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OZET

Diyabetik retinopati en yaygin diyabet komplikasyonlarindan biridir. Diinya
genelinde calisma yasindaki erigkinlerde, 6nde gelen korliik nedenleri arasindadir.
Diyabetin retinopati etkisini arttiran degisikliklerin patofizyolojisinde; oksidatif stres,
apoptozis ve kontrolsiiz vaskiiler proliferasyon yer almaktadir.

Bu calismanin amaci; streptozotosin ile deneysel olarak diyabet olusturulmus
ratlarin retina dokusunda VEGF, TRPM2, PCNA immiinreaktivitelerini, apoptozisi
ve oksidatif stres diizeylerini incelemek ve Kolekalsiferol’iin bu parametreler iizerine
etkisini aragtirmaktir.

Calismada 41 adet, 8-10 haftalik, Wistar Albino cinsi erkek ratlar rastgele
secilerek bes gruba ayrildi. Deney hayvanlar grup I, II ve III’te 7’ser tane; grup IV
ve V’te 10’ar tane olacak sekilde ayrildi. Kontrol grubuna (grup I) 10 haftalik deney
stiresince herhangi bir uygulama yapilmadi. Sitrat tampon grubundaki (grup I1)
ratlara deney baslangicinda tek doz 0,1 M sodyum sitrat intraperitoneal olarak
uygulandi. Kolekalsiferol grubundaki (grup III) ratlara deney siiresince her giin 200
IU/giin kolekalsiferol oral yolla uygulandi. Grup IV ve V’te bulunan ratlara deney
basglangicinda 60 mg/kg tek doz streptozotosin 0,1 M sodyum sitratta (pH:4,5)
¢ozdiirtilerek intraperitoneal uygulandi. 72 saat sonra kuyruk veninden alinan kanda,
glikoz diizeyi 250 mg/dI’nin lizerinde olanlar diyabetik kabul edildi. Diyabet grubuna
(grup IV) herhangi bir tedavi uygulanmadi. Diyabet+Kolekalsiferol grubundaki (grup
V) ratlara deneysel diyabet olusturulduktan sonra deney siiresince her giin oral
kolekalsiferol 200 IU/gilin uygulandi. On hafta sonunda anestezi altinda dekapitasyon
yapilip, gozler eniiklee edildi. Parafin bloklara gomiilii doku kesitlerinden VEGF,
PCNA ve TRPM2 i¢in immiinohistokimyasal boyama yontemi kullanildi ve TUNEL
yontemiyle apoptozise giden hiicreler belirlendi. Boyamalarda immiinreaktivitenin
yayginligi ve siddeti esas alinarak histoskorlama yapildi. Serumdaki TAS ve TOS
diizeyleri ELISA y&ntemiyle degerlendirildi.

Diyabet grubunda diger gruplara gére TOS, VEGF, PCNA, TRPM2 ve
apoptozis diizeylerinde istatistiksel olarak anlamli bir arti; TAS diizeyinde ise
azalma izlendi (p<0.05).



Diyabet grubu ile kiyaslandiginda, diyabettkolekalsiferol grubunda TAS
diizeylerinde istatistiksel olarak anlamli artma; TOS, VEGF, PCNA, TRPM2
diizeylerinde ve apoptotik hiicrelerde ise azalma gozlendi (p<0.05).

Bu c¢alisma sonucunda deneysel diyabetin retina dokusunda apoptotik
hiicreleri, VEGF, PCNA ve TRPM2 seviyelerini arttirdigi; tedavi olarak verilen
kolekalsiferoliin bu parametreleri azalttigi goriildii. Diyabetin retina dokusunu
etkilemesinin patofizyolojisinde VEGF’in yan1 sira TRPM2 ve PCNA’nin da 6nemli
rol oynayabilecegi kanaatine varildi. Calismamizda kolekalsiferoliin diyabetin retina
tizerine etkilerini azaltabilecegi kanaatine varilmistir.

Anahtar Kelimeler: Rat, Diyabetik retinopati, Kolekalsiferol, TRPM2, PCNA,
VEGF



ABSTRACT

INVESTIGATION OF EFFECT OF CHOLECALCIFEROL ON RETINAL
TISSUE IN EXPERIMENTAL DIABETIC RAT MODEL

Retinopathy is one of the most common complication of diabetes. It is among
the leading causes of blindness in worldwide at working aged adults. In the
pathophysiology of changes that increase the effect of diabetes on retinopathy;
oxidative stress, apoptosis, and uncontrolled vascular proliferation.

The aim of this study is investigate the effects of VEGF, TRPM2, PCNA
immunoreactivity, apoptosis and oxidative stress levels in retinal tissue at
streptozotocin induced diabetic rats, also effect of cholecalciferol on this parameters.
In the study, a total of 41, 8-10 weeks old male Wistar albino rats were randomly
selected and divided into 5 groups. Experimental animals in groups I, Il and 11l
consisted of 7 rats; group | (Control group received no administration during the 10-
week experiment), 1l (Citrate Buffer; single dose 0.1 M sodium citrate buffer i.p) and
Il (Vitamin D; 200 IU/day orally), with 10 animals in groups 1V and V; group IV
(Diabetes; i.p in single dose 60 mg/kg STZ 0.1 M sodium citrate buffer (pH:4.5) and
V (Diabetes+Vitamin D; in a single dose 60 mg/kg STZ 0.1 M sodium citrate buffer
(pH:4.5) and vitamin D 200 IU/day orally). After 72 hours, blood was obtained from
the tail vein of the rat and whose glucose level is over 250 mg/dl is considered
diabetic. After 10 weeks, after the decapitation, all eyes were enucleated. The VEGF,
TRPM2 and PCNA of the retinal tissues were examined by immunohistochemical
method by taking sections from the tissues embedded in paraffin blocks. The
TUNEL method was used to the tissue sections to identify apoptosis progressing
cells. Histocorrection was performed based on the prevalence and severity of
immunoreactivity in the stain. Total oxidant and antioxidant capacity was analyzed
in serum by ELISA method.

There was a statistically significant increase in TOS, VEGF, PCNA, TRPM2
and apoptosis levels in diabetes group compared to other groups; decrease in TAS
level was observed (p<0.05).

There was a statistically significant increase in TAS levels in the diabetes+
cholecalciferol group when compared with the diabetes group; TOS, VEGF, PCNA,
TRPM2 levels and apoptotic cells decreased (p<0.05).

Vi



As a result of this study, experimental diabetes increased apoptotic cells,
VEGF, PCNA and TRPM2 levels in retinal tissue; it has been observed that
cholecalciferol given as a treatment has reduced these parameters. It has been
concluded that TRPM2 and PCNA may play an important role in the
pathophysiological mechanism of diabetic retina effect as well as VEGF.
In our study, it was concluded that cholecalciferol could reduce the effects of

diabetes on the retina.

Keywords: Rat, Diabetic retinopathy, Cholecalciferol, TRPM2, PCNA, VEGF
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1. GIRIS
1.1. Retinanin Anatomik ve Histolojik Yapisi

1.1.1. Retinanin Topografik Anatomisi

Retina (ag tabaka), goziin sinir tabakasi olup, globun arka dortte tglik ig
yiizeyini Orten saydam bir tabakadir. Optik sinirle birlestigi yer en kalin bolgesidir.
Kalinlig1 optik disk yakininda 0,56 mm, fovea kenarinda 0,25 mm, ekvatorda 0,18
mm ve ora serratada 0,11 mm’dir. En ince oldugu lokalizasyon olan foveadaki
kalinlig1 0,1 mm’dir. Retinal yiizey alaninin 1206 mm? oldugu hesap edilmektedir.
Retinanin dis yiizeyi koroidin Bruch zariyla, i¢ yiizeyi vitreusla temas halindedir.

Retina, embriyolojik olarak noéroektodermden kdken alan iki tabakadan
olusur. Bunlardan distaki pigment epiteli Kati, i¢teki ise duyusal retinadir. Retinanin
sensoryel kismi optik sinirden siliyer cismin arkasina kadar uzanir. Nérosensoryel
retina, gorme yollarinin {i¢ Onemli hiicresi olan fotoreseptor hiicreler, bipolar
hiicreler ve gangliyon hiicrelerini igerir. Retina pigment epiteli (RPE) tabakast,
altindaki koroid tabakasma yapismus tek sira altigen sekilli hiicrelerden olusur. IKi
tabaka arasinda potansiyel bir bosluk olan subretinal aralik bulunur. Norosensoryel
tabaka onde siliyer cismin pigmentsiz epitel hiicrelerine, RPE tabakas1 ise siliyer
cismin pigmentli epitel hiicrelerine doniiserek sonlanir. Retinanin sinir tabakasinin
bittigi 6n kismina ora serrata denir. Retina, pigment epiteline optik disk ve ora
serratada siki yapisiklik gosterir.

Fovea (makiila lutea, sar1 nokta), arka kutbun merkezinde 1,5 mm g¢apindaki
alandir. Optik sinir bas1 merkezinin 4 mm temporalinde ve 0,8 mm asagisinda yer
alir. Foveada ikinci ve ii¢iincli noronlarin kenara dogru itilmesine bagli olarak 22
derecelik klivus adli bir gukurluk meydana gelir. Fovea, renkli ve keskin gérmeyi
saglayan bir hiicresel yapiya sahiptir. Fovea tizerinde kan damarlari, rod ve mavi
koni hiicreleri bulunmaz; kirmiz1 ve yesil koni konsantrasyonu ise en iist diizeydedir.
Bu bolgedeki koniler birbirine paralel, retina yiizeyine dik bir sekilde dizilmislerdir.
Foveada 151k dagilimmi azaltmak amaciyla i¢ niikleer kat, i¢ pleksiform Kkat,
gangliyon hiicreleri ve sinir lifi katlar1 bulunmaz. Sinir lifi tabakasinin en kalin

oldugu yer, foveanin nazalindeki papillomakiiler demettir.



Foveola, merkezi fovea ¢okiintlisiidiir ve kapiller damarlart igermez. 0,4
mm’lik fovea damarsiz bolgesi koryokapillaristen beslenir. Santral koni demetini
cevreleyen foveola, 350 um ¢ap ve 150 um kalinligindadir.

Foveal alani ¢evreleyen 0,5 mm genisligindeki halkaya parafovea denir.
Gangliyon hiicresi, i¢ niikleer ve dig pleksiform tabakalarinin en kalin oldugu
boliimdiir. Dis pleksiform kati Henle tabakasini bu bolgede olusturur. Henle
tabakas:, parafoveolar bolgeden foveanin kenarina kadar paralel seyreden
fotoreseptor liflerinin olusturdugu yapidir. Rodlar parafovea bolgesinde goriilmeye
baslar.

Parafoveayi ¢evreleyen, foveanin en dis kismindaki 1,5 mm’lik halkasal alan
perifovea bolgesidir. Gangliyon hiicre tabakasi tek siraya diistiigiinde sonlanir ve rod
hiicrelerinin yogunlugu bu bélgede artar. Bu bolgeden sonra 3 mm genisligindeki
orta ¢evresel alan baslar.

Iki temporal retina arteri arasinda bulunan, 5,5 mm capli alana makiila (arka
kutup, merkezi alan) denilmektedir. Retinanin sadece bu boliimiinde birden fazla
gangliyon hiicre tabakasi1 bulunur. Makiila sar1 rengini, dis niikleer kattan ice dogru
retina katlarinda bulunan ksantofil isimli karotenoid pigmentinden alir. Ksantofil
pigmenti foveadaki kromatik sapmay1 Onler, toksik olan mavi 15181 emer ve reaktif
oksijen tiirlerini baskilar.

Fovea cap1 (1,5 mm) + 2 x parafovea kalinlig1 (2x0,5 mm) + 2 x perifovea
kalinlig1 (2x1,5 mm) = makula ¢apini olusturur (5,5 mm).

Uzak ¢evresel alan, orta gevresel alandan temporalde 10 mm’ye, nazalde 16
mm’ye kadar uzanir, ardindan ora serrata baslar. Dis smirlayict zar 6ne dogru
ilerleyerek pigmentli ve pigmentsiz siliyer epiteli birbirinden ayirir. Vitreus tabaninin
oldugu 4 mm’lik bolgede i¢ sinirlayici zar kalinlagir. Ora serrata, foveadan sonra
retinanin en ince oldugu bolgedir. Limbustan uzakligi temporalde 7 mm, nazalde 6

mm’dir (1).

1.1.2. Retinanin Histolojik Katlar

Retina, 151k mikroskobunda laminer yapida izlenir, histolojik olarak distan ice

dogru on kattan olusur:



Pigment epiteli

Rod ve koniler

Dis limitan membran
Dis niikleer kat

Dis pleksiform kat

I¢ niikleer kat

I¢ pleksiform kat

Gangliyon hiicreleri kati
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Sinir lifi kat1

10. i¢ limitan membran (ILM)

Retina pigment epiteli; noroektodermal kokenli, altigen sekilli, koroidin
Bruch zarina yapisik tek sira kiiboidal hiicre tabakasidir. Optik disk kenarindan ora
serrataya uzanir ve siliyer cismin pigmentli epiteli ile devamlilik gosterir. Hiicre
membranlart bazal bdlgede zonula adherens, apikal bolgede zonula okludens tipi
baglantilar kurarlar. Hiicreler arasindaki baglantilarin siki olmasi, retina damarlariyla
birlikte, pigment epitelinin ikinci kan-retina bariyerini olusturmasini saglar. Siki
baglantilar, okludin ve klaudin gibi spesifik proteinlerden olusmakta ve bariyer
fonksiyonunun devamliligin1 saglamaktadir. Hiicrelerin apikal kismindaki villoz
cikintilar, fotoreseptor hiicrelerinin dis kisimlarini sarar ve aralarinda baglanti
bulunmaz. RPE hiicrelerinin apikal yiizeylerinde aktif Na-K pompasi ve bazal
membranlarinda bikarbonat-klorid pompasi bulunur ve negatif basincin korunmasini
saglarlar. RPE hiicrelerinde melanin graniilleri ve lipofuskin pigmenti bulunur.
Melanin serbest radikal stabilizatorii bir ajandir ve retinotoksik maddeleri de tutar.
Lipofuskin fotoreseptor dis segmentlerinin tamamlanmamis fagositoz artigi olarak
degerlendirilmektedir.

Retina pigment epitelinin islevleri; dagilan 15181n absorbsiyonu, subretinal
alandan sivi transportu, fotoreseptor hiicrelerinin dis segmentlerinin fagositozu, A
vitamini depolanmasi ve salinimi, interfotoreseptdr matriks sentezi ve hiicre igine
girip ¢ikacak olan materyallerin aktif gecisinin saglanmasidir. Ayrica toksik ve
oksidatif hasara kars1 koruyucu gorevi vardir ve kan-retina bariyerini olusturur (2).

Bruch membrani, 7 p kalimliginda koryokapillaris tabakasini retina pigment

epitelinden ayiran koryokapillarisin bazal membranidir ve kolajen yapidadir.



Fotoreseptor hiicreleri, gozin kirict ortamlart tarafindan yonlendirilen
goriintiiyli noral sinyallere doniistiirerek gérme olayini baslatan hiicrelerdir. Koniler
ve basiller (rodlar) olmak iizere iki tip fotoreseptor hiicresi vardir. Rodlarin sayisi
110-125 milyon, konilerin sayisi ise 6,3-7 milyondur. Optik diskte rod ve koni
yoktur, bu nedenle 1518a duyarsizdir.

Dig limitan membranda fotoreseptorlerin  Miiller hiicreleriyle yaptigi
baglantilar bulunur, gergek bir zar degildir. Optik diskin kenarinda fotoreseptor dis
segmentleriyle birlikte sonlanir.

Dus niikleer katta rod ve konilerin hiicre govdeleri bulunur. Cevresel retinal
alanlarda bu katin kalinlig1 ve ¢ekirdek sayis1 azalir.

Dus pleksiform tabaka rod ve koni hiicrelerinin uzantilari, bipolar hiicreler ve
horizontal hiicreler arasindaki sinapslardan olusmaktadir. Retinanin birinci ve ikinci
sira noronlarinin sinaps yaptigi bolgedir. Isik mikroskobunda sinaptik yogunluklar
olarak goriilen ve orta simirlayict zar da denilen yapi, retina tarafindan uzanan
damarlarin ug sinirini olusturur. Retinal dolasimin sinirinda kalan gevsek yapidaki bu
bolgede, kistik olusumlar, eksuda ve hemorajiler birikme egilimindedir.

I¢c niikleer Kkatta horizontal, bipolar, amakrin, interpleksiform hiicreler ve
Miiller hiicrelerinin ¢ekirdekleri yer alir. Foveada bu tabaka yoktur.

I¢ pleksiform tabakada bipolar ve gangliyon hiicreleri sinaps yapar. Retinanin
ikinci ve tliglincii sira noronlarinin sinaptik baglanti bolgesidir, retinal kan damarlarimi
igerir, foveolada bulunmaz.

Gangliyon hiicre kati, gevresel retinada tek kat, makiila bolgesinde sekiz kat
hiicre ¢ekirdegi bulundurur. Bu tabaka foveolada kaybolur (3).

Korpus genikulatum lateralede sonlanan gangliyon hiicre aksonlari, optik
diske uzanarak sinir lifi tabakasini (stratum optikum) olustururlar. Normalde bu lifler
lamina kribrozaya uzanincaya dek miyelin igermez ve aralarinda glia hiicresi
bulunmaz. Bu tabakada bulunan astrosit, mikroglia ve oligodendrositler retinanin
arter, ven ve kapillerleri ¢evresinde kiimelenmislerdir. Sinir lifi kat1 optik diskin {ist
temporal ve alt temporal kenarlarinda kalindir.

I¢ limitan membran, retinadaki tek gercek bazal membran yapisidir. Miiller
hiicrelerinin bazal zarindan olusmaktadir. Noral retina ile vitreus arasinda difiizyon

bariyeri olusturur. Fovea da dahil tim retinal yiizeyi Orter; onde siliyer epitel



lizerinde, arkada optik disk kenarinda sonlanir. I¢eriginde laminin, fibronektin, tip I

ve tip IV kolajen bulunmaktadir.

1.1.3. Retinanin Hiicresel Yapisi

Retinada yaklasik 1 milyon gangliyon hiicresi bulunur ve her gangliyon
hiicresi bagina 100 fotoreseptor hiicresi diiser. Foveada rodlar bulunmaz, koniler ise
en yiiksek konsantrasyondadir. Koni pigmentleri 1sik spektrumunun 419 nm (mavi),
531 nm (yesil), 558 nm (kirmizi) dalga boylarindaki fotonlar1 maksimum diizeyde
absorbe ederler. Her ii¢ koninin esit oranda uyarilmasi beyaz 1s1k olarak algilanir.

Koniler aydinlikta renk ayrimindan ve keskin gormeden, basiller karanlikta
gormeden ve siyah/beyaz goriintii algilamadan sorumludurlar. Rodlarin, fotosensitif
olan dis kismi rodopsin proteinini igerirken, koniler iyodopsin igerir. Fotoreseptor
hiicrelerinin dis segmentleri gérme pigmenti igeren diskleri tasiyan kisimdir,
mukopolisakkarid yapida bir ortiiyle kaplidir ve retina pigment epiteliyle temas
halindedir. Fotoreseptorlerin i¢ segmentleri, dis segmentlere metabolik destek
saglamaktadir. Dis segment ile ic segment arasindaki baglantiya silyum denir. I¢
segment hiicre i¢i organellerin yerlestigi bolgedir, elipsoid ve miyoid boliimlerden
olusmaktadir. Elipsoid bolim dis segmente yakindir ve mitokondri igerir, miyoid
bolim ise hiicre govdesinin yakininda ribozom, golgi kompleksi, vezikiil ve
vakuoller icermektedir. Protein sentezi miyoid boliimiinde gergeklesir. I¢ lif rodlarda
sferiil, konilerde pedikiil adli sinaptik genislemelerle sonlanir ve bipolar hiicrelerin
dendritleriyle sinaps yapmalarini saglar. Fotoreseptorler norotransmitter olarak
glutamat kullanirlar (4).

Bipolar hiicreler, dendritleri dig pleksiform tabakada koni ve basillerle;
aksonlar1 i¢ pleksiform tabakada gangliyon ve amakrin hiicreleriyle sinaps yapan
hiicrelerdir.

Gangliyon hiicreleri multipolar hiicrelerdir. Dendritleri bipolar hiicreler ve
amakrin hiicreleriyle sinaps yapar. Optik sinir, gangliyon hiicre uzantilarinin bir
araya gelmesiyle olusmustur. Lateral genikiilat cisimdeki sonlanig yerine gore P
(Parvoseliiler, X hiicreleri) ve M (Magnoseliiler, Y hiicreleri) gangliyon hiicreleri
mevcuttur. P tip hiicreler keskin ve renkli gormeden sorumlu iken, M tip hiicreler

kaba hareketlerin, hareket ve 1s1k siddetindeki degisimlerin, stereopsisin



algilanmasinda gorevlidirler. X hiicreleri, uyarildiklar: siirece impuls olustururlar. Y
hiicreleri ise gegici impuls yaratan gangliyon hiicreleridir. W hiicreleri, yavas ileti
yapar, hareketi fark etmeyi ve karanlikta goérmeyi saglayan sinyalleri tasirlar.
Fotoreseptor gangliyon hiicreleri ise suprakiazmatik c¢ekirdege uzanirlar; pupilla
boyutunun ayarlanmasi, melatonin salgilanmasi ve giinliik ritmlerin ayarlanmasinda
rol alirlar (5).

Horizontal hiicreler, basil ve konilerin terminal genislemelerinin yakininda
yer alan multipolar hiicrelerdir. Horizontal hiicrelerin gérme stimulusunun
integrasyonunda rol oynadiklari diisiiniilmektedir. Amakrin hiicreler, gangliyon ve
bipolar hiicreleriyle sinaps yapar ve uyariy1 engelleyici yonde diizenleme yaparlar.
Bu olaya lateral inhibisyon denir.

