoksit radikali gik pH deerlerinde daha reaktifdir ve
oksidan perhidroksi radikali ojturmak Gzere protonlanir. Stperoksit radikali ile
perhidroksi radikali birbirleriyle reaksiyona gide, biri okside olur geri ise
indirgenir. Bu dismutasyon reaksiyonunda molekigksijen ve hidrojen peroksit
meydana gelir. Hidrojen peroksit, katalaz enzimiyd molekil su ve 1 molekil

oksijene ayrilir.

2.7. Rho Kinaz (ROCK)

Diyabetik retinopatinin erken evrelerindesige klinik bulgularin ortaya
ctkmasinda endotelyal hasara sekonder l6kosit adezkritik rol oynar. ICAM-1 ve
l6kosit beta 2 integrinler énemli adezyon molekiidie.>® Diyabetik retinopati
patogenezinde ve PDR'ye @la neovaskuilarizasyonda VEGF kritik rol oynar.
VEGF'in indukledgi migrasyon ve proliferasyon anjiyogeneze yol agununla
birlikte endotelyal migrasyon ROCK vyoluyla dizenterBu enzimin aktivatori

endotelyal F-aktin sitoskeletondtf.

ROCK yolu, diyabetik retinal mikrovaskulopati, nemkilarizasyon,
proliferatif membranlarin sikatrisyel kontraksiyorau sekonder meydana gelen
traksiyonel retina dekolmaninda kritik role sahiptKortikal vitreusta hyalosit
olarak bilinen makrofajlar bulunur. Bu hucreler |feratif vitreoretinopati
patogenezinde, proliferatif membranlarin sikatrisigentraksiyonunda 6énemli role
sahiptir.

Small GTP-binding protein Rho ve onun hedef protelan ROCK, hucre

adezyonunda ve miyozin hafif zincir (MLC) fosfoskonuna sekonder olan

migrasyonda 6nemli fizyolojik rol oyndf.Serumda ve vitreusta glukoz, TGF-beta 2,
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TNF alfanin yukselmesi, endotel hicreleri ve hydlesle ROCK yolunun
aktivasyonuna yol acar. GTP ghaRhoA proteininin aktivasyonu ROCK'u uyarir.
ROCK eNOS’un defosforilasyonuna yol acip potent éndotel koruyucusu olan

NO miktarini dgirerek endotelyal hasara yol acar.

ROCK, NF-kB'nin nukleer gdg¢unu artirarak endotelctalerinde ICAM-1
ekspresyonunu artirir ve ezrin, radiksin, moesinlekidlerinin fosforilasyonu
artirarak lokosit adezyonuna katkida bulunur. MLdsférilasyonu yoluyla l6kosit
adezyonu, endotel migrasyonu ve proliferatif memlanan kontraksiyonuna yol

acar.

2.7.1. Fasudil

Fasudil gucli ve selektif bir ROCK inhibitoradir.e@bral ve koroner
vazospazm, angina, hipertansiyon gibi kardiyovamkihastaliklarin tedavisinde
fasudil kullanilan hastalarda ciddi bir yan etki riginemitir ve guvenli
bulunmutur.>* Deneysel hayvan modellerinde, etkili konsantrafmia intravitreal
fasudil enjenksiyonlarinin, elektrofizyolojik vearfolojik olarak retina dokularinda
bir desisiklige yol acmadii gorilmistir>®> Bununla birlikte, hepatik fonksiyon
anormallikleri, intrakranial hemoraji ve hipotansiy rapor edilmitir.>® intraokiler

hastaliklara bg klinik kullanim icin daha ¢cok caimaya ihtiyac vardir.

In vitro olarak fasudilin, ROCK inhibisyonu yoluyl&/EGF aracili retina
kapiller endotel migrasyonu ve proliferasyonunuilehettgi goralmistir. Bunu da
endotel-timidin birlemesini ve ERK1/2 fosforilasyonunu inhibe ederek tyap
gosterilmitir.  Ayrica in vivo olarak fasudilin VEGF'in indukdigi kornea

vaskiilarizasyonunu zayiflagtigozlemlenmitir.>

Fasudilin diyabetik retinopatinin son dénemleriratlili oldugu gorilmigtar.
Deneysel PDRP ofturulmus goz calgmalarinda, fasudil verilen gozlerin hyalosit
iceren kollajen jel sivi analizinde, MLC fosforifasunun baskilanarak hemen

hemen kollajen jel kontraksiyonunu tamamen ortddadirdis) goriimitir.>® PVR
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tawan modellerinde alfa diiz kas aktin (alfa-SMA) oligasyonunu etkili bigekilde

kesintiye (grattizi ve proliferatif membranlarin kontraksiyonunu dokettii

saptanmytir.'® Keza hidroksi metil glutaril koenzim A (HMG-CoA)ediiktaz
inhibitérd olan statinler, mevalonat yolu UzerindBROCK aktivasyonunu bloke
ederler’ Calsmalar diyabetin gec evrelerinde ROCK inhibisyonun@®vR

progresyonunu azalgini gostermitir.>®

DRP, belli bir stre sonra kronik retinal iskemi igehine yol acar.
Vazokonstriksiyon patogenezinde ROCK aktivasyonendinrol oynar. Bunu da NO
bagimli mekanizma Uzerinden yapar. Fasudilin rat eetlamarlarinda NO miktarini
artirarak dilatasyon ve kan akimini artgicbildirilmi stir.>

DRP’ye sekonder gaken retinal iskemi, retinal ndronlarda geri dgintsu
hasara yol acar. Kronik olarak retinanin i¢ katidaki néron kaybi ve apopitozis
artisl, retina sinir tabakasi kaliginda azalmaya yol acaf. Néronal hasarin
patogenezinde ROCK yolu ile gkili olabilecesi son calsmalarda gorilmgtir2*
Deneysel rat modeli ¢camasinda, ROCK inhibitéri olan Y-27632'nin, optikisde
ganglion hiicrelerinin rejenerasyonunu arfirdgorilmistir®® Bununla beraber
ROCK inhibisyonu, I6kosit ekstravazasyonunu ve pflaenatuvar sitokinler olan
TNF alfa ve interlokin- 6 (IL-6) dizeyini azaltarakskeminin indUkledii néronal

hasari azaltir.
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3. MATERYAL ve METOD

Bu calsma, Abantizzet Baysal Universitesi (AB.U.) Tip Fakiiltesi Hayvan
Arastirmalari Yerel Etik Kurulu’nun 2011/38 nolu onafinarak gercekkgirilmi stir.
A.1.B.U Bilimsel Aratirma Projeleri Birimi'nce 2011.08.02.467 nolu mojle
desteklennitir.

