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1. GIRIS

Diyabetes Mellitus (DM) insiilin hormonunun yoklugu, yetersizligi veya dokular
tarafindan kullanilamamasi sonucu olusan pek c¢ok sistemi tutan bir hastaliktir. Diinya
niifusunun % 6’sinda DM hastaligi bulunmaktadir ve diinya iizerinde 150 milyondan fazla
diyabetik hasta bulunmaktadir (1).

Diyabetik retinopati (DR), DM hastaligmin en sik rastlanan mikrovaskiiler
komplikasyonu olup diinyada her yil yaklasik 10.000 kiside korliikkle sonuclanmaktadir.
Diyabetik hastalarda yasal korlilk diyabetik olmayanlara gore 25 kat daha fazla
gorilmektedir. DR gelismis iilkelerde 20- 64 yas arasi olgularda en sik korliik sebebidir.
Hastaligin prevelanst olgularin yasi ve hastalik siiresi ile iligkilidir. Tip 1 DM’da 20 yilda
%99, tip 2 DM’da ise 20 yilda %60 oraninda degisik derecelerde retinopati saptanmaistir (2).

Diyabetik retinopatide saptanan biyokimyasal degisiklikler; artmis oksidatif stres,
protein kinaz-C aktivasyonu, enzimatik olmayan glikolizasyon, polyol yolu ve artmis nitrik
oksit olarak 6zetlenebilir (3,4).

Diyabetik Makiiler Odem (DMO), retinanin i¢ niikleer tabakasinda hiicre dis1 s1v1
ve lipid birikmesidir. Early Treatment Diabetic Retinopathy Study (ETDRS) ve Diabetic
Retinopathy Study (DRS) calismalarinda elde edilen sonuglara gore proliferatif diyabetik
retinopatiye (PDR) bagli ciddi gérme keskinligi kayb1 insidansi azalmasina ragmen diyabetik
makiilopati halen diyabetik hastalardaki ana gorme keskinligi kaybi1 nedeni olmay:
stirdiirmektedir. Makiilopati ozellikle tip 2 DM’lu hastalardaki en sik gorme keskinligi
azalmasi nedenidir (3).

Diyabetik retinopatinin klasik tedavisi laser fotokoagiilasyondur. Laser
fotokoagiilasyon tedavisi etkili bir tedavi yontemi olsa da tedavi edilen gozlerin %12’sinde
tedaviye ragmen orta derecede gorme azalmasi goriilmiistiir. Bunun yani sira 12 ay sonunda
tedavi edilen gozlerin %40’mnda, 36 ay sonunda ise %25’inde DMO’niin sebat ettigi
gorilmistir (5).

Laser fotokoagiilasyon yapilan olgularda gérme keskinliginde azalma, koroid
dekolmani, makula 6demi, gorme alan1 kaybi, kornea-iris-lens yaniklari, géz i¢i basinci
yiikselmesi, arka vitreus dekolmani, foveanin laserlenmesi, retinal-subretinal-koroidal
hemoraji, koroid neovaskiilarizasyonu, sert eksuda birikimi, epiretinal ve subretinal fibrozis

ve iskemik papillit gibi yan etkiler goriilebilmektedir (6).



Kortikosteroidler, prostoglandin ve lokotrien olusumunu saglayan arasidonik asit
yolunu inhibe ederek antienflamatuar etki gostermektedirler. Ayrica vaskiiler gecirgenlik
faktorii olarak da bilinen vaskiiler endotelyal biiylime faktorii (VEGF) iiretimini de
azaltmaktadir (6-8).

Intravitreal kortikosteroid enjeksiyonu ilk olarak 1979°da Machemer tarafindan
yapilmis ve bundan sonra deneysel ve klinik ¢aligmalarda kullanilmaya baglanmistir (9). Bir
kortikosteroid siispansiyonu olan triamsinolon asetonidin (TA) deneysel olarak retinal
damarlar ve kan-retina bariyerini stabilize ettigi,  kapiller ge¢irgenligini azalttig1
gosterilmistir. TA’in subtenon uygulanmasiin yetersiz penetrasyon nedeniyle kan-retina
bariyerine karsi etkisiz oldugu gosterildigi i¢in intravitreal enjeksiyon tercih edilmektedir
(7,10). Yapilan calismalarda TA’in insan retina dokusuna toksik olmadigi gosterilmistir (11-
14).

Intravitreal triamsinolon asetonid (IVTA), PDR, proliferatif vitreoretinopati gibi
intraokiiler fibrovaskiiler proliferasyonlarda, iiveitte, koroidal neovaskiilarizasyonlarda,
hipotonide, retinal vaskiiler okliizif hastaliklara bagli makiila 6deminde, psddofakik kistoid
makiila 6deminde, idiopatik juxtafoveal telenjiektaziye bagli makiila 6demi tedavisinde ve
neovaskiiler glokomda kullanilmistir. Diffiiz DMO’nde de kullanilmis ve oldukga iyi sonuglar
bildirilmigtir (15-22).

VEGF muhtemel temel anjiojenik faktdr olma o6zelliginin yanisira; VEGF’ e
maruz kalan damarlarda, endotel hiicreleri arasinda fenestrasyon, vesikiiler organeller ve
hiicreler aras1 pencere olusumuna olanak saglayarak vaskiiler gecirgenligi artirir (23-25).

VEGF’in normal retinada fonksiyonel bir rolii vardir. In vivo olarak,
insanlardaki non-proliferatif diyabetik retinopatide (NPDR) ve deneysel NPDR modelinde
artmis VEGF-A salinimi  tanimlanmaktadir. PDR’de okuler neovaskularizasyon
muhtemelen, vitreusta bu faktoriin iskemik retinadan kaynaklanan yiiksek diizeylerine
bagli olarak meydana gelmektedir. PDR’li hastalarin ak6éz humor ve vitreuslarinda
ylikselmis VEGF-A diizeyleri saptanmistir (126).

TA ucuz, uzun donem sonuglari bilinen giivenilir ve uygulamasi basit bir ilagtir.
Bu c¢aligmada streptozosin ile diyabetik hale getirilmis ratlarda bir kortikosteroid analogu olan
TA’mm intravitreal uygulamasinin retinada VEGF salinimu {izerine etkinligini degerlendirmeyi

amagcladik.



2. GENEL BILGILER
2.1. RETINANIN ANATOMISI

Retina histoloiik olarak ii¢ farkl1 bolgeye ayrilir: 1-Santral retina ,2-Perifer retina
3-Ora serrata

2.1.1. Santral Retina (Makula)

Makula temporal vaskiiler arklarla sinirlanan yaklagik 5 mm’lik alan olup merkezi
(fovea) optik disk merkezinin 4 mm temporalinde ve 0.8 mm asagisindadir. Histolojik olarak
2 veya daha fazla ganglion hiicre tabakasi igerir. Cogunlukla henle tabakasinda yerlesen
karotenoid (ksantin ve lutein ) pigmentler nedeniyle sar1 renkli goriildiigii icin ‘makula lutea’
ismi de verilmistir.

Fovea, makula merkezinde 1.5 mm capinda (yaklasik optik disk biiylikliigiinde)
ve i¢ yiizeyi i¢ retina katlarinin incelmesine bagli olarak konkav goriilen makula santralinde i¢
retinal ylizeyde bulunan ¢ukurluk olarak tanimlanir.

Foveola, foveanin merkezinde olup bazal lamina kalinlig1 azalmistir ve yalnizca
uzamis ve farklilasmis koniler, miiller hiicreleri ve diger glial hiicrelerden olusur ( mm? de
38500 koni ). Yaklasik olarak 0.35 mm ¢apindadir. Burasi retinanin en ince oldugu foveadaki
cukur alandir ( 0.13 mm ) ve maksimum gérme keskinligini saglayan yerdir.

Foveal avaskiiler zon ( FAZ ) kiiciik, hafif konkav, retinal kapillerden yoksun ve
konileri ihtiva eden yaklasik 0.5-0.6 mm c¢apli makulanin santralinde ki alandir. FAZ 1n
boyutlar1 250 p ile 600 p veya daha fazla olarak degisir ve bir¢cok durumda gergek avaskiiler
veya kapillerden yoksun zon belirlenemez (27).

Parafoveal retina, foveay:r g¢evreleyen yaklagik 0.5 mm genisligindeki alandir.
Perifovea, parafoveadan makulanin dis smirmma uzanan 1.5 mm genisligindeki alandir.
Ganglion hiicreleri periferik retinadaki gibi tek siralidir.

2.1.2. Periferik retina

Periferik retina yakin perifer ve wuzak perifer olarak iki bolge halinde
incelenmektedir.

a) Ekvator : Yakin perifer 1,5 mm genisliginde perifovea ile ora serrata arasinda
ekvator olarak adlandirilan, yaklasik 3 mm genislikteki bolgedir.

b) Ora serrata: Uzak perifer, ekvator ile pars plana arasinda, ora serrata olarak
adlandirilan bolgedir. Ora serrata ndral retinanin sonlandigi, silyer cisim ile retinanin

birlestigi yerdir. Ora serratada fotoreseptor yoktur. Burada retina pigment epiteli siliyer cisim



epiteline, Bruch’s membrani pigment epiteli bazal membranina, Miiller hiicreleri pigmentsiz
epitele, i¢ limitans membran ise pigmentsiz epitelin bazal membranina doniisiir.

Genisligi temporalde 2 mm, nazalde 1 mm’dir. Limbustan ora serrataya uzaklig
temporalde 7 mm, nazalde 6 mm’dir. Ora serrata bolgesinde sensoriyel retina, pigment epiteli
ile birlesir ve retina alt1 sivinin pars planaya gecisi engellenir. Retina ora serratada 20-30 adet
parmaks1 uzantilar vererek testere disi goriinlimii olusturur. (28).

¢) Pars plana : Uzak periferin ikinci kismi pars plana bolgesi olup, u¢ perifer
bolgesi olarak da tanimlanmaktadir. Pars plana, retinanin ora serratasi ile siliyer cismin pars
pilikatasi arasinda bulunur.

2.1.3. Retinanin katlart

Retina, embriyolojik olarak optik ¢ukurun i¢ ve dis katlariin farklilasmasindan
olusan ince ve transparan dokudur. Dis katmani olusturan retina pigment epiteli (RPE), i¢
katmanda bulunan nérosensoriyal retinaya oranla daha basit bir yapiya sahiptir. Biitiin
hiicreler ve onlarin uzantilarinin yonii orta ve dig tabakalarda RPE’ye dik, i¢ tabakalarda ise
retina ylizeyine paraleldir. Foveada dis katmanlar yiizeye paralellik gosterirler (Henle
katmani).

Histolojik kesitlerde goriilen retina katmanlar1 distan ice dogru su sekilde
siralanabilir:

1-Bruch membrani

Bruch membrani yaklagik 7 p kalinliktadir ve koriokapillarisi RPE’den ayirir. Dis
kat1 koriokapillarisin bazal membranidir ve ince bir kat kollajenden yapilmistir. Merkezde bir
kat elastik doku lifleri bulunur. Bunun etrafinda ise i¢ ve dista birer kat olacak sekilde kollajen
lifler bulunur.

2-Retina Pigment Epiteli

Retina pigment epiteli (RPE), bruch membranina yapisik, kiiboid yapida melanin
pigmenti igeren tek sira 4-6 milyon hekzagonal hiicrelerden olusur ve optik diskten ora
serrataya uzanip siliyer cismin pigment epiteli ile devamlilik gosterir. A vitamini
metabolizmasi, dig kan-retina bariyerinin olusturulmasi, fotoreseptdrlerin dis segmentlerinin
fagositozu, 1518in emilimi, sicaklik degisiminin ayarlanmasi, bazal laminanin olusturulmasi,
dis segmenti c¢evreleyen mukopolisakkarit matriksin iiretimi, hiicre i¢ine girip ¢ikacak olan

materyallerin aktif gecisinin saglanmasi gibi gorevleri vardir.



RPE hiicreleri baglantt kompleksleri adi verilen “zonula occludens” ve “zonula
adherence”ler ile birbirlerine siki sekilde yapismislardir. Baglanti kompleksleri yapisal
duraganligin yanisira dis kan-retina bariyerinin devamliliginda da onemli rol oynarlar ve
1518in - koroide ge¢mesini engellerler. Ayrica suyun ve iyonlarin serbest gegisini
engellediklerinden sivinin subretinal alana pompalanmasi i¢in metabolik enerji kullanirlar.

