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OZET

Calismamizin amaci, oksijen endiikte retinopati (OER) in vivo fare modelinde, Apigenin’in
intravitreal ve intraperitoneal farkli dozlarda retinal endotelyal hiicre proliferasyonu, retina

morfolojisi ve apoptoz tizerindeki etkilerinin incelenmesidir.

Toplam 50 adet yeni dogan C57BL/6J 1rki fare calismaya dahil edilmistir. Otuz bes adet fare,
anneleriyle birlikte postnatal 7. gline kadar oda ortaminda yasadiktan sonra, postnatal 7-12.
giinler arasinda %75 + 2 oksijene tabi tutulmustur ve postnatal 12. giinde tekrar oda ortamina
(%21 oksijen) alinarak enjeksiyon uygulamalar1 yapilmistir. Postnatal 17. giin fareler eniiklee
edilmistir ve preretinal neovaskiilarizasyonun kantitatif analizi, apoptotik hiicre 6limii ve
morfolojik yap1 incelenmesi yapilmistir. Analizler i¢in her biri 5 fareden olusan 10 grup
olusturulmustur. Grup-A oksijene tabi tutulmamis, islem gormemis; Grup-B oksijene tabi
tutulmadan 1 pl intravitreal steril dimetil siilfoksit (DMSO) soliisyon enjeksiyonu
uygulanmis; Grup-C oksijene tabi tutulmus, islem goérmemis; Grup-D oksijene tabi tutulmus,
1ul intravitreal steril DMSO soliisyon enjeksiyonu uygulanmis; Grup-E ve -F sirasiyla oksijen
sonrast 10 pg/ml ve 20 pg/ml intravitreal Apigenin enjeksiyonu uygulanmis; Grup-G ve -H
sirastyla oksijen sonrast 10 mg/kg ve 20 mg/kg intraperitoneal Apigenin enjeksiyonu
uygulanmis; Grup-I oksijene tabi tutulmadan 3 pl intraperitoneal sterii DMSO soliisyon
enjeksiyonu uygulanmis; Grup-J oksijene tabi tutularak, 3 pl intraperitoneal steril DMSO

sollisyon enjeksiyonu uygulanmis gruplari temsil etmektedir.

Kontrol gruplar kendi aralarinda karsilastirildiginda, oksijene tabi tutulan gruplarda endotel
hiicre ¢ekirdegi ve atipik mitokondri sayisinda anlamli artis saptanirken (p<0,0001), apoptotik
hiicre sayisinda farklilik izlenmemistir. Grup-C ile karsilastirildiginda, Grup-E, -F, -G ve -
H’de endotelyal hiicre ¢ekirdegi, atipik mitokondri ve apoptotik hiicre sayisinda istatistiksel
olarak anlamli azalma oldugu izlenmistir (tiimii icin p<0,0001). Isik mikroskopisi ile

bakildiginda Apigenin gruplarinda kistik dejenerasyon veya hiicre kayb1 tespit edilmemistir.

Sonu¢ olarak Apigenin, neovaskiilarizasyon, mitokondriyal dismorfoloji ve apoptotik

aktiviteyi baskilamakta, okiiler neovaskiiler hastaliklarin tedavisinde umut vaat etmektedir.

Anahtar kelimeler: Apigenin, Apoptozis, Flavonoid, Neovaskiilarizasyon, Prematiire

retinopatisi



ABSTRACT

Effects of Intravitreal and Intraperitoneal Apigenin Injection on Retinal Endothelial
Cell Proliferation, Retinal Morphology and Apoptotic Cell Death in an Oxygen Induced
Retinopathy In Vivo Mouse Model

The aim of our study was to investigate the effects of different concentrations of Apigenin on
retinal endothelial cell proliferation, retinal morphological structure and apoptotic cell death

in an in vivo oxygen-induced retinopathy (OIR) mouse model.

A total of 50 newborn C57BL/6J mice were included in the study. Thirty-five mice, with their
mothers, were exposed to 75 £ 2 % oxygen between postnatal 7-12th days and the injections
were held on postnatal 12th day after they were taken back to room air (21% oxygen). On
postnatal 17th day, mice were enucleated and quantitative analysis of preretinal
neovascularization, apoptotic cell death and morphological structure analyses were
performed. For the analyses, 10 groups, each consisting of 5 mice were organised. The
groups were represented as: Group-A without any oxygen exposure or injections; Group-B
injected with 1 pl intravitreal sterile dimethyl sulfoxide (DMSO) solution without oxygen
exposure; Group-C oxygen exposed but not treated; Group-D injected with intravitreal 1 pl
sterile DMSO solution after oxygen exposure; Group-E and -F treated with 10 pg/ml and 20
pg/ml intravitreal Apigenin respectively after oxygen exposure; Group-G and-H treated with
10 mg/kg and 20mg/kg intraperitoneal Apigenin respectively after oxygen exposure; Group-I
injected with 3 pl intraperitoneal sterile DMSO solution without oxygen exposure; Group-J

injected with 3 pl intraperitoneal sterile DMSO solution after oxygen exposure.

When the control groups were compared, a significant increase in endothelial cell and atypical
mitochondrion counts were detected in the oxygen exposed groups (p<0,0001), while no
significant difference was noted in apoptotic cell counts. When compared with Group-C,
statistically significant decrease in endothelial cell, atypical mitochondrion and apoptotic cell
counts of Group-E, -F, -G and -H were observed (p<0,0001 for all). None of the groups with

Apigenin injections revealed cystic degeneration nor cell loss under light microscopy.

In conclusion, Apigenin supresses the neovascularisation, mitochondrial dysmorphology and

apoptosis and is promising for the treatment of ocular neovascular diseases.

Key words: Apigenin, Apoptosis, Flavonoid, Neovascularisation, Retinopathy of prematurity
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1. GIRIS

Embriyonal yasamda vaskiilogenez ve anjiogenez mekanizmalari ile vaskiiler sistemler
gelismektedir. Eriskin donemde ise gelisim tamamlandiktan sonra vaskiilogenez ve endotel
hiicre proliferasyonu durmaktadir. Ancak bazi patolojik siiregclerde anormal endotel hiicre
proliferasyonu ve neovaskiilarizasyon izlenmekte, kornea, iris, optik disk, retina yapilar
etkilenebilmektedir. Patolojik neovaskiilarizasyon sonucu olusan damarlar kirilgan yapida
olup sizinti, hemoraji, eksudasyon ve fibrozise neden olarak gorme azalmasi ile

sonuc¢lanabilmektedir (1).

Retinal vaskiiler hastaliklar, tiim yas gruplarini ilgilendiren gorme kaybinin major
nedenlerindendir (2). Patolojik okiiler neovaskiilarizasyon, basta diyabetik retinopati
(DRP), retinal ven tikanikliklari, prematiire retinopatisi (PR), yasa bagli makiila
dejenerasyonu (YBMD) olmak iizere daha birgok hastalikta 6nemli bir gérme kaybi ve

korliik nedenidir (3, 4).

Neovaskiiler okiiler hastaliklarda giincel medikal tedavide siklikla anti-vaskiiler endotelyal
biiyiime faktorii (VEGF) etkili ajanlar kullanilmaktadir. Ancak, ¢alismalar patogenezde
VEGF disinda birgok immun mediatériin rol oynadigini goéstermektedir (5). Sato ve
arkadaslarinin ¢alismasinda PR olgularinda 27 sitokinin vitreustaki seviyesi incelenmis ve
interlokin (IL) -6, IL-7, IL-10, IL-15, eotaksin, fibroblast biiylime faktorii (FGF),
graniilosit koloni stimiilan faktdr, graniilosit-makrofaj koloni stimiilan faktor, interferon-y-
indiiklenebilir protein-10, siklooksijenaz gibi faktorlerin seviyeleri yiiksek bulunmustur.
Bu mediatorlerin preretinal neovaskiilarizasyonun gelismesine katkida bulundugu

gosterilmistir (6).

Apigenin, (4°, 5, 7,-trihidroksiflavon) meyve ve sebzelerde yaygin olarak bulunan bir
flavonoiddir (7). Literatiirde daha Once Apigenin’in anti-oksidatif, anti-tiimdral, anti-
inflamatuar aktivitelerinin oldugu gosterilmistir (8-10). Daha 6nce in vitro ¢alismalarda
Apigenin’in, endotel hiicre proliferasyonu ve migrasyonunu engelledigi gosterilmistir (11).
Insan retina pigment epiteli (RPE) hiicrelerinden uyarilmis VEGF salmiminin, Apigenin ile
azaldig1 gosterilmistir (12). Bir diger ¢calismada ise Apigenin’in PR patogenezinde 6nemli
yer tutan hipoksi ile indiiklenebilen faktér-1 (HIF-1) ve VEGF genlerinin ekspresyonunu
azalttig1 izlenmistir (13). Apigenin’in daha 6nce hayvan modelinde laser ile indiiklenen

koroidal neovaskiilarizasyonu intraperitoneal uygulama ile azalttig1 gosterilmistir (7).



Cesitli okiiler neovaskiiler hastaliklarda vaskiiler yatak ve dokuda yayilim tarzi farklilik
gostermekle beraber, patolojik diizeyde olusan damarsal yapilar tiim okiiler neovaskiiler
hastaliklarda benzer 6zellikleri tasimaktadir (14, 15). Bu sebeple 1994 yilinda Smith ve
arkadaslar1 tarafindan olusturulan oksijen endiikte retinopati (OER) fare modeli
kullanilarak basta PR olmak tizere retinal vaskiiler hastaliklarda etkin ve giivenli olabilecek

tedavi yontemleri arastirmak miimkiindiir (16).

Calismamizda hedefimiz, OER in vivo fare modelinde, C57BL/6J irki fare kullanarak,
Apigenin’in intravitreal ve intraperitoneal farkli dozlarda uygulandiginda retinal endotelyal

hiicre proliferasyonu, retina morfolojisi ve apoptoz iizerindeki etkilerini arastirmaktir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Normal ve Patolojik Okiiler Vaskiilarizasyon

Embriyogenez sirasinda endotel hiicreleri mezodermal adaciklardan farklilasir ve yeni
damar olusumu i¢in ¢ogalir (17, 18). Normal damar olusumu vaskiilogenez ve anjiogenez
mekanizmalar1 araciligiyla miimkiin olmaktadir. Vaskiilogenez, anjioblast adi verilen
endotelyal prekiirsor hiicrelerin farklilagsmasiyla de novo olarak yeni damar olusumu iken,
anjiogenez ise var olan damarlardan tomurcuklanma ile yeni kapiller gelisimini

tanimlamaktadir (1, 17).

Normal retinal vaskiiler gelisim siirecinde, oncelikle vaskiilogenez ile vaskiiler prekiirsor
hiicreler tarafindan ana vaskiiler pleksus olusmakta, daha sonra gelismekte olan retinanin

artan metabolik ihtiyag¢lar1 dogrultusunda anjiogenez ile vaskiiler ag genislemektedir (19).

Retinal damar olusumunda oksijenin rolii oldugu bilinmektedir. Rosen ve arkadaslar1 in
vitro olarak endotel hiicre proliferasyonunun ortamdaki oksijen yogunlugu ile ters orantili
oldugunu gostermislerdir (20). Gelisen noronlarin metabolik ihtiyaclarmin yarattig
fizyolojik hipoksinin, normal retinal vaskiilarizasyonda onemli bir faktoér oldugu ortaya
konulmustur (21). Hipoksi sonucu glial hiicrelerden basta VEGF olmak {izere pro-
anjiojenik mediatorlerin salinimi ile endotel hiicre gocili, farklilagsmasi ve g¢ogalmasi
uyarilmaktadir (22). Hiperoksik durumda ise anti-anjiojenik faktorler salinarak, pro-
anjiojenik faktorler azalmaktadir (21). Boylelikle anjiogenez bir denge iginde

tutulmaktadir.

Vaskiiler sistem gelisimi tamamlandiktan sonra vaskiilogenez gerilemekle birlikte,
anjiogenez yara iyilesmesi, doku tamiri gibi durumlarda eriskin donemde de varligini

siirdiirebilmektedir (23).

Fizyolojik rollerinin yam sira, anjiogenez patolojik siire¢lerde de ortaya c¢ikmaktadir.
Patolojik anjiogenez bir¢ogu tanimlanmis pro-anjiojenik ve anti-anjiojenik mediatorler
arasinda dengenin bozulmasi sonucu ortaya ¢ikmaktadir (15, 23, 24). Okiiler dokularda
anormal anjiogenez tiim yas gruplarinda Onemli korlik nedeni olusturan okiiler
neovaskiiler hastaliklarin temelini olusturur (25). Cocukluk doneminde PR, eriskin

donemde DRP ve ileri yasta YBMD bu hastaliklarin en 6nemlileri arasindadir (26-30).



Yeni olusan damarlar kornea, retina, koroid, iris ve optik disk gibi tiim okiiler dokular1
etkileyebilmekte, bu damarlarda normal damar duvarinda mevcut olan siki baglantilarin

yoklugu nedeniyle sizint1 ve kirilgan yap1 nedeniyle hemorajiler olusabilmektedir (1).

Okiiler anjiogenez, yara iyilesmesine benzer sekilde inflamasyon ve miyofibroblast
formasyonu ile birlikte goriilmektedir. Bu sebeple, hastalik siirecinde transforme edici
biiyiime faktorii (TGF) -fl1 ve bag doku biiyiime faktorii (CTGF) gibi pro-fibrotik
mediatorlerin artisiyla anjiojenik fazi takip eden fibrotik faz goriilebilmekte ve sonucta
fibrozis, traksiyonel retina dekolmani tablolarina neden olarak kalic1 gérme kaybina yol

acabilmektedir (31, 32).

Okiiler anjiogenez ile iliskili patolojilerde, anjiogenez muhtemelen ndronal
metabolizmadan kaynakli lokal doku hipoksisi, inflamasyon ve oksidatif stres ile
tetiklenmektedir. Neovaskiilarizasyonun baglica sorumlusu olarak degerlendirilen VEGF
salimiminin, RPE, astrosit, Miiller hiicresi, endotel hiicresi, ganglion hiicresi olmak iizere

en az bes farkli retinal hiicre tipi tarafindan gergeklestirildigi gosterilmistir (23).

