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Oz

Amag: Retina pigment epiteli hiicre kiiltiiriine anti-vaskiiler endotelyal bityiime faktorii (VEGF) ilaglarin etkilerini deZerlendirmektir.
Gereg ve Yontem: Yeni Zelanda beyaz tavsanlarindan eniikleasyon yontemi ile elde edilen gozlerden izole edilen retina pigment epitel
hiicrelerinden olusturulan hiicre kiiltiirlerine aflibercept (0,5 mg/mL), bevacizumab (0,3125) ve ranibizumab (0,125 mg/mL) dozlarinda
uygulandi. Yetmis iki saat sonunda ilaglarin kontrol grubunda ve ila¢ uygulamas: yapilan kiiltiirlerde canlilik, apoptozis, proliferasyon
ve senesans olan etkileri degerlendirildi.

Bulgular: Aflibercept uygulanan kiiltiirde hem kontrol grubuna gore hem de bevacizumab ve ranibizumab uygulanan gruba gére
istatistiksel olarak anlamli sekilde apoptoziste azalma ve canlilikta artis oldugu goriilmektedir (p<0,05). Bevacizumab ve ranibizumab
uygulanan grupta ise kontrol grubu ile kargilagtirildiginda istatistiksel olarak anlamli sekilde apoptoziste artis ve canlilikta azalma
oldugu goriilmektedir (p<0,05). Proliferasyon ve senesans tizerine etkileri degerlendirildiginde anti-VEGF ilag uygulanan gruplar ile
kontrol grubu arasinda herhangi bir fark saptanmamustir (p>0,05).

Sonuc: Anti-VEGF ilaglarin proliferasyon ve senesans iizerine herhangi bir etkisi gozlenmedi. Afliberceptin apoptozisi azaltarak hiicre
canliligint artirdi1, ranibizumab ve bevacizumabin ise apoptozisi artirarak canliligs azaleeigs gozlenmistir.

Anahtar Kelimeler: Anti-VEGF, hiicre kiiltiirii, senesens, retina pigment epitel hiicresi

Abstract

Objectives: To assess the effects of anti-vascular endothelial growth factor (VEGF) drugs on retinal pigment epithelium cell culture.
Materials and Methods: Aflibercept (0.5 mg/mL), bevacizumab (0.3125 mg/mL), and ranibizumab (0.125 mg/mL) were applied
to retinal pigment epithelium cell cultures isolated from the enucleated eyes of New Zealand white rabbits. Viability, apoptosis,
proliferation, and senescence of the cells were evaluated in control and drug-treated cultures at the end of 72 hours.

Results: Cells treated with aflibercept showed increased viability and decreased apoptosis compared to the control culture and both
the bevacizumab- and ranibizumab-treated groups (p<0.05). Statistically increased apoptosis and decreased viability were found in
the bevacizumab and ranibizumab-treated groups compared with the control group (p<0.05). There were no statistically significant
differences in cell proliferation and senescence between the groups (p>0.05).

Conclusion: Anti-VEGF drugs did not affect senescence or proliferation of retinal pigment epithelium cells. Aflibercept was found
to decrease apoptosis and increase cell viability, while ranibizumab and bevacizumab increased apoptosis and reduced cell viability in
retinal pigment epithelium culture.
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Giris

Vaskiiler endotelyal biiyiime faktorii A’nin (VEGF-A),
anjiyogenezin ana mediyatorii oldugu ve retinanin vaskiiler
hastaliklarinda vaskiiler gegirgenligin artmast ile iligkili oldugu
iyi bilinmektedir."*** VEGF nin inhibisyonu, deneysel ve klinik
caligmalarin odak noktas: olmustur. Farkli anti-VEGF ajanlarin
intravitreal uygulamasinin farkli nedenler ortaya ¢ikan makiila
odemi tedavisindeki etkinligi iyi bilinmektedir.’ Bu ilaclar
intravitreal uygulandifinda karmagik bir etki mekanizmasina
sahiptir ve ¢esitli VEGF tiplerini bloke edilmesi, yeni olusan
kan damari duvarlarinin gegirgenligini azaltilmas: ve retina
tabakalarinda 6demin azaltidlmasini igerir. Son yillarda, anti-
VEGEF ilaglarinin farkls hiicre kiiltiitleri tizerindeki 7z vitro etkisi
gosterilmigtir.”$>1%1" Amacimiz, anti-VEGF ilaglarin iz vitro
bir model olan retinal pigment epiteli (RPE) hiicre kiiltiiriinde
canlilik, apoptoz, proliferasyon ve senesans iizerindeki etkilerini
aragtirmakei.

