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OZET

Calismamizda in vivo oksijen endiikte retinopati (OER) fare modelinde C57BL/J6 tipi fare
kullanilarak, Siyanidin-3-Glikozit’in farkli dozlarda retinal endotelyal proliferasyonu, retinal
ve apoptotik hiicre dliimiine etkisi incelenmistir.

Toplam 40 adet C57BL/J6 fareden 30’u postnatal 7 ile 12. giin aras1 %7542 oksijene tabi
tutulmustur. Her grupta 5 fare olmak tlizere 8 grup olusturulmustur. Grup A islem gérmemis
negatif kontrol grubunu olusturmustur. Grup B-S %75+2 oksijene tabi tutulmadan intravitreal
Iul DMSO enjeksiyonu yapilan kontrol grubu; Grup C %75+2 oksijene tabi tutulan, enjeksiyon
uygulanmayan kontrol grubunu; Grup D-S ise %75 oksijene tabi tutulup Iul DMSO enjeksiyonu
yapilan kontrol grubunu olusturmustur. Grup E 300ng/ul intravitreal Siyanidin-3-Glikozit
enjekte edilen grup, Grup F 600ng/ul intravitreal Siyanidin-3-Glikozit enjekte edilen grubu
olusturmustur. Grup G farelerine intraperitoneal 0.05mg/kg; Grup H farelerine ise 0.1mg/kg
intraperitoneal Siyanidin-3-Glikozit enjekte edilmistir. Neovaskiilarizasyon i¢ limitan
membran vitreal yiizinde endotelyal hiicre proliferasyon sayimiyla kantifiye edilmistir.
Histolojik inceleme 151k mikroskopi ve ultrastriiktiirel inceleme elektron mikroskopi ile
gerceklestirmistir. Apoptotik aktivite terminal deoxynucleotidyl transferase deoxy-UPT-nick
end labeling (TUNEL) yontemi ile incelenmistir.

Grup E ve Grup F’nin neovaskiiler hiicre ¢gekirdek sayisinda Grup D-S ile karsilastirildiginda,
istatistiksel anlamli azalma izlenmistir (p<0,0001). Grup H neovaskiiler hiicre ¢ekirdek
sayisinda grup C ve Grup D-S ile karsilastirildiginda istatistiksel anlamli azalma izlenmistir
(sirastyla p<0.0001 ve p=0.014). E ve F gruplarinda mitokondriyal dismorfolojide Grup D-S
ile karsilagtirlldiginda azalma gosterilmistir  (p<0.0001). Grup H mitokondriyal
dismorfolojisinde Grup C ve Grup D-S ile karsilastirildiginda anlamli bir azalma gosterilmistir
(strastyla p=0.006 ve p<0.0001). Grup E ve H’de apoptotik aktivitede azalma izlenmemis, grup
F apoptotik aktivitesi ise Grup D-S (p<0.0001) ve grup E’ye gore anlamli olarak yiiksek
bulunmustur (p=0.025).

Sonu¢ olarak ¢alismamizda intravitreal ve intraperitoneal Siyanidin-3-Glikozit
enjeksiyonlarinin OER fare modelinde neovaskiilarizasyonu ve mitokondriyel dismorfolojiyi

azalttigini; ancak doz bagimli olarak apoptozisi arttirdig: tespit edilmistir.

Anahtar Kelimeler: Siyanidin-3-Glikozit, Antosiyanin, Neovaskiilarizasyon, Apoptozis, ROP



ABSTRACT

The aim of the study was to evaluate the effects of different Cyanidin-3-Glucoside
concentrations on retinal endothelial cell proliferation, retinal structure and apoptotic activity
after intravitreal and intraperitoneal injection in an oxygen induced retinopathy (OIR) mouse

model.

A total of 40 of C57BL/J6 mice were used, 20 being exposed to 75 £ 2% oxygen from postnatal
day 7 to day 12. On day 12, in group D-S 1ul intravitreal DMSO was injected in one eye. In
group E 300 ng/ul intravitreal Cyanidin-3-Glucoside (IVVC), in group F 600 ng/ul IVC was
injected. In group G 0.05mg/kg intraperitoneal Cyanidin-3-Glucoside (IPC), in group H
0.1mg/kg IPC was injected. Control group C mice were exposed to hyperoxia with 75%=2
oxygen without receiving any injection. Control group B-S was maintained in room air and
received 1ul of sterile DMSO solution intravitreally. Non-exposed mice served as negative
controls (group A). Neovascularization was quantified by counting the endothelial cell
proliferation on the vitreal side of the inner limiting membrane of the retina. Histological and
ultrastructural changes were examined by light and electron microscopy. Terminal
deoxynucleotidyl transferase deoxy-UTP-nick end labeling (TUNEL) was used to detect

apoptosis.

The endothelial cell count per histological section was lower in groups E (p<0.0001) and F
(p<0.0001) compared with group D-S. IPC high dose group H also had lower cell counts
compared with groups C and D-S (p<0.0001 and p=0.014 respectively). Electron microscopy
revealed hyperoxia induced mitochondrial dysmorphology in group C and D-S. Mitochondrial
dysmorphology displayed significant decrease in IVC and high dose IPC injected eyes.
Apoptotic cell death did not differ from the control groups in low dose IVVC and both IPA
groups, but was found significantly higher in high dose IVVC group (p<0.0001)

In conclusion, Cyanidin-3-Glucoside suppresses endothelial cell proliferation in OIR C57BL/J6
mouse model, leads to a decrease in hyperoxia-induced mitochondrial dysmorphology but

increases apoptotic cell death in a dose-dependent fashion.

Key words: Cyanidine-3-Glucoside, Anthocyanin, Neovascularization, Apoptosis, ROP
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KISALTMALAR
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RESIiM VE DiYAGRAM DIiZiNi

Diyagram-1: Isik mikroskopi ile neovaskiilarizasyonun kantifiye analiz sonuglari
Neovaskiilarizasyon internal limitan membranin vitreusa bakan yilizeyindeki vaskiiler hiicre
cekirdeklerinin saymmiyla kantifiye edilmistir ve diyagramda gruplarda vaskiiler hiice

cekirdeklerinin sayisinin degeri ortalama + standart deviasyonu olarak verilmistir.

Diyagram-2: Elektron mikroskopi ile atipik mitokondri analiz sonugclari
Elektron mikroskopi ile ultrastriiktiirel mitokondriyal degisiklikler degerlendirilmis ve
diyagramda gruplardaki atipik mitokondri sayilar1 ortalama + standart deviasyonu olarak

verilmistir.

Diyagram-3: Apoptotik hiicre analiz sonuclar:
TUNEL teknigi ile apoptotik aktivite analizi gergeklestirilmis ve diyagramda gruplardaki

apoptotik hiicre sayilar1 ortalama + standart deviasyonu olarak verilmistir.

Resim-1: Isik Mikroskopik kesitler

A ve B: Oda ortaminda tutulmus, islem gérmemis (Grup A) ve intravitreal steril DMSO
intravitreal enjeksiyonu uygulanmig (Grup B-S) C57BL/J6 farenin retinasindan 11k
mikroskopik kesitleri izlenmektedir. C ve D: Postnatal 7-12. giinde hiperoksiye tabi tutulan,
islem gormemis grup (Grup C) ve intravitreal steril DMSO intravitreal enjeksiyonu
uygulanmis gruplarda (Grup D-S) retinal ILM'in vitreus tarafinda endotelyal hiicre
cekirdekleri izlenmektedir. E ve F: Postnatal 7-12. giinde hiperoksiye tabi tutulan, intravitreal
300ng/ul (Grup E) ve 600ng/ul (Grup F) Siyanidin-3-Glikozit enjekte edilmis gruplarin
retinal 151k mikroskopik kesitleri izlenmektedir. G ve H: Postnatal 7-12 giinde hiperoksiye tabi
tutulan, intraperitoneal 0.05mg/kg (Grup G) ve 0.1mg/kg (Grup H) Siyanidin-3-Glikozit

enjekte edilmis gruplarin retinal 151k mikroskopik kesitleri izlenmektedir.
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Resim-2: Elektronmikroskopik inceleme

A ve B: Oda ortaminda tutulmus, islem gérmemis (Grup A) ve intravitreal steril DMSO
enjeksiyonu uygulanmis grup (Grup B-S) elektron mikroskopik incelemesinde fotoseseptor i¢
segment boliimiinde mitokondri yapilarinda dismorfoloji izlenmedi. Mitokondrilerde tipik ¢ift
membranli tiibiiler transvers diizenli mitokondrial kristalar goriilmektedir. C ve D: Postnatal
7-12. giinde hiperoksiye tabi islem gormemis grup (Grup C) ve intravitreal steril DMSO
enjekte edilmis grup (Grup D-S). Elektron mikroskopik incelemede fotoreseptor i¢ segment
boliimiinde irregiiler mitokondri, litik matriks, elektron dens madde i¢eren mitokondriler
gozlenmektedir. E ve F: Postnatal 7-12. giinde hiperoksiye tabi tutulan, intravitreal 300ng/ul
(Grup E) ve 600ng/ul (Grup F) Siyanidin-3-Glikozit enjekte edilmis gruplar. Ultrastriiktiirel
mitokondriyal degisiklikler ve atipik mitokondri sayist Grup D'ye gore daha az bulundu. G ve
H: Postnatal 7-12 giinde hiperoksiye tabi tutulan, intraperitoneal 0.05mg/kg (Grup G) ve
0.1mg/kg (Grup H) Siyanidin-3-Glikozit enjekte edilmis gruplar. Grup G ile Grup C arasinda
fark izlenmedi. Grup H atipik mitokondri sayisinda Grup C’ye gore anlamli azalma izlendi.

Orijinal biiylitme 6000x

Resim-3: TUNEL teknigi ile apoptotik hiicre analizi

A-D: C57BL/J6 fare retinasindan 151k mikroskopi kesitinde oda ortaminda tutulmus, islem
gormemis (Grup A) ve intravitreal steril DMSO intravitreal enjeksiyonu uygulanmig (Grup
B-S); postnatal 7-12. giinde hiperoksiye tabi tutulan, islem gérmemis (Grup C) ve intravitreal
steril DMSO enjekte edilmis (Grup D-S) gruplarda TUNEL teknigi ile dis niikleer tabaka ve
i¢ niikleer tabakada benzer sayida apoptotik TUNEL-pozitif hiicre tespit edilmistir. E: Oksijene
tabi tutulan, intravitreal 300 ng/ul Siyanidin-3-Glikozit enjekte edilen grupta (Grup E) TUNEL
teknigi ile Grup A, B-S, C ve D-S ile benzer sayida apoptotik TUNEL-pozitif hiicre
goriilmiistiir. F: Postnatal 7-12. giinde hiperoksiye tabi tutulan, intravitreal 600 ng/ul (Grup F)
Siyanidin-3-Glikozit enjekte edilmis grupta apoptotozis diger gruplara gore artmis olarak
izlendi. G ve H: Postnatal 7-12 giinde hiperoksiye tabi tutulan, intraperitoneal 0.05mg/kg
(Grup G) ve 0.1mg/kg (Grup H) Siyanidin-3-Glikozit enjekte edilmis gruplar. Kontrol
gruplari ile benzer sayida apoptotik TUNEL-pozitif hiicre goriilmiistiir. Orijinal biiyiiltme 100x,

Immersiyon yag1 kullanilmustir.



1. GIRIS

Neovaskiiler g6z hastaliklar1 tiim yas gruplarinda ciddi bir saglik sorunudur. Patolojik retinal
anjiyogenez; Ornegin prematiire retinopatisi, diyabetik retinopati ve yasa bagli makiila
dejenerasyonu gibi neovaskiiler okiiler hastaliklarda gorme kaybina neden olmaktadir [1].
Neovaskiiler hastaliklarda tedavi, lazer fotokoagiilasyon ile iskemik dokunun tahrip edilerek
neovaskiilarizasyonu tetikleyen faktorlerin azaltilmasi esasina dayanir [2]. Lazer
fotokoagiilasyon tedavisi sonucunda doku hasarit meydana gelmektedir. Alternatif tedavi olarak
doku hasarin1 en aza indirgeyerek, patolojik neovaskiilarizasyonu engelleme amacina yonelik
olarak wvaskiiler endotel hiicre lizerine etkili anjiyojenik maddeleri hedef alan ilaglar
denenmektedir. Bunlardan en 6nemlileri VEGF blokaj1 yapan ilaglardir. Son yillarda eksudatif
yasa bagli makiila dejenerasyonu tedavisinde VEGF inhibitorii ilaglarla iyi sonuglar
alinmaktadir [3]. Ancak prematiire retinopatisinde Bevacizumab, Aflibercept gibi anti-
proliferatif ve anti-anjiyojenik etkili ajanlar tedavi segenekleri olusturmakla birlikte yetersiz
kalmaktadirlar. Bu nedenle retinal neovaskiiler hastaliklarda anti-proliferatif, kalici, giivenilir

ve etkili tedavi se¢enekleri aranmaktadir.