3- Fotoreseptorler kati (koni ve basillerin i¢ ve dis segmentleri)

Goziin kiric1 ortami tarafindan yonlendirilen goriintiiyli noral sinyallere ¢evirerek
gorme olaymi baslatan 6zellesmis hiicrelerdir. Basiller karanlikta, koniler aydinlikta islev
yaparlar. Foveada hi¢ basil bulunmazken koniler en yliksek konsantrasyona sahiptir.

Koniler 1g1kta renk ayirimi, aydinlikta gérme ve keskin gdrmeden sorumludur.
Basiller alacakaranlikta ve karanlikta gérmeden sorumludurlar. Foveolada sadece koniler
vardir.

4-D1s limitan membran

Koni ve basillerin dis ve i¢ segmentlerinin arasindan gecer. Gergek bir zar
degildir, fotoreseptorlerin i¢ segmentleriyle miiller hiicrelerinin dis uzantilarinin aralarindaki
bagdan olugsmustur.

5- Duis niikleer tabaka

Fotoreseptorlerin ¢ekirdek ve sitoplazmalarinin bulundugu bolgedir.

6- Dis pleksiform tabaka

Fotoreseptorlerin sinaptik gévdeleri ile horizontal ve bipolar hiicrelerin birlestigi
yerdir. Normal retinada kalinlig1r 2 pum olmasina karsilik, fovea ¢ukurlugunun kenarinda
kalinlig1 50 um’yi bulur. Foveada konilerin Oniinii serbest birakmak i¢in kenarlara ¢ekilerek
henle katini olustururlar.

7- ¢ niikleer tabaka

Bipolar, miiller, horizontal ve amakrin hiicrelerinin niikleuslarini icerir. ikinci
ndron bipolar hiicreleri, baglant1 hiicreleri, amakrin ve yatay hiicreler ile destek hiicreleri
miiller hiicrelerinin ¢ekirdeklerinin bulundugu bolgedir.

8- Orta limitan membran

Fotoreseptor  hiicrelerinin  sinaptik  govdelerindeki desmozom  benzeri
yapisikliklarin olusturdugu zona verilen isimdir. Ger¢gek membran degildir. Retinal kan

damarlar1 genelde OLM’yi agmazlar.



9- ¢ pleksiform tabaka

Bipolar ve amakrin hiicrelerinin aksonlar1 ile ganliyon hiicrelerinin dendritleri ve
sinaps bolgelerini icerir. Gangliyon hiicre tabakasi, retinanin i¢ yiizeyine olduk¢a yakin olan
ganliyon hiicrelerinin gdvdelerini igerir. Sinir lifi tabakasi, gangliyon hiicrelerinin aksonlari
ile olusur.

10-Gangliyon hiicre kati

Ucgiincii ndron, gangliyon hiicreleri katidir. I¢ pleksiform kati1 gibi, foveolada
bulunmaz.

11-Sinir lifi tabakasi (ganglivon hiicre katinin aksonlari)

Korpus genikulatum lateralede sonlanan 1.2 milyon dolayindaki gangliyon
hiicresi aksonlari, sinir lifleri katini olusturur.

12- Ic limitan membran

Retinaninn en i¢ katidir. Gercek membrandir. Retinay1 vitreustan ayirir. Miiller
hiicrelerinin ayaksi ¢ikintilar1 ve bazal laminaya yapigmasi ile olusur. Vitreus yiizeyinde i¢
limitan membran (ILM) piiriizsiiz iken retinal tarafta Miiller hiicrelerinin yiizeyine uygun
dalgalanmalar gosterir.

2.1.4. Retinanin damarlari ve sinirleri

Retinada lenfatik damar ve sinir yoktur. Retinanin arter ve venleri sinir lifleri
katindadirlar. Retina kan damarlar1 viicudun diger organlarindaki damarlar gibi elastik lamina
ve devamlilik gosteren diiz kas dokusu icermezler. Retina kan damarlari orta limitan mebran
diizeyinden daha iceriye girmezler. Arter ve venlerin ¢aprazlastigi yerde ortak bazal mebrana
sahiptirler.

Retina damarlar1 ikinci ve lgiincli noronlarin bulundugu noroserebral katin
beslenmesinde rol oynarlar. Retinanin 1. néronunun bulundugu noroepitel kat1 damarsizdir ve
koroidin koriyokapillarisinden beslenir. Retina noroserebral kati santral retinal arterden ve var
ise siliyoretinal arterden beslenir.

Venler ekvatordan itibaren arterlerle birlikte seyrederler ve papillada toplanarak
retina santral venini olugtururlar. Arter ve venler sik sik ¢aprazlasirlar. Santral retinal ven
oftalmik vene daha sonra da kaverndz sinusa dokiiliir. Arter ¢apinin ven ¢apina orani 2/3'tiir.

Retina arteriyolleri ile veniilleri arasinda kapillerler bulunur. Koriyokapillerlerin
duvarlarinda genis pencerelenme bulunmasina ve gecirgen olmalarina karsilik retina

kapillerlerinin duvarlart sizdirmazdir.



2.2. KOROID

Koroid hemen hemen tiimiiyle damarlardan olugsmustur. Klasik olarak dis tabaka
(Haller tabakasi), koroidal stroma (Sattler tabakas1) ve i¢ tabaka (Koriokapillaris) olmak tizere
lic tabakadan olusmustur.

Koroidin vendz drenaji vorteks venleri vasitasiyla olur. Koriokapillaris 700-800
nm ¢apinda pencereli bir endotel yapisina sahiptir.

2.3. KAN-RETINA BARIYERI

Fizyolojik kan-retina bariyeri tek sira endotel hiicreleri ve bunlarin arasinda
bulunan siki baglantilardan olusur ve floresan gibi kii¢iik elementlere karsi gecirgen
degillerdir. Endotelin dis kismin1 bazal lamina olusturur. Bazal membran i¢inde, kendi bazal
mebranlariyla ¢evrelenmis devamlilik gostermeyen endotel veya mural hiicreler
bulunmaktadir. Miiller hiicreleri ve diger glial elemanlar retinal kan damarlarinin bazal
laminalarina tutunurlar.

1-D1s Kan-Retina Bariyeri: Komsu RPE hiicreleri arasindaki siki baglanti

komplekslerinden ( zonula occludens ve zonula adherens ) olusmaktadir.

2-Ic Kan-Retina Bariveri: Retina kapillerlerinin hiicresel elemanlar1 endotelyal

hiicreler ve perisitler tarafindan olusturulur. Endotelyal hiicreler arasindaki siki baglantilar i¢
kan-retina bariyerini olustururlar. Perisitler kapillerlerin etrafin1 sararlar ve damar duvarinin
destegini saglayan hiicrelerdir. Normal saglikli damarlarda her bir endotelyal hiicreye bir adet
perisit hiicre karsilik gelmektedir.

2.4. DIYABETIK RETINOPATI PATOGENEZI

Diyabetik retinopatinin patogenezinin temelinde yatan olay mikroanjiopatidir.
Oncelikli olarak arterioller, kapiller ve veniillerde tutulum gériiliir ancak hastalik ilerledikce
daha biiyiik damarlarda da tutulum olabilir. Retinopati tablosunda hem mikrovaskiiler
tikanikliga hem de mikrovaskiiler sizintiya ait bulgular gézlenir. Mikrovaskiiler tikaniklikta;
kapiller endotelyal bazal membran kalinlagmasi, kapiller endotel ve perisit hiicre hasar ile
endotelyal proliferasyon, azalmis oksijen transportu, trombosit yapigkanligi ve
kiimelenmesinde artis gibi siirecler sorumludur (36).

Diyabet hastaliginda DR gelisiminde rolii oldugu bilinen baz1 metabolik yolaklar
mevcuttur. Bu yolaklar artmis oksidatif stres, protein kinaz-C aktivasyonu, enzimatik olmayan

glikolizasyon, polyol yolu ve artmis nitrik oksit seviyesidir (29,30).



a-Polyol yolu: Bu yol araciligtyla artmis glukoz metabolizmasinin, ilk olarak
diyabetik katarakt gelisimine neden oldugu ileri siiriilmiistiir. Bu yolun ayn1 zamanda periferik
noropati ve DR’ye sebep oldugu ileri siirilmiistir. Hipoteze gore artmis glukoz
metabolizmasi, sorbitol birikimine, myoinositolun azalmasina ve/veya sodyom-potasyum
ATPase enzim aktivitesinin azalmasina, sonu¢ olarak da damarlarda fonksiyon bozukluguna
yol agtig1 disiiniilmektedir. Aldoz rediiktaz polyol yolundaki anahtar enzimdir. Aldoz
rediiktaz adli enzim hiicre icinde biriken yiiksek konsantrasyondaki glikoz molekiillerini
alkol molekiillerine cevirir (sorbitol, galaktilol). Bu molekiiller osmotik etki ile hiicrede su
toplanmasimna ve hiicre hasarina neden olurlar. DM’de retinal perisitler ve Schwann
hiicrelerinde aldoz rediiktazin yiiksek konsantrasyonlarda oldugunun gosterilmesi DR ve
noropati gelisiminde aldoz rediiktaza bagli hasarin sorumlu olabilecegini diisiindiirmiistiir
31).

b-Nonenzimatik glikozilasyon: Bu goriise gore seker molekiilleri reaktif

molekiillere kovalent sekilde baglanip proteinlerin, niikleik asitlerin ve makrofaj gibi
hiicrelerin fonksiyonlarinda degisiklige neden olmaktadir. Bu reaksiyonlar 2-3 aylik diyabetik
kontroliin gostergesi olan glikohemoglobin (hemoglobin A1C) testinin temelini olusturur (31).

c-Oksidatif stres: Azalmis oksijen transportu sonucu gelisen hipoksi de kapiller

endotelyal hasar yaratan diger bir faktordiir. Yeterli kontrol edilemeyen diabetiklerde glikolize
hemoglobin miktar1 artmakta ve eritrosit 2-3-difosfogliserik asit seviyesi azalmaktadir. Bu iki
faktor hemoglobinin oksijene baglanma istegini arttirmaktadir. Bunun disinda eritrositlerin
mikrovizkosite o0zelliginin artmasi, deforme olabilme 0zelliklerinin azalmasi hipoksiyi
destekleyen diger faktorlerdir (31).

d-Protein _kinaz-C _aktivasyonu: Protein kinaz-C, sitoplazma proteinlerinin

kalintilarindan serin veya treonine fosfat ekleyen bir molekiildiir. Diyabetik farelerde yapilan
deneylerde VEGF ve damarsal gecirgenlik faktoriine (VPF) cevap olarak PKC-2’nin aktive
oldugu gozlemlenmistir. Bu enzim aym1 zamanda VEGF ve histaminin sinyal transdiiksiyon
zincirindeki diger proteinlerinin de foforilasyonunu saglayarak, retinal kan akiminda
degisiklige ve kan-retina bariyerinde yikima neden olmaktadir. Protein kinaz-C-B2’nin oral
ajanlarla inhibisyonunun, deneysel diyabetiklerde retinal ve renal vaskiiler disfonksiyonda
azalma sagladig1 gosterilmis olup su anda Faz III klinik calisma asamasindadir (29, 31). .
Kapillerleri ¢evreleyen ve damar duvarinin yapisal biitiinliiglinii saglayan perisit

hiicrelerinin hiperglisemi durumunda fonksiyonlari bozulur. Damar duvar biitiinliigiiniin



bozulmasi ve kapiller dilatasyon mikroanevrizma olusumuna neden olur. Hiperglisemi bazal
membran kalinlagsmasini, endotelyal hiicre proliferasyonunu yani yeni damar olusumunu
kolaylastirir (36).

Mikrovaskiiler tikanma sonucu olusan retinal hipoksi ve iskemi sonucu yeterli
beslenemeyen retina, beslenemeyen bolgeleri kanlandirabilmek icin normalde mevcut
olmayan arteriol-veniil arasi sant damarlar1 (kollateraller, intraretinal mikrovaskiiler
anomaliler) ve yeni damarlar (neovaskiilarizasyon) olusturur. Neovaskiilarizasyonun
baslamasi ile proliferatif evreye geg¢ilmis olur (36).

