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OZET

Bu c¢aligmada in vivo oksijen endiikte retinopati (OER) fare modelinde intravitreal
astaksantin  enjeksiyonunun farkli konsantrasyonlarda retinal endotelyal hiicre

proliferasyonuna, retina morfolojisine ve apoptotik hiicre 6liimiine etkisi incelendi.

Calismada toplam 30 adet C57BLJ/6 irki fare kullanmilmistir. 20 adet C57BL/J6 fare
postnatal 7-12. giinler arasinda %75 * 2 oksijene tabi tutuldu. Fareler analiz i¢in 6 gruba
ayrildi. Bes tane yas uyumlu islem gormemis, oda ortaminda tutulmus fare (Grup-A)
negatif kontrol grubunu olusturdu. Grup-B kontrol grubunu, 1pul intravitreal steril DMSO
soliisyon enjeksiyonu, oksijene tabi tutulmamis (n=5 goz); Grup-C kontrol grubunu,
oksijene tabi tutulmus, islem goérmemis (n=5 go6z); Grup-D kontrol grubunu, 1ul
intravitreal steril DMSO soliisyon enjeksiyonu, oksijene tabi tutulmus (n=5 goz); Grup-E
10pg/ml intravitreal astaksantin enjeksiyonu (n=5 g6z); Grup-F 100ug/ml intravitreal
astaksantin enjeksiyonu (n=5 goz) olusturdu. Onikinci giin 5 farenin bir géziine (Grup-D)
lul intravitreal steril DMSO, 5 farenin bir gozine (Grup-E) 10 ug/ml intrvitreal
astaksantin, 5 farenin sag goziine (Grup-F) 100 pg/ml intravitreal astaksantin enjekte
edildi. . Postnatal 17. giin fareler sakrifiye edildi ve gozler preretinal neovaskiilarizasyonun
kantitatif analizi, apoptotik hiicre 6liimii ve morfolojik yapt incelenmesi icin eniiklee
edildi. Neovaskiilarizasyon internal limitan membranin vitreusa bakan yiizeyindeki
vaskiiler hiicre ¢ekirdeklerinin sayimiyla kantifiye edildi. Histolojik ve ultrastriiktiirel
bulgular 151k ve elektron mikroskopi, apoptotik aktivite terminal deoxynucleotidyl

transferase deoxy-UPT-nick end labeling (TUNEL) yontemi ile incelendi.

Grup-A ve Grup-B karsilastirildiginda endotel hiicre ¢ekirdegi sayisinda istatistiksel
anlamli fark bulunmadi (p=0,9). Grup-C ve Grup-D karsilastirildiginda endotel hiicre
cekirdegi sayisinda istatistiksel anlamli fark bulunmadi (p=0,3). Grup A ve C
karsilastirildiginda endotel hiicre c¢ekirdegi sayisinda istatistiksel anlamli fark bulundu
(p<0.0001). Grup-B ve -D Kkarsilastirildiginda endotel hiicre ¢ekirdegi sayisinda
istatistiksel anlamli fark bulundu (p<0.0001). Grup-D ile karsilastirildiginda Grup-E’de
endotelyal hiicre ¢ekirdegi sayisinin %77,49 ve Grup-F’de %76,61 azaldig: tespit edildi.

Grup-E ve -F karsilastirildiginda endotel hiicre ¢ekirdegi sayisinda istatistiksel anlamli fark
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bulunmadi (p=0,9). Histolojik incelemede astaksantin enjekte edilmis olan gozlerde kistik

dejenerasyon, hiicre kaybi tespit edilmedi.

Ultrastriiktiirel mitokondriyal degisiklikler astaksantin enjekte edilen gruplarda (Grup-E, -
F) Grup-C ve-D’ye gére daha az yogun olarak tespit edildi. Incelemede negatif kontrol
grubu (Grup-A) Grup-B ile karsilastirildiginda anlamli fark bulunmadi (p=1.0). Negatif
kontrol grubu (Grup-A) ve Grup-B, -C ve -D karsilastirildiginda anlamli fark bulundu
(p<0.0001). Grup-C ve -D, Grup-E ve -F ile karsilastirndiginda anlamli fark bulundu
(p<0.0001). Grup-E ve -F arasinda anlamli fark tespit edilmedi.

TUNEL teknigi ile apoptozis analizinde Grup-A ve Grup-B‘de dis niikleer tabakada ve i¢
niikleer tabakada benzer diizeyde apoptotik TUNEL-pozitif hiicre tespit edildi. Grup-C ve
—D’de dis niikleer tabakada ve i¢ niikleer tabakada benzer diizeyde apoptotik TUNEL-
pozitif hiicre tespit edildi. Grup A (p=0.3, 0.5) ve —B (p=0.5, 0.7), Grup-C ve -D ile
karsilastirildiginda anlamli fark goriillmedi. Grup-E ile —F (p=0.3) arasinda anlamli fark
bulunmadi. Grup-E ile Grup-C ve -D arasinda anlamli fark bulunmadi (p=0.09, p=0.2).
Grup-F ile Grup-C ve —D arasinda anlamli fark bulundu (p=0.01, p=0.02).

Sonu¢ olarak astaksantin  OER modelinde neovaskiilarizasyonu anlamli oranda
baskilamaktadir. Histolojik incelemede toksik etki izlenmemis, ultrastriiktiirel incelemede
mitokondriler iizerine koruyucu etkileri oldugu ve TUNEL c¢alismasinda apoptotik
aktiviteyi azalttigi tespit edilmistir. Bununla ilgili ilag etkisi ve doz etkisi ile ilgili

prospektif randomize klinige yonelik deneysel ¢alismalar gerekmektedir.

Anahtar kelimeler: In vivo OER fare modeli, intravitreal astaksantin, endotelyal hiicre

proliferasyonu, elektron mikroskopi, apoptozis

v



ABSTRACT

The aim of the study was to investigate the effects of astaxanthin, at different
concentrations, on retinal endothelial cell proliferation, retinal morphological structure and

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

A total of 30 C57BLJ/6 mice were used in this study. Twenty C57BL/J6 mice were
exposed to %75* 2 oxygen between postnatal 7-12 days. Mice were investigated in six
groups. Group-A (n=5 eyes) contained negative control group, Group-B (n=5 eyes)
contained control group without exposition to high oxygen and injection of 1ul intravitreal
DMSO solution. Group-C (n=5 eyes) contained control group exposed to high oxygen
without any injection. Group-D (n=5 eyes) contained control group exposed to high
oxygen with injection of 1ul intravitreal DMSO solution (n= 5 goz), Group-E contained
10pg/ml intravitreal astaxanthin injected group and Group-F contained 100pg/ml
intravitreal astaxanthin injected group. On postnatal day 12 1ul sterile DMSO solution was
administered intravitreally to the right eye of 5 mice (Group-D), 10ug/ml to the right eye
of 5 mice (Group-E) and 100pg/ml to the right eye of 5 mice (Group-F). Five mice of the
same age that had been kept in room air without any exposition to high oxygen, were used
as negative control group (Group-A). On day 17, mice were sacrificed and eyes enucleated
for quantitative analysis of preretinal neovascularization, apoptotic cell death and
morphological structure analyses. Neovascularization was quantified by counting the
endothelial cell nuclei on the vitreal side of the inner limiting membrane of the retina.
Histological and ultrastructural changes were examined by using light and electron
microskopy. Apoptotic activity was analysed by using terminal deoxynucleotidyl
transferase deoxy-UPT-nick end labeling (TUNEL) technique.

The number of neovascular cell nuclei per histological section was not found statistically
significant different between Group-A and -B (p=0,9). There was no statistically
significant difference between Group-C and -D (p=0,3). There was significant difference
between Group-A and Group-C and Group-B and —-D (p<0.0001) (p<0,0001) . Compared

with Group-D, the number of endothelial cell nuclei were decreased %77,49 in Group-E
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and %76,61 in Group-F. The number of neovascular cell nuclei per histological section
was not found statistically significant different between Group-E and —F (p=0,9). In all
groups histologic evaluation revealed, no cystic degeneration or cell loss.

Compared with Group-C and -D, the number of atypical mitochondria detected by electron
microscopy was lesser in astaxanthin injected groups (Group-E, -F). There was no
significant difference between negative control group (Group-A) and Group-B.
Statistically significant difference was seen when Group-A and Group-B compared with
Group-C and -D (p<0.0001). There was also statistically significant difference when
Group-C and —D compared with Group-E and —F (p<0.0001). No significant difference
was detected between Group-E and-F.

Analysis of apoptosis by TUNEL technique showed that in Group-A and Group-B
apoptotic TUNEL-positive cells were at similar levels in the outer nuclear layer and inner
nuclear layer. Similar levels in apoptotic TUNEL-positive cells were also detected between
Group-C and —D. Comparing with group-C and -D, Group-A (p=0.3, 0.5) and —B (p=0.5,
0.7) showed no significant difference. There was no significant difference between Group-
E and -F (p=0,3). Also no significant difference was seen when Group-E compared with
Group-C and -D (p=0.09, p=0.2). Statistically significant difference was found when
Group-F was compared with Group-C and —D (p=0.01, p=0.02).

In conclusion astaxanthin supresses endothelial cell proliferationin in OIR mouse model.
On morphological examination, astaxanthin did not show any toxic effect, on
ultrastructural evaluation mitochondrial protective effect was observed and on TUNEL
study antiapoptotoic activity was seen. Further studies are needed to determine the safety

and efficacy of astaxanthin in neovascular ocular diseases.

Key words: In vivo OIR mouse model, intravitreal astaxanthin, endothelial cell
proliferation, electron microscopy, apoptosis
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KISALTMALAR

AGE : Ileri glikasyon son iiriinleri
APJ : Apelin Reseptorii
B-AR . B-Adrenerjik Reseptor

BEAT-ROP :Bevacizumab Eliminates the Angiogenic Threat of Retinopathy of
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iX



m-RNA - Mesajc1 Riboniikleik Asit
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RESIMLER VE DiYAGRAMLAR DiZiNi

Resim 1: Grup A-F: Isik Mikroskopi.

A ve B. Oda ortaminda tutulmus, islem gormemis (Grup-A) ve intravitreal steril DMSO
intravitreal enjeksiyonu uygulanmis (Grup-B) C57BL/J6 farenin retinasindan 11k
mikroskopi kesiti. C ve D. Postnatal 7-12 giinlerinde hiperoksiye tabi tutulan, islem
gormemis grup (Grup-C) ve intravitreal steril DMSO intravitreal enjeksiyonu uygulanmis
grup (Grup-D). Retinal ILM’nin vitreus tarafinda endotel hiicre ¢ekirdekleri izlenmektedir
(ok). E ve F. Postnatal 7-12 giinlerinde hiperoksiye tabi tutulan, intravitreal 10 ug/ml
astaksantin intravitreal enjekte edilmis grup (Grup-E) ve 100 pg/ml astaksantin enjekte

edilmis grup (Grup-F). Orijinal biiyiiltme 20x.

Resim 2: Grup A-F: Elektronmikroskopi.

A ve B. Oda ortaminda tutulmus, islem gérmemis (Grup-A) ve intravitreal steril DMSO
intravitreal enjeksiyonu uygulanmis grup (Grup-B) elektron mikroskopik incelemesinde
fotoseseptor i¢ segment boliimiinde mitokondri yapilarinda dismorfoloji izlenmedi.
Mitokondrilerde tipik ¢ift membranli tiibiiler transvers diizenli mitokondrial kristalar
gorlilmektedir. Orijinal biyiiltme 6000x (ok). C ve D. Postnatal 7-12 giinlerinde
hiperoksiye tabi tutulan, islem gérmemis grup (Grup-C) ve intravitreal steril DMSO
enjekte edilmis grup (Grup-D). Elektron mikroskopik incelemede fotoreseptor i¢ segment
boliimiinde irregiiler mitokondri, litik matriks, elektron dens madde igeren mitokondriler
gozlenmektedir (0k). E ve F. Postnatal 7-12 giinlerinde hiperoksiye tabi tutulan,
intravitreal 10 pg/ml astaksantin enjekte edilmis grup (Grup-E) ve intravitreal 100 pg/ml
enjeksiyonu uygulanmig grup (Grup-F). Ultrastriiktiirel mitokondriyal degisiklikler ve
atipik mitokondri sayisi Grup-C ve —-D’ye gore daha az olarak izlenmistir. Orijinal
bliylitme 6000x.
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Resim 3: Grup A-F: TUNEL teknigi ile apoptotik hiicrelerin analizi.

A-D. C57BL/J6 fare retinasindan 11k mikroskopi kesitinde oda ortaminda tutulmus, islem
gormemis (Grup-A) ve intravitreal steril DMSO intravitreal enjeksiyonu uygulanmig
(Grup-B); postnatal 7-12 giinlerinde hiperoksiye tabi tutulan, islem gérmemis (Grup-C) ve
intravitreal steril DMSO enjekte edilmis (Grup-D) gruplarda TUNEL teknigi ile dis
niikleer tabakada ve i¢ niikleer tabakada daha yogun koyu renkli goriilebilen benzer sayida
apoptotik TUNEL-pozitif hiicre tespit edilmistir. E. Oksijene tabi tutulan, intravitreal 10
ug/ml enjekte edilen grupta (Grup-E), TUNEL teknigi ile Grup-A, -B, -C ve —-D ile benzer
sayida apoptotik TUNEL-pozitif hiicre goriilmiistiir. F. Oksijene tabi tutulan, intravitreal
100 pg/ml enjekte edilen grupta (Grup-F), TUNEL teknigi ile Grup-C ve —D’ye gore
anlamli olarak daha az sayida apoptotik TUNEL-pozitif hiicre tespit edilmistir. Orijinal

biiyiiltme 100x, immersiyon yag: kullanilmustir.

Diyagram 1: Grup-A-F’de 151k mikroskopi ile neovaskiilarizasyonun kantifiye analizi.
Neovaskiilarizasyon internal limitan membranin vitreusa bakan ylizeyindeki vaskiiler hiicre
cekirdeklerinin saymmiyla kantifiye edilmistir ve diyagramda gruplarda vaskiiler hiicre

cekirdeklerinin sayisinin degeri ortalama =+ standart deviasyonu olarak verilmistir.

Diyagram 2: Grup-A-F’de elektron mikroskopi ile atipik mitokondri analizi.

Elektron mikroskopi ile ultrastriiktiirel mitokondriyal degisiklikler degerledirilmis ve
diyagramda gruplardaki atipik mitokondri sayilar1 ortalama + standart deviasyonu olarak

verilmistir.
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Diyagram 3: Grup-A-F’de apototik hiicre analizi.

TUNEL teknigi ile apoptotik aktivite analizi gerceklestirilmis ve diyagramda gruplardaki

apoptotik hiicre sayilar1 ortalama =+ standart deviasyonu olarak verilmistir.
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1.GIRIS

Patolojik retinal anjiyogenez, Grnegin prematiire retinopatisi (PR), diyabetik retinopati,
yasa bagli makula dejeneresansi (YBMD) ve retinal ven tikaniklig1 gibi neovaskiiler okiiler
hastaliklarda gorme kaybina neden olmaktadir [1]. Patolojik diizeyde diizensiz gelisen
damarlar oksidatif stres, kronik inflamasyon, vaskiiler endotelyal biliylime faktorii (VEGF),
instilin-like growth factor (IGF-1), bliyiime hormonu (GH) ve sitokinler gibi faktorlerin
destegi ile olusurlar [2]. Bu faktorler makrofajlarda, retinal hiicrelerde ve mikrovaskiiler
endotel hiicrelerinde bulunmaktadir. Ornegin prematiire retinopatisi Faz-II gelisiminde
inflamatuvar mediatérler 6nem kazanmistir. Prematiire retinopatisi gelisen gozlerde
postnatal 0-3. giinde sistemik interlokin (IL)-6 ve C-reaktif protein seviyelerinin yiiksek,
norotrofin-4 ve IL-17 seviyelerinin diisiik seyrettigi, postnatal 7-21. giin IL-18
seviyelerinin yiiksek oldugu gorilmiistiir [3]. PR olgularinda intravitreal 27 sitokin
seviyesi taranmig ve 6zellikle 1L-6, IL-7, IL-10, IL-15, eotaksin, FGF, graniilosit koloni
stimulan faktor, graniilosit-makrofaj koloni-stimulan faktor, interferon-y-inducible protein-
10, COX gibi faktorlerin seviyeleri yiiksek bulunmustur. Ayrica COX-2’nin iskemik
retinopatide Prostoglandin-2 {izerinden preretinal neovaskiilarizasyonun gelismesine
katkida bulundugu gosterilmistir [4]. Cesitli okiiler neovaskiiler hastaliklarda vaskiiler
yatak ve dokuda yayilim tarzi farklilik gostermekle beraber, patolojik diizeyde olusan
damarsal yapilar tiim okiiler neovaskiiler hastaliklarda benzer 6zellikleri tagimaktadir [5,
6]. Bevacizumab, Ranibizumab, Deksametazon ve Aflibercept gibi anti-proliferatif, anti-
anjiojenik ve antiinflamatuvar etkili ajanlar yeni tedavi segenekleri olusturmakla birlikte
bazen etkileri kisitli olmakta ve zaman zaman yetersiz kalmaktadir. Bu nedenle retinal
neovaskiiler hastaliklarda antiproliferatif kalici, giivenilir etkili tedavi segenekleri
aranmaktadir. Cesitli ¢alismalarda karotenoid familyasindan olan astaksantinin anti-
inflamatuvar, anti-oksidatif gibi biyolojik aktivitelerinin oldugu ve okiiler dokularda
ozellikle retinal pigment epitel-koroid tabakalarinda antiproliferatif ve antiinflamatuvar

etkili oldugu bildirilmistir [7, 8].

