1. GIRIS

Patolojik retinal anjiyojenez, 6rnegin prematiire retinopatisi (PR), diyabetik retinopati ,
yasa bagli makula dejeneresansi ve ven tikanikligina sekonder retinal neovaskiilarizasyon
gibi neovaskiiler okiiler hastaliklarda gorme kaybma neden olmaktadir.? Patolojik
diizeyde diizensiz gelisen damarlar vaskiiler endotelyal bliylime faktorii (VEGF), insiilin
benzeri bliylime faktorii-1 (IGF-1), biiylime hormonu (GH) ve sitokinler gibi faktorlerin
destegi ile olusurlar. Bu faktorler retinal hiicrelerde ve mikrovaskiiler endotel hiicrelerinde
bulunmaktadir. Cesitli okiiler neovaskiiler hastaliklarda vaskiiler yatak ve dokuda yayilim
tarz1 farklilik gostermekle beraber, patolojik diizeyde olugsan damarsal yapilar tiim okiiler

neovaskiiler hastaliklarda benzer dzellikleri tasimaktadir.>®

Iskemi ve/veya hipoksi patolojik diizeyde diizensiz gelisen retinal neovaskiilarizasyonun
cesitli hastaliklarda ortak bir 6zelligidir'4’5’6 VEGEF iskemi ve/veya hipoksiye bagli artmakla

birlikte fizyolojik ve patolojik anjiojenezde temel diizenleyicidir.

Ilk olarak 1994 yilinda proliferatif diyabetik retinopatisi olan hastalarda akozde ve
vitreusda VEGF seviyelerinde artis oldugu saptanmustir.”® VEGF kan retina bariyerinin
bozulmasma, damar gecirgenligini arttirarak retina O0demine, endotel hiicre
proliferasyonuna ve neovaskiilarizasyon olusumuna yol agmaktadir.***** VEGF, endotel
hiicre mitozunu ve damar gegcirgenligini arttirir. Retina pigment hiicreleri, perisitler,
endotel hiicreleri, miiller hiicreleri ve astrositler gibi bir¢ok retina hiicresi VEGF sentezler.
Hipoksi varliginda VEGF’niin m-RNA sentezi 30 katina ¢ikar. Hipoksiye baglh
stimiilasyon sonucunda ortaya ¢ikan VEGF ve diger biiylime faktorleri, artmis damar
gecirgenligine ve neovaskiilarizasyona neden olur. Bu bilgiye dayanilarak yasa bagh
makula dejenerasyonu (YBMD), santral retinal ven tikanikligt (SRVT), retinal ven dal
tikanikli§i (RVDT), proliferatif diyabetik retinopati (PDR), diyabetik makiila 6demi,
psodofakik kistoid makiila 6demi gibi kan-retina bariyerinin yikildigi, vaskiiler
gecirgenligin arttigt ve gozi¢ci neovaskiilarizasyonun gorildiigii géz hastaliklar1 igin
farmokolojik olarak VEGF inhibisyonu yeni bir tedavi stratejisi olmustur. VEGF niin
endotel hiicreleri lizerinde bulunan transmembran tirozin kinaz reseptorlerine baglanmasi
ile tetiklenen sinyal yolu bir¢ok seviyede farkli agilardan inhibe edilerek VEGF niin
etkinligi nlenebilmektedir.® Bu mekanizmalarin baslicalart VEGF ile uyumlu spesifik
ardisik oligoniikleotidler (aptamer), VEGF alt grubuna etkili monoklonal antikorlar, VEGF

reseptOr blokerleridir.



Lucentis (Ranibizumab), Avastin (Bevacizumab), Ozurdex (Deksametazon) gibi anti-
proliferatif ve anti-anjiojenik etkili ajanlar yeni tedavi segenekleri olusturmakla birlikte bu
ajanlarin etkilerinin kisith oldugu ve zaman zaman yetersiz oldugu gt')riilmektedir.13’l4’15 Bu
nedenle retinal neovaskiiler hastaliklarda antiproliferatif kalici, giivenilir etkili tedavi

segenekleri aranmaktadir.

Saphora flavescens’den elde edilmis olan alkaloid matrine anti-proliferatif, anti-anjiojenik
pro-apoptotik etkili ve VEGF proliferasyonunu baskilayici etkisi olan bir ajandir.
Hedefimiz, etkili ve dokulara hasar vermeden okiiler anjiojenezi inhibe edebilme
yontemlerini aragtirmak, gorme kaybina hatta korliige neden olan intraokiiler neovaskiiler

hastaliklarda koruyucu tedavi yontemlerini incelemektir.

Calismamizin amaci oksijen endiikte retinopati (OER) In vivo fare modelinde C57BL/J6
k1 fare kullanarak matrine’nin ¢esitli dozlarda retinal endotelyal hiicre proliferasyonuna,
retina morfolojisine ve apoptotik hiicre Oliimiine etkisini arastirmaktir. Farede OER
modelinde vaskiiler 6zellikler, 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 ANJIOJENEZ VE ANJiYOJENEZDE ETKIiLi OLAN FAKTORLER

Vaskiilojenez embriyonik donemde endotel hiicre Onciilerinin farklilagsmasi ile damar
olusumudur. Anjiojenez ise olugsmus olan damarlardan yeni damarlarin gelismesidir.
Eriskinlerde fizyolojik anjiojenez 6rnegin menstriiel siklus boyunca endometriyumda, kil
biliylimesinde, yara iyilesmesinde, egzersiz bagimli kas remodelizasyonunda, doku onarimi
ve gelisimi sirasinda goriilmektedir. Patolojik anjiyojenez ise kalp hastaliklari, kanser,
periferal vaskiiler hastaliklar, psoriyazis, romatoid artrit,  serebrovaskiiler olayda
goriilebilir. Retinal neovaskiiler hastaliklarda 6rnegin diabetik retinopati, yasa bagh
makula dejenerasyonu, prematiire retinopatisi, retinal ven tikanikligi gibi hastaliklarda

gé’)l’i’llmektedir.16

Anjiyojenezde baglangicta vaskiiler permeabilitede artis goriilmektedir ve bu artis patolojik
anjiyojenez i¢in kardinal bir bulgudur. Hiicre dist matriks yikimi, endotel hiicrelerinin
kemotaktik go¢ii ve cogalmasini takiben hiicre ¢ogalmasi durur ve liimen olusumu ile yeni
damarlar olusur. Yeni olusan bu damarlar zayif ve sizdiran damarlardir. Bu gecirgenlik
artis1 sonucunda ddem meydana gelmektedir. Iskemik dokuya besin tasinmasii arttirmak
ve olusan atiklari uzaklagtirmak amaciyla yeni damarlar olusur. VEGF fizyolojik ve
patolojik biitiin anjiyojenezlerde artan ve anjiyojenezi direk uyaran molekiildiir.'” Ayrica
anjiojenezi uyaran faktorler iginde hem anjiojenik etki gosteren hem de damar

gecirgenligini arttiran 6nemli faktér VEGF’ diir.*®
2.1.1VEGF

VEGF 40 kDa agirliginda endotelyal hiicre biiylimesi, neovaskiilarizasyon ve damar
gecirgenligini arttiran potent bir dimerik glikoproteindir. VEGF anjiyojenezin en dnemli
merkezi mediatorii olarak tanimlanmistir ve anjiyojenezde anahtar bir rol oynamaktadir.
VEGF geni 8 ekzon ve 7 introndan olusmaktadir.’*® Gen 14kb’lik kodlama bolgesini
kapsamis olup 6. kromozom (6p21.3) iizerinde bulunur.?* VEGF gen ailesi VEGF-A, B, C,
D, E, F ve plasental biiyiime faktorii olmak iizere toplam 7 alt gruptan olusmaktadir.?
Anjiyojenezde en giiclii iliskisi olan VEGF-A, anti-VEGF tedavisinin hedefidir. 2 VEGF-
A’nm icerdigi aminoasit sayilarina gore adlandirilan VEGF 121, VEGF 145, VEGF 148,



VEGF 162, VEGF 165, VEGF 165b, VEGF 183, VEGF 189, VEGF 206 olmak iizere 9

24,25 §
I

izoformu bulunmaktadir. nsan goziinde gii¢lii patolojik formu VEGF 165°dir.®

VEGF damar gecirgenliginde artis saglayan, anjiojenik, mitojenik, ndroprotektif,
kemotaktik bir faktordiir. VEGF biyolojik aktivitesini temel olarak {ii¢ reseptorii ile
gerceklestirir. Tirozin kinaz yapisinda olan bu reseptorleri VEGFR 1 (flt-1), VEGFR 2
(flk-1/KDR) ve VEGFR 3 (flt-4) olarak siralanabilir. Bunlardan VEGFR 1 ve VEGFR 2
endotel hiicreleri iizerinde iken VEGFR 3 lenf damarlari iizerinde bulunmaktadir.?” VEGF
reseptorlerinin aktivasyonu; fosfolipaz-C, fosfoinositol-3 kinaz proteinleri gibi bir dizi
hiicre i¢i sinyal iletim proteinlerini fosforile ederek endotel hiicrelerinin proliferasyon,

migrasyon ve diferansiyasyonunu saglar.
2.2 RETINAL VASKULER HASTALIKLAR
2. 3PREMATURE RETINOPATISI

