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OZET

Bu ¢alismanin amaci, in vivo oksijen indiikte retinopati (OIR) rat modelinde
cryptotanshinone (CPT) ve decorin (DCN)’in terapétik etkinligini arastirmak ve
sonuglarimizi prematiire retinopatisi (ROP)’nde etkinligi kanitlanmis bevacizumab ile
karsilastirmaktir.

Calismada her grupta 7 denek olmak iizere toplam 35 adet Sprague Dawley
cinsi rat kullanildi. Grup A disindaki 28 adet rat dogumlarini takiben 14 giin boyunca,
%50 ve %10 arasinda dalgalanma gosteren oksijene maruz birakilarak, OIR modeli
olusturuldu. Grup A’da OIR modeli olusturulmadan, grup B’de ise OIR modeli
olusturularak tibbi veya cerrahi herhangi bir miidahale yapilmadi. Tedavi grubu olarak
belirledigimiz grup C, D ve E’de OIR modeli olusturularak deneyin 15-17. giinlerinde
sirasiyla her bir gruba intraperitoneal CPT, DCN ve bevacizumab enjeksiyonlari
yapildi. Retinal neovaskiilarizasyonun kantitatif degerlendirmesi i¢in i¢ limitan
membran (ILM)’1n vitreal yiizeyindeki neovaskiiler endotelyal hiicre ¢ekirdekleri
sayildi. Vaskiiler endotelyal biiyiime faktorii (VEGF) ve tiimor nekrozis faktor-a
(TNF-0) immiinohistokimyasal analizi immiinreaktif boyanan hiicrelerin siddeti ve
yayginligina gore elde edilen bir histoskor ile degerlendirildi.

Grup A’da ILM nin vitreal yiizeyinde neovaskiiler endotelyal hiicre ¢ekirdegi
izlenmedi. Grup B, C, D ve E’de sirasiyla 13,14+1,34, 7,28+0,75, 6,57+1,51 ve
6,71£1,49 ortalama neovaskiiler endotelyal hiicre ¢ekirdegi gozlendi. Grup C, D ve
E’de ortalama neovaskiiler endotelyal hiicre ¢ekirdegi sayisi grup B’ye gore anlamli
azald1 (p<0,001). Ortalama neovaskiiler endotelyal hiicre ¢ekirdegi sayis1 grup E ile
grup C ve D arasinda benzerdi (sirasiyla p=0,897, p=0,999). Immiinohistokimyasal
boyamada, VEGF immiinreaktivitesi sirasiyla 0,07+0,02, 0,97+0,21, 0,29+0,14,
0.37+0.12 ve 0.23+0.17 ve TNF-a immiinreaktivitesi sirastyla 0,02+0,02, 1,11+0,36,
0,38+0,31, 0,37+0,13 ve 0,62+0,21’idi. Grup B’de, VEGF ve TNF-a
immiinreaktivitesi grup A ile karsilastirildiginda belirgin olarak artt1 (p<<0,001). Grup
C, D ve E’de VEGF ve TNF-a immiinreaktiviteleri, Grup B'ye gore anlamli olarak
azald1 (p<0,001). VEGF ve TNF-a immiinreaktiviteleri Grup E ile grup C ve D
arasinda benzerdi (sirasiyla VEGF; p=0,951, p=0,449 ve TNF-a; p=0,359, p=0,304).

Sonug olarak OIR modelinde CPT veya DCN tedavisi ile neovaskiilarizasyon

anlamli oranda baskiland1 ve bevacizumab ile kiyaslandiginda bu etki benzer bulundu.
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Sonuglarimiz ROP tedavisi agisindan gelecek vadetmektedir. Ancak bu ajanlarin 1V
kullanim1 ve doz ayarlamasi ile ilgili daha ileri deneysel ¢aligmalar gerekmektedir.

Anahtar Kelimeler: Cryptotanshinone, decorin, prematiire retinopatisi, oksijen

indiikte retinopati



ABSTRACT

INVESTIGATION OF THE EFFICACY OF INTRAPERITONEAL
ADMINISTRATION OF CRYPTOTANSHINONE AND DECORIN IN
OXYGEN-INDUCED RETINOPATHY MODEL IN RATS

The aim of this study was to investigate the therapeutic efficacy of
cryptotanshinone (CPT) and decorin (DCN) in an in vivo oxygen-induced retinopathy
(OIR) rat model and to compare our results with bevacizumab which has proven
success in premature retinopathy (ROP).

A total of 35 Sprague Dawley rats, 7 in each group were used in this study.
OIR model was created by exposing oxygen fluctuating between 50% and 10% for 14
days to 28 rats other than group A after their birth. Any of medical and surgical
intervention was not performed in group A without OIR model and in group B with
OIR model. Between the 15th and 17th days of the experiment intraperitoneal CPT,
DCN and bevacizumab injections were applied respectively to each treatment group
C, D and E with creating OIR model. For the quantitative assessment of retinal
neovascularization the nuclei of neovascular endothelial cells on the vitreal side of the
inner limiting membrane (ILM) were counted. Immunohistochemical analysis of
vascular endothelial growth factor (VEGF) and tumor necrosis factor-a (TNF-a) has
been done according to a histoscore obtained by the intensity and extent of the
immunoreactive stained cells.

Neovascular endothelial cell nucleus was not observed in the vitreal surface of
ILM in group A. In groups B, C, D and E, mean neovascular endothelial cell nuclei
were observed 13,14+1,34, 7,28+0,75, 6,57+1,51 and 6,71%1,49, respectively. The
mean number of neovascular endothelial cell nuclei decreased significantly in group
C, D and E compared to group B (p<0,001). The mean number of neovascular
endothelial cell nuclei was similar between group E and groups C and D (p=0,897,
p=0,999, respectively). In immunohistochemical staining, the immunoreactivity of
VEGF were 0,07+0,02, 0,97+0,21, 0,29+0,14, 0.37+0.12 and 0,23+0,17, respectively
and TNF-o were 0,02+0,02, 1,11+0,36, 0,38+0,31, 0,37+0,13 and 0,62+0,21,
respectively. In group B, VEGF and TNF-o immunoreactivity were significantly
increased compared to group A (p<0,001). Immunoreactivity of VEGF and TNF-o was
significantly decreased in group C, D and E compared to group B (p<0,001). VEGF

vi



and TNF-a immunoreactivities were similar between group E and groups C and D

(VEGF; p=0,951, p=0,449, respectively and TNF-a; p=0,359, p=0,304, respectively).
In conclusion, neovascularization was significantly suppressed by CPT or

DCN treatment in the OIR model and this effect was similar when compared with

bevacizumab. Our results are promising in terms of ROP treatment. However, further

experimental studies on IV use and dose adjustment of these agents are required.

Key words: Cryptotanshinone, decorin, retinopathy of premature, oxygen induced

retinopathy
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1. GIRiS
1.1. Giris ve Amag

Vaskiilogenez ve anjiogenez embriyonal yasamda vaskiiler agin olusumunda
yer alan iki ayr1 progestir. Gelisimin tamamlandig1 eriskin donemden sonra
vaskiilogenez ve endotel hiicre proliferasyonu durmaktadir. Ancak bazi patolojik
siireglerde anormal endotel hiicre proliferasyonu ve neovaskiilarizasyon (NV)
izlenmekte; kornea, iris, optik disk ve retina gibi okiiler yapilar olumsuz
etkilenebilmektedir. Patolojik NV sonucu olusan damarlar zayif olup sizinti, hemoraji,
eksudasyon ve fibrozise neden olarak gorme azalmasi ile sonuglanabilmektedir (1).

Tiim yas gruplarinda neovaskiiler goz hastaliklari ciddi bir saglik sorunu olarak
karsimiza ¢ikmaktadir. Proliferatif diyabetik retinopati (PDR), prematiire retinopatisi
(ROP), yasa bagl makiila dejenerasyonu (YBMD) ve retinada vazookliizyona bagl
meydana gelen patolojik NV gérme kaybinin ana nedenlerindendir (2). Ozellikle artan
prematiire dogum sikligi ve yenidogan bakimindaki gelismeler ile daha kiiglik
bebeklerin yasatilabiliyor olmasi; ROP insidansinin, baslangic zamaninin ve
progresyon oraninin degismesine yol agmaistir.

Koroid ve retinada herhangi bir nedenle olusan hipoksi; proanjiogenik ve
antianjiogenik faktorlerin salimimina neden olmaktadir. Sato ve ark. (3)’nin
calismasinda ROP olgularinda vitreusta 27 sitokin seviyesi taranmis ve interlokin (IL)-
6, IL-7, IL-10, IL-15, eotaksin, fibroblast biiylime faktorii (FGF), graniilosit koloni
stimiilan  faktor, graniilosit-makrofaj koloni stimiilan faktdr, interferon-y-
indiiklenebilir protein-10, siklooksijenaz gibi bir¢ok faktoriin seviyesi yiiksek
bulunmus ve bu mediatorlerin preretinal NV’nin gelismesine katkida bulundugu
gosterilmistir (3). Birgok faktor okiiler patolojik NV’yi tetiklese de bunlardan en
bilineni vaskiiler endotelyal biiyiime faktorii (VEGF)’diir (4-6). VEGF araciligi ile
uyarilan vaskiiler endotel kaynakli biiyiime faktorii reseptorii (VEGFR)-2 endotelyal
hiicrelerde proliferasyon, migrasyon, morfogenez ve permeabilite artis1 olmak {izere
bir¢ok hiicre ici sinyal yolaklarini aktive etmektedir (7).

Cesitli okiiler neovaskiiler hastaliklarda vaskiiler yatak ve dokuda yayilim tarzi
farklilik gostermekle beraber, patolojik diizeyde olusan damarsal yapilar tiim okiiler

neovaskiiler hastaliklarda benzer Ozellikler tasimaktadir (8, 9). Bevacizumab,



ranibizumab, deksametazon ve aflibercept gibi anti-proliferatif, antianjiogenik ve
antiinflamatuvar etkili ajanlar yeni tedavi segenekleri olusturmakla birlikte, zaman
zaman etkileri kisith olmakta ve bazen yetersiz kalmaktadir. Bu nedenle retinal
neovaskiiler hastaliklarda antianjiogenik kalici, giivenilir ve etkili tedavi secenekleri
aranmaktadir. Hedefimiz, dokulara hasar vermeden etkili bir sekilde okiiler
anjiogenezi inhibe edebilen yontemleri gelistirmek, gorme kaybina hatta korliige
neden olan okiiler neovaskiiler hastaliklarda yeni tedavi yontemlerini arastirmaktir.

Cryptotanshinone (CPT), Cin’de angina pektoris ve serebrovaskiiler hastalik
gibi iskemik hastaliklarin tedavisinde kullanilan Salvia miltiorrhiza bitki tiirtiniin aktif
bilesenidir (10). CPT’nin, VEGFR2’nin Tyr1175 bdlgesindeki fosforilasyonunu
bozdugu ve giiglii bir VEGFR2 inhibitorii olabilecegi yapilan ¢aligmalarda
bildirilmistir (11).

Decorin (DCN), 16sinden zengin proteoglikandir (12) ve epidermal biiylime
faktorii reseptorii (EGFR), VEGFR2, insiilin benzeri biliylime faktorii-1 reseptori
(IGF-1R) dahil olmak iizere birgok tirozin kinaz reseptoriiniin parakrin etkili bir
inhibitoriidiir. Coklu tirozin kinaz reseptdr inhibitorii olan DCN; anjiogenez ve
tiimorogenez inhibitorii olarak etki etmektedir (13). VEGF reseptorlerini baskilayarak
anjiogenezin yol actig1 patolojik durumlarda alternatif tedavilerin gelistirilmesi i¢in
potansiyel bir temel saglamaktadir.

Literatiirdeki bu bilgilerden yola ¢ikarak ¢aligmamizda; CPT veya DCN’nin
antianjiogenik ve antiinflamatuar etkileri sayesinde iskemik retinal neovaskiiler
hastaliklarin tedavisinde kullanilabilecegine dair hipotezimizi arastirmay1 amacladik.
Ratlarda oksijen indiikte retinopati (OIR) modeli, insandakine benzer vaskiiler
yapilanma gostermektedir, olusan retinal neovaskiilarizasyon (RNV) tekrarlanabilir ve
kantifiye edilebilir niteliktedir. Bu nedenle insanlarda RN'V’un patogenezine ve tedavi
arayislarma yonelik calismalarda uygun bir model olusturmaktadir. Bu amagla OIR in
vivo rat modelinde, intraperitoneal (ip) CPT ve DCN enjeksiyonunun endotelyal hiicre
proliferasyonu, retina morfolojisi ile VEGF ve tiimor nekrozis faktor-o (TNF-a)
immiinreaktivitesi iizerine etkilerini inceledik. Elde ettigimiz sonuglar1 daha 6nceden

etkisi kanitlanmis olan bevacizumab tedavisi ile kiyasladik.



1.2. Genel Bilgiler

1.2.1. Normal Retinal Vaskiiler Gelisim

Normal fetiisde retinal damar gelisimi, intrauterin (IU) 16. haftada gelismeye
baslayarak vaskiilogenez ve angiogenez mekanizmalar1 aracilifi ile 2 fazda olmak
lizere, postmenstural 36-40. haftalar arasinda tamamlanir.

Retina gebeligin yaklasik 16. haftasina kadar avaskiilerdir. Bu donemde gelisen
lens ve 6n segmenti hyaloid arter besler (14). Hyaloid arter baslangigta hicbir yan dal
vermedigi i¢in gelismekte olan retina koroid damarlarindan difiizyonla beslenir.
Fetusta retinal damarlarin gelisimi gebeligin 15-18. haftasinda baslar. Sekil 1’de
gosterildigi gibi retinal damarlar optik diskten perifere dogru gelisir ve
vaskiilarizasyon nazal retinada yaklasik olarak 36. haftada temporal retinada ise 40.
haftalarda tamamlanir (15). Bu nedenle prematiire bebeklerde dogum aninda retina
tam vaskiilarize olmayip, dogumdaki gebelik yasina (GY) gore genisligi degisen
periferik avaskiiler zon mevcuttur. Vaskiilarizasyonun tamamlanmasi postmenstriiel

(PM) 48-52. haftaya kadar gecikebilir (16, 17).

Sekil 1. insanlarda retinal vaskiiler gelisimin sematik ¢izimi
Retinal vaskiiler gelisim iki agamal1 olarak gerceklesir;
1. Vaskiilogenez (erken faz),

2. Anjiogenez (gec faz).



Vaskiiler sistem gelisimi tamamlandiktan sonra vaskiilogenez gerilemektedir.
Ancak anjiogenez menstriiel siklus boyunca endometriyumda, kil bliylimesinde, yara
tyilesmesinde, egzersiz bagiml kas remodelizasyonunda, doku tamiri, inflamasyon,
tiimOr metastazi ve invazyonu gibi durumlarda eriskin donemde de varligim

siirdiirebilmektedir (18).

1.2.1.1. Vaskiilogenez Faz

Vaskiilogenez faz1i 15-21. gestasyonel haftalar arasinda gerceklesir. 15.
haftadan itibaren hiyaloid arterin adventisyasindan kéken alan primitif mezensimal
igsi hiicreler, arka kutuptan baslayip retinanin derin ve i¢ tabakalarina go¢ ederek
retina periferine dogru ilerler. Isinsal tarzda go¢ eden bu hiicreler, ora serrataya kadar
uzanan bir ortii meydana getirir. Igsi hiicreler, norogliyal hiicrelerdir ve retinanin
damarsal yapisinin gelisimine kadar gecen siiregte retinanin enerji ihtiyacin
kargilamakla gorevlidirler. Bu hiicreler diferansiye ve prolifere olup endotel
hiicrelerinin kanalini olusturur (19).

Vaskiilogenez faz1 hipoksiden bagimsiz olarak, VEGF ve diger sitokinlerin
(TNF-a ve IL gibi) salinimina bagli gerceklesir.

Vaskiilogenezde olusan primitif vaskiiler yapt ve bu yapiin gelisiminde;
VEGF’in ana rol oynadigi hayvan calismalarinda incelenmis ve gosterilmistir.
Calismalarda VEGF allellerinden birisi eksik olan farelerin, kardiyovaskiiler sistemde

olusan gelisim defekti nedeniyle intrauterin donemde 6ldiigii izlenmistir (20).

1.2.1.2. Anjiogenez Faz1

Anjiogenez 18-40. gestasyonel haftalarda gerceklesir. Vaskiilogenez ile olugan
vaskiiler cat1 araciligr ile optik sinirden ora serrataya dogru radial sekilde vaskiiler
gelisim tamamlanincaya kadar devam eder. Anjiogenez doneminde yeni gelisen
damarlar, dnceden var olan damarlarin iizerinden tomurcuklanarak c¢ogalirlar (19).
Vaskiilarizasyonun sonlandig1 avaskiiler alanda yer alan fotoreseptor tabakasinin
aktivasyonu ve bu bolgedeki noral doku gelisimi, yeterli oksijen (O2) destegi alamayan
avaskiiler dokuda fizyolojik hipoksiye yol agar (21).

Anjiogenez, IU dénemdeki fizyolojik hipoksi tarafindan stimule edilir.
Fizyolojik hipoksiye karsi hassas olan astrositler aktive olarak VEGF saliniminin

artisina neden olur. Retina dokusunda artan VEGF miktarina bagli olarak, vaskiiler



endotel hiicrelerinin farklilagmasi ve go¢ etmesi ile i¢ vaskiiler pleksusun ora serrataya
kadar ilerlemesi saglanir. VEGF disinda immatiir retina dokusundan insiilin benzeri
bliylime faktorii-1 (IGF-1), anjiopoietin gibi anjiogenik faktdrlerin de fizyolojik
diizeyde salgilanmasi ile yeni damar yapilari perifer retinaya dogru gelismektedir (21).

Normal vaskiiler gelisimde VEGF ile IGF-1 arasi etkilesim 6nemli rol oynar.
Intrauterin 3. trimestrde maternal/plasental kaynakli IGF-1 seviyeleri yiikselir ve
bebekte okiiler kaynakli olan VEGF’in aktivasyonunu saglar. Bunun yaninda IGF-1’in
koruyucu ve diizenleyici etkisi onemlidir. IGF-1 endotel proliferasyonu igin gerekli
olan; protein kinaz B (Akt), ekstaselliiler sinyal regiile kinaz-1/2 (ERK-1/2), mitojen
aktiveli protein kinaz (MAPK) ve endotelyal gelismeyi dengeleyen; p44/42 MAPK’1
regiile eder. Dolayisiyla normal retinal vaskiilarizasyon i¢cin VEGF ve IGF-1 ortamda
birlikte bulunmalidirlar.

Anjiogenez ayrica derin retina vaskiiler pleksus, astrosit, Miiller hiicresi gibi
glial hiicrelerin, ganglion hiicresi gibi noronal hiicrelerin olusumunda da ¢ok 6nemli

bir etkiye sahiptir (22-24).

1.2.2. Patolojik Retinal Vaskiiler Gelisim

Fizyolojik rollerinin yani sira, anjiogenez patolojik siireglerde de meydana
gelmektedir. Patolojik anjiogenez Tablo 1’de gosterilen; proanjiogenik ve
antianjiogenik mediatorler arasindaki dengenin bozulmasi sonucu ortaya ¢ikmaktadir
(9, 25).

Okiiler dokularda patolojik anjiogenez tiim yas gruplarinda onemli korliik
nedeni olusturan okiiler neovaskiiler hastaliklarin temelini olusturmaktadir (26).
Cocukluk doneminde ROP, eriskin donemde diyabetik retinopati (DRP) ve retinal ven
okliizyonu (RVO), ileri yasta ise YBMD bu hastaliklardandir (27-31).



