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RETINA PIGMENT EPITELI HUCRE KULTURUNE ANTi-VEGF
ILACLARIN ETKISi

OZET

Amag: Retina pigment epiteli (RPE) hiicre kiiltliriine Anti-VEGF ilaglarin etkisini

degerlendirmek.

Gere¢ ve Yontem: Yeni Zelanda beyaz tavsanlarindan eniikleasyon yontemi ile elde
edilen gozlerden izole edilen retina pigment epitel hiicrelerinden olusturulan hiicre
kiiltiirlerine aflibercept (0,5 mg/ml), bevacizumab (0,3125) ve ranibizumab (0,125
mg/ml) dozlarinda uygulandi. 72 saat sonunda kontrol grubunda ve ila¢ uygulamasi
yapilan kiiltiirlerde canlilik, apopitozis, proliferasyon ve senesense olan etkileri

degerlendirildi.

Bulgular: Aflibercept uygulanan kiiltiirde hem kontrol grubuna goére hem de
bevacizumab ve ranibizumab uygulanan gruba goére apopitoziste azalma ve canlilikta
artis oldugu goriilmektedir ve istatistiksel olarak anlamlidir (p<0.05). Bevacizumab ve
ranibizumab uygulanan grupta ise kontrol grubu ile karsilastirildiginda apopitoziste artis
ve canlilikta azalma oldugu goriilmektedir ve istatistiksel olarak anlamlidir (p<0.05).
Proliferasyon ve senesens iizerine etkileri degerlendirildiginde anti-VEGF ilag

uygulanan gruplar ile kontrol grubu arasinda herhangi bir fark saptanmamistir (p>0.05).

Sonu¢: Anti-VEGF ilaglarin proliferasyon ve senesens iizerine herhangi bir etkisi
gozlenmedi. Afliberceptin apopitozisi azaltarak muhtemelen buna sekonder canlilig
artirdig1, ranibizumab ve bevacizumabin ise tam tersine apoptozisi artirarak canlilig
azalttig1 gozlenmistir. Literatiirde simdiye kadar anti-VEGF ilaglarin senesense olan
etkilerini degerlendiren bir calisma bulunmamaktadir. Bizim ¢alismamiz bu yonde hem

yol gosterici olup hem de yeni calismalarla desteklenmelidir.

Anahtar Kelimeler: Anti-VEGF, Hiicre kiiltiirii, Retina pigment epiteli



THE EFFECT OF ANTI-VEGF DRUGS ON RETINAL PIGMENT
EPITHELIAL CELL CULTURE

ABSTRACT

Aim: To evaluate the effects of anti-VEGF drugs on retinal pigment epithelium (RPE)

cell culture.

Material and Methods: Aflibercept (0.5 mg/ml), bevacizumab (0,3125 mg/ml) and
ranibizumab (0.125 mg/ml) were applied to the RPE cell cultures which were isolated
from the enucleated eyes of New Zealand white rabbits. The effects on viability,
apoptosis, proliferation, and senesence of the cells were evaluated in the control and
drug applied cultures at the end of 72 hours.

Results: There was a statistically significant increase in the viability and decrease in the
apoptosis of the cells in aflibercept applied culture when compared to the control,
bevacizumab and ranibizumab groups (p <0.05). There was a statistically significant
increase in apoptosis and decrease in viability in the bevacizumab and ranibizumab-
treated groups compared with the control group (p <0.05). There was not a difference
between groups when we evaluate the effects on cell proliferation and senescence (p>
0.05).

Conclusion: Our study showed that anti-VEGF drugs had no effects on senescence and
proliferation of RPE cells. Aflibercept was found to decrease the apoptosis and increase
the viability of the cells. In contrast, ranibizumab and bevacizumab was observed to
increase the apoptosis and reduce the viability of RPE cells. In the literature, there are
no studies evaluating the effects of anti-VEGF drugs on senesence. We believe that our

study will guide future studies in this respect.

Keywords: Anti-VEGF, cell culture, retinal pigment epithelial



1. GIRIS VE AMAC

Okiiler anjiyogenetik hastaliklarin etyopatogenezinde vaskiiler endotelyal biiyiime
faktoriiniin (VEGF) Onemi anlasildiktan sonra antianjiojenik ilaglar (anti-VEGF),
diyabetik makiila 6demi (DMO), eksiidatif yasa bagli makiila dejenerasyonu (YBMD)
ve retina ven tikanikliginin (RVT) primer tedavisinde yaygin bir sekilde kullanilmaya
baslanmistir. Bu grupta okuler kullanima uygun olan ilaglar pegaptanib, bevacizumab
ve ranibizumab olarak gosterilmektedir (1). Son zamanlarda 6zellikle tekrarlayan anti-
VEGF ajanlara ragmen sebat eden makiila ddeminde kullanilan aflibercept de bu

gruptaki ilaclardan biridir.

VEGF, diyabetik retinopatideki neovaskiilarizasyondan primer sorumlu tutulan
proanjiyogenetik bir sitokindir (2). Koriokapiller damar fenestrasyonunu saglayarak
retina pigment epiteline (RPE) ve fotoreseptorlere yeterli kan akimimin olusmasini
saglamaktadir. VEGF wvaskiiler gecirgenligi arttirma fonksiyonun yani sira mitojenik,
kemotaktik, proenflamatuar ve ndéroprotektif bir faktor olarak da bilinmektedir. VEGF,
embriyolojik gelisimde retinal vaskiilarizasyonun tamamlanmasi ve enflamasyon gibi
durumlarda fizyolojik anjiyogenezisi saglar. Diyabetik retinopati, neovaskiiler yasa
bagli makiila dejenerasyonu ve kardiyovaskiilopati gibi okiiler iskemiye neden olan
durumlarda  patolojik  anjiyogenezisin  gelismesinde  rol  oynamaktadir.
Neovaskiilarizasyon retinal iskemiye cevap olarak saliman VEGF tarafindan stimule

edilmektedir.

VEGF’in, vitreoretinal hastaliklarda neovaskiilarizasyon ve vaskiiler gegirgenligin

artmasina bagli makula 6demi gelisiminden sorumlu en onemli anjiyojenik faktor



oldugu gosterilmistir (3). Son yillarda makula 6demini azaltmak ve gérme diizeyini
tyilestirmek icin sizintt ve vaskiiler gecirgenlik artisini  Onlemeye yonelik
antienflamatuar ve antianjiojenik tedavi stratejisi kullanilmaktadir. ilk defa 2005 yilinda
neovaskiiler ve eksiidatif retina hastaliklarinda kullanilan intravitreal anti-VEGF ajan
bevacizumabdir (Avastin®, Genentech, Roche, Basle, Switzerland). Bu ajan VEGF’in
direkt agonisti olan rekombinant humanize monoklonal bir antikordur (4).
Bevacizumabin klinik kullanimi daha sonra tiim diinyada yayginlasmistir (5). Sonradan
gelistirilmis olan diger bir ajan ise ranibizumabdir (Lucentis®). Monoklonal antikor
fragmani olan ranibizumab, baslangicta sadece eksiidatif YBMD’de kullanimina onay
verilmekte iken, daha sonra DMO ve RVT ye bagl makiila 6demi tedavisi i¢in de onay
almistir. Ranibizumab gii¢lii bir antienflamatuar ve antianjiojenik ilag olmasi, kan-retina
bariyerinin rejenerasyonunu saglamasi ve VEGF iretimini azaltmasindan dolay1

intravitreal enjeksiyon seklinde uygulanmaya baglanmaistir.

Son zamanlarda 6zellikle tekrarlayan anti-VEGF ajanlara ragmen sebat eden makula
6deminde kullanilmaya baslanan bir bagka anti-VEGF ajan ise afliberceptdir (EYLEA®
2mg/0.05 ml, Regeneron Pharmaceuticals, New York, USA). Aflibercept VEGF’lere
baglanir ve VEGFR-1-VEGFR-2 etkinlesmesini bloke eder.

Anti-VEGF’lerin intravitreal enjeksiyonu ile VEGF’in inhibisyonu saglanarak makiila
odemi ve neovaskiilarizasyon azaltilmakta, bu sayede hastaligin stabilizasyonu

saglanarak mevcut gorme yeteneginin korunmasi amaglanmaktadir.

VEGF, vaskiilogenezis ve anjiogenezisde 6nemli bir gorev istlenmektedir (6). Gozde
normal retinal gelisim i¢in gereklidir. Ayn1 zamanda RPE ve fotoreseptorlere yeterli kan
akiminin saglanmasi koriokapiller damar fenetrasyonunun saglanmasinda kritik rol

oynamaktadir (7).

VEGF, endotel hiicrelerinin kritik durumlarda yagsamasini saglar. VEGF in-vitro olarak
antiapopitotik proteinleri (Bcl-2, x1Ap, survivin) indiikler. In-vitro ¢alismalar VEGF’in
fotoreseptor diferansiyasyonunda rol oynadigini ve fotoreseptor sagligi icin gerekli
oldugunu diisiindiirmektedir. Invitro modelde VEGF’in postnatal rat fotoreseptdrlerini
ve rodopsin proteinini %300 artirdig1 gosterilmistir. YBMD patogenezinde fotoreseptor
dejenerasyonu, DR’de néronal iskemi yer aldigina gore VEGF inhibitorleri uzun siirede

bu prosesi hizlandirabilir mi sorusu cevaplanmay1 beklemektedir. Retinal hiicrelerde



regiiler hiicre sikliisiinde VEGF’in apoptozisi bozarak nasil etkidigi bilinmemektedir.
RPE’den oto-parakrin saliniminin artmasi koryokapiler perflizyonu azaltir. RPE’den
mitojenik stimiilasyonla bazal sekresyonunun trofik veya protektif etkisi tam olarak
bilinmemektedir. VEGF izoformlariin inhibisyonu iskemik retinada apoptotik etkiyi
artirabilir mi ve eger dyle ise bu durum ne kadar siire etkilidir, tek bir inhibisyon veya
tekrarlanan dozlarda etkinin ne oldugu heniiz bilinmemektedir. Sitoprotektif etkisi ile
ilgili calismalar devam etmektedir (8-14). Literatiirde simdiye kadar anti-VEGF
ajanlarin retina hiicreleri iizerinde, 6zellikle de RPE hiicreleri iizerinde senesansa olan

etkisiyle ilgili herhangi bir caligmaya rastlanmamaktadir.

Bu c¢alisma intravitreal anti-VEGF’lerin (bevacizumab, ranibizumab ve aflibercept)
retina pigment epiteli hiicre kiiltiirii izerindeki proliferasyon, apopitozis, hiicre canliligi

ve senesense olan etkilerini hiicre kiiltiirli diizeyinde degerlendirmeyi amaclamaktadir.



2.GENEL BIiLGIiLER

2.1. Retinanin Anatomi ve Histolojisi
2.1.1. Retinanin Katmanlari

Goziin en i¢ tabakasinda yer alan fotoreseptor ozelligi ile optik enerjiyi algilayan ve
beyne optik sinir yoluyla ileten retina, optik sinir basindan ora serrataya dek uzanan bir
yapichr. I¢ tarafta vitreus Kkorteksi ile dis tarafta da Bruch membram aracihigla
koryokapillaris tabakasiyla ve koroidle komsudur. Cok katli norosensoryel tabakalardan
ve tek sira heksagonal hiicrelerden olusan retina pigment epitel ( RPE ) tabakasindan
olusmustur. Norosensoryel tabaka onde ora serrata diizeyinde pigmentsiz silier cisim
hiicreleriyle, RPE tabakas: ise pigmentli silier epiteline gecis yaparak sonlanmaktadir.

