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OZET

Bu ¢alismanin amaci; streptozosin ile olusturulmus deneysel diyabetik rat
modelinde ramucirumab ve bevacizumab’in etkisini karsilastirmaktadir.

Calismada 40 adet, 8-10 haftalik, Sprague Dawley cinsi erkek rat rasgele segilerek
her grupta 10 rat olacak sekilde dort gruba ayrildi. Kontrol grubuna deney basinda
intraperitoneal (i.p) sadece 0,1 M sodyum-sitrat uygulandi. Sham, Bevacizumab ve
Ramucirumab gruplarinda deney baslangicinda 60 mg/kg dozunda streptozosin 0,1 M
sodyum-sitrat tamponunda ¢ozdiirtilerek i.p tek doz uygulandi. Sham grubuna deney
sonuna kadar herhangi bir islem yapilmadi. Bevacizumab ve Ramucirumab gruplarina
deneyin 12. haftasinin basinda sirasiyla 2,5 mg/kg bevacizumab ve 8 mg/kg ramucirumab
Ip uygulandi. On iki hafta sonunda 28 rat dekapite edilip her iki gozleri eniikle edildi.
Sham grubu sicanlarda retinada damar sayilar1 ve neovaskiilarizasyon Kontrol,
Bevacizumab ve Ramucirumab gruplarina goére onemli derecede artmisti. Sham,
Bevacizumab ve Ramucirumab gruplarinda retinal ganglion tabakasinda kapiller
damarlarda hyanilizasyon bulgularina rastlandi. Sham grubu ile karsilastirildiginda
Kontrol, Bevacizumab ve Ramucirumab gruplarinda VEGFA diizeyi istatistiksel anlaml
olarak daha distiktii (swrasiyla p: 0.023, p: 0.020, p: 0.023). Sham grubu ile
karsilastirlldiginda Kontrol, Bevacizumab ve Ramucirumab gruplarinda SOD diizeyi
istatistiksel anlamli olarak daha fazlaydi (sirasiyla p: 0.002, p: 0.003, p: 0.002). Sham
grubu ile karsilastirildiginda Kontrol, Bevacizumab ve Ramucirumab gruplarinda IL-1
diizeyi istatistiksel anlamli olarak daha distiktii (sirastyla p: 0.002, p: 0.009, p: 0.025).
Kontrol grubu ile karsilastirildiginda Bevacizumab ve Ramucirumab gruplarinda IL-1$
diizeyi anlamli olarak daha yiiksekti (sirasiyla p: 0.048, p: 0.013). TGFp1 diizeylerinde
gruplar arasinda istatistiksel anlamli farklilik gortilmedi.

Caligmamizda elde ettigimiz bulgular; deneysel diyabetik retinopati modelini
olusturdugumuzu gostermekte olup, ramucirumabin bevacizumaba gore histopatolojik ve
biyokimyasal olarak DRP bulgularinda daha iyi bir iyilestirme yaptigin1 gostermektedir.

Anahtar Kelimeler: Deneysel Diyabetik Retinopati, Anti-VEGF, Bevacizumab,

Ramucirumab



ABSTRACT

COMPARISON OF THE EFFECT OF BEVACIZUMAB AND RAMUCIRUMAB
IN THE EXPERIMENTAL DIABETIC RETINOPATHY RAT MODEL

The aim of this study; compares the effect of ramucirumab and bevacizumab in an
experimental diabetic rat model induced with streptozocin.

In the study, 8-10 weeks old 40 male Sprague Dawley rats were randomly selected
and divided into four groups with 10 rats in each group. Only 0.1 M sodium-citrate was
administered intraperitoneally (i.p) to the Control group at the beginning of the
experiment. In Sham, Bevacizumab and Ramucirumab groups, 60 mg/kg streptozosin was
dissolved in 0.1 M sodium-citrate buffer at the beginning of the experiment and i.p. was
administered as a single dose. Sham group did not take any action until the end of the
experiment. Bevacizumab and Ramucirumab groups were administered 2.5 mg/kg
bevacizumab and 8 mg/kg ramucirumab ip, respectively, at the beginning of the 12th week
of the experiment. At the end of 12 weeks, 28 rats were decapitated and both eyes were
enucleated. Retinal vessel numbers and neovascularization were significantly increased in
Sham group rats compared to Control, Bevacizumab and Ramucirumab groups. In the
Sham, Bevacizumab and Ramucirumab groups, hyanilization findings were observed in
the capillary vessels in the retinal ganglion layer. VEGFA levels were statistically
significantly lower in the Control, Bevacizumab, and Ramucirumab groups compared to
the Sham group (p: 0.023, p: 0.020, p: 0.023, respectively). SOD levels were statistically
significantly higher in the Control, Bevacizumab and Ramucirumab groups compared to
the Sham group (p: 0.002, p: 0.003, p: 0.002, respectively). Compared to the Sham group,
IL-1p levels were statistically significantly lower in the Control, Bevacizumab and
Ramucirumab groups (p: 0.002, p: 0.009, p: 0.025, respectively). IL-1B levels were
significantly higher in the Bevacizumab and Ramucirumab groups compared to the
control group (p: 0.048, p: 0.013, respectively). There was no statistically significant
difference between the groups in TGFp1 levels.

The findings we obtained in our study; shows that we have established an
experimental diabetic retinopathy model and shows that ramucirumab provides a better
improvement in DRP findings histopathologically and biochemically than bevacizumab.

Keywords: Experimental Diabetic Retinopathy, Anti-VEGF, Bevacizumab,
Ramucirumab
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1. GiRiS

Diabetes mellitus (DM); insiilin sekresyonu ve/veya etkisindeki defektlerden
kaynaklanan, hiperglisemi ile karakterize, karbonhidrat, yag ve protein metabolizmasinda
bozuklukla birlikte seyreden kronik, metabolik bir hastaliktir. Diyabetin en yaygin
bi¢imleri, pankreatik beta hiicre yikimmin sonucu olarak mutlak bir insiilin eksikliginin
ortaya ¢iktigr tip 1 diyabet ve insiilin direncinin hiperglisemiye yol agabilecegi tip 2
diyabettir (1). DM son yillarda tiim diinyada 6nemi gittik¢e artan bir saglik sorunu haline
gelmigtir. 2021 yilinda yapilan taramalarda 20 ile 79 yaslari arasindaki yetiskinlerde
diinya genelindeki DM prevalansinin yaklasik 537 milyon oldugu biliniyor ve bu saymin
2030 yilinda 643 milyon diizeylerine, 2045 yilinda ise 783 milyon diizeylerine ulasacagi
tahmin ediliyor (2, 3). Cok ciddi bir toplum sagligi sorunu olan DM nin goriilme sikligi
her gegen yil artmaktadir. TURDEP-II verilerine gore Tiirk eriskin toplumunda diyabet
siklig1 % 13.7°ye ulagmistir. TURDEP-I’e gore ise 12 yilda diyabet sikligi % 90 oraninda
artmistir (4). Diyabetin komplikasyonlar1 viicudun hemen hemen her dokusunu etkiler.
DM; kardiyovaskiiler morbidite ve mortalite, korlik, bobrek yetmezligi ve
amputasyonlarin 6nde gelen nedenlerinden biridir (5).

Diabetes mellitusta hastalik siireci, genellikle uzun vadeli makrovaskiiler ve
mikrovaskiiler komplikasyonlarin gelisimi ile iligkilidir. Diyabetik retinopati (DRP),
DM'nin en yaygin komplikasyonlarindan biridir. DRP, sanayilesmis diinyada 65 yasin
altindaki yetiskinler arasinda korliigiin 6nde gelen nedenidir (6). Erken teshis ve
zamaninda midahale, diyabetik retinopatiye bagli korliigii onlemenin anahtaridir.
Amerika'da diyabetik retinopatili hasta sayisinin 2050 yilina kadar 16.0 milyona ulasacagi
ve bunlarin yaklagik 3.4 milyonunda gérmeyi tehdit eden komplikasyonlar olacagi tahmin
ediliyor (7). DRP’nin ortaya ¢ikmasinda en 6nemli faktor hastaligin siiresidir. 10 yillik
diyabetik hastalarda DRP orani %20 iken, 25 yillik diyabetiklerde bu oran yaklasik %85’e
¢ikmaktadir (8). DRP tanis1 mikrovaskiiler lezyonlarin saptanmasina dayanir.
Mikroanjiyopati ve makroanjiyopati gelisimindeki en énemli faktor vaskiiler endotelyal
disfonksiyondur. DRP patogenezinde; hiperglisemi sonrasi retina kapillerlerinde gelisen

dejenerasyon, endotelde perisit kaybi ve endotel proliferasyonu, bazal membranda



kalinlagsma ve okliizyon etkilidir. DRP ve komplikasyonlarinin gelisiminde, enflamasyon,
toksisite, anjiyogenez ve apoptozisin énemli yeri oldugu bilinmektedir. Hiperglisemi,
poliol yolu da dahil olmak iizere alternatif glikoz metabolizmasi yollarinin aktivasyonuna
yol acar. Oksidatif stres, protein kinaz C aktivasyonu ve enzimatik olmayan protein
glikasyonu gelismis glikasyon son iiriinlerine yol agar. Bu alternatif yollarin sonucu
biiyiime faktorleri ve vaskiiler endotel disfonksiyonu ile birlikte sitokinlerin
aktivasyonudur, bu da sonunda vaskiiler gegirgenligin artmasina ve mikrovaskiiler
okliizyona yol agar. Mikrovaskiiler okliizyonun bir sonucu olarak ortaya ¢ikan retinal
iskemi, IRMA (intraretinal  mikrovaskiiler —anormallikler)  olusumuna ve
neovaskiilarizasyona yol agar (9, 10). Diyabetik retinopatinin tipik fundus 6zellikleri
arasinda mikroanevrizmalar, sert eksudalar, makiiler 6dem (diyabetik makiiler 6dem veya
DMO) ve yeni damarlar (proliferatif DRP veya PDR) yer alir. Yonetim secenekleri
arasinda sistemik kosullarin siki  kontrolii, intravitreal farmakoterapi ve lazer
fotokoagiilasyon yer alir. Giiniimiizde anti-VEGF ajanlar merkezi tutan diyabetik makiila
odemi i¢in ilk tedavi secenegi haline gelmistir. Bevacizumab, ranibizumab ve aflibercept
baslangigta goérme keskinligi daha iyi olan hastalarda faydali etkilere sahiptir.
Aflibercept'in baslangigtaki gorme keskinligi daha kotii olan hastalarda daha iyi gorsel
sonuglara sahip oldugu gosterilmistir (11). Aflibercept ve ranibizumab, hem DMO hem
de diyabetik retinopatide kullanim i¢in FDA onay1 almistir (12). Bevacizumab intravitreal
enjeksiyonu DMO'de etkilidir, ancak FDA onayh degildir. Bu nedenle, yalnzca
endikasyon dis1 kullanim i¢in mevcuttur. Sahte ilaglara veya baska nedenlere bagli kiime
endoftalmisi baska bir endise kaynagidir (13). Inatc1 olgularda intravitreal steroid
implantlar1 da kullanilmaktadir (14). Anti-VEGF enjeksiyonlarin smirlt yari omrii
nedeniyle belirli araliklarla tekrarlanan enjeksiyonlar zorunlu hale gelmektedir. Bu
nedenle, bu rejimin maliyet etkinligi sorgulanabilir. DRP tedavisinde segeneklerimiz olan
anti-VEGF ajanlarin yar1 dmiirlerinin kisa olmasi nedeniyle yeni ve etkili tedavi ajanlarina
ve farkli etki mekanizmalarina hala ihtiyag¢ vardir.

DRP'nin etiyolojisini ve patogenezini arastirmak ve hastaligi tedavi etmek igin
cesitli hayvan modelleri gelistirilmistir. DRP, hem genetik hem de ¢evresel etkileri olan

karmagsik bir hastalik oldugundan, hayvan modelleri benzer sekilde indiiksiyon veya



genetik mutasyonla gelistirilir. Indiiklenen modeller bes yontemle olusturulmustur.
Bunlar pankreasin cerrahi olarak ¢ikarilmasi, alloksan uygulanmasi, streptozotosin (STZ)
uygulanmasi, yiiksek galaktozlu diyetlerin verilmesi ve goze lazer veya kimyasal hasar
verilmesidir. Genetik modeller, secici yetistirme ve gen diizenleme kullanilarak
olusturulur (15). Tiim indiiksiyon yontemleri bugiin hala incelenmekle birlikte, en yaygin
olant STZ uygulamasidir. Bunun nedeni STZ’nin en hizli hastalik gelisimi oraniyla
sonuglanmasidir (16). STZ’nin DM indiikleme mekanizmasinin, STZ nedeniyle
pankreasin Langerhans adaciklarinin bozulmasi ve [ hiicrelerinin kaybi oldugu
bildirilmistir (16). DRP'yi indiiklemek i¢in en sik kullanilan modeller fareler ve ratlardir;
ancak kopekler, kediler, domuzlar, tavsanlar, maymunlar ve zebra baligi da kullanilir.
Uyarilmis DRP patolojisinin sunumu genellikle daha biiyiik hayvanlarda daha yavastir,
bu da kemirgenleri ve son zamanlarda zebra baligin1 daha cok tercih edilen modeller
haline getirir. Fareler, ratlar, kediler, kopekler, domuzlar ve insan olmayan primatlar dahil
olmak {izere DRP modellerini olusturmak i¢in ¢ok ¢esitli tiirler kullanilmis olsa da; kiigiik
boyutlari, kisa 6miirleri ve hizli Giremeleri nedeniyle fare ve rat modelleri ¢ogunlukla
tercih edilir. Kemirgenler ayrica gogu genetik ¢alismanin odak noktasi olmustur (17-21).

Ramucirumab (Cyramza®), ABD'de ilerlemis veya rezeke edilemeyen
hepatoselliiler karsinomun (HCC) ikinci basamak tedavisi ig¢in onaylanmis bir VEGFR-2
antagonistidir ABD'de, ramucirumab yalnizca daha 6nce sorafenib ile tedavi edilenler i¢in
endikedir. Japonya'da serum a-fetoprotein diizeyi >400 ng/mL olan rezeke edilemeyen
HCC’li hastalarda endikedir (22). Tamamen insan IgG1 monoklonal antikoru olan
ramucirumab, insan VEGFR-2'ye yiiksek afinite ile baglanir ve VEGFR-2'nin ligandlar
olan VEGF-A, -C ve -D'ye baglanmasini giiglii bir sekilde inhibe eder; bu eylem, ligand
kaynakli VEGFR-2 aktivasyonunu ve anjiyogenez igin Kritik olan sinyal mekanizmasini
inhibe eder (22-25). Ramucirumab, VEGFR-2'ye oldukc¢a 6zgiildiir ve insan VEGFR-1
veya -3 ile ¢apraz reaksiyona girmez (22).

Calismamizda ratlarda STZ ile deneysel diyabetik retinopati modeli olusturmak
ve mevcut literatiirii taradigimizda daha once oftalmolojik olarak calisiimadigini
bildigimiz, anti-VEGF olarak reseptor diizeyinde etki eden ve yeni bir tedavi ajani olan

ramucirumabin bevacizumab ile karsilastirilmasini yapmay1 amagladik.



1.1. Diabetes Mellitus

Diabetes Mellitus (DM) diinya genelindeki ve iilkemizdeki prevalansinin hizli
artmasi nedeniyle, tan1 ve tedavi siireclerinin detayli degerlendirilmesi gereken en 6nemli
metabolik hastaliklardan biri olarak karsimiza ¢ikmaktadir. 20 ile 79 yaslar1 arasindaki
yetigkinlerde 2021 yilinda yapilan taramalarda, diinya genelindeki DM prevalansinin
yaklasik 537 milyon oldugu biliniyor ve bu saymin 2030 yilinda 643 milyon diizeylerine,
2045 yilinda ise 783 milyon diizeylerine ulasacagi tahmin ediliyor (2). DM, pankreasin
beta hiicrelerinden salgilanan insiilin hormonunun eksikligi ya da insiilinin periferik
reseptorlerdeki duyarsizligi nedeniyle ortaya ¢ikan, kan glukoz seviyelerinde yiikseklige,
karbonhidrat-protein ve yag metabolizmasinda bozukluga, kapiller membran
degisikliklerine neden olan, makrovaskiiller ve mikrovaskiiler komplikasyonlarin
gelisebildigi  kronik seyirli metabolik ve sistemik bir hastaliktir. DM’nin akut
komplikasyonlarinin gelismesini Onlemek amaciyla yapilan g¢alismalar ve kronik
komplikasyonlarinin neden oldugu siirekli destek tedavileri, saglik bakim harcamalarinda
onemli yer alir (26).

