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KISALTMALAR LISTESI

ACE : Anjiyotensin doniistiiriicii enzim
Ang-1 : Angiogenin 1

CCL : Kemokin ligand

CNS : Merkezi sinir sistemi

CTGF : Bag dokusu biiyiime faktorii

DM : Diyabetes mellitus

DME : Diyabetik makula 6demi

DRP - Diyabetik retinopati

ECM : Ekstraseliiler matriks

EGF : Epidermal growth faktér

EH : El hareketi

ETDRS : Erken Tedavi Diyabetik Retinopati Calisma Grubu
FFA : Fundus floresein anjiografi

FGF : Fibroblast growth faktor

GFAP : Glial fibriler asidik protein

HGF : Hepatosit biyume faktor

HIF : Hipoksi ile indlklenebilir faktor
HUVEC : Human umblikal kord vendz endotelyal hiicreleri
IGF : Insulin-like growth faktor

IL : Interlokin

INF-y : Interferon gama

IRMA : Intraretinal mikrovaskiler anormallik
I0H : Intraokuler hemoraji
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VI
KAMO
KGF
KRB
MAPK
MCP-1
NADPH
NPDR
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NP

NV
PDR
PDGF
PEDF
PIGF
PK
PPV

PRP
PVR

RRD
RPE
SDS-PAGE
SRA
SRF

TRD

. Intravitreal bevacizumab

: Intravitreal anti-VEGF enjeksiyonu

: Klinik anlamli makula 6demi

. Keratinosit biyume faktord

: Kan retina bariyeri

. Mitojen aktife edici protein kinaz

: Monosit kemotaktik protein-1

: Nikotinamid Adenin Din(kleotit Fosfat
: Non proliferatif Diyabetik Retinopati
- Nitrik oksit

: Neuroplin

: Neovaskaularizasyon

: Proliferatif diyabetik retinopati

: Platelet kdkenli blyume faktoru

: Pigment epitel kaynakli faktor

: Plasental buyime faktori

: Protein kinaz

: Pars plana vitrektomi

: panretinal fotokoagiilasyon
: Proliferatif vitreoretinopati

: Regmatojen retina dekolmani

: Retina pigment epiteli

. SDS poliakrilamid jel elektroforezi
: Santral retinal arter

: Subretinal fibrozis

: Traksiyonel retina dekolmani



TGF-R
TGF-a
TNF-a

TLR

TP

TXNIP
VE-cadherin
VEGF
VEGFR
VHL

YBMD

: Transforming growth factor beta

: Transforming growth factor alfa

: TUmOr nekrotizan faktor alfa

: Toll like reseptor

: Timidin fosforilaz

: Tioredoksinle etkilesime giren proteinin

: Vaskiler entotelyal cadherin

: Vaskuler endotelyal blytme faktor

: Vaskuler endotelyal biyume faktor reseptori
: Von Hippel-Lindau

: Yasa bagli makula dejenerasyonu



1.GIRIS

Giris veAmac

Diyabetik retinopati (DRP), sanayilesmis tilkelerde eriskinlerde korliigiin 6nde gelen
nedenlerinden biridir. Tedavi edilmediginde, neovaskiilarizasyon ve fibrozis ve
nihayetinde traksiyonel retina dekolmani (TRD) nedeniyle gorme kaybina neden
olmaktadir. DRP tedavisinde ilk asamada intravitreal Anti-VEGF, panretinal
fotokoagiilasyon yapilir. Tedaviye yanit vermeyen veya ileri evre DRP nedeni ile TRD
ve intraokuler hemoraji (IOH) gelisen hastalarda pars plana vitrektomi(PPV)
operasyonu uygulanir. DRP tedavisinde kullanilan intravitreal vaskuler endotel
biiyiime faktorii (VEGF) inhibitorleri olarak kullanilan ilaglar ranibizumab,
bevacizumab ve afliberceptir (1).Intravitreal uygulanan anti-VEGF ilaglar, iris ve
retinadaki neovaskularizasyonu azaltabilir ve diyabetik makiler 6demli gozlerde
O0demi azaltarak gorme keskinligini artirabilir. Son yillarda, proliferatif diyabetik
retinopatisi (PDR) olan hastalarda intravitreal anti-VEGF enjeksiyonu (1V1),
vitreoretinal cerrahiye yardimci olarak uygulanmistir. IV, intraoperatif TRD’li
hastalarda traksiyona neden olan fibrovaskiiler membranlar1 soyarken yeni damar
olusumunu engelleyerek kanamay1 minimize ederek, ameliyati kolaylastirir. Bu
nedenle PPV’den 3-7 giin 6ncesinde IVI yapilmaktadir. VI ayrica postoperatif erken
vitreus kanamasini azalttigi gosterilmistir(2).

IVI'nin bu faydalarina ragmen, proliferatif vitreoretinopati (PVR) veya eksiidatif yasa
bagli makula dejenerasyonu (YBMD) olan hastalarda fibrozisin ciddiyetini arttirdigi
ve boylece gorme keskinligini bozdugu daha 6nceki ¢alismalarda gosterilmistir(3).1V1
ile fibrozisin tetiklenmesini agiklayacak molekiler mekanizmalar halen
belirlenememistir.Vitreus VEGF karsit1 ilaglarin biyolojik etkilerini ortaya ¢ikardig:
gozdeki ilk bolgedir. Buna gore, vitreus proteomikslerindeki degisiklikler IVI'nin
okdler etkilerini gosterebilir. Birgok galisma, proteomiks analizinin, vitreustaki
proteinleri tespit edebildigini, farkli hiicre ve doku tipleri arasinda protein ekspresyon
profillerinin kapsamli bir sekilde karsilastirilmasina izin verdigini gostermistir.

Bu nedenle, DRP’ye bagli TRD veya IOH gelisen hastalarda PPV 6ncesi IVI
uygulanmasi rutin tedavide uygulanan bir islemdir. Bu tedaviyi almas1 gereken
hastalarda IV 6ncesi vitreus 6rnegi alinmasi ve PPV Oncesinde vitre 6rnegi alinmasi
ve her iki 0rnekte proteomiks analizi yapilmasi planlanmistir.IV1 igin Bevacizumab

etken maddeli Altuzan ilaci kullanilmistir.Bu sayedeBevacizumab ilacinin neden



oldugu ileri siiriilen fibroziste rol alan vitreus proteinlerinin proteomiks yontemi ile

ortaya konmas1 amaglanmistir. Bu proteinler saptandiginda Bevacizumabin neden

oldugu fibrozisi engelleyici tedavilerin gelismesinde yol gosterici olmasi 6n

gorilmektedir.

2.GENEL BILGILER

RETINA ANATOMISIi VE HISTOLOJIiSi

Retina néroektoderm kokenli, 151k sinyallerinin sinirsel iletiye doniistiiriildiigi, ince,

seffaf yapida bir dokudur. Kalinlig1 100 ile 300 mikron arasinda degisen retina icten

(vitreus tarafindan), disa dogru (koroid tarafina) su tabakalardan olusur (Sekil 1):

1

2)
3)

4)
5)

6)

I¢ limitan membran (Miiller Hiicreleri terminal uzantilar1 ve bazal membran)

Sinir lifi tabakasi (ganglion hiicre aksonlar1)

Ganglion hiicre tabakas1 (ganglion hiicre ¢ekirdekleri)

I¢ pleksiform tabaka (bipolar, amakrin, ganglion hiicreleri sinaptik baglantilari)

I¢ niikleer tabaka (bipolar, horizontal, amakrin ve Miiller hiicre gekirdekleri)

Dis pleksiform tabaka (Fotoreseptor, bipolar, horizontal hiicrelerin sinaptik

baglantilari, Henle lif tabakast)

7)

Dis niikleer tabaka (fotoreseptor ¢ekirdekleri, kon niikleuslar1 dis grupta, rod

niikleuslar1 daha ¢ok i¢ grupta)

8)
9

Dis limitan membran

Fotoreseptor tabakasi



— I¢ limitan membran
N Sinir lifi tabakasi

W) \ I A Ganglion hiicre tabakasi

>\l Y W i¢ pleksiform tabaka

)\ () ic niikleer tabaka

VR epraSNed > Dis pleksiform tabaka
N @ {7 M Dis niikleer tabaka

H | ¥ | | 4 | ;‘ Dis limitan membran

Retina pigment epiteli

Bruch membram

Sekil 1. Retinaninhistolojikkesiti: R: Rod fotoreseptor, C: Kon fotoreseptor, B: Bipolar

hiicresi,H: Horizontal hiicresi, A: Amakrin hicresi, G: Ganglion hticresi, M: Muller hiicresi

Duyusal retina;

Fotoreseptorler: Koni ve basil(rod) olarak adlandirilan, retina pigment epiteli (RPE) ile
dig limitan membran arasinda yer alan iki tip fotoreseptor bulunmaktadir. Her bir
fotoreseptoriin i¢ ve dis olmak {izere iki segmenti vardir (4). Basiller alaca karanlikta ve gece
gobrmeden (skotopik gérme) sorumlu olup, foveada hi¢ bulunmaz ve perifere dogru sayilari
hizla artar, ug periferde hafifce azalir(5).

Koniler ise parlak 1sikta gérme (fotopik gérme), renkli gérme ve keskin gérmeden
sorumludurlar. En ¢ok foveada bulunurlar.

Bipolar Hucreler: Radyal yerlesimli olan bu hiicrelerin, dendritleri dis pleksiform
tabakada koni ve basiller ile sinaps yapar, aksonlari ise i¢ pleksiform tabakada gangliyon ve
amakrin hucrelerle sinaps yapar (5).Gorevleri fotoreseptorlerden gelen sinyali gangliyon

hicrelere aktarmaktir.
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Gangliyon hicreler: Retinanin i¢ kisminda bulunurlar.Gangliyon hiicreleri multipolar
hiicrelerdir, dendritleri bipolar hiicreler aksonlar1 ve amakrin hiicreler ile sinaps
yapar(5).Optik sinir gangliyon hiicre aksonlarinin birlesmesiyle olusur(6).

Horizontal hiicreler: Horizontal hiicreler basil ve konilerin terminal genislemelerinin
yakinlarinda yer alan multipolar hicrelerdir.Fotoreseptorleri inhibe eden antagonistik
interndronlardir (6).

Amakrin Hucreler: Cogunlukla inhibitor internéronlardir. Bol sitoplazmali, pargali
nukleuslu ve ¢ok sayida dendritleri olan aksonsuz hiicrelerdir.

Muller Hicreleri: Retinanin glial hiicre yapisini olusturan en 6nemli
hucrelerdir.Retinada mikroglia ve makroglia (Muller hicreleri, astrosit,oligodendrosit ve
Schwann hucreleri)olmak tzere iki tip néronal olmayan hiicre grubu bulunur.Mikroglial
hiicreler yardimct immiin hiicreler, makroglialar ise retinal néronlarin fonksiyonlarini
diizenleyen hicrelerdir
(6).RetinanindestekyapisiniolusturanMiillerhiicreleri,dislimitanmembrandan
iclimitanmembranakadaruzanmaktadir.Proliferatif vitreoretinopati (PVR) patogenezinde
Miller hiicrelerinden kdken alan retinadaki glial hiicreler, ¢ogalarak i¢ ve dis limitan
membranlarin i¢inden gegebilirler. Boylece epiretinal ve subretinal membranlari
olusturabilirler (7).

Retina pigment epiteli;

Noral retina ve koroid arasinda uzanantek sirali, pigmente, hekzagonal bir hiicre
tabakasi olup, On tarafta siliyer epitelin pigmentli kat1 olarak devam eder. Eriskin insan
goziinde yaklasik 3,5 milyon Retina Pigment Epiteli (RPE) bulunmaktadir. RPE
yogunlugu foveal alanda en fazla olup, perifere dogru azalir (6).HUcrelerin tepe kisimlari
hem zonula oklidens hem de zonula adherenslerle birbirlerine sikica baglidir ve dis kan-
retina bariyerinin olusumuna katkida bulunur (7).RPE’ningérevleri; fotoreseptor dis
segment fagositozu, A vitamini metabolizmasini diizenlemek, rodopsin sentezini
diizenlemek, vizuel pigment yenilenmesi, sitokin ve blyiime faktorlerinin salgilanmasi,
oksidatif stresten korunma, avaskuler dis retinanin saglanmasi, immdunitenin saglanmasi,
dis kan retina bariyerinin (KRB) olusturulmasi ve devamliliginin saglanmasi, subretinal
alandaki s1v1 ve besin kontroliinii ve retinal yapisikligin saglanmasidir (5).PVR
patogenezinde RPE hicreleri kritik role sahiptir. Cesitli nedenlerle kan retina bariyeri
bozuldugunda vitreus bosluguna gecen RPE hiicreleri patolojik olarak
cogalarakkontraktilmembranyapilariolustururlar. Bununsonucundadatraksiyonel (fibrotik)

retina dekolmani gelismesine neden olurlar(7,8).
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I¢ten vitreusla distan koroid ile komsu olan retina iki boliimde incelenebilir (Sekil 2).
Bunlar retina vorteks venlerinin skleraya girdikleri yerlerin arka kenarindan gectigi

diisiiniilen kesit ile ayrilan santral(posterior) ve periferik (anterior) retinadir.

Siliyer cisim Sklera

Arka kamara

Koroid

Iris

Retina

On kamara
Fovea
Pupil Optik Disk
| Retinal damarlar
Kornea
Lens

Optik sinir

Zonuller lifler

Vitreus

Sekil 2.Gdz anatomisi

Retina KanDolasim

Retina birim agirlik bagina oksijen tiiketiminin yiiksek oldugu bir dokudur. Optik diskin
yakinindaki biiyiik dallar disinda gergek arter ve ven icermemektedir. Retina arterleri
anatomik olarak ug-arter olup arteriovendz anastomoz gostermemektedirler (5).

Arterler: Santral retinal arter (SRA); internal karotid arterden ayrilan oftalmik arterin
dalidir. Retinal kan dolagimi retinal ve {iveal (koroidal) olmak iizere iki ayr1 kaynaktan gelir.
Dis pleksiform ve dis niikleer tabakalar, fotoreseptorler ve pigment epitelinden olusan

retinanin 1/3 dis kismi koroid dolagimindan, 2/3 i¢ kismi ise santral retinal arterden beslenir.

Oftalmik arterin,SRA dan sonraki dallar1 olan kisa ve uzun arka siliyer arterler globa optik
sinir etrafindan girerler. Posterior koryokapillaris kisaarka siliyer arterlerden, anterior

koryokapillaris ise uzun arka siliyer arterlerden ve 6n siliyer arterlerden beslenmektedir(5).
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Venler:Ora serratada venler, arterlerin sonlandig1 yerin daha periferinden baslarlar.
Ekvatordan itibaren ise arterlerle birlikte seyrederler ve papillada toplanarak santral retinal
veni olustururlar. Santral retinal ven ya superior oftalmik ven yolu ile veya direkt olarak

kavernoz sintse drene olur(5,6).

Kapillerler: Retina arteriyolleri ile veniilleri arasinda kapillerler bulunur.Retina
kapillerleri ¢oklu arteriyoler baglantilar icermektedir. Boylelikle bir besleyici damarin
kapanmasi ile kapiller yatakta dolasim durmaz. Koryokapillerlerin duvarlarinda genis
pencerelenmeler bulunmasina ve gecirgen olmalarina karsilik, retina kapillerlerinin duvarlari
gecirgen degildir. Retina kapillerleri ylizeyel ve derin olmak tizere iki ag seklinde mevcuttur.
Retinada kapillerlerin olmadig: U¢ bolgemevcuttur:Ora serratadan 1,5 mm gerisine kadar olan
bolge, fovea santralinde ortalama 0,5 mm’lik bolge (foveal avaskiler zon) ve buyik arterlere

ya da daha az oranda venlere komsu bolgeler (5,6).
Kan-Retina Bariyeri (KRB)

D1s KRB, komsu RPE hiicreleri arasindaki siki baglant1 kompleksleri olan zonula okliidens
ve zonula adherensler araciligi ile olusturulmaktadir. I¢ KRB ise non-fenestre retinal

vaskiler endotel hiicreleri ve bunlarin arasindaki siki baglantilar tarafindan olusturulmaktadir.

VITREUSANATOMISI

Vitreus; lens, arka kamara, silier cisim ve retina arasinda yerlesen,gézkiiresi hacminin
yaklasik %80’ini olusturan, go6zin en biylk i¢yapisal elemanidir.Vitreus,vitreus tabani,
kortikal vitreus ve kor vitreus gibi farkli bélimlerden meydana gelir. Eriskinde ortalama
4 mm? olup, agirhig: ise yaklasik 4
gr’dir(5).Vitreusyapisalolaraksiviigerigifazlahyaluronikasitmatriksteasilikollejen fibril
agindan ibarettir ve %99°u su olmasina ragmen viskositesi suyunkinin yaklasik iki kati
kadardir.Geriye kalan %1 ‘lik kisim ise diisiik molekiil agirlikli yaglar ve inorganik
tuzlardan, ¢ozulebilen ve ¢6zilemeyen proteinlerden ve hyaluronik asitten olusur(6).
Vitreusta bulunan serbest amino asitler serumdaki miktarinin beste biri kadardir.Vitreusta
hiicresel eleman olarak en sik hyalosit olarak bilinen mononukleer fagositler olmakla
beraber daha az sayida fibroblast ve glial hiicreler sayilabilir. Vitreusun en 6nemli protein

igerigini kollajen olusturur(Sekil 3).
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Siliyer Cisim e Retina

Lens

Zoniller [N D
- /Y Santral vitreus

Vitreus tabani

Kortikal vitreus

Sekil 3: Vitreustaki kollajen fibrilerin dagilimi

Vitreustaki kollajen, fibroblastlat tarafindan iiretilen tip-11 kollajendir. Polisakkarit
bilesiminde bir glikozaminoglikan olan, hyalositlerce sentezlenen hyaluronik asit en
yogun kortikal vitreusta en az kor vitreusun 6n kisminda bulunur.Tiim yasam siiresince
on kortikal vitreustan arka kamaraya gecer. Hyaluronik asit vitreusun
stabilizasyonunun,saydamliginmi ve viskoelastik yapisini giiclendirir.Geng vitreus %80 jel
iken, yas ile beraber likefiye olmaya baslar ve 70-80 yaslarinda vitreusun yaris1 likefiye
olur (5,6).Vitreus ile retinanin komsuluklarini kalici kilan baglantilar vitre tabani ve optik
sinir baginda gii¢liidiir. Bu baglantilar daha zayif olmak iizere, lensin gerisindeki hyaloid

fossa periferinde, pars plana silier epiteli ylizeyinde, retina damarlar1 ve makula
duzleminde de gozlenmektedir(9).

Vitreus tabani ora serratanin 1,5-2,0 mm 6nuinde, nazalde 3mm, temporalde ise 1,8

mm arkasina ve birka¢c mm vitreus i¢ine dogru yiikselen {i¢ boyutlu bir yapidir.

Kortikal vitreus, vitreusun periferde retinaya komsu 100-300 mikron kalinliktaki dis
kismidir. Vitreus tabani oniindeki fibrillerin 6ne ve ige dogru yonelmesi ile 6n kortikal
vitreus, arkasindan i¢e ve arkaya dogru yonelmesi ile arka kortikal vitreus
olusmaktadir(7,9).Miiller hiicrelerinin bazal membrani olan i¢ limitan membran ile
kortikal vitreustaki fibriller sayesinde retina-vitreus baglantilar1 saglanmaktadir(9).Kor

vitreus Kortikal vitreusun g¢evreledigi, merkezdeki boliimdiir. Dahaazyogun bir yap1 olup

daha az kollejen fibril igerir(9).
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VitreusFizyopatolojisi

Vitreusun optik 6zellikleri: Vitreusun kiricilik katsayisi akdz hiimore benzer
vel,3349°dur.

Vitreusun mekanik 6zellikleri: Ani g6z haraketlerinde vitreus diger dokulara
mekanik destek gorevi yapmaktadir.

Vitreusun immunolojik 6zellikleri: Hyaluronik asit-kollajen ¢atinin vitritiste antijen
deposu gibi davranarak kronik ve\veya tekrarlayan enflamasyonlara neden oldugu
bilinmektedir.

Vitreustaki yabanci hiicreler ve membranlar:PVR da retina kan-retina ve ak6z
bariyer yikimi ile vitreusa salinan fibrin ve mitojenler membran gelisimini saglayarak
anormal yara iyilesmesi ile traksiyonel membranlar olusturarak sonlanabilmektedir (9—
11).

DIABETES MELLITUS

Diabetes Mellitus (DM), diinya genelinde milyonlarca insanin hayatini etkileyen
epidemik bir saglik sorunudur. Yapilan ¢alismalarda 2011 yilinda 366 milyonun iizerinde
kisinin diyabet hastasi oldugu bildirilmistir (12). Diyabethastaliginin goriilme sikligi
artmakta ve 2050 yilinda her ti¢ kisiden birinde gortlmesi beklenmektedir. Bu nedenle
fiziksel, psikososyal ve finansal bir sorun haline gelmistir.

Diabetes Mellitus endojen insiilinin yoklugu, eksikligi veya dokulardaki etkisinin
azalmas1 sonucu ortaya ¢ikan kronik hiperglisemiyle seyreden progresif bir multisistem
hastaligidir. Karbonhidrat, protein ve yag metabolizmasinda bozulmayla seyreder.
Diyabet hastalarinin %85-90"1n1 insuline bagimli olmayan tip 2 grubu olusturur. %10-
151 insuline bagimli tip 1 grubundadir. Tip 1 diyabet genellikle 40 yas altinda tani1 alir,
ancak yasl hastalar da zamanla insiiline bagimli hale gelebilir.

Hastaligin seyri sirasinda mikrovaskiiler, makrovaskiiler ve noropatik komplikasyonlar
gelisebilmektedir. Baslica komplikasyonlar:i damar endotelini direkt olarak etkilemesi ile
bobrek, goz ve kalp iizerinedir. Diyabet komplikasyonlar1 hastalarin morbiditesinden ve
erken 6liimlerinden sorumludur. Akut komplikasyonlar1 diyabetik ketoasidoz, nonketotik
hiperosmolar koma, hipoglisemik koma ve laktik asidozdur. Kronik komplikasyonlar1 ise
mikrovaskuler ve makrovaskiler olarak incelenebilir. Diyabetik retinopati, nefropati,
periferik simetrik polindropati, otonom néropatiler, monondéropatiler gibi ndéropatiler
mikrovaskiiler komplikasyonlar iken, koroner arter hastaligi, serebrovaskiiler hastalik,

periferik arter hastaligi, diyabetik ayak ve enfeksiyonlar makrovaskiiler komplikasyonlar
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olarak siralanabilir.

Diyabetin neden olabildigi okiiler komplikasyonlar; azalmis g0zyasi liretimi, tigiincii,
dordiincii, altinci kraniyal sinir paralizileri, korneada iyilesmeyen punktat epitelyopati,
rubeosis iridis, neovaskuiler glokom, katarakt olusumu, proliferatif retinopati, optik

noropati ve refraksiyon degisiklikleridir.
DIYABETIK RETINOPATI(DRP)

DRP, hiperglisemi ya da insiilin yetersizligi sonucu ortaya ¢ikan, retinada kapillerlerin,
veniillerin ve arteriyollerin ututuldugu spesifik bir anjiyopati ve buna eslik eden bir

noropati olarak tanimlanabilir (13).

Insiilin, 1922 yilinda Frederick Grant Banting ile Charles Herbert Best tarafindan
bulundu ve ilk kez 1925’te Best tarafindan kullanildi. Insiilini izleyen diger
antidiyabetik ilaglarin kesfi, diyabet hastalarinin 6miirlerinde belirgin bir uzamaya neden
oldu. Bu uzama sonucu, diger komplikasyonlarla birlikte diyabetin major
komplikasyonlarindan olan DRP’nin goriilme sikliginda da biiyiik bir artig ortaya ¢ikti.
Giliniimiizde, gelismis batili ilkelerdeki 40- 65 yas grubunda, DRP en sik korliik
nedenidir (14,15).

