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OZET

Amagc: Intravitreal bevacizumabin, retinal fotoreseptorler {izerindeki apopitotik etkisinin
tavsanlar tlizerinde arastirilmast ve olast apopitotik etkinin L-karnitin ile Onlenip

Onlenemeyeceginin gosterilmesi.

Yontem: Calismaya 2-3 kg agirliginda toplam 30 erkek tavsan (Yeni Zelanda albino
tavsan) dahil edildi. Calismaya dahil edilen tavsanlarm tiimiiniin sag gdzlerine ya 2 mg
(0,08 ml) ya 4 mg (0,16 ml) ya da 6 mg (0,24 ml) intravitreal bevacizumab (Altuzan,
Roche®) uyguland1. Tavsanlarin sol gozlerine ise sag gozleri ile ayni hacimde intravitreal
salin soliisyonu uygulanarak kontrol grubu olusturuldu. 30 tavsanin 15 tanesine ilaveten
intraperitoneal 500 mg/kg L-karnitin uygulandi Iki hafta boyunca tavsanlar DEUTF
Hayvan Deneyleri Laboratuvar’nda giinliik olarak takip edildi. ikinci haftanm sonunda
tavsanlar sakrifiye edildi ve gozler entikle edildi. Eniikle edilen gdzler; 151tk mikroskobik,
elektron mikroskobik ve immiinohistokimyasal ¢alisma i¢in saklandi.

Bulgular: Takip siiresince kornea ve lensde degisiklik gdzlenmedi, herhangi bir retinal
komplikasyon gelismedi. Hematoksilen-Eozin (H&E) boyama ile yapilan incelemede,
calisma ve kontrol gozlerinde retinal toksisiteye rastlanmadi. Elektron mikroskobisi,
immiinohistokimyasal yontem ve TUNEL teknigi ile yapilan incelemelerde biitiin
intravitreal bevacizumab uygulanan gruplarda; ultrastriiktiirel hasar, DNA fragmantasyonu
ve kaspaz-3 ile boyanma gozlendi. 2 mg ve 4 mg intravitreal bevacizumab uygulanan
gruplarda ultrastriiktiirel hasar 1limli diizeyde iken, 6 mg intravitreal bevacizumab
uygulanan grupta ultrastriiktiirel hasar siddetliydi. 2 mg ve 4 mg intravitreal bevacizumaba
ilaveten intraperitoneal L-karnitin uygulanan grupta hiicresel hasar saptanmadi. 6 mg
intravitreal bevacizumab uygulanan grup ile ilaveten intraperitoneal L-karnitin uygulanan
grup arasinda hiicresel hasar agisindan anlamli farklilik yoktu.

Sonuglar: Intravitreal bevacizumab, biitiin doz gruplarinda retinal fotoreseptdr hiicreleri
iizerinde apopitozise neden olmaktadr. Intraperitoneal uygulanan L-karnitin, 2 mg ve 4 mg
intravitreal bevacizumab dozlarinda bu hasar1 Onleyebilirken, 6 mg intravitreal
bevacizumab dozlarinda bu hasar1 6nleyememektedir.

Anahtar kelimeler: Apopitozis, Intravitreal bevacizumab, L-karnitin, VEGF inhibisyonu,

Yasa bagli makula dejenerasyonu



SUMMARY

Purpose: To evaluate the apoptotic effect of intravitreal bevacizumab on retinal
photoreceptor cells in rabbits and to demonstrate if L-carnitine prevents this probable
apoptotic effect.

Methods: Thirty male rabbits (New Zealand, albino) weighing 2 to 3 kg each were used
in this study. All rabbits’ right eyes underwent intravitreal bevacizumab of either 2 mg
(0,08 ml), 4 mg (0,16 ml) or 6 mg (0,24 ml). 15 rabbits underwent intraperitoneal 500
mg/kg L-carnitine additionally. All rabbits’ left eyes, which had the same amount of
intravitreal saline solution with their right eyes, were tested as control. Rabbits’ eyes were
observed daily for two weeks. After two weeks, rabbits were sacrificated and globs were
enucleated. Enucleated eyes were preserved for light microscopic, electron microscopic
and immunuhistochemistrical investigation.

Results: During the follow-up period, cornea and the lens remained unchanged, no retinal
complications were detected. In both enjection and control eyes there was no significant
retinal toxicity in histolgical sections which were performed by hematoxylin and eosin
(H&E) staining. Ultrastructural damage, DNA fragmantation and caspase—3
immunostaining in all intravitreal bevacizumab groups were observed with electron
microscopy, immunohistochemical method and TUNEL method. The ultrastructural
damages in 2 and 4 mg intravitreal bevacizumab groups were mild but serious in 6 mg
intravitreal bevacizumab group. No cellular damage was detected in 2 and 4 mg intravitreal
bevacizumab groups which underwent intraperitoneal L-carnitine additionally. There was
no significant difference in cellular damage in both 6 mg intravitreal bevacizumab groups
with or without additional intraperitoneal L-carnitine.

Conclusion: Intravitreal bevacizumab causes apoptotic effects on retinal photoreceptor
cells with all doses of intravitreal bevacizumab. Intraperitoneal L-carnitine could prevent
this damage in 2 and 4 mg intravitreal bevacizumab groups despite this results there was
no inhibiting effect of L-carnitine on apoptotic damage in 6 mg intravitreal becizumab
group.

Key words: Age-related macular degeneration, apoptosis, Intravitreal bevacizumab,

L-carnitine, VEGF inhibition



GIRIiS VE AMAC

Saglik standartlarinin gelismesi ve beklenen yasam siiresinin artmasi ile dzellikle
gelismis toplumlarda yasli niifus ve beraberindeki saglik sorunlari giin gectikce
artmaktadir. Yasa Bagli Makula Dejenerasyonu (YBMD) da yasli niifusta goriilen baslica
saglik problemlerinden birini teskil etmektedir. YBMD, gelismis iilkelerde 65 yas iizeri
toplumda merkezi gorme kayb1 ve korliigiin en sik sebebini olusturmaktadir. Diinya’da 161
milyon gérme azli§1 olan hastanin % 8.7’si YBMD’a bagli olarak az gormektedir (1).
Gelisim mekanizmalar1 tam olarak aydinlatilamamis olan hastalik, multifaktoryel
etiyolojiye sahiptir. Artan yas ile birlikte; metabolik, genetik ve ¢evresel faktorlerin etkisi
ile koryokapillaris, Bruch membrani, retina pigment epiteli (RPE) ve fotoreseptor
dejenerasyonu meydana gelmektedir. Bruch membranmnin yapisinda meydana gelen
degisiklikler ve anormal birikintiler sonucunda makrofajlarin, dev hiicrelerin, kompleman
ve immiin komplekslerin eslik ettigi kronik bir enflamasyon ortaya ¢ikar. Enflamasyonun
tetikledigi hipoksi ve iskemiye bagli olarak anjiojenezisi aktive ve inhibe eden faktorler
arasindaki dengenin bozulmasi, koroidea neovaskiilarizasyonu (KNV) ile sonug¢lanir. Bu
stire¢ sonunda gorme kaybi; es zamanli sivi birikimi, kanama, lipid eksudasyonu ve
fibrozis ile birlikte giden koryoretinal atrofi veya KNV sonucu gerceklesen fotoreseptor

hasarina bagli olarak gelismektedir.

YBMD temel olarak 2 tipe ayrilir: non-neovaskiiler (kuru, atrofik) tip ve
neovaskiiler (yas, eksudatif) tip. YBMD’li hastalarin %90’inda non-neovaskiiler tip
mevcutken, %10’nunda neovaskiiler tip mevcuttur. YBMD’ye bagl legal korliiklerin
%901 neovaskiiler tipe baglh olarak gelisirken, sadece %10’u non-neovaskiiler tipe bagh
olarak gelisir. YBMD siklig1, artan yas ile birlikte artmaktadir. Framingham Goz
Calismasi; YBMD sikligini 52-64 yaslarinda %2, 65-74 yaslarinda %11 ve 75 yas
tizerinde % 28 olarak tespit etmistir (1). Beaver Dam Eye Calismas1 ise YBMD sikligini,
65—74 yaslarinda %19, 74 yas lizeri toplumda ise %37 olarak tespit etmistir (2).

Yas tip YBMD tedavisinde cesitli tedavi modaliteleri mevcuttur. Bunlar arasinda;
lazer fotokoagiilasyon, radyoterapi, fotodinamik tedavi, transpupiller termoterapi,
intravitreal enjeksiyonlar ve makiiler cerrahi yontemleri bulunmaktadir. Neovaskiiler

YBMD patogenezinde vaskiiler endotelial biiylime faktoriiniin (VEGF’in) anahtar rol



oynadiginin gosterilmesi (3) ve neovaskiiler membranlarda VEGF ekspresyonunun
arttiginin gosterilmesi ile tedavi stratejileri VEGF inhibisyonu yoniine kaymistir. Anti-
VEGF ilaglar arasinda en erken olarak kullanima sokulani, bevcizumabdir (Altuzan,
Roche®). Bu ila¢ oncelikle Amerika Birlesik Devletlerinde kolorektal kanserlerin
tedavisinde immiinosiipressif ilaglarla birlikte kullanilmis olup, sonraki donemde
oftalmolojide amag¢ oOtesi (off-label) olarak kullanilmaya baglamistir (4). Esas olarak
bevacizumab, VEGF’in biitliin izoformlarin1 inhibe eden bir 6zellige sahiptir. Molekiil
yapisinin biyiikligii, saglikli retinadan gecisine miisait olmayacak derecede biiyliktiir ve
vitreus i¢indeki yar1 omrii de bu nedenle diger molekiillere gére daha uzun olarak yaklasik

ti¢ hafta kadardir.

Ranibizumab (Lucentis®, Genentech Inc) ve VEGFies’i inhibe eden pegaptanib
(Macugen®, Eyetech Pharmaceuticals) bevacizumabtan sonra kullanima giren ve esas
olarak intravitreal kullanim amagl olarak {iretilmis diger iki anti-VEGF molekiillerdir.
Ranibizumab ve pegaptanib, YBMD tedavisinde intravitreal kullanim i¢in FDA (US Food
and Drug Administration) onayr almisken bevacizumab, g6z hastaliklar1 i¢in kullanim
ruhsatt olmayan, sadece metastatik kolon kanserleri icin FDA (US Food and Drug
Administration) onayr almis bir ilagtir. Bevacizumab, intravitreal kullanim i¢in
iiretilmemis olsa da ucuz olmasi nedeniyle bir donem yaygin olarak intravitreal tedavide
kullanilmistir. Ulkemizde bevacizumabin intravitreal kullanimma Saghk Bakanlig:
tarafindan, amac Otesi (off-label) ila¢ kullanimi adi altinda, gesitli sartlara baglanarak
Haziran 2007°den beri izin verilmektedir. Bu nedenle, tilkemizde de bevacizumab
kullanimi bir donem olduk¢a yayginlasmistir. Bu uygulamalarin sonuglarina iliskin
oftalmoloji literatiiriinde bir ¢gok yayin olmakla birlikte, bunlar daha ¢ok olgu serilerinden

ibaret ve retrospektif agirlikli caligmalardir.

Ozelliklle amag &tesi kullanilmakta olan bevacizumab, gerek kullanim alani, gerek
uygulama teknigi ve gerekse doz ve yanetki/toksisite ¢aligmalar1 agisindan pek ¢ok
tartigmanin konusu olmustur. Bizim bu ¢aligmamiz da bu alandaki bilgileri artirmak amaci

ile diizenlenmis bir ¢aligmadir.

Yapilan klinik ¢aligmalar intravitreal bevacuzimab uygulamasinin gorme
diizeylerinde anlamli artisa yol actigini gdstermistir (4). Genel kabul gérmiis standart bir

uygulama protokolii yoktur. Her klinik kendi protokoliinii uygulamaktadir. Intravitreal



uygulama dozu 1.25 mg—2.5 mg araligindadir. Okiiler kullanimda 1 haftadan daha uzun bir
siire sistemik dolasimda kalir. Okiiler komplikasyonlar arasinda; korneal abrazyon,
kemozis, lens yaralanmasi, okiiler inflamasyon, retina pigment epitel ayrilmasi, akut gérme
kayb1 yer almaktadir. Sistemik komplikasyonlar ise; beyin infarkti, sistolik kan basincinda
yikkselme, yiliz derisinde kizariklik, kasintiyla birlikte yaygin dokiintli, menstriiel
diizensizlik olarak belirtilmistir. Ancak bunlar olduk¢a nadir goriilen komplikasyonlardir
(3).

VEGF’in oncelikli hedef hiicresi vaskiiler endotel hiicresi olsa da ¢aligmalar, retina
pigment epiteli hiicreleri (RPE) iizerinde de mitojenik etkileri oldugunu gostermistir (6).
Yapilan son calismalarda VEGF’in sadece endotel hiicreleri i¢in degil ayn1 zamanda
noronal hiicreler i¢in de yasam acisindan son derece Onemli bir ajan oldugu ve
noroprotektif etkisinin de var oldugu gosterilmistir (7). Endotel ve noron hiicrelerinin
yasamsal faliyetlerini siirdiirebilmesi i¢in gerekli olan VEGF’in biitiin izoformlarinin
inhibisyonu, neovaskiilarizasyonun Onlenebilmesi gibi faydali etkiler saglasa da retinal
hiicrelerde apopitozise yol agarak istenmeyen etkilere de neden oluyor olabilir. inan ve
arkadaglarnin (8) 2007 yinda yaymladiklar1 makalede, intravitreal bevacizumab
uygulanmasi ile fotoreseptdrlerde apopitozisin varligini immiinohistokimyasal ve elektron
mikroskobik c¢alisma ile gdstermeleri, bevacizumab ile anti-VEGF tedavisinin

giivenilirligini sorgulamamiz gerektigi sonucunu dogurmustur.

Bu kadar yaygin kullanilan bir ilacin ultrastriiktiirel yan etkileri hakkinda yeterli
bilgi ve yaymn olmayisi, bizi bu konuda aydinlatict arastirma yapmaya sevk etmistir.
Yaptigimiz bu caligma ile intravitreal uygulanan bevacizumabin retinal fotoreseptorler
iizerinde apopitozise yol agip agmadigini, agiyorsa olusan apopitozisin intraperitoneal

uygulanan L-karnitin ile 6nlenip 6nlenemeyecegini gostermeyi amagladik.



GENEL BiLGIiLER

1. MAKULA ANATOMISI

Makula, arka kutupta bulunan yaklagik 5 mm capinda oval bir alandir. Optik diskin
3 mm temporalinde ve 0,8 mm inferiorunda yer alir. Histolojik olarak ksantofil pigmenti
tastyan ve birden ¢ok ganglion hiicre tabakasmm mevcut oldugu retina bolgesidir. Makula,
kendi igerisinde klinik 6nemine gore; fovea, foveola, umbo, foveal avaskiiler zon (FAZ),
parafovea ve perifovea gibi boliimlere ayrilir (9,10).

Fovea: Makula merkezindeki i¢ retinal satihta yer alan bir ¢okiintiidiir. Cap1
ortalama bir optik disk cap1 kadardir (1.5mm). Oftalmaskopide, retinanin artmis
kalinligindan ve parafoveal bolgedeki internal limitan membrandan dogan, oval bicimde
bir 151k roflesi ile teshis edilir (9).

Foveola: Foveanin merkezi zeminini olusturur ve 0.35 mm ¢apa sahiptir. Bu bdlge
retinanin en ince kismi olup, ganglion hiicresi ihtiva etmez, sadece rodlar ve konlardan
olusmustur (10).

Umbo: Umbo, foveanin merkezindeki ¢ukurlugu ifade eder. Retinanin en keskin
gormeye sahip bolimiidiir. Foveanin ve umbonun baskin fotoreseptorleri konilerdir.
Konilerin en yiiksek konsantrasyonu umboda 150-200 um c¢apinda bir alanda goriiliir (10).

Foveal Avaskiiler Zon: Foveanin iginde santral 450-600 um c¢apinda bir alandir.

Santral retinal arterden kaynaklanan vaskiiler yapilarin bulunmadigi alandir. Kanlanmasi
koryokapillarisden saglanir. Net sinirlar1 ancak floresein anjiografi (FA) ile belirlenebilir
).

Parafovea: Fovea kenarmi cevreleyen, 0.5 mm kalinhigindaki bir kemerdir.
Merkezden bu mesafeden itibaren, retina tabakalarinin 4-6 kat ganglion hiicresi ve 7-11
tabaka bipolar hiicreleri igeren diizenli mimari 6zelligi kazandig1 gozlenir (10).

Perifovea: Perifovea, parafoveayr 1.5 mm genisliginde bir kemer olarak sarar.
Bolge, pek ¢ok ganglion hiicresi tabakasi ve 6 sira bipolar hiicre tabakasi igermesiyle
karakterize edilir (10).

