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OZET

Mikro Vezikiil (Micropargaciklar: MPS), hiicre aktivasyonu veya apoptoz sirasinda
hiicre membranindan ekzositozla olusan, prokoagiilan 6zelligi bulunan, kiigiik membran

vezikilleridir.

Yas tip yasa bagli makula dejenerasyonunda (YBMD) neovaskiilarizasyon goriiliir
ve goz-i¢i anti-Vascular Endothelial Growth Factor (anti-VEGF) tedavi vaskiiler biiyiimede
supresyona neden olmaktadir. icinde bulundugumuz laboratuvar kosullarinda, yas tip
YBMD olgularda plazma MPs fonksiyonel diizeylerinin biyobelirteg olarak klinik

degerinin aragtirilmasini amagladik.

GOz hastaliklar1 polikliniklerinde izlenmekte olan hastalar c¢alismaya alinmustir.
Hastalik ve ilag/sigara/hastalik Oykiisii, demografik bilgiler, bel gevresi, boy-agirlik, kan
basinci dlgtimleri ve goz klinigi dlgiimleri kaydedilmistir. Plateletten fakir plazma (PPP)

ornekleri -80°C’de hemen dondurulmustur.

Tim olgular 4 gruba ayrilarak incelenmistir; grup-1 (kontrol grubu): diyabetik
olmayan saglikli bireyler (N=37); grup-2: diyabetik retinopati tanis1 almis hastalar (N=40);
grup-3: kuru tip yasa bagli makula dejenerasyonu tanisi almig hastalar (N=41); grup-4: yas

tip yasa bagli makula dejenerasyonu tanist almig hastalar (N=40).

Rutin biyokimya testlerine ilaveten, mikropargaciklar trombin olusum yontemiyle
Calibrated Automated Thrombography (Stago Diagnostics, Fransa) cihazinda fonksiyonel

olarak belirlenmistir.

Glinlimiizde, trombin olusumunun degerlendirilmesi ¢esitli hemostatik bozukluklar
i¢in tarama, tan1 ve tedavi takibinde ¢ok yararli bir arag¢ olarak goriilmektedir. Elde edilen
‘trombogram egrisi’ zaman igerisinde olusan thrombin miktarini1 gosterir, bu sayede ¢ok
sayida yararli parametreler saglanir, biz bunlardan besini degerlendirdik; lag time (dakika),
endojen thrombin potansiyeli (ETP) olarak bilinen egrinin altinda kalan alan
(nmol/Ledakika), Peak yiiksekligi (nmol/L), tepe yiiksekligine gelme siiresi olan ttPeak
(dakika), egrinin tamamlandig: siire startTail (dakika).



Calismamizda, diyabetiklerde BMI degerleri, kontrol olgulardan daha yiiksek ve
ETP degerleri daha diisiik bulundu. Hastalarin obezite derecesi veya diyabet durumu (yasi)
buna yol agcmis olabilir. DM hastalarda goriilen hiperaktif platelet fenotipine yol agan ¢ok

sayida mekanizma bulunmaktadir.

Yas tip YBMD olgularinda, inflamasyon zemininde MPs fonksiyonel diizeylerini
Olctik ve TGT parametrelerinden {i¢ii (ETP, Peak, statTail) ile serum CRP degerleri
arasinda korelasyon goriildii. Yine yas tip YBMD olgularinda g6z klinigi 6l¢iim
parametreleri ile MPs parametreleri arasinda iliski bulundu. MPs fonksiyonel diizeyleri

icin kritik degerlerin belirlenmesinde ileri ¢alismalara ihtiyag vardir.

Anahtar kelimeler: trombin olusum testi; mikropargaciklar; mikro vezikiiller;

anjiogenezis; neovaskiilarizasyon; yasa bagli makula dejenerasyonu; diyabetik retinopati
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ABSTRACT

Micro vesicles (Microparticles: MPs) with procoagulant properties are small

membrane vesicles composed by exocytosis during cell activation or apoptosis.

Neovascularization is seen in wet type age-related macula degeneration (AMD),
and intraocular anti-Vascular Endothelial Growth Factor (anti-VEGF) therapy is used to
supress vascular growth. We aimed to investigate whether determination of plasma MPs
functional levels have any clinical value as a biomarker for neovascularization in wet type

AMD, in our laboratory conditions.

Patients followed up at our ophtalmology out-patient clinics were included our
study. Data including drug/smoking/illness history, demographic information, waist
circumference, height-weight, blood pressure measurements and ophthalmic measurements

were all recorded. Platelet poor plasma (PPP) samples were stored immediately at -80°C.

All the cases were investigated in four different groups; group 1 (control group):
non-diabetic healthy individuals (N=37); group 2: patients diagnosed diabetic retinopathy
(N=40); group 3: patients diagnosed dry type AMD (N=41); group 4: patients diagnosed
wet type AMD (N=40).

In addition to the routine biochemistry tests, microparticles have been detected
functionally using thrombin generation method at Calibrated Automated Thrombography
(Stago Diagnostics, France).

The assessment of thrombin generation is currently regarded as a useful tool for
screening, diagnosis, and therapeutic monitoring of a variety of hemostatic disorders. The
resulting ‘thrombogram curve’ expresses the amount of thrombin generated over time, and
also provides several useful parameters, we used five of them; the lag time (minute), and
the area under the curve (nmol/Leminute), which is conventionally referred to as
endogenous thrombin potential (ETP), the Peak height (nmol/L), the time to peak: ttPeak

(minute), the time of the completion of the curve startTail (minute).

In our study, diabetics had significantly higher BMI values than controls and less

ETP values than controls. The differences in the degree of obesity or diabetic status (age)

xii



of patients would be causative factors. Several mechanisms are involved in the

hyperreactive platelet phenotype characterizing DM patients.

We measured MPs functional levels under inflammatory status, and found
significant correlation between three TGT parameters of ETP, Peak, statTail and serum C-
reactive protein levels in wet type AMD. There was also correlation between the
ophtalmological parameters and MPs parameters in wet type AMD. Further investigations

are needed to estimate critical values of MPs functional levels.

Key words: thrombin generation test; microparticles; micro vesicles; angiogenesis;

neovascularization; age related macula degeneration; diabetic retinopathy
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1. GIRIS VE AMAC

Mikro Vezikiil (Mikroparcaciklar: MPS), hiicre aktivasyonu veya apoptozla hiicre
membranmin disar1 dogru olusturdugu baloncuklarin (ekzositotik tomurcuklanma)
membrandan ayrilmasiyla olusan kiigiik membran vezikiilleridir. MPs ¢ekirdeksiz olup,
lipid, protein RNA, cDNA (komplementer), gDNA (genomik), ssDNA (tek zincirli)

tastyabilmektedir; adeta hiicreler arasi kargo araci gibi gérev yapmaktadirlar (1).

Dolasimdaki MPs genellikle trombosit kaynaklidir (PDMPs), ancak eritrosit,
16kosit (monosit kaynaklit MPs: MDMPs; nortofil kaynakli MPs: NDMPs; lenfosit kaynakli
MPs: LDMPs), endotel hiicrelerden (EDMPS), diiz kas hiicresi ve kanser hiicrelerinden de
salinabilir. Basta fosfotidilserin olmak {izere yiizeylerinde tasidiklar1 negatif prokoagiilan
fosfolipidler (PPL) ve doku faktorii (Tissue Factor - TF) nedeniyle prokoagiilan aktivite
gosterirler. MPs birim yiizey alani, aktive edilmis trombosit birim ylizey alanina gore 50
ila 100 kat1 daha yiiksek prokoagiilan 6zellik tasimaktadir. MPs vaskiiler fonksiyonu
etkiler, vaskiiler hemostazda yer alan biyolojik yanitlara yol agar (trombotik hastaliklar,
inflamasyon, hiicre aktivasyonu ve fonksiyon bozuklugu, angiogenezis, hiicresel tasima)
().

Diyabetik retinopati olgularinda, akan hiicre olcer (flow cytometry) ile yapilan
calismalarda MDMPs ve PDMPs varlig1 gosterilmistir. Diyabetiklerde yapilan diger bir
caligmada, MPs varli§1 ve artis1 vaskiiler komplikasyonlarla iligkilendirilmis ve
biyobelirte¢ olarak kullanilmasi Onerilmistir. Ancak, MPs’in elektron mikroskobi ile
goriintiilendigi bir diger ¢alismada, membran ylizey antijenleriyle MPs belirlemeye dayali

akan hiicre 6lger yontemiyle bu vezikiillerin sadece %1 ’nin saptanabildigi belirtilmistir (3).



Son yillardaki aragtirmalara gore; MPSs, vaskiiler tromboz, vaskiiler inflamasyon,
anjiyogenez, plak pargalanmasi ve diger patolojik siireglere arabuluculuk ederek, diyabetik
vaskiiler komplikasyonun gelismesine katkida bulunabilmektedirler. Dahasi, MPs ayni
zamanda diyabetik komplikasyonlarda yeni bir terapotik hedef olabilir. Bu baglamda, ilgili
vaskiiler komplikasyonlarin tani, prognoz ve tedavi yanitinin degerlendirilmesinde MPs’1n

potansiyel biyobelirte¢ olabilecegi diisiiniilmektedir.

Yas tip yasa bagli makula dejenerasyonunda (YBMD) neovaskiilarizasyon goriiliir
ve goz-i¢i anti-Vascular Endothelial Growth Factor (anti-VEGF) tedavi vaskiiler
biliylimede supresyona sebep olarak etki gosterir. Vaskiiler hemostazda yer alan biyolojik
yanita yol agan MPs fonksiyonel diizeylerinin, yas tip YBMD olgularda
neovaskiilarizasyonla iliskisinin gosterilmesinde biyobelirte¢ olarak klinik énemine dair

yapilmis caligmaya literatiirde rastlamadik.

Calismamizda, trombositten fakir plazma (PPP) 6rneklerin eldesi/saklanmasi ve
kullandigimiz reaktiflerle ilgili olarak mevcut laboratuvar kosullarinda elde edilecek
trombin olusum test parametreleriyle Olgiilecek plazma MPs prokogiilan fonksiyonel
diizeylerinin (aktivitenin), neovaskiilariasyon goriilen yas tip YBMD olgularda klinik
degerinin arastirilmasini amagladik. Bu amagcla, kontrol gruplari olarak saglikli bireyler,
diyabetik retinopatili olgular ve kuru tip YBMD olgulan segilerek, tim olgularin

demografik, antropometrik, g6z klinigi dl¢limleri ve laboratuvar bulgular: kiyaslandi.



2. GENEL BIiLGIiLER

2.1. DIYABETES MELLITUS (DM)

Diyabetes Mellitus (DM) tiim diinyada en sik rastlanan endokrin hastaliktir.
Endojen insiilinin mutlak veya goreceli yetersizligi veya periferik etkisizligi sonucu ortaya
cikar. Kronik hiperglisemi, karbonhidrat, protein ve yag metabolizmasinda bozukluklar,

kapiller membran degisiklikleri ve hizlanmig ateroskleroz ile seyreden bir sendromdur (4).

Diyabetes Mellitus hastaliginin degisik toplumlarda goriilme sikliginin %]1-2
oldugu belirtilmektedir. Diyabetik retinopati ciddiyetini gostermede en iyi belirteg
hastaligin siiresidir (diyabet yasidir). Bes yildan az siireli tip 1 DM’da retinopati siklig
nadirdir; buna karsin, 5-10 yil tip 1 DM olanlarin %27’sinde, 10 yili asanlarin %71-
90’1inda diabet retinopatisi mevcut olup, 20-30 yil sonra insidans %95’¢ yiikselir ve bu
hastalarin %30-50’sinde proliferatif diabetik retinopati (PDR) gelisir (5).

Diyabetik retinopati, ‘‘Early Treatment Diabetic Retinophty Study (ETDRS)”’
caligmalarinda, yapilan tedavilere ragmen gorme keskinligi kaybi sebebi olmay1
siirdiirmektedir. Ozellikle makiilopati, diyabetiklerde gorme keskinligi azalmasinin en sik
nedenidir. Diyabete bagli makiilopatiler icinde de en sik gorme keskinligi kayb1 sebebini
‘diyabetik makiila 6demi’ olusturur. Retinopatinin ciddiyetine bagli olarak makiila 6demi
siklig1 da artmaktadir. Hafif nonproliferatif diyabetik retinopati (NPDR)’de %3, orta/ciddi
NPDR’de %38, PDR’de %71 oraninda makiila 6demi bildirilmistir. Diyabetik makiila
O0demi tedavisi iizerindeki ¢aligmalar 1970-1990 yillar1 arasinda laser tedavisi ve aldoz

rediiktaz inhibitorleri {izerinde yogunlagmistir ve son yillarda triamsinolon asetonidin



intravitreal uygulamasmin diffiiz makiila 6demi {izerindeki etkinligi {lizerine c¢aligmalar

hizla artmistir (6).
2.1.1. Etiyoloji ve Patogenez

Diyabetiklerde, ozellikle insuline ihtiya¢ duymadan glukozu alabilen dokularda
(vezikula seminalis, sinir dokusu, lens ve kornea) aldoz rediiktaz aktivitesi artmistir. Bu
dokularda sorbitol ve galaktilol hiicre duvarindan diffiize olamadigi igin hiicre iginde
birikmeye baslar, bdylece ozmotik kuvvetler ve elektrolit dengesizlikleri ile hiicre sismeye
baslar, bu olayin dogal sonucu olarak hiicre duvar1 zarar goriir. Bu mekanizma deneysel
diyabetik hayvanlardaki kataraklarda, gergek diyabet kataraktinda ve galaktozemili

cocuklardaki kataraktan da sorumludur (6).

Yapilmis bir calismada, yliksek glukoz iceren ortamdaki endotel hiicrelerinin
normalden daha fazla bazal membran materyali sekrete ettikleri bulunmustur (7). Retinal
kapillerlerin hiicre iskeletini endotelyal hiicreler ve perisitler olusturur. Aldoz rediiktaz
retina perisitlerinde, schwann hiicrelerinde de bol miktarda bulunmaktadir. Damar
duvarinin yapisal biitiinliigiinii saglayan perisitler, kapiller endotel hiicreleri ile birlikte iki
hiicre arasindaki siki baglantilari, kan-retina bariyerini olusturur. Kontraktiliteleri
dolayisiyla da perisitler kapilerlerin ¢aplarina da etki ederler. Saglikli damarlarda her bir

endotel hiicresine karsilik bir perisit bulunur (8).

Bir g¢alismada perisit ve endotel hiicrelerinin direkt temasinin endotel hiicre
proliferasyonunu engellemekte 6nemli bir faktor oldugu ileri siiriilmiistiir (9). Diyabetik
hastalarda perisit hiicrelerindeki dejenerasyon, fonksiyon bozuklugu, endotel hiicrelerinden
bazal memran materyali asir1 sekresyonu sonucu damar duvarlarinda zayifliklar, anormal
dilatasyonlar, anormal hiicre proliferasyonlar1 olusur. Kapiller Limenler eritrosit
agregasyonlar1 ve trombiis ile tikanir (8). Defektli oksijen transportu sonucu olusan hipoksi
ve kronik hiperglisemi, perisit ve endotel hiicrelerinin otoregiilasyon mekanizmasini da
etkileyerek olayr kisir dongli haline getirmektedir. Kotii kontrollii diyabetiklerde 2-3
difosfogliserik asit seviyesi diigmekte, glikolize hemoglobin artmakta ve bu iki faktor

hemoglobinden dokuya oksijen gecisini azaltmaktadir. Bunun digsinda eritrositlerin



vizkozite Ozelliginin artmasi, deforme olabilme 6zelliginin azalmasi hipoksiyi daha da

derin hale getirir (10).