DRP ’nin ileri evreleri iskemiye sekonder retinada anormal yeni damar olusumuyla
karakterizedir. Yeni damar olusumuna hipoksik retina dokusundan salinan biiylime
faktorleri neden olur. DRP sirecinin herhangi bir agamasinda diyabet hastalarinda
makiila bolgesindeki kalinlagsmayla karakterize makiila 6demi de gelisebilir. Diyabetik
makiiler 5dem (DMO) gegirgenligi artmus dilate kapillerler ve mikroanevrizmalardan
kaynaklanan sizintilarla kan- retina bariyerinin bozulmasinin sonucu olarak ortaya ¢ikar.
DRP’nin ve DMO’niin kontrolii igin gecerli olan strateji bu bozukluklarin erken teshisine

ve kan sekeri diizeyinin siki kontroliine dayanir.
DRP’de Epidemiyoloji

Toplumlara gore degismekle birlikte ortalama %1-2 siklikta goriilmektedir. Diyabet
hastalarinin biiyiik cogunlugu insuline bagimli olmayan tip (DM tip II) olup
populasyonun%85-90°1n1, diger %10-15’ini de insuline bagimli tip (DM tip I) olan az bir
kismi olusturur. DM tip I’e genellikle 40 yas altinda tan1 konur. Bu populasyon daha
ciddi okuler komplikasyon gelistirme egilimindedir. Her ne kadar DM tip II’ 1i hastalar
komplikasyon acisindan sansl olsalar da uzun siireli hastalik, komplikasyonu kac¢inilmaz

kilmaktadir. Klinik tedaviler, ciddi gérme kayiplarint minimalize etmeyi, hastalarin
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yasam kalitelerini korumalarini saglamay1 amaglamaktadir.

DRP’nin ortaya ¢ikmasinda en dnemli faktor hastaligin siiresidir (16). Hastalik ortaya
ciktiktan 20 yil sonra tip 1 DM’li hastalarin hemen hemen tamaminda, tip 2 DM’li
hastalarin ise %60’1indan fazlasinda DRP bulgularina rastlanmaktadir. Gliniimiizde
DRP’nin tam anlamiyla tedavisi olmamakla birlikte, mevcut tedavi yontemleriyle
hastalarda ortaya ¢ikabilecek gorme kayiplarinin miimkiin oldugunca engellenmesi ya da
en aza indirgenmesi amag¢lanmaktadir. Diinyada DM insidans1 %1.5-2.5 oraninda
bildirilmektedir (17). Diyabetik popiilasyonun yaklasik %25’inde herhangi bir seviyede
DRP vardir ve bunun %5°1 proliferatif diyabetik retinopatidir (PDR). Amerika Birlesik
Devletleri’nde Framingham grubu tarafindan yapilan ¢alismada herhangi bir diizeyde
retinopati; 5 yildan kisa siireli diyabetiklerde %5, 5-9 yil arasindakilerde %30, 10-14 yil
arasindakilerde %45 ve 15 yildan uzun siireli hastalarda %62 olarak bildirilmistir
(17).Wisconsin grubunun yaptigi epidemiyolojik 10 ¢alismada ise hastalar 30 yas alt1 ve
ustl diyabetikler olarak iki grupta incelenmistir. Otuz yas altindaki diyabetiklerde,
hastalik stiresi 5 yi1ldan az olanlarda retinopati %17, 15 yil iistiinde ise %98 bulunmustur.
Otuz yas listiinde DM tanis1 konulan grupta insiilin kullanmayanlarda, 5 yildan az
diyabetik olanlarda retinopati %17- 29, 15 yil iistiinde ise %50-63 olarak saptanmuistir.
Insuline bagimli grupta 5 yil altinda retinopati oran1 %40 iken, 15 yil iistiinde %85 tir

(17).

Diyabete bagh g6z komplikasyonlar1 gelismis iilkelerde korliigiin en 6nemli
sebebidir.Diyabetik retinopati (DRP), sanayilesmis iilkelerde 20-74 yaslar1 arasindaki
hastalarda korliigiin 6nde gelen nedenidir(18,19).Diinya genelinde 93 milyon insanin DR
oldugu ve bu hastalarin yaklasik {i¢te birindediyabetik makiiler 6deme (DME) bagl
gorme kayb1 oldugu bilinmektedir. DME, DR ile iligkili gorme kaybinin% 75'inden
sorumludur, ancak lazer fotokoagulasyon(20)ve intravitreal farmakoterapi, 6zellikle
kortikosteroidler(21)ve vaskuler endotelyal buyime faktorii (VEGF) inhibitorleri(22—
24)hastalarin ¢ogunda retinopatiyi stabilize etmek, makiiler 6demi azaltmak ve gérme

keskinligini iyilestirmek i¢in kullanilmaktadir.

DR'li hastalarin % 25'inde gérme kaybi proliferatif diyabetik retinopatinin (PDR)
komplikasyonlarindan kaynaklanmaktadir. Diinya genelinde yaklagik 17 milyon hastada
PDR vardir(25).Erken Tedavi Diyabetik Retinopati Calisma Grubu’nun (ETDRS)
gelistirdigi siniflandirma sistemine gore yiiksek riskli PDR hastalarinin yarisindan fazlasi

5 yil iginde kor olacaktir (26).Retinanin panretinal fotokoagiilasyonu (PRP), siddetli PDR
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ile iligkili komplikasyonlarin [vitreus kanamasi ve traksiyon retina dekolmani (TRD)]
gelismeden Once yapildiginda, ciddi gorme kaybi insidansi yaklasik% 50 azaltir
(27).Erken Tedavi Retinopati Calisma Grubu (ETDRS), PDR'li hastalarin% 5'inin yeterli

PRP tedavisi yapilmasina ragmen vitreus cerrahisine ihtiya¢ duyacagini gostermistir (28).
DRP’de Patogenez

DM, insiilin yoklugu veya periferik duyarsizligi ile karakterize, hiimoral ve dokusal
sonuglar1 olan, karbonhidrat, protein, lipid metabolizma bozukluklarini da igeren bir

multisistem hastaligidir.

Diyabetes mellitusun olusturdugu okiiler komplikasyonlar su sekilde 6zetlenebilir:
Azalmig gdzyasi iiretimi, Uiglincii, dordiinci, altinct sinir paralizileri, korneada
iyilesmeyen punktat epitelyopati, rubeozis iridis, katarakt olusumu, proliferatif retinopati,

optik noropati, refraksiyon degisiklikleri, glokom insidansinda artis.

DRP’ ye neden olan metabolik siire¢ hala tam olarak anlagilamamistir. Aldoz rediiktaz,
vazoproliferatif faktorler, biyime hormonu, trombositler ve kan viskositesi ile

retinopatiyi iliskilendiren birkag teori mevcuttur.

Diyabetik retinopati; damar duvarlarina 16kosit adezyonunda artis, kan akiminda
dalgalanmalar, perisitlerin 6liimii ve vaskiiler bazal membranda kalinlagmanin goriildiigu
patolojik degisiklikleri kapsar. Endotel hiicreleri arasindaki baglantilarin zayiflamasi
vaskiiler permeabilitenin artmasina neden olur. Retinal kapillerlerin blokaj1 ise hipoksi ve
anjiojenik faktorlerin iiretiminde artis ile sonuglanir. Vaskiiler permeabilite artis1 ve
biiylime faktorii salinimi; retinal neovaskiilarizasyon i¢in zemin hazirlar. Diyabetik
retinopatide goriilen vaskiiler degisikliklerden sorumlu olan primer mediatorin VEGF

oldugu diisiintilmektedir.

Ik kez 1994 yilinda Arjamaa ve arkadaslari(29)VEGF’in iskemik retinadan
salinarak intraokiiler neovaskiilarizasyona neden oldugunu bildirmislerdir. Maier ve
arkadaslar1(30)yapmis olduklar1 bir ¢alismada diyabetik hasta vitreuslarinda artmis
VEGTF diizeylerini gostermislerdir. VEGF’in salinimi hipoksi tarafindan
induklenmektedir. VEGF retinada, retinal néron, glial hiicre, vaskiler endotel hiicresi,
retina pigment epiteli ve retinaya go¢ etmis lokositler tarafindan salinmaktadir
(31).VEGF, retinal adezyon molekiillerinin ekspresyonunu artirmak suretiyle de 16kosit
adezyonunu artirarak inflamasyonu kisir bir dongi haline getirmektedir (32). Iskemik

retina, retina ve iriste endotelyal hiicre proliferasyonu ve yeni damar olusumu ile
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sonuclanacak anjiojenik bir faktor ya da faktorlerin kaynagi olabilir. Aktif PDR’1i
hastalardaki VEGF duzeyleri nonproliferatif diyabetik retinopatili (NPDR) ve diyabeti
olmayan hastalardan yiiksek bulunmustur. Bu bulgu, retinal iskemi sonucunda goriilen

neovaskularizasyonlarda VEGF’in rolii oldugunu géstermektedir.

Diyabetik retinopatiye iligkin patolojik degisimlerin ortaya ¢ikmasinda rol oynayan
baslica patolojik biyokimyasal mekanizmalar non-enzimatik glikozilasyon, oksidatif stres

ve sorbitol yolu basliklar1 altinda agiklanmaktadir.

Diabetik retinopatinin histopatolojisi

Arteriyoller Kapiierier
Hyalinczi Fi iy A‘endolei Bazal membran Perisit
deﬂlslI'ﬂl kalinlagmasi | dejeneresansi
Szt — T Artrmis
Hiicre gnqalel p
Tirnover istiindeki
3 baskilayici
Odem Hemorzji  Eksida * etk
azalr
\J
Terminal "

arteriyollerde oklizyon Kese tarzinda

Genisleme
Mikroanerizma
Tedrici J

Kapiller
oklizyon —» 2

kaybr

—3 Iskemi P Anjiyoj

Fr il ™

IRMA Preretinal Lup
anjiyojenezis

Sekil-4: DRP histopatolojisi
Non-enzimatik glikozilasyon

Uzun siireli hiperglisemide glikoz, proteinlere kimyasal bakimdan non-enzimatik
olarak yapisir ve en iyi 6rnegi HbAlc olan, bozulmaya dayanikli bir takim maddelerin
ortayacikmasina yol agar. Ketamin ve amadori adi verilen proteinler, bir dizi reaksiyona
ugrayarak ileri glikozilasyon tiriinleri denilen AGE (Advanced Glycosylation
Endproducts) iiriinlerinin ortaya ¢ikmasina neden olur. Par¢alanmaya direngli AGE
artnleri bazal membranda albimin ve 1gG birikimine neden olurlar. Non-enzimatik
glikozilasyon hipergliseminin yiiksekligine ve devam siiresine bagl olarak gelisen yavas
bir reaksiyondur. Ara iirlin olarak AGE iiriinleri, sonugta ise yar1 dmrii uzun makro

molekiiller ortaya ¢ikar. Serbest radikal (kollajen DNA) olusumunu arttirirlar (33).
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Oksidatif stres

DRP etiyopatogenezinde ileri siriilen ikinci teori oksidatif stres teorisidir. Bu teoriye
gore oksidatif stres sonucu ortaya ¢ikan serbest radikaller, proteinlerin ¢apraz

baglantilarini etkiler ve farkli aminoasit kalintilarinin ortaya ¢ikmasina neden olur.

Proteinlerin Non-enzimatik glikozilasyonu, artmis serbest radikal hassasiyeti ile
birlesince protein davraniglarinda farkliliklar olusur. Bunun sonucunda kanin sekilli
elemanlarinin agliitinasyon ve agregasyonlarinda artis meydana gelir. Bu artis

mikrotromboz gelisimlerine yol agar (33).
Serbest radikallerin hiicrelerdeki zararl etkileri:

a. Plazma lipoprotenleri, hiicre membrani1 lipoproteinleri ve kollajen, laminin gibi
proteinler oksidasyona ugrar. Serbest radikal diizeyindeki artis, antioksidanlarin kan ve

doku diizeyinde diisme olusturur.
b. Proteinlerin oksidasyonu

Oksidatif stres, ¢esitli kemokinlerin ve sitokinlerin sentezini diizenleyen pro-
inflamatuar bir durum yaratir. Bu molekiiller, kan - retinal bariyerini pargalayarak DME
gelisimini ve pre-retinal proliferatif dokunun biiyiimesini uyararak PDR gelisimini

destekler.

Oksidatif stres ve retinal iskemi anjiyojenik faktorlerin, 6zellikle VEGF'nin ve ¢esitli
kemokinlerin Gretimini diizenler (34). Regmatojen retina dekolmani (RRD) ve
Traksiyonel retina dekolmani (TRD) olan gozlerin vitréziinde artmis nitrik oksit (NO)
yolu metabolitleri (sitrulin ve arginin) bulunmustur(35)ve asir1t NO, mitokondriyal
fonksiyonu inhibe edebilen ve DNA'ya zarar vererek hicre limine neden olabilecek
toksik serbest radikaller olusturur (36).PDR'li gbzlerde bulunan diger proenflamatuar ve
buyume faktori molekdilleri sunlar1 igerir: kemokin ligand 2 [CCL2; monosit kemotaksis
proteini (MCP)-1], CCL4, CCL11, CCL17, CCL19, CXCL9, CXCL10, TGF-B1,2,3,(37)
interlokin (IL)-1B, IL-6, IL-8, eritropoietin, adiponektin, SICAM-1 ve sVCAM-1.

Sorbitol yolu

Vucutta glukoz, aldoz rediiktaz enzimi ile sorbitole doniisiir. Sorbitol ise sorbitol
dehidrogenaz yardimiyla fruktoza doniisiir. Glukoz sorbitole doniisiirken Nikotinamid

Adenin Dinlkleotit Fosfat (NADPH) kullanilir. Fazla glukoz varliginda NADPH fazla

tiiketilir ve myoinositol ortaya ¢ikar.
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Miyoinositol ise vaskiiler disfonksiyona neden olur. Fazla miktarda glukoz alindiginda
NADPH fazla miktarda tiiketilir ve asir1 sorbitol ortaya ¢ikar. NADPH1n asir1 tiiketimi
ve sorbitol birikimi, sorbitol dehidrogenazi etkisizlestirerek islemin ikinci kismini bloke
eder ve fruktoza doniisiimii engellenir. Bunun sonucunda sorbitol daha da artar ve kisir
bir dongii ortaya ¢ikar. Bu kisir dongiiniin sonucu asir1 sorbitol ve myoinositol birikimi

ve NADPH tiiketimi araciligiyla yaygin vaskiiler disfonksiyon olusur.
DRP’de Patogenezinde inflamasyon Kanitlar

Inflamasyonun makroskobik olarak bes tane temel belirtisi vardir. Bunlar, agri
(dolor), hiperemi (rubor), 6dem (tumor), 1s1 artis1 (calor), ve fonksiyon kaybidir (functio
laesa)(27).Bu belirtilerden 6dem ve fonksiyon kaybi digindaki hichir makroskobik bulgu,
diyabetik retinopatide gozlenen bulgular ile uyum saglamamaktadir. Bununla birlikte
mikroskobik diizeyde incelendiginde inflamasyonda, damar dilatasyonu ve azalmis kan
akimi, damar disina plazma ve proteinlerinin sizintisi, 16kosit go¢ii ve birikiminin oldugu
gorulmektedir. Bu bulgular diyabetik retinopati patogenezinde, retinada gozlenen

degisiklikler ile bire bir ortiismektedir (27).
Diyabetik Retinopatideki Inflamatuar Kanitlar:

1. Vaskiiler akimin ve permeabilitenin artmasi,

2. Makdula 6demi,

3. Neovaskilarizasyon,

4. Inflamatuar molekiillerin ekspresyonunun artmasi,

5. Retinal noral ve endotelyal hiicre 6limi,

6. Makrofaj infiltrasyonu,

7. Mikroglial hiicre aktivasyonu,

8. Lokosit adezyonunu artmasi,

9. Kompleman aktivasyonu,

10. Akut faz reaktanlarinin artmasi.

DRP’de Simiflandirma

Erken Tedavi Retinopati Calisma Grubu’na (ETDRS) gore diyabetik retinopatinin
siniflandirilmasi soyledir:(38)
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A. Hafif ve Orta Non-Proliferatif DRP (Zemin DRP): 4 kadrandan daha az alanda
goriilen mikro anevrizmalar, nokta veya ¢izgi seklindeki intraretinal hemorajiler ve sert

eksudalar.

B. Ciddi Non-Proliferatif DRP (Preproliferatif DRP): 4 kadranda goriilen yaygin
hemoraji ve mikroanevrizma, 2 veya daha fazla kadranda gorulen ventz boncuklanma, 1

veya daha fazla kadranda goriilen intraretinal mikrovaskiiler anomali (IRMA).

C. Proliferatif DRP (PDR): Diskte Neovaskularizasyon, Retinal Neovaskilarizasyon,
preretinal veya vitreus ici hemoraji, fibrovaskuler proliferasyon, iris ve iridokorneal agida

Neovaskilarizasyon
Nonproliferatif Diyabetik Retinopati (NPDR)
Hafif-orta (background) Diyabetik Retinopati

Retinopatinin baslangi¢ donemidir. Mikroanevrizmalar, az sayida ufak retinal
hemorajiler goriiliir. Bir y1l icinde PDR gelisme riski %5, bes yi1l i¢inde yiiksek riskli
PDR gelisme riski%]15’tir. Diyabetik retinopatide mikroanevrizmalar oftalmoskopik
olarak saptanabilen ilk degisikliklerdir. Ve orta retina katmanlarinda yerlesmis kiigiik
kirmizi noktalar olarak goriiliirler. Kapiller veya mikroanevrizma duvarlar1 zayiflayip

rliptiire olduklarinda intraretinal dot- blot hemorajilere neden olurlar.

Makuler ddem; nonproliferatif diyabetik retinopatinin 6nemli bir belirtisidir ve
diyabetik hastalarda korliik nedenlerinin basinda gelir. Interselliiler s1vi; sizint1 yapan
mikroanevrizmalardan veya kapillerlerden gelir. Odem; Retinal hiicreler tarafindan
ayrilmis, ¢ok sayidaki retinal ara yiizeyden 15131n sagilmasina neden olur. Bu durum
retinay1 bulaniklastirir. Sonugta, dis pleksiform tabakadaki sivi cepleri yeteri kadar
genisse kistoid makuler 6dem olarak goriilebilir. Kistoid makuler 6dem genellikle ¢ok
sayida hemorajileri ve eksudalar1 bulunan, ciddi nonproliferatif diyabetik retinopati
bulgular1 olan gozlerde goriiliir. Eger sivi s1zintis1 yeterince fazla ise, retinada lipid
birikebilir. Bu durumdan ilk olarak digpleksiform tabaka etkilenir. Baz1 olgularda lipid
makulada daginik olarak yerlesirken, diger bir grup olgularda ise s1zint1 yapan veya bir
kapiller nonperfiizyon alanini ¢evreleyen mikroanevrizmalarin ¢evresinde bir halka

seklinde toplanabilir. Bu paterne sirsine retinopati denir.
Orta-siddetli (Preproliferatif) Diyabetik Retinopati

Multiple Retinal hemorajiler, cotton-wool spotlar, vendz boncuklanma ve luplar,
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IRMA gibi ic retina tabakalarindaki hipoksinin belirtileri goriilmeye baslar. Bir yil i¢inde
PDR gelisme riski %12-27, 5 y1l i¢inde ytiksek riskli PDR riski %33 diir. Fluoressein
anjiyografide genis kapiller nonperfiizyon alanlar1 goriiliir. Cotton-wool spotlar,
prekapiller arteriollerin tikanmasi ile olusan sinir lifi tabakasindaki infarktlardir. Venoz
boncuklanma retina kan dolasiminda yavaslamanin 6nemli bir belirtisidir. Ven6z luplar
ise hemen her zaman kapiller nonperfiizyon alanlarinin komsulugunda yerlesirler.
Luplarmn olusumuna fokal vitreus traksiyonu katkida bulunabilir. IRMA Kollateral
kanallar gibi fonksiyon goren dilate kapillerlerdir. Cogunlukla retina
neovaskiilarizasyonlarindan ayrimlari giictiir. ETDRS’ye gore; IRMA, multipl retinal
hemorajiler, ven6z boncuklanma ve lup, kapiller nonperfiizyon, genis kapiller
nonperfiizyon alani, fluoresein anjiyografide genis sizinti; PDR gelisimi i¢in 6nemli risk

faktorleridir.
Proliferatif Diyabetik Retinopati (PDR)

Baslica belirtisi neovaskiilarizasyondur. Bunlar retina ve optik diskten gelisen, retina
ylizeyi veya vitreus i¢ine dogru ilerleyen yeni damarlardir. Neovaskiilarizasyonlarin
ozelligi, biiziigme yetenegi olan fibroz doku ile ¢evrili olmasidir. PDR tanist koyabilmek
icin retina ylzeyinde ve/veya optik disk {izerinde yeni damar olusumunun ve birlikte
fibr6z doku proliferasyonunun olmasi sarttir. PDR diyabetik populasyonunun yaklasik %
5-10’unda goriiliir. Otuz yillik diyabetik olgularin yaklasik %60°inda PDR mevcuttur.
Agir NPDR’ si olan olgular PDR gelisme riski en yiiksek olgulardir.

Klinik olarak iki donemde incelenir

1- Erken PDR: Retinal neovaskularizasyonlar ve minimal fibréz doku proliferasyonu

ile karakterizedir.

2- Yiksek Riskli PDR: Neovaskiilarizasyonlar vitreusa dogru ilerlemis ve
beraberindeki fibr6z doku belirginlesmistir. Bunlara preretinal ve vitre i¢i

hemorajiler eslik eder.

Neovaskularizasyon: Non-proliferatif degisiklikler, arteriollerde nonperfiizyon ve
anormal gecirgenlikle birlikte proliferatif retinopatiye doniisiir. Neovaskiilarizasyon en
sik orta periferik kapiller non-perfiizyon bolgesi ile baglantilidir ve en ¢ok optik diskin 45
derece cevresinde, optik diskin usttinde gorulir. Neovaskularizasyon, disk tstiinde veya
optik diskin bir disk ¢ap1 i¢inde yerlesen yeni damarlardir. Retina kapillerinin

tikanikli§ina bagh olarak i¢ retina katlarinim iskemisi sonucunda gelisir. iskemik retina
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dokusunun yeni damar olusumuna stimiile eden anjiogenik bir madde salinimina yol
actigi ileri stiriilmektedir. Baslangicta endotelyal proliferasyonlar olarak ortaya ¢ikar,
daha sonra internal limitan membrandaki defektlerden gecerek retina ile posterior vitreus
korteksi arasindaki potansiyel diizleme uzanirlar. Beraberinde fibréz proliferasyon

bulundugunda traksiyonel retina dekolmani gelisme riski tasirlar.

Hemoraji: DR’de hemoraji neovaskiiler dokudan kaynaklanir. ki tip hemoraji
goriiliir. Retina 6nii hemoraji, mevcut vitreus dekolmani1 boyunca dekole vitreus ile retina
ylizeyi arasinda yerlesim gosterir. Rezorbe olabilecegi gibi, vitreusun icine de yayilabilir.
Vitre i¢i kanama, agir gorme kaybina yol agar. Vitreus igine dogru biiyliyen NV’a ya da
olusmus retina 6nii kanamanin yayilmasina bagl olarak gelisir. i1k vitreus kanamalarinda
olgunun durumuna goére ilk {i¢ aylik siirede kendiliginden rezorpsiyon beklenir. Laser
tedavisinin uygulanmamis olmasi, kanama ile birlikte traksiyonel dekolmanin varligi ve
olgunun 6zel durumu (tek g6z olmasi, geng olmasi) erken vitreoretinal cerrahiyi

gerektirir.

Traksiyonel Retina Dekolmani (TRD): Optik diskteki neovaskularizasyon veya
retinanin diger alanlarindaki neovaskiilarizasyon ilerledik¢e, yeni damarlara karisan
fibroz proliferasyon meydana gelir ve arka vitreus yiiziine yapisir. Proliferasyonun
artmasiyla fibrovaskiiler kompleks diskten, 6zellikle temporal yone dogru arkadlar
boyunca ilerler; diski, iist ve alt arkadlar birlestirir. Eger bu fibrovaskiiler kitle biiziiliirse
ve en gergin vitreoretinal yapisikliklar disk tistiinde ise makiila diske dogru cekilir ve
makiila dekolmani gelisir. Fibrovaskiiler kitlenin proliferasyonu ve biiziilmesi ile birlikte
vitreus jelinin de biiziilmesi, arka vitreus dekolmaninda ilerlemeyle birlikte traksiyonel

retina dekolmanina yol acar. Bu dekolman en sik makiila dis1 bolgelerde goriiliir.

TRD’de ilk agsama, bir veya daha fazla anjiyojenik faktoriin liretilmesine yol agan
retinal iskemi gibi gérinmektedir (39).Diyabetik retinopatide ve diger retinal vaskiiler
hastaliklarda neovaskiilarizasyon gelisimine birkag mitojenik peptit (bliytime faktorii)
neden olmaktadir. Retinal ve iris neovaskiilarizasyonunda yer alan biliyiime faktorleri
arasinda insiilin benzeri biiyiime faktorii 1 (IGF-1), fibroblast biyime faktori (FGF) ve
en 6nemlisi vaskiler endotelyal biyime faktorii (VEGF) bulunmaktadir (34,40—
43).Calismalarin ¢cogu VEGF'yi en gii¢lii sekilde icermektedir. VEGF sentezi hipoksi ile
artirilmis ve molekiler biyolojik teknikler kullanilarak VEGF mRNA ekspresyonu
gosterilmistir (44—-48).VEGF protein ekspresyonu ve lokalizasyonu bolgeleri arasinda

retinanin glial hiicreleri (Miiller hicreleri) ve 6n optik sinir, retina astrositleri, retinal
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pigment epitel hiicreleri, retina vaskdiler endotel hiicreleri ve retinal ganglion hicreleri
bulunur (46,49,50).Bu alanda 6nemli gelismeler kaydedilmis olmasina ragmen, VEGF

iretimi ve diger bliyiime faktorlerinin tretimi belirsizligini korumaktadir (51).