Bu caligmada, RPE hiicre kiiltiiriinde aflibercept (0,5 mg/
mL), bevacizumab (0,3125) ve ranibizumab (0,125 mg/mL)
tedavilerinin proliferatif ve sitotoksik etkilerinin karsilagtirilmasi
amaciyla kontrol grubu ve ila¢ uygulamas: yapilan kiiltiirlerde
72 saat sonunda canlilik, apoptozis, proliferasyon ve senesense
degerlendirildi.

Gereg ve Yontem

Hayvanlar

Gozler, agirliklart 1,5 ila 2,2 kg arasinda deZisen 4 Yeni
Zelanda beyaz tavsanindan elde edildi. Hayvan bakimi ve cerrahi
girisimler icin Erciyes Universitesi Etik Kurulu'ndan onay alind1
(TTU-2015-5996). Tavsanlar yiiksek doz ketamin/ksilazin
enjeksiyonu ile sakrifiye edildi. Gozle, eniiklasyon igleminden
sonra penisilin/streptomisin (GIBCO, 15140-0122) eklenmis
Ca’* ve Mg”" icermeyen fosfat tamponlu salin (PBS) icine alind:.

Tavsan Retinal Pigment Epitelinin Izolasyonu ve Kiiltiirii

Tavsan RPE hiicreleri, Chang ve ark.’ tarafindan tarif
edildigi gibi izole edildi ve saklandi. Gozler %2 dispaz ile 15
dakika inkiibe ettikten sonra, limbustan 3 mm uzaklikta bir
insizyon yapildi ve insizyona dairesel olarak devam edildi. Kornea
ve lens ¢ikartildiktan sonra, arka segmentte 4 radyal insizyon
yapild: ve bu kisim %10 fetal sigir serumu eklenmis Dulbecco’s
Modified Eagle’s besiyeri/Ham’s F12 ortaminda 2 saat siireyle
inkiibe edildi. Son olarak, RPE hiicreleri, mikropipetlerle noral
retina ve koroid dokusundan bir tabaka olarak ayrildi ve bir
steromikroskop altinda (Olympus BX51, Japonya) incelendi.
Calisma igin 3. pasaj hiicreleri kullanildi ve ilag uygulamalari
hiicreler ekildikten 24 saat sonra yapild:.

VEGEF-A'ya karsi gelistirilmis olan bir insan monoklonal
antikorunun bir parcast olan ve VEGF-A ve izoformlarina
(VEGF110, VEGF121 ve VEGF165) secici olarak baglanan
ranibizumab  (Lucentis, Novartis, Isvicre) 0,125 mg/
mL konsantrasyonda uygulandi. Cesitli goz hastaliklarinin
tedavisinde endikasyon digt kullanilan, VEGF'ye karsi bir
monoklonal antikor olan Bevacizumab (Avastin, Genetech/

Roche, ABD), hiicre kiiltiirlerine 0,3125 mg/mL konsantrasyonda
eklendi. Dolagimdaki VEGF (alt tipleri VEGF-A ve VEGE-B) ve
plasental bitytime faktériine (PGF) baglanan bir fiizyon proteini
olan Aflibercept (Eylea, Bayer Health Care, Almanya), 0,5 mg/
mL konsantrasyonda kullanildi.

Immiinohistokimyasal Boyama

Immiinofloresan boyama igin, RPE hiicreleri 90,4
paraformaldehid iceren PBS ile fikse edildi ve 9%0,4 Triton
X-100 ile permeabilize edildi. Blokasyon icin sifir serum
albiimini (10 mg/mL) kullanidd:. Hiicreler, bir gece boyunca
primer antikorla (zonula occludens protein 1 [ZO-1} invitrogen,
330100 ve sitokeratin 18 chemicon, MAB3234) inkiibe edildi.
Isaretlenen hiicreler, sekonder antikorlar ile 1 saat siire ile inkiibe
edildi. Inkiibasyonlardan sonra hiicreler her yikama 5 dakika
olacak sekilde 3-5 kez PBS ile yikand: ve floresan mikroskop
(Olympus BX51, Japonya) altinda degerlendirildi.