Tablo 1. Anjiogenik ve antianjiogenik faktorler

Anjiogenik Faktorler Antianjiogenik Faktorler
VEGF VEGF inhibitorii

Plasental biiytime faktorii (PIGF) Endostatin

Fibroblast biiytime faktorii (FGF) Vazostatin

Transforme edici biiylime faktorii (TGF)-a.  Anjiostatin, insan makrofaj metalloelastaz

Epidermal biiyiime faktorii (EGF) Trombospondin- 1 ve 2
TNF-a Trombosit faktor-4 fragmant
Platelet Kaynakl Biiyiime Faktorii (PDGF)  Interferon (IFN)-a, B
Graniilosit koloni uyaran faktor Restin

IL-6, IL-8 Antitrombin-3 fragmani
Anjiopoietin-1 Anjiopoietin-2

Yeni olusan damarlar kornea, iris, koroid, retina ve optik disk gibi tiim okiiler
dokular etkileyebilmektedir. Bu yeni olusan damarlarda normal damar duvarinda
mevcut olan siki baglantilar olmadigindan; son derece zayif yapiya sahiptirler. Bu
damar yapisinin sonucu meydana gelen sizintilara bagli hemorajiler goriilebilmektedir
(D.

Okiiler anjiogenez, tipki yara iyilesmesinde oldugu gibi inflamasyon ve
miyofibroblast formasyonu ile goriilmektedir. Bu sebeple, hastalik stirecinde TGF-B1
ve bag doku biiylime faktorii gibi pro-fibrotik mediatorlerin artisiyla anjiogenik fazi
takip eden fibrotik faz goriilebilmekte ve sonugta fibrozis, traksiyonel retina
dekolmani (RD) durumlarina neden olarak kalic1 gorme kaybina yol agabilmektedir
(32, 33).

Okiiler anjiogenez ile iligkili patolojilerde, anjiogenez muhtemelen néronal
metabolizmadan kaynakli lokal doku hipoksisi, inflamasyon ve oksidatif stres ile
tetiklenmektedir. NV’nin en oOnemli tetikleyicisi olarak degerlendirilen VEGF
saliiminin; retina pigment epiteli (RPE), astrosit, Miiller hiicresi, perisitler, endotel
hiicresi ve ganglion hiicresi olmak iizere bir¢ok farkli retinal hiicre tipi tarafindan
gerceklestirildigi goriilmustiir (18).

Iskemik retinopatilerde; iskemik retinadan NV’den sorumlu anjiogenik faktor
salinimi1 oldugu fikri, ilk defa 1948 yilinda 6ne siiriilmiistiir ve bu tarihten itibaren bu
faktorleri tanimlayan caligmalar hiz kazanmustir (34). Iskemik retinopatili hastalarda
ve okiiler neovaskiilarizasyon olusturulan hayvan modellerinde retina ve vitreus

ornekleri incelendiginde artmis VEGF seviyeleri tespit edilmistir (6, 35-38).



Hastaliklarin anlasilmasi ve tedavi yontemlerinin bulunmasinda deneysel
hayvan modellerinin gelistirilmesi olduk¢a dnemli yer almaktadir. Ratlarda deneysel
OIR modeli; tiim diinyada en yaygin olarak kullanilan hem santral damarlarda incelme
hem de periferal damar gelisiminde fizyolojik gecikme 6zelligi ile insanlarda olusan
ROP’u en iyi olarak temsil eden deneysel yontemdir (39). Oksijen indiikte iskemik
retinopati fare modelinde spesifik bir VEGF antagonistinin RNV’yi baskiladiginin
gosterilmesi ile VEGF’in RNV’yi uyardigir ilk defa net olarak ispat edilmistir.
Calismalarda ayrica VEGF’in normal retinal gelisim i¢in gerekli oldugu, yiiksek O»
konsantrasyonlarinda VEGF diizeyinin baskilanmasina bagli; yeni damar olusumunun
geriledigi ve boylece perfiize olmayan iskemik retinal alanlarin meydana geldigi
gosterilmistir (40, 41). Hiperoksik ortam sonrasi tekrar oda O2’sine gecilmesi; iskemik
alanlarda hipoksiye neden olmakta ve bu alanlardan artmis VEGF salinimi ile RNV
ortaya ¢ikmaktadir (36, 42). Yine bu modelde iskemik retina hiicrelerinden salinan
hipoksi-indiiklenebilir faktér 1o (HIF-la) diizeyleri ile VEGF diizeylerinin dogru
orantili oldugu gosterilmistir (43).

Takiben ilerleyen donemde, HIF-1a iligkili faktorler olan PIGF, PDGF, TGF,
EGF, TNF-a, IGF, IL’lerin ve FGF ailesinin iskemik retinada NV’ye katki sagladigi
gosterilmistir (44-47).

Okiiler neovaskiiler hastaliklarin anlasilmasi ve tedavisinde kullanilabilecek;

anjiogenez kaskadimi farkli basamaklarda inhibe eden molekiillere yonelik arayislar

devam etmektedir (35, 48).

1.2.3. Okiiler Neovaskiiler Hastaliklar

Neovaskiilerin patogenezinde yer alan VEGF’in kaynagi olan hiicreler
degisiklik gostermektedir. Korneada VEGF; epitel, stroma ve endotel tarafindan
eksprese edilirken, retinada; Miiller hiicreleri ve RPE basta olmak {izere ganglion

hiicrelerinin ve perisitlerin de VEGF diizeyinden sorumlu oldugu diistiniilmektedir.

1.2.3.1. Korneal Neovaskiilarizasyon

Kornea NV kornea iskemisi, kornea hasar1 ve 6n segment inflamasyonu gibi
bazi1 patolojik durumlarda ortaya ¢ikar ve istenmeyen bazi durumlar1 da beraberinde

getirir (49, 50). Perikorneal pleksustan koken alan yeni damarlar 15181 bloke ederek



gorme keskinligini azaltabilir, inflamasyona, korneal skar ve 6deme neden olabilir

(50).

1.2.3.2. iris Neovaskiilarizasyonu

[ris neovaskiilarizasyonu (NVI); basta DRP ve RVO olmak iizere gesitli okiiler
ve sistemik hastaliklara sekonder olarak ortaya ¢ikmaktadir. Uzun siire asemptomatik
olabilse de, a¢1 ve trabekiiler ag iizerindeki fibrovaskiiler proliferasyon gelisimi;
sekonder neovaskiiler glokoma (NVG) neden olarak, ciddi bir gbz i¢i basinci
yiiksekligi ve géorme kaybi ile sonuglanabilmektedir.

Neovaskiiler glokoma igin yapilan ¢alismalarda intravitreal (IV) bevacizumab
enjeksiyonun goz i¢i basincini diistirmede ve NV’yi geriletmede etkin oldugu

gosterilmistir (51, 52).

1.2.3.3. Retina ve Koroid Neovaskiilarizasyonu

Hipoksi varliginda, VEGF mesajci riboniikleik asit (m-RNA) sentezi 30 katina
cikar. Hipoksiye bagli stimulasyon sonucunda ortaya ¢ikan VEGF ve diger biiyiime
faktorleri, artmis damar gecirgenligine ve neovaskiilarizasyona neden olur (53, 54).
Retinal neovaskiiler hastaliklar; retinal damarlardan kdken alan preretinal anjiogenezis
ve koroidden kdken alan subretinal anjiogenezis olarak iki kisimda incelenir (18).

Preretinal anjiogenez, kapiller perfiizyon bozuklugu ve lokal iskemi ile
seyreden, iskemik retinopatiler olarak degerlendirilen RVO, DRP, ROP gibi
hastaliklarda ortak bir sonug olarak gelismektedir. Iskemik retina alanlarindan salinimi
artan anjiogenik faktorler, vitreus kavitesinde fibrovaskiiler membranlarin olusumu ve
buna bagli komplikasyonlara neden olmaktadir.

Subretinal anjiogenez ise RPE, Bruch membrami ve koroidi etkileyen
patolojiler sonucu ortaya ¢ikar. RPE ve Bruch membrani arasinda, basta lipidler olmak
tizere biriken depozitler; koryokapillaristen RPE tabakasina O; ve besin maddesi
gecisini kesintiye ugratir (55). Olusan hipoksi, basta VEGF olmak iizere anjiogenik
maddelerin ve inflamatuar sitokinlerin salinimini arttirmakta ve Bruch membraninda
lenfosit, fibroblast ve makrofaj birikimine neden olmaktadir. Koroid kokenli endotel
hiicreleri ve makrofajlardan salinan doku metalloproteinazlari Bruch membraninin
proteolizine ve incelmesine neden olur ve membran lizerinde ¢atlaklarin olusmasina

yol acar. Anjiogenik faktorlerin uyardig1 koroid endotel hiicreleri de bu ¢atlaklardan



gecerek RPE alti alana yerlesir. Yeni damar endotelinin bariyer fonksiyonu
gelismediginden, retina igi tabakalara sivi, protein ve lipid sizdirirlar ve damar
yapisinin zayif olmasindan dolayr kanama egilimleri fazladir. Olusan kanamanin
organize olmast ile fibroz doku gelisimi tetiklenir. ilerleyen dénemlerde NV atrofik
bir alan birakarak gerileyebilmekte veya fibrotik skar olusumuna neden olabilmektedir

(18).

1.2.4. Prematiire Retinopatisi

Prematiire retinopatisi (ROP), prematiire yenidoganlarda normal retina
damarlanmasinin bozulmasiyla ortaya ¢ikan kompleks bir hastaliktir (56).

Cocukluk cagindaki onlenebilir korliiklerin 6nemli bir sebebi olup, her yil
yaklasik 50 000 ¢ocugun bu sebeple kor oldugu diistiniilmektedir (1). Bu bakimdan
Diinya Saglik Orgiitii tarafindan 6nlenebilir korliiklerin engellenmesi amaci ile
baslatilan, VISION 2020 programinda hastaligin kontrol altina alinmasi oncelikli
olarak vurgulanmistir (57).

1.2.4.1. Epidemiyoloji

Tarihsel olarak ilk ROP vakasi 1941 yilinda Amerika Birlesik Devletleri
(ABD)’nde tanimlanmigtir. 1942 yilinda, prematiire bebeklerde lens arkasindaki
fibroblastik kitlenin varligimi fark eden ve bunu diisik dogum haftast ve O:
kullanimiyla iligkilendiren Terry tarafindan ‘retrolental fibroplazi’® olarak
adlandirilmigtir (58). Sonrasinda ise tiim diinyada yaygin bir sekilde goriilmeye
baslamis ve bugiine kadar farkli zaman dilimlerinde farkli nedenlerden kaynakli
hastalik epidemileri izlenmistir.

Ik epidemi, 1950°1i yillarda monitdrize edilmeden, kontrolsiiz olarak yiiksek
miktarda uygulanan O2’ye baglh gelismistir. Bu donemde Campbell tarafindan asir1 O2
kullaniminin, ROP i¢in risk faktérii oldugunun bildirilmesi ile prematiirelere
uygulanan O desteginde kisitlamaya gidilmis ve 1950 yilinda %50 olan ROP goriilme
orant 1961 yilinda %4’e diismiistiir (59, 60). Ancak O> miktarin siirekli olarak
monitdrize edilmesine ragmen ikinci epidemi 1970’lerin sonlarinda goriilmiistiir. Bu
donemde ROP epidemisinin goriilmesi, etyolojide Oz destegi disinda baska faktorlerin
de rol oynayabilecegini diisiindiirmiistiir. Bu faktorlerin; temel olarak gelismis

iilkelerdeki tibbi ve teknolojik gelismelerle yenidogan yogun bakim kosullarindaki



iyilesmeye bagli olarak daha kii¢lik dogum agirlig1 (DA) ve haftasina sahip bebeklerin
yasama sanst bulmasi ile iliskili oldugu diistiniilmiistiir (61). 2000’1i yillarda ise
yardimer iireme tekniklerinin yaygin kullanimiyla c¢ogul gebeliklerin artmasi ve
beraberinde ¢ok kiiciik prematiirelerin yasatilabilmesi 6zellikle gelismekte olan

tilkeleri etkileyen ii¢lincili epideminin ortaya ¢ikmasina sebep olmustur (62).

1.2.4.2. insidans ve Prevalans

Gelismis iilkelerde ROP’a bagli korliik insidansi daha diisiiktiir. Bunun
nedenleri prematiirite oraninin diisiik olmasi, yenidogan bakiminin iyi olmasi ve
deneyimli hemsireler tarafindan yapilmasi, yenidogana verilen O:’nin dikkatle
monitorize edilmesi, bebeklerin ihtiyaci olan tedavinin iyi sec¢ilmis ve uygun olmasi
sayilabilir (63).

Fielder ve ark. (64) 1700 gram veya altinda dogan 572 bebekte yaptiklar
calismada akut ROP insidansin1 %50,9 olarak tespit etmisler ve hastaligin insidans ve
siddetinin DA ve GY azaldikga arttigin1 ifade etmislerdir.

1986 yilinda baslatilan prospektif randomize ¢cok merkezli bir ¢alisma olan
“’Cryotherapy for Retinopathy of Prematurity (CRYO-ROP)’’ grubunun ¢aligsmasinda
DA 1251 gr’dan kiigiik 4099 yenidogan incelenmis ve bir veya iki gdzde herhangi bir
evredeki ROP siklig1 %65,8 olarak bildirilmistir (65). Ayrica ¢aligmadaki veriler
sonucunda DA 750 gr altindaki bebeklerin %90’1nda, 750-999 g olanlarin %78’inde,
1.000-1.250 g arasinda olanlarin %47’sinde gesitli derecelerde ROP saptanmis ve 27
haftadan kiigiik bebekler de ise %83 oraninda ROP gelistigi bildirilmistir (65).

Yakin gecmiste yapilan ¢ok merkezli “’Early Treatment for Retinopathy of
Prematurity (ETROP)’’ calismasinda DA 1251 gr altinda dogan bebeklerin %68’inin
herhangi bir evrede (evre 1-5) retinopati gelistirdigi goriilmiistiir. DA 1000-1250 gr
olanlarin %44, 751-999 olanlarin %76’s1 ve 750 gr alti doganlarin ise %93’{linlin
herhangi bir evrede retinopati gelistirdigi tespit edilmistir (66). DA 1251 gr’dan az
olan tiim yenidoganlar i¢in PR siklig1 %68 olarak ifade edilmistir. GY 27 hafta ve
altinda olan yenidoganlarin %89’unda ROP saptanirken, 28- 31 hafta GY olanlarda
%52, GY 32 hafta ve lizerinde olan yenidoganlarda ise %14,2 oraninda ROP
bildirilmistir.
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Cryotherapy for Retinopathy of Prematurity ve ETROP c¢alismalarinin her
ikisinde de dogum agirliklarina gére ROP siklig1 benzer bulunmus olup, GY ve DA

azaldik¢a ROP sikliginin arttig1 sonucuna varilmistir.

1.2.4.3. Risk Faktorleri

Prematiire retinopatisi multifaktdriyel bir hastalik olup; gelisimi i¢in belirlenen
risk faktorleri prenatal ve postnatal risk faktorleri olmak {izere, iki ana baslik altinda
toplanmistir. GY yani dogum haftas1 ve DA prenatal faktorleri olustururken, gebelik
siireciden farkli olarak O, aracili biiyiime faktorlerinde degisiklige neden olan yiiksek
O; seviyelerine maruz kalmak ve maternal-fetal etkilesimin erken donemde kaybr ise
postnatal faktorleri olusturmaktadir (67).

Tablo 2. ROP gelisiminde baslica risk faktorleri

GY ve DA’nin diigiik olmast
O, tedavisinin siiresi ve konsantrasyonu

Hemodinamik anlamli kardiyorespiratuvar problemler
Hiperoksi/hipoksi, hiperkapni/hipokapni

Asfiksi, hipotermi, metabolik asidoz

Bir haftadan uzun siiren mekanik ventilator tedavisi
Bronkopulmoner displazi

Sepsis/menenjit, sistemik mantar enfeksiyonlari
Intrakraniyal kanama

Kan transfiizyon sayisi, kan degisimi
Hiperglisemi/insiilin kullanim1

Prematiire anemisinin tedavisi i¢in erken eritropoetin kullanimi
Cogul gebelik

1.2.4.4. Patofizyoloji

Prematiire retinopatisi patogenezinde Smith-Asthton’un bifazik teorisi ve
Kretzer-Hitner’in ig hiicresi (spindle cell) teorisi olmak iizere iki ana teori kabul
edilmektedir. Ikisinde de ROP patogenezinde anjiogenezin ana sorun oldugu kabul
edilmektedir.

Prematiire retinopatisi bifazik bir hastaliktir ve preterm dogumla normal retinal
gelisimin kesintiye ugramasiyla baglar.

Ashton ve ark. (68) yaptiklari deneysel ¢aligmalar sonucunda ROP’un, O:
toksisitesi ve vaskiiler yapilarin kaybi ile karakterize olan faz 1 ve hipoksinin aracilik
ettigi vasoproliferasyon ve retinada patolojik yeni damar olusumlari ile karakterize faz

2 olarak; iki asamali bir sekilde gerceklestigini ortaya koymuslardir. O> destek
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tedavisinin faz 1’de ROP gelisimi icin 6nemli bir risk faktorii oldugu, faz 2’de ise ROP
gelisim riskinde c¢ok az miktarda azalmaya neden olmasina ragmen, akciger

hastaliklarinda artisa neden oldugu yapilan ¢alismalar ile ortaya konmustur (69,70).

1.2.4.4.1. Faz 1 Prematiire Retinopatisi: Hiperoksi ve Besin Yetersizligi ile

Gozlenen Fizyolojik Gelisimin Duraklamasi

Intrauterin dénemde fetiisiin %50-60 olan O, satiirasyonu yani ‘fizyolojik
hipoksi’ olarak adlandirilan durum retinanin vaskiiler gelisimini tamamlamasi i¢in en
onemli faktordiir. Prematiire dogum sonrasi bebegin oda sartlarina alinmasi bile; O>
satiirasyonunu yiikseltmekte olup, Oz destek tedavisi ile bu hiperoksi durumu daha da
siddetlenmektedir (71). Siddetli hiperoksi; fizyolojik hipoksi ortaminda retinal
vaskiiler yapilarin gelisiminden sorumlu biiylime faktorlerini diizenleyen hipoksinin
indiikledigi faktorlerin (VEGF, IGF-1, eritropoetin) saliniminda azalmaya ve vaskiiler
gelisimin durmasina neden olur. Ayrica fetal-metarnal etkilesimin erken dénemde
kesilmesi vaskiiler ve postnatal biiylime ve gelisme i¢in gerekli olan IGF-1 ve diger
nutrisyonel maddelerin serum seviyelerindeki azalma faz 1’de gozlenen damar

gelisiminin durmasina katkida bulunur (72, 73).