Noral retinanin destekleyici glia hiicreleri iki gruba ayrilir. Makroglia
grubunda olan Miiller hiicreleri ve astrositler noral krestten koken alirlar. Mikroglia
hiicreleri ise damar endoteli ve perisitler gibi mezoderm kokenlidir. Duyusal (noral)
retinadaki bosluklar1 Miiller hiicreleri doldurur, retina néronlar1 ve damar duvarlari
ile yakin iligki i¢indedirler. Retinay1 bastan basa kat ederek destek gorevi goriirler ve
beslenmeye yardimei olurlar. Miiller glia hiicreleri embriyogenezde, i¢ sinirlayici
membran ve fotoreseptor farklilasmasina onciiliik eder. Astrositler retinanin sadece
i¢ katlarinda bulunurlar. Mikroglia hiicreleri, sinir lifi katindan dis pleksiform kata

kadar uzanirlar ve premakiiler bolgedeki Henle katinda bulunan tek glia hiicreleridir.

1.1.4. Retinanin Kanlanmasi

Retina, viicuttaki birim doku agirlig1 basina en fazla oksijen tiikketen dokudur
ve iki kaynaktan kan destegi alir. Arka siliyer arterler, optik sinir ¢evresindeki
sklerada anastomoz yaparlar. Dis pleksiform tabakaya kadar olan katlar; rodlar,
koniler ve dis niikleer tabaka koroid kapillerlerinden doku sivisi araciligiyla beslenir.
Dis pleksiform ve dis niikleer tabakalarda damar yapisi izlenmez. Retinanin {igte
ikilik i¢ kisminin ise santral retinal arter ve ven ile dolasimi saglanir. Santral retinal
arter, oftalmik arterin ilk dalidir. Santral retinal arter disk icinde ya da lizerinde

stiperior ve inferior dallarina ayrilir (6).



Retina arterleri ug arterler olup normal sartlarda arteriyovenéz anastomoza
rastlanmaz. Bu nedenle damar tikanikliklari ciddi problemlerle seyreder. Retinal
damarlar birbirine kapillerlerle baglanir.

Arter dallar sinir lifi katinda i¢ sinirlayici zara yakin seyir gosterir. Sadece
prekapiller arteriyoller i¢ pleksiform kata kadar uzanir. Arteriyoller arasinda da
anastomoz yoktur ve yaygin bir kapiller ag olustururlar. Kapillerlerin duvarlari
deliksiz endotel hiicrelerinden olusur. Endotel bazal membraninin altinda perisitler
bulunur.  Perisit  hiicreleri, kontraktil — Ozellikleriyle retinal  dolasimin
otoregiilasyonunda gorev alirlar. Saglikli damarlarda her bir endotelyal hiicreye bir
adet perisit karsilik gelir.

Kapiller ag, afferent arteriyol ve efferent veniil arasinda meydana gelir. Derin
kapillerler i¢ niikleer tabakada, yiizeyel kapillerler ise sinir lifleri ve gangliyon hiicre
tabakalar1 arasinda yer alirlar. Kapiller aglarin en yogun oldugu bolge makiiladir,
ancak foveada damar izlenmez. 250-350 um genisligindeki bu alan foveal avaskiiler
zon olarak tanimlanar.

Santral retinal ven, santral retinal artere eslik eder. Optik sinirde ven arterin
lateralinde seyreder ve kavernoz siniise veya siiperior oftalmik vene drene olur.

Retinada lenf damar1 bulunmaz (7).

1.1.5. Kan- Retina Bariyeri

1. Dis Kan-Retina Bariyeri: Retina pigment epiteli hiicreleri arasindaki siki
baglantilardan olusur.

2. I¢ Kan-Retina Bariyeri: Retinal kapiller endotel hiicreleri arasindaki siki
baglantilardan olusur.

Hiicreler arasi baglantilar adezyon molekiillerini de igermektedir. Adezyon

molekiilleri hiicreleri baglamanin yani sira proteinler ve sinyal molekiillerinin

aktarimini, kontakt inhibisyonla hiicre biiylimesini ve apoptozisin diizenlenmesini de

saglarlar (8).

1.2. Diabetes Mellitus

Diabetes Mellitus (DM), diinya genelinde milyonlarca insanin hayatin
etkileyen epidemik bir saglik sorunudur. Yapilan calismalarda 2011 yilinda 366
milyonun tizerinde kisinin diyabet hastasi oldugu bildirilmistir (9). Diyabet



hastaligimin goriilme sikligr artmakta ve 2050 yilinda her ¢ kisiden birinde
goriilmesi beklenmektedir. Bu nedenle fiziksel, psikososyal ve finansal bir sorun
haline gelmistir.

Diabetes Mellitus endojen insiilinin yoklugu, eksikligi veya dokulardaki
etkisinin azalmasi sonucu ortaya ¢ikan kronik hiperglisemiyle seyreden progresif bir
multisistem hastaligidir. Karbonhidrat, protein ve yag metabolizmasinda bozulmayla
seyreder. Diyabet hastalarinin %85-90’m1 insuline bagimli olmayan tip 2 grubu
olusturur. %10-15’1 insuline bagiml tip 1 grubundadir. Tip 1 diyabet genellikle 40
yas altinda tani alir, ancak yasli hastalar da zamanla insiiline bagimli hale gelebilir.

Hastaligin seyri sirasinda mikrovaskiiler, makrovaskiiler ve ndoropatik
komplikasyonlar gelisebilmektedir. Baslica komplikasyonlari damar endotelini direkt
olarak etkilemesi ile bobrek, géz ve kalp iizerinedir. Diyabet komplikasyonlar
hastalarin ~ morbiditesinden ve erken oOliimlerinden  sorumludur.  Akut
komplikasyonlar1 diyabetik ketoasidoz, nonketotik hiperosmolar koma, hipoglisemik
koma ve laktik asidozdur. Kronik komplikasyonlari ise mikrovaskiiler ve
makrovaskiiler olarak incelenebilir. Diyabetik retinopati, nefropati, periferik simetrik
polindropati, otonom ndropatiler, mononoropatiler gibi noropatiler mikrovaskiiler
komplikasyonlar iken, koroner arter hastaligi, serebrovaskiiler hastalik, periferik arter
hastaligi, diyabetik ayak ve enfeksiyonlar makrovaskiiler komplikasyonlar olarak
siralanabilir.

Diyabetin neden olabildigi okiiler komplikasyonlar; azalmis gézyasi tiretimi,
ticlincti, dordiincii, altinct kraniyal sinir paralizileri, korneada iyilesmeyen punktat
epitelyopati, rubeosis iridis, neovaskiiler glokom, katarakt olusumu, proliferatif

retinopati, optik noropati ve refraksiyon degisiklikleridir.

1.3. Diyabetik Retinopati

Diyabetik retinopati (DR) retinada kapillerlerin, veniillerin ve arteriyollerin
etkilendigi mikroanjiyopati ve buna eslik eden bir noropati tablosudur. DR, en
yaygin goriilen diyabet komplikasyonlarindan biridir ve diinya genelinde ¢aligma

yasindaki erigkinlerde 6nde gelen korliik nedenleri arasindadir (10).



1.3.1. Epidemiyoloji

Diinya niifusunun yaklasik %2’si diyabetiktir, bunlarin %25’inde herhangi bir
diizeyde DR izlenmekte ve bunun da %5’ini proliferatif DR (PDR) olusturmaktadir.
DR’nin prevelans: hastanin yasi ve hastalik siiresi ile iligkilidir. DR, 5 yil siiresince
diyabeti olanlarin %27’sinde, 10 yildan uzun siire diyabeti olanlarin %71-90’1nda
izlenmektedir. Hastaligin baslangicindan 20 yil sonra tip 1 diyabetli hastalarin
tamaminda, tip 2 diyabetli hastalarin ise %60’mndan fazlasinda DR bulgularina
rastlanmaktadir. Bu nedenle tip 1 diyabette tan1 konulduktan ortalama 4 yil sonra, tip
2 diyabette ise hemen retinopatinin kontrol edilmesi gerekli goriilmektedir (11).

Tip 1 diyabetli hastalarda tip 2’ye gore siddetli retinopati gelisme riski daha
yiiksektir, ancak diyabet hastalarinin yaklagik %95’ini tip 2 hastalar
olusturdugundan, siddetli retinopati gelisen olgularin biiyiik kismi1 bu gruptadir.
PDR’nin prevelansi 15 yillik tip 1 diyabetiklerde %50°dir, tip 2’de ise daha diistiktiir.
Diyabetik makiiler 6dem ise iki grupta da benzer oranlarda goriiliir.

Wisconsin Diyabetik Retinopati Epidemiyolojik Arastirmasi’nda, diyabetik
hastalar 30 yas alt1 ve {stii olmak iizere iki gruba ayrilmigtir. Otuz yas altindaki
diyabetiklerde; hastalik siiresi 5 yildan az olanlarda %17, 15 yildan fazla olanlarda
%098 retinopati saptanmustir (12). Otuz yas istiinde diyabet tanis1 alanlarda; instiline
bagimli olmayan grupta, hastalik siiresi 5 yildan az olanlarda %17-29, 15 yildan fazla
olanlarda %50-63 retinopati saptanmistir. Insiiline bagimli olan grupta ise 5 yil
altinda retinopati oran1 %40 iken, 15 y1l iistiinde %85 olarak bildirilmistir (13).

Diyabetik Retinopati Epidemiyolojisi Arastirma Grubu tarafindan yapilan bir
calismada, Tirkiye’de diyabetik hastalarda DR prevalanst %30,5 olarak
bildirilmistir. Otuz yas tistii diyabet tanisi olan tip 1 ve tip 2 diyabet hastalarinda DR
saptanma oranlari sirasiyla; 0-4 yil tan1 siireli grupta %18,7 ve %9,7 iken, 15 yildan
uzun tani siiresi olanlarda %77,6 ve %57,1 olarak saptanmustir (14).

Diyabetik hastalarda 10 yas altinda retinopati genellikle izlenmez, ancak
puberte ¢caginda biliylime hormonlarinin etkisiyle retinopati gelisimi hizlanir. Tip 1
diyabette baslangi¢ yast ilerledik¢e retinopati gelisim hizi da azalmaktadir. Yetmis

yas Ustii diyabetiklerde ise retinopati gelisimi nadiren goriiliir.



1.3.2. Risk Faktorleri

Tim popiilasyonlarda DR ile giiclii ve tutarli bir sekilde iliskilendirilen
baslica risk faktorleri; uzun diyabet siiresi, kotii glisemik kontrol ve hipertansiyondur
(15).

Diyabetin siiresi, retinopati gelisimi i¢in en Onemli risk faktoriidiir.
Kontrolsiiz diyabet, hipertansiyon, puberte, gebelik, nefropati, hiperlipidemi, obezite,
sigara bagimliligi, anemi ve gecirilmis katarakt cerrahisi de DR progresyonunu
hizlandiran diger faktorlerdir.

Glokomlu ve miyopik gozlerde DR gelisiminin daha az oldugu gosterilmistir
(16). Retinitis Pigmentosa tanili diyabet hastalarinda, PDR gelisme riskinin azaldigi
belirtilmistir. Bunun azalan rod hiicre sayis1 nedeniyle enerji gerektiren metabolik
reaksiyonlarin azalmasiyla ve oksidatif strese bagli olarak iiretilen reaktif oksijen

radikallerinin birikiminde azalmayla iliskili oldugu diistintilmiistiir (17).

1.3.3. Patogenez ve Klinik Bulgular

Diyabetik  retinopati;  mikroanjiyopati, enflamasyon ve noéroglial
dejenerasyonla seyretmektedir. Vaskiiler patolojiler temel olarak uzamis
hiperglisemiyle iligkilendirilmistir.

Kapiller hasarin gelisiminde; perisit ve diiz kas hiicrelerinin kaybi, bazal
membranda kalinlasma, endotel hiicre proliferasyonunun artist rol oynamaktadir.
Ayrica vaskiiler hiicrelerin yapisinin bozulmasi, hiperviskozite gelisimi ve trombosit
adezyonunu arttiran faktorler kapiller disfonksiyon gelisiminden sorumludur.
Kapiller yapinin bozulmasi sonucu vaskiiler yatakta sizinti ve tikanmikliklar gelisir.
Endotelyal hiicre ve baglantilarinin hasari, i¢ kan-retina bariyerinin de bozulmasina
neden olur. Erken safhadaki diyabetik makiiler 6demde, i¢ kan-retina bariyerindeki
bozulma, dis kan-retina bariyerindeki bozulmadan daha baskin sekilde ortaya ¢ikar.
Dis kan-retina bariyeri genellikle kronik donemde hasar gérmektedir.

Kapiller gegirgenlik artisinin neden oldugu klinik bulgular; hemoraji, sert
eksuda (serum lipoproteinleri) ve retina 6demidir. Perisit kaybi, retinopatinin en
erken bulgusu olan mikroanevrizmalarin gelisimine neden olur (18). Hemodinamik
otoregiilasyondaki bozulma sonucu vendz dilatasyon ve bogumlanmalar meydana

gelir.
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Kapiller tikanikliklar, retinal perfiizyonun bozulmasiyla hipoksi gelisimine
neden olur. Retinal iskemi, anjiyogenik faktorler araciligiyla neovaskiilarizasyonu
stimiile etmektedir. DR’de goriilen neovaskiiler proliferasyondan sorumlu olan
primer mediatoriin  Vaskiiler endotelyal biiyiime faktori (VEGF) oldugu
distiniilmektedir. Retinal hipoksi klinik olarak; neovaskiilarizasyon, arteriyovenoz
santlar (intraretinal mikrovaskiiler anomaliler-IRMA) ve yumusak eksudalar (sinir
liflerinin infarkt1) ile kendini gosterir. Neovaskiilarizasyon, i¢ retina Katlarinin
iskemisine sekonder olarak, ven6z endotelin proliferasyonuyla baglamakta ve optik
disk/retina  yiizeyi ile ILM arasinda  gelismektedir. ileri evrelerde
preretinal/intravitreal kanama, fibrozis, traksiyonel retina dekolmani gibi
komplikasyonlara neden olmaktadir. Tiim bu patolojik bulgularin yayginlhigi ve
siddeti DR’nin evresini belirlemektedir.

Hiicresel hasarin gelisiminde; hiicre i¢i sorbitol birikimi, ileri glikolizasyon
tirlinlerinin birikimi, protein kinaz C (PKC) izoformlariin aktivasyonu, nitrik oksit
seviyesinin artmasi, enflamasyon ve oksidatif stres gelisimiyle serbest oksijen
radikallerinin agiga ¢ikmasi etkili bulunmus metabolik yollardir.

Hipergliseminin hiicre iginde poliol (aldoz rediiktaz) yolunu aktive ettigi,
olusan sorbitoliin hiicre i¢i elektrolit imbalanst ve Na-K ATPaz pompasinda
bozukluga yol agarak osmotik vaskiiler hasara neden oldugu diistintilmektedir.

Uzamis hiperglisemi hiicre fonksiyonlarim1 diizenleyen genlerin de yapisini
bozmaktadir. Hiperglisemiye maruz kalan vaskiiler dokularda, hiicre i¢i glikoliz
artar, bu da diagilgliserol (DAG) sentezini arttirir. DAG, PKC’nin aktivatoridiir.
PKC, gen transkripsiyonu seviyesinde biiyiime faktorleri ve vaskiiler permeabiliteyle
iliskili faktorleri regiile etmektedir. DAG ve PKC; endotelyal hiicre aktivasyonuna,
vaskiiler gecirgenlik artisina, 16kosit adezyonuna, diiz kas hiicrelerinin
kontraksiyonuna, tiimor biiyiime faktorii-p (TGF-B), VEGF ve endotelin sentezine,
hiicre dis1 matriks protein sentezinde artisa neden olan hiicre i¢i molekiillerdir.
Ayrica histamin ve biiyiime faktorleri sinyalizasyonunu da bozarlar.

Yakin zamanda yapilan g¢alismalarda PDR ve plazma eritropoetin (EPO)
yiiksekliginin birlikteligi de iligkili bulunmustur. EPO, VEGF’ten bagimsiz bir
anjiyogenetik faktor olarak bildirilmistir (19).
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Glikozun proteinlerin amino gruplarina enzimatik olmayan yolla kimyasal
olarak baglanmasiyla ileri glikolizasyon iiriinlerinin (AGE-Advanced Glycosylation
Endproducts) olusumu, proteinlerin yap:t ve fonksiyonunu bozar. Par¢alanmaya
direngli bu iirlinler, transmembran reseptorlere baglanip hiicre sinyalizasyonunu ve
fonksiyonlarmi degistirir. Olusan reseptor komplekslerinin oksidatif stres, PKC
aktivasyonu ve enflamatuar sitokinlerin artistyla iliskili oldugu diisiiniilmektedir. Ug
aylik diyabetik kontroliin gostergesi olan Hemoglobin-Alc, bu mekanizmayla
olusmaktadir.

Kallikrein-kinin sisteminin de DR patogenezinde etkili oldugu bilinmektedir.
DR’de karbonik anhidrazin artarak intraokiiler pH’1 yiikselttigi, kallikrein-kinin
sistemini aktive ettigi ve bradikinin reseptor aktivasyonuna neden olarak kan-retina
bariyerinde bozulmaya neden oldugu diistiniilmektedir (20).

Diyabetik komplikasyonlardan sorumlu tutulan mekanizmalardan biri
oksidatif strestir. Serbest radikaller hiicrede lipid peroksidasyonuna, DNA hasarina,
proteinlerin yanlis katlanmasina ve mitokondriyal hasara neden olmaktadir (21).
Serbest radikallerin artig;, aminoasit baglarmi degistirerek okside proteinlerin
gelisimine neden olur. Ayrica plazma ve hiicre membrani lipoproteinleri, kolajen,
laminin gibi proteinler oksidasyona ugrar. Bunun sonucunda kan hiicrelerinin
agliitinasyon ve agregasyonlarinda artis ve mikrotrombozlar meydana gelir. Reaktif
oksijen tiirevlerindeki artisin, aldoz rediiktaz ve PKC’yi aktive edebildigi ve AGE
tiretimiyle DAG diizeyini arttirabildigi belirtilmistir (22). Serbest radikal
miktarindaki artig, antioksidanlarin kan ve doku diizeyinde azalmasina da neden
olmaktadir.

Diyabetik retinopatide erken evrelerden itibaren apoptozis artisi, glial hiicre
reaktivitesi, mikroglial aktivasyon ve glutamat metabolizmasinda degisiklikler
sonucu ndroglial dejenerasyon gelisimi de izlenmektedir (23). Iskemi nedeniyle
biriken fazla miktardaki glutamat, norotoksiktir ve ndronal hiicre dliimiine neden
olur. Diyabetik retinalarda apoptozis ile iligkili olan bax proteini diizeyinde artis
saptanmistir (24). Gangliyon hiicre ve i¢ pleksiform tabakalarinda hiicre kaybi
sonucu retina incelmektedir. Diyabetik farelerde tipik vaskiiler lezyonlardan uzun

zaman Once artmis noral hasarin mevcudiyeti gosterilmistir (25). Norodejeneratif bu
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degisimlerin; klinige elektroretinografi degisiklikleri, retinada incelme, renkli gorme
ve kontrast duyarlilikta bozulma seklinde yansidigi diistiniilmektedir.

Diyabetik retinada enflamatuar molekiiller ve akut faz reaktanlarinin
ekspresyonunda artig, lokosit adezyonunda artis, makrofaj infiltrasyonu, mikroglial
hiicre ve kompleman aktivasyonu izlenmekte, bu bulgular siirecin enflamatuar

boyutunu gostermektedir (26).

1.3.4. Siiflandirma ve Komplikasyonlar

Diyabetik retinopatide, takip ve wuygun tedavi yoOnteminin sekli ve
zamanlamasi, Diabetic Rethinopathy Study (DRS), Early Treatment Diabetic
Rethinopathy Study (ETDRS), Diabetic Rethinopathy Vitrectomy Study (DRVS)
calismalariyla siniflandirilmstir (27).

Diyabetik retinopati iki ana grupta siiflandirilir:

I.  Nonproliferatif diyabetik retinopati (NPDR)
Il.  Proliferatif diyabetik retinopati (PDR)

1.3.4.1. Nonproliferatif Diyabetik Retinopati (NPDP)

Ik bulgusu mikroanevrizmalardir. Yuvarlak/mum alevi seklinde retinal
hemoraji, sert eksuda bulgulari eslik eder. Klinik olarak dort alt gruba ayrilir.

1.Hafif NPDR:

Retinal hemorajiler ve mikroanevrizmalarin izlendigi retinopatinin baslangi¢
donemidir. %15’inde 5 y1l igerisinde PDR gelisme riski vardir.

2.0rta NPDR:

Mikroanevrizmalar ve retinal hemorajiler daha genis bir retinal alani kaplar,
venoz boncuklanmalar, IRMA ve yumusak eksudalar eslik eder. IRMA ve vendz
boncuklanma bir kadrandan daha fazla alan kaplamaz. %33’iinde 5 yil icerisinde
PDR gelisme riski vardir.

Hafif ve orta dereceli NPDR’li hastalar “background retinopati” olarak da
isimlendirilir ve 6-12 ay araliklarla takip edilebilirler. Diyabetik makiila 6demi
(DMO) varhiginda takip sikligr arttirilir. Klinik olarak anlamli makiila 6demi varsa

fokal laser tedavisi Onerilir.
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3.Agir NPDR:

»  Dort kadranda retinal hemoraji
»  En aziki kadranda venoz boncuklanma
»  Enaz bir kadranda IRMA
bulgularindan bir veya birden fazlasinin birlikteligiyle karakterizedir. Retinada
iskemik alanlar mevcuttur. %60’mnda 5 yil igerisinde PDR gelisme riski vardir. 4
ayda bir takip edilir. KAMO mevcutsa laser fotokoagiilasyon yapilabilir.

4.Cok Agir NPDR:

Bulgular oldukca yaygindir ancak heniiz neovaskiilarizasyon gelismemistir.
2-3 ayda bir takip edilir. %75’inde 1 y1l icerisinde PDR gelisme riski vardir.

Agir ve ¢ok agir NPDR “preproliferatif retinopati” olarak da adlandirilir ve

artmig iskemi izlenmektedir.

1.3.4.2. Proliferatif Diyabetik Retinopati (PDR)

Retina yiizeyinde ve/veya optik disk {lizerinde yeni damar olusumu ve fibroz
doku proliferasyonunun varligt PDR tanisinda belirleyicidir. Neovaskiiler doku
vendz endotelin proliferasyonuyla baslayip, i¢ sinirlayict membranin altinda ilerler
ve vitreus bosluguna acilma egilimindedir.

