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Yaygin Retina Hastahiklarinda Deneysel Hayvan
Modellerinde Gelismeler: Rodentler’den Zebra Balhigi’na

Update on experimental animal models in common retinal diseases: Rodents to
Zebrafish
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Diyabetik retinopati (DR) ve Yasa Bagli Makula Dejenerasyonu (YBMD) gorme kaybi ile sonuglanabilen yaygin retina hastaliklaridir.
Son yillarda tedavi siirecinde yasanan olumlu gelismelere ragmen, bu ve diger retina hastaliklarinin patofizyolojisi ve tedavisine yone-
lik arayislar halen devam etmektedir. Bu konuda deneysel ¢alismalar i¢in uygun deney hayvani segimi ¢ok 6nemlidir. Literatiirde ¢ok
sayida hayvan modeli bildirilmekle birlikte ideal modele heniiz ulagilamamistir. Bu makalede 6zellikle DR, YBMD ve benzer retina
hastaliklari ile ilgili aragtirmalarda kullanilabilecek deneysel hayvan modelleri hakkinda bilgi sunulmaktadir.
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ABSTRACT

Diabetic Rethinopathy (DR) and Age-related Macular Degeneration (AMD) are common retinal diseases that can result with visual
impairment. In spite of the new developments in the treatment modalities of these diseases there are stil many ongoing research in
patophysiology and treatment. The choice of experimental animal model is very important in these researches. There are several mo-
dels reported in the literature. However, an ideal model has not yet been reached. In this review, it is aimed to share information about

experimental animal models that can be used for DR, AMD and similar retinal diseases.
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Diyabetik retinopati (DR) ve Yasa Bagli Makula Dejene-
rasyonu (YBMD) tiim diinyada korliiklerin en dnde gelen
sebeplerindendir. Giiniimiizde bu yaygin goriilen retina
hastaliklarinin tedavisinde kullanilan yontemler ve ilaglar
onemli faydalar getirmekle birlikte tedavi arayiglart de-
vam etmektedir. Diinya genelinde 415 milyon insan diyabet
hastaligindan etkilenmistir ve 2040 yilinda bu saymin 642
milyon olmasi beklenmektedir.! DR’li hastalarin yaklagik
%601 10 y1l igerisinde proliferatif siirece ilerlerken, %351
ciddi gorme kaybi yasamaktadir.? YBMD 65 yas {stii her
ii¢ kisiden birinde kuru veya yas tip olmak iizere goriilebil-
mekte, YBMD’nun %10-15’inden sorumlu olan yas tip te-

davi edilmez ise hizla gorme kaybina neden olabilmektedir.?
Bu hastaliklarin patofizyolojisinin aydinlatilmasi ve tedavi-
de gerekli aday ilaglarin etkinliginin arastirilmasi deneysel
hayvan modellerinin kullanimimi gerekli kilmakta ancak
giiniimiizde halen ideal hayvan modelleri bulunmamaktadir.

Bu yazida DR, YBMD gibi retina hastaliklarinin fizyopato-
lojisi dikkate alinarak bu konularda ¢alisma yapmak isteyen
arastiricilar i¢in son yillarda kullanimi giderek artan zebra
baligindan, maymunlara kadar farkl: tiirlerde hayvan model-
leri tanmtilmakta, iilkemizde oftalmoloji alanindaki bilimsel
calismalarin arttirilmasi hedefiyle arastirmacilarin deney-
lerinde en uygun hayvan modelini segmelerine yardimci
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olmak amaglanmaktadir. Bu makalede ayrica retina damar
tikaniklig1, prematiire retinopatisi gibi proliferatif siiregle
seyredebilen diger retina hastaliklarina yonelik calismalar
icin de faydali olabilecek bilgiler verilmektedir.

Hayvan modelleri

Hastaliklarin etiyoloji ve patofizyolojisinin aydinlatilmasi,
korunma ve tedavi yontemlerinin gelistirilmesi ve tedavi
ajanlarinin etkilerinin gosterilmesi gerekliligi biyomedikal
arastirmalarda deney hayvanlarinin kullanimin1 vazgegil-
mez kilmaktadir. Bu ¢alismalarda ilgili patoloji kolay ve tek-
rarlanabilir sekilde olusturulmali, hayvanlarin bakimi kolay
olmalidir. Russel ve Burch deneysel hayvan ¢alismalarinda
temel ilkeleri “3R” (Replacement, Reduction, Refinement)
olarak 6zetlemislerdir.* Biyomedikal aragtirmalarda kullani-
lan hayvan modelleri 5 grup ig¢inde siniflandirilabilir. 3

1- Spontan modeller. Bu gruptaki hayvan modellerinde
hastaliklar ve kosullar insanda oldugu gibi spontan ola-
rak meydana gelir.

2- Deneysel modifiye modeller. Bu gruptaki hayvan mo-
dellerinde hastaliklar ve kosullar kimyasal veya cerrahi
tekniklerle olusturulur.

3- Genetik modifiye modeller. Bu gruptaki hayvan model-
lerinde hastaliklar ve kosullar genetik islemlerle olustu-
rulur.

