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OZET

Yasliliga bagli makiiler dejenerasyon (YBMD), ortalama insanomriiniin
artmas ile birlikte 6zellikle de gelismis tilkelerde sikligi artan 6nemli bir gorme kaybi
nedenidir. YBMD’nin yas tipinde anti VEGF ilaglar kullanilmakla birlikte
progresyonunu engelleyen kesin tedavisi halen yoktur. YBMD patofizyolojisinde
inflamasyon ve oksidatif stresin rol oynadiginin anlasilmasi ile birlikte yeni tedavi
arayislar1 hiz kazanmistir.

Asetil L-Karnitin (ALKAR)’in uzun yillar bilinen ve ¢esitli patolojilerde
supplement olarak kullanilan bir ajandir. ALKAR’in daha onceki calismalarda,
antiinflamatuar etkinligi ve antioksidan etkinligi birgok defa gosterilmis olup son
yillarda in vivo ¢alismada kanser hiicrelerinde anti-VEGF &zelligi de gosterilmistir.

Bizde ARPE-19 hiicrelerinde CoCI2 kullanilarak olusturulan hipoksi
modelinde ALKAR’m retina pigment epitelinde anti-VEGF ve antioksidan
ozelliklerini gostermeyi amagcladik. Oncelikle hipoksi modelini olusturmak igin
CoClI2’iin doz galismasmi yapilarak 800 uM CoClI2 ile hipoksi modelinin olustugu
goriildii. ALKAR doz galismasinda ise 10 uM’iin etkin doz oldugunu goriildii. ARPE-
19 hiicrelerindeki hipoksi modelinde hiicre canlilik oranlar1 ALKAR verilen grupta
istatiksel olarak anlamli diizeyde arttig1 goriildii (p<0.05). Isik mikroskopuyla yapilan
ARPE-19 hiicrelerinin morfolojik degerlendirmesinde de ALKAR’n hipoksiye karsi
protektif etki gosterdigi goriildii. Ayrica Bevacizumab’in hiicre canliligini azalttigi ve
ALKAR ile birlikte verildiginde ise ALKAR’in protektif etki gosterdigi goriildii.
ALKAR’in CXCR-4 ve HIF-1a azaltarak anti VEGF o6zelligi gosterdigi gorildii.
ALKAR’in anti oksidan 6zelliginin tespiti icin Total Antioksidan Kapasite (TAK)
bakilmis olup ALKAR verilen grupta istatiksel olarak anlamli fark saptanmamistir
(p>0.05).

Uzun zamandab beri kullanilan ALKAR’in yeni tespit edilen anti-VEGF
ozelligi, hipoksinin patofizyolojide yer aldigi retinal hastaliklarda, o6zellikle de
YBMD’de faydali olacagini diigiindiirmiistiir.

Anahtar Kelimeler: ALKAR, ARPE-19, VEGF,



ABSTRACT

INVESTIGATION OF THE EFFECTS OF ACETYL CARNITE ON VEGF
AND OXIDATIVE STRESS IN THE HYPOXY MODEL CREATED IN
HUMAN PIGMENT EPITEL (ARPE-19) CELLS

Age-related macular degeneration (AMD) is an important cause of vision loss,
with an increase in average human life, especially with increased frequency of
developed features. There is still no definitive treatment that prevents the progression
of YBMD with age-type anti VEGF drug treatment. With the understanding that
inflammation and oxidative stress play a role in the pathophysiology of AMD, the
search for new treatments has accelerated.

Acetyl L-Carnitine (ALKAR) is an agent known for many years and used as a
supplement in various pathologies. In previous studies of ALKAR, many defaults have
been shown for anti-inflammatory activity and antioxidant activity, and finally there
is also anti-VEGF feature in in vivo effective cancer cells.

We chose anti-VEGF and antioxidant in ALKAR's retinal pigment epithelium
to show them. It was seen to create hypoxia model with 800 uM CoClI2 to form
hypoxia model with 800 uM CoCI2. In the ALKAR dose study, it was observed that
10 uM was the effective dose. It was seen that the ALKAR group was statistically
significantly increased (p <0.05). ALKAR performed with light microscopy was also
shown to have a protective effect on the morphological evaluation of ARPE-19 cells
against hypoxia. In addition, Bevakizumab reduced cell viability and ALKAR was
shown to have a protective effect when ALKAR was used together. ALKAR was
shown to show anti VEGF by reducing CXCR-4 and HIF-1a. Total Antioxidant
Capacity (TAK) was examined and a statistically significant difference was found in
the group given ALKAR (p> 0.05).

The newly detected anti-VEGF feature of ALKAR, which has been used for a
long time, suggests that hypoxia is beneficial in pathophysiology use of space retinal
diseases, especially AMD.

Keywords: ALCAR, ARPE-19, VEGF
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1. GIRIS

Retina hiicrelerinin uzun siire iskemiye ve oksidatif strese maruziyeti,
irreversible hiicre kayiplari ile sonuglanan bir dizi patolojik siireci baslatir. Retinal Ven
Tikanikligi (RVT), Diyabetik Retinopati (DRP), Prematiire Retinopatisi (PR), ve Yasa
Bagli Makiiler Dejenerasyonu (YBMD) hastaliklarinin retinal iskemi 6nemli rol
oynar.

Yasa bagli makula dejenerasyonu santral retinal bolgenin dejenerasyonudur.
Amerika ve Avrupa’da tiim korliiklerin %54°1 ve tiim diinyadaki korliiklerin ise %5’
YBMD ile iliskilidir. YBMD prevelans: Diinya Saglik Orgiitii tarafindan %6,5 olarak
tahmin edilmektedir (1). Su anki insidansi 11 milyon olan bu hastaligin ABD’ye yillik
maliyeti 1 milyar dolarin {izerindedir ve bu oranin 2050 yilinda iki katina ¢ikacagi
tahmin edilmektedir (1). YBMD’nin erken ve ge¢ déonem olmak tizere iki tipi vardir.
Erken tip subretinal depozitler (druzen) ve pigment epitel degisiklikler ile karekterize
iken gec tip cografik atrofi (CA) ve yas tip (neovaskiiler) YBMD olmak iizere ikiye
ayrilmaktadir.  Anti-VEGF ajanlar  giinimiizde YBMD’nin yas tipinde
kullanilmaktadir. Anti -VEGF ilaglarin uzun siireli kullanimi bir dizi sorunlar
icermektedir (2). CA igin heniiz kabul edilmis tedavisi yoktur. YBMD’nin
Onlenebilmesi ve ilerlemenin yavaslatilabilmesi i¢in birgok ¢alisma yapilmaktadir.

Vaskiiler endotelyal biiyiime faktorii, neovaskiilarizasyondan primer sorumlu
tutulan proanjiyojenik bir sitokindir (2). DRP, neovaskiiler YBMD ve RVT gibi okiiler
iskemiye neden olan durumlarda patolojik anjiyogenezisin gelismesinde rol
oynamaktadir. Patolojik siireci baslatan VEGF ayn1 zamanda koriokapiller damar
fenestrasyonunu saglayarak retina pigment epiteline (RPE) ve fotoreseptorlere yeterli
kan akiminin olugmasini da saglamaktadir. VEGF, embriyolojik gelisimde retinal
vaskiilarizasyonun tamamlanmas: ve enflamasyon gibi durumlarda fizyolojik
anjiyogenezisi saglar. Retinal iskemik durumlarin tedavilerinde halen anti-VEGF’ler
altin standart olmakla birlikte VEGF’in fizyolojik siireglerde 6nemli rolii oldugu ve
uzun sire anti VEGF kullamimimin geri doniisiimsiiz zararlara yol agabilecegi
bildirilmistir (3).

Kronik oksidatif stres molekiiler ve hiicresel hasar sonucu RPE hiicrelerinin
kaybina ve YBMD’ye neden olabilir (4). Serbest radikaller, dis atomik orbitallerinde

bir veya daha fazla eslenmemis elektron igeren yiiksek enerjili, stabil olmayan



bilesiklerdir. Bunun énemli bir kismini olusturan reaktif oksijen tiirleri (ROS), serbest
radikallerin dis orbital yoriingesinde paylasilmamig bir elektron bulunduran oksijen
atomu ile karakterizedir. Insanlar; ultraviyole, radyasyon, mikroplar, alerjenler, artan
ozon, artmis parsiyel oksijen basinci, inflamasyon, hava kirliligi, sigara dumani,
polisiklik aromatik hidrokarbonlar ve yaglanma gibi viicutta ROS {iretimini artiran ¢ok
cesitli cevresel faktorler ile birlikte yasar (5). Retinada fotoreseptor hasari,
fotooksidayon ve lipid peroksidayonu ile agiga c¢ikan serbest radikaller olusabilir.
Okside maddelerin saglikli dokularda birikmesi sonucu hiicre 6liimiine, RPE
fonksiyon bozukluguna ve sonugta makiiler dejenerasyona neden olur (6).
Antioksidanlar bu zararli maddelerin olusumunu engeller, azaltir veya kompanze
ederler. Retinanin oksidatif strese karsi savunma sistemlerini, endojen anti oksidan
enzimler ve diyet kaynakli nonenzimatik eksojen antioksidanlar olusturmaktadir. ileri
yas gurubunda beslenme ile ilgili eksojen antioksidan maddelerin alimi yetersizligi
%18-40 oraninda goriilmiistiir (7). Bu durumda beslenme ve antioksidanlar igeren
nutrisyonel tedaviler 6n plana ¢ikmaktadir. The Age-Related Eye Disease Study
(AREDS) ¢alismasi beta karoten, vitamin C, vitamin E ve ¢inko alinmasinin kuru Tip
YBMD’nin progresyonunu azalttigi, yas tipe dontisiimiinii yavasglattigini géstermistir
(6). AREDS 2 calismasinda ise liitein ve zeaksantin eklenmesinin YBMD’nin
ilerlemesini yavaslattigi bildirilmistir (8).

Yasa bagli makula dejenerasyonu genetiginin ve patofizyolojisinin daha iyi
anlasilmasindan sonra yeni tedavi gelistirilmesine odaklanilmistir. Bunlarin arasinda
antiinflamatuar ve immunomodiilator ilaglar, noroprotektif etkili ilaglar yer almaktadir
(9, 10).

L-karnitin mitokondri fonksiyonlarinda 6énemli bir rol oynayan, néroprotektif,
yag asitlerinin mitokondri matriksine gegisinde ve bunlarin transformasyonunda rol
alan 6nemli bir ajandir. Ayrica L-karnitinin oksidatif stres ve reaktif oksijen radikalleri
tizerinde de onemli etkileri oldugu bilinmektedir. Asetil L-karnitin (ALKAR) ise kisa
zincirli ester tirevi olup L-karnitinin fizyolojik 6zellikleri yani sira yiiksek enerji
metabolizmasi ve anabolik reaksiyonlar sirasinda onemli bir asetil grubu donérii
olarak mitokondrial fonksiyonlarda stratejik rol oynamaktadir. Bunlara ek olarak
ALKAR’1n inflamatuar kaynakli anjiyogenezi inhibe ettigi de gosterilmistir (11).



Bu c¢alismamizda antioksidan, antiinflamatuar, noroprotektif etkinlikleri
bilinen son olarak da antianjiojenik 6zelligi de gosterilen ALKAR’1n; retina pigment
epiteli hiicrelerinde Kobalt kloriir (CoCl2) ile olusturdugumuz hipoksi modelinde
VEGF iizerine etkisini, etki mekanizmasini ve oksidatif strese etkisini degerlendirdik.
Retinal hipoksi olusturan hastaliklarda, 6zellikle de oksidatif stresin ve inflamasyonun
da patofizyolojide rol oynadigi YBMD nin tedavisinde ALKAR ’1n etkisini gostermeyi
amagladik.

1.1. Genel Bilgiler

1.1.1. Retina Anatomisi

Retina, gbzde ince transparan bir dokusu olup néroektodermden gelisir. Retina
kalinlig1 ora serratada 0.1 mm, ekvatorda 0.2 mm, optik sinir yakininda 0.56 mm’dir.
Retinanin i¢ yiizeyi vitreus ile temas etmekteyken dis yiizeyi retina pigment
epitelinden (RPE) potansiyel bir bosluk ile ayrilmistir ve anatomik bag yoktur. Retina,
retina pigment epiteline sadece ora serrata ve optik disk alaninda siki yapigiktir. Retina
dekolmaninda sensoriel retina RPE’den ayrilir (12). Periferde sensoryel retina ora
serrataya uzanip pars plananin nonpigmente siliyer epiteli olarak devam eder. Sinir lifi
tabakas1 disindaki diger retina tabakalar1 optik sinir baginda sonlanir.

Retina oftalmoskopik olarak 3 bolgeye ayrilir.

a. Makula

b. Ekvator

c. Ora serrata

1.1.1.1. Makula

Makula lutea olarak da adlandirilan bolge retinanin arka kisminda ksantofil
pigmentinin toplandigi kisimdir. Santral makulanin sar1 renkte olmasi lutein ve
zeoksantinden olusan kerotenoidlerin bu bolgede yogun bulunmasindandir (13).
Makulanin yaklagik ¢ap1 5,5 mm olup merkezi optik diskin 4 mm temporalinde ve 0.8
mm inferiorunda yer alir.

Makula topografik olarak klinik 6neme sahip 4 konsantrik zona ayrilir (Sekil
1)



macula

perifovea

Sekil 1. Makiilanin Anatomik Kesiti

Fovea: Santral retinanin i¢ ylizeyinde ¢okiikliik olusturmus, kalinligi 0.55 mm
ve cap1 1.5 mm (1500 pum) olan alandir. Foveada sinir lifi, ganglion hiicre ve ig¢
pleksiform tabakalar1 bulunmamaktadir. Santral foveadaki 0,57mm g¢apindaki bolgede
yalnizca koniler bulunur.

Foveola: 350 pm ¢apinda, 150 um kalinliginda, gangliyon hiicresi igermeyen,
retinanin en yiiksek kon fotoreseptor yogunluguna sahip koroidden beslenen retinanin
en ince yeridir (14). I¢ niikleer tabaka seviyesindeki kapillerin olusturdugu bir halka
ile simirlar1 belirlenen 250-600 um genisligindeki foveolar avaskiiler zon (FAZ) bu
bolgededir. Foveanin merkezinde 150 mikron genisliginde keskin gérmeyi saglayan
‘umbo’ yer alir.

Parafovea: Fovea etrafinda 0.5 mm genisligindeki bolgedir. Bu alan ganglion
hiicre tabakasi, i¢ niikleer tabaka ve dis pleksiform tabakanin en kalin oldugu alandir
(12).

Perifovea: Parafoveayi ¢evreleyen 1,5mm genisligindeki periferik zondur. 6

kat bipolar hiicre tabakas1 ve ¢ok sayida ganglion hiicre tabakasi igerir.



1.1.1.2. Ekvator

Ekvator ora serratanin 6-8 mm posteriorunda, makulanin 18-20 mm
anteriorundaki basillerin ¢ogunlukta oldugu retinanin boliimiidiir.

1.1.1.3. Ora Serrata

Ora serrata retina ve silyer cisim arasinda yer alan disli goriiniimde alan olup
nazalde 0.7-0.8 mm, temporalde ise 2.1 mm genisligindedir. Ora serratanin optik sinire
olan ortalama uzaklig: iist ve altta 31 mm nazalde 27 mm, temporalde 32.5 mm’dir

(12). Fotoreseptorler ora serratada yoktur (13).

1.1.2. Retinanin Tabakalar

Retina histolojik olarak incelendiginde dista koroidden icte vitreusa kadar on
tabakadan olusur (Sekil 2).

Inner Limiting Membrane

Yiizeysel Vaskiiler Pleksus {ILM)

Ganglion Hiicre Katmani

Retina Pigment Epitelyum Orta Vaskiiler Pleksus 7

Dis Pleksiform Tabaka

i¢ Niikleer Tabaka
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Sekil 2. Retinanin histolojik kesiti

a. Retina pigment epiteli (RPE)
b. Fotoreseptor tabakasi

c. Dis limitan membran

d. Dis niikleer tabaka

e. Dis pleksiform tabaka

f.  Ic niikleer tabaka



I¢ pleksiform tabaka
Ganglion hiicreleri tabakasi
i.  Sinir lifleri tabakasi
j.  I¢ limitan membran

a. Retina Pigment Epiteli

Retina Pigment Epiteli (Retina Piment Epiteli) hiicreleri noral ektodermden
geliserek, kaldirim tas1 manzarasi seklinde tek sirali kuboidal 4-8 koseli hekzagonal
hiicrelerden olusur. Bruch membrani ve duyusal retina arasina yerlesen RPE optik sinir
basindan baglayarak ora serrataya kadar uzanir ve silyer cisim pigment epiteline kadar
devam eder. RPE hiicrelerinin yaklasik sayis1 5 milyon olup biiytikligi 10 um ile 60
um arasinda degisir. Mitotik aktiviteye sahip olmadigindan yas arttik¢a sayisinda
onemli degisiklik olmaz.

Retina Pigment Epiteli yogunlugu fovea merkezinden periferik retinaya dogru
azalir (15). RPE apeksi fotoreseptorlerin dis segmentleri ile ¢ok sayida villuslar
olustururken RPE bazal membranlari ile Bruch membranlari arasinda siki yapisikliklar
vardir (13). Retina ve RPE subretinal potansiyel boslukla ayrilmislardir ve patolojik
durumlarda kolayca ayrlabilir. Hiicre membranlarinin apikal yiizeyleri
fotoreseptorlerin dis segmentleri ile baglantilar saglayan 3-7 pm uzunlugunda ¢ok
sayida mikrovilliisler ile kaplidir. Her RPE hiicresi yaklasik 45 fotoreseptor hiicresiyle
temas halindedir.

Retina Pigment Epiteli hiicreleri; fotoreseptorlerin dokiilmiis olan dis
segmentlerinin fagositozunu yiizeyindeki mikrovilluslari sayesinde saglayarak yeniler
(Sekil 3). Hiicre igine fagosite edilen dokiilmiis dis segmentlere lizosomlar yapisir ve
fagolizosom olusturur. Fagolizosomlara hapsedilmis dis segmentler, bir kismi
hidrolize edilerek kii¢iikk molekiillere doniistiiriilerek tekrar hiicre igine dagilarak
kullanilir. Sindirilemeyen segmentler ise hiicre iginde birikerek lipofussin graniillerini
olusturur. Yas ile birlikte lipofussin graniillerinin birikimi artar, RPE hiicrelerinin
sayis1 azalir ve kalan RPE hiicrelerinin hacmi artar. YBMD ile lipofussin graniillerinin
miktarinin agir1 artis1 arasinda iligkili oldugu diistiniilmektedir. Artan lipofussin

birikimi RPE hiicre metabolizmasinin bozulmasina yol agar (16).
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Apikal Mikrovilluslar. (Dunn, K.C et al. 1996. ARPE-19, a human retinal pigment epithelial cell line
with differentiated properties. Caligmasindan alinmustir.)

Sekil 3. ARPE-19 Hiicrelerinin Elektron Mikroskopik Goriintim.

Retina Pigment Epiteli hiicreleri birbiriyle sikica yapisirlar Bu baglantilarda
zonula okludens ve zonula adherensler rola alir ve dis kan retina bariyerinin
olusumunu saglar ve koryokapillaristen subretinal araliga ekstraseliiler siv1 sizintisini
onler (13). Zonula okludens ve zonula adherensler igeren RPE hiicreleri
makromolekiillerin koryokapillaristen subretinal bosluga gegislerini kapatan membran
gorevi goriir ve Verhoeff membrani olarak adlandirilir. Bu membran eksternal limitan
membranla beraber dis kan-retina bariyerinin olusmasinda 6nemli rol oynar (17, 18).

Apikal membranda yerlesen Na+ - K+ ATPase pompa sistemi RPE tarafindan
koroide aktif sodyum akimimda kritik rol oynar ve subretinal bosluktan su ve
elektrolitleri aktif olarak disar1 pompalayarak HCO3 transport sistemi ile birlikte
retinanin yatisikligini saglar. RPE hiicrelerinin apikal yiizeyinden noral hiicre adezyon
molekiilii (N-CAM) salinir. N-CAM, RPE ve retina arasindaki baglantinin devamina
katkida bulunur (13).

Retina Pigment Epiteli vitamin A metabolizmasini, transportunu,
depolanmasini saglar, igerdikleri melanin graniilleri sayesinde 1sik sagilmalarini 6nler,
tehlikeli mavi 15131 absorbe eder, lipid peroksidasyonunu onleyerek hiicrelerin
metabolik aktivitesini korur.



RPE’de lipid membran hasarini1 6nleyen enzimatik antioksidan (glutatyon peroksidaz,
katalaz, siiperoksit dismutaz gibi) ve enzimatik olmayan antioksidanlar (liitein,
zeaksantin, askorbat, karotenoidler, alfa tokoferol, beta karoten gibi) bulunur. RPE
hiicreleri PDGF, PEDF, VEGF, FGF, TGF gibi birgok biiyiime faktorii sentezler (13).

Interfotoreseptéor matriks: Interfotoreseptor matriks RPE ve retina hiicreleri
arasinda bulunur. Dis kisimda RPE hiicrelerinin zonula okludenslerce olusturulan dis
retina kan bariyeri, i¢ kisimda ise Miiller hiicreleri apikal uzantilar1 ve fotoreseptorlerin
i¢ segmentleri arasinda bulunan intermediyer baglantilardan (zonula adherens) olusan
eksternal limitan membrani ile sinirlandirilmaktadir. Interfotoreseptor matriks cesitli
enzimler ve protein icermektedir. Bunlardan biri RPE hiicresi ile fotoreseptorler
arasinda vitamin A tiirevlerinin transportunu sagladigi gosterilen Interfotoreseptor
Retinoid Baglayic1 Proteindir (IRBP). Matrik igerisinde glukozaminoglikanlardan
(GAG) ve glukoproteinlerden olusan rod ve konlarin dis segmentlerini sararak
fotoreseptorleri birbirinden izole eden matriks kiliflar1 oldugu bulunmustur.

b. Fotoreseptor Tabakasi:

Fotoreseptor hiicreleri goziin kirict ortami tarafindan yonlendirilen goriintiiyii
noral sinyallere gevirerek gérme olayini baslatan 6zellesmis hiicrelerdir. Retinada
koniler ve basiller olmak tizere iki tip fotoreseptor hiicresi vardir. Konilerin sayisinda
merkezden perifere dogru hizli bir diisiis gézlenir

c. Dis Limitan Membran:

Fotoreseptorlerin i¢ segmentleriyle Miiller destek hiicrelerinin dis uzantilarinin
aralarindaki bagdan olusmustur. Gergek bir membran degildir. Koni ve basillerin dis
ve i¢ segmentlerinin arasindan geger.

d. Dis Niikleer Tabaka:

Fotoreseptorlerin ¢ekirdek ve sitoplazmalarinin bulundugu bolgedir.

e. Dis Pleksiform Tabaka:

Birinci noron fotoreseptorler ile bipolar ve horizontal hiicrelerin arasindaki

sinapslarin bulundugu bélgedir.



f. I¢ Niikleer Tabaka:

Ikinci néron bipolar hiicreleri, baglant: hiicreleri, amakrin ve yatay hiicreler ile
destek hiicreleri Miiller hiicrelerinin ¢ekirdeklerinin bulundugu bélgedir.

g. I¢ Pleksiform Tabaka:

Ikinci noron bipolarlar ile {iciincii néron gangliyonlar ve amakrin hiicreleri
arasindaki sinapslarin bulundugu bélgedir. Foveolada bulunmaz

h. Gangliyon Hiicre Tabakasi:

Ucgiincii ndron olan gangliyon hiicreleri katidir. Gangliyonlar iki gesittirler.
Periferdekiler daha biyiiktiirler ve birkac bipolarla sinaps yaparlar. Merkezdekiler
kiiciiktiir ve dendritleri konilerle sinaps yapan bir bipolar hiicreyle sinaps yapar.

i. Sinir Lifi Tabakasz:

Korpus genikulatum lateralede sonlanan 1,2 milyon dolayindaki gangliyon
hiicresi aksonlari, sinir lifleri tabakasini olusturur. Bu tabakada astrositler, mikrogliyal
hiicreler, retina arter ve venleri ile oligodendrositler de vardir.

j. I¢ Limitans Membram

Retinanin en i¢ kati olup retinay1 vitreustan ayirir. Vitreus ile temas halinde
olan i¢ yiizeyi diizgiin olmakla birlikte dis yiizeyi Miiller hiicrelerinin uglarindan 6tiirii
purtiiklidiir.

1.1.3. Retina Pigment Epiteli Ozellikleri

1.1.3.1. Kan-Retina Bariyeri ve Transepitelial Transport:

RPE hiicreleri dis retina katlar1 ile koryokapillaris arasindaki molekiil ve sivi
transferini diizenleyerek dis retina kan bariyeri olusumuna katki saglar. Bu durum RPE
membran proteinlerinin polarize dagilimi ve hiicreler arasindaki siki kavsak-baglanti
kompleksleri sayesinde olur. Kavsak baglantilari, zonula okludens, zonula adherens
ve gap kavsaklarindan meydana gelmektedir. Siki baglantilar sayesinde hiicreler
arasindaki sivi transfiizyonu engellenir. RPE hiicrelerinin govdeleri molekiiler
transfliizyonu saglar. RPE hiicrelerinin tabanlarindaki plazma membran katlantilar1 ve
mikrovilluslar hiicre yilizey alanin1 artirarak katabolitlerin ve besinlerin degisiminde
onemli rol oynar (19, 20).