Histolojik ozelliklere dayanarak retina 10 katmandan olusmustur ( Sekil2.1).
1. Internal limitan membran (ILM )

2. Sinir lifi tabakas1

3. Ganglion hiicre tabakas1

4. I¢ pleksiform tabaka

5. I¢ niikleer tabaka

6. D1s pleksiform tabaka



7. D1s niikleer tabaka

8. Eksternal limitan membran (ELM)

9.Fotoreseptor tabaka ( rodlar ve konlar )

10. Retina pigment epitel tabakasi

Photerocoprers

Sekil 2.1. Retinanin histolojik kesiti

Bruch Membram: Bruch membrani RPE ile koryokapiller dokuyu birbirinden
ayirmaktadir. iki tabaka halinde kollajen lifler iceren Bruch membranimin bu iki
tabakasimin arasinda elastin lifler mevcuttur. Ic ve dis simirlarini ise RPE’nin ve

koryokapillarisin bazal laminalar1 olusturur.



Retina Pigment Epiteli: Retina pigment epiteli tek katli heksagonal hiicrelerden olusur.
Retina pigment epitelinde hiicreler aras1 zonula adherens ve zonula okludens denilen
siki baglantilar sayesinde dis kan-retina bariyeri olusur. Retina yiizeyindeki
mikrovilluslar sayesinde, fotoreseptor hiicrelerin pigment igeren 1siga duyarli dis
segmentlerini sararlar ve atilan dis segment pargalarin1 fagositoz yoluyla temizlerler
(15). RPE’nin gorevleri arasinda icerdikleri melanin granilleri sayesinde 1sik
sagilmalarini absorbe etmek, fotoreseptor dis segmentindeki vitamin A metabolizmasina
katilmak, interfotoreseptor matriks igerigini muhafaza etmek, konlarin dis segmentini
saran kiliflarla metabolik aligveris ve koryokapillaristen gelecek olan maddelerin
retinaya aktif transport yoluyla secici olarak iletilmesi sayilabilir. Retina genelinde
ortalama olarak 45 fotoreseptére 1 RPE hiicresi diismektedir (15). RPE’de bulunan tek
pigment melanin degildir. Fotoreseptor tabakanin dis segmentlerinden dokiilen lipid
bazli materyallerin tam olarak lizozomal sindirime ugramamis hali oldugu distinilen
lipofuksin graniilleri yasla beraber artmaktadir. En yiiksek lipofuksin konsantrasyonu
makiilada bulunur. Lipofuksin pigmentinin RPE hiicresinde artmasinin, makiila

dejenerasyonunda rol oynadig: da disiiniilmektedir (16).

Interfotoreseptor matriks: Interfotoreseptor matriks retina ve RPE hiicreleri arasinda
bulunur. i¢ kisimda Miiller hiicreleri apikal uzantilar: ve fotoreseptorlerin ic segmentleri
arasinda bulunan intermedyer baglantilardan ( zonula adherens ) olusan eksternal
limitan membranla, dis kisimda ise RPE hiicrelerinin zonula okludenslerince
olusturulan dis retina kan bariyerince simirlandirilmaktadir. Interfotoreseptér matriks
yapisi gesitli protein ve enzimler icermektedir. Bunlardan en 6nemlisi Interfotoreseptor
Retinoid Baglayici1 Proteindir (IRBP ). IRBP’ nin RPE hiicresi ile fotoreseptorler
arasinda vitamin A tiirevlerinin transportunu sagladigi gosterilmistir (17) . Matrix
icerisinde glukozaminoglikanlardan ( GAG ) ve glukoproteinlerden olusan rod ve
konlarin dis segmentlerini saran rod ve konlar igin farkli olmak iizere matriks kiliflar:
oldugu bulunmustur. Bu kiliflarin ~ fotoreseptorleri  birbirinden izole ettigi

disiinilmektedir.

Fotoreseptor Tabakasi: Fotoreseptor hiicreleri goziin kiric1 ortami tarafindan
yonlendirilen goriintliyii noral sinyallere ¢evirerek gorme olayini baslatan 6zellesmis

hiicrelerdir. Retinada koniler ve basiller olmak iizere iki tip fotoreseptor hiicresi vardir.



Basiller karanlikta, koniler aydinlikta islev yaparlar. Foveada hi¢ basil bulunmazken
koniler en yiiksek konsantrasyona sahiptir. Insan koni pigmentleri 419 nm (mavi), 531
nm (yesil), 558 nm (kirmizi) olmak iizere 151k spektrumunun ii¢ bolgesindeki fotonlar
maksimum olarak absorbe ederler. Koniler 1sikta renk ayirimi, aydinlikta gorme ve
keskin gormeden sorumludur. Koniler horizontal ve bipolar hiicrelerle oldugu kadar
diger basiller ve konilerle de sinaps yaparlar. Konilerin toplam sayis1 yaklasik 6,5
milyondur. Basil hiicreleri foveoladan 0,5 mm uzaklikta ortaya cikarlar. 5-6 mm
uzaklik, en yogun olduklar1 bolgedir. Konilerin sayisinda merkezden periferiye dogru
hizli bir diisiis gozlenir. Basiller konilerden daha dar ve uzun yapidadirlar. Periferik
retinada basillerin ¢ap1 25 mikrondur. Basiller alacakaranlikta ve karanlikta gérmeden
sorumludurlar. Bir basilde ortalama 6.000- 10.000 disk bulunur. Basil iki horizontal
hiicre dendriti ile bir ya da daha ¢ok bipolar hiicre dendriti ile sinaps yapmaya
uyumludur. Retinada toplam basil sayis1 yaklagik 120 milyondur. Koni ve basil
hiicrelerinin dig segmentleri mukopolisakkarid bir ortiiyle kaplidir ve pigment epiteli ile

temas halindedir.

Dis Limitans Zari: Fotoreseptdrlerin i¢ segmentleriyle Miiller destek hiicrelerinin dig
uzantilarinin aralarindaki bagdan olusmustur. Gergek bir membran degildir. Koni ve
basillerin dis ve i¢ segmentlerinin arasindan gecer. Periferik retinada bu membran ora

serrata pigment epiteli ile birlesir.

Dis Niikleer Tabaka: Fotoreseptorlerin ¢ekirdek ve sitoplazmalarmin bulundugu

bolgedir.

Dis Pleksiform Tabaka: Birinci noron fotoreseptorler ile bipolar ve horizontal
hiicrelerin arasindaki sinapslarin bulundugu bolgedir. Normal retinada kalinhigi 2
mikron olmasina karsilik, fovea g¢ukurlugunun kenarinda clivusta 50 mikronu bulur.
Foveada konilerin Oniinii serbest birakmak i¢in kenarlara gekilerek Henle katini

olustururlar.

I¢ Niikleer Tabaka: Ikinci ndron bipolar hiicreleri, baglant1 hiicreleri, amakrin ve
yatay hiicreler ile destek hiicreleri Miiller hiicrelerinin g¢ekirdeklerinin bulundugu

bolgedir.



I¢ Pleksiform Tabaka: Foveolada bulunmayan i¢ pleksiform kat ikinci noron
bipolarlar ile tiglincli néron gangliyonlar ve amakrin hiicreleri arasindaki sinapslarin

bulundugu bolgedir.

Gangliyon Hiicre Tabakasi: Uciincii noron olan gangliyon hiicreleri katidir. I¢
pleksiform kat gibi foveolada bulunmaz. Gangliyonlar, bipolarlar gibi iki gesittirler.
Merkezdekiler kiigiiktiir ve dendritleri konilerle sinaps yapan bir bipolar hiicreyle sinaps

yapar. Periferdekiler daha biiyiiktiirler ve birkag bipolarla sinaps yaparlar.

Sinir Lifi Tabakasi: Korpus genikulatum lateralede sonlanan 1,2 milyon dolayindaki
gangliyon hiicresi aksonlari, sinir lifleri katin1 olusturur. Burada ayrica retina arter ve
venleri, astrositler, mikrogliyal hiicreler ile oligodendrositler de vardir. Retina
beslenmesinde rolii olan astrosit, mikrogliya ve oligodendrositler retinanin arter, ven ve

kapillerleri ¢evresinde kiimelenmislerdir.

I¢ Limitans Zari: Retinanin en i¢ kat1 olan i¢ limitans zar1, retinay1 vitreustan ayirir.
Vitreus ile temas halinde olan i¢ yiiziiniin diizgiin olmasina karsilik, dis yiizii Miiller
hiicrelerinin uglarindan &tiirii piirtiikliidiir. Yazarlarin bir kismina gore gergek bir zardir.

Digerlerine gore de Miiller hiicrelerinin uglar1 tarafindan olusturulmustur.
2.1.2. Retinanin Kan Dolasimi

Goziin arteriyel beslenmesi internal karotid arterin ilk dali olan oftalmik arter tarafindan
saglanir. Oftalmik arterden ¢ikan retina santral arteri, retinanin i¢ 2/3’lindeki tabakalari
besler. Retinanin dis 1/3’i ise (retina pigment epiteli, fotoreseptorler) koroidden
difiizyonla beslenir. Oftalmik arterin santral retina arterinden sonraki dallar1 olan kisa ve
uzun arka siliyer arterler optik sinir etrafindan globa girerler. Posterior koriokapillaris
kisa arka siliyer arterlerden, anterior koriokapillaris ise uzun arka siliyer arterlerden ve

On siliyer arterlerden beslenir.

Retinanin vendz drenaji santral retina veniyle saglanir. Optik sinirden ¢ikan vendz
drenaj direkt olarak kaverndz siniise ulasir. Koroidin vendz drenaji ise vorteks venleri

ile iist ve alt oftalmik venler araciligiyla kaverndz siniiste sonlanir.



1-Arterler

Retinanin noroserebral kati santral retinal arterden ve var oldugunda, siliyoretinal

arterden beslenir.

a) Santral Retinal Arter:

Oftalmik arterin dal1 olan santral retinal arter, papilladan 1 cm uzaklikta optik sinir i¢ine
girer. Papilla merkezinde ilk once alt ve {ist, sonra da temporal ve nazal dallara ayrilarak
retinaya yayilir. Retina ylizeyinde sinir lifleri ve i¢ limitans zar1 katinda seyreder. Retina
santral arteri dallanmalar1 ikiye ayrilma seklinde olur. Periferiye dogru arterler, arteriyol

ve kapillerlere doniistirler.

b) Siliyoretinal arter:

Koroidden gelen, papilla ¢evresindeki Zinn arter ¢gemberinden kaynaklanir. Papilla
temporal kenarindan ¢ikarak makiila bolgesini sular. Fluoresein anjiografisinde, retina
arterlerinden Once, koroid ile beraber boyanir. Siliyoretinal arter, olgularin ancak %6-

20’sinde bulunur.

2- Venler

Ora serratada venler, arterlere gore daha perifere kadar giderler. Ekvatordan itibaren
arterlerle birlikte seyrederler ve papillada toplanarak santral retinal veni olustururlar.
Arter ve venler sik sik caprazlagirlar. Santral retinal ven, oftalmik vene, sonra da
kavernoz siniise dokiiliir. Venlerin cap1 arterlere gére daha genistir. Normalde arter

¢apinin ven ¢apina orani 2/3’ tiir.

3- Kapillerler

Retina arteriyolleri ile veniilleri arasinda kapillerler bulunur. Koriyokapillerlerin
duvarlarinda genis pencerelenmeler bulunmasina ve gecirgen olmalarina karsilik, retina
kapillerlerinin duvarlar1 sizdirmazdir. Retina pigment epiteli dis, retina kapillerleri de i¢

kan retina bariyerini olustururlar. Kapillerlerin bazal zariin iginde, birbirlerine zonula



okludenslerle sikica yapisik endotel hiicreleri, duvarlarinda da, kasilmalarini saglayan

cizgisiz kas lifleri, perisitler vardir.