3.1. Calsmaya Dahil Olma Kiriterleri

Calsmaya 2 - 4 aylik ortalama 2 - 2,5 kgiiginda 40 adet albino Yeni
Zelanda tayani alindi. 50 mg/kg ketamin ve 5 mg/kg ksilazanahestezi uygulanan
30 tawana sitratll tampon soltisyonu (0,1 mol/L sitriktagé 0,2 mol/L sodyum
fosfat, ph:4,5) icinde STZ 60 mg/kg'’dan kulak veden enjekte edilmesi
planlaniyordu fakat deneygamasinda hayvanlarin anesteziygnman ¢ok aci ¢ekti
goriliince 60 mg/kg intraperitoneal olarak enjektiéde Uclincl giin kaekeri 145
mg/dl ve Gzeri olan 20 taan DM kabul edilip catmaya dahil edildi. Kargekeri
Accu Chek Go (Roche) strip ve okuyucusu tarafinkilak veninden él¢ildi. STZ
verilen taganlardan sadece 20 tanda kansekeri 145mg/dL’nin Uzerindeydi ve
bunlar calgmaya dahil edildi. STZ verilen ta&nlarin hepsinde diyabet gghedgi
icin gruplara uygun olarak gbkli kontrol grubundaki tasan sayisi 6 olarak
belirlendi.

3.2. Calsma Disi Kalma Kiriterleri

Intraperitoneal STZ uygulamasi sonrasi paraplejisgel 1 tagan, DM
gelisimeyen 9 tayan ve gruplar gtlemek icin kontrol grubundan da 4 tawn
calisma dsi birakildi.
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3.3. Calsma Gruplari

Calismaya toplam STZ ile DM okurulmus 20 tawan ile sglikli 6 tawan
alindi. STZ ile DM olgturulmus 20 tagan randomize olarak 3 gruba ayrildi g

6 tawan ise kontrol grubu olarak ayrildi.

1. Salikli kontrol grubu (n=6) (Grup 1)

2. DM olusturulan ve intravitreal enjeksiyon yapilmanmawanlar (n=6)
(Grup 2)

3. DM olusturularak intravitreal bevacizumab enjeksiyonu {apI
tawanlar (n=7) (Grup 3)

4. DM olusturularak intravitreal fasudil enjeksiyonu yapilésanlar
(n=7) (Grup 4)

Intraperitoneal STZ enjeksiyonu ile DM elurulan taganlarin bgisiklik
sisteminin zayiflamasina gla 6limlerini engellemek icin icme sularina 160 my/
sulfatimidin sodyum tuzu 1 ml/kg olacakkilde 5 giin boyunca ilave edildi. DM
olusturulduktan 21 gin sonra, Grup 3'teki 7 gamin sg gozune intravitreal 1,25
mg/50ul dozunda bevacizumab, Grup 4’teki 7s¢éewn sg gozine intravitreal 180
pHM/50ul hidroksi fasudil enjeksiyonu yapildi. Fasgugin enjeksiyon sonrasi vitreus
konsantrasyonu 30 uM/I olacakkilde doz ayarlandintravitreal enjeksiyonlar steril
30 gauge enjektognesi ile limbusun 1 mm gerisinden uygulandi. Bexagiab ve
fasudil 50 pl hacimde uygular@licin intravitreal enjeksiyon sonrasi 6n kamaraya
parasentezsiemi uygulanmadi. 3 giin sonra 50 mg/kg ketamin wagdkg ksilazin
ile anestezi uygulandiktan sonra 26 staun s@ goOzlerine entkleasyon yapildi.
Eniklee edilen g6zler mikroskop altinda limbus ket#gnden 360° eksize edilerek
kornea ve lens kismi ayrildiktan sonra vitreustaoc’lik enjektorle aspire edilerek
ependorf tuplerine konuldu ve -80 °C‘de saklandetifa dokusu ince bir spatl
aracllglyla koroidden ayrilarak ependorf tiplerine konulddinan materyaller +4
°C’de Lizis Bufferda bekletildikten sonra 1 dakikB000 devirde santrifilj edildi ve
supernatant kismi alinip uygsartlarda ELISA cakilmasi i¢in -80 °C dondurucuya
kaldirildi. Enlkleasyonsieminden sonra tganlara genel anestezi altinda kani

bosaltma yontemiyle 6tenazilemi yapilarak deney sonlandirildi.
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3.4. VEGF, TNF alfa, NF-kB’'nin ELISA Calisma Proseduri

VEGF, TNF-alfa, NF-kB parametreleri (ELISA/96 t&3tisabio) vitreusta
ELISA yontemiyle tek drnek c¢alidi. Her bir kuyucga standart, blank, ve 6rnekler
100 pl konuldu. Uzeri yagkan striple kaplanip 37 °C’'de 2 saat inkiibe ediiiha
sonra sivilar yikanmadan uzagtialdi. Her bir kuyucga 100 pl biotin-antibody
calisma soltisyonu eklendi ve 37 °C’de 1 saat inktUbeledier bir sivi aspire edilip
yikandi. Her bir kuyucga yaklgik 200 pl yikama tamponu konulup 2 dakika
beklendi. Daha sonra sivilar uzaglaldi. Kuyucuklar icinde kalan sivilar,
kuyucuklar ters cevrilerek kg pecete Uzerine birka¢ defa vurularak temizlendi.
Yikama slemi 3 kez tekrarlandi. Her birine HRP-avidin 100galisma soliisyonu
eklendi ve Uzeri yagkan striple kaplanip 37 °C’'de yakla 1 saat inkibe edildi.
Yikama tamponuyla kuyucuklar 5 kez yikandi. 90 MBrsubstrat her birine eklendi
ve 37 °C’de 10-30 dakika arasi inkibe edildi. 50stdp soltisyon eklendi. Daha
sonra 30 dakika icinde 450 nm dalga boylu mikraplakuyucu tarafindan her
birinin optik dansitesi belirlendi.