Retinanin yatistk kalmasinda RPE hiicrelerinin subretinal bosluktaki siviyi

¢cekmesiyle ortaya ¢ikan emme mekanizmasi rol oynamaktadir. Su ve elektrolitlerin



subretinal araliktan disartya aktif olarak pompalanmasini Na+ - K+ ATPase pompa
sistemi ve HCO3 transport sistemi saglar. Bu sistemler ayn1 zamanda fotoreseptorler

arasindaki iyonlarin dengede kalmasini ve membran olusumunu saglar (21).

1.1.3.2. Gorsel Dongii ve Vitamin A Metabolizmasi

A vitaminin alinmasi, tasinmasi ve saklanmasinda RPE biiyiik rol oynar.
Gorme, fotoreseptor dis segmentlerin disk membranlarinda bulunan 1s1ga duyarh
pigmentlerin fotolizi ile baslar. Gormenin devamui i¢in dis segmentlerin rejenerasyonu
gerekmektedir. Dis segmentlerin fotoliz ve rejenerasyonunda gerekli dongii siireci

RPE ile fotoreseptorler arasinda retinoidlerin yer degistirmesi ile saglanir.

1.1.3.3. Fotoreseptor Dis Segmentlerin Fagositozu

Retina Pigment Epiteli hiicrelerinin fagositozunda, hem yabanci maddelerin
fagositozundaki non spesifik yavas yontem; hem de dokiilmiis dis segmentlerin
reseptor aracili hizli yontem mevcuttur. Dis segment hiicre i¢ine alindiktan sonra
lizozomlar ile birleserek fagolizozomlar1 olusturur. Fagolizozomlara hapsedilmis dis
segmentler, bir kismi hidrolize edilerek kiigiik molekiillere doniistiirtilerek tekrar hiicre
icine dagilarak kullanilir. Sindirilemeyen segmentler ise hiicre i¢inde birikerek
lipofussin graniillerini olusturur. Yas ile birlikte lipofussin graniillerinin birikimi artar,
RPE hiicrelerinin sayis1 azalir ve kalan RPE hiicrelerinin hacmi artar. YBMD ile
lipofussin graniillerinin miktarinin asir1 artig1 arasinda iligkili oldugu diisiiniilmektedir.
Artan lipofussin birikimi RPE hiicre metabolizmasinin bozulmasina yol agar. Bu
degrantilasyon siirecinde meydana gelen reaktif oksijen radikalleri ara iriinlerinin

etkilerinin bloke edilmesinde bir grup anti oksidan enzimler gérev almaktadir (22).

1.1.3.4. Fotooksidasyona Kars1 Koruma

Fotooksidasyon siirecinde meydana gelen yiiksek oksidatif stresin
dengelenmesinde RPE o6nemli bir role sahiptir. RPE’de lipid membran hasarini
onleyen enzimatik antioksidan (glutatyon peroksidaz, katalaz, siiperoksit dismutaz
gibi) ve enzimatik olmayan antioksidanlar (liitein, zeaksantin, askorbat, karotenoidler,
alfa tokoferol, beta karoten gibi) bulunur. Melanin ve lipofussin gibi pigmentler farkli

dalga boylarinda 1sinlarin yarattig risklere kars1 6zellesmis antioksidan elemanlardir.
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Retina Pigment Epiteli hiicrelerinin pasif bariyeri etkisi ile birlikte enflamatuar
mediatorlerin faaliyetlerinin engellemesi retinanin immun sistemden korunmasinda
onemlidir. Bu agidan Transforming growth factér-beta (TGF-fB)gibi immunsupresif
sitokinleri ve tiimor nekroz faktor alfa (TNF- o) reseptor aktif salgilanmasi ile etkilidir.
Goziin immun ayricalikli alan olarak kalmasinda tiim mekanizmalar bilinmese de RPE

hiicrelerinin 6nemli rolii vardir (19).

1.1.3.5. Biiyiime Faktorleri ve Sitokinler

Retina Pigment Epiteli hiicreleri PDGF, PEDF, VEGF, FGF, TGF gibi birgok
biiyiime faktorlerini ve bu faktorlere karsilik gelen reseptorleri sentezler. Tiim retina
katlarindaki ~ Apolipoprotein  A-1 (ApoAl)’in ana kaynagt RPE oldugu
diistiniilmektedir. ApoAl retinayr oksidatif stresten korur (23).

1.1.4. ARPE -19 (insan Retina Pigment Epiteli) Hiicre Kiiltiirii

ARPE-19 (a human RPE cell line, ATCC, Manassas, VA) ilk kez 1986°’da Amy
Aotaki Keen tarafindan motor trafik kazasinda 6len, géz agisindan saglikli 19 yasinda
erkek donériin globundan hazirlanmistir (Lions Gz ve Doku Bankasi, CA, ABD). 11k
ARPE-19 hiicre hattinin yapiskan, fibroblastik 6zellikte olup, normal insan karyotipi
gibi 46 kromozom, X ve Y kromozomlar1 i¢ererek normal diploid yapida oldugu
izlenmistir. Hiicrelerin 8. kromozomunun ve 19. kromozomunun uzun kolunda kisa ve
kiiciik delesyonlar oldugu goriilmiistiir. Normal diploid karyotipte olmasi hiicrelerin
hizli boliinlip pasajlanmasint kolaylastiran faktor olarak bildirilmistir. ARPE-19
primer insan RPE hiicrelerinin 6zelliklerini tasimakla beraber hizli proliferasyon
ozelligi ile diger RPE hiicre kiiltiirlerinden farklilik gostermektedir. ARPE-19
hiicreleri RPE hiicrelerine spesifik CRALBP (cellular retinaldehyde binding protein)
ve RPE-65 proteini icermektedir. Hiicrelerin boliinmesi yaklasik 24 saat olarak
hesaplanmugtir. Elektron mikroskopik olarak ultrastriiktiir analizi yapildiginda
kuboidal, kolumnar yapili, apikal mikrovillus igeren, hiicreler arasi siki adezyon
baglantilarina ve birgok organele sahip hiicreler izlenmistir (24).

Hipoksinin indiikledigi faktor -1a (Hipoksi /nduced Faktot) bir hipoksi markir
olarak yaygm olarak kullanilmaktadir. Hipoksi sirasinda, HIF-1a bozulmasindan

sorumlu enzimlerin aktivasyonu azaldik¢a HIF-1a hizli bir sekilde birikir. Kobalt
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Kloriir (CoCI2), HIF-1a. bozulmasinin iyi bilinen bir kimyasal inhibitoriidiir (25).
Hiicre kiiltiiriinde de CoCI2 kullanilarak hiposik model tanimlanmistir (26).

1.1.5. Hipoksi Ve iskemik Retinopati

Renal kan akisinin herhangi bir nedenle engellenmesi retinal iskemiye neden
olarak enerji tiretiminin azalmasina bu da apoptoz ve nekroza neden olur. Santral
Retinal Ven Tikanikligi (SRVT), Yasliliga Bagli Makiiler Dejenerasyon (YBMD),
Diyabetik Reinopati (DRP) ve Perematiir Retinopatisi (RP) gibi patolojilerde retinal
iskemi goriiliir ve tedavi edilmedikleri takdirde kalic1 gérme kayiplarina neden olurlar.

Retina pigment epiteli hiicreleri koroidal kapillere yakin yerlesimi sayesinde
koroidal kapillerden beslenir ve hipoksik durumdan hemen etkilenir. RPE hiicreleri;
VEGF ve PDEF (Platelet Derived Growth Factor) gibi anjiojenik ve anti-anjiojenik
faktorlerin ana kaynagidir (27).

1.1.6 VEGF

Vaskiiler endotelyal biiyiime faktorii; DRP, ROP, YBMD ve SRVT gibi retinal
iskemiye neden olan patolojilerde neovaskiilarizasyon gelisiminde 6nemli rol oynayan
anjiojenik bir faktordiir (28). ileri glikasyon son iiriinleri, reaktif oksijen ara iiriinleri
ve hipoksi, RPE’den VEGF salinimini arttiran gii¢lii uyaricilardir (29). VEGF-A gen
ekspresyonunda ana diizenleyici, hipoksinin indiikledigi faktor-1°dir (HIF-1) (30,31) .
Diger biiyiime faktorleri (epidermal biiyiime faktorti, transforme edici biiyiime faktorii
a Ve B, keratinosit biiytime faktord, insiilin benzeri biiyiime faktorii, fibroblast biiyiime
faktorii, trombosit kaynakli biiyiime faktorii), hipofiz hormonlari, nitrik oksit,
inflamatuar sitokinler (Interlokin-lo. (IL-1 o), IL-1B, IL-6, IL-8) ve onkojenik
mutasyonlarla da VEGF ekspresyonu diizenlenir (29, 32, 33). VEGF; endotel hiicre
ylizeyindeki spesifik reseptorlere baglanarak yeni damar gelisimini uyarirken diger
hiicrelerde mitojenik etkisinin oldugu gosterilmistir. VEGF bu etkilerinin yaninda
damar gegirgenliginde artis saglayan, noroprotektif, kemotaktik etkilere sahiptir.
VEGF biyolojik aktivitesini {i¢ reseptorii ile gerceklestirir. Tirozin kinaz yapisinda
olan bu reseptorleri VEGFR 1 (flt-1), VEGFR 2 (flk-1/KDR) ve VEGFR 3 (flt-4)
olarak siralanabilir. Bunlardan VEGFR 1 ve VEGFR 2 endotel hiicreleri {izerinde iken
VEGFR 3 lenf damarlari iizerinde bulunmaktadir (34). VEGF reseptorlerinin
aktivasyonu; fosfolipaz-C, fosfoinositol-3 kinaz proteinleri gibi bir dizi hiicre i¢i sSinyal
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iletim proteinlerini fosforile ederek endotel hiicrelerinin proliferasyon, migrasyon ve
diferansiyasyonunu saglar

Son ¢alismalar VEGF’in; RPE hiicrelerinin apikal yiizeylerinde bulunan VEGF
R2 reseptorlerine baglanarak retina bariyerindeki gegirgenligi artirdigi ve boylece
makiiler 6dem ve subretinal siviya neden oldugu goriilmiistiir (35).

Vaskiiler endotelyal biiyiime faktoriiniin  RPE  hiicreleri tarafindan
ekspresyonu, RPE hiicre kiiltiirlerinde incelenmistir ve sonuglar, RPE hiicrelerinin
retinokoroidal hastaliklarin patofizyolojisine nasil dahil olduguna dair anlayisa katkida

bulunmustur (36).

1.1.6.1. Anti VEGF Ajanlar

Vaskiiler endotelyal biiyiime faktorii kan-retina bariyerinin bozulmasina,
damar gecirgenligi arttirarak retina 6demine, endotel hiicre proliferasyonuna ve
neovaskiilarizasyon olusumuna yol agmaktadir (37) . Retina pigment hiicreleri,
perisitler, endotel hiicreleri, miiller hiicreleri ve astrositler gibi bir¢ok retina hiicresi
VEGF sentezler. Deneysel calismalarda hipoksiye bagli retinal iskeminin VEGF
sentezini arttirdigi bulunmustur (38). Hipoksi varliginda VEGF’in m-RNA sentezi 30
katina ¢ikar. Hipoksiye bagli stimiilasyon sonucunda ortaya ¢ikan VEGF artmis damar
gecirgenligine  ve  neovaskiilarizasyona  neden  olur.  Retinal/subretinal
neovaskiilarizasyon,  diyabetik  retinopati, retinal ven  tikanikligi, iris
neovaskiilarizasyonu, retina dekolmani, prematiire retinopatisi, yasa bagli makula
dejenerasyonu olan gozlerde asir1 VEGF-A salinimi izlenmistir (37, 39, 40).

Bevacizumab (Avastin; Genentech, South San Francisco, CA) Subat 2004‘de
FDA tarafindan metastatik kolorektal kanserlerin tedavisi igin onaylanan, tam
uzunlukta monoklonal antikordur. Son zamanlarda YBMD<‘de ruhsat dis1 (off-label)
intravitreal ve intravendz kullanimi tariflenmistir. Bevacizumab VEGF‘ye spesifik
olarak baglanan ve VEGF-A‘nin tiim izoformlarini nétralize eden rekombinant insan
monoklonal antikorudur. Bevacizumab, fare epitoplarinin insanlara uygulanmasi ile
fareden VEGF’ye karsi elde edilmis ve insan bagisiklik sistemine uygun hale
getirilmistir. Aminoasit diziliminin % 93 insan ve % 7°‘si fare kokenlidir. Klinik

uygulamalarda bevacizumabin 1.25 mg dozunun yeterli olabilecegi diistiniilmiis ve bu
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da birg¢ok klinik ¢alisma ile desteklenmistir. Tekrar enjeksiyonun siiresinin ise ilacin
biyolojik aktivitesi goz oniine alinarak 4-5 hafta oldugu bildirilmistir (20).