Retinal kan akimi lokal doku ihtiyacina gore, oto regiilatuar bir mekanizma ile
ayarlanmaktadir. Bir takim deneyler hipergliseminin retinal kan akimini arttirdigini
gostermistir (11). Doku hipoksisi durumunda vaskiiler yatakta dilatasyon olur ve

kompansasyon mekanizmalari retina kan akimini arttirir.

Hipoksik retinanin cevabi iki tiirlii olur; birinci cevap, beslenemeyen alanlari
kanlandirmak i¢in normalde bulunmayan kollaterallerin damarlar olusturmasi, ikinci cevap
ise  hipoksik retinadan agiga ¢ikan maddelerin yeni damar olusumunu

(neovaskiilarizasyonu) baslatmasidir (11).

Neovaskiilarizasyon ile proliferasyon agamasina gecilmis olur. Neovaskiilarizasyon
mekanizmast tam olarak anlasilmig degildir. Patogenezden sorumlu faktorler retina
damarlarindan, retina pigment epitelinden ve retinanin kendisinden salinir. Anjiogenezis
VEGF, platelet kaynakli biiyiime faktorii (PDGF), doniistiiriicii biiylime faktorii (TGF) ve
anjiotensin tarafindan uyarilmakta, alfa interferon (INFa), anjiostatin ve endostatin
tarafindan baskilanmaktadir. VEGF, PDR’nin gelisiminde 6nemli rolii olan bir biiylime
faktoridiir ve diyabette retina perfiizyon bozukluguna katkida bulunur. VEGF'nin retina
perisit ve endotel hiicrelerinde spesifik baglanma reseptdrleri bulunur. Bu reseptorlerin
inhibisyonu neovaskiilarizasyonu baskilar. Deneysel olarak VEGF'nin vitreus icine
verilmesi retinada iskemi ve mikroanjiyopati olusturmaktadir. Erken diyabetik retinopati
evresinde VEGF sentezi artmakta, fotokoagiilasyon sonrasi bazal diizeye geri donmektedir.
VEGF'den bagka PDR patogenezinde rol oynayan PDGF, retina pigment epiteli (RPE)
hiicre ve glial hiicre gocli ve proliferasyonunu uyararak mikrovaskiiler yapida
anjiogenezise katkida bulunur. Yapilan arastirmalarda PDR’li hastalarin vitreusunda
VEGF, NPDR’ li hastalara gére anlamli olarak yiiksek bulnmustur (12). Digerleri Insiilin
benzeri Biiyiime Faktorii I (IGF-II), Insiilin benzeri Biiyiime Faktorii 11 (IGF-11) ve
Fibroblast Biiyiime Faktorii (FGF) diir.



2.1.2. Diyabetik Retinopatide Epidemiyoloji

Toplumlara gore degismekle birlikte ortalama %1-2 siklikta goriilmektedir. Diyabet
hastalarinin biiyiik cogunlugu insiiline bagimli olmayan tip (DM tip 2) olup, popiilasyonun
%85-90’1n1 olustururken %10-15ini de insuline bagimli tip (DM tip 1) olusturur. Tip 1
DM’a genellikle 40 yas altinda tan1 konur. Bu populasyon daha ciddi okiiler komplikasyon
gelistirme egilimindedir. Her ne kadar tip 2 DM’li hastalar komplikasyon agisindan sansh
olsalar da uzun siireli hastalik, komplikasyonu kaginilmaz kilmaktadir. Klinik tedaviler,
ciddi vizyon kayiplarini minimalize etmeyi, hastalarin yasam kalitelerini korumalarini

saglamay1 amaglamaktadir (13).
2.1.3. Diyabetik Retinopatide Klinik Siniflama

1976 yilinda Airlie House Sempozyumu ile diabetik retinopatinin ilk siniflamasi
yapildi. Buna gore diabetik retinopati zemin (background) ve proliferatif olmak tizere 2
kisma ayriliyordu. ETDRS grubuna gore ise diabetik retinopati asagidaki sekilde
smiflandirilmistir (13);

NPDRP; hafif NPDR; orta NPDR; orta-hafif NPDR, ciddi NPDR, ¢ok ciddi NPDR.
PDR; baglangic PDR (erken), yiiksek riskli, ileri PDR, involiisyonel PDR.

2.1.4. Diyabetik Makiila Odemi

Perisitlerin kaybi, mikroanevrizmalarin gelisimi, bazal membran kalinlagmasi ve
preterminal kapiller arteriollerin tikanmasi seklinde gelisen patofizyolojik basamaklar,
sonugta kan retina engelinin yikimina ve damar gegirgenliginde artisa neden olmaktadir.
Artmig damar gegirgenligine bagli olarak yiiksek miktarda su tutan mukopolisakkaritler ve
lipoproteinler hiicreler arasi bosluga gegerek retinal kalinlasmaya yol agmaktadirlar.
Ayrica iskemi sonucunda gelisen hiicresel harabiyet, sitotoksik etki ile makiila 6demine
katkida bulunmaktadir (14,15). Birgok sistemik ve lokal faktorler diyabetik makiila 6demi
gelisimini ve seyrini etkileyebilmektedir. Sistemik faktorlerin basinda diyabetin yasi ve
kontrol derecesi (hemoglobin Alc gibi) ve hipertansiyon gelmektedir. Total ve diisiik
yogunluklu kolesterol diizeylerinde artma oOzellikle sert eksuda gelisimi ile iliskili

bulunmustur. Gebelik, 6zellikle hipertansiyon ve proteiniiri ile birlikte ise, yaygin kapiller



beslenme bozuklugunun eslik ettigi makiila 6demine yol agabilmektedir (16). Gebeligin
yol actigi makiila 6demi, siklikla gebeligin sonlarina dogru veya dogumdan sonra
kendiliginden kaybolabilmektedir. Makiila 6demi patogenezinde etkili lokal faktorlerin
basinda vitreomakiiler ¢ekintiler ve arka hiyaloidin kalinlagsmasi gelmektedir (17). Makiila
O0demi baslica fokal ve diffliz olarak iki sekilde goriilmekle birlikte, siklikla kombinasyon
seklinde ortaya ¢ikmaktadir.

2.1.5. Diyabetik Makiila Odemi Tedavi

Diyabetik makiila 6demi tedavisinde fokal/grid lazer, intravitreal kortikosteroidler
ve intravitreal anti-VEGF tedavi yaklagimlar1 kullanilmaktadir. Diyabetik makiila 6demi
etyolojisi tam aydinlatilmamis olmakla beraber, patogenezde en sik sorumlu tutulan
VEGEF’lere yonelik anti-VEGF tedavi en sik kullanilan tedavidir. Anti-VEGF ajanlardan
ranibizumab ve bevacizumab, biitin VEGF-A izoformlarin1 baglayan antikorlardir. Son
zamanlarda klinik kullanima giren aflibersept rekombinant bir proteindir ve tim VEGF

formalarini ve pargalarini baglar (18,19).
2.2. YASA BAGLI MAKULA DEJENERASYONU

YBMD, gelismis toplumlarda kalict gérme kaybimin en sik nedenidir. Topluma
dayali yapilan c¢alismalarda YBMD prevelans: degisiklik gostermektedir (20). Tim
caligmalarda YBMD prevalansi yagla birlikte artis gostermektedir.

2.2.1. Yasa Bagh Makula Dejenerasyonu Risk Faktorleri

YBMD’da bilinen tek kesin risk faktorii yastir ve ilerleyen yasla birlikte YBMD
riski artmaktadir. Kopenag G6z Klinigi tarafindan yapilan ¢alismada YBMD prevelansi
60-64 yas arasinda % 2,3, 65-69 yas arasinda % 5,9, 70-74 yas arasinda % 12,1, 75-80 yas
arasinda % 27,3’tiir. YBMD, cesitli irklarda degisiklik gdstermektedir. Bazi toplumlarda
cografik atrofi daha sik goriliirken, bazi toplumlarda neovaskiiler YBMD daha sik

goriilmektedir ve bu degisikligin nedeni tam olarak bilinmemektedir (21).

Kadinlarda, 75 yas ve lizerinde erkeklere oranla erken YBMD’nin iki kat, gec
YBMD’nin yedi kat daha fazla goriildiigli bilinmektedir. Menapoz sonrasinda kadinlarda



Ostrojen hormonunun koruyucu etkisinin ortadan kalkmasimnin YBMD gelisiminde etkili

oldugu diistintilmektedir (22).

Yapilan klinik ¢alismalarda beyaz irkta zencilere oranla neovaskiiler YBMD daha
stk goriilmektedir (23). Bu durum, zencilerdeki melanin pigmentinin, serbest radikalleri
temizleme etkisi veya pigment epitelini, Bruch membranini, koroidi ve dig retinay1

predispozan faktorlere karsi koruyucu etkisi ile agiklanmaktadir.

Yapilan caligmalar, sigara kullaniminin YBMD’nin herhangi bir formu igin
tartigsmasiz bir risk faktorii olduguna isaret etmektedir. Risk faktorleri iginde engellenebilir
olanlarin arasindadir (24). YBMD ile sigara arasinda igilen paket yila bagimli olan bir

iliski mevcuttur. Sigara i¢cimini biraktiktan sonra risk giderek azalir (25).
2.2.2. Yasa Bagh Makula Dejenerasyonu Histopatolojisi

Artan yagla birlikte RPE’nin bazal yiizeyinin altinda materyal birikimi sonucu
bruch membraninda kalinlagma goriiliir (26). Koroid, bruch membrani ve RPE’de minimal
semptomlarla ortaya ¢ikan degisiklikler normal yaslanmanin belirtisidir fakat YBMD’de

bu yapilarda santral gérme kaybi seklinde kendini gdsteren 6zgiil patolojiler izlenir.

YBMD’de ilk morfolojik bulgu RPE altinda anormal ekstraseliiler madde
birikimidir. Bazal laminar depozitler (BLD; igerigi: graniiler elektron-yogun maddeler,
pihtilasmis membranlar ve fibroz kollajenler) ve bazi ¢alismalarda bazal lineer depozitler,
RPE’nin hiicre plasma membrani ve onun bazal membrani arasinda birikmeye baglar. Bu
depozitler oftalmoskopik olarak izlenemezler ancak retinanin fonksiyon bozukluguna ve
gec fazda anjiografik degisikliklere neden olurlar. Bazal laminar ve lineer madde birikimi
yumusak ‘druzen’ gelisimine neden olur. Druzen, YBMD’nin ikinci bulgusu olup
oftalmoskopik muayenede ilk kanittir (27). Yumusak druzen, histolojik olarak Bruch
membraninin i¢ kismimin anormal kalinlagsmasina karsilik gelir. Klinik olarak yumusak
druzen, RPE’nin altinda lokalize sinirlar1 belirgin olmayan, sert druzenden daha biiyiik
(>63um), sari-gri renkte lezyonlardir. Yumusak druzen RPE ser6z dekolmanina neden

olabilir ve koroid neovaskiiler membran (KNVM) gelisiminde rol oynar (28).



Neovaskiiler doku ve diskiform skarlar, eksudatif ya da yas tip YBMD’nin
bulgularidir. KNVM’nin biiylimesi etyolojik nedenlerden bagimsiz olarak makiilanin dis
niikleer tabakasinda ve RPE’de anjiojenik biiytime faktorlerinin artmast ile iliskilidir (29).
Hastaligin gelisim siirecinde en biiyiik risk faktoriiniin yaslanma oldugu bilinmektedir
ancak neovaskiiler YBMD’nin patogenezi heniiz tam agiklanamamigtir. Histopatolojik
caligmalarda YBMD’de KNVM vyakininda koroidde iskemi alanlar1 goriilmiistiir, buna
cevap olarak geride kalan RPE hiicreleri KNVM biiylimesine yol acan bir¢ok madde
tiretmektedir (30). KNVM baskin olarak koryokapillaristen kaynaklanir ve bruch
membraninin i¢ kismindaki hiicresel araliklardan RPE alt1 ve retina alt1 alanlara yiiriir (26).
KNVM gelisiminde BLD ve bazal lineer depozit birikimi sorumlu tutulmustur. Biriken
depozit ve lipidler, RPE’den kdken alan biiyiime hormonunun Bruch membranina dogru
gecisine neden olurlar. Bu uyarilma sirasinda yeni damar olusumunu tetikleyici VEGF ve
yeni damar olusumunu inhibe edici Pigmet Epitel Kokenli Faktor (PEKF) olayla
iliskilidirler (31).

Anjiogenezisin baslangicinda, Kkapiller duvar endotel hiicreleri arasinda olusan
bosluklar ve endotel hiicrelerinde pencereler, kapillerler plazma proteinlerine ve
fibrinojene gecirgen hale gelirler. Fibrinojen pihtilagsmasi fibrin olusumuna neden olmakta
ve yeni biiyliyen damarlara destek matriks olarak gérev yapmaktadir. Sonrasinda vaskiiler
yatak i¢inde endotelyal hiicreler prolifere olur ve liimen formasyonu olusur. ince duvarl,

perisitten fakir geligsen kapillerler, yeni membran olusturmaya baglar (32).

Bruch membraninda yasa bagli degisikliklerin gelisimi sirasinda koroid kan
akiminda degisiklikler, oksijen difiizyonunda azalma ve iskemi goriilmektedir. Druzenin
tizerindeki RPE’de iskemi goriilmesi VEGF salinimini tetiklemekte ve KNVM
formasyonuna neden olmaktadir. Gelisen neovaskiilarizasyonda tek etkenin iskemi
olmadigi, gelisen dokunun histopatolojisi incelendiginde lenfosit, makrofaj, yabanci cisim
dev hiicreleri gibi inflamatuar hiicrelerin bulundugu gosterilmistir. YBMD’de goriilen
KNVM’nin histopatolojisinde graniilasyon dokusuna benzer veya yara iyilesmesine benzer

goriiniim olmaktadir (33).



2.2.3. Yasa Bagh Makula Dejenerasyonunda Klinik

Hastalarin basvuru anindaki semptomlar1 siklikla goérme keskinliginde azalma,
santral skotom ve metamorfopsidir. Daha az goriilen bulgular ise kontrast duyarlilikta
azalma, renkli gérmede azalma, fotopsi ve artmis kamasma duyarliligidir. Neovaskiiler
YBMD’nin erken tanisinda diizenli g6z kontrolleri ve Amsler grid kartinin kullanimi
onemlidir. Cizgilerde diizensizlik ve egrilme, cizgilerin renklerinde degisiklikler veya
merkezdeki noktaya odaklayamama gibi bulgular neovaskiiler YBMD diisiindiiren bulgular
olabilir.

2.2.4. Yasa Bagh Makula Dejenerasyonu Siniflamasi

1. Non-neovaskiiler: Atrofik form (kuru tip) YBMD’li olgularin %80-90’1 ve agir

gorme kayipl olgularin % 10’unu olusturur.