3.5. Kaspaz 3 ELISA Calsma Prosediri

Daha once hazirlanan ve -80 °C’'ye atillan vitreus regnadan olgan
supernatant orneklerden protein tayin oranlarigitleenek icin Bilret Yontemi
kullanildi. 1-2-4-8-16-32-64 gr/lt oranlarinda BoviSerum Albumin (BSA) ile
standartlar olgturuldu. Standartlardan ve o6rneklerden 20 ul aliizerine 80 pl
Bitret (Noroteks Kimya) eklendi. ELISA okuyucudah@mo Multiskan FC) 570
nm de okutuldu. Sonrasinda hesaplanarak proteinteiktarlari gitlenip Kaspaz 3
ELISA (Caspase-3/CPP 32 Colorimetric Assay Kit/1@d)silma gamasina gecildi.

50 ul ornekler kuyucuklara konuldu. Daha sonra 50 ul Réaksiyon

Tampon (10mM DTT) her bir kuyuga eklendi. 5 pl 4 mM DEVD-pNA substrat
eklendi ve 37 °C’de yakik 1-2 saat arasi inkibe edildi. 405 nm de mikr#pla
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okuyucuda okutuldu. Kaspaz kiti materyal yeterlluggu icin iki kez calgilip iki

Olciimun ortalamasi alindi.

3.6. SOD ELISA Calsma Proseduru

Bilret Yontemiyle retina ve vitreustan e&n orneklerin protein miktarlari
gruplar arasindasglendi. Dokular sguk tampon (20 mM Hepes, ph:7,2, 1 mM
EGTA, 210 mM mannitol ve 70 mM sukroz) da homojeniedildi. Santrif(j
(1500xgd/5dk) edildikten sonra stpernatant -80 éGidnduruldu. ELISA (Cayman
Chemical Company/SOD Assay Kit/96) gdhcagsl gun dokular ¢ikarilip buz iginde
bekletildi. Her bir kuyucga 10 ul 6érneklerden konuldu. 200 pl dilie edgmadikal
dedektor her bir kuyu@a eklendi. 20 pl dilie ksantin oksidaz butin kuylara
eklenerek reaksiyon Blatildi. Ksantin oksidaz eklenen zaman not edilgé
kuyucuklu plate birka¢ saniye calkalayicida anlip Uzeri Ortildu. Plate oda
sicaklginda 20 dakika boyunca calkalanarak inkibe edidisorbanslar ELISA

okuyucuda 450 nm’de okutuldu.

3.7.1istatistiksel Analiz

Istatistiksel analizler, SPSS (statistical package docial sciences) 17.0
(SPSS Inc, Chicago, IL) bilgisayar paket prograraigdpildi. Sonuglar ortalama *
standart sapma (SDBgklinde ifade edildi. Gruplar arasi istatistiksaksklastirmada,
Kruskall-Wallis testi kullanildiistatistiksel anlamhlik dgeri olarak p<0,05 kabul
edildi. Farkli olan grup veya gruplarin hangisi@dnu saptamak icgin ikincisama
testi olarak Bonferroni dizeltmesi ile Mann-WhitnBytesti kullanildi. Burada p

degeri 0,0083’lin altindaki dgerler istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.
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4. BULGULAR

Gruplar arasinda VEGF ve Kaspaz 3 seviyeleri agasinstatistiksel olarak
anlamli farkhlik saptandi (sirasiyla p=0,005 vé®@13). TNF alfa ve SOD duzeyleri
acisindan gruplar arasinda istatistiksel olarakrahlfarklilik saptanmadi (sirasiyla
p=0,792 ve p=0,135).

Kruskal Wallis testiyle gruplar arasinda fark sajpia VEGF ve kaspaz-3
duzeyleri icin farkli olan gruplari saptamak améiykinci ssama testi olarak
Bonferroni dizeltmeli Mann-Whitney U testi kullashil Burada p dgeri 0,0083’Un
altindaki dgerler istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.bla 4-1'de VEGF ve
kaspaz-3 duzeylerinin gruplar arasinda istatistikéarak kasgilastiriima sonuclari

verilmistir.

Tablo 4-1: Gruplar arasinda VEGF ve Kaspaz 3 seviyeleriratisgiksel olarak

karsilastiriimasi

Grup 3-4 | Grup 2-3 | Grup 1-3| Grup 2-4; Grup 1-4 | Grup 1-2
VEGF 0,338 0,004 0,886 0,015 0,116 0,004
Kaspaz 3 0,018 0,038 0,518 0,153 0,015 0,077

" Bonferoni diizeltmeli Mann-Whitney U testi

Ortalama VEGF dizeyi Grup 1'de 0,81+0,57 pg/ml, gs&ide 2,91+1,03
pg/ml, Grup 3'te 1,03+0,63 pg/ml ve Grup 4'de 1,065 pg/ml idi.Sekil 3'te
gruplara gore ortalama VEGF duzeyleri kutu diiafeklinde gosterilmytir.

Ortalama TNF alfa dizeyi; Grup 1l'de 1,32+1,19 pgfikén, Grup 2'de
1,004£1,25 pg/ml, Grup 3'te 1,18+0,70 pg/ml, Grugletise 1,26x0,74 pg/ml idi.
Gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli faukigorilmedi (p=0,792)Sekil 4’te

gruplara gore ortalama TNF alfa duzeyleri kutu igiiafeklinde gosterilntir.
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SOD duzeyleri yuzdelik abzorbans olarakgelidendirildi. Ortalama SOD
duzeyi; Grup 1'de 99,83%£26,97, Grup 2'de 101,17280Grup 3'te 122,71+30,55,
Grup 4'de ise 90,29%£20,73 olarak belirlendi. Grupdaasinda istatistiksel olarak
anlamh farkhhik goralmedi (p=0,135)Sekil 5’de gruplara goére ortalama SOD
abzorbanslari kutu graifi seklinde gosterilmtir.

Kaspaz 3 duzeyleri yuzdelik abzorbans olaragedendirildi. Ortalama kaspaz
3 diuzeyi Grup 1'de 97,33+96,26 iken, Grup 2'de 3B6254,87, Grup 3'te
127,71+£79,15, Grup 4’'de ise 296,00+128,87 olardkleedi. Sekil 6’da gruplara
gore ortalama kaspaz 3 abzorbanslar kutu grggklinde gosterilmtir.