Retina Pigment Epiteli: Hegzagonal hiicrelerden olusan tek katli bir tabakadir. Bu

hiicrelerin apikal bdlgelerinde yer alan villus seklindeki uzantilar, fotoreseptorlerin dis
segmentlerinin etrafint ¢evirmis durumda bulunurlar. Her bir RPE hiicresine diisen
fotoreseptor sayisi sabittir ve her bir RPE hiicresine ortalama 45 fotoreseptor diiser. RPE
fotoreseptdr fonksiyonun korunmasi i¢in hayati dneme sahiptir. Foveada yer alan retina

pigment epiteli hiicreleri, daha uzun ve daha ince olup fundusun diger tarafinda



bulunanlara nazaran daha biiylik melanozomlar igerirler. RPE hiicrelerinde yasla birlikte
lipofuksin maddesi birikmeye baglar. Lipofuksinin RPE’ye alinip sindirilen, fotoreseptor
dis segment kaynakli lipidler oldugu sanilmaktadir (10). RPE Fonksiyonlar1 asagidaki
gibidir:

e Hiicresel mimariyi saglamak ve D1s Kan Retina Bariyeri olusturmak.

e Dagilmis 15181 absorbe etmek.

e Komsu yapilari kontrol etmek i¢in biiyiime faktorleri ve anjiojenik faktorleri

salgilamak.

e (Gorsel pigment sentezi ve yenilenmesinin saglanmasi

e Fotoreseptdr yenilenmesi ve fagositozunun saglanmasi

e Fotoreseptorler aras1t matriks {iretimi ve retinal adhezyonun saglanmasi

e Elektriksel homeostazin saglanmasi

e Yaralanma ve cerrahi sonrasi rejenerasyonun saglanmasi

Bruch Membrani: Retina pigment epitelini koryokapillarisden ayirir. Elektron

mikroskobisi ile bes katman oldugu gozlenir: 1- Retina pigment epitelinin bazal laminasi,
2- I¢ kollajen tabaka, 3- Elastik liflerin kalm bandi, 4- Dis kollajen tabaka,
5- Koryokapillarisin dis tabakasinin bazal laminasi (9).

Retina Katmanlari:

Dis limitan membran
Fotoreseptor hiicreler tabakasi

1. I¢ limitan membran

2. Sinir lifleri tabakas1

3. Ganglion hiicreler tabakasi
4. ¢ pleksiform tabaka

5. I¢ niikleer tabaka

6. Dais pleksiform tabaka

7. Dis niikleer tabaka

8.

9.

Retinanin katmanlar1 Resim 1’°de gosterilmistir.



- I¢ limitan membran
~ % Sinir lfleri tabakeast
. Ganglion hiicreleri tabakast
I¢ pleksiform tabaka

I¢ nitkdeer tabaka
Dis pleksiform tabaka

‘ Dis niikleer tabaka
#—Dis limitan membran

Fotoreseptor hiicreler tabakas:

Resim1: Retinanin Katmanlari (Tavsan Retinasi)

2. YASA BAGLI MAKULA DEJENERASYONU

YBMD, geligmis iilkelerde 65 yas iizeri toplumda merkezi gérme kayb1 ve korliiglin
en sik sebebidir (1). Gelisim mekanizmalar1 tam olarak aydinlatilamamig olan hastalik
multifaktoryel etiyolojiye sahiptir. Artan yas ile birlikte; metabolik, genetik ve g¢evresel
faktorlerin etkisi ile koryokapillaris, Bruch membrani, retina pigment epiteli ve
fotoreseptor dejenerasyonu meydana gelmektedir. Bu siire¢ sonunda gérme kaybi; es
zamanl sivi birikimi, kanama, lipid eksudasyonu ve fibrozis ile birlikte giden, atrofi veya
koroidea neovaskiilarizasyonu sonucu gelisen fotoreseptdr hasarmna baglidir (2). YBMD
temel olarak 2 tipe ayrilir: non-neovaskiiler (kuru, atrofik) tip ve neovaskiiler (yas,
eksudatif) tip. YBMD’nin yaygmhgi gelismis iilkelerde, beklenen yasam siiresinin
uzamasina bagli olarak artmakta ve buna bagli olarak ciddi medikal, sosyal ve ekonomik
sorun teskil etmektedir. Diinya’da 161 milyon gorme azligi olan hastanmn % 8.7’si

YBMD’a bagli olarak az gérmektedir (1).



2.1. EPIDEMIYOLOJI

YBMD’li hastalarin  %90’inda non-neovaskiiler tip mevcutken, %10 nunda
neovaskiiler tip mevcuttur. YBMD’ye bagli legal korliiklerin %90°1 neovaskiiler tipe baglh
olarak gelisirken, sadece %10’u non-neovaskiiler tipe bagli olarak gelisir. YBMD sikligy,
artan yas ile birlikte artmaktadir. Framingham Go6z Caligmasi; YBMD sikligint 52-64
yaslarinda %2, 65-74 yaslarinda %11 ve 75 yas lizerinde %28 olarak tespit etmistir (1).
Beaver Dam Eye Caligmasi ise YBMD sikligin1 65-74 yaslarinda %19, 74 yas lizeri

toplumda ise %37 olarak tespit etmistir (2) (Tablo 1).

43 -54 8,4 0,1 4,7 0,1
55 -64 13,8 0,6 10,6 1,0
65 -74 18,0 1,4 21,7 44
T4+ 29,7 7.1 28,7 9,5

Tablo 1: Beaver Dam Eye Calismasi Sonuglari

e Framingham Go6z Caligmasi, beyaz irk kadinlarda erkeklere oranla orta-agir YBMD
sikliginin biraz daha fazla oldugunu gostermistir (1).

e YBMD’nin yol actig1 bilateral korliik insidansinin beyazlarda, siyahlara gore daha
yiiksek oldugu bilinmektedir (2). Bu farkliligin sebebi, siyah irkta fazla bulunan
melanin pigmentinin anti-oksidan etkisine baglanmaktadir .

e Niikleer sklerozu olan hastalarda YBMD siklig1 artmis olarak bulunmus ancak
benzer iliski kortikal katarakt ve arka subkapsiiler katarakt ile gosterilememistir.
Ayrica katarakt cerrahisi YBMD’da progresyona yol agmaktadir. Bu durumun
kristalin lensin kisa dalga boylu UV ismlarm1 bloke edici etkisinin katarakt



cerrahisi ile ortadan kalkmasi ve postoperatif donemdeki inflamasyon ile iliskili
oldugu diistintilmektedir (11).

e Drusen tipi, sayisi, bulylikligi, lokalizasyonu, eslik eden RPE degisikligi ve
floresein boyanma paterni (boya sizintisi), riski belirleyen faktorlerdir. Konfluent
ve yumusak drusenli hastalar Ozellikle koroideal neovaskiilarizasyon (KNV)
gelisimi ve jeografik atrofi agisindan artmus risk altindadirlar (12).

e Sigara kullanimi ile YBMD riskini arttiran dnlenebilir bir faktordiir. Giinde 25 adet
ve lizerinde sigara icenlerde, hi¢ sigara igmeyenlere gore YBMD gelisimi i¢in
rolatif riskin 2.4 oldugu gosterilmistir (13).

e Obezitenin ve fazla miktarda doymus yag asidi ve kolesterol tiiketiminin,
aterosklerotik siirecin hizlanmasina ve Bruch membraninin yapisinin bozulmasina

yol acarak YBMD riskini arttirabilecegi diisiiniilmektedir (14).

2.2. PATOGENEZ

Ilerleyen yas ile birlikte, RPE hiicrelerinde lipofuksin adl1 metabolizma iiriinii artik
maddeler birikmeye baslar. Lipofuksin graniilleri, 40 yasinda RPE sitoplazmasinin %8’ini,
80 yasinda ise %19 unu isgal etmektedir (15). RPE’nin fagositoz yeteneginin azalmasi ile
fotoresoptor kaynakli yikim {iriinleri, RPE’nin hiicre membrani ile bazal membrani
arasinda birikmeye baglar (16). Bruch membraninin yapisinda meydana gelen degisiklikler
ve anormal birikintiler sonucunda makrofajlarin, dev hiicrelerin, kompleman ve immiin
komplekslerin eslik ettigi kronik bir enflamasyon ortaya ¢ikar. Enflamasyonun tetikledigi
hipoksi ve iskemiye bagli olarak anjiojenezisi aktive ve inhibe eden faktorler arasindaki
dengenin bozulmasi, KNV ile sonuglanir. KNV’de anjiojenezisi inhibe eden en dnemli
faktor pigment epitel kaynakli faktdr (PEDF) iken, anjiojenezisi baglatan en 6nemli faktor
VEGF’dir (17).

2.3. YBMD TiPLERI

YBMD; neovaskiiler (eksudatif, yas) tip ve non-neovaskiiler (atrofik, kuru) tip
olmak iizere 2 tiptir. Yumusak drusen varligi ve RPE degisiklikleri erken evre YBMD
olarak adlandirilirken, cografik atrofi ve neovaskiiler tip, ge¢ evre YBMD olarak

adlandirilir.

10



2.3.1. Non-Neovaskiiler YBMD (Atrofik, Kuru Tip)

YBMD’li vakalarm %90°1 atrofik tiptir. YBMD’ye bagl korliiklerin %10°u bu tip
ile iligkilidir. Atrofik tip YBMD’de goriilen temel lezyonlar; drusen, RPE degisikligi,
RPE’nin cografik atrofisi ve fokal hiperpigmentasyonudur. En 6nemli histopatolojik bulgu
drusendir. Drusen genellikle arka kutuba yerlesir ve fundus muayenesinde yiizeyden
hafifce kabarik goriinimdedir. Drusen-YBMD iligkisi su sekildedir:

I- Drusen yok ya da 63 pm’dan kiiclik, az sayida drusen: YBMD yok olarak
simiflandirilmastir.

II- 20’den az sayida 63- 124 um aras1 drusen varlig1 veya pigment degisiklikleri,
erken evre YBMD olarak siiflandirilmastir.

III- 20’den fazla 63 -124 um aras1 drusen varlig1 veya en az bir tane 125 pm’dan
biiyiik drusen varlig1 veya makula merkezini tutmayan cografik atrofi varligi, orta evre
YBMD olarak smiflandirilmistir.

IV- Cografik atrofi varlig1 ise ileri evre YBMD olarak sniflandirilmistir (18).

Drusen boyutuna gore; kiiciik drusen: 63 pum’dan kiigiik, orta drusen: 63 -124 pm,
biiyiik drusen: 124 pm’dan biiyiik olarak simiflanir. Klinik goriiniimlerine gore ise; sert
drusen, yumusak drusen, gerileyen kalsifik drusen ve retikiiler drusen olarak siniflanir.

Sert Drusen: Bruch membraninin i¢ yiizeyinde hyalin materyal birikimlerinden
olusur. Cap1 63 um’dan kiiciik, smirlar1 belirgin, sari-gri renkte goriiliir (19).

Yumusak Drusen: Capt 63 pm’den biiyiik, sar1 renkli, smirlart belirsiz amorf
yapida bazal lineer birikimlerdir. Genellikle birlesme ve kiimelenme egilimindedirler
(konfluent drusen). Konfluent ve biiylik yumusak drusende cografik atrofi ve KNV gelisme
riski fazladir (20).

Gerileyen ve Kalsifik Drusen: Drusenin gerilemesi ile ortaya ¢ikan keskin siirl,
beyaz, kalsifiye, pigment birikimleri ile seyreden ve bunu zamanla RPE incelmesi veya
atrofisinin takip ettigi lezyonlardir (20).

Retikiiler Psododrusen: Cogunlukla diisiikk koroideal perflizyon sonucu ortaya
cikan 125-250 pm capinda, smirlari belirsiz, sarmmtirak, yuvarlak lezyonlardir. KNV
gelisme riski yiiksektir (21).

Cografik atrofi, en az 175 pum c¢apinda bir sahada koroidea damarlarinin
goriinmesine yola acan, keskin smirli yuvarlak veya oval, hipopigmentasyon-
depigmentasyon ya da retina pigment epitelinin tam kaybi ile karakterize alan olarak
tanimlanmistir. YBMD’nin %12-21’inde cografik atrofiye bagh ciddi gérme kaybi1
gelismektedir. Cografik atrofi bilateral olmaya meyillidir ve 5-10 y1l i¢erisinde korliige yol
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acmaktadir. Bilateral olmasi durumunda koroidea neovaskiilarizasyonu gelisme riski 2
yilda %2, 4 yilda %11 olarak bulunmustur (22). Resim 2’de kuru tip YBMD’de OKT ve
FA bulgular1 gosterilmistir.

Resim 2: Kuru tip YBMD’de OKT ve FA bulgular1 (DEU Tip Fakiiltesi Goz
Hastaliklart AD Retina Birimi fotograf arsivinden alinmistir)

2.3.2. Neovaskiiler Tip YBMD ( Eksudatif, Yas Tip)
Koroideal neovaskiilarizasyon (KNV), subretinal alanda kan damarlarinin
biiyiimesi sonucu sivi, kan ve lipit sizintisiyla ortaya c¢ikan patolojik bir siirectir. KNV

siklikla koryokapillaris kaynaklidir ve Bruch membranindaki bir yirtiktan RPE alt1 alana
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veya ndrosensoryel retina altina dogru yayilim gosterir. RPE’nin elevasyonuna neden
olabilen fibrotik proliferasyon ile birliktedir (23). KNV temel olarak koryokapillaris-Bruch
membrani-RPE-dis retina birlesiminin zarar gordiigii her durumda olusabilir (24). KNV 6zel
bir uyariya karsi gelisen nonspesifik ve stereotipik bir yara iyilesmesidir. Yapilan
histopatolojik caligmalarda, KNV’de RPE ve makrofaj gibi inflamatuar hiicrelerin varlig
gosterilmistir. KNV’nin asamalari; baglangi¢ evresi, inflamatuar evre ve inflamasyonda

gerileme ile beraber hiicresel elemanlarda azalmayla karakterize skatrizasyon evresidir (25).

Resim 3: Yas tip YBMD’de OKT ve FA bulgular1 (DEU Tip Fakiiltesi Goz
Hastaliklari AD Retina Birimi fotograf arsivinden alinmistir)
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Koroideal Neovaskiilarizasyonlar, floresein anjiografi (FA) goriiniimlerine gore
Makiiler Fotokoagiilasyon Calisma Grubu (MPS) tarafindan klasik ve okiilt olmak iizere
iki sinifa ayrilmastr.

A- Klasik KNV: Anjiogramin erken fazlarinda smirlar1 belirgin, komsu
dokulardan kolaylikla ayirt edilebilen, parlak hiperfloresans veren ve floresein
sizmast sonucu ge¢ donemde gdllenme gdsteren KNV paternidir.

Klasik KNV, foveal avaskiiler zon ( FAZ ) merkezine olan uzakligma gore ii¢ tipe

ayrilir (26).
1- Subfoveal KNV: FAZ merkezinde olan lezyonlar
2- Jukstafoveal KNV: FAZ merkezinden 1-199 pm uzaklikta olan lezyonlar
3- Ekstrafoveal KNV: FAZ merkezine 200 um’den uzak olan lezyonlar

Klasik KNV igerdigi klasik komponentin miktarina gére de baskin klasik tip ve
minimal klasik tip lezyon olarak tanimlanir.

a- Baskin Klasik KNV: Klasik KNV alaninin, tiim lezyon alaniin %50 veya
daha fazlasini icermesidir.
b- Minimal Klasik KNV: Klasik KNV alanmin, tim lezyon alanmin

%50’sinden daha azini icermesidir.

B- Okiilt KNV: FA bulgularina dayanarak Makiiler Fotokoagiilasyon Calisma
Grubu (MPS), Okiilt KNV’yi iki farkli gruba ayirmislardir. Bunlar; fibrovaskiiler pigment
epitel dekolmani ve kaynag belirsiz ge¢ sizintidir (27).

1- Fibrovaskiiler Pigment Epitel Dekolmanm: FFA’da floresein
injeksiyonundan 30-60sn sonra sinirlar1 belirgin olmayan, minimal
hiperfloresans veren, graniiler tarzda boya tutan lezyonlardir. Boya
tutulumu higbir zaman Klasik KNV’de oldugu gibi keskin smirli olmaz
(27).

YBMD’deki pigment epitel dekolmani (PED); RPE altindaki materyalin
ozelliklerine gore hemorajik PED, ser6z PED, drusenoid PED ve fibrovaskiiler PED
seklinde smiflandirilir (28).

a- Hemorajik PED: RPE altinda kan bulunmasi nedeniyle FA’nin biitiin

evrelerinde hipofloresans mevcuttur.

b- Seroz PED: Hem atrofik hem de eksiidatif tip YBMD’ de gelisebilir.

Erken fazdan itibaren giderek artan, smnirlar1 keskin parlak bir hiperfloresans

olustururlar.
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c- Drusenoid PED: Cok sayida yumusak drusenin birlesmesinden olustugu
icin girintili ¢ikintili kenarlara sahiptir. FA’da tiim anjiogram boyunca degismeyen
hafif floresans verir.

2- Kaynag Belirsiz Ge¢ Sizinti: FA’nin erken fazlarinda kaynagi
belirlenemeyen zayif hiperfloresans, ge¢ fazinda ise RPE diizeyinde sinirlar1 belirsiz lekeli
hiperfloresans seklinde gozlenir.

Okiilt KNV, FA’da keskin simnirlara sahip olmasa da indosiyanin yesil anjiografisi
(ISYA)’de keskin sinirlara sahip olarak gozlenebilir. Bazi durumlarda keskin smirli damar
ag1 goriilemez ve ISYA’ nin gec evrelerinde optik diskten kiiciik sicak nokta (hot spot) ya
da optik diskten daha biiylik plak tarzi boyanma olarak gozlenir (29).

Yas tip YBMD aktif donemi gecirdikten sonra diskiform skar ile sonlanir.
Diskiform skarin fibrotik kismi1 ge¢ fazda boyanirken, aktif kismi sizintiya neden olur.
Hicbir floresein sizintist yoksa saf diskiform skar olarak, aktif koroidea
neovaskiilarizasyonu ile birlikte lezyonun dortte birinden az kismini kaplayan skar dokusu

varsa neovaskiiler skar olarak adlandirilir.

2.4. YBMD TEDAVISi

2.4.1 Non-Neovaskiiler YBMD Tedavisi:

Yasa Bagli Goz Hastaliklar1 Calisma Grubu (AREDS); YBMD'da yiiksek doz
antioksidan vitaminlerin (400 IU vitamin E, 500 mg vitamin C ve 15 mg beta karoten) ve
minerallerin (80 mg ¢inko oksit ve 2 mg bakir oksit) alimint dnermektedir. Son ¢aligmalarda
lutein, ksantin ve zeaksantinin de YBMD profilaksisinde etkin oldugu gdsterilmistir.
Antioksidan tedavi ile 5 wyillik takipte tek tarafli orta derecede veya ileri YBMD'de
progresyonu %25, orta derecede gorme kaybi (3 sira veya daha fazla) riskini %19 azalttigin
bildirmektedir., YBMD olmayanlarda veya erken YBMD'deki faydali olduklar
gosterilememistir (30). Kuru tip YBMD tedavisinde antioksidan vitamin ve mineraller diginda

onerebilecek tedavi protokolii bulunmamaktadir.

2.4.2 Neovaskiiler YBMD Tedavisi:

Yas tip YBMD tedavisinde cesitli tedavi modaliteleri mevcuttur. Bunlar arasinda;
lazer fotokoagiilasyon, radyoterapi, fotodinamik tedavi, transpupiller termoterapi,
intravitreal enjeksiyonlar ve makiiler cerrahi bulunmaktadir.

A- Lazer Fotokoagiilasyon: Ekstrafoveal ve jukstafoveal lezyonlarda birgok klinik

caligma ile etkinligi gosterilmis bir tedavi seklidir. Fotoreseptdr ve retina pigment
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epitelinde geri doniissiiz hasara yol acarak merkezi gérme kaybina yol acabileceginden
subfoveal lezyonlarda kullanilmaz. Makiiler Fotokoagiilasyon Calisma Grubu (MPS) nun
verilerine gore, tedavisiz birakilan hastalarda agir gorme kaybi ( > 6 swra gérme kaybi)
ekstrafoveal lezyonu olan olgularda %64, jukstafoveal lezyonu olan olgularda %358 iken,
lazer fotokoagiilasyon uygulanan hastalarda bu oranlar sirasi ile %46 ve %49 olarak daha
az bulunmustur. Giliniimiizde lazer fotokoagiilasyon tedavisi ekstrafoveal lezyonlar ile

siirhidir ve bir¢ok jukstafoveal lezyonda bile kullanilmamaktadir (31,32).

B- Radyoterapi: YBMD tedavisinde kullanilan radyoterapi yontemleri teleterapi
ve brakiterapidir. YBMD hastalarma teleterapi uygulanan ve 7-11 ay boyunca takipleri
yapilan bir ¢aligmada, radyoterapi alan grupta % 61.3 oraninda KNV stabilizasyonu ve
regresyonu saglanirken, gorme keskinligi % 80.6 oraninda sabit kalmistir. Ayn1 caligmada
tedavisiz birakilan grupta biitiin hastalarda KNV’de progresyon saptanmis ve hastalarin
% 55’inde gorme azalmasi saptanmistir. Secilmis vakalarda radyoterapi, KNV tedavisinde
etkili bir tedavi gibi goriinse de, potansiyel tehlikeleri ve tedavi protokollerinin ve takip
kriterlerinin tam olarak oturmamis olmasi nedeniyle KNV tedavisinde giincelligini

kaybetmistir (33).

C- Transpupiller Termoterapi: Diod lazer kullanilarak retina pigment epiteli ve
koriokapillaris 1s1s1, viicut 1sisinin 10 derece iizerine ¢ikarilir ve geri doniissiiz hasar
olusturulur. 810 nm dalga boyunda diod lazer, 800 mW enerji altinda, 3 mm spot ¢apinda,
60 saniye boyunca lezyon iizerine uygulanarak hasar olusmasi saglanir. Hasar
mekanizmasinda; serbest radikal salinimi, neovaskiiler damarlarin trombozu, apopitozis ve
anjiogenezisin hipertermik inhibisyonu rol oynamaktadir. Okiilt lezyonlarda iyi sonuglar
elde ettigi bildirilmis olsa da yliksek komplikasyon riski nedeniyle giincelligini

kaybetmistir (34).

D- Makula Translokasyonu: Makula translokasyonunda ana gaye makuler
fotoreseptorleri, defektif RPE alanindan saglam RPE alanma tasimaktir. Cerrahi sonrast;
retina  dekolmani, makula deligi, epiretinal membran gibi komplikasyonlar
goriilebilmektedir. Major bir cerrahi olmasi, cerrahi sonrasi niikslerin sik olmasi ve daha
pratik ve efektif yontemlerin gelistirilmesi ile bu ydntem ancak cok agir hemorajik

dekolmani olan segilmis olgularda uygulanmaktadir (35).
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E- Submakiiler Cerrahi: Makiiler translokasyon yapmadan KNV’nin cerrahi
olarak ¢ikarilmasidir. Okiiler histoplazmozise bagli KNV ve idiopatik KNV olgularinda
uygulanmaktadir. YBMD’de kullanimi ¢ok kisithdir. Yiiksek niiks ve komplikasyon
oranina sahiptir. Submakiiler Cerrahi Caligmasi’nda submakiiler cerrahinin termal lazere

iistiinligiliniin olmadig1 gosterilmistir (36).

F- Fotodinamik Tedavi: Fotodinamik tedavi (FDT) toksik olmayan 1s18a duyarl
bir maddenin 151k enerjisini kimyasal enerjiye doniistiirmesi ve bu kimyasal enerjinin hedef
dokuya nakledilmesi sonucunda dokuda olusan degisikliklerin tedavi edici amagli
kullanilmasidir. Giliniimiizde FDT’de 1518a duyarli ajan olarak benzoporfirin derivatif
monoasit (BPD-MA, verteporfirin) kullanilmaktadir. Verteporfirin (Visudyne®) lipofilik
yapiya sahip bir molekiildiir. Tiimdr hiicreleri ve hizli boliinen aktif hiicreler tarafindan
hizli bir sekilde hiicre igine alnir. In vivo ¢alismalar artmus hiicre aktivitesinden dolay1
verteporfirinin neovaskiiler endotel hiicreleri tarafindan hizli ve selektif bir sekilde
alindigmi gostermistir. Kan dolagiminda verteporfirin diisiik agirlikli lipoproteinlere (LDL)
baglanarak bir kompleks olusturur. LDL-verteporfirin kompleksi hiicre yiizeyindeki LDL
reseptorleri araciligiyla ya da endositoz yoluyla hiicre i¢ine alinir. Hizli proliferasyona
ugrayan endotel hiicrelerinde, LDL reseptor iiretiminde artis oldugu bilinmektedir. Bu
sayede verteporfirin, 6zellikle hizli proliferasyon gdsteren endotel hiicrelerinde birikime
ugrar. Verteporfirin birkag zirvesi olan uzun absorbsiyon dalga boyuna sahiptir. Melanin,
kan ve fibrotik dokulara penetre olabilen 689 nm dalga boyunda 15181 (kirmizi 151k) etkili
bir sekilde absorbe eder. Aslinda verteporfirinin en kuvvetli absorbsiyon zirvesi 400 nm
dalga boyu (mavi 1s1k) civarindadir; ancak bu dalga boyunda oksihemoglobin de
absorbsiyon zirvesine sahip oldugu i¢in bu dalga boyu klinik amag¢h kullanilamaz.
Verteporfirin kullanilarak yapilan fotodinamik tedavi i¢in en uygun 151k kaynagi 689 nm
dalga boyu yayabilen non-termal diod lazerdir.

Fotodinamik tedavinin dokularda neden oldugu tahrip edici etki olduk¢a karmagik
olmakla beraber, temelde ii¢ mekanizma varligi tanimlanmistir. Bunlar hiicresel
mekanizmalar, damarsal mekanizmalar ve immiinolojik mekanizmalardir. Asil etki
mekanizmas1 damarsal mekanizmadir. Damar tikanmasma giden yoldaki ilk basamak
endotel hasaridir. Oksijen radikalleri ve hiicre membrani ile reaksiyona girebilen diger
aktif {irlinler endotelde tahribata neden olur. Bir senaryoya gdre endotel tahribati hiicre
iskeletinde degisimlere, bu da endotel hiicrelerinde biiziismeye ve sonugta hiicrelerin

birbirinden uzaklasarak aralarindaki bosluklarin agilmasina neden olur. Olusan bosluklarda
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aciga c¢ikan bazal membran trombosit aktivasyonu ve agregasyonunu hizlandirir.
Trombosit aktivasyonu kan akiminda staza ve damar sisteminin kapanmasina neden olur
(37). Bu nedenle PDT ‘den, ayn1 zamanda vazookliisiv tedavi olarak da bahsedilir. Nadir
olarak Verteporfin ile FDT nin sistemik ve okiiler yan etkileri bildirilmis olup, bu etkiler
genellikle gecici niteliktedir. TAP calismasinda; bel agris1 %2.5, alerjik reaksiyon %2,
enjeksiyon yeri reaksiyonu %15.9, fotosensitivite %3.5, geg¢ici gorme sikayetleri %22, ani
gdrme azalmasi (en az 4 sira) %0,7 gelistigi bildirilmektedir. Nadir olgularda subretinal

veya vitre i¢ci kanama, RPE yirtig1, uzamis koroidal hipoperfiizyon da bildirilmistir (38).

G- Intravitreal Enjeksiyonlar:

1- Anekortav Asetat: Anekortav asetat anjiostatik bir steroid olup, kortizen olarak
smiflandirilan derive bir ilactir. Steroidlerin ana yapi iskeleti olan kortizol iizerinde yapilan
degisikliklerle iiretilen, glikokortikoid aktiviteden arindirilmis ve anjiostatik etkinligi 6n
plana ¢ikarilmis molekiiller “anjiostatik kortizenler” olarak isimlendirilir. Anekortav
asetat anjiogenezin matriks metalloproteinaz indiiksiyonu, ekstraseliiler matriks yeniden
sekillenmesi ve endotel hiicre migrasyonu basamaklarmi inhibe etmektedir. Uygulama 15
mg dozunda, 6 aylik araliklarla ve 6zel olarak hazirlanmis subtenon kaniil ile posterior
jukstaskleral subtenon enjeksiyon seklinde yapilir. Anekortav asetat ¢alisma grubunun on
iki aylik sonuglarinda, alt1 ay ara ile posterior jukstaskleral uygulanan 15 mg anekortav
asetatin plaseboya gore gorme keskinliginin korunmasinda daha etkili oldugu gosterilmistir
(39).

2- Triamsinolon Asetat: Anti-inflamatuar 6zellikleri bulunan kortikosteroidlerin
VEGF geninin ekspresyonunu inhibe ettikleri gosterilmistir. Kortikosteroidlerin ayrica pro-
inflamatuar mediatorler tarafindan gergeklestirilen VEGF indiiksiyonunu doza ve siireye
bagimli bir sekilde azalttiklar1 da gosterilmistir (40). Yas tip YBMD hastalarinda 6zellikle
FDT ile kombine kullaniminda faydalar1 gdsterilmistir. YBMD ile iligkili olan ve FDT
tarafindan indiiklenen inflamatuar reaksiyonu ve anjiogenezi inhibe etmektedir. Intravitreal
triamsinolon asetonid (IVTA) uygulamasi sonrasi goriilebilen komplikasyonlar; katarakt

olusumu, goz i¢ci basing yiiksekligi, endoftalmi ve regmatojen retina dekolmanidir (41).

3- Pegaptanib Sodyum: Selektif olarak insan goziindeki en Onemli patolojik
VEGF izoformu olan VEGFies’e baglanabilme o6zelligine sahip RNA aptameri olan
pegaptanib sodyum, FDA tarafindan onaylanan ilk anti-VEGF ajandwr. Antikor

olmamasma ragmen antikor gibi davranir. Farmakokinetigi alti haftada bir vitre ici
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uygulanmasimi gerektirir. VEGFA’nin heparin baglama alanina baglanarak VEGFies ve
daha biiyiik izomerlerin VEGF reseptoriine baglanmasini engeller (42). Pegaptanib sodyum
ile yapilmis 1208 neovaskiiler YBMD hastasinin dahil edildigi Faz 2/3 ¢aligmasi olan VISION
(VEGEF Inhibition Study in Ocular Neovascularisation) Calismasi’nin sonuglar1 2004 yilinda
aciklanmistir. Tiim anjiografik lezyon tiplerinin dahil edildigi ¢aligmada, 54 haftanin sonunda
1 y1l boyunca 6 haftada bir pegaptanib tedavisi alan grupta plaseboya gore ciddi géorme kaybi1
(30 harf veya daha fazla) riskinin anlamli olarak az oldugu (%10-%22) saptanmistir. Bu
sonuglara gore 0.3 mg pegaptanib sodyum neovaskiiler YBMD tedavisinde tiim anjiografik alt
tipler i¢cin FDA’den kullanim onay1 almistir. VEGFi165°1 selektif olarak etkilemesiyle giivenli
olusu teorik bir istiinliikk olustururken, hizli sivi azalmasi saglayamamasi ve sadece sinirl

olguda goérme artig1 olmasi zayif yonleridir (43).

4- Ranibizumab: Bevacizumabin molekiil biiylikliigiiniin fazla olmas1 nedeniyle
VEGF’e kars1 monoklonal antikorun antijen baglayan kisminin pepsin ayirma yontemiyle
ayrilmasi sonucu elde edilen monoklonal antikor parcasinin etkinliginin bevacizumabdan
daha iistlin olacag: diisiiniilmiistiir. Bu diislinceden yola ¢ikarak, insan VEGF’ine karsi
fareden elde edilen monoklonal antikorun antijen baglayan parcasinin (Fab fragmani)
cesitli islemlerden gecirilmesi ile ranibizumab elde edilmistir (44). Ranibizumab, 2006
yillinda tim yas tip YBMD olgular1 icin FDA onay1 almistir. Ranibizumab da
bevacizumab gibi biitiin VEGF izoformlarin1 inhibe eder (45).

Faz 1-2 klinik ¢aligmalarinda, ranibizumabin giivenilir ve aktif oldugunun
gosterilmesi iizerine neovaskiiler YBMD tedavisinde kullanimi ile ilgili iki biiyiik faz 3
caligmasi yapilmis olup bunlar MARINA ve ANCHOR Caligmalar1’dir.

Cok merkezli, 2 wyillik, cift kor, plasebo kontrollii bir ¢alisma olan MARINA
(Minimally Classic/Occult Trial of the Anti-VEGF Antibody Ranibizumab in the Treatment of
Neovascular Age-Related Macular Degeneration) Caligmasi’nda, minimal klasik veya okiilt
lezyonlar1 olan hastalar, 24 aylik 0.3 mg veya 0.5 mg intravitreal ranibizumab enjeksiyonu
veya plasebo tedavisi almak iizere gruplara ayrilmistir. 24 ay boyunca ayda bir enjeksiyon
seklinde uygulanan intravitreal ranibizumab tedavisinin, sadece ciddi gérme kaybin1 6nlemekle
kalmayip, gorme keskinliginde kazan¢ sagladigi da gosterilmistir. Bu sonuglara gore
ranibizumab tedavisi, pegaptanib tedavisine gore gorme kazanci saglama konusunda daha
iistiin goriinmektedir (46).

Baskin klasik lezyonlarin tedavisinde kullanim i¢in FDA onay1 almis FDT ile ayn1
tip lezyonlarda ranibizumabim etkinliginin karsilagtirilmas1 amaciyla ANCHOR (The Anti-
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VEGF Antibody for the Treatment of Predominantly Classic Choroidal Neovascularisation
in Age-Related Macular Degeneration) Caligsmasi1 yapilmistir. Bu ¢alisma da ¢ok merkezli,
cift kor bir calisma olup, 1 yillik sonuglarinda intravitreal ranibizumab enjeksiyonunun
hem gorme keskinliginde artis hem de lezyon boyutlar1 ve sizintisinda azalma agisindan
FDT’ye iistiin oldugu gosterilmistir. Intravitreal ranibizumab enjeksiyonu yan etki
acisindan gilivenli bulunmakla birlikte, intraokiiler enflamasyon bazi hastalarda
gozlenebilmektedir. 0.5 mg dozda daha belirgin olmak iizere, her iki dozda da iridosiklit,
vitritis ve liveit gibi yan etkiler % 10—15 oraninda ortaya ¢ikmaktadir (47).

5- Bevacizumab: Fare epitoplarmnin insana uyarlanmasi ile elde edilmis
VEGFA nin biitiin izoformlarini1 bloke eden monoklonal antikordur. G6z hastaliklar igin
kullanim ruhsati olmayan, metastatik kolon kanserleri i¢cin FDA onay1 almis bir ilagtir.
Bevacizumab  biiyiik  molekiiller  yapiya  sahip  oldugu  icin  subretinal
neovaskiilarizasyonlarin tedavisinde i¢ limitan membrani ve i¢ pleksiform tabakay1
asamayacagl, bu nedenle retinaya penetre olamayacagi ve retina altindaki KNV’yi tedavi
edemeyecegi diisiiniilerek bevacizumabdan daha kiiciik molekiil agirliga sahip ranibizumab
tiiretilmistir (48). Bu daha kii¢iik antikor fragmaninin retinanin tiim tabakalarindan penetre
olmas1 ve terapétik potansiyelinin daha fazla olmasi gibi avantajlar1 olmasma ragmen,
bevacizumab okiiler neovaskiiler hastaliklarin tedavisinde intravitreal uygulama ile klinik
yerini almistir ve daha diisiik maliyete sahiptir (49). Yapilan klinik ¢alismalar intravitreal
bevacuzimab uygulamasinin gorme diizeylerinde anlamli artiga yol agtigmi gostermistir
(4). Vertoporfirin gibi genel kabul gérmiis standart bir uygulama protokolii yoktur. Her
klinik kendi protokoliinii uygulamaktadir. Genelde yapilan uygulama, tek basina ya da
kombine tedavilerde ilk doz uygulayip aylik kontrollerde OKT ve muayene bulgularina
gore KNV aktivitesi devam ediyor ise intravitreal tedaviyi silirdiirmek seklindedir.
Intravitreal uygulama dozu 1.25- 2.5 mg araligindadir. Okiiler kullamimda bir haftadan
daha uzun bir siire sistemik dolasimda kalir. Okiiler komplikasyonlar arasinda; korneal
abrazyon, kemozis, lens yaralanmasi, okiiler inflamasyon, retina pigment epitel yirtig1 ve
akut goérme kayb1 yer almaktadir. Sistemik komplikasyonlar1 ise beyin infarkti, sistolik kan
basincinda yiikselme, yiiz derisinde kizariklik, kasintiyla birlikte yaygm dokiintii ve
menstruel diizensizlik olarak belirtilmistir. Ancak bunlar olduk¢a nadir goriilen
komplikasyonlardir. G6z i¢i basinci yiiksekligi ise bildirilmemistir (5).

Bevacizumab ve ranibizumab, Genentech firmasi tarafindan iiretilmektedir. Ancak

sadece ranibizumab intravitreal kullanim amaciyla {iretilmis olup, bevacizumabin
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intravitreal uygulamas: ile ilgili firma destekli bir ¢aliyma bulunmamaktadir. Bu ylizden
bevacizumab ile ilgili elde edilen verilerin biiyiik cogunlugu retrospektif ¢aligmalardan
kaynaklanmaktadir. Ulkemizde bevacizumabin intravitreal kullanimina, Saghk Bakanligi
tarafindan endikasyon dist ila¢ kullanimi adi altinda, gesitli sartlara baglanarak Haziran

2007’den beri izin verilmektedir.

2.5. ANJIOGENEZ

Kan damarlarmin olusum siireci, vaskiilogenez ve anjiogenez olmak tizere iki farkl
sekilde gerceklesir. Vaskiilogenez daha 6nce avaskiiler olan dokunun ilk kez damarlanmasi
stireci iken, anjiogenez mevcut damarlardan yeni damarlarin olugmasi siirecidir (50).
Primordial damarsal sistemin gelisimi vaskiilogenezis olarak tanimlanir ve endotelyal
progenitor hiicrelerin (anjioblastlar), embriyonik ve embriyo disi mezoderm igerisinde,
ilkel damarsal ag1 olusturmak tizere farklilasmasini kapsar.

Mevcut kan damarlarindan yeni kan damarlarinin gelismesi anlamma gelen
anjiogenez, viicutta fizyolojik siirecin bir parcast olabildigi gibi, patolojik siireglerin bir
parcast olarak da gerceklesebilir. Embriyogenez, yara iyilesmesi ve kadin {ireme
sisteminde goriilen anjiogenez fizyolojiktir. Inflamatuvar hastaliklarda (artrit, kronik
inflamasyon, inflamatuvar bagirsak hastaliklari, psoriazis), cesitli kanserlerde (meme,
mesane, kolon, akciger, noroblastom, melanom, bdbrek, pankreas, uterus, serviks,
glioblastom) ve bazi gdz hastaliklarinda anjiogenez patolojik olarak ortaya ¢ikmaktadir
(51). Retinal dolasimdan kdken alan neovaskiilarizasyon genellikle diabetik retinopati, retina
ven okliizyonu, prematiir retinopatisi ve orak hiicre retinopatisinde goriiliir. Koroideal
dolasimdan kaynaklanan neovaskiilarizasyon ise YBMD, tahmini okiiler histoplazmozis
(POHS), dejeneratif miyopi ve travmaya bagli olusur (52).

Anjiogenez oldukca karmasik bir mekanizmadir ve ekstraselliiler matriks i¢indeki
ve etrafindaki hiicrelerde bulunan pek ¢ok biiylime faktorlerini, sitokinleri ve reseptorleri
gerektirir. Anjiogenez siireci i¢inde yer alan en temel hiicre damar endotel hiicresidir.
Perisitler ile birlikte kapiller damar duvarlarini olustururlar ve her ikisi de ana damarlari,
dallar1 ve kapiller ag1 olusturan genetik bilgileri igerirler.

Anjiogenezin diizenlenme evreleri pek ¢ok biiylime faktoriiniin ve diizenleyici
proteinin kontrolii altindadir. Heniliz tim anjiogenik etkilesimlerin niteligi netlige
kavugsmanmustir. En biiylik olasilik anjiogenik uyaricilar ve anjiyogenez inhibitdrleri

arasindaki dengenin, normalde damarsal bilesenlerin sessiz halde kalmalarini sagliyor
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olmasidir. Anjiogenik uyaranlarin artig1 ve anjiogenez inhibitorlerinin azalig1 anjiogenezi

baslatmaktadir (51).

2.6. VEGF AILESI

Trombosit kaynakli biiyiime faktorleri siiperailesinin iiyesi olan VEGF ailesi,
endotel hiicreleri i¢in 6nemli etkilere sahiptir. Viicutta hem fizyolojik olaylarda, hem de
tiimor biiylimesi ve yayilmasi ve retinal neovaskiiler patolojileri de iceren bir¢ok hastaligin
etiyolojisinde rol oynar. Molar cinsinden, vaskiiler ge¢irgenlikte histaminden 50.000 kat
daha giiclii oldugu saptanmustir. Vaskiiler gecirgenlik faktorii, ilk kez klonlandig1 ve
eksprese edildigi 1989 yilina kadar kismi olarak tanimlanabilmis ve bu tarihte giiglii bir in
vitro endotelyal hiicre biiyiime stimiilatorii ve in vivo neovaskiilarizasyon stimiilatorii
oldugu gosterilmistir (53). VEGF aracilig1 ile plazma proteinleri, fibrinojen ve pihtilasma
faktorleri ekstravaze olmakta, 6dem sivisi ve interstisyel basing artmakta, normalde anti-
anjiogenik olan stroma, proanjiojenik stromaya doniigmektedir. Endotelyal hiicrelerde gen
ekspresyonunu yeniden programlamakta, onlar1 apoptozise karsi koruyarak endotelyal
hiicre yaslanmasini durdurmaktadir. VEGF retinada; ganglion hiicreleri, miiller hiicreleri,
retina pigment epitel hiicreleri, perisitler ve glial hiicrelerden sentezlenir. Koroideal
damarlarin gelisimi icin RPE’den iiretilen VEGF gereklidir. VEGF ailesi: VEGF-A
(Human-VEGF), VEGF-B, VEGF-C, VEGF-D, VEGF-E ve Plasenta biliylime faktori
(Placental growth factor; PIGF) adi verilen alt1 iiyeden meydana gelmektedir (54).

VEGF-A: Altinct kromozom’da (6p21.3) kodlanmistir. Ayni zamanda Human-
VEGF olarak da bilinir. VEGFR-1 ve VEGFR-2 reseptorleri lizerinden anjiogenik etki
gosterir. VEGFR-1 {izerinden pozitif ve negatif anjiogenik etki gosterir. VEGFR-2
iizerinden mitojenik, anjiyogenik ve vaskiiler gegirgenlik artigi gibi etkilerini gosterir.
VEGF-A’nin su ana kadar bilinen alt1 adet izoformu vardir. Bunlar VEGF121, VEGF14s,
VEGFi6s, VEGF1s3, VEGFis9 ve VEGF206 olarak isimlendirilmislerdir ve isimlerindeki
sayilar aminoasit sayilarmi gdstermektedir. Izoformlar arasinda major bir fark heparine
olan affiniteleridir. VEGF121 hari¢ hepsi heparine baglanmaktadir. VEGFi21, VEGF14s5 ve
VEGFis6s salgilandiginda kolayca difiize olur ve erimis formlar1 sivilarda saptanabilir.
VEGFi189 ve VEGF206 ise salgilandig1 halde hiicre aracili olarak kalir ve varliklar1 testlerde
kolayca saptanamaz. VEGFigo’un da heparine affinitesi yiiksektir. VEGFies major

izoformdur ve endotel hiicrelerine gii¢lii mitojen ve kemotaktiktir (55).
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VEGF-B: VEGF-B geni 11. kromozomda q13 bandinda yerlesmistir. VEGF-B‘nin
alternatif parcalanma yoluyla B-167 ve B-186 olmak iizere iki polipeptid formu
olusmustur. Hipoksi, VEGF B seviyesini diizenlememektedir. VEGFR-1’e baglanir ve
monositlerin aktivasyonu ve farklilagmalarinda rol alir. VEGFR-2 ve VEGFR-3’e
baglanamaz. Bu nedenle VEGF-B yetersiz endotel hiicre mitojeni olarak kabul
edilmektedir. Cizgili kaslarda, kalp kasinda ve yag dokusunda fazla bulundugundan dolay1
fonksiyonu yiiksek hiicresel enerji metabolizmasi ile iliskili olabilir (56).

VEGF-C: VEGF-A ile %16 oraninda benzeyen 388 aminoasitten olusmustur.
Lenfatik damarlarin olusmasinda (lenfanjiogenez) rol oynamaktadwr. VEGFR-2 ve
VEGFR-3’e baglanarak vaskiiler ve lenfatik endotelyal hiicrelerde mitojenik etki yapar.
Yara iyilesmesinde rol alir (57).

VEGF-D: 334 aminoasitten olusan ve VEGF-A ile % 31 oraninda ayni
aminoasitler iceren bir proteindir. Bu da VEGFR-2 ve VEGFR-3’e baglanarak VEGF-C
ile benzer islevler yapar (54). En fazla embriyogenez doneminde akciger ve deride
bulunur. VEGF-D; melanoma, pankreas Ca, meme Ca, 6zefagus Ca ve akciger kanserinde
timor anjiogenezis ve lenfanjiogenezisinde etkili bulunmustur (58).

VEGF-E: VEGF-A ile aminoasit dizilimi %25 oraninda ayni1 olan bir polipeptittir.
Glglii bir mitojen ve permeabilite arttiric1 faktordiir. VEGFR-1’e baglanmay1 bagaramaz
ama VEGFR-2’ye segici olarak baglanarak etkisini gosterir. Insanda bulunmaz (57).

Plasenta Biiyiime Faktorii (Placenta Growth Factor; PIGF): VEGF ailesinin
tanimlanan ilk iiyesidir. Sinyal peptitlerinin boliinmesi siwrasinda 6nce 131 amino asite
sahiptir. Daha sonra yeni aminoasitlerin eklenmesiyle VEGF-A ile %37 oraninda benzesen
ve 152 aminoasit igeren son sekli olusur. VEGF-B gibi VEGFR- 1'e baglanarak etki
gosterir (57).

2.7. APOPITOZIS

Yunanca “dokiilen yaprak™ anlamina gelen apopitozis, patolojide programli hiicre
oliimiinii ifade etmektedir. Morfolojik olarak birbirinden farkli iki tip hiicre dlimi sekli
oldugunu, ilk kez Avustralya’li patolojist John Kerr bildirmistir. Sonrasinda yapilan
elektron mikroskobi caligmalarinda Kerr, bu fenomeni “biiziisme nekrozu” olarak
tanimladi. 1972’de Andrew Wyllie ve Alistair R. Currie, bu aktif siireci nekrozdan ayirt
etmek i¢in “apopitozis” terimini kullandilar (59). Bircok 6zelligi nekrotik hiicre 6liimiiniin
diger tipleri ile benzerdir. Baz1 hiicreler uyaranin siddeti ve siiresine, 6liim olaymin hizina,

etkilenen hiicrenin adenozin trifosfat (ATP) tiiketim hizina baglh olarak, apopitozis veya
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nekroz gosterir. Gelisim sirasinda, dokulardaki normal hiicre populasyonunun devaminda
denge saglayict mekanizma olarak, immiin sistem reaksiyonlarinda korunma mekanizmasi
olarak, hiicreler kalici olarak zedelendiginde ve yaghilikta apopitozis goriiliir.
Embriyogenez sirasinda hiicrelerin programli yikimi, hormon bagimli involiisyon, tiimdrler
ve akut inflamatuar yanitta polimorf niiveli 16kositlerin 6liimii gibi ¢ok sayida fizyolojik,
adaptif ve patolojik olay apopitozisi tetikler.

Apopitozis hiicre i¢inden ve digindan gelen sinyallerle baslatilan ve birbirini takip
eden olaylar zinciri olarak seyretmekte ve hiicrenin fagositozu ile sona ermektedir. Bu
asamalar;

A- Apopitozun baslatilmasi

Hiicrenin apopitozise gidebilmesi icin hiicre i¢i veya disindan gelen bir sinyal ile
genetik mekanizmanin uyarilmasi gereklidir.

1- Hiicre disindan kaynaklanan sinyaller:

a- Cevresel yasam sinyallerinin ve biiyiime faktorlerinin yetersizligi:
Hiicreler komsu hiicrelerden ve ekstraseliiler matriksten gelen yasam sinyallerine,
biiyiime faktorlerine ihtiya¢ duyarlar. Bu sinyaller diizenli bir sekilde ve yeterli
miktarda olmazsa hiicreler apopitozise gitmektedirler.

b- Oliim reseptdrlerinin aktivasyonu: Baz sitokinlerin hiicre membraninda
bulunan reseptdrlere baglanarak olusturduklar1 sinyaller apopitozisi baslatabilir.
Apopitozisde rol alan membran reseptorleri i¢inde en dnemli grup tiimor nekroz
faktor reseptdr (TNFR) ailesidir. Bu reseptor ailesinin bir¢ok tliyesi olup bir kismi
apopitozis olustururken bir kismi ise apopitozisden korumaktadir. TNFR i¢inde
apopitozis olusturan reseptorlerden en 6nemlileri Fas ve TNFR1 dir.

c- Hiicrenin maruz kaldig1 dis etkenler: Hipoksi, 1s1, anti-neoplastik ilaglar
ve radyasyon DNA hasar1 olusturarak apopitozisi baglatmaktadir.

2- Hiicre icinden kaynaklanan sinyaller: DNA hasari, hiicre i¢i kalsiyum

seviyesinde artig, hiicre i¢i pH’da diisme, metabolik ve/veya hiicre siklus

bozukluklaridir (60,61)

B- Hiicre i¢ci proteazlarin aktivasyonu

Hiicre i¢inden ve disindan gelen sinyaller hiicre i¢indeki kaspaz ( cysteine aspartate
spesific proteases) adi verilen proteazlar1 aktive etmektedir. Oliim reseptdrleri adaptdr
proteinler araciligiyla, i¢ sinyaller ise mitokondri araciligiyla kaspazlar1 aktive etmektedir.
Sinyaller mitokondri dis zarinda gecirgenligi arttirir. Mitokondri dig zarmin gegirgenligi

bazi proteinler ile saglanmaktadir. Bunlarin en 6nemlisi bcl-2 grubu proteinlerdir. bcl-2
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grubu proteinlerin bir kismi pro-apopitotik etkili iken diger kismi ise anti-apopitotik
etkilidir. Pro-apoptotik olanlar, sitokrom c’nin mitokondriden sitoplazmaya saliverilmesini

indiiklerler. Anti-apoptotikler ise sitokrom c saliverilmesini baskilarlar (Tablo 2).

Antiapopitotik Proapopitotik
e Bcl2 * Bax
e Bcl-XI e Bad
e Bclv ¢ Bak
o Mcl-1 e Bcl-Xs
e Bim
e Bid

Tablo 2: Bcl-2 grubu proteinler

C- Kaspaz Ailesi ve Apopitozisdeki Rolleri

Kaspazlar, zimojen (inaktif prekiirsor) olarak sitoplazmada bulunan ve aktif
merkezlerinde sistein yer aldifindan sistein proteazlar olarak adlandirilan bir enzim
grubudur ve aspartik asitten sonraki peptid bagmi kirarlar. Su ana kadar 14 tanesi
tanimlanmistir ve c¢ogu apopitozisde rol almaktadir (62—64). Hiicrede inaktif olarak
bulunan kaspazlar, birbirlerini aktiflestirerek proteolitik bir kaskada neden olurlar. Kaspaz
2,8,9,10 baslatici kaspazlar olarak bilinirken, Kaspaz 3,6,7 efektor kaspazlar olarak bilinir.
Bagslatic1 kaspazlar, apoptotik uyariyla baglayan oliim sinyallerini efektdr kaspazlara
naklederler. Efektor kaspazlar ise ilgili proteinleri parcalayarak apoptotik hiicre
morfolojisinin meydana gelmesine neden olurlar. Ik tanimlanan enzim interlokin 1-B
doniistiirticii enzimdir (ICE) ve pro-kaspaz 1 olarak bilinir (65).

Kaspazlar, DNA endoniikleaz1 baglayan proteini yikarak DNA kiriklar1 olusumuna
neden olur. Aktini yikan proteini aktiflestirerek hiicre sekil bozuklugu olustururlar.
Membran i¢ yiiziinde bulunan fosfotidilserini dig yiizeyine yer degistirir, intraselliiler
adhezyon molekiilleri (ICAM) ve trombospondin gibi adhezyon molekiillerini agiga
cikarirlar (60,61).

Kaspazlarin ¢ogu sitoplazmada bulunuyorsa da bazi iiyeleri, drnegin kaspaz 12,
golgi aparatinda, kaspaz 2, kaspaz 3 ve kaspaz 9 mitokondride bulunabilir (66). En 6nemli

baslatic1 kaspazlar, tip I apopitozis (mitokondri aracili, intrinsik) i¢cin kaspaz 8, tip II
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apopitozis (ekstrinsik) i¢cin kaspaz 9, tip III apopitozis (endoplazmik retikulum aracili) i¢in
kaspaz 12’dir. Kaspaz 3 aktivasyonu programlanmis hiicre dliimiinde geri doniisiimsiiz
noktanin en 6nemli gostergesidir (67).