Amerikan Diyabet Cemiyeti 2020 yilinda DM’i asagidaki gibi siniflandirmistir (27);

1. Tip1 DM

2. Tip2DM

3. Gestasyonel Diabetes Mellitus

4. Diger Nedenlere Bagl Diyabet Tiirleri

a) Monogenik Diyabet Sendromlar1 (Neonatal Diyabet ve Maturity Onset
Diabetes of the Young gibi)

b) Ekzokrin Pankreas Hastaliklar1 (Kistik Fibrozis ve Kronik Pankreatit)

¢) Ilag Kaynakli Diyabet (glukokortikoid kullanimi, HIV/ AIDS tedavisinde
kullanilan ilaglar veya organ transplantasyonundan sonra kullanilan ilaglar gibi)

e Tip 1 diyabet: Pankreas B3 hiicrelerinin yikimina bagli insiilin eksikligi nedeni ile

akut olarak karsimiza g¢ikar. Tiim diyabetli hastalarin yaklasik %10’luk kismini

olusturur.



e Tip 2 diyabet: Temel patolojisi insiilin direnci ve insiilin sekresyon
bozuklugudur. Tiim diyabetli hastalarin yaklagik %85-90’1n1 olusturur.
Diyabetin komplikasyonlari 6nemli bir mortalite ve morbidite nedeni olabilir (2).
Akut komplikasyonlari;
Diyabetik ketoasidoz
Laktik asidoz
Hiperosmolar hiperglisemik durum
Hipoglisemi
Kronik komplikasyonlar ise makrovaskiiler ve mikrovaskiiler komplikasyonlar
olmak tizere ikiye ayrilir.
Makrovaskiiler komplikasyonlar (kardiyovaskiiler hastaliklar):
« Koroner arter hastaligi
« Periferik arter hastaligi
* Serebrovaskiiler hastalik
Mikrovaskiiler komplikasyonlar:
* Diyabetik retinopati
* Diyabetik nefropati
» Diyabetik noropati
* Diyabetik kardiyomiyopati

1.2. Retina

Retina, 1sik enerjisini fotonlardan ti¢ boyutlu goriintiilere dontistiiren gorsel
islemden sorumlu olan goziin en igteki katmanidir. G6z kiiresinin arka kisminda yer alan

retina, beynin dis diinyadan goriilebilen tek uzantisidir (28).

1.2.1.Retina Embriyolojisi

Retina, embriyolojik olarak optik vezikiiliin distal boliimiindeki noral ektodermin
invajinasyonu sonucu geligir. Noral ektoderm bir bosluk ile birbirinden ayrilir. Retina
pigment epiteli dis hiicre katindan, ndrosensoriyel retina ise i¢ hiicre katindan meydana

gelir. Gestasyonun ii¢iincii ayinda noroektodermin ig hiicre kat1 iki noroblastik kata ayrilir.



I¢ néroblastik kattan gangliyon hiicre tabakasi, i¢ pleksiform tabaka, i¢ niikleer tabaka,
miiller hiicreleri ve amakrin hiicreleri meydana gelir. Dis noroblastik kattan ise horizontal
ve bipolar hiicreler olusur. Fotoreseptor tabakanin da dis noroblastik kattan koken aldigi
diistiniilmektedir. Altinci gestasyonel ay civarlarinda retinanin katlarimin son halini almasi
tamamlanir. Ancak makula bolgesi dogumda heniiz gelisimini tamamlayamamis olarak

kalir. Makula dogumdan sonraki 3.- 4. aya kadar gelisimini siirdiirebilir (29, 30).

1.2.2. Retinanin Anatomisi ve Histolojisi

Retina ince ve saydam bir sinir tabakasidir. Kalinlig1 perifere dogru azalir. Optik
disk yakinlarinda yaklasik 0,56 mm, ekvatorda yaklasik 0,2 mm iken ora serratada
yaklasik 0,11 mm kalinliga sahiptir. Fovea 0,1 mm kalinliktadir ve retinanin en ince
kismini olusturur (31). Retina histolojik olarak distan ige dogru 10 tabakadan meydana
gelir (Sekil 1).
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Sekil 1. Retinanin histolojik goriniimii (32)
1 Retina pigment epiteli (RPE): Retinanin noral tabakas: ile koroid arasinda yer alir.
2 Fotoreseptor tabaka: Koni ve basiller yer alir.
3 Dig limitan membran: Miller hiicrelerinin  sitoplazmik uzantilar1 ve
fotoreseptorlerden olusur.

4 Dis niikleer tabaka: Koni ve basil ¢ekirdekleri yer alir.



5 Dis pleksiform tabaka: Retinada ilk sinapsin gerceklestigi tabakadir.

Fotoreseptorler ile horizontal ve bipolar hiicreler arasi sinapslardan olusur.

6 I¢ niikleer tabaka: Bipolar hiicrelerin, horizontal hiicrelerin, Miiller hiicrelerinin ve
amakrin hiicrelerinin niikleuslarini igerir.

7 I¢ pleksiform tabaka: Bipolar ve amakrin hiicre aksonlar1 ile gangliyon
hiicrelerinin dendritlerinin sinaps yaptigi tabakadir.

8 Gangliyon hiicre tabakasi: Gangliyon hiicrelerinin niikleuslarindan meydana gelir.

9 Sinir lifi tabakasi: Gangliyon hiicrelerinin aksonlarindan meydana gelir.

10 I¢ limitan membran: Gergek bir membran degildir. Miiller hiicrelerinin
uzantilarindan meydana gelir.

Duyusal Retina: Duyusal retinanin en disinda fotoreseptor tabakasi yer alirken,
ortada horizontal ve bipolar, interpleksiformda miiller ve amakrin hiicre govdeleri, en igte
ise gangliyon hiicre tabakasi bulunur. Pleksiform tabaka, bu hiicreler arasindaki sinaptik
baglantilarin olusturdugu tabakadir (Sekil 2).

Fotoreseptorler: RPE ile dig limitan membran arasinda bulunan iki tip fotoreseptor
hiicre vardir, basil ve koni olarak adlandirilir. Her bir fotoreseptoriin i¢ ve dis segmenti
vardir. D1s segment fotosensitiviteden sorumlu iken, i¢ segmentte metabolik faaliyetler
yiiriitiiliir (31).

Basiller: Sayilar1 en fazla olan fotoreseptorlerdir. En sik olarak retina orta
periferinde bulunurlar. Karanlikta en yiiksek duyarliliga sahip olurlar, gece hareket
halindeki cisimlerin algilanmasindan ve periferik gérmeden sorumludurlar (33).

Koniler: Sayica daha azdir. En yogun olarak foveada bulunurlar. En yiiksek
duyarliliga aydinlikta sahip olduklar i¢in giindiiz gormeden, renkli gérmeden, santral
gormeden ve keskin gérmeden sorumludurlar (33).

Bipolar Hiicreler: Fotoreseptor hiicrelerinden gelen uyarilari diger hiicrelere
iletirler ve sinyal aktariminda gorev alirlar (31). Bipolar hiicrelerin dendritleri koni ve
basil hiicreleri ile aksonlar1 ise gangliyon ve amakrin hiicreleri ile sinaps yapar (34).
Gangliyon Hiicreleri: Retinanin i¢ kisminda bulunan, gérme yolunun ikinci néronlarini
olusturan multipolar hiicrelerdir. Dendritleri bipolar hiicreler ve amakrin hiicreler ile

sinaps yaparlar. 3 ¢esit gangliyon hiicresi vardir: X, Y ve W hiicreleri (31).



yakinlarinda yer alan multipolar hiicrelerdir. Koni ve basillerden gelen uyarilar1 inhibe

Horizontal Hiicreler:

eden antagonistik interndronlardir(33).

Amakrin Hiicreler: Bol sitoplazmali ve ¢ok sayida dendritlere sahip olan aksonsuz

hiicrelerdir. I¢ pleksiform tabakada lateral inhibisyondan sorumludurlar (31).

Miiller Hiicreleri: Retinanin radyal glial hiicreleridir. Miiller hiicreleri, mikroglial

hiicrelerin, makroglial hiicrelerin ve retinal noéronlarin fonksiyonlarint diizenleyen

hiicrelerdir (34).

Retina Pigment Epiteli (RPE): Dista niikleus igeren pigmente olmayan bazal

tabaka ve i¢te bol melanozom igeren apikal kisimdan olusur.

RPE’nin baglica gorevleri:

Kan-retina bariyerini olusturmak ve devamliligini1 saglamak

Bruch membraninin biitiinligiini saglamak

A vitamini metabolizmasini, depolanmasini ve rodopsin sentezini diizenlemek
Fotoreseptdr hiicre dongiisiinii saglamak

Isik absorbsiyonunu saglamak

Subretinal alandaki s1vi ve besin kontroliinii saglamak(33).
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Sekil 2. Duyusal retinanin hiicreleri (35)

Basil ve koni hiicrelerinin terminal genislemelerinin



1.2.3. Retina Kan Dolasim

Goziin arteriyel beslenmesi arteria karotis internanin birinci dali olan oftalmik
arterin perfiizyonu ile saglanir. Santral retinal arter (SRA) oftalmik arterin ilk dalidir ve
retinanin i¢ 2/3’tindeki tabakalar1 besler. Retinanin dis 1/3’i ise (RPE, fotoreseptorler)
koroidden difiizyonla beslenir. Oftalmik arterin SRA’dan sonraki dallari olan kisa ve uzun
arka siliyer arterler optic disk (OD) ¢evresinden goz kiiresine girerler. Arka koriokapillaris
kisa arka siliyer arterlerden, on koriokapillaris ise uzun arka siliyer arterlerden ve 6n
siliyer arterlerden beslenir. Retinanin Kirli kani, santral retinal venle (SRV) alinir. OD’den
¢ikan SRV kavernoz siniise ulasir. Koroidin venleri ise vorteks venleri ile st ve alt

oftalmik venler araciligiyla kaverndz siniise bosalir (36).

1.2.3.1. Arterler

Retinanin noroserebral kismi santral retinal arterden ve siliyoretinal arterden
beslenir.

1.2.3.1.1. Santral Retinal Arter (SRA)

Oftalmik arterin birinci dali olan SRA, papilladan 1 cm uzaklikta OD igine girer.
Papilla merkezinde ilk 6nce alt ve iist, sonra da temporal ve nazal dallara ayrilarak retinaya
yayilir. Retina yiizeyinde sinir lifleri ve ILM katinda seyreder. SRA dallanmalar1 ikiye

ayrilma seklinde olur. Perifere dogru arterler, arteriyol ve kapillerlere dontsiirler.

1.2.3.1.2. Siliyoretinal Arter

Koroidden gelen, papilla ¢evresindeki Zinn arter gemberinden meydana gelir.
Papilla temporal kenarindan ¢ikarak makiila bolgesini sular. FFA’da, retina arterlerinden

once, koroid ile beraber boyanir. Siliyoretinal arter, insanlarin %6- 20’sinde bulunur (37).

1.2.3.2. Venler

Ora serratada venler, arterlere gére daha periferik bolgelere ulasirlar. Ekvatordan
itibaren arterlerle birlikte seyrederler ve papillada toplanarak SRV olustururlar. Arter ve

venler sik sik ¢aprazlagirlar. Caprazlagsma bolgelerinde ayni kilif iginde olduklarindan



arteriosklerozda arter veni ezer (Gunn belirtisi). SRV, oftalmik vene sonra da kavernoz
siniise bosalir. Venler arterlere gore daha genistirler. Normalde arter ¢apinin ven ¢apina
orani 2/3’tiir (38).

1.2.3.3. Kapillerler

Kapillerler, arteriyoller ile veniiller arasindaki baglantiy1 saglayan mikrovaskiiler
yapilardir. Koriyokapillerlerin duvarlarinda genis deliklerin bulunmasi ve gegirgen
olmalarina karsilik, retina kapillerlerinin duvarlar1 sizdirmazlar. RPE ve dis retina
kapillerleri i¢c kan-retina bariyerini olusturur. Kapillerlerin bazal membranlarinda zonula
ocludens ile sikica yapisik endotel hiicreleri, duvarlarinda kasilmalarini saglayan ¢izgisiz
kas lifleri ve perisit hiicreleri vardir. Saglikli damarda perisit/endotel hiicresi orani esittir.
Retina kapillerleri yilizeyel ve derin olmak tizere iki ag seklindedirler (31).

Retinada kapillerlerin olmadig ii¢ bolge mevcuttur:

e Oraserratanin 1,5 mm gerisine kadar olan periferik retina alani

e Biiyiik arterlere veya venlere komsu retina alanlari

e Foveal avaskiiler zon (39, 40).

Yiizeyel kapillerler: Retinanin sinir lifi ve gangliyon hiicre tabasindadir.

Derin kapillerler: i¢ niikleer ve dis pleksiform katlarin birlesme yerindedirler.
Derin kapillerler, yiizeyel kapillerlerden meydana gelir ve onlara dikine gelen kapillerlerle
baghdirlar.

Lenfatik Damarlar: Retinada lenfatik damar yoktur (41).

1.3. Diyabetik Retinopati

Diyabetik retinopati (DRP), diyabetin uzun siireli etkileri nedeniyle ortaya ¢ikan
mikrovaskiiler bir hastaliktir. DRP, retinada goérmeyi tehdit eden hasara yol acarak
sonunda korlige yol agabilir. Bat1 diinyasinda ¢alisma ¢agindaki erigkinlerde ciddi gorme
kaybmin en yaygin nedenidir (42). Erken teshis ve zamaninda miidahale, diyabetik
retinopatiye baglh korliigii 6nlemenin anahtaridir. Amerika'da diyabetik retinopatili hasta
sayisinin 2050 yilina kadar 16.0 milyona ulasacagi ve bunlarin yaklasik 3.4 milyonunda
gormeyi tehdit eden komplikasyonlar olacag: tahmin ediliyor (7). Siki glisemik kontroliin
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faydasi, UK Prospective Diabetes Study (UKPDS) ve Diabetes Control and Complication
Trial (DCCT) gibi klinik ¢alismalarda agik¢a goriilmustiir (43, 44). Kontrolsiiz diyabet;
katarakt, glokom, okiiler yiizey bozukluklar1, tekrarlayan arpacik, non-arteritik 6n iskemik
optik noropati, diyabetik papillopati ve diyabetik retinopati gibi birgok okiiler hastaliga
yol agabilir. DRP, retinada gormeyi tehdit eden hasara yol acarak sonunda korliige yol
acabilir; en sik goriilen ve en ciddi okiiler komplikasyondur (45). Kotii glisemik kontrol,
kontrol edilemeyen hipertansiyon, dislipidemi, nefropati, erkek cinsiyet ve obezite
kotiilesen diyabetik retinopati ile iligkilidir (46). Diyabetik retinopatinin tipik fundus
ozellikleri arasinda mikroanevrizmalar, sert ekstidalar, makiiler 6dem (diyabetik makiiler
odem veya DMO) ve yeni damarlar (proliferatif DRP veya PDR'de) yer alir. Yonetim
secenekleri arasinda sistemik kosullarin siki kontrolii, intravitreal farmakoterapi, lazer
fotokoagiilasyon ve vitrektomi yer alir. Erken tani ve hizli yonetim ile, DRP'li hastalarin

cogunda iyi nihai gérme keskinligi elde edilebilir.

1.3.1. Etiyoloji

Diyabetik retinopati, teshis edilmis veya teshis edilmemis diabetes mellituslu
kisileri etkiler. Diyabetik retinopati gelistirme egilimi, hastanin yasi ve diyabet siiresinin
yan sira zayif glisemik kontrol ve dalgalanan kan basinci seviyeleri ile dogru orantilidir
(47).

Diyabetik retinopati icin risk faktorleri su sekilde siniflandirilabilir (48):

o Degistirilemez faktorler
o Ergenlik
o Gebelik
o Degistirilebilir faktorler
o Hipertansiyon
o Obezite
o Dislipidemi
o Kotii glisemik kontrol
o Nefropati

e Yeni risk faktorleri
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o Inflamasyon

o Apolipoprotein

o Hormonal etki - leptin ve adiponektin
o D vitamini

o Oksidatif stres

o Genetik faktorler

1.3.2. Epidemiyoloji

Diyabetik retinopati, diyabetin baslica norovaskiiler komplikasyonlarindan biridir
ve ¢alisma cagindaki yetiskinlerde 6nde gelen korlik nedenidir. Amerikan Oftalmoloji
Akademisi tarafindan paylasilan son epidemiyolojik verilere gore, diyabetin kiiresel yiikii
387 milyon olup, bunun 2035 yilina kadar 592 milyona ¢ikacagi tahmin edilmektedir.
Diinya ¢apinda 93 milyon insan diyabetik retinopatiden etkilenmektedir. Tip 1 diyabet
hastalarinda diyabetik retinopati prevalans1 %77,3 ve tip 2 diyabet hastalarinda %25,1
olup, bunlarin yaklasik %25 ila %30'unda gérmeyi tehdit eden diyabetik makula 6demi
gelismesi beklenmektedir (49). Diyabetik retinopatili hastalarin %5 ila %8'i lazer
tedavisine ihtiyag duyar (50). Hastalarin %5 kadar1 vitrektomi ameliyat1 gerektirecektir
(52).

1.3.3. Patofizyoloji

1.3.3.1. Kronik hiperglisemi

DRP'de birincil patojenik ajan olarak kabul edilir (UKPDS ve DCCT tarafindan
tamimlandig1 gibi) (43, 44). Hiperglisemi, poliol yolu da dahil olmak tizere alternatif
glikoz metabolizmasi yollarinin aktivasyonuna yol acgar. Oksidatif stres, protein kinaz C
aktivasyonu ve enzimatik olmayan protein glikasyonu, gelismis glikasyon son iiriinlerine
yol acar. Bu alternatif yollarin sonucu, biiyiime faktorleri ve vaskiiler endotel
disfonksiyonu ile birlikte sitokinlerin aktivasyonudur. Bu da sonunda vaskiiler
gecirgenligin artmasina ve mikrovaskiiler okliizyona yol agar. Mikrovaskiiler okliizyonun
bir sonucu olarak ortaya cikan retinal iskemi, IRMA (intraretinal mikrovaskiiler

anormallikler) olusumuna ve neovaskiilarizasyona yol acar (9, 10).Poliol yolunda, glikoz
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aldoz rediiktaz enzimi tarafindan sorbitole indirgenir. Sorbitoliin ge¢irimsizligi, tiim retina
hiicrelerinde birikmesine ve hiicrelerde ozmotik hasara yol acar. Ayrica, indirgeme islemi
sirasinda NADPH (indirgenmis nikotinamid adenin diniikleotit fosfat) kullanimi daha

fazla oksidatif hasara yol acar.