NF-kB diizeyleri ise hicbir grupta olculebilecek selerde saptanmadi.
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Sekil 5: Gruplara goére ortalama SOD abzorbanslari
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5. TARTISMA

DRP, gelgmis Ulkelerde koérlgin en 6nde gelen nedenlerinden biridir.
Ozellikle toplumun aktif cagan 20 - 50 ygarasi niifusunda gérme kaybina yol acan
bir hastaliktir. Gefimis toplumlarda bir yandan diyabetin gérilme oranigiserek
artmasi, dier yandan da modern tedavi yontemleriyle diyalsztlié yagam siresinin
uzatilmasi, DRP ve buna paralel olarak da diyabei#kilopati goriime sikgini

artiran en 6nemli faktorlerdir.

Diyabetik hastalardaki gérme kaybinin en 6nde geledenleri diyabetik
makulopati ve PDRP’ye ait komplikasyonlardir. DRR’rher gamasinda ortaya
ctkabilen makdilopati, makila 6édemi ve makdila isksrolarak iki farkli patolojiyi
icerir ve proliferatif olmayan evredeki gorme kadgpnin %80’'inden sorumludur.
Bu nedenle makula 6deminin erken tani ve tedavsmg kaybinin énlenmesinde

oldukca 6nemlidif*

DM hastalarinda morbidite ve mortalitenin en 6nemédeni; koroner,
serebral ve periferal damar tutulumu ile skamza c¢ikan aterosklerotik vaskuler
hastaliklar olup, DM ve buna 8a komplikasyonlar 6énemli bir halk ghg
problemini olgturmaktadirt Diyabet hastalarinda makrovaskiiler ve mikrovaskiile
komplikasyonlar gorilmekte olup, mikrovaskiler kdikgsyonlar; diyabetik
retinopati, diyabetik nefropati ve noropati ikenakmovaskuler komplikasyonlar ise
koroner arter hastall, karotis arter hastagl, periferal arter hastaliklari ve diyabetik

ayakseklinde ortaya ¢ikmaktadif.

Hastalgin tanisi konulduktan sonraki ilk 5 yil icerisindetinopati goérilme
olasilgl ¢cok digik olmakla birlikte, 5 - 10 yil arasinda %27, 10ryiizerinde ise
%71-90 oraninda gorulmektedir. Mikroanjiyopati vakroanjiyopati gefiminde en

onemli faktér vaskiiler endotelyal fonksiyon bozuikldur®

Hastalgin patogenezinde, hiperglisemi sonrasi retina lajglinde geken

dejenerasyon, endotelde perisit kaybi ve endotgifprasyonu, bazal membranda
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kalinlssma ve okliizyon mevcuttur. Hasgah tanisi biyomikroskopik muayene ile
konulabilmekle beraber, FFA, optik koherens tombgtani ve takipte yardimci
olan goruntileme yontemleridir. DRP ve komplikadgomin gelsiminde,
enflamasyon, toksisite, anjiyogenez ve apopitozisimemli yeri oldgu
bilinmektedir. Bu cakmada, diyabette intravitreal uygulanan bevacizunvab
fasudilin, retina ve vitreusta, enflamasyon, toksjsanjiyogenez ve apopitozis

Uzerine olan etkilerini agairmay1 amacladik.

VEGF bilindigi iizere, DRP gejiminde énemli bir role sahiptf Bu rolii de
endotel hicrelerinde mitoz, gog, vaskuler perméabirts ve kapiller damar
olusumunu artirarak yap&r.Bu nedenle ¢caijmalar VEGF'in bloke edilmesi tizerine
yogunlasmistir. Bevacizumab, insan anti-VEGF monoklonal antiktur. Bu ilag
fundusta neovaskiilarizasyonla seyreden hastalelakdllaniimaktadif® Ayni
zamanda fare modellerinde hemanjiyogenezis ve iggéaenezisin potent bir
inhibitori oldygu goriilmistir.®” Diyabetik retina neovaskiilarizasyonu ve prolifiérat
retinopatide bevacizumabin proliferasyonu etkilir bgekilde inhibe et
gosterilmitir.®® Bununla beraber DRP'nin tedavisinde bevacizumggulanmasi,
progresyonun ilerlemesini durdurabilir. Fakat barasinirlandirici olan durum,
yarilanma omrinin kisa olmasindan dolayr en etkiEGF inhibisyonunun,
enjenksiyon yapildiktan 1 hafta sonra gostgrd ay sonra ise etkisinin cok azgdi
gosterilmitir.°® Bundan dolay! neovaskiilarizasyonun 6nlenmesi tekrarlayan

enjenksiyonlar gerekebilmektedir.

Calsmamizda VEGF duzeyi; bevacizumab yapilan grup \gkdakontrol
grubunda, diyabetli gruba goére anlamli olarak daisiik saptandi. Bevacizumabin
diyabetlilerde VEGF duzeyini azafiti goruldd. Bununla ilgili bgka calsmalarda
mevcuttur. Arevalo ve ark.’nifi yaptgi calsmada diyabete [gh meydana gelen
iskemiye sekonder vitreusa salgilanan VEGF'in sk gecirgenlii artirarak
anjiogenezise ve makuler 6deme yol @ctve bunu ©nlemek icinde coklu
bevacizumab enjenksiyonlarin gerekli atdubelirtiimistir. Jin Ma MD ve ark.’nif’

54 tane sicanda STZ ile DM gturuldusu bir gcalsmada 25mg/ml bevacizumab
verilip ELISA ile VEGF duzeyleri bakilmgive enjenksiyondan 1 hafta ve 1 ay sonra
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vitreustaki VEGF duzeylerinin enjeksiyon yapilmadamceki duzeylere gére daha
disUk miktarda oldgu goralmigtar.

Bock ve ark.’nil® yapms oldusu deneysel kornea neovaskiilarizasyon
calismasinda bevacizumabin enflamasyonun induglednjiyogenezisi anlamli bir
sekilde inhibe etii gorulmistiur. Kornea iskemisine sekonder gdn
neovaskuilarizasyonun tedavisinde bevacizumabin kabpiolarak uygulanmasi
gelecekte tedavi protokolii olabilgiei disiinmekteyiz. Manzano ve ark.’nift
yapmsg oldugu bagka bir calsmada ise, kimyasal yanik sonrasi noevaskularizasyon
olusturulan 16 ratta topikal uygulanan bevacizumabimé&al neovaskilarizasyonu
sinirlandirdg gérulmistir. Klettner ve ark.’niff domuz retinal pigment epiteli
hiicre kultirinde yapmioldugu calsmada bevacizumab ve ranibizumabin VEGF'i
guclii bir sekilde nétralize etfi gorilmistir. Ameri ve ark.’nifi® yapms oldusu
baska bir deneysel tgan calgmasinda ise; intravitreal olarak VEGF verilen
tawanlarin retinalarinda hiperemi, vaskiler dilatasytortuosite ve optik disk
basinda sizintinin oldtu ve 1 hafta icinde neovaskiler membranin sgeli
gorilmis ve bu tayanlara 1. ve 2. gun, 1. hafta intravitreal veribmvacizumabin,
vaskdler sizinti, hiperemi, dilatasyonu azgitgoralmitir. Bevacizumab ile VEGF
miktarini azaltarak DRP progresyonunun azaltil@efmi distinmekteyiz..