Apopitozisde hiicreler morfolojik olarak yiizey yapilarini ve diger hiicrelerle temas
yiizeylerini kaybeder. Hiicreler sivi kaybederek kiiciiliir ve biiziislir. Sitoplazmanin
yogunlastig1 ve organellerin birbirlerine yakinlastigi goriiliir. Membranlar biitiinliiklerini
korurlar ve organeller genel olarak saglamdir. En 6nemli degisiklik c¢ekirdekte gozlenir.
Kromatin, ¢ekirdek membranina yakin kisimlarda yogunlasir (kromatin kondensasyonu),
cekirdek biiziisiir ve bazen membranla sarili olan birka¢ pargaya ayrilabilir. Hiicre, zarla
cevrili kiiclik parcalara boliinerek apopitotik cisimcikler olusturur. Apopitotik cisimcikler

cevredeki parankim hiicreleri ve fagositler tarafindan fagositoz edilerek temizlenir (60,61).

2.8. L-KARNITIN

Karnitin (3-hidroksi 4-N-trimetilamino butirat), yag asit metabolizmasindaki
B- oksidasyonda, yag asitlerinin mitokondri membranindan geg¢isini saglayan bir maddedir.
Karnitin esas olarak karacigerde, daha az olarak da bobrek ve beyinde sentezlenir.
Karnitinin antioksidan etkisinin de bulundugu diisiiniilmektedir. Karnitin, ayn1 zamanda
peroksizomal yag asidi oksidasyonunun son iirlinlerinin ve dalli zincirli amino asitlerden
olusan a-ketoasitlerin tasinmasinda da gorev yapar (68).

L- karnitin ve onun kisa zincirli esterleri olan; L-asetil karnitin ve L-propionil
karnitin baz1 6nemli hiicre i¢i fonksiyonlara ve bir¢ok farmakolojik etkiye sahiptirler:

e Uzun zincirli yag asitlerinin, B-oksidasyon yeri olan mitokondriyal matriks igine
tagimalarini saglarlar. Mitokondri i¢ membrani, uzun zincirli yag asitlerine karsi
gecirgen degildir ve bu membrani ancak karnitinle birleserek gecebilmektedirler
(69).

e Mitokondri hiicre membranlarinin  stabilizasyonunu  saglamakla  birlikte,
peroksizomal seviyede lipit peroksidasyonunda rol oynamaktadirlar (70).

e Karnitin, karnitin asetiltransferaz enzimi ile Koenzim A (KoA)’dan, karnitine asetil
birimlerinin geri doniisiimlii transferini katalizleyerek, serbest KoA miktarini
arttirrr.  Serbest KoA miktarinin - artmasi ise, o-ketoglutarat dehidrogenaz
aktivitesini arttirmak suretiyle Krebs siklusunu hizlandirarak mitokondri i¢indeki

KoA/asetil KoA oranmin korunmasini saglar (71).
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e Karnitin, ac¢il gruplarin1 temizlemek suretiyle detoksifiye edici bir ajan olarak rol
oynar. Bu yoniiyle hiicrenin osmotik dengesinin devamini saglar. Mitokondri iginde
birikmeleri durumunda bir¢ok enzimin inhibisyonuna neden olan ve yikict etkileri
olan a¢il gruplarinin mitokondri digina taginmalarini saglar (72).

Ayrica L-karnitin, membran olusumu ve biitliinligi i¢in gerekli fosfolipidlerin
sentezini arttirarak ve fosfolipidlerin reagilasyonuna aracilik ederek, membran onariminda
onemli rol oynamaktadir. Bu etkilerin tam mekanizmasi heniiz bilinmemektedir, fakat L-
karnitinin membran tiizerine direkt etki gosterebilecegi diisiiniilmektedir. Karnitin, -
oksidasyon i¢in lipidleri sitozolden mitokondri i¢ine tagiyarak, lipid diizeylerini diisiirmek
suretiyle lipoperoksit liretimini azaltmaktadir (73). Serbest radikal hasarina karsi membrani
stabilize ederek hiicre hasarin1 onleyebilir ve ayrica mitokondriyal hasar1 engelleyebilir.

Boylece serbest radikal kagagini azaltarak, enerji iiretimini arttirabilir (74,75).
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GEREC VE YONTEMLER

Calisma, Dokuz Eyliil Universitesi Tip Fakiiltesi Goz Hastaliklar1 Anabilim Dal1
tarafindan, Histoloji ve Embrioloji Anabilim Dali ve Deney Hayvanlar1 Anabilim Dali’nin
katkilariyla, Dokuz Eyliil Universitesi Tip Fakiiltesi Deney Hayvani Arastirmalari Yerel
Etik Kurulu’'nun 16.01.2009 tarihli izni ile Mayis 2009 tarihinde gerceklestirildi.
Calismaya toplam 30 erkek tavsanin (Yeni Zelanda albino tavsan, 2-3 kg agirliginda) 60
g06zii dahil edildi. Caligmaya dahil edilen tavsanlar 2 esit gruba ve her grup da 3 esit alt
gruba ayrildi. Grup 1; her biri 2 mg(0,08 ml) , 4 mg (0,16 ml) ve 6 mg (0,24 ml)
intravitreal bevacizumab (Altuzan, Roche™) uygulanacak olan 3 esit alt gruba (Grup la, 1b,
Ic) ayrildi. Grup 2 ise ayni alt gruplama prensibi ile gruplandi (Grup 2a, 2b, 2c¢), ancak
intarvitreal bevacizumab uygulamasina ilaveten intraperitoneal 500 mg/kg L-karnitin de
uygulandi. Her tavsanin sag gozii bevacizumab uygulanan ¢aligma gozii (C), sol gozii ise
aym hacimde salin soliisyonu uygulanan kontrol grubu goz (K) olarak belirlendi (Ornek:

Cla, Kla )(Tablo 3).

Grup 1 Grup 2
(Intravitreal Bevacizumab) (Intravitreal Bevacizumab +

Intraperitoneal 500 mg/kg L- karnitin)

Grup la | 2 mg (0,08 ml) Grup 2a | 2 mg (0,08 ml)

Tablo 3: Calismaya alinan tavsan gruplari

Hayvan labaratuvar1 ameliyathanesinde, cerrahi aletlerin sterilizasyonu saglandiktan
sonra, tavsanlar 1 ml intramiiskiiler ketamin hidroklorid (35 mg/kg)(Ketalar®, Pfizer) ve
ksilazin hidroklorid (5 mg/kg)(Rompun®, Bayer) karigimi ile uyutuldu. % 0.5’lik
tropikamid (Tropamid®, Bilim) ve % 2.5’lik fenilefrin hidrokloriir (Mydfirin®, Alcon)
damla ile pupiller dilatasyon saglandiktan sonra, % 0,5’lik proparakain hidrokloriir
(Alcaine®, Alcon) damla ile topikal anesteziyi ve % 5’lik povidon iodin uygulanmasini
takiben intravitreal bevacizumab enjeksiyonu uygulandi. Enjeksiyonlar iist temporalden,
cerrahi limbusun 2 mm gerisinden 27-gauge igne ile yapildi. L-karnitin (Carnitene®,Santa

Farma) ise tavsanlara ayn1 seansta intraperitoneal olarak uygulandi. Postoperatif donemde
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ofloksasin % 0.3 (Exocin®, Allergan,) antibiyotik damla uygulamasi alt konjunktival
forniks i¢ine giinde 3 kez olacak sekilde 7 giin boyunca uygulandi ve tavsanlar 2 hafta siire
ile Dokuz Eyliil Universitesi Tip Fakiiltesi Deney Hayvanlar1 Laboratuvari’'nda bakim
altinda izlendi. Bu donem boyunca 1.glin, 3. giin, 1. ve 2. haftada 6n segment yapilar1 151k
kaynagi ile kontrol edildi. Birinci hafta ve ikinci haftada indirekt oftalmoskopi ile fundus
muayenesi yapildi. Ikinci haftanin sonunda tavsanlara intrakardiak 100mg/kg tiopental
(Pentotal®, Abbott) uygulanip, sakrifiye edildikten sonra gdzler eniikle edilerek histolojik

inceleme yapildi.

1-Isik Mikroskobik Doku Takip Protokolii:

Dokuz Eyliil Universitesi Tip Fakiiltesi Histoloji ve Embriyoloji Anabilim Dali
labaratuvarlarinda, %10’luk formaldehit ile tespit edilen doku o&rnekleri, fiksatifin
uzaklagtirilmalar1 amaciyla 1 gece akarsu altinda yikandiktan sonra dehidratasyon
amactyla 20’ser dakika %70’den %95°e artan etil alkol serilerinden gegirildi. Ardindan
20’ser dakika 4 degisim aseton solusyonlarindan gegirildikten sonra, 2 degisim 30’ar
dakika ksilolde tutuldu. 60°C’lik etiiv igerisinde 2 degisim parafin uygulanip birer saat
parafin ile immersiyonu saglandiktan sonra dokular parafin bloklar icerisine gomiildii.
Parafin bloklardan inceleme yapmak amaciyla mikrotom araciligi ile 5 pm’lik kesitler

alind1 (Tablo 4).

%10 formalin,

Akarsu

% 70 etil alkol
% 80 etil alkol
% 95 etil alkol

Aseton (4 degisim)

Ksilol
Ksilol

Parafin

Parafin

Parafin

Tablo 4: Isik mikroskobik doku takip protokolii
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2-Hematoksilen-Eozin Boyama Protokolii

Mikrotom (Leica, RM 2255) aracilifi ile alman Sum’lik parafin kesitler
deparafinizasyon islemi i¢in 1 gece 60°C’lik etiivde birakildiktan sonra, 20’ser dakika {i¢
degisim ksilole tabi tutuldu. Ardindan dehidratasyon islemi i¢in %95’den %70’e azalan
alkol serilerinden gecirilen kesitler 10 dakika akarsu altinda yikandi 10 dakika
hematoksilen (Surgipath, 01562E, Bretton, Cambridgeshire) ile boyamanin ardindan,
boyanin fazlasinin dokudan uzaklagtirilmasi i¢in 10 dakika akarsuda yikanan kesitler, 2
dakika eozin (Surgipath, 01602, Canada) boyas1 ile boyandi. Ardindan sirasiyla %80 ve
%95°1ik alkol serilerinden gegcirilip havada kurutulan kesitler seffaflastirma amaciyla 30’ar
dakika iki degisim ksilolde tutulduktan sonra entellan (Merck 1.07961.0100, Darmstadt,
Almanya) ile kapatildi (Tablo 5).

60°C etiivde
Ksilol (3 degisim)
% 95 alkol

% 80 alkol

% 70 alkol
Akarsu

Hematoksilen

Akarsu

Eosin

Akarsu

% 80 alkol

% 95 alkol

Ksilol (3 degisim)

Entellan

Tablo 5: Hematoksilen-Eozin boyama prosediirii
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3-TUNEL Yontemi

Bu teknik i¢in Apoptag Plus Peroxidase In situ Apoptosis Detection Kit (S7101,
Chemicon, USA, Canada) kullanildi. Poly-L-lysine (PLL; Sigma) ile kaplanmis lamlara
alman 5 um kalmhgmdaki kesitler boyama icin bir gece 60 C°’lik etiivde tutulduktan
sonra, 3 degisim ksilol ile deparafinizasyon islemi gergeklestirildi. Ardindan azalan
derecede alkol serileri ile dehidratasyon saglanarak distile suda 10 dakika bekletildi.
Kesitler 15 dakika 20 pg/ml proteinaz K ile enkiibe edildikten sonra, distile su ile 5x2
dakika yikandi. Doku endojen peroksidazini inhibe etmek amaciyla 5 dakika %3’liikk H,O,
(Merck, 1.08597.1000 Darmstadt, Germany) uygulandiktan sonra 3 defa 5’er dakika fosfat
ile tamponlanmis salin (PBS) (Fluka, 79383, Switzerland) ile yikama yapildi. 10 dakika
Equilibraiton buffer solusyonu uygulandiktan sonra TdT (Terminal deoksiniikleotidil
transferaz) enzimi ile 37°C de 1 saat enkiibe edildi. Stop/wash buffer solusyonu 10 dk
uygulandiktan sonra PBS ile yikama yapildi ve 30 dakika oda 1sisinda anti-digoxigenin
conjugate solusyonu uygulandi. Tampon soliisyonu ile yikanan kesitler TUNEL
reaksiyonunun  goriinlirliiglini  saptamak amaciyla peroxidase substrat DAB
[(diaminobenzidine) buffer + DAB substrat] ile boyandi. Distile su ile yikandiktan sonra
Harris hematoksilen ile zemin boyamasi yapilan kesitler, %80 ve %95’lik alkollerde
dehidratasyon ve 30’ar dk 2 degisim ksilol ile seffaflastirma isleminden sonra entellan ile

kapatild1 (Tablo 6).
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PBS

Proteinaz K

Distile su

9%3’liik hidrojen
peroksit

PBS

Equilibraiton buffer

TDT Enzim solusyonu

Stop wash buffer

PBS

Anti-digoxigenin

conjugate solusyonu

PBS

DAB

Distile su

Mayer’s hematoksilen

PBS

% 80 alkol

% 95 alkol

Ksilol (2 degisim)

Entellan

Tablo 6: TUNEL uygulama prosediirii
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4-Indirekt Immiinohistokimyasal Yontem

Kaspaz—3 immunreaktivitesinin gosterilmesi amaciyla tavsan spesifik anti-kaspaz—3
antikorlar1  (RB-1197-R7,  Thermo Scientific, Fremont, CA)  kullanildi
Immunohistokimyasal inceleme i¢in 60°C’lik etiivde 1 gece ve ksilolde 3 degisim 20’ser
dakika deparafinize edilen doku kesitleri, azalan alkol serilerinde rehidrate edildikten sonra
10 dakika distile su ile yikandi. Dokuya zarar vermeden kurulanip dakopen (Dako,
Glostrup, Denmark) ile ¢evreleri sinirlandi. Tripsin (00 -3008, Digest All 2A, Zymed, San
Francisco, California, CA) soliisyonu i¢inde 37°C etiivde 15 dakika tutulan kesitlere, doku
endojen peroksidazini inhibe etmek amaciyla 5 dk %3’liikk Hidrojen peroksit uygulandi. 3
defa 5’er dakika fosfat tampon soliisyonu ile yikanan kesitler 1 saat oda 1s1sinda bloklama
solusyonu (Invitrogen, Histostain- Plus Broad Spectrum, 85-9043) ile enkiibe edildi ve
ardindan yikama yapilmadan kaspaz—3 antikoru ile bir saat +4°C’de enkiibe edildi.
Ardindan fosfatli tampon soliisyonu ile 3 defa yikanan kesitler biyotinlenmis sekonder
antikor (Invitrogen- Plus Broad Spectrum 85 -9043) ile 30 dk enkiibe edildi. PBS
solusyonu ile yikama yapildiktan sonra Enzimle isaretli (peroksidaz) avidin-biyotin
kompleksi (streptavidin) (Histostain- Plus Broad Spectrum 85-9043) 30 dakika uyguland:.
Reaksiyonun goriiniir hale getirilmesi i¢in Diaminobenzidin (DAB) (1718096, Roche)
kullanildi. Zemin boyamast Harris hematoksilen ile yapildi. Dereceli alkollerde
dehidratasyon islemi gerceklestirilen kesitler ksilol ile seffaflagtirma isleminden sonra

entellan ile kapatildi (Tablo 7).
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60°C etiivde

Ksilol (3 degisim)

Ksilen

% 95 alkol

% 80 alkol

% 70 alkol

Distile su

Dakopen

PBS

Tripsin

PBS

%3’liik hidrojen peroksit

PBS

Blok solusyonu

Caspase—3, VEFG

PBS

Biotinlenmis sekonder

antikor

PBS

Streptavidin sekonder

antikor

PBS

DAB

Distile su

Mayer’s hematoksilen

PBS

Entellan

Tablo 7: Indirekt immiinohistokimyasal boyama prosediirii
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5-Elektron Mikroskobik Doku Takip Prosediirii

Alman doku &rnekleri 1mm’ liik pargalara ayrildi. %2.5°lik fosfat tamponlu
gluteraldehitte 48 saat tespit edildi. Fosfat tamponlar1 ile yikandi. 1 saat boyunca bire bir
oraninda tampon soliisyonu ve OsO4 (osmiyum tetroksit) ile ikinci kez tespit edildi ve
boyandi. Fosfat tamponlar1 ile yikandi. Propilen oksitten gecirilerek seffaflagtirildi.
Dereceli alkol serilerinden gecirilerek dehidrate edildi. Propilen oksitten gecirilerek
seffaflagtirildi. Araldit + DDSA (dodecenyl succinic anhidrit) 6n gdmme materyaline
gomiilerek bir gece bekletildi. Daha sonra Araldit [E006 Araldite CY212 RESIN (TAAB)]
+ DDSA [D025 DDSA EM (Dodecenyl Succinic Anhydride), (TAAB)] + BDMA [B008
Accelerator BDMA (benzyl dimethylamine, TAAB)] karisimi olan gomme materyaline
gomiildii. Ultramikrotom ile alman yar1 ince kesitler toluidin blue ile boyanarak i1sik
mikroskobik olarak incelendi ve isaretlendi. Isaretlenen yerlerden alman ince kesitler
uranylacetate-lead citrate boyalar1 ile boyanarak Carl Zeiss Libra 120 Elektron

mikroskobunda incelenerek resimlendirildi.
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ISTATISTIKSEL ANALIZ

Veriler, Halk Saghgi AD’nin katkilar1 ile SPSS 15.0 istatistik programinda
degerlendirildi. Istatistiksel analiz icin tavsanlarin biitiin ¢alisma ve kontrol grubu
gozlerinin TUNEL boyanma ylizdeleri kullanildi. Olgularin verileri i¢in tanimlayici
istatistikler olarak ortalama yiizde degerleri ve standart sapma kullanildi. Parametrik
kosullar karsilanamadigindan gruplar arasindaki fark parametrik olmayan Mann-Whitney

U testi ile degerlendirildi. Verilerin karsilastirilmasi i¢in tablo ve grafikle gosterim yapildi.
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BULGULAR

Dokuz Eyliil Universitesi Tip Fakiiltesi Deney Hayvanlar1 Laboratuvari’nda bakim
altinda izlenen tavsanlarimn hi¢ birinde, izlem siiresince ¢aligmadan ¢ikarilmay1 gerektirecek
sistemik patoloji gelismedi. Iki haftalik caligma siiresince dlen tavsan olmadi. Takip siiresi
boyunca tavsanlarin hicbirinde; korneal 6dem, 6n kamarada fibrin reaksiyon, hipopiyon,
lens kesafeti, vitreus i¢i hemoraji, retina dekolmani ve endoftalmi gelismedi. Tavsanlardan
5’inde konjuktival hiperemi, 3’linde ise subkonjuktival hemoraji gelistigi goézlendi.
Histolojik preparatlar hazirlanirken makroskobik bakida anormal bulguya rastlanmadi.