Antosiyaninler, ozellikle bogiirtlen ¢esitlerinde bulunan hidrofilik, anti-oksidatif, anti-
inflamatuvar, anti-proliferatif ve noroprotektif flavonoidlerdir. Tiim antosiyanin gruplarinin
icinde biyoaktivitesi en yiiksek bulunan ise Siyanidin-3-glikozit’tir [4]. Yapilan ¢alismalarda
Siyanidin-3-glikozit’in anti-inflamatuvar, anti-oksidatif ve noroprotektif etkileri kanitlanmigtir
[5]. Antosiyaninlerin okiiler dokulara gegcisi oldugu bilinmektedir. Hayvan modellerinde, fare
ve tavsan gruplaria 110mg/kg intraperitoneal enjeksiyon olarak verildikten sonra okiiler gegise
bakilarak toplam antosiyanin retinal konsantrasyonu 6.89ug olarak bulunmustur [6]. Ayrica
antosiyaninlerin spesifik olarak Vaskiiler hiicre adezyon molekiili-1, TNF-alfa, IL-1p,
Prostoglandin E2 ve COX-2 gen ekspresyonunu inhibe ettigi gosterilmistir [7-9]. Siyanidin-3-
glikozit’in rodopsin rejenerasyonunu arttirdigi, oksijen radikallerini temizleyici aktivitesi ile
noroprotektif oldugu ve VEGF ekspresyonunu arttiran Monosit kemotaktik faktor-1
ekspresyonunu inhibe ettigi in vitro ve in vivo ¢alismalarla kanitlanmistir [10-14].
Calismamizin amaci oksijen endiikte retinopati in vivo fare modelinde C57BL/J6 1rki
fare kullanarak Siyanidin-3-glikozit intraperitoneal ve intravitreal enjeksiyonlarinin retinal

endotelyal hiicre proliferasyonuna, retina morfolojisine ve apoptozise etkisinin arastirilmasidir.

1



Farede oksijen endiikte retinopati, insandakine benzer vaskiiler yapilanma gostermekte ve
olusan retinal neovaskiilarizasyon tekrarlanabilir ve kantifiye edilebilir niteliktedir. Bu nedenle
retinal neovaskiilarizasyonun patogenezine ve tedavi arayislarina yonelik uygun bir model

olusturmaktadir.

2. GENEL BILGILER

2.1 PREMATURE RETINOPATISI

Prematiire retinopatisi, diisik dogum agirlikli, erken dogan bebeklerde goriilen retinal
damarlarin anormal proliferasyonuna bagli olusan ve c¢ocukluk ¢aginda korliige yol agan
vaskiiler bir hastaliktir. Ik kez 1942 yilinda "Retrolental Fibroplazi” olarak tanimlanmustir.
CRYO-ROP calismasindaki veriler sonucunda 750 gr altindaki bebeklerde %90 oraninda, 27
haftadan kiiciik bebeklerde %83 oraninda PR gelistigi bildirilmistir [15]. Hastaligin gelisiminde
en Onemli risk faktorii postmenstriicl yas ve disik dogum agirligidir [16]. Prematiire
retinopatisinin olast mekanizmalarinin anlasilmasi i¢in birgok hayvan modeli ¢alismasi
ylritiilmistir. Ashton ve ark. oksijen endiikte retinopati modelinde oksijen toksisitesine bagli
damar kaybi (Faz I) ve takiben hipoksiye bagli vazoproliferasyon (Faz 2) mekanizmasini ortaya

koymustur [17].

2.2 PREMATURE RETINOPATISi PATOGENEZI

Retina vaskiilarizasyonu, gestasyonel 14-16. haftada baglar. Retina damarlar1 optik diskten
mezensim igsi hiicreleri olarak yayilir. Takibinde endotel proliferasyonu ve kapiller olusum
baslar. Yeni kapiller damarlardan matiir retina damarlar1 olusur. Gestasyonun 6. haftasinda
olusan koroid damarlar1 avaskiilarize retina alanlarin1 besler. Bu gelisime endotelyal ve
mikroglial hiicreler — vaskiiler endotelyal hiicre, astrosit, mikroglia, perisit ve amakrin benzeri
hiicreler — onciiliik eder. Retinanin nazal boliimii 36. haftada tiimiiyle vaskiilarize olurken,
temporal alanin vaskiilarizasyonu 39. haftada tamamlanir [18].

PR bifazik bir hastaliktir ve preterm dogumla normal retinal gelisimin kesintiye ugramasiyla
baglar. Retina gelisiminin fizyolojik hipoksiyle indiiklendigi bu donemde (Faz 1) bebek anne
karnindayken devam etmesi gereken vaskiilarizasyon durur ve olugsmus damarlarda

vazoobliterasyona bagli kayip gelisir. IGF-1, HIF-1a ve VEGF diizeylerinde ani bir azalma



goriliir ve bebegin matiirasyonu ile vaskiilarize olmayan retina alan1 metabolik olarak aktif ve
hipoksik duruma gelir [19]. Retina neovaskiilarizasyonu, prematiire retinopatisinin ikinci
fazindaki (Faz 2) hipoksiye baglidir ve yaklasik postmenstriiel 34. haftada meydana gelir [17].
Faz 1’de vazoobliterasyona ugrayan hipoksik ve iskemik retina; Faz 2’de neovaskiilarizasyona
neden olur. Ancak bu sekonder neovaskiilarizasyon, fizyolojik vaskiilarizasyondan farkli olarak
vitreusa dogru ilerleyen asir1 ve diizensiz bir vaskiilarizasyondur. Fizyolojik vaskiilarizasyonda
astrosit yatak baglantilari, VEGF kademeli salinim1 ve retina ylizeyindeki ganglion hiicreleri
damarlanmanin retinada sinirlt kalmasini saglar [2]. Normal kosullarda hipoksi; doku biiyiime
faktorlerinin - VEGF, EPO, Anjiopoetin/Tie2, IGF-1 gibi - artisim1 indiikleyerek var olan
damarlardan yeni damar olusumunu indiikler. Yeni damarlar olustuktan sonra ise bu damarlarin
biiyiimesi endotelyal ug hiicreleriyle yonetilir [20]. Ug hiicreler VEGF’¢ yanit olarak VEGFR2
ve yonelim faktorlerinden (Norofilin-1, Netrin reseptorii Unc5b, tirozin kinaz reseptorii Eph)
zengin motil filopodialar olusturur [21-23]. Ug hiicrelerini takip eden endotelyal hiicreler,
VEGF e cevap olarak proliferasyona ugrar. Son olarak asir1 damarlanmayi 6nlemek igin damar
yikimi1 ve mural hiicre (orta boy damarlardaki perisit ve biiyiik boy damarlardaki diiz kas hiicre
prekiirsorleri) migrasyonu gergeklesir [24]. Patolojik neovaskiilarizasyonda ise ndron ve
astrositlerin pro-anjiyojenik cevabi, Faz 1°deki vazoobliterasyona tepki olarak orantisiz
artmistir. Asirt VEGF ve EPO salinimi diizensiz ve vitreusa uzanan vaskiilarizasyona neden
olur [2]. Bu asir1 proliferasyon fibroz skar ve kontraktil bant olusumu ve sonugta retina
dekolmanina neden olabilir. Hipoksinin tetikledigi retinal neovaskiilarizasyon fazi diger

proliferatif retinopatiler ile benzerdir.

3.PATOGENEZDE ETKILI FAKTORLER

3.1 Hiperoksi

Prematiire retinopatisi gelisiminde rolatif oksijen fazlaligt en 6nemli faktorlerden biridir.
Okiiler kan akiminin sistemik diizenlenmesinde total kardiyak ¢ikim, lokal perfiizyon basinci,
pH, parsiyel arteryel oksijen basinci ve parsiyel arteryel karbondioksit basinci rol oynamaktadir
(20). Ancak retinanin otonomik vaskiiler innervasyon yoklugu, retinal kan akiminin esas olarak
lokal faktorlerden etkilenmesine ve retinal kan akiminin otoregiilasyonla diizenlenmesine yol
acmaktadir. Pretermlerde ise koroid kan akimi otoregiilasyonu bulunmazken, retinal kan akim
otoregiilasyonu da gelisimini tamamlamamis durumdadir. Bu durum Prostaglandin ve Nitrik
Oksit yiiksekliginin otoregiilasyonu bozmasi ile agiklanmaktadir [3]. In utero, normal parsiyel
oksijen basimci 30mmHG iken, normal oda havasina maruz kalan bebeklerde parsiyel oksijen

basinct 60-100 mmHG’ya kadar ¢ikmaktadir [25]. Bu rolatif hiperoksi durumunda retinal
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damarlar yenidoganda hizla vazokonstrikksiyona ugrarken, koroid damarlar1 gelisen
hiperoksiye tepki vermemektedir. Bu nedenle hiperoksi durumunda yenidoganda retinal ve
koroidal kan akimi diizenlenememekte, bu da retinada serbest oksijen radikallerinde artiga
neden olmaktadir [26]. Kan otoregiilasyonunu bozan bagska bir faktér de oksijenin az verildigi
mekanik ventilasyon durumunda veya akciger hasarinda gelisen hiperkapnidir. Hiperkapni
sonucu endotelyal hiicrelere kalsiyum gecisine bagli COX yolag1 aktive olacak ve PGE2
iiretilecektir. Bu durumda PGE2 bagimli eNOS ekspresyon artisi, NO salinimi ve sonugta
karbon dioksit bagimli kan akimi artis1 izlenmekte ve otoregiilasyon gene bozulmaktadir [4].
Oksijen dalgalanmalar1 sonucu hipoksi olusan retinada ROS gelisimi, buna bagl olarak
NADPH oksidaz artis1 izlenmektedir [27]. Bu artig JAK/STAT sinyal yolu aktivasyonuyla
intravitreal neovaskiilarizasyonu arttirir [28]. Yapilan g¢alismalarda NADPH oksidaz ve
JAK/STAT yolunun baskilanmasiyla apoptozis ve neovaskiilarizasyonda azalma izlenmistir
[29] .

3.2 Hipoksi-indiiklenebilir Faktorler

Retina normal sartlarda yiiksek oksidatif stres altindadir ve mitokondriden zengindir. Prematiir
infantlarda yetigkin retinasindan farkli olarak antioksidan igerigi azdir ve noéral dokuda daha
yiliksek demir icerigi bulunmaktadir. Bu durum retinay1 oksidatif hasara daha duyarli hale
getirmektedir. Prematiir infantlardaki rélatif yiiksek oksijen; oksijen hasarina daha duyarli olan
prematiir retinasinda endotelyal hiicre 6liimii ve sonugta vazoobliterasyona neden olmaktadir
[30]. Oksidatif hasar sadece disaridan gelen oksijene bagh degildir. Endotelyal hiicre enzimleri,
Ksantin oksidaz, NADPH oksidaz, COX, NOS, Lipooksijenaz yolaklar1 da serbest radikal
olusumuna katkida bulunmaktadir [31]. Oksijen artis1, oksijene baglh transkripsiyon faktori,
Hipoksi indiikte Faktor 1o (HIF-1a)’y1 da baskilar [1]. HIF-1a DNA'ya baglanarak hipoksiye
cevap olarak {iretilen mediatorlerin - VEGF, Eritropoetin, Anjiyopoetin gibi - gen
transkripsiyonunu artirir [32]. Bu faktor vaskiiler yatak doku hipoksisine bagli astrosit ve retinal
ganglion hiicrelerinden VEGF salinimima baglh olarak gelisir. Normal kosullarda, doku
revaskiilarizasyonu saglandigi zaman, hipoksik uyar1 ortadan kalkmasiyla HIF-1a
hidroksilasyon ile degrade olur. Hipoksi sartlarinda ise hidroksilasyon azalmasi, HIF-1o’nin
birikmesiyle VEGF promotoriine baglanmasina ve VEGF ekspresyonunun artmasina neden
olur. Calismamizda kullanilan Siyanidin-3-glikozit’in kronik hipoksi olusturulmus endotel

hiicrelerinde HIF-1a’y1 stabilize ettigi gosterilmistir [33].

3.3 Nitrik Oksit



Nitrik oksit koroidal ve retinal kan akiminin belirlenmesinde rol oynar ve endotelyal hiicre
proliferasyon ve migrasyonunu stimiile eder [34]. COX ve NOS aktivitesi neonatallerde
yiiksektir ve okiiler doku peroksidasyonuna yol agan bir etmendir [35]. Oksidatif stres sirasinda
olusan reaktif oksijen radikalleri COX yolagina pozitif feedback yaparak serbest radikal
olusumunu arttirmaktadir. Artmig COX aktivitesi prostaglandinleri (6zellikle PGD2 ve PGE2),
eNOS ve NO yapimmin arttirarak okiiler kan akimi ve dolayisiyla oksidatif stresi daha da
arttirmaktadir. Hayvan modellerinde artmis Nitrik oksite bagli Kaspaz-3, Mitojen-aktive
protein kinaz ve Akt fosforilasyonunda artis goriilmiis; N-asetilsistein ile nitro-oksidasyon
onlendiginde hastalik seviyesinin azaldig izlenmistir [36]. Reaktif oksijen radikalleri, ayrica
NO ile reaksiyona girerek reaktif nitrojen radikalleri (peroksinitrit, nitrojen dioksit, nitrojen
trioksit) olusturmakta, bu nitriatif stres de retinal mikrovaskiiler dejenerasyona yol agmaktadir
[37]. Ayrica eNOS artis1 retinal vaskiiler dejenerasyon yapmakta; hipokside goriilen iNOS artisi
ise fizyolojik retinal wvaskiilarizasyonu inhibe ederek vazoobliterasyon ve preretinal
neovaskiilarizasyona yol agmaktadir [38]. Hiicre membran fosfolipidlerinin peroksidasyona
ugramastyla membran fonksiyon bozuklugu gelismektedir. Retina lipidleri yiiksek oranda
doymamis yag asitleri (Doksohekaenoik asit, Cis-arasinoik asit, Kolin fosfogliserit) icerdigi
icin peroksidasyon riski daha fazladir [39]. Oksidatif stres ve peroksidasyona bagli olarak
Aragsidonik asitten Fosfolipaz A2 bagimli prostanoidler olusur. Prostanoidlerden ise
vazokonstriiktor ve sitotoksik bir ajan olan Tromboksan A2 (TXA2) sentezlenir [4].
Tromboksan A2 ve COX inhibitorlerinin oksijen endiikte retinopatide etkili oldugu
caligmalarda gosterilmistir [40]. Peroksidasyona bagl gelisen diger proinflamatuar mediatorler
arasinda Lizofosforik asit (LPA) ve Platalet aktive edici faktor (PAF) bulunmaktadir. PAF, ayni
TXA2 gibi vazoobliterasyon ve vazokonstriiksiyona; LPA ise mikrovaskiiler sitotoksisiteye
neden olmaktadir [41]. Calismalarda Siyanidin-3-glikozit’in COX-2, iINOS ve PGE2’yi
azalttig1 gosterilmistir [42].