4- Negatif modeller. Bu gruptaki hayvanlar 6zel kosul veya
hastaliklara kars1 direnclidir.

5- Orphan (Oksiiz) modeller.

DR’de retinada meydana gelen yapisal ve fizyolojik de-
gisimler:

DR retina neovaskiilarizasyonunun varligina gére nonpro-
liferatif (NPDR) ve proliferatif diyabetik retinopati (PDR)
olarak iki grupta simiflandiriimaktadir. NPDR’nin ciddiyeti
retinada meydana gelen yapisal patolojilerin varlig1 ile be-
lirlenmektedir. Kapiller endotel bazal membranindaki kalin-
lagma ve perisit kaybi sonucu mikroanevrizmalar gelisirken,
diyabetik stirecin ilerlemesi ve gelisen iskeminin de etkisi
ile vendz damarlardaki lokalize genislemeler, kivrilmis reti-
nal damarlar, intraretinal mikrovaskiiler anamoliler (IRMA)
gibi yapisal degisiklikler ortaya ¢ikmakta ve bu degisim-
ler ilerleme gostermektedir.” Klinisyen igin bu bulgularin
tanimlanmast ve degisimler hastaligin izleminde oldukca
Onem tasimaktadir.

Diyabetik Makiila 6demi (DMO) gelisimi makiila anatomi-
sinde degisime yol acarak baslangigta gérme bulanikligina
neden olmakta, 6demin ilerlemesiyle gorme keskinligi gi-
derek azalmaktadir. Mikroanevrizmalardan kaynaklanan
fokal sizintilarin yan1 sira genis bir norovaskiiler agla yapi-
lanmis endotel bariyerinin bozulmasi 6deme neden olurken;
Hipoksi, inflamasyon, oksidatif stres gibi patolojik siiregler

ve dokulardan salinan ¢esitli mediatorler (biiytime faktorle-
ri, inflamatuar sitokinler vb.) vaskiiler gegirgenligi artirarak
retina igine daha fazla sivinin geg¢isine neden olmaktadir. 3°

PDR siirecinde gelisen zayif ve yirtilabilir 6zellikteki yeni
damarlanmalar retina iizerinde veya vitreus i¢inde kana-
malara yol agabilmekte ve bu yeni damarlarin ¢evresinde
biriken doku proteinleri ve fibr6z materyaller transforming
growth factor-p (TGF- ) gibi biiylime faktorlerinin de et-
kisiyle fibrin membranlar olusturarak retinada traksiyonlara
ve dekolmana neden olabilmektedir.'

Glinimiizde DR patofizyolojisine yonelik énemli immii-
nolojik caligmalar yapilmis bulunmaktadir. Miiller hiicre-
lerinin igleyisinde fibriler asidik protein salinimi, ganglion
hiicrelerinde preapopitotik molekiiller ve apopitozis artmak-
ta, retina kan damarlarinda vazoendotelyal biiyiime fakto-
ri (VEBF) seviyesi ylikselmektedir. Diyabetik hastalarda
akozde ve serumda ¢esitli sitokinlerin, inflamatuar ajanlarin
ve anjiyojenik molekiillerin seviyeleri de yiliksek bulunmak-
tadir. DR oksidatif stres, inflamasyon, protein kinaz C akti-
vasyonu gibi baglantili mekanizmalarin ve ¢ok sayida mole-
kiiliin gorev aldigi olduk¢a kompleks ve arastirmaya agik bir
patolojik siire¢ olarak karsimiza ¢ikmaktadir.!!-1¢

DR tedavisi gerekli sistemik tedavi altinda lokal olarak goze
uygulanan lazer fotokoagiilasyon, goz i¢i ila¢ tedavileri ve
cerrahi tedavilerden olugsmaktadir. DR tedavi siirecleri genel
olarak komplikasyonlarin 6nlenmesi ve diizeltilmesi tizerin-
de ilerlemekte fizyopatolojiye doniik tedavi arayislari halen
devam etmektedir. Uygulanan tiim lokal tedaviler 6zellikle
gorme keskinliginin korunmasinda kazanimlar saglamakla
birlikte ne yazik ki kalici ¢oziimler getirmemekte ve 6nemli
yan etkileri olabilmektedir. Kullanim1 giderek artan intravit-
real steroid ve anti-VEBF uygulamalarin gézde kok hiicreler
tizerine etkilerini arastiran ¢alismalar da yayimlanmigtir.'”!®

DR tedavisinde hedef bozulmus norovaskiiler agin yeniden
yapilandirilmasi, hiicreler arasi biitiinligiin tekrar saglan-
masi ve patolojik yeni damarlanmanin 6nlenmesi olmalidir
ki bu durum ¢ok sayida galisma gerektirmektedir. Tedavide
kullanilan veya aday ilaglarin klinik 6ncesi zorunlu testle-
ri de dikkate alindiginda bu ¢alismalar i¢in uygun deney-
sel hayvan modellerinin ne kadar 6nemli oldugu asikardir.
Mevcut hayvan modellerinin higbiri insandaki DR patofiz-
yolojisini tamamen yansitmamaktadir ve ¢cogu hayvan mo-
deli DR’nin erken bulgularmi bize sunmaktadir.”-'* Asagida
uzun yillar laboratuvarda yaygin olarak kullanilmis olan
kemirgen tiirlerinden biiylik hayvan modellerine kadar DR
hayvan modellerinin bize sundugu imkanlar ve kisitlar hak-
kindaki bilgiler 6rnek modeller ile sunulmaktadir.