Hedefimiz, etkili ve dokulara hasar vermeden okiiler anjiogenezi inhibe edebilme
yontemlerini arastirmak, gorme kaybina hatta korliige neden olan intraokiiler neovaskiiler

hastaliklarda koruyucu tedavi yontemleri gelistirmektir.



Calismamizin amaci Oksijen endiikte retinopati (OER) In vivo fare modelinde C57BL/J6
irk1 fare kullanarak astaksantinin intravitreal gesitli dozlarda retinal endotelyal hiicre
proliferasyonuna, retina morfolojisine ve apoptotik etkisini arastirmaktir. Farede OER,
insandakine benzer vaskiiler yapilanma gostermektedir, olusan retinal neovaskiilarizasyon
tekrarlanabilir ve kantifiye edilebilir niteliktedir, retinal neovaskiilarizasyonun

patogenezine ve tedavi arayislarina yonelik uygun bir model olusturmaktadir.



2.GENEL BILGILER

2.1. NORMAL RETINAL VASKULER GELISIM

Insan retinas1 optik sinirden radyal sekilde perifere uzanan laminer aglarla vaskiilarize olur
[9]. i¢c pleksus gestasyonel 14-16. haftalarda ortaya ¢ikar ve 36. haftada nazalde, 40.
haftada ise temporalde ora serrataya ulasir. Bu nedenle prematiire retinasi tiimiiyle
vaskiilarize degildir. Derin vaskiiler pleksusun ortaya c¢ikisi ise 24.haftaya karsilik
gelmektedir. Derin pleksus da ayni radyal gelisimi takip eder ve gelisimi dogum sonrasi da

devam eder.

Insan retinasinda 5 hiicre tipi “vaskiiler kompleks™i olusturur. Bunlar vaskiiler endotelyal
hiicre, astrosit, mikroglia, perisit ve amakrin benzeri hiicrelerdir [10]. Fetal gelisim
esnasinda endotelyal ve mikroglial hiicreler prolifere olarak retinaya yayilirlar. Glial
fibriler asidik protein (GFAP)-immiinreaktif astrositler vaskiilogenez siireciyle iliskilidir.
Bu astrositler hipoksiye yiliksek sensitivite gosterir ve diisilk oksijen satlirasyonlarinda
VEGF salgilarlar. Bu salinim da endotel hiicre migrasyonu, diferansiasyonu ve

proliferasyonunu stimiile eder [10].

Vaskiiler gelisim, vaskiilogenez ve anjiyogenez olmak tizere iki fazdan olugsmaktadir [11].
Vaskiilogenez santral retinadaki endotelyal prekiirsor hiicrelerden denovo kan damari
olusumu ile karakterizedir. Vaskiilojenik periyod esnasinda 4 vaskiiler arkad olusur.
Anjiyogenez ise mevcut damarlar {izerinden yeni damar tomurcuklarinin olusmasi ile
karakterizedir. Anjiogenez ayni zamanda retinanin diger vaskiiler bozukluklarinin ve bazi

tiimdrlerinin de altinda yatan siirectir.

Anjiyogenez siireci vaskiiler yogunlugun artmasindan, yiizeyel retinanin periferal
vaskiilarizasyonundan, dis pleksus ve radyal peripapiller kapiller olusumundan
sorumludur. Bu sistem diizenleyici faktorlerin aktivasyonu ve inhibisyonu arasinda olusan
denge ile kontrol edilmektedir [12]. Fetal gelisim esnasinda relatif hipoksi retinal vaskiiler
gelisimi destekler [13]. Hipoksi ayni zamanda VEGEF’i regiile eden bir niikleer
transkripsiyon faktorii olan Hypoxia-Inducible Factor 1o (HIF-1a) iretimini stimiile eder.

HIF-1 normoksi durumunda hizlica yikilir fakat fetal yasam gibi orta diizeyde hipoksik



kosullarda yar1 dmrii uzayarak niikleer birikimi artar. HIF-1 stimiilasyonu sonucu VEGF

Ozellikle retinal astrositler ve Miiller hiicrelerinden salinarak anjiyogenezi uyarir.

2.2. PATOLOJIK RETINAL VASKULER GELIiSIM VE PREMATURE
RETINOPATISI PATOGENEZI

Prematiire retinopatisi (PR) ilk kez 1942 yilinda Terry tarafindan “retrolental fibroplazi”
terimi iletanimlanmistir [14]. Oksijen destegi ve PR arasindaki iligki 1950’lerden bu yana
bildirilmektedir [15, 16]. PR’nin olas1 mekanizmalarinin anlasilmasi i¢in bir¢ok hayvan
modeli ¢alismasi yiiriitilmiistiir. Ashton ve arkadaglar1 oksijen endiikte retinopati
modelinde oksijen toksisitesine bagli damar kaybi (faz-1) ve takiben hipoksiye bagl

vazoproliferasyon (faz-2) mekanizmasini ortaya koymustur [17].

Intrauterin yasamin ikinci yarisindaki ortalama oksijen basinci olan 30-35 mm Hg ile
karsilastirildiginda oda havasi bebekler igin hiperoksi ortami olusturabilmektedir [18]. Bu
relatif hiperoksik ortamin serbest oksijen radikalleriyle indiiklenen sitotoksisite, damar
obliterasyonu ve endotel hiicre apoptozuna sebep oldugu disiiniilmektedir. Hiperoksi
oksijen iligkili anjiyogenik biiylime faktorlerini, eritropoetini [19, 20], VEGF’i [21]
baskilayarak retinal damarlanmanin durmasina, hatta olusmus bazi damarlarin
gerilemesine sebep olmaktadir [22]. Hiperoksi ayni zamanda peroksinitrit gibi reaktif
oksijen metabolitlerinin olusumunu artirmaktadir. Peroksinitrit retinal endotelyal hiicre

apoptozunu tetikleyebilmektedir [23].

PR bifazik bir hastalik olarak tanimlanmistir. Faz-1 preterm dogumla normal retinal
gelisimin kesintiye ugramasiyla baglamaktadir. Retina gelisiminin fizyolojik hipoksiyle
indiiklendigi bu donemde bebegin hiperoksiye maruz kalmasi normal vaskiiler gelisimi

durdurmaktadir. IGF-1, HIF-1a ve VEGF diizeylerinde ani bir azalma goriiliir [24].

Faz-2 ise genellikle postmenstriiel 32-34. haftalarda baslar ve avaskiiler retinanin hipoksisi
ile karakterizedir. Hipoksik stimiilasyona sekonder gelisen vaskiiler obliterasyon VEGF ve
eritropoetin artis1 sonucu neovaskiilarizasyonu tetikler [25]. IGF-1 de bu asamada VEGF
i¢in gili¢lendirici etkiler gdstererek neovaskiilarizasyonu regiile eder [24]. Olusan patolojik
damarlar avaskiiler gecis bolgesinin Gtesine gecip avaskiiler retinayr besleyemez.

Avaskiiler fazdan proliferatif faza gecisin sebebi gelismekte olan retinanin metabolik



ihtiyaglarmin yetersiz kapiller dolagimla saglanamamasidir. Uygun miktarda oksijenin
dokulara ulagmasi neovaskiilarizasyonu geriletebilir. Neovaskiilarizasyon ve sekonder

skatrisyel fibrozis retina dekolmani ve korliiglin sebebidir.

2.2.1. HIPOKSI-INDUKLENEBILIiR FAKTORLER

Hipoksi ile indiiklenebilen faktdrler, DNA’ya baglanarak hipoksiye cevap olarak liretilen
mediatorlerin gen transkripsiyonunu artirir. Bunlarin arasinda VEGF, anjiyopoetin ve
eritropoetin gibi birgok mediator bulunmaktadir. Normoksik sartlarda HIF-1 hidroksilazlar
tarafindan hidroksile tutulmaktadir. Hidroksilasyon HIF-1’in hizli yikimina yol acar.
Hipoksi sartlarinda ise hidroksilasyon veriminin diismesi HIF-1’in akiimiilasyonunu ve
VEGF promotdriine baglanmasini saglar. Bu birikim VEGF ekspresyonunu artirir. HIF-1a
ekspresyonu normal retinal gelisim siirecinde indiiklenir. Hiperoksi ile ekspresyon
azalirken normoksik sartlara doniis ile birlikte ekspresyon artar. Bu artis VEGF
ekspresyonu ile korelasyon gosterir. Prematiirenin dogumla birlikte uterus i¢indeki 30-35
mmHg’lik oskijen ortamindan 50-80 mmHg’lik ekstrauterin ortama gecisi, hatta bu
basincin oksijen destek tedavileri ile daha da ylikseltilmesi, HIF-1 diizeylerinin
baskilanmasina ve buna bagli olarak VEGF ekspresyonunda azalmaya ve retinal

kapillerlerin obliterasyonuna sebep olmaktadir.

Boylece HIF-1’in azalmasi PR’nin ilk fazinin baslamasi ve ilerlemesi igin gerekliyken,
artist da ikinci faz igin gereklidir. HIF-1’in aktivitesinin veya ekspresyonunun
mutasyonlarla ve ilaglarla azaltilmasi oksijenle indiiklenen neovaskiilarizasyonu
azaltmaktadir [26, 27]. Sonug olarak HIF-1’in pozitif ve negatif degisimi ROP gelisiminde

onemli rol oynamaktadir.

2.2.2 VASKULER ENDOTELYAL BUYUME FAKTORLERI (VEGF’ ler)

Vaskiiler biiylime faktorleri plasental biiylime faktorii (PIGF), VEGF-A, VEGF-B, VEGF-
C, VEGF-D ve viral VEGF homologu VEGF-E den olusan bir protein ailesidir [28-31].
VEGF’in anjiyogenezde anahtar rol oynadigi bilinmektedir [32, 33]. VEGF-A hipoksik ve
inflamatuar uyariya cevap olarak farkli tiirde hiicrelerden salgilanir (makrofajlar, T
hiicreleri, astrositler, perisitler, diiz kas hiicreleri ve retinada, retina pigment epitel

hiicreleri ve ganglion hiicreleri) [34]. VEGF’in esas rolii endotel hiicre proliferasyon,



migrasyon ve tiip formasyonunu stimiile ederek damar gelisimi ve biiyiimesini kontrol

etmektir.

Retinal anjiyogenez modelleri fotoreseptdr ve noronlarin matiirasyonunun retina igerisinde
bir “fizyolojik hipoksi” ortami olusturdugunu ve bunun astrositlerden VEGF
ekspresyonunu artirarak vaskiiler endotel proliferasyonunu sagladigini gostermistir [25].
Gelisim esnasindaki hipoksik kosullarda VEGF’in ana kaynagi retinal gelisimin perifere
ilerlemesini stimiile eden astrositlerdir [10]. Benzer sekilde Miiller hiicrelerinden eksprese

olan VEGF’in derin vaskiiler pleksus gelisimini regiile ettigi diisiiniilmektedir [35].

Vaskiiler endotelyal biiyiime faktorleri PR gelisiminde dnemli rol oynamaktadirlar. PR’nin
ilk fazinda hiperoksi ile azalan VEGF ekspresyonu vaskiiler gelisimin durmasina ve
damarlarin obliterasyonuna sebep olurken ikinci fazda ise hipoksi ile ekspresyonu
artmaktadir. PR’nin ikinci fazinda goriilen neovaskiilarizasyon VEGF inhibitorlerinin
kullanimiyla azaltilabilir. VEGF’i inhibe eden insan monoklonal antikoru bevacizumabin
intravitreal kullaniminin siddetli PR gelisimini azalttigi ve kan damarlarinin perifere
biiylimesini sagladigi gosterilmistir [36, 37]. Daha yakin zamanda ranibizumabin daha kisa
yar1 omiirlii oldugu i¢in 6ncelikli tercih olabilecegi belirtilmistir [38]. Bevacizumab serum
VEGF seviyelerini haftalarca diisiirtirken [39, 40] ranibizumabin sadece birka¢ hafta
distirdiigii goriilmiistiir [38].

Caligmamizda kullandigimiz molekiil olan astaksantin ile yapilan in vitro hiicre kiiltiirii
calismalarinda ve C57BL/J6 1rki fareler {izerinde gergeklestirilen in vivo ¢alismalarda

astaksantinin VEGF diizeyinde azalma sagladigi gosterilmistir [41].
2.2.3 INSULIN BENZERI BUYUME FAKTORU-1 (IGF-1)

IGF-1 anne kaynakli bir biiyiime faktoriidiir [42]. Kan diizeyleri maternal serum ve fetusta
ozellikle 3.trimesterde yiikselir. Dogum sonrasi diisiik IGF-1 diizeyleri PR gelisimi ile
dogrudan alakalidir ve infantin siddetli PR gelisimi riskini 6ngorebilmek igin aralarinda
IGF-1’in de bulundugu bir klinik algoritma gelistirilmistir (WINROP algoritmasi). Term
infantlarda 1-15.giin arasinda goriilen hizli IGF-1 artis1 pretermlerde goriilmemektedir.
IGF-1’in hem faz 1 hem de faz 2’de kritik 6neme sahip oldugu diistiniilmektedir [43].

Postnatal periyodun erken sathalarinda IGF-1 yoklugu anormal retinal damarlanma ve PR



gelisimine yol agmaktadir. IGF-1 iiretemeyen farelerde normal VEGF diizeylerine ragmen
retinal gelisimin geciktigi izlenmistir [43]. IGF-1 iretiminde genetik defekti olan
hastalarda retinal vaskiilarizasyonun azaldigi ve yalnizca VEGF verilmesi ile
diizeltilemedigi gosterilmistir [44]. IGF-1 seviyesinin diisik kalmasmin vaskiilogenezi
durdurdugu, boylece avaskiiler retinanin hipoksik kalip vitreus i¢cinde VEGF birikimine
sebep oldugu diisliniilmektedir. Normal VEGF ve IGF-1 konsantrasyonlar1 Akt sinyal
yolunu aktive ederek endotel hiicre omriinii uzatmaktadir. Hellstrom ve ark. VEGF ve
IGF’nin ortamda birlikte bulunmalarinin ayr1 ayr1 bulunmalarina gore 5 kat daha fazla Akt
yolu aktivasyonu yaptiklarini gostermislerdir. Bununla birlikte PR’nin ilk safhasinda
oldugu gibi IGF-1 diisiikse VEGF kendi basina Akt yolunu aktive edememektedir. Bu
durum normal VEGF diizeyleri olmasina ragmen apoptoziste artisa neden olmaktadir [43].
Tam tersine, ikinci sathada oldugu gibi yiiksek IGF-1 diizeyleri endotel hiicre apoptozunu

bloke ederek neoanjiyogenezi Akt sinyal yolu iizerinden artirmaktadir.

VEGF ve IGF-1’in farkli zaman donemlerindeki, PR fazlar1 rolleri ve miidahale zamani ve
yaklasimi hakkinda fikir vermektedir. Ornek olarak ilk fazda VEGF ve IGF-1’in
inhibisyonu normal vaskiiler gelisimi durdurabilirken ikinci fazda hastaligin gerilemesini
saglayabilmektedir [24]. Benzer sekilde PR’nin ilk fazinda rekombinant insan IGF-1
(rhIGF-1)  destegi  neovaskiilarizasyonu azaltirken ikinci fazda  verilmesinin

neovaskiilarizasyonu artirdig1 gosterilmistir [24, 45].

2.2.4 PLASENTAL BUYUME FAKTORU (PIGF)

Vaskiiler endotelyal biiyiime faktorleri ve plasasental biiylime faktorii (PIGF) bir ¢ok
biyokimyasal ve molekiiler 6zelligi paylasan biiyiik bir peptid ailesinin tiyeleridir [46, 47].
Fakat PIGF anjiyogenez konusunda VEGF kadar detayli arastirilmamistir. Plasental
biliyiime faktorli monosit kemotaksisi, kollateral damar gelisimi, eriskin patofizyolojik
damar gelisimi ve endotel hiicre proliferasyon/migrasyonunda 6nemli rolleri olan bir
homodimerik glikoproteindir [48]. Ayrica retinal neovaskiilarizasyon siirecinde VEGF’in
aktivasyonunu ve ekspresyonunu artiran bir kofaktordiir [49, 50]. VEGF ve PIGF
birleserek FLT-1’1 baglanarak aktive olmasini saglayan bir heterodimer olusturur. Bu

heterodimer anjiyogenez olusumuna yol acar [51, 52].



PIGF’nin PR patogenezindeki yeri heniiz tam olarak a¢iga ¢ikmamistir. VEGF {iretimi
olmayan farelerin yasamin ilk 2 haftasinda 6ldiigiini fakat PIGF iiretemeyen farelerin
normal sekilde gelistigini gostermislerdir [53]. Bu veriler PIGF’nin normal gelisim igin sart
olmadigin1 gostermektedir. Ayrica PIGF kaybinin patolojik anjiyogenezi, iskemide goriilen
vaskiiler sizintiy1, kanser ve yara iyilesmesini inhibe ettigini gdzlemlenmistir [51]. PIGF
retinal endotelyal hiicrelerde ve perisitlerde VEGF ile birlikte bulunabilir [54]. Okiiler
hastaliklar igerisinde diyabetik retinopati, prematiire retinopatisi ve glokom cerrahisi
sonrasi yara iyilesmesinde PIGF’nin 6nemli rolii vardir. PIGF fonksiyonunun FLT-1
antagonistleri veya monoklonal FLT-1 antikorlar: ile baskilanmasi tiimoral dokularda ve

iskemik retinada neovaskiilarizasyonu suprese etmektedir [55].

2.2.5 ERITROPOIETIN (Epo)

Eritropoetin eriskin bobrekten ve fetal karacigerden salgilanan bir glikoproteindir [56].
Epo, Epo reseptorii (EpoR) adi verilen homodimerik reseptore baglanarak eritropoezi
stimiile eder. Bunun yaninda anjiyogenez ve retinopati gelisiminde VEGF’den bagimsiz
bir rolii oldugu distiniilmektedir [57]. EpoR endotel hiicreleri, diiz kas hiicreleri, B
hiicreleri, kemirgen plasenta hiicreleri, embriyonik kok hiicreler, megakaryositler ve

noronal hiicreler tizerinde bulunmaktadir [58-67].

Epo ve EpoR’nin retinada bulunmasi bu molekiillerin fakli rolleri oldugu hipotezini
desteklemektedir [68]. Cesitli ¢alismlarda Epo’nun 1sikla indiiklenen retinal dejenerasyon,
iskemi reperfiizyon hasari, noronal hiicre olimii ve felg gibi patolojilerde koruyucu

rollerinin oldugu gosterilmistir [69-73].

Hipoksi Epo salinimimi stimiile ederek eritrosit sayisini ve anjioygenezi artirir. Hipoksik
sartlarda Epo ve VEGF, HIF-1 tarafindan stimiile edilir ve benzer karakteristik 6zellikler
gosterir [74]. Epo, iskemi siirecinde artis gosterirken, Epo inhibisyonu oksijen endiikte
anjiyogenezi azaltmaktadir [57]. Aymi calismada diyabetik hastalarda vitreus Epo
diizeyinin saglikli insanlara gore daha yiiksek oldugunu gézlemlemislerdir. Proliferatif
retinopati fare modelinde biiylime fazinda Epo inhibisyonunun neovaskiilarizasyonu inhibe

ettigi gosterilmistir.



Chen ve ark. oksijen endiikte retinopatinin biitiin fazlarinda Epo’nun rdliini
arastirmiglardir [19]. Retinopatinin ilk fazinda Epo yetmezligi hastaligin gelisimine katkida
bulunmustur. Bu asamada disaridan verilen Epo destegi damarlarin obliterasyonunu ve
iskemiyi Onlemektedir. Bu veriler hastaligin erken doneminde Epo tedavisinin hasari
azaltabilecegini gostermektedir. Buna karsilik ge¢ donemde Epo tedavisi endotel hiicre

proliferasyonunu tetikleyerek hastaligi artirabilmektedir [19].

Son 20 yilda prematiire bakiminda Epo tedavisi giderek daha 6nemli bir yer edinmistir.
Bazi c¢alismalar Epo tedavisiyle retinopatide bir artis saptamazken [75, 76], bazi
calismalarda rhEpo ile PR insindansinda artis oldugu gézlemlenmistir [77, 78]. Ohlsson ve
Aher ‘in yiiriittiikleri bir meta-analiz sonucunda rhEpo ile tedavi edilen bebeklerde siddetli
PR gelisimi diger hastalardan daha yiiksek bulunmus, o6zellikle tedavi hayatin ilk 8

giinlinde baglamissa tiim evrelerde anlamli bir artis saptanmustir [79, 80].

2.2.6 NITRIK OKSIT (NO)

Nitrik oksit (NO) nototransmisyon, vazodilatasyon ve hiicre savunmast gibi temel
fizyolojik olaylarda anahtar bir sinyal molekiiliidiir [81-83]. NO, aralarinda VEGF’in de
bulundugu bir ¢ok anjiyogenik, hiicre migrasyonu ve proliferasyonunu artirici genin

ekspresyonunu artirabilmektedir [84].

NO koroidal ve retinal kan akimmin belirlenmesinde ana bilesenlerden biridir [85, 86].

Ayrica retina ve beyindeki hipoksik iskemik hasarin patogenezi ile iliskilidir [87, 88].

NO endotel hiicre proliferasyon ve migrasyonunu stimiile etmektedir. VEGF uyarisindan
sonra hiicre proliferasyonu NO ve ¢cGMP birikimi sonucunda olugmaktadir [89]. NO
sentezinin inhibisyonu hiicre proliferasyonu ve mitojenik aktiviteyr baskilamaktadir.
Benzer sekilde VEGF tarafindan indiiklenen damar gegirgenliginde artisin da NO
aktivitesine bagli oldugu gosterilmistir [90]. Endotelyal nitrik oksit sentaz geninde defekt
olan farelerde oksijen endiikte retinopatinin daha hafif seyrettigi goriilmiistir [91]. Ayrica
indiiklenebilir nitrik oksit sentaz inhibisyonunun HIF-1a ve VEGF diizeylerini azaltarak

retinal anjiyogenezi baskiladigi bildirilmistir [92].



Oksijen endiikte retinopati modellerinde, NO iiretiminin erken evrede olusan vaskiiler
obliterasyona yanit olarak gelistigi diisiiniilmektedir. Bununla birlikte daha sonraki

asamalarda artmis NO {iretimi neovaskiilarizasyonu siddetlendirmektedir.

2.2.7 ADENOZIN

Adenozin endojen bir piirin niikleotidi olup enerji transferi (ATP), sinyal transdiiksiyonu
(cAMP) ve inhibitér ndrotransmisyon gibi biyolojik fonksiyonlara sahiptir. Artan doku
aktivitesi, stresi ve hipoksisi adenozin diizeylerinde artisa sebep olur. Adenozin aktivitesi
retina gibi oksijen ihtiyacinin yiiksek oldugu dokularda daha belirgindir. ilgili doku ve
reseptorlere gore vazodilator ve vazokonstriktor etki gosterebilir [93]. Ayrica endotel
hiicrelerden biiyiikk kan damarlarina kadar mitojenik, kemotaktik ve proliferatif etkileri de
oldugu belirtilmektedir [94-96]. Adenozinin vazodilatér etkisi de NO {izerinden
gerceklesmektedir. Bunun Otesinde adenozin hipoksik kosullarda VEGF iiretimini
dogrudan stimiile edebilir [97-100]. Adenozin, immiinhistokimyasal yontemlerle retinada
Miiller hiicrelerinin bazi kisimlarinda lokalize oldugu gosterilmistir [101] ve hiicrelerarasi

iletisimde rolii oldugu diisiiniilmektedir.

Retinal gelisim siirecinde endotel hiicreler ve anjiyoblastlar iizerindeki adenozin reseptorii
sayist artar. PR’nin hiperoksik fazi adenozin seviyelerinde azalma ile karakterizedir. Takip
eden hipoksik vazoproliferatif faz anjiyogenez ve yiiksek adenozin seviyeleri ile

karakterizedir.

Adenozin reseptorleri retinal anjiyogenezi baskilamak igin terapdtik bir hedef olarak
goziikmektedir. Fakat sistemik adenozin reseptor antagonistleri normal vaskiilogenezi de

baskilayabildikleri i¢in lokal ve kisa siireli kullanim 6nerilmektedir [102].

2.2.8 APELIN

Apelin X kromozomu iizerinden transkrib edilen bir peptiddir. Apelin reseptori (APJ)
inhibitdr G proteini ile birlesiktir. Apelin yolu ¢esitli hiicre, organ ve periferik dokularda
aktiftir (akciger, kalp, karaciger, bobrek, adipdz doku, barsak, beyin, endotelyum, meme
bezleri ve plazma) ve kardiyovaskiiler aktivite, hiicre biiylimesi, apoptoz, metabolizma,

s1vi homeostazi ve immiin cevabi regiile eder. Apelinin in-vivo ve in-vitro vaskiilogenez ve
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anjiyogenezi regiile ettigi diisiiniilmektedir [103, 104]. APJ/Apelin sinyal yolunun retinal
endotelyal hiicrelerde yiiksek aktivite gosterdigi saptanmistir [105]. Apelin uygulamasi
hiicre gocl, proliferasyonu ve kapiller formasyonu artirmaktadir. Ayrica APJ genleri
embriyonik vaskiilogenez ve postnatal retinal damar gelisiminde yiiksek oranda eksprese
olmaktadir [103]. Benzer sekilde tiimoral dokularin yogun neovaskiilarizasyon alanlarinda

da apelin aktivitesi yiiksek bulunmustur [106].

Apelin OER fare modelinde hipoksik fazda anjiyogenezi stimiile etmistir. Bu stimiilasyon
biiyiime faktorleri {izerinden olmayip dogrudan APJ iizerinden gergeklesmistir [107]. Bu
stimiilasyonun nasil gerceklestigine dair ayrintili mekanizma heniiz bilinmemektedir.
Hipoksi ve ozellikle HIF-lo’nin apelin iiretimini artiran genleri aktive ettigi
diistiniilmektedir [108]. Bir baska OER modelinde fibrovaskiiler membranlar iizerinde APJ
ekspresyonunun arttigt ve bu artisin anti-VEGF uygulamas: ile durduralamadig
gozlenmistir [109]. Umbilikal kord kani Orneklerinde apelin ve IGF-1 diizeylerinin
arastirildig bir ¢alismada artiglarin birbiriyle korele oldugu izlenmistir [110].

Diyabetik retinopati ve retinal ven tikanikligi hastalarinda da vitreal apelin
konsantrasyonlar1 VEGF ve plazma apelin konsantrasyonundan bagimsiz olarak artis
gostermektedir. Bu ylizden apelinin endotel hiicrelerde lokal olarak iiretilip otokrin etki

gosterdigi diisiinilmektedir [111].

Bu bilgiler 15181nda Apelin/APJ yolaginin normal ve patolojik retinal anjiyogenezde 6nemli

rol oynadig goriilmektedir.
2.2.9 B-ADRENERJIK RESEPTORLER (B-AR)

Adrenalin ve noradrenalin ¢esitli fizyolojik olaylarda ve hastaliklarda rol alan
katekolaminlerdir. Adrenerjik reseptorler metabotropik G protein-bagli reseptorlerdir.
Reseptorelerin uyarilmasiyla sempatik etki ortaya ¢ikar. Adrenerjik reseptorler a ve B

olarak iki ana siifa ayrilir.

B-AR’ler vaskiiler endotel hiicrelerde yaygin sekilde eksprese olmaktadirlar ve kronik
iskemiye cevap olarak neoanjiyogenezi diizenlemektedirler. Adrenerjik sistem ve

anjiyogenez arasindaki olas1 iliski cesitli calismalarla desteklenmistir. Solid tiimoérlerde
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noradrenalinin VEGF’i artirarak tiimor progresonunu artirdigini gosterilmistir [112].
Bununla beraber umbilikal ven endotel hiicrelerinde NA stimiilasyonunun VEGF iiretimini

artirdig1 gosterilmistir [113].

Sempatik innervasyon okiiler vaskiiler gelisimde 6nemli rol oynamaktadir. Bir B-adrenerjik
agonist olan isoproterenoliin insan koroidal endotel hiicrelerinde biiylime faktorlerini
artirdigr  gosterilmistir [114]. Bir baska ¢alismada ise ayni molekiiliin diyabetik
degisiklikleri azalttig1 gbzlemlenmistir [115]. OER fare modelinde bir B-adrenerjik blokor
olan propranololiin sistemik yolla verilmesinin retinal VEGF ve IGF-1 ekspresyonunu,

retinal neovaskiilarizasyonu ve vaskiiler sizintiy1 azalttig1 gosterilmistir [116].

B-AR uyarilmasmin VEGF artisina sebep oldugu ve PR’nin ikinci fazinin artmig VEGF ile
ilerledigi goz Oniinde tutuldugunda B-blokorlerin PR tedavisinde kullanilabilecegi ileri
stirilmektedir [117]. Bu konuda yapilacak aragtirmalarin PR ve diger proliferatif

retinopatilerin tedavisinde yeni se¢enekler sunabilecegi diistiniilmektedir.

2.2.10 OKSIDATIF STRESE BAGLI MEDIATORLER

Retina reaktif oksijen tiirlerinin yarattigi oksidatif hasara olduk¢a duyarlidir. Retina
viicuttaki en yiiksek oksijen tiiketim oranma sahip dokudur. Insan retinasinin oksijen
tikketimi birim dokuda bobrekten %50, serebral korteksten %300, kalp kasindan ise %600
daha fazladir [118]. Sirekli 151k maruziyeti retinada foto-oksidasyona egilim
olusturmaktadir. Retinal iskemi gibi patolojik durumlarda, reaktif oksijen tiirlerinin tiretimi
ve endojen antioksidan sistemleri arasindaki denge bozulmaktadir. Bunun sonucunda
reaktif oksijen tiirleri gesitli sinyal yollarimi tetikleyerek DNA ve hiicre igi lipidleri etkiler,
hiicre i¢i kimyasal baglari bozar ve hiicre 6liimiine sebep olur. Antioksidanlar ise bu

etkileri inhibe ederek retinal hiicreleri iskemik hasara karsi korur.

Gestasyonun geg evrelerinde siiperoksid dismutaz, katalaz, glutatyon peroksidaz, vitamin
C ve E gibi enzimatik ve enzimatik olmayan antioksidanlarin iretiminin dramatik sekilde
arttigr gosterilmistir [119]. Bu yilizden prematiire bebekler oksidatif strese karsi daha
savunmasizdir ve yiliksek oksijen konsantrasyonuna maruz kaldiklar1 yogun bakim
stirecinde antioksidan sentezleme yetenekleri yetersiz kalmaktadir [120]. Oksidatif stres
indikatérii olan 8-hidroksil 2-deoksiguanozin diizeylerinin term bebeklere gore

prematiirelerde anlamli olarak yiiksek bulunmasi da bu bilgileri destekler niteliktedir [121].
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PR’nin fazlar1 esnasinda retinanin maruz kaldigi degisken oksijen diizeyleri retinal
hipoksiye neden olarak reaktif oksijen tiirleri tiretimini artirir ve bu artis NADPH oksidaz1
aktive ederek JAK/STAT sinyal yolu iizerinden intravitreal neovakiilarizasyonu tetikler
[122]. Omega-3-poliansatiire yag asitleri ve vitamin E gibi antioksidanlarin damar
obliterasyonunu azaltarak neovaskiilarizasyonu inhibe ettigi gosterilmistir [123]. Biitiin bu

kanitlar PR patogenezinde oksidatif stresin Onemini isaret etmektedir.

2.2.11 IMMUN VE INFLAMATUAR MEDIATORLER

Proliferatif retinopatilerde iskemik fazi inflamatuar cevap takip eder. inflamatuar cevapta
bircok sitokin iretilir ve bunlar vaskiiler gegirgenlik artisi, 10kosit aktivasyon ve
diferansiasyonu, apoptozis ve anjiyogenezi tetikler [124].

Omega-3-poliansatiire yag asitlerinin TNF-o inhibisyonu {izerinden retina {iizerinde
protektif etkili oldugu bulunmustur [123]. TNF-o’nin inhibisyonu retinal gelisimi ve
anjiyogenezi modiile etmektedir ve bu etkinin PR tedavisinde faydali olabilecegi
diisiiniilmektedir. Retinada Omega-3-poliansatiire yag asitlerinin artisi

neovaskiilarizasyonu azaltmaktadir [123].

Kemokin ve hiicre adezyon molekiilleri hedef alinarak l0kosit infiltasyonunun inhibe
edilmesi, retinal neovaskiilarizasyonu azaltabilmektedir. Hirano ve ark. ICAM-1 adezyon
molekiilinii [125], Dimaio ve ark. PECAM-1 adezyon molekiilinii baskilayarak OER
modelinde bu etkiyi gozlemlemislerdir [126].

94 sec¢ilmis genin arastirtldigi bir OER modelinde inflamasyonla ilsikili genlerin hiicre igi
diizeyinde artig gézlenmistir [127]. Ayni yazarlarin bir baska caligmasinda Evre 4 PR’de
27 sitokinin vitreus diizeyleri incelenmis ve IL-6-7-10-15, eotaksin, fibroblast biiyiime
faktorii, GCSF, Interferon Gama Inducible Protein-10, RANTES ve VEGF diizeylerinde
anlamli artis gostermislerdir [4]. Ek olarak Sood ve ark. sistemik inflamasyonun PR
patogenezinde rolii oldugunu gdstermis, postnatal ilk 3 haftada cesitli sitokin seviyelerinde

artig gozlemlemislerdir [3].

Calismamizda kullandigimiz molekiil olan astaksantin, hiicre zarma yerleserek serbest
oksijen  radikallerinin  temizlenmesi, zincir reaksiyonlarin  Onlenmesi, lipid
peroksidasyonunun inhibe edilerek membran yapisinin korunmasi, immiin yanitin
giiclendirilmesi gibi bir¢ok anttiinflamatuar Gzellikler gostermektedir [128]. Bunun

yaninda notrofillerden salinan TNF-a ve IL-6 gibi proinflamatuar sitokinleri azalttig
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bildirilmigtir [129]. Astaksantinin antiinflamatuar etkileri NO, PGE-2, NF-kB inhibisyonu
ve oksidatif DNA hasarinin azaltilmasini1 da kapsamaktadir [7, 130].

2.3 PREMATURE RETINOPATISI SINIFLAMASI VE TEDAVISi

Hastaligin son siiflandirilmasi 1984 yilinda kabul edilen ve 1987 yilinda gelistirilen
ICROP’a (International Classification of Retinopathy of Prematurity) gore yapilmaya
baslanmistir. 2005 yilinda uluslararasi siniflandirmanin giincellenmis sekli yaymlanmistir.

ICROP’a gore hastaligin siddetini 4 etken belirler [131].

¢ Retina tutulumunun yerlesimi; zonlarla ifade edilir.
e Retina tutulumunun yayginligi; saat kadrani olarak ifade edilir.
e Retinopatinin ciddiyeti; evre olarak ifade edilir.

e Retina arka kutup damarlarinda tortuosite ve dilatasyon varligi (plus

hastalik).

Zon tanimi

Zon 1: Merkezi optik disk olan, yarigapt disk makula mesafesinin 2 kati1 olan dairesel

alandir.

Zon 2: Zon 1 sinirindan baslayan, nazalde ora serrataya temporalde anatomik ekvatora

uzanan dairesel alandir.

Zon 3: Temporalde ora serratada sonlanan yarimay seklindeki alandir.
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Evreleme

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

ince beyaz bir ¢izgidir.

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

karakterizedir.

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

tizere 3’e ayrilir.

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

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

birlikte eksudatif de olabilmektedir ve siklikla huni (agik huni/kapali huni) seklindedir.
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Plus Hastalik: Arka kutup damarlarinda arterlerde tortuosite artis1 ve venlerde dilatasyon
olmasi, vitreus hemorajisi ve bulanikligi, iris damarlarinda genisleme ve kivrimlanma
artig1, pupil dilatasyonunda azalma (rijid pupil) plus hastalik olarak ifade edilir. Herhangi
bir evrede plus hastalig1 goriilebilir. Evrenin yanina + veya — isareti konularak gosterilir.

Plus hastalik mevcudiyetinde PR progresyonu hizli olur.

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

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

Tedavi

Hastaligin evresine gore farkli tedavi yontemleri tek basina ve/veya kombine olarak

uluslararasi gegerli kriterlere gore uygulanmaktadir [132].

ETROP caligmasi sonucu erken tedavi gerektiren yiiksek riskli gézleri ve spontan gerileme
egilimi olan diisiik riskli gozleri belirlemek i¢in bir klinik algoritma gelistirilmistir. Buna
gore periferal retinal ablasyon gerektiren gozler Tip I PR olarak siniflandirilmastir.

Tip | PR:

e Zon 1’de Plus hastaliginin oldugu biitiin evreler
e Zon 1’de Evre 3 (Plus olabilir veya olmayabilir)
e Zon 2’de Plus hastalig ile birlikte Evre 2 veya Evre 3

olarak tanimlanmustir.

Algoritmaya gore lazer tedavisi gerektirmeyip yakin takip gerektiren gozler Tip II PR

olarak sinmiflandirilmistir.

Tip Il PR:

e Zon 1’de Plus hastaliginin olmadig1 Evre 1 veya 2

e Zon 2’de Plus hastaliginin olmadigi Evre 3

olarak tanimlanmustir.
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BEAT-ROP c¢alismasi anti-VEGF olan bevacizumabin Evre-3+ PR’de etkinligini
aragtirmistir [133]. Calisma sonucunda Zon 1 Evre 3+ PR’li gbzlerde bevacCizumabin
konvansiyonel lazerden daha etkili oldugu gosterilmistir. Bevacizumab tedavisinden sonra
retinal damarlarin vaskiilarizasyonun kesildigi noktadan daha ileriye gittigi fakat perifer
retinanin tam vaskiilarize olmadig goriilmiistiir. Bevacizumab monoterapisinin lazerin yan
etkileri olan gorme alani kaybi ve miyopi indiiklenmesi gibi durumlardan kaginmay1
sagladig1 bildirilmistir. BevaCizumabin hem yaygin Zon-1 Evre-3+, hem de agresif
posterior PR tedavisinde etkili oldugu goriilmiistiir. Bunun sebebinin konvansiyonel lazer
tedavisi ile azalmayan vitreus VEGF diizeylerinin intravitreal bevacizumab sonrasi

azalmasi oldugu diistiniilmektedir.

Uygun tedaviye ragmen PR bazi gozlerde yapisal hasara ve vitreoretinal komplikasyonlara
yol ackmaktadir. Bu durumlarda tedavide skleral ¢Okertme veya vitrektomi

uygulanmaktadir.

2.4. OKULER ANJiYOGENEZ

Vaskiilogenez ve anjiyogenez siirecleri doku biiylimesi ve iskemik hasari takiben iyilesme
icin gerekli olmakla birlikte yas tip YBMD, proliferatif diyabetik retinopati (PDR), retinal
ven tikanikligi ve PR gibi hastaliklarda bu siire¢ dezorganize sekilde gelisir. Anormal
anjiyogenez hasarli hiicrelerden asir1 miktarda anjiyogenik faktorler salgilandiginda
olusmaktadir. Bu yeni olusan damarlar doku onarimi amaciyla meydana gelseler de, doku
biitiinliiglinii saglayamazlar ve aksine gdérme kaybiyla iliskili degisikliklere yol acarlar

[134].

Anjiyogenez siireci; biiylime faktorleri, vaskiiler endotel hiicreleri, ekstraseliiler matriks
molekiilleri, kemokin ve hiicre sinyal molekiilleri arasindaki karmasik etkilesimler sonucu
meydana gelir. Bu siiregte vaskiiler endotel hiicre aktivasyonu, proteolitik enzimlerle bazal
membran yikimi, ekstraseliiler matriks degradasyou, endotel hiicre gogili, vaskiiler
proliferasyon, hiicreler aras1 siki baglantilarin (tight junction) olusumu, perisit toplanmasi,
yeni bazal membran sentezi ve yeni kollateral gelisimi gibi bicok yapisal degisiklik
meydana gelir [134].
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Okiiler neovaskiiler hastaliklarin anlasilmasi, 6nlenmesi ve tedavisi i¢in siiren aragtirmalar
devam etmekte ve anjiyogenezi ¢esitli basamaklarda durdurmaya yonelik tedavi arayiglar

siirmektedir [52, 55, 62, 135].

2.4.1. DIYABETIK RETINOPATIDE ANJiYOGENEZ

Diyabetik retinopatide en erken histolojik degisiklikler bazal membran kalinlagsmasi, perisit
ve endotel hiicre kaybidir. Perisit kayb1 erken evrelerde mikroanevrizma olusumuna yol
acar. Kapiller vazoobliterasyon ve hastaligin ilerleyen dénemlerinde neovaskiilarizasyon
olusmaktadir. Kan retina bariyerinin hasar1 ve buna bagli vaskiiler sizinti proliferatif

retinopatide gelisen ana patolojik durumlardir.

Anjiyogenez olusumunda bir¢ok biyokimyasal mekanizma suclanmaktadir. Kronik
hiperglisemi oksidatif hasar, mikrotrombiis formasyonu, hiicre adezyonu molekiillerinin
aktivasyonu, 16kosit birikimine yol acar. Buna bagh olusan iskemi biiyiime faktorleri ve
sitokinlerin ekspresyonunda artisa neden olur. Artan biiyiime faktorleri arasinda VEGF,
IGF-1, Anjiyopoetin-1 ve 2, stromal kaynakli faktor-1, fibroblast biiytime faktori-2 (FGF-
2) ve timor nekroz faktorii bulunur [136]. Ayni1 zamanda intraokiiler antianjiyogenik
faktorler olan PEDF, trombospondin, TGF-f ve somatostatin gibi maddeler diyabetik
retinopatide azalmaktadir [137].

Hiperglisemiye ek olarak mitokondride tiretilen yiiksek miktardaki reaktif oksijen tiirleri ve
ileri glikasyon son tiriinleri (advanced glycation end products-AGE), heksozaminler ve
artmis polyol iiretimi retinal endotel hiicre hasarina ve inflamatuar cevaba neden olur.
Bunun sonucunda vazoaktif komponentler, biiylime faktorleri ve adezyon molekiilleri

tiretiminde artis olur ve anjiyogenez tetiklenir [138].

Konnektif doku biiyiime faktorii (CTGF) fibroblast proliferasyonu ve ekstraseliiler matriks
olusumunu artirmaktadir [139]. Bu faktoriin artmasi fibrozisle sonuglanan durumlarda
anahtar rol oynamaktadir. Diyabetik hastalarda vitreus i¢indeki CTGF/VEGF orani fibrozis
ve anjiyogenez derecesini belirler. Anti-VEGF tedavi bu orani artirarak fibrozise egilim
yaratir [140].
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PDR’de 6nemli rol oynayan diger faktorler arasinda prostoglandinler, eritropoetin [141],
anjiyopoetin-1 ve 2 [142], IFN-y, IL-1, prolaktin iliskili vazoinhibin [143], PEDF, NADPH
oksidaz, NF-kB sinyal yolu[144] bulunmaktadir. Bu faktorler arasindaki karmasik iliski
nedeniyle tek bliylime faktoriinii hedef alan tedaviler anjiyogenezi inhibe etmekte yetersiz

kalmaktadir.

2.4.2 KOROIDAL NEOVASKULARIZASYONDA ANJiYOGENEZ

Koroid neovaskiilarizasyonu (KNV), koroidden kaynaklanan yeni damarlarin bruch
membranini gegerek retina altina ve i¢ katmanlara dogru biiylimesi sonucu olusur. Yeni
damarlar koroid ve retina pigment epiteli (RPE) arasinda veya RPE ile duyusal retina
arasinda yer alirlar. YBMD en sik olmakla beraber, RPE, bruch membrant ve
koryokapillaris kompleksini etkileyen pek ¢ok hastalik KNV gelisimine neden olabilir.
RPE ve bruch membrami arasinda basta lipidler olmak {izere biriken depozitler
koryokapillaristen RPE tabakasina oksijen ve besin maddesi gecisini kesintiye ugratir
[145]. Olusan hipoksi basta VEGF olmak iizere, anjiyojenik maddelerin ve inflamatuar
sitokinlerin salinimini arttirmakta ve bruch membraninda lenfosit, fibroblast ve makrofaj
birikimine neden olmaktadir. RPE, koroid kokenli endotel hiicreleri ve makrofajlardan
saliman doku metalloproteinazlar1 bruch membraninin proteolizine ve incelmesine neden
olur ve membran iizerinde catlaklarin olugsmasina yol agar. Anjiyojenik faktorlerin uyardigi
koroid endotel hiicreleri de bu c¢atlaklardan gecerek RPE alt1 alana yerlesir. Yeni damar
endotelinin bariyer fonksiyonu gelismediginden, retina i¢i tabakalara sivi, protein ve lipid
sizdirirlar ve damar yapisinin kolay kirillgan olmasindan dolay: kanama egilimleri fazladir.
Olusan kanamanin organize olmasi ile birlikte fibr6z doku gelisimi tetiklenir. Sonugcta

fibrovaskiiler skar dokusu olusur.

Koroidal neovaskiilarizasyonda anjiyogenezi diizenleyen temel faktéor VEGF’dir. VEGF
endotel hiicre proliferasyonunu, okiiler inflamasyonu uyarir ve post kapiller veniillerde
fenestrasyona yol acarak vaskiiler gegirgenligi artirir [146]. VEGF YBMD’de esas
diizenleyici olsa da tek basinda subretinal neovaskiilarizasyon olusturamaz. Koroidal
neovaskiilarizasyonun olusabilmesi i¢in anjiyogenik ve anti-anjiyogenik faktorler

arasindaki dengenin bozulmasi sarttir [147].
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PEDF, VEGF’nin indiikledigi kemotaktik endotel hiicre gogii ve proliferasyonunu
baskilayarak anti anjiyogenik ozellikler gosterir [148]. Neovaskiilarizasyon bdlgelerine
yakin RPE’de yiiksek oranda eksprese oldugu gosterilmistir [149]. Bu anti anjiyogenik
faktoriin azalmasi1 KNV olusumu ile iliskilidir. Normal gozlerle kiyaslandiginda KNV olan
gozlerde FGF diizeyleri de yiiksek bulunmustur [150]. FGF iiretimi melanositlerde, retina
pigment epitel hiicrelerinde ve koroid endotelinde gerceklesmektedir. FGF ile birlikte
CTGF ve TGF diizeylerinde de yiikselme gosterilmistir. Bir¢ok ¢alismada NO’nun VEGF
ile birlikte anjiyogenezi diizenledigi gosterilmistir [151]. YBMD’de indiiklenebilir NOS
diizeyleri yiikselmektedir. Bunun yaninda KNV’li gozlerde vitronektin, matriks

metalloproteinazlar1 ve kompleman bilesenlerinin artig1 gosterilmistir [152].

2.4.3. RETINAL VEN TIKANIKLIKLARINDA ANJIYOGENEZ

Retinal ven dal tikanikliklarinin patogenezinde hem retinal venin kompresyonu hem de
trombiis olusumuna yol acan damar duvart hasari oldugu disiiniilmektedir [153].
Tikanikliklar hemen her zaman arter-ven ¢aprazlanma bolgelerinde olusur [154]. Bu
caprazlama boélgelerinde damarlarin adventisyasi birbiriyle biitiinlesmis durumdadir. Bu
bolgede venin arter tarafindan mekanik kompresyona ugramasi ve iliskili ateroskleroz ven
dal tikanikliginin patogenezini olusturur [155]. Caprazlama bolgesindeki vendz incelmenin
tirblilan kan akiminmi indiikleyerek endotel hasar1 ve trombiis olusumuna yol actigi

diistiniilmektedir [153].

Santral retinal ven tikanikliklarinin patofizyolojisi daha az anlasilmis olup, vaskiiler,
anatomik ve inflamatuar faktorlerin bir kombinasyonunun rol aldigi diisiiniilmektedir.
Hipertansiyon ve ateroskleroz kaynakli vaskiiler patolojiler [156], lamina kribroza
konfigiirasyonundaki anatomik varyasyonlar [157] ve lokal-sistemik inflamasyonun [158,

159] santral retinal ven tikanikligina yatkinlik olusturabilecegi belirtilmektedir.

Tikaniklik olustuktan sonra, tikanikligin posteriorundaki vaskiiler basing artis1 damar
duvarindan ¢evresindeki retinaya sivi ve kiiclik molekiillerin sizmasina yol acar. Bunun
yaninda etkilenen vende olusan vaskiiler endotel hasar1 diisiik dereceli kronik inlamasyonu
indiikleyerek inflamatuar mediatorlerin up-regiilasyonuna sebep olur. Bu faktorler arasinda
prostoglandinler, 16kotrienler, ICAM-1, integrinler, TNF-a ve VEGF bulunmaktadir [160].

Bu sitokinler kan retina bariyerinin zayiflamasina yol acar. Ayrica VEGF okiiler
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neovaskiilarizasyon gelisimine sebep olur. Bu faktorlerin hepsi ileride gelistirilecek

tedaviler i¢in birer hedef olusturmaktadir [161].

2.5. GUNCEL ANTIiANJIiYOGENIK TEDAVi

2.5.1 PEGAPTANIB

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

Pegaptanib sodyum retinal neovaskiiler hastaliklarin tedavisinde kullanilan ilk anti-VEGF
ajandir. Pegaptanib iki dala ayrilmis polietilen glikol pargalarina kovalent baglanms bir
RNA aptamerinden olusur. Insan VEGF-165¢ yiiksek afinite gdsterir [162]. Pegaptanibin
etkinligi VISION c¢alismalariyla arastirtlmistir [163]. Bu arastirmalarin  sonucunda
pegaptanibin etkinlik gosterdigi en diisiik doz 0,3 mg olarak belirlenmistir ve intravitreal

enjeksiyonlarin 6 haftada bir tekrar edilmesi 6nerilmistir.

2.5.2 RANIBiZUMAB

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

Ranibizumab insan VEGF-A’smin biitiin izoformlarina yiiksek afinite gosteren ve fare
monoklonal antikorunun Fab kismini i¢eren bir kimerik proteindir [164]. Ranibizumab Fc
pargasi igermedigi i¢in inflamatuar cevaba daha az neden oldugu diistiniilmektedir [165].
Ayn1 zamanda molekiiler agirlig1 retinadan gecebilmesine izin verecek kadar diistik oldugu
icin subretinal aralia yiiksek konsantrasyonda ulasabilir. Etkinligi bir ¢ok klinik ¢aligsma

ile aragtirilmistir ve FDA onayli olarak kullanilmaktadir.

2.5.3. BEVACIZUMAB

(Avastin; Genentech, South San Francisco, California, US)

Bevacizumab insan VEGF-A’sinin biitiin izoformlarina yiiksek afinite gdsteren
monoklonal antikordur. Antikor hem Fab hem de Fc parcalarini igerdigi i¢in ranibizumaba
gore serumda yarilanma Omrii daha uzundur. Bevacizumab, VEGF’in endotel hiicreleri

tizerindeki reseptdrlerine baglanmasina engel olarak endotel hiicrelerinin proliferasyonunu
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engellemektedir. ki adet antijen baglanma bélgesine sahip 140 kDa agirliginda bir
molekiildiir. Vitreus igine verilen bevacizumabin biiylik molekiil agirlig1 retinaya gegisi
zorlastirmakla beraber yapilan deneysel ¢alismalar ve uygulama sonrasi alinan hizli cevap
bu monoklonal antikorun retinay1 gegebildigini gostermistir. Ranibizumaba gore molekiil
agirligr daha fazla oldugundan ve yari omrii daha uzun oldugundan daha az sayida
enjeksiyona ihtiyag duyulabilecegi diisiinilmstir. Ancak  tavsanlardaki
farmokokinetiklerini arastiran bir c¢alisma, ikisinin vitredeki yar1 Omiirlerinin birbirine
yakin oldugunu gostermektedir [166].

Okiiler komplikasyonlar ilacin farmakolojisiyle ilgili degil uygulama islemi ile ilgili
bulunmustur. Okiiler komplikasyonlar olarak bakteriyel endoftalmi, traksiyonel retina

dekolman, tiveit, yirtikli retina dekolmani ve vitre i¢i hemoraji bildirilmistir [167].

2.5.4 AFLIBERCEPT

(Eylea/VEGF Trap-Eye, Regeneron, Tarrytown, NY, USA)

Aflibercept FDA tarafindan intraokiiler kullanimi onaylanan bir molekiildiir. Insan
VEGFRI1 ve 2 igin ekstraseliiler ligand baglama bolgelerinin, insan IgG1 Fc pargasina
birlestirilmesi ile olusturulmus 115-kDa biiyiikliigiinde bir rekombinant fiizyon proteinidir.
Bu tuzak molekiiliiniin VEGF-A’ya bevacizumab ve ranibizumabdan daha yiiksek afinitesi
oldugu bildirilmektir [168]. Molekiill ayn1 zamanda VEGF-B ve plasental biiyiime
faktoriini de baglamaktadir [169]. Bevacizumab ve ranibizumab tedavilerine yanit
vermeyen gozlerde aflibercept ile pigment epitel dekolmanlarinda tama yakin rezoliisyon

bildirilmistir [170].

2.5 ARASTIRMA ASAMASINDAKI TEDAVILER

2.5.1 SMALL INTERFERING RNA (siRNA)

siRNA, protein sentezini mRNA’nin yikimini hizlandirarak durdurmaktadir. siRNA

spesifik bir niikleotid sekansini hedefleyecek sekilde iiretilebilmektedir [171]. VEGFR-1

ve hypoxia-induced gene yonelik siRNA’lar iiretilmistir.
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2.5.2. SFINGOZIN-1-FOSFAT (S1P) ANTIKORU

S1P retina pigment epitelinde iiretilerek patolojik anjiogenez, vaskiiler gecirgenlik, fibrosis
ve inflamatuar cevap iizerinde etki gosteren bir biyoaktif lipiddir [172]. Sonepcizumab
S1P’ye baglanan monoklonal bir antikordur ve yapilan oksijen endiikte retinopati
calismalarinda retinaya makrofaj goéciinii ve neovaskiilarizasyonu azalttigi gosterilmistir
[172]. iSONEP (Lpath,Inc.) sonepcizumabin intravitreal olarak {iiretilen formu olup klinik

arastirmalar1 devam etmektedir.

2.5.3 SKUALAMIN LAKTAT

Skualamin laktat aminosterol grubu bir antianjiyogenik maddedir. Hiicre fonksiyonlarinin
devamini saglayan iyon tastyicilarint bloke eder. Kalmoduline baglandiginda VEGF ve
integrin ekspresyonlarini inhibe ederek antianjiyogenik etki gosterir. Topikal formunun

AMD hastalarinda arastirilmasi i¢in hasta toplamasi1 devam etmektedir.

2.5.4. KESINTISIZ ANTI-VEGF SALINIMI

Giintimiizde biyo-bozunabilir implantlar, mikrosferler, nanopartikiiller ve lipozomlar, jel
ve 0n ilag gibi birgok ila¢ dagitim yontemi aragtirilmaktadir. Bu yontemlerin amaci daha az
miidahale ile aym etkiyi elde edebilmektir. Ranibizumab i¢in kesintisiz salinim yapan bir
intraokiiler implant ¢alismalar1 devam etmektedir. Bir bagka strateji ise adeno-iligkili viral
vektorlerle goz i¢inde lokal ekspresyon saglama yontemidir. Bu yontemin etkinligi oksijen

endiikte retinopati fare modeli ile gosterilmistir [173].

2.5.5. DARPinler

DARPinler (Designed Ankyrin Repeat Proteins) antikor benzeri baglanmayi taklit eden
yeni bir tiir baglayict proteindir. Insan VEGF proteinine ¢ok yiiksek afinite gdsteren
DARPinler iiretmek mimkiindiir [174]. Cesitli deneysel c¢alismalarla intravitreal
enjeksiyon ve topikal damla seklinde kullanimlarinin etkililigi gosterilmistir [174].
Onaylanmas1 durumunda topikal olarak kullanilabilecek ilk anti-anjiyogenik ajan olacagi

diistinilmektedir.
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2.5.6. RADYASYON TEDAVISi

Iyonizan radyasyon hiicrelerde DNA hasar1 olusturarak antiproliferatif, antiinflamatuar ve
anti anjiyogenik etkiler gosterir. Radyasyon tedavisinin rektal kanser ve rabdomiyosarkom
gibi solid timdrlerde anti-VEGF ile sinerjistik etki gosterdigi gozlemlenmistir [175]. AMD
hastalarinda uygulanan bir arastirmada epimakiiler brakiterapi uygulamasinin anti-VEGF
tedavi ile sinerjistik etki gosterdigi ve intravitreal enjeksiyon gereksinimini azalttig:

gOsterilmistir [176].

2.5.7. TIROZIN KiNAZ iNHiBiITORLERI

VEGF reseptorleri VEGF molekiiliiniin baglanmasi ile aktive olan tirozin kinaz
aktivitesine sahiptirler. Pazopanib, Vatalanib gibi ¢esitli tirozin kinaz inhibitorleri anti
anjiyogenik tedavi acisindan aragtirilmaktadir. Pazopanibin VEGF, PDGF reseptorleri ve
c-kit lizerinde aktivitesi oldugu bildirilmistir [177]. Vatalanib ise PDGF ve c-kit iizerinde

etki gostererek anjiyogenezi inhibe ettigi gosterilmistir [178].

2.5.8. INTEGRINLER

Integrinler yeni kan damari olusumunda hiicresel organizasyon igin gerekli olan hiicre
adezyon molekiilleridir. ALG-1001 adli peptid integrinlerle olusan hiicre adezyonunu
inhibe etmektedir. AMD hastalarinda yapilan bir ¢alismada 3.2 mg ALG-1001 dozunun

santral fovea kalinliginda anlaml azalma sagladig gosterilmistir [179].

2.5.9. ANTi-PDGF AJANLAR

Endotel hiicreleri perisitlerin ¢ogalmasini saglayan PDGF salgilar. Perisitler KNV nin
olgunlagsmasinda rol almaktadirlar ve yeni olusan damarlar1 stabilize ederler. Bu
stabilizasyon sonucunda antikorlarin KNV dokusuna penetrasyonu azalir ve anti-VEGF
tedavilere yamtsizlik ortaya cikabilir [135]. Yeni bir anti-PDGF aptameri olan Fovista
KNV’de anti-VEGF tedaviye adjuvan olarak arastirilmaktadir. Tek basina anti-VEGF
uygulamasina gére kombine tedavinin daha etkin oldugu goriilmiistiir ve bu tedavinin anti-

VEGF tedavisine direngli olgularda kullanigh olabilecegi diisiiniilmektedir [135].
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2.6. ASTAKSANTIN

Karotenoidler temelde karotenler ve ksantofiller olarak iki ana gruba ayrilir. Molekiil
igerisinde oksijen atomu igeren karotenoidler ksantofil olarak adlandirilmaktadir. Bu
grubun bilinen tiyeleri arasinda lutein, fukoksantin, astaksantin, tunaksantin ve zeaksantin
bulunmaktadir. Astaksantin daha ¢ok kabuklu deniz canlilarinda bulunan kirmizi renkli bir
pigmenttir. Ozellikle yengeg, karides, somon, alabalik gibi canlilarda yiiksek oranda
bulunmaktadir. Dogada bilinen en gii¢lii antioksidan oldugu belirtilmektedir [180].
Molekiiler yapisinda bulunan iki hidrofilik u¢ ve hidrofobik gdvdesi dolayisiyla hiicre
membranint boydan boya geger ve stabilizasyonunu artirir [181] (sekil 1 ve 2). Gida
renklendirmede siklikla kullanilmakta olup saglik acisindan giivenilirligi arastirilmistir
[182]. Astaksantinin genis biyolojik aktiviteleri arasinda antioksidatif, antitiimor, anti-
inflamatuar, antidiyabetik ve immiinmodiilator etkileri bulunmaktadir. Astaksantin serbest
formdayken lipofiliktir. Serbest oksijen radikalleri ve lipid peroksidasyonuna karsi giiglii
inhibitor etkiler gosterdigi bilinmektedir. Ratlarda yapilan deneylerde kan beyin bariyerini
gecip etkilerini beyinde de gosterebildigi belirtilmistir [183]. Suda ¢6ziinen maddelerle
kombine edildiginde serbest oksijen radikalleri iizerinde direkt ve indirekt inhibe edici

etkiler gostermektedir [184].

Astaksantinin okiiler dokular {lizerindeki etkileri ¢esitli calismalarla arastirilmaktadir. Oral
alimla insan goziinde (6 mg/kg/giin) akoz igerisinde lipid peroksidasyonunu ve
hidroperoksit diizeylerini azalttigi gosterilmistir [185]. Lazerle indiiklenmis KNV fare
modelinde intraperitoneal astaksantin enjeksiyonu ile KNV’de anlamli azalma, KNV
dokusuna go¢ eden makrofaj miktarinda azalma ve RPE-koroid kompleksinde
inflamasyonla iliskili molekiillerde azalma gosterilmistir. Ayrica astaksantin ile in-vivo ve
in-vitro NF-xB ve VEGF inhibisyonu saptanmistir [41]. Bir baska calismada ise
endotoksin ile indiiklenmis iiveit rat modelinde astaksantinin doza bagimli sekilde NF-kB
sinyal yolu iizerinden anti-inflamatuar etkiler gosterdigi bildirilmistir [8]. Diyabetik fare
modelinde retinal ganglion hiicre apoptozu iizerinde inhibe edici etkileri gosterilmistir
[186]. Bir baska calismada ise astaksantinin belirgin bir yan etkiye sebep olmadan koroidal
kan akimmi artirdigi belirtilmistir. Otsuka ve ark. diyetle alinan astaksantinin 1sikla
indiiklenen retinal hiicre 6liimiinii azalttigini, retinitis pigmentoza ve kuru tip YBMD gibi

hastaliklarin ilerlemesini yavaslatabilecegini bildirmislerdir [187].
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Biz galisgmamizda anti-VEGF ve antiinflamatuar etkilerine bagli olarak anti-anjiyojenik
ozelliginden faydalanmak fikriyle oksijen endiikte retinopati in vivo fare modelinde
intravitreal astaksantin enjeksiyonun retina morfolojisine, neovaskiilarizasyona ve

apoptotik hiicre hareketine etkisini inceledik.

Sekil-1. Astaksantinin kimyasal yapisi. iki ugta polar iyonon halkalar1 ve ortada non-polar

konjuge karbon baglar1 bulunmaktadir.
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Sekil-2. Astaksantinin hiicre zarindaki pozisyonu. Polar u¢ gruplar hiicre zarinin polar i¢
ve dis smriyla gakisirken non-polar orta kisim hiicre zarimin non-polar i¢ kisminda

kalmaktadir.
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3. GEREC ve YONTEM

3.1 HAYVAN DENEYi PROTOKOLU

Tiim deneyler Baskent Universitesi Arastirma Kurulu Hayvan Haklar1 komitesinin onay1
ve Etik Kurul onayr alindiktan sonra gergeklestirildi (Proje No: DA13/52). Calismamiz
Tiirk Oftalmoloji Dernegi orijinal nitelikteki laboratuvar ve deneysel aragtirmalar i¢in proje
destegi ve Baskent Universitesi tarafindan desteklenmistir. Deneyler Smith ve
arkadaslarinin 1994 yilinda gelistirdikleri in vivo oksijen endiikte retinopati fare modeli
C57BL/J6 kullanilarak gergeklestirildi. 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. Intravitreal
enjeksiyon igin astaksantin (Sigma Aldrich Germany) orjinal toz astaksantinden elde edilen

soliisyon kullanildi. Toz astaksantin literatiirde onerildigi gibi steril DMSO ile ¢6ziildii.

Literatiirde astaksantin igin intraokiiler ve/veya intravitreal enjeksiyonu iceren caligmalar
mevcut degildir. Calismamizda kullanilan C57BL/J6 farenin viicut agirligi enjeksiyon

doneminde yaklagik 5-7 g ve glob hacmi 5.3 ul olarak verilmektedir [188].

Orijinal sunulan toz astaksantinden elde ettigimiz literatiirde onerildigi kosullarda
hazirlanan astaksantini iki farkli dozda intravitreal uyguladik. Calismamizda etki yan etki
gozlemlerimizi giliglendirmek amagli 1 ve 10x doz miktarini belirledik (10 pg/ml ve 100
ug/ml intravitreal).

Hiicre kiiltiirii ¢alismalarinda kullanilan astaksantin dozu 50 ve 150 uM (mikromolar)
olarak calisilmigtir [41]. Biz ¢alismamizda yiiksek doz intravitreal enjeksiyonu 150 uM
diizeyine karsilik gelen yaklasik 100 pg/ml olarak uyguladik.

Analizler i¢in fareler alt1 gruba ayrildi.
Grup-A: Negatif kontrol grubu, oksijene tabi tutulmamis ve islem gormemis (n=5 goz)

Grup-B: Kontrol grubu, 1ul intravitreal steril DMSO soliisyon enjeksiyonu, oksijene tabi

tutulmamis (n=5 goz)

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

tutulmus (n=5 go6z)
Grup-E: 10 ug/ml intravitreal astaksantin enjeksiyonu, oksijene tabi tutulmus (n=5 g6z)
Grup-F: 100 png/ml intravitreal astaksantin enjeksiyonu, oksijene tabi tutulmus (n=5 g6z)

1 ul intravitreal astaksantin enjeksiyonu farenin bir gbziine 32 gauge igne ve Hamilton
siringasi ile stereoskopik mikroskop altinda korneoskleral bolgede saat 6 hizasindan
enjekte edildi. 20 C57BL/J6 fare postnatal 7-12. giinler arasinda %7542 oksijene tabi
tutuldu. Onikinci giin 5 farenin sag goziine (Grup-D, n=5 gbz) 1 ul intravitreal steril
DMSO, 5 farenin sag goziine 10ug/ml intravitreal astaksantin (IVA) (Grup-E, n=5 g6z), 5
farenin sag goziine 100 pug/ml (Grup-F, n=5 goz) IVA enjekte edildi. Kontrol grubundaki
farelerin gozlerine 1ul steril DMSO soliisyon enjekte edildi (Grup-B, kontrol grubu, n=5
g0z). 5 tane yas uyumlu islem gérmemis, oda ortaminda tutulmus fare (Grup-A, n=5 goz)

negatif kontrol grubunu olusturdu.

Fareler postnatal 12-17. giinlerinde oda ortaminda tutuldu ve postnatal 17. giin
intraperitoneal ketamin hidrokloriir (100mg/kg) ve Xylazine hidrokloriir (5mg/ml)
enjeksiyonunu takiben sakrifiye edildi ve gozler eniiklee edildi. Eniiklee edilmis gozlerde
histolojik/morfolojik inceleme 151k mikroskopi (Grup A, B, C, D, E) ve ultrastriiktiirel
inceleme elektron mikroskopi (her grupta 3 goz) ile gergeklestirildi. Apoptotik aktivite
terminal deoxynucleotidyl transferase deoxy-UPT-nick end labeling (TUNEL) yontemi ile
incelendi. TUNEL ¢alismasi, 151k mikroskopi i¢in hazirlanmis olan parafin kesitlerinde
yapildi (her grupta 3 g6z). TUNEL c¢alismasi igin 151k mikroskopide kullanila parafin

kesitlerinin 3. kesiti kullanildi.
3.2 ISIK MIKROSKOPIK INCELEME

Isik mikroskop incelemesi icin gozler eniikleasyon sonrast %4 paraformaldehid
cozeltisinde en az 24 saat bekletildikten sonra parafin bloklara alindi. Parafin bloklardan
4um kalinhiginda optik sinire paralel olacak sekilde sagittal diizlemde retinal kesitler
alindi. Optik sinirden sonra ikinci veya iglincii kesitler incelemeler i¢in kullanildi.
Kesitlere, retinal neovaskiilarizasyonun kantitatif analizi ve morfolojik inceleme igin
periodic acid-schiff (PAS) ve hematoksilen-eosin boyama uygulandi. Neovaskiilarizasyon
internal limitan membran (ILM)’1n vitreus tarafindaki endotelyal hiicre proliferasyonunun

bir kesitteki sayim ile kantifiye edildi. Morfolojik incelemede retinanin ¢esitli katmanlari
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kistik dejenerasyon, hiicre kaybi ve niikleer tabaka incelmesi agisindan degerlendirildi.
Kesitler 151k mikroskopi (OLYMPUS BX51, Germany) kullanilarak analiz edildi. Retinal
neovaskiilarizasyonun degerlendirilmesinde sonuglar endotelyal hiicre c¢ekirdek sayisi

ortalamasi + standart deviasyon olarak verildi.
3.3 ELEKTRON MiKROSKOPIK iNCELEME

Elektron mikroskopi incelemesi i¢in retinal doku %2,5 gluteraldehyde igeren fosfat tampon
¢ozeltisinde 2-3 saat bekletildikten sonra %1 osmium tetraoxide (OsO,) iginde fikse edildi.
Alkolle seri olarak muamele edilerek dehidre edildi. Propilen oksite gegtikten sonra
ornekler Araldyte CY 212, DDSA (2-dodecennyl succinic anhydride), BDMA
(benzyldimethyl amine) dedibutylpytalate i¢inde bekletildi. Semi-ince kesitler toluidin
mavisi ile boyanarak 151k mikroskopi ile incelendi. Ultra-ince kesit alinarak, uranyl acetat

ve lead sitrat ile boyanarak LEO 90 EM transmisyon elektron mikroskopu ile incelendi.

3. 4 TERMINAL DEOXYNUCLEOTIDYL TRANSFERASE-MEDIATED NICK
AND LABELING (TUNEL) TECHNIQUE

Gozler eniikleasyon sonrast %4 paraformaldehyd ¢ozeltisinde en az 24 saat bekletildikten
sonra parafin bloklara alindi. Parafin bloklardan 4pum kalinliginda optik sinire paralel
olacak sekilde sagittal diizlemde retinal kesitler alindi. Optik diskten sonra ikinci veya
ticiincii kesit incelemeler i¢in hematoksilen-eosin ile boyandi. Her gdzden bir kesit analiz
edildi. TUNEL ¢alismasi1 In Situ Cell Death Detection Kit, AP, ROCHE Diagnostics
GmbH, Mannheim ile gergeklestirildi. TUNEL pozitif hiicreler her kesit {izerinde
randomize secilmis alanlarda 100x biiylitme (immersiyon yag1) ile tarandi. Apoptotik
TUNEL-pozitif hiicreler 10 randomize se¢ilmis alanda sayildi. TUNEL incelemesi iki

bagimsiz arastirmaci tarafindan ¢ift kor olarak yapildi.
3.5 ISTATISTIKSEL ANALIZ

[statistiksel analizler igin IBM" SPSS® Statistics 19.0 (SPSS Inc, Chicago IL, USA)
kullanild1. Gruplar arasi analizler one-way ANOVA ile yapildi ve anlamli degerlerde

(p<0.05) post-hoc analiz yapildi ve gruplar aralarinda karsilastirildi.

Gruplardaki hayvan sayisi literatiirde yapilmis on c¢aligmalarda verilen Onerilere gore
belirlendi [189].
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4 BULGULAR

4. 1 In vivo Oksijen Endiikte Retinopati Fare Modelinde Intravitreal Astaksantin
Enjeksiyonunun  Farklh  Konsantrasyonlarda  Retinal Endotelyal Hiicre

Proliferasyonuna Etkisi

Hiperoksi endiikte neovaskiilarizasyon gelisimi retinal parafin kesitlerinde internal limitan
membranin vitreus tarafindaki endotelyal hiicre ¢ekirdeklerinin sayimiyla kantifiye edildi.
Negatif kontrol grubu (Grup-A) ve intravitreal DMSO uygulanan kontrol grubunda (Grup-
B) retinal ILM’nin vitreus tarafinda az sayida endotel hiicre ¢ekirdegi gozlendi (Resim 1-
A, -B). Grup-A ve Grup-B Kkarsilastirildiginda endotel hiicre c¢ekirdegi sayisinda
istatistiksel anlamli fark bulunmadi (p=0.9).

Oksijene tabi tutulmus, islem gormemis (Grup-C) ve oksijene tabi tutulmus, intravitreal
DMSO uygulanmig kontrol grubunda (Grup-D) retinal ILM nin vitreus tarafinda 24,16+3,8
ve 22,66+2,7 endotel hiicre ¢ekirdegi gozlendi (Resim 1-C, -D, Diyagram-1). Grup-C ve
Grup-D karsilastirildiginda endotel hiicre cekirdegi sayisinda istatistiksel anlamli fark
bulunmadi (p=0,3).

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

10 pg/ml IVA enjekte edilen grupta (Grup-E) ve 100 pg/ml IVA enjekte edilen grupta
(Grup-F) retinal ILM’nin vitreus tarafinda 5,1+1,6 ve 5,3+1,5 endotelyal hiicre ¢ekirdegi
gozlendi (Resim 1-E, -F). Grup-E ve -F karsilastirildiginda endotel hiicre c¢ekirdegi

sayisinda istatistiksel anlamli fark bulunmadi (p=0,9).

Grup-D ile karsilastirildiginda Grup-E’de endotelyal hiicre ¢ekirdegi sayisinin %77,49 ve
Grup-F’de %76,61 azaldig: tespit edildi.

4. 2 Isik Mikroskopi ile Morfolojik Analiz

Retina katmanlarinin morfolojik analizinde negatif kontrol grubunda, intravitreal DMSO
ve farkli konsantrasyonlarda astaksantin enjekte edilen gruplarda Kistik dejenerasyon,

hiicre kaybi tespit edilmemistir (Resim 1-A-F).
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4. 3 Elektron Mikroskopi ile Ultrastriiktiirel Analiz

Elektron mikroskopik incelemede utrastriiktiirel morfolojik degisiklikler ve 6zellikle i¢ ve
dis fotoreseptdr bolgesinde mitokondriler degerlendirildi. Negatif kontrol grubunda (Grup-
A) ve Grup-B’de mitokondriler dahil, belirgin morfolojik degisiklik saptanmadi. (Resim 2-
A, -B). Kontrol grubunda (Grup-C) ve Grup-D’de fotoreseptor i¢ segmentinde bulunan
mitokondrilerde yogun kesiflik iceren litik-benekli matriks ve kristalizis seklinde

ultrastriiktiirel mitokondriyal degisiklikler saptandi (Resim 2-C, -D).

Ultrastriiktiire] mitokondriyal degisiklikler astaksantin enjekte edilen gruplarda (Grup-E,-
F) Grup-C ve -D’ye gore daha az yogun olarak tespit edildi (Resim 2-E, -F, Diyagram-2).
Mitokondriyal dismorfolojiyi kantifiye edebilmek icin atipik mitokondri (yogun litik-
benekli matriks ve kristalizis seklinde olan mitokondri=atipik mitokondri) belirlendi. Tiim
gruplarda 6000x biiyiitme ile se¢ilmis bir goriis alaninda bulunan atipik mitokondri sayisi

belirlendi.

Negatif kontrol grubu (Grup-A), Grup-B ile karsilastirildiginda anlamli fark bulunmadi
(p=1.0).

Negatif kontrol grubu (Grup-A) ve Grup-B, -C ve -D karsilastirildiginda anlamli fark
bulundu (p<0.0001).

Grup-C ve -D, Grup-E ve -F ile karsilagtiridiginda anlamli fark bulundu (p<0.0001).
Grup-E ve -F arasinda anlaml fark tespit edilmedi.
4.4 TUNEL Teknigi ile Apoptozis Analizi

Negatif kontrol grubunda (Grup-A) ve Grup-B’de dis niikleer tabakada ve i¢ niikleer
tabakada benzer diizeyde apoptotik TUNEL-pozitif hiicre tespit edildi (Resim 3-A, -B).

Gruplar arasinda istatistiksel anlamli farklilik goriilmedi.

Grup-C ve —D’de dis niikleer tabakada ve i¢ niikleer tabakada benzer diizeyde apoptotik
TUNEL-pozitif hiicre tespit edildi (Resim 2-C, -D, Diyagram-3). Gruplar arasinda
istatistiksel anlamli farklilik goriilmedi (p=0.7).

Grup A (p=0.3, 0.5) ve —B (p=0.5, 0.7), Grup-C ve —D ile karsilastirildiginda anlamli fark

gorilmedi.

Grup-E ile —F (p=0.3) arasinda anlaml1 fark bulunmadi. (Resim 2-E, -F)
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Grup-E ile Grup-C ve —D arasinda anlamli fark bulunmadi (p=0.09, p=0.2).

Grup-F ile Grup-C ve —D arasinda anlaml1 fark bulundu (p=0.01, p=0.02).

5. TARTISMA

Calismamizda oksijen endiikte retinopati in vivo fare modelinde C57BL/J6 1rk1 fare
kullanarak intravitreal enjekte edilen astaksantinin retinal endotelyal hiicre

proliferasyonuna, retinal morfolojik yapiya ve apoptozise olan etkisini inceledik.

Intravitreal olarak enjekte edilen astaksantinin kullandigimiz diisiik ve yiiksek dozda, doza
bagli olmaksizin retinal endotelyal hiicre ¢ekirdegi sayisin1 %%77,49 ve %76,61 azalttigt
tespit edildi. Bu bulgu astaksantinin retinal endotelyal hiicre proliferasyonuna anti-
anjiyogenik etkili oldugunu yansitmaktadir. Bulgumuz literatiirde astaksantinin
antianjiyogenik etkilerini bildiren ¢alismalar1 destekler niteliktedir [41, 190]. izumi-Nagai
ve ark. C57BL/J6 1rki fareler {izerinde lazerle indiiklenmis koroidal neovaskiilarizasyon
(KNV) modeli iizerindeki ¢alismalarinda astaksantinin KNV {izerinde belirgin supresyon
gosterdigini, KNV bolgesine makrofaj infiltrasyonunu azaltigimi ve RPE-koroid
kompleksinden inflamasyonla iligkili molekiillerin salinimin1 azalttigimi gostermislerdir
[41]. Aymi g¢alismanin hiicre Kkiiltiirii incelemelerinde ise kiiltiirdeki makrofaj, RPE
hiicreleri ve mikrovaskiiler endotel hiicrelerinden de inflamatuar molekiil salinimin
azaldigr goriilmistiir. Buna ek olarak astaksantin tedavisinin niikleer faktor «-B
aktivasyonunun da in vivo ve in vitro olarak inhibe edildigi gosterilmistir. KNV
indiiksiyonu sonrasinda up-regiile olan inflamasyon iliskili maddeler olan VEGF, VEGFR-
1, VEGFR-2, IL-6, ICAM-1 e MCP-1 astaksantin ile suprese edilmistir. Sun ve ark. insan
retina pigment epiteli kokenli ARPE-19 hiicre kiiltiirli ¢aligmalarinda astaksantin, lutein ve
eikozapentaeonik asitin (EPA) ileri glikasyon son iriinlerine (AGE), VEGF mRNA up-
regiilasyonuna ve matriks metalloprpoteinazlarina karsi inhibe edici etkinlikleri olugunu
ortaya koymuslardir [190]. Bu basamaklarin diyabetik retinopati patogenezinde Onemli
rolleri bulunmaktadir. Calismamizda gozlemledigimiz antiproliferatif etkide astaksantinin

VEGTF iizerindeki baskilayici etkisinin rolii oldugunu diisiinmekteyiz.

