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Amaç: Retina pigment epiteli hücre kültürüne anti-vasküler endotelyal büyüme faktörü (VEGF) ilaçların etkilerini değerlendirmektir.
Gereç ve Yöntem: Yeni Zelanda beyaz tavşanlarından enükleasyon yöntemi ile elde edilen gözlerden izole edilen retina pigment epitel 
hücrelerinden oluşturulan hücre kültürlerine aflibercept (0,5 mg/mL), bevacizumab (0,3125) ve ranibizumab (0,125 mg/mL) dozlarında 
uygulandı. Yetmiş iki saat sonunda ilaçların kontrol grubunda ve ilaç uygulaması yapılan kültürlerde canlılık, apoptozis, proliferasyon 
ve senesans olan etkileri değerlendirildi.
Bulgular: Aflibercept uygulanan kültürde hem kontrol grubuna göre hem de bevacizumab ve ranibizumab uygulanan gruba göre 
istatistiksel olarak anlamlı şekilde apoptoziste azalma ve canlılıkta artış olduğu görülmektedir (p<0,05). Bevacizumab ve ranibizumab 
uygulanan grupta ise kontrol grubu ile karşılaştırıldığında istatistiksel olarak anlamlı şekilde apoptoziste artış ve canlılıkta azalma 
olduğu görülmektedir (p<0,05). Proliferasyon ve senesans üzerine etkileri değerlendirildiğinde anti-VEGF ilaç uygulanan gruplar ile 
kontrol grubu arasında herhangi bir fark saptanmamıştır (p>0,05).
Sonuç: Anti-VEGF ilaçların proliferasyon ve senesans üzerine herhangi bir etkisi gözlenmedi. Afliberceptin apoptozisi azