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ONSOZz

2018 yili Diinya Saglik Orgiitii verilerine gore diinya genelindeki gérme kaybi
sebeplerinin baslicalar1 sirastyla yasa bagli makiila dejenerasyonu, katarakt, diyabetik
retinopati ve glokom olarak belirtilmistir. Yine yakin zamanda yapilmis pek ¢ok ¢alismada,
senil makiiler dejenerasyon ve diyabetik retinopati, gelismis tilkelerdeki onlenebilir korliik

nedenlerinin baslicalar1 arasinda gosterilmistir.

Son yillarda ise, aylik dozlar seklinde goz igine (intravitreal) uygulanan monoklonal
antikor (Ranibizumab, Bevacizumab, Aflibercept) tedavileri, sagladigi gérme artis1 ve
anatomik diizelme ile hastalar i¢in umut 15181 olmustur. Senil makiila dejenerasyonu,
diyabetik retinopati ve retinal vaskiiler hastaliklarin yol agtig1 patoloji; obstriiksiyon, iskemi,
hemoraji ve anjiyogenezis sireclerinden kaynaklanmaktadir. Vaskiiler endotelyal biiylime
faktort (VEGF) anjiogenezisdeki 6nemli bir sitokindir. VEGF, anjiyogenezi vicut ve g6z
cevresinde yukselten bir biyokimyasal sinyal proteinidir. VEGF'nin reseptorleri ile
baglanmasi, endotel hiicresi gogalmasi ve yeni kan getirir damar biiyiimesinde ve dolayisiyla
anjiogenezinde anahtar rol oynamaktadir. VEGF ailesi, hepsi plasental kaynakli biiyiime
faktorleri (PDGF) olan VEGF-A, VEGF-B, VEGF-C, VEGF-D ve VEGF-E'den ve bir
plasental biiytime faktoriinden (PIGF) olusmaktadir. Ranibizumab, VEGF-A'ya baglanma
yoluyla, VEGF'nin reseptorleri ile olan etkilesimine miidahale etmekte ve boylece yeni kan
damarlarimin olusmasini engellemektedir. Aflibercept ise; vaskuler endotelyal biyume
faktori-A (VEGF-A) ve plasental biiylime faktoriinii (PIGF) viicudun dogal reseptorlerine
gore daha biiytlik bir afinite ile baglayan ¢oziinebilir bir tuzak reseptoriidiir. VEGF-A'nin
dogal reseptorlerinin aktivasyonunu azaltarak, Aflibercept yeni kan damarlarmin

blyumesini azaltmaktadir.

Mevcut galismada, Ranibizumab ve Aflibercept’in farkli dozlarda, saglikli insan
gozunun ARPE-19 hiicre hatt1 iizerine uygulanip konsantrasyon ve zamana bagli, sitotoksik

acidan hiicre canliligina etkileri incelenmistir. Bunun yani sira, s6z konusu ilaglarin 1)

Vi



Otofaji yolaginda kritik 6neme sahip Beclinl ve ATG4 ekspresyonlari iizerine olan etkileri
2) Hiicreler arasi yapisal ve kimyasal destekte gorevli ekstraseliiler matriksin
diizenlenmesinde baslica 6neme sahip enzimlerden MMP2 ve TIMP1 iliskisi aydinlatilmaya
calistlmistir. Goz hastaliklar1 klinik pratiginde, s6z konusu hastaliklarin tedavisinde
giintimiizde altin standart olarak kabul edilen ve kisith sayida hiicre kiiltiirii caligmalar1 olan

bu ajanlarin in vitro ¢aligmasinin, literatire dnemli bir katki saglayacagi kanisindayiz.

Doktora egitimim boyunca degerli bilgi ve deneyimlerinden yararlandigim,
calisgmalarimin yonlendirilmesinde ve devam etmesinde desteklerini benden esirgemeyen
basta degerli danisman hocam Ankara Universitesi Veteriner Fakiiltesi Dekan1 Sayin Prof.
Dr. Ender YARSAN’a, hiicre kiiltiirii ile ilk kez tanismami saglayan, bakis a¢is1 kazandiran,
laboratuvar bilgi, becerileri ile Farmakoloji alaninda yonlendirmelerini esirgemeyen Dog.
Dr. Begiim YURDAKOK DIKMEN’e ve Prof. Dr. Leyla Didem KOZACI’ya; tez
calismalarim esnasinda yardim ve destegini esirgemeyen, tez izleme komitesi tiyesi Prof.
Dr. Gorkem KISMALI’ya, egitimim siiresince ¢alismalarimda destek ve yardimlarinm
esirgemeyen Prof. Dr. Levent ALTINTAS’a; tez calismasi siirecinde katkilarini ve
yardimlarmi her daim hissettiren Dr. Sinem PEHLIVAN’a, Dr. Biisra GORGUN’e, Dr.
Recep UYAR’a ve Dr. Sedat SEVIN’e; doktoraya baslangic siirecinden itibaren bilgi ve
tecrubeleri ile bana rehberlik eden sayin Prof. Dr. Zafer KARAER’e ve Dr. Mustafa
ULUDAG?a tesekkiirlerimi sunarim.

Doktora tezim siirecinde, her zaman, her konuda maddi ve manevi destegini
esirgemeyen, dzveri ve sevgilerini her daim hissettigim esim K. Biisra KAYNAK EKIiCIye,
annem Nehir EKICI’ye, ve varligiyla hayatimiza anlam katan oglum Mustafa Agah

EKICI’ye ¢ok tesekkir ederim.
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1. GIRIS

Molekiiler kaynaklar, in vivo ve in vitro ¢aligmalar ve olast ila¢ adaylar1 igin
potansiyel biyolojik ajanlar olarak islev goren bilesiklerin arastirilmasinda giderek daha
onemli hale gelmektedir. Genom ve devam eden proteom tarafindan saglanan artan miktarda
yeni terapOtik hedefe gore, hastalikla iligkili proteinlerin spesifik inhibitorlerinin tasarimi,

farmakolojik aragtirmalarin birincil hedeflerinden biri haline gelmistir.

Anjiyogenez hem normal hem de patolojik kosullarda doku gelisimi ve islevi i¢in
anahtar bir stirectir. Anjiyogenez siirecinde ¢ok sayida faktor ve sistem yer almaktadir. En
guclulerinden biri olarak vaskiler endotelyal biiytime faktori (VEGF) - vaskuler endotelyal
blylime faktori reseptori (VEGFR) sistemidir. Bu sinyal molekilleri gelisimsel
embriyogenez sirasinda vaskiilogenezi ve daha ileri donemlerde yara iyilesmesi, timor
biiytimesi, iltihaplanma ve okiiler hastaliklardaki anjiyogenezi diizenlemektedir. VEGF,
okiiler homeostazin 6nemli bir faktoriidiir. Sadece vaskiiler endotel hiicreleri veya perisitler
tarafindan degil, ayn1 zamanda retina noronlar1 ve astrositler, Miiller hiicreleri, retina

pigment epiteli ve hatta pigmentsiz siliyer epitel tarafindan da tiretilebilmektedir.

Bu gicli faktorleri (VEGF-VEGFR) bloke etme fikri tipta yeni tedavi olanaklarina
zemin hazirlamistir. Anti-VEGF ajanlar, sadece damar biyimesini ve neovaskularizasyonu
engellemekle kalmamakta, ayni zamanda patolojik mikrodamarlarin gerilemesini de
indiiklemektedir. Yan1 sira, normal damarlari stabilize etmekte, sizintiy1 ve buna eslik eden
inflamatuar yaniti 6nlemektedir. Yasa bagli makiila dejenerasyonu, diyabetik retinopati
komplikasyonlar1 ve retinal ven tikanikliklar1 gibi kritik g6z hastaliklar: ile mucadelede
giniimuzde anti-VEGF tedavisinin giiglii ve etkili bir silah oldugunu ispatlayan pek ¢ok
caligma yapilmistir. Okiiler hastaliklarin tedavisinde anti-VEGF tedavisinin uygulanmasi
her gecen gun artmaktadir. Hem lokal hem de sistemik yan etkilerinin, uygulama sayisina
kiyasla nadir olmas1 da bunda 6nemli bir etkendir. Fakat bu ilaglarin daha uzun etkili ya da

farkli salim sistemleri iceren formlar1 gibi konular, halen arastirilmaktadir.



1.1. insan Gozii Anatomisi ve Histolojisi

Orbita icinde yerlesmis olan g6z kiresi (bulbus oculi); eriskinde 21-26 mm 6n-arka
capinda, 7-9 gr agirhiginda, ortalama 7 cc hacmindedir (Malkog, 2006). Go6z kiiresi distan
ice dogru tunica fibrosa bulbi, tunica vasculosa bulbi ve tunica interna bulbi olmak tizere ti¢
tabakadan olusur (Eroschenko ve Di Fiore, 2013). En dis tabaka, tunica fibrosa bulbi’dir.
Onde kornea ve kornea’nin bitim yerinden itibaren sklera ile goziin arka kutbuna kadar
uzanir. Orta tabakasi tunica vasculosa bulbi’dir. Uvea veya iiveal traktus olarak da
isimlendirilir. Koroid, siliyer cisim (corpus ciliare) ve iris’ten olusmus kesintisiz bir yapidir.
I¢ tabaka, tunica interna bulbi (noral tabaka) olup retinayr ihtiva eder. Bu ii¢ tabaka
tarafindan simirlandirilmis olan g6z kiiresinin iginde corpus vitreum, lens ve humor akoz yer
alir (Apaydin, 2001; Eroschenko ve Di Fiore, 2013). Goziin yapist Sekil 1.1.°de

gosterilmistir.

Goz kapadn

Go; 1 kanal
N Goz kaslan
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al Korold

| Retina
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Pupil 4
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Fovea
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VAR
Siliyer Cisim \;\\ o —=

Sekil 1.1. insan goziiniin anatomisi (Children's Eye Institute, 2023).

Kornea, 1sinlarin goze girdigi dis tabakanin ¢ikintili ve g6z kiresinin 6n
boliimiindeki damardan yoksun ve saydam kismidir. Merkezi kisimlarda humér akéz’den,
periferik kisimlarda limbusun kan damarlarindan difiizyonla beslenir. Limbus kornea ve

skleranin birlestigi gri ¢izgiye verilen addir. Kornea 6nden arkaya dogru: epitel, Bowman



membrani, substantia propria, Descement membrani ve endotel olmak {izere bes tabakadan
olusur (Kierszenbaum ve Demir, 2006). Sklera goz kiiresinin 5/6’lik arka kismini olusturan,
kollajen liflerden zengin go6ziin seklinin korunmasii saglayan giiclii ve en distaki
tabakasidir. Sklera distan tenon kapsiilii ile sarilmistir. Bu sayede 6n bolimde konjonktiva,
arka bolimde orbital dokularla komsuluk yapmaktadir. Ayn1 zamanda sklera ekstraokiiler

kaslar i¢in de bir tutunma yeri olusturur (Barbara Young, 2014).

Koroid; skleranin i¢ yiizlinii retinanin ise dig yiiziinii 6rten, yogun kapiller aglardan
olusmus ve pigmentli bir tabakadir. Lamina suprakoroidea, lamina vaskuloza, lamina
koriyokapillaris ve Bruch membrani olmak {izere dort kissmdan olusur. Bruch membrani 1-
4 um kalinhginda, kollajen ve elastik liflerden zengin bir tabaka olup, koroid ve retinanin
pigment tabakasi arasinda yer alir. Siliyer cisim; koroid ile iris arasinda bulunan, humér akoz
iiretimini ve akomodasyonu saglayan yapidir. Oniinde gdze rengini veren ve giren 1s1k
miktarii ayarlayan iris bulunur. Iris, dnden arkaya 6n kenar tabaka, stroma, pigment epiteli

tabakasi ve i¢ sinirlayict membran olmak {izere dort katmandan olusmustur (April, 1997).

Goz kiiresinin en igteki, duyusal ve 1s18a en hassas tabakasi olan retina, dis tarafinda
koroid, i¢ tarafindan vitreous (corpus vitreum)’un hyaloid membrani ile gevrili olup optik
disk Uzerinden optik sinir ile baglantilidir. Goziin sinir tabakasi olarak da adlandirilan retina;
dista stratum pigmentosum, igte stratum nervosum olmak lizere iki katmandan olusur.
Stratum pigmentosum’da, gorme i¢in 6nemli fonksiyonlari olan ve melanin pigmenti igeren
epitel hiicreleri vardir. Bu hiicrelerin, fotoreseptorlerin yakalayamadigi 15181 absorbe
edebilme (bdylece goriintiiniin netliginin bozulmasini énler), fagositoz yapabilme ve kan-
retina bariyerini olusturma 6zellikleri vardir (Taner, 1999). Norosensoriyel retina olarak da
adlandirilan stratum nervosum; optik diskten sinirsel dokularin sonlandig1 girintili ¢ikintilt
yapidaki ora serrata’ya kadar uzanir. Ora serrata, retinanin periferde testere disi seklinde
girintiler yaptig1r hattir. Norosensoriyel retina histolojik olarak on tabakadan olusur.
Retinanin arka bolimiinin i¢ kisminda, optik aksin gegtigi oval, sar1 renkli alana makiila
lutea (sar1 nokta) denir. Makiila lutea’nin merkezinde, fovea centralis retinae adli gukurluk

bulunur ki buras1 goziin en fazla 151k alan ve renkleri gérmenin en iyi oldugu kismidir



(Eroschenko ve Di Fiore, 2013; Malkog, 2006). Makiila lutea’nin 3 mm nasal tarafinda
retinadan lamina kribrosa’ya uzanarak optik siniri olusturan liflerin bir araya gelmesiyle
optik disk (kor noktayi) olusur. Lamina kribroza, retina sinir lifi aksonlarinin optik diskte
toplandiktan sonra gozii terk ettikleri delikli bir destek yapisidir (Grytz ve ark., 2011). Optik
diskin ortasindaki ¢ukurluktan retinanin damarlar1 olan arteriae centralis retinae (santral

retinal arter) ve venae centralis retinae (santral retinal ven) gecer (Gokmen, 2003).

1.1.1. insan Retinas1 Anatomisi ve Histolojisi

Retina embriyolojik olarak optik vezikiiliin distal boliimiindeki noral ektodermden
invajinasyon sonucu gelisir. Kalinlig1 ora serratada 0,1 mm, ekvatorda 0,2 mm, optik sinir
yakiminda 0.56 mm olarak degismektedir (Sekil 1.2.). Sinir lifi tabakas1 (NFL) haricinde

biitiin retina tabakalar1 optik sinir basinda sonlanir (Yanoff ve Duker, 2018).

Yaklastk 5,5 mm ¢apa sahip olan makiila’nin merkezi, optik diskin 4 mm

temporalinde ve 0,8 mm asagisinda yer almaktadir.

Sekil 1.2. Retinanin anatomisi (Dashtbozorg, 2016).



Makiila, topografik olarak Klinik neme sahip 4 konsantrik alana ayrilir (Sekil 1.3.).
Bunlar merkezden disa foveola, fovea, paravoveal alan ve perifoveal alandir (Yanoff ve

Duker, 2018).

Makiila

perifovea

Sekil 1.3. Makiiler zonlarin simniflandirilmasi (Eyewiki AAO, 2021).

Foveola, 350 p ¢apinda ve 150 p kalinliginda olup gangliyon hiicresi icermez ve
retinanin en yiiksek kon fotoreseptér yogunluguna sahip bolgesidir. Foveola’nin tam
merkezindeki 150 mikron genisligindeki alan ‘umbo’ olarak adlandirilir ve gorme
keskinliginin en yiiksek oldugu kisimdir (Gholam A. Peyman, 2006). Fovea; foveolar
avaskiiler zon (FAZ) ve foveola’nin birlesmesinden olusur. FAZ; 250-600 um genisliginde,
i¢ niikleer tabaka seviyesindeki kapillerlerden olusan; foveanin iginde ama foveolanin
disinda yer alan alandir. Parafovea; ganglion hiicre tabakasi, i¢ niikleer tabaka ve dis
pleksiform tabakanin en kalin oldugu, fovea etrafindaki 0,5 mm genisligindeki alana verilen

addir (Sekil 1.4.). Koni-basil orani bu alanda 1:1°dir. Perifovea; parafovea’y1 ¢evreleyen 1,5



mm genisliginde periferik zon olup, tek kat ganglion hiicre tabakasi ve 6 kat bipolar hiicre
tabakasi icerir. Koni-basil oran1 1:2°dir (Yanoff ve Duker, 2018).
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Sekil 1.4. Norosensoryel retinanin histolojik kesiti (Caceci, 2021).

Norosensriyel retina histolojik olarak on tabakadan olusur. Bunlar distan ice dogru:
Retina pigment epiteli (RPE) norosensoriyel retina ve koroid arasinda uzanir. Fotoreseptor
tabakast koni ve basillerden olusur. Dis limitan membran komsu fotoreseptorlerin
yapisikliklar1 ve Miiller destek hiicrelerinin sitoplazmik uzantilarindan olusur, gercek bir
membran degildir. Bol miktarda fenestrasyonlar1 vardir. Periferik retinadaki dig limitan
membran ora serratada pigment epiteli ile birlesir. Dis niikleer tabaka koni ve basil
niikleuslarini igerir. Dus pleksiform tabaka fotoreseptérlerin sinaptik cisimleri ile horizontal
ve bipolar hiicreler arasi sinapslar1 igerir. Makila bslgesinde basil ve konilerin aksonlari
daha uzun ve foveada oblik seyrettikleri i¢in dis pleksiform tabaka daha kalin ve daha
fibrozdiir. Bu bolgeye Henle taba- kasi denir. Sistemik hipertansiyon gibi durumlarda lipid

ve diger kan driinlerinin yildiz paterninde birikmesi Henle tabakasmnin bu o6zelligi



nedeniyledir. f¢ niikleer tabaka bipolar hiicreler, Miiller hiicreleri, horizontal ve amakrin
hiicrelerin niikleuslarini igerir. I¢ pleksiform tabaka bipolar ve amakrin hiicre aksonlari ile
ganglion hiicrelerinin dendritlerini ve bunlarin sinapslarini igerir. Ganglion hiicreleri
tabakas: ganglion hiicrelerinin cekirdeklerinden olusur. Ganglion hiicrelerinin aksonlari
optik siniri olusturur. Sinir lifleri tabakas: ganglion hiicrelerinin aksonlarindan olusur. /¢
limitan membran gercek bir membran degildir. Miiller hiicrelerinin ayaksi ¢ikintilari ve

bazal lamina yapisikliklarindan olusur (Sibel, 2014).

Internal karotid arterden ayrilan oftalmik arterin uzantisi olan ‘santral retina arteri’
retina dolasimi i¢in esas kaynaktir, ancak normal gézlerin % 25’inde diskin yanindaki kiigiik
bir alan siliyoretinal arter tarafindan beslenir. Hem retina hem de koroid tabakalarinin drenaji

biiyiik oranda santral retinal ven ve dallari ile olmaktadir (Snell ve Lamp, 1998).

1.1.2. Retina Pigment Epiteli Ozellikleri ve Fonksiyonlari

Retina pigment epiteli (RPE); histolojik kesitlerde arka kutupta altigen, perifere

dogru gidildik¢e daha az pigmentli ve tek katli kiibik hiicre tabakasi olarak goriiliir. Hiicreler

zoniila okludens tipi sik1 baglantilarla birbirlerine baglanirlar.
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Sekil 1. 5. Retina pigment epitelinin histolojik kesiti (Bonilha, 2014).

Su ve iyonlarin serbest gegisine Karsi bariyer gorevi gorirler. RPE hucreleri, makiilar
bolgede daha kiigiik (kabaca 10-14 um ¢apinda) iken retina periferinde daha genis (yaklasik
60 pum capinda) ve diiz bir goriiniim alirlar. RPE hiicresi basina diisen fotoreseptor hiicre
sayist (her bir RPE hiicresi i¢in yaklasik 45 fotoreseptor hiicresi), retina boyunca sabit kalir.
RPE hiicreleri, fotoreseptor hiicrelere bakan apikal bolgelerinde, fotoreseptor dis
segmentlerine ulasan mikrovilluslar igerir. Bu apikal sonlanmalarda melanin pigmenti
(Vicutta melaninin ilk olarak sentezlenmeye baslandigi yer; RPE’dir.) bulunur. Melanin
pigmenti, dagilan 15181 emerek goz iginde mimkiin olan en az derecede dagilmasini ve

serbest radikallerin dengede tutularak toksinlerin baglanmalarin1 saglar. Bir diger RPE



pigmenti lipofuksin, RPE i¢inde yasla birlikte yavas yavas birikme 0Ozelligindedir.
Lipofuksin’in, 151k veya oksidasyon nedeniyle hasarlanmis dis segmente ait membran
lipidlerinden meydana geldigi diisiiniilmektedir. RPE hiicreleri, mitokondrinin yani sira
stiperoksid dismutaz ve katalaz gibi antioksidan enzimleri ile lutein, zeaksantin, askorbat,
karotenoidler, alfa tokoferol ve beta karoten gibi enzimatik olmayan antioksidanlar igerirler
(Altintasg, 2013).

RPE’nin norosensoriyel retinanin korunmasinda ¢ok onemli fonksiyonlar1 vardir.
RPE, igerdigi melanin pigmenti sayesinde 15181 emer ve boylece sagilmay1 azaltarak goriis
kalitesini artirir. Bu, ayni zamanda retinada fotokimyasal oksidatif stresi azaltmada
onemlidir. Gorme siklusu icinde 11-cis-Retinal’in tekrar olusumundaki fotokimyasal
izomerizasyon islemi RPE icinde gerceklesmektedir (ilhan ve Eldem, 1998). RPE
yapisindaki yiiksek konsantrasyonlu antioksidanlar (6rnegin siiperoksit dismutaz, katalaz,
lutein ve zeaksantin) ile retinay1 oksidatif stresten korur. RPE, dis kan-retina bariyerinin bir
bileseni olup subretinal bosluktaki iyon dengesinin diizenlenmesinde 6nemli rol sahibidir.
Laktik asit ve kolesterol gibi fotoreseptor atik iiriinlerini fagositoz ile ortadan kaldirir. RPE
ayrica; VEGF (Vascular Endothelial Growth Factor), FGF (Fibroblast Growth Factors; FGF-
1, FGF-2, ve FGF-5), TGF-B (Transforming Growth Factor-Beta), IGF-1 (Insulin-like
Growth Factor-1), CNTF (Ciliary Neurotrophic Factor), PDGF (Platelet-Derived Growth
Factor), LEDGF (Lens Epithelium-Derived Growth Factor) ve PEDF (Pigment Epithelium-
Derived Factor) gibi ¢ok sayida biiyiime faktorlerinin salgilanmasini, komsu dokularin yap1

ve hiicresel farklilagmanin korunmasini saglar (Strauss, 2005).

1.1.2.1. Erigkin Insan Retina Pigment Epiteli Hiicre Kiiltiirii (ARPE-19)

Adult Retinal Pigment Epithelial cell line-19 (ARPE-19), ilk olarak kazada yasamini
kaybeden 19 yasindaki bir erkek donériiniin goz kiirelerinden elde edilmistir. Olgunun
yasam fonksiyonlarini yitirmesinden 2 saat sonra eniikleasyon teknigi ile alinan goz kiireleri

12 saat soguk ortamda saklanmis, sonrasinda kalsiyum-magnezyum’dan yoksun ve



streptomisin ile penisilin iceren Puck’in salin solusyonu ile yikanmistir. On segment daha
sonra ora serrata'da goz kiiresinin hemiseksiyonu ile ¢ikarilmistir. Retina, optik sinirden
itibaren diseke edilmistir ve pigment epitelinden ayrilmistir. Birkag kez tekrar eden segici
tripsinizasyon ve zayif yapisik fibroelastik hiicrelerin uzaklastirilmasi iglemlerinden sonra
ARPE-19 kiltirii elde edilmistir.  ARPE-19, bir birincil RPE kdltlriinin segici
tripsinizasyonu ile saflastirilmig, hizla biiyiiyen, kendiliginden gelisen bir insan hiicre
hattidir. Bu islem, birlesik birincil kilttrlerden fibroblastik ve refraktil hicrelerin
cikarilmasini ve ardindan kalan bagli hiicrelerin genislemesini icerir. Bu prosediiriin birkag
tekrarindan sonra, kiiltiirler diizgiin bir epitelyal morfoloji gelistirir. ARPE-19 hiicreleri;
tanimlanmais hiicre sinirlari, genel bir ‘parke tas1’ goriiniimii ve belirgin pigmentasyon dahil
olmak tizere RPE'nin karakteristik 6zelliklerini korumaktadir. Farklilagsma kiiltiirler birlesik
yogunluga ulastiktan sonra 3-4 hafta gerektirir. Uzun vadeli kiltirlerin giderek daha koyu
hale gelmesiyle kanitlandigi gibi pigment birikmeye devam etmektedir. ARPE-19 kulturleri
ayrica, iyonlar1 vektorel bir sekilde in vitro pompalama yeteneklerini teyit eden kubbeler
olusturur. Dunn ve ark. ¢alismalarinda ARPE-19'un morfolojisindeki asikar homojeniteye
ragmen alternatif morfolojik fenotipleri ifade etmek i¢in farkli yeteneklere sahip hiicreler
icerdigini acikga tespit etmislerdir. Hiicrelerin boliinmesinini yaklasik 24 saat olarak
hesaplayan aragtirmacilar, elektron mikroskobunda sekilleri kiiboidal yapidan kolumnar
yapiya degisen, apikal mikrovillus igeren; siki adezyon baglantilarina, bazal katlantilara ve
bircok polarize dagilimli organele sahip hiicreler gézlemlemislerdir. Ayrica ARPE-19'un
yaslanma yetenegine sahip oldugunu ve dolayisiyla 6liimsiiz bir hiicre hatt1 olmadigini da
gostermiglerdir. ARPE-19 hiicre kiiltiiriintin farkli proteinleri sentezi gibi amaglar1 igeren
caligmalar i¢in uygun olmayip, daha ¢ok retinoid metobolizmasinin arastirilmasi, RPE
spesifik gen ekspresyonu regulasyonu calismalar1 igin verimli olabilecegini ifade etmislerdir
(Dunn ve ark., 1996).

ATCC iriin katologunda; ARPE-19 hiicre hattinin 6zellikleri arasinda hiicrelerin
diploid oldugundan, 30'dan fazla pasaj i¢in tasinabilme 6zelliginden, dondurulmus halde siv1

azot tankinda kriyo tiiplerde muhafaza edilebildiginden s6z edilmistir (ATCC®, 2022).
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1.1.3. Vitreous

Norosensoriyel retinanin i¢ limitan membrani ile arka lens kapsiilii arasindaki, goz
kiiresinin arka ve en biiyiik kismini (géz hacminin ~% 80'1) dolduran jelimsi ve berrak
stvidir. Vitreous iki ana kisimdan olusur: santral veya ¢ekirdek vitreous, i¢ kismi olusturur
ve kortikal vitreous, dis kismi olusturur. Vitreous retina ve lens metabolitleri icin bir
depolama alanidir ve bu metabolitlerin goz i¢indeki hareketi igin bir yol saglar. Vitreous,
viskoelastik 6zelligi sayesinde, hizli g6z hareketleri ve yorucu fiziksel aktivite sirasinda
kirilgan retina dokusunu koruyan bir “amortisor” gorevi goriir. Isinlar iletip kirarak 15181n
retinaya odaklamasma yardimci olur. Kimyasal yapisi, biiyilk miktarda su baglayici
hiyaliironik asit ve bununla yakindan iligkili son derece hassas, embriyonik benzeri kolajen
filaman ¢atisindan olusur (Gholam A. Peyman, 2006; Yanoff ve Duker, 2018; Yanoff ve
Sassani, 2020).

1.2. Vaskuler Endotelyal Buyime Faktoru (VEGF)

Anjiogenez onceden var olan damarlardan yeni damarlarin gelismesi ve yenilenmesi
demektir. Embriyogenez, kemik gelisimi, yara iyilesmesi, menstriiel siklus ve gebelik
sirasinda fizyolojik olarak goriilebildigi gibi inflamasyon, diyabetik retinopati, ateroskleroz,
timor olusumu  gibi ¢esitli olaylarda patolojik olarak da ortaya ¢ikabilmektedir.
Anjiogenezin ana diizenleyicilerinden biri vaskiiler endotelyal biiyiime faktoridir (VEGF).
VEGF sinyal yolagmin fizyolojik anjiogenezde hiz-kisitlayici basamak oldugu kabul
edilmektedir (Ferrara ve ark., 2003).

1950’lerde Michaelson ve ark. neovaskiilarizasyonun bilinmeyen bir faktor
tarafindan uyarildigini; bunun fizyolojik neovaskiilarizasyonun yanisira patolojik
neovaskiilarizasyonda da etkili oldugunu diisinmiisler ve bu maddeyi “X faktor”
tanimlamiglardir (Michaelson, 1948). 1983 yilinda Senger ve ark. vaskiiler gegirgenligi

artirdigini diistindiikleri “VPF’’ (vascular permalibity factor)’yi tanimlamislardir (Senger ve
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ark., 1983). 1989°da ise Ferrara ve ark. tarafindan, hipofiz folikiiler hiicrelerde endotelyal
proliferasyonu indiikleyen faktor oldugu ileri siirilen VEGF (Vascular Endothelial Growth
Factor) tanimlanmistir (Ferrara ve Henzel, 1989).

VEGF ailesi; yeni damar olusumunda ve damar gegirgenliginde onemli bir
diizenleyici islevini yiiriiten VEGF-A, VEGF-B, VEGF-C, VEGF-D, VEGF- E, VEGF-F ve
Plasental Blytime Faktori (PIGF veya PGF), gibi birgok alt grubu igermektedir. VEGF-A,
yapisi en iyi tanimlanan ve en ¢ok arastirilmis olan VEGF ailesi iiyesidir. Insan viicudunda
en ¢ok VEGF- Al121, VEGF-A165 ve VEGF-A189 izoformlarmin sentezlendigi
gosterilmistir. Damar endotel hiicrelerinde bulunan VEGFR- 1 (Flt-1) ve VEGFR-2 (Flk-1
veya KDR) reseptorleri ile néronlarda da bulunan néropilin reseptérlerine (NP-1 ve NP-2)
baglanir. VEGF-A bilinen pro-anjiogenik faktorler arasinda en giiglisidir. VEGF-A’nin
yara iyilesmesi, ovulasyon, menstruasyon ve gebelik gibi bir¢ok fizyolojik anjiogenez
stirecinin yani sira kanser, tiimor olusumu gibi patolojik anjiogenez siire¢lerini de etkiledigi
gosterilmistir. VEGF-B, 0zellikle koroner anjiogenez ile iligkili olup; kalp-iskelet kas1 ve
kahverengi yag dokusunda genis dagilimi gostermektedir. VEGFR-1 ve NP-1’¢ baglanir.
VEGF-B’nin mitojenik aktivitesi VEGF-A’ya gore daha disiiktir. Hipoksi VEGF-A
sentezini artirdigi halde, VEGF-B tiretimini etkilememektedir. VEGF-C, en 6nemli roli
lenfanjiyogenezin aktivatoriic olmasidir. VEGFR-2, VEGFR-3 ve NP-2 reseptorlerine
baglanir. Tiroid bezi, kalp, over, bagirsak ve plasenta gibi dokularda bulunur. Endotel
hiicrelerinin migrasyonu ve mitogenezini indikler, yasam siirelerini uzatir. VEGF-D,
VEGF-C gibi VEGF-D de 6ncti protein seklinde sentezlenir, proteolizle olgun protein haline
gelir. VEGFR-2 ve VEGFR-3 reseptorlerine baglanarak endotel hiicre proliferasyonu ve
lenfanjiogeneze neden olur. VEGF-E, VEGF-E parapox virtslerinde sentezlenmektedir.
VEGFR-2’ye baglanarak damar gecirgenliginin artmasina ve endotel hiicrelerinin
proliferasyonuna neden olmaktadir. VEGF-F, yilan zehirlenmelerinde VEGF-F
izoformlarmin toksin gibi davrandigi diisiiniilmektedir. izoformlarina gére VEGFR-1’e
ve/veya VEGFR-2’ye baglanmaktadir. PIGF, ilk kez plasental dokudan izole edilmis olup
kalp ve akcigerlerde de iiretilmektedir. VEGFR-1 ve NP-1’e baglanir. Anjiogenezle
seyreden inflamasyon, 6dem, kolorektal kanser gibi ¢esitli patolojilerle iliskili bulunmustur
(Mural, 2018).
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1.3. Anti — VEGF Tlaclar ve Gz Hastahklarindaki Kullanim Alanlar

Son yillarda yapilan ¢aligmalarda VEGF ve reseptorlerinin, okiiler neovaskiiler
hastalikla iliskisi saptanmistir. Bu c¢aligmalarda (6rn. diabetik retinopati, retinal ven
okliizyonu, iris neovaskiilarizasyonu, prematiir retinopatisi, yasa bagli neovaskiiler makiila
dejenerasyonu [YBMD], korneal neovaskiilarizasyon, uveitler ve g6z igi tumorler)
VEGF’nin anormal damar biiyiimesi siirecinde yer aldigini gosteren veriler elde edilmistir
(Anthony P Adamis ve David T Shima, 2005). Doku kiiltiiriinde, ¢ok sayida retinal hiicre
tipi VEGF tiretmektedir ve VEGF iiretimi hipoksik mikrogevrede artmaktadir (LIoyd Paul
Aiello ve ark., 1995). Hipoksik retina hiicrelerinin iirettigi tim faktorler arasinda, VEGF nin
tek endotelyal hiicre mitojeni oldugu diistiniilmektedir (Shima ve ark., 1995). VEGF inhibe
edilirse mitojenik kapasite ortadan kalkmaktadir. Retina iskemik hale getirildiginde VEGF
diizeyleri retinada artmaktadir, vitreus ve akozde de yiiksek seyretmektedir. VEGF niin
birincil kaynaklar1; ganglion, miiller ve RPE hiicrelerinin de dahil oldugu néral hiicrelerdir
(Miller ve ark., 1994). VEGF’niin kornea, iris, retina ve koroide iliskin deneysel yeni
damarlanma modellerinde se¢imli olarak inhibe edildiginde, bu dokularda kan damari
biiylimesinin baskilandigi gosterilmistir. Bununla beraber, diger degerler a¢isindan normal
olan bu dokularda VEGF diizeyleri deneysel olarak arttirildiginda, anormal yeni

damarlanmanin tetiklendigi tespit edilmistir (Keklikci ve ark., 2008).