DM, karbonhidrat, lipit ve protein metabolizmasinin bozulmasina, retinada damar
hasarlanmasina ve i¢ kan retina bariyerinin bozulmasina yol agar. Bunun sonucunda iskemi
gelisir ve vaskiiler gecirgenlik artar. DR temel olarak retina metabolizmasi ve vaskiiler destek
arasindaki dengesizlik sonucu ortaya cikar. kan igerigi retinaya yonelerek retinal 6dem, sert
eksuda, ylizeyel ve/veya intraretinal hemoraji seklinde bulgular olustur. Kandaki seréz sivi ve
eksuda ismi verilen lipid transudalar1 makulada birikebilr ve optik sinir sisebilir. Kapiller
tikanma sonucu hipoksi ve iskemi gelismekte ve bunun sonucu olarakta proliferatif donemde
gorlilen neovaskiilarizasyon, vitreus i¢i ve/veya preretinal hemoraji, vitreusta opak membran
olusumu, retinada yaygin fibrozis ve neovaskiiler glokom fibrovaskiiler traksiyonel bantlar ve
bunlarin getirdigi retina dekolmanlar1 goriilmektedir (4).

2.4.1. Baslangi¢ Diyabetik Retinopatide Patogenez

Multifokal elektroretinogram testleri ile diyabetik hastalarda damarsal
lezyonlardan 6nce ERG’de bolgesel depresyonlarin goriilebildigi gosterilmistir. Bu testler i¢
retinal katmanlardaki fonksiyon bozuklugunu gostermektedir. Deneysel ¢aligmalar, diyabetik
farelerde tipik damarsal lezyonlardan uzun zaman O6nce artmis ndral hasarin mevcudiyetini
gostermistir (32). Hizlanmis hiicre oliimleri, gangliyon ve i¢ pleksiform tabakada hiicre
kaybiyla ve retinada incelmeyle sonuglanmaktadir. Diyabetik farelerde, osilatuvar potansiyel
ve optik sinirin akson kalinligindaki azalma degisen glutamat metabolizmasiyla ilgili olabilir
(33-35). Gormenin azalmasi i¢in retinanin gangliyon hiicrelerinde %50’lik kayip gerekir (36).
DM ve iskemi nedeniyle biriken fazla miktardaki glutamat, noéronlar igin toksiktir ve
noronlarin 6liimiine neden olur (34).

Perifoveal kapillerde gecikmis I0kosit migrasyonu, kan-retina bariyerinde
gecirgenlik artisi, diyabetik olmayan kontrol gurubuyla karsilastirildiginda artmis retinal kan
akimi gibi vaskiiler degisiklikler tip I diyabetiklerde ilk 5 y1l icinde goriilebilmektedir. Yapilan



calismalarda diyabetik sicanlarda tanidan 1 veya 3 ay icinde artmis kan-retina bariyeri
gecirgenligi ve retinal kan akimindaki degisikliklerin basladigi gosterilmistir. Bu sonuglar
vaskiiler lezyonlardan oOnce, vaskiiler otoregiilasyon mekanizmasinin bozuldugunu
gostermektedir (37,38).

Diyabetik hastalarda perisit hiicrelerindeki dejenerasyon ve fonksiyon kaybi
sonucu damar duvarinda zayifliklar olusur ve buralardan mikroanevrizmalar geligir (39-41).
Kapiller duvarda endotel proliferasyonu olur ve bazal membran kalinlasir. Kapiller liimende
eritrositler kiimelesir ve trombiis ile lumen tikanir. Bu tikaniklik neticesinde kapilerlerde
dilatasyon ve kan akim artis1 gelisir. Kan-retina bariyeri yikimi ile dilate kapillerlerden yogun
bicimde mukopolisakkarid ve lipoproteinaz materyel damar disina ¢ikar. Kan-retina bariyeri
yikimi ¢ogunlukla endotel hiicreleri arasindaki baglantilarin yikimi sonucu olur (39, 42-44).
Fakat endotel sitopazmasindaki fenestrasyonlar veya vezikiillerdeki aktif transporttaki artig
da kacak gelisiminde etkili olabilir. Odem baslangigta dis plexiform ve i¢ niikleer tabakada
lokalizedir. Daha sonra i¢ plexiform ve sinir lifleri tabakasina lokalize olur (45-46).

2.4.2. Nonproliferatif Diyabetik Retinopatide Patogenez

Hipergliseminin DR gelisimi ve ilerlemesi icin ana risk faktori oldugu
belirlenmistir. Retina, glukozun hiicre i¢ine taginmasi i¢in insiiline gerek duyulmayan az
sayidaki bir kag dokudan biridir. Insiilin yerine, glukozun retina hiicrelerine girmesini
glucose-transporter-1 (Glut-1) molekiilii kolaylastirmaktadir.  Hiperglisemi, sorbitol
yolagi, protein kinaz-C aktivasyonu , serbest radikal formasyonu (oksidatif stress) ve
NADH eksilmesi yoluyla hiicre i¢inde yliksek glukoz diizeylerine yol agar. NADH
eksikligi hiicre i¢inde bir “ yalanci hipoksi” durumuna yol agmaktadir (4).

Hipergliseminin bir diger etkisi ise, proteinlerin non-enzimatik glikasyonu
sonucunda ileri glikolizasyon son {rlinlerinin olusumudur. Diyabetik retinada ileri
glikolizasyon son iirlinlerinin arttig1 tespit edilmistir . Bu {iriinler artmis oksidatif strese ve
hiicre Oliimiine yol acarlar. Baslangic DR’nin erken donemlerinde dejenere olduklar
bilinen perisitler, ileri glikolizasyon son iiriin reseptdrleri salinimini arttirirlar. Bu nedenle
ileri glikolizasyon son iirlinlerinin olumsuz ve zararli etkilerine karsi daha duyarl
olabilirler (4).

Hipergliseminin tiim bu etkileri retinada muhtemelen birlikte etki gostererek
retinal hiicrelerin kademeli bir sekilde yavas yavas kaybina neden olmaktadir. DM nin

retinada artmis apoptozisi uyardigr yoniinde giderek artan miktarda kanitlar mevcuttur.
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Insan diyabetik retinalarinda perisitler, apoptozis ile iliskili bir protein olan Bax’in artmis
diizeylerini sergilemektedir (47).

Apoptotik perisitler endotel hiicreleri ile kapiller basal membrani arasinda
sikisip kaldiklar1 i¢in replase edilememekte ve bu nedenle de perisitlerin 6liimii direkt bir
sekilde perisit kitlesine bir azalma ile sonu¢lanmaktadir. Aksine, retinal endotel hiicreleri
artmis proliferasyon ile yenilenebilmektedir. Diyabetes mellitusun {izerinden uzun yillar
gectikten sonra, endotel hiicreleri replikatif yaslilik donemine ulasirlar. Bu durum
kapillerlerde hiicre kaybina ve retinada iskemik alanlara yol agmaktadir. Bu iskemik
alanlar klinik olarak, NPDR i¢inde yer alirlar. Mikrovaskiiler yasam siiresini arttiran
faktorlerin salgisinda azalma da, i¢ retinanin apoptosise daha duyarli hale gelmesinde
etkili olan bir diger mekanizma olabilir (47).

Nonproliferatif diyabetik retinopati, oftalmoskopik olarak mikroanevrizmalar,
intraretinal hemoraji ve vazodilatasyon gibi vaskiiler lezyonlarin goriilmesiyle degerlendirilir
ve derecelendirilir. Incelme retinal iskemiden ve/veya noniskemik ndroretinal
dejenerasyondan (apoptozis) kaynaklanabilir. Bu bulgu parasantral skotomlar1 aciklayabilir ve
epiretinal membranlar ve makula 6demiyle karisabilir (36).

Kapiller tikaniklik ilerleyici NPDR’nin karakteristik elementi olabilir.
Histopatolojik ¢alismalar DR’de glial hiicrelerin damar duvarina dogru go¢ ederek liimeni
tikadigini ortaya koymaktadir (23).

Histopatolojik olarak bazal membran kalinlasir. Perisitler diyabetin ettkilerine
kars1 fazlaca duyarlidir ve endotel hiicrelerinden daha hizli kaybedilir. Perisitlerin ve endotel
hiicrelerinin Oliimiinlin apoptosiz ile gerceklestigi asikar olmasina ragmen, perisitlerin
ozellikle DM’a duyarli olup olmadig: kesin degildir. “Cotton-wool spot”lar sinir tabakasinin
fokal infarkti olarak bilinsede kotii diyabetik regiilasyona sahip hastalardaki zayif aksonal
transporttan kaynaklanabilirler (36).

2.4.3. Proliferatif Diyabetik Retinopatide Patogenez

Proliferatif diyabetik retinopati, siddetli NPDR’de goriilen kapiller tikaniklik ve
retinadaki hipoksiyi diizeltmek etmek i¢in ortaya c¢iktigir diigiiniilen optik diskin, retinanin
ve/veya irisin neovaskiilarizasyonudur. Yeni damarlar retina diizlemine dik sekilde vitreus
korteksine dogru, tipik olarak perfiizyon ve nonperfiizyon sinirindaki veniillerden olusurlar.
Normal retina damarlari glial hiicrelerle ¢evriliyken; neovaskiilarizasyon damarlar1 endoteller

arast siki baglantilarindaki yetersizlik sonucu fundus floresein anjiografi’de sizintiya neden
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olan reaktif glial hiicrelerle c¢evrilidirler. PDR, yara iyilesmesinde oldugu gibi Once
anjiyogenez ile baglar. Sonra fibréz dokunun yer aldig1 yaranin yeniden sekillenmesi ortaya
cikar ve sonug olarak vaskiiler doku kollajen dokusu ile yer degistirir. Tedavi edilmemis PDR
fibrozis ve neovaskiilarizasyon iizerinde traksiyonla sonuglanir. Kontraksiyon sonucunda
preretinal hemoraji, intravitreal hemoraji, traksiyonel retinal dekolman1 gelisebilir (23,48).

Neovaskiilarizasyonu uyaran hiicresel olaylar; retinal hipoksi, endotel hiicre
proliferasyonunu stimiile eden faktorler ve vitreus kontraksiyonu olarak siralanabilir. Retinal
neovaskiilarizasyon’nin oluisumuna neden olan faktorler; biiyiime hormonu, “insiilin benzeri
biiyiime faktorii 1, “temel fibroblast biiyiime faktorii” ve VEGF/vaskiiler gecirgenlik faktorii
olarak sayilabilir. neovaskiilarizasyon gelisen gozlerin vitreusunda VEGF diizeylerinde artis
gortliirken, panretinal laser fotokoagiilasyon sonrasi bu faktorler azalir. Vitreusta kollajen
capraz baglarinin nonenzimatik glikolizasyon nedeniyle olugmasi vitreus kontraksiyonunun
mekanizmasini olusturabilir (23,48).

2.4.4. Diyabetik Makular Odem Patogenezi

Fovea merkezinden bir disk ¢ap1 mesafeye kadar olan alanda diffiiz ya da fokal
sivi birikimidir. DMO gelismesinde etki eden patofizyolojik olaylar sirasiyla su sekilde
Ozetlenebilir; 1- Perisit kaybi, 2- Mikroanevrizma olusumu, 3- Bazal membran kalinlagmasi,
4- Kapiller yatakta kapanma, 5- Kan-retina bariyer yikimi, 6- Vaskiiler gecirgenlik artis1.

Artmis intraokiiler hidrostatik basing, sivinin damar duvarini gegmesine neden
olur (Starling kanunu) (34).