MTT Proliferasyon Analizi

3-(4,5-dimetiltiyazol-2-yl) -2,5-difeniltetrazolyum bromiir
(MTT) analizi, hiicrelerin metabolik aktivitesini degerlendirmek
icin kullanilan kabul géren bir yontemdir ve hiicre canliliginin
Olciilmesi igin yararli olabilir. RPE hiicrelerinin metabolik
aktivitesini degerlendirmek i¢in daha 6nce bildirilen yontem ile
MTT analizi yapildi.'® Besi ortami uzaklagtirilds, hiicreler PBS
ile yikandi, her kuyucua 1000 mikrolitre (uL) MTT ¢ozeltisi
ilave edildi ve hiicreler 1 saat siire ile 37 °C'de inkiibe edildi.
Formazan kristalleri DMSO (1000 ul/kuyucuk) eklenerek
¢oziildii. Bir tarama spektrofotometresi (Promega Glomax
MultiDetection System Plate okuyucu, ABD) ile 560 nm’de
absorbsiyon degerlendirildi. Deneyler 3 tekrarli olarak yapildi.
Ayni pasajin tedavi uygulanmayan RPE hiicreleri kontrol olarak
kullanildi.

Senesansla Iligkili B-galaktosidaz Aktivitesi

Senesansla iligkili (SA) -galaktosidaz aktivitesi olan RPE
hiicrelerinin yiizdesi, daha ©nce Dimri ve ark.' tarafindan
bildirilen yontem ile saptandi. Kisaca, tedavi alan RPE hiicreleri
PBS ile iki kez yikand1 ve oda sicakliginda 4 dakika siire ile %2
formaldehit ve %0,2 glutaraldehit iceren PBS (pH 6,0) ile fikse
edildi. Hiicreler daha sonra iki kez PBS ile yikand: ve 8 saat
boyunca 37 °C'de taze hazirlanan SA-Gal boyama ¢ozeltisi ile
karanlikta inkiibe edildi. Son olarak, SA-Gal boyama ¢ozeltisi
uzaklagtirildi, hiicreler PBS ile yikand: ve hiicrelerde mavimsi
renk gelisimi 15tk mikroskobu ile degerlendirildi.

Apoptozisin Saptanmasi

Hiicresel yagamsal indekslerin analiz edildigi ayni kiiltiirlerde
apoptoz diizeyi belirlendi. Apoptotik hiicreler, Muse™ Annexin
V&Dead Cell Kiti MCH100105) ile iiretici tarafindan onerilen
protokol kullanilarak saptandi. Hiicreler ilk nce PBS ile yikand1
ve daha sonra 10 dakika tripsin uygulamast ile yiizeyden kaldirild:
ve tekrar PBS icinde siispanse edildi. Son olarak, hiicreler
santrifiije edildi (1400 rpm, 5 dakika) ve propidiumiyodiir (1
ug/mL) icinde yeniden stispanse edildi. Apoptoz seviyesi, pre-G1
fazdaki apoptotik hiicrelerin sayist akig sitometresi ile (Millipore
Muse® Cell Analyzer, Almanya) ile 6lciilerek saptandi.
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Istatistiksel Analiz

Istatistiksel analizler Windows icin SPSS siiriim 22,0
(Chicago, IL, ABD) kullanilarak yapildi. Betimsel veriler ortalama
ve standart deviasyon, ve ylizde olarak bildirildi. Bulgular tek
yonliit ANOVA kullanilarak analiz edildi. P degerlerinin 0,05 ten
kii¢ciik olmast anlamli kabul edildi. Deneyler 3 tekrarli olarak
yapildr.

Bulgular

Retinal Pigment Hiicre
Degerlendirilmesi

RPE hiicrelerinin aflibercept (0,5 mg/mL), bevacizumab
(0,3125 mg/mL) ve ranibizumab (0,125 mg/mL) eklenmesinden
72 saat sonra ve kontrol kiiltiirlerinde, hiicrelerin faz kontrast
goriinimii  kargilagtirildiginda, RPE  hiicrelerinde higbir
tedavi grubunda morfolojik degisiklik gozlenmedi ve altigen
morfolojinin korundugu goriildii (Sekil 1).