Iskeminin biiyiime faktérii iiretimine yol agtig1 kesin mekanizmadan bagimsiz olarak,
artmis bilylime faktorleri seviyeleri retinal anjiyogenezi de tetikler. Bu durum retina kan
damarlarindan da neovaskiiler tomurcuklarin gelisimine neden olur. Bu neovaskuler doku
retina ve posterior hyaloid yliz arasindaki potansiyel boslukta ¢ogalir. Sonunda bu
dokunun sirekli biiytimesi, kortikal vitreusun posterior duvarinda birikmesine yol acarak
¢ok siki bir yapisikliga neden olur(52,53). Bu fibrovaskiiler kompleksin fibréz elemani
biiziiserek vitreus Uzerindeki neovaskuler dokunun gerilmesine ve retinada traksiyon
yapmasina neden olabilir. Bu durum daha fazla ilerlerse traksiyon retina dekolmanina ve
vitreus kanamasina neden olabilir. Vitreoretinal kavsaktaki adezyonlardan
neovaskiilarizasyon tizerine 6nemli ¢ekis giicii uygulanirsa, retina yirtilmasi olusabilir.
Bu nedenle, kombine bir traksiyon / yirtikli retina dekolmani olusabilir. Bu yirtilma
siklikla fibrovaskiiler proliferatif adezyonlarin yakininda bulunur (51). Temel
patofizyoloji genellikle vitreoretinal adezyonlar1 igerdiginden, proliferatif diyabetik

retinopati igin vitrektomi posterior vitreusu ayirmanin degerlendirilmesini gerektirir (54).
Diyabetik Makulopati

Diyabetik retinopatinin her doneminde gelisebilir. Nonproliferatif evrede gérme
kayiplarinin %80“inden sorumludur. Makiila 6demi ve iskemik makiilopati seklinde

izlenebilir ve bu bulgularin ayrimi fundus floresein anjiyografi (FFA) tetkikiyle yapilir.

Diyabetik makiila 6deminin prevalansi %10“dur; diyabetin siiresiyle, siddetiyle ve
yasla orantili olarak artis gosterir. DMO; fokal, diffiiz veya mikst tip 6dem seklinde

goralebilir.

Makula merkezinden bir disk ¢ap1r uzakliktaki (1500 p) retinal alanlarda, retina
kalinlagmas1 veya sert eksuda varlig1 fokal diyabetik makiila 6demi olarak tanimlanir.
ETDRS tarafindan klinik uygulamada fokal bir 6demin siddet ve seviyesini belirlemek ve
tedavi kriterlerini saptamak igin klinik olarak anlamli makiila 6demi (KAMO) tanimi
belirlenmis ve retinal kalinlasma esas alinmistir. Buna gore fokal bir makiila 6deminin

KAMO kabul edilebilmesi icin;

1.Makiila merkezinde veya merkezin 500 p ¢cevresinde retina kalinlagsmasi,
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2.Makdula merkezinde veya merkezin 500 p ¢evresinde, bitisigindeki retinanin

kalinlagmastyla birlikte olan sert eksudalarin varligs,

3.Herhangi bir boliimii makiila merkezinden bir disk ¢ap1 uzakliktaki (1500 p) bir
alanda yerlesmis, bir disk ¢ap1 veya daha biiyiik retinal kalinlasma bolgesinin varligi
gereklidir (55).

Makiila merkezini de i¢ine alan iki ya da daha fazla disk capi biiylikligiindeki retina
kalinlagmalar1 diffiiz diyabetik makiila 6demi olarak isimlendirilir. Fokal 6demden farkli
olarak diffliz tipte kan-retina bariyeri buyik molekdllerin gegisine engel oldugu igin sert
eksuda plaklar1 nadiren goriiliir. Diffiiz tipte makulada kistoid degisiklikler izlenir,
FFA*da cigek paterni izlenebilir, ayrica erken fazda retinal kapiller yatagin gériiniirligii
artmistir. Optik kohorens tomografi“de (OCT) retinal kalinlasma duizeyi ve kistoid
degisiklikler ayrintili olarak degerlendirilebilir.

Diyabetik Retinopati Tedavisi

Giinlimiizde DR"nin gelisimi ve progresyonu tam anlamiyla ortadan kaldirilamamakla
birlikte, mevcut tedavi yontemleriyle hastalarda ortaya ¢ikabilecek gérme kayiplarinin
engellenmesi veya en aza indirgenmesi amaglanmaktadir. DR ve DMO®de erken teshis
ve tedaviyle gorme keskinliginde artis veya stabilizasyon saglanabilir. Tedavi,
diyabetin ve varsa hipertansiyonun regiilasyonuyla baslar. HbAlc'min % 6,5, aclik kan
glikoz diizeyinin 110 mg/dl, kan basinci diizeyinin 130/85 mmHg degerlerinin altinda
olmas1 Onerilmektedir. Kan lipid profilinin de takibi onerilir. ETDRS ¢alismasinda total
kolesterol seviyesi 240 mg/dl tzerinde olanhastalarda sert eksuda goriilme olasiligi, 200
mg/dl 'nin altinda total kolesterol diizeyi olan hastalara gore 2 kat daha fazla

saptanmigtir(55).

Laser fotokoagiilasyon tedavisi, santral tutulumu olmayan 6dem veya gorme azalmasi
yapmayan erken ddem tedavisinde standarttir. KAMO varliginda fokal 6dem igin
uygulanan laser tedavisi, makiiladaki 6demi azaltmay1 ve sert eksudalarin rezorbsiyonunu
hizlandirmay1 amaglar. Panretinal fotokoagiilasyonda amag, neovaskiilarizasyon ve fibroz
doku gelisiminin engellenmesi, durdurulmasi ve gerilemesinin saglanmasidir. Panretinal
laser fotokoagiilasyonun PDR*de 5 yil i¢inde agir gorme kayb1 gelisme olasiligini %50
azalttig1 gosterilmistir(56).

Laser fotokoagiilasyon sonrasi; gérmede gegici bulaniklik, bas agrisi, korneal

abrazyon ve yaniklar, iris yaniklari, lens opasiteleri, n kamarada siglasma, goz igi
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basinci artis1, fovea ve optik sinir hasari, iskemik papillopati, makiiler 6dem, Bruch
memraninda riiptiir, koroidal kanama ve neovaskiilarizasyon, subretinal
neovaskiilarizasyon, gorme alaninda skotomlar, epiretinal membran olusumu, vitreus

hemorajisi, retinal yanik alanlarinda genisleme gibi komplikasyonlar gelisebilmektedir.

Diffliz 6demin tedavisinde laserin etkisi sinirlidir ve farmakoterapi tsttnlik
kazanmustir. intravitreal olarak kortikosteroidler ve Vaskiler endotelyal blyime
faktoru blokorleri (anti-VEGF ajanlar) uygulanmaktadir. Bu tedavilerle enflamatuar
mediatorlerin ve vaskiiler permeabilite artisina neden olan faktorlerin saliniminin

engellenmesi hedeflenmektedir.

Triamsinolon asetonid, fluosinolon asetonid, deksametazon, intravitreal olarak
uygulanan steroid yapisindaki ajanlardir. Enflamasyonu baskilamakla birlikte VEGF
diizeyini azaltirlar. Kortikosteroidlerin glokom, arka subkapsiiler katarakt, pitozis,
midriyazis, skleral incelme, gbz kapag cildinde atrofi, bagisiklik mekanizmalarinin
baskilanmas1 sonucu enfeksiyonlara yatkinlik gibi yan etkileri vardir. Ayrica intravitreal

uygulamaya bagli endoftalmi ve retina dekolmani riski mevcuttur.

Ranibizumab ve aflibercept DMO tedavisinde onayli anti-VEGF ajanlardur.
Aflibercept, VEGF-A disinda plasental buyiime faktoriini (PIGF) de bloke etmektedir.
Pegaptanib sodyum ve bevacizumab da bu gruptaki diger ajanlardir. Antianjiyogenetik
ilaglarin etkisi gegici oldugundan laser tedavisiyle kombineedildiginde etkinliginin arttig1
diistiniilmektedir. Bu ilaglarin miyokard enfarktiisii, serebral enfarktiis, hipertansiyon,

menstriiel diizensizlikler gibi sistemik yan etkilerinin olabilecegi diisliniilmektedir.

Kalic1 vitreus hemorajileri, premakiiler hemoraji, traksiyonel retina dekolmani,
vitreomakiiler traksiyon, aktif fibrovaskiiler proliferasyon gelisiminde uygulanan
vitreoretinal cerrahi ile komplikasyonlarin 6nlenmesi ve ortadan kaldirilmasi

amaglanmaktadir.

Diyabetik retinopatinin medikal tedavisinde; antioksidanlar (E vitamini, C vitamini),
aldoz reduiktaz inhibitérleri (Sorbinil, Ponalrestat), ileri glikolizasyon son rtin
inhibitorleri (Aminoguanidin, Pimagedin), PKC inhibitorleri (Reboksitaurin, PKC-412),
biiylime hormonu inhibitdrleri, somatostatin analoglar1 (Octreotid) gibi diger ajanlar
cesitli caligmalarda kullanilmistir(57).Medikal tedavideki gelismelerle DR gelisimi,
progresyonu ve komplikasyonlarinin 6nlenmesi, laser fotokoagiilasyon ve vitreoretinal

cerrahiye gereksinimin azaltilmas1 hedeflenmektedir.
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Preoperatif Intravitreal Bevacizumab Enjeksiyonu:

Ciddi proliferatif diyabetik retinopati vakalarinda vitrektomiyi kolaylastirmak igin
preoperatif intravitreal bevacizumab enjeksiyonunun kullanilmasini 6neren ¢alismalar
vardir(58). Bevacizumab, VEGF70'in tiim izoformlarini baglayan ve intravenoz kullanim
icin ABD Gida ve Ilag idaresi tarafindan onaylanan insancil bir rekombinant antikordur.
VEGF'nin aracilik ettigi ¢esitli anjiyojenik retina hastaliklarinda intravitreal olarak
giderek daha fazla kullanilmaktadir. Tipik doz 1.25 mg'dir, ancak 6.2 mcg kadar diisiik ve
2.5 mg kadar yiiksek dozlar kullanilmistir. Ozellikle aktif neovaskiilarizasyon olan
vakalarda bevacizumab kullanimi intraoperatif kanama riskini azaltarak fibrovaskiiler
membranlarin ¢ikarilmasini kolaylastirir. Vitreus kanamasi nedeniyle preoperatif
panretinal fotokoagiilasyon yapilamadiginda bu 6zellikle yararlidir. Genellikle vitrektomi
ameliyat1 intravitreal bevacizumab enjeksiyonundan sonraki bir hafta i¢inde yapilir. Bu,
vitrektomi yapildiginda neovaskiiler dokunun bir miktar gerilemesini saglar; bununla
birlikte, belirgin bir dezavantaj neovaskuler dokunun fibrozisi sonucu traksiyonel retina
dekolmaninin ilerlemesine neden olabilmesidir(59). Bu nedenle ciddi sistemik
komplikasyonlar1 olan hastalarda dikkatli olunmalidir, hastanin ameliyat1 geciktik¢e
fibrozis ilerleyebilir. Ek bir endise, bir VEGF antagonistine sistemik maruziyettir.
Intravitreal 1.25 mg bevacizumab enjeksiyonu yapilan diyabetik hastalarda hem
neovaskiilarizasyon hem de makiiler 6dem'e kars1 goz ¢alismalar1 vardir(60,61). Ancak
uzak etkilerinin arastirildig1 heniiz bir calisma yoktur bu nedenle sistemik yan etkileri

bilinmemektedir.
Farmakolojik Vitreolizis

Proliferatif diyabetik retinopatide neovaskiiler doku siklikla fibroz bir bilesen gelistirir
ve fibrovaskuler kompleksinilerlemesi retina traksiyonuna ve dekolmanina yol agabilir.
Su anda, vitreoretinal adezyon sadece vitrektomi yapilarak mekanik olarak
ayrilabilmektedir. Farmakolojik vitreolizis yapabilen ilag heniiz yoktur. Ilag¢ calismalar
basarili olursa, se¢ilmis hastalarda vitrektomi cerrahisini potansiyel olarak

kolaylastirabilir hatta ortadan kaldirabilir.

1999 yilinda, doku plazminojen aktivatorii kullanilarak vitreusun retinadan
ayrilmasina yardimci olmak i¢in ameliyat 6ncesi bir girisim gergeklestirildi. Bu ¢ok
merkezli calismada, diyabetik vitrektomiden 15 dakika dnce intravitreal enjeksiyonla 25

mcg doku plazminojen aktivatorii kullanildi ancak vitreoretinal ayrilmaya yardime1
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olmadi (62).

[leri proliferatif diyabetik retinopatili gézlerde vitreus cerrahisine ek olarak otolog
plazmin enziminin kullaniminin posterior hiyaloidin ¢ikarilmasini kolaylastirmakta
yararli olabilecegine dair bazi kanitlar vardir (63). Bu su anda ¢ok merkezli, randomize

bir klinik ¢aligmada arastirilmaktadir.
RETINAL FiBROZIS

Fibrozis, akut veya kronik yaralanmaya yanit olarak gelisen karmasik, onarici bir
suregtir. Fibrozisin hasarli dokuyu onarmadaki basarisi, ekstracelltler matriksin (ECM)
uygun sekilde yeniden yapilandirilmasina baglidir, bunun i¢inde normal bir vaskiiler
kanlanma gerektirir. Hasarla indiiklenen kemotaktik ajanlarin salinmasindan sonra,
vaskiiler sistem uygun enflamatuar hiicreleri hasarli dokuya tasir ve yeni ECM sentezini
ve yapilanmasini kolaylastirir. Bununla birlikte, eger yeni ECM birikimi hatali olursa
tehlikeli bir fibrotik siirece katkida bulunabilir. Ek olarak, onarici islemin basaris1 hasarl
dokunun yerine baglidir (64).Ornegin retinada hasarli alanin yeri foveaya yakinsa gérme

keskinligini derinden etkileyebilir.

Fibrotik strece fibroblastlarin katilimi iyi bilinmektedir. Fibroblastlar, tim viicutta bag
dokusu olan her yerde bulunurlar, sadece merkezi sinir sisteminde (CNS) bulunmazlar.
Fibroblastlarin birincil islevi, kollajenler, elastik lifler, glikozaminoglikanlar ve
glikoproteinler dahil olmak {izere ¢esitli ECM bilesenlerini sentezleyerek yaralanmaya
yanit vermektir.Glial hiicreler, 6zellikle Miiller hiicreleri, dokulardaki fibroblastlara benzer sekilde
retinadaki doku iyilesme yanitina aracilik eder. Proliferatif diyabetik retinopatinin (PDR) gelisiminde
ve ilerlemesinde hiicre proliferasyonu, ECM ¢ogalmasi ve neovaskiilarizasyon kilit basamaklardir(65).
Bu olaylar tipik olarak hipoksi ve inflamasyona yanit olarak biiyiime faktorii tarafindan yonlendirilir
ve retina yilizeyinde veya vitreus boslugunda fibrotik doku olusumunu tesvik ederler(65,66).Sonugta,
neovaskiilarizasyon sirasinda fibrotik siire¢ tarafindan iiretilen ¢cekme kuvvetleri, i¢ ndrosensory
retinanin dis retinal pigment epitelinden (RPE) ayrilmasini ve retina dekolmani ile sonuglanmasini
saglar (67).Hangi hiicre tiplerinin PDR'de retina dekolmanina neden olan ¢ekis kuvveti olusturmaya
katkis1 belirsiz olsa da, Miiller hiicrelerinin retina dekolman islemine mekanik gii¢c saglamada etkili
stres lifleri iirettigi bilinmektedir(68).1ki tip fibrotik doku, fibrovaskler proliferatif doku ve avaskiiler

proliferatif doku, PDR hastalarinda gelisebilir ve retina dekolmanina katkida bulunur(69).

Fibrovaskiiler proliferatif doku, retina ylizeyinde PDR sirasinda anormal yeni damarlar
biiytidiigiinde olusur. Avaskiiler proliferatif doku daha az yaygindir ve amorf avaskiiler

membranlardan olusur. Ug retina dekolman tipi vardir, regmatojen, traksiyonel ve ekstidatif. PDR en
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sik traksiyonel retina dekolmani ile iligkilidir. Traksiyonel retina dekolmani sirasinda retina

yuzeyindeki skar dokusu retinayi ¢eker, onu alt tabakadan ayirir (70).
Retinal Fibrozisin Histopatolojisi

PDR'nin histopatolojik calismalari, fibrovaskiiler proliferatif doku ve avaskiiler
proliferatif dokunun PDR gelisimi ile yakindan iliskili oldugunu gostermistir.
Fibrovaskuler proliferatif doku ile ilgili histolojik ¢calismalar retinadaki yiizeysel pleksus
veya kilcal damarlardan ¢ikan yeni damarlarin siklikla fibréz ag icinde gelistigini
gostermektedir (69).Retinal fibrozisin erken evrelerinde, anormal yeni damarlar fibrotik
dokudan yoksun olarak ¢ogalir, ardindan ara asamada yar1 saydam fibrotik bag
dokusunun damarlar arasi bosluklar1 kademeli olarak doldurdugu goriiliir, ge¢ asamada
yogun, beyaz, avaskiiler skar olusur.Fibrovaskiiler proliferatif doku, fibrozisin
kokeninden periferik olarak genislerken, avaskiiler proliferatif doku, tipik olarak
fibrovaskuler proliferasyonun kenarlarindan uzanan ince bir zar seklindedir. Fibrotik
doku ayrica tipik olarak fotokoagiilasyon gibi terapotik tedavi bolgelerinde, 6zellikle diiz

neovaskularizasyon alanlarinda, iyatrojenik miidahaleye sekonder gelisebilir.
Retinal Fibroziste Muller Hucreleri

Retinal Miiller hiicreleri, retinal homeostazin korunmasina katilarak retinal fibroziste
onemli bir rol oynar (71-74).Bununla birlikte, retina yaralanmasinin ardindan, bozulmus
homeostatik denge muller hiicrelerini aktive eder, bu hlicre ¢ogalmasi, hiicresel sekil
degisimi ve vaskiiler endotelyal biiylime faktorii (VEGF) tiretimi ile sonuglanir (70,75—
78).Miiller hiicrelerinin, retinada muhtemelen bulunmayan fibroblastlarin rollni

uistlendigi bildirilmektedir (66).

Muller hicreleri, astrositler ve mikroglia vaskdler hiicreler ile birlikte fibrotik strece
katilir (64,66,74,79).Bir ¢calismada, fare retinasinda astrositlerin, retinal vaskiiler sistemde
proanjiyogenik bir hiicre tipi olarak etki ettiklerini, ¢iinki bunlar VEGF ve fibronektin
uretebildiklerini ve retinal fibroziste retina anjiyogenezine katkida bulundugunu
gostermektedir (80).Ek olarak, Miiller hiicreleri gibi astrositler, yaralanmaya yanit olarak
glial fibril asit proteinini (GFAP) de eksprese eder (81).Baska bir ¢alisma, insan diyabetik
retinasindaki mikroglia'in ECM formasyonunu, fibrozisi ve anjiyogenezi destekleyen

bag dokusu biiytime faktoriinii (CTGF) eksprese ettigini bildirmistir (82).

Her ne kadar Miiller hiicresi aracili fibrozis retina onarimi igin gerekli olsa da, bu

islem diyabetik retinopatinin ilerlemesine de katkida bulunabilir (49,66,78,83,84).
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PDR'de, artan insulin benzeri buytme faktori-1 (IGF-1), hipoksi ile induklenebilir
faktor-1a (HIF-1a) 'y1 arttirir (42,85-89).Hipoksik Muller hicreleri, HIF-1'in stabilitesini
arttirir ve niikleer lokalizasyonunu indukler (90), VEGF'nin asir1 ekspresyonuna yol agar
(91).HIF-2 [a], Miiller hiicrelerinin aktivasyonunda ve bunlarin hipoksiye cevaplarinda
da rol oynamistir (92).Bu nedenle, HIF faktorleri Miiller hiicre aktivasyonuna aracilik
eder. Miiller hiicreleri hipoksiye artmis VEGF seviyeleri ve bazik fibroblast biiylime
faktoru (bFGF) ile cevap verir(85,90,91,93), ve retinal neovaskiilarizasyonu da tesvik
eder (94).Retina ylzeyinde neovaskiilarizasyonun buyimesi, retinal gliosisin artmasina

ve traksiyonel kuvvetlerin artmasina neden olur (66,79,95).

Miiller hiicre aktivasyonu, diyabetik retinopatinin patogenezinde en erken adimlardan
birini temsil eder (49,96,97). Mller hiicre aktivasyonunun modulatorleri olan siklin D ve
p27Kipl'in hedeflenmesi diyabetik retinopatide fibrozisin ilerlemesini diizenleyebilir,
cunkd Maller hiicrelerinin aktivasyonu her iki proseste de erken bir adimdir (78).Strese
kronik veya siddetli maruz kalma durumlarinda, Miiller hiicreleri masif gliozise giderler.
Hucre proliferasyonunun yerini retina, subretina ve epiretinal yiizeylerde gliotik skar
alir(74,79).Diyabetik retinopati uzun vadeli bir komplikasyon oldugundan, kronik
hiperglisemiye bagli masif glioz olasilig1 artabilir(49,98).

Retinal Fibroziste Inflamasyon

Enflamasyon, oncelikle anjiyogenez siirecine katkida bulunarak fibrovaskiiler skar
olusumunu destekler. Interldkin-8 (IL-8) ve timor nekrozis faktor (TNF-a), anjiyogenik
enflamatuar sitokinler, endotelyal hiicre proliferasyonunu arttirir ve ardindan diyabetle
iligkili retinal fibrozise katkida bulunan anjiyogenezi tesvik eder(66).Bir ¢alisma, bir
proinflamatuar ve proapoptotik protein olan tioredoksinle etkilesime giren proteinin
(TXNIP) yeniden diizenlenmesinin, diyabetik retinada retina hasarin arttirmada énemli
bir rol oynadigin1 gostermistir. Sonuglar, retinal anjiyogenez ve fibrozu kolaylastiran
sklerotik fibronektinin indiiksiyonu ile koreledir. Ayrica, TXNIP'in blokaj1 diyabetik
siganlarda retina fibrozisini iyilestirmistir(99).1lgingtir ki, dogal immiin sistemin bir
pargasi olan Toll like reseptor (TLR) 2 ve 4, subretinal fibroz olusumunda 6dnemli bir rol
oynamaktadir (64).Bir anti-enflamatuar sitokin olan IL-10'un, subretinal fibrozisin
azaltilmasinda rol oynadig1 gosterilmistir, bdylece fibrozisin altinda yatan neden ile

enfeksiyon iligkilendirilmistir (64).

Retinal Fibroziste Bag Dokusu Biiyiime Faktort (CTGF)
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PDR hastalarinda asir1 CTGF ekspresyonu oldugu ve vitreus drneklerinde CTGF nin
yiiksek bulundugu bildirilmistir (100-103).CTGF, tarnsforming buyime faktori-R'nin
(TGF-B) salinimin1 azaltir bu da profibrotik etkileri destekler. PDR'de, hem VEGF hem
de CTGF, neovaskilarizasyonu ve ardindan fibrozu tesvik etmeye katilir; ancak, bu
siireclerinin altinda yatan mekanizmalar tam olarak anlagilamamistir. VEGF'nin CTGF'yi
arttirdig1 ve CTGF'nin VEGF {iretimini inhibe ettigi bu iki faktor arasinda negatif bir geri
besleme mekanizmasi tanimlanmistir (104).Bu negatif geri besleme, iki biytme faktori
arasinda bir dengeye izin verir ve “anjiyofibrotik ge¢is” olarak bilinen bir islem olan
anjiyogenik fazdan fibrotik faza gegisi saglar (104). Bu iki faz arasindaki denge, anti-
VEGF ajaninin (bevacizumab) hem neovaskiilarizasyonu azaltmasiminve hemde fibrozisi
artirmasinin anlasilmasinda kritik 6neme sahiptir. Birlikte ele alindiginda, bu bulgular
VEGF ve CTGF'nin PDR'de retina fibrozunu kolaylastirmak i¢in birlikte ¢alistigini
gostermektedir (104).