Ilk defa 1948 yilinda iskemik retinopatilerde, iskemik retinadan neovaskiilarizasyondan
sorumlu anjiojenik faktér salinimi oldugu 6ne siiriilmiistiir ve bu tarihten itibaren bu

faktorleri tanimlamaya yonelik calismalar hiz kazanmistir (33).

Hastaliklarin anlagilmas1 ve tedavi yontemlerinin gelistirilmesinde hayvan modellerinin
gelistirilmesi olduk¢a Onemli yer tutmustur. Oksijen endiikte iskemik retinopati fare
modeli, bu modellerin en faydalis1 olarak 6ne ¢ikmistir (16). Oksijen endiikte iskemik
retinopati fare modelinde spesifik bir VEGF antagonistinin retinal neovaskiilarizasyonu
baskiladiginin gosterilmesi ile ilk defa VEGF nin retinal neovaskiilarizasyonu uyardigi net
olarak gosterilmistir. Calismalarda ayrica VEGF’nin normal retinal gelisim igin gerekli
oldugu, yiiksek oksijen konsantrasyonlarinin VEGF’nin baskilanmasi, yeni damar
olusumunun gerilemesi ve bdylece perfiize olmayan iskemik retina alanlarinin ortaya
cikmasina sebep oldugu gosterilmistir (34, 35). Hiperoksik ortam sonrasi tekrar oda
oksijenine gecilmesi ise iskemik alanlarda hipoksiye neden olmakta ve bu alanlardan
artmis VEGF salinimu ile retinal neovaskiilarizasyon gelisimi ortaya ¢ikmaktadir (36, 37).
Yine bu modelde iskemik retinadan salinan HIF-1a diizeyleri ile VEGF diizeylerinin dogru

orantil1 oldugu gosterilmistir (38).



Takiben ilerleyen donemde, HIF-1 iligkili faktorler olan plasental biiylime faktorii (PIGF),
platelet kdkenli biiylime faktorii (PDGF), stromal kokenli biiyiime faktoriiniin, ayrica TGF,
epidermal biiyiime faktorii (EGF), tiimor nekroz faktorii (TNF) -a, insiilin benzeri biliylime
faktorii (IGF), vaskiiler endotelyal-kadherin, IL’lerin ve FGF ailesinin iskemik retinada

neovaskiilarizasyona katki sagladig1 gosterilmistir (23, 39-42).

Okiiler neovaskiiler hastaliklarin anlagilmasi ve tedavisinde kullanilabilecek anjiogenez
kaskadin1 farkli basamaklarda inhibe eden molekiillere yonelik arayislar devam etmektedir

(14, 24, 43).
2.2. Anjiogenezde Etkili Mediatorler

Anjiogenez, anjiogenetik ve anjiostatik faktorlerin arasindaki dengenin anjiogenetik
faktorler lehine bozulmasi ile ortaya cikmaktadir (17, 44). Yakin donemde yapilan
calismalar anjiogenezin basta VEGF ailesi olmak iizere TGF, EGF, PDGF, FGF ailesi,
TNF-a, IGF, vaskiiler endotelial kadherin, IL’ler, integrinler, prostaglandinler, eritropoetin
(EPO) ve diger biiyiime faktorleri tarafindan uyarildigii gostermistir. Endojen anjiostatik
diizenleyiciler ise trombospondin, anjiostatin, endostatin, pigment epitelinden derive faktor

(PEDF), ¢esitli kemokinler, IL’ler, TGF-P olarak siralanabilmektedir (45, 46).
2.2.1. Vaskiiler Endotelyal Biiyiime Faktorii

Vaskiiler biiyltime faktorleri; PIGF, VEGF-A, VEGF-B, VEGF-C, VEGF-D ve viral VEGF
homologu VEGF-E den olusan bir protein ailesidir (47-50).

Vaskiiler endotelyal biiyiime faktorii-A, anjiogenezin temel diizenleyici ajanidir ve endotel
hiicre gogti, proliferasyonu, damarsal gecirgenlik artisindan sorumludur (51). Vaskiiler
endotelyal biliylime faktorii-B’nin diisiik anjiojenik aktivite gosterdigi, VEGF-C’nin ise
ozellikle retinal anjiogenezde dnemli rolii oldugu ve VEGF-A azalmasinda kompansatuar
olarak arttig1 gosterilmistir (52, 53). Vaskiiler endotelyal biiyiime faktorii-D’nin rolii ise
henliz net olarak aydinlatilamamistir. Plasental biiyiime faktoriiniin, VEGF ile
heterodimerler olusturarak neovaskiilarizasyona katki sagladigi hayvan modellerinde

gosterilmistir (54, 55).
2.2.2. Anjiopoetinler/Tie 2

Tie-2, endotel hiicreleri tizerinde bulunan, damarsal aglarin gelisimi ve remodeling siireci

icin Onemli olan bir tirozin kinaz reseptdriidiir. Anjiopoetin (Ang) ailesi ise bu
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reseptorlerin ligandidir. Bu ailenin en ¢ok arastirilan iki iiyesinden Ang-1 aktivator, Ang-2

ise inhibitor etkiye sahiptir (56).

Hayvan modellerinde Ang-1’in anormal anjiogenezi durdurdugu, Ang-2’nin ise pro-
inflamatuar sitokinlere bagli olarak salindigi ve vaskiiler endotel stabilizasyonunu

bozdugu, okiiler neovaskiilarizasyona katki sagladig1 gosterilmistir (57-60).
2.2.3. Hipoksi ile Indiiklenebilir Faktor-1

Hipoksi ile indiiklenebilir faktdr, hipoksik sartlarda indiiklenen HIF-1a ve yapisal olarak
eksprese olan HIF-1p alt gruplarindan olusan heterodimer protein yapida bir transkripsiyon
faktortiidir. Hipoksi ile indiiklenebilir faktdr-1 heterodimeri, hipoksi cevap elemanlari
araciligi ile transkripsiyonel aktiviteyi uyarir. Hipoksi ile indiiklenebilir faktor-1p normal
kosullar altinda hiicrelerde bulunmakta iken, HIF-la ise normal kosullarda
saptanamamakta, hipoksik kosullarda artmaktadir (61). Hipoksik kosullar altinda, HIF
prolil hidroksilazlar1 inaktive olur, bdylece HIF-la artar ve hipoksi cevap genlerinin

transkripsiyonu artar (62).

Ozellikle DRP, retinal ven okliizyonu (RVO), PR gibi retinal iskemi ile seyreden
hastaliklarda hipoksi anahtar faktordiir. Bu hastaliklarda ortaya ¢ikan hipoksi sonucunda
HIF-1 artisina bagl olarak VEGF, PDGF, PIGF, Ang-2 ve bu aracilarin reseptorleri olan
vaskiiler endotelyal biiyiime faktorii reseptorii (VEGFR) -1/2, kemokin reseptor tip 4,
PDGF-B, Tie-2 artis1, bunun sonucunda neovaskiilarizasyon izlenmektedir (63-66). Bu yol
ile oncelikle vaskiiler endotel hiicre aktivasyonu, takiben bazal membran degradasyonu,
endotel hiicre proliferasyonu ve gocii, tiip formasyonu, uzamasi ve matiirasyonu ile okiiler
neovaskiilarizasyon gelismektedir (37, 67, 68). Anjiopoetin-2, reseptoriine baglanarak
bazal membran yikimini saglamakta boylece VEGF’ye cevabi arttirmakta, takiben VEGF
araciligiyla endotel hiicre proliferasyonu ve gocli olmakta, PDGF- araciligr ile
matiirasyon saglanmaktadir (69-71). Fotoreseptdor ve RPE hiicrelerinde oksidatif strese
bagli olarak, YBMD gibi neovaskiilarizasyonla seyreden hastaliklarda HIF-1 artis1 oldugu

1zlenmistir.
2.2.4. Alternatif Kompleman Yolu

Cesitli calismalarda kompleman faktérii H, B ve D’nin YBMD neovaskiilarizasyon
riskinde artisa neden oldugu gosterilmistir (72-74). Kompleman faktorleri C3a ve C5a’nin

ise hayvan modellerinde neovaskiilarizasyonla iligkili oldugu gosterilmistir (75, 76).
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Matriks metalloproteinaz (MMP) aktivasyonu ile alternatif kompleman yolunun

aktivasyonu ile VEGF diizeylerinde artis oldugu gosterilmistir (77).
2.3. Okiiler Neovaskiiler Hastaliklar
2.3.1. Korneal Neovaskiilarizasyon

Kornea normalde avaskiiler bir yap1 olmasina karsin belli kosullar altinda limbal vaskiiler
pleksustan kaynaklanan kapiller damarlarin olusumu ile vaskiilarize olabilmektedir (1).
Genel popiilasyonda korneal vaskiilarizasyon insidansini gosteren yeterli ¢alisma olmasa
da 1996 yilinda yapilan bir ¢alismada genel oftalmoloji klinigine bagvuran hastalarin
yaklagik %4’tiinde korneal neovaskiilarizasyon izlendigi gosterilmistir. Korneal
vaskiilarizasyon; ylizeyel vaskiilarizasyon, vaskiiler pannus ve derin stromal
vaskiilarizasyon olmak {lizere farkli paternlerde ortaya ¢ikabilmektedir (1). Bu durum,
enfeksiyonlar, uzamis kontakt lens kullanimina bagli hipoksi, travma, alkali yaniklar,
immunolojik ve dejeneratif hastaliklarla iligkili olarak ortaya ¢ikmakta, géorme diizeyinde

ciddi azalmaya sebep olabilmektedir.
2.3.2. iris Neovaskiilarizasyonu

[ris neovaskiilarizasyonu (NVI) basta diyabet ve RVO olmak iizere gesitli okiiler ve
sistemik hastaliklara sekonder olarak ortaya c¢ikmaktadir. Proliferatif DRP mevcut
hastalarin %2.3-2.5’inde, santral retinal ven okliizyonu (SRVO) olan hastalar %20’sinde,
iskemik SRVO mevcut hastalarin ise %45-80’inde NVI olusmaktadir (78-80). Diger NVI
nedenlerinden bazilar1 ise okiiler iskemik sendrom, vaskiilitler, karotikokavernoz fistiil,
PR, iiveit, retina dekolmani, Coats hastaligi, goz i¢i cerrahisi, travma, orak hiicreli anemi,
retinoblastom, melanom olarak belirtilmektedir. Neovaskiilarizasyon ¢ogunlukla retinal

hipoksi, iskemi ve buna sekonder salinimi artan anjiojenik ajanlar ile uyarilmaktadir (78).

Yeni damar olusumlar1 iris on yiizeyi ve On kamara acisinda ortaya c¢ikmaktadir.
Neovaskiiler yapilar oncelikle iris kokii yakininda ve pupil marjininde bulunan kapiller
yataklardan koken alarak iris stromasi i¢inde gelismekte ve takiben iris On yliziinde pupil
kenar1 ve acida damar yumaklar1 seklinde ortaya ¢ikmaktadir. Normal iris damarlarinin
aksine bu yapilar oldukc¢a kirilgan olup floressein sizintisina neden olabilmektedir. Uzun
stire belirti vermeden sessiz kalabilse de fibroz doku gelisiminin eslik etmesi ve aginin
isgali ile ikincil neovaskiiler glokoma neden olarak siddetli agr1 ve gérme kaybina neden

olabilmektedir. Iris neovaskiilarizasyonu eniikleasyon igin 6nemli bir endikasyon
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olusturmaktadir ve gesitli serilerde eniikleasyon yapilan gdzlerin %12-15inde NVI oldugu

gosterilmistir (1).
2.3.3. Retinal Neovaskiiler Hastahklar

Retina dual bir vaskiiler sisteme sahiptir: dis 1/3’ii koroidden, i¢ 2/3’1i ise santral retinal
arter tarafindan beslenmektedir. Embriyolojik siirecte koroidal damarlarin olusumu erken
donemde RPE’den VEGF-A iiretiminde artis ile gelismektedir (81). I¢ tabakalar ise erken
embriyolojik donemde hiyaloid sistem ile beslenmektedir. Okiiler gelisimin ge¢ doneminde
hiyaloid sistem gerilemekte, gelismekte olan noronlarin metabolik ihtiyaci artmakta, retina
hipoksik hale gelmekte ve yeni damar olusumu bdylece uyarilmaktadir (23). Retinal
vaskiiler yapilarin olusumu 14. gestasyonel haftada prekiirsor anjioblastlarin
farklilasmasiyla baslamaktadir. Primordial damarlarin gelisimi sonrasi retinal anjiogenez
optik sinir basinda yiizeyel olarak baslamakta, bu merkezi noktadan i¢ retina yiizeyi
boyunca radiyal olarak devam etmektedir. Derin vaskiiler pleksus ise yiizeyel arterlerden
tomurcuklanma ile kapiller agin derin retinal tabakalara dogru ilerlemesi ile olusur. Retinal
anjiogenez oksijen ihtiyaci ile yakindan iligkilidir. Yiiksek oksijen konsantrasyonu, hipoksi
ile indiiklenen VEGF iiretimini baskilar ve yeni damar olusumu azalir (15, 19, 82, 83).
Boylece koroid gelisimi 3. gestasyonel ayda tamamlanirken, retina damarlarinin gelisimi
ise nazal retinada 36. hafta, temporal retinada ise 40-42. haftaya kadar devam

edebilmektedir (82).

Lokal doku hipoksisi, inflamasyon ve oksidatif stres gibi durumlar bu normal gelisim
siireci disinda retinal anjiogeneze neden olabilmektedir. Vaskiiler endotelyal biiyiime
faktorii bu siiregte temel rolii oynamaktadir ve in vitro ¢aligmalar hipoksi durumunda artan
VEGF diizeylerinden 0zellikle Miiller hiicreleri ve astrositlerin sorumlu oldugunu
gostermektedir (19, 84, 85). Retinada neovaskiiler hastaliklar retinal damarlardan kéken
alarak preretinal veya koroidden koken alarak subretinal anjiogenezis nedeniyle ortaya

¢ikmaktadir (23).

Preretinal anjiogenez, kapiller nonperflizyon ve lokal iskemi ile seyreden, iskemik
retinopatiler olarak degerlendirilen RVO, DRP, PR gibi hastaliklarda ortak bir sonug
olarak gelismektedir. iskemik retina alanlarindan salinim artan anjiojenik faktérler, vitreus
kavitesinde fibrovaskiiler membranlarin olusumu ve buna bagli komplikasyonlara neden

olmaktadir.



