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OZET

Giris ve Amag: Diyabet olusturulmus ratlarda farkli beslenme tarzlarinin kornea ve
retina tizerindeki etkilerini karsilagtirmak

Gerec ve Yontem: Calismada 28 adet, 8-10 haftalik, Long Evans cinsi erkek ratlar
rastgele segilerek dort gruba ayrildi. Calisma igin; saglhikli ve normal beslenme
uygulanmis (Grup 1); diyabet olusturularak normal beslenme uygulanmis (Grup 2);
diyabet olusturularak ketojenik beslenme uygulanmis (Grup 3); diyabet olusturularak
western tipi beslenme uygulanmis (Grup 4) olmak {izere toplam 4 grup olusturuldu.
Ratlarda diyabet olusturmak i¢in 60 mg/kg tek doz streptozotosin phosphate buffered
salin (PBS)’de ¢ozdiiriilerek intraperitoneal uygulandi. Uygulamadan 72 saat sonra
kuyruk veninden alinan kanda, glikoz diizeyi 200 mg/dI’nin iizerinde olanlar
diyabetik kabul edildi. On hafta sonunda anestezi altinda ekssanguinasyon sonrasi
gozler eniiklee edildi. Parafin bloklara gémiilii doku kesitlerinden vascular endotelial
growth factor (VEGF) ve Caspase-3 immiinreaktiviteleri i¢in immiinohistokimyasal
boyama yontemi kullanildi. Boyamalarda immiinreaktivitenin kornea ve retinadaki
yayginligi ve siddeti esas alinarak histoskorlama yapildi. Hematoksilen-eozin ile
boyanan retina tabakalarinin kalinliklar1 karsilagtirildi.

Bulgular: VEGF ile retina boyamasinda grup 3’te az yogun boyanma daha yiiksek
oranda bulundu (p: 0,018). Caspase-3 ile retina boyamasinda gruplar arasinda
anlamli fark goriilmedi (p: 0,65). Retina tabakalarinin kalinliklari karsilastirildiginda;
i¢ niikleer, i¢ plexiform, dis niikleer ve ganglion tabakalarmin grup 4’te diger
gruplardan anlamli olarak kalin oldugu goriildii (Sirasiyla p degerleri <0,001, 0,013,
0,006, 0,017). Koroid kalinliklar1 karsilastirildiginda gruplar arasinda anlamli fark
goriilmedi (p: 0,118). VEGF ile kornea boyamasinda grup 4’te ¢ok yogun, grup 3’te
az yogun boya tutulumu daha yiiksek oranda bulundu (p<0,001). Caspase 3 ile

kornea boyamasinda gruplar arasinda anlamli fark saptanmadi (p: 0,121).

Sonug: Western tipi diyetin apoptozisi, vaskiiler permeabiliteyi, inflamasyonu ve
dolayisiyla hiicresel 6demi artirdig1, sonug olarak doku kalinlasmasina neden oldugu
sOylenebilir. Ketojenik diyetin western tipi diyete gore faydali veya daha az zararl
oldugu sdylenebilir. Ancak ketojenik diyetle ilgili kisa vadede olumlu sonuglar

bildirilmesine karsin uzun vadede etkisi bilinmeyen bir beslenme tiiriidiir. Uzun



vadedeki etkilerini saptamak i¢in daha uzun siireli ¢calismalara ihtiyag¢ vardir.

Anahtar Kelimeler: Retina, kornea, diyabetik retinopati, ketojenik diyet, western
diyet, VEGF, Kaspaz-3



ABSTRACT

Purpose: To compare the effects of different diets on cornea and retina in diabetic
rats
Materials & Methods: In the study, 28 male 8-10 week old Long Evans rats were

selected randomly and divided into four groups. For the study, a total of 4 groups
were formed: healthy and normal nutrition (Group 1), diabetic normal nutrition
(Group 2), diabetic ketogenic nutrition (Group 3), diabetic western-type nutrition
(Group 4). To create diabetes in rats, a single dose of 60 mg/kg of streptozotocin was
dissolved in phosphate buffered saline (PBS) and administered intraperitoneally,
those with a glucose level above 200 mg/dl in the blood taken from the tail vein 72
hours after the administered was considered diabetic. At the end of ten weeks, eyes
were enucleated after exsanguination under anesthesia. Immunobhistochemical
staining method was used for vascular endothelial growth factor (VEGF) and
Caspase-3 immunoreactivity from the tissue sections embedded in paraffin blocks.
Histoscoring was performed based on the extent and intensity of immunoreactivity in
the cornea and retina. The thicknesses of retinal layers stained with hematoxilen-
eosin were compared.

Results: Less intense staining was higher in group 3 in retinal staining with VEGF
(p: 0,018). There was no significant difference between the groups in retinal staining
with caspase 3 (p: 0,65). When the retinal layers are compared; inner nuclear, inner
plexiform, outer nuclear and ganglion layers were found to be significantly thicker in
group 4 than other groups. When the choroidal thickness was compared, no
significant difference was found between the groups (p: 0,118). In corneal staining
with VEGF, very intense staining was found at a higher rate in group 4 and less
intense in group 3 (p <0,001). There was no significant difference between the
groups in corneal staining with caspase 3 (p: 0,121).

Conclusion: It can be said that western type diet increases apoptosis, vascular
permeability, inflammation and thus cellular edema, and consequently causes tissue
thickening. It can be said that the ketogenic diet is beneficial or less harmful than the
western type diet. However, although positive results have been reported in the short
term regarding the ketogenic diet, it is a type of diet whose effect in the long term is

unknown. Longer studies are needed to determine its long-term effects.
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Key words: Retina, cornea, diabetic retinopathy, ketogenic diet, western diet,
VEGF, Caspase-3

11



KISALTMALAR

TBS: Tris Buffered Saline

DM: Diyabetes Mellitus

PBS: Phosphate Buffered Saline
RPE: Retina pigment epiteli

STZ: Streptozotosin

DMO : Diyabetik Makiila Odemi

IVR: Intravitreal Ranibizumab

DME: Diabetic Macular Edema

DRP: Diyabetik Retinopati

VEGEF : Vaskiiler Endotelyal Growth Faktor
MMP: Matriks Metalproteinazlar

MO : Makiila Odemi

LFK : Lazer Foto Koagiilasyon

WESDR : Wisconsin Epidemiologic Study of Diabetic Retinopathy
PDR : Proliferatif Diyabetik Retinopati

NPDR : Nonproliferatif Diyabetik Makiila Odemi
HbAlc: Hemoglobin Alc ( Glikolize hemoglobin)

DCCT: Diyabet kontrolii ve komplikasyonlari ¢aligmasi
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BUN: Kan Ure Nitrojeni

ETDRS: Early Treatment Diabetic Retinopathy Study
KAMO : Klinik Anlamli Makiila Odemi

IGF: Insiilin-like Growth Factor

FGF:Fibloblast growth factor

IRMA : Intraretinal Mikrovaskiiler Anomaliler

FFA : Fundus Fluoresein Anjiografi

NV: Neovaskiilarizasyon
NVD: Optik disk neovaskiilarizasyonu
VH: Vitreus hemorajisi

FAZ: Foveal Avaskiiler Zon

OCT : Optik Kohorens Tomografi

FA: Fluosinolon Asetonid

UKPDS : United Kingdom Prospective Diyabetes Study Group
Mm: Milimetre

um: Mikrometre

pg: Mikrogram

LogMAR : Minimum Rezoliisyon Ag¢isinin Logaritmasi

SPSS: Statistical Package for Social Science
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GAG: Glikozaminoglikan

KNV: Korneal Neovaskiilarizasyon

KD: Ketojenik Diyet

LCKD : Diisiik karbonhidrath ketojenik diyet
AEI : Antiepileptik ilag

PUFA: Poliansatiire fatty acid-Coklu doymamais yag asiti
SAT: Saturated fatty acid-Doymus yag asiti
DHA: Dokosaheksaenoik asit

EPA: Eikozapentaenoik asit

BOHB: Beta Hidroksi Biitirat

NAD : Nikotinamid adenin diniikleotid

FAD: Flavin Adenin Dintikleotid

AA: Arasidonik Asit

ROS: Reaktif Oksijen Tiirleri

CARD: Kaspaz aktive edici toplayici bolge

DED: Oliimii etkileyen bolge

ADA: Amerikan Diyabet Dernegi
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1. GIRIS VE AMAC

Diabetes mellitus (DM), insiilin sekresyonundaki defekt veya insiilinin etkisine Karsi
olusan direng sonucu ortaya ¢ikan, kan sekeri yiiksekligi ve bunun dokular iizerinde
hasar olusturmasi ile giden, kronik metabolik bir hastaliktir (1). Bir bagka deyisle
DM, pankreastan salgilanan insiilinin kullanilamamasi ya da insiilinin eksikligi
nedeniyle kisinin tiikettigi besinlerdeki karbonhidrat, protein ve yaglardan yeterince
yararlanamadigi, diizenli tibbi miidahale gerektiren, tiim diinyada yaygin goriilen
kronik bir endokrin bozukluktur (2). DM'nin kesin nedenini agiklamak zordur ancak
sedanter yasam tarzi, kalitsal yatkinlik, obezite, gebelik, c¢arpik kentlesme ve
sagliksiz diyetler hastaligin ortaya ¢ikmasini tetiklemektedir (3). Hastaligin uzun
stire seyri esnasinda Ozellikle vaskiiler dokularda hasar olugmaktadir. Bu hasarlar
mikrovaskiiler veya makrovaskiiler olarak iki grubta incelenebilir. Diyabetik
retinopati (DRP) en 6nemli mikrovaskiiler komplikasyonlardandir. DRP gelisiminde
ana mekanizma uzun siireli hiperglisemiye bagl toksisitedir. Ancak yapilan yogun
klinik ve deneysel arastirmalara ragmen molekiiler patofizyolojisi heniiz tam olarak
aydinlatilamamistir (4).

DRP, 20 ile 65 yas arasinda goriilen legal korliigiin en sik sebebidir. DM tanisi
konulduktan sonraki ilk 5 yil igerisinde DRP goriilme olasiligi ¢ok diisiik olmakla
birlikte, 5-10 y1l arasinda %27, 10 yilin iizerinde ise %71-90 oraninda gériilmektedir
(5). DRP esas olarak bir mikroanjiopatidir. Hastaligin patogenezinde hiperglisemi
sonras1t gelisen retina kapillerlerinde dejenerasyon, perisit kaybi, endotel
proliferasyonu, bazal membranda kalinlasma ve oklizyon mevcuttur (5).
Retinopatide damarlarda olusan iki temel degisiklik vaskiiler gecirgenligin artmasi
ve mikrovaskiiler okliizyondur. Vaskiiler permeabilitenin artmasi lokal/yaygin
O0deme, mikrovaskiiler okliizyon ise retinal iskemiye ve daha ileri donemde yeni
damar olusumlarina yol agar. Mikroanjiopati bulgularinin yaygmhigi ve agirlig
DRP’nin evresini belirler. (5)

DRP ve komplikasyonlarmin gelisiminde anjiyogenez, enflamasyon, toksisite ve
apopitozisin onemli yeri oldugu bilinmektedir. Vaskiiler endotelyal biliyiime faktorii
(VEGF); hipoksi, biiyiime faktorleri ve nitrik oksit tarafindan stimiile edilerek
vaskiiler permeabiliteyi artiran ve yeni damar olusumuna neden olan bir sitokindir

(6). Kaspaz 3; proteini aspartat aminoasidinden sonra kesen, aktif merkezinde sistein
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bulunan proteazlar ailesine mensuptur. Bu kesme islemi proteinin aktivasyon veya
inaktivasyonuna neden olabilir. Apopitoziste rol alir (7).

Diyabet tedavisi, beslenme, fiziksel aktivite ve farmakolojik tedavinin bir arada
yuriitiildigl interdisipliner bir tedavi siirecini gerektirir. DM' nin O6nlenmesi ve
kontrolii; egzersiz, diislik kalorili besinlerle beslenme, obez kisilerde kilo kaybi ve
hareketsizlikten uzak bir yasamdan gegmektedir (8).

Antioksidan fitokimyasallar ile diyet takviyesi ve antioksidan savunma mekanizmasi
serbest radikallerin neden oldugu oksidatif hasara karsi savunma olustururken
diyabetik komplikasyonlarin gelismesini de dnleyebilir (9).

Beslenme tedavisi diyabet yonetiminde 6nemli bir rol oynar (10). Akdeniz diyeti gibi
cesitli diyet yaklasimlari, hipertansiyonu durdurmak icin diyet yaklasimlari,
vejetaryen diyet ve karbonhidrat kisitli diyet Amerikan Diyabet Dernegi (ADA)
tarafindan onerilmistir (11,12).

Ketojenik diyet genellikle %80 yag, %15 protein ve %5 karbonhidrattan
olusmaktadir. Yagin, karbonhidrat ve proteine oranm1 2:1 ila 4:1 arasinda
degismektedir. Diisiik karbonhidratli ketojenik diyet (LCKD), aclik fizyolojik
durumunu taklit eden ketoza neden olan karbonhidratlardan (<100 g / giin) diisiik bir
diyettir (13). Bu diyetler ile lipit metabolizmasinin arttig1 ve inflamatuar hastaliklarin
azaldig1 diistiniilmektedir. Ketozis yapan bu diyetlerle immiin sistem diisiik glukoz
diizeylerine adapte olur ve metabolizma mitokondriyal yag asiti oksidasyonu,
ketogenezis ve ketolizis yoniine dogru kayarak inflamasyonu azaltir. DRP
patogenezinde de inflamatuar siire¢ onem arz ettiginden ketojenik diyetin DM ve
dolayisiyla DRP kontrolii ve tedavi siirecinde faydali olabilecegi diisiiniilmektedir.
Western (bat1 tipi) diyet doymus yaglar, sekerler ve islenmis karbonhidrat
bakimindan zengin bir beslenme tiiriidiir. Asir1 islenmis gidalarin insan sagligina
zararl oldugunu destekleyen calismalar vardir. Doymus yaglar, sekerler ve rafine
karbonhidratlar bakimindan yiiksek diyetlerin diinya capinda yiiksek oranda
tiiketilmesi, obezite ve tip 2 diyabet prevalansina katkida bulunur.

Bu g¢alismanin amaci; streptozotosin ile diyabet olusturulmus ve farkli beslenme
tipleri ile beslenen ratlarda kornea ve retina katmanlarindaki degisiklikleri, VEGF

ve Kaspaz 3 immiinreaktivitelerini incelemektir.
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2. GENEL BiLGILER

2.1. RETINA ANATOMISI

Retina, distan ige dogru on kattan olusur:
. Retina Pigment Epiteli

. Rod ve Koniler

. D1g Limitan Membran

. D1s Niikleer Tabaka

. D1s Pleksiform Tabaka

. I¢ Niikleer Tabaka

. I¢ Pleksiform Tabaka

. Ganglion Hiicreleri Tabaka

. Sinir Lifi Tabakasi

O© 0 3 O N ~ W N -

10. I¢ Limitan Membran

Bu simiflama 151k mikroskopu ile yapilan inceleme i¢in gecerlidir. Noral retinanin
Ozellesmis bolgeleri mevcuttur. Retina goziin sinir tabakasi olup goz kiiresinin i¢
yiizeyini orter. Ince ve saydam bir tabakadir. Kalinhig1 optik disk yakininda 0,56 mm,
ora serratada ise 0,1 mm’dir. Retinanin arka kisminin merkezindeki oval, sar1 alana
makiila lutea denilir. Cap1 yaklasik 4,5-6 mm’dir ve optik diskin yaklasitk 3 mm
temporalinde bulunur. Makiilanin sar1 renginin kaynagi ksantofil isimli pigmenttir.
Retinanin arka kutupta en ince oldugu nokta foveadir. Bu alanin merkezindeki
cokiintiiye fovea santralis denir. Cap1 yaklasik 1,5 mm’dir. Cokiikliiglin kenarina
klivus, tabanina ise foveola denir. Burada i¢ retina katlarina ait sinir hiicre ve lifleri
kenara ¢ekilmis ve merkezde sadece fotoreseptor hiicreleri kalmigtir. Foveolada 1. ve
2. noronlar kenara itildiginden dis pleksiform tabakadaki lifler i¢ niikleer tabakay1
olusturan hiicrelerin uzantilari ile sinaps yapmadan 6nce i¢ limitan membrana paralel
seyrederler. Yani bu bolgede dis pleksiform tabakaya ait hiicresel uzantilarin
horizontal seyri ile Henle tabakasi olusur. Fovea iizerinde kan damarina ve rod
hiicresine rastlanmaz ancak koni konsantrasyonu maksimuma ulagmaistir.

Retina sinir lifi tabakasi arkada optik sinirle devam eder. Onde néral retina ora

serrataya kadar uzanir ve pars plana pigmente olmayan siliyer cisim epiteli ile devam
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eder. Dig yiizeyi Bruch membrani ile, i¢ ylizeyi vitreus ile temas halindedir.
Retinanin sinir tabakasinin bittigi 6n kismi dalgali bir goriiniim arz eder. Bu kisma
ora serrata adi verilmektedir. Retina, optik disk kenarlar1 ve ora serratada siki
yapisiklik gosterir. Retina embriyolojik olarak noroektodermden koken alan iki
yapidan olusur. Bunlardan distaki pigmente epitel kati, igteki ise duyusal (noral)

retinadir.

2.1.1. Retina Pigment Epiteli (RPE)

Noroektodermal kokenli, tek katli, altigen sekilli kiiboidal hiicre tabakasidir. Optik
disk smirindan ora serrataya kadar uzanir ve silyer cismin pigment epiteli ile
devamlilik gosterir. Her bir RPE hiicresinin apikal kismindaki villéz ¢ikintilar,
fotoreseptor hiicrelerin dis kisimlarini sarar ve aralarinda higbir 6zel baglanti
bulunmaz. RPE hiicrelerinin; dagilan 1518 absorbsiyonu, retina alti boslugun
devamliliginin saglanmasi, rod ve kon hiicrelerinin dis kisimlarinin fagositozu,
fotoreseptorlerin dig segmentlerin dongiisii, A vitamini depolanmasi ve salinimi,

interfotoreseptor matriks sentezi gibi fonksiyonlari vardir (14).

Choroid
CC~a O o> a oo

Sekil 1: RPE’nin histolojik yerlesimi

2.1.2. Noral Retina

Ug temel noron grubundan olusur: Fotoreseptorler, bipolar hiicreler ve gangliyon
hiicreleridir. Aktivitenin diizenlenmesi i¢in horizontal ve amakrin hiicreler gibi ara
noronlari igerir.Iki tip fotoreseptdr vardir: Rodlar ve koniler.

Rodlar, los 1s1kli ortamda ve siyah-beyaz goriintiiniin algilanmasindan, koniler ise

parlak 1s1kli ortamda, hem detayli hem de renkli goriintiiniin algilanmasindan
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sorumludurlar. Rodlarin sayist 110-125 milyon, Konilerin sayist ise 6,3-6,8
milyondur. Foveada rod bulunmaz, perifere dogru gittik¢e sayilari birden artar ve ug
noktalara yaklastik¢a azalir. Koniler ise foveada daha yogundur ve perifere gittikce
sayilar1 azalir.

Bipolar hiicrelerin radyal bir yonelimi vardir. Bu hiicrelerin bir veya daha fazla
sayida dendriti disa dogru uzanarak fotoreseptdr hiicre terminalleri ile sinaps yapar.
Tek olan akson i¢e dogru uzanarak gangliyon hiicreleri ve amakrin hiicreleri ile
sinaps yapar. Gangliyon hiicreleri gérme yolunda ikinci ndronlar1 olusturur.
Multipolar hiicrelerdir ve dendritleri bipolar ve amakrin hiicrelerin aksonlari ile
sinaps yapar. Retinada yaklasik 1 milyon gangliyon hiicresi vardir ve her gangliyon
hiicresi basina 100 fotoreseptor hiicresi diiser. Aksonlari miyelinsiz olup, optik siniri
olustururlar (15).

Horizontal hiicreler multipolar olup, fotoreseptdr hiicrelerinin terminal genis
kisimlarinin yakininda yer alirlar. Bu hiicrelerin bipolar hiicrelerin aktivitesini
baskilayan bir transmiter salgiladigina inanilmaktadir. Gangliyon hiicrelerinin
dendritleri ile bipolar hiicrelerin akson uglari sinaps yapar. Amakrin hiicreleri bipolar
hiicreler tarafindan uyarilir ve gangliyon hiicresini uyarir. Noral retinadaki
bosluklarin ¢ogunu miiller hiicreleri doldurur. Miiller hiicreleri, destek gorevi goriir

ve beslenmeye yardimer olur

2.1.3. Retinanin Kan Destegi

Retina iki kaynaktan kan destegi alir. Rodlar, koniler ve dis niikleer kattan olusan dis
lamina, koroid kapillerlerinden doku sivis1 araciligi ile beslenir. I¢ lamina ise santral
retinal arter ve venden destek alir. Retina arterleri ug¢ arterler olup herhangi bir
arteriovendz anastomoza rastlanmaz. Retina arteriolleri yaygin bir kapiller ag
olusturur. Bu kapillerlerin duvarlari1 deliksiz endotel hiicreleri ile ¢evrilidir. Endotel
bazal membraninin altinda ¢ok sayida perisit vardir. Kapiller aglarin en yogun
oldugu bolge makiiladir ancak fovea santraliste damar bulunmaz. Yaklasik 500 pm
capindaki bu bolgeye fovea avaskiiler zonu denir. Retina periferinde damarlar daha
az sayidadir ve ora serratada bulunmaz. Santral retinal ven, gz kiiresini santral
retinal artere eslik ederek terk eder. Optik sinirde ven arterin lateralinde yer alir ve
direkt olarak ya kaverndz siniise ya da siiperior oftalmik vene drene olur. Retinada

herhangi bir lenf damar1 bulunmaz.
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2.1.4. Koroid Tabakasi

On tarafta ora serratadan, arka tarafta optik sinir basina kadar uzanan vaskiilarize,
pigmente bir dokudur. Histopatolojik incelemelere gore On tarafta ortalama 0,15 mm,
arka tarafta ise ortalama 0,22 mm kalinliga sahip olan koroid dokusu, anatomik
olarak onde iris ve ortada siliyer cisim ile devamlilik gosteren iiveal traktusun arka
kismint olusturur. Koroid retinadan skleraya dogru sirasiyla Bruch membrani,
koryokapillaris, orta biiyiikliikte koroid damarlar1 ve biiyiik koroid damarlarindan
olusmaktadir (16).

2.1.5. Anjiogenez

Insanlarda damarlarin gelisimini saglayan iki siire¢ vardir. Bunlar vaskiilogenez ve
anjiogenezdir ve birbirinden farkli siireclerdir. Vaskiilogenez embriyolojik donemde
damarlarin endotellerin dncii hiicrelerinden ¢ogalip damar haline gelmesi olayidir.
Bu olayda VEGF gercek rolii oynamaktadir. Anjiogenezis ise daha once gelismis
olan damarlardan yeni damarlarin gelismesidir. Bazi fizyolojik ve patolojik
durumlarda anjiogenezis onemli role sahiptir. Bu patolojik durumlardan baslicalari
iskemi, inflamasyon ve tiimor progresyon evreleridir (17).

Anjiogenez gergeklesmesi i¢in antianjiogenik ve proanjiogenik faktdrlerin
dengesinin bozulmasi gerekir. Proanjiogenik faktorlerin lehine denge bozulursa bu
faktorlerin etkisiyle apoptotik yolagin elamani olan matriks metalproteinazlar
(MMP) ile vaskiiler yapidaki bazal membranda yikim meydana gelir. Daha sonra
endotel hiicre aktivasyonu sonrasi proliferasyon, migrasyon gibi asamalardan
gegerek tiip olusumu gergeklesir (17). Bazal membranin tekrar olugsmasi ve olusan bu
tiip yapisinin etrafina perisitlerin de eklenmesiyle damar olusumu tamamlanir.

Proanjiogenik faktorlerin en 6nemlisi ve popiileri VEGF tir (18).
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2.2. DIYABETES MELLITUS

DM, insiilin sekresyonundaki defekt veya insiilinin etkisine karsit olusan direng

sonucunda ortaya ¢ikan metabolik bir hastaliktir (1).

2.2.1. Diyabetes Mellitusun Siniflandirilmasi

-Tip I; insiiline bagimli DM: Endojen insiilin salgisinin ¢ok az olmas1 veya yoklugu
ile karakterizedir. Insiilin dis kaynaklardan yerine konmalidir (1). Bes y1l veya daha
az stredir Tip I DM si olan hastalarda nadiren herhangi bir Diyabetik
retinopati(DRP) bulgusu saptanir. Buna karsin, 5-10 yillik diyabetli hastalarin %
27’sinde, 10 yildan uzun siire diyabeti olan hastalarin % 71-90’inda DRP vardir.
Yirmi-otuz yildir diyabeti olanlarda ise insidans % 95’e yiikselir ve bu hastalarin
yaklasik % 30-50’sinde proliferatif diyabetik retinopati (PDR) bulunur (19).

-Tip 1I; insiiline bagli olmayan DM: Tip II DM’de insiilinin etkisine karsi direng
mevcuttur. Bu diren¢ insiilinin plazma membran reseptdriine az baglanmasi ve
reseptor sonrasindaki etki yetersizliginden kaynaklanmaktadir. Hastalarda
cogunlukla insiilin diizeyi normal sinirlar icinde olmasina karsin uyarilmis insiilin

salgist yetersiz olmaktadir (20).

-Ikincil DM: Ekzokrin pankreas hastaliklar1 (8rn. pankreatit), ilaclar
(6rn.glukokortikoidler), insiilin etkisinde genetik defektler (6rn. tip A insiilin
direnci),endokrinopatiler (6rn. Cushing sendromu), enfeksiyonlar (6rn. Konjenital

rubella) gibi ¢esitli nedenlere ikincil gelisen DM sebepleridir (21).

2.2.2. Diyabetes Mellitusun Tan1 Kriterleri

Asagidaki kriterlerden birinin bulunmasi tani i¢in yeterlidir.

1. Aclik kan sekerinin 126 mg/dl nin {izerinde olmasi1 (En az 8 saatlik aclik sonrasi)

2. DM semptomlar1 + giiniin herhangi bir saatinde plazma glukoz konsantrasyonunu

200 mg/dl nin iizerinde olmast
3. Oral glukoz tolerans testinde glukozun 200 mg/dI nin iizerinde olmasi (22).

4. HbAlc’nin %6.5 veya listiinde olmasi
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2.2.3. Diyabetes Mellitusun Tedavisi

Biitiin DM olgularinda tedavinin baslangigtaki amaci, hiperglisemi sonucu gelisen
semptomlarin  giderilmesi ve komplikasyonlarin O6nlenmesidir. Kan sekeri
yiiksekliginin zararli olduguna ait birgok klinik ve deneysel veri mevcuttur. Aglik
kan sekerinin 100-140 mg/dl diizeyinde, tokluk kan sekerinin ise 100-200 mg/dI
diizeyinde tutulmasi asil hedef olmalidir. DM tedavisinde diyet, oral hipoglisemik

ilaglar ve instilin kullanilir (23).

2.3. DIYABETIiK RETINOPATI

2.3.1. Diyabetik Retinopatinin Epidemiyolojisi

Amerikan Hastalik Kontrol Merkezi’ne gore tahminen 18.2 milyon Amerikali’nin
DM hastasi oldugu bilinmektedir. Bu Kisilerin % 90’1 tip II DM hastasidir. Teshis
edilen diyabetik olgularin biiyiik cogunlugu orta yash eriskin popiilasyondadir. Tip I
DM’li olgularda g6z tutulumu hastalik baglangicindan 3-5 yil sonra gozlenir. Tip 11
DM teshis edildiginde % 15 ‘inde daha 6nceden DRP mevcut oldugu goriilmiistiir.
Bazen DRP, Tip Il DM nin baslangi¢ bulgusu olabilir. Bununla birlikte 6zellikle
PDR insidansinda son yillarda iyi glisemik kontrole bagli olarak bir azalma
goriilmektedir (24,25). Ulkemizde 1997-1998 yillarinda yapilan Tiirkiye Diyabet
Epidemiyoloji Calismasi verilerine gore 20-80 yas arasindaki popiilasyonda diyabet
sikligt % 7,2 oraninda bulunmustur (24). Wisconsin Diyabetik Retinopati
Epidemiyoloji Calismasi (WESDR)’ na gore, 30 yas alt1 baglangigli Tip I DM’si olan,
retinopatisi olmayan bireylerde DRP gelisimi, 4. yilda % 59; 10. yilda % 73; 20.
yilda % 97 olarak saptanmustir (25). Otuz yas tstii Tip I DM’si olan, baslangicta
DRP’si olmayan bireylerde, 4. yilda DRP gelisim oran1 % 47 olarak saptanmistir. On
yil i¢inde DRP’lerin % 34’ilinde ilerleme saptanmis ve % 7’sinde ise PDR
gelismistir. Tip I DM olan bireylerde ise, 4. yilda DRP gelisimi % 34 olarak
saptanmistir. On yillik takipte, DRP’lerin % 25’1 ilerlemis, % 2’sinde PDR
gelismistir. DMO gelisimi, baslangic nonproliferatif diyabetik retinopati (NPDR)’de
% 3, orta-ciddi NPDR’de % 38; proliferatif diyabetik retinopati (PDR)’de % 71

oraninda saptanmistir (26).
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2.3.2. Diyabetik Retinopati I¢in Risk Faktorleri

*Diyabetin Siiresi

Diyabetin siiresi DRP gelisimi i¢in en O6nemli risk faktoriidiir. Diyabetin ortaya
¢ikigindan itibaren 5 yil igerisinde ve puberte dncesinde DRP gelisimi son derece
nadir olmakla birlikte, insiiline bagimli olmayan diyabetiklerin yaklasik %5’inin ilk
muayenelerinde DRP go6zlenebilir. Otuz yasindan oOnce diyabet tanist konan
hastalarda 10 y1l icinde DRP gelisme insidanst %50 iken, bu oran 30 y1l sonrasinda
ise %90’a yiikselmektedir. DM’nin siiresi uzadik¢a DRP bulgularina rastlanma

olasiligi artmaktadir (27,28).
*Diyabetin Tiirli ve Yas

Tip 1 DM’li hastalarda PDR, tip 2 DM’li hastalarda ise DMO gelisme siklig1 daha
yiiksektir (29).