Benzer sekilde, bir baska VEGF karsit1 ajan olan ranibizumab, VEGF seviyesini
disiiriir fakat ayn1 zamanda CTGF seviyesini yiukseltir (103). Bir ¢alismada CTGF
siRNA ile ranibizumab kullanilarak diyabetik si¢an retinasindaki VEGF ve CTGF'ye
kars1 ikili tedavi yaklagimi test edilmis, bunun hem hedefleri normallestirdigi bulunmus

hem de retinal mikrodamarlarin iist yapisini belirgin sekilde gelistirdigi bulunmus (103).

VEGF ve CTGF'nin islevleri biitiinlesik goriinmekle birlikte, her birinin kendine 6zgu
eylemleri vardir (101).Calismalar, vitreoretinal bozukluklardaki fibrozis derecesinin,
CTGF aktivitesine bagl oldugunu gosterir; bu, CTGF'yi PDR'de vitreoretinal skar
olusumunu ve fibrozisin ilerlemesini 6nlemek igin potansiyel bir terapotik hedef
yapmaktadir (101,104,105).Baska bir calismada bu hedefe yonelikyeni bir anjiyojenik
inhibitor bulunmus, bunun insan endotel hiicrelerinde CTGF aktivitesinin azaltilmasinda

etkili oldugu gosterilmistir (106).
Diyabetik Retinopati Tedavisine ikincil Retina Fibrozu

Panretinal fotokoagulasyon (PRP) ve anti-VEGF intravitreal enjeksiyonlari, diyabetik
retinopatinin vaskiiler komplikasyonlarini azaltmak uygulanir. Cok sayida ¢alisma,
diyabetik makiler 6dem (DME) veya diyabetik retinopatili hastalarda bu mudahalelerin
kisa ve uzun vadeli yararl etkilerini analiz etmistir (66,107—115). PRP ve VEGF Kkarsit1
tedavilerin artmasiyla birlikte, iyatrojenik subretinal fibrozis (SRF) 6nemli bir endise

kaynagi olarak ortaya ¢ikmistir (116,117). SRF, DME hastalarinin retinalarinin lazer
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tedavisini takiben gelisir(116,118). Ilging bir sekilde, uzun siiredir diabetik retinopatiden
kaynaklanan ciddi sert eksiida hastalarinin PRP'yi takiben SRF gelistirmeye daha duyarli
olduklart bulunmustur. Her ne kadar PRP nedeniyle yan etkiler goriinse de, bu zararli

etkilerin 6nemi belirsizligini korumaktadir.
Retinal Fibroziste Tedavi

PDR'de retinal fibrozun 6nlenmesi igin potansiyel inhibe edici stratejiler; statinlerin,
steroidlerin ve VEGF, CTGF ve anjiyotensin doniistiiriicii enzim (ACE) inhibitérlerinin
kullanimini igerir (Sekil 1). Pro-anjiyojenik VEGF ve CTGF'nin ikili olarak
baskilanmasi, diyabetik si¢an retinasinda retina vaskilaritesinin biitiinliigiinti arttirir ve
fibroziste bir azalma saglar (103).Ek olarak, CTGF inhibitérit SERPINA3K, diyabetik
sigan retinasinda Wnt / R-katenin yoluyla retinal ECM uretimini, fibrojenik aktiviteyi ve
anjiyogenezi azaltir (119).Ayrica, CTGF-siRNA, diyabetik si¢can retinasinda ECM
bilesenlerini, laminin B ve kollajen IVa3 mRNA'y1 diisiirmiistiir (120).

ACE inhibitorl perindopril, diyabetik sigan retinasinda VEGF ekspresyonunu azaltir
ve neovaskiilarizasyon aracili fibrozisi dogrudan inhibe eder. Ek olarak, ACE
inhibitorleri, proliferasyonu, enflamasyonu ve fibrozisi tesvik ettigi bilinen renin-
anjiyotensin sistemini bloke edebilir (121,122).Benzer sekilde, statinler veya HMG Co-A
reduktaz inhibitorleri, anti-VEGF ve anti-enflamatuar 6zelliklere sahiptir ve anti-fibrotik
etki gosterebilir (123).Ayrica, diyabetik retinadaki VEGF'nin neden oldugu ICAM-1
ekspresyonunu baskilayarak kan retinal bariyer yikimini azaltan simvastatin, anti-fibrotik
Ozellige sahiptir (124,125).Birlikte ele alindiginda, bu sonuglar birgok tedavi stratejisinin
su anda retinal fibrozise karsi test edildigini ve yeni bir ilacin yakinda kesfedilebilecegini

gostermektedir.
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Sekil-5:Diyabetik retinopatide retinal fibroz gelisimini ve PDR ile iligkili proliferatif
fibrotik membranlarin 6nlenmesi i¢in potansiyel inhibitor stratejilerini gosteren

diyagram.
GOZDE SITOKINLER

Interlokin-1 beta (IL-1pB), interlokin-2R (IL-2R), interlokin-6 (IL-6), tumor
nekrotizan faktor-alfa (TNF- o) ve diger sitokinler, immiinitenin diizenlenmesinde,
inflamasyonda ve konagin hasara karsi cevabinda rol alan peptid yapisinda
mediatorlerdir(126).Bu sitokinler goz disi1 dokularda sinerjisttirler ve birbirlerinin
aktivitelerini arttirirlar. Arastirmalar gostermistir ki sitokinler retina pigment epiteli,
Muller hiicresi, kornea epitel ve stroma hicreleri, lens epitel hiicresi ve silier cisim epitel
hiicresi tarafindan tretilirler (127—-129).1L-2 ve interferon-y (IFN-y)'nin goz
inflamasyonlarinda etkili olduklar1 saptanmistir(129).1L-2'nin bilinen fizyolojik etkisi T
lenfositleri i¢in biiyiime faktorii oldugudur. Interlokin-4 (IL-4) mast hiicrelerinin buytime
faktoriidiir. IgE ve eosinofil araciligiyla gelisen inflamatuar reaksiyonlarda kritik rol

oynar.

IL-6 da proinflamatuar sitokin olarak bilinir ve IL-1 ve TNF'Un etkisiyle monosit,
makrofaj, keratosit, endotelial hiicreler ve fibroblastlar gibi degisik hiicreler tarafindan
salinir (130-132).Arastirmacilar g6z 6n kamara sivisinda IL-6 seviyesini diisiik olarak

bulmuslardir. Bu tespit IL- 6'nin gézde lokal iiretimi mevcut oldugu gostermektedir(132).
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Interlokin-8 (1L-8), proinflamatuar bir mediatér kabul edilen ve nétrofiller icin
kemotaktik etkiye sahip bir molekuldir. Sentezi IL-1 ve TNF gibi sitokinler tarafindan
hizla baslatilabilir(133).

Sitokin Reseptorleri

Sitokinler tiim hiicreler arasindaki iletisimi saglayan kiigiik proteinlerdir.
Uretilmelerinden hemen sonra saliirlar ve daha sonra ayni hiicrede, komsu hiicrede ve
aktif transport sonrasi lenfatik sistem veya kan dolasim yolu ile uzak mesafelerde spesifik
membran reseptdrlerine baglh olarak etkilerini olustururlar. inflamasyon, anjiyogenez,
hiicre biiyiimesi, hiicre iyilesmesi gibi bagisiklik ve inflamatuar olaylarini diizenlerler.
Sitokinler farkli gruplara béliinmiistiir bunlar interlokinler, interferonlar, kemokinler,
koloni stimule edici faktdrlerdir. Inflamasyonun fizyopatolojisinde baslica onemli
rol oynayanlar IL-1, IL-2, IL-6, IL-8 ve TNF’dir. G6zde sitokinler retina pigment epiteli,
Muller hicreleri, kornea epitelyum ve stroma hiicreleri, lens epitel hiicresi ve silyer

cisim epitel hiicreleri tarafindan tiretilirler(134).

IL-1 katarakt ameliyati sonras1 olugan inflamasyonda anahtar rol alir. PGE2 sentezini
arttirarak kan akoz bariyerini bozarlar. IL-8 idyopatik anterior uveitli hastalarin kaninda
ylksek seviyede bulunmustur. IL-8 uyarimu ile notrofillerin, endotel hiicrelerine
yapismalar1 ve B2 integrin ekspresyonunun arttirilmasi ile parankim igine gegmeleri
saglanir. Behget hastaliginda oral aftlarve norolojik bulgularin oldugu dénemde serum

IL-8 seviyesinin artmasi1 nedeniyle bu sitokinin aktivite markir1 olabilecegi saptanmistir.

Otoimmun korioretinitlerde CCL-2, CCL-3 ve CCL-5 reseptorleri retinal dokuda fazla
miktarda bulunur. Retina pigment epiteli dogal kemokin reseptdr antagonistleri 6zellikle
IL-1a iireterek arka segment enflamasyonlarin1 ve kan retina bariyerinin devamliligini

saglarlar.

Kortikosteroidler sitokinlerin olusturdugu inflamasyonun gii¢lii inhibitorleri olup,
uzun sure kullaniminda glokom ve katarakt gibi 6nemli yan etkiler goriilebilmektedir.
Bundan dolay1 inflamasyonda rolii olan sitokinlerin inhibisyonu arastirma konusu

olmustur.

Korneal stromada goriilen Herpes simpleks virus infeksiyonlarinda CXCL-10
kemokininin kullanimi inflamatuar kemokin yapimini, mononukleer hiicre
infiltrasyonunu ve viriisiin korneadan retinaya geg¢isi azaltmistir(127).Doku tiplemesinde,

immunsupresif tedavide ve cerrahi metodlardaki gelismelere ragmen rejeksiyon kornea
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transplantasyonunda greft yetmezligi nedenlerinin basinda gelmektedir. Allogreft
rejeksiyonu CCL-2, CCL-3, CCL-4 ve CCL-5 kemokin ekspresyonunun artmasiyla giiglii
bir birliktelik gosterir. CCL-2 nin blokaji ile greft dmriinde uzama bildirilmistir(135).

ANJIiYOGENEZIS

Angiogenez, dnceden mevcut bulunan kan damarlarindan yeni kan damarlarinin kéken
aldig1 karmasik bir siirectir. Kapiller endotel hiicrelerinin proliferasyonundan,
migrasyonundan ve dokuya infiltre olmalarindan 6nce extraselliiler matriksin (ECM’nin)
lokal bir sekilde yikilmasi (pargalanmasi) s6z konusu olmaktadir. Zaman ig¢inde bu
hucreler tekrar kapiller strikturlere re-modeling gosterirler ve yeni bir ECM birikimi
olur. Angiogenez, embriyonik gelisimde ve yara iyilesmesinde oldugu kadar ayrica kadin
ireme sisteminde ve kemiginolusumunda, sekillenmesinde ve biiyiimesinde de énemli bir
rol oynamaktadir. Ancak angiogenezin disregulasyonu yani iyi bir sekilde regiile
edilememesi ¢esitli patolojik siireglere katkida bulunur; 6rnegin diabetik retinopati,

romatoid artrit ve solid tiimorlerin gelisimi gibi.

Normal sessiz (inaktif, istirahat halindeki) vaskulatiiriin angiogenez haline gecmesi,
esas olarak ¢evrede bulunan perisitlerden ve lenfositlerden salgilanan faktorler tarafindan
indiiklenmektedir. Bu tiir angiogenik faktorler arasinda direkt olarak angiogenik etki
gosteren asidik fibroblast biytume faktortu (aFGF), bazik fibroblast buylime faktori
(bFGF) ve timidin fosforilaz (TP) ve ayrica indirekt sekilde etki eden transforme edici
biyume faktori-b (TGF-b) ve TNF-a gibi faktorler bulunmaktadir. Ancak, hemen hemen
sadece angiogenez yerlerinde bulunan ve diizeyleri (konsantrasyonlar1) kan damarlarinin
biiytimesi ile en yakin spatial ve temporal (zamansal ve mekansal) korelasyon gdsteren

tek biyime faktori VEGF.

VEGF-A, endotelyal hiicrelerde anti-apoptotiksinyaller olusturarak hicrelerin
biitlinligini siirdiiriir. Apopitozis inhibisyonunu, fosfatidil inositol-3 kinaz gibi
antiapopitotik kinazlarin yapiminin arttirilmasi ve anti-apopitotik proteinler olan bcl-2 ve
A1 ekspresyonunu arttirarak saglar. Retina pigment epitel hiicreleri VEGF-A’y1
membranlarinin bazal (koryokapillaris) yiizlerine dogru sekrete ederler. Koryokapillarisin
retina pigment epitel hiicrelerine komsu endotel hiicreleri her tic VEGF reseptoriinii
eksprese eder. Bu nedenle retina pigment epitelinin herhangi bir nedenle zarar gordiigii
durumlarda koryokapillaris atrofisi izlenir. Pigment epitel kaynakli faktér (PEDF) kornea

ve vitreusun avaskuler kalmasinda onemli faktordiir. PEDF hiperoksi durumlarinda
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artarken hipoksi durumunda diger anjiyostatik maddeler olan anjiyostatin ve endostatin
miktarinda azalma izlenir. PEDF ekspresyonundaki artig neovaskiiler lezyonlardaki
hiicrelerde apopitozis olusturarak regresyon saglar. Diabetik retinopati, PVR ve yasa
bagli makula dejerenesansinda diisiik vitreus PEDF seviyeleri izlenir. Anjiyogenezis
olusumunda tek basina VEGF yiikselmesi degil beraberinde PEDF miktarinda azalma ile
anjiyojenik ve anjiyostatikfaktorlerin dengesinin kaybi izlenir. Neovaskularizasyon

tedavisinde VEGF antagonizmasi ile PEDF agonizmas: sinerjik etki gosterir.

Anjiyogenez; kan damarlarinin morfogenezisini tanimlayan fizyolojik, vaskiiler
gelisim modelidir. Fizyolojik anjiyogenez eriskinde travma, iskemi, inflamasyon gibi
patolojilerde doku iyilesme surecinin bir boliimiinii olustururken, en gilizel 6rnegini
retinada gérmek miimkiindiir. Retinanin temporal bolge ora-serrata civarindaki

vaskularizasyonu dogumdan sonra devam eden bir siirectir.

Fizyolojik anjiyogenezlerde vaskulogenez cok siki kontrol altindadir. Anjiyogenik
siire¢ bu sureci baslatan ve devam ettiren anjiyogenik mediatorlerle devamlilik gosterir.
Yeterli vaskulogenez saglandiginda anjiyojenik mediator baskilanirken lokal inhibitorler

aktive olarak bu sureci sonlandiran bir denge icerisine girerler.

Anjiyogenezisin normalde uyarici ve sonlandirici faktdrlerin dinamik dengesinde,
anjiyogenez uyarici faktorlerinin hakimiyeti halinde patolojik bir siire¢ olan
neovaskularizasyona doniisebilir. Anjiyogenezin ayrintili bir sekilde anlasilmasi ve
Ozellikle bu siirecte rol alan mediyatorler ve fonksiyonlarinin saptanmasi anjiyogenezin
dolayisiyla onun kontrolsiiz klinik formu olan neovaskularizasyonun (NV) 6nlenmesi i¢in
yeni tedavi alternatifleri gelistirilmistir. Bircok hastaligin klinigini olusturan NV i¢in
bugiin hemen tek tedavi yaklasimini lazer fotokoagulasyon olusturmaktadir. Lazer
fotokoagulasyon ile NV’ nu uyaran faktorlerin salinimindan sorumlu iskemik retina

dokusu ablasyonu olusturulur.

Anjiyogenez stimulatorlerti;

1- VEGF-A
2- FGF
3- Anjiyopoetinler

4- TGF-alfa, TGF-beta

5

Hepatosit buyume faktoru (HGF)

37



6- IL-8

7- TNF-alfa
Anjiyogenez inhibitorleri;
1- Trombospontin,

2

Anjiyostatin,

3- Endostatin

4- Pigment epitel kaynakl faktor (PEDF)’dir.

VEGF-A anjiyogenezisin primer regulatorudar.

VASKULER ENDOTELYAL GROWTH FAKTOR (VEGF)

TUm bliyiime faktorleri igerisinde lizerinde en ¢ok calisilan faktérdiir. Vaskiiler
permeabilite faktorii ya da vaskulotropin olarakta bilinir. Bes izoformu tanimlanmastir.
Bunlar VEGF-A, B, C, D, E’dir. VEGF-A’nin iki tip reseptoru vardir; VEGFR-1 (Flt-1)
ve VEGFR-2 (kinase insert domain-containing receptor; KDR). VEGF-C ve VEGF-D,
VEGFR-3 (Flt-4) reseptoru Gzerinden etkilidir. VEGF-B sadece VEGFR-1 reseptoriine
yuksek affinite gosterirken, VEGF-E sadece VEGFR-2 reseptoriine baglanir. Ayrica yeni
izole edilen neuroplin-1 (NP-1) VEGF igin koreseptor olup VEGF-A’nin VEGFR-2

reseptoriine baglanmasini arttirir (136).

VEGF-A endotelyal hiicreleri ve monositleri uyararak doku faktorii (TF) yapimini
arttirir boylece koagulasyon zincirini aktifler. VEGFR-1’lere kars1 gelistirilen antikorlar
retinal ve tumoral anjiyogenezisi inhibe eder. VEGF vaskuler gelisim, ovulasyon ve
tumor anjiyogenezisinde rol alir. Hipoksi VEGF ekspresyonu igin major regulatordar.
VEGF reseptoriine baglandigindaspesifik proteinkinaz C izoformunu (B2) aktive ederek
0dem ve neovaskularizasyon olusturur. Diabetik makula odem tedavisinde kullanilmak
Uzere Uretilen bir proteinkinaz C inhibitéri (LY 333531) faz 3 klinik arastirma
seviyesindedir(137).

VEGF geni - protein yapisi ve sekresyonu

Insanlardaki VEGF geni kromozom 6p21.3 iizerinde yerlesmistir. Kodlayici
bolge ~14 kb’lik bir alan kaplamaktadir ve 8 exon’dan olusmaktadir.(Sekil 2) Tek bir
pre-mRNA’nin alternatif splicing’i ( birlestirilmesi) ¢ok sayida farkli VEGF tiiriinii
olusturur(138).
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Bir VEGF fragmaninin X-1511 kristalografisi VEGF nin, dimerik sistein-bogumlu
(ilmekli) biiytime faktori siiper ailesine mensup oldugunu gostermektedir. Her bir
monomer, dort-zincirli bir beta tabakasinin bir ucunda yer alan zincir-i¢i disiilfid bagl
bogumlu bir motif ile karakterizedir. Bu super-aile, alt boliimlere ayrilmaktadir. VEGF,
bu alt bolimlerden platelet kokenli buylime faktéri (PDGF) ailesine mensuptur. Bu alt-
ailede yer alan monomerler, “yan- yana” bir oryantasyonla bir arada tutulmaktadirlar. 2
beta tabakasi, 2 kivrimli simetriye dik olacak bir sekilde uzanmaktadir. Tim VEGF
isoformlari, kovalent bagli homodimerler seklinde sekrete edilir. Monomerler
baslangigta, hidrofobik baglantilarla bir arada bulunurlar ve daha sonra, bir zincirin
Cys51’1 ile diger zincirdeki Cys61 arasinda olusan disiilfid baglar ile stabilize edilirler.
Amfipatik bir alfa heliksini igeren sinyal peptidi, bu dimerizasyon i¢in esansiyeldir ve
sekresyon sirasinda klevaja ugrayarak par¢alanmaktadir.(posttranslasyonel
modifikasyon). Asn74 noktasinda, VEGF fonksiyonlar: iizerinde bir etkisi yok gibi
goriinen ancak etkin bir sekresyon icin gerekli olan potansiyel bir N-glikozilasyon yeri

mevcuttur.

Exon 3’de ii¢ asidik rezidiiniin oldugunu ve exon 4’de ii¢ bazik rezidiiniin bulundugu
gosterilmistir. Bu rezidiiler, sirasiyla VEGFR-1 ve VEGFR-2 reseptorlerine baglanmak
iginesansiyeldir. Dimer ara biriminde VEGF nin her bir kutbunda son derece fleksibl ii¢
loop kiimelenmektedir. Bunlardan loop-2, VEGFR-1 baglanma determinantlari igerir ve
VEGFR-2’ye baglanan kars1 monomerin loop-3’iine yakin bir sekilde uzanir. VEGF’nin
her bir kutbunda bu reseptor-baglanma ara birimlerinin pozisyonlandirilmast;
transfosforilasyon ve sinyalleme igin esansiyel olan reseptor dimerizasyonunu
kolaylastiriyor gibi goriinmektedir ¢linkii sadece tek bir reseptor baglanma yerinin

bulundugu mutant dimerler VEGF aktivitesini antagonize etmektedir(139).
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Sekil 6. VEGF geni exon ve intronlar1
VEGF ekspresyonu

Pek cok sitokin ve buyume faktorl, VEGF mRNA’sin1 upregiile etmekte yada VEGF salgisini
indiiklemektedir. Bunlar arasinda PDGF, TNF-alfa, TGF-beta, FGF-4, Keratinosit blyiume
faktori (KGF/FGF-7), Epidermal blylme faktori (EGF), IL-1alfa, IL-1beta, IL-6 veinsilin
benzeri biyume faktorl (IGF-1) bulunmaktadir. Bunlarin ¢ogu direkt bir angiogenik etkiden
yoksundur ancak VEGF ve bFGF (zerinde angiogenik aktivite sergilerler. Koagulasyon
faktorlerinden factor VII/VIIa’nin bir reseptorii olan doku faktdriiniin sitoplazmik kuyrugu da

VEGF uretimini reglle eder ve yara iyilesme yerlerinde 6nem tasiyabilir.

Hipoksi, VEGF mRNA diizeylerinde hizli ve giiglii bir artis1 indiikklemektedir. Bu durum
ozellikle, tiimorlerin nekrotik alanlari etrafinda daha belirgin bir sekilde goriilmektedir. Isin
ilginci, VEGF ailesinin diger tiyeleri ve bFGF hipoksi tarafindan indiikklenmemektedir. Bu
nedenle VEGF, hipoksi ile indiiklenmis NV esas, en 6nemli mediatdrii olmalidir. Hipoksik
hiicrelerden salgilanan adenosin, adenosin A2 reseptorlerine baglanir ve c-AMP bagimli protein

kinaz-A (PKA) yolagi lizerinde VEGF’yi upregiile eder (140).

Hipoksi yanit elemani (HRE), VEGF geninin iist basamaklarinda yer alan bir VEGF artirim1
ile ilgili bir gen bolgesidir. Bu HRE hipoksi ile indUklenebilir faktor I (HIF-1) igin bir baglanma
yeri igerir. Diisiik oksijen basinct HIF-1 duizeylerini post-transkripsiyonel diizeyde arttirir ve

ayrica HIF-1’in DNA-baglayabilme kapasitesini de arttirir.

Von Hippel-Lindau timaor supresort (VHL) VEGF de dahil olmak Gzere hipoksi ile
indiiklenen genleri negatif bir sekilde regiile etmektedir. VHL Protein kinaz-C(PKC) yi sekestre

ederek hiicre membranina transloke olmalarini ve buna bagh olarak MAPK aktivasyonunu ve
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VEGF’nin indiiklenmesini 6nler. Diferansiyasyon yoluyla hiicre sinyallesmesinde goriilen
degisiklikler de VEGF ekspresyonunu PKC ve cAMP/PKA yolaklari {izerinden
etkileyebilmektedir. VEGF promoter’i, PKC ve PKA’nin gen ekspresyonunu etkilemelerine
aracilik eden Sp1, AP-1 ve AP-2 gibi transkripsiyon faktorleri i¢in ¢esitli potansiyel baglanma

yerleri icermektedir.

Translasyona ugramayan 5’ ve 3’ gen bolgesinin icindeki 3 sinerjik sekans
elemaniminvarligina bagli olarak yapisal agidan labil olan VEGF mRNA'sinin yar1 émrii hipoksi
etkisiyleuzamaktadir(141).Hipoksi-ile indiiklenmis stabilite faktoriiniin (HuR) baglanmasi bu
mRNA’nin yar1 dmriinii 3 — 8 kat uzatmaktadir. Alternatif bir transkripsiyon baglama yeri siirecin
asag1 basamaklarinda yer alan ribozomal bir giris yerinden VEGF mRNA transkripsiyonuna izin,
imkan vermektedir. Bu durum, cap-dependent translasyon inhibe edilebildigi hipoksik stres

durumlarinda avantaj saglayabilmektedir.

VHL geninin inaktivasyonu, aktivator p5S3 mutasyonlar1 ve RAS’1n onkojenik mutasyonu yada
amplifikasyonu gibi ¢esitli spesifik transformasyon olaylari da VEGF ekspresyonunu
indukleyebilmektedir.