Epitel Morfolojisinin

Sitokeratin 18 ve Zonula Occludens Protein 1 Ifadesi

Immiinohistositokimya kesitlerinde RPE tabakalarinda
intermediate protein sitokeratin 18 (Sekil 2A) ve siki baglanti
proteini ZO-1 (Sekil 2B) ekspresyonu oldugu goriildii.

Sekil 1. Ug anti-vaskiiler endotelyal biiyiime faktorii ilag¢ uygulamast ve kontrol
grubuna ait faz-kontrast mikroskobik griintiilerin karsilagtirilmas:: Yetmis iki saat
sonunda ilag tedavileri retinal pigment epiteli (RPE) hiicre kiiltiiriinde herhangi
bir morfolojik degisiklife neden olmad: ve RPE hiicreleri altigen goriiniimlerini
korudular (A) kontrol grubu, B) aflibercept (0,5 mg/mL), (C) bevacizumab (0,3125
mg/mL) ve (D) ranibizumab (0,125 mg/mL)

Sekil 2. Retinal pigment epiteli kiiltiirliniin immiinositokimya boyamast,
sitokeratin 18 (A) ve siki baglanti proteini zonula occludens protein 1 (B)
ekspresyonunu gostermektedir
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Anti-Vaskiiler Endotelyal Biiyiime Faktorii Ajanlarinin
Hiicre Canliligi Uzerine Etkisi

Ug anti-VEGF ilacinin 72 saatte sitotoksik etkilere neden
olup olmadigin: degerlendirmeye calistik. RPE hiicre kiiltiirleri
%90 yogunluga ulasana kadar beklendi ve sitotoksisite MTT
analizi ile degerlendirildi. Aflibercept ile tedavi edilen kiiltiirde
kontrol ile kiyaslandiginda hiicrelerin canliliginin anlamli
diizeyde arttigr goriildii (p=0,002) (Sekil 3A). Bevacizumab ve
ranibizumab ile tedavi edilen gruplarda ise kontrole gére hiicre
canliliginin anlamli diizeyde azaldig1 bulundu (strastyla p=0,003
ve p=0,0001) (Sekil 3A).

Retinal Pigment Epitel Hiicrelerinin Proliferasyonu ve
Apoptozu

Kontrol hiicreleri ile kargilagtirildiginda 72 saat aflibercept
(0,5 mg/mL), bevacizumab (0,3125 mg/mL) ve ranibizumab
(0,125 mg/mL) inkiibasyonu hiicre proliferasyonunu 6nemli
olciide etkilemedi (Sekil 3B).

Kontrol grubuna goére bevacizumab (0,3125 mg/mL) ve
ranibizumab (0,125 mg/mL) ile tedavi edilen kiiltiirlerde
apoptoz oranlari anlamli diizeyde daha yiiksekti (sirasiyla
p=0,001 ve p=0,0001). Aflibercept ile tedavi edilen hiicrelerde
apoptozis kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlamli
diizeyde azalmist1 (p=0,001) (Sekil 3C).

Senesansla Iliskili B-galaktosidaz Aktivitesi

Hiicre yaglanmas: tizerine etkileri degerlendirildiginde 72
saatte ii¢ anti-VEGF ilag arasinda istatistiksel olarak anlamli bir
fark bulunmadi (p>0,05) (Sekil 3D).

el A Call Viabllity «B Call Prolitaration
== =
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Sekil 3. Aflibercept (0,5 mg/mL), bevacizumab (0,3125 mg/mL) ve ranibizumab
(0,125 mg/mL) eklenmesinden 72 saat sonra hiicre canlilig1 (A), hiicre proliferasyonu
(B), apoptoz (C) ve senesense (D) diizeylerini gosteren ¢ubuk grafikler. A) Kontrol
grubuna kiyasla bevacizumab ve ranibizumab hiicre canliligint azaltirken
aflibercept artirdy; B) Anti-vaskiiler endotelyal biiyiime faktorii (VEGF) ilaclarin
hicbiri, hiicre proliferasyonu iizerinde anlamls bir negatif etki géstermedi; C)
Kontrol grubuna gore bevacizumab ve ranibizumab apoptozu artirirken, aflibercept
anlamli diizeyde azlatts; D) Anti-VEGF ilaglarin hicbiri senesense tizerine anlamls
bir etki gostermedi
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Tartigma

Caligmamiz literatiitde 7z vitro RPE hiicrelerinde anti-
VEGEF ilaglarin senesense iizerine etkilerinin degerlendirildigi
ve bu ajanlarin senesense tlizerine anlamli bir etkiye sahip
olmadigini gosteren ilk ¢aligmadir. Ayrica, RPE morfolojisi ve
proliferasyonunun, retina hastaliklarinda en sik kullanilan anti-
VEGTF ajanlardan etkilenmedigini gosterdik. Ancak, aflibercept
hiicre canliligini artirdi ve apoptozu azaltti; bevacizumab ve
ranibizumab ise bunun tersi sekilde etki gosterdi.

