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OZET

Bu calisma in vivo premature retinopatisi (PR) fare modelinde C57BL/J6 tipi fare
kullanilarak, somatostatin analogu olan Octreotid asetat’ in farkl dozlarda retinal
endotelyal hicre proliferasyonuna inhibitoér etkisinin arastiriimasi ve  retinal
morfolojik yapiya etkisini incelemek amaciyla yapiimigtir.

in vivo analizler prematiire retinopatisi fare modeli kullanilarak gerceklestiriimistir.
Yirmialti C57BL/J6 fare postnatal 7. ginden 12. gine kadar %75 oksijene tabi
tutulmustur. Fareler 4 gruba ayrilmigtir. Grup-1 negatif kontrol grubunu, grup-2
kontrol grubunu, grup-3 0.1ug IVO enjeksiyon grubunu ve grup-4 0.05ug IVO
enjeksiyon grubunu olugturmustur. Onikinci gin 12 farenin sag gozune (grup-3)
0.1ug intravitreal Octreotid asetat (IVO), 14 farenin sad goziine (grup-4) 0.05ug
IVO ve diger gézlerine izotonik soliisyon enjeksiyonu (grup-2, n=26) uygulanmistir.
Deneyin 17. gunu fareler sakrifiye edilmis ve goOzler preretinal
neovaskularizasyonun kantitatif analizi icin ve morfolojik yapi incelmesi igin
enuklee edilmistir. Dort tane islem géormemis fare negatif kontrol grubunu (grup-1)
olusturmustur. Neovaskularizasyon internal limitan membranin vitreusa bakan
yuzindeki vaskuler hiicre g¢ekirdeklerinin sayimiyla kantifiye edilmistir. Histolojik ve
ultrastruktarel morfolojik degisiklikler 151k mikroskopi ve elektronmikroskopi ile
incelenmisgtir.

Bir histolojik kesitte neovaskuler endotelyal hiicre sayisi kontrol grubunda (grup-2),
grup-3 (p<0.0001) ve grup-4 (p=0.01) ile kargilastirildiginda anlamli olarak daha
yuksek bulunmustur. Grup-1 de (negatif kontrol grubu) neovaskuler endotelyal
hicre proliferasyonu tespit edilmemigtir. Histolojik incelemede hig bir grupta toksik
etki saptanmamigtir. Elektron mikroskopik incelemede kontrol grubunda
hiperoksiye bagli mitokondriyal dismorfoloji saptanmigtir. Mitokondriyal dismorfoloji
VO enjekte edilen gdzlerde 0.1ug IVO enjeksiyon grubunda artis géstermektedir.
Kontrol grubu ve 0.05ug VO enjeksiyonu vyapilan grup kiyaslandiginda
mitokondriyal dismorfolojinin benzer dizeyde oldugu gozlenmistir.

Sonug¢ olarak VO enjeksiyonu in vivo PR fare modelinde endotelyal hiicre

proliferasyonunu inhibe ettigi goértlmektedir. C57BL/J6 farenin retinasinda
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hiperoksiye bagli morfolojik hasarin yaninda Octreotid asetat ile ultrastriktirel

hasar geligtigi saptanmistir.

Anahtar kelimeler: in vivo fare modeli, intravitreal Octreotid asetat, endotelyal
hdcre proliferasyonu, mitokondria, elektron mikroskopi
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ABSTRACT

The aim of the study was to investigate the effects of Octreotide acetat, at different
concentrations, on retinal endothelial cell proliferation and retinal morphological
structure in an oxygen-induced retinopathy of preamturity (ROP) mouse model.

In vivo analysis were performed using ROP mouse model with C57BL7J6 newborn
mouse. There were four groups (group-1=negative control group), group-2=control
group, group-3=0.1ug IVO enjected group, group-4= 0.05ug IVO). Twentysix
C57BLJ6 mice were exposed to 75% oxygen from postnatal day 7(P7) to 12
(P12). On day 12 Octreotide acetat 0.1ug was administered intravitreally to one
eye of 12 mice (group 3), 0.05ug Octreotide acetat to one eye of 14 mice (group 4)
and contralateral eyes (group-2 n=26) received isotonic saline. Four mice of the
same age that had been kept in room air without any exposition to high oxygen
were used as negative kontrol.

On day 17, the mice were sacrificed and eyes enucleated for quantitative analysis
of preretinal neovascularisation. Neovascularizations were quantified by counting
the endothelial cell nuclei on the vitreal side of the inner limiting membrane of the
retina. Histological and ultrastructural changes were examined by using light and
electron microscopy.

The endothelial cell count, per histological section in the control group was
significanly higher compared with group 3 ( p<0.0001) and group 4 (p=0.01). In
grup-1 (negative kontrol group) there were no endothelial cell nuclei detected on
the vitreal side of the inner limitig membrane. Histologic evaluation of retinal layers
using light microscopy showed no retinal toxicity in any group. Electron
microscopy revealed similar mitochondrial dysmorphology in group-2 and grup-4,
but mitochondrial dysmorphology displayed increase in group- 3.

In conclusion we can say that intravitreal injection of octreotide acetat supresses
endothelial cell proliferation in a ROP mouse model. In addition to hyperoxia
induced vulnerability of C57BL/J6 retina, morphological findings implicate further
ultrastructural vulnerability due to octreatid acetate.

Key words: intravitreal octreotide acetat, ROP mouse model, retinal endothelial

cells, mitochondria, electronmicroscopy
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RESIMLER DiZziNi

Kontrol grubunun histolojik kesitlerinde internal Ilimitan
membranin vitreus tarafindaki neovaskularizasyon kimeleri;
RPE ve retina kesitindeki yapay ayrilma gorulmektedir.
(DUYUIME: XA0) .. s 55
Negatif kontrol grubunun histolojik kesitinde neovaskiler hicre
kimeleri izlenmemektedir. (buyutme: x40)

Gruplarin (grup-1, -2, -3 ve grup-4) histolojik kesitlerinde retina
hicre tabakalarinda dismorfolojik bulgu izlenmemektedir.
(DUYULME: X40).. e 56
Negatif kontrol grubunun elektron mikroskopik incelemesinde
mitokondri yapilarinda dismorfoloji izienmemektedir .................. 57
Kontrol ~ grubunun elektron mikroskop incelemesinde
fotoreseptor i¢ segmentindeki mitokondrilerde  benekli
matriksd, yogun kesif iceren litik matriksy ve dis membran
kaybip oldugu gOzIendi............uuuuuiumiiiiiiiiiiiiiiii 58
0,1ug IVO enjeksiyonu yapilan grupta mitokondriyal morfolojik
degisiklikler daha yogun olarak izlenmektedir............................. 59
Retinal pigment epitel, koroid ve sklera duzeyinde dismorfoloji

hi¢ bir grupta gordlmemistir ..........ccccooiiiiiiii 60



1. GIRIS

Neovaskuler g6z hastaliklar tum yas gruplarinda ciddi saglik sorunudur. Gelismis
ulkelerde, proliferatif diyabetik retinopati, gen¢ ve orta yas grubunu etkileyen en
onemli korliik nedenidir.! Ekslidatif makula dejenerasyonu ileri yas grubunda en
sik neovaskdiler hastalik nedenidir.? Gelisen tibbi imkanlar sayesinde daha dusuk
dogum haftasindaki preterm bebekler yasatilabilmektedir. Premature retinopatisi
(PR), diinyada cocukluk caginda onemli kérlik sebebidir.> Bu hastaliklarin
etkiledikleri doku dagilimi ve vaskuler yatak farkli olmakla birlikte hepsindeki ortak
mekanizma patolojik kan damari proliferasyonu meydana gelmesidir.

ilk defa Poulsen tarafindan, postpartum pitiitiier infarkt olan bir hastada diyabetik
retinopatinin  geriledigini bildirmesiyle baydme  hormonunun  damar
proliferasyonunu  destekleyici etkisi fark edilmistir.* Diyabetik mikrovaskdiler
hastalikta peptid buyume faktorlerinin rol oynadigini gésteren kanitlar artmaktadir.
Yapilan c¢alismalarda IGF-1, VEGF ve diger baz faktorlerin etkili oldugu
anjiyogenez mekanizmalari tanimlanmistir.>® Yapilan calismalar da IGF-1" in
retinal neovaskularizasyon gelisiminde etkili oldugunu desteklemektedir. Merimee
ve arkadaslarinin yaptigi calismada hizli ilerleyen diyabetik retinopati olan
hastalarda serum IGF-1 diizeyleri daha yiiksek dlciilmiistiir.® Diyabetik hastalarin
katildigi kapsaml bir galismada 30 yas Uzeri 928 hastanin sistemik |1GF-1
dizeylerine bakilmis ve daha ylksek olan hastalarda proliferatif retinopati ve orta
ciddiyette non proliferatif retinopati sikliginin anlamli olarak arttigi gdsterilmistir.™
Grant ve arkadaslari somatostatin reseptorlerinin varhgini insan retina endotel
hiicre kiiltiirinde gdstermislerdir.”’ Eksudatif YBMD tanisi alan gdzlerde erken
evre koroidal neovaskuler membranda yogun somatostatin reseptorleri 6zellikle de
somatostatin reseptér 2A (SST2A) ekspresyonu saptanmistir.'®> Farelerde
proliferatif retinopati modelinde  somatostatin analoglarinin inhibitor etkileri
gbzlenmistir.™

Neovaskuler hastaliklarda tedavi, lazer fotokoagulasyon ile iskemik dokunun tahrip
edilerek neovaskularizasyonu tetikleyen faktorlerin azaltilmasi esasina dayanlr.14
Panretinal fotokoagulasyon, proliferatif diyabetik retinopati ve PR’ nin standart
tedavisidir. Ancak bu tedavi sonucunda doku hasari meydana gelir. Doku hasarini
en aza indirgeyerek, patolojik neovaskularizasyonu engelleme amacina yonelik

olarak vaskuller endotel hicre Uzerine etkili anjiogenik maddeler hedef



alinmaktadir." Bunlardan en énemlileri VEGF blokaji yapan ilaglardir. Son yillarda
eksudatif AMD tedavisinde VEGF inhibitoru ilaglarla iyi sonuglar alinmaktadir.”® Bu
gelismelere ragmen neovaskuller hastaliklarin tedavisinde monoterapi yada
sinerjistik etkili olarak kullanilabilecek alternatif farmakolojik tedavi yontemleri
uzerindeki arastirmalar devam etmektedir .

Somatostatin ilk olarak hipotalamustan izole edilen, pitutier buyime hormonu
salinimini baskilayan endojen maddedir."”” Somatostatin analoglarinin, SMS 201-
995 (Octreotid asetat), RC 160 (vapreotid) sirasi ile %61 ve %68 oraninda civciv
embriyo koryallantoik zarinin gelisimi esnasinda meydana gelen normal
neovaskularizasyonu inhibe ettikleri g('jsterilmigtir.18 Potent bir somatostatin
analogu olan Octreotid asetatin koryoallantoik zar modelinde somatostatin
reseptor-2 ile baglanarak anjiyogenezisi inhibe ettigi gosterilmistir. Bu etkisini G
proteinlerinin inhibitor alttipleri, c-AMP, Ca bagimh yollar araciigi ile
gerceklestirir."

Proliferatif diyabetik retinopati (PDR) tedavisinde somatostatin analogu ilaglarinin
sistemik olarak pitlitler somatostatin reseptoér aktivasyonu ile GH-IGF-1 aksini
inhibe ederek etki ettigi disinilmektedir?® Ancak Octreotid asetat sistemik
uygulamasinin sonuglari diyabetik retinopati tedavisinde akromegali tedavisinde
oldugu kadar basarli degildir. Bunun baslica nedeninin Octreotid etki
mekanizmasinin sistemik olarak degil, okuler hedef dokudaki somatostatin
reseptor (SSTR) aktivasyonu ile olabilece@i ve bu parakrin etkinin GH inhibisyonu
yapan Octreotid etkisinin selektif oldugu SSTR2 ve SSTR5 ile olustugu
dustiniilmektedir.?! Pepdid yapida olan Octreotid asetat sistemik uygulandiginda
kan-beyin bariyerini gegmedigi i¢cin ancak kan-beyin bariyerinin hasarlandigi
durumlarda g6z igindeki hedef dokulara ulasabilmesine bagli parakrin etkinliginin
az oldugu dusunulmektedir.

Klinigimizde daha once in vivo PR-fare modelinde yapilan g¢alismada intravitreal
triamsinolon enjeksiyonunun neovaskularizasyon Uzerine baskilayici oldugu
gosterilmis ve retina dokularindaki morfolojik etkileri incelenmistir.?? Bu
calismamizda in vivo PR-fare modelini kullanarak intravitreal verilen Octreotid
asetatin farkli dozlarda neovaskularizasyon uzerine etkisi ve retinal morfolojide
olusturdugu morfolojik etkiler IStk mikroskobu ve elektron mikroskobu ile

incelenmesi amaclanmistir.



2. GENEL BILGILER
2.1 PREMATURE RETINOPATISI

Premature retinopatisi, dusik dogum agirlikl, erken dogan bebeklerde gorulen
retinal damarlarin anormal proliferasyonuna bagl olusan ve cocukluk ¢aginda
korlige yol agan vaskuler bir hastaliktir.”® CRYO-ROP calismasindaki veriler
sonucunda 750 gr altindaki bebeklerde %90 oraninda, 27 haftadan kuguk
bebeklerde %83 oraninda PR gelistigi bildirilmisitir.?* Hastaligin gelisiminde en
onemli risk faktoru postmenstruel yas ve duguk dogum agirligidir.

2.1.1 EVRELEME

PR Uluslar arasi gegerli siniflandirmaya gére degerlendirilir. %°

Uluslar arasi PR siniflamasina(ICROP) gore hastaligin siddetini dort etken
belirler:?°

Retina tutulumun yerlegimi; zonlarla ifade edilir.

Retina tutulumunun yayginhgi; saat kadrani olarak ifade edilir.

Retinopatinin ciddiyeti; evre olarak ifade edilir.

o o T o

Retina arka kutup damarlarinda dilatasyon varhgi (plus hastalik)
ZON TANIMI:

Zon 1: En igteki alandir. Optik disk merkezinden, makula merkezine uzanan
mesafenin iki kati captadir.

Zon 2: Zon 1 sinirindan nasal ora serrataya uzanan alandir.

Zon3: Zon 2 yi ¢evreleyen hilal seklinde retina alanidir.

Evre 1: immatiir damarlanma ve demarkasyon hatti
Evre 2: Kabarik demarkasyon hatti (ridge)
Evre 3: Ekstraretinal fibrovaskuler proliferasyon
Evre4: Kismi retina dekolmani

e Evre 4A: Ekstrafoveal

e Evre 4B: Foveal

Evre5: Tunel seklinde total retina dekolmani



2.1.2 TEDAVI

PR tedavisi i¢in uluslar arasi kriterler gecerlidir.26 Lazer veya kriyo tedavisi ile
pretreshold ve treshold hastalikta avaskuller retinanin ablasyonu ile hastaligin
progresyonunun engellenmesi esasina dayanir .%°

Evre 4a, evre 4b ve evre 5 hastalikta serklaj cerrahisi veya vitrektomi
uygulanmaktadir. Prospektif vaka serilerinde intravitreal bevaciumab tek basina
veya cerrahi ile kombine tedavisi ile olumlu sonuglar alindigi bildirilmistir ancak

bazi yayinlarda mevcut dekolmanin kotulestigi rapor edilmektedir.?’
2.2 PREMATURE RETINOPATISI PATOGENEZI

Retina damarlanmasi gestasyonun 16. haftasinda baslar.®® Retina damarlari
optik diskten mezensim igsi hucreleri olarak yayilir. Mezengim igsi hucrelerin
yayllimini endotel proliferasyonu ve Kkapiller olusum izler. Yeni Kkapiller
damarlardan matur retina damarlari olusur. Gestasyonun 6. haftasinda olusan
koroid damarlari avaskularize retina alanlarini besler. Retinanin nazal bolumua 36.
haftada tumuayle vaskularize olurken, temporal alanin vaskularizasyonu 39.
haftada tamamlanir. Bu nedenle prematir dogan bebeklerde gestasyonel yasina
uygun immatir tamamlanmamig vaskularizasyon ve periferal avaskuler zon vardir.
Premature retinopatisinin ilk fazinda (Faz-1) bebek anne karnindayken devam
etmesi gereken vaskularizasyon durur ve olugmus damarlarda vazoobliterasyona
bagli kayip olur. Bebegin matlirasyonu ile vaskllarize olmayan retina alani
metabolik olarak aktif ve hipoksik duruma gelir.

Retina neovaskilarizasyonu, PR’ nin ikinci fazi (Faz-2) hipoksiye baghdir ve
yaklasik postmenstriiel 34. haftada meydana gelir.”**° Hipoksinin tetikledigi retinal
neovaskularizasyon fazi diger proliferatif retinopatiler ile benzerdir.

PR’ deki molekiler yolaklari ¢galismak i¢in fare modeli geligtirilmi@tir.31 Fare, kedi,
rat gibi hayvanlarin gozleri dogumda tam olarak vaskularize olmadidi igin prematutr
infantlarin retinal vaskuler gelisimine benzerlik gosterir. Deney hayvanlarinin
hiperoksiye maruz kalmasi PR’ nin Faz-1 evresine benzerlik gbsteren, normal
vaskuler gelisimin duraklamasina ve vazoobliterasyona neden olur. Fareler oda
ortamina alindiginda retinada perfiizyonun olmadigi alanlar hipoksik hale gelir ve

daha sonra Faz-2 PR evresindeki gibi neovaskularizasyon meydana gelir.



Hipoksi proliferatif retinopatilerde ve Faz-2 PR’ de neovaskularizasyonu tetikleyen
ana nedendir. Retinal hipoksi farede neovaskularizasyonun geligsiminden oOnce
Vaskiler Endotelyal Blyiime Faktorii (VEGF) ekspresyonunda artisa neden olur.*®
VEGF inhibisyonunun neovaskuler cevabi azaltmasi VEGF in retinal
neovaskiilarizasyonda énemli oldugunu kanitiamaktadir.’***" VEGF, PR olan
bebeklerin retinasinda fare modelindekine benzer sekilde yliksek bulunmustur.®
VEGF normal damar gelisimi icin gereklidir ve hayvan modellerindeki PR-Faz-1
evresi, VEGF bagimhdir. Retina gelisimi vaskularizasyondan daha énce oldugu
icin hipoksi yaratan lokalize oksijen ihtiyaci vardir.>® Fizyolojik hipoksi damar
gelisimini tetikler.?*° VEGF hipoksiye cevap olarak salinir ve kan damarlari VEGF
uyarisina dogru buylr. Yeni olusan damarlardaki oksijen hipoksiyi azalttikca VEGF
MRNA ekspresyonu azalir ve buyume durur. Oksijen tedavisi fare ve rat
modellerinde normal gelisimi engeller. Hayvan modellerinde hiperoksi, VEGF
MRNA supresyonuna neden olarak VEGF fizyolojik dalgasini engeller ve damar
bdyUmesini duraklatir. Hiperoksinin tetikledigi vazoobliterasyon vaskuler endotel
hicrelerinin apoptozu ile olur ve kismen disaridan uygulanan VEGF ile
engellenebilir.***° Bu VEGF’ in immatiir retinal damarlarin devamliligi igin gerekli
oldugunu gosterir ve hiperoksinin PR patogenezindeki etkisini kismen
aciklayabilir.*®

VEGF inhibisyonu PR Faz-2 evresindeki hipoksiye bagh retinal
neovaskularizasyonu tamamen engellemez. PR’ nin klinikte birgok faktore bagl
oldugu aglktir. PR i¢cin en dnemli risk faktoru prematuritedir ve bu nedenle bayume
ve gelisme ile ilgili faktorler hastalik olusumunda 6nemli oldugu dustnulmektedir.
Blyume hormonunun (GH) etkileri proliferatif diyabetik retinopatide
gosterildiginden,*'*2 GH ve insulin benzeri bilylime hormonu-1 (IGF-1) mitojenik
etkileri nedeniyle PR patogenezinde etkili olduklari dusunulmektedir. PR Faz-2
evresindeki proliferatif retinopati GH reseptor antagonisti eksprese eden
transgenik farelerde veya GH hormon salinimini baskilayan somatostatin analogu
olan MK 678 ( seglitide) ile tedavi edilen transgenik olmayan farelerde proliferatif
retinopatinin azaldigi g('jzlenmi§tir.43 GH inhibisyonu IGF-1 inhibisyonu ile etki
gOsterir cunku sistemik IGF-1 uygulanan kontrol farelerde neovaskularizasyon
meydana geldigi gozlenmigstir. Proliferatif evredeki farelere IGF-1 reseptor
antagonisti  verildiginde VEGF cevabinda degisiklik olmadan retinal

neovaskiilarizasyonun baskilandigi gdzlenmistir.**  IGF-1 maksimum VEGF



stimulasyonu ile yeni damar gelisimine neden olur. IGF-1 seviyeleri dusuk
oldugunda VEGF varliginda bile damar buyumesi engellenir. Bu nedenle IGF-1,
PR gelisiminde nonhipoksik faktdrlerden biri olarak kabul edilmektedir.*

IGF-1, PR’ nin ilk evresinde normal damar gelisiminde dnemli role sahiptir.*®* PR’
nin ilk evresindeki damar gelisimindeki aksaklik, ikinci evredeki hastaligin siddetini
belirler. Dogumdan sonra plasenta ve amniyon sivisindan saglanan IGF-1
olmadidi icin IGF-1 seviyesi in utero kosullara gére dusuk olur. IGF-1 olmayan
farelerde retina damar gelisiminin prematir bebeklerdekine benzer sekilde
yavagladigl gozlenmistir . IGF-1 maksimum VEGF aktivasyonu ile bir hicre ici
ikincil mesaj sistemi olan Akt endotel hucre yolunu kontrol eder. Bu bulgu IGF-1
kaybinin nasil vaskiler endotel hucrelerin hayatiyetini etkileyerek hastaligin
olusumuna neden oldugu aciklayabilir.*®

Bu gozlemler PR olan bebeklerin kan IGF-1 seviyelerinin ayni postmenstruyel
yastaki normal bebeklerdeki kan IGF-1 seviyelerine gore daha dusuk bulunmasi ile

uyumludur.*®
2-3 ANJIYOGENEZ ve ANJIOYOGENEZDE ETKIiLi FAKTORLER

Anjiyogenez var olan kapiller damarlardan yenilerinin olusmasidir. Anjiyogenez
sureci ve duzenlenmesi oldukca karmasiktir ve tam olarak anlasilamamistir.
Proanjiyojenik ve antianjiyojenik molekuller arasindaki denge bu sureci kontrol
eder. Anjiyogenez endotel hucre aktivasyonu, ¢evre dokularda proteoliz, endotel
hicrelerinin tiplere adhezyonu, migrasyonu, proliferasyonu, htcre- hicre ve
hicre-ekstraselller matriks etkilesiminin  yeniden yapilanmasi gibi birgok
basamagi kapsar.*’ Anjiyogenez embriyogenez ve yara iyilesmesi gibi birgok
fizyolojik surecte yer alir.

Anjiyogenezin ilk basamagr damarlarda dilatasyon ve gecirgenlik artisidir.
Cevredeki matriksin yikimi ile birlikte endotel hlcreleri go¢ ederek tup yapilarini
olu\s,tururlar.48 Tomurcuklanan yeni damarlarin gevredeki diferansiye olmus peri-
endotel hucrelerinden ve matriksden destek aldigi dusunulmektedir. Takiben
maturasyon ve yeniden sekillenme fazi ile birlikte yeni bir damar agi olusur.
Endotel hicre gogu ve invazyonu Urokinaz tip plazminojen aktivatori, matriks
metalloproteinazlari ve muhtemelen sistein proteinaz sistemlerinin ortak aktivitesini

gerektirir.49 Proteaz genlerinin ekspresyonu sitokinler ve fibroblast buyume faktoru



ve VEGF-A gibi anjiogenik faktorlerle artarken proteolizis artigi bir taraftan pro-
proteinazlarin aktive olmasiyla, diger taraftan plazminojen aktivatoru inhibitorleri,
metalloproteinaz doku inhibitdrleri ve sistatinlerin downregulasyonu ile saglanir.
Aktive olmus endotel hlcreleri auB3 gibi integrinleri eksprese ederek yikilmis olan
matriks igcinde yayilir ve daha sonra ¢ogalmaya baslar. Takiben yeni olusmus
kapillerlerin endotel hicreleri yeni bazal membran sentezler. Yeni kapillerlerin
saglamligini ise perisit ve diiz kas hicrelerinin sagladigi dustiniilmektedir.*® Bu
slirec trombosit kaynakli biiylime faktori (PDGF) tarafindan diizenlenmektedir.®

Anjiyogenezi duzenleyen mekanizmalarda aksaklik sonucunda patolojik
anjiyogenez meydana gelir. Malignite, inflamatuvar ve okuler hastaliklarda
patolojik anjiyogenez dnemli rol oynar. Anjiyogenez basamaklarinin engellenmesi

ile bu tir hastaliklara yeni tedavi yaklagimlari gelistirilecegine inaniimaktadir.*’
2-3-1 VASKULER ENDOTEL BUYUME FAKTORU (VEGF)

VEGEF ilk olarak deneysel kobay timoérunin yol acgtigi batindaki asit sivisindan
izole edilmistir.°? Damar gegcirgenligini histaminden 50.000 kat daha fazla
arttirmaktadir.®® ilk kez 1989 yilinda klonlanmis, in vitro modellerde endotel hiicre
bilylimesini ve in vivo modellerde neovaskiilarizasyonu tetikledigi saptanmistir.>*°
VEGF endotel hicre kiltirine eklendiginde de novo kan damari olusumunu
arttirmasinin yani sira endotel hicre proliferasyonunu ve migrasyonunu da igeren
kan damari olusumunda yer alan ¢gogu basamagi tetiklemektedir ve VEGF bazal
mambran hasari ve kan damarlarinin ¢gevre doku stromasina yayilmasi igin gerekli
metalloproteinaz  enzinmlerin  Uretimini arttirmaktadir.®® VEGF patolojik
neovaskularizasyonda yer alan monositler igin gugli bir kemoatraktan gorevi
goriar.>’

VEGF vyuksek affiniteli sinyal reseptoru olan VEGFR1 ve VEGFR2' vye

%859 Bu reseptorler ilk ©nce vaskiler endotel hiicrelerinde

baglanmaktadir.
saptanmiglar ancak daha sonra diger non vaskller hicrelerde de
bulunmuslardir.?®®" VEGFR1 ve VEGFR2 tirozin kinaz reseptér ailesinde yer
alirlar. Uglincl reseptdr olan néropilinin VEGF’ in VEGF165 izoformuna 6zgulliik
gosterir.%® Bu reseptor néral, endotelyal ve tiimor hiicrelerinde bulunmaktadir.

VEGF’ in ayni genden eksprese edilen birgok protein izoformu vardir.%® En fazla

calisilmis olanlari VEGF121, VEGF 165, VEGF 189 izoformlaridir. isimlendirmedeki



sayllar proteinde bulunan aminoasit sayisini ifade eder. VEGF evrim surecinde
buayuk olgude korunmus oldugu halde murin homologlarinda bir aminoasit eksiktir
ve VEGF 165 protenin murindeki karsigi VEGF 164’ tir. %

VEGF geninde yeralan sekiz ekzon farkli farkli protein izoformlarina ait mMRNA’ lari
olusturmak Uzere alternatif olarak baglanirlar. Proteinlerin heparine gosterdikleri
affinite farklidir. Heparin affinitesi hicre ylzeylerinde ve bazal membranlarda
bulunan heparan sulfat proteoglikani ile etkilesme yetenegidir.64 En kiclk izoform
olan VEGF121 heparini bagladidi icin serbestge ¢dzlnebilir ve salgilandiktan
sonra daha uzak mesafelere ulagabilir. VEGF189 gibi daha buyuk izoformlar hiicre
yuzeyinde bulunur ve bazal membranda depolanir. Bu izoformlar plazmin gibi
proteazlar araciligi ile hizla salgllanabilir.64 Bu nedenle teoride anjioyogenez de
novo VEGF Uretimi i¢cin gen ve protein sentezi mekanizmasini beklemeye gerek
kalmadan baslatilabilir.?®> Sistem pihtilasma kaskadinin analogudur. VEGF’ in
¢ozunebilir ve heparine baglanan formlarinin bulunmasi nedeniyle ortamdaki
VEGF dagihmi kontrol edilebilir. Mikrogevredeki kuguk degisiklikler mukemmel
olarak dallanmis vaskdiler yapinin olusmasina neden olur.®%®’

Son yillarda VEGF ailesine VEGF-A’ ya ek olarak VEGF-B, VEGF-C, VEGF-D,
VEGF-E ve plasental buyume faktoru eklenmistir. VEGF-C ve VEGF-D tirozin kinaz
reseptorleri araciligiyla VEGFR3 ve VEGFR2’ yi kullanarak lenfanjiogenezde rol
aldigina inanilmaktadir.®® VEGF-B ve plasental blyiime faktériiniin anjiyogenezde
yer aldiklari diistinilmektedir.%*"°

Doku kulturinde ¢ok sayida retinal hucre tipi VEGF uretmekte ve hipoksik ortamda
bu Uretim artmaktadir.”’"? VEGF inhibe edilirse mitojenik kapasite ortadan kalkar.
Retina iskemik oldugunda VEGF duzeyleri retinada, vitreusta ve akdz sivisinda
yiksek seyreder.”>® Bu diizeyler patolojik damarlarin biyiimesi ve regresyonu ile
orantiidir.”®> VEGF’ in birincil kaynaklar ganglion, miiller, retina pigment epitel
hiicreleri ve noéral hicrelerdir.” iskemik retinada 6zellikle panretinal
fotokoagiilasyon sonrasinda VEGF diizeyleri hizla diser.”” VEGF diizeyleri ve
neovaskularizasyon arasindaki iliski kornea, iris, retina ve koroide iliskin deneysel
modellerde gdzlenmistir.”®"9%%8! Yine bu modellerde VEGF inhibe edildiginde
dokularda kan damari buyumesi baskilanir. Primat gozine yapilan intravitreal
VGEF enjeksiyonu retina ve iris neovaskularizasyonu ile birlikte neovaskuler

glokomu iceren siddetli diyabetik retinopati tablosuna benzer bir klinik durum



ortaya cikarir.®®® Bu veriler VEGF’ in okiiler neovaskiilarizasyon olusumunda
gerekli ve yeterli oldugunu gosterir.

Bugline kadar okller neovaskuiler hastalikta VEGF ve reseptorleri insanda
gosterilmistir.  Diyabetik retinopati,”*®® retinal ven okliizyonu,2%+% iris
neovaskiilarizasyonu,®®  prematiire  retinopatisi®®, yasa bagli makula
dejenerasyonu®” ve korneal neovaskiilarizasyonda,®® VEGF’ in patolojik damar
blylmesinde yer aldigini gdsteren veriler elde edilmigtir.

Tum bu patolojik olaylarda yer almasinin yaninda VEGF vicuttaki damar gelisimi
icin gereklidir. VEGF,VEGFR1 veya VEGFR2 kodlayan genlerin delesyona
ugratildigi sicanlarda erken donem in utero 6lim meydana gelmis ve histopatolojik
incelemelerde yetersiz endotel farklilagsmasi, tamamlanmamis ve olgunlasmamis
damar olusumunu gésteren bulgular elde edilmistir.®®"%>® Bu bulgular ortamda
VEGF olmamasi durumunda yerini dolduracak yedek bir molekul uretiimedigini
gostermektedir. Farkli deneylerde VEGF tek bir allelinin delesyonunun agir damar
yetersizligine bagl in utero fare élimiine yol actigi gosteriimistir.** Bu bulgular
kan damari olusumunun saglikli olabilmesi i¢cin VEGF duzeylerinin siki
kontrolunun gerekliligine isaret eder. VEGF duzeylerinde %50’ lik azalma kusurlu
kan damari olusumuna yol acarken, cift dozu éliimciildir.®

Kemirgen tumodr olusumu modellerinde tiumor olusumu modellerinde kullanilan
VEGF-bloke edici antikor, tUmdr anjiyogenez inhibisyonu ile tumdr buylmesini
gugli bir sekilde baskilamaktadir.®® Ancak basarili denemelerde bile timér
buyumesinin yavaglamakla birlikte ilerlemeye devam ettigi gorulmusttr. Bu durum
anjiyogenez basamaklarinin ¢oklugunu ve karmasik yapisini gosterir ve gergek
anlamda anjiyogenez ve okuler neovaskularizasyonun baskilanmasi igin ¢ogul
molekiiler hedeflere yonelik ajanlar gerekebilir.%

VEGF’ in damar gegirgenligini indukleyerek makula 6demi gelisimine neden
oldugu dusunulmektedir. Diyabetik retinopati modelinde kan-retina bariyeri VEGF
inhibisyonu ile korunmakta ve hasari halinde geri doniisim olabilmektedir.®’
Diyabetik makula 6deminde VEGF dizeyleri yukselmistir ve klinik durum ile uyum
gosterir.®® VEGF saliniminin engellendigi kemirgen {veit modelinde viterustaki
hacre miktari ve kan-retina beriyerindeki hasar guglu sekilde baskilanmigtir
(yamashiro adamis ve ark avo 2003). VEGF kan-retina bariyer hasarina oldukga
karmasik mekanizmalarla neden olur. VEGF, |6kosit aracili endotel hasari,

fenestra olusumu, siki baglantilarin ¢ozilmesi ve hucreler arasi yogun sivi akisi ile



damarlarin sizdirmasina yol agabilmektedir.'®°"1%2 Bu mekanizmalar tek basina
ya da toplu halde kan-retina bariyerinde hasar olusturabilir. VEGF inhibisyonu ya
da yoklugunda kan-retina bariyeri yeniden olusabilmektedir. Kan—retina bariyerinin
bozulmasina yol acan VEGF miktari ve slresi neovaskullarizasyon igin

gerekenden  azdir.8%%

Bazi  arastirmacilar  vaskuler  gecirgenligin,
neovaskularizasyon olusmasi igin gerekli ve oOncu bir basamak oldugunu
dustinmektedirler."® Makiiler 6demde kortikosteroid kullaniminin  etkinligi
bilinmektedir. Steroidler VEGF ekspresyonunun baskilanmasi, ve VEGF ile
induklenen |6kosit hasarinin inhibisyonu mekanizmalari ile makuler 6demde etkili
olmaktadirlar.'®

VEGF ve reseptorleri normal gézde eksprese edilir.®! VEGF ekspresyonu retina
pigment epitelinde daha fazladir ve 6zellikle VEGF121 ve VEGF165 izoformlari
bulunur. VEGF ekspresyonunun kesin amaci bilinmemekle beraber koryokapillaris
icin trofik olabilecegi ve koryokapiller fenestranin devamlihigini saglamada yer
aldigi1 dasunulmektedir. Diger fenestre vaskuler yapilarda yapilan incelemeler bu
varsayimi destekler. Sistematik panizoform VEGF inhibisyonu gergeklestiginde
ortaya cikan proteiniri, hasarli bdbrek glomeriilini diistindirmektedir.'® VEGF
glomerullerde eksprese edilir, glomerul endoteli igin sag kalim faktorudur ve
glomeriiler fenestranin bir indukleyicisi olarak gérev yapabilir.'® VEGF izoformlari
g6zde ve diger vicut bdlgelerinde fizyolojik role sahiptir.

VEGF etkilerini parakrin olarak meydana getirir ve I0kositlere baglandiginda
proinflamatuvar etkiler gdsterdigine dair kanitlar elde edilmistir.”®®'%  Bu
hicrelerde VEGF Uretiimekte ve salinmaktadir. VEGF reseptorleri trombositler de
dahil olmak Uzere inflamatuar hiicre tiplerinde mevcut ve aktiftir.'®®"'° Yapilan
calismalarda inflamatuvar  hlcrelerin  kan-retina  bariyeri  hasari  ve
neovaskilarizasyonda yer aldiklari gdsterilmigtir. Onceleri iskeminin indiikledigi
neovaskularizasyonun noninflamatuar karakterde oldugu dusunulmekteydi; ancak
glinimiizde inflamatuvar hiicrelerinde bu siirece dahil olduklari bilinmektedir.'"
Tum farkh izoformlar arasinda VEGF165 en fazla proinflamatuvar o6zellik
gosterendir ve patolojik neovaskularizasyonda yer alir. VEGF164 normal retinal
damar gelisiminde gerekli degildir ancak oksijen ile induklenen retinopati modeli
kullanilarak patolojik damar olusumu saglanan farelerde VEGF164 eksikliginde

111

neovaskularizasyon baskilanir. Bu nedenle VEGF164 neovaskularizayonla

iligkili en spesifik izoformdur. VEGF164 inhibisyonu saglandiginda patolojik
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neovaskularizasyon baskilanirken normal damar buyumesi zayiflamaktadir.
VEGF164 hucrelerarasi adhezyon molekulu-1" in artigi ile Iokositlerin
neovaskularizasyon alanlarina adezyonunu sagjlamaktadlr.107 inflamatuvar
hicrelerin neovaskularizasyon alanlarina gdécu engellendiginde yeni damar
gelisimi baskilanabilmektedir."*"''* Bu alanlardaki inflamatuvar hiicrelerin bazilari
endotelyal progenitor hucrelere donusmektedir ve fiziksel olarak yeni damar
olusumuna katilabilmektedir.'"™ T lenfositler bu yapillanmada goérev almakta ve
damarlarin sekillendiriimesi yoluyla diizenleyici rol oynamaktadlrlar.”s

Anti-VEGF tedavi yaklagimlarin yeni damar gelismesini engellemede oldukga etkili
yontemler olduklar dugunulmektedir. Ancak bu yaklasimlari damar regresyonu
uzerine farkh etkileri oldugu goérilmustir. VEGF blokaji henlz gelismekte olan
damarlarin regresyonunu saglamakta ancak gelisimini tamamlamig damarlara etki
etmemektedir. Yeni olusan damarlar Iokositler ile yeniden sekillendiriimekte ve
mural hiicreler tarafindan hizla cevrelenmektedir."’® Yeni gelisen damarlar
yaklasik 14 gun igcinde olgunlasmakta ve VEGF blokajina direngli hale

gelmektedirler.""’

Bu direncin mural hucrelerin varhgr ile iligkili oldugu
dusunulmektedir. Perisitlerin olusumunu henlz tamamlamamis damarlardan
uzaklastirimasi bu damarlari yeniden VEGF blokajina duyarli hale getirir.""’
Perisitlerin olgunlagsmasinda trombositten tlreyen buyume faktori-B énemli bir
yere sahiptir."” Bu faktorlerin engellenmesi ile yeni olugsan damarlarin yanisira
daha 6nceden olusmus olan patalojik damarlarin regresyonuna yol agabilir.

VEGEF fizyolojik ve patolojik damar olusumunda 6nemli bir yere sahip olsa da yeni
damarlarin karmasik gelisimi birden fazla bluyume faktérinin varhigini gerektirir.
Diger 6nemli bazi buyume faktorleri trombosit tlrevi buyime faktora, IGF-1 ve

anjiyopoetindir. 12124

2.3.2 INSULIN BENZERIi BUYUME FAKTORU IGF-1

insulin benzeri biyiime faktérii IGF-1 birgok dokuda bulunur, hiicre blyiimesi,
farklilasmasi ve transformasyonunda ¢ok énemli bir faktordiir.'* 1GF-1 insanlarda
12. kromozomda ve farelerde 10. kromozomda yer alan IGF- gen driintdiir."®
IGF-1 prenatal ve postnatal donemde gelisimde ¢ok dnemli gbrev Ustlenir ve bu
etkilerini IGF-1 reseptorlerine baglanarak (IGF-1R) gdsterir ve bu etkiler IGF-1
baglayici proteinler ile diizenlenir.'*” Dolasimda bulunan IGF-1 baslica karaciger
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tarafindan buyume hormonunun kontrolinde salgilanir buna ek olarak birgok
organda da parakrin ve otokrin etki gdsteren IGF-1 salgilanir .'2¢128

IGF-1 vaskiiler diiz kas hiicre kiltiirinde sentezlenip, salgilanir.'®® IGF-1 damar
diz kas hacreleri icin mitojen ve antiapoptotik bir faktordir ve damar duz kas
hiicrelerinin proliferasyonunu uyarir.”*® Hiicre déngiisiinde G1-S gegisini uyarmasi
nedeniyle diger buylime faktorlerinin mitojenik etkileri igin gereklidir. Anjiotensin Il
ve PDGF e bagli damar diz kas blyumesinin anti IGF-1 antiserumu ile
engellendigi calismalarda gosterilmistir.'"

IGF-1 endotel hicrelerinde dusuk dizeylerde salgilanirlar ve dolagimdaki IGF-1
onemli oranda endotel hiicrelerine alinir."*?'% Hem biiyiik hem kiiglik damarlarin

134 |GF-1 sistemin elemanlarinin

endotel hucrelerinde IGF-1R ekspresyonu olur.
ekspresyonu birgok vaskuler orjinli biyime faktorl, hipoksi, hicre yogunlugu,
TGF-R ve VEGF ile olur.™ IGF-1 etkileri mikrovaskiller ve makrovaskiiler

damarlarda farklidir.'40-141

IGF-1 mikrovaskuler damarlarda aminoasit, glukoz
alinimini ve DNA sentezini arttirir ancak bu etki makroavaskuler dana endoteli
hiicrelerinde gozlenmemistir.”*"  IGF-1 migrasyon, anjiyogenezi diizenler ve
endotel hiicrelerindeki inflamatuvar ve vazodilatér cevabi giiglendirir'#% 14214 |GF-
1 endotel hucreleri Uzerindeki etkileri nitrit oksit sentaz (e NOS) ve VEGF ile
diizenlenir."® IGF-1 retinal anjiyogenezin olusmasinda 6nemlidir ve IGF-1R

antagonistleri retinal anjiogenezi VEGF Uzerinden in vivo baskilar.'*
2-3-3 BASIT FIBROBLAST BUYUME FAKTORU ( bFGF)

Retinada bulunan ilk buytime faktértudur. Ortak 120 aminoasitlik bir iskelete sahip,
9 proteinden olusan genis bir aileye aittir. in vitro ve in vivo olarak anjiyojeniktir .'4°
Cok cesitli hucrede mitoz ve diferansiyasyonu uyarir. Ekstraselller matriksteki
varliginin kaynagi bilinmemektedir. bFGF organizmada Ozellikle normal retinada
bulunur. Hucre sitoplamasinda bulunur ve bazal membrandaki heparan sulfat ile
baglanir. bFGF, endotel hicrelerinde ¢cogalma ve epiblast hicrelerinin endotel
hicrelerine farkhlagsmasini saglar. bFGF dogrudan veya dolayli olarak endotel
hicre aktivitesini dizenler. Potent bir endotel hicre stimulatori olan bFGF,;
endotelde migrasyon, proliferasyon ve tlp olusumundan sorumludur. bFGF ile
VEGF’in anjiyogenez Uzerinde sinerjistik etki gosterdikleri bilinmektedir. PDGF ve

bFGF de heparine bagh peptid yapida buyume faktorleri olarak VEGF gibi tirozin
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kinaz reseptorleri Uzerine etki ederek dimerizasyon, otofosforilasyon ve neticede
Mitogen Activate Edici Protein Kinaz (MAPK) gibi intraselliler kinazlarin
aktivasyonunu saglanmasiyla activator protein-1 (AP-1) gibi transkripsiyon

faktorleri uyarilarak mitojenik etkili genlerde cevap olusturulur.™’
2.3.4 TROMBOSIT KOKENLiI BUYUME FAKTORU (PDGF)

iki homolog zincir olan PDGFA ve PDGFB’ den olusan bir heterodimerdir. Monosit
ve trombositlerin alfa granullerinde bulunur. in vivo ve in vitro kosullarda
anjiyojeniktir. Erken  anjiyogenezde @ mezensim  hdcrelerinden  perisit
diferansiasyonunu saglayarak goérev alir . Hipoksi sonucu artan VEGF salinimini
potansiyelize eder '8  Bir calismada proliferatif diyabetik retinopati

membranlarinda PDGF ve reseptérleri bol miktarda tespit edilmistir .'*°
2.3.5 TRANSFORME EDICi BUYUME FAKTORU (TGF)

Trombositler, makrofajlar, lenfositler, kemik, bobrek gibi farkh dokulardan izole
edilmigtir. Trombositlerin alfa granulleri icinde yogun miktarda bulunur, hasarlanan
bdlgeye degranilasyonla salinir. DlUsuk dozda anjiyogenik, yuksek dozda
antianjiyogenik ozellikler gosterir. Monositleri uyararak FGF, PDGF,TNF, IL-1 gibi
buyume faktorlerinin salinimini saglar. Makrofajlar i¢cin kemotaktiktir; fibroblast
kemotaksisi ve proliferasyonunu uyarir. Kollajen sentezini uyarirken, diger taraftan
kollajenazi aktive eden faktorlerin etkisini azaltir. Fibroblastlarda fibronektin ve
proteoglikan sentezini uyararak yara kontraksiyonunda rol oynar. Matriks

remodeling olayinda gorev yaparak epitelyal hiicre proliferasyonunu uyarlr.150
2.3.6 TUMOR NEKROZ FAKTORU ALFA ( TNF)

Duslk dozda endotelyal hicre c¢ogalmasini ve tubul olusumunu saglarken,
yiksek dozda ters etki gdsterir. inaktif prekiirsér olarak salinir ve ekstraseliiler
ortamda aktive edilir. VEGF salinimini direkt indUkler ve ekstraselller matriks
komponentlerinin, plazminojen aktivatorlerinin ve proteaz inhibitorlerinin Gretimini

arttirir. Proenflamatuar 6zellikleri ile in vivo olarak yeni damar olusumuna yol agar
151
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2.3.7 PLASENTA KAYNAKLI BUYUME FAKTORU (PIGF)

VEGF ailesinin tanimlanan ilk Uyesidir. Sinyal peptitlerinin bdlinmesi sirasinda
once 131 amino asite sahiptir. Daha sonra yeni aminoasitlerin eklenmesiyle
VEGF-A ile %37 oraninda benzesen ve 152 aminoasit iceren son hali olusur
VEGF-B gibi VEGFR- 1'e baglanarak etki gosterir .

2.4 ANTIANJIYOJENIK AJANLAR

Kontrolsiiz anjiyogenez sonucu olusan komplikasyonlar prematire retinopatisi,
diyabetik retinopati, retinal ve okliizyonu ve inflamatuar hastaliklarda ciddi ve geri
donugumsuz gorme kaybina neden olur. Yillardir retinal iskeminin bu hastaliklarda
anjiogenetik faktorleri uyaran temel faktor oldugu diistiniilmektedir.'®® Bu nedenle

bu hastaliklarin tedavisinde antianjiogenetik maddeler 6nem kazanmistir.
2.4.1 TRIAMNISOLON ASETONIT

Sentetik bir steroid olup antiinflamatuar ve anjiostatik etkiye sahiptir. Inflamasyonu
baskilar ve RPE migrasyonunu ve proliferasyonunu azaltir. Ayrica vaskuler
endotelyal hiicre ekstraselliiler matriksinin yapimini da etkiler."™™ PR fare
modelinde in vivo kosullarda neovaskiilarizasyonu baskiladigi gdsterilmisitir.'
Yasa bagli makula dejenerasyonunda, diffiz diabetik makula 6deminde ve kistoid

195136157 intravitreal triamcinolon (IVTA)

makula 6demi tedavisinde kullanilir.
sonrasi komplikasyonlar katarakt olusumu, géz ici basing ylksekligi, endoftalmi ve

regmatojen retina dekolmanidir .**
2.4.2 ANEKORTAYV ASETAT

Anti-anjiogenik etki gdsteren bir steroiddir.”®®  Anekortav asetatin YBMD’li
olgularda etkilerini incelemek igin birka¢ ¢alisma yuratulmastir. Anekortav asetat,
spesifik olarak tasarlanmis bir kanllle 6 ay araliklarla lokal anestezi altinda arka
sklera Ustline enjeksiyon yoluyla uygulanmaktadir. Anekortav asetatin etkisini ve

guvenilirligini arastirmak igin baskin klasik KNV’li olgulara G¢ ayri dozda (30 mg,
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15 mg ve 3 mg) uygulanmis ve kontrol grubu ile bir yillik takip sonuglari
karsilagtinlmistir. 12. ayin sonunda gerek ortalama gorme duzeylerindeki
degisiklik, gerekse gormenin stabilitesi ve siddetli gérme kaybinin énlenmesi

acisindan 15 mg anekortav asetatin kontrol grubuna (stiinligi gézlenmistir . %%
161

2.4.3 PEGAPTANIB SODYUM

28-baz ribonukleik asit molekulune, polietilen glikol pargalarinin baglanmasindan
olusmaktadir. 50 kDa molekul agirligindadir. Selektif olarak VEGF165e
baglanabilme 06zelligi olan bir aptamerdir. Antikor degildir ama antikor etkisi
g6sterir. immiinojenik degildir. Farmakokinetigi nedeniyle 6 haftada bir vitre ici
uygulanabilir."®® Fotodinamik tedavi veya diger anti-VEGF ilaglar ile birlikte

kombinasyon tedavisinde yer alabilir ."®®
2.4.4 BEVACIZUMAB

insan VEGF-A'nin tiim izoformlarini nétralize eder ve fare epitoplarinin insana
uyarlanmasi ile fareden VEGF’e karsi elde edilmis monoklonal antikordur (IgG) ."®’
Metastatik kolon kanseri ve kuglk hucreli disindaki akciger kanseri tedavisinde
2004 yilinda FDA onayr almis bir ajandir. Tumor hucreler boyut artiginda
difuzyonla beslenemez hale gelir ve yeni kan damarlarina ihtiya¢ duyarlar.
Tamoral hicrelerden salgilanan mediatorler (en 6nemliside VEGF) anjiyogenezi
baglatir. Kolonkanserlerinde 5 Floro Urasil (FU) tedavisine adjuvan olarak
bevacizumab eklenir.

Serumda yarilanma émrii ortalama 20 giindiir.'® Kolon kanseri nedeniyle sistemik
bevacizumab tedavisi alan hastalarda YBMD bulgularinda belirgin bir duzelme
oldugunun fark edilmesi Uzerine Mayis 2005 tarihinden bu yana intravitreal onay
disi  kullaniimaktadir.’®  Bevacizumab’in  gdzde kullanm  endikasyonlari
genisleyerek neovaskuler glokom, pseudofakik kistoid makula 6dem, santral
retinal ven okluzyonlarina baglh makuler 6dem, proliferatif diabetik retinopati,
diabetik makuler 6dem, prematiire retinopatisinde kullaniimaya baslanmistir. "¢
Intravitreal uygulama dozu 1.25-2.5 mg araligindadir. Okuler kullanimda 1

haftadan daha uzun bir sure sistemik dolagimda kalir. Batun bir IgG molekulinin
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yaklagik 150 kDa (150000 Da) olmasi, vitreus igine verilen bu monoklonal
antikorlarin retinaya veya retina alti bogluga gegisini zorlastirdigi dusunulmektedir.
Internal limitan membran ve ganglion hicre tabakasi retina gecisine engel olur.
VEGF'’in major yapim yeri RPE bazal yuzudur, bu bdlgedeki ilacin yeterli bir

konsantrasyon da olmasi etkinligi saglamaya yeterli olabilir."®’
2.4.5 RANIBiZUMAB

Bevacizumab’in molekdl bayuklugu nedeniyle VEGF’e karsi monoklonal antikorun
antijen baglayan kisminin pepsin ayirma yontemiyle ayrilmasi sonucu elde edilen
yaklasik 48 kDa monoklonal antikor parcasinin vitreus igine uygulanmasinin daha
etkili olacagi dusunidlmustir. Bu disunceden yola ¢ikarak, insan VEGF’ine karsi
fareden elde edilen monoklonal antikorun antijen baglayan pargasinin cesitli
islemlerden geciriimesi ile ranibizumab elde edilmistir.’® Yakin zamanda koroidal

neovaskuler membran tedavisinde FDA onayi almigtir.
2.4.6 VEGF-Trap

VEGF-trap, VEGF reseptor 1 ve 2 nin antijen baglayan kisimlariyla
Immunoglobulin G’'nin (IgG), Fc pargalarinin birlestiriimesiyle olusturulan bir fizyon
proteinidir. Bu flzyon proteinin reseptor kismi butin VEGFA izoformlarinin
yaninda VEGF-B, VEGF-C, VEGF-D ve plasental buyume faktori 1 ve 2 ye
baglanabilir. Boylece VEGF-Trap VEGF-A nin tim izoformlarini bloke etmekle
birlikte, proanjiyojenik 6zellige sahip diger VEGF ailesi Uzerinden de etkisini

gostermektedir.'®

2.4.7 ENDOSTATIN ve ANGIOSTATIN

Her ikisi de endotel hicrelerinde apoptozu indukleyen ve migrasyon ve
proliferasyonu Onleyen endojen anti-anjiyojenik faktorlerdir. Endostatin kollajen
XVIIl'in 20 kDa'luk, angiostatin ise plazminojenin 38 kDa’lik fragmanidirlar. insan
endostatini 4 farkl peptid halinde sentelenmis ve peptid 1 ile 4’ Gn invivo ve invitro
modellerde anjiogenezi baskiladigi gc'jsterilmi@tir.170 Rekombinant Endostatin’in i.v.

bolus enjeksiyonlari sonrasinda hicbir yan etki gériilmemistir.’”"
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2.5 SOMATOSTATIN

Pitltder bezden bluylime hormon salinimini engelleyen bir faktdr olup, hipotalamus
ekstresinden GHRH izolasyonu calismalari sirasinda rastlantisal olarak
kesfedilmigti. GH ve insulin sekresyonunu inhibe eden peptid yapidaki
somatostatini 1973 yilinda hipotalamustan izole edilmistir. 14 aminoasitten olusan
siklik yapida bir peptid olan somatostatin-14 (SST-14) ve sekretuvar bir trlin olan
somatostatin-28 (SST-28) alt tipleri bulunur. Somatostatinin her iki formu da ortak
bir pro-hormonun, prohormon konvertaz ile degistiriimesinden sonra olusur. Bu iki
peptid dokularda farkli oranlarda bulunarak ndérotransmitter olarak veya parakrin
ve otokrin etki ile salgilanma, néromodulasyon, diz kas kasiimasi, besin
absorbsiyonu ve hiicre bilylimesi gibi fizyolojik etkiler gerceklestiriler.'? SST-14
beyin ve hipotalamusta, retinada baskin olarak bulunurken, SST-28
gastrointestinal sistemde bulunan baslica formdur.'”

Somatostatin dagilimi anatomik olarak ¢ok yaygindir ve birgok hedef organdaki
biyolojik etkilerini 5 farkli reseptér ailesi ile gerceklestirir. '

Somatostatin reseptorlerinin 5 degisik alt tipi gen klonlama teknikleri ile
tanimlanmistir. Bunlarda SSTR2 iki farkli sekilde eksprese olur. Bu reseptorlerin
farkh alt tipleri degisik kromozomlar Uzerindeki ayri genler ile birgok hedef
organda tek basina veya birlikte eksprese olur. Bu molekuller farkh ikincil
mesajcilara baglanir ve bu nedenle hucre ici etki mekanizmalari farkhdir.
Reseptor alt tiplerinin somatostatin analoglarina baglanma affiniteleri farklidir. Bu
farkihklar somatostatin analoglarinin  degisik tedavi ve tani alanlarinda
kullaniimasina neden olur.'™

insandaki somatostatin reseptérleri, kemirgendeki somatostatin reseptérleri ile
homoloji gosterir. Bu oran SSTR1’ de % 99 gibi yuksek bir oran iken SSTR4,
SSTR5, SSTR3 daha az korunmustur ve %82-83 homoloji gériiliir . '

Batin SSTR reseptor alt tipleri pertusis toksine duyarli G proteinleriyle eslesmistir
ve SST-14 ile SST-28" e yuksek affinite ile nanomolar duzeyinde baglanirlar.
Digerlerinden farkh olarak SST-28, SSTR-5’ e ylksek affinite gosterir. SSTR-1 ve
SSTR-2 beyinde en ¢ok bulunan alt tiplerdir ve muhtemelen post sinaptik etkilerine

ek olarak hipotalamus ve limbik 6n beyinde presinaptik oto reseptdr olarak goérev
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yaparlar. SSTR4 hipokampsuste en yogun olarak bulunur. Butlin reseptor alt tipleri
pitutler bezde ekpsrese edilir ancak SSTR2 ve SSTRS en fazla bulunur.
Somatostatinin reseptort ile baglanmasi plazma zarinda bulunan inhibitér G
proteinlerinin aktivasyonuna ve sonrasinda adenil siklaz aktivitesini azaltarak
hacre i¢ci cAMP miktarinin azalmasina neden olur. Somatostatin reseptorlerinin G
proteinine bagh diger ortak yollari vanadat-duyarli fosfotirozin fosfataz enziminin
aktivasyonu ve mitojen-aktive protein kinazlarin (MAPK) modulasyonudur.
Somatostatin reseptorlerinin farkli gruplar ayrica, K* kanallarina, voltaj bagimli
Ca’ kanallarina, Na’/H" kanallarina, glutamat reseptorlerine, fosfolipaz C ve
fosfolipaz A’ ya baglh olarak bulunur. Hiicre ici cAMP ve Ca** miktarinin azalmasi
hormon sekresyonun azalmasinda en énemli mekanizmadir. Fosfotirozin fosfataz
ve MAPK proteini Uzerindeki etkileri ile somatostatin, tUmoér hdcrelerinin
proliferasyonunu inhibe eder.'+'"®

insan gozi retina pigment epitel hiicrelerinde imunhistokimya ile somatostatin
reseptorleri gosterilmis ve somatostatin reseptdr ekspresyonu insan retina pigment
epitel hucre kulturinde reverse transkiptaz-PCR metodu ile kesin olarak
dogrulanmigtir. IGF-1 insan RPE hucrelerinde doza bagh olarak IGF-1R
fosforilasyonunu uyararak somatostatin analogu olan octreotid IGF-1 reseptor
fosforilizasyonunda ve VEGF Uretiminde azalmaya neden olur. IGF-1
fosforilasyonu ile birlikte VEGF mRNA birikimi, somatostatin ve octreotidin fizylojik
duzeyleri ile inhibe olur ve bu etki somatostatin reseptor tip 2 (SSTR2) araciligi ile

olur.™®

2.6 OCTREOTID ASETAT

Klinik calismalarda octreotide, lanreotide, vapreotid ve MK-678 bilesikleri
incelenmigtir. Octreotid asetat sentetik bir somatostatin analogudur ve daha uzun
plazma yarilanma émruyle birlikte blylime hormonuna karsi daha ylksek spesifite
gosterir. YUksek metabolik stabilitesi ve uzun etki stresi farkli uygulama sekilleri
ile kullanilabilmesine imkan verir. Octreotid asetatin civciv koryallantoik zarinda
anjigenezi ve endotel hiicrelerinin replikasyonunu durdurdugu bildirilmistir.'®
Octreotid asetat SSTR2,-5’ e yUksek affinite, SSTR3’e orta affinite ve SSTR1,-4’ e
dusuk affinite gdstermektedir. Octreotid asetat, somatostatin reseptdri olan

hicrelerde antiproliferatif etki g('jsterir.178 Octreotid asetat akromegalide asiri GH
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salgisini baskilayarak tumor boyutunu kugultir. TSH salgilayan adenomlarda
cerrahi sonrasinda kullanilir. Karsinoid tumor, VIPoma, glukagonoma, insilinoma
metastatik timorlerin tedavisinde kullanilir. Octreotid asetat ishalin bazi formlarinin
tedavisinde ve pankreatik fistllde sekresyonlari azaltmak igin kullanilir. Octreotid
safra salgisini ve kontraktilitesini azaltarak safra camuru olusumuna ve safra tasi
olsumuna neden olabilir. Diger yan etkiler bulanti, abdominal kramp, yag
emiliminin azalmasina bagli diyaredir. Glukoz toleransinda azalma karbonhidrat
emiliminde azalma, GH ve glukagon sekresyonunda azalma nedeniyle gortlmez.
Yapilan calismalarda octreotid insan endotel hucreleri Uzerine antiproliferatif
etkileri gosterilmistir.’”® Bu etkilerini endotel hiicreleri {izerinde bFGF ve IGF-1
etkisinin dogrudan inhibisyonu ile gdsterdikleri diistintilmektedir.'®

Tavsanlar Uzerinde gergeklestirilen intravitreal doz ¢alismalarinda 0.1mg ve 1 mg
doz araliginda yapilan intravitreal enjeksiyonlar guvenli bulunmusg ve okuler toksik
etki gozlenmemis ancak daha yuksek dozlarda gerceklestirilen intravitreal
enjeksiyonlarda katarakt olusumu ve retina pigment epiteli seviyesinde
multinukleer fiiziform hiicre proliferasyonu izlenmistir.'®" Yiksek dozlarin
intravitreal enjeksiyonu sonrasi gorulen katarakt olusumunun mekanizmasi
bilinmemektedir.