Bilindigi Uzere diyabette endotel hasari ¢cok 6nemlidir. dieldhasarinin
olusmasi, damar duvarina artan l6kosit adezyonu nefeniyimaktadir’?
Lokositlerin gogu, adezyon molekdlleri aragiyla olmaktadir. Adezyon molekdlleri
ICAM1 ve l6kosit beta 2 integrinlerdi’. Deneysel diyabet modellerinde bu
molekdllerin sentezinin artmioldugu gorilmigtir. Bu molekillerin blokaji 16kosit
adezyonunu ve endotelyal hasarini 6AleAyni zamanda, Fas-Fas ligand (FasL)
etkilesimi, I6kositin endotele adezyonunu hizlandirir ve ise endotel hasari ve
apopitozise yol acdl.

ROCK, patolojik vaskuler durumlarda ©6nemli rol oyaa enzimdir.

Mikrovaskuler adezyon molekullerinin sentez ve feigknunu dizenleyerek l6kosit

adezyonunda rol oyndf. ROCK, retinal mikrodamarlarda lokalizedir. Bu enzi
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ICAM1 sentezini ve MLC fosforilasyonunu uyarir vdezyonu artirif? Endotelyal
nitrik oksit sentazi inhibe ederek anti-apopitotde ayni zamanda potent bir
vazodilatatoér olan NO miktarini azaltir. Fasudibtgnt bir ROCK inhibitdrtdur.
Arita ve ark.’mif® yapms oldusu calsmada deneysel olarak diyabet giirrulmus
ratlara, vitreus konsantrasyonu 30 mikromol/litlacak sekilde fasudil verilmg,
vaskiler endotelyal hasarin ve apopitozisin agalgbralmtir. Calsmamizda ayni
zamanda fasudilin VEGF Uzerine olan etkisinisarmayl da amacladik. Fasudil
verilen grupla diyabetik grup katastirildiginda, VEGF dlzeyi dinis olmakla
birlikte, bu digls bevacizumab uygulanan grup dizeylerindgilde Zhu ve ark.
akciger kanser hicre dizisinde yapnolduklan calgmada, fasudille tedavi edilen
grupta kontrol grubuna gére hicre proliferasyongf¢, invazyon ve VEGF'in
salinimini azaltgini bulmular® Kuno ve arké' osteoblast hiicre kiltirinde
fasudilin, ROCK'un TGF-beta aragilyla, VEGF sentezini inhibe egini
gostermglerdir. Calismamizda, fasudil uygulanan grupta vitreusta OlIcINEEGF
dizeylerinin, diyabetli gruptan oldukca siilk olduysunu ancak bunun istatistiksel
olarak anlamli dizeyde olmauin tespit ettik, burada denek sayimizin az olmasin
da goz onunde bulundurulmasi gereken bir faktougldu digliniyoruz. Yokota
ve ark®® diyabet olyturulmus ratlarda, ROCK inhibitérii olan fasudil ve HMG CoA
reduktaz inhibitoru fluvastatinin, platelet kaynakliyime faktorti BB aracili VEGF
sentezini engelledini gostermg ve boylelikle DR tedavisinde karili olabilecgini
belirtmislerdir. Yin ve ark.’niff® yapms olduzu baka bir calsmada ise in vitro
olarak insan umblikal ven endotel htcrelerinde,uédign endotel hicre goécd,
hareketlilgi, formasyonunu azal@gi gérulm ve antianjiyogenik O6zeli oldugu
belirtilmistir. Adachi ve ark.’mfi* yapts calsmada osteoblast hiicrelerinde
prostoglandin E1’in  VEGF sentezini stimule gt ve fasudilin PGEZYi
baskilayarak PGE1’ e pl VEGF sentezini baskilagh gorulmtir. Nakabayashi
ve ark®® baska bir ROCK inhibitérii olan HA1077'nin, gliom hiictézisinde VEGF
gen ve protein sentezini baskilgdigtstermglerdir. Elde ettgimiz sonuclardaki
farkhligin bir nedeni de fasudili uygulggimiz doz ve uygulama yontemimizinger
calismalardan farkli olmasindan kaynaklanabilir. @alamizda fasudili inflzyonla
sistemik dolaima vermeden direkt intravitreal enjeksiyonla uyglk ve tekrarlayan

enjeksiyonlar yapmaksizin tek bir enjeksiyon sonrssnuclari dgerlendirdik.
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Diyabetik retinopatinin tedavisinde ve ilerlemesidnlemede fasudilin VEGF
dizeyine olan etkisini anlayabilmek icin daha fasdgida ¢cabmaya ihtiyac vardir.