Vazoproliferatif okiiler hastaliklarin tedavisinde kullanilan
cesitli terapotik ajanlar intravitreal enjeksiyon yontemi ile
yaygin olarak uygulanmakrtadir.”” Incravitreal olarak uygulanan
mevcut anti-VEGF ilaglar arasinda, ranibizumab, aflibercept ile
endikasyon dist olarak bevacizumab yer almaktadir. Aflibercept
ile diger anti-VEGF ajanlar1 arasindaki en 6nemli fonksiyonel
fark, VEGF-A izoformlarina ek olarak VEGF-B, PGF1 ve
PGF-2'yi bloke etmesidir. Bildigimiz kadariyla literatiirde
ranibizumab, aflibercept ve bevacizumab’'in giivenilirligi
ve etkinligini degerlendiren sinirli sayida 7z vizro caligma
bulunmaktadir. Bu ¢alismada afliberseptin apoptozu azalttig1 ve
hiicre canliligint artirdi1 bulundu. Aksine, RPE kiiltiirlerinde
ranibizumab ve bevacizumabin apoptozu arttirdigi ve hiicre
canliligini azaltug: gozlenmistir. Retina pigment epitelinden
kaynaklanan VEGE koryokapiller damarlarin desteklenmesi
icin hayati 6nemi olan bir aracidir. Bazi klinik ¢aligmalarda,
subfoveal koroid kalinlig1 ile RPE atrofisi progresyonu arasinda
bir korelasyon oldugu gosterilmistir. Bu, anti-VEGF tedavisi
sirasindakan akimininazalmasinin RPE atrofisiniarttirabileceZini
diigiindiirmektedir.'*” _ENREF_16_ENREF_17 Ayrica, anti-
VEGEF ilaglarin yan etkilerinin arastirildigs deneysel ¢aligmalarin
¢ogunun koryokapillarisi iceren RPE hiicre tabakas: tizerinde
gerceklestirildigini fark ettik. Calismamiz izole RPE hiicre
serisi lizerinde gergeklestirilmistir ve anti-VEGF ilaglarin RPE
tizerindeki dogrudan toksik etkilerini gosterebilir. Yeni doZan
tavsanlar ile yapilan bir ¢aligmada, Cam ve ark.' enjeksiyondan
3 hafta sonra, tiim anti-VEGF ilaglar ile elde edilen serum
anti-VEGF konsantrasyonlarinin diisitk oldugunu ve dokuda
apoptotik  TUNEL (TdT-mediated dUTP-digoxigenin nick
end labeling) pozitif hiicrelerin yiizdesi olarak ifade edilen
apoptotik indekse gore diisiik diizeyde apoptozun indiiklendigini
bildirmigtir. Malik ve ark." ayrica insan RPE hiicrelerinde
gesitli anti-VEGF ilag¢ konsantrasyonlarinin giivenlik profillerini
incelemigtir. Ranibizumab ve afliberceptin mitokondriyal
toksisite veya hiicre 6liimiine neden olmadigini, bevacizumab ve
afliberceptin diisiik diizeyde mitokondriyal toksisite gosterdigini
ancak klinik dozlarda anlamli hiicre 6liimiine neden olmadigini
bildirmislerdir. Ancak ¢aligmamizda, uygulanan tiim ilaclarin
hiicre canliliginda anlamli farka neden oldugu bulundu. Malik
ve ark.! kiiltiir ortamina, klinik doz olarak kabul ettikleri
konsantrasyonlarda anti-VEGF ilaglar1 ekleyerek, intravitreal
enjekte edilen ila¢ miktarinin 4 mL insan vitreusunda egit olarak
dagildigint varsaymuglar ve dozlari buna gore degistirmislerdir.
Calismamizda boyle bir degisiklik yapilmamigtir, bu bizim
¢alismamizin kisitli oldugu bir yoniidiir ve ¢elisen sonuglarimizt
agiklayabilir.