PDR klinik olarak iki asamada gozlenir:

1.Erken PDR:

Retinal yiizeyde neovaskiiler doku ve preretinal hemorajiler mevcuttur.

2.Yiiksek Riskli PDR:

Neovaskiiler doku vitreusa dogru yonelmis ve fibréz doku belirginlesmistir.
Fibréz doku kontraksiyonu sonucu agir preretinal ve intravitreal hemorajiler
gelismektedir. Traksiyonel retina dekolmani eslik edebilir. Rubeosis iridis; iris
ylizeyi ve 6n kamara agisinda yeni damar olusumlariyla seyredebilir. En yakin

zamanda tedavi baglanmasi gereklidir, panretinal laser fotokoagiilasyon yapilir.

1.3.4.3. Diyabetik Makiilopati

Diyabetik retinopatinin her doneminde gelisebilir. Nonproliferatif evrede
gorme kayiplarinin %80’inden sorumludur. Makiila odemi ve iskemik makiilopati
seklinde izlenebilir ve bu bulgularin ayrimi fundus floresein anjiyografi (FFA)

tetkikiyle yapilir.
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Diyabetik makiila 6deminin prevalanst %10°dur; diyabetin siiresiyle,
siddetiyle ve yasla orantili olarak artis gosterir. DMO; fokal, diffiiz veya mikst tip
0dem seklinde goriilebilir.

Makiila merkezinden bir disk ¢api uzakliktaki (1500 p) retinal alanlarda,
retina kalinlasmasi veya sert eksuda varligi fokal diyabetik makiila ddemi olarak
tanimlanir. ETDRS tarafindan klinik uygulamada fokal bir &demin siddet ve
seviyesini belirlemek ve tedavi kriterlerini saptamak i¢in klinik olarak anlamli
makiila 6demi (KAMO) tanim1 belirlenmis ve retinal kalinlasma esas alinmistir. Buna
gore fokal bir makiila ddeminin KAMO kabul edilebilmesi i¢in;

1. Makiila merkezinde veya merkezin 500 u ¢evresinde retina kalinlagmasi,

2. Makiila merkezinde veya merkezin 500 p ¢evresinde, bitisigindeki

retinanin kalinlagmasiyla birlikte olan sert eksudalarin varhigi,

3. Herhangi bir boliimii makiila merkezinden bir disk ¢ap1 uzakliktaki (1500

w) bir alanda yerlesmis, bir disk ¢ap1 veya daha biiyiik retinal kalinlasma

bolgesinin varligi gereklidir (28).

Makiila merkezini de i¢ine alan iki ya da daha fazla disk ¢ap1 biiytikliiglindeki
retina kalinlasmalar1 diffiiz diyabetik makiila odemi olarak isimlendirilir. Fokal
O6demden farkli olarak diffiiz tipte kan-retina bariyeri biiyiik molekiillerin gecisine
engel oldugu igin sert eksuda plaklart nadiren goriiliir. Diffliz tipte makulada kistoid
degisiklikler izlenir, FFA’da ¢icek paterni izlenebilir, ayrica erken fazda retinal
kapiller yatagin goriintirligii artmistir. Optik kohorens tomografi’de (OCT) retinal
kalinlagma diizeyi ve kistoid degisiklikler ayrintili olarak degerlendirilebilir (29).

1.3.5. Diyabetik Retinopati Tedavisi

Giliniimiizde DR’nin gelisimi ve progresyonu tam anlamiyla ortadan
kaldirilamamakla birlikte, mevcut tedavi yontemleriyle hastalarda ortaya ¢ikabilecek
gorme kayiplarinin engellenmesi veya en aza indirgenmesi amaglanmaktadir. DR ve
DMO’de erken teshis ve tedaviyle gérme keskinliginde artis veya stabilizasyon
saglanabilir. Tedavi, diyabetin ve varsa hipertansiyonun regiilasyonuyla baslar.
HbAlc'nin % 6,5, aglik kan glikoz diizeyinin 110 mg/dl, kan basmci diizeyinin
130/85 mmHg degerlerinin altinda olmasi 6nerilmektedir. Kan lipid profilinin de

takibi onerilir. ETDRS ¢alismasinda total kolesterol seviyesi 240 mg/dl {izerinde olan
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hastalarda sert eksuda goriilme olasiligi, 200 mg/dl 'nin altinda total kolesterol diizeyi
olan hastalara gore 2 kat daha fazla saptanmistir (28).

Laser fotokoagiilasyon tedavisi, santral tutulumu olmayan 6dem veya gérme
azalmasi yapmayan erken ddem tedavisinde standarttir. KAMO varliginda fokal
O6dem i¢in uygulanan laser tedavisi, makiiladaki 6demi azaltmay1 ve sert eksudalarin
rezorbsiyonunu hizlandirmay1 amaglar. Panretinal fotokoagiilasyonda amag,
neovaskiilarizasyon ve fibroz doku gelisiminin engellenmesi, durdurulmasi ve
gerilemesinin saglanmasidir. Panretinal laser fotokoagiilasyonun PDR’de 5 yil i¢inde
agir gorme kaybi gelisme olasiligini1 %50 azalttig1 gosterilmistir (30).

Laser fotokoagiilasyon sonrasi; gormede gegici bulaniklik, bas agrisi, korneal
abrazyon ve yaniklar, iris yaniklari, lens opasiteleri, 6n kamarada siglasma, goz ici
basinci artisi, fovea ve optik sinir hasari, iskemik papillopati, makiiler 6dem, Bruch
memraninda rlptiir, koroidal kanama ve neovaskiilarizasyon, subretinal
neovaskiilarizasyon, gérme alaninda skotomlar, epiretinal membran olusumu, vitreus
hemorajisi, retinal yanik alanlarinda  genisleme gibi komplikasyonlar
gelisebilmektedir.

Diffiiz 6demin tedavisinde laserin etkisi sinirhidir ve farmakoterapi tstiinliik
kazanmustir. Intravitreal olarak kortikosteroidler ve Vaskiiler endotelyal biiyiime
faktorii  blokorleri (anti-VEGF ajanlar) uygulanmaktadir (29). Bu tedavilerle
enflamatuar mediatorlerin ve vaskiiler permeabilite artigina neden olan faktdrlerin
saliniminin engellenmesi hedeflenmektedir.

Triamsinolon asetonid, fluosinolon asetonid, deksametazon, intravitreal
olarak uygulanan steroid yapisindaki ajanlardir. Enflamasyonu baskilamakla birlikte
VEGF diizeyini azaltirlar. Kortikosteroidlerin glokom, arka subkapsiiler katarakt,
pitozis, midriyazis, skleral incelme, gboz kapag cildinde atrofi, bagisiklik
mekanizmalarinin baskilanmasi sonucu enfeksiyonlara yatkinlik gibi yan etkileri
vardir. Ayrica intravitreal uygulamaya bagli endoftalmi ve retina dekolmani riski
mevcuttur (31).

Ranibizumab ve aflibercept DMO tedavisinde onayli anti-VEGF ajanlardir.
Aflibercept, VEGF-A disinda plasental biiylime faktorini (PDGF) de bloke
etmektedir. Pegaptanib sodyum ve bevacizumab da bu gruptaki diger ajanlardir.

Antianjiyogenetik ilaglarin etkisi gecici oldugundan laser tedavisiyle kombine
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edildiginde etkinliginin arttig1 disiiniilmektedir. Bu ilaglarin miyokard enfarktiisii,
serebral enfarktiis, hipertansiyon, menstriiel diizensizlikler gibi sistemik yan
etkilerinin olabilecegi diisiintilmektedir.

Kalici vitreus hemorajileri, premakiiler hemoraji, traksiyonel retina
dekolmani, vitreomakiiler traksiyon, aktif fibrovaskiiler proliferasyon gelisiminde
uygulanan vitreoretinal cerrahi ile komplikasyonlarin Onlenmesi ve ortadan
kaldirilmas1 amag¢lanmaktadir.

Diyabetik retinopatinin medikal tedavisinde; antioksidanlar (E vitamini, C
vitamini), aldoz rediiktaz inhibitorleri (Sorbinil, Ponalrestat), ileri glikolizasyon son
trin inhibitorleri (Aminoguanidin, Pimagedin), PKC inhibitorleri (Reboksitaurin,
PKC-412), biiyiime hormonu inhibitérleri, somatostatin analoglar1 (Octreotid) gibi
diger ajanlar gesitli ¢alismalarda kullanilmistir (32). Medikal tedavideki gelismelerle
DR gelisimi, progresyonu ve komplikasyonlarinin 6nlenmesi, laser fotokoagiilasyon

ve vitreoretinal cerrahiye gereksinimin azaltilmasi hedeflenmektedir.

1.4. Vaskiiler endotelyal biiyiime faktorii (VEGF)

Vaskiiler endotelyal biiyiime faktori, retina anjiyogenezinde anahtar mediator
olan 46 kDa, homodimerik, glikoprotein yapisinda heparin baglayan bir biiylime
faktortdiir. Retina iskemisine cevap olarak stimiile olur, endotel proliferasyonunu ve
permeabiliteyi diizenler. Proteolitik aktivite, endotel hiicre ¢ogalmasi, kapiller tiip
olusumu, anjiyogenez olaylarinda etkindir. VEGF retinada; gangliyon hiicreleri,
astrositler, Miiller hiicreleri, vaskiiler endotel hiicreleri, retina pigment epiteli
hiicreleri ve retinaya goc etmis I6kositler tarafindan salinmaktadir. Ayrica kornea
endoteli, iris pigment epiteli, tiveal melanositler ve koroidal fibroblastlarda da VEGF
liretimi mevceuttur.

Gen ailesinin iginde 7 VEGF tiyesi tanimlanmistir; VEGF-A, B, C, D, E, F ve
PIGF. VEGF-4 'min anjiyogenezde en 6nemli faktor oldugu diisiiniilmektedir. VEGF-
A endotel hiicrelerini ve monositleri uyararak doku faktorii (TF) yapimini arttirir ve
koagiilasyon zincirini aktive eder. Farelerde VEGF-A’nin tek bir allelinin hedefli
inaktivasyonu vaskiiler gelisimin belirgin bir sekilde bozulmasina neden olur.
VEGF-A, altinct kromozomda (6p21.3) kodlanmigtir. VEGFR-1 {izerinden pozitif ve
negatif anjiyogenetik etki gosterir. VEGFR-2 {izerinden de mitojenik, anjiyogenetik
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ve vaskiiler gegirgenlik artis1 gibi etkileri vardir. VEGF hiicre disina salgilanarak
reseptoriine baglandiginda spesifik PKC izoformunu (B2) aktive ederek ddem ve
neovaskiilarizasyon olusturur.

Insanlarda VEGF-A’nin 9 izoformu tespit edilmistir. VEGF 165 izoformu, en
giiclii biyoaktiviteye sahip olan ve in vivo en cok goriilen alt tipidir. VEGF
ekspresyonu RPE'de daha fazladir. Ozellikle VEGF 121 ve VEGF 165 izoformlar
retinada bulunmakta ve koryokapiller fenestrasyonun devamliligin1 saglamada yer
aldig1 distiniilmektedir. VEGF, normal damar gelisimi igin gereklidir. VEGEF,
VEGFR-1 veya VEGFR-2'yi kodlayan genlerin hasara ugratildigi sicanlarda erken
intrauterin oliimler meydana gelmis ve histopatolojik incelemelerde yetersiz endotel
farklilasmasi, tamamlanmamig damar olusumunu gosteren bulgular saptanmustir (33).

Yapilan c¢alismalarda, VEGF salinimini diizenleyen cok sayida faktor
arastirilmigtir.  Oksidatif stres ve hipoksik ortamda diizeyi artan hipoksinin
indiikledigi faktor-1 (HIF-1), VEGF gen ekspresyonunda ana diizenleyicidir. VEGF
diizeyi; p53 gen mutasyonu, IL-1, IL-6, IL-8, IL-10, IL-13, fibroblast biiyiime
faktorii-4 (FGF-4), trombosit kokenli biiytime faktorii (PDGF), transforme edici
biiyiime faktorii (TGF), insiilin benzeri biiyiime faktorii (IGF), TNF-a ve nitrik oksit
(NO) gibi endojen ajanlarla da diizenlenmektedir (34).

Anjiyogenezin bir mediatorii olan NO, VEGF’in nitrik oksit sentaz enzimi
tizerindeki uyaric1 etkisi sonucu olusarak endotel hiicre toplanmasinda rol alir.
Endotelyal VEGFR-2 salintmi da lokal hipoksiyle direkt uyarilabilmektedir. In vitro
VEGFR-2 gen ekspresyonu, kardiyovaskiiler hemostazda 6nemli bir faktor olan, ayni
zamanda DR progresyonunda da rol oynayan anjiyotensin-1l ile direkt
arttirilmaktadir. DR ileri evrelerinde, VEGFR-2’nin arttig1 iskemik alanlarda yiiksek
miktarlardaki VEGF-A iiretimi, bulgularin gelisiminde rol oynamaktadir.

Hipoksik hiicrelerden salgilanan adenozinin, adenozin A2 reseptdrlerine
baglanarak, c-AMP bagimli protein kinaz A yolagi iizerinden VEGF diizeyinde artisa
neden oldugu bulunmustur (35).

Vaskiiler endotelyal biliylime faktdriiniin prematiire retinopatisi, yasa bagl
makiila dejenerasyonu (YBMD), DR, retinal ven okliizyonu hastaliklarinda, iris ve
kornea neovaskiilarizasyonu gelisiminde ve patolojik damar olusumunda yer aldigi

gosterilmistir (36).
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1.4.1. Diyabetik Retinopati ve VEGF

Diyabetik retinopati patogenezinde enflamasyon etkindir. VEGF-A
proenflamatuar 6zellige sahip olup, retinal adezyon molekiillerinin ekspresyonunu
ve lokosit adezyonunu artirarak enflamasyonu kisir bir dongii haline getirmektedir.
Primat gbzline yapilan intravitreal VEGF enjeksiyonu retina ve iris
neovaskiilarizasyonuyla birlikte neovaskiiler glokomu igeren siddetli PDR benzeri
bir klinik durum ortaya ¢ikarmistir (36). VEGF inhibisyonuyla kan-retina bariyerinde
bozulmanin ve hastaligin progresyonunun engellenebilecegi diistiniilmiistiir.

Erken donem diyabette, retinal proliferatif degisikliklerden dnce VEGF artis1
izlenmistir. DR’de neovaskiilarizasyonun baslamasiyla proliferatif evreye gec¢ilmis
olur. Deneysel hayvan modellerinde, VEGF salinimi neovaskiilarizasyon gelisimiyle
korelasyon gostermistir. Diyabet hastalarindan alinan vitreus 6rneklerinde PDR’li
gozlerde, NPDR’li gbzlere oranla VEGF-A konsantrasyonunun daha yiiksek oldugu
bildirilmistir  (37). Yine neovaskiilarizasyon nedeniyle basarili panretinal
fotokoagiilasyon tedavisi sonrasi hastalarda intraokiiler VEGF seviyesinin % 75

oraninda azaldig1 gozlenmistir.

1.5. Transient Reseptor Potansiyeli (TRP) Kanallan

Transient reseptor potansiyeli kanallari, yakin zamanda kesfedilen hiicre zari
kanal proteinleri ve iyon kanallar1 siiper ailesidir. ik kez Drosophila melanogaster
tirli sirke sineklerinin  fotoreseptdr hiicrelerinde saptanmistir. TRP  geni,
Drosophila’nin viziiel transdiiksiyon mutasyonu ¢aligmalarinda tanimlanmistir (38).
Mutasyona  ugratilmis  kanallarin  stirekli 151k maruziyetine  ragmen
elektroretinogramda kesintili bir gerilim olusturdugu tespit edilmistir. Bu nedenle
gecici (transient) olarak adlandirilmigtir.

Kanallar, alti transmembran etki alanindan olusmakta, voltaj kapili iyon
kanallarina benzerlik gostermektedirler. TRP kanallari; fiziksel faktorler (sicaklik,
voltaj, mekanik), kimyasal faktorler (pH, iyonlar), salgisal faktorler (bradikinin,
anjiyotensin 11, aldosteron) ve sinyal ileti molekiilleri [fosfolipaz C (PLC), PKC]
araciligiyla aktive olmaktadir (39). TRP siiper ailesi secici olmayan katyon
kanallarindan olusur. Memeli hiicrelerinde 28 TRP kanali saptanmistir, bunlar;
TRPC (canonical), TRPV (vanilloid) ve TRPM (melastatin) olmak iizere ii¢ temel
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gruba ayrilir. Alt aile gruplari ise TRPP (polisistin), TRPML (mukolipin), TRPN
(nompc) ve TRPA’dir (ankirin) (40).

Transient reseptor potansiyeli kanallari; renal Ca-Mg iletimi, kan basincinin
diizenlenmesi, tat, koku, ses algisi, gen ekspresyonu ve salgilanmasi, apoptozis,
ikincil haberci sistemi, iyon giris ¢ikist gibi cesitli hiicresel siireclerde rol alirlar.

TRPM4 ve TRPMS5 disindaki tiim islevsel TRP kanallar1 Ca*? i¢in gecirgendir.

TRPA1
TRPP3
TRPP2
TRPMLZ
\ TRPP5
TRPML3
TRPML1
TRPMS
TRPM2
TRPMS
TRPM4
TRPM7
TRPM6  tmonsq  TRPMI
TRPM3 0.2

Sekil 1. TRP kanallar1 (41)

1.5.1. TRPM Kanallan

Melastatinle iliskili kanal, ilk TRP iiyesi olup metastatik melanomda
tamimlanmis timor baskilayict protein olarak bildirilmistir. TRP melastatin,
cogunlukla beyinde ve noronal hiicrelerde bulunur. TRPM ailesinin iiyeleri 8 gruptan
olusur ve dort ana grupta degerlendirilir, bunlar; TRPM1/3, TRPM2/8, TRPM4/5 ve
TRPM6/7°dir. Bu kanallar farkli katyon gecirgenligine sahiptirler.
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TRPM2 Redoks sensorl, Secici olmayan kanal

TRPMS Sicaklik, agr algilamasi

TRPMS Tat algisi, monovalent iyon kanali

TRPM4 Membran depolarizasyonu

TRPM3 Renal Ca” transportu divalent iyon kanall

TRPM1 Tumor baskilayici Ca“giris kanallari

TRPM®6 Renal ve intestinal Mg+2transportu

TRPM7 - transelller Mg™ transportu
- hucresel Mg™ homeostazi
- htcre canhihgi

Sekil 2. TRPM iyon kanallari ve olasi fizyolojik fonksiyonlari (42)

Transient reseptor potansiyeli Melastatin 1’in retinal bipolar hiicrelerde
nonselektif katyon iyon iletiminde rol aldigi ve mutasyonlarmin insanda konjenital

duragan gece korliigii ile iliskili oldugu saptanmustir (43).

Ne* Co™ Ne* Co* Ne' No' Co™" Mg™  Na'Co™ Ng* NOCO'
TRP-MZL M3l M‘l MG 1 M7L M!‘

Oksidant Stres Mekank Miyogenik Mg2+ Homeostazi Mg2+ Momeostazi Vaskiler Tonusun

Endoteliyal Gegirgenlik  Duyarilik' Kasima  Hipertansiyon Hipertansiyon Duzenlenmesi

|skemik inme Miyogenk Mekanik Duyarlik Dodal

Endoteliyal Hasar Kasiima Damar Hasanna  Store-Operated

Ateroskleroz Cevap Kanal

Geligimi Aterosklercz
Gelisimi

Sekil 3. Vaskiiler diiz kas hiicrelerinde eksprese edilen TRPM alt tipleri ve fizyolojik
rolleri (44)

1.5.2. TRPM2 Kanallari

Nonselektif olarak Na*, Ca*?, K* ve CI" iyonlarma gegirgenlik gosteren bir
katyon kanalidir. Agirlikli olarak beyin dokusunda saptanmis olup vaskiiler endotel,

kemik iligi, bobrek, bagirsak, karaciger, akciger, kalp kasi, testis, prostat, pankreas,
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iskelet kasi, lokositler gibi birgok doku ve hiicrede gosterilmistir. ADP-riboz
pirofosfataz aktivitesine sahiptir. H,O; ile aktive olur ve hiicresel redoks sensérii
fonksiyonu goriir. Ilk olarak 2002 yilinda tanimlanmis, diger TRP kanallarindan
farkli olarak H,0O; ile aktive oldugu goriilmiis ve uzun bir siire oksidatif stresin
indiikledigi katyon kanali adiyla anilmistir (45).

Oksidatif stres, reaktif oksijen tiirevleri ve TNF-a sinyali sonucu, hiicre igine
Ca*? akigini uyarir ve hiicre liimiinde rol oynar (46). ADP riboz (ADPR), NAD+ ve
intraseliiler Ca*? ile de aktive olur (47).

Transient reseptor potansiyeli Melastatin 2; 21g22.3 gen bolgesinde bulunan,
1503 aminoasitten olusan, 170kDa agirhiginda, alti transmembran segment igeren,
iyon akist 5. ve 6. segmentleri arasindan gergeklesen bir katyon kanalidir. Kanalin
karboksil ucunda ADPR pirofosfataz enzimi bulunmaktadir. Bu enzim, ADPR’dan
AMP ve Riboz 5-fosfat olusumunu katalizler ve TRPM2 kanallarinin agilmasina
neden olur. Enzimatik aktiviteye sahip olmasi, kanal aktivitesinin negatif geri
bildirim yoluyla kontroliine olanak saglamaktadir. Bu kanallar, direkt plazma
membranindaki kalsiyum iyon kanali yapisinda olabilmekle birlikte, sitozolik serbest
Ca'*? kanallarinda degisim yoluyla da membran potansiyelinde degisiklik yapabilirler
(48).