Kedi gézune intravitreal injeksiyon yapilan bir ¢alismada akdz octreotid asetat ve
uzun etkili form karsilastiriimis ve akéz formun yarilanma émri 16 saat oldudu,
enjeksiyondan 4 gun sonra gozde ¢ok dusuk miktarda oldugu tespit edilmigstir.
Buna karsilik uzun etkili form pik seviyesine enjeksiyondan 28 gun sonra ulastigi

ve goz icinde yaklasik 42 giin sonra bile var oldugu bulunmustur.'®

2.7 OKSIJENE BAGLI PREMATURE RETINOPATISI FARE MODELI

Deneyde Smith ve arkadaglarinin 1994 yilinda geligtirdigi, retinal
neovaskularizasyonu ve prematire retinopatisinin proliferatif neovaskuler evresini
yansitan tekrarlanabilir bir model olan oksijene bagh prematire retinapatisi fare
modeli kullanilmistir.”®® Bu bélimde o model hakkinda bilgi verilmektedir,
Neovaskularizasyonun miktarini kantifiye etme imkani verir. Fare retinasinda
olusturulan tekrarlanabilir ve Uretilebilir  neovaskularizasyonun parametreleri

tanimlanmistir. Bu modelde kalici skatrizasyon yerine PR’ de bulunan, ilaglarin
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test edilebilecedi, ve diger neovaskular hastaliklar igin 6rnek olabilecek
neovaskularizasyonun oldugu bir model kurulmasi amaglanmigtir.

Modeli gelistirmek icin yas ve oksijen konsantrasyonu parametreleri dikkate
alinmistir. Baglangigta yeni dogmus (PO) farelerden, postnatal 7. gine (P7) kadar
olan fareler 5 gun sure ile oksijene maruz birakilmis ve go6zleri, oda havasinda 1
ile 5 gun arasinda degisen surelerde kaldiktan sonra kesit alinarak incelenmistir.
Hyaloid regresyon ve yetersiz retinal neovaskularizasyon arasindaki dengeyi
optimize etmek igin postnatal 7. giindeki fareler en uygun bulunmustur. %50, %75
ve %95 oksijen konsantrasyonun neovaskularizasyonun uzerindeki etkileri
incelendikten sonra toksik etkinin az olmasi ve neovaskularizasyonu yeteri kadar
uyarmasi nedeniyle %75 oksijen konsantrasyonu secilmigtir. Fareler anne fare ile
birlikte 12 saatlik dongusel oda isiginda birakiimiglardir. Oksijene maruz birakilan
fareler, %75 oksijen konsantrasyonuna imkan veren oksijen tupu ile bagl
inkdbator icinde tutulmuslardir. 1.5 I/min akis hizi ginde iki kez kontrol edilerek
kafes sicakligi 23C + 2C olacak kosullarin sabit kalmasi saglanmistir. Fareler
inkubator icinde yeterince su ve yem ile birlikte birakilimiglar ve iceride olduklar
P7-P12 arasindaki sure boyunca kafes hi¢ agilmamistir. Bu modelde P12 fareler
tekrar oda kosullarina alindiktan sonra P17 ve P21 arasindaki farelerde en Ust

duzeyde neovaskuler cevap gozlenmigtir.
2.7.1 NEOVASKULER PROLIFERATIF RETINOPATININ NiTELENDIRILMESI

Smith ve arkadaslarinin™® gelistirmis oldugu modelde hayvanlar sakrifiye
edildikten sonra gozler enukleasyondan sonra %4 paraformaldehyde iginde en az
24 saat bekletilerek parafin blok igine yerlestirilir. 6um aralik ile optik sinire paralel
sagittal seri kesiler alinarak periodic acid- Schiff (PAS) ve hematoksilen ile
kesitler boyanir. Gegmisteki tecrubelerden neovaskularizasyonun  kadranlar
arasinda fark gostermedigi bilinmektedir. Olusan yeni damarlarin endotel hicre
cekirdekleri 1siIk mikroskopunda retinanin normal yapilarindan ayirt edilerek
sayilir.

GOz kuresinin santralinden, optik sinirin 30um ile 90 um uzagindan yaklagik 150
seri kesit alinir. Ornekleme her goz igin ortalama retinal uzunlugun %10’ una
denk gelecek sekilde 4 ile 8 kesiti icerir. Optik sinirden gecgen kesitler, sinirden

uzanan normal damarlar neovaskller damarlarla karisabilecegi igin
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degerlendirmeye alinmaz. internal limitan membranin vitre tarafindaki
hematoksilen-eozin ile boyali yeni damarlarin hiucre c¢ekirdekleri sayillmistir.
Neovaskuller damarlarda perisit hlcreleri morfolojik olarak tanimlanmamistir ve
neovaskiiler hiicrelerde var olduklari bildirilmemistir. intraretinal damarlar néral
retinadan PAS boyama ile ayrilirlar.

PO ve P7 fareler Gzerinde yapilan gozlemler sonucunda P7 farelerin retinalarinin
maksimal hyaloid regresyonu ve minimal damar gelisimi nedeniyle premature
bebeklerin retinalarina en yakin model oldugu goérulmustir. PO fareler %80
konsantasyonun Uzerinde oksijene maruz birakildiklarinda hyaloid damarlarin
yogun dilatasyonu ve disk Uzerinde tanimlanamayan yogun vaskularizasyona yol
agmiglardir. Buna karsin P7 farelerin %75 oksijen konsantrasyonunda
birakildiktan sonra oda kosullarina alindiklarinda hyaloid damarlarda dilatasyon
olusturmadan  tekrarlanmasi  ve  kantifiye  edilmesi muUmkdn  olan
neovaskularizasyon olusturduklari gozlenmigtir. P7 fareler %80 oksijen
konsantrasyonunda birakildiklarinda bir miktar daha fazla neovaskularizasyon
olusturmakla birlikte mortalitenin daha fazla oldugu goézlenmistir. Bu nedenle
premature retinopatisi modelinde %80 oksijen konsantrasyonu yerine %75 oksijen
konsantrasyonu tercih edilir.

Hiperoksik ortamdan oda havasina alinan P12-P44 farelerde yapilan gunlik
incelemeler sonucunda en fazla neovaskuler cevabin P17 ve P21 arasinda
meydana geldigi gorulmustur. Bu cevabi P24 farelerin duz retina orneklerinde
goOrulen neovaskiler damarlarda yavas regresyon ve daha fazla normal
damarlanma paternin gelisimi izler. Yetigkin vaskuler paterni olan P24 fareler %75
oksijenli ortamda 5 gun birakildiktan sonra oda kosullarina alindiklarinda
hipoperfizyonun veya neovaskularizasyonun olusmadigi gérulmustar.

Normal P17 farelerin retinalarinda optik sinirden perifere uzanan birbirine
damarlarla baglanmig derin ve yuzeyel damar tabakasi vardr. Damarlar yuzeyde
ince radyal dallanma ve derinde poligonal retikuler dallanma gdsterir. Hiperoksiye
maruz kalan farelerde hem derin hem yuzeyel damarlarda santral perfizyon azalir.
Neovaskuler cavap insanlarda oldugu gibi farelerde mid-periferde perfuzyonun
oldugu ve olmadigi retinanin birlestigi alandadir. insanlardaki PR’ den farkl olarak
santral retinada perfizyon olmazken, perifer retinada perflizyon olur. Hyaloid
damarlarin kalintilari perifer retinadaki damarlarla baglanti saglar. Bu patern

hiperoksiye maruz kalan butin farelerin retinalarinda gorulir. Floresein-dakstran
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perfuzyonu yapilan duz retina orneklerinde ve parafin kesitlerinde, hiperoksiye
bagll vazoproliferasyon ile farelerin agirhk ve cinsiyetleri arasinda iligki
bulunmamistir. 6um kalinhdindaki parafin kesitlerin incelenmesi floresein-dekstran
anjiografide goérulen vaskuler paterni dogrulamis ve ek ayrintilarin aydinlatiimasina
yardimci olmustur. P21 farelerde gdzlenen normal patern optik sinirden ora
serrataya dogru uzanan derin damar agi ile birlikte bununla baglantisi olan yuzeyel
damar agindan olusur. PAS ve hematoksilen-eozin ile boyanan vaskuler hicreler
internal limitan membranin vitreal yliztine dogru uzanmaz. P7 ve P12 arasinda
yuksek oksijen konsantrasyonuna maruz birakildiktan sonra oda havasinda
tutulan P21 farelerde Ozellikle midperiferde vitreusa uzanan neovaskuler hucre
kimeleri gorulmustir. Fléresein-dekstran perfuzyonu yapilan o&rnekler goértlen
neovaskuler hicre kiimelerinin derin retinal damarlar ile devam ettigi gdézlenmistir.
Bu gobzlem neovaskuler damarlarin hyaloid veya vitreal damarlardan degil de
retinal damarlardan kaynaklandigini dogrular. Kesitlerde morfolojik olarak retinal
hipoperfizyonun oldugu ve olmadigi retinal alanlara komsu koroid alanlarinda
kalinhk farki gézlenmemisgtir.

Hiperoksinin tetikledigi neovaskularizasyon miktari seri parafin kesitlerde vitreus
tarafindaki hucre cekirdekleri sayilarak belirlenmigtir. Normal P21 farede ortalama
6 um kesit bagina 0.6+ 0.9 SD hucre gekirdegi vitreusa uzanirken, oksijenli
ortamda tutulan fare gozlerinde 6 um kesit basina 89+34 SD hicre g¢ekirdeginin
vitreusa uzandigi belirlenmigtir. Kesit bagina hiperoksiye maruz birakilan farelerin
derin damar profilleri sayica fazla bulunmamis ancak birim alanda ortalama damar
profili daha fazla bulunmus ve bu damarlarin normal retinadaki damarlara goére
PAS ile daha koyu boyandigi gézlenmigtir. Ayrica P15 ve P16 fare retinalarinin
derin damarlarinin normal retinalardakine gore alan basina daha fazla hucre
cekirdegi icerdigi gorulmustur. Gerileme evresinde (P21 — P44) derindeki damarlar
hicre cekirdekleri PAS ile boyanan madde kaybolmadan dnce yok olur ve bu
bulgu ekstraselliler maddelerin intraselliler maddelere gbére daha uzun sure
kaldigini gosterir.

Hiperoksiye bagli diger degisiklikler proliferatif retinopati gelismeden ortaya ¢ikar.
Normal P7 fare retinasinda ora serrata yakinina uzanan yuzeyel damar tabakasi
ve optik sinirden midperifere uzanan derin bir baglanti tabakasi bulunur. Bunun
yaninda ora serrata yakininda damar gelisiminin hentz olmadigi, perfuzyonun

olmadigi kuguk bir alan bulunur. Oksijene maruz kaldiktan 8 saat sonra optik disk
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etrafinda dallanan iyi gelismis yuzeyel radyal damarlarin perfuzyonu normal olarak
devam ederken, muhtemelen vazokonstriksiyona bagh olarak, ince kapiller
damarlarda perfluzyon azalir. Fareler 8 saat sonra hiperoksik ortamdan
uzaklastirildiklarinda santral vazokonstriksiyon geri donuasluduar ve 5 gln sonra
normal retinal vaskuler gelisim gozlenir. 24 saatlik ve 5 gunluk oksijen maruziyeti
sonrasinda santral hipoperfuzyon alani 8 saatlik maruziyete gore daha yaygindir.
5 glin yuksek oksijenli ortamda kaldiktan sonra 2 giin oda kosullarinda tutulan P14
farede santral retinanin blyudk boéluminde perfizyon olmaz. Radyal damarlar
dilate ve kivrimli gérunumdedir.

Hipoperfuzyonun geri donusulebilirligi oksijene maruziyetten 24 saat sonra azalir.
Oda kosullarina alindiktan 5 glin sonra (P16) parafin kesitlerde internal limitan
membranin Uzerinde vaskuler hiicre ¢ekirdek kiimeleri gorulebilir. Vitreusa uzanan
neovaskuler damar olusumlari, midperiferde santralde perfuzyonun olmadigi
retina alani ile perfizyonun iyi oldugu perifer retinanin birlesme yerinde bulunur.
Bu cevap en fazla P17 ve P21 gunleri arasinda goézlenir. P17 ve P21 arasinda
kesitlerde gobzlenen subretinal hemoraji ve retinal fold diger oksijene bagh
premature retinopati hayvan modellerinde tanimlanmigtir. Erigkin retinal damar
gelisimi olan P24 fareler oksijenli ortamda birakildiktan sonra oda havasina
alindiklarinda hipoperfizyon veya proliferatif retinopati meydana gelmedigi
gOzlenmistir.