VEGF Reseptorleri ve Benzeri Etkili Reseptorler

VEGFR-1 esas olarak perisit hiicrelerinde bulunmakla birlikte reseptdr ligand birlesmesi ile
tirozin kinaz enzimi aktive olur. Tirozin kinaz stoplazmik sinyal molekullerinin fosforilasyonunu
saglayarak hiicre i¢i etkileri olusturur. Endotelyal VEGFR-1, VEGFR-2 reseptorlerinin negatif
regilatoridir. VEGFR-1’in ¢oziiniir formu olan sVEGFR, VEGF’in olusturdugu endotelyal hiicre
proliferasyon ve migrasyonunu inhibe etmektedir. SVEGFR insan plasenta dokusunda ylksek
derecede eksprese edilir ve VEGF-A etkisini reglle eder(142).sVEGFR ve VEGF-A arasindaki
dengesizlik preeklamsi, intrauterin biiylime geriligi gibi vaskuler problemlerin on planda oldugu
durumlarda énemlidir. VEGFR-2 endotel hiicrelerinde yogun olarak bulunmaktadir. Tirozin kinaz
aktivitesi VEGFR-1" den daha fazladir. VEGF-A’nin VEGFR-2’ye baglanmasi ile endotel
hiicrelerinde yapisal nitrik oksid sentaz (eNOS) enzimi aktive olur. NO endotel hiicrelerinde
proliferasyon, migrasyon ve aktin sitoskeletonda reorganizasyona neden olur. Hiicre i¢i mitojen

aktive edici protein (MAP) aktivasyonu ile endotelhiicre proliferasyonu gergeklestirilir (143).

VEGFR-3 embriyonik gelisimin erken donemlerinde venoz endotelde saptanmistir. Daha
sonra gelisimin gec safhalarinda yeni gelismekte olan lenf damarlarinda izlenir. insanda sadece
lenfatik endotelde ve bazi yiiksek endotelyal veniillerin VEGFR-3 eksprese ettigi
saptanmistir(144).Daha sonraki ¢alismalar VEGFR-3"un epitele komsu, istirahat halindeki kan

damarlar1 endotelinde bulundugunu epitel hiicreleri ve endotel hiicreleri arasinda
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kompleksparakrin iligki oldugunu gostermistir(145).
VEGF Reseptor 1 (VEGFR-1)

VEGFR-1 ve VEGFR-2, yuksek affiniteli VEGF reseptorleridir ve VEGFR-3 ile
birlikte reseptor tirozin kinazlarin flt alt-ailesini olustururlar. Bu reseptorler, 7 adet
ekstraselltler immunglobulin (1g)-benzeri domain ve bu domainleri izleyen membrani-
katedici bir bolge ve korunmus bir intraselliiler tirozin kinaz domain’i ile bu domain’in
arasina giren bir kinaz insert sekansi ile karakterizedir. 68~180 kDa’luk bir glikoprotein
olan VEGFR-1 tanimlanan ilk VEGFR’dir ve VEGF ye kars1 en yiiksek affiniteye
sahiptir (143).VEGFR-1, VEGF disinda PIGF ve VEGF-B gibi benzer blyume faktorleri
tarafindan da paylasilmaktadir. Farelerdeki ekspresyonu erigskinlerde ve embriyolarda
endotel hiicrelerine sinirlidir. Bunun disinda ayrica iyilesmekte olan cilt yaralarindaki
neovaskularizasyonda da eksprese edilmektedir. Sessiz (inaktif durumdaki) endotel
hiicrelerinde oldugu kadar prolifere olan endotel hiicrelerinde de VEGFR-1 mRNA’sinin
bulunmasi, bu reseptoriin endotelin siirdiiriilmesinde siirekli bir rolii oldugunu
disiindiirmektedir. VEGFR-1 vaskulogenez siresince esansiyeldir: VEGFR-1
olusturamayan fareler embryonik donemde 8,5.nci giinde 6lmektedir. Bu farelerde hem
embriyonik hem de embriyo dis1 yerlerde endotel hiicreleri normal bir sekilde forme
olabilmekte ancak dogru bir sekilde bir araya gelerekkan damarlar1 halinde organize
olamamaktadirlar. Bu defekt, mezenkimal hicrelerin hemangioblast haline gelebilmek

icin VEGFR-1 ‘in gerekli oldugunu gostermektedir.

VEGFR-1’in VEGF stimulasyonuna yanit olarak gerceklesen tirozin
fosforilasyonunun tespit edilmesi zordur ve endotel hiicrelerinde bu reseptor araciligiyla
diizenlenen belirgin, gorundr direkt proliferatif, migratuar ya da sitoskletal etki s6z
konusu degildir. Ancak VEGFR-1, endotel hiicrelerinde doku faktoriiniin, uPA’nin ve
plasminogen aktivator inhibitoru-I’in (PAI- 1’in) upregiile edilmis ekspresyonundan da
sorumlu tutulmustur. VEGFR-1’in diger hiicre tiplerinde monositlerde doku faktoriiniin
induklenmesi ve kemotaksis ve vaskuler diiz kas hiicrelerinde matriks metalloproteinaz

ekspresyonunun arttirilmasi gibi rolleri olabilir;
VEGF Reseptor 2 (VEGFR-2)

VEGFR-2 (kinaz-insert-domaini-iceren resepttr; KDR olarak da bilinmektedir) 200
230 kDa’luk yiiksek affiniteli bir VEGF reseptoriidiir(146,147).Ayrica VEGF-C ve

VEGF-D igin de reseptdr gorevi yapabilmektedir. Insanlarda, tirozin
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kinazreseptorleriigin yapilan endotelyal cDNA taramalari sirasinda tanimlanan bu
reseptor, daha 6nceden kesfedilmis olan fare fetal karaciger kinazi-1 (flk-1) ile %85
oraninda ortak bir sekans kimligine sahiptir. VEGFR-2 olusturamayan fareler, endotelyal
ve hematopoietik prekursorlerin gelisiminde cesitli defektler géstererek embryoda 9,5.nci
giinde 6lmektedir. Bu tiir prekursor hiicrelerde oldugu kadar endotel hiicrelerinde,
baslangi¢ asamalarinda bulunan hematopoietik stem cell’lerde ve umblikal kordun
stromasinda normalde VEGFR-2 reseptorleri eksprese edilmektedir. Ancak inaktif
durumda bulunan eriskin vaskulatiirinde VEGFR-2 mRNA’s1 down-regule edilmis gibi
gorinmektedir. VEGFR-1 her ne kadar VEGF icin daha yuksek bir affiniteye sahip olsa
da, VEGFR-2 ligandlabaglandiktan sonra tirozinle ¢ok daha etkin bir sekilde fosforile
edilir. Sonrasinda intraseliiler pek ¢ok yolak aktive olur ve endotel hiicrelerinde

mitogeneze, kemotaksise ve morfolojik degisikliklere yol agar. (Sekil 3)

v v \ —
N
Survival Permeability Migration Proliferation

Sekil 7. VEGF intraseliiler etki mekanizmalari

Ig-Benzeri domain’lerin VEGFR fonksiyonlarindaki spesifik rollerini tek tek ortaya
¢ikartmak i¢in yeni bir ¢calisma baglatilmistir. Her 2 reseptoriin 2.ci ve 3.cti Ig-benzeri
domain’i yiiksek affiniteli ligand baglanmasi i¢in gerekli gibi goziikmektedir. VEGFR-
1’de 2.ci Ig-benzeri domain’in delesyonu ligand baglanmasini ortadan kaldirirken
VEGFR-2’de 3.cili domain’in kaybi1 en kritik 6neme sahip degisiklik gibi goriinmektedir.
Ig-benzeri 4.cli domain’in VEGFR-1’de reseptér dimerizasyonuna aracilik ettigi
sanilmaktadir. Bu durum, VEGFR-2 igin de gegerli olabilir. VEGFR-2’nin 5 ve 6.c1 Ig-

benzeri domain’leri, ligandla baglanma sonrasinda VEGF retansiyonu i¢in gerekli gibi
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gorinmektedir. Birinci Ig-benzeri domain ise ligand baglanmasina aracilik etmektedir
cunki bu domain’in ¢ikarilmast VEGEF iliskisini arttirmaktadir. Her 2 VEGFreseptorii de
glikozillenmistir; bu, VEGFR-1 ligand baglanmasi i¢in esansiyel bir durum degildir
ancak VEGFR-2’nin sadece matiir glikozillenmis sekli etkin bir sekilde otofosforile

olabilmektedir.

HUVEC(umblikal kord ven6z endotelyal hiicreleri) cDNA kitapligindan VEGFR-1’in
sadece ilk 6 Ig-benzeri domain’ini igeren dallanmis soliibl bir formu (sFIt-1)
klonlanmustir. sFlt-1 VEGF’ye, tam-uzunluktaki VEGFR-1 kadar gii¢lii bir sekilde
baglanir ve VEGF yi sinyalleme reseptorlerinden uzaklastirarak VEGFR-2 ile sinyalleme
yapmayan heterodimerler olustur ve VEGF aktivitesini inhibe eder. Ozellikle plasentada
yuksek duzeylerde sFlt-1 meydana gelmektedir. sFlt-1 plasentada, gebeligin belirli
dénemlerinde VEGF aktivitesini kontrol ediyor olabilir. VEGFR-2’nin kinaz domain’inin
c-terminal yarisini icermeyen dallanmis bir formu bu hiicrelerde tam uzunluktaki
VEGFR-2’den daha diisiik diizeylerde eksprese edilir ama VEGF tarafindan en azindan
etkin bir sekilde aktive edilebiliyor gibi gorinmektedir.

VEGF Reseptor 3 (VEGFR-3)

VEGFR-3 (Flt-4) de reseptor tirozin kinazlarin flt alt-ailesinin bir Gyesidir. Ancak bu
reseptoriin ekspresyonu esas olarak, eriskin dokularin lenfatik endoteline sinirli gibi
gozikmektedir. VEGFR-3, VEGF-C ve VEGF-D’yi baglar ancak VEGF’yi baglamaz. Bu
reseptoriin lenfangiogenezi kontrol ettigi diisiiniilmektedir.

\
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Sekil 8. VEGFR-1,2,3 ve Norofilin reseptoriine baglanabilen molekiiller gosterilmistir.
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VEGTF reseptor uyarimi sonrasi sinyal iletimi

VEGF reseptorleri dimerlerden olusmaktadir. Dimer ara biriminde VEGF’in her bir
kutbunda, birbirinden ayr1 olan ancak i¢-i¢e gegen, ortiisen VEGFR-1 ve VEGFR-2
baglanma yerleri mevcuttur. VEGF {iizerindeki bu yerlerde bulunan reseptor
monomerlerinin etkilesimi reseptor dimerizasyonunu ve buna bagli olarak
transfosforilasyon yoluyla aktivasyonu induklemektedir. Yani VEGF reseptore
baglaninca monomerler dimerize olmakta ve intraseliiler aktivasyon baslamaktadir.
VEGFR-1 ve VEGFR-2 ve ayn1 zamanda olusan homodimerler de heterodimerize
olabilmektedir. sFlt-1(erimis haldeki VEGFR1) ve VEGFR-2 sinyalleme- yapmayan
kompleksler olusturabilir. In vivo kosullarda endotel hiicreleri icin mitogenik ve

kemotaktik etkili olan PIGF-VEGF heterodimerleri de mevcuttur.

VEGFR-2, endotel hiicrelerinin VEGF’ye karst verdigi hemen hemen biitiin cevaplara
aracilik ediyor gibi goriinmektedir. Tam tersine, VEGFR-1 her ne kadar monosit
migrasyonunu indikleyebilse de VEGFR-1’¢ yanit olarak ortaya ¢ikan endotelyal hiicre
migrasyonu kesin birsekilde gosterilememistir. VEGFR-1 stimulasyonuna kars1 belirgin
endotelyal hiicre yanitlarinin olmamasi bazi kimselerin, VEGFR-1"in esas roliiniin
VEGFR-2 araciligiyla olusan sinyallemeyi engelleyerek VEGF’1 sekestre eden yalanci
bir reseptdr oldugu spekulasyonun 6ne siiriilmelesine yol agmistir. Gergekten de, tirozin
kinaz domain’i bulunmayan VEGFR-1 eksprese eden fare embryolari normal bir gelisim
ve angiogenez sergilerler. Bu farelerde sadece, VEGF-aracili makrofaj migrasyonu
etkilenmektedir. VEGFR-1 baskin olarak ligand-baglayici bir molekiil seklinde etki
ediyorsa PIGF ve VEGF-B esas olarak VEGF ve VEGFR-2 baglanmasini saglamak igin
mevcut bulunuyor olabilir. Bu tiir bir kompetisyon (rekabet, yarisma) PIGF nin diigiik
konsantrasyonlardaki VEGF nin bioaktivitesini potansiyalize edebilmesini
aciklamaktadir. Ortamdaki PIGF VEGFR1’e baglanarak mevcut bulunan VEGF’1
indirekt bir yol ile VEGFR2 °‘ye yonlendirmektedir.

VEGEF ile iligkili sinyal transdiiksiyon olaylarinin ortaya ¢ikartilmast VEGFR’lerin
ekspresyonundaki ve sinyal iletimindeki hicrelere spesifik ve dokulara spesifik
farkliliklardan dolay1 kolay olmamistir. HSPG’ler ve neurophilinler gibi potansiyel olarak
modulator gruplarin varlig: tabloyu daha da karmasiklastirmaktadir. VEGF sinyallemesi

ile ilgili mevcut giincel bilgiler hala tam alamiyla ortaya konamamistir
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3.GEREC VE YONTEM
Hastalarin Se¢cimi

Calismaya Kocaeli Universitesi Tip Fakiiltesi Goz Hastaliklar1 Retina departmanina
Aralik 2019 — Mart 2020 aylar1 arasinda bagvuran proliferatif diyabetik retinopati
tanisiyla intraokuler hemoraji ve veya traksiyonel retina dekolmani olup pars plana
vitrektomi ameliyat1 ve ameliyat dncesinde intravitreal bevacizumab enjeksiyonu
planlanan 23 hasta alindi. Proliferatif diyabetik retinopati tanis1 fundus muayenesi, OKT

ve FFA ile desteklenerek konuldu.

Calismaya alinma kriterleri; proliferatif diyabetik retinopatiye bagli komlikasyonlar
nedeniyle ameliyat planlanan hastalar, ameliyat 6ncesinde intravitreal bevacizumab

yapilmasi planlanan hastalar ve 18 yasindan biiyiik hastalar ¢alismaya alindi.

Calismaya dahil edilmeme kriterleri; caligmaya alinmayan gézde gorme keskinliginin
el hareketi (EH) veya EH diizeyinin altinda olan, TRD ile beraber regmatojen retina
dekolmani olan, son anti-VEGF tedavisi lizerinden 6 aydan kisa siire gegmis olan hastalar

calismaya alinmadi.
Calisma Deseni

Hastalardan ilk vitreus 6rnegi bevacizumab enjeksiyonu oncesinde ikinci vitreus

Ornegi ise pars plana vitrektomi (PPV) ameliyat1 6ncesinde alinmistir.

Hastalardan vitreustan 6rnek alma bi¢imi, intravitreal enjeksiyonlarin ve PPV
ameliyatinin uygulanis bi¢imi, beklenen etkisi ve olas1 komplikasyonlar1 hakkinda

bilgilendirildi ve islemin gergeklestirilmesi i¢in bilgilendirilmis onam formlar1 alindi

Hastalarin enjeksiyon oncesindeki sistemik ve oftalmolojik hikayeleri kaydedilip,
enjeksiyon 6ncesinde ve pars plana vitrektomi ameliyat1 sonrasi 1. giin, 3. giin, 1. hafta,
ve aylik kontrollerinde oftalmolojik muayeneleri yapildi. Snellen eseli kullanilarak en iyi
diizeltilmis gérme keskinligi ve yarikl 151k biomikroskopisi ile muayeneleri yapilarak 6n
segment bulgular1 degerlendirildi. Goldmann applanasyon tonometresi ile g6z ici
basinglar1 6l¢iildii. Tropikamid ve fenilefrin damla ile pupiller dilatasyonun ardindan 90

D lens ile detayli fundus muayeneleri yapildi.
Ornek Ahnma Bi¢imi ve Enjeksiyon Teknigi

Tiim miidahaleler ameliyathane kosullarinda yapildi. Intravitreal bevacizumab

enjeksiyonu oncesi 1cc(lidokaint+bupivakain karigimi) peribulber anesteziden sonra goz
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kapaklar1 ve ¢evresi %10’ luk povidon-iyodin emdirilmis steril gazli bezle silindi.
Kurulandiktan sonra steril drape ortiildii. Steril kapak ekartori yerlestirildikten sonra
fakik gozlerde limbustan 4 mm, pseudofakik gozlerde limbustan 3.5 mm uzaklik pergelle
isaretlendi ve transkonjuktival 23 gauge sklerotomi agilarak, okutomun aspirasyon ucuna
enjektor takilmis bir vaziyette 0,5 mL vitreus 6rnegi alindi. Bu islemlerin hi¢ birinde 6n
kamara koruyucu ve infuzyon kullanilmadi. Ornek alindiktan sonra sklerotomi girisinden
vitreus icine 0.5 mg bevacizumab enjekte edildi. Goz hipotonisini engellemek igin gozilin
tonusu digital olarak kontrol edilerek vitreus i¢ine s1vi enjekte edildi. Hastalarin 1s1k
hissinin olup olmadig1 sorgulandi. Tiim hastalarin gézii antibiyotikli pomad ile kapatildi
ve 1 hafta kullanmak iizere antibiyotikli damla verildi. Ani gérme azalmasi, agri,
kizariklik gibi sikayetlerinin olmasi durumunda acile bagvurmalar1 konusunda uyarildi.
Hastalar ertesi giin kontrole ¢agrilarak biomikroskobik muayene ile enfeksiyon agisindan

ve ani g0z i¢i basing artis1 agisindan muayene edildi.

Alinmis ornekler steril ependorf tiiplerine yerlestirildikten sonra, -80 derecelik s1v1
azot tankinda dondurulup, -80 derecede buzdolabinda bekletildi. Ornekler hep ayni

cerrah tarafindan alindi. Hicbir operasyonda komplikasyon gelismedi.

Pars plana vitrektomi ameliyati 6ncesi retrobulber anesteziden sonra goz kapaklar1 ve
cevresi %10’ luk povidon-iyodin emdirilmis steril gazli bezle silindi. Kurulandiktan
sonra steril drape ortiildii. Steril kapak ekartorii yerlestirildikten sonra fakik gozlerde
limbustan 4 mm, pseudofakik gézlerde limbustan 3.5 mm uzaklik pergelle isaretlendi ve
transkonjuktival 23 gauge sklerotomi agilarak, okutomun aspirasyon ucuna enjektor
takilmis bir vaziyette 0,5 mL vitreus 6rnegi alindi. Sonrasinda rutin PPV cerrahi

prosediire devam edildi. Ameliyat sonrasi hastalar goz servisinde takip edildi.

Alimmis ornekler steril ependorf tiiplerine yerlestirildikten sonra, -80 derecelik s1v1
azot tankinda dondurulup, -80 derecede buzdolabinda bekletildi. Ornekler hep ayni

cerrah tarafindan alindi. Higbir operasyonda komplikasyon gelismedi.
Proteomiks Analizi

Proteomiks genomun tiim protein komplementlerini (proteom) calisan bir bilim
dalidir. Proteomiks ve proteom terimleri Marc Wilkins ve arkadaslarinca 1990’1larda
tiiretilmistir. Bu kelimeler tiim bir organizmadaki tiim genlerin kolleksiyonlarini ifade
eden genomiks ve genom kelimelerinin yansimalaridir. Proteomiks, ¢ok genel anlama ile

RNA-protein iliskisini agiklamaya calisan, hiicre ve dokular1 olusturan proteinlerin ifade
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bulmalar1 sirasindaki post-transkripsiyonal modifikasyon ve translasyon sirasinda olusan
degisiklikler ile ilgilenen bir bilim dalidir(148).Hiicrede ger¢eklesen posttranslasyonel
modifikasyonlar normal ve patolojik dokulardaki farkliliklar1 belirler ve proteinde
gorilen post-modifikasyonlarin tiimiiniin bilgisini protein kodlayan bolgelerdeki genomik
bilgi tek basina veremez. Bu nedenlerle, genomik ¢alismalar her zaman nihai protein
ekspresyonu hakkinda dogru bilgiler saglayamaz iken yapilan proteom ¢aligmalari,
hastalik patolojisini ve fenotipini genomik caligmalardan farkli yollarla ortaya
cikarabilmektedir.

Hastaliklarin erken tanisi, risklerin veya tedavi yanitlarinin izlenebilmesi igin
biyobelirteglerin kesfi; klinik sonuglar1 diizeltebilecek yeni tedavilerin gelistirilebilmesi i¢in
protein hedeflerinin tespit edilebilmesi klinik proteomiksin temel amaclarindandir.

Biyobelirtecler

Hastaliklarin patofizyolojisinin zamanla anlasilmasi hastalarin basariyla tedavi
edilebilmesini etkileyen en temel faktordiir(149).Glnumuizde biyolojik dérneklerde
molekdiler yontemler kullanilarak bir takim belirtegler yardimai ile tan1 konulmasi olagan
bir uygulamadir. Hastaliklar i¢in yiiksek riskli bireylerin taranmasini, erken tani
konulmasini, prognoz tahminini ve tedavi yanitinin izlenmesi bu belirteclerin
konsantrasyonlarindaki degisikliklerin tespit edilmesiyle miimkiin olabilmektedir. Klinik
uygulamada kullanilan bu belirteglerin esas amaci mortalite ve morbiditeyi azaltmaktir.
Biyobelirtecler genellikle monoklonal antikor tabanli metodlarla tespit edilen veya
miktar1 Ol¢ililen protein molekiilleridir. Ancak giinlimiizde biyobelirte¢ olarak kullanilan
veya belirte¢ potansiyeli olan bircok molekiil tek basina ideal bir molekiiliin 6zelliklerini
tasimamaktadir. Teorik olarak her hastalik 6zgiin bir biyobelirtecle ortaya ¢ikarilabilir ve
karakterize edilebilir ve bu belirtecler tek bir molekiil olabilir. Baska bir alternatif ise
hastaliga 6zgii bir protein olmak yerine hastalik durumunda posttranslasyonel

modifikasyonlarla degismis olan bir protein veya proteinler paneli olabilir.
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Tampon Cozeltilerin Hazirlanmasi:

Tampon cozeltiler tablo-1’de verildigi sekilde hazirlandi.

Tablo:1 DeneylerdeKullanilan Tampon Cozeltiler ve Hazirlaniglar

Mercaptoethanol, %0.5(w/v)
Bromphenol blue

Tampon Cozelti Ad1 Konsantrasyonu ve Hazirlam$1
Miktari

Tris.HCI pH 8.8 1.5 M, 100 ml 18.15 g Tris tartilarak 80 ml distile
suda c¢ozaldi. HCI ile pH 8.8 'e
ayarlandi ve 100 ml’ye tamamlandi.

Tris.HCI pH 6.8 0.5 M, 100 ml 6 g Tris tartilarak 80 ml distile suda
¢oziildii. HCl ile pH 6.8 'e ayarland1 ve
100 m1’ye tamamlandi.

SDS % 10, 10 ml 1 g SDS tartilip 10 ml distile suda
¢oziildii ve oda sicakliginda saklandi.

Amonyum Persulfat | % 10, 10 ml 1 g APS tartihp 10 ml distile suda

(APS) ¢ozildi. Filtre edildi ve +4 °C’de
saklandi.

6X Yiikleme boyast (6 | 0.5MTris-HCIpH Iml 0.5M Tris-HCI pH 6.8 ,2ml

X Loading Dye) 6.8,Glycerol(%99.7) Glycerol

,%10SDS,R- (%99.7),1.6m1%10SDS,0.4mi R-

Mercaptoethanol, 0.4ml %0.5 (w/v)

Bromphenol blue 2.6ml distile su

Tamponu

ilave edildi.
Akrilamid/Bisakrilamid | % 30, 100 ml 29.2 g Akrilamid, 0.8 g Bisakrilamid
tartilip 100 ml distile suda ¢oziildii.
Filtre edildi ve +4 °C’de saklandi.
SDS-PAGE  Ydritme | 5X, 300 mi 4.5 g Tris, 21.6 g Glisin ve 1.5 g SDS

distile suda ¢ozilerek 5X tampon 1X

‘e seyreltildi.

SDS-PAGE Sabitlestirici  Soliisyon
(Fiksatif)

% 40 Metanol, % 10 Asetik
asit, 100 ml

40 ml Metanol ve 10 ml Asetik
Asit karistirilarak distile su ile 100
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ml’ye tamamland1

Western Blot Transfer Tamponu

100 ml

0.58 gr Tris, 0.29 gr Glisin,
0.025gr SDS (0.375 ml %10
SDS’den) tartilarak 100 ml distile
suda ¢ozulda.

TBS-T pH 7.6

25 mM Tris.HCI, 150 mM
NaCl, pH 7.2 % 0.1 Tween
20, 1L

2.42gr Tris, 8gr NaCl, 1ml Tween
20 900 ml distile suda ¢6zuldi. pH
7.6’ya ayarlandiktan sonra 1L’ye

tamamlandi. 1ml Tween20 eklendi.