Ranibizumab (Lucentis, Novartis Pharma AG, Basel, isvi¢re and Genentech,
San Francisco, California, ABD) VEGF‘e baglanan, rekombinant teknolojisi ile
tiretilmis insanlagtirilmis antikordur (Fab). Pegaptanibten farkli olarak, VEGF-A’nin
tiim izoformlarina baglanarak biyolojik aktiviteyi sonlandirir.

Aflibercept (EYLEA® 2mg/0.05 ml, Regeneron Pharmaceuticals, New York,
USA) VEGF’lere baglanir ve VEGFR-1-VEGFR-2 etkinlesmesini bloke eder.

Pegaptanib (Macugen; Eyetech Pharmaceuticals; Pfizer Inc, New York, ABD)
VEGF165°¢e yiiksek afinitesi ve 6zgiilliigii olan RNA oligoniikleotid ligandidir. Diger
anti-VEGF tedavilerden farkli olarak tiim izoformlarin yerine VEGF165‘in ve diger
biiyiik VEGF molekiillerinin, heparin baglayici kisimlarina baglanarak, VEGF

reseptorlerine baglanmasini engeller.

1.1.7. Total Antioksidan Kapasite (TAK)

Oksidatif stres; viicutta antioksidan-oksidan dengesinin oksidanlar yoniinde
bozulmasi sonucu ortaya ¢ikan durumdur. Antioksidanlar; reaktif oksijen tiirleri,
reaktif azot tiirleri ve serbest radikallerle reaksiyona girerek olusabilecek hasarlari
engelleyen yararli bilesiklerdir. Antioksidanlar enzimatik olanlar ve enzimatik
olmayanlar olmak tizere iki gruba ayrilir.

Mitokondriyal sitokrom oksidaz sistemi, siiperoksid dismutaz (SOD),
glutatyon S-transferazlar (GST), katalaz (CAT), glutatyon peroksidaz (GPX),
hidroperoksidaz hiicre i¢i ortamda aktif enzimatik antioksidanlar sinifinda yer alir.
Miyoglobin, laktoferrin, C ve E vitaminleri, ferritin, sistein, melatonin, seruloplazmin,
transferrin, hemoglobin, biliriibin, glutatyon, metiyonin, albiimin ise enzimatik
olmayan, genelde hiicre dis1 ortamda yer alan, endojen antioksidanlar olarak bilinir.
Hiicre membranlarindaki lipid peroksit zincir reaksiyonlarini kiran antioksidanlar olan
C ve E vitaminleri hiicre iginde de aktivite gosterir (41). Vitamin E, karnitin, omega-
3-poliansatiire yag asitleri gibi antioksidanlar, neovaskiilarizasyonu damar
obliterasyonunu azaltarak inhibe ettigi yapilan c¢aligmalarda gosterilmistir (42).
Plazma, serum, idrar ve diger biyolojik dérneklerde antioksidanlar bulunur, onlarin tek

basina Ol¢timii pratik degildir. Total antioksidan kapasite bir¢ok degisik bilesik ve
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sistemik metabolik tepkimenin total sonucunu, biyosistemlerdeki toplam antioksidan
durumu tek basina 6lgmekte ¢ok yararl olabilir. Plazmadaki antioksidan molekiiller
antioksidan kapasiteye biiyiik katkida bulunur. Serum o6rneklerinde TAK 6lgme
yontemi 2004°de Erel tarafindan gelistirilmis olup kalibrator olarak stabil antioksidan
standart soliisyon, ticari ismiyle Trolox kullanilir. Trolox E vitamininin suda ¢oziiniir
bir analogudur. Kit’in 6l¢iim birimi olarak mmol Trolox Equiv./L kullanilir. Olgiim
lacivert yesil renkli ABTS (Etilbenzatiazolin Sulfonik Asit) radikalini renksiz ABTS
formuna indirgermesinin 660 nm dalga boyunda 6lgiilen absorbans degisiklik 6rnegi
ile elde edilir (43). Oksidatif stres indeksi (OSI) oksidatif stresin bir belirteci olup TAK
ve viicuttaki oksidan maddelerin toplam etkisini yansitan total oksidatif stres (TOS)
degerlerinin (umol’la hesaplanan) oranini yiizde olarak belirler. TOS’un TAS’a

boliinmesiyle elde edilen OSI’nin birimi Arbutrary Units (AU)’ dir.

OSI = TOS (umol H202 Equiv. / L) / TAS (mmol trolox Equiv. / L) X 100

1.1.8. HIF -1 a (Hipoxi —Inducible Factor 1)

Hipoksinin indiikledigi faktor-1a ilk olarak hipoksiye yanit olarak eritropoetin
(EPO) artigina neden olan transkripsiyonel kompleks olarak tanimlanmistir. Semenza
ve Wang 1992 ‘de EPO’nun 3’ Hipoksi Response Element (HRE) ile oksijene bagimli
sekilde etkilestigi bir faktort kesfetmisler, bu DNA baglayan kompleksi HIF-1 olarak
adlandirmiglardir. Daha sonraki ¢alismalarda EPO {iiretmeyen hiicre serilerinde de bu
aktivitenin oldugunu gosterilmisir. Kimyasal saflastirilma kullanarak Wang ve
Semenza 120 kDa a- alt {initesi ve 91-94 KDa B-alt tinitesini i¢eren heterodimerik
faktor gosterilmistir (44). HIF-1 proteini, hiicrede siirekli olarak eksprese edilen HIF-
1 B altiinitesi ile HIF-1 o altiinitesinin bir araya gelmesi ile olusan bir heterodimerdir.
HIF-1 a altiinitesi, ortamda oksijen konsantrasyonunun azalmasina bagimli olarak
aktive olmaktadir. HIF-1 transkripsiyon faktoriiniin islevinin diizenlenmesinde rol
oynayan iki temel unsur, HIF-1 o’ nin hipoksik kosullarda stabilizasyonu ve normoksik
kosullarda degradasyonudur (45). Hipoksik kosullar altinda, HIF-1 o alt {initesi
sitoplazmadan ¢ekirdege yer degistirerek HIF-1 beta ile dimer olusturur. Cekirdekteki
diger kofaktorlerin de baglanmasi ile aktive olan HIF-1, DNA iizerinde “hipoksi cevap

eleman1” olarak tanimlanan 6zgiil diziye baglanir ve hedef genlerin ekspresyonunu
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tetikler. Normoksik kosullar altinda ise, HIF-1 a altinitesi ubikitinasyon yolu ile
proteozomda degrade olur (46). Hipoksiye ek olarak, TNF-a ve IL-1p gibi
proinflamatuar sitokinler de HIF ifadesini tetikleyebilir (47). Hipoksiye hizli bir
sekilde cevap verebilmek igin hiicreler HIF-1a proteinini diizenli ve devamli olarak
hipoksik olmayan kosullarda da sentez ve elimine ederler (48). HIF-1a alt {initesi
normoksik kosullarda kararsizdir ve sonraki degradasyonlar i¢cin E3 ubiquitin ligaz
kompleksinin bir pargas1 olan VHL proteininin hedefidir. Hipoksik kosullarda HIF-1a
proteazomal yikimdan kagar, sitozolde birikir, kararli hale gelir, fosforillenir ve
niikleusa gegerek HIF-1B ile heterodimerik bir kompleks olusturur. Bu kompleks
hipoksiyle indiiklenebilen genlerin giiglendirici ya da promotdriine bir DNA baglanma
motifi olan hipoksi cevap elementleri ile baglanir ve hedef genlerin
transkripsiyonlarini baslatir (49, 50).

Hipoksi; oksijen bagimli bir transkripsiyon faktorii olan HIF ile regiile olur.
HIF-1a proteini hiicrede O2 %1 olunca ortaya ¢ikar. 02 %20’ye ¢ikinca kaybolur.
HIF-1o yarilanma 6mrii 1-5 dakikadir. Hiicre hipoksi/anoksiye maruz kalinca 2 dakika
icinde ¢ekirdekte HIF-1a birikmeye baslar. VEGF mMRNA salinimini, hipoksi HIF-1a
araciligi ile stimule eder. HIF-1a hipoksi veya anoksinin daha yogun (<%0.1 O,) ve
akut donemde (2-24 saat) etkinlik gosterirken; HIF-2a ise orta derecede hipoksik
(<%50,) ve kronik kosullarda (48-72 saat) ortaya ¢ikar (51).

Rigiracciolo ve ark. (52), hipoksi kosul altinda HIF-1o 'nin VEGF geninin
transkripsiyon aktivasyonunu diizenledigini gosterdi. Yenidogan retinopatisi ile ilgili
bir ¢alismada, hipoksinin HIF-1 a 'nin yukari regiilasyonunu indiikledigini ve VEGF
ekspresyonunu daha da artirdigini, novaskiilarizasyonu kolaylastirdigi, boylece
hastaligin baslangicin1 ve ilerlemesini hizlandirdigi gosterilmistir (53). Son yillarda
yapilan ¢alismalarda retina anjiyogenezi ve hipoksi siirecinde HIF-1a ekspresyonunun
onemli ol¢iide arttigr vitreusda HIF-1o'nin azalmast VEGF ekspresyonunu azalttig:
gosterildi (54). HIF-1 inhibitori akriflavinin, proliferatif diyabetik retinopati ve diger
iskemik retinopatiler ile iliskili retinal neovaskiilerizasyonu baskiladigini gosterdi
(55).
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1.1.9.CXCR 4

CXCR4, membran yerlesimli bir reseptordiir. CXCR4, CXCL12 i¢in spesifik
bir alfa-kemokin reseptoriidiir. Hematopoeziste ve kardiyak ventrikiiler septum
olusumunda rol oynar. Ayrica, endotelyal hiicrelerde vaskiiler dallanma ve/veya
yeniden  sekillenme  siireclerini  diizenleyerek,  gastrointestinal  sistemin

vaskiilarizasyonunda 6nemli bir rol oynar (56).

1.1.12. Karnitin

Karnitin hiicrenin enerji tiretimi i¢in beta oksidasyona gidebilmek tizere uzun
zincirli yag asitlerinin mitokondri matriksine gecisinde gorev alan, antioksidan 6zelligi
kanitlanmis, asetillenmis koenzim A (CoA) miktarini diizenleyen ve diger hiicresel
metabolik olaylarda yer alan vitamin benzeri bir bilesiktir. Viicutta L izoformunda
bulunan karnitinin L-karnitin (LCAR), propiyonil L-karnitin ve asetil L-karnitin
(ALKAR) tiirevleri bulunmaktadir.

1.1.12.1. Karnitin ve Asetil L-Karnitinin Biyosentezi, Fizyolojisi ve

Metabolizmasi

Esansiyel bir vitamin oldugu diisiiniilen karnitin daha sonra karaciger, bobrek
ve beyinde aminoasit Onciillerinden sentezlendigi gosterilmistir (57). Karnitin
sentezinde esansiyel aminoasitler olan lizin ve metiyonin goérev alir. Sentezin ilk
basamagi L-lizin aminoasidinin S adenozilmetiyonin (SAM) ile metilasyonudur. C
vitamini, demir, magnezyum, B3 ve B6 vitaminleri, alfa ketoglutarat ve SAM sentezi
icin gerekli olan kofaktorler (metiyonin, folik asit, B12 vitamini, betain) endojen
karnitin sentezinde rol oynamaktadir (57). insanlarda karnitinin %251 ise endojen
olarak sentezlenirken %75’1 diyetten saglanir (58). Karnitin kaynaklar1 cogunlukla et,
stit gibi hayvansal iriinlerdir. Pigirilmeye ve hazirlamaya bagh diyetteki karnitin
icerigi degisebilir. Endojen olarak sentezlenen ve disaridan alinan Kkarnitin L
izoformundadir (57). L-karnitin aktif transport ve pasif difiizyon yollari ile
barsaklardan emilir. 15 saatlik bir yar1 6mrii vardir ve oral alimdan {i¢ buguk saat sonra
maksimum kan konsantrasyonuna ulasilir. Karnitin agirlikli olarak kalp ve iskelet

kasinda depolanir. Karnitinin viicuttan atilimi esasen bobrekler yolu ile olur (57).
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Karnitin hiicresel enerji metabolizmasinda serbest uzun zincirli yag asitlerinin
beta oksidasyonunun saglanmasi igin esansiyel bir kofaktor olarak rol alir. L-karnitin
beta oksidasyonu hizlandirarak asetil COA miktarini arttirir, potansiyel toksik asetil
CoA metabolitlerini tamponlar ve asetil CoA/CoA oranin1 diizenler. Bu oran
glukoneogenez, iire siklusu, sitrik asit siklusu ve yag asit oksidasyonunda gorev alan

birgok mitokondriyal enzim aktivitesinin diizenlenmesinde 6nemlidir (57, 59, 60).