Son yillarda okiiler neovaskiilarizasyon patogenezindeki sifrelerin ¢oziilmeye
baslanmas1 ve VEGF’niin bu déngideki éneminin daha ¢ok anlasilmasiyla; pek ¢ok g6z

hastaliginin tedavisinde anti-VEGF ajanlara duyulan ilgi de giderek artmustir.

1.3.1. Ranibizumab (rhuFab) (LUCENTIS®, Genentech, San Francisco, CA,
USA)

Ranibizumab (rheFab) rekombinant DNA teknolojisi ile tiretilmis humanize bir fare
antikorudur. Agirlig1 48 kDa olup ve VEGF-A’nin tiim izoformlarina baglanarak inhibisyon

yapar. Tek bir intravitreal enjeksiyon halinde 0,05ml’de 0,5 mg dozunda uygulanur. Ilag ic
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limitan membrana gegerek subretinal alana ulasir (Cakmak ve ark., 2014; Keklikgi ve ark.,
2008). Ranibizumab’mn tiim g6z kompartimanlarindaki ortalama yarilanma émrii ortalama 3

gindir (Gaudreault ve ark., 2005).

Oftalmolojide Ranibizumab neovaskiiler tip YBMD, diyabetik makula sdemi (DMO)
ve retinal ven tikaniklig1 tedavisinde FDA (Food and Drug Administration) ve Saglik
Bakanlig1 onayiyla kullanilmaktadir. Endoftalmi, g6z igi basing artisi, retina pigment epiteli
yirtigl, konjonktival hemoraji, katarakt gibi okiiler yan etkilerinin yani sira; sistemik kan
basincinda artig, inme, miyokard enfarktiisii, tromboembolik olaylar, deri reaksiyonlari,

nefropati gibi sistemik yan etkileri de bildirilmistir (Giinay ve Celik, 2015).

1.3.2. Aflibercebt (VEGF Trap-Eye) (EYLEA®, Regeneron/Bayer, Tarrytown,
NY, USA)

Aflibercept, VEGF-A ve B’nin tiim izoformlarina baglanan ve inhibe eden
rekombinan fiizyon proteinidir. Fc kismi insan immiinglobiilin G’ye baglanir. VEGF-A
izoformlarma Ranibizumab ve diger anti-VEGF ajanlara nazaran daha yiiksek bir afiniteyle
baglanir. Bunun disinda vitreus i¢i enjeksiyon sonrasi yart 6mrii daha uzundur ve yogun
vaskiiler gecirgenlikten sorumlu olan PIGF 1 ve 2 gibi diger VEGF {iyelerine de baglanir
(Celik, 2017). Tek bir intravitreal enjeksiyon halinde 0,05ml’de 2 mg dozunda uygulanir
(Papadopoulos ve ark., 2012). Molekiil agirligi 110 kDa olan Aflibercept’in yarilanma 6mrii
4-5 giindir (Stewart ve Rosenfeld, 2008).

Aflibercept uygulamalarma dair konjonktival kanama, agri, katarakt, vitreus
dekolmani, gbzde ugulan cisimler hissi, g6z ici basincinda artig, sulanma, endoftalmi gibi
okiiler yan etkilerin yani sira; inme, miyokard enfarktiisii, tromboembolik olaylar ve allerjik
asirt duyarlilik reaksiyonlar1 gibi sistemik yan etkiler bildirilmistir (Brown ve ark., 2013).
Ilag YBMD, retinal ven tikanikligi ve DMO tedavisinde FDA onay1 almigtir. Ulkemizde
2015’ten beri kullanilmaktadir.
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1.4. Otofaji

1974'te Nobel Odiilii sahibi Christian de Duve, altmis y1l 6nce peroksizomlarin ve
lizozomlarin kesfi nedeniyle hiicresel otofajik yapilar1 elektron mikroskobu ile gézlemledi.
1990'larin basinda Japon bilim adami Yoshinori Ohsumi, otofagozom olusumu i¢in gerekli
olan otofaji ile iliskili (ATG) genleri tanimladi ve 6karyotik hiicrelerin bilesenlerini nasil
geri doniistiirdiglinii agikladi (Chang ve ark., 2022). Otofaji, yeni sentez icin nukleotidler,
sekerler, yag asitleri ve amino asitler gibi farkli substratlar olusturmak i¢in secici adaptorler
veya secici olmayan toplu bozunma (degradasyon) yoluyla hasarli proteinleri/organelleri
lizozomlara alabilir (Ohsumi, 2014). Oshumi'nin bulgulari, normal hiicrelerin fizyolojisinde
otofajinin rolii ve norodejeneratif hastaliklar, enfeksiyonlar ve kanser dahil olmak iizere
cesitli hastalik ve durumlarin patogenezinde aragtirmalarin 6niinii agti. Bu nedenle Yoshinori

Ohsumi, 2016 y1linda Nobel Fizyoloji veya Tip Odiilii'ne layik goriildii.

Ucg ana otofaji tiirii vardir: makrootofaji, mikrootofaji ve saperon aracili otofaji. Her
ne kadar ti¢ yol arasinda sinyal iletim karismasi (crosstalk) meydana gelebilse ve (g yol da
bilesenleri par¢alanmak tizere lizozomlara iletse de aralarindaki dagitim mekanizmalari
oldukca farklidir. Makrootofaji, otofajinin en yaygin sekli oldugundan, otofaji genellikle
makrootofaji anlamina gelir. Makrootofaji, anormal proteinleri ve organelleri
otofagozomlara paketlemek icin otofagozom olusumunu ve igerikleri sindirmek igin
lizozomlarla flizyonu gerektirir. Makrootofajinin ¢ogu bigimi segicidir (Anding ve
Baehrecke, 2017). Saperon aracili otofaji, HSC-70 adli saperona bagli bir bozunma yoludur.
HSC70, KFERQ pentapeptit iceren sitozolik katlanmamis proteinleri tanir ve transmembran
reseptori LAMP-2A ile baglanarak lizozomlara iletir. LAMP-2A kompleksi daha sonra
HSP90 ile birleserek yer degistirmis substrat proteinlerinin bozunma ig¢in lizozomlara
girmesine yardimci olur. LAMP-2A kompleksi ayrica bir monomere ayristirilir ve sonunda
lipid mikro alaninda katepsin A ve bir metaloproteinaz tarafindan pargalanir (Kaushik ve
Cuervo, 2018). Mikrootofaji, hiicrelerde proteinler ve organeller dahil olmak Uzere otofajik
kargolar1 yutmak i¢in lizozomal zarin mikro kism1 olarak tanimlanmaktadir. Mikrootofaji,

membran deformasyonunun morfolojisine gore ii¢ tipte siniflandirilmaktadir: Tip 1,
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lizozomal ¢ikinti; Tip 2, lizozomal invajinasyon; ve Tip 3, endozomal invajinasyon. Bazi
ATG proteinleri ya da HSC70 veya ESCRT proteinleri, mikrootofajideki membran
deformasyon strecine dahil olmaktadir (Oku ve Sakai, 2018). Otofajinin ilk adimu,
sitoplazmik organellerin ve proteinlerin bir izolasyon zar1 (fagofor) i¢inde ¢evrelenmesi ve
tecrit edilmesidir. Membranin fagofor iiretmesi i¢in potansiyel kaynaklar arasinda Golgi
kompleksi, endozomlar, endoplazmik retikulum (ER), mitokondri ve plazma membran
bulunur. Gelismekte olan zarlar, otofagozom adi verilen ¢ift zarli vezikiiller olusturmak i¢in
kenarlarinda kaynasir. Otofagozomlar, asidifiye endozomal ve/veya lizozomal vezikiiller ile
fiizyon dahil olmak iizere kademeli bir olgunlagsma siirecinden geger. Nihayet kaynastiklar
(fusion), bozunduklari (degradation) ve geri donisiime (re-cycling) ugradiklari
sitoplazmada, sitoplazmik igeriklerin lizozomal bilesenlere iletilmesini saglarlar. Memeli
otofajisi siireci alt1 ana asamaya ayrilir: Baslatma; Niikleasyon; Elongasyon; Kapanma;

Olgunlasma; ve Degradasyon (Bozunma) ya da Ekstriizyon (Sekil 1.6.) (Kang ve ark., 2011).

Otofaji ile iliskili 30'dan fazla spesifik gen [otofaji ile ilgili genler (ATG)]
bulunmustur. ATG kodlayict protein, isbirlik¢i seklinde otofagozom olusum asamalarinda
yer alir. ATG ve bununla ilgili protein ifade derecesi saptanarak, otofaji duzeyini
degerlendirebilir. Organizmada fizyolojik ve patolojik kosullarda belli bir dereceye kadar
otofaji vardir ve normal smirlar i¢inde hiicreler i¢cin koruma ve yenileme gorevi gortir.
Bununla birlikte, otofaji asir1 aktive edilirse, hiicrelerin hasarina ve hatta 6limine neden
olur (Zhu ve Du, 2018).
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Sekil 1.6. Otofajinin Evreleri: Baglatma; Niikleasyon; Elongasyon; Kapanma; Olgunlasma;
ve Degradasyon (Bozunma) ya da Ekstriizyon (Kang ve ark., 2014).

1.4.1. Otofaji ve Anjiyogenezis iliskisi

Otofaji, okaryotik hiicrelerde yaygin olarak var olan ve hiicrelerin yaslanan veya
hasar gormiis organellerini geri doniistiirerek homeostazi siirdiirmesine yardimer olan bir
metabolik sirectir. Yani sira; beslenme eksiklikleri, hipoksi, radyasyon ve kemoterapi gibi
cesitli streslerin varliginda tiimoér hiicreleri de, normal metabolizma gereksinimlerini
karsilamak ve hiicre sagkalimini siirdiirmek i¢in ¢esitli yollar yoluyla otofajiyi yukar1 dogru

(up-regulation) dizenleyebilir (Yorimitsu ve Klionsky, 2007). Otofaji disfonksiyonunun
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kanser, enfeksiyon, ndron dejenerasyonu, kardiyomiyopati (Levine ve Kroemer, 2008) ve
intraokuler neovaskdlarizasyon (Zhu ve Du, 2018) ile yakin iliskisi oldugu bildirilmistir.

Otofajinin timor hiicrelerini  tiimorigenez asamasinda Oldiirmesi ve timor
biiyimesini engellemesi, bir kez timor olusumu otofajisinin ise ¢esitli olumsuz cevre
kosullarna kars1 tiimor hiicrelerinin hayatta kalmasini korumasi goriisii olduk¢a yaygin
kabul gérmektedir. Ornegin meme ve prostat kanserleri gibi ¢ok sayida insan kanserinde
siklikla iki temel otofaji geni olan Beclinl ve/veya ATGA4'lin kayb1 oldugundan, otofajinin
timorigenezi baskilamada ¢ok 6nemli bir rol oynadigi varsayilmistir (Marino ve ark., 2007;
Qu ve ark., 2003). Ote yandan celiskili bir sekilde artan kamtlar, yukari dogru (up-
regulation) seyreden otofajik aktivitelerin; tiimor hiicrelerini hipoksi, kemoterapi ajanlar1 ve
radyasyon gibi ¢esitli metabolik streslere kars1 koruyabilecegini ve ilag direncine katkida

bulunabilecegini gostermistir (Chen ve ark., 2010; Karantza-Wadsworth ve ark., 2007).

Otofajinin, farkli okiiler hastaliklarda potansiyel katilimi s6z konusudur. Otofaji;
yasa bagli makiila dejenerasyonu, glokom, optik ndropati ve diyabetik retinopati dahil olmak
Uzere birgok g6z hastaliginin patogenezinde yer alir. Genel olarak, otofajik akis, retina
hicrelerini oksidatif kaynakli hasardan korur. Bununla birlikte, asir1 otofajik akis ise hiicre
olumiine neden olabilir. Ornegin yasa bagli makiila dejenerasyonunda RPE hiicrelerinde ve
diyabetik retinopatide perisitlerde oldugu gibi retinal dejenerasyona yol agabilir (Chang ve
ark., 2022). Klinik arastirmalarda ayrica VEGF'i engellemenin gézde neovaskiilarizasyon
olusumunu etkili bir sekilde engelleyebildigi ve anti-VEGF tedavisinin gozlerdeki
neovaskularizasyonu tedavi etmede birincil secenek haline geldigi de gosterilmistir. Yakin
zamanda yayinlanan birgok ¢alisma, otofaji ve VEGF'nin birbiriyle iliskili oldugunu
dogrulamigtir. Ornegin Chu ve ark., sigara igenlerde RPE hiicrelerinin otofaji
aktivasyonunun, RPE hcrelerini koruyabilen ve hiicre apoptozunu azaltabilen VEGF
ekspresyonunu  destekledigini  bulmuslardir. Tiitlin bilesenleri, hiicre canliligini
etkilemektedir ve VEGF ile reseptoriinin ekspresyonunu indiiklemektedir. Eksojen VEGF,
otofaji akiglarin1 artirarak tiitiin bilesenlerinin neden oldugu RPE hiicre o6liimiinii
hafifletmede rol oynar (Chu ve ark., 2013). Ye ve ark., malondialdehitin (MDA) ARPE-19

hiicrelerinde VEGF ekspresyonunu artirabildigini, bu islemin ise otofaji-lizozom inhibitorl
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tarafindan inhibe edilebildigini bulmuslardir (Ye ve ark., 2016). Li ve ark., hipoksinin rhesus
maymunlarinin koroid retinal vaskiiler endotel hiicreleri (RF/6A) otofajisini aktive
edebildigini, vaskiiler endotel hiicre gogiinii ve tiip olusumunu indiikledigini bulmuslardir.
Inhibisyon otofajisisisn, RF/6A hiicre gdciinii ve in vitro tiip olusumunu baskilayabildigi ve
hipoksi kaynakli anjiyogenez olusumunda otofajinin énemli bir rol oynadig1 ¢ikariminda

bulunmuslardir (Li ve ark., 2016).

1.4.2. Beclinl

Bir memeli mayas1 ortolog’u (homolog gen sekansi bolgesi) Atg6/Vps30 ya da diger
adiyla Beclinl; bagisiklik, gelisim, timor baskilama, yasam siiresinin uzatilmasi ve belirli
kardiyak ve norodejeneratif hastaliklara karsi koruma dahil olmak iizere gesitli biyolojik
siireclerle baglantili olan temel bir otofaji proteinidir. Insanda BECN1 geni tarafindan
kodlanir. Beclinl, lipid kinaz Vps-34 proteinini diizenlemek (Sekil 1.7.) ve Beclinl-Vps34-
Vps15 cekirdek kompleks (core complex) olusumunu desteklemek igin gesitli kofaktorlerle
(Atgl4L, UVRAG, Bif-1, Rubicon, Ambral, HMGB1, nPIST, VMP1, SLAM, IP3R, PINK
ve hayatta kalma) etkilesime girer. BOylece otofajiyi indikler. Tersine, Beclinl'in BH3 alani;
Bcl-2 veya Bcl-XL'e baglanir ve bunlar tarafindan inhibe edilir. Bu etkilesim, Bcl-2 ve
Beclin 1'in fosforilasyonu veya Beclin 1'in her yerde bulunmasiyla bozulabilir. Ilging bir
sekilde, Beclinl'in kaspaz aracili boliinmesi, apoptoz ve otofaji arasindaki sinyal
karisikligini (crosstalk) tesvik edebilir. Beclinl, alisilagelmisin disinda, bir Bcl-2-homoloji
(BH)-3 domain only otofaji proteini olma 6zelligini tasimaktadir. Bu 6zelligiyle Beclinl,
ayrica kendi kendine iligki kurma yetenegine (capability to self-association) de sahiptir. Bu
sayede Beclinl kendi kendine etkilesimi (Self-interaction); canli hiicrelerde amino asit
yoksunlugu, rapamisin kaynakli otofaji, PI3KC3/Vps34, Bcl-XL veya UVRAG asir1
ekspresyonundan etkilenmez (Kang ve ark., 2011). Beclinl yalnizca otofagozom
olusumunda degil, ayn1 zamanda otofagozom/endozom olgunlasmasinda da islev gorebilir

(He ve Levine, 2010).
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Genel olarak, Bcl-2 ailesinin 'BH3-only’ iiyeleri, hayatta kalma yanlis1 (pro-survival)
proteinlere baglanabilir ve bu proteinleri antagonize ederek artan apoptozise yol agabilir.
Fakat, diger bilinen BH3-only proteinlerinin aksine, Beclin 1 asir1 eksprese edilse bile
proapoptotik bir molekiil olarak islev gormez. Bcl-2, Beclin 1 ile etkilesime girdigi igin anti-
apoptotik potansiyelini kaybetmez. Buna karsilik Beclin 1; TRAIL (Tumor Necrosis Factor-
Alpha-Related Apoptosis-Inducing Ligand), kemoterapi, 1sinlama, immiinoterapi, besin
yoksunlugu, anjiyogenez inhibitorleri ve hipoksi dahil olmak {izere cesitli ortamlarda anti-

apoptotik bir role sahiptir (Kang ve ark., 2011).