Eksoraseliilex
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Sekil 4. TRPM2 kanalinin molekiiler yapisi (49)
Transient reseptdr potansiyeli Melastatin 2, H,O, aracili endotel hiicresi
slimiinde kritik rol oynar. Apoptozis; hiicre i¢ci ve mitokondriyal Ca*? birikimi

sonucu, mitokondriyal membran hasari, sitokrom C agiga c¢ikmasi ve kaspaz-3
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bagimli kromatin yogunlasmasi/ayrismasiyla sonuglanan, klotrimazol sensitif
NAD+/ADPR/poli ADPR polimeraz (PARP) bagimli TRPM2 kanallarinin
aktivasyonu sonucunda meydana gelmektedir (50). Hiicrede lipid peroksidasyonu
sonucu olusan NAD+’dan farkli yollarla ADPR iiretilmektedir. Ayrica ADPR’dan

bagimsiz olarak da, direkt oksidatif stres ile kanalin aktive olabildigi gosterilmistir.
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Sekil 5. ADPR ve TRPM2 kanal aktivasyonu ile oksidatif stres arasindaki iligki (51)

Transient reseptor potansiyeli Melastatin 2 kanali oksidatif stresle aktive
edilebildiginden, diyabet, enflamasyon, miyokardiyal enfarktiis ve nérodejeneratif
hastaliklar gibi oksidatif strese bagli olarak ortaya c¢ikabilen hastaliklara karsi
potansiyel bir terapdtik hedef olarak goriilmektedir.

Transient reseptor potansiyeli Melastatin 2’nin, ADPR molekiillerinin
tiretimiyle, rat pankreatik [ hiicrelerine Ca girisini uyararak insiilin sekresyonunu
diizenledigi gosterilmistir (52). Bu nedenle diyabet patofizyolojisinde, oksidatif
stresle artan TRPM2 nin etkili olabilecegi diistiniilmektedir.

1.6. Apoptozis

Programli hiicre 6liimii olarak tanimlanan apoptozis, hasta ve gerekmeyen
hiicrelerin genetik olarak kontrol edilen mekanizmalarla cevre hiicrelere zarar
verilmeden yok edilmesidir. Fizyolojik veya patolojik etkenlerle ortaya ¢ikabilir.

Hiicre biitiinliigiinii bozarak nekroza neden olabilen her durum apoptozla
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sonuglanabilir. Dokularda normal hiicre popiilasyonunun dengeli devamlilig
saglanirken, immiin sistem reaksiyonlarinda korunma mekanizmasi olarak, kalici
hiicre hasarinda ve yaslilikta apoptozis goriiliir. Hiicrelerin programli yikimi, hormon
bagimli involiisyonu, tiimorler, enflamatuar olaylar gibi bir¢ok fizyolojik, adaptif ve
patolojik olay apoptozisi tetikleyebilir.

Biiytime  faktorlerinin  yetersizligi,  sitokinler  araciligiyla  hiicre
membranindaki 6liim reseptorlerinin aktivasyonu, hipoksi, 1s1, antineoplastik ilaglar,
radyasyon, gamma ve ultraviyole 1sinlar1 gibi dis etkenler; DNA hasari, hiicre igi
kalsiyum seviyesinde artis, pH’da diisme, metabolik sistem ve hiicre siklus
bozukluklari gibi hiicre i¢i etkenler apoptozu baslatabilir.

Apoptozisin indiikklenmesiyle hiicre i¢i kaspaz adli proteazlar aktive olur ve
mitokondrinin dis zar gegirgenligi artar. Stoplazmaya pro-apoptotik proteinler salinir.
Hiicrede inaktif olarak bulunan kaspazlar, birbirlerini aktiflestirerek proteolitik bir
kaskadin baslamasina neden olurlar.

Apoptozda hiicreler sivi kaybederek kiiciilir ve biiziisiir, kromatin
kondansasyonu gelisir. Hiicre, zarla gevrili kiigiik parcalara boliinerek apoptotik
cisimcikler olusturur. Apoptotik cisimcikler ¢evredeki parankim hiicreleri ve
fagositler tarafindan fagositozla temizlenir.

Serbest oksijen radikalleri, apoptotik siireci baslatan yolaklar1 aktifleyerek
hiicre 6limiine neden olan etkenlerden biridir. Hipoksi ve iskemi varliginda oksidatif
hasar siddetlenir. Hiicrede oksidatif fosforilasyon azalir ve enerji depolar1 bosalir.
Bunun sonucunda hiicre zarinda bulunan Na-K-ATPaz pompasi inhibe olur.
Oksidatif streste kalsiyum dengeleri ve mitokondriyal membran potansiyeli degisir.
Bu degisiklik mitokondride ve DNA’da hasara yol agarak hiicreyi apoptoza siiriikler.
ADPR polimeraz (PARP) bagimli TRPM2 kanal aktivasyonunun da apoptozis

siirecinde etkili oldugu diistiniilmektedir.

1.7. Serbest Radikaller ve Oksidatif Stres

Notr bir atomda, proton sayisi elektron sayisina esittir ve atom bu halde
reaktif degildir. Elektron alan ya da veren atom, elektriksel olarak yiiklii hale (iyon)
gecer. Iyonlar reaktif yapida olup, yiiksek enerjilerinden kurtulmak igin ortamdaki

baska iyon veya atomlarla etkilesime girme egilimindedirler. Serbest radikaller de,
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dis yoriingesinde bir veya birden fazla eslenmemis elektron igeren yiiksek enerjili
reaktif bilesiklerdir. Herhangi bir molekiille etkilesime girer, bu molekiillerden
elektron alir veya ona elektron vererek yapisini bozarlar.

Reaktif 0Ozellik, organizmada bir¢ok biyolojik yapiya zarar verir. Serbest
oksijen radikalleri ile antioksidan savunma sistemi arasindaki dengenin bozulmasiyla
olusan oksidatif stres; kalp-damar hastaliklari, kanserler, katarakt, diyabet,
immiinsiipresyon, iskemi/reperflizyon hasari, enflamatuar hastaliklar, nérodejeneratif
hastaliklar ve yaslanma gibi birgok patolojinin gelisimine neden olmaktadir (53).

Organizma i¢inde oksijen kullanilarak enerji iiretimi sirasinda olusan reaktif
molekiillere, serbest oksijen radikalleri (oksidan molekiiller- SOR; reaktif oksijen
tirevleri- ROS) denir. Tekli oksijen (10,), siiperoksit anyonu (-O-), hidroksil (-OH),
peroksil (ROO-) ve alkoksil (RO-) radikalleri bu grup molekiillerdendir. Asiri
tretimleri veya indirgenmelerinin yetersiz kalmasi, hiicre makro molekiillerinin
okside olmasina sebep olmaktadir. Bu nedenle protein, lipid, karbonhidrat ve DNA
hasarlarina neden olan metabolik reaksiyonlara yol acarak hiicre ve doku hasari
olusturmaktadirlar.

Serbest radikaller, hiicre membranlarindaki Ca*?, Mg+2 ve ATPaz ile
etkilesim sonucunda hiicre i¢i kalsiyum diizeyini artirirlar. Kalsiyum diizeyindeki
artig, fosfolipaz aktivitesini stimiile ederek arasidonik asit diizeyini yiikseltir.
Siklooksijenaz ve lipoksijenaz yolaklar: izerinden prostoglandinler, /skotrienler ve
toksik lipid peroksitleri olusur. Olusan peroksitler, siklooksijenaz aktivitesi
araciligiyla vazokonstriktor tromboksan olusumunu artirmaktadir. Lipoksijenaz
aktivitesiyle olusan lokotrienler ve platelet aktivasyon faktori (PAF)
vazokonstriksiyona, kemotaksise, 16kosit adezyonuna ve sonugta endotel hasarina
neden olmaktadir (53). Ayrica, hiicre igi Ca*? diizeyinin artig1 proteolitik enzimleri
aktive ederek apoptozisi indiiklemektedir.

Serbest radikallerin hiicre ve dokularda olusturdugu patolojiler; hiicre
organelleri ve membrandaki lipid ve protein yapisinda bozulma, hiicre zar1 yapisi ve
fonksiyonunda degisim, hiicre i¢i enzim fonksiyonlarinda bozulma, niikleik asit
hasart, lipid peroksidasyonu, mitokondriyal acrobik solunumun bozulmasi, hiicre igi

proteazlarin  aktivasyonu, hiicrenin potasyum kaybinda artis, trombosit
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agregasyonunun ve dokularda fagosit birikiminin artmasi, hiicre dis1 kolajen, elastin,

doku komponentlerinin, mukopolisakkaritlerin ve transmitterlerin yikimidir.

1.7.1. Diyabet ve Oksidatif Stres

Diyabet, kronik metabolik bir bozukluk olmakla birlikte, oksidatif stres
sonucu gelisip ilerleyebilen ve oksidatif hasar1 siddetlendirebilen bir hastaliktir.

Saglikli bireylerde, antioksidanlar ve serbest radikaller arasinda denge
mevcuttur. Hiperglisemide, otooksidatif glikozilasyon, proteinlerin enzimatik
olmayan glikozilasyonu, enerji metabolizmasinin degismesiyle olusan metabolik
stres, poliol yolu aktivasyonu, hipoksi, iskemi ile meydana gelen doku hasari1 sonucu
serbest radikallerin olusumunun hizlanmasi ve antioksidan savunma sisteminin
degismesi bu dengeyi bozmakta, diyabetik komplikasyonlarin gelisimine neden
olmaktadir.

Deneysel diyabet olusturulan ratlarda ve diyabet hastalarinda serbest oksijen
radikalleri ile lipid peroksidasyonunun artisi ¢esitli ¢alismalarda gosterilmistir.
Pankreas B hiicreleri oksidatif hasara duyarlidir. Ayrica pankreas hiicrelerindeki
antioksidan kapasitenin, karaciger, bobrek, iskelet kasi ve adipoz doku gibi diger
dokulara kiyasla olduk¢a diisiik diizeyde oldugu bilinmektedir (54). Enflamatuar
hiicrelerin P hiicrelerine toksik etkilerini de serbest radikaller araciligiyla yaptig

diistiniilmektedir (55).
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Hiperglisemi
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Polyol yolu aktivasyonu ~ PKC yolu aktivasyonu AGE artist Hekzosamin yolag
S aktivasyonu
- \ / ____________
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Oksidatif Stres

Hiicre sinyal molekiillerinin aktivasyonu

ANy

Artmis gen ekspresyonu Enzim fonksiyonunda degisim
(VEGF, TGF-B) l (NADPH Oksidaz, Na-K ATPaz)

Retinal hasar

Endotelyal disfonksiyom Perisit apoptozisi  Kan-retina bariyerinde hasar
Hiperpermeabilite Makiler 6dem  Anormal anjiyogenez

Sekil 6. Diyabetik retinopati ve oksidatif stres mekanizmasi (56)

Oksidatif stresin insiilin direnciyle iliskili oldugu ve insiilin direncinin
patogenezinde rol oynadigi da bilinmektedir. Glikasyon aracili serbest radikal
tretiminin de insiilinin gen transkripsiyonunu azalttigi ve pankreas [ hiicre
apoptozuna yol agtig1 disiiniilmektedir. Diyabetik kisilerin serum ve dokularinda
lipid peroksidasyon iiriinlerinin arttig1 gosterilmistir (57).

Diyabetik retinopatide hiicresel diizeyde hiperglisemi halinde, mitokondriyal
elektron transport zincirinde, hiicre i¢i enerji metabolizmasi sirasinda normal
sartlarda meydana gelen siiperoksit, hidrojen peroksit ve hidroksil radikallerinin

olusumunun daha da arttig1 bildirilmistir (58).
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Hiperglisemi Poliol Yolu Aktivasyonu
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|

AGEs

Sekil 7. Poliol yolu aktivasyonu (59)

Diyabette serbest radikal artisinin ve radikal baglayici sistemde bozulmanin
saptanmastyla, diyabetik hastalarin antioksidanlara daha ¢ok ihtiya¢ gosterebilecegi
diisiiniilmiis, hastalik gelisiminin engellemesi ve tedavisinde radikal olusumunu

onleyici antioksidan vitaminlerin kullanilabilecegi ileri siiriilmiistiir.

1.7.2. Total Oksidatif Stres (TOS)

Oksidatif stres, reaktif oksijen ve nitrojen tiirlerinin asir1 iretimi veya
antioksidan tampon mekanizmalarmm eksikligi sonucu olusur. Oksidatif stresin
toplam degerinin Ol¢lim teknigi su sekildedir; numunedeki oksidanlar ferr6z iyon
selator kompleksini ferrik iyona doniistiiriirler, ferrik iyon asidik ortamda kromojenle
birlikte renkli bir kompleks olusturur, spektrofotometrik olarak o&lgililen rengin
yogunlugu drnekteki oksidan molekiillerin total miktari ile iliskilidir. Ol¢iim hidrojen
peroksit (H,0,) ile kalibre edilir ve sonuglar litrede mikromolar H,O; egivalan (umol

H,0, equiv/L) olarak verilir.

1.7.3. Total Antioksidan Kapasitesi (TAS)

Kan antioksidanlarin tiim viicuda dagitilmasim1 saglayarak viicuttaki
oksidasyon reaksiyonlarinin tamponize edilmesinde Onemli bir rol oynar.

Antioksidanlarin toplam degerine en biiyiik katkiyr serumda bulunan antioksidan
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molekiiller saglar. Serumda antioksidanlarin etkilesimiyle tek baslarina yaptiklari
etkinin toplamindan daha fazla olan sinerjik bir antioksidan etki olugmaktadir. Bu
nedenle total antioksidan seviyesinin 6l¢timii daha degerli bilgiler verir.

Total antioksidan kapasitesinin Olglimii, numunedeki tiim antioksidan
molekiillerin renkli ABTS (Etilbenzatiazolin Sulfonik Asit) katyonik radikalini
rediiklemesi  sonucu renkli radikalin  antioksidan  molekiillerin  toplam
konsantrasyonlariyla orantili  olarak  dekolorize olmasi esasina dayanir.
Numunelerdeki antioksidanlar lacivert yesil renkli ABTS radikalini renksiz ABTS
formuna indirger, ABTS soliisyonun 660 nm dalga boyunda absorbans degisikligi
Olgiiliir. Absorbans degisikligi numunenin TAS ile iligkilidir. Kalibratér olarak E

Vitamininin suda ¢6ziiniir bir analogu olan Trolox kullanilir.

1.7.4. Antioksidanlar

Antioksidanlar, serbest radikallerin olusumlarini inhibe eden, zararl etkilerini
azaltan, oksidasyon olaylarin1 engelleyen maddelerdir. Serbest radikallerin DNA,
protein ve lipidler gibi hiicresel bilesenlere zarar vermesini sinirlandirmaktadirlar.
Siiperoksit dismutaz (SOD), katalaz (CAT), glutatyon peroksidaz (GPx), glutatyon-s-
transferaz (GST), glikoz-6-fosfat dehidrogenaz (G6PD), mitokondriyal sitokrom
oksidaz ve hidroperoksidaz intraselliiler ~savunma sisteminin  enzimatik
antioksidanlar: olarak tanimlanirken; glutatyon (GSH), bilirubin, seruloplazmin,
askorbat, transferrin, B-karoten, a-tokoferol, melanin, iirik asit ve albiimin ise
enzimatik olmayan antioksidanlar olarak siniflandirtlmigtir.

Antioksidanlar dort temel yolla oksidanlari etkisiz hale getirmektedir:

1.Siipiirme etkisi: Oksidanlar1 daha zayif yeni bir molekiile doniistiirerek
etkisizlestirir. Antioksidan enzimler bu yolla etki eder.

2.Sondiirme etkisi: Oksidanlara bir hidrojen aktarip inaktive etme olayidir.
Vitaminler ve mannitol bu sekilde etki eder. Oksidatif stres sonucu gelisen lipid
peroksidasyonunu 6nleyen antioksidan vitaminlerden bazilar1 C ve E vitaminleridir.

3.Zincir reaksiyonlarmm kirma etkisi: Hemoglobin ve agir mineraller
oksidanlar1 kendilerine baglayip inaktive eder.

4.0narma etkisi: Oksidatif hasar gérmiis biyomolekiilii onararak etki eder.
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Antioksidanlar hiicrelere saldirmadan serbest radikalleri stabilize ve inaktive etme
ozelligi olan molekiillerdir. Iyi bir antioksidanda bulunmasi gereken ozellikler;
serbest radikallerin etkinligini ortadan kaldirma, redoks metalleriyle selat
olusturabilme, diger antioksidanlarla iliskide bulunarak onlar1 yenileyebilme ve
sinerji gosterme, gen ekspresyonu iizerine onarict etkilere sahip olma, kolayca
emilme, doku ve viicut sivilarinda uygun fizyolojik seviyelerde bulunma, sivi ve
zarlarda fonksiyon gosterebilmedir (60).

Oksidatif stresin diyabetin kronik komplikasyonlarinin olusumunda 6nemli
bir yeri vardir. Ekzojen olarak verilen antioksidanlarin bu komplikasyonlar1 énleme
ve progresyonunu engellemede kullanilabilecegi, diyabet tedavisinde antioksidan
ozellige sahip ajanlarin kullaniminin oksidatif stresi azaltmada gerekli olabilecegi

diistiniilmektedir (58).

1.8. Proliferatif Hiicre Niikleer Antijeni (PCNA)

Immiinohistokimyasal olarak calisilan ve cyclin adiyla da bilinen PCNA,
DNA replikasyonu ve hiicre proliferasyonunda gorev alan DNA polimeraz deltanin
kofaktdrii olup, 36 kD agirliginda, 262 aminoasit igeren bir niikkleer proteindir. DNA
polimeraz delta S fazinda, DNA replikasyonunda rol alir ve hiicre siklusunda
diizenleyici bir proteindir. DNA sentezi, tamiri ve hiicre siklusu kontroliinde gorevli
bircok protein, PCNA’ya baglanarak gorev yaptigindan, bu olaylarin
diizenlenmesinde PCNA o6nemli etkiye sahiptir (61). Replikasyonun G1 fazinda
salinimi baglar, S fazinda en {ist diizeye ulasir ve G2, M fazinda azalir.

Proliferatif hiicre niikleer antijeni, akut 16semi ve kronik myelositer 16semi
krizinde immiinohistokimyasal proliferasyon markirt olarak kullanilmaktadir. Asirt
PCNA tutan dokularda hiperplazi, displazi veya skuaméz hiicreli karsinom
saptanabilir. Son yillarda parafinde bloklanan doku orneklerinden hazirlanan
kesitlerde, PCNA ekspresyonunun belirlenmesinde monoklonal PCNA antikorlar1 da
kullanilmaktadir.

Immiinohistokimyasal boyamalarda énemli &lgiide cekirdek lokalizasyonu
gosteren PCNA’nin, lenfoma ve osteosarkom hiicrelerinde, fotal donemdeki ytliksek
farklilasma kapasitesine sahip hiicrelerde, plasentanin sitotrofoblastlarinda hem

cekirdek hem de sitoplazmada lokalizasyon gosterdigi saptanmistir. PCNA,
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farklilasma islemine giren hiicrelerden gogalma 6zelligi olanlari ayirip tanimlamada,
hiicre dongii oranin1 ve hiicre proliferasyonunu gostermede kullanilabilen iyi bir
belirtectir.

Proliferatif hastaliklarda hiicre siklusunu regiile eden antijenler yliksek
diizeyde eksprese edilmektedir. Proliferatif retinal hastaliklardan olan PDR ve
proliferatif vitreoretinopatide gdzlenen epiretinal membranlarin yapisinda da hiicre

proliferasyon markirlarinin arttigi gosterilmistir (62).
1.9. Vitamin D

1.9.1. Vitamin D’nin Molekiiler Yapisi ve Kaynaklari

Vitamin D, yagda ¢oziinen bir sekosteroiddir. Molekiiler yapisi steroid
hormonlara (6stradiol, kortizol ve aldosteron) benzer olup, aym kok yapiya
(siklopentanoperhidrofenantren halkast) sahiptir ve steroid hormonlarda oldugu gibi
genomik ve nongenomik yollarla etki gosterir. Deride iiretilip hedef hiicre ve
dokulara kan yoluyla tasindigindan prohormon 6zelligi tasir. Vitamin D’nin ¢ok
sayida metabolitleri olmakla birlikte yan zincirleri agisindan farkli olan iki ana formu
vardir. Bunlar; deride 7-dehidrokolesteroliin (7-DHC) doniistiiriilmesiyle iretilen
vitamin D3 (kolekalsiferol) ve yalnizca gidalarla alinan vitamin D2 ’dir
(ergokalsiferol).

Vitamin D’nin temel kaynagi deridir. Giines 1sinlar1 spektrumunun UVB
(290-315nm) araligindaki radyasyon, epidermisin stratum spinozum ve bazale
tabakalarinda bulunan 7-DHC’yi fotokimyasal olarak previtamin D3’e doniistiiriir,
bu da 1stya bagimli bir reaksiyonla vitamin D3’e doniisiir ve heniiz aktif degildir.
Asirt miktarlar1 inaktif metabolitlerine donistiiriilerek hipervitaminoz onlenebilir.
Vitamin D’nin diger kaynagi gidalardir ve yagl baliklar haricindeki bir¢ok gida
tirtinleri zenginlestirilmedikleri takdirde az miktarda igerirler.

Deride kolekalsiferol olusumu yasa, deri ylizeyine, deri pigmentasyonuna,
mevsim, enlem ve boylama gore degiskenlik gosterebilir. Para-aminobenzoik asit
iceren giines kremleri, endojen {iretimi biiylik oranda azaltmaktadir. Derideki
melanin konsantrasyonu arttikga vitamin D diizeyinin azaldigi saptanmuistir.

Kolekalsiferol tiretimi 70 yasina kadar yaklasik %75 oraninda azalmaktadir (63).
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1.9.2. Vitamin D Metabolizmasi

Vitamin D’nin biyolojik aktivasyonu, karaciger ve bobrekte gergeklestirilen
enzimatik hidroksilasyon reaksiyonlariyla meydana gelir.

Kan dolasiminda vitamin D baglayici proteini (DBP) ile tasinir. Oncelikle
karacigerde 25-hidroksilaz aktivitesiyle 25(OH)D (kalsidiol) olusur. Vitamin D2 ise
24-hidroksilasyona ugrar. 24-hidroksilasyonun amaci kalsitrioliin toksik diizeyde
birikimini 6nlemektir. 25(OH)D, dolasimdaki ana form olup, yar1 émriiniin daha
uzun (iki hafta) ve serum konsantrasyonunun bin kat daha yiiksek olmasi nedeniyle
klinikte diizeyi en sik dlgiilen vitamin D metabolitidir (64).