3.4 Vaskiiler Endotelyal Biiyiime Faktorii (VEGF)

Vaskiiler biiylime faktorleri plasental biiytime faktorii (PIGF), VEGF-A, VEGF-D ve viral
VEGF homologu VEGF-E den olusan bir protein ailesidir [43]. VEGF, endotelyal hiicre
kiiltiiriine eklendiginde de novo kan damari olusumunu arttirmasinin yani sira endotelyal hiicre
proliferasyonunu ve migrasyonunu da iceren kan damar1 olusumunda yer alan ¢ogu basamagi
tetiklemekte ve bazal membran hasari ile kan damarlarinin ¢evre doku stromasina yayilmasi
icin gerekli metalloproteinaz enzimlerin iiretimini arttirmaktadir [44, 45]. VEGF in normalde

de gozde ekspresyonu vardir [46]. VEGF ganglion, Miiller, retina pigment epitel hiicreleri ve
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noral hiicre kaynaklidir ve patolojik neovaskiilarizasyonda rol oynayan monositler igin giiglii
bir kemoatraktan gorevi goriir [45]. Gelisim sirasinda VEGF’in ana kaynagi astrositlerdir.
Prematiire retinopatisinin ilk fazinda hiperoksi ile azalan VEGF ekspresyonu vaskiiler gelisimin
durmasina ve damarlarin obliterasyonuna sebep olurken, ikinci fazda hipoksi ile ekspresyonu
artmaktadir.

VEGEF yiiksek affiniteli sinyal reseptorii olan tirozin kinaz reseptor ailesinde yer alan VEGFR1
ve VEGFR2’ ye baglanmaktadir [47]. VEGF diizeylerinin retina iskemisinde arttig1
gosterilmistir [48]. VEGF izoformlar1 arasinda VEGF164 neovaskiilarizayonla iliskili en
spesifik izoformdur [49]. VEGF164, Interselliiller Adezyon molekiilii-1 (ICAM-1) artist ile
16kositlerin neovaskiilarizasyon alanlarina adezyonunu saglamaktadir [50]. Bu inflamatuar
hiicrelerin  neovaskiilarizasyon alanlarina go¢ii  engellendiginde neovaskiilarizasyon
baskilanabilmektedir [51]. Prematiire retinopatisinin ilk fazinda hiperoksi ile azalan VEGF
ekspresyonu vaskiiler gelisimin durmasina ve damarlarin obliterasyonuna sebep olurken ikinci
fazda ise hipoksi ile ekspresyonu artmaktadir. VEGF, 16kosit araciligi ile endotel hasari,
fenestra olusumu, sik1 baglantilarin ¢éziilmesi ve hiicreler arasi yogun sivi akisi ile damarlarin
sizdirmasina yol agmaktadir [52].

Anti-VEGF tedavi yaklagimlart yeni damar gelismesini engellemede oldukca etkili
yontemlerdir [53]. VEGF'i inhibe eden insan monoklonal antikoru Bevacizumab’in intravitreal
kullaniminin siddetli PR gelisimini azalttig1 ve kan damarlarinin perifere biiylimesini sagladig:
gosterilmistir [53]. Daha yakin zamanda Ranibizumab’in daha kisa yar1 dmiirli oldugu i¢in
oncelikli tercih olabilecegi belirtilmistir [54].

Ancak VEGF viicuttaki damar gelisimi i¢in de gereklidir. In vivo VEGF supresyonu yapilan
caligmalarda in utero vaskiiler gelisimde kesintiye baglh fare 6liimleri izlenmistir [48, 55]. Anti-
VEGEF ilaglarin ise yeni olugsan damarlara etki ettigi izlenmistir. Yeni gelisen damarlar 14 giin
icinde olgunlagmakta ve perisitler sayesinde VEGF’e direngli hale gelmektedir. Bu perisitlerin
gelisen damarlardan uzaklastirilmasinin, damarlar1 VEGF blokajina kars1 duyarhilastirdig:
izlenmistir [56]. Perisitlerin olgunlagsmasinda trombositten tiireyen biiyiime faktorii-B 6nemli
bir yere sahiptir [56]. Bu faktorlerin engellenmesi ile yeni olusan damarlarin yani sira daha
onceden olugmus olan patolojik damarlarin regresyonu saglanabilir. Matsumoto ve ark.’nin
caligmasinda antosiyaninlerden Siyanidin, Delfidin ve Malvidin igeren bogiirtlen ekstraklarinin

VEGF etkisini azalttigi gosterilmis, bu etki Delfidin’e baglanmistir [57].

3.5 insulin Benzeri Biiyiime Faktorii-1 (IGF-1)



IGF-1 diiz kas hiicreleri i¢in mitojen ve antiapoptotik bir faktérdiir ve damar diiz kas
hiicrelerinin proliferasyonunu uyarir [58]. IGF-1 ekspresyonunda hipoksi, hiicre yogunlugu,
TGF-B, bFGF, PDGF ve VEGF rol oynar [59]. IGF-1 mikrovaskiiler damarlarda aminoasit,
glukoz alimi ve DNA sentezini arttirir; migrasyonu ve anjiyogenezi diizenler, endotel
hiicrelerindeki inflamatuvar ve vazodilator cevabi gii¢lendirir [60, 61]. Endotel tizerine olan
etkiler eNOS ve VEGF ile diizenlenir [62]. Term bebeklerde IGF-1 diizeyleri tglincii
trimesterde en yiiksek diizeyine ulasirken preterm bebeklerde IGF-1 diizeyi diisiik kalir [63].
IGF-1 ayrica endotel hiicrelerinde VEGF-bagimli Akt aktivasyonunu arttirarak damar
survivalini arttirir. Pretermlerde IGF-1’in diisiik seviyeleri nedeniyle Akt aktivasyonu diistik
olur ve vitreusta VEGF birikimine yol acar [64]. Faz 2°de ise artmus VEGF, IGF-1"e pozitif
feedback yaparak MAPK ve Akt sinyal yolu aktivasyonu ile neovaskiilarizasyonu tetikler [5].
IGF-1 antagonistlerinin retinal anjiyogenezi VEGF iizerinden in vivo baskiladigi gosterilmistir
[62].

3.6 Basit Fibroblast Biiyiime Faktorii ( bFGF)
In vitro ve in vivo olarak anjiyojenik olan bFGF, normal retinada hiicre sitoplazmasinda bulunur
[65]. VEGF gibi tirozin kinaz reseptorleri tizerine etki ederek Mitojen Aktive edici Protein

Kinaz (MAPK) aktivasyonunu ile endotelde migrasyon ve proliferasyona neden olur [66].

3.7 Trombosit Kokenli Biiyiime Faktorii (PDGF)
Monosit ve trombositlerin alfa graniillerinde bulunan PDGF, erken anjiyogenezde mezensim
hiicrelerinden perisit diferansiasyonunu saglar ve hipoksi sonucu artan VEGF salinimini

potansiyelize eder [67].

3.8 Transforme Edici Biiyiime Faktorii (TGF)

Trombositlerin alfa graniilleri iginde yogun miktarda bulunur, diisiik dozda anjiyojenik, yiiksek
dozda anti-anjiyojenik ozellikler gosterir. Monositleri uyararak fibroblast biiylime faktor,
PDGF, TNF, IL-1 gibi biiyiime faktorlerinin salinimin saglar [68].

3.9 Tiimor Nekroz Faktorii Alfa ( TNF-a )

Diisiik dozda endotelyal hiicre ¢cogalmasini saglarken, yiiksek dozda ters etki gosterir. VEGF
salimmmini  direkt indiikler ve ekstraselliler matriks komponentlerinin, plazminojen
aktivatorlerinin ve proteaz inhibitdrlerinin liretimini arttirir. Pro-inflamatuar 6zellikleri ile in

vivo olarak yeni damar olusumuna yol agar [69].
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3.10 Plasenta Kaynakh Biiyiime Faktorii (PIGF)

VEGEF ailesinin tanimlanan ilk tiyesidir. VEGFR- 1'e baglanarak etki gosterir [70]. Retinal
neovaskiilarizasyon siirecinde VEGF'in aktivasyonunu ve ekspresyonunu artiran bir
kofaktordiir. VEGF ve PIGF birleserek FMS-iliskili tirozin kinaz -1 (FLT-1)’e baglanir. FLT-
1 de; MAPK1/ERK2, MAPK3/ERK1, MAP kinaz sinyal yolagi ve Akt-1 sinyal yolagini aktive
ederek anjiyogeneze yol agar [71].

3.11 Eritropoetin (Epo)

Eritropoetin ve Eritropoetin reseptorii (EpoR) normal retinada bulunmaktadir. Epo’nun NF-xB
yolagini uyararak, retinal ganglion hiicrelerinin TNF-a ve IL-1p’nin inflamatuar hasarina kars1
direncini arttirdi@1 gosterilmistir [72]. Ayrica Epo STATS, MAPK/ERK ve PI3K/Akt yolak
aktivasyonu ile retinal ganglion hiicrelerini apoptozise karst korumaktadir [73]. Epo ayrica
Aktl fosforilasyonu ile retinayr hipoksik hasara karsi da korumaktadir [73]. Hipoksi
Eritropoetin salimimini stimiile ederek eritrosit sayisini ve anjiyogenezi artirir. Hipoksik
sartlarda Epo ve VEGF, HIF-1a tarafindan stimiile edilir. Ancak VEGF ve Epo’nun birbirlerine
antagonistik etkileri oldugu da gosterilmistir. VEGF, STAT3 aktivasyonu yaparak Epo
ekspresyonu azaltir [74]. Intravitreal Epo enjeksiyonunun vitreusta VEGF konsantrasyonunu
azalttigi da izlenmistir [75]. Proliferatif retinopati fare modelinde biiyiime fazinda Epo

inhibisyonunun neovaskiilarizasyonu inhibe ettigi gosterilmistir [76].

4. SIYANIDIN- 3- GLIiKOZIT

Antosiyaninler, yunanca ‘anthos’ (gicek), ‘kyanos’ (mavi) anlamima gelen iki kelimenin
birlesmesiyle adlandirilir ve flavonoidler familyasina giren dogal renk maddeleridir.
Cigeklerde, meyvelerde ve sebzelerde yaygin olarak bulunur. Antosiyaninler reaktif oksijen
radikallerine kimyasal yapilarindaki elektron eksikligi nedeniyle duyarlhidir. Cesitli
antosiyaninler arasindaki reaktivite farki, molekiildeki hidroksil gruplarinin sayisi, bu hidroksil
gruplarindan metoksillenmis olanlarin konumu ve bunlarin sayisi, molekiile baglanmis
sekerlerin sayisi, tiirli ve baglanis pozisyonu ile iliskilidir [77]. Antosiyaninlerden Siyanidin-3-
glikozit’in en yiiksek antioksidan aktiviteye sahip oldugu gosterilmistir [78]. Antosiyaninlerin
in vitro ve in vivo antioksidan aktiviteleri ¢esitli ¢alismalarda gosterilmistir. In vitro
caligmalarda Siyanidinler DNA hidroksillenmesine karst DNA-Siyanidin  kompleksi
olusturarak DNA’y1 oksidatif hasardan korumaktadir [10]. In vitro Siyanidin-3-glikozit ATP
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bagimli intraselliiler kalsiyum ¢ikisini engelleyerek ATP bagimli reaktif oksijen radikali

olusumunu azaltmaktadir [43].

Wang ve ark.’nin ¢alismasina gore antosiyanin ekstrakti ayni konsantrasyonda Vitamin E
ekstrakti ile karsilastirildiginda lipozomlarda daha yiiksek oranda lipid peroksidasyonu azaltici
etki gostermistir [78]. Baska bir ¢alismada tek basmna Siyanidin-3-glikozitin LDL
oksidasyonunu Askorbik asitten daha i1yi azalttigi da gosterilmis, bu etki antosiyanin reaktif
oksijen radikallerini toplayici etkisine baglanmistir [8]. Amorini ve ark.’min in vitro
calismasinda iskemi/reperfliizyon hasari olusturulan fare miyokard hiicrelerinde Siyanidin
verildiginde oksijen radikallerinin olusumunda azalma izlenmistir [79]. in vitro olusturulan
kortikal noron oksijen-glikoz deprivasyonu iskemisinde Siyanidin-3-glikozit’in mitokondriyel
transmembran potansiyel kaybini onleyerek noroprotektif etki gosterdigi izlenmistir [80].
Siyanidin-3-glikozitin ayrica iNOS ekspresyonu ve aktivitesinin azalttigt ve NO {retimini

azalttig1 da izlenmistir [81].

Siyanidin-3-Glikozit’in fare retina dejenerasyon modelinde fotoreseptor hasarini azalttigi da
gosterilmistir [82]. Ultraviyoleye maruz kalmis fare derisine topikal Siyanidin-3-glikozit
uygulanmasiyla COX-2, INOS, PGE2, IL-8 konsantrasyonlarini azaltarak inflamasyonu
baskilayici etkisi izlenmistir [42]. In vitro galismalarda bu inhibisyonu Niikleer Faktor kB
regiilasyonu iizerinden yaptig1 gosterilmistir [83]. In vitro endotelyal hiicre kronik hipoksi

modeline Siyanidin-3-glikozit’in HIF-1 artisini inhibe ettigi bulunmustur [33].

