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YAYIMLAMA VE FiKRi MULKIYET HAKLARI BEYANI

Enstitii tarafindan onaylanan lisansiistii tezimin/raporumun tamamini veya herhangi
bir kismini, basili (kagit) ve elektronik formatta arsivleme ve asagida verilen kosullarla
kullanima agma iznini Hacettepe Universitesine verdigimi bildiririm. Bu izinle
Universiteye verilen kullanim haklar1 disindaki tiim fikri miilkiyet haklarim bende
kalacak, tezimin tamaminin ya da bir bolimiiniin gelecekteki ¢aligmalarda (makale,
kitap, lisans ve patent vb.) kullanim haklar1 bana ait olacaktir.

Tezin kendi orijinal ¢alismam oldugunu, bagkalarinin haklarini ihlal etmedigimi ve
tezimin tek yetkili sahibi oldugumu beyan ve taahhiit ederim. Tezimde yer alan telif
hakki bulunan ve sahiplerinden yazili izin alinarak kullanilmasi zorunlu metinlerin
yazili izin almarak kullandigimi ve istenildiginde suretlerini Universiteye teslim
etmeyi taahhit ederim.

Yiiksekogretim Kurulu tarafindan yayimlanan “Lisansiistii Tezlerin Elektronik
Ortamda Toplanmasi, Diizenlenmesi ve Erisime Acilmasina Iliskin Yonerge”
kapsaminda tezim asagida belirtilen kosullar haricince YOK Ulusal Tez Merkezi /
H.U. Kiitiiphaneleri A¢ik Erisim Sisteminde erisime agilir.

. Enstitii / Fakiilte yonetim kurulu karar ile tezimin erisime agilmasi mezuniyet
tarihimden itibaren .....ertelenmistir. (1)

. Enstitii / Fakiilte yonetim kurulunun gerekceli karari ile tezimin erisime
acilmasi mezuniyet tarihimden itibaren ................. ertelenmistir. (2)
. Tezimle ilgili gizlilik karar1 verilmistir. (3)
15 /04/2021
Nagihan Ugurlu

“Lisansiistii Tezlerin Elektronik Ortamda Toplanmasi, Diizenlenmesi ve Erigime A¢ilmasina Iliskin Yonerge”

(1) Madde 6. 1. Lisansiistii tezle ilgili patent bagvurusu yapilmasi veya patent alma siirecinin devam etmesi durumunda, tez
danismaninin énerisi ve enstitii anabilim dalinin uygun goriisii iizerine enstitii veya fakiilte yonetim kurulu iki yil siire ile tezin
erisime agilmasinin ertelenmesine karar verebilir.

(2) Madde 6. 2. Yeni teknik, materyal ve metotlarin kullanildigi, heniiz makaleye doniismemis veya patent gibi yontemlerle
korunmamusg ve internetten paylasilmasi durumunda 3. sahislara veya kurumlara haksiz kazang imkani olusturabilecek bilgi ve
bulgulari igeren tezler hakkinda tez danismaninin onerisi ve enstitii anabilim dalinin uygun goriisii iizerine enstitii veya fakiilte
yonetim kurulunun gerekgeli karari ile alti ayr asmamak iizere tezin erisime agilmasi engellenebilir.

(3) Madde 7. 1. Ulusal ¢ikarlari veya giivenligi ilgilendiren, emniyet, istihbarat, savunma ve giivenlik, saglik vb. konulara iliskin
lisansiistii tezlerle ilgili gizlilik karari, tezin yapildigi kurum tarafindan verilir *. Kurum ve kuruluglarla yapilan isbirligi
protokolii ¢ergevesinde hazirlanan lisansiistii tezlere iliskin gizlilik karari ise, ilgili kurum ve kurulusun énerisi ile enstitii veya
fakiiltenin uygun goriisii iizerine iiniversite yonetim kurulu tarafindan verilir. Gizlilik karari verilen tezler Yiiksekogretim
Kuruluna bildirilir.

Madde 7.2. Gizlilik karari verilen tezler gizlilik siiresince enstitii veya fakiilte tarafindan gizlilik kurallar: ¢er¢evesinde muhafaza
edilir, gizlilik kararinin kaldirilmasi halinde Tez Otomasyon Sistemine yiiklenir

* Tez danigmaninin énerisi ve enstitii anabilim dalinin uygun goriisii iizerine enstitii veya fakiilte yonetim kurulu tarafindan
karar verilir.



ETiK BEYAN

Bu caligmadaki biitiin bilgi ve belgeleri akademik kurallar ¢ergevesinde elde ettigimi,
gorsel, isitsel ve yazili tiim bilgi ve sonuglar1 bilimsel ahlak kurallarina uygun olarak
sundugumu, kullandigim verilerde herhangi bir tahrifat yapmadigimi, yararlandigim
kaynaklara bilimsel normlara uygun olarak atifta bulundugumu, tezimin kaynak
gosterilen durumlar disinda 6zgiin oldugunu, Prof. Dr. Selma Sahin danigmanliginda
tarafimdan {iretildigini ve Hacettepe Universitesi Saghk Bilimleri Enstitiisii Tez
Yazim YOnergesine gore yazildigini beyan ederim.

Nagihan Ugurlu
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OZET

Ugurlu N. Diyabetik Makiiler Odem Tedavisinde Nanopartikiiler Karbonik
Anhidraz Inhibitér Etkinliginin Degerlendirilmesi. Hacettepe Universitesi Saghk
Bilimleri Enstitiisii Biyofarmasotik ve Farmakokinetik Programi, Doktora Tezi,
Ankara, 2021. Diyabetik Retinopati (DRP), diyabete bagli olarak goziin retina
tabakasinda gelisen tiim yapisal ve fonksiyonel degisikliklerin olusturdugu klinik bir
tablodur. Diinyada 20-74 yas arasindaki korliiklerin en 6nemli sebebi olan DRP
tedavisinde altin standart tedavi segenegi intravitreal enjeksiyonlardir. Tez ¢aligmalari
kapsaminda; DRP tedavisinde kullanilmak {izere intravitreal yolla uygulanacak
asetazolamid yiikli siklodekstrin nanopartikiil (ACZ-CD-NP) formiilasyonlari
gelistirilmis ve bu nanopartikiillerin salim ve karakterizasyon c¢aligmalar1 yapilmistir.
Gelistirilen ve karakterize edilen ACZ-CD-NP’lerin in vitro ve in vivo DRP hastalik
modelinde etkinligi ve toksisitesi incelenmistir. /n vitro etkinlik, HRMEC hiicre
hattinda gelistirilmis DRP hastalik modelinde, TEER testleri ve gegirgenlik testleri ile
degerlendirilmistir. /n vivo calismalar kapsaminda, DRP hastalik modeli olusturulmus
tavsan gozlerinde intravitreal ACZ-CD-NP uygulamasinin tedavi edici etkisi,fundus
muayenesi, renkli fundus fotografi (RFF), Optik Koherens Tomografi (OKT), Fundus
Fluoresein Anjiografi (FFA) ve Fundus Florofotometri (FFFM) tetkikleri ile
degerlendirilmistir. /n vitro toksisitte, HRMEC hiicre hattinda yapilan MTT testi ile
degerlendirilmis, in vivo toksisite ¢alismalari kapsaminda da intravitreal ACZ-CD-NP
uygulanan tavsanlarda 6n segment ve arka segment muayene sonuglar1 ve goz ici
basinci  Ol¢iimleri  degerlendirilmistir. Calismalardan elde edilen sonuglar
degerlendirildiginde intravitreal ACZ-CD-NP uygulamasinin DRP hastalik modelinde
anlamli diizeyde tedavi edici etki gosterdigi ve géz dokular i¢in herhangi bir toksik
etkiye yol agmadigi tespit edilmistir.

Anahtar Kelimeler: asetazolamid, diyabetik retinopati, intravitreal enjeksiyon,

nanopartikiil, siklodekstrin

Destekleyen Kurumlar: Bu calismaAnkara Yildirrm Beyazit Universitesi Bilimsel
Arastirma Projeleri (BAP) Koordinasyon Birimi tarafindan

desteklenmistir (Proje numarasi: 3087-184).
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ABSTRACT

Ugurlu N. Evaluation of Nanoparticular Carbonic Anhydrase Inhibitor
Effectiveness in the Treatment of Diabetic Macular Edema. Hacettepe University
Graduate School of Health Sciences PhD. Thesis in Biopharmaceutics and
Pharmacokinetics, Ankara, 2021. Diabetic Retinopathy (DRP) is a clinical picture
formed by all structural and functional changes in the retinal layer of the eye due to
diabetes. Intravitreal injections are the gold standard treatment option for DRP, which
Is the most important cause of blindness in the world between the ages of 20-74. Within
the scope of thesis studies; for the treatment of DRP, acetazolamide loaded
cyclodextrin nanoparticle (ACZ-CD-NP) formulations to be applied intravitreally
have been developed and the release and characterization studies of these nanoparticles
have been carried out. The efficacy and toxicity of developed and characterized ACZ-
CD-NPs have been investigated in in vitro and in vivo DRP disease model. In vitro
efficacy was evaluated by TEER tests and permeability tests in the DRP disease model
developed in the HRMEC cell line.Within the scope of in vivo studies, the therapeutic
effect of intravitreal ACZ-CD-NP application have been evaluated in rabbit eyes with
a DRP disease model by fundus examination, color fundus photography (CFF), Optical
Coherence Tomography (OCT), Fundus Fluorescein Angiography (FFA) and Fundus
Fluorophotometry (FFFM). In vitro toxicity was evaluated with the MTT test
performed on HRMEC cell line, and within the scope of in vivo toxicity studies,
anterior segment and posterior segment examination results and intraocular pressure
measurements were evaluated in rabbits treated with intravitreal ACZ-CD-NP. When
the results obtained from the studies were evaluated, it was determined that the
intravitreal application of ACZ-CD-NP showed a significant therapeutic effect in the
DRP disease model and did not cause any toxic effects on the eye tissues.

Key words: acetazolamide, diabetic  retinopathy, travitreal injections,

nanoparticles, cyclodextrin.

Supporting organizations: This study was supported by Ankara Yildirim Beyazit
University Scientific Research Projects Coordination
Unit (Project number: 3087-184).
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1. GIRIS

Diyabetik Retinopati (DRP), Diyabetes Mellitusa bagl olarak goziin retina
tabakasinda gelisen tiim yapisal ve fonksiyonel degisikliklerin olusturdugu klinik
tablodur. Retina tabakasi, gérme i¢in hayati 6neme sahiptir dolayisiyla diyabete bagl
olarak retina dokusunun harabiyete ugramasi, gorme diizeyinin azalmasi ve korliige
sebep olur. Diinyada yaklasik 4.2 milyon insan, DRP sebebiyle agir gérme kaybi
yasamaktadir (1).

DRP’te gérme kayb1 diyabetik makiiler 5dem (DMO) ve Proliferatif Diyabetik
Retinopati (PDR) olmak {izere iki farkli tabloya bagl gelisir. Son yillarda DMO’ye
bagl gérme kayiplarinin orani artmistir. DRP’ye bagl korliiklerin 6nlenmesinde en
onemli strateji DRP bulgularinin etkin tedavisidir. DRP tedavisinde 2012 yilindan
itibaren endikasyonlu tedavi se¢enekleri kullanilmaktadir (2, 3). 2012 yilindan itibaren
kullanilan intravitreal uygulamalar hem anatomik hem de goérme diizeylerinde anlamh
oranda iyilesme saglamaktadir ancak bu uygulamalarin tedaviye cevapsizlik, etkin
maddeye ve uygulama yoluna bagli ciddi yan etki gelisme riski gibi Onemli
kisithliklart da mevcuttur (4, 5). Bu kisitliliklar, intravitreal tedavilerin klinik pratikte

hedeflenen diizeyde uygulanamamasina sebep olmaktadir.

Retina hastaliklarinin tedavisinde karsilasilan en onemli zorluklardan biri
goziin kendine has anatomik ve fizyolojik bariyerleri sebebiyle arka segmente etkin
bir sekilde ila¢ ulastirilmamasidir (6, 7). Goziin arka segmenti, tiim viicutta ilag
uygulama, uygulanan ila¢ diizeyinin terapdtik doza ulagsmasini saglama ve bunu
istenen siire koruyabilme agisindan en zor bolgelerden biridir (8-11). DRP gibi arka
segment hastaliklarinin tedavisinde vitreusta etkin dozun saglanmasi icin en etkin
uygulama yolu intravitreal enjeksiyonlardir (11, 12). Ancak intravitreal enjeksiyonla
ilag molekiilleri goze herhangi bir tasiyici olmaksizin uygulandiginda vitreustan hizla
uzaklastirilmaktadir. Bu nedenle istenen intravitreal ilag konsantrasyonunun
saglanmasi i¢in tekrarlayan intravitreal enjeksiyonlar gerekli olmaktadir. Tekrarlanan
intravitreal uygulamalar hem maliyeti hem de retina dekolmani ve endoftalmi gibi

ciddi komplikasyonlarin gelisim riskini arttirmaktadir (5).



DRP uzun siireli tedavi gerektiren kronik bir hastaliktir. Bu sebeple tekrarlayan
intravitreal enjeksiyonlara bagli gelisebilecek komplikasyonlarin 6nlenmesi igin
vitreusta ila¢ kalim siiresini uzatacak toksik olmayan, biyouyumlu yeni ilag tastyici
sistemlere ihtiyag vardir. Son on yilda, nanopartikiiler ilag¢ tasiyict sistemlerin arka
segmente ila¢ taginimi ve diger pek cok biyomedikal alanda kullanimu ile ilgili ¢cok
sayida c¢alisma yapilmistir (13-16). Nanopartikiiler ila¢ tasiyici sistemler, etkin
maddelerin  ¢oziiniirlik problemlerinin  ¢oziilmesinde, viicuttaki bariyerlerin
astlmasinda, kontrollii salim saglanmasinda etkili ¢6ziimler getirmektedir (9, 17, 18).
Intravitreal nanopartikiiler ilag tastyic1 sistemler, etkinligi yiiksek ama ¢dziiniirliigii ve
yarilanma Omrl diisiik ilaglarin uygulanmasma firsat verme, kontrolli salim
saglayarak intravitreal enjeksiyon sikligini azaltma ve retina dokusuna gegisi arttirarak

tedavi cevabini arttirma gibi tistlinliikler saglamaktadir (10,1 9, 20).

Makiiler 6dem diyabet basta olmak iizere pek ¢cok hastali§a bagli olarak makiila
bolgesinde, retina tabakalar1 arasinda sivi birikimi olarak tanimlanir. Asetazolamid
(ACZ) diyabete ve pek cok diger hastalia bagli olarak gelisen makiiler 6demin
tedavisinde uzun yillardir endikasyon disi olarak kullanilan bir etkin maddedir (21-
24). ACZ’nin ¢ozinirliigiinin ve biyoyararlanimin  diisiik olmasi  sistemik
uygulamalarini zorunlu kilmaktadir. Ancak uzun siireli sistemik ACZ kullanimina
bagli olarak gelisen yan etkiler bu uygulamalarin kisa siireyle yapilabilmesine imkan
vermektedir (23,25). Bu nedenlerle ACZ, goz hastaliklarinin tedavisinde sadece
ameliyat oncesi veya acil durumlarda, kisa siireli olarak oral yolla uygulanmaktadir.
ACZ’nin plazma yarilanma Omriiniin ¢ok kisa olmasi sebebiyle, hemen salim
formunun intravitreal uygulamasi da vitreusta etkin dozun anlamli bir siire
saglanabilmesi agisindan umut verici goriinmemektedir. Bu nedenlerle ACZ diyabetik
retinopati tedavisi i¢in yliksek etkinlige sahip olmasina ragmen diisiik biyoyararlanimi

sebebiyle kullanimi kisithdir.

Tez calismalar1 kapsaminda; DRP tedavisinde kullanilmak iizere intravitreal
yolla uygulanacak ACZ yiiklii siklodekstrin (CD) nanopartikiil (ACZ-CD-NP)
formiilasyonu gelistirilmis, salim ve karakterizasyon c¢aligmalar1 yapilmistir.
Gelistirilen ve karakterize edilen ACZ-CD-NP’lerin, DRP tedavisindeki in vitro ve in

vivo etkinligi ve toksisitesi incelenmistir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Goz ve Gorme

Gorme, cisimlerden yansiyarak goze ulasan 15181n, anlamli bir goriintii haline
doniismesi islemidir. Goz, cisimlerden yanstyan 15181 isleyerek elektriksel uyarilara

ceviren ve optik sinir araciligi ile beyne ileten duyu organidir.

2.2. Goz Anatomisi

G0z, 6n segment ve arka segment olmak {izere iki ana kisma ayrilir (Sekil 2.1.).
On segment; kornea, 6n kamara, iris, pupilla, lens ve silier cisimden olusur. Arka
segment; vitreus, retina ve koroidden olusur. Kornea, goziin 1/6’lik 6n yiiziini

olusturan seffaf, sert damarsiz yapidir. G6ziin kirma kuvvetinin iigte ikisine sahiptir.

Sklera
A [ Koroid

Lens

Retina

fris Makiila

Retinal a1

Kornea ven P e ]
Optik sin Aty
AKoz sivisi
Vitreus sivisi |
i B
Silier cisim Vi
Géziin 6n Géziin arka
segmenti segmenti

Sekil 2.1. Goziin anatomik ve histolojik yapisi: A) Goz dokularinin anatomik yapisi
(16), B) Retina dokusunda yeralan hiicre gruplarinin sematik gosterimi, C)
Retina tabakalarmin histolojik goriiniimii (26) B.1: I¢ limitan membran 2:
Gangliyon Hiicresi 3: Amakrin Hiicresi 4: Bipolar Hiicre 5: Horizontal
Hiicre 6: Miiller Hiicresi 7: Dis Limitan Membran 8: Basil 9: Koni C.1:
Retina Sinir Lifi Tabakas1 2: Gangliyon Hiicre Tabakas1 3: I¢ Pleksiform
Tabaka 4: i¢Niikleer Tabaka 5: Dis Pleksiform Tabaka 6: Dis Niikleer
Tabaka 7: Basil ve Koni Tabakasi1 8: Retina Pigment Epiteli 9: Koroid.

AkoOz Sivisi, 6n kamarayr dolduran, goz i¢i basincini dengeleyen ve besin
saglayan seffaf stvidir. Iris, gdziin renkli kismini olusturan yapidir. Irisin merkezindeki
dairesel agiklik pupilla olarak adlandirilir. Iris gdze ulasan 151310 miktarina gore kasilip
gevseyerek, pupillanin biiyilikliigiinii ve goze giren 151k miktarini ayarlar. Lens goze

gelen 15181n retinaya odaklanmasi igin hassas ayarlamalar1 saglayan bikonveks sekilli



seffaf bir yapidir. Bir hamak gibi, ince zontiller tarafindan siliyer kasa asili durur (Sekil

2.1) (27, 28).

Vitreus sivisi, goz kiiresini dolduran, renksiz, seffaf, damarsiz, jelimsi
maddedir. Yaklasik 4 mL’lik bir hacme sahiptir. Vitreusun %99’u su, %1’lik kismi
hiyaloronik asit ve farkl: tiplerde kollajenden olusur (27-29) (Sekil 2.1.).

2.2.1. Retina

Retina, gbzlin arka duvarinin en i¢ kisminda yer alan, goriinir 15181
elektrokimyasal uyarilara doniistiiren saydam noral dokudur. Bu elektrokimyasal
uyarilar beyne iletilir ve burada gérme olarak islenir. Retina noral, glial ve vaskiiler
elemanlardan olusan ¢ok tabakali 6zellesmis bir dokudur (27-29). Retina histolojik

olarak iki kisma ayrilir:

e Norosensoriyel Retina

Norosensoriyel retina, O6zellesmis farkli hiicre tabakalarindan olusan bir

dokudur. I¢ limitan membran ile dig limitan membran arasinda yeralir.

I¢ limitan membran (ILM), retinanin i¢ yiizeyinde Miiller hiicrelerinin basal
membrani tarafindan olusturulur ve tiim retina yiizeyini orter. Sinir lifi tabakasi,
gangliyon hiicrelerinin aksonlarindan olusur. Kalinlig1 bolgesel olarak farkliliklar
gostermektedir. Optik sinir ¢evresinde en kalin, periferik retinada ise en incedir.
Gangliyon hiicre tabakasi, gangliyon hiicrelerinden olugmaktadir. Bu tabakada
ganglion hiicrelerinin sadece gdvdeleri bulunmaktadir, aksonlar1 ise sinir lifi
tabakasinda yer alir. Gangliyon hiicreleri, gorsel iletim yolaginda yer alan ikinci derece
noronlardir, fotoreseptdrlerden aldiklar1 uyaranlari, uzun aksonlar1 ile talamusa
iletirler. I¢ pleksiform tabaka, bipolar hiicreler ile amakrin hiicrelerin sinaps yaptigi
bolgedir. Bu sinapslar ile noronal sinyal gangliyon hiicrelerine iletilmektedir. Bu
etkilesimler retinal goriintiiniin ayarlanmasinda gorevlidir. I¢ niikleer tabaka, bipolar
hiicrelerin gévde ve niikleuslar: ile horizontal ve amakrin hiicrelerin niikleuslarini

igermektedir. Bipolar hiicreler, fotoreseptorlerden gelen elektrik uyarilarinin ganglion



hiicrelerine aktarilmadan once islendigi birinci néron hiicreleridir. Dis pleksiform
tabaka, rod ve koni hiicre aksonlar1 ile bipolar hiicrelerin dendritleri ile sinaps yaptigi
tabakadir. Horizontal ve bipolar hiicrelerin lifleride bu tabakada bulunmaktadir.
Ayrica ortam 1s18min ¢ok yogun oldugu durumlarda goérme fonksiyonunun
diizenlenmesine katki saglayan internoron hiicrelerin ¢ekirdekleri de bu tabakada
yeralir. Dis niikleer tabaka (Fotoreseptor tabakasi), rod ve koni hiicrelerinin
cekirdeklerinin bulundugu tabakadir. Tiim retinada yaklasik 7 milyon koni hiicresi,
130 milyon rod hiicresi vardir. Fotoreseptorlerin retina dokusundaki dagilimi ve
yogunluklari, retinanin topografik ozelliklerine gore degisir. Koniler keskin goérme
renkli gérmeden sorumludur. En yogun olarak bulunduklar1 alan makiiladir ve perifer
retinaya dogru azalirlar. Rodlar los 1s1ktaki gérmeden sorumludur, makiilanin 350 pm
capli merkezi boliimiinde hi¢ rod hiicresi bulunmaz. Dis limitan membran (DLM)
birbirine komsu fotoreseptor ile Miiller hiicrelerinin baglant1 bolgelerinden olusur ve

gercek bir membran degildir (27-29) (Sekil 2.1.).

¢ Retina Pigment Epiteli (RPE)

Noral retina ile koroid arasinda bulunan, kiiboid yapida sitoplazmasinda ¢ok
miktarda melanin pigmenti iceren hekzagonal hiicrelerden olusmaktadir. Melanin,
retinaya ulagan 1518in absorbe edilmesini saglar. Retina Pigment Epiteli ¢ok
fonksiyonlu bir tabakadir, hiicrenin apikal kismi fotoreseptorlerle yakin baglanti
icindeyken, basal kismi bruch membranina yapisiktir. RPE tabakasinin, retinanin
fonksiyonlarmin devaminda, koryokapillaris ile retina arasindaki madde gegisinin
kontrolii, retinol metabolizmasinin diizenlenmesi ve subretinal alandaki sivinin

koryokapillarise pompalanmasi gibi ¢cok 6nemli gorevleri vardir (30-34).

e Subretinal Alan

RPE ile sensoriyel retina arasindaki potansiyel bosluk subretinal alan olarak
adlandirilmaktadir. Bu alanda fotoreseptdrlerle RPE arasinda, RPE’nin mikrovilluslari

uzanmakla birlikte aralarinda anatomik bir baglantt mevcut degildir (27-29).



e Koroid

RPE’nin altinda yer alan, 3 kat damar tabakasinin olusturdugu, yaklasik 0,25
mm kalinligindaki vaskiiler tabakadir. Retinanin avaskiiler 1/3°lik dis kismi koroid

tarafindan difiizyon yoluyla beslenir (27-29).

e Miiller Hiicreleri

Miiller hiicreleri, i¢ limitan membrandan dis limitan membrana kadar, noral
retinanin tiim katlar1 boyunca uzanan glial hiicrelerdir (Sekil 2.1.). Hem noéral hiicreler
hem de damar hiicreleri ile baglantilar: vardir (35). Bu yapisal 6zelligi sebebiyle retina
hiicrelerinin vitreus, retinal damarlar ve subretinal alan gibi pek c¢ok farkl
kompartmanla baglantisin1 saglarlar (35, 36). Yapilarinda iyonik kanallar,
transmembran proteinler ve pek ¢ok enzim vardir. Miiller hiicreleri saglikli retinada
kan akiminin diizenlenmesi, retina dokusundaki elektrolit dengesinin saglanmasi, sivi

homeostazinin saglanarak pH diizenlenmesi gibi ¢gok 6nemli gorevler tstlenir (37-39).
2.2.2. Makiila

Makiila retinanin merkezinde optik disk temporalinde, alt ve iist temporal
vaskiiler arkadlar arasinda yeralan, keskin goérmeyi saglayan yaklasik 4,5-6 mm
capinda 6zellesmis retina bolgesidir (Sekil 2.2.). Igeriginde bulunan ksantofile bagh
olarak fundus muayenesinde sar1 renkte goriiniir ve sar1 nokta olarak da adlandirilir.
iki veya daha fazla sira gangliyon hiicre tabakasi bulunmasi ve sinir lifi tabakasi
icermemesi ile retinanin diger bdlgelerinden histolojik olarak farklidir. Fovea, makiila
merkezindeki yaklasik 1,5 mm c¢apli bolgedir ve o6zellikle renkli géorme ve keskin

gormeye yonelik bir yapiya sahiptir (27-29).



Sekil 2.2. Saglikli bir kisinin makiilasinin renkli fundus fotografi (RFF) (A) ve ii¢
boyutlu Optik Koherens Tomografi (OKT) goriintiisii (B) (40).

2.2.3. Retinanin Dolagsim Sistemi

Viicutta yiiksek ndronal aktiviteye sahip olan retina ve beyin gibi dokular, diger
viicut dokularina gore daha fazla oksijen ve besin destegine ihtiya¢ duyarlar. Bu
ihtiyaglarinin  karsilanabilmesi igin bu dokular viicudun basal metabolik
kaynaklarindan, diger dokulara gore daha yiiksek oranda pay alirlar (41). Beyin,
viicudun tiim bazal metabolik kaynaklarininin %20’sini, retina ise %8’ini kullanir (42,
43). Sistemik dolasimdan bu kadar yiiksek oranda destek saglanabilmesi, bu dokularin
kendilerine has bazi 6zellikleri sayesinde miimkiin olabilmektedir (44, 45). Retina
dokusunun kendine has iki 6nemli 6zelligi diger dokulardan farkli bir kanlanma
sistemine sahip olmas1 ve yapisinda bulunan Kan Retina Bariyer (KRB) sistemleridir
(Sekil 2.3.) (44). Karmagsik bir dual vaskiiler sistem tarafindan olusturulan giiglii retinal
kanlanma sistemi, noronal aktivitenin devami i¢in gerekli olan yiiksek diizeyde oksijen
ve besin destegini saglar (46). KRB’leride, sistemik dolagimdan retina dokusuna gelen
kan1 ¢ok siki bir filtrasyona tabi tutarak, sadece yliksek metabolik ihtiyaca cevap
verebilecek molekiillerin gegisine izin verirler (47, 48). Bu sayede ¢ok yiiksek
hassasiyete sahip noral hiicrelerin olusturdugu retina dokusunun, ihtiya¢ duydugu
besin ve oksijen destegi saglanirken ayni zamanda sistemik dolasimdaki antijen, toksin

ve diger yabanci molekiillere maruziyeti de 6nlenmis olur (34, 49).

Retina tabakalar1 birbirinden bagimsiz iki farkli vaskiiler sistem tarafindan
beslenir: Avaskiiler yapida olan dis retina tabakasinda yeralan fotoreseptor hiicreleri,

koryokapillaristen beslenirken, i¢ retina tabakalari, santral retinal arterden koken alan



ylizeyel ve derin retinal pleksiisler tarafindan beslenir (Sekil 2.3.). Bu iki vaskiiler

sistemin embriyolojik kokenleri, 6zellikleri ve fonksiyonlari birbirinden tamamen

farklidir (46).

Yiizey

pleksils

Derin

kapiller __g
pleksiis

Koryokapillagis

Koroid

Sekil 2.3.

Bu

el kapiller

Okiiler dolagimin anatomisi ve KRB’nin yapisi: A) Retina ve koroid
damarlarinin sematik gosterimi (46) B) I¢ KRB’nin sematik gdsterimi
(47).Ust Panel:KRB, retinal kapiller endotel hiicreleri tarafindan
olusturulur. Retina kapiller endotel hiicreleri, perisitler ve glial hiicrelerin
ayaksi c¢ikintilar1 tarafindan olusturulur. Sol panel insan retina kesitinin
claudin 5 proteinlerine yonelik boyanmasini (kirmizi) gosteren kesitini
gostermektedir. Alt paneller: Molekiillerin gegisini Kontrol eden paraseliiler
ve transseliiler yol. Paraseliiler yol siki baglanti noktalar1 (tj), okludin
(Ocln), kavsak baglant1 molekiilleri (JAM), endotel hiicresine 6zel baglanti
molekiilleri (ESAM) tarafindan olusturulurken, gevsek baglantilar, VE
Cadherin, caveolin-1(CAV1) tarafindan olusturulur. BL: Basal lamina, CC:
Koryokapillaris, E: endotel hiicresi, G:makrogliyal hiicre(Miiller hiicresi
veya astrosit), GHT:Gangliyon Hiicre Tabakasi, INT:I¢ niikleer tabaka,
IPT: I¢ pleksiform tabaka, L:Liimen, m:microglia, DNT:D1s niikleer tabaka,
DPT:D1s Pleksiform tabaka, P:Perisit, RPE:Retina pigment epiteli.

iki sistemik dolasimin retina dokusuna gecisinde iki onemli kan retina

bariyeri yer alir:

I¢ kan retina bariyeri (iKRB): Retinal kapillerler ve retina dokusu arasindaki

su ve molekiil tasinimini kontrol eden bariyerdir (44, 45, 47). Retinal damarlarin

vaskiiler endotel hiicreleri arasindaki siki baglantilar tarafindan olusturulur (Sekil

2.3.). Damar duvarinda yeralan perisitler ile endotel ve perisit hiicrelerinin ortak bazal

membrani

da iKRB’inin yapisina katkida bulunur. Miiller hiicreleri, astrositler ve

mikroglialar da damar duvarini sararak iKRB’inin yapisina destek verir. KRB’leri

mutlak sizdirmaz bir bariyer degildir. Sistemik dolagimdan gelen kan bilesenlerini sik1

bir filtrasyona tabii tutarak sadece goz dokularina gerekli olan maddelerin gegisine izin



veren, diger maddelerin gegisini engelleyen yiiksek secicilikte gecirgen ozelliktedir
(30, 46, 47, 49). KRB’nde sistemik dolasimdan gelen maddelerin retinaya taginmasi

iki yolla olur:

Paraseliiler yol, suda ¢oziinen ve kii¢iik molekiillerin gegisine izin veren iletim
yoludur (50). Hiicreleraras1 siki baglantilar (tight junctions), kavsak baglantilari
(adherent junctions) ve gecis baglantilar1 (gap junctions) olmak iizere farkli baglanti
tipleriden olusur. Bu ii¢ farkli baglanti tipinde de pek ¢ok farkli protein gorev
almaktadir (51-54). Hiicrelerarasi siki baglantilarin yapisint ¢ogunlukla, occludin,
claudin-1, claudin-2 and claudin-5 baglant1 kavsak proteini A ve C olusturur (47, 51,
55-57). Kavsak baglantilar1 (adherent junctions); VE-Cadherin and N-
Cadherin/Angiomotin-like protein 1 (AmotL1t) B-Catenin proteinleri tarafindan
olusturulurken, gap baglantilari; konneksonlar (cx) tarafindan olusturulur (51-54).

Transselliiler yol, retina damar endoteli boyunca maddelerin transitozis
yoluyla tasinmasidir (58). Retina ve koroidal dolasimda transseliiler yolda gérev alan
en 6nemli protein caveolin-1(CAV-1)’dir (59). Transseliiler yolla madde taginmasi,
pek cok farkli mekanizma ile gergeklestirilir (47). KRB’inde transseliiler yolla taginim
genellikle retinadan sistemik dolagima su ve molekiil iletiminde kullanilir, en etkin
mekanizma efflux tasiyicilardir (44). KRB’inde yeralan efflux tasiyicilarin en
bilinenleri, P-glikoprotein (P-GP/ABCB1), Meme Kanseri Resistans Proteini
(BCRP/ABCG?2) ve ¢oklu ilaca direng proteinidir (Multidrug Resistance-Associated
Protein, MRPs/ABCCs). Kiigiik lipofilik molekiiller, retinal endotel hiicresi boyunca
pasif diflizyonla gegerken (60), daha biiyiik lipofilik ve hidrofilik molekiiller, ATP-
bagimli reseptor aracili vesikiiler transport, reseptor aracili olmayan pinositoz,
transporter’lar ve pompalar gibi baska yollarla gegebilirler. KRB’inde transseliiler
yolla tasinim genellikle retinadan sistemik dolasima su ve molekiil iletiminde

kullanilir, en etkin mekanizma efflux tasiyicilardir (44).

Farkli tipteki baglantilar birbiri ile hem yapisal hem de fonksiyonel olarak
iliskilidir (61).
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Dis kan retin bariyeri) (d0KRB) RPE hiicrelerinin arasindaki siki baglanti
komplekslerinin olusturdugu, koryokapillaris ile subretinal alan ve RPE hiicreleri
arasindaki su ve molekiil tasinimini kontrol eden bariyerdir (30). Miiller hiicreleri ile
fotoreseptorler arasindaki siki baglanti kompleksi-benzeri baglantilarin olusturdugu

dis limitan membran da dKRB’inin yapisina katkida bulunur (62).

KRB’leri, sistemik dolasimdan retinaya su ve molekiil tasginimini
diizenleyerek, makromolekiillerin ve retinaya zarar verme potansiyeli olan maddelerin
retina dokusuna sizmasini engelleyerek retina dokusunu korurlar. Kan retina
bariyerleri sayesinde gbz, immiinolojik olarak farkli ve 6zgilin 6zelliklere sahip
oldugundan viicudun immiin imtiyazli (immiin privilage) alani olarak tanimlanir (63).
KRB’leri nedeni ile sistemik ila¢ uygulamalarmin retinaya gecisi sinirli ve

biyoyararlanimi diisiiktiir.

2.2.4. Gorme

Goze gelen 1sinlar goziin 6n segmentinde yer alan kirict ortamlar (kornea ve
lens) tarafindan kirilarak retinaya odaklanir. Retinada gérme noktasinda odaklanan
151k 1g1nlar1, retina hiicreleri tarafindan islenerek elektriksel uyariya doniistiiriiliir. Bu
elektriksel uyar1 beynin bir uzantisi olan goérme siniri tarafindan beynin gérme ile ilgili
alanlarna iletilir. Gorme g6z ve beynin birlikte gerceklestirdigi bir islemdir. Pek ¢ok
akut ve kronik hastalik, 6n segment ve arka segmentte yer alan yapilar1 etkileyerek
gorme kaybina sebep olur. Diinyada halen 6n segment ve arka segment hastaliklarina
bagl olarak 4,4 milyon gérme kaybi1 yasayan kisi vardir. Bu saymin 2050 yilinda 10
milyonu bulacagi tahmin edilmektedir (64). Gorme kayiplarinin % 60’1, yasa bagl
makiila dejenerasyonu (YBMD), DRP, ven dal tikanikligi ve tveitler gibi arka
segment hastaliklarina baglh gelisir (65). Agir ve ciddi gérme kayb1 yapan 6nemli bir
arka segment hastaligi olan DRP diinyada 93 milyon kisiyi etkilemektedir ve bunlarin

28 milyonunda gormeyi tehdit edici diizeyde agir bulgulari vardir (1).
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2.3. Diyabetik Retinopati

Diyabetik Retinopati (DRP), Diabetes Mellitus’a bagl olarak goziin retina
tabakasinda gelisen tiim yapisal ve fonksiyonel degisikliklerin olusturdugu klinik
tablodur. Diabetes Mellitus (DM); insiilin sekresyonu ve/veya etkisindeki
eksikliklerden kaynaklanan, kronik hiperglisemi ile karakterize, karbonhidrat, yag ve
protein metabolizmalarindaki bozuklukla birlikte seyreden kronik, metabolik bir
hastaliktir. Yasam tarzindaki hizli degisim ile birlikte gelismis ve gelismekte olan
toplumlarin tiimiinde 6zellikle Tip 2 diyabet siklig1 hizla artmaktadir (66). Giiniimiizde
diyabet hem sikligindaki artis hem de sebep oldugu komplikasyonlar ve tedavi
masraflar1 sebebiyle ¢ok énemli bir saglik sorunudur (67). 2016 yilinda Diinya Saglik
Orgiitii (DSO) tarafindan yayimlanan verilere gore diinyada yaklasik 422 milyon DM
tanili hasta bulunurken bu saymmn 2030 yilinda 750 milyona ulasacagi tahmin
edilmektedir (68). Ulkemizde 1997-1998 yillarinda yapilan Tiirkiye Diyabet
Epidemiyoloji (TURDEP-I) ¢alismasi verilerine gore Tip 2 diyabet siklig1 %7,2 olarak
saptanmigken, 2010 yilinda yapilan TURDEP-II ¢alismasinda ise %13,7’ye ulastig
goriilmiistiir (69). Diyabetin seyrine baglh olarak pek ¢ok agir makrovaskiiler ve
mikrovaskiiler kronik komplikasyon gelisebilir. En sik goriilen makrovaskiiler
komplikasyonlar kardiyovaskiiler hastalik, serebrovaskiiler olay ve periferik arter
hastaligi olurken, en sik goriilen mikrovaskiiler komplikasyonlar ise retinopati,

nefropati, periferik ve otonom ndropatidir (70).

Diyabete bagli olarak goziin retina tabakasinda yapisal ve fonksiyonel
harabiyet gelismesi DRP olarak adlandirilir. Retina tabakasi, gorme i¢in hayati neme
sahiptir dolayisiyla diyabete bagli olarak retina dokusunun harabiyete ugramasi,
gorme diizeyinin azalmasi ve korliige sebep olur. DRP diyabetin en sik goriilen
mikrovaskiiler komplikasyonu olup diinyada 20-74 yas arasindaki korliiklerin en
onemli sebebidir (71). Yapilan galismalar diyabet tanisi alan hastalarin yaklasik
%35’inde DRP gelistigini ve buna bagli olarak da tiim diyabetiklerin %10’unda
DRP’ye bagl olarak agir diizeyde gorme kaybi gelistigini gostermektedir (72).
Diinyada yaklasik 4,2 milyon insan, DRP sebebiyle agir gérme kayb1 yasamaktadir
(1).
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2.3.1. Diyabetik Retinopati Etiyopatogenezi

DRP patogenezinde ana mekanizma retinal hiicreler iizerine kronik
hipergliseminin dogrudan etkisidir. DRP retinanin perikapiller arteriollerini,
kapillerlerini ve veniillerini etkileyen mikrovaskiiler okliizyon ve kapiller hasar perisit
kaybi, kapiller bazal membran kalinlagmasi, vaskiiler diiz kas hiicrelerinin kayb1 ve
endotelyal hiicre proliferasyonuna bagli gelisen vaskiiler permeabilite artis1 ile
karakterize bir mikroanjiopatidir. Vaskiiler permeabilite artis1 lokal/yaygin 6deme,
mikrovaskiiler okliizyon ise retinal iskemiye, daha ileri donemde yeni damar
olusumlarina yol agar. Bu bulgularin yaygmlig1 ve siddeti ise DRP’nin evresini
belirler. DRP gelisiminde non-enzimatik glikolizasyon, sorbitol polyol yolu , oksidatif
stres, protein kinaz C ve vaskiiler endotelyal biiyiime faktori (VEGF) gibi pek ¢ok
farkli metabolik yolak etkin role sahiptir (73). Diyabetin vaskiiler gegirgenlik artis1 ve
anjiyogeneze yol agan yapisal ve fonksiyonel degisikligin, pek ¢ok farkli mekanizma
tarafindan tetiklendigi gosterilmistir (67). Bu mekanizmalardan bazilar1 séyle

Ozetlenebilir:

a) Sitokin ve Biiyiime Faktorii Saliminin Artmasi

KRB harabiyeti, lokal sitokin saliminda artisa sebep olur. DRP seyrinde goz
icindeki proanjiojenik ve antianjiojenik faktorlerin dengesi bozulur, proanjiojenik
faktorlerin diizeyleri anlamli olarak artar. Goz icinde, VEGF, Platelet Kaynakl
Biiyiime Faktorii (PDGF), anjiopoetin-2 (Ang-2), osteopontin (OPN) ve Eritropoetin
(EPO) gibi proanjiojenik faktdrlerin diizeylerinde anlamli bir ytlikselme olurken, PEDF
(Pigment Epitel Kaynakli Biiylime Faktorii), endostatin (ES), anjiostatin (AS) gibi
antianjiojenik faktorlerin diizeylerinde de azalma izlenir. Diyabetik retinopati gibi
anjiyogenez ve artmig vaskiiler gecirgenligin izlendigi tiim okiiler hastaliklarda en

onemli anjiojenik mediyatér VEGF diir (74).

e Vaskiiler Endotelyal Biiyiime Faktorii

VEGF, Retina pigment epitel hiicreleri, Miiller hiicreleri, endotel hiicreleri,

perisit hiicreleri, ganglion hiicreleri gibi pek ¢ok farkli hiicre tarafindan sentezlenen 45
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kDa agirliginda heparin-baglayict homodimerik bir glikoproteindir. Alt1 alt gruptan
olusur (VEGF-A, VEGF-B, VEGF-C, VEGF-D, VEGF-E ve Plasental biiyilime
faktorii) (75). VEGF, 1983 yilinda Senger tarafindan tanimlanmistir ve baslangigta
gecirgenlik artis1 lizerindeki giiclii etkileri sebebiyle ‘vaskiiler permeabilite faktorii’
olarak isimlendirilmistir (76, 77). Diyabetik bireylerde, géz dokularinda VEGF
diizeylerinde anlamli olarak artis mevcuttur (78). Diyabete bagli retina dokusunda
gelisen vaskiiler gecirgenlik artis1 ve anjiogenesiz slirecinde VEGF ¢ok dnemli role

sahiptir (74).

Hayvan deneyleri ve klinik arastirmalar, diyabetin neden oldugu retinal VEGF
seviyelerindeki artisin, KRB harabiyeti ile eszamanli gelistigini géstermektedir (79).
Diyabetik makiiler 6dem (DMO) hastalarinin vitreuslarinda, diger hastalara goére
yiiksek oranda VEGF bulunur (78). Intravitreal olarak uygulanan VEGF, vaskiiler
sizinty1 giiglii bir sekilde arttirikken VEGFiin blokaj1, s1zintiy1 dnler ve makiiler 6dem
tablosunu giiglii bi¢imde tersine ¢evirir (74). Bu nedenlerle VEGF iin etkilerini inhibe
eden anti-VEGF etkili ilaclar, giiniimiizde DMO tedavisinde ilk segenek ilaglardir (4,
12).

b) inflamasyon

Retinal inflamasyon, diyabetik retinopatinin patogenezinde ¢ok énemli bir rol
oynar (79, 80). Hiperglisemi, Tiimor nekrozis Faktor-o (TNF-a), interlokin -1 (IL-
1B) ve interlokin-6 (IL-6) gibi inflamatuar sitokinlerin ve kemokinlerin salinimini
uyardigi i¢in proinflamatuar bir durum olarak kabul edilmektedir. Bu kemokinler ve
sitokinler retinal mikrovaskiiler yapida, baglanti proteinlerinin dagilim deseninin
degismesine, 16kosit aktivasyonuna, interseliiler adhezyon molekiil-1 (ICAM-1) ve
diger hiicrelerarasi baglantt molekiillerinin diizeyinin artisina sebep olurlar (81).
Sonugcta, vaskiiler gecirgenlik artar, bu durum inflamatuar siirecin daha da artmasini
tetikler. Bu nedenlerden dolay1 inflamasyonu baskilayan antiinflamatuar ilaglar DRP

tedavisinde ¢ok dnemli bir yere sahiptir (82-84).
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¢) Plazma Kallikrein Kinin Sistemi (KKS)

DMO patogenezinde iizerinde en ¢ok ¢alisilan yolaklardan biridir (Sekil 2.4.)
(84-86). KKS’inin, diyabetik makiiler 6dem gelisimi lizerindeki etkisi, diger pek ¢ok
doku ve organda ¢ok iyi tanimlanmis olan, vazojenik ddem flizerindeki etkileri ile
uyumludur (87). KKS, farkli fizyolojik ve patolojik siire¢lerde gorev yapan cok
fonksiyonlu ve kompleks bir endojen peptiderjik sistemdir Plasma kallikrein,
karaciger tarafindan proenzim prekallikrein olarak sentezlenen bir serin proteazdir.
Prekallikrein, faktor XII tarafindan aktive edilerek, kallikreine doniistiiriliir.
Kallikrein, ytliksek molekiil agirlikli kininojeni (HMWK) bradikinine doniistiiriir.
KKS, retinada etkilerini primer olarak bradikinin aracigiyla gerceklestirir. Bununla
birlikte, kompleman C3, trombin, plazmin ve endotelyal NOS gibi pek c¢ok diger
alternatif yolak da KKS aktivasyonunun retinal vaskiiler gegirgenlik artigindan
sorumlu tutulmaktadir (84,85). Buna ek olarak yeni ¢alismalar KKS’inin VEGF’{in
tetikledigi vaskiiler gecirgenlik artisinda da rolii oldugunu gostermistir (86). Sonug
olarak KKS, hem VEGF’den bagimsiz hem de VEGF ile iletisimli yolaklarla retinal
damarlarda gegirgenligini arttirir ve makiiler 6dem gelisiminde etkilidir (86, 88, 89).
Plazma Kkallikrein inhibisyonu, DMO tedavisinde son yillarda iizerinde yogun olarak
calisilan bir hedef mekanizmadir. Plazma kallikrein inhibitor grubuna ait pek ¢ok aday

molekiiliin, DMO tanisina yénelik faz ¢alismalar1 devam etmektedir (90).
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Sekil 2.4. KKS’nin vitreustaki diyabetik retinopati bulgularindaki potansiyel
etkilerini gosteren sematik fundus resmi. Kirmizi gizgiler arterleri, mavi
cizgiler venleri gostermektedir. FXII, faktor XII; HK, Yiiksek molekiil
agirlikli kininojen; Kal, kallikrein; PK, prekallikrein; KKS, kallikrein-Kinin
sistemi (91).

>

2.3.2. Diyabetik Retinopatide Klinik Bulgular

Diyabetik retinopati seyrinde klinik bulgular anjiogenez ve vaskiiler
gecirgenlik artiginin sonucunda gelisir. Bu iki patolojik siire¢ DRP nin iki farkli klinik
tablosuna yol agar: Anjiogenez siireci mikrovaskiiler okliizyon, hipoksi ve iskemiye
bagl olarak gelisir ve retina dokusunda yeni damar olusumuna (retinal
neovaskiilarizasyon) yol acar. Bu tablo proliferatif DRP olarak tanimlanir. Vaskiiler
gecirgenlik artist ise KRB harabiyetine bagli olarak gelisir ve makiilada retina
tabakalar1 arasinda sivi birikimine yol acar. Bu tablo da Diyabetik Makiiler Odem

(DMO) olarak tanimlanir (Sekil.2.5.).
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Sekil 2.5. Saglikli gbzde ve PDR ve DMO tanisi olan gdzde makiila ve retina

dokularinin gosterilmesi. A) Normal géz yapisinin sematik gdsterimi, B)
Normal retina bulgularin1 gosteren RFF C) Normal makiila yapisini
gosteren OKT goriintlisii D) Proliferatif DRP bulgularinin ve makiiler
6demin sematik gosterimi E) PDR bulgularini gosteren RFF F) Diyabetik
makiiler 5dem bulgularini gésteren OK T goriintiisii (KMO: Kistoidmakiiler
odem; NVD: Optik diskte neovaskiilarizasyon; NVE: Retinada
neovaskiilarizasyon; OD: Optik disk; RD: Retinal damar; RDB: Retina
damar duvarinda bozukluklar; RK: Retinal kanamalar; SE: Sert ekzuda;
SRS: Subretinal s1vi; RS: Retinaigi Sivi) (92,40).

iy

Normal Diyabetik

Sekil 2.6. DRP’ye bagli olarak retina damar gegirgenliginde artisi (93).

PDR veya DMO, DRP seyrinde gérme kaybina neden olan iki énemli klinik

tablodur (95-97). PDR ve DMO’de klinik bulgular, takip ve tedavi ilkeleri birbirinden

tamamen farklidir. Bununla birlikte, anjiyogeneze ve vaskiiler gecirgenlik artisina

yolacan hiicresel mekanizmalar birbirine ¢ok benzer ve bircok ortak basamaga
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sahiptir. DRP hastalarinin bir kisminda sadece PDR, bir kisminda sadece makiiler

6dem, bir kisminda ise her iki klinik tablo birlikte izlenmektedir (98, 99).

Erken tedavi c¢alisma grubu’'nun (ETDRS) siniflamasina goére DRP
nonproliferatif diyabetik retinopati (NPDR) ve proliferatif diyabetik retinopati (PDR)
olmak tiizere iki gruba ayrilmaktadir (78, 93). NPDR, erken evrelerde, artmis kapiller
gecirgenlik ve mikrovaskiiler okliizyona bagli olarak gelisir ve mikroanevrizma, sert
ekzuda, retinal kanamalar, cotton-wool spotlar, venoz degisiklikler ve intraretinal

mikrovaskiiler anomali (IRMA) lezyonlarinin izlendigi evredir (93).

e Proliferatif Diyabetik Retinopati

Diyabetin sebep oldugu hiperglisemik ortam, perisit ve endotel hiicrelerinde
harabiyete ve apoptozise yol agar (73, 93). Bu siireg, retina dinamiklerinin ve retinal
damarlardaki otoregiilasyonun bozulmasina sebep olur (78). Hipergliseminin devam
etmesi DRP gelisiminde en 6nemli basamaklardan biri olan 16kostazi uyarir. Ayrica
proteolitik enzimler ve sitokinler iireterek endotel hiicre hasarma yol agarlar. Bu
durumda retinal damar yapis1 bozulur ve vazokonstriktor ve trombojenik ozellige
sahip sitokinler salgilanir. Bu sitokinler vazokonstriksiyonu ve damarlarda
mikrotrombiislerin olugsmasina yol acarak damarlarda tikaniklik olusumunu uyarir.
Vazokonstriksiyona ugrayan ve tikaniklik gelisen retinal damarlar sebebiyle retina
dokusunun beslenmesi bozulur (98). Kiigiik damarlarda gelisen tikaniklik, retina
dokularinin beslenmesini engelleyerek hiicrelerin oksijen ve besin desteginden yoksun
kalmasina ve iskemi gelisimine yol acar. Iskemik kalan hiicreler hipoksik faktdrler
salgilayarak iskemik siirecin pekismesine sebep olur. Bu faktorlere cevap olarak viicut
iskemi gelisen alanlarin beslenmesini saglayabilmek icin anormal yeni damar
gelisimini uyarir. Gelisen bu yeni damarlar, diizensiz damar duvarina sahip, dilate ve
kiviimli  yapidadir (Sekil 2.5.). Duvarlarin yapist ince, hassas ve kirilgandir.
Beslenemeyen alanlara besin ve oksijen destegi saglayamazlar ve DRP tablosunu
agirlagtirirlar. Hipoksik alanda kalan retina dokusunun beslenebilmesi igin viicut
tarafindan tiretilen neovaskiilarizasyonun en 6énemli uyarani iskemidir (73, 78, 93, 98,

99).
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Retina perfiizyonunun ilerleyici bozulmasina bagli olarak optik disk yiizeyi ve
retinada neovaskiiler dokularin gelismesi sonucunda proliferatif DRP evresi gelisir.
Bu yeni damarlar, olgunlasmis ve duvarlarinda az sayida perisit iceren oOzellikte
vaskiiler yapilar olmalar1 sebebiyle, saglikli vaskiiler yapilardan farkli olarak patolojik
stireglere kars1 savunmasizdirlar. Optik disk neovaskiilarizasyonu (NVD) veya
retinanin bagka herhangi bir yerinde bulunan neovaskiilarizasyon (NVE), tedavi
edilmezse, preretinal hemoraji, vitreus i¢i hemoraji (VH) ve fibroz doku
proliferasyonuna sebep olabilir. Bu bulgular DRP’nin proliferatif evrede oldugunu
gosterir (Sekil 2.5.).

e Diyabetik Makiiler Odem

Diyabetik makiiler 6dem, makiila bolgesinde, retina tabakalar1 arasinda sivi
birikimi olarak tanimlanir. Retina dokusu i¢inde, hiicreler arasindaki boslukta biriken
stvi, kistler i¢inde birikerek ‘kistoid makiiler 6dem’ olarak adlandirilir (Sekil 2.5.)
(99). Norosensoriyel retina ile RPE arasinda biriken sivi, ‘subretinal sivi’olarak

adlandirtlir (Sekil 2.5.) (35).