Subretinal anjiogenez ise RPE, Bruch membran:i ve koroidi etkileyen patolojiler sonucu
ortaya ¢ikar. Inflamasyon, hipoksi, oksidatif stres ile birlikte Bruch membrani
biitlinliigiinde bozulmaya bagli bir yara iyilesmesi cevabi olarak ortaya c¢ikmaktadir.
Koroidal neovaskiilarizasyon, RPE-Bruch membrani arasinda ya da RPE ile nérosensoriyal
retina arasinda yerlesebilmektedir. ilerleyen dénemde neovaskiilarizasyon atrofik bir alan

birakarak gerileyebilmekte veya fibrotik skar olusumuna neden olabilmektedir (23).
2.4. Prematiire Retinopatisi
2.4.1. Prematiire Retinopatisi Patogenezi

Prematiire retinopatisi ilk defa 1942 yilinda Terry tarafindan tanimlandigindan beri
patogenezinin anlagilmasinda birgok gelisme olmasina ragmen hala ozellikle gelismis ve

gelismekte olan tilkelerde cocukluk ¢agindaki korliiklerin 6nemli bir nedenidir (86, 87).

Prematiire retinopatisi, anjiogenezin devamliligim1 saglayan fizyolojik kosullarin
bozulmasiyla ortaya ¢ikar (88). Prematiire infantlarin retina vaskiilarizasyonu
tamamlanmamistir ve gestasyonel yas ile orantili periferik avaskiiler bir retinal zon

mevcuttur (89, 90).

Prematiire retinopatisi, vazo-obliteratif faz ve vazo-proliferatif faz olmak {izere birbirini
takip eden iki fazdan olusmaktadir (91). ilk basamak olan vazo-obliteratif faz, dogumda
baslar ve postmenstriiel 30-32. haftaya kadar devam eder. Prematiire infantlarda in utero
devam etmesi gereken vaskiiler gelisim yavaslamaktadir ve gelismis damarlarda gerileme
gorilmektedir. Ekstrauterin ortamdaki rolatif hiperoksi ve prematiirelere verilen destek
oksijen tedavisi bu siire¢ten sorumlu tutulmaktadir (90). Intrauterin kosullarda kanda %70
olan oksijen satiirasyonu ekstrauterin ortamda %100 olmaktadir. Intrauterin kosullarda
arteriyel oksijen basinct 30 mmHg iken, ekstrauterin ortamda bu diizey 60-100 mmHg
arasinda degismektedir. Artan oksijen diizeyleri ile hipoksi bagimli anjiojenik faktorler
azalmakta, damar gelisimi gerilemekte, daha Onceden olugsmus damarlarda ise

konstriksiyon ve retraksiyon olmaktadir (91, 92).

Ikinci basamak olan vazo-proliferatif faz ise postmenstriiel 32-34. haftalarda baslamaktadir
ve karakteristik 0©zelligi hipoksi ile indiiklenen neovaskiilarizasyondur. Prematiire
retinopatisinin bu fazi, diger proliferatif iskemik retinopatilere benzerlik gostermektedir
(90). Bu fazda; infantin gelisimi devam ettik¢e, vaskiilarizasyonu tamamlanmamis retina

alanlan gittikce metabolik olarak daha aktif hale gelmektedir, vazo-obliteratif fazda hasar
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gormiis damarlar retinada artan oksijen ihtiyacini karsilayamamakta ve bu durum doku
hipoksisine neden olmaktadir. Bu hipoksiye ikincil olarak ise daha once baskilanan
HIF’lerin artisi olmakta ve bu durum avaskiiler-vaskiiler retina smirinda yeni damar
olusumuna yol agmaktadir (92). Zamanla damarlarin bu patolojik gelisimi retinadan
vitreusa uzanan fibroz skarlara, retina dekolmani ve potansiyel olarak korliige yol

acabilmektedir.

Prematiire retinopatisini anlamak i¢in kedi, kdpek, rat ve farelerde OER hayvan modelleri
gelistirilmistir. Bu modeller arasindan fare OER modeli, retinal neovaskiilarizasyonun ve
Ozellikle PR’nin ikinci fazinin tekrarlanabilir, dlgiilebilir, glivenilir ve ucuz bir modeli
olmasi dolayistyla en popiileri olmustur. Fare modelini uygun kilan birgok etken vardir.
Oncelikle, fare retinasmin normal gelisimi dogum sonrasi 2 hafta icinde olmakta ve
vaskiiler gelisimin tim asamalarmin gozlemlenmesine izin vermektedir. Yeni dogan
farenin retinal damarlarinin gelisim asamasi, prematiire infantlarin 4-5. gestasyonel
aylardaki gelisimleri ile uyumludur. Vaskiiler gelisim insandakine benzer sekilde yiizeyel
tabakay1 olusturan prekiirsor hiicrelerle baglamakta, daha sonra derin tabaka olusmaktadir
(16). Bu modelde fareler postnatal 7-12. giin aras1 %75 oksijene maruz birakilmaktadir.
Farelerin hiperoksiye maruz kaldiklar1 bu dénemde, PR’nin ilk fazini taklit eder sekilde
damarlarda gerileme, normal radiyal damar gelisiminde yavaglama goriilmektedir. Daha
sonra fareler oda ortamina alinmakta, nonperfiize retina alanlar1 bdylece hipoksik
kalmakta, anjiojenik faktorler salinmakta ve retinal neovaskiilarizasyon ortaya ¢ikmaktadir.
Oksijen endiikte retinopati modelinin bu neovaskiiler faz1 hem PR’nin ikinci fazina hem de

diger proliferatif retinopatilere benzerlik gdstermektedir (90).
Hipoksi Ile Indiiklenebilir Faktorler Ve Prematiire Retinopatisi Gelisimi
Vaskiiler Endotelyal Biiyiime Faktorii

Vaskiiler endotelyal biiylime faktorii salinimi primer olarak HIF-1 ile kontrol edilmektedir.
Fare OER modelinde, hiperoksi durumunda 6 saat sonrasinda hem VEGF mesajci
riboniikleik asit (mRNA) hem de VEGF proteininin azaldig gosterilmistir. Vaskiiler
endotelyal biiylime faktorii azalmasina bagli olarak da damar gelisimi yavaslamakta ve
olusmus damarlar gerilemektedir. Eksojen olarak VEGF ve VEGFR-1 spesifik ligand
PIGF-1 verildiginde vazo-obliterasyonun engellenebildigi boylece VEGF’in PR’nin 1.

fazinda 6nemli rol oynadig1 gosterilmistir. Oda kosullarina donen farelerde 6-12 saat sonra
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VEGF diizeylerinin arttifit ve neovaskiilarizasyon baglayana kadar korundugu

gosterilmistir (35, 37, 93).
Eritropoetin

Fetal karacigerden salgilanan bir hormon olan EPO kemik iliginde eritropoezi arttirmakta,
vaskiiler hiicrelerde apoptozu inhibe etmekte, anjiogenez regiilasyonunda gorev almaktadir

(94). Eritropoetin ekspresyonu HIF-1 ile kontrol edilmektedir.

Fare modelinde retina damarlarinda EPO proteini ve reseptOriiniin varligi gosterilmistir.
Hiperoksik kosullarda EPO mRNA ekspresyonu azalmakta, PR’nin ikinci fazinda ise
artmaktadir (95).

Maternal Kokenli Faktorler Ve Prematiire Retinopatisi Gelisimi
Insiilin Benzeri Biiyiime Faktorii-1

Normal anjiogenez igin biiyiime hormonu ve effektdrii IGF-1 gereklidir (96). Insiilin
benzeri biiylime faktorii-1 defekti olan farelerde normal damar gelisiminin olmadig

gosterilmistir (97).

Oksijen endiikte retinopati fare modelinde, eksojen IGF-1 reseptdr antagonisti verildiginde
retina neovaskiilarizasyonunda azalma oldugu gosterilmis, IGF-1 diizeyindeki azalmanin
endotel hiicre proliferasyonu i¢in gerekli olan VEGF aracili mitojen aktiveli protein kinaz
(MAPK) yolu aktivasyonu ve Akt/Protein kinaz B yolunu baskiladigi gosterilmistir.
Vaskiiler endotelyal biiylime faktoriiniin endotel hiicreleri {izerinde etkili olabilmesi i¢in

IGF-1 gerekmektedir (98).

Preterm infantta diisiik diizeydeki IGF-1, infant gelisimi silirecinde endojen liretim ile
artmakta, bdylece VEGF iliskili neovaskiilarizasyon ortaya c¢ikmaktadir (88). Insiilin
benzeri biliylime faktorii-1 ayrica normal vaskiiler gelisim i¢in gereklidir. Calismalarda PR
gelisimi Oncesi pretermlere IGF-1 destegi yapilmasinin PR gelisimini engelleyebildigi ve
normal vaskiilarizasyonu uyardigi, ancak PR’nin proliferatif fazinda verildiginde ise

neovaskiilarizasyonu arttirdig1 gosterilmistir (24, 98).
Omega-3 Coklu Doymamus Yag Asitleri

Anneden bebege Ozellikle 3. trimesterde ¢coklu doymamis yag asitlerinin transferi oldugu

icin yenidogan pretermlerde genellikle bu faktoriin eksikligi s6z konusudur (99, 100).
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Omega-3 ve -6 yag asitleri arasindaki denge retinada noronal ve vaskiiler hiicre canlilig

icin biiyliik 6nem tagimaktadir (101-103).

Oksijen ile indiiklenen retinopati fare modelinde omega-3 yag asidi destegi anti-VEGF

tedaviye benzer etki gostermektedir (92).
2.4.2. Prematiire Retinopatisi Sitmiflandirma ve Tedavisi

Hastaligin son siniflandirilmasi 1984 yilinda kabul edilen ve 1987 yilinda gelistirilen
“International Classification of Retinopathy of Prematurity (ICROP)” temel alinarak
yapilmaktadir. 2005 yilinda uluslararast1  smiflandirmanin = giincellenmis  sekli
yaymlanmistir. Uluslararas1 siniflandirma sistemine gore hastaligin siddetini 4 etken

belirler (104).

e Hastaligin retinada yerlesimi; zonlarla ifade edilir.
e Retina tutulumunun yayginligi; saat kadrani olarak ifade edilir.
e Hastaligin vaskiiler proliferasyon derecesi; evre olarak ifade edilir.

e Retina arka kutup damarlarinda tortuosite ve dilatasyon varligr (plus

hastalik).
Zon Tanim

Zon I: Merkezi optik disk olan, yarigap1 disk-makiila mesafesinin 2 kati olan dairesel

alandir.

Zon II: Zon I smirindan baglayan, nazalde ora serrataya temporalde anatomik ekvatora

uzanan dairesel alandir.

Zon I1II: Temporalde ora serratada sonlanan yarimay seklindeki alandir. (Sekil 2.4.2.1.)
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Sekil 2.4.2.1. : Prematiire retinopatisi degerlendirilmesinde retinal zonlar

Prematiire retinopatisi degerlendirilmesinde kullanilan zonlar ve saat kadranlarmin sematik goriiniimi
izlenmektedir.

Evreleme

Evre 1 (Demarkasyon hatt1): Ondeki avaskiiler retina ile arkadaki vaskiiler retinay1 ayiran

ince beyaz bir ¢izgi ile karakterizedir.

Evre 2 (Ridge): Demarkasyon hattinin yiikseklik, genislik ve hacim kazanmasiyla

karakterizedir.

Evre 3 (Ekstraretinal fibrovaskiiler proliferasyon): Ridge posteriorundan uzanan
fibrovaskiiler dokunun vitreusa dogru ilerlemesi ile karakterizedir. Vitreusa uzanan
ekstraretinal fibrovaskiiler dokunun yayginligina gore bu evre hafif, orta ve siddetli olmak

tizere lige ayrilir.

Evre 4 (Kismi retina dekolmanti):
Evre 4A: Ekstrafoveal
Evre 4B: Foveal

Evre 5 (Total retina dekolmani): Retina dekolman siklikla traksiyona bagli olmakla

birlikte eksudatif olabilmektedir ve siklikla huni (a¢ik huni/kapali huni) seklindedir.
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Plus Hastalik: Arka kutup damarlarinda arterlerde tortuosite artis1 ve venlerde dilatasyon
olmasi, vitreus hemorajisi ve bulanikligi, iris damarlarinda genisleme ve kivrimlanma
artis1, pupil dilatasyonunda azalma (rijid pupil) plus hastalik olarak ifade edilir. Herhangi
bir evrede plus hastalig1 goriilebilir. Evrenin yanina + veya — isareti konularak gosterilir.

Plus hastalik mevcudiyetinde PR progresyonu hizli olur.

Pre-plus Hastalik: Posterior polde plus hastalik kriterlerine gore yetersiz fakat normalden

daha fazla arteryel tortuosite artis1 ve vendz dilatasyon olmasi.

Agresif Posterior PR: Nadir goriilen hizli ilerleyen ciddi bir durumdur, klasik evreleri

gecirmez. Tedavisiz birakildiginda kisa siirede Evre 5°¢ ilerler.

Tedavi endikasyonu ve tedavinin sonuglart degerlendirilirken gz 6niinde bulundurulmakta
olan kriterler “Cryotherapy for Retinopathy of Prematurity” (CRYO-ROP) ve “Early
Treatment for Retinopathy of Prematurity” (ETROP) calismalarinda tanimlanmastir.

Treshold (Esik) Hastalik (Tedavi evresi): Zon 1 veya Zon 2’de, plus hastalik varliginda
ardisik 5 saat kadrani veya ardisitk olmayan 8 saat kadrani boyunca Evre 3 hastalik
goriilmesi esik hastalik olarak ifade edilmektedir. Esik hastalik tespit edilen bebekler 72

saat i¢inde periferik ablatif tedaviye alinmalidirlar.