1.1.12.2. Karnitinin Ozellikleri

Antioksidan ve Antiapopitotik: L-karnitin serbest uzun zincirli yag
asitlerinin beta oksidasyona gidebilmek iizere mitokondri matriksine gecisinde rol alir.
Beta oksidasyon sonucu asetil CoA olusur. Asetil CoA ¢ok miktarda oksijenin
tiketilip ATP iretildigi trikarboksilik asit sikliisiine girer. Boylelikle bu siklus
sonunda H2O’ya indirgenen oksijenin konsantrasyonu azalir ve reaktif oksijen
tiirlerinin olusumu azalmis olur (61). Hiicre i¢i oksidatif hasar lipid peroksidasyonuna,
fosfolipid yikimina ve bu yolla serbest yag asidi miktarinin artisina neden olur (62,
63).

Serbest uzun zincirli yag asitleri hidrofobik anyonlar olup; mitokondri dahil
olmak tizere hiicre membran yapilarinda ve fonksiyonlarinda degisiklige yol agar (63,
64). Ayn1 zamanda mitokondrilerdeki voltaj bagimli kanallarla etkilesimde bulunup
membran gegirgenliginde degisiklige ve sitokrom ¢ salinimina ve apoptoza yol agarlar
(64-66). Karnitinin, farkl1 hiicre tiplerinde yapilan ¢aligmalarda, serbest yag asitlerinin
neden oldugu hiicre membran gecirgenligindeki degisiklikleri, apoptozu,
mitokondriyal disfonksiyonu ve lipid peroksidasyonunu giiglii bir sekilde
engelledigini  gostermistir (67, 68). L-karnitin  antioksidatif  savunma
mekanizmasindaki ti¢ enzimin -glutatyon peroksidaz, katalaz, siiperoksit dismutaz-
peroksidatif hasardan korunmasinda ve dolayisiyla serbest radikallerin neden oldugu
yasla meydana gelen degisikliklerin giderilmesinde énemli bir ajandir (69, 70). Bir
calismada L-karnitin, a-tokoferol ve troloks gibi referans antioksidanlarla
karsilagtirilmig, lipid peroksidasyonunu onleyici etkisi ve antiradikal ozellikleri
gosterilmistir (70).

Immiinmodiilatér: Karnitinin antiinflamatuvar etkinligini gdsteren bir¢ok

calisma yapilmistir. L-karnitinin kardiyoprotektif etkisinde inflamatuvar sitokinlerin
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roliinlin ¢alisildig1 bir hayvan deneyinde; L-karnitin uygulamasinin interlokin-1,
interlokin 6 ve TNF-a seviyelerini 6nemli oranda azaltarak inflamatuvar siireci
azalttig1 gosterilmistir (71). Sicanlarda olusturulan artrit modellerinde L-karnitin ile
beraber o—lipoik asit uygulamasinin TNF-o seviyelerini anlamli oranda disiirdiigi
gosterilmistir (72). Kronik hemodiyaliz hastalarinda yapilan bir c¢alismada da
intravendz L-karnitin uygulamasinin serum C-reaktif protein (CRP) diizeyini anlaml

oranda azalttig1 gosterilmistir (73).

1.1.12.3. Asetil-L-Karnitin (ALKAR):

Asetil-L-Karnitin kisa zincirli ester tiirevi olup viicutta en ¢ok bulunan agil
karnitin tiridiir. ALKAR; Kkarnitin ve tiirevlerinin etkilerinin yaninda, gii¢li
noroprotektif ve antiapoptotik 6zellikleri kanitlanmistir. Noroprotektif 6zelliklerini;
antioksidan, antiapoptotik aktivite, intraseliiler membranlarin stabilizasyonu ve
kolinerjik norotransmisyon yolu ile saglamaktadir (74). Son yillardaki ¢aligmalarda
asetil L-karnitinin apoptotik yolaklarda kaspaz 3 ve 9’u engelleyerek apoptozu etkin
bir sekilde 6nledigi gosterilmistir (21, 75).

Asetil-L-Karnitin, glutatyonu artirip, MDA nin konsantrasyonunu diistirerek
noroprotektif etki yapar (76). Ayrica sinir biiyiime faktor reseptor sentezini baglatir ve
hipokampiiste seviyesini artirir (77). ALKAR’1n, noropatik agriyr belirgin dlgtide
azalttig gosterilmistir. Noropatik agri, spontan agr1 ve hiperaljezi ile karakterizedir.
ALKAR ile intramiiskiiler (i.m.) kronik tedavi, noropati veya radikulopatilerin
agrilarin1 iyilestirir (78). ALKAR’in bir etkisi de semptomatik diabetik noropati
tedavisinde kaydedilmistir (79). ALKAR, L-karnitinin kas dokusu tizerinde bilinen
etkilerine sahip bir bilesiktir. Mitokondrilerde ATP {iretimi igin uzun zincirli yag
asitlerinin tasinmasinda gorev alir. ALKAR’1n iskelet ve kalp kasindaki etkileri ise,
lipid peroksidasyonunu azaltarak calisan kas dokusu iizerindeki serbest radikal
hasarint  Onleyen antioksidan etkilerini icermektedir (80). Sisplatine bagh
nefrotoksisite  olusturulan siganlarda asetil L-kartin  kullanimmin  bdbrek
fonksiyonlarinda diizelme sagladigi ve doku diizeyinde bobregi koruyucu ve apopitozu
Onleyici etkisi oldugu gosterilmistir (81). Baska bir calismada sisplatin ile ALKAR
uygulamasinin sisplatinin neden oldugu isitme bozuklugunu, kohlea ve beyin

harabiyetini azaltabildigi gosterilmistir (82).
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Oftalmolojide ALKAR birgok hastalikta denenmistir. Uzun zincirli yag asidi
oksidasyonu gibi metabolik yolaklarin kolaylastirilmasiyla ve metabolik aktivite ve
substrat kullaniminin artmasi sayesinde kolinerjik noronlarda sinaptik modiilasyona
neden olabilen gorsel uyarilmig potansiyelleri arttirdign  gosterilmistir  (83).
Streptozotosin ile olusturulan diyabetli sicanlarda, ALKAR’in elektroretinografik
(ERG) anormallikleri b-dalgas1 genligi onemli Olciide iyilestirerek diizelttigi
gosterilmistir (84). Saglikli goniillilerde ALKAR ‘in patern uyarilmis ERG’lerin
Fourier analizinde 6nemli 6l¢iide (p <0.05) genligi arttirdigi ve fazini kisalttigi
gosterilmistir (85).

Asetil-L-Karnitin gida takviyesi, yukarida bahsedilen farmakatobolik etkileri
ile, yasa bagli makiiler dejenerasyon, katarakt, glokom ve kuru géz sendromu; sistemik
hastaliga sekonder g6z bozukluklar1 (diyabetik retinopati, norotrofik veya biilloz
keratopati); ve kalitsal okiiler durumlar (retinitis pigmentosa, keratokonus) ¢ok ¢esitli
okiiler patolojilerde ayrintili olarak tartisilmistir (86). L-karnitin, eritritol ve betain,
hiperosmotik strese maruz kalan insan kornea epitel hiicrelerinde enflamatuar yanitlar
baskilayan ozmoprotektanlar olarak islev gordigii ve kuru goz tedavisinde terapotik
etkisinin oldugu L-karnitinin tigii arasinda en biiyiik ozmoprotektif etkiye sahip oldugu
gosterilmistir (87). ALKAR'In yiiksek glikoz kaynakli oksidatif stres olusturulan
retinal ganglion hiicrelerinde antioksidatif etkileri gosterilmistir (88). Karnitin glokom
modelinde, mitokondriyal performans: artirarak, genel homeostatik yaniti iyilestirdigi
ve apoptotik olaylar sinirladigi gosterilmistir (89).

Yukarda belirtilen etkinlerine ek olarak ALKAR’mn oksidatif stresle
indiikklenen patolojik anjiyogenez iizerine muhtemelen antioksidan yetenegi ve
mitokondri tizerindeki stabilize edici etkileri nedeniyle inflamatuar kaynakli
anjiyogenezi inhibe ettigini gosterilmistir (11). ALKAR’mn etkileri Sekil 3’te ozet

olarak gosterilmistir.
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(Baci ve arkadaslar1 Acetyl-L-carnitine is an anti-angiogenic agent targeting the VEGFR2 and CXCR4
pathways 2018 ¢alismasindan alinmustir.)

Sekil 4. ALKAR ile anjiyogenezin inhibisyonu mekanizmalari

ALKAR’mm anti-VEGF etkisini;

i) VEGF/VEGFR2 aracili sinyal yollarinin inhibisyonu yoluyla;

i) HIF-1 o ve VEGF'nin down regiilasyonu

iii) NF-kB'nin aktivasyonunun bloke edilmesi ve ICAM'n down regiilasyonu
yoluyla;

iv) CXCR4'tin down regiilasyonu ile Mekanizmalart ile gosterdigi belirtilmistir (11).
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2. GEREC ve YONTEMLER

Bu calisma Firat Universitesi Tip Fakiiltesi Hastanesi Tibbi Biyoloji Anabilim
Dali Laboratuvarinda gercgeklestirilmistir. Firat Universitesi Bilimsel Arastirma

Projeleri Yonetim Birimi tarafindan desteklenmistir.

2.1. Hicre Kiiltiira

ARPE-19 hiicreleri American Type Cell Culture (ATCC)’den temin edilerek
steril hiicre kiiltiirti inkiibatoriinde 24-48 saat inkiibasyon ile hazirlandi. Bu hiicrelerin
besiyeri olarak kullanilan %10 Fetal Bovine Serumu (FBS) ile takviye edilmis
Dulbecco Modified Eagle Medium/Ham’s F12 (DMEM/F12) ortaminda, %1 L-
glutamin ve %2 penisilin ve besi yeri 37°C'de %5 C02 nemlendirilmis bir atmosferde
inkiibasyonu edildi (90, 91). Hiicrelerin kontrolleri her giin inverted mikroskopta
gozlemlendi ve hiicreler yaklasik %70-80 konfluent olduklarinda yeni pasajlar yapildi.
Besiyeri her 2-3 giinde bir degistirildi (92). Dondurulmus ARPE-19 hiicre hatlarinin
¢oziilmesi igin Krioviyal tiipler igerisinde %5 DMSO (dimetil siilfoksit) ile
dondurulmus olan ARPE-19 hiicre hatlar1, -80°C'lik derin dondurucu cihazindan
alimarak 37°C'de ¢ozildi. 4°C'nin tizerindeki DMSO hiicrelere toksik etki
gosterdiginden dolay1 37°C'de hiicreleri ¢ozdiiriirken hizli bir sekilde ¢aligildi. Falkon
tiiplere yaklagik 15 ml yeni besiyeri ilave edilerek 2000 rpm'de 5 dakika santrifii
edildi. Santrifiij sonras1 falkon tiiplerin icerisinde bulunan siipernatant kisim aspire
edildi ve hiicre pelletleri tizerine tekrar (~15ml) besiyeri eklenerek ikinci kez santrifiij
yapildi. Santrifiij sonras1 siipernatant aspire edilerek uzaklastirildi ve ¢coken ARPE-19
hiicrelerinin {izerine sirasi ile DMEM/F12 besi yerlerinden 1 ml eklenerek hiicrelerin
stispansiyon hale gelmesi saglandi. Ardindan hiicrelerin iizerine 9 ml besiyeri daha
ilave edildi ve 10ml'lik hiicre siispansiyonu 75cm?lik flasklara aktarildi. Flasklar,

37°C'de, %5 CO, ve %95 nem igeren etiive alinarak inkiibasyona birakildi.