Normalde perisit/endotel hiicresi oran1 1/1° dir. Retina kapillerleri yiizeyel ve derin

olmak tizere iki ag seklindedirler.
a) Yiizeyel kapillerler

Retinanin sinir lifleri katindadirlar.
b) Derin kapillerler

I¢ niikleer ve dis pleksiform katlarin birlesme yerindedirler. Derin kapillerler, yiizeyel
kapillerlerden kaynaklanirlar ve onlara, dikine gelen kapillerlerle baghdirlar. Dis
pleksiform kat, retina kapillerleriyle beslenen bolge ile koroidden beslenen Kkatlar

arasindadir.

4- Lenfatik Damarlar

Retinada lenfatik damar yoktur (18-23).
2.2.VEGF

VEGF 40 kDa agirliginda endotelyal hiicre biiylimesi, neovaskiilarizasyon ve damar
gecirgenligini arttiran potent bir dimerik glikoproteindir. VEGF anjiyojenezin en 6nemli
merkezi mediatorii olarak tanimlanmistir ve anjiyojenezde anahtar bir rol oynamaktadir.
VEGF geni 8 ekzon ve 7 introndan olusmaktadir (24,25). Gen 14kb’lik kodlama
bolgesini kapsamis olup 6. kromozom (6p21.3) tizerinde bulunur (26). VEGF gen ailesi
VEGF-A, B, C, D, E, F ve plasental biiyiime faktorii olmak tizere toplam 7 alt gruptan
olugsmaktadir (27). Anjiyojenezde en giligli iliskisi olan VEGF-A, anti-VEGF
tedavisinin hedefidir (28). VEGF-A’nin igerdigi aminoasit sayilarina gore adlandirilan
VEGF 121, VEGF 145, VEGF 148, VEGF 162, VEGF 165, VEGF 165b, VEGF 183,
VEGF 189, VEGF 206 olmak iizere 9 izoformu bulunmaktadir (29,30). Insan géziinde
giiclii patolojik formu VEGF 165°dir (31).
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VEGF damar gecirgenliginde artis saglayan, anjiojenik, mitojenik, noroprotektif,
kemotaktik bir faktordiir. VEGF biyolojik aktivitesini temel olarak ii¢ reseptorii ile
gerceklestirir. Tirozin kinaz yapisinda olan bu reseptorleri VEGFR 1 (flt-1), VEGFR 2
(flk-1/KDR) ve VEGFR 3 (flt-4) olarak siralanabilir. Bunlardan VEGFR 1 ve VEGFR 2
endotel hiicreleri tizerinde iken VEGFR 3 lenf damarlari {izerinde bulunmaktadir (32).
VEGEF reseptorlerinin aktivasyonu; fosfolipaz-C, fosfoinositol-3 kinaz proteinleri gibi
bir dizi hiicre i¢i sinyal iletim proteinlerini fosforile ederek endotel hiicrelerinin

proliferasyon, migrasyon ve diferansiyasyonunu saglar.
2.2.1. VEGPF’in Géz Uzerine Etkileri

Retinada, VEGF’in ana kaynagi RPE, miiller hiicreleri, ganglion hiicreleri ve
perisitlerdir (30). Hipoksik ya da iskemik durumlar anjiojenezisin baslica
aktivatorleridir (33). VEGF-A gen ekspresyonunda ana diizenleyici, hipoksinin
indiikledigi faktor-1’dir (HIF-1) (34,35). Diger biiyiime faktorleri (epidermal biiyiime
faktorii, transforme edici biiylime faktorii o ve B, keratinosit biiyiime faktort, instiliin
benzeri biliylime faktorii, fibroblast biliylime faktorii, trombosit kaynakli biiylime
faktorii), hipofiz hormonlari, nitrik oksit, inflamatuar sitokinler (Interlokin-1o (IL-1 a),
IL-1B, IL-6, IL-8) ve onkojenik mutasyonlarla da VEGF ekspresyonu diizenlenir
(30,33,36).

RPE’den salgilanan VEGF, RPE ve Kkoriyokapillaris arasinda parakrin sinyal
olusturarak endoteliyal fenestrasyonu saglar. RPE’den VEGF-A salgis1i engellenen
farelerde koriyokapillaris gelisiminde bozukluk gosterilmistir  (37). RPE’nin
koriyokapillarisle komsu olan taban kismindaki VEGF salgis1 fotoreseptorlerle komsu
olan tepe kismina gore 2-7 kat daha fazladir. Bu farklilik hipoksik durumlarda daha da
artar (38). Ileri glikasyon son iiriinleri, reaktif oksijen ara iiriinleri ve hipoksi, RPE’den

VEGF salinimini arttiran giiglii uyaricilardir (33).

VEGF’in normal retinadaki kesin rolii tam olarak anlagilamamistir (2). G6zde asir
VEGEF inhibisyonunun VEGF’in bilinmeyen fonksiyonlarini engelleyerek (6rn; endotel

hiicre devamliligi i¢in fizyolojik diizey) yan etki olusturup olusturmadig
bilinmemektedir (39).
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Neovaskiiler okiiler hastaliklarda VEGF’in roliinii gosteren ¢ok sayida calisma vardir.
Proliferatif diyabetik retinopati ve neovaskiiler glokom gibi neovaskiiler hastaliklarda
hem vitreusta hem de hiimor akézde yiiksek seviyede VEGF saptanmustir (40). Hayvan
caligmalarinda VEGF’in iris, koroid ve retina neovaskiilarizasyonlart gelisimi igin
gerekli oldugu gosterilmistir (41,42). Maymunlarda vitreus i¢ine VEGF enjeksiyonu ile

retina ve iris neovaskiilarizasyonlari olusturulmustur (43).

Insanlarda  YBMD’nin erken donemlerinde RPE’de artmis VEGF ekspresyonu
gosterilmis ve koroid neovaskiilarizasyonu gelisiminde rol oynadigi ifade edilmistir
(44). Ayrica YBMD’lu hastalardan cerrahi olarak ¢ikarilan koroid neovaskiilarizasyonu
dokularinda yiiksek oranda VEGF-A ekspresyonu saptanmustir (45). Koroid
neovaskiilarizasyonlu hastalarin  vitreuslarinda yliksek konsantrasyonda VEGF
saptanmistir (46). VEGF 121 ve VEGF 165 cerrahi olarak ¢ikarilan koroid

neovaskiilarizasyonu dokularinda gosterilmistir (47).
2.3. Antianjiyojenik Ajanlar

Anjiyojenezin en Onemli uyaran1 olan VEGF patolojik anjiyojenez ve embriyonik
vaskiilojenezde rol oynamaktadir. Esas patolojik formu VEGF 165°dir. Ilk olarak 1994
yilinda proliferatif diyabetik retinopatili insan gozlerinde akodz ve vitreus VEGF
seviyelerinde artis oldugu saptanmistir (48,49). VEGF kan-retina bariyerinin
bozulmasma, damar gecirgenligi arttirarak retina Odemine, endotel hiicre
proliferasyonuna ve neovaskiilarizasyon olusumuna yol a¢gmaktadir (50-52). Retina
pigment hiicreleri, perisitler, endotel hiicreleri, miiller hiicreleri ve astrositler gibi bir¢ok
retina hiicresi VEGF sentezler. Deneysel ¢aligsmalarda hipoksiye bagli retinal iskeminin
VEGF sentezini arttirdigi bulunmustur (53,54). Hipoksi varliginda VEGF’in m-RNA
sentezi 30 katina ¢ikar. Hipoksiye bagli stimiilasyon sonucunda ortaya ¢ikan VEGF
artmig damar gecirgenligine ve neovaskiilarizasyona neden olur. Retinal/subretinal
neovaskiilarizasyon,  diyabetik  retinopati,  retinal ven  tikanikligi,  iris
neovaskiilarizasyonu, retina dekolmani, prematiire retinopatisi, yasa bagli makula

dejenerasyonu olan gozlerde asirt VEGF-A salinimi izlenmistir (46,50,51).
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2.3.1. Bevacizumab (Avastin)

Bevacizumab (Avastin; Genentech, South San Francisco, CA) subat 2004°‘de FDA
tarafindan metastatik kolorektal kanserlerin tedavisi i¢in onaylanan, tam uzunlukta
monoklonal antikordur. Son zamanlarda YBMD‘de ruhsat dis1 (off-label) intravitreal ve
intravenoz kullanimu tariflenmistir (6). Bevacizumab VEGF‘ye spesifik olarak baglanan
ve VEGF-A‘nin tim izoformlarin1 nétralize eden rekombinant insan monoklonal
antikorudur. Klinik olarak kullanima giren ilk antianjiyogeniktir. Bevacizumab, fare
epitoplarinin insanlara uygulanmasi ile fareden VEGF’ye kars1 elde edilmis ve insan
bagisiklik sistemine uygun hale getirilmistir. Aminoasit diziliminin % 93l insan ve %
7¢si fare kokenlidir. Uretildigi ajanla ayni biyokimyasal ve farmakolojik ozelliklere

sahiptir, ancak daha az immiin cevaba sebep olur ve daha uzun émiirlidiir.

Bevacizumab, VEGF‘nin endotel hiicreleri iizerindeki reseptorlerine baglanmasina
engel olarak endotel hiicrelerinin proliferasyonuna sebep olan reseptor dimerizasyonunu
ve buna bagl olarak transfosforilasyon yolu ile aktivasyonunu ve hiicre i¢i aktivasyonu
engellemektedir. Uzerinde iki adet antijen baglanma bélgesi (Fab ve Fc) bulunur.
Molekiil agirligi 140 kDa‘dur. Bevacizumabin bu biiylik molekiil agirligi nedeni ile
antikorun antijen baglayan kisminin pepsin ayirma yontemi ile ayrilmasi sonucu elde
edilen monoklonal antikorun antijen baglayan pargasinin gesitli islemlerden gegirilmesi
ile ranibizumab elde edilmistir (6,55,56). Bevacizumabin g6z dokularindaki dagilimi ve
farmakokinetigi ile ilgili ¢aligmalar Rhesus maymunlarinda bevacizumab ve
bevacizumabin Fab fragmani kullanilarak degerlendirilmistir. Fab fragmaninin vitreusta
yar1 omrii 3.2 giin, bevacizumabin tamami kullanildiginda ise yar1 émrii 5.6 giin olarak
belirlenmistir. Yine ayni caligmada Fab fragmaninin subretinal alana 1 haftada
ulagabildigi ve ortalama 1 hafta kalabildigi gosterilmistir. Yarilanma émriiniin uzunlugu
bevacizumabin daha diisiik dozlarda etkili olmasini saglayabilir. Biiyiik molekiil
agirligina ragmen antikorun tamaminin intravitreal kullanimi sirasinda sistemik
dolasimda antikor ¢ok kiiciik miktarlarda saptanabilirken, sadece Fab kismi
uygulandiginda sistemik dolasima gegmedigi gosterilmistir. GOz i¢ine verilen antikorun
yikilmamasi sebebi ile antikorun biyolojik aktivitesi goz igindeki konsantrasyonuna
baglhdir. Yapilan bagka bir caligmada tek bir bevacizumab enjeksiyonu ile ortalama 27-
38 giinliik biyolojik bir etki elde edilebilecegi vurgulanmistir. Tiim bu 6zellikleri goz
online alindiginda klinik uygulamalarda bevacizumabin 1.25 mg dozunun yeterli
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olabilecegi diislinlilmiis ve bu da bir¢ok klinik ¢alisma ile desteklenmistir. Tekrar
enjeksiyonun siiresinin ise ilacin biyolojik aktivitesi g6z Oniine alinarak 4-5 hafta