*Diyabetin Iyi Metabolik Kontrolii

Metabolik durumun kontroliit DRP’yi 6nlemese de ortaya ¢ikisini geciktirmektedir.
Glisemik kontroliin en onemli gostergesi glikozile hemoglobin (Hemoglobin Alc
(HbAlc)) diizeyidir. Normal deger %4—6 arasindadir. Diyabet kontroli ve
komplikasyonlari ¢alismasinda (DCCT); Tip 1 diyabetlilerde yogun insiilin tedavisi
(glinde li¢ veya daha fazla insiilin injeksiyonu) ve kan glukoz diizeylerinin yakin
takibi yapilarak iyi glisemik kontrol saglanan grupla, konvansiyonel insiilin tedavisi
(glinde bir veya iki insiilin injeksiyonu) ve kan glukoz diizeylerinin yakin takibi
yapilarak kontrol saglanan grup, glisemik kontrol ve komplikasyonlar agisindan
karsilastirilmis ve HbAlc yogun tedavide %7,2 iken konvansiyonel tedavide %9,1
bulunmustur. Bu durum yogun tedavi ile daha iyi bir glisemik kontrol saglandiginm
gostermektedir. Her %10'luk HbAlc disiisi ¢alisma baslangicinda DRP’si
olmayanlarda DRP gelisme riskini %39, DRP ilerleme riskini %43, calisma
baslangicinda DRP’si olanlarda ciddi derecede NPDR gelisme riskini %26 azalttigin
gostermistir. Sonug olarak yogun insiilin tedavisi ile DRP gelisiminin azaldig1 veya
DRP’nin ilerlemesinin yavasladigi gosterilmistir. K&tii metabolik kontrollii hastalar

ise DRP gelistirmeye daha yatkin bulunmuslardir (30). Amerikan Diyabet Cemiyeti,
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HbAlc nin %7' nin altinda, aclik kan glukoz diizeyinin de 110 mg/dl'nin altinda

olmasini 6nermektedir (31).
*Hipertansiyon

Hipertansiyon hem tip 1, hem de tip 2 diyabet hastalar1 agisindan bagimsiz, 6nemli
bir risk faktoriidiir. DRP nin progresyonunda ve DMO insidansinda yiikselmenin,
yiiksek diyastolik basingla ilgili oldugu bilinmektedir. Ozellikle kontrolsiiz
hipertansiyon varligi, DRP’nin hizli ilerleyisi ve PDR gelisimi ile iligkili
bulunmustur. Onerilen kan basinci diizeyi 130/85 mmHg'nin altidir (32,33).

WESDR calismasinda diyastolik kan basinc1t DRP’nin ciddiyeti ile iliskilidir ve siki
kan basinct kontrolii saglanan diyabetiklerde retinopati ilerlemesinin ve diyabetle

iligkili komplikasyonlarin anlamli olarak azaldigi gosterilmistir (33,34).
*Gebelik

Gebelige retinopatisiz baslayan kadinlarda, NPDR gelisim riski %10°dur. Gebelik
baslangicinda NPDR’si olan sistemik hipertansiyonu olan veya gelisenler artmis
hemoraji, atilmis pamuk tarzinda eksiida ve makiilla o6demiyle ilerleme
gostermektedir (35).

*Diyabetik Nefropati

Diyabetik nefropati, DRP’nin ilerlemesini hizlandirabilmektedir. Yiksek kan iire
nitrojeni (BUN), kan kreatinini ve proteinliri DRP’nin bir Ongdriiciisiidiir.
Mikroalbuminiirisi olan hastalar dahi DRP gelisimi a¢isindan risk altindadir. Benzer
sekilde DRP’si olan hastalarin %35’inde yiliksek BUN, kan kreatinini ve proteiniiri
saptanmistir (36,37).

*Dislipidemi

Hiperlipidemi DRP igin risk faktoriidiir. Early Treatment Diabetic Retinopathy Study
(ETDRS) ve WESDR c¢alismalarinda insiilin kullanan DM’li hastalarda kolesterol
diizeyindeki artis ile sert eksudanin siklifinda ve DRP’nin ciddiyetinde artis
gosterilmistir (38).
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*Anemi
Anemi, diyabetik retinopati igin artmus risk ile iligkilidir (39).
*Sigara

Baz1 caligmalar sigara kullananlarda sigaranin retinopati riskini artiran etkisinin
istatistiksel olarak dnemli diizeyde oldugunu ve sigara i¢en toplumda %10 oraninda
goriildiigiinii bildirirken, bazilari ise sigara-retinopati iliskisinin ¢ok kesin olmadigini
bildirmistir (40,41).

*Alkol

DRP’de etkisiz bulunurken, Howard ve arkadaslart giinde ii¢ kadehten fazla alkol
tilketiminin DRP riskini artirdigini bildirmiglerdir (42).

*Puberte

IGF (insiilin-like growth factor) yiiksekligi erken DRP’ye neden olur (43).
*Genetik faktorler
Siyah 1rk, Amerika yerlileri ve Latin Amerikalilarda DRP prevalansi yiiksektir (44).

2.3.3. Diyabetik Retinopatinin Patogenezi

DRP, retinanin prekapiller arteriyol, kapiller ve veniillerini etkileyen bir
mikroanjiopatidir. Bugiin i¢in mikrovaskiiler hastaligin nedeni tam olarak
bilinmemektedir. Gerek DRP gerekse diger komplikasyonlara yol agan etkenin
kronik hiperglisemi oldugu sanilmaktadir. Uzun siireli hiperglisemide retinada aldoz
rediiktaz enzim yolu (sorbitol yolu) veya proteinlerin enzimatik olmayan

glikozilasyonu gibi metabolik anomaliler olusmaktadir (45,46).

Diyabetik retinadaki metabolik anomaliler sonucunda su patolojik degisiklikler

ortaya ¢ikmaktadir;

1- Kapiller endotelyal bazal membran kalinlagsmasi,

2- Kapiller endotel perisit hiicre hasar1 ve endotelyal proliferasyon
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3- Defektif oksijen transportu
4- Trombosit fonksiyon bozuklugu (agregasyon ve adezyon artisi)

5- Eritrositlerde rulo formasyonu, l6kositlerde agregasyon

Gerek damar yapisinda, gerekse kan hiicrelerindeki degisiklikler ve diyabetiklerde
kan vizkozitesindeki artis sonucunda retinada, “fokal intraretinal kapiller
tikanikliklar” ile “vaskiiler permeabilite artis1 ve sizintilar” ortaya cikar (47).
Hipoksik retinanin cevabi iki tiirli olur; birinci cevap beslenemeyen alanlari
kanlandirmak i¢in normalde bulunmayan kollateral damarlar olusturmak, ikinci
cevab1 ise hipoksik retinadan aciga c¢ikan maddelerin yeni damar olusumunu
baslatmasidir. Patogenezden sorumlu faktorler retina damarlarindan, retina pigment
epitelinden ve retinanin kendisinden salinirlar. Bilinen faktorlerin en Onemlisi
VEGF’dir (48). Yapilan arasgtirmalarda PDR’li hastalarin vitreusunda VEGEF,
NPDR’li hastalarin vitreusuna gore anlamli oranda yiiksek bulunmustur. Diger
faktorler IGF-I, IGF-I1 ve Fibroblast Biiyiime Faktorii (FGF)’diir (49).

2.3.3.1. VEGF Ailesi

VEGF 1980’ 1i yillarda kesfedilmis olup endotele 6zgii oldugu ve glikoprotein
yapida oldugu bulunmustur. 45 KD biiytikliigiinde olup VEGF ait gen kromozom
6p21.3 izerinde yer almaktadir (50). VEGF damar olusumunda 6nemli goreve
sahiptir. Endotele ait fizyolojik veya fizyopatolojik bircok olayda da Onemli
gorevlere sahiptir.

VEGF ailesi VEGF A (en 6nemlisi),VEGF B, VEGF C, VEGF D, VEGF E,VEGF F
ve plasental biiylime faktoriinden olusur. Bu proteinler anjiyogenez, lenfanjiyogenez
ve vaskiiler permeabilitenin diizenlenmesinde rol oynar. VEGF ailesinin ig¢inde en iyi
bilinen ve okiiler neovaskiilarizasyonda primer rol oynayan faktor VEGF A’dir.
VEGF A’nin 9 izoformu mevcuttur. Bunlar; VEGF121, VEGF145, VEGF 148,
VEGF 162, VEGF 165, VEGF 165b, VEGF 183, VEGF 189, VEGF 206’dir. Bu
izoformlarin gogunun heparini baglama afinitesi mevcuttur (6). Bu izoformlardan
VEGF 165b, VEGFR-2’ ye baglanarak endojen inhibitor rol oynar. VEGF 121 ise
heparine baglanmaz. VEGF A’nin izoformlar1 plazmin gibi proteolitik enzimler

aracilifiyla heparinden ayrilir.
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VEGF gen ekspresyonu hipoksi, biiyiime faktorleri ve nitrik oksit tarafindan stimiile
edilebilir. Bu sentezde anahtar rol oynayan hipoksinin indiikledigi faktor 1’dir (Hif-
1). Hipoksik durumlarda Hif-1 sentezi artar, hidroksilasyonu baskilar ve yikimi
azaltir. Boylece VEGF A gen transkripsiyonu artar (51). VEGF A, anjiyogenezis ve
vaskiiler permeabiliteyi artirma etkisinin yaninda, normal fizyolojik fonksiyonlarda
da gorev alabilir. Menstriiel siklus, sa¢ biliylimesi ve yara iyilesmesi bunlardan
birkagidir. Ayrica damar endotelinin apopitozise gitmesini 6nler. VEGF A dimerik
glikoprotein yapisindadir. Etkisini 2 tane tirozin kinaz reseptoriine baglanarak
gosterir. Bu reseptorler VEGFR-1 ve VEGFR-2 dir. (52) Bu reseptorler primer
olarak endotel hiicrelerinde lokalizedir. Fakat son zamanlarda yapilan ¢aligmalarda,
viicutta baska dokularda da bu reseptorler bulunmus olup, tglincii bir reseptor
neuropilin-1 dir (53).

VEGF salinimina bagh olarak meydana gelen okiiler neovaskiilarizasyonda hipoksi
anahtar role sahiptir. in vitro ve in vivo yapilan ¢aligmalarda hipoksiye bagli olarak
VEGF A diizeyi retina hiicreleri (gangliyon hiicreleri, Miiller hiicreleri ve pigment
epitel hiicreleri), vitreus ve akéz hiimor de yiiksek Ol¢iilmiistiir (53). Diyabete bagh
gelisen makiiler 6dem yiliksek VEGF A diizeyleriyle iliskilidir. Cesitli faktorler
araciligtyla VEGF A damar duvarinda sizintiya neden olur. Bunlar; 16kosit aracili
endotelyal hasar, fenestrasyon olusumu, endotel hiicreleri arasindaki siki
baglantilarda bozulma ve hiicreler arasi1 toplu akistir. Kan retina bariyerinin
bozulmasi i¢in gereken VEGF A miktar ve siiresi, neovaskiilarizasyon olugsmasina
gore daha azdir. Vaskiiler permeabilitenin artmasi neovaskiilarizasyon i¢in bir dnceki
basamak olabilir (54). Diyabetik retinopatide enflamasyon da 6nemli role sahiptir.
VEGF A proenflamatuvar 0Ozellik gosterir. Fakat mekanizmasi tam olarak
anlagilamamistir. VEGF A T-hiicre kemoatraktan kemokin interferon gama sentezini

artirabilir (53).

2.3.3.2. Kaspaz Ailesi ve Kaspaz 3

Proteini, aspartat aminoasidinden sonra kesen, aktif merkezinde sistein bulunan
proteazlar ailesidir. Bu kesme islemi proteinin aktivasyon veya inaktivasyonuna
neden olabilir. Kaspazlar zimojen olarak salinirlar. Tiim kaspazlarin yapisinda biiyiik
(p10) ve kiigiik (p20) katalitik {initeleri vardir. N-terminal bolgesi kaspazdan kaspaza

degisiklik gostermektedir. Buna bagli olarak uzun N-terminal 6n bolgesi bulunanlar
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baslatici, kisa N-terminal 6n bolgesi bulunanlar sonlandirict kaspaz olarak ayrilirlar.
Memelilerde yaklasik 14 kaspaz tanimlanmistir. Kaspaz 1, 2, 4, 5, 8, 9, 10, 11, 12, 13
baslatici kaspazlar olup, uzun N-terminal bolgesi igerirler. Bu uzun N-terminal
bolgelerinde kaspaz aktive edici toplayict bolge (CARD) veya olimii etkileyen
bolgeleri (DED) mevcuttur (55).

Kaspaz 3, 6, 7, 14 sonlandirici kaspazlar olup kisa N-terminal bolgesi igerirler.
Baslatic1 kaspazlardan; kaspaz 1, 2, 4, 5, 9, 11, 12, 13 CARD bolgesi, kaspaz-8, 10
ise DED bolgesi igermektedir. Kaspaz 3, 6, 7, 14 ise CARD veya DED bdlgesi
icermemektedir.

Uzun N-terminal 6n bdlgesi protein-protein iligkisi i¢in zemin hazirlar. Bu sayede
aktive edici protein kompleksi olusabilir (7). Kaspaz 8 ve kaspaz 10, O6lim
indiikleyici sinyal kompleksi (DISC) iginde aktive olur. Kaspaz 9’un aktivasyon
kompleksi apopitozom olarak adlandirilir. Kaspaz 2 hakkinda fazla veri yoktur.
Sonlandirict kaspazlar 2 basamakta aktive olurlar. DISC ile aktive olmus baglatici
kaspaz 8 veya apopitozom ile aktive olmus baslatici kaspaz 9; sonlandirici kaspaz
3’ten proteoliz ile kiigiik alt Ginitenin ayrilmasina ve boylece aktivasyonuna neden
olur. Bu otokatalitik aktivasyon basamagi hiicresel kaspaz inhibitorleri (IAPS, XIAP)
ile engellenebilir. En iyi karakterize edilmis olant olan XIAP; inhibitor etkili 6n
bolgenin kaspazdan ayrilmasini bloklayarak kaspaz 3 aktivasyonunu engelleyebilir.
Bagslatic1 kaspaz aktive olsa da, apopitoz sonlandirici kaspazlarin aktivasyonunu
saglayan proteoliz sirasinda bu inhibitorler ile durdurulabilir (56). Kaspaz 1, 4, 5,
11, 12, 14 apopitoz disinda goreve sahiptir. Kaspaz 1, 4, 5 proenflamatuvar
sitokinlerin saliniminda gérevlidir. Ornegin; Kaspaz 14 keratinosit matiirasyonunda
gorevlidir (57).

Ekstrensek yolak ve intrensek yolak olmak iizere 2 temel apopitoz yolagi mevcuttur.
Ekstrensek yolak TNF alfanin CD95 ligandina baglanarak baslar. Bu yolak kaspaz 8,
10 iizerinden kaspaz 3’ii aktiflestirir. Intrensek yolakta ise kaspaz 9 onemlidir.
Kaspaz aktivitesinin  indiiklenmesi; sitoskeletal ve niikleer proteinlerin
parcalanmasinda onemli rol oynar. Kaspazlarin indiikledigi endoniikleaz aktivitesi,
¢ift sarmal DNA fragmanlarinin olugsmasini ve elektroforezde DNA’da merdiven

goriintlisiiniin ortaya ¢ikmasina neden olur (58).
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2.3.4. Diyabetik Retinopatinin Siniflandirilmasi

Siniflandirma intra ve preretinal mikrovaskiiler degisikliklere gore yapilmaktadir.
Kabaca NPDR ve PDR diye ikiye ayrilmaktadir. NPDR sadece retinada
mikrovaskiiler degisiklikleri igerirken, PDR retina yiizeyinden vitreus bosluguna
dogru yeni damarlanmalar1 igerir (59). NPDR’de goriilen klinik bulgular
mikroanevrizma, Yyuvarlak sekilli  hemorajiler, mum alevi seklindeki
mikrohemorajiler, sert eksudalardir. Mikroanevrizma, DRP’ nin ilk bulgusudur ve en
¢ok arka kutupda bulunur. Mikroanevrizmalarin boyutlar1 15-60 pm arasindadir.
Bozulmus vaskiiler gegirgenlik makiila 6demi ve sert eksudalarin birikimine sebep
olur. Sert eksudalar, lipid depozitleri olup retinanin dis pleksiform tabakasinda
birikir. Klinik olarak sert eksudalar sar1 goriiniimliidiir ve intraretinal depositler
olarak kolayca tanimlanir. Sert eksudalarin birikimi i¢ kan-retina bariyerinde bir
hasarla iliskili olabilir (endotelyal siki baglantilarin bozulmasi). intraretinal lipid
birikim yogunlugu serum lipid diizeyi ile iligkili olabilir (59). Yumusak eksudalar ise
atilmis pamuk gorliiniimiindedir. Sinir liflerindeki kiiglik infarktlar1 gosterir.
Arteriolar tikanma veya staz sonucu olusurlar. DRP’nin ciddi bir sonucu retinal
kapillerlerin tikanmasi ve sonucta nonperfiize retinal alanlara sebep olabilmesidir.
Iskemik alanlarm varligi retinal iskemi, intraretinal hemorajiler, intraretinal

mikrovaskiiler anomaliler (IRMA) ve vendz kanamalarla iliskilidir.