Prematiire retinopatisi (PR) retinanin damarsal bozuklugu sonucu yenidogan bebeklerde
olusan proliferatif vitreoretinopatidir. Hastalik ilk defa 1942 yilinda, prematiire bebeklerde
lens arkasindaki fibroblastik kitlenin varligini fark eden ve bunu diisilk dogum haftasi ve
oksijen kullanimiyla iligkilendiren Terry tarafindan ‘retrolental fibroplazi’ olarak
adlandinlmistir.®® PR gelismis ve gelismekte olan iilkelerde hastaligin ge¢ evresindeki
giincel tedavi yaklasimlarina ragmen g¢ocuklarda korliigiin yaygin bir nedenidir. PR
multifaktoriyel bir hastaliktir. Diisiik dogum agirligi, diisiik dogum haftasi, sepsis, oksijen
tedavisi, solunum sikintis1 sendromu ve kan transfiizyonu PR gelisiminde risk
faktorleridir.”® Ancak son yillarda yapilan bir¢ok calismada major risk faktorlerinin diisiik
dogum haftas1 ve diisik dogum agirhigr oldugu gésterilmistir.go Ozellikle ¢ok diisiik
dogum agirhig , disiik dogum haftasi ve oksijen tedavisi esas risk faktorleridir.®* Son
yillarda yenidogan bakim {initesindeki gelismeler prematiire infantlarin sag kalim oranini
arttirmustir. Ekstrem kiigiik prematiire bebeklerin sag kalim oranina paralel olarak agresif
PR olgularinda artis goriilmiistiir.®® Ayrica ekstrem prematiire bebeklerde goriilen PR

bulgularinin gelismis ve gelismekte olan iilkelerde farkl seyrettigi bildirilmistir.34
2. 3. 1 Prematiire Retinopatisi Patogenezi

Fetusta retinal damarlarin gelisimi gestasyonun 16. haftasinda baglar. Damarlar perifere
dogru ilerleyerek optik diskten ora serrataya dogru goc ederler.®® Temporal ora serrataya

gestasyonun 40. haftasinda ulasirlar. Bu nedenle prematiire bebeklerde dogumda retina tam
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vaskiilarize olmayip, bu bebeklerde dogumdaki gestasyon haftasina gore genisligi degisen
periferik avaskiiler zon mevcuttur. Prematiire retinopatisi faz 1 ve faz 2 olmak {tizere iki
fazdan olusan bir hastaliktir. Faz 1 hiperoksiye bagli olarak retinal vaskiilarizasyonun

inhibisyonunu, faz 2 ise kan damarlarinin anormal proliferasyonunu igerir.

Fazl:

Dogum ile postmenstrual 30-32. gestasyonel haftalarda goriiliir. PR’nin ilk fazinda
intrauterin ortamda basglamis olan retinal vaskiilarizasyonda prematiire bebegin dogum
sonrast maruz kaldigi hiperoksi nedeni ile duraklama, damarlarda vazoobliterasyon ve
kayp goriilir. Faz-1 de vaskiller yapilanma duraksamaktadir.*®*" Oksijen endiikte
retinopati (OER) C57BL/J6 fare modelinde hiperoksik ortamda PR’nin Faz-1

donemi detayli ve giivenilir incelenmistir ve vazokonstriksiyon ve vazoobliterasyon ile

birlikte vaskiiler yapilanmanin duraksadig gosterilmistir.*®

Faz 2:

Postmenstrual ~ 32-34.  haftalarda  goriillir.  Hipoksinin  indiikledigi  retinal
neovaskiilarizasyon fazidir. VEGF salinimi hiperoksiye bagli olarak PR’nin ilk fazinda
baskilanirken, hastaligin 2. fazinda retinal hipoksiye bagli olarak sentezi artar ve retinal
neovaskiilarizasyon olusur. Prematiire bebegin maruz kaldigi hiperoksi VEGF m-RNA
sentezinin inhibisyonuna ve VEGF saliniminin azalmasina yol agarak normal vaskiiler
gelisimi bloke eder ve immatiir retinal kan damarlarinda vazoobliterasyon ve kayip

goriiliir.*

2. 2.2 Evreleme

Hastaligin son smiflandirilmasi 1984 yilinda kabul edilen ve 1987 yilinda gelistirilen
ICROP’a (International Classification of Retinopathy of Prematurity) gore yapilmaya
baslanmigtir. 2005 yilinda uluslararasi siiflandirmanin diizeltilmis sekli yaymlanmuistir.

ICROP’a gore hastaligin siddetini 4 etken belirler.*°

e 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, yarigap1 disk makula mesafesinin 2 kat1 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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Evre 1 (Demarkasyon hatt1): Ondeki avaskiiler retina ile arkadaki vaskiiler retinay1 ayiran

ince beyaz bir ¢izgidir.

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

karakterizedir.

Evre 3 (Ekstraretinal fibrovaskiiler proliferasyon): Ridge posteriorundan uzanan

fibrovaskiiler dokunun vitreusa dogru ilerlemesi ile Kkarakterizedir. 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 seklindedir.

Plus Hastalik: Arka kutup damarlarinda arterlerde tortuosite artis1 ve venlerde dilatasyon
olmasi, vitreus hemorajisi ve bulanikligl, iris damarlarinda genisleme ve kivrimlanma
artist, 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.
2.3. 3 Tedavi

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

uluslararasi gegerli kriterlere gore uygulanmaktadir.**

Tedavi secenekleri:

I. Lazer fotokoagiilasyon

II. Intravitreal anti-VEGF

I11. Vitrektomi veya serklaj cerrahisi
2. 4 DIYABETIK RETINOPATI

Diyabetik retinopati gelismis iilkelerde 40-65 yas grubunda 6nde gelen korliik sebebidir.*?
Diyabetik hastalardaki gorme kaybinin baslica nedeni makiila édemidir.* Retinopatinin
ciddiyetine bagli olarak makiila 6demi sikligi da artmaktadir. Hafif nonproliferatif
diyabetik retinopati (NPDR)’de % 3, orta-ciddi NPDR’de % 38, proliferatif diyabetik

retinopati (PDR)’de % 71 oraninda makiila 6demi bildirilmistir.**



2. 4. 1 Diyabetik Retinopatinin Patogenezi

Diyabetik retinopati retinada kapillerlerin, veniillerin ve prekapiller arteriyollerin tutuldugu
spesifik bir anjiopati ve buna eslik eden bir néropati olarak tanimlanabilir.*®

Diabetik retinopatiye iliskin patolojik degisiklikler sorbitol yolu, non-enzimatik
glikozilasyon, oksidatif stres, nitrik oksit artist ve protein kinaz C aktivasyonu gibi

biyokimyasal mekanizmalar yoluyla meydana gelmektedir.
2.4.2 Patofizyolojik Mekanizmalar

Mikropanjiopati ve diyabetik makiiler 6dem gelisimindeki patofizyolojik olaylar sirasiyla;
* Perisit kaybi

* Mikroanevrizma olusumu

* Bazal membran kalinlasmasi

* Kapiller yatakta kapanma

* Kan-retina bariyer yikimi

* Vaskiiler permeabilite artigidir.*®*’

Biyokimyasal degisimler ve buna bagl hiicre degisimleri sonucunda vaskiiler yatakta iki
farkli cevap gelisir:

- Kapiller endotel hiicrelerinin ve ona destek veren perisitlerin sayilarinda azalma;
kapillerlerin gecirgenliginde artisa neden olur. Bu durum klinikte kendini retina igi
hemoraji, sert eksiida, retina 6demi seklinde gosterir.