oldugu bildirilmistir (57).
2.3.2. Ranibizumab

Ranibizumab (Lucentis, Novartis Pharma AG, Basel, Isvicre and Genentech, San
Francisco, California, ABD) VEGF‘e baglanan, rekombinant teknolojisi ile iiretilmis
insanlastirilmis  antikordur (Fab). Pegaptanibten farkli olarak, VEGF-A’nin tim
izoformlarma baglanarak biyolojik aktiviteyi sonlandirir. Minimal klasik ve gizli
lezyonlarda Anti-VEGF antikoru Ranibizumab’in Neovaskiiler YBMD*de kullanilmasi
isimli ¢alisma (Minimal classic/Occult Trial of the Anti-VEGF Antibody Ranibizumab
in the Treatment of Neovascular AMD) (MARINA) randomize, ¢ift korlii, sham tedavi
kontrollii, minimal klasik veya gizli YBMD‘ye ikincil KNV‘lerde intravitreal
ranibizumabin iki degisik dozunun ve sham tedavinin 24 ay boyunca 4 haftada bir
uygulanarak denendigi bir caligmadir. MARINA c¢alismasinda, 12 ayin sonunda,
ranibizumab tedavisi alan hastalarin % 95‘inde gérme kazanci veya stabilizasyonu
olmasina karsin, tedavi almayan grupta bu oranin % 62 oldugu goriildii. Daha 6nemlisi,
sham tedavi grubu ile karsilastirildiginda, ranibizumab tedavisi alan grubun % 40‘inda >
15 harf kazang vardi (58). YBMD‘de Baskin Klasik Koroidal Neovaskiiler Membranin
Anti-VEGF Antikoru ile Tedavisi caligmasit (Treatment of Predominantly Classic
Choroidal Neovascularization in AMD) (ANCHOR) randomize, ¢ift kor ve sham tedavi
kontrolliidiir. YBMD‘ye sekonder gelisen baskin klasik KNV‘de ranibizumab
enjeksiyonu + sham verteporfirin ile fotodinamik tedavi (FDT) ile sham enjeksiyon +
verteporfin ile FDT tedavisinin karsilagtirildigi ¢alismadir. Caligma sonuglarina gore, 12
ayin sonunda gormede korunma veya artig (15 harften daha az kayip) oranlari,
ranibizumab tedavisi alan grupta % 95, FDT yapilmis grupta ise % 64 oraninda
bulundu. Ikinci yilin sonunda 15 harften az kayip yasayan hastalarin orani ranibizumab
tedavi grubunda % 90, FDT grubunda ise % 65.7°di. 24. ayin sonunda, ortalama gérme
artis1 11 harfti ve % 41 hastada 3 sira ve tlizeri gorme artis1 vardi. % 80 hastada ise
gorme korunmus veya artmisti. Ranibizumab, Temmuz 2006‘da FDA tarafindan
onaylandi (59). MARINA ve ANCHOR c¢aligmalari aylik ranibizumab tedavi
sonuglarin1 degerlendirdi. PIER ¢aligmasi ise YBMD‘ye ikincil gelisen subfoveal
KNV lerin 3 ay boyunca aylik ranibizumab tedavisi sonrasi, li¢ ayda bir yapilan
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enjeksiyonlarin etkinligini ve giivenilirligini arastirdi. 12 aym sonunda baslangi¢ gérme
keskinliginden ortalama degisim sham, 0.3 ve 0.5 mg ranibizumab gruplarinda sirasi ile,
-16.3, -1.6 ve -0.2 harfti (p<0.0001). MARINA ve ANCHOR c¢alisma sonuglar1 gibi,
baslangi¢ goérme keskinliklerine gore artis ilk 3 ayda tespit edildi, ancak tedavinin
etkinligi 3 aylik enjeksiyonlara gecildiginde azaldi (58,59). Intraokiiler ranibizumab ile
tedavi edilen hastalarda OKT goriintiillenmesi‘ (Prospective Optical coherence
tomography imaging of patients with Neovascular AMD Treated with intraocular
ranibizumab Study) (PrONTO) isimli ¢alismada ise, Rosenfeld ve arkadaslar1 0.5 mg
ranibizumab1 3 ay boyunca aylik olarak uygulamistir. 3 aydan sonra yapilan aylik
vizitlerde, eger gorme kaybi 5 harf ve iizeri ise, OKT‘de tespit edilen sivi varsa,
OKT‘de santral makiila kalinliginda 100 um‘den fazla bir artis varsa, yeni baglayan
klasik KNV varsa, yeni makiiler kanama varsa, ranibizumab enjeksiyonu sonras1 1.ayda
hala makiila kalinliginda azalma yoksa enjeksiyon tekrarlanmigtir. Calismaya dabhil
edilen 40 hastada, OKT yol gostericiligindeki tedavi ile gérme artisinda ortalama 9.3
harf (p<0.001) ve OKT‘de santral retinal kalinlikta 178 pm azalma (p<0.001)
saglanmistir. Bahsedilen gorme keskinligi ve OKT sonuglarina 12 ayin sonunda
ortalama 5.6 enjeksiyon ile ulasilmistir. Sividan arindirilmis makiila elde edildikten

sonra enjeksiyon yapilmadan gegirilen siire 4.5 ay olarak tespit edilmistir (60).
2.3.3. Aflibercept-VEGF Trap

Aflibercept (EYLEA® 2mg/0.05 ml, Regeneron Pharmaceuticals, New York, USA)
VEGF’lere baglanir ve VEGFR-1-VEGFR-2 etkinlesmesini bloke eder. Afliberceptin
etkinligini gostermek icin yapilan calismalardan biri VIEW (VEGF Trap-Eye:
Investigation of Efficacy and Safety in Wet AMD) calismasidir. VIEW calismasi faz 3
randomize c¢ift kor bir calisma olarak diizenlenmis ve ranibizumab 0.5mg/ay ve
aflibercebt aylik ve iki ayda bir dozlar1 (0.5-2mg) karsilastirilmistir. Bir yillik izlem
sonrasinda gorme keskinligini stabillesmesinde gruplar arasinda fark saptanmamis
ancak gorme keskinligi artiginda aflibercebtin 2mg/ay uygulaniminin; ranibizumaba 0.5

mg/ay ve diger aflibercebt uygulanimlarina gore daha etkin oldugu goriilmiistiir (61).
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2.3.4.Pegaptanib Na

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

reseptorlerine baglanmasini engeller.

Ilag 6 hafta ara ile intravitreal olarak uygulanir. Okiiler neovaskiilarizasyonda VEGF
inhibisyon c¢alismasi (VEGF Inhibition Study in Ocular Neovascularization) (VISION),
prospektif, randomize, ¢ift korli ve kontrollii faz 3 ¢alismasidir. Subfoveal KNV ‘si olan
YBMD hastalarina, 48 hafta boyunca 6 haftada 1 pegaptanib ve sham enjeksiyonlar
uygulanmistir. Bir yilin sonunda tedavi alan grupta < 3 sira kayba % 70 hastada, > 6 sira
kayba % 10 hastada rastlanirken, sham grubunda bu oranlar sirasi ile % 55 ve % 22
olarak bulunmustur. Bir yilin sonunda > 3 sira gérme kazanci, tedavi alan grupta % 6,
sham grubunda ise % 2 olarak tespit edilmistir. Ila¢ giivenli bulunmustur, ancak 12
hastada endoftalmi gelismistir (1,3 risk/hasta/yil). 2004 yilinda FDA ilact YBMD
tedavisi i¢in uygun bulmustur. Tedavi altindaki hastalarda gorme diisiisii yagsanmasi ve
daha etkili yeni anti-anjiyogenik ilaglarin piyasaya siiriilmesi ile pegaptanib kullanimi

azalmistir (62).

2.4. Anti-VEGF Ajanlarin Kullanildig1 Goz Patolojileri
2.4.1.Koroidal neovaskiilarizasyon

Koroidal neovaskiilarizasyonun etyolojisinde bir¢ok neden vardir. Bunlar;
Yas tip YBMD

Retinal anjiomat6z proliferasyon

Patolojik myopi

Angioid streak

Erigkin vitelliform distrofi
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Uveit

Toxoplazmozis

Multifokal koroiditis

Koroidal osteoma

Idiyopatik olarak listelenebilir.
2.4.2. Diabetik Retinopati

Uzamis hiperglisemi sonrasinda PKC aktivasyonu sonrasinda VEGF sentezi hizlanir.
Artmis VEGF angiogenezis sonrasinda proliferasyon ve makiiler 6deme yol agar.(42)
Bundan dolay1 anti VEGF ajanlarin PDRP ve DMO de kullanilmasinin olumlu sonuglar
verecegi diisiiniilmiistir. PDRP ve DMO tedavisinde standart tedavi olarak
fotokoagulasyon tedavisi uygulanmaktadir. Ancak direncli DMO ve ileri ddsnem PDRP

de vitrektomi oncesi anti VEGF ajanlarin kullanim1 avantaj saglayabilmektedir (63,64).
2.4.3. Retinal Vaskiiler Tikanikhiklari

Retinal vaskiiler tikanikliklar sonrasinda VEGF seviyesi ylikselir ve makiiler 6deme
neden olabilir. Anti-VEGF ajanlarin retinal vaskiiler tikaniklarda kullaniminin olumlu
sonuglar verdigi kanitlanmistir (72). Retinal damar tikanikliginda bevacuzimab ve
ranibizumabin etkinligininin degerlendirildigi Singer ve ark.larinin yaptigr ¢aligmada
ranibizumabin kisa donemde makular kalinligi daha etkin bigimde azalttig1 tespit
edilmistir (66). Eyliil 2012 tarihinde Aflibercept SRVO’ya sekonder makula 6deminin
tedavisinde FDA onay1 almustir (67).

2.4.4. Neovaskiiler Glokom

Neovaskiiler glokom retinal iskemi sonrasinda agida neovaskiilarizasyon sonucu aginin
kapanmasi ile meydana gelebilmektedir. Bu tablo diabetik retinopati, vaskiiler
tikanikliklar, orak hiicreli anami, okiiler iskemik sendrom, eski retina dekolmani gibi
retinal iskemiye neden olan patolojiler sonrasinda olusabilmektedir. Neovaskiiler

glokomun standart tedavisinde PRP yapilarak retinal iskemiyi azaltmak veya cerrahi
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ve/veya medikal tedavi ile goz i¢i basinci diizenlemek vardir. Bazi ¢alismalarda VEGF
diizeyinin akéz humor ve vitreusta arttigi gosterilmistir.(68) Anti VEGF ajanlarla
kombine PRP tedavisi NVG regresyonunu hizlandirabilmektedir (69).

2.4.5. Prematiir Retinopatisi (ROP)

ROP periferal retinanin inkomplet vaskiilarizasyonu sonrast retinal neovaskiilarizasyona
neden olabilen yenidogan hastaligidir. ROP igin risk faktorleri prematiirite, diistik
dogum agirligr ve oksijen tedavisine maruz kalmaktir. Yapilan ¢alismalarda yiiksek
oksijen konsantrasyonunun vaskiiler formasyonu bozdugu ve hipoksiye neden olarak
VEGF seviyesini yiikselttigi goriilmistiir.(70) ROP tedavisinde 6zellikle grade 3 ROP
tedavisinde fotokoagiilasyonla kombine veya tek basina 6nemli etkiye sahip oldu ve

grade 4-5 ROP ta vitrektomi dncesinde 6nemli yere sahip oldugu gosterilmistir (71).
2.5. Anti-VEGF ila¢larin Yan Etkileri
2.5.1. Kardiyovaskiiler Sistem

Intraokiiler anti-VEGF enjeksiyonu sonrasi ani kan basinci degisiklikleri olabilir.
Intravitreal enjeksiyon &ncesi ve sonrasi 24 saatlik kan basmci takibi yapildiginda
sadece gece goriilen tansiyon diistikliiglinde (nokturnal dipping) azalma gézlendigi goze

carpmaktadir (72).