Calismamizda, anti-VEGF ilaglarinin 72 saatte RPE
hiicrelerinin senesense veya proliferasyonu tizerinde hicbir etkisi
izlenmedi. Hiicresel senesense, oksidatif stres, DNA hasar1,
onkojen aktivitesi ve uygun olmayan kiiltiir kogullar: gibi gesitli
stres faktorlerine tepki olarak normal hiicreler tarafindan aktive
edilen bir programdir.®?'_ENREF_20_ENREF_21 genellikle,
hiicreler senesense girdiklerinde, 6nemli morfolojik degisiklikler
meydana gelir. Hiicreler yayilir ve diizlesir; bunu genellikle,
senesense iligkili -galaktosidaz aktivitesinin artmasi izler.!
Bildigimiz kadariyla, literatiirde anti-VEGF ilaglarin senesense
tizerine etkilerini degerlendiren bir ¢aligma bulunmamaktadir.
Sonuglarimiz 72 saatte ¢aligmada kullanilan anti-VEGF ilaglarin
RPE hiicrelerinde senesense etki etmedigini gosterdi. Yakin
zamanda, Zhuge ve ark.?? tarafindan yapilan bir ¢aligmada etkin
bir serbest radikal toplayict ve antioksidan olan fullerenoliin,
antioksidan etkisi aracili1 ile RPE hiicrelerini oksidatif stres
kaynakli senesenseten koruyabilecegi bildirmistir. Fullerenoliin
koruyucu etkisinin, yaga bagli makiila dejenerasyonu (AMD)
gibi oksidatif stres ile iligkili retina hastaliklarinda yeni
tedavi stratejilerinin  geligtirilmesinde ¢ok ©nemli oldugunu
ileri stirmiiglerdir. Ayrica, Kernt ve ark.” oksidatif streste,
optik sinir bast astrosit (ONHA) hiicrelerinde, yapisal olarak
ubikinon (koenzim Q10) ile iligkili bir benzokinon tiirevi olan
idebenonun antiapoptotik ve sitoprotektif etkilerini aragtirmigtir.
Idebenonun iz vitro ONHA kiiltiirlerinde senesense, oksidatif
stres ve apoptotik hiicre olimiinii azalttiint bildirmislerdir.
Calismamizin kisitlhiliklarindan biri, ilaglarin hiicrelerin daha
onceden oksidatif strese maruz kaldigi RPE hiicrelerinde
senesense degisikliklerinin goriildiigiit AMD gibi endike hastalik
durumlarinda degil, saglikli retinalarda degerlendirilmisg
olmasidir. Bu nedenle, oksidatif strese bagli kosullarda ilaglarin
senesense etkileri hakkinda bilgiye sahip degiliz.

Yakin zamanla Spitzer ve ark.® bevacizumab, pegaptanib
ve ranibizumabin farkli okiiler hiicrelerde antiproliferatif
ve sitotoksik etkilerini kargilagtirmistir. Koroidal epitel
hiicrelerine uygulandiginda, aralarindaki fark istatistiksel olarak
anlamli olmasa da, hiicre proliferasyonunda bevacizumab ve
pegaptanib ile sirasiyla %38,2 ve %35,1 oraninda azalma
goriiliirken ranibizumab ile %44,1 oraninda azalma izlenmistir.
Bevacizumab, pegaptanib ve ranibizumabin koroidal endoteliyel
hiicre proliferasyonunu énemli 6lgiide baskiladigini bildirmigler
ve mevcut belirlenen dozlarda kullanildiginda, ilaglarin
hicbirinin endoteliyel hiicre proliferasyonunun inhibisyonu
agisindan  digerlerinden daha dstiin  olmadig: sonucuna
varmiglardir. Caligmamizda, ilag uygulanan gruplar ile kontrol
grubu arasinda RPE hiicre serisinin proliferasyon hizi agisindan
bir fark goriilmedi.