Pre-treshold (esik oncesi) hastahk:
Pre-treshold Simiflamasi: ETROP caligmasina gore tedavi kriterleri yeniden belirlenmis,

buna gore hastalar 2 gruba ayrilmistir.
A-Tip 1 (yiiksek riskli pre-treshold):

Zon 1: Plus hastaligin bulundugu herhangi bir evre veya plus hastaligin eslik etmedigi Evre
3
Zon 2: Plus hastalikla birlikte olan Evre 2 veya Evre 3

B- Tip 2 (diisiik riskli hastalik):

Zon 1: Plus hastaligin eslik etmedigi Evre 1 veya Evre 2
Zon 2: Plus hastaligin olmadig1 Evre 3

“Early Treatment for Retinopathy of Prematurity” caligmas1 verilerine gére Tip 1 PR’de
ablatif tedavi onerilmekte, Tip 2 PR’de ise “bekle ve gor” yaklasimi onerilmekte, Tip 1 ya

da esik PR’ye ilerleme durumunda ablatif tedavi 6nerilmektedir.
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Esik hastalik durumunda damarlanmamis 6n retinaya ablatif tedavi 6nerilmektedir. Giincel
olarak bu hastalarda kriyoterapiye karsilik laser fotokoagiilasyon daha sik tercih
edilmektedir.

Hentiz nispeten yeni bir tedavi olmasi ve genis serili yeterli ¢alismanin olmamasi nedeniyle
anti-VEGF tedaviler genellikle ilk tercih olarak kullanilmamaktadir. Ancak yapilan
calismalar tek enjeksiyon ile sistemik ve okiiler yan etki izlenmeden olumlu cevaplar
alindigimi gostermektedir (105, 106). “Bevacizumab Eliminates the Angiogenic Threat of
Retinopathy of Prematurity” (BEAT-ROP) c¢alismasi, Bevacizumab enjeksiyonu ve
konvansiyonel laser fotokoagiilasyon ile ablasyon tedavisini karsilastirmis, Zon 1 Evre 3+
PR’1i hastalarda Bevacizumab’in daha etkin oldugunu gostermistir. Ayrica, Bevacizumab
tedavisinden sonra retinal damarlarin vaskiilarizasyonun kesildigi noktadan daha ileriye
gittigi fakat perifer retinanin tam vaskiilarize olmadig goriilmiistiir. Bevacizumab
monoterapisinin laser fotokoagiilasyonun yan etkileri olan gérme alan1 kaybi ve miyopi
indiiklenmesi gibi durumlardan ka¢inmayi sagladig:r bildirilmistir. Ancak; anti-VEGF
tedavinin fibr6z membranlar {izerinde olumsuz etki gostererek kontraksiyona ve retina
dekolmanina neden olabilecegi gosterilmistir ve giivenilirlik ve etkinligi konusunda daha

ileri calismalara ihtiya¢ duyuldugu belirtilmistir (106).

Prematiire retinopatisinde serdz, traksiyonel ve ileri olgularda ge¢ komplikasyon olarak
regmatojen retina dekolmani gelisebilmektedir. Evre 4 ve 5 hastalarda retinanin
yatismasini saglamak i¢in skleral c¢okertme ve vitrektomi cerrahi secenekler olarak

kullanilabilmektedir (107).
2.5. Giincel Anti-Anjiojenik Tedaviler
2.5.1. Anti-Vaskiiler Endotelyal Biiyiime Faktorii Etkili A janlar

Ranibizumab, Aflibersept ve Pegaptanib intraokiiler kullanim i¢in onay almis,
Bevacizumab onayli olmasa da yaygin olarak kullanilan anti-VEGF ajanlardir (24). Birgok

ajan lizerinde ¢aligmalar devam etmektedir (33).

MPO0112, yas tip YBMD ve diyabetik makiiler 6demde etkinligi arastirilmakta olan,
VEGF’ye baglanarak etki gosteren bir designed ankyrin repeat protein (DARPin)’dir
(108).
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Conbersept, VEGFR-1 ve VEGFR-2 i¢in domain i¢eren bir insan fiizyon proteinidir. Faz 1
calismalarda tek enjeksiyon ile koroidal neovaskiilarizasyon alaninda azalma oldugu

izlenmistir (109, 110).

Pegaptanib (Macugen)

(Macugen; Eyetech Pharmaceuticals Inc, New York ve Pfizer Inc, New York, ABD)

Pegaptanib, polietilen glikol zinciri baglanmis bir riboniikleik asit (RNA) oligoniikleotid
ligandidir (24). Patolojik neovaskiilarizasyondan birincil olarak sorumlu oldugu diisiiniilen
VEGF ¢4 izomerine baglanarak VEGF’nin reseptoriine baglanmasini engeller ve bdylece
neovaskiilarizasyonu inhibe eder (111). Subfoveal neovaskiiler YBMD i¢in 2004 yilinda
Amerikan Gida ve ilag Dairesi (FDA) onay1 almustir.

Ranibizumab (Lucentis)

(Lucentis; Genentech Inc, South San Francisco, CA, ABD)

Ranibizumab, intraokiiler uygulama igin tiretilmis, tim VEGF izoformlarin1 hedef alan bir
humanize antikor fragmanidir (112). Ik defa 2006 yilinda yas tip YBMD’de kullanilmak
tizere FDA onay1 almistir ve bu tarihten beri ¢ok cesitli okiiler neovaskiiler hastaliklarda

tedavi ajan1 olarak kullanilmaktadir (24).
Bevacizumab (Avastin)
(Avastin; Genentech Inc, South San Francisco, CA, ABD)

Bevacizumab, VEGF-A’nin tiim izoformlarina karsi etkili bir humanize monoklonal
antikordur. Bevacizumab, metastatik kolon kanserinde intravendz kullanilmak tzere
gelistirilmis ve bu endikasyonla FDA onayr almistir. Intravitreal Bevacizumab
uygulamasinin siddetli PR gelisimini azalttigi ve kan damarlarinin perifere biiylimesini
sagladig1 gosterilmistir (113). Endikasyon dis1 olarak 6zellikle Ranibizumab ve Aflibersept
gibi diger anti-VEGF ajanlar yayginlasmadan o©nce siklikla okiiler neovaskiiler

hastaliklarin tedavisinde kullanilmistir (24).
Aflibersept (Eylea)

(Eylea; Bayer HealthCare, Almanya)
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Insan immiinglobiilin (Ig) G1’in kristalize olabilen pargasi (Fc) ile VEGF reseptorleri olan
VEGFR-1 ve VEGFR-2’nin Ig domain’lerinden olusan bir reseptdr fiizyon protenidir
(114). Plasental biiylime faktorii ve tim VEGF-A izoformlarini1 inhibe etmektedir. 2011
yilinda FDA onay1 almistir (24).

2.5.2. Ruboxistaurin Mesilat

Protein kinaz-C’nin selektif inhibitoriidiir. Oral kullanim ile diyabetik hastalarda giivenli

bir sekilde gébrme kaybi riskini azalttig1 gosterilmistir (115).
2.5.3. Multi-Reseptor Tirozin Kinaz Inhibitorleri

Tirozin kinaz reseptorleri arasinda neovaskiilarizasyonda etkin rol alan VEGFR-1,
VEGFR-2, PDGFR gibi reseptor aileleri vardir. Cesitli ¢calismalarda hayvan deneylerinde
intravitreal ve oral uygulanan tirozin kinaz inhibitorlerinin, damar proliferasyonunu
azalttigi, laser ile indiiklenen koroidal neovaskiilarizasyon gelisimini azalttig

gosterilmistir. Bu molekiiller iizerinde klinik ¢aligmalar devam etmektedir (116-118).
2.5.4. Alternatif Kompleman Yolu inhibitorleri

Okiiler neovaskiiler hastaliklarin patogenezinde inflamatuar mediatdrlerin artis1 6nemli rol
oynamaktadir (119). Kompleman yolunun bir¢ok elemanini hedef alan ajanlar ile YBMD
hastalar1  lizerinde klinik c¢alismalar devam etmektedir (120). Fare Kkoroidal
neovaskiilarizasyon modelinde kompleman yolu inhibisyonu ile VEGF iiretiminin ve

anjiogenezin baskilandigi gosterilmistir (121, 122).
2.5.5. integrin Antagonistleri

Integrinler endotel hiicre canliligmni, proliferasyonunu ve gociinii diizenleyen adhezyon
molekiilleridir (123). Integrin a5p1 antagonistleri anjiogenezde dnemli bir basamak olan
fibronektinle tutunmay1 engeller (124). Bu amacla JSM6427 ve Volociximab olmak {izere

iki a5B1 antagonisti arastirilmaktadir (125, 126).
2.5.6. Gen Terapisi

Anti-anjiojenik proteinlerin gen transferinin tekrarlayan intraokiiler enjeksiyonlara karsi
alternatif bir tedavi yontemi olabilecegi diisiiniilmektedir (127). Gen terapisi ile amag, tek
bir enjeksiyon ile vektoriin aktarilmasi ve takip eden siirecte bu vektor araciligiyla anti-

anjiojenik proteinlerin stirekli salinimidir (119).
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Ozellikle viral vektorler kullanilarak yapilan calismalar okiiler gen terapisinde gelecek vaat
etmektedir. Bu alanda small interfering RNA’lar1 da iceren bir¢ok ajan arastirilmaktadir
(65). Sirna-027; VEGF-1 reseptoriine kars1 bir small interfering RNA’dir. Gen diizeyinde
VEGF-1 reseptorii sentezini inhibe etmektedir. Faz 2 klinik caligmalari devam etmektedir

(24).
2.5.7. Sonepcizumab

Bir anti-sfingozin-1-fosfat monoklonal antikorudur, anti-VEGF ajanlara cevapsiz YBMD

hastalarinda faz-2 ¢aligmalar1 devam etmektedir (120).
2.5.8. Triamsinolon Asetat

Anti-inflamatuar ve anjiostatik etkiye sahip bir sentetik steroiddir. Oksijen endiikte
retinopati fare modelinde neovaskiilarizasyonu baskiladigi gosterilmistir (128). Katarakt ve

glokom gelisimi 6nemli komplikasyonlaridir.
2.5.9. Deksametazon (Ozurdex)
(Ozurdex; Allergan Inc, CA, ABD)

Retinal ven okliizyonu, DRP ve {iveite sekonder makiiler 6demde endikasyon almig

intravitreal depo steroid implantidir (129).

Steroid ajanlarin kullanilmasinda en biiyiik sorunlar, non-spesifik olmalar1 ve katarakt,

glokom gibi 6nemli yan etkilere neden olmalaridir (130).
2.5.10. Fovista
(Fovista; Ophthotech, ABD)

Bir PDGF-B aptameridir ve neovaskiiler perisitlerin yapisini bozarak koroidal

neovaskiilarizasyonda regresyon saglamaktadir (131).

2.5.11. Anti-Hipoksi ile indiiklenebilir Faktor Etkili Ajanlar

Vaskiiler endotelyal biliyiime faktorii, PDGF-B, stromal hiicre derive faktor-1, EPO gibi
birgok pro-anjiojenik faktorii aktive eden HIF sinyal yolunun blokajinin, tiim bu faktorlerin
baskilanmasima ve bdylece okiiler neovaskiilarizasyonun engellenmesine yardimci

olabilecegi diistiniilmektedir. Hayvan okiiler neovaskiilarizasyon modellerinde basarili
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olarak test edilmis anti-HIF ajanlar1 kardiyak glikozidler, antrasiklinler, YC-1 ve Honokiol

bu alanda umut vaat eden ajanlardir (114).
2.6. Apigenin

Flavonoidler, giinliik diyette en fazla miktarda bulunan polifenollerdir (132).
Flavonoidlerin tiimii bir benzen halkasi (A), buna bagli 6 elemanli bir halka (C) ve bu
halkanin ikinci pozisyonunda bir fenil halkasi (B) igerir (133). Flavonoidler, B ve C
halkalarinin yerlesimi ile C halkasindaki doygunluk ve hidroksilasyon derecesine gore
flavonoller, flavonlar, flavanonlar, flavan-3-ol, izoflavonlar ve antosiyanidinler olmak

lizere 6 alt gruba ayrilir (134).

Flavonoidlerin, anjiogenezin hedef hiicresi olan endotel hiicresi lizerindeki etkileri ilk defa
Fotsis ve arkadaglar1 tarafindan 1997 yilinda yapilan bir ¢alisma ile ortaya konulmustur.
Bu calismada farkli flavonoidler incelenmis ve bizim c¢alismamizda arastirdigimiz
Apigenin dahil olmak iizere birgogunun endotel hiicre proliferasyonu ve migrasyonu ile in

vitro anjiogenez lizerinde inhibe edici etkiye sahip oldugu gosterilmistir (133).

Apigenin (4°,5,7-trihidroksiflavon), maydanoz, kereviz, sogan, portakal, ¢cay basta olmak
lizere bircok meyve ve sebzede yaygin olarak bulunan flavon grubuna dahil besinsel bir
flavonoiddir (Sekil 2.4.1.) (135-137). Yapilan ¢aligmalarda belirgin toksisitesinin olmadigi
ve normal hiicreler iizerinde belirgin etkisinin olmadig1 gosterilmistir (138, 139). Daha
onceki calismalarda, Apigenin’in anti-oksidan, anti-mutajenik, anti-karsinojenik, anti-
inflamatuar ozellikleri oldugu gosterilmistir (137). Farkli ¢calismalarda Apigenin’in farkli
etki mekanizmalari ile anti-anjiojenik 6zellik gosterdigi kanitlanmistir (7, 61, 132, 133,

140-145).

Fotsis ve arkadaslari, Apigenin’in endotel hiicre proliferasyonu ve VEGF/FGF aracili1 ile
in vitro anjiogenezin potent bir inhibitdérii oldugunu gostermislerdir (133). Fibroblast
biiylime faktorii ve VEGF’ nin, endotelyal hiicrelerden MMP ve {irokinaz tipi plasminojen
aktivatorlerinin (uPA) salmimii arttirdigi, boylece damar duvarinda bazal membran
degradasyonuna neden oldugu, neovaskiilarizasyonu tetikledigi bilinmektedir. Kim ve
arkadaslarinin yaptig1 ¢alismada, Apigenin’in, hem endojen anjiogenez inhibitdrleri olan
doku metalloproteinaz inhibitorii-1 ve plazminojen aktivator inhibitorii-1 regiilasyonu, hem
de VEGEF ile stimiile olan MMP ve uPA aktivasyonunun engellenmesi ile anti-anjiojenik

etkiye sahip oldugu gosterilmistir (132). Bir diger ¢aligmada, Apigenin’in anjiogenezde
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gorev alan FGF reseptoriinii protein kinaz C inhibisyonu ile engelledigi gosterilmistir

(140).

Calismalarda Apigenin’in endotel hiicrelerinde ve akciger, prostat, over kanserlerinde
hipoksi ile indiiklenen bir transkripsiyon faktorii olan HIF-la inhibisyonu araciligi ile

anjiogenezi baskiladigi gosterilmistir (61, 140-142).