Aterosklerotik kalp hastaliginda kompanzasyon mekanizmasi olarak kollateral damar
olusumunda VEGF rol oynamaktadir. Anti-VEGF ilaglar tedavi etkinliginde hiicresel
diizeyde endotelyal disfonksiyona yol a¢maktadir. Dolayis1 ile miyokart enfarktiisii
acisindan predispoze hastalarda anti-VEGF ilaglarin 6nemli derecede yan etki olusturup
olusturmayacagi merak konusudur. Ranibizumab ¢alismalarinda 6liim orani kontrol
grubundan farkli bulunmamustir. ileri yas olgularda kullanimin kardiyovaskiiler
hastalig1 provoke etmedigi diisiiniilmektedir. Bununla birlikte uzun siireli kullaniminda

nasil yan etkilere yol agacagi bilinmemektedir (73,74).
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2.5.2. Pihtilagsma-Kanama Riski

Intravendz avastin kullaniminda tromboembolik risk %1.9°dan %4.4’e ¢ikmaktadir. Faz
1 avastin c¢alismalarinda vendz tromboz sikliginda artis bildirilmistir. Invitro
caligmalarda farkli VEGF inhibitorleri pihtilasma parametrelerinde degisiklige yol
acmaktadir. Endotel hiicrelerinin rejenerasyon ve turnoveri azaltildiginda subepitelyal
matriks agiga c¢ikar. Boylelikle vonwillebrand faktor (VWF) gibi trombojenik faktorler
salinir. Avastin tedavisinde de serum F8 ve VWF diizeyinde artis saptanmustir.
Intraokiiler anti-VEGF uygulamalarinda (Macugen, Lucentis, Avastin) retinal
damarlarda tromboz riski gozlenmemistir. Sistemik avastin tedavisinde gastrointestinal
kanama veya perforasyon olabilecegi bildirilmistir. Vitre hemorajilerinde de intravitreal
Avastin enjeksiyonu ile herhangi bir sistemik yan etki gézlenmeden olumlu sonuglarin

alindig1 olgu sunumlari bildirilmistir.

Etki mekanizmasi ve klinik ¢aligmalardaki yan etkilerinden yola ¢ikilarak gebelik ve
cocukluk, akut intraokiiler enfeksiyon, akut miyokart enfarktiisii, anjina pektoris,
hipertansif kriz, bobrek yetmezligi, aktif glomeriilonefrit, ve bilinen alerji durumlarinda
kesin olarak; kontrolsiiz hipertansiyon, norodejeneratif hastaliklar ve respiratuar
yetmezlik durumlarinda ise relatif olarak Avastin uygulanmamasi 6nerilmektedir (5,75-

87).
2.5.3. Nefrotoksisite

Bobrek gelisimi esnasinda VEGF inhibisyonu glomertiler endotel bozukluga yol acar ve
bu durum bdbrek yetmezligi sonucu 6liime neden olabilir. Eriskinlerde glomeriiler
filtrasyona etkisi gozlenmemistir. Klinik ¢alismalarda onarim mekanizmalar1 ve rezerv
kapasitesinin bozulduguna dair bilgiler verilmektedir. Bazi calismalara gore VEGF
inhibisyonunda klinik proteiniiri olabilmektedir. Maymunlarda yapilan sistemik
Avastinin giivenlik calismalarinda 6nemli degisiklikler bildirilmemistir. Ancak bazi
kanser hastalarinda glomeriiler degisiklikler gdzlenmistir. Proteiniiriye ragmen
toksisitenin nadir oldugu disiiniilmektedir. Anti-VEGF ilaclarin bobrek yetmezligi
durumundaki etkileri tam c¢alisiimamistir. Klirensin azaldigi durumlarda serum

pegaptanib konstrasyonunun yiikselebilecegi bilinmektedir (88-93).
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2.5.4. immiin Sistem

VEGF kemotaktik ve monositlere migrator etkilidir. Anti-VEGF tedavi ile
makrofajlarin inhibisyonu s6z Konusu olabilir. Ayrica, VEGF B-hiicre indiiksiyonu ve
T-lenfositlerine kemotaktik etki gdsterir. Bu etkiler VEGF inhibit6rii ilaglarin romatoid
artrit gibi kronik enflamatuar hastaliklarda faydali olabilecegini gosterebilir. Antijen
prezente eden dendritik hiicrelerin gelisim ve olgunlasmast VEGF ile bozuldugundan
VEGF inhibitorlerinin spesifik immiin cevabi artirmasi s6z konusu olabilir. VEGF
hematopoezde oOncii hiicrelerin salimim ve olgunlagmasinda etkilidir. Graniilosit ve
makrofajlarin koloni olusturmasinda biiylime faktorleri de yer alsa da bu durum esas
olarak otokrin regiilasyonla iligkili oldugundan VEGF inhibisyonundan etkilenmesi
beklenmemektedir (94-99).

2.5.5. Immiin Yamt indiiksiyonu

Avastin ile hiicresel yikim veya kompleman aktivasyonu goézlenmemistir. Avastin
VEGEF reseptoriine direkt olarak baglandigindan bevacizumab-VEGF kompleksi hiicre
membranina baglanamaz ve hiicresel Fc-prezentasyonu olmaz. Bu nedenle hiicresel
immiin reaksiyon riskinin olmadig1 diistiniiliir. Avastine kars1 yiiksek titrede antikor
olusumu olas1 goriinmemektedir. Lucentisin immiinolojik potansiyeli fragmentasyonu
nedeniyle daha da azdir. Ancak sinomolgus maymununda antikor olugmustur ve
hastalarin da %1-6’sinda ranibizumaba kars1 antikor saptanmistir. Klinik 6nemi
bilinmemekle birlikte yliksek seviyede immiinoreaktivite saptanan bazi hastalarda iritis

ve vitritis gozlenmistir. (8,9,100).
2.5.6. Anti-Apopitozis

Vaskiiler endotelial biiytime faktorii endotel hiicrelerinin kritik durumlarda yasamasini
saglar. VEGF in-vitro olarak antiapopitotik proteinleri (Bcl-2, x1Ap, survivin) indiikler.
In-vitro calismalar VEGF’in fotoreseptor diferansiyasyonunda rol oynadigmi ve
fotoreseptdr saglhigi icin gerekli oldugunu diisiindiirmektedir. Invitro modelde VEGF’in
postnatal rat fotoreseptorlerini ve rodopsin proteinini %300 artirdigi gosterilmistir.
YBMD patogenezinde fotoreseptor dejenerasyonu, DR’de ndronal iskemi yer aldigina

gore VEGF inhibitorleri uzun siirede bu prosesi hizlandirabilir mi sorusu cevaplanmay1
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beklemektedir. Retinal hiicrelerde regiiler hiicre sikliisinde VEGF’in apopitozisi
bozarak nasil etkidigi bilinmemektedir. RPE’den oto-parakrin salininminin artmasi
koryokapiler perfiizyonu azaltir. RPE’den mitojenik stimiilasyonla bazal sekresyonunun
trofik veya protektif etkisi tam olarak bilinmemektedir. VEGF izoformlarinin
inhibisyonu iskemik retinada apoptotik etkiyi artirabilir mi ve eger 6yle ise bu durum ne
kadar siire etkilidir, tek bir inhibisyon veya tekrarlanan dozlarda etkinin ne oldugu

heniiz bilinmemektedir. Sitoprotektif etkisi ile ilgili calismalar devam etmektedir (8-14).
2.5.7. Okiiler Yan Etki

Lokal tolerans her ii¢ anti-VEGF ajan i¢in de iyidir. Anti-VEGF ajanlar ile normal
retinal veya koroidal damarlara hasar gézlenmemistir. Arteriovendz transit zamaninda
gecikme, koroidal perfiizyon anormalligi (hipoperfiizyon) veya arterioler ve kapiller

okliizyon bildirilmemistir (101).
2.5.8. On Kamara Reaksiyonu

On kamera reaksiyonu, enjeksiyona veya ilacin hazirlanisina bagl olabilir. Anti-VEGF
ilag calismalarinda {iveit acisindan kontrol grubuna gore anlamli fark bulunmustur.
Pegaptanib grubunda %14.3 iken kontrol grubunda %5.7 ve ranibizumab grubunda
%12.4 iken kontrol grubunda %3.5 bulunmustur. Bevacizumab sonrasi da 6n kamera
reaksiyonu bildirilmistir. Laser flare-metre ile enflamatuar aktivite olgiildiigiinde

intravitreal bevacizumab sonrasi tindalin azaldigi gosterilmistir.(77-82,86,100-101)
2.5.9. Goz ici basing yiikselmesi:

Enjeksiyon veya ilaca bagli GIB yiikselmesi nadirdir. Intravitreal Macugen 0.3mg/90ul
sonrasi ortalama GIB’m 16 mmHg’den 21 mmHg’ye ¢iktign bildirilmistir. Goz ici
basing yiikselmeleri ilk yarim saat ile 2 saat arasinda izlenmektedir. Kisa siireli diizelme
voliim etkisi oldugunu gdsterebilir. Lucentis 0.3 mg/50ul intravitreal enjeksiyon sonrasi
2 olguda yiiksek GIB bildirilmistir. Bevacizumab (1.25 mg/50 ul) ile de anlamli GIB
yiikselmesi bildirilmemistir. Intravitreal bevacizumab sonras: 12. haftaya kadar GIB’nin
monitdrize edildigi bir ¢alismada hemen enjeksiyon sonrasi 2 hastada yiikselme disinda
1,3,6 ve 24. saatlerde; 2,6 ve 12. haftalarda anlamli GIB yiikselmesi kaydedilmemistir.
(102,103)

21



3. GEREC VE YONTEM

Bu calisma, Erciyes Universitesi (ERU) Goz Hastaliklar1 Anabilim Dali Bagkanligi’nca,
tipta uzmanlik egitimi bitirme tezi olarak tek merkezli invitro kosullarda hiicre kiiltiirleri
tizerinde Anti-VEGF ilaglarin klinik dozlarda retina pigment epiteli hiicre kiiltiirleri
tizerine olan etkilerini arastirma amaciyla planlanip deneysel aragtirma projesi olarak
hazirlanmistir. Projemiz, ERU Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu’nun 14.01.2015
tarih ve 01 sayili oturumunda amag, yontem ve yaklasim bakimindan etik ilkelere uygun
bulunarak onaylanmistir. Ayrica projemiz gerek bilimsel destek gerekse biitce destegi
agisindan degerlendirilmek {izere ERU Bilimsel Arastirma Projeleri Koordinasyon
Birimi’'ne sunulmustur. Birim’in 08.07.2015 tarth ve 2015/12 sayili oturumunda

incelenmesi sonucunda, TTU-2015-5996 proje kodu ile kabul edilmistir.

Aragtirmada kullanilacak hiicre kiiltiirlerini olusturmak i¢in gerekli olan tavsan RPE
hiicreleri, ERU Deneysel Arastirmalar Uygulama ve Arastirma Merkezi’nde cesitli

nedenlerle sakrifiye edilen tavsan gozlerinden elde edilmistir.