2. Neovaskiiler: Koroid neovaskiilarizasyon (yas tip) YBMD’li olgularin % 10’ u

ve agir gérme kayipl olgularin % 90’11 olusturur.
2.2.4.1. Kuru Tip (Non-neovaskiiler) Yasa Bagh Makula Dejenerasyonu

YBMD’nin erken bulgusu olarak kabul edilen druzen ¢ok sayida, sar1 renkli, hafif
kabarik, degisik biiyiikliikteki birikintilerdir. Beaver Dam c¢aligmasinda 43-86 yas
arasindaki populasyonun % 95,5’inin en az bir goziinde bir veya daha fazla druzen oldugu
goriilmiistiir. Biitlin yas gruplarinda en ¢ok goriilen druzen tipi sert druzendir. Yumusak
druzen 43-54 yas arasinda % 1,9, 75 yas iizerinde % 24 olarak goriilmiistiir. Druzen
zamanla beyazlasabilir, kenarlar1 keskinlesebilir, pigment birikebilir, kalsifiye olabilir veya
gerileyebilir, yerinde incelmis RPE veya cografik atrofi alanlari ortaya ¢ikabilir (34). Kuru
tip YBMD’de ana patoloji fotoreseptdr ve koroid arasina yerlesmis olan filamenter
epitelyal hiicre tabakasindan olusan RPE’de goriilen fonksiyon kaybidir. RPE, lipidden
zengin olan fotoreseptor dis segment geri donilisimiinde onemli rol almaktadir. RPE
hiicrelerinin normal fizyolojik giicliniin azalmasi sitotoksik boyutlarda lipofusin, lipidden
zengin pigment graniillerinin olusmasma sebep olmaktadir. Kuru tip YBMD’de gérme

kaybi1 ve hastalik ilerlemesi yas tipe gére daha yavastir.
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2.2.4.2. Yas Tip (Neovaskiiler) Yasa Bagh Makula Dejenerasyonu

Neovaskiiler YBMD, anormal kan damarlari, RPE’nin ser6z veya hemorajik
dekolmani, lipid sizintilar1 ve diskiform skar olusumu ile karakterizedir. Koroid kaynakli
anormal kan damarlarinin bruch membranin1 gecerek nodrosensoriyel retina altinda ve
icerisinde geligmesi KNVM olarak tanimlanmakta ve YBMD ile iliskili gérme kayiplarinin
hemen hemen % 90’indan sorumlu tutulmaktadir. Koryokapillaristen kaynaklanan,
KNVM’ye ait besleyici damar Bruch membranin1 gegtiginde neovaskiiler ag RPE’nin
altinda veya lizerinde yatay planda yayilmaktadir. Bu yeni damarlar ve bunlara eslik eden
fibroblastlar, fibrovaskiiler bir kompleks olusturur ve semptomlar olusur (35).
Oftalmoskopik olarak gri-yesil subretinal kabariklik, subretinal hemoraji ve lipid KNVM

olusumuna isaret eder.
2.2.5. Yasa Bagh Makula Dejenerasyonunda Tedavi

Kuru tip YBMD icin halen etkinligi kanitlanmis bir tedavi bulunmamaktadir.
YBMD’nin 6nlenmesi ve ilerlemesinin yavaglatilmasi icin risk faktorleri de gbz Oniine
bulundurularak; saglikli bir yasam bigimi siirdiirmek, sigarasiz yasam, diizenli egzersiz,
kilo/tansiyon/kolesterol kontrolii, diyette yagi ve sekeri azaltip, sebze/ceviz/meyve
tiketimiyle birlikte haftada 1-2 kez balik alimi 6nerilmelidir. Ancak erken evre YBMD
saptandiginda 10 mg/giin lutein ve 500-1000 mg/giin omega-3 alimi uygun goriliirken, bir

go6zde ileri evre YBMD varliginda yogun antioksidan destegi giindeme gelebilir (35).

Yas tip YBMD tedavisi i¢in giiniimiizde gittik¢e artan tedavi seceneklerine karsin,
heniiz hastaligin tam tedavisi bulunamamistir. Giiniimiizde en popiiler tedavi secenegi goz

i¢i uygulanan anti-VEGF enjeksiyonlardir.
2.2.5.1. Anti-VGEF Antikorlar

Bevacuzimab, insan VEGF-A’nin tiim izoformlarin1 noétralize etmek igin
tasarlanmis ve fare epitoplarinin insana uyarlanmasi ile fareden VEGF’e kars1 elde edilmis
monoklonal antikordur (IgG). Bevacuzimab, yas tip YBMD olgularinda 6nce sistemik

olarak kullanilmis ve faydalar1 goriilmiistiir. Sonraki donemde intravitreal uygulanmaya
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baslanmigtir. Yapilan ¢aligmalarda vitreus i¢i bevacuzimab uygulanmasinin goérme

diizeylerini anlamli olarak arttirdig1 gosterilmistir (36).

Ranibizumab, rekombinant monoklonal antikor teknolojisi ile iiretilen, VEGF nin
biitlin izoformlarma baglanabilen insan anti-VEGF antikor fragmanidir. VEGF’nin
inhibisyonuyla etki  gosterir. Ranibizumab’in YBMD’li olgularda etkinligini
degerlendirmek iizere bir¢ok klinik arastirma yapilmistir. Yapilan ¢calismalarda intravitreal
ranibizumab uygulanimi fotodinamik tedavi ile karsilastirilmis, ranibizumab tedavisi alan
hastalarda hem gorme kaybi1 anlamli olarak daha az oldugu, hem de gorme artiginin anlamli
olarak daha ¢ok oldugu goriilmiistiir (37). Son yillarda VEGF’in biitiin izoformlarin1 inhibe
eden, anti-VEGF bir molekiil olan aflibercept de yas tip YBMD tedavisinde kullanilmaya
baslanmustir (38).

2.3. MIKRO VEZIKULLERIN GENEL OZELLIKLERI

MPs, hiicresel aktivasyona veya apoptoza yanit olarak plazma membraninin
ekzositotik tomurcuklanmasiyla birgok farkli hiicre tipinden salinan kiiclik zar
vezikiillerdir. MPs, ana hiicrelerden ¢ikan gesitli biyoaktif efektorleri yayarlar. Bu nedenle,
MPs vaskiiler fonksiyonu degistirebilir ve vaskiiler homeostaz ile ilgili biyolojik yanitlari
indiikleyebilir. Kandaki ¢cogu MPs, PDMPs’dan kaynaklanmaktadir. PDMPs’dan GPIIb /
Ila veya GPIb / IX gibi gesitli glikoproteinleri (GP'ler) igerir. MPs ayrica 16kositler,
eritrositler, endotel hiicreleri (Sekil 1), diiz kas hiicreleri (SMC) ve kanser hiicrelerinden de
salinirlar. Artmig MPs seviyeleri, vendz ve arteryal yataklarda ortaya ¢ikan hemen hemen
tim trombotik hastaliklarda belgelenmistir. Artan MPs seviyeleri ayn1 zamanda
inflamasyon, hiicresel aktivasyon ve disfonksiyon, anjiyogenez ve hiicresel transport ile

iliskilendirilmistir (2).
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tissue factor

Sekil 1. Endotel kaynakli mikropar¢aciklar (EDMP) i¢in fonksiyonel molekiiller
hedef antijenleri olusturur
EPCR: endotelyal protein C reseptorii; eNOS: endotelyal nitrik oksit sentaz; PS:
fosfotidil serin; ICAM-1: intraselliiller hiicre adezyon molekiili 1; MMP: matriks
metalloproteinaz; uPA: iirokinaz tip plazminojen aktivatdr; TM: trombomodiilin; APC:
aktiflenmis protein C; EPC: endotelyal protein C; MC: mitokondri; ER: endoplazmik
retikulum; miRNA: mikroRNA; mRNA: haberci RNA (2).

MPs, hiicre aktivasyonu veya apoptozis sirasinda salinir. Sitokinler, esterlesmemis
kolestrol, trombin, endotoksinler, sigara 6zii, hipoksi ve shear stresi gibi pek ¢ok kimyasal
ve fiziksel uyarinin hiicresel MPs salimimini baslattig1 bildirilmistir. Yukarida bahsedilen
tiim uyaranlar ve faktorler, diyabetik vaskiiler komplikasyonlarin gelisiminde potansiyel
olarak yer alir. Bu duruma gore, dolasimdaki MPs diyabet, diyabetik komplikasyonlar,
kardiyovaskiiler hastaliklar ve abdominal aort anevrizmasi dahil olmak iizere cesitli

hastaliklarda artar (3).
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Heterojenite, MPs’1n 6nemli bir 6zelligidir. Farkli uyaranlarla muamele edilen ayn1
hiicreler, farkli bilesenleri tastyan MPs serbestlestirir. Buna karsilik, ayni uyaranla tedavi
edilen farkli hiicre tipleri de farkli bilesenleri tasiyan MPs serbestlestirecektir. Tandem
kiitle spektrometrisiyle birlestirilmis sivi kromatografisi (LC-MS) ile yapilan g¢alismalar
sayesinde insan kaninda MPs’in proteomik Ozellikleri belirlenmis ve akut koroner
sendrom, DM, sepsis ve orak hiicre hastalig1 gibi bir¢ok hastalikta plazma MPs’1n hiicresel
iceriginin degistigi gosterilmistir (3).

MPs, biyoaktif fosfolipidleri, kaynak olduklar1 hiicrenin karakteristigi olan cesitli
antijenleri, onlarin uyari tipini ve sitoplazmik bilesenlerini icerir. Baz1 ¢alismalarda MPS’in
proteomu analiz edilmis ve yiizlerce protein tanimlanmistir. MPS yapisal olarak hiicre
yiizeyinden salinir, ancak olusumu hiicresel aktivasyon veya apoptoz ile upregiile edilir.
Hiicresel aktivasyon veya apoptoz tetiklendikten sonra hiicre i¢i kalsiyum
konsantrasyonlarinda artis olur, ardindan hiicre iskeleti degisiklikleri meydana gelir. Hiicre
membranlar1 farkli fosfolipid tiirleri icerir. Normalde yiiksiiz fosfolipidler membran g¢ift
katmaninin dis kisminda yer alir, i¢ katman fosfatidilserin (PS) gibi negatif yiiklii
aminofosfolipidleri icerir. Hiicrenin aktivasyonu veya apoptozu sirasinda normal mebranin
cift katl lipit katmaninda degisiklik olur (Sekil 2) ve flipflop hareketi ile i¢ katmandaki PS
dis yiizeye geger. Boylece, MPs hiicrelerden salinabilir (2).

Membrane glycoprotein

PC & SM

PEa & PS
inside

phospholipid
« . )

S 4
....... Scramblase

[inactivarionl [ activation l
s
5

Cell
Activ‘;tion = [Ca2+]i1

Sekil 2. Fosfotidilserinin (PS) transmembran gogiliyle, membran hiicre-igi tarafindan

hiicre-dis1 tarafa gegisi (2)
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Fosfolipid asimetrisi, aktif flippaz kontrolii altindadir; floppaz, skramblaz ise
inaktif haldedir. Hiicresel aktivasyonu takiben, endoplazmik retikulumdan kalsiyum
salinir; fosfolipid asimetri kaybolur, kalpain aktivasyonu gelisir. PC: fosfotidilkolin; SM:
sfingomyelin; PEa: fosfotidiletanolamin.

2.3.1. Shear Stress ve MPs

Yiiksek kayma gerilmesi trombosit agregasyonunu ve prokoagiilan igeren PDMPs’in
dokiilmesini baglatabilir. Chow ve ark. yiiksek shear (kayma) stress bolgelerinde primer
hemostatik tika¢ bolgesinde olusan trombinin, kaymayla indiiklenen PDMPS iiretimini
giiclendirerek trombiisiin yayiliminda 6nemli bir rol oynadigini bildirmistir. Dahasi,
trombosit GP’leri ve spesifik reseptorler, yiiksek shear stresine bagli PDMPS olusumuna
dahil olabilir. Yiiksek shear stresiyle indiiklenen PDMPS {iretiminde rol oynayan
mekanizmalar1 incelenmis ve von Willebrand faktoriiniin GPIb'ye baglanmasi, hiicre dist
kalsiyum akigi ve trombosit kalpain aktivasyonu, yiiksek shear stresi altinda PDMPs
tiretmesi gerektigini gostermistir. Kayma stresi, endotelyal apoptozun ana belirleyicisi

oldugu i¢in EDMPs iiretiminde de rol oynamaktadir (1).
2.3.2. Tissue Factor ve MPs

MPs baslangicta prokoagiilan olan fosfolipidleri ifade ettikleri i¢in hastaliklarla
iligkili oldugu disiintilmekteydi. Bu MPs trombin olusumunu (thrombin generation)
destekler. Bununla birlikte, boyle bir koagiilasyon sistemi sadece hastalik hallerinde degil
saglikli bireylerde de aktive olabilir. MP’1n saglikli insanlarin kaninda dolastigini1 ve diisiik
dereceli trombin olusumunu destekledigi bildirilmisti. PDMPs’in aktive trombositlere
kiyasla 50 ila 100 kat daha spesifik prokoagiilan aktiviteye sahip oldugu goriilmiistiir.
PS’in  kiicre yiizeyine gocli, sadece pihtilasma komplekslerinin  olusumunu
kolaylastirmakla kalmaz, ayn1 zamanda TF’lin pihtilasmay1 baslatmasin1 da kolaylastirir.
MPs, koagiilasyonu ekstrensek yolaklarla (FVIUTF'ye bagimli ve bagimsiz)
desteklemektedir. Vaskiiler hasar boyunca, kan ekstravaskiiler TF ile temas eder,
ekstrensek pihtilagsma aktivasyonu ve fibrin olusumu ile sonuglanir. Aslinda, TF, aktif

trombositlere MPs’1in yapismasi ile aktive edilebilir (1).
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Cesitli calismalar, insan umblikal ven endotel hiicre Kkiiltiiriinde tiimor nekroz
faktorti (TNF)-a, lipopolisakarit veya oksitlenmis diisiik yogunluklu lipoprotein ile
uyarilmanin, yiizey TF34-36 eksprese eden EDMPs’1in saliminda bir artisa neden oldugunu
ortaya koymustur. Bu EDMPs’1n pihtilasma testine eklenmesi plazma pihtilagsma siiresini
azaltir. FVII eksikligi olan plazmada bu etki gozlenmemektedir, bu durum EDMPs’in
prokoagiilan aktivitesinin bu gibi durumlarda FVII/TF'ye bagl oldugunu gostermektedir.
llging olarak, von Willebrand faktoriinii tasiyan EDMP’1n bir alt kiimesinin, trombosit

agregasyonunu indiikleyebildigi goriilmektedir (1).

MDMPs, vaskiiler hasar yerinde trombositlerin ve fibrin bakimindan zengin
trombiisiin gelisimine, TF birikimi ile katkida bulunur. MDMPs, P-selektin glikoprotein
ligandi-1 ve TF'yi eksprese eder. Daha sonra aktif trombositler P-selektini agiga ¢ikarir ve
P-selektin glikoprotein ligandi-1 yoluyla TF baglayan MDMPs’1 yakalayabilir. Sonug
olarak, MPs’a bagli TF, gelisen tromboz bolgesinde ¢abucak ¢okelir (1).

MPs yiizeyinde doku faktorii yol inhibitorii (TFPI), protein C veya trombomodulin
gibi koagiilasyonu inhibe eden proteinlerin varligi, MPs’in antikoagiilan etkisini arttirir.
TF, MDMPs’dan agiga ¢iksa da, TF aktivitesi MPs’a bagli TFPI tarafindan belirgin olarak
engellenmektedir. MPs yiizeyinde TF ve TFPI arasindaki denge, koagiilasyonun
baslatilmasinda dnemli bir 6zelliktir ve TF igeren MPs yliksek seviyeleri muhtemelen TFPI

antikoagiilan yolagi agsmaktadir (1).
2.3.3. MPs’1n klinik tanimlanmasi ve 6l¢iim yontemleri

MPs icin tanimlama yontemi, klinik ¢alismalar i¢cin 6nemlidir. MPs, sitratlanmig
tam kanin seri santrifiijiiyle elde edilen platelet fakir plazmada (PPP) dogrudan 6lgiilebilir.