PDR, siddetli NPDR’de goriilen kapiller tikaniklik ve retinadaki hipoksiyi kompanse
etmek icin ortaya ¢iktig1 diisiiniilen optik disk, retina ve/veya irisin
neovaskiilarizasyonudur. Yeni damarlar retina diizlemine dik sekilde vitreusa dogru
tipik olarak perflizyon ve nonperfiizyon simirindaki veniillerden olusurlar. PDR, yara
iyilesmesinde oldugu gibi once anjiyogenez ile baslar. Sonra fibroz dokunun yer
aldig1 yaranin yeniden sekillenmesi ortaya ¢ikar ve sonugta vaskiiler doku kollajen
dokusu ile yer degistirir. Tedavi edilmemis PDR fibrozis ve neovaskiilarizasyon
tizerinde traksiyonlarin olusumuyla sonuglanir. Kontraksiyona bagli preretinal
hemoraji, intravitreal hemoraji ve traksiyonel retina dekolmani gelisebilir. Panretinal
LFK, iyilesme siirecini modifiye ederek neovaskiiler proliferasyonu ve fibrotik

elemanlarin olusumunu azaltir (60).
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NPDR hafif, orta, siddetli ve ¢ok siddetli olarak dort dereceye ayrilir. NPDR’nin
siddetini belirleyen faktorler; intraretinal hemoraji ve mikroanevrizma yogunlugu,
IRMA ve midperiferal kadrandaki vendz bogumlanmadir. Siniflandirmadaki
problemlerden bir tanesi IRMA ve venéz bogumlanmanin klinik muayenede
tanimlanma giicliglidiir. Bunlar, Fundus Floresein Anjiografi (FFA) ile kolayca
tanimlanabilir (59). ilerlemis NPDR’si olan olgularin % 50,2’si bir yil icinde PDR’
ye doniisebilir ve % 14,6’s1 da yiiksek riskli PDR karakteristigi gosterir. Cok siddetli
NPDR olan olgularin % 45’inde yiiksek riskli PDR gelisebilir (21).

1. Retinopati yok: Retina normal gériiniimde.
2. Hafif NPDR: Seyrek mikroanevrizma ve/veya mikrohemoraji

3. Orta Evre NPDR: Yaygin retinal hemorajiler ve/veya mikroanevrizma, iki

kadrandan az vendz boncuklanma, yumusak eksuda, hafif IRMA
4. {leri Evre NPDR:

A. Siddetli NPDR: 4-2-1 kuralina gore asagidaki 6zelliklerden herhangi birinin

olmasidir.

4 kadranda yogun retinal hemoraji

2 veya daha fazla kadranda vendz boncuklanma

1 veya daha fazla kadranda IRMA

B. Cok siddetli NPDR: Bu 6zelliklerin birden fazlasinin olmasi.

5.PDR:

A. Erken PDR: Retinal neovaskiilarizasyon (NV) veya 1/4-1/3 disk ¢apindan kiiglik

veya esit optik disk neovaskiilarizasyonu (NVD)
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B. Yiiksek riskli PDR: Asagidaki 6zelliklerden herhangibirisinin olmasi

+ 1/4-1/3 disk ¢apindan daha biiyiik NVD

 1/4-1/3 disk ¢apindan kii¢iik veya esit NVD ile birlikte preretinal hemoraji veya

vitreus hemorajisi (VH)

+ Retinal NV ile birlikte preretinal hemoraji veya VH (61)

2.3.5. Diyabetik Makiila Odemi

Diyabetik makulopati, NDRP’de en biliylikk gérme kaybi nedeni iken, tiim
DRP’lilerde vitreus hemorajisi ile birlikte en sik gdrme kaybi nedenidir. Tim
diyabetik hastalarin %10’unda makiila 6demi vardir ve bu olgularin %40’inda
makiila merkezi tutulur. Makiila 6demi nonproliferatif DRP’de %3, preproliferatif
DRP ve erken proliferatif retinopati evresinde %38, proliferatif DRP asamasinda
%71 oraninda bildirilmistir (62).

Diyabetik makulopati asagida belirtilen formlarda gelisir (63):
*Lipid birikintisiyle birlikte ya da lipid olmaksizin makiilada siv1 birikimi.

*Intraretinal sivi birikimiyle birlikte ya da sivi olmaksizin kapiller

nonperflizyon
*Makiilada fibroz traksiyonun yol actigi retina kirisikliklar
*Retina hemorajileri
*Makiila deligi
*Bunlarin kombinasyonlar1
DMO’niin 3 farkli klinik sekli vardar:

l. Diffiiz 6dem
1. Fokal 6dem
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1. Mikst tip 6dem

2.3.5.1. Diffiiz Diyabetik Makiila Odemi:

Makiila merkezini, yani foveal avaskiiler zonuda igine alan, iki ya da daha fazla disk
cap1 bilyiikliikteki retina kalinlasmas1 diffiz  DMO olarak tanimlanur.
Diffiiz DMO, kontrolsiiz hiperglisemi, renal yetmezlik ya da yiiksek diyastolik kan
basinci gibi sistemik faktorlerle yakindan iliskilidir. Diffiiz 6dem gelisiminde i¢ kan-
retina bariyerindeki yaygin bir bozuklugun yani sira, retina pigment epiteli bariyer ve
pompa fonksiyonlarindaki bir anomalinin; yani dis kan-retina bariyerindeki bir
bozuklugun da katkisi oldugu sanilmaktadir. Bu tiir 6demde sizintilarin kaynagi,
mikroanevrizmalara ek olarak, retina igine diffiiz olarak sizinti yapan genislemis
retina kapillerleri ve arteriyoller ile IRMA’lardir (64). Diffiiz DMO’yii fokal
0demden ayiran Onemli Ozellik, kan-retina bariyerindeki segici diflizyon
anomalisinin, dolasimdaki lipoprotein gibi biiyiikk molekiillerin gegisine izin
vermemesi nedeniyle, sert eksuda birikintilerinin bu tiir 6demde nadiren ortaya
¢ikmasidir (63). Diffiiz 6demin diger bir 6zelligi, makiilada ¢ogu kez Kistoid
degisikliklerin varligidir. Farkli 6zelliklerinden birisi de, erken faz anjiogramda
retina kapiller yataginin goriiniirligiiniin artmis olmasidir. Anjiogramda tikali
kapillerlerin yani sira, bu alanlara komsu dilate kapillerler de belirginlesmis olarak
goriiniirler. Diffiiz 6demde kendiliginden gerileme ihtimali hemen hi¢ yoktur
(63,64).

2.3.5.2. Fokal Diyabetik Makiila Odemi:

Makiila merkezinden itibaren bir disk ¢ap1 (1500 mikron) uzakliktaki bir alanda yer
alan, herhangi bir retina kalinlagmasi ya da sert eksuda olusumlari fokal DMO olarak
adlandirilir. Baglica mikroanevrizmalardan ve IRMA’dan kaynaklanir; yani i¢ kan-
retina bariyerinin yikilmasi sonucu ortaya ¢ikar (65). Klinik uygulamada fokal bir
O6demin siddetini belirlemek ve tedavi kriterlerini daha kolay saptayabilmek
amactyla, ilk kez 1987 yilinda ETDRS tarafindan KAMO terimi tanimlanmustir.
KAMO, gorme kaybi tehdidi tasiyan makiila 6demidir. Fokal tipteki bir diyabetik
makiila ddeminin, KAMO olarak kabul edilebilmesi i¢in, asagidaki 3 6dem tiiriinden

birine uymasi gerekir:
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1-FAZ merkezinde ya da 500 mikron ¢evresinde retina kalinlagsmas.

2-FAZ merkezinde ya da 500 mikron c¢evresinde, bitisigindeki retinanin
kalinlagmasiyla birlikte olan sert eksudalar.

3-Herhangi bir bolimii, FAZ merkezinden bir disk cap1 uzakliktaki bir alanda
yerlesmis, bir disk ¢ap1 ya da daha biiyiik retina kalinlasmasi (62,65).

2.3.6. Diyabetik Makiila Odemi Tedavisi

Glinlimiizde makiila 6demi tedavilerinin etkinligini artirmak i¢in bazi tedbirlerin
alinmasimin yararli oldugu bilinmektedir. Tedavi Oncesinde kan sekeri regiile
edilmeli, HbAlc seviyesi normale distirilmelidir (66). Yogun sert eksudalarla
gelisen eksudatif makiilopatilerde kan lipid seviyesini disiirmek progresyonu
yavaslatacagi gibi, bu tedavinin LFK ile kombinasyonu daha iyi sonuglar
vermektedir (67-69). Diffiz MO’li olgularda gerekli sistemik kontroller
saglanmadan yapilacak LFK tedavisi yeterli gelmeyebilir (70).

2.3.6.1. Fotokoagulasyon Tedavisi:

KAMO tanis1 kondugunda LFK tedavisine baslanmalidir. Makiila merkezinin tehdit
edilmedigi DMO’de  fotokoagulasyonun  kontrol — grubuna iistiinliigii
gosterilememistir. Bu olgularda yakimn takip gerekir (71). KAMO’de, makiila
merkezinin tehdit altinda oldugu olgularda ve diffiiz makiila 6deminde LFK
endikasyonu vardir. Eger yiiksek risk karakteri gdstermeyen DRP, KAMO ile birlikte
ise grid veya fokal tedavi ile baslamali, 6 hafta sonra periferik LFK yapilmalidir.
Eger yiiksek risk karakterli DRP varsa makiilaya LFK uygulanmali, ayn1 seansta
nazal kadrandan baslayarak periferik tedaviye geg¢ilmelidir. Ciinkii periferik tedaviler
makulopatiyi siddetlendirir.

2.3.6.2. Cerrahi Tedavi

Eksudatif makiilopati ile seyreden olgularda, en ideal tedavi protokollerinden sonra
dahi sert eksudalarin kaybolmadig: goriilmiistiir. LFK tedavisinden ortalama 6 hafta
sonra makiilada s1v1 rezorbe olurken, sert eksuda miktarinda artis goriilebilmektedir
(70). Refrakter olgularda eksudatif makiilopati tedavisinde {i¢ ayr1 cerrahi miidahale

modelinden bahsedilmistir:
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1- Makiiladaki sert eksudalarin cerrahi eksizyonu denenmis (49,72); fakat
destekleyici yayinlar ortaya ¢ikmamustir.

2- Kalinlasmis posterior hyaloid membranin gerek sivi akisim1 engellemedeki rolii,
gerek makiilaya uyguladig: traksiyon, gerek LFK basarisin1 engelledigi diisiincesi ile
vitrektomi ve posterior hyaloid soyulmasi ameliyatlart uygulanmistir. Bu
operasyonlar sonucunda gérmede artis olmasa bile sert eksudalarin kayboldugunu
sOyleyenlerin yani sira, gérmenin arttigini bildiren yaymlar da vardir (73,74).
Operasyonun kistoid MO’de dahi etkili oldugunu, ayrica sadece vitreo-retinal
separasyonun saglanmasimin bile DMO’niin spontan rezorpsiyonunu saglayacagin

bildiren yaymlar mevcuttur (75).

3- Son cerrahi miidahale modeli hyaloid membran ile birlikte internal limitan
membranin da soyulmasidir. Bu arastirma 12 goézde gerceklestirilmistir. On alt1 aylik
takiple MO’de artis ve epiretinal membran izlenmemistir. Traksiyon gii¢lerinin
serbestlestirilmesi ve fibroz astrositlerin proliferasyonunun engellenmesinin bu

basariy1 sagladigi ileri siiriilmiistiir (76)

2.3.6.3. Medikal Tedavi

DMO tedavisi iizerindeki ¢alismalar 1990’lardan sonra nonenzimatik glikozilasyon,
bliytime faktorleri, protein kinaz C inhibitorleri iizerine yonelmistir. Giiniimiizde ise

intravitreal anti-VEGF ve steroid uygulamalar1 biiyiik merak uyandirmistir.

A) VEGF Inhibitorleri: 3 preparat iizerinde yogun ¢alismalar yapilmistir. Pegabtanib
sodium( Macugen; Eyetech Pharmaceuticals Inc, New York and Pfizer Inc, New
York, US) yeterli destegi ¢alismalardan alamadi. Ranibizumab(Lucentis; Genentech
Inc, South San Francisco, CA, US) VEGF’in biitiin izoformlar1 igin spesifik bir
rekombinant insan monoklonal antikor fragmanidir. DMO’lii hastalarda yapilan bir
pilot ¢alismada Lucentis ile tedavi edilen hastalarda gérme keskinliginde artma ve
retinal kalinlikta azalma tespit edilmistir (77). Bevacizumab (Avastin; Genentech,
South San Francisco, CA, US/ Altuzan; Roche, San Francisco, ABD) VEGF’in tiim
izoformlarina karst etkili insan monoklonal antikorudur. Diyabete sekonder iris
ve/veya retinal neovaskiilarizasyonu bulunan 32 hastanin 45 goziinde yapilan bir

caligmada intravitreal Avastin enjeksiyonu yapilan hastalarda retinal ve iris
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neovaskiilarizasyonunda hizli gerileme tespit edilmistir (78).

B) Sistemik Faktorlerin Kontrolii:
a) Glisemik Kontrol:

Metabolik durumun kontrolii, diyabetin mikrovaskiiler komplikasyonlarinin
Oonlenmesinde mutlak gereklidir. Glisemik kontroliin en 6nemli gostergelerinden
birisi HbAlc'dir. Normal deger %3-6 arasindadir (79). United Kingdom Prospective
Diyabetes Study Group (UKPDS) ise tip 2 diyabette, sik1 glisemi kontroliiniin, yeni
tan1 almig 5102 hastada, retinopati olasiligini belirgin sekilde azalttigin1 géstermistir
(80,81). UKPDS'de her % 1'lik HbAlc diisiisii ile mikrovaskiiler komplikasyonlarin
%35 oraninda azaldig1 ortaya konulmustur. Amerikan Diyabet Cemiyeti, HbAlc'nin
% 7'nin altinda, aghk kan glukoz diizeyinin de 110 mg/dlI'nin altinda olmasim

onermektedir (80).

b) Kan Basinci Kontrolii:

DRP’nin progresyonunda ve DMO insidansinda yiikselmenin yiiksek diastolik
basingla ilgili oldugu bilinmektedir (81). Onerilen, kan basmci diizeyi 130/85

mmHg'nin altidir.
c) Dislipidemik Kontrol

ETDRS calismasinda , total kolesterol seviyesi 240 mg/dl'nin {izerinde olan
hastalarda, sert eksuda goriilme olasiligi 200 mg/dl 'nin altinda total kolesterol

diizeyi olan hastalara gore 2 kat daha fazladir (79).
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2.4. KORNEA ANATOMISi

Kornea, goz kiiresinin en 6n bdliimiinde yer alan ve yaklasik olarak 1/6° sin1
olusturan saydam damardan yoksun bir tabakadir. Kornea 360 derece posteriorda
1518a gecirgen olmayan sklera ile devam eder ve yari saydam damardan zengin
konjonktiva ise skleray1 orterek kornea ile komsuluk yapar. Korneanin 6n yiizeyini

gozyas1 film tabakasi kaplarken, goz icinde ise akoz hiimor ile stirekli temas
halindedir (82).