DR Hayvan Modelleri

Diyabetes Mellitus (DM) ilk olarak 1920 yilinda bir kopek-
te pankreasin tamamen ¢ikarilmasi ile modellendirilmistir.
DM i¢in kullanilan hayvan modelleri genel olarak {i¢ sinif
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altinda toplanmaktadir ki bu siniflama DR modelleri i¢in de
gegerlidir:>!416

1- Hiperglisemi saglanarak olusturulan modeller
2- Spontan modeller
3- Retinal yeni damarlanma modelleri

Deney hayvanlarinda farmakolojik olarak streptositozin
(STZ) ve alloksan (ALX) gibi kimyasal ajanlar ile pank-
reastaki B hiicrelerini oldiirerek, cerrahi olarak pankreasin
cikarilmasi ile veya galaktoz/sukroz ile besleme yapilarak
hiperglisemi olugturmak mimkiindiir. >!41°-22

Farmakolojik hiperglisemi modelinde en yaygin kullanilan
kimyasal ajan STZ dir. STZ kimyasal olarak pankreas f hiic-
relerini Oldiirerek etki eder. Rodent ve biiyiik hayvan model-
lerinde yaygin olarak kullanilan bu yontem zaman etkinligi
avantaji tagir. STZ DR fare modelinde bir hafta icerisinde
retinopatiye bagli patolojik bulgularin gézlenmesi miimkiin-
dir."” Ayni amagla kullanilan bir diger ajan olan ALX ile in-
diiklenen hayvan modellerinde hafif derecede DR bulgulari
elde edebilmek i¢in daha uzun bir siireye ihtiya¢ vardir ki bu
stire fare i¢in 3 ay1 bulabilmektedir.?

Yiiksek galaktoz, yag, sukroz diyeti ile beslenen biiyiik de-
ney hayvanlarinda DR hayvan modeli olugturmak miimkiin-
diir. Ancak bu teknik siire dezavantaji tasimaktadir.2'?* [s-
tisnai olarak zebra baligi modelinde balik havuzuna yiiksek
konsantrasyonda glukoz konarak hiperglisemi olusturmak
oldukga kolaydir ki bu konu hakkinda ileride bilgi verile-
cektir.?

Cerrahi teknik olarak pankreotektomi yapilan Ozellikle
kedi**, maymun® gibi hayvan modellerinde 1-2 hafta gibi
bir siirede hiperglisemi olusturulmast miimkiinken ne yazik
ki bu hayvanlarda DR bulgularinin gézlenebilmesi i¢in yil-
larca beklemek gerekebilmektedir. 2

Spontan DR hayvan modellerinin olusturulmasi daha ¢ok
genetik teknolojinin kullanilmasi ile miimkiin olmaktadir.
Bu teknikle rodent ve zebra balig1 gibi hayvan modellerinde
yiiksek basar1 orani ile kalici fenotipler olusturmak mim-
kiindiir. Endojen mutasyon aktarimi ile spontan hiperglisemi
olusturulan deney hayvanlar ¢iftlestirilerek ¢ogaltilip DR
hayvan modeli olarak kullanilir. Teknigin en 6nemli deza-
vantaj1 yiiksek maliyet gerektirmesi ve teknoloji bagimli
olmasi iken olusturulacak DR modeli i¢cin uzun zaman ge-
rekmektedir. 4163

Retinal anjiyojenezis modeli yiiksek serum glukoz diizeyi
olmaksizin retinada yeni damarlanmanin olusturulmasi esa-
sina dayanmaktadir. Bu model yaygin olarak yiiksek oksije-
ne maruziyet ve VEBF ajanlarinin kullanimi ile olusturul-
maktadir. VEBF kullanimi tavsan ve maymun gibi biiyiik
hayvan modelleri i¢in daha uygundur. Prematiire retinopati-
si veya vaskiiler tikanikliklara bagl proliferatif retinopatiler
icin de bu modelden faydalanmak miimkiinddir.'¢

Retina hastaliklari i¢in hayvan modelleri ile ¢alisirken fun-
dus fotografi (FF), fundus floresein anjiyografisi (FFA),
optik kohorens tomografi (OKT), elektrofizyoloji gibi tek-
niklerden faydalanabilecegimiz gibi doku ve kok hiicre!™'®
diizeyinde ¢esitli histolojik, molekiiler ve biyokimyasal tek-
niklerden de faydalanmamiz miimkiindiir.?®