Beclinl ekspresyonundaki ve/veya fonksiyonel aktivitedeki azalmalar: kansere,
Alzheimer hastaligina, Huntington hastaligina ve desmin ile iliskili kardiyomiyopatiye karsi
artan duyarlilikla; mikrobiyal patogenezdeki degisikliklerle; apoptotik ceset temizligi ve

gelisimindeki kusurlarla; ve yaslanmayla iliskilendirilmistir (Levine ve Kroemer, 2008).

1.4.3. ATG4

ATG4 (Autophagin-1), otofaji sirasinda lipidasyonu icin gerekli bir reaksiyon olan
ATG8/APG8/AUT7'nin karboksil terminalinin bélunmesinden sorumlu benzersiz bir sistein
proteazdir (Levine ve Klionsky, 2004). insan ATG4 homologlari, ii¢ insan ATGS
homologunun, mikrotiibiile bagl protein hafif zincir 3 (LC3), GABARAP ve GATE-16'nin
karboksil uglarin1 ayirir (Tanida ve ark., 2004). ATG4, cekirdegin segici otofajik
bozunmasinin (niikleofaji) yani sira, ayrica hiicresel enerji gereksinimlerini karsilamak ve
asir1 reaktif oksijen tiirlerinin (ROS) iiretimini 6nlemek i¢in mitokondriyi bazal bir seviyeye
cikararak mitokondriyal miktar ve kaliteyi diizenlemeye katkida bulunan mitofaji igin de

gereklidir (Ichimura ve ark., 2000).
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ATGS onciilerini islemenin yani sira, ATG4 bagka bir 6nemli rol daha oynar: C-
terminal karboksil kismi ile fosfatidiletanolaminlerin (PE) amin grubu arasinda delipidasyon
veya dekonjugasyon olarak adlandirilan ATGS8-PE'yi ayirmak. ATG8-PE'nin ATG4
tarafindan dekonjugasyonunun en az iki rolii vardir: Biri konjugasyon reaksiyonunun bir
sonraki turu i¢in ATGS8'l geri doniistiirmek ve digeri dogrudan izolasyon membraninin
‘elongasyon’ adimini desteklemektir. ATG8'in ATG4 tarafindan hem islenmesi hem de
delipidasyon reaksiyonlari, otofagozom olusumu i¢in Onemli oldugundan, ATG4'ln
inhibisyonu, otofagozom olusumu asamasinda otofajinin inhibisyonuna yol agar ve bu
nedenle ATG4, otofaji inhibitdrleri gelistirmek igin cekici bir hedeftir (Sekil 1.7.). Ornegin
genel olarak, buytyen timor hicrelerinin, hiicrelerde besin Gretmek icin otofajiyi aktive
ettigi diisliniilmektedir. Bu nedenle ATG4, kanserler i¢in potansiyel bir terapdtik hedef
olarak kabul edilmistir. Dort memeli ATG homologu arasinda ATG4B, diger homologlardan
cok daha yuksek aktivite sergiler ve bu nedenle ATG4 inhibitérlerini gelistirmek i¢in bir
hedef olarak yaygin sekilde kullanilir. Baz1 arastirmalar, ATG4B'nin osteosarkoma tumor
hicrelerinin  blytmesinde olumlu bir roli veya kronik miyeloid l6semi stem
(kok)/progenitor (6ncul) hicrelerinde ATG4B'nin yiiksek seviyeli ekspresyonu gibi ATG4
ile kanser arasindaki iliskiyi gostermistir. Her insan tiimorii, dort ATG4 geninde farkli
genetik degisiklik modellerine sahiptir. ATG4 inhibitorlerini taramak igin, in vitro ATG4
aktivitesini Olcebilen c¢esitli yontemler gelistirilmistir. Hatta canli hiicrelerde ATG4

aktivitesini 6l¢mek i¢in yontemler de gelistirilmistir (Maruyama ve Noda, 2018).
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Sekil 1.7. Otofaji, Beclinl ve ATG#4 iligkisi (Marino ve ark., 2014).

1.5. Matriks Metalloproteinazlar

Bir metalloproteinaz veya metalloproteaz (MP), katalitik mekanizmasi bir metal
iceren herhangi bir proteaz enzimidir. Miyogenez olarak bilinen bir siiregte embriyo gelisimi
sirasinda kas hiicrelerinin fiizyonunda 6nemli bir rol oynayan ADAMI12'yi buna 6rnek
olarak gosterebiliriz. Cogu metalloproteinaz ¢inko gerektirir, ancak bazilar1 kobalt kullanir.
Matriks metallopeptidazlar veya matriksinler olarak da bilinen matriks metalloproteinazlar
(MMP'ler) ise, kalsiyuma bagimli ¢inko igeren endopeptidazlar olan metalloproteinazlardir.
Diger aile Uyeleri adamalysinler, serralysinler ve astasinlerdir. MMP'ler, metzincin slper
ailesi olarak bilinen daha genis bir proteaz ailesine aittir. MMP'ler, ekstraseliiler matriks
(ESM) bilesenlerinin proteolitik pargalanmasi, hiicre yiizeyi proteinlerinin aktivasyonu ve
zara bagl reseptor molekiillerinin dokiilmesi yoluyla ESM'nin yeniden modellenmesinde
kritik bir rol oynar. Diger proteinazlarin, biiyiime faktorlerinin, kemokinlerin ve hiicre
reseptorlerinin aktivitesini diizenlerler ve cesitli hiicresel fonksiyon formlarinda hiicre gogii,
farklilagsmasi, ¢ogalmasi ve hayatta kalmasi gibi cesitli biyolojik aktivitelere aracilik ederler.
Bugune kadar insanlarda tespit edilen 23 farklit MMP iiyesi vardir (Raeeszadeh-Sarmazdeh
ve ark., 2020).
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Metalloproteinaz (MP) aktivitesi, zimojen formunun proteolitik aktivasyonu ve
bunun dogal inhibitorii olan doku metalloproteinaz inhibitéri (TIMP'ler) ile sik1 bir sekilde
diizenlenir. Patolojik kosullar altinda, metalloproteinazlarin asir1 ekspresyonu veya
TIMP'lerin yetersiz kontroll, doku yeniden bigcimlenmesinde (remodeling) diizensizlige yol
acarak kanser, norodejeneratif hastaliklar, artrit, kardiyovaskiiler hastaliklar ve fibrotik
bozukluklar gibi c¢esitli hastaliklara neden olur. MMP'leri hedeflemeye yonelik erken
cabalar, klinik deneylerin sonraki asamalarinda biiyilk Ol¢iide basarisiz olsa da,
metalloproteinazlar, ¢esitli hastaliklarin ilerlemesindeki kilit rollerine dayali olarak oldukga

arzu edilen bir terapétik hedef olmaya devam etmektedir (Verma ve Hansch, 2007).

1.5.1. MMP2

MMP-2 (ve MMP-9) Jelatinazlar ailesine mensuptur. Kompakt bir kollajen baglama
alan1 saglayan ve Tip 1V, V, VII, X, XI ve XIV kollajenleri, jelatini, elastini, proteoglikan
cekirdek proteinlerini, miyelin temel proteinini, fibronektini, fibrillin-1'i ve TNF-a. ile IL-1b
oncullerini parcalayan ug¢ fibronektin tip Il moduld icerirler. Jelatinazlar, implantasyon ve
yara iyilesmesi gibi gesitli fizyolojik durumlarda ekstraseliler matriks (ESM) yikiminda
(degradasyon) ve yeniden sekillenmesinde (remodeling) 6nemli bir role sahiptir. Jelatinaz—
A veya 72-kDa Tip IV kollajenaz olarak da adlandiritlan MMP-2 (Sekil 1.8.), bazal
membranin (BM) ana bileseni olan kollajen Tip IV'lin yani sira bozulmus kollajen ve bazi
kollajen olmayan ESM glikoproteinlerini ayirmakla gorevlidir (Amalinei ve ark., 2007).
MMP-2 ayrica dogal Tip I kollajenin de yikimindan sorumludur. TNF-a ve §, MMP-2
tretimini uyarir iken erken konseptus (blastokist) ve IFN-t, MMP-2 Uretimini baskilar
(Hashizume, 2007).
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1.5.2. TIMP1

Doku metalloproteinaz inhibitért (TIMP-1), 1975 yilinda insan serumunda bulunan
ve cilt fibroblastlarindan salinan bir kollajenaz inhibitorii formunda kesfedildi. 1985 yilinda,
eritroid progenitdr hiicrelerin biiylimesini uyardig1 agiklanan bir protein klonlandi ve 28-
kDa agirliginda olan TIMP-1 (Sekil 1.8.) ile aynt oldugu bulundu. 1985 ve 1996 yillari
arasinda, TIMP ailesinin diger ii¢ liyesi, protein diizeyinde molekiiler klonlama ve
karakterizasyon ile tanimlandi. Bu dort cesit TIMP de, MMP’lerin dogal endojen
inhibitorleri olma 6zelligini tasimaktadir. TIMP ekspresyon seviyelerindeki degisikliklerin,
kanser ve kalp yetmezligi dahil olmak iizere gesitli hastaliklarin ortaya ¢ikmasi ve ilerlemesi

ile yakin iliskili oldugu gosterilmistir (Ries, 2014).

Uzun bir stre boyunca, TIMP'ler islevleri agisindan neredeyse yalnizca MMP
inhibitorleri olarak incelenmistir. Bununla birlikte, son on yilda biriken kanitlar, TIMP'lerin
kendi basina sinyal molekiilleri olarak harcket ederek, ek biyolojik aktivitelere sahip
oldugunu agikga gostermektedir. Bu, metalloproteinaz inhibisyonundan bagimsiz olarak
hiicresel tepkileri indiiklemek i¢in spesifik yiizey reseptorlerine dogrudan baglanarak
gerceklesir. TIMP'lerin bu sitokin benzeri aktiviteleri, hiicre proliferasyonu, apoptoz,

farklilasma ve anjiyogenez modulasyonunu icerir (Lambert ve ark., 2004).

MMP2 TIMP1

Sekil 1.8. MMP2 ve TIMP1’in protein gorinumleri. Gorlntiler PDB’den (Protein Data
Bank) alinmistir. (Sirasiyla PDB ID: 1CK7 ve 1D2B)
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1.6.1. Tezin Amaci

Ranibizumab ve Aflibercept, klinikte YBMD, DRP, RVO, ROP basta olmak lizere
cesitli endikasyonlarla yaygin kullanima sahiptir. Bununla birlikte s6z konusu ilaglarin lokal
ve sistemik istenmeyen etkileri toksisite arastirmamiz i¢in temel olusturmustur. Okiiler
toksisite testlerinde yaygin kullanilan ve in vivo testlere uyumluluk gosterecek in vitro
testlerin, bu ilaglarin molekiiler toksisitesinin anlagilmasinda dnemli bir potansiyeli olacagi
diistiniilmektedir. Bir diger 6nemli nokta s6z konusu ilaglarin; hiicre ¢ogalmasi, 6liimii, doku
yeniden sekillenmesi (remodeling) ve patolojik streclerde nemli bir rol oynayan otofaji ve

matriks metalloproteinaz aktivitesi ile ilgili iliskisinin aydinlatilmasidir.

1.6.2. Tezin Hipotezi

Bu tezin hipotezini Ranibizumab ve Aflibercept’in insan RPE hicrelerinde toksik
etkisinin olup olmayacagmnin arastirilmasi ile yine bu iki ilacin insan RPE hiicrelerinde
otofajiye ve matriks metalloproteinaz aktivitesine tesirinin olup olmayacagmin incelenmesi
oluiturmaktadir. Bu hipotezi test etmek icin 6ncelikle ARPE-19 hiicrelerinde Ranibizumab
ve Aflibercept’in sitotoksik etkinligin degerlendirilmesi amaglanmistir. Tezin amaci
dogrultusunda Ranibizumab ve Aflibercept’in sitotoksik etkinligin MTT testi ile analiz
edilmesi hedeflenmistir. Bunun yan1 sira ARPE-19 hicrelerinde Ranibizumab ve
Aflibercept’in otofaji ile iliskisini ortaya ¢ikarmak i¢in Beclinl ve ATG4 mRNA ekspresyon
analizi ile matriks metalloproteinaz aktivitesi ile iligkisini ortaya ¢ikarmak i¢cin MMP-2 ve

TIMP-1 mRNA ekspresyonu analizi yapilmasi da ayrica hedeflenmistir.
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2.GEREC ve YONTEM

2.1. Gereg

Deneysel calismalar Ankara Universitesi Veteriner Fakiiltesi Farmakoloji ve
Toksikoloji Anabilim Dali in vitro ve Toksikoloji Laboratuvarlart ile Ankara Yildirim
Beyazit Universitesi Kas Iskelet Sistemi ve Rejeneratif Tip Anabilim Dali
Laboratuvarlari’nda gergeklestirildi. Gerekli olan kimyasal ve sarf malzemeler Ankara
Universitesi Veteriner Fakiiltesi Farmakoloji ve Toksikoloji Anabilim Dali ve Ankara
Yildirnm Beyazit Universitesi Kas Iskelet Sistemi ve Rejeneratif Tip Anabilim Dali

imkanlariyla saglandi.

2.1.1. MTT Testinde Kullamlan Kimyasal Malzemeler

MTT testinde kullanilan kimyasal malzemeler Cizelge 2.1.’de gosterilmektedir.

Cizelge 2.1. MTT testinde kullanilan kimyasal malzemeler.

Kimyasal Madde Adi Uretici Firma Katalog Numarasi
Fetal Bovine Serum Lonza DE14-801F
Tripsin/ EDTA Lonza BE02-007E
DMEM hiicre besiyeri Lonza BE12-169F
%71 Penisilin/streptomisin 10000 units/ml Lonza DE17-602E
%1 non-essential aminoasit (100X) Lonza BE13-114E
DMSO 5X Sigma-Aldrich D2650-5X10
PBS (Phosphate buffer saline, 7,4 pH, 1X) Invitrogen 10010-031
MTT((3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolyum | Sigma M5655
bromiir)

Triton X-100 Fisher BP151-500
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2.1.2. MTT Testinde Kullanmilan Sarf Malzemeler

MTT testinde kullanilan kimyasal malzemeler Cizelge 2.2.’de gosterilmektedir.

Cizelge 2.2. MTT testinde kullanilan sarf malzemeler.

Sarf Madde Adi Uretici Firma Katalog Numarasi
Serolojik steril pipetler, 1 mi Sarstedt 86.1251.001
Serolojik steril pipetler, 5 ml Sarstedt 86.1253.001
Serolojik steril pipetler, 10 ml Sarstedt 86.1254.00
Steril tipler, 15 ml Sarstedt 62.554.502
Steril tipler, 50 ml Sarstedt 62.547.254
Flask T-25 Sarstedt 83.3910.002
Flask T-75 Sarstedt 83.1813.002
96 kuyucuklu plate Sarstedt 83.1835
Cryotip2m Biosigma N40.3683
Lam Marienfeld C100000
Lamel Marienfeld C911040
Neubaure hemositometre Marienfeld 0630010
1000 pl pipet ucu BIOHIT 791004

200 pl pipet ucu FL 28052

10 p filtreli pipet ucu BIOHIT 790011F
0,2 S PAT enjektor filter Sarstedt 83.1826.001
0,45 S PAT enjektor filter Sarstedt 83.1826

1,5 ml mikrosantriftj tipu Bioplastic B74011

2 ml eppendorf tiip Bioplastic B71420




2.1.3. MTT Testinde Kullanilan Cihazlar

MTT testinde kullanilan cihazlara Cizelge 2.3.’de yer verilmistir.

Cizelge 2.3. MTT testinde kullanilan cihazlar.