Tavsan gozlerinin Hemotoksilen-Eozin ile boyanmasi sonrasi yapilan 151k
mikroskobik incelemelerinde; gerek intravitreal bevacizumab uygulanan tavsanlarin
gerekse intravitreal bevacizumab ile birlikte intraperitoneal L-karnitin uygulanan
tavasanlarin calisma ve kontrol gozlerinde, morfolojik agidan farklilik tespit edilmedi.
Incelenen biitiin gdzler (60 goz), 151k mikroskobik olarak normal gériiniimdeydi ve
toksisteye dair hi¢bir bulgu yoktu. 2 mg/0.08 ml, 4 mg/0.16 ml ve 6 mg/0.24 ml intravitreal
bevacizumab uygulanan (sirastyla grup la, 1b, 1¢) tavsanlardan birer tanesinin ¢alisma ve
kontrol gozlerinin 151k mikroskobik goriiniimleri Resim 2, Resim 3 ve Resim 4’de

gozlenmektedir.

Cla Kla
i TSP 3 AR
2 " ﬂ:‘a. » .frﬁg; ’“‘-“*’”" % “:-f.,&,g,gw&w

.?

Ul ?;\:

C: Calisma gozii K: Kontrol gozii

Resim 4: 1a grubundaki gozlerin 151k mikroskobik bulgular1
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1b K1b

C: Calisma gozii K: Kontrol gozii

Resim 5: 1b grubundaki gozlerin 151k mikroskobik bulgulari

1c Kc

C: Calisma gozii K: Kontrol gozii

Resim 6: 1c grubundaki gozlerin 1s1k mikroskobik bulgular1
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Tavsan gozlerinin, apopitotik siiregteki DNA fragmantasyonunu gdsteren TUNEL
boyama teknigi ile yapilan incelemelerinde; biitliin kontrol grubu goézlerde (sol gozler)
TUNEL pozitif boyanan hiicre sayist beklendigi gibi az sayidaydi (% 22.0 + 2.1). Biitiin
gruplarin ¢alisma ve kontrol gozlerinin TUNEL boyanma yiizdeleri Tablo 8, Sekil 1 ve
Sekil 2°de gosterilmistir.

Sag gozlerine 2mg/0.08 ml (1a) ve 4 mg/0.16 ml (1b) intravitreal bevacizumab
uygulanan tavsanlarin ¢aligma gozleri ile sag gozlerine 2 mg/0.08 ml ve 4 mg/0.16 ml
intravitreal bevacizumab ile birlikte intraperitoneal L-karnitin uygulanan tavsanlarin
calisma gozleri (sirastyla 2a, 2b) TUNEL teknigi ile incelendi. 1a ve 1b grubunda TUNEL
pozitif boyanan hiicre sayisi, hiicre hasarini gosterecek sekilde fazla (swrasiyla 40.6 + 2.8,
48.8 + 4.8) saptanirken, 2a ve 2b grubunda pozitif boyanan hiicre sayist daha az (sirastyla
22.0 £ 2.0, 21.8+1.8) olarak saptand1. Intraperitoneal L-karnitin ugulanan ve uygulanmayan
tavsanlarin ¢alisma gozlerinin TUNEL boyanma ylizdeleri arasinda anlamli fark saptandi
(p=0.000). Bu gruplara ait TUNEL boyanma paternleri Resim 5° de, TUNEL boyanma
yiizdeleri ise Tablo 9 ve Sekil 3’de goriilmektedir.
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C2a

Clb C2b

Resim 7: 1a,1b ve 2a,2b grubu gozlerin TUNEL ile boyanma bulgular1

Sag gozlerine 6 mg/0.24 ml intravitreal bevacizumab uygulanan tavsan gozleri (1c)
ile sag gozlerine 6 mg/0.24 ml intravitreal bevacizumab uygulamasi ile birlikte
intraperitoneal L-karnitin uygulanan tavsanlarin ¢alisma gozleri (2c¢) karsilastirildi. 1c
grubunda fazla sayida TUNEL pozitif boyanan hiicre (59.4 + 6.9) saptanirken, 2¢c grubunda
da fazla sayida (54.6+5.1) TUNEL pozitif boyanan hiicre saptanmistir. 2c grubunda
TUNEL boyanma yiizdesi, 2a ve 2b grubundaki kadar (sirasiyla 22.0 + 2.0, 21.8+1.8) diisiik
saptanmasa da lc grubuna gore anlamli derecede diisiikk saptanmistir (p=0.021). Bu
gruplara ait TUNEL boyanma paternleri Resim 6’da goriilmektedir. Intraperitoneal L-
karnitin uygulanan ve uygulanmayan tavsanlarin c¢alisma goézlerinin TUNEL boyanma

yiizdeleri Sekil 3’de goriilmektedir.

40



Resim 8: 1c ve 2¢ grubu gozlerin TUNEL ile boyanma bulgular:

1a Kontrol 22.0+£2.1
1a Cahsma 40.6 £ 2.8
1b Kontrol 22.0+£2.1
1b Calisma 48.8 + 4.8
1¢ Kontrol 22.0+£2.1
1c Calisma 59.4 +£6.9
2a Kontrol 22.0+£2.1
0.775
2a Cahsma 22.0+2.0
2b Kontrol 22.0+2.1
0.838
2b Cahsma 21.8+ 1.8
2¢ Kontrol 22.0+2.1
2¢ Cahsma 54.6 £ 5.1

*Mann Whitney U testi. **p<0.05 anlaml

Tablo 8: Caligma ve kontrol grubu gozlerin TUNEL boyanma yiizdeleri




100

90 -

80 -

70 1 59,4
ﬁ @ Kontrol
p= m Calisma

Doz

Sekil 1: intravitreal bevacizumab uygulanan gdzler ve kontrol grubu gozlerin TUNEL

boyanma yiizdeleri
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80 -
70 +
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2 mg 4 mg 6 mg

Doz

Sekil 2: intraperitoneal L-karnitin uygulanan tavsanlarda, intravitreal bevacizumab

uygulanan gozler ve kontrol grubu gézlerin TUNEL boyanma yiizdeleri



1a 40.6 £ 2.8

0.000
2a 22.0+2.0
1b 48.8 + 4.8
2b 21.8 £1.8
1c 59.4+69

0.021
2¢ 54.6 + 5.1

*Mann Whitney U testi. **p<0.05 anlamli

Tablo 9: L-karnitin uygulanan ve uygulanmayan tavsanlarda, intravitreal bevacizumab

uygulanan gozlerin TUNEL boyanma yiizdeleri

100
80 -
59,4, m Bevacizumab
| 54,6
§ > 40,6 450
S 40! == @ Bevacizumab
29 1,8 + L-karnitin
20
0 a
2 mg 4 mg 6 mg
Doz

Sekil 3: Intraperitoneal L-karnitin uygulanan ve uygulanmayan tavsanlarmn ¢alisma

gozlerinin TUNEL boyanma yiizdeleri



Yapilan immiinohistokimyasal ¢alismada, sag gozlerine 2mg/0.08 ml (la) ve 4
mg/0.16 ml (1b) intravitreal bevacizumab uygulanan tavsanlarin calisma gozlerinde
kaspaz—3 tutulumu kontrol gdzlere gére daha fazlaydi. Intravitreal bevacizumab ile birlikte
intraperitoneal L-karnitin uygulanan tavsanlarin ¢alisma gozlerinde (2a,2b) ise kaspaz—3
tutulumu kontrol grubu gozler ile benzerdi.

6 mg/0.24 ml intravitreal bevacizumab uygulanan tavsanlarin ¢alisma gozleri (1c)
ile 6 mg/0.24 ml intravitreal bevacizumab ile birlikte intraperitoneal L-karnitin uygulanan
tavsanlarin ¢alisma gozleri (2c¢) karsilastirildiginda; 1c grubunda fotoreseptor hiicrelerde,
bipolar hiicrelerde ve ganglion hiicrelerinin sitoplazmalarinda gozlenen kuvvetli kaspaz—3
tutulumu, 2¢ grubunda da gozlenmekteydi. Ancak 2¢ grubunda 6zellikle bipolar hiicrelerde
tutulumun 1c grubuna gore daha zayif oldugu dikkati ¢ekti. Diger hiicrelerde kaspaz—3
tutulumu 1c grubu ile ayniydi. Ancak 2c¢ grubunda bipolar noéronlardaki tutulum diger
bevacizumab doz gruplar1 (2mg/0.08 ml ve 4 mg/0.16 ml) ile karsilastirildiginda oldukca

belirgin kaspaz—3 reaksiyonu gostermekteydi (Resim 7).

2t
Resim 9: 1c¢ ve 2¢ grubundaki gozlerin kaspaz—3 antikoru ile boyanma bulgulari

Ic grubunda, fotoreseptor hiicrelerin i¢ segmentlerinde (kirmizi oklar), bipolar hiicreler
(vesil oklar) ve ganglion hiicrelerinin sitoplazmalarinda (pembe oklar) kuvvetli kaspaz—3
tutulumu gozlenmekte. 2c¢ grubunda ise bipolar hiicrelerde zayif kaspaz—3 tutulumu

gozlenirken, diger hiicrelerde kaspaz—3 tutulumu Ic grubu ile benzer gozlenmekte.
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Tavsan gozlerinin elektron mikroskobik ultrastriiktiirel bulgularinda, tiim kontrol
grubu doku 6rneklerinde; pigment epiteli, fotoreseptdr hiicreler, bipolar néronlar, amakrin
hiicreler, Miiller hiicreleri ve ganglion hiicreleri normal goriiniimdeydi. Ancak la
(2mg/0.08 ml) ve 1b (4 mg/0.16 ml) grubunun c¢alisma gozlerinde; pigment epitelinde
gorliinim normalken, fotoreseptor hiicrelerin dis segmentlerinde lameller formun
diizensizlestigi, i¢ segmentte irili ufakli vakuollerin olustugu dikkati ¢ekti. Bu gruplarda
pigment hiicrelerindeki graniillerde merkezi elektron pale goriiniim dikkati ¢ekti. Ayrica bu
hiicrelerde az sayida apoptotik c¢ekirdeklere rastlandi. Bu iki grupta, bipolar néronlar ve
ganglion hiicrelerinde ultrastriiktiirel diizeyde sadece sitoplazmik dejeneratif vakuoller
gozlendi. Diger organeller normal gdriiniimdeydi. Bevacizumaba ilaveten intraperitoneal
L-karnitin uygulanan 2a ve 2b grubunda ise bu bulgular gézlenmedi. Orneklerden alinan

kesitler kontrol grubu bulgularina benzerdi.

Ic (6 mg/0.24 ml) grubunda ise pigment epiteli hiicrelerinde graniillerde sayica
azalma ve sekil bozuklugu, mikrovullus yapisinda dejenerasyon ve fotoreseptdr hiicrelerin
lamellerinde paralel goriinlimiiniin tamamen bozuldugu, bu bdlgelerde zar yapisinin yer
yer kesintiye ugradigi dikkati ¢ekti. Fotoreseptor hiicreler arasinda kontrol grubuna gore
daha ¢ok sayida apoptotik ¢ekirdege sahip hiicre gdzlendi. Ancak hiicrelerde mitokondriyal
dejenerasyon gdzlenmedi. Bipolar noronlarda dejeneratif vakuollar gozlenirken, ganglion
hiicrelerinde hiicresel boyutta kiigiilme ve kismi sitoplazmik kayip dikkati ¢ekti. Bu
bulgular, bevacizumaba ilaveten intraperitoneal L-karnitin uygulanan 2¢ grubunda hemen
hemen benzerdi. L-karnitinin bu grupta retina dokusunu korumadigi belirgin olarak

gozlendi. Elektron mikroskobik bulgular Resim 8 ve Resim 9°da gosterilmistir.
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Resim 10: 1a ve 1b grubunun elektron mikroskobik bulgular1

Fotoreseptor hiicrelerin dis segmentlerinde diizensiz lameller yapr (mavi oklar),
sitoplazmada dejeneratif vakuoller (kirmizi oklar) ve pigment epitel hiicrelerinde pigment
graniillerinde merkezi elektron pale goriiniim (sart oklar) gézlenmekte

1c 2¢

Resim 11: 1c ve 2c¢ gruplarinin elektron mikroskobik bulgular1

Fotoreseptor hiicrelerin i¢ segmentleri (kirmizi oklar) ve dis segmentlerinde (mavi oklar)
zar yapisinin yer yer kesintiye ugradigi gozlenmekte ve apoptotik fotoreseptor hiicre
cekirdekleri (yesil oklar) gozlenmekte.
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TARTISMA

Saglik standartlarinin gelismesi ve beklenen yasam siliresinin artmasi ile birlikte,
ozellikle gelismis toplumlarda yaslh niifus ve beraberindeki saglik sorunlar1 giin gectikce
artmaktadir. Yasa Bagli Makula Dejenerasyonu (YBMD) da yasli niifusta goriilen baslica
saglik problemlerinden birini teskil etmektedir. YBMD, gelismis iilkelerde 65 yas iizeri
toplumda merkezi gérme kaybi ve az gormenin en sik sebebini olusturmaktadir (1).
YBMD siklig1, artan yas ile birlikte artmaktadir. Framingham Goz Calismasi; YBMD
sikligin1 5264 yaglarinda %2, 65-74 yaslarinda % 11 ve 75 yas iizerinde % 28 olarak
tespit etmistir (1). Beaver Dam Eye Calismasi ise YBMD sikligin1 65-74 yaslarinda %19,
74 yas lizeri toplumda ise %37 olarak tespit etmistir (2).

Yas tip YBMD tedavisinde cesitli tedavi modaliteleri mevcuttur. Bunlar arasinda;
lazer fotokoagiilasyon, radyoterapi, fotodinamik tedavi, transpupiller termoterapi,
intravitreal enjeksiyonlar ve makiiler cerrahi bulunmaktadir. Neovaskiiler YBMD
patogenezinde VEGF’in anahtar rol oynadiginin gosterilmesi (3) ve neovaskiiler
membranlarda VEGF ekspresyonun arttiginin gosterilmesi (76) ile tedavi stratejileri VEGF
inhibisyonu yoniine kaymistir. Anti-VEGF ilaglar oncelikle kolorektal kanserlerin
tedavisinde adjuvan tedavi olarak kullanilmis olup (77), sonraki donemde oftalmolojide

kullanilmaya baglamistir (78,79).

Oftalmolojide kullanim i¢in FDA onay1 alan ilk anti-VEGF ajan pegaptanibdir
sodyumdur. Pegaptanib sodyum, VEGFies’i selektif olarak hedef alan RNA aptameri bir
ajandir. Gragoudas ve arkadaglari(43), 2004 yilinda yaymladiklar1 makalelerinde
pegaptanib sodyumun orta ve agir gérme kaybini onledigini, ancak uzun vadede gorme
kaybmnin devam ettigini belirtmislerdir. Sonuglar1 2004 yilinda yayinlanan ve pegaptanibin
Faz 2/3 galismasi1 olan VISION Calismasi’nda; bir yil boyunca 6 haftada bir pegaptanib
tedavisi alan grupta, 54 haftalik takip sonunda tiim anjiografik lezyon tiplerinde, plaseboya
gore ciddi gérme kaybi (30 harf veya daha fazla) riskinin anlamli olarak az oldugu (%10-%22)
saptanmistir. VEGF165’1 selektif olarak etkilemesiyle giivenli olusu pegaptanib i¢in teorik bir
uistiinliik olustururken, hizli s1vi azalmasi saglayamamasi ve sadece sinirli olguda gérme artisi

saglamasi zayif yonleridir (43).
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Rakic ve arkadaglar1 (80), koroidal neovaskiiler membranlarda sadece VEGFi¢s’in
degil ayn1 zamanda VEGF121’inde bulundugunu gostermislerdir. Sadece VEGFi65’1 bloke eden
pegatanib sodyumun tedavide neden smirh etkiye sahip oldugunu agiklamaya calismiglardir.
Keyt ve arkadaglar1 (81) ise, VEGFies’in proteazlar tarafindan biyolojik olarak aktif
fragmant olan VEGFii0’a pargalandigini, pegaptanib sodyumun VEGFii0’a kars1 etki
gostermedigini ve bu ylizden pegaptanib sodyumun smnirl etikiye sahip oldugunu

bildirmislerdir.