2.2.1. ARPE-19 Hiicre Hatlarimin Hiicre Canhihig1 Analizi

Hiicrelerin ~ canliliklarinin  ve  sayilarinin  belirlenmesinde, membran
biitiinligiint 6lgmeye dayali test olan %0,5°lik tripan mavisi boyasi testi kullanildi.
Canli hiicreler mitokondri organelinde enerji iiretimi yapabildiklerinden dolay: hiicre

membranindan giren boya maddesini aktif tasimayla hiicre disina ¢ikartarak, renksiz
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goriiliir ve ol hiicreler mitokondri organelinde metabolik enerji ihtiyacini yerine
getirememekte hiicre membranindan ge¢en boya maddesini absorblar, hiicre disina
cikartamaz aktif tasima i¢in enerji ihtiyaglarini karsilayamadiklarindan mavi renkte
goriiliir. ARPE-19 hiicre stispansiyonundan 50 pl alinarak eppendorf tiipe aktarildi ve
tizerine 50 pul %0,5 tripan mavisi boyasi ilave edilerek iyice karismasi saglandi. ARPE-
19 hiicre hattinda hiicre canlilig1 tespit edilmistir. Tripan mavisi ile boyanan hiicre
stispansiyonundan 10ul 6rnek alindi, distile su ile temizlenen Neubauer
hemositometresinin lamindaki sayim odacigina konuldu. Isik mikroskobunda 20X
okiiler kullanilarak dort karede hiicre sayimi gergeklestirildi. Tripan mavisi boyasini
icine alip mavi renkte goériinen hiicreler 6lii, boyayr metabolize edip parlak goériinen
hiicreler ise canli olarak degerlendirildi. Hiicre canliligi aktivitesini degerlendirmek
icin Methyl Thiazol Tetrazolium (MTT) testi kullanildi. Bu ¢alismada, ARPE-19
tizerindeki hiicre canliligi etkisini degerlendirmek igin Kkolorimetrik olarak
belirlenmesi prensibine dayanmaktadir ve hayatta kalan hiicrelerin yiizdesini
belirlenebilmek i¢in kullanildi. MTT testi, MTT'nin sar1 tuzunu suda ¢oziinmeyen mor
formazan kristaline doniistiirmek i¢in mitokondriyal siiksinat dehidrojenaz enzim
aktivitesi saptandi. Dimetil siilfoksit (DMSO) i¢inde ¢6ziiliir ve iiretilen renk ELISA
okuyucusu kullanilarak belirtilen dalga boyunda 6l¢iildii (93). Olusan renk degisikligi
sar1 ile renklendirilmis formazon tuzlarinin aktif hiicre mitokondrilerinde tetrazolyum
tuzunun azalmasi sonucunda olusmaktadir. Bu bilesiklerin absorbans degeri metabolik
olarak aktivitelerinin belirlenebilmesi ile orantilidir. MTT analizi yontemi 96’lik plak
kuyucuklarinda bulunan 100ul medyum ve hiicre karisimi tizerine, hazirlanmus tiazolil
mavi tetrazolium bromid soliisyonundan 25ul ilave edildi. Bu soliisyon ilavesini
takiben 96’lik plak inkiibatore alinarak 4 saat bekletildi. Dort saatlik inkiibasyonun
ardindan hiicrelerin yiizeyinde bulunan medyum bir pipet ile alinarak MTT ¢6ziicii
soliisyonundan 100ul ilave edildi ve 20 dk. daha inkiibatérde bekletildi. Inkiibasyonu
yapilan hiicrelerin, mikroplak okuyucu spektrofotometre ile 570 nm absorbans
degerinde ol¢timler kaydedildi. Bu amagla hiicreler 96-kuyucuklu plakalara her bir
kuyucukta 1x 10° hiicre olacak sekilde DMEM/F12 besiyeri ortaminda ekilmis ve 20
saat sonra ALKAR uygulanmistir ve CoCI2 uygulamalari yapilmistir. Deney siiresinin

dolmasiyla hiicrelere MTT ¢ozeltisi eklenip 4 saat inkiibe edilecek ve 4 saatlik stire

23



sonunda 570nm dalga boyundaki absorbans degerleri mikroplaka okuyucu ile

saptanmistir.

2.2.2. ARPE-19 Hiicrelerinde Hipoksi Modeli

KNVM kan damarlar1 esas olarak retinal pigment epitel hiicresinden gelir, bu
nedenle bu ¢alismada arastirma nesnesi olarak insan retinal pigment epitel hiicreleri
hatti ARPE-19 hiicreleri kullanilmaktadir (3). CoCl2'nin O2 ile diistik bir afinitesi
vardir ve O2 konsantrasyonunu diizenleme etkisi yoktur. Bununla birlikte, Co2,
hiicrelerin hipoksiyi algilama yetenegini tahrip eden ve boylece hipoksik mikro ortami
taklit eden Fe2 ve hemoglobin selasyonunun yerini alabilir (94). Ayn1 zamanda
CoClI2'nin anti-apoptoz yolaklar1 yoluyla hiicreleri koruyabildigini ve yontemin basit,
kararl1 ve kontroliiniin kolay oldugunu bildirilmistir (95). Bu nedenle, bu ¢alismada in
vitro bir kimyasal hipoksi mikro ortamini simiile etmek i¢in sirastyla 200 umol/L, 400
umol/L, 600 umol/L ve 800 pmol/L CoCl2 T25 flaskda her siitunda 6 adet kuyucuk
olan gruplar olusturuldu(96). Bu grublarin MTT analizleri ile hiicre canlilik oranlarina

bakilarak hipoksi modeli gelisip gelismedigi degerlendirildi.

2.3. Gruplar

Grup I(Kontrol): Bu gruptaki hiicrelere herhangi bir ilave uygulama
yapilmadi.

Grup I1(Sham) : Bu gruptaki hiicreler 24 saat boyunca 800 mikroM CoCI2 ile
inkiibe edildi.

Grup 111 (AK 10): 24 saat boyunca 10 mikroM Asetil L Karnitin ile sonrasinda
24 saat boyunca 800 mikroM CoCI2 ile inkiibe edildi

Grup 1V (BEV): 24 saat boyunca 10 mikroM 0,3125mg/ml Bevacizumab ile
inkiibe edildi, akabinde 24 saat boyunca 800 mikroM CoCI2 ile inkiibe edildi

Grup V (BEV+AK10): Bu gruptaki hiicreler 6nce 24 saat boyunca 10 mikroM
Asetil L Karnitin ve 0,3125mg/ml Bevacizumab ile inkiibe edildi, akabinde sonrasinda
24 saat boyunca 800 mikroMol CoCl ile inkiibe edildi

Su anda piyasada bulunan Karnitin takviyeleri 2 g / giin dozunu kapsamaktadir.
Bu doz da baz alinarak 1ImM, 10mM ve 100mM olarak énce ARPE hiicreleri lizerine

etkileri degerlendirildi.
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2.4. Total Antioksidan Kapasite Cahisilmasi

Reaktif 1 (30mlx1), Reaktif 2- Fotokromogen ABTS solu syonu (8mix1),
Kalibrator 1 (3mlx1), Kalibrator 2 (3mix1), QC Level 1 (3ml x 1), QC Level 2
(3mlIx1)’den olusan TAK Kkitinin (Real Assay Diagnostics) ¢alisma prensipi koyu
mavi-yesil renkli 2-21-Azino-bis [3 ethylbenzothiazoline-6-sulfonic  acid]
diammonium salt (ABTS) radikal soliisyonunu, renksiz ABTS formuna ¢evirmesiyle,
660 nm absorbansdaki degisim miktariyla alakalidir. E vitaminin suda ¢6ziiniir
analogu olan Trolox Equivalent ad1 verilen stabil antioksidan standardi ile kalibrasyon
yapildi. Sonuglar mmol trolox Equiv./L ile degerlendirildi.

Ik olarak 24 adet T25 flaska her birinde 1000000 sayida ARPE-19 hiicresi

olacak sekilde ekim yapildi ve 24 saat inkiibatorde kendi haline birakildi. 24 saat sonra
flasklarin mediumlari tazelenerek asagida listelenen gruplar olusturuldu.
Gruplarda belirtilen sekilde her birinden 6 adet T25 flask her birinde totalde 5 ml
olmakla; yaklasik 1000000 sayida ARPE19-+hiicre kiiltirii mediumu ile birlikte
hazirlandi. Flasklardaki hiicrelerin 24 saat belirtilen dozlarda maruziyeti sonrasi
medium aspire edilerek uzaklastirild: ve tripsin-EDTA ile kaldirilmadan 6nce Ph 7.4,
100 ml PBS ile 1 defa yikandi. Flaska tutunan hiicreleri kaldirmak igin flask igerisine
%0.05 Tripsin iceren Tripsin-EDTA soliisyonundan 2 ml eklendi. Tripsin aktivitesinin
artmasi i¢in flask inkiibatore yerlestirildi. 5 dakika sonra hiicreler flasktan ayrildi.
Tripsinin inhibisyonu i¢in 6 ml full besiyeri (%10 FBS, %1 Penisilin/Streptomisin, %1
L-Glutamin iceren DMEM) flask igerisine eklendi. Sonra bu karisim flakona atilarak
1800 rpm 5dk santrifiij edildi. Santrifiij sonunda alttaki pellet bozulmayacak sekilde
stipernatanin hepsi atildi. Son asamada esit sayida hiicre iceren pelletlerden hiicre lizati
elde edildi. Bu islem pellet her tiip i¢in esit miktarda PBS tampon ile sulandirildi. -80
°C derin dondurucuya konularak donduruldu. islem birka¢ defa tekrarlanarak
hiicrelerin lizise ugramasi saglandi. Daha sonra lizisi tamamlamak igin ultrasonik
homojenizatorde islem yapildi. Elde edilen hiicre lizatlar1 15 dk 14000 rpm’de santrifiij
edildi ve silipernatanlar1 Olgtimler i¢in kullanima hazir hale getirildi. Bu
stipernatanlarda TAK Kiti kullanim kilavuzuna gore Olciimler yapildi. Sonuglar
asagidaki formiille hesaplandi:

Al- Reaktif 1°den aldigimiz deger; A2- Reaktif 2’den aldigimiz deger

A2-Al= A Abs (standart; numune veya H20)
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AADbs H,O —AADbs numune
AADbs H,O —AADs standart

= Sonugclar

2.5. ELISA ile VEGF, CXCR4, HiF1 Alfa Diizeyi Belirlenmesi

T25 flaskda her siitunda 6 adet kuyucuk olan gruplar olusturuldu. Hiicre
kiiltirii ortaminin 0,1ml’sindeki ARPE-19 hiicreleri kuyucuklara yerlestirilerek
inkiibe edildikten sonra iretici firmanin protokollerine uyularak seviyeleri

belirlenmesi icin ELISA yontemi ile tabaka okuyucularda degerlendirildiler.

2.6. istatistiksel Analiz

Elde edilen verilerin istatistiksel degerlendirmesi SPSS 21 (Statistical Package
for Social Sciences) for Windows lisansli paket programinda yapildi.
Degerlendirmelerde; kontrol, sham ve tedavi gruplarmin karsilastirmalarinda Tek
Yonli Varyans Analizi ve Bonferroni testi kullanildi. Tanimlayici deger olarak
aritmetik ortalama + standart sapma degerleri verildi. Istatistiksel anlamlilik smir1 p<
0.05 olarak kabul edildi.
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3. BULGULAR

3.1. ARPE-19 Hiicrelerinde Hipoksi Modeli Olusturulmak I¢in Verilen
CoCl12’ nin Hiicre Canhihgina EtkKisi

120

100 -~

a
80 a
60 3
=]
40
20
D T T T T T 1
K 200 400 600 800

24 saat boyunca CoClz pM

Hucre Canlihig) (%)

a: p<0.05 vs. Kontrol
Sekil 5. 24 saat boyunca kontrol ve sirasiyla (200uM, 400uM, 600uM, 800uM) CoCI2
maruziyeti sonrasi hiicre canlilik analizleri

T25 flaskin her siitununda 6 adet kuyucuk diizenlenerek, gruplar
olusturuldu ARPE-19 hiicreleri CoCI2 sirastyla 200 pM, 400 uM, 600 uM, 800 pM
dozlarinda 24 saat maruziyetinden sonra hiicre canlilig1 tizerine etkisi Sekil-5’de
gosterilmistir. Sonuglar1 anlamsiz ve uyumsuz ¢ikan 1 adet Kontrol, 2 adet 200
uM, 1 adet 400 uM, 2 adet 600 uM, 1 adet 800 uM CoClI2 gruplarindan olan kuyucuk
caligmadan ¢ikarildi. CoClI2'nin etkisi doza bagimliydi. Hiicre canlilik oranlar
ortalamalar1 ve standart sapmalar1 sirastyla; 100+0,00, 82.31+£7.09, 75.21 +4.63,
54.44 +2.21, 46+2,69 oldugu gorildi (Sekil 5). Kontrol grubu ile tim dozlar
arasinda anlamli fark saptandi (p<0,05). 800 mM CoCl2, RPE hiicresi canliliginda
% 46'lik bir azalmaya neden oldu ve bu konsantrasyon, sonraki deneylerde ARPE-

19 hiicre hipoksi modelinde kullanildi.
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3.2. ARPE-19 Hiicrelerinde ALKAR’1n Hiicre Canhihigi Diizeylerine Etkisi
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Hiicre Canhhg (%)