Cihaz Ad1 Uretici Firma Katalog Numarasi
Laminar akimli kabin Holten 18

Invert Mikroskop Juli BR JULI-BRO4
CO2 inkubatdr Niive GP217745
Su aritma cihazi (ultrasaf su) Milliporex Synergy 185
Su banyosu (1sitmalr) Nuvex BM402
SpectraMax Molecular Devices 3x

Pipet 1000 pl Gilson Pipetman F123602
Pipet 100 pl Gilson Pipetman F144057P
Pipet 10 p Gilson Pipetman F81022
Santrifij Sigma 3K30
Vorteks Biosan Biovortex VI
Hassas terazi SELES EHB PFB.600-2M

2.1.4. RNA izolasyon isleminde Kullanilan Sarf Malzemeler

RNA izolasyon isleminde RNA ekstraksiyon kiti (GeneAll, 305-101), RiboEX-RNA
izolasyon kiti (GeneAll, 301-001), kloroform (likit kromatografi safliginda) (Merck, 67-66-

3) kullanilmistir. Kullanilan sarf malzemeler Cizelge 2.4. de belirtilmistir.
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Cizelge 2.4. RNA izolasyon isleminde kullanilan sarf malzemeler.

Kullanilan Sarf Malzeme Adi Uretici Firma
Filtreli Pipet Uglar1 Sarstedt
Hiicre Kiiltiirti Flasklart Sarstedt
96 Kuyucuklu Hiicre Kiiltiirii Plakast Sarstedt
6 Kuyucuklu Hiicre Kiiltiirii Plakast Sarstedt
Kriyotlp (Hicre Kaltard icin) Sarstedt
Steril Falkon Tupler NEST Scientific
Maske Yerli
Nitril Eldiven Yerli

2.1.5. RNA lizolasyon isleminde Kullanilan Cihazlar

RNA izolasyon isleminde kullanilan cihazlar Cizelge 2.5."te belirtilmistir.

Cizelge 2.5. RNA izolasyon isleminde kullanilan cihazlar.

Kullanilan Sarf Malzeme Adi Uretici Firma

37°C %5 CO2’li Etiiv Nive

Su Banyosu Nive
Otoklav Panasonic
Mikropipet 1000ul Eppendorf
Mikropipet 100ul Eppendorf
Mikropipet 10ul Eppendorf
Mikropipet 1ul Eppendorf

Buz Makinasi Yerli
Ultra-Santrif(ij Thermo Fischer Scientific

2.2.6. Kantitatif Ters Transkripsiyon PCR (QRT-PCR) Analizi

Kantitatif Ters Transkripsiyon PCR (qRT-PCR) Analizinde kullanilan malzemeler
alt bagliklar halinde incelenmistir.
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2.2.6.1. gRT-PCR’da Kullanilan Kitler

PCR analizinde cDNA sentez kiti (Cat No: E0801-02; EURX) ve BrightGreen 2X

gPCR MasterMix-No Dye (Applied Biological Materials Inc. abm) kiti kullanilmustir.

2.1.6.2. PCR Primerleri

PCR analizinde GAPDH (Sentegen), ATG4 (Sentegen), Beclinl (Sentegen),
MMP2 (Sentegen), TIMP1 (Sentegen) primerleri kullanilmistir. Cizelge 2.6.te gPCR

analizi yapilan genlere ait primerler detaylica belirtilmistir.

Cizelge 2.6. qPCR analizi yapilan genlere ait primerler.

Primer Dizilim
Beclint Ileri (5-ATTTCAGAGATACCGACTTGTTCC-3)
Geri (5-AATCTTGCCTTTCTCCACATCC-3')
ATGA Ileri (5-CACTGACTACCTAGAAGAATATCC-3)
Geri (5-TTCCTCCAGATCAAACTCCT-3)
TIMPL Ileri (5'-AATTCCGACCTCGTCATCAG-3)
Geri (5-GTTGTGGGACCTGTGGAAGT-3')
MMP2 Ileri (5-TGACGGTAAGGACGGACTC-3)
Geri (5-ATACTTCACACGGACCACTTG-3)
GAPDH Ileri (5-TGATGACATCAAGAAGGTGGTGAAG-3)
Geri (5-TCCTTGGAGGCCATGTGGGCCAT-3)

2.1.7. Gen Ekspresyonu Analizinde Kullanilan Cihazlar

Termal Dongii Cihaz1 (Applied Biosystems, ABD) ve Ger¢ek Zamanli PCR Analiz

Cihaz1 (Rotor-Gene Q, Qiagen, Almanya) kullanilmistir.
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2.2. Ydntem

2.2.1. Ranibizumab ve Aflibercept’in Hazirlanmasi

Ranibizumab, her 0,23 ml’si, (rekombinan DNA teknolojisiyle Escherichia coli
hiicrelerinde iiretilmis ve insanlara uyarlanmis bir monoklonal antikor parcasi olan) 2,3 mg
ranibizumab iceren, 10 mg/ml renksiz ve seffaf enjeksiyonluk ¢ozeltiye haiz LUCENTIS®

kullanima hazir flakondan temin edilmistir.

Aflibercept, tek seferde 50 mikrolitrelik doz uygulanmasi 2 mg aflibercept’e karsilik
gelen 40 mg/ml berrak, renksiz ila soluk sari arasi renkte enjeksiyonluk ¢ozeltiye haiz

EYLEA® kullanima hazir flakondan temin edilmistir.

Uriinler 2-8°C aras1 soguk zincirde ve 1siktan korunarak laboratuvara ulastirilmistir.
Her iki flakon da 2°C-8°C arasinda (buzdolabinda) saklanabilme 6zelliginde olup ag¢ildiktan

sonra da oda sicakliginda (25°C’nin altinda) 24 saate kadar dayanabilmektedir.

2.2.2. Hiicre Kiiltiiriiniin Hazirlanmasi

2.2.2.1. Hucrelerin Cozulmesi ve Kaltara

Ankara Universitesi Veteriner Fakiiltesi Farmakoloji ve Toksikoloji Anabilim
Dalindan temin edilen, Siv1 nitrojen tankinda dondurulmus kriyojenik bir tiipte saklanan
insan RPE hicre dizisi (ARPE-19, Amerikan Tipi Hiicre Kllturli [ATCC], katalog No. CRL-
2302, Manassas, Virginia, ABD) 37°C'lik bir su banyosunda hizla ¢oziildii. Pasaj sayis1 3, 4
ve 5 olan Arpe-19 hiicre hatt1 sterilizasyon kosullarina uyularak laminer akim kabinine

yerlestirildi.
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Hiicreler pipetasyon islemi ile tek hucre siispansiyonu haline getirildi. Hicrelerin
ekimi Oncesinde %10 Fetal Bovine Serum (FBS) (Biochrom GmbH, Almanya), %1
Penisilin/Streptomisin, %1 non-essential aminoasit ve Dulbecco's modifiye Eagle's medium
(DMEM)/Ham's F-12 1:1 (Biochrom GmbH, Almanya) kiiltiir besiyeri hazirlandi.
Hazirlanan hiicre mediyumu igerisine alinan hiicre siispansiyonu 5 dakika, 1500 rpm devirde
santrifiij edildi. Santrifiij sonrasi siipernatant ortamdan uzaklastirildi. Hiicreler iizerine ise
hiicre mediyumu eklenerek pipetasyon islemi yapildi. Hiicreler T25 cm?’lik hiicre kiiltiir
kaplarina alinarak 37 °C’deki %35 karbondioksit (CO2) ortamindaki inkiibatére koyuldu.

2.2.2.2. Hiicre Pasajlanmasi

Kiiltiir kaplarinin igerisinde bulunan mediyum uzaklastirildi ve steril fosfat tampon
soliisyonu (PBS) (pH=7.0) ile hiicrelerin yiizey yikamasi yapildi. PBS, pipet yardimiyla
kiiltiir kabindan uzaklastirildi. %0.05 tripsin - EDTA (Etilen diamin tetra asetik asit-BM-
EdBO01-01, Turkiye) soltsyonu eklendi ve kiltlr kaplari inkiibatore kaldirildi. Yaklasik 5 dk
inkiibatorde tutulan hiicre kaplar1 tekrar laminer akim kabin igerisine alind1. Icerisine hiicre
mediyumu eklendi. Pipetasyon islemi yapildi ve bu siispansiyon falkon tiipe alinarak 4600
rpm devirde 15 dk santrifiij edildi. Santrifiij sonrasi tiip igerisindeki supernatant
uzaklastirildi. Tipiin dip kismindaki pelet hiicrelerin tizerine, hiicre mediyumu koyuldu.
Pipetasyon yapilarak 2 tane T25 cm?’lik kiiltiir kaplarina esit sekilde dagitildi. Her bir kiiltiir
kabinin tizerine yeterli hiicre mediyumu eklendi ve inkiibatore kaldirildi. Bu sekilde 3 seri

pasaj yapilarak ¢ogaltildi.

Hiicrelerin kiiltiir kaplariin alt ylizeylerine tutunarak ¢ogalmalar1 invert mikroskop
altinda incelendi. Kiiltiir besi yeri, renk degisimi takip edilerek ve hiicrelerin
gereksinimlerine bagli olarak 2-3 giinliik araliklarla olacak sekilde degistirildi. Yapisik bir
karaktere sahip olan Arpe-19 hicrelerinin pasaj zamaninin (boliinme) geldigini anlamak

icin, yapisan hiicrelerin %80 kaplanmis (konfluens) olmasi dikkate alindi (Sekil 2.1.).
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Hiicreler subkiiltiire edilerek farkli pasaj numaralarina ait hiicreler iiretildi. 96 kuyulu hiicre
pleytlerine aktarilacak hiicre sayisint belirlemek amaciyla tripan blue yontemi ile hiicre
sayimi yapildi. Hiicreler, 96 kuyulu hiicre kaplarina alinarak ilaglarin uygulanmasi igin

prolifere olmak tizere etiive kaldirildi.

Sekil 2.1. ARPE-19 Hiicrelerinin Farkli Konfluenslerdeki Mikroskopik Goriintimleri.
JuLI™ FL Fluorescence Cell History Recorder cihazi kullanilmustir.

2.2.3. Hiicrelere Ranibizumab ve Aflibercept Uygulamasi

Kullanilan anti-VEGF ajanlari, Ranibizumab (0,23 mg/0,23 ml; Lucentis;
Genentech, San Francisco, California, ABD) ve Aflibercept (4 mg/0,1 ml; Eylea;
Bayer/Regeneron, Tarrytown, New York, ABD) ticari preperatlari idi. Tipki pasajlama
islemindeki gibi, yiizeyi %80-90 oraninda kaplamis ve aktif olan hiicreler kiiltiir kaplar
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(T75, 75 cm2) yiizeyinden toplandi. Serum igeren besi ortami ile slispansiyon haline getirildi
ve plaklara aktarildi. Hemositometre lami vasitastyla hiicre sayis1 tespiti yapildi. Ince bir
lamel ile lamin tizeri kapatildi. 200 pl besi yeri ile diliie edilen 10 pl 6rnek, steril ependorf
icerisinde lamelin kenarina yerlestirildi. Hiicre sayis1 x10* olarak belirlenen bu sonug,
millilitre siispansiyon bagina hiicre sayisini elde etmek icin seyreltme faktorii olan 20 ile

carpild1 (Butler ve Nowak, 2004; Mather ve Roberts, 1998).

Hicreler igin %80 konfluense ulasilmasiin ardindan, 96 kuyucuklu plaklara her
goze 6000 hiicre olacak sekilde ekim gergeklestirildi. Klinik doz, intravitreal
enjeksiyonlarda klinik olarak kullanilan her ilacin miktarimin 4 ml insan vitreousunda esit
olarak dagildig1 varsayilarak (Cizelge 2.7.) hesaplanmistir (Malik ve ark., 2014).
Ranibizumab: Klinik doz 0,5 mg/0,05 ml; 2 x klinik doz (1 mg/0,1 ml); 4 x klinik doz (2
mg/0,2 ml) ve 40 x klinik doz (20 mg/2 ml) olarak dozlanmistir. Aflibercept de: Klinik doz,
2 mg/0,05 ml; 2 x Klinik doz (4 mg/0,1 ml); 4 x klinik doz (8 mg/0,2 ml) ve 40 x klinik doz
(80 mg/2 ml) seklinde dozlanmistir (Emir ve ark., 2022). 24 saat sonra, Ranibizumab ve
Aflibercept her plakta 3 tekrar olmak tzere 3 plakta da en yiksek doz Ranibizumab igin 10
mg/ml’den (klinik dozun 40 kati1) ve Aflibercept icin 40 mg/ml’den (klinik dozun 40 kati)
baslayarak hem logaritmik hem de yar1 diliisyonlar halinde uygulandi. Kontrol gruplari
hiicre vasat1 pozitif ve negatif kontrol olarak Triton-X kultlre eklendi. Hicreler, 24 saatlik
inkiibasyon siireci ardindan morfolojik olarak incelendi ve hiicre canliligi, proliferasyon ve
sitotoksisite ~ degerlendirmesi ~ maksadiyla ~ 3-(4,  5-dimethylthiazolyl-2)-2,  5-
diphenyltetrazolium bromide (MTT) yontemi (Prabst ve ark., 2017) uygulandi.

Cizelge 2.7. Bireysel anti- vaskuler endotelyal blyiume faktoru (anti-VEGF) ilact icin X'
konsantrasyonunu gosterir.

Anti-VEGF llac Klinik doz (x) /4 mL vitreous (mg) | 4 mL Kiiltiir ortamm basina hacim
(mL)

Ranibizumab 0,5 0,05

Aflibercept 2 0,05
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2.2.4. MTT Deneyi

[lag uygulanmis hiicre plaklar1 24 saat inkiibasyona birakildi. 24 saat sonunda
kuyulardaki hiicre mediumlar1 ve ilaglar multiple pipet ile ortamdan uzaklastirildi. Her bir
kuyudaki hiicrelerin ylizey yikamasi PBS ile yapildi ve sonrasinda PBS uzaklastirildi. Isiga
duyarli bir yontem olmas1 nedeniyle karanlik ortamda her bir kuyuya 15 ul MTT soliisyonu
eklendi. 96 kuyulu kiiltiir kaplar1 inkiibatore kaldirilarak 4 saat inkiibasyona birakildu.
Inkiibasyon siiresi sonrasi kuyulara 100 pl DMSO eklenerek formozanin ¢dzdiiriilmesi
saglandi. Plaklarin optik dansiteleri 540 nm dalga boyu kullanilarak mikroplak okuyucuda
belirlendi (Horakova ve ark., 2001; Mosmann, 1983).

Kontrol grubu, %100 canli kabul edilen, hi¢ numune uygulanmayan pozitif kontrol
grubu (Maksimal Viabilite, Max V) ve canliligi %0 kabul edilen, Triton-X uygulanan negatif
kontrol grubu (Minimal Viabilite, Min V) olarak iki alt gruptan olugmaktayda.

2.2.5. RNA izolasyon islemi

Hucreler kontrol ve uygulama grubu olarak ikiye ayrildi. Izolasyonda Hybrid-R
(GeneAll, Portugal) RNA ekstraksiyon kiti kullanildi. Hucreler 6 kuyucuklu plaklarda idi.
Kuru buz lzerine aktarildi ve soguk 1x PBS ile yikandi. Toplama islemi 1000 pl RiboEx
¢ozeltisi ile gerceklestirildi. Izolasyon iiretici kilavuzundaki protokole gére gerceklestirildi.
Gergek zamanli PCR analizi i¢in, totalRNA d&l¢imlerinde NanoDrop 2000c
spektrofotometre (Thermo Fischer Scientific, Waltham, MA, ABD) cihaz1 kullanildi.
Integrite say1 degerleri (RIN) 9,5 iizerinde tespit edildi. RNA uniform olarak yiiksek kalitede

bulundu.
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2.2.6. RNA Olciimii (Nanodrop)

Frajil bir yapida olan RNA’nin ekstraksiyonunda yiiksek kalitede RNA elde etmek
zordur. Ekstraksiyonu gergeklestirilen numunelerde konsantrasyon oOl¢cimi NanoDrop
2000c spektrofotometre (Thermo Fischer Scientific, Waltham, MA, ABD) cihaz ile
yapilmistir.

2.2.7. Kantitatif Ters Transkripsiyon PCR (QRT-PCR) Analizi

Total RNA, gergek zamanli PCR (qPCR) ile Beclinl, ATG4, TIMP1 ve MMP2
mRNA ifadelerini analiz etmek igin kullanildi. izole edilen RNA 6rneklerinden NG dART
RT kiti (Cat No: E0801-02; EURX) ile cDNA elde edildi. Cizelge 2.8.’de belirtildigi gibi
reaktifler eklenerek her 6rnek icin cDNA sentezi yapildi. Reaksiyonlar PCR cihazinda
(Applied Biosystems) 50°C’de 40 dakika, 85°C’de 5 dakika kosullarinda gergeklestirildi.
gPCR analizleri icin BrightGreen 2X gPCR MasterMix-No Dye kiti (Cat No: MasterMix-S;
Applied Biological Materials Inc. ABM) firmanin onerileri dogrultusunda kullanildi.
Cizelge 2.9.da belirtilen reaktiflerin oldugu reaksiyonlar ger¢cek zamanli PCR analiz cihazi
(Rotor-Gene Q, Qiagen, Almanya) kullanilarak, 95°C’de 10 dakika (1 dongii); 95°C’de 15
saniye ve 60°C’de 60 saniye (40 dongii) kosullarinda gergeklestirildi. Her numune 2 kez
tekrarli olacak sekilde calisildi ve ortalama degerler alindi. GAPDH’a gore hedef genlerin

ekspresyonu, 2"42€T yéntemi kullanilarak hesaplandi.