Bobrek proksimal tiibiillerinde 25(OH)D, 1-alfa-hidroksilaz etkisiyle aktif
metaboliti olan 1,25(0H).D ’ye (kalsitriol) doniistiiriiliir. Kalsitrioliin plazmadaki yari
omrii 4 saattir. Kalsitrioliin endokrin, parakrin ve otokrin etki gosterebildigi
distintilmektedir. Kalsitriol sentezi, serum Ca diisiisiine sekonder paratiroid hormon
(PTH) tarafindan ve serum fosfat diizeyinin diismesiyle uyarilir. Kemikte osteositler
tarafindan salgilanan fibroblast biiylime faktorii-23 (FGF-23), kalsitriol sentezini
baskilar (65).

Hedeaf Dolu/Hocrelsr

Sekil 8. Vitamin D’nin metabolizmasi (65).
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1.9.3. Vitamin D Transportu ve Depolanmasi

Gidalarla viicuda alinan vitamin D, gastrointestinal sistemden emilip, lenf
sisteminden silomikronlar i¢inde vendz dolasima aktarilir. Endojen olarak
sentezlenen vitamin D3 yalnizca DBP’ye bagli olarak plazmada tasinir, bu nedenle
karacigere alim1 yavas olur; vitamin D2’nin ise baglanma afinitesi diislik oldugundan
hizli elimine edilir. Oral yolla uygulanan vitamin D (kolekalsiferol) ise, karacigere
reseptOr aracili olarak ve daha hizli tagimmaktadir (66). 25(OH)D ve 1,25(0OH).D
dolasimda yaklasik %90 oraninda DBP ile tasinir. %10’luk kisim albiimine zayif

olarak baglanmaktadir.

1.9.4. Vitamin D’nin Etki Mekanizmalar

Vitamin D, seliiller proliferasyon, diferansiyasyon ve apoptozun
regiilasyonundan sorumlu ¢ok sayida genin ekspresyonunu kontrol eder. Vitamin D,
steroid hormonlara benzer sekilde genomik ve nongenomik etki gosterir. Farkli
vitamin D izomerlerinin analoglar1 da genomik ve/veya nongenomik yanitlari
saglayacak bicimde gelistirilmistir.

Genomik etkide, kalsitriol niikleer veya membran vitamin D reseptorlerine
(VDR) baglanir. Retinoid X reseptorii (RXR) ile genlerin promotdr bolgelerine
baglanir ve RNA polimeraz II ile gen transkripsiyonu ve ardindan translasyon
gerceklesir.

Kalsitriol nongenomik etkiyle, ikincil haberci sistemini uyararak kalsiyumun
plazma membran1 boyunca tasinmasini da uyarabilir. Bu sekilde kemik, karaciger,
kas ve bagirsak gibi dokularda, hiicrelerde kalsiyum ve klor aktivitesini, protein
kinaz C dagilimini, fosfolipaz C aktivitesini diizenledigi bilinmektedir (67).

Biyolojik olarak aktif olan vitamin D paratiroid, bagirsak, bobrek ve kemik
gibi birincil hedef organlara endokrin etki gostererek, kalsiyum ve fosfat
metabolizmasimi regiile etmektedir. Aktivitesini spesifik vitamin D reseptorleri
(VDR) ile gostermektedir ve bu reseptorler bircok dokuda bulunmaktadir. Kalsitriol,
intestinal ve renal kalsiyum ve fosfat absobsiyonunu uyarirken, kemikte
rezorpsiyonu stimiile ederek kalsemik etki gostermektedir. Bu etkilerini; kalsiyum
kanallar: (TRPV5, TRPV6), kalbindin ve kalsiyum ATPaz indiiksiyonunuyla yaptigi

gosterilmistir  (68). Ayrica osteoblast proliferasyonu ve diferansiyasyonunu
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destekleyerek kemik sagliginin korunmasi ve osteoporozun dnlenmesinde etkin bir

rol oynar.

1.9.5. Vitamin D’nin Klasik Olmayan Etkileri

Vitamin D, kemik {izerindeki klasik etkisinin disinda, farkli etkilere de
sahiptir. Bunlar; hormon sekresyonunun, immiin fonksiyonun, seliiler
proliferasyonun ve diferansiyasyonun regiilasyonudur. Kalp, mide, pankreas, beyin,
deri, gonadlar, retina ve immiin sistem hiicreleri gibi birgok doku ve hiicrenin VDR
ve 1-alfa-hidroksilaz tirettigi bilinmektedir.

Retrospektif ¢alismalar vitamin D diizeyinin disiikliigiiyle, enflamatuar ve
immiin hastaliklar; tip 1 DM, Crohn, multipl skleroz, romatoid artrit, sistemik lupus
eritematozus, astim, psOriyazis, bazi kanserler, kardiyovaskiiler hastaliklar,
hipertansiyon, ateroskleroz, diyabet, depresyon, demans gibi birgok hastalikla iligkili
oldugunu ortaya koymustur. Bu durum, vitamin D analoglarinin hastaliklarin
tedavisinde kullanilmak {izere arastirilmasina ve vitamin D takviyesinin etkinlik ve
giivenilirligini degerlendirmek {izere klinik c¢alismalarin yogunlagmasimna zemin
hazirlamaktadir.

Vitamin D; IL-2, IL-6, IL-8, IL-12, IL-17, TNFa, TGFp gibi proenflamatuar
sitokinlerin iiretimini azaltirken, IL-10 gibi antienflamatuar sitokinlerin iiretimini
arttirir. Makrofaj aktivasyonu ve T hiicre proliferasyonunu inhibe ederek immiin ve
enflamatuar siirecleri diizenler (69). Vitamin D’nin akut respiratuar enfeksiyonlari
onlemede ve tedaviyi desteklemede etkili oldugu diisiiniilmektedir (69). Ozellikle
yaslt eriskinlerde, vitamin D’nin immiin regiilasyon icin gerekli oldugu
bilinmektedir. Vitamin D’nin insan keratinosit proliferasyonunu inhibe ettigi ve
farklilagsmay1 hizlandirdig1 saptanmuis, topikal analoglarmin gelistirilmesiyle klinikte
psoriatik lezyonlarin siddetini azalttig1 bildirilmistir (70).

In vitro ¢alismalarda meme, kolon, prostat kanseri hiicreleri ve melanom,
osteosarkom hiicrelerinin  kalsitrioliin ~ antiproliferatif ve  prodiferansiyatif
fonksiyonlarindan etkilendigi belirtilmekle beraber, klinik ¢aligmalarda heniiz yeterli
destek bulunmamaktadir.

Vitamin D eksikligi, PTH diizeyinde meydana gelen artis ile insiilin direncini

arttirmaktadir. Diyabet, hipertansiyon, enflamasyon, ateroskleroz ve kardiyovaskiiler
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hastalik riskinde artisa neden oldugundan, vitamin D eksikligi risk faktorii olarak
kabul edilmektedir (71).

Vitamin D’nin nérotrofin ekspresyonunu, noral hiicrelerin sag kalimini regiile
ettigi, apoptozu azalttigi, bu nedenle noroprotektif etkisinin olabilecegi
distiniilmektedir.

Diyabet gelisiminde vitamin D’nin etkisi lizerine ¢ok sayida c¢alisma
yapilmaktadir. Pankreas B hiicrelerinde VDR ekspresyonu saptanmistir. Vitamin
D’nin insiilin sekresyonunu diizenledigi ve vitamin D eksikliginin insiilin direncini
arttirdig1 diistintilmektedir. Vitamin D eksikligi, DR’de oldugu gibi mikrovaskiiler
komplikasyonlarla da iliskilendirilmistir (71).

1.9.6. Vitamin D ve Okiiler Hastahklarla iliskisi

Insan goziinde immiinohistokimyasal boyama ile kornea, lens, siliyer cisim,
retina pigment epiteli, kornea endoteli, gangliyon hiicre tabakasi ve fotoreseptor
hiicrelerinde VDR varlig1 gosterilmistir (72). Ayrica okiiler hiicrelerde vitamin D
hidroksilaz aktivitesi gosterilmistir. Yapilan arastirmalarda, korneal limbal epitel
hiicre kiiltiiriniin UVB’ye maruz birakilmast sonucu de-novo vitamin D iiretimi
gozlenmistir. Gz i¢i sivilarinda vitamin D ve metabolitlerinin bulundugu ve oral
uygulama sonrasi diizeylerinin yiikseldigi bildirilmistir (72).

Vitamin D, hiicre proliferasyonu ve apoptozu diizenlemesi ve anjiyogenezi
inhibe etmesi nedeniyle antineoplastik o6zellik gostermektedir. Vitamin D
analoglarinin, daha az sistemik toksik etkiyle koroidal melanom ve retinoblastom
gibi okiiler tiimorlerin tedavisinde adjuvan olarak kullanilabilecegi bildirilmistir (71).

Vitamin D, TGFp inhibisyonuyla fibrozisi baskilamaktadir. Patogenezinde
fibroz proliferasyon ve skar gelisimi izlenen YBMD’de, enflamasyon,
neovakiilarizasyon ve fibrozisi baskilamak amaciyla yakin zamanda destek
tedavisine vitamin D eklenmistir. Subkutandz vitamin D tedavisinin amiloid ve
kompleman birikimini azalttigi saptanmistir (73).

Deneysel otoimmiin iiveit modellerinde, vitamin D uygulamasi retinal
enflamasyon bulgularin1 azaltmistir. Deneysel kornea neovaskiilarizasyonu ve
keratoplasti ¢alismalarinda, vitamin D inflamasyonu azaltarak greft rejeksiyonu ve

anjiogenezisi baskilamistir (74).
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Miyopi, disiik vitamin D diizeyi ve gen polimorfizmleri ile iliskili
bulunmustur. Tim bu bulgular, vitamin D’nin immiin regiilatif, antiproliferatif,
antienflamatuar, antianjiyogenik, apoptozisi diizenleyici, diferasiyasyonu arttirict
etkilerinin bulundugunu ve okiiler hastaliklarin tedavisinde etkili olabilecegi

diisiincesini desteklemektedir.

1.9.7. Vitamin D ve Retina

Vitamin D reseptorlerinin retina ve koroidin vaskiiler endotel hiicrelerinde,
vitamin D bagmmli kalsiyum baglayici proteinin (kalbindin) insan retinasinda
eksprese edildigi saptanmistir (75). RPE hiicrelerinde hidroksilaz ekspresyonunun
varlig1, vitamin D’nin doniistiiriilebildigi diistincesini dogurmustur.

Vitamin D’nin antienflamatuar ve antianjiyogenik 6zellige sahip olup, proliferatif
retinopatilerin olusum ve progresyonunu &nleyebilecegi diisiiniilmektedir. Ozellikle
patogenezinde enflamatuar ve neovaskiiler olaylarin izlendigi DR ve YBMD’de
vitamin D takviyesinin hastaliklarin progresyonunu onleyebilecegi diisiiniilmektedir

(76).

1.9.8. Vitamin D ve Diyabetik Retinopati

Vitamin D ve DR ile ilgili bir¢ok klinik ¢alisma mevcuttur. Serum vitamin D
diizeyi ile DR’nin siddeti ve progresyon hizi arasinda ters oranti oldugu, aym
zamanda ilerlemis retinopatisi olan diyabetiklerde vitamin D eksikliginin sik
gorildiigiic saptanmugtir. Diyabetik hastalarda serum 25(OH)D diizeyinin 15
ng/mL’nin altinda olmasi, retinopati varligiyla anlamh diizeyde iliskili bulunmustur.
20 ng/mL’nin altinda PDR riskinin arttig1 gorilmistiir (77).

Diyabet hastalarinda TNF-a, TGF-B ve IL-6 gibi enflamatuar sitokinler
artmaktadir. Vitamin D, proenflamatuar sitokin {liretimini azaltmakta, T hiicre ve
makrofaj aktivitesini azaltarak antienflamatuar 6zellik gostermektedir.

Vitamin D, endotelyal hiicre proliferasyonunu, VEGF ve PDGF (platelet
tirevi biiylime faktorii) ekspresyonunu azaltmaktadir. Deneysel diyabetik rat
modellerinde vitamin D’nin retinada VEGF ve TGF-f ekspresyonunu azalttigi
saptanmistir (78). Kalsitrioliin in vivo olarak retinal neovaskiilarizasyonu inhibe
ettigi, in-vitro olarak da anjiyogenik siirecin spesifik evrelerini inhibe ettigi

gosterilmistir. Antianjiyogenik etkilerini, endotel hiicrelerinde apoptoz indiiksiyonu
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mekanizmasiyla da yapmasi olast goriilmektedir. Bunun yani sira, HIF-1 ve VEGF
gen ckspresyonunu azalttigi saptanmistir. Bu nedenle vitamin D’nin Kalsitriol
aracihigiyla ~ VEGF’i  azaltarak DR komplikasyonlarimi  Onleyebilecegi,
antienflamatuar ve antianjiyogenik etkileriyle de DR gelisimini Onleyebilecegi
diistiniilmektedir (79).

Vitamin D, DR patogenezinde rol oynayan matriks metalloproteinazlarin
(MMP) gen ekspresyonunu da baskilamaktadir. VDR’lerinde goriilen genetik
polimorfizmin DR insidansini ve siddetini degistirdigi goriilmiistiir.

Vitamin D eksikligi saptanan erken evre diyabet hastalarinda retina sinir lifi
tabakasi kalinliginin anlamli diizeyde azalmis olarak saptanmasi, vitamin D’nin olasi
noroprotektif etkisini distindiirmektedir (80). Vitamin D’nin hiperglisemi ve
hipertansiyon iizerine koruyucu etkilerinin de DR gelisimi ve progresyonunun
onlenmesinde etkili olabilecegi diisiiniilmektedir.

Vitamin D3’iin antioksidan etkilere sahip oldugu, dokularda oksidatif hasara
karst koruyucu Ozelligini rediiktan Ozellikteki G6PD ekspresyonunu arttirarak
meydana getirdigi saptanmustir (81).

Hiicre igi elektron dengesinin bozulmasi, oksidatif stres, mitokondriyal
defektler ve antioksidan sistemin yetersiz kalmasi apoptozis siirecini aktive
etmektedir. Oksidatif streste, kalsiyum dengesi ve mitokondriyal membran
potansiyeli degismekte, mitokondrilerde ve DNA’da hasar olusumu sonucu apoptozis
uyarilmaktadir. Bu durum oksidatif stres, vitamin D ve kalsiyum arasindaki dengenin
patogenezdeki 6nemini gostermektedir (82). Bu ¢aligsmalar, vitamin D’nin biyolojik
fonksiyonlarindan antienflamatuar, antianjiyogenik, antiapoptotik, antioksidan

etkilerini desteklediginden DR destek tedavisindeki yeri arastirilmaktadir.

1.9.9. Vitamin D Eksikligi ve Takviyesi

Vitamin D, son yillarda iizerine ¢ok sayida calisma yapilmasi, klinik
tetkiklerinin daha sik takip edilmesi ve zenginlestirilmis gida takviye iriinlerinin
sayisindaki hizli artis nedeniyle dikkati ¢ekmektedir. Tirkiye’de %90 oraninda
vitamin D eksikligi saptanmistir (83). Avrupa popiilasyonunun yaklasik %40’imnda
serum vitamin D diizeyleri yetersiz olarak saptanmistir ve takviyesi onerilmektedir

(84).
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Genel olarak optimal serum 25(0OH)D diizeyleri 30-80 ng/mL (75-200
nmol/L) doz araligindadir. Serum 25(OH)D diizeyi; 20-30 ng/mL ise D vitamini
yetmezligi, < 20 ng / mL (50 nmol/mL) D vitamini eksikligi, >150 ng/mL ise D
vitamini intoksikasyonu olarak degerlendirilir (85). Saglikli bir insanda tavsiye edilen
giinliik diyetle vitamin D aliminin 600 [U/giin diizeyinde, 70 yas istii eriskinlerde ise
800 IU/giin olmas1 gerektigini belirtilmektedir (86). Diyetle takviye alim miktarinin
daha yiliksek tutulmasin1 Oneren ¢alisma gruplari da mevcuttur. Ayrica, vitamin
D’nin viicuttaki dongiisii yavas oldugundan giinliikk dozlar yerine haftalik dozlarin
uygulanmasi da onerilmistir.

Cok yiiksek serum 25(OH)D konsantrasyonu hiperkalsemiye yol agabilir.
Hiperkalsemi toksisite indikatorii olarak belirlenmistir. Bu nedenle tolere edilebilir
iist alim diizeyleri hesaplanmistir. Hiperkalsemiyle iliskili klinik semptom ve
bulgular; kas gii¢siizliigii, anoreksi, kusma, konstipasyon, tasikardik aritmi, yumusak
doku kalsifikasyonu, hiperkalsiiiri, nefrolitiazis, nefrokalsinozistir. Tolere edilebilir
st alim diizeyleri; eriskinlerde 4000 IU/giin, ¢ocuklarda 2000 IU/giin, bir yas
altindaki bebeklerde 1000 IU/giin olarak belirlenmistir (87, 88).

Bu caligmada, streptozotosin indiiksiyonu ile diyabet olusturulmus ratlarin
retina dokusunda; VEGF, TRPM2, PCNA immiinreaktivitelerini, oksidatif stres
diizeyini ve apoptozisi degerlendirmek ve bu parametreler iizerine vitamin D’nin

etkisini incelemek amaglanmistir.
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2. GEREC VE YONTEM

Bu ¢alisma Hayvan Deneyleri Etik Kurulu’nun 31.01.2018 tarih ve 22 sayili
karar1 ile etik yonden uygun bulunarak Firat Universitesi Deneysel Arastirma
Merkezi (FUDAM) biriminde ve Firat Universitesi Tip Fakiiltesi Histoloji ve

Embriyoloji laboratuvarinda yapildi.

2.1. Deney Hayvanlar1 ve Beslenmeleri

Deneysel ¢alismada kullanilan 41 adet 8-10 haftalik eriskin Wistar albino
cinsi erkek siganlar, FUDAM biriminden temin edildi. Hayvanlar FUDAM hayvan
laboratuvarinda bulunduklar1 ortamin sicakligi 22-25°C arasinda sabit tutularak 12
saat 151k (07:00-19:00) ve 12 saat (19:00- 07:00) karanlikta takip edildi. Si¢anlar 6zel
olarak yaptirilan kafeslerde beslendi ve her giin altlar1 temizlendi. Deney baslangici
ve sonunda hayvanlarin agirliklar: Slgiildii. Tiim hayvanlara ayni standart sican yemi
verilerek add libitum su ve yiyecek alimlari saglandi. Yemler; ¢elik kaplarda, su;
cam biberonlarda normal ¢esme suyu olarak verildi. Hayvan yemleri Elazig Yem

Sanayi A.S. Yem Fabrikasi’nda hazirlandu.

2.2. Diyabet Indiiksiyonu

Calismanin bu kisminda kullanilacak 20 adet sicanda diyabet olusturmak i¢in
26 gauge’lik insiilin enjektoriiyle 60 mg/kg dozunda STZ (Streptozosin, Zanosar,
Pharmacia, France) intraperitoneal (i.p) olarak 0,4 ml (0,1 M) sodyum-sitrat
tamponunda (pH:4,5) ¢ozdiiriilerek tek doz uygulandi. 72 saat sonra kuyruk veninden
kan alinarak, glukometre cihazindaki 6l¢iim sonucu aglik kan glikozu > 250 mg/dI’yi
gecen siganlar diyabetik olarak kabul edildi. Kan sekeri 6l¢timii Chemstrip bG (Bio-
Dynamics, Boehringer Mannheim, Indianapolis, IN) ile yapildi. Sicanlarin aglik kan
glikoz diizeylerini saptamak i¢in kan ornekleri, 8-10 saatlik ac¢lik sonrasinda sabah 8-

10 arasinda alinda.

2.3. Deney Gruplarimin Olusturulmasi

Agirliklar1 200-250 gr arasinda degisen 8-10 haftalik 41 adet Wistar Albino

cinsi erkek siganlar 5 gruba ayrildi;
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Grup | (Kontrol grubu) (n=7); Deney siiresi olan 10 hafta boyunca
herhangi bir islem yapilmadi.

Grup Il (Sitrat tampon grubu) (n=7); Tek doz 0,1 M sodyum sitrat
tamponu i.p uygulandi.

Grup Il (Kolekalsiferol grubu) (n=7); 10 Haftalik deney siiresi boyunca
her giin kolekalsiferol 200 IU/giin oral yolla damlalik araciligiyla uygulandi.

Grup IV (Diabetes Mellitus grubu) (n=10); 60 mg/kg olacak sekilde tek
doz STZ 0,1 M sodyum sitrat tamponunda (Ph:4,5) ¢o6zdiiriilerek i.p olarak
uygulandi. 72 saat sonra kuyruk veninden kan glikoz diizeyi 250 mg/dl iizerinde
olanlar diyabetik kabul edildi.

Grup V (Diabetes Mellitus + Kolekalsiferol) (n=10); 60 mg/kg olacak
sekilde tek doz STZ 0,1 M sodyum sitrat tamponunda (Ph:4,5) ¢ozdiirtilerek i.p
olarak uygulandi. 72 saat sonra kuyruk veninden alinan kan glikozu diizeyi 250
mg/dl {izerinde olanlar diyabetik kabul edildi. Deneysel diyabet olusturulduktan
sonra deney siiresi boyunca her giin kolekalsiferol 200IU/giin oral yolla damlalik

araciligiyla uygulandi.

2.4. Orneklerin Alinmasi

Tiim gruplardaki siganlar onuncu hafta sonunda tartildiktan sonra, ketamin (75
mg/kg)+xylazine (10 mg/kg) i.p uygulanarak anestezi altinda dekapite edildiler.
Dekapitasyonun ardindan siganlarin goz dokulart hizla ¢ikarildi. Tiim gruplara ait

g0z dokulari histolojik ¢aligsma i¢in % 10’luk formaldehit soliisyonunda tespit edildi.
2.5. Biyokimyasal Calisma

2.5.1. Kan glikoz diizeyleri

Kan glikoz diizeyleri ¢alisma siiresince glukometre [Chemstrip bG (Bio-
Dynamics, Boehringer Mannheim, Indianapolis, IN)] ile 6lgiildii. Bununla birlikte
diger biyokimyasal c¢aligmalar Aydin (89)’nin kullandigi molekiiler teknikler
modifiye edilerek asagidaki gibi yapilmistir.
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2.5.2. Total Antioksidan Kapasitesi (TAS) ve Total Oksidatif Stres (TOS)

Seviyesi Ol¢iimleri

2.5.2.1. TAS Olciimii

Serum TAS diizeyleri Olympus AU2700 otoanalizoriinde Rel Assay Total
Antioksidan Status Test Kiti (Mega Tip San. ve Tic. Ltd. Sti, Gaziantep, Tiirkiye)
kullanilarak 6l¢iildii (90).