Eriskinlerde korneanin ortalama o6lgiilen yatay capit 12,6 mm olup ortalama dikey
capt ise 11,7 mm dir. On yiizeyin ortalama egrilik yarigapt 7,8 mm' dir.
Yenidoganlarda ise kornea ¢ap1 yaklasik 10 mm olup 6 yasina dogru kornea eriskin
boyutlarina erigmektedir (83). Kornea 6n yiizeyinin kiriciligir 48 dioptridir. Arka
ylizeyinin kiriciligi ise -5,8 dioptri, net kirma giicii ise 43 dioptridir. Kornea kalinligi
merkezde en ince ve yaklagik 0,52 mm olup perifere gidildik¢e kalinlasarak yaklagik
0,65 mm’ye ulasir. Kornea anatomik olarak 5 tabakadan olusur: Epitel, bowman

tabakasi, stroma, descemet membrani ve endotel (84).

2.4.1. Epitel Tabakasi

Epitel bir¢ok fonksiyona sahip olup korneanin en yiizeyindeki tabakasidir. Bariyer
olusturmak, saydam ve diizglin bir optik yiizey olusturmak bu fonksiyonlardan
bazilaridir. Non-keratinize 5-6 kat hiicre tabakasindan olugmaktadir. Epitel korneanin
kalinliginin yaklagik %10’ unu olusturmaktadir ve 3 tip hiicre icermektedir:

1- Yiizeyel hiicre
2- Poligonal kanat hiicre

3- Bazal kolumnar hiicre

Yiizeyel hiicreler mikrovillus ve plikalara sahip hiicrelerdir. Yiizeylerinde
mikrokaliks tabaka igerirler ve bu tabakanin gorevi de gdzyasi tabakasinin kornea
ylzeyine tutunmasini saglamaktir. Yiizeyel hiicreler aralarindaki siki baglantilar

sayesinde epitel tabakasinin bariyer fonsiyonunu istlenirler. Yiizeyel hiicreler birkag
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giin i¢inde gorevlerini tamamladiklarinda gézyasinin i¢ine dokiiliirler.

Kolumnar bazal hiicreler tek sira seklinde bazal membran iizerinde yer alirlar. Bu
hiicreler mitotik aktiviteye sahiptir. Cogalirlar ve kornea i¢inde 6ne dogru ilerleyip
kanats1 hiicreleri olustururlar. Kolumnar hiicreler aktin filamanlar ve tonofilamanlara
sahiptir. Tonofilamanlarin gorevi hiicre iskeletini korumaktir. Aktin filamanlarin

gorevi ise yara iyilesmesi sirasinda hiicre gogiinde rol alir (85).

Kolumnar bazal hiicreler epitel tabakasinin tek ¢ogalma yetenegine sahip
hiicreleridir. Bazal hiicreler yanlarindaki siki baglantilarla birbirleriyle bagli iken alt
taraflarindaki hemidesmozomlar ile de bazal membrana sikica tutunurlar. Bazal
hiicrelerin mitoz bdliinerek ¢cogalmasiyla olusan yeni hiicreler 6nce kanat daha sonra
da ytizeyel hiicrelere transforme olurlar. Bu hiicre turnoveri yaklasik 7-14 giin siirer.
Epitel hiicrelerinin altinda bazal membran yer alir. Epitel hiicrelerinin hasari
durumunda korneada kalict iz olugsmaz, bu da yenilenme yeteneklerinin ¢ok fazla
olmasia baglidir. Saglikli bir kornea yiizeyi i¢in gerekli olan epitelyal kok hiicreler,
alt ve iist limbusta daha ¢ok yer almaktadir. Bu hiicreler biiyiik olasilikla Vogt
pallisadlarinin i¢inde yer almaktadirlar. Bu kok hiicreler ayn1 zamanda bir bariyer
fonksiyonu ile konjonktiva dokusunun kornea iizerine ilerlemesine engel
olmaktadirlar (5). Kornea epitelinde solubl vaskiiler endotelyal biiyiime faktorii
(sVEGF) ad1 verilen vaskiiler endotelyal biiylime faktorii A (VEGF-A) reseptorii

vardir.

2.4.2. Bowman Tabakasi

Bowman tabakasi yaklasik 15 um kalinligindadir ve kollajen tip I, III ve V
liflerinden ve epitelyum-stroma etkilesimine aracilik eden diger hiicresel
bilesenlerden olusur (86). Gelisim sirasinda, hem epitel hiicreleri hem de keratositler
tarafindan ardigik olarak bulunur (87). Stromaya mikrobiyal invazyonu dnlemek i¢in
biyolojik bir bariyer olusturur. Ayni1 zamanda keratositlerin stromadan yayilmasini

da 6nleyebilir (88). Yaralandiginda rejenere olmaz ve bir skar olusturabilir.

2.4.3. Stroma Tabakasi
Kornea kalinligimin yaklasik %90’ 11 olusturur ve ortlama kalinligi 500 pm’dir.

Kollajen fibrillerden olusmaktadir ve birbirine parelel dizilen bu fibriller
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mukopolisakkaritler ile lameller tarzda birbirinden ayrilirlar. Bu paralel yapilanma

korneanin seffafligini saglamaktadir (89).

2.4.4. Dua Tabakasi

Dua ve arkadaglarinin 2013 yilinda tanimladigi descement membraninin iizerinde
uzanan bir tabakadir. Korneanin stroma ve descement katlar1 arasinda 10.15+3,6um
kalinliginda oldukga sert bir yapidir. 1-1.5 barlik bir basinca dayanabilecek giigte bir
membransi yap1 seklinde organize olmustur. Aselliiler bir tabaka olup tip 1 kollajen
demetlerinin uzunlamasina, transvers ve oblik planda yerlesmesiyle olusan lamellalar

icermektedir (90).

2.4.4. Descemet Membrani

Yetiskinlerde ortalama 10p kalinliginda olup yeni doganda ise 3p kalinligindadir.
Stroma ile endoteli birbirinden ayirir ve endotel i¢in bazal membran gorevi lstlenir.
Limbusta sonlanarak Schwalbe hattini olusturur. iki kissmdan olusmaktadir, 6n taraf
intrauterin birikerek gelismistir ve kollajenlerden olusur. Endotele komsu olan taraf

ise elastik yapidadir ve endotel tarafindan sentezlenmektedir (89).

2.4.5. Endotel Tabakasi

Tek sirali hekzagonal sekilli hiicrelerden olusmaktadir. Korneanin beslenmesinde ve
saydamliginin korunmasinda ¢ok onemli goreve sahiptir. Aktif pompa aktivitesine
sahip olup stroma icindeki fazla siviy1r disar1 pompalar. Hiicreler yaklasik 5 p
kalinliginda, 20 p genisligindedirler. Cogalma kabiliyeti olmayip yasla birlikte
azalmaktadir (89).

2.4.6. Korneanin Innervasyonu

Kornea ¢ok yogun duysal innervasyona sahiptir. Ciltten bile yaklasik 300 kat
fazladir. Duysal innervasyonu 5. Kranial sinirin (trigeminal sinir) 1. Dali (oftalmik
dali) ile alinir. Limbus etrafinda uzun silyer sinir sinir halkasini olusturduktan sonra
periferik stromaya miyelinli olarak girig yapar. Bir siire sonra miyelinini kaybederek
one dogru ilerleyip Bowman tabakasini gegerek epitel icinde kanat hiicreleri

seviyesinde serbest sinir sonlanmalar1 olarak sonlanir (89).
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2.4.7. Korneanin Beslenmesi

Korneanin metabolik olarak en aktif tabakalar1 endotal ve epitel hiicreleridir. Bu iki
yap1 korneanin beslenmesi ve dehidratasyonu i¢in yiiksek metabolizmaya sahiptirler.
Enerji olarak glukozu kullanirlar. Oksijen bagimli glikoliz i¢in gerekli oksijeni
gbzyas1 araciligiyla alirken glukozu ise akdz hiimdrden saglamaktadir. Kornea
beslenmesi i¢in gerekli glukoz, aminoasit, vitamin ve besin ihtiyaglarini limbus
kaynakli damarlar ve endotelden aktif transport veya difiizyon ile saglamaktadir.

Metabolik son iiriinler ve karbondioksit de benzer yollar ile atilir (82,89).

2.5. KETOJENIK DIiYET

Ketojenik diyet, yliksek yag, yeterince protein ve diisiik karbonhidrath bir diyettir.
Yaglarin kullanilmas1 kanda keton -cisimciklerinin ag¢iga c¢ikmasma yol acar.
Ketojenik diyetler, yaklasik yiiz yila yakin zamandir epilepsi tedavisi igin
kullanilmaktayken, son yirmi yilda obezite, diyabet ve performans gelistirme
alanlarinda da bu diyetlerin kullanimlar1 gittik¢e artan bir popiilerlik kazanmaktadir
(91).

2.5.1. Ketojenik Diyet Tarihgesi

Acglik ve diger diyet tedavileri epilepsi tedavisinde MO 500'den beri
kullanilmaktadir. Ayrica aglik, Hipokrat’m epilepsi tedavisi icin kaydedilen tek
tedavi yontemidir (92,93). A¢lik metabolizmasini taklit ederek 1920'lerde epilepsi
tedavisi icin KD uygulanmaya baglanmistir. Hugh Conklin ve arkadasi epilepsinin
bagirsaklardan beyine gelen zehirli toksinler nedeniyle gelistigini iddia ederek
epilepsili ¢ocuklari 25 giin a¢ birakip sadece su ile beslemistir. Daha sonra epilepsili
bu cocuklarin aclik tedavisi ile uzun dénemde ndbetsiz kaldigini yaymlamistir.
Yiiksek yagl, diisiik karbonhidrath diyetin agligin metabolik etkilerini taklit
edebilecegini iddia eden ilk makale 1921'de Mayo Clinic'ten yaymnlanmistir (94,95).
Yirmi yila yakin bu terapi yaygin olarak kullanilmisg, fakat 1970°li ve 80’li yillarda
modern antiepileptik ila¢ tedavisi ile KD kullanim1 azalsa da, 1990 lardan itibaren

tekrar popiilarite kazanmustir. Ozellikle 1996 yilinda Amerikan Epilepsi Derneginin
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toplantisindan sonra dikkatleri yeniden ¢ekmistir (92,93).

2.5.2. Ketojenik Diyet Tanimi

Ketojenik diyet genellikle %80 yag, %15 protein ve %5 karbonhidrattan
olusmaktadir. Yagin, karbonhidrat ve proteine orami 2:1 ila 4:1 arasinda
degismektedir. Yag ile protein ve karbonhidrat arasindaki belirtilen oranlar digindaki
daha yiiksek oranlar, daha kisitlayici fakat daha etkili olarak goriilmektedir. Bu
diyetteki yaglarin ¢ogu, uzun zincirli trigliseritler olarak saglanir. Klasik KD’in
baska bir ¢esidi ise daha fazla karbonhidrata izin vererek diyetin lezzetini arttirma
amaci ile kullanilan orta zincirli trigliserit diyetidir. Daha ketojenik olmasina
ragmen, siklikla gastrointestinal yan etkilere neden oldugu icin daha az kullanilir
(94).

Ketojenik diyet ile enerji, proteinler, mineraller, vitaminlerde eksiklikler, lipidler,
doymus yag ve kolesterolde ise fazlaliklar meydana gelir. Boyle bir diyetin
kullanilmasi, ozellikle c¢ocuklarda, uygulama ve izlemde ozel dikkat ve
monitarizasyon gerektirir (94). Ketojenik diyetin yag igeriginin daha az doymus
yaglarla veya daha fazla ¢oklu doymamis yaglar ile degistirilmesiyle, karbonhidrat
ve lipid metabolizmas: iizerinde KD’in daha az zararli hale getirilerek daha iyi

ketoneminin saglanabilecegi diigiiniilmiistiir (95).

2.5.3. Keton Olusumu ve Ketojenik Diyet Etki Mekanizmasi

Ac¢lik veya KD uygulanmasi durumunda viicut enerji kaynagi olarak keton
cisimlerini kullanir. Viicutta keton cisimleri yag asitleri 3 oksidasyonu ile meydana
gelirler. 3 oksidasyonda iki karbonlu (C) pargalar, yag agil CoA’nin karboksil
ucundan sirayla ayrilirlar ve bdylece asetil CoA’lar ortaya c¢ikar. Yag asitleri
tiyokinaz tarafindan sitozolde CoA tilirevlerine donistirilir. B oksidasyon,
mitokondri matrixinde gerceklestiginden CoA tiirevleri karnitin mekigi ile sitozolden

mitokondriye taginir (96) (Sekil 2).
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karnitin tezjpg

Sekil 2: Karnitin Mekigi

3 oksidasyonun ilk dongiisii yag asit zincirinin 2 karbon azalmasi ile sonuglanan 4
basamakli bir diziden olusur:

1. FADH2 iireten oksidasyon
2. Hidrasyon
3. NADH iireten oksidasyon

4. Tiyolitik yarilma (Asetil-CoA ortaya ¢ikar)

Her bir dongiide bir asetil grubu, bir NADH ve bir FADH?2 iiretimi gergeklesir. Son
tiyolitik yarilma iki asetil grubu iiretir (Asetil-CoA’nin allosterik aktivatorii yag asidi
oksidasyonu ile glukoneogenezi birbirine baglayan Piruvat Karboksilazdir) (96)
(Sekil 3).
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Sekil 3: Yag asitlerinin beta oksidasyonun enzimatik basamaklari

Yag asidi oksidasyonu ile elde edilen bu asetil gruplart karaciger mitokondrisinde
keton cisimlerine doniistiiriiliirler. Asetoasetat ve BOHB keton cisimleridir.
Asetoasetat ve BOHB periferik dokulara tasinarak yeniden asetil-CoA’ya dontstirler
ve krebs siklusunda oksitlenirler. Keton cisimciklerinin periferik dokular i¢in 6nemli
enerji kaynagi olmalarinin sebepleri;

1. Sulu ¢ozeltilerde ¢oziiniirler.(tasiyiciya ihtiyag duymazlar)

2. Mevcut asetil-CoA miktar1 karaciger oksidasyon kapasitesini astigi zaman

olusurlar.

3. Iskelet kasu, kalp kas1 gibi karaciger dis1 dokularda kandaki miktari ile orantili

olarak kullanilirlar. Hatta uzamis aglikta beyin de kullanir.
Hepatik asetil-CoA’lar piriivat dehidrogenazi inhibe eder, Piruvat karboksilazi aktive

eder. Boylece olusan oksaloasetat krebs siklusundan ziyade karacigerde

glukoneogenez i¢in kullanilir. Bu nedenle asetil-CoA keton cisimlerine yonelir (96).
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Mitokondriyal HMG-CoA sentaz (keton sentezinde hiz kisitlayici basamak) ; asetil-
CoA’y1 lglincii bir asetil-CoA ile birlestirerek HMG-CoA (kolesterol onciisii)
olusturur. HMG-Co0A, asetoasetat ve asetil-CoA’y1 olusturmak iizere ikiye ayrilir.
Asetoasetat, NADH’1 hidrojen kaynagi olarak kullanarak BOHB‘a indirgeyebilir
veya aseton olusturabilir. Asetoasetat ve 3-hidroksibiitirat dengesi NAD+/NADH
orani ile belirlenir. Yag asidi oksidasyonu sirasinda bu oran yiiksek oldugu i¢in 3-

hidroksibiitirat sentezi tercih edilir (96) (Sekil 4).