- Kapillerlerin bazal membranlarinin kalinlagmasi, endotel hiicre hasarmin gelismesi,
trombosit agregasyonunda artma; kapillerlerin arteriol boliimlerinde tikanmaya dolayisiyla
retina hipoksisine neden olur. Bu durum arteriovendz santlarin, neovaskiilarizasyonlarin,
yumusak eksudalarin (sinir lifi infarkt1) gelismesiyle kendini gosterir.*® Vaskiiler endotelin
proliferasyonunu inhibe ve aktive eden maddeler normalde bir dengede bulunurlar. Bu
denge, diyabette prolifere edici olanlarin lehine bozulur. VEGF, endotel hiicre mitozunu ve
damar gecirgenligini arttirir. Retina pigment hiicreleri, perisitler, endotel hiicreleri, miiller
hiicreleri ve astrositler gibi bircok retina hiicresi VEGF sentezler. Hipoksi varliginda
VEGF m-RNA sentezi 30 katina ¢ikar. Hipoksiye bagli stimulasyon sonucunda ortaya
citkan VEGF ve diger biiylime faktorleri, artmis damar gecirgenligine ve

neovaskiilarizasyona neden olur.**°



2. 4. 3 Diyabetik Retinopatide Siniflandirma

Diabetik retinopatinin siniflandirilmasi, takip ve uygun tedavi yonteminin sekli ve
zamanlamasi, Diabetic Rethinopathy Study (DRS), Early Treatment Diabetic Rethinopathy
Study (ETDRS), Diabetic Rethinopathy Vitrectomy Study (DRVS) c¢alismalari ile biiyiik

oranda aydinlatilmustir.>* Diyabetik retinopati iki ana grup altinda siiflandirilir:

1-Nonproliferatif diabetik retinopati (NPDR)
2-Proliferatif diabetik retinopati (PDR)

Diabetik makiiler 6dem NPDR yada PDR ile beraber bulunabilir.
1. Hafif NPDR: Seyrek mikroanevrizma (MA) ve/veya mikrohemoraji
2. Orta NPDR: Yaygin retinal hemorajiler ve/veya MA, 2 kadrandan az venoz
boncuklanma, yumusak eksuda, hafif intraretinal mikrovaskiiler anomali (IRMA)
3. Ileri NPDR:
a) Siddetli NPDR
4-2-1 kurali: Asagidaki 6zelliklerden herhangi birinin olmast:
*4 kadranda yogun retinal hemoraji ve MA
*2 veya daha fazla kadranda ven6z boncuklanma
*1 veya daha fazla kadranda IRMA
b) Cok siddetli NPDR
Bu 6zelliklerin birden fazlasinin olmasidir.
4. PDR:
a) Erken PDR
Asagidaki 6zelliklerden herhangi birinin olmasi:
*Retinal neovaskiilarizasyon (NV)
*1/4 -1/3 disk ¢apindan kiigiik veya esit optik disk neovaskiilarizasyonu (NVD)
b) Yiiksek riskli PDR
Asagidaki ozelliklerden herhangi birinin olmas:
*1/4-1/3 disk ¢apindan daha biiyilk NVD
*1/4-1/3 disk gapima esit veya kiicik NVD ile birlikte preretinal hemoraji veya
vitreus hemorajisi

*Retinal NV ile birlikte preretinal veya vitreus hemorajisi



2. 4.4 Tedavi

Tedavi secenekleri tek ve/veya kombine uluslararar1 belirlenmis kriterlere gore

uygulanmaktad1r.52

Tedavi secenekleri:

I. Lazer Fotokoagulasyonu
II. Gozigi steroid uygulamasi
I1l. Anti-VEGF Tedavisi

IV. Vitreoretinal cerrahi

2.5 KOROIDAL NEOVASKULARIZASYON

Koroid neovaskiilarizasyonu (KNV), koroidden kaynaklanan yeni damarlarin bruch
membranini gecerek 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 cok hastalik KNV gelisimine neden olabilir.>
KNV olusmasinda en sik rastlanan ikinci etyolojik etken patolojik miyopidir.>* Etyoloji
farkli olsa da, teshis i¢cin kullanilan teknikler ve tedavi yontemleri genellikle aynidir.
Termal lazer fotokoagulasyon, sistemik ilaglar, ¢esitli cerrahi yontemler, verteporfin ile
yapilan fotodinamik tedavi ve intravitreal ilag uygulamalari simdiye kadar uygulanan
tedavi yontemleridir. Verteporfin kullanilarak yapilan fotodinamik tedavi ve intravitreal
olarak uygulanan VEGF inhibitorleri ile tedavi; neovaskiiler tip YBMD’de etkinlikleri ¢ok

merkezli kontrollii ¢alismalarla kanitlanmis en 6nemli tedavi secenekleridir.”®
2. 5. 1 Koroidal Neovaskiilarizasyon Olusturan Nedenler

e Yasa bagli makula dejeneresansi
e Patolojik miyopi

e Iidiopatik

e Anjioid streaks

e QOkiiler histoplazmozis sendromu
e Serpijindz veya cografik koroidit

e Toksoplazmik retinokoroidit
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e Optik disk druseni, optik sinir bas1 pitleri

¢ Koroid osteomu, neviisii, malign melanom

e Travmatik koroid riiptiirii

e Lazer fotokoagiilasyon

e Retinal anjiomatoz proliferasyon

e Punktat i¢ korioretinopati

e Akut multifokal plakoid pigment epitelyopati
e Harada hastaligi

e RPE hamartomlari

e Sarkoidoz ve Behget hastaligi

2. 5. 2 Koroidal Neovaskiilarizasyonda Klinik Semptomlar

Siklikla makula hasara bagli olarak bulanik gérme ve metamorfopsi goriiliir. Makiila
altindaki sivinin en erken karsilagilan bulgusu bulanik ve ¢arpik gérmedir ve yakin gérme
testleri ile daha 1yi tespit edilebilmektedir. Bu amagcla hastalarin kendi gérmelerini kontrol
etmeleri igin Amsler grid kart: testi kullanilmasi 6nerilir.>® Amsler grid ile saptanan nemli
bulgular; dalgali ve ¢arpik gorme, diiz ancak donuk ¢izgiler, hat distorsiyonu, bos veya

kararmis spotlar, santral skotom ve ¢izgilerde grilesmedir.
2. 5. 3 Koroidal Neovaskiilarizasyonda Patofizyoloji

RPE ve bruch membrami arasinda basta lipidler olmak {izere biriken depozitler
koryokapillaristen RPE tabakasma oksijen ve besin maddesi gegisini kesintiye ugratir.>’
Olusan hipoksi basta VEGF olmak {izere, 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 uyardig
koroid endotel hiicreleri de bu ¢atlaklardan gecerek RPE alt1 alana yerlesir. Yeni damar
endotelinin bariyer fonksiyonu gelismediginden, retina ici tabakalara sivi, protein ve lipid

sizdirirlar ve damar yapisinin kolay kirilgan olmasindan dolayr kanama egilimleri fazladir.

11



Olusan kanamanin organize olmasi ile birlikte fibroz doku gelisimi tetiklenir. Sonugta

fibrovaskiiler skar dokusu olusur.

2.5.4 Tedavi

Uluslararasi prospektif randomize yiiriitiilmiis calismalar sonucunde belirli kriterlere dayali

cesitli tedavi segenekleri bulunmaktadir.>®*°

Tedavi secenekleri:

|. Fotodinamik tedavi
II. intravitreal anti-VEGF uygulamalar
I11. Intravitreal steroid enjeksiyonu

IV. Kombine tedavi

2.6 RETINAL VEN TIKANIKLIKLARI

Retina ven tikaniklig1 oldukga sik goriilen gérmeyi tehdit eden bir goz hastaligidir. Siklikla
ileri yaslarda gériilmektedir.60

Retinal ven tikanikliklar1 iki sekilde karsimiza ¢ikabilir.

1. Santral retinal ven tikaniklig1

2. Retinal ven dal tikaniklig1
2.6.1 Santral Retinal Ven Tikamkhg:

Santral retinal ven tikanikligi klinik olarak {i¢ gruba ayrilir:
1- Iskemik olmayan SRVT

2- iskemik SRVT

3- Papilloflebit

Olgulari %81°1 iskemik olmayan tiptir. Makula 6demi iskemik tipte daha sik ve siddetli
goriiliir. Makula 6demine bagli gérme keskinligi oldukca diisiiktiir. Afferent pupil defekti
mevcuttur. Floresein anjiografide 10 disk capindan fazla perfiize olmayan alanin

bulunmasi iskemik tip i¢in belirleyici olarak kabul edilir.® Papilloflebit siklikla 20-30 yas
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grubunda goriilmekte, optik disk 6demi belirgin olup tabloya enflamatuar ve tikayict

mekanizmalar katilmaktadir.®
2. 6. 2 Retinal Ven Dal Tikanikhig

Retinal ven tikanikligi diyabetik retinopatiden sonra ikinci siklikta goriilen retina damar
hastaligidir.®® RVDT, SRVT dan 3 kat daha sik goriiliir.** 60-70 yaslar arasinda, erkekler
ve kadinlarda esit siklikta goriiliir. Ven tikanikliklar1 arter ve venin ortak bir adventisya
kilifin1 paylastig1 arteriyovendz caprazlasma bolgesinde olusur.®® Histolojik olarak retinal
arteriyollerdeki arteriyosklerotik degisikliklere bagli olustugu goriilmiistiir.?® Diyabetes
mellitus, hipertansiyon, hiperlipidemi ve arteriyoskleroz yapan diger nedenlere bagl
géﬁilmektedir.67 Ven dal tikanikliklariin %98°1 temporal kadranda, bunlarin % 63’1 ise
arteriyovendz c¢aprazlasmalarinin sik gorildiigii tist temporal kadranda olusur. Diger
olgularda alt temporal ven dallar1 etkilenir. Biitiin ven dal tikanikliklarinin yaklasik %
17’si makiilay1 drene eden kiigiik damarlarin tikanikliklari ile olusur. Nazal kadrandaki ven
dal tikanikliklarin klinik bulgu vermemesinden dolay az oranda (% 1-9) goriildiigii tahmin

edilmektedir. Olgularin % 5-10’unda diger gozde ven dal tikaniklig gelisir.®’

Retina Ven Dal Tikanikliklarinda Klinik Bulgular ve Teshis

Genellikle bulanik goérme ve gorme alami defekti goriilir. Eger makula etkilenmezse
asemptomatik olabilir. Akut RVDT teshisi klinik muayenede oftalmoskopik olarak tikanan
bir retina ven dal bolgesinde retina hemorajilerinin ve/veya makiila 6deminin goriilmesi ile
konur. Arteriyovendz ¢aprazlasma bdolgesinin iizerinde venoz dilatasyon ve kivrim artisi,
retinada venin dagilimina sinirl alev sekilli ve nokta-benek hemorajiler, retinal eksudalar,
ve etkilenen retina boliimiinde makiila 6demi RVDT i¢in karakteristiktir. Teshis ve
tedaviyi yonlendirmek i¢in akut fazda cekilen floresein anjiyografide hemoraji alaninda
dolum defekti, etkilenen damarda vendz dolumda gecikme izlenir. Hemoraji ve kapiller
perflizyon yoklugu nedeniyle hipofloresans yaygin bulgulardir ve genislemis, kivrimlari
artmis kapiller damarlar g6rﬁlﬁr.68 Makiila etkilenmisse kapiller perflizyon yoklugu ve

makiila 6demi goriiliir.