1.2.4.4.2. Faz 2 Prematiire Retinopatisi: Fibrovaskiiler Proliferasyon,

Intravitreal Neovaskiilarizasyon

Genellikle postmenstiirel 32. haftadan sonra gozlenen faz 2 evresinde,
avaskiiler retina dokusunda gelisim i¢in gerekli artmis metabolik ihtiya¢ ve vaskiiler
gelisimin durmasi ile ortaya c¢ikan hipoksi; hipoksinin indiikledigi biiylime
faktorlerinin asir1 salinimina neden olur. Salinimi artmis bliylime faktorleri, vaskiiler-
avaskiiler retina bolgesinin birlesim yerinde anormal damar olusumlarina neden olur
(74). Bu patolojik damarlar avaskiiler retina bolgesini beslemez ve bu donemde retina
dokusunun yeterli oksijenizasyonu bu anormal damarlarda gerilemeye yol agabilir
fakat retina dokusunun artmis metabolik ihtiyaci var olan O2 ve beslenme desteginin
tizerindeyse anormal damar gelisimi devam ederek vitreusa dogru ilerleyen asir1 ve
diizensiz bir vaskiilarizasyon gelisimi ile sonuclanir. NV ise retinal katlanti, makiiler
cekinti ve retina dekolmanina ilerleyen fibrotik ve skartisyel degisikliklere neden

olarak kalic1 korliige yol acabilmektedir (72).
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1.2.4.5. Patogenezde Rol Oynayan Bashica Molekiiller

Prematiire retinopatisi patogenezinde rol oynayan temel olarak anjiogenez,
inflamasyon ve nérodejenerasyonu diizenleyen, 16 adet ¢oklu sinyal yolagi mevcuttur

(75)

1.2.4.5.1. Vaskiiler Endotelyal Biiyiime Faktorii

Vaskiiler endotelyal biiyiime faktorii (VEGF), retina dokusunda vaskiiler
endotel hiicrelerin gelismesi ve c¢ogalmasi, endotel hiicrelerin gocili, vaskiiler
gecirgenligin kontrolii, anjiogenezis siirecininin desteklenmesi, vaskiiler biitiinligu
saglayarak kan-retina bariyerinin korunmasi gibi normal retina damar gelisim ve
anormal damar olusumu siireglerinin baslamasi i¢in gereken en 6nemli molekiiler
yapidir (73, 74).

Yapilan deneysel ¢alismalarda artmis VEGF aktivitesinin, ROP olugmas1 ve
gelismesinde hastaligin hem 1. hem de 2. fazinda 6nemli rolleri oldugu gézlenmis
olup, artmis VEGF seviyelerinin damar biiylimesinin avaskiiler retina bolgesinden
ziyade vitreus igerisine dogru yonlenmesine neden oldugu belirtilmistir (76, 77). Bu
yonlenmenin nedeni heniiz net olarak ortaya konamamis olmasina ragmen ratlarla
yapilan deneysel OIR modelinde; intravitreal neovaskiilarizasyon (IVNV) olustugu
donemde vitreus igerisindeki VEGF miktarinin retinadakinden 10 kat daha fazla
olmasi ile ortaya ¢ikan diizensiz VEGF oraninin damar biiylimesinin vitreus igerisine
dogru yonlenmesine neden olabilecegi belirtilmistir (78).

Vaskiiler endotelyal biiyliime faktoriinlin tirozin kinaz reseptor ailesine ait
reseptorleri vardir. VEGF damar endotelinde VEGFR 1, 2 ve 3 olmak iizere farkh
reseptorleri aktive eder. VEGFR2 anormal damar olusumundan sorumlu reseptordiir.
VEGFRI1 ise anjiogenik ozellikte olmasina ragmen, VEGF’e VEGFR2’den daha
yiiksek bir affiniteyle baglanarak VEGFR2’nin baglanmasini dnleyici 6zelliktedir.
VEGFR3 ise lenfanjiogenez ve anjiogenezis siirecinde Onemli gorevleri
bulunmaktadir. Insanlarda VEGF; VEGF121, VEGF165, VEGF189 seklinde 3 ana
izoform olarak sentezlenir. Sentezlenen bu VEGF molekiilleri ¢oziiniirliik, molekiiler
kiitle, reseptorlere baglanma ve heparin siilfat baglama 6zelliklerine gore farkliliklar
gosterir. Ayrica VEGF165; spesifik olarak semaforin reseptorleri grubundan norofilin-

1 ve norofilin-2 reseptorlerine de baglanir (79).
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Sekil 2. VEGF reseptorleri

Vaskiiler endotelyal biiyiime faktorii salinimini arttiran ve azaltan faktorler
mevcuttur. Arttiran faktorler; FGF, PDGF, TNF-a, nitrit oksit (NO), IL-1 ve IL-6 dir.
VEGF salinimi inhibe edenler ise IL-10 ve IL-13 diir (80).

Oksijen seviyesindeki dalgalanmanin ROP gelisim siireci ile yakindan ilgili
oldugu bilinmektedir. Yapilan deneysel c¢alismalarda, O: seviyelerindeki bu
dalgalanmanin insandaki analogu VEGF165 olan; VEGF164’te, hipoksinin ise
insandaki analogu VEGFI121 olan; VEGF120 seviyelerinde artisa yol agtig1
gosterilmistir (81). VEGF164’iin rat modelinde faz 2 ROP patogenezindeki anormal
yapilarin olusumunda daha etkin rol oynadig: bildirilmistir (81). Diger ¢alismalar
sonucunda VEGF164 ve VEGFR2 aktivitelerindeki asir1 artisin, insanlarda gelisen
ROP’un 1. ve 2. faz asamalarinin olusumu ve gelisiminde onemli rolii oldugu
gorilmiistiir (82).

Vaskiiler endotel kaynakli biiyiime faktorii reseptorii 2 sinyal yolaginin inhibe
edilmesi ile 2. fazda ortaya ¢ikan IVNV yapilarinda gerileme oldugu fakat bu
inhibisyonunun fizyolojik retinal damar gelisiminin de durmasina neden olarak, retina
dokusunda kalic1 avaskiiler alan gelisimine yol actig1 saptanmistir. Normal
anjiogenezis siireci i¢in de onemli olan VEGFR2 aktivitesindeki artisin retinadaki
normal damarsal gelisim siirecini durdurdugu ve damar endotel hiicrelerindeki
boliinmeyi bozarak damar biiyiimesinin retina disindaki bir alana dogru yonlenmesine

yani IVNV olusuma neden oldugu belirtilmistir (81, 83). VEGF164’lin antikor ile
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inhibe edildigi calismada ise ROP’da gozlenen arterlerdeki kivrimlanma artisinin
onemli Olciide geriledigi belirtilip, VEGF’in ayn1 zamanda vaskiiler tortuosite
artisinda da 6nemli bir etkiye sahip oldugu net olarak ortaya konmustur (84).

Tablo 3. VEGF ailesi

VEGF Uyesi VEGF Reseptorii Fonksiyonu
PIGF VEGFR1 Iskemi, inflamasyon, yara iyilesmesi ve kanser
hiicrelerinde vaskiilogenez ve anjiogenez
VEGF-A VEGFR1 Vaskiilogenez
VEGFR2 Anjiogenez

VEGF-B VEGFR1 Monositlerin aktivasyonu ve farklilagmast
VEGF-C VEGFR3 Lenfanjiogenez

1.2.4.5.2. insulin Benzeri Biiyiime Faktorii-1

Insiilin benzeri bilyiime faktérii-1, apopitozisin en giiglii inhibitdrlerinden biri
olmasiin yaninda; vaskiiler endotel hiicrelerin Akt/Protein kinaz B ve MAPK yolag:
araciligi ile cogalmasini ve hayatta kalmasini saglayan maximum VEGF aktivitesi i¢in
gerekli anahtar bir faktordiir (85). VEGF’in endotel hiicreleri tizerinde etkili olabilmesi
icin IGF-1 gerekmektedir (86). Yapilan deneysel calismalarda IGF-1 seviyelerindeki
azalmanin ROP gelisiminde 6nemli rolii oldugu, hastaligin her iki fazinin gelisimine

etkisi oldugu gosterilmistir.

1.2.4.5.3. Fibroblast Bilyiime Faktorii

Retinada bulunan ilk biiylime faktorii olan FGF ailesi; 23 adet heparin baglayici
peptid icermektedir. Bu ailenin iiyesi olan temel fibroblast biiyiime faktorii (bFGF);
gelismekte olan ve olgun dokularda hiicresel farklilagsma, anjiogenez, mitogenez ve
yara iyilesmesinde rol oynar. Tipki VEGF gibi; tirozin kinaz reseptorleri araciliiyla
MAPK aktivasyonu yaparak, vaskiiler endotelde migrasyon ve proliferasyona neden
olur (87). FGF baglanma seviyesine bagli olarak yeni damarlarin maturasyonun
seviyesi degismektedir. Normal retinada hiicre sitoplazmasinda bulunan bFGF, in vitro

ve in vivo olarak anjiogeniktir (88).

1.2.4.5.4. Tiimor Nekrozis Faktor-a

Inflamasyon ve apoptoziste major rol oynayan sitokinlerden biri olan TNFa;
diisiik dozda endotelyal hiicre ¢ogalmasini saglarken, yliksek dozda ters etki gosterir.

VEGF salmimmi direkt indiikler ve ekstraselliller matriks komponentlerinin,
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plazminojen aktivatorlerinin ve proteaz inhibitdrlerinin  iiretimini  arttirir.

Proinflamatuar 6zellikleri ile in vivo olarak yeni damar olusumunu saglar (89).

1.2.4.5.5. Eritropoetin

Retinada hipoksi durumunda VEGF’den bagimsiz olarak eritropoetin (Epo)
seviyelerinin yiikseldigi, ROP’da ise hem faz 1’deki normal anjiogenezde hem de faz
2°deki patolojik IVNV’da énemli roller oynadigi belirtilmektedir. Deneysel rat OIR
modelinde B-common reseptdriin fazla aktive olmadigi, fakat seviye ve aktivasyonlari
artmis Epo reseptorii ve  VEGFR2’nin arasindaki etkilesimin vaskiiler endotel
hiicrelerde sinyal transdiiser ve transkripsiyon aktivatorii-3 (STAT3) reseptorlerini

aktive ederek, faz 2’de IVNV gelisimine neden oldugu gosterilmistir (90).

1.2.4.5.6. Platelet Kaynakh Biiyiime Faktorii

Monosit ve trombositlerin alfa graniillerinde bulunan PDGF; erken anjiogenez
asamasinda mezengim hiicrelerinden perisit diferansiasyonunu saglayarak gorev alir.
Ayni1 zamanda hipoksi sonucu artan VEGF salinimini potansiyelize eder (67). Yapilan
bir calismada, PDR membranlarinda PDGF ve reseptorleri bol miktarda tespit
edilmistir (92).

1.2.4.5.7. Hepatosit Biiyiime Faktorii

Reseptorii olan cMet baglanarak, hepatosit biiylime faktorii (HGF)/cMet sinyal
ileti yoluyla; vaskiiler endotel hiicrelerini uyarir ve VEGF salinimini arttirir.
Anjiogenezde, VEGF ile sinerjistik etki gosterir.

Lashkari ve ark. (93)’nin yaptig1 bir ¢alismada, evre 5 ROP’lu gozlerde HGF
ve VEGF seviyelerinin arttigi ve bu faktorlerin ROP patogenezinde 6nemli rol

oynadig1 gosterilmistir.

1.2.4.6. Stmiflandirma

Hastalik ile ilgili ilk siniflama; 1953 yilinda Reese ve ark. (94) tarafindan direkt
oftalmoskopla yapilan muayene goriintimlerine gore yapilmistir (94). Hastaligi, “akut
proliferatif faz” ve “kronik sikatrisyel faz” olmak iizere iki ana baslikta
siiflandirmislardir. Bu siiflandirma uzun dénem boyunca gz hekimleri tarafindan

kullanilmasina ragmen, gelisen teknoloji ile indirekt oftalmoskopun kullanima girmesi
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ve Reese siiflandirmasinda yer almayan periferik fundus goriintiilerinin elde edilmesi
ile hastaligin tan1 ve takibi konusunda yeni bir siniflandirma ihtiyact dogmustur.

1981 yilinda ABD’de diizenlenen ROP sempozyumunda 11 farkl: iilkeden 23
g0z hastaliklar1 uzmani ve oftalmik patologun katilimi ile hastaligin siniflandirilmasi
konusunda bir siire¢ baglatilmis ve bu siire¢ 1984 yilinda “International Classification
of Retinopathy of Prematurity (ICROP)” smiflandirmasinin yayimlanmasiyla
tamamlanmistir. Bu siniflandirma 1987 yilinda RD taniminin genisletilmesi ve 2005
yilinda da ’agresif posterior prematiire retinopati (APROP)’’ ve ‘‘arti1 Oncesi
hastalik’’ tanimlarinin eklenmesi ile iki kez revize edilmis ve bugiinkii son halini
almistir (95-97).

Prematiire retinopatisine bagli gelisen korliiklerin engellenmesinde temel
strateji, ROP yoniinden risk tasiyan bebeklerin muayene edilerek, tedavi ihtiyaci
olanlarin tespit edilmesidir. Tarama adi verilen bu siirecte, risk grubunun iyi
belirlenmesi ve risk grubundaki bebeklerinde tani ve takiplerinin belirli bir standart
icinde yapilmasi gerekmektedir. Bu bakimdan ICROP siiflandirmasi hastaligin tam
ve takip siirecindeki standardizasyon agisindan Onem arz etmektedir. ICROP
siiflandirmast hastaligin mevcut durumunu degerlendiren dort klinik parametreyi
icermektedir. Bunlar;

1) Zon; hastaligin retinada yerlesimini ifade eder.

2) Yayilim; retina yiizeyinin saat kadranina benzer bir sekilde 30 derecelik 12
kadrana ayrilmasi ile ifade edilir.

3) Evre; hastaliin vaskiiler proliferasyon derecesi olarak ifade edilir.

4) Arka kutuptaki vaskiiler anormallik varligidir.

Zon: Hastaligin optik diske gore olan yerlesimini belirtmekte olup, retinal
yiizey 3 adet zon ile 3 boliime ayrilmistir. Bu boliimler Sekil 3’de gosterilmistir.

Zon I: Merkezi optik disk, yaricap1 ise optik disk makiila arasindaki mesafenin
2 kati1 olan daireyi igermektedir.

Zon II: Zon 1 dis sinirindan baglayan, nazal yarida ora serrataya, temporalde
ise anatomik ekvatora uzanan ikinci bir dairesel bir alan1 icermektedir.

Zon III: Anatomik ekvator ile temporal ora serrata arasinda kalan yarim ay

seklinde boliimii icermektedir.
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Sekil 3. ICROP siniflandirmasinda belirtilen zon bolgeleri
Evre: Hastalik siddet derecesine gore 5 evreye ayrilmistir. Bunlar;

* Evre 1 (Demarkasyon hatt1): Vaskiiler avaskiiler retina sinirinda, yiizeyden
kabarik olmayan beyaz renkte ince bir hat ile karakterizedir. Bu bdliime dogru gelen
damarlar da artmis ve anormal dallanmalar goriilebilir.

* Evre 2 (Ridge): Demarkasyon hattinin hacim kazanmasi ile karakterizedir.
Retinal ylizeyden kabarik pembe-beyaz renkte bir goriiniime sahiptir. Ridge arka
boliimiinde “popcorn” adi verilen kiiclik izole yeni damar kiimecikleri izlenebilir.

* Evre 3 (Ekstraretinal fibrovaskiiler proliferasyon): Avaskiiler retina kaynakli
iskemik cevaba bagli olarak gelisen yeni damar olusumu ile karakterizedir. Yeni
olusan bu damar yapilar ridge arka béliimiinden vitreusa dogru uzanim gosterirler ve
frajil yapilar1 nedeni ile ridge tlizerinde ufak kanama odaklarina neden olabilirler. Yine
fibrovaskiiler dokunun traksiyon etkisi ile ridge hattinda diizensizlikler meydana
gelebilir.

* Evre 4 (Parsiyel RD): Baslangic¢ siniflandirmasinda “sikatrisyel faz” olarak
tanimlanmasima ragmen, 1987 yilindaki ICROP giincellemesinde foveal tutulum
gostermeyen Evre 4A ve foveal tutulum gosteren Evre 4B parsiyel RD olarak 2 alt
gruba ayrilmistir. RD fibrovaskiiler dokunun yapistig1 boliimde baglamakta ve dairesel
bir tarzda ilerleyerek i¢ biikey tarzda traksiyonel retina dekolmanina neden olmaktadir.

* Evre 5 (Total RD): Huni seklinde total RD ile karakterizedir.

Hastalik evresi ile ilgili 6rnek c¢izimler Sekil 4’de gosterilmistir.
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Sekil 4. Prematiire retinopatisi evreleri ve hastaligin ilerleyisine ait 6rnek ¢izim.

(a) Anteriorda yerlesim gosteren avaskiiler retinayi, posteriordaki vaskiilarize retinadan ayiran ince hafif
kivrimli gosteren demarkasyon hatti gosterilmektedir. (b) Hastaligin ilerlemesi ile birlikte hacim
kazanan demarkasyon hattinin ridge hattina doniigmesi gosterilmektedir. Bu boliimde ridge dokusuna
ilerleyen damar yapilart ve izole neovaskiiler tuftlar (popcorn) da goriillmektedir. (¢) Yeni olusan
anormal damarlar fibrovaskiiler bir cati ile retina {izerinden vitreusa dogru olan ilerlemesi
goriilmektedir. (d) Fibrovaskiiler dokunun biiyiimesi ile olugan retina dekolmani goriilmektedir (98).

Evreleme konusu ile ilgili diger bir husus ise, bir gdzde birden fazla evrenin
bir arada bulunabilmesidir. Bu durumda g6ziin sahip oldugu en ileri evre o goz igin
hastalik evresi olarak kabul edilir (97).

Yayihim: Hastaligin yayilimi, retina yiizeyinin saat kadranina benzer bir
sekilde 30 derecelik 12 kadrana ayrilmasi ile ifade edilir. Bu sekilde hastaligin kag saat
kadrani1 boyunca yayildig1 tanimlanabilir. Hastaligin yayilimi devamli veya kesintili
bir tarzda olabilir.

Arka Kutuptaki Vaskiiler Anormallik:

Plus Hastahk: Hastaligin siddetinin en 6nemli gostergesi olup, arka kutupta
arterlerde asir1 kivrimlanma ve venlerde ise asir1 dilatasyon ile karakterizedir. Bu
patolojik bulgunun art1 hastalik kabul edilebilmesi i¢in optik disk iizerinden gecen ve
birbirine dik olan iki hat ile olugturulmus dort retinal kadrandan en az 2 tanesinde
izlenmesi gerekmektedir. Art1 hastalik varligt ROP’un agirliginin bir gostergesidir ve

vitreusta bulaniklik, iris damarlarinda genisleme, pupil reaksiyonlarinda azalma ile
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birlikte olabilir. Hastaligin evresinin yanina ‘+’ sembolii konularak ifade edilir. Art1

hastaliga 6rnek arka kutup resmi Sekil 5’de gosterilmistir.

(a (b

Sekil 5. Arka kutup vaskiiler bozukluga 6rnek olarak art1 6ncesi (pre-plus) hastalik (a)
ve daha ilerlemis formu olan art1 (plus) hastalik (b)

Pre-plus Hastalik: Arka kutupta tam olarak art1 hastalik kriterlerine uymayan
fakat normalden daha fazla olan vendz dilatasyon ve arterlerde kivrimlanma artisi ile
karakterizedir. Art1 6ncesi hastaliga 6rnek fundus resmi Sekil 5’de gosterilmistir.

International Classification of Retinopathy of Prematurity siniflandirmasina
gore belirli bir standart igerisinde tanimlanan ROP’un, tedavi siireci de benzer olarak
belirli bir standart ¢erceve iginde yapilmaktadir. Bu ¢erceve icinde yer alan tedavi
kriterleri, ilk olarak ROP tedavisinde kriyoterapinin etkinliginin degerlendirildigi cok
merkezli CRYO-ROP calismasinda tanimlanmis olan “esik hastalik (threshold
disease)” ile daha sonra esik hastalik kriterlerine gore daha erken donemde yapilan
tedavinin etkinliginin degerlendirildigi ETROP caligmasinda tanimlanmis olan “esik
oncesi hastalik (pre-threshold disease)” kriterleridir (99, 100).