Aclik esnasinda enerji kaynagi olarak keton cisimleri kullanilir. BOHB’tan 8-
hidroksi dehidrogenaz ile NADH firetilerek asetoasetat olusturulur. Asetoasetat
tiyoforaz enzimi ile siiksinil-CoA’dan bir molekiil CoA alir ve asetoasetil-COA
olusturulmus olur. Asetoasetil-CoA’dan tekrar enerji elde etmek iizere iki molekiil

asetil-CoA olusturulur (Sekil 4).

. Hepatik Ketogenez
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Sekil 4 : Keton Sentezi ve Ketonun periferik dokularda kullanimi (97)
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Mitokondrisi olan tiim dokular asetoasetati BOHB’a okside eder ve enerji kaynagi
olarak kullanir. Karacigerde tiyoforaz enzimi bulunmaz, bu nedenle karaciger keton
cisimlerini metabolize edemez. Mitokondrileri olmadig1 icin eritrositler de keton
cisimlerini kullanamazlar. Ketonlar basit diflizyonla, monokarboksil tastyicisi ile kan
beyin bariyerini gegerler (96). BOHB ayrica beyinde tek yag asidi oksidasyonu
yapabilen hiicre olan astrositlerden de sentezlenir (97). Saglikli insanlarda normal
sartlarda BOHB seviyeleri 0-04 ila 0,08 mMol/L arasinda degisirken aclikta veya
diyabetik ketoasidozda bu seviye daha da artar (97). Ergen farelerde KD’in ortalama
BOHB seviyelerini 1.1+/-0.2mM e kadar yiikselttigi bulunmustur. Ayni ¢alismada
intraselliler BOHB seviyelerinin ekstraselliiler sividan daha yiiksek oldugu
gosterilmigtir (98). Beta-hidroksi bitiiratin beyine alimi tasiyici bagimlidir. Bunun
icin kontrol noktasi, MCT1 (SLC16A1:astrositlerdeki BOHB tasiyicisi) ekspresyonu
ve BOHB seviyeleridir. Bu seviyeler aglik ve KD ile artar. MCT1 seviyeleri
yenidoganlarda yiiksektir. Yasla beraber azalir. BOHB'min beyindeki bazal
gereksinimlere, ndronal aktiviteyi destekleyen katkisinin 36 saatlik acliktan sonra
oldugu gosterilmistir. BOHB'In kan konsantrasyonunun yeterli diizeyde yliksek
olmasi ile BOHB, tiim bazal gereklilikleri ve ndronal aktivitenin enerji ihtiyacinin

yaklagik yarisini saglayabilmektedir (99).

25.4. Ketojenik Diyetin  Anti-inflamatuar  Ozelliklerinin  Muhtemel
Mekanizmalari

Son zamanlarda yapilan c¢alismalarda BOHB’in direkt anti-inflamatuar mediyator
oldugu goriisii desteklenmektedir. Bu goriisle ilgili ilk ¢aligma 2009 yilinda Ruskin
ve arkadaslar1 tarafindan yapilmistir. Bu ¢alisma ile KD’in ROS’lar1 azaltarak ve
santral adenozini arttirarak termal nosisepsiyonu ve periferik odemi azalttigi
gosterilmistir (100,101). Daha sonra 2015 yilinda Dupuis ve arkadaslar1 tarafindan
ratlara 2 hafta KD verilip, iki haftanin sonunda ratlara intraperitoneal (ip) LPS
yapilmistir. Deney sonunda atesin ve proinflamatuar sitokinlerin (TNF-a ve IL-18)
seviyelerinin azaldigi goriilmistir. KD alan gruplarin hipokampiisiinde 1L-18
mRNA seviyeleri kontrol grubu ile karsilastirildiginda daha diisiik bulunmustur. Bu
deneyde KD’in yag asidi profilini de modifiye ettigi dislintilmistir. KD
tedavisinden 14 giin sonra total yag aside sentezi artmistir. Poliansature yag

asitlerinden (PUFAs) bazi anti-inflamatuar sitokinlerin onciilii olan eikazopentaenoik
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asit (EPA) ve dokosaheksaenoik asit (DHA) seviyeleri bu deneyde diisiik
Olclilmiistiir. Diger taraftan da bazi proinflamatuar sitokin Onciillerinden olan
aragidonik asit (AA) ve omega-6 PUFAs diizeyleri de bu deneyle diisiik
bulunmustur. Bu diizeyler ile Dupuis deneyinde n-3 PUFAs’larin KD’in anti-
inflamatuar 6zelliklerine aracilik etmedigini iddia etmistir. Bununla beraber KD ile
beslenenlerde diisik AA diizeylerinin pro-inflamatuar sitokin seviyesinin

azaltilmasina aracilik ettigini sdylemistir (102).

Ketojenik diyet bazi dokularda anti-inflamatuar 6zellikler gostermesinin yani sira
hepatik steatoz, insiilin direnci gelisimine neden olan dislipidemiye yol acar. Bu
etkisini gosterebilmek i¢in KD’in farkli dokular iizerindeki farkli inflamatuar
ozellikleri calisilmistir. KD’in FGF21 (karacigerde ({iretilir, adipositlerde etki
gosterir, adinopektin iiretimini ve salinimimi arttirir) sinyalini etkiledigi; boylece
karaciger ve beyaz yag dokusunda farkli inflamatuar cevaplar olusturdugu
gosterilmistir. KD ile karacigerde artmis bir inflamasyon ve makrofaj birikimi
olurken, beyaz yag dokuda inflanmasyon azalmaktadir. FGF21 diizeyleri KD ile
plazmada artar. FGF21 gen ekspresyonu karacigerde artar; ancak beyaz yag dokuda
azalir. Ayrica TNF-a, IL-6 gibi proinflamatuar sitokinler ve Emrl, Cd68, Itgam gibi
makrofaj birikimini saglayan molekiil diizeylerinin de karacigerde arttig1, beyaz yag
dokuda azaldig1 gosterilmistir. KD karacigerde FGF21 sinyalini bozarak, karaciger
lipit metabolizmasinda bozulmaya yol ac¢ip insiilin direncini arttirmaktadir. Ancak
beyaz yag dokuda bakilan lipit birikim genleri (Lpl ve CD36) KD ile azalmistir. Yani
beyaz yag dokuda lipoliz olsa bile lipitler karacigere yonlendirilmektedir. Ayrica
yine KD ile beyaz yag dokuda ROS’un iretimi daha az olmakta ve bu da

inflamasyonun burada daha az olmasinin bir nedeni olarak diistiniilmektedir (103).

Ketojenik diyetin inflamasyon iligkili hastaligi bulunan hayvan modellerinde de
tyilesme sagladigr gosterilmistir. Bu hayvan modellerinde genellikle agri, gut,
bakteriyel-viral inflamasyonlar, multipl skleroz ve parkinson hastaligi kullanilmistir

(100,104).
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2.6. STREPTOZOTOSIN (STZ) VE ETKi MEKANIZMASI

STZ, Streptomycetes achromogenes tarafindan veya sentetik olarak elde edilerek
tiretilir ve baglangigta bir antibiyotik olarak tanimlanmistir (105). Nitrosourea yan
zincirine sahip bir glikoz molekiiliinden olusur. A¢ik saridan beyaza dogru rengi
degisiklik gosteren toz halinde ayrica kimyasal formiilii CSH15N307 ve molekiil
agirhigr 265,2 g/mol olan bir antibiyotiktir (106). Upjohn Laboratories yanlislikla
STZ'nin hiperglisemi iiretebilecegini kesfetti. Ancak kopek ve siganlarda tek bir doz
STZ’nin nasil beta hiicre 6liimiine ve diyabetik duruma yol ac¢tigi kesin olarak
bilinmemektedir (107).

STZ'min glikoz kismi, pankreatik beta hiicre zarinda bulunan glikoz tasiyici
GLUT2'ye baglanir ve sitotoksik etkilerinden sorumlu olan nitrosourea kismi ile
hiicreye girer. STZ beta hiicrelerine girdikten sonra, metilasyon, serbest radikallerin
salinmasi veya nitrik oksit olusumu yoluyla hiicre 6liimii meydana gelebilir (108).
Bu mekanizmalar nedeniyle, STZ pankreatik adaciklarin beta hiicrelerine segicCi
olarak sitotoksiktir ve tek bir intravendz veya intraperitoneal STZ enjeksiyonu (40-
60 mg / kg viicut agirligl) deney hayvanlarinda tip 1 diyabete yol agabilir (109). STZ
adacik hasarimin yami sira bobrek hasari ve endotel hasarima ve alkilleyici
Ozelliginden 6tliri DNA hasarina neden olmaktadir (110). Bu molekiil kullanilarak,

uygulamadan sonraki 48 saat i¢inde hiperglisemi ve insiilin eksikligi tetiklenir.

CHQOH
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Sekil 5: STZ molekiiliiniin agik formiilii CsH1sN307 (111)
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3. GEREC VE YONTEM

Calismamizda 28 adet, 8-10 haftalik, Long Evans cinsi erkek ratlar rastgele secilerek
dort gruba ayrildi. Calisma igin; 7 adet saglikli, diyabet olusturulmamis, normal rat
yemi ile beslenme uygulanmig kontrol grubu (Grup 1); 7 adet diyabet olusturulup
normal rat yemi ile beslenme uygulanmis, normal grup (Grup 2); 7 adet diyabet
olusturularak ketojenik diyet ile beslenme uygulanmis, ketojenik grup (Grup 3); 7
adet diyabet olusturularak western tipi diyet ile beslenme uygulanmis, western grubu
(Grup 4) olmak tizere toplam 4 grup olusturuldu. Ratlarda diyabet olusturmak i¢in 60
mg/kg streptozotosin (Cayman®) PBS’de ¢ozdiiriilerek intraperitoneal uygulanip 72
saat sonra Abbott® Diabetes Care Ltd. FreeStyle Optimum Neo H cihazi ile, kuyruk
veninden alinan kanda, glikoz diizeyi 200 mg/d]’nin {izerinde olanlar diyabetik kabul
edildi. Diyabet kriterlerini karsilamayan hayvanlara tekrar streptozotosin uygulandi.
Hayvanlar grup yemlemesine tabi tutuldu ve ad libitum olarak yemlendi. Manuel
suluklarda stirekli temiz su bulunduruldu.

On hafta sonunda anestezi altinda ekssanguinasyon sonrasi gozler eniiklee edilerek
%10 notral tampomlanmis formaldehit soliisyonunda tespit edildi. Histolojik doku
takip basamaklarini1 takiben parafin bloklara gomiilen doku kesitlerinden histolojik
boyama yoOntemlerini uygulamak tlizere 5 pm kalinhiginda doku kesitleri alindi.
Alinan kesitlere boyama 6ncesinde agagidaki islem basamaklari ile deparafinizasyon

ve rehidratasyon islemi uygulandi:
1. 60 °C lik etiivde 2 saat inkiibasyon
2. 3 X5 dk ksilolde bekletme
Absolu alkolde 3 dk
%96 alkolde 3 dk
%80 alkolde 3 dk

o a &~ w

%70 alkolde 3 dk
7. Distile suda 3 dk

Deparafinize edilerek boyamaya hazir hale getirilmis olan kesitlere ise asagidaki
islem basamaklar1 ile immiin boyama ve hematoksilen eozin boyama ydntemi

uygulandi.
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3.1. IMMUNOHISTOKIMYA BOYAMA PROTOKOLU

N o a k~ w b

10.
11.
12.

13.
14.
15.
16.
17.
18.
19.
20.
21.

Deparafinize ve rehidre edilen kesitlere oncelikle antijen retriewal islemi
uygulandi. Bunun i¢in;

Trisodium citrate (dihidrate) 2,94 gr (10 mM)

Distile su 1 It

pH y1 HCl ile 6 ya ayarlandi.

0,5 ml tween 20 eklenerek karistirildi.

°C lik etiivde 1 gece bekletildi.

2 defa 5 dk Tris Buffered Saline (TBS+%0,025 Triton X-100) ile oda 1sisinda
yikama yapilds,

%1 BSA It TBS ile sulandirilmig %10 normal goat serum ile oda 1sisinda 2
saat bloklama yapildi.

Lamlarin etrafi dokuya dokunmadan kurutuldu ve etrafi pappen ile ¢izildi.

%1 BSA 11 TBS ile sulandirilmig primer antikor uygulandi (+4 °C de, 1 gece)
Oda 1s1sinda 2 defa 5 dk TBS ile yikama yapildi.

%1 BSA’ll TBS ile sulandirilmis sekonder antikor uygulandi (oda 1sisinda 1
saat)

1 defa 5 dk TBS ile yikama yapildi.

Goat anti rabbit HRP oda 1sisinda 15 dk uygulandi.

3 defa 3 dk TBS ile yikama yapildi.

DAB substrat karisiminda 7 dk bekletildi.

Oda 1s1sinda 3 defa 3 dk TBS ile yikama yapildi.

Distile suda 5 dk yikama yapildi.

Hematoksilen ile 1 dk zit boyama yapildi.

Distile su ile yikanda.

Mounting medium ile kapatma islemi gergeklestirildi.
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3.2. HEMATOKSILEN VE EOZIN (H&E) BOYAMA PROTOKOLU

1. Deparafinizasyon ve rehidratasyon islemi uygulanmis olan Kkesitler
Hematoksilin boya soliisyonunda 10 dk bekletildi.

2. Lamlar musluk suyu altinda 2 dakika bekletilerek fazla boya giderildi.

3. Lamlar Asit Alkol soliisyonuna daldirilip ¢ikarilarak dokular diferansiye
edildi. Hizli bir sekilde musluk suyu altinda tutulup diferansiyasyon
durduruldu.

4. Lamlar dilue amonyakli suda bekletilerek dokularin mavilesmesi saglandi.

5. Musluk suyu altinda doku rengi berrak mavi renk kazanincaya kadar

bekletildi.

Eozin Y (%]1; Suda) boyasinda 1 dakika bekletildi.

Musluk suyu altinda lamlar yikanarak boya iglemi bitirildi.