Rodent DR Modelleri

Rodent modeller kolay elde edilebilen, nispeten ucuz, kisa
cogalma dongiileri olan ve insana benzer genetik alt yapilari
bulunan deney hayvanlaridir. Bu grup iginde en fazla kulla-
nilan hayvan tiirleri fare ve ratlardir. Bu hayvan modelinde
erken DR bulgularint kolayca gorebilmek miimkiinken in-
sandaki patolojik bulgulari tam yansitmamasi ve ge¢ donem
bulgularin olusturulamamasi modelin en énemli eksikligini
olusturmaktadir. Diger taraftan FF, OKT, FFA gibi tetkik-
lerin bu hayvan modelinde gerceklestirilmesi agisindan da
zorluklar s6z konusudur.'#1626

Intraperitoneal (ip) STZ enjeksiyonu sonrasi fare modelin-
de ilk li¢ giin igerisinde serum glukoz diizeyi 350mg/dl’yi
asar. Ilk haftanin sonunda vaskiiler gecirgenlikte artis FITC
(Fluorescein isothiocyanate)-dextran gibi bir molekil i.v
verilmesi ile modellenebilmektedir. Bu asamada arastirici-
lar aday ilaglarin vaskiiler gecirgenlik {izerine olan etkilerini
24 saatlik bir zaman dilimi igerisinde test edebilirler. Aym
hayvan modelinde 7-12. giinler arasi yiiksek oksijen ma-
ruziyetine birakilma sonucu 14-17. giinler arasi retina yeni
damarlanmalari elde etmek ve bu damarlara etki edebilecek
aday ilaglari test etmek de miimkiindiir.”*’

STZ ile olusturulan DR fare modelinde doz uygulamada
(180-200mg/kg, ip, tek doz) (100-40mg/kg, ip, ardisik 2-5
giinde c¢oklu doz) acisindan ¢ok ¢esitlilik olmakla birlikte
tiim farelerde 1-4 hafta igerisinde hiperglisemi gelismekte-
dir. Rat modelinde STZ uygulamasinda intravendz (i.v) uy-
gulama miimkiin olup (30-65mg/kg, i.v tek doz) i.p. olarak
ise 45-80mg/kg tek doz uygulama ile DR modeli olusturmak
miimkiindiir."*

Spontan olarak olusturulan db/db fare modelinde dogum
sonrasi 8. haftada hiperglisemi baslar. Mikrovaskiiler komp-
likasyonlarin goriilmeye basladigt ve VEBF seviyesinin
yiikseldigi 18. haftada model DR arastirmalarina baslamaya
uygun hale gelir.”® Spontan fare modeline diger bir 6rnek
olan Akita (Ins2Akita) farelerinde hiperglisemi dogum son-
rast 4. haftada baslamakta ilerleyen donemlerde mikrovas-
kiiler komplikasyonlar gozlenmekte bu hayvan modelinde
9 ay sonunda retina dis katinda yeni damarlanmalar izlene-
bilmektedir.”

Biobreeding (BB) rat modeli tip 1 DM modeli olarak olustu-
rulmus olup®, Zucker diyabetik spontan tip 2 rat modelinde
(ZDF) diyabet egilimi sigman erkek ratta ortaya ¢ikmakta,
6-7. haftada hiperglisemi gelismekte ve dogum sonrasi1 20.
haftada bu model DR ¢alismalarina hazir hale gelmektedir.’!
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Sisman olmayan Goto-Kakizaki ratlar1 (GK), Otsuka Long
Evans Tokushima fatty (OLEFT) ve yine sisman olmayan
spontan diyabetik Torii (SDT) ratlari tip 2 DR modeli igin
olusturulmus diger rat model 6rnekleridir.”'#* SDT Fatty rat
modeli insana benzer olarak ciddi retinopati bulgular1 gos-
terdiginden diger ratlardan ayrilmaktadir. Bu modelde diya-
bet normal SDT modelinden farkli olarak dogum sonrasi 4
kat daha kisa bir siirede 5 hafta icerisinde gelismektedir.*?
Ornekleri verilen tiim bu fare ve rat DR modellerinde erken
doénem retina vaskiiler degisimleri modellemek, gerek DM
patolojisi mekanizmalarina yonelik gerekse VEBF ve aday
ila¢ caligmalar1 yapmak miimkiin olmaktadir.

Kimba ve OIR farelerinde insan VEBF165 gen mikroen-
jeksiyonu veya yiiksek oksijen maruziyeti ile retinal yeni
damarlanma modelleri olusturmak miimkiindiir. Kimba fa-
relerinde retina yeni damarlarinda artigla birlikte retinada
iskemi bulgular izlenirken; %75 oksijen maruziyetine bi-
rakilan OIR farelerinde dogum sonrasi 12. glinde retinal da-
marlarda regresyon, iskemi ve 17. giinde yeni damarlanma
olusabilmektedir.**** Floresein isothiocyanate-dextran veya
isolectin-B4 veya CD31 gibi endotel hiicre belirleyicileri
ile retina yeni damarlanmalart goriiniir hale gelmektedir.*®
Diyabetik Torii Rats (DTR) modeli ile retina yapisal ana-
molilerin yani sira PDR siirecine benzer sekilde traksiyo-
nel retina dekolmani (TRD) ve vitreus hemorajisi (VH) gibi
komplikasyonlar gosterilebilir. Yaklasik 20. haftada gliko-
ziiri goriilen bu modelde 40. haftada erkek ratlarin tamamina
yakininda DM gelismektedir. Ancak insandan farkli olarak
bu modelde yeni damarlanmalar belirgin bir retina iskemisi
ile birlikte olmamaktadir.®®