Alternatif olarak, PPP’den ultra-santrifiijle yikanmis MPs izole edilebilir (2).

MPs incelemek i¢in en yaygin kullanilan yontem, elde edilebilen bilgi zenginligi
nedeniyle akan hiicre Olgerdir; PPP veya MPs siispansiyonlari, floresan konjuge
monoklonal antikorlarla etiketlenmistir. Akan hiicre Olgerin en biiyiik avantaji, MPs
hiicresel kaynagmi belirlemek i¢in MPS’in ¢ift boyamasidir. Annexin V baglanmasi,
MPs’1n fosfolipid 6zelliklerini teyit etmek i¢in kullanilir, ancak ¢ogu EDMPS bu antijeni

eksprese etmez. Kaynak hiicreleri {izerinden eksprese edilen spesifik ylizey antijenlerine
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karst antikorlar MPsS’in alt tipini (6rnegin, PDMPS’in tanimlanmasi i¢in anti-GPIb)
tamimlamak i¢in kullanilir. Akan hiicre olger ile, MPS’in ileri 151k dagiliminin (FSS)
degerlendirilmesiyle MPs boyutlar1 hakkinda da bilgi elde edilir. Ek olarak, c¢esitli
hiicrelere daha 6zel antikorlar kullanilmistir ve bu segimler sonuglari etkilemektedir;
ornegin, allbp3 ve P-selektinlerin trombositlere 6zgii antijenlerdir, tiim trombositlerde

allbB3 oldugu halde, P-selektin’in sadece aktive trombositlerde oldugu bulunmustur (3).

Enzim bagli immunosorbent assay (ELISA) yontemi daha kolay ve tekrarlanabilir
bir MPs testidir; standart bir egriye gore olglim yapilir. Bu yontem P selectin ve CD40
ligand1 gibi trombosit aktivasyon belirtegleri ile reaktif olan antikorlar kullanilarak
yapilirsa, klinikte  PDMPs’in  roliiniin  anlagilmasina katkida bulunacaktir. ELISA
yonteminin sorunlarindan biri, GPIb/IX/V kompleksi gibi ¢oziiniir glukoproteinleri ihtiva
edebilmesidir (3).

Kan alimi (uygun 6rnekleme) ve tasima, plazma hazirlama (6n-islem) ve depolama
kosullar1 dahil preanalitik evre dolasimdaki MPs’1n 6l¢iimiinii etkiler. Kan 6rneginin alim1
ile santrifiijleme arasinda gegen siirenin artmasi veya tek bir dondurma-¢ézme dongiisii
nedeniyle MPs diizeyleri artar. Kan orneklerinin yikama, saklama i¢in dondurma islemi
oncesi iki kez santrifiijleme ve -80°C'de uzun siireli depolamanin, MPs kan diizeylerinde
azalmaya neden oldugu bildirilmistir. Olgiimleri olumsuz etkileyen, preanalitik evrenin ii¢
ana parametresi; ilk santrifiij isleminden onceki gecikme, tiiplerin taginmasi sirasinda
sarsiimasi ve santrifiij islemidir. Bu ylizden, MPs 6l¢lim teknolojilerinin gelistirilmesinde,

standardizasyon sarttir (3).
2.3.4. MPs RNA tiirlerini tasir

Epigenetigin gelismesiyle birlikte, MPs 6zel miRNA’lar ve ebeveyn hiicrelerinden
tiiretilmis RNA’lar igerdikleri i¢in artan bir ilgi gériiyor. MiR-126, miR-21 ve miR-29 gibi
KAH ve diyabet ile iliskili MPs’da ¢esitli miRNA'lar mevcuttur. MPs’in miRNA profilleri,
stabil ve kararsiz KAH'I1 hastalar arasinda ve uyarilmis ve uyarilamayan kiiltiir hiicreleri
arasinda in vitro olarak Onemli derecede farklilik gdstermektedir. Ateroskleroz
hastalarindan izole edilen MPs daha yiiksek seviyelerde miR-150 igerir ve saglikli
kontrollerden elde edilen MPs’a kiyasla insan mikrovaskiiler endotel hiicre 1 (HMEC-1)
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hiicre goclinii destekleyebilir. Bu bulgular, belirli patofizyolojik kosullar altinda MPs’a
secici bir sekilde miRNA tasinmasi oldugunu gdosterir. Metabolik hastaliklar1 6ngérmek
igin viicut sivilar1 veya ozellikle periferik kandaki biyobelirte¢ olarak spesifik EDMPs ile
iliskili miRNA isaretlerinin potansiyel kullanimu ile ilgili kanitlar artmaktadir (3).

Yapilan calismalar MPs’1n, hedef gen ekspresyonunu ve alici hiicrelerin iglevlerini
diizenleyebildigi, alict hiicrelere miRNA’lar gonderebildigini gostermektedir. MPs (tek bir
mesaj tiirli yerine) mRNA, transkriptlerin belirli alt gruplari, miRNA'lar ve proteinler gibi
birden fazla bilgi iceren mesajlar yayarlar. MPs, islevsel olarak iliskili genlerin
ekspresyonunu, komsu hiicreler arasinda hiyerarsik sinyaller ve metabolik yollarla uyumlu

ve koordineli olarak diizenleyebilir (3).
2.3.5. MPs’n koagiilasyondaki rolii

MPs’1n, baslangigta hastalikla iliskili olduklar1 diisiiniiliiyordu ¢iinkii prokoagiilan
olan fosfolipidleri ifade ediyorlardi. MPSs, trombin olusumunu desteklemekte ve hastalik
hallerinde ortaya ¢ikan yaygin intravaskiiler koagiilasyona dahil olabilmektedir. Bununla
birlikte, bu koagiilasyon sistemi yalnizca hastalik hallerinde degil, saglikli bireylerde de
aktive olabilmektedir. Berckmans ve ark. MPs’in saglikli insanlarda da kan dolasiminda
oldugunu ve diisiik dereceli trombin olusumunu destekledigini bildirmistir. PDMPs’in
aktive trombositlere kiyasla 50 ila 100 kat daha yiiksek prokoagiilan aktiviteye sahip
oldugu saptanmistir. PS’in zardaki degisikligi sadece pihtilasma komplekslerinin
olusumunu kolaylastirmakla kalmaz ayni1 zamanda TF 'nin koagiilasyon bagslatma giiciinii

arttirir (2).

MPs, koagiilasyonu extrensek yolakla (FVII/TF'ye bagimli ve bagimsiz yolaklarla)
desteklemektedir. Vaskiiler hasar sirasinda, kan ekstravaskiiler TF ile temas eder,
extrensek pihtilasma yolu aktive olur ve fibrin olusur. Gergekten de, TF, aktif

trombositlere MPs’in yapismasi ve fiizyonu tizerinde etkilidir (2).

Birkag c¢alisma, insan umblikal ven endotel hiicre Kkiiltiirinde TNF -a,
lipopolisakkarit veya oksitlenmis diisiik yogunluklu lipoprotein ile uyarilmanin, TF 'yi
eksprese eden EDMP saliniminda bir artisa sebep oldugunu bulmustur. Bu EDMPs’in

pihtilasma testine eklenmesi pihtilasma siiresini kisaltir. FVII eksikligi olan plazmada bu
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etki gdzlenmemistir, bu durum EDMPs’in prokoagiilan aktivitesinin FVII/TF'ye bagimli

olduguna isaret eder (2).

MDMPs, hiicrelerin toplanmasi ve TF birikimi yoluyla vaskiiler hasar olan
bolgelerde trombositlerin ve fibrin bakimindan zengin trombiisiin gelisimine katkida
bulunur. MDMPs P- selectin, glikoprotein ligandi-1 ve TF 'yi eksprese eder. Gelismekte
olan trombiis icindeki aktive trombositlerde aktiflestirilmis endotel hiicrelerinde
MDMPs’1n P-selektin'e baglanmasi TF birikimini ve lokalize trombin olusumunu tesvik
eder. Hem monositler, hem de MDMPs, TF agiga ¢ikarabilir. Daha sonra aktif trombositler
P-selektini agiga cikarir ve P-selektin glikoprotein ligandi-1 yoluyla TF agiga cikaran
MDMPs’1 yakalayabilir. Sonug olarak, MPs ile iliskili TF hizla gelisen trombiis yerinde
birikir. DelConde ve ark. in vitro olarak TF agiga ¢ikaran MPS zarlarinin fiizyonunu ve
aktif trombositlerin trombosit zarlarinda TF’{in transferine sebep oldugunu gosterdi. Bu
fiizyon, TF ve koagiilasyon faktorlerinin birlikte lokalize edilmesine ve dolayisiyla

koagiilasyonun daha etkin bir sekilde baslatilmasina ve yayilmasina neden olur (2).

Antikoagiilan ve anti-inflamatuvar 6zelliklere sahip aktive protein C'nin endotel
hiicreleri ve EDMP olusumu iizerindeki etkisi de arastirilmistir. Aktive protein C agiga
cikaran endotel hiicre kiiltiiri, membrana bagli endotel protein C reseptorii ile EDMP'y1
serbest birakir. Bu reseptore bagh aktive protein C, trombin olusumunu azaltarak
antikoagiilan aktivitesini korur. MPs nin prokoagiilan 06zelliklerinin diizenlenmesine
katkida bulunan diger mekanizmalar TNF-a ve interlokin (IL) 10 gibi anti-inflamatuvar
sitokinler arasindaki dengeye dayanmaktadir. Gergekten, endojen IL-10’un yakin zamanda,
monositlerde TF ekspresyonunu ve TF'ye baglt MDMP salinimini down regiile ettigi ve

trombin olusumunu engelledigi bildirilmistir (2).
2.3.6. MPs ve tromboz

MPs’1n prokoagiilan etkileri, pithtilagsma olayinda yer alan negatif yiikli PS ve agiga
c¢ikan TF’den kaynaklanmaktadir. TF, MDMPs’da ve EDMPs’da tanimlanan bir
transmembran molekiildiir. Dolasimdaki TF igeren MPs, P-selektin glikoprotein ligandi-1
(MP'ler iizerinde PSGL-1) ve P-selektin (trombosit yiizeyinde) arasindaki etkilesim

vasitastyla aktive trombositlere baglanabilir. In vivo c¢alismalar, intravital mikroskopi

19



altinda TF + MPS’1n tromboz olusumuna dahil oldugunu goéstermistir. MPS tizerindeki P-
selektin, PSGL1, GPIIb/Illa protein disiilfid izomeraz, FVIII ve FVa reseptorlerinin varligi
trombozda rol oynayabilir. PDMPs, FVa, FVIlla ve FIXa faktorleri igin membran yiizey
alant birimi bagina aktif trombositlerden daha baglayici alanlar ortaya koymaktadir.
Bununla birlikte, dolasimdaki MPs’in artan fosfolipid kompozisyonu ile koagiilasyon

arasinda bir iligski bulunmadigi da bildirilmistir (3).

Calismalar diyabetik ve diyabet komplikasyonu olan hastalarda prokoagiilan MPs
diizeylerinin arttigin1 gostermistir. Cimmino ve arkadagslari, koagiilasyon markirlarinin
artmis diizeyine denk gelen yiiksek prokoagiilan TF tasiyan MPS’in diyabette arttigini
bulmuslardir. Prokoagiilan PDMPs, MDMPs ve EDMPs diyabette, komplikasyonsuz
iyilesmis kontrolli DM’da ve yeni tanisi konmus tip 2 DM’da bile anlamli sekilde
artmaktadir. EK olarak, hipertansiyon, hiperlipidemi, semptomatik olan veya olmayan
anjina eslik eden koroner hastalik, miyokard enfarktiisii, diyabetik retinopati ve nefropati
gibi diyabet komplikasyonu olan hastalarda, komplikasyonu olmayan diyabetiklere kiyasla
prokoagiilan MPs’1n diizeyleri belirgin olarak artirmigtir. Bu nedenle artmig MPs seviyeleri

artmig diyabetik tromboemboli komplikasyon riski ile iliskili olabilir (3).

Trombiis, trombositleri aktive eder; aktive trombositler, daha ileri trombin
olusumuna yol acan PDMPs’1 serbest birakir. Bu pozitif geribildirim diyabette
hiperkoagiilabilite mekanizmalarini agiklayabilir. Sabatier ve ark. MPs’in prokoagiilan
potansiyelinin arttigin1 ve tip 1 DM'de glisemik kontrol derecesi ile korele oldugunu
bildirmislerdir. Tersine, tip 2 DM'de total MPs artmasina ragmen prokoagiilan
potansiyellerinde bir artis yoktur. Yapay olarak indiiklenen yiiksek insiilin diizeyinin,
saglikl1 goniilliilerde artmis monosit TF ekspresyonuna neden olabilecegini gostermistir ki,
bu da hiperinsiilineminin pro-tromboz etkisini diisiindiirmektedir. Antiplatelet ilaclarin
verilmesi diyabetli hastalarda dolasimdaki MPs’1 ve aktive trombosit sayisini belirgin
sekilde azaltabilir (3).

2.3.7. MPs ve vaskiier inflamasyon

Lokosit endotel etkilesimi ve daha sonra lokositlerin transendotelyal gogii,

ateroskleroz gelisimindeki erken donem olaylardir. In vitro deneyler, apoptotik endotel
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hiicrelerinden veya aktive trombositlerden tiiretilen MPs’in vaskiiler sistemde pro-
inflamatuar ve pro-adezif potansiyelleri yayarak hiicresel efektor etkisi gosterdigini ortaya
koymustur. Aktive trombositler ve tip 2 DM hastalarindan izole edilen PDMPs, endotel
hiicreleri ve monositler arasindaki etkilesimi desteklemektedir. Terrisse ve ark., MPs’in in
vitro olarak insan umbilikal ven endotel hiicre yiizeyinde (HUVEC'ler) platelet dizilerinin
olusumunu tesvik ettigini ve hiicre yiizeyine MPs’in da dahil oldugunu buldular. Bu alim,
endotel hiicre yiizeyinde von Willebrand faktorii ekspresyonu icin ve ayni zamanda
trombositler ile endotel hiicreleri arasindaki etkilesim icin gerekli olan reaktif oksijen
tirlerinin (ROS) iiretimini indiikler. Bu c¢alismalar MPs’in vaskiiler hastaliklara ve
diyabetik kardiyovaskiiler komplikasyonlara neden olabilecek endotelyal aktivasyon,

16kosit toplanmasi ve vaskiiler inflamasyonda potansiyel 6nemini gostermektedir (3).
2.3.8. MPs ve endotel disfonksiyonu

Diyabetik hastalarda yapilan ¢alismalar MPS’in  endotel fonksiyonlarimi
etkileyebildigini gostermektedir. Artmis CD31 + / anneksin V + MPs diizeyleri, koroner
arter hastaligi (KAH) olan hastalarda koroner endotel fonksiyonunun bozulmasi ile pozitif

korelasyon gostermektedir (3).