Fare retinasi bazi 6zellikleri nedeniyle oksijene bagl proliferatif retinopati modeli
icin elveriglidir. Fare retinasinin normal gelisim sureci vaskuler gelisimin tim
evrelerini incelemeyi mumkun kilacak sekilde dogum sonrasi ilk iki hafta iginde
olur. Yeni dogan fare retinasinin damar gelisim evreleri, gestasyonun 4. ve 5.
ayindaki prematiir infantlarinkine ¢ok benzer. insanlardakine benzer olarak bu
gelisim prekursor igsi hucrelerin ylzeyel tabakayi olugsturmasiyla baglar ve daha
sonra derin vaskuler retinal tabaka olusur.

Bu calisma P7 farede oldugu gibi hyaloid damarlar tamamen regresyona
ugradiginda retinal damarlarin hiperoksiye cevabinin daha tutarl oldugu ve
hyaloidopati ile karigik retinopati yerine proliferatif retinopati gelistigini gosterir.

P7 fareler hiperoksiye maruz kaldiklarinda baslangigta santral vazokonstriksiyon
olur ve daha sonra perfizyon durur. Daha periferde olan damarlar persistan
hyaloid kalintilarin baglantisi ile akim saglayabilir. Cogunlukla ora serratada

vaskuler gelisimin olmamasina bagh kuguk avaskuler zon bulunabilir. Oda
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havasina geri dondukten sonra P14  farelerde retinal neovaskularizasyon
gelismeden once radyal damarlarda insanlardaki plus hastaliga benzer sekilde
engorjman ve kivrimlanma artigi olur. Bundan sonra vaskularize retina ve
avaskuler retina ayiriminda neovaskularizasyon meydana gelir ve bunu regresyon
ve vaskiller paternin normalizasyonu takip eder. insanlarda iyi ayirt edilebilen
mezensimal kabariklik farelerde gozlenmez. Bunun yerine 151k mikroskopunda
vaskuler ve avaskuler retina ayirnrminda, i¢ retina katmaninda artmis igsi htcre

sayisina bagli lokalize kabarikliklar fark edilir.
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3. GEREG ve YONTEM

3.1 HAYVAN DENEYi

Tum deneyler Baskent Universitesi Arastirma Kurulu Hayvan Haklari Komitesinin
onay! alindiktan sonra gercgeklestirildi (Proje No: DA09/02). Deneyler Smith ve
arkadaslarinin 1994 vyilinda gelistirdikleri oksijen endukte in vivo prematire
retinopatisi fare modeli ile yapildi. Yeni dogan C57BL/J6 fareler anneleriyle birlikte
postnatal 7. gune kadar oda havasinda bekletildikten sonra, postnatal 7.-12
gunlerde ortalama %75 £ 2 oksijenli ortama birakildi. Fareler cam kafeste yeteri
kadar yem, su ve anneleriyle birlikte tutuldu. Oksijen maruziyeti siresince kafes
hi¢ aciimadi.

Postnatal 12. gunde fareler tekrar oda kosullarina alindi (%21 oksijen). Ayni gin
fareler tartildiktan sonra ketamin hydrocholoride (40 mg/kg) ve Xylazine
hydrocholoride (5mg/ml) intraperitoneal enjeksiyonu ile farelere anestezi yapildi.
intravitreal enjeksiyon igin bir somatostatin analogu olan Octreotid asetat etken
maddeli Sandostatin (Novartis, USA) adli ticari form kullanildi. Fareler 4 gruba
ayrildr:

Grup 1:Negatif kontrol grubu (oksijene tabi tutulmamis ve islem uygulanmamig)
(n=4)

Grup 2: Kontrol grubu (oksijene tabi tutulmus (n=26)

Grup 3: 0.1ug IVO enjeksiyon uygulanan PR grubu (n=12)

Grup 4: 0.05ug IVO enjeksiyon uygulanan PR grubu (n=14)

Postnatal 12. gunde 0.1 pl intravitreal Octreotid asetat enjeksiyonu farelerin sag
gOzlerine 32 gauge Hamilton siringasi ile stereoskopik mikroskop altinda
gerceklestirildi. Enjeksiyonlar korneoskleral bilegskede saat 6 hizasindan lokal
betadin uygulamasindan sonra yapildi. Grup 3 (n=12) 0.1mg/ml Octreotid asetat
konsantrasyonu 1 ul enjeksiyon uygulandi. Grup 4 (n=14) 1 ml steril izotonik
solusyon ve 1 ml 0,1 mg/ml Octreotid asetat karistirilarak elde edilen 0.05 mg/ml
konsantrasyonundaki karisimdan 1 pl intravitreal enjeksiyon uygulandi. Grup 1
(n=4) 17 gun boyunca oda kosullarinda tutularak negatif kontrol grubunu
olusturdu. Grup-2 (n=26) postnatal 7. ve 12. gunler arasinda %75 oksijenli
ortamda anneleri ile birlikte birakilan farelerin sol gozlerine 1 pl izotonik solusyon

enjeksiyonu uygulandi. Fareler 5 gun oda kosullarinda anneleri ile birlikte
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birakildiktan sonra postnatal 17. gunde intraperitoneal ketamin hydrocholoride
(100 mg/kg), xylazine hydrochloride (5mg/kg) uygulandiktan sonra sakrifiye edildi

ve gozler enuklee edildi.

3.2 HISTOLOJIK DEGERLENDIRME

Istk  mikroskop incelemesi icin gbzler enukleasyon sonrasinda %4
paraformaldehyde ¢ozeltisinde en az 24 saat bekletildikten sonra parafin bloklara
alindi. Sonra parafin bloklardan 6 um araliklarla optik sinire paralel olacak sekilde
sagittal duzlemde kesitler elde edildi. Her gozden seri kesitler alindi ve bu kesitler
periodic acid-schiff ve hematoksilen ile boyandi. Her gézden optik sinir sinirindan
sonraki 3. kesit secilerek degerlendirme o kesitten yapildi. Optik siniri iceren
kesitler optik sinirden uzanan yogun damar yapisi nedeniyle degerlendirmeye
alinmadi. internal limitan membranin vitreous tarafindaki hematoksilen ile
boyanmis vaskiiler hiicre cekirdekleri 1sik mikroskopunda sayildi. intraretinal

damarlar noral retinadan PAS boyama ile ayirt edildi.

3.3 ELEKTRON MIKROSKOPIK INCELEME

Her gruptan 2 goz elektron mikroskopi incelemesi icin fosfat tampon iceren % 2.5
gluteraldehide c¢ozeltisinde 2-3 saat bekletildikten sonra %1 osmium tetraoksid
(OS0O4) iginde fikse edildi. Alkolle seri olarak muamele edilerek dehidrate edildi.
Propilen oksite gectikten sonra drnekler Araldyte CY212, DDSA (2- dodecenyl
succinic anhydtrate), BDMA (benziyldimethyl amine) ve dibutylpytalate iginde
bekletildi. Yari-ince kesitler toluidin mauvisi ile boyanarak igik mikroskopunda
incelendi. Ultra-ince kesit alinarak uranyl acetat ve lead sitrait ile boyanarak LEO
906 EM transmisyon elektron mikroskopu ile incelendi.

3.4 iISTATISTIKSEL ANALIz

Sonugclar sayilan endotel hiicre ¢ekirdek sayisinin ortalama degeri olarak belirtildi.
istatiksel analiz PASW 17.0 versiyonu (PASW Inc.,Chicago, IL, USA) ile
hesaplandi. Herbir gruptaki ortalama deger ANOVA testi ile karsilastirildi ve p <
0.05 degerleri istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.
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4. BULGULAR
4.1 HISTOLOJIK DEGERLENDIRME (ISIK MiIKROSKOPU)

Vitreus tarafindaki endotel hucre g¢ekirdegi sayisi grup 3’ te (0.1 mg/ml IVO)
5.1£1.0 ve grup 4’ te (0.05 mg/ml IVO) 6.9+1.4 tane sayildi. Grup 2’ de (kontrol
grubu) vitreusa uzanan, retina damarlarindan kdken alan ¢ok sayida neovaskuler
hicre kimeleri izlendi. Kontrol grubunda histolojik kesit basina vitreus tarafina
bakan 19.9+2.6 hucre sayildi (Resim 1). Grup 1’ de (negatif kontrol grubu) i¢
limitan membranin vitreus tarafinda endotel hucre gekirdegi gorulmedi (Resim 2).
Grup 3 (p<0.0001) ve grup 4 (p=0,0001), grup 2 ile kiyaslandiginda endotel hlcre
cekirdegi sayisinda belirgin farklihk saptandi. Grup 3 ve grup 4 arasinda fark
bulundu (p=0.023).

Histolojik incelemede hi¢ bir grupta I1sik mikroskop incelemesinde kistik
dejenerasyon, hiposelularite, nukleer tabaka kaybi gibi toksik etki gézlemlenmedi
(Resim 3).

4.2 ULTRASTRUKTUREL DEGERLENDIRME (ELEKTRON MiKROSKOPU)

Elektron mikroskopik incelemede o6zellikle i¢ ve dig fotoreseptdor bolgesinde
mitokondriler incelendi. Negatif kontrol grubunun ultrastrukturel incelenmesinde
mitokondrilerde belirgin morfolojik degigiklik saptanmadi (Resim 4). Kontrol
grubunda hiperoksiye bagl mitokondriyal dismorfoloji saptandi (Resim 5). Kontrol
grubunda fotoreseptdr i¢ segmentinde bulunan mitokondrilerde morfolojik
degisiklikler mitokondrilerde benekli matriks¢, yogun kesif iceren litik matriksy ve
mitokondriyal dig membran kaybip seklinde gozlendi. 0.1ug intravitreal Octreotid
asetat enjekte edilmis grupta (mitokondrial morfolojik dedisiklikler) daha yogundu
(Resim 6). 0.05ug intravitreal Octreotid asetat enjekte edilmis olan grup ile kontrol
grubu arasinda mitokondriyal morfolojik farklilik bulunmadi.

Retinal pigment epitel, koroid ve sklera duzeyinde dismorfoloji hi¢ bir grupta

gorulmedi (Resim 7).
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5. TARTISMA

Bu calismada gerceklestirilen deneylerin sonucunda bir somatostatin analogu olan
Octreotid asetatin, farkl dozlarda PR fare modelinde in vivo neovaskularizasyonu
baskilayici etkilerini gozledik. Elektron mikroskop incelemelerinde 0.1 pg
intravitreal Octreotid asetat enjekiyonu uygulanan farelerde mitokondiriyal
dismorfolojide artis oldugu gézlendi. Buna karsilik 0.05 ug intravitreal Octreotid
asetat enjeksiyonu uygulanan gozlerdeki mitokondrial dismorfoloji miktari kontrol
gruba benzer dizeydeydi.

Anjiyogenez, bircok inhibitér ve stimulator maddenin arasindaki denge ile
diizenlenir."® Fizyolojik anjiyogenez cok siki denetim altindadir ve sadece gelisim,
doku tamiri gibi belli kosullarda aktive olur. Bu dengenin bozulmasi gozde de
meydana gelen patalojik neovaskiilarizasyon ile sonuglanir.'® PR iki evreden
olusan bir hastaliktir. ilk (FAZ-1) evrede prematiir dogum sonrasi retinal vaskiiler
gelisim durur. ikinci (FAZ-2) evrede gelisen retinanin yetersiz vaskilarizasyonuna
bagli olarak stimulator faktorlerin salinimi ile anormal yeni damar olusumu
gozlenir. Bu evrede vaskularize olan ve vaskularize olmayan retina sinirinda
fibrovaskuler dokuda artis olur.'® Bu calisma ile PR’ nin ikinci evresinde bozulan
bu dengeyi taklit eden oksijene bagl proliferatif retinopati modelinde Octreotid
asetatin antiproliferatif etkisini tespit ettik.

Neovaskularizasyonu uyaran birgok faktor oksijen endukte PR fare modelinde
calisiimistir.”®® Oksijen ile regiile edilen medyatér maddelerin en énemlisi VEGF’
tir. Baslangictaki proliferatif cevapta etkili esas maddedir. Oksijenin
sonlandiriimasindan 10-12 saat sonra VEGF protein ekspresyonunun maksimum
duzeye ulastigl, bununla beraber bFGF seviyesi oksijenin sonlandiriimasindan 5-6
glin sonra, maksimum neovaskiiler cevap sirasinda yilkseldigi gdzlenmistir.'®
VEGF supresyonu oldugunda normal damar gelisimi duraklar, buna karsilik VEGF
asiri yukseldiginde patolojik neovaskularizasyon goralur. Retinal
neovaskularizasyonda dnemli oksijen bagiml olmayan diger bir onemli faktor IGF-
1" dir. IGF-1 reseptor antagonisti in vitro kosullarda neovaskularizasyonu
baskiladigi gosterilmistir. Bu etkisini p44/42 mitojen aktive protein-kinaz araciligi
ile VEGF aktivasyonunu kontrol ederek gerceklestirir ."®® VEGF’ e benzer sekilde

IGF-1 dusuk duzeylerinde vaskuler gelisim durur ve proliferatif evrede IGF-1
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seviyesinde artmaya bagli patolojik neovaskilariasyon olusur.'® Bu iki
medyatorun etkilesimi PR patofizyolojisinde onemlidir. Bu nedenle bu calismada
hedef alinan iki 6nemli madde VEGF ve IGF-1'dir. Bu calismamizda VEGF ve
IGF-1  aktivitesinin  azalmasini  indirekt olarak histolojik  kesitlerdeki
neovaskularizasyon kimesinin azalmasi olarak gozledik.