Cizelge 2.8. cDNA sentez protokoldi.

Reaktifler Reaksiyon Hacmi
5X NG cDNA Buffer 4ul

NG dART RT mix 1l

Oligo (dT)20 (50 uM) 1pl

RNA 2ul

RNase-free Water 20 pl’ye tamamlandi
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Cizelge 2.9. gPCR protokold.

Reaktifler Reaksiyon Hacmi
BrightGreen 2X qPCR MasterMix-No Dye 5ul

Forward Primer (10 uM) 0,3 ul

Reverse Primer (10 pM) 0,3 ul

cDNA 1l

Niikleaz free H.O

10 pl’ye tamamlandi

2.2.8. qPCR Istatistiksel Analizi

Tum istatistiksel veri analizleri ve grafikler GraphPad Prism 7 yazilimi kullanilarak

elde edildi. Tkiden fazla bagimsiz grup arasinda fark olup olmadigina tek yonlii varyans

analizi (ANOVA) ile bakildi. Sonuglar ortalama = SEM olarak sunuldu. 0,05'ten kii¢iik P

degeri farki istatistiksel olarak anlamli kabul edilmistir.
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3. BULGULAR

3.1. ARPE-19 Hiicrelerinin Morfolojik incelenmesi

ARPE-19 hiicreleri, Ranibizumab’in ve Aflibercept’in farkli konsantasyonlarda (log
ve half diliisyon) 24 saatlik inkubasyonda tutuldu. Ardindan invert mikroskopta morfolojik
incelemeleri yapildi. Ranibizumab igin her {li¢ pasajda en yiiksek doz olan 10 mg/ml’de
hiicrelerin canlilik oraninin yaklasik %30 civarinda oldugu go6zlendi. Pozitif kontrol
grubuyla (sadece hiicre vasat1 uygulamasi yapilan hiicreler) yapilan karsilastirmada gozle

ayirt edilebilecek bir morfolojik degisiklik gézlenmedi.

Aflibercept icin her U¢ pasajda en yiiksek doz olan 40 mg/ml’de hiicrelerin canlilik
oraninin yaklasik %33 civarinda oldugu goézlendi. Pozitif kontrol grubuyla yapilan
karsilastirmada gozle ayirt edilebilecek bir morfolojik degisiklik gozlenmedi.

3.2. MTT Canlilik Testi Sonuclari

Kirk kat1 (40x) dozlardan baslayarak yarim diliisyonlar halinde (20x, 10x, 5x, ...,
0,02x, 0,01x dozlarda) tiim deneylerde uygulanan Ranibizumab ve Aflibercept ile 24 saatlik
inkiibasyon siirecinden gecen ARPE-19 hiicrelerinin canlilik degisimi, MTT testi ile tayin
edildi.

Hic ilac uygulanmayan (pozitif kontrol) Ranibizumab ve Aflibercept 6rneklerinin,

tm zaman araliklar1 i¢in canliligt %100 kabul edildi. Ortalama absorbans degerleri esas

alinarak, oteki orneklerin oransal olarak canlilik degerleri hesap edildi. Deneysel ¢alisma
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gruplarmin biitlinlinde, artan ila¢ dozu ile ortaya ¢ikan % sitotoksisite degerleri arasinda

pozitif bir korelasyon gdzlemlendi.

Ranibizumab ve Aflibercept’in MTT Absorbans — Doz iliskisi
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Klinik Uygulama Dozu Referansina Gére ilag Dozlari Orani

Sekil 3.1. Ranibizumab ve Aflibercept’in MTT Absorbans — Klinik Doz ve Katlari Iliskisi.

MTT absorbans degerlerine (Sekil 3.1.) gore, her bir doz aralig1 i¢in Ranibizumab ve
Aflibercept ayr1 ayr1 kiyaslandiginda (Cizelge 3.1.) (Mann-Whitney U testi) iki etken

arasinda sitotoksisite agisindan istatistiksel olarak anlamli bir fark saptanmamustir (p>0,05).

Calismamizda kullanilan Ranibizumab ve Aflibercept etken maddeli preparatlarin
IC50 degerleri, klinik uygulamada kullanilan dozlardan ¢ok daha yiiksek olmasi sebebiyle
IC50 degerlerine ulagilamamustir. Nitekim, Karag6z ve ark. nanopartikil yikli anti-VEGF
inceledikleri ve MTT sitotoksisite analizi yaptiklar1 ¢alismalarinda, literatiirde 1C50
degerine ulasan bir toksisite ¢alismasina rastlamadiklarini belirtmislerdir (Karagdz ve ark.,
2021). Bu sebeple ¢alismamizda, kullanilan doz diliisyonlarindan elde edilen grafikten
tahmini IC50 degerleri Graphpad Prism programi ile hesaplandi. Bu IC50 degerine gore
yapilan hesaplarda yaklasik IC50/2 degerlerine tekabiil eden dozlar, sitotoksisite analizi igin
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kullanilan diliisyon araliginda kaldigi i¢in kullanilmistir. Ranibizumab i¢in 1C50/2’ye
karsilik gelen dozu 428,12 pg/ml iken, Aflibercept icin IC50/2’ye karsilik gelen doz 1260,88
pg/ml idi.

Cizelge 3.1. Her bir doz igin Aflibercept ve Ranibizumab’in istatistiksel olarak
kiyaslanmasi.

Etken Madde n Sira Ortalamast | Sira Toplami U p

40X Aflibercept 6 6.67 40.00 17.000 0.873
Ranibizumab 6 6.33 38.00

10X Aflibercept 6 5.50 33.00 12.000 0.337
Ranibizumab 6 7.50 45.00

5X Aflibercept 6 7.50 45.00 12.000 0.337
Ranibizumab 6 5.50 33.00

2.5X Aflibercept 6 6.50 39.00 18.000 1.000
Ranibizumab 6 6.50 39.00

1.25X Aflibercept 6 5.50 33.00 12.000 0.337
Ranibizumab 6 7.50 45.00

0.6X Aflibercept 6 6.17 37.00 16.000 0.749
Ranibizumab 6 6.83 41.00

0.3X Aflibercept 6 6.50 39.00 18.000 1.000
Ranibizumab 6 6.50 39.00

0.1X Aflibercept 6 5.83 35.00 14.000 0.552
Ranibizumab 6 7.17 43.00

0.08X Aflibercept 6 6.50 39.00 18.000 1.000
Ranibizumab 6 6.50 39.00

0.04X Aflibercept 6 7.00 42.00 15.000 0.631
Ranibizumab 6 6.00 36.00

0.02X Aflibercept 6 6.67 40.00 17.000 0.873
Ranibizumab 6 6.33 38.00

0.01X Aflibercept 6 6.00 36.00 15.000 0.631
Ranibizumab 6 7.00 42.00

*p<.0,05

3.3. RNA Ekstraksiyonu NanoDrop ND-1000 Sonuglari

NanoDrop ND-1000’de elde edilen konsantrasyon sonuglar1 Cizelge 3.3.’de
gosterilmistir. Ol¢iim yapilan 6rneklerden Absorbans 260/280; oran1 2,0-2,3 araliginda
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bulunan 6rnekler ¢caligmaya dahil edildi. Bu parametreleri saglayamayan 6rnekler i¢in yedek

orneklerden tekrar RNA ekstraksiyonu yapildi.

Cizelge 3.2. NanoDrop ND-1000 Sonuglart.

Numune RNA Konsantrasyonu 260/280 260/230
Kontrol 139.25 2.119 1.93
Ranibizumab 175.45 2.140 2.09
Aflibercept 190.93 2127 1.98

3.4. ARPE-19 Hiicrelerinde Otofaji belirteclerinin (Beclinl ve ATG4) ifadesi

ARPE-19 hiicrelerinde Beclinl’in mRNA ekspresyon seviyesine bakildiginda,
kontrol ve Aflibercept gruplar1 arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark goriilmistiir
(*P<0.05). ATG4’iin mRNA ekspresyon seviyesine bakildiginda, gruplar arasinda
istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmamistir (P>0.05) (Sekil 3.2.). Kontrol grubu ile
kiyaslandiginda, Ranibizumab uygulanan grupta Beclinl’in mRNA ekspresyon seviyesinde
%8’lik bir azalma saptanmisken Aflibercept uygulanan grupta %54’lik bir azalma s6z
konusuydu. Yine kontrol grubu ile kiyaslandiginda, hem Ranibizumab uygulanan grupta
(%95) hem de Aflibercept uygulanan grupta (%81) ATG4’in mRNA ekspresyon

seviyesinde artis tespit edildi.
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Sekil 3.2. ARPE-19 hiicrelerinde kontrol (K), Ranibizumab %350 canlilik gosterdigi
inhibisyon konsantrasyonlar1 yarisi (IC50/2) (R), Aflibercept %50 canlilik gosterdigi
inhibisyon konsantrasyonlar1 yarist (IC50/2) (A) Ornekleri igin Beclinl (Sekil 3.2.A.) ve
ATG4 (Sekil 3.2.B.) mRNA ifadelerinin kat degisim oranlarina gore karsilastirilmasi
(*P<0.05).

3.5. ARPE-19 Hiicrelerinde TIMP1 ve MMP2 ifadesi

TIMP1’in mRNA ekspresyon seviyesine bakildiginda, gruplar arasinda istatistiksel
olarak anlamli bir fark bulunmamistir. Yine, MMP2’nin mRNA ekspresyon seviyesine
bakildiginda, gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmamaistir (P>0.05).
TIMP1 ve MMP2 mRNA ekspresyonlar1 oranlandiginda 6zellikle Aflibercept tedavisi
uygulanan grupta kontrol ve Ranibizumab grubuna gére TIMP1/MMP2 ekspresyon oraninin
daha yiiksek oldugu izlenmistir (Sekil 3.2.). Kontrol grubu ile kiyaslandiginda, Ranibizumab
uygulanan grupta MMP2’nin mRNA ekspresyon seviyesinde %210’lik bir artma
saptanmigsken Aflibercept uygulanan grupta %11°1ik bir azalma s6z konusuydu. Kontrol
grubu ile kiyaslandiginda, Ranibizumab uygulanan grupta TIMP1’in mRNA ekspresyon
seviyesinde %18’lik bir artig saptanmisken Aflibercept uygulanan gruptaki artis %41

oranindaydi.
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Sekil 3.3. ARPE-19 hicrelerinde kontrol (K), Ranibizumab %50 canlilik gosterdigi
inhibisyon konsantrasyonlar1 yaris1 (IC50/2) (R) ve Aflibercept %50 canlilik gosterdigi
inhibisyon konsantrasyonlar1 yaris1 (IC50/2) (A) 6rnekleri igin Beclinl (Sekil 3.3.A.) ve
ATG4 (Sekil 3.3.B.) mRNA ifadelerinin kat degisim oranlarina gore karsilastirilmasi ve
TIMP1/TIMP2 orani (Sekil 3.3.C.).

3.6. TIMP1 ve MMP2 Degerlerinin Oranlanmasi

Kontrol grubu ile kiyaslandiginda; Ranibizumab MMP2’de ve TIMP1’de hafif bir
artisa yol agmisken, Aflibercept MMP2’de hafif bir azalisa ve TIMP1’de ise hafif bir artisa
sebep olmustur (Sekil 3.3.). Bu iliskiyi daha iyi anlamak i¢in TIMP1’i MMP2’ye oranladik.
Ciinkii baz1 durumlarda enzim miktar1 degismeden inhibitor miktar1 degisebilir. Etkinligi
daha iyi gozlemleyebilmek igin TIMP1’i MMP2’ye oranladigimizda, Aflibercept’in
TIMP1/MMP2 orani, Ranibizumab’inkine gore daha yiiksek bulunmustur. Aflibercept’teki
bu oran, Ranibizumab’dakinin yaklasik 1,5 kat1 (1,47) idi.
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4. TARTISMA

Diinya Saglik Orgiitii (DSO) verilerine gére, ceyrek yiizyil 6nce, yaklasik 45 milyon
kor insanin oldugu tahmin edilmekteydi. O donemde, korliik nedenlerinin biiyiik bir oranini
katarakt ve kirma kusurlar1 olusturmaktaydi. DSO, kérlerin sayisinin ikiye katlanarak
2020'de 90 milyona ulasacagini 6ngormekteydi (WHO, 2013). Vision Loss Expert Group’un
yapmis oldugu analiz, konu hakkinda diinya genelindeki goz hekimlerinde olusan
farkindalik ve teknolojik ilerlemeler sayesinde, 2010 yilina kadar ¢ok 6nemli ilerlemeler
kaydedildigini ve korliik prevalansinin aslinda 32 milyona diistiigiinii gostermistir (Flaxman
ve ark., 2017). Bu diisiiste, g6z hekimlerinin hizlica harekete gecip Onlenebilir sebepleri

ortadan kaldirma gabasi, siiphesiz biiyiik pay sahibidir.

Onlenebilir sebeplerin baslicalarindan olan yasa bagli makiila dejenerasyonu
(YBMD), gelismis iilkelerde 50 yasin iizerindeki kisilerde geri doniisii olmayan gérme
kaybinin 6nde gelen nedeni olarak bulunmustur (Congdon ve ark., 2004; Pascolini ve ark.,
2004). Yam sira, diyabetik retinopati (DR) ve komplikasyonlarindan biri olan diyabetik
makiila 6demi (DMO), diinyadaki korliik nedenlerinin en 6nde gelenlerindendir (Behl ve
Kotwani, 2015; Gelisken ve Ziemssen, 2010).

YBMD’de en 6nemli risk faktorii ilerlemis yastir. Goziin yaslanma siirecine, retina
pigment epitelinden (RPE) kaynaklanan ve RPE'nin Bruch membrani ve ndrosensor retina
ile arayliz temas yerinde toplanan temizlenmemis hiicresel artiklarin birikmesi eslik
etmektedir. S6z konusu birikimler, kompleman kaskadinda inatg1 aktivasyona ve
inflamasyonun tetiklenmesine sebep olmaktadir. Membrandaki kalinlasma ve gegirgenlik

azaligina sebep olan bu durum, retina ve koroid arasindaki besin ve artik madde transportunu
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sekteye ugratmaktadir. Bu siirecte salgilanan proinflamatuvar ve proanjiyogenik sitokinlerin
en Onemlilerinden biri vaskiiler endotelyal biiyiime faktorii (VEGF)’tir. VEGF, endotel
hiicre proliferasyonunu ve gogiinii uyarir, anjiyogeneze ve artmis vaskiiler gecirgenlige yol
acar. Yeni biiyliyen kan damarlar1 sivi sizdirarak fotoreseptor tabakasini bozarak zarar
verebilmektedir ve bu durum gérme kaybr ile neticelenebilmektedir (Flores ve ark., 2021;
Kliffen ve ark., 1997; Miller ve ark., 2017).

Tipkt YBMD gibi, VEGF diizeylerinin yiiksek seviyelere ¢iktig1 bir diger hastalik
DR’dir. Diabetes Mellitus’un (DM) gormeyi tehdit eden mikrovaskuler bir komplikasyonu
olan DR, retina endotel disfonksiyonu ile baslamakta ve bunu oksidatif stress, protein kinaz
C asir1 aktivasyonu, inflamasyon ve iskemi gibi gesitli patolojik olaylar takip etmektedir. Bu
olaylar silsilesi VEGF salimimini yiikselterek onu fizyolojik roliinden saptirabilmektedir.
Vaskiler homeostazin bozulmasiyla karakterize bu durum, ileri siiregte gérme kaybi ile
neticelenebilir (Behl ve Kotwani, 2015). Gerek YBMD gerckse DR’ye bagli DMO’de
yuksek retinal VEGF dizeyleri ve bundan kaynaklanan subretinal neovaskilarizasyonun
varligi oldukga dikkat ¢ekicidir (Saenz-de-Viteri ve ark., 2016). Yine gérme kaybinin sik
goriilen nedenlerinden olan retinal ven tikanikliklarinda (RVT) da iskemiye bagh artmis
VEGF (retimi ve buna bagli artmis damar gegirgenligi ve yeni damar olusumu sorumlu

tutulmaktadir (Karia, 2010).