Osada ve arkadaglari, Apigenin’in insan umblikal arter endotel hiicre (HUAEC) ve Hep3B
hiicrelerinde, saperon proteini, 1s1 sok proteini 90 (Hsp90)’nin HIF-1a’ya baglanmasini
bozarak HIF-1a degradasyonuna neden oldugunu ve bdylece hipoksi ile indiiklenen VEGF
mRNA ve EPO mRNA ekspresyonunu baskiladigini, géstermislerdir (61).

Liu ve arkadaglari, Apigenin’in anjiogenez ve VEGF ekspresyonunda aracilik eden Akt
sinyal yolunu inhibe ettigini, hem in vitro hem in vivo VEGF ve HIF-1a ekspresyonunu
azalttigin1 ve bu sirada kiiltiir hiicrelerinde apoptoza neden olmadigini gostermislerdir

(142).

Inflamasyon ve anjiogenez arasinda yakin iliski oldugu bilinmektedir (147, 148). Retinal
neovaskiilarizasyonla seyreden hastaliklarda inflamasyon patogenezde oldukc¢a 6nemli bir
yer tutmaktadir. Interlokin-1B, IL-6, TGF-B, PDGF nin VEGF aracili anjiogenezde nemli
destegi oldugu bilinmektedir (149, 150). Inflamasyon siirecinin endotel hiicrelerini
uyararak anjiogenezi stimiile ettigi bilinmektedir (151). Inflamasyonda gorev alan
multifonksiyonel bir sitokin olan IL-6’nin doku iyilesmesi siirecinde vaskiilarizasyonu
destekledigi, anjiogenezde oldukca 6nemli bir rol oynadig1 gosterilmistir (152). Interldkin-
6 bu etkisini Janus kinaz/ transkripsiyon sinyal iletim ve aktivatorleri (JAK/STAT)
kaskadinin aktivasyonu, bdylece STAT-3 aktivasyonu ve bunun sonucunda VEGF
ekspresyonunun artis1 ile saglamaktadir (153, 154). Lamy ve arkadaslar1 yaptiklar1 bir
calismada, Apigenin’in IL-6Ro gen ekspresyonunu azalttigi, JAK/STAT-3 ve MAPK
sinyal yolaklarin1 bozdugu ve bdylece IL-6’nin potent bir inhibitdrii oldugu gostermistir.
Apigenin’in bu etkisinin, insan vaskiiler endotelyal hiicre kiiltiiriinde migrasyon,
proliferasyonu ve farklilagmay1 belirgin olarak azalttigim1 belirtmislerdir. Yine bu
calismada, Apigenin’in, IL-6’nin inhibisyonu ile endotel hiicre tomurcuklanmasi ve
migrasyonunda oOnemli rol oynayan MMP-2 salimiminda azalmaya neden oldugu

belirtilmistir (143).
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Mirzoeva ve arkadaglarinin yaptiklar1 ¢alismada, Apigenin’in TGF- tarafindan uyarilan
SMAD-2 ve SMAD-3 proteinlerinin aktivasyonunu inhibe ettigi ve ayrica Sarkom iliskili
kinaz/Fokal adezyon kinaz/Akt yolunu etkiledigi, boylece VEGF inhibisyonu sagladig
gosterilmistir (144).

Lamy ve arkadaglari, Apigenin’in, in vivo olarak FGF-2 ve VEGF ile indiiklenen
anjiogenezi baskiladigini gostermislerdir. Ayrica, HIF-1a ekspresyonunu arttirdigi bilinen
PDGF reseptorii PDGFR-B aktivitesini inhibe ettiini ve bdylece vaskiiler diiz kas
hiicrelerinin gogii, invazyonu ve VEGF ekspresyonunu azaltarak anjiogenezi etkiledigini

kanitlamislardir (145).

Zou ve arkadaslari, Apigenin’in insan umblikal ven endotel hiicre ve koroidal endotel
hiicre kiiltiirlerinde, endotel hiicrelerinin proliferasyon ve gociinli azalttigin1 géstermistir.
Ayrica, laser ile indiiklenen koroidal neovaskiilarizasyon rat modelinde 4 hafta boyunca 15
ve 30 mg/kg intraperitoneal Apigenin enjeksiyonunun koroidal neovaskiilarizasyon

gelisimini kontrol grubuna gore sirasiyla %84.5 ve %83.6 oraninda azalttig1 gosterilmistir

().

Zou ve arkadaglarinin bir baska calismasinda Apigenin’in okiiler kan akimini arttirdig1 ve
iskemik hasara ugramis rat gozlerinde 10 mg/kg intraperitoneal dozda verildiginde

elektroretinografide b dalgasinda iyilesme sagladig1 gosterilmistir (155).

Literatiirdeki bu bilgilerden yola ¢ikarak biz ¢alismamizda, Apigenin’in kanitlanmis anti-
anjiojenik  etkisinden iskemik retinal neovaskiiler hastaliklarin  tedavisinde
faydalanilabilecegine dair hipotezimizi arastirmayr amagladik. Bu amagla, Smith ve
arkadaslar1 tarafindan gelistirilmis in vivo OER fare modelinde intravitreal ve
intraperitoneal Apigenin enjeksiyonunun retina morfolojisine, neovaskiilarizasyona ve

apoptozise etkisini inceledik (16).

OH O

HO @)
OH

Sekil 2.6.1. : Apigenin’in kimyasal yapisi

21



3. GEREC ve YONTEM

3.1. Hayvan Deneyi Protokolii

Tiim deneyler Baskent Universitesi Arastirma Kurulu Hayvan Haklar1 komitesinin onay1
ve Etik Kurul onayr alindiktan sonra gerceklestirildi (Proje No: DA15/19, Onay Tarihi:
15/06/2015). Deneyler Smith ve arkadaslarinin 1994 yilinda gelistirdikleri in vivo OIR fare
modelinde C57BL/6J fare kullanilarak gergeklestirildi (16). Yeni dogan C57BL/6J 1rki
fareler anneleriyle birlikte postnatal 7. gline kadar oda ortaminda yasadiktan sonra,
anneleriyle birlikte postnatal 7-12. giinler arasinda %75 + 2 oksijene tabi tutuldu. Postnatal
12. giinde fareler tekrar oda ortamina (%21 oksijen) alindi. Ayni1 giin fareler tartilarak,
ketamin hidrokloriir (40mg/kg) ve Xylazine hidrokloriir (5mg/ml) intraperitoneal
enjeksiyonu ile derin anestezi yapildi. Intravitreal ve intraperitoneal enjeksiyonlar igin,
maydonozdan derive edilmis ticari Apigenin tozu (Sigma Aldrich) literatiirde Onerildigi

gibi dimetil siilfoksit (DMSO) i¢inde ¢oziilerek elde edilen soliisyonlar kullanildi.

Caligmamizda kullanilan C57BL/6J farenin viicut agirlig1 enjeksiyon déneminde yaklagik
5-7 gr ve glob hacmi 5.3 pl olarak verilmektedir. Calismaya postnatal 17. giin 6.3-7.5 gr
araliginda olan fareler dahil edilmistir (156).

Literatiirde C57BL/6J fareler i¢in Apigenin’in intraokiiler ve intravitreal enjeksiyon
uygulanmasina dair c¢alismalar mevcut degildir. Chen ve arkadaslarimin yaptiklari
calismada RPE hiicre kiiltiiriinde 0.01, 0.1, 1, 5, 10, 50 ve 100 uM dozda kullanilan
Apigenin’in doza bagimli olarak VEGF sekresyonunu azalttigi, ancak 100 uM doza
cikildiginda nekroza neden oldugu gosterilmistir. Zou ve arkadaslarinin ¢alismasinda ise
insan umblikal ven endotel hiicre kiiltiirli ve koroidal hiicre kiiltiiriinde, 1, 3 ve 10 pg/ml
kullanilan Apigenin’in, 3 ve 10 pg/ml dozlarda istatistiksel olarak anlamli diizeyde endotel
hiicresi  proliferasyonunu engelledigi gosterilmistir. Biz c¢alismamizda intravitreal

enjeksiyon dozu olarak 10 pg/ml ve 20 pg/ml kullandik.

Apigenin intraperitoneal uygulamasi igin, literatiirde farelerde yapilan bir c¢alisma
olmamasia karsin, Zou ve arkadaslar1 tarafindan laser ile indiiklenen koroidal
neovaskiilarizasyon rat modelinde intraperitoneal enjeksiyon dozlar1 5, 15 ve 30 mg/kg
olarak verilmektedir ve 5 mg/kg doz uygulandiginda yeterli etkinlik saglanamazken, 15 ve
30 mg/kg dozlarda belirgin anti-anjiojenik etki izlenmistir. Biz ¢alismamizda

intraperitoneal dozlarimizi 10 mg/kg ve 20 mg/kg olarak belirledik.
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Analizlerimiz i¢in fareler 10 grupta incelendi:
Grup-A: Negatif kontrol grubu, oksijene tabi tutulmamis ve islem gérmemis

Grup-B: Kontrol grubu, 1 pl intravitreal steril DMSO soliisyon enjeksiyonu,

oksijene tabi tutulmamais
Grup-C: Kontrol grubu, oksijene tabi tutulmus, islem gérmemis

Grup-D: Kontrol grubu, 1 pl intravitreal steril DMSO soliisyon enjeksiyonu,

oksijene tabi tutulmus

Grup-E: 10 pg/ml Apigenin intravitreal enjeksiyonu, oksijene tabi tutulmus
Grup-F: 20 pg/ml Apigenin intravitreal enjeksiyonu, oksijene tabi tutulmus
Grup-G: 10 mg/kg Apigenin intraperitoneal enjeksiyonu, oksijene tabi tutulmus
Grup-H: 20 mg/kg Apigenin intraperitoneal enjeksiyonu, oksijene tabi tutulmus

Grup-I: Kontrol grubu, 3 pl intraperitoneal steril DMSO soliisyon enjeksiyonu,

oksijene tabi tutulmamisg

Grup-J: Kontrol grubu, 3 pl intraperitoneal steril DMSO soliisyon enjeksiyonu,

oksijene tabi tutulmus

Intravitreal enjeksiyonlar uygulanirken, 1 ul intravitreal Apigenin enjeksiyonu farenin bir
goziine 32 gauge igne ve Hamilton siringasi ile stereoskopik mikroskop altinda
korneoskleral bolgede saat 6 hizasindan enjekte edildi. Otuz bes adet C57BL/6J fare
postnatal 7-12. glinler arasinda %7542 oksijene tabi tutuldu. On ikinci giin 5 farenin sag
goziine (Grup-D, n=5 gbz) 1 pl intravitreal steril DMSO, 5 farenin sag goziine 10 pg/ml
intravitreal Apigenin (IVA) (Grup-E, n=5 g6z), 5 farenin sag goziine 20 pg/ml (Grup-F,
n=5 goz) IVA, 5 fareye 10 mg/kg intraperitoneal Apigenin (IPA) (Grup-G, n=5) ve 5
fareye 20 mg/kg IPA (Grup-H, n=5), 5 fareye 3 pl intraperitoneal DMSO soliisyon (Grup-
J, kontrol grubu, n=5) enjekte edildi. Bes tane yas uyumlu islem gérmemis, oda ortaminda
tutulmus fare (Grup-A, n=5 giz) negatif kontrol grubunu olusturdu. Kontrol grubunda oda
ortaminda tutulmus 5 farenin sag goziine 1 pl intravitreal steril DMSO (Grup-B, n=5 g6z),
5 fareye 3 ul intraperitoneal DMSO soliisyonu (Grup-I, kontrol grubu, n=5) enjeksiyonu
yapildi.
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Fareler postnatal 12-17. giinlerinde oda ortaminda tutuldu ve postnatal 17. giin
intraperitoneal ketamin hidrokloriir (100 mg/kg) ve Xylazine hidrokloriir (5 mg/ml)
enjeksiyonunu takiben sakrifiye edildi ve gozler eniiklee edildi. Entiklee edilmis gozlerde
histolojik/morfolojik inceleme 151k mikroskopi ve ultrastriiktiirel inceleme elektron
mikroskopi (her grupta 3 gbz) ile gerceklestirildi. Apoptotik aktivite, terminal
deoksintikleotidil transferaz deoksi-UTP nick end labeling (TUNEL) yontemi ile incelendi.
Bu TUNEL calismasi, 1s1k mikroskopi i¢in hazirlanmis olan parafin kesitlerinin 3. kesiti

kullanilarak yapildi (her grupta 3 goz).
3.2. Isik Mikroskopik Inceleme

Isik mikroskop incelemesi i¢in gozler eniikleasyon sonrast %4 paraformaldehid
¢oOzeltisinde en az 24 saat bekletildikten sonra parafin bloklara alindi. Parafin bloklardan 4
um kalinliginda optik sinire paralel olacak sekilde sagittal diizlemde retinal kesitler alind1.
Optik sinirden sonra ikinci veya lglincii kesitler incelemeler i¢in kullanildi. Kesitlere,
retinal neovaskiilarizasyonun kantitatif analizi ve morfolojik inceleme i¢in periodic acid-
schiff (PAS) ve hematoksilen eosin (HE) boyama uygulandi. Neovaskiilarizasyon internal
limitan membran (ILM)’mn vitreus tarafindaki endotelyal hiicre proliferasyonunun bir

kesitteki sayimi ile kantifiye edildi.

Morfolojik incelemede retinanin ¢esitli katmanlar1 kistik dejenerasyon, hiicre kaybi ve

niikleer tabaka incelmesi agisindan degerlendirildi.
Kesitler 151k mikroskopi (OLYMPUS BX51, Germany) kullanilarak analiz edildi.