Optik koherens tomografi (OKT)’de RVDT’nin akut fazinda kistik degisikliklerin oldugu

makiila 6demi goriiliir. Fovea santralinden gegen vertikal OKT kesitinde 6demli ve normal
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retina arasinda horizontal demarkasyon hattinin izlenmesi ven dal tikaniklhigi icin

patognomoniktir.®* "

Retina Ven Dal Tikanikhg1 Patogenezi

Arteriyovendz g¢aprazlasma bolgesinde kalinlasmis arterin ven iizerine basi yapmasi ve
tromboz olusumu ile ven tikanikliginin olustugu o6ne siiriilmektedir. Adventisyel kilifin
kontraksiyonu ve sertlesen arterin retinal vene basi yapmasi kan akiminda tiirbiilansa ve
endotel hasarina yol agip tromboz olusturmasi sonucu damar tikamkligi gelisir.”* Retinal
ven tikamkligi gézici VEGF diizeyinde artisa neden olmaktadir.”® Vaskiiler permeabilitede
artis ve yeni damar olusumu meydana gelir. Yeni olusan bu damarlar zayif ve sizdiran

damarlardir. Bu gegirgenlik artis1 sonucunda 6dem meydana gelmektedir.

Retina Ven Dal Tikanikhginin Risk Faktorleri

Yapilan galigmalarda retina ven dal tikanikliginin gelismesinde sistemik hipertansiyonun
en onemli risk faktorii oldugu gosterilmistir.”® Diyabet, hiperlipidemi, glokom, sigara
kullanimi, atheroskleroz, kardiyovaskiiler hastalik ve artmis viicut kitle indeksi (>24
kg/m?2) diger risk faktorleridir. Glokom santral retinal ven tikanikliginin gelismesinde ven
dal tikanikligina gore daha fazla risk olusturmaktadir. Periferik vaskiiler hastalik,
serebrovaskiiler hastalik, kronik obstriiktif akciger hastaligi, tiroid ve gastrointestinal
hastaliklar ven dal tikanikligi ile iligkili bulunmustur. Koagiilasyon hastaliklarindan faktor
XII eksikligi, faktor VII ve aktive olmus protein C resistans/faktor V Leiden yiiksekligi

ven dal tikaniklig ile iliskilendirilmistir.

Retina Ven Dal Tikanikhg Tedavisi

Tedavide sistemik etkili ve/veya goze direk uygulanan segenekler bulunmaktadir. Ozellikle
direk goze uygulanan teknikler Uluslararas: prospektif randomize yiirtiilmilis ¢aligsmalar

sonucunde belirli kriterlere dayali ¢esitli tedavi segeneklerini olusturmaktadlr.74

Tedavi secenekleri:

I. Antikoagulasyon

II. Hemodiliisyon
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II1. Doku plazminojen aktivatorii ile tromboliz
IV. Lazer Fotokoagulasyonu
V. Gozigi steroid uygulamasi
e Triamsinolon asetonid
e Uzun salinimli intravitreal steroid
V1. Anti-VEGF Tedavisi
VII. Lazer ile koryoretinal vendz anastomoz olusturulmasi
VIII. Cerrahi Tedavi
e Vitreomakiiler ayrigtirma ile birlikte vitrektomi

e Arteriyovendz sitotomi ile birlikte vitrektomi

2. 7 PERIFERIK RETINAL NEOVASKULARIZASYON iLE SEYREDEN
HASTALIKLAR

2. 7.1 Orak Hiucreli Anemi

Hemoglobin beta zincirinde 6. aminoasit olan glutamik asitin yerine valinin gelmesiyle
olusmaktadir.” Orak hiicreli anemide periferik retinada kapiller nonperfiizyon ve deniz

yelpazesi seklinde neovaskiilarizasyon gelisir. Hastaliga bagli retinopatinin 5 evresi vardir.
Evre 1: Periferik damar tikaniklig

Evre 2: Arteriyovendz anastomozlar

Evre 3: Retina neovaskiilarizasyonu

Evre 4: Vitreus hemorajisi

Evre 5: Retina dekolmani

2. 7.2 Eales Hastalhig1

Tim yas gruplarinda, genellikle iki tarafli ve erkeklerde daha sik goriilen periferik
neovaskiilarizasyon yapan bir hastaliktir. Tiberkiilin veya diger antijenlere duyarl
olgularda periferik venlerin duvarinda lokal hipersensivite sonucu gelistigi
diisiiniilmektedir.”® Normal ve iskemik retina smirinda deniz yelpazesi seklinde

neovaskiilarizasyon gérﬁlﬁr.77
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2. 7. 3 OKkiiler iskemik Sendrom

Karotis tikaniklig1 sonucu gelisir. Nedenleri arasinda Takayashu arteriti, atheroskleroz,
sifiliz, karotis arter diseksiyonu vardir. Yaygin okiiler iskemiye bagli olarak

neovaskiilarizasyon gelismektedir.
2. 7. 4 Multiple Skleroz

Merkezi sinir sisteminde beyaz cevherde demiyelinizasyonla seyreden hastaliktir. Periferik
retina  iskemisi nadir goriilmekle beraber, normal-iskemik retina  sinirinda

neovaskiilarizasyon gé’)riilebilir.78
2. 7.5 Behcet Hastaligi

Tekrarlayici oral aft, genital iilser ve hipopiyonlu akut iritis yapan kronik tekrarlayici
hastaliktir. Erkeklerde daha sik goriiliir. Arka segmentte tikayici retinal vaskiilit,
intraretinal hemorajiler, makiiler 6dem, fokal retinal nekroz alanlari, iskemik optik
ndropati, vitritis, tekrarlayan vaskiilit ataklarima bagli iskemi ve neovaskiilarizasyon

goriiliir.

2. 7.6 Sarkoidoz

2. 7.7 Sistemik Lupus Eritematozus
2. 7. 8 Birdshot Retinokoroidopati
2. 7.9 Toksoplazma Koryoretiniti
2. 7. 10 Akut Retinal Nekroz

2. 7. 11 inkontinentia Pigmenti

2. 7. 12 Kronik Retina Dekolmani
2. 7. 13 Koroid Melanomu

2. 7. 14 Retinitis Pigmentoza

2. 7. 15 Retinoskizis

2. 7. 16 Radyasyon Retinopatisi
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2.8 ANTIANJIiYOJENIK AJANLAR

Anjiyojenezin en Onemli uyarani olan VEGF patolojik anjiyojenez ve embriyonik
vaskiilojenezde rol oynamaktadir. Esas patolojik formu VEGF 165°dir. Ilk olarak 1994
yilinda proliferatif diyabetik retinopatili insan gozlerinde akéz ve vitreus VEGF
seviyelerinde artis oldugu saptanmustir.”>®® VEGF kan-retina bariyerinin bozulmasina,
damar gecirgenligi arttirarak retina Odemine, endotel hiicre proliferasyonuna ve

1 81,82,83
neovaskiilarizasyon olusumuna yol agmaktadir.