Tavsan DR Modeli

Tavsan modelinde farmakolojik olarak veya diyetle DM
olusturmak miimkiinken VEBF ile indiiklenmis yeni damar-
lanmalar olusturulabilir. Bu modelde 100mg/kg/i.v STZ en-
jeksiyonu ile hiperglisemi ve 19. haftadan sonra ¢esitli dere-
celerde retinopati bulgular1 elde etmek miimkiindiir. Ancak
olusan retinopatilerin ¢esitliligi modelin kullanimint smirlt
kilmaktadir. %7

Tavsanlarin standart yemeklerine 24 hafta siireyle %10 do-
muz yagi, %40 sukroz ve % 0.1-0.5 kolesterol eklenmesi
ile diyetle olusturulmus DR modeli gelistirilmistir. Bu siire
igerisinde retinada mikroanevrizmalar izlenebilmekte bes-
lenme siiresinin uzatilmasi ile bulgular ilerleyebilmektedir
ki bu durum insandaki retinopati ile uyumlu ama yavas bir
gelisim gostermektedir.!

Insan rekombinan VEBF polimerik molekiillerin tavsan
vitreusuna yerlestirilmesini takiben 7 giin igerisinde retina
damarlarinda genisleme ve kivrimlanma goézlenmis, 14-
21. glinler arasinda olusan yeni damarlardan sizint1 FFA ile
gosterilmistir. Bu modelde yeni damarlanmanin 35. haftada
regrese olmast VEBF molekiiliiniin bitmesine dayandiril-
mustir.*® Tavsanlarda olusturulan yeni damarlanma modelin-

de arastiricilarin dikkat etmesi gereken bir konu vardir ki bu
da optik arterin horizontal olarak iki yonlii dallanmasi ve bu
damarlarm halka seklinde bir kapiller agla devam etmesidir.
Ozellikle mediiller bant {izerindeki lezyonlarda buradaki da-
mar yapisi nedeniyle fonksiyonel hasar gdsterilemeyebilir
ayrica vaskiiler ag sadece kiiciik bir alandadir ve bu durum
deneylerde dikkate alinmalidir.'

Kedi DR modeli

DR modeli olarak kullanilan kedilerin biiyiik ¢ogunlugunda
STZ/ALX enjeksiyonu ile veya olmaksizin pankreotektomi
teknigi kullanilmaktadir. Cerrahi sonrasi iki hafta icerisinde
hiperglisemi gelisen kedilerde birkag yil1 (5-7 yil) bulan sii-
relerde erken donem retinopatiler rapor edilmistir ancak bu
model maliyeti, g6zlem siiresinin ¢ok uzun olmasi ve mo-
lekiiler calismalar i¢in belirteclerin eksikligi nedeniyle ¢ok
kullanim alani bulamamaktadir. '3+

Kopek DR modeli

STZ ve ALX enjeksiyonu veya daha uygun bir model ola-
rak galaktoz diyeti (normal diyete ek olarak %30 galaktoz)
ile DR modeli olusturmak miimkiindiir. Calismalar erken
donem DR bulgularmin kimyasal grupta 3 yildan, galaktoz
diyeti grubunda ise 5 yildan sonra arttigimin gozlendigini
gdstermistir.?>** Ornegin galaktoz diyeti ile olusturulan ko-
pek DR modelinde intraretinal mikrovaskiiler anamoliler,
yumusak eksuda olusumu ve sinir lifi tabakasinda gliozis
gibi patolojiler 5 y1l sonunda rapor edilirken; 6. yildan sonra
retina yeni damarlanmasi bildirilmektedir. Geng kdpeklerde
bulgular daha erken ortaya ¢ikmaktadir. Gozlem siiresinde
bu hayvanlarda katarakt nedeniyle lensektomi gerekebil-
mektedir. Képek DR modeli avantaj olarak insana benzer
retinopati bulgular1 gostermektedir. Fare, rat ve zebra bali-
gindan farkli olarak kopeklerin makula icermesi biiyiik bir
avantajdir ayrica g6z kitlesi neredeyse insana benzer bir
hacime sahiptir. Bu 6zellik farmakokinetik calismalara ve
OKT ve ERG gibi cihazlarla kolayca ¢aligsabilmeye imkan
vermektedir. Kedilere benzer olarak bu modelin kullanimi-
na yonelik duygusal direncin yani sira maliyet, molekiiler
belirteglerin eksikligi ve uzun gozlem siiresi gibi kisitliliklar
mevcuttur. 42