Bir bagka c¢alismada, insan umbilikal ven endotelyal
(HUVECQC) pegaptanib  ve

intravitreal doz aralifinda  etkileri
kargilagtirilmigtir.'® Sonuglar, ranibizumab ve bevacizumabin,
RPE hiicrelerinde elde ettigimiz sonuclarimiza benzer sekilde,
HUVEC hiicrelerinde apoptozu onemli &lgiide artirdiging
gostermistir. Bu ilaglarin, pegaptanib harig, klinik olarak
kullanilan dozlari, kullanilan tiim konsantrasyonlarda sitotoksik
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etki gostermeden hiicre proliferasyonunu 6nemli dlgiide
azaltmigtir. Ayrica, VEGF reseptorii-2'nin aktif formunun
ekspresyonu, bevacizumab, ranibizumab ve pegaptanib ile
inkiibasyondan sonra kontrol degerlerinin sirasiyla %66, %78
ve %86’s1na azalmistir.

Schnichels ve ark.'' cesitli okiiler hiicrelerde (ARPE19,
RGC-5 ve 661W) aflibercept, bevacizumab ve ranibizumabin
sitotoksisite ve antiproliferatif aktivitesini degetlendirmis ve
afliberceptin aragtirilan tiim konsantrasyon ve hiicre serilerinde
hiicre morfolojisinde degisiklige neden olmadigi, apoptozu
indiiklemedigi ve hiicre canliliginda kalici azalmaya sebep
olmadig: sonucuna varmiglardir. Ek olarak, afliberceptin, bazi
VEGTF ile iligkili fakeorlerin diisitk diizeyde up-regiilasyonuna
ya da down-regiilasyonuna neden oldugunu ancak ortaya
¢ikan  degisikliklerin bevacizumab ve ranibizumab ile
karsilagtirildiginda  anlamli  olmadigini  bildirmislerdir.
Calismalarinda kullandiklart ARPE19 hiicre serisi insan
RPE’den iiretilmistir, oysa bizim kullandigimiz seri tavsan
kaynaklidur. VEGF-Trap,, . (aflibercept), tamamen insan
sekansindan olugur ve insan VEGF izoformlarini baglamak
igin tasarlanmigtir.>® Holash ve ark.,” tamamen insan sekansina
uyumlu olarak rtasarlanmasina ragmen, VEGF-Trap,, . 'nin
test edilen tiim VEGF tiirlerini insandan tavuga kadar tiim
VEGFleri bagladigini bildirmis ancak ¢alismalarinda sadece
fare, sigan ve insanlarda elde edilen sonuglara yer vermistir.
Bizim ¢aligmamiz ile Schnichels ve ark.’nin'' ¢aligmasinda elde
edilen ¢eligkili sonuclar, caligmalarda kullanilan farkli kokenden
hiicre serilerinin gosterdigi degisik yanitlara bagli olabilir.

AMD’li ¢ogu gz wuzun sireli anti-VEGF tedavisi
gerektirmektedir ve okiiler homeostaz i¢in ¢ok 6nemli olan
VEGF nin siirekli notralizasyonunun yan etkilere yol agabilecegi
bilinmektedir.?’

Calismanin Kisitliliklar:

CGalismamizin kisitlamalarindan biri, anti-VEGF ilaglarin
en sik olarak 3 aylik yiikleme dozunu takiben aylik tekrarlayan
enjeksiyonlar yapilmasi ya da gerektikce uygulanmasi gibi
tekrar tekrar kullanilmasidir. Aksine, ¢aligmamiz sadece bir
enjeksiyondan sonra ortaya ¢ikacak sonuglari temsil etmektedir
ve gercek hayatta oldugu gibi tekrarlanan enjeksiyonlarin
etkilerini gosteren boylamsal ¢alismalara ihtiyag vardir.

Sonug

Sonug olarak, caligmamizda, anti-VEGF ilaglarin RPE
hiicrelerinde senesense ve proliferasyonu iizerine etkili olmadig:
goriildii. Afliberceptin apoptozu azalttigi ve hiicre canliliing
artirdifi bulundu. Aksine, ranibizumab ve bevacizumabin
apoptozu arttirdigi ve RPE hiicre canliliZini azaletigi g6zlendi.
Literatiitde anti-VEGF ilaglarin senesense iizerine etkilerini
degerlendiren bir ¢aligma bulunmamaktadir. Caligmamizin bu
baglamda gelecekteki aragtirmalara yon verecegine inaniyoruz.
in vitro bulgularimizi dogrulamak icin deneysel ve preklinik
¢aligmalara ihtiya¢ vardur.
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