%70 alkol solusyononunda 3 dk bekletildi,

%80 alkol solusyononunda 3 dk bekletildi,

10. %96 alkol solusyononunda 3 dk bekletildi,

11. %96 alkol solusyononunda 3 dk bekletildi,

12. Absolu alkol solusyononunda 3 dk bekletildi,

© © N o

13. Rehidre edilen kesitler entellan ile kapatilarak mikroskobik degerlendirmeye
hazir hale getirildi.

G0z dokulari her grup kendi iginde ayni parafin bloklara gomiiliip kesit alindi. Tiim
kesitler, Nikon Eclipse Ni-U model 151k mikroskobu ile degerlendirildi; H&E ile
boyanan kesitlerde asagidaki sekilde (Sekil 6) goriildiigii gibi Nikon NIS Elements
Imaging Software Version 4.0 programu ile retina kalinliklar1 &lgiildii. Kaspaz-3 ve
VEGF immnohistokimyasal boyanmanin  yaygmhigi ve siddeti  gozle
degerlendirilerek semikantitatif olarak histolojik skorlama yapildi (112). Skorlama
“az yogun, orta derecede yogun, ¢ok yogun” olarak derecelendirildi ve tiim gruplarin

fotomikrograflar1 ¢ekildi.
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Length = 27,10 um

Length = 12,36 ym

Sekil 6: Retina tabakalarinin kalinlik 6l¢iimiinii gosteren bir 6rnek

3.3. ISTATISTIKSEL ANALIZ

Tanimlayici istatistikler; kategorik degiskenler icin say1 ve yiizde olarak, sayisal
degiskenler i¢in ortalama, standart sapma, en kiiclik deger, ortanca ve en biiylik
deger olarak verildi. Kategorik degiskenlerin ¢oklu grup karsilagtirmalarinda Pearson
Ki-kare testi kullamldi. Ikiden fazla bagimsiz grubun sayisal verilerinin
karsilastirilmasinda normal dagilima uygun ise ve varyans homojenitesi gdsteriyorsa
One Way ANOVA testi kullanilirken, varyans homojenitesi gostermiyorsa Welch
ANOVA testi kullanildi. Anlamli farkin saptandigi karsilastirmalarda One Way
ANOVA sonras1 Tukey ikili karsilagtirma testi, Welch ANOVA sonras1 Tamhane T2
ikili karsilastirma testi kullanildi. ikiden fazla bagimsiz grubun karsilastirilmasinda
normal dagilim gostermeyen sayisal verilerin karsilastirilmasinda Kruskal Wallis
testi kullanildi. Kruskal Wallis testi sonras1 anlamli fark ¢ikan karsilastirmalarda ikili
karsilastirma icin Dunn testi kullanildi. Normal dagilima uygunluk durumu ise
Shapiro-Wilk normallik testi kullanilarak degerlendirildi. Istatistiksel anlamlilik
diizeyi p<0,05 olarak kabul edildi. Analizler i¢in SPSS v20.0 (IBM SPSS Statistics
for Windows, Version 20.0; Armonk, NY, USA) paket programi kullanildu.
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4. BULGULAR

Saglikli grup, diyabetik normal rat yemi ile beslenen grup, diyabetik ketojenik
diyetle beslenen grup, diyabetik western tipi diyetle beslenen gruptaki hayvanlara ait
VEGF ve Caspase-3 immiinohistokimya teknigi uygulanan retina kesitlerinde
immiinreaktivitenin yayginligi ve siddeti esas alinarak yapilan histolojik

skorlamalara gore asagidaki bulgular elde edildi:

Caspase-3 ile retinanin immiinohistokimyasal boyamasinda; ketojenik diyet ile
beslenen diyabetik grupta 6 hayvanda (%85,7) orta derecede yogun, 1 hayvanda
(%14,3) ¢ok yogun boya tutulumu gortildi. Western diyet ile beslenen diyabetik
grupta 1 hayvanda (%14,3) az yogun, 3 hayvanda orta derecede yogun (%42,9), 3
hayvanda (%42,9) c¢ok yogun boya tutulumu oldugu goriildii. Normal diyet ile
beslenen diyabetik grupta 2 hayvanda (%28,6) az yogun, 2 hayvanda (%28,6) orta
derecede yogun, 3 hayvanda (%42,9) cok yogun boya tutulumu goriildi. Saglikli
kontrol grubunda 3 hayvanda (%42,9) az yogun, 4 hayvanda (%57,1) ¢ok yogun
boyanma goriildii. Kaspaz-3 ile retina boyamasinda gruplar arasinda anlamli fark
goriilmemistir (p: 0,65). Kaspaz-3 ile retina boyamasinin tiim gruplardaki yiizde

degerleri Tablo-1"de, rat sayilar1 Grafik 1’de goriilmektedir.
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Tablo-1: Retina kesitlerinin Caspase-3 immiinohistokimya skorlarina gore tim
gruplardaki yiizde degerleri goriilmektedir.

Her grup icin
(n=7)

Az yogun
boyanma

Orta derecede
yogun boyanma

Cok yogun
boyanma

Grup 1
(Saglikli
Kontrol)

42,9

0,0

57,1

Grup 2
(Diabetik-
Normal
beslenen)

28,6

28,6

42,9

Grup 3
(Diabetik-
Ketojenik
beslenen)

0,0

85,7

14,3

Grup 4
(Diabetik-
Western
beslenen)

14,3

42,9

42,9

0,65

Gruplar arasinda anlamli bir farklilik bulunmamaktadir (p:0,065).

Grup 1

Grup 2

Grup 3

Grup 4

B Az Yogun
M Orta Derecede Yogun

m Cok Yogun

Grafik 1: Retina Kesitlerinin Caspase-3 immunohistokimya skorlarma goére tim
gruplardaki hayvan sayilarinin grafigi goriilmektedir. Gruplar arasinda anlamli bir
farklilik bulunmamaktadir (p:0,065).
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Sekil 7: Western diyet ile beslenen diyabetik gruptaki bir ratin retinasinin
Caspase-3 ile immiinohistokimyasal boyamasinda pozitif boyanan gangliyon
hiicresi siyah ok ucu ile negatif boyanan gangliyon hiicreleri siyah ok ile
gosterilmistir (x400 biiyiitme).
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Sekil 8: Western diyet ile beslenen diyabetik gruptaki bir ratin retinasinda ¢ok yogun
Caspase-3 immiinohistokimyasal boyanmasi goriilmektedir. Caspase-3 ile pozitif
boyanan bazi hiicreler beyaz ok ile negatif hiicreler siyah ok basi ile gosterilmistir

(x400 biiyiitme).
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Sekil 9: Ketojenik diyet ile beslenen diyabetik gruptaki bir ratin retinasinin Caspase-
3 immiinohistokimya boyamasinda az yogun immunreaktivite goriilmektedir. Pozitif
boyanan hiicreler siyah ok ile negatif hiicreler ok basi ile gosterilmistir (x400

biiyiitme).
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Tablo-2 ve Grafik 2°de de goriildiigii gibi VEGF ile retinanin immiinohistokimyasal
boyamasinda; ketojenik diyet ile beslenen diyabetik grupta 6 hayvanda (%85,7) az
yogun, 1 hayvanda (%14,3) orta derecede yogun boya tutulumu goriildii. Western
diyet ile beslenen diyabetik grupta 4 hayvanda(%57,1) orta derecede yogunlukta, 3
hayvanda (%42,9) ¢ok yogun boya tutulumu goriildii. Normal diyet ile beslenen
diyabetik grupta 3 hayvanda (%42,9) az yogun, 4 hayvanda (%57,1) orta derecede
yogun boya tutulumu goriildii. Saglikli kontrol grubunda 2 hayvanda (%28,6) az
yogun, 2 hayvanda (%28,6) orta derecede yogun, 3 hayvanda (%42,9) ¢ok yogun
boya tutulumu goriildii. VEGF ile retina boyamasinda gruplar arasinda anlamli fark
oldugu saptandi (p: 0,018). Ketojenik diyetle beslenen diyabetik grupta diger
gruplara gore daha yiiksek oranda (%85,7) az yogun boyanma dikkat ¢ekmektedir.

Tablo-2: Retina kesitlerinin  VEGF immunohistokimya skorlarina goére tiim
gruplardaki yiizde degerleri goriilmektedir.

Her grup i¢in Az yogun Orta derece Cok yogun p
n=7 boyanma yogun boyanma boyanma

Grup 1 (Saglikli
Kontrol) 28,6 28,6 42,9

Grup 2
(Diyabetik 429 57,1 0,0
Normal

beslenen) 0,018

Grup 3
(Diyabetik 85,7 14,3 0,0
Ketojenik
beslenen)

Grup 4
(Diyabetik 0,0 57,1 42,9
Western
beslenen)

Gruplar arasinda anlamli fark bulunmaktadir (p: 0,018).
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4 B Az Yogun

3 | M Orta Derecede Yogun

= Cok Yogun

Grup 1 Grup 2 Grup 3 Grup 4

Grafik 2: Retina Kkesitlerinin  VEGF immiinohistokimya skorlarma goére tiim

gruplardaki hayvan sayilarmin grafigi goriilmektedir. Gruplar arasinda anlamli
farklilik bulunmaktadir (p: 0,018).

Sekil 10: Western diyet ile beslenen diyabetik grupta bir hayvanda retinanin VEGF
immiinohistokimyasal boyamasinda ¢ok yogun immiinreaktivite goriilmektedir. Pozitif
boyanan hiicreler siyah ok ile negatif hiicreler ok basi ile gosterilmistir (x400 biiyiitme).



Sekil 11: Ketojenik diyet ile beslenen diyabetik gruptaki bir hayvanda retinanin
VEGF immiinohistokimyasal boyamasinda az yogun immiinreaktivite goriilmektedir.
Pozitif boyanan hiicreler siyah ok ile negatif hiicreler ok basi ile gdsterilmistir (x400

bliyiitme).
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Sekil 12: Kontrol grubundaki bir ratin retinasinin VEGF immiinohistokimyasal
boyanmasinda orta derecede yogunlukta immiinreakstivite goriilmektedir. Pozitif
boyanan hiicreler siyah ok ile negatif hiicreler ok basi ile gosterilmistir (x400

biiyilitme)
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Retina tabakalarinin kalinliklarinin karsilagtirmasinda i¢ niikleer, i¢ plexiform,
ganglion ve dis niikleer tabaka kalinliklarinda gruplar arasinda anlamli fark goriildii.
Bu gruplarin hepsinde western diyet ile beslenme grubunda diger gruplara gore
anlaml kalinlasma dikkati gekmektedir. P degeri i¢ niikleer tabaka karsilagtirmasinda
<0,01, dis nikleer
karsilastirmasinda 0,013, ganglion tabaka karsilastirmasinda 0,017 bulunmustur.
Koroid kalinliklart karsilagtirildiginda gruplar arasinda anlamli fark goriilmedi (p:
0,118). Retina tabakalarinin kalinliklarinin karsilastirmasi Tablo-3’te goriilmektedir.

Tablo-3: Tiim gruplara ait retina tabakalarinin kalinliklarinin karsilagtirilmasi

tabaka

karsilastirmasinda 0,006,

ic plexiform

tabaka

Her grup i¢in Grup 1 Grup 2 Grup 3 Grup 4 p
n=7 (Saglikli (Diyabetik- (Diyabetik- (Diyabetik-
Kontrol) Normal Ketojenik Western
Ort+SS beslenen) beslenen) beslenen)
EKD-Ortanca- Ort£SS Ort£SS Ort£SS
EBD EKD-Ortanca- | EKD-Ortanca- | EKD-Ortanca-
EBD EBD EBD
Koroid 20,14+5,79 19,29+4.61 17,4343,31 23,57+4 43 0,1182
12,00-19,00- 12,00-21,00- 14,00-16,00- 17,00-24,00-
29,00 24,00 23,00 29,00
Dis niikleer 25,57+7,63 20,43+4,61 19,86+4,18 29,71+2,06 0,006°
19,00-23,00- 14,00-22,00- 13,00-22,00- 26,00-30,00- 4>3 (0,013)
40,00 27,00 23,00 33,00 4>2 (0,018)
I¢ niikleer 13,29+4,31 12,29+4,79 9,86+2,34 21,71+£5,74 <0,0012
7,00-14,00- 7,00-13,00- 7,00-9,00- 13,00-23,00- 4>1 (0,009)
20,00 19,00 14,00 27,00 4>3 (>0,001)
4>2 (0,003)
I¢ plexiform 18,14+11,05 17,57+7,81 14,71+£5,38 40,57+15,15 0,013°
7,00-15,00- 9,00-16,00- 9,00-13,00- 17,00-44,00- 4>3 (0,018)
37,00 29,00 23,00 53,00
Ganglion 9,86+4,02 8,29+1,98 8,00+2,71 14,43+3,15 0,017°
6,00-8,00- 6,00-9,00- 5,00-7,00- 8,00-15,00- 4>3 (0,019)
17,00 11,00 13,00 17,00

Ort: Ortalama SS: Standart Sapma EKD: En kii¢iik deger EBD: En biiyiik deger

30ne way ANOVA ° Kruskal Wallis Test
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Koroid Dis Niikleer ic Nukleer i¢ Plexiform Ganglion

Grafik 3: Tim gruplara ait retina tabakalarinin kalinliklarinin karsilastirmasi
goriilmektedir.

Caspase-3 ile korneanin immiinohistokimyasal boyamasinda western diyet ile
beslenen diyabetik grupta 6 hayvanda (%85,7) ¢ok yogun, 1 hayvanda (%14,3) az
yogun boya tutulumu gorildii. Ketojenik diyet ile beslenen diyabetik grupta 4
hayvanda (%57,1) az yogun, 2 hayvanda (%28,6) orta derecede yogun, 1 hayvanda
(%14,3) ¢ok yogun boya tutulumu oldugu goriildi. Normal diyet ile beslenen
diyabetik grupta 3 hayvanda (%42,9) az yogun, 2 hayvanda (%28,6) orta derecede
yogun, 2 hayvanda (%28,6) ¢ok yogun boya tutulumu goriildi. Saglikli kontrol
grubunda 2 hayvanda (%28,6) az yogun, 3 hayvanda (%42,9) orta derecede yogun, 2
hayvanda (%28,6) ¢cok yogun boya tutulumu goriildii. Gruplar arasinda anlamli fark

saptanmadi (p: 0,121).
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Tablo 4: Kornea kesitlerinin Caspase-3 immiinohistokimya skorlarina goére tim
gruplardaki yiizde degerleri goriilmektedir.

Her grup i¢in
n=7

Az yogun
boyanma

Orta derece
yogun boyanma

Cok yogun
boyanma

Grup 1 (Saglikli
Kontrol)
(n=7)

28,6

42,9

28,6

Grup 2
(Diyabetik-
Normal
beslenen)

42,9

28,6

28,6

Grup 3
(Diyabetik-
Ketojenik
beslenen)

57,1

28,6

14,3

Grup 4
(Diyabetik-
Western
beslenen)

14,3

0,0

85,7

0,121

Gruplar arasinda anlamli farklilik bulunmamaktadir (p:0,121).

Caspase 3 ile kornea boyanmasi

7

6

Grup 1

Grup 2

Grup 3

Grup 4

B Az Yogun
m Orta Derecede Yogun

Cok Yogun

Grafik 4: Kornea kesitlerinin Caspase-3 immiinohistokimya skorlarina gore tiim
gruplardaki hayvan sayilarmin grafigi goriilmektedir. Gruplar arasinda anlamli bir
farklilik bulunmamaktadir.
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Sekil 13: Western diyet ile beslenme grubundaki bir hayvanin korneasinda g¢ok
yogun Caspase-3 immiinohistokimya boyanmasi goriilmektedir. Pozitif boyanan
hiicreler siyah ok ile negatif hiicreler ok basi ile gosterilmistir (x400 biiyiitme).
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Sekil 14: Western diyet ile beslenen gruptaki bir hayvanin korneasinda az yogun
Caspase-3 immnohistokimya boyanmasi goriilmektedir. Pozitif boyanan hiicreler
siyah ok ile negatif hiicreler ok basi ile gosterimistir (x400 biiyiitme)
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VEGEF ile korneanin immiinohistokimyasal boyamasinda western diyet ile beslenen
diyabetik grupta 6 hayvanda (%85,7) ¢ok yogun, 1 hayvanda (%14,3) orta derecede
yogun boyanma goriildii. Ketojenik diyetle beslenen diyabetik grupta 6 hayvanda
(%85,7) az yogun, 1 hayvanda (%14,3) orta derecede yogun boya tutulumu goriildii.
Normal diyetle beslenen diyabetik grupta 5 hayvanda (%71,4) az yogunlukta, 2
hayvanda (%28,6) orta derecede yogun boya tutulumu goriildii. Saglikli kontrol
grubunda 4 hayvanda (%57,1) az boya tutulumu, 3 hayvanda (%42,9) orta derecede
yogun boya tutulumu goriildii. Gruplar arasinda anlamli fark saptandi (p<0,001).
Ketojenik diyet ile beslenen ve normal diyetle beslenen diyabetik grupta diger
gruplara gore az yogun boya tutulumu, western diyet ile beslenen diyabetik grupta
diger gruplara gore ¢cok yogun boya tutulumu dikkat ¢ekmistir.