Retina dokusunun, fonksiyonlarmi devam ettirebilmesi i¢in hem yeterli
hidrasyonun saglanmast hem de parenkimin dehidratasyonunun ve seffafliginin
korunmas gereklidir. Bu dengeyi saglamak icin, sistemik dolagimdan retina dokusuna
gecen ve retina dokusundan sistemik dolagima gecen sivi dengesi, kompleks bir
mekanizma tarafindan ¢ok siki bir sekilde kontrol edilmektedir (34). Bu mekanizmada,
disaridan gelen sivinin retina dokusuna gegisi kan retina bariyerleri tarafindan kontrol
edilirken, retina dokusunda biriken sivinin retina dokusundan uzaklagtirilmasi ise aktif
drenaj sistemleri tarafindan kontrol edilir (45, 100). Retinadaki bu siv1 trafigini kontrol
eden mekanizmalardan birinin veya her ikisinin de harabiyeti makiiler 6dem
gelisimine sebep olur. Makiila, gdzde keskin gérmeden sorumlu olan merkezi retina
bolgesidir. Makiilada siv1 birikimi akut evrede foton iletimini bozarak gérme kaybina
sebep olur (Sekil 2.5.) (45-48). Makiiler 6dem tedavi edilmezse retina dokularinda
kalic1 harabiyete yol acarak gérme kaybinin daha ciddi ve geri doniisiimsiiz evreye

gegmesine yol agar (49, 68, 101).
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e Diyabetik Makiiler Odem Gelisim Mekanizmalar

Makiiler 6dem KRB’deki harabiyet sonucunda gelisen artmis gecirgenligin
sebep oldugu sizintiya veya retina dokusundaki sivinin sistemik dolagima iletildigi
uzaklastirma mekanizmalarinda meydana gelen harabiyete bagli olarak gelismektedir

(34,45,47,102).
a) Kan Retina Bariyerlerinde Vaskiiler Geg¢irgenlik Artisi

KRB harabiyeti, retinal damarin gegirgenliginin artmasina, kan ve kan
elemanlarinin damardan retina dokusuna sizmasina sebep olur. Diyabet, endotelyal
siki baglantilarin  biitiinliiglinlin  bozulmasina bagli olarak paraseliiler yoldaki
hiicreleraras1 baglanti komplekslerini olusturan proteinlerin veya caveolin ve
transseliiler transportta gorev yapan diger tasiyict proteinlerin ifade diizeyinin,
yapisinin veya fonksiyonlarinin degismesine bagli olarak KRB harabiyetine sebep
olabilir (47, 48). Bunlara ek olarak diyabetin sebep oldugu, RPE, endotel ve perisit
hiicre kayb1 da KRB harabiyetine katkida bulunur (35). Bu degisiklikler sonucunda
gelisen vaskiiler gegirgenlik artis1 diyabetik makiiler 6dem gelisiminde ¢ok 6nemli bir

mekanizmadir (Sekil 2.6.) (34, 35, 45, 46, 103).
b) Retinal Sivimin Uzaklastirilmasi Mekanizmalarinda Harabiyet

Normal fizyolojik kosullarda, subretinal boslukta biriken sivinin sistemik
dolasima iletilmesi RPE hiicreleri tarafindan, retina dokusunda biriken sivinin sistemik
dolagima iletilmesi ise Miiller hiicreleri tarafindan gerceklestirilir. Retinada biriken
stvinin etkin bir sekilde uzaklastirilmasi, hiicrelerin yapisinda bulunan su iletim
kanallar1 ve enzimler sayesinde gerceklesir. Retina dokusundan aktif sivi drenajini
saglayan bu hiicrelerin, retina digina aktif sivi iletiminde rol alan iki 6nemli yap1

Aquaporinler (AQP), ve Karbonik Anhidraz (KA) enzimidir.

AQP, retina dokusunda ve subretinal boslukta biriken sivinin Miiller hiicreleri
ve RPE hiicreleri tarafindan sistemik dolagima bosaltilmasina aracilik eden yapilardir

(104, 105). AQP, membranlar arasindaki osmotik gradyan ve hidrostatik basing
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farkina bagli olarak, membranlardan iki yonlii su hareketini kolaylastiran 6zel su
kanallaridir. RPE hiicrelerinde AQP-1, Miiller hiicrelerinde AQP-4 bulunur (Sekil
2.7.) (37, 105). Retina parenkiminde biriken su, Miiller hiicreleri tarafindan sistemik
dolagima ve vitreusa pompalanir (Sekil 2.8.). Miiller hiicrelerinin ug bolgelerinde, ¢ok
yogun AQP-4 kanallar1 bulunur. Bu kanallar Kir 4.1 ve Kir 2.1 K tasiyici kanallari ile
birlikte calisir (38). Hiicreleraras1 mesafede 151k uyarisi ile artan K ve retinal
noronlardan aktarilan su, bu kanallar araciligi ile Miiller hiicrelerine, oradan da retinal
damarlara ve vitreusa aktarilir. Her bir K molekiilii ile birlikte yaklasik 140 su

molekiilii retinada hiicrelerarasi mesafeden uzaklastirilir (39).

i¢ limitan membran

Akuaporin 4 kanallar

Miiller hiicresi

Akuaporin 4 kanallar

Miiller hiicre prosesleri
Kapiller

-chlo‘lolonolq‘olo[olmﬁﬁ C \
Sekil 2.7. Miiller hiicre ayaksi uzantilarinda AQP akanallar1 (A-C) (106).

Subretinal K* cJI° H,0

b
! fit

Sekil 2.8. Retinada sivi akl$1 (35).
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Subretinal alanda biriken suyun koroid dolagimina pompalanmasi ise RPE
hiicreleri tarafindan saglanir (35). Subretinal alandan koroide dogru RPE hiicreleri
tarafindan siirekli bir iyon ve su pompalanmas1 mevcuttur. Suyun koroide taginmasi,
RPE membranindaki AQP-1 kanallar1 araciligi ile gergeklestirilir (107). AQP’ler
membranlarin sivi gecirgenliklerini degistirerek, yogun ve hizli bir sivi degisim
siirecine aracilik edebilir (108). Diyabete bagli makiiler 6dem gelisiminde Miiller
hiicrelerinde ve RPE’nin yapisinda bulunan AQP’lerin harabiyetinin etkili oldugu
gosterilmistir (37, 38). Diyabetin sebep oldugu hiperglisemi, AQP-1, AQP-4 ve Kir
4.1 kanallarinin yogunluk ve dagiliminda degisiklige neden olmaktadir. Bu degisim,
retinadan vitreusa ve sistemik dolasima K ve H20 tasimimini etkileyerek makiiler 6dem

gelisimine sebep olur (35).

KA: Retinada hem RPE hiicrelerinde hem de Miiller hiicrelerinde yogun
miktarda karbonik anhidraz enzimi vardir (109). RPE hiicreleri, subretinal alanda
biriken su ve iyonlar1 siirekli koroid dolasimina iletir. RPE, bu sivi-elektrolit transferi
sirasinda, subretinal alandan 1.4 ile 11 uL/cm?/sa hizla siviy1 koroide pompalar (110).
RPE tarafindan koroide dogru olan bu sivi-iyon transportunu etkileyen en onemli
faktorler hiicreleraras1 ortamin pH’st ve HCOs diizeyleridir. Hiicreleraras1 pH ve
HCOs diizeyleri, RPE hiicrelerindeki KA enzimi tarafindan kontrol edilir (110, 111).
Bu sebeple, RPE hiicrelerinin yapisindaki KA enzimi, subretinal alanin

dehidratasyonunda ¢ok dnemli bir role sahiptir.

Miiller hiicrelerinde de, pH, CO2 ve bikarbonat dengesinin saglanmasi ve su
taginiminin diizenlenmesinde 6nemli rolii olan ¢ok miktarda aktif KA enzimi bulunur
(37-39). Miiller hiicrelerinde mevcut olan bikarbonatla iligkili tagima mekanizmalari
ve ayrica K" ve Na* iyonlarinin taginmasinda rol oynar veya bunlar etkiler. Bu
mekanizma retina sivi dinamikleri lizerinde de etkilidir. Bu nedenlerle Miiller
hiicrelerindeki KA’larin, retinal s1vi dinamigi ve makiiler 6dem gelisimi iizerinde etkili

oldugu savunulmaktadir (106).
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2.3.3.Diyabetik Retinopatide Goriintiilleme Yontemleri

Diyabetik retinopati tan1 ve takibinde siklikla kullanilan goriintiileme
yontemleri renkli fundus fotografi, fundus fluoresein anjiografi, optik koherens
tomografi, fundus fluorometri ve optik koherens tomografi anjiografidir (27, 78, 96,
98).

¢ Renkli Fundus Fotografi (RFF)

Renkli fundus fotografi (RFF), retina optik disk, makiila ve arka kutuptan
olusan goziin en i¢ yiizeyinin fotograflanmasi islemidir (Sekil 2.5.) Renkli fundus
fotografi ¢ekiminde goriintiiler, stereoskopik veya nonstereoskopik kameralar
kullanilarak alinir. Fundus kamera, bagl bir kamera ile 6zellestirilmis diisiik giiclii bir
mikroskoptur. Optik tasarimi indirekt oftalmoskopa dayanmaktadir. Fundusa ait
fotograflarin elde edilmesi, incelenmesi ve karsilagtirilmasi retina hastaliklarinin
izlemi ve tedavisi agisindan son derece Onemlidir. Retina hastaliklariin ilk
belirlenmesi fundus muayenesi ile ortaya konmaktadir. Bu nedenle renkli fundus
fotografi; hastaligin baslangici, takibi ve tedavisinde biiylik 6nem arz etmektedir.
Retina goriintiillemelerindeki hizli gelismelere ragmen fundus kamera ve renkli fundus
fotografi halen kullanilmaya devam edilmektedir. Diyabetik retinopatinin giinlimiizde
en sik kullanilan siniflandirilmasinda fundus goriintiisiiniin nemi yerini korumaktadir
(27, 78, 96, 98). DRP ve DMO’nde santral ve periferik fundusa ait bulgularin kayit

altina alinmasinda hastaliin objektif kriterlere gore takip ve tedavisinde 6nemlidir.

e Fundus Fluoresein Anjiografi (FFA)

Fundus fluoresein anjiyografi (FFA), fluoresein kontrast maddenin antekiibital
venden enjekte edildikten sonra vaskiiler yapilardan gegerken isikla aktive olup
floresans yaymasiyla elde edilen fundus goriinteleme yontemidir (27, 78, 96, 98).
Tanimlanmasindan giiniimiize kadar gegen 50 yili askin bir siiredir retinada vaskiiler
sistemin degerlendirilmesinde altin standart olarak kullanilan goriintiileme yontemidir
(112). Fundus fluoresein anjiografi retina damarlarinin yapisi, biitiinliigii, sizintinin

varlig1, anatomik lokalizasyonu ve vaskiiler perflizyon dinamikleri hakkinda ¢ok
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onemli bilgiler saglar (27). Sodyum fluoresein intravendz olarak verildiginde %80’
plazma proteinlerine baglanir ve %?20’si plazmada serbest olarak dolagir. Normal
retina damarlar1 fluoresein molekiillerinin ekstravaskiiler alana gegisine izin
vermezken, anormal vaskiiler gecirgenlik olan alanlarda fluoresein damar disina sizar
(Sekil 2.9.). Diyabetik hastalarda diyabetik retinopatinin baglangiciyla birlikte bozulan
kan retina bariyerindeki patolojileri gosterebilmesi nedeniyle sik kullanilan bir retina
goriintiileme yontemidir (27, 78, 96, 98). FFA ile retinanin mikrovaskiiler sistemindeki
bu degisiklikler oftalmoskopiye gore daha erken ve daha hassas olarak
goriintiilenebilmektedir (113). Ozellikle retinanin perfiize olmayan alanlar1 ve

vaskiiler gecirgenligin arttig1 alanlar yalniz FFA ile saptanabilmektedir. Diyabetik

hastalarda, retinopatinin tan1 ve takibinde ¢ok erken evrelerden itibaren ¢ok degerli

bilgiler veren bir yontemdir (27, 78, 96, 98).

Sekil 2.9. Fundus fluoresein anjiografi goriintiileri A) Saglikli bir kisinin FFA
incelemesi B) PDRP izlenen bir kisinin FFA incelemesi C) DMO izlenen
bir kisinin FFA incelemesi (DMO: Diyabetik makiiler 6dem, M: Makiila,
NVE: Retinal neovaskiilarizasyon, NVD: Optik diskte neovaskiilarizasyon,
RD: Retinal damar, OS: Optik sinir) (40).

e Optik Koherens Tomografi (OKT)

Optik koherens tomografi (OKT), biyolojik dokularda yiiksek ¢oziiniirliikli
kesitsel gorlintiileme saglayan, girisimsel olmayan bir goriintiileme yontemdir. OKT
cihazi, retina ve On segmentin gergek zamanli, non-kontakt kesit goriintiileri
kullanilmaktadir (114). OKT, retina, optik disk ve makiila gibi anatomik yapilarin
yiiksek c¢oziiniirliikte incelenebilmesine firsat vermesi, girisimsel olmamasi, kisa

stirede ¢ekim yapilabilmesi gibi sebeplerle oftalmolojide yaygin olarak



24

kullanilmaktadir (115). Ayrica OKT goriintiilemesi ile retinanin morfometrik veya
kantitatif 6l¢timleri elde edildiginden, retina hastaliklarinin tani1 ve takibinde 6nemli
bir goriintiileme yontemidir (116). OKT bir kamera gibi yalnizca iki boyutlu goériintii
degil, derinlik boyutu ile birlikte daha detayli bir goriintii saglamaktadir. OKT'nin
aksiyel ¢ozlniirliigi, 8- 10 mikron gibi oldukca yiiksek bir degerdir. Boylece dokuya
zarar vermeden mikroskop altindaki goriintliye benzer kesitsel goriintiiler elde edilir.
Bu nedenle, OKT invaziv olmayan doku biyopsisi olarak da tanimlanmaktadir. OKT,
dokunun farkli katlarindan yansiyan 1giklardaki gecikmeyi hesaplar (113). Dokunun
derin katlarindan yansiyan 151k, yiizeyden yanstyana gore daha uzun bir gecikme stiresi
gosterecektir. Optik koherens tomografide goriintii, retina katlarinin optik olarak farkli
yansiticilikta olmasi ile elde edilmektedir. Dokulardan geri yansiyan 1s18in
yogunluguna gore gri veya renkli skala kullanilarak kesit goriintiiler
olusturulmaktadir. Gri skalada goriintii dokularin yansiticiliklarina gore beyazdan
siyaha dogru kodlanarak elde edilir. OKT birgok koryoretinal hastaligin tani, tedavi ve
takiplerinde onemli bir secenek haline gelmistir (27). Ayrica, zamanla gelisebilen
morfolojik retina degisiklerini takip etme imkani saglamaktadir (27, 78, 96, 98, 117).
I¢ retina smir olarak vitreoretinal ara yiizeyi ve dis retina smir1 olarak da retina
pigment epiteli-fotoreseptor katini belirler ve mesafeyi 6l¢er. Son zamanlarda makiila
hastaliklarinda intravitreal ilag ve alternatif laser tedavilerinin gilincellesmesi
sonucunda, bu tedavilerin takibinde kantitatif degisimleri gostermesinden dolay1

OKT'nin 6nemi artmistir (118).

e Fundus Fluorofotometri (FFFM)

Fundus fluorofotometri, KRB harabiyatinin kantitatif olarak belirlenmesini
miimkiin kilan, invaziv, duyarli ve tekrarlanabilir bir yontemdir. Fluorofotometri,
antekiibital venden fluoreseinin enjeksiyonundan sonra, belirlenen zaman
araliklarinda, arka segment yapilarindaki fluoresein diizeyinin 6l¢iilmesi prensibine
dayanir  (119). Saglikli gozlerde KRB’i fluoreseinin  vitreusa  gegisini
engelleyeceginden olgiilen fluoreseinin diizeyi ¢ok diisiik olur. Diyabet gibi
patolojilere bagli olarak KRB harabiyeti olan gdzlerde, sistemik dolasimdan KRB
araciligi ile vitreusa sizan fluoresein, retina ve vitreustaki fluoresein miktarinin

artmasma sebep olmaktadir (120). Fluorofotometrik veriler, fluoresein



25

konsantrasyonuna bagli retinadan korneaya optik eksen boyunca elde edilen bir dizi
Olctimleri gostermektedir. Eksende belirlenen noktalarda elde edilen zirve noktalari,
on segment ve arka segmentteki fluoresan miktarina karsilik gelmektedir.
Fluorofotometri, diyabetik olgularda vaskiiler gegirgenlik artiginin, sayisal olarak
degerlendirilebilmesine imkan vermektedir (121). FFFM hem invaziv bir yontem
olmast hem de uygulama ve yorumlamanin zaman gerektirici bir teknik olmasi
sebebiyle klinikte yaygmn kullanim alani bulamamigstir. OKT gibi non invaziv
yontemlerin kullanimmin yaygimlik kazanmasi sebebiyle FFFM sadece arastirma

amacli olarak ¢aligmalarda kullanilmaktadir.
2.4.Diyabetik Retinopatide Tedavi ilkeleri

DRP tedavisinde amag, yeni damar olusumunu engellemek, damar disina ¢ikan
stviyl azaltmak, hastaligin ilerlemesini engellemek ve gorme artigi saglamaktir.
Hastanin klinik o6zelliklerine gore, DRP tedavisi i¢in lazer tedavisi, farmakolojik
ajanlar veya cerrahi tedaviler uygulanabilir. Diyabetik retinopatide gorme kaybi, PDR
ve DMO tablosuna bagli olarak gelisir (122). DRP’nin bu iki farkli tablosunda, benzer
etiyopatogeneze ragmen, klinik bulgular farklidir ve tedavi yontemleri de farklilik
gostermektedir. PDR’nin tedavisinde ilk secenek tedavi panretinal fotokoagiilasyon

tedavisi olurken, DMO tedavisinde altin standart tedavi farmakolojik ajanlardir (27,

78, 96, 98).

Diyabetik retinopati ¢alisma grubunun, panretinal fotokoagiilasyon yapilan
PDR hastalarinda 5 yillik takipte agir gérme kaybi gelisme riskinin %39’dan %13’e
diistiigiinii bildiren ¢alismasi, PDR tedavisinde bir doniim noktasi olmustur (123). O
giinden giiniimiize dek gegen, 30 yili agkin siiredir PDR hastalarinin tedavisinde altin
standart tedavi secenegi retinaya uygulanan lazer tedavisidir (panretinal
fotokoagiilasyon) (27,78, 96, 98). Son dénemlerde, DMO tedavisinde kullanilan anti-
VEGF tedavilerin, PDR bulgular1 {izerinde de etkili oldugunu bildiren g¢alismalar
yayimlanmaktadir (124, 125).
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2.4.1. Diyabetik Makiiler Odem Tedavisinde Kullanilan Tlaclar

DMO tedavisinde giiniimiizde altin standart yontem farmakolojik tedavidir.
Intravitreal yolla uygulanan farmakolojik ajanlar, hastalarda hem anlamli diizeyde
gorme artis1 hem de makiila anatomisinde diizelme saglamaktadir. Diyabetik makiiler
0dem tedavisi i¢in klinikte kullanilan ve heniiz gelistirilme agamasinda olan pek ¢ok

farkli ilag vardir (22).
a) Anti-VEGF Etkiye Sahip laclar

VEGF damar digina sivi sizintist ve makiiler 6dem gelisimine yol acan KRB
harabiyetinin en 6nemli mediyatoriidiir (122). Anti-VEGF ajanlar VEGF etkilerini
bloke ederek, VEGF’iin yol ac¢tig1 vaskiiler gecirgenligi etkin bigimde
engellemektedir. Giiniimiizde anti-VEGF etkili ilaglar DMO tedavisinde altin standart
tedavi yaklagimidir (4, 12). Diyabetik makiiler 6dem tedavisinde intravitreal anti-
VEGEF etkili ilaglarim, klinik kullanima girmesi DMO tedavisinde bir devrim olarak
tamimlanabilir. Anti-VEGF etkili ilaglarin kullanima girmesinden 6nceki dénemde
kullanilan tedavi yontemlerinde en onemli hedef hastanin o anda varolan gdérme
diizeyinin korunmasi (126) iken anti-VEGF etkili ilaglarla birlikte hastanin, hastalik
oncesi gorme diizeyini tekrar kazanmasi giindeme gelmistir. Anatomik iyilesme icin
de benzer durum sdzkonusudur. Giiniimiizde makiila merkezini tutan DMO
olgularinda retina uzmanlarinin %90’1 ilk secenek olarak anti-VEGF ilaglar tercih

etmektedir (12). Klinikte yaygin olarak kullanilan ii¢ tane anti-VEGF ilag mevcuttur:

e Ranibizumab

Ranibizumab (Lucentis®, Genentech, Inc., South San Francisco, CA, USA) 48
kDa agirliginda, rekombinant monoklonal anti-VEGF baglayict fragmandir. G6z
dokusunda kullanilmak i¢in 6zel olarak iiretilmistir. VEGF-A’nin tiim izoformlarini
ve yikim iiriinlerini bloke eder (75). Ranibizumab, DMO tedavisinde kullanim i¢in
2012 yilinda FDA onay1 almistir. Kisa iiriin bilgisinde tedavinin aylik olarak verilmesi
ve maksimum gérme keskinligine erisilene kadar ya da 3 ardisik vizitte gorme stabil

oluncaya kadar tedaviye devam edilmesi Onerilmektedir. Literatiirde ranibizumabin
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DMO tedavisinde etkinligini ve giivenilirligini gdsteren ¢ok sayida ¢alisma mevcuttur

(2, 27, 93, 99, 127).

o Aflibercept

Aflibercept (Eylea®, Regeneron Pharmaceuticals, Inc., Tarrytown, NY,
USA)115 kDa agiriginda, VEGF-A, VEGF-B ve PGF’ye baglanabilen rekombinant
fiizyon proteinidir. Diyabetik makiiler 6dem tedavisi i¢in FDA onayi 2015 yilinda
almistir. Tedavi semasinda, bes ay siire ile aylik intravitreal enjeksiyonlardan olusan
yukleme dozu sonrasi iki aylik uygulamalar onerilmektedir. Diabetik makiiler 6dem
tedavisinde etkin ve giivenilir oldugu pek ¢ok calisma ile kanitlanmistir. Halen
diinyada diger a-VEGF etkili ilaglar ile birlikte ¢ok yaygin olarak kullanilmaktadir (27,
93, 99, 128).

e Bevasizumab

Bevasizumab (Avastin®, Altuzan®; Genentech) 149 kDa agirliginda,
rekombinant humanize VEGF antikorudur. Insan VEGF-A’sma kars1 rekombinant
DNA teknolojisi ile tiretilen bir monoklonal antikordur. VEGF-A molekiiliiniin tiim
izoformlara baglanma 6zelligine sahiptir (27, 93, 99). Bevasizumab kolon kanseri
icin endikasyon almis bir molekiildiir, gézde kullanim ig¢in {iretilmemistir ve
endikasyonu yoktur. Faz III ¢aligmasi olmamasina ragmen tiim diinyada endikasyon
dis1 olarak kullanilmaktadir. Bevasizumab’in DMO’de etkili oldugu gosteren pek ¢ok
calisma mevcuttur (22, 122, 126, 129). Bevasizumab, diger endikasyonlu iiriinlerle
karsilastirildiginda, maliyeti en diisiik olan ilagtir. Bevasizumabin bir enjeksiyonu 50
dolar olurken, ranibizumab ve aflibersept i¢in bu maliyet bir enjeksiyonluk doz i¢in
yaklasik 2000 dolar olarak bildirilmektedir (129, 130). Diinyada DMO tedavisinde ve
baz1 diger goz hastaliklarinin tedavisinde endikasyon dis1 olarak en yaygin olarak
kullanilan anti-VEGF etkili ilagtir (27, 93, 99). Cok merkezli ¢alismalarda {i¢ aylik
intravitreal ylikleme dozu sonrasi aylik intravitreal uygulamalar seklinde uygulanmasi

onerilmektedir.
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b) Steroidler

DRP gelisiminde enflamasyonun ¢ok 6nemli bir rolii vardir (80). Steroidler de
giiclii antiinflamatuar ve anti 6dem etkinlikleri sayesinde DRP tedavisinde uzun
yillardir kullanilmaktadir (131). Kortikosteroidlerin anti inflamatuar etkisi, fosfolipaz
A2 inhibisyonu ile arasidonik asit yolagimin blokaji ile saglanir (81). DMO tedavisinde
kullanilan steroidler enflamasyonu baskilayic1 etkilerinin  yaninda VEGF
sekresyonunu da baskilayarak hem fonksiyonel hem anatomik iyilesme saglamaktadir.
DMO tedavisinde anti-VEGF etkili ajanlarla birlikte intravitreal uygulanan steroidler
de ¢ok etkili segenekler olup tiim diinyada DMO tedavisinde yaygin olarak
kullanilmaktadir (132). Ozellikle yeni gegirilmis serebrovaskiiler olay ve miyokard
enfarktiisii gibi anti-VEGF tedavinin kontrendike oldugu durumlarda tercih edilir.
DMO’nin tedavisinde steroid etkin maddeli ilaglar peribulber enjeksiyon, intravitreal
enjeksiyon ya da intravitreal implantlar seklinde uygulanmaktadir (83). Giincel
kullanimda triamsinolon asetonid, deksametazon ve fluosinolon asetonid olmak tizere

ti¢ farkli intravitreal steroid mevcuttur.

e Triamsinolon asetonid

Hidrokortizondan 5 kat daha giiglii anti-enflamatuvar giice sahip sentetik bir
steroiddir. Giiniimiizde DMO tedavisi i¢in 4 mg triamsinolon asetonidin intravitreal

uygulamasi endikasyon dis1 olarak kullanilmaktadir (131).

e Deksametazon

Cok giiclii antiinflamatuar etkinligi olan bir molekiildiir. Ancak hidrofilik
yapis1 sebebiyle vitreusta ¢ok cabuk yikilir ve yar1 émrii 5,5 saat gibi ¢ok kisa bir
stiredir (133). Bu nedenle serbest ila¢ iceren formu klinik uygulamalarda tercih
edilmemektedir. Ozurdex® (Allergan Inc., Irvine, CA), poli (lakto-glikolid) tasiyiciya
yiiklenmis 0,7 mg deksametazon iceren biyobozunur oOzellikte bir intravitreal
implanttir. Giinlimiizde diinyada en sik kullanilan intravitreal modifiye salim formu
Ozurdeks’tir® (134). Ulkemizde de TITCK tarafindan DMO tedavisi i¢in endikasyonu
vardir. Ozurdeks® implant, 6,5 x 0,45 mm boyutlarindadir ve 22 G igne yardimu ile
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intravitreal enjeksiyon olarak uygulanmaktadir. Kontrollii salim 6zelligi nedeniyle 6
aya kadar etkilidir. Deksametazon implantin yarar ve zarar oran1 g6z 6niine alinarak
psodofaklarda veya steroid dis1 tedavilere cevap vermeyen ya da bu tedavilerin uygun

olmadig1 hasta grubunda kullanimiyla sinirli olmaktadir.
e Fluosinolon asetonid

Intravitreal olarak ticari iki farkli tipte yavas salimli ilag tasiyicis1 sistemi
mevcuttur; Retisert® (Bausch&Lomb, Rochester, NY, ABD) ve lluvien® (Alimera
Sciences, Atlanta, GA, ABD). Ancak her iki sistemde iilkemizde bulunmamaktadir.
lluvien® (Alimera Sciences, Atlanta, GA, ABD), biyoyikima ugramayan daha kiigiik
bir implant olup DMO tedavisi i¢in onayhidir. 25 G igne kullanilarak vitreusa enjekte
edilir ve 0,2 pg/giin aktif madde salimi yapar (135). Retisert® 0,59 mg fluosinolon
asetonid iceren biyoyikima ugramayan bir implanttir. Pars plana kesisinden
yerlestirilir ve skleraya siitiire edilir. Otuz aya kadar devamli ilag salimi yapar.
Implantasyondan sonra baslangicta 0,6 pg/giin steroid salinimi yapar, 1. aya kadar

azalarak yaklasik 0,3-0,4 pug/giin oraninda sabitlenir (136).
¢) Steroid Olmayan Anti-inflamatuar Etkili Tlaclar

Non steroid antiinflamatuarlar (NSAI) Cox-2 enzimini inhibe ederek
inflamasyonun ¢ok gii¢lii bir mediyatorii olan prostoglandin iiretimini baskilar (137).
Inflamasyonu bastirmaktaki bu giiclii etkilerinden dolay1 NSAI, gdz hastaliklarinda
Ozellikle, okiiler inflamasyonun tedavisi, ameliyat siirecinde pupil dilatasyonunun
saglanmasi, refraktif cerrahi ile iliskili postoperatif agriy1 ve fotofobiyi azaltabilmek
ve alerjik konjonktivit ile iliskili kasintiyr azaltabilmek icin yaygin olarak
kullanilmaktadir (82, 138,). NSAI etkili ilaglar, bu etkilerinin yaninda ¢ok uzun
zamandir DMO’de ve iiveit, ven dal tikaniklif1, katarakt sonrasi gelisen kistoid
makiiler 6dem gibi farkli etiyolojilere sahip makiiler 6demin tedavisinde de
kullanilmaktadir (139). Nepefenac etken maddesini igeren Nevanac® (Nevanac,
Alcon Lab) diyabet hastalarinda katarakt ameliyati sonrasi gelisebilecek makiiler
O0demin Onlenmesi igin endikasyonlu olarak kullanilmaktadir (140). NSAI’larin

makdiler 6dem tedavisindeki olumlu etkilerine ragmen, kullaniminin sinirli olmasinin
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en Onemli sebebi ilacin goze uygulama yoludur. Topikal uygulanan farmasotik
formlarin arka segmente gecisi c¢ok diisiik oldugundan bu durum etkinligi
azaltmaktadir (11). Son dénemde intravitreal uygulanan NSAI’m DMO tedavisinde
etkinligini arastiran ¢ok sayida ¢alisma bu uygulamalarin DMO tedavisinde anlamli
diizeyde etkili oldugunu gostermektedir (141-143). NSAl’larin  vitreustaki
konsantrasyonunu uzun siire korumak i¢in, intravitreal uygulamalara ek olarak arka
segment uygulamalarina yonelik kontrollii salim formlarmin gelistirilmesi konusunda

da galismalar vardir (144).

d) Karbonik Anhidraz Inhibitorleri (KAI)

KA'’lar, canlilarda ¢ok yaygin olarak bulunan, pH diizenlenmesi ve lipogenez,
iirogenez ve glikoneogenez gibi metabolik olaylarda dnemli rol oynayan bir metallo
enzim ailesidir (145). Insanda 15 farkli KA alt grubu tanimlanmistir (146). KA’lar
CO2’in, proton ac¢iga ¢ikararak HCO3” e doniistiigii reaksiyonu geri dontigiimlii olarak
aktive ederler. CO2’in, HCO3’e doniisiimii organizmada, pek ¢ok hayati reaksiyonu
birbirine baglayan, en temel reaksiyondur. Karbonik anhidraz reaksiyonu, santral sinir
sistemi, goz, bobrekler ve pek ¢ok dokuda mevcuttur (146). Gézde kornea epiteli, silier
cisim, iris, lens, Miiller hiicreleri, kirmizi-yesil koniler ve RPE’de KA enziminin varlig
gosterilmistir (110, 147). 1940’11 yillarda KA enziminin, silier cisimden akéz hiimor
tiretilmesindeki roliiniin kesfedilmesini takiben, karbonik anhidraz inhibitorii (KAI)
etkili ilaglarin goz i¢i basincinmi diistiriicii etkisi bildirilmistir (148-149). KAI etkili
ajanlar 1950’li yillardan beri, glokom tedavisinin 6nemli bir parg¢asi olmustur (146,
149). KAI etkili ilaglarin makiiler 6dem tedavisindeki rolii ile ilgili etkinlik bildiren
ilk caligma 1988 yilinda yaymlanmistir (150). Daha sonra yapilan pek ¢ok deneysel ve
klinik calisgmada KAI etkili ilaglarin makiiler 6dem tedavisinde etkili oldugu
gosterilmistir (23-25, 104). Klinik pratikte de KAI etkili ajanlar endikasyon dis1 olarak
bu endikasyon i¢in tercih edilebilmektedir. ACZ, metazolamid ve diklorofenamid,

birinci nesil stilfonamid grubu KAI etkili ilaglardir (146).
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e Asetazolamid

Asetazolamid (ACZ), KA enzim inhibitorleri ailesinin prototipi ve ilk
tamimlanan tiyesidir. ACZ, giiglii bir KAI etkiye sahiptir. KA enziminin inhibisyonu,
ortamda KA birikimine ve ortamin pH’siin asidik yone kaymasina sebep olur. KA
inhibisyonu ile sodyum, bikarbonat ve kloriir kanallar1 ile birlikte taginan sivi taginimi
da engellenir. Sodyum, bikarbonat ve Kloriir geri emilmeden disar1 atilirken, bu

iyonlarla birlikte tasinan su da tasinamadigi i¢in fazla su da disar1 atilir (151).
Terapotik Endikasyon

ACZ’nin endikasyonlu veya endikasyon dis1 olarak kullanildigi pek c¢ok
hastalik vardir (152-153). Glokom, intrakranial hipertansiyon, konjestif kalp
yetmezligi, epilepsi gibi hastaliklarda onayli kullaniminin yanisira, santral uyku
apnesi, Marfan sendrpmunda goriilen dural ektazi ve metotraksat iliskili bobrek

yetmezliginde de endikasyon dis1 olarak kullanilmaktadir.

Asetazolamid  (2-asetamido-1,3,4-tiadizol-5-siilfonamid, =~ N-(5-siilfomoil-
1,3,4, tiadizol-2-il) asetamid’dir (CaHeN4O3S2, MA: 222.24 gmol™)’nin kimyasal
yapist Sekil 2.10°da sunulmustur (154).

L
HgCﬁHNJLS SO,NH,
0O

Sekil 2.10. Asetazolamidin Yapisi (154).
Terapotik indeks ve Toksisite
ACZ kullaniminda doza bagli pek ¢ok yan etki gelisebilir. Bunlarin baslicalari,

epigastrik yanma, bulanti, ishal ve maetabolik asidozdur (155,156). Tavsanlarda

terapotik endeksi 2,7 olarak bildirilmistir (157). ACZ kullanimina bagli olarak nadiren
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goriilen trombositopenik purpura, pansitopeni ve aplastik anemi gibi hayati tehdit edici

kan diskrazileri gelisimi rapor edilmistir (158-160).
Kimyasal Ozellikleri

ACZ’nin, parenteral formunda yer alan sodyum tuzu mevcuttur (155, 161).
Asetazolamidin iki farkli polimorfik fomu mevcuttur (Form 1 ve II). Form I’in
37°C*deki ¢oziiniirliik ve disoliisyon hizi, Form II’'nin aynmi kosullardaki ¢oziinme
hizinin 1.1 katidir (162) ancak bu kiiciik fark, ACZ’nin biyoyararlanimi {izerinde
anlamli bir degisiklige sebep olmamaktadir (163).

ACZ suda ¢ok diisiik ¢6ziiniirliige sahiptir (0,72 mg/mL, 258 °C; 157). Alkolde
(3,93 mg/mL) ve asetonda ¢ok az ¢oziiniirken; CCla, kloroform ve eterde ¢oziinmez
(164). pH 1.68 ve pH 8.17 degerleri arasindaki ¢oziiniirliik degerleri 0.8-2.8 mg/mL
(258 °C) olarak rapor edilmistir (165). ACZ zayif asidik yapida olup pKa degeri
7,2°dir (157). Diinya Saglik Orgiitii’niin tarafindan 6nerilen doz 250 mg’dir (166).

¢ Farmakokinetik Ozellikleri

Absorbsiyon

ACZ’nin, oral uygulama sonrasi gastrointestinal kanaldan hizli bir sekilde
tamamen emildigi (%100) ve 1-3 saatte doruk plazma konsantrasyonuna ulastigi
bildirilmistir (157, 167). Insanda, birinci derece absorbsiyon hiz sabiti 0.821 sa’* olarak
rapor edilmistir (156). Plazma konsantrasyonu, uygulama dozu ile dogru orantilidir.
Gidalarla birlikte alinmasi absorbsiyonu etkilemez (168). Terapdtik serum
konsantrasyonu hastadan hastaya degisiklik gostermekle birlikte genelde 10-20
mg/mL’dir (glukom tedavisinde 4-5 mg/mL’dir) (169).

Dagilma, Metabolizasyon ve Eliminasyon

ACZ %70-90 oraninda plazma proteinlerine baglanir. Dagilma hacmi 0.2 L/

kg’dir. Santral sinir sistemi de dahil olmak iizere tiim viicuda dagilir. Asetazolamid
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metabolize edilmez ve uygulanan dozun %90°1 24 saat i¢inde idrarla degismeden atilir.
Bobreklerden itrah aktif tiibiiler sekresyon ve reabsorbsorbsiyon agamalarindan olusur
(157, 167). Yash hastalarda eritrositlerde birikebilir, bu durum konsantrasyona bagli
yan etkilerin bu yas grubunda daha sik gériilmesine sebep olur. leri bobrek yetmezligi
olan hastalarda plazma yarilanma 6mrii 26 saate kadar uzayabilir ACZ’nin anne siitiine

de gectigi rapor edilmistir (164).

Biyofarmasotiik Siniflandirma Sistemine Gore Siniflandirilmasi

ACZ, Biyofarmasotik Smiflandirma Sistemi (BCS) ve Biyofarmasotik Ilag
Dispozisyon Siiflandirma Sistemine (BDDCS) gore smuf IV (disiik, disiik
permeabilite ve diisiik meatbolizasyon) olarak tanimlanmistir (170, 171). Ancak
literatiirde ACZ’nin ¢ozliniirliik ve permeabilite degerlerine ait yeterli veri olmamasi
sebebiyle, ACZ’nin farmasotik siniflandirma sistemlerinde dogru bir sekilde
degerlendirilebilmesinin miimkiin olamayacagini savunan yazarlar da bulunmaktadir

(154, 172).

ACZ’nin makiiler 6dem tedavisindeki etkinligi uzun yillardir bilinmektedir
(22). Oral asetazolamid uygulamasinin makiiler 6dem tedavisindeki etkileri ilk olarak
1988'de kronik tiveitik makiiler 6dem tanisi olan bir seride bildirilmistir (150). Daha
sonra makiiler 6dem tedavisinde ACZ’nin kullanimina iliskin pek ¢ok klinik ¢alisma
yayimlanmustir (23,173). ACZ’nin makiiler 6dem tedavisindeki etki mekanizmasi tam
olarak aciklanamamasina ragmen etkili oldugu diisiintilen iki 6nemli etki mekanizmasi;

RPE hicrelerindeki KA enzimi uzerindeki etkileri ve vitreustaki KKS tizerindeki

etkileridir (21-24).

o Asetazolamidin KA enzimi tizerindeki etkileri

ACZ’nin DMO tedavisindeki en uzun siiredir bilinen etkisi RPE hiicrelerindeki
KA enzimi iizerindeki inhibitor etkisidir. Bu alanda yapilan deneysel c¢aligsmalar,
asetazolamidin, RPE {izerindeki etkilerinin farkli mekanizmalardan kaynaklanmis
olabilecegini gostermektedir. ACZ vaskiiler gegirgenligi azaltarak, vitreus

fluorofotometri dlgiimlerinde fluoresein sizintisim azaltir (174). Intravendz uygulanan
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ACZ hem normal kosullarda hem de deneysel retina dekolmani hastalik modelinde,
subretinal sivinin koroide pompalanmasini %25 oraninda arttirir (22, 100, 109). Sivi
pompalanmasindaki bu artis, hem KA enziminin polarizasyonundan ve etkinliginin
artmasindan hem de hiicrelerarasi alandaki pH’nin kontrol edilmesinden kaynaklanir

(21,151).

Intravendz uygulanan ACZ’nin kedilerde, uygulamadan 45 saniye sonra pH
derecesini 0,2 iinite azalttigi gosterilmistir. Asidik ortam olugmasindan sonra
subretinal s1vida hizli bir azalma bildirilmistir. Ortamin pH degerinin asidik degerlere
kaymasinin, iyon transferini ve iyon-iligkili su transferini arttirarak subretinal siviy1

azalttig1 savunulmaktadir (175).

o Asetazolamidin KKS iizerindeki etkileri

Son donemde yapilan ¢alismalar, ACZ’nin RPE iizerindeki etkisinden farkli,
Ozgilin bir etki mekanizmasi daha oldugunu gostermektedir (176, 177). Bu etki
asetazolamidin KSS aktivasyonunu baskilayic1 etkisidir. Diyabetik hastalarin
vitreuslarinda yapilan proeteomik analizler, diyabetik hastalarin vitreuslarindaki KA
enzim diizeyinin, diyabetik olmayanlara gore anlamli olarak yiiksek oldugunu
gostermistir. Buna ek olarak proliferatif DRP’li olgularda, vitreus KA enzim diizeyinin
NPDR olgularina gore de 8,3 kata kadar yiikseldigi gosterilmistir (177). Bu yiiksek
KA diizeyi, vitreus pH’sim1 alkali degerlere kaymasina sebep olmaktadir. Bu yiiksek
pH degerinin, DRP bulgularmin gelisiminde ¢ok etkili rol oynadigi, pH degerlerinin
normal degerlere getirilmesinin, DRP bulgularinda tedavi edici etkisinin oldugu
gosterilmistir. Bu hipotezi desteklemek i¢in, deneysel ¢aligmalarda, purifiye edilmis
intravitreal KA-1 verilen siganlarda, FFA incelemesinde erken evrede retinal
damarlardan sizintinin arttigr gosterilmistir. Sham enjeksiyonu yapilan grupta ise
benzer etki goriilmemistir. Ote yandan baska bir gruba, KA-1 ile birlikte intravitreal
asetazolamid uygulanmistir. Bu grupta da FFA incelenemesinde herhangi bir sizinti
izlenmemistir (21). Vitreusta artmis KA diizeyinin DRP bulgularin1 arttirmadaki
etkisinin, artmis pH degerlerine bagli olarak plazma Kallikrein Kinin sisteminin aktive

ettirilmesinden kaynaklandig1 belirtilmektedir. ACZ’nin de, vitreusun pH degerini
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dengeleyerek dolayli KKS inhibisyonu ile DRP tedavisinde etkili oldugu
savunulmaktadir (176, 178).

Plazma KKS aktivasyonunun DRP gelisiminde hem retinal damarlarda
vaskiiler gecirgenligi arttirict ve hem de anjiyogenezi uyarict etkileri vardir (178).
Plazma KKS’nin DRP gelisimindeki bu etkilerinin gdsterilmesi, KKS inhibisyonunun
DRP tedavisinde etkili bir hedef yolak olabilecegi fikrinin dogmasina sebep olmustur.
Bu yonde yapilan ¢aligmalarda, KKS aktivasyonunun genetik ve farmakolojik olarak
bastirilmasiin DRP tedavisinde etkin bir tedavi mekanizmasi oldugu gosterilmistir
(179). Pek ¢ok plazma KKS inhibitoriiniin DRP tedavisine yonelik faz ¢aligmalari
devam etmektedir (90).

ACZ, tiim KAI etkili etkin maddeler arasinda goz i¢i basincini diisiiriicii etkisi
en yiiksek olan molekiildiir. Ancak okiiler biyoyararlaniminin diisiik olmas1 sebebiyle
sadece sistemik olarak kullanilabilmektedir. Makiiler 6dem tedavisi i¢in de benzer bir
durum sézkonusudur (23, 175). G6z iginde etkin konsantrasyonun saglanmasi igin
uzun siireli yiiksek doz oral uygulamalar gerekmektedir (180). Benzer durum
endikasyonlu oldugu diger hastaliklarin tedavisi i¢in de gecerlidir. KA enziminin 15
alt grubu tanimlanmustir. Bu alt gruplar insan viicudunda ¢ok yaygimn bir dagilim
gosterir (146). Bu nedenle sistemik ACZ uygulamalarinin ciddi yan etkileri
olabilmektedir. En yaygin yan etkileri; metabolik asidoz, respiratuar asidoz ve
ditirezdir (161). ACZ’nin diger yan etkileri ise, halsizlik, kirginlik, gastrointestinal
bozukluklar, deride yanma, kilo kayb, libido azalmasi, depresyon, tat degisikligi, kan
diskrazisi, istahsizlik, idrar tasi olusumu ve renal tas olusumudur (182, 183). Olas1
sistemik yan etkiler asetazolamidin yaygin kullaniminin dniindeki en 6nemli engeldir

(23, 175).

2.4.2. Diyabetik Retinopati Tedavisinde Intravitreal Enjeksiyonlara Bagh
Gelisebilecek Yan Etkiler

Intravitreal tedaviler DMO basta olmak {iizere arka segment segment
hastaliklarinda 6nemli diizeyde anatomik iyilesme ve gorsel kazang saglamaktadir.

Bununla birlikte intravitreal tedavilerde hem uygulanan etkin maddeye baglh olarak
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hem de uygulama teknigine bagli olarak ciddi lokal ve sistemik komplikasyonlar

gelisme riski mevcuttur (5).

a) Diyabetik Retinopati Tedavisinde Intravitreal Enjeksiyonlara Bagh
Gelisebilecek Lokal Yan Etkiler

e Endoftalmi

Endoftalmi genellikle enfeksiyona bagli olarak gelisebilen akdz s1vi ve vitreusu
etkileyen goz i¢i inflamasyondur. Endoftalmi uygun yontemlerle tedavi edilmezse
gorme kaybina, goz kaybina ve enfeksiyonun géz komsulugundaki diger dokulara
yayilimima sebep olabilir. Bu nedenlerle endoftalmi gbz hastaliklar1 alaninda en
korkulan durumlarim basinda gelir. Intravitreal enjeksiyon sonrasi endoftalmi gelisimi
riski farkli ¢alismalarda, %0,06-0,07 % arasinda bildirilmektedir (184, 185).
Intravitreal enjeksiyonlarin pek ok iilkede ameliyathane ortaminda steril sartlarda
yapilmasi enjeksiyon sonrasi enfeksiydz endoftalmi gelisme riskinin anlamli oranda
azalmasini saglamistir. Ancak, gz ve gérme kaybina yol agma riski nedeni ile halen
en c¢ok korkulan komplikasyonlardan biridir. Nadiren, intravitreal steroidlerin goz
icinde sebep oldugu gecici immiin baskilanmis durum, sitomegaloviriis retiniti gibi
firsat¢1 ajanlarin sebep oldugu enfeksiy6z tablolara sebep olabilir. Birliktelik gosteren
diyabet gibi sistemik hastaligi olan, ¢ok sayida intravitreal enjeksiyon tedavisi

yapilmis hastalarda bu oran daha yiiksektir (186, 187).

e Enfeksiyoz olmayan iiveit

Enfeksiyoz olmayan {iveit, enfeksiy6z ajanlarin degil, uygulanan ilactaki bir
maddenin tetikledigi diisiiniilen, tedavi gerektirmeden iyilesen akut intraokdiler vitreus
inflamasyonudur (27). Farkl: serilerde intravitreal enjeksiyonlardan sonra % 0,09-1,1
oraninda gelistigi bildirilmektedir (188, 189). On kamarada fibrin ve korneada keratik
presipitatlar ile karakterizedir. Enfeksiy6z endoftalmi tablosu ile ayirimi zor oldugu

i¢in 6nemli bir klinik tablodur.
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e Retina Dekolmanm

Retina dekolmani, retina pigment epitelyum tabakasi ve norosensoriyel
tabakalarin birbirinden ayrilmasi ve subretinal alanda siv1 birikimi ile seyreden Kklinik
tablodur (27). Tedavi edilmezse gérme kaybi ve ilerleyen siirecte gbz dokusunun
kaybina yol agabilir. intravitreal uygulamalardan sonra retina dekolmani gelismesi
nadiren gelisebilen, ciddi bir komplikasyondur. Enjeksiyon sirasinda retinaya
dogrudan travma nedeniyle veya vitreus harabiyetine baglh arka vitreus dekolmaninin
tetiklenmesine bagli olarak gelismis olabilecegi ileri siiriilmektedir. Cok merkezli
caligmalarda, enjeksiyondan 2-6 giin sonra, 0,013-0,080 oranlarinda gelisebildigi
bildirilmektedir (190).

e Retinal Atrofi

VEGF, saglikli retina dokusunda, hiicrelerin devami i¢in ¢ok Onemli
diizenleyici role sahiptir (75). Intravitreal uzun siireli anti-VEGF etkili ilaglarin
kullanimi1, normal VEGF diizeyini de baskiladig1 i¢in makiilada ciddi atrofi gelisimine
yol acabilmektedir (191, 192). Atrofi gelisim riski, daha sik enjeksiyon yapilan
hastalarda daha fazladir (173). DMO tedavisi icin anti-VEGF tedavisi alan hastalarda,
atrofi gelisimine baglh olarak retina kalimliginin inceldigi ve kalici harabiyet

gelisebildigi bildirilmektedir (194).

e Gozici Basiner Yiiksekligi

Hem steroidlere hem de anti-VEGF etkili ilaglara baglh goz i¢i basinci
yiiksekligi gelisebilmektedir. Goz i¢i basincinin yiikselmesine sebep olan temel
mekanizma akoz disa akima karsi rezistans gelisimidir. Bu rezistans, trabekiiler agda
mikro diizeyde yapisal degisiklikler, trabekiiler agda madde birikimi, trabekiiler
agdaki endotelyal fagositozun baskilanmas1 gibi pek ¢ok farklt mekanizmaya bagh
olarak gelisebilmektedir. Intravitreal steroid etken madde iceren ilag uygulanan
hastalarin %50’sinden fazlasinda, okiiler hipertansif cevap gelismektedir (195).
Steroidler kadar yliksek oranda olmasa da anti-VEGF etkili ilaglarin kullanimindan

sonra da goz i¢i basinci yiiksekligi gelisebilmektedir (196).
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e Katarakt

Daha ¢ok steroid etkili tedavilerin uygulanmasina bagli olarak gelisir. Genelde
arka kapsiiler katarakt gelisimi izlenir. Streoidlerin indiikledigi pek c¢ok farkh
mekanizmaya bagli olarak gelistigi ileri siiriilmektedir. Ilk y1l %13 ile %56 arasinda,
tedavinin {ligiincii yilinda ise %68 oraninda katarakt gelisimi riski bildirilmistir (197,

198).

e On Kamaraya Yer Degistirme

G0z igine uygulanan intravitreal implantlar, 6n kamaraya gegebilir (179).
Vitrektomi ameliyat1 ge¢irmis riskli gozlerde %4,8-5,9 oraninda gelisebilen bu durum,

korneal dekompansasyon, 6dem ve okiiler hipertansiyona sebep olabilir (200).

e Diyabetik Retinopati Tedavisinde Intravitreal Enjeksiyonlara Bagh

Gelisebilecek Sistemik Yan Etkiler

Sistemik yan etki olarak ani kan basinci yiikselmesi, iskemik koroner arter

hastalig1, serebrovaskiiler olay, periferik tromboemboli bildirilmistir (201).