In vitro ve eks vivo deneyler, MPs’in endotel hiicrelerinde nitrik oksit (NO) ve
prostasiklin {liretimini azaltarak endotel disfonksiyonuna neden olabilecegini gostermistir.
Diyabetik hastalardaki LDMPs, shear stresin, NO ve prostasiklin tiretimini etkileyerek fare
mezenterik arterlerinde yaptigi dilatasyonu bozmaktadir. Buna ek olarak, yakin zamanda
yapilan bir ¢alisma, yiiksek glukoz maruziyeti yapilan EDMPS’in artmis nikotinamid
adenin diniikleotit fosfat oksidaz (NOX) aktivitesi ve daha yiiksek ROS diizeylerine baglh
olarak adezyon molekiil ekspresyonu ve makrofaj infiltrasyonunu arttirarak endotel

fonksiyonunu 6nemli 6lgiide azaltabilecegi gosterilmistir (3).

Vaskiiler tromboz ve inflamasyondaki endotel hiicrelerinin merkezi Onemi
nedeniyle, MPs’in endotel disfonksiyonunu gostermede bir biyobelirteg olarak
kullanilmas: diisiiniilmektedir ancak halen arastirilmaktadir. Endotel hiicresine dayali
metodolojilerdeki MPs, diyabetik vaskiiler komplikasyonlarda vaskiiler inflamasyonu

incelemek i¢in kullanilabilir (3).
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2.3.9. MPs ve anjiyogenik etkileri

Pihtilasma ve wvaskiiler inflamasyona ek olarak, sayisiz calisma MPs’in
anjiyogenezde rol oynadigini gostermektedir. Diamant ve ark., diyabetik hastalarda yiiksek
TF + MPs seviyelerinin, daha once gosterilen TF + MPs’in klasik prokoagiilan
fonksiyonundan baska transseliiler sinyalizasyon veya anjiojenik siireglerde de yer
alabilecegini Dbildirmistir. Diyabetik retinopatili hastalardaki MPs ile HUVEC'lerin
inkiibasyonu, dengesiz tiip aglarimin olusumuna neden olur, dolayisiyla kismen PDR
mekanizmalarim1 yansitir. Ettelaie ve ark., ileri glikasyon son iriinlerinden (AGE) veya
glikozla muamele edilen bobrek mesangial hiicrelerinden salinan TF igeren MPs’in insan
dermal mikrovaskiiler endotel hiicreleriyle kilcal damar olusumunu in vitro olarak

indiikledigini gostermistir (3).

MPs’dan tiiretilmis bilylime faktorleri ve sitokinlerin endotelyal anjiogenezde rol
aldig1 One siiriilmiistiir. Dahasi, MPs tizerindeki doku faktdrleri, vaskiiler proliferasyonu ve
anjiyogenezi diizenleyebilir. Diger ¢alismalar ayrica, PDMPs’in, MPs lipid bilesenlerinin,
ozellikle sfingozin 1-fosfatlarin araciligi ile hiicre proliferasyonunu arttirarak ve apoptozu

azaltarak in vitro anjiyogenezi uyardigini gostermistir (3).

MPs, vaskiiler komplikasyonlarin tipiyle ilgili spesifik 6zelliklere sahip hiicreler
arasinda biyolojik mesajlar aktarabilir. Ger¢ekten de, MPs, hiicre homeostazini korumak,
hiicre onarimi1 ve anjiyogenezi desteklemek i¢in yiiksek glukoz seviyesi ile diyabetik

vaskiilopati gelisimi arasinda temel bilgi vektorleri gibi davranmaktadir (3).
2.3.10.MPs ve aterotromboz

PDMP, EDMP ve Iolositten dokiilen MPS’in iiretimi inflamatuvar kosullarda
artabilir. Saglikli goniillillerde bir kemotaktik peptid ile hiicre i¢i uyart vererek olusan
MPs, IL-6 ve monosit chemoattractant proteini (MCP)-1 salinmasimin yani sira TF
ekspresyonunu indiikler. Aterosklerozun Onemli bir o6zelligi, monositlerin endotel
hiicrelerine yapismast ve bunu takiben subendotelyal gociin olmasidir. IL-1B ve TNF-a
gibi sitokinler, 16kosit-endotelyal adezyon molekiillerinin sentezini veya upregiilasyonunu
indiikleyerek bu islemi etkiler. Yiiksek kayma stresin indiikledigi PDMPs ile in vitro

monosit ve endotel hiicreleri uyarilarak IL-8, IL-1f ve TNF-a iiretimi onemli dlglide

22



arttirtlir. Ayrica endotel hiicrelerinin ve monositlerin PDMP ile uyarilmasi her iki hiicre
tipindeki adezyon molekiillerinin ekspresyonunu arttirarak monosit-endotel  hiicre
etkilesimlerini modiile eder. Son zamanlarda, inflamasyonda PDMPs’in 6nemine ek
olarak, kritik hastalarda PDMPs diizeyleri ile klinik sonuglar arasindaki bazi baglantilar da

degerlendirilmistir (1).

PDMP ve 16kosit kokenli dolasimdaki MPs, endotel hiicrelerinde ve monositlerde
sitokinlerin upregulasyonu yoluyla inflamatuvar hiicrelerin alinmasi ve hiicresel adezyonun
uyartlmasini destekler. Yiiksek kayma stres kosullarinda, PDMP rollingi, RANTES'in
iltihapli endotele ulagsmasini saglar ve bdylece monositlerin yapismasini ve plaklarin
infiltrasyonunu kolaylastirir. Aterosklerotik plaklarin gelisimi ve ilerlemesi, plaklarda
prokoagiilan MPS’in ¢ok fazla oldugunu gosteren apoptotik hiicre 6liimiiyle iliskilidir.
Dahasi, artmis apoptoz veya lokositlerin, SMC'lerin ve endotelin aktivasyonu, MPs
birikimine katkida bulunur; benzer molekuller ile karsilastirildiginda, plakta yer alan MPs
cok daha yiiksek konsantrasyonlarda bulunur ve daha yiiksek trombojen potansiyeline
sahiptir. Plaklarda, bu MPs’in ¢ogu inflamasyonu gosteren aktif 16kositlerden, plak ici
kanamay1 gosteren eritrositlerden kaynaklanmaktadir. Aterosklerotik plaklar ayrica 6nemli
miktarda SMC kaynaklit MP ve EDMP igerir. MPs, sadece plak trombojenitesine katkida
bulunmaz, ayn1 zamanda inflamatuvar hiicrelerin toplanmasina aracilik ederek instabiliteye
katkida bulunur. Dolayisiyla dolasimdaki MPs vaskiiler inflamasyon, endotel
disfonksiyonu, 16kosit adezyonuna sebep olabilir. MPs, biyolojik efektorleri tasidigindan,

bu plak biiyiimesine veya stent ile uyarilan vaskiiler inflamasyona sebep olabilir (1).
2.3.11.MPs ve diyabetik makrovaskiiler komplikasyonlar

Insanlarla yapilan ¢alismalar, PDMPs, CD31 + / annexin V + DMPs, CD31 + /
CDA42b - EDMPs ve CD144 + EDMPs koroner, periferik ve serebrovaskiiler hastaliklar da
dahil olmak iizere makroanjiyopati bulunan tip 2 DM hastalarinda artmistir. Yakin tarihli
bir c¢aligmada, miyokard enfarktiisii geciren hastalarda saglikli  kontrollerle
karsilagtirildiginda monomerik C-reaktif protein (CRP) pozitif MPs seviyelerinin anlamli

olarak daha yiiksek oldugu bildirilmistir. Buna ek olarak, dolasimdaki yiiksek MPs
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seviyeleri, hipertansiyon, obezite, kolesterol ve dislipidemi dahil olmak {izere

kardiyovaskiiler risk faktorleri ile iligkili bulunmustur (3).

Bernard ve ark. Tip 2 DM hastalarinda dolasimdaki CD144 + endotelyal kokenli
MPs ile kararsiz koroner plaklar arasinda bir iliski bildirmislerdir. Buna ek olarak,
geleneksel kardiyolojik biyobelirteclerle karsilastirildiginda, Koga ve arkadaglar, tipik
anjina semptomlar1 olmayan diyabetik hastalarda yiiksek CD144 + MPs seviyelerinin, lipid
diizeylerine, CRP'ye, diyabet siiresi ve hipertansiyon varligina gére KAH i¢in goreceli
olarak 6nemli risk faktorii oldugunu gosterdi. Baska bir ¢alismada, MPs’in diagnostik
degeri ile saglikli Japon toplumundaki geleneksel kardiyovaskiiler biyobelirtegler
karsilastirilmis ve trombosit kdkenli MPs’in CRP'ye gdre metabolik sendrom ile daha
yakin iligkili oldugu sonucuna varilmistir. Curtis ve ark., PS + MPs’in CD34 + progenitor
hiicrelerine oraninin, artmig kardiyovaskiiler riski siniflamak i¢in kullanilan bir¢ok standart
biyobelirtegten daha bilgilendirici oldugunu gostermistir. Bu nedenle yiiksek MPs
diizeyleri, endotel disfonksiyonu ve kardiyovaskiiler risk i¢in potansiyel biyolojik belirte¢

olabilir (3).

In vitro ¢aligmalar, MPs’1n pentamerik CRP'yi pro-inflamatuar monomerik CRP'ye
dontstiirebildiklerini gostermistir. CRP monomerlerini igceren MPs endotel hiicrelerinin
yiizeyine baglanabilir ve in vitro proenflamatuar sinyalleri lretebilir, bu da MPs’in
vaskiiler hastalikta pro-inflamatuar CRP monomerlerinin taginmasi ve verilmesinde
potansiyel bir rol oynadigini diisiindiirmektedir. Monositlerin/makrofajlarin kolesterol
zenginlestirmesinin, yiiksek prokoagiilan aktiviteye sahip TF + MPs’in olusumuna sebep
oldugu ve bunun, protrombotik kosullara ve hiperkolesterolemide aterotromboza katkida

bulunabilecegi bildirilmistir (3).

Son kanitlar insiilinin monositlerde ve monositten tiiretilen MPs’da in vitro olarak
TF ekspresyonunu azalttigini gostermis olmasina ragmen, in vivo ¢alismada yiiksek insiilin
diizeyinin saglikli goniillillerde artmis monosit TF ekspresyonuna sebep oldugu

gosterilmistir, bu da hiperinsiilineminin pro-tromboz etkisi oldugunu diisiindiirmektedir

3).
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Dolayisiyla dolasimdaki MPs’in  yiiksek seviyeleri diyabetik makrovaskiiler
komplikasyonlar i¢in bir gosterge ve yararl bir risk siniflama araci olabilir. Kandaki MPs,
endotel hiicrelerini ve aterosklerotik plak instabilitesini bozan potansiyel patojen faktorler
olabilir. MPs ayrica, diyabetik makrovaskiiler komplikasyonlarda tedavilere verilen yaniti

izlemek i¢in yeni terapotik hedefler veya biyobelirteg olabilir (3).
2.3.12.MPs ve mikrovaskiiler diabetik komplikasyonlar

2.3.12.1.MPs ve diyabetik retinopati

Ogata ve ark. dolasimdaki PDMPs’in ve MDMPs’in diizeylerinin diyabetik
retinopati proliferasyonunda proliferatif olmayan asamadan proliferatif asamaya dogru
gittikge arttigini ve kilcal damar bolgelerinde diyabetik retinopatide anlamli olarak daha
yiksek oldugunu goézlemlemisti. MDMPs seviyeleri, diyabetik hastalardaki PDMPs,
aktive trombositler ve adezyon molekiilleri ile pozitif korelasyon gosterir ve diyabetik
retinopati progresyonu igin prognostik bir faktor olabilir. Dahasi, PDR, yeni damarlardan
kaynaklanan EDMPs’1n dokiilmesinde spesifik artis ile iliskilidir (3).

Yiiksek MPs seviyelerinin, koagiilasyon kaskadini uyararak diyabetik retinopatinin
ilerlemesine katkisi olup olmadig1 tartismalidir. PDMPs yiiksek seviyesi koagiilasyonu
uyarabilir ve 10kosit ve endotel hiicrelerinin adezyonunu arttirabilir. Bu sonuglar
retinopatili tip 2 DM hastalarinda yiiksek TF seviyesine sahip olmakla birlikte diisiik bir
TF/TFPI oranmma sahip oldugunu ve bu da disiik prokoagulan aktivite oldugunu
diistindiirmektedir (3).

In vitro deneylerde, TF MAPK ve protein kinaz C'ye bagimli sinyal vermeyi aktive
ederek okiiler anjiyogeneziyi dogrudan tesvik eder. Buna ek olarak, MPs’daki miRNA'nin
anormal ifadesi, neoanjiyogenezde rol oynayabilir. MiRNA-200b'nin azalmis ekspresyonu,
VEGF ekspresyonunu azaltirken, miR-29b'nin artmis ekspresyonu bazi apoptotik genleri
diizenler ve VEGF ekspresyonunu artirir; bu miRNA'lar diyabetik retinopatide kontrolsiiz
hiicre ¢ogalmasina katkida bulunabilir. Dolayisiyla, dolasimdaki MPs’in diyabetik
retinopati patogenezindeki temel rolii, anjiyogenik ve inflamatuar sinyalleri verme

yeteneklerine dayanabilir (3).
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Sekil 3. Tip 2 diyabette goriilen ateroskleroz ve trombozda mikropargaciklarin
(MPs) rolii
PDMPs, MDMPs, EDMPs iiretimi tip 2 DM ’ta artmis olabilir. ICAM-1: intraselliiler
hiicre adezyon molekiilii 1; VCAM-1: vaskiiler hiicre adezyon molekiilii 1; VLA-4: very
lated antijen-4; AGE: ileri glikasyon son {iiriinleri; RANTES: aktivasyonla diizenlenen, T

hiicre salinimi ve ekspresyonu normal olan; CD40L: CD 40 ligand (1).
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3. MATERYAL VE METOD

Hastanemiz g6z hastaliklar1 poliklinigi ve retina poliklinigine basvuranlar
arasindan, belirlenen kriterlere uygun hastalar se¢ildi. Hastalarin demografik bilgileri,
hastalik ve ilag/sigara Oykiisii, bel cevresi, boy-kilo olgiimleri, kan basinci degerleri

kaydedilmistir.

Tiim olgular 4 gruba ayrilarak incelenmistir; grup-1: saglikli kontrol grubu (N=37);
grup-2: diyabetik retinopati tanisi ile izlenen olgular (N=40); grup-3: DM olmayan ve kuru
tip YBMD tanisi ile izlenen olgular (N=41); grup-4: DM olmayan ve yas tip YBMD tanisi

ile izlenen olgular (N=40). Olgularin siniflandirilmast;
Grup 1: DM’u olmayan (saglikli bireyler)
Grup 2: Diyabetik retinopati (anti-VEGF 6ncesi)
Grup 3: Kuru tip YBMD

Grup 4: Yas YBMD (en son anti-VEGF tedavi bir ay 6nce almis veya hi¢ tedavi

uygulanmamisg)

Olgu kabul kriterleri:

1. Dislipidemi veya HT disinda bilinen hastaligi olmayan saglikli kontrol bireyleri;

2. Yasa veya diyabete bagli yas makula dejenerasyonu, kuru makula dejenerasyonu
tanis1 almig olup, ayni giin heniiz anti-VEGF (etken madde: aflibercept veya

ranibizumab) tedavi uygulanmamis olgular;
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3. Kirma kusuru vb. bozukluklart olup, retina ile ilgili herhangi bir géz bulgusu

gozlenmeyen saglikli goniillii olgular;
4. Elli yas ve lizeri olgular.