Esik Hastahk: Giinlimiizde artik kullanilmamakta olup CRYO-ROP
calismasinda tedavi gereken hastalar icin esik deger olarak kabul edilen kriterleri
kapsamaktadir. Bu kriterler zon 1 veya zon 2‘de art1 hastalik ile birlikte ardisik 5 saat
kadran1 veya ardisik olmayan 8 saat kadrani boyunca evre 3 hastalik tanimlanmistir

Esik Oncesi Hastalik: Giiniimiizde su an kullanilmakta olan tedavi kriterleri
olup, ETROP calismasinda tanimlanmistir. Kendi i¢inde “yiliksek riskli esik oncesi
hastalik” veya “tip 1 hastalik” ile “diislik riskli esik Oncesi hastalik” veya “tip 2
hastalik™ olarak iki alt gruba ayrilmistir.

Tip 1 hastalik tespitinde 48 saat i¢inde tedavi Onerilerken, tip 2 hastalikta ise
yakin takip onerilmektedir (100). Bu kriterler;
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» Tip 1 (yiiksek riskli esik oncesi hastalik):

* Zon 1°de art1 hastaligin eslik ettigi herhangi bir evre ROP

* Zon 1°de art1 hastalik olmadig1 halde evre 3 olmasi

» Zon 2’de art1 hastaligin eslik ettigi evre 2 veya evre 3 hastalik

» Tip 2 (diisiik riskli esik oncesi hastahk):

* Zon 1°de art1 hastaligin esik etmedigi evre 1 veya evre 2 hastalik

» Zon 2‘de art1 hastaligin bulunmadigi evre 3 hastalik

Agresif posterior prematiire retinopati: Genellikle diisik GY ve DA’ya
sahip bebeklerde goriilen ROP formu olup, klinik 6zellikler ve hastaligin ilerleme
stireci bakimindan klasik tipteki ROP’dan farkliliklar gosterir. Daha once Rush
Hastalig1 olarak da isimlendirilmistir. 2005 yilindaki ICROP giincellemesi ile bu
siiflandirma icine dahil edilmistir. Hastalik genellikle zon 1 ve zon 2 posterioruna
yerlesim gostermektedir. Goriinim olarak vaskiiler-avaskiiler retina sinirinda, arti
hastaligin eslik ettigi, ylizeyden kabarik olmayan diiz RNV ile karakterizedir. Bu
boliimde retinal damarlar arasinda santlar ve retinal hemorajiler izlenebilir. APROP
tipinde herhangi bir evre durumu mevcut degildir. Hastalik klasik tip ROP’daki gibi
basamakli bir ilerleme gostermeden ¢ok hizli bir sekilde dogruca evre 5’¢ ilerleyebilir.

Bu nedenle tedavisinin acil yapilmas1 6nem arz etmektedir.

1.2.4.7. Tedavi Yonetimi

Tedavi endikasyonu ve tedavinin sonuglar1 degerlendirilirken g6z Oniinde
bulundurulmakta olan kriterler, CRYO-ROP ve ETROP c¢alismalarinda
tanimlanmistir. Bu ¢aligmalara gore tedavi segeneklert;

» Durdurucu tedavi
» Antianjiogenik tedavi
» Cerrahi girisim
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Sekil 6. ROP gelisim siireci, evreleri ve tedavisi

Durdurucu tedavi: Laser fotokoagiilasyon (LFK) standart tedavi yontemidir.
Tedavide amag avaskiiler periferik retina alanlarinin ablasyonudur. Bu islem diod LFK
ile gergeklestirilir. LFK tedavisi, ROP gelisen damarlarin iizerine degil, bu damarlarin
oniindeki tiim avaskiiler alanlara uygulanir. Retinal ablasyon tedavisi “esik hastalik”
ve yliksek riskli “esik oncesi” hastalikta endikedir (100, 101).

ROP’da LFK kriterleri ¢cok merkezli ¢aligma grubu tarafindan belirlenmistir.
Bu kriterlerde yiiksek risk tasiyan esik dncesi ROP bulgular da dikkate alinmistir
(101, 102). Erken tedavinin gérme keskinligini artirdigi ve olumsuz yapisal sonuglari
azalttig1 bildirilmistir (103). Buna gore tedavi gerektiren durumlar sunlardir;

* Zon I’de evre 1 veya evre 2 ROP ve art1 hastalik

* Zon I’de evre 3 ROP

» Zon II’de evre 2 veya evre 3 ROP ve art1 hastalik

Genel anestezi veya sedasyon gerektirmesi, periferik retinay1 kalic1 olarak
hasara ugratmasi ve periferik gorme alanimm1 daraltmasi LFK tedavisinin

dezavantajlaridir. Ayrica vitreus hemorajisi, katarakt olusumu, goz i¢i basing artisi,
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koroidal eflizyon ve postoperatif inflamasyon gibi okiiler komplikasyonlara da sebep
olabilir (104). Yine de uygun bir sekilde uygulandiginda LFK, okiiler ve sistemik yan
etkiler agisindan oldukca gilivenlidir ve giiniimiizde bir¢ok kilavuzda 6nerilen tedavi
olmaya devam etmektedir (104-106). Bununla birlikte APROP tedavisinde LFK
sonrast olumsuz sonuglar bildiren yayimlar da mevcuttur (107).

Ozetle; ETROP calismas: verilerine gore tip 1 ROP’da ablatif tedavi
onerilmekte, tip 2 ROP’da ise “bekle ve gor” yaklasimi 6nerilmekte, tip 1 ya da esik
ROP’a ilerleme durumunda ablatif tedavi 6nerilmektedir.

Antianjiogenik tedavi: Anti-VEGF ajanlar ROP tedavisinde alternatif bir
yontemdir. IV enjeksiyon seklinde uygulanir. Eriskinlerde YBMD, DRP, RVO ve
prematiirelerde ROP tedavisinde kullanilmaktadir (108, 109).

Laser fotokoagiilasyon, ROP tedavisinde altin standart olmakla birlikte; anti-
VEGF ajanlarin daha kolay uygulanmasi, hizli cevap alinmasi, korneanin opak,
vitreusun bulanik oldugu ve pupillanin dilate olmadigi durumlarda kullanilabilmesi,
gorme alaninda daralma olmamasi1 avantajlaridir (110-112). Ayrica VEGF’in
organogenezde 6nemli bir rol oynadig: diisiiniiliirse; IV enjeksiyon sonras1 sistemik
dolagima gecen antianjiogenik ilaglarin, serum VEGF diizeylerini diisiirme ve sistemik
yan etkilere sebep olma riski endise olugturmaktadir (113, 114). Ayrica normal retinal
vaskiilarizasyonu bozabilir. Evre 4’¢ ilerlemis vakalarda retina dekolmaninin
artmasima ve evre 5’e¢ ge¢mesine neden olabileceginden uygulama zamanlamasi
onemlidir. Minimum etkin dozu bilinmemekle birlikte genellikle yetiskinde kullanilan
dozun yarist uygulanmaktadir (Bevacizumab: 0.675mg/0.025 mL, Ranibizumab:
0.25mg/0.025 mL).

Bevacizumab ve LFK’nin karsilastirildigi ¢ok merkezli bir calismada PM 54.
haftada zon I’de evre 3 ROP veya posterior zon Il ROP’larin tedavisinde bevacizumab
kullanim1 sonrasi rekiirrens ve yapisal anormalliklerin (retinal ayrilma, makiiler
ektopi) daha az oldugu bildirilmistir (110).

Laser fotokoagiilasyon tedavisi sonrast cevapsizlik ortalama 2-3 hafta sonra
ortaya ¢ikmaktadir. Bevacizumab tedavisi sonrasi ise geg rekiirrensler bildirilmektedir
bu nedenle bevacizumab tedavisi sonrasi takiplerin daha uzun siireli yapilmasi
gerektigi bildirilmistir (115, 116). Anti-VEGF uygulanmis bebeklerde periferik retinal

vaskiilarizasyon cok yavaslamaktadir. Bu bebeklerde periferik vaskiilarizasyon
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tamamlanana kadar izlem Onemlidir ve 2-3 yasina kadar siirebilir. Biiyiimiis bir
bebegin periferik retina muayenesi zor olabileceginden genel anestezi altinda muayene
gerekebilir. Hastalik anterior zon 2 ye ulastiktan sonra kalan avaskiiler alanlara LFK
uygulanmak suretiyle bu uzayan takiplere son vermek uygun bir yaklasim olabilir
(117).

Amerikan Pediatri Akademisi, bevacizumabin zon I’de evre 3 ROP ve art1
hastalikta diisiiniilebilecegini ancak; dozu, optimal zamanlamasi, giivenligi ve
etkinligi konusunda ileri ¢alismalara ihtiya¢ oldugunu vurgulamistir (101). Ayrica,
prematiire bebeklerde kullanimi i¢in Food and Drug Administration (FDA) ve
tilkemizde Saglik Bakanlig1 onaylar1 yoktur. Tedavi dncesi ailelerden mutlaka yazili
onam alinmalidir.

Anti-VEGF’lerle ilgili tim bu bilinmeyenlere ragmen bu ajanlarin
kullaniminin 6n planda tutulabilecegi klinik durumlar asagida siralanmistir:

» Zon I veya posterior zon II’de ROP,

» APROP varligi,

» Makiilanin halen vaskiilarize olmadigi (immatiir makiila) durumlar;
makiilanin LFK tedavisinden kaginmak i¢in,

» Retinanin  goriilmesini  zorlagtiracak ~ durumlart  varligi;  pupil
dilatasyonunun yetersiz oldugu gozler, korneal opasite varligi, vitreusun
hemorajik veya bulanik oldugu durumlar,

» Genel durumu LFK tedavisini kaldiramayacak kadar sorunlu olan
bebekler.

Cerrahi girisim: LFK veya anti-VEGF ajanlar retina dekolmanini her zaman
onleyemeyebilir. Total ya da subtotal retina dekolmani gelisen vakalarda vitreoretinal

cerrahi tedaviler uygulanmaktadir.
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Sekil 7. ROP tedavi algoritmasi

1.3. Giincel Anti-VEGF Ajanlar

Faz 2°de periferik avaskiiler retinadan salinan asir1 miktarda VEGF, ROP
patogenezinde 6nemli bir role sahiptir. VEGF etkisinin blokaji neovaskiiler aktiviteyi
azaltacagindan ROP tedavisinde antianjiogenik ilaglar kullanilabilir (118). Ancak
diger okiiler neovaskiiler hastaliklarin aksine ROP’da devamli degil, tek bir seferde
fazla miktarda VEGF desarji oldugundan tedavi zamanlamasi olduk¢a onemlidir.
VEGF diizeylerinin diisiise gectigi donemde yapilacak bir IV antianjiogenik ilag
fibrozisi uyararak traksiyona, retinal yirtitk ve dekolman olusumuna sebep olabilir
(119). ROP tedavisinde giiniimiizde kullanilmakta olan antianjiogenik ilaglar;
bevacizumab, ranibizumab, aflibercept ve conbercept olup bu ajanlarin higbiri FDA

tarafindan onayl degildir.

1.3.1. Bevacizumab

149 kilo dalton (kDa) molekiil agirligina sahip, insan VEGF-A’nin biitiin
izoformlarma (VEGF-115, VEGF-121, VEGF-165, VEGF-189, VEGF-206) spesifik
olarak baglanan ve biyolojik aktivitesini ndétralize eden, rekombinant bir insan
monoklonal immiinglobiilin G1 (IgGl) antikorudur (83). VEGF-A’nin endotel
yiizeyindeki Fms-iligkili tirozin kinaz-1 (FlIt-1) ve kinaz domain region (KDR)
reseptorlerine baglanmasini engelleyerek endotelyal hiicre proliferasyonunu engeller.
Bevacizumab, VEGF’nin damar endotelyal hiicrelerinin yiizeyindeki VEGFR-1 ve

VEGFR-2 reseptorlerine baglanmasini inhibe ederek damar olusumunu baskilar (120-
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122). Kanser tedavisinde kullanilmak iizere FDA onay1 almis ilk antianjiogenik ilagtir.
Metastatik kolorektal kanserlerde terminal doneme kadar kullanilmaktadir (123). Bu
kullanimda, yeni damar olusumunu baskilamada etkili oldugunun gdosterilmesi
lizerine, meme ve bobrek kanseri gibi diger bazi kanserlerde de kullanilmaya
baslanmigtir. Tiimo6r dokusunda oksijenizasyon ve besin yoksunluguna yol agarak ve
anormal damarlanma iizerinde gegici bir diizelme saglayarak etki gosterdigi
distiniilmektedir.

Bu bilgiler 1s18inda bevacizumabin neovaskiilarizasyon ve 6demle giden
okiiler hastaliklarda da etkili olabilecegi diisiiniilmiistiir. Ancak heniiz okiiler
hastaliklarin tedavisinde kullanim ruhsat1 bulunmamaktadir. Buna ragmen son yillarda
bevacizumabin; DRP, neovaskiiler tip YBMD, RVO ve iiveite bagh gelisen makiila
ddeminde ve neovaskiilarizasyonla seyreden ROP’ta IV enjeksiyon ydntemiyle yogun
olarak kullanildig1 ve etkili oldugu bildirilmektedir (124-129). NVG’da intrakamaral
olarak kullanilan bevacizumab ile oldukga basarili sonuglar bildirilmektedir (130).
Bevacizumabin korneal neovaskiilarizasyondaki etkinligi ise son zamanlarda
arastirilmakta olup, bu amagla yapilan klinik ¢alisma ve hayvan modellerinde
subkonjonktival ve topikal kullanim ile korneal neovaskiilarizasyonun inhibe edildigi
gosterilmistir (120, 131).

Antikor hem Fab hem de Fc parcalarini igerdigi i¢in ranibizumaba gore
serumda yarilanma Omrii daha uzundur. Bevacizumabin molekiil biiyiikligiiniin
ranibizumaba gore 3 kat fazla olmasi; IV yar1 émriiniin ranibizumaba gére %36 daha
uzun olmasini saglar (119).

Arti hastaliin eslik ettigi zon 1 veya posterior zon 2 evre 3 ROP tedavisinde
bevacizumabin etkinligini degerlendiren Bevacizumab Eliminates the Angiogenic
Threat of Retinopathy of Prematurity (BEAT-ROP) ¢aligmas: konvansiyonel LFK’a
kiyasla zon 1 hastalikta bevacizumabin anlamli iistiin oldugunu ancak zon 2 hastalikta
sonuglarin benzer oldugunu gostermistir (110). Literatiirde bevacizumab’in hem LFK
ile kombine edildiginde hem de tek basina kullanildiginda zon 1 ROP ve APROP
tedavisinde etkili oldugunu gosteren ¢ok sayida yayin mevcuttur (110, 132-134). Yine
de BEAT-ROP calismasinda IV bevacizumab enjeksiyonundan ortalama 16 hafta

sonra hastalarin %6’sinda rekiirrens gelistigi gosterilmistir (110). Buna karsilik Chen
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ve ark. (135), bevacizumab enjeksiyonu yaptiklart 41 gozden higbirinde niiks

saptanmadigini belirtmislerdir.

1.3.2. Ranibizumab

Ranibizumab, inflamasyona sebep olan Fc pargasini icermeyip sadece Fab
pargasint igeren, 48 kDa agirliginda, rekombinant bir insan monoklonal antikor
parcasidir (119). VEGF i¢in tek baglanma bdlgesine sahip olmakla birlikte VEGF’e
baglanma afinitesi bevacizumaba gore yaklasik 10 kat fazladir. Ayn1 zamanda
molekiiler agirligr retinadan gegebilmesine izin verecek kadar diisiik oldugu igin
subretinal aralia yiiksek konsantrasyonda ulasabilir.

[k defa 2006 yilinda yas tip YBMD’de kullanilmak {izere FDA onay1 almistir
ve bu tarihten beri ¢ok cesitli okiiler neovaskiiler hastaliklarda tedavi ajan1 olarak
kullanilmaktadir (135).

Ranibizumabin bevacizumaba gore daha kisa olan yar1 6mrii ve daha diisiik
olan molekiil agirligi sistemik yan etki riskini azaltir, ancak vitreustan hizlh
temizlenmesi daha erken rekiirrense sebep olabilir (118-120). Literatiirde IV
ranibizumab enjeksiyonu sonrast ROP reaktivasyonu oranlarinin bevacizumab
enjeksiyonuna gore daha erken donemde ve daha yiiksek oranda oldugunu gosteren

calismalar mevcuttur (119-121).

1.3.3. Aflibercept

Insan IgG1’in Fc parcasi ile VEGF reseptorleri olan VEGFR-1 ve VEGFR-
2’nin birlestirilmesi ile olusturulmus, 115-kDa biiyiikliigiinde, rekombinant bir fiizyon
proteinidir (136). Bu tuzak molekiiliiniin bevacizumab ve ranibizumaba gore VEGF-
A’ya afinitesi daha yiiksek ve yar1 6mrii daha uzundur (137). Molekiil ayn1 zamanda
VEGF-B ve PIGF’i de baglamaktadir (138). Bevacizumab ve ranibizumab tedavilerine
yanit vermeyen gozlerde, aflibercept ile pigment epitel dekolmanlarinda tama yakin
rezoliisyon bildirilmistir (139).

Literatiirde aflibercept’in ROP tedavisindeki yerini degerlendiren ¢aligmalar
oldukea kisithidir. Ulkemizde yapilan bir calismada tip 1 ROP tanisi ile 1mg/0,025 ml
aflibercept yapilan olgularin tamaminda ROP’da gerileme saptandigi gosterilmistir
(140). OIR’de 1V afliberceptin hem yiiksek dozda hem de diisiik dozda neovaskiiler

damarlanmay1 azaltmada etkili oldugu ve enjeksiyondan sonraki ilk 3 giinde avaskiiler
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alani1 arttirsa da 7. giinde tedavi uygulanmayan gozlere gore diizelme goriildiigii ve bu
durumun doz bagimli oldugu bildirilmistir (141). Aflibercept kullanilan ROP
olgularinda etkinlik bildirilmekle birlikte yapilan bir ¢alismada okiiler kan akiminda

azalma oldugu gosterilmistir (140).

1.3.4. Conbercept

Conbercept; IgG1’in Fc pargasina VEGFR-1’in ikinci bolgesi ve VEGFR-
2’nin tiglincii ve dordiincii bolgesinin eklenmesiyle olusturulan, VEGF-A, VEGF-B ve
PIGF’e yiiksek afinite ile baglanan, 143 kDa agirliginda, rekombinant bir flizyon
proteinidir (142). Yapisal olarak aflibercepte benzemekle birlikte, farkli olarak icerdigi
VEGFR-2’nin dordiincii bolgesi sayesinde ekstraseliiler matrikse daha az geger,
VEGF’e daha yiiksek afinite ile baglanir ve yar1 d6mrii daha uzundur (142). Cin’de
2013 yilinda neovaskiiler tip YBMD tedavisinde Cin Gida ve Ila¢ Dairesi tarafindan
onay almistir (50). Jin ve ark. (143)’nin ¢aligmasinda art1 hastaligin eslik ettigi zon 1/2
evre 2/3 ROP veya APROP tedavisinde IV 0,25 mg/0,025 ml conbercept uygulanan
hastalarda conberceptin giivenli ve etkili bir tedavi secenegi oldugu bildirilmistir.