2.4.3. Diyabetik Retinopati Tedavisinde Intravitreal Enjeksiyonlara
Cevapsizhik

Intavitreal anti-VEGF etkili ilaclar DMO tedavisinde hem anatomik diizelme
hem de gorme diizeyinde anlamli artis saglayan etkin tedavi yontemleridir. Bununla
birlikte %30-50 arasinda hastada tedaviye cevap alinamamaktadir (202-206). Bu
cevapsizlikta, retinada yapisal degilisliklerin veya VEGF’den bagimsiz yolaklarin da
etkili olabilecegi diisiiniilmektedir (84, 179, 207-209). Bu nedenlerle KA ve KKS gibi
VEGF’den bagimsiz yolaklarda da etkili yeni molekiillerin DRP tedavisinde kullanimi
ile ilgili pek ¢ok ¢alisma yapilmaktadir (21, 106).
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2.5. Okiiler ila¢c Tasmimi

On segmenti ve arka segmenti etkileyerek gérme kaybina sebep olabilen
hastaliklarin etkin bir sekilde tedavi edilebilmesi i¢in bu bolgelerde terapdtik ilag
konsantrasyonunun saglanmasi ve hedeflenen siire boyunca korunmasi gerekmektedir.
G0z, yiiksek noronal aktiviteye sahip hiicre gruplarindan olusan kompleks bir duyu
organidir. G6z dokularimin metabolik ihtiyaglari, sahip olduklar1 hassas yapi1 ve
fonksiyonlar nedeniyle viicuttaki diger dokulardan farklidir. Farkli fizyolojik ve
histolojik o6zelliklere sahip bu hiicre gruplarinin yiliksek metabolik ihtiyaglarinin
saglanabilmesi i¢in goziin kendine has bir mikrocevresi vardir. Bu mikrogevre, goze
disaridan madde girisinin statik ve dinamik bariyerler tarafindan ¢ok siki bir sekilde
kontrol edilmesi ile olusturulur (210). Statik ve dinamik bariyerler, gbze yabanci
madde girisini siki bir sekilde kontrol ederek, gz dokularinin ihtiya¢ duydugu pH,
sicaklik, sivi elektrolit dengesi gibi 6zel kosullarin siirdiiriilmesini saglarlar. Bu
bariyerler ayn1 zamanda goziin 6n segment ve arka segment yapilarina, yabanci
maddelerin gegisini onler (6,7). Ote yandan goze uygulanan ilaglarin 6n segment ve
arka segmente ulasimini da engelleyerek okiiler ilaglarin biyoyararlanimini azaltir
(211). Gozdeki 6n segment ve arka segmenti etkileyen hastaliklarin tedavisi i¢in 6n
segmente ve arka segmente uygulanan ilaglarin biyoyararlanimi, gézdeki koruyucu

bariyerler nedeniyle ¢ok diisiiktiir (8).
2.6. Posterior Segmente ila¢ Ulastirma Yollari

Goze disaridan uygulanan topikal tedavilerin goz dokularina gegisinde, hem
statik (korneal epitel, korneal stroma, korneal endotelyum, kan akdz bariyeri) hem de
dinamik bariyerler (gozyasinin dillisyonu, konjunktiva) ila¢ gecisini azaltarak
biyoyararlanimi etkiler (6-8). Arka segment dokularindan, sklera, koroidal yiiksek kan
akimi, i¢ ve dis kan retina bariyerleri okiiler ila¢ biyoyararlanimini azaltan diger
onemli faktorlerdir (212). i¢ ve dis kan bariyerinin yapisindaki siki baglantilarin yani
sira, effluks proteinleri de 6zellikle bazi ilaglarin arka segmente gegisinin nemli
6l¢iide kisitlanmasindan sorumludur (8-11). Goziin arka segmenti, tiim viicutta ilag
uygulama, uygulanan ila¢ diizeyinin terapdtik doza ulagsmasini saglama ve bunu

istenen siirede koruyabilme agisindan en zor bdlgelerden biridir. Tiim bu nedenlerle
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Ozellikle posterior segmente ilag tasinimi ve posterior segmentte uzun siireli hedef ilag
konsantrasyonunun saglanmasi, karsilanmamis pek ¢ok ihtiyaci barindiran bir alandir
(8). Giinlimiizde, arka segmente ilag uygulamalarinda geleneksel yontem intravitreal
uygulamalar olmakla birlikte, klinik uygulamada ¢ok daha nadiren tercih edilen,

topikal, sistemik ve periokiiler uygulama yollar1 da mevcuttur (Sekil 2.11.).

i['."t_;:l::e:l Transskleral Uygulama
(ﬁuravltre al (Subkonjoktival Enjeksiyon/imlant)

Enjeksiyon)

Sistemik Uygulama
(Oral, intravenz)

Topikal
Uygulama
(Goz Damlasi)

intravitreal
Uygulama
(Intravitreal
Implant)
Transskleral Uygulama

Sekil 2.11.Posterior segmente ilag ulastirma yollari (193).

2.6.1.Topikal Uygulamalar

Topikal uygulamalar, nispeten kolay ve daha az riskli bir ilag uygulama
yontemidir. Ancak bu yol arka segmente ilag uygulamalarinda sik tercih edilen bir yol
degildir. Ciinkii, topikal yolla uygulanan bir ilacin sadece %5'i gbze ulasir ve bunun

da sadece ¢ok kiigiik bir kismi (%0.001) arka segmente ulasabilir (214).

Bu nedenle topikal uygulanan damlalarin arka segment uygulamalarina yonelik
biyoyararlanimlar1 ¢ok diisiiktiir ve arka segmente ila¢ uygulama amaciyla gilinliik

uygulamalarda nadiren tercih edilirler (8, 11).
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2.6.2.Periokiiler Uygulamalar

Periokiiler yol, ilaglarin gozii ¢evreleyen bolgeye uygulanmasini ifade eder ve
subkonjonktival, sub-tenon, peribulbar, posterior jukstaskleral ve retrobulbar
enjeksiyonlart igerir (8, 11). Lokal anestezi altinda tekrarlayan periokiiler uygulamalar
yapilmast mimkiindiir. Periokiiler uygulamalar, arka segment hastaliklarin
tedavisinde, tek basina veya intravitreal ajanlarla birlikte zaman zaman tercih
edilebilen yontemlerdir (8, 11, 211). Periokiiler yol intravitreal yola oranla daha az
invaziv ama daha diisiik biyoyararlanim saglayan bir uygulama yoludur (216, 217).
Periokiiler —uygulamalar, topikal uygulama yolu ile karsilastirildiginda
(yaklasik%0,001 veya daha az), daha iyi bir retinal ve vitreal ilag biyoyararlanimi
(yaklasik% 0,01-0,1) saglarlar (216). Bununla birlikte, periokiiler uygulama sonrasi
elde edilen intravitreal etkin madde konsantrasyonlar1 bireyler arasinda biiyiik farklilik
gostermektedir. Bu nedenlerden dolay1 heniiz periokiiler uygulama i¢in endikasyon
almis herhangi bir ticari preparat mevcut degildir, o nedenle endikasyon dis1 olarak

uygulanmaktadir (8, 11, 211, 216).
2.6.3.Sistemik Uygulamalar

Oral, intramuskiiler veya intravendz uygulanabilen sistemik tedavilerde i¢ ve
dis KRB’nin segici gecirgenlik 6zelligi sebebiyle goze ¢ok az gegis séz konusu olup
biyoyararlanim ¢ok disiiktiir (%1-2)(218). Bu nedenle vitreusta hedef dozun
saglanabilmesi i¢in, ilaglarin ¢ok yiiksek dozda kullanilmalar1 gerekir (219). Sistemik
etkili ilaglarin yiiksek dozda kullanimi yan etki gelisimi agisinda yiiksek riskli
oldugundan, bu uygulama yolu, sadece endoftalmi tedavisinde antimikrobiyal
ajanlarin  kullanimi, sistemik hastaliklara bagli gelisen {iveit ataklarinda
immiinsiipresif ilaglarin kullanim1 ve ciddi goz igi basinci yiiksekligi gibi durumlarda

kisa siireli olarak tercih edilirler (8, 11)
2.6.4. Intravitreal Uygulamalar

Intravitreal enjeksiyonlar, arka segment hastaliklarmin tedavisinde en sik tercih

edilen uygulama yontemidir (220, 221). Intravitreal enjeksiyonlar, 27-30 G igne ucu
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kullanilarak, limbusun 3-4 mm gerisinden pars plana’dan vitreus bosluguna dogrudan
yapilan enjeksiyonlardir (Sekil 2.12.) (222). G6ziin tiim bariyerleri gegilerek dogrudan
intravitreal alana uygulandig1r i¢cin en yiiksek vitreus ila¢ konsantrasyonunun

saglandigi uygulamalardir (6).

Go6z hastaliklarin tedavisinde intravitreal enjeksiyon kullanimi son 15 yildir
yayginlik kazanmustir (220). Bununla birlikte, intravitreal uygulama ile ilgili ilk
calismalar bir asirdan daha uzun bir zaman dncesine dayanir. Intravitreal enjeksiyonlar
ilk olarak 1911 yilinda, retina dekolmaninin tedavisi i¢in goz i¢ine hava verilmesi i¢in
uygulanmistir. 1940 yilinda, endoftalmi tedavisinde 6zellikle penisilin grubuna ait
antibiyotiklerin intravitreal kullanimu ile ilgili ¢alismalar yayimlanmstir (222-224).
Amerika Birlesik Devletleri Gida ve Ilag Dairesi’nden (FDA) onayl ilk intravitreal
ilag fomivirsen etkin maddesini i¢eren Vitravene® (Novartis, Basel, Switzerland)’dir
(225). 1998 yilinda onay alan bu ilag, sadece antiviral etkinligi oldugundan diinyada
hi¢gbir zaman yaygin bir kullanim alanm1 bulamamustir. 2000’11 yillarin basinda,
steroidlerin makiiler 6dem tedavisindeki etkinliinin gosterilmesi ile birlikte,
intravitreal kortikosteroidin g6z kliniklerinde kullanimi yayginlasmaya baslamistir.
Bu tarihten itibaren intravitreal tedavilerin, hastaligin ilerlemesini durdurarak gérme
diizeyi ve yasam kalitesi lizerindeki olumlu etkilerinin gdsterilmesi, tiim diinyada
intravitreal enjeksiyonlarin kullanimini ¢ok hizli bir sekilde arttirmistir. Anti-VEGF
etkili ilaglarin yasa bagli makiila dejenerasyonu tedavisinde etkili oldugunun
bildirilmesi ile birlikte, intravitreal enjeksiyon uygulamalarinin sayisi dramatik bir
artis gostermistir. 2000-2002 yillarinda Amerika Birlesik Devletleri’'nde yillik
intravitreal uygulama sayist 3500-4000 arasinda degisirken, 2016 yilinda yillik 6
milyona ulagsmistir. Diinyadaki kullanimi da dikkate alindiginda intravitreal uygulama
sayist giiniimiizde ¢ok daha fazladir. 2018 yilinda yapilan bir arastirmaya gore,
intravitreal enjeksiyonlar tiim diinyada g6z hastaliklarinin tedavisinde kullanilan en
yaygin uygulamalardir (220). YBMD, DRP, iiveitler ve ven dal tikanikligina bagl
makdiler 6dem, miyopik koroidal neovaskiiler membran gibi hastaliklarin tedavisinde
endikasyonu olan tim farmasotik ajanlar, intravitreal enjeksiyon yolu ile uygulanir.
(226, 227).
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2.7. Diyabetik Retinopati Tedavisinde Kullanilan Tedavi Seceneklerinin
Kisithhklar:

Diyabetik makiiler 6dem tedavisinde intravitreal anti-VEGF etkili ilaglarin,
klinik kullanima girmesi bu alanda bir devrim olarak tanimlanabilir. Anti-VEGF etkili
ilaglarin kullanima girmesinden 6nceki donemde kullanilan tedavi yontemlerinde en
onemli hedef hastanin o anda varolan gérme diizeyinin korunmasi iken anti-VEGF
etkili ilaglarla birlikte hastanin, hastalik 6ncesi gérme diizeyini tekrar kazanmasi
giindeme gelmistir (228). Anatomik iyilesme icin de benzer durum sdzkonusudur.
Intravitreal tedaviler, hastalarda hem anlamli diizeyde gérme artis1 hem de makiila
anatomisinde diizelme saglamaktadir (2, 203, 207). Yiiksek etkinliklerinin yaninda
DMO tedavisinde kullanilan intravitreal tedavilerin ciddi kisitlamalar1 da mevcuttur.
Bu kisitlamalar, intravitreal tedavilerin klinik pratikte hedeflenen diizeyde
uygulanamamasina sebep olmaktadir. DMO ve diger arka segment hastaliklarinda
intravitreal enjeksiyon tedavisinin uzun siireli takip sonuc¢larinin bildirildigi gercek
yasam verilerinde bildirilen sonuclar, prospektif kontrollii randomize ¢aligmalardan
(RCT) ¢ok farklidir (228). Gergek yasam verilerinde, hem hastalarin tedavi semasina
uyumu hem de tedavi sonucunda gérme diizeylerinde elde edilen artis diizeyi ¢ok
diisiiktiir (229, 230). RISE ve RIDE calismasinda yillik 12 enjeksiyon yapilan
hastalarda 9-12 harf gérme artis1 bildirilmistir (2). Gergek yasam verilerinde anti-
VEGF etkili ilaglarin tedavide kullanimi ile elde edilen gorme artig1 ise 4-5 harf
arasinda bildirilmektedir (229, 230). Literatiirdeki ¢alismalarin biiyiik bir ¢cogunlugu
benzer sonuclar bildirmektedir. Bu sonuglar, gercek yasamda, RCT’lerin dnerdigi
aylik intravitreal enjeksiyon gerektiren tedavi semalarmin gercek yasamda
uygulanabilirliginin ¢ok az oldugunu, bunun da tedavi sonrasi elde edilmesi
hedeflenen gorsel artis1 anlamli olarak azalttigini gostermektedir (228). Gergek yasam
verileri ile RCT sonuglar1 arasindaki farklilik ekonomik, sosyal veya teknik pek ¢ok
sebepten kaynaklanabilir. Calisma hastalarinin 6nceden belli kriterleri tasiyan ve
calismaya devam etme taahhiitii alinan hastalar arasindan segilmesi, hastanin ek
hastaliklar1, yas, 1rk, cinsiyet gibi pek cok etken bu farkliliga sebep olabilir. Bu
farkliliklarin ~ sebepleri  incelendiginde,  hastalarin  intravitreal  tedaviye

uyumsuzlugunun ¢ok énemli bir faktdr oldugu goriilmektedir. Intravitreal tedavi alan
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hastalarin tedaviye uyumsuzlugunu ve devamsizligini inceleyen pek ¢ok calismada,
hastalarin ¢ok biiyiik bir kisminin tedavi planina uymadigi belirlenmistir (231).
Hastalarin tedaviye uyumsuzluk sebepleri incelendiginde, intravitreal uygulamadan
kaynaklanan teknik zorluklarin ve kisithiliklarinin hastalarin tedaviye uyumunu
zorlagtirdig1 goriilmektedir (232). Giincel intravitreal tedavilerin kisitllamalari soyle

Ozetlenebilir (231):

1. Intravitreal tedavilerle saglanan iyilesmenin kalic1 olmamasi, anatomik ve
gorsel iyilesme bulgularimin devami i¢in aylik intravitreal enjeksiyonlarin gerekli

olmasi

2. Intravitreal enjeksiyonlara ve etkin maddelere bagl gelisebilecek ciddi yan

etkiler
3. Hastalarin %50’sine yakin oranda bildirilen tedaviye cevapsizlik
4. Intravitreal tedavilerin yiiksek maliyeti

5. Intravitreal enjeksiyonlarinin uygulanabilmesi igin altyap: ve ekipman

ithtiyaci

6. Intravitreal enjeksiyonlarin hastalar acisindan rahatsiz edici ve invaziv

bulunmasi

7. Aylik uygulanan intravitreal enjeksiyon tedavi planlarinin hastalar i¢in

uyumu zor tedavi semalar1 olmasi

Inravitreal enjeksiyonlarin sagladig1 anatomik ve gorsel basar1 kalict olmayip
sadece semptomlarin diizeltmesine yoneliktir. Anatomik diizelme ve gorme
diizeyindeki artig, intravitreal ajanlarin, gézde etkin konsantrasyonda var olduklari
stirece saglanabilmektedir. Bunun en 6nemli nedeni, hastaliklarin sistemik ve kronik
dogasidir. Diyabetik retinopati, sistemik hipergliseminin retina dokusunda
olusturdugu bulgular nedeniyle gelistiginden, diyabet siirdiigli siirece retinopati riski
de devam etmektedir. Bu nedenle ilaglarin etkinligi gozdeki etkin konsantrasyon

saglanabildigi siirece saglanabilmektedir. Gozde minimum etkin konsantrasyon
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distiigiinde, gozdeki terapdtik etki kaybolmakta ve makiiler 6dem tekrar agiga
¢ikmaktadir (233). Bu durum, vitreustaki etkin madde konsantrasyonun saglanmasi ve
gbzdeki tedavi edici etkinin siirdiiriilebilmesi i¢in siirekli intravitreal enjeksiyon
yapilmasin1 gerekli kilmaktadir. Intravitreal enjeksiyonlar sonrasi retinada atrofi,
katarakt, glokom gibi etkin maddelerin sebep oldugu yan etkilerin yani sira,
endoftalmi, retina dekolmani gibi intravitreaal enjeksiyona bagli ciddi yan etkiler de
gelisebilmektedir (186, 187). Bu yan etkilerin gelisme riski uygulama siklig1 arttikca
artmaktadir (193). Hastalarda goriilebilen iki 6nemli istenmeyen etki, tedaviye bagl
retinal atrofi gelisebilmesi ve %350’ye varan olgularda tedavi sonrasinda higbir
iyilesme etkisinin goriilmemesidir (202, 204, 207). intravitreal enjeksiyonlar,
ameliyathane sartlarinda steril ortamlarda ve g6z uzmanlari tarafindan uygulanmasi
gereken uygulamalardir. Buna bir de ilaglarin yiiksek maliyeti eklendiginde, her bir
intravitreal uygulama i¢in gerekli olan maliyet artmaktadir (232). Bunun yaninda hasta
icin tedirginlik verici bir uygulama olmasi hasta uyuncunun azalmasina sebep
olmaktadir. Tiim bu kisitlamalar sebebiyle, intravitreal enjeksiyonlar onerilen tedavi
semalarina gore cok daha az siklikta yapilabilmektedir ve buna bagli olarak elde edilen

tedavi basaris1 dismektedir (228).

2.8. Diyabetik Retinopati Tedavisinde Karsilasilan Sorunlara Yonelik

Céziim Onerileri

Intravitreal uygulamalar konusundaki veriler dikkatle incelendiginde, tiim
ciddi kisitlamalarina ragmen intravitreal enjeksiyonlar, yiliksek g6z i¢i ilag
konsantrasyonu saglamasi sebebiyle su anda arka segment hastaliklarindaki en etkin
ila¢ uygulama yontemidir (221, 233). Sorunlarin ¢6ziimiine yonelik olarak yeni etkin
maddelerin tedavide kullanimi ve intravitreal uygulanan ilaglarin vitreusta kalis
stiresini uzatarak enjeksiyon sikligini azaltmak oOnemli bir ¢6ziim yoludur (16).
Tedavide etkinligi gosterilmis ajanlarin, gozde etkisinin uzatilarak, daha az
enjeksiyonla ayni etkinin saglanmasina imkan verecek okiiler salim sistemlerinin
gelistirilmesi, okiiler ilag teknolojisi alaninda ¢ok Onemli bir hedef olarak aciga
¢ikmaktadir (20). Etkin maddenin posterior segmente etkin bir sekilde tasinmasini
saglayarak, kontrollii ila¢ salimi1 yapacak yeni ve 0zgiin intravitreal ila¢ tasiyici

sistemlerin gelistirilmesi konusunda biiylik bir ihtiya¢ vardir (234). Bu durum
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farmasdtik teknoloji alaninda intravitreal uygulamalara yonelik kontrollii salim
sistemlerinin gelistirilmesi i¢in ¢ok yogun ¢alismalarin yapilmasina sebep olmaktadir

(221, 234).

2.9. Intravitreal Tla¢ Tasima Sistemleri

Kontrollii/uzatilmis salim saglayan ila¢ sistemlerinde, ilag dozaj seklinden
belirli bir hiz ile salinir ve ilacin tamaminin salinmasi konvansiyonel dozaj sekillerine
gore cok daha uzun siirmektedir. Bu sistemler, ilacin hedeflenen salim hiz1 ve siiresi
iiriin gelistirme asamasinda belirlenerek tasarlanmaktadirlar. Tasarlanan ilag
sistemleri, ilac1 kontrollii bir sekilde serbest hale gegirir ve hedef dokularda istenen

terapotik ilag konsantrasyonun uzun siire devamini saglar.

Son yirmi yildir, kronik posterior segment hastaliklarinin tedavisine yonelik
intravitreal ilag tagima sistemlerinin gelistirilmesi konusunda ¢ok yogun caligmalar
yapilmistir (221, 234). Intravitreal ilag tasima sistemlerinin gelistirilmesinde ilk
hedefler, hedef dokuda istenen ila¢ saliminin uzun siire saglanmasi, buna bagli olarak
intravitreal enjeksiyon sayisinin azalmasi, statik ve dinamik engellerin asilarak hedef
dokuda terapdtik ilag dozunun yakalanmasidir (9, 235). Bunlara ek olarak okiiler
dokularda toksik veya immiinolojik bir cevaba sebep olmamasi gerekmektedir (7,
236). Bu kapsamda implantlar ve nanotasiyici sistemler en ¢ok ¢alisilan sistemlerdir
(16, 237). Go6z hastaliklariin tedaviside hem 6n segment hem de arka segment
hastaliklarinin tedavisinde kullanilmak {izere farkli okiiler implantlar gelistirilmistir

(Sekil 2.12) (9).

Nanopartikiiler ilag tasima sistemleri de, sagladigi ustiinliiklerle, posterior
segmente ila¢ tasmimi konusundaki sorunlari ¢dzme konusunda c¢ok Onemli bir

adaydir (9, 17, 221, 234, 235).
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Sekil 2.12. On ve arka segmente uygulanan okiiler implantlar (9).

2.10. Nanopartikiiler ila¢ Tasiyic1 Sistemler

[laglarin nanopartikiillere yiiklenmesi, ¢oziiniirliik, stabilite, engelleri
asabilme, uygulama alaninda uzun silire kalabilme ve uzun siireli salim gibi
biyofarmasotik ozellikleri olumlu anlamda gelistirmektedir (17). Atomlarin ve
makroskopik malzemelerin aksine, nanomalzemelerin i¢ ve dis yiizey alaninin hacme
orani yiiksektir, bu da farkli ilaglar1 tasimak ve hedefleme grubunu takmak i¢in uygun
adaylar olmalarin1 saglar (237). Ayrica, farkli nanopartikiiller ¢ok ¢esitli boyutlara,
sekillere ve ylizey kimyasal 6zelliklerine sahip olacak sekilde tasarlanabilir (238). Bu
nedenlerle, son yillarda onkoloji, kardiyoloji, enfeksiyon hastaliklari, g6z hastaliklar
ve genetik tedavi uygulamalari gibi pek ¢ok alanda kullanilmak iizere nanopartikiiler

ilag tasiyici sistemler gelistirilmektedir.

2.10.1. Intravitreal Uygulamaya Yonelik Nanopartikiiler Ila¢ Tasiyict

Sistemler

Nanoteknoloji, intravitreal enjeksiyonlarin etkinliginin iyilestirilmesi, hastanin
tedaviye uyuncunun arttirtlmasina imkan saglayabilecek hizla gelisen bir alandir. Bir
oftalmik ajanin nanopartikiillere yiiklenmesi sayesinde suda az ¢oziinen ilaglarin
¢Oziiniirliiglini arttirmak, ilaci retinaya hedeflemek, ilacin hiicresel alimini arttirmak,

ilacin biyolojik bariyerlerden tasinmasina yardimci olmak, vitreusta kalma siiresini
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artirmak ve ilaci bozulmadan korumak miimkiin olabilmektedir (14, 17). Bu
uistiinltikler, nanopartikiiler ilag tasiyici sistemler ile retinaya uygulanacak ilaglarin
stirekli ve kontrollii bir hizda salinmasini saglamak ve invaziv olmayan bir sistem
tasarlamak i¢in 6nemli bir platform sunmaktadir (17). Son yillarda ilag tayici sistemler
ve malzeme bilimi alanindaki dikkat ¢ekici gelismeler ¢ok fazla nanomalzemenin
gelistirilmesine olanak saglamistir. Bu amagla okiiler ila¢ tasmiminda, ilaglarin
nanopartikiillere yiiklenmesi, yaygimn olarak calisilan bir konudur (9, 17, 221, 234,
235). GOz hastaliklarina yonelik olarak gelistirilen nanoterapdtiklerin, yiiksek ilag
yukleme kapasitesine sahip olmasi, géz icinde stabilitesini devam ettirebilmesi,
biyouyumlu materyal 6zelliklerinde olmasi ve biyobozunur olmasi tercih edilmektedir
(219). Bu amagla, polimerik nanopartikiiller basta olmak tizere, lipozomlar, kati lipid
nanopartikiiller, miseller, dendrimerler ve daha pek ¢ok farkli nanopartikiiler sistemler
calisilmaktadir (7, 215). Bu sistemler intravitreal olarak uygulandiginda, ilacin yavas
ve kontrollii bir sekilde salimi1 saglanarak vitreusta hedef terapdtik dozun daha uzun
stire korunmasi saglanmaktadir (Sekil 2.13.) (234). Bu sayede intravitreal enjeksiyon

sayisini azaltmaktadir (235).
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Sekil 2.13. intravitreal uygulanan nanopartikiillerin okiiler dagilimi (240).
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2.10.2. Intravitreal Uygulamaya Yonelik ila¢ Tasiyien Sistemlerde

Kullanilan Polimerler

Goze uygulanacak tasima sistemlerinin gelistirilmesinde biyobozunur ve
biyobozunur olmayan pek ¢ok farkli polimer kullanilmaktadir (10). Biyobozunur
polimerler, cerrahi olarak geri alinma islemi gerektirmediginden daha ¢ok tercih
edilmektedir (241). Go6zde en sik kullanilan biyobozunur polimerler, poli(laktik-ko-
glikolik asid) (PLGA), polilaktikasit (PLA), kitosan, siklodekstrinler ve
polihidroksibiitirat (PHBV)’tr (235, 239). Bu polimerlerden PLGA ve
siklodekstrinlerin goz ilaglarinda kullanimi igin FDA onay1 mevcuttur (10). En sik
kullanilan biyobozunur olmayan polimerler, silikon, polivinil alkol (PVA) ve PLGA,
PLA, kitosan, siklodekstrinler vinil asetat (EVA)’dir (242).

e Siklodekstrinler (CD)

CD’ler, nisastanin siklodekstrin amilaz ve glikozil transferaz (CGTAse)
tarafindan  enzimatik  pargalanmasiyla  olusan  siklik  yapida  homolog
oligosakkaridlerdir. En ¢ok bilinen ti¢ tiyesi 6, 7 and 8 glikopiranoz {initesi, i¢eren o-

CD, B-CD ve y-CD’dir (Tablo 2.1.) (243).

Tablo 2.1. Dogal siklodekstrinlerin yapis1 (244).

: e e Siklodektrin tipi
Siklodektrinin 6zellikleri
a-CD B-CD v-CD
Glikoz Unitesi 6 7 8
Bag a(1%4) a(1>4) a(l>4)
Merkezi boslugun boyutu (nm) 0,47 60 75
Halka ytiksekligi(nm) 0,79 0,79 0,79

CD:Siklodekstrin

Glikopiranoz tniteleri arasindaki baglarin etrafinda doniis olmadigindan,
CD’ler tam bir silindir degil koni seklindedir. CD halkasi, amfifilik yapida konik bir
silindir 6zelligindedir, hidroksil alt gruplarmin olusturdugu dis tabaka hidrofilik
ozellikte, merkezde yeralan bosluk ise lipofilik 6zelliktedir (Sekil 2.14.) (245).
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Sekil 2.14.Siklodekstrinin kimyasal yapis1 (A) ve molekiiler sekli (B) (246).

Halka yapisindaki molekiiliin pek ¢ok hidroksil alt grubu vardir. Bu gruplarin
hepsinin halkanin dis yiiziinde yer almasi sebebiyle, yap1 ¢ok giiclii hidrofilik bir
ozellige sahiptir. Ote yandan glikozidik oksijen baglar1 nedeniyle igteki bosluk daha
az hidrofiliktir (245). Bu ozellik, CD’lerin diisiik ¢6ziiniirliige sahip organik ve
inorganik tuzlar ve nétral molekiilleri i¢ boslukta hapsederek bir inkliizyon kompleksi
olusturmasina sebep olur (245). CD’ler bu sayede pek ¢ok ilag i¢in ¢6ziiniirliik arttirici
eksipiyan olarak kullanilmaktadir (247). Yiiklenmesi hedeflenen ilag molekiiliiniin
boyutu ve geometrisi dnemlidir (248). B-CD’in ila¢ hapsedecegi merkezdeki bosluk
alan1 0,60 nm yiiksekligi 0,79 nm’dir (Tablo 2.1.). Hapsedilecek ilacin yiiksekligine
gore, bazen ayni boslugu 2 tane ila¢ molekiilii hapsedilebilir (Sekil 2.15.) (248).

CDcler, FDA’nin listesinde inaktif farmasdtik bilesen olarak tanimlanmustir
(249). a-CD ve B-CD’ler oral ve intravendz, y-CD sadece topikal uygulamalar igin
maksimum %1,5 (w/v) oraninda kullanilmak kosuluyla formiilasyonlarda yer alir

(249).

Siklodekstrin Etkin madde Inkliizyon kompleksi

Sekil 2.15. Inkliizyon kompleksi olusumu (250).
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CD’ler, zayif ¢oziiniirliige sahip etken maddelerle hidrofilik inkliizyon
kompleksleri olusturarak etken maddenin ¢Oziiniirligiinii artirirlar, bu nedenle
pazardaki bir¢ok ilagta eksipiyan olarak bulunurlar (253). CD’ler bu o6zellikleri
sebebiyle ilag molekiillerinin ¢dzlinilirliglinii, stabilitesini ve biyoyararlanimini
arttirmak i¢in ¢ok yaygin olarak kullanilmaktadir (247). CD’ler oral, parenteral, nazal,
pulmoner formiilasyonlarda yaygin olarak uygulanmaktadir (251). Ayrica son
donemde pek cok CD, CD tiirevleri nanopartikiiler bazli sistemlerde nanotasiyici

olarak tercih edilmektedir (251-253).

e CD Tiirevleri

CD’lerin ¢oziintirliikklerinin arttirilmasi ve toksisitelerinin azaltilmasi amaciyla
HP-B-CD (2 hidroksi propil B-CD), SBE-B-CD (siilfobiitileter CD- sodyum), TM-f-
CD (trimetil CD), DM-B-CD (dimetil B-CD) ve HP-y-CD (hidoksipropil y-CD) gibi
bazi tlirevleri gelistirilmistir. Hem dogal CD’ler hem de CD tiirevleri farmasdtik

teknoloji alaninda ¢ok yaygin olarak kullanilmaktadir (243, 246-250).

e 2-Hidroksipropil-Beta-Siklodekstrin (HP--CD)

2-Hidroksipropil-beta-siklodekstrin  (HP-B-CD), siklik oligosakkaridlerin
farmasotik alanda en yaygin olarak kullanilan iiyesidir. ilk olarak 1893 yilinda
farmasdtik formiilasyon olarak patent almis, ondan sonra bu alanda kullanimi biiyiik
bir hizla artmigtir (251-253, 254). 2-Hidroksipropil-beta-siklodekstrin, pek ¢ok
farmasotik tirtinde eksipiyan olarak kullanilmaktadir. Eksipiyan 6zelligine ek olarak
etkin madde 6zeligi de vardir. Nadir bir lizozomal depo hastaligi olan Neimann Pick
hastaliginda tedavi edici Ozelligi gosterilmistir (255). Bu anlamda yetim ilag
(EU/3/11/895) statiisiindedir (256). Bu 6zelliginin yaninda, HP-B-CD diisiik
¢ozinirlige sahip pek ¢ok etkin maddenin intravendz, oftalmik, intratekal ve oral
kullanima yonelik ¢o6zelti formlarmin gelistirilmesinde c¢ok yaygin olarak
kullanilmaktadir (244, 247, 252-254). Go6z hastaliklarinin tedavisinde de CD
yiiklenmis pek ¢ok etkin madde ile yapilmis ¢alisma bulunmaktadir (251, 252, 257).
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e Oftalmik Ilaclarda CD’lerin Kullanimi

CD’ler klinikte kullanilan pek c¢ok goz ilacinin klinik etkinliginin arttirilmasinda
yaygin olarak tercih edilmektedir. Bu amagla hem dogal siklodekstrinler (a, B, y), hem
de tiirevleri (HP-B-CD, SBE-B-CD, TM-B-CD, DM-B-CD and HP-y-CD) ilag-CD
inkliizyon kompleksi olusturmak i¢in kullanilmaktadir. CD tiirevleri arasinda, ilaglarin
¢Oziinlirliigiinii ve dayanikliligimi arttirmak, okiiler irritasyonu azaltmak amaciyla en
sik tercihen CD tiirevi HP-B-CD’dir (250, 251). CD-ila¢ kompleksinin, dorzolamid,
deksametazon, indometazin, ekonazol nitrate ve siklosporin A gibi farkl kategorilere
ait ilag molekiillerinin biyoyararlanimini arttirarak klinik etkinligi, yasa bagli makiila
dejenerasyonu, korneal inflamasyon, glokom gibi pek cok hastalikta etkinligi
arttirdiklar1 gosterilmistir (252). Okiiler ilag tasimimu igin igin siklodekstrin igeren
formiilasyon 6rnekleri Tablo 2.2°de sunulmustur (252). Ilagc CD kompleksleri, goz
dokularina daha fazla miktarda ila¢ tasinmasini saglayarak lokal ve sistemik oftalmik

hastaliklarin tedavisinde 6nemli katki yapmaktadir (226).
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Tablo 2.2. Okiiler ila¢ taginimi igin igin siklodekstrin igeren formiilasyon 6rnekleri

(252)

flag

Sikodekstrin (*)

Asetazolamid

BCD, TMBCD, DMBCD, HPRCD

Asiklovir HP-B-CD

Siklosporin A aCD, yCD
Dekzamethazone HPBCD

Diklofenak HPBCD,

Dorzolamide yCD

Econazole MpBCD, HPBCD, SBEBCD
Flusinolone asetonid HPBCD

Hyidrokortizon yCD

Indometazin BCD, HPBCD, SBEBCD
Latanoprost aCD, BCD, yCD, HPBCD,
Pilokarpine aCD, HPBCD
Vorikonazole HPBCD

* aCD(Alfa CD), Bed (beta CD) yCD (Gama CD), HP-B-CD(2 hidroksi propil -
CD), SBE-B-CD(siilfobiitileter CD- sodyum), TM-B-CD(trimetil CD), DM-B-CD

(dimetil B-CD)

Piyasada kullanilmakta olan iki oftalmik ilacin yapisinda ¢oziliniirliik arttirict

olarak CD- tiirevleri kullanilmistir. iIndometazin iceren Indosit’in bilesiminde HP-p-

CD, diclofenak sodyum igeren Voltranen Ophtha’nin iginde
bulunmaktadir (256, 257).

ise HP-y-CD

CD ila¢ kompleksleri hem geleneksel dozaj sekillerinde hem de nanopartikiil,

nanolipozom, nanosfer, nanojel,

in situ jeller gibi ila¢ tasiyict Sistemlerde

kullanilmaktadir (258). Dorzolamid, deksametazon, indometazin, ekonazol nitrate,

siklosporin A ve imidazol gibi pek ¢ok oftalmik ilacin ¢oziinlirligiini ve
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biyoararlanimini arttirmak i¢in, CD bazli nanopartikiiler sistemi gelistirilmistir (259,

260).

Son yillarda CD’lerin, oftalmik nanopartikiiler sistemlerin gelistirilmesinde
kullannmi  giderek  yayginlik  kazanmaktadir  (261). CD’ler, 0&zellikle
nanopartikiillerdeki diistik ila¢ yiikleme kapasitesinin iistesinden gelmekte faydali
olmaktadir. Buna ek olarak, CD bazli1 NP sistemlerinde siklodektrinin sagladig yiiksek
¢Oziiniirliik, doku irritasyonunda azalma ve nanopartikiil stabilizasyonunda artis diger

onemli ustunlikleridir.

e Polihidroksi biitirat 3 -hidroksi valerat (PHBV)

Polyester ailesinin bir {liyesi olan ve prokaryotlarin enerji depoladigi
makromolekiiller olan polihidroksialkonatlar (PHA), ilag tasiyic1 sistemlerin
gelistirilmesinde ¢ok yaygin olarak tercih edilen biyobozunur ve biyouyumlu
biyomateryallerdir (262, 263). Aclik kosullarinda yiizden fazla mikroorganizma, PHA
biriktirebilir (264, 265). Bu biriken PHA, bir ¢6ziicii kullanilarak ekstre edilir ve pek
cok farkli yontem araciligi ile ¢oktiiriiliir (266). Dogal kaynaklar tarafindan tiretilmesi,
termoplastisitesi, biyouyumluluk ve biyobozunurluk o6zellikleri sebebiyle PHAlar,
biyomedikal sektor basta olmak {izere pek ¢ok sektor i¢in ¢ok genis uygulama alani
olan malzemelerdir (267). PHBV, PHA ailesine ait, dogrusal yapida bir alifatik
polyesterdir (268). PHBV, farkli molar konsantrasyonlarda hidroksibiitirat (HB) ve
hidroksivalerattan (HV)’in olusan bir kopolimer yapisindadir. PHBV’nin mekanik
ozellikleri modifiye edilebilir ve degradasyon iiriinii olan 3 hidroksibiitirik asit, insan
kaninda bulunabilen bir metabolittir (269). Bu o6zellikler PHBV’nin mikro ve
nanotastyici sistemlerde ilag tasiyici polimer olarak ve doku miihendisliginde doku
iskelesi olarak ¢ok yaygin olarak tercih edilmesine sebep olmaktadir (270, 271). Goze
uygulanmak {izere gelistirilen nanopartikiiler ila¢ tasiyici sistemlerde biyouyumlu,
toksik olmayan ve biyobozunur bir polimer olan PHBV yaygin olarak kullanilmaktadir
(212, 272, 273).
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2.11. Intravitreal Uygulanan Nanopartikiillerin Dagilimi

Intravitreal uygulanan nanopartikiillerin, etki gosterebilmesi igin retinaya
ulasmas1 gerekmektedir (274). Intravitreal nanopartikiillerin, retina dokusuna ve
subretinal alana ulagsmasi igin ii¢ bariyeri agsmasi gerekmektedir, bunlar vitreus, ILM
ve noral retina’dir. Her ii¢ yapinin da nanopartikiil gecisini sinirlayan kendine has
bariyer 6zellikleri mevcuttur. Ancak bu bariyer 6zelliklerini asacak sekilde tasarlanmis

nanopartikiiller retina dokusuna ulasabilirler.

Vitreus: Ilacin intravitreal olarak uygulanmasindan sonra hedef dokulara
ulasabilmesi i¢in Oncelikle vitreus i¢inde diflizyon yoluyla dagilmasi gerekmektedir.
[lacin vitreus igindeki difiizyonu, statik ve dinamik pek ¢ok faktdr tarafindan
engellenir: Vitreusun anatomik o&zellikleri, statik bariyer Ozelligi gosterirken,
konvektiv akim ve vitreusun ilagtan temizlenme mekanizmalar1 da dinamik bariyer
gorevi goriir (275). Vitreus, tip 11, tip IX ve tip V/X kollajenden olugmus, seffaf jelimsi
kivamda bir dokudur (Sekil 2.16.). Yapisindaki yiiksek su oranindan dolay1 (%98-99)
yogunlugu suya yakindir. Kollajenin ¢ogu (%65) tip II kolajendir. Yapisindaki yiliksek
kollajen orani, uygulanan kuvvete karsi esnek ve giiglii olmasini saglar. Kollajenlerin
arasindaki bosluklar cogunlugu hiyaloronik asitten (HA) olusan glikozaminoglikanlar
(GAG) tarafindan doldurulur. Bu yap1, vitreustaki kollajen yapisini saglamlastirir ve
sisme etkisi saglar. GAG negatif yiklidir. HA disinda, vitreusun yapisinda
kondroidin siilfat ve heparin siilfat bulunur. Vitreusun yapisi, homojen degildir,
anatomik bolgelere gore farklilik gosterir. En bilyiik kismi1 olusturan merkezi vitreus,
diisiik kollajen igeren daha sivi sekildedir. Retinaya komsu alanda yeralan kortikal
vitreusta ise kollajen ve HA’in yogun oranda yeraldigi daha sert ve giiglii bir vitreus
yapis1 bulunur. Yagla vitreus yapisindaki kolajen azalir ve vitreus sivilasir. Bu siireg

likefaksiyon olarak adlandirilir (275).
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Sekil 2.16. I¢ limitan membran (ILM) ve vitreusun yapisinin sematik gdsterimi (276).

M:Miiller Hiicresi; G:Gangliyon Hiicresi

Vitreusun jel kivamindaki yapisi, nanopartikiillerin retinaya hizli bir sekilde
ulagsmasini engeller. Kollajen ve GAG’1n olusturdugu ag, 500-1000 nm boyutlarinda
porlara sahiptir (277).

Konveksiyon, silier proseslerde iiretilen akdz sivinin bir kisminin vitreusun
icine retinaya dogru gecmesidir. Bu hareketin sebebi retina ve 6n segment arasindaki
sicaklik ve basing farkidir (221, 274). Vitreusta serbest hareket edebilen molekiiller
tizerinde daha az etkiliyken, biiyiik ve vitreustaki hareketleri sinirli olan molekiiller

tizerinde daha fazla etkilidir (276).

Intravitreal uygulanan ila¢ eliminasyonu, 6n segmente gecerek, akdz hiimor
dolagim1 ve uveal kan akimi ile elimine edilebilir veya kan-retina bariyeri yoluyla
koroidal dolasima iletilerek posterior olarak gergeklesebilir (6). Anterior veya
posterior yol ile eliminasyon ilacin fizikokimyasal 6zelliklerine baglidir. Kan-retina
bariyerinden gegirgenligi yiliksek olan kiiciik ve lipofilik ilaglar ¢ogunlukla posterior
yoldan elimine edilirken, biiyiik ve hidrofilik ilaglarin eliminasyonu anterior yoldan
olur (201,256). Posterior yolla elimine olan ilaglarin vitreusta yar1 émrii ¢ok kisa

olurken, anterior yolla elimine olan ilaglarin nispeten daha uzundur (6,276).

ILM, kolajen, laminin ve fibronektin i¢eren, retina ile vitreus arasinda yer alan
tabakadir. Miiller hiicrelerinin bazal membranidir ve bu hiicrelerin ayaksi (footplate)

yapilar1 tarafindan olusturulur. Kalinligi retinanin farkli bolgelerinde degisiklik



57

gostermekle birlikte yaklasik 4 mikrondur. Vitreustaki nanopartikiillerin, retinaya
gecisinde, ILM bariyer gorevi goriir (240). ILM’nin bariyer fonksiyonu molekiiliin
biiytikliigiine, yiikiine ve diger ozelliklerine gore degisebilir (277). Pozitif yiikli
molekiillerin gecisi daha fazla engellenirken, notral veya negatif yiiklii molekiiller
daha kolay retinaya gegebilirler (6). Bununla birlikte, nanopartikiillerin ILM’den
gecisinde, diflizyonun yaninda clathrin proteinlerinin aracilik ettigi endositoz gibi
farkli transport mekanizmalar1 da rol oynar (278, 279). Bu nedenle ILM’nin farkli
ozellikteki nanopartikiillere farkli gecirgenlik 6zelliginin oldugu gosterilmistir (280).

Noral Retina: Noral retina, fotoreseptdrlerin, noral ve glial hiicrelerin
olusturdugu c¢ok tabakali bir noéral dokudur. Bu yogun ve kompleks hiicre
organizasyonu sebebiyle molekiillerin difiizyonu engellenir. Ozellikle farkli hiicre
tabakalarinin sinapslariin olusturdugu i¢ ve dis pleksiform tabakalar retina boyunca
hiicre difiizyonunu engelleyen en 6nemli tabakalardir (281). Ayrica i¢ ve dis niikleer
tabakalar da difiizyonu engelleyen diger 6nemli yapilardir (282). Statik bariyerlere ek
olarak retina dokusu boyunca madde geg¢isini engelleyen bir diger faktor de retina
dokusunun igerigidir. Retinada, interfotoreseptér matriksin yapisinda bulunan
GAG’lar, ILM ve vitreusa benzer sekilde, retinada ilerleyen molekiillere baglanabilir.

Bu sekilde molekiillerin difiizyonuna ve ilerlemesine engel olabilir (283).

2.12. intravitreal Nanopartikiillerin  Fizikokimyasal Ozelliklerinin

Intravitreal Dagihma ve Hedef Dokuya Ulasiminda Etkileri

Intravitreal olarak uygulanan nanopartikiillerin retina dokusunda etkin ilag
konsantrasyonu saglamasi iki faktore baglidir: Nanopartikiillerin vitreustaki dagilimi
ve retina dokularina gegisi. Nanopartikiillerin vitreusta dagilimi, enjeksiyon alanindaki
yiiksek nanopartikiil konsantrasyonundan diger alanlardaki diisiik nanopartikiil
konsantrasyonuna dogru konsantrasyon farki esitleninceye kadar difiizyon yoluyla
gerceklesir. ILM’ye ulasan nanopartikiiller, ILM’yi gegerek retinanin i¢ tabakalarina
ilerlerler. Retina tabakalarini asabilen nanopartikiiller subretinal alana ve RPE’e ulasir.
Vitreustan retina dokusuna gegiste, Miiller hiicrelerinin de rol oynadigi gosterilmistir
(259). Nanopartikiiliin fizikokimyasal 6zelliklerinden, biiytikliik ve yiik, difiizyonu ve
retina tabakalarina gegisi etkileyen en 6nemli faktorlerdir (240, 281).
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Partikiil biiyiikliigii: Partikiil biiylikliigli, nanopartikiiliin vitreustaki
hareketini ve yar1 omriinii belirleyen en 6nemli faktorlerden biridir. Nanopartikiil
boyutu konusunda kesin belirlenmis simirlar olmamakla birlikte, 1 mikronun
tizerindeki nanopartikiillerin vitreus i¢indeki hareketinin, vitreusun yapisina baglh
olarak ¢ok smirli oldugu belirtilmektedir (277). Ote yandan 500 nm’nin altindaki
nanopartikiillerin vitreusta serbestce hareket ettigi gdsterilmistir. I¢ limitan bariyerin
astlmasi ve retina tabakalarinda ilerleme i¢in de nanopartikiil boyutu énemlidir. 200
nm boyutlarindaki nanopartikiillerin ILM’yi asarak, retina tabakalarinda ilerledigi

gosterilmistir (278).

Partikiil yiikii: Vitreusun ve i¢ limitan membranin yiikii nanopartikiillerin bu
bariyerleri asmasinda belirleyici rol oynamaktadir (Sekil 2.17.). Ozellikle 350 nm’den
daha kiigiik nanopartikiillerin vitreusta dagilimi ve retinaya ulagsmasinda temel
belirleyici roliin partikiil yiikii oldugu gosterilmistir (279). Vitreusun yapisindaki
GAG’lar negatif yiiklii oldugundan pozitif yliklii nanopartikiiller GAG’lara yapisarak
hareketleri engellenir. Bu nedenle negatif yiiklii ve ndtral nanopartikiillerin vitreusta
difiizyonu ve hedef dokuya ilerlemesi daha kolaydir. I¢ limitan membrandan gegis igin
de benzer Ozellikler gecerlidir. Katyonik 6zellikli nanopartikiiller, vitreusu asmay1
basarabilseler dahi ILM’de birikirler ve retinanin i¢ tabakalarina gecemezler. Bu

durum retinada etkin ila¢g dozunun saglanabilmesini engeller (279).

Trabekiiler Ag Iris Fornea
4

Lens

d
intravitreal Enjeksiyon o - ;‘ﬁ% Vitreus

&

Vitreus I Retina
RPE
Koroid
Sklera
Farkh Yiizey
Ozelliklerine Sahip
Nanopartikiiller

Retina

Sekil 2.17. Intravireal uygulanan nanopartikiillerin (aym boyutta, farkli yiizey yiikiine
sahip) goz dokularinda dagiliminin sematik gdsterimi (279).
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Kullanilan Kimyasal/Biyolojik Maddeler

2-hidroksipropil-p-siklodekstrin (2HP-B-CD)
70 kDa FITC konjuge edilmis dekstran
Amonyak

Asetazolamid

Diklorometan

Etilen glikol diglisidil eter (EGDE)
Fenilefrin hidrokloriir damla
Fluoresein

Gama siklodekstrin (yCD)

Hidroklorik asit

Hidroksipropil metil seliiloz (HPMC)

Hiicre kiiltiir besiyeri

Sigma, ABD
Sigma, ABD
Carlo Erba, Fransa
Sigma, ABD
Carlo Erba, Fransa
Sigma, ABD
Sanovel, Tiirkiye
Pharnagus, Tiirkiye
Sigma, ABD
Carlo Erba, Fransa
Sigma, ABD

Cell System, ABD

Insan retina mikrovaskiiler endotel hiicre hattt (HRMEC) Cell System, ABD

Izoforon diizosiyanat

[zopropanol

Ketamin

Ksilazine

MTT (3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-

difenil tetrazolium bromid)

Fosfat tamponlu tuz ¢ozeltisi (PBS)

(pH 7.4,Cat++ ve Mg++ igermeyen)
Polivinil alkol (PVA)
Poly(3-hidroksibiitirat-co-3-hidroksivalerat)
Sodyum hidroksit

Span-80

Toluen

Tropomid®

Tween-20

Vaskiiler endotel biiyiime faktorii (VEGF)

Sigma, ABD

Merck, Almanya

Arion, Tiirkiye

Bioveta, Cek Cumhuriyeti
Acros Organics, ABD

Capricorne, Almanya

Sigma, ABD

Sigma, ABD

Carlo Erba, Fransa
Fisher Bioreagents, ABD
Isolab, Tiirkiye

Bilim flag, istanbul
Fisher Bioreagents, ABD
Rand D, ABD



3.2. Kullanilan Aletler ve Cihazlar

Alet ve Cihaz Ad1

96 kuyucuklu steril plaka
Biyogiivenlik kabini

Distile su cihazi

Enjektor (1 mL, 5 mL, 10 mL)
Enjektor ucu filtre 0,45 pum, steril, RC
Etiv

Fourier Doniisiimlii Kizilotesi Spektroskopisi (FTIR)

Fundus fluoro fotometri (FFFM)
Fundus fluoresein anjiografi (FFA)

Hassas terazi

Hassas yiizey asindirma ve kaplama sistemi
Hiicre kiiltiir kaplar1 (flask, 25 cm?)