20 +

Kontrol SHAM AK1 AK10 AK 100

24 saat sliresince ALKAR maruziyeti (UM)

24 saat siiresince 800puM CoCl2 maruziyeti

a: p<0.05 vs. Kontrol
b: p<0.05 vs. SHAM
(AK 1: 1 uM ALKAR AK 10: 10 uM ALKAR AK 100: 100 uM ALKAR)

Sekil 6. ARPE hipoksi modelinde ALKAR’1n hiicre canlilik iizerine etkileri

T25 flaski her siitununda 6 adet kuyucuk diizenlenerek, gruplar olusturuldu.
ARPE-19 hiicrelerini sirastyla 1 uM, 10 uM ve 100 uM dozlarinda 24 saatlik ALKAR
maruziyetinden sonra ilaglarin hiicre canlilig1 tizerine etkisi Sekil 6°da gosterilmistir.
Pipetleme hatasindan dolay1 MTT sonuglari anlamsiz olan 1 adet 1 AK, 1 adet 10 AK,
2 adet 100 AK kuyucugunun sonucu g¢alismadan ¢ikarildi. Hiicre canlilik oranlar
ortalamalar1 ve standart sapmalar1 sirasiyla; 100+£0,00, 46+2,69, 79.13+3,49,
87.34+4,62, 54.51+3,12 oldugu goriildi (Sekil 6). Sham grubu ile kiyaslandiginda 1
uM ve 10 uM ALKAR gruplarinda hiicre canliliginda istatistiksel olarak anlamli bir artis
saptand1 (p<0.05). 100 uM ALKAR grubunda ise sham grubuna gore artis olmakla
birlikte istatiksel olarak anlamli bulunmadi (p: 0.09).
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3.3. ARPE-19 Hiicrelerinde ALKAR’1n ve CoCl2’nin Hiicre Morfolojisine
Etkisi

A: Kontrol grubu herhangi bir uygulama yapilmadi. B: 24 saat 800uM CoCI2 maruziyeti, C: 24 saat
800uM CoCl2 ve 10 uM ALKAR maruziyeti, D: 24 saat 800puM CoClI2 ve 100 pM ALKAR maruziyeti
(X10)

Sekil 7. ALKAR’1n hipoksi modelinde hiicre morfolojisine etkisi

Giemsa boyamasindan sonra kiiltirdeki ARPE-19 hiicreleri; vezikiiler ve
biiytik ¢ekirdekli olup iyi smirl ve yer yer kiigiik vakuolleri mevcuttur (Sekil 7A).
ARPE hiicreleri 800 uM CoCI2 ile maruziyeti sonrasi; hiicrel canliliginda % 50
oraninda azalma oldugu ve normal morfolojisini kaybederek daha yuvarlak ve sismis
halde oldugu gorildii (Sekil 7B). 10 uM ALKAR, CoCl2‘nin neden oldugu
degisikliklere karst RPE morfolojisinde belirgin bir koruma sagladi (Sekil 7C). Ayni
protektif etki 100uM ALKAR’da saptanmadi (Sekil 7D).
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3.4. ALKAR’1In ARPE-19 Hiicrelerindeki Antitoksik Etkisi
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Kontrol BEV+1AK BEV+10AK BEV+100AK

0,3125mg/ml 72 saat boyunca Bevacizumab maruziyeti

a: p<0.05 vs. Kontrol
b: p<0.05 vs. Bevacizumab
(BEV: Bevacizumab, 1AK: 1 uM ALKAR 10AK: 10 uM ALKAR 100AK: 100 uM ALKAR)

Sekil 9. Bevacizumabin ARPE 19 hiicrelerine toksik etkisine karst ALKAR’1n etkisi

T25 flaskin her siitununda 6 adet kuyucuk diizenlenerek, gruplar olusturuldu.
Bevacizumab ARPE 19 hiicrelerinde 72 saat sonra toksik etki gostererek hiicre
canliliginda istatiksel olarak anlamli diizeyde(p<0.05) azalma goriilmiistiir. Hiicre
canlilik oranlar1 ortalamalar1 ve standart sapmalari sirasiyla; 100+0,00, 85+4,43,
88.19+4.51, 95.24+4,62, 78.22+3,17 oldugu goriildii (Sekil 9). Bevacizumab, 10 uM
ALKAR ile birlikte kullanildiginda hiicre canliligi oraninda BEV grubuna goére
istatiksel olarak anlamli diizeyde (p<0.05) artis oldugu saptanmistir. Ayrica bu grup
ile kontrol grubu arasinda hiicre canliligi acisindan istatiksel olarak anlamli fark
saptanmamistir (p: 0.71). 1 uM ALKAR ve 100 uM ALKAR gruplarinda ise hiicre
canliliklari tizerine istatiksel olarak anlamli diizeyde artis saptanmadi (sirastyla p:
0.12, p: 0.81).
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3.5. ARPE-19 Hiicrelerinde VEGF Diizeyleri
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a: p<0.05 vs. Kontrol
b: p<0.05 vs. Sham

Sekil 10. ARPE hiicrelerinde ALKAR’in VEGF tizerine etkisi

T25 flaskin her siitununda 6 adet kuyucuk diizenlenerek, gruplar olusturuldu.
Gruplarin VEGF degerleri ortalamalari ve standart sapmalart sirasiyla; 285+35,40,
702+71,93, 370.52+48.51, 320.29+44,62, 325.72+46,97 pg/ml oldugu goriildi (Sekil
10). Sham grubundaki VEGF degerinin kontrol grubundakine gore istatistiksel olarak
anlaml1 derecede arttig1 goriildi (p<0.05). AK 10, BEV ve BEV+ AK10 grubunda ise
Sham grubuna gére VEGF diizeyinde istatistiksel olarak anlamli derecede (p<0.05)
azaldig1 gorildi. BEV grubunda AK 10 grubuyla VEGF diizeyinde istatiksel olarak
anlamli fark saptanmadi (p: 0,24). Aynmi sekilde BEV grubu ile BEV+10AK gruplari

arasinda da anlamli fark saptanmadi (p<0,05).
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3.6. ARPE-19 Hiicrelerinde CXCR4 Diizeyleri
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a: p<0.05 vs. Kontrol
b: p<0.05 vs. Sham
(AK 10: 10 uM ALKAR, BEV: Bevacizumab, BEV+10AK: Bevacizumab+10 uM ALKAR)

Sekil 11. ARPE hiicrelerinde ALKAR’1n CXCR4 {izerine etkisi

T25 flaskin her siitununda 6 adet kuyucuk diizenlenerek, gruplar olusturuldu.
Gruplarin CXCR4 degerleri ortalamalar1 ve standart sapmalar1 sirasiyla;
237.20+£20.40, 382.41+34.73, 289.12+37.27, 375.41+ 41.86, 280.12+31,87 pg/ml
oldugu goriildii (Sekil 11). Sham grubundaki CXCR 4 degerinin kontrol grubundakine
gore istatistiksel olarak anlamli derecede (p<0.05) arttigi goriildii. AK 10 ve BEV+
AK10 grubunda ise Sham grubuna gére CXCR 4 diizeyinde istatiksel olarak anlaml
derecede (p<0.05) azaldigi gorildi. BEV grubunda Sham grubuyla CXCR 4

diizeyinde istatiksel olarak anlamli fark saptanmadi (p: 0,12).
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3.7. ARPE-19 Hiicrelerinde HIF-1 Alfa Diizeyleri
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(AK 10: 10 uM ALKAR, BEV: Bevacizumab, BEV+10AK: Bevacizumab+10 uM ALKAR)

Sekil 12. ARPE hiicrelerinde ALKAR’in HIF-1a tizerine etkisi

T25 flaskin her siitununda 6 adet kuyucuk diizenlenerek, gruplar olusturuldu.
Gruplarin HIF-1a degerleri ortalamalari ve standart sapmalari sirasiyla; 870.45+97.56,
1439.40+142.93, 982.45+91.17, 1520.61+ 139.77, 1010.32+95,49 pg/ml oldugu
gortildi (Sekil 12). Sham grubundaki HIF-1a degerinin kontrol grubundakine goére
istatiksel olarak anlamli derecede (p<0.05) arttigi goriildi. AK 10, ve BEV+ AK10
grubunda ise Sham grubuna gore HIF-1a diizeyinde istatiksel olarak anlamli derecede
(p<0.05) azaldig1 goriildii. BEV grubunda Sham grubuyla HIF-1a diizeyinde istatiksel
olarak anlamli fark saptanmadi (p: 0.34).
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3.8. ARPE-19 Hiicrelerinde TAK Diizeyleri
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Sekil 13. ARPE hiicrelerinde ALKAR’in TAK tizerine etkisi

T25 flaskin her siitununda 6 adet kuyucuk diizenlenerek, gruplar olusturuldu.
Gruplarin TAK degerleri ortalamalar1 ve standart sapmalari sirasiyla; 0.808+0,064,
0,79+0.041, 0.886+0.052, 0.820+ 0.067, 0.71+0,049 pg/ml oldugu goriildii (Sekil 13).
Total antioksidan kapasite degerlerinde gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli

fark saptanmamistir.
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4. TARTISMA

Yasa bagli makula dejenerasyonu patogenezinde hipoksi, oksidatif hasar,
lipofuskin birikimi, kronik inflamasyon ve apoptozis ile iliskili kompleman
sistemindeki mutasyonlar 6nemli yer tutar. Hastaligin progresyonunda biiylime
faktorleri 6zellikle de VEGF 6nemlidir. VEGF salinimi hipoksi ile diizenlenir. VEGF
baslica RPE ve fotoreseptorler tarafindan salinir. Yas Tip YBMD tedavisinde
intravitreal anti VEGF uygulamalar1 altin standart haline gelmistir (97). Ancak
multifaktoriel bir hastalik olan YBMD’nin sadece anti-VEGF ile tedavisi yetersiz
kalabilmektedir. Uzun siireli anti-VEGF kullanilmig olgularda geg¢ evrede Cografik
Atrofi (CA) olusup olusmadigi, CA gelisiyor ise, kullanilan anti-VEGF ajanlarin
roliiniin olup olmadig1 birgok arastirmanin konusu olmustur. CATT, IVAN ve
HARBOR c¢alismalarinin analizlerinde, yas tip YBMD hastalarinda uygulanan uzun
stireli intravitreal anti-VEGF tedavilerinin (Bevacizumab ve Ranibizumab) olgularda
CA’y1 arttirdifr tespit edilmistir. Istenmeyen etkileri bilinmekle birlikte gerek
tedavisiz hastalarda progresyonlarin ¢ok daha hizli oldugunun bilinmesi gerekse anti
VEGF ajanlara alternatif olusturabilecek bir tedavi yonteminin heniiz olmamasi
nedeniyle uzun siireli anti VEGF kullanimi halen ilk tercih olarak dnerilmektedir (98,
99). Bu yiizden yeni tedavi modaliteleri ihtiyag duyulmaktadir.

Yeni tedavi modaliteleri arasinda anti VEGF 6zelligi olan ve kullanimi kolay
ajanlar onemli yer tutmaktadir. Bunlardan bir tanesi tirozin kinaz inhibitorii olan
pazopanib; g6z damlasi formatinda gelistirilmis ve VEGF 1/3 Platelet-Derived
Biiylime Faktorii (PDGR-B) ve Fibroblast Biiyiime Faktorii Reseptorii 1(FGFR1) gibi
birgok anjojenik faktorlere kars: etkilidir (100). PAN-90806 kiigiik bir molekiil olup
VEGFR-2, FGF1-3, Tyrosin Protein Kinaz Reseptor 2(TIE-2) gibi anjiojenik faktorler
tizerine topikal olarak kullanilmakta olup faz 1 ¢alismasi devam etmektedir (101). Ek
besin iriinlerinin de VEGF iizerine etki ederek YBMD’de fayda saglayabilecegini
gosteren galismalar vardir. Giigli bir antioksidan olan ve 6zellikle {iziimde bol bulunan
Resveratrol; CXCR4'i hedefleyerek retinal neovaskiilarizasyonu baskilamak igin
terapdtik bir ajan olarak kullanilabilecegini gdsteren deneysel caligmalar mevcuttur
(102). Kabuklu deniz iriinleri ve sebzelerde bolca bulunan Astaxanthin; VEGF
diizeylerini azalttigi ve YBMD de kullanilabilecegini gosteren ¢alismalar vardir (103).
Bizim c¢alismamizda ALKAR’m ARPE 19 hiicrelerinin hipoksi modelinde
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resveratrolde oldugu gibi HIF 1 ve CXR4’ii azaltarak VEGF salinimini baskiladigi
goriildii. Bu sonuglar 15181inda YBMD hastalarinda ALKAR kullaniminin progresyonu
azaltabilecegini diisiinmekteyiz.