Olgu dislama kriterleri:

1. Tiroid fonksiyon bozuklugu;

2. Serum kreatinin (> 2,0 mg/dL) veya eGFR (<60 mL/dk);

3. DM disinda bilinen sistemik iltihabi hastalig1 olmasi; kontrolsiiz HT;
4. DM izleminde A1C (> %11) bulunan olgular;

5. Glokom tanis1 almis olgular;

6. Inflamatuar romatolojik hastalik, barsak hastalig1, otoimmiin hastalik;
7. Gebelik ve laktasyon;

8. Bilinen malignansi tanisi olanlar;

9. Nefropatiye yonelik tedavi baglanmig hastalar,

10. Warfarin tiirevi, heparin tiirevi ilag kullananlar.

Rutin biyokimya parametreleri (glukoz, iire, kreatinin, albumin, GGT, ALT, CRP)
Beckman Coulter AU 2700 biyokimya analizériinde calisilmistir. Plazmada prokoagiilan
fosfolipid potansiyeli (MPs) oldukg¢a labil yapida oldugundan, sitratli (0.109 M) tiipe
alan (BD Vacutainer Plus Sitrat tiipii, Ref no: 364305, Becton Dickinson, ABD) kanin en
gec 20 dakika icerisinde (derhal) santrifiijii (15 dakika, 2500 g) sonrasi; siipernatantin en
uistteki 2/3 kismi katkisiz (diiz) tiipe aktarilarak ikinci kez santrifiij edildi (15 dakika, 2500
g) ve yine siipernatantin en Ustteki 2/3 kisminda elde edilen trombositten fakir plazma
(platelet poor plasma: PPP) ependorf tiipe aktarilarak, en fazla 2 saat icerisinde -80°C’de

saklanmig oldu. Hasta numuneleri en fazla 5 ay boyunca dondurulmustur.
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EDTA’ll tam kan Orneginde boronat afinite kromatografisi yontemiyle A1C
(Premier HB 9210, Trinity Biotech, irlanda) ve tam kan sayimi (Sysmex XE 5000, Sysmex

Medical International, Japonya) ¢alisilmustir.

GFR degeri cockcroft-gault (C-G), asagidaki formiile gore hesaplanmistir (kadin
olgularda, sonug 0,85 ile ¢arpilarak diizeltme yapilmistir) (39):

[[1-1{.'— Age=w ﬁ.g'h.'}l(

T2x Sevr{imng -‘:;FE]]

Kayitlt her bir hasta i¢in Olgu Rapor Formu dolduruldu.

Poliklinige bagvuran takipli hastalarin standart oftalmolojik muayeneleri yapildi. En
lyi diizeltilmis gérme keskinligi (BCVA), Early Treatment Diabetic Retinopathy Study
(ETDRS) eseli ile dl¢tildii ve logMAR ’a ¢evrildi.

Hastalarin her kontrolde Spectralis cihaziyla (Heidelberg retinal tomography; HRT;
Heidelberg Engineering, Heidelberg, Germany) Optik Kohorens Tomografi (OKT)
goriintiilemeleri yapildi; OKT ile merkezi makiila kalinligi (CMT) kaydedildi ve veriler

Excel dosyasina islendi.
3.1. MPs ol¢iimii

Saglikli kontrol grubu ve makula dejenerasyonlu gruplardan aglik kan o6rnekleri
alinarak saklandi. Yukarida antadildig lizere; plazmada prokoagiilan fosfolipid potansiyeli
(MPs) oldukga labil yapida oldugundan sitratli kanin derhal seri santrifiijiiyle (2 kez 15
dakika, 2500 g) elde edilen elde edilen PPP -80°C’de saklanmusti.

Hiperkoagiilabilite lehine laboratuvar bulgusu olarak prokoagiilan aktiviteye sahip
olan MPs fonksiyonel diizeyleri, Dr Hemker tarafindan gelistirilmis olan, Tissue Factor
(TF) aktivitesi florojenik dl¢iimii ‘trombin olusum testi’ (thrombin generation test, TGT),
Calibrated Automated Thrombography (CAT, Diagnostica Stago, Fransa) cihazinda

saptandi.

Calisma giinli daha 6nce dondurulmus olan, hasta ve kontrol gruplarina ait PPP

ornekleri, reaktifler, kalibrator, kontrol ve diger sarf malzemesi oda 1sisina getirildi. MP-
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reaktifi (MP-Reagent, katolog no: 86222, Thrombinoscope BV, Maastricht, the
Netherlands), PPP 6rneginde trombin olusumunu baslatmada tetikleyici rol oynamaktadir;
prokoagiilan mikropargaciklarin yiizeyinde bulunan TF’ye duyarliligin arttirilmasiyla, (ve
TF’ye duyarli fosfolipidlerle uyarilmasiyla) trombin aktivitesi siirekli (egri olusumu)
izlendi. MPs reaktifi, flakonda liyofilize olup, 1 mL deiyonize su (apirojen ampul) ile

sulandirildi, 10 dakika bekledikten sonra karistirilarak hazirlandi.

Kalibrator flakonda liyofilize olarak bulunmaktaydi, 1 mL deiyonize su (apirojen
ampul) ile sulandirildi, 10 dakika bekledikten sonra karistirilarak hazirlanmis oldu. Her bir
olgu numunesinde, i¢eriginde sitrat ile tamponlanmis salin, sigir proteinleri ve sakkaritler
bulunan kalibrator (Thrombin Calibrator, katalog no: 86192, Thrombinoscope BV,
Maastricht, the Netherlands) kullanilarak; substrat tiiketimi, optik artefaktlar (plazma rengi,

icsel-filtre etkileri, gibi) igin diizeltme yapildi.

Benmari 37°C’ye getirildi. Numuneler ve FluCa kit once 1 saat kadar oda
sicakliginda, daha sonra (galismadan hemen oOnce) 5-10 dakika benmaride (37°C)
bekletildi. Daha o6nce kullanilmamis 96’lik plak alinarak bir olgu igin iki kuyucuk
harcanacak sekilde; bir kuyucuga kalibrator (trombin), yanindaki kuyucuga da MPs kiti 20
uL manuel pipetlendi ve pesine her PPP 6rnegi igin iki kuyucuga 80 pL manuel pipetlendi.
Boylece 48 olgunun PPP 6rnegi icin bir plak kullanilda.

Trombine diisiik afiniteli florojenik substrat (Z-Gly-Gly-Arg-AMC) polar ¢6ziicii
dimetil siilfoksit (DMSO) iginde ¢6ziinmiis halde bulunmakta olup; benmaride bekletilerek
Hepes (pH: 7,35) ve kalsiyum klor igeren her bir flakon (1,6 mL) Flu tampon soliisyonuna,
40 pL Flu substrat ilave edildi, vorteks ile karigtirildi; 1/40 oraninda reaktif hazirlanmig
oldu (FluCa kit, katalog no: 86197, Thrombinoscope BV, Maastricht, the Netherlands).
Hazirlamis oldugumuz FluCa-kit’i CAT cihazina yerlestirdik, daha sonra cihaz tarafindan
otomatik olarak kuyucuklara bosaltildi. FluCa-kit ilavesiyle birlikte reaksiyon

karisiminda(toplam) 4 pmol/Lfosfolipid bulunuyordu.
FluCa kit ilavesiyle birlikte, en son reaksiyona girenler;

1. Olgiim kuyucugu: 20 uL MPs reaktifi (TF + PL) + 80 uL PPP + 20 pL FluCa
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2. Kalibrasyon kuyucugu: 20 uL kalibrator + 80 uLL PPP + 20 pL FluCa

Floresan substratin par¢alanmasiyla yayilan floresan yogunlugu (raw fluorescence
units: RFU), 390 nm (eksitasyon) ve 460 nm (emisyon) dalga boylarinda (real-time, zaman
igerisinde degisim) okutuldu. Trombogram eldesinde siklikla test tekrarlar1 oldu. Olusan
trombin konsantrasyonu Trombinoscope yazilimi (QWERTY, katalog no: 86189,
Thrombinoscope BV, Maastricht, the Netherlands) sayesinde hesaplanarak, elde edilen

trombin olusum egrisine gore asagidaki trombogram parametreleri elde edildi:

eLag time (dakika): cihazdaki reaksiyonun baslamasina kadar gecen siire; peak

diizeyinin 1/6’sma (% 16,7) denk gelen zaman (x ekseninde)

eEndojen Trombin Potansiyeli, ETP (nmol/L-dakika): trombogram egrisi

altinda kalan alan
e Peak yiiksekligi (nmol/L): trombogram egrisinin tepe yiiksekligi (y ekseninde)

eTime to trombogram Peak, ttPeak (dakika): trombogram egrisinde tepe

yiiksekligine gelme siiresi (x ekseninde)

estartTail (dakika): trombogram egrisinin tamamlandig siire (x ekseninde)

200 ey E——
w | Time to ¢\ CALIBRATED AUTOMATED THROMBOGRAM
- k
] L Peak
!100 —

Lagtime ETP Peak  {tPeak  stanTail
Groufl 4.76  1414.50189.72 8.75  27.50
341 0.00 0.50

92.56 19312 875 27.50
.08 18631 8.75 27.00

Sekil 4. CAT cihazinda elde edilen 6rnek ‘trombogram egrisi’
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Olgiim kuyucugu
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Sekil 5. Mikroplakta 6l¢iim kuyucugu ve kalibrasyon kuyucuguna uygun
pipetlemeleri takiben gelisen reaksiyona bagli Calibrated Automated
Thrombography (CAT) cihazinda elde edilen ¢iktilarin (egrilerin), 6zel bir yazilim
programi sayesinde degerlendirilerek elde edilen sayisal verilerden trombin olusum

testi (TGT) parametrelerinin tanimlanmasi (40).
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3.2. Istatistiksel Analiz

Istatistiksel analizler MedCalc (MedCalc Software, Broekstraat, Mariakerke,
Belgium) programi ile yapildi. Siirekli degiskenlerin normal dagilima uygunlugu
Kolmogorov-Smirnov testi ile arastirildi. Gaussian dagilim gosteren degiskenler
ortalama+SD; non-gaussian dagilim gosteren degiskenler ortanca (25.persentil—
75.persentil) olarak gosterildi. Dagilimi normal olan degiskenlerin gruplar arasi
karsilagtirmalarinda one-way ANOVA analizi; post hoc karsilastirmalarda Tukey HSD veya
Tamhane's T2 testi kullanildi. Dagilimi normal olmayan degiskenlerin gruplar arasi
karsilastirmalarinda Kruskal-Wallis H testi kullanilip; Mann-Whitney U testi ile yapilan
post hoc ¢oklu karsilastirmalarda istatistiksel anlamlilik 4 grup i¢in P < 0,0083 diizeyinde
degerlendirildi. Gruplarda bir sayisal degiskene olasi etkisi oldugu diisilinlilen ‘karigtirici
faktor’ (confounding factor) baska bir sayisal degiskenin etkisinin incelenmesinde analysis
of covariance (ANCOVA) kullanildi. Grup oranlarin1 karsilastirmalarinda chi-square testi
kullanildi. Degiskenler arasindaki korelasyonlar Spearman korelasyon katsayisi (rs) veya
Pearson korelasyon katsayist (r) le incelendi. Istatistiksel anlamlilik p< 0,05 (two-tailed)

diizeyinde degerlendirildi.
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4. SONUCLAR

Grup 1, Grup 2, Grup 3 ve Grup 4’iin demografik ve laboratuvar verileri Tablo 1 ve
2’de gosterilmistir. Dort grubun erkek/kadin, sigara tliketimi, alkol tliketimi oranlari
arasinda istatistiksel olarak anlamli fark saptanmadi. Ancak dort grubun yas, BMI ve bel
cevresi ortalamalari ile SKB ve DKB ortanca degerleri arasinda istatistiksel olarak anlaml
farklar saptandi (sirastyla, p<0,0001, p=0,02, p<0,001, p<0,0001, p=0,004). Anlamli fark
saptanan parametreler i¢in yapilan post hoc karsilastirmalarda yas ortalama degerlerinin
Grup 1’e kiyasla Grup 2’de anlaml diisiik (p<0,01), Grup 3’te ise anlamli yiiksek oldugu
(p<0,01); Grup 3 ve 4’e kiyasla Grup 2’de ¢ok ileri diizeyde istatistiksel olarak anlaml
diisiik oldugu saptandi (p<0,0001). BMI ortalama degerleri Grup 1’e kiyasla Grup 2’de
anlamli ytiksek idi. SKB ortanca degerleri Grup 2’de diger ii¢ gruba gore farkli diizeylerde
istatistiksel olarak anlamli ytiksek i1di (sirasiyla, Grup 1’e gore: p<0,0001, Grup 3’e gore:
p=0,008, Grup 4’e gore: p<0,0001). DKB ortanca degeri ise sadece Grup 2’de Grup 1’ye
gore (p<0,001) anlamli yiiksek idi (Tablo 1).
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Tablo 1.Gruplar arasinda demografik bulgularin, kan basinct degerlerinin ve sigara/alkol

tiiketiminin karsilastirilmasi

(aflibercept/ranibiz
umab)

Grup 1 Grup 2 Grup 3 Grup 4 p
(N=37) (N=40) (N=41) (N=40)
Yas (y1l) 67,1£7,7 61,4+6,3° 72,8+8,30¢ 72,1£8,6%° |<0,0001
Cinsiyet (E/K) 16/21 22/18 19/22 23/17 =0,5380
BMI (kg/m?) 27,6+4,5 30,9+£5,8°2 28,2441 28,3+5,6 =0,0200
Bel ¢ev. (cm) 102,4+7,6 110,3+9,6 ¢ 103,5+8,8¢ 103,7+10,3¢ |<0,0010
SKB (mmHg) 120 (120-130) | 140 (130-150) # | 130 (120-140) ¥ | 130 (122-135) 8 |< 0,0001
DKB (mmHg) 80 (75-80) 85 (80-90) 85 (75-90) 80 (75-85) |=10,0040
Sigara tiiketimi (%) 13,5 12,5 4,9 15,0 =0,4840
Alkol tiikketimi (%) 5,4 5,0 2,4 2,5 =0,8470
Hipertansiyon 0 80,0 48,8 50
varligt (%)
Periferik damar 0 2,5 2,4 0
hastalig1 varlig1 (%)
Kronik akciger 2,7 0 2,4 0
hastalig1 varlig1 (%)
Serebrovaskiiler 0 5 0 0
olay (SVO) varlig
(%)
Iskemik kalp 0 30,0 17,1 15,0
hastalig1 (IKH)
varlig1 (%)
G0z operasyonu 54 25,0 36,6 40,0
(%)
Igne Sayis1 (mode) 1 5

Gaussian dagilim gosteren degiskenler ortalama+SD; non-gaussian dagilim gosteren degiskenler ortanca
(25.persentil-75.persentil) olarak gosterildi. Tim olgularda tanimlayici istatistik parametreleri; periferik
damar hastalig1, kronik akciger hastaligi, serebrovaskiiler olay, iskemik kalp hastaligi, g6z operasyonu, igne

sayi1sl.

aTamhane’s T2 veya Tukey testi, p<0,05 vs. Grup 1, ® Tamhane’s T2 veya Tukey testi, p<0,01 vs. Grup 1, ¢

Tamhane’s T2 veya Tukey testi, p<0,001 vs. Grup 1, ¢ Tamhane’s T2 veya Tukey testi, p<0,01 vs. Grup 2, ©