Hiicre kiiltiir plakalar1 (12 kuyucuklu)
Hiicre kiiltiirii insertleri (0,4 pm)

Inverted floresans mikroskop
Karbondioksitli inkiibator

Manyetik karistirict

Mikropipet (10 uL,200 uL, 1000 uL)

Mikropipet ucu

Mikroplaka okuyucu

Nanodrop

Optik koherens tomografi (OKT)

pH metre
Polipropilen tiip, kapakli (15 mL, 50 mL)
Retina lensi

Sogutmali Santrifiij
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Marka ve Kaynak
Jetbiofil, ABD

Safe Fast Classic, Italya
Millipore, ABD

Genjekt, Tiirkiye

Merck, Almanya
MikroTest, Tiirkiye
Thermo Fisher Scientific,
ABD

OcuMetrics, Kanada
Phoenix ICON™,
Pleasanton, USA
Shimatzu, Japonya
Pleasanton, ABD

SPL Life Science, Kore
Corning, Almanya
Corning, Almanya

Leica, Almanya
Panasonic,Japonya

Daihan, Kore

Eppendorf Research® Plus,
Almanya

Tarsons, Hindistan
ClarioStar, Almanya
ClarioStar, Almanya
Envisu R2310; Bioptigen,
Wetzlar, Almanya

Mettler Toledo, Isvigre
Tarsons, Hindistan
Bioptigen,Envisu, Almanya
Eppendorf, Almanya



Taramali elektron mikroskopu (SEM)

Tasiabilir el biyomikroskobu

Tonometre

Transepitelyal/endothelial elektriksel direnci (TEER)

6l¢iim cihaziVVolt/OhmMetre (EVOM2)
Tiirbidimetre cihazi

Ultrasonik homojenizator

Ultrasonik su banyosu

Vorteks

Zetasizer

Zetasizer yik kiiveti

Carl Zeiss, Oberkochen,

Almanya

HawkEye, Dioptrix, Fransa

Tono-Pen AVIA
Tonometre, ABD

Evom, WPI, ABD
Lovibond, Almanya
Bandelin, Almanya
Bandelin, Almanya
MRC, Israil

Malvern Instruments,
Ingiltere

Malvern Instruments,

Ingiltere

3.3. Deney Hayvan

Tiir Kaynak Barinma, Deney

Yeni Zelanda Ankara Hastanesi Ankara Hastanesi

(Disi, beyaz) Deney Hayvanlari Deney Hayvanlari
Laboratuvari Laboratuvari

3.4. Analitik Yontem Gelistirilmesi ve Validasyonu

Nanopartikiil yiikleme ve salim g¢alismalarindan elde edilen numunelerdeki
asetazolamid miktarini tayin etmek amaciyla UV spektrofotometrik bir yontem

gelistirilerek valide edilmistir.

3.4.1. Asetazolamid icin Miktar Tayini Yontemi

Asetazolamid’in tez kapsaminda yapilan c¢alismalardan elde edilen

numunelerdeki miktari, ¢ok kii¢iik hacimdeki 6rneklerin UV spektroskopik analizi igin
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kullanilan bir cihaz olan nanodrop kullanilarak tayin edilmistir. 0,5 mg ACZ 0,1M
amonyum hidroksit (NH4OH)/PBS igerisinde ¢oziindiiriildiikten sonra 200-1000 nm
dalga boylar1 araliginda nanodrop vasitasiyla UV spektrumu alinarak maksimum
absorbans verdigi dalga boyu (Amaks=294 nm) belirlenmistir. Nanopartikiil yiikleme ve
salim ¢alismalarindan elde edilen numunelerdeki ACZ miktar1 294 nm dalga boyunda

tayin edilmistir.

3.4.2. Analitik Yontemin Validasyonu

Etkin madde miktarini tayin etmek amaciyla gelistirilen analitik yontem,
nanopartikiil yiikleme ve salim caligmalarindan elde edilen numunelerdeki ACZ
miktarini tayin etmek i¢in uygun bir yontem oldugunu kanitlamak amaciyla valide
edilmistir (264). Analitik yontemin validasyonu amaciyla validasyon parametreleri
arasindan dogrusallik (linearity), dogruluk (accuracy), kesinlik (precision),

dayaniklilik (stability) ve 6zgiilliik (specificity) parametreleri incelenmistir.

e Dogrusallik (Linearity)

Bir analitik yontemin dogrusallii, belirlenen konsantrasyon aralifinda etkin
madde konsantrasyonu ile absorbans degerleri arasindaki iliskinin dogrusal olup
olmadig1 esasina dayanmaktadir. Miktar tayini yonteminin dogrusalligini géstermek
amaciyla, 0,5mg ACZ 1000 uL 0,1M NH4OH igeren ¢oziinme ortaminda ¢oziilerek
0,5mg/mL konsantrasyonda stok c¢ozelti hazirlanmistir. Bu stok c¢ozeltiden seri
seyreltmeler ile 0,0156; 0,0312; 0,0625; 0,125; 0,25; 0,5 mg/mL konsantrasyonlarda
ACZ igeren standart ¢ozeltiler hazirlanarak (n=3) 294 nm’de absorbanslar1 6l¢iilmiis,
kalibrasyon dogru denklemi ve determinasyon katsayis1 (R?) hesaplanmistir. Elde
edilen kalibrasyon dogrusunun dogrusalliktan ayrilis 6nem kontrolii hesaplanmig ve

Olciilen absorbans degerlerinin giiven araligindaki durumu degerlendirilmistir.

e Dogruluk (Accuracy)

Bir analitik yontemin dogrulugu, o yontemle elde edilen sonuglarin gercek

degerlere yakinligin1 gésteren bir validasyon parametresidir. Analitik yonteminin
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dogrulugunu géstermek amaciyla kalibrasyon dogrusu iizerinde diisiik, orta ve yiiksek
olmak tizere {i¢ farkli konsantrasyonda (0,0156; 0,125; 0,5 mg/mL) ti¢ farkli seri ACZ
cozeltileri hazirlanarak 294 nm’de absorbanslart tayin edilmistir. Elde edilen
degerlerin %Bagil Hata ve Geri Kazanimlar1 Esitlik 1 ve Esitlik 2’ye gore
hesaplanarak yontemin dogrulugu gosterilmistir. Tayin edilen Bagil Hata (%) %2’den

diisiik olmalidir.
% Bagil Hata = (A—B) /Y x 100 (Esitlik 1)
% Geri Kazanim = A/ B x 100 (Esitlik 2)
A= Olgiilen konsantrasyon
B= Eklenen konsantrasyon

e Kaesinlik (Precision)

Analitik yontemin kesinligi, ayn1 sartlarda ve ayni yontem ile elde edilen
sonuglarin birbirine yakinhigin1 gostermek amaciyla kullanilan bir validasyon
parametresidir. Analitik yontemin giinler arasi ve giin igi kesinligini gostermek
amaciyla ti¢ farkli glinde kalibrasyon dogrusu iizerinde diisiik, orta ve yiiksek olmak
tizere ti¢ farkli konsantrasyonda (0,0156; 0,125; 0,5 mg/mL) i¢ farkli seri ACZ
¢oOzeltileri hazirlanarak 294 nm’de absorbanslar1 6l¢tilmiistiir. Elde edilen sonuglarin
% Bagil Standart Sapmasinin (Esitlik 3) %2’den diisiik olmas1 analitik yontemin

kesinliginin gostergesi olarak alinmistir.
% Bagil Standart Sapma = Standart Sapma x 100/Ortalama (Esitlik 3)
e Ozgiilliik (Specificity)
Bir analitik yontemin 06zgiilliigli, numune igerisindeki diger bilesenlerin

varliginda sadece amaglanan bilesen veya bilesenleri tayin edebilme yetenegidir.

Yontemin etkin maddeye ozgiilliigiinii géstermek amaciyla, etkin madde igcermeyen
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salim ortam1 ve nanopartikiiliin hazirlandig1 polimeri iceren salim ortaminin stok
¢Ozeltisi hazirlanarak absorbans taramasi yapilmis ve maksimum absorbans verdigi

dalga boylar1 tayin edilerek karsilagtirilmigtir.

e Dayamkhhk (Stability)

Etkin maddenin stabilitesinin (beklemeye karsi degisimi) gdsterilmesi igin
analitik yontemlerin kararlilik analizlerinin de yapilmasi gerekir. Bu amagla
kalibrasyon dogrusu iizerinde diisiik, orta ve yliksek olmak iizere ACZ’nin ¢6ziinme
ortaminda {i¢ farkli konsantrasyonda (0,0156; 0,125; 0,5 mg/mL) ii¢ farkli seri
cozeltileri hazirlanmistir. Hazirlanan ¢dzeltilerin absorbanslar1 hazirlandigi anda, 6.,
12., 24., 48., 72., 96. ve 112. saatlerde 294 nm’de oSlgiilerek, konsantrasyonlardaki

degisim, zamanin fonksiyonu olarak incelenmistir.

3.5. ACZ Yiikli Nanopartikiiler Tasiyict Sistemlerin Gelistirilmesi,

Karakterizasyonu ve Salim Calismalarinin Yapilmasi

Tez calismalar1 kapsaminda ACZ yiiklii nanopartikiiler ilag tastyici sistemler
gelistirilerek karakterizasyon (Morfoloji-Taramali elektron mikroskobu, Boyut ve
ylizey yiikii-Zeta Sizer, Fizikokimyasal Ozellikleri-Fourier Doniisimli Kizil6tesi

Spektroskopisi), salim ve degradasyon ¢aligmalari gergeklestirilmistir.

3.5.1. ACZ Yiiklii Nanopartikiiler Sistemlerin Gelistirilmesi

Tez calismalar1 kapsaminda iki farkli polimer kullanilarak nanopartikiiler ilag
tastyict  sistemler  gelistirilmistir.  Nanopartikiiler ilag tasiyict  sistemlerin
hazirlanmasinda polimer olarak PHBV ve CD kullanilmistir. Posterior segmente ilag
tasinmasi  amacityla intravitreal uygulamaya yonelik olarak  gelistirilen
nanopartikiillerin partikiil boyutunun 200-300 nm arasinda ve yiizey yiikiiniin negatif
degerlerde olmasi tercih edilmektedir (6, 278, 279). Ayrica vitreusta kalis siiresi ve
ilag salim siiresi nanopartikiiler sistemin stabilitesi tarafindan etkilendigi igin

hazirlanan sistemlerin stabilitesi dikkat edilmesi gereken bir diger parametredir. Tez
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caligmalar1 kapsaminda hazirlanan nanopartikiiler formiilasyonlar ve formiilasyon

bilesenleri Tablo 3.1’de verilmistir.

e Polimer Secimi

Goze uygulanacak nanopartikiiler sistemlerin gelistirilmesinde polimer se¢imi
onemlidir. Bu amagcla kullanilacak polimerin inert, toksik olmayan ve imiinolojik

cevap olusturmayan, biyobozunur yapida olmasi gerekmektedir (235).

e ACZ yiiklii Poli-3-hidroksibiitirat-ko-3-hidroksivalerat (PHBV)

Nanopartikiillerinin Hazirlanmasi

ACZ yiikli PHBV nanopartikiil (ACZ-PHBV-NP) formiilasyonu (Tablo 3.1)
cift emiilsiyon (W1/O1/w2) ¢oziicii-buharlastirma teknigi ile hazirlanmistir. Bu amagla
PHBV (0,3 mg) igeren diklorometan (10 mL) ¢o6zeltisi organik faz olarak
kullanilmistir. ACZ (1M) NH4OH igerisinde ¢6ziindiiriildiikten sonra organik faza
damla damla eklenmis (4 mL), ultrasonik homojenizatorde 150 W gii¢ ¢ikis ile 180
saniye siireyle sonikasyona tabi tutulmustur. ACZ iceren organik faz, aym kosullar
altinda sulu bir PVA ¢ozeltisine (40 mL) eklenmistir. Elde edilen emiilsiyon, 200 mL
PVA c¢ozeltisine ilave edildikten sonra diklorometanin tamamen ugmasini saglamak
i¢in 6 saat boyunca 900 rpm'de manyetik karistiricida karistirilmistir. Asetazolamid
iceren PHBV nanopartikiilleri (ACZ-PHBV NP) 11.000 rpm'de 4°C'de 20 dk boyunca
santrifiij edildikten sonra siipernatant ACZ konsantrasyonunun tayin edilmesi igin
saklanmis, elde edilen pellet ise {i¢ kez deiyonize suyla yikanmistir. Elde edilen
nanopartikiiller liyofilizatérde (-80°C; 0,05 mBar Basing) kurutulduktan sonra, sonraki

analizler i¢in +4°C'de saklanmuistir.

e Siklodekstrin ve Asetazolamid Yiiklii Siklodekstrin

Nanopartikiillerinin Hazirlanmasi

Siklodekstrin nanopartikiillerinin hazirlanmasinda polimer konsantrasyonu,
polimer/ila¢ konsantrasyon orani, ¢apraz baglayici orami gibi faktorler, partikiil

biiylikliigii, yiizey yiikii, ylikleme verimi ve nanopartikiillerden etkin maddenin
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salimini ve buna bagli olarak kullanim alanini etkilemektedir (259-261). Etkin madde
yuklii CD nanopartikiillere ait literatiir bilgisi taranarak, polimer/ila¢ oran1 ve diger
parametreler gézoniinde bulundurularak 4 farkli yontem kullanilmistir (Tablo 3.1.)
(285, 286).

o Yontem 1

Bu yontemde polimer olarak 2-hidroksipropil-p-siklodekstrin (2HP-B-CD)
kullanilmistir. Nanopartikiillerin hazirlanmasinda, izoforon diizosiyanat (105 pL) ve
toluen (895 uL) karigimi organik faz olarak kullanilmigtir. Su fazi1 olarak 2HP-f-CD
(120 mg) ve Tween 20 (100 pL) igeren distile su (10 mL) kullanilmistir. Su fazi
organik faza eklenerek 5 dk boyunca karistirilmis (400 rpm), elde edilen emiilsiyon
Ultrasonikprob (20 kHz; output 200 W; Bandelin, Sonopuls HD 4200, Germany) ile
1dk siireyle sonikasyona tabi tutulmustur. Elde edilen emiilsiyon manyetik
karistiricida 400 rpm'de, 4 saat boyunca karistirildiktan sonra 11.000 rpm’de 30 dk
santrifiij edilerek nanopartikiiller toplanmis ve distile su ile 3 kez yikanmistir. Elde
edilen nanopartikiiller liyofilizatorde (-80°C; 0,05 mBar Basing) kurutulduktan sonra,

sonraki analizler i¢in +4°C'de saklanmustir.

o Yontem 2

Bu yontemde Span 80 (%1) igeren diklorometan, organik faz olarak
kullanilmigtir. 2HP-B-CD (0,2 g) NaOH (0,2 M; 5 mL) i¢inde ¢6ziindiiriildiikten sonra
capraz baglayict EGDE (2mL) eklenmistir (sulu faz). Bu ¢6zelti manyetik karistirici
kullanarak 400 rpm'de 5 dk boyunca karigtirildiktan sonra 60°C’de 25 dk karistirilarak
isitilmastir. Sulu faz organik faza eklenerek 6nce Ultrasonikprob (20 kHz; output 200
W; Bandelin, Sonopuls HD 4200, Germany) ile 2 dk siireyle daha sonra manyetik
karistiricida (400 rpm) 30 dk boyunca 60°C’de karistirilmistir. Elde edilen emiilsiyon
distile suya (100 mL) eklenerek manyetik karistiricida (400 rpm, 60°C), 180 dk siireyle
karistirtlmistir. Elde edilen nanopartikiiller 11.000 rpm’de 30 dk santrifiij edilerek
toplanmis ve distile su ile 3 kez yikanmistir. Elde edilen nanopartikiiller liyofilizatorde
(-80°C; 0,05 mBar Basing) kurutulduktan sonra, sonraki analizler igin +4°C'de

saklanmustir.
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o Yontem 3

Bu yontemde %1 Span 80 igeren diklorometan organik faz olarak
kullanilmistir. Sulu fazi hazirlamak i¢in 0,2M NaOH (5 mL) i¢cerisinde HPMC (%1)
¢oziindiirilmiis ve elde edilen ¢ozeltiye 2HP-B-CD (0,2 g) eklenmistir. Elde edilen
sulu ¢ozeltiye EGDE (2 mL) eklendikten sonra 6nce manyetik karistiricida (400 rpm)
5 dk siireyle karistirilmis, daha sonra 60°C’de 25 dk boyunca karistirilarak isitilmustir.
Sulu faz organik faza eklendikten sonra ultrasonik prob ile (20 kHz; output 200 W)
60°C’de 30 dk siireyle karistirilmistir. Elde edilen emiilsiyon distile suya (100 mL)
eklendikten sonra manyetik karigtiricida (400 rpm) 60°C’de 180 dk siireyle
karistirtlmistir. Elde edilen nanopartikiiller 11.000 rpm’de 30 dk santrifiij edilerek
toplanmis ve distile su ile 3 kez yikanmistir. Elde edilen nanopartikiiller liyofilizatorde
(-80°C; 0,05 mBar Basing) kurutulduktan sonra, sonraki analizler i¢in +4°C'de

saklanmustir.

o Yontem 4

Bu yontemde %1 Span 80 iceren diklorometan organik faz olarak
kullanilmistir. Sulu faz1 hazirlamak i¢in gama siklodekstrin (yCD; 0,2 g) NaOH (0,2M;
5 mL) icerisinde ¢oziilmiistiir. Elde edilen bu ¢bzeltiye ¢apraz baglayici olarak EGDE
(2 mL) eklendikten sonra 6nce 5 dakika siireyle 900 rpm’de karistirilmis daha sonra
60°C’de 25 dk siireyle karigtirilarak 1sitilmistir. Sulu faz organik faza eklendikten
sonra ultrasonikprob (20 kHz; output 200 W) ile 30 dk siireyle 400 rpm, 60°C’de
karistirtlmistir. Elde edilen emiilsiyon100 mL distile suya eklendikten sonra 180 dk
siireyle 60°C’de karistirilmistir. Nanopartikiiller 11.000 rpm’de 30 dk santrifiij
edilerek toplanmistir ve 3 kez distile su ile yikanmistir. Elde edilen nanopartikiiller
liyofilizatorde (-80°C; 0,05 mBar Basing) kurutulduktan sonra, sonraki analizler i¢in

+4°C'de saklanmustir.

e ACZ yiiklii Siklodekstrin Nanopartikiillerin Hazirlanmasi

Etkin madde icermeyen siklodekstrin nanopartikiilleri partikiil biytkliigii,

yiizey yiki, etkin madde yiikleme verimi agisindan degerlendirilmis, elde edilen
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bulgular dogrultusunda ACZ yiiklii siklodekstrin nanopartikiillerinin hazirlanmasinda

Yontem 1’°in kullanilmasina karar verilmistir.

ACZ yiiklii CD (ACZ-CD) nanopartikiillerin hazirlanmasi i¢in ilk olarak 2HP-
B-CD/ACZ inkliizyon kompleksi (1:1) hazirlanmigtir. Bu amagla, 400 mg ACZ 10 mL
0,1M amonyum hidroksit NH4OH) igerisinde ¢6ziindiirilmiistiir. 400 mg 2HP-B-CD,
ACZ ¢ozeltisine 1:1 oraninda eklenerek 5 giin siireyle 600 rpm’de manyetik karistiric
vasitastyla kanstirilmistir. Daha sonra elde edilen ¢ozelti santrifiijlenmis ve
¢ozlinmeyen yapilar uzaklastirilarak elde edilen ¢ozelti liyofilize (-80°C; 0,05 mBar
Basing) edilmistir. Yontem 1‘e gore ACZ nanopartikiillerin hazirlanmasi agamasinda
tek fark sulu faza CD/ACZ inkliizyon kompleksi eklenmesi olup diger yontem

basamaklar1 aynen uygulanmuistir.

Tablo 3.1. Nanopartikiillerin hazirlanmasinda kullanilan yontemler ve formiilasyon

bilesenleri.
- .. . Etkin Capraz .
Nanopartikiil Yontem Polimer Madde | baglayic Organik Faz Sulu faz
PHBV Cift emiilsiyon
o ¢oziict PHBV ACZ - Diklorometan PVA
nanopartikiilleri
buharlagtirma
.. 2HP-B- Izoforon
Yontem | CD i i diizosiyanat/Toluen Tween 20
i 2HP-B- ) %1 Span-80
Yontem 2 CD EGDE /diklorometan NaOH
Siklodekstrin Yéntem 3 2HP-B- i EGDE %1 Span-80 HPMC/
nanopartikiilleri CD /diklorometan NaOH
0, -
Yéntem 4 vCD - EGDE /61 Span-80 NaOH
/diklorometan
N 2HP-B- 1zoforon
* -
Yontem 1 CD ACZ diizosiyanat/Toluen Tween 20

*ACZ yiikli siklodekstrin nanopartikiillerin hazirlanmasinda kullanilan optimum y6ntem; PHBV:Poli-
3-hidroksibiitirat-ko-3-hidroksivalerat; ACZ:asetazolamid; 2HP-B-CD:hidroksipropil-B-siklodekstrin;
yCD: Gama siklodekstrin HPMC: Hidroksi propil metilseliiloz; PVA: Polivinil alkol; EGDE:Etilen
glikol diglisidil eter

3.5.2. ACZ Yiikli Nanopartikiillerin Karakterizasyonu

Hazirlanan tiim nanopartikiillerin taramali elektron mikroskobu (SEM) ile
(Carl Zeiss, Oberkochen, Almanya) ile fiziksel ozellikleri, zayiflatilmis toplam
yansima fourier doniisiimli kizilotesi spektroskopi analizi (ATR-FTIR, Nicolet TM
ISTM 50 spektrometresi, Thermo Fisher Scientific, ABD) ile kimyasal yapisi, ve
ZetaSizer cihazi (Malvern Instruments, Model 3000 HSA, Malvern, Ingiltere) ile
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partikiil biiytikliigii, polidispersite indeksi ve yiizey yiikii analizleri gerceklestirilerek
karakterizasyon calismalar1 yapilmistir. Partikiil boyutu ve etkin madde hapsetme

verimi acisindan nanopartikiillerin hazirlanmasi i¢in Yontem 1 secilmistir.

e Taramah Elektron Mikroskopi (SEM) Analizleri

Hazirlanan nanopartikiillerin SEM analizi, 10 keV'lik bir elektron 151n1 enerjisi
ile calistirilan EVO 50 EP mikroskopu (Carl Zeiss, Oberkochen, Almanya) ile
gerceklestirilmistir.  Silikon levhalar tizerine 5 pL nanopartikiil siispansiyonu
damlatildiktan sonra azot gazi ile kurutulmus, Hassas Yiizey Asindirma ve Kaplama
Sistemi (PECS, Model 682, Gatan Inc., Pleasanton, ABD) kullanilarak 5 nm
kalinliginda altinla kaplanarak analiz i¢in hazirlanmistir. Alinan SEM goriintiisii
(20.000X) ile nanopartikiiller morfolojik 6zellikleri ve partikiil biiyiikliigii agisindan

degerlendirilmistir.

e Zayiflatilmis Toplam Yansima Fourier Doniisiimlii Kizilotesi

Spektroskopisi (ATR-FTIR) Analizleri

Hazirlanan CD ve ACZ-CD nanopartikiillerin  kimyasal o6zellikleri
zayiflatilmis  toplam yansima-fourier doniisimli  kizilotesi spektroskopisi ile
gerceklestirilmistir. Hazirlanan nanopartikiiller liyofilizatérde (-80°C; 0,05 mBar
Basing) kurutulduktan sonra, 2 mg 6rnek ATR-FTIR 06l¢lim haznesine yerlestirilmis
ve FTIR spektrumlar1 belirlenmistir. Spektrumlar, 4000 cm™ ila 600 cm™’den 16°1ik

bir ¢oziintirliikle kaydedilmistir.

e Dinamik Isik Sacilimi (DLS) Analizleri

Hazirlanan nanopartikiillerin ortalama hidrodinamik partikiil biiytikligli ve
polidispersite indeksi analizleri dinamik 1s1k sacilimi yontemiyle ZetaSizer cihazi
kullanilarak tayin edilmistir. Analiz, ultrasaf suya (viskozite: 0,8872 cP, refraktif
indeks (RI): 1,33; dielektrik sabiti: 78,5) kars1 25°C'de ve 173° geri sagilma agisiyla
gerceklestirilmistir.  1mg/mL  konsantrasyondaki nanopartikiil siispansiyonunun

elektroforetik mobilitesi Olciilerek, bu deger Helmholtz-Smoluchowski esitligiyle
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(potansiyel ve boyut degerlerine doniisimii cihaz tarafindan otomatik olarak

gerceklestirilmistir.

Nanopartikiillerin yiizey yikleri (Zeta potansiyel) Lazer Doppler Micro
elektroforez metodu ile Ol¢lilmiistiir. Hazirlanan nanopartikiiller deionize su ile
stispande edilmis (1 mg/mL), ve yaklasik 1mL 6rnek yiik 6l¢iim kiivetine konularak,
siispansiyon igerisinden elektrik akiminin gegirilmesi ile partikiil yiikii belirlenmistir.
Doppler prensibi kullanilarak elektrik alan1 uygulanan partikiillerin hizinin &l¢tiimii ile

ylizey yiikleri dl¢ilmistiir.

3.5.3. Nanopartikiillerin Degredasyon Siiresinin Belirlenmesi

ACZ-CD ve CD nanopartikiillerinin degradasyon ozellikleri tiirbidimetre
cihazi (Lovibond, TB 300, IR, ABD) ile dl¢iilmiistiir. CD ve ACZ-CD nanopartikiilleri
(n=3), fosfat tamponlu salin (phosphate buffered saline, PBS) igerisinde siispande
edildikten sonra 20 hafta siireyle farkli sicakliklarda (4°C ve 37°C) inkiibe edilmistir.
Orneklerin tiirbidimetrik absorbanslar1 haftalik olarak kaydedilmistir. Nanopartikiil
slispansiyonunun baslangi¢ absorbans degeri %100 olarak kabul edilmis ve bundan

sonraki Ol¢limler buna oranlanarak belirlenmistir.

3.5.4. ACZ Yiikleme Oraninin ve Salim Profillerinin Belirlenmesi

Nanopartikiillere etkin madde yiikleme oraninin belirlenmesi i¢in dogrudan ve
dolayli olmak iizere iki yontem kullanilmaktadir. Dogrudan yoOntemde
nanopartikiillere yiiklenen etkin madde miktar1 belirlenirken; dolayli yontemde hem
siipernatant’da hem de nanopartikiillerin yikanmalar1 esnasinda sulu ortamda kalan
ACZ miktar1 belirlenmektedir. Tez ¢aligmasi kapsaminda, ACZ yiikleme orani (Y V%)
dolayli yontem ile belirlenmistir. Bunun i¢in, nanopartikiillerin hazirlanmasindan
sonra dis fazda (siipernatant) kalan yiiklenmemis ve yikama sularindaki ACZ’nin (3
kez 10 mL distile su ile yikanmistir); ilk eklenen ACZ miktarindan ¢ikarilmasiyla
hesaplanmistir. Yiikleme verimi (YV%) Esitlik 4 kullanilarak hesaplanmustir.

YV Baslangictaki eklenen ACZ — yiiklenmemis ACZ
(v} =

Baslangictaki eklenen ACZ x 100 (ESltllk 4)
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Nanopartikiillerden ACZ salimi Franz diflizyon hiicresi kullanilarak tayin
edilmistir (Sekil 3.1.).

- Numune alinan giri
Nanopartikil Diyaliz membran RT3

yiklenen giris

Franz hiicresinde

ACZ yikli CD Franz hiicresinde
nanopartikiil aksaptor bolim
stispansiyonu

yiiklenen donor

boliim

Sekil 3.1. ACZ salim ¢alismalarinda kullanilan Franz difiizyon hiicresi.

Salim ¢aligmalar1 yar1 gegirgen diyaliz membrani1 (Molecular weight cut-off
14-12 kDa; Sigma) kullanilarak gergeklestirilmistir. Diyaliz membrani1 bir gece
onceden difiizyon ortami (PBS; pH 7,4) ile 1slatilmistir. Franz difizyon hiicresinin iki
bolmesi arasina diyaliz membrani yerlestirildikten sonra ACZ-CD nanopartikiilleri
(10mg NP) lizozim (10mg/mL) igeren PBS tamponunda (5 mL) siispande edilerek
donor boliimiine eklenmis; alict (receiver) boliimiine ise sadece 5 mL lizozim igeren
fosfat tamponu eklenmistir (Sekil 3.1.). Salim deneyleri 37+1°C'de 100 rpm karistirma
hizinda gergeklestirilmistir. Belirli zaman araliklarinda (0, 15, 30, 45, 60, 90, 120, 150,
180, 240, 300, 360 dakika, 20, 24, 26, 28, 36 saat) alic1 bolmeden 500 pL 6rnek
alinarak yerine taze tampon eklenmistir. Alinan numunelere (500pL) 0,1M NH4OH
¢ozeltisi (50 uL) eklendikten sonra absorbans degeri 294 nm'de nanodrop kullanilarak

tayin edilmistir. Salim ¢aligmalari ii¢ tekrarli ¢aligilmstir.

3.6. ACZ Yiiklii Nanopartikiiler Ila¢ Tasiyicr Sistemlerin in vitro

Sitotoksisitesinin ve Etkinliginin incelenmesi

Tez ¢aligmalar1 kapsaminda hazirlanan nanaopartikiillerin in vitro sitotoksik
etkisinin ve etkinliginin incelenmesi amaciyla Insan Retina Mikrovaskiiler Endoteliyal
Hiicre (HRMEC) hatt1 kullanilmistir. Tez ¢alismalari kapsaminda DRP hiicre kiiltiir
modellemesi ile hazirlanan nanopartikiiler sistemin in vitro KRB etkisinin incelenmesi

hedeflenmistir. Bu kapsamda TEER ve gecirgenlik testlerinin yapilmasi planlanmustir.
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3.6.1. Hiicre Kiiltiirii Calismalari

Gelistirilen ACZ-CD nanopartikiillerin in vitro sitotoksisite ve gegirgenlik
etkilerinin degerlendirilmesi amaciyla yapilan hiicre kiiltiirii ¢alismalarinda HRMEC

hatt1 (pasaj sayist: 4-5) kullanilmustir.

HRMEC, endotel hiicreleri igin spesifik Cell Systems besiyer ile kiiltiire
edilmistir. Hiicreler i¢in tam kiiltiir ortami, 500 mL besiyeri (complete medium), 5 mL
biiyiime faktorleri igeren serum (CultureBoost ™) ve Gram-pozitif ve Gram-negatif
mikroorganizmalar i¢in etkili antibiyotik (Bac-Off®) igermektedir. Hiicrelerin hiicre
kiltiir plakalar1 ve insertlerin yiizeyine tutunmasi i¢in hiicre dis1 matris reaktifi iceren

Attachment Factor™ ile kaplanmistir.

Azot tankinda -196 °C’de kryo tiiplerde muhafaza edilen HRMEC hiicreleri
(pasaj sayist: 4-5) 37°C’lik su banyosunda ¢oziindiiriilerek 4000 rpm’de 10 dK siireyle
santrifiij edilmis, dibe ¢6ken hiicreler taze olarak hazirlanan kiiltiir ortaminda stispande
edildikten sonra 25 cm?’lik T-Flask’lara aktarilmistir. Flasklar 37°C, %5 CO2 ve %95
bagil nem ortaminda inkiibe edilerek pasajlama asamasina kadar her iki giinde bir
kiiltiir ortam1 yenilenmistir. Hiicreler yogunluklari %80-90 oranina ulastiginda
pasajlanmistir. Hiicrelerin pasajlanmasinda PRG-1™ (EDTA-dPBS), PRG-2™
(Trypsin/EDTA-dPBS) ve PRG-3™ (Trypsin Inhibitor-dPBS) ¢ozeltileri
kullanilmustir. Oncelikle flask i¢indeki kiiltiir ortam1 uzaklastirilmis ve 5 mL PRG-1™
ile yikanmistir. Flask yiizeyine tutunan hiicreleri kaldirmak i¢in 5 mL PRG-2™
(Trypsin/EDTA-dPBS) ¢ozeltisi eklenmis ve 37°C’lik inkiibatorde 3 dk tutulmustur.
PRG-2™ ¢Gzeltisini inhibe etmek igin, hiicre siispansiyonuna 5 mL PRG-3™ (Trypsin
Inhibitor-dPBS) eklendikten sonra santrifiij tiipiine aktarilarak 4000 rpm’de 10 dk
stireyle santrifiij edildikten sonra dibe ¢oken hiicreler taze kiiltiir ortamu ile siispanse
edilmistir. Flasklara 5 mL Attachment Factor™ eklenmis ve 1 dk bekletildikten sonra
fazlas1 alinarak flask yiizeyinin kaplanmasi saglanmistir. Hiicre siispansiyonu 1:2

pasajlanarak yeni flasklara aktarilmis ve ¢ogaltilmistir.

On iki kuyucuklu plakaya insertler (0,4 um, polikarbonat) yerlestirilmis ve

insert yiizeyleri Attachment Factor™ ile kaplanmistir. Tripan mavisi ile HRMEC
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hiicrelerinin canli hiicre sayis1 belirlendikten sonra bir kuyucugun apikaline (iist
bolme) kiiltiir ortamindaki hiicre siispansiyonu (100.000 hiicre/500ul) bazolateral
tarafina ise 1,5 mL kiiltlir ortam1 eklenmistir. Hiicreler 37°C, %5 CO2 ve %95 bagil
nem ortaminda inkiibe edilmis ve her iki glinde bir kiiltiir ortam1 yenilenmistir.
HRMEC hiicrelerinin TEER degeri Epitel Volt/Ohm Metre (EVOM?2) ile dl¢iilmiistiir
ve esitlik 5 kullanilarak TEER degerleri belirlenmistir. TEER degerleri 20-400hm.cm?

tizerinde olan hiicreler gecirgenlik deneylerinde kullanilmistir (48).
TEER (Ohm.cm?)=(Aomek-Akontrol) XB (Esitlik 5)

A: Kuyucuktan olgiilen voltmetre degeri

B: Insertlerin yiizey alani (cell monolayer) (1,13 cm?)

3.6.2. Gelistirilen Siklodekstrin Nanopartikiillerin HRMEC Hiicre
Hattinda Sitotoksisitesinin Belirlenmesi

Calismada farkli konsantrasyonlarda serbest ACZ, etkin madde yiiklenmemis
bos CD, ACZ-CD nanopartikiillerin HRMEC hiicrelerine sitotoksik etkisi MTT testi
ile belirlenmistir. Bu amag¢ dogrultusunda doksan alti kuyucuklu plakada herbir
kuyucuk Attachment Factor™ ile kaplandiktan sonra, tripan mavisi ile boyama sonrasi
thoma lami kullanilarak canli hiicre sayist belirlenen HRMEC hiicreleri 5000
hiicre/kuyucuk konsantrasyonda eklenmis ve plakalar 37°C’de (%5 CO2ve %95 bagil
nem) inkiibe edilmistir. Hiicrelerin yilizeye tutunmasi 1sik mikroskobu ile kontrol
edilmigstir. Hiicreler kuyucuk yiizeyinin %90’nin1  kapladiktan sonra MTT

deneylerinde kullanilmistir.

Nanopartikiiller 0,45um ¢apindaki enjektor filtreleri ile filtre edildikten sonra
tiiplere alinarak 30 dk. UV 1s1k altinda sterilize edilmistir. Nanopartikiiller hiicre kiiltiir
ortamu ile seyreltildikten sonra 96 kuyucuklu plaklara farkli konsantrasyonlarda (1, 50,
100, 250 ve 500pg/mL) nanopartikiil ve serbest ACZ icerecek sekilde 200
uLeklenmistir. Plakalar 24 saat inkiibe edildikten sonra besiyeri uzaklastirilmis ve her
bir kuyucuga 200 uL. MTT reaktifi (0,5mg/mL, hiicre kiiltiir ortaminda) eklenmistir. 4
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saat inkiibasyonun ardindan kuyucuklara 200 pL 0,04 M HCI igeren saf izopropanol
ilave edilmis ve 30 dk bekletildikten sonra plak 570 nm’de mikroplak okuyucuda

okutulmustur.

MTT testleri alt1 tekrarli olarak gerceklestirilmistir. Kontrol kuyucuklarinin
(sadece HRMEC hiicrelerinin bulundugu) absorbans degerlerinin ortalamasi %100
kabul edilerek test kuyucuklarinin absorbanslar: ile mukayese edilmis ve sitotoksik

etki ylizde (%) olarak ifade edilmistir.

3.6.3. HRMEC Hiicre Kiiltiiriinde Diyabetik Retinopati Modelinin

Gelistirilmesi

HRMEC hiicre hattinda diyabetik retinopati modelinin (DRP) olusturulmasi
amaciyla literatiirde de yaygin olarak kullanilan VGEF kullanilmistir (268,269). Tez
calismalar1 kapsaminda 150 ng/mL konsantrasyonda VEGF igeren besiyeri
kullanilmistir. HRMEC hiicreleri Boliim 3.4.1.’de belirtildigi gibi kiiltiire edilmistir.
TEER 6l¢iim sonuglarina gore hiicre biitiinligi belirlendikten sonra (ortalama 40
ohm.cm?), bir insert kontrol grubu olarak (sadece HRMEC), bir insert de DRP hastalik
modeli grubu (HRMEC+VEGF) belirlenmistir. HRMEC grubunun sadece besiyeri
degistirilirken, HRMEC+VEGF grubunun besiyeri 150 ng/mL VEGF igeren besiyeri
ile degistirilmistir (0. saat). HRMEC hiicrelerinde DRP modelinin gelismesine bagh
olarak transepitelyal elektriksel direng (TEER) degerlerinde bir azalma
beklenmektedir. Bu nedenle HRMEC hiicre hattinda DRP modelinin olusmasinin
degerlendirilmesinde, TEER ol¢iimleri esas alinmistir. Besiyeri degisiminden sonra 24
saat boyunca, belirli araliklarla (4, 12, 24 ve 36 saat) TEER degerleri 6lgiilmiistiir.
Literatiirde 12 kuyucuklu inserte ekilen HRMEC hiicreleri i¢cin TEER degerinin 20-40
ohm.cm? oldugu belirtilmistir (287).

TEER c¢alismalar1 kapsaminda literatiirde acgiklandigi gibi dncelikle sadece
besiyeri igeren bir grup alinarak bu gruba TEER testi yapilmis ve elde edilen deger,
calismadaki diger gruplarin test sonuglarinin hesaplanmasinda kullanilmistir
(Kontrol). Calisma gruplarina ait TEER degerleri hesaplanirken, her bir galisma grubu
i¢in elde edilen TEER degeri 6l¢iilerek sadece besiyeri igeren (Kontrol) grubun TEER
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degerine olan farki alinmistir. Ornegin kontrol grubunun TEER degeri 220 ohm.cm?,
HRMEC grubunun TEER degeri 260 ohm.cm? olarak dl¢iilmiistiir. Kontrol grubuna
gore diizeltme yapildiktan sonra HRMEC grubu i¢in i¢in TEER degeri 45,2

ohm.cm?olarak belirlenmistir.

3.6.4. Diyabetik Retinopati Gelistirilmis Hiicre Kiiltiirii Modelinde ACZ
Yiiklii Siklodekstrin Nanopartikiiler ila¢ Tasiyic1 Sistemlerin
Etkinliginin TEER Testleri ile Degerlendirilmesi

Gelistirilen ACZ yiiklii siklodekstrinlerin in vitro etkinligini belirlemek
amaciyla DRP  gelistirilmis hiicre hatlarinda TEER degerleri  0Olgiilerek
karsilastirilmistir. TEER ¢aligmalar1 kapsaminda bes grup belirlenmistir.

Grup 1 (HRMEC), sadece saglikli HRMEC hiicre hatt1 ve besiyeri igeren
saglikli kontrol grubu olup saglikli normal KRB’nin var oldugu durumu temsil
etmektedir. Bu grubun TEER testleri sonuglari, diger gruplardan elde edilen sonuglarin

tedavi edici etkisinin olup olmadiginin yorumlanmasi asamasinda kullanilmustir.
Grup 2 (HRMEC+VEGF), DRP hastalik modelini temsil etmektedir

Grup 3 (HRMEC+VEGF+CD NP), DRP hastalik modelinde, etkin madde

icermeyen bos CD-NP uygulamasini temsil etmektedir

Grup 4 (HRMEC+VEGF+ACZ), DRP hastalik modelinde, serbest ACZ

uygulamasini temsil etmektedir

Grup 5 (HRMEC+VEGF+ACZ-CD-NP), DRP hastalik modelinde, ACZ
yukli CD-NP uygulamasini temsil etmektedir.

TEER calismalar1 kapsamininda incelenen gruplar ve calisma plan1 Tablo

3.2.’de verilmistir.
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Tablo 3.2. TEER ¢alismalar1 kapsaminda, incelenen gruplar ve ¢alisma plani.

0.Saatte ilk 24 saat 24-36. saatler 36 saat sonunda
S hiicrelerin arasinda ortama . .
Grup ismi boyunca, ortama hiicrelerin
muamele eklenen o L.
ve kodu edildisi eklenen besiverinin muamele edildigi
s besiyerinin icerigi . Y xe ortam
ortam icerigi
Grup 1 besiyeri besiyeri besiyeri besiyeri
(HRMECQC)
Grup 2 besiveri 150 ng/ml VEGF 150 ng/ml VEGF 150 ng/ml VEGF
(HRMEC+VEGF) y iceren besiyeri iceren besiyeri iceren besiyeri
Grup 3 150 ng/ml VEGF | 150 ng/ml VEGF +
(HRMEC+VEGF+CD besiyeri 150 ng/ml VEGF + bos CD NP bos CD NP igeren
iceren besiyeri -
NP) iceren besiyeri besiyeri
150 ng/ml VEGF | 150 ng/ml VEGF +
Grup 4 - 150 ng/ml VEGF -
besiyeri ) . + serbest ACZ serbest ACZ igeren
(HRMEC+VEGF+ACZ) iceren besiyeri igeren besiyeri besiyeri
HRMEC ve 150
Grup 5 150 ng/ml VEGF
(HRMEC+VEGF+ACZ- |  besiyeri 150 ng/ml VEGF 1“7 b Np ng/ml VEGF +
iceren besiyeri . . ACZ-CD NP igeren
CD-NP) igeren besiyeri besiyeri

HRMEC: Insan retina mikrovaskiiler endotel hiicre hatt;; KRB: Kan Retina Bariyeri; VEGF: Vaskiiler
endotelyal bilyiime faktorii; DRP: Diyabetik Retinopati; CD: Siklodektrin; ACZ: Asetazolamid; ACZ —
CD-NP: Asetazolamid yiiklii siklodekstrin nanopartikiil

Boliim 3.4.1.”de belirtildigi gibi hazirlanan Insan retina mikrovaskiiler endotel
hiicre hatti (HRMEC) yiizeyi hiicre baglanma faktorii ile kaplanmis 0,4 pm por ¢apina
sahip polikarbonat membran insertlere ekilerek bes gruba ayrilmis (Tablo 3.2), ve
37°C, %5 COz2 ve %95 bagil nemde inkiibe edilmistir. TEER 6l¢iim sonuglarina gore
hiicrelerin tiim yiizeyi kapladig1 belirlendikten sonra (0.saat), ilk 24 saat boyunca,
Grup 1 sadece besiyeri ile, Grup 2, 3, 4 ve 5 (DRP gruplan) ise 150 ng/mL. VEGF
igeren besiyeri ile inkiibe edilmistir. DRP gruplarinda (Grup 2-5) 24 saatlik siire
boyunca uygun araliklarla (4., 12. ve 24. saat) TEER 6l¢timleri yapilarak DRP hastalik
modelinin gelisimi teyit edilmistir. 24. saatin sonunda Grup 1, saglikli kontrol grubu
olarak, Grup 2-5 ise DRP hastalik modeli olarak belirlenmistir. 24. saatin sonunda
Grup 2, DRP hastalik modeli olarak belirlenerek sadece 150 ng/mL VEGF igeren
besiyeri ile muamele edilmeye devam edilmistir. Grup 3: 150 ng/mL VEGF ve bos
CD NP igeren besiyeri ile, Grup 4: 150 ng/ml VEGF ve serbest ACZ igeren besiyeri
ile, Grup 5: 150 ng/mL VEGF ve ACZ-CD-NP igeren besiyeri ile 12 saat siireyle (24-
36. saatler aras1) muamele edilmistir. Inkiibasyon siiresinin sonunda (36. saat sonunda)
her bir grubun TEER degerleri olgiilerek sonuglar kaydedilmistir. Gruplar arasi
karsilastirma Anova/Tukey testi ile yapilmustir.
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3.6.5. Diyabetik Retinopati Gelistirilmis Hiicre Kiiltiirii Modelinde ACZ
Yiiklii Siklodekstrin Nanopartikiiler ila¢ Tasiyic1 Sistemlerin
Etkinliginin Gecirgenlik Testleri ile Degerlendirilmesi

Diyabetik retinapatinin  patogenezinde KRB harabiyeti ve damar
gegcirgenliginin artis1 rol oynadigi i¢in (141). DRP’nin in vitro degerlendirilmesinde

hiicre gecirgenlik testleri kullanilmaktadir.

Gelistirilen ACZ yiikli siklodekstrinlerin in vitro etkinligini gegirgenlik
testleriyle belirlemek amaciyla DRP gelistirilmis hiicre hatlarinda 70 kDa FITC ile
konjuge edilmis dekstran (500 upg/mL; Fluoresein izotiyosiyanat-dekstran)

kullanilmistir. Gegirgenlik ¢alismalar1 kapsaminda bes grup belirlenmistir.

Grupl (HRMEC), sadece saglikli HRMEC hiicre hatt1 ve besiyeri igeren
saglikli kontrol grubu olup saglikli normal KRB’nin var oldugu durumu temsil
etmektedir. Bu grubun gegirgenlik testleri sonuglari, diger gruplardan elde edilen
sonuglarin tedavi edici etkisinin olup olmadiginin yorumlanmasi asamasinda

kullanilmustir.
Grup 2 (HRMEC+VEGF), DRP hastalik modelini temsil etmektedir

Grup 3 (HRMEC+VEGF+CD NP), DRP hastalik modelinde, etkin madde

icermeyen bos CD-NP uygulamasini temsil etmektedir

Grup 4 (HRMEC+VEGF+ACZ), DRP hastalik modelinde, serbest ACZ

uygulamasini temsil etmektedir

Grup 5 (HRMEC+VEGF+ACZ-CD-NP), DRP hastalik modelinde, ACZ
yiiklii CD-NP uygulamasini temsil etmektedir.

Gegirgenlik ¢aligsmalar1 kapsaminda, incelenen gruplar ve ¢alisma plan1 Tablo

3.3.’de verilmistir.



Tablo 3.3. Gegirgenlik ¢alismalar1 kapsaminda, incelenen gruplar ve galisma plani.
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0.Satte grupta ilk 48 saat boyunca, 48-96. saatler 96. saat sonunda
Grup arasinda ortama .. .
Smi yer alan ortama eklenen eklenen hiicrelerin muamele
maddeler besiyerinin icerigi LT T edildigi ortam
besiyerinin icerigi
Grup1 HRM_EC. Sadece besiyeri Sadece besiyeri HRM.EC.
Ve besiyeri ve besiyeri
HRMEC HRMEC ve
Grup 2 ve 150 ng/mL. VEGF | 150 ng/mL. VEGF 150 ng/mL VEGF
besi . 1¢ceren be51yer1 1geren bes1yer1 . . .
esiyeri iceren besiyeri
HRMEC 150 ng/mL VEGF + | HRMEC vel50 ng/mL
Grup 3 ve 150 ng/mL VEGF etkin madde VEGF + etkin madde
P besiveri iceren besiyeri icermeyen bog CD igermeyen bos CD NP
y NP igeren besiyeri iceren besiyeri
HRMEC 150 ng/ml VEGF + HRMEC ve 150 ng/ml
Grup 4 ve 150 ng/mL. \./EG.F serbest ACZ igeren VEGF + serbest ACZ
o iceren besiyeri L . o
besiyeri besiyeri iceren besiyeri
HRMEC 150 ng/mLVEGF + HRMEC ve 150
Grup5 ve 15i°e?grll ”;'QSYESF ACZ-CD NP iceren | ng/mLVEGF + ACZ-
besiyeri ¢ Y besiyeri CD NP igeren besiyeri

HRMEC: Insan retina mikrovaskiiler endotel hiicre hatt;; KRB: Kan Retina Bariyeri; VEGF: Vaskiiler
endotelyal biiyiime faktorii; DRP: Diyabetik Retinopati; CD: Siklodektrin; ACZ: Asetazolamid; ACZ-
CD-NP: Asetazolamid yiiklii siklodekstrin nanopartikiil

Boliim 3.4.1.°de belirtildigi gibi hazirlanan insan retina mikrovaskiiler endotel
hiicre hatti (HRMEC) insertlere ekilerek bes gruba ayrilmistir (Tablo 3.3.). TEER
6l¢tim sonuglaria gore hiicrelerin tiim yiizeyi kapladigi belirlendikten sonra (0. saat),
ilk 48 saat boyunca, Grup 1 sadece besiyeri ile, Grup 2, 3, 4 ve 5 ise 150 ng/mL VEGF
iceren besiyeri ile inkiibe edilmistir. 48 saat boyunca belirli araliklarla TEER degerleri
Ol¢iilerek DRP hastalik modeli gelisimi teyit edilmistir. 48 saatin sonunda Grup 1,
Saglikli Kontrol grubu olarak, Grup 2-5 ise DRP hastalik modeli olarak belirlenmistir.
48. saatin sonunda, Grup 2 sadece 150 ng/mL VEGF igeren besiyeri ile muamele
edilmeye devam edilmistir. Grup 3: 150 ng/mL VEGF ve bos CD-NP igeren besiyeri
ile, Grup 4: 150 ng/mL VEGF ve serbest ACZ igeren besiyeri ile, Grup 5: 150 ng/mL
VEGFve ACZ-CD-NP igeren besiyeri ile 48 saat daha muamele edilmistir. (48-96.
saatler aras1) (Tablo 3.3.). inkiibasyon siiresinin sonunda (96. saatin sonunda) gruplara

gecirgenlik testi yapilmistir.

e Gegirgenlik Testleri

Gegcirgenlik testleri i¢in iki kompartmanli bir sistem kullanilmistir. Bunun i¢in
12 kuyucuklu plaka i¢ine 0,4 pm por ¢apina sahip polikarbonat membrandan olusan

bir insert yerlestirilmistir. Insertlerin yiizeyi baglanma (attachment) faktorii ile
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kaplandiktan sonra HRMEC hiicreleri insertlere ekilmistir. Hiicreler eklendikten 24
saat sonra TEER degerleri Olgiilmiis ve hiicrelerin insert ylizeyini kaplayip
kaplamadiklar1 elde edilen TEER degerleri ile belirlenmistir (40 ohm.cm?). Ust
kompartmanda bulunan besi yeri (0,5 mL), ayn1 hacimde 70 kDa FITC ile konjuge
edilmis dekstran (500 pg/mL; Fluoresein izotiyosiyanat-dekstran) takip ajanini igeren
besiyeri ile degistirilmistir. 2 saat inkiibasyonun ardindan alt bolmede bulunan besiyeri
(1,5 mL) alinmis ve takip¢i ajanin konsantrasyonlart 528 nm emisyon/485 nm

eksitasyon dalga boyunda floresan okuyucu kullanilarak belirlenmistir.

Gegirgenlik c¢alismalar1 kapsaminda literatiirde agiklandigi gibi Oncelikle
sadece besiyeri igeren bir grup alinarak bu gruba gecirgenlik testi yapilmistir. Calisma
sirasinda, test sonuglarinda alt kompartmana gegen madde konsantrasyonu o ¢alisma
icin standart kabul edilmistir. Calisma kapsaminda bu grubun gecirgenlik testi sonunda
alt kompartmanda tayin edilen 70 kDa konjuge Fluoresein izotiyosiyanat-dekstran
konsantrasyonu 55,96 pg/mL’dir. Calisma gruplarinda yapilan gegirgenlik
analizlerinde, gecirgenlik degeri olarak, her bir grupta alt kompartmandan tayin edilen

referans madde konsantrasyonunun 55,96 pg/mL degerine orani alinmustir.