Calisma Prensibi: Ornekteki antioksidanlar, asetat tampon (0,4 mol/L,
pH:3,6) soliisyonunun igerisinde bulunan konsantre haldeki koyu mavi-yesil renkli
ABTS++(30 mmol/L) [2,2'-azinobis-(3-ethylbenzothiazoline-6-sulfonic  acid)]
radikalini indirgenmis renksiz ABTS sekline ¢evirir. Yiiksek pH’daki asetat tampon
(0,4 mol/L, pH:5,8) solisyonu ile diliie edildiginde 06rneklerde bulunan
antioksidanlar sayesinde ABTS molekiilii indirgenir ve renk agilir. Orneklerde
bulunan antioksidan maddelerin konsantrasyonu ile renkteki agilma arasinda ters
orant1 vardir. Spektrofotometrik olarak saptanan absorbans degisikligi Ornekteki
antioksidan seviyesiyle iligkilidir. Stabil antioksidan standart soliisyonu (Trolox
equivalent) ile kalibrasyon yapilir. Vitamin E analogu olan Trolox ile reaksiyon hizi

ayarlanir ve birimi Trolox equivalent/L’dir (90).

2.5.2.2. TOS Ol¢iimii

Serum TOS diizeyleri Olympus AU2700 otoanalizoriinde Rel Assay Total
Oksidan Status Test Kiti (Mega Tip San. ve Tic. Ltd. Sti. Gaziantep, Tiirkiye)
kullanilarak olgtildii (91).

Calisma Prensibi: Ornekte bulunan oksidan ajanlar ferrdz iyon selatdr
kompleksini ferrik iyona okside ederler. Reaksiyon okside edici molekiiller
tarafindan stirdiiriiliir. Ferik iyonu, asidik ortamda bulunan kromojen ile renkli bir
kompleks yapar. Spektrofotometrik olarak olgiilen rengin yogunlugu Orneklerde
bulunan oksidan maddelerin miktar1 ile dogru orantilidir. Bu 6l¢iim yontemi hidrojen
peroksit ile kalibre edilir ve sonuglar litrede mikromolar hidrojen peroksid equivalent

(wmol H,0, Equiv/L) olarak 6l¢iiliir.
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2.6. Histolojik Calisma

Her gruptan alinan g6z dokulari, % 10’luk formaldehit soliisyonunda tespit
edildikten sonra musluk suyunda yikandi. Yikanan dokular rutin histolojik takip
serilerinden gegirildi (Tablo 1). Daha sonra dokular parafin bloklara gomiildi. Bu
parafin bloklardan 4-6 um kalinliginda kesitler alindi.

Tablo 1. Histolojik takip serileri

Sira Islem Siiresi
1) %70 Alkol 2 saat

2) %80 Alkol 1,5 saat
3) %96 Alkol | 30 dakika
4) %96 Alkol I 30 dakika
5) %100 Alkol | 30 dakika
6) %100 Alkol 11 30 dakika
7) Alkol+Xylol 15 dakika
8) Xylol | 15 dakika
9) Xylol 1l 15 dakika
10) Yumusak parafin+Xylol 45 dakika
11) Yumusak parafin 1 saat

12) Yumusak parafin+Sert parafin 1,5 saat
13) Sert parafin 3 saat

14) Gémme

2.7. immiinohistokimya

Parafin bloklardan 46 pum kalinliginda alinan kesitler polilizinli lamlara
alindi. Deparafinize edilen dokular dereceli alkol serilerinden gegirilip antigen
retrieval igin sitrat tampon soliisyonunda pH:6,0’da mikrodalga firinda (750W) 7+5
dakika kaynatildi. Kaynatma sonrasi oda 1sisinda yaklagik 20 dakika sogutmak ig¢in
bekletilen dokular PBS (Phosphate Buffered Saline, P4417, Sigma-Aldrich, USA) ile
3x5 dakika yikandiktan sonra endojen peroksidaz aktivitesini 6nlemek i¢in hidrojen
peroksid blok solusyonu ile 5 dakika inkiibe edildi (Hydrogen Peroxide Block , TA-
125-HP, Lab Vision Corporation, USA). PBS ile 3x5 dakika yikanan dokulara zemin
boyasint engellemek i¢in 5 dakika Ultra V Block (TA-125-UB, Lab Vision
Corporation, USA) soliisyonu uygulandiktan sonra 1/200 oraninda diliie edilen
TRPM2, VEGF ve PCNA primer antikorlar (Rabbit Anti-TRPM2 antibody,
ab101738, Abcam, Cambridge, UK, Vascular endothelial growth factor, E2611,
Spring Bioscience, USA, Monoclonal MouseAnti-Proliferating Cell Nuclear
Antigen, M0879, Dako, Baltimore, MD, USA) ile 60 dakika nemli ortamda oda
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1s1sinda inkiibe edildi. Dokular, primer antikor uygulanmasindan sonra PBS ile 3x5
dakika yikandiktan sonra sekonder antikor (biotinylated Goat Anti-Poliyvalent (anti-
mouse / rabbit 1gG), TP-125-BN, Lab Vision Corporation, USA) ile 30 dakika nemli
ortamda oda 1sisinda inkiibe edildi. Dokular, Sekonder antikor uygulanmasindan
sonra PBS ile 3x5 dakika yikanip Streptavidin Peroxidase (TS—125-HR, Lab Vision
Corporation, USA) ile 30 dakika nemli ortamda oda 1sisinda inkiibe edildikten sonra
PBS igerisine alindi. Dokulara 3-amino-9-ethylcarbazole (AEC) Substrate + AEC
Chromogen (AEC Substrate, TA-015 ve HAS, AEC Chromogen, TA-002-HAC, Lab
Vision Corporation, USA) solusyonu damlatilip 151k mikroskobunda goriintii sinyali
alindiktan sonra es zamanli olarak PBS ile yikamaya alindi. Mayer’s hematoksilen
ile zit boyamas1 yapilan dokular PBS ve distile sudan gegirilerek uygun kapatma
solusyonu (Large Volume Vision Mount, TA-125-UG, Lab Vision Corporation,
USA) ile kapatildi. Hazirlanan preparatlar Leica DM500 mikroskobunda incelenerek
degerlendirildi ve fotograflandi (Leica DFC295).

Boyamada immiinreaktivitenin yayginlhigi (0.1: <%25, 0.4:%26-50, 0.6:%51-75,
0.9:%76-100) ve siddeti (0:yok, +0.5: ¢ok az, +1l:az, +2: orta, +3:siddetli) esas
aliarak histoskor olusturuldu.

Histoskor= yayginlik x siddet

2.8. TUNEL Metodu

Parafin bloklardan 5-6 pum kalinliginda alinan kesitler polilizinli lamlara
alind1. Uretici firmann talimatlari dogrultusunda ApopTag Plus Peroxidase In Situ
Apoptosis Detection Kit (Chemicon, cat no: S7101, USA) kullanilarak apoptozise
giden hiicreler belirlendi.

Xylene ile deparafinize edilen dokular, dereceli alkol serilerinden gecirilerek
phosphate buffered saline (PBS) ile yikandi. % 0,05’lik proteinase K ile 10 dakika
inkiibe edilen dokular, endojen peroksidaz aktivitesini engellemek icin % 3’lik
hidrojen peroksit ile 5 dakika inkiibe edildi. PBS ile dokular yikandiktan sonra, 6
dakika Equilibration Buffer ile inkiibe edilip, 37° C’ de nemli ortamda g¢alisma
soliisyonu (%70 pul Reaction Buffer+%30 TdT Enzyme) ile 60 dakika inkiibe edildi.
Stop/Wash Buffer’da 10 dakika bekletilen dokular, Anti-Digoxigenin-Perosidaz ile
30 dakika muamele edildi. Diaminobenzidine (DAB) substrati ile apoptotik hiicreler

43



goriintiilendi. Harris hematoksilen ile zit boyasi yapilan kesitler uygun kapatma
solisyonu ile kapatildi. Hazirlanan preparatlar Leica DMS500 mikroskobunda
incelenerek degerlendirildi ve fotografland1 (Leica DFC295). TUNEL boyamanin
degerlendirilmesinde Harris hematoksilen ile maviye boyanmis ¢ekirdekler normal,
kahverengi niikleer boyanma gosteren hiicreler apoptotik olarak degerlendirildi.
Kesitlerde 10'luk biiylitmede rastgele secilen alanlarda, normal ve apoptotik en az
500 hiicre sayildi. Apoptotik hiicrelerin, toplam (normal + apoptotik) hiicrelere
oranlanmasi ile Apoptotik indeks (Al)’i hesaplanarak istatistiksel analizleri yapildi.

Boyama metodu asagidaki tabloda ayrintili olarak verilmistir (Tablo 3).

2.9. Istatistiksel Analiz

Elde edilen veriler ortalama + standart sapma olarak belirlendi. Istatistiksel
analiz i¢in SPSS version 22 programi kullanildi. Gruplar aras1 degerlendirme One-
way ANOVA ve Posthoc Tukey testi ile yapildi. p<0.05 degerler istatistiksel olarak
anlamli kabul edildi.
Tablo 2. TUNEL boyama prosediirii.

Islem Siire
1 60°C etiiv Bir gece
2 Xylol 3X15 dakika
3 %100, %96, %80, %70 etil alkol 3'er dakika
4 PBS 5 dakika
5 Kesitlerin ¢evreleri sinirlayict kalem ile ¢izilir.
6 1:500 diliisyondaki Protinaz K soliisyonu 20 dakika
7 PBS 3X5 dakika
8 Endojen peroksit blokaj1 (% 3 H,0,) 3 dakika
9 PBS 3X5 dakika
10  Equilibration tampon soliisyonu 10 dakika
11  Calisma soliisyonu (%70 pl Reaction Buffer + %30 TdT Enzyme ) 37°C’de 60 dakika
12 Stop/Wash Buffer ( 2ml ) +Distile su (68ml) Oda sicakliginda 10 dakika
13 Anti-Digoxigenin-Peroxidase 30 dakika
14  PBS 3X5 dakika
15  DAB Dilution Buffer + DAB Substrate 5-10 dakika
16 PBS 3X5 dakika
17  Distile su 5 dakika
18  Harris hematoksilen 1-5 dakika
19 Distilesu 5 dakika
20 %80, %96 ve %100 etil alkol 1'er dakika
21 Xylol 2X5 dakika

22 Kapatma medyumu kullanilarak lamel ile kapatma
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3. BULGULAR

3.1. Klinik Bulgular

Tim gruplara ait sicanlarin baglangic ve final viicut agirliklarn
degerlendirildiginde; Kontrol, Sitrat tampon ve Kolekalsiferol gruplarindaki
sicanlarin viicut agirliklart baslangie viicut agirliklarina gore istatistiksel olarak
anlamli bir sekilde artmis olarak izlendi (p<0.001). Bununla birlikte, Diyabet ve
Diyabet+Kolekalsiferol gruplarindaki siganlarin viicut agirliklart baslangica gore

istatistiksel olarak anlamli bir sekilde azalmis olarak izlendi (p<0.001) (Sekil 9).

350 1 a

300 A

250 A

200 A

W Baslangig viicut agirligi (gr,
155 4 slangig girligi (gr)

Final viicut agirliklari (gr).

100 -

50 A

o

Degerler ortalama + standart sapma olarak verilmistir.
® Baslangic viicut agirhigina gore karsilastirildiginda, (p<0.05).

Sekil 9. Deney hayvanlarinin baslangig ve final viicut agirliklari (gr).
3.2. Biyokimyasal Bulgular

3.2.1. Kan glikoz miktarlari

Tiim gruplara ait siganlarin baslangic ve final kan glikoz miktarlar
degerlendirildiginde; Kontrol, Sitrat tampon ve Kolekalsiferol gruplarindaki

siganlarin kan glikoz miktarlarinda baglangica gore bir degisiklik gozlenmedi.
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Bununla birlikte, Diyabet ve Diyabett+Kolekalsiferol gruplarindaki siganlarin kan
glikoz miktarlar1 baslangica gore istatistiksel olarak anlamli bir sekilde artmis olarak

izlendi (p<0.001) (Sekil 10).

a a

i

450 P

400 - B

350 A »

300 L

250 A F

. mBaslangig Kan Glukoz Degerleri (mg/dl)

200 Final Kan Glukoz Degerleri (mg/dl)

Degerler ortalama + standart sapma olarak verilmistir.
® Baslangig viicut kan-glikoz degerlerine gore karsilastirildiginda, (p<0.05).

Sekil 10. Deney hayvanlarinin baslangic ve final (10. hafta) kan glikoz miktarlar
(mg/dl)

3.2.2. Total Antioksidan Kapasitesi (TAS) ve Total Oksidatif Stres (TOS)

Diizeyleri

3.2.2.1. TAS Diizeyleri

Tiim gruplara ait serum TAS diizeylerinin degerlendirilmesi i¢in yapilan
biyokimyasal ¢alismada; TAS diizeyleri; Kontrol, Sitrat tampon ve Kolekalsiferol
gruplarinda benzerdi. Kontrol grubuyla kiyaslandiginda Diyabet grubunda TAS
diizeyleri istatistiksel olarak anlamli bir sekilde azalmis izlendi (p<0.006). Diyabet
grubu ile kiyaslandiginda ise Diyabet+Kolekalsiferol grubunda TAS diizeyleri
istatistiksel olarak anlamli bir sekilde artmis gozlendi (p<0.004) (Sekil 11).
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Serum TAS (umol/L)

300 b
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130 m Serum TAS (pmol/L)
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0
Kontrol Sitrat tampon Kolekalsiferol DM+KoIekaIS|ferol

Degerler ortalama + standart sapma olarak verilmistir.
# Kontrol grubuna gore karsilastirildiginda,
® Diyabet grubu ile karsilastirldiginda, (p<0.05).

Sekil 11. Serum TAS diizeyleri

3.2.2.2.TOS Diizeyleri

Tim gruplara ait serum TOS diizeylerinin degerlendirilmesi i¢in yapilan
biyokimyasal ¢alismada; TOS diizeyleri; Kontrol, Sitrat tampon ve Kolekalsiferol
gruplarinda benzerdi. Kontrol grubuyla kiyaslandiginda Diyabet grubunda TOS
diizeyleri istatistiksel olarak anlamli bir sekilde artmis izlendi (p<0.001). Diyabet
grubu ile kiyaslandiginda ise Diyabet+Kolekalsiferol grubunda TOS diizeyleri
istatistiksel olarak anlamli bir sekilde azalmis gozlendi (p<0.001) (Sekil 12).
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Serum TOS (umol/ L)
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200

150 o Serum TOS (umol/L)
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Kontrol Sitrat tampon Kolekalsiferol DM+Kolekalsiferol

Degerler ortalama + standart sapma olarak verilmistir.
& Kontrol grubuna goére karsilastirildiginda,
® Diyabet grubu ile karsilastirildiginda, (p<0.05).

Sekil 12. Serum TOS diizeyleri

3.3. TUNEL Bulgular

Apoptotik hiicrelerin belirlenmesi i¢in yapilan TUNEL boyamanin 11k
mikroskopi altinda incelenmesi sonucu; TUNEL pozitifligi retina dokusunda
gangliyon hiicre tabakasinda (Siyah ok) gozlendi.

TUNEL pozitifligi; Kontrol (Sekil 13), Sitrat tampon (Sekil 14) ve
Kolekalsiferol (Sekil 15) gruplarinda benzerdi. Kontrol grubuyla kiyaslandiginda
Diyabet (Sekil 16) grubunda TUNEL pozitifligi istatistiksel olarak anlamli bir
sekilde artmis bulundu (p<0.001). Diyabet grubu ile kiyaslandiginda ise TUNEL
pozitifligi Diyabet+Kolekalsiferol (Sekil 17) grubunda belirgin olarak azalmisti
(p<0.001). Bu grupta DM grubuna kiyasla apoptotik indeksin azalmis oldugu
saptand1 (Sekil 18).
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Sekil 14. Sitrat tampon grubuna ait retina dokusunda TUNEL pozitif hiicreler
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Sekil 16. DM grubuna ait retina dokusunda TUNEL pozitif hiicreler
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Sekil 17. DM+ Kolekalsiferol grubuna ait retina dokusunda TUNEL pozitif hiicreler

Apoptotik indeks (%)

10

> B Apoptotik indeks (%)
4

3

2

1 I

0

Kontrol Sitrat tampon Kolekalsiferol DM+KoIekaI5|fer0I

Degerler ortalama + standart sapma olarak verilmistir.
# Kontrol grubuna gére karsilastirildiginda,
® Diyabet grubu ile karsilagtirildiginda, (p<0.05).

Sekil 18. Apoptotik Indeks
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3.4. Immiinohistokimyasal Bulgular

3.4.1. TRPM2 immiinreaktivitesi

Transient reseptor potansiyeli Melastatin 2 immiinreaktivitesi i¢cin yapilan
immiinohistokimyasal boyamanin 151k mikroskopi altinda incelenmesi sonucu;
TRPM2 immiinreaktivitesi gangliyon hiicre tabakasi ve sinir lifi tabakasinda (Siyah
ok) gozlendi.

Transient reseptor potansiyeli Melastatin 2 immiinreaktivitesi; Kontrol (Sekil
19), Sitrat tampon (Sekil 20) ve Kolekalsiferol (Sekil 21) gruplarinda benzerdi.
Kontrol grubuyla kiyaslandiginda Diyabet (Sekil 22) grubunda TRPM2
immiinreaktivitesi istatistiksel olarak anlamli bir sekilde artmig bulundu (p<0.007).
Diyabet grubu ile kiyaslandiginda ise Diyabet+ Kolekalsiferol (Sekil 23) grubunda
TRPM2 immiinreaktivitesi istatistiksel olarak anlamli bir sekilde azalmis bulundu
(p<0.019). TRPM2 histoskorlamasiyla bu azalma gosterildi (Sekil 24).
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Sekil 19. Kontrol grubuna ait retina dokusunda TRPM2 immiinreaktivitesi
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Sekil 20. Sitrat tampon grubuna ait retina dokusunda TRPM?2 immiinreaktivitesi

Sekil 21. Kolekalsiferol grubuna ait retina dokusunda TRPM2 immiinreaktivitesi
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Sekil 23. DM+ Kolekalsiferol grubuna ait retina dokusunda TRPM2

immunreaktivitesi
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TRPM2 Histoskor
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Kontrol Sitrat tampon Kolekalsiferol DM DM-+Kolekalsiferol

Degerler ortalama + standart sapma olarak verilmistir.
& Kontrol grubuna gore karsilastirildiginda,
b Diyabet grubu ile karsilastirildiginda, (p<0.05).

Sekil 24. TRPM2 Histoskoru

3.4.2. VEGF immiinreaktivitesi

Vaskiiler endotelyal biiylime faktorii immiinreaktivitesi icin yapilan
immiinohistokimyasal boyamanin 151k mikroskopi altinda incelenmesi sonucu;
VEGF immiinreaktivitesi gangliyon hiicre tabakasi ve sinir lifi tabakasinda (Siyah
ok) gozlendi.

Vaskiiler endotelyal biiyiime faktorii immiinreaktivitesi; Kontrol (Sekil 25),
Sitrat tampon (Sekil 26) ve Kolekalsiferol (Sekil 27) gruplarinda benzerdi. Kontrol
grubuyla kiyaslandiginda Diyabet (Sekil 28) grubunda VEGF immiinreaktivitesi
istatistiksel olarak anlamli bir sekilde artmis bulundu (p<0.007). Diyabet grubu ile
kiyaslandiginda ise Diyabet+ Kolekalsiferol (Sekil 29) grubunda VEGF
immiinreaktivitesi istatistiksel olarak anlamli bir sekilde azalmis olarak izlendi
(p<0.007). VEGF histoskorlamasinda da bu gruptaki azalmanin anlamlilig1 gosterildi
(Sekil 30).
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Sekil 26. Sitrat tampon grubuna ait retina dokusunda VEGF immiinreaktivitesi
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Sekil 28. DM grubuna ait retina dokusunda VEGF immiinreaktivitesi
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Sekil 29. DM+ Kolekalsiferol grubuna ait retina dokusunda VEGF

immunreaktivitesi

VEGF Histoskor
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Kontrol Sitrat tampon Kolekalsiferol DM+Kolekalsiferol

Degerler ortalama + standart sapma olarak verilmistir.
& Kontrol grubuna gére karsilagtirildiginda,
® Diyabet grubu ile karsilastinldiginda, (p<0.05).

Sekil 30. VEGF Histoskoru
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3.4.3. PCNA immiinreaktivitesi

Proliferatif hiicre niikleer antijeni immiinreaktivitesi (PCN) ig¢in yapilan
immiinohistokimyasal boyamanin 1s1k mikroskopi altinda incelenmesi sonucu;
PCNA immiinreaktivitesi sinir lifi tabakasinda ve i¢ limitan membranda (siyah ok)
gozlendi.

Proliferatif hiicre niikkleer antijeni immiinreaktivitesi; Kontrol (Sekil 31, Sitrat
tampon (Sekil 32) ve Kolekalsiferol (Sekil 33) gruplarinda benzerdi. Kontrol
grubuyla kiyaslandiginda Diyabet (Sekil 34) grubunda PCNA immiinreaktivitesi
istatistiksel olarak anlamli bir sekilde artmis olarak bulundu (p<0.007). Diyabet
grubu ile kiyaslandiginda ise Diyabet+ Kolekalsiferol (Sekil 35) grubunda PCNA
immiinreaktivitesi istatistiksel olarak anlamli bir sekilde azalmis olarak izlendi

(p<0.019). PCNA histoskorlamasi yapilarak azalma orani gosterildi (Sekil 36).