1.3.3.2. Oksidatif stress

Hiicre ve doku hasarina yol agan reaktif oksijen tiirleri (ROS) seviyelerinden
kaynaklanir. Protein kinaz C, sinyal iletiminde yer alir. Aktivasyonu, bazal membran
degisikliklerine ve artmig vaskiiler gecirgenlik, anjiyojenik biiyiime faktorlerinin
salinmasi, vaskiiler staz ve kapiller okliizyon gibi vaskiiler degisikliklere yol agar.
Enzimatik olmayan protein glikasyonunda, indirgeyici sckerler, hiicre dis1 matris
proteinlerindeki degisikliklerden sorumlu gelismis glikasyon son iiriinlerinin olusumuna
yol agan niikleik asitlerin, proteinlerin ve lipidlerin serbest amino asitleri ile reaksiyona
girer.

DRP'de kiigiik retina damarlarinda goriilen morfolojik degisiklikler arasinda erken
perisit kaybi, bazal membran kalinlasmasi, endotel hiicrelerinin kaybi, artmis vaskiiler
gecirgenlik, trombosit agregasyonu, 16kostaz ve kapiller disiis yer alir (52, 53). Diyabetik
retinopati sadece retinanin mikrodamarlarini degil, ayn1 zamanda retinanin birincil glial
hiicreleri olan Miiller hiicrelerini de etkiler. Miiller hiicrelerinin islevleri, retinanin yapisal
bitiinligiini korumak, kan-retina bariyerini ve retinal kan akisin1 diizenlemek, gesitli
norotransmitterlerin, retinoik asit bilesiklerinin ve iyonlarin (potasyum gibi) alimini ve
geri donligiimiinii, metabolizmanin ve arzin diizenlenmesidir (54). Diyabette, Kir 4.1
kanalinda bir downregiilasyon vardir, bu nedenle potasyum alimimnin devam etmesi Miiller
hiicrelerinin sismesine yol agar ve bu da Miiller hiicre islev bozukluguna yol agar (55).
Miiller hiicrelerinin i¢indeki sivi birikimi DMO'den sorumludur (55, 56). Preklinik ve
erken klinik DRP'de ig retina noronal ve Miiller hiicre tutulumu gériilebilir (57). DRP'de
Miiller hiicrelerinin aktivasyonu ve glial fibriler asidik proteinin (GFAP) asirt
ekspresyonu not edilir (54).

Hiperglisemi, biiytime faktorlerinin ve sitokinlerin/kemokinlerin salinmasina yol

acar.
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e Biiylime faktorleri (58):
o Vaskiiler endotelyal biiytime faktori (VEGF)
o Pigment epitelinden tiiretilmis faktor (PEDF)
o Trombosit kaynakli biiytime faktorii (PDGF)
o Temel fibroblast biiyiime faktorii (bFGF veya FGF2)
o Transforme edici biiylime faktor-beta (TGF-p)
o Insiilin benzeri bityiime faktorii (IGF)
o Hepatosit biiytime faktorii/dagilim faktorii (HGF/SF)
o Plasental biiytime faktori (PIGF)
o eritropoietin
o Anjiyopoietin-2
o Sitokinler ve kemokinler (59):
o Interldkin-1B (IL-1p)
o Interldkin-6 (IL-6)
o Timor nekroz faktori-o (TNF-o)
o Kemokin ligand-2 (CCL2)

1.3.4. Histoloji ve Fizyoloji

Histolojik olarak diyabetik retinopati; fokal kapiller kapanma, veniillerin
dilatasyonu, arteriollerin hyalinizasyonu gibi vaskiiler degisiklikler ve bazal membran
kalinlasmasi, perisit dejenerasyonu ve fokal ¢ikintilar (mikroanevrizmalar) gibi kapiller
degisikliklerle iliskili mikroanjiyopati ile kendini gosterir. Kilcal damar kapanmasi pamuk
lekelerine ve iskemik bolgelere yol agarak IRMA (intraretinal mikrovaskiiler
anormallikler) ve neovaskiilarizasyon gelisimine yol agar, ardindan retinada fibrozis
olusur (60, 61). Diyabetik retinopatide Miiller hiicreleri tarafindan glutamat alimi azalir
ve bu da glutamat toksisitesine yol agar (62). Ayrica proliferatif diyabetik retinopatide

potasyum iletimi azalir (63).
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1.3.5. Oykii ve Fizik muayene

Uygun 6ykii alma islemi yapilmalidir. Buna diyabetin siiresi, diabetes mellitus tipi,
gecmis glisemik kontrol (HbA1C), ilaglar ve obezite, bobrek hastaligi, hipertansiyon,
gebelik, dislipidemi ve nefropati gibi iliskili sistemik bozukluklar dahildir.

Hastalar erken evrelerde asemptomatik olabilir ve tesadiifen géz dibi muayenesinde
saptanabilir. Hastalik ilerledikg¢e, semptomlar arasinda bulanik gérme, bozuk goérme,
havada ugusmalar ve kismi veya tam gérme kaybi yer alir.

Fundus muayenesinde diyabetik retinopatide goriilen belirtiler sunlardir:

1.3.5.1. Mikroanevrizmalar

Mikroanevrizmalar klinik olarak tespit edilebilen en erken lezyonlardir (64).
Mikroanevrizmalar baslangicta foveanin temporalinde goriiniir ve zamanla kaybolabilir.
Bir mikroanevrizmanin ¢api 15-60 um'dir (125 um'den kiigiik). Cap1 30 pm'den kiigiik
olan mikroanevrizmalar Kklinik olarak tespit edilemeyebilir (65). Mikroanevrizmalarin
ozellikleri sunlari igerir:

e Kilcal damar duvarinda fokal sakkiiler dilatasyon

« I¢ niikleer katmanda bulunur

« Oftalmoskopik olarak keskin bir diizenli marji olan, kiigiik, yuvarlak, kirmizi
noktalar olarak tanimlanir

Mikroanevrizmalar nokta kanamalardan FFA (fundus floresan anjiyogram) ile
ayirt edilir; burada mikroanevrizmalar kiigiik hiperfloresan noktalar gosterirken nokta
kanamalar bloke floresans gosterir. Nokta kanamalar1 klinik olarak daha biiyiiktiir ve

diizensiz bir sinira sahip olabilir (66).

1.3.5.2. Kanamalar

Zayiflamis kilcal duvar yirtiklar: intraretinal nokta kanamalarina yol agar. Retinal
sinir lifi tabakasinda yer alan prekapiller arteriyollerden yiizeysel veya alev seklinde
kanamalar ortaya ¢ikar. Derin kanamalar veya nokta ve leke kanamalari, retinanin i

niikleer ve dis pleksiform katmanlarinda bulunur.

15



1.3.5.3. Sert Eksudalar

Dis pleksiform tabakada yer alan lipoprotein ve lipid dolu makrofajlardan
olusurlar. Odemli ve ddemsiz retinanin birlestigi yerde gelisirler. Sert eksudalar tipik

olarak sizan bir mikroanevrizmanin etrafinda bir sirkiilasyon halkas1 olusturur.

1.3.5.4. Pamuk Yiin Noktalar/Yumusak Eksiidalar

Retinal sinir lifi tabakasinda bulunurlar ve prekapiller arteriyollerin fokal

infarktlarini (aksoplazmik debris) temsil ederler.

1.3.5.5. IRMA (intraretinal mikrovaskiiler anormallikler)

IRMA'lar, kilcal damarlar1 atlayan ve kilcal damarlarin kapanma alanlarinin
yakininda goriilen, retinal arteriyol ve veniiller arasindaki iletisimdir. IRMA'lar
lokalizasyon olarak intraretinaldir, ana damarlar1 gegmezler ve floresan anjiyografide

sizint1 yapmazlar.

1.3.5.6. Neovaskiilarizasyon

Diskte neovaskiilarizasyon (yeni damarlar) (NVD), optik diskin bir disk capinda
veya icinde neovaskiilarizasyon olarak tanimlanir. Bagka yerde neovaskiilarizasyon
(NVE), optik diskin bir disk capindan uzakta yeni bir damar olarak tanimlanir. Irisin
neovaskiilarizasyonu (NVI), koti prognozun bir gostergesidir ve neovaskiiler glokom

gelistirme egilimi ile iliskilidir.
1.3.5.7. Venoz Degisiklikler

« Dilatasyon
o Dongii olusturma
o Boncuklanma

e Sosis benzeri segmentasyon
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1.3.5.8. Arteryal Degisiklikler

Periferik daralma
Giimiis kablo goriiniimii

Obliterasyon

1.3.6. Erken Tedavi Diyabetik Retinopati Calismasi (ETDRS)

Siiflandirmasi

1.3.6.1. Proliferatif Olmayan Diyabetik Retinopati (NPDR)

Retinopati yok: Retina lezyonu yok
Cok hafif NPDR: Yalnizca mikroanevrizmalar
Hafif NPDR: Birka¢ mikroanevrizma, retinal kanamalar ve sert eksiidalar
Orta NPDR: 1-3 kadranda retinal kanamalar (orta-biiyiikliikte her kadranda
yaklasik 20) ve pamuklu benekler (hafif ve siddetli NPDR dereceleri arasinda)
Siddetli NPDR: 4-2-1 kuralinin bir kuralin1 yerine getirmek.
o 4-2-1 kurah
= Dort kadranda da siddetli kanamalar
= 2 veya daha fazla kadranda venz boncuklanma
= 1 veya daha fazla kadranda orta IRMA
Cok Siddetli NPDR: 4-2-1 kuralmin iki veya daha fazla kuralini yerine
getirmek(67, 68).

1.3.6.2. Proliferatif Diyabetik Retinopati (PDR)

Hafif ila orta siddette PDR: NVD veya NVE, yiiksek risk ozelliklerini
karsilamada yetersiz
Yiiksek riskli PDR
o NVD, ETDRS standart fotograf 10A'dan daha biiyiik (yaklasik 1/3 disk
alani).
o Vitreus kanamasi olan herhangi bir NVD.
o Vitreus kanamali 1/2 disk alanindan daha biiyiik NVE.
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1.3.6.3. Tleri Diyabetik G6z Hastalig

Tedavisi yetersiz veya basarisiz olan hastalarda diyabetik retinopatinin gérmeyi

tehdit eden son donem komplikasyonudur. Preretinal veya intraretinal kanama,

traksiyonel retina dekolmani veya rubeosis iridis olarak ortaya ¢ikabilir.

1.3.6.4. Diyabetik Makiiler Odem (DMO)

asagidaki gruplara ayrilabilir:

Fokal eksiidatif ve yaygin makiilopati
Iskemik ve iskemik olmayan makiilopati
Traksiyonel ve traksiyonel olmayan makiilopati

Makiiler 6demi igeren merkez ve makiiler 6demi igermeyen merkez

1.3.6.4.1. ETDRS Klinik Olarak Onemli Makiila Odeminin (CSME) Tanimi

Fovea merkezinin 500 um iginde retina 6demi

Bitigik retinal kalinlagma ile iliskiliyse (500 um simirmin disinda olabilir) fovea
merkezinin 500 um igindeki sert eksiidalar

Bir disk alan1 (1500 um) veya daha biiyiik, herhangi bir kismi fovea merkezinin
bir disk ¢apr i¢inde olan retina 6demi (69, 70).

1.3.6.5. OCT (optik koherens tomografi) Diyabetik Makula Odemi

Simiflandirmasi

Retina tabakalarinin stingerimsi kalinlagmasi

Biiyiik kistoid bosluklar

Retinanin seréz dekolmant

Foveanin traksiyonel ayrilmasi veya vitreomakiiler traksiyon

Gergin arka hyaloid membran.

1.3.7. Uluslararas:1 Klinik Diyabetik Retinopati Hastahg Siddet Olcegi

Belirgin retinopati yok — Anormallik yok
Hafif NPDR - Yalnizca mikroanevrizmalar
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e Orta NPDR -Mikroanevrizmalardan daha fazlasi ve ciddi hastaliktan daha az
e Siddetli NPDR - PDR belirtisi yok ve asagidakilerden herhangi biri:
o Dort kadranin her birinde 20 intraretinal kanama
o >2 kadranda venoz boncuklanma
o >1 kadran belirgin IRMA
o PDR - Asagidakilerden biri veya birkag1:
o neovaskiilarizasyon
o Vitreus veya retina dncesi kanama (71)
Diyabetik makula 6demi ile ilgili olarak, DMO sunlar olabilir:

o DMO gériiniiste yok: Goriiniir retinal kalinlasma ve arka kutupta sert eksiidalar
yok.

o Gériiniige gire DMO mevcut: Arka kutupta belirgin retinal kalinlasma ve sert
eksudalar var. Ayrica fovea merkezinden kalinlasma ve sert eksudalarin
uzakhigina gore hafif, orta ve siddetli olarak siniflandirilabilir.

o Hafif DMO: Retina kalinlasmas1 veya sert eksudalar foveanin
merkezinden uzakta yer alir.

o Orta DMO: Retina kalinlasmas1 veya sert eksiidalar makulanim merkezine
yaklasiyor ancak merkezi igermiyor

o Siddetli DMO: Sert eksiida ve kalinlasma, fovea merkezini icerir.

1.3.8.DRP de muayene ve tani araclari

1.3.8.1. Labaratuvar Muayenesi

Asagidakiler, diyabetik retinopati i¢in taranan ve tiim hastalar igin ¢ok 6nemli olan
diyabetik belirteglerdir:

e Achk Kan Sekeri - Aglik kan sekeri seviyesinin 110 mg/dI'nin altinda olmasi
normaldir. 110 ila 125 mg/dI'lik a¢lik kan sekeri prediyabettir. En az iki numunede
goriilen 126 mg/dI'nin tizerindeki aglik kan sekeri diyabeti belirtir(72).

e HbAI1C (glikosile edilmis hemoglobin) - HbAlc'nin normal araligi %4 ila %5.6

arasindadir. HbA1c diizeyi %7'nin altinda tutulmalidir.
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Diyabet viicudun neredeyse tiim ana organlarini etkiler. Bu nedenle, diyabetik
komplikasyonlar1 dislamak igin kapsaml1 bir sistemik muayene yapilmalidir. Ozellikle
bobrek fonksiyon testi, kalp fonksiyon testi, karaciger fonksiyon testi, tiroid belirtegleri,
tansiyon ve norolojik muayene yapilmalidir. Bunun igin meslekler arasi isbirligi
gereklidir.

1.3.8.2. Okiiler Muayene

Hasta asagidakiler i¢in kapsamli bir sekilde test edilmelidir:

Gorme keskinligi,

GIB (goz ici basinc1) dl¢iimii,

Gonyoskopi (iris/agilarin neovaskiilarizasyonu igin),

Yarik lamba muayenesi (diabetes mellitusun diger okiiler belirtilerini ekarte etmek
igin)
Yarik lambada +78 veya +90 D mercekle ve indirekt oftalmoskopla +20 veya +28

D mercekle dilate fundus muayenesi yapilmali ve diyabetik retinopatinin
derecelendirilmesi yapilmalidir
Diyabetik retinopatinin degerlendirilmesi i¢in ek arka segment arastirmalari

sunlar igerir:

1.3.8.2.1. Fundus Goriintiilemesi

Asagida siralanan durumlarda renkli goz dibi fotograflari ¢ekilir(73).
o Dokiimantasyon ve kayit amaglari

e Danigmanlik ile hasta egitimi

1.3.8.2.2. Fundus Floresan Anjiyografi (FFA)

FFA asagidaki durumlarda yapilmalidir (66).

o Iskemik makiilopati tanist igin

e Kilcal daralma alanlarini bulmak igin

o IRMA'y1 neovaskiilarizasyondan ayirt etmek igin

o Disk kollaterallerini disk neovaskiilarizasyonundan ayirt etmek i¢in
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o Kilinik muayenede tespit edilemeyen gizli yeni damarlari ortaya ¢ikarmak
e Aciklanamayan gérme kaybiin nedenini 6grenmek igin

e Psodofakik Kistoid makula 6demi ile diyabetik makiiler 6demini ayirt etmek igin

1.3.8.2.3. Genis A¢1 Fundus Goriintiilleme (UWFI) ve Genis A¢1 Fundus
Fluorescein Anjiyogram (UWFA)

UWFI ve UWFA, arka segmentteki degisiklikleri tek bir karede belgeliyor.
Piyasada bulunan UWFI (en az 100 derecelik goriis alan1) Optos/California, Mirante,
Clarus, Retcam ve Spectralis'i igerir. Taramali lazer oftalmoskop ve elipsoid ayna
kullanan UWFI, kiigiik gézbebeklerindeki ve puslu ortamlardaki goriintiileri yakalar (74,
75). Proliferatif diyabetik retinopati veya diyabetik makiila 6deminde periferik retina
kapiller perfiizyon dis1 alanlar daha iyi tanimlanabilir ve 'hedefli retinal fotokoagiilasyon'
icin planlanabilir (76-78). Periferik vaskiiler degisiklikler DRP'de daha once

diistiniilenden daha yaygin olabilir.