3.7. Gelistirilen ACZ yiiklii Siklodekstrin Nanopartikiiler ila¢ Tastyici

Sistemlerin in vivo Toksisitesinin ve Etkinliginin Incelenmesi

Tez c¢alismalart kapsaminda gelistirilen ACZ yiikli siklodekstrin
nanopartikiiler ilag tasiyict sistemlerin etkinlik ve giivenilirliginin incelenmesi
amaciyla in vivo ¢aligmalarin yapilmasi planlanmistir. Bu hedef dogrultusunda tavsan
gozlerinde DRP modeli olusturulmus ve gelistirilen ACZ-CD nanopartikiiller
intravitreal olarak uygulanmistir. Intravitreal uygulama sonrasi planlanan zaman
araliklarinda oftalmolojik muayene ve tetkikler yapilmis ve elde edilen sonuglar
degerlendirilmistir. /n vivo etkinligin degerlendirilmesinde, fundus muayenesi ve
renkli fundus fotografi (RFF), optik koherens tomografi (OKT), fundus fluoresein
anjiografi (FFA) ve fundus fluorofotometri (FFFM) tetkiklerinin sonuglari incelenmis,
toksisitesinin degerlendirilmesinde de g6z i¢i basinct Olglimii ve On segment
muayenesinin sonuglar1 degerlendirilmistir. /n vivo ¢alismalar i¢in Ankara Hastanesi

Deney Hayvanlar1 Laboratuvart Etik Kurulu’ndan 26.5.2017 tarih ve 39 sayil etik
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kurulu onayr almmustir. /n vivo calismalar Ankara Hastanesi Deney Hayvanlari
Laboratuvar1 Etik Kurulu Yonergesi’'nde belirtilmis etik ilkelere ve esaslara gore

yiriitilmustir.

Goz hastaliklarinda ila¢ etkinliginin incelenmesi amaciyla yapilacak
calismalarda farkli deney hayvanlari kullanilmakla birlikte insan goziine benzerligi
sebebiyle, siklikla onerilen ve literatiirde de yaygin olarak kullanilan deney hayvani
tavsandir (290, 291). Bu nedenle in vivo ¢alismalarda deney hayvani olarak tavsan

secilmistir.

3.7.1. Deney Havyani ve Anestezi

e Deney Hayvam

Tez kapsaminda yapilan in vivo ¢alismalarda 2-3 kg agirhiginda, disi beyaz
Yeni Zelanda (Charles River, Calco, Lecco, Italy) tavsanlar kullanilmigtir. Tavsanlara
giinliik 12 saat aydinlik; 12 saat karanlik olacak sekilde bir aydinlatma periyodu
uygulanmustir. Tavsanlar, 22+2°C sicaklikta, %55+5 bagil nem bulunan havalandirma
sistemine sahip bir ortamda 6zel olarak hazirlanmis ve her giin altlar1 temizlenen
kafeslerde tutulmustur. Deney hayvanlari, standart laboratuvar diyeti ile beslenmis ve
uygulamadan 6nce en az 2 hafta siire ile standart sartlara adapte edilmistir. Tavsanlara
yapilan tiim islemler anestezi altinda gergeklestirilmis ve planlanan zaman

araliklarinda tiim tavsanlar yiiksek doz anestezi ile feda edilmistir.

e Anestezi

Tez c¢aligmalarn1 kapsaminda gerceklestirilen deneylerde tavsanlara
uygulanacak anestezik madde veteriner hekim gozetiminde uygulanmistir. Tavsanlara
anestezik ajan olarak Xylazine (5 mg/kg) + ketamin (35 mg/kg) kombinasyonu
intramuskiiler yolla uygulanmstir. Her tavsan, enjeksiyondan 6nce tartilarak verilecek
doz hesaplanmistir. Enjeksiyondan sonra her tavsan az 1s1k goren ve sessiz ortamda 10

dk bekletilmistir.
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e Intravitreal Enjeksiyon

Intravitreal enjeksiyon, uygun cerrahi hazirhigi takiben tavsanlarin sag
gobzlerine iist temporalden, limbustan 2,5 mm uzakliktan yapilmistir. Enjeksiyondan
sonra goze subkonjoktival antibiyotik uygulanmistir (Sekil 3.2.). Enjeksiyon sonrasi
skleral giris yerine 1dk boyunca pamuk u¢lu aplikatdr ile baski yapilmistir. Enjeksiyon

sonrasi tavsanlara 5 giin boyunca topikal antibiotik uygulanmustir.

Sekil 3.2. Intravitreal enjeksiyon uygulamasi (A) Intravitreal enjeksiyon teknigi (B).

3.7.2. Tavsanlarda DRP Modelinin Olusturulmasi

Tavsanlarda DRP hastalik modeli gelistirmek i¢in literatiirde en sik tercih
edilen yontem intravitreal VEGF uygulamalaridir (289-290). Tez kapsaminda da DRP
modeli olusturmak igin, intravitreal VEGF enjeksiyonu tercih edilmistir. Literatiirde
DRP olusumu i¢in, 500 ng, 1pg, 2.5 pg veya 10 pg gibi farkli dozlarda intravitreal
VEGF uygulanmalart mevcuttur (290-293). Tez c¢alismasit kapsaminda literatiirde
siklikla kullanilan ii¢ farkli konsantrasyon se¢ilmis ve DRP grubundan 3 tavsana (6,7,8
no’lu tavsanlar) bu ti¢ farkli konsantrasyon uygulanmistir. Bu kapsamda oncelikle
tavsanlarin sag gozlerine intravitreal olarak 1pug VEGF (6 no’lu tavsan), 10 pug (7 no’lu
tavsan) ve 2.5 pg (8 no’lu tavsan) VEGF enjekte edilmesi planlanmistir (270-273).
Uygulamadan 72 saat sonra yapilan muayenelerde, tavsan gozlerinde DRP
bulgularmin gelisip gelismedigi degerlendirilmistir. DRP gelisimi i¢in, DRP
derecesinin 3 olmasi sart1 kabul edilmistir. Hastalik modeli gelisimi siirecinde elde
edilen sonuglarin detayl takip ve degerlendirilmesini saglamak i¢in 3 tavsana yapilan

uygulamalar ayni1 zamanda degil, ardisik olarak yapilmistir. Bu amacgla 6nce 6
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numarali tavsana uygulama yapilarak takip edilmis sonra 7 numarali ve en son da 8
numarali tavsan da uygulama yapilmistir. Ug tavsanda yapilan hastalik modeli
gelistirme c¢alismasinin sonucunda 72. saatte tavsan gozinde DRP derecesi 3
diizeyinde hastalik modeli gelistiren yontem segilerek c¢alismada kullanilmistir.
Calisma boyunca, tercih edilen yontemle DRP hastalik modeli gelistirilen tiim
tavsanlarda, 72. saatte yapilan muayene ve tetkiklerle DRP hastalik modelinin
gelismesi teyit edilmistir. 72. saatte yapilan dl¢limlerde, diyabetik retinopati hastalik
modeli gelismedigi izlenen tavsanlar c¢alismadan c¢ikarilmigtir. Calisma siirecinde
intravitreal VEGF diizeyini korunmak i¢in DRP olusturulmus tiim tavsanlara ilk
VEGF enjeksiyonundan itibaren 7., 14., 21. ve 28., giinlerde iv olarak 2.5ug VEGF

enjeksiyonu tekrarlanmistir.
3.7.3. In vivo Cahisma Plami ve Calisma Gruplar

Invivo ¢alismaya toplam 30 tavsan dahil edilmistir. Tavsanlar randomize, her

biri 5 tavsandan olusan 6 gruba ayrilmistir.

Grup 1 Saglkli ve hicbir uygulama yapilmayan tavsanlar saglikli goz

bulgularin1 géstermek amaciyla kullanilmigtir

Grup 2 DRP olusturulmus ve higbir tedavi uygulanmadan takip edilmis olan
tavsanlar hastaligin tedavisiz dogal seyrini gostermek amaciyla negatif kontrol grubu

olarak alinmistir

Grup 3 DRP olusturulmus ve herhangi bir tedavi edici etkinligi olmayan PBS
(100uL) intravitreal uygulanmasiyla intavitreal enjeksiyonun mekanik etkilerini
irdelemek amaciyla kullanmilmistir. Burada hedef uygulama yoluna bagh

degisikliklerin irdelenmesidir

Grup 4 DRP hastalik modeli olusturulduktan sonra intravitreal serbest ACZ
(0,5mg/100uL) uygulanan tavsanlar etkin maddenin serbest formunun uygulanmasi

ile elde edilecek etkinin irdelenmesi amaciyla kullanilmistir
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Grup 5 DRP olusturulmus ve intravitreal ACZ vyiikli CD nanopartikiil
uygulanan tavsanlar ((1mg NP/100uL; 1mg NP 0,5mg ACZ icermektedir). Burada
ama¢ tez calismalar1 kapsaminda gelistirilerek karakterize edilen ACZ yiikli
siklodekstrin nanopartikiillerin tavsan gézlerindeki etkinlik ve toksisite ¢aligmalarinin

yapilmasidir

Grup 6 DRP olusturulmus ve intravitreal bevasizumab (1,25 mg/100uL)
uygulanan tavsanlar. DRP hastalik modeli olusumundan sonra DRP tedavisinde
diinyada halen en sik kullanilan tedavi se¢eneginin uygulandigi gruptur. Bu grup

calismada pozitif kontrol grubu olarak secilmistir.

Istatistiksel incelemelerde, belli bir zamanda alinan mauyene bulgularinin
tammlanmasinda, 6l¢iim tanmm  kullanilmustir.  Olgiim, muayenenin yapilarak

bulgunun kaydedildigi zaman1 tanimlamaktadir.
1. Olgiim: Tavsan gozlerine calismanin ilk giinii yapilan kontrol muayenesidir
2. Ol¢iim: DRP hastalik modelinin gelistirilmis oldugu muayenedir

3. Olgiim: Tedavi sonras1 1. hafta muayenesidir (Grup 1, Grup 2 ve Grup 3’de
tavsanlara bu Olciim zamaninda herhangi bir tedavi uygulanmamistir ancak
gruplararas1 karsilastirmalarda ortak tanimlama kullanilmasi i¢in bu isimlendirme

tercih edilmistir)

4. Olgiim: Tedavi sonrasi 1. ay muayenesidir (Grup 1, Grup 2 ve Grup 3’de
tavsanlara bu Olciim zamaninda herhangi bir tedavi uygulanmamistir ancak
gruplararas1 karsilastirmalarda ortak tanimlama kullanilmasi i¢in bu isimlendirme

tercih edilmistir)

In vivo calismalar kapsaminda belirlenen gruplar ve takip edilmis is plan1 Tablo

3.4."te sunulmustur.
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Tablo 3.4. In vivo ¢alismalar kapsaminda belirlenen gruplar ve takip edilmis is plan.

Zaman 0. 3, 7. 10. 14. 21. 28. 31
Calisma .. . .. .. .. . .. -
grubu gin giin giin giin giin giin gin giin
Grup 1 1. 2. 3. 4.
Muayene | Muayene Muayene Muayene
1.
Grup 2 Muayene 2. VEGF 3. VEGF | VEGF | VEGF 4,
/VEGF | Muayene enj. Muayene enj. enj. enj. Muayene
enj.
1. 2.
Grup 3 Muayene | Muayene | VEGF 3. VEGF | VEGF | VEGF 4.
/| VEGF / enj. Muayene | enj. enj enj. Muayene
enj. PBS enj.
1. 2
Grup 4 Muayene Muayene VEGF 3. VEGF | VEGF | VEGF 4.
/| VEGF IACZ enj. Muayene | enj. enj enj. Muayene
enj.
1. 2.
Muayene | Muayene
Grup 5 [ VEGF [ ACZ- V;(';F Mujene VeEnC';F VeEr?F VeEnGF Mu:.ene
enj | CDNP. J- 4 I J - 4
enj.
1. 5
Grup 6 Muayene Mua;l/ene VEGF 3. VEGF | VEGF | VEGF 4,
/| VEGF /b ) enj. Muayene | enj. enj. enj. Muayene
enij. ev enj.

enj: intravitreal enjeksiyon; Muayene: On segment muayenesi, gdz ici basmci olgiimii, fundus
muayenesi ve fotograf cekimi, optik koherens tomografi, fundus florosein anjiografi ve fundus
florofotometri dlgiimleri; VEGF: Vaskiiler endotelyal biiytime faktorii; PBS: fosfat tamponlu salin;
ACZ: Asetazolamid; ACZ-CD: Asetazolamid yiiklii siklodekstrin nanopartikiil; bev:bevacizumab

1. muayene: Calismanin ilk giinii yapilmistir. Tavsan gozlerine kontrol muayenesi yapilmis sonra Grup
2, 3, 4, 5 ve 6°daki tavsanlara DRP modeli olusturmak i¢in 2.5 ng/100uL VEGF enjekte edilmistir.

2. muayene: Calismanin 3. giinii yapilnistir. Once muayene ile DRP modeli gelistigi teyid edilmis daha
sonra, Grup 2,3,4,5 ve 6’daki tavsanlara, planlanan intravitreal enjeksiyonlar uygulanmistir.

3. muayene: Calismanin 10. glinii yapilmistir. Tedavi sonrasi 1. hafta muayenesidir.

4. muayene: Caligmanin 31. giinii yapilmistir. Tedavi sonrasi 1. ay muayenesidir.

1.,2.,3. Ve 4. muayenelere ait sonuglarin istatistiksel incelemelerinde, her bir muayeneye ait veriler 1.
Olclim, 2. 6l¢lim, 3. 6l¢iim ve 4. 6l¢iim olarak tanimlanmustir.

3.7.4. Oftalmoskopik Muayene ve Tetkikler

Tavsan gozlerine her muayene esnasinda yapilacak islemlerin siralamasi
yapilarak siirecin optimizasyonu saglanmistir. Her muayene seansinda yapilan
islemler asagida belirtilen kronolojik siraya gore gergeklestirilmis ve elde edilen

sonuclar kaydedilmistir.
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e On Segment Muayenesi ve Goriintiilenmesi

On segment muayeneleri islem oncesi ve islem sonrasi planlanan zaman
araliklarinda tasiabilir el biyomikroskobu (Hawk Eye, Dioptrix, Fransa) ile yapilarak
on segment yapilar1 degerlendirilmis ve on segment fotograflar1 ¢ekilmistir (Sekil
3.3.). On segment muayene bulgulari, enfeksiyon, inflamasyon ve kanama varlig

acisindan takip edilmistir.

Sekil 3.3. Tavsanlarin elde tasinabilir dijital biyomikroskobu ile ©on segment
muayenesi ve goriintiillenmesi.

e Goz ici Basina Olgiimii

Goz i¢i basing dlgiimleri tasinabilir tonometre (Tono-Pen AVIA Tonometre)
cihaz1 ile yapilmistir. Bu amagcla tavsanlar 6l¢limden 6nce 10 dk sakin ve sessiz bir
ortamda bekletildikten sonra topikal anestezi uygulanmistir. Goz kapaklarinin nazikge
acilmasinin ardindan tonometre cihazi santral korneaya hafifce temas ettirilerek
Olctimler alinmistir. Cihaz 10 6l¢iim sonucunda ortalama degeri sonug dl¢liimii olarak
kabul ettiginden her bir 6l¢iimde 10 6l¢iim yapilarak 6l¢iim sonuglari olusturulan veri

cizelgesine kaydedilmistir (Sekil 3.4.).



86

Sekil 3.4. Tavsan goziine tonometre cihazi ile goz i¢i basinci 6lgiimleri (A ve B).

e Gozbebegi Dilatasyonu (Midriasis)

Arka segment muayenesi, fundus fotografi ¢ekilmesi, OKT, FFA ve FFFM
tetkikleri oncesinde, tavsanlarin sag goézleri dilate edilmistir. Bu amagla islemden
yaklagik 15 dk dnce tavsanin goz bebegine fenilefrinhidrokloriir (%2,5) ve tropikamid
(%0,5) g6z damlalar1 topikal olarak uygulanmistir.

e Fundus Muayenesi ve Renkli Fundus Fotografi Cekilmesi

Tavsanlara yukarida belirtildigi sekilde anestezi uygulamasinin ve goz
bebeklerinin dilate edilmesinin ardindan fundus muayenesi yapilmis ve RFF
cekilmistir (Sekil 3.5.) (Envisu R2310; Bioptigen, SD-OCT; Leica Microsystems,
Wetzlar, Germany). Cekimlerde, tavsan goziine 6zel Retina Lensi (Bioptigen, Envisu)
kullanilmigtir. Fundus muayene bulgulari, yeni damar olusumunun gerileme paternine
gore degerlendirilmistir. Yeni damar olusumunun gerileme paterninin derecelendirme

skalas1: (145)

Derece 1: Yeni damar olusumunun tam gerilemesi
Derece 2: Yeni damar olusumunun kismi gerilemesi

Derece 3: Yeni damar olusumunda gerileme izlenmemesi

e Optik Kohorens Tomografi

OKT, retina dokularindan yiiksek ¢oziiniirlilkte goriintii almaya imkan veren,

tekrarlanabilir ve girisimsel olmayan bir goriintiileme teknigidir. DRP’de makiila
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tabakalarinda 6dem gelisimine bagli olarak makiilanin kalinlik 6l¢iimleri artar. Tavsan
goziinde tam bir makiila mevcut degildir, fakat insandaki makiila ile benzer 6zellikler
goOsteren, area santralis veya gorsel ¢izgi (visual streak) olarak adlandirilan bolge
mevcuttur. Area santralis, histolojik olarak retinanin diger bdlgelerinden farkli
olmakla birlikte fundus muayenesinde fark edilmez. Tavsan godzlerinde retina
hastaliklarinin degerlendirildigi calismalarda area santralisten alinan OKT goriintiileri
kullanilmaktadir (294-296). Calisma kapsaminda, tedaviye cevabin incelenmesinde,
vaskiiler gecirgenlik parametresinin degerlendirilmesinde de makiila kalinlik
Ol¢timlerindeki degisiklikler incelenmistir (299). Tablo 3.4’te sunulmus olan is planina
uygun olarak yapilan 6l¢limlerde elde edilen makiila kalinlik 6l¢timleri, istatistiksel

olarak degerlendirilerek gruplar arasindaki farklar incelenmistir.

OKT goriintiileri, spektral domain OKT (Envisu R2310; Bioptigen, SD-OCT;
Leica Microsystems, Wetzlar, Germany) cihaz1 ile g¢ekilmistir (Sekil 3.5.). Cihaz,
32.000 A-tarama hizina, 1,6 p aksiyel ¢oziiniirliige sahip, tavsan goziine 6zel iiretilmis
bir OKT cihazidir. Her bir ¢ekim protokolii, area santralisi merkez alan 12x12 and 6x6
mm hacim taramalarindan olusmaktadir. OKT taramalari, area santralis optik diskin
inferiorunda yer alan merkezindeki alandan alinmistir. Her bir ¢ekim igin area
santralisin merkezi alanindan alinan OKT kesitlerinde, optik disk siirinin 2, 3 ve 4
mm uzagindan ve her {i¢ noktada optik disk merkezi ve 1 mm sag ve 1 mm soldan
olmak iizere liger noktadan makiila kalinlik Slglimii yapilmistir ve sonuglar veri

cizelgesine kaydedilmistir (295, 296).
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Sekil 3.5. Tavsan goziinde RFF ve OKT cekimi.

e Fundus Florosein Anjiyografi

FFA incelemesinde temel prensip, intravendz yolla sistemik dolasima
uygulanan fluoreseinin, 6zel cihazlar yardimiyla goriintiilenerek go6ziin damar
yapisinin incelenebilmesidir. Saglikli tavsanlarda sistemik dolasim araciligiyla
retinaya gelen fluoresein KRB’den gegemeyeceginden damar iginde kalir ve FFA
incelemesinde sadece damarlarin igindeki fluoresein goriilebilir. Diyabetik retinopati
gibi KRB hasar1 gelismis tavsanlarda ise bariyer fonksiyonu bozuldugundan damar
gecirgenligi artar ve fluoresein damar disina sizar (27). FFA incelemesinde damarlarin
disinda, retina dokusunda ve vitreusta fluoresein sizintisi gériiniir ve bu goriinti KRB
hasarini gosterir. FFA goriintiilerinin incelenmesinde damar digina sizan fluoreseinin
miktari, KRB harabiyetinin ciddiyeti ile orantilidir. FFA incelemeleri, Tablo 3.4.’de
belirtilen 6l¢iim zamanlarinda, dijital fundus kamara (Phoenix ICON™, Pleasanton,
CA, USA) ile gergeklestirilmistir. FFA i¢in 0,5 mL %10’luk sodyum fluoresein
(Alcon, Worth, TX, USA) tavsanlarin marjinal kulak veninden verilmis ve takibeden
5-6 dakikalik siirecte her 2-3 saniyede bir fotograflar alinmustir.
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FFA gorintiileri, retina damarlarindan olan fluoresein sizintisinin miktarina
gore asagida verildigi sekilde derecelendirilmis ve sonuglar istatistiksel olarak

degerlendirilerek gruplar arasindaki farklar incelenmistir (27, 297, 298).

Derece 1: Normal retina damar yapisi, retina damarlarinda, intravaskiiler

fluoreseinin goriiniimii

Derece 2: Hafif diizeyde fluoresein sizintisi; optik disk ve retina damar

yapisinin izlenmesine izin veren fluoresein sizintisi

Derece 3: Belirgin diizeyde fluoresein sizintisi; optik disk ve retina damar

yapisinin kismi olarak degerlendirilmesine izin veren fluoresein sizintisi

Derece 4: Ciddi diizeyde fluoresein sizintisi; optik disk ve retina damar

yapisinin degerlendirilmesine izin vermeyecek derecede fluoresein sizintisi

e Fundus Fluorofotometri

FFFM incelemesinde temel prensip, KRB harabiyetinin, vitreustaki fluoresein
konsantrasyon degisimine bagli olarak degerlendirilmesidir Diyabetik retinopatide
gelisen KRB harabiyetinin derecesine bagli olarak, vitreustaki fluoresein miktari
artarken, tedavi sonrasi tekrar normal diizeyine yaklasir (299). Fundus Fluorofotometri
Olciimleri, Tablo 3.4’te gosterilen Ol¢lim zamanlarinda 0,5mL %10’luk sodyum
fluoresein (Alcon, Worth, TX, USA) tavsanlarin marjinal kulak veninden
uygulanmasindan 60 dk sonra Fluorotron Master (Ocumetrics, Mountain View, CA)
cihazi kullanilarak olgiilmistiir (Sekil 3.6.). Calisma kapsaminda dnce FFA tetkikleri
yapilmus, gerekli zaman arali1 gectikten sonra FFFM dl¢limleri yapilarak, tavsanlara
2. kez fluoresein verilmemistir. Fluorofotometrik veriler, floresan birimlerinde
sunulmus ve retinadan korneaya optik eksen boyunca bir dizi farkli Olglimleri
gostermistir. Veriler Microsoft Excel'de cizilmis ve egri altindaki alan (AUC)
Olgiilmiistir (299). Her bolme igin AUC, OriginPro yazilimi kullanilarak

hesaplanmistir. Kan retina bariyer fonksiyonunun degerlendirilmesinde, parametre
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olarak, vitreustaki fluoresein miktarinin saglikli gézlerden alinan Gl¢limlere orani
dikkate alinmistir (279).

Sekil 3.6. Tavsanlarda FFFM olgtimleri.

3.7.5. istatistiksel Analiz

Altr farkli gruba iliskin 4 bagimli 6l¢iim diizeyinde DRP ve FFA dereceleri
siral1 kategorik olarak degerlendirildigi i¢in bu degiskenlerin zamana ve gruplara bagl
degisimi, uzunlamasina verilerde parametrik olmayan yontem olan FI1-LD-F1
tasarimlari kullanilarak analiz edilmistir. F1-LD-F1 tasarim i¢in, 6rneklem biiytikliigii
200°den kiigiik oldugundan ANOVA tipi istatistik kullanilmistir.  Verinin
Ozetlenmesinde marjinal goreli etkiler ve parametrik olmayan istatistikler
kullanilmigtir. Marjinal goreli etki, bir gruptan/bir zamanda segilen rasgele bir
gbzlemin zaman ya da gruptan bagimsiz rasgele secilen bir gézlemden goézlem
degerinin yiiksek olma olasiligidir. DRP ve FFA degiskenleri igin, her bir grupta
zamanlar arasindaki ikili farkliliklar LD-F1 tasarimlarla test edilmistir. Her bir
zamanda gruplar arasi1 farklilik ise Jonckheere-Terpstra testi ile degerlendirilmistir.
F1-LD-F1 tasarimlar i¢in analizler R yazilimindaki “nparLD” kiitiiphanesi
kullanilarak elde edilmistir (300).

FFFM degiskeni icin 1.6l¢time gore diger Ol¢limlerin artig diizeyleri yiizdeler
olarak hesaplanmis, her bir grup i¢in 1.6l¢lime gore hesaplanan yiizdelik degisim
egrilerinin en iyi uyum gosterdigi egri, egri kestirim yontemi ile belirlenmistir. Bu
egriler i¢inden en fazla degisim gdsteren egri ise uyum iyiligi istatistiklerinden biri

olan Kolmogorov-Smirnov test istatistigi ile belirlenmistir. OKT degiskeni igin her bir
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Octimle diger Olglimler arasindaki farklarimin degerlendirilmesinde Wilcoxon test
istatistigi kullanilmistir. GIB Glgiimlerinin her bir grupta zamana bagl degisimleri
Friedman test istatistigi ile degerlendirilmistir. FFFM, OKT ve GIB degiskenlerine
iligkin hipotezleri test etmede ise SPSS 20.0 paket programi kullanilmigtir (301). Tiim
ikili  karsilagtirmalart  yorumlamak i¢in Bonferroni diizeltmeli p degerleri
kullanilmistir. Istatistiksel hipotezleri test etmek icin Tip-I hata diizeyi 0,05 olarak

alinmistir.
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4. BULGULAR

Tez calismasina iligkin bulgular dort ana baslik altinda asagida 6zetlenmistir,

1) Analitik yontem gelistirilmesi ve yontem validasyon ¢alismalar1

il) Asetazolamid  yiiklii =~ nanopartikiiler ~ sistemlerin  hazirlanmasi,

karakterizasyonu ve salim ¢aligmalari,

iii) Gelistirilen nanopartikiiler ilag¢ tasiyici sistemlerin in vitro sitotoksisitesi ve

etkinliginin incelenmesi

iv) Gelistirilen nanopartikiiler ilag tastyici sistemlerin in vivo toksisitesi ve

etkinliginin incelenmesi.
4.1. Asetazolamid i¢cin Miktar Tayini Yontemi ve Yontem Validasyonu

e Asetazolamid’in Ultraviyole (UV) Spektrumu

Etkin madde yiikleme ve salim ¢aligmalarinda ACZ’nin miktar tayini ve islem
etkinligi i¢in, 0,5 mg ACZ’nin 0,1M NH4OH/PBS igerisinde ¢6zeltisi hazirlanarak
200-1000 nm dalga boyu araliinda spektrumlar1 alinmig ve maksimum absorbans

verdigi dalga boyu 294 mn olarak tayin edilmistir (Sekil 4.1.).

Test Name: ACZ-tarama Date: 21.11.2018 Time: 15:03:

Absorbance spectrum

Chart Settings... ~ []Show Legend

Absorbance Spectrum

oo

i}

220 240 260 280 300 330 340 360 3B/0 400 420 440 460 430 SO0 520 S40 560 580 600 620 6d0

Ba

Wavelengths... | () Show Ranges [0 Show crosshair for active curve ( X1 Blank corrected - Spectrum - A1L )

New Range (& Mouse Zooming

Sekil 4.1. Asetazolamidin (0,5mg/mL) 0,1M NHsOH/PBS igerisinde hazirlanan
¢ozeltisinin 220-600 nm dalga boylar1 araliginda UV spektrumu.
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e Dogrusallik (Linearity)

Salim caligmalarinda kullanilmak tizere ACZ’nin standart kalibrasyon grafigi
hazirlanmistir. Bu amagla Boliim 3.4.2.°de belirtildigi sekilde ACZ stok ¢ozeltisinden
hareketle seri seyreltme yapilarak ¢ozelti serileri hazirlanmis ve 294 nm’de
absorbanslar1 tayin edilmistir. Konsantrasyona karsi absorbans grafigi cizilerek
regresyon analizi ile kalibrasyon denklemi ve dogrusu elde edilmistir. ACZ’nin 0,1M
NH4OH ¢ozeltisi ile yapilmis olan spektrofotometrik miktar tayini yontemine ait

kalibrasyon dogrusu ve denklemi Sekil 4.2.’de sunulmustur.

1,4 -
y = 2,5637x + 0,0255
12 - R2=0,99349

Absorbans

0 0,1 0,2 0,3 04 0,5 0,6

Konsantrasyon (mg/mL)

Sekil 4.2. ACZ’nin0,1M NH4OH/PBS ¢ozeltisindeki kalibrasyon dogrusu ve denklemi
(Amax=294 nm; X £ SS: n=3).

Elde edilen kalibrasyon dogrusu ile, 0,0156-0,5 mg/mL konsantrasyon
araliginda konsantrasyon ile absorbans arasindaki iliskinin dogrusallig1 determinasyon
katsayisinin 1’e yakin olmastyla kanitlanmustir (R?=0,99349; y-intersept= 0,0255;
egim=2,5637).
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e Dogruluk (Accuracy)

ACZ miktar tayini yonteminin dogrulugunu gostermek i¢in Bolim 3.1.°de
anlatildig1 gibi ACZ’nin 3 farkli ¢6zelti serisi iizerinden yapilan analizlerden elde
edilen sonuglar Tablo 4.1.’de sunulmustur. Geri kazanim analizlerde sirasiyla
%101,05; %100,82 ve %101,06 olarak bulunmustur. % Bagil Standart Sapma ise

analizlerde %1,5ten diisiik bulunmustur.

Tablo 4.1. ACZ miktar tayini i¢in giin i¢i dogruluk sonuglar1 (X £ SS; n=6).

- - o .
Korllzszlr?trgs]yon K-I;?l)gg]n'lczrig;gn 7o Geri Kazamm Sfaggg;lt
(mg/mL) (mg/mL) Sapma
0,0156 0,016 + 0,0005 101,06 + 3,2 1,07
0,125 0,126 +0,00263 100,82 £2,1 0,82
0,5 0,505 +0,01125 101,05 +2,24 1,05

X: Ortalama, SS: Standart sapma

e Kaesinlik (Precision)

ACZ miktar tayin yonteminin giin i¢i ve giinler aras1 kesinligini gostermek i¢in
Boliim 3.2°de anlatildigi gibi ACZ’nin 3 farkli konsantrasyonda c¢ozelti serileri
tizerinden yapilan analizlerden elde edilen sonuglar Tablo 4.2. ve Tablo 4.3.’de
sunulmustur. % Bagil Standart Sapma giin i¢i ve giinler aras1 analizlerde %1,5’ten

diisiik bulunmustur.

Tablo 4.2. ACZ miktar tayin yonteminin giin igi kesinlik sonuglari (n=6).

Eklenen Konsantrasyon Tayin Edilen Bagil Standart Sapma
Konsantrasyon
(mg/mL) o * (%)
(mg/mL) (X £ SS)
0,0156 0,0133 +0,0001 0,85
0,125 0,1207 £0,0014 1,17
0,5 0,4970+ 0,0047 0,95

X: Ortalama, SS: Standart sapma
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Tablo 4.3. ACZ miktar tayin yonteminin giinler aras1 kesinlik sonuglar1 (n=6).

Eklenen Konsantrasyon KTayln Edilen Bagil Standart Sapma
onsantrasyon
(mg/mL) % * (%)
(mg/mL) (X £ SS)
0,0156 0,0137 +0,0003 1,3
0,125 0,123 +£0,0016 1,26
0,5 0,498 + 0,0006 0,11

X: Ortalama, SS: Standart sapma

o Ogzgiilliik (Specificity)

ACZ Olglim yonteminin Ozgilliglinii gostermek i¢in bolim 3.4.2.°de

anlatildig1 gibi etkin madde icermeyen salim ortaminin (PBS-NHsOH-Lizozim) ve

nanopartikiillerin hazirlandigi CD igeren salim ortaminin (PBS-NH4OH-Lizozim-CD)

absorbans taramasi yapilmig, ve ACZ’nin pik verdigi 294 nm dalga boyunda pik

saptanmamustir (Sekil 4.3.).

Test Name: PBS-Amon.-CD tarama
ID1: PBS-Amon.-CD Tarama
Absorbance spectrum

Date: 31.03.2021 Time: 09:49:42

Chart Settings... = []Show Legend A
Absorbance Spectrum
1
o
o
Q
0
Q
240 280 320 360 400 440 480 520 S60 600 6540 680 720 760 800 840 880 20 960 1000 a
i Waveleng! ()

Wavelengths... | O Show Ranges
New Range | @ Mouse Zooming

Test Name: PBS-Amon.-CD tarama

ID1: PBS-Amon.-CD Tarama

Absorbance spectrum

Chart Settings... | [JShow Legend

1

(] Show crosshair for active curve ( X1 Raw Data - Spectrum - C10 )

Absorbance Spectrum

Date: 31.03.2021 Time: 09:49:42

aQ
o
Q
o MMMM\WWW =
240 280 320 360 400 440 480 520 S60 600 640 680 720 760 800 840 880 020 960 1000 o
i Wavelet ()
Wavelengths... | O Show Ranges L] Show crosshair for active curve ( X1 Raw Data - Spectrum - C10 )

New Range | @ Mouse Zooming

Sekil 4.3. Etkin madde igermeyen salim ortaminin (A) ve CD igeren salim ortaminin

(B) UV spektrumlari.
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e Dayanikhlik (Stability)

Nanopartikiillerin kullaniminda ve analizinde yasanabilecek gecikmeler g6z
Oniine alinarak, ACZ’de beklemeye kars1 meydana gelecek absorbans degisimlerini
belirlemek amaciyla Boliim 3.4.2.”de anlatildig1 gibi dayaniklilik (stabilite) ¢alismalari
yapilmustir. Elde edilen sonuglar Tablo 4.4.’te sunulmustur. % Bagil Standart Sapma
tiim analizlerde %?2’den diisiik bulunmustur. Bu sonuglar, ACZ’in nanopartikiillere

yiiklendigi ve analiz edildigi siire boyunca dayanikli oldugunu gostermektedir.

Tablo 4.4. ACZ nin miktar tayin yontemi igin stabilite test sonuglari (X+ SS; n=6).

Eklenen Tayin Edilen Bagl Standart
Konsantrasyon Zaman (saat) Konsantrasyon Sapma (%)
(mg/mL) (mg/mL)
0 0,0151 £ 0,0038
6 0,0152 £ 0,0007
12 0,0153 + 0,0009 144
0,0156 24 0,0153 + 0,0007 ’
48 0,0157 + 0,0008
72 0,0156 £ 0,0002
96 0,0155 + 0,0020
0 0,126 + 0,007
6 0,122 +£0,0011
12 0,121 + 0,0006
0,125 24 0,124 + 0,0009 1,42
48 0,121 + 0,0004
72 0,123 + 0,0006
96 0,125 + 0,0042
0 0,505 + 0,0088
6 0,497 £ 0,0014
12 0,495 + 0,0015
0,5 24 0,495+ 0,0011 0,83
48 0,496 + 0,0010
72 0,496 + 0,0008
96 0,502 + 0,0046

X: Ortalama, SS: Standart sapma
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4.2. Asetazolamid Yiikli Nanopartikiiler Sistemlerin Gelistirilmesi,

Karakterizasyonu ve Salim Cahsmalarinin Yapilmasi

4.2.1. ACZ-PHBYV ve ACZ-CD Nanopartikiillerin Gelistirilmesi

Tez kapsaminda boyut, polidispersite indeksi, zeta potansiyel ve yiikleme
verimi agisindan goz uygulamalari igin en uygun olan nanopartikiilii hazirlamak igin
farkl1 secenekler denenmistir. Bu amagcla, iki farkli polimer (PHBV ve CD)
kullanilmistir. CD bazli nanopartikiiler sistemlerin gelistirilmesinde en uygun yontemi
belirlemek amaciyla 4 farkli hazirlama yontemi ile farkli formiilasyonlar denenmis ve

iclerinden tez amacina en uygun formiilasyon se¢ilmistir.

¢ Poli-3-hidroksibiitirat-ko-3-hidroksivalerat (PHBV) Nanopartikiillerin

Gelistirilmesi

Hazirlanan PHBV nanopartikiillerin, SEM incelemelerinde 342+ 5.359 nm
boyutlarinda, %49,41 yiikkleme verimine sahip oldugu tespit edilmistir (Sekil 4.4.).
Hazirlanan ACZ-PHBYV nanopartikiiler sistem, tez kapsaminda amaglanan yiikleme
oranin1 karsilayamadigi i¢in CD bazli nanopartikiiler sistemlerin gelistirilmesi

planlanmustir.

@ o @

() ‘\j\')} i ,\7_‘ . (/ ;
AN g 5 /-,-I(Qm;‘ 24489 n

D2 =32256nm 2

Q

5 =354.34 nm

@ T s7 0

— \
SEM HV: 7.0 kV WD: 5.10 mm

View field: 6.24 pm Det: In-Beam SE 1pm

SEM MAG: 33.3 kx Date(m/dly): 11/19/18

Sekil 4.4. Gelistirilen ACZ-PHBYV nanopartikiillerin SEM goriintiisii.
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Tez kapsaminda, CD nanopartikiillerin gelistirilmesinde ve optimizasyonunda
dort farkli yontem kullanilmistir (Tablo 4.5.). Farkli yontemlerle gelistirilen
siklodekstrin nanopartikiillerin SEM incelemeleri yapilarak boyutlari incelenmistir
(Sekil 4.5.). DLS yonteminde parametre degisikliklerinin ortalama nanopartikiil

capina ve verimliligine etkisi incelenmistir.

Osteimiay): 1171829 Det: 52 GAIAS TESCAN oy v 5.0 AV 2 o OGAIA) TEBCAN
- e 17
View tisdd: 4.13 pm Wi 400 1 pm L1 view netd 4,98 ym

- > n y
SEM MAQ: $0.0 fox WO: 2.78 s HUMITEX L] 86M MAG: 50.0 kx  Dase(mv LGl T

&

BEM WV A0 AV QA TESCAN
View flobd 273 pem  Det: b - [T

weraren | |

Sekil 4.5. Farkli yontemlerle gelistirilen (A: Yontem 1, B: Yontem 2, C: Yontem 3,
D:Yontem 4) siklodekstrin nanopartikiillerinin SEM goriintiisii.



99

Tablo 4.5. Gelistirilen NP’lerin boyut dagilimlar1, polidispersite indeksleri (PDI) ve
zeta potansiyel degerleri (X+ SS; n=3).

Polimer Zeta
Nanopartikiil Yontem /Etkin Boyut (nm) PDI potansiyel
Madde (mV)
ift emiilsiyon
PEEV ¢ coziic PHBV | 342+5.359 06231‘; -18,7+0.627
buharlagtirma '
Yéntem 1 2HP-B-CD 195,145,05 | 0,193+0,02 | -9.73%1,19
Yéntem 2 2HP-B-CD 513,8+17,3 | 0,421+0,089 | -25.2+0.4
CD Yéntem 3 2HP-B-CD 1760+59 0,6+0,1 -34.7+0,6
NP Yéntem 4 yCD 66224242 | 0,531£0,035 | -19,9+1,5
Yontem 1% CZS/FXE_Z 238+16 0,160,018 | -16,8+3.94

*optimum siklodekstrin hazirlama yontemi; PHBV: Poli-3-hidroksibiitirat-ko-3-hidroksivalerat; ACZ:
asetazolamid 2HP-B-CD: hidroksipropil-B-siklodekstrin; yCD: Gama Siklodekstrin

Dort farkli yontem kullanilarak hazirlanan siklodekstrin nanopartikiiller
incelendiginde hem boyut olarak hem de yiikleme verimi agisindan Yontem 1 ile
hazirlanan nanopartikiillerin tez Oneri amaglarim1 karsiladigi goriilmektedir. Bu
nedenle ACZ yiiklii siklodekstrin nanopartikiillerin hazirlanmasinda Yontem 1

kullanilarak gelistirilen nanopartikiiller kullanilmistir.
4.2.2. ACZ-CD ve CD Nanopartikiillerin Karakterizasyonu

Gelistirilen nanopartikiillerin fiziksel 6zellikleri taramali elektron mikroskobisi
(Carl Zeiss, Oberkochen, Almanya) ile kimyasal yapisi fourier doniisiimii kizilGtesi
spektrometresi (FTIR, Nicolet TM ISTM 50 spektrometresi, Thermo Fisher Scientific,
ABD) ile ve polidispersite indeksi analizleri Zeta Sizer cihazi (Malvern Instruments,
Model 3000 HSA, Malvern, Ingiltere) ile gerceklestirilerek karakterizasyon

caligsmalar1 yapilmstir.

e FTIR Analizi

Gelistirilen asetazolamid yiiklii 2HP-B-CD nanopartikiillerin (ACZ-CD-
NP’lerin) molekiiler bag karakterizasyonunu degerlendirmek igin kizilGtesi
spektroskopi (IR) yontemi kullanilmistir. ACZ, CD-NP ve ACZ-CD-NP’lerin 4000-
600 cm™ dalga sayis1 araligindaki FTIR spektrumlari Sekil 4.6.’da verilmistir.
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ACZ-CD-NP’lerin FTIR spektrumunda, 1622 cm™ (C=0) ve 1384 cm™ (-CH3)
dalga boylarinda karakteristik pikler gozlemlenmistir. Bu pikler, ACZ-CD-NP’lerin
yapisinda bulunan ACZ’den kaynaklanmaktadir. 1084 cm™ ve 1017 cm™ dalga
boylarinda gozlenen pikler sirasiyla 2HP-B-CD yapisindaki C-O ve C-H gerilme
titresimlerine karsilik gelmektedir. 1652 cm™’deki pik ise CD yapisindaki H-O-H
gerilme titresimine baghdir. 2925 cm™’deki baskin absorpsiyon, C-H simetrik ve
asimetrik gerilmesinin gostergesidir. 3350 cm™’deki genis bant ise 2HP-B-CD
yapisinda bulunan O-H gerilmesine karsilik gelmektedir (266). Elde edilen
karakteristik pikler literatiir ile uyumludur (283).

ACZ\

TN AT
\ ~ / | el
TAd J\ J \M W\ /\/\wa e \,

CD/ACZ complex

Ay wm

%T

ka\D /,\\/F’ T AT T \ \ [WWW
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4000 3000 2000 1000
Wavenumbers (cm-1)

Sekil 4.6. ACZ, CD/ACZ kompleks, CD ve ACZ-CD-NP’lerin FTIR spektrumlari
(CD-NP: etken madde igermeyen bos siklodekstrin nanopartikiil; ACZ-CD-
NP: Asetazolamid vyiikli siklodekstrin nanopartikiil; FTIR: fourier
doniistimii kizil6tesi spektrometresi)

e Dinamik Isik Sacilimi (DLYS)

Yontem 1 kullanilarak hazirlanan ACZ-CD-NP’lerin DLS yontemi ile tayin
edilen partikiil biyiikliigli ve zeta potansiyel dagilim profilleri Sekil 4.7.°de
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sunulmustur. Hazirlanan ACZ-CD-NP’lerin ortalama partikiil biiyiikligi 238+16nm,
zeta potansiyeli -16,8+3.94 mV ve PDI degeri 0,16+0,018 olarak bulunmustur (Tablo

4.5.).

Sample Details

Sample Name:
S0P Mame:
General Notes:

20201104 CD NP DW 1

mansettings.nana

File Mame: musteridosyasidta Dispersant Mame: Water
Record Number: 208 Dispersant RI: 1,330
Material RI: 1,52 Viscosity (cP): 0.8372
Material Absorbtion: 0,010 Measurement Date and Time: 4 Kasim 2020 Gargamba 16:1...
System
Temperature (*C): 25.0 Duration Used (s): &0
Count Rate (keps): 372.1 Measurement Position (mm): 5,50
Cell Description: Clear disposable zeta cell Attenuator: 5
Results
Size (d.nm): % Intensity: 5t Dev (d.n...
Z-Average (d.nm): 2380 Peak1: 2668 98,9 106,86
Pdi: 0,160 Peak 2: 5010 1.1 BOZ,9
Intercept: 0933 Peak 3: 0,000 0.0 0,000
Result quality : Good
Siza Distribution by Intensity
B 4 44t L4 LA e kA A A AL e AL e e e FIRETRIRI PR NIV RIR O
121 o .Il'f..",ll.
- | \
Ew:. seefeeeh
| !
E Bhrrrrr i e TOF LERN .|I ...........
= I - |I |
E B cleefe II
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B -1.: . |'I ',I
3t T I". ..........
| il \
o . : -+ = -
0.1 1 10 100 1000 10000
Size (dnm)
——  Recond 208: 20201104 CDNPD’W1|




102

Sample Details
Sample Mame: 20201104 ACZ CD MNP DW 1 B
S0P Mame: mansettings.nano

General Notes:

File Mame: musteridosyasi.dis Dispersant Mame: Water
Record Number: 214 Dispersant Rl: 1,330
Date and Time: 4 Kasim 2020 Cargamba 16:28:27 Viscosity (cP): 08872
Dispersant Dlelectric Constant: 78,5

System
Temperature (*C): 250 Zeta Runs: 12
Count Rate (keps): 2015 Measurement Position (mm): 2,00
Cell Description: Clear disposable zeta cell Attenuator: 2
Results
Mean (mV) Area (%) 5t Dew (mV)
Zeta Potential (mV): -16,8 Peak 1: -16.8 100,0 3,94
Zeta Deviatlon (mV): 3,84 Peak 2: 0,00 0,0 0,00
Conductivity (mS/em): 00160 Peak 3: 0,00 kil 0,00
Result quality :
Zata Patential Disiribution
140000 || : :
ODOOT - - mr e |I . .......... ..........
.................. [.. -
@ 100000 [ [ : :
g BOODOk: === smsmtaininiateiniaioininins [ | i .
@ : :
B o000t - e e
2 1 5
40a001- - .
BOOOD frofaeeere L
ok L :
100 L] 100 200
Apparent Zata Potantial (miy)
[ Record 214: 20201104 ACZ CD NP OW 1]

Sekil 4.7. ACZ-CD-NP’lerin partikiil biiytikligii dagilimi (A) ve zeta potansiyel (B)
sonuglart.

e SEM Analizleri

Yontem 1 kullanilarak hazirlanan ACZ-CD-NP’lerin morfolojik 6zellikleri ve
ortalama partikiil biiylikliigli SEM ile tayin edilmistir (Sekil 4.8.). SEM goriintiileri
incelendiginde, ACZ-CD-NP’lerin diizglin yiizeyli ve kiiresel formda oldugu,
ortalama partikiil biyiikliiklerinin yaklagik 130 ile 170 nm civarinda oldugu

goriilmektedir.
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D4 = 109.64 nm

D1 =165.88

5. 4487 54 nm

SEM HV: 10.0kV WD: 5.50 mm L GAIA3 TESCANll  SEMHV:10.0kv |  WD: 5.50 mm GAIA3 TESCAN
View field: 1.05ym  Det: In-Beam SE 200 nm View field: 1.05ym | Det: In-Beam SE | 200 nm
SEM MAG: 197 kx  Date(m/dly): 09/21/18 HUNITEK L[Vl SEMMAG: 197 kx |Date(m/dly): 09/21/18 HuNiTEK | (7]

Sekil 4.8. Yontem 1 ile hazirlanan ACZ-CD-NP’lerin SEM goriintiileri.

4.2.3. Nanopartikiillerin Stabilitesinin/Degredasyon Siiresinin

Belirlenmesi

Degradasyon calismalar1 4°C ve 37°C (Sekil 4.8.) olmak {izere iki farkli
sicaklikta gergeklestirilmis ve her Olglim ti¢ kez tekrar edilmistir. Sekil 4.9.'da
goriildiigii gibi, sicaklik arttik¢a nanopartikiillerin degradasyon orani artmigstir. Ayni
zamanda yapida asetazolamid etkin maddesinin varligi daha stabil bir degredasyon
olugsmasini saglamistir. CD nanopartikiillerin 4°C’deki degredasyon grafiginde belirli
zamanlarda artmalar meydana gelmistir. Bu durum degredasyon iiriinlerinin

agregasyonu ile agiklanmaktadir.
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Sekil 4.9. CD-NP'lerin (A) ve ACZ-CD-NP'lerin (B) degredasyon profilleri (X + SS;
n=3). (CD NP: etkin madde igermeyen bos siklodekstrin nanopartikiil; ACZ-CD NP: Asetazolamid
yiikli siklodekstrin nanopartikiil)
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4.2.4. Siklodekstrin Nanopartikiillere Asetazolamid Yiikleme Oraninin ve

Salim Profilinin Belirlenmesi

Hazirlanan siklodekstrin nanopartikiillere ACZ yiikleme verimliliginin (YV%)
belirlenmesi i¢in, nanopartikiillerin hazirlanmasindan sonra dis fazda (slipernatant)
kalan yiiklenmemis ve yikama sularindaki ACZ’nin baslangigta eklenen ACZ
miktarindan ¢ikarilmasiyla hesaplanmistir. ACZ etkin maddesinin siklodekstrin

nanopartikiillere ylikleme oran1 %50 olarak tayin edilmistir.

Nanopartikiillerden salinan ACZ’nin belirlenmesi i¢in Franz difiizyon hiicresi
kullanilmistir. Boliim 3.5.4.’te belirtildigi gibi gergeklestirilen salim calismalarinda
belirli zaman araliklarinda alic1 bélmeden alinan numunelerin absorbans degerleri 294
nm’de Ol¢iilerek kalibrasyon dogrusu aracilifiyla ACZ miktar1 hesaplanmistir. ACZ

yikli  optimum siklodekstrin nanopartikiillerin salim profili, Sekil 4.10.’da

sunulmustur.
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Sekil 4.10. ACZ-CD nanopartikiillerinin PBS (pH 7,4) ortaminda in vitro salim profili
(X = SS; n=3) (ACZ-CD-NP: Asetazolamid yiklii siklodekstrin
nanopartikiil).
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4.3. Gelistirilen Nanopartikiiler Ila¢ Tasiyie1 Sistemin Etkinlik ve

Giivenilirliginin In Vitro Degerlendirilmesi

Tez calismalar1 kapsaminda HRMEC hiicre hattinda DRP hastalik modeli
gelistirilmis ve gelistirilen nanopartikiiler ilag tasiyict sistemin in vitro sitotoksisite ve

etkinlik degerlendirmeleri yapilmustir.

4.3.1. CD Nanopartikiillerin Insan Retinal Mikrovaskiiler Endotel Hiicre
Hatti (HRMEC) Uzerine Sitotoksisitesinin Belirlenmesi

Farkl1 konsantrasyonlarda hazirlanan serbest ACZ, etkin madde icermeyen bos
CD-NP, ve ACZ-CD-NP’lerin HRMEC e sitotoksik olup olmadiklar1 ve sitotoksisite

oranlariin belirlenmeleri icin MTT testleri gergeklestirilmistir (Tablo 4.6.).