Vaskdler gecirgenlik faktori ilk olarak kobay karnindan (assit sivisi) 1983’te izole
edilmistir (Senger ve ark., 1983). Molar bazda, vaskiiler gegirgenlik faktoriiniin damarlari
gecirgen hale getirmede histaminden 50.000 kat daha giiglii oldugu bulunmustur (Senger ve
ark., 1990). Bu siirecte kismen karakterize olarak kalan vaskiiler gecirgenlik faktorii,
1989°da klonlanip eksprese edilince in vitro endotel hiicre blyimesinin ve in vivo
neovaskiilarizasyonun gii¢lii bir uyaricist oldugu ortaya ¢ikmustir (Leung ve ark., 1989). Bu
yeni kesfedilen biyoaktivitelerle, vaskiiler gecirgenlik faktori, kalict oldugu kanitlanmis bir

isim olan VEGF olarak yeniden adlandirilmistir. VEGF’in, kiiltiirde endotel hiicrelerine
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yerlestirildiginde, endotel hiicrelerinin ¢ogalmasi, gogii ve de novo kan damari olusumunun
ortaya ¢ikarilmasi dahil olmak {izere yeni kan damarlarinin olusumunda yer alan birgok
bireysel adimi indiikledigi gosterilmistir. VEGF, bazal membranin parcalanmasi ve kan
damarlarinin ¢evre doku stromasina invazyonu icin gerekli olan metalloproteinazlarin
uretimini tetiklemektedir. Patolojik anjiyogenezde rol oynayan bir hticre tipi olan monositler

icin giiclii bir kemoatraktan 6zelligine de sahiptir (Adamis ve Shima, 2005).

Giliniimiize  kadar ulasan bu  kapsamli  veriler, VEGF’in  okiiler
neovaskularizasyondaki nedensel roltinu desteklemektedir. Doku kiilturtindeki ¢oklu retina
hicreleri, mikrocevreleri hipoksik oldugunda VEGF yapabilmekte ve fretimini
arttirabilmektedir (Aiello ve ark., 1995). Hipoksik retina hiicreleri tarafindan iiretilen tiim
faktorler arasindan, sadece VEGF, tek endotel hiicre mitojeni gibi goriinmektedir (Shima ve
ark., 1995). VEGF inhibe edilirse, mitojenik kapasite kaybolmaktadir. Retina iskemik hale
getirildiginde, VEGF seviyeleri retina, vitreus ve akozde yiikselmektedir. VEGF seviyesi,
patolojik damarlarin biiyltimesi ve gerilemesi ile uyumlu bir degisim gostermektedir.
VEGF'nin birincil kaynaklari, ganglion, Miiller ve RPE hiicrelerini i¢eren noral hiicrelerdir
(Aiello ve ark., 1995).

Bu bilgi birikimi, anti-VEGF ilaglarin gelistirilmesini de beraberinde getirmistir
(Kim ve D'Amore, 2012). YBMD, DMO ve RVT tedavisi, yeni arastirmalarm sonuglart
yaymmlandik¢a gelismektedir. G6z hekimleri bu hastaliklarin tedavisinde son zamanlarda
yaygin olarak intravitreal enjeksiyon yolu ile Ranibizumab ve Aflibercept gibi anti-VEGF
ajanlar1 kullanmaktadir (Yorston, 2014). Yakin zamanda Karabag ve ark. yaptigi caligmada
da, Turk goz hekimlerinin YBMD, DMO ve RVT tedavisinde anti-VEGF leri ilk tercih
olarak segtiklerini gostermislerdir (Karabas ve ark., 2022).
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S6z konusu tez calismasinda, ARPE-19 hicreleri uygun besiyeri ortami
hazirlandiktan sonra kiiltiir siselerine inokiile edildi. Hiicreler farkli dozlarda (klinik dozun
0,01x; 0,02 x; 0,05x; 0,1x; 0,3x; 0,6%; 1,25%; 2,5%; 5x; 10x; 20x; ve 40% katlarinda)
Ranibizumab ve Aflibercept’e tabi tutuldu. Herhangi bir anti-VEGF maddesi icermeyen
ARPE-19 hiicre kulturleri pozitif kontrol grubu; triton-x ile tamamen canliligini yitiren hiicre
grubu ise negatif kontrol grubu olarak kullanild1 Toksisite, ARPE-19 hiicre kdltirlerinde
MTT [3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolyum bromiir] testi ile degerlendirildi. Her
bir doz aralig1 ayr1 ayr1 degerlendirildiginde, Ranibizumab ve Aflibercept gruplar1 arasinda

hiicre canlilig1 agisindan istatistiksel olarak anlamli bir fark saptanmadi.

Malik ve ark., ARPE-19 hucre kulturinde anti-VEGF ajanlardan Bevacizumab,
Ranibizumab, Aflibercept ve Ziv-aflibercept’in giivenlik profilini arastirdiklari
calismalarinda; 10 x doz araliginda Bevacizumab, Aflibercept ve Ziv-aflibercept ile tedavi
edilen hiicrelerin hiicre canlihig: istatistiksel olarak anlamli bir diisiis gosterdigini fakat
Ranibizumab ic¢in kontrol ve %2 x ila 10 x klinik doz arasinda istatistiksel olarak anlamli bir
fark olmadigin tespit etmislerdir. Ranibizumab’in tiim tedavi dozlarinda daha giivenli bir
profile sahip oldugu sonucuna ulasmislardir. Fakat hiicre canlilig: tespiti i¢in MTT testi
yerine; otomatik tripan mavisi boya dislama testi olan ViCell XR (Beckman Coulter,
Fullerton, California, ABD) analiz cihazin1 kullanmislardir (Malik ve ark., 2014). Puddu ve
ark. ise klinik dozlarda Ranibizumab ve Aflibercept uygulanan 24 saat kiiltiire edilmis
ARPE-19 hiicre hattini; hiicre canliligi ve morfolojisi agisindan MTT testi kullanarak pozitif
kontrol grubuyla kiyaslamislar ve istatistiksel olarak anlamli bir fark bulamamiglardir
(Puddu ve ark., 2016). Saenz-de-Viteri ve ark. ise farkli bir yaklasimla anti-VEGF ajanlarin
kumulatif etkilerini incelemeyi hedeflemislerdir ve ARPE-19 hiicre hattina tekrarlayan
klinik dozlarda Bevacizumab, Ranibizumab ve Aflibercept uygulamislardir. Hiicre hatlarinm
gruplandirip, grup 1'de, hiicre hattina giin asir1 (0, 2 ve 4. giinler) ilag uygulamasi
yapmuslardir. Grup 2'de ise hiicrelere 0, 1, 2, 3 ve 4. giinlerde giinliik olarak ila¢ uygulamasi
gerceklestirmiglerdir. Her iki grupta da 5. glinde MTT testi yapmislardir. Herhangi bir

gruptaki anti-VEGF uygulanan hiicreler ve kontrol gruplari arasinda hiicresel canlilik
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acisindan istatistiksel anlamli bir fark olmadigini tespit etmislerdir (Saenz-de-Viteri ve ark.,
2016). Ammar ve ark., Ranibizumab ve Aflibercept’in metabolik etkilerini klinik dozun 2
katina kadar ¢ikarak MTT ile test etmislerdir. Aflibercept'in ARPE-19 hiicreleri tarafindan
iyi tolere edildigi ve Ranibizumab ile karsilastirildiginda, her iki ajan i¢in de sitotoksisite
neticelerinin esdeger oldugu sonucuna varmislardir (Ammar ve ark., 2013). Emir ve ark.,
ARPE-19 hiicre hattina Bevacizumab, Ranibizumab ve Aflibercept’i: klinik doz, 2 x klinik
doz ve 4 x klinik oranlarinda uygulamislardir. MTT analiz sonuglari; klinik dozda uygulanan
Bevacizumab disinda, Bevacizumab'in diger tiim dozlar ile test edilen tiim Aflibercept ve
Ranibizumab dozlarmin ARPE-19 hicrelerinde sitotoksisite ile neticelendigini ortaya
cikarmistir. Ozellikle Ranibizumab ve Aflibercept i¢in doz arttik¢a hiicre canlihiginda da
azalma oldugunu tespit etmislerdir (Emir ve ark., 2022). Sonuglarimiz literatiirle
kiyaslandiginda uyumluluk arz etmekteydi. Ayrica literatiirde, ARPE-19 hiicre hattinda
caligmamizdaki kadar yiiksek dozlara ¢ikan baska bir makaleye rastlayamadik.

Bu ¢alisma kapsaminda Ranibizumab uygulanan ARPE-19 hiicrelerinde Beclinl’in
MRNA ekspresyon seviyesinde kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlamli olmayan bir
azalma tespit edilmistir. Aflibercept uygulanan grupta ise, Beclinl’in mRNA ekspresyon
seviyesinde yine azalma gergeklesmis ve kontrol grubuyla kiyaslandiginda arasinda
istatistiksel olarak anlamli bir fark gériilmiistiir. Anjiyogenez, endotel hiicre proliferasyonu,
matriks degradasyonu, migrasyon, tip formasyonu ve damar matirasyonu gibi asamalari
iceren karmasik bir stirectir. Patolojik anjiyogenez, kanser, makiler dejenerasyon ve diyabet
kaynakli retinopati gibi bir dizi hastalikla baglantilidir. Bu kosullarin her birinde,
anjiyogenez inhibisyonunun hastaligin ilerlemesini engelledigi gosterilmistir (Folkman,
2006; Reddy ve ark., 2003). VEGF, endotel hucreleri icin transkripsiyonel olarak
diizenlenen bir hayatta kalma faktoriidiir. PI3K/Akt yolu araciligiyla VEGF reseptor aracilt
sinyallemenin bloke edilmesi, hiicre donglisiiniin durmasina ve programlanmis hiicre
Olimune yol agmaktadir (Folkman, 2007). Otofaji ve apoptoz genellikle ayni hiicrede,
cogunlukla otofajinin apoptozdan once geldigi bir sirayla meydana gelmektedir. Bunun

nedeni, Ozellikle stres seviyesi Oliimciil degilse, stresin genellikle bir otofajik tepkiyi
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uyarmasidir. Cogu durumda otofaji, strese uyum saglamak ve stresle basa ¢ikmak igin bir
strateji olusturmaktadir (Kroemer ve ark., 2010). Bununla birlikte, hiicre apoptozu baslatirsa,
kismen temel otofaji proteinlerinin kaspaz aracili boliinmesi nedeniyle otofaji etkisiz hale
getirilebilmektedir. Bu genel senaryonun Otesinde, 6zel durumlarda otofaji veya otofajik
stiregte yer alan temel proteinler, sirastyla ya hiicrelerin vazgecilmez kisimlarini katabolize
ederek veya sirasiyla apoptotik veya nekrotik programlarin aktivasyonunu kolaylastirarak
hiicresel 6ltimi destekleyebilmektedir (Galluzzi ve ark., 2009). Calismamizda, anti-VEGF
maruziyeti sonrasi Beclin-1 gen ekspresyonu seviyelerindeki azalma literatiirdeki bu temel
bilgiyle uyumludur. Nitekim halen literatirde anti-VEGF ve otofaji (induksiyonu —
inhibisyonu) iliskisi konusunda kesin bir goriis birligine varilamamistir. Lytvynchuk ve ark.,
anti-VEGF'lerin, doza bagli bir sekilde fare fibroblast hlicre hattinin hayatta kalmasini,
mitotik aktivitesini ve proliferasyonunu inhibe ettigini ve ayrica hiicresel heterojenligi,
apoptozu ve otofajiyi artirdigini gostermislerdir. Ranibizumab’in Aflibercept ve diger anti-
VEGF’lere gore daha diisiik antiproliferatif ve apoptotik aktivite gosterdigini tespit
etmislerdir. Artan dozlara ragmen antiproliferatif ve apoptotik aktivitesinde anlamli degisme
gostermeyen Ranibuzumab’daki bu sonucu, Ranibuzumab’in otofaji Uzerindeki farkli
etkisiyle (daha fazla indiklemesi) agiklamislardir (Lytvynchuk ve ark., 2015). Bizim
sonuglarimizda da Ranibizumab’in (daha az inhibe etmesi) otofaji geni olan Beclin 1
Uzerindeki etkisi Aflibercept’e gére anlamli olarak farkliydi. Liang ve ark., anti-VEGF olan
Bevacizumab’in glioma tiimér hiicre hattindaki otofaji iliskisini arastirmislar ve otofajiyi
indiikledigini tespit etmislerdir. Bunu; Bevacizumab’in (ve diger antianjiyojenik ajanlarin),
timor vaskulattriind inhibe ederek tiimor mikrogevresinde besin yoksunluguna ve oksijen
stresine neden olup buna bagl otofaji siirecini indiikleyebilecegine dayandirmiglardir (Liang
ve ark., 2015). Liu ve ark., otofajinin tiimor hiicrelerini tiimorigenez asamasinda
oldirdiiginii ve timor blyumesini engelledigini; fakat bir kez tiimér olusumu gergeklesince
bu sefer otofajinin gesitli ¢evresel kosullara karsi tiimor hiicrelerinin hayatta kalmasini
korudugunu iddia etmiglerdir. Hatta meme ve prostat kanserleri gibi ¢ok sayida insan
kanserinde, siklikla iki temel otofaji geni olan Beclinl ve/veya ATG4'Un kayb1 oldugundan,
otofajinin tiimorijenezi baskilamada ¢ok Onemli bir rol oynadigi varsayilmistir. Anti-

anjiyogenez tedavilerinin neden oldugu otofajinin hipoksiye yol agmasinin da artik dirence
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katkida bulunan 6nemli bir neden olarak kabul edildigini belirtmislerdir (Liu ve ark., 2016).
Wang ve ark. ise, rhesus maymunu koroid/retina endotel hiicre hattinda yaptigi
caligmalarinda, Ranibizumab ve Conbercept'in hipoksi kosullarinda hiicrelerinin otofajisini
tetikleyebilecegini fakat Aflibercept'in otofaji {izerinde farkli bir etkisi oldugunu ve
Beclinl'in ekspresyonunu inhibe ettigini gostermislerdir. Otofaji aktivasyonunun sirayla
anjiyogenezi destekleyebilecegini ve bdylece anti-anjiyogenik ilaglarin roliinii zayiflattigin,
bu nedenle uyarilmis otofajinin, anti-anjiyogenik ilaglarin zayif terapdtik etkisinin nedeni
olabilecegini savunmuslardir. Sonuglarinin, pek ¢ok klinik arastirmalarda varilan
Aflibercept’in mevcut diger anti-VEGF ajanlara istiinliigli neticesini destekledigini
belirtmislerdir (Wang ve ark., 2021). Wang ve ark.’dan farkli bir hiicre hatt1 ¢alismis
olmamiza ragmen, Aflibercept’in Beclinl'in ekspresyonu inhibisyonuyla neticelenen bu

farkli etkisini bizler de kendi ¢alismamizda gozlemledik.

Bu c¢alisma kapsaminda Ranibizumab ve Aflibercept uygulanan ARPE-19
hiicrelerinde ATG4’iin mRNA ekspresyon seviyesinde kontrol grubuna gore istatistiksel
olarak anlamli olmayan bir artis tespit edilmistir. p53; BH3-only proteinleri ve BH3
mimetikleri; DAPK (Death associated protein kinase); ve JNK (JUN N-terminal kinase) hem
apoptozu hem de otofajiyi indiikleyen sinyaller arasinda sayilmaktadir (Marino ve ark.,
2014). BH3-only protein grubunda olan Beclinl, sinif III fosfatidilinositol 3-kinaz (PI13K),
Vps34 ile etkilesime girmekte ve otofajik vezikul cekirdeklenmesinde yer almaktadir
(Kihara ve ark., 2001). Yani Beclinl, otofajinin baslangi¢ asamasi olan g¢ekirdek otofaji
yolaginda (core complex formation), ¢ogunlukla mitokondri ve endoplazmik retikulum
arasindaki temas bolgelerinde bir izolasyon zarmin (fagofor olarak da adlandirilir)
olusumunu baglatmaktadir (Marino ve ark., 2014). Bilinen diger BH3-only proteinlerinin
aksine, Beclinl proapoptotik bir molekiil olarak islev gormemektedir (He ve Levine, 2010).
Bu istisnanin 6tesinde, Beclinl ile etkilesime giren proteinlerin cogunun otofaji ve apoptozu
ayni yonde modiile etmesi dikkate degerdir; yani, her iki siireci de engellemekte veya tesvik
etmektedirler (Marino ve ark., 2014). ATG4 ise, diizinelerce ATG proteini arasindaki tek

proteazdir ve otofajideki benzersiz mekanizmalardan biri olan ATGS8 konjugasyon
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sisteminde temel bir faktor olarak islev gormektedir. ATG8 oOnciilerini islemenin yani sira,
ATG4 baska bir Onemli rol oynamaktadir: C-terminal karboksil kismi ile
fosfatidiletanolamin (PE) amin grubu arasinda delipidasyon veya dekonjugasyon olarak
adlandirilan ATG8-PE'yi ayirmak. Yani, ATG4 Beclinl’den farkli olarak otofajinin daha
ileri bir asamasi olan otofagozom olusumunda 6nemli bir role sahiptir. ATG8'in ATG4
tarafindan hem islenmesi hem de delipidasyon reaksiyonlari, otofagozom olusumu igin
onemli oldugundan, ATG4'ln inhibisyonu, otofagozom olusumu asamasinda otofajinin
inhibisyonuna yol acgar ve bu nedenle ATG4, otofaji inhibitorleri gelistirmek i¢in c¢ekici bir
hedef olarak goriilmektedir (Maruyama ve Noda, 2018). Bir 6nceki paragrafta detaylariyla
belirttigimiz ge¢mis calismalarda anti-VEGF ajanlarin otofajiyi indiikledigi gosterilmistir
(Liang ve ark., 2015; Liu ve ark., 2016; Lytvynchuk ve ark., 2015). Daha yakin zamanda
yapilan ¢alismalarda da anti-VEGF ve otofaji iliskisi arastirmacilarin ilgi odagi olmay1
korumustur. Ornegin, Segatto ve ark. Yeni Zelanda beyaz tavsan gozlerine Ranibizumab ve
Aflibercept uygulamislar ve eniikleasyon sonrasi retinalarmi in  vitro olarak
degerlendirmislerdir. VEGF inhibisyonunun norotrofin sinyallemesindeki degisikliklere yol
actigim1 ve gucli bir sekilde apoptozisi ve otofajiyi uyardigim biyobelirtecler araciligiyla
tespit etmislerdir. Bu surecte Aflibercept'in neden oldugu erken etkileri, Ranibizumab ile
karsilastirildiginda daha belirgin olarak bulmuslardir (Segatto ve ark., 2019). Schottler ve
ark., domuz RPE hiicre hattina uzun sureli (12 hafta) ve tekrarlayan dozlarda Ranibizumab
ve Aflibercept uyguladiklar1 caligmalarinda otofagozom alaninin Aflibercept ile
karsilagtirildiginda Ranibizumab tarafindan daha ¢ok artirilmis oldugunu tespit etmislerdir
(Schottler ve ark., 2018). Bizim sonug¢larimizda da Ranibizumab’in otofajinin énemli bir
belirteci olan ATG4 gen ekspresyonunda yol agtigi artis, Aflibercept’e kiyasla daha ylksek

olup bu calismayla paralellik arz etmektedir.