1.3.8.2.4. Optik Koherens Tomografi (OCT)

Makulanin OCT'si yardimci olur

¢ Retina kalinlasmasini degerlendirmek i¢in

e Tedavi baslangicindan sonra 6demin degerlendirilmesi ve izlenmesi igin, 6zellikle
bir sonraki intravitreal enjeksiyon seansinin planlanmasi i¢in

o Ameliyat gerektirebilecek vitreomakiiler traksiyon (VMT) ve epiretinal membrani

(ERM) teshis etmek igin (pars plan vitrektomi)

1.3.8.2.5. Ultrasonografi (B-Mod)

Puslu ortamlarda degerlendirmek igin ¢ok kullanigh
e Vitreus kanamasi
o Traksiyonel retina dekolmani
e Subhyaloid kanama

o Arka vitre dekolmani
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1.3.8.2.6. Optik Koherens Tomografi Anjiyografi (OCTA)

OCTA, boyayr invaziv olarak enjekte etmeye gerek kalmadan floresan
anjiyografiye benzer goriintiiler tireten retinal kan akisina hareket kontrastli goriintiilleme
kullanir.

e Retina damarlar1 hakkinda ayrintili bilgi saglar.

e Foveal avaskiiler bolgenin simirlandirilmasina yardimcr olur, foveal iskemi
bulmaya yardimci olur.

o Hafif IRMA'nin bile dogru sekilde algilanmasini saglar.

o Kilcal daralma alanlarimin tanimlanmasina yardimci olur.

Venoz sistemde olan dongii, boncuklanma ve dilatasyon gibi vaskiiler isaretler
OCTA'da ¢ok iyi degerlendirilebilir. OCTA, mikrovaskiiler degisikliklerin en erken
saptanmasina yardimci olabilir (mikroanevrizmanin gortiniirligiinden 6nce)(79). OCTA
ozellikle bobrek hastaligi olan hastalarda ve boyalara kars1 anafilaktik reaksiyona egilimli

hastalarda faydalidir.

1.3.8.2.7. Yapay Zeka Tabanh Cihazlar

FDA, 2018'de hafiften fazla diyabetik retinopati veya yoklugunun saptanmasi igin
bir yazilim programi olan IDx-DRP'yi onayladi. 2020'de EyeArt (Eyenuk), hafiften fazla
diyabetik retinopati ve gormeyi tehdit eden diyabetik retinopati'nin otonom tespiti i¢in
FDA onay1 aldi.

1.3.9. Takip ve Tedavi

1.3.9.1. Diyabetin Genel Sistemik Kontrolii

Sistemik durum su sekilde optimize edilmelidir:
e Diyabetin sik1 metabolik kontrolii,
e HbALC diizeylerinin %7'nin altinda tutulmasi,
e Rutin egzersizler ve uygun bir diyabetik gida diyeti gibi yasam tarzi1 degisiklikleri,
Hastalar, uygun takip ziyaretleri i¢in endokrinologlar1 ziyaret etmeli ve zamaninda

antidiyabetik ilaglar almalidir. Hipertansiyon, dislipidemi, hipoproteinemi, anemi,
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nefropati, noropati, kardiyak rahatsizliklar ve digerleri gibi diger sistemik rahatsizliklar

da ilgili ilaglar ve profesyoneller aras1 mitkemmel isbirligi ile halledilmelidir.

1.3.9.2. Proliferatif Olmayan Diyabetik Retinopatinin (NPDR) Yonetimi

Sik1 glisemik kontrol ve hastalarin antidiyabetik ilaglara siki uyumu, bir NPDR
vakasini yonetmenin anahtaridir. Diabetes mellitusun uygun sistemik kontrolii {izerinde
1srarct olmali ve okiiler bulgularin ilerlemesi izlenmelidir. Iligkili komorbiditeler ele
alinmalidir. Diabetes mellitusun diger sistemik yan etkilerini ekarte etmek i¢in bir doktor
veya bir endokrinolog tarafindan ayrintili bir sistemik inceleme yapilmalidir.

Onerilen takip programi su sekildedir;
e Cok hafif NPDR - her yil takip
o Hafif ve orta derecede NPDR’nin takibi 6-12 ayda bir. Hafif NPDR vakalarinin
yiizde on altis1 ve orta dereceli NPDR vakalarinin %23'i dort yil iginde proliferatif

asamalara ilerler (71).

e Siddetli ve Cok Siddetli NPDR hastalar1 2-4 ay i¢inde yakin takip edilmeli.

Siddetli NPDR vakalariin yiizde ellisi ve ¢ok siddetli NPDR vakalarinin %75'i

bir y1l i¢inde PDR'ye ilerler (71, 80).

1.3.9.3. Diyabetik Makiila Odeminin (DMO) Yéonetimi

1.3.9.3.1. Merkezi tutan diyabetik makiila 6demi

Giliniimiizde anti-VEGF ajanlar1, merkezi tutan diyabetik makiila 6demi i¢in ilk
tedavi secenegi haline gelmistir. Bevacizumab, ranibizumab ve aflibercept baslangicta
gorme keskinligi daha iyi olan hastalarda faydali etkilere sahiptir. Aflibercept'in
baslangigtaki gorme keskinligi daha kotii olan hastalarda daha iyi gorsel sonuglara sahip
oldugu gosterilmistir (11). Son zamanlarda, aflibercept ve ranibizumab, hem DMO hem
de diyabetik retinopatide kullanim igin FDA onayr almistir (12). Inatci olgularda

intravitreal steroid implantlar1 da kullanilmaktadir (14).
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1.3.9.3.2. Merkez disim iceren makiiler 6dem

ETDRS tarafindan yonlendirilen Fokal veya Grid lazer tercih edilen tedavidir.
Glintimiizde Anti-VEGF ilaglar1 ¢aginda, makula 6demi olan merkezlerde lazer
tedavisinden genellikle kaginilmaktadir. Tek basina anti-VEGF tedavisine yanit vermeyen
hastalarda adjuvan tedavi olarak eklenebilir. ETDRS tarafindan belirtildigi gibi, lazer orta
derecede gorme kaybmin ilerlemesini durdurmada yardimci oldu, ancak goérme
keskinligini iyilestirmedi. Bevacizumab intravitreal enjeksiyonu, merkezi tutan DMO'de
de etkilidir, ancak FDA onayli degildir. Bu nedenle, yalnizca endikasyon dis1 kullanim
icin mevcuttur. Sahte ilaglara veya baska nedenlere bagh kiime endoftalmisi baska bir
endise kaynagidir (13). DRCR (diyabetik retinopati klinik arastirmasi) ag1, aflibersept'in
DMO'deki roliinii inceledi ve baslangigta gdrme keskinligi daha kotii olan hastalarda
yararli oldugu bulundu (DRCR.net'in Protokol T'si) (11). intravitreal Anti-VEGF
enjeksiyonlarina iliskin DRCR ag1 disindaki diger énemli galigmalar arasinda RISE,
RIDE, READ, RESTORE, BOLT ve RESOLVE yer almaktadir.

Yaygn olarak kullanilan intravitreal enjeksiyonlarin dozlart:
e Bevacizumab - 1.25mg/0.05 ml (PACORES, DRCR.net PROTOCOL H, BOLT,

READ-2) (81-85)

e Ranibizumab - 0,5 mg veya 0,3 mg /0,05 mI(RESOLVE, DRCR.net PROTOCOL

I, RESTORE, RISE/RIDE (86-90)

o Aflibercept -2 mg/0,05 mL (DA VINCI, VISTA/VIVID, DRCR.net PROTOCOL

T) (91-93)

o Pegaptanib- 0,3 mg/ 0,09 ml (bu endikasyon i¢in FDA onayli degildir) (94, 95)
e Brolucizumab 6mg/0,05 ml (Mayis 2022 itibariyla bu endikasyon i¢in FDA

tarafindan onaylanmamistir) (96)

Deksametazon implantlari ve fluocinolon asetonid implantlar1 (Retisert ve lluvien)
gibi uzun etkili Kkortikosteroid implantlart da diyabetik makiila 6deminde
kullanilmaktadir. Tedavinin ilk satir1 olarak kabul edilmemelerine ragmen, birden fazla
Anti-VEGF ilag enjeksiyonuna yanit vermeyen vakalar i¢in uygundur (DRCR.net
protokol U'ya gore) (97). Ana avantajlari, inflamasyonun uzun siireli kontrolii ve daha az

uygulama sikligidir. Maliyetinin yiiksek olmasi da smirli kullanimindaki etkenlerden
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biridir. Intravitreal triamsinolon enjeksiyonlar1 FDA onayl degildir, daha kétii sonuglara
sahiptir ve anti-VEGF ilaglardan daha fazla komplikasyonla baglantilidir. Glokom,
intravitreal steroidlerin 6nemli bir yan etkisidir. Ranibizumab'in siirekli salinimi igin yeni
bir port-teslimat sistemi, yasa bagli yas tip makiiler dejenerasyonu yonetmek igin 2021'de

FDA tarafindan onaylandi. DMO igin yeni bir tedavi olma umudu veriyor.

1.3.9.3.3. Traksiyonel diyabetik makula 6demi

VMT (vitreomakiiler traksiyon) veya ERM (epiretinal membran) nedeniyle
olusabilir. Bu gibi durumlarda vitrektomi ameliyat: diisiiniilmelidir. Intravitreal
enjeksiyonlar traksiyon bilesenini kotiilestirebilir. Daha fazla kotiilesmeyi onlemek igin

lazer spotlar1 da traksiyon alanindan uzaklastirilmalidir.

1.3.9.3.4. Direngli Diyabetik makiiler 6dem

Direngli veya kalict DMO'nin tanimi, ¢oklu anti-VEGF enjeksiyonlarina ve en az
bir seans lazere yanit vermeyen makiiler 6dem, suboptimal yanit (OKT'de 250 mikrondan
fazla merkezi makiila kalinlig, iliskili gorme kaybur ile birlikte) ve en az 6 aylik anti-VEGF
ajan enjeksiyonlar1 da dahil olmak tizere degisir(7, 98). Bu tiir vakalara yonelik olas1 bir
yaklagim; sistemik kontroliin degerlendirilmesini, anti-VEGF ilaglarinin daha yiiksek
dozunu veya sikligini, steroid implantlarinin kullanimimi (DRCR.net'in U protokoliine
gore), taninin yeniden kontrol edilmesini, herhangi bir olumsuz anatomik nedenin ekarte
edilmesini ve asir1 periferik iskemik alanlar1 aramak ve periferde miimkiin oldugunca

uzaga lazer uygulamak i¢in genis alan anjiyografisini igerir (97, 99, 100).

1.3.9.4. iskemik tip diyabetik makula 6demi

Kotii gorsel prognoz ile iliskilidir. VEGF salimindan sorumlu iskemik bolgeleri
kapatmak icin hastada asir1 periferik lazer distintlebilir (101). Steroid implantlar

denenebilir. Ancak, tim 6nlemlere ragmen prognoz korunur (102).

25



1.3.9.5. Proliferatif Diyabetik Retinopatinin (PDR) Tedavisi

Panretinal fotokoagiilasyon (PRP), uzun yillardir proliferatif diyabetik
retinopatinin standart tedavisi olarak kabul edilmektedir. Ancak yikic1 o&zellikleri
nedeniyle, diyabetik retinopatinin tahribatsiz alternatif bir tedavisi i¢in yogun arastirmalar
yapildi. PDR olgularinda intravitreal anti-VEGF enjeksiyonlarinin rolii ¢esitli
calismalarda degerlendirilmistir. Bu enjeksiyonlarin sinirli yari 6mrii nedeniyle, belirli
araliklarla tekrarlanan enjeksiyonlar zorunlu hale gelir. Bu nedenle, bu rejimin maliyet
etkinligi sorgulanabilir. Hastaligin ciddiyetine bagli olarak ve makiila 6deminin varligi
veya yoklugu dikkate alinarak intravitreal enjeksiyon ve pan-retinal fotokoagiilasyon
karigimi, diyabetik retinopati hastalarinin tedavisine yardimei olabilir (103).

o DMOssiz yiiksek riskli olmayan PDR: Yiiksek riskli PDR meydana gelirse, 2 ila 4
aylik dikkatli takip ve hemen pan-retinal fotokoagiilasyon yapilmalidir. Bazi
hekimler tim PDR vakalarinda PRP uygulamaktadir.

e Makula 6demi olmayan yiiksek riskli PDR: PRP baslatilmalidir (104).

« PDR ile DMO: Kombine intravitreal anti-VEGF enjeksiyonlar1 ve PRP seanslart
diistiniilmelidir.

e Tam fotokoagiilasyonun miimkiin olmadig: yiiksek riskli PDR: Kriyopeksi veya
vitrektomi gibi alternatifler disiiniilmelidir (104).

DRCR.net Protokol S'de, PRP'nin 0,5 mg ranibizumabin intravitreal enjeksiyonuna
kars1 giivenlik ve etkililiginin bir karsilastirmasi incelenmistir. Protokol S ranibizumab
0.5 mg'n birincil sonucu, PRP'den asagi degildir. Bu nedenle ranibizumab, yakin
gelecekte ilk tedavi hatt1 olmak i¢in PRP ile rekabet edebilir. Yiiksek maliyet, tekrarlanan
enjeksiyon, ¢oklu takip ziyaretleri, tekrarlanan enjeksiyonlar nedeniyle vitreus anatomisi
ve fizyolojisinin bozulmasi, endoftalmi olasiligi ve tasifilaksi engelleyici faktorlerdir
(105).

1.3.9.6. ilerlemis Diyabetik G6z Hastah@gmin Tedavisi

Ilerlemis diyabetik gz hastalig1 olan hastalarda prognoz korunur. inatg1 vitreus
kanamasinda baslangicta gozlem denemesi veya anti-VEGF ajanin intravitreal

enjeksiyonu yapilabilir, ardindan kanama diizelirse goriiniir alanlarda daginik pan-retinal
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fotokoagiilasyon denenebilir (106). Boyle bir yaklasim disiiniiliirse ultrasnogram ile

retinal traksiyon dislanmalidir. Tedavi ile kanama diizelmezse pars plana vitrektomi

diistiniilmelidir. Ayrica traksiyonel retina dekolmani ile bagvuran olgularda vitrektomi

tercih edilen tedavi yontemidir.

Diyabetik hastalarda vitrektomi endikasyonlari sunlari igerir:

Temizlenmeyen vitreus kanamasi (vitreus/subhyaloid/premakiiler)
Makula kapali traksiyonel retina dekolmani

Kombine traksiyonel ve yirtikl retina dekolmani

Arka segmentin gortinmezligi ile 6n segment neovaskiilarizasyonu
Hayalet hiicreli glokom

Kalin epiretinal membran

Vitreomakiiler traksiyon

Rubeosis iridis vakalarinda, erken evrelerde anti-VEGF ilagh veya anti-VEGF

ilagsiz pan-retinal fotokoagiilasyon yardimci olabilir. Ileri asamalarda, yeni damarlar

fibroz ve kontraktiire yol agarak agilarin kalict olarak bozulmasina yol agarak refrakter

glokoma neden olur ve bu da sonunda bir glokom drenaj implant1 gerektirebilir. Bununla

birlikte, bu tir vakalarda prognoz kotidir. Agrili absolii gozler, diyot lazer

siklofotokoagiilasyon veya siklokriyoterapiye ihtiya¢ duyabilir.

1.3.10. Aymrica1 Tam

Diyabetik makula 6deminin ayirici tanisi sunlari igerir:
Hipertansif retinopati

Santral retinal ven tikanikligi

Retinal ven dal tikaniklig1(107)

Irvine Gass sendromu

Uveit sonras1 makula 6demi

Riiptiire mikroanevrizma (108)

Epiretinal membrana sekonder makula 6demi

Koroidal neovaskiiler membran.
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Goz dibinin genel goriiniimiine gore diyabetik retinopati ile karistirilabilecek

hastaliklar sunlardir:

o Santral retinal ven tikaniklig

e Hipertansif retinopati

e Orak hiicreli retinopati (109)

e Terson sendromu (110)

e Okiiler iskemik sendrom (111)

o Retinal ven dal tikanikligi

e Hemiretinal ven tikaniklig1 (112)

o Valsalva retinopatisi (113)

e Travma sonrasi retina kanamasi

¢ Retina makroanevrizmasi

o Talasemide retinopati (114)

1.3.11. Prognoz

Diyabetik retinopatinin prognozu, diyabetin siiresine, glisemik kontrole, iliskili
komorbid durumlara ve hastanin uygun tedavi hattina uyumuna baglidir (115, 116). Retina
durumlar1 hakkinda uygun hasta danismanligina ihtiyag vardir ve hastalarin uygun
takipteki gecikmenin kalici, geri donilisii olmayan gérme kaybma yol agabilecegi
konusunda bilgilendirilmeleri gerekir. Diyabetik retinopatinin ilk asamalari, uygun
glisemik kontrol saglanirsa geri doniisimliidiir. Diyabetik makula 6demi olan birgok
hasta, intravitreal anti-VEGF ilaglarinin tekrarlanan enjeksiyonlar1 igin uzun siireli
destege ihtiya¢ duyar. Pan-retinal fotokoagiilasyon ile tedavi edilen hastalarda, kalici
makiiler 6dem Ve neovaskiilarizasyon varsa ek anti-VEGF ilaglarin takviyesi gerekebilir.
Daha uzun siireli traksiyonel makula dekolmani oldugunda, makiila anatomisi belirgin
sekilde bozuldugu igin gorsel prognoz genellikle korunur. Diyabetik retinopatinin
prognozunun OCT biyobelirtegleri, refraktil cisimler, retinanin i¢ katmanlarmnin
diizensizligi (DRIL), retinanin dis katmanlarinin bozulmas: (DORL), koroidal kalinlik,
epiretinal membran, vitreomakiiler adezyonlar, retina alt1 sivi, makiiler kalinlik ve elipsoid

bolge biitiinligiini igerir (73, 117).
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1.3.12. Komplikasyonlar

Iyi kontrol edilemeyen diyabetik retinopati ile iliskili gormeyi tehdit eden
komplikasyonlar; diyabetik makiila 6demi, traksiyonel retina dekolmani, vitreus kanamasi
ve gec sekel olarak proliferatif diyabetik retinopatiyi icerir (118, 119). Diyabetik
retinopatinin anti-VEGF tedavisi, lazer fotokoagiilasyon veya vitrektomi ameliyati ile

tedavisi de komplikasyonsuz degildir.