Sekil 31. Kontrol grubuna ait retina dokusunda PCNA immiinreaktivitesi
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Sekil 33. Kolekalsiferol grubuna ait retina dokusunda PCNA immiinreaktivitesi
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Sekil 34. DM grubuna ait retina dokusunda PCNA immiinreaktivitesi

Sekil 35. DM+ Kolekalsiferol grubuna ait retina dokusunda PCNA

immunreaktivitesi
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Kontrol Sitrat tampon Kolekalsiferol DM+Kolekalsiferol

Degerler ortalama + standart sapma olarak verilmistir.
& Kontrol grubuna gore karsilastirildiginda,
® Diyabet grubu ile karsilastirildiginda, (p<0.05).

Sekil 36. PCNA Histoskoru
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4. TARTISMA

Diabetes Mellitus, insiilin eksikligi ya da insiilinin etkisindeki sorunlar
nedeniyle karbonhidrat, yag ve proteinlerin yeterli diizeyde kullanilamadig, siirekli
olarak tibbi yardim gerektiren, vaskiiler ve néropatik komplikasyonlarla karakterize
kronik bir hastaliktir. Diyabetteki temel metabolik bozukluk hiperglisemidir.

Diyabetin goriilme orani her gegen yil hizli bir sekilde artmakta olup,
Uluslararas1 Diyabet Federasyonu’na (IDF) gore, 2030 yilinda diyabetli insan
sayisinin 435 milyon Kkisiye yiikselmesi beklenmektedir (92). Diyabetli hasta
sayisinin gittikge artmasiyla birlikte, iilkelerin saglik harcamalar1 da orantili bigimde
artmakta, hastaligin ve komplikasyonlarinin tedavisi i¢in ekonomik ve etkili
alternatif ¢6ziim yollar1 arastirilmaktadir.

Diyabetin uzun dénemde olusan komplikasyonlarinin neden oldugu morbidite
ve mortalite; kapiller bazal membran kalinlagsmasiyla iliskili olan mikrovaskiiler
hastalik, hizlanmig aterosklerozla birlikte goriilen makrovaskiiler hastalik, somatik ve
otonom sinir sisteminin ikisini de iceren noropatiler, kas zayifligiyla birlikte goriilen
noromiiskiiler disfonksiyon ve enfeksiyonlara direncin azalmasiyla olusmaktadir.
Gelisen kronik komplikasyonlar g6z, bobrek, kalp, sinir ve kan damarlarini
etkilemektedir (93).

Diyabette insiilinin kullanimi kismi olarak problemin ¢6ziimiine katki
sagladiysa da, glinlimiizde kardiyovaskiiler sistem hastaliklar1 gibi birgok hastaliga
zemin hazirladig1 ve retinopati bulgularini agirlagtirdigindan dolay: hala giindemdeki
yerini korumaktadir. Ciinkii diyabet sadece insiilin eksikliginden degil, ayn1 zamanda
insiilin direncinden veya her ikisinin birlikteliginden kaynaklanan komplike olaylar
zincirinden olugmaktadir. Giinlimiizde bu komplike olaylar zincirinin altinda yatan
mekanizmalar1 ortaya c¢ikarmak icin ¢ok sayida calisma yliriitilmektedir. Tim
bunlara ragmen heniiz diyabetin etyopatogenezi tam olarak aydinlatilamamuistir.

Diyabette mevcut tedavi modaliteleri olan oral antidiyabetikler, insiilin
tedavisi ve glisemik kontrol, mikrovaskiiler komplikasyonlarin progresyonunu
Oonlemede yetersiz kalmaktadir. Regiilasyona ragmen hiperglisemik vaskiiler stres
devam etmektedir ve bu durum “metabolik hafiza” olarak adlandirilmaktadir.

Diyabetik retinopati, gelismis iilkelerde goérme azliginin en onde gelen

nedenlerinden biridir. Ozellikle toplumun aktif ¢alisan 20 - 50 yas arasi niifusunda
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gorme kaybi nedenlerinin basinda gelmektedir. Gelismis toplumlarda diyabetin
goriilme oraninin giderek artmasi, ayrica modern tedavi yontemleriyle diyabetlilerde
yasam siiresinin uzamasi, DR ve diyabetik makiilopati goriilme sikligini arttiran en
onemli faktorlerdir. Hastaligin tanist konulduktan sonraki ilk 5 yil igerisinde
retinopati gorlilme olasilig1 ¢ok diisiik olmakla birlikte, 5 yilda ortalama %27, 10
yilin tizerinde ise %71-90 oraninda goriilmektedir (11).

Mikroanjiyopati ve makroanjiyopati gelisimindeki en 6nemli faktor vaskiiler
endotelyal disfonksiyondur. DR patogenezinde; hiperglisemi sonrasi retina
kapillerlerinde gelisen dejenerasyon, endotelde perisit kaybt ve endotel
proliferasyonu, bazal membranda kalinlasma ve okliizyon etkilidirr DR ve
komplikasyonlariin gelisiminde, enflamasyon, toksisite, anjiyogenez ve apoptozisin
onemli yeri oldugu bilinmektedir.

Su ve ark. (94)’nin ¢alismalarinda, streptozotosin ile diyabet olusturulan
ratlarin retinopati progresyonunun izleminde, erken donemde hiperglisemi ve
mikroanjiopati gelisimi goriilmiis, ratlar normoglisemik hale getirilerek uzun donem
takipleri degerlendirildiginde, normoglisemiye ragmen retinopati progresyonunun
devam ettigi saptanmistir. Diyabetin erken doneminde, dordiincli haftaya kadar
vaskiiler yapilarda heniiz fonksiyonel ve spesifik degisimler baslamadan morfolojik
degisikliklerin bagladig1 belirtilmis, ge¢c donemde de kan sekeri regiilasyonuna
ragmen progresyonun devam ettigi gozlenmistir (95). Bu durum DR
progresyonundaki diger etkenlerin 6nemini ortaya koymaktadir.

Serbest oksijen radikalleri, apoptozis siirecini baglatan yolaklar1 aktive ederek
hiicre 6liimiine neden olur. SOR ile antioksidan savunma sistemi arasindaki dengenin
bozulmasinin, ¢esitli hastaliklarin ortaya ¢ikmasinda, kanser olusumunda, diyabette,
iskemi-reperfiizyon  hasarinda, enflamatuar rahatsizliklarda, ndrodejeneratif
hastaliklarda ve yaglanmanin etyopatogenezinde rol oynadigi bilinmektedir (53).

Diyabet ve diyabete bagli gelisen komplikasyonlarin reaktif oksijen tiirleri ile
olan baglantisin1 aciklamaya yonelik yapilan caligmalarda; enzimatik olmayan
glikasyon, enerji metabolizmasinda gelisen degisiklikler sonucunda ortaya c¢ikan
metabolik stres, sorbitol yolunun aktivasyonu, hipoksi ve iskemi-reperfiizyon
sonucunda meydana gelen doku hasarlarinin serbest radikal olusumunu arttirdigi

saptanmistir (96). Deneysel olarak diyabet olusturulan ratlarda veya diyabetik
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hastalarda serbest oksijen radikallerinin ve lipid peroksidasyonunun 6nemli derecede
arttigt ve oksidatif stresin diyabet etiyolojisinde ve ilerlemesinde rolii oldugu
bildirilmistir (97).

Bir¢ok klinik ve deneysel calismada, diyabette oksidatif stres markir
diizeylerinin artmis oldugu bildirilirken, hipergliseminin de oksidatif stresi artirdig
vurgulanmistir (99). Hiperglisemi ile oksidatif stres arasinda baglant1 oldugu goriisii
yapilan in vivo calismalarla gosterilmis olup, vaskiiler komplikasyonlari olan
diyabetik hastalarda, hem lipidlerin oksidasyonunda hem de enzimatik olmayan
glikasyonunda, hiperglisemiye bagl artisin oldugu goriilmiistiir. Du ve ark. (99)’nin
calismasinda, streptozotosinle diyabet modeli olusturulan ratlarda sekizinci haftadan
itibaren, endotel hiicrelerinin yiiksek glikoz konsantrasyonlarima maruz kalmasi
sonucu, retinal dokuda siiperoksit radikallerinin tiretildigi goésterilmistir. Diyabetik
olgularda, lipidlere ilave olarak proteinlerin oksidasyonu da artmaktadir. Ozellikle
kolajen, elastin ve miyelin kilifindaki ekstraseliiler proteinlerin oksidasyonu sonucu,
katarakt, mikroanjiyopati, ateroskleroz ve nefropati gibi diyabetik komplikasyonlar
gelismektedir (100).

Diyabetik retinopatinin progresyonuna oksidatif stresin etkisini incelemek
amaciyla yapilan Beyazyildiz ve ark. (101)’nin ¢alismasinda; DR’li grupta kontrol
grubuna gore serumdaki oksidatif stres {riinlerinin arttigi, antioksidan enzim
aktivitesinin ise azaldig1 bildirilmistir. Yiiksek TOS diizeyi ve diisiik TAS diizeyinin
DR progresyonu ile iliskili olabilecegi belirtilmistir.

Calismamizda, kontrol grubu ile kiyaslandiginda DM grubuna ait retinal
dokularda apoptozisin belirgin olarak artmis oldugunu, tedavi olarak verilen
kolekalsiferoliin apoptozisi anlamli diizeyde azalttigin1 saptadik. Diyabetik gruba ait
retina dokularindaki artmis apoptozisin oksidatif hasara bagli olabilecegini
diistinmekteyiz. Nitekim kontrol grubu ile kiyasladigimizda DM grubunda TOS
diizeylerinde anlamli bir artisin oldugunu gordiik. Bununla birlikte DM grubu ile
kiyasladigimizda DM-+Kolekalsiferol grubunda, apoptozisteki belirgin azalma
kolekalsiferoliin antioksidan etkisine bagli olabilir. Ciinkii bu grupta, TOS
seviyelerinde belirgin bir azalma ve TAS diizeylerinde artis oldugu izlenmistir.

Diyabetin olusturdugu oksidatif streste rol oynayan serbest radikaller

stiperoksit, hidrojen peroksit, hidroksil radikali, nitrik oksittir. TOS u olusturan temel
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komponentler hidrojen peroksit ve lipid hidroperoksittir (90). Lipid peroksidasyonu
ve peroksidasyon sonrasi meydana gelen {iriinler membran yapisina ve ¢esitli hiicre
bilesenlerine hasar verir, membran gecirgenligi ve mikroviskozitesi anlamli sekilde
etkilenir (53, 102). Pek ¢ok c¢alismada diyabetin komplikasyonlar1 ile lipid
peroksidasyonu arasindaki iliskinin  gdsterilmis olmasindan dolay1r lipid
peroksidasyonunun kontrolii 6nem tagimaktadir (103).

Calismamizda diyabetik gruplardaki, TOS diizeylerinin artmis olmasi;
hipergliseminin ~ glikoz ~ otooksidasyonunu,  glikolize  proteinleri, lipid
peroksidasyonunu arttirmasi ve sonug olarak diyabetin organizmada serbest radikal
olusumunu arttirmasiyla agiklanabilir.

Diabetes Mellitus reaktif oksijen tiirlerinin artmig {iretimi, antioksidan
savunma mekanizmalarinin yetersizligi ve sonucta artmis oksidatif stresle iligkilidir
(104, 105). Klinik ve deneysel ¢alismalar, SOR’un diyabetin iki tipinde de arttigini
ve diyabetin erken donem bulgularinin oksidatif stresle iligkili oldugunu
gostermiglerdir. Diyabette oksidatif stresin kaynagi olarak; redoks dengesinin
bozulmasi, diisiik molekiil agirlikli antioksidan molekiillerin (glutatyon, vitamin E)
azalmasi1 ve antioksidan savunma enzimlerinin (SOD ve Katalaz) aktivitelerinin
bozulmasi gosterilmistir (106). Hiicre i¢i elektron dengesinin bozulmasi, kalsiyumun
artis1, oksidatif stres, mitokondriyal defektler ve antioksidan sistemin yetersiz
kalmas1 apoptozisi indiikleyebilmektedir (107).

Calismamizda saptanan DM grubundaki artmis TUNEL pozitifligi, oksidatif
stresin  DNA hasarina yol agtigimin bir gostergesi olarak kabul edilebilir.
Hiperglisemi sirasinda hiicrede metabolik ve yapisal degisiklikler meydana
gelmektedir. Oksidatif streste hiicre i¢i kalsiyum dengeleri ve mitokondriyal
membran potansiyeli degismekte, bu degisiklik mitokondrilerde ve DNA’da hasara
yol agarak hiicreyi programli 6liime yani apoptozise siiriiklemektedir. Calismamizda
DM grubunda artan apoptozisin TUNEL yontemiyle gosterilmis olmasi, literatiir
bilgilerini desteklemektedir.

Vitamin D’nin aktif metaboliti olan vitamin D3’iin degisik biyolojik
olaylarda 6nemli rol oynadigi gesitli ¢alismalarda rapor edilmistir (108, 109).
Wiseman (110) calismalarinda vitamin D’nin antioksidan etkilere sahip oldugunu

gostermistir. Lin ve ark. (111) ¢inko ile serebral oksidatif stres olusturmus ve vitamin
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D’nin etkilerini antioksidan 6zellikleri iyi bilinen melatonin, B-ostradiol ve vitamin E
ile karsilastirmiglardir. Vitamin D’nin diger antioksidanlardan daha giicli bir
antioksidan oldugunu ve bunun da lipid peroksidasyonunu ve otooksidasyonu azaltici
etkileriyle iliskili olabilecegini gostermislerdir.

Vitamin D3’lin bircok dokuda oksidatif strese karsi koruyucu etkinligini
gosteren calismalar mevcuttur. Reaktif oksijen tiirevlerinin inaktivasyonu yoluyla
noronal yasamin korunabilecegi bildirilmistir (112). Vitamin D’nin noroprotektif
etkiye sahip oldugu one siiriilmiistiir. Giingér ve ark. (80)’nin yaptig1 bir klinik
caligmada, vitamin D eksikligi olan hastalarda kontrol gruplarina kiyasla retinal sinir
lifi kalinhigr azalmis olarak saptanmis, vitamin D’nin erken evre DR’si olan
hastalarda noroprotektif etki gosterebilecegi vurgulanmistir. Wang ve ark. (113)
vitamin D3’lin ndronal hiicre kiiltiirlerinde H,O,’nin indiikledigi ndronal hasari
azalttigin1  bildirmiglerdir. Ratlarda sistemik vitamin D3 uygulamasinin, 6-
hidroksidopamin ve demir tarafindan indiiklenen kortikal infarkt ve norotoksisiteyi
azalttigin1 gostermislerdir. Bunun yani sira Brewer ve ark. (114)’na gore vitamin D,
nitrik oksit sentaz aktivitesini azaltarak rat astrositlerinde serbest radikal olusumunu
azaltmakta, bunu kalsiyum iyon kanallarin1 baskilayarak gosterdigi ndroprotektif
etkisi ile yapmaktadir. Ayrica vitamin D3’iin karaciger hiicrelerinde glutatyon igeren
peroksidaz ve siiperoksit dismutaz gibi antioksidan savunma sistemlerini aktive
ederek oksidatif stresi azalttigi rapor edilmistir (115).

Fareler lizerinde yapilan bir ¢alismada vitamin D’nin, NMDA ’nin intravitreal
enjeksiyonuyla olusturulan oksidatif hasara bagl olarak gelisen retinal doku hasarina
kars1, serbest radikalleri uzaklastirma kapasitesini ve oksidatif stresi azaltan
metallothionein (MT) genlerinin iretimini arttirarak koruyucu 6zellik gosterdigi
bildirilmistir (116). Oral vitamin D alimmin karaciger, bobrek ve deride MT
genlerini arttirdigini gosteren ¢alismalar da mevcuttur (117). Bao ve ark. (81) SOR
ile 1lgili arastirma yaparken benign prostat hiperplazisinde vitamin D3’iin
antioksidan 6zelligini vurgulamislar, ayrica vitamin D3’{in prostat kanseri insidansini
azaltigim bildirmislerdir. Vitamin D3’lin, dokularda rediiktan bir madde oldugu
bilinen ve oksidatif strese karsi koruyucu o6zelligi olan G6PD ekspresyonunu

arttirarak antioksidan etkiye sahip oldugu gosterilmistir (118).
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Eksojen olarak verilen antioksidanlarin diyabetik komplikasyonlarin ortaya
cikmasinin engellenmesi ve azaltilmasinda yararli olabilecegi fikri ileri stiriilmiistiir.
Yapilan birgok calismada tip 2 diyabetli hastalarda krom, C ve E vitamini gibi
antioksidan uygulamalarinin ag¢lik kan glikoz degerleri, HbAlc diizeyleri, TOS ve
insiilin direng¢ indekslerinde 6nemli oranda diisiise neden oldugu belirtilmistir (119).

Diyabetik retinopati tedavisinde antioksidan tedavinin etkinligi ¢aligmalarla
desteklenmistir. Daha 6nce vitamin C ve E’nin, reaktif oksijen tiirevleri liretimini ve
lipid peroksidasyonunu azaltarak, DR progresyonunu onlemede etkili oldugu ve
destek tedavisinde fayda sagladigi bildirilmistir. Yakin donemde klinik, randomize,
cift kdrleme olarak dizayn edilen DiVFuSS calismasinda, multikomponentten olusan
nutrisyonel bir formiil gelistirilmis, calisma sonuclar1 paylasilmis ve diyabetik
hastalarda serumdaki enflamatuar proteinlerin azaldigi ve goérme keskinliginin
iyilesebilecegi belirtilmistir. Bu formiiliin igeriginde vitamin D’ye de yer verilmis,
VEGF’i azaltmasi, HbAlc ve dislipidemi iizerine olumlu etkisi belirtilmistir (120).
Son yillarda yapilan c¢aligmalar, vitamin D’nin DR’ye etkisi iizerinde
yogunlagsmaktadir. Arastirmalar, vitamin D eksikliginin diyabet hastalarinda sik
goriildiigiinii ve retinopati riskini arttirdigini gostermektedir (77). Ren ve ark.(78)
gelecekteki calismalarla, retinal dokularda VEGF ve TGF-B ekspresyonundaki
azalmanin yami sira, vitamin D’nin antienflamatuar etkilerinin agiklanabilecegini,
retinada neovaskiilarizasyon ve hiicre proliferasyonuna karsi koruyucu etkilerinin
gosterilebilecegini ileri stirmiiglerdir.

Bizim g¢alismamizda kolekalsiferol verilen gruplarda kan glikozu diizeyinde
herhangi bir diisiis saptanmadi. Diyabet olusturulan gruplarda kan glikozunun yiiksek
seyretmeye devam ettigi goriildii. Ancak serum TOS diizeylerinin, DM grubunda
artarken, DM+Kolekalsiferol grubunda azaldigini1 gordiikk. Bu nedenle vitamin D
diyabette kan glikozunu diisiirerek degil, oksidatif stresi azaltarak etkili olabilir.

Calismamizda TRPM2 immiinreaktivitesine bakilarak Kontrol grubuyla
kiyaslandiginda, DM grubuna ait retina dokularinda belirgin olarak artmis oldugu,
DM+Kolekalsiferol grubunda ise istatistiksel olarak anlamli bir sekilde azalmis
oldugu tespit edildi.

Hiicrenin canliligin1 koruyabilmesi ve gerekli olan fonksiyonlarini devam

ettirmesinde hiicre zar1 iyon kanallar1 ¢ok onemli bir role sahiptir. Hiicre zarinda
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bulunan iyon kanallarindan biri de oksidatif stres ile aktiflesebilen TRPM2
kanallaridir (121). TRPM2 kanallar1 baslica kemik iligi ve beyin olmak iizere
bagirsak, karaciger, bobrek, pankreas, akciger, iskelet kasi, testis, prostat, 16kositler
ve arka kok gangliyonlar1 gibi bircok doku ve hiicrede saptanmistir (122). Bu
kanallar sodyum ve potasyuma gegirgen olmasinin yani sira hiicreye kalsiyumun
girmesinde de olduk¢a 6nemli bir role sahiptir. Oksidatif stres ile aktiflesen TRPM?2
katyon kanallar1 doku, organ ve sistemlerde ¢esitli fonksiyon bozukluklar1 meydana
getirebilmektedir (123).

Hiicre dis1 etkenlerin TRPM2 katyon kanali aktivasyonunda rolii oldugu
bilinmektedir. Bunlar; oksidatif stres, ADPR/NAD+ metabolizmasi1 ve TNF-a’dir
(45). Oksidatif stres, TRPM2 iyon kanallarinin agilmasina ve hiicre iginde Ca*?
artisina neden olmaktadir (124). Hiicre i¢i kalsiyum artisi sonucu intrinsik ve
ekstrinsik apoptozis yolaklari indiiklenmekte ve kaspaz-3 aktive olmaktadir. Hiicre
ici sekonder yolaklarin aktivasyonuyla DNA parcalanmasi gerceklesmektedir. Bu
siire¢ kemokinlerin iiretimine neden olmakta, monosit, makrofaj ve notrofillerin
uyarist ile enflamatuar yaniti agreve etmektedir. Rat insiilinoma hiicrelerinin yan
sira birgok memeli hiicresinde oksidatif stresin uyarildigi c¢aligmalarda, TRP
kanallarinin aktive oldugu gosterilmistir (124).

Oksidatif stresle aktive oldugu i¢gin TRPM2 kanali son yillarda, diyabet,
enflamasyon, miyokard enfarktiisii ve norodejeneratif hastaliklar dahil olmak iizere,
oksidatif stresle iligkili hastaliklara kars1 terapotik bir hedef olarak ortaya ¢ikmustir.
Hiicre 6liimii, sitokin iiretimi ve insiilin sekresyonu siireclerindeki sinyal kaskadinda
TRPM2’nin fizyolojik roli oldugu diisiiniilmektedir (125).

Alzheimer hastaliginin patogenezinde ©Oneme sahip olan senil plaklarin
gelisiminde TRPM2 kanallarinin; oksidanlar, TNF-a, amiloid B-peptid araciligiyla
noronal hiicre 6limiinde etkili oldugu gosterilmistir (126). Ayrica bipolar bozukluk,
amyotropik lateral skleroz, pankinson-demans kompleksi gibi hastaliklarda
TRPM2’de genetik varyasyonlar saptanmistir.