Retinal neovaskiilarizasyonun degerlendirilmesinde sonuglar endotelyal hiicre cekirdek

sayis1 ortalamasi % standart deviasyon (SD) olarak verildi.
3.3. Elektron Mikroskopik inceleme

Elektron mikroskopi incelemesi i¢in retinal doku %?2,5 gluteraldehit iceren fosfat tampon
coOzeltisinde 2-3 saat bekletildikten sonra %1 osmium tetraoksit (OsOy) i¢inde fikse edildi.
Alkolle seri olarak muamele edilerek dehidrate edildi. Propilen oksite gectikten sonra
Ornekler Araldit CY 212, 2-dodesenil siiksinik anhidrit, benzildimethil amin,
dedibutilpitalat icinde bekletildi. Semi-ince kesitler toluidin mavisi ile boyanarak 1s1k
mikroskobu ile incelendi. Ultra-ince kesit alinarak, uranil asetat ve lead sitrat ile boyanarak

LEO 90 EM transmisyon elektron mikroskobu ile incelendi.
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3.4. Terminal Deoksiniikleotidil Transferaz Aracili Deoksi-UTP Nick End Labeling
Teknigi

Gozler eniikleasyon sonrasi %4 paraformaldehit ¢ozeltisinde en az 24 saat bekletildikten
sonra parafin bloklara alindi. Parafin bloklardan 4 pm kalinliginda optik sinire paralel
olacak sekilde sagittal diizlemde retinal kesitler alindi. Optik diskten sonra ikinci veya
tictincii kesit incelemeler i¢in HE ile boyandi. Her gbzden bir kesit analiz edildi. Terminal
deoksiniikleotidil transferaz aracili deoksi-UTP nick end labeling (TUNEL) ¢alismast “In
Situ Cell Death Detection Kit, AP, ROCHE Diagnostics GmbH, Mannheim” ile
gergeklestirildi. Apoptotik TUNEL pozitif hiicreler her kesit lizerinde randomize se¢ilmis
alanlarda 100x biiyiitme (immersiyon yagi) ile tarandi. Apoptotik TUNEL pozitif hiicreler

10 randomize se¢ilmis alanda sayildi.

Tiim biyomikroskopik ve elektron mikroskopik incelemeler iki bagimsiz aragtirmaci

tarafindan ¢ift kor olarak gerceklestirildi.
3.5. Istatistiksel Analiz

Istatistiksel analizler i¢in IBM® SPSS® Statistics 17.0 (SPSS Inc, Chicago IL, USA)
kullanildi. Gruplar arasi analizler tek yonlii varyans analizi (ANOVA) ile yapildi, anlaml
degerlerde (p<0.05) post-hoc analiz yapildi ve gruplar aralarinda karsilagtirildi.

Gruplardaki hayvan sayisi literatiirde yapilmis 6n caligmalarda verilen Onerilere gore

belirlendi.
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4. BULGULAR

4.1. In vivo Oksijen Endiikte Retinopati Fare Modelinde Intravitreal Apigenin
Enjeksiyonunun Farkhh  Konsantrasyonlarda  Retinal Endotelyal Hiicre

Proliferasyonuna Etkisi

Hiperoksi endiikte neovaskiilarizasyon gelisimi retinal parafin kesitlerinde ILM nin vitreus
tarafindaki endotelyal hiicre c¢ekirdeklerinin sayimiyla kantifiye edildi (Sekil 4.1.1.).
Negatif kontrol grubu (Grup-A) ve intravitreal DMSO uygulanan kontrol grubunda (Grup-
B) retinal ILM’nin vitreus tarafinda endotel hiicre c¢ekirdegi gozlenmedi (Sekil 4.1.2.).
Grup-A ve Grup-B karsilastirildiginda endotel hiicre ¢ekirde§i sayisinda istatistiksel
anlamli fark bulunmad1 (p=1.00).

Oksijene tabi tutulmus, islem gérmemis (Grup-C) ve oksijene tabi tutulmus, intravitreal
DMSO uygulanmis kontrol gruplarinda (Grup-D) retinal ILM’nin vitreus tarafinda
sirastyla 24.33+£3.8 ve 22.67+2.7 endotel hiicre ¢ekirdegi gozlendi (Sekil 4.1.2.). Grup-C
ve -D karsilastirildiginda endotel hiicre cekirdegi sayisinda istatistiksel anlamli fark

bulunmadi (p=0.20).

Grup-A ve -C karsilastirildiginda endotel hiicre c¢ekirdegi sayisinda istatistiksel anlamli
fark bulundu (p<0.0001). Grup-B ve -D karsilastirildiginda endotel hiicre cekirdegi
sayisinda istatistiksel anlamli fark bulundu (p<0.0001).

Oksijene tabi tutulmus, 10 pg/ml intravitreal Apigenin uygulanmis grupta (Grup-E) ve
oksijene tabi tutulmus, 20 pg/ml intravitreal Apigenin uygulanmis grupta (Grup-F) retinal
ILM’nin vitreus tarafinda sirasiyla 14.67+1.86 ve 5.17+0.75 endotelyal hiicre cekirdegi
gozlendi (Sekil 4.1.2.). Grup-E ve -F karsilastirildiginda endotel hiicre ¢ekirdegi sayisinda
istatistiksel anlamli fark izlendi (p<0.0001).

Grup-C ile karsilastirildiginda, Grup-E ve -F’de endotelyal hiicre ¢ekirdegi sayisinda her
iki grupta istatistiksel olarak anlamli azalma oldugu izlendi (her iki karsilastirma igin
p<0.0001). Grup-C ile karsilastirildiginda, Grup-E’de endotelyal hiicre ¢ekirdegi sayisinin
%39.71 ve Grup-F’de %78.76 oraninda azaldig: tespit edildi.

Oksijene tabi tutulmus, 10 mg/kg intraperitoneal Apigenin uygulanmis grupta (Grup-G)
15.50+2.25; oksijene tabi tutulmus, 20 mg/kg intraperitoneal Apigenin uygulanmis grupta
(Grup-H) ise 4.83+2.22 endotel hiicre cekirdegi izlendi (Sekil 4.1.2.). Grup-G ve -H
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karsilastirildiginda iki grup arasinda endotel hiicre ¢ekirdegi sayisinda istatistiksel anlamlt

farklilik oldugu izlendi (p<0.0001).

Grup-C ile karsilastirildiginda, Grup-G ve -H’de endotelyal hiicre ¢ekirdegi sayisinda her
iki grupta istatistiksel olarak anlamli azalma oldugu izlenmistir (her iki karsilastirma igin
p<0.0001). Grup-C ile karsilastirildiginda, Grup-G’de endotelyal hiicre ¢ekirdegi sayisinin
%36.30, Grup-H’de ise %80.15 oraninda azaldig1 gozlendi.

Grup-1, Grup-A ve Grup-B’de endotelyal hiicre ¢ekirdegi sayist karsilastirildiginda gruplar
arasinda istatistiksel anlamli fark tespit edilmedi (p=0.90).

Grup-J, Grup-C ve Grup-D’de endotelyal hiice ¢ekirdegi sayisi karsilastirildiginda gruplar
arasinda istatistiksel anlaml1 fark tespit edilmedi (p=0.90)

Sekil 4.1.1. : Isik mikroskopi kesitleri

A. Oda ortaminda tutulmus, islem gérmemis (Grup-A) C57BL/6J fare retinasinin 151k mikroskopi kesitleri
goriilmektedir. B. Postnatal 7-12. giinler arasinda hiperoksiye tabi tutulan iglem gérmemis kontrol grubunda
ILM ig yiiziinde endotel hiicreleri goriilmektedir. C. Postnatal 7-12. giinler arasinda hiperoksiye tabi tutulan,
intravitreal 10 pg/ml Apigenin uygulanmis (Grup-E) C57BL/6J fare retinasinin 151k mikroskopi kesitleri
goriilmektedir (PAS & HE, 20x).
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Sekil 4.1.2. : Grup-A-H’de 151k mikroskopi ile neovaskiilarizasyonun kantitatif analizi

Neovaskiilarizasyon internal limitan membranin vitreusa bakan yiizeyindeki vaskiiler hiicre ¢ekirdeklerinin
sayimiyla kantifiye edilmistir ve diyagramda gruplarda vaskiiler hiicre ¢ekirdeklerinin sayisinin degeri
ortalama olarak verilmistir.

4.2. Isik Mikroskopi ile Morfolojik Analiz

Retina katmanlarinin morfolojik analizinde negatif kontrol grubunda, intravitreal ve
intraperitoneal DMSO uygulanan gruplarda ve Apigenin gruplarinda kistik dejenerasyon

veya hiicre kaybi tespit edilmedi (Bkz. Sekil 4.1.1).
4.3. Elektron Mikroskopi ile Ultrastriiktiirel Analiz

Elektron mikroskopik incelemede utrastriiktiirel morfolojik degisiklikler ile 6zellikle i¢ ve
dis fotoreseptor bolgesindeki mitokondriler degerlendirildi. Mitokondriyal dismorfolojiyi
kantifiye edebilmek icin atipik mitokondriler belirlendi. Yogun litik-benekli matriks ve

kristalizis i¢eren mitokondriler “atipik mitokondri” olarak degerlendirmeye alindi. Tiim
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gruplarda 6000x biiyiitme ile secilmis bir goriis alaninda bulunan atipik mitokondri sayisi

belirlendi (Sekil 4.3.1.).

Negatif kontrol grubunda (Grup-A) ve Grup-B’de mitokondriler dahil, belirgin morfolojik
degisiklik saptanmadi. Oksijene tabi tutulmus kontrol gruplari olan Grup-C ve -D’de
fotoreseptor i¢ segmentinde bulunan mitokondrilerde yogun kesiflik iceren litik-benekli
matriks ve kristalizis seklinde ultrastriiktiirel mitokondriyal degisiklikler saptandi. Grup-
C’de 11.83+1.47, Grup-D’de ise 13.00+0.89 atipik mitokondri sayildi (Sekil 4.3.2.). iki
grup karsilastirildiginda atipik mitokondri sayisinda istatistiksel anlamli fark bulunmadi

(p=0.11).

Grup-A ve -C karsilagtirnldiginda atipik mitokondri sayisinin Grup-C’de istatistiksel
anlamli olarak daha fazla oldugu izlendi (p<0.0001). Grup-B ve -D karsilastirildiginda
atipik mitokondri sayisinin Grup-D’de istatistiksel anlamli olarak daha fazla oldugu izlendi

(p<0.0001).

Oksijene tabi tutularak diisiik doz intravitreal Apigenin uygulanan Grup-E ve oksijene tabi
tutularak yiiksek doz intravitreal Apigenin uygulanan Grup-F’de sirasiyla 2.50+1.05 ve
6.33+1.21 atipik mitokondri sayild1 (Sekil 4.3.2.). Grup-E ve -F karsilastirildiginda atipik
mitokondri sayisinda istatistiksel anlamli fark oldugu izlendi (p<<0.0001).

Grup-C ile karsilastirildiginda, Grup-E ve -F’de atipik mitokondri sayisinda her iki grupta
istatistiksel olarak anlamli azalma oldugu izlendi (her iki karsilagtirma icin p<0.0001).
Grup-D ile karsilastirildiginda, Grup-E ve -F’de atipik mitokondri sayisinda her iki grup
karsilastirmasinda istatistiksel olarak anlamli azalma oldugu izlendi (her iki karsilagtirma
icin p<0.0001). Grup-C ile karsilastirildiginda, Grup-E’de atipik mitokondri sayisinin %
78.87 ve Grup-F’de % 46.75 oraninda azaldig tespit edildi.

Oksijene tabi tutularak diisiik doz intraperitoneal Apigenin uygulanan Grup-G’de
2.67+0.82, oksijene tabi tutularak yliksek doz intraperitoneal Apigenin uygulanan Grup-
H’de ise 6.67+1.86 atipik mitokondri saptandi (Sekil 4.3.2.). Grup-G ve -H
karsilagtirildiginda iki grup arasinda istatistiksel anlamli fark oldugu izlendi (p<<0.0001).

Grup-C ile karsilastirildiginda, Grup-G ve -H’de atipik mitokondri sayisinda her iki grup
ile karsilagtirmada istatistiksel olarak anlamli azalma oldugu izlendi (her iki karsilagtirma

icin p<0.0001).
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Grup-1, Grup-A ve Grup-B’de atipik mitokondri sayis1 karsilastirildiginda gruplar arasinda
istatistiksel anlamli fark tespit edilmedi (p=0.90).

Grup-J, Grup-C ve Grup-D’de atipik mitokondri sayis1 karsilastirildiginda gruplar arasinda
istatistiksel anlaml1 fark tespit edilmedi (p=0.90).

Sekil 4.3.1. : Elektron mikroskopi kesitleri

A. Fotoreseptor i¢ segment boliimiinde irregiiler mitokondri, litik matriks, elektron dens madde igeren atipik
mitokondrilerin (beyaz ok) izlendigi, hiperoksi maruziyeti sonrasi islem gérmemis Grup-C’ye ait elektron
mikroskopi kesiti goriilmektedir. B. Mitokondrilerde tipik ¢ift membranli tiibiiler transvers diizenli
mitokondrial kristalarin (beyaz ok) izlendigi, hiperoksi maruziyeti sonrasi Apigenin enjeksiyonu yapilan
Grup-E’ye ait elektron mikroskopi kesiti goriilmektedir (6000x).
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Sekil 4.3.2. : Grup-A-H’de elektron mikroskopi ile atipik mitokondrilerin kantitatif
analizi

Elektron mikroskopi ile ultrastriiktiirel mitokondriyal degisiklikler degerlendirilmis ve diyagramda
gruplardaki atipik mitokondri sayilart ortalama olarak verilmistir.

4.4. TUNEL Teknigi ile Apoptozis Analizi

Negatif kontrol grubunda (Grup-A) ve Grup-B’de dis niikleer tabakada ve i¢ niikleer
tabakada benzer diizeyde apoptotik TUNEL pozitif hiicre tespit edildi. Gruplar arasinda
istatistiksel anlamli farklilik goriilmedi (p=0.78).

Grup-C ve -D’de dis niikleer tabakada ve i¢ niikleer tabakada benzer diizeyde apoptotik
TUNEL pozitif hiicre tespit edildi. Gruplar arasinda istatistiksel anlaml farklilik gériilmedi
(p=0.70). Grup-A ve -C karsilastirildiginda apoptotik TUNEL pozitif hiicre sayisi arasinda
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istatistiksel anlamli fark izlenmedi (p=0.16). Grup-B ve -D karsilagtirildiginda apoptotik
TUNEL pozitif hiicre sayisinda anlamli fark olmadig: izlendi (p=0.58).

Oksijene tabi tutularak diisiik doz intravitreal Apigenin uygulanan Grup-E ve oksijene tabi
tutularak yliksek doz intravitreal Apigenin uygulanan Grup-F’de sirasiyla 0.33+0.52 ve
0.17£0.41 apoptotik TUNEL pozitif hiicre sayildi (Sekil 4.4.1.). Grup-E ve -F
karsilagtirildiginda apoptotik TUNEL pozitif hiicre sayisinda istatistiksel anlamli fark
olmadigi izlendi (p=0.74).