Bloklama Tamponu
(Western Blot)

% 5, 10 ml

5 g sut tozu (Blotting Grade
Blocker Non-Fat Dry Milk (Bio-
Rad, ABD)), 10 mL TBST iginde
filtre

cozildi ve kagidindan

gecirilerek kullanildi.

HyperFilm Developer Solusyonu

Kodak RP X-OMAT LO
(Carestream Health, Belgika)

Ureticinin tavsiye ettigi sekilde
hazirlandi. 140 ml distile su, 50 ml
solusyon A, 2 ml soliisyon B ve 2
ml sollisyon C ile karistirilarak

kullanildi.

HyperFilm Fiksleme Soliisyonu

Kodak RP X-OMAT LO
(Carestream Health, Belgika)

Ureticinin tavsiye ettigi sekilde
hazirlandi. 140 ml distile su, 50 ml
solusyon A ve 10 ml solisyon B ile

karistirilarak kullanildi.

2DE-Rehidrasyon Ornek Tamponu

8 M Ure, 50 mM DTT, % 2
(w/iv) CHAPS, % 0.2 (w/v)
Amfolit pH 3-10, % 0.001

Bromofenol mavisi 50 ml

24 gr Ure, 1 gr CHAPS, 0.385 gr
DTT, 250 ul Amfolit (% 40) ve 0.5
mg Bromofenol mavisi karistirilip

distile su ile 50 mI’ye tamamlandi.

Protein Konsantrasyonlarimin Belirlenmesi:

Protein miktarlarint 6lgmek igin Bradford Assay (Bradford, 1976) yontemi kullanildi.

Olgiilecek protein dziitiinden 1 pl alinarak 19 pl standart tamponu ile karistirildi. Karisim

uzerine 1ml 1X Bradford Reagent (Bio-Rad, ABD) eklenerek vortexlendi ve karanlikta 5
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dakika inkiibasyona birakildi. inkiibasyonun ardindan érnekler Nanodrop (Thermo Scientific,
ABD) ile 595nm’de 6lgiildii. Orneklerin 6lgiilen protein konsantrasyonlar: daha once 595
nm’ye gore hazirlanmis BSA standart egrisi ile karsilastirilarak hesaplandi.Her 6rnek igin
Olctimler 3 defa tekrarland1 ve bu tekrarlarin ortalamalarindan elde edilen sonuglar protein
orneklerinin konsantrasyonlar1 olarak kabul edildi.

Proteinlerin ¢okttrulmesi:
Protein Orneklerinin SDS-poliakrilamit jellerde daha iyi ayirima tabi tutulabilmesi igin
tuzlardan, lipidlerden, deterjanlardan, nukleik asitlerden ve fenolik birlesikler gibi
kirleticilerden temizlenmesi gerekmektedir. Bu amag i¢in “BioRad ReadyPrep™ 2-D Clean-
up Kit” i (Bio-Rad, ABD) kullanilarak proteinler ¢okturaldi. Coktiirme islemi kit protokoliine
uygun olarak gerceklestirildi, protokol su sekilde Ozetlenebilir. Konsantrasyonu 1-500ug
arasinda, final hacmi 100pl olan protein 6rneginin her biri 1.5 ml lik mikro santrifiij tlipe
aktarildi. Protein 6rnegine 300ul ¢oktirme soliisyonu 1 eklendi, iyice vorteks yaparak 15 dk
buzda bekletildi. Karigimin iizerine 300 pl ¢oktirme solisyonu 2 eklendi, iyice vorteks
yaparak 15 dk buzda bekletildi. Siki bir pellet olusturma amaciyla yiiksek hizda (> 12,000 x
g) 5 dk +4°C’de santrifiij yapildi. Santrifiij sonunda pelletler dagilmadan hemen buz lizerine
aktarildi. Coken proteinlerden sivi kisim dikkatli bir sekilde ayrildi. Ardindan pelletin Ustiine
40 pl yikama reaksiyon soliisyonu 1 ekleyip yiiksek hizda (> 12,000 x g) 5 dk +4°C da
santrifiij edildi. Santrifiij sonras1 yikama reaksiyon soliisyonu pipetle uzaklastirildi.Pellet
ustline 25ul ReadyPrep proteomik ultura saf su ekleyip , 10-20 saniye vorteks edildi.
Ardindan 1 ml yikama reaksiyon soliisyonu 2 (6nceden -20°C’de bir saat bekletiliyor) ve 5 pl
katk1 soliisyonu eklenip, 1 dakika vorteks edildi. Tiipler -20°C’de 30 dakika inklbe edildi.
Inkiibasyon sirasinda 10 dakikadan bir 30 saniye vorteks yapildi. inkiibasyon bitikten sonra,
tiipler yiliksek hizda Sdakika santrifiij edildi. Siv1 kismi dikkatli sekilde uzaklastirildi. Tiiplerin
kapagmi 5 dk oda sicakliginda agik bekleterek kurutuldu. Pellete 2-D rehidrasyon tamponu
icerisinde ¢Ozilerek yiiksek hizda oda sicakliginda 5dk santrifiij edildi. Son olarak protein
ornekleri temizlendikten sonra yeni tupe aktarilip kullanma amaciyla -80°C da dondurup
kaldirilirds.
SDS-PAGE Protein Jel Elektroforezi:
Proteinleri molekiiler agirliklarina gore ayirmak igin kesintili SDS poliakrilamid jel
elektroforezi(SDS-PAGE) yéntemi kullamldi. Orneklerin ¢oktiirme ¢ncesi ve sonrasi
karsilagtirmalarinin yapildigi jeller %12'lik, western blot ¢alismalarimim yapildig: jeller ise
%15'lik hazirlandi. Yiikleme ve ayirma jeli olmak {iizere iki kisimdan olusan bu jel sistemi

Tablo-2°de verilen kimyasallar kullanilarak hazirlandi. Tablo-2’de verilenden farkli jel
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ylizdesi kullanilacak ise bu konsantrasyonlarin hesaplanmasi i¢in
http://www.changbioscience.com/calculator/sdspc.htm web adresinden faydalanildi.
Tablo 2:SDS-PAGE igerigi ve kullanilan kimyasallarin oranlari

Kullanilan Ayirma Jeli (% | Aywrma Jeli (% | Yukleme Jeli (%
Kimyasallar 12) 15) 4)

dd H.O 3.3ml 2.3 ml 3 ml

1.5 M Tris, pH 8.8 2.5ml 2.5 ml -

0.5M Tris pH 6.8 - - 1.25 ml

% 10 SDS 100 pl 100 pl 50 pl

% 30 Akrilamit/BisAk | 4ml 5ml 670 pl

%10 APS 100 pl 100 pl 50 pl

TEMED 5 pl 5 pl 5 pl

Toplam 10 ml 10 ml 5ml

Ayirma jeli 50 ml'lik Falcon tlp icerisinde hazirlandiktan sonra kendinden 1mm aralikli
(spacer) kalin ve ince camlar arasina dokiildii ve tizerine nazikge izopropanol (300 pl)
konularak jelinylizeyinin diizlesmesi saglandi ayrica hava ile olan temasi da engellendi. Bu
sekilde polimerizasyon hizlandirildi ve ayn1 zamanda piirlizsiz bir ylzey elde edildi. Ayirma
jeli polimerize olduktan sonra izopropanol dokiildii ve jelin yiizeyi saf su ile yikandi. Jel
iizerinde cam plakalar arasinda kalan su kurutma kagidi yardimiyla tamamen uzaklastirildi.
Yiikleme jeli hazirlanarak polimerize olmus ayirma jelinin tizerine dokuldu ve cam plakalara
uygun Imm genisligindeki teflon tarak yerlestirildi. Yiikleme jeli de polimerize olduktan
jeller ya hemen kullanildi ya da daha ileride kullanilmak {izere nemli kurutma kagidi ile
sarilarak +4°C'de saklanildu.

SDS jeller yiiriitiilecegi zaman cam plakalar elektrotlarin bulundugu Tetracell elektroforez
(BioRad, USA) tanklarina yerlestirildi.Elektroforez tanklari uygun seviyeye kadar 1X SDS-
PGE yuritme tamponu konularak yiirimeye hazir hale getirildi. Yuklenmek istenen protein
ozltlerinin Gzerlerine 6X yikleme tamponundan (0.5MTris-HCIpH6.8, Glycerol(%99.7)
,%10SDS, [-Mercaptoethanol, %0.5(w/v) Bromphenol blue, dH20) 1X olacak sekilde
eklenerek 95 °C’deki su banyosunda 4 dakika kaynatilarakproteinlerin ileri denatlirasyonlari
saglandi. Kaynatma siiresi sonunda Ornekler buza alindi ve kisa bir santrifiij sonrasi
mikropipet yardimiyla jel icerisindeki kuyucuklara yiiklendi. Jel, 180V akim verilerek 60
dakika boyunca ydratulda. Ydrimesi tamamlanan jel camlar arasindan ¢ikarilarak yapilacak
caligmaya gore ya % 40 metanol % 10 asetik asit fiksasyonu ardindan boyandi ya da western

blot i¢in kullanildi.
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Western Blotlama:

Protein ornekleri SDS-PAGE ile molekiiler agirliklarina gore ayrildi ve nitroseliiloz
membrana transfer edilerek hedef protene 6zgi antikorlarla analiz edildi. Western transferi
icin yar1 kuru sistem olan Trans-Blot SD Semi-Dry Transfer Cell (Bio-Rad, ABD) cihazi
kullanildi. SDS-PAGE jeli cam plakalar arasindan transfer tamponun igerisine alinarak
yaklasik 10 dakika bekletildi. Bekleme esnasinda nitroseliiloz membran ve Whatman kagitlar
da transfer tamponunda 1slatildi. Siire sonunda transfer cihazinin demir levhalari arasina alttan
iiste dogru sirasiyla 2 kat Whatman kagidi, nitroseliiloz membran, jel, 2 kat Whatman kagidi
olmak Uzere (—) ve (+) kutuplara dikkat edilerek katmanlar halinde yerlestirildi. Katlar
arasinda hava kabarcig1r olmamasina dikkat edilerek 25 V sabit akimda 30 dakika boyunca
transfer gerceklestirildi. Transferin ardindan membran proteinleri boyayan Ponceau S boyasi
ile boyanarak western transferinin kalitesi kontrol edildi. Protein bantlar1 gozlendikten sonra
boya saf su ile yikanarak uzaklastirildi ve membran % 5 NFDM/TBS-T bloklama tamponu ile
oda sicakhiginda 1 saat inkiibe edildi. Inkiibasyon sonrasi bloklama tamponu uzaklastirilarak
sirastyla 15, 5, 5 dakika olmak iizere 3 kez TBS-T ile yikandi. Ureticinin tavsiye ettigi
dilusyonda birincil (Tablo-3) antikor TBS-T igerisinde hazirlandi ve membran bu tampon
icerisinde +4 °C’de gece boyu nazikce calkalanarak inkiibe edildi. Ertesi glin dnceki yapilan
TBS-T ile yikama islemi tekrarlandi ve fireticinin tavsiye ettigi ikincil antikor TBS-T
igerisinde seyreltildi ve membran bu tampon icerisinde 1 saat oda sicakli§inda inkiibe edildi.
Inkiibasyon sonrasi yikama islemi tekrarlanarak baglanmayan antikorlar uzaklastirildi.
Goriintillemede yiiksek duyarlilikta sinyal iiretebilen kemiliiminesans (Biorad, ABD)
kullanildi. Kemiliiminesans goriintiileme i¢in Immun-Star HRP Peroxide ¢0zeltisi ve Immun-
Star HRP Luminol/Enhancer ¢o6zeltisi 1:1 oraninda karistirilarak membran yiizeyine konuldu
ve ylizeyin tamaminin ¢ozelti karigimi ile temas etmesi saglandi. Membran stre¢ film arasina
alinarak fazla sivi pegete yardimi ile uzaklastirildi. Goriintiileme i¢in hazirlanan membran
Hypercasette (Amersham, Biosciences) igerisine sabitlendi. Karanlik odada membran
iizerinde olusan 1s1may1 algilayabilecek yiliksek duyarlikli bir X-Ray filmi yerlestirildi.
Sinyalin filmi yakmas1 i¢in 1-3 dakika beklendi. Bekleme stresi sonunda film membran
lizerinden almarak HyperFilm developer soliisyonunda 1 dakika yikanarak olusan bantlar
izlendi. Ardindan saf su ile yikandi ve HyperFilm fiksasyon soliisyonunda 1 dakika
bekletilerek goriintii sabitlendi. Fiksasyon sonrasi film saf su ile yikanarak gbzlenen bantlar

analiz edildi.
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Tablo-3: Western Blot analizinde kullanilan primer (1°) ve sekonder (2°) antikorlarin

listesi ile antikor diliisyon oranlari.

1° Antikor 2° Antikor

IGF-1 (SC-74116, Santa Cruz, ABD) (1:300)

PIGF (SC-518003, Santa Cruz, ABD) (1:300)
VEGF (SC-7269, Santa Cruz, ABD) (1:300)
VE-cadherin (SC-52751, Santa Cruz, ABD) (1:300)
ANG | (SC-74528, Santa Cruz, ABD) (1:300)
Fibulin-1 (SC-55470, Santa Cruz, ABD) (1:300)

Goat IgG Anti-Mouse HRP
Conjugate (Biorad, ABD)
(1:20000)

Analizlerde Kullanilan Yazilim:

Quantity One Program (Bio-Rad, ABD)

Bu yazilim sayesinde jellerin ve western blot filmlerinin goriintiileri alinmistir. Ayrica yine bu
program sayesinde western blot goruntulerine ait bant intensiteleri hesaplanarak analiz

edilmisgtir.

Calisma Kocaeli Universitesi Tip Fakiiltesi G6z Hastaliklar1 Anabilim Dali’nda, T1bbi
Biyoloji Anabilim Dalr’ nin katkilar1 ve Kocaeli Universitesi Klinik Aragtirmalar Etik

Kurulu’nun izni ile gergeklestirildi. (Etik No: KAEK 10.2)
ISTATISTIKSEL ANALIZ

Istatistiksel degerlendirme IBM SPSS 20.0 (IBM Corp., Armonk, NY, USA) paket
programi ile yapildi. Normal dagilima uygunluk Kolmogorov-Smirnov testi ile
degerlendirilmistir. Normal dagilim gosteren niimerik degiskenler ortalamazstandart
sapma, kategorik degiskenler ise frekans (ylizde) olarak verilmistir. Bagimh iki grup
arasindaki farklilik normal dagilima sahip olan niimerik degiskenler i¢cin bagiml
gruplarda t testi ile belirlenmistir. Iki y&nlii hipotezlerin testinde p<0.05 istatistiksel

onemlilik icin yeterli kabul edilmistir.

0,05 hata pay1, 0,98 etki biiyiikliigii ve 23 kisi ile 6l¢limler arasinda istatistiksel olarak
anlamli fark bulabilmek i¢in yapilan ¢aligmanin giicii 0,99’ dur.

4. BULGULAR

Calismamiza 11 kadin 12 erkek toplam 23 hasta alindi. Hastalarin yas ortalamast 59,3 idi.
Hastalarin ortlama diyabet hastalik yili 13,4 idi. Intravitreal bevacizumab (IVB) enjeksiyonu

ile PPV arasindaki siire 3 hastada 4 giin, 2 hastada 10 giin diger hastalarda 7 gilindii.
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Demografik veriler tablo-1 de gésterilmistir.

Tablo-4: Demografik veriler

Yas 59,39+9,94
Diyabet hastalik yili 13,96+8,13
Traksiyonel retina dekolmani (TRD) hasta sayis1 6
Intraokuler hemoraji (IOH) hasta say1si 9

TRD ve IOH hasta sayis1 8

IVB ile vitrektomi arasindaki siire 6,87+1,42

Calismamizda intravitresl bevacizumab (IVB) 6ncesinde ve sonrasinda alinan 6rneklerden 6
adet protein,proteomiks analizi ile incelenmistir. Analiz icin secilen sitokinler, vaskuler
endotelyal growth faktér (VEGF), instillin growth faktér 1 (IGF-1), plasental growth faktor
(PIGF), Angiogenin (Ang-1), Vaskuler endotelyal cadherin (VE-cadherin), Fibulin-1 idi.
VEGF diizeyi IVB 6ncesi ortalama 1.736.734,55+ 545.847.959 iken PPV Oncesi 742.532,93 +
480.965.121 idi (p=0,000). IVB &ncesi ve sonrasi aldigimiz drneklerde VEGF diizeyinde
istatistiksel olarak anlamli fark vardi.

Tablo-5 : VEGF, IVB oncesi ve sonrasi degerler

VEGF

Ornekler IVB Oncesi IVB Sonrasi
1 2.131.261,04 1.835.340,16
2 2.193.914,07 2.114.268,45
3 2.710.442,00 766.449,49
4 2.632.475,91 673.750,53
5 2.182.476,18 860.618,34
6 1.793.475,91 702.952,32
7 1.553.914,07 757.619,72
8 1.996.538,65 962.576,02
9 994.708,76 363.023,08
10 1.726.496,86 311.920,35
11 1.324.748,82 1.275.829,19
12 2.122.585,80 788.648,79
13 2.210.552,63 801.137,94
14 1.696.308,63 732.998,99
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15 1.980.129,53 309.182,41
16 1.669.458,91 318.219,35
17 455.475,91 186.916,59
18 974.623,53 325.310,54
19 1.901.901,52 465.229,11
20 1.660.334,94 473.612,12
21 991.261,04 1.139.616,42
22 1.329.495,47 416.347,60
23 1.712.314,43 496.689,77
TOPLAM 39.944.894,61 | 17.078.257,28
ORTALAMA | 1.736.734,55 742.532,93

Grafik-1: VEGF, IVB 0Oncesi ve sonrasi degerler

VEGF
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IGFdiizeyi IVB oncesi ortalama 1.423.568,363 + 616.444,361 iken PPV oncesi
1.908.845,519 * 589.582,374 idi (p=0,001). IVB 6ncesi ve sonras1 aldigimiz érneklerde IGF

diizeyinde istatistiksel olarak anlamli fark vardu.

Tablo-6 : IGF, IVB o6ncesi ve sonrasi degerler

IGF
Ornekler IVB Oncesi IVB Sonrasi
1 2.200.106,16 2.591.387,79
2 2.452.338,58 2.773.624,05
3 1.361.612,03 2.636.821,56
4 1.850.124,40 1.880.689,65
5 1.770.627,35 2.755.446,78
6 1.586.561,39 1.788.520,45
7 1.910.221,09 2.394.987,23
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8 1.571.240,17 1.153.851,23
9 1.059.452,44 1.734.967,41
10 751.813,92 1.653.851,23
11 1.822.923,18 1.273.851,23
12 1.961.872,93 1.538.520,45
13 1.581.375,17 2.236.821,56
14 1.495.605,48 2.726.821,56
15 37.576,34 1.569.689,65
16 1.421.515,21 1.675.689,65
17 980.694,05 1.069.992,58
18 1.277.728,52 1.788.520,45
19 2.299.194,43 1.839.359,69
20 632.275,12 2.159.403,45
21 1.414.872,28 2.370.291,88
22 1.050.891,83 1.701.316,07
23 251.450,30 589.021,32
TOPLAM 32.742.072,36 | 43.903.446,94
ORTALAMA | 1.423.568,36 1.908.845,52

Grafik-2: IGF, IVB o6ncesi ve sonrasi degerler

IGF
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PIGFdiizeyi IVB &ncesi ortalama 1.741.969,02 + 645.335.673 iken PPV &ncesi 354.720,45 +
184.082,736 idi (p=0,000). IVB oncesi ve sonrasi aldigimiz drneklerde PIGF diizeyinde
istatistiksel olarak anlamli fark vardi.

Tablo-7 : PIGF, IVB oncesi ve sonrasi degerler

PIGF

Ornekler IVB Oncesi IVB Sonrasi

57



1 2.014.255,96 722.169,98
2 2.306.595,14 319.230,77
3 1.604.880,78 296.820,94
4 2.134.050,26 282.255,40
S) 1.993.217,30 346.255,27
6 2.349.410,53 390.795,41
7 2.709.746,02 668.728,52
8 1.520.578,82 373.355,91
9 1.508.707,72 385.455,70
10 1.984.689,11 206.222,56
11 2.942.614,45 836.280,64
12 3.170.961,49 429.368,86
13 1.901.213,67 273.369,13
14 984.317,12 208.525,27
15 1.555.392,27 222.690,80
16 1.603.431,41 184.373,09
17 1.350.214,66 135.279,72
18 1.086.135,40 130.386,98
19 980.383,88 338.970,24
20 1.144.403,88 144.303,32
21 1.010.286,37 390.763,98
22 1.279.327,77 498.594,79
23 930.473,45 374.373,09
TOPLAM 40.065.287,45 | 8.158.570,37
ORTALAMA | 1.741.969,02 354.720,45

Grafik-3: PIGF, IVB 6ncesi ve sonrasi degerler
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Ang-1diizeyi IVB o&ncesi ortalama 1.183.092,853 =+ 1.115.715,465 iken PPV 0Oncesi
1.277.901,293 + 1.012.844,516 idi (p=0,732). iIVB &ncesi ve sonrasi aldigimiz drneklerde
Ang-1 diizeyinde istatistiksel olarak anlamli fark yoktu.

Tablo-8 : Ang-1, IVB 6ncesi ve sonrasi degerler

ANG-1
Ornekler IVB Oncesi | IVB Sonrasi
1 1.855.304,36 | 1.672.806,96
2 3.613.133,45 | 2.579.448,86
3 1.001.213,48 | 1.954.313,03
4 1.959.867,93 | 1.066.173,60
5 4,178.113,58 | 809.526,60
6 335.284,45 1.992.443,13
7 334.622,76 2.062.394,19
8 628.284,89 1.410.864,57
9 1.138.429,45 | 116.576,69
10 1.189.443,60 | 1.757.936,19
11 2.111.119,94 | 704.903,82
12 2.530.598,88 | 1.793.849,33
13 1.218.326,53 | 188.833,32
14 229.092,53 163.554,79
15 180.158,50 888.039,40
16 216.094,32 1.516.180,77
17 1.810.766,35 | 3.496.188,83
18 766.877,27 3.424.897,47
19 904.226,33 553.694,22
20 227.390,25 619.679,11
21 288.161,48 474.237,07
22 377.729,11 30.042,88
23 116.896,19 115.144,92
TOPLAM 27.211.135,64 | 29.391.729,75
ORTALAMA | 1.183.092,85 | 1.277.901,29

Grafik-4: Ang-1, IVB Oncesi ve sonrasi degerler
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VE-cadherindiizeyi IVB 6ncesi ortalama 3.189.859,434 + 1.191.314,814 iken PPV oncesi
2.023.450,150 + 1.040.776,215 idi (p=0,001). IVB o6ncesi ve sonras1 aldigimiz &rneklerde
VE-cadherin diizeyinde istatistiksel olarak anlamli fark vardi.

Tablo-9 : VE-cadherin, IVB 6ncesi ve sonrasi degerler

VE Cadherin

Ornekler IVB Oncesi | IVB Sonrasi
1 2.396.790,36 | 648.584,67

2 2.548.979,61 | 2.496.042,07
3 746.081,96 2.174.213,66
4 1.993.495,85 | 3.154.927,25
5 3.662.840,83 | 2.546.183,77
6 3.704.069,59 | 2.583.846,29
7 4.202.718,25 | 3.343.920,24
8 4.295.590,07 | 3.735.281,46
9 3.782.375,12 | 3.082.941,90
10 2.548.960,98 | 3.241.106,24
11 4.428.879,44 | 2.877.198,23
12 4.097.382,69 | 2.803.690,58
13 4.132.087,88 | 1.378.427,60
14 1.618.110,99 | 823.358,69

15 1.428.338,65 | 1.215.488,14
16 1.523.808,45 | 1.483.035,89
17 5.467.037,35 | 1.170.159,39
18 3.175.365,88 | 2.994.945,06
19 3.600.489,97 | 517.348,87

20 3.458.513,15 | 637.850,52
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21 3.157.333,49 | 995.083,69
22 4.631.602,29 | 820.124,57
23 2.765.914,12 | 1.815.594,66
TOPLAM 73.366.766,99 | 46.539.353,45
ORTALAMA | 3.189.859,43 | 2.023.450,15

Grafik-5: VE-cadherin,IVB 6ncesi ve sonrasi1 degerler
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Fibulin-1diizeyi IVB &ncesi ortalama 3.320.953,726 + 1.003.017,391 iken PPV 0ncesi
2.726.059,607 + 1.158.595,451 idi (p=0,088). IVB oncesi ve sonrasi aldigimiz Srneklerde

Fibulin-1 diizeyinde istatistiksel olarak anlamli fark yoktu.