Conbercept heniiz iilkemizde bulunmamaktadir.

1.4. Cryptotanshinone

Cryptotanshinone (CPT); Cin’de kalp-damar hastaliklari, hepatit, diyabet ve
kronik karaciger yetmezliginin tedavisinde kullanilan Salvia miltiorrhiza adli bitki
tiirlinlin koklerinden ekstrakte edilmis liopofilik bir bilesiktir (144). Yapilan ¢caligmalar
gostermistir ki; iskemi, atereoskleroz ve Alzheimer hastaligini 6nleme potansiyeline
sahip olan bu bilesigin ayn1 zamanda antiinflamatuar (145), antibakteriyel, antikanser
(146), antioksidatif (147) ve antiagregan (148) etkileri de bulunmaktadir.

Cryptotanshinonenin insan umblikal ven endotel hiicresi (HUVEC)
kiiltiirlerinlerde Wnt/B-katenin sinyal yolunu baskilamasi ile VEGF ve siklin D1
diizeylerini modiile ederek antianjiogenik etkisi gosterilmistir (149). Salvia
miltiorrhiza'nin aktif bir bileseni olan CPT'nin endotel hiicrelerinde SH2 domain
(Src)/fokal adezyon kinaz (FAK) ve ERKI1/2 sinyal yollarin1 baskilayarak,
VEGFR2’nin Tyr 1175 bolgesinin fosforilasyonunu inhibe ettigi gosterilmistir (11).
Boylece endotelyal hiicre ¢ogalmasini inhibe ederek anjiogenez ile ilgili hastaliklarin

tedavisindeki terapotik potansiyeli vurgulanmaistir.
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Sekil 8. CPT’nin VEGF {izerindeki etki mekanizmasi.

Cryptotanshinonenin antipermeabilite ve antianjiogenik etkileri yanisira diger
sitokinler ve kemokinler ile etkilesiminde antiinflamatuvar 6zellikleri vardir. Tang ve
ark. (150)’nin lipopolisakkarit (LPS) ile uyarilmis makrofajlarda CPT'nin etkinligini
arastirdiklar1 ¢calismada, CPT nin MAPK'nin fosforilasyonunu belirgin sekilde inhibe
ettigini ve tamamen LPS ile tetiklenen niikleer faktor kappa-B (NF-xB) aktivasyonunu
ortadan kaldirdigini bildirmislerdir. Bu c¢alismadan esinlenilerek yapilan bagka bir
calismada CPT nin, NF-kB aktivasyon inhibisyonunun yani sira; NO iiretiminin, LPS
ile uyarilmis makrofajlarda indiiklenebilir nitrik oksit sentaz (iNOS), siklooksijenaz-2

(COX-2) ekspresyonunu inhibe ettigini bildirmislerdir (151).
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Sekil 9. CPT hiicre i¢i antiinflamatuar etki mekanizmas.

Cryptotanshinone ile ilgili literatiirde bir¢ok ¢alisma olmasina kars oftalmoloji
alaninda tek bir c¢alismaya rastlanmaktadir; Angiostrongylus cantonensis
enfeksiyonunun neden oldugu optik nérit fare modelinde, tek basina albendazol ve
albendazol ile kombine olarak verilen sirasiyla deksametazon, tanshinon II-A (TSII-
A) ve CPT tedavilerinin; gorsel uyarilmis potansiyel testi P2 latans siiresi, retina
kalinlig1, akson sayisi, optik sinir lifi cap1 ve ganglion hiicre sayisi tizerindeki etkileri
kiyaslanmistir. Caligma sonucunda TSIIA'nin, CPT’nin antiapoptotik ve
antiinflamatuar etkilerine ek olarak noroprotektif etkisinin de oldugu gosterilmistir
(152).

Ratlarda radyasyonla indiiklenen akciger fibrozisi modelinde CPT nin IL-6,
TGF-, MMP (matriks metalloproteinaz)-1 seviyelerinin baskilanmasi ile
antiinflamatuar ve antifibrotik etkinligi tizerinden terapdtik potansiyeli vurgulanmigtir
(153). Bleomisin ile indiiklenen akciger fibrozisi modelinde ise CPT nin Smad 2/3 ve
STAT3iin fosforilasyonunu baskilayarak TGF-B1°1 inhibe ettigi ve bu sayede fibrozisi
azalttig1 gosterilmistir (154).
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Sekil 10. TGF-p sinyal yolagi ve CPT ile iliskisi.

Kiiciik hiicreli dis1 akciger kanseri hiicre kiiltiirtinde; CPT’nin fosfoinozitid 3-
kinaz (PI3K), Akt sinyal yolu inhibisyonu yaparak G0O/G1 fazinda hiicre dongiisiiniin
durmasina neden oldugu ve apoptozisi indiikledigi gosterilmistir (155).
Kolanjiokarsinoma hiicre kiiltiirii calismasinda gosterilmistir ki; CPT, hem janus kinaz
(JAK)2/STAT3’1ii hemde PI3K/Akt/NF«B sinyal yolagin1 baskilanmasi ile Bcl-2 ve
kaspaz aktivasyonu yaparak tiimor hiicrelerinde apoptozisi uyarmistir (156).

Sinyal  transdiiser ve transkripsiyon  aktivatorii-3 kanser  hiicresi
proliferasyonunda anahtar bir transkripsiyon aktivatoriidiir. JAK'lar tarafindan
diizenlenen STAT3, ¢cogu insan malign tlimoriinde yapisal olarak aktive olur ve kanser
hiicrelerinde proliferasyon, anjiogenez ve apoptozise yol agar (157, 158). Shin ve ark.
(159)’nin renal hiicreli karsinom modeli olusturduklar1 farelerde CPT nin STAT3’iin
Tyr705 bolgesinin fosforilasyonunu inhibe etmesi ile hiicre apoptozunun indiiklendigi
ve proliferasyonunu baskiladigi gosterilmistir. CPT ayrica tiimdrogenezde
antimetastatik rol oynadig1 da aymi c¢alismada gosterilmistir (160). Renal hiicreli
karsinom diginda CPT’nin gii¢lii bir STAT3 inhibitorii 6zelligi sayesinde; prostat
kanseri, 16semi, gliomalar, akciger kanseri, hepatik karsinomlar, pankreas kanseri,
meme kanseri, kolorektal kanser, squamos hiicreli 6zafagus kanseri ve melanoma gibi
farkli kanser hiicresi modellerinde de antikanser etkinligi gosterilmistir (146, 159, 161-

170).

31



[

p-STAT3 p-Akt

chl 2/Bax — cleaved caspase- 3/9 PARP [ NFuB .

%

CA cells proliferation inhibition
and apoptosis

J

Sekil 11. CPT’nin kanser hiicresinde apoptozis etki mekanizmasi.

Tiim bu ¢alismalardan yola ¢ikarak calismamizda; ratlarda OIR modelinde yeni
bir ajan olarak kullandigimiz CPT’nin, retinal endotelyal hiicrelerde VEGFR2 ve
STAT3'"i segici olarak diisiirmesi ile rerinal NV'yi azaltabilecegini diisiindiik. OIR
modeli olusturdugumuz ratlada ip olarak uyguladigimiz bu ajanin retina morfolojisine,
neovaskiilarizasyona ve VEGF ile TNF-o immiinreaktivitesi tizerine etkilerini

inceledik.

1.5. Decorin

Decorin; konnektif dokuda bulunan, fibronektin ve kollajen gibi ekstraselliiler
matriks molekiilleri ile ¢ok yonlii iligkisi olan, kii¢iik 16sin yOnii zengin bir
proteoglikandir (12). Viicutta proteoglikanlarin bulundugu her tirlii dokuda
bulunmaktadir. Bunlar arasinda kornea stromasi, kemik, kikirdak, vaskiiler endotel,
endometrium, serviks bag dokusu, plasenta, desidua, diseti gibi dokular
bulunmaktadir.

Ekstraseliiler matriksi (ECM) kontrakte ederek kollajen doku olusumunda
etkili oldugu bildirilmistir (171). Kollajen fibrillogenez haricinde miyogenez ve
plasental invazyonun sinirlanmasi gibi fizyolojik gorevleri vardir (172).

Decorin, EGFR ve diger ErbB familyasi tiyeleri, IGF-1, Met, hepatosit biiytime
faktorii reseptorii (HGFR) gibi tirozin kinaz reseptorlerinin parakrin etkili pan-

inhibitorii olarak gorev yapmaktadir (173-175). Anjiogenez ve tiimdr gelisiminde Met
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sinyal yolag1 6nemli bir rol oynar (176-178). Bir¢ok insan kanserinde Met aktivasyonu
oldugu ve DCN’nin bu yolagt inhibe ederek; tlimor hiicresinin ¢ogalmasini,
anjiogenezisi inhibe ettigi ve anti-metastatik etkinligi gosterilmistir (179-184).

Decorin antianjiogenik olan trombospondin-1 ve matriks metalloproteinaz
doku inhibitorlerinin (TIMP's); 6zellikle de TIMP-2 ve TIMP-3"liin ekspresyonunu
indiiklemektedir (185). Giiclii proanjiogenik faktorleri azaltarak ve endojen
antianjiogenik ajanlar1 indiikleyerek; normoksi altinda tiimor anjiogenezini baskilayici
olarak rol oynamaktadir (186). DCN es zamanli olarak iki proanjiogenik proteaz olan
MMP-2 ve MMP-9'un ekspresyonunu ve enzimatik aktivitesini baskilamaktadir.
Barnet ve ark. (187)’nin yaptigi bir c¢aligmada metalloproteinazlarin retinal
anjiogeneziste kismen rol oynadigi ve gelecekte ROP tedavisinde MMP selektif
inhibitorlerinin kullanilabilecegi bildirilmistir. MMP-2 ve MMP-9 geni yok edilmis
transgenik OIR fareler ile kontrol OIR farelerin karsilastirildig: ¢alismada; ozelikle
MMP-2 olmayan grupta diger gruplara gore ekstraretinal neovaskiilarizasyonun az
oldugunu tespit edilmistir (188). OIR’de MMP-2 ve 9 selektif inhibitérlerinin RNV u
kismen azalttigmmi gosteren bu iki ¢aligma gelecekte DCN’in okiiler neovaskiiler
hastaliklarda tedavi amactyla kullanilabilecegini diisiindiirmiistiir.

Decorin, iyi bilinen bir antianjiogenik molekiil olan iFN, ézellikle de IFN-y'nin
aktivitesini kuvvetlendirerek inflamasyonla iligkili anjiogenezi de azaltmaktadir (189).

Kornea stromasinda bulundugu bilinen DCN geninin defekte ugratildig
farelerin hasarli kornealarinda anjiogenez mekanizmasinin bozuldugu gosterilmistir
(190). Buradan yola c¢ikarak DCN'nin in vivo anjiogenezi modiile edebilecegi,
bulundugu duruma gore antianjiogenik 6zelliklere sahip olabilecegi ve basta kornea
ve retina olmak iizere okiiler anjiogenezin tedavisinde umut vadedebilecegi
diistinilmiistiir.

Decorin ile ilgili oftalmolojide yapilmis ¢alismalardan bahsedecek olursak;
Mohan ve ark. (191)’nin yaptig1 ¢calismada ilk kez DCN’nin EGFR ig¢in biyolojik bir
ligand olarak hareket ettigini ve fibroblast gdciinii antagonize ederek korneal yara
iyilesmesinde rol oynadigi gdsterilmistir. Farkli bir ¢alismada tavsanlarda in vivo
korneal NV modelinde, adeno-iliskili viriis serotip 5 ile hedeflenmis DCN gen
terapisinin stroma ic¢ine verilmesinin NV’yi azalttigi, CD31 immiinohistokimyasal

boyama ile gosterilmistir (192). Ayrica kantitatif polimeraz zincir reaksiyonu (PCR)
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calismas1 ile VEGF, makrofaj kemoatraktan proteini (MCP1) ve anjiyopoietin
seviyelerinin azaldigi, pigmentli epitel tiirevli faktér (PEDF) seviyesinin arttid
boylelikle; DCN’nin  potansiyel olarak inflamasyonla iliskili  korneal
neovaskiilarizasyonu baskiladig1 gosterilmistir. Mohan ve ark. (193)’nin yaptig1 bir
baska ¢aligmada, in vivo DCN gen terapisinin, kornea fibrozisini inhibe ettigi hipotezi
dogrulanmistir ve bunun DCN'nin TGF-f’y1 inhibe edici etkisinden kaynaklandigina
dair kanitlar bulunmaktadir.

Kornea hasarim1  takiben artmus TGF-B seviyeleri, keratositlerin
miyofibroblastlara transformasyonuna ve korneada skarlasmaya neden olur. Hill ve
ark. (194), Pseudomonas keratiti olusturulan fare modelinde, kornea opasitesi ve
bakteriyel keratitin skarlagsmasini azaltmak i¢in rekombinant DCN’1 okiiler yiizeye
uygulamislar ve 16 giin i¢inde kornea opakliginin azaldigin1 gostermislerdir. Benzer
calismalarda oldugu gibi bu ¢alismada da, DCN’nin etkisini, yara iyilesmesinde major
bir diizenleyici sitokin olan; TGF- ekspresyonunu inhibe ederek gosterdigi
diisiiniilmektedir. Boylelikle arastirmacilar tarafindan DCN’nin klinikte korneal skar
tedavisinde kullanilabilecegi fikri 6ne siiriilmiistiir (195).

Kisaca bahsedecek olursak TGF-f, doku onarim siirecinde yapimi artan, ECM
yeniden yapilandirilmasinda ve skar formasyonunda gorev alan dnemli bir sitokindir
(196). Memeli dokularinda gosterilmis TGF-B’nin 3 izoformu (TGF-B 1, 2, 3) vardir.
TGF B ailesi tiyeleri; hiicre proliferasyonunu, farklilagmasini, apoptozunu, go¢iinii ve
ECM f{iretimini kontrol eder, ayrica yara iyilesmesi ve anormal skar olusumunda rol
oynar (197). Calismalarda fare retinasinda ganglion hiicre tabakasi1 (GHT) ve Miiller
hiicrelerinde bulunan TGF-f3 reseptorii tip I ve tip 2 nin serin/treonin kinaz aktivitesine
sahip oldugu gosterilmistir (198). TGF-B, retinada RPE hiicreleri ve perisitler
tarafindan iiretilir (199) ve IV TGF-B seviyelerinin artmasi, retinal anjiogenez ile
iligkili gortinmektedir (200, 201). TGF-B'nin, insan RPE hiicre kiiltiirlerinde VEGF
salgilanmasini 6nemli 6l¢lide uyardig: bildirilmistir (202, 203).

Transforme edici biiylime faktorii-B, kendine ait serin/treonin protein kinaz
yapisindaki 2 tip reseptoriinii aktive etmektedir (204). TGF-p tip II reseptdriin aracilik
yaparak tip I reseptorii aktive etmesi TGF-f sinyallerinin baglamasina neden olur
(205). Bu sekilde aktive olan tip I reseptor, sitozolde bulunan Smad-2 ve 3 proteinlerini

fosforiller (206). Bu fosforlanmis Smad proteinleri, uyarici Smad proteinine (Smad-4)
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baglanir (207). Daha sonra Smad2-Smad3-Smad4 kompleksi bir transkripsiyon
faktorii olarak c¢ekirdege yer degistirir ve transkripsiyonel sinyallerin iletimi igin

translokasyona ugrar (208, 209).

Cellular effects

Differentiation

Growth inhibition

Deposition of
extracellular matrix

Apoptosis

Sekil 12. TGF-f sinyal yolagi ve DCN ile iligkisi.

Yapilan ¢aligmalarda uygulanan DCN’nin, TGF-f ligandina baglanip inaktif
hale getirmesiyle TGF-/Smad yolagindaki sinyal iletimini bozarak, fibrozisi ve ECM
proteinlerinin tiretimini azalttig1 one siiriilmektedir (210, 211). Bu sayede fibrozisle
seyreden hastaliklarda TGF-B inhibitorii rolii oynayarak, skar olusumunu baskiladigi
icin tedaviye yonelik kullanilabilecegi gosterilmistir (212-214). Bu c¢alismalardan
esinlenilerek DCN’nin fibrovaskiiler asamalarla seyreden koroidal ve retinal
neovaskiiler hastaliklarda kullanilabilecegi fikri dogmustur.

Nassar ve ark. (215), travmatik proliferatif vitreoretinopati (PVR) tavsan
modelinde, vitrektomi sonras1 adjuvan olarak uygulanan IV DCN tedavisinin fibrozis
ve traksiyonel RD gelisimini azalttigim1 bildirmislerdir. Klinik ve histopatolojik
degerlendirmelere dayanarak dogal TGF-f inhibitdrii olan DCN’nin potansiyel bir
adjuvan PVR profilaksi ilact olarak kullanilabilecegine dikkat ¢ekmislerdir.
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Decorinin antifibrotik etkinliginden yola ¢ikarak glokom hastalarinda da umut
vadedebilecegi diisiiniilmiis ve ¢esitli ¢alismalar yapilmistir. Tavsanlarda glokom
filtrasyon cerrahisi uygulanarak yapilan bir ¢alismada, perioperatif subkonjonktival
DCN enjeksiyonu yapildiginda filtrasyon cerrahisi basarisinin  uzayabilecegi
gosterilmistir (216). DCN’nin primer acik ag¢ili glokom modelinde trabekiiler agda
ECM birikimini azaltarak goz i¢i basincimi disiirdiigii ve retinal ganglion hiicre
hasarini azalttig1 bildirilmistir (217). DCN bu etkisi primer acik a¢ili glokomda tedavi
stratejisi olarak daha ayrintili caligmalarla desteklenmelidir.

Ozay ve ark. (218), travmatik beyin hasar1 modeli olusturulan ratlarda ip
uygulanan DCN tedavisinin, oksidatif stres ve apoptoz ile iligkili olan TGF-f1,
kompleman sistemi ve TNF-a'y1 inhibe ettigini gostermislerdir. DCN’nin
antiapoptotik ozellikleri, antiinflamatuar aktiviteleri (kompleman 1q, semaforin3a,
TGF-B ve TNF-a'nin inhibisyonu) ve VEGF supresyonu iizerindeki etkileri sayesinde;
travmatik beyin hasari sonrasi, noron hiicrelerini korudugunu bildirmislerdir.

Literatiirdeki bu bilgilerden yola ¢ikarak biz calismamizda, DCN’nin
kanitlanmis antianjiogenik ve antiinflamatuar etkileri sayesinde; iskemik retinal
neovaskiiler hastaliklarin  tedavisinde faydalanilabilecegine dair hipotezimizi
arastirmay1 amacladik. Bu amagcla, Penn ve ark. (39) tarafindan gelistirilmis in vivo
OIR rat modelinde ip DCN enjeksiyonunun retina morfolojisine, neovaskiilarizasyona

ve VEGF ile TNF-a immiinreaktivitesi tizerine etkilerini incelendi.
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2. GEREC ve YONTEM

Bu ¢alisma Firat Universitesi Hayvan Deneyleri Etik Kurulu izni alindiktan
sonra (Karar No: 186, Proje No: 19.05, Onay Tarihi: 30/11/2018) Firat Universitesi
Deneysel Arastirma Merkezi (FUDAM) ve Firat Universitesi Tip Fakiiltesi Histoloji

ve Embriyoloji laboratuvarinda gergeklestirildi.