Grup-C ile karsilastirildiginda, Grup-E ve -F’de apoptotik TUNEL pozitif hiicre sayisinda
anlamli azalma oldugu izlendi (her iki karsilagtirma i¢in p<0.0001) (Sekil 4.4.2.). Grup-D
ile karsilastirildiginda, Grup-E ve -F’de apoptotik hiicre sayisinda anlamli azalma oldugu

izlendi (her iki karsilastirma i¢in p<0.0001).

Oksijene tabi tutularak diisiik doz intraperitoneal Apigenin uygulanan Grup-G’de
0.83+0.75, oksijene tabi tutularak yiiksek doz intraperitoneal Apigenin uygulanan Grup-
H’de ise 0.67+0.82 apoptotik TUNEL pozitif hiicre saptand1 (Sekil 4.4.1.). Grup-G ve -H
karsilastirildiginda iki grup arasinda istatistiksel anlamli farklilik olmadigi izlendi

(p=0.74).

Grup-C ile karsilastirildiginda, Grup-G ve -H’de apoptotik TUNEL pozitif hiicre sayisinda

istatistiksel anlamli azalma oldugu izlendi (p<0.0001).

Intravitreal ve intraperitoneal Apigenin uygulanan gruplar olan Grup-E ve -G, Grup-E ve -
H, Grup-F ve-G, Grup-F ve -H kendi aralarinda karsilastirildiginda, higbir grup arasinda
istatistiksel anlamli farklilik izlenmedi (sirastyla p=0.31; p=0.50; p=0.18; p=0.31).

Grup-1, Grup-A ve Grup-B’de apoptotik TUNEL-pozitif hiicre sayis1 karsilastirildiginda

gruplar arasinda istatistiksel anlamli fark tespit edilmedi (p=0.90).

Grup-J, Grup-C ve Grup-D’de apoptotik TUNEL-pozitif hiicre sayis1 karsilastirildiginda

gruplar arasinda istatistiksel anlamli fark tespit edilmedi (p=0.90)

32



4,00

3,00

2,00

Apoptotic cell count

1,00

0,00 .

1

Sekil 4.4.1. : Grup-A-H’de apoptotik hiicrelerin kantitatif analizi

TUNEL teknigi ile apoptotik aktivite analizi gerceklestirilmis ve diyagramda gruplardaki apoptotik hiicre
sayilar1 ortalama olarak verilmistir.
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Sekil 4.4.2. : TUNEL teknigi ile apoptotik hiicrelerin analizi

A. Postnatal hiperoksi maruziyeti sonrasi islem gormemis Grup-C fare retinasinda TUNEL teknigi ile i¢ ve
dis niikleer tabakada koyu renkli olarak goriilen yogun apoptotik hiicreler izlenmektedir. B. Oksijene tabi
tutulan ve intravitreal Apigenin enjeksiyonu yapilan Grup-E fare retinasinda apoptotik TUNEL pozitif hiicre
sayisinin belirgin olarak daha az oldugu izlenmektedir (TUNEL, 100x).

34



5. TARTISMA

Calismamizda OER fare modelinde C57BL/6J ki fare kullanarak intravitreal ve
intraperitoneal uygulanan Apigenin’in, retinal endotelyal hiicre proliferasyonuna, retinal

morfolojik yapiya ve apoptozise olan etkisi incelendi.

Intravitreal uygulanan diisik ve yiiksek doz Apigenin’in, doza bagli olarak retinal
endotelyal hiicre sayisini sirastyla %37.71 ve %78.76 oraninda azalttig1 saptandi. Sistemik
etkisi degerlendirilmek iizere diisiik ve yiiksek doz intraperitoneal uygulanan Apigenin’in
doza bagh olarak endotelyal hiicre sayisini sirasiyla %36.30 ve %80.15 oraninda azalttig1
saptandi. Onceki benzer ¢aligmalarda retinal endotelyal hiicre proliferasyonunun
baskilanma orani 0.625 pg intravitreal Bevacizumab (IVB) ile %67, 20 pg intravitreal
triamsinolon (IVTA) ile %92, 1.25 ng IVB ile %93, 2.5 ng IVB ile %97 ve 40 ng IVTA ile
%095 olarak saptanmustir (113, 128). Bulgularimiz Apigenin’in retinal endotelyal hiicreler

izerinde anti-anjiojenik etkiye sahip oldugunu géstermektedir.

Literatiirde, daha 6nce ¢esitli calismalarda Apigenin’in anti-anjiojenik 6zellikleri oldugu in
vitro ve in vivo olarak gosterilmistir (7, 11, 13, 140-145). Neovaskiilarizasyon; RVO,
DRP, YBMD, PR basta olmak {izere her yas grubunu ilgilendiren ¢ok sayida cesitli okiiler
patolojilerde 6nemli rol oynamaktadir (1). Bu sebeple patolojik okiiler neovaskiilarizasyon
tizerinde siklikla caligilmaktadir ve bu durum anjiogenez siirecinde altta yatan pro-
anjiojenik faktdrlerin anlasilmasia biiyiik katki saglamistir. Ozellikle retinal ve korneal
neovaskiiler hastaliklarda hipoksi ve iskemi ile tetiklenen bir transkripsiyon faktorii olan
HIF-1 ve VEGF, PDGF, PGF basta olmak {izere bir¢ok mediatoriin temel rolii oynadigi
bilinmektedir (65).

Anjiyogenezi ve apoptozu tetikleyen onemli faktorlerden biri de inflamatuar siire¢ ve bu
siirecte {iretilen ¢esitli sitokinlerdir. inflamasyon siirecinin endotel hiicrelerini uyararak
anjiogenezi stimiile ettigi bilinmektedir (151). Apigenin’in ¢esitli mekanizmalar {izerinden
anti-inflamatuar etkiler gosterdigi bilinmektedir (143, 144). Mirzoeva ve arkadaslarinin
yaptiklar1 c¢alismada, Apigenin’in TGF-f tarafindan uyarilan SMAD-2 ve SMAD-3
proteinlerinin aktivasyonunun inhibisyonu ve Sarkom iliskili kinaz/Fokal adezyon
kinaz/Akt yolunu etkilemesi ile VEGF inhibisyonuna neden oldugu gosterilmistir (144).
Sato ve arkadaglarinin calismasinda PR olgularinda 27 sitokinin vitreustaki seviyesi
incelenmis ve IL-6, IL-7, IL-10, IL-15, eotaksin, FGF, graniilosit-koloni stimiilan faktor,

graniilosit-makrofaj koloni stimiilan faktor, interferon-y-indiiklenebilir protein-10,

35



siklooksijenaz gibi faktorlerin seviyeleri yiiksek bulunmustur. Bu mediatorlerin preretinal
neovaskiilarizasyonun gelismesine katkida bulundugu gdosterilmistir (6). Prematiire
retinopatisi Faz-1I gelisiminde inflamatuvar mediatorler 6nemli rol oynamaktadir.
Prematiire retinopatisi gelisen gozlerde postnatal 0-3. gilinde sistemik IL-6 ve C-reaktif
protein seviyelerinin yiiksek, ndrotrofin-4 ve IL-17 seviyelerinin diisiik seyrettigi, postnatal
7-21. giin IL-18 seviyelerinin yiiksek oldugu goriilmiistiir (157). Inflamasyonda gérev alan
multifonksiyonel bir sitokin olan IL-6’nin doku iyilesmesi siirecinde vaskiilarizasyonu
destekledigi, anjiogenezde olduk¢a 6nemli bir rol oynadigi gosterilmistir (152). Lamy ve
arkadaglar1 yaptiklart calismada Apigenin’in potent bir IL-6 inhibitorii oldugunu ve
bdylece vaskiiler endotelyal hiicre kiiltiiriinde migrasyon, proliferasyonu ve farklilagmay1
belirgin olarak azalttigini belirtmislerdir (143). Calismamizda OER in vivo fare modelinde
Apigenin uygulanmasi ile elde etti§imiz verilere dayanarak prematiire bebeklerde sistemik
veya intraokiiler Apigenin tedavisinin antiinflamatuar ve/veya antiproliferatif etkili

olabilecegini diigiinmekteyiz.

Melstrom ve arkadaslari, insan pankreas kanser hiicreleri iizerinde yaptiklari ¢alismada
Apigenin’in, HIF-1oo ve VEGF’nin hem transkripsiyon hem de translasyon asamasinda
hipoksi aracili up-regiilasyonunu engelledigini gostermislerdir (13). Liu ve arkadaslar1 ise
akciger kanseri hiicrelerinde Apigenin’in benzer sekilde HIF-la ve VEGF
transkripsiyonunu engelledigini gostermislerdir (142). Chen ve arkadaslarimin besinsel
flavonodilerin insan RPE Kkiiltiir hiicrelerine etkisini inceledikleri arastirmada Apigenin’in
doza bagimli olarak VEGF salinimin1 azalttig1 gosterilmistir (12). Lamy ve arkadaslarinin
caligmasinda Apigenin’in, PDGFR-f aktivitesi inhibisyonu aracilifiyla diiz kas hiicresi
migrasyonu, invazyonu ve VEGF sekresyonunu azalttigi izlenmistir (145). Fang ve
arkadaslari, Apigenin’in HIF-1 ve VEGF ekspresyonunun inhibisyonu araciligiyla tiimor
anjiogenezini azalttigini gostermislerdir (141). Mirzoeva ve arkadaslar ise, Apigenin’in
TGF-B aracili VEGF salinimini azalttigin1 ortaya koymuslardir (144). Zou ve arkadaglar
ise, Apigenin’in hem insan umblikal ven endotel hiicre kiiltiirii hem de koroidal endotel
hiicre kiiltiirii iizerinde proliferasyon ve migrasyonu engelleyici etkilerinin oldugunu
gostermislerdir (7). Ayrica, laser ile indiiklenen koroidal neovaskiilarizasyon rat modelinde
intraperitoneal Apigenin enjeksiyonunun koroidal neovaskiilarizasyon gelisimini kontrol
grubuna goére belirgin oranda azalttigi gosterilmistir (7). Calismamizda gosterdigimiz

Apigenin’in anti-anjiojenik etkisinin literatiirdeki calismalar 15181inda basta HIF-1a olmak
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tizere VEGF salinimini etkileyen sinyal yolaklar1 ve anti-inflamatuar etkiler araciligiyla

ortaya ciktigini diistinmekteyiz.

Caligmamizda pigmente dokuya sahip olan C57BL/6J fare irkinda OER modelinde 10
pg/ml ve 20 pg intravitreal ile 10 mg/kg ve 20 mg/kg intraperitoneal uyguladigimiz
Apigenin’in, 151k mikroskopik incelemede retina katmanlarinda histolojik kesitlerde
belirgin degisiklige neden olmadigi tespit edilmistir. Literatiirde yapilan g¢aligmalarda
Apigenin’in belirgin toksisitesinin olmadig1 ve normal hiicreler lizerinde belirgin etkisinin
olmadig1 gosterilmistir (138, 139). Calismamizdaki bulgularimiz bu verilerle uyumludur.
Literatiirde heniiz yeterli sayida okiiler veya intravitreal Apigenin uygulamasi ile in vivo
ve/veya in vitro caligmalar mevcut degildir. Bu sebeple etkin doz ve yan etki profili analizi
icin prospektif intravitreal Apigenin uygulamasini igeren farmakokinetige yonelik

calismalar ile dozlarin incelenmesi gerekmektedir.

Oksijen endiikte retinopati modelinde hiperoksi deprivasyonu dokuda relatif hipoksiye
neden olmakta ve olusan hipoksi mitokondrilerde sisme, krista fragmantasyonu, matriks
kondansasyonu, i¢/dis membran ayrilmasina neden olmaktadir (158). Mitokondrilerin i¢
yapisi, fizyolojik aktiviteleri geregi hipoksi, hiperoksi, tedavi amacli kullanilan ajanlar gibi
stres sinyallerine cevap olarak degiskenlik gdsterir (159). Olusan stres seviyesi
mitokondride morfolojik ve fonksiyonel degisikligi belirlemektedir. Olusan degisiklikler
hiicrenin kurtulmasina veya apoptozise neden olur (160). Calismamizda hiperoksi
durumuna maruz birakilmayan negatif kontrol grubu (Grup-A) ve hiperoksiye maruz
birakilmayarak yalnizca intravitreal DMSO uygulanan grupta (Grup-B) morfolojik
degisiklik izlenmemistir. Literatlirle uyumlu olarak OER grubunu olusturan kontrol
grubunda (Grup-C) ise elektron mikroskopik ultrastriiktiirel morfolojik incelemede
fotoreseptor i¢ segmentinde bulunan mitokondrilerde yogun kesiflik iceren litik-benekli
matriks ve kristalizis seklinde ultrastriiktiirel mitokondriyal degisiklikler saptanmustir.
Benzer degisiklikler OER olusturulan ve yalnizca intravitreal DMSO uygulanan kontrol
grubunda da izlenmekte olup iki grup arasinda istatistiksel anlamli fark izlenmemistir.
Hiperoksiye maruz kalan grupta tespit edilen bulgular C57BL/6J 1rki farenin retinal
hiperoksi maruziyeti ile indiiklenen mitokondriyal vulnerabilitesi oldugunu, DMSO
uygulamasinin ise mitokondriler {izerinde bagimsiz olarak ek olumsuz etki yapmadigin

gostermektedir.
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Daha oOnceki boéliimlerde bahsedildigi gibi, okiiler neovaskiilarizasyon olusumunda
birbiriyle i¢ ice gegmis bir¢ok mekanizma bulunmaktadir. Bu mekanizmalarin énemli bir
basamagini oksidatif strese bagli mediatdrlerin hiicrenin ¢esitli yapilar lizerinde yarattigi
hasar olusturmaktadir. Calismamizda diisik doz ve yiiksek doz intravitreal ve
intraperitoneal Apigenin uygulanan gruplarda, oksijene tabi tutularak Apigenin
uygulanmayan kontrol gruplarmma gore istatistiksel olarak anlamli diizeyde atipik
mitokondri sayilarinda azalma oldugu izlenmistir. Bu durum, Apigenin’in mitokondriler
tizerinde sitoprotektif etkisinin oldugunu disiindirmektedir. Calismamizda Apigenin
uygulanan gruplarda oksijene tabi tutulan kontrol gruplarina goére mitokondriyal
degisikliklerin daha az yogunlukta izlenmesinin, Apigenin’in mitokondriler {izerindeki
oksidatif strese karsi koruyucu etkisini in vivo olarak gdstermesi agisindan literatiire katki
sunacagini diisiinmekteyiz. Apigenin uygulanan gruplar kendi iclerinde karsilastirildiginda,
yiikksek doz intravitreal ve intraperitoneal Apigenin uygulanan gruplarda diisik doz
Apigenin uygulanan gruplara gére anlamli olarak daha yiiksek atipik mitokondri oranlari
oldugu izlenmistir. Bu durumun, Apigenin’in diisiik doz ve yliksek dozda sitoprotektif
etkinliginin  oldugu; ancak yiikksek dozlarda bu etkinligin azaldigt olarak

yorumlanabilecegini diisiinmekteyiz.