Matsunaga ve ark. hiicre kiiltlir ¢aligmasinda antosiyaninlerden Siyanidin, Delfidin ve
Malvidin’in VEGF etkisini azaltt181; ancak tek baslarina etkilerinin toplam etkilerinden daha az
oldugunu gostermislerdir [57]. Matsumoto ve ark.’nin in vivo ¢alismasinda antosiyanin igerikli
bogiirtlen ekstraktr (50mg/ml) fareye intraperitoneal enjekte edilmistir. Soliisyon igerisindeki
Antosiyaninlerin tek basina dozu 108mg/kg olarak hesaplanarak okiiler doku gecisine bakilmig
ve antosiyanin gecis konsantrasyonlart koroid>kornea>siliyer cisim ve iris>retina>akoz
hiimér>vitreus>lens seklinde izlenmistir [12]. In vivo ¢alismalarda antosiyaninlerden zengin
bogiirtlen ekstrakti verilen farelerde fosforilize ekstraselliiler kinaz 2 (ERK '2) ve Serin/
Treonin protein kinaz B (Akt) inhibisyonu gelismis ve in vivo anjiogenezin inhibe oldugu
izlenmistir. Bu c¢alismada VEGF-A endiikte fosforilize Akt olusumunun inhibe oldugu
goriilmiis ve bu etki Delfidin’e baglanmigtir [57]. Fare oksijen endiikte retinopati modelinde
intravitreal 300 nanogram bdgiirtlen ekstrakt enjeksiyonu sonucunda tuftlarda azalma

izlenmistir [13].



5. PREMATURE RETINOPATISIi SINIFLAMASI VE TEDAVISi

Prematiire retinopatisinin evrelendirilmesi, ICROP'a (International Classification of
Retinopathy of Prematurity) gore vaskiiler ve avaskiiler retina bolgelerinin birlesimindeki

damarlanma durumuna gore yapilir ve retina tutulumunun yerlesimi zonlarla ifade edilir [84].

Zon 1 en igteki alandir. Optik disk merkezinden, makiila merkezine uzanan mesafenin iki kati
captadir. Zon 2 smirlar1 Zon 1 sinirindan nazal ora serrataya uzanan alani kapsar. Zon 3 ise Zon
2’yi cevreleyen hilal seklinde retina alanidir. Retina tutulumunun yayginligi saat kadrani,

retinopatinin ciddiyeti ise evre olarak ifade edilir.

RIGHT EYE LEFT EYE

5.1 Evreleme

Evre 1 (Demarkasyon hatt): Ondeki avaskiiler retina ile arkadaki vaskiiler retinayr ayiran

ince beyaz bir ¢izgidir.

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

karakterizedir.

Evre 3 (Ekstraretinal fibrovaskiiler proliferasyon): Ridge posteriorundan uzanan
fibrovaskiiler dokunun vitreusa dogru ilerlemesi ile karakterizedir. Vitreusa uzanan

ekstraretinal fibrovaskiiler dokunun yayginligina goére bu evre hafif, orta ve siddetli olabilir.
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Evre 4 (Kismi retina dekolmamni): Evre 4A: Ekstrafoveal ve Evre 4B: Foveal olmak iizere

retinal dekolmani gelisimiyle karakterizedir.

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

eksudatif de olabilmektedir ve siklikla huni (agik/kapali) seklindedir.

Arka kutup arterlerinde kivrimlanma artigi, venlerde dilatasyon olmasi, vitreus hemorajisi ve
bulanikligs, iris damarlarinda genisleme ve kivrimlarima artisi, pupil dilatasyonunda azalma
varsa Plus hastalik olarak ifade edilir. Herhangi bir evrede Plus hastalik goriiliirse evrenin

yanina (+) isareti konularak gosterilir. Plus hastalik mevcudiyetinde hizli progresyon izlenir.

Agresif Posterior PR ise nadir goriilen hizli ilerleyen ciddi bir durumdur, klasik evreleri

gecirmez. Tedavisiz birakildiginda genellikle kisa siirede Evre 5'e ilerler.
5.2 Tedavi

Prematiire retinopatisinde halen altin Standard kabul edilen tedavi avaskiiler retinanin
ablasyonu ile hastaligin progresyonunun engellenmesi, avaskiiler retinanin ortadan kaldirilarak
anjiyogenik ajan iiretiminin durdurulmasidir. Tedavi i¢in ETROP ¢alismasi sonucu gelistirilen
algoritma gbz Oniine alinir [85]. Buna gore periferal retinal ablasyon gerektiren gozler Tip 1,
lazer tedavisi gerektirmeyip yakin takip gerektiren gozler Tip 2 Prematiire retinopatisi olarak

siiflandirilmastir.
Tip 1 Prematiire retinopatisi

A) Zon 1 'de Plus hastaliginin oldugu biitiin evreler
B) Zon 1 'de Evre 3 (Plus hastalik +/-)
C) Zon 2' de Plus hastalik ile Evre 2 veya Evre 3

Tip 2 Prematiire retinopatisi

A) Zon 1 'de Plus hastaliginin olmadigi Evre 1 veya 2
B) Zon 2' de Plus hastaliginin olmadig1 Evre 3

Intravitreal anti-VEGF tedavisinin tek basma veya cerrahi ile kombine tedavisi ile olumlu
sonuclar alindig bildirilmistir. BEAT-ROP calismasinda Bevacizumab’in yaygin Zon 1 Evre
3 plus ve agresif posterior hastalik tedavisinde etkili oldugu goriilmiistiir. Bunun sebebinin
konvansiyonel lazer tedavisi ile azalmayan vitreus VEGF diizeylerinin intravitreal

Bevacizumab sonrasi azalmasi oldugu diistiniilmektedir [86]. Ranibizumab tedavisinin de
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kombine veya monoterapi olarak uygulandiginda agresif posterior hastalik ve Evre 3 plus
hastalikta etkili oldugu gosterilmistir [87]. Evre 4a, evre 4b ve evre 5 hastalikta serklaj cerrahisi

veya vitrektomi uygulanmaktadir.

6. ANJIYOGENEZ

Anjiyogenez var olan kapiller damarlardan yenilerinin olusmasidir. Anjiyogenezin ilk
basamag1 damarlarda dilatasyon ve gecirgenlik artisidir. Cevredeki matriksin yikimai ile birlikte
endotel hiicreleri go¢ ederek tiip yapilarini olustururlar. Tomurcuklanan yeni damarlarin
cevredeki diferansiye olmus endotel hiicrelerinden ve matriksten destek aldig
diistiniilmektedir. Takiben olgunlagma ve yeniden sekillenme fazi ile birlikte yeni bir damar ag1
olusur. Endotelyal hiicre gé¢ii ve invazyonu sitokinler, fibroblast biiylime faktorii ve VEGF-A
gibi anjiyojenik faktorlerle artar [88]. Aktive olmus endotel hiicreleri matriks iginde yayilir ve
daha sonra ¢ogalmaya baslar. Takiben yeni olusmus kapillerlerin endotel hiicreleri yeni bazal
membran sentezler. Yeni kapillerlerin saglamligini ise perisit ve diiz kas hiicrelerinin sagladigi

diistiniilmektedir ve bu siireg PDGF tarafindan diizenlenmektedir [89] .

Anjiyogenezi diizenleyen mekanizmalarda aksaklik sonucunda patolojik anjiyogenez meydana
gelir. Okiiler hastaliklarda patolojik anjiyogenez onemli rol oynar. Ornegin diyabetik
retinopatide hiperglisemi, mitokondride iiretilen yliksek miktardaki reaktif oksijen tiirleri,
glikasyon son iriinleri retinal endotel hiicre hasarina neden olur. Olusan inflamasyon hiicre
adezyon molekiillerinin aktivasyonuna neden olurken; olusan iskemi ise VEGF, IGF-I,
Anjiyopoetin-1 ve 2, Fibroblast biiyiime faktorii ve TNF artist yaparak bazal membran
kalinlagmasi, perisit ve endotel hiicre kaybina ve sonugta neovaskiilarizasyona neden olur [90].
Koroidal neovaskiilarizasyonda ise retina pigment epiteli ve Bruch membrani arasinda biriken
depozitler koryokapillaristen retina pigment epiteli tabakasina oksijen gecisini kesintiye ugratir.
Olusan hipoksi sonucu basta VEGF olmak {izere anjiyojenik maddeler salinir. VEGF endotel
hiicre proliferasyonunu ve okiiler inflamasyonu uyarir, post kapiller veniillerde fenestrasyona
yol agar [91]. Inflamatuar sitokinlerin salinimryla retina pigment epiteli, koroid kokenli endotel
hiicreleri ve makrofajlardan salinan doku metalloproteinazlari Bruch membran proteolizine ve
membran iizerinde ¢atlaklarin olusmasina neden olur ve anjiyojenik faktdrlerin uyardigi koroid
endotel hiicreleri de bu catlaklardan gegerek retina pigment epiteli alt1 alana yerlesir ve

neovaskiilarizasyona yol acgar [92]. Santral retinal ven tikanikliklarinda da vaskiiler endotel
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hasar1 prostoglandinler, lokotrienler, ICAM-I, integrinler, TNF-a ve VEGF’i arttirarak

neovaskiilarizasyona neden olur [92].

7.ANTIANJIiYOJENIiK AJANLAR
7.1 Triamnisolon Asetonit

Sentetik bir steroid olup antiinflamatuar ve anjiyostatik etkiye sahiptir. inflamasyonu baskilar,
retina pigment epitel migrasyonunu ve proliferasyonunu azaltir, vaskiiler endotelyal hiicre
ekstraselliiler matriksinin yapimini da etkiler [93]. Oksijen endiikte retinopati fare modelinde
in vivo kosullarda neovaskiilarizasyonu baskiladigi gosterilmistir [94]. Intravitreal
Triamnisolon enjeksiyonu sonras1 komplikasyonlar katarakt olusumu, goz i¢i basing yiiksekligi,

endoftalmi ve regmatojen retina dekolmanidir [95].
7.2 Pegabtanib (Macugen; Pfizer Inc, ABD)

28-baz riboniikleik asit molekiiliine, polietilen glikol parcalarinin  baglanmasindan
olusmaktadir. Selektif olarak VEGF165’e baglanabilme &zelligi vardir [96]. Immiinojenik
degildir. Hiicre kiiltiiriinde 0.15pg/ml’de antiproliferatif etkinligi gosterilmistir [97]. In vivo
etkinlik gosterdigi en diisiik doz 0,3 mg olarak belirlenmistir [98].

7.3 Bevacizumab (Avastin; Genentech, ABD)

Insan VEGF-A’nin tiim izoformlarin1 nétralize eden monoklonal IgG antikordur. Kolon kanseri
nedeniyle sistemik Bevacizumab tedavisi alan hastalarda yasa bagli makiila dejenerasyonu
bulgularinda belirgin bir diizelme oldugunun fark edilmesi iizerine intravitreal kullanilamaya
baglanmistir. VEGF-A’nin endotel yiizeyindeki Flt-1 ve KDR reseptorlerine baglanmasini
engelleyerek endotelyal hiicre proliferasyonunu engeller. Intravitreal uygulama dozu 1.25-
2,5mg araligindadir [99]. Okiiler kullanimda 1 haftadan daha uzun bir siire sistemik dolasimda
kalir. Biitiin bir IgG molekiiliiniin yaklagik 149kDa olmasi retinaya gecisinin az olacagini
disiindiirse de yapilan calismalarda retina pigment epiteline, koroid ve fotoreseptor dis

segmentlerine gegisi gosterilmistir [100].
7.4 Ranibizumab (Lucentis; Genentech/Novartis, ABD)

VEGF monoklonal antikoruna antijen baglayan kismin pepsin ayirma yontemiyle ayrilmasi

sonucu elde edilen yaklasik 48 kDa boyutunda antikor pargasidir. Monoklonal antikorunun
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sadece Fab kismini igerir. Fc pargasi icermedigi i¢in inflamatuvar cevaba daha az neden oldugu
diistiniilmektedir [101]. Hiicre kiltirinde 12,5ug/ml’de antiproliferatif etkisi gosterilmistir.
FDA onayli olarak 4mL vitreus i¢in 0,5mg intravitreal olarak kullanilmaktadir [97].

7.5 Aflibercept (Eylea; Bayer HealthCare, Almanya)

VEGF reseptor 1 ve 2 nin antijen baglayan kisimlartyla Immunoglobulin G’nin Fc parcalarinin
birlestirilmesiyle olusturulan bir fiizyon proteinidir. VEGF-A,VEGF-B, Plasental biiylime
faktori 1 ve 2’ye yiiksek affiniteli baglanir [102]. Hiicre Kkiiltiirinde 0.04pg/ml’de
antiproliferatif etkisi gosterilmistir. FDA onayiyla 2mg/4ml olarak intravitreal kullanilmaktadir
[97].

8. ARASTIRMA ASAMASINDAKI TEDAVILER
8.1 Small Interfering RNA (siRNA)

Hipoksik hiicre kiiltiir ¢alismalarinda siRNA kullanilarak VEGF inhibisyonunun saglanabildigi
gosterilmistir  [103]. siRNA, protein sentezini mRNA'min  yikimini  hizlandirarak

durdurmaktadir ve spesifik bir niikleotid sekansini hedefleyecek sekilde tiretilebilmektedir.
8.2 Skualamin Laktat

Skualamin laktat aktive endotel hiicrelerine alinarak Kalmodulin’e baglanir ve VEGF ile
integrin ekspresyonlarini inhibe ederek anti-anjiyojenik etki gosterir [104]. Topikal kullanimi

i¢in klinik aragtirma fazindadir [105].
8.3 Apicibar Pegol (Allergan)

Apicibar Pegol, VEGF proteinine yiiksek affinite gosteren Designed Ankyrin Repeat Proteini
adi1 verilen ve antikor benzeri baglanmay1 taklit eden yeni bir tiir baglayici proteindir. Yasa
bagli makiila dejenerasyonu icin Faz 1 ve 2 calismasi sonucunda intravitreal doza bagiml

retinal 6demde azalma gorillmiistiir [106]. Klinik ¢alismas1 devam etmektedir.
8.4 Brolucizumab (ESBA1008)( RTH-258 )(Alcon)

VEGF-A tiim izomerlerine affinite gosteren tek zincirli antikor pargasidir. Ranibizumab ve

Aflibercept karsilastirmali ¢aligmalar1 yapilmistir. Faz 3 ¢alismasi devam etmektedir [105].
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8.5 Conbercept (Chengdu Kanghong Pharmaceutical Group, Cin)

VEGEF reseptor ve IgG flizyonundan olusan antikordur. Cin’de onaylanmis ve kullanimdadir.

Faz 2 galigmasinda Bevacizumab ile karsilastirilarak etkinligi gosterilmistir [107].
8.6 Kesintisiz Anti-VEGF Salimim

Giliniimiizde biyo-bozunabilir implantlar, mikrosferler, nanopartikiiller ve lipozomlar, jel ve 6n
ilag gibi bircok ila¢ dagitim yontemi arastirilmaktadir. Bunlardan NT-501 (Renexus)’1n etkisi
tavsan goziinde gosterilmistir [108]. Bir baska strateji ise adeno-iligkili viral vektorlerle g6z
icinde lokal ekspresyon saglama yontemidir. Bu yontemin etkinligi oksijen endiikte retinopati

fare modeli ile gosterilmistir [109].
8.7 Tirozin Kinaz inhibitérleri

VEGF reseptorleri VEGF molekiiliiniin baglanmasi ile aktive olan tirozin kinaz aktivitesine
sahiptirler. Pazopanib, Vatalanib gibi ¢esitli tirozin kinaz inhibitorleri anti-anjiojenik tedavi
acisindan arastirilmaktadir. Vatalanib’in oksijen endiikte retinopati modelinde intravitreal 40pul

verildiginde antiproliferatif oldugu gosterilmistir [110].
8.8 Integrinler

Integrinler yeni kan damar1 olusumunda hiicresel organizasyon icin gerekli olan hiicre adezyon
molekiilleridir. ALG-1001 (Luminate, Allegro, ABD) adli peptid integrinlerle olusan hiicre
adezyonunu inhibe etmektedir. Yasa bagli makiila dejenerasyonu hastalarinda yapilan bir

caligmada santral fovea kalinliginda anlaml azalma sagladig gosterilmistir [111].
8.9 Fovista (Ophthotech, ABD)

Endotel hiicreleri yeni olusan damarlari stabilize eden perisitlerin ¢cogalmasini saglayan PDGF
salgilar. Bu stabilizasyon sonucunda antikorlarin neovaskiilarizasyon dokusuna penetrasyonu
azalir ve anti-VEGF tedavilere yanitsizlik ortaya ¢ikabilir. PDGF antagonisti olan Fovista ve
Ranibizumab kombine tedavisinin tek basina Ranibizumab’dan daha etkili oldugu
gosterilmistir ve anti-VEGF tedavisine direncli olgularda kullanigli  olabilecegi

diistiniilmektedir [112].

9. GEREC VE YONTEM
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9.1 Hayvan Deneyi Protokolii

Tiim deneyler Baskent Universitesi Arastirma Kurulu Hayvan Haklar1 komitesinin onay1 ve
Etik Kurul onay1 alindiktan sonra gergeklestirilmistir (Proje No:DA15/10). Deneyler Smith ve
ark.’nin 1994 yilinda gelistirdikleri in vivo oksijen endiikte retinopati fare modeli C57BL/J6
kullanilarak yapildi. Yeni dogan C57BL/J6 fareler anneleriyle birlikte postnatal 7. gline kadar
oda ortaminda yasadiktan sonra, postnatal 7. giinden 12. giine kadar %75+2 oksijene tabi
tutuldu. Postnatal 12. giinde fareler tekrar oda ortamina (%21 oksijen) alindi. Ayn1 giin fareler
tartilarak ketamin hidrokloriir (40mg/kg) ve Xylazine hidrokloriir (5mg/ml) intraperitoneal
enjeksiyonu ile derin anestezi yapildi. Enjeksiyonlar i¢in Siyanidin-3-Glikozit steril DMSO ile
coziilerek soliisyon haline getirildi. Siyanidin-3-Glikozit intraviteral olarak 300ng/ul ve
600ng/ul; intraperitoneal olarak ise 0.05mg/kg ve 0.1mg/kg olarak enjekte edildi. Analizler
icin fareler alt1 gruba ayrildi.

Grup A: Negatif kontrol grubu, oksijene tabi tutulmamis ve islem gérmemis (n=5)

Grup B-S: Kontrol grubu, 1pl intravitreal steril DMSO soliisyon enjeksiyonu, oksijene tabi
tutulmamis (n=5)

Grup C: Kontrol grubu, oksijene tabi tutulmus, islem gérmemis (n=5)

Grup D-S: Kontrol grubu, 1pul intravitreal steril DMSO soliisyon enjeksiyonu, oksijene tabi
tutulmus (n=5)

Grup E: 300ng/ul intravitreal Siyanidin-3-Glikozit enjeksiyonu, oksijene tabi tutulmus (n=5)

Grup F: 600ng/ul intravitreal Siyanidin-3-Glikozit enjeksiyonu, oksijene tabi tutulmus (n=5)

Grup G: 0.05mg/kg intraperitoneal Siyanidin-3-Glikozit enjeksiyonu, oksijene tabi tutulmus
(n=5)

Grup H: 0.1mg/kg intraperitoneal Siyanidin-3-Glikozit enjeksiyonu, oksijene tabi tutulmus
(n=5)

Intravitreal enjeksiyonlar farenin bir goziine 32 gauge igne ve Hamilton siringasi ile
stereoskopik mikroskop altinda korneoskleral bolgede saat 6 hizasindan gerceklestirildi. 30
C57BL/J6 fare postnatal 7-12. giinler arasinda oksijene tabi tutuldu. On ikinci giin 5 farenin sag
gdziine (Grup D-S) 1pl Intravitreal steril DMSO, 5 farenin sag gdziine intravitreal 300 ng/pl
Siyanidin-3-Glikozit (Grup E), 5 farenin sag goziine 600 ng/ul Siyanidin-3-Glikozit (Grup F),
5 fareye 0.05mg/kg intraperitoneal Siyanidin-3-Glikozit (Grup G) ve 5 fareye 0.1mg/kg
intraperitoneal Siyanidin-3-Glikozit (Grup H) enjekte edildi.
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Kontrol grubundaki farelerin gozlerine 1ul intravitreal steril DMSO soliisyon enjekte edildi
(Grup B-S, kontrol grubu). 5 tane yas uyumlu islem gérmemis, oda ortaminda tutulmus fare
(Grup A) negatif kontrol grubunu olusturdu. Fareler postnatal 12-17. giinlerinde oda ortaminda
tutuldu ve postnatal 17. giin intraperitoneal ketamin hidrokloriir (100mg/kg) ve Xylazine
hidrokloriir (Smg/ml) enjeksiyonunu takiben sakrifiye edildi ve gozler eniiklee edildi. Eniiklee
edilmis gozlerde histolojik/morfolojik inceleme 11k mikroskopi ve ultrastriiktiirel inceleme
elektron mikroskopi (her grupta 3 g6z) ile gergeklestirildi. Apoptotik aktivite terminal
deoxynucleotidyl transferase deoxy-UPT-nick end labeling (TUNEL) yontemi ile incelendi.
TUNEL calismasi, 151k mikroskopi i¢in hazirlanmis olan parafin kesitlerinde yapildi.

9.2 Isik Mikroskopik Inceleme

Isik mikroskop incelemesi i¢in gozler eniikleasyon sonrasi %4 paraformaldehit ¢ozeltisinde en
az 24 saat bekletildikten sonra parafin bloklara alindi. Parafin bloklardan 4pum kalinliginda
optik sinire paralel olacak sekilde sagital diizlemde retinal kesitler alindi. Optik sinirden sonra
ikinci veya tgilincii kesitler incelemeler i¢in kullanildi. Kesitlere, retinal neovaskiilarizasyonun
kantitatif analizi ve morfolojik inceleme i¢in periodic acid-schiff (PAS) ve hematoksilen-eosin
boyama uygulandi. Neovaskiilarizasyon internal limitan membran'in vitreus tarafindaki
endotelyal hiicre proliferasyonunun bir kesitteki sayimi ile kantifiye edildi. Morfolojik
incelemede retinanin c¢esitli katmanlar1 kistik dejenerasyon, hiicre kaybi niikleer tabaka
incelmesi acisindan degerlendirildi. Kesitler 151k mikroskopi (OLYNIPUS 13X51, Germany)
kullanilarak analiz edildi. Retina neovaskiilarizasyonun degerlendirilmesinde sonuglar

endotelyal hiicre ¢ekirdek sayisi1 ortalamasi + standart sapma olarak verildi.

9.3 Elektron Mikroskopik Inceleme

Elektron mikroskopi incelemesi igin retinal doku %2,5 gluteraldehit iceren fosfat tampon
cozeltisinde 2-3 saat bekletildikten sonra %1 osmiyum tetraoksit i¢inde fikse edildi. Alkolle
seri olarak muamele edilerek dehidre edildi. Propilen oksite gectikten sonra 6rnekler Araldyte
CY212, DDSA (2-dodecenylsuccinic anhydtrate), BDMA (benziyldimethyl amine) ve
dibutylpytalate i¢inde bekletildi. Yari-ince Kesitler Toluidin mavisi ile boyanarak 1sik
mikroskobunda incelendi. Ultra-ince kesit alinarak Uranyl Acetat ve Lead Sitrait ile boyanarak

LEO 906 EM transmisyon elektron mikroskobu ile incelendi.

9.4 TUNEL Teknigi (Terminal Deoxynucleotidyl Transferase-Mediated Nick and Labeling)
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Gozler eniikleasyon sonras1 %4 paraformaldehit ¢ozeltisinde en az 24 saat bekletildikten sonra
parafin bloklara alindi. Parafin bloklardan 4um kalinliginda optik sinire paralel olacak sekilde
sagital diizlemde retinal kesitler alind1. Optik diskten sonra ikinci veya ti¢lincii kesit incelemeler
icin hematoksilen-eosin ile boyandi. Her gézden bir kesit analiz edildi. TUNEL c¢alismasi In
Situ Cell Death Detection Kit, AP, ROCHE Diagnostics GmbH, Mannheim ile gerceklestirildi.
TUNEL pozitif hiicreler her kesit iizerinde randomize secilmis alanlarda 100x biiyiitme
(immersiyon yag1) ile tarandi. Apoptotik TUNEL-pozitif hiicreler 10 randomize se¢ilmis alanda

sayildi. TUNEL incelemesi iki bagimsiz arastirmaci tarafindan ¢ift kor olarak yapildi.
9.5 Istatistiksel Analiz

Istatistiksel analizler icin IBM SPSS Statistics 19.0 (SPSS inc, Chicago IL, USA) kullanild:.
Gruplar arasi analizler one-way ANOVA ile yapildi.Anlamli degerlerde (p<0.05) post-hoc

analiz yapildi ve gruplar aralarinda karsilastirildi.
10. BULGULAR

10.1 Retinal Endotelyal Hiicre Proliferasyon Analizi

Hiperoksi endiikte neovaskiilarizasyon gelisimi retinal parafin kesitlerinde Internal limitan
membranin vitreus tarafindaki endotelyal hiicre cekirdeklerinin sayimiyla kantifiye edildi
(Resim-1).

Negatif kontrol grubu (Grup A) ve oksijene tabi tutulmadan intravitreal DMSO uygulanan
kontrol grubunda (Grup B-S) retinal ILM'nin vitreus tarafinda az sayida endotelyal hiicre
cekirdegi gozlendi (Diyagram-1). Karsilastirildiginda endotelyal hiicre ¢ekirdegi sayisinda
istatistiksel anlamli fark bulunmadi (p=0.88).

Negatif kontrol grubu (Grup A) ve oksijene tabi tutulmus kontrol grubu (Grup C) arasinda
endotelyal hiicre ¢ekirdegi sayisinda istatistiksel olarak anlamli fark bulundu (p<0.0001).
Oksijene tabi tutulmus, islem gérmemis (Grup C) ve oksijene tabi tutulmus, intravitreal DMSO
uygulanmis kontrol grubu (Grup D-S) arasinda istatistiksel anlamli fark bulunmadi (p=0.165).
Grup B-S ve Grup D-S karsilastirildiginda endotelyal hiicre ¢ekirdegi sayisinda istatistiksel
anlamli fark bulundu (p<0.0001).

300ng/ul intravitreal Siyanidin-3-Glikozit enjekte edilen grup (Grup E) ve 600 ng intravitreal
Siyanidin-3-Glikozit enjekte edilen grupta (Grup F) retinal ILM'nin vitreus tarafinda 6,3+1,3
ve 5,6£1,3 endotelyal hiicre c¢ekirdegi gozlendi. Her ne kadar doz arttirldiginda
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neovaskiilarizasyonda azalma izlense de; bu diisiis Grup E ve Grup F karsilastirildiginda

istatistiksel olarak anlamli bulunmadi (p=0.57).