Tablo-10 : Fibulin-1, IVB 6ncesi ve sonrasi degerler

Fibulin

Ornekler IVB Oncesi | IVB Sonrasi
1 4,784.841,74 | 511.026,32

2 4,727.608,75 | 2.489.759,73
3 1.848.842,83 | 2.720.574,55
4 1.462.167,40 | 4.538.674,70
5 2.451.428,97 | 1.931.688,42
6 2.626.050,76 | 1.469.958,52
7 3.457.554,71 | 2.346.285,23
8 2.590.762,03 | 2.264.116,85
9 3.687.921,09 | 3.127.162,40
10 1.940.874,93 | 3.785.796,75
11 4.353.032,58 | 4.577.825,53
12 3.913.912,49 | 3.811.557,03
13 3.625.251,21 | 3.057.139,02
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14 2.674.284,59 | 325.594,38
15 2.831.420,81 | 2.071.342,39
16 3.000.455,42 | 1.831.216,00
17 4.841.795,75 | 3.405.741,29
18 2.195.866,80 | 4.320.018,36
19 2.993.038,15 | 3.385.477,97
20 4.043.325,21 | 3.262.161,88
21 4.370.238,20 | 3.577.218,05
22 4.214.761,36 | 2.108.523,93
23 3.746.499,94 | 1.780.511,67
TOPLAM 76.381.935,72 | 62.699.370,98
ORTALAMA | 3.320.953,73 | 2.726.059,61

Grafik-6: Fibulin-1, IVB 6ncesi ve sonrasi degerler

Fibulin-1
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Tablo-11: Sitokinlerin Ortalama, Standart sapma ve p degerleri,
IVB 6ncesi Ortalama- IVB sonrasi Ortalama- p degeri
standart sapma standart sapma
VEGF 1.449.778,026 + 669.703,350 876.050,599 + 358.496,479 p=0,000
IGF-1 1.423.568,363 £ 616.444,361 | 1.908.845,519 + 589.582,374 p=0,001
PIGF 1.733.708,149 £ 403.044,151 | 3.102.546,538 + 576.989,658 p=0,000
Angiogenin | 1.183.092,853 + 1.115.715,465 | 1.277.901,293 + 1.012.844,516 | p=0,732
VE- 3.189.859,434 + 1.191.314,814 | 2.023.450,150 + 1.040.776,215 | p=0,001
cadherin
Fibulin 3.320.953,726 + 1.003.017,391 | 2.726.059,607 + 1.158.595,451 | p=0,088

Tablo-12: Sitokinlerin IVB 6ncesi Western Blot Yontemi ile jel elektroforez sonuglari
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Tablo-13:Sitokinlerin VB sonras1 Western Blot Yontemi ile jel elektroforez sonuglari

SET 2
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5.TARTISMA

DRP tedavisinde kullanilan anti-VEGF ilaclar, iris ve retinadaki neovaskdilarizasyonu
azaltabilir ve diyabetik makiiler 6demli gozlerde O6demi azaltarak gdrme keskinligini
artirabilir. Son yillarda, PDR olan hastalarda intravitreal bevacizumab enjeksiyonu (I1VB),
vitreoretinal cerrahiye yardimci olarak uygulanmistir. IVB, intraoperatif TRD’li hastalarda
traksiyona neden olan fibrovaskiilermembranlart soyarken yeni damar olusumunu
engelleyerek kanamay1 minimize eder ve ameliyat1 kolaylastirir. Bu nedenle PPV’den 7 giin
oncesinde IVB yapilmaktadir. IVB ayrica postoperatif erken vitreus kanamasini azalttigi
gosterilmistir.(18)

IVBnin bu faydalarina ragmen, proliferatifvitreoretinopati veya eksiidatif yasa bagh
makuladejenerasyonu olan hastalarda fibrozisin ciddiyetini arttirdigi ve bdylece gorme
keskinligini bozdugu daha oOnceki c¢alismalarda gosterilmistir.(19) IVB ile fibrozisin
tetiklenmesini agiklayacak molekiiler mekanizmalar halen belirlenememistir.Vitreus VEGF
karsitt ilaglarin biyolojik etkilerini ortaya c¢ikardigi gozdeki ilk bdlgedir. Buna gore,

Vitreusproteomikslerindeki degisiklikler IVB'nin okuler etkilerini gosterebilir.
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Bizim c¢alismamizda da beklenildigi gibi IVB sonrasina VEGF diizeyleri istatistiksel olarak
anlamli disik bulundu. IVB’nin VEGF diizeylerini azaltmasi ila¢ etki mekanizmasi
dolayistyla beklenilen bir durumdur, IVB’nin goz i¢i diger sitokinlere etkisi ¢alismamizda
incelenmistir.

Plasental Growth Fakdr (PIGF)

Anjiogenez, mevcut damarlardan yeni damarlarin biiylimesi olarak tanimlanir(150).
Fizyolojik olarak ; fetal gelisim(151) korpus luteum olusumu, kalp ve iskelet kaslarinin
fiziksel egzersize verdigi yanit (152) ve yara iyilesmesi (153) gibi durumlarda olusur.
Anormal anjiyogenez ise, kanser, obezite (154), romatoid artrit (155) ve yasa bagli makula
dejenerasyonu (YBMD) ve diyabetik retinopati (DRP) (156) gibi hastaliklarda meydana gelir.
Anjiyogenez siireci karmagiktir ve ¢ok agsamali bir molekiiler ve hiicresel olaylari igerir (157).
Kisaca, yeni damarlarin filizlenmesi, veniillerden hareketsiz endotel hiicrelerinin biiylime
faktorleri, delta benzeri ligand 4 tarafindan diizenlenen endotelyal ug hiicrelerin se¢imi, coklu
Notch reseptorleri ve vaskiler endotelyal biyime faktori (VEGF) ve reseptorlerinin
(VEGFR'ler) aktivasyonu ile baglar. Bu hiicre se¢imini takiben, diger ligand / reseptor
etkilesimleri (VEGF / VEGFR - 2; semaforin / ndropilin / pleksin; netrin / UNC5B, SLIT /
ROBO4) vaskiiler filizin uzamasina ve biiyiimesine rehberlik eder. Integrinler, Rho GTPase
CDC42 ve Racl'in yan1 sira basinca bagli ters membran kabarmasi, filiz fiizyonu ve limen
olusumunda rol oynar (158). Trombosit kaynakli biiyiime faktorii, EGFL7 ve perisitlerin
aracilik ettigi vaskiiler olgunlasma, daha sonra neovaskiiler agin ve perflizyonun dominant
anjioinhibitor fenotipinin restorasyonu ile birlikte meydana gelir (157).

Vaskiiler regiilasyonda tanimlanan birgok anjiyojenik faktor arasinda, VEGF siiper ailesi ve
VEGFR'ler hem fizyolojik hem de patolojik anjiyogenezde ve Ozellikle vaskuler gegirgenlikte
belirleyici bir rol oynar(159). VEGF biiyiime faktorleri ailesi birkag homologdan olusur.
Bunlar; VEGF - A, VEGF - B, VEGF - C, VEGF - D, VEGF - E ve plasental biiylime
faktoradar (PIGF).

VEGF ailesinin tanimlanacak ilk iiyesi olan VEGF - A'nin (genellikle VEGF olarak anilir)
gorevleri; anjiogeneze katkida bulundugu iyi bilinir, hareketsiz endotel hiicrelerini aktive eder
ve VEGFR-1 (Flt1 olarak da bilinir) baglanmasi yoluyla vaskiiler gecirgenligi tesvik eder ve
VEGFR-2 (FIk1 olarak da bilinir) baglanmasi yoluyla hiicre proliferasyonunu uyarir
(157,160,161), endotelyal progenitdr hicrelerin neovaskularizasyon ve doku rejenerasyonu
bolgelerine mobilize edilmesinde ve gorevlendirilmesinde rol oynar (162).

VEGF-A'ya homolog bir faktdr olan plasental biiylime faktorii (PIGF), islevi daha az

anlagilmis olmasina ragmen, Ozellikle retina bozukluklarinda patolojik anjiyogenezde de rol
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oynar. Hayvan modelleri, PIGF'nin fizyolojik anjiyogenez i¢in gerekli olmadigini, ancak
patolojik anjiyojenik kosullarda rol oynadigini 6ne stirmiislerdir (152,154,156,160,163-165).
VEGF ailesinin tiim iyeleri, sistein diiglim motifleriyle karakterize edilir ve PIGF'nin {i¢
boyutlu yapisi, VEGF-A'ninkine ¢arpici bir sekilde benzer, ancak iki protein yalnizca% 42
amino asit sekans 6zdesligi paylasir (152,161,165). Alternatif ekleme, boyut olarak farkli olan
dort izoform olusturur (PIGF-1,2,3 ve 4). PIGF-1 ve PGF-2, sirasiyla 131 ve 152 amino asit
kalintisindan olusan baslica izoformlardir. PIGF, monomerleri disiilfid baglar ile bir arada
tutulan dimerik bir proteindir. Ayni hiicre tarafindan ifade edilirse, PIGF ve VEGF-A bir
heterodimer olusturabilir (161,164-166). Plasental biyume faktori (PIGF) spesifik olarak
reseptér VEGFR-1'e baglanir, ancak VEGFR-2'ye baglanmaz(151,152,160,161,164-166). Ek
olarak, heparin baglayici alan tasiyan izoformlar noropiline baglanir(152,164-166).
Calismalar, noropilin-1'in hayvan modellerinde(167) ve ayrica insanlarda (168) anjiyojenik
damarlarda ifade edildigini gostermistir. Yenidogan fare retinalarini kullanarak yaptiklar
aragtirmaya dayanarak, Pan ve ark. Noropilin-1'i bloke etmenin vaskiiler yeniden sekillenmeyi
engelledigini ve bdylece damarlari anti-VEGF ajanlariyla tedaviye daha duyarli hale
getirdigini varsaymaktadir (169). PIGF / VEGF-A heterodimer, VEGFR-1'e baglanir veya
VEGFR-1/ VEGFR-2 dimerizasyonunu indukler (170).

Plasental buytme faktori (PIGF), VEGFR-1 yoluyla endotel hiicre gé¢iinii uyarir ve VEGFR-
1 yoluyla anjiyogenezde aktif rol oynayan hiicreleri (6rn. Monosit makrofajlar, duz kas
hlcreleri ve perisitler) toplar (165,171). PIGF, VEGFR-1'e baglanarak ve dolayisiyla
VEGFR-2'yi aktive etmek igin daha fazla VEGF-A serbest birakarak dolayli olarak
anjiyogenezi uyarabilir veya endotel hiicrelerinin dogrudan VEGFR-1 baglanmasi yoluyla
anjiyogeneze girmesini isaret edebilir (160,161,165). Ek olarak, l6kosit infiltrasyonu
anjiyogenez ile baglantihdir. VEGFR-1 ligandlar1 monosit ¢ekicidir ve ldkositlerin
toplanmasina katkida bulunur. Bu toplanmis l6kositler, proanjiyojenik faktorlerin
salgilanmasi yoluyla dolayli (VEGF'den bagimsiz) bir anjiyogenez yolu saglar (172).
PIGF'nin diyabette, retina asir1 gecirgenligi, retinal kapiller dejenerasyon ve perisit kaybi gibi
DRP'nin ayirt edici 6zelliklerinin 6nemli araci olabilecegini disiindiirmektedir(173). PIGF'nin
yani sira VEGFnin ve bunlarin ortak reseptorleri VEGFR-1 ve NP-1'in, her iki faktortin de
ifade edildigi retina ve koroidal vaskiiler hastaliklar i¢in potansiyel hedefler oldugunu
gostermektedir(171,173). DRP'li gbzlerin vitreus ve retina dokusunda yuksek PIGF seviyeleri
Olgtilmistiir (156,174).

Ortaya c¢ikan  arastirmalara ragmen, PIGFmin insanlarda  patolojik  okiler

neovaskiilarizasyondaki kesin katkis1 tam olarak aydinlatilmamistir. Tek basina VEGF - A'y1
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inhibe eden ranibizumab, VEGF-A, VEGF-B ve PIGF’yi inhibe eden aflibercept ve tiim
VEGEF alt tiplerini inhibe eden bevacizumab, Protokol-T g¢alismasi ile etkinlik ve gilivenilirlik
acisindan karsilastirilmigtir. PIGF'nin DMO'daki rolii hakkinda bir¢ok cevaplanmamis soru
olmasina ragmen, bu ¢alismanin sonuglar1 intravitreal aflibercept ile tedavi edilen gozlerde
onemli Olcude daha fazla gorsel iyilesme elde etmistir. Afliberceptin VEGF'ye ek olarak
PIGF'yi baglama kabiliyeti aflibercept'i daha etkili hale getirebilecegi spekiilasyonlarina yol
acar (175,176). VEGF’e ¢k olarak PIGF’yi de inhibe etmek DMO tedavisinde daha etkili
olabilir. Bizim ¢alismamizda da VEGF’te oldugu gibi PIGF’te de istatistiksel anlamli diisiis
olmustur. Bevacizumabinda aflibercept gibi PIGF’i inhibe ettigi distiniilebilir ancak
afliberceptin daha etkili bulunmasi farkli proteinler {izerinede etkisi olabilecegini
distindiirmektedir.

Forooghian ve arkaslarinin yaptig1 bir ¢alismada IVB’den 6nce ve sonra alinan humor akoz
orneklerinde PIGF seviyelerinde azalma go6zlenmis ancak bu istatistiksel olarak anlamli
bulunmamustir (177), bunun nedeni, vitreus 6rnegi alinmamis olmasi olabilir. PIGF, patojenik
anjiyogenezde hayati bir rol oynar ve PIGF'yi hedefleyen antikorlarin, hayvan modellerinde
timor gerilemesine neden oldugu gosterilmistir(163,178). Bizim ¢alismamizda vitreus drnegi
alinmistir ve IVB sonras1 PIGF seviyesi anlamli diisiik bulunmustur.

Kahtani ve arkadaslarinin yaptig1 baska bir ¢aligmada aktif PDR hastalarinda IVB yapilan ve
yapilmayan hastalardan alinan vitreus 6rneklerinde, IVB yapilan grupta PIGF diizeyi diistik
bulunmus ancak istatistiksel olarak anlamli degilmis (179). Bu g¢alismada PIGF ve VEGF
seviyeleri elisa yontemi ile tespit edilmis. Biz g¢alismamizda Western-Blot ydntemini
kullandik. Bizim sonuglarimiz 6nceki ¢alismalar ile benzerlik gostermektedir.

Insiilin benzeri biiyiime faktorii-1 (IGF-1)

Insiilin benzeri biiyiime faktorii-l (IGF-1), tirozin kinaz reseptor stiper ailesine ait olan ve
endokrin ve otokrin / parakrin aracili mekanizmalar araciliiyla normal gelisimsel biiylimeyi
dizenleyen IGF-1 reseptoriinin (IGF-1R) ligandidir (180).

IGF-1'in retina immiin modiilasyonunda ¢esitli etkileri agiklanmistir. IGF-1 ayrica birgok
doku ic¢in glgli bir hayatta kalma faktorudir(181). IGF-1, sinaptik plastisiteyi tesvik eden,
sinir bilylimesini arttiran ve antiapoptotik aracili sinyalleme kaskadlarini tetikleyen norotrofik
bir peptittir(182). Tim bu IGF-1 islevleri, sinir hiicrelerinin ndrodejeneratif siireclere karsi
korunmasi igin kritik oneme sahiptir (183). Bircok calisma, insiilin ve IGF'lerin, retina
hiicrelerinin biiylimesi ve hayatta kalmas1 arasindaki dengeyi modiile etme ile ilgili bir rol
oynadigimi gostermistir (184-186). Yakin zamanda incelendigi gibilGF-1, mikrogliya icin

mitojenik bir faktordur ve mikroglial hiicrelerden gelen néroinflamatuar tepkileri modile eder
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(187).

IGF-T'in diyabetik retinopatideki rolii, birka¢ farklt model sistemi kullanilarak incelenmistir.
IGF-1, insan retina endotel hicrelerini apoptozdan korur ve in vitro proliferasyonu
artirir(188,189). Hayvan modellerinde yapilan ¢ok sayida ¢alisma, artmis IGF-1 Uretiminin
retinopatiyi hizlandirdig1 ve retinadaki IGF-I artiglarinin proliferatif DR gelisimi i¢in plazma
IGF-I konsantrasyonlarindaki sistemik degisikliklerden daha 6nemli oldugu sonucunu
desteklemektedir (79,190,191).

Somatostatin analoglarinin diyabetik farelere uygulanmasinin ardindan retinal IGF-I
sentezinin inhibisyonu, retinal neovaskiilarizasyonu inhibe ettigi ve IGF-1 enjeksiyonunun, bu
etkiyi tersine g¢evirdigi daha onceki bir g¢alismada gosterilmistir.(189). Farelerde vaskiler
endotel hicrelerinde insulin ve IGF-I reseptorlerinin yok edilmesi hipoksiye bagli retinal
neovaskiilarizasyona kars1 koruma sagladi (192).

Transgenik fare modelinde, retinada IGF-I'i asir1 eksprese eden fareler tretilmis. Kapiller
sizintida artig, retina kalinlagsmasi, perisit kaybi, hiicresel olmayan kilcal damarlarin gelisimi
ve proliferatif retinopati dahil olmak iizere diyabetik retinopati ile tutarli ¢cok sayida degisiklik
gosterdigi bulunmustur. (193).

Insanlarda yapilan ¢alismalar, proliferatif retinopatili hastalardan alman vitréz drneklerdeki
IGF-1I konsantrasyonlarinin, diyabetik olmayanlardan 2,5-3 kat daha yiiksek oldugunu ve
proliferatif degisikliklerin ciddiyeti ile IGF-I yiikselme derecesi arasinda bir iliski oldugunu
gostermistir (190,194,195). Daha yuksek IGF-I diizeylerine sahip denekler, hemoglobin
Alc'den bagimsiz olarak retinopati progresyonu i¢in iki kat daha fazla olasiliga sahiptir (196).
Insan calismalar;, serum IGF-1 diizeylerini artiran ¢oklu CA tekrarlari igeren
polimorfizmlerin, tip 2 diyabetiklerde proliferatif retinopati riskinde 2.8 kat artisla iliskili
oldugunu gostermistir (197).

Ayrica normal retinal vaskiiler gelisim i¢in IGF-I gereklidir ve bilylime hormonu reseptdriinde
veya IGF-I geninde mutasyonlari olan insanlar, referans kontrollere kiyasla daha diisiik
vaskiiler dallanma noktalarina sahiptir(198).

IGF-I ve VEGF, retinal kan damari gelisimini diizenlemek i¢in birlikte islev goriir ve IGF-I
olmayan fareler, normal VEGF seviyeleri mevcut olsa bile normal damar gelisimine sahip
degildir (199). Bu farelere IGF-I'in uygulanmasi damar biiylimesini eski haline getirdigi
gorilmiistiir.

Cok sayida calisma, IGF-I'in retinadaki VEGF ekspresyonunu arttirdigini gostermistir.
Punglia ve arkadaglar1 IGF-I'in Muller hiicreleri tarafindan VEGF ekspresyonunu uyardigini

ve bunun NF-kappa B ve HIF-1 a indiiksiyonuna bagli oldugunu gosterdi(200). Ek ¢aligmalar,
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VEGF ekspresyonunun IGF-I tarafindan diizenlendigini ve IGF-l reseptoriniin bir anti-
reseptor antikoru ile bloke edilmesinin VEGF inhibisyonunu arttigini géstermistir(199).
Yaslanma sirasinda, biyoaktif IGF-1 dolagim seviyeleri azalir (191). Diyabeti daha ileri yasta
baslayan hastalar, daha gen¢ yasta baslayan hastalara gore daha diisiik PDR prevalansina
sahiptir; bu, yash hastalarda tespit edilen daha diisiik serum IGF-1 seviyeleri ile iliskili
olabilir (201).

Noroinflamasyonun  bir¢gok norodejeneratif bozuklugun patofizyolojisinde baslangig
asamasinda rol aldig1 kabul edilmektedir, proinflamatuar uyaranlarin siirekli varligi hastaligin
erken asamalarinda dokular1 korumadaki temel roliine ragmen, ilerleyen dénemde hiicresel
hasari indiikler (202—204).

Son zamanlarda, PDR'nin sadece fibrovaskiiler degil, ayn1 zamanda noroglial patoloji ile de
ilgili oldugu distiniilmektedir (205,206). Daha ©6nce PDR'de retinanin noéronlarmnin
cogalamadig1 ve toplam ndral hiicre hacminin ya statik kaldig1 ya da diyabetik hasar1 takiben
apoptoz nedeniyle azaldigi varsayilmistt (205). Ancak son zamanlarda, PDR ile iligkili
fibrovaskiiler membranlarin (FVM), 6zel bir retinal glia hiicresi tiri olan Muller hucreleri ile
birlikte buytyen norit uzantilari igerdigi gosterilmistir. Bu noritler, cubuk fotoreseptorlerinden
ve g¢esitli retina ganglion hiicre popiilasyonlarindan kaynaklanmaktadir. Yeni damar
blylmesi, ndronlardanve Miller hicrelerinden tiretilen kemoatraktan ve trofik faktorlerle
diizenlenir (79,207). Miiller hiicreleri ayrica yeni vaskiilatiir igin bir iskele gorevi gorir. Bu
kosullar altinda, retinal glial hiicreler, makrofajlar, monositler, hiyalositler (vitrozde yerlesik
hiicreler), fibroblastlar, perisitler ve vaskiler endotel hiicreleri vitroz govdeye go¢ edecek ve
cogalacak ve boylece FVM'ler olusturacaktir. Retinanin ana glial hiicrelerinden olan mller
hicrelerinin proliferatif diyabetik retinopatide fibroblast benzeri aktivite g0sterdigi ve
fibrovaskiiller =~ skar  olusumuna neden  olduguna dair pek cok  calisma
bulunmaktadir(194,206,208). Miiller hiicrelerinin traksiyonel kuvvet olusumunda IGF dahil
olmak Uzere bir ¢ok biiyiime faktorii tarafindan uyarildigi in vitro ¢alismalarla desteklenmistir
(205,206). Jeffery L. King ve arkadaslarinin doku kiltiiri modeli {izerinde c¢alistig
arastirmada PDR'de Miiller hiicresi traksiyonel kuvvet iiretiminin vitrdz IGF aktivitesi
tarafindan yonlendirildigi belirtilmistir(207). Tiim bu bulgularin 1s181inda diyabette vitreusta
artan traksiyonel kuvvetlerin IGF ile yakin iliskili oldugunu belirten gii¢lii kanitlar mevcuttur.
Ozetlenecek olursa IGF’in etkileri apoptozu oOnleyerek proliferasyona katkida bulunma,
neovaskiilarizasyonu siirdiirmeye katki, mikroglialarin aktivasyonunu arttirarak fibrozisi
uyarmaktir.

Bir ¢alismada 6 PDR hastasi, ameliyattan 3 gun once intravitroz bevacizumab ile tedavi
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edilmis. Bevacizumab kullaniminin VEGF digindaki protein konsantrasyonlari lizerinde etkisi
olup olmadigmi arastirilmis. VEGF konsantrasyonlari bevacizumab tarafindan neredeyse
tamamen azalirken, IGF1 konsantrasyonlari, bevacizumab ile tedavi edilen gozlerde anlaml
olarak daha yiiksek bulunmus.IGF-1'in VEGF sentezini indiikledigi bilindiginden, IGF-1
artmas1 VEGF yokluguna bir reaksiyon olabilir(209).

Bizim c¢alismamizda IVB sonrasi IGF-1 seviyelerinde artis gézlenmistir. Bu durum VEGF
azalmasina yanit olarak olusmus olabilir. IGF-1 artis1 mikroglialarin aktivasyonunda artisa
neden olarak fibrozisi tetikleyebilir.

Biz calismamizda IVBenjeksiyonu sonrasi, Oncesi ile karsilastirildiginda anlamli olarak
artmig IGF-1 diizeyleri oldugunu gordiik. IGF-1, traksiyonel kuvvetleri arttiran etkisi
diisiiniildigiinde IVBenjeksiyonu sonrasi arttigr bilinen traksiyonel kuvvetlerin molekiiler
belirticlerinden biri olabilir.

Vaskiler Endotelyal Spesifik Cadherin (VE-Cadherin)

Diyabetik retinopati patolojisinin ana bilesenlerinden biri normalde gegirgen olmayan ve
oldukga segici olan kan-retina bariyerinin (KRB) bozulmasidir (210). I¢ bariyerin biitiinligii,
adherens ve siki kavsaklarla birbirine baglanan ve perisitlerle cevrili kilcal endotelyal
hiicrelerden olusan retinal vaskiiler iiniteye baglidir (210). Bu Unite astrosit ve Muller glial
hiicreleri tarafindan desteklenir. KRB'nin bozulmasi, diyabetik makiiler 6dem (DMO),
intraretinal kanamalar ve sert eksiidalarin gelismesiyle sonu¢lanan plazma sizintisina neden
olur.