2.1 Hayvan Deneyi Modelinin Olusturulmasi

Cogu hayvanin retinal vaskiiler gelisiminin dogumdan sonra tamamlandigi
bilinmektedir. Bu &zellikleri sayesinde, ROP ile ilgili ¢alismalar, hayvan OIR
modelleri iizerinden yapilabilmektedir (219). Deneysel OIR modelleri genellikle
yenidogan hayvanlarin farkli konsantrasyonlarda ve zamanlarda Oz’ye maruz
birakilmas ile iiretilir. Bu modellerle ilgili calismalar genellikle kedilerde (220),
kopeklerde (221), farelerde (222, 223) ve siganlarda (224) bildirilmistir. Ek olarak; bu
hayvanlar i¢inden sigan retinal vaskiiler gelisimi, insan retinal vaskiiler gelisimine en
benzerdir (225). Bu nedenle, bizim ¢alismamizda si¢an yavrular1 kullanildi.

Deneyimizde Penn ve ark.’nin (39) 1994 yilinda gelistirdikleri, RNV’yi ve
ROP’un proliferatif neovaskiiler fazin1 yansitan, tekrarlanabilir bir model olan; 50/10
OIR rat modeli olusturuldu. Bu modelde yapilan ¢alismalarda; 18. giinde prematiire
bebeklerdeki zon 2 evre 3 ROP’a benzer olarak fizyolojik retinal vaskiilarizasyonda
gecikme ve IV yeni damar olusumlarinin izlendigi raporlanmustir (39, 226).

Deneysel ¢alismamizda 8 adet gebe Sprague Dawley cinsi rat ile bu ratlardan
elde edilen, agirliklar1 15-20 gr arasinda degisen, 35 adet yenidogan yavru rat
kullanildi. Tiim gebe ratlara ayni standart rat yemi verilerek add-libitum su, yiyecek
alimlar1 saglandi ve hayvanlarin giinliik olarak altlar1 temizlenerek bakimlar1 yapildi.

Grup A’yr olusturan saglikli kontrol grubu olarak belirledigimiz ratlar,
anneleriyle birlikte, dogumdan itibaren g¢alisma sonlanincaya kadar normal oda
kosullarinda 6zel kafeste tutuldu ve anne siitii ile beslendi.

Grup A disindaki 28 adet rat, do§umlarini takiben ilk 4 saat icerisinde,
anneleriyle ayni kafeslerde bulunduklari, ortam sicaklik, nem, Oz seviyelerinin
ayarlanabildigi; Isolette C2000 model kuvdze alindi. 22-25°C 1sisinda, %45-60 nem
oranindaki kuvozde; 12 saat 1s1k (7: 00—19: 00) ve 12 saat karanlikta (19: 00-7: 00)

tutularak 6zel olarak yaptirilan kafeslerde, anne siitii ile beslendi. Toplam 7 siklus, 14

37



giin olacak sekilde, dontistimlii olarak 24 saat siireyle ortamda %50 konsantrasyonda
O2’ye, 24 saat siireyle de ortamda %10 konsantrasyonda O2’ye tabi tutuldu.
Kuvozdeki tiim yavrular, dogumdan sonra 14 giin boyunca, %50 ve %10 arasinda
dalgalanma gosteren O>’ye maruz birakilarak; ROP’daki O2 dalgalanmalarinin ve
aralikli gelisen hipoksi ataklarinin taklit edilmesi hedeflendi.

Kuvozdeki O> konsantrasyonu olusabilecek cihaz kaynakli hatalari elimine
etmek amacgli 2 adet cihaz (Drager kuvoz O sensérii ve Quantek model
902p O/Karbondioksit (CO2) analizorii) yardimi ile dlciilerek takip edildi. Ortam O2
ve CO» seviyeleri giinde ortalama 8 defa kontrol edildi ve gereken durumlarda
kalibrasyon yapildi. CO> miktarmin diizenlenmesi i¢in sistemde gerekli gaz akisi
saglandi ve CO; absorbani (soda lime) kullanildi.

Ratlar 14 giin kadar kuvoziin i¢inde kaldiktan sonra postnatal 15. giinde oda
sartlarina alind1 ve 4 giin siireyle burada tutulduktan sonra 18. giinde modelin olustugu

kabul edildi.

2.2. ilaclarin Hazirlanmasi

Intraperitoneal enjeksiyonlar igin; bevacizumabin (Altuzan 100mg/ml flakon,
Roche, ABD) orjinal flakonundan, CPT (C5624; Sigma-Aldrich) ve DCN’nin (D-
8428; Sigma-Aldrich) orjinal tozlarindan elde edilen soliisyonlar kullanildi.

Orijinal toz CPT 4°C’de sakland: ve literatiirde onerildigi gibi hazirlanarak
elde edilen soliisyon kullanildi (227). Mevcut ¢calismada Sun ve ark.’nin (228) yaptig
caligmaya istinaden ip olarak 3 giin boyunca uyguladigimiz CPT dozu 50 mg/kg/giin,
0,1 mL miktarda belirlendi.

Orijinal toz DCN -20°C’de sakland1 ve literatiirde 6nerildigi gibi hazirlanarak
elde edilen soliisyon kullanildi (215). Mevcut ¢alismada Alan ve ark.’nin (229) yaptigi
caligmaya istinaden ip 3 giin boyunca uyguladigimiz DCN dozu 0,1 mg/kg/giin, 0,1
mL miktarda belirlendi.

Bevacizumab orijinal flakonu +4°C’de sakland: ve literatiirde 6nerildigi gibi
hazirlanarak elde edilen soliisyon kullanildi (230). Mevcut ¢alismada Acun ve ark.’nin
(231) yaptiklar ¢aligmaya istinaden ip bevacizumab dozu 2,5 mg/kg olarak belirlendi
ve 0,1 mL olacak sekilde uygulandi.
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2.3. Deney Gruplarinin Olusturulmasi

Dogumlartyla birlikte oda sartlarindaki kafesde tutulan grup A’daki deneklerde
OIR modeli olusturulmamistir. Dogumdan itibaren kuvdze alinan deneklerde ise OIR
modelinin olustugu varsayilarak, ratlar randomize 4 gruba ayrildi.

Calismamizda kullanilan Sprague Dawley cinsi ratlarin viicut agirhigi
enjeksiyon doneminde yaklasik 15-20 gr olarak dl¢iildii ve gruplar asagidaki sekilde
belirlendi:

Grup A (saglikli kontrol grubu): OIR modeli olusturulmadi, deneklere herhangi
bir islem uygulanmadi (n=7 goz).

Grup B (sham grubu): OIR modeli olusturuldu, deneyin 15-16 ve 17.
giinlerinde ip 0,1 mL phosphate-buffered salin (PBS) soliisyonu enjeksiyonu yapildi
(n=7 go6z).

Grup C (OIR+CPT grubu): Bu gruptaki deneklerde OIR modeli olusturuldu ve
deneyin 15-16 ve 17. giinlerinde ip 0,1 mL (50 mg/kg/giin) CPT enjeksiyonu yapildi
(n="7 g0z).

Grup D (OIR+DCN grubu): Bu gruptaki deneklerde OIR modeli olusturuldu
ve deneyin 15-16 ve 17. gilinlerinde ip 0,1 mL (0,1 mg/kg/glin) DCN enjeksiyonu
yapildi (n=7 goz).

Grup E (OIR+Bevacizumab grubu): Bu gruptaki deneklerde OIR modeli
olusturuldu ve deneyin 15. giinlinde ip 0.1 mL (2,5 mg/kg) bevacizumab enjeksiyonu

yapildi (n=7 goz).

2.4. Goz Dokularinin Alinmasi ve Histolojik Preparatlarin Hazirlanmasi

Oxygen-induced retinopathy (OIR) modelinin en belirgin olarak gelistigi
postnatal 18. giinde saglikli kontrol grubu dahil olmak iizere; tiim gruplardaki ratlar
tartildiktan sonra, ketamin (90 mg/kg) + xylazine (10 mg/kg) ip uygulanarak anestezi
altinda sakrifiye edildi. Sakrifiye edilen sicanlarin gozleri optik sinir ¢ok kisa
kalmayacak sekilde eniikleasyon yontemiyle alimip %10’luk formaldehit
sollisyonunda 24 saat siireyle tespit edilip, takiben 24 saat siiresince musluk suyu ile
yikama igleminden gecirildi. Ardindan dereceli alkol serilerinden gecirilen dokular
ksilol ile parlatilip parafin bloklara gémiildii. Parafin bloklardan optik sinire paralel,

sagittal planda, optik diskin her iki yanindaki bes alandan, yaklasik 100 mikron
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araliklarla seri kesitler alindi. Optik siniri igeren kesitler, sinirden uzanan normal
damarlar neovaskiiler damarlarla karigabilecegi i¢cin degerlendirmeye alinmadi. Alinan
5 wm kalinhigindaki seri doku kesitlerine histokimyasal ve immiinohistokimyasal
boyama teknikleri uygulandi. Ornekleme her gdz icin ortalama retinal uzunlugun
%10’una denk gelecek sekilde, 10 kesitten olusturuldu. Parafin blok haline getirilen
doku o6rneklerinden mikrotomla 5 um kalinliginda doku kesitleri, pozitif sarjli lamlar
(Thermo Scientific) lizerine alindi. 58°C’deki etiivde deparafinize edilen kesitler rutin
Hematoksilen & Eozin teknigi ile boyanip entellan ile kapatildi. Elde edilen
preparatlar, Olympus BH2 (Tokyo, Japan) fotomikroskopla incelenip fotograflandi.

2.5. Retinal Neovaskiilarizasyonun Histolojik Degerlendirilmesi

Isik mikroskobu altinda tanimlanan neovaskiiler hiicre ¢ekirdekleri, i¢ limitan
membranmn (ILM) vitreal tarafinda bulunursa yeni damarlarla iliskili olduklart
diistiniilmiistiir (232-234). Mevcut calismada 151k mikroskobunda ILM’nin vitreal
tarafindaki hematoksilen ile boyanmig vaskiiler endotelyal hiicre ¢ekirdekleri, her bir
gbzden seri olmayan 10 kesitte, x400’liik biiyiitmede, retinanin normal yapilarindan
ayirt edilerek, tedaviye kor iki bagimsiz gozlemci tarafindan sayildi. Tiim gruplardaki
her bir goziin, vaskiiler endotelyal hiicre ¢ekirdeginin ortalama sayist hesaplanarak

belirlendi.

2.6. VEGF ve TNF-a Immiinohistokimyasal Boyanmasi

Polilizinli lamlara sogutulmus parafin bloklardan 5 pm kalinliginda kesitler
alindi. Ksilol ile deparafinizasyon ve seffaflastirma isleminden sonra dokular azalan
dereceli alkol serilerinden gecirilip, endojen peroksidaz aktivitesini dnlemek i¢in H>O>
bloker (TA-125-HP Lot No: HP18180, Hydrogen Peroxide Block, Thermo Scientific)
ile muamele edildi. Antigen retrieval i¢in kesitler, sitrat tampon soliisyonunda pH:
6’da mikrodalga firinda (750W) 12 dakika kaynatildi. Zemin boyanmasini engellemek
icin 5 dakika Ultra V Block (TA-125-UB, Ultra V Block, Thermo Scientific)
soliisyonu ile muamele edildikten sonra kesitler primer antikor ile (Rabbit Polyclonal
anti-TNF-a (Bioss) ve Rabbit Polyclonal anti-VEGF (Bioss)) 1 gece boyunca optimal
dilisyonda (1:400) +4°C’ de nemli ortamda inkiibe edildi. Daha sonra doku kesitleri,
biyotinli sekonder antikor (TP-060-BN, Biotinylated Goat Anti-Poliyvalent (anti-
mouse/rabbit IgG), Thermo Scientific) ile 30 dakika inkiibe edildi. Kesitler PBS ile 3-
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5 kez yikanip horseradish peroksidaz (HRP) konjuge streptavidin (HRP; TS-060-HR,
Streptavidin Peroxidase, Thermo Scientific) enzimi ile 30 dakika inkiibe edildi.
Kesitler tekrar PBS ile 3-5 kez yikanip, AEC (3-Amino-9-ethyl carbazole) substrat
soliisyonu (TA-060-HA, AEC Substrate System, Thermo Scientific) damlatildi.
Reaksiyon, 151k mikroskobunda goriintii sinyali alindiktan sonra biitiin dokularda es
zamanli olarak distile su ile sonlandirildi. Mayer’s hematoksilen ile zit boyama yapildi.
Distile su ile yikanan preparatlar kapatma soliisyonu (Large Volume Vision Mount,
TA-125-UG, Lab Vision Corporation, USA) ile kapatildi. Elde edilen preparatlar,
Olympus BH2 (Tokyo, Japan) fotomikroskopla incelenip fotograflandi. VEGF ve
TNF-a pozitif immiin isaretlenme gosteren hiicreler; siddeti ve yayginligmma gore
tedaviye kor iki bagimsiz gozlemci tarafindan degerlendirildi ve histoskorlamasi ile
analiz edildi. Bu analiz her sicanin 3 retina kesitinde yapildi ve ortalama deger
belirlendi.

Tablo 4. VEGF ve TNF-a boyanma siddetinin degerlendirilmesi

VEGF ve TNF-a Ekspresyonu Boyanma Siddeti
0 Boyanma yok
+0,5 Cok az boyanma
+1 Az boyanma
+2 Orta boyanma
+3 Siddetli boyanma

Tablo S. VEGF ve TNF-o immiinreaktivite yaygiliginin degerlendirilmesi

VEGF ve TNF-a Ekspresyonu Boyanmada immiinreaktivitenin yayginhgi
0,1 <%25
0.4 %26-50
0,6 %51-75
0,9 %76-100

Immiinohistokimyasal boyanmanin skorlanmasinda; daha once yapilmis
caligmalarda oldugu gibi immiinreaktivitenin yayginligi ve siddeti esas alinarak

histoskorlamasi (‘Histoskor=yayginlik x siddet’ formdilii ile) olusturuldu (235).

2.7. Istatistiksel Analiz

Verilerin istatistiksel analizi i¢in SPSS (Version 25.0, SPSS Inc., Chicago,
Illinois, ABD) programi kullanildi. Calisma verilerinin degerlendirilmesinde gruplar

aras1 parametrelerin degerlendirilmesinde bagimsiz 6rneklem tek tonlii varyans analizi
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ve post hoc Tukey testi kullanildi. Veriler ortalama + standart sapma, minimum ve
maksimum deger olarak belirtildi. P<0,05 diizeyi istatistiksel olarak anlamli kabul

edildi.
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3. BULGULAR

3.1. Retinal Tabakalarin Morfolojik Analizi

Retina katmanlarinin morfolojik analizinde saglikli kontrol grubuna ait
kesitlerde retina dokusu normal yapida gozlendi (Sekil 13). Grup B’de retinal
katmanlar disorganize, dis niikleer tabakada yer yer hiicre kaybi, hiposelliilarite,
dejenerasyon, ILM’nin vitreal yiizeyinde endotelyal hiicre proliferasyonu ve
neovaskiilarizasyon ayirt edildi (Sekil 15, 16). Grup C, D ve E’de kistik dejenerasyon,
hiposelliilarite ve niikleer tabakanin kaybi tespit edilmedi (Sekil 17, 18, 19). Ayrica,

retinal tabakalar diizenli seyirli histolojik yapilarin1 korumakla birlikte ILMnin vitreal

yiizeyinde grup B’ye gore oldukca azalmis olmakla birlikte neovaskiiler endotel hiicre

cekirdeklerine rastlandi (Sekil 17, 18, 19)
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Sekil 13. Grup A’ya (saglikli kontrol grubu) ait normal goriiniimlii retina dokusu,

Hematoksilen & Eozin x200.
VC: vitrdz cisim, ILM: i¢ limitan membran, GHT: gangliyon hiicre tabakas1, IPT: i¢ pleksiform
tabaka, INT: i¢ niikleer tabaka, DPT: dis pleksiform tabaka, DNT: dis niikleer tabaka, DLM: dis limitan

membran, FT: fotoreseptor hiicre tabakasi.
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3.2. Kantitatif Retinal Neovaskiilarizasyon Analizi

Tablo 6. Gruplardaki neovaskiiler endotelyal hiicrelerin ortalama ve standart sapma

degerleri
Gruplar Neovaskiiler Endotelyal Hiicre Analizi (Ort.= SD)
Grup A (saglikli kontrol grubu) 0,00-+0,00
Grup B (sham grubu) 13,144]1,342" c*dver
Grup C (OIR+CPT) 7,2840,75%" b*
Grup D (OIR+DCN) 6,571,512
Grup E (OIR+Bevacizumab) 6,71£1,49%"b*

2 Saglikli kontrol grubuna gore,

b Sham grubuna gore,

¢ OIR+CPT grubuna gore,

4 OIR+DCN grubuna gbre,

¢ OiR+Bevacizumab grubuna gore, anlamh farklilig1 gdstermektedir. (* = p<0,05)

Neovaskiilarizasyon gelisimi retinal parafin kesitlerinde ILM’nin vitreal
yiizeyindeki neovaskiiler endotelyal hiicre ¢ekirdeklerinin sayimiyla kantifiye edildi.
Grup A (saglikli kontrol grubu)’da ILM’nin vitreal yiizeyinde neovaskiiler endotelyal
hiicre cekirdegi gozlenmedi (Sekil 13). Grup B, C, D ve E’de ILM’nin vitreal
yiizeyinde sirasiyla 13,14+1,34, 7,28+0,75, 6,57£1,51 ve 6,71+1,49 neovaskiiler
endotelyal hiicre ¢ekirdegi gozlendi.

Grup A ile grup B karsilastirildiginda; grup B’de neovaskiiler endotelyal hiicre
cekirdegi sayisi istatistiksel olarak anlamli artmis bulundu (p<0,001).

Grup B ile grup C, D, E karsilastirildiginda; grup C, D ve E’de neovaskiiler
endotelyal hiicre cekirdegi sayisi istatistiksel olarak anlamli azalmis bulundu
(p<0,001).

Grup C ile grup D karsilastirildiginda neovaskiiler endotelyal hiicre ¢ekirdegi
sayisinda istatistiksel olarak anlamli fark bulunmadi (p=0,796).

Grup D ile grup E karsilastirildiginda neovaskiiler endotelyal hiicre ¢ekirdegi
sayisinda istatistiksel olarak anlamli fark bulunmadi (p=0,999).

Grup C ile grup E karsilastirildiginda neovaskiiler endotelyal hiicre ¢ekirdegi
sayisinda istatistiksel olarak anlamli fark bulunmadi (p=0,897).
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Sekil 14. Tiim gruplarda neovaskiiler endotelyal hiicre analizi.

[e———

Sekil 15. Grup B’ye (sham grubu) ait retina dokusunun Hematoksilen & Eozin

boyanmasi-1.

ILM’nin vitreal yiizeyinde neovaskiiler endotelyal hiicre proliferasyonu (siyah ok) gézlenmektedir.
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Sekil 16. Grup B’ye (sham grubu) ait retina dokusunun Hematoksilen & Eozin

boyanmasi-2.

ILM’nin vitreal yiizeyinde neovaskiiler endotelyal hiicre proliferasyonu (siyah ok) gézlenmektedir.

Sekil 17. Grup C’ye (OIR+CPT) ait retina dokusunun Hematoksilen & Eozin

boyanmasi.

Retinal tabakalarin CPT tedavisiyle normal diizenli yapisini korudugu gézlenmektedir.
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Sekil 18. Grup D’ye (OIR+DCN) ait retina dokusunun Hematoksilen & FEozin
boyanmasi.