Ranibizumab, yas tip YBMD tedavisinde intravitreal olarak kullanilmak tizere 6zel
olarak dizayn edilmis olup, bevacizumabm Fab fragmanidir. Ranibizumab (48 kd),
bevacizumaba (148 kd) gore daha kiiciik molekiil biiyiikliigiine sahiptir. Bevacizumabin
molekiiler yapisi itibariyle biiylik olmas1 ve subretinal alana iyi gegemeyecegi varsayilarak
gelistirilmigtir. Ranibizumab 2006 yillinda tim yas tip YBMD olgular1 i¢cin FDA onay1

almistir. Ranibizumab da bevacizumab gibi biitiin VEGF izoformlarini inhibe eder (45).

Heiger ve arkadaglar1 (82), 2006 yilinda ranibizumab ile ilgili yayimnladiklari
caligmada; biitiin hastalarda gorsel stabilizasyonun saglandigini, hastalarin %40’ mda ise en
azindan 3 swralik gorsel iyilesme oldugunu bildirmislerdir. Ranibizumab ile yapilan
MARINA Calismasi’nda, minimal klasik veya okiilt lezyonlar1 olan hastalara 24 ay boyunca
aylik 0.3mg veya 0.5mg olmak iizere iki ayr1 dozda intravitreal ranibizumab enjeksiyonu
uygulanmis ve calisma sonunda intravitreal ranibizumab tedavisinin sadece ciddi gérme
kaybin1 Onlemekle kalmayip, goérme keskinliginde artis sagladigi da gosterilmistir. Bu
sonuclara gore ranibizumab tedavisi, pegaptanib tedavisine gore gérme kazanci saglama
konusunda daha istiin gézitkkmektedir denilmistir (46). PrONTO (The Prospective Optical
Coherence Tomography Imaging of Patients with Neovascular AMD Treated with
intraOcular Ranibizumab) Calisma Grubu, siki optik koherans tomografi (OKT) takibi
yapilan hastalarda, degisik doz rejimleri kullanilarak daha az siklikla uygulanan
ranibizumab ile de basarili gorsel sonuglar alinabilecegini bildirmistir (83). Baskin klasik
lezyonlarin tedavisinde kullanim i¢in FDA onay1 almig FDT ile ayni tip lezyonlarda
ranibizumabin etkinliginin karsilastirmak amaciyla yapilan ANCHOR Calismasi da ¢ok
merkezli, c¢ift kor bir calisma olup, 1 yillik sonuglarinda intravitreal ranibizumab
enjeksiyonunun hem goérme keskinliginde artis hem de lezyon boyutlar1 ve sizitisinda
azalma acgisindan FDT’ye {istiin oldugunu gdstermistir. Bu c¢aligmalarin sonucunda

intravitreal ranibizumab enjeksiyonu yan etki agisindan giivenli bulunmus, ancak 0.5 mg
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dozda daha belirgin olmak {iizere, her iki dozda da iridosiklit ve vitritis gibi yan etkiler %

10-15 oraninda goriilebilmektedir denilmistir (47).

Bevacizumab, ranibizumab gibi VEGF-A’nin tiim izoformlarma etkili olup, farkl:
olarak antikor fragmani degil antikorun tamamini igeren bir yapiya sahiptir. Asil olarak
kolorektal kanserlerin tedavisinde adjuvan olarak kullanim i¢in FDA onay1 alan ilag,
YBMD tedavisinde amag &tesi (off-label) olarak kullanilmaktadir. Michels ve arkadaslari
(78) ile Moshfeghi ve arkadaslar1 (84), ilk kez yas tip YBMD tedavisinde sistemik olarak
bevacizumabt (SANA-Systemic Avastin for Neovascular AMD) kullanmiglardir.
Hastalarin kisa donem takiplerinde gérme keskinliginde artma ve santral retina kalinliginda
azalma saptanmistir. Yapilan bazi yayinlarda, VEGF inhibitorlerinin sistemik olarak
kullanilmasmin tromboembolik olaylarda artis, hipertansiyon, epistaksis, hemoptizi,
cerrahi sonras1 gecikmis yara iyilesmesi ve iireme fonksiyonlarinda bozukluk gibi
potansiyel yan etkilere neden olabilecegi belirtilmistir. VEGF inhibisyonu sonucu gelisen
koriokapillaris atrofisi nedeni ile saglam olan gozde de gorme kaybi1 gelisebilecegi

bildirilmistir (84).

Rosenfeld ve arkadaslar1 (79), 2005 yilinda KNV tedavisi i¢in ilk kez intravitreal
bevacizumab kullanimma dair olgu sunumlarin1 yaptilar. O glinden bu yana YBMD’ye
bagli KNV tedavisinde intravitreal bevacizumabin etkinligini ve giivenilirligini aragtiran
birgok kisa siireli retrospektif veya prospektif calisma yapildi. VEGF’in intravitreal
kullanimi, sistemik kullanimda gozlenen yan etkileri dnledigi gibi koroidal neovaskiiler
membranlarin antikorlar ile direkt hedef alinmasini da saglar. intravitreal kullanim ayrica
kullanilan ilag dozunu da dramatik olarak diistiriir (1.25-2.5 mg intravitreal, 5 mg/kg
sistemik). Bevacizumab, daha uzun yarilanma Omriine sahip olmasina ragmen,
ranibizumaba gére VEGF’e daha az affinite ile baglanir ve daha biiyiik molekiiler yapiya
sahip oldugu icin ranibizumaba gore subretinal alanda daha az konsantre olur (85). Hayvan
caligmalar1 bevacizumbin subretinal aralifa gecemeyecek kadar biiyiik oldugunu gosterse
de (86), Rosenfeld ve arkadaslar1 (79), bevacizumabin KNV tedavisinde etkin oldugunu
gostermislerdir. O halde bevacizumab, hasarli retinay: rahatlikla gegebiliyor denilebilir ya
da VEGF’i vitreusda, retina yiizeyinde veya retina i¢inde inhibe etmesi, etkinligi icin
yeterli olabiliyor denilebilir. Ayrica hayvan gdzlerinin insan gozilinii bire bir yansitmiyor

olabilecegi ve hayvan gdzlerinde subretinal alana gegemeyen bevacizumabin, insan

49



gbziinde subretinal bosluga gegebiliyor olabilecgi one siiriilmiistiir (85). Bevacizumab,

ranibizumaba gore daha az immiinojeniktir (87).

Gamulescu ve arkadaslar1 (88), intravitreal bevacizumab ve ranibizumabin
etkinligini karsilastirmak amaci ile yaptiklar1 olgu kontrollii retrospektif ¢aligmada, 6 aylik
takip sonucunda iki grup arasinda gérme keskinligi ve santral retinal kalinlik agisindan fark
olmadigmi belirtmiglerdir. Yapilan diger kisa siireli klinik ¢alismalarda da, YBMD
tedavisinde kullanilan bevacizumabin gerek sistemik kullaniminda (78,84) gerekse
intravitreal kullaniminda (4,89,90), retinal kalinlikta azalma ve gorme keskinliginde

artmaya yol actig1 gosterilmistir.

Bu kadar yaygin kullanilan intravitreal bevacizumabin, retinal toksisitesi iizerine
yapilan ¢aligmalara, her gecen giin bir yenisi eklenmektedir. Yapilan ilk yaymlar, 151k
mikroskobik caligmalar ile smirlidr.  Manzano ve arkadaglart (91), 2006 yilinda
yayimladiklar1 ¢alismalarinda; 12 tavsana 500pg/0.1 ml, 1.0 mg/0.1 ml, 2.5 mg/0.1 ml ve
50 mg/0.2 ml olmak {izere 4 ayr1 dozda intravitreal bevacizumab enjeksiyonu
uygulamislar. Iki hafta sonra tavsanlari eniikle edip, 151k mikroskobik inceleme ile
degerlendirdiklerinde, hicbir gdzde toksisiteye dair bir bulgu saptamamislardir. Sadece 5
mg doz uygulanan bir gbzde vitreusda inflamasyon tespit etmislerdir. Uzun takip siiresi
olmadig1 icin, uzun donemde olusabilecek yan etki profili hakkinda yorum
yapilamayacagini belirtmisler ve 151tk mikroskobik diizeyde hasarin gosterilememis
olmasinin, elektron mikroskopik diizeyde hasarm olmadigi anlamina gelemeyecegini

belirtmiglerdir.

Bakri ve arkadaglar1 (92), 2006 yilinda bevacizumabin toksisitesi iizerine yaptiklar1
caligmada, iki gruba ayirdiklari tavsanlara; 1.25 mg/0.05 ml ve 2.5 mg/0.1 ml olmak iizere
farkli dozlarda intravitreal bevacizumab uygulamislar. Tavsanlarin gézlerini enjeksiyondan
1 ay sonra eniikle edip 151k mikroskobu ile incelediklerinde, her iki grupta da herhangi bir
toksisite bulgusuna rastlamamislardir. Calismanin sonunda 1 ay gibi kisa bir siirede ve tek
bir uygulama ile bevacizumab toksisitesinin net olarak degerlendirilemeyecegini,
tekrarlanan enjeksiyonlar ile uzun donem takiplerin yapildigi caligmalara ihtiyacin

oldugunu belirtmislerdir.
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Cheng ve arkadaslar1 (93), 2009’da yayinladiklar1 makalelerinde; rat gézlerine (50—
100 pl viterus hacmine sahip) tek doz ya da 4 hafta boyunca haftada bir 125 pg/5 pl
intravitreal bevacizumab uygulamiglardir [Bu ila¢ konsantrasyonu (125 pg/5 pl), ortalama
5 ml vitreus hacmine sahip insanlara uygulanan standart 1-2.5 mg bevacizumab dozuna
gore, retinal hiicreler diizeyinde 2—10 kat fazla lokal konsantrasyona sahip]. Birinci ay ve
6. aym sonunda gdzleri eniikle etmisler ve yaptiklari 1g1k mikroskobik incelemede, retinal
ganglion hiicre sayisinda kontrol gozlere gore herhangi bir farklilik olmadigini
saptamiglardir. Tek doz uygulanan bevacizumab ya da haftalik tekrarlanan 4 doz

bevacizumabin retinal ganglion hiicreleri agisindan giivenli oldugunu belirtmislerdir.

Luthra ve arkadaglar1 (94), 2006 yilinda yayinladiklar1 makalelerinde, 4 ml insan
vitreusu i¢in uygulanan 1.25 mg/0.05 ml bevacizumabin, hiicre diizeyinde 0.25 mg/ml
lokal konsantrasyona ulasacagini belirtmislerdir. Bu diisiinceden yola ¢ikarak insan RPE
hiicreleri (ARPE-19), rat norosensoryel hiicreleri (R28) ve insan vaskiiler endotelyal
hiicreleri (HMVECad) {izerine in vitro bevacizumab (0.125 mg/ml, 0.25 mg/ml, 0.50
mg/ml ve 1 mg/ml dozlarinda) uygulamislar ve viabilite {izerine etkilerini aragtirmiglardir.
Calismanin sonucunda bevacizumab uygulanan hiicreler ile kontrol grubu hiicreler

arasinda 151k mikroskobik bulgular a¢isindan fark bulamamaiglardir.

Inan ve arkadaslar1 (8), intravitreal bevacizumab uyguladiklar1 tavsanlarda,
immiinohistokimyasal ve elektron mikroskobik yontemlerle toksisiteyi gosterdikleri halde,
151k mikroskobisi ile toksisiteye rastlamamislardir. Ayni ¢alismanin devami niteligindeki
baska bir calismada Avci ve arkadaslari (7), yine intravitreal bevacizumab uygulanan
tavsanlarda immiinohistokimyasal yontemler ve TUNEL yontemi ile toksisiteyi
(apopitozis) gosterdikleri halde, 151k mikroskobisinde herhangi bir morfolojik degisiklik
saptayamamiglardir.

Bizim ¢alismamizin da bir basamagini 151k mikroskobik ¢alisma olusturmaktaydi.
Calismaya dahil ettigimiz tavsanlarin gerek calisma gozlerinde gerekse kontrol gozlerinde;
Manzano ve arkadaslar1 (91), Bakri ve arkadaslar1 (92), Cheng ve arkadaslar1 (93), Inan ve
arkadaslar1 (8) ve Avci ve arkadaslarinin (7) sonuglar ile uyumlu olarak 151k mikroskobik
yontemle toksisite bulgularma rastlamadik. Isik mikroskobik incelemede toksisite
bulgularina rastlamamis olmamiz, bu teknigin erken toksisite bulgularmi gosterecek kadar
duyarli bir yontem olmamasina baghdir. Apopitotizis gibi siire¢lerin degerlendrilmesinde,

151tk mikroskobisinden daha gelismis tekniklerin kullanilmasi1 gerekmektedir. Bu nedenle,
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151tk mikroskobisi ile bevacizumabin retinal toksisitesinin yok oldugunu sdylemek pek
anlam ifade etmeyecektir.  Ciinkii  elektron  mikroskobik  yontemler  (8),
immiinohistokimyasal yontemler (7,8) ve TUNEL yontemi (7) gibi gelismis yontemlerle,
intravitreal bevacizumab toksisitesinin gosterildigi ¢aligmalarda dahi 151k mikroskobisi ile

toksisite bulgusuna rastlanamamustur.

Istk  mikroskobisinin  ultrastriiktiirel yapiyr incelemede yetersiz olusu,
bevacizumabin retinal toksisitesinin arastirilmasinda, elektron mikroskibisinin kullanilmas1
gerekliligini dogurmustur. Inan ve arkadaslar1 (8), 2007 yilinda yaymladiklar:
makalelerinde, bevacizumab toksisitesini elektron mikroskobisi ile gdstermeye
calismiglardir. Caligmaya dahil ettikleri 24 tavsana; 1.25 mg/0.05 ml ve 3 mg/0.12 ml
olmak {iizere iki ayr1 dozda intravitreal bevacizumab uygulamislar ve tavsanlarm sag
gbzlerini bevacizumab uygulanan c¢alisma gozleri, sol gozlerini ise esit dozda salin
uygulanan kontrol gozleri olarak belirlemislerdir. Tavsanlar1 14. giin ve 28. giin olmak
tizere iki farkli zamanda entikle etmislerdir. Isik mikroskopik degerlendirmede her iki doz
grubunda da toksisite bulgusuna rastlanmazken, elektron mikroskobik degerlendirmede her

iki doz grubunda da i¢ fotoreseptdr segmentinde mitokondrial hasar tespit edilmistir.

Kendi yaptigimiz ¢aligmanin ultrastriiktiirel (elektron mikroskobik) bulgularinda,
tim kontrol grubu gdzlerde; pigment epiteli, fotoreseptor hiicreler, bipolar hiicreler,
amakrin hiicreler, Miiller hiicreleri ve ganglion hiicreleri normal goériiniimdeydi. Ancak 2
mg/ 0.08 ml ve 4 mg/ 0.16 ml bevacizumab uyguladigimiz tavsanlarin ¢alisma gozlerinde
pigment epitelinde goriiniim normalken, fotoreseptor hiicrelerin dis segmentlerinde
lameller formun diizensizlestigi, i¢ segmentte irili ufakli vakuollerin olustugu dikkati ¢ekti.
Bu gruplarda pigment hiicrelerindeki graniillerde merkezi elektron pale goriiniim dikkati
cekti. Ayrica bu hiicrelerde az sayida apoptotik cekirdeklere rastlandi. Bu iki gruptaki
bipolar hiicreler ve ganglion hiicrelerinde ultrastriiktiirel diizeyde sadece sitoplazmik
dejeneratif vakuoller gézlendi. Diger organeller normal goriiniimdeydi. 2 mg/ 0.08 ml ve 4
mg/ 0.16 ml bevacizumab ile birlikte 500 mg/kg intraperitoneal L-karnitin uyguladigimiz
tavsanlarin ¢alisma gdzlerinde ise bu bulgular gézlenmedi. Bu 6rneklerden alinan kesitler
kontrol grubu bulgularma benzerdi. 6 mg/ 0.24 ml intravitreal bevacizumab uygulanan
tavsanlarin ¢aligma gozlerinde ise; pigment epiteli hiicrelerinin graniillerinde sayica azalma
ve sekil bozuklugu, mikrovillus yapisinda dejenerasyon, fotoreseptor hiicrelerin

lamellerinin paralel goriiniimiinde tamamen bozulma ve bu bolgelerde zar yapisinin yer yer
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kesintiye ugradig1 dikkati ¢ekti. Fotoreseptor hiicreler arasinda, kontrol grubuna gore daha
cok sayida apoptotik ¢ekirdege sahip hiicre gozlendi. Ancak hiicrelerde mitokondriyal
dejenerasyon gozlenmedi. Bipolar hiicrelerde dejeneratif vakuollar gozlenirken, ganglion
hiicrelerinde hiicresel boyutta kiigiilme ve kismi sitoplazmik kayip dikkati ¢ekti. Bu
bulgular 6 mg/ 0.24 ml intravitreal bevacizumab ile birlikte intraperitoneal L-karnitin
uygulanan tavsanlarin ¢calisma gozlerinde de hemen hemen benzerdi. Elektron mikroskobik
bulgular 1518mda; 2 mg/ 0.08 ml ve 4 mg/ 0.16 ml intravitreal bevacizumab uygulamasinin,
ultrastriiktiirel diizeyde hafif hiicresel hasara neden oldugunu ve olusan bu hasarin
uygulanan intraperitoneal L-karnitin ile 6nlenebildigini gzlemledik. Ancak ayni durum 6
mg/0.24 ml intravitreal bevacizumab uygulamasi i¢in gecerli degildi. 6 mg/0.24 ml
intravitreal bevacizumab uygulanan tavsan gozlerinde ultrastriiktiirel diizeyde agir hasar
tespit ettik ve bu hasarm intraperitoneal uygulanan L-karnitin ile Onlenemedigini

gozlemledik.