Retina pigment hiicreleri, perisitler,
endotel hiicreleri, miiller hiicreleri ve astrositler gibi bir¢cok retina hiicresi VEGF sentezler.
Deneysel ¢alismalarda hipoksiye bagli retinal iskeminin VEGF sentezini arttirdigi
bulunmustur.®#° Hipoksi varliginda VEGF’in m-RNA sentezi 30 katina ¢ikar. Hipoksiye
bagli stimiilasyon sonucunda ortaya c¢ikan VEGF artmig damar gegirgenligine ve
neovaskiilarizasyona neden olur. Retinal/subretinal neovaskiilarizasyon, diyabetik
retinopati, retinal ven tikanikligi, iris neovaskiilarizasyonu, retina dekolmani, prematiire
retinopatisi, yasa bagli makula dejenerasyonu olan goézlerde asir1 VEGF-A salinimi

izlenmistir.” %87

Neovaskiilarizasyonun goriildiigli géz hastaliklart i¢in farmokolojik olarak VEGF
inhibisyonu yeni bir tedavi secenegi olmustur. VEGF’in endotel hiicreleri iizerinde
bulunan transmembran tirozin kinaz reseptorlerine baglanmasi ile tetiklenen sinyal yolu
birgok seviyede inhibe edilerek VEGF’in etkinligi 6nlenebilmektedir.® Giincel yaklasimlar
rekombinan monoklonal antikor (bevacizumab), antikorun yiiksek afiniteli fab pargasi

(ranibizumab) ve aptameri (pegabtanib sodyum) igermektedir.

2. 8. 1 Pegaptanib Sodyum

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

Klinik uygulamaya ilk olarak giren anti-VEGF ajandir. 28 baz riboniikleik asitin iki dal
halinde 20 kDa polietilen glikol pargalarina baglanmasindan olusan ve VEGF 165°e
baglanabilme 06zelligi olan bir aptamerdir.89 Pegabtanib vitre icine enjekte edilmeli ve
enjeksiyonlar 6 haftada bir tekrarlanmalidir. Pegaptanibin en diisiik etkili dozunun 0,3 mg
oldugu ve bu ilacin gorme keskinliginde artig, santral retina kalinliginda azalma, lazer
fotokoagiilasyon ihtiyacinda azalma, retinal neovaskiilarizasyonda belirgin azalma

sagladig: faz II calisma ile saptanm1§t1r.90
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2. 8. 2 Ranibizumab
(Lucentis; Genentech Inc, South San Francisco, CA, US)

Lucentis, VEGF’in biitiin izoformlar1 igin spesifik bir rekombinan insan monoklonal
antikor fragmanidir. Ranibizumab monoklonal antikorun Fab kismindan olusmus ve
bevacizumab gibi VEGF-A izoformlarint noétralize eden bir antikor pargasidir.
Bevacizumabin biiyiik molekiil agirligi, 140 kDa, nedeniyle antikorun antijen baglayan
kisminin pepsin ayirma yontemiyle ayrilmasi sonucu elde edilen monoklonal antikor
parcasinin intravitreal uygulanmasiin daha etkili olacag: diisiiniilmiistiir. Bu diisiinceden
yola c¢ikilarak insan VEGF’ine karsi elde edilen monoklonal antikorun antijen baglayan
parcasinin cesitli islemlerden gecirilmesi ile ranibizumab elde edilmistir. Retina igine
penetrasyonu arttirmak amaciyla biitiin antikor olarak degil, antikor parcasi olarak
iiretilmistir.** Ranibizumab RVT ve YBMD’da FDA (Food and Drug Administration)

onayli olarak kullanilmaktadir.

2. 8. 3 Bevacizumab

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

VEGF’e spesifik olarak baglanan ve VEGF-A’nin tiim izoformlarini nétralize eden
rekombinan insan monoklonal antikorudur. Bevacizumab, VEGF’in endotel hiicreleri
tizerindeki reseptorlerine baglanmasina engel olarak endotel hiicrelerinin proliferasyonunu
engellemektedir. 1ki adet antijen baglanma bdlgesine sahip 140 kDa agirliginda bir
molekiildiir. Vitreus igine verilen bevacizumabin biiylik molekiil agirlig1 retinaya gegisi
zorlastirmakla beraber yapilan deneysel ¢aligmalar ve uygulama sonrasi alinan hizli cevap
bu monoklonal antikorun retinay1 gegebildigini gostermistir. Ranibizumaba gore molekiil
agirhigi daha fazla oldugundan ve yar1 6mrii daha uzun oldugundan daha az sayida
enjeksiyona ihtiyag duyulabilecegi distiniilmistiir. Ancak tavsanlardaki
farmokokinetiklerini arastiran bir c¢alisma, ikisinin vitredeki yar1 Omiirlerinin birbirine

yakin oldugunu gostermektedir.*
Okiiler komplikasyonlar ilacin farmakolojisiyle ilgili degil uygulama islemi ile ilgili

bulunmustur. Okiiler komplikasyonlar olarak bakteriyel endoftalmi, traksiyonel retina

dekolmany, iiveit, yirtikli retina dekolmani ve vitre i¢i hemoraji bildirilmistir.g?’
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2. 8. 4 Protein Kinaz C inhibitorleri

Protein kinaz C’nin hiperglisemide 0Ozellikle vaskiiler dokularda aktive edildigi
gosterilmistir. Bazi caligmalarda VEGF ekspresyonunu stimiile ettigi gosterilmistir.
Ruboksistaurin mesylate protein kinaz beta izoformunun yiiksek secicilik gosteren bir
inhibitériidiir. Bu nedenle yan etkisi azdir.*® Yapilan faz 1 ¢ahismalarda diyabetik
retinopatinin progresyonunu yavaslatmada ve retinal vaskiiler sizintiyr azaltmada etkili

olabilecegi bildirilmistir.>%

2. 8. 5 Steroid Olmayan Antienflamatuarlar

Prostaglandin E; retinadaki esas prostaglandindir ve VEGF m-RNA ekspresyonunu uyarir.
Steroid olmayan antiinflamatuar ilaglar, hem siklooksijenaz hem de lipooksijenaz yolunu
inhibe eder. Diklofenak diyabetik makiiler 6dem tedavisinde topikal olarak
kullanilmaktadir. Baska bir inflamatuar ilag olan siklooksijenaz 2 inhibitorii celecoxibin

de yararli oldugu bildirilmistir.”*
2. 8. 6 Triamsinolon Asetonit

Antiinflamatuar ve anjiostatik etkili steroiddir. PR fare modelinde in vivo kosullarda

neovaskiilarizasyonu baskiladigi gésterilmistir.97
2. 8. 7 Anekortav Asetat

Anekortav asetat anti-anjiojenik etki gosteren bir steroiddir.® Anekortav asetatin etkisini
ve giivenilirligini arastirmak ic¢in baskin klasik KNV’li olgulara li¢ ayr1 dozda (30mg,
15mg ve 3mg) uygulanmis ve kontrol grubu ile bir yillik takip sonuglar karsilagtiriimistir.
Onikinci ayin sonunda gerek ortalama gorme diizeylerindeki degisiklik, gerekse gormenin
stabilitesi ve siddetli gorme kaybinin 6nlenmesi agisindan 15 mg anekortav asetatin kontrol
grubuna tstlinligii gézlenmistir.%’100 Faz III ¢alismasinda ise, klasik tip KNV'li YBMD
olgularinda 15 mg anekortav asetat uygulanimi ile fotodinamik tedavi (FDT) arasindaki
fark arastirilmistir. Bu ¢alismanin bir yillik takibinin sonucunda FDT uygulanan olgular ile
anekortav asetat uygulanan olgular arasinda gérme diizeyinin korunmasi agisindan anlaml

bir fark saptanmamlstlr.100’101

19



2.9 MATRINE

Matrine (C15H24N20), molekiil agirligi 248.363860 g/mol, Cin’de yetisen bir bitki olan
Sophora flavescens koklerinden elde edilen; ¢esitli kanser tiirlerine kars1 anti-proliferatif ve
pro-apototik etkiye sahip olan bir alkaloiddir. Tianyou Liu ve arkadaslarinin yaptigi
¢alisma matrine’nin in vitro ve in vivo olarak pankreatik kanser hiicre proliferasyonunu
inhibe ettigini gostermistir.'® Cheng Zhen Liang ve arkadaslari in vitro ve in vivo ortamda
matrine’nin osteosarkom hiicre proliferasyonunu inhibe ettigini ve apoptozisi uyardigini
gostermislerdir. Matrine bu etkilerini caspaz 3-8-9 aktivasyonunu uyararak, pro-apoptotik
faktor olan Bax ve Fas/FasL up regiilasyonu, anti-apoptotik faktér olan Bcl-2 down
regiilasyonu ile yapmaktadir.'® Pengfei Yu ve arkadaslar1 matrine’nin meme kanser hiicre
proliferasyonu ve invazyonu iizerine etkilerini incelemis ve matrine’nin metastatik insan
meme kanseri iizerinde baskilayici etkisini gostermislerdir. Matrine’nin EGF/VEGF-
VEGEFR 1 iizerinden kanser hiicre proliferasyonunu ve invazyonunu inhibe ettigini tespit
etmislerdir. Ayrica matrine kanser hiicrelerinde Bcl-2/Bax protein oranini ve m-RNA
seviyelerini azaltarak apoptozisi uyarir. *® Pengfei Yu ve arkadaslar1 matrine’nin meme
kanser hiicrelerinde, Ying Zhang ve arkadaslar1 kiiciik hiicreli dis1 akciger kanser
hiicrelerinde VEGF-A sekresyonunu azalttigini gostermislerdir.'® Oftalmolojide deneysel
caligmalar matrine’nin pterjiyumda rekiirrens oranini ve proliferatif vitreoretinopatiyi
onleyici anti-inflamatuar etkilerini géstermistir. Bu ¢alismalarda yiiksek dozda verilmedigi
takdirde tavsanlara intravitreal olarak enjekte edilen matrineye bagh inflamatuar ve diger
yan etkiler gérﬁlrnernistir.lo6 Biz calismamizda VEGF-VEGFR 1 sekresyonunu azaltici
etkisine bagli olarak anti-anjiyojenik Ozelliginden faydalanmak fikriyle oksijen endiikte
retinopati in vivo fare modelinde intravitreal matrine enjeksiyonun retina morfolojisine,

neovaskiilarizasyona ve apoptotik hiicre hareketine etkisini inceledik.