Diyabetik retinopatinin diger 6zellikleri arasinda kalin bazal membrandan go¢ veya perisit
kaybindan kaynaklanan aseliiler kilcal damarlarin olusumu yer alir (211). Retina i¢inde kilcal
damar kaybi, kan perflizyonunu azaltir ve iskemik / hipoksik durumlar yaratir. Siirekli
hiperglisemi ve hipoksi, diyabetli kisilerde hem neovaskiilarizasyonun hem de vaskiiler
kagagin giiglii bir uyaricist olan vaskiiler endotelyal biiylime faktoriiniin (VEGF)
indiiklenmesine yol agar (34). VEGF / VEGF reseptort 2 (VEGFR2) sinyali,VE-cadherinin
fosforilasyonu ve internalizasyonu ile sonuglanir ve vaskiiler gegirgenligi indiikler (212,213).

VE-cadherin, endotelyal adherens baglantilarinin baslica transmembran adhezyon
molekuludur (214).VE-cadherin, endotel hiicre bariyerinin bitiinliiglinii korumada kritik
oneme sahiptir (213). VE-cadherinin kaybi endotelyal kavsaklarin zayiflamasina neden
olur(215,216).

Bazi aragtirmacilar VE-cadherinin, VEGF sinyalini zayiflatip anjiyogenezisinirladigini (217)
ileri stirerken digerleri anjiyogenezi gosteren bir belirte¢ olabilecegini iddia etmislerdir

(218,219).
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VE-cadherinin vitreustaki diizeylerinin karsilastirildigi bir ¢alismada, diyabetik retinopatisi
olan hastalarda diyabetik olmayanlara gére VE-cadherin anlamli olarak daha fazla bulunmus.
(218). Bagka bir ¢alismada diyabetli bireylerden 6liim sonrasi elde edilen insan retinasinda
VE-cadherin seviyelerinde belirgin bir azalma goriilmiis (220). Bir diger ¢alismada tip 2
diyabetli bireylerde VE-cadherinin plazma seviyelerinde artis gézlenmistir (221). Diyabetik
kemirgenlerde VE-cadherin’in fosforilasyon ve degradasyonunun yiiksekligi ile artmis
vaskiiler sizint1 gdzlenmistir (216,222,223).

Doku gereksinimleri veya patolojileri, endotel hicrelerinin  mezenkimal hicrelere
farklilasmasmma neden olabilir. Bu durum, endotelden mezenkime gecis (EndMT) olarak
bilinir. Bu surecte endotel hucreleri VE-cadherin gibi spesifik endotel belirteglerini
kaybederler bunun yerine mezankimal hiicre belirtegleri kazanirlar. Endotelden mezenkime
gecis,VE-cadherin, PECAM1 ve VEGFR2 ekspresyonunu inhibe eder ve ayrica endotel
hlcrelerinin ayrilmasina yol agar (224). Bu siirecin artik pulmoner, kardiyak ve bobrek
fibrozunun patogenezinde 6nemli bir mekanizma oldugu kabul edilmektedir(225). Calismalar,
endotelden mezenkime gegisin diyabetik nefropati, diyabetik renal fibroz ve kardiyak
fibrozun ilerlemesine katkida bulunabilecegini gostermistir (226).

Endotelden mezenkime gecisi indiikleyen etkenler arastirildiginda; Chun-HongYu ve
arkadaglar1 in vitro insan umbilikal ven endotelyal hiicrelerini glikoza maruz biraktiklarinda
endotelden mezenkime geg¢isin indiiklendigini ve TGF-B1 seviyesinin arttigin1 bulmuslardir. 7
gun boyunca yuksek glikozdaki hicreler, CD31 ve VE-cadherin mRNA ekspresyonunda
onemli bir azalma ve a-SMA ve kolajen I’de anlamli bir artis gostermiglerdir. Buna gore
yiuksek glikoz, endotelden mezenkime gecisi tetikleyen etmenlerden biri olabilir.
Calismacilar ayrica, ERK sinyal yolu bloke edici PD98059’un , ERK1 / 2 fosforilasyon
seviyesindeki yiiksek glikoz kaynakli artisi ve TGF-21 ekspresyonunu o6nemli Olgiide
zayiflattigin1 ve boylece endotelden mezenkime gegisin protein sentezini inhibe ettigini
bulmuglardir(227).

Rossato ve arkadaslarinin yaptigi calismada primer insan retina endotel hiicrelerinde,
VEGFR2'in inhibisyonunun endotelden mezenkime gegcisi siddetlendirdigi bulunmustur.
Ayrica endotelden mezenkime gegis / fibrosis inhibitdrii SB203580, fare modelinde koroidal
neovaskiilarizasyon (KNV) i¢cin VEGFR2 antagonizminin terapdtik etkinligini arttirdigini
gostermiglerdir(228).

Yasa Bagli Makula Dejenerasyonun’da (YBMD) anti-VEGF tedavisine direng gelistigi
bilinmektedir. Calismacilar bu durumun anti-VEGF tedavisinden kaynaklanan endotelden

mezenkime gegise bagl olabilecegini ileri siirmiislerdir. Ileri YBMD'de, fibrotik diskiform
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skar olusumu, anti-VEGF tedavisine direng ile iliskilidir ve genellikle hastaligin tedavi
edilemez son asamasi olarak kabul edilir. Calismacilar endotelden mezenkime gegisin
inhibisyonunun bu son asamanin gelisimini baskilayabilecegini ve belki de gelecekte YBMD
hastalar1 i¢in anti-VEGF tedavisinin terapOtik penceresini genisletebilecegi hipotezini 6ne
stirmiislerdir(228).

Ting ve arkadaslariin yaptigi ¢alismada VE-cadherini regile eden, oligoniikleotid temelli bir
ilag olan CD5-2 kullanmiglardir. CD5-2, VE-cadherin transkripsiyonunda miR-27a aracili
azalmay1 oOnleyerek endotelyal hiicrelerde endojen proteinin ekspresyonunda ve VE-
cadherinde artisa neden olur. Ug fare modeli kullanilmistir; kosullu Miiller hiicresi azalmast,
streptozotosin kaynakli diyabet ve oksijene bagli retinopati. Her ti¢c modelde de, CD5-2 ile
vaskiiler sizintida 6nemli azalma ve VE-cadherin seviyelerinde Onemli artis oldugu
gosterilmistir (229).

Anti-VEGF tedavisi, diyabetik retinopati ve DMO'da patolojik anjiyogenez ve vaskiler
sizintiya karsi bir atilim olmustur. Bununla birlikte, anti-VEGF tedavisinin sinirlamalari
vardir: tiim bireyler anti-VEGF tedavisine cevap vermez ve tedaviye direng gelisebilir(230).
Gergekten de, diyabetik retinopatinin patogenezinde rol oynayan baska sinyal yollar1 vardir
(230). Son olarak, anti-VEGF ajanlarinin ana hedefi, gesitli izoformlara sahip olan ve okiiler
homeostazda 6nemli rol oynayan heterojen aktivitelere sahip oldugu bilinen VEGF-A'dir
(231). Anti-VEGF tedaviler VEGF disinda goz i¢i sitokinlere etki edebilir.

Bizim ¢aligmamizda VE-cadherin seviyesi bevacizumab enjeksiyonundan sonra anlamli
olarak azalmistir. Bu durum endotelden mezankimal hiicreye gecis ve nihayetinde fibrozise
gidecek olan silirecin kanit1 olabilir. Daha onceki ¢alismalarda belirtildigi gibi anti-VEGF
tedavisi endotelden mezankimal hiicreye gegisi tetiklemis olabilir(229). Bevacizumab
enjeksiyonu sonras1 VE-cadherindeki bu azalma ilerleyen dénemlerde VE-cadherini arttirict
molekdllerin, anti VEGF ilaglarla kombinasyonunun PDR tedavisinde etkili olabilecegini
gostermektedir. VB gucli bir anjiogenez inhibitoridir, neovaskilarizasyondaki gerilemeler
VE-cadherin seviyesindeki azalma ile aciklanabilir.

Fibulin-1

Fibulin-1, dolagimda yiiksek oranda eksprese edilen ekstraseluler matriks (ECM)
proteinlerinden biridir. Fibulin-1, fibronektin, elastin ve bazal membranlar gibi diger ECM
ailesi tiyeleriyle etkilesime girer (232). Son zamanlarda, fibulin-1'in anjiyogenezi inhibe ettigi
ve timor biliyimesini baskiladigi bulundu (233). Bu etkisini ADAMST-1 (zerinden
gerceklestirdigi ileri siiriilmektedir. ADAMTS-1, anjiyogenezin inhibisyonunda rol oynayan
bir metaloproteazdir. Lee ve arkadaslari, fibulin-1'in ADAMTS-1 aktivitesini tesvik ederek
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anjiyogenezi  inhibe edebilecegini  gostermislerdir  (234).Ayrica  fibulin-1  asirt
ekspresyonunun, mesane kanseri ve renal hucreli karsinomda timor biylmesinin
baskilanmasina, timdr hiicresi apoptozisine neden oldugu ve anjiyogenezi inhibe ettigi
bulunmustur(235,236).

Diyabet ile fibulin-1 iliskisi incelendiginde; diyabetik hastalar, diyabetik olmayan hastalara
kiyasla daha yiiksek serum fibulin-1 konsantrasyonlarina sahip oldugu bulunmustur. Ek
olarak, Plazma fibulin-1 konsantrasyonlarmin glikolize hemoglobin ile pozitif korelasyonlu
oldugugosterilmistir(237,238). Ayrica, diyabetli hastalardan alinan arter Oziitlerinde
kontrollere gore daha yiksek fibulin-1 protein konsantrasyonlari bulunmustur. Erektil
disfonksiyonu olan diyabetik katilimcilarda, erektil disfonksiyonu olmayanlara gore artmis
plazma fibulin-1 konsantrasyonlari bulundu(239). Son c¢alismalar fibulin-1'in diyabetin
durumunu degerlendirmek i¢in bir biyobelirte¢ oldugunu goéstermistir(237,240,241). Ayrica
plazma fibulin-1 konsantrasyonunun diyabetik hastalarda kardiyovaskiler mortaliteyi
ongordiigii bulunmustur(237). Baska bir ¢alisma, diyabetik hastalarda plazma fibulin-1
konsantrasyonlar1 ile kardiyovaskiiler risk belirtecleri arasinda bir korelasyon oldugunu
gOstermistir(238).

Diyabetik retinopatililerde vitreusta fibulin-1’in incelendigi bir ¢alisma bulunmaktadir. Bu
caligmada diyabeti olan ancak retinopatisi olmayan, nonproliferatif diyabetik retinopatisi
olan, proliferatif retinopatisi olan ¢ hasta grubu ve DRP olmayan kontrol grubu alinmis.
Calismaya toplam 204 katilimci alinmig. Vitreus Orneklerinde ve serumda diyabeti olan
grupta fibulin-1 anlamli olarak daha fazla bulunmus. Diyabeti olan hasta grubunun i¢inde
bakildiginda ise proliferatif DRP olan grupta fibulin-1 anlamli olarak fazla bulunmus(242).
Anjiyogenez, DRP'in potansiyel bir mekanizmasidir. Ancak fibulin-1'in bir anjiyogenez
inhibitorii  olarak  hizmet ettigi bulunmustur(233). Diyabetik hastalarda yuksek
konstantrasyonda fibulin-1 bulunmasi g¢eliskili goriinmektedir. Fibulin-1, DRP gelisimi
stirecinde antiinflamatuar bir rol Gstlenip anjiyogenezi inhibe ediyor olabilir.

Diger yandan, bir ¢alismada fibulin-7 C-terminal pargasi ve aktif sentetik peptidinin, koroidal
ve retinal neovaskiilarizasyonu baskiladig1 iskemik retinopati ve koroidal neovaskiilarizasyon
fare modelinde gosterilmistir(243).

Diyabetik retinopatide bevacizumab enjeksiyonu sonrasinda fibulin diizeylerini inceleyen bir
caligma bulunmamaktadir. Bizim ¢alismamizda bevacizumab enjeksiyonu sonrasinda fibulin-

1 diizeyleri azalmistir ancak istatiksel anlamli bulunmamustir.

Anjiyojenin-1
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Angiojenin, yerlesik bir insan adenokarsinom hiicre hattinin serumsuz siipernatanlarindan
saflastirllmis tek zincirli bir 14 kDa proteindir(244). Sican beyninde, anjiyojenin
ekspresyonunun, iskemiden 1, 3 ve 7 giin sonra 6nemli Ol¢lide arttigi gosterilmistir(245).
Angiogenin, damar endotelyal ve diiz kas hiicrelerini aktive ederek ve migrasyon, invazyon,
proliferasyon ve tiibliler yapilarin olusumu dahil olmak {izere bir dizi biyolojik siireci
tetikleyerek anjiyogenezi indukler (246).Anjiyojenin, bazal membran bozulmasini
indiiklemek i¢in membran aktinine baglanir (246). Bir ¢alisma, anjiyojenin insan koroid ve
retina tarafindan sentezlendigini gostermistir(247).

Anjiyojenik faktorlerden VEGF ile anjiyojenin karsilastirildiginda; onceki c¢alismalar
VEGF'in fonksiyonel olarak bozulmus kan damarlarinin olusumunu arttirdigin1 géstermistir
(248,249). VEGF, agirlikli olarak hipoksik ve proenflamatuar kosullarda etki
gosterirken(250), anjiyojen fizyolojik olarak ortaya ¢ikan proanjiyojenik bir faktordiir, anti-
enflamatuar ozelliklere sahiptir (251). Ek olarak noronlar tizerinde koruyucu etkisi vardir
(252)ve prostasiklin ve NO sentezini uyarir (253,254). Tiim bu anjiyojen etkileri, retinanin
diizgiin ¢alismasi i¢in yeterli degildir. Ancak 6zellikle antienflamatuar etki, diyabetik hastalar
i¢in yararl gibi goriinmektedir, ¢link{i inflamasyon DR patogenezinde yer alan ana faktordur
(31). Anjiogenin'in noroprotektif potansiyeli, anjiyopatinin erken evrelerinde gozlenen retinal
glial hiicrelerin apoptozu agisindan da yararli olabilir (255). Ek olarak, anjiyogeninin
vazodilator potansiyeli (prostasiklin ve NO sentezi), endotelin 1’in vazokonstriktif etkisine
kars1 bir denge olabilir.

Kishimoto ve arkadaglari1 VEGF, bFGF ve anjiyojenin arasindaki etkilesimi tanimlamislardir.
Bu durum anjiyogenin'in VEGF ve bFGF ile indiiklenen anjiyogeneze aracilik etmede
oynadigi 6nemli rolii gostermektedir. (256).

DRP’de anjiyojeninin incelendigi calismalar ele alindiginda; Merek ve arkadaglar1 DRP
olmayan diyabet hastalarinda, DRP olan diyabet hastalarinda ve kontrol grubunda angiogenin
ve VEGF duzeylerini kandan, DRP olan ve olmayan diyabetik hastalarda ek olarak vitreustan
ornek alarak incelemisler. DRP’ye bagli kanamalar1 olan hastalar ¢alismadan diglanmus.
Sonucta DRP olan hastalarda vitreusta ve serumda angiogenin diigiikk, VEGF ise ylksek
bulunmus. Bu durumu DRP patogenezinde enflamasyon sonucunda VEGF’nin artmasina
karsin koruyucu oOzellikleri olan anjiojeninin azalmasi ile aciklamislardir. Gelecekte
angiojenin ile anti-VEGF ilaglarmin birlikte uygulanmasinin miimkiin olabilecegini ileri
stirmiislerdir. Anjiyojenin sadece patolojik anjiyogenezi inhibe etmekle kalmayacagini, ayni
zamanda retinanin fizyolojik vaskiilatiiriinii koruyacagin1 ve boylece sadece anti-VEGF

ajanlariin uygulanmastyla iliskili iskemiyi onleyecegini ileri siirmiislerdir(257).
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DRP olup bevacizumab kullanan hastalarda angiojenin ol¢timiiniin yapildigi bir ¢alisma
bulunmamaktadir. Ancak YBMD ile iliskili bir ¢alismada; YBMD’de vitreusta agiojeninin
arttigr gosterilmistir. YBMD olanlara IVB yapilmadan once ve yapildiktan 2 giin sonra
alinmis vitreus Orneklerinde angiojenin arasinda fark gorilmemistir (258). Retina pigment
epiteliyle yapilan bir calismada bevacizumabin VEGF’yi azaltirken anjiojenini arttirdigini
gostermistir(259).

Bizim calismamizda IVB 06ncesi ve sonrasi vitreus drneklerinde anjioyenin diizeylerinde artis
oldugu goriildii ama istatistiksel olarak anlamli fark bulunmamistir. Bu durumda IVB’nin
anjiojenin diizeyini etkilemedigi sonucuna ulasilabilir. DRP’de inflamasyonun 6n planda
oldugu goriilmektedir. Anjioyeninin ise antiinflamatuar etkisi ile DRP’de angiogenezde esas

etkili belirteclerden biri olmadigini diistinmekteyiz.
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6. SONUC

DRP hastalarinda intravitreal bevacizumab (IVB) enjeksiyonu, cerrahi sirasinda retinal
fibrovaskiiler membranlarin diseksiyonunu kolaylastirmak, postoperatif kanama insidansini
azaltmak ve inat¢1 neovaskiilarizasyonlar1 ortadan kaldirmak i¢in siklikla uygulanir. Ancak
IVB fibrozisin ciddiyetini arttirdigi ve boylece gorme keskinligini bozdugu daha onceki
caligmalarda gosterilmistir. Bu nedenle bevacizumabin preoperatif ve postoperatif yararlari
olmakla birlikte makulay1 tehtit eden traksiyon durumunda dikkatli kullanilmas1 gerektigi
bildirilmistir.

Calismamizda fibroziste etkili olabilecegi diisiiniilen VEGF, PIGF, IGF-1, Angiogenin-1, VE-
cadherin ve Fibulin-1 proteinleri, IVB enjeksiyonu o©ncesi ve sonrast alinan vitreus
orneklerinden proteomiks analizi ile incelenmistir.

Elde edilen sonuclarda VEGF, PIGF ve VE-cadherin dizeyleri istatistiksel anlamli olarak
azalirken, IGF-1 diizeyi istatistiksel anlamli olarak artti. Fibulin-1 ve Angiogenin-1
diizeylerinde istatistiksel anlamli fark saptanmadi.

IVB’nin VEGF diizeylerini azaltmasi ila¢ etki mekanizmasi dolayisiyla beklenilen bir
durumdur, IVB’nin g6z i¢1 diger sitokinlere etkisi calismamizda incelenmistir. VEGF-A'ya
homolog bir faktor olan PIGF VEGF ailesinin bir tyesi olarak kabul edilmektedir. Bu nedenle
IVB sonras1 PIGF seviyelerindeki anlamli diisiis onceki ¢alismalarla benzer bulunmustur.
PIGF'nin insanlarda patolojik okiiler neovaskiilarizasyondaki kesin katkis1 tam olarak
aydinlatilmamistir, PIGF’deki azalma fibrozise geciste etkili olan bir sitokin olabilir.

IGF-1'in VEGF sentezini indiikledigi bilinmektedir, IGF-1 artmasit VEGF yokluguna bir
reaksiyon olabilir. IGF-1 artis1 mikroglialarin aktivasyonunda artisa neden olarak fibrozisi
tetikleyebilir.

VE-cadherin seviyesi IVBenjeksiyonundan sonra anlamli olarak azalmistir. Bu durum
endotelden mezankimal hiicreye geg¢is ve nihayetinde fibrozise gidecek olan siirecin kaniti
olabilir.

IVB’nin sadece VEGF diizeyi iizerine degil goz ici diger sitokinlere etkili oldugu
calisgmamizda gosterilmistir. Diger sitokinlere olan etkileri IBV’nin istenmeyen yan
etkilerinin sebebi olabilir. Bu yan etkilerin azaltilmasi i¢in PIGF, IGF-1 ve VE-cadherinin
etkilerini optimize eden ilaglar DRP tedavisinde faydali olabilir. IVB 6ncesi ve sonrasi vitreus
ornegi ile yapilan ¢alismalar simirl sayidadir, bu etkileri gostermek i¢in daha ¢ok ¢alismaya

ithtiyag vardir.
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7. OZETLER
Proliferatif Diyabetik Retinopatiye Bagh Intraokuler Hemorajisi ve veya Traksiyonel
Retina Dekolmam Olan Hastalarda anti-VEGF Uygulamasinin Vitreus Proteomiks
Degisikligine Etkisinin incelenmesi
Giris
Diyabetik retinopati hastalarinda intravitreal bevacizumab (IVB) enjeksiyonu, cerrahi
sirasinda retinal fibrovaskiiler membranlarin diseksiyonunu kolaylagtirmak, postoperatif
kanama insidansini azaltmak ve inatg1 neovaskiilarizasyonlar1 ortadan kaldirmak i¢in siklikla
uygulanir. Ancak IVB fibrozisin ciddiyetini arttirdig1 ve boylece gérme keskinligini bozdugu
daha oOnceki calismalarda gosterilmistir. Calismamizda bu fibroziste etkili olabilecek
sitokinleri incelemeyi amagladik.
Method
Calismaya proliferatif diyabetik retinopati tanisiyla intraokuler hemoraji ve veya traksiyonel
retina dekolmani olup pars plana vitrektomi ameliyatt ve ameliyat oncesinde intravitreal
bevacizumab enjeksiyonu planlanan 23 hasta alindi. Hastalardan ilk vitreus Ornegi
bevacizumab enjeksiyonu Oncesinde ikinci vitreus 6rnegi ise pars plana vitrektomi (PPV)
ameliyat1 oncesinde alindi. Vitreus orneklerinde proteomiks analiziyle vaskiiler endotelyal
growth faktér (VEGF), insllin growth faktér 1 (IGF-1), plasental growth faktor (PIGF),
Angiogenin (Ang-1), Vaskuler endotelyal cadherin (VE-cadherin), Fibulin-1 incelendi.
Bulgular
Elde edilen sonuglarda VEGF, PIGF ve VE-cadherin diizeyleri istatistiksel anlamli olarak
azalirken (p=0,000,p=0,000, p=0,001), IGF-1 dizeyleri istatistiksel anlamli olarak artti
(p=0,001). Fibulin-1 ve Angiogenin-1 diizeylerinde istatistiksel anlamli fark saptanmadi
(p=0,088, p=0,732).
Sonug
IVB’nin sadece VEGF diizeyi iizerine degil goz ici diger sitokinlere etkili oldugu
calisgmamizda gosterilmistir. Diger sitokinlere olan etkileri IBV nin fibrozis gibi istenmeyen
yan etkilerinin sebebi olabilir. Bu yan etkilerin azaltilmasi i¢in PIGF, IGF-1 ve VE-cadherinin

etkilerini optimize eden ilaglar DRP tedavisinde faydali olabilir.
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Investigation of the Effect of Anti-VEGF Application on Vitreous Proteomics in Patients
with Intraocular Hemorrhage and Tractional Retinal Detachment Due to Proliferative

Diabetic Retinopathy

Introduction

Intravitreal bevacizumab (IVB) injection is frequently used in diabetic retinopathy patients to
facilitate the dissection of retinal fibrovascular membranes during surgery, to reduce the
incidence of postoperative bleeding and to eliminate persistent neovascularization. However,
it has been shown in previous studies that IVB increases the severity of fibrosis and thus
impairs visual acuity. In our study, we aimed to examine the cytokines that may be effective
in this fibrosis.

Method

Twenty-three patients with proliferative diabetic retinopathy with intraocular hemorrhage and
or tractional retinal detachment scheduled for pars plana vitrectomy and preoperative
intravitreal bevacizumab injection were included in the study. The first vitreous sample was
taken from the patients before bevacizumab injection and the second vitreous sample was
taken before pars plana vitrectomy (PPV) surgery. Vascular endothelial growth factor
(VEGF), insulin growth factor 1 (IGF-1), placental growth factor (PIGF), Angiogenin (Ang-
1), Vascular endothelial cadherin (VE-cadherin), and Fibulin-1 were analyzed in vitreous
samples by proteomics analysis.

Results

In the results obtained, while VEGF, PIGF and VE-cadherin levels decreased statistically
significantly (p = 0.000, p = 0.000, p = 0.001), IGF-1 levels increased statistically (p = 0.001).
There was no statistically significant difference in Fibulin-1 and Angiogenin-1 levels (p =
0.088, p = 0.732).

Result

In our study, it has been shown that I\VVB is effective not only on VEGF level but also on other
intraocular cytokines. Its effects on other cytokines may be the cause of undesirable side
effects of IBV such as fibrosis. Drugs that optimize the effects of PIGF, IGF-1 and VE-

cadherin to reduce these side effects may be useful in the treatment of DRP.
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