Arastirma i¢in hiicre kiiltlirlerinin hazirlanmasi, hiicre sayimlari, hiicrelerin morfolojik
ozelliklerinin incelenmesi, ilag uygulamalar1 ve sonuglarm tespiti ERU Genom ve Kok

Hiicre Merkezi hiicre kiiltiirii labaratuvarinda yapilmistir.
3.1.Hiicrelerin Elde Edilmesi

ERU Deneysel Arastirmalar Uygulama ve Arastirma Merkezi'nde gesitli nedenlerle

sakrifiye edilen Yeni Zellenda beyaz tavsanlardan eniikleasyon yontemi ile elde edilen

22



gozler ekstraokuler dokulardan temizlendi (Resim 3.1). Penisilin ve strepromisin ile
yikanan glob, %2 lik penisilin ve streptomisin iceren diisiik sekerli Dulbecco’s
minimum essential medium (DMEM) soliisyonu igerisinde tagindi. Sonrasinda %2 lik
dispaz iceren fosfatla tamponlanmig serum (PBS)’da 37 C de 20 dk bekletildi.
Sonrasinda limbusun 3 mm posteriorundan dairesel sekilde insizyon yapilarak kornea

ve On segment materyalleri temizlendi (Resim 3.2).

Elde edilen kisim 2 saat boyunca 37 C de diisiik sekerli DMEM ve %10 luk fetal bovine
serum (FBS) solusyonunda bekletildi. Son olarak steoromikroskop altinda mikropipet
yardimiyla ndronal retina ve koroid arasindan retina pigment epiteli hiicreleri elde edildi

(Resim 3.3). Elde edilen hiicreler 6nceden hazirlanmis kiiltiir besiyerinin igine alindi.

Resim 3.1. Eniikluasyon yontemi ile elde eilen gozlerin ekstraokuler dokulardan

temizlenmesi.
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Resim 3.2. Limbusun 3 mm posteriorundan dairesel sekilde insizyon yapilarak kornea

ve 0n segment materyallerinin temizlenmesi.

Resim 3.3. Steoromikroskop altinda mikropipet yardimiyla néronal retina ve koroid

arasindan retina pigment epiteli hiicrelerinin elde edilmesi.
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3.2. Hiicre Kiiltiirii Besiyerinin Hazirlamsi

Hiicre kiiltiiri calismalarinin tiimii steril laminar akim kabininde ger¢eklestirildi. Hiicre
kiiltiirti besiyeri olarak; %10 FBS, %1 L-glutamin, %21 penisilin-streptomisin igeren
DMEM kullanildi. Elde edilen hiicreler kiiltiir besiyerinin igerisine alindi. 1200 rpm de
5 dk boyunca santrifuj edildi. Tiiplerin lizerindeki siipernatant kisimlar atildiktan sonra
tiipiin tabanima ¢okelen hiicreler 2 ml taze besiyeri birkag kez pipetlenerek, 25 cm?’lik

hiicre kiiltiir kabina 3 ml taze besiyeri ile ekildi.
3.3. Hiicre Kiiltiirii Inkiibasyon Kosullar

Hiicreler 37° C de % 5 COy’li etiivde inkiibe edildi. Yaklasik 48 saat sonra hiicrenin
medyumu PBS ile yikanarak degistirildi.

3.4. Hiicrelerin Pasajlanmasi

Hicreler %70-80 yogunluga geldikten sonra hiicre kiiltiir kabindaki medyum aspire
edilerek uzaklastirildi. Hiicre yiizeyi PBS ile yikandiktan sonra kiiltiir kabinin igerisine
3 ml Tripsin-EDTA ilave edildi. 4 dk boyunca 37° C de inkiibe edildi. Hiicrelerin
yiizeyden kalktig1 mikroskobik olarak (hiicrelerin yuvarlaklasip yiizeyde hareket etmeye
basladiklar1) gézlendi. Sonra 1/10 kadar FBS ilave edilerek tripsin inhibe edildi. Konik
tabanl santrifuj tiplerine alinarak 1200 rpm de 5 dk boyunca santrifuj edildi. Daha

sonra olusan pellet 75 cm? lik flasklara 10 ml besiyeri ile beraber kiiltiire edildi.
3.5. Hiicre Sayilarinin Hesaplanmasi:

1 ml kiiltiir medyumunda sulandirilan hiicre siispansiyonundan 10 pl alinarak Neubauer
lami {izerine konularak hiicreler sayildi. Daha sonra bu say1 —sulandirma miktar1 x 10

000- sayist ile carpildi. Sonug olarak 1 ml medyumda kag milyon hiicre oldugu bulundu.
3.6. Hiicrelerin Karakterizasyonu

Calismada kullanmak i¢in izole edilen ve 2. pasaja gelmis olan hiicreler Tripsin-EDTA
ile kaldirlarak iginde steril lamel bulunan 6 kuyucuklu platelere ekildi. Hiicreler bu

lameller tizerinde %70-80 yogunluga ulastiklar1 zaman %4’liik paraformaldehit ( PFA)
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ile 10 dakika boyunca fikse edildi. PFA, PBS ile iyice yikandiktan sonra %3liik BSA ile
oda sicakliginda 1 saat inkiibe edilerek spesifik olmayan baglantilarin olmasini
engellemek i¢in bloklama islemi yapildi. Bloklama islemi bittikten sonra yine PBS ile
yikanan hiicreler 1:100 oraninda PBS ile diliie edilen ZO-1 (Santa Cruz, sc-33725) ve
Cytokeratin18 (Millipore, MAB3234) ile bir gece oda sicakliginda inkiibe edildi. Bir
gece inkiibasyon ardindan PBS ile yikanarak fazla antibodilerin uzaklastirilmasi
saglandi ve ardindan primer antibodilere uygun sekonder antibodilerle 37°C’de
karanlikta 1 saatlik bir inkiibasyonun ardindan yine PBS ile fazla antibodi uzaklastirildi
ve lizerinde hiicre bulunan lameller DAPI i¢eren mounting medium ile bir lam iizerine
kapatildi. Mounting mediumun donmas1 bekledikten sonra 6rnekler floresan mikroskop

(Nikon Eclipse Ti) ile goriintiilendi.
3.7. ila¢ Dozlarinin Ayarlanmasi

Doz ayarlanmasi yapilirken, her ii¢ anti-VEGF ilag i¢in; klinikte kullanilan doz (vitreus
stvisinda diliie olmus miktar gz Oniine alinarak), tek doz ilag uygulamasi yapildi.
Bevacizumab i¢in; 0,3125mg/ml (klinik doz) , ranibizumab i¢in; 0,125mg/ml (klinik
doz) ,aflibercept igin ise; 0,5mg/ml (klinik doz) uygulama yapildi. Her ilag igin72. saat
sonunda hiicrelerin proliferasyon, apoptoz, canlilik ve senesens Ozelliklerine nasil etki

ettigi test edildi.
3.8. Hiicre Proliferasyon Analizi
MTT (3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-Diphenyltetrazolium Bromide) Yontemi

MTT analizi, formazon boyalarimin ya da MTT azalmasma bagl olarak enzimatik
aktivitenin kolorimetrik 6l¢iimiine dayanan hiicre ¢ogalma miktarmin tespit edildigi bir
yontemdir. Bu yontemle kullanilacak olan herhangi bir terapotik ajanin hiicre tizerindeki

sitotoksik ya da proliferatif etkileri belirlenebilmektedir.
Yapilis Yontemi;

MTT yonteminin uygulamasindan 1 giin 6nce 96’lik plak icerisine sayimi yapilan 2500
hiicre (2500/kuyu) ile 100 pul medyum hazirland1 ve kuyulara ekimi yapildi. Mikroplak
24 saat 37°C ve %5 CO2 ayarh inkiibatorde bekletilerek hiicrelerin yiizeye yapismalari
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saglandi. Bu yolla tripsin enziminin hiicre membran proteinleri ve biiylime faktor
reseptorleri lizerinde olusturdugu zararlar ortadan kaldirilmis oldu. Bu proteinlerin ve
bliylime faktorlerinin yeniden sentezlenebilmesi i¢in 24 saatlik bir siire gerekmektedir.
Ayrica bu yolla medyum igerisindeki terapotik ajanlarin hiicreyle muamelesinden dnce
hiicrelerin metabolik aktivite kazanmalar1 da saglanmig olmaktadir. 24 saatlik
inkiibasyondan sonra seri diliisyonlar halinde hazirlanan anti-VEGF ilaglar seriler
halinde gruplara boliinen hiicre hatti medyumuna ilave edildi (100 ul olan medyum ve
hiicre karigimi tizerine 100 pl icerisinde diliisyonu yapilan ve konsantrasyonu ayarlanan
anti-VEGF ila¢ eklendi). 72 saat sonrasinda MTT deneyi yapildi. MTT testi igin,
hiicrelerin kiiltiire edilmesinden 48 saat sonra kaldirilan hiicrelerden bir kismi MTT
proliferasyon testi i¢in ayrildi ve 96 kuyucuklu platelere her gruptan cmz’ye 3000 hiicre
olacak sekilde ekildi. 24 saat 37°C, %5 CO, igeren inkiibatorde inkiibe edildi.
Inkiibasyon sonras1 herbir kuyucuga son hacim 0,5mg/ml olacak sekilde MTT ([3-(4,5—
dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphentyltetrazolium bromide] eklendi. Hiicreler MTT ile
birlikte 4 saat 37°C, %5 CO, inkiibatoriinde inkiibe edildi. Olusan formazan kristalleri
100’er mikrolitre DMSO (Dimetilsiilfoksit) eklenerek 15 dk boyunca karanlikta oda
sicakliginda inkiibe edildi ve formazan kristalleri ¢oziiliip mor renk olusunca Promega
Glomax MultiDetection System Plate reader ile 560nm de absorbans Ol¢iimii yapildi.

Tiim deney islemleri ve MTT testi ii¢ kez tekrarlandi.
3.9. Apopitozisin Degerlendirilmesi

Apoptozisi tayin etmek i¢in hiicreler yine belirlenen dozlarda belirlenen giinlerde
Muse™ Annexin V & Dead Cell Kit MCH100105 kiti ve Millipore Muse® Cell
Analyzer cihazi (Resim 3.4) kullanilarak apoptoz &lgiimii yapildi. Uretici firmanimn

talimatlar1 kiit protokoliine uygun olarak test gerceklestirildi.
3.10. Canhihigin Degerlendirilmesi

Hiicrelerdeki canliligi tayin etmek i¢in hiicreler yine belirlenen dozlarda belirlenen
giinlerde MuseCell Analyser (Merck Millipore) Count& Viability kiti ve Millipore
Muse® Cell Analyzer cihazi (Resim 3.4) kullanilarak canlilik 6lgiimii yapildi. Uretici

firmanin talimatlar1 dogrultusunda kit protokoliine uygun olarak test gergeklestirildi.
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3.11. Senesensin Degerlendirilmesi

Hiicrelerdeki senesens miktarini tayin etmek icin hiicreler yine belirlenen dozlarda
belirlenen giinlerde Promega B-Galactosidase Enzim Kiti kullanilarak ve Promega
Glomax MultiDetection System Plate reader cihazi kullanilarak gergeklestirildi. Uretici

firmanin talimatlar1 kit protokoliine uygun olarak uygulandi.

Resim 3.4. Apoptoz ve canlilik 6lgiimlerinin yapildigi MuseCell Analyser cihazi

3.12. istatistiksel Analiz

Calismada elde edilen verilerin kaydi ile tanimlayic1 ve karsilastirmali istatistiksel
analizler i¢in, Statistical Package for Social Sciences (SPSS) Version 22.0 for Windows
(SPSS Inc, USA) adlhi bilgisayar programi kullanildi. Canliligin, apoptozisin ve
senesensin degerlendirilmesi i¢in her kiiltlirden ayr1 ayr1 tger Ol¢iim yapildi.
Proliferasyonun degerlendirilmesi i¢in ise her kiiltlirden dort farkli 6l¢iim alindi.
Verilerin degerlendirilmesinde one way ANOVA testi kullanildi. p<0.05 istatistiksel

olarak anlamli kabul edildi.
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4. BULGULAR

4.1. Primer Kiiltiir ve Pasajlarin Mikroskobik Goriiniimleri

Hiicrelerin ilk pasajdaki goriintiileri homojen bir yapida olmayip igsi ve yildizsi bir

morfoloji gostermektedir. ( Resim4.1)

Primer Kultlr

Resim 4.1. Primer RPE hiicre kiiltiiriiniin mikroskobik goriintiisii.