Kaspazlar, DNA endoniikleaz1 baglayan proteini yikarak DNA kiriklar1 olusumuna
ve aktini yikan proteini aktiflestirerek hiicre sekil bozukluguna neden olurlar (60,61).
Kaspaz—3 aktivasyonu programlanmis hiicre oliimiinde geri doniisiimsliz noktanin en
onemli gostergesidir (67). Kaspazlara kars1 gelistirilmis antikorlar kullanilarak, sitoplazmik
kaspaz ekspresyonunun immiinohistokimyasal yontemlerle gosterilmesi, apopitozisin
tespitinde sik kullanilan bir yontem haline gelmistir. TUNEL yontemi ise apopitozis
tayininde kullanilan bir diger yOntemdir. Apopitozisin karakteristigi olan DNA
fragmatasyonunun, TUNEL yontemi ile gosterilmeye baslanmasi, toksisite ¢aligmalarinda
bu teknigin kullanilmasmni saglamistir. immiinohistokimyasal yontemlerden farkli olarak

apopitozisin kantitatif degerlendirilmesine de imkan taniyan bir tekniktir.

Inan ve arkadaslar1 (8), 24 tavsan iizerinde yaptiklar1 calismada; 1.25 mg/0.05 ml
ve 3 mg/0.12 ml intravitreal bevacizumab uygulamasimi takiben bax, kaspaz—3 ve kaspaz—
9 ile yaptiklar1 immiinohistokimyasal boyamada, ila¢ uygulanan gézlerde yogun apopitotik
protein ekspresyonuna rastlarken, kontrol gozlerde bu ekspresyonu minimal diizeyde

bulmuslardir.

Avcr ve arkadaslar1 (7), Inan ve arkadaslarinn (8) yaptig1 calismanin devami
niteligindeki ¢aligmalarinda, intravitreal bevacizumab ve pegaptanib sodyumun apopitotik

etkisini, immiinohistokimyasal yontem (kaspaz-3, kaspaz—9) ve TUNEL yontemi ile
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gostermeye c¢alismislardir. Bevacizumab uygulanan tavsanlari; 0.25 mg/10 pl, 0.625 mg
/25 pl, 1.25 mg/50 pl ve 2.5 mg/100 pl tek doz intravitreal bevacizumab enjeksiyonu
uygulanip 14. giinde eniikle edilen tavsanlar, 0.625 mg/25 upl tek doz intravitreal
bevacizumab uygulanip 3. ayda eniikle edilen ve her ay 0.625 mg/25 pl intravitreal
bevacizumab uygulanip 3. ayda eniikle edilen tavsanlar olarak smiflamislar. Kontrol grubu
tavsanlar ise 0.05 ml salin soliisyonu enjekte edilen tavsanlar ve sham prosediirii
uygulanan tavsanlar olarak alt gruplara ayrilmistr. Caligma sonunda yapilan
immiinohistokimyasal ¢aligma ile kontrol grubu gozlerde; i¢ limitan membran, dig limitan
membran ve i¢ pleksiform tabakada kaspaz—3 ve kaspaz—9 ile boyanma gozlenmistir.
Intravitreal bevacizumab uygulanan calisma grubu gozlerde de aym bélgelerde
immiinohistokimyasal boyanma saptanmis olup, ayrica dis pleksiform tabaka ve
fotoreseptorler katinda da boyanma gozlenmistir. Biitiin gruplarin ganglion hiicre
tabakasinda, i¢ niikleer tabakada ve retina pigment epitel hiicrelerinde TUNEL ile pozitif
boyanma tespit etmislerdir. Dis niikleer tabakada TUNEL ile pozitif boyanmay1, sadece
intravitreal ila¢ uygulanan c¢aligma gruplarinda gozlemlemislerdir. TUNEL boyanma
yiizdelerini; 0.25 mg dozda % 32, 0.625 mg dozda % 43, 3 kez 0.625 mg dozda % 49.8,
1.25 mg dozda % 55.3, 2.5 mg dozda % 64.5, salin uygulanan grupta % 32.3 ve sham
grubunda % 21 olarak tespit etmislerdir. Farkli intravitreal bevacizumab dozlarinin
uygulandig: biitiin gruplar arasinda, apopitotik aktivite agisindan istatistiksel anlamli fark
saptanmig olup, artan doz ile apopitotik etkinin arttig1 sonucuna varmiglardir.
Bevacizumabin standart dozlari ile 2 kat fazla dozlar1 karsilastirildiginda, apopitozis
acisindan istatistiksel anlamli fark bulunamamaistir. Ancak bevacizumabin standart dozlari
ile 4 kat fazla dozlar1 karsilastirildiginda, 4 kat1 dozlarda daha belirgin apopitozis olustugu
saptanmistir. Ayni bevacizumab dozunun (0.625 mg/25 pl) tek doz uygulandig1 ya da 3
kez tekrarlandig1 gruplar arasinda da apopitotik aktivite agisindan istatistiksel anlamli fark
saptanmig olup (p=0.02), tekrarlayan uygulama ile apopitotik etkinin arttig1 sonucuna
varmiglardir. Ayrica tavsan goziinde 0.25 mg/10 pl bevacizumab enjeksiyonunun salin
enjeksiyonu ile ayni oranda TUNEL boyanma yiizdesine sahip oldugunu
gbzlemlemislerdir. Kontrol gozlerde de apopitozisin goriilmesi, apopitozisin fizyolojik
stirecin bir pargast olmasina baglanmistir. Ancak fizyolojik siirecin bir parcasi olarak
iseleyen apopitozisde dis etkenlerin etkisi ile artma olabilecegi ve apopitotik siirecin

patolojik bir boyut kazanabilecegi bildirilmistir.
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Immiinohistokimyasal ~yéntem olarak kaspaz-3 antikorunu kullandigimiz
calismamizda; sag gozlerine 2 mg/0.08 ml (la) ve 4 mg/0.16 ml (1b) intravitreal
bevacizumab uygulanan tavsanlarin ¢alisma gozlerinde kaspaz—3 tutulumu kontrol gézlere
gore daha fazlaydi Intravitreal bevacizumab ile birlikte intraperitoneal L-karnitin
uygulanan tavsanlarin c¢alisma gozlerinde (2a,2b) ise kaspaz—3 tutulumu kontrol grubu
gozler ile benzerdi. Ancak 6 mg/ 0.24 (I1c) ml intravitreal bevacizumab uyguladigimiz
tavsanlarin ¢alisma gozlerinde; fotoreseptor hiicrelerin i¢ segmentlerinde, bipolar hiicreler
ve ganglion hiicrelerinin sitoplazmalarinda kuvvetli kaspaz—3 tutulumu oldugu gdzlendi. 6
mg/ 0.24 ml bevacizumab uygulanan gozlerde gozledigimiz kuvvetli kaspaz—3 tutulumunu,
6 mg/ 0.24 ml bevacizumaba ilaveten intraperitoneal L-karnitin uyguladigimiz gozlerde
(2c) de gozlemledik. Ancak intraperitoneal L-karnitin uygulanan gruptaki bipolar
hiicrelerde kaspaz—3 tutulumunu, L-karnitin uygulanmayan gruba gore daha zayif olarak
gbzlemledik. L-karnitin uygulanan gruptaki bipolar hiicrelerde kaspaz—3 tutulumu azalmis
olsa da kontrol grubu ve diisiik doz bevacizumab (2mg/0.08 ml ve 4 mg/0.16 ml)
uygulanan gruba gore kaspaz—3 tutulumu daha belirgindi. Bu bulgulardan yola ¢ikarak,
2mg ve 4mg intravitreal bevacizumab dozunun, tavsan gozlerinde immiinohistokimyasal
olarak saptanabilir bir hiicresel hasara yol a¢tigini1 ve bu hasarin L-karnitin ile 6nlenebildigi
sonucuna vardik. Ancak ayni durum 6 mg/ 0.24 ml bevacizumab uygulamasi i¢in gegerli
degildi. 6 mg/0.24 ml intravitreal bevacizumab uygulanan tavsan gozlerinde, yogun
kaspaz—3 tutulumu ile karakterize ciddi hiicresel hasar bulgular1 vardi ve bu bulgular

intraperitoneal uygulanan L-karnitin ile 6nlenememekteydi.

Tavsanlarin gozleri lizerinde yaptigimiz TUNEL boyama tekniginde, biitiin kontrol
grubu gozlerde TUNEL pozitif hiicre sayis1 beklendigi gibi az sayidaydi (% 22.0 + 2.1). 2
mg/0.08 ml ve 4 mg/0.16 ml intravitreal bevacizumab uygulanan tavsanlarin caligma
gozlerinde TUNEL pozitif boyanan hiicre sayisi fazla iken (sirastyla 40.6 + 2.8, 48.8 + 4.8),
ilaveten intraperitoneal L-karnitin uygulanan grupta TUNEL boyanan hiicre sayisi daha
azdi (swrasiyla 22.0 + 2.0, 21.8+1.8) (p=0.000) . 6 mg/0.24 ml intravitreal bevacizumab
uygulanan grupta ise durum farkliydi Bu grupta hem 6 mg/0.24 ml intravitreal
bevacizumab uygulanan hem de bevacizumaba ilaveten intraperitoneal L-karnitin
uygulanan gozlerde, TUNEL pozitif boyanan hiicre sayis1 fazla miktardaydi (sirasiyla 59.4
+ 6.9 ve 54.6+5.1) (p=0.021). intraperitoneal L-karnitin 2 mg ve 4 mg bevacizumab
uygulanan gozlerde TUNEL boyanma yiizdesini belirgin olarak azaltmis olsa da 6 mg

bevacizumab uygulanan gozlerde TUNEL boyanma yiizdesini asikar derecede
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azaltmamistir. Ancak 6 mg uygulanan gozlerde de istatistiksel olarak anlamli TUNEL
boyanma azalmasi1 gozlenmistir. Bu bulgulardan yola ¢ikarak 2 mg/0.08 ml ve 4 mg/0.16
ml bevacizumab dozunun, TUNEL ile saptanabilen hiicresel hasara yol actigini ve bu
hasarm L-karnitin ile Onlenebildigini gordiik. Ancak 6 mg/0.24 ml intravitreal
bevacizumab dozunda goriilen hasarmn, L-karnitin ile asikar derecede Onlenemedigini

saptadik.

Retina ¢ok sayida tabakadan olusan ve hiicrelerin diizensiz dizilim gosterdigi ve
birbirini gdlgeledigi bir yap1 olmasi nedeniyle belli bir hiicre grubunu hedef alan isaretleme
yapilmiyorsa, stereolojik uygulamalarin saglikli yapilabilecegi bir doku degildir. Normal
sartlarda her dokuda TUNEL pozitif boyanan ya da kaspaz—3 pozitif boyanan hiicreler
bulunmaktadir. Onemli olan bu hiicrelerin sayisindaki artisin varhigina dikkat cekmektir.
Ayn1 durum retinanin katmalarinda bulunan farkli karakter ve gérevdeki hiicreler i¢in de
gecerlidir. Bu nedenle TUNEL pozitif boyanan fotoreseptdr hiicreleri, bipolar hiicreleri ve
ganglion hiicrelerini tek tek ayirt etmek ve saymak miimkiin olmadig1 i¢in bu caligmada
kontrol ve calisma gozlerinde tiim pozitif hiicreler sayilarak istatistiksel olarak
degerlendirmeleri  yapimustir. Bilindigi gibi TUNEL boyama teknigi, DNA
fragmantasyonu olan hiicreleri belirginlestiren bir yontemdir ve isaretleme ¢ekirdeklerde
algilanir, hiicrelerin TUNEL pozitif boyanmas1 mutlaka apopitoza gidecekleri anlamina
gelmez. Ancak biiyiik bir boliimiiniin apoptotik yola girdiklerini gosterir. Kapaz—3 ise
normal sartlarda hiicrelerde var olan ancak apoptotik siirecte aktive kaspaz formuna
doniisen bir proteindir ve apopitozun aktif elemanidir. Kaspaz—3 isaretlemesi sitoplazmada
algilanir. TUNEL i¢in yapilan isaretli ¢ekirdek sayma islemi kaspaz—3 i¢in yapilmamustir.
Cilinkii retinada ne kadar ince kesit alinirsa alsin hiicrelerin birbirini golgelemesi nedeni
ile sitoplazmik boyanmis hiicreleri biribirinden ayirt edebilmek teknik olarak miimkiin
degildir. Ancak c¢alismamizda kaspaz—3 isaretlemesinin yapilmasi, apopitoza gidecegi
kesin olan hiicrelerde tutulumun varligini ve derecesini gostererek, TUNEL bulgularmi

konfirme etmistir.

Gerek kendi yaptigimiz calisma gerekse Inan ve arkadaslari (8) ile Avci ve
arkadaglarinin  (7) yaptigi calismadan da anlasildigi gibi intravitreal uygulanan
bevacizumab, apopitozis aracili hiicresel toksisiteye yol agmakta ve bevacizumabin bu
toksik etkisi, artan ilag dozu ile artig gdstermektedir. Kendi ¢alismamizda kullandigimiz ve

literatiirde bu amagla kullanimini tespit edemedigimiz intraperitoneal L-karnitin, 2 mg ve 4
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mg dozlarinda uygulanan intravitreal bevacizumabin apopitozis aracili toksik hiicre
hasarm1 Onlerken, 6 mg dozda uygulanan intravitreal bevacizumabimn toksisitesini
onleyememektedir. Avci ve arkadaglarinin (7) 0.25 mg/10 pl intravitreal bevacizumab
dozlarinda goriilen TUNEL boyanma ylizdesini (%32), 0.05 ml salin soliisyonu uygulanan
gozlerde gozlenen TUNEL boyanma yiizdesi (% 32.3) ile benzer bulmasi, toksik olmayan
intravitreal bevacizumab dozu hakkinda bize fikir vermektedir. Tavsan vitreus hacminin
(2-2.5 ml), insan vitreus hacminin (4-5 ml) yaklasik olarak yarisina tekabiil ettii goz
Ontine alinirsa, ¢alismamizda kullanidigimiz dozlarin insan goziindeki karsilig1 4 mg, 8 mg
ve 12 mg olacaktir. Buradan yola ¢ikarak, L-karnitinin insan gozlerinde 8 mg ve daha az
dozlarda uygulanan bevacizumaba bagli apopitotik etkiyi dnleyebilecegini sdyleyebiliriz.
Caliyma siiremizin 14 giin ile smirlh olmasi, tekrarlayan doz uygulamalarimizin
bulunmamasi1 ve uyguladigimiz doz cesitlerinin sinirli olmasi, bu konu tizerinde farkli

kurgulamalar ile yeni ¢aligmalarin yapilmasi gerektigi sonucunu dogurmaktadir.
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SONUCLAR

Calismaya toplam 30 erkek tavsanin (Yeni Zelanda albino tavsan, 2-3kg
agirhiginda) 60 gozii dahil edildi. Calismaya dahil edilen tavsanlar 2 esit gruba ve
her grup da 3 esit alt gruba ayrildi. Grup 1; her biri 2 mg(0,08 ml) , 4 mg (0,16 ml)
ve 6 mg (0,24 ml) intravitreal bevacizumab (Altuzan, Roche®) uygulanacak olan 3
esit alt gruba (Grup la, 1b, 1c) ayrildi. Grup 2 ise ayn1 alt gruplama prensibi ile
gruplandi (Grup 2a, 2b, 2c¢), ancak intarvitreal bevacizumab uygulamasina ilaveten
intraperitoneal 500 mg/kg L-karnitin de uygulandi. Her tavsanin sag gozii
bevacizumab uygulanan ¢aligma gozii, sol gozii ise ayn1 hacimde salin soliisyonu
uygulanan kontrol grubu g6z olarak belirlendi.

. Intravitreal bevacizumab uygulanan tavsan gozlerinde, 151k mikroskobik olarak
morfolojik degisiklige rastlamadik.

. Intravitreal bevacizumab uygulanan tavsan gozlerinin elektron mikroskobisi ile
yapilan ultrastriiktiirel incelemelerinde; 2 mg ve 4 mg dozlarinda 1limh diizeyde, 6
mg dozlarinda ise agir diizeyde hiicresel hasara ve apopitotik hiicrelere rastladik.

. Intravitreal bevacizumab uygulanan tavsan gdzlerinin kaspaz—3 ile yapilan
immiinohistokimyasal incelemesinde; 6 mg dozda daha belirgin olmak {izere biitiin
doz gruplarinda, apopitotik siirece gidisin gostergesi olan kaspaz—3 tutulumunda
art1g saptadik.

. Tavsan gozlerinin, apopitotik slirecteki DNA fragmantasyonunu gosteren TUNEL
boyama teknigi ile yapilan incelemelerinde; intravitreal bevacizumab uygulanan
gbzlerde TUNEL pozitif boyanan hiicre sayisinin daha fazla oldugunu ve artan doz
ile birlikte pozitif boyanan hiicre sayisinin arttigini saptadik.

. Intravitreal bevacizumaba bagli apopitotik hiicresel hasarin 2 mg ve 4 mg doz
gruplarinda intraperitoneal uygulanan L-karnitin ile 6nlenebildigini ancak 6 mg doz
grubunda L-karnitin ile 6nlenemedigini saptadik.

. Bu calismda buldugumuz sonuglarin bagka calismalar ile desteklenmesine ihtiyag
vardir. Daha uzun siireli takiplerin yapildigi1 caligmalar ile uzun donemde
apopitozis cevab1 degerlendirilmelidir. Daha diisiik doz wuygulamalarinda
apopitozisin varligi arastirilmalidir. Tekrarlayan uygulamalar sonucu verilen

kiimiilatif dozun apopitozis ve hiicresel hasara etkisi arastirilmalidir.
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