TNF alfa, enflamasyon gelminde ve dger sitokinlerin saliniminda énemli
bir sitokindir. DRP’de erken enflamatuar gigkliklerde sinyal molekull oldgu
gorulmistur 8 Diyabetik retinada TNF alfanin potansiyel kagnaastrositler ve
Miiller hiicreleridi®® Ayrica DRP’li hastalarda, ekstraselliler matrirgetel, damar
duvari fibrovaskiler doku ve vitreusta TNF alfa eyinin yiikseldgi gorulmistir.®
Demircan ve ark.’nif{ yaptgl calsmada, vitrektomi yapilan 21 PDRP’li hastanin
vitreus Ornekleri ile s#Eiklh kadavralardan elde edilen vitreus ornekledil&A
metodu kullanilarak karastiriimis TNF alfa ve IL-1'in s&likll kontrol grubuna
gore anlamlh birsekilde daha yiksek dizeyde ofdu goralmigtir. TNF alfa
inhibitorleri verilen ¢camalarda ICAM 1, endotelyal nitrik oksit sentaz naiktve
NF-kB aktivitesinin azaldu gorulmistir>* Behl ve ark.’mf® yapms oldusu
deneysel diyabet camasinda, TNF alfa inhibitorii verilen gbézlerde apoya
iliskili olan kaspaz 3 aktivitesinin retinal mikrovas&ti hiicrelerde anlamli bir
sekilde azaldii gorulmi ve diyabetlilerde mikrovaskuler hiicre 6liminde rihe
bir rol oynayabilecg vurgulanmstir. Calsmamizda, bevacizumab ve ROCK
inhibitdrd olan fasudilin, apopitozis ve enflamasga dnemli rol oynayan TNF alfa
diuzeylerine etkisini vitreusta gerlendirdik. TNF alfa diizeyleri bakimindan gruplar
arasinda istatistiksel olarak anlaml bir faklig&rilmedi. Gruplar arasinda anlamli
bir farklihk olmamasinda, 6lgcim yaptmiz materyallerin farkli olmasinin veya
diyabete bgli enflamasyon ve neovaskilarizasyon sureglerirlugnoasi icin 21
gundn yeterli olmamasindan kaynaklanabiggage distiniyoruz. Arimura ve ark.
tarafindan yapilan bir caada®® PDRP’li hastalarda vitrektomiden 1 hafta 6nce
hastalarin bir grubuna 1.25mg bevacizumab vegilei vitrektomiden sonra vitreus
materyalinde TNF alfa ve VEGF duizeyleri PDRP’li cilaveriimeyen grupla
karsilastirilmis, VEGF dizeyinde anlamli biekilde azalma tespit edilirken, TNF
alfa duzeyi bakimindan istatistiksel olarak anlabitifarklilik gorilmemgtir. Roh
ve ark.’nif® yapms oldusu calsmada, ysa bali makiila dejenerasyonu nedeniyle
koroidal neovaskilarizasyon galn hastalara bevacizumab vergmibazilarina

tekrarlayan dozlar yapilmive katarakt ameliyati yapilan @ikl kontrol grubunun
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ak6z humor sivilanyla kaitastiriimis, tekrarlayan doz yapilan gozlerde TNF alfa
seviyesi kontrol grubuna goére anlamli olarakiddisaptanmstir. Burada tekrarlayan
dozlarla tedavi olan gozlerde VEGF ve TNF alfa ddeenin disik olmasi
nedeniyle, koroidal neovaskularizasyonda TNF aifada 6nemli roli olabilegni

vurgulamslardir

Jeong ve ark.’nM! calsmasinda, kornea neovaskiilarizasyonu olan 15
hastaya subkonjonktival bevacizumab verglndi. gin, 1. hafta ve 1. ay gozyada
VEGF, TNF alfa, epidermal bilyiime faktori, fioratilatyiime faktorii véL-1 beta
bakilms, bevacizumabin VEGF dulzeyini azdlttifakat dger faktorleri arttgl
gorulmistar. Bu faktorlerin dizeylerinin artmasinda kompagnar mekanizmalarin
etkili olabilecesini belirtmislerdir. ROCK inhibitéri olan fasudilin TNF alfa déiyi
lizerine ekisiyle ilgili literatiirde yapilmgalsmalar mevcutturimpellizzeri ve ark*
farelere spinal kord travmasi sonrasi 1.hafta \safta 10mg/kg i.p. olarak fasudil
verip enflamatuvar yaniti goézledikleri gahalarinda; tedavi sonrasi TNF alfa, NF-
kB ve IL-1 dizeylerinin azalgh tespit etmjlerdir. Biz de diyabette var olan
enflamasyon duzeyine fasudilin etkisini ginanak istedik. Fakat diyabet grubuyla
kontrol grubu arasinda anlamli bir farkliik saptitk. Ma ve ark.’niff insan
mezengial hiicre kilttrd cghnasinda, yuksek glukoz verilen hicre grubunda TNF
alfa ve enflamatuvar faktorlerin daha yiksek dieeyddiygunu, verilen fasudil
sonrasi TNF alfa diizeyinin azaichi tespit etmilerdir. Ding ve ark.’mi® farelerde
yapmsg oldugu sepsis ¢ajmasinda, bir gruba sepsis gluruimadan 18 saat 6nce ve
1 saat 6nce 10 mg/kg fasudil verikmre bu grupta sepsis glurulduktan 6 saat
sonra bulgularin geriye dongiii, diger sepsis gruplarina gére TNF alfa dizeyinin
daha dgik oldusu gosterilmgtir. Bu calsmada fasudilin enflamasyonun erken
donemlerinde geri dégime neden olmasi diyabet tedavisinde kullaniimasi
acisindan avantajl olabilir.

DRP, daha cok retinal vaskiler patolojilerle kaesize olmasina gmen
gérme kaybinda, retinal néral dejenerasyon vaskiaéolojilerin éniine gecrtir.**
Diyabete bgl retinada gelen néropatide noral fonksiyon bozukluklari, retina

gangliyon hicrelerinde apopitoziste artma ve retglal hicrelerde anormal
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metabolik dgisiklikler gdzlenmitir.>> Noral apopitozisin, kaspaz gianli ve kaspaz
bagimli olmayan iki yolla oldguna inaniimaktadir. Kaspaz 3, kaspagibd yolda
anahtar rol oynar. Apopitozu indikleyen faktér (AlBe kaspazdan pansiz yolun
duzenleyici elemanidi®®” Retina gangliyon hiicre hasarinda hangi yolun daha
onemli oldgu bilinmemektedir. Diyabete BB noronal apopitozda retinada
gangliyon hicre tabakasi, i¢ pleksiform tabakayecds nukleer tabaka kalirg
azalmstir.%® Li ve ark.’nit* STZ ile ratlarda diyabet ofturduklari calsmalarinda, 4
hafta sonra sinir lifi tabakasi, gangliyon hiicrbaieas! ve i¢c pleksiform tabakada

kaspaz 3 duzeylerinin artgwldugunu tespit etngierdir.