Astaksantinin okiiler dokular ve diger sistemler iizerindeki biyolojik aktiviteleri arasinda
antiinflamatuar, antioksidan, antiapoptotik ve antikarsinojenik, antianjiyogenik,
noroprotektif, immiin modiilatér, antidiyabet ve antiobezite etkileri oldugu literatiirde

cesitli calismalarla gosterilmistir [191-193].
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Daha oOnceki boliimlerde bahsedildigi gibi, okiiler neovaskiilarizasyon olusumunda
birbiriyle i¢ ice gegmis bir¢ok mekanizma bulunmaktadir. Bu mekanizmalarin énemli bir
basamagini oksidatif strese bagli mediatdrlerin hiicrenin gesitli yapilar {izerinde yarattigi
hasar olusturmaktadir. Astaksantinin antioksidan etkileri lizerine yapilan aragtirmalar
incelendiginde, diger karotenoidlerle yapilan kiyaslamada lutein, kantaksantin ve f-
karotenden 10, a-tokoferolden 100 kat fazla antioksidan aktivite gosterdigi belirtilmektedir
[194]. Serbest radikalleri etkili bir sekilde temizleyerek cgesitli hiicre tiplerini oksidatif
hasardan korudugu bildirilmektedir [41, 195, 196]. Bu etkiyi ger¢eklestiren yap1
asktaksantin molekiliiniin her iki ucundaki fonksiyonel okso gruplaridir. Molekiiliin hiicre
zarindaki 6zel pozisyonu hiicre membranini stabilize ederken, ayn1 zamanda hiicre i¢i ve
hiicre disinda fonksiyon gdsterebilmesini saglamaktadir (Sekil-2). Bu 6zel pozisyon, B-
karoten ve Vitamin C gibi cift katli lipid tabaka arasinda kalan antioksidanlara gore
astaksantinin daha giiclii etkinlik gostermesini aciklamaktadir. Hiicre zarina yerlesen
astaksantin, serbest oksijen radikallerinin temizlenmesi, zincir reaksiyonlarin 6nlenmesi,
lipid peroksidasyonunun inhibe edilerek membran yapisinin korunmasi, immiin yanitin
giiclendirilmesi ve gesitli gen ekspresyonlarinin regiilasyonu gibi gorevleri gerceklestirir
[128]. Diyetine astaksantin eklenen ratlarda katalaz, siiperoksid dismutaz ve peroksidaz
gibi antioksidan enzimlerin plazma ve karaciger diizeylerinin yiikseldigi gosterilmistir
[197]. Astaksantinin antioksidan etkileri ayn1 zamanda DNA hasarini azaltict 6zellikler
gostermektedir. Guanozin en kolay okside olan niikleoziddir ve bu nedenle guanozine
elektron transferi ger¢eklestiginde hizli bir sekilde guanozin radikalleri birikerek niikleozid
oksidasyonuna sebep olur [130]. Astaksantin okside guanozin miktarini azaltarak ve

olusumunu engelleyerek DNA hasarin1 azaltmaktadir.

Calismamizda astaksantin uygulanan gruplarda antiproliferatif etkilerin yan1 sira, elektron
mikroskopide mitokondrilerin oksijene tabi tutulan diger gruplara gore daha az
hasarlandig1 tespit edilmistir. Bunun yani sira apoptotik hareket yiiksek doz astaksantin
uyguladigimiz grupta daha disiik saptanmistir. Bu bulgular astaksantinin antioksidatif
etkilerini ve bunun sonucu olarak gelisen anti apoptotik ve sitoprotektif etkilerini destekler

niteliktedir.

Anjiyogenezi ve apoptozu tetikleyen onemli faktorlerden biri de inflamatuar siire¢ ve bu
siirecte lretilen ¢esitli sitokinlerdir. Astaksantinin g¢esitli mekanizmalar {izerinden
antiinflamatuar etkiler gosterdigi bilinmektedir. Astaksantinin lipopolisakkarid (LPS) ile

stimiile edilmis RAW264.7 hiicrelerinde (makrofaj orijinli hiicreler) ve primer
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makrofajlarda, niikleer faktor-kB (indiiklenebilir nitrik oksid sentaz igin Onemli bir
traskrpisiyon faktorii) supresyonu yaparak inflamatuar mediatér ve sitokinlerin
ekspresyonunu azalttigi gosterilmistir [198]. Choi ve ark. astaksantinin LPS ile stimiile
edilmis BV2 mikrogliyal hiicrelerde indiiklenebilir nitrik oksid sentaz ve siklooksijenaz-2
ekspresyonunu azalttigini gostermislerdir [199]. Astaksantinin nitrik oksid tizerindeki bu
baskilayici etkisi, nitrik okside bagli inflamasyonun 6n planda oldugu sepsis, romatoid

artrit, ateroskleroz gibi hastaliklarda 6nemli uygulamalar1 olabilecegini isaret etmektedir.

Bolin ve ark. yiiriittiikkleri ¢alismada astaksantinin insan lenfositleri iizerinde ilging
antiinflamatuar 6zellikler gosterdigini izlemislerdir [200]. Astaksantin lenfositlerin redoks-
duyarl ve fonksiyonel yapilarini etkilemeden siiperoksid ve hidrojen peroksid iiretimini
azaltmis, ayrica siliperoksid dismutaz ve katalaz aktivitelerini artirarak lipid ve
proteinlerdeki oksidatif hasar1 azaltmistir. Macedo ve ark. ise astaksantinin nétrofillerden
saliman TNF-a ve IL-6 gibi proinflamatuar sitokinleri azalttigini, nétrofillerin fagositik ve
mikrobisidal aktivitelerini artirdigin1 gostermislerdir [129]. Prematiire retinopatisi Faz-lI
gelisiminde inflamatuvar mediatérler 6nem kazanmistir. Prematiire retinopatisi (PR)
gelisen gozlerde postnatal 0-3. giinde sistemik interlokin (IL)-6 ve C-reaktif protein
seviyelerinin yiiksek, norotrofin-4 ve IL-17 seviyelerinin diisiik seyrettigi, postnatal 7-21.
giin IL-18 seviyelerinin yiiksek oldugu gorilmiistiir [3]. PR olgularinda intravitreal 27
sitokin seviyesi taranmis ve Ozellikle IL-6, IL-7, IL-10, IL-15, eotaksin, FBGF,
granulocyte colony stimulating factor, granulocyte-macrophage colony-stimulating factor,
interferon-y-inducible frotein-10, COX gibi faktorlerin seviyeleri yiiksek bulunmustur.
Ayrica COX-2’nin iskemik retinopatide Prostoglandin-2 iizerinden preretinal
neovaskiilarizasyonun gelismesine katkida bulundugu gosterilmistir [4]. Prematiire
bebeklerde sistemik veya intraokiiler astaksantin tedavisinin antiinflamatuar ve/veya
antiproliferatif etkili olabilecegi diistiniilmektedir. Calismamizda OER in vivo fare
modelinde intravitreal astaksantin uyguladigimiz gruplarda 1s1k mikroskopide hiicresel

hasarin izlenmemesi ve apoptotik harekette azalma literatiir verilerini desteklemektedir.

Astaksantin okiiler dokular lizerinde ¢esitli olumlu etkiler gostermektedir. Ohgami ve ark.
endotoksinle indiiklenmis iiveit modelinde astaksantinin doza bagimli antiinflamatuar etki
gosterdigini belirtmislerdir [7]. Bu antiinflamatuar etki NO, PGE-2 ve TNF-a supresyonu
ile gerceklesmistir. Ayrica yazarlar 100 mg/kg dozundaki astaksantinin 10 mg/kg
prednisolon kadar giiglii etkinlik gosterdigini saptamislardir. Bunu takip eden

calismalarinda ise Suzuki ve ark. yine endotoksinle indiiklenmis iiveit modelinde
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astaksantinin proinflamatuar faktorleri down-regiile ederek ve NF-kB sinyal yolunu inhibe
ederek okiiler inflamasyonu azalttigimi gostermislerdir [8]. Astaksantinin triptofan
rezidiileri ve B-kristalin iizerinde koruyucu etkilerinin oldugu bulunmustur [201]. Lens
kristalinlerini oksidatif hasara ve kalsiyumla indiiklenen kalpainle olusan degradasyona
kars1 korudugu belirtilmektedir. Buna ek olarak Liao ve ark. astaksantinin, lenste birikimi
direkt olarak katarakt olusumuna yol agan selenitle interaksiyona girdigini ve ratlarda
selenitle iliskili kataraktogeneze karsi koruycu oldugunu gostermislerdir [202]. Nakajima
ve ark. astaksantinin retinal ganglion hiicreleri iizerindeki oksidatif hasara karsi
noroprotektif etkileri oldugunu belirtmektedirler [203]. Dong ve ark. diyabetik retinopati
fare modelinde astaksantinin rat retinal ganglion hiicre kiiltiiriinde H,0O, ile indiiklenen
apoptozu inhibe ettigini ve oksidatif stres kaynakli hiicresel disfonksiyonu azalttigini
gostermiglerdir [186]. Bununla birlikte Cort ve ark. reaktif oksijen tiirlerinin apoptotik
hiicre 6liimiine etkisini vurgulayarak, astaksantinin okside edici ajanlarla indiiklenen retina
hasar1 iizerinde koruyucu etkinligi oldugu sonucuna ulagmislardir [204]. Calismamizda da
benzer sekilde astaksantin uygulanan grupta gozlenen antiapoptotik etkinin molekiiliin

antioksidatif 6zelliklerinden kaynaklandigini diisiinmekteyiz.

Calismamizda OER modelinde C57BL/J6 fare irkinda astaksantin ile retinal endotelyal
hiicre proliferasyonunun 10pg/ml IVA ile %77,49 ve 100pg/ml IVA ile %76,61
baskilandign ~ gosterilmigtir.  Onceki ~ galismalarimizda retinal  endotelyal hiicre
proliferasyonunun basklinma orani 0.625 ug intravitreal bevacizumab (IVB) ile %67, 20ug
intravitreal triamsinolon (IVTA) ile %92, 1.25 pg IVB ile %93, 2.5 ug IVB ile %97 ve 40
ug IVTA ile %95 olarak saptanmustir [205, 206]. Sunulan ¢alismada astaksantin
molekiiliinlin VEGF {izerindeki inhibe edici etkisinin yani sira yukarida bahsedilen
anjiyogenez siirecinde rol alan bir¢ok sinyal yolu iizerinde gosterdigi etkilerinin de rolii

olabilecegini diistinmekteyiz.

Caligmamizda, pigmente dokuya sahip olan C57BL/J6 fare irkinda OER modelinde 10 ve
100pg/ml 1V astaksantinin 151k mikroskopik incelemede retina katmanlarinda histolojik
kesitlerde morfolojik hasar yaratmadigi ve hiicre biitlinliiglinii bozmadig1 goriilmiistiir. Bu
bulgunun astaksantinin hiicre zar1 iizerinde stabilize edici, antiiflamatuar ve sitoprotektif
etkilerinden kaynaklanabilecegi akla gelmektedir. Diisiik ve yiiksek doz uygulanan gruplar
arasinda morfolojik hasar agisindan anlamli fark izlenmemistir. Literatiirde hentiz yeterli
sayida okiiler veya intravitreal astaksantin uygulamasi ile in vivo ve/veya in vitro

caligmalar mevcut degildir. Biz intravitreal uygulama dozunu hesaplarken izumi-Nagai ve
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ark. hiicre kiiltiirii ¢aligmalarinda kullandiklart 150 mikromolar (100 pg/ml) dozunu
yiikksek doz olarak belirledik [41]. Ancak etkin doz ve yan etki profili analizi igin
prospektif intravitreal astaksantin uygulamasimi igeren farmakokinetige yonelik

caligmalarda dozlarin incelenmesi gerekmektedir.

Oksijen endiikte retinopati modelinde hiperoksi deprivasyonu dokuda relatif hipoksiye
neden olmakta ve olusan hipoksi mitokondrilerde sisme, krista fragmantasyonu, matriks
kondansasyonu, i¢/dis membran ayrilmasina neden olmaktadir [189]. Calismamizda
literatlirle uyumlu olarak oksijen endiikte retinopati grubunu olusturan kontrol grubunda
(Grup-C ve -D) elektron mikroskopik ultrastriiktiirel morfolojik incelemede fotoreseptor i¢
segmentinde bulunan mitokondrilerde yogun kesiflik igeren litik-benekli matriks ve
kristalizis seklinde ultrastriiktiirel mitokondriyal degisiklikler saptandi. Hiperoksiye maruz
kalan grupta tespit edilen bulgular C57BL/J6 1rki farenin retinal hiperoksi endiikte
mitokondriyal vulnerabilitesi oldugunu gostermektedir. Mitokondrilerin i¢ yapist fizyolojik
aktiviteleri geregi veya stres sinyallerine, 6rnegin hipoksi, hiperoksi, tedavi amagh
kullanilan ajanlar gibi, cevap olarak degiskenlik gosterir [207]. Olusan stres seviyesi
mitokondride morfolojik ve fonksiyonel degisikligi belirlemektedir. Olusan degisiklikler
hiicrenin kurtulmasina veya apoptozise neden olur [208]. Yapilan gesitli hiicre kiiltiirii
calismalarinda astaksantinin oksidatif stres durumunda hiicre sagkalimini artirdig
gosterilmistir [196]. Yazarlar hiicre kiiltiiri ortamina eklenen Antimycin A molekiili ile
mitokondriyal serbest oksijen radikali tiretimi artirildiktan sonra astaksantin eklenmesinin
mitokondride endojen oksijen radikali {iretimini azalttigi ve mitokondrinin membran
fonksiyonunu korudugunu belirtmislerdir. Astaksantinin etkileri bunun da 6tesine gegerek
mitokondride serbest oksijen radikali olusumunu artirmadan oksijen tiiketimini artirarak
mitokondriyal aktiviteyi arttirmistir. Bu in vitro etkileri saglayan doz (100-800 nM/L)
insanlarda diyet destegi ile saglanabilmektedir. Calismamizda IVA uygulanan grupta
oksijene tabi tutulan kontrol gruplarina gore mitokondriyal degisikliklerin daha az
yogunlukta izlenmesi, astaksantinin mitokondriler iizerindeki koruyucu etkisini in vivo

olarak da gostermesi agisindan literatiire katki sunacagini diisiinmekteyiz.

Calismamizda apoptotik hiicre 6liimiinii incelemek icin TUNEL-caligmasi uygulanmistir.
Negatif kontrol grubunda ve oksijene tabi tutulmus kontrol gruplarinda apoptozis
gorilmistiir. Diger taraftan, yiiksek doz astaksantin uygulanan grupta apoptotik aktivitede
oksijene tabi tutulmus kontrol gruplarina gore anlamli diizeyde azalma dikkat cekicidir.

Onceki galismamizda intravitreal bevacizumab sonrasi apoptotik aktivite, oksijene tabi
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tutulan gruplar ve bevacizumab enjeksiyonu yapilan gruplar arasinda anlamli fark
gostermemistir [205]. Bu bulgu astaksantinin anti proliferatif etkisinin yani sira anti

apoptotik etkisini géstermesi agisindan énem arz etmektedir.

Apoptozis genetik agdan olusan koordine programli hiicre 6liimii olarak tarif edilmektedir.
Yeni gelistirilen antianjiojenik ve kanser tedavileri kapsaminda 6nemli yer almaktadir.
Apoptozis ana hatlar ile kaspaz bagimli ve kaspaz bagimsiz olmak {izere iki sinyal yoldan
aktive edilmektedir. Her iki sinyal yolunda da mitokondri ve Bcl-2 protein ailesi
bulunmaktadir [209]. Astaksantinin mitokondriyal yoldan ve oksidatif hasara bagl olusan
apoptoz ve nekroptoz iizerinde inhibe edici Ozellikleri literatiirde c¢esitli calismalarla

gosterilmistir [186, 210].