Faz-1 PR’ de IGF-1 yetersizligi nedeniyle retinal damar geligsiminin duraklamasi
ikinci evrede ani ve asin sekilde VEGF, IGF-1 dulzeylerinin yukselerek
neovaskularizasyon ile sonuglanmasi evreye goére tedavi stratejisi belirlenmesi
sonucunu dogurur. Bu nedenle FAZ-1 hastalikta IGF-1 desteg@i ile hastalig
onlenmesi hedeflenirken, diger proliferatif retinopatilere benzeyen FAZ-2 hastalikta
VEGF ve IGF-1 benzer anjiojenik maddeler yodnelik antiproliferatif tedaviler
glindeme gelmektedir.'®®

Bir gozu lazer ile tedavi edilen ve diger gozunde higbir tedavi uygulanmayan
bebegin 6liumunden sonra gozleri incelenmis ve tedavi edilmemis gozde periferal
avaskuler retinada VGEF mRNA duzeyleri yuksek bulunmustur. Tedavi edilmis
gbzde VGEF mRNA oncelikle ganglion tabakada ve daha sonra i¢ nukleer
tabakada bulundugu goézlenmigtir. Lazer ile tedavi edilmis gozde VEGF mRNA
lazer yaniklar arasindaki alanda ganglion hucre tabakasinda artigs gosterir. Bu
bulgu PR patogenezinde hipoksiye bagli VEGF dretiminin arttigi dusincesini
destekler ve hayvan modellerinde go6zlenen hipoksi sonucu VEGF artigi ile
uyumludur.'®°

Somatostatin néroendokrin, inflamatuvar ve immun hucrelerden salinan polipeptid

1

yapida bir hormondur.”®" Cesitli hormonlarin ve biiylime faktorlerinin salinimini

inhibe eder ve antiproliferatif etkisi nedeniyle hiicre déngu Uzerine etkilidir. Damar

kasiimasini inhibe eder'®?. Vaskiiler remodeling engellenir.'®

Anjiyogenez ve
hiicre cogalmasi baskilanir.’®* Bu nedenle bu calismada bu &zelliklerinde dolay
antiproliferatif ajan olaran bir somatostatin analogu olan Octerotid asetat
secilmistir. Somatostatin analogu olan Octreotid asetat, ylksek affinite ile SSTR2’
ye ve daha dusiik affinite ile SSTR5 e baglanir.! Somatostatin retina pigment
epiteli hucrelerinde (RPE), IGF-1 sinyal iletim yolagini inhibe ederek VEGF
uretimini baskilar. Somatostatin reseptorleri insan gézunun retina pigment epitel
hicrelerinde immun histokimya ile gosteriimis ve insan retina piment epitel
kaltirinde somatostatin reseptorlerinin varligi reverse-transciptaz PCR teknigi ile

kanitianmistir.'®°
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insan retina pigment epiteli hiicre kiltiriinde IGF-1 doz bagimli olarak IGF-1R
fosforilasyonunu ve VEGF mRNA Uretimini arttinr. Somatostatin ve bir
somatostatin analogu olan Octreotid asetat IGF-1 fosforilasyonunu ve VEGF
uretimini azaltir. Hem IGF-R fosforilasyonu hem de VEGF mRNA akimulasyonu
somatostatinin fizyolojik seviyelerinde (1 nm) inhibe olur.'®

Woltering ve arkadaslarinin yaptigi 0.5 ug, 2.5 ug ve 50 ug Octreotid asetat farkli
dozlariyla yaptigi calismada civciv diskinde anjiogenezin sirasi ile %15, %56 ve
%61 oraninda inhibe oldugu goézlenmistir.%®

Somatostatin benzeri immunoreaktivite yada somatostatin reseptorleri rat fetus
retinasinda, fare retinasinin i¢ pleksiform tabakasinda g('jzlenmigtir.197 Erigkin
insan retinasinda somatostatin reaktif hdcreler ganglion hiicre tabakasinda i¢
pleksiform ve sinir tabakasinda yer alir.'® Bu nedenle oksijene bagl fare
retinopatsinin Octreotid asetat ile tedavi etkinliginin insandaki ile benzer olacagini
dusundyoruz.

Ciddi nonproliferatif ve yuksek riskli olmayan proliferatif retinopatisi olan hastalarda
Octreotid asetat ile yapilan kontrolli olmayan bir galismada diyabetik retinopati
progresyonununda fark bulunmamistir.’® Ancak ayni arastirmacinin yaptigi diger
bir kontrolli c¢alismada ileri diyabetik retinopati olgularin Octreotid asetat
tedavisinin progresyonu azalttiyi ve lazer fotokoagulasyon ihtiyacini geciktirdigi
gosterilmistir.?%

Octerotid asetat ile yapilan en uzun sdreli kontrolli galigmada vitreus hemoraji
insidansi Octreotid asetat ile tedavi edilen grupta Onemli oranda azaldigi
bulunmustur. Bunun yanisira géorme keskinligi seviyelerinin korundugu veya daha
iyi oldugu saptanmistir. Stereoskopik fotograf ve anjioygrafi ile yapilan takiplerde
Octreotid asetat grubunda proliferasyonda regresyon meydana geldigi

gbzlenmistir. %’

Bu bulgular somatostatin analogu olan octreoitd asetatin
neovaskulariasyonu supressor etkili oldugunu desteklemektedir. Ancak bu
calismalarda Octerotid asetat sistemik yolla uygulanmistir ve uzun sireli yogun
tedavinin yan etkileri oldugu belirtilmistir.

Son yillarda yapilan ¢alismalarda somatostatin analoglarinin etkilerini pitutuer aksi
etkileyerek degil, buyume hormonu ve IGF-1  aktivitesini retinal seviyede
baskilayarak gerceklestirdigini bildiren yayinlar mevcuttur.’®®>  Somatostatin
endotel hiucre proliferasyonunu ve neovaskulariasyonu IGF-1, VEGF, PEDF, EGF

gibi buyume faktorlerinin postreseptor sinyal mekanizmalarini parakrin olarak

30



etkileyerek bir cok yolla baskilayabilir.?®® Ek olarak SSTR2 ve SSTR3 selektif
blokorlerinin in vitro olarak retina endotel hicre proliferasyonunu azalttiklan
gosterilmistir.2%42% Biz calismamizdaki antiproliferatif etkinin bu post sinyal hiicre
ici mekanizmalarla gergeklestigi disincesindeyiz. Bu antiproliferatif etkinin g6z
icine uygulanan ilacin parakrin etkisi ile meydana gelmektedir. Octreotid aseattin
antiproliferatif etkinliginin 0.1mg/ml ve 0.05mg/ml uygulanan gruplar arasinda
birbirine yakin degerlerde olmasini ilag konsatrasyonlarinin PR modelinde
neovaskuler doku i¢in dnemli fark yaratmadigini gdstermektedir.

Biz galigmamizda 0.05 pg ve 0.1 pg IVO uygulalan gozlerde Octerotid asetatin
sirasiyla %65 ve%75 oraninda inhibitor etkili oldugunu tespit ettik. Bu oran daha
once Akkoyun ve arkadaslarinin intravitreal triamsinolon etkinligini Olgen
calismadaki %92-95 oraninin altindadir. Yakin zamanda gergeklestirilen bir
calismada ayni fare modeli Uzerinde intravitreal thalidomide enjeksiyonu
uygulanmig ve bizim g¢alismamizdaki oranlara yakin % 62 oraninda neovaskuler
hicre sayisini azalttigi ve buna karsilik morfolojik olarak higbir toksik etki
gbzlenmedigi bildirilmistir.2%’

Yapilan bir diger calismada C57BL/J6 farelerde oksijen bagimli prematire
retinopati modelinde intraperitoneal yolla P7,8,9,11,13,15 ve 17 gunlerinde,
5,10,20,30 mg/kg dozlarda uygulanan GH antisense oligonukleotid olan
ATL227446 ve 20 mg/kg Octreotid asetat karsilastiriimis ve en ylksek dozda bile
neovaskularizasyon supresyon etkisi ATL227446 grubunda % 38 ve Octreotid
asetat grubunda %26 olarak bildirilmistir. Bu bizim ¢alismamizda elde ettigimiz

209 By sonuglardan Octreotid asetat

%65 ve%75 oranin altinda bir degerdir.
intravitreal yolla uygulamanin daha etkili olabileceg@i kanatine ulasilabilir.

Qu ve arkadaslarinin 15 tavsan Uzerinde gercgeklestirdigi deneysel KNV modelinde
(50 pg/kg) Octreotid asetat retrobulber olarak uygulanmistir. Enjeksiyondan 3 gun
sonra RPE- koroid kompleksndeki VEGF ve IGF-1 m RNA dueyleri tedavi alan ve
almayan hayvanlarda karsilastirilmis ve koroid du dérneklerinde KNV buyuklugu
floresein anjiografi ile degerlendiriimistir. Bu c¢alisma sonucunda retrobulber
Octreotid asetat enjeksiyonunun floresein sizintisini ve KNV bayuklugunu belirgin
azalttigi tespit edilmistir.?"°

Tavsan go6zunde yapilan tokisisite galismalarinda intravitreal Octreotid asetat
enjeksiyonu sonrasi gozler incelenmis ve 1mg ve daha az dozlarda Octreotid

intravitreal enjeksiyonu giivenli olarak bildiriimistir.?®® Yiiksek doz intravitreal
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Octreotid enjeksiyonu vyapilan grupta (5mg, 2mg) katarakt gelisimi ve
elektroretinografide b dalga amplitidunde azalma gozlenirken 1mg altinda verilen
dozlarda higbir klinik farklilik ve ERG degisikligi gdzlenmemistir. Biz galismamizda
IStk mikroskopu ile histolojik incelemede retinada morfolojik degisiklik tespit
etmedik. Histolojik duzeyde morfolojik patoloji gormememizi 0.1ug ve 0.05ug gibi
diguk doz Octreotid asetat intravitreal enjekte etmemize baglh oldugunu
dusunmekteyiz. . Elektron mikroskop incelemesinde kontrol grubunda mitokondrial
dismorfoloji gdzlemledik. intravitreal Octerotid asetat enjeksiyonu yapilan
gruplarda 0.1pyg Octerotid asetat verilen grupta ultrastruktirel etkilerin arttigini
tespit ettik. C57BL/J6 PR fare modelinde oksijen endukte morfolojik hasar
olustugu bilinmektedir .2°® Biz calismamizda oksijen endiikte doku vulnerabilitenin

yaninda 0.1ug Octretid asetata bagli vulnerabilite artisi oldugunu gézlemledik.
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6. SONUG

Yaptigimiz c¢alismaninin sonucunda C57BL/J6 oksijen endukte premature
retinopatisi in vivo fare modelinde intravitreal yolla uygulanan Octreotid asetatin
vaskuler endotel Uzerine antiproliferatif etkili oldugunu gozlemledik. Farkl iki doz
arasinda yapilan karsilastirmada antiproliferatif etki acisindan istatistiksel zayif
anlamh  (p=0.02) fark oldugunu tespit ettik. Isik mikroskopu ile yapilan
incelemelerde herhangi bir morfolojik degisiklik olmamasina ragmen elektron
mikroskopik incelemelerde oksijen toksisitesine bagli morfolojik dedgisiklikler
gorduk ve bu degisikliklerin intravitreal octreotid asetat uygulanan farelerde doza
bagdimli olarak arttigini saptadik. Sonu¢ olarak intravitreal uygulanan Octerotid
asetatin neovaskularizasyon Uzerine supressor etkileri goézlenmistir ancak
proliferatif retinopati tedavisinde yerini alabilmesi igin kapsamli deneysel ve klinik
caligsmalar yapilmasi gerekmektedir.
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