L

Matrine’nin kimyasal yapisi
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3. GEREC ve YONTEM

3.1 HAYVAN DENEYi PROTOKOLU

Tiim deneyler Baskent Universitesi Arastirma Kurulu Hayvan Haklar1 komitesinin onay1
alindiktan sonra gercgeklestirildi (Proje No: DA12/23). Deneyler Smith ve arkadaslarinin
1994 yilinda gelistirdikleri in vivo oksijen endiikte retinopati fare modeli C57BL/J6
kullanilarak gerceklestirildi (Resim-1). Yeni dogan C57BL/J6 fareler anneleriyle birlikte
postnatal 7. giine kadar oda ortaminda yagatildiktan sonra, postnatal 7. glinden 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 matrine (Sigma Aldrich Germany) orjinal 100mg toz matrineden eldilen
soliisyon kullanildi. Toz matrine literatiirde Onerildigi gibi steril izotonik soliisyon ile

coziildi. %

Literatiirde matrine igin intraokiiler ve/veya intravitreal enjeksiyonu igeren c¢aligmalar

mevcut degildir. Hiicre kiiltiirii ¢aligsmalarinda ve sistemik kullanimda kullanilan matrine

dozu ve matrine farmakokinetigi hakkinda kesinlesmis bilgiler kisitlidur, %81

Calismalarda kullanilan dozlar ¢esitli hiicre kiiltiirlerinde 0.2-3 mg/ml arasinda verilirken,
Oornegin rat calismasinda sistemik kullanilan doz 15 mg/kg olarak verilmektedir.
Calismamizda kullanilan C57BL/J6 farenin viicut agirligi enjeksiyon doneminde yaklasik

5 g ve glob hacmi 5.3 pl olarak verilmektedir.'%°

Biz calismamizda orijinal sunulan toz matrineden elde ettigimiz literatiirde Onerildigi
kosullarda hazirlanan matrineyi iki farkli dozda intravitreal uyguladik. Etki yan etki
gozlemlerimizi gii¢lendirmek amach 1 ve yaklagik 10x doz miktarini tercih ettik (0.78ug
ve 6.25ug).

Analizler i¢in fareler dort gruba ayrildi.

Grup-A: Negatif kontrol grubu, oksijene tabi tutulmamis ve islem gérmemis (n=10 g6z)
Grup-B: Kontrol grubu, 1ul intravitreal steril izotonik soliisyon enjeksiyonu (n=18 goz)
Grup-C: 0.78 pg intravitreal matrine enjeksiyonu (n=9 goz)

Grup-D: 6.25 pg intravitreal matrine enjeksiyonu (n=9 g6z)
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1 ul intravitreal matrine enjeksiyonu farenin bir goziine 32 gauge igne ve Hamilton
siringas1 ile stereoskopik mikroskop altinda korneoskleral bolgede saat 6 hizasindan
yapildi. Onsekiz C57BL/J6 fare postnatal 7-12. giinler arasinda %7542 oksijene tabi
tutuldu. Onikinci giin 9 farenin bir goziine (Grup-C, n=9 goz) 0.78ug intravitreal matrine
(IVM), 9 farenin bir goziine 6.25ug IVM (Grup-D, n=9 g6z) enjekte edildi. Farelerin diger
gozlerine 1ul steril izotonik soliisyon enjekte edildi (Grup-B, kontrol grubu, n:=18 goz).
Bes tane yas uyumlu islem goérmemis, oda ortaminda tutulmus fare ( Grup-A, negatif

kontrol grubu, n= 10 g6z) 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 7, 13, 6, 6 tane goz) ve
ultrastriiktiirel inceleme elektron mikroskopi (her grupta 3 goz) ile gercgeklestirildi.
Apoptotik aktivite terminal deoxynucleotidyl transferase deoxy-UPT-nick end labeling
(TUNEL) yontemi ile incelendi. TUNEL ¢aligsmasi, 151k mikroskopi i¢in hazirlanmis olan
parafin kesitlerinde yapild1 (her grupta 6 g6z).

3. 2 ISIK MiKROSKOPIiK INCELEME

Isik mikroskop incelemesi i¢in gozler eniikleasyon sonrast %4 paraformaldehid
cozeltisinde en az 24 saat bekletildikten sonra parafin bloklara alindi. Parafin bloklardan 6
um kalinliginda optik sinire paralel olacak sekilde sagittal diizlemde retinal kesitler alindi.
Optik sinirden sonra ikinci veya lciincii kesitler incelemeler i¢in kullanildi. Kesitlere,
retinal neovaskiilarizasyonun kantitatif analizi ve morfolojik inceleme i¢in periodic acid-
schiff (PAS) ve hematoksilen-eosin boyama uygulandi. Neovaskiilarizasyon internal
limitan membran (ILM)’in vitreus tarafindaki endotelyal hiicre proliferasyonunun bir
kesitteki sayimi ile kantifiye edildi. Morfolojik incelemede retinanin ¢esitli katmanlar
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.
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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 6 pm kalinhi§inda 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 gozden bir kesit analiz
edildi. TUNEL ¢alismas1 In Situ Cell Death Detection Kit, AP, ROCHE Diagnostics
GmbH, Mannheim ile gerceklestirildi. TUNEL pozitif hiicreler her kesit iizerinde
randomize secilmis alanlarda 100x biiylitme (immersiyon yagi) 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

Istatistiksel analizler i¢in IBM" SPSSR 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 karsilagtirildi.

Gruplardaki hayvan sayis1 literatlirde yapilmis 6n caligmalarda verilen Onerilere gore

belirlendi.**°
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4. BULGULAR

4. 1 In vivo Oksijen Endiikte Retinopati Fare Modelinde Intravitreal Matrine
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 grubunda (Grup-A) retinal ILM’in vitreus tarafinda endotelyal hiicre
¢ekirdegi gozlenmedi (Resim-2). Kontrol grubunda (Grup-B) retinada vitreusa bakan
endotelyal hiicrelerden olusan ¢ok sayida neovaskiiler kiimeler izlendi (Resim-3). Kontrol
grubunda histolojik kesit basina ILM’ in vitreusa bakan tarafinda 21.0+1.6 endotelyal
hiicre ¢ekirdegi sayildi. Grup-C’de (0.78ug matrine)1+1 (Resim-4), Grup-D’de (6.25ug
matrine) 0+£0 endotelyal hiicre ¢ekirdegi sayildi (Resim-5). Grup-C (p<0.0001) ve —D’de
(p<0.0001) bir histolojik kesitte tespit edilen neovaskiiler hiicre ¢ekirdegi sayis1 kontrol
grubu (Grup-B) ile karsilagtirildiginda istatistiksel anlamli fark bulundu. Grup-C ve -D
arasinda anlaml fark (p=0.9) tespit edilmedi. Grup-A (negatif kontrol grubu), Grup-B
(p<0.0001) ile karsilastirildiginda anlamli fark goriildii. Kontrol grubu (Grup-B) ile
karsilastirildiginda Grup-C’de endotelyal hiicre ¢ekirdegi sayisinin %95 ve Grup-D’de
%100 azaldig: tespit edildi.

4. 2 Isik Mikroskopi ile Morfolojik Analiz

Retina katmanlarinin morfolojik analizinde negatif kontrol grubunda (Resim-2) ve kontrol
grubunda (Resim-3) kistik dejenerasyon, hiicre kaybi tespit edilmemistir. Matrine enjekte
edilmis olan gozlerde retinanin tiim katmanlarinda hiicre kayb1 ve tabakalarin incelmesi,

tiim kesitlerde doku biitiinliigiiniin bozuldugu gézlenmistir (Resim-4, Resim-5).
4. 3 Elektron Mikroskopi ile Ultrastriiktiirel Analiz

Elektron mikroskopik incelemede utrastriiktiirel morfolojik degisiklikler ve 6zellikle i¢ ve
dis fotoreseptor bolgesinde mitokodriler degerlendirildi. Negatif kontrol grubunda (Grup-
A), mitokondriler dahil, belirgin morfolojik degisiklik saptanmadi. (Resim-6). Kontrol
grubunda (Grup-B) fotoreseptor i¢ segmentinde bulunan mitokondrilerde yogun kesiflik
iceren litik-benekli matriks ve kristalizis seklinde ultrastriiktiirel mitokondriyal
degisiklikler saptandi (Resim-7). Ultrastriiktiirel mitokondriyal degisiklikler matrine
enjekte edilen gruplarda (Grup-C, -D) yogun olarak tespit edildi (Resim-8). Mitokondriyal
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dismorfolojiyi kantifiye edebilmek i¢in atipik mitokondri (yogun litik-benekli matriks ve
kristalizis seklinde olan mitokondri=atipik mitokondri) belirlendi. Tiim gruplarda 3250x
bliylitme ile se¢ilmis bir goriis alaninda bulunan atipik mitokondri sayisi belirlendi .
Kontrol grubunda (Grup-B) tespit edilen atipik mitokondri sayis1 Grup-C (p=0.01) ve -D
(p=0.01) ile karsilastirildiginda anlamli fark bulundu. Negatif kontrol grubu (Grup-A),
Grup-B, -C, ve -D ile karsilastirildiginda anlamli fark bulundu (p<0.0001). Grup-C ve -D
arasinda (p=0.4) anlaml fark tespit edilmedi.