1.3.12.1.Anti-VEGF Ilaglara Iliskin Komplikasyonlar

e GIB artis1

o Katarakt olusumu

o lyatrojenik retina/arka kapsiil yirt1ig1

o Vitreus kanamasi

e Yirtikli Retina dekolmani

e Traksiyonel retina dekolmani olan hastalarda verilirse makula iizerinde
traksiyonun kotiilesmesi

o Endoftalmi

1.3.12.2.Lazer Fotokoagiilasyona iliskin Komplikasyonlar

e Vitreus kanamasi

e Tek seansta ¢ok fazla lazer atis1 yapilirsa eksiidatif retina dekolmani ve koroid
dekolmani

o Pan-retinal fotokoagiilasyondan sonra kontrast duyarliliginin, periferik gérmenin
Ve gece gorlisliniin azaltilmasi

e Gorme alaninda kalict skotomlar

o Onceden var olan makula deminin kétiilesmesi veya lazer/PRP sonras1 makula
O0demi gelismesi

o Kotiilesen optik disk soluklugu
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1.3.12.3.Vitrektomiye iliskin Komplikasyonlar

o Katarakt olusumu
« Gaz veya yag tamponadi nedeniyle GIB artis1

e Yirtikli retina dekolmanina yol agan iatrojenik sekonder yirtiklar

1.3.13. Ameliyat Sonrasi1 Bakim ve Rehabilitasyon

Lazer fotokoagiilasyon, bir ayakta tedavi bolimii prosediirii olarak gergeklestirilir.
Uygun glisemik kontrolii stirdiirmek ve diger ilgili sistemik hastaliklara dikkat etmek
gereklidir. Pan-retinal fotokoagiilasyondan (PRP) sonra makula 6deminde kotiilesme ve
orta derecede gorme azalmasi olasilig1 vardir. Boyle bir durumda hasta, dokiimantasyon
ve daha ileri bir yonetim hatt1 planlamak i¢in retina cerrahina rapor vermelidir.

Intravitreal enjeksiyonlardan sonra birkag saatlik akut bir GIB artis1 olmas1 yaygin
bir durumdur. Genellikle 3-6 saat i¢inde normale doner. intravitreal enjeksiyondan sonra
rutin olarak tek bir asetazolamid 250 mg tableti kullanmak ihtiyatl olabilir. Intravitreal
enjeksiyonlardan sonra hastalar ertesi giin kontrole ¢agrilmali; daha sonra okiiler durumun
stabilitesine gore diizenli araliklarla takip planlanmalidir. Ardisik OCT ve/veya OCTA
parametreleri her takip ziyaretinde degerlendirilir ve bulgularina gore tekrar
enjeksiyonlar, gozlem ve/veya lazer /vitrektomi cerrahisine gegis ile ileri yonetim
planlanir.

Ameliyattan sonra géz okluze edilir. Okluzyon ¢ikarildiktan sonra goz temizlenir
ve steroid goz damlasi ve sikloplejik goz damlas ile antibiyotik gibi ilaglarin topikal
uygulamasina baglanir. SF6/C3F8 gibi gazlar1 veya silikon yagi enjekte ettikten sonra,
uygun antiglokom ilaglar1 ile yonetilmesi gereken ameliyat sonras1 GIB artis1 olasilig
vardir. Hastalar daha sonra ameliyat sonrasi sonuglarini taramak i¢in diizenli ve
zamaninda takip icin cagrilabilir. Silikon yagi tamponadi yapildiysa hastaya yagin

alinmasi igin zorunlu ikinci bir ameliyatin gerekliligi anlatilmalidir.

1.3.14. Hasta egitimi

Amerikan Oftalmoloji Akademisi'nin giincel tavsiyesi, tip 1 diyabet olan kisilerin,

diyabetin baglamasindan bes yil sonra baslayarak yillik diyabetik retinopati taramasi
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yaptirmasi gerektigini belirtmektedir. Tip 2 diabetes mellituslu hastalar, tan1 aninda ve
sonrasinda yillik olarak goz dibi degerlendirmesi yaptirmahidir (120, 121). Diyabetik
retinopatinin prognozu hakkinda hastaya uygun sekilde danismanlik yapilmalidir.
Diyabetik retinopatinin ortaya ¢ikis asamasina bagli olarak belirli araliklarla erken tani,
yonetim ve takip ziyaretleri zorunludur. Diyabetin sistemik diizensizligi, diyabetik
retinopatinin katlanarak kotiilesmesine yol agabilir. Diyabetik retinopatinin ilerlemesini
durdurmak igin uygun sistemik ve topikal ilaglarla birlikte yasam tarzi degisikligi

yapilmalidir.

1.4. Deneysel Diyabetik Retinopati Hayvan Modelleri

DRP'nin etiyolojisini ve patogenezini arastirmak ve hastaligi tedavi etmek igin
cesitli hayvan modelleri gelistirilmistir. DRP, hem genetik hem de ¢evresel etkileri olan
karmasik bir hastalik oldugundan, hayvan modelleri benzer sekilde indiiksiyon veya
genetik mutasyonla gelistirilir. Indiiklenen modeller bes yontemle olusturulmustur:
pankreasin cerrahi olarak ¢ikarilmasi, alloksan ilacinin uygulanmasi, streptozotosin (STZ)
ilacinin uygulanmasi, yiiksek galaktozlu diyetler ve goze lazer veya kimyasal hasar
verilmesi. Genetik modeller, se¢ici yetistirme ve gen diizenleme kullanilarak olusturulur
(15). Alloxanin diyabetik indiiksiyonda daha az etkili oldugu disiniilir ve diyet
yontemleri hastaligin ilerlemesi igin en fazla zamani1 gerektirir (122). Cerrahi ve hasara
bagli modeller, teknik olarak en zorlu modellerdir ve kullanimlarmni tarihsel olarak
sinirlar. Tiim indiiksiyon yontemleri bugiin hala incelenmekle birlikte, en yaygin olani
STZ uygulamasidir, ¢iinkii en hizli hastalik gelisimi oraniyla sonuglanir (16). STZ nin
diabetes mellitus indiikleme mekanizmasinin, pankreasin Langerhans adaciklarinin
bozulmasi ve STZ nedeniyle B hiicrelerinin kayb1 oldugu bulunmustur(16). B hiicreler,
diistik afiniteli glukoz tasiyici 2'yi (GLUT2) eksprese ettikleri igin STZ'yi spesifik olarak
alirlar ve STZ yapisal olarak glukoz ve N - asetil glukozamin'e benzer. Hepatositler ve
renal tiibiiler hiicreler dahil olmak tizere GLUT?2'yi eksprese eden diger hiicreler de STZ
uygulamasiyla benzer hasar goriirler (123). STZ etki mekanizmasi, DNA fragmantasyonu
ile hiicre 6limiidiir. STZ, diyabetik hastalik durumunu 6zetlemede daha etkili oldugu igin

alloksan yerine artik genel olarak tercih edilmektedir, ancak her iki ila¢ da hala yaygin
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olarak kullanilmaktadir (16). Farelerde diyabetin STZ indiiksiyonu igin, toplam 150 ila
400 mg/kg STZ veren 1 ila 5 doz arasinda degisen cesitli protokoller gelistirilmistir (124).
Hiperglisemi baslangici tipik olarak dozdan bagimsiz olarak 2 hafta iginde ortaya ¢ikar ve
22 aya kadar muhafaza edilebilir (124, 125). STZ farelerinde go6zlemlenen DRP
fenotipleri, hiperglisemi baslangicindan 4-5 hafta sonra artan astrosit ve glioz sayisini
(125, 126), 6. haftada RGC kaybini1(127) , 10. haftada retina i¢ niikleer tabakasini (INL)
ve dis niikkleer tabakayr (ONL) incelmeyi igerir. , 16. haftada neovaskiilarizasyon ve 6.
ayda hiicresiz kilcal damarlar ve perisit hayaletleri gortiliir (125, 128, 129). Farelerin
aksine, ratlar diyabet gelistirmek i¢in daha diisiik dozlarda STZ'ye ihtiyag duyar (124).
Retinal lezyonlarin baslangici rat suslar1 arasinda farklilik gosterir, ancak gozlenen bazi
fenotipler arasinda indiiksiyonu takiben diyabet baslangicindan 2 hafta sonra BRB yikimi
(130, 131), dordiincii haftadan itibaren ONL incelmesi, artmus aseliiler kapillerler (130),
8 haftadan sonra perisit ve endotel hiicrelerinin sayisinda azalma yer alir (132) ve 1 yil
sonra bazal membran kalinlasmasi (133). STZ ile indiiklenen DRP rat modelleri tipik
olarak 20 haftaya kadar ¢alisilir (131).

DRP'yi indiiklemek i¢in en sik kullanilan modeller fareler ve ratlardir, ancak
kopekler, kediler, domuzlar, tavsanlar, maymunlar ve zebra baligi da kullanilir. Uyarilmis
DRP patolojisinin sunumu genellikle daha biiyiik hayvanlarda daha yavastir, bu da
kemirgenleri ve son zamanlarda zebra baligin1 daha cok tercih edilen modeller haline
getirir. Fareler, ratlar, kediler, kopekler, domuzlar ve insan olmayan primatlar dahil olmak
tizere DRP modellerini olusturmak i¢in ¢ok ¢esitli tiirler kullanilmis olsa da, kiigiik
boyutlari, kisa 6miirleri ve hizli iremeleri nedeniyle fare ve rat modelleri ¢ogunlukla
tercih edilir. Kemirgenler ayrica ¢ogu genetik ¢alismanin odak noktast olmustur (17-21).
Bununla birlikte, kopek modellerindeki DRP fenotipleri, en ¢ok insan DRP'sine benzer
goriinmektedir (124, 134). Sasirtic1 bir sekilde, insan olmayan primatlarin indiikklenmis
DRP'ye nispeten direngli oldugu kanitlanmistir (135). Kedilerde genellikle katarakt
gelismez (136). Domuzlar ve zebra baligi ise aksine, goz yapilarinin insanlara benzerligi,
kolayca gorsellestirilen damar yapilari, kisa dmiirleri ve biiyiik iireme boyutlar: (zebra
balig1) nedeniyle tercih edilir (124, 137, 138). Bugiine kadar higbir tek hayvan modeli,
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insan DRP'sinin  hem erken hem de ge¢ evrelerindeki vaskiiler ve noral

komplikasyonlarmin tamamini temsil edememistir.

1.5. Vaskiiler Endotelyal Biiyiime Faktorii-A (VEGFA)

Vaskiiler endotelyal biiylime faktorii, Retina pigment epitelyum hiicreleri,
gangliyon hiicreleri, retinal vaskiiler endotel hiicreleri, perisitler ve glial hiicreler
tarafindan salgilanan ve in vitro angiogenezisi saglayan 6nemli bir faktordiir. A, B, C, D,
E olarak 5 alt tipi bulunmaktadir. VEGFA'nin baslangigta bir endotelyal biiytime faktorii
oldugu kadar vaskiiler gecirgenligin bir diizenleyicisi oldugu gosterildi ve ayn1 zamanda
vaskiiler gegirgenlik faktorti (VPF) olarak adlandirildi. VEGF-A kendi iginde 121, 145,
165, 183, 189, 206 alt gruplara ayrilir (139, 140). VEGF-165 okiiler neovaskiiler
hastaliklarda ve diyabetik retinopati patogenezinde predominant form olup, 45kDa
homodimerik bir glikoproteindir. Yapilan ¢alismalarda deneysel diyabette ve diyabetik
retinopatili gozlerde vitreus ve hiimor akézde VEGF-165 yiiksek olarak bulunmustur
(141). Funatsu ve arkadaslari diyabetik makiila 6demli hastalarda vitreusda artmis VEGF
seviyesini bulmuslardir (142). VEGF ailesi tiyeleri, ortiisen bir sekilde {i¢ reseptor tirozin
kinaza;, VEGFR1, VEGFR2 ve VEGFR3'e baglanir. VEGFA'ya verilen in vivo
anjiyojenik yanita esas olarak VEGFR2'nin aktivasyonu aracilik eder. Bu, ¢ok sayida ara
irtinti igeren sinyallesme basamaklarini baslatir. Bunlar basitge; cogalma, hayatta kalma,
hiicre gogii, vaskiiler gegirgenlik, ¢evre dokuya invazyon ve endotelyal inflamasyondur
(143).

1.6. Bevacizumab

Human monoklonal antikoru olup, VEGF-A’nin tiim izoformlarini inhibe eder.
Kolorektal kanser tedavisinde FDA tarafindan onaylanmis olup, goz i¢in kullanimi off-
label"dir. Retinanin tim katlarimi  gegebilmektedir, ancak %21,9-4,4 oraninda
tromboemboli riski bulunmaktadir. Diyabetik retinopatide kullanim endikasyonlart;
makiila 6demi, iris neovaskiilarizasyonu, retina ve disk neovaskiilarizasyonu, vitrektomi
sonrasi reproliferasyon ve tekrar kanamadan korunmaktir. Haritoglou ve ark. diyabetik

makiila 6demli 51 goze 1,25 mg bevacizumab iceren 0,05 ml enjeksiyon uygulamislar ve
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6 haftalik izlemde %29"unda, 12 haftalik izlemde ise %26’sinda en az 3 siralik gérme
artig1 elde etmislerdir. Ortalama santral retina kalinliginda gérme keskinligi ile iliskili
anlamli azalma saptanmustir. Intravitreal bevacizumabin fotokoagiilasyon, IVTA,
vitrektomi gibi tedavilere cevap vermeyen diffiiz diyabetik makiila 6demi olan gozlerde
faydali oldugunu bildirmislerdir (144).

1.7. Ramucirumab

Ramucirumab (Cyramza®), ABD'de ilerlemis veya rezeke edilemeyen HCC'nin
ikinci basamak tedavisi i¢in onaylanmis bir VEGFR-2 antagonistidir. Japonya'da serum
a-fetoprotein diizeyi > 400 ng/mL olan rezeke edilemeyen HCC’li hastalarda endikedir.
ABD'de, ramucirumab yalnizca daha once sorafenib ile tedavi edilenler i¢in endikedir
(22).

1.7.1. Ramucirumabin Farmakodinamik Ozellikleri

Tamamen insan IgG1l monoklonal antikoru olan ramucirumab, VEGFR-2'ye
yiiksek afinite ile baglanir ve VEGFR-2'nin ligandlart olan VEGF-A, -C ve -D'ye
baglanmasini giigcli bir sekilde inhibe eder; bu eylem, ligand kaynakli VEGFR-2
aktivasyonunu ve anjiyogenez igin kritik olan sinyal mekanizmasini inhibe eder (22-25).
Ramucirumab, VEGFR-2'ye olduk¢a 6zgiildiir ve insan VEGFR-1 veya -3 ile gapraz
reaksiyona girmez (22). In vitro olarak ramucirumab, VEGFR-2'nin VEGF aracili
fosforilasyonunu, sinyal molekiillerini (fosfoinositid fosfolipaz C-y, mitojenle aktive olan
protein kinazlar), hiicre i¢i kalsiyum mobilizasyonunu, insan endotel hiicrelerinin
mitogenezini-gogiinii ve hiicre proliferasyonunu inhibe eder (24, 25). Ramucirumab
ayrica VEGFR-2 ekspresyonunu azaltir (22). Ramucirumab (DC-101) murin versiyonu,
fare modellerinde anjiyogenezi ve tiimor bitytimesini inhibe etti (22, 145). Ramucirumab,
faz | calismalarinda ilerlemis solid hepatoselliiler timérleri olan hastalarda antianjiyojenik
(azalmig timor perfiizyonu ve vaskiilarite) ve antikanser aktivite gosterdi (146-148).
Takip eden bir faz 2 ¢alismada ramucirumab, ilerlemis HCC'li hastalarda timit verici bir

on etkinlik ve kabul edilebilir bir tolere edilebilirlik profili gosterdi (149). In vitro
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ozellikleriyle tutarli olarak ramucirumab, bu hastalarda serum VEGF'yi ve plasental

biiytime faktoriinii yiikseltti ve ¢oziinebilir VEGFR-2'yi gegici olarak azaltt1 (149).