Ayni zamanda VEGF inhibitorii olan bevacizumabinpkas3 diizeylerine
etkisiyle ilgili yapilan cakmalar da mevcuttur. landiev ve ark.’firyapms oldugu
calismada domuz gozlerine 1,25 mg intravitreal bevacetnkontrol grubuna tuzlu
su soltisyonu verilmive elektron mikroskop incelemesinde retina talaikatdla ve
kaspaz 3 duzeyinde herhangi biggeli ge neden olmagi tespit edilmgtir. Sari ve
ark. min*® yapms oldugu calsmada ise 25 giin arayla 3 doz 1,25 mg bevacizumab
verilen gozlerde, kornea ve uvea dokularinda tokgia etki gorulmedi ve
uveoretinal dokularda apopitotik enzim aktiviteheni ve lipit peroksidasyonunun
azaldgl gorulmistir. Bevacizumabin apopitozise olan etki mekanizrbdmmedigi
icin daha cok deneysel cgahaya ihtiya¢c vardir. ROCK inhibitoéri olan fasudilin
apopitozis Uzerine olan etkisiyle ilgili yapilgnicalsmalar mevcuttur. Park ve
ark. min'®* farelerde siklosporinle bébrek hasari soluup, intraperitoneal olarak
fasudil verdikleri cahmada, enflamatuvar sitokin dizeylerinin ve apop#ioz
azaldgl gorilmis ve apopitozisteki azalmanin NF-kB miktarini aaadk sgladig
distnulmistir. Ikeda ve ark.’nitf? yaptiklari camada karbontetraklorid ile
hepatosit hasari yapilan ratlara ROCK inhibitérianolHA-1077 verilm§ ve
karacgerdeki histolojik hasarin dizefd] Kaspaz 3 ve apopitozisin azaidi
gorulmistlr, apopitozisteki azalmanin HA-1077 nin PI3-kiedskt yolunu bloke
ederek sgladigi disUnulmistar.

Calsmamizda bevacizumab ve fasudilin diyabet stltulmus gruplarda

kaspaz 3 duzeyleri Uzerine etkisini incelemeyi dath& ve bunu saikli kontrol
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grubu ile kagilastirdik. Gruplar arasinda kaspaz 3 diuzeyleri acenanlamli fark
saptadik (p=0,013). Bu fark en belirgin olarak f#isontrol, bevacizumab-fasudil
ve bevacizumab-diyabet gruplari arasindaydi. Kaspaftiizeylerine bakildinda
kontrol grubuna en yakin gerlerin bevacizumab grubunda ofdugéraldi. Fasudil
grubunda ki yiksek kaspaz 3 diuzeyi, uygulama yomerden (infuzyon ile dgl
intravitreal enjeksiyonla) kaynaklangnolabilir. Sonug olarak, fasudilin intravitreal
uygulanmasi, retinada apopitozu belirgin olarakrradktadir. Fasudilin uygulama

dozu ve uygulama yontemi ile ilgili ek ¢ghalara ihtiyac oldgunu diginmekteyiz.

DRP’nin major ve mindr komplikasyonlarinin gainde, yuksek kan
glukozuna bgli olusan oksidatif stres de 6nemli rol oyrtd?.SR’lerin Uretimi ve
eliminasyonu arasindaki denge c¢ok onemlidir ve afaiketimi zararh olabilir.
SR’lerin eliminasyonunun azalmasi hiicrede oksidgtiése yol acdf? Klinik ve
deneysel ¢caymalar, reaktif oksijen turlerinin (ROS) diyabefrtipinde de artgini
ve diyabetin erken donem bulgularinin oksidatif este ilskili oldugunu
gostermglerdir’®® Oksidatif stres sonucu ROS ve reaktif nitrojenletiir artar.
ROS’un yukli ve yukli olmayan turleri vardir. Yukdlanlar stiperoksit ve hidroksil
radikalidir. YUkli olmayanlar ise hidrojen peroksi oksijen radikalidir. Diyabette
oksidatif stresin kayn@a; glukozun otooksidasyonu, redoks dengesinde kayma
disik molekdl &irlikli antioksidan molekdllerinin (glutatyon, vitan E) azalmasi
ve antioksidan savunma enzimlerin (SOD ve Katalakfjvitelerinin bozulmasi
kaynak olarak gosterilngtir.*°® Tip 1 diyabette pankreasta yenilaanis apopitozis
ve tip 2 diyabetteki erken insilin direncinde, agif stres kaynznin mitokondride
olusmus ROS nedeniyle oldiu disiinilmektedirt® SOD hiicre icin 6nemli bir
antioksidan enzimdir. Diyabetin patogenezinde ®ikesi de onemli oldgu icin
calismamizda toksisiteyi derlendirmek icin SOD'u kullandik. Camamizda
gruplar arasinda SOD gerlerinde istatistiksel olarak anlamli bir farklgoralmedi.
Bevacizumabin hiicresel toksisiteye yol acip acgatk ilgili yapilmis calsmalar
literatiirde mevcuttur. Thaler ve ark.’Ah25mg/ml ve 125mg/ml gibi yilksek dozda
bevacizumab verilen ratlarda, yagnoldugu calsmada, enjeksiyondan 2 ay sonra
yapilan elektron mikroskopik @erlendirmede bevacizumabin hicresegigkli ge

yol acmadg gorilmistir. Arraes ve ark.’nff® yaptiklar histolojik cakmada
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tawanlar 3 gruba ayrilmive Grup 1'e 0,1ml dengeli tuz solusyonu, Grup 2’'ye
1,25mg / 0,1ml bevacizumab, Grup 3’e 2,5mg/0,1miabezumab verilni ve 90
gin sonra taanlar entkle edilerek nérosensotryal retina ve RREelenmy,
morfolojik olarak tabakalar gerlendirilmis ve gruplar arasinda histolojik ve tabaka
kalinhg! olarak anlaml bir farklihk olmagi gorulmdtir. Yapilan cakmalarda
bevacizumabin histolojik olarak ggikliklere yol a¢cmamasi, givenli olarak
kullanilabilecgi yoninde kanaate neden olgtwr. Calsmamizda intravitreal
bevacizumabin SOD dizeyindegbkll kontrol grubuna gore anlamli bir farkiga
yol acmadg! icin guvenli oldgunu diginmekteyiz. Litaretirde ROCK inhibitori
olan fasudilin, SOD Uzerine etkisiyle ilgili yapigncalsmalar mevcuttur. Li ve
ark.’nin** ratlarda intestinal iskemi ve reperfiizyon yoluglasturduklari calsmada,
iskemi olwturulmadan dnce fasudil verlen gruplarda iskemilptpra gore hasarin
anlamh birsekilde azaldil ve SOD aktivitesinin anlamli bgekilde arttg gorulma

ve iskemiye bgli hasarda ROCK’un anahtar rol oynabilgicdisinulmdgtar. Li ve
ark.’min** ratlardaki beyin iskemisi ve reperfiizyonu galasinda, fasudilin eNOS
ve SOD aktivitesini kontrol grubuna gére artgngleNOS'u artirarak norolojik defisit
ve enfarkt alanlarini azalt, SOD'u artinip SR’lerin  miktarini  azaltarak
noroprotektif etkisinin oldgu gorulmitir. Bizim yaptgimiz calgmada fasudil
verilen grupla dier gruplar arasinda SOD duzeyi arasinda anlamlifdsklilik
gorulmedi (p=0,135). Ancak fasudil grubunda bevawiab grubuna gére SOD

duzeyi kontrol grubu dgerlerine daha yakin saptandi.