Yiiksek doz IVA enjeksiyonu uyguladigimiz grupta apoptotik hiicre oSliimiiniin diger
gruplarla karsilagtirildiginda anlamli olarak azaldigi tespit edilmistir. IVA enjeksiyonu
uygulanan gruplarda apoptozis ile mitokondriyal dismorfolojinin kontrol grubuna gore
daha az yogunlukta oldugu goriilmektedir. Dogal olarak bircok fizyolojik olayda zararh
veya gereksiz hiicrelerin eliminasyonu i¢in apoptozise ihtiya¢ duyulmaktadir. Apoptozise
bagli hiicre 6liimii patolojik diizeyde, ornegin hipoksik veya sitotoksik ajan ortaminda
gozlenebilir [205]. Calismamizda negatif kontrol grubunda ve kontrol grubunda TUNEL

calismasi ile fizyolojik apoptozis gozlemlenmistir.

Astaksantin etkisine bagli apoptotik harekette artis izlenmemistir. Bunun 6tesinde, yiiksek
doz astaksantin uyguladigimiz grupta oksijene tabi tutulan kontrol gruplarma gore
apoptozis anlamhi diizeyde diisiik bulunmustur. Literatiirde astaksantinin antiapoptotik
etkileri tarandiginda, insan alveolar epitel hiicre kiiltiirii tizerinde yapilan bir aragtirmada
astaksantinin hidrojen peroksite bagli apoptozu bloke ettigi, mitokondriyal ve hiicresel
morfolojiyi korudugu gosterilmistir [209]. Ayrica astaksantin apoptotik proteinlerin
translokasyounu ve sitokrom ¢ salinimini inhibe etmistir. Bunun yaninda kaspaz-9, kaspaz-
3, Nrf-2 diizeylerini diisiirdigii ve baska sitoprotektif genleri de aktive ettigi gosterilmis,
sonug olarak reaktif oksijen metabolitlerine bagli mitokondriyal sinyal yolunu etkili sekilde
inhibe ettigi belirtilmistir. Anti-apoptotik protein olan Bcl-2 dis mitokondriyal membranin
biitiinliiglinii saglayarak sitokrom c salinimini engeller. Pro-apoptoik proteinler olan Bax
ve Bad ise sitokrom c salinimini saglar. Astaksantin etkisini Bax ve Bad’nin sitozolden
mitokondriye gecisini, Bcl-2’nin de mitokondriden sitozole gecisini bloke ederek

gostermektedir. Li ve ark. hepatik iskemi-reperfiizyon iligkili apoptozis caligmalarinda
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astaksantinin apoptozis ve otofajiyi inhibe ettiklerinin gostermislerdir [210]. Astaksantinin
anti-apoptotik etkisini reaktif oksijen metabolitlerini ve TNF- o’y1 azaltip P38 MAPK
(mitojen aktive protein kinaz) yolunu inhibe ederek gosterdigini gozlemlemislerdir. P38
fosforile oldugunda kaspaz-8 aktivasyonu ve Bax aktivasyonu yaparak mitokondriyal
permeabiliteyi artirarak sitokrom C salimimima ve apoptoz tetiklenmesine neden
olmaktadir. Bu aktivasyonu saglayan oksidatif stres faktorleri azaldiginda ise Bcl-2’nin
sitoprotektif etkisi artmaktadir. Bir bagka ¢aligsmada astaksantinin noral progenitor hiicreler
tizerindeki antiapoptotik etkiler arastirilmis ve kisa vadede anti-apoptotik etkilerinin
oldugu vurgulanmistir [211]. Astaksantin kaspaz-3 ve 9 aktivitelerinde inhibisyon, P38 ve
Bax gibi apoptotik markirlarda azalma ve hiicrenin ATP sentezinde artis saglamigtir. Guo
ve ark. ratlarda ciddi yanik sonrasinda astaksantinin akut bobrek hasari ve mitokondri
ilisikili apoptoz tizerine etkilerini incelemislerdir [212]. Calismalarinda astaksantin dozunu
artirdikca apoptotik renal hiicrelerin sayisinda azalma ve tiibiiler apoptozda azalma
gozlemlemislerdir. Bu etkinin PI3K/Akt sinyal yolu iizerinden mitokondriyal sinyal
mekanizmalariin inhibisyonu ile gerceklestigini belirtmislerdir. Astaksantinin Akt ve Bad
fosforilasyonunu artirdigini, bunun da sitokrom C ve kaspaz-3 ve 9 diizeylerinde azalma
sagladigini gostermislerdir. Ayrica TUNEL teknigi ile yanik iliskili akut bobrek hasarini
mitokondri iligkili apoptozu regiile ederek azalttigi gosterilmistir [212]. Calismamizda
uyguladigimiz TUNEL teknigi ile apoptozis analizinde yiiksek doz intravitreal astaksantin
uyguladigimiz grupta oksijene tabi tutulan kontrol gruplari ile karsilastirildiginda azalmis

apoptotik aktivite goriilmiistiir. Bu bulgu literatiir bilgileri ile uyumluluk gostermektedir.

Astaksantinin okiiler dokular iizerindeki antiapoptotik etkileri incelendiginde retinal
gangliyon hiicreleri ve retina pigment epitel hiicreleri iizerinde antiapoptotik etkileri
oldugu goriilmektedir. Yamagishi ve ark. ganglion hiicre kiiltiiriinde apoptoz ve nekrozu
tetikleyen 3 stres faktorii uygulamiglardir: glutamatla indiiklenen ndrotoksisite, hipoksik ve
oksidatif stres. 100 nM astaksantinin bu ii¢ stresore karsi retina ganglion hiicrelerinin
sagkalimini anlaml1 6lgiide artirdig1 gosterilmistir. Bu stresorlerin ayn1 zamanda glokom ve
norodejeneratif siireclerde rol aldigi hatirlatilmistir. Bir bagka ¢alismada 1s1kla indiiklenen
retinal hasara kars1 astaksantinin etkileri incelenmis ve fotoreseptorler tizerindeki oksidatif
stresi azaltarak antiapoptotik etkiler gosterdigi bulunmustur. Buradan yola ¢ikarak retinitis
pigmentosa ve kuru tip yasa bagli makiila dejenerasyonunda etkili olabilecegi
vurgulanmistir [187]. Dong ve ark. Tip-2 diyabet fare modeli iizerinde astaksantinin retinal

ganglion hiicreleri tizerinde oksidatif strese bagli apoptozu azalttigini bildirmislerdir [186].
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Caligmada astaksantinin osilatuar potansiyellerde artig sagladigi gosterilmistir. Oksidatif
stresin Bcl-2, Bad ve kaspaz-3 diizeyleri iizerindeki etkilerinin astaksantin ile geri
dondiirtilebildigi izlenmistir ve diyabetik retinopati tedavisinde yeri olabilecegini
belirtmislerdir. Bir bagka arastirmada ise astaksantinin ARPE-19 hiicre kiiltiirtinde hidrojen
peroksit ile indiiklenen hiicresel hasara karsi antioksidatif ve antiapoptotik etkileri
gosterilmistir [210]. Bu etkiyi birden fazla yol lizerinden sagladigini belirtmektedirler
(ERK, NF-kB, PI3K/Akt).

Caligmamizda astaksantin 100 pg/ml intravitreal olarak uyguladigimiz gruptaki azalmig
apoptotik etki, astaksantinin yukarida bahsedilen antiapoptotik etkilerine bagli oldugunu
diisiindiirmektedir. Diger taraftan hiperoksi ile olusan mitokondriyal hasarin, intravitreal
astaksantin enjekte edilen gruplarda dozdan bagimsiz olarak azalmasi, astaksantinin
mitokondriyal protektif etkisinin in vivo olarak gosterilmesi baglaminda dnemli bir sonug
olusturmaktadir. Modelimizde hiperoksi ve hiperoksi deprivasyonu ile olusturulan hiicresel
stres Ozellikle mitokondriler {izerinde ROS araciligi ile oksidatif stres cevabina ve
dismorfolojik bulgulara yol agmaktadir [207]. Astaksantinin antioksidatif ve
antiinflamatuar etkilerinin g¢esitli mekanizmalarla hiicresel ve mitokondriyal stresi
azaltarak bu dismorfolojik bulgularin Oniine gectigi goriilmektedir. Bulgularimiz
astaksantinin oksidatif yollardan ve mitokondriyal yollardan uyarilan apoptozis lizerindeki
inhibe edici etkisini dogrulamaktadir. Bu etkilesim kiiltiir bazinda endotelyal hiicreler

tizerinde prospektif incelenmelidir.

Apoptozis klasik olarak, hiicre 6liim reseptorleri olarak bilinen Fas (diger isimleriyle
APO-1, CD95) ve timor nekroz faktor reseptori—1 (TNFR-1)’in ilgili ligandlari ile
etkilesime girmesi (uyarilmalar1) sonucu indiiklenir. Apoptozis genotoksik ajanlarin
etkisiyle yaratilan agir DNA hasarina yanit olarak p53°iin indiiksiyonuyla da baslatilabilir.
Indiiklenen p53, bir pro-apoptotik Bcl-2 ailesi iiyesi olan Bax’im indiiksiyonuna yol agarak
apoptozisi baslatir. P53 Bax’1n indiiksiyonu haricinde ayrica Fas ve DRS5 gibi hiicre yiizey
Olim reseptorlerinin indiiksiyonuna neden olarak da apoptozisi baslatabilir. Apoptozis
ayrica reaktif oksijen radikallerinin hem mitokondri hem plazma membran1 hem de genom
tizerinde olusturabilecegi hasarlara bagli olarak da baslatilabilir [213]. Apoptozis biiylime
faktorlerinin ortamdan eksilmesiyle de baslatilabilir. Hiicre kiiltiir ortaminda biiytitiilen
hiicreler eger serum acligina maruz birakilirlarsa apoptozis nedeniyle 6liirler. Ayrica bir
proapoptotik (apoptozisi uyarici) Bcl-2 ailesi iiyesi olan Bad’in fosforillenememesi sonucu

aktiflesmesi ve boylece mitokondriden apoptozisi baslatict bir faktdr olan sitokrom c’nin
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sitoplazmaya saliverilmesi yoluyla da gergeklesir. Apoptozisi baglatan bir bagka neden ise,
sitotoksik T lenfositlerinden saliverilen granzim B’lerin hedef hiicrede kaspaz sistemini

aktiflestirmesidir [214, 215].

Bu bilgiler dogrultusunda OER fare modelinde neovaskiilarizasyonun anlamli diizeyde
baskilanmast  biiylime faktoriiniin  astaksantin  tarfindan ¢esitli mekanizmalarla
baskilanmasi nedeni ile olmakla birlikte astaksantinin anti-apoptotik, antiinflamatuar ve

antiproliferatif etkisinden kaynaklanabilmektedir.

Sonug olarak astaksantin OER fare modelinde neovaskiilarizasyonu anlamli diizeyde
baskilamaktadir. Morfolojik incelemede hiicresel bazda toksik etkisinin olmadig,
ultrastriiktiirel incelemede mitokondriler iizerine koruyucu etkileri oldugu ve TUNEL
calismasinda apoptozisi azalttigi tespit edilmistir. Farkli dozlarda ve dokularda ilag etkisi,
doz etkisi ve farmakokinetik analiz i¢in prospektif randomize klinige yonelik deneysel

calismalar gerekmektedir.
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7. RESIMLER ve DiYAGRAMLAR

Resim 1

Resim 1: Grup A-F: Isik Mikroskopi.

A ve B. Oda ortaminda tutulmus, islem gormemis (Grup-A) ve intravitreal steril DMSO
intravitreal enjeksiyonu uygulanmis (Grup-B) C57BL/J6 farenin retinasindan 11k
mikroskopi kesiti. C ve D. Postnatal 7-12 giinlerinde hiperoksiye tabi tutulan, iglem
gormemis grup (Grup-C) ve intravitreal steril DMSO intravitreal enjeksiyonu uygulanmis
grup (Grup-D). Retinal ILM’nin vitreus tarafinda endotel hiicre ¢ekirdekleri izlenmektedir
(ok). E ve F. Postnatal 7-12 giinlerinde hiperoksiye tabi tutulan, intravitreal 10 pg/ml
astaksantin intravitreal enjekte edilmis grup (Grup-E) ve 100 pug/ml astaksantin enjekte

edilmis grup (Grup-F). Orijinal biiyiiltme 20x.
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Resim 2

Resim 2: Grup A-F: Elektronmikroskopi.

A ve B. Oda ortaminda tutulmus, islem gérmemis (Grup-A) ve intravitreal steril DMSO
intravitreal enjeksiyonu uygulanmig grup (Grup-B) elektron mikroskopik incelemesinde
fotoseseptor i¢ segment boliimiinde mitokondri yapilarinda dismorfoloji izlenmedi.
Mitokondrilerde tipik ¢ift membranl tiibiiler transvers diizenli mitokondrial Kristalar
goriilmektedir. Orijinal biyiiltme 6000x (ok). C ve D. Postnatal 7-12 giinlerinde
hiperoksiye tabi tutulan, islem gérmemis grup (Grup-C) ve intravitreal steril DMSO
enjekte edilmis grup (Grup-D). Elektron mikroskopik incelemede fotoreseptor i¢ segment
boliimiinde irregiiler mitokondri, litik matriks, elektron dens madde igeren mitokondriler
gozlenmektedir (ok). E ve F. Postnatal 7-12 giinlerinde hiperoksiye tabi tutulan,
intravitreal 10 pg/ml astaksantin enjekte edilmis grup (Grup-E) ve intravitreal 100 pg/ml
enjeksiyonu uygulanmis grup (Grup-F). Ultrastriiktiirel mitokondriyal degisiklikler ve
atipik mitokondri sayist Grup-C ve —-D’ye gore daha az olarak izlenmistir. Orijinal

biiylitme 6000x.
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Resim 3

Resim 3: Grup A-F: TUNEL teknigi ile apoptotik hiicrelerin 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); postnatal 7-12 giinlerinde hiperoksiye tabi tutulan, islem gérmemis (Grup-C) ve
intravitreal steril DMSO enjekte edilmis (Grup-D) gruplarda TUNEL teknigi ile dis
niikleer tabakada ve i¢ niikleer tabakada daha yogun koyu renkli goriilebilen benzer sayida
apoptotik TUNEL-pozitif hiicre tespit edilmistir. E. Oksijene tabi tutulan, intravitreal 10
ug/ml enjekte edilen grupta (Grup-E), TUNEL teknigi ile Grup-A, -B, -C ve —D ile benzer
sayida apoptotik TUNEL-pozitif hiicre goriilmistiir. F. Oksijene tabi tutulan, intravitreal
100 pg/ml enjekte edilen grupta (Grup-F), TUNEL teknigi ile Grup-C ve —D’ye gore
anlamli olarak daha az sayida apoptotik TUNEL-pozitif hiicre tespit edilmistir. Orijinal
biiyiiltme 100x, Immersiyon yag1 kullanilmstir.



Diyagram 1
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Diyagram 1: Grup-A-F’de 151k mikroskopi ile neovaskiilarizasyonun kantifiye analizi.
Neovaskiilarizasyon internal limitan membranin vitreusa bakan yiizeyindeki vaskiiler hiicre
cekirdeklerinin sayimiyla kantifiye edilmistir ve diyagramda gruplarda vaskiiler hiicre

cekirdeklerinin sayisinin degeri ortalama + standart deviasyonu olarak verilmistir.
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Diyagram 2
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Diyagram 2: Grup-A-F’de elektron mikroskopi ile atipik mitokondri analizi.

Elektron mikroskopi ile ultrastriiktiirel mitokondriyal degisiklikler degerledirilmis ve
diyagramda gruplardaki atipik mitokondri sayilar1 ortalama + standart deviasyonu olarak

verilmistir.
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Diyagram 3
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Diyagram 3: Grup-A-F’de apototik hiicre analizi.

TUNEL teknigi ile apoptotik aktivite analizi gerceklestirilmis ve diyagramda gruplardaki

apoptotik hiicre sayilar1 ortalama + standart deviasyonu olarak verilmistir.
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