Erken safhadaki DMO’de i¢ kan-retina baiyerindeki bozulma, dis kan-retina
bariyerindeki bozulmadan daha baskin sekilde ortaya ¢ikmaktadir. Dis kan retina bariyeri
kronik DMO’de hasar gormektedir. Endotel hiicreleri arasindaki siki baglantilar (tight
junctions) igeren proteinler deneysel olarak olusturulmus erken diyabetiklerde azalmistir. Bu

durum artmis damar gegirgenligine katki saglayabilir (49).
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Tablo 1: Diyabetik retinopatide evrelere gore olusan degisiklikler

A-Nonproliferatif Evre

1. Perisit hiicresi degisimleri — mikroanevrizmalar

2. Bazal membran kalinlagmas1 — gegirgenlik artigi

3. Arteriyoler hyalinozis — arteriyol limeninde daralma

4. Veniiler dilatasyon ve tortiiozite degisimleri

5. Retina komplikasyonlar1 — sert eksudalar, mikrohemoraji

6. Makiila degisimleri — makiila 6demi, iskemik makiilopati

B-Preproliferatif Evre

1. Vaskiiler degisimler — kapiller tikanma
2. Retina komplikasyonlar1 — yumusak eksudalar

3. Intraretinal mikrovaskiiler anormallikler (IRMA)

C-Proliferatif Evre

1. Vaskiiler degisimler — neovaskiilarizasyon
2. Hemorajiler — preretinal, intravitreal

3. Retina dekolman (traksiyona bagli)

2.5. VASKULER ENDOTELYAL BUYUME FAKTORU

Yeni damar yapimi (anjiojenez, neovaskiilarizasyon) viicutta fizyolojik olarak
yara lyilesmesi; embriyogenez, menstriiel siklus vb. durumlarda s6z konusudur. Patolojik
anjiojenez ise basta tlimorler olmak iizere kollajen doku hastaliklari (romatoit artrit vb.),
retinopatiler ve psoriasis gibi hastaliklarda mevcuttur (50).

Anjiojenik molekiiller i¢inde en 6nemlisi ve lizerinde en ¢ok durulami vaskiiler
endotelyal bliylime faktoridiir. Vaskiiler gegirgenlik faktorii olarak ta bilinir. VEGF ilk kez
1983’te izole edilerek, vaskiiler gecirgenlik faktorii olarak  tanimlanmistir. 46 kDa
homodimer bir glikoproteindir. Retinal endotel hiicrelerinde, diger endotel hiicrelerine gore
daha yiiksek sayida VEGF reseptorii vardir. VEGF vaskiiler endotel hiicrelerindeki 6zgiil
reseptOrlere baglanarak vaskiiler gecirgenligi arttirir. Sinyal proteinler fosforilasyona ugrar,
PKC- B aktivasyonu olur. VEGF, damar gecirgenligini arttirdigi gibi ayni zamanda

anjiogenezisi de uyarir.
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Vaskiiler endotelyal biiyiime faktorii homodimerik, heparin-binding glikoprotein
yapisinda bir molekiil olup ¢esitli alt gruplari tanimlanmistir. VEGF A, B, C, D, E, ya da
aminoasit sayilarima gore VEGF5;,, VEGFss, VEGF39, VEGF ve VEGFs5 gibi
isoformlar1 bulunmaktadir. VEGF biyolojik aktivitesini temel olarak {i¢ reseptori ile
gerceklestirir.

Tirozin kinaz yapisinda olan bu reseptorleri VEGF-R1 (flt-1), VEGF-R2 (flk-
1/KDR) ve VEGF-R3 (flt-4) olarak siralanabilir. Bunlardan VEGF-R1 ve R2 endotel hiicreleri
tizerinde iken VEGF-R3 lenf damarlar1 {izerinde bulunmaktadir.

Diisiik glikoz seviyesi, oksidatif stres ve 6zellikle hipoksik ortamda diizeyi hizla
artan “hypoxia-inducible transcription factor-1” de VEGF saliniminda etkili rol oynamaktadir.
Ayrica, VEGF muhtemel temel anjiojenik faktér olma 6zelligi yaninda; VEGF’ e maruz kalan
damarlarda, endotel hiicreleri arasinda fenestrasyon, vesikiiler organeller ve hiicreler arasi

baglant1 olusumuna olanak saglayarak vaskiiler gecirgenligi artirir (23-25).

2.6. DIYABETIK RETINOPATI VE VASKULER ENDOTELYAL
BUYUME FAKTORU

Vaskiiler endotelyal biiylime faktorii, primer olarak damarlanmasi olmayan retina
hiicreleri, gangliyon hiicreleri, miiller hiicreleri ve astrositler tarafindan dretilir (51).
Astrositler fetal damarsal yapinin gelisiminde 6nemli rol {istlenirler ve yeni damar olusumuna
etki edebilirler . Astrositler tarafindan tiretilen VEGF'in bu siirecte yer alan 6nemli bir sitokin
oldugu disiiniilmektedir. Astrositler ayni zamanda kan-retina bariyerinin olusumu ve
damarlarin bariyer 6zellik kazanmasi icin sinyal gorevi gorilirler ve retinanin endotel
hiicrelerinde siki1 baglantilarin olusmasini uyarirlar (52).

In vitro kosullarda VEGF, serum aglhigi (yoklugu) ile tetiklenen apoptozisi
onlemektedir. VEGF, onceden gelismis damarlardan ¢ok yeni olusmakta olan damarlarin
endotel hiicreleri i¢in daha onemlidir. Endotelin perisitler tarafindan kaplanmasinin, VEGF
bagimliliginin kaybi ile sonuglanan anahtar olay oldugu one siirtilmiistiir.

Insan DR’sinde VEGFR-2 varligi sizint1 yapan retinal damarlarin varhig: ile
korelasyon gosterir. Bu durum, VEGFR-2’nin vaskuler saliniminin sadece yerlesmis DR
alanlarinda meydana geldigini diisiindiirmektedir. Endotelyal VEGFR-2 salinimi lokal
hipoksi ile direkt olarak uyarabilmektedir.in vitro VEGFR-2 gen salinimi, kardiovaskuler
homeostasisde kritik bir faktor olan ama ayni1 zamanda DR gelisiminde ve ilerlemesinde

de rol oynayan angiotensin-1I ile direkt bir sekilde arttirilmaktadir.ileri dénemlerde,
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VEGFR-2’nin artt1g1 iskemik alanlarda yiliksek miktarlardaki VEGF-A {iretimi DR nin iyi
bilinen bulgularina yol agmaktadir.

Diyabetik retinopati modelinde, VEGF inhibisyonuyla kan-retina bariyerinin
parcalanmas1 hem engellenebilmis hem de tersine ¢evrilebilmistir (53).

Neovaskiilarizasyonun gerceklesmesinden oOnce vaskiiler gecirgenlik artiginin
goriildiigii ve bunun, neovaskularizasyon i¢in gerekli bir asama oldugu sanilmaktadir.

2.6.1.Non-proliferatif Diyabetik Retinopati ve Vaskiiler Endotelyal Biiyiime
Faktorii

Vaskiiler endotelyal biiylime faktoriiniin normal retinada fonksiyonel bir rolii
vardir. VEGF-A’nin retinadaki patolojik durumlarda salinimi artar. Artmis VEGF-A
NPDR’de bir gecirgenlik faktorii (endotel hiicre gogii, endotel proliferasyonunu tetikler )
olarak etki eder. Iskemik retinalarda hipoksinin uyardigi VEGFR-1’in say1r ve
duyarliliginin artisi, VEGF-A’nin etkisini arttirir.

Glukoz tarafindan aktive edilen endotelyal protein kinaz C-B, VEGF-A’nin
proliferatif ve gegirgenlik ile ilgili etkilerinden sorumlu olan sinyalleme kaskadinin ana
parcasidir. Insanlardaki NPDR’de ve deneysel hayvan modellerinde salmiminin artmis
oldugu saptanmistir. Dolayisiyla, endotel hiicreleri i¢in bir yasam faktorii olarak etki ettigi
bilinen VEGF-A preklinik DR’nin baglangicinda retinal damar yatagi biitiinliglini
siirdiirecek bir mekanizma olarak artiyor olabilir (54).

Diyabetik retinopatide meydana gelen ve fundus floresein anjiyografilerinde
koyu sekilde goriilen iskemik alanlarda VEGF-A’nin lokal olarak artis gosterdigi
bilunmustur. Maymun gozlerinde tekrarlanan VEGF-A enjeksiyonlar1 yaygin kapiller non-
perfuzyona yol agmaktadir (55).

Vaskiiler endotelyal biliylime faktorii-A ile uyarilmis retinopatide retinal
kapillerlerin endotel hiicreleri kontrol gozleri ile karsilastirildiginda hipertrofiktir ve
kapiller limeninde ciddi diizeyde bir daralmaya yol agmaktadir. Aynt modelin daha geg
donemlerinde yapilan goézlemler, retinanin daha yiizeyel tabakalarinda bozulmus ve
yeniden modellenmis damarlarda endotelyal hiicre hiperplazisini gostermistir. Bu durum,
kapiller perfiizyonun olmamasinin nedeninin endotelyal degisikliklerin oldugunu

desteklemektedir (56).
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2.6.2. Proliferatif Diyabetik Retinopati ve Vaskiiler Endotelyal Biiyiime
Faktorii

Proliferatif diyabetik retinopatide okiiler neovaskularizasyon muhtemelen,
vitreusta bu faktoriin iskemik retinadan kaynaklanan yiliksek diizeylerine bagli olarak
meydana gelmektedir. PDR’1i hastalarin akdz humor ve vitreuslarinda yiikselmis VEGF-A
diizeyleri saptanmistir. Neonatal farelerde VEGF-A’nin iskemi ile uyarilmis
neovaskularizasyon i¢in gerekli oldugu gosterilmistir (57).

Kalinlasmis ve sert bir bazal membrani olan retinal bir kapillerde (uzun siiren
DM’de oldugu gibi), lokal VEGF-A {iretimi ile indiiklenmis endotel hiicre hiperplazisinin
progresif liiminal daralmaya ve kapiller beslenme bozukluguna yol agacag: diistiniilmektedir.
Bu durum iskemiyi ve sonuc¢ta VEGF-A salimimimi arttirdikca DR’de kisir bir dongi
olusabilir.

2.6.3. Diyabetik Makuler Odem ve Vaskiiler Endotelyal Biiyiime Faktorii

Diyabetik makula 6demli olgularda VEGF diizeyleri ylikselmistir (58). VEGF ile
uyarilmis kan-retina bariyeri parcalanmasinin altinda yatan mekanizmalar kompleks gibi
goriinmektedir. VEGF lokosit-aracili endotel hasar1 (59), pencere formasyonu, siki
baglantilarin ¢oziilmesi (60), hiicreler aras1 kitlesel akim, gibi ¢esitli mekanizmalarla sizintili
damarlar olusturabilmektedir. Bu mekanizmalar tek baglarina yada birlikte etki ederek kan-
retina bariyerinin par¢alanmasina neden olabilirler.

Vaskiiler endotelyal biliylime faktoriiniin inhibe edilmesiyle yada geri ¢ekilmesiyle
kan-retina bariyeri yeniden yapilanabilmektedir. Kan-retina bariyerinin parcalanmasi i¢in
gerekli olan VEGF maruziyetinin miktar1 ve siiresi, yine artmis bir vaskiiler gecirgenlik
gerektiren baska bir siire¢ olan neovaskularizasyon i¢in gerekli olan temas siiresinden ve

miktarindan daha az olabilir (55).
2.7. DIYABETIK RETINOPATININ TEDAVISI

Hastaligin siiresi uzadikca komplikasyon riski artmakta ve eslik eden sistemik
faktorler 1ilerlemesini hizlandirmaktadir. Bu nedenle Oncelikle sistemik durumun
diizenlenmesi gerekmektedir. Uzun siire devam eden hiperglisemi ile damar endoteli hasari
gelismekte ve bobrek hastaligi, sistemik hipertansiyon, gebelik ve hiperlipidemi gibi
metabolik faktorler ile hizlanmaktadir. DR’nin tedavi yonetiminde oncelikle kan sekerinin
diizenlenmesi ve risk faktOrlerinin kontrol altina alinmasi vardir. Amerikan DM Grubu,

HbAlcnin % 7'nin altinda, aglik kan glikoz diizeyinin de 110 mg/dl'nin altinda olmasim
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onermektedir. Normal deger %3-6 arasindadir. Diyabetli hastalarda onerilen, kan basinci
diizeyi 130/85 mmHg'nin altidir.

Kan lipid diizeyleri de tedavinin bir pargasi konumundadir. ETDRS ¢alismasinda
total kolesterol seviyesi 240 mg/dI'nin iizerinde olan hastalarda, sert eksuda goriilme olasiligi
200 mg/dl 'nin altinda total kolesterol diizeyi olan hastalara gore 2 kat daha fazladir (61).

Laser fotokoagiilasyon, DR tedavisinde klasik tedavi yontemidir. DRS c¢aligmasi,
panretinal laser fotokoagiilasyonun PDR’li gozlerde 5 yil igerisindeki agir gorme kaybi
goriilme sikligint % 50 oraninda azalttigini bildirmistir (62).