Retinal tabakalarm DCN tedavisiyle normal diizenli yapisim1 korudugu ve ILM nin vitreal yiizeyinde

neovaskiiler endotelyal hiicre proliferasyonu (siyah ok) gézlenmektedir.

Sekil 19. Grup E’ye (OIR+Bevacizumab) ait retina dokusunun Hematoksilen & Eozin

boyanmasi.
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3.3. VEGF Immiinohistokimyasal Analizi

Tablo 7. Gruplardaki VEGF immiinreaktivitesinin ortalama ve standart sapma

degerleri
Gruplar VEGF immiinreaktivitesi (Ort.+ SD)
Grup A (saglikli kontrol grubu) 0,0740,02 b ¢
Grup B (sham grubu) 0,97+0,2] & c*dre
Grup C (OIR+CPT) 0,29+0,14 >*
Grup D (OIR+DCN) 0,37+0,12 *b*
Grup E (OIR+Bevacizumab) 0,23+0,17

2 Saglikli kontrol grubuna gore,

b Sham grubuna gore,

¢ OIR+CPT grubuna gore,

4 OIR+DCN grubuna gbre,

¢ OiR+Bevacizumab grubuna gore, anlamh farklilig1 gdstermektedir. (* = p<0,05)

Vaskiiler endotelyal biiyiime faktorii pozitif immiin isaretlenme gdsteren
hiicreler; siddeti ve yayginligina gore degerlendirildi ve histoskorlamasi ile analiz
edildi. VEGF immiinreaktivitesi tim gruplarda sirastyla 0,07+0,02, 0,97+0,21,
0,29+0,14, 0,37+0,12 ve 0,23+0,17 idi.

Grup A ile grup B karsilastirildiginda; grup B’de VEGF immiinreaktivitesi
istatistiksel olarak anlamli artmis bulundu (p<0,001).

Grup A ile grup D karsilastirildiginda; grup B ve D’de VEGF
immiinreaktivitesi istatistiksel olarak anlamli artmis bulundu (p<0,001).

Grup B ile grup C, D ve E karsilastirildiginda; grup C, D ve E’de VEGF
immiinreaktivitesi istatistiksel olarak anlamli azalmis bulundu (p<0,001).

Grup C ile grup D karsilastirildiginda VEGF immiinreaktivitesinde istatistiksel
olarak anlamli fark bulunmadi (p=0,860).

Grup C ile grup E karsilastirildiginda VEGF immiinreaktivitesinde istatistiksel
olarak anlamli fark bulunmadi (p=0,951).

Grup D ile grup E karsilastirildiginda VEGF immiinreaktivitesinde istatistiksel
olarak anlamli fark bulunmadi (p=0,449).

Grup A ile grup C karsilastirildiginda VEGF immiinreaktivitesinde istatistiksel
olarak anlamli fark bulunmadi (p=0,066).

Grup A ile grup E karsilastirildiginda VEGF immiinreaktivitesinde istatistiksel
olarak anlamli fark bulunmadi (p=0,264).
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Grup C ve E’de VEGF immiinreaktivitesi azalmis olmakla birlikte, grup A ile
karsilastirildiginda aralarinda istatistiksel olarak anlamli fark bulunmamasi; CPT ve
bevacizumabin VEGF seviyelerini saglikli kontrol grubuna benzer seviyelere kadar

inhibe ettigini gostermektedir.
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Gruplar

Sekil 20. Tiim gruplarda VEGF immiinreaktivitesi.

Y R a

immiinohistokimyasal boyanmasi; pozitif boyanma izlenmemektedir.
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Sekil 22. Grup B’ye (sham grubu) ait retina dokusunun VEGF immiinohistokimyasal

boyanmast.

ILM’nin vitreal yiizeyinde neovaskiiler endotelyal hiicre proliferasyonu ve ganglion hiicre tabasinda

VEGF immiinreaktivitesi (siyah ok) gézlenmektedir.
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Sekil 23. Grup C’ye (OIR+CPT) ait retina dokusunun VEGF immiinohistokimyasal

boyanmasi.

Ganglion hiicre tabasinda VEGF immiinreaktivitesi (siyah ok) gézlenmektedir.
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Sekil 24. Grup D’ye (OIR+DCN) ait retina dokusunun VEGF immiinohistokimyasal

boyanmasi.
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Sekil
immiinohistokimyasal boyanmasi.

Retinal tabakalarin bevacizumab tedavisiyle normal diizenli yapisint korudugu goriilmekte, GHT da
VEGF immiinreaktivitesi (siyah ok) ayirt edilmektedir.
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3.4. TNF-o immiinohistokimyasal Analizi

Tablo 8. Gruplardaki TNF-o immiinreaktivitesinin ortalama ve standart sapma

degerleri
Gruplar TNF-o immiinreaktivitesi (Ort.+ SD)
Grup A (saglikli kontrol grubu) 0,02+0,02 b ¢
Grup B (sham grubu) 1,1140,36 & c*dre
Grup C (OIR+CPT) 0,38+0,31 *
Grup D (OIR+DCN) 0,37+0,13 **
Grup E (OIR+Bevacizumab) 0,62+0,21 @b

2 Saglikli kontrol grubuna gore,

b Sham grubuna gore,

¢ OIR+CPT grubuna gore,

4 OIR+DCN grubuna gbre,

¢ OiR+Bevacizumab grubuna gore, anlamh farklilig1 gdstermektedir. (* = p<0,05)

Tiimor nekrozis faktdr-a pozitif immiin isaretlenme gosteren hiicreler; siddeti
ve yaygmhigina gore degerlendirildi ve histoskorlamasi ile analiz edildi. Tiim
gruplarda  TNF-o immiinreaktivitesi sirasiyla 0,02+0,02, 1,11+£0,36, 0,38+0,31,
0,37+0,13 ve 0,62+0,21 idi.

Grup A ile grup B karsilastirildiginda; grup B’de TNF-a immiinreaktivitesi
istatistiksel olarak anlamli artmis bulundu (p<0,001).

Grup A ile grup E karsilastirildiginda grup E’de TNF-o immiinreaktivitesi
istatistiksel olarak anlamli artmig bulundu (p=0,001).

Grup B ile grup C, D ve E karsilastirildiginda; grup C, D ve E’de TNF-a
immiinreaktivitesi istatistiksel olarak anlamli azalmis bulundu (p<0,01).

Grup C ile grup D karsilastirildiginda TNF-o immiinreaktivitesinde istatistiksel
olarak anlamli fark bulunmadi (p=1,000).

Grup C ile grup E karsilastirildiginda TNF-a immiinreaktivitesinde istatistiksel
anlamli fark bulunmad1 (p=0,359).

Grup D ile grup E Kkarsilagtinnldiginda TNF-a immiinreaktivitesinde
istatistiksel anlamli fark bulunmadi (p=0,304).

Grup A ile grup C karsilastirildiginda TNF-a immiinreaktivitesinde istatistiksel
olarak anlamli fark bulunmadi (p=0,063).

Grup A ile grup D Kkarsilagtirildiginda TNF-o immiinreaktivitesinde
istatistiksel olarak anlamli fark bulunmadi (p=0,080).
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Grup C ve D’de TNF-o immiinreaktivitesi azalmis olmakla birlikte, grup A ile
karsilastirildiginda aralarinda istatistiksel olarak anlamli fark bulunmamasi; CPT ve
DCN’nin TNF-a seviyelerini saglikli kontrol grubuna benzer seviyelere kadar inhibe

ettigini gostermektedir.
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Sekil 26. Tiim gruplarda TNF-a immiinreaktivitesi.
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Sekil 27. Grup A’ya (saghkh kontrol grubu) ait saglikli retina dokusunun TNF-a

immiinohistokimyasal boyanmasi; pozitif boyanma izlenmemektedir.
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Sekil 28. Grup B’ye (OIR) ait retina dokusunun TNF-a immiinohistokimyasal
boyanmasi.

Ganglion hiicre tabakasind TNF-o immiinreaktivitesi (siyah ok) ayirt edilmektedir.
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Sekil 29. Grup C’ye (OIR+CPT) ait retina dokusunun TNF-o immiinohistokimyasal

~he

boyanmast.
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Sekil 30. Grup D’ye (OIR+DCN) ait retina dokusunun TNF-a immiinohistokimyasal

boyanmasi.

- 4

Sekil 31. Grup E’ye (OIR+Bevacizumab) ait retina dokusunun TNF-a

immiinohistokimyasal boyanmasi.
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4. TARTISMA

Calismamizda OIR rat modelinde Sprague Dawley cinsi rat kullanarak ip
uygulanan CPT ve DCN’nin, retinal endotelyal hiicre proliferasyonuna, retinal
morfolojik yapiya ve VEGF ile TNF-a immiinreaktivitesine olan etkisini incelendik
ve daha Onceki ¢aligsmalarda etkinligi kanitlanmis olan bevacizumab uygulamasi ile
karsilastirdik. Saglikli kontrol grubu ile sham grubu kiyaslandiginda neovaskiiler
endotelyal hiicre analizi, VEGF ve TNF-a histoskorlar1 arasinda anlamli fark
bulunmasi; OIR modelimizin uygun bir sekilde olustugunu gostermektedir.

Prematiire retinopatisi  gelisiminde, avaskiiler retinadan salinan ve
neovaskiilarizasyonu uyaran vasoproliferatif maddeler sorumlu tutulmustur. Onceki
aragtirmalar, VEGF'in ROP'daki bu vazoproliferatif siiregte 6nemli bir rol oynadigini
gostermistir (4). Olusan VEGF biyoaktivasyonunun inhibisyonu, ROP tedavisinde
onemli bir hedef olmustur (236).

Bu hedefle ROP tedavisinde ilk girisim; VEGF iireten retina avaskiiler
alanlarinin  ablasyonu olmustur. ilk olarak 1980'lerde kriyoterapi kullanilmustir.
1990'lardan bu yana kriyoterapinin yerini alan ve zamanla daha yaygin hale gelen
LFK, altin standart tedavidir (237). Her ne kadar etkin ve sistemik olarak giivenilir
olsa da, laser tedavisinin; anterior segment iskemisi, katarakt ve gorme alan1 defekti
olusturmasi, fotokoagiilasyon sonucu retina gelisimini durdurmasi, miyopi gelisimi,
skatrisyel komplikasyonlara neden olmasi ve uygulamasindaki zorluklardan Gtiirii
oftalmologlar1 daha uygun baska tedaviler aramaya yoneltmistir (238).

Anti-VEGF ajanlarin oftalmolojiye girisi ile birlikte; diger bir tedavi secenegi
olarak ROP tedavisinde kullanilmas1 giindeme gelmistir. Bu amagla ilk kullanilan ajan
olan bevacizumab ile ilgili, LFK tedavisinden {istlinliiglinii vurgulayan literatiirde cok
sayida ¢aligma vardir (239, 240). ROP tedavisinde bu kadar yaygin kullanilmasina
ragmen, bevacizumabin okiiler kullanimi i¢cin FDA onay1 yoktur ve iiretim teknigi
oftalmolojide kullanima uygun degildir. Ranibizumab ile aflibercept ise FDA onayli
ajanlardir. Ancak bu ajanlardan hicbirinin ROP’da kullanim endikasyonu onay1
yoktur.

Food and Drug Administration onay1 olmasa da bevacizumab tedavisi uzun

stireden beri okiiler neovaskiilarizasyon tedavisinde kullanilmaktadir. Ancak noral
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gelisim asamasini heniliz tamamlayamamis olan yenidoganlarda ileri yaslarda
gelisebilecek sistemik sorunlarin uygulanan bevacizumab tedavisi ile iliskilendirilmesi
olasiligi medikolegal bir gercek olarak karsimiza cikmaktadir. Bu gercek ROP
tedavisinde IV tedavi endikasyonu koyacak olan oftalmologlar arasinda endise ve fikir
ayrilig1 yaratmaktadir.

Laser fotokoagiilasyon gibi periferik retinayr kalict hasara ugratmamasi
sebebiyle ROP tedavisinde IV wuygulanan bevacizumabin fizyolojik retinal
vaskiilarizasyonun tamamlanmasini engellemedigi diistiniilmiistiir (119, 241). Ancak
Tahija ve ark. (242), IV bevacizumab enjeksiyonundan ortalama 87,5 hafta sonra
RetCam fundus fluoresein anjiografi (FFA) yaptiklar1 20 gbzden 11’inde periferik
retinal vaskiilarizasyonun tamamlanmadigini, bunlardan 9’unda ise vaskiiler-
avaskiiler alan sinirinda floresein sizintist goriildiiglinii belirtmislerdir. Yapilan bu
calismalar medikolegal risklerine ragmen IV bevacizumab tedavisinin etkinligi
konusunda akillarda soru isareti birakmaktadir.

Ayrica yapilan ¢aligmalarda, IV anti-VEGF tedavisi uygulanan olgularda,
ilacin sistemik dolasima gegctigi gosterilmis olup, bu durumun dolasimdaki VEGF
diizeyinde diisiikliige neden olabilecegi ve ilacin potansiyel yan etkilere sebep
olabilecegi vurgulanmistir (243). Metastatik kolon ve renal hiicreli karsinomda
kullanilan bevacizumabin, hipertansiyon ve vaskiiler patolojiler dahil olmak iizere
bir¢ok ciddi etki ile iligkili oldugu bildirilmistir (244). Bununla birlikte, hem klinik
oncesi hem de klinik ¢alismalar VEGF-A'nin sadece vaskiilarizasyonda degil néronlar
ve epitel hiicrelerinde de kritik homeostatik ve trofik fonksiyonunu belgelemistir (245,
246). Sistemik dolasima gecen anti-VEGF ilag, noral gelisim asamasini heniiz
tamamlayamamis olan prematiire blinyede, potansiyel olumsuz etkiler olusabilecegi
kuskusu yaratmaktadir. Bu kusku VEGF’in trofik etkilerinin (akciger, bobrek
maturasyonu ve karaciger rejenerasyonu, kemiklerde kirik iyilesmesinde anjiogenetik
ve osteogenik etki, noromotor yapilarin gelisimindeki etkisi) inhibe edilmesinden
kaynaklanmaktadir (247). Ayrica; LFK tedavisi ve mevcut intraokiiler inflamasyon
kan-retina bariyerini bozdugu igin, IV bevacizumab tedavisi sonrasi sistemik
absorbsiyon oranlar1 da artmaktadir. Bununla birlikte ROP genellikle bilateral
seyreden bir hastalik oldugundan bevacizumab her iki goze uygulandiginda sistemik

VEGF blokaj riski ikiye katlanmaktadir.
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Sistemik yan etkileri konusunda yaygin tartigmalar bulunmasi arastirmacilari
sistemik riskleri en aza indirgemek i¢in en diisiik bevacizumab dozunu bulmaya
yonlendirmistir. Diisiik doz anti-VEGF ila¢ uygulama; intraokiiler toksisite, sistemik
absorbsiyon ve olabilecek yan etkiler agisindan avantajli olsa da, diisiik doz
uygulamanin yetersiz kalabilmesi, rekiirrens oraninin artmasi, ilag diliisyonunda
olabilecek yanligliklar ve kontaminasyon riskleri gibi dezavantajlart bulunmaktadir.
Yiiksek dozun sistemik yan etki riski, diisilk dozun rekiirrens riski nedenli ROP'da
uygulanacak anti-VEGF dozunun ayarlanmasi konusu oftalmologlar arasinda
tartigmalidir. Literatiirde bevacizumab ile tedavi edilmis ancak 2-3 yaslarinda
reaktivasyon bildirilmis olgular mevcuttur (248). Reaktivasyon riski nedenli ROP
nedeniyle anti-VEGF tedavi almis olan infantlarin periferik retinal vaskiilarizasyonlari
tamamlanana kadar yakin takiplerinin yapilmasi gerekmektedir. Bu uzun ve sik takip
stireleri hem aile agisindan hem de maliyet agisindan sorun yaratmaktadir. Ayrica
rekiirrens goriilmesi durumunda anti-VEGF ilacin tekrar uygulanmasi yiiksek ilag
maliyeti nedenli sorunlar yaratmaktadir.

Calismalarda IV anti-VEGF  enjeksiyonu sonrast  gelisen  okiiler
komplikasyonlar da bildirilmistir;

» Fibrovaskiiler kontraksiyonda artis sonucu (6zellikle evre-4a ve 4b’de

membran kontraksiyonu ile) traksionel RD’ye ilerleme (249, 250),

»  Koroid riiptiirii (251),

> Intraokiiler hemoraji, retinal hemoraji ve vaskiiler kiliflanma (252),

» Endoftalmi.

Bahsettigimiz bildirilen komplikasyonlarin ciddiyeti, ilacin sistemik ve okiiler
yan etkileri ile medikolegal riskleri diisliniildiiglinde, giiniimiizde kullanilan anti-
VEGEF ilaglarin hastaligin mevcut seyrinden daha az yikici olup olmayacagi sorusu
akillara gelmektedir. Ancak prematiire bebekler icin korlik riski tasiyan bu
retinopatinin seyrinde goriilen patolojik anjiogenezi; Onleyecek, durduracak veya
geciktirecek alternatif tedaviler gelistirmek acil ve &nemlidir. Iideal bir tedavi
protokoliinde; retinal alanlar korunmali, patolojik vazoproliferatif siire¢ dnlenmeli,
fizyolojik retinal vaskiilarizasyon bozulmamali, rekiirrensler goriilmemeli, yan etki

profili diisiik ve tedavinin maliyeti uygun olmalidir.
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Alternatif tedavi olarak doku hasarim1 en aza indirgeyerek, patolojik
neovaskiilarizasyonu engelleme amacina yonelik olarak vaskiiler endotel hiicre
izerine etkili anjiogenik maddeleri hedef alan ilaglar denenmektedir. Bunlardan en
onemlileri VEGF blokaj1 yapan ilaglardir.

Literatiirde, daha Once ¢esitli ¢alismalarda CPT’nin antianjiogenik 6zellikleri
oldugu in vitro ve in vivo olarak gosterilmistir, ancak patolojik okiiler
neovaskiilarizasyon modellerinde daha once hig ¢alisiimamastir.

Literatiirde daha c¢ok tiimdr hiicre kiiltiirii ¢alismalarinda gosterilen CPT’ nin
timor  anjiogenezini  baskilayict  etkisi; VEGF inhibisyonu sayesinde
gerceklesmektedir. Yapilan bir ¢alismada CPT’nin, osteosarkom hiicre kiiltiiriinde,
VEGF mRNA ve protein seviyeleri tlizerindeki etkisini degerlendirebilmek igin
kantitatif PCR analizi yapilmis ve CPT nin VEGF seviyesini doza bagl bir sekilde
azalttig1 ve anjiogenezi inhibe ettigi gosterilmistir (253). Zhang ve ark. (254)’nin
kolorektal kanser hiicre kiiltiiriinde yaptiklar1 c¢alismada CPT’nin PI3K, Akt,
rapamisinin memeli hedefi (mTOR) sinyal yolagim1 ve HIF-la nikleer
translokasyonunu inhibe ederek tiimor anjiogenezisini baskiladigi bdylece kolon
kanserinin biiylimesini ve invazyonunu inhibe ettigi gosterilmistir.