300ng/ul intravitreal Siyanidin-3-Glikozit enjekte edilen grup (Grup E) ile oksijene tabi
tutulmus, intravitreal DMSO uygulanmis kontrol grubunda (Grup D-S) retinal ILM'nin vitreus
tarafinda 6,3+1,3 ve 22,612 endotelyal hiicre c¢ekirdegi gozlendi. Bu iki grup arasinda
istatistiksel anlaml1 fark izlendi (p<<0.0001).

600ng/ul intravitreal Siyanidin-3-Glikozit enjekte edilen grup (Grup F) ile oksijene tabi
tutulmus, intravitreal DMSO uygulanmis kontrol grubunda (Grup D-S) retinal ILM'nin vitreus
tarafinda 5.6+1,3 ve 22,612 endotelyal hiicre cekirdegi gozlendi. Bu iki grup arasinda
istatistiksel anlaml1 fark izlendi (p<<0.0001).

0.05mg/kg intraperitoneal Siyanidin-3-Glikozit enjekte edilen grupta (Grup G) retinal ILM'nin
vitreus tarafinda 22.3+1.6 endotelyal hiicre ¢ekirdegi gozlendi. Grup G ile oksijene tabi
tutulmus kontrol grubu (Grup C) arasinda (endotelyal hiicre ¢ekirdegi 24.3+£3) istatistiksel
olarak anlamli fark bulunmadi (p=0.098).

Grup G ile ile intravitreal 300 ng/ul ve intravitreal 600 ng/ul Siyanidin-3-Glikozit verilen
gruplar arasinda (endotelyal hiicre ¢ekirdek sayilari sirasiyla 22.3+1.6; 6,3£1,3 ve 5,6£1,3
istatistiksel olarak anlamli fark bulundu (p<0.0001 ve p<0.0001).

0.1mg/kg intraperitoneal Siyanidin-3-Glikozit enjekte edilen grupta (Grup H) retinal ILM'nin
vitreus tarafinda 15.3£1.3 endotelyal hiicre ¢ekirdegi gozlendi. Grup H ile oksijene tabi
tutulmus kontrol grubu C (endotelyal hiicre ¢ekirdegi 24.343) arasinda istatistiksel olarak
anlamli fark bulundu (p<0.0001).

0.1mg/kg intraperitoneal Siyanidin-3-Glikozit enjekte edilen grup H ve 0.05mg/kg
intraperitoneal Siyanidin-3-Glikozit enjekte edilen grup G (endotelyal hiicre ¢ekirdek sayisi
sirayla 15.3+1.3 ve 22.3£1.6) arasinda istatistiksel olarak anlamli fark bulundu (p<0.0001).

0.1mg/kg intraperitoneal Siyanidin-3-Glikozit enjekte edilen grup ile 300ng/ul intravitreal
Siyanidin-3-Glikozit enjekte edilen grup E (endotelyal hiicre ¢ekirdek sayisi sirayla 15.3+1.3
ve 6,3+1,3) arasinda istatistiksel olarak anlamli fark bulundu (p<0.0001).
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0.1mg/kg intraperitoneal Siyanidin-3-Glikozit enjekte edilen grup H ile 600ng/ul intravitreal
Siyanidin-3-Glikozit enjekte edilen grup F (endotelyal hiicre ¢ekirdek sayisi sirayla 15.3+1.3
ve 5.6%1,3) arasinda istatistiksel olarak anlaml1 fark bulundu (p<0.0001).

0.1mg/kg intraperitoneal Siyanidin-3-Glikozit enjekte edilen grup H ile oksijene tabi tutulmus,
intravitreal DMSO uygulanmis kontrol Grup D-S (endotelyal hiicre ¢ekirdek sayisi sirayla
15.3£1.3 ve 22,61 2) arasinda istatistiksel olarak anlamli fark bulundu.(p=0.014)

10.2 Elektron Mikroskopi ile Ultrastriiktiirel Analiz

Elektron mikroskopik incelemede o6zellikle i¢ ve dis fotoreseptor bolgesinde mitokondriler
degerlendirildi. Mitokondriyal dismorfolojiyi kantifiye edebilmek igin atipik mitokondri
(yogun litik benekli matriks ve kristalizis seklinde olan mitokondri) belirlendi. Tiim gruplarda
6000x biiylitme ile secilmis bir goriis alaninda bulunan atipik mitokondri sayist belirlendi

(Resim-2).

Negatif kontrol grubunda (Grup A) ve oksijene tabi tutulmamis intravitreal DMSO grubunda
(Grup B-S) mitokondriler dahil, belirgin morfolojik degisiklik saptanmadi. Oksijene tabi
tutulmus kontrol gruplarinda (Grup C ve Grup D-S) fotoreseptor i¢ segmentinde bulunan
mitokondrilerde yogun kesiflik iceren litik-benekli matriks ve kristalizis seklinde

ultrastriiktiirel mitokondriyal degisiklikler saptandi.

Negatif kontrol grubu (Grup A), oksijene tabi tutulmamis intravitreal DMSO Grubu B-S ile
karsilagtirildiginda (atipik mitokondri sayisi sirayla 2,3+1,3 ve 2,1+£0.9) istatistiksel olarak
anlaml fark bulunmadi (p=0.79).

Negatif kontrol grubu (Grup A) ve oksijene tabi tutulmus kontrol grubu C (atipik mitokondri
sayist sirayla 2,3+1,3 ve 11.8+1.4) arasinda istatistiksel olarak anlamli fark bulundu

(p<0.0001).

Oksijene tabi tutulmus kontrol grup C ve oksijene tabi tutulmus, intravitreal DMSO
uygulanmis kontrol Grup D-S (atipik mitokondri sayis1 sirayla 11.8+1.4 ve 13+0.8) arasinda
istatistiksel olarak anlamli fark bulunmadi (p=0.98)

300ng intravitreal Siyanidin-3-Glikozit enjekte edilen grup (Grup E) ve 600ng/ul intravitreal
Siyanidin-3-Glikozit enjekte edilen grupta (Grup F) atipik mitokondri sayisi1 her iki grupta da
6.16£1.1 olarak izlendi ve istatistiksel fark bulunmadi (Diyagram-2)
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300ng/ul intravitreal Siyanidin-3-Glikozit enjekte edilen grup (Grup E) ile oksijene tabi
tutulmus, intravitreal DMSO uygulanmis kontrol grubu D-S (atipik mitokondri sayisi sirayla
6,16+1,1 ve 13+0.8) arasinda istatistiksel olarak anlamli fark izlendi (p<0.0001).

600ng/ul intravitreal Siyanidin-3-Glikozit enjekte edilen grup (Grup F) ile oksijene tabi
tutulmus, intravitreal DMSO uygulanmis kontrol grubunda (Grup D-S) atipik mitokondri sayisi
sirayla 6.16+1.1 ve 13+0.8 olarak gozlendi. Bu iki grup arasinda istatistiksel anlamli fark
izlendi (p<0.0001).

0.05mg/kg intraperitoneal Siyanidin-3-Glikozit enjekte edilen grupta (Grup G) 12.1£1.1 atipik
mitokondri gozlendi. Grup G ile oksijene tabi tutulmus kontrol grubu C arasinda (atipik

mitokondri sayis1 11.8+1.4) istatistiksel olarak anlamli fark bulunmadi (p=0.61).

Grup G ile intravitreal 300ng/ul ve intravitreal 600ng/ul Siyanidin-3-Glikozit verilen gruplar
arasinda (atipik mitokondri sayilari sirasiyla 12.1+1.1; 6.16£1,1 ve 6.16+1,1) istatistiksel olarak
anlaml1 fark bulundu (p<0.0001).

0.1mg/kg intraperitoneal Siyanidin-3-Glikozit enjekte edilen grupta (Grup H) 7.3+0.8 atipik
mitokondri gozlendi. Grup H ile oksijene tabi tutulmus kontrol grubu C (atipik mitokondri

11.8+1.4) arasinda istatistiksel olarak anlamli fark bulundu (p=0.006).

0.1mg/kg intraperitoneal Siyanidin-3-Glikozit enjekte edilen grup H ve oksijene tabi tutulmus,
intravitreal DMSO uygulanmis Grup D-S (atipik mitokondri sayilar1 sirasiyla 7.3+0.8 ve
13+0.8) arasinda istatistiksel olarak anlamli fark bulundu (p<0.0001).

0.1mg/kg intraperitoneal Siyanidin-3-Glikozit enjekte edilen grup H ve 0.05mg/kg
intraperitoneal Siyanidin-3-Glikozit enjekte edilen grup G (atipik mitokondri sayisi sirayla
7.3£0.8 ve 12.1£1.1) arasinda istatistiksel olarak anlamli fark bulundu (p<0.0001).

0.1mg/kg intraperitoneal Siyanidin-3-Glikozit enjekte edilen grup H ile 300ng/ul intravitreal
Siyanidin-3-Glikozit enjekte edilen grup E ve 600ng/ul intravitreal Siyanidin-3-Glikozit
enjekte edilen grup F (atipik mitokondri sayis1 sirayla 7.3+0.8; 6,16£1,1 ve 6.16+1,1) arasinda
istatistiksel olarak anlamli fark bulunmadi (p=0.89).

10.3 TUNEL Teknigi ile Apoptozis Analizi
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Negatif kontrol grubunda (Grup A) ve oksijene tabi tutulmamis intravitreal DMSO Grup B-
S’de dis niikleer tabakada ve i¢ niikleer tabakada benzer diizeyde apoptotik TUNEL-pozitif
hiicre tespit edildi (2.66+0.8 ve 2.83+0.9) ve p=0.77 ile gruplar arasinda istatistiksel olarak

anlamli fark bulunmadi (Resim-3).

300ng/ul intravitreal Siyanidin-3-Glikozit enjekte edilen grup (Grup E) apoptotik TUNEL-
pozitif hiicre 4.16=1.1 ve 600ng/ul intravitreal Siyanidin-3-Glikozit enjekte edilen grupta
(Grup F) 6.3£1 olarak bulundu ve iki grup arasinda istatistiksel fark p=0.025 ile anlamli
bulundu (Diyagram-3).

300ng/ul intravitreal Siyanidin-3-Glikozit enjekte edilen grup (Grup E) ile oksijene tabi
tutulmus, intravitreal DMSO uygulanmis kontrol grubu D-S (apoptotik TUNEL-pozitif hiicre
sirayla 4.16+1.1 ve 3.16+0.7) arasinda istatistiksel olarak anlamli fark izlenmedi (p=0.74).

600ng/ul intravitreal Siyanidin-3-Glikozit enjekte edilen grup (Grup F) ile oksijene tabi
tutulmus, intravitreal DMSO uygulanmis kontrol grubu D-S arasinda (apoptotik TUNEL-
pozitif hiicre sirayla 6.3+1 ve 3.16+0.7) istatistiksel olarak anlamli fark izlendi (p<0.0001).

0.05mg/kg intraperitoneal Siyanidin-3-Glikozit enjekte edilen grup G ile oksijene tabi tutulmus
kontrol grubu C arasinda (apoptotik TUNEL-pozitif hiicre sirayla 3.0+0.6 ve 3.5+1.3)
istatistiksel olarak anlamli fark bulunmadi (p=0.99).

Grup G ile intravitreal 300ng/ul Siyanidin-3-Glikozit verilen grup E arasinda (apoptotik
TUNEL-pozitif hiicre sirayla 3+0.6 ve 4.16+1.1) istatistiksel olarak anlamli fark izlenmedi
(p=0.57).

Grup G ile intravitreal 600ng/ul Siyanidin-3-Glikozit verilen grup F arasinda (apoptotik
TUNEL-pozitif hiicre sirayla 3+0.6 ve 6.3£1.0) istatistiksel olarak anlamli fark izlendi
(p<0.0001).

0.1mg/kg intraperitoneal Siyanidin-3-Glikozit enjekte edilen grup H apoptotik TUNEL-pozitif
hiicre sayist 3.5+£0.5 bulundu. Grup H ile oksijene tabi tutulmus kontrol grubu C (apoptotik
TUNEL-pozitif hiicre sayist 3.5+1.3) arasinda istatistiksel olarak anlamli fark bulunmadi
(p=0.99).
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0.1mg/kg intraperitoneal Siyanidin-3-Glikozit enjekte edilen grup H ve 0.05mg/kg
intraperitoneal Siyanidin-3-Glikozit enjekte edilen grup G (apoptotik TUNEL-pozitif hiicre
sirayla 3.5+0.5 ve 3.0+0.6) arasinda istatistiksel olarak anlamli fark bulunmadi (p=0.74).

0.1mg/kg intraperitoneal Siyanidin-3-Glikozit enjekte edilen grup H ile 300 ng/ul intravitreal
Siyanidin-3-Glikozit enjekte edilen grup E arasinda (apoptotik TUNEL-pozitif hiicre sirayla
3.5+0.5 ve 4.1£1.1) istatistiksel olarak anlamli fark bulunmadi (p=0.79)

0.1mg/kg intraperitoneal Siyanidin-3-Glikozit enjekte edilen grup H ile 600 ng/ul intravitreal
Siyanidin-3-Glikozit enjekte edilen grup G arasinda (apoptotik TUNEL-pozitif hiicre sirayla
3.5+0.5 ve 6.3+1.0) istatistiksel olarak anlaml1 fark bulundu (p=0.012).

11.TARTISMA

Calismamizda gergeklestirilen deneylerin sonucunda Siyanidin-3-Glikozit’in farkli dozlarda

oksijen endiikte fare modelinde in vivo neovaskiilarizasyonu baskilayici etkilerini gozlemledik.