1.7.2. Ramucirumabin Farmakokinetik Ozellikleri

Ramucirumab, bir 1gG monoklonal antikoru igin tipik bir farmakokinetik profil
sergilemistir (yani, diisiik dagilim hacmi, yavas klirens ve uzun eliminasyon yari 6mrii)
(22). Her 2 veya 3 haftada bir 6-12 mg/kg doz araliginda intraven6z olarak uygulanan
ramucirumabin farmakokinetigi, ¢esitli kanser tiirlerine sahip hastalarda biiyiik 6l¢iide
benzerdi (22). Farmakodinamik hayvan calismalar1 verilerine dayanarak, insanlarda
ramucirumabim minimum hedef seviyesi > 20 ug/mL olarak bildirilmis (146). flerlemis
solid tiimorleri olan hastalarda, ramucirumab ortalama minimum konsantrasyonlari
(Cmin) haftada bir kez 2-16 mg/kg'lik bir dozaj araliginda hedef seviyeleri asmustir.
Bununla birlikte, ramucirumab klerensi > 8 mg/kg'da doymustu ve bu, bu dozajda tam bir
VEGFR-2 blokaj1 olasiliginin yiiksek oldugunu gdosteriyor. Bu ¢aligmaya ve 2 veya 3
haftada bir dozaj planlarini degerlendiren baska bir ¢aligmaya dayanarak, ramucirumab
icin onerilen faz 2 dozu 2 haftada bir 8 mg/kg veya 3 haftada bir 10 mg/kg idi (146, 147).
2 haftada bir 8 mg/kg ramucirumab alan HCC hastalarinda, 2., 4. ve 7. dozdan onceki
(Cmin) sirasiyla 23.5, 44.1 ve 60.2 pg/mL idi (22). Ramucirumab maruziyeti, > 8 mg/kg
dozlarda dozu orantili olarak artirdi ve kararli durum konsantrasyonlarina 12 haftada
ulagildi. Her 2 haftada bir uygulamada, birikim oram1 1.5 idi (22). Ramucirumab
popiilasyon farmakokinetik analizlerine gore, kararli durumda ortalama dagilim hacmi 5,4
L, ortalama klerens 0,015 L/saat ve ortalama yarilanma 6mrii 14 giin olmustur. Dogrudan
degerlendirilmemesine ragmen, diger antikorlar gibi ramucirumabin da birincil olarak

katabolizma yoluyla temizlenmesi beklenir (22).
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2. GEREC VE YONTEM

Bu calisma Firat Universitesi Hayvan Deneyleri Etik Kurulu’nun 16.02.2022 tarih
ve 2022/03 sayili karariyla, Firat Universitesi Tip Fakiiltesi Goz Hastaliklar1 ve
Biyokimya Anabilim Dallar1 ile Veterinerlik Fakiiltesi Patoloji Anabilim dalinin

katkilartyla gerceklestirilmistir.

2.1. Deney Hayvanlar: ve Beslenmeleri

Deneysel ¢alismada kullanilan 40 adet 8-10 haftalik eriskin Sprague Dawley cinsi
erkek ratlar FUDAM biriminden temin edildi. FUDAM biriminde ortam sicaklii 22—
25°C arasinda sabit tutularak 12 saat aydinlik (07:00-19:00) ve 12 saat (19:00- 07:00)
karanlikta takip edilerek deney gergeklestirildi. Deney baslangici ve sonunda hayvanlarin
agirhiklar olgildi. Tim hayvanlara ayni standart rat yemi verilerek add libitum su ve
yiyecek alimlar1 saglandi. Yemler; ¢elik kaplarda, su; cam biberonlarda normal ¢esme
suyu olarak verildi. Hayvan yemleri Elazig Yem Sanayi A.S. Yem Fabrikasi“nda

hazirlandi. Tiim hayvanlarin giinliik olarak altlar1 temizlenerek bakimlari yapildi.

2.2. Diyabet Indiiksiyonu ve Diyabetik Retinopatinin Olusumunun Takibi

Caligmanin bu kisminda kullanilacak 30 adet siganda diyabet olusturmak i¢in 26
gauge“lik insiilin enjektoriiyle 60 mg/kg dozunda STZ (Streptozosin, Zanosar, Pharmacia,
France) intraperitoneal (i.p) olarak 0,4 ml (0,1 M) sodyum-sitrat tamponunda (pH:4,5)
cozdiiriilerek tek doz uygulandi. 72 saat sonra kuyruk veninden kan alinarak, glukometre
cihazindaki 6l¢tim sonucu aglik kan glikozu > 250 mg/dI“yi gegen si¢anlar diyabetik
olarak kabul edildi. Kan sekeri 6l¢iimii Chemstrip bG (BioDynamics, Boehringer
Mannheim, Indianapolis, IN) ile yapildi. Siganlarin aglik kan glikoz diizeylerini saptamak
icin kan ornekleri, 8-10 saatlik aglik sonrasinda sabah 8-10 arasinda alindi. Baslangig
deney siiresi 21 hafta olarak planlanmakla beraber diyabetik retinopati baslangicini tespit
etmek amagli ilk 8.haftada ve sonraki her 4 haftada bir Sham grubundan bir rat sakrifiye

edilerek histopatolojik bulgulara bakilmasi planlandi.

36



2.3. Deney Gruplarimin Olusturulmasi

Agirliklar1 250-300 gr arasinda degisen 8-10 haftalik 40 adet Sprague Dawley cinsi
erkek ratlar 4 gruba ayrildi.

Grup | (Kontrol grubu) (n:10); Tek doz 0,1 M sodyum sitrat tamponu i.p
uygulandi.

Grup Il (Sham grubu) (n:10): 60 mg/kg olacak sekilde tek doz STZ 0,1 M
sodyum sitrat tamponunda (Ph:4,5) c¢ozdiiriilerek i.p olarak uygulandi. 72 saat sonra
kuyruk veninden kan glikoz diizeyi 250 mg/dl tizerinde olanlar diyabetik kabul edildi.
Deney siiresi olan 12 hafta boyunca ek islem yapilmadi.

Grup 111 (Bevacizumab grubu) (n:10): 60 mg/kg olacak sekilde tek doz STZ 0,1
M sodyum sitrat tamponunda (Ph:4,5) ¢ozdiiriilerek i.p olarak uygulandi. 72 saat sonra
kuyruk veninden kan glikoz diizeyi 250 mg/dl tizerinde olanlar diyabetik kabul edildi.
Deneyin 12. haftasinin basinda ip 2,5 mg/kg bevacizumab (Altuzan, 100 mg/4 mL flakon,
Roche, Isvigre) uygulandi.

Grup IV (Ramucirumab grubu) (n:10): 60 mg/kg olacak sekilde tek doz STZ
0,1 M sodyum sitrat tamponunda (Ph:4,5) ¢ozdiiriilerek i.p olarak uygulandi. 72 saat sonra
kuyruk veninden kan glikoz diizeyi 250 mg/dl tizerinde olanlar diyabetik kabul edildi.

Deneyin 12. haftasinin basinda ip 8 mg/kg ramucirumab uygulandi.

2.4. Orneklerin Alinmasi

Tim gruplardaki ratlar 12. hafta sonunda tartildiktan sonra, ketamin (75
mg/kg)+xylazine (10 mg/kg) i.p uygulanarak anestezi altinda dekapite edildiler.
Dekapitasyonun ardindan ratlarin her iki gézii de hizlica eniikle edildi. Toplamda 28 rata
ait sol gozler histopatolojik analiz i¢in, Davidson ¢ozeltisinde 24 saat boyunca tespit
edildi. Daha sonra, musluk suyunda yikanan doku &rnekleri dereceli alkol, ksilol ve
parafin serilerinden gegirilerek parafin bloklara gémiildi. Ratlarin sag gozleri 0,0 1ml’lik
fosfat tamponu (PBS; pH 7,4) igeren ependorf tiiplere alinarak ELISA ¢alisilmasi igin -80
°C dondurucuya kaldirildi.

37



2.5. Histopatolojik Yontem

Bu calismada, sakrifiye edilen 28 ratin sol gozleri eniikle edildi. Gozler, Davidson
cozeltisinde 24 saat boyunca tespit edildi. Daha sonra, musluk suyunda yikanan doku
ornekleri dorso-ventral pozisyonda optik sinire yakin olarak trimlenerek, otomatik doku
takip cihazinda (Leica TP 1020, Wetzlar, Almanya) alkol, ksilol ve parafin serilerinden
gecirilecek, doku bloklama cihazinda (Leica EG 1150 H, Wetzlar, Almanya) parafin
bloklama yapildi. Elde edilen parafin bloklardan rotary mikrotom (Leica RM2125,
Wetzlar, Almanya) ile 5 um kalinliginda kesitler pozitif sarjli lamlara alindi. Hazirlanan
kesitler otomatik doku boyama makinasinda (Leica Autostainer XL, Wetzlar, Almanya)
Hematoksilen-Eosin (H-E) ve Periyodik Asit Shift (PAS) yontemiyle boyanarak isik

mikroskobunda incelendi. PAS Alcian Blue yontemi igin ticari kit (Biomedica) kullanildi.

2.5.1. Morfometrik Olgiimler:

Her bir goz kesitinde 5 bolgeden retina katmanlar1 mikrometrik 6l¢iildi. Bu
bolgeler bir adet santral retinatadan, saghi-sollu ikiser peripheral ve midzonal retina

bolgelerinden olusmaktayd.

2.5.2.Damar sayilarmin tespit edilmesi:

PAS yontemiyle boyanmis preparatlarda ganglion tabakasi ve i¢ niikleer
tabakadaki damarlarin sayilart 1s1k mikroskobunda 40’lik objektif kullanilarak tespit
edildi.

2.5.3. Terminal Deoxynucleotidyl Transferase Mediated Dupt Nick End
Labeling Boyama Yoéntemi (TUNEL)

Retina katmanindaki fotoreseptor hiicrelerinde meydana gelen DNA kirilmalarinin
tespiti i¢in Terminal Deoxynucleotidyl Transferase Mediated Dupt Nick End Labeling
boyama yontemi kullanildi. Pozitif sarjli lamlara alinan doku Kesitleri, 6ncelikle 24 saat
65+1°C'de inkiibe edilerek hazirlandi, daha sonra ksilolle deparafinize edilmis ve azalan
alkol serilerinden gecirilerek dehidre edildi. Kesitler PBS iginde 2 kez 5 dakika yikandi.

Sonrasinda {iretici firmanin Onerilerine gore hazirlanmis apoptozis kitinde bulunan
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kimyasallar kullanilarak TUNEL boyama yapildi. Bu islem sirasinda tespit soliisyonunun
antijenik unsurlarinin kapatici etkisini ortadan kaldirmak i¢in proteinaz K soliisyonunda
20 dakika bekletildi. Kesitler endojen peroksidaz aktivitesini engellemek i¢in hidrojen
peroksit blok soliisyonunda 5 dakika bekletildi ve equilibration tampon soliisyonu ile 30
dakika muamele edildi. Daha sonra kesitler terminal deoksiniikletotidil transferaz (TdT)
enzimi ve digoxigenin ile isaretli niikleotitleri i¢eren reaksiyon tamponu kullanilarak oda
sicakliginda 1.5 saat boyunca inkiibe edildi. Reaksiyon durdurma soliisyonu ve PBS
kullanilarak kesitler yikandiktan sonra konjugat soliisyonunda 30 dakika bekletildi. Son
olarak, kesitlere 3.3’ diaminobenzidine (DAB) kromojeni uyguland: ve Methyl Green ile
karsit boyama yapildi ve entellanla kapatildi. Apoptotik hiicreler tiim retina boyunca

kirklik biiytitmede incelenerek pozitif boyanma gosteren hiicreler tespit edildi.

2.6. Biyokimyasal Yontem

Toplamda 28 ratin sag gozleri eniikle edildi, 0,01ml’lik fosfat tamponu (PBS; pH
7,4) igeren tiiplere alinan dokular (1:9; w:v) 4°C’de, 16000 rpm’de 3 dk homojenize edildi.
Elde edilen Homojenatlar 5000xg’de 15 dk (+4°C’e) santrifiijlenerek siipernatantlari
ayrildi. Siipernatantlardaki protein diizeyleri BCA Protein Colorimetric Assay Kit
(Catalog No: E-BC-K318-M; Sensitivity: 0,0165 mg/ml; 6l¢im araligi: 0,0165-1 mg/ml;
intra-assay CV: %2,2; inter-assay CV: % 4,5) ile tayin edildi. Bu yontemin prensibi; alkali
ortamda proteinlerin BCA reaktifi ile olusturdugu mor renkli kompleksin 562 nm’de
Ol¢iilmesine dayanmaktadir. Stipernatantlarin VEGF, TGFB1, SOD ve IL-1p diizeyleri
Enzyme-Linked Immuno Sorbent Assay (ELISA) yontemiyle olgiildii. Sonuglar mg

protein basina degerler olarak hesaplanip istatistiksel analizler bu sonuglar ile yapildi.

2.6.1. VEGF-A diizeylerinin Belirlenmesi

Doku VEGF-A diizeyleri, Rat VEGF-A ELISA kiti (USCN Business Co., Ltd.,
Wuhan, China, katalog no; SEA143Ra, Lot:L.220428083) kullanilarak Kit prosediiriine
uygun olarak galisildi. Absorbanslar EPOCH 2 (BioTek Instrument, Inc, USA) mikro
plate okuyucusunda spektrofotometrik olarak 450 nm’de okutuldu. Sonuglar pg/mL

39



olarak ifade edildi. Kitin 6l¢iim araligr 15,6-1000 pg/mL ve sensitivitesi 6,3 pg/mL idi.
Intra-Assay’i CV<%10; Inter Assay’i CV<%12 idi.

2.6.2.SOD diizeylerinin Belirlenmesi

Doku SOD diizeyleri, Rat SOD ELISA kiti (USCN Business Co., Ltd., Wuhan,
China, katalog no; SEA124Ra, Lot:L220428090) kullanilarak Kit prosediiriine uygun
olarak ¢alisildi. Absorbanslar EPOCH 2 (BioTek Instrument, Inc, USA) mikro plate
okuyucusunda spektrofotometrik olarak 450 nm’de okutuldu. Sonuglar pg/mL olarak
ifade edildi. Kitin dl¢im araligi 15,6-1000 pg/mL ve sensitivitesi 6,4 pg/mL idi. Intra-
Assay’i CV<%10; Inter Assay’i CV<%12 idi.

2.6.3. 1L 1-B diizeylerinin Belirlenmesi

Doku IL 1-B diizeyleri, Rat IL 1-B ELISA kiti (USCN Business Co., Ltd., Wuhan,
China, katalog no; SEA563Ra, Lot:L220428108) kullanilarak Kit prosediiriine uygun
olarak caligildi. Absorbanslar EPOCH 2 (BioTek Instrument, Inc, USA) mikro plate
okuyucusunda spektrofotometrik olarak 450 nm’de okutuldu. Sonuglar pg/mL olarak
ifade edildi. Kitin 6l¢gtim araligi 15,6-1000 pg/mL ve sensitivitesi 5,4 pg/mL idi. Intra-
Assay’i CV<%10; Inter Assay’i CV<%12 idi.

2.6.4. TGFp1 diizeylerinin Belirlenmesi

Doku TGFB1 diizeyleri, Rat TGFB1 ELISA kiti (USCN Business Co., Ltd.,
Wuhan, China, katalog no; SEA134Ra, Lot:L220428107) kullanilarak Kit prosediiriine
uygun olarak calisildi. Absorbanslar EPOCH 2 (BioTek Instrument, Inc, USA) mikro
plate okuyucusunda spektrofotometrik olarak 450 nm’de okutuldu. Sonuglar ng/mL
olarak ifade edildi. Kitin 6l¢iim aralig1 0,156-10 ng/mL ve sensitivitesi 0,073 ng/mL idi.
Intra-Assay’i CV<%10; Inter Assay’i CV<%12 idi.

2.7. istatistiksel Analiz

Analizler i¢in SPSS 25.0 (Statistical Package for the Social Sciences) programi

kullanilmigtir. Siirekli sayisal degiskenlerin normal dagilima uygunlugu Shapiro Wilk
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testi ile degerlendirilmistir. Gruplar arasinda verilerin karsilastirmasinda Kruskal Wallis
testi kullanilmustir. Ikili karsilastirmalarda Bonferroni diizeltmesi yapilarak anlamli grup
belirlenmistir. % 95’lik giiven araliginda ¢alisilmistir. Veriler ortalamatstandart sapma
degerleri ile 6zetlenmistir Biitiin analizler i¢in p<0.05 istatistiksel anlamli deger olarak

kabul edilmistir.
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3. BULGULAR

3.1. Klinik bulgular

Deney siiresinin basinda her grupta 10 adet olmak tizere 40 Sprague Dawley rat
ile ¢alisma baslatildi. Diyabet olusturulmasi igin ip STZ uygulanan Sham ve tedavi
gruplarinda tiim ratlarda aglik kan glikozu > 250 mg/dl’yi gegince calismaya dahil
edildiler. 8. haftada Sham grubundan bir ratin saktifikasyonu yapild: ve histopatolojik
incelemede retina katmanlarinda diyabetik retinopati bulgularindan neovaskiilarizasyona
rastlandi. Deney siiresi boyunca her gruptan olmak iizere hayvan éliimleri oldu. Istatistik
inceleme yapilabilmesi ig¢in her grupta en az 7 rat yasayana kadar deneye devam edildi.
Planlanan deney siiresi olan 21. haftaya ulagilamadi. 12. haftanin basinda her grupta 7’ser
rat yasiyordu. Deney basinda planlandig1 gibi ilag enjeksiyonlari yapilarak 12. hafta
sonunda deneye son verildi. Deney sonunda biitiin ratlarda baslangi¢ agirliklarina gore

anlaml olarak kilo alim1 olmustu. Sham, Bevacizumab ve Ramucirumab gruplarinda tiim

ratlarda disardan makroskobik boyutta korneal neovaskiilarizasyon ve katarakt mevcuttu
(Sekil 3).