Tamhane’s T2 veya Tukey testi, p<0,0001 vs. Grup 2, ®Mann-Whitney U testi, p<0,001 vs. Grup 1, ? Mann-
Whitney U testi, p<0,0001 vs. Grup 1, YMann-Whitney U testi, p=0,008 vs. Grup 2, ® Mann-Whitney U testi,

p<0,0001 vs. Grup 2
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Dort grubun laboratuvar parametrelerinden albumin, eGFR, RBC, hemoglobin,
hematokrit, notrofil, NLR (orani1) ve MPs ETP ortalama degerleri arasinda istatistiksel
olarak anlamli farklar saptandi (sirasiyla, p=0,027, p=0,047, p<0,001, p=0,005, p<0,0001,
p=0,004, p=0,045, p=0,008). Anlamli fark saptanan parametreler i¢in yapilan post hoc
coklu karsilastirmalarda glukoz ortanca degerleri diyabetik retinopati olgularindan olusan
Grup 2’de (beklendigi iizere), diger li¢ gruba gore farkli diizeylerde istatistiksel olarak
anlamli yiiksek idi. Albumin ortalama degerleri Grup 2’ye kiyasla Grup 3 ve 4’te
istatistiksel olarak anlamli yiiksek idi (p<0,05). RBC, HCT ve hemoglobin degerleri Grup
2’de diger ti¢ gruba gore farkl diizeylerde istatistiksel olarak anlamli diistik idi (sirasiyla,
Grup 1’e gore: p<0,01, Grup 3’e gore: p<0,05, Grup 4’c gore: p<0,01). Notrofil degerleri
acisindan 4 grup arasinda istatistiksel olarak anlamli fark (p=0,004), buna ilaveten WBC,
NLR degerleri agisindan da sinirda anlamli fark (sirastyla, p=0,056, p=0,045) bulunmustur.
Notrofil degerleri Grup 1’de diger ii¢ gruba gore farkli diizeylerde istatistiksel olarak
anlamli diisiik idi (sirasiyla, Grup 2’ye gore: p<0,001, Grup 3’e gore: p<0,01). MPs ETP
ortalama degerleri Grup 2’de Grup 1 ve Grup 4’e kiyasla istatistiksel olarak anlaml diisiik
idi (sirastyla, p<0,01, p<0,05).
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Tablo 2.Gruplar arasinda, laboratuvar bulgularinin karsilastiriimasi

Grup 1 Grup 2 Grup 3 Grup 4
(N=37) (N=40) (N=41) (N=40) P
Albumin (mg/dL) 4,2+0,2 4,1+£0,4 4,3+0,3¢ 4,3+0,4°¢ =0,0270
ALT (U/L) 18,8+7,1 19,5+8,0 17,8+7,6 20,3+11,9 | =0,6520
Kreatinin (mg/dL) 0,77 (0,69-0,95) 0,90 (0,72-1,17)|0,85 (0,64-1,00)|0,86 (0,76-1,01)| = 0,1330
eGFRc.g (mL/dk/1,73m?) 86,2+21,1 97,4+42.2 82,1+£30,5 78,24£29,2 =0,0470
GGT (U/L) 23 (15-30) 22 (18-32) 18 (15-28) 23 (16-37) | =0,3330
Glukoz (mg/dL) 104 (98-109) |204 (133-305) ¥'|109 (100-120)°|110 (100-120)°| < 0,0001
CRP (mg/dL) 0,30 (0,17-0,72) |0,40 (0,20-0,77)|0,44 (0,25-0,93)(0,29 (0,13-0,75)| = 0,4100
WBC (x1079/L) 6,9+1,7 8,0£2,0 8,0+2,3 7,4+1,9 =0,0560
RBC (x10712/L) 4,8+0,5 4,3+0,62 4,7+0,6 ¢ 4.8+0,4¢ <0,0010
Hemoglobin (g/dL) 13,7+1,7 12,3£1,82 13,3£1,4°¢ 13,242,1 =0,0050
Hematokrit (%) 40,7+4.4 36,945,0° 39,9+4,0¢ 40,3+3,89 | <0,0001
MCV (fL) 86 (84-89) 84 (83-87) 87 (84-89) 87 (83-90) | =0,2490
PLT (x10M9/L) 239+54 232473 221£73 231+67 =0,7010
Nétrofil (x1079/L) 3,7(3,0-46) | 45(3,9-60)F | 4,6(3,7-6,1)* | 4,1(3,2-5,0) |=0,0040
Lenfosit (x1079/L) 2,2+0,8 2,2+0,7 2,0+0,7 2,4+0,9 =0,1920
Nétrofil/Lenfosit (NLR) | 1,92 (1,27-2,65) |2,12 (1,71-2,97)|2,37 (1,55-3,40)|1,87 (1,27-2,63)| = 0,0450
MPs lag time (dk) 13,3 (11,3-15,3) (13,3 (11,5-17,3)|12,3 (10,8-15,2) |11,6 (10,3-15,0)| = 0,2830
MPs ETP (nmol/Ledk) 21744639 1731+5132 1999+539 2120+£746° =0,0080
MPs Peak (nmol/L) 407,4+141,5 341,8+105,0 356,3+114,6 384,7+130,0 | =0,0920
MPs ttPeak (dk) 16,0 (14,3-18,0) |16,3 (14,3-20,1)|15,3 (13,4-18,0)|14,6 (13,0-18,3)| = 0,4210
MPs startTail (dk) 32 (29-35) 31 (28-34) 31 (29-34) 31(28-36) | =0,8190

Gaussian dagilim gosteren degiskenler ortalama+SD; non-gaussian dagilim gosteren degiskenler ortanca
(25.persentil-75.persentil) olarak gosterildi

*Tamhane’s T2 veya Tukey testi, p<0,01 vs. Grup 1, "Tamhane’s T2 veya Tukey testi, p<0,001 vs.
Grup 1, “Tamhane’s T2 veya Tukey testi, p<0,05 vs. Grup 2, “Tamhane’s T2 veya Tukey testi,
p<0,01 vs. Grup 2, * Mann-Whitney U testi,p<0,01 vs. Grup 1, P Mann-Whitney U testi,p<0,001 vs.
Grup 1, ¥ Mann-Whitney U testi,p<0,0001 vs. Grup 1, sMann-Whitney U testi,p<0,0001 vs. Grup 2
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Grup 1, Grup 2, Grup 3 ve Grup 4’te MPs parametreleri (lag time, ETP, Peak, ttPeak,

startTail) ile diger demografik ve laboratuvar parametreleri arasinda saptanan istatistiksel

olarak anlamli korelasyonlar Tablo 3’te gosterilmistir. Her bir grup i¢in tablolarda

gosterilen korelasyon katsayilari (r veya rs) ve baginti yonlerine (+ veya -) ek olarak

bagint1 katsayilar1 ve iligkilerin dereceleri ifade edilmistir.

Tablo 3.Gruplarda, MPs parametreleri (lag time, ETP, Peak, ttPeak, startTail) ile diger

demografik ve laboratuvar parametreleri arasinda saptanan anlamli korelasyonlar.

Degiskenler Grup 1 Grup 2 Grup 3 Grup 4
(N=37) (N=40) (N=41) (N=40)
Lag time [RBC rs=-0,341
p = 0,039
HCT rs=-0,401
p=0,014
Bel Cevresi rs=0,327 p =0,039
DKB rs=-0,365 p = 0,019
ALT rs=-0,339 p = 0,030
ETP RBC r=-0,343
p = 0,035
PLT r=0,361
p = 0,028
CRP o Do f:= 0,394 p = 0,012
Hemaoglobin r=0,417 p = 0,007
HCT r= 0,409 p = 0,009
Peak SKB rs=-0,373 p=0,018
DKB rs=-0,442 p = 0,004
BMI r=0,323 p = 0,040
CRP rs= 0,345 p = 0,029
ttPeak  [HCT rs=-0,345
p = 0,036
DKB rs=-0,385p = 0,013
SKB rs=-0,341 p =0,029
ALT rs=-0,321 p=0,041
startTail |RBC rs=-0,348
p = 0,035
BMI rs=-0,335
p = 0,043
DKB rs=-0,365p =0,019
ALT rs=-0,443 p = 0,004
CRP rs=0,341 p=0,029 | r;=0,330 p =0,038

r: Pearson korelasyon katsayisi

Is: Spearman korelasyon katsayisi

0,25-0,50 zayif-orta derece iligkileri ifade etmektedir.
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MPs parametrelerine yasin olasi etkisinin arastirildigt ANCOVA analiz sonuglari
ile bu parametrelerin one-way ANOVA ve Kruskal-Wallis H testleriyle yapilan ¢oklu grup
karsilastirma sonuglar1 incelendiginde, yasin 5 MPs parametresi {lizerine anlamli bir

karistirici etkisinin olmadig saptanmistir (Tablo 4).

Tablo 4.Gruplarda, MPs parametrelerine (lag time, ETP, Peak, ttPeak, startTail) yasin

olas1 karistirict etkisinin arastirildigt ANCOVA analiz sonuglari.

Grup 1l Grup 2 Grup 3 Grup 4 p
MPs lag time (dk) 13,5+0,8 14,1+0,8 14,1+0,7 13,4+0,7 =0,825
?r/llrljlsollz/llogdk) 2161+100 1661+107 2043+100 2157+100 =0,003
MPs Peak (nmol/L) 405,8+20,3 331,1£21,4 361,7+20,0 389,3+20,0 =0,066
MPs ttPeak (dk) 16,2+0,8 17,0+0,8 17,1£0,8 16,4+0,8 =0,792
MPs startTail (dk) 31,9+1,1 31,4+1,1 32,2+1,1 32,2+1,1 =0,953

Ortalama =+ standart error (SE) ve p degerleri yasin etkisinden arindirilmig degerlerdir

Modelde kovaryantlar yas=68,37 y1l degerine gore degerlendirilmistir

Grup 2, Grup 3 ve Grup 4’te goz klinigi Ol¢limleri ile diger demografik ve
laboratuvar parametreleri arasinda saptanan istatistiksel olarak anlamli korelasyonlar Tablo
5’te gosterilmistir. Her iki AMD hasta grubunda (Grup 3, Grup 4) BCVA degerleri ile yas
arasinda ters yonde iliski gozlenmis olup, Grup 4’te bu iligki daha giiglidiir. Albumin
degerleri ile BCVA degerleri arasinda her {i¢ hasta grubunda korelasyon gézlenmis olup,
Grup 3’te bu iliski daha gii¢liidiir. Yine Grup 3’te BCVA degerleri ile kreatinin, RBC, Hb,
Hct, eGFR arasinda ve CMT degerleri ile BMI, sigara tiiketimi, IKH, CRP, WBC, PLT
degerleri arasinda orta derecede iliski oldugu sdylenebilir. Grup 4’te ise BCVA degerleri
ile IKH arasinda goriilen iliskinin benzeri Grup 2°de de bulunmustur. Yine Grup 4’te,
CMT ile MPS parametrelerinden ikisi (lag time, ttPeak) ile pozitif yonde zayif derecede

korelasyonlar mevcuttur.
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Tablo 5.Hasta gruplarinda, géz klinigi 6lgtimleri ile diger tiim demografik ve laboratuvar

bulgular1 (MPs parametreleri dahil) arasinda saptanan istatistiksel anlamli

korelasyonlar.

Degiskenler Grup 2 Grup 3 Grup 4
(N=80) (N=82) (N=80)
BCVA | Yas rs=-0,315p=0,031 | rs=-0,388 p=0,003
Alblimin rs=0,220 p=0,063 | rs=0,355p =0,014 rs=0,286 p = 0,031
Kreatinin rs=-0,294 p = 0,045
CRP rs=-0,246 p = 0,095
RBC rs=0,413 p = 0,004
Hb rs=0,356 p = 0,014
Hct rs=0,378 p = 0,009
eGFR rs=0,338 p = 0,020
IKH rs=-0,233 p = 0,049 rs=-0,263 p = 0,048
CMT | BMI rs=0,305 p = 0,042

Sigara tiiketimi

rs=-0,319 p = 0,033

IKH rs=-0,410 p = 0,005
CRP rs=-0,382 p = 0,010
WBC rs=-0,385 p = 0,009
PLT rs=-0,361 p = 0,015
ttPeak rs=0,269 p = 0,036
lag time rs=0,243 p = 0,059

Go6z klinigi dlgiimlerinde (BCVA, CMT), her bir goz ayr1 hasta olarak degerlendiriliyor.

I's: Spearman korelasyon katsayisi

IKH olanlar 1, olmayanlar 0 olarak kodlanmigtir

Sigara igenler 1, igmeyenler 0 olarak kodlanmistir
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5. TARTISMA

TGT, prokoagiilan ve antikoagiilan maddeler arasindaki dengeyi yansitmaktadir.
CAT kullanarak calistiimiz bu in vitro teknikle, tiim fizyolojik ve terapotik bilesenleriyle
plazma 6rneginde pihti olusumu sirasinda (koagiilasyon siirecinde) zamanla ortaya ¢ikan
(en son enzim) ve baslica etkileyici olan trombin enzim aktivitesi degerlendirilmektedir.
Bu amagla, trombine diisiik afinitesi olan florojenik substrat kullanilarak trombin aktivitesi
stirekli izlenir. Trombin olusum egrisini sekillendirmeye katki saglayan koagiilasyon
faktorler ve inhibitorler (belirleyiciler) reaksiyon ortamina gore degisim gosterir. Bizim

calismamizda, MP-reaktifi ile, trombin olusum egrisi sekillendirilmistir.

Bu yontemde, her bir hasta numunesi (PPP) ‘i¢sel-filtre etkileri’ne karsi uygun
sekilde kalibre edilerek, ortamdaki hali hazirda doniismiis substrat molekiilleri veya
plazma rengi kaynakl floresans sinyalleri bastirilir. Trombogram parametreleri ila¢ ya da
hastalik nedenli farkliliklar gosterir; preanalitik evrede belli koagiilasyon faktorlerini ve
inhibitorlerini etkileyen faktorlerin (yas, cinsiyet, BMI, genetik faktorler, gebelik, oral
kontraseptif kullanimi, vb.) iyi sorgulanmasi Onerilir. Ayrica, tiim verinin glivenilir bir

sekilde degerlendirildigi 6zel bir yazilima gereksinim vardir (40).

Trombin olusumunu arttiran tiim mekanizmalar tromboz riskini arttirirken; buna
karsilik trombin olusumunu azaltan tiim mekanizmalar da tromboz riskini azaltir, ancak bu
durumda kanama riski daha yliksek olabilir. Bu nedenle, TGT kanama veya trombotik
egilimi belirlemede 6nemli bilgi saglar. Daha kisa lag time, daha biiyiik ETP veya yiiksek
Peak degerleri hiperkoagiilobilite lehine yorumlanirken; uzamis lag time, azalmig ETP

veya diigiik Peak degerleri hipokoagiilobilite (prohemorajik durum) lehine yorumlanabilir.
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TGT yontemiyle calismalarda, TF veya diger bir tetikleyici ile (in vitro) koagiilasyonun
aktivasyonunu takiben plazma Orneginin trombin olusturma (liretme) yetenegi Olgiiliir.
Genel olarak pihtilasmaya dayali 6l¢iim yontemleri, baslangicta trombin olusumunun %
5’inin  gergeklestigi  ilk  baslangic sathasini  yansitir.  Siirecinin  biitlin  olarak
degerlendirildigi TGT ile, trombin olusumunun (koagiilasyonun) ilerleme ve sonlanma gibi
ileri sathalar1 (% 100°1) hesaba katilir (40,41).