NF-kB; enflamasyon, immun yanit, proliferasyonaoptozisten sorumlu
olan cok sayida genin 6nemli bir regilatéri olamskripsiyon faktoridir. NF-kB
diyabete bgl gelisen retinopatinin erken evrelerinde patogenezde tnmehoynar.
NF-kB, INOS ve ICAM dUretimlerini regule eder. Buagpeinlerin inhibisyonu,
retinadaki  kapillerlerin ~ dejenerasyonunu  Onler. &gmel cakmalarda
antioksidanlarin NF-kB'yi inhibe ederek, diyabetitat retinalarinda kapiller
dejenerasyon ve perisit kaybi gatiini onledizi gorulmistir®** Dusik doz
salisilatlarin NF-kB'yi inhibe ederek, enflamatuvanediyatorler olan iINOS ve
ICAM-1 seviyesini azaltip kapiller dejenerasyon perisit kaybini dnlegine dair

calismalar mevcuttut? Fasudilin NF-kB (izerine olan etkisiyle ilgili cgdnalar
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mevcuttur. Wang ve ark.’niff yaptgl calsmada, deneysel olarak adriyamisinle
kardiyomiyopati olgturulan ratlarda, fasudille tedavi edilen grupta/bal-2 protein
salinimi ve NF-kB aktivasyonunun azaldive bu sekilde apopitozisi azalft
gorulmistir. Ma ve ark.’mii** hiperkolesterolemik ratlarda yapmioldugu
calismada, fasudilin antienflamatuvar etki gostgrdie bunu da ROCK'un etkisini
azaltarak ve enflamatuvar medyatdr olan NF-kB’'mamslokasyonunu inhibe ederek
aktivasyonunu azal@gini gostermylerdir. Biz de cakmamizda parametre sayimiz
fazla old@gundan dolayi, NF-kB'’yi sadece vitreusta gk fakat vitreusta NF-kB
saptanabilir dizeylerde gigdi. NF-kB hicre i¢i bir molekdl oldgu igin retinada
calisilirsa sonug verebilegmi disiinmekteyiz. Suzuki ve ark.’nif? deneysel (veit
calismasinda, retina, RPE ve koroid kompleksinde NF-KBegi anlamli sonug¢
vermistir. Bevacizumab ve fasudilin NF-kB dizeyenine oletkisini bu nedenle

degerlendiremedik.
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6. SONUC

Diyabet bilindgi gibi, hiperglisemiye bgli 6zellikle kiigtik kan damarlarinin
etkilendigi bir mikroanjiyopatidir. Patogenezinde, endotel séwana sekonder
meydana gelen vaskuiler sizintidan kaynaklanan aggiyezis, sitokinlerin neden
oldugu enflamasyon, oksidatif strese sekondersaniuSR’lere bgli toksisite ve
apopitoz onemli yer tutmaktadir. Biz bu galada bevacizumab ve fasudilin DM
patogenezine olan etkisini incelemeyi amacladiklSAL parametreleri buna gore
secildi. Yaptgimiz calsmada VEGF ve kaspaz 3 seviyeleri acisindan gruplar
arasinda istatistiksel anlaml farkllik goruldiOB ve TNF alfa agisindan gruplar
arasinda istatistiksel anlamh bir farkhlik goridch. VEGF seviyesi en yuksek
diyabet grubunda Olculdi ve bevacizumabin VEGF y&swi belirgin olarak
azalttgl goruldi. Diyabete kg makuler 6demin erken ve ileri donemlerinde
intravitreal bevacizumabin VEGF seviyelerinisdierek progresyonu azaltaeal
disinmekteyiz. Catmamizda fasudil verilen grupta vitreustaki VEGF eliz
diyabetli gruba gore oldukca glik olsa da istatistiksel olarak gruplar arasinda
anlamh bir farkhlik gortlmedi. Bu konuda daha leazsayida prospektif camaya
ihtiya¢c oldyunu digiinmekteyiz. Kaspaz 3 duzeyleri agisindan gruplasiada
anlamh fark saptadik. Bu fark en belirgin olaraksddil-kontrol, bevacizumab-
fasudil ve bevacizumab-diyabet gruplari arasindayldaspaz 3 duzeylerine
bakildginda kontrol grubuna en yakin gler bevacizumab grubunda elde edildi.
Fasudil grubundaki yukseEiiise uyguladgimiz fasudil dozu ve uygulama yontemin
buna neden olabilegmi dusinmekteyiz. Daha duk dozlarla veya intravitreal
infzyon seklinde verilmesinin farkli sonuclar verebilgo@ duUstndyoruz. Bu
konuda daha ¢ok ¢camaya gereksinim duyulmaktadir. SOD diizeyleri olayakplar
arasinda fark gorulmemesi, bu ilaglarin toksik ki yol agcmadini
disundurmektedir. NF-kB dizeyleri ise hicbir gruptacidebilecek seviyelerde
saptanmadi. Bazi catnalar bevacizumab ve fasudilin TNF alfa seviyesini
diUsUrdigiinu gosterse de bizim gahamizda anlamh bir farkhlik gértlmedi. Bunun

da diyabet suresi ve ayrica TNF alfanin daha cokvaskiler olaylarla ikili
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olabilecgginden, cakma siremizin nispeten kisa olmasindan dolayr TNfa al
dizeyleri arasinda anlamh farkhlik gorulmgidi disinmekteyiz. Diyabetin
patogenezindeki samalara etki edegai dusind(gimuiz fasudil ve bevacizumab

icin daha ¢ok prospektif caimaya ihtiyac vardir.
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