Yasa bagli makula dejenerasyonu patofizyolojisinde oksidatif stres yer
almaktadir ve antioksidan kullanimi: da YBMD progresyonunu azaltabilecegi
belirtilmistir (104) . o -Lipoik Asit mitokondrial enzimlerden piirivat dehidrogenaz ve
a-ketoglurat dehidrogenaz gibi enzimlerin esansiyel kofaktorii olan biyolojik bir
antioksidandir. Kuru Tip YBMDcli hastalarda giinliik 0,2 gr oral a-Lipoik Asit
tedavisinin gérme ile iliskili hayat kalitesini artirdigi bildirilmistir (104). ALKAR
giiclii bir antioksidandir. ALKAR'n yiiksek glikoz kaynakli oksidatif stres olusturulan
retinal ganglion hiicrelerinde antioksidatif etkileri gosterilmistir (88). Wu ve ark. (105)
calismasinda ARPE-19 hiicreleri ve retinal perisitlerin invitro hiperglisemi ortaminda
kontrol normoglisemi ortamiyla kiyasla asir1 Reactive Oxygen Species (ROS)
tirettigini saptamistir. Yokoi ve ark. (106) oksidatif stres belirteci olarak bilinen VEGF
ile diyabetik hastalarda vitreusta TAS, ileri glikasyon son iiriinleri (AGE) arasindaki
iligskisini arastirmis, aralarinda anlamli negatif korelasyon saptamistir. L-Karnitinin
RPE hiicre kiiltiiriinde yapilan ¢alismada glutatyon aktivitesi ve stiperoksit dismutaz
aktiviteleri degerlendirilerek antioksidan 6zelligi gosterilmistir (107).

Antioksidanlarin tek tek ol¢timii zor oldugundan, her antioksidanin farkli
hastalarda hastaligin evresine ve antioksidanin kimyasal yapisina gore degisiklik
gostereceginden biitiin antioksidan kapasitenin diizeyini 6lgen TAK 6lgiim yontemi
gelistirilmistir  (108). Calismamizda ALKAR verilen tedavi grubu ile tedavi
verilmeyen grup kiyaslandiginda TAK miktarinda istatistiksel olarak anlamli derecede
degisiklik saptanmamistir. TAK miktarinda degisiklik olmamasini; hiicre kiiltiirii
caligmasinin kisa siireli olmasindan kaynaklandigini diisiinmekteyiz. Uzun siiredir
antioksidan 6zelligi bilinen madde olan ALKAR’mm her ne kadar TAK ile
gosteremesek de antioksidatif 6zelliginin YBMD’deki roli ile ilgili daha genis
calismalara ihtiya¢ duyulmaktadir.

Inan ve ark. (109) tavsan gozlerinde intravitreal 1.25 mg ve 3.0 mg dozlarinda
bevacizumab enjeksiyonunun okiiler toksisitesinin degerlendirildigi ¢alismada Kklinik,
elektrofizyolojik ve 1sik mikroskobik degerlendirmelerle g6z i¢i yapilar igin toksisite

lehinde bulgular saptanmamasina ragmen elektron mikroskopik degerlendirmede her
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iki doz grubunda 14 ve 28. giinlerde alinan Kesitlerde fotoreseptor i¢ segmentlerinde
kristalarda destriiksiyon, mitokondrilerde sisme ve pargalanma gézlenmistir. Saptanan
ultrastriiktiirel hasarin apopitozise bagl olup olmadigini anlamak amaciyla preparatlar
immiinohistokimyasal olarak caspase-3, caspase-9 ve bax boyama yontemleri ile
boyandiginda hem diisitk hem de yiiksek doz grubunda kontrol grubuna gére anlamli
olarak daha yogun apoptotik boyanma izlenmistir. ARPE 19, rat ganglion hiicre
kiiltiiri (RGHS5), fare fotoreseptor hiicre kiiltiirii (661W) tizerine aflibercept (0.125,
0.5, 2 mg), ranibizumab (0.125mg) ve bevacizumab (0.3125 mg) belirtilen dozlarda
uygulandiktan sonra 1,24,48 ve 72 saat sonrasinda hiicre morfolojisi, canlilik,
apopitozis ve proliferasyonu degerlendirilmislerdir. Calismadan ¢ikan sonuca gore;
aflibersept hiicre morfolojisi, apopitozis, hiicre canliligi ve proliferasyon iizerine
herhangi bir hiicre kiiltiiriinde ve herhangi bir konsantrasyonda degisiklige neden
olmazken ranibizumab ve bevacizumab gruplarinda belirgin farkliliklar saptanmistir.
(110). Bizim galismamizda ayn1 dozda kullandigimiz bevacizumab grubunda benzer
toksik etkiler goriilmiis olup ALKAR ile birlikte bevacizumab kullanildiginda ise bu
patolojik  degisikliklerin  azaldigr  goriilmiistiir.  Yapilan 151k mikroskopi
degerlendirilme sonucunda; gerek morfolojik degisiklikler gerekse hiicre canlilik
oranindaki degisiklikler ALKAR’1n kullanilan bevacizumaba bagl olumsuz etkilere
kars1 protektif Gzelliginin oldugunu gosterdi. Bunu destekleyecek elektron
mikroskopisi degerlendirilmesi ve elektrofizyolojik degerlendirilmeler de igeren ileri
calismalar gerekmekle birlikte YBMD hastalarinda ALKAR kullanimi progresyonu
azaltmadaki etkisinin yaninda bevacizumab ile beraber kullaniminda da olusabilecek
istenmeyen etkileri azaltabilecegini gostermektedir.

Asetil L-karnitin, rahatlikla tolere edilebilir olmasi, doz giiven araliginin
yiiksek olmasi sayesinde giivenli ve etkili bir terapotik bilesik olma potansiyeline
sahiptir. 1,5 g ile 3,0 g/giin miktarindaki oral dozlar birgok durum igin etkili
olabilmekle birlikte, néropatiler i¢in i.m. enjeksiyonu da kullanilmaktadir. Daha ¢ok
aragtirma ve Klinik deney ile ALKAR’in gelecekteki uygulamalari, tamamlayici tip
bakimindan biiyiikk potansiyel tasimaktadir. Su anda piyasada bulunan ALKAR
takviyeleri 2 g/giin dozunu kapsamaktadir. Calismamizda 1mM, 10mM ve 100mM
ALKAR’in ARPE hiicrelerinde canlilik diizeylerine etkileri degerlendirildi. Daha

onceki hiicre kiiltiirli ¢aligmalarinda etkin doz olarak gosterilen 20 mg / kg'a karsilik
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gelen 10 mM'de uygulanmasinda antianjiojenik ozelliginin fazla oldugu tespit
edilmistir (11). Bizde ¢alismamizda daha sonraki degerlendirmelerde 10mM ALKAR
kullandik. Hiposik kalmis RPE hiicrelerinde ALKAR verilen grubun Sham grubuna
gore istatistiksel olarak anlamli derecede (p<0.05) hiicre canliligin1 devam ettirdigi
gosterilmistir. Ayrica hipoksik ortamda RPE hiicrelerindeki degisiklikleri ALKAR
verilen grupta daha az goriilmiistiir. ALKAR’1n hipoksiye karsi protektif etkinligini
gosteren bulgular patofizyolojide hipoksinin rol oynadigi hastaliklarda faydali
olabilecegini diisiindiirmektedir.

Hipoksinin indiikledigi faktor-lo. bir hipoksi belirteci olarak yaygin olarak
kullanilmaktadir. Hipoksi sirasinda, HIF-la bozulmasindan sorumlu enzimlerin
aktivasyonu azaldik¢a HIF-la. hizla birikir (111). CoCl2, HIF-lo. bozulmasinin
kimyasal inhibitoriidiir (25). VEGF mRNA salinimini, hipoksi HIF-1a araciligi ile
stimule eder. Rigiracciolo ve arkadaslari, hipoksik ortamda HIF-1a'nin VEGF geninin
transkripsiyon aktivasyonunu diizenledigini gosterdi (52). Yeni dogan retinopatisi ile
ilgili bir galismada, hipoksinin HIF-I a'nin upregiilasyonunu indiikledigini ve VEGF
ekspresyonunu daha da artirdigini, novaskiilarizasyonu kolaylastirdigi, boylece
hastaligin baglangicini ve ilerlemesini hizlandirdigi gosterilmistir(53). Son yillarda
yapilan ¢alismalarda retina anjiyogenezi ve hipoksi siirecinde HIF-10 ekspresyonunun
onemli Ol¢lide arttig vitreusda HIF-1lo'nin azalmast VEGF ekspresyonunu azalttigi
gosterildi (54). HIF-1 inhibitori akriflavinin, proliferatif diyabetik retinopati ve diger
iskemik retinopatiler ile iligkili retinal neovaskiilarizasyonu baskiladigimn
gosterilmistir (55). Calismamizda ALKAR grubunun kontrol grubuna gore istatiksel
olarak anlamli 6l¢iide HIF1-a miktarinin azalmis oldugu goriildi. HIF 1-a ile VEGF
korelasyonu literatiirdeki 6nceki ¢alismalar ile benzer bulunustur. Daha 6nceki kanser
aragtirmalarinda HIF-1a’y1 baskilayan ve benzer etkiyi ARPE 19 hiicrelerinde de
gosteren ALKAR’in hipoksinin patofizyolojide rol oynadigi retinal hastaliklarda
faydali olabilecegini gostermektedir.

CXCR4, membran yerlesimli, hipoksiyle iliskisi gosterilen, Stromal cell-
derived factor 1 (SDF-1) i¢in spesifik bir alfa-kemokin reseptoriidiir (112). Kanser
hiicreleri {izerinde yapilan ¢alismalar, hipoksi sirasinda CXCR4 ekspresyonunun
arttigin1 ve VEGF upregiilasyonuna aracilik ettigini ortaya koymustur (113, 114). Bu,

CXCR4'iin neovaskiilarizasyonun inhibisyonu i¢in yararli bir hedef olabilecegini
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diisiindiirmektedir. ARPE 19 hiicrelerinde yapilan ¢alismada Resveratroliin CXCR4'i
hedefleyerek retinal neovaskiilarizasyonu baskilamak i¢in terapotik bir ajan olarak
kullanilabilecegini gostermistir (102). SDF-1 / CXCR4'iin; retina anjiyogenezinde ug
hiicrelerin ve mikrogliyanin aktivasyonu ve hareketleri tizerinde 6nemli etkileri
oldugunu, sistemik inhibisyonunun in vivo retinal vaskiiler gelisimde filizlenme
anjiyogenezini engelledigi gosterildi (115). Diyabetik retinopati modelindeki farelerde
hiperglisemiye maruz kalan ARPE-19 hiicrelerinde SDF-1/CXCR4’iin upregiile
oldugu da gosterilmistir (116). Bizim c¢alismamizda daha Onceki hipoksi
modelleridekine benzer sekilde kontrol grubumuzda CXCR4 miktarin istatiksel
olarak anlamli 6lgtide (p<0.05)artmis olup korele sekilde VEGF miktarinin da arttigini
tespit ettik. ALKAR tedavi grubunda ise hem CXCR4’iin hem de VEGF miktarinin,
sadece CoCI2 verdigimiz sham grubuna gore istatiksel olarak anlamli 6l¢iide (p<0.05)
azaldigini tespit ettik. Dolayisi ile CXCR4 diizeyine etki eden ALKAR; indirekt olarak
VEGF diizeylerine olan etkisi ile anti- VEGF’lerin kullanildig1 hastaliklarda da faydali
olabilecegi kanaatini dogurmustur.

Bu calismada CoCI2 kullanilarak ARPE-19 hiicrelerinde olusturulan hipoksi
modelinde; ALKAR’mm CXCR4 ve VEGF arasindaki etkilesimleri hedeflenerek
neovaskiilarizasyonu baskilama potansiyeli degerlendirildi. Diger ¢alismalara benzer
sekilde, CXCR4 ve VEGF diizeylerinin kimyasal olarak indiiklenen hipoksi sirasinda
arttig1 dogrulandi (117). ALKAR’1in CXCR4 ekspresyonunu ve VEGF sekresyonunu
inhibe ettigi gosterildi. Ayrica hipoksi ortaminda ALKAR grubu canlilik analizinde
kontrol grubu ile kiyaslandiginda istatistiksel olarak anlamli Sl¢iide daha fazla
bulunmustur ve ALKAR’1n hipoksi ortamina maruz kalan retina hiicrelerinde protektif
etkinligi gosterildi. Bu sonuglar birlikte degerlendiginde patofizyolojisinde
hipoksinin, oksidatif stresin, inflamasyonun ve apoptozisin rol aldigt YBMD’nin

tedavisinde ALKAR’n fayda saglayacagini diigiindiirmistiir.
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