Calismamizda sham grubu ile OIR+CPT grubu karsilastirildiginda; OIR+CPT
grubunda neovaskiiler endotelyal hiicre analizinde endotelyal hiicre ¢ekirdegi
sayisinda istatistiksel olarak anlamli azalma goriildii. Ancak OIR+CPT grubu ile
OIR+bevacizumab grubu arasinda istatistiksel olarak anlamli fark yoktu. Bu sonuglar
degerlendirildiginde =~ CPT’nin neovaskiiler endotelyal hiicreler {izerindeki
antianjiogenik etkisinin bevacizumab ile benzer oldugu saptandi. Ek olarak sham
grubuna gore, OIR+CPT grubunda VEGF immiinreaktivitesinde istatistiksel olarak
anlamli azalma goriildii. Bu sonuglardan yola ¢ikarak CPT’nin antianjiogenik
etkisinin; literatiirdeki caligmalarin cogunda gosterildigi gibi (155, 255, 256), iskemik
retinadaki  VEGF'in transkripsiyonel aktivatori olan PI3K/Akt yolaginin
fosforilasyonunun inhibisyonu neticesinde, VEGF seviyelerini azaltmasindan
kaynaklanabilecegi  diisiiniildii. ~Bununla  birlikte ~OIR+CPT grubu ile
OIR+bevacizumab grubu kiyaslandiginda, iki grup arasinda VEGF immiinreaktivitesi
acisindan anlamli fark olmamasi; bize CPT ile bevacizumabin VEGF inhibisyonu

tizerindeki etkilerinin benzer oldugunu diisiindiirdii. Bu iki grup, grup A (saghkl
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kontrol grubu) ile karsilagtirildiginda aralarinda anlamli fark bulunmamasi ve grup
A’da VEGF immiinreaktivitesinin diisiik olmasi; CPT ve bevacizumabin VEGF’i
saglikli kontrol grubuna benzer seviyelere kadar inhibe ettigini gostermektedir.

Literatiir  incelendiginde CPT’nin  antianjiogenik  etkisi  haricinde
antiinflamatuar etkisi de goriilmiistiir. Yapilan bir calismada bobrekte olusturulan
iskemi reperfiizyon hasart modelinde CPT; MAPK ve NF-«xB sinyalinin
aktivasyonunu engelleyerek sagladig1 antiapoptotik ve antiinflamatuar etki sayesinde
renal iskemi reperfiizyon hasarinda koruyucu olarak rol oynamistir (257). Feng ve ark.
(258)’nin farelerde osteoartrit modelinde yaptigi ¢alismada ise CPT’ nin, NF-kB ve
MAPK aktivasyonunu baskilayarak IL-1p’in neden oldugu inflamasyonu baskiladigi
bildirilmistir. Kronik sinir hasarina bagli olusturulan noropatik agri1 rat modelinde,
PI3K/Akt sinyal yolagmin artmis fosforilasyonuna baglh tetiklenen; IL-6, IL-1 ve
TNF-a ekspresyonlarindaki artisgin oral CPT tedavisi ile baskilandigr ve
inflamasyonunun Onlendigi gosterilmistir (259). Astim modeli iizerinde yapilan
caligmalarda da CPT nin NF-«B sinyal hedefi lizerinden sagladig1 antiinflamatuar etki
sayesinde hava yolu inflamasyonunun baskilandig1 goriilmiistiir (260, 261). Ayrica
CPT, HUVEC'de NF-«B sinyal yolu ve ERK aktivasyonunun inhibe ederek; TNF-a
kaynakli serbest oksijen radikallerinin olusumunu doza bagimli bir sekilde inhibe
etmistir (262).

Ozetleyecek olursak; CPT nin antianjiogenik etkisinin literatiirdeki ¢aligmalar
1s181inda, basta PI3K/Akt yolagimin baskilanmasi olmak tizere; VEGF salinimini
etkileyen sinyal yolaklar1 araciligiyla, antiinflamatuar etkisinin ise NF-xB sinyal
yolunun baskilanmasi ile basta TNF-a olmak {izere; inflamatuar mediatorlerin
seviyesini azaltmasina bagl ortaya ¢iktigini diistinmekteyiz.

Mevcut ¢alismada TNF-o immiinreaktivitesi verilerine baktigimizda; saglikli
kontrol grubu ile OIR+CPT grubu kiyaslandiginda istatistiksel olarak anlamli fark elde
edilmedi, bununla birlikte sham grubu ile OIR+CPT grubu kiyaslandiginda OIR+CPT
grubunda, TNF-o immiinreaktivitesinde istatistiksel olarak anlamli azalma mevcuttu.
Elde edilen veriler CPT’nin, sham grubunda artmig olan TNF-a seviyelerini, saglikli
kontrol grubu ile karsilastirilabilir diizeyde baskiladigin1 gostermistir. Bu sonug bize
CPT nin terapétik etkisinin; yalnizca antianjiogenik 6zelliginden degil, ayn1 zamanda

antiinflamatuar etkisiyle de ilgili oldugunu diisiindiirdii.
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Calismamizda elde ettigimiz sonuglar CPT’nin ROP tedavisinde hem
antianjiogenik hem de antiinflamatuar etki mekanizmalar1 iizerinden ¢ift yonlii rol
oynadigini gostermistir.

In vivo bir ¢alismada, DCN’nin asir1 ekspresyonunun, endojen VEGF iiretimini
inhibe ederek, tiimor hiicrelerinde anjiogenezi baskiladigi gosterilince (263), bu ajanin
neovaskiilarizasyonla seyreden okiiler hastaliklarin tedavisinde de kullanilabilecegi
fikri dogmustur.

Lee ve ark. (264)’nin OIR rat modelinde yaptiklar ¢alismada, retinada PCR
analizi sonucu; basta VEGF, entactin, tiibiilin B5, fibrillin-1, spectrin B2 olmak iizere
10 adet gen ekspresyonunda artis, miyelinle iliskili oligodendrositik bazik protein, 1s1
sok proteini ve DCN gen ekspresyonlarinda ise azalma gosterilmistir. Farkli bir
calismada Park ve ark. (265) OIR rat modelinde, retinada GHT ve ILM’de azalmis
DCN seviyesinin, IV uygulanan triamsinolon tedavisi ile Onlenebilecegini
gostermislerdir. Bu iki calismadan yola ¢ikarak; triamsinolonun DCN seviyesini
arttirmasi ile OIR modeli olusturulan ratlarda iyilesme saglanmasi ve OIR modelinde
azalmis DCN gen seviyelerinin hastaligin progresyonunu arttirmast; OIR’de gériilen
patolojik RNV nin tedavisinde DCN’nin etkili olabilecegini diisiindiirmektedir.

Literatiir incelendiginde; DCN’nin bu etkiyi antianjiogenik etki mekanizmalar1
tizerinden gerceklestirebilecegini diisiindiirecek patolojik okiiler neovaskiilarizasyon
modelleri de dahil olmak iizere in vitro ve in vivo ¢alismalara rastlanmaktadir.

Bugiine kadar okiiler neovaskiiler hastaliklarin tedavisinde bircok
antianjiogenik ajan one siiriilmiistiir. Ancak bunlarin en 6nemli eksikligi, patogenezde
rol oynayan birden fazla anjiogenik faktérden sadece birini hedeflenmesidir. Yapilan
bir calismada, DCN’nin, VEGFR-2 i¢in antagonist bir ligand oldugu ve sadece hipoksi
ile indiiklenen endotel hiicrelerinde VEGF ekspresyonunu baskilamakla kalmayip ayni
zamanda VEGFR-2 reseptorleri iizerine spesifik antagonist etkisi ile de anjiogenezi
baskilayacagi disiiniilmiistiir (266). DCN’nin birden fazla mekanizma ile VEGF
reseptOrlerini baskilamasi; anjiogenezin yol actigi patolojik durumlarda, alternatif
tedavi stratejileri gelistirilmesi i¢in potansiyel bir temel saglar. Bu temelde DCN’nin
multikinaz bir inhibitér olmas1 yatmaktadir (267). Multikinaz inhibitorleri, coklu

biiylime faktorlerinin hiicresel etkisini 6nleyen yeni bir antianjiogenik tedavi sinifidir.
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Hipoksik RPE hiicrelerinde DCN asirt  ekspresyonunun; koroidal
neovaskiilarizasyon iizerine etkisini incelemek i¢in yaptiklari, in vitro ARPE-19 hiicre
kiltirii  caligmasinda, ¢oklu tirozin kinaz reseptdr inhibitérii olan DCN’nin
antianjiogenik etkinligi gosterilmistir (268). Ayni calismada DCN’nin bu etkiyi; Met
sinyal yolag1 aktivasyonunu baskilayarak, hipoksiye cevaben artmis olan Rac1 ve HIF-
la ekspresyonunu inhibe edip, VEGF seviyesini azaltarak yaptig1 gosterilmistir (268).
Her ne kadar koroidal NV'nin altinda yatan patogenez tam olarak agiklanmamis olsa
da; artan deneysel ve klinik ¢alismalar bu ¢ok faktorlii siirecin, VEGF haricinde
inflamatuar hiicreler ve sitokin aglar1 dahil olmak iizere ¢oklu molekiiller icerdigini
ortaya koymustur. Onceki calismalarda koroidal NV modelinde, birden fazla faktore
aynit anda miidahale eden molekiillerin, tekli hedef ajanlardan daha etkili oldugu
gosterilmistir  (269). Koroidal NV ve ROP’da goriilen RNV’nin benzer
mekanizmalarla olustugu diisiiniilerek; ROP tedavisinde anjiogenez asamasinda farkli
sinyal yollarin1 bloke eden c¢oklu tirozin kinaz inhibitérii olan DCN’nin etkili
olabilecegi 6n goriildii.

Nitekim bulgularimiz DCN’nin neovaskiiler endotelyal hiicreler lizerinde
antianjiogenik etkiye sahip oldugunu gostermektedir. Caligmamizda sham grubu ile
OIR+DCN grubu karsilastirildiginda; OIR+DCN grubunda neovaskiiler endotelyal
hiicre analizinde endotelyal hiicre ¢ekirdegi sayisinda istatistiksel olarak anlamli
azalma goriildii. Ancak OIR+DCN grubu ile OiR+bevacizumab grubu arasinda
istatistiksel olarak anlamli fark bulunmadi. Bu sonuglar degerlendirildiginde DCN’nin
neovaskiiler endotelyal hiicreler iizerindeki antianjiogenik etkisinin bevacizumab ile
benzer oldugu diisiiniildii. Ek olarak sham grubuna gore, OIR+DCN grubunda VEGF
immiinreaktivitesi istatistiksel olarak anlamli azaldig1 goriildii. Bu sonuglardan yola
¢ikarak DCN’nin antianjiogenik etkisinin; birden fazla mekanizma tlizerinden VEGF
reseptorlerini  baskilamasindan kaynaklanabilecegi diisiiniildii. Bununla birlikte
OIR+DCN grubu ile OIR+bevacizumab grubu kiyaslandiginda, iki grup arasinda
VEGF immiinreaktivitesi ac¢isindan anlamli fark olmamasi; DCN ile bevacizumabin
VEGF inhibisyonu ve RNV iizerindeki etkilerinin karsilastirilabilir oldugunu
diistindiirdi.

Decorinin oftalmoloji literatiiriinde yer alan caligmalarda antiinflamatuar,

antioksidan ve antifibrotik etkilerinden de bahsedilmektedir. Yapilan bir ¢alismada
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yiikksek glukoz ve hipoksiye maruz birakilan ARPE-19 hiicrelerindeki kan-retina
bariyer fonksiyonundaki bozulmanin, p38 MAPK aktivasyonunun baskilanmasini
saglayan DCN ile 6nlendigi gosterilmistir (270). Bu sayede DCN; diyabetik makdiler
O0demi ve vaskiiler gecirgenlik artisin1 azalttig1 ve dis retinal bariyerdeki bozulmay1
onemli Ol¢lide engelledigi igin yeni bir terapotik strateji olanagi sunmaktadir Ayni
zamanda p38 MAPK; proinflamatuar sitokinler, biiylime faktorleri ve reaktif oksijen
radikalleri gibi ¢esitli hiicresel proteinler ve sitokinler tarafindan aktive edilen baslica
MAPK yollarindan biridir (271). Yapilan bir ¢alismada, DCN ¢ekirdek proteininin,
p38 MAPK yolu ile iligkili olan TLR gibi reseptdrlerin aktivasyonunu inhibe ederek
inflamasyonu baskilayabileceginden bahsedilmektedir (272).

Literatiirde OIR fare modelinde TGF-B1 ve Smad-4 ekspresyonunun arttig1
gosterilmistir (273). Calismalarda uygulanan DCN’nin, TGF-fB ligandina baglanip
inaktif hale getirmesiyle; TGF-/Smad yolagindaki sinyal iletimini bozarak, fibrozisi
ve ECM proteinlerinin iiretimini azalttigi one siirilmektedir (210). Bu o6zelligi
sayesinde ROP’un ileri evrelerinde goriilen fibrovaskiiler siiregte terapotik etkinliginin
olabilecegini, ancak bu konunun yapilacak daha fazla in vivo aragtirmayi hak ettigini
diisiinmekteyiz.

Zhang ve ark. (274) koroidal NV olusumunu takiben meydana gelen retinadaki
yilksek VEGF ve TNF-a seviyelerinin, TGF-B/Smad sinyal yolunun aktivasyonu
sonucu meydana geldigini gostermislerdir. Son zamanlarda IL-1 ve IL-6, TNF-a ve
TGF-B gibi baz1 inflamatuar sitokinlerin koroidal NV iizerinde bir etkisi oldugunu
gosteren kanitlar artmaktadir (202, 274). TGF-B'nin NV {izerindeki muhtemel etkisi;
RPE tarafindan asir1t VEGF ekspresyonunu uyarmasinin yani sira TNF-a birikimini
uyarmasi ile de agiklanmaktadir. Wang ve ark. (275), laser ile indiiklenmis koroidal
NV fare modelinde, uygulanan DCN tedavisinin; Smad2-3 fosforilasyonu sonucu
artan VEGF ve TNF-a protein ekspresyonunu inhibe ederek antianjiogenik etkisini
gostermislerdir. Calismada IV olarak verilen DCN’nin, TGF-B/Smad sinyal yolag
tizerinden VEGF inhibisyonu yoluyla NV gelisimini baskiladig1 gosterilmis olup ayni
mekanizma ile TNF-a seviyelerini de baskilamasi bize DCN’nin ROP’da meydana
gelen inflamasyonu da baskilayabilecegini diistindiirmiistiir.

Ayrica OIR hayvan modellerinde, TNF-a inhibitérlerinin  fizyolojik

anjiogenezisi diizelttigi ve anormal vaskiilarizasyonu azalttig1 da gosterilmistir (276).
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Kociok ve ark. (277), TNF-a reseptorlerinden olan; TNF-Rp55°in yok edildigi; (TNF-
Rp55-/-) transgenik OIR modeli olusturulan farelerde yaptiklar1 bir ¢alismada hem
anormal vaskiilarizasyonda hem de VEGF ekspresyonunda azalma tespit etmislerdir.
Boylece TNF-a’nin proanjiogenik oldugunu ve VEGEF’i, TNF-Rp55’¢ bagh bir
yolakta eksprese ettigini saptamislardir. Farkli bir ¢alismada TNF-a’nin, ‘makrofaj
migrasyon inhibitdr faktdr’ salinimini regiile ederken; VEGF, FGF ve TGF tiretimini
de arttirarak neovaskiilarizasyonu arttirdigi bildirilmistir (278). Yani DCN; tirozin
kinaz reseptorlerinin inhibisyonuyla VEGF seviyelerini baskiladigi gibi, TNF-a
inhibitorii  ozelligi ile de hem inflamasyonu hem de VEGF seviyelerini
baskilamaktadir. Boylece DCN hem VEGF iizerinden hem de inflamasyonla iliskili
anjiogenez lizerinden ¢ift etki ederek antianjiogenik rol oynamaktadir.

Calismamiz sonucunda elde ettigimiz bulgular, bahsettigimiz daha 6nce
yapilmis c¢alismalar1 destekler niteliktedir. Elde ettigimiz TNF-a immiinreaktivitesi
verilerine bakildiginda; saglikli kontrol grubu ile OIR+DCN grubu kiyaslandiginda
istatistiksel olarak anlamli fark elde edilemedi, bununla birlikte sham grubu ile
OIR+DCN grubu kiyaslandiginda OIR+DCN grubunda, TNF-o immiinreaktivitesinde
istatistiksel olarak anlamli azalma mevcuttu. Elde edilen veriler DCN’nin, sham
grubunda artmis olan TNF-a seviyelerini, saglikli kontrol grubu ile karsilastirilabilir
diizeyde baskiladigini gostermistir. Bu sonu¢ DCN’nin mevcut ¢calismadaki terapotik
etkisinin yalnizca antianjiogenik 6zelliginden degil, ayn1 zamanda antiinflamatuar
etkisiyle de ilgili oldugunu diistindiirdi.

Cryptotanshinone ve DCN’nin ip olarak uygulanmasi ¢alismamizin eksikligini
olusturmaktadir. Ancak iimit verici sonuglar elde etmis olmamiz nedeniyle daha
sonraki deneysel galismalarda IV uygulama yapilarak bu sonuglar desteklenmelidir.
Ayrica OIR modelinde uyguladigimiz ilaglarin ultrastriiktiire] ~incelemede
mitokondriler {izerine koruyucu etkileri olup olmadigi ve TUNEL c¢alismasinda
apoptozisi azaltip azaltmadig ileriye yonelik yapilacak ¢aligsmalarla tespit edilebilir.

Caligmamizda retinal morfolojik analizde uyguladigimiz ajanlarin hiicresel
bazda toksik etkisinin olmadig: tespit edilmistir. Ek olarak; CPT veya DCN’nin
yaptiklart VEGF inhibisyonunun devam eden fizyolojik retinal vaskiiler gelisimi
olumsuz etkileyip/etkilemedigi, serum VEGF seviyelerini ne yonde etkiledigi ve

sistemik yan etkileri ileri ¢aligmalarla aragtirilmalidir.
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Calismamiz OIR modeli olusturulmus ratlarda CPT veya DCN tedavisinin
etkinliginin arastirildigi ilk deneysel ¢alisma niteligindedir. Literatiirde heniiz yeterli
sayida okiiler veya intravitreal CPT veya DCN uygulamasi ile in vivo ve/veya in vitro
caligmalar mevcut degildir. Calismamizda uyguladigimiz ip ilag dozlarin1 daha 6nceki
farkli deneysel calismalarda kullanildig: gibi (bkz. 2.2.) uyguladik. Ancak ratlarda
OIR modelinde IV uygulanacak etkin doz ve yan etki profili analizi igin; prospektif
farmakokinetige yonelik ¢alismalar ile dozlarin incelenmesi gerekmektedir.

Prematiire retinopatisinde yaygin olarak kullanilan LFK ve intravitreal
bevacizumab tedavisinin sinirl etki ve nadirde olsa goriilen yan etkileri nedenli; CPT
veya DCN’nin ROP tedavisinde geleneksel yontemlere alternatif bir antianjiogenik ve
antiinflamatuar tedavi olanagi saglayabilecegini diisiinmekteyiz.

Yenidogan bakimindaki gelismelere paralel olarak GY ve DA ¢ok daha diisiik
prematiire bebeklerin yasama sanslarinin artmast ROP’un daha sik bir sorun olarak
karsimiza ¢ikmasina neden olmaktadir. Gérme kaybinin baglica nedenlerinden olan
RNV’da yeni tedavi yontemlerini arastirmak ve bebeklerin gelisimsel siirecine katkida
bulunup, yasam kalitesini artirmak amacli yaptigimiz ¢alismada CPT veya DCN’nin
etkilerinin, bevacizumaba benzer oldugunu gordiik; bu sonug bize CPT veya DCN’in

ROP’un tedavisinde yeni bir terapotik ajan olabilecegini diistindiirmektedir.
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