Maymun DR modeli

Maymunlarda goz yapilart insana yakindir ve makula mev-
cuduyeti vardir. Eksudalar, retina kanamalari, IRMA ve
mikroanevrizmalar gibi patolojiler bu hayvanlarda olusabil-
mektedir. Tip 1 DM bu hayvanlarda STZ enjeksiyonu veya
pankreotektomi ile olusturulabilmektedir. Ancak bu hay-
vanlarda 6nemli DR bulgular1 6 ile 15 yil arasinda ortaya
¢ikabilmektedir. Tip 2 DM sisman rhesus maymunlarinda
spontan olarak goriilmekte ancak dnemli DR bulgularimin
olugmasi 15 yil gibi bir siire alabilmektedir.>*° Baglangig re-
tina morfolojisi bulgularindaki degisiklikler, ileri retinopati
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bulgularinin olmamasi, diisiik dogum orani, yliksek maliyet,
uzun gozlem stiresi ve etik endiseler arastirma alaninda bu
hayvan modelinin kullanimini da sinirli tutmaktadir. '+

Zebra Bahig DR modeli

Ozellikle memeli hayvanlarin arastirmalarda kullanilmasi-
nin etik agidan getirdigi zorluklar, gorsel gelisim ve bozuk-
luklar agisindan insana benzerligi nedeniyle zebra baliklari-
nin yaygin kullanimima neden olmustur.

Zebra baliklar1 %2 glukoz igeren tatli suya maruz birakildik-
larinda ilk giin hiperglisemi ger¢eklesmis ve bu 30. giiniin
sonunda kalic1 hale gelmistir. Hiperglisemik zebra baligi
modelinde insana benzer olarak yapisal retina anamolileri
goriilmektedir.*! Intraperitoneal (i.p) olarak STZ verilen zeb-
ra balig1 modelinde hyperglisemi gelismekte ve karekteris-
tik DR bulgulari olusturulabilmektedir.*? Zebra baligi mode-
linde kolayca gelisebilen DR bulgular1 bu hayvan modelini
gilinliimiizde 6nemli bir alternatif haline getirmistir. Giincel-
ligi nedeniyle Zebra baliklari ile ilgili ayritili bilgi YBMD
boliimiinde verilecektir. "1+

YBMD’da retinada meydana gelen yapisal ve fizyolojik
degisimler:

YBMD erken ve ilerlemis donem bulgulari ile seyreden bir
retina hastalig1 olup ileri evrede ciddi gorme kaybr ile so-
nuclanabilmektedir. Erken donem YBMD’nun en 6nemli
belirtisi RPE diizeyinde biriken ’druzen’’adini verdigimiz
depozitlerdir. Bruch membraninda kalinlasma ve fotore-
septor hiicrelerinde azalma diger erken donem belirtilerini
olustururken, son zamanlarda 6zellikle hastaligin ilerleme-
sinde etkili oldugu disiiniilen bir diger lezyon ise retikiiler
psododruzendir. Hastaligin patofizyolojisinde; Genetik fak-
torler, immiin sistemde bozulma, lipit metabolizmasinda ya-
sanan degisimler, bir kisim kimyasal mediatorler ve onlara
ait reseptOr patolojileri ve oksidatif stres gibi siirecler yer
almaktadir. flerlemis dénem YBMD ise retina pigment epi-
telinde (RPE) ve iizerindeki fotoreseptdr hiicrelerde kayipla
seyreden yama tarzinda atrofi veya koroidal yeni damarlan-
ma (KNV) olusumu ile karakterizedir.*

Ozellikle son 10 yildir kullanimi giderek artan géz ici ilag
tedavileri ile 6nemli gelismeler kaydedilmekle birlikte has-
taligin patofizyolojisine yonelik arastirmalar bir yandan
erken donem YBMD’nun ilerlemesinin engellenmesi di-
ger taraftan ileri donem YBMD tedavisi hedefiyle devam
etmektedir. Bu amagla deneysel YBMD hayvan modelleri
gelistirilmesi calismalar1 da stirmektedir. Bu bdliimde has-
taligin patofizyolojik ozelliklerine yonelik gelistirilmis olan
hayvan modelleri hakkinda bilgi verilecektir.

YBMD Hayvan Modelleri

Rodentlerin insana benzer sekilde bir makula yapisina ve
RPE diizeyinde druzen benzeri bir birikime sahip olmamasi

gibi dezavantajlar1 olsa da bu amacla en sik kullanilan hay-
van modeli yine de fare ve siganlardir.** Son yillarda 6zel-
likle YBMD genetik mutasyonu tasiyan transgenik fareler
gelistirilmistir. Maymunlar bu hastalik i¢in kullanim alani
bulmus bir diger modelken*, katarakt, DR gibi hastaliklar-
da kendisinden fazlaca faydalanilan zebra baliklarinin'*%
YBMD ¢alismalarinda da kullanim1 giderek artmaktadir.