Intravitreal olarak enjekte edilen Siyanidin-3-Glikozit’in kullandigimiz diisiik ve yiiksek dozda
retinal endotelyal hiicre c¢ekirdegi sayisini azalttigi tespit edildi. 0.1mg/kg intraperitoneal
Siyanidin-3-Glikozit enjeksiyonu yapilan grupta da endotelyal hiicre ¢ekirdek sayinda
intravitreal gruptan daha az olmak iizere endotelyal hiicre ¢ekirdek sayinda azalma izlendi. Bu
etki diisiik doz intraperitoneal enjeksiyonda izlenmemistir. Bu bulgu Siyanidin-3-Glikozit’in
retinal endotelyal hiicre proliferasyonuna doza bagli anti-anjiyojenik etkisi oldugunu

gostermektedir.

Literatiirde Matsunaga ve ark. hiicre kiiltiir calismasinda antosiyaninlerden Siyanidin, Delfidin
ve Malvidin’in VEGF etkisini azalttig1; ancak tek baglarina etkilerinin toplam etkilerinden daha
az oldugunu gostermiglerdir [57]. Matsumota ve ark. c¢alismalarinda oksijen endiikte fare
modelinde intravitreal 300ng bogirtlen ekstraktinin  neovaskiilarizasyonu azalttiini
gostermistir [13]. Bu ¢alismada ayrica antosiyaninlerin hiicre kiiltiirine VEGF-endiikte tiip
formasyonunu, VEGF endiikte fosforilize ekstraselliiler kinazi (ERK !2), VEGF endiikte
Serin/Treonin protein kinaz B (Akt) fosforilasyonunu doz bagimli olarak azalttig1 izlenmistir.
ERK Y fosforilasyonu endotelyal hiicre proliferasyonu i¢in gereklidir ve yapilan ¢alismalarda
ERK 7 fosforilasyon inhibitorlerinin VEGF endiikte endotelyal hiicre proliferasyonunu
azalttig1 gosterilmistir [113]. Akt fosforilasyonu ise endotelyal hiicre proliferasyonu ve

migrasyonu i¢in gereklidir. Calismanin sonucunda anjiyogenezin fosforilize ERK 2 ve
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fosforilize Akt inhibisyonu yaparak hiicre proliferasyon ve migrasyonunu engelledigi sonucuna
varilmigtir. Ancak bu calismada kullanilan soliisyon i¢inde Siyanidin’e ek olarak 14 farkl
antosiyanin bulunmaktadir. Bu antosiyaninlerden biri de Delfidin’dir. Sylvie ve ark.
caligmalarinda Delfidin’in VEGF bagimli tirozin fosforilasyonunu doz bagimli olarak inhibe
ettigini gostermistir [44]. Bu nedenle Matsumota ve ark. oksijen endiikte retinopatide
neovaskiilarizasyon azalmasini Delfidin’in etkisi olarak yorumlamislardir. Anwar ve ark. ise in
vitro endotelyal hiicre kronik hipoksi modeline Siyanidin-3-glikozit’in HIF-1 artigin1 inhibe
ettigini gostermistir [33]. HIF-1 DNA'ya baglanarak hipoksiye cevap olarak iiretilen
mediatorlerin - VEGF, Eritropoetin, Anjiyopoetin gibi - gen transkripsiyonunu artirarak
neovaskiilarizasyona katkida bulunmaktadir [32]. Go6zlemledigimiz antiproliferatif etkide
Siyanidin-3-Glikozit’in bu VEGF endiikte faktorlere olan baskilayici etkisinin rolii oldugunu
diistinmekteyiz. Calismamizda neovaskiilarizasyonun 300ng/ul intravitreal Siyanidin-3-
Glikozit ve 600ng/ul Siyanidin-3-Glikozit verilen gruplarda azaldigini gozlemledik. Ancak bu
iki doz arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmamistir. Diisiikk doz Siyanidin-3-
Glikozit grubunda neovaskiilarizasyon oksijene tabi kontrol grubundan farkli ¢ikmamustir.
Intraperitoneal 0.1mg/kg grubunda ise neovaskiilarizasyonda azalma oksijene tabi kontrol
grubundan istatistiksel olarak anlamli ¢ikmistir. Ancak bu diisiisiin intravitreal gruplardan daha
az oldugu goriilmiistiir. Intravitreal 300ng/ul ve 600ng/ul Siyanidin-3-Glikozit gruplarinda
endotelyal hiicre sayis1 6.3£1.3 ve 5.6+1.3 iken; bu say1 0.1mg/kg intraperitoneal grubunda
15.3+1.3 olarak bulunmustur. Bu durumun antosiyaninlerin vitreusa gecis sirasinda

biyoyararlanimlarindaki azalmayla agiklanabilir [12].

Prematiire retinopatisinde rol oynayan baska bir yolak da oksidatif strestir. Oksijen
dalgalanmalar1 sonucu hipoksi olusan retinada olusan oksijen radikalleri NADPH oksidaz
artisina; bu da JAK/STAT indiiksiyonuyla intravitreal neovaskiilarizasyon aktivasyonuna yol
acarak neovaskiilarizasyonu arttirir [28]. Yapilan ¢alismalarda NADPH oksidaz ve JAK/STAT
yolunun inhibe edilmesiyle apoptozis ve neovaskiilarizasyonda azalma izlenmistir [29]. Reaktif
oksijen radikalleri; COX yolagina pozitif geri donilis yapar ve artan COX aktivitesi
prostaglandinleri, eNOS ve NO yapimini arttirarak oksidatif stresi arttirir. Reaktif oksijen
radikalleri, ayrica NO ile reaksiyona girerek reaktif nitrojen radikalleri olusturarak retinal
mikrovaskiiler dejenerasyona yol agmaktadir [37]. Oksijen endiikte retinopati modelinde
hiperoksi takibinde olusan hipoksi mitokondrilerde sigsme, kristal fragmantasyonu, matriks
kondansasyonu, i¢/dis membran ayrilmasina neden olmaktadir. Calismamizda literatiirle

uyumlu olarak oksijen endiikte retinopati grubunu olusturan kontrol grubunda (Grup C ve D-
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S) fotoreseptor i¢ segmentinde bulunan mitokondrilerde yogun kesiflik igeren litik-benekli
matriks ve kristalizis seklinde ultrastriktiirel mitokondriyal degisiklikler saptandi. Hiperoksiye
maruz kalan grupta tespit edilen bulgular C57BL/J6 ki farenin retinal hiperoksi endiikte
mitokondriyal hassasiyeti oldugunu gostermektedir. Antosiyanin grubu antioksidan aktiviteye
sahiptir ve bu etkileri peroksil ve alkoksil radikallerini toplama, metal iyonlariyla selat
olusturma, protein baglama oOzelliklerine dayanmaktadir [46]. Antosiyaninlerin seker
gruplarinin yeri ve sayist antioksidan aktivite tizerine etki etmektedir. Genel olarak, 3. karbona
glikoz baglanmasiyla olusan antosiyaninlerin antioksidan aktivitesi daha yiiksektir [78].
Peerven ve ark. hiicre kiiltiirii caligmalarinda Siyanidin-3-Glikozit’in ATP endiikte
mitokondriyal depolarizasyonu mitokondriyal kalsiyum alinimini inhibe ederek azalttigini;
bunun da ATP endiikte oksijen radikal olusumunu inhibe ettigini géstermistir [43]. Siyanidinler
ayrica DNA hidroksillenmesine kars1t DNA-Siyanidin kompleksi olusturarak DNA’y1 oksidatif
hasardan korumaktadir [10]. Serraino ve ark. Siyanidin-3-Glikozit’in doz bagimli olarak
endotel hiicrelerinde peroksinitrat endiikte oksidatif hasarini azalttigin1 gostermistir [114].
Wang ve ark. in vitro retina pigment epitel ultraviyole hasarina antosiyaninlerin etkisini
arastirmigladir. Bu calismada antosiyaninlerin - en fazla Siyanidin olmak tizere - oksijen
radikallerini azalttigin1 gostermiglerdir. Ayn1 ¢alismada Siyanidin-3-glikozitin oksidatif strese
bagl retina pigment epitelinden VEGF salinimini inhibe ettigi gosterilmistir [11]. Amorini ve
ark.’nin in vitro calismasinda iskemi/reperfiizyon hasar1 olusturulan fare miyokardi
hiicrelerinde Siyanidin verildiginde oksijen radikallerinin olusumunda azalma izlenmistir [79].
In vitro olusturulan kortikal ndron oksijen-glikoz deprivasyon iskemisinde Siyanidin-3-
glikozit’in mitokondriyel transmembran potansiyel kaybini Onleyerek noroprotektif etki
gosterdigi izlenmistir [80]. Siyanidin-3-glikozitin ayrica iNOS ekspresyonu ve aktivitesinin
azalttig1 ve NO firetimini azalttig1 da izlenmistir [81]. Tsuda ve ark. oral olarak Siyanidin-3-
Glikozit verilen farelerde iskemi/repiirflizyon hasarmin baskilandigin1 gdstermistir [6]. In vivo
Siyanidin-3-Glikozit’in fare karacigerinde Glutatyon antioksidan sistemi sentezini arttirdigi

gosterilmistir [115].

Calismamizda Siyanidin-3-Glikozit uygulanan gruplarda antiproliferatif etkilerin yani sira,
elektron mikroskopide mitokondrilerin oksijene tabi tutulan diger gruplara gore daha az
hasarlandig tespit edilmistir. Calismamizda intravitreal diisiik ve yliksek doz Siyanidin-3-
Glikozit gruplarinda atipik mitokondrideki azalma doz bagimli izlenmemistir. Intraperitoneal
gruplarda ise doza bagl etki ¢ikmistir; diisiik doz intraperitoneal grup mitokondrilerde fark

olusturmazken yliksek doz intraperitoneal grupta atipik mitokondrilerde azalma izlenmistir.
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Anjiyogenezi tetikleyen onemli faktorlerden biri de inflamatuar siire¢ ve bu siirecte liretilen
cesitli sitokinlerdir. Siyanidin-3-Glikozit’in ¢esitli mekanizmalar tizerinden antiinflamatuar
etkiler gosterdigi bilinmektedir. Transkripsiyon faktorii Niikleer faktor-kB; inflamatuar cevap,
hiicre proliferasyonu ve adezyonunu diizenlemekte ve aktivasyonuyla COX-2, INOS, TNF-a

ve IL-1 salinimlari regiile olmaktadir [47].

Mitojen aktive protein kinaz (MAPK) familyasindan olan ERK (ekstraselliiler sinyal regiile
kinaz) fosforilize oldugu zaman iNOS, COX-2 ve TNF-a iiretimini arttirmaktadir[48]. Seraam
ve ark. antosiyaninlerin hiicre kiiltiirliinde COX-1 ve COX-2 inhibisyonu yaptigini gostermistir.
Ultraviyoleye maruz kalmis fare derisine topikal Siyanidin-3-Glikozit uygulanmasiyla COX-2,
INOS, PGE2, IL-8 konsantrasyonlarinin azalarak inflamasyonu azaltic1 etkisi izlenmistir [42].
Min ve ark. hiicre kiiltiiriinde Siyanidin-3-Glikozit’in MAPK ve NF-kB yolak inhibisyonuyla
TNF-a, IL-1B, NO, PGE2, iNOS ve COX-2 diizeylerini azalttigini gostermistir [55]. Fare
akciger akut hasar hiicre kiiltiirii modelinde Siyanidin-3-Glikozit’in doz bagimli olarak TNF-a,

IL-1B, IL-6, IL-10 ve IFN-B yapimini azalttigi gosterilmistir [116].

Ogawa ve ark. , mavi-led diod 1s18a bagli retinal fotoreseptor hiicre apoptozisinde Siyanidin-3-
Glikozit’in NF- kB, p38 MAPK ve Kaspaz 3-7’yi azalttigin1 gostermistir [117]. Mavi 151k
fotoreseptorlede mitokondriyal DNA hasar1 ve serbest radikal olusumuna yol agarak apoptozis
yapmaktadir [118]. Bu nedenle Siyanidin-3-Glikozit inhibitor etkisi oksijen radikal azalmasina

baglanmistir.

Calismamizda oksijen endiikte retinopati modelinde C57BL/J6 fare irkinda retinal endotelyal
hiicre  proliferasyonunun  Siyanidin-3-Glikozit intravitreal 300ng/ul, 600ng/ul ve
intraperitoneal 0.1 mg/kg intraperitoneal enjeksiyonlar1 ile baskilandigi gosterilmistir. Bu
etkinin VEGF inhibisyonuna ek olarak anjiyogenez siirecinde rol alan bir¢ok sinyal yolu
tizerinde gosterdigi etkilerinin de rolii olabilecegini diisiinmekteyiz. Isik mikroskopik
incelemede retina katmanlarinda histolojik kesitlerde morfolojik hasar yaratmadigi ve hiicre
biitiinliiglinli bozmadig goriilmiistiir. Bu bulgunun Siyanidin-3-Glikozit’in antiinflamatuar ve
sitoprotektif karakterinden kaynaklanabilecegi akla gelmektedir. Bu etkiler diisiik doz
Siyanidin-3-Glikozit (0.05 mg/kg) intravitreal enjeksiyonunda izlenmemistir. Bu durum
literatiirde izlenen antosiyanin gruplarini doz bagimli etki sonuglarma uymaktadir. Biz
intravitreal dozu uygularken Matsumota ve ark.nin intravitreal bogiirtlen ekstraktin1 géz 6niine
aldik [13]. Bu calismadaki verilen soliisyon etki gosteren farki antosiyanin gruplart ve ayni

antosiyanin grubunun farkli konfiglirasyonlarini icermektedir. Caligmamizdaki minimal
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intravitreal Siyanidin-3-Glikozit konsantrasyonu sinerjistik etki kaybi géz Oniine alinarak
300ng’dan azaltilmamigtir. Bu etki 600 ng/ul intravitreal dozda yiiksek oranda izlense de, bu
iki grup arasinda istatistiksel olarak fark izlenmemistir. Intraperitoneal grupta bu etki 0.1mg/kg

dozunda izlenmistir.