Calismamizda, dort grubun yas ortalamalar1 arasinda istatistiksel olarak anlaml
farklar saptandi. Daha sonra yapilan post hoc karsilastirmalarda, yas ortalama degerlerinin
saglikli kontrol grubu ve diger hasta gruplarina gore, diyabetiklerde anlamli diisiik oldugu;
kuru AMD grubunda (Grup 3) ise, saglikli kontrol grubuna goére anlamli yiiksek oldugu
gbzlenmistir. Diyabetik retinopati, saglikli bireylere gore daha erken yaslarda diyabetin
vaskiiler komplikasyonun ortaya c¢iktigindan bu grubun hasta profili daha genglerden
olugmaktaydi. Sonradan yaptigimiz istatistiksel analiz sayesinde (Tablo 4); yasin MPs
parametreleri {izerine anlamli bir karistirici etkisinin olmadig1 saptanmustir. Insan
organizmasinda bulunan vaskiiler sistemin yaglanmasi, mikro-dolasimda yasa bagh
degisiklikler, venlerin yapisal biitiinliiglinii kaybetmesi ve endotel fonksiyonunda bozulma
ile iligkilendirilir. Bunlara ilaveten yasin artmasiyla birlikte prokoagiilan proteinlerde
(fibrinojen, FV, FVII, FVIII, FIX, vb.) artis olur, prokoagilan durum gelisir. CAT
kullanilarak yetiskinlerde yapilmis olan bazi calismalarda, yasin ilerlemesiyle birlikte
dordiincii, besinci dekat sonrast TGT parametrelerinde degisim oldugu gosterilmistir (41).
Her iki YBMD hasta grubunda (Grup 3, Grup 4) g6z klinigi olglimlerinden BCVA
degerleri ile yas arasinda ters yonde iliski gozlenmis olup, Grup 4’te bu iliski daha giiglii
bulunmustur. Ancak klinisyenlerin goriisii bu bulgunun klinik 6nemi olmadig: lehinedir,
clinkii her iki hasta grubu da (kuru, yas) YBMD olarak tanimlanir ve degerlendirilir.
YBMD hastalarinda g6z klinigi 6l¢limlerinden CMT ile yas arasinda iliski gozlenmemistir.

Saglikli kontrol grubunda gozledigimiz PLT sayimi ile MPs ETP ve RBC ile MPs
ic parametresi (lag time, ETP, startTail) arasinda gozlenen korelasyon, hasta gruplarinda
goriilmemistir. Tablo 1’de saglikli kontrol olgularinda ge¢irilmis katarakt operasyonu

gozlenmektedir.
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Antropometrik 6l¢lim olarak BMI agisindan gruplar arasinda istatistiksel anlamli
fark bulunmus, ikili karsilastirmalarda diyabetiklerin saglikli kontrol grubundan yiiksekligi
gbzlenmistir. Bizim toplumumuzda, yaslar1 5-18 arasinda degisen obez ¢ocuklarda yapilan
TGT calismasinda, obez ¢ocuklarda lag time ttPeak kisaldigi, Peak yiiksekliginin ve ETP
degerinin kontrol grubuna gore arttii gosterilmistir. Ilging olarak, TGT parametreleriyle
metabolik parametreler (insulin ve HOMA-IR dahil) ve metabolik sendrom gelismesi
arasinda hi¢ bir iliski bulunamamistir. Bu bulgular, obezlerde metabolik bozukluktan
bagimsiz olarak adipoz dokudan salinan yiiksek adipokin diizeylerinin prokoagiilan
durumu uyarabilecegini gostermistir (42). Bu ¢alismadan farkli olarak bizim ¢aligmamizda,
kontrol grubuna gore diyabetiklerde BMI anlamli yiiksek bulunmus olsa da, MPs ETP

degerleri kontrol grubuna gore diisiik bulunmustur.

Diyabetik olgularin bulundugu Grup 2’de (diger ii¢ gruba gore farkli diizeylerde)
BMI disinda, SKB istatistiksel olarak anlamli yiiksek; yas, RBC, hemoglobin, hematokrit
anlamli diisiik bulundu. Yine bu grupta, saglikli kontrol grubuna gére DKB istatistiksel
olarak anlaml yiliksek; Grup 3 ve 4’e goére albumin anlamli diisiik bulundu. Diyabetik
retinopatili olgularda elde ettigimiz bu bulgularla birlikte olgularin %80’inde HT ve %
30’unda IKH olusuyla, diyabetik hasta profili 6zelliklerini yansitmaktadir. Diyabetiklerde
eGFR degerleri, diger gruplara gore daha yiiksek goriinse de, ikili karsilastirmalarda
anlaml fark bulunmamistir; yine de goze ¢arpan bu yiikseklik, Grup 2 hasta profilinin
diger gruplardan daha gen¢ olusuyla iliskilendirilebilir. Bu hasta grubumuzda idrarda
mikroalbumin diizeylerini bilmedigimiz halde, eGFR degerleri diyabete bagli bobrek

fonksiyonlarinda bozukluk lehine bulunmada.

ETP, trombinin aktif oldugu donemde gosterdigi tim reaksiyonun performansini
yansitir ve kanama/tromboz riskini en iyi Ongdren parametre olarak kabul goriir (40).
Bizim ¢alismamizda ETP degeri, diyabetiklerde saglikli kontrol grubuna ve Grup 4’e gore
anlamli diisiik bulunmustur. Buna karsilik, lag time ve ttPeak degerlerinde uzamaya egilim
diger gruplara gore istatistiksel olarak anlamli olmasa da (Sekil 1 ve 2) dikkat cekici
bulunmustur. Diyabetiklerde yapilan bir g¢alismada, TGT lag time, ttPeak, statTail
parametrelerinde anlamli uzama bulunmustur (43), bizdeki MPs lag time ve ttPeak

degerlerindeki uzamaya egilim MPs varligindan ziyade, diyabetin hemostaz iizerine
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etkileri/degisikenlere bagli TGT yontemine yansimasi olarak degerlendirilebilir. Ancak,
hastalarin diyabet yasi1 TGT bulgularin1 6nemli derecede etkileyebilir. Yapilan bir
calismada, hastalarda diyabet kontroliiniin k6tii olusunun (A1C > % 6.5) TGT bulgularn
tizerine etkisi gosterilse de, diyabet yasinin koagiilasyon tizerindeki etkisi, diyabet
kontroliinden daha farkli ve daha giicli bulunmus olup, artmis trombin {iretimi,
hipofibrinolizis, protrombotik pihtili fenotip diye 6zetlenebilir (44). Bizim ¢alismamizda,
hastalarin diyabet yasina dair giivenli veriye ulagilamamustir; hasta ve hasta yakinlarinin bu
konuda beyani yetersiz kalmistir. Bu yiizden diyabet yasinin TGT parametrelerine etkisini
gosteremedik, ancak diyabetiklerde bu etkiye bagli MPs bulgularinda (MPs lag time,
ttPeak) degiskenligin yiliksek oldugu Sekil 6 ve 7°de gozlenmektedir. Bunlara ilaveten,
diyabetiklerde aterotrombotik riskin artmasina yol agan hiperreaktif platelet fenotipin
gelismesinde bigok mekanizma yeralmaktadir (45). Calismamizda, PPP 6rnegi ile analiz
yapildigi i¢in, platelet kaynakli karistirici etkinin nispeten en aza indirgenmis olabilecegini

diisiiniiyoruz.

Kuru tip YBMD olgularinda (Grup 3) MPs parametrelerinden ii¢ii (lag time, ttPeak,
startTail) ile DKB ve ALT degerleri arasinda korelasyon goriilmesi, insiilin direnci ve/veya
metabolik stres zemininde damar endotel/duvar yapisal biitiinliigiinde (olasi) bozulma
egilimi ve/veya karaciger (olas1) yaglanmasinda MPs varligimin (belki kismen hastaligin
patogenezinde) roliinii distindiirmiistir. Koagiilasyon faktorlerinin ¢ogu karacigerde
iretilir (41). Ancak, brakiyal arterde akimla uyarilmis vazodilatasyon (FMD) 6l¢timii ile
endotel disfonksiyon tespiti ve/veya batin ultrasonografi ile karaciger yaglanmasinin
radyolojik bulgularla desteklenmesi ileri galismalarla 6nerilir. Ug hasta grubunda, serum
albumin diizeyleri ile g6z klinigi 6l¢iimii BCVA degerleri arasinda korelasyon gozlenmis
olup, Grup 3’te bu iligki daha da gii¢liidiir. Bunun albuminin negatif akut faz reaktani olusu
ve/veya beslenme/sosyo-ekonomik derecesiyle baglantili olabilecegi diistiniilmistiir. Yine
Grup 3’te BCVA degerleri ile kreatinin, RBC, Hb, Hct, eGFR degerleri arasinda ve goz
kliniginde diger bir 6l¢iim olan CMT degerleri ile BMI, sigara tiiketimi, IKH, CRP, WBC,

PLT degerleri arasinda orta derecede iliski oldugu sdylenebilir.

Her iki YBMD grubunda da (Grup 3, Grup 4), MPs parametrelerinden startTail ile
CRP arasinda korelasyon goriilmiistiir (Tablo 3). Ancak, yas tip YBMD olgularinda (Grup
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4) MPs parametrelerinden ticii (ETP, Peak, statTail) ile CRP degerleri arasinda korelasyon
goriilmesi, inflamasyon zemininde MPs varliginin (biiyiik olasilikla hastaligin
patogenezinde) rol oynamis olabilecegini diisiindiirmiistiir. Yas tip YBMD hastaligin
gelisim siirecinde en biiyiik risk faktoriiniin yaslanma oldugu bilinmektedir, ancak
neovaskiiler YBMD’un patogenezi heniiz tam agiklanamamistir (30). Bu tezin ‘Genel
Bilgiler’ boliimiinde, hem PDR hem de YBMD histopatolojisinde agiklandigi iizere;
anjiogenezisin baglangicinda kapiller duvarin endotel hiicreleri arasinda bosluklar ve
endotel hiicrelerinde pencereler olugsmasiyla kapillerin plazma proteinlerine ve fibrinojene
gecirgen hale gelmesi, fibrin olusumu, VEGF salinimin da etkisiyle yeni damarlarin
olusumu s6z konusudur. Bu olusumlar sirasinda, VEGF reseptorlerin intraokiiler anti-

VEGEF tedavi ile inhibisyonu, vaskiiler biiylimede supresyona neden olmaktadir (12,32,46).

Kuru tip YBMD hastalarinda (Grup 4) goz klinigi 6l¢iimii BCVA degerleri ile IKH
arasinda goriilen iliskinin benzeri diyabetiklerde de bulunmustur. Yine Grup 4’te, géz
kliniginde diger bir 6l¢lim olan CMT ile MPs parametrelerinden ikisi (lag time, ttPeak)
arasinda pozitif yonde zayif derecede korelasyon mevcuttur. Kuru tip YBMD hastalarinda
g6z klinigi 6l¢lim parametreleri (BCVA, CMT) ile MPs parametreleri arasinda iligki
goriilmedigi halde, yas YBMD hastalarinda neovaskiilarizasyonla birlikte goz klinigi
Olctim parametreleri (BCVA, CMT) ile MPs parametreleri arasinda iliski goriilmesi, TGT
yontemiyle elde ettigimiz MPs hipotezimizi destekler niteliktedir. Ancak daha kapsamli
caligmalarla, MPs parametreleri icin kritik degerlerin saptanmasi sayesinde, klinikte

biyobelirte¢ olarak degerli olabilir.

Dort grup arasinda, notrofil degerleri agisindan istatistiksel olarak anlamli fark
(p=0,004), buna ilaveten WBC, NLR degerleri acisindan da sinirda anlamli fark (sirasiyla,
p=0,056, p=0,045) bulunmustur. Ancak, yas YBMD olgularinda bu parametrelerin degeri
nispeten daha diisiik goriinmiis olsa da, diger hasta gruplariyla ikili karsilastirmalarda

dikkate deger anlamli fark bulunmamistir (Tablo 2).

Yas YBMD olgularinda CRP, Notrofil, WBC, NLR kan degerlerinin daha diisiik
goriinmesi, son aylarda/yillarda intraokuler anti-VEGF tedavi uygulanmis olan hastalarda,

anti-inflamatuar ~ etkiye bagli  sistemik kan  bulgularniyla iliskilendirilecegini
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disiindiirmistiir. Grup 4’teki yas AMD olgularin, daha 6nce hi¢ intraokuler anti-VEGF
tedavi uygulanmamis hastalardan se¢ilmesi miimkiin olmadi; bu durumda biiyiik olasilikla
CRP, Notrofil, WBC, NLR kan diizeyleri daha yiiksek bulunabilirdi. Hastanemizde
polikliniklere bagvuran ve ¢alismaya katilanlar arasinda daha once tedavi almis olan yas tip
YBMD hastalarinda, (aflibercept veya ranibizumab) intraokiiler tedavinin uygulanma
sikligr mod olarak 5 bulunmustur (Tablo 1), PDR ve yas tip YBMD hastalarinda kan

ornegi alim tarihinden en az bir ay 6ncesinde tedavi uygulanmig olabilir.

Pihtilagma ve vaskiiler inflamasyona ek olarak, sayisiz ¢calisma MPs’in vaskiiler
proliferasyon ve anjiyogenezde rol oynadigin1i gostermektedir (3). Calismamizin
sonucunda, yas tip YBMD olgularinda, inflamasyon zemininde MPs fonksiyonel
diizeylerini Olgtiik ve TGT parametrelerinden tigii (ETP, Peak, statTail) ile serum CRP
degerleri arasinda korelasyon goriildi. Yine yas tip YBMD olgularinda géz klinigi 6l¢iim
parametreleri (BCVA, CMT) ile MPs parametreleri arasinda iligki bulundu. Daha 6nce hig
anti-VEGF tedavi uygulanmamig hastalarin caligmaya katildigi ve MPs hiicre kaynaginin
akan hiicre Olger (flow cytometer) ile belirlendigi daha kapsamli ¢alismalarla, yag tip
YBMD olgularinda neovaskiilarizasyonun izlenmesinde MPs fonksiyonel diizeylerini

gosteren TGT parametreleri igin kritik degerlerin belirlenmesi onerilir.
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7. EK-1

OLGU RAPOR FORMU

TARIH
CiNSIYET K O e O YAS

GECIRILMiS GOZ HASTALIGI/AMELIYAT:
KACINCI KEZ TEDAVi ALIYOR:

GOZ BULGULARI:
Gorme keskinligi klinik bulgular (Best Corrected Visual Accuracy: BCVA):
Foveal kalinlik (Central Macular Thickness: CMT):

BEL CEVRESI (cm) BOY (cm)
SISTOLIK TA (mmHg) DiYASTOLIK TA (mmHg)
ALISKANLIK (miktar, ne kadar suredir): ALKOL

OzGECMIS

HT

iKH

PERIF DAMAR HAST
KRONIK AC

SVO

oooono

iLACLAR

ACE

ARB

CA KANAL BLK
DIURETIK
NSAIi

ASA
ALLOPURINOL
STEROID (sist)

oooooooo

LABORATUVAR:

OLGU NO:

AGIRLIK (kg)

SIGARA (paket/yil)

GLUKOZ (mg/dL) KREATININ (mg/dL) eGFR (mL/dk/1,73 m2)

ALBUMIN (g/dL) GGT (U/L) ALT (U/L)

MPs:
KAN SAYIMI:
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CRP (mg/dL)