Druzen ¢ok sayida immiin kompleks parcaciklari, amiloid
proteinleri ve lipit molekiilleri icermektedir. Foveaya sahip
bir memeli olan ve insana benzeyen maymunlar druzen olu-
sumu ile birliktelik gdsteren benzer genetik polimorfizm
tasimakta ve druzen calismalari i¢in ¢ok ideal bir hayvan
modeli olusturmaktadirlar.** Bununla birlikte maymunlarda
druzen insana gore ¢ok daha erken yaslarda olusmaktadir.
278 yash disi Macaque maymununun % 32’sinde arka seg-
mentte ¢esitli sayida ve insana benzer sekilde vitronectin,
amiloid protein, kompleman faktér5 gibi molekiiller gos-
terilmis ancak ileri evre YBMD bulgular1 bu hayvanlarda
tespit edilememisgtir.*

Yasla giderek artan 6zellikte druzen benzeri materyal igeren
fare tiirleri mevcuttur ancak bu molekiillerin yerlesim yeri
RPE tabaninda degildir. Yasl farelerde lizozom birikimi in-
sandan farkli olarak RPE bazalinde degil daha ¢ok apikalin-
de gerceklesmektedir.*

Erken YBMD; RPE ve Bruch membranindaki degisimlerle
karekterizedir. YBMD’da Bruch membraninda pargalanma,
kalsifikasyon, lipit ve protein birikimi ile kalinlasma ve elas-
tin kayb1 goriilebilmektedir. Ozellikle bazal lineer depozit
birikimi hastaligin ilerlemesi ile birliktelik gostermektedir.*
ApoE’den yoksun farelerde (ApoE-null mice) yiliksek serum
trigliserid ve kolesterolii ile birlikte kalinlasmis Bruch memb-
rani olusturulabilmektedir.*® Transgenik HTRAT1 salinimu ile
fare RPE hiicrelerinde kopmalar ve yapisal degisimler goste-
rilmigtir.*’ Yiiksek yag diyeti ile 6 ay beslenen C57BL6 fare-
lerinde kalin Bruch membrani gelistirilebilmistir.*

YBMD fizyopatolojisinde 6zellikle ileri evrelerde immiin
sistem disregililasyonunun rolii bu sistemle iligskili mole-
kiilleri kodlayan gen ¢aligmalar1 ile gosterilmistir. Bu ko-
nuda artmis YBMD gelisme riski ile iligkilendirilen ilk
gen Kompleman faktér H (Cth) genidir.** Cth’dan yoksun
farelerde (Cth-null mice) retina fonksiyonlarinda azalma,
RPE tabaninda otofloresan lezyonlar ve artmig C3 birikimi
gosterilmistir.>® Diger taraftan Monocyte chemoatractant
protein 1 (Ccl2) gibi baz1 molekiiller ve onlarin reseptorleri
YBMD geligimi riski ile iligkilendirilmislerdir.'* Dokuz ay-
lik Ccl2’den yoksun farelerde (Ccl2-null mice) fotoreseptor
kaybi, Bruch membranda kalinlagsma, C3/C4 depolanmasi
ve RPE’de druzen benzeri birikimler gosterilmis, bu farele-
rin bir kisminda 18. aydan sonra KNV olustugu rapor edil-
mistir.’!

Retina fotoreseptor dis segmentleri yiiksek poliansatiire yag
orani ve yiiksek oksijen tiiketimi nedeniyle oksidatif strese
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duyarlidir ki YBMD’da olusan hiicresel hasarda oksidatif
stresin de rolii oldugu diistiniilmektedir.'* Retinadaki baslica
antioksidan enzim sistemi superokside dismutase (Sod) en-
zim sistemidir ve {i¢ izoenzimden olugsmaktadir. Sod1’den
yoksun farelerde (Sodl-null mice) yedi aydan itibaren art-
mis druzen benzeri birikimler, Bruch kalinlagmasi, fotore-
septor hiicre kaybi ve %8 oraninda KNV rapor edilmistir.>

Bruch membranina yapilan fotoablasyon ile koroidal damar-
lar retina i¢ine bliylimekte ve olusan klasik tipte KNV ile de-
neysel aragtirmalar yapmak miimkiindiir. Bu amagla fare ve
maymun gibi hayvanlarda KNV modeli gelistirilmigtir.>*>*
Diger taraftan VEBF molekiilii kullanarak olugturulan reti-
nal vaskiiler sizint1 izerinde YBMD’ye yonelik caligmalar
gerceklestirilebilir. >

Zebra Bah@ YBMD Modeli

Zebra baliklar1 (Danio rerio) kisa siirede olgunlagmalart,
¢ok sayida yumurta vermesi, kolayca mutasyon meydana
getirebilmesi, genetik analizin zor olmamasi, hizli ve goz-
lemlenebilir g6z gelisimi ve insana benzer gdz morfolojisine
sahip olmasi nedeniyle oftalmoloji arastirmalarinda hizlica
yerini almigtir.>**¢ Memelilerdeki retinanin kendine 6zgiin
hiicresel katlar1 zebra baliklarinda da gosterilmistir. Zebra
baliklar diigiik maliyetle kolayca iiretilebilmektedir. Seksii-
el olarak 3-4 ay gibi bir siirede olgunlagan bu baliklar hafta-
da 200-300 dol verebilmektedir. Annenin diginda seffaf bir
embriyoda gercek zamanl olarak bu baliklarin organoge-
nezis siireci gdzlemlenebilmektedir. ilag gecislerine miisait
olan embriyo laboratuvar sartlarinda kolayca kullanilabil-
mektedir. Organ gelisimi giinler igerisinde tamamlanmakta
ve 1 hafta icerisinde fonksiyonel hale gelmektedir.?**