Hiicreler birinci pasajlarinda igsi ve yildizsi yapidan uzaklasip daha kiibik bir goriintii

almiglardir. (Resim 4.2)
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Resim 4.2. Birinci pasaj sonrasi RPE hiicre kiiltiiriiniin mikroskobik gériiniimii

Hiicreler ikinci pasajla birlikte daha homojen bir goriinim kazanmis hemen hemen

kiibik goriinlime ulasmis ve igsi yapida hiicrelerin sayisi azalmistir.

Resim 4.3. Ikinci pasaj sonras1 RPE hiicre kiiltiiriiniin mikroskobik goriiniimii

Ucgiincii pasajdaki hiicreler artik tam bir kiibik goriiniimlii morfoloji sergileyip RPE
hiicre karakterini bu pasaj sayisinda homojen olarak gostermeye baslamistir. (Resim

4.4)
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Resim 4.4 Ugiincii pasaj sonras1 RPE hiicre kiiltiiriiniin mikroskobik goriiniimii

4.2. Anti-VEGF llaclarin Hiicre Morfolojisi Uzerine Etkisi

Hiicrelerin goriintiilerine bakildiginda kontrol grubundaki hiicrelerin RPE hiicre
karakterizasyonu olan kiibik seklini korudugu; ancak ilach gruplarin kiibik sekilden
uzaklasarak igsi bir yap1 kazandigi gozlenmistir. Ayn1 zamanda esit sayida kiiltiire
baslanan hiicrelerde, kontrol grubuna gore hiicre sayisinin azaldigr da gozlenmistir.

(Resim 4.5)
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Iladlanin Hiicrelerin MorfolojisiUzerindeki Etkileri

Kontrol Aflibercept

Bevacizumab Ranibizumab

Resim 4.5. Ilaglarin hiicre morfolojisi iizerine olan etkilerinin mikroskobik gériiniimii

4.3. Hiicrelerin Cytokeratin 18 ve ZO-1 boyalari ile karakterizasyonu:

Ucgiincii pasaja gelmis hiicrelerin immiisitokimya ydntemiyle Zo-1 antikoru ve ¢ekirdek
boyasi olan DAPI ile boyanmasi. Boyama sonucunun pozitif olmasi kiibik

morfolojideki hiicrelerin RPE hiicresi oldugunu gostermektedir. (Resim 4.6)

Resim 4.6. Hiicrelerin ZO-1 boyasi ile karakterizasyonu
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Ucgiincii pasaja gelmis hiicrelerin immiisitokimya y&ntemiyle Cytokeratin-18 antikoru
ve ¢ekirdek boyasi olan DAPI ile boyanmasi. Boyama sonucunun pozitif olmasi kiibik

morfolojideki hiicrelerin RPE hiicresi oldugunu gostermektedir. (Resim 4.7)

Cytokeratinl8
Cytokeratinl8

Resim 4.7. Hiicrelerin cytokeratin 18 boyasi ile karakterizasyonu
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4.4 Anti-VEGEF ilaglarin canhlik iizerine etkileri:

Anti-VEGF ilaglarin RPE hiicre kiultiirinde canlilik {lizerine olan etkileri
degerlendirildiginde; ilag uygulandiktan 72 saat sonra, kontrol grubuna gore aflibercept
uygulanan grupta istatistiksel olarak anlamli sekilde degerlendirilen bir artis oldugu
(p=0.02) ,bevacizumab* ve ranibizumab** uygulanan gruplarda ise kontrol grubuna

gore canliligin istatistiksel olarak anlamli sekilde azaldigi goriilmektedir (*p=0.03,
**p=0.00).(Grafik 4.1) (Tablo 4.1)
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Grafik 4.1. Anti-VEGF ilaglarin RPE hiicre kiiltiirii iizerindeki canliliga olan etkilerinin

72 saat sonunda birbirleriyle ve kontrol grubu ile karsilastirilmas.
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Tablo 4.1. Anti-VEGEF ilaglarin RPE hiicre kiiltiirii izerinde canliliga olan etkilerinin

istatistiksel analizi.

Karsilastirilan
gruplar Ortalama deger ~ Standart Sapma P degeri
Aflibercept -3,09667" 54898 ,002
Kontrol Bevacizumab 2,95667 54898 ,003
Ranibizumab 7,07667" 54898 ,000
Kontrol 3,09667" 54898 ,002
Aflibercept Bevacizumab 6,05333" 54898 ,000
Ranibizumab 10,17333" 54898 ,000
Kontrol -2,95667" 54898 ,003
Bevacizumab  Aflibercept -6,05333" 54898 ,000
Ranibizumab 4,12000" 54898 ,000
Kontrol -7,07667" 54898 ,000
Ranibizumab  Aflibercept -10,17333" 54898 ,000
Bevacizumab -4,12000" 54898 ,000

*: Karsilagtirilan gruplar arasinda istatistiksel anlamli farkliligi ifade eder.

4.5. Anti-VEGF ilaglarin apopitozis iizerine etkileri:

Anti-VEGF ilaglarin RPE hiicre kiiltiirinde apopitozis {izerine olan etkileri
degerlendirildiginde; ila¢ uygulandiktan 72 saat sonra, kontrol grubuna gore aflibercept
uygulanan grupta apopitoziste istatistiksel olarak anlamli sekilde bir azalma oldugu
(p=0.01) ,bevacizumab* ve ranibizumab** uygulanan gruplarda ise kontrol grubuna
gbre apopitozisin istatistiksel olarak anlamli olacak sekilde arttigi goriilmektedir
(*p=0.01, **p=0.00)
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Grafik 4.2. Anti-VEGF ilaglarin RPE hiicre kiiltiirii tizerindeki apoptozise olan
etkilerinin 72 saat sonunda birbirleriyle ve kontrol grubu ile
karsilastirilmasi.

Tablo 4.2. Anti-VEGF ilaglarin RPE hiicre kiiltiirii iizerinde apoptozise olan etkilerinin
istatistiksel analizi.

;irsll ;a;stlrllan Ortalama deger ~ Standart Sapma P degeri
aflibercept 3,45333" 0,54274 0,001
kontrol bevacizumab -3,50333" 0,54274 0,001
ranibizumab -7,07667" 0,54274 0
kontrol -3,45333" 0,54274 0,001
aflibercept bevacizumab -6,95667" 0,54274 0
ranibizumab -10,53000" 0,54274 0
kontrol 3,50333" 0,54274 0,001
bevacizumab  aflibercept 6,95667" 0,54274 0
ranibizumab -3,57333" 0,54274 0,001
kontrol 7,07667 0,54274 0
ranibizumab aflibercept 10,53000° 0,54274 0
bevacizumab 3,57333" 0,54274 0,001

*: Karsilagtirilan gruplar arasinda istatistiksel anlamli farkliligi ifade eder.
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4.6 Anti-VEGF ilaclarin proliferasyona etkisi:

Anti-VEGF ilaglarin RPE hiicre kiiltiiriinde proliferasyon {iizerine olan etkileri

degerlendirildiginde;

ilac uygulandiktan 72 saat sonra yapilan Olciimlerde,ilag

uygulanan gruplarda birbirleriyle ve kontrol grubu ile karsilastrilidiginda proliferasyon

tizerine anlamli bir fark bulunmamaistir. ( p>0.05)
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Grafik 4.3. Anti-VEGF ilaglarin RPE hiicre kiiltiirii {izerindeki proliferasyona olan
sonunda birbirleriyle ve

etkilerinin

72

karsilastirilmasi.

saat

kontrol

grubu ile

Tablo 4.3. Anti-VEGF ilaglarin RPE hiicre kiiltiirii {izerinde proliferasyona iizerine
olan etkilerinin istatistiksel analizi.

Karsilastinilan Ortalama deger Standart Sapma P degeri
gruplar
aflibercept 0,02215 0,02585 0,827
kontrol bevacizumab 0,01039 0,02585 0,977
ranibizumab 0,03367 0,02585 0,579
kontrol -0,02215 0,02585 0,827
aflibercept bevacizumab -0,01175 0,02585 0,967
ranibizumab 0,01152 0,02585 0,969
kontrol -0,01039 0,02585 0,977
bevacizumab aflibercept 0,01175 0,02585 0,967
ranibizumab 0,02328 0,02585 0,805
kontrol -0,03367 0,02585 0,579
ranibizumab aflibercept -0,01152 0,02585 0,969
bevacizumab -0,02328 0,02585 0,805
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4.7. Anti-VEGF ilaclarin senesense etkileri:

Anti-VEGF ilaglarin RPE hiicre kiiltiiriinde senesens {iizerine olan etkileri
degerlendirildiginde; ila¢ uygulandiktan 72 saat sonra yapilan Ol¢iimlerde, ilag
uygulanan gruplarda birbirleriyle ve kontrol grubu ile karsilastrilidiginda senesens

tizerine anlamli bir fark bulunmamaistir. ( p>0.05)
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Grafik 4.4.Anti-VEGF ilaglarin RPE hiicre kiiltiirii {izerindeki senesense olan
etkilerinin 72 saat sonunda birbirleriyle ve kontrol grubu ile
karsilastirilmasi.
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Tablo 4.4. Anti-VEGF ilaglarin RPE hiicre kiltiiri tizerinde senesense olan etkilerinin

istatistiksel analizi.

Karsilastirilan
Gruplar Ortalama deger  Standart Sapma P degeri
kontrol aflibercept ,00510 ,00576 ,813
bevacizumab  ,00205 ,00576 ,983
ranibizumab ,00091 ,00576 ,998
aflibercept kontrol -,00510 ,00576 ,813
bevacizumab  -,00305 ,00576 ,950
ranibizumab -,00419 ,00576 ,884
bevacizumab  kontrol -,00205 ,00576 ,983
aflibercept ,00305 ,00576 ,950
ranibizumab -,00114 ,00576 ,997
ranibizumab kontrol -,00091 ,00576 ,998
aflibercept ,00419 ,00576 ,884
bevacizumab  ,00114 ,00576 ,997
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5. TARTISMA

Okiiler anjiogenetik hastaliklarda VEGF’in 6nemi anlagildiktan sonra VEGF’in
transmembran reseptOriine baglanmasini onleyen anti-VEGF ajanlar, eksiidatif yasa
bagl makiila dejenerasyonu, DMO ve retinal ven tikaniklig1 gibi korioretinal vaskiiler
bozukluklarin tedavisini tamamen degistirmistir. Pegaptanib, VEGF 165’1, (uzun bir
izoform), ranibizumab ve bevaziumab ise VEGF-A’nin tiim izoformlarini, aflibercept
ise VEGF-A, VEGF-B, plasental biiytime faktorii ve VEGF 165 biitiin izoformlarina
yiksek afinite ile baglayarak VEGF’in etkilerini Onlemektedirler. Bu ajanlarin
yarilanma omrii 7-10 giin olarak belirtilmekte, intravitreal enjeksiyon sonrasi klinik
aktif kalma siiresi genellikle 4 haftayr asmaktadir. Bevacizumab ve aflibercept Fc
fragmanindan dolay: sistemik yarilanma omrii daha uzundur. Bu ilaclarin intravitreal
uygulamasindan sonra plazma VEGF diizeyinde azalma oldugu bildirilmistir(104).
Mevcut kullanilmakta olan anti-VEGF ilaglarla ilgili yapilan preklinik hayvan
calismalarinda intravitreal uygulama sonrasi okiiler dokulara ve sistemik olarak toksik

bulgulara rastlanmamustir.