4.4 TUNEL Teknigi ile Apoptozis Analizi

Negatif kontrol grubunda (Grup-A) ve kontrol grubunda (Grup-B) dis niikleer tabakada ve
i¢ niikleer tabakada benzer diizeyde apoptotik TUNEL-pozitif hiicre tespit edildi (Resim-9-
A-B). Gruplar arasinda istatistiksel anlamli farklilik goériilmedi. Grup-C ve —D’de 151k
mikroskopide tespit edilen hiicre kayb1 ve niikleer tabaka incelmesi olan tiim alanlarda
yogun apoptotik hiicre topluluklar1 tespit edildi (Resim-10, Resim-11). Grup-C (p=0.9) ve
-D (p=0.9) negatif kontrol grubu ve kontrol grubu ile karsilastirildiginda anlamli fark
goriildii. Grup-C ile -D (p=0.7) arasinda anlamli fark bulunmadi.
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5. TARTISMA

Caligmamizda oksijen endiikte retinopati (OER) fare modelinde C57BL/J6 1rki fare
kullanarak intravitreal enjekte edilen matrine’nin retinal endotelyal hiicre proliferasyonuna,

retinal morfolojik yapiya ve apoptozise olan etkisini inceledik.

Intravitreal enjekte edilen matrine’nin doza bagli olmaksizin retinal endotelyal hiicre
cekirdegi sayisini azalttigi tespit edildi. Bu bulgu matrine’nin retinal endotelyal hiicre
proliferasyonuna anti-anjiyojenik etkili oldugunu yansitmaktadir. Pankreatik kanser
hiicrelerinde matrine’nin in vitro ve in vivo olarak proliferasyonu inhibe ettigi

192 Matrine’nin proliferatif vitreoretinopati ve pterjiyum rekiirrens oraninda

06

gosterilmistir.
azalma sagladigimi gosteren deneysel calismalar mevcuttur.’® Matrine’nin  kanser
hiicrelerinde EGF, VEGF, VEGFR 1, MMP-9, MMP-2 ile invazyon, anjiyojenez,
proliferasyon, hiicre migrasyonu ve metastazda onemli rol oynadig1 ve kanser hiicrelerinde

anjojenezi EGF/VEGF-VEGFR1-Akt-NF-sinyal yolu ile baskiladigi gosterilmistir .**

Matrine hepatoma hiicrelerinde in Vitro ve in vivo olarak tiimér biiylimesini inhibe eder
(Ma et al. 2008). Ayrica insan malign melanom hiicrelerinde metastaz ve invazyonu inhibe

edici etkisi bildirilmistir. (Liu et al. 2008).'%

Bizim ¢alismamizda OER modelinde C57BL/J6 fare irkinda matrine ile retinal endotelyal
hiicre proliferasyonun 0.78ug IVM ile %95, 6.25ug IVM ile %100 baskilandig
gosterilmistir. Matrine molekiiliiniin in vitro ¢alismalarda anti-anjiyojenik olmasi, anti-
anjiyojenik terapotik etki gostermesi etkisinin birgok sinyal yolunu igermekle birlikte direk
dokuda bulunan VEGF 1 reseptorleri tizerinden de gergeklestigini diistindiirmektedir. Bu
bilgiler 15181nda bizim ¢alismamizda tespit ettigimiz intravitreal matrine enjeksiyon sonrasi
retinal endotelyal hiicre proliferasyonu fiizerinde %95-100 supresyon etkisinin VEGF
reseptoOrlerine olan etkiden kaynaklandigini diistinmekteyiz. Akciger kanser hiicreleri 50-
500 pg konsantrasyonlarinda matrine ile 24 saat tedavi edildikten sonra ELISA testi ile

matrinenin doz bagiml olarak VEGF-A sekresyonunu azalttigi goriilmiistiir. %

Calismamizda, pigmente dokuya sahip olan C57BL/J6 fare irkinda OER modelinde 0.78ug
ve 6.25ug IV matrine’nin 1s1k mikroskopik incelemede retina katmanlarinda histolojik
kesitlerde morfolojik hasar yarattigi ve hiicre biitiinligiinii bozdugu tespit edilmistir. Bu
etki retina dokusuna olan toksik etkiden kaynaklanabilir. Bunun yaninda hasar yaratan etki

doza bagl olabilir. Biz ¢alismamizda iki doz IVM uyguladik. Literatiirde heniiz yeterli
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sayida okiiler veya intravitreal matrine uygulamasi ile in vivo ve/veya in vitro ¢aligsmalar
mevcut degildir. Ancak etkin doz ve yan etki profili analizi ig¢in prospektif intravitreal
matrine uygulamasini i¢eren farmakokinetige yonelik ¢alismalar da 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 ayrilmasma neden olmaktadir, oM

Calismamizda
literatiirle uyumlu olarak oksijen endiikte retinopati grubunu olusturan kontrol grubunda
(Grup-B) elektron mikroskopik ultrastriiktiirel morfolojik incelemede fotoreseptor ig
segmentinde bulunan mitokondrilerde yogun kesiflik iceren 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¢ yapisi fizyolojik
aktiviteleri geregi veya stres sinyallerine, 6rnegin hipoksi, hiperoksi, tedavi amagh
kullanilan ajanlar gibi, cevap olarak degiskenlik gosterir.'? Olusan stres seviyesi
mitokondride morfolojik ve fonksiyonel degisikligi belirlemektedir. Olusan degisiklikler

13 Calismamizda apoptotik hiicre

hiicrenin kurtulmasima veya apoptozise neden olur.
Olimiinii incelemek i¢in TUNEL-¢aligmast uygulanmistir. Negatif kontrol grubunda ve
kontrol grubunda, daha once yapmis oldugumuz calismada oldugu gibi, apoptozis

gé’)riilmiistiir.114

Apoptozis genetik agdan olusan koordine programli hiicre 6liimii olarak tarif edilmektedir.
Yeni gelistirilen antianjiojenik ve kanser tedavileri kapsaminda 6nemli yer almaktadir.
Apoptozis ana hatlar1 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.™™ Matrine’nin timér biiyiimesini, TGF’nii, ~apoptozis, anjiyojenezis
ve/veya proliferasyonu regiile eden genleri ve proteinleri modiile ederek etkili oldugu

bildirilmektedir,10%1%3

Matrine’nin osteosarkom hiicrelerinde proliferasyonu inhibe ederken bax up regiilasyonu

ve bcl-2 down regiilasyonu ile in vitro ve in vivo olarak apoptozisi indiikledigi tespit

193 Matrine’nin apoptozisi indiikledigi ve telomeraz aktivitesini regile ederek

6

edilmistir.

retinoblastom hiicrelerinde proliferasyonu inhibe ettigi géjsterilmistir.11
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IVM enjeksiyonu uyguladigimiz gruplarda apoptotik hiicre Oliimiiniin yoZgun artis
gosterdigi tespit edilmistir. VM enjeksiyonu uygulanan gruplarda apoptozis ile
mitokondriyal dismorfolojinin arttig1 goriillmektedir. Dogal olarak birgok fizyolojik olayda
zararli veya gereksiz hiicrelerin eliminasyonu ig¢in apoptozise ihtiya¢ duyulmaktadir.
Apoptozise baglt hiicre Sliimii patolojik diizeyde, 6rnegin hipoksik veya sitotoksik ajan
ortaminda gdzlenebilir .**" Calismamizda negatif kontrol grubunda ve kontrol grubunda

TUNEL ¢alismast ile fizyolojik apoptozis gézlemlenmistir.