Sonuglar karsilastirildiginda konsantrasyon arttikca nanopartikiillerin hiicreler
tizerindeki sitotoksisitesi de artmaktadir. 250 pg/mL konsantrasyonda hiicreler
yaklasik %90 canlilik gostermektedirler. ACZ tedavi edici doz olarak 0,5 mg
kullanilmaktadir. ACZ i¢in terapdtik doz olarak olarak belirlenen 500 pg/mL
konsantrasyonda etkin maddeye maruz birakildiginda, hiicreler %80 canlilik
gostermektedir. ACZ’in nanopartikiillere yliklenmesi toksisitesini azaltmaktadir. Bu
da bize nanopartikiillerin hiicreler {iizerindeki sitotoksisitesinin olduke¢a diisiik

oldugunu ve in vivo uygulamalar agisindan uygun oldugunu goéstermektedir (Sekil

4.11.).
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Tablo 4.6. Farkli konsantrasyonlardaki serbest ACZ, CD-NP ve ACZ-CD-NP
nanopartikiillerin HRMEC iizerine sitotoksik etkileri.
Konsantrasyon %
(ng/mL) Canhilik (%) SS
Kontrol 100,00 513
1 92,49 5,25
50 89,19 5,61
ACZ 100 86,15 7,95
250 85,25 8,19
500 82,63 6,90
1 90,65 5,68
50 91,86 6,12
CD-NP 100 90,12 7,57
250 85,12 4,36
500 80,42 4,27
1 97,34 9,39
50 95,48 8,30
ACZ-CD-NP 100 93,44 5,90
250 88,19 9,35
500 84,29 7,40

*SS: standart sapma
CD NP: etkin madde yiiklii olmayan bos siklodekstrin nanopartikiil; ACZ: Asetazolamid; ACZ-CD-
NP:Asetazolamid yiiklii siklodekstrin nanopartikdil.
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Sekil 4.11. Farkli konsantrasyonlardaki ACZ, CD NP ve ACZ-CD NP HRMEC

hiicreleri iizerine sitotoksik etkileri (X + SS; n=3) (CD NP: etkin madde
yiiklii olmayan bos siklodekstrin nanopartikiil; ACZ: Asetazolamid; ACZ-
CD NP: Asetazolamid yiiklii siklodekstrin nanopartikiil; HRMEC: insan
retina mikrovaskiiler endotel hiicre hatt1).
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4.3.2. HRMEC Hiicre Kiiltiiriinde Diyabetik Retinopati (DRP) Modelinin

Olusturulmasi

DRP’de KRB’nin bariyer fonksiyonu bozuldugundan, TEER &l¢limleri
sonucunda elde edilen rezistans degerlerinde bir azalma beklenir (266). HRMEC hiicre
hattinda diyabetik retinopati modeli olusturulduktan sonra hiicre biitiinligli TEER
Olctimleri ile degerlendirilmistir. Kontrol grubundaki hiicrelerin TEER degeri sabit
kalirken, VEGF igeren besiyeri ile inkiibe edilen hiicrelerin TEER degerinde diisiis
gozlenmistir (Sekil 4.12.). Bu diisiis hiicre biitiinliigiiniin bozuldugunu ve in vitro

hiicre kiiltiirinde DRP modelinin olusturuldugunun gostergesi olarak alinmigtir.
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Sekil 4.12. VEGF iceren ve icermeyen besiyerinde inkiibe edilen HRMEC
hiicrelerinin TEER degeri degisimleri (X + SS; n=3) (HRMEC: Insan
retina mikrovaskiiler endotel hiicre hatti; VEGF: Vaskiiler endotelyal
bliyiime faktorii; TEER: Transepitelyal/endothelial elektriksel direnc).

Gruplar arasi karsilastirma Anova/Tukey testi ile yapilmistir. Calismada VEGF
verilen gruba ait TEER degerleri incelendiginde zamana bagli olaak TEER
sonuglarmin azaldigi gériilmistiir (p<0,05). VEGF verilmeyen grup ile VEGF verilen
grup karsilastirildiginda zamana bagli olarak TEER degerleri arasinda anlamli farkin
oldugu goriilmiistiir (p<0,05). VEGF verilmeyen hiicrelerin TEER sonuglar1 arasinda

zamana bagli olarak anlamli bir farkin olmadig1 goriilmiistiir (p<0,05) (Tablo 4.7.).
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Tablo 4.7. TEER o6l¢iimleri yapilan 2 grubun (HRMEC ve VEGF ile etkilestirilen
HRMEC) calisma siiresince 0., 4., 12. ve 24. saat 6l¢iim zamanlarinda
Evom?2 ile 6lgiilen TEER degerlerinin (ohm.cm?) ortalama, standart sapma,

standart hata ve medyan degerleri.

0 4 12 24
HRMEC
Ortalama 80 78 77 76
Standart Hata 2,89 2,31 2,31 3,46
Ortanca 80 78 77 76
Standart Sapma 5 4 4 6
Ornek Varyansi 25 16 16 36
Minimum 75 74 73 70
Maksimum 85 82 81 82
HRMEC+VEGF
Ortalama 80 65 45 40
Standart Hata 1,73 3,46 2,89 2,89
Ortanca 80 65 45 40
Standart Sapma 3 6 5 5
Ornek Varyansi 9 36 25 25
Minimum 77 59 40 35
Maksimum 83 71 50 45

4.3.3. Gelistirilen ACZ yiikli Nanopartikiiler fla¢ Tasiyic1 Sistemlerin
Etkinliginin in vitro DRP Modelinde TEER Testleri ile Belirlenmesi

DRP hastalik modeli olusturulan HRMEC’de, etkinmadde icermeyen bos CD-
NP, serbest ACZ ve ACZ-CD NP uygulamalarinin tedavi edici etkisinin TEER degeri
6l¢limii sonuglarina gore degerlendirilmesi amaciyla yapilan ¢caligmalardan elde edilen

bulgular Tablo 4.8. ve Sekil 4.13.’de sunulmustur.

Kontrol grubu insertlerindeki hiicrelerden elde edilen TEER degerleri belirli
bir azalma gostermekle birlikte stabil kalmaya devam etmistir. VEGF igeren besiyeri
ile inkiibe edilen insertlerde bulunan hiicrelerin TEER degerinde zamana bagl olarak
bir azalma meydana gelmektedir. DRP modelinde ortamda bulunan VEGF’in hiicre
ylizeyine zarar vermesi sonucu beklenen bir durumdur (Sekil 4.12.). ACZ ve ACZ-CD
nanopartikiillerin eklendigi insertlerdeki hiicrelerin TEER degeri baslangicta VEGF
varligina bagl olarak azalma gosterirken, ortama nanopartikiil ve ACZ’nin eklenmesi
ile birlikte TEER degerinde belirgin bir artis goriilmiistiir. Nanopartikiillere ytiklenen
asetazolamidin ortama salinimi ile birlikte VEGF’in etkisi azalmakta ve in vitro olarak

hiicresel diizeyde bir tedavi goriilmektedir (Sekil 4.12.).
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Tablo 4.8. Kontrol grubu ve VEGF igeren besiyeri ile inkiibe edilen hiicrelerde tayin
edilen TEER degerleri. 24. saatten sonra insertlere etkin madde igcermeyen
bos CD-NP serbest asetazolamid ve ACZ-CD nanopartikiil eklenmistir.

Hiicre Zaman (Saat)

0 4 12 24* 36
HRMEC 100+£5 | 112,5+7,3 | 100+8,2 | 100+5,1 | 100+3.4
HRMEC+VEGF 10045 75+6,5 25+4,3 2544 2543
HRMEC+VEGF+CD NP 10045 75+4 2545 25+4,5 | 25+2,5
HRMEC+VEGF+ACZ 10045 100+7,2 | 50+4,5 50+3 75+4,5
HRMEC+VEGF+ACZ-CD NP 10045 62,5+8 50+6 2544 5043

(*)Nanopartikiiller ve serbest ACZ insertlere eklenmesi
HRMEC:Insan retina mikrovaskiiler endotel hiicre hatti; VEGF: Vaskiiler endotelyal biiyiime faktorii;
CD NP: etkin madde igermeyen bos siklodektrin nanopartikiil; ACZ: Asetazolamid; ACZ-CD-

NP:Asetazolamid yiiklii siklodekstrin nanopartikiil
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Sekil 4.13. Kontrol grubu ve VEGF igeren besiyeri ile inkiibe edilen hiicrelerin TEER
degerlerinin zamana bagl olarak degisimi (X+SS; n=3) (HRMEC: Insan
retina mikrovaskiiler endotel hiicre hatti; VEGF: Vaskiiler endotelyal
icermeyen bos
nanopartikiil; ACZ: Asetazolamid; ACZ-CD-NP: Asetazolamid yiikli

bliylime faktorii;, CD:

siklodekstrin nanopartikiil).

etkin madde

siklodektrin
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4.3.4. Gelistirilen ACZ yiikli Nanopartikiiler Ila¢ Tasiyic1 Sistemlerin
Etkinliginin invitro DRP Modeline Gecirgenlik Testleri 1le

Belirlenmesi

DRP hastalik modeli olusturulan HRMEC’de, etkin madde igermeyen bos CD
NP, serbest ACZ ve ACZ-CD-NP uygulamalarinin tedavi edici etkisinin gegirgenlik
testi sonuclarina gore degerlendirilmesi amaciyla yapilan ¢alismalardan elde edilen
sonuclar Tablo 4.9. ve Sekil 4.14.°de sunulmustur. Kontrol kuyucugunda hiicre
bulunmadig i¢in en yiiksek gecirgenlik bu kuyucukta olusmus ve buradan elde edilen
degerlerin ortalamasi %100 olarak kabul edilerek diger insertlerdeki hiicrelerin

gecirgenlik yiizdeleri belirlenmistir.

Hiicreler insert yiizeyini kapladiklar1 i¢in, besiyeri ile inkiibe edilen hiicrelerin
gecirgenlik yiizdeleri diger gruplarla karsilastirildiginda oldukea diistiktiir. VEGF
endotel hiicrelerinde harabiyet meydana getirdigi icin VEGF ile inkiibe edilen
hiicrelerin gegirgenliginde artis gozlenmistir. VEGF igeren besiyeri ile kiiltiirii yapilan
HRMEC'lerin serbest ACZ ve ACZ-CD NP’lere maruz birakilmasi kontrollere kiyasla
FITC isaretli dekstran gecirgenliginin 6nemli 6l¢iide azalmasina neden olmustur (Sekil
4.14.). Bos CD nanopartikiillerin eklenmesinden sonra gegirgenlikte VEGF grubuyla
yakin sonuglar elde edilmistir. Bu durum bos CD NP’in hiicrelerin proliferasyonu ve

onariminda bir etkisinin olmamasinindan kaynaklanmaktadir.

Tablo 4.9. Gegirgenlik testi sonuglart.

Calisma Grubu % Gecirgenlik SS
HRMEC 100,09 0,09
HRMEC+VEGF 138,59 20,7
HRMEC+VEGF+CD-NP 146,79 14,18
HRMEC+VEGF+ACZ 122,76 11,1
HRMEC+VEGF+ACZ-CD-NP 116,5 18,75

HRMEC: insan retina mikrovaskiiler endotel hiicre hatt1; VEGF: Vaskiiler endotelyal biiyiime faktorii;
CD NP: etkin madde icermeyen bos siklodekstrin nanopartikiil; ACZ: Asetazolamid; ACZ-CD-NP:
Asetazolamid yiiklii siklodekstrin nanopartikiil
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Sekil 4.14. Calisma gruplarinin gecirgenlik testlerinden elde edilen degerleri (X + SS;
n=3) (HRMEC: Insan retina mikrovaskiiler endotel hiicre hatt;; VEGF:
Vaskiiler endotelyal biiylime faktorii; CD NP: etkin madde igermeyen bos
siklodekstrin  nanopartikiill, ACZ: Asetazolamid; ACZ-CD-NP:
Asetazolamid yiiklii siklodekstrin nanopartikiil).

4.4. Gelistirilen ACZ yiiklii Nanopartikiiler Tla¢ Tasiyic1 Sistemlerin in

vivo Etkinliginin ve Toksistesinin Incelenmesi

Tez ¢alismalarmin in vivo kisminda hedef, 6nceki asamalarda gelistirilmesi,
karakterizasyonu ve in vitro toksisite ve etkinlik ¢alismalari tamamlanmis olan ACZ-
CD-NP’lerin, DRP hastalik modeli gelistirilmis tavsanlarda tedavi etkinligini
belirlemek ve diger gruplarla karsilastirmaktir. Bu amagla, tavsanlarda Bolim
3.5.4.°de anlatildig1 gibi DRP hastalik modeli olusturulmus ve Boliim 3.5.3.’te tarif
edildigi gibi oftalmolojik muayenelerle takipleri yapilmistir.

4.4.1. Deney Hayvam

In vivo galismaya toplam 30 tavsan dahil edilmistir. Bu tavsanlara yapilan

uygulama ve takipler Tablo 3.4.°de anlatilan is planina uygun olarak
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gerceklestirilmistir. Calisma siirecinde yapilan 4 muayene zamaninda elde edilen
sonuglar incelenerek gruplar arasi karsilastirmalar yapilmistir. Calismalarin seyri
sirasinda ila¢ uygulamalarina ge¢ilmeden Onceki asamalarda kaybedilen tavsanlar

calismadan ¢ikarilmistir.

4.4.2. Tavsanlarda DRP Modelinin Olusturulmasi

DRP hastalik modeli gelistirilmesi i¢in tavsanlara intravitreal VEGF
uygulanmistir (290-293). Bu amagla literatiirde siklikla kullanilan {i¢ farkli intravitreal
VEGF konsantrasyon segilerek DRP grubundan 3 tavsana (6,7,8 no’lu tavsanlar)
uygulanmistir (290-294). Sag goziine intravitreal olarak 1ug/100 uL VEGF (6 no’lu
tavsan) uygulanan tavsanin 72 saat sonra yapilan fundus muayenesinde damar
yapilarinda bir miktar tortuozite artist izlenmekle birlikte DRP hastalik modeli
gelismedigi izlenmistir (Sekil 4.15.). Sag goziine 10pg/100 uL VEGF (7 no’lu tavsan)
uygulanan tavsanin 72 saat sonra yapilan fundus muayenesinde ise DRP hastalik
modelinin olustugu ancak, damar yapisindaki asir1 tortuozite ve yogun
neovaskiilarizasyona bagli olarak vitreus hemorajisi gelistigi gozlenmistir (Sekil
4.16.). Bu durum intravitreal VEGF konsantrasyonunun yiiksek oldugunu
gosterdiginden, 3. tavsana (8 no’lu tavsan), 2,5 ug/100 uL. VEGF intravitreal olarak
uygulanmistir. Bu tavsanin kontrol muayenesinde DRP hastalik modelinin basar ile
gelistigi  gorlilmiistiir (Sekil 4.17.). Calisma kapsaminda, intravitreal VEGF

uygulamalarinda bu doz tercih edilmistir.
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Sekil 4.15. 6 numarali tavsanin, ilk muayene aninda sag goziinden alinan optik disk
merkezli (A) ve nasal yaridan alinmis fundus goriintiilerinde (B) Optik
disk ve mediiller kanatlardaki retina damar yapisinin normal goriiniimii.
Tavsanin sag goziine 1ug/100uL VEGF uygulamasindan sonra 72. saate
yapilan muayenede, optik disk merkezli (C) ve nasal yaridan alinmis
fundus goriintiilerinde (D) Optik disk ve mediiller kanatlardaki retina
damar yapisinda dilatasyon ve tortuozite de bir miktar artis izlenmekle
birlikte, DRP modeli gelismemistir. Optik disk iizerinde iist nasalde
minimal hemoraji mevcuttur.
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Sekil 4.16. 7 numarali tavsanin ilk muayene aninda optik disk merkezli (A) ve nasal
yaridan almmis fundus gorintiilerinde (B) Optik disk ve mediiller
kanatlardaki retina damar yapisinin normal goriiniimii. Tavsanin sag
goziine intravitreal 10 ng/100 uL. VEGF uygulamasindan sonra 72. saate
yapilan muayenede, Optik disk merkezli (C) ve nasal yaridan alinmig
fundus goriintiilerinde (D) arka segmentin izlenmesine engel olan yogun
vitreus hemorajisi izlenmektedir. Bulanik olarak secilebilen alanlarda,
mediiller kanatlardan kdken alan neovaskiilar membran gelisimi ve ciddi
dilatasyon ve tortuosite artis1 izlenmektedir.
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Sekil 4.17. 8 numarali tavsanin optik disk merkezli (A) ve nasal yaridan alinmig
fundus goriintiilerinde (B) optik disk ve mediiller kanatlardaki retina
damar yapisinin normal goriinimii. Tavsanin sag goziine intravitreal 2,5
ng/100 uL. VEGF uygulamasindan sonra 72. saate yapilan muayenede,
optik disk merkezli (C) ve nasal yaridan alinmis fundus goriintiilerinde (D)
arka segment net olarak izlenmekte olup vitreus hemorajisi mevcut
degildir. Optik diskten ve mediiller kanatlardan koken alan yogun
neovaskiilarizasyon mevcuttur. Damarlarda kivrim artigi, tortuozite,
dilatasyon ve dolgunluk artis1t mevcuttur. DRP hastalik modelinin basarili
bir sekilde gelistigi izlenmektedir.

4.4.3. Oftalmoskopik Muayene ve Tetkikler

In vivo etkinligin degerlendirilmesinde fundus muayene bulgular1 ve RFF,
FFA, OKT, FFFM incelemelerinden elde edilen veriler degerlendirilmistir. Toksisite
incelemelerinde goz i¢i basinct dlglimleri, 6n segment ve fundus muayene sonuglari

degerlendirilmistir.

e On Segment Muayenesi ve Goriintiilenmesi

On segment muayenesinde hicbir tavsanda, korneal 6dem, endoftalmi, 6n
kamerada fibrin materyali, hipopiyon, pupiller diizensizlik veya sinesi izlenmemistir
(Sekil 4.18.). Tim tavsanlarda, takip siiresince yapilan tiim muayenelerde kornea

berrak 6n kamara saydam, pupil diizenli olarak tespit edilmistir.



117

Sekil 4.18. Her gruptan temsili bir tavsanin calisma siiresince alinan 6n segment
fotograflari. Fotograflarda kornea berrak, 6n kamara dogal, fibrin
materyali, pupil diizensizligi, hipopiyon veya sinesi mevcut olmadigi
izlenmektedir. Grup 1;1.,2.,3. ve 4. 6l¢iim zamanlarinda alinan fotograflar
(srasiyla A, B, C, D), Grup 2; 1.,2.,3. ve 4. 0l¢lim zamanlarinda alinan
fotograflar sirasiyla (E, F, G, H) Grup 3;1.,2.,3. ve 4. 6l¢lim zamanlarinda
alman fotograflar (sirasiyla I, 1, J, K), Grup 4; 1., 2., 3. ve 4. dlgiim
zamanlarinda alinan fotograflar (sirastyla L, M, N, O), Grup 5; 1., 2., 3. ve
4. Olgiim zamanlarinda alinan fotograflar (sirastyla O, P, R, S), Grup 6; 1.,
2., 3. ve 4. 6l¢iim zamanlarinda aliman fotograflar (sirastyla S, T, U, U).
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Gruplarin higbirinde, takip siirecinde GIB ol¢limlerinde anlamli diizeyde

degisiklik izlenmemistir (p>0,05). ACZ-CD-NP grubunda (Grup 5), tedavi sonrasi 1.
hafta kontroliinde, GIB 6l¢timii 15,45 mmHg (13,90-17,95mmHg), 1. ay kontroliinde
13,45 mmHg (11,90-15,95mmHg) olarak 6l¢iilmiistiir (p=0,69) (Tablo 4.10. ve Sekil

4.19.).

Tablo 4.10. G6z i¢i Basinct (mmHg) dlgtimlerinin istatiksel degerlendirilmesi.

Grup ici zaman
Grup ol 02 03 04 karsilastirmalar
icin p degerleri
Ortanca 17,45 | 14,95 | 12,45 | 17,95 0,180
1 Minimum 15,95 | 13,95 | 11,95 | 16,95
Maksimum 18,95 | 1595 | 12,95 | 18,95
Ortanca 13,95 | 14,95 | 13,80 | 18,95 0,284
2 Minimum 1295 | 11,95 | 11,95 | 17,80
Maksimum 18,95 | 16,95 | 14,95 | 19,95
Ortanca 18,95 | 15,95 | 15,95 | 19,95 0,122
3 Minimum 17,95 | 13,95 | 14,95 | 16,95
Maksimum 18,95 | 18,95 | 16,80 | 19,95
Ortanca 14,45 | 16,45 | 14,88 | 14,95 0,187
4 Minimum 11,95 | 13,95 | 12,95 | 13,95
Maksimum 15,95 | 19,95 | 18,95 | 17,80
Ortanca 18,45 | 15,45 | 15,45 | 13,45 0,069
5 Minimum 1495 | 11,95 | 13,90 | 11,95
Maksimum 19,90 | 18,95 | 17,95 | 15,90
Ortanca 16,45 | 13,95 | 14,93 | 13,45 0,306
6 Minimum 13,95 | 12,95 | 11,95 | 12,85
Maksimum 19,95 | 18,95 | 18,95 | 17,80

61: 1.6l¢iim (tavsan gdzlerine ¢alismanin ilk giinii yapilan kontrol muayenesi), 62: 2. Ol¢iim (DRP
hastalik modelinin gelistirilmis oldugu muayene), 63: 3.0l¢iim (tedavi sonrasi 1. hafta muayenesi),
04: 4.6l¢tim (tedavi sonrasi 1. ay muayenesi)
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Sekil 4.19. Calisma gruplarinda yer alan tavsanlarin, ¢aligma siiresince yapilan takip
muayenelerinde gruplardan elde edilen GIB 6l¢iimlerinin (mmHg) ortanca
degerlerinin zamana bagli degisimi.

¢ Fundus Muayenesi ve Renkli Fundus Fotograflar

Fundus muayenelerinde vitreus, optik sinir, retinal vaskiiler yapilar ve area
santralis degerlendirilmistir. Tiim tavsanlarda vitreus berrak, fundus rahatlikla
izlenebilir olarak gozlemlenmistir. Tavsanlarin tamaminda, optik sinir, area santralis
ve retinal damar yapilar1 net olarak degerlendirilebilmistir. Hicbir tavsanda vitreusta
bulaniklik veya retinada harabiyet gézlemlenmemis, inflamasyon veya enfeksiyona ait

bir arka segment bulgusu izlenmemistir (Sekil 4.20.).
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Sekil 4.20. Calisma gruplarinda yer alan tavsanlarin, ¢caligsma siiresince yapilan takip
muayenelerinde elde edilen bulgular. Her bir gruptan bir temsili tavsanin
calismaya dahil edilmis olan sag goziinden, takip siirecinde kaydedilmis
fundus gortintiileri verilmistir. A-D) Grup 1: Calismanin ilk giinii, tavsanin
sag goziinden alan optik disk merkezli meduller kanatlarin izlendigi
normal fundus goriiniimii izleniyor (A) Calisma siirecinde yapilan tim
takip muayenelerinde, normal fundus gériiniimii izleniyor (A,B,C,D) E-H)
Grup 2: Tavsanin sag goziinden alman optik disk merkezli meduller
kanatlarin izlendigi normal fundus goriiniimii izleniyor (E), DRP hastalik
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modelinin olusturulmasindan sonra yapilan muayenede, optik diskten ve
mediiller kanatlardaki retinal damarlardan kaynaklanan yogun
neovaskiilarizasyon, vaskiiler dilatasyon ve tortuozite artisi izleniyor (F)
DRP’ye bagh optik diskten ve mediiller kanatlardaki retinal damarlardan
kaynaklanan yogun neovaskiilarizasyonun, vaskiiler dilatasyonun ve
tortuosite artiginin ayn1 siddette devam ettigi izleniyor (G,H) 1-K) Grup 3:
Tavsanin sag gozlinden alinan optik disk merkezli meduller kanatlarin
izlendigi normal fundus goriiniimii izleniyor (I), DRP hastalik modelinin
olusturulmasindan sonra yapilan muayenede, optik diskten ve mediiller
kanatlardaki retinal damarlardan kaynaklanan yogun neovaskiilarizasyon,
vaskiiler dilatasyon ve tortuozite artis1 izleniyor (I) Intravitreal PBS
uygulamasindan sonraki 1. hafta ve 1. ayda yapilan muayenelerde, DRP’ye
bagli optik diskten ve mediiller kanatlardaki retinal damarlardan
kaynaklanan yogun neovaskiilarizasyonun, vaskiiler dilatasyonun ve
tortuozite artisinin ayni siddette devam ettigi izleniyor (J-K) L-O) D.Grup
4: Tavsanin sag goziinden alinan optik disk merkezli meduller kanatlarin
izlendigi normal fundus goriiniimii izleniyor (L), DRP hastalik modelinin
olusturulmasindan sonra yapilan muayenede, optik diskten ve mediiller
kanatlardaki retinal damarlardan kaynaklanan yogun neovaskiilarizasyon,
vaskiiler dilatasyon ve tortuozite artis1 izleniyor (M) Intravitreal serbest
ACZ uygulamasindan 1 hafta sonra yapilan muayenede, tedavi sonrasinda
neovaskiilarizasyonunda azalma olmakla birlikte hala optik disk ve
meduller kanatlardan kaynaklanan bir miktar neovaskiilarizasyonun
varligi izleniyor, vaskiiler dilatasyon ve tortuozitede kismi azalma olsa da
hastalik dncesi evreye oranla hala anlamli oranda DRP bulgulari mevcut
(N), intravitreal serbest ACZ uygulamasindan 1 ay sonra yapilan
muayenede, DRP’ye bagli optik diskten ve mediiller kanatlardaki retinal
damarlardan kaynaklanan yogun neovaskiilarizasyonun, vaskiiler
dilatasyonun ve tortuositenin artmis oldugu izleniyor (O), O-S) Grup 5 :
Tavsanin sag goziinden alinan optik disk merkezli meduller kanatlarin
izlendigi normal fundus gériiniimii izleniyor (O), DRP hastalik modelinin
olusturulmasindan sonra yapilan muayenede, optik diskten ve mediiller
kanatlardaki retinal damarlardan kaynaklanan yogun neovaskiilarizasyon,
vaskiiler dilatasyon ve tortuozite artisi izleniyor (P) Intravitreal ACZ-CD
NP uygulamasi sonrasinda 1. haftada ve 1. ayda yapilan muayenelerde,
DRP’ye ait bulgularinin tamamen iyilestigi izleniyor. Optik disk ve retinal
damarlardan kaynaklanan neovaskiilarizasyonun tamamen geriledigi,
vaskiiler dilatasyon ve tortuozitenin hastalik Oncesi evreye geri
déndiigiitepit ediliyor (R,S),S-U) Grup 6: Tavsanin sag gdziinden alinan
optik disk merkezli meduller kanatlarin izlendigi normal fundus goriiniimii
izleniyor ($), DRP hastalik modelinin olusturulmasindan sonra yapilan
muayenede, optik diskten ve mediiller kanatlardaki retinal damarlardan
kaynaklanan yogun neovaskiilarizasyon, vaskiiler dilatasyon ve tortuozite
artig1 izleniyor (T) Intravitreal bevasizumab uygulamasindan sonraki 1.
haftada ve 1. ayda yapilan muayenelerde, neovaskiilarizasyonun tamamen
geriledigi, vaskiiler dilatasyon ve tortuozitenin iyileserek damar yapisinin
ve boyutlarinin hastalik dncesi evreye geri déndiigii izleniyor. (U, U).
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Fundus muayenesine DRP’nin derecesi, yeni damar olusumunun gerileme

paternine gore degerlendirilmistir (Sekil 4.21.) (145). Calisma siiresince gruplarin 4

Olgiimde

elde edilen muayene bulgulari, bu dereceleme sistemine gore

derecelendirilerek istatistiksel olarak incelenmistir (Tablo 4.11. - 4.13. ve Sekil 4.22.)

Sekil 4.21. Yeni Damar Olusumunun takibinde kullanilan derecelendirme sistemi: A-

C) Derece 1: Yeni damar olusumunun tam gerilemesi: Tavsanin sag
goziinden alinan optik disk merkezli meduller kanatlarin izlendigi normal
fundus  goOriinimii  izleniyor (A), DRP hastalilk modelinin
olusturulmasindan sonra yapilan muayenede, optik diskten ve mediiller
kanatlardaki retinal damarlardan kaynaklanan yogun neovaskiilarizasyon,
vaskiiler dilatasyon ve tortuozite artis1 izleniyor (B), tedavi sonrasinda
neovaskiilarizasyonun tamamen geriledigi, vaskiiler dilatasyon ve
tortuozitenin iyileserek damar yapisinin ve boyutlarinin hastalik 6ncesi
evreye geri dondigl izleniyor (C). D-F) Derece 2. Yeni damar
olusumunun kismi gerilemesi: Tavsanin sag goziinden alinan optik disk
merkezli meduller kanatlarin izlendigi normal fundus goriiniimii izleniyor
(D), DRP hastalik modelinin olusturulmasindan sonra yapilan muayenede,
optik diskten ve mediiller kanatlardaki retinal damarlardan kaynaklanan
yogun neovaskiilarizasyon, vaskiiler dilatasyon ve tortuozite artisi
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izleniyor (E) tedavi sonrasinda neovaskiilarizasyonunda azalma olmakla
birlikte hala optik disk ve meduller kanatlardan kaynaklanan bir miktar
neovaskiilarizasyonun  varlig1 izleniyor, vaskiiler dilatasyon ve
tortuozitede kismi azalma olsa da hastalik Oncesi evreye oranla hala
anlamli oranda DRP bulgular1t mevcut (F) (G-I) Derece 3. Yeni damar
olusumunda gerileme izlenmemesi: Tavsanin sag goziinden alinan optik
disk merkezli meduller kanatlarin izlendigi normal fundus goriintimii
izleniyor (G), DRP hastalik modelinin olusturulmasindan sonra yapilan
muayenede, optik diskten ve mediiller kanatlardaki retinal damarlardan
kaynaklanan yogun neovaskiilarizasyon, vaskiiler dilatasyon ve tortuosite
artis1 izleniyor (H) DRP’ye bagh optik diskten ve mediiller kanatlardaki
retinal damarlardan kaynaklanan yogun neovaskiilarizasyonun, vaskiiler
dilatasyonun ve tortuozite artisinin ayni siddette devam ettigi izleniyor (I).

DRP hastalik bulgularina ait verilerin istatistiksel olarak incelenmesi
sonrasinda, Tablo 4.11.’de grup i¢in hesaplanan ANOVA tipi istatistik (ATI); 127,05,
zaman igin hesaplanan ATI; 226,51 ve grup*zaman etkilesimi i¢in hesaplanan ATI;
32,20 olarak elde edilmis ve bu istatistiklere gore elde edilen tiim p degerleri <0,001
olarak bulunmustur. Ortalama grup etkisinin anlamli olmasi, gruplar arasinda DRP
degerleri bakimindan farklilik oldugunu gostermektedir. Tablo 4.12.”de, 1.grupta DRP
i¢cin goreli deneme etkisi 0,26 bulunmustur. Sira say1 ortalamasi en diisiik olan grup
1.gruptur. Buna gore, 1.grupta DRP skorlarinin diger gruplardan elde edilen ortalama
deneme etkilerinden daha diisiik oldugu sdylenebilir. 2. ve 3.grupta ise deneme etkileri

en biiyiiktiir ve en yiiksektir.

Basit zaman etkisinin incelendiginde, 1.2.3. ve 4. zaman noktalarina ait géreli
deneme etkileri sirasiyla; 0,26; 0,69; 0,50; 0,52 olarak hesaplanmistir. Goreli etkiler
yorumlanirken, dort zaman noktasinin mevcut etkiyi nasil paylastiklari iizerinde
durulur. Zamana ait goreli deneme etkileri incelenirken grup faktorii goz ardi edilerek
inceleme yapilmaktadir. Daha genel bir ifadeyle, zaman noktalar1 i¢in goreli deneme
etkilerinin egilimi degerlendirildiginde, 2.zamanda etkinin en yiiksek degere ulastig
goriilmektedir. Grup*zaman etkilesiminin anlamli bulunmasi, zaman noktalar1 arasi
degisimin gruplarda benzer olmadigi anlamma gelir. Gruplarin farkli zaman
noktalarindaki marjinal goreli etkileri, bu etkilere ait %95 giliven araliklar1 ve tahmini
yan (bias) degerleri Tablo 4.13.’te sunulmustur. Calismada elde edilen tiim tahmini
yan degeri sifir olup sonuglarin giivenilir oldugu sdylenebilir. Etkilesimin incelenmesi

adina ele alman marjinal goreli etkiler i¢in de durum goreli deneme etkilerinden
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farksizdir. Bu sefer her bir gruba ait her bir zaman noktasinin bir marjinal goreli etkisi
hesaplanmis ve yorumlanirken bu degerler kullanilmistir. Bu ¢alismada yer alan 6rnek
icin 6 grup ve 4 zaman noktas1 olduguna gore, toplam 24 marjinal goreli etkinin
ortalamasinin 0,50 olmasi beklenir. Bu bilgiler 15181nda, 1 grubun marjinal goreli etki
degeri zamana baglh degismezken 2. ve 3. grupta 2.zaman sonrasi artmis, 4.,5. ve 6.
gruplarda 2.zamanda en yiiksek degeri almistir. Verilen tiim sonuglarin ortanca (min-
maks) istatistikleri ile de benzer oldugu agiktir. Her bir grup i¢inde zamanlarin ikili
karsilagtirmalart ve her bir zamanda grup karsilastirmalari da Tablo 4.13.°de

sunulmustur.

Tablo 4.11. DRP i¢in F1 LD F1 tasarimu.

Faktor Fn sd p

Grup 127,05 1,54 <0,001

Zaman 226,51 1,00 <0,001
Grup*Zaman 32,20 1,54 <0,001

Tablo 4.12. DRP verisinden elde edilen goreli etkiler.

Grup Sira Sayilar1 Ortalamalar: Gozlem sayisi Goreli etki
1 21,50 8 0,26
2 52,25 12 0,65
3 52,25 12 0,65
4 48,50 16 0,60
5 33,13 16 0,41
6 31,75 16 0,39
Zaman
1 21,50 20 0,26
2 55,67 20 0,69
3 40,42 20 0,50
4 42,00 20 0,52




Tablo 4.13. DRP degerleri i¢in farkli grup ve zaman
degerlendirme sonugclari
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noktalarina ait istatistiksel

Grup Zaman noktalar1
Grup i¢i zaman
ol 062 63 04 karsilagtirmalar1 igin
p degerleri
Marjinal goreli etkiler 0,26 0,26 0,26 0,26 1,0
1 Ortanca (min-maks) 1(1-1) 1(1-1) 1(1-1) 1(1-1)
Tahmini yan (bias) 0 0 0 0
%95 giiven araligi
Alt sinir 0,25 0,25 0,25 0,25
Ust sinir 0,28 0,28 0,28 0,28
1 2 3 4
Marjinal goreli etkiler 0,26 0,78 0,78 0,78 0,058
Ortanca (min-maks) 1(1-1) 3(3-3) 3(3-3) 3(3-3)
2 Tahmini yan (bias) 0 0 0 0
%95 giiven aralig
Alt sinir 0,25 0,76 0,76 0,76
Ust siur 0,28 0,79 0,79 0,79
1 2 3 4
Marjinal goreli etkiler 0,26 0,78 0,78 0,78 0,058
Ortanca (min-maks) 1(1-1) 3(3-3) 3(3-3) 3(3-3)
3 Tahmini yan (bias) 0 0 0 0
%395 giiven aralig1
Alt sinir 0,25 0,76 0,76 0,76
Ust sinir 0,28 0,79 0,79 0,79
1 2 3 4
. e (61) vs (62) 0,020
Marjinal goreli etkiler 0,26 0,78 0,59 0,78 (1) vs (64) 0,020
4 Ortanca (min-maks) 1(1-1) 3(3-3) 25(1-3) 3(3-3)
Tahmini yan (bias) 0 0 0 0
%95 giiven araligi
Alt sinir 0,25 0,76 0,36 0,76
Ust sinir 0,28 0,79 0,78 0,79
1 2 3 4
Marjinal goreli etkiler 0,26 078 0,33 0,26 Egg v Egi; 0020
5 Ortanca (min-maks) 1(1-1) 3(3-3) 1(1-2) 1(1-1)
Tahmini yan (bias) 0 0 0 0
%095 giiven aralifn
Alt sinir 0,25 0,76 0,22 0,25
Ust sinuir 0,28 0,79 0,46 0,28
1 2 3 4
(61) vs (62) 0,028
Marjinal goreli etkiler 0,26 0,78 0,26 0,26 (62) vs (63) 0,028
(62) vs (64) 0,028
6 Ortanca (min-maks) 1(1-1) 3(3-3) 1(1-1) 1(1-1)
Tahmini yan (bias) 0 0 0 0
%95 giiven aralig
Alt sinir 0,25 0,76 0,25 0,25
Ust smir 0,28 0,79 0,28 0,28
1vs2 0,023
1vs2 0,023 1vs3 0,023
1vs2 0,023 1vs3 0,023 1vs4 0,013
Zaman i¢i grup 1vs3 0,023 4vs6 0,023 2vs5 0,007
karsilagtirmalart igin p 1,0 1vs4 0,023 2vs6 0,007 3vs5 0,007
degerleri 1vs5 0,023 3vs6 0,007 4vs5 0,011
1vs6 0,023 2vs5 0,011 2vs6 0,007
3vs5 0,011 3vs6 0,007
4vs6 0,004

01:1. dl¢lim (tavsan gozlerine calismanin ilk giinii yapilan kontrol muayenesi), 62:2. 6l¢iim (DRP
hastalik modelinin gelistirilmis oldugu muayene), 63:3. 6l¢iim (tedavi sonrasi 1. hafta muayenesi),

64:4. 6l¢iim (tedavi sonrasi 1. ay muayenesi.)
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Sekil 4.22. Gruplarin DRP bulgularinin ¢aligma boyunca degisimi.

e Optik Koherens Tomografi

Tavsanlarin OKT ¢ekimleri sag goziiniin area santralis bolgesinden alinmistir.
Retina tabakalar1 insan OKT goriintiileri ve tavsan OKT goriintiilerinin degerlendirme
kriterlerine gore degerlendirilmistir (294-297,303). Retina kalinliklari, horizontal
kesitlerde santraldeki ayn1 noktadan 6lgiilmiistiir. i¢ limitan membran-Bruch
Membran1 (ILM- BM) arasindaki alan retina kalinlig1 olarak kabul edilmistir Area
santralisteki retina kalinligi, cihazin kendi yazilimindaki kaliper yardimiyla

Ol¢tilmiistiir (Bioptigen InVivoVue, version 2.4.34) (Sekil 4.23) (277).

Sekil 4.23. Tavsan goziinde alinan OCT kesitinin retinada tekabiil ettigi alanin
gosterimi  (A). Tavsan fundus fotografinda area santralis (A)Area
santralisten alman OKT kesitinde OKT kalinlik ol¢iimii (B). Area
santralisten alman OKT kalinlik 6l¢limii yapilan noktanin optik disk
sinirina uzakligi (C).

Gruplar arasinda ilk 6l¢timlerde yapilan OKT degerleri agisindan fark olmadig:
izlenmistir (p=0,408) (1. 6l¢iim). Calismaya dahil edilen tavsanlarin area santralisteki
retina kalinlik Ol¢limleri 169,87+949u olarak Olclilmiistiir. Gruplar arasinda 2.
Olciimde elde edilen OKT degerleri agisindan (p=0,011), 3 6lgiimde elde edilen OKT
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degerleri agisindan (p<0,001) ve 4. dlgiimde elde edilen OKT degerleri acisindan
anlaml fark oldugu gozlemlenmistir (Tablo 4.14. ve Sekil 4.24.).

OKT ol¢liimlerinde elde edilen veriler incelendiginde DRP modeli
olusturulduktan sonra yapilan muayenelerde (2. 6l¢tim), Grup 2, Grup 3, Grup 5 ve
Grup 6’da DRP hastalik modeli olusumunun area santraliste retina kalinliginda
anlamli 6l¢iide artmaya sebep oldugu gozlemlenmektedir (Tablo 4.14. ve Sekil 4.24.).
Grup 4’te de retina kalinliginda benzer artis izlenmekle birlikte bu artis istatistiksel

olarak anlamli diizeye ulasmamustir.

Uygulanan tedavinin etkinliginin degerlendirilmesi amaciya DRP’ye bagh
olarak gelisen bu retina kalinlik artisinin tedavi sonrasi degisimi incelenmesi amaciyla
OKT ile olgiilen retina kalinliklarimin grup i¢i ve gruplar arasi karsilastirmalar
yapilmistir. Her bir gruba uygulanan tedavinin retina kalinlig1 lizerindeki etkisinin

belirlenmesi amaciyla grup igi karsilastirmalar yapilmistir.

Her bir grubun tedavi sonrasi 1. hafta (3. 6l¢iim) ve 1. ayda (4. 6lgiim) yapilan
muayenelerde elde edilen retina kalinliklari, ayni grubun c¢aligmanin basinda (1.
Ol¢iim) ve DRP hastalik modeli olusturulduktan sonra (2. o6lglim) yapilan
muayenelerde elde edilen Olgiimleriyle karsilastirilmistir. Grup 1’in 3. Olgiim
zamaninda ve 4. 6l¢iim zamaninda elde edilen OKT kalinliklari ile 2. 6l¢iim zamaninda
elde edilen retina kalinliklar1 arasinda istatistiksel olarak anlamli fark izlenmemistir.
Grup 2 ve Grup 3 i¢in de 3. 6l¢iim zamaninda ve 4. dl¢glim zamaninda 6l¢iilen retina
kaliliklart ile 2. Olgiim zamaninda dlgiilen retina kalinliklar: arasinda anlamli bir fark
izlenmemistir. Grup 4’te 3. 0lglim zamani ile 2. 6l¢lim zamani1 arasinda anlamli fark
izlenirken (p<0,001), 4. olclim zamani ile 2. 6l¢iim zamani arasinda anlamli fark
izlenmemistir (p=0,295). Grup 5’in hem 3. Ol¢lim zamaninda hem de 4. Slgiim
zamaninde odlgiilen retina kalnliklari, 2. Olgiim zamanmda &lgiilen retina
kalinliklarindan anlamh olarak farkhidir (p<0,001, p<0,001). Grup 6’nin, 3. 6l¢iim
zamaninda ve 4. Ol¢iim zamaninda elde edilen retina kalinliklari ile 2. 6lgiim
zamaninda elde edilen kalinliklar1 arasinda istatistiksel olarak anlamli fark vardir

(p<0,001, p<0,001) (Bkz. Tablo 4.15.).
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Tablo 4.14. Calisma gruplarinda yeralan tavsanlarin ¢alisma siiresince 1., 2., 3. ve 4.
Olgiim zamanlarinda OKT ile 6lgiilen retina kalinliklarmin (u), ortalama
standart sapma, standart hata ve medyan degerleri.

grup ol¢iim1 ol¢iim2 ol¢iim3 ol¢iim4
Ortalama 172,33 174,67 178,50 173,83
Tavsan sayist 6 6 6 6
1 Standart Sapma 9,893 8,335 11,979 8,035
Ortanca 173,00 173,50 179,00 174,00
Standart Hata 4,039 3,403 4,890 3,280
Ortalama 168,89 186,89 186,56 185,89
Tavsan sayi1st 9 9 9 9
2 Standart Sapma 4,833 6,642 6,966 7,008
Ortanca 169,00 186,00 187,00 185,00
Standart Hata 1,611 2,214 2,322 2,336
Ortalama 170,89 184,89 187,22 186,89
Tavsan sayisi 9 9 9 9
3 Standart Sapma 8,710 12,025 10,208 7,817
Ortanca 168,00 189,00 186,00 185,00
Standart Hata 2,903 4,008 3,403 2,606
Ortalama 166,42 184,25 177,25 183,33
Tavsan sayisi 12 12 12 12
4 Standart Sapma 5,160 5,328 5,848 6,665
Ortanca 165,50 182,50 177,00 185,00
Standart Hata 1,490 1,538 1,688 1,924
Ortalama 173,08 192,58 174,92 173,33
Tavsan sayisi 12 12 12 12
5 Standart Sapma 7,305 7,833 9,549 5,914
Ortanca 173,50 191,00 174,50 172,50
Standart Hata 2,109 2,261 2,756 1,707
Ortalama 168,83 187,33 169,08 170,25
Tavsan sayi1s1 12 12 12 12
6 Standart Sapma 5,654 6,867 7,452 6,122
Ortanca 169,00 186,00 168,50 170,50
Standart Hata 1,632 1,982 2,151 1,767
Ortalama 169,87 186,07 178,17 178,68
Tavsan sayisi 60 60 60 60
Total Standart Sapma 6,949 8,953 10,438 9,353
Ortanca 169,00 186,00 177,50 179,00
Standart Hata 1,897 1,156 1,348 1,207

01: 1.6l¢lim (tavsan gozlerine ¢calismanin ilk giinii yapilan kontrol muayenesi), 62: 2. él¢iim (DRP
hastalik modelinin gelistirilmis oldugu muayene), 63: 3.6l¢iim (tedavi sonrasi 1. hafta muayenesi),
04: 4.6l¢tiim (tedavi sonrasi 1. ay muayenesi)
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Tablo 4.15. Gruplarin, 3. ve 4. 6l¢iim zamanlarindaki retina kalinlik 6l¢iimlerinin, 2.
Ol¢iim zamanindaki retina kalinlik 6l¢timleri ile karsilastirmalar: i¢in p

degerleri.
Grup-1 03 04
02 0,125 0,375
Grup-2 03 04
02 0,406 0,180
Grup-3 03 04
02 0,135 0,281
Grup-4 03 04
02 0,00 0,295
Grup-5 03 04
02 0,00 0,00
Grup-6 03 04
02 0,00 0,00

61: 1. 6lglim (tavsan gozlerine ¢aligmanin ilk giinii yapilan kontrol muayenesi), 62: 2. 6l¢iim (DRP
hastalik modelinin gelistirilmis oldugu muayene), 63: 3. 6l¢tim (tedavi sonrasi 1. hafta muayenesi),

04: 4. 6l¢lim (tedavi sonrasi 1. ay muayenesi)
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Sekil 4.24. Caligma gruplarinda yeralan tavsanlarin ¢aligma siiresince 1., 2., 3. ve 4.
6l¢tim zamanlarinda OKT ile 6l¢iilen retina kalinliklart (n) (X £ SS, n=3).

e Fundus Fluoresein Anjiografi

Retinal wvaskiiler gecirgenligin artist DRP  patogenezindeki

en temel

mekanizmadir. In vivo ortamda KRB harabiyetinin en 6nemli gstergelerinden birisi

FFA incelemeledir. FFA incelemelerinde, KRB harabiyetinin oldugu alanlarda

fluoreseinin damar disina sizdigi izlenir. Tez c¢alismalari kapsaminda tavsanlarda
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yapilan FFA ¢ekimlerinden alinan goriintiiler, retina damarlarinda izlenen fluoresein
sizintisinin  miktarina gore derecelendirilmis ve sonuglar istatistiksel olarak
karsilastirilarak gruplar arasindaki farklar incelenmistir (27, 297, 298) (Tablo 4.16-
4.18. ve Sekil 4.25.; 4.26.)

Sekil 4.25. FFA goriintiilerinde, optik diskten ve meduller kanatlardaki retinal
damarlardan olan fluoresein sizintinin diizeyinin degerlendirilmesi. A)
Derece 1: Normal retina damarlarinda, intravaskiiler fluoroseinin
gorliinimii B) Derece 2: Hafif diizeyde fluoresein sizintisi:Optik disk ve
retinal damarlardan, hafif diizeyde fluorosein sizintis1 mevcut, optik disk
ve retinal damarlar izlenebiliyor C) Derece 3: Belirgin diizeyde fluoresein
sizintis1 meveut, optik disk ve retinal damarlar bazi alanlarda fluoresein
tarafindan bloke edilse de kismen izlenebiliyor D) Derece 4: Ciddi
diizeydefluoresein sizintis1 mevcut, optik disk ve retina damarlarinin
yapisi, yogun fluoresein sizintisi sebebiyle se¢ilemiyor.

Tablo 4.16. FFA igin F1 LD F1 tasarimu.

Faktor Fn sd p
Grup 113,11 4,24 <0,001
Zaman 194,87 1,68 <0,001
Grup*Zaman 27,79 4,55 <0,001
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Tablo 4.17. FFA verisinden elde edilen goreli etkiler.

Grup Sira Sayilar1 Ortalamalar: Gozlem sayisi Goreli etki
1 20,50 8 0,25
2 53,08 12 0,66
3 53,08 12 0,66
4 48,06 16 0,59
5 32,28 16 0,40
6 32,28 16 0,40
Zaman
1 20,50 20 0,25
2 55,08 20 0,68
3 39,81 20 0,49
4 44,13 20 0,55

Sonuglarin istatistiksel olarak degerlendirilmesi sonrasinda, Tablo 4.16.’da
gruplar i¢in hesaplanan ANOVA tipi istatistik (ATI); 113,11, zaman i¢in hesaplanan
ATI; 194,87 ve grup*zaman etkilesimi igin hesaplanan ATI; 27,79 olarak elde edilmis
ve bu sonuglara gore elde edilen tiim p degerleri <0,001 olarak bulunmustur. Ortalama
grup etkisinin anlamli olmasi, gruplar arasinda DRP degerleri bakimindan farklilik
oldugunu gostermektedir. Tablo 4.17°de, 1.grupta DRP i¢in goreli deneme etkisi 0,25
bulunmustur. Sira say1 ortalamasi da en diisiikk grup 1.gruptur. Buna gore, 1.grupta
DRP skorlarimin diger gruplardan elde edilen ortalama deneme etkilerinden daha
diisiik oldugu soOylenebilir. 2. ve 3.grupta ise deneme etkileri en biiyiiktiir ve en

yuksektir.

Basit zaman etkisi incelendiginde, 1.2.3. ve 4. zaman noktalarina ait goreli
deneme etkileri sirasiyla; 0,25; 0,68; 0,49; 0,55 olarak hesaplanmistir. Goreli etkiler
yorumlanirken, dort zaman noktasinin mevcut etkiyi nasil paylastiklari iizerinde
durulur. Zamana ait goreli deneme etkileri incelenirken grup faktorii goz ardi edilerek
inceleme yapilmaktadir. Daha genel bir ifadeyle, zaman noktalar1 i¢in goreli deneme
etkilerinin egilimi degerlendirildiginde, 2. zamanda etkinin en yiiksek degere ulastig
goriilmektedir. Grup*zaman etkilesiminin anlamli bulunmasi, zaman noktalar1 arasi
degisimin gruplarda benzer olmadigi anlamma gelir. Gruplarin farkli zaman

noktalarindaki marjinal goreli etkileri, bu etkilere ait %95 giliven araliklar1 ve tahmini
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yan (bias) degerleri Tablo 4.18.’de sunulmustur. Calismada elde edilen tiim tahmini
yan degeri sifir olup sonuglarin giivenilir oldugu sdylenebilir. Etkilesimin incelenmesi
adina ele aliman marjinal goreli etkiler i¢in de durum goreli deneme etkilerinden
farksizdir. Bu sefer her bir gruba ait her bir zaman noktasinin bir marjinal goreli etkisi
hesaplanmis ve yorumlanirken bu degerler kullanilmistir. Bu ¢caligmada yer alan 6rnek
icin 6 grup ve 4 zaman noktasi olduguna gore, toplam 24 marjinal goreli etkinin
ortalamasinin 0,50 olmasi beklenir. Bu bilgiler 15181nda, 1. grubun marjinal goreli etki
degeri zamana bagli degismezken 2. ve 3. grupta 2. zaman sonrasi artmis, 4.,5. ve 6.
gruplarda 2. zamanda en yiiksek degeri almistir. Verilen tiim sonuglarin ortanca (min-
maks) istatistikleri ile de benzer oldugu agiktir. Her bir grup i¢inde zamanlarin ikili
karsilagtirmalar1 ve ver bir zamanda grup karsilastirmalari da Tablo 4.18.°de

sunulmustur.

Tablo 4.18. FFA degerleri icin farkli grup ve zaman noktalarina ait istatistiksel
degerlendirme sonugclari.