Calismamizda apoptotik hiicre oliimiinii incelemek i¢in TUNEL c¢alismasi uygulanmastir.

Negatif kontrol grubunda ve oksijene tabi tutulmus kontrol gruplarinda apoptozis goriilmiistiir.

Apoptozis degisik yolaklar ile aktive edilmektedir. Intrinsik yolakta Kaspaz-3 aktivasyonu
sonucu DNA fragmentasyonu, niikleer protein degradasyonu ve sonugta apoptozis
olugmaktadir. Klasik yolakta ise apoptozis Fas ve tiimor nekroz faktor reseptorii- 1”'in ilgili
ligandlan ile etkilesime girmesi sonucu indiiklenir [119]. Apoptozis genotoksik ajanlarin
etkisiyle DNA hasarina bagli timor siipresor gen p53 indiiksiyonuyla da baslatilabilir [120].
Mitokondriyel dis membran permeabilizasyonu sitoplazmaya sitokrom c ¢ikisina yol acarak
kaspaz yolunu uyarir ve apoptozisi baslatir. Mitokondriyel dig membran permeabilite kontrolii
B hiicre lenfoma (BCL)-2 gen ailesi diizenlemektedir [121]. Skemiene ve ark.
iskemi/reperfiizyon modelinde kardiak hiicrelerin iskemiden once Siyanidin-3-Glikozit ile
perfiize edildiginde iskemi endiikte kaspaz aktivasyonunun ve sitokrom c salinimini
blokladigm gdstermistir [122]. Insan kolon adenokarsinom hiicre kiiltiirii calismasinda
Siyanidin-3-Glikozit’in peroksil radikal endiikte apoptozisi inhibe ettigi gosterilmis ve bu etki
antosiyaninlerin peroksil radikal toplayici etkilerine baglanmistir [123]. Li et al, PC12 hiicre
kiiltiiriinde  Sisplatin endiikte sitotoksisite modelinde Siyanidin-3-Glikozit’in etkilerini
incelemistir. Sisplatin oksijen radikali olusturarak sitotoksisite yapmaktadir ve bu ¢alismada
Sisplatin oncesi Siyanidin-3-Glikozit verilen hiicrelerde Kaspaz-3 inhibisyonu izlenmistir. Bu
apoptozis inhibisyonu Siyanidin-3-Glikozit’in oksijen radikal toplayici etkisine baglanmigtir
[124]. Endotel hiicre kiiltiirii calismasinda Siyanidin’in TNF-alfa endiikte p53 asetilizasyonunu
engelledigini ve apoptozisi inhibe ettigi gosterilmistir [125]. Helikobakter pylori ile insan
gastrik hiicre ko-kiiltiiriinde Siyanidin-3-Glikozit Kaspaz 3 aktivasyonunu azaltmistir [126].
Fare hepatosit hiicrelerinin Siyanidin-3-Glikozit ile hiperglisemiye bagli apoptozisi Kaspaz 3
inhibisyonu, pro-apoptotik BAX gen inhibisyonu ile azalttig1 gosterilmistir [127]. Pankreatik 8
hiicrelerinde hidrojen peroksidaz endiikte Kaspaz 3 aktivasyonunun Siyanidin-3-Glikozit ile
inhibe oldugu gosterilmistir [128]. Siyanidin-3-Glikozit’in koruyucu etkilerinin doz bagimli
oldugu apoptozis lizerinde de gosterilmistir. Kardiyak iskemi/reperfiizyon hasarinda Siyanidin-
3-Glikozit dozu arttirlldiginda reperfiizyon sirasinda pro-oksidatif etkiye yol actigi
gosterilmistir [129].
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Ancak Siyanidin-3-Glikozit’in pro-apoptotik oldugunu gosteren yayinlar da bulunmaktadir
[130]. Yan ve ark. fare aortik diiz kas hiicrelerinde Siyanidin-3-Glikozit’in NF-kB aktivasyon
inhibisyonuyla apoptozisi indiikledigini gostermislerdir [131].Siyanidin-3-Glikozit’in prostat
ve akciger kanser hiicre kiiltiirlerinde kaspaz-3 aktivasyonu yaptigi da izlenmistir [132, 133].
Insan hepatoma hiicrelerinde Siyanidin-3-Glikozit iceren antosiyanin karisimi doz bagimli
olarak DNA fragmentasyonunu arttirmig ve BCL-2 inhibisyonu yapmuistir [134]. Siyanidin-3-
glikozit 16semi hiicrelerinde apoptozise yol agmigtir [135-137]. Ancak ayn1 doz antosiyaninin
perifer kan monositlerinde apoptotik etki yapmazken; kronik lenfositik lenfoma hiicrelerinde

apoptozis yaptig1 gosterilmistir [138].

Zikri ve ark. bu apoptotik 6zelligin selektif oldugunu géstermistir. Ozefagus hiicre kiiltiir
caligmalarinda, Siyanidin-3-Glikozit ileri timorojenik hiicre grubunda apoptozise yol agarken,
zaylf tliimorojenik grupta apoptozis izlenmemistir. Bunun nedeni olarak yiiksek aktivite
grubunun hiicre i¢ine Siyanidin aliniminin artmasi veya Siyanidin-3-Glikozit reseptorlerinin
hiicre ylizeyinde fazla eksprese edilmesi ile endositoz artis1 olmak iizere iki mekanizma one
stirmiislerdir [139]. Primer kolorektal ve metastatik kolorektal kanser hiicre ¢aligmasinda da
Siyanidin-3-Glikozit sadece metastatik hiicrelerde apoptozis yapmistir [140]. Bu ¢alisma
sonucunda antosiyaninlerin yiiksek metabolizmali hiicrelerde radikal oksijen birikimi yaparak
apoptotik etki olusturdugu ileri siirlilmiistiir. Antosiyaninlerin radikal oksijen toplayicilik
ozelliklerinin intraselliiler pH azalmasi ile kaybolmasi da olasi mekanizmalardandir [141].
Siyanidin-3-Glikozit’in rodopsin rejenerasyonuna pH bagimli olarak etki ettigi bilinmektedir
[142, 143].

Calismamizda Siyanidin-3-Glikozit gruplari ile apoptozis yiiksek oksijen alan kontrol gruplari
azalmamus, yiliksek doz intravitreal doz ise apoptoziste artisa neden olmustur. Hiperoksiye bagli
intraselliiler asidoz olusumu bunun nedeni olabilir [144]. Bu etkilesim kiiltiir bazinda
endotelyal hiicreler lizerinde ve in vivo olarak hayvan sayisi ve ilag dozu arttirilarak prospektif
incelenmelidir. Ayrica Siyanidin-3-Glikozit profilaktik etkisinin degerlendirilmesi ve
hiperoksik intraselliiler asidoz olugsmadan once verildiginde apoptozis iizerine olan etkisinin
gosterilmesi igin enjeksiyonlarin oksijen endiikte retinopati olusturulmadan postnatal 7.giinde

yapilarak prospektif incelenmesi gerekmektedir.

Sonug olarak Siyanidin-3-Glikozit oksijen endiikte fare modelinde neovaskiilarizasyonu

anlamlh diizeyde baskilamakta ve mitokondriler iizerine koruyucu etki gostermekte; ancak
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apoptoziste doz bagimli artisa neden olmaktadir. Farkli dozlarda ve dokularda ilag¢ etkisi ve

farmakokinetik analiz i¢in prospektif randomize deneysel calismalar gerekmektedir.
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12.RESIiM VE DIYAGRAMLAR

Diyagram-1: Isik mikroskopi ile neovaskiilarizasyonun kantifiye analiz sonuclar:

Neovaskiilarizasyon internal limitan membranin vitreusa bakan yiizeyindeki vaskiiler hiicre
cekirdeklerinin sayimiyla kantifive edilmistir ve diyagramda gruplarda vaskiiler hiice

¢ekirdeklerinin sayisinin degeri ortalama + standart deviasyonu olarak verilmistir.
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Diyagram-2: Elektron mikroskopi ile atipik mitokondri analiz sonuclari

Elektron mikroskopi ile ultrastriiktiirel mitokondriyal degisiklikler degerlendirilmis ve
diyagramda gruplardaki atipik mitokondri sayilar: ortalama + standart deviasyonu olarak

verilmistir.
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Diyagram-3: Apoptotik hiicre analiz sonuclari

TUNEL teknigi ile apoptotik aktivite analizi gerceklestirilmis ve diyagramda gruplardaki

apoptotik hiicre sayilart ortalama + standart deviasyonu olarak verilmistir.

Apoptotic cell count

T T T T T
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Resim-1: Isik Mikroskopik kesitler

A ve B: Oda ortaminda tutulmus, islem gérmemis (Grup A) ve intravitreal steril DMSO

intravitreal enjeksiyonu uygulanmis (Grup B-S) C57BL/J6 farenin retinasindan stk
mikroskopik kesitleri izlenmektedir.

C ve D: Postnatal 7-12. giinde hiperoksiye tabi tutulan, islem gérmemig grup (Grup C) ve
intravitreal steril DMSO intravitreal enjeksiyonu uygulanmis gruplarda (Grup D-S) retinal
ILM'nin vitreus tarafinda endotelyal hiicre ¢ekirdekleri izlenmektedir.

E ve F: Postnatal 7-12. giinde hiperoksiye tabi tutulan, intravitreal 300 ng/ul (Grup E) ve
600ng/ul (Grup F) Siyanidin-3-Glikozit enjekte edilmis gruplarin retinal 151k mikroskopik
kesitleri izlenmektedir.

G ve H: Postnatal 7-12 giinde hiperoksiye tabi tutulan, intraperitoneal 0.05mg/kg (Grup G) ve
0.1mg/kg (Grup H) Siyanidin-3-Glikozit enjekte edilmis gruplarin retinal 151k mikroskopik

kesitleri izlenmektedir.
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Resim-2: Elektronmikroskopik inceleme

A ve B: Oda ortaminda tutulmus, islem gérmemis (Grup A) ve intravitreal steril DMSO
enjeksiyonu uygulanmis grup (Grup B-S) elektron mikroskopik incelemesinde fotoseseptor
i¢ segment boltimiinde mitokondri yapilarinda dismorfoloji izlenmedi. Mitokondrilerde tipik
¢ift membranh tiibiiler transvers diizenli mitokondrial kristalar goriilmektedir.

C ve D: Postnatal 7-12. giinde hiperoksiye tabi islem gérmemis grup (Grup C) ve
intravitreal steril DMSO enjekte edilmis grup (Grup D-S). Elektron mikroskopik incelemede
fotoreseptor i¢ segment boliimiinde irregiiler mitokondri, litik matriks, elektron dens madde
iceren mitokondriler gozlenmektedir.

E ve F: Postnatal 7-12. giinde hiperoksiye tabi tutulan, intravitreal 300 ng/ul (Grup E) ve
600ng/ul (Grup F) Siyanidin-3-Glikozit enjekte edilmis gruplar. Ultrastriiktiirel
mitokondriyal degisiklikler ve atipik mitokondri sayisi Grup D'ye gore daha az bulundu.

G ve H: Postnatal 7-12 giinde hiperoksiye tabi tutulan, intraperitoneal 0.05mg/kg (Grup G)
ve 0.1mg/kg (Grup H) Siyanidin-3-Glikozit enjekte edilmis gruplar. Grup G ile Grup C
araswinda fark izlenmedi. Grup H atipik mitokondri sayisinda Grup C'ye gore anlamli azalma
izlendi. Orijinal biiyiitme 6000x
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Resim-3: TUNEL teknigi ile apoptotik hiicre analizi

A-D: C57BL/J6 fare retinasindan 151k mikroskopi kesitinde oda ortaminda tutulmus, islem
gormemis (Grup A) ve intravitreal steril DMSO intravitreal enjeksiyonu uygulanmis (Grup B-
S); postnatal 7-12. giinde hiperoksiye tabi tutulan, islem gérmemis (Grup C) ve intravitreal
steril DMSO enjekte edilmis (Grup D-S) gruplarda TUNEL teknigi ile dis niikleer tabaka ve i¢
niikleer tabakada benzer sayida apoptotik TUNEL-porzitif hiicre tespit edilmistir.

E: Oksijene tabi tutulan, intravitreal 300 ng/ul Siyanidin-3-Glikozit enjekte edilen grupta
(Grup E) TUNEL teknigi ile Grup A, B-S, C ve D-S ile benzer sayida apoptotik TUNEL-pozitif
hiicre goriilmiistiir.

F: Postnatal 7-12. giinde hiperoksiye tabi tutulan, intravitreal 600 ng/ul (Grup F) Siyanidin-
3-Glikozit enjekte edilmig grupta apoptotozis diger gruplara gore artmis olarak izlendi.

G ve H: Postnatal 7-12 giinde hiperoksiye tabi tutulan, intraperitoneal 0.05mg/kg (Grup G) ve
0.1mg/kg (Grup H) Siyanidin-3-Glikozit enjekte edilmis gruplar. Kontrol gruplari ile benzer
sayida apoptotik TUNEL-pozitif hiicre gériilmiistiir. Orijinal biiyiiltme 100x, Immersiyon yagi

kullanilmigstir.
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