Matrine’nin etkisine bagl artmis apoptotik hareket gortilmistiir. Matrine’nin meme kanser
hiicrelerinde 25-250 pg konsantrasyonlarinda doza bagimhi olarak S fazinda hiicre
boliinmesini durdurdugu flowsitometrik analizlerle gosterilmistir. Kanser hiicrelerinde bcl-
2 down regiilasyonu ve bax upregiilasyonu ile anti-proliferatif ve pro-apoptotik etki
gostermektedir.'®  Anti-apoptotik protein olan bcl-2 dis mitokondriyal membranin
biitiinligiinii saglayarak sitokrom ¢ salinimini engeller. Pro-apoptoik protein olan bax ise
sitokrom ¢ salinimini saglar. Matrine’nin mitokondriyal membran gegirgenligini arttirarak
apoptozisi uyardigi bildirilmistir.'® Matrine 0.78 pg ve 6.25 pg intravitreal olarak
uyguladigimiz gruplarda yogun apoptotik etki yaratmis olabilir. Burada apoptozis
yogunlugu daha ¢ok matrine’nin toksik etkisini diisiindiirmektedir. Ancak C57BL/J6 fare
doku yapisinda mitokondriyal membran gegirgenligini fizyolojik olarak arttirmis olabilir.

Bu etkilesim kiiltiir bazinda endotelyal hiicreler iizerinde prospektif incelenmelidir.

Sonug olarak apoptozis klasik olarak, hiicre 6liim reseptorleri olarak bilinen Fas (diger
isimleriyle APO-1, CD95) ve tiimor nekroz faktor reseptori—1 (TNFR-1)’in ilgili
ligandlar1 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 {iyesi olan bax’in
indiiksiyonuna yol acarak apoptozisi baglatir. P53 bax’in indiiksiyonu haricinde ayrica Fas
ve DR5 gibi hiicre yiizey 6liim reseptorlerinin indiiksiyonuna neden olarak da apoptozisi
baglatabilir. Apoptozis ayrica reaktif oksijen radikallerinin hem mitokondri hem plazma
membrant hem de genom iizerinde olusturabilecegi hasarlara bagli olarak da

baslatilabilir.*®

Apoptozis biiylime faktorlerinin ortamdan eksilmesiyle de baslatilabilir.
Hiicre kiiltiir ortaminda biiyiitilen hiicreler eger serum agligina maruz birakilirlarsa
apoptozis nedeniyle oliirler. Ayrica bir proapoptotik (apoptozisi uyarici) bel-2 ailesi iiyesi
olan Bad’in fosforillenememesi sonucu aktiflesmesi ve boylece mitokondriden apoptozisi

baglatict bir faktor olan sitokrom c’nin sitoplazmaya saliverilmesi yoluyla da gerceklesir.
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Apoptozisi baglatan bir bagka neden ise, sitotoksik T lenfositlerinden saliverilen granzim

B’lerin hedef hiicrede kaspaz sistemini aktiflestirmesidir,***12%

Bu bilgiler dogrultusunda OER fare modelinde neovaskiilarizasyonun giiglii baskilanmasi
biiyiime faktoriiniin matrine tarfindan baskilanmasi nedeni ile olmakla birlikte matrine’nin

yine gii¢lii apoptotik antiproliferatif etkisinden kaynaklanabilmektedir.

Sonu¢ olarak matrine OER fare modelinde neovaskiilarizasyonu gii¢lii  sekilde
baskilamaktadir. Ancak morfolojik incelemede hiicresel bazda toksik etki ve TUNEL
calismasinda artmis apoptotik etki tespit edilmistir. Bu amagla ilag etkisi, doz etkisi ve
farmakokinetik analiz i¢in prospektif randomize klinige yonelik deneysel caligmalar ile
apoptozisin ¢esitli agamalarini ve etkili proteinlerinin analizini iceren deneysel ¢aligsmalar

gerekmektedir
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6. SONUC

Yaptigimiz calismanin sonucunda C57BL/J6 oksijen endiikte retinopati in vivo fare
modelinde intravitreal yolla uygulanan matrine’nin vaskiiler endotel {izerine anti-
proliferatif oldugunu goézlemledik. Farkli iki doz arasinda yapilan karsilastirmada anti-
proliferatif etki agisindan Grup-C ve -D arasinda anlamli fark (p=0.9) tespit edilmedi. Isik
mikroskopu ile yapilan incelemelerde matrine enjekte edilmis olan gozlerde retinanin tim
katmanlarinda hiicre kayb1 ve tabakalarin inceldigi, tiim kesitlerde doku biitiinliigiiniin
bozuldugu gozlenmistir. Elektron mikroskopik incelemelerde negatif kontrol grubunda
(Grup-A), mitokondriler dahil, belirgin morfolojik degisiklik saptanmadi. Kontrol
grubunda (Grup-B) tespit edilen atipik mitokondri sayisi Grup-C (p=0.01) ve -D (p=0.01)
ile karsilastirildiginda anlamli fark bulundu. Negatif kontrol grubu (Grup-A), Grup-B, -C,
ve -D ile karsilastirildiginda anlamli fark bulundu (p<0.0001). Grup-C ve -D arasinda
(p=0.4) anlamli fark tespit edilmedi. Sonug¢ olarak matrine OER fare modelinde
neovaskiilarizasyonu giiglii baskilamaktadir. Ancak morfolojik incelemede hiicresel bazda
toksik etki ve TUNELgalismasinda artmis apoptotik etki tespit edilmistir. Bu amagla ilag
etkisi, doz etkisi ve farmakokinetik analizi i¢in prospektif randomize klinige yonelik
deneysel c¢alismalar ile apoptozisin gesitli asamalarin1 ve etkili proteinlerinin analizini

igeren deneysel caligmalar gerekmektedir
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8. RESIMLER

Resim 1

Postnatal 17. giinde C57BL/J6 Fare

44



Resim 2

Oda ortaminda tutulmus C57BL/J6 farenin retinasindan 1sik mikroskopi kesiti. Grup-
A=Negatif kontrol grubu. Neovaskiiler hiicre ¢ekirdegi goriilmemektedir. Orijinal
biiyiiltme 20x.
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Resim 3

C57BL/J6 fare retinasindan 151k mikroskopi kesiti. Postnatal 7-12 giinlerinde hiperoksiye
tabi tutulan, postnatal 12. giin intravitreal izotonik soliisyon enjekte edilmis grup, Grup-
B=Kontrol grubu. Ok vitreusa bakan neovaskiiler hiicre cekirdegini gostermektedir.

Orijinal biiyiiltme 20x.
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Resim 4

C57BL/J6 fare retinasindan 151k mikroskopi kesiti. Postnatal 7-12 giinlerinde hiperoksiye
tabi tutulan, postnatal 12. giin intravitreal 0.78 pg matrine enjekte edilen grup, Grup-C.

Orijinal biiyiiltme 20x.
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Resim 5

C57BL/J6 fare retinasindan 1s1k mikroskopi kesiti. Postnatal 7-12 giinlerinde hiperoksiye
tabi tutulan, postnatal 12. giin intravitreal 6.25 ug matrine enjekte edilen grup, Grup-D.
Orijinal biiyiiltme 20x.
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Resim 6

Negatif kontrol grubunun (Grup-A) elektron mikroskopik incelemesinde fotoseseptor ig
segment boliimiinde mitokondri yapilarinda dismorfoloji izlenmedi. Mitokondrilerde tipik
¢ift membranli tiibiiler transvers diizenli mitokondrial kristalar goriilmektedir (OK).

Orijinal biiytiltme 3250x.
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Resim 7

Kontrol grubunun (Grup-B) elektron mikroskopik incelemesinde fotoreseptor i¢ segment
boliimiinde irregiiler mitokondri, litik matriks, elektron dens madde igeren mitokondriler

gozlenmektedir (Ok). Orijinal biiyiiltme 3250x.
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Resim 8

Elektron mikroskopik incelemede (Grup-C) intravitreal 0.78 pg matrine enjeksiyon
grubunda fotoreseptor i¢ segment boliimiinde ¢ok sayida irregiiler mitokondri, litik
matriks, elektron dens madde igeren mitokondri gozlenmektedir (Ok). Orijinal biiyiiltme

3250x.
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Resim 9 A-B

C57BL/J6 fare retinasindan 11k mikroskopi kesitinde negatif kontrol grubunda (Grup-A),
ve kontrol grubunda (Grup-B) TUNEL teknigi ile dis niikleer tabakada ve i¢ niikleer
tabakada daha yogun koyu renkli goriilebilen apoptotik TUNEL-pozitif hiicre tespit
edilmistir (Ok). Orijinal biiyiiltme 100x, Immersiyon yag1 kullanilmistir.
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Resim 10

C57BL/J6 fare retinasindan 151k mikroskopi kesiti 0.78 pg intravitreal matrine enjeksiyon
grubunda (Grup-C) TUNEL teknigi ile retina tabakalarinda yaygin, yogun koyu renkli
goriilebilen apoptotik TUNEL-pozitif hiicre tespit edilmistir (OK). Orijinal bilyiiltme 100x,

Immersiyon yagi kullanilmugtir.
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Resim 11

C57BL/J6 fare retinasindan 151k mikroskopi kesiti 6.25 pg intravitreal matrine enjeksiyon
grubunda (Grup-D) TUNEL teknigi ile retina tabakalarinda yaygimn, yogun koyu renkli
goriilebilen apoptotik TUNEL-pozitif hiicre tespit edilmistir (OK). Orijinal biiyiiltme 100x,

Immersiyon yag1 kullanilmugtir.
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