Apigenin’in Onceki calismalarda biyolojik aktiviteleri arasinda anti-inflamatuar, anti-
oksidan, anti-apoptotik, anti-karsinojenik, anti-mutajenik etkileri oldugu literatiirde ¢esitli
calismalarla gosterilmistir (137). Calismamizda Apigenin uygulanan gruplarda anti-
proliferatif etkilerin yan1 sira, elektron mikroskopide mitokondrilerin oksijene tabi tutulan
diger gruplara gore daha az hasarlandig tespit edilmistir. Bunun yam sira apoptotik
hareket Apigenin uyguladigimiz grupta daha diisiik saptanmistir. Bu bulgular Apigenin’in
anti-oksidatif etkilerini ve bunun sonucu olarak gelisen anti-apoptotik ve sitoprotektif

etkilerini destekler niteliktedir.

Calismamizda apoptotik hiicre 6liimiinii incelemek icin TUNEL caligmast uygulanmaistir.
Tiim kontrol gruplarinda benzer diizeyde apoptozis goriilmiistiir. Diisiik ve yiiksek doz,
intravitreal ve intraperitoneal Apigenin uygulanan tiim gruplarda kontrol gruplarina kiyasla
apoptozis oranlarinda anlamli azalma oldugu goriilmiistiir. Diisiik ve yliksek doz Apigenin
uygulamalar1 arasinda apoptozisin benzer oranda azaldigi izlenmistir. Intravitreal ve
intraperitoneal Apigenin uygulamalar1 arasinda apoptozisin benzer oranda azaldigi
izlenmistir. Daha 6nceki benzer bir ¢calismada Bevacizumab ile atipik mitokondrilerde artis

saptanirken apoptotik aktivitenin ise anlamli farklilik gostermedigi belirtilmis ve
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Bevacizumab’in bu sebeple geri donilisiimsiiz hasara yol agmadigi belirtilmistir (113).
Bizim ¢aligmamizda ise Apigenin hem mitokondriyal atipiyi azaltmakta hem de tiim
gruplarda kontrollere gore apoptotik aktiviteyi belirgin olarak azaltmaktadir. Apigenin’in
anti-oksidatif ve anti-inflamatuar etkilerinin ¢esitli mekanizmalarla hiicresel ve
mitokondriyal stresi azaltarak dismorfolojik bulgularin 6niine gegtigini diisiinmekteyiz.
Bulgularimiz Apigenin’in oksidatif yollardan ve mitokondriyal yollardan uyarilan

apoptozis iizerindeki inhibe edici etkisini dogrulamaktadir.

Apoptozis programli hiicre 6liimiidiir (161). Apoptozis normal hiicre dongiisii, immiin
sistemin normal fonksiyonu, hormon iliskili atrofi, embriyonik gelisim ve kimyasal aracili
hiicre 6liimiinlin 6nemli bir bilesenidir (162). Calismamizda negatif kontrol grubunda ve
oksijene maruz birakilmayan kontrol gruplarinda TUNEL calismasi ile fizyolojik apoptozis
gozlemlenmistir. Uygunsuz apoptozis norodejeneratif hastaliklar, iskemik hasar, otoimmiin
bozukluklar ve kanserlerde rol oynar (162). Apoptozisin iki temel mekanizmasi vardir;
ekstrensek-reseptor aracilt yol ve intrensek-mitokondriyal yol (163). Ekstrensek yol Fas ve
TNF reseptorleri aktivasyonu ile gerceklesir. Bu yolda kaspazlar (kaspaz 8 ve 3) aracilik
etmektedir. Intrensek yol ise mitokondriyal membran potansiyeli ve mitokondriyal
membran gecirgenliginde degisiklik ile sitokrom c ve apoptozis indiikleyen faktorlerin
sitoplazmaya salinimi, bunun sonucunda kaspaz 9 ve 3 aktivasyonu ile ger¢ceklesmektedir
(164). Apoptozis genotoksik ajanlarin etkisiyle yaratilan agir deoksiriboniikleik asit (DNA)
hasarina yanit olarak p53’iin indiiksiyonuyla da baslatilabilir. Bu durumda indiiklenen p53,
bir proapoptotik B hiicreli lenfoma (Bcl)-2 ailesi liyesi olan Bax, Fas ve DRS gibi hiicre
yiizey o6liim reseptorlerinin indiiksiyonuna yol agarak apoptozisi baglatir (165). Apoptozis
biiylime faktorlerinin ortamdan eksilmesiyle de baslatilabilir. Ayrica bir proapoptotik Bel—
2 ailesi tliyesi olan Bad’in fosforillenememesi sonucu aktiflesmesi ve bdylece
mitokondriden apoptozisi baslatict bir faktor olan sitokrom c’nin sitoplazmaya
saliverilmesi yoluyla da gergeklesebilir. Apoptozisi baslatan bir baska neden ise, sitotoksik
T lenfositlerinden saliverilen granzim B’lerin hedef hiicrede kaspaz sistemini

aktiflestirmesidir (166, 167).

Literatiirde Apigenin’in apoptozis ile iligkisi hakkinda celiskili sonuglar mevcuttur. Bir
kisim ¢aligmada Apigenin’in apoptozisi arttirdigi savunulurken bir kisim calismada ise

aksine apoptozisi engelledigi belirtilmektedir (142, 164, 168-174).
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Liu ve arkadaslar1 tarafindan Apigenin’in in vitro akciger tlimor hiicresi kiiltiiriinde
apoptozise neden olmadigr gosterilmistir (142). Ancak ayni calismada in vivo olarak
farelere akciger tiimorii hiicresi ile birlikte uygulanan Apigenin’in ise, bu timor
hiicrelerinde TUNEL teknigi ile tespit edilen apoptozisi arttirdigr gosterilmistir. Bu
durumu Liu ve arkadaslar1 Apigenin’in in vivo ortamda anjiogenezi baskilamasi ile iliskili
olarak yorumlamistir. Seo ve arkadaslari insan meme kanseri hiicre kiiltiiriinde Apigenin’in
ekstrensek yol ile apoptozisi indiikledigini, intrensek yol lizerinde ise etkisiz oldugunu
gostermislerdir (164). Seo ve arkadaglar1 bir baska calismada ise Apigenin’in kaspaz 8
aracilifiyla apoptozisi arttirdigini  gostermislerdir (168). Lim ve arkadaslar1 ise
koryokarsinoma hiicre kiiltiiriinde Apigenin’in doza bagimli olarak apoptozisi arttirdigi ve
mitokondri membran potansiyelini baskiladigini gostermistir (169). Shukla ve arkadaslar
prostat kanseri hiicreleri lizerinde Apigenin’in Bax aktivasyonu ve Bcl-2 diizeyinde azalma
ile birlikte apoptozisi arttirdigin1 géstermislerdir (170). Liao ve arkadaslar1 ise Apigenin’in

fare makrofaj hiicrelerinde apoptozisi arttirdigini géstermislerdir (171).

Qin ve arkadaslar1 insan umblikal ven endotelyal hiicre ve insan aortik endotelyal hiicre
kiiltiirleri tizerinde yaptiklari calismada, Apigenin’in Bax ekspresyonu ve kaspaz 3
aktivitesini azaltarak apoptozisi azalttigmi gostermislerdir (172). Kim ve arkadaslar
Apigenin’in proteozom inhibitorlerini inhibe ederek Bcl-2 diizeylerinde artis, Bax ve p53
diizeylerinde azalma, mitokondriyal membran potansiyelinin kaybini engellenmesi,
sitokrom ¢ ve kaspaz 8, 9 ve 3 aktivasyonunun engellenmesine neden olarak noronal hiicre
apoptozisini azalttigin1 gostermislerdir (173). Balez ve arkadaslari ise c¢aligmalarinda
Apigenin’in potent anti-inflamatuar 6zelliginin yaninda noronlar {izerinde kaspaz aracili

apoptozisi belirgin sekilde azalttigini kanitlamiglardir (174).

Apigenin’in ¢esitli dokular lizerinde apoptozis lizerine etkisini arastiran bahsi gecen
caligmalarin yaninda okiiler dokular iizerinde etkisini arastiran giincel calismalar
mevcuttur. Xu ve arkadaglar1 2016 yilinda yayinladiklar1 ¢alismalarinda, Apigenin’in insan
RPE iizerindeki etkilerini incelemislerdir. Bunun igin zerz-butil hidroperoksit ile muamele
edilerek oksidatif hasar olusturulmus insan RPE hiicresi kiiltiirii kullanmislardir. Oksidatif
hasar olusturulan hiicreleri Apigenin ile inkiibasyona birakmislardir. Bunun sonucunda 800
uM’e kadar Apigenin konsantrasyonu uygulanan hiicrelerde, Apigenin’in hiicre canliligini
azaltmadigini ve toksik etki gdstermedigini, oksidatif hasara ugratilan gruplarda canlilik
oranlarini arttirdigini, akim-sitometri testi ile tespit edilen apoptoziste belirgin diizeyde

azalmaya yol ac¢tigim1 gostermislerdir. Boylelikle Apigenin’in hiicreleri oksidatif hasara
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bagli apoptozisten korudugunu ortaya koymuslardir (175). Chen ve arkadaslarinin yine
insan RPE hiicre kiiltiirii izerinde yaptiklar1 bir ¢alismada ise ¢esitli polifenollerin etkileri
incelenmistir. Bu calismada Apigenin’in anti-VEGF etkisi olmas1 ile birlikte yiliksek
dozlarda (100 uM iizerinde) toksik etki gostererek hiicre 6liimiinde artisa neden oldugu;
ancak etkin ve toksik doz araligimin genis oldugu belirtilmistir (12). Fu ve arkadaglar1 rat
retinal gangliyon hiicreleri iizerinde Apigenin’in doza bagimli olarak akim sitometri ile
belirlenen apoptozisi azalttigin1 gostermislerdir. Yine bu ¢calismada Apigenin’in TNF-a ile
indiiklenen apoptozisi kaspaz bagimli apoptotik yolun inhibisyonu ve niikleer faktor-kappa

B aktivasyonu araciligiyla engelledigi gosterilmistir (176).

Biz ¢alismamizda Apigenin dozlarimizi belirlerken literatiirde toksik oldugu belirtilen
dozlardan daha diisiik dozlarda kullandik. Chen ve arkadaslarinin calismasinda hiicre
kiiltiirtinde toksik doz olarak belirlenen 100 uM Apigenin 27 pg/ml doza denk gelmektedir
(12). Bu sebeple intravitreal yliksek dozumuzu belirlerken iist doz olarak 20 pg/ml
kullandik. Calismamizda, bu dozda in vivo kosullarda toksik etki goriilmedigini ve
apoptozisin anlamli olarak baskilandigim saptadik. Intraperitoneal dozlarimizi ise daha
once ratlar ile yapilmis intraperitoneal dozlari temel alarak hesapladik ve hem diisiik doz
hem yiiksek doz uygulamada anlamli anti-VEGEF etki elde edilmesi ile birlikte, apoptozis

oranlarinda da anlamli azalma oldugunu gézlemledik (7).
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6. SONUC

Yaptigimiz ¢aligmanin sonucunda C57BL/6J OIR in vivo fare modelinde intravitreal ve
intraperitoneal yolla uygulanan Apigenin’in vaskiiler endotel iizerine anti-proliferatif etkili
oldugunu gozlemledik. Calismamizda kullandigimiz diisiik ve yiiksek doz uygulamalar
arasinda anti-proliferatif etki agisindan anlamli farklilik oldugu izlendi ve bdylece
Apigenin’in anti-proliferatif etkisinin doza bagimli oldugu goriildi. Isik mikroskobu ile
yapilan incelemelerde Apigenin enjekte edilmis olan gozlerde retina katmanlarmin
morfolojik analizinde hiicresel diizeyde toksik etkisinin olmadig1 gozlendi. Oksijene tabi
tutularak intravitreal ve intraperitoneal, diisiik ve yiiksek doz Apigenin uygulanan
gruplarda ise kontrol gruplarina goére belirgin olarak atipik mitokondri sayisinin azaldigi
goriildii. Boylece Apigenin’in mitokondriler iizerinde koruyucu etkileri oldugu saptandi.
Apoptozisin intravitreal ve intraperitoneal, diisiik ve yiiksek doz Apigenin uygulanan

gruplarda kontrol gruplarina gore belirgin olarak baskilandigi izlendi.

Literatiirde Apigenin’in anti-anjiojenik 6zelliklerini vurgulayan ¢ok sayida ¢aligsma olsa da
ilk kez calismamizda Apigenin’in in vivo kosullarda lokal ve sistemik uygulamalarinin
retinal endotel hiicreleri {izerindeki etkisi gdsterilmistir. Apigenin elde ettigimiz sonuglara
gore OER fare modelinde neovaskiilarizasyonu doza bagimli olarak baskilamaktadir.
Ayrica lokal ve sistemik uygulamalarda Apigenin sitoprotektif etki gostermekte, hiperoksi

deprivasyonuna bagli mitokondriyal hasar1 ve apoptozisi baskilamaktadir.

Sonug olarak, Apigenin retinal endotel hiicreleri iizerinde anti-anjiojenik ve sitoprotektif
Ozellikleri olmasi nedeniyle retinal vaskiiler hastaliklarin gelecekteki tedavisi acisindan
umut vaat edicidir. Ilag etkisi, doz etkisi ve farmakokinetik analizleri iceren prospektif

randomize klinige yonelik deneysel ¢alismalar gerekmektedir.
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