Laser fotokoagiilasyonun gérmede bulaniklik, koroid dekolmani, makula 6demi,
aksoplazmik akimin engellenmesi, bas agris1 gibi gegici yan etkileri mevcuttur. Fakat
akomodasyon kayb1 veya azalmasi, soluk gérme, gece gorme giicliigli, renkli géorme kayba,
fotofobi, gorme alan1 kayb1 gibi ciddi olabilecek kalici yan etkileri de mevcuttur.

Ayrica laser tedavisi komplikasyonlar1 arasinda kornea, iris ve lenste yanik
olusumu; goz i¢i basinci ylikselmesi; arka vitreus dekolmani; foveanin laserlenmesi; retinal,
subretinal ve koroidal hemoraj; bruch membran yirtig1 ve koroid neovaskiilarizasyonu; sert
eksilida birikimi; yaniklarin genislemesi; epiretinal ve subretinal fibrozis; iskemik papillit;
sayilabilir.

DR’nin medikal tedavisinde antioksidanlar (E vitamini, C vitamini), aldoz
rediiktaz inhibitorleri ( Sorbinil, Ponalrestat ), ileri glikolizasyon son {iriin inhibitorleri (
Aminoguanidin , Pimagedin ), kortikosteroidler (triamsinolon asetonid) ¢esitli ¢calismalarda
kullanilmistir.

Medikal tedavi ve laser fotokoagiilasyon tedavisinin etkisiz veya yetersiz kaldigi
ileri olgularda (proliferatif vitreus retinopati, vitreus hemorajisi, gormeyi tehdit eden
traksiyonlar, epiretinal membran olusumu vb.) vitreoretinal cerrahi yontemlere bagvurulur.

Protein kinaz-C inhibit6rleri (ruboksitaurin (LY333531), PKC412 ), VEGF
inhibitorleri (bevacizumab , pegaptanib sodyum , ranibizumab , anecortave asetonid) ve
intravitreal kortikosteroid implantlar1 (flusinolon asetonid, deksametazon) DR tedavisinde
aragtirtlan yeni tedavi secenekleridir. Medikal tedavideki gelismeler ile DR’ye bagh
komplikasyonlar onlenebilecek ve daha ileri tedavi yontemleri olan laser fotokoagiilasyon ve

vitreoretinal cerrahiye gereksinim azalacaktir.
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2.8. KORTiKOSTEROIDLER

Kortikosteroidler 1930 ’lu yillarda viicut sivilart ve dokularda elde edilmistir.
Klinik olarak tedavi amag¢h kulaniminda ilk yararli sonuglar 1949 ’da romatoid artritli
hastalarda goriilmiis ve bundan sonra diger bir¢ok hastalikta kullanilmaya baglanmistir (61).
Kortikosteroidlerin goz hastaliklarinda ilk kullanimi1 1950 yilinda olmustur. Diger
antiinflamatuar ilaglarla yapilan tedaviye direngli inflamatuar g6z hastaliklarinda
kortikosteroidler ile tedaviye dramatik cevaplar elde edilmistir (63).

Kortikosteroidler kortizol, kortizon ve kortikosteron gibi adrenal glandda yapilan
dogal kortikosteroidler ve bunlarin kimyasal halka yapisinda yapilan modifikasyonla elde
edilen prednison, prednisolon, deksametazon, betametazon, triamsinolon, florometalon gibi
sentetik  kortikosteroidler olarak iki gruba ayrilabilirler. Kimyasal halka yapisinin
degistirilerek sentetik kortikosteroidlerin elde edilmesindeki amag, antiinflamatuar
etkinliklerinin artirilmasi, istenmeyen yan etkilerin azaltilmasi ve bunun yaninda degisik
hastaliklarda fayda saglayabilecek ¢esitli farmakokinetik tercihleri kazandirmaktir (63).

Oftalmolojide kortikosteroidler uzun siiredir sizdiran vaskiiler yapilardan damar
disna kacisin engellenmesi ve inflamasyonun baskilanmas1 amaciyla kullanilmistir.
Kortikosteroidlerin goz hastaliklarinda ihtiyaca gore topikal, subkonjonktival, subtenon,
intravitreal enjeksiyon, oral ve parenteral uygulanma yollar1 vardir. Topikal uygulamada
soliisyon, siispansiyon ve merhem formlar1 vardir. Kortikosteroidlerin fosfat ve hidroklorid
seklinde preparasyonlari nispeten hidrofiliktir ve suda ¢oziiniirliigii fazladir, bununla birlikte
asetat ve alkol formlar1 daha hidrofobik ve yagda ¢ozilintirligii fazladir (63).

Yiiksek doz kortikosteroidlerin sistemik yan etkilerinden korunmak i¢in
intravitreal kortikosteroid uygulamalar1 giindeme gelmistir. Intravitreal kortikosteroid
enjeksiyonu ilk olarak 1979 yilinda Machemer ve ark. tarafindan tavsanlarda yapilan bir
calismada intraokiiler proliferasyonlarin tedavisinde kullanilmistir (9). Ancak suda ¢oziinen
kortizonun 24 saat i¢inde intraokiiler dokulardan kayboldugu goriildiigii i¢in uzun etkili
kortikosteroidlerin kullanimi giindeme gelmistir (9).

Kortikosteroidlerin antiproliferatif, antiodemat6z, antienflamatuar ve anjiyostatik
etkileri hayvan deneylerinde ispatlanmis ardindan okiiler inflamasyon ve
neovaskiilarizasyonda kullanilmaya baglanmistir (64). Kortikosteroid bilinen anti-anjiojenik,
anti-60dematoz, antiinflamatuar ve antiproliferatif etkilerine bagl olarak da makula 6deminin

degisik formlarinda etkili bulunmustur (65-67).
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Kortikosteroidlerin etki mekanizmasi tam olarak agikliga kavusmamakla beraber
kan retina bariyerini stabilize eder, intraokuler inflamasyonu azaltir ve konsantrasyona bagh
olarak hiicre proliferasyonunu baskilar (65). Kortikosteroidlerin VEGF geninin salinimini
inhibe ettikleri de gdsterilmistir. insan aortik vaskuler diiz kas hiicreleri kiiltiiriinde yapilan
bir calismada kortikosteroidlerin, VEGF geninin platelet kokenli biiyiime faktorii (PDGF) ile
uyarilmig salimiminm baskiladiklarr gosterilmistir. kortikosteroidlerin ayrica, pro-enflamatuar
mediatdrler tarafindan gergeklestirilen VEGF uyarimi doza ve siireye bagimli bir sekilde
azalttiklar1 da gosterilmistir (68,69).

Hiroshi ve ark. yaptiklar bir ¢alismada streptozosin ile diyabetik hale getirilmis 6
adet ratin sag gozlerine intravitreal 10 pl, 40 pg deksametazon uygulamislar. Kontrol grubu
olarak yine streptozosin ile diyabetik hale getirilmis baska 6 adet ratin sag gozii kullanilmistir.
Deksametazon tedavisi alan grupta almayan gruba gore hiicreler arasi adezyon molekiilii-1
(ICAM-1), mRNA ve protein seviyelerinde anlamli derecede azalma saptanmistir. Tedavi
verilen grupta deksametazon diyabetik retinada 16kosit gociinii engelleyerek diyabetik retinal
O0demi azaltmistir. Diger calismalard da 16kositler VEGF iiretimi ile iligkili bulunmustur ki
l6kositlerin damar endoteline yapismasi endotel hiicreleri arasi sik1 baglantilarin bozulmasina
ve bu da kan retina bariyerinin yikilmasina ve vaskiiler geg¢irgenligin artisina sebeb
olmaktadir. (7,70-73).

TA tipk: diger steroidler gibi inflamasyonu, vaskiiler ge¢irgenligi ve fibrovaskiiler
proliferasyonu azaltir. Fosfolipaz A2 ’yi inhibe ederek prostoglandin ve lokotrienler i¢in
prekiirsor olan arasidonik asit salinimini dnler. Ayn1 zamanda VEGF {iretimini de azaltir (74).

Gegmis donemde yapismis olan calismalar IVTA uygulamasinin inflamasyonun
azaltilmasinda, vaskiiler gecirgenligin azaltilmasinda, neovaskiiller ve fibrovaskiiler
proliferasyonun inhibe edilmesinde, ve kisa donemde makular kalinligin azaltilmasinda,
faydali bir yontem oldugunu gostermektedir. Goziin sadece % 0.01'lik bir hacmi oldugu
diistintildiiglinde intraokuler hastaliklarin oral yerine intravitreal yolla tedavisi daha mantikli
goriinmektedir (9,26,75-81).

Triamsinolon asetonid enjeksiyonlar1 intravitreal olarak 4-25 mg dozlarinda
uygulanmaktadir. IVTA DMO’nde tek basina veya laserle birlikte uygulanabilmektedir.
Intravitreal kullamldiginda maksimum bioyararlanim elde edilebilmektedir. Klinik anlaml
makula 6demi, diffiiz makula 6deminde IVTA uygulamasinin alt: aya kadar varan takiplerde

gorme keskinliginde ve 6demde azalma saptanmistir. [IVTA’nin 6dem mevcudiyetinde makula
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kalinliginda azalma saptadigi optik kohorens tomografi bulgulariyla da desteklenmistir (82-
84).

Suda ¢oziinebilen kortikosteroid intravitreal uygulama sonrasi gézden 24 saatte
elimine olurken, triamsinolon asetonidin yar1 omriniin vitrektomi yapilmamis gozlerde
yaklasik 19 giin oldugu bildirilmektedir. Ayn1 ¢alismada 3 ay siire ile gozde Olgiilebilir
konsantrasyonda kaldig1 gosterilmistir (85)

Mc Cuen ve ark.’da yaptiklar1 deneysel calismada 21 tavsan goziine Img IVTA
enjekte etmisler IVTA, uygulanan gozler, intravitreal salin soliisyonu uygulanan kontrol
grubu gozlerle karsilastirilmis ve biyomikroskobik, elektroretinografik, 1sik ve elektron
mikroskobik incelemede TA ’ya ait herhangi bir retinal toksisite olmadigin1 gostermislerdir
(11). Yapilan diger calismalarda da IVTA uygulamasina ait retinal toksisite bildirilmemistir
(13, 14, 86, 87). Ancak bu tedavi yontemi ile ilgili baz1 komplikasyonlar da s6z konusudur.
En sik bildirilen komplikasyonlar gozi¢i basing yiiksekligi ve katarakttir. Bir ¢aligmada
olgularin yartya yakininda ( %43.5) g6zi¢i basinct ylikselmesi gortilmiistiir (88).

2.9. DENEYSEL DIYABET OLUSTURULMASI

Streptozosin pankreas B hiicrelerini hasarlayarak hem insiiline bagimli hem de
insiilinden bagimsiz DM’a neden olmaktadir. N- (Methylnitrosocarbamoyl)-a-D-glucosamine
yapisindadir, 1siktan korunmalidir. Notral pH’da hizla dekompoze oldugundan optimum
stabilitesi i¢in ortamin pH’s1 4-4.5 olmalidir. Bu nedenle streptozosin ¢oziindiiriiliirken sitrat
tamponu kullanilmalidir.

Yetiskin ratlarda tek doz (40-60 mg/kg) damar ic¢i yolla streptozosin
uygulamasinin insiiline bagimli DM’a, yeni dogmus siganlara tek doz periton i¢i veya damar
ici yolla 100 mg/kg streptozosin uygulamasinin ise insiilinden bagimsiz DMe neden oldugu
bildirilmistir (89).