Bununla birlikte gbz ¢alismalari i¢in 6nemli avantajlar ice-
ren zebra baliklart ile ¢alisirken bazi anatomik farklilikla-
1 dikkate almak gerekmektedir. Zebra baliklarinin lensleri
sferiktir ve vitreus hacimleri kiigiiktiir.* Retina yapisi ¢ok
hizli gelisir ve besinci giinden sonra fonksiyonel hale ge-
lir.57 Zebra baliklarinin retinasinda makula yoktur ve retina
ii¢ adet niikleer, iki adet pleksiform tabaka olmak {izere bes
retina katmanindan olusur. Dis niikleer tabaka rod ve kon
hiicreleri igerirken horizontal, amakrin ve bipolar hiicreler
i¢ niikleer tabakada yer alir. Gangliyon hiicre tabakasinda
yer alan gangliyon hiicre aksonlari retina sinir lifi tabakasina
yerlesir ve myelinlidir.*® insandan farkli olarak ultraviyole
duyarli kon hiicrelerine de sahip olan zebra baliklart bu ne-
denle tetrakromatik gérmeye sahiptir.>

Zebra balig1 gozii fare géziinden farkli olarak gelisimini hiz-
I1 tamamlar ve insana benzer sekilde baskin kon hiicre yapi-
sina sahiptir ki bu YBMD arastirmalari i¢in 6nemli bir avan-
tajdir. Retina bir optik arter tarafindan kanlanir ve bu arter
4 ila 9 ana dallanma yapar. Dallanan ana damarlar kapiller
yatakla anastomoz yapan kii¢iik damarlar ile retina periferi-
ne uzanir. Bu radyal damar ag1 gangliyon hiicre tabakasi ile
temas edecek sekilde retinanin tiim i¢ yiiziinii 6rter. Oksijen-

den yoksun kan retinay1 ¢evreleyen venler ile toplanir.'#?

Eriskin Zebra baliklarinin (5-18 aylik) retinasinda, hava
doygunlugu asamali olarak 48-72 saat siireyle %10’a ka-
dar azaltilmig ve 12 giin silireyle devam ettirilmis akvaryum
ortaminda yeni damarlanma gelistirilebilmis ve oral olarak
kullanilan anti-VEBF ajanlarm (sunitinib ve ZM323881) bu
patolojik degisimler {izerine etkisi gosterilmistir.®* Bu model
anti-anjiyojenik ajanlar ile yapilacak ¢alismalar i¢in faydali
bir model olarak kullanilabilir. Ug-on giin siireyle hipoksik
ortamda kalmis yetigkin zebra baliklarinda sizdiran, disor-
ganize kan damarlar1 bir bagka ¢alismada da olusturulabil-
mistir.! Retina yeni damarlanmasi zebra baliklarinda ayni
zamanda transgenik metodla da olusturulabilir. Gnn mutant
Zebra baligi YBMD na benzer bir fenotip ortaya ¢ikarmistir.
Kirmiz1 kon hiicrelerinde fertilizasyon sonrasi besinci giin-
de olusan distrofi daha sonra insandaki YBMD’ nu andiracak
sekilde diger kon hiicrelerine de yayilmaktadir.®

Retina patolojilerinde patofizyoloji, yeni tedavi hedeflerinin
belirlenmesi ve tedavi ajanlarina yonelik calismalarda de-
neysel hayvan model arayislart devam edecektir. Bu maka-
lede DR ve YBMD patofizyolojileri dikkate alinarak hayvan
modelleri hakkinda sunulan bilgiler, benzer bulgulara sahip
retina dejenerasyonu ve vaskiiler retinopatilerde de kullani-
labilir. Bugiin i¢in mevcut hastaliklarda kullanilan tek bir
model yoktur. DR i¢in en 6nemli kisit ileri evre DR bulgula-
rinin heniiz istenen diizeyde ve zamanda olusturulamamasi-
dir. Erken YBMD patofizyolojisine yonelik giizel modeller
gelistirilmis olsa da ileri evre patolojilerine yonelik memb-
ran veya atrofi modelleri de heniiz ideal noktada degildir.
Gortintiilleme teknikleri agisindan 6nemli avantajlara sahip
olmakla birlikte biiylik hayvan modelleri, etik nedenler ve
yiiksek maliyet gibi nedenlerle deneysel calismalarda ¢ok
fazla kullanilamamaktadir. Anatomik benzerlik ag¢isindan
eksiklikler igeren rodentler yaygin olarak kullanilmakla bir-
likte ozellikle Zebra baliginin yukarida anlatilan 6zellikleri
bu modelin kullanimini son yillarda giderek artirmig ve bu
hayvani deneysel ¢alismalarda yeni bir alternatif haline ge-
tirmigtir.
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