Grup Zaman noktalar:
Grup ici zaman
1 2 3 4 karsilastirmalari
icin p degerleri
Marjinal goreli etkiler 0,25 0,25 0,25 0,25 1,0
1 Ortanca (min-maks) 1(1-1) 1(1-1) 1(1-1) 1(1-1)
Tahmini yan (bias) 0 0 0 0
%95 giiven arahig
Alt sinir 0,23 0,23 0,23 0,23
Ust sinir 0,27 0,27 0,27 0,27
1 2 3 4
Marjinal goreli etkiler 0,25 0,77 0,77 0,84 (61) vs (64) 0,027
Ortanca (min-maks) 1(1-1) 3(3-3) 3(3-3) 3(3-4)
2 Tahmini yan (bias) 0 0 0 0
%395 giiven arahig:
Alt sinir 0,23 0,75 0,75 0,66
Ust sir 0,27 0,79 0,79 0,93
1 2 3 4
Marjinal goreli etkiler 0,25 0,77 0,77 0,84 (61) vs (64) 0,027
Ortanca (min-maks) 1(1-1) 3 (3-3) 3 (3-3) 3 (3-4)
3 Tahmini yan (bias) 0 0 0 0
%95 giiven aralig
Alt sinir 0,23 0,75 0,75 0,66
Ust smir 0,27 0,79 0,79 0,93
1 2 3 4
. T 61) vs (62) 0,009
Marjinal goreli etkiler 025 | 077 0,59 0,77 Ebl% vs &54; 0,009
4 Ortanca (min-maks) 1(1-1) 3(3-3) 2 (2-3) 3(3-3)
Tahmini yan (bias) 0 0 0 0
%95 giiven araligi
Alt sinir 0,23 0,75 0,48 0,75
Ust stir 0,27 0,79 0,69 0,79




Tablo 4.18. Devam FFA degerleri i¢in farkli grup ve zaman
istatistiksel degerlendirme sonuglari.
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noktalarina ait

1 2 3 4
.. e 61) vs (62) 0,020
M TS 025 | 077 0,32 0,25 Eaz; V5 564; 0,020
5 Ortanca (min-maks) 1(1-1) 3(3-3) 1(1-2) 1(1-1)
Tahmini yan (bias) 0 0 0 0
%95 giiven aralig
Alt sinir 0,23 0,75 0,21 0,23
Ust sinir 0,27 0,79 0,46 0,27
1 2 3 4
. T 01) vs (62) 0,020
Marjinal goreli etkiler 025 | 077 0,25 0,32 &523 vs &53% 0,020
6 Ortanca (min-maks) 1(1-1) 3 (3-3) 1(1-1) 1(1-2)
Tahmini yan (bias) 0 0 0 0
%395 giiven arahig1
Alt siir 0,23 0,75 0,23 0,21
Ust siir 0,27 0,79 0,27 0,46
1vs2 1vs2 0,023
0023 1vs3 0,023 1vs2 0,034
1‘\/33 1vs4 0,023 1vs3 0,034
0023 2vs4 0,033 1vs4 0,013
Zaman ici grup 1’VS 4 2vs5 0,011 | 2vs50,009
karsilastirmalari igin p 1.0 0013 2vs6 0,007 | 2vs6 0,013
degerleri 1’\/35 3vs4 0,033 | 3vs5 0,009
0.013 3vs50,011 | 3vs60,013
llvsﬁ 3vs6 0,007 | 4vs5 0,004
0013 4vs5 0,020 | 4vs6 0,006
' 4vs6 0,006

61: 1.0l¢iim (tavsan gozlerine ¢aligmanin ilk giinii yapilan kontrol muayenesi), 62: 2. 6l¢iim (DRP
hastalik modelinin gelistirilmis oldugu muayene), 63: 3.6l¢iim (tedavi sonras1 1. hafta muayenesi),
04: 4.6l¢tim (tedavi sonrasi 1. ay muayenesi)
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Sekil 4.26. Gruplarin FFA derecelerinin calisma siiresince degisimi.
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e FFFM incelemeleri

KRB harabiyetinin in vivo ortamda degerlendirilebilmesine imkan veren diger
bir tetkik FFFM incelemeleridir. FFFM incelemelerinde elde edilen dlgiimler, KRB
harabiyetinin sayisal olarak degerlendirilebilme imkani saglar. KRB harabiyetinin
incelenmesinde, her bir 6l¢iim zamaninda sag gozden elde edilen 6l¢lim degerleri,
islem uygulanmayan sol gdzden elde edilen degere boliinerek bagil gecirgenlik degeri
hesaplanmistir. Her bir 6l¢iim elde edilen gecirgenlik degerleri kaydedilerek, calisma
stiresince her bir grubun gegirgenlik degerindeki degisim incelenmistir. Gruplarin
tedaviye cevabinin incelenmesinde, tedavi sonrast 1. hafta (3. 6l¢lim) ve 1. ayda
yapilan 6l¢timlerin sonuglari, DRP hastalik modeli olusturuldugunda alinan dl¢timlerle
(2. ol¢lim) karsilastirilmistir. Calisma siiresince gruplardan elde edilen FFFM 6lgiim
sonuglar1 Tablo 4.19.’de, 6l¢iim sonuglarinin grup i¢i karsilastirmalarinin istatistiksel
sonuglart Tablo 4.20.’de sunulmustur. Caligma siiresi boyunca gruplarin FFFM

degerlerindeki degisim Sekil 4.27.’de sunulmustur.

Tablo 4.19. FFFM degerlerine iliskin istatistiksel analiz sonuglari

Grup ol 02 03 04

Ortanca 0,94 1,06 1,17 1,12

1 Minimum 0,90 0,99 1,13 1,10
Maksimum 0,98 1,13 1,21 1,14

Ortanca 1,05 4,48 5,94 6,27

2 Minimum 0,86 4,07 5,89 5,88
Maksimum 1,06 6,34 6,19 6,78

Ortanca 1,01 4,55 5,25 6,34

3 Minimum 0,98 3,96 4,61 571
Maksimum 1,04 5,58 5,53 6,64

Ortanca 1,05 4,71 3,75 5,65

4 Minimum 1,01 3,67 1,71 4,03
Maksimum 1,07 5,19 5,00 6,73

Ortanca 1,01 4,12 1,21 1,22

5 Minimum 0,92 3,70 1,18 1,15
Maksimum 1,08 5,20 1,30 1,35

Ortanca 1,01 4,68 1,23 1,30

6 Minimum 0,92 3,90 1,12 1,18
Maksimum 1,13 5,97 1,37 1,39

61: 1.8lglim (tavsan gozlerine galismanin ilk giinii yapilan kontrol muayenesi), 62: 2. Olgiim (DRP
hastalik modelinin gelistirilmis oldugu muayene), 63: 3.0l¢iim (tedavi sonras1 1. hafta muayenesi),
64: 4.6l¢tim (tedavi sonrasi 1. ay muayenesi)
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Tablo 4.20. Gruplarin, 2., 3. ve 4. 6l¢iim zamanlarindaki FFFM degerlerinin, 1. ve 2.

6l¢iim zamanindaki FFFM ol¢lim degerleri ile karsilastirmalart i¢in p

degerleri
Grup-1 02 03 04
01 0,180 0,180 0,180
02 0,180 0,180
Grup-2 02 03 04
61 0,109 0,109 0,109
02 0,285 0,285
Grup-3 02 03 04
01 0,109 0,109 0,109
62 0,285 0,109
Grup-4 02 03 04
01 0,068 0,068 0,068
02 0,273 0,144
Grup-5 02 03 04
61 0,068 0,068 0,068
62 0,068 0,068
Grup-6 02 03 04
01 0,068 0,068 0,068
62 0,068 0,068

61: 1. 6lglim (tavsan gozlerine ¢aligmanin ilk giinii yapilan kontrol muayenesi), 62: 2. 6l¢iim (DRP
hastalik modelinin gelistirilmis oldugu muayene), 63: 3. 6l¢iim (tedavi sonrasi 1. hafta muayenesi),

04: 4. dlglim (tedavi sonrasi 1. ay muayenesi)
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Sekil 4.27. Gruplarin FFFM Olclimlerinin ortanca degerlerinin ¢alisma siiresince

degisimi
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5. TARTISMA

5.1. Analitik Yontem Validasyonu

Tez ¢alismalart kapsaminda yiikleme ve salim caligmalarinda asetazolamid
miktarinin tayininde kullanilacak yontemin dogrulugunun, tekrarlanabilirliginin ve
kesinligininin teyid edilmesi i¢in analitik yontem validasyon ¢alismalar1 yapilmistir.
ACZ’nin bu c¢alismalardan elde edilen numulerden tayininde kullanilan ydntemler

analitik yontemin gegerliligi kabul kriterlerine gore degerlendirilmistir.

Analitik ~ yontem  parametrelerinin  validasyonunda,  dogrusalligin
hesaplanmasinda calisilan konsantrasyon araliginda, determinasyon katsayis1 (R? =
0.99349) degerinin 1’e yakin olmasi, degiskenler arasindaki iligkinin gii¢lii oldugunu

(304, 305) ve dogrusal oldugunu gostermektedir.

Diger analitik yontem parametreleri olan dogruluk, kesinlik ve dayaniklilik i¢in
yapilan validasyon ¢alismalar1 Boliim 3.1.°de anlatildig1 sekilde gergeklestirilmistir.
Analitik yonteme iliskin validasyon parametrelerinin geri kazanim degerlerinin %98-
102 arasinda olmasi ve varyasyon katsayilarinin (VK) %2’nin altinda olmasi
gerekmektedir (305). Dogruluk ¢alismalarindan elde edilen bagil hata %1,5’un altinda,
ve geri kazanim degerleri %98-102 arasindadir (Bkz. Tablo 4.1). Giin i¢i ve glinler
arasi kesinlik ve dayaniklilik ¢aligmalarindan elde edilen bagil hata degerleri %2’ nin

altinda bulunmustur (Bkz. Tablo 4.2.- Tablo 4.4.).

Sonug olarak validasyon ¢alismalarindan elde edilen bulgular asetazolamid
tayininde kullanilan yontemin dogru, kesin ve tekrarlanabilir oldugunu

gostermektedir.

5.2. Onformiilasyon Cahsmalar1 ve Nanopartikiiler ila¢c Tasiyic1 Sistem

Gelistirme Calismalari

Tez g¢alismalar1 kapsaminda intravitreal uygulanmak iizere, 1 ay siiresince

tedavi edici etki saglayabilecek asetazolamid yiiklii nanopartikiiler ilag tastyici bir
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sistemin gelistirilmesi amaglanmistir. Bu nanopartikiiler ilag tasiyici sisteminin, in
vitro ve in vivo DRP hastalik modelinde anlamli diizeyde tedavi edici etki géstermesi,
herhangi bir toksik ve allerjik etki gdstermemesi gerekmektedir. Ayrica gelistirilen
nanopartikiiler sistemin DRP tedavisinde halen kullanilmakta olan tedaviyle ayni
diizeyde etkili olmas1 ve etkin maddenin ¢ozelti formundan da anlamli derecede daha
yuksek etki gostermesi hedeflenmistir. Bu 6zellikleri saglayacak asetazolamid yiiklii
nanopartikiiler ilag¢ tastyici sistemin okiiler biyodagilimmin ve biyolojik bariyerleri
asabilme 6zelliginin yiiksek olmasi, uzun siireli ila¢ salim1 yapabilmesi, biyouyumlu

ve biyobozunur olmasi, toksik ve alerjik reaksiyona yol agmamasi gerekmektedir.

5.2.1. Nanopartikiillerin Fizikokimyasal Parametrelerinin Belirlenmesi

Arka segment hastaliklarinin tedavisinde ilacin intravitreal yolla uygulanmasi
kesin etki edecegi anlamina gelmemektedir (306). Hedef dokuda etkin terap6tik dozun
saglanabilmesi i¢in, intravitreal uygulama sonrasi, ilacin g6z dokularinda da dagilmasi
ve retina dokusuna ulasmasi gerekmektedir. Ilacin gdz dokularinda dagilimi ve
retinaya ulagimi ise vitreusta yeterli siire kalabilmesine ve arka segmentteki bariyerleri

basariyla agabilmesine baglidir.

Intravitreal uygulanan nanopartikiillerin retinaya gecebilmesi icin vitreusta
yeterli bir siire kalabilmesi ve bu siirede retinaya difiize olmasi1 gerekmektedir.
Retinaya ge¢gmeden 6nce ILM siirma gelip burada biriken nanopartikiiller, ILM’yi
gecerek i¢ retina katlaria ilerlemesi gerekmektedir. I¢ ve dis niikleer tabakalar, i¢ ve
dis pleksiform tabakalar ve interfotoreseptdr matriks nanopartikiil gecisinde bariyer
gorevi gorebilecek diger yapilardir. Ilacin RPE’e ulagmasi hedeflenmisse, DLM’1 ve
subretinal alan1 da basarili bir sekilde asmas1 gerekmektedir. ILM yoluyla retinaya
gecisin bir diger alternatifi de Miiller hiicre aracili transferdir. Nanopartikiillerin
vitreustaki dagilimimi ve tiim bu bariyerleri asabilmesini belirleyen temel faktorler
nanopartikiiliin boyut, ylizey yiikii gibi fizikokimyasal 6zellikleridir. Bu sebeple
nanopartikiiler ilag tasiyici sistemlerin fizikokimyasal 6zelliklerinin optimizasyonu
hem ilacin goz iginde dagilimmi ve hedef dokuya ulasimini kolaylastirir hem de
irritasyon gelisimi agisindan da belirleyicidir (275). Ayrica nanopartikiil gelistirilme

siirecinde kullanilan parametreler nanopartikiiliin boyut ve yiizey yiikil iizerine de
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etkilidir. Bisht ve arkadaglar1 tarafindan intravitreal protein taginimi i¢in gelistirilen
PLGA nanopartikiillerinde organik faz hacminin arttirilip polimer konsantrasyonu
azaltilmastyla nanopartikiil boyutunun diistiigii bildirilmistir. Ote yandan polimer
konsantrasyonundaki artisin ve organik faz hacmindeki artigin zeta potansiyel degerini

arttirdigin1 da rapor etmislerdir (14).

Tez g¢alismasi kapsaminda gelistirilen ACZ-CD-NP’lerin vitreusta ve RPE
hiicrelerindeki KA enzimlerini inhibe etmesi, retina tabakalarindaki AQP kanallar
tizerinde de etkili olmasi hedeflenmistir. Bu nedenle gelistirilen ACZ-CD-NP’lerin
vitreusta yeterli slire kalarak hem retina tabakalarinda ilerlemesi hem de subretinal
alan1 asarak RPE hiicrelerine ulasabilmesi beklenmektedir. Bu amacla literatiirdeki
veriler incelenerek 200-300 nm boyutlarinda anyonik yapida bir nanopartikiiliin bu
dagilim i¢in uygun nanopartikiil 6zellikleri oldugu tespit edilmistir. Bu amag
dogrultusunda istenilen 6zelliklere sahip nanopartikiiler bir sistemin gelistirilmesi i¢in
iki farkli polimer (PHBV ve CD) segcilerek on calismalar yapilmustir. On calismalar
kapsaminda PHBV ile bir nanopartikiil, CD ile 4 farkli nanopartikiil formiilasyonu
gelistirilerek partikiil biiytikliigli, zeta potansiyel ve yilikleme verimi agisindan
karsilastirilmistir. (Bkz. Tablo 4.5.) Gelistirilen PHBV nanopartikiilleri (Bkz. Sekil
4.4.) 342 nm boyutlarinda, % 49,41 yiikleme verimine sahiptir. Boyut agisindan PHBV
NP’ler istenen hedefleri karsilayamadigindan polimer olarak CD kullanilarak
nanopartikiiller hazirlanmistir. Bu kapsamda literatiirde siklikla kullanilan 4 farkl
yontem segilmistir. 11k {ic yontemde polimer olarak 2HP-B-CD, dérdiincii yontemde
ise yCD tercih edilmistir. ilk yontemde, EDGE kullanilmazken, diger yontemlerde
capraz baglayict olarak EDGE kullanilmistir. Dort farkli yontemle hazirlanan CD
NP’lerin karakterizasyon caligmalarindan elde edilen partikiil biyiikligi, zeta
potansiyel, polidispersite indeksi ve verimlilikleri karsilastirildiginda (Bkz. Tablo 4.5.)
NP’lerin yiizey yiiklerinin -25.2+0.4 ile -34.7+0,6 arasinda degistigi gorilmiistiir. Bu
bulgular dort farkli yontemle hazirlanan CD-NP’lerin negatif yiike sahip olmasi
sebebiyle, tez hedeflerini karsiladigin1 gostermektedir. Hazirlanan nanopartikiillerin
boyutlar1 karsilagtirildiginda (Yontem 1: 195,1+5,05 nm; Yontem 2: 513,8+17,3 nm;
Yontem 3: 1760+59 nm; Yontem 4: 662,2+24,2 nm) sadece Yontem 1 kullanilarak
hazirlanan NP’lerin hedeflenen NP boyutunu karsiladigi tespit edilmistir. Tez
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calismalar1 kapsaminda partikiil biiyiikliigii, zeta potansiyel ve verimlilik parametreleri
acisindan  hedeflenen kriterleri sagladigi icin ACZ yikli CD-NP’lerin

hazirlanmasinda Yontem 1 sec¢ilmistir.

5.2.2. ACZ-CD-NP’lerin Karakterizasyonu

Tez calismalart kapsaminda gelistirilen ACZ-CD nanopartikiillerin DLS
analizi sonuglarina gore partikiil biiyiikligii 238+16 nm ve polidipersite indeksi 0,160
olarak tespit edilmistir (Sekil 4.7.). Nanopartikiillerin yiizey yiikii -16+3.94mV,
yiikleme verimi ise %50 olarak tayin edilmistir. SEM goriintiileri incelendiginde ACZ
yuklii CD nanopartikiillerin diizgiin ve kiiresel formda oldugu izlenmistir (Sekil 4.8.).
FTIR spektrumlarinin karsilastirilmasi sonucu karakteristik piklerde goriilen ¢cakisma

nanopartikiillere asetazolamidin ytiklendigini gostermektedir.

Nanopartikiil Boyutu

Partikiil boyutu hem vitreustaki dagilimi hem de retinaya gecisi etkileyen bir
faktordiir. Retina hastaliklarinin tedavisine yonelik olarak gelistirilen nanopartikiiler
ilag tastyict sistemlerin hem vitreusta dagilimi ve retina dokusuna gegisi
saglayabilecek boyutlarda olmasi gerekir. Vitreus kolajen ve glikozaminoglikan larin
olusturdugu bir ag yapisindadir. Bu agda varolan porlar yaklasik 500-1000 nm
boyutlarinda oldugu (274) igin nanopartikiiler sistemlerin vitreustaki difiizyonu
saglayabilmeleri i¢in 500 nm’den daha kiiciik olmalar1 gerekmektedir. 200-300 nm
boyutlarindaki nanopartikiiller vitreusta serbest olarak hareket ederken, 500 nm’nin
tizerinde nanopartikiil hareketi yavaslamaktadir. Boyutlar1 1000 nm’nin {izerinde olan
nanopartikiillerin vitreustaki hareketi sinirlanmaktadir. Xu ve ark. (277), 1190 nm olan

polistren nanopartikiillerin sigir vitreusunda hareketsiz kaldiklarini gostermistir.

Sakurai ve ark. (307), 200 ve 50 nm boyutlarindaki polimerik nanokiirelerin
(fluorosan isaretli polisteren) intravitreal dagilimini incelemistir. Enjeksiyondan 1 ay
sonra 2 um boyutlarindaki nanopartikiillerin vitreusta belirgin bir opasiteye yol agtig
bildirilirken, 200 veya 50 nm boyutlarindaki nanopartikiillerin vitreusta homojen bir

dagilim gosterdigi tespit edilmistir. 200 nm ve daha kiiciik boyutlu olan
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nanopartikiillerin enjeksiyondan 2 ay sonra retinada izlendigi, mikroboyutlu
partikiillerin ise trabekiiler agda ve vitreusta tespit edildigi bildirilmistir.
Arastirmacilar mikron diizeyindeki partikiillerin retinaya gecis i¢in ¢ok biiyiik
oldugunu bildirmiglerdir. Vitreustaki yarilanma siireleri 2 pum, 200 nm ve 50 nm
boyutundaki nanopartikiiller i¢in sirasiyla 5,4+0,8 giin, 8,6+0,7 giin ve 0,1£1,8 giin

olarak tayin edilmistir.

Vitreusta difiizyon yaparak ILM sinirina gelebilen nanopartikiiller, ILM veya
Miiller hiicreleri aracilifiyla retina tabakalarinda gecebilirler. ILM, Miiller
hiicrelerinin basal membraninin vitreus korteksiyle birlikte olusturdugu bir yap1 olup
10-30 nm boyutunda porlara sahiptir (308, 309). Kalinligi retinanin farkli bolgelerinde
degisiklik gostermekle birlikte yaklasik 4 mikrondur. Yagla kalinlig1 artar, diyabet
basta olmak iizere inflamatuar ve iskemik pek c¢ok hastalikta kalinlik artisi
bildirilmistir. ILM’den molekiil gecisi temelde fagositoz yoluyla olur. Vitreustan ILM
yoluyla retinaya geciste partikiil boyutu ve yilik 6nemlidir. Bununla birlikte ILM’den
gecis i¢in, nanopartikiiliin boyutu ile alakali olarak bir esik degeri mevcut degildir.
Gegis i¢in uygun olan boyut degeri nanopartikiiliin diger fizikokimyasal 6zelliklerine
gore degisebilmektedir (281). Ote yandan retinaya gegiste ILM’yi bypass ederek direkt
dis retina tabakalarina ulasim saglayacak alternatif yollar da mevcuttur.
Nanopartikiillerin vitreustan retinaya gecisinde ILM’yi bypass ederek Miiller hiicreleri
aracilig ile i¢ tabakalara ulastiklar: da gésterilmistir (279). Koo ve ark. (279), 326 nm
boyutlarindaki HSA nanopartikiillerin Miiller hiicreleri tarafindan endositoz ve
eksositoz yoluyla alinarak dis niikleer tabaka ve fotoreseptor tabakasina kadar
ilerledigini gostermistir. Caligmada, nanopartikiillerin Miiller hiicrelerindeki
lokalizasyonunun hem dis pleksiform hem de i¢ niikleer tabaka seviyelerinde

gosterilebildigi bildirilmistir.

ILM’yi asan nanopartikiiller retinanin dis katlarima dogru ilerler. Kiigiik
nanopartikiillerin (<500 nm) retina tabakalarinda ilerlemesi endositoz yoluyla olurken
biiylik boyutlu (0.4-2 mikron) nanopartikiiller i¢in fagositoz yoluyla gergeklesir (310-
312). Bu durum RPE’e hedeflenmis manyetik nanopartikiillerin kullanildigi Xenofus

embriyolarinda ve zebrafish’lerde yapilan ¢aligmalarda da gosterilmistir (313).
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Bourges ve ark. (242), farkli boyutlardaki (140 nm ile 310 nm arasinda
degisen) nanopartikiillerin intravitreal uygulama sonrasinda retinanin tiim tabakalarina
ve RPE’e ilerledikleri gostermislerdir. Nanopartikiillerin 4 ay sonrasina kadar retina
dokusunda kaldiklar1 ve kontrollii ilag salimi yaptig1 bildirilmistir Bir baska ¢caligmada
boyutlar1 50 nm’den 643 nm’ye kadar degisen farkli biiyiikliiklerdeki
nanopartikiillerin retinada dis katlara kadar ilerledigi gosterilmistir (307, 314). Bu
sonuglar intravitreal uygulama sonras1 hedef dokuya ulagsma konusunda boyutun tek
belirleyici 6zellik olmadigini yiizey yiikii, stabilite gibi diger faktorlerin de etkili
oldugunu gostermektedir. Nitekim Koo ve ark.’nin g¢alismasinda (279), 344 nm
boyutlarinda HSA-HA hetero nanopartikiillerin vitreus ve retinadaki hareketi, 200-300
nm boyutlarindaki HA ve HSA nanopartikiilleri ile benzer bulunmustur.
Arastirmacilar bu sonucu, 350 nm’nin altindaki nanopartikiil biiylikliigiinde, vitreus
ve retinadaki nanopartikiil hareketlerinin primer olarak partikiiliin yiizey yiikiinden

etkilenmesi seklinde yorumlamislardir.

Nanopartikiil Yiikii

Nanopartikiillerin g6z dokularindaki hareketinde en fazla etkili olan
fizikokimyasal 6zellik nanopartikiillerin yiizey yiikiidiir (315, 316). Intravitreal
uygulanan nanopartikiiler ilag¢ tasiyici sistemin hedef retina dokusuna ulagmasi igin
vitreus ve diger dokularda ilerleyerek retina hiicreleri i¢ine alinmasi gerekmektedir.
Bu basamaklar, nanopartikiil ve yiizey yiikiine sahip biyolojik molekiiller arasindaki
elektrostatik ¢cekim kuvveti tarafindan asilir (6). Nanopartikiillerin yiizey yiikii hem

vitreustaki difiizyon siiresince hem de retina tabakalarina gegiste etkilidir.

Literatiirde farkli ylizey yiiklerine sahip nanopartikiillerin vitreus igindeki
hareketlerinin ex vivo gz modelinde ¢alisildigi pek ¢cok ¢alisma vardir. Peters ve ark.,
katyonik lipoplekslerin, vitreus yapilarina baglanarak hareketsiz kaldigin1 ama
pegilasyon sonrasi agregasyon ve vitreus biyopolimerlerine baglanma sorununun
¢oziimlendigini bildirmislerdir (317). Xu ve ark. (277), amin gruplariyla kaplanmis
pozitif yiklii polisteren nanopartikiillerin sigir vitreusunda hareketsiz kalirken,
karboksil grubuyla kaplanmis negatif yiiklii P polisteren nanopartikiillerin vitreusta

serbestce hareket ettigini bildirmislerdir. Eriksen ve ark. (318), katyonik lipozomlarin
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noétral ve anyonik lipozomlara gore vitreus boyunca diflizyon katsayisinin belirgin

olarak diislik oldugunu bildirmislerdir.

Pitkanen ve ark. (319), sigir goziine intravitreal uygulanan poli-L-lizin,
polietilenimin ve katyonik lipozomlarin ILM’yi gegerek retinaya ulagmak yerine
ILM’nin yiizeyine baglanarak biriktigini bildirmislerdir. Tiim ex vivo g¢alismalar,
katyonik nanotasiyicilarin vitreustaki hareketi azalttigini ve geciktirdigini, ILM’den
gecisi de zorlastirdigini gdstermektedir. Bu sonug, pozitif yiiklii nanopartikiillerle
negatif yikli ILM ve vitreus arasindaki elektrostatik ¢ekim kuvveti ile
aciklanmaktadir (240).

Koo ve ark. (279), benzer boyutlarda, farkli yiizey yiikiine sahip molekiillerin
intravitreal uygulama sonrasi1 goz i¢indeki dagilimini incelemislerdir. Caligmada
katyonik (PEI ve GK), anyonik HA, ve insan serum albiimini (HSA) ve heterojen
polietilenimin, glikol kitosan (GK) (PEI/GK, HSA/GH ve HSA/HA)
nanopartikiillerinin  vitreustaki hareketleri izlenmistir. Calismada, 316 nm
boyutlarinda pozitif yiiklii polietilenimin (PEI) nanopartikiillerin vitreus sivisina
yapisarak, enjeksiyondan 24 ve 72 saat sonra hala enjeksiyon alaninda kaldiklari
gosterilmistir. Aym ¢alismada 16,4 mV zeta potansiyel ve ortalama 229,1 nm
boyutlarina sahip olan diger katyonik nanopartikiil olan glikol kitosan’nin (GK) ise,
vitreusta hareket ederek ILM yiizeyine kadar ulastiklar1 ve burada biriktikleri
gozlemlenmistir. Aragtirmacilar iki katyonik nanopartikiilin dagilim o6zellikleri
arasindaki bu farkin, GK’nin yapisindaki glikolden kaynaklandigini bildirmislerdir.
Yazarlar, glikoliin polietilen glikol’e benzer bir etki gdstererek kitosanin yapisindaki
aminleri bloke ettigini ve vitreustaki negatif yiikli molekiillerle baglanmay1
engelledigini savunmuslardir. Benzer katyonik yiike sahip 271,1 nm boyutlarinda ve
+20,7 mV zeta potansiyele sahip heterojen PEI/GC nanopartikiiller ve 293,3 nm
boyutlarinda ve -1,9 mV zeta potansiyele sahip heterojen HSA/GC nanopartikiiller de
ILM yiizeyinde birikerek retinanin i¢ katlarina ilerleyememislerdir. Bu sonug,
literatiirde daha 6nce 11,7 mV zeta potansiyele sahip katyonik HSA’larin intravitreal
uygulanmasi sonucunda elde edilen verilerle uyumludur (294). Ote yandan calisma da
213,4 nm boyutlarinda, -26,2 mV zeta potansiyele sahip anyonik HA nanopartikiillerin
ve 326,3 nm boyutlarinda, 20,9 mV zeta potansiyele sahip anyonik HSA
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nanopartikiillerin hem vitreusta serbest¢e hareket ettikleri hem de retinaya gecerek
retina dokusunda derin katlara ilerlemelerinin sorunsuz oldugu gosterilmistir. TEM
goriintiileriyle anyonik nanopartikiillerin retina katlar1 boyunca ilerlemesini ILM’yi
klatrin-aracili endositoz yoluyla gectiklerini bildirmislerdir. Ote yandan anyonik
nanopartikiiller hem Miiller hiicrelerinde farkli tabakalarda hem RPE’de gdsterilmistir.
Bu sonug¢ arastirmacilar tarafindan, nanopartikiillerin vitreustan retina gegisinde
Miiller hiicrelerinden endositoz ve ekzositoz mekanizmalarinin etkili oldugu seklinde

yorumlanmustir.

344,8 nm boyut ve -23,3 mV zeta potansiyele sahip heterojen HA/HSA
nanopartikiillerin de vitreusta serbestce hareket ettikleri, retinanin dis tabakalarina
ilerleyerek RPE tabakasina ulastiklari gosterilmistir. Bu durum 350 nm’den daha
kiictik nanopartikiillerin vitreustaki hareketlerinin yiizey yiikii tarafindan belirlendigi
seklinde yorumlanmistir (279). Nanopartikiil yikiiniin, nanopartikiiliin intavitreal
dagilima ve retina dokularma gecise etkileri konusundaki literatiir bilgileri
incelendiginde genel kanaat negatif yiikli nanopartikiillerin daha etkili oldugu
yoniindedir. Yiizey yiikiiniin bu belirleyici etkisi, vitreustaki ve retinadaki hiicre
membranlarindaki negatif yiiklii molekiillerin, katyonik nanopartikiillerle etkilesime

girmelerinden kaynaklanmaktadir (320).

Tez ¢aligmalar1 kapsaminda, in vivo ¢aligsmalarda hastaligin seyri in vivo olarak
retina muayene cihazlariyla takip edildigi i¢in ¢aligma siiresinde herhangi bir muayene
aninda tavsanlarin feda edilmesi gerekmemistir. Bu nedenle de, nanopartikiiliin g6z
dokularinda dagilimini inceleyen bir ¢alisma yapilamamustir. Fakat, tez caligmalari
kapsamindaki veriler incelendiginde, gelistirilen NP’lerin  fizikokimyasal
ozelliklerinin vitreusta difiizyon ve retina tabakalarina gecis i¢in tanimlanan kriterleri
sagladig1 gorilmektedir. In vivo sonuglarda da hedeflenen klinik cevap elde edilmistir.
Bu sonuglarla, gelistirilen NP’lerin gbz i¢i dokulara dagiliminin, vitreusta
difiizyonunun ve retina tabakalarina ve RPE’YE gecisinin basarili oldugunun bir

sonucu oldugu diistiniilmektedir.

Intravitreal enjeksiyonlarda, hedef dokuda istenen ilag konsantrasyonunun

saglanabilmesi ve bu etkinin istenen siire korunabilmesi temelde iki faktore baglidir:
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ilacin uygulama alanindaki kalis siiresi ve ilacin hedef dokuya ulasimu. Ilacin vitreusta
kalis stiresi, retinadaki etkin maddenin dozunu belirleyen ¢ok onemli bir faktordiir.
Vitreustaki kalis siiresi, ilacin okiiler dokularda biyodagilimi, uygulanan ila¢ miktar
ve ilacin vitreustan eliminasyon hizi tarafindan belirlenir (275). Vitreus ¢ok kii¢iik ve
kisitli hacme sahip bir doku oldugundan intravitreal uygulamalarda uygulanabilecek
hacim miktar1 belirli stnirlarda olmalidir (yaklasik 100 mikrolitre) (279). Bu sebeplerle
intravitreal kontrollii salim sistemleri ile uzun siire etki ederek intravitreal enjeksiyon
sikligim1 azaltmak icin, miimkiin olan en yiiksek gilivenli dozun verilebilmesi
onemlidir. Bu verilen dozun da uzun siire etkin ilag salimi yapabilmesi ve vitreusta
hemen degradasyona ugramamasi gerekmektedir. Nanopartikiiler ilag tasima
sistemleri icin bu hedefin saglanmasinda yilikleme verimi, salim ozellikleri ve

degradasyon siiresi ¢cok dnemli parametrelerdir.

Salim Cahismalari

CZ yiiklii nanopartikiillerin salim profilinde, ilk patlama (burst) salimmnin
ardindan kontrollii bir sekilde devam ettigi, geri kalan miktarin saliminin yavas yavas
sabit fazda gergeklestigi ve ortamdaki ila¢ konsantrasyonunu 0,4 mg civarinda sabit
oldugu gorilmiistiir (Sekil 4.9.). Asetazolamidin makiiler 6dem tedavisi konusunda
literatiirde sadece olgu bazli caligmalar vardir. Bu sebeple intravitreal yolla uygulanan
asetazolamidin makiiler 6dem tedavisindeki etkin konsantrasyonu hakkinda herhangi
bir ¢alisma sonucu bulunmamaktadir. Literatiirdeki sadece asetazolamidin intravitreal
uygulamasinin toksik olmayan en yiiksek dozunun 0,5 mg olduguna ait veri
bulunmaktadir (201). Tez calismalar1 kapsaminda in vitro toksisite ve etkinlik
calismalarindan elde edilen veriler, literatiirde asetazolamidin toksik dozu ile ilgili
verilerle birlikte degerlendirilerek hazirlanan ACZ-CD NP’lerde yiiklenen ila¢ miktar1
0,5 mg olacak sekilde gerceklestirilmistir. Aynm1 zamanda, 3 hafta sonraki salim
sonuclarinda ortalama asetazolamid miktarinin ortalama 0,4-0,5 mg arasinda oldugu

belirlenmistir (Bkz. Sekil 4.10.).

Degradasyon Calismalar:
Degreadasyon c¢alismalarindan elde edilen sonuglar sicaklik arttikga
nanopartikiillerin degradasyon oraninin arttigini gostermistir. Nanopartkiillerde ACZ

etkin maddesinin varli§1 daha stabil bir degredasyon olusmasini saglamistir (Sekil
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4.9.). CD nanopartikiillerin 4°C’deki degredasyon profilinde belirli zamanlarda

gozlenen artmalar degredasyon iiriinlerinin agregasyonu ile a¢iklanmistir.

Okiiler kullanim amaciyla siklodekstrin bazli nanopartikiillerin, etkin
maddenin kontrollii salimin1 saglayarak okiiler biyoyararlanimini arttirdigini gosteren
cok sayida ¢aligma vardir (261, 253). Zhang ve ark.’nin ¢alismasinda (322), goz
hastaliklarinin tedavisine yonelik olarak gelistirilen naringenin yiiklii siilfobiitileter-p3-
siklodekstrin/kitosan nanopartikiilleri (Nag-CD/CS-NPs) gelistirilmis ve goz
hastaliklarinin ~ tedavisinde kullanim potansiyelleri — arastirilmistir.  Calisma
kapsaminda, kiiresel formda 446,4+112,8 nm boyutlarinda ve +22.5£4.91mV zeta
potansiyele sahip nanopartikiiller gelistirilmistir. /n vitro ve in vivo ¢alismalarda Nag-
CD/CS-NPs’lerin, uzamig naringenin salimi yaptig1 ve naringeninin biyoyararlanimini
arttirdigr gozlenmistir. Arastirmacilar bu bulgulara dayanarak CD/CS-NP’lerin,
¢cOziiniirligli diisiik ilaclarin  biyoyararlanimi arttirmak i¢in 1iyi bir secenek

olabilecegini ileri stirmiistir.

5.3. Gelistirilen ACZ-CD NP’lerin Go6z Dokularinda Toksisitesinin

Incelenmesi

Tez c¢alismalar1 kapsaminda gelistirilen ACZ-CD-NP’lerin in vitro ve in vivo
toksisite incelemeleri yapilmistir. /n vitro toksisite MTT testi ile degerlendirilmis, in
VIVO toksisite caligmalar1 kapsaminda da on segment ve arka segment muayene

sonuglar1 ve goz i¢i basinci dlgtimleri degerlendirilmistir.

Go6ziin 6n segment ve arka segment kompartmanlari immiin imtiyazl alanlardir
ve sistemik dolasimdaki antijenlere karsi korunaklidirlar (45, 47). G6zdeki immiin
sistem viicudun diger organlarindan farkli 6zelliklere sahiptir ve buna bagli olarak g6z
icinde gelisen inflamatuar cevap viicudun diger organlarindan farkl bir seyir izler (63).
Vitreus ¢ok yavas yenilenen jelimsi bir yapidir. Bu nedenle g6z i¢inde gelisen pH
degisiklikleri veya agiga ¢ikan toksik iiriinler kolayca kontrol edilemez ve okiiler
dokularda harabiyete yolagabilir (323). Bu nedenle goze uygulanan biyomateryaller
gozde cok agir sonuglara sebep olabilecek inflamatuar reaksiyonlara yolagabilir

(7,236).
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Oftalmik ilag tastyici sistemlerin gelistirilme siirecinde hayvan ¢alismalarindan
onceki asamalarda in vitro modellerin kullanilmasi ¢ok énemli bilgiler saglamaktadir
(324). Hiicre kiiltiirti ¢alismalari, yeni ilaglarin ve ilag tasima sistemlerinin toksisite ve
immiinojenitesinin degerlendirilmesinde siklikla kullanilmaktadir (305). ISO 10993-5
standardina gore bir maddenin toksik sayilabilmesi i¢in, hiicre canliligim1 %30
oraninda azaltmasi gerekmektedir (326). Tez ¢alismalar1 kapsaminda in vitro toksisite
testleri, HRMEC hiicre hattinda MTT testleri ile degerlendirilmistir. Bu kapsamda bos
CD nanopartikiil, serbest asetazolamid ve asetazolamid yiiklii CD nanopartikiillerin
HRMEC hiicrelerinde olusturdugu toksik etkiler incelenmistir. Sonuglar
karsilastirildiginda asetazolamid konsantrasyonu arttikga nanopartikiillerin hiicreler
tizerindeki sitotoksisitesinin de arttig1 izlenmistir. 250 pg/mL konsantrasyonda
hiicreler yaklasik %90 canlilik gostermektedir. Bu sonug, hazirlanan nanopartikiillerin
hiicreler tizerindeki sitotoksisitesinin oldukga diisiik oldugunu ve in vivo uygulamalar

acisindan uygun oldugunu gostermektedir (Bkz. Sekil 4.11., Tablo 4.6.).

Intravitreal enjeksiyon sonrasinda gelisebilecek toksik ve alerjik etkilere bagl
olarak, goz i¢inde inflamatuar reaksiyon, goz i¢i basincinda degisiklikler ve retina ve
optik diskte toksik etkiler gelisebilir. Intravitreal uygulama sonrasinda gelisebilecek
inflamasyona bagli olarak, 6n kamarada fibrin materyali, hipopiyon, korneal 6dem
arka kamara muayenesinde vitreusta bulaniklik gelisebilir (236, 327). Ayrica retinada
dekolman, vitreus hemorajisi ve optik disk atrofisi gibi toksik etkiler de gelisebilir
(10). Bu nedenle bu etkilerinin degerlendirilebilmesi i¢in tiim bu bulgulara yonelik
takip c¢alismalarinin yapilmasi gerekmektedir. Bu etkiler intravitreal uygulanan
nanopartikiillerin in vivo toksisite ¢aligmalarinda 6n segment ve arka segment

muayene bulgulart ve goz i¢i basinci Ol¢timleri degerlendirilmistir.

Tez ¢aligsmalar1 kapsaminda intravitreal uygulama sonrasi Tablo 3.4.’te verilen
is planma gore yapilan tiim kontrollerde 6n segment muayenesinde; 6n kamarada,
fibrin membran, arka sinesi, hipopiyon ve korneal 6dem varliginin degerlendirilmesi
acisindan takip yapilmistir. On segment muayenesinde korneada veya 6n segmentte
endoftalmi bulgular1 da takip edilmistir (Bkz. Sekil 4.18.) Gruplardan hig¢birinde 6n
segmentte inflamasyonla veya endoftalmi ile iliskili bulgu izlenmemistir. Fundus

muayenesinde, tavsanlarin tamaminda vitreus berrak, fundus rahat izlenebilir olarak



147

tespit edilmistir (Bkz. Sekil 4.20.). Higcbir grupta vitreusta, fundusun izlenmesine engel
olacak bir bulaniklik izlenmemistir. Arka segment muayenesinde intravitreal
enjeksiyona bagl olarak gelisebilecek diger 6nemli komplikasyonlar olan optik atrofi,
retina dekolmani ve vitreus hemorajisi gelisimi acisindan da takip yapilmistir. Arka
segment muayenelerinde, hi¢bir tavsanda optik diskte solukluk, retina dekolmana,

vitreus hemorajisi veya endoftalmi ile uyumlu bulgu izlenmemistir.

Retina dokusu beynin dogrudan uzantisidir, tim hiicreleri post mitotik
evrededir ve bu sebeplerle retina hiicreleri goz i¢indeki herhangi bir metabolik
degisiklige kars1 ¢ok hassastir (328). Vitreusun ¢ok yavas yenilenen jelimsi bir yapida
olmas1 sebebiyle pH degisiklikleri veya agiga ¢ikan toksik iiriinler kolayca kontrol
edilemez ve okiiler dokularda harabiyete yol agabilir. Buna ek olarak, vitreus gérme
aksinin tamamini kaplamaktadir. Pupilla aracilign ile arka segmente gegen 11k
1isinlarnin retinaya ulasmasi icin vitreusun seffaf olmasi gerekmektedir. Inflamatuar
cevap sirasinda agiga ¢ikan mediyatorlerin sebep olacagi bulaniklik 151k 1sinlarimin
makiilaya iletimini engelleyebilir. Bu nedenle goze uygulanan ilaglarin sebep
olabilecegi inflamatuar reaksiyon akut evrede vitreusta bulanikliga sebep olarak
gormeyi ciddi olgiide etkiler. Kronik evreye gecen inflamatuar reaksiyonlar, goz
dokularinda agir ve kalic1 harabiyete sebep olabilir. Bu durum g6z dokusunun kaybina
veya gormenin tamamen kaybedilmesine yol acabilir. Bu nedenle okiiler ilag
taginmasina yonelik yeni sistemlerin gelistirilmesinde inflamatuar reaksiyonlarin

gelisiminin takibi ve 6nlenmesi bir zorunluluktur (7, 236, 323).

Live ark. (329), arka segment uygulamalari i¢in gelistirdikleri, poliortoester
nanopartikiillerini iki farkli konsantrasyonda hazirlaylp intravitreal olarak
uygulamislardir. Aragtirmacilar her iki konsantrasyondaki nanopartiillerin tavsan
gobzlerine intravitreal uygulama sonrasi in vivo toksik etkilerini, 6n segment muayenesi
ve gbz i¢i basinci dlglimleri ile takip etmislerdir. Calisma sonunda, 6n segmentte fibrin
materyali birikimi ve inflamatuar cevap ile uyumlu bulgu izlemeyen arastirmacilar,
g0z i¢i basinci dl¢iimlerinde de belirgin bir degisiklik izlemediklerini bildirmislerdir.
Bu sonuglarla poliortoester nanopartikiillerin intravitreal uygulamalar i¢in giivenli

oldugunu rapor etmislerdir.
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Intravitreal uygulanan nanopartikiiler ilag tasima sistemlerinin incelenmesinde
dikkate alinmasi gereken diger 6nemli bir parametre de goz i¢i basinci degerleridir
(330). Tez calismalar1 kapsaminda uygulanan nanopartikiiler ilag tasiyici sistemin yol
acabilecegi goz ici basinci degisikliklerinin takibi agisindan tiim 6l¢giim zamanlarinda
gbz ici basinci dlgiimii de yapilmistir (Bkz. Tablo 4.10. ve Sekil 4.19.). Olgiimler
istatistiksel olarak degerlendirildiginde gruplarin higbirinde ilk muayene zamaninda
veya DRP hastalik modeli olusturulduktan sonra goz i¢i basinci 6l¢iimlerinde anlamli
bir degisme olmadigi bulunmustur. Hastalik modeli gelistirildikten sonra ACZ-CD-
NP uygulanan grupta, goz i¢i basing bir hafta sonra 15,45 mmHg ve bir ay 13.45
mmHg olarak Ol¢lilmiistiir. Bevasizumab uygulanan grupta da hastalik modeli
gelistirildikten sonra ve tedavi uygulandiktan sonraki 1. Hafta ve 1. Ay sonra yapilan
Olciimlerde goz i¢i basinci dlglimlerinde anlamli bir degisim izlenmemistir. Benzer bir
durum tedavi uygulanmayan DRP grubunda ve PBS grubunda da izlenmistir. Bu
sonuglar, gelistirilen ACZ-CD-NP uygulamasinin bu c¢alisma kapsaminda goz igi

basinci dlgtimlerinde degisiklige sebep olmadigini géstermistir.

Intravitreal uygulanan nanopartikiiler ilag tastyict sistemler cok farkl
mekanizmalarla g6z i¢i basincinda degisikliklere sebep olabilir. G6z i¢indeki
inflamatuar cevap ve tiveitler de goz i¢i basincinda diisiikliige sebep olur (331, 332).
Intravitreal nanopartikiiler ilag tasiyict sistemler, inflamatuar reaksiyona yol agarak
g0z ici basincinda azalmaya yol acgabilir. Bir diger mekanizma ise nanopartikiillerin
okiiler dokulardaki dagilimidir. Intravitreal uygulanan nanopartikiiller boyutlarina ve
ylizey yiikii gibi diger fizikokimyasal ozelliklerine goére anterior veya posterior
eliminasyona ugrar. Anterior yolla eliminasyona ugrayan nanopartikiiller, trabekiiler
agda ve akdz sistemde birikir. Trabekiiler ag ve silier cisim goz i¢i basincinin
korunmasinda ¢ok Onemli role sahiptir (333). Bu mekanizma ile intravitreal
nanopartikiil uygulamasi sonrasinda inflamatuar reaksiyon gelismeden de goz ici
basinct disiikliigii gelisebilir. Zou ve ark., Hiyaloronik Asit (HA), polilaktik asit
(PLA), polisteren (PS) ve poli-N-isopropilaminakrilat (PNIPAM) gibi farkli
polimerler kullanarak hazirladiklar1 nanopartikiilleri intravitreal uyguladiktan sonra
g6z icindeki dagilimlarin1 ve goz dokularindaki cevabi izlemiglerdir. PLA, PS ve

PNIPAM uygulanan gruplarda, 6n kamarada veya arka kamarada herhangi bir
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inflamatuar cevap gelismeden goz i¢i basinci yiiksekligi gelistigini bildirmislerdir.
Arastirmacilar, bu gruplardan alinan dokularin histolojik incelemelerinde,

nanopartikiillerin trabekiiler agda biriktiginin gdsterildigini rapor etmislerdir (334).

Intravitreal uygulanmalardan sonraki takiplerde gdz ici basinci yiiksekligi
gelisebilecegi de gz ard1 edilmemesi gereken bir konudur. Intravitreal enjeksiyonlara
bagl kisa siireli veya kalici goz i¢i basinci yiiksekligi gelisimi ¢ok bilinen bir yan
etkidir (335, 336). Intravitreal enjeksiyondan sonra hem enjekte edilen etkin maddenin
etkisine bagli olarak hem de enjeksiyonun mekanik etkilerine bagli olarak goz ici
basincindaki yiikseklik gelisebilir (195). Etkin maddenin veya diger yardimci
maddelerin trabekiiler agda birikimi, veya ilacin tetikledigi trabekiilit gbéz ici
basincindaki yiiksekligine sebep oldugu diisiiniilen mekanizmalardan bazilaridir (337,
338). Bu nedenlerle gelistirilen nanopartikiiler ilag tayici sistemlerin gz i¢i basinci

tizerindeki etkileri 6nemli ve dikkatle izlenmeyi gerektiren parametrelerdir.

Intravitreal nanopartikiiler ila¢ tasiyici sistem uygulamalarina baglh olarak
gelisebilecek toksik ve alerjik etkiler dikkate alindiginda, bu sistemlerin
gelistirilmesinde en ¢ok dikkate alinmasi gereken konulardan birinin toksik ve alerjik
etkilere sebep olmamak oldugu asikardir (7,236,323). Viicuda uygulanan
nanopartikiillerin fiziksel ve kimyasal 6zelliklerinin hiicre ve doku uyumunu etkiledigi
kanitlanmistir (339). Bu nedenle farkli polimerlerden olusan nanopartikiillerin gdzde
olusturacagi cevap da farklilik gosterecektir. Nanopartikiiliin 6zellikleri yumusak
dokudaki cevabin seyrini ve ciddiyetini belirler (352). Bu problemlerin 6nlenmesi i¢in
gbze uygulanacak ilag tasiyici sistemlerde kullanilacak polimerler 6zenle secilmelidir
(7, 236, 323). Intravitreal nanopartikiillerin hazirlanmasinda kullanilan polimerler ilag
molekiillerinin retinaya tasinmasinda ¢ok Onemli bir role sahiptir. Kullanilan
polimerler biyouyumlulugun arttirilmasi, kimyasal stabilite, degradasyon siiresinin
modifikasyonu, ¢Oziinlirligiin arttirilmasi gibi pek ¢ok istiinliik saglar (241).
Dolayisiyla,  okiiller  kullanim  amaciyla  gelistirilen  biyomateryallerin
karakterizayonunun ve toksisite incelemelerinin yapilmasi zorunluluk arzetmektedir
(343). Degradasyon iiriinleri de toksik etkilere sebep olabileceginden biyoparcalanir
tiriinler i¢in de toksisite incelemeleri 6nemlidir PLGA, FDA onay1 olan giivenli bir

polimer olmasina ragmen parcalanmasi sirasinda infalamatuar reaksiyon gelisimi
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bildirilmistir ~ Sentetik  polimerler  kullanilarak  gelistirilen = nanopartikiiler

formiilasyonlarin potansiyel toksistesi konusunda giderek artan bir tedirginlik vardir
(344).

Tez caligmalart kapsaminda gelistirilen nanopartikiiler sistemde tastyici
polimer olarak siklodekstrinler tercih edilmistir. Siklodekstrinler FDA tarafindan
GRAS kabul edilmis ve ¢ok uzun siiredir farmasotik teknoloji alaninda gegirgenligi,
stabiliteyi ve dispersiyonu arttirmak i¢in ¢ok uzun siiredir kullanilan dogal
polisakkaritlerdir. G6z hastaliklarina yonelik ilaglarda ¢oziiniirliigiin ve gegirgenligin
arttirtlmasinda  ve irritasyonun azaltilmasinda siklodekstrinler siklikla tercih
edilmektedirler. Piyasada varolan ve faz calismalar1 devam eden pek cok oftalmik

preperatin yapisinda siklodekstrinler yer almaktadir (345).

5.4. Gelistirilen ACZ-CD-NP’lerin DRP Tedavisinde Etkinliginin

Belirlenmesi

5.4.1. In vitro Etkinlik Cahsmalar

Hiicre kiiltiirtinde gelistirilen hastalik modelleri, yeni gelistirilen ilag¢ ve ilag
tastyict sistemlerin etkinliklerinin belirlenmesinde ilk asamada faydali bilgiler
saglamaktadir. Bu c¢alismalar gereksiz masraf, siire ve is giicii kaybini 6nlemenin
yaninda ¢alismalarda kullanilacak hayvan sayilarini da azaltmaktadir. Bu amagla
Avrupa Birliginde calismalarda kullanilacak hayvan sayilariin azaltilmasi amaciyla

¢ok kesin ilkeler belirlemistir (325).