Tablo-5: Kornea kesitlerinin VEGF immiinohistokimya skorlarina gore tiim
gruplardaki yiizde degerleri goriilmektedir.

Her grup i¢in Az yogun Orta derecede Cok yogun p
n=7 boyanma yogun boyanma boyanma

Grup 1 (Saglikli
kontrol) 57,1 42,9 0,0

Grup 2
(Diyabetik- 71,4 28,6 0,0

normal <0,001
beslenen)

Grup 3
(Diyabetik- 85,7 14,3 0,0
ketojenik
beslenen)

Grup 4
(Diyabetik 0,0 14,3 85,7
western

beslenen)

Gruplar arasinda anlamli farklilik bulunmaktadir (p<0,001).
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VEGF ile kornea boyanmasi
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4 B Az yogun
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Grup 1 Grup 2 Grup 3 Grup 4

Grafik 5: Kornea kesitlerinin VEGF immunohistokimya skorlarina goére tiim
gruplardaki hayvan sayilarmin grafigi goriilmektedir. Gruplar arasinda anlamli
farklilik bulunmaktadir (p<0,001)
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Sekil 15: Western diyet ile beslenen grupta bir hayvanin korneasinda ¢ok yogun
VEGF immunohistokimya boyanmasi goriilmektedir. Pozitif boyanan hiicreler siyah
ok ile negatif hiicreler ok basi ile gosterilmistir (x400 biiyiitme)
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5. TARTISMA

Diabetes mellitus (DM) diinya ¢apinda yaygin bir endokrin bozukluktur ve sikligi
artmaya devam etmektedir. Diyet bilesenlerinin DM'nin klinik yonetiminde dnemli
bir rolii oldugu yaygin olarak kabul edilmistir. Diyabet tedavisi, beslenme, fiziksel
aktivite ve farmakolojik tedavinin bir arada yiiriitiildiigii interdisipliner bir tedavi
stirecini gerektirir. DM' nin 6nlenmesi ve kontrolii; egzersiz, diisiik kalorili besinlerle
beslenme, obez kisilerde kilo kaybi1 ve hareketsizlikten uzak bir yasamdan
gegmektedir (8).

Ketojenik diyet, aclik durumunu taklit etmek amaciyla; kalori kaynaginin
karbonhidratlar yerine agirlikli olarak yaglardan saglanarak; yag metabolizmasiyla
keton cisimcigi iiretiminin indiiklendigi, diisiik karbonhidrath ve yiiksek yaglh bir
beslenme formudur (113). Ketojenik diyetin kilo kaybini saglamada etkili oldugu ve
diyabetik hastalarda glisemik kontrol, trigliserit seviyeleri ve yiiksek yogunluklu
lipoprotein kolesterol diizeyleri iizerinde yararli etkileri olabilecegi gosterilmistir
(114-117). Son zamanlarda yapilan ¢aligmalarda BOHB’in direkt anti-inflamatuar
mediyator oldugu goriisii desteklenmektedir. Bu goriisle ilgili ilk ¢alisma 2009
yilinda Ruskin ve arkadaslar tarafindan yapilmistir. Bu ¢alisma ile KD’in ROS’lar
azaltarak ve santral adenozini arttirarak termal nosisepsiyonu ve periferik 6demi
azalttig1 gosterilmistir (100,101). Daha sonra 2015 yilinda Dupuis ve arkadaglar
tarafindan ratlara 2 hafta KD verilip iki haftanin sonunda intraperitoneal (ip) LPS
yapilmistir. Deney sonunda atesin ve proinflamatuar sitokinlerin (TNF-a ve IL-18)
seviyelerinin azaldigr goriilmiistiir. KD alan gruplarin hipokampiisiinde IL-18
mRNA seviyeleri kontrol grubu ile karsilastirildiginda daha diisiik bulunmustur. Bu
deneyde KD’in yag asidi profilini de modifiye ettigi disiiniilmistir. KD
tedavisinden 14 gilin sonra total yag aside sentezi artmistir. Poliansature yag
asitlerinden (PUFAs) baz1 anti-inflamatuar sitokinlerin dnciilii olan eikazopentaenoik
asit (EPA) ve dokosaheksaenoik asit (DHA) seviyeleri bu deneyde diisiik
Olclilmiistiir. Diger taraftan da bazi proinflamatuar sitokin Onciillerinden olan
arasidonik asit (AA) ve omega-6 PUFAs diizeyleri de bu deneyle diisiik
bulunmustur. Bu diizeyler ile Dupuis deneyinde n-3 PUFAs’larin KD’in anti-

inflamatuar 6zelliklerine aracilik etmedigini iddia etmistir. Bununla beraber KD ile
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beslenenlerde diisik AA  diizeylerinin  pro-inflamatuar sitokin seviyesinin
azaltilmasina aracilik ettigini sdylemistir (102).

Diyabetik retinopati patogenezinde enflamasyon onemli role sahiptir. VEGF A
proenflamatuvar Ozellik gosterir. Fakat mekanizmasi tam olarak anlasilamamuistir.
VEGF A T-hiicre kemoatraktan kemokin interferon gama sentezini arttirabilir (53).
Calismamizda, diyabetik retinopati patogenezinde de inflamasyonun rolii
oldugundan ketojenik diyet ile beslenmenin diyabetik retinopati olusumunun
engellenmesinde, olustuktan sonra progresyonun yavaglatilmasinda
kullanilabilecegini diisiinerek, diyabet olusturulan ratlarin ketojenik diyet, western
(bat1 tipi) diyet ve normal rat yemi ile beslenme sonrasi kornea ve retina dokularinda
immiinohistokimyasal olarak VEGF ve Caspase-3 boya tutulumunu karsilastirdik.
Caspase-3 ile retina ve kornea boyamasinda gruplar arasinda istatistiksel olarak
anlamli fark bulunmamasina karsin VEGF boyamasinda retinada gruplar arasinda
anlaml fark bulunmustur. VEGF ile retina boyamasinda ketojenik diyetle beslenme
grubunda az yogun boya tutulum oraninin en yiiksek (%85,7) bulunmas: ketojenik
diyetle beslenmenin retina gibi goz i¢i yapilarin diyabetin kotii etkisinden nispeten
daha az etkilenmis oldugunu gosterebilir. Western diyet ile beslenme grubunda
VEGF ile boyanma orani nispeten daha yiiksek bulunmustur. Bu fark western tip
diyette hipoksinin etkisinin daha belirgin goriildiigii seklinde yorumlanabilir. Ciinkii

VEGF en ¢ok hipoksiden etkilenmektedir.

Retina tabaka kalinliklar1 karsilagtirildiginda; i¢ niikleer tabaka, i¢ plexiform tabaka
ve ganglion tabaka kalinliklarinda gruplar arasinda anlamli fark goriildi. Bu g
tabakanin western diyet ile beslenme grubunda diger gruplardan anlamli olarak kalin
oldugu goriildii. Dis niikleer tabakanin western diyet ile beslenme grubunda
ketojenik diyet ile beslenme ve normal diyet ile beslenme grubuna gore anlamli
olarak kalin oldugu goriildii. VEGF’in bir diger etkisi de vaskiiler permeabiliteyi
artirmasidir. Bunun sonucunda inflamasyon ve 6dem miktar1 da artar. Netice de her
iki durum da doku kalinlasmasi olarak karsimiza ¢ikar. Onceden de bahsedildigi gibi
retinal ve korneal dokularin VEGF ile boyamalarinda western tipi diyette daha yogun

boyanma paterni izlendi. Bu durum kalinlik artisin1 agiklar mahiyettedir.
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Koroid kalinliklart karsilastirildiginda gruplar arasinda anlamli fark goriilmedi (p:
0,118). Bu durumda koroidal etkilenme olmadigi sonucuna varilabilir. Ancak
calismamizda histolojik kesitler degerlendirildigi i¢in kesitin gectigi anatomik bolge
gruplar arasinda standardize edilememistir. Koroidal kalinlikta bélgesel farkliliklar
olabilecegi bilinmektedir. Normalde koroid arka kutupta en fazla kalinliga sahip olup

(yaklasik 200 um) 6ne dogru giderek incelmektedir (yaklagik 55 um) (131).

LCHF diyetlerinin kisa vadede faydali olabilecegini destekleyen yayinlar olmasina
karsin uzun vadeli etkililigini, glivenligini ve saglik yararlarin1 destekleyen az sayida
veri vardir (118). Sistematik bir inceleme ve meta-analizden sonra Naude ve ark.,
asirt kilolu ve obez yetigkinler, tip 2 diyabeti olan veya olmayan, disik CHO
diyetlerine ve izoenerjetik dengeli kilo verme diyetleri randomize edildiginde, 2 yila
kadar takipte kilo kaybi1 ve kardiyovaskiiler risk faktdrlerinde muhtemelen cok az
fark oldugu veya hi¢ fark olmadigi sonucuna varmustir (119). Dyson, “Diisiik
karbonhidrath diyetler ve tip-2 diyabett konulu caligmasinda, durumun pek
degismedigini ifade etti (120). Tip-2 diyabetli insanlar i¢in diisiik karbonhidratl
diyetlerin kisa vadede kan sekeri regiilasyonunda, kilo kaybinda ve kardiyovaskiiler
risk faktorlerinde azalmaya yol agabilecegi sonucuna vardi. Genel olarak, LCHF
diyetleri, daha yiiksek karbonhidrat alimina sahip diyetlere kiyasla herhangi bir
ustiinliik gostermedi. Bu bulgulara dayanarak, diisiik karbonhidrath diyetlerin kisa
vadede gergekten gilivenli ve etkili oldugu, ancak daha yiiksek karbonhidrat igerigi
iceren diyetlerle karsilastirildiginda istatistiksel olarak hig¢bir fark olmadig1 sonucuna
varmistir. Bu nedenle Dyson, tip-2 diyabetli kisilerin standart tedavisi olarak LCHF
diyetinin Onerilmemesi gerektigini 6ne siirmektedir (120). Uzun vadeli LCHF
diyetlerinin saglik riskleri olusturup olusturmayacagi sorusuyla ilgili olarak, son
zamanlarda LCHF diyetinin Ornegin kolesterol, homosistein, vaskiiler esneklik
parametrelerine etkileri iizerine yapilan bir dizi hayvan deneyinin ve insan
caligmalarinin  sonucu oarak vaskiiler saglik {zerinde olumsuz etkilerinin
gosterdiginin goz ardi edilemeyecegi belirtildi. Diisiik karbonhidratli diyetlerin en
tartigmali yonii, daha yiliksek yag alimiyla iliskili kardiovaskiiler hastalik riskini
artirabilmeleridir. Cok az sayida ¢alisma oldugu icin tip 2 diyabetli kisilerde bunun
icin ¢ok az kamit vardir (121-124). Diisiik karbonhidrathi diyetlerin olumsuz

yonleriyle ilgili diger iddialar arasinda beslenme eksiklikleri, yani vitaminler,
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mineraller, diyet lifi ve antioksidan 6zelliklere sahip fitokimyasallar yer almaktadir
(125).

Retina lezyonlarinin baslangici, sigan tiirleri arasinda farklilik gosterir, ancak
gozlemlenen birkag fenotipte, diyabet baslangicindan 2 hafta sonra kan retina
bariyeri yikilir (126,127), dordiincii haftada dis niikleer tabaka incelmesi (126), 8
hafta sonra aseliiler kapillerlerde artig, hem perisit hem de endotel hiicre sayisinda
azalma (128) ve 1 yil sonra bazal membran kalinlasmasi (129) goriiliir. Her ne kadar
belli siireler verilmis olsa da bazen bu siirelerin bireysel farklilik gosterebilecegi goz

oninde bulundurulmalidir.

Calismamizda ketojenik diyet ile beslenme grubu, normal diyet ile beslenme grubu
ve kontrol grubu arasinda ne retina kalnlik karsilastirmasinda ne de
immiinohistokimyasal boyamalarda istatistiksel acidan anlamli fark goriilmemistir.
Bu durum hayvanlarda diyabet olusmasina ragmen deney siiresinde diyabetik
retinopati gelismemis olma ihtimalini de disiindiirir. Her ne kadar yapilan
calismalarda diyabetik ratlarda retinopatinin 2 haftadan sonra gelismeye baslayacagi
soylense de (126,127) ketojenik ve normal beslenme grubunda DRP gelismemis

olma ihtimali varken western diyette DRP’ye ait bulgular mevcuttur.

Calismamiz bildigimiz kadariyla ketojenik diyet ve western diyetin ratlarda diyabetik
retinopatiye etkileri {izerine yapilan ilk c¢alismadir. Bu nedenle birebir
kiyaslayabilecegimiz bir ¢alisma bulunmamaktadir. Ancak, A. Al-Khalifa ve
arkadaglarinin 2010 yilinda yayinladigi, ratlarda ketojenik diyetin streptozotosin ile
indiiklenen diyabetten korudugunu arastiran ¢alismanin toplam stiresi 12 haftadir.
Streptozotosin enjekte edilmeden 8 hafta farkli beslenme modeli uygulanmis,
streptozotosin uygulandiktan 4 hafta sonra ¢alisma sonlandirilmistir. Calismanin
sonucunda ketojenik diyet ile beslenen grupta kontrol grubuna gore diyabet acisindan
fark saptanmamis. Yani ketojenik diyetin diyabet olusumundan korudugu sonucuna
varilmistir. Bizim ¢alismamizin stiresi 10 hafta olarak planlandi. Ortalama rat émrii
dikkate alindiginda bu siirenin diyabetik retinopati gelismesi ve beslenmenin

retinopatiye etkisinin ortaya ¢ikmasi icin yeterli olacagini diigiindiik.
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6. SONUCLAR

Calismamizda DRP olusturulmus ratlarda western ve ketojenik diyetin kornea ve

retina iizerine etklerini irdeledik ve sdyle sonuglar elde ettik:

Western tipi diyetin inflamasyonu artirdigi, cesitli metabolik hastaliklara yol actigi
bilinmektedir. Calismamizda i¢ niikleer tabaka, dis niikleer tabaka, i¢ plexiform
tabaka ve ganglion tabaka kalinliklarinin western diyet ile beslenme grubunda diger
gruplardan anlamli olarak kalin oldugu goriildii. Buna gore western tipi diyetin
vaskiiler permeabiliteyi, inflamasyonu ve dolayisiyla hiicresel 6demi artirdigi, sonug

olarak doku kalinlasmasina neden oldugu sdylenebilir.

Ketojenik diyet son zamanlarda giindemde olan, kisa vadede olumlu sonuglar
bildirilmesine karsin uzun vadede etkisi bilinmeyen bir beslenme tiiriidiir.
Calismamizda VEGF boyamasinda ve retinal doku kalinliklar1 karsilastirmasinda
ketojenik diyetin western tipi diyete gore diyabetin yikici etkilerini daha az
gosterdigi goriilmektedir. Ancak bu durum ¢alismamizin mevcut siiresi i¢inde gegerli
olup uzun vadede nasil sonug¢lanacagi yapilacak daha uzun siireli deneysel ve klinik

arastirmalarca degerlendirilmelidir.
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