2.9.1. Ratlarda streptozosinle DM olusturulmasi

Degisik ¢calismalarda bir gece dnce ag birakilan siganlara 0.1 M sitrat veya 20 mM
sodyum sitrat tamponu (pH: 4.5) igerisinde c¢oziindiiriilmiis taze olarak hazirlanmisg
streptozosin ¢ozeltisi (buzlu ortamda saklanmak kosuluyla) 50-65 mg/kg olacak sekilde (tek
doz) periton i¢i yolla siganlara enjekte edilerek DM olusturulmustur. 72 saat sonra aclik kan
sekeri Ol¢limii yapilarak kan sekeri diizeyi 250-350 mg/dL ve {izerinde olan si¢anlarin DM’li
kabul edilerek calismaya alinmigtir. streptozosin uygulamasindan sonra yem ve su aliminin

serbest birakildigi bildirilmistirb (89).
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2.9.2. Achk kan sekeri diizeyinin olciilmesi

Kan sekeri Olciimii biyokimya laboratuarlarindaki otoanalizor cihaziyla
yapilabilece8i gibi, piyasada bulunan ve bir damla kanla 6l¢iim yapabilen kan Ol¢im
cihazlariyla da yapilabilir. Otoanalizor i¢in daha fazla kan gerektiginden ¢alisma boyunca bir
kez kan ol¢limii yapilacak ise bu cihazla 6l¢iim yapilmasi uygun olur. Ancak kan glikoz
seviyesi giin boyunca belirli aralarla Olciilecek ise bir damla kanla c¢alisan cihazlar1 segmek
daha uygun olacaktir. Deney hayvaninin kuyrugundan alman bir damla taze kan, 6l¢iim
cthazinin stripine emdirilir. Cihazin tiiriine gore 15 veya 20 saniye sonra kan sekeri diizeyi
cihazin ekranindan okunur. Bu cihazlarin kan glikoz seviyesini dlgmesi “glikoz-oksidaz

peroksidaz” metodu ile olmaktadir (8).
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3. GEREC VE YONTEM

Bu deneysel ¢alisma hayvan deneyleri etik kurul komitesi onay1 alinarak Adnan
Menderes Universitesi Tip Fakiiltesi Farmakoloji Anabilim Dali Deney Hayvanlar1 Unitesi ve
Patoloji Anabilim Dali laboratuvarlarinda yapildi. Calismada 6-8 haftalik 250 +25 gr
agirhiginda 20 adet Vistar cinsi erkek rat kullanildi. Ratlar 4 haftalik adaptasyon siiresinden
sonra her bir kafese ( 28x28x16 cm ebadinda polycarbon kafes ) 5’er erkek rat olmak tizere
yerlestirildi. 12 saat karanlikta, 12 saat oda 1s181nda kaldilar.

Tiim ratlarda streptozosin ile diyabet olusturuldu. Eter anestezisi uygulanmis 20
rata, 50 mg/kg streptozosin, sitrat tamponadi (pH 4.5) ile ¢oziilerek tek doz halinde
intraperitoneal olarak verildi. Ratlarda diyabet gelisimi 3. ve 7. glinde kuyruk venlerinden
aliman kanda glikoz diizeyleri olciilerek kontrol edildi. Kan glikoz seviyesi 250 mg/dl ve
tizerinde olanlar diyabet kabul edildiler (90-91).

Tiim ratlara streptozosin verildikten 15 giin sonra intraviteal enjeksiyon
uygulandi. Islem o6ncesi ksilazin HCL(4mg/kg) ve ketamin HCL (10 mg/kg )’nin 1:1
oranindaki karigimi ile anestezi uygulandi. Ratlarin sag gozlerine TA ( Kenakort-A 40 mg/ml
ampiil, Bristol-Myers Squibb), sol gézlerine ise dengeli tuz soliisyonu (BSS, Alcon Labs, Inc.,
Forth Worth, TX) intravitreal olarak uygulandi. Sol gozler kontrol grubunu olusturdu (Resim
1,2).

Hayvanlarin konforu i¢in gozlerine islem Oncesi topikal anestezik madde
(Proparacaine hydrochloride of 0.5% (Alcon Labs, Inc., Forth Worth, TX)) ve profilaktik
olarak topikal antibiyotik (Ciloxan %0.3 5 ml g6z damlasi, siprofloksasin, Alcon) damlatildi.
Enjeksiyon islemi 2.5 kat biiylitmeli ameliyat gozligii kullanilarak yapildi. Hamilton mikro-
enjektorii ( 30 gauge) ile enjeksiyon yapilmadan once 30 gauge igne ucu ile temporal
limbustan 0.5 mm arkaya skleraya insizyon yapild1 ve intravitreal enjeksiyonlar Hamilton
mikro-enjektorii ile bu insizyon yerinden uygulandi. Insan vitreus hacmi 4 ml , rat vitreus
hacmi ise 56 pl (0,056ml)dir (93). Ratlarin sag gozlerine TA 40 mg/ml orijinal
konsantrasyonun yaklasik 5 kati olacak sekilde 0.32 mg/0,008 ml konsantrasyonda 8 pl
hacimde enjekte edildi (Resim 1,2). Bes kat yliksek dozun uygulanma sebebi ratlarda bu
ilacin farmakinetiginin tam olarak bilinmemesidir. Enjeksiyon sonrasi beyaz renkli TA
stispansiyonunun vitreuslart doldurdugu gorildii (92). Ratlarin sol gozlerine ise 8 pl BSS

enjekte edildi (95).
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Islem sonrasi gozlere topikal antibiyotik (Ciloxan %0.3 5 ml gdz damlasi,
siprofloksasin, Alcon) damlatildi. Enjeksiyona bagli lens hasari1 ve retina dekolmani olan
ratlar ¢alismadan ¢ikarildi.

Ratlar birinci ayda ketamin anestezisi altinda sakrifiye edildi ve gozleri entiklee
edildi. Rat retinalar1 VEGF salinimlar1 yoniinden immunhistokimyasal yontemle analiz
edildi.

a-Doku Hazirlanmasi ve patolojik inceleme

Eniikleasyon yapilan gozler 4% formaldehit ve 0.1 M fosfat tamponadi (pH 7.4)
iceren ependorflara ayri ayrt numaralandirilarak kondu ve patolojiye hangi goziin kontrol
hangisi ilag verilen g6z oldugu belirtilmeden incelemeye verildi. Patolojik inceleme igin
gonderilen materyaller 24 saat %10’luk notral tamponlu formalinde tespit edildi. Rutin doku
islemi sonrasi parafin bloklara gomiilen 6rneklerden 4pum kalinliginda kesitler alindi.

Immunhistokimyasal boyama Avidin-Biyotin kompleks sistemi (ABC)
kullanilarak yapildi. Bu yontem i¢in bloklardan hazirlanan 4 pm kalinhigindaki kesitler poli-
L-lysin (MicroSlides Snowcoat X-tra, Surgipath, Richmond, IL, USA) kapli lamlara alinarak
oda 1s1sinda bekletildi. Tiim 6rneklere VEGF immunhistokimyasal boyast uygulandi. VEGF
antikorlari ile boyanan rat gozlerinden alinmis kesitlerin ele alinan her bir tabakasi (1=koroid,
2=retina pigment epiteli, 3=d1s segment, 4=i¢ segment,5=dis niikleer tabaka, 6=d1s pleksiform
tabaka,= 7=i¢ niikleer tabaka, 8=i¢ pleksiform tabaka, 9=ganglion hiicre tabakasi, 10=sinir lifi
tabakasi ), boyanma derecesine gore dort ayr1 sekilde ( 1=boyanma yok, 2=zayif, 3=orta,
3=kuvvetli) puanlandi (Resim 3,4)

Immunhistokimyasal Boyama Teknigi:

Yapilan islemler siralanacak olursa,

1-Poly-L-lysin kapli lama alinan kesitler bir gece 37 derecelik etiivde bekletildi.

2-30 dakika 56 derecelik etiivde bulanan ksilolde, 15 dakika oda sicakligindaki
ksilolde deparafinize edildi.

3-Azalan oranlarda alkol serilerinde rehidrate edildi.

4-Kesitler 6nceden hazirlanmig olan pH:7.2 olan phosphate-bufferd-saline(PBS)
soliisyonunda bes dakika bekletildi.

5-Endojen peroksidaz aktivitesinin bloke edilebilmesi i¢in, kesitlere %3’liik
hidrojen peroksit (H202) damlatilarak bes dakika bekletildi.

6-Kesitler bes dakika PBS soliisyonunda yikandi.
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7-Sitrat Buffer (ph:6.0) soliisyon dolu kaplara yerlestirilerek mikrodalga firinda
750 watt’da bes dakika, 500 watt’da 2x5 dakika siire ile inkiibasyon islemi yapildi. Boylece
antijenin agiga c¢ikarilmasi saglandi.

8-Kaynatmadan sonra kesitler oda 1s1sinda sogumaya birakildi.

9-Kesitler bes dakika PBS soliisyonunda yikandi ve kurulandi.

10-Herbir kesitin iizerine primer antikor soliisyonu dokuyu tamamen Ortecek
sekilde damlatild1 ve bir saat bekletildi.

11-Kesitler bes dakika PBS soliisyonunda yikanarak baglanmis antikorlar
uzaklastirildi.

12-Biyotine baglayici sekonder antikor eklendi ve 10 dakika bekletildi.

13-Kesitler bes dakika PBS soliisyonunda yikandi ve kurulandi.

14-Kesitlere Strepdovidin ~ Peroksidaz soliisyonu damlatilarak 10 dakika
beklendi.

15-Kesitler bes dakika PBS soliisyonunda yikandi.

16-Renk verecek goriintiiyli saglamak amaci ile Diaminobenzidin tetraklorid
(DAB), damlatild1 ve kahverenk gozlenene kadar bekletildi.

17-Cesme suyunda bes dakika yikandi.

18-Zemin boyanmasi i¢in kesitlere hematoksilen ile zit boyama yapildi.

19-Cesme suyunda bes dakika yikandi.

20-Dehidratasyon icin kesitler sirasi ile ylikselen oranlarda alkol serilerinden
gecirildi ve ksilolde saydamlastirma sonrasi balsam ile kaplandi.

Pozitif kontrol i¢in Onceden pozitifligi bilinen dokular kullanildi. Boyanma
asamasinda sonra kesitler 151k mikroskobu (Olympus BX51, Tokyo, Japan) altinda 4, 10, 20
ve 40’11k biiylitmelerde incelendi. Tiim immunhistokimyasal boyalar; A=boyanma yok(0), B=
+1 boyanma, C= +2 boyanma, D= +3 boyanma olacak sekilde olarak semikantitatif olarak
skorland1 (Resim 3.4).

Istatistiksel Analiz

[statistiksel analizde Mann- Whitney U-testi kullanildi. p<0.05 istatiksel olarak
anlaml kabul edildi. Istatistiksel analiz igin SPSS 10.0 istatistik programi kullanildi.
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Resim 1: Anestezi i¢in hazirlanan bir rat.

Resim 2: Sag gdziine intravitreal enjeksiyon yapilan bir rat.
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Resim 3: VEGF antikorlar1 ile immiinhistokimyasal yontemle boyanan rat
retinalarinda boyanma dereceleri (A=boyanma yok(0), B= +1 boyanma, C= +2 boyanma, D=

+3 boyanma)

Resim 4: VEGF antikorlar1 ile immiinhistokimyasal yontemle boyanan rat
retinalarinda boyanma dereceleri (A=boyanma yok(0), B= +1 boyanma, C= +2 boyanma, D=

+3 boyanma)
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4. BULGULAR

Birinci ayin sonunda ¢alismaya baslanan 20 adet rat sayis1 8’e diistii. 12 adet rat
optimum kosullarda korunmalarina ragmen streptozosin ile olusturulmus olunan diyabete
bagli nedenler ile exitus oldu. Caligma sonunda diyabetik hale getirilen ratlardan 8 adet rat
degerlendirmeye alindi. TA uygulanan gozlerden 3 tanesi retina dekolmani gelismis olmasi
sebebiyle ¢alismadan c¢ikarildi.

Tablo 2’de VEGF antikoru ile boyanan incelenmeye alinmis rat retina
tabakalarinda VEGF salinim diizeylerinin ortalamalar1 goriilmektedir. Sekil 1°de ise
triamsinolon ve BSS verilen rat retina tabakalarindaki VEGF boyanma dereceleri
karsilastirmali olarak izlenmektedir. Resim 5’te IVTA uygulanmis rat retinasi ile kontrol
retinaya ait preparat orneklerinin karsilastirilmasi goriilmektedir.

IVTA uygulanan ratlarin koroid, RPE ve sinir lifleri tabakalarinda ortalama VEGF
boyanma derecesi 0.0 saptanirken kontrol gozlerinde 0.125 bulundu (p>0.05).

IVTA uygulanan ratlarin dis segment, dis niikleer ve i¢ pleksiform tabakalarinda
ortalama VEGF boyanma derecesi 0.0 saptanirken kontrol gozlerinde 0.25 bulundu (p>0.05).

IVTA uygulanan ratlarin i¢ segment tabakasinda ortalama VEGF boyanma
derecesi 0.0 saptanirken kontrol gozlerinde 0.50 bulundu (p>0.05).