Retina hastaliklar1 ile ilgili hiicre kiiltiirii ¢alismalarinda, primer hiicre
kiiltiirleri veya hiicre hatlar1 kullanilabilir (289). Retina primer hiicre kiiltiirii olarak
insan ve si1gir, maymun, tavsan, sican, fare gibi farkli hayvan tiirlerinden elde edilen
hiicreler kullanilabilir (346). Primer hiicre kiiltiirlerinin insandan saglanmasi retina
dokusunda kalic1 harabiyete yol acabilecegi i¢in etik agidan cok uygun degildir. Ayrica
primer hiicre kiltlirlerinde, kontaminasyon, farklilasma, ve hiicrenin tanimlanmasi
gibi sorunlar vardir. Bu nedenlerle yeni ilag ve ilag¢ tasiyict sistemlerin etkilerinin

incelenmesinde ¢ogunlukla retina hiicre hiicre hatlar tercih edilmektedir (346). DRP



151

etiyopatogenezinde KRB harabiyeti en 6nemli mekanizmadir. KRB harabiyetinin
hiicre diizeyindeki modelinin gelistirilmesinde, i¢ KRB veya dis KRB harabiyeti
modeli gelistirilebilir (347). Bu amacla, RPE veya retina endotel hiicre kiiltiirii
calismalar1 yapilmaktadir. Ic KRB harabiyeti, DRP patogenezinde en sik etkilenen
bariyer oldugundan siklikla i¢ KRB hiicre kiiltiirii tercih edilmektedir. Literatiirde in
vitro DRP hastalik modeli olusturmak i¢in primer sigir retina endotel hiicre kiiltiiriiniin
(BRCECs), 6liimsiiz si¢an retina endotel hiicre hattinin (TR MEC) veya insan retina
endotel hiicre hattinin (HRMEC) kullanildig1 ¢ok sayida ¢alisma mevcuttur (289, 346).
Tez caligmalart kapsaminda insan retina endotel hiicre hatti (HRMEC) tercih

edilmistir.

Diyabetik retinopati hiicresel diizeyde incelediginde agirlikli olarak KRB’inin
hasara ugramasi ve bu hasar sonucu bariyer fonksiyonunun bozularak damar
gecirgenliginin artmasi soz konusudur (348). Bu gegirgenlik artigsinin sonucu olarak
makiilada g6z dokularina sivi sizar ve retina dokusunda hiicre i¢inde ve hiicrelerarasi
boslukta sivi birikir. (47, 48). Gelistirilen nanopartikiiler ila¢ tasiyici sistemin
etkinliginin hiicre kiiltiiriindeki etkinlik ¢aligmalarinin yapilmasi amaciyla, HRMEC
hiicre hattinda VEGF igeren besiyeri ile muamele edilerek, DRP hastalik modeli
olusturulmustur (348) (Bkz. Sekil 4.11.) (Bkz. Tablo 4.8.).

Endotel gibi tek katmandan olusan ve bariyer fonksiyonu 6zelligine sahip
hiicreler, hiicre tabakasinin biitiinligii ve hiicresel baglantilara bagli olarak bir
elektriksel rezistans olusturur (349). Hiicrelerin olusturduklar1 bu elektrik rezistansi
TEER olgtimleri ile tayin edilebilir (350). Transepitelyal/endotelyal elektriksel direng,
endotel hiicreleri gibi bariyer fonksiyonuna sahip hiicre hatlarinda hiicresel
baglantilarin ve biitiinliigiin degerlendirmesi i¢in kullanilan invazif olmayan bir
yontemdir (329). Hiicrelerin tek katmandan (monolayer) olusan hiicre konfliiansi
TEER olctimii ile degerlendirilebilir. Hiicrelerarast bosluklar kapandik¢a TEER
Ol¢iimiinde kademeli bir artis meydana gelirken hiicrelerin bariyer o6zellikleri
harabiyete ugradiginda, TEER degerlerinde azalma meydana gelir (47, 48). DRP gibi
bariyer fonksiyonlarinin bozuldugu hastaliklarda TEER degeri azaldigindan, in vitro
DRP hastalik modelinin basarili bir sekilde gelisimi TEER degerlerindeki azalma ile
karakterize edilir (346).
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Tez c¢alismalar1 kapsaminda gelistirilen ACZ-CD-NP’lerin etkinligi, DRP
hastalik modeli gelistirilmis hiicre hatlarinda, TEER degerleri ve referans maddenin in

Vitro gegisinin incelenmesi ile degerlendirilmistir (47, 48).

Tez ¢alismalart kapsaminda, hiicre kiiltiirinde DRP hastalik modeli gelisimi
asamasinda TEER degerlerinin degisimi izlendiginde, sadece besiyeri ile muamele
edilen hiicre hattinda zaman i¢cinde TEER degerlerinde bir azalma izlenmezken, VEGF
iceren besiyeri ile muamele edilen hiicre hattinda, TEER degerlerinde anlamli oranda
azalma izlenmistir (Bkz. Sekil 4.11). Bu azalma KRB harabiyetine bagli olarak
paraseliiler yoldan artmis sivi ve elektrolit transportuna bagli olarak gelismektedir.

KRB’nin yapisinda, madde iletiminde rol alan pek ¢ok farkli tagiyici protein yer alir
(45,47,48).

ACZ-CD-NP uygulamasinin TEER degerleri {izerine etkisi, DRP
olusturulmayan, DRP olusturulup tedavi verilmeyen ve diger tedavi segenekleri
uygulanan gruplarin TEER degerleri 6l¢timleri ile karsilastirllmistir (Bkz. Sekil 4.13.
ve Tablo 4.8.). In vitro etkinlik ¢alismalarinda, toksisite ¢alismalarinin sonuglari
degerlendirilerek toksik olmayan en yiiksek doz (250 ug/mL) segilerek hiicre kiiltiirti
etkinlik ¢alismalar1 gergeklestirilmistir. TEER caligmalar1 i¢in, bir insert saglikli
kontrol grubu olarak secilmis, etkin madde ve nanopartikiil uygulanacak diger
gruplarda ise DRP hastalik modeli gelistirilmistir (Bkz. Tablo 3.2.). DRP
gelistirilmemis kontrol grubu insertlerindeki hiicrelerden elde edilen TEER degerleri
belirli bir azalma gdstermekle birlikte stabil kalmaya devam ederken, VEGF igeren
besiyeri ile inkiibe edilen insertlerde bulunan hiicrelerin TEER degerinde zamana bagh
olarak bir azalma meydana geldigi gozlenmistir. 24. saatten sonra tedavi
uygulanmayan DRP grubunda TEER degerlerinin ¢aligmanin sonuna kadar diigiik
diizeylerde oldugu izlenmistir. Bu sonug tedavi edilmeyen DRP modelinde TEER
degerlerindeki diizeyi gostermektedir. Bos CD nanopartikiil grubunda elde edilen
TEER degerleri de DRP hastalik modelini temsil eden gruptaki ile benzer olarak diisiik
seviyelerde Ol¢llmiistiir. Bu Olglimler, etkin madde yiiklii olmayan bos CD
nanopartikiillerinin ~ tedavi edici herhangi bir etkisinin olmamasindan
kaynaklanmaktadir. Serbest ACZ eklenen insertlerdeki hiicrelerin TEER degerleri

baslangicta VEGF varligina bagli olarak azalma gosterirken, ortama ACZ eklenmesi
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ile belirgin bir artis gostermistir. ACZ-CD-NP’lerin eklendigi insertlerde de TEER
degerlerinde DRP gelisimi ile izlenen diisiisiin ardindan, nanopartikiillerin ortama
eklenmesi ile TEER degerlerinin artarak normal degerlere yaklastig1 izlenmektedir.
Serbest ACZ uygulanan grupta TEER degerlerinde gozlenen artis, ACZ-CD-NP
grubundan daha yliksektir. Bunun sebebi, serbest ACZ hemen etki gosterirken,
nanopartikiillere yiiklenen ACZ’nin ortama salinmasindan sonra etki ederek KRB

harabiyetini tedavi edici etki gostermesidir.

DRP hiicre kiiltiiri modelinde yiikli ACZ-CD-NP’lerin etkinliginin
incelenmesinde kullanilan diger bir parametre gegirgenlik Sl¢timleridir (351). Bu
amacla 70 kDa FITC isaretli dekstran gegirgenligi incelenmistir. Tez kapsaminda
gerceklestirilen gecirgenlik ¢alismalarinda farkli gruplardan elde edilen veriler
incelendiginde (Bkz. Tablo 4.9.) HRMEC grubunda, besiyeri ile inkiibe edilen
hiicrelerin gecirgenlik ylizdesi diger gruplarla karsilastirildiginda oldukga diisiiktiir.
Bu durum hiicrelerin insert yiizeyini tamamen kaplamasina bagli olarak floresan
maddenin alt kompartmana gecisinin diigiik oldugunu gostermektedir. DRP grubunda,
endotel hiicrelerinde VEGF’in sebep oldugu harabiyete bagli olarak, hiicrelerin
gecirgenliginde artis gézlenmistir. VEGF-ACZ ve VEGF-ACZ-CD-NP gruplarinda,
DRP hastalik modeli olusturulduktan sonra ortama serbest ACZ ve ACZ-CD-NP’nin
eklenmesi 70 kDa FITC isaretli dekstran gegirgenliginin dnemli dl¢lide azalmasina ve
gecirgenlik diizeyinin kontrol grubuna yaklagmasima neden olmustur (Bkz. Sekil
4.14.). Bos CD-NP’nin eklenmesinden sonra, VEGF grubunun gerc¢irgenlik degerine
benzer bir gecirgenlik degeri tayin edilmistir. Bu durum bos CD-NP’in hiicre
proliferasyonu ve onariminda bir etkisinin olmamasindan kaynaklanmaktadir. Sonug
olarak, DRP Hastalik modelinin gelistirilmesi, gecirgenligi anlamli oranda arttirirken,
ACZ-CD-NP uygulamasi, bu artmig gegirgenligi azaltarak, saglikli kontrol grubundaki
(HRMEC) normal seviyeye yaklagtirmaktadir.

Jeong ve ark.’nin yaptiklart bir ¢alismada (352), yeni ve segici bir VEGF
reseptorll inhibitdrii olan apatinib yiiklii polimerik nanopartikiillerin VEGF aracili
retinal vaskiiler gecirgenligi ve diyabete bagli retinal vaskiiler sizintiyr onleyip
onlemedigi arastirlmistir. Calismada, nanopartikiillerin HRMEC'lerde VEGF'nin

neden oldugu gecirgenlik tizerindeki inhibitor etkisi degerlendirilmistir. Hiicreler
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VEGTF igeren besiyeri ile inkiibe edildikten sonra nanopartikiillere maruz birakilmis ve
zamana bagh gecirgenlik degisimi Olgiilmiistiir. Sitotoksik olmayan bir
konsantrasyonda (apatinib 1 pM) nanopartikiillerin VEGF ile indiiklenen endotelyal
gecirgenligi tamamen inhibe ettigi goriilmiistiir Jeong ve ark.’nin ¢aligmasi ile sunulan
tez calismasindan da elde edilen sonuglar VEGF’in giiclii bir gecirgenlik faktorii
oldugunu, ancak anti-VEGF bir etkin maddenin ya da bunun kontrollii salim formunun

bulunmasinin gegirgenligi azalttigini gostermektedir.

Sonug olarak tez kapsaminda gergeklestirilen in vitro ¢alismalar sonucunda,
ACZ-CD- NP’lerin HRMEC hiicre hattinda toksik etki gostermedigi tespit edilmistir.
ACZ-CD-NP’lerin TEER ve gegirgenlik calismalarindan elde edilen sonuglar, DRP’ye
bagli olarak gelisen KRB harabiyetinde ve vaskiiler gecirgenlik artisinda da anlaml

derecede tedavi edici etki gosterdigi izlenmistir.
5.4.2. In vivo Etkinlik Calismalar1

Tez galismasi kapsaminda, ACZ-CD-NP’lerin in vivo etkinlik ¢alismalar
kapsaminda tavsan gozlerinde DRP modeli olusturulmustur. DRP hastalik modelinde
intravitreal uygulanan ACZ-CD-NP’lerin tedavi etkinligi, hi¢ tedavi verilmeyen DRP
grubu ve tedavi verilen gruplarda izlenen tedavi etkinligi ile karsilastirilmistir. Tedavi
etkinligi, fundus muayene bulgulari, FFA incelemeleri, OKT degerlendirmeleri ve

FFFM olgiimlerinin sonuglarina gore degerlendirilmistir.
¢ Fundus Muayenesi ve Renkli Fundus Fotograflar

Fundus muayenesine DRP’nin tedaviye cevabinin belirlenmesi i¢in, yeni
damar olusumunun gerileme paternine gére DRP’nin derecelendirmesi yapilmigtir
(Bkz. Sekil 4.21.) (145). Gruplarin ¢aligsma siiresince 4 dl¢limden elde edilen muayene
bulgulari, bu dereceleme sistemine gore derecelendirilerek istatistiksel olarak

incelenmis, grup ici ve gruplar arasi karsilastirmalar yapilmistir.

Saglikli kontrol grubunda (Grup 1) calisma siiresi boyunca yapilan tiim

muayenelerde, retina, makiila, optik sinir ve damar yapilar1 dogal olarak izlenmistir



155

(Bkz. Sekil 4.20.A-D). Grup 2’nin zaman i¢inde DRP muayene verileri
incelendiginde, 2. Ol¢iim zamaninda olusturulmus olan DRP bulgularinin ¢alismanin
sonuna kadar devam ettigi gozlenmistir (Tablo 4.13.). Grup 3’iin de ¢alisma boyunca
yapilan 6l¢lim zamanlarindaki DRP muayene verileri incelendiginde, benzer sekilde
hem 3. 6l¢iim zamaninda hem de 4. 6l¢iim zamaninda DRP bulgularinin artarak devam
ettigi izlenmektedir. (Tablo 4.13.) Grup 4’iin DRP bulgularinin zamana bagli degisimi
incelendiginde, tedavi sonrasi 1. haftada DRP bulgularinda bir miktar iyilesme
izlenmekle birlikte bu iyilesmenin istatistiksel olarak anlamli diizeyde olmadigi, ve
tedavi sonrasi 1. ayda yapilan muayenelerde DRP bulgularinin eski siddetine dondiigii
izlenmektedir (Bkz. Sekil 4.20., Sekil 4.22., ve Tablo 4.13.). Grup 5’in DRP
bulgularinin ¢alisma boyunca degerlendirmeleri incelendiginde, 3. Olgiim zamaninda
DRP bulgularinda Grup 6’yla benzer oranda iyilesme izlendigi , 4. Ol¢iim zamaninda
ise DRP bulgularinin tamamen iyilestigi goézlenmistir (62 ile 64 i¢in p=0.020). Bu
sonuglar, ACZ-CD-NP tedavisinin, DRP bulgularinda tedaviden sonra 1. hafta
baglayan ve 1 ay siiren tedavi edici etkisini gostermektedir (Bkz. Sekil 4.21. ve Tablo
4.13.). Grup 6’nin DRP bulgularinin seyri incelendiginde, hem 3. Ol¢iim zamaninda
hem de 4. Olgiim zamaninda DRP bulgularinda anlamli diizeyde iyilesme oldugu

gbzlenmistir (62 - 64 ve 62- 63 i¢in p=0.028) (Bkz. Sekil 4.22. ve Tablo 4.13.).

Tedaviden sonraki 1. hafta muayenelerinde hem serbest ACZ verilen
tavsanlarda (Grup 4) hem de ACZ-CD-NP uygulanan tavsanlarda (Grup 5) DRP
bulgularinda iyilesme izlenmistir. Bu gruplar kendi aralarinda karsilagtirildiginda
ACZ-CD-NP uygulanan tavsanlarda izlenen iyilesmenin, bevasizumab verilen
tavsanlarla (Grup 6) benzer diizeyde oldugu goriilmektedir. Bu iki grup arasinda tedavi
sonrast 1. haftada yapilan muayenelerde DRP derecesi arasinda anlamli fark
bulunmanmustir. Ote yandan serbest ACZ verilen grupta elde edilen iyilesme,
bevasizumab verilen tavsanlarda (Grup 6) elde edilen iyilesmeden anlamli oranda
diistiktiir (Grup 4 ile Grup 6 i¢in p=0,023). Bu sonuglar, serbest ACZ tedavisi ile elde
edilen cevabin bevasizumab grubundan anlamli olarak disiik oldugunu
gostermektedir. Sekil 4.22. incelendiginde de ACZ ile tedavi edilen grubun tedaviye
cevabinin ACZ-CD-NP ile tedavi edilen gruptan elde edilen cevaba oranla daha diisiik

oldugunu gostermektedir (Bkz. Tablo 4.13.). Bu durum serbest asetazolamidin
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vitreusta kisa slirede eliminasyona ugramasindan kaynaklanmaktadir. ACZ-CD-NP
grubunda ise siirekli asetazolamid salimi oldugundan, vitreusta asetazolamid

bulunmaktadir.

e Optik Koherens Tomografi

Tez caligmasi kapsaminda gelistirilen nanopartikiiler ilag¢ tastyici sistemin
retinal 6dem tizerindeki etkileri OKT incelemelerindeki retina kalinlik degisimleri ile
takip edilmistir (Bkz Tablo 4.14. ve Sekil 4.24.) OKT ol¢iimleri, makiilada diyabete
bagli gelisen patolojilerin tan1 ve takibinde kullanilan altin standart goriintiileme
yontemidir. Makiila, insan disinda sadece maymunlarda tanimlanmis 6zellesmis bir
retina alanidir. DRP c¢alismalarinda en sik kullanilan denek tiirleri olan tavsan veya
sigan gozlerinde insandakine benzer, makiila olarak adlandirilabilecek bir 6zel bolge
mevcut degildir. Tavsan gozlerinde, makiilaya benzer 6zellik gosteren area santralis
bolgesi mevcuttur. Ideal bir makiiler 6dem hastalik modeli de mevcut degildir.
Bununla birlikte tavsanlarda ve siganlarda, retinal damarlarda artmig vaskiiler
gecirgenlige bagli olarak retina tabakalarinda kalinlik artis1 gosterilmistir (291). Bu
kalinlik artisinin tedavi ile azalmasi, yeni gelistirilen ilaglarin ve ilag tasiyici
sistemlerin diyabetik makiiler 6dem tedavisindeki etkinliginin incelenmesinde

kullanilmasina imkan saglamaktadir (353, 354).

VEGF uygulamasi, tavsan gozlerinde vaskiiler gecirgenligi arttirarak retina
dokusuna s1vi s1zintisina sebep olur. Vaskiiler dokudan sizan siv1 retina tabakalarinda
birikerek retina kalinliginin artmasina sebep olur. Aranda ve ark. (291), tavsan
gozlerine intravitreal VEGF uygulamasinin, retina kalinhiginda anlamli kalinlik
artisina sebep oldugunu gostermistir. Arastirmacilar, bu yontemin retinal 6dem ve
angiogenesis ile seyreden retinal hastaliklarin tedavisine yoOnelik gelistirilen yeni
ilaglarin etkinliklerinin incelenmesinde kullanigh bir yontem oldugunu bildirmislerdir.
Qui ve ark. (354), siganlarda DRP modelinde vaskiiler gecirgenlik artisina bagli olarak
retinal 6demin gelistigini ve OKT Ol¢limlerinde retina kalinliklarinda artis oldugunu
gostermistir. Calisma kapsaminda gelistirilen fenofibrat nanopartikiillerin intravitreal
uygulanmas1 sonucunda, DRP bulgularinda iyilegsme ve retinal 6dem de gerilemeye
bagl olarak da OKT olg¢limlerinde retina kalinliklar1 azalarak, kontrol zamanindaki

Olclime yaklagsmistir. Ayrica, fenofibrat nanopartikiillerinin si¢anlara intravitreal
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uygulanmasindan sonra yapilan vaskiiler gecirgenlik Olgiimlerinde de retina
kalinliklarina benzer sekilde azalma izlenmistir. Arastirmacilar OKT 6l¢limlerinde ve
gecirgenlik testlerine izlenen bu azalmanin, nanopartikiiler fenofibrat tedavisinin DRP
tedavisindeki etkinliginin gostergesi oldugunu bildirmislerdir. Zeng ve ark. (353),
DRP gelistirilmis sicanlarda, interlokin 12 (IL-12) yiikli PLGA nanopartikiillerinin
intravitreal uygulamasi ile retinal neovaskiilarizasyonda iyilesme ve retina
kalinliginda azalma oldugunu gostermislerdir. Yazarlar nanopartikiiler sistemin, IL-
12’yi vitreustaki proteazlarin etkilerinden koruyarak intravitreal IL-12 seviyesinin

daha uzun siire korunmasini sagladigini bildirmisleridir.

Tez ¢alismalar1 kapsaminda, intravitreal uygulanan ACZ-CD-NP’lerin retinal
O0dem tedavisindeki etkinligini incelemek amaciyla, ¢alisma gruplarinda saglikli
kontrollerde, DRP hastalik modeli olusturuldugunda ve tedavi sonrasi 1. hafta ve 1. ay
kontrollerinde OKT o6lctimleri yapilmistir. Elde edilen OKT 6l¢lim sonuglart grup ici
ve gruplar arasi karsilagtirmalarla istatistiksel olarak incelenmistir (Bkz Tablo 4.14.,
Tablo 4.15. ve Sekil 4.24.) Saglikli kontrol grubunda (Grup 1), calisma siiresince
yapilan 4 6lglimde de OKT degerlerine anlamli bir fark olmadigi goriilmiistiir (Bkz.
Tablo 4.15. ve Sekil 4.24.). Tedavi uygulanmayan DRP hastalik grubunda (Grup 2),
1. hafta ve 1 ayda elde edilen sonuglarla, ayn1 grubun ilk muayenelerinde (1.6l¢iim)
elde edilen degerler arasinda anlamli oranda fark izlenirken, hastalik modeli
gelistirildikten sonra (2. dl¢iimle) elde edilen bulgular arasinda fark arasinda anlamli
fark izlenmemistir. PBS uygulanan grupta (Grup 3) da benzer sekilde, 1.hafta ve 1
ayda elde edilen retina kalinlik 6l¢timleriyle, ilk muayenede 6lgiilen retina kalinliklar
arasinda anlamli fark izlenirken, DRP olusturulduktan sonra olgiilen kalinliklar
arasinda anlamli fark izlenmistir. Bu sonuglar tedavi uygulanmayan her iki grupta da
DRP hastalik bulgularinin sebep oldugu retina kalinlik artisinin, ¢alismanin sonuna
kadar yapilan tiim muayenelerde devam ettigini gostermektedir (Bkz. Tablo 4.14.,
Tablo 4.15. ve Sekil 4.24.). ACZ-CD-NP ile tedavi edilen grubun (Grup 5) tedavi
sonras1 1. haftada Olciilen retina kalinliklari, DRP hastalik modeli gelistirildiginde
Olctilen retina kalinliklarina oranla anlamli olarak azalmisken, ilk 6l¢timde elde edilen
retina kalinliklar1 ile fark gostermemektedir. Tedaviden sonra 1. ayda yapilan

muayenelerde de retina kalinlik oOlglimleri, saglikli kontrol muayenelerindeki
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Olgtimlerle benzer iken, DRP izlenen donemdeki Ol¢limlerle anlamli fark
gostermektedir. Bu sonuglar, ACZ-CD-NP ile tedavi edilen grupta DRP’ye bagh
olarak retinada gelisen kalinlik artisinin tedavi sonrasi 1.haftada normal diizeyine
dondiigiinii ve 1 ay boyunca normal diizeyde devam ettigini gostermektedir. Bu durum
ACZ-CD-NP uygulamasinin DRP’ye bagl retina kalinlik artis1 tizerinde anlamli bir
tedavi etkisi elde edildigini gostermektedir (Bkz. Tablo 4.14., Tablo 4.15. ve Sekil
4.24.). Bevasizumab ile tedavi edilen grubun (Grup 6), hem 1. haftada hem de 1. ayda
Ol¢iilen retina kalinliklar1 DRP hastalik donemindeki kalinliklardan farkli olup saglikli
kontrol muayenesindeki 6l¢iimle benzerdir. Bu sonuglar, bevasizumabin DRP’ye baglh
retina kalinlik artis1 {izerinde, ilk hafta baslayip bir ay siiresince devam eden tedavi
edici etkisi oldugunu gostermektedir (Bkz. Tablo 4.14. ve Sekil 4.24.). Serbest
asetazolamid ile tedavi edilen grubun (Grup 4) 1. hafta ve 1. ayda olgiilen retina
kalinlik l¢timleri, ayn1 grubun saglikli kontrol 6l¢iimleriyle farklilik gosterirken, DRP
hastalik modeli olustugu andaki bulgulariyla fark gostermemektedir. Sekil 4.24.’de
sunuldugu gibi, bu grubun 1. hafta 6l¢limlerinde retina kalinliginin bir miktar azaldig1
daha sonra 1. ay ol¢limiinde tekrar arttig1 gozlenmistir. 1.hafta izlenen azalma saglikli
kontrol veya DRP hastalik modeli zamanlarinda alinan 6lgiimle istatistiksel bir fark

olusturmamistir. Bu azalmanin 1. ay dl¢iimiinde devam etmedigi tespit edilmistir.

ACZ-CD-NP uygulamasinin tedavi etkinliginin incelenmesi i¢in, gruplararasi
karsilagtirmalar da yapilmigtir. ACZ-CD-NP uygulamasinin, retina kalinligi
tizerindeki tedavi edici etkisinin diger gruplarla karsilastirilmasi amaciyla ACZ-CD-
NP uygulanan grubun 1. haftada ve 1. ayda 6l¢iilen OKT kalinliklari, saglikli kontrol
grubunun ve DRP olusturulup tedavi uygulanmayan gruplarin (Grup 2 ve Grup 3),
ayn1 0l¢iim zamanlarinda tayin edilen retina kalinliklar ile karsilastirilmistir. ACZ-
CD-NP ile tedavi edilen grubun 1.hafta ve 1.ay olglimlerindeki retina kalinliklari ile
saglikli kontrol grubunun (Grup 1) ayni 6l¢im zamanlar1 arasinda anlamli fark
bulunamazken (p=0,473), DRP hastalik grubunun retina kalinlik o6l¢iimleriyle
karsilagtirildiginda hem 1. hafta 6lglimlerinde (p=0,006) hem de 1. ay 6l¢timlerinde
(p=0,001) anlamli fark oldugu gozlenmistir. Benzer sekilde, ACZ-CD-NP uygulanan
grupla, PBS uygulanan grubun retina kalinlik dl¢timleri arasinda da hem 1. haftadaki

sonuclar (p=0,012) hem de 1. aydaki sonuclar (p<0,001) arasinda anlamli fark
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izlenmistir (Bkz. Tablo 4.14. ve Sekil 4.24.). Bu sonuglar ACZ-CD-NP’lerin retina

kalinlik artis1 tizerindeki tedavi edici etkisini gostermektedir.

ACZ-CD-NP uygulamasinin tedavi etkinliginin diger iki tedavi secenegi olan
serbest ACZ ve bevasizumab uygulamalariyla (Grup 4 ve Grup 6) karsilastirmak
amaciyla da gruplar arasi karsilagtirmalar yapilmistir. ACZ-CD-NP ile tedavi edilen
grupla bevasizumabla tedavi edilen grup arasinda hem 1. haftada elde edilen sonuglar
arasinda (p=0,065) hem de 1. ayda elde edilen sonuclar arasinda (p=0,282) anlamli
fark olmadigi bulunmustur. Bu sonuglar, DRP hastalik modelinde intravitreal
uygulanan ACZ-CD-NP’lerin, halen standart tedavi se¢enegi olan bevasizumaba esit
diizeyde tedavi edici etki gosterdigini ifade etmektedir. (Bkz.Tablo 4.14., Tablo 4.15.
ve Sekil 4.24.). ACZ-CD-NP ile tedavi edilen grup ile serbest ACZ ile tedavi edilen
grup arasinda 1. hafta olgiilen retina kalinliklar1 arasinda anlamli fark olmadig:
(p=0,468), ancak 1. ay muayenelerinde anlamli fark oldugu gdézlemlenmistir
(p=0,001). Bu sonuglar, serbest ACZ tedavisinin erken donemde bir miktar etki
gostermekle birlikte bu etkinin kisa siireli oldugunu ve 1 ay siirmedigini

gostermektedir.

e Fundus Fluoresein Anjiografi

DRP grubundaki tavsanlarin ¢alisma siiresince fundus fluoresein anjiografi
(FFA) bulgular incelendiginde, 1. hafta ve 1. aylarda alinan FFA goriintiilerinde,
retinal damarlardan fluorosein sizintisinin artarak devam ettigi gozlenmistir. PBS
uygulanan grupta da DRP grubuna benzer sonug¢ elde edilmistir. Serbest ACZ
uygulanan grubun FFA bulgularinin zamana bagli degisimi incelendiginde, 1. haftada
cekilen FFA goriintiilerinde fluorosein sizintisinda bir miktar azalma izlenmekle
birlikte bu azalma istatistiksel olarak anlamli diizeyde degildir. Bu grupta 1.ayda
yapilan FFA incelemelerinde, fluoresein sizintisinin, yine anlamli olarak arttigi
gbzlenmistir (Bkz. Tablo 4.18. ve Sekil 4.26.). ACZ-CD-NP uygulanan tavsanlarda
yapilan FFA incelemelerinde, 1. haftada FFA’da izlenen fluoresein sizintisinin anlaml
olarak azaldigi ve 1. ayda da FFA bulgularindaki azalmanin devam ettigi tespit
edilmistir (62 ile 64 igin p=0,020). Bevasizumab uygulanan grupta hem 1. hafta hem

de 1. ay muayenelerindeki FFA bulgularinda azalma gézlemlenmekle birlikte sadece
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1. aydaki azalmanin istatistiksel olarak anlamli diizeyde oldugu goriilmiistiir (62 ile 63
i¢cin p=0,020) (Bkz. Tablo 4.18.). 1.haftada ACZ-CD-NP uygulanan tavsanlardan ve
bevasizumab uygulanan tavsanlardan elde edilen FFA incelemelerinde izlenen
sizintidaki azalma diizeyleri arasinda fark yoktur. Bu sonug¢ ACZ-CD-NP ile tedavi
edilen grubun tedaviye cevabinin bevasizumab ile tedavi edilen grupla ayni diizeyde
oldugunu gostermektedir. 1.ayda elde edilen sonuglar i¢in de benzer durum gecerlidir.
Ote yandan serbest ACZ ile tedavi edilen grubun 1. haftada yapilan FFA
incelemelerinde, retinal damarlardan izlenen sizinti miktari hem ACZ-CD-NP
uygulanan gruba hem de bevasizumab uygulanan gruba oranla anlamli derecede
fazladir (p=0,020). Bu sonug, serbest ACZ tedavisi ile elde edilen cevabin hem ACZ-
CD-NP grubundan hem de bevasizumab grubundan anlamli olarak diisiikk oldugunu

gostermektedir (Bkz. Tablo 4.18. ve Sekil 4.26.).

e Fundus Fluorofotometri incelemeleri

Calisma kapsaminda, gruplarin 6l¢iim zamanlarinda elde edilen FFFM 6l¢iim
sonuglar incelendiginde, DRP hastalik grubunda, gecirgenlik degeri DRP hastalik
modeli olusturulmasiyla birlikte ortalama 4 kat artmis ve ¢alismanin sonuna kadar
yiiksek degerlerde seyretmistir. Caligma siiresince yapilan 1. hafta ve 1. ay
Olclimlerinde de gecirgenlik degerlerinin, hastalik modeli olusturulan 6lglimdeki
degerine yakin seviyelerde izlendigi goriilmiistiir. PBS grubunun gecirgenlik degerleri
de 2., 3. ve 4. ol¢iimlerde saglikli grubun Ol¢iim zamanindaki degerden yliksek
diizeylerde seyretmistir. Tedavi uygulanmayan bu iki grupta, gecirgenlik degerinin
DRP hastalik olusturuldugu andan itibaren azalma gostermeden yiiksek degerlerde
Olciildiigli gozlemlenmektedir (Bkz. Tablo 4.19. ve Sekil 4.27.). Serbest ACZ
grubunda gegirgenlik degerlerinde DRP hastalik modeli olusturulmasiyla bir yiikkselme
izlenmistir. 1. hafta Ol¢limlerinde, gecirgenlik Ol¢limlerinde bir miktar azalma
gostermekle birlikte 1. ay Ol¢iimlerinde tekrar artmustir. ACZ-CD-NP uygulanan
grupta, DRP hastalik modeli ile gecirgenlik degerinde artis izlenmis, tedavi sonrast bu
deger azalarak, normal saglikli kontrol zamaninda Olgiilen degerler diizeyine
diismiistiir. 1. ay 6l¢timlerinde de benzer sonuglar elde edilmistie. Bu sonuglar ACZ-
CD-NP uygulamasinin, KRB harabiyetindeki tedavi edici etkisine bagl olarak retinal

damarlarin gegirgenligindeki azalmayi gostermektedir. Bevasizumab uygulanan
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grupta da hem 1. hafta hem de 1. ay olglimlerinde, gecirgenlik degerlerinin hastalik
zamanindaki degerlere oranla azaldigi bulunmustur (Bkz. Sekil 4.27.). Gegirgenlik
degerleri incelendiginde hastalik modeli olusumundan sonra degerlerin arttig1, tedavi
verilmeyen grupta bu artisin devam ettigi, tedavi verilen gruplarda ise azaldigi
goriilmiistiir (Bkz. Sekil 4.27.). Gruplar arasindaki karsilastirmalarda veya gruplarin
farkl1 oOlgiimlerdeki degerlerinin grup ici karsilagtirmalarinda, degerler arasinda

izlenen farkin istatistiksel olarak anlamli diizeye ulasmadig1 bulunmustur (Bkz. Tablo

4.20.).

In vitro ve in vivo calismalarin sonuglar1 yorumlandiginda, serbest
asetazolamidin hem DRP hastalik modeli gelistirilmis hiicre kiiltiiriinde hem de tavsan
gozlerinde KRB ve vaskiiler gecirgenlik iizerinde anlamli etkisi oldugu goriilmiistiir.
In vivo ¢aligmalarin 1. hafta ve 1. ay sonuglari karsilastirildiginda asetazolamidin
etkisinin kisa siireli oldugu tespit edilmistir. ACZ-CD-NP’lerin hem in vitro hem in
vivo DRP modelinde anlamli diizeyde tedavi edici etki gosterdigi bulunmustur. ACZ-
CD-NP’lerin in vivo etkinliginin hem tedavi sonrast 1. hafta hem de 1. ay
muayenelerinde izlendigi goriilmektedir. ACZ-CD-NP’lerin, in vivo DRP modelindeki
etkinliginin, DRP tedavisinde halen en sik kullanilan molekiil ile benzer etki gosterdigi

tespit edilmistir.

ACZ ¢ok uzun siiredir farkli sebeplere bagli makiiler 6dem tedavisinde olgu
bazinda kullanilmaktadir. Diyabetik makiiler 6dem tedavisinde ACZ’nin etkinligini
inceleyen bir pilot ¢alismada, katilimcilara {i¢ ay boyunca agizdan ACZ tedavisi
uygulanmistir. Calisma sonunda, DRP’si olan hastalarin ACZ tedavisi sonrast FFA
bulgularinda ve perimetrik incelemelerinde anlamli diizeyde iyilesme izlendigi rapor
edilmistir. Ancak gorme diizeyindeki artisin anatomik diizelmeye oranla daha az
oldugu bildirilmistir (355). Retinitis pigmentozaya bagli gelisen makiiler 6demin
tedavisinde ACZ’nin etkinliginin incelendigi bir ¢aligmada, gruplardan birine 2 hafta
boyunca 500 mg/giin, digerine 250 mg/gilin dozda oral ACZ tedavisi uygulanmstir.
Calisma sonunda arastirmacilar, 500 mg/glin ACZ tedavisi verilen grupta tedavi edici
etkinin daha belirgin oldugunu bildirmislerdir. Arastirmacilar, doz artisinin hem
gérme diizeyindeki hem de FFA bulgularindaki artisi direkt etkiledigini bildirirken, bu

yiiksek dozlarin uzun siire kullanim agisindan risklerine dikkat ¢ekmislerdir (356).
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ACZ’nin retinitis pigmentozaya bagl gelisen KMO tedavisindeki etkinligini inceleyen
bir meta analizde, ACZ tedavisi verilen olgularda, santral makiila kalinliginda anlamhi
derecede azalma oldugu bildirilmistir (23). Calismada ayrica ACZ kullanimindan
sonra, istahsizlik, yorgunluk, hatta bobreklerde tas olusumu gibi yan etkilerin
gozlendigi, bu yan etkilerin ACZ’nin sistemik kullanildiginin bildirildigi calismalarda
daha sik rapor edildigi bildirilmistir (161). Inflamatuar nedenlere bagl gelisen makiiler
O6demin tedavisinde sistemik ACZ etkinliginin degerlendirildigi bir calismada, oral
asetazolamid tedavisi sonrast hem gérme diizeylerinde anlamli artis oldugu, hem de
santral makiila kalinliklarinda anlamli derecede azalma oldugu bulunmustur (174).
Calismada, ACZ hem gorsel hem anatomik basarisina dikkat ¢ekilmis ancak sebep
oldugu sistemik yan etkiler goz oniine alinarak, sadece diger tedavilere direncli veya

cevapsiz olgularda kullanilmasi 6nerilmistir.

ACZ’in, hem KAI etkisine bagl etkileri hem de KAI grubundaki diger
iiyelerinde olmayan bazi etkileri de vardir. Son yillarda yapilan ¢aligmalar ACZ’nin
bu 6zelliklerinin de 6dem tedavisinde etkili oldugu gosterilmistir (21,176). ACZ’nin
DRP tedavisinde etki mekanizmalari konusundaki literatiir bilgileri incelendiginde
ACZ’nin etkilerinin ii¢ farkli mekanizma ile olabilecegi goriilmektedir. Bu etkiler RPE
hiicrelerindeki KA enziminin inhibisyonu ve vitreustaki KA enziminin inhibisyonu
(bu mekanizma muhtemelen KKS inhibisyonu araciligiyla etki gostermektedir), retina
hiicre tabakalarindaki akuaporinlerin inhibisyonu ve retinal vaskiiler yapilar

tizerindeki etkileri aracigiyla olusmaktadir.

RPE

ACZ’nin 6dem tedavisindeki en bilinen etkisi RPE’deki KA’lar {izerindeki
inhibe edici etkisidir. Bu etki pek ¢ok ve klinik 6ncesi ¢alisma ile kanilanmistir (22,
23).

Kallikrein

ACZ’nin son yillarda bildirilen bir bagka etkisi de vitreustaki KA enziminin

inhibisyonu ile ilgilidir. Gao ve ark. (21), KA enziminin DRP gelisimi iizerindeki
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etkilerini inceledikleri deneysel ¢caligmalarinda, sicanlarda intravitreal uygulanan KA
enziminin vaskiiler geg¢irgenlik artis1 ve DRP hastalik modeli gelisimine yolactigini
gostermislerdir. Arastirmacilar ayni ¢calismada KA enjeksiyonunun yaninda gruplara
asetazolamid ve baska KKS inhibitorleri de uygulandiginda, KA’in ACZ ile birlikte
uygulandigr grupta ve KA’nin diger KKS inhibitorleriyle birlikte uygulandig grupta
vaskiiler gecirgenlik artist ve DRP bulgularinin  gelismedigini  bildirmislerdir.
Arastirmacilar ACZ’nin etkisinin vitreus pH’siin alkali hale gelmesinini saglayarak
KKS’inin inhibisyonundan kaynaklandigimi bildirmislerdir. Tez ¢aligmasinda
ACZ’nin hem retinal neovaskiilarizasyonu hem de retinal 6demi gii¢lii bir sekilde

baskilmasinda KSS iizerindeki etkilerinde katkis1 olabilecegi diisiintilmektedir.

Akuaporinler

ACZ’in makiiler 6dem konusundaki tedavi edici etkisinde rol alan diger 6nemli
bir mekanizmanin, AQP kanallar iizerindeki etkisinin oldugunu diisiiniilmektedir.
AQP kanallari, tim noral dokuda oldugu gibi retina dokusunda da sivi-elektrolit
dengesinin saglanmasinda ve siirdiiriilmesinde ¢ok 6nemli role sahiptir (105, 357).
Diyabet ve diger pek cok iskemik hastaliga bagl olarak, retinadaki AQ1 ve AQP4
kanallariin ifadesinin, dagilimimin ve fonksiyonlarinin degismesinin makiiler 6dem
gelisimindeki etkisi gosterilmistir (108, 357). Vujosevic ve ark.’nin ¢alismasinda
(357), diyabetik hastalarda, saglikli bireylere oranla ak6z sivilarinda, AQP1 ve AQP4
diizeylerinin anlamli olarak yiiksek oldugu gosterilmistir. Ayni ¢calismada retinopatisi
olan diyabetik hastalarda AQP1 ve AQP4 diizeylerinin, retinopatisi olmayan diyabetik
hastalara oranla da anlamli yiiksek oldugu bildirilmistir. Kida ve ark. ¢alismasinda
(88), DRP gelistirilmis siganlarda, artmis VEGF seviyesinin Miiller hiicrelerinde
AQP4 diizeyini degistirerek 6deme sebep oldugunu gostermislerdir. Arastirmacilar,
secici AQP4 inhibitor etkili ajanlarin, VEGF aracili AQP4 artisim1 bloke ederek,

makiiler 6demde tedavi edici etki gosterdigini rapor etmislerdir.

Hipergliseminin endotel hiicrelerinde AQP 1 diizeyini arttirarak, proinlamatuar
proteinlerin diizeyini arttirdig1 ve nitrik oksit (NO) diizeyini azalttigi gosterilmistir

(358). Madonna ve ark.’nin galismasinda (359), hipergliseminin tetikledigi AQP1
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aracili bu degisikliklerin, diyabetik si¢anlarda vaskiiler gegirgenligin yani sira

angiogenezi ve proliferatif DRP tablosunu da uyardigi gosterilmistir.

ACZ’nin AQP4 kanallar1 {zerindeki etkisi, retinal 6dem tedavisindeki
etkinligine de katkida bulunmus olabilir.

Diger

ACZ’nin bu etkilerinin yaninda, retinal damar sistemi iizerinde de etkileri
vardir. Bu etkilerine bagli olarak, retina kan akisi ve oksijen tansiyonu iizerinde
diizenleyici rolii oldugu savunulmaktadir (360-362). Reber ve ark. (360), KAl etkinin,
hiicrei¢i ve hiicreler aras1 ortamda pH degisikligine sebep olarak, kapiller ¢apin
artmasma sebep oldugunu gostermistir. Arastirmacilar bu artisin  perisitleri
etkileyerek, retinal kan akimin arttirabilecegini savunmuslardir. ACZ’nin kalsiyum
tarafindan aktive edilen potasyum kanallarini aktive ederek retinal damar duvarindaki
diiz kaslar1 uyardigi ve retinal damarlarda vasodilatasyona sebep oldugu gosterilmistir
(361). Kalsiyum tarafindan aktive edilen potasyum kanallari, KAI etkili ilaglarin
digerlerinde olmayan sadece ACZ’ye 6zgiin bir etkisidir. ACZ tedavisinin, retina
damarlar iizerindeki bu etkilerinin, retinal perfiizyonu arttirarak, retinal kan akiminin
bozuldugu durumlarda tedavi edici etkiye katki saglayabilecegi savunulmustur (362).
ACZ tedavisinin DRP’deki tedavi edici etkisinde bu mekanizmalarin da roli

olabilecegini diisiinmekteyiz.

ACZ disiik ¢oziiniirliige sahip, yarilanma omrii ¢ok kisa olan bir ilagtir.
ACZ’nin diisiik biyoyararlanimi, onun sistemik uygulamalarini zorunlu kilmaktadir.
Sistemik dolasimda karsilasilan yan etkiler, bu uygulamalarin ancak kisa siireyle
yapilabilmesine imkan vermektedir. Bu nedenlerle ACZ, g6z hastaliklarinin
tedavisinde sadece ameliyat Oncesi veya acil durumlarda, kisa siireli olarak oral olarak

uygulanmaktadir (17).

Lu ve ark.’nin ¢alismasinda (363), intravitreal nanopartikiiler bevasizumab
tedavisinin diyabetik siganlarda VEGF baskilayici etkisinin, intravitreal serbest

bevasizumab uygulanan gruba oranla belirgin 6l¢iide uzadigmni bildirmisleridir.
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Aragtirmacilar, etkinligi gosterilmis nanopartikiiler sistemlerinin gelistirilerek

vitreustaki etki siiresinin basari ile uzatilabilecegini bildirmislerdir.

Nanopartikler ila¢ tasiyic1 sistemler, etkin maddelerini ¢dziiniirlik
problemlerinin ¢dziilmesinde, viicuttaki bariyerlerin asilmasinda, kontrollii salim
saglanmasinda etkili ¢oziimler getirmektedir. Intravitreal nanopartikiiler ilag tastyici
sistemler, etkinligi yliksek ama ¢Oziiniirliigii ve yarilanma Omrii diisiik ilaglarin
uygulanmasina firsat verme, kontrollii salim saglayarak intravitreal enjeksiyon
sikligin1 azaltma ve retina dokusuna gegisi arttirarak tedavi cevabini arttirma gibi

ustiinliikler saglamaktadir.

Tez calismalar1 kapsaminda g6z hastaliklarinda baska tanilarla ¢ok uzun
stiredir kullanilmakta olan ACZ etkin maddesi ve yine gozde c¢ok uzun siiredir
kullanilmakta olan siklodekstrin kullanilmigtir. Gelistirilen ACZ yiikli siklodekstrin
nanopartikiillerin, intravitreal uygulamalar igin uygun oldugu gdzlemlenmistir. n
vitro ve in vivo uygulamalarda, géz dokularinda toksik ve alerjik bir etkiye sebep
olmadig1 izlenmistir. In vitro ve in vivo uygulamalarda DRP hastalik bulgularini
anlamli oranda tedavi ettigi gozlemlenmistir. ACZ yiiklii CD nanopartikiil tedavisinde
elde edilen sonuclar, serbest ACZ ile elde edilen tedavi cevabindan anlamli olarak
yiiksektir. Ote yandan ACZ yiiklii siklodekstrin tedavisinde elde edilen sonuglar, halen

DRP’de en sik tercih edilen farmakolojik ajan olan bevasizumab’la ayn1 diizeydedir.
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6. SONUCLAR VE ONERILER

Sunulan tez ¢alismasi kapsaminda elde edilen sonuglar degerlendirildiginde:

e On formiilasyon calismalarinda iki farkli polimer (PHBV ve CD)
kullanilarak nanopartikiiller hazirlanmis, ve Yontem 1 kullanilarak hazirlanan CD
nanopartikiillerinin intravitreal uygulama i¢in talep edilen kriterleri sagladigi tespit

edilmistir.

e Yontem 1 kullanilarak hazirlanan ACZ yiiklii CD nanopartikiillerin (ACZ-
CD-NP) karakterizasyon ¢alismalarinda:

- Siklodekstrin, ACZ ve ACZ-CD-NP’lerin FTIR spektrumlarinin
karsilastirilmas1  sonucu karakteristik piklerde goriilen ¢akisma

nanopartikiillere asetazolamidin yiiklendigini gostermistir,

- DSL analizlerinde, ortalama partikiil biiyiikligi 238 nm, zeta
potansiyeli -16,8 mV ve PDI degeri 0,16 olarak bulunmustur,

- SEM goriintiilerinde CD nanopartikiillerin diizgiin ve kiiresel formda

ve boyutlarinin ortalama 130-170 nm oldugu belirlenmistir,

- Tirbidimetre cihazi ile tayin edilen ACZ-CD-NP’lerin degradasyon
hiz1 ¢aligmalarinda sicaklik arttikga degradasyon oranmnin arttig
bulunmustur. Ayrica formiilasyonda ACZ etkin maddesinin varligi

daha stabil bir degredasyon olugmasini saglamstir,

- ACZ yiiklii nanopartikiillerin in vitro salim profilinde, ilk patlama
(burst) saliminin ardindan yavas ve kontrollii bir sekilde salimin devam

ettigi goriilmiistiir.

e DRP hastalik modeli gelistirilmis HRMEC hiicre hattina ACZ-CD-NP’lerin

in vitro sitotoksisite ve etkinliklerinin incelenmesi ¢aligmalarinda:

- ACZ-CD-NP uygulamasi ile TEER degerlerinin artarak saglikli kontrol

grubundaki normal degerlere yaklastig1 gézlemlenmistir,
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-  ACZ-CD-NP uygulamasi ile gecirgenligin azalarak saglikli kontrol
grubundaki normal seviyeye yaklastig1 gézlemlenmistir,

- MTT testinde asetazolamid konsantrasyonu arttik¢a nanopartikiillerin
hiicreler lizerindeki sitotoksisitesinin de arttig1 izlenmistir. 250 pg/mL
konsantrasyonda hiicre canliliginin yaklasik %90 oldugu bulunmustur.

e DRP hastalik modeli gelistirilmis tavsanlarda ACZ-CD-NP’lerin in vivo

etkinlik ve toksisitelerinin incelenmesi ¢aligmalarinda:

- Intravitreal ACZ-CD-NP uygulamasindan sonra 1. hafta ve 1. ay
muayenelerinde hi¢ bir tavsanda 6n segmentte veya arka segmentte
inflamasyonla veya endoftalmi ile iligkili bulgu izlenmemistir. Tedavi
sonrasi yapilan muayenelerde goz ic¢i basinct Ol¢limlerinin normal

sinirlarda oldugu, anlamli bir degisim gelismedigi izlenmistir,

- DRP hastalik modeli gelistirilmis ve intravitreal ACZ-CD-NP
uygulanmis  tavsanlarda  takip  siliresince  yapilan  fundus
muayenelerinde, DRP bulgularinda tedavi sonrasi 1. haftada baslayan

ve 1 ay siiren tedavi edici etki gozlemlenmistir,

- DRP hastalik modeli gelistirilmis ve intravitreal ACZ-CD-NP
uygulanmis tavsanlarda takip siiresince yapilan OKT incelemelerinde,
DRP’ye bagli olarak retinada gelisen kalinlik artisinin tedavi sonrast 1.
haftada normal diizeyine dondiigii ve 1 ay boyunca normal diizeyde

devam ettigini gézlemlenmistir,

- DRP hastalik modeli gelistirilmis ve intravitreal ACZ-CD-NP
uygulanmis tavsanlarda takip siiresince yapilan FFA incelemelerinde,
1. haftada FFA’da izlenen fluoresein sizintisinin anlamli olarak azaldigi
ve 1. ayda da FFA bulgularindaki azalmanin devam ettigi tespit

edilmistir.

- DRP hastalik modeli gelistirilmis ve intravitreal ACZ-CD-NP
uygulanmis tavsanlarda takip stiresince yapilan FFM incelemelerinde,

DRP hastalik modeline bagli olarak gelismis olan gecirgenlik degeri
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azalarak, normal saglikli kontrol zamaninda 6l¢iilen degerler diizeyine

diigmiistiir. 1. ay d6l¢iimlerinde de benzer sonuglar elde edilmistir.

Sonug olarak tez calismalar1 kapsaminda gelistirmis olan CZ-CD-NP’lerin
DRP tedavisindeki etkinligi in vitro ve in vivo ¢alismalarla gosterilmistir. Daha sonra
yapilacak in vivo calismalarda intravitreal uygulanan ve farkli fizikokimyasal
Ozelliklere sahip ACZ-CD-NP’lerin saglikli ve DRP gelistirilmis tavsanlarin goz
dokularindaki dagilimi incelenerek karsilastirilabilir. Ayrica gelistirilen ACZ-CD-

NP’lerin topikal ve subtenon uygulama sonrasi vitreusa gecis diizeyleri incelenebilir.
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