Ulseratif kolit, TRPM2 aracili kemokin uyarisi ile monosit/makrofaj
aktivasyonunun 6n planda oldugu enflamatuar siiregle seyreden bir hastaliktir.
Yamamoto ve ark. (127)’na gére TRPM2 enflamatuar siireclerle yakin iligkiye

sahiptir. Olusturduklar1 deneysel iilseratif kolit modelinde, TRPM2 gen islevi
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baskilanmig farelerin enflamatuar kolit gelisimi acisindan yiiksek oranda
korundugunu gostermislerdir. TRPM?2 aracili hiicre igine Ca*? giriginin enflamatuar
notrofil infiltrasyonuna neden olan kemokin iiretimini arttirdigini belirtmislerdir.

Diyabet hastalarinda travma ve sepsis gibi hastaliklarin ardindan yiiksek
oranda akut akciger hasar1 gelismekte, kronik hipergliseminin endotelyal siiperoksit
diizeylerini arttirmast sonucu gelisen kapiller gecirgenligin 6dem gelisimiyle
patogenezde rol aldig1 diisiiniilmektedir. in vitro siiperoksit uygulamasinin pulmoner
endotel hiicrelerinde TRPM2 ve pulmoner filtrasyon katsayisini arttirdigi
saptanmistir. Lu ve ark. (128)’nin bunun gelisim mekanizmasini arastirdiklar1 bir
caligmada, kontrol gruplariyla karsilagtirildiginda hiperglisemik ratlarda TRPM2
aktivasyonu ve pulmoner filtrasyon katsayisinda artis gosterilmistir. Ayrica, TRPM2
kanallarinin inhibisyonu sonucu hiperglisemik ratlarda pulmoner gegirgenligin
azaldigimi gostermiglerdir. Bu nedenle oksidatif stresin, diyabetik ratlarda TRPM2
diizeyini arttirarak pulmoner vaskiiler gegirgenligi arttirdigi ve tedavide TRPM2
inhibitorlerinin fayda saglayabilecegi sonucuna varilmaistir.

Zhang ve ark. (129)’nin g¢alismalarinda insan monosit hiicre kiiltiirlerinde,
TNF-a ve oksidatif strese maruziyetin ardindan apoptozis siirecine giren hiicrelerde,
TRPM2 baskilanmas1 sonucu hiicre i¢i kalsiyum artisinin 6nlenebildigi, apoptozisin
baskilanarak hiicresel canliligin stirdiirtilebildigi gosterilmistir.

Caligmamizda artan TOS diizeyleri, retinadaki fosfolipitlerin bu yolla okside
olabilecegini gostermektedir. Ayrica retinada TRPM2 ekspresyonlarindaki artis da
bu bilgiyi dogrulamaktadir (130). Ciinkii yapilan birgok ¢alismada oksidatif hasara
bagli TRPM2nin arttig1 ve bunun da dogrudan oksidatif stres diizeyiyle iligkili
oldugu bildirilmistir (131). Vitamin D ve TRPM2 iyon kanallar1 arasindaki iliskiye
dair heniiz ¢alisma bulunmamakla birlikte, oksidatif hasar mekanizmalar iizerinden
gosterdikleri ters etkilerin ¢alismamiz sonuglarinda etkisinin olabilecegini
diisiinmekteyiz. DM+Kolekalsiferol grubumuzdaki TRPM2 immiinreaktivitesinin ve
TOS diizeylerinin DM grubuna kiyasla azalmis olmasi, kolekalsiferoliin bu kanallar
tizerinden etki edebilme olasiligini diisiindiirmektedir.

Oksidatif stresle aktive olan TRPM2 kanallarinin viicuttaki birgok fizyolojik
yanitta etkili oldugu bildirilmistir. Diyabet, nérodejeneratif hastaliklar ve

enflamatuar hastaliklar gibi reaktif oksijen tiirevleri liretiminin patogenezinde etkili
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oldugu hastaliklarin tedavisinde, TRPM2 fonksiyonunu inhibe eden ajanlarin
kullanim1 amaglanabilir. Nitekim yakin gecmiste TRP’ye spesifik modiilatdrlerin
yeni tedavi hedeflerinde yer aldig1 goriilmektedir (51).

Calismamizda VEGF immiinreaktivitesi; kontrol grubu ile kiyaslandiginda
DM grubuna ait retina dokularinda belirgin olarak artmis olup, DM+Kolekalsiferol
grubunda ise VEGF immiinreaktivitesi istatistiksel olarak anlamli bir sekilde azalmis
olarak saptandi. Bu durumda DR’de neovaskiilarizasyon gelisiminin giiclii bir
uyaricist olan VEGF’in azalmasi, vitamin D’nin neovaskiilarizasyon gelisimini ve
sekonder komplikasyonlarini Onlemesi agisindan umut vericidir. Calismamizda
diyabetik grupta saptanan artmis VEGF immiinreaktivitesi oksidatif hasara bagli
olabilir. Zira hiperglisemi oksidatif stresi tetiklemekte ve endotel disfonksiyonuna
yol agmaktadir (32). DM+Kolekalsiferol grubunda retinal VEGF miktarinin azalmasi
da vitamin D’nin antioksidan etkisi ile endotelyal disfonksiyonu azaltabilecegi
yoniinde yorumlanabilir.

Klinik, deneysel hayvan ve in vitro hiicre ¢alismalarinda, VEGF’in retinal
vaskiiler gecirgenligi arttirdigi gdsterilmistir. Streptozotosin ile diyabet olusturulmus
ratlarin gozlerinde, kan-retina bariyerinin hasarina paralel olarak retinal VEGF
protein ekspresyonunda artis izlenmistir ve tim retinal katlarda VEGF
immiinreaktivitesi saptanmistir (132).

Diyabetin retinal mikrovaskiiler komplikasyonlarinda baglica rol oynayan
faktor anjiyogenezis ve vaskiiler gecirgenlik faktorii olan VEGF’tir. Ayrica VEGF
retinal iskemi ile seyreden retinal neovaskiilarizasyon durumlarinda da 6nemli bir
role sahiptir. Hayvan modellerinde VEGF saliniminin  neovaskiilarizasyon
gelisimiyle korele oldugu gosterilmistir (133). VEGF’in yiiksek konsantrasyonlari
kan-retina bariyerinin yikilmasindan ve DR’de fibrovaskiiler proliferasyondan
sorumlu tutulmaktadir. Bu nedenle VEGF, DR ’nin tedavisinde 6nemli bir hedeftir.

Hammes ve ark. (134) diyabetik ve diyabetik olmayan ratlar iizerinde VEGF
salmiminin derecelendirildigi bir ¢alisma yapmislardir. Calisma sonucunda diyabetik
ratlarin retinalarinda  VEGF mRNA diizeylerinde artis saptanmistir. Diyabetik
olmayan ratlarda VEGF immiinreaksiyonunun cok zayif oldugu belirlenmistir.
VEGF saliniminin &zellikle retinanin gangliyon hiicreleri, i¢ ve dig niikleer

tabakalarinda yogun oldugu goriilmiistiir. Bizim c¢alismamizda DM grubundaki
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ratlarin gangliyon hiicre ve sinir lifi tabakalarinda immiinohistokimyasal olarak
VEGF tutulumu diger retina tabakalarina gore daha yiiksek diizeyde izlendi.

Vaskiiler endotelyal biiyime faktorii bilindigi tizere, DR gelisiminde 6nemli
bir role sahiptir. Bu roliinii de endotel hiicrelerinde mitoz, gog, vaskiiler permeabilite
artist ve kapiller damar olusumunu arttirarak yapar. Yapilan ¢alismalarda alinan
vitreus  Orneklerinde PDR’li  gbzlerde NPDR’li gbzlere oranla VEGF
konsantrasyonunun daha yiiksek oldugu bildirilmistir. Bu nedenle c¢alismalar
VEGF’in bloke edilmesi lizerine yogunlasmistir (135). Anti-VEGF ilaglar retinada
neovaskiilarizasyonla seyreden hastaliklarda kullanilmaktadir. Diyabetik retina
neovaskiilarizasyonu ve proliferatif retinopatide bu ilaglarin proliferasyonu etkili bir
sekilde inhibe ettigi gosterilmistir. Ancak yar1 6miirlerinin kisa olmasi, tekrarlayan
intravitreal enjeksiyonlar gerektirmektedir.

Diyabete bagli meydana gelen iskemiye sekonder vitreusa salgilanan
VEGF’in vaskiiler gecirgenligi arttirarak anjiogenezise ve makiiler 6deme yol actigi
ve bunu Onlemek icin de c¢oklu intravitreal enjeksiyonlarin gerekli oldugu
belirtilmistir (136).

Manzano ve ark. (137)’nin yaptigi bir ¢alismada, kimyasal yanik sonrasi
neovaskiilarizasyon olusturulan ratlarda topikal uygulanan bevacizumabin korneal
neovaskiilarizasyonu smirlandirdigi goriilmistiir. Klettner ve ark. (138)’nin domuz
retinal pigment epiteli hiicre kiiltiirinde yapmis oldugu ¢caligmada da bevacizumab ve
ranibizumabin VEGF’i gii¢lii bir sekilde nétralize ettigi gosterilmistir.

Vaskiiler endotelyal biiyiime faktorii vaskiiler endotel hiicreleri igin spesifik
bir mitojendir ve anjiyogenezisin patogenezinde ana rol oynar. VEGF
konsantrasyonu aktif proliferatif DR'li hastalarda retina, vitreus, 6n kamara sivisinda
yikselmisgtir. VEGF, proliferatif ve non-proliferatif diyabetik retinopatinin
patogenezinde rol oynamaktadir (139). Literatiir caligmalarinda DR saptanan
gozlerde VEGF diizeyi kontrol grubuna ve NPDR olan gruba gore istatistiksel olarak
anlamli derecede yiiksek saptanmistir (140). Cohen ve ark. (141) enflamatuar bir
sitokin olan IL-6'nin VEGF salimimini arttirarak indirekt olarak anjiyogenezisi
uyarabilecegini bildirmislerdir. Vitreustaki IL-6 diizeyinin aktif PDR'de inaktif
PDR'ye gore daha yiiksek oldugu ve VEGF iizerinden PDR’de anjiyogenezisi

uyarabilecegi gosterilmistir. Yapilan caligmalarda antienflamatuar o6zellik tasiyan
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vitamin D’nin IL-6y1 azalttig1 saptanmistir. Vitamin D antienflamatuar etkisiyle
VEGF’i azaltmis olabilir. Nitekim bizim sonuglarimiz da vitamin D grubunda
VEGF’in azaldigin1 dogrulamaktadir. Bu bulgular, vitamin D’nin antianjiyogenetik
ve antienflamatuar 6zelligini destekler niteliktedir.

Miiller glia hiicreleri diyabetik retinada, HIF-la tarafindan regiile edilen
VEGF indiiksiyonundan sorumludur. HIF-la oksidatif stres tarafindan aktive
edilebilir. Renin anjiyotensin sisteminin (RAS) de diyabetik retinada VEGF
indiiksiyonunda etkili oldugu bilinmekte ve Miiller hiicreleri tarafindan diizenlendigi
diistiniilmektedir (142). Diyabet tek basina retinal vaskiilopatiye neden olmayip
retinal noral dejenerasyonun da eslik ettigi bulgularla seyretmektedir. Daha ileri
calismalarla RAS-ROS arasi iliskinin ortaya konmasi, diyabetik retinal
dejenerasyonun izlendigi hastalarda tedavi hedefi olarak gorme fonksiyonunun
tyilestirilmesine katki saglayabilir. RAS ve ROS inhibitérleri, anjiyotensin II reseptor
blokorleri ve antioksidanlar ndroproteksiyonun yani sira diyabetik hastalarda
koruyucu tedaviler olarak gérme prognozunu iyilestirebilirler (143).

Renin-anjiyotensin sisteminin oksidatif stresle iliskisi ve vitamin D
takviyesinin bu sistemi baskilamasina iligskin ¢ok sayida ¢alisma yapilmistir. Vitamin
D renin biyosentezini endokrin etkiyle baskilamaktadir. Vitamin D reseptoriinde
genetik varyasyon olusturulmus farelerde, RAS aktivasyonu sonucu kardiyak
hipertrofi gelistigi gortilmistiir (144). Yine ¢esitli caligmalarda vitamin D’nin RAS
inhibitorleriyle sinerjik etki gosterdigi bildirilmistir ve kombinasyon tedavisinin
diyabetik nefropati progresyonuna karsi koruyucu oldugu belirtilmistir (145).

Diyabette erken donemden itibaren RAS sisteminin aktivasyonu sonucu
vaskiiler gecirgenligin ve VEGF diizeylerinin artarak DR gelisimi ve progresyonuna
neden oldugu diisliniilmektedir. Ayrica RAS’in anjiyogenez ve proliferasyonu da
uyardig1 bilinmekte, bu etkisini VEGF araciligiyla uyardigi belirtilmektedir. DR
progresyonunu Onlemede RAS inhibisyonunun etkili oldugu bildirilmektedir
(146). Timor anjiyogenezi ve proliferasyonunda da RAS ve VEGF birlikteligi
suglanan mekanizmalardandir (147). Diyabetik retinopatide neovaskiilarizasyon
gelisimi ve buna bagli komplikasyonlarin 6nlenmesi agisindan VEGF inhibisyonu
Oonem tasir. Vitamin D, renin-anjiyotensin sistemini baskilayarak VEGF diizeyini

diisiiriiyor olabilir. Calismamizdaki sonuglarla uyumlu olarak vitamin D’nin VEGF
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diizeylerini azaltic1 etkisinde bu mekanizmanin rolii olabilir. Nitekim diyabetik
retinopati  patogenezinde VEGF ve wvaskiiler gecirgenlik artist  baskin
mekanizmalardir, bunun vitamin D destek tedavisi ile baskilanabilmesi diyabetin
erken asamalarindan itibaren retinopati progresyonunu énlemede fayda saglayabilir.

Vitamin D’nin antiproliferatif etkiye sahip oldugunu destekleyen caligmalar
da mevcuttur. Vitamin D’nin uterin leiomyom hiicrelerinde proliferasyonu inhibe
ettigi bildirilmis, hipovitaminozun uterin fibroidler ic¢in risk faktorii olabilecegi
belirtilmistir (148). Vitamin D reseptor aktivitesinin kolorektal hiicrelerde asiri
proliferasyon ve oksidatif stresi Onledigi bildirilmistir. Kallay ve ark.’nin (149)
calismasinda vitamin D reseptorlerinin azaltildig1 fare modelinde kolon hiicrelerinde
proliferasyonun arttig1, PCNA diizeyinin yiikseldigi goriilmustiir. Yaptiklar: bir diger
calismalarinda, vitamin D reseptor aktivitesinin kolonik hiperproliferasyon ve
oksidatif strese kars1 koruyucu etkiye sahip oldugunu bildirmislerdir (150).

Calismamizda DM grubunda immiinohistokimyasal olarak retinada PCNA
diizeylerinin artmis oldugunu saptadik. Diyabet+Kolekalsiferol grubunda ise
PCNA’nin azaldigin1 gordiik. Bulgularimiz kolekalsiferoliin olasi antiproliferatif
etkisiyle uyumludur.

DNA sentezi, tamiri ve hiicre siklusu kontroliinde goérevli bir¢cok protein,
PCNA’ya baglanarak gorev yapmaktadir. PCNA, farklilagma islemine giren
hiicrelerden ¢ogalma 6zelligi olanlar1 ayirip tanimlamada, hiicre dongili oranin1 ve
hiicre proliferasyonunu gostermede kullanilmaktadir.

Fetomaternal insiilin diizeyinin plasental endotel hiicrelerinin gelisiminde
etkili oldugu bilinmektedir. Diyabetik plasentalarda villuslarda immatiirite
izlenmekte ve vaskiiler gelisim anomalilerinden kaynaklandigi diisiiniilmektedir.
Fetusta bu patolojilere sekonder gelisen ¢ok sayida komplikasyon bulunmaktadir.
Diyabetik ve normal insan plasentalarinda hiicre siklus proteinlerinin
immiinohistokimyasal dagilimlar1 karsilagtirildiginda, diyabetik term plasenta
villuslarinda ve endotel hiicrelerinde PCNA’nin belirgin diizeyde artmis oldugu
saptanmistir (151). Benzer sonuglar diyabetik olan ve olmayan rat plasentalar
karsilastirildiginda da elde edilmistir. Diyabetik plasentalarin endotel hiicrelerinde
PCNA immiinreaktivitesi bes kat daha yiliksek diizeyde saptanirken, villoz

sinsityotrofoblast ve sitotrofoblast hiicrelerinin ¢ekirdeklerinde apoptozisin arttig1
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izlenmistir (152). Bu sonuglar proliferasyon, diferansiyasyon ve apoptozis
slireglerinin aktivasyon belirteci olan PCNA diizeyinin yiikselmesinin diyabetiklerde
gelisen mikroanjiyopati patogenezinin aydinlatilmasinda rolii  olabilecegini
disiindiirmektedir.

Yapilan ¢aligmalarla PCNA’nin retinada endotelyal proliferasyon markir
oldugu bilinmektedir. Tavsan ve primatlarda intravitreal VEGF uygulamasinin
ardindan retinal ylizeyde gelisen yeni kan damarlarinin endotel hiicre ¢ekirdeklerinde
immiinohistokimyasal olaral PCNA boyanmasi izlenmistir (153). Nakajima ve
ark.(154) deneysel diyabet olusturduklar1 ratlarda bir tirozin kinaz inhibitorii olan
Genistein’in oral uygulamasi sonucu retinal PCNA diizeylerinin azaldigini, bunun
diyabette vaskiiler gegirgenlik artigini sinirlandirabilecegini bildirilmislerdir.

Mandava ve ark. (155) deneysel tavsan proliferatif vitreoretinopati
modelinde, PCNA inhibisyonu i¢in ilk kez kimerik ribozim kullanmis, retina
pigment epiteli ve fibroblast hiicrelerinde proliferasyonu azalttigini bildirmislerdir.
Ayrica ratlarda subretinal PCNA-ribozim uygulamasi sonucu proliferasyonun
azaltilmasiyla, neovaskiilarizasyon ve hemorajilere bagli gelisen fibrotik
proliferasyonun 0Onlenebilecegi bildirilmistir (156). Daha onceki ¢aligmalarda
enflamasyon ve fibrin iretimini azaltmak amaciyla S5-fluorourasil, daunorubisin,
radyasyon gibi sitotoksik ajanlarin yani sira, steroidler ve doku plazminojen
aktivatorleri denenmistir (156). Dolayisiyla, proliferatif vitreoretinopati hastalarmin
retinalarinda saptanan PCNA’nin diizeyini azaltan baglayict maddelerin verilmesiyle
gelistirilebilecek yeni tedavi alternatifleri arastirilmaktadir.

Proliferatif diyabetik retinopatide vitreoretinal ara yiizde neovaskiilarizasyon
gelisimi epiretinal membran formasyonu olusumuyla komplike olabilmektedir. Bu
bulgu traksiyon ve retina dekolmani gelisimiyle proliferatif retinal hastaliklarin
progresyonunda etkilidir. Vitrektomi cerrahisi ile DR ve proliferatif vitreoretinopati
hastalarindan alinan epiretinal membran 6rneklerinde hiicre proliferasyonunun arttg
izlenmis ve PCNA yiiksekligi bununla iligkili bulunmustur. PVR ve DR hastalarinda
proliferatif indeksin benzer oldugu goriilmiistiir. Vitrektomi cerrahisiyle epiretinal
membranlarin uzaklastirilmasi ve adjuvan medikal uygulamalar PDR tedavisinde
onemli yere sahiptir. Bu amagla deneysel c¢alismalarda antiproliferatif ve

antienflamatuar ajanlar denenmistir (157). Proliferasyon diizenleyicilerinden olan
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PCNA’nin inhibisyonunun da proliferatif retinal hastaliklarin progresyonunu
onlemede terapotik hedef olarak kullanilabilecegi diisiiniilebilir.

Yakin zamanda elde edilen veriler, vitamin D’nin retina ve DR lizerine
enflamasyonun ve anjiyogenezin inhibisyonu yoluyla etkisinin oldugunu
gostermektedir. Son dekatta yapilan kesitsel ¢alismalar DR’nin diisiik vitamin D
diizeyi ile iliski oldugunu gostermistir (155). Vitamin D takviyesinin DR {izerindeki
etkisini dogrulamak i¢in baska randomize klinik ¢alismalarin yapilmasi
gerekmektedir. Vitamin D eksikliginin prevelansi oldukg¢a yiiksektir ve takviyeleri
nispeten ucuz olup genellikle iyi tolere edilmektedir. Vitamin D, proliferatif retinal
hastaliklarin gelisimi {izerine koruyucu etki gosteriyor olabilir.

Bu calisma sonucunda, deneysel diyabetin retina dokusunda TOS ve
apoptotik hiicreleri arttirdigi, TAS’1 azalttig1, tedavi olarak verilen kolekalsiferoliin
bu parametreleri tersi yonde degistirdigi saptanmistir. Caligmamiz on hafta siire ile
planlanmis olup, diyabetin retina dokusunu etkilemesinin patofizyolojisindeki
roliinlin aydinlatilabilmesi i¢in gelecekte daha uzun diyabet siireleriyle yapilacak
calismalarla desteklenmesi gerekmektedir.

Sonug olarak, bu calismada kontrol gruplariyla karsilastirildiginda, STZ ile
olusturulmus DM’li  sigan retina dokusundaki TRPM2, VEGF, PCNA
immiinreaktivitelerinde belirgin bir artis oldugu gozlenmistir. Diyabette retina
dokusunda belirlenen TRPM2 immiinreaktivitesindeki bu artig, diyabetik
retinopatinin patofizyolojik mekanizmasinda TRPM2’nin de rol oynayabilecegini
disiindiirmektedir. Diyabette TRPM2 ile iliskili patofizyolojik mekanizmalar
aydinlatilabildigi takdirde, DR’yi 6nlemek amaciyla TRPM2 ile iliskili alternatif
tedavi yaklagimlari da denenebilir. VEGF’in baskilanmasmin yani sira, PCNA
inhibitdrlerinin kullanilmasiyla da DR’deki progresyon siirecinin oniine gecilebilir.
Calismamizda DM+Kolekalsiferol grubunda TRPM2, PCNA ve VEGF diizeylerinin
azaldigin1 saptadik. Bu sonuglar kolekalsiferolin DR patogenezinde etkili ve

koruyucu olabilecegini gdstermektedir.
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