Sekil 3. Sham grubundan bir ratta korneal neovaskiilarizasyon ve katarakt (12. hafta)
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3.2. Histopatolojik bulgular

3.2.1.Retina Katmanlarimmn Ol¢iim Bulgular

Retina katmanlarna ait 6l¢iim degerleri Tablo-1’de sunulmus olup, gruplar
arasinda bazi katmanlarin kalinliklarinda farkliliklar sapandi. En dikkati ¢eken veya
onemli sayilabilecek degisimler, total periferal ve midzonal retina katmanlarinda
gozlendi. Buna gore Sham grubu siganlarda s6z konusu katmanlarin kalinliklart Kontrol,
Bevacizumab ve Ramucirumab gruplarina gore istatistiksel olarak 6nemli derecede
artmistt (Tum gruplar i¢in p<0.05). Periferal gangliyon, midzonal i¢ ve dis ¢ekirdek,
periferal i¢ ¢ekirdek katmanlarinda Kontrol grubuna goére Sham, Bevacizumab ve
Ramucirumab gruplarinda anlaml olarak kalinlik artis1 vardi (Tim gruplar i¢in p<0.05).
Midzonal gangliyon, periferal dis gekirdek, total midzonal, total periferal tabakada
Ramucirumab ve Sham gruplarinda Kontrol ve Bevacizumab gruplarina gére daha kalindi
(p<0.05). Tiim veriler tablo 1°de 6zetlenmistir.

Sham, Bevacizumab ve Ramucirumab gruplarinda en 6nemli bulgulara retina
damarlarinda rastlandi. Histopatolojik bulgular1 6zetlersek; neovaskularizasyon, skleral
damar duvarlarinda daralma, koroidal damar bazal membranlarinda kalinlasma, koriod
damarlarinda endotel proliferasyonu, damar duvarlarinda hyalinizasyon, endotel hiicre

proliferasyonlari ve katarakt en belirgin bulgulardi.
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Tablo 1. Gruplara gore retina katmanlarinin kalinliklart

) . GRUPLAR
Retina Katma(nl;l;mm Kahnhg Kontrol Sham Bevacizumab Ramucirumab
" (n:7) (n:7) (n:7) (n:7)

Periferal Ganglion Tabakasi
Midzonal Ganglion Tabakasi
Merkezi Ganglion Tabakasi

Periferal Dis Cekirdek
Tabakas1
Midzonal Dis Cekirdek
Tabakasi

Merkez Dis Cekirdek Tabakasi
Periferal i¢c Cekirdek Tabakasi
Midzonal i¢ cekirdek Tabakasi

Merkez i¢ cekirdek Tabakasi

Periferal Fotoreseptor
Tabakasi

Midzonal Fotoreseptor
Tabakasi

Merkez Fotoreseptor Tabakasi
Periferal Pleksiform Tabakasi
Midzonal)Pleksiform Tabakasi

Merkez Pleksiform Tabakasi

Periferal Total Retina
Tabakasi
Midzonal Total retina
Tabakasi

Merkez Total retina Tabakasi

17.35+4.7002
31.27+6.5382
37.52+6.068

18.18+1.9962

33.2542.355¢2

34.72+6.816
15.87+£3.812°2
32.43+4.120°2
36.38+6.142

12.94+4.023

19.51+£2.936

24.49+19.02
9.998+2.298
18.84+4.756
37.42+19.89

78.28+9.8732

139.5+14.422
172.6+36.17

26.11£5.675°P
44.12+9.42020
40.73£9.726

26.18+5.401°

41.24+4.194%

37.81+8.048
23.09+3.577°
44.61+16.43"

36.21+6.702

14.35+3.685

18.22+3.537

17.13+£7.426
10.36+11.67
11.94+7.894
38.83+19.42

113.9+15.45°

181.5+38.12°
183.5+27.05

26.68+5.197°
35.71+8.3332
44.22+8.706

21.84+3.1122

39.15+6.271%®

41.56+7.683
21.74+4.586 °
35.30+8.352%
36.87+6.457

12.42+4.354

18.46+4.129

21.21+6.445
8.481+6.047
14.67+11.83
38.30+15.15

92.19+15.852

148.4+£32.872
188.6+22.60

27.98+5.094 P
48.75+7.615°
44.54+4.161

24.52+5.529@

43.55+12.71P

37.1949.598
25.20+5.483 0
33.87+7.380%

37.18+8.004

14.78+2.624

21.23+3.827

19.03+3.589
12.52+6.054
16.82+5.014
33.94+16.48

100.8+19.41%

162.2+20.75%
178.0+21.76

Sonuglar ortalama=+standart sapma olarak verilmistir.

ab: Farkli iist simgeleri tasiyan degerler istatistiksel olarak birbirinden farklidir (P<0.05).

3.2.2. Vaskiiler Bulgularin Degerlendirilmesi

Yapilan histopatolojik sayimlarda Sham grubu si¢anlarda damar sayilar1 Kontrol,
Bevacizumab ve Ramucirumab gruplarina gore 6nemli derecede artmisti (Tim gruplar
icin p<0.05) (Tablo 2).
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Tablo 2. Gruplara gore ganglion ve i¢ niikleer tabakada damar sayilarinin karsilastiriimasi

Gruplar Damar Sayilari
Kontrol (n:7) 18.50+2.582
Sham (n:7) 35.33+11.51
Bevacizumab (n:7) 19.334+4.50%
Ramucirumab (n:7) 21.0+£10.02

@ Sham grubu ile karsilastirildiginda p<0.05

Sonuglar ortalamaztstandart sapma olarak verilmistir.

Mikroskobik olarak da neovaskularizasyon, en belirgin olarak Sham grubu
hayvanlarda vardi. Grup 3 ve 4’te bir kag tane neovaskiiler damar goriilmekle birlikte grup
2’ ye gore istatistiksel olarak anlamlilik yoktu (sirastyla p>0.05, p>0.05). Neovaskiilarize

damarlar daha ¢ok goziin ganglion ve i¢ niikleer tabakasinda goriildii (Sekil 4 ve 5).

Gr-1: Kontrol grubu, Gr-2: Sham grubu, Gr-3: Bevacizumab grubu, Gr-4: Ramucirumab grubu
Sekil 4. Ganglion tabakasinda neovaskiilarizasyon (mavi oklar) en belirgin olarak Sham
grubu siganda dikkati ¢cekmektedir (H-E).
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Sekil 5. I¢ niikleer tabakada neovaskiilarizasyon (mavi oklar) (Sham grubu, deneyin 8.
haftasinda sakrifiye edilen rat, H-E)
Neovaskiilerize damarlar o6zellikle endotel hiicreleri icermeyen ince duvarli

damarlardan olusmaktaydi (Sekil 6).

=)

Sekil 6. i¢ niikleer tabakada endotel hiicresi icermeyen yeni olusmus bir damar (beyaz ok)
(Sham grubu, PAS)

Retinal ganglion tabakasinda sayica artmis kapillar damarlarin bir bolimiinde

damarlarda hyanilizasyon bulgularina rastlandi (Sekil 7). Sozi edilen hyalinizasyon
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Sham, Bevacizumab ve Ramucirumab grubu ratlarda gozlendi. Hyanilizasyon
bulgularinda gruplar arasinda 6nemli bir farklilik olmadigi gozlendi (Tim gruplar i¢in
p>0.05). Hyalinizasyonun yanisira bazi1 kapillar damarlarda endotel hiicrelerinde sayica
artis oldugu dikkati ¢ekti (Sekil 7). Ancak gruplar arasinda 6nemli bir farklilik mevcut
degildi (Ttm gruplar i¢in p>0.05).

Sekil 7. Ganglion tabakasinda hyalinize damarlar ve endotel hiicrelerinin sayica artisi
(mavi oklar) (Sham grubu, PAS)
Benzer sekilde iriste damar duvari hyalinizasyonlarina Sham grubunda sadece bir
ratta rastlandi (Sekil 8).

2

Sekil 8. Iriste hyalinize damarlar (mavi oklar) (Sham grubu, PAS)
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Sham ve tedavi gruplarinda saptanan diger bir bulgu da koriodal damarlarda
kapillar endotel proliferasyonuyla karakterizeydi. Endotel hiicrelerinin bu bolgelerde
prolifere oldugu ve kapillar damarlarin duvarlarinda muskiiler tabakanin kalinlagtigi
saptandi (Sekil 9). Gruplar arasinda 6nemli bir farklilik mevcut degildi (Tim gruplar i¢in
p>0.05).

Sekil 9. Korioid tabakasinda endotelial prolifrasyon (ok baslar1) ve muskular hipertrofi
(ok) (Sham grubu,H-E)

Koriodal damarlarda bazal membram kalinlagmalarina Sham ve tadavi gruplarinda
rastlandi. Gruplar arasinda 6nemli bir farklilik mevcut degildi (Tim gruplar i¢in p>0.05).
(Sekil 10).
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Sekil 10. Korioidal damar bazal membraninda kalinlasma ve muskular hipertrofi
(ok)(Sham grubu, PAS)

3.2.3. Katarakt

Sham ve tedavi gruplarinda lenste Morgagnian globiilleri, posterior lens epiteli
migrasyonu, kese hiicrelerinin olusumu Ve lens proteinlerinin denaturasyonuyla

karakterize katarakt bulgularina rastlandi (Sekil 11).

Sekil 11. Lens’te Morgagnian globiillerinin olusumuyla karakterize katarakt (oklar)

(Bevacizumab grubu, PAS)
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3.2.4. TUNEL Boyama

Kontrol grubunda daha az rastlanmakla beraber Sham ve tedavi gruplarinda daha
stk olmak tizere her mikroskop alaninda 1 veya 2 adet pozitif boyanmis hiicre tespit edildi
(Sekil 12). TUNEL boyamada Sham grubu ile Bevacizumab ve Ramucirumab gruplari
arasinda anlaml fark goriilmedi (sirasiyla p>0.05, p>0.05). Apoptotik hiicreler belli bir

bolgede degil de ratinanin farkli bolgelerinde rastgele bir dagilim gostermekteydi.

s 7
7 ek
’“ A \-"

-~

Sekil 12. TUNEL boyamada retinanin ve koroidin farkli tabakalarinda goriilen apoptotik

hiicreler (oklar) (Sham ve tedavi gruplari)

3.3. Biyokimyasal bulgular

Kontrol, Sham, Bevacizumab ve Ramucirumab gruplarinda 7’ser ratin sag
gozlerinden alinan 6rneklerin degerlendirildigi bu calismada VEGFA diizeyleri Kontrol,
Sham, Bevacizumab ve Ramucirumab gruplarinda ortalama+standart sapma olarak
sirastyla 0.00, 0.6518+0.52403, 0.0486+0.12851, 0.00 pg/mg prot idi. VEGFA’ya Sham

grubunda 5 ratta ve Bevacizumab grubunda sadece bir ratta rastlanirken, Kontrol ve

50



Ramucirumab gruplarinda hicbir ratta rastlanmadi. Sham grubu ile karsilastirildiginda;
Kontrol, Bevacizumab ve Ramucirumab gruplarinda VEGFA diizeyi istatistiksel anlaml
olarak daha disiiktii (sirastyla p: 0.023, p: 0.020, p: 0.023). Bevacizumab grubu ile
Kontrol ve Ramucirumab gruplar1 arasinda VEGFA diizeyleri i¢in yapilan analizlerde
istatistiksel anlamli fark gortilmedi (Ttim gruplar igin p>0.05). SOD diizeyleri Kontrol,
Sham, Bevacizumab ve Ramucirumab gruplarinda ortalama+standart sapma olarak
sirastyla 188.84+44.222, 67.74+26.354, 216.25+63.391, 207.40+£64.926 pg/mg prot idi.
Sham grubu ile karsilagtirildiginda SOD diizeyi Kontrol, Bevacizumab ve Ramucirumab
gruplarinda istatistiksel anlamli diizeyde daha fazlaydi (sirasiyla p: 0.002, p: 0.003, p:
0.002). IL-1B diizeyleri Kontrol, Sham, Bevacizumab ve Ramucirumab gruplarinda
ortalamatstandart sapma olarak sirasiyla 186.98+152.954, 1184.10+732.266,
419.13+206.103, 529.35+211.338 pg/mg prot idi. Sham grubu ile karsilastirildiginda
Kontrol, Bevacizumab ve Ramucirumab gruplarinda IL-1B diizeyi istatistiksel olarak
anlamli diizeyde daha diisiiktii (sirasiyla p: 0.002, p: 0.009, p: 0.025). Kontrol grubu ile
kargilastirildiginda Bevacizumab ve Ramucirumab gruplarinda IL-1f diizeyi anlamli
olarak daha yiiksekti (sirasiyla p: 0.048, p: 0.013). Bevacizumab ve Ramucirumab gruplari
arasinda SOD ve IL-1B diizeylerinde anlamli farklilik goriilmedi (p>0.05). TGFp1
diizeyleri Kontrol, Sham, Bevacizumab ve Ramucirumab gruplarinda ortalamatstandart
sapma olarak sirasiyla 1.28+0.601, 1.63+0.635, 2.04+0.742, 1.76+0.479 ng/mg prot idi.
TGFp1 diizeylerinde gruplar arasinda istatistiksel anlamli fark goriilmedi (Tim gruplar

icin p>0.05). Biyokimyasal analiz sonuglarimiz tablo 3’te 6zetlenmistir.

Tablo 3. Gruplar arasinda VEGF-A, SOD, IL-1p ve TGFf1 diizeylerinin karsilagtirmasi

Degiskenler Kontrol (n=7) Sham (n=7) Bevacizumab (n=7) Ramicrumab (n=7)
VEGFA (pg/mg prot) 0.002 0.6518+0.52403 0.0486+0.12851? 0.002

SOD (pg/mg prot) 188.84+44.222%  67.74+26.354 216.25+63.3912 207.40+64.9262
Rat IL-1B (pg/mg prot) 186.98+152.954% 1184.10+732.266  419.13+206.1032° 529.35+211.3382P
TGFB1 (ng/mg prot) 1.28+0.601 1.63+0.635 2.04+0.742 1.76+0.479

Kargilagtirmalarda Kruskal Wallis testi kullanilmigtir. Sonuglar ortalama=tstandart sapma olarak verilmistir.
@ Sham grubu ile karsilagtirildiginda p<0.05
®Kontrol grubu ile karsilastirildiginda p<0.05
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4. TARTISMA

Diabetes Mellitus (DM), insiilin eksikligi ya da insiilinin etkisindeki sorunlar
nedeniyle karbonhidrat, yag ve proteinlerin yeterli diizeyde kullanilamadigi, siirekli olarak
tibbi yardim gerektiren, vaskiiler ve néropatik komplikasyonlarla karakterize kronik bir
hastaliktir. Diyabetteki temel metabolik bozukluk hiperglisemidir. Diyabetin goriilme
oran1 her gegen yil hizli bir sekilde artmakta olup, 20 ile 79 yaslari arasindaki yetigkinlerde
2021 yilinda yapilan taramalarda, diinya genelindeki DM prevalansinin yaklasik 537
milyon oldugu biliniyor ve bu saymin 2030 yilinda 643 milyon diizeylerine, 2045 yilinda
ise 783 milyon diizeylerine ulasacagi tahmin ediliyor (2, 3). Diyabetli hasta sayisinin
gittikge artmasiyla birlikte, tilkelerin saglik harcamalari da orantili bicimde artmakta,
hastaligin ve komplikasyonlariin tedavisi i¢in ekonomik ve etkili alternatif ¢dziim yollar1
aragtirllmaktadir. Diyabetin uzun donemde olusan komplikasyonlarinin neden oldugu
morbidite ve mortalite; kapiller bazal membran kalinlasmasiyla iliskili olan mikrovaskiiler
hastalik, hizlanmig aterosklerozla birlikte goériilen makrovaskiiler hastalik, somatik ve
otonom sinir sisteminin ikisini de igeren noropatiler, kas zayifligiyla birlikte goriilen
noromiiskiiler disfonksiyon ve enfeksiyonlara direncin azalmasiyla olugsmaktadir. Kronik
komplikasyonlar goz, bobrek, kalp, sinir ve kan damarlarini etkilemektedir (150).