Bu ¢alisma kapsaminda kontrol grubu ile kiyaslandiginda; Ranibizumab MMP2’de
ve TIMP1’de hafif bir artisa yol agmigken, Aflibercept MMP2’de hafif bir azalisa ve
TIMP1’de ise hafif bir artisa sebep olmustur. Bu iligkiyi daha iyi anlamak i¢in TIMP1’i
MMP2’ye oranladigimizda (TIMP1/MMP2), Aflibercept’in TIMP1/MMP2 orani,
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Ranibizumab’inkine gore daha yiiksek bulunmustur. Bu sonug, ARPE-19 hiicre hattinda
Aflibercept’in Ranibizumab’a kiyasla daha gucli anti-anjiyogenik etki sergiledigi yonunde
bize fikir vermektedir. MMP'ler, neredeyse tiim hiicre dig1 matriks tirlerini parcalayabilen
enzimlerdir. islevleri, TIMP dahil olmak iizere ¢ok sayida mekanizma tarafindan siki bir
sekilde diizenlenmektedir (Drankowska ve ark., 2019). Bazal membranlar1 pargalayabilen
enzimler olan kollajenazlar grubuna ait oldugu icin MMP2'nin roliine her zaman 6zel ilgi
gOsterilmistir. MMP2 neovaskularizasyonda da ayrica 6nemli bir rol oynamaktadir (Beranek
ve ark., 2008). Endotelyal hucrelerden eksprese edilen TIMP1 ise anti-anjiyogenik
oOzelliklere sahip olup mikrovaskuler endotel hiicre goguni inhibe edmektedir. TIMPL'in
ayrica apoptozu ve farkli hiicre hatlarinin proliferasyonunu inhibe ettigi de gosterilmistir
(Akahane ve ark., 2004). Di ve ark., oksijenle indiiklenmis neovaskiilarizasyon modeli
uygulanan fare retinasinda gergeklestirdigi ¢alismalarinda, MMP9 ve VEGF dizeylerini
yiiksek tespit etmislerdir. Intravitreal TIMP1 uygulamasindan sonra MMP9 ve VEGF
diizeylerinin geriledigini gostermislerdir. Bunun ROP tedavsinde bir umut 15181 olabilecegini
bildirmislerdir (Di ve ark., 2016). Kang ve ark., diyabetik hayvan modeli ¢alismalarinda
TIMP1’in MMP’lar1 inhibe ederek sitotoksik T hiicrelerinin pankreas adaciklarina gogiiniin
azalmasina yol a¢tigimi ve sitokin kaynakli apoptozu onledigini gostermislerdir (Kang ve
ark., 2010). Lucio-Eterovic ve ark., insan glioblastoma timor hiicre hattinda gergeklestirdigi
calismalarinda anti-VEGF tedavisi siirecinde TIMP1’de artis gozlemlemislerdir. Kanser
hiicrelerindeki artmis MMP diizeylerinin yanit olarak TIMP1’deki artisa sebep olabilecegi
¢ikariminda bulunmuslar ve pek ¢ok kanser tlrli igcin TIMP1 artisinin kotii prognostik faktor
olabilecegini belirtmislerdir (Lucio-Eterovic ve ark., 2009). Shi ve ark., oksijen indiiklenmis
retinopati olusturulan insan ve rat retinal mikrovaskiiler endotel hiicre hattinda yaptiklari
caligmalarinda Notch1’i hedef alan miR-34a’nin retinal anjiyogenezi zayiflattigini
gostermiglerdir. miR-34a ile transfekte edilen hiicre hattinin adeta anti-VEGF tedavisini
taklit edip MMP2 ve MMP9 ekspresyonunda azalisa, TIMP1 ve TIMP2 ekspresyonunda ise
artisa yol agtigini tespit etmislerdir (Shi ve ark., 2019). Sonuglarimiz literatirdeki sonuglarla
uyumlu olup ayni zamanda insan RPE hiicre hattinda yapilmis olmasiyla da literaturdeki

diger ¢aligmalardan farkli ve 6zgundr.
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5. SONUC VE ONERILER

Gunlimizde, anti-VEGF molekiillerinin intravitreal enjeksiyonlari, neovaskiiler
YBMD tedavisi icin altin standart kabul edilmektedir. Yani1 sira; RVT, DMO ve prematiire
retinopatisi basta olmak iizere yeni damar biiylimesi ve damar asir1 gegirgenligi olan diger
okiiler patolojilerde de yaygin olarak kullanilmaktadir. Tedavinin genellikle aylik ve
tekrarlanan dozlarda uygulanmasi gerekmektedir. Tedavinin kesilmesi
neovaskilarizasyonun niikstine sebep olabilmektedir. Bu nedenle ¢ogu durumda tedavinin

birkag yil siirdiiriilmesi gerekebilmektedir.

Her ne kadar VEGF antagonistlerinin giivenli oldugu gosterilmis olsa da, hiicrenin
hayatta kalabilmesinde VEGF kritik bir faktor oldugu igin, bir takim yan etkileri de tespit
edilmistir. Baz1 ¢alismalar, anti-VEGF tedavisinden sonra, RPE yirtiklar1 ve g6z i¢i iltihab1
bildirmistir. Dahasi, uygulanan intravitreal enjeksiyon sayisinin retinal atrofinin ilerlemesi
ile 6nemli Slgiide iliskili oldugu bulunmustur. Ancak bu etkilerin hastaligin dogal seyrinin
bir sonucu mu yoksa anti-VEGF tedavisinden mi kaynaklandigini ayirt etmek miimkiin
degildir. Ornegin YBMD’de cografik (retinal) atrofi, RPE hasarma neden olan YBMD'nin
dogal seyrine atfedilebilir olmasinin yan1 sira, RPE diizeyinde VEGF inhibisyonunun bir
komplikasyonu da olabilir. Aksine, DMO ve RVT’de anti-VEGF ajanlarin genis, kontrollii

denemelerinde, bu ilaglara atfedilebilen makiiler (retinal) atrofi saptanmamustir.

S6z konusu tez caligmasi kapsaminda, ¢ok sayida randomize klinik caligmalar
neticesinde guvenilirlik profili ispatlanarak FDA onay1 alan Ranibizumab ve Aflibercept’in,
erigkin insan RPE hiicre hattinda (ARPE-19) olas1 toksik etkilerinin in vitro olarak
degerlendirilmesi hedeflenmistir. Bunun yan1 sira, s6z konusu ilaglarin otofaji yolaginda

kritik 6neme sahip Beclinl ile ATG4 otofaji proteinleri Uzerine olan etkilerinin ve ayrica
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hiicrelerarasi yapisal ve kimyasal destekte gorevli ekstraselliler matriksin diizenlenmesinde
baslica Oneme sahip enzimlerden MMP2 ve TIMP1 ile iliskisinin aydinlatilmasi
amaclanmistir. Her ne kadar literatiirde s6z konusu ilaglar tizerine ¢ok sayida klinik pratige
dayali yayinlar olsa da, kisitli sayida deneysel in vitro arastirmalar olmasi, mevcut ¢calismay1
daha da anlamli kilmistir. Sonug olarak, klinik uygulamada kullanilandan ¢ok daha yiiksek
dozlarda uygulanan bu iki anti-VEGF ilacin, in vitro olarak RPE'ye onemli bir toksisite
olusturmadigi g0zlemlenmistir. Kontrol grubuna kiyasla, Ranibizumab’in Beclinl
ekspresyonu Uzerinde anlamli bir etkisi yokken Aflibercept’in Beclinl ekspresyonunu
istatistiksel olarak anlamli derecede azalttig1 tespit edilmistir. Her iki anti-VEGF de ATG4
ekspresyonunu arttirmaktadir. Kontrol grubuna kiyasla Ranibizumab MMP2 ve TIMP1
ekspresyonunda artisa neden olmugken; Aflibercept MMP2 ekspresyonunu azaltip TIMP1
ekpresyonunu arttirmistir. TIMP1’i MMP2’ye oranladiginda bu oran Aflibercept’te daha
yiksek bulunmustur.

Son yillarda, otofaji ve neovaskiilarizasyon {izerine yapilan arastirmalar bir miktar
ilerleme kaydetmistir. Bununla birlikte, go6ziin neovaskiilarizasyonundaki otofaji
mekanizmasi hala tam anlamiyla acikliga kavusmus degildir. Otofajiyi diizenleyerek, goz i¢i
neovaskiilarizasyonun gelisimi daha iyi kontrol edebilir. Ayrica vaskiiler inhibit6r tedavisi
sonrasi relaps ve ilag diren¢ mekanizmasinda, otofaji 6nemli bir rol oynayabilir. Yakin
gelecekte otofaji yolaklarinin hedeflenerek vaskiiler inhibitdrlerin direncinin artirilmasi timit
edilmektedir. Bununla birlikte, otofaji ve intravitreal neovasklarizasyonla ilgili ¢ogu
calisma hala birincil arastirma asamasindadir ve takip edilen stirecte bu alanda galisan bilim

insanlar1 tarafindan daha fazla arastirmaya ihtiya¢ duyulacaktir.
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OZET

Ranibizumab ve Aflibercept’in in Vitro Okiiler Toksisitesinin Arastiriimas.

Gunlimizde, anti-VEGF molekiillerinin intravitreal enjeksiyonlari, neovaskiiler YBMD
tedavisi icin altin standarttir. Yani sira; RVT, DMO ve prematiire retinopatisi basta olmak iizere yeni
damar biliylimesi ve damar asir1 gegirgenligi olan diger okiiler patolojilerde de yaygin olarak
kullanilmaktadir. Tedavinin genellikle aylik ve tekrarlanan dozlarda uygulanmasi gerekmektedir.
Tedavinin kesilmesi neovaskiilarizasyonun niiksiine sebep olabilir. Bu nedenle ¢ogu durumda
tedavinin birkag yil siirdiiriilmesi gerekebilir. Her ne kadar VEGF antagonistlerinin giivenli oldugu
gosterilmis olsa da, hiicrenin hayatta kalabilmesinde VEGF kritik bir faktor oldugu igin, bir takim
yan etkileri de tespit edilmistir. Baz1 ¢alismalar, anti-VEGF tedavisinden sonra, RPE yirtiklar1 ve
g0z i¢i iltihab1 bildirmistir. Dahasi, uygulanan intravitreal enjeksiyon sayisinin retinal atrofinin
ilerlemesi ile 6nemli dl¢iide iliskili oldugu bulunmustur. Ancak bu etkilerin hastaligin dogal seyrinin
bir sonucu mu yoksa anti-VEGF tedavisinden mi kaynaklandigini ayirt etmek miimkiin degildir. S6z
konusu calisma kapsaminda, ¢ok sayida randomize klinik ¢alismalar neticesinde giivenilirlik profili
ispatlanarak FDA onay1 alan Ranibizumab ve Aflibercept’in, erigkin insan RPE hiicre hattinda
(ARPE-19) olas1 toksik etkilerini in vitro olarak degerlendirilmesi hedeflenmistir. Bunun yani sira,
s0z konusu ilaglarin 1) Otofaji yolaginda kritik dneme sahip Beclinl ve ATG4 ekspresyonlari Uizerine
olan etkilerini 2) Hicreler arasi yapisal ve kimyasal destekte gorevli ekstraseliiler matriksin
diizenlenmesinde baslica 6neme sahip enzimlerden MMP2 ve TIMP1 iligkisinin aydimlatilmasi
amaclanmistir. Hiicrelere sitotoksisite degerlendirilmesi igin MTT testi uygulanmistir. Ardindan
RNA izolasyon islemi ger¢eklestirilmistir. Son olarak Kantitatif Ters Transkripsiyon PCR ile segilen
otofaji ve matriks metalloproteinaz proteinleri analiz edilmistir. Sonug olarak, klinik uygulamada
kullanilandan ¢ok daha yiiksek dozlarda uygulanan bu iki anti-VEGF ilacin, in vitro olarak RPE'ye
onemli bir toksisite olusturmadigr gozlemlenmistir. Kontrol grubuna kiyasla, Ranibizumab’in
Beclinl ekspresyonu iizerinde anlamli bir etkisi yokken Aflibercept’in Beclinl ekspresyonunu
istatistiksel olarak anlamli derecede azalttig1 tespit edilmistir. Her iki anti-VEGF de ATG4 gen
ekspresyonunu arttirmistir. Kontrol grubuna kiyasla Ranibizamab MMP2 ve TIMP1 ekspresyonunda
artisa neden olmusken; Aflibercept MMP2 ekspresyonunu azaltip TIMP1 ekpresyonunu arttirmistir.
TIMP1’1 MMP2’ye oranladigimizda bu oran Aflibercept’te daha yiiksek bulunmustur.

Anahtar Sozcukler: Aflibercept, ATG4, Beclinl, MMP2, Ranibizumab, TIMP1.
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SUMMARY

Investigation of In Vitro Ocular Toxicity of Ranibizumab and Aflibercept.

Currently, intravitreal injections of anti-VEGF molecules are the gold standard for the
treatment of neovascular AMD. Besides this, it is also widely used in other ocular pathologies with
neovascular growth and vascular hyperpermeability, especially in RVT, DME, and retinopathy of
prematurity. Treatment usually needs to be administered in monthly and repeated doses.
Discontinuation of therapy may result in the recurrence of neovascularization. Therefore, in most
cases, treatment may need to be continued for several years. Although VEGF antagonists have been
shown to be safe, since VEGF is a critical factor in cell survival, several side effects have also been
identified. Some studies have reported RPE tears and intraocular inflammation after anti-VEGF
therapy. Moreover, the number of intravitreal injections administered was found to be significantly
associated with the progression of retinal atrophy. However, it is not possible to distinguish whether
these effects are a result of the natural course of the disease or are due to anti-VEGF therapy. In our
study, we aimed to evaluate the possible toxic effects of Ranibizumab and Aflibercept, which have
been approved by the FDA as a result of numerous randomized clinical studies, on the adult human
RPE cell line (ARPE-19), in vitro. In addition, we aimed to elucidate the effects of these drugs on 1)
Beclinl and ATG4 expressions, which are critical in the autophagy pathway, 2) MMP2 and TIMPL1,
which are enzymes that are of critical importance in the regulation of the extracellular matrix
involved in intercellular structural and chemical support. The MTT test was applied to the cells for
the evaluation of cytotoxicity. Then RNA isolation was performed. Finally, selected autophagy and
matrix metalloproteinase proteins were analyzed by Quantitative Reverse Transcription PCR. In
conclusion, we observed that these two anti-VEGF drugs, administered at much higher doses than
those used in clinical practice, did not cause significant toxicity to the RPE in vitro. Compared to the
control group, it was found that Ranibizumab had no significant effect on Beclinl expression, while
Aflibercept significantly reduced Beclinl expression. Both anti-VEGFs increased ATG4 gene
expression. Compared to the control group, Ranibizumab caused an increase in MMP2 and TIMP1
expression; Aflibercept decreased MMP2 expression and increased TIMP1 expression. When
comparing TIMP1 to MMP2, this ratio was higher in Aflibercept.

Keywords: Aflibercept, ATG4, Beclinl, MMP2, Ranibizumab, TIMPL.
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