Luthra ve ark. Bevacizumabin in-vitro toksisitesini arastirdiklar1 calismalarinda;
bevacizumab 0.125 mg/ml ve 1mg/ml aras1 4 ayr1 dozda insan RPE hiicresi
(ARPE19),rat norosensoriyal retina hiicresi (R28) ve insan mikrovaskiiler endotel

hiicreleri (HMVECad) iizerinde toksisite olusturmamistir(105).

Bevacizumab 0.008 mg/ml ile 2.5 mg/ml arasinda 6 farkli dozda ARPE19, rat retinal
ganglion hiicresi (RGH5) ve domuz koroid endotel hiicreleri (KEH) {izerinde 2, 6 ve 24
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saat inkiibasyon sonrast in vitro toksisite gdzlenmemistir, ancak 2.5mg/ml
konsantrasyonda KEH hiicre canliliginda hafif azalmaya yol agmustir. Bevacizumab
0.08mg/ml KEH hiicrelerinde orta derece DNA sentezini azaltmistir. KEH proliferasyon
hiz1 2.5 mg/ml dozunda %65 azalmistir. RPE ve RGH hiicre proliferasyonunda 0.08
mg/ml konsantrasyona kadar inhibisyon goézlenmemistir. KEH hiicre tizerindeki
antiproliferatif etkisi daha uzun inkiibasyon siiresinde degismemistir. Intravitreal
bevacizumab etkisine ilk maruz kalacak ve belki de en fazla etkilenmesi beklenen RGC
hiicrelerinde 10 kat konsantrasyona kadar yan etki gozlenmemistir. Prolifere olan hiicre
kiltirinde KEH ve RGH hiicrelerinde sitotoksisite saptanmaz iken, 2.5 mg/ml
konsantrasyonda 48 saat sonra ARPE hiicrelerinde %30 azalma gozlenmistir.
Calismacilar bevacizumabin 0.8 mg/ml konsantrasyonakadar giivenli oldugunu ancak
0.25-0.30 mg/ml (intravitreal 1.25 mg dozuna denk gelmektedir) konsantrasyonundan
fazla kullanilmamasini énermektedirler (106). In vitro hiicre kiiltiiriinde ii¢ anti-VEGF
ilacin kiyaslamali sitotoksik etkilerinin degerlendirildigi c¢alismada bevacizumab,
pegaptanib ve ranibizumabin RGH, ARPEI19 ve KEH hiicreleri lizerine klinikte

uygulanan dozlara denk gelen konsantrasyonlarinda toksisite saptanmamustir (107).

Baska bir ¢alismada bevacizumab 2.5 mg/ml konsantrasyonda RPE hiicrelerinde toksik
etki olustururken daha diisiik dozlarda toksisite olusturmamustir. Insan optik sinir bas
astrosit, insan trabekiiler ag hiicresi ve kornea endotel hiicrelerinde ise hi¢bir dozda

toksisite gdzlenmemistir (108).

Maturi ve ark. yaptiklart deneysel c¢alismada tekrarlayan anti-VEGF enjeksiyonlarin
retinaya toksik etkisinin olmadigin1 gostermistir. Ayni1 ¢alismada YBMD’de uygulanan
bevacizumab tedavisinin fotoreseptorlere toksik olmadigi elektrofizyolojik testler ile
gosterilmistir (109). Elektrofizyolojik testler anti-VEGF’lerin fotoreseptorlere toksik
etkisinin olmadigimmi gosterirken Lois ve ark. Anti VEGF tedavi uygulanan YBMD
olgularinin otofloresans goriintiilerini degerlendiren caligmalarinin sonucunda RPE

atrofisinin siklikla karsilagildigini bildirmislerdir(110).

Inan ve ark. tavsan gozlerinde intravitreal 1.25 mg ve 3.0 mg dozlarinda bevacizumab
enjeksiyonunun  okiiler  toksisitesinin  degerlendirildigi  ¢alismada  klinik,
elektrofizyolojik ve 151k mikroskobik degerlendirmelerle g6z ici yapilar igin toksisite

lehinde bulgular saptanmamasina ragmen elektron mikroskopik degerlendirmede her iKi
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doz grubunda 14 ve 28. giinlerde alinan kesitlerde fotoreseptdr i¢ segmentlerinde
kristalarda destriiksiyon, mitokondrilerde sisme ve parcalanma gdzlenmistir. Saptanan
ultrastriiktiirel hasarin apopitozise bagli olup olmadigini anlamak amaciyla preparatlar
immiinohistokimyasal olarak caspase-3, caspase-9 ve bax boyama yontemleri ile
boyandiginda hem diisiik hem de yiiksek doz grubunda kontrol grubuna gore anlaml

olarak daha yogun apoptotik boyanma izlenmistir (111).

Afliberceptin toksik ve antiproliferatif etkilerinin ranibizumab ve bevacizumab ile
karsilastirildigr ¢alismada; insan retina pigment epitel hiicre kiiltiiri (ARPE19) , rat
ganglion hiicre kiiltiiri (RGHS5), fare fotoreseptor hiicre kiiltiirii (661W) {izerine
aflibercept (0.125, 0.5, 2 mg ) , ranibizumab (0.125mg) ve bevacizumab (0.3125 mg)
belirtilen dozlarda uygulandiktan sonra 1,24,48 ve 72 saat sonrasinda hiicre morfolojisi,
canlilik, apopitozis ve proliferasyonu degerlendirilmislerdir.Calismadan ¢ikan sonuca
gore ; aflibercept , hiicre morfolojisi , apopitozis , hiicre canliligi ve proliferasyon
tizerine herhangi bir hiicre kiiltiiriinde ve herhangi bir konsantrasyonda degisiklige
neden olmamistir.Genel olarak aflibercept ; bevacizumab ve ranibizumab ile
karsilastirildiginda mevcut parametreler {izerine artirici veya azaltict  yonde
bevacizumab ve ranibizumaba gore daha az etkiye sahiptir.Bu c¢alismaya gore
aflibercept hiicre kiiltiirleri lizerinde herhangi bir olumsuz etkiye neden olmadig: i¢in

klinik uygulamalarda giivenle kullanilabilir sonucu ¢ikmistir (112).

Lytvynchuk ve ark. Ranibizumab, bevacizumab, pegaptanib ve afliberceptin fibroblast
hiicreleri iizerine olan doz bagimli hiicresel etkilerini 5 giin boyunca inceledikleri
calismada; anti-VEGEF ilaclarin canlilik, mitotik aktivite, ve proliferasyon iizerine inhibe
edici etki gosterirken hiicresel heterojenite, apopitozis ve otofajiyi artirdiklarini
gostermiglerdir.Bu etkinin doz bagimli olarak degistigi goriilmektedir.Yine bu
calismada ranibizumabin hiicresel biiyime kinetigi lizerine daha az agresif etki
gosterdigi ancak diger lic anti-VEGF ilacin yiliksek anti proliferatif ve apopitotik etki

gostererek hiicresel biiyiime kinetigini olumsuz etkiledikleri gortilmiistiir (113).

Yetiskin domuzdan elde edilen (retina-RPE-koroid) birlesik kiiltiirii ile sadce noronal
retinanin izole bir sekilde kiiltiir edildigi besiyerlerine 0.25mg/ml, 0.5mg/ml ve
1.25mg/mlolmak tizere ii¢ farkli dozda bevacizumab uygulmasinin yapildig: ¢aligmada;

her iki kiltiir ortamindada kontrol gruplarina goére herhangi bir toksik etkiye
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rastlanmamistir. Ayni c¢alismada bevacizumabin klinik dozun 5 katina kadar tolere

edilebilecegi vurgulanmistir (114).

Ranibizumab, pegaptanib ve bevacizumabin anjiojenik siire¢ iizerine olan etkisinin
arastirildig bir calismada; insan umblical ven endotel hiicreleri {izerine bu 3 ilacin hiicre
sitotoksisitesi, hiicre ¢ogalmasi, apopitozis, hiicre gocli ve anjiogenesis iizerine olan
etkileri degerlendirilmistir.Sonug olarak herhangi bir konsantrasyonda higbir sitotoksik
etkilerine rastlanmamistir.Ayn1 calismada hiicre ¢ogalmasi lizerine bevacizumab ve
ranibizumabin klinik dozlarinin azaltic etkisi gozlenmistir, buna karsilik pegaptanibin
hiicre ¢ogalmasi {izerine herhangi bir etkisi gézlenmemistir.Buna ek olarak insan
umblical ven endotel hiicrelerinde apoptozis etkisinin bevacizumab ve ranibizumab
tarafindan artirildigr goézlenmistir.Calismacilar sonu¢ olarak bu ii¢ ajanin endotel

hiicreleri tizerinde farkl etkiler gosterdigini vurgulamiglardir(115).

Bizim calismamizda ise afliberceptin RPE hiicre kiiltiiriine klinik dozda (0.5mg/ml)
uygulandiginda 72 saat sonra yapilan degerlendirmede apoptozis iizerine kontrol grubu
ile karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli sekilde azaltici etki gosterdigi
sonucuna ulagilmistir. Bevacizumab ve ranibizumabin ise klinik dozlarda sirasiyla
0.3125mg/ml ve 0.125mg/ml uygulandiginda apopitozisi kontrol grubuna gore
indiikledigi gozlenmistir. Aflibercept uygulanan kiiltiirde apopitozisin azalmasina
sekonder olarak hiicre canlilifinda kontrol grubuna gore artis oldugu sonucuna
ulagilmistir. Bevacizumab ve ranibizumab uygulanan gruplarda ise canlilikta kontrol
grubuna gore anlamli azalma izlenmistir. Bevacizumab ve ranibizumabin bu etkisinin
apopitozisi artirmalari sonucu ortaya ¢iktigini diisiinmekteyiz. Proliferasyon ve
senesense lizerine olan etkilerine baktigimizda ; li¢ anti-VEGF ilacinda istatitiksel

olarak anlamli sayilabilecek diizeyde bir degisiklige neden olmadig1 sonucuna ulasildi.
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6. SONUCLAR

1. Her ii¢ anti-VEGF ilacin (aflibercept, bevacizumab ve ranibizumab) klinik kullanim
dozlarinda kiiltiir ortaminda, uygulamadan 72 saat sonra, RPE hiicre proliferasyonuna

olumsuz etkisi yoktur.

2. Her ti¢ anti-VEGF ilacin (aflibercept, bevacizumab ve ranibizumab) klinik kullanim
dozlarinda kiiltiir ortaminda, uygulamadan 72 saat sonra, RPE hiicre senesensine

olumsuz etkisi yoktur.

3. Aflibercept RPE hiicre kiiltiiriine klinik dozda (0.5mg/ml) uygulandiginda, 72 saat
sonra yapilan degerlendirmede, hiicre apoptozisini kontrol grubu ile karsilastirildiginda

istatistiksel olarak anlamli sekilde azaltmaktadir.

4. Aflibercept uygulanan RPE kiiltiiriinde apoptozisin azalmasina sekonder olarak hiicre

canliliginda kontrol grubuna gore istatistiksel anlamli artis saptanmastir.

5. Bevacizumab ve ranibizumabin klinik dozlarda sirasiyla 0.3125mg/ml ve
0.125mg/ml RPE hiicre kiiltiiriine uygulandiginda apoptozisi kontrol grubuna goére

istatistiksel anlamli sekilde arttirmaktadir.

6. Bevacizumab ve ranibizumab uygulanan gruplarda hiicre canliliginda kontrol

grubuna gore anlamli azalma izlenmistir.

7. Anti-VEGF ilaglar klinikte uygulanirken normal hiicrelere toksik etkilerinin
olabilecegi unutulmamalidir.
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