IVTA uygulanan ratlarin dis pleksiform tabakasinda ortalama VEGF boyanma
derecesi 0.80 saptanirken kontrol gozlerinde 1.25 bulundu (p>0.05).

IVTA uygulanan ratlarim i¢ niikleer tabakasinda ortalama VEGF boyanma derecesi
0.40 saptanirken kontrol gozlerinde 0.625 bulundu (p>0.05).

IVTA uygulanan ratlarin gangliyon hiicreleri tabakasinda ortalama VEGF
boyanma derecesi 0.80 saptanirken kontrol gézlerinde 1.375 bulundu (p>0.05).

TA verilen gdzlerin retina tabakalarinda kontrol grubuna gére VEGF boyanma
derecelerinde yaklasik olarak yariya yakin azalma goriildi. Ayrica TA verilen gozlerin
retinalarinin koroid, RPE, dis segment, i¢ segment, dis niikleer, i¢ pleksiform ve sinir lifleri
tabakalarinda VEGF acisindan boyanma skoru sifir saptandi. BSS verilen kontrol gozlerde ise
bu tabakalarin tiimiinde pozitif boyanma gériilmektedir (tablo 2). Ancak IVTA verilen
gozlerin retina tabakalar1 ile kontrol gozlerin retina tabakalari arasinda VEGF salinimi

acisindan istatistiksel olarak anlamli bir fark saptanmadi (p> 0.005).
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Tablo 2: Rat retina tabakalarinda ortalama VEGF boyanma dereceleri.

VEGF
p

Incelenen Triamsinolon | BSS

Tabaka n=5 n=8

Koroid 0.00 0.125 0.429

Retina pigment | 0.00 0.125 0.429

epiteli

D1s Segment 0.00 0.25 0.243
I¢ Segment 0.00 0.50 0.137
Dis Niikleer 0.00 0.25 0.429
D1s Pleksiform 0.80 1.25 0.112
I¢ niikleer 0.40 0.625 0.801
I¢ Pleksiform 0.00 0.25 0.243
Gangliyon 0.80 1.375 0.124
hiicreleri

Sinir Lifi 0.00 0.125 0.429
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Resim 5: Intravitreal TA uygulanmus rat retinasi (A) ve kontrol retinaya (B) ait
preparat Orneklerinin karsilastirilmasi A. VEGF antikorlar1 ile boyanan retinada boyanma

goriilmemektedir. B.VEGF antikorlar ile boyanan retina +3 boyanma goriilmektedir.
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Sekil 1: Rat retina tabakalarinin ortalama VEGF boyanma derecelerinin iki grup

arasinda karsilagtirmali olarak gériiniimii.
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5. TARTISMA

Bu caligmada streptozosin ile diyabetik hale getirilmis ratlarda, intravitreal TA
uygulamasinin, rat retinalarinda VEGF salinimina etkisinin arastirilmasi amaglanmustir.
Literatiirde diyabet olusturulmus deneysel hayvan modellerinde IVTA’nin retinadaki VEGF
salinimina etkisini arastiran bir calisma bulunamamistir. Calismamiz IVTA‘in diyabetik
ratlarin retina tabakalarinda VEGF saliniminin etkisini inceleyen ilk ¢alismadir.

DR ciddi bir komplikasyondur ve korliiglin 6nemli bir sebebidir. Hastaligin
molekiiler ve hiicresel diizeydeki tanimlayict unsuru vaskiiler gecirgenlikte artis olmasidir.
DR’nin klasik tedavisi retinal fotokoagiilasyondur. Panretinal fotokoagiilasyon tedavisi daha
fazla retinal neovaskularizasyon olusmasini Onler. Laser tedavisi daha ¢ok retinada
morfolojik ve fonksiyonel bozukluklarin gelistigi DR nin ileri safhalarinda kullanilmaktadir.
Ayrica yararl etkilerinin yaninda yan etkileri de mevcuttur. Bunlarda bazilar1 retina, kornea,
iris ve lenste termal hasar olusumu, gorme keskinliginde azalma, kontrast hassasiyet ile gece
gormede bozulma, koroid dekolmani, makula 6demi, aksoplazmik akimin engellenmesi, bag
agrisi, akomodasyonda bozulma, renkli gérme kaybi, fotofobi, gorme alan1 kaybi, goz ici
basinct  ylikselmesi, arka vitreus dekolmani, bruch membran yirtig, koroid
neovaskiilarizasyonu, sert eksiida birikimi, epiretinal ve subretinal fibrozis, iskemik papillit
olarak sayilabilir (96,97).

Son yillarda ozellikle iskemik olaylara sekonder gelisen makular 6dem ve
neovaskiilarizasyonlarda , TA disindaki anti-VEGF ilaglar yeni tedavi segenekleri olarak
giindemdedir. Bu ilaglar yasa bagli makula dejenerasyonunda kullanilmaktadir. Ancak bu
yeni farmakolojik ajanlarin uzun donem sonugclari belli degildir.. DR’de anti-VEGF ajanlarin
kullanimu ile ilgili caligmalar devam etmektedir (98).

TA suda ¢bziinmeyen siispansiyon formunda bir kortikosteroiddir. Intravitreal
enjeksiyon seklinde kullanimi ilk olarak deneysel c¢aligmalarda antiproliferatif etkisinin
gosterilmesiyle baslamistir. Intravitreal uygulama ile kortikosteroidlere ait birgok sistemik yan
etkiden hasta kurtarilmakta ayni1 zamanda vitreus i¢cinde daha yiliksek konsantrasyon ve daha
uzun etki siiresi elde edilebilmektedir. DM gibi metabolik yonden degisken seyir gosteren

hastalarda sistemik yan etkilerin daha fazla goriilmesi olasidir (12).

IVTA ’nin proliferatif vitreoretinopati, retinal neovaskiilarizasyon, eksiidatif yasa

bagli makiiler dejenerasyon, santral retinal ven ve ven dal okliizyonuna bagli makiiler 6dem,
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postoperatif kistoid makiiler 5dem, DMO, sempatik oftalmi, okiiler histoplazmosis sendromu,
tiveitler, proliferatif DR (PDR), idyopatik jukstafoveal telenjiektazi tedavisinde kullanildigini
bildiren ¢alismalar mevcuttur (15,21,65,77,78,99,100).

IVTA tek basina veya laser fotokoagiilasyon tedavisi ile birlikte diffiiz DMO’nin
tedavisinde kullanilmaktadir (15,101,102). Jonas ve ark. diffiiz DMO ’sii olan 20 olgunun 26
gdziine 25 mg IVTA uygulamislar ve bu olgulari, makuler grid lazer fotokoagiilasyon gegiren
16 olgu ile karsilastirmiglardir. Makuler grid lazer fotokoagiilasyon gegiren kontrol grubunun
gorme keskinliklerinde anlamli degisiklik olmazken IVTA uygulanan olgularin ortalama
gorme keskinliklerinde 6, 10. hafta ile 5, 6. ayda anlamli olarak arttifi gozlenmistir .
Calismada olgularmm IVTA uygulamas: sonrasit FFA ’da saptanan floresein sizintisinin

enjeksiyon oncesine gore anlamli olarak azaldig: bildirilmistir (82).

Berkant K. ve arkadaslarinin yaptiklar1 calismada PDR ve DMO olan olgularin bir
gdzlerine laser fotokoagiilasyon éncesi IVTA uygulamislar. I[VTA uygulanan grupta gérme
keskinliginde artma, kontrol gdzlerde ise azalma saptamislar. IVTA’nin ek tedavi olarak
uygulanmasini dnermislerdir (87).

Martidis ve ark. tarafindan yapilan prospektif bir calismada klinik anlamli makula
O0demi olan ve en az 2’ser kez laser fotokoagiilasyon uygulanip cevap alinamamis 16 goze
4mg/0.1ml TA enjeksiyonu yapilmis ve retina kalinliginda belirgin azalma, 6 aylik takipte 1.3
snellen siras1 gérme artis1 izlenmistir. Laser tedavisine cevapsiz makula 6deminde IVTA’1n
1yi bir tedavi segenegi olabilecegi belirtilmistir (87).

Laser fotokoagiilasyon ve 4mg. tek enjeksiyon IVTA grubu ile kontrol grubuna
laser fotokoagiilasyondan iki hafta sonra grid makula laseri (laser grubu) uygulanarak
karsilastirldig1 diger bir galismada dokuz aylik takipte [IVTA grubunda gérme keskinligi ve
makula ddemindeki diizelmenin daha anlamli oldugu goriilmiistiir. Sonug olarak IVTA-laser
fotokoagiilasyon kombinasyonu ile proliferatif DRve klinik anlamli makula 6demi olan
hastalarda sonuglarin olumlu oldugu, ancak ileri aragtirmalarin gerektigi bildirilmistir (80,87).

Lam ve ark.nin DMO ’lii 17 olgunun 18 goziine 4 mg IVTA uyguladiklari
calismada, olgularin enjeksiyon Oncesi “Optikal Kohorens Tomografi” ile ortalama santral
makdiler kalinliklar1 552 mikrometre olarak saptanmis, olgularin ortalama santral makiiler
kalinliklarindaki en fazla azalma 3. ayda goriilmiis ve ortalama 326 mikrometre olarak
bildirilmistir. Ugiincii aydan sonra ortalama santral makiiler kalinlik artmaya baslamis ve 6.

ayda 427 mikrometre olarak bildirilmistir (61). Ciardella ve ark.nin 22 olgunun 30 gozii
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lizerinde yaptig1 benzer bir ¢alismada da enjeksiyon Oncesi ortalama santral makiiler kalinlik
476 mikrometre iken enjeksiyon sonrast 1. ayda 277 mikrometre, 3. ayda 255 mikrometre
olarak saptanmis, altinct1 ayda ise artma egilimine girerek 331 mikrometre oldugu
bildirilmistir (103).

IVTA uygulamalarinda etkinin gegici olmasi ve niikslerin ortaya ¢ikmast TA ’nin
vitreustan elimine olmasiyla iliskilendirilmektedir. TA ’nin vitreustan elimine olmasiyla
iligkili olarak Schindler ve ark.nin 0.5 mg, Scholes ve ark.nin 0.4 mg TA ’y1 vitrektomi
yapilmayan tavsan gozlerine enjekte ederek yaptiklari ¢calismalarda vitreusta TA kristallerinin
saptanma stiresi sirasiyla ortalama 41 ve 23.3 giin olarak bildirilmistir (104,105).

Kortikosteroidlerin DMO tedavisindeki faydasi bildirilmesine ragmen etki
mekanizmasi tam olarak bilinmemektedir. Kortikosteroidler arasidonik asit metabolizmasini
inhibe ederek prostoglandin olusumunu azaltmakta ayrica VEGF iiretimini de inhibe
etmektedirler. DMO patogenezinde kabul edilen goriis kan-retina bariyerinin bozularak
vaskiiler gecirgenligin artmasidir. Yapilan deneysel ve klinik calismalarda da kan-retina
bariyeri bozuklugunun IVTA uygulanimi ile anlaml olarak azaldig: gosterilmistir. Bu etkiyi
saglamada prostoglandinlerin ve VEGF’in rolii oldugu diisiintilmektedir (6,10).

Ideal olan hastaligin ¢ok erken donemlerinde retina degisikliklerine neden olan
mekanizmalarla iliskiye girerek bu nedenleri ortadan kaldiran tedavilerin bulunmasidir. Bu
amagla DM’te meydana gelen metabolik ve hematolojik bozukluklar1 diizenlemeye yonelik
tibbi tedavilerin retinopati tizerindeki etkisini arastiran birgok ¢alisma mevcuttur (106).

Bu giine kadar yapilmis caligmalarin DR’de tibbi tedavi ile ilgili olan yonlerinin
tamamina yakini klinik verilerle desteklenilerek olusturulmustur. Molekiiler diizeyde sonug
veren ¢alismalar yok denecek kadar azdir.