Kontrolsiiz diyabet; katarakt, glokom, okiiler ylizey bozukluklari, tekrarlayan
arpacik, non-arteritik 6n iskemik optik noropati, diyabetik papillopati ve diyabetik
retinopati gibi bir¢ok okiiler hastaliga yol acabilir. Diyabetik retinopati (DRP), retinada
gormeyi tehdit eden hasar yaparak sonunda korliige yol agabilir; en sik goriilen ve ciddi
okiiler komplikasyondur (45). DRP gelismis iilkelerde gorme azliginin en 6nde gelen
nedenlerinden biridir. Ozellikle toplumun aktif ¢alisilan 20 - 50 yas aras1 niifusunda gérme
kayb1 nedenlerinin basinda gelmektedir. Gelismis toplumlarda diyabetin goriilme oraninin
giderek artmasi, ayrica modern tedavi yontemleriyle diyabetlilerde yasam siiresinin
uzamasi, DRP ve diyabetik makiilopati goriilme sikligini arttiran en dnemli faktorlerdir.
Hastaligin tanis1 konulduktan sonraki ilk 5 yil igerisinde retinopati goriilme olasiligi ¢ok
diistik olmakla birlikte, 5 yilda ortalama %27, 10 yilin {izerinde ise %71-90 oraninda
goriilmektedir (151).
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Diyabetik retinopatinin etiyolojisini ve patogenezini arastirmak ve hastaligi tedavi
etmek i¢in ¢esitli hayvan modelleri gelistirilmistir. Tiim indiiksiyon yontemleri bugiin
hala incelenmekle birlikte, en yaygin olan1t STZ uygulamasidir, ¢linkii en hizli hastalik
gelisimi oraniyla sonuglanir. Farelerde diyabetin streptozosin (STZ) ile indiiksiyonu i¢in
toplam 150 ila 400 mg/kg STZ verilen 1 ila 5 doz arasinda degisen ¢esitli protokoller
gelistirilmistir (124). Hiperglisemi baslangic tipik olarak dozdan bagimsiz olarak 2 hafta
icinde ortaya ¢ikar ve 22 aya kadar muhafaza edilebilir (124, 125). STZ farelerinde
gozlemlenen DRP fenotipleri, hiperglisemi baslangicindan 4-5 hafta sonra artan astrosit
ve glioz sayisini1 (125, 126), 6. haftada retina gangliyon hiicre (RGC) kaybim (127) , 10.
haftada retina i¢ niikleer tabakasinda (INL) ve dis niikleer tabakasinda (ONL) incelmeyi
icerir. 16. haftada neovaskiilarizasyon ve 6. ayda hiicresiz kilcal damarlar ve perisit
hayaletleri goriliir (125, 128, 129). Farelerin aksine, ratlar diyabet gelistirmek i¢in daha
diistik dozlarda STZ'ye ihtiyag duyar (124). Retinal lezyonlarin baslangici rat suslari
arasinda farklilik gosterir, ancak gozlenen bazi fenotipler arasinda indiiksiyonu takiben
diyabet baslangicindan 2 hafta sonra kan retina bariyeri yikimi (130, 131), dordiincii
haftadan itibaren ONL incelmesi, artmus aseliiler kapillerler (130), 8 haftadan sonra perisit
ve endotel hiicrelerinin sayisinda azalma ve 1 yil sonra bazal membran kalinlagsmasi yer
alir (132, 133). STZ ile indiiklenen DRP rat modelleri tipik olarak 20 haftaya kadar takip
edilir (131). Calismamizda Sprague Dawley ratlarda 60mg/kg STZ ile deneysel diyabetik
retinopati modeli olusturduk. Calisma dizayninda 21. haftaya kadar ratlar1 takip edip ve
8. haftada ve sonraki her 4 haftada bir Sham grubundan bir rati sakrifiye edip
histopatolojik DRP bulgularina bakmay1 palanladik. Ancak hayvan oliimlerinin
beklenenden hizli olmasi sebebiyle 12. haftaya kadar deneye devam edebildik. Sham
grubumuzda 8. haftada sakrifiye ettigimiz bir ratta retinada i¢ niikleer tabakada
gordigiimiiz neovaskiilarizasyon literatiirde bildirilenin ¢ok oncesinde de ratlarda
neovaskiilarizasyona rastlayabilecegimizi gostermektedir. 12. haftada sakrifiye edilen
Sham grubu ratlarda retinanin total periferal ve midzonal katmanlarinda kalinlik artisi
goriildii. Diyabet olusturulan ratlarda en onemli bulgulara retina damarlarinda
rastlanmakla beraber en sik goriilen lezyonlar; neovaskularizasyon, skleral damar

duvarlarinda daralma, koroidal damar bazal membranlarinda kalinlasma, koriod
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damarlarinda endotel proliferasyonu, damar duvarlarinda hyalinizasyon, endotel hiicre
proliferasyonlar1 olarak karsimiza ¢ikti. Benzer sekilde iriste damar duvari
hyalinizasyonlarina Sham grubunda bir ratta rastlandi. Mikroskobik olarak
neovaskularizasyon Sham grubu hayvanlarda belirgindi. Neovaskiilarize damarlar goziin
gangliyon tabakasi ve i¢ niikleer tabakasinda goriildii. Sham grubu ratlarin tamaminda
digsardan bakildiginda anlasilacak sekilde katarak mevcuttu. Sham ve tedavi gruplarinda
lenste; Morgagnian globiilleri, posterior lens epiteli migrasyonu, kese hiicrelerinin
olusumu ve lens proteinlerinin denaturasyonuyla karakterize katarakt bulgularina
rastlandi.

Diyabetik retinopati i¢in mevcut tedavi stratejileri, intravitreal farmakolojik
ajanlar, lazer fotokoagiilasyon ve vitreus cerrahisi dahil olmak tizere mikrovaskiiler
komplikasyonlar1 yonetmeyi amaglamaktadir. Anti-VEGF ajanlarinin intravitreal
uygulamasi, su anda DRP'nin hem erken hem de ileri evreleri igin tedavinin temel
dayanagidir. Konvansiyonel lazer tedavisi sadece gorme keskinliginde stabilizasyon
saglarken, anti-VEGF tedavisi daha az okiiler yan etki ile gorsel iyilesme saglayabilir.
Funatsu ve arkadaslar1 diyabetik makiila 6demli hastalarda vitreusda artmis VEGF
seviyesini bulmuslardir (142). Yapilan ¢alismalarda deneysel diyabette ve diyabetik
retinopatili gozlerde vitreus ve hiimor ak6zde VEGF-A’ nin alt gruplarindan olan VEGF-
165’in yiiksek oldugu bulunmustur (141). VEGF ailesi iiyeleri, ortiisen bir sekilde ii¢
reseptor tirozin kinaza; VEGFR1, VEGFR2 ve VEGFR3'e baglanir. VEGFA'ya verilen in
Vivo anjiyojenik yanita esas olarak VEGFR2'nin aktivasyonu aracilik eder.

Bevacizumab human monoklonal antikoru olup, VEGF-A’nin tiim izoformlarini
inhibe eder. Kolorektal kanser tedavisinde FDA tarafindan onaylanmis olup, goz igin
kullanimi off-label"dir. Retinanin tiim katlarin1 gegebilmektedir, ancak %1,9-4,4 oraninda
tromboemboli riski bulunmaktadir. Diyabetik retinopatide kullanim endikasyonlart;
makiila 6demi, iris neovaskiilarizasyonu, retina ve disk neovaskiilarizasyonu, vitrektomi
sonrasi reproliferasyon ve tekrar kanamadan korunmaktir. Haritoglou ve ark. diyabetik
makiila 6demli 51 goze 1,25 mg Bevacizumab igeren 0,05 ml enjeksiyon uygulamislar ve
6 haftalik izlemde %29"unda, 12 haftalik izlemde ise %26’sinda en az 3 siralik gérme

artis1 elde etmislerdir. Bu ¢alismada ortalama santral retina kalinliginda gérme keskinligi
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ile iligkili anlamli azalma saptanmistir (144). Jin ve arkadaslar1 STZ ile deneysel diyabetik
retinopati olusturduklar ratlarda VEGF ekspresyon miktarini intravitreal bevacizumab
enjeksiyonundan 1 hafta sonra 1ve 2 ay sonraya gore anlamli sekilde daha diistik
gormiisler (152). Aymi sekilde STZ ile deneysel diyabetik retinopati olusturdugumuz
calismamizda; intraperitoneal bevacizumab enjeksiyonundan bir hafta sonra Sham
grubunda 5 ratta VEGFA’ya rastlanirken, Bevacizumab grubunda sadece bir ratta
rastlandi. Iki grup arasinda VEGFA diizeylerinde istatiksel analizde anlamli farklilik
goriildii (p: 0.020).

Halihazirda mevcut olan anti-VEGF'lerle makulay1 miimkiin oldugu kadar kurutmak
ve optimal tedavi sonuglar1 elde etmek i¢in genellikle yogun tedavi gerekir. Bununla
birlikte, diyabetik makiila 5demli (DMO) hastalar, coklu komorbiditeler nedeniyle siklikla
yiiksek bir tibbi yiik tasirlar ve gergek diinyadaki kanitlar bunun yiiksek oranlarda tedaviye
uyumsuzluk, DMO igin yetersiz tedavi ve dolayisiyla daha diisiik gérsel kazanimlarla
sonuclanabilecegini gostermektedir. Bu nedenle, DMO'ii hastalarda gorsel islevi
korurken, daha diisiik enjeksiyon sikligi ve takip yoluyla yanit oranimi iyilestirmek
ve/veya tedavi yiikiinii azaltmak i¢in daha ileri tedavi segeneklerine ihtiyag vardir. Bu
arayisla g6z i¢i enjeksiyonda daha giigli olabilecek anti-VEGF ajanlara yonelik
yaptigimiz literatiir taramasinda yeni anti-VEGF ajanlardan olan ramucirumab’
(Cyramza®) gormekteyiz. Ramucirumab spesifik olarak VEGFR-2 antagonistidir ve
tamamen insan 1gG1 monoklonal antikorudur. Insan VEGFR-2'ye yiiksek afinite ile
baglanir ve VEGFR-2'nin ligandlar1 olan VEGF-A, -C ve -D'ye baglanmasint gii¢lii bir
sekilde inhibe eder; bu eylem, ligand kaynakli VEGFR-2 aktivasyonunu ve anjiyogenez
icin Kritik olan sinyal mekanizmasini inhibe eder (22-25). Ramucirumab, VEGFR-2'ye
oldukea 6zgiildiir ve insan VEGFR-1 veya VEGFR-3 ile gapraz reaksiyona girmez (22).
Bu etkisinden dolay1 intravitreal anti-VEGF ilaglarin en ¢ok korkulan sitemik istenmeyen
etkisi olan miyokard infarktiisti gibi etkilerden de nispeten diger genis spektrumlu anti-
VEGF ajanlara gore korunmus olunagini bize diisiindiirmektedir. Ramucirumab, ABD'de
ilerlemis veya rezeke edilemeyen hepatoseliiler karsinomun (HCC) ikinci basamak
tedavisi i¢in onaylanmistir (22). Mevcut literatlirii taradigimizda heniiz oftalmolojik

olarak calisiimadigia rastladik. flerlemis solid tiimérleri olan hastalarda, ramucirumab
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ortalama minimum konsantrasyonlari (Cmin) haftada bir kez 2-16 mg/kg'lik bir dozaj
araliginda hedef seviyeleri asmistir. Bununla birlikte, ramucirumab klerensi > 8 mg/kg'da
doymus olup ve bu dozajda tam bir VEGFR-2 blokaji olasiliginin yiiksek oldugunu
gosterdigi bildirilmistir (36). Bu ¢alismaya ve 2 veya 3 haftada bir dozaj planlarini
degerlendiren baska bir ¢calismaya dayanarak, ramucirumab i¢in 6nerilen faz 2 dozu 2
haftada bir 8 mg/kg veya 3 haftada bir 10 mg/kg olmustur (146, 147). Biz de ¢alismamizda
literatiirden destek alarak ratlar1 sakrifiye etmeden bir hafta once tek seferlik 8 mg/kg
ramucirumab’1 intraperitoneal enjeksiyon seklinde uyguladik. Calismamizda Sham grubu
ile karsilastirildiginda Ramucirumab grubunda VEGF-A diizeyi istatistiksel anlamli
olarak daha dusiiktii (p: 0.023). Ramucirumab grubunda VEGF-A diizeyi 0 pg/mg prot
cikmakla beraber Bevacizumab grubu ile aralarinda istatistiksel farkliliga rastlamadik.
Daha ileri ve denek sayisinin ¢ok oldugu ¢alismalara ihtiyag olmakla beraber bu sonuglar
bize ramucirumab’mn g6z igindeki VEGF-A diizeylerinde daha fazla diisiise neden
oldugunu diistindiirmektedir.

Mevcut Anti-VEGF ajanlara yetersiz yanit, DRP'nin patogenezi sirasinda
VEGF'den baska molekiiler yolaklarin dahil olmasiyla iliskilendirilebilir. Yeni alternatif
tedavilerin gelistirilmesi igin potansiyel hedefler saglayabilecek olan DRP'nin altinda
yatan mekanizmalari arastiran ¢alismalar biiylik 6nem tagimaktadir (53). Enflamasyon,
DRP patogenezinde 6nemli bir rol oynar. Kronik diisiik dereceli inflamasyon, hem
diyabetik hayvan modellerinde hem de hastalarda DRP'nin farkli evrelerinde genis ¢apta
tespit edilmistir (53). Lokostaz, DRP'nin erken evresinde anahtar bir siire¢ olarak kabul
edilmistir. 1991'de Schroder ve ark. streptozotosin (STZ) ile indiiklenen diyabetik ratlarda
ilk olarak monositler ve graniilositler tarafindan retinal mikrovaskiilatorlerin tikandigin
bildirmistir (153). Koleva-Georgieva ve ark. ¢elismasinda tiimér nekroz faktori alfa
(TNF-a), interlokin 6 (IL-6), IL-8 ve IL-1B gibi enflamatuar sitokinler diyabetik hastalarda
onemli 6lglide up-regiile goriilmiis ve bunlarin ekspresyon seviyeleri DRP'nin ciddiyeti
ile korele olarak bildirilmistir (154). Astrositler, Miiller hiicreleri ve mikroglia dahil olmak
tizere retinadaki glial hiicreler, retinada yapisal destek saglamaktan ve homeostazi
stirdiirmekten sorumludur. Hiperglisemik stres altinda, mikroglia aktive olur, ardindan
TNF-a, IL-6, MCP-1 ve VEGF'nin salgilanmasi artar (155). Calismamizda da literatiir ile
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uyumlu olarak diyabet olusturulan Sham ve tedavi gruplarinda Kontrol grubuna gore IL-
1B diizeyleri anlamli olarak daha yiiksek gorildi. Bevacizumab ve Ramucirumab
gruplarinda Sham grubuna gore IL-1p diizeyleri anlamli olarak daha diistik gortldii.

Su ve arkadaslarinin ¢alismalarinda, streptozotosin ile diyabet olusturulan ratlarin
retinopati progresyonunun izleminde, erken donemde hiperglisemi ve mikroanjiopati
gelisimi gortilmis, ratlar normoglisemik hale getirilerek uzun donem takipleri
degerlendirildiginde, normoglisemiye ragmen retinopati progresyonunun devam ettigi
saptanmistir (156). Diyabetin erken doneminde, dordiincii haftaya kadar vaskiiler
yapilarda heniiz fonksiyonel ve spesifik degisimler baslamadan morfolojik degisikliklerin
bagladig1 belirtilmis, ge¢ donemde de kan sekeri regiilasyonuna ragmen progresyonun
devam ettigi gozlenmistir (157). Bu durum DRP progresyonundaki diger etkenlerin
Oonemini ortaya koymaktadir. Diyabetik retinopatinin progresyonuna oksidatif stresin
etkisini incelemek amaciyla yapilan Beyazyildiz ve ark.’nin ¢alismasinda; DRP’li grupta
Kontrol grubuna gore serumdaki oksidatif stres iiriinlerinin arttig1, antioksidan enzim
aktivitesinin ise azaldig: bildirilmistir (158). Deneysel olarak diyabet olusturulan ratlarda
veya diyabetik hastalarda serbest oksijen radikallerinin ve lipid peroksidasyonunun
onemli derecede arttig1 ve oksidatif stresin diyabet etiyolojisinde ve ilerlemesinde roli
oldugu bildirilmistir (159). Calismamizda bu durum ile uyumlu olarak antioksidan
ajanlardan olan stiperoksit dismuataz (SOD) diizeyleri Sham grubunda Kontrol ve tedavi
gruplaria gore anlamli olarak daha diisiik gortildii. SOD diizeylerinde Ramucirumab ve
Bevacizumab gruplari arasinda farklilik goriilmedi. Tedavide kullandigimiz ilaglarin
bilinen etki mekanizmasinda antioksidan mekanizma olmamasina ragmen muhtemelen
okiiler VEGF yiikiinii azaltarak inflamatuar parametreleri ve oksidatif stresi de azalttigini
diistindiirmektedir. Bu teorimizin daha genis capli ve denek sayisinin fazla oldugu
calismalar ile desteklenmesi gerekmektedir.

Retinal norodejenerasyon, DRP'nin ilerlemesi sirasinda erken bir olaydir. Retinal
noronlarin apoptozisi, diyabetik siganlarda diyabetin indiiklenmesinden bir ay kadar erken
bir tarihte gozlemlenebilecegi bildirilmistir (160). Yarik kaspaz-3, Bax ve Fas gibi
proapoptotik molekiillerin up-regiilasyonu, diyabetik hayvanlarda ve deneklerde retina

noronlarinda tespit edilmistir (161). In vitro galismalar, yiiksek glukoz maruziyetinin
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artmis mitokondriyal fragmantasyon ve hiicre apoptozu ile iliskili oldugunu gostermistir
(162). Literetiir ile benzer olarak galismamizda da yapilan TUNEL boyamada diyabet
olusturulan ratlarda daha fazla apopitozis oldugu goriildii. Mitokondriyal hasara ek olarak,
diyabet kaynakli retina dejenerasyonunda oksidatif stresin rolii de genis c¢apta
aragtirllmigtir. Diyabetik fare retinasinda reaktif oksijen tiirleri (ROS) ftiretimi 6nemli
Ol¢iide artar (163). Sasaki ve ark. Calismalarinda ROS olusumunun baskilanmasi ile
gorme bozuklugunun ve kaspaz-3 aracili retina néronal apoptozun etkili bir sekilde inhibe
oldugunu bildirmislerdir (163). Retina ndrodejenerasyonunun DRP'nin bagimsiz bir
patofizyolojisi olabilecegine dair artan kanitlar var. Shon ve ark. bir fare diyabet
modellerinde mikrovaskiiler degisikliklerin varligindan 6nce ganglion hiicrelerinin kaybi
ve retinal kalinlikta azalma oldugunu goézlemlemistir (164). Retina nérodejenerasyonunun
altinda yatan molekiiler mekanizmalarin daha fazla arastirilmasi, DRP'de erken miidahale
icin potansiyel terapotik hedefler saglayabilir.

Caligmamizda elde ettigimiz bulgular literatiir ile benzer olarak deneysel diyabetik
retinopati modelini basarili bir sekilde gergeklestirdigimizi gostermekte olup
ramucirumab’in bevacizumaba gore histopatolojik ve biyokimyasal olarak DRP
bulgularinda daha iyi bir iyilestirme yaptigimi gostermektedir. Bulgularimizin daha fazla

denek igeren ¢alismalar ile desteklenmesi gerekmektedir.
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