VEGTF, DR’de onemli bir faktordiir. Diyabetin retinal mikrovaskiiler
komplikasyonlarinda temel rol oynayan faktor anjiojenik ve vaskiiler gecirgenlik faktorii
olan VEGF adli molekiildiir. Ayrica retinal iskemi ile giden retinal neovaskiilarizasyon
durumlarinda o6nemli bir role sahiptir. Hayvan modellerinde VEGF saliniminin
neovaskiilarizasyon gelisimiyle korele oldugu gosterilmistir (107,108). Alinan vitreus
orneklerinde PDR ’li gbzlerde NPDR ’li gozlere oranla VEGF konsantrasyonunun daha
yiikksek oldugu da bildirilmistir (107,109). VEGF’niin genis konsantrasyonlar1 kan-retina
bariyerinin yikilmasindan ve DR’de fibrovaskiiler proliferasyondan sorumlu gdziikmektedir.

Bu sebeblerden dolayt VEGF DR’nin tedavisinde 6nemli bir hedef halindedir. Patolojik
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diizeydeki damarlanmay1 dolayisiyla direkt olarak VEGF’i ve reseptorlerini inhibe edecek
ajanlara ihtiyag vardir. (107-117).

Intravitreal steroidler  vazoaktif endoteliyal biiyiime faktdrii inhibisyonu,
antiinflamatuar etki ve endotel hiicrelerinin siki baglantilarini iyilestirme yoluyla ve
prostoglandinlerin {retildigi aragidonik asit yolunu inhibe ederek makula 6demi iizerine
olumlu etkilerini gostermektedirler. Bu ajanlar iskemiye karsi gelisen inflamatuar cevabi
azaltmasinin yani sira, kalsiyum kanal blokaj1 yoluyla da 6demin ¢oziilmesine yardimci olur
(115, 116) .

Steroidlerin retinadaki VEGF salimimina etki mekanizmas1 hala tam olarak
acikliga kavusmamistir. Bir kortikosteroid olan TA uzun yillardan beri hayvan deney
modellerinde anti- anjiojenik ajan olarak kulanilmaktadir. Ilk olarak Tano ve ark. Tarafindan
tavsanda ototransplante edilen fibroblastlarca olusturulan retinal neovaskiilarizasyonu ve
fibrozisi azalttig1 belirtilmistir. Bu daha sonra baska arastiricilar tarafindan da onaylanmistir
(9, 80, 100,117-119).

Markus ve ark. yaptiklar1 bir ¢alismada VEGF’in vaskiiler gecirgenlik ve 6dem
yapicit  etkileri oldugu belirtilmis ve hidrokortizon, kortizon ve deksametazonun kiiltiir
ortaminda tiretilen insan aortik vaskiiler diiz kas hiicrelerinde VEGF salinimini1 baskiladig:
gosterilmistir (68).

Fisher ve arkadaglar1 DR patogenezinde vaskiiler gegirgenlik artisi ve yeni
damarsal olusumlardan sorumlu olan VEGF’in metabolik yolaklarini inhibe edecek olan
deksametazonun roliinii arastirmislardir. Hipoksi ile uyarilmis mikrovaskiiler VEGF
salimimin ve vaskiiler gegirgenligi deksametazonun azalttigini belirtmislerdir (120).

Penfold ve ark. yaptig1 bir calismada bilateral yasa bagli makula dejenerasyonu
olan bir hastaya yaptiklan IVTA uygulamasmm hastada gdrme keskinligi artist
sagladigimibelirtmislerdir. Hastanin 6lim sonrasi1 gozlerinde yapilan immunhistokimyasal
calisma TA’nun, MHC-II tarafindan uyarilan koroidal neovaskiilarizasyonu ve vaskiiler
gecirgenligi inhibe ettii goriilmiistiir (121). Penfold ve ark. yaptig1 bir baska caligmada
TA’in hiicreler arasi siki baglanti komplekslerinin baskilanmasina (ICAM-1) ve vaskiiler
gecirgenligi azalttigi gosterilmigtir. Ayrica epitel kiiltiiriinde hiicreler arasi gegirgenligi
azalttigi ve RPE hiicreleri arasi bariyer fonksiyonunu giiclendirdigi ve subretinal siviyi

azalttig1 belirtilmektedir (122).
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Streptozosin ile diyabetik hale getirlmis ratlarda diyabetin retinal etkileri
arastirilmistir.

Hans-Peter ve ark. tarafindan beg adet diyabetik, alt1 adet diyabetik olmayan ratlar
tizerinde VEGF saliniminin derecelendirildigi bir ¢alisma yapilmistir. Ratlar streptozosin ile
diyabetik hale getirilmistir. Calisma alt1 ay sonunda bitirilmis, diyabetik ratlarin retinalarinda
VEGF-mRNA diizeylerinde artis goriilmiistiir. Diyabetik olmayan ratlarda VEGF
immiinreaksiyonun c¢ok zayif oldugu belirtilmis. VEGF saliniminin 6zelikle retinanin
gangliyon hiicreleri, i¢ ve dis niikleer tabakalarinda yogun oldugu goriilmiistiir (54).

Pierce ve ark.lar tarafindan yapilan bir c¢alismada 5 adet yeni dogan rat
retinasinda hipoksi ile neovaskiilarizasyon olusturulmustur. 10 adet retina dokusu nothern blot
yontemi ve konfokal mikroskobi ile VEGF ve VEGF-mRNA salinimlar1 yoniinden
incelenmistir. VEGF ve VEGF-mRNA salinimlarinin neovaskiilarizasyon gelisimiyle korele
oldugu gosterilmistir. i¢ niikleer tabakada VEGF salimmim yiiksek saptamislar ve bunun
miiller hiicrelerine bagli olabilecegini 6ne siirmiislerdir. Cok az miktardaki ganglion
hiicresinin VEGF salgilayabilecegini belirtmislerdir (107).

Brooks ve arkadaglar1 33 diyabetik hastanin 42 diyabetik retinopatili gdziinde
yaptiklari bir calismada olgulara intravitreal TA uygulamuslar. Islem 6ncesi gdzlerden vitreus
ornekleri alinmis. Enjeksiyondan bir ay sonra ikinci kez ilag¢ etkinliginin degerlendirilmesi
i¢in vitreus ornekleri alinmis. Enjeksiyon oncesi ve bir ay sonrasi alinan vitreus drneklerinde
stromal kokenli faktor-1 (SDF-1, stromal derived faktér-1) ve VEGF salimim diizeylerine
ELISA yontemiyle bakilmis. Olgularda alt1 ay sonunda makula 6deminde gerileme, gdrme
keskinliklerinde artis saptanmug. Vitreus drneklerinde ise IVTA 6ncesi degerleri yiiksek olan
SDF-1 ve VEGF diizeylerinde anlamli azalma saptanmistir (26).

Steroidlerin VEGF salinimi {izerine etkisinin olmadigin1 belirten ¢alismalar da
vardir. Insanlardaki hemanjiom dokusuna enjekte edilen steroidin hemanjiom dokusundaki
VEGF salinimina etkisiz oldugu gosterilmistir (124). Hua ve ark. tarafindan 16 adet normal
rata IVTA uygulamas: yapilmistir. Ratlar ii¢ hafta sonra sakrifiye edilmis ve retinalarit VEGF
salinimi agisindan incelenmistir. Degerlendirme nothern blot yontemiyle VEGF mRNA
diizeyleri olgiilerek yapilmistir. Retina pigment epiteli tabakasinda, i¢ niikleer tabaka ve bazi
gangliyon hiicrelerinde VEGF-mRNA sinyalleri saptanmis. TA uygulanan grup ile BSS
uygulanan grup arasinda VEGF salinimi agisindan anlamh fark saptanmamis. TA’in normal

yetiskin ratlarda VEGF salinimina etkisiz oldugu belirtilmistir. TA anormal RPE veya
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hastaligt mevcut olan retinada patolojik VEGF diizeyine etkili olabilir. Deneysel
calismalardaki farklilik caligma protokollerinin in vivo ve invitro kosullarda yapilmis
olmasma ve steroidlerin farkli mekanizmalarinin degerlendirilmis olmasina bagli olabilir
(125).

Calismamizda ratlarda streptozosin ile diyabet olusturuldu. Ratlarda bir
kortikosteroid analogu olan TA’ in intravitreal uygulamada retinada VEGF salinimi iizerine
nasil bir etkisi olacag arastirildi. IVTA verilen ratlarin retina tabakalarinin tiimiinde, BSS
verilen ratlarin retina tabakalarina gore VEGF diizeylerinde yaklasik olarak yariya yakin
azalma goriilmesine ragmen istatistiksel olarak anlamli bir fark saptanamadi. Istatistiksel
olarak anlamli fark saptanamamasinin nedenlerinden birisi rat sayisinin azlig1 olabilir.

Bu sonuclar intravitreal triamsinalon asetonidin diyabetik ratlarda VEGF
saliniminda degisiklige neden olmadigin1 ve dolayisiyla anjiojenezisi inhibe etmeyebilecegini

diistindiirmektedir.
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6. OZET
Diyabetik ratlarda intravitreal triamsinalon asetonidin retinada

vaskiiler endotelyal biityiime faktorii salimmmina etkisi

Amacg: : Bu calismada treptozosin ile diyabetik hale getirilmis ratlarin
retinalarinda intravitreal triamsinalon asetonidin (IVTA) vaskiiler endotelyal biiyiime faktorii
(VEGF) salinimu {izerine etkinligini degerlendirdik.

Gere¢ yontem: Erkek wistar ratlar c¢aligmaya alindi. Ratlara 50 mg/kg
streptozosin tek doz halinde periton igine verildi. Ratlarin diyabetik olup olmadig 3. ve 7.
giinlerde kuyruk venlerinden alinan kanda glikoz diizeyleri Olgiilerek kontrol edildi. Kan
glikoz seviyesi 250 mg/dL ve iizerinde olanlar ¢aligsmaya alindu.

Streptozosin verildikten 15 giin sonra , hamilton ignesi ( 30 gauge) ile ratlarin sag
gozlerine IVTA, diger gozlerine dengeli tuz soliisyonu enjeksiyonu yapildi. Ratlar birinci
ayda sakrifiye edildi ve tiim gozler eniiklee edildi. Eniiklee edilen gozlerin retinalart VEGF
antikorlari ile boyanarak immunhistokimyasal yontemle incelendi.

Bulgular: IVTA verilen ratlarin retina tabakalarinin tiimiinde, dengeli tuz
sollisyonu verilen ratlarin retina tabakalarina gére VEGF saliniminda yaklasik olarak yariya
yakin azalma goriildii. Ancak istatistiksel olarak anlamli bir fark saptanamadi.

Sonug¢: Bu sonuglar intravitreal triamsinalon asetonidin diyabetik ratlarda VEGF
saliniminda degisiklige neden olmadigin1 ve dolayisiyla anjiojenezisi inhibe etmeyebilecegini
diistindiirmektedir.

Anahtar Kkelimeler: Streptozosin, diyabetik rat, vaskiiler endotelyal biiyiime

faktorii, triamsinolon asetonid
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7- INGILIZCE BASLIK VE OZET
SUMMARY

The effect of intravitreal triamcinolone acetat on retinal

expression of vascular endothelial growth factor in diabetic rats

Purpose: In this study we investigated the effect of intravitreal triamcinolone
acetonide (IVTA) in streptozotocin-induced diabetic rats on vascular endothelial growth factor
(VEGF) expression inthe retina.

Materials and Methods: Male wistar rats were included in the study. Diabetes
was induced by intraperitoneal single injection of streptozotocin (50 mg/kg). Diabetes was
comfirmed by measuring blood glucose level using blood samples obtained from the tail vein
on the third and seventh days. The rats included in the study if the blood glucose level was
higher than 250 mg/dl.

Fifteen days after the injection of streptozotocin, a single dose of triamcinolone
acetonide (320 pg/ 8 ul) was injected into the vitreous by using a Hamilton micro-injector (30
gauge) and an equal volume of balanced salt solution into the fellow eyes . Rats were
sacrificed four weeks after the injection of streptozotocin, and the eyes were enucleated. The
retina speciemens obtained from the enucleated eyes were examined with using anti-VEGF
markers by immunohistochemistry.

Results: Decreased VEGF expressions were found in retinal layers of rats which
were injected TA compared with the control eyes. However, no statisticaly significant
difference was found between TA injected and control eyes.

Conclusion: In this study, these findings shows that intravitreal triamcinolone
acetat adminastration could not change VEGF expression in diabetic rats . These results
suggest that IVTA does not cause any changes in VEGF release in diabetic rats and (probably)
may not inhibit angiogenesis.

Key Words: Streptozotocin, diabetic rat, vascular endothelial growth factor,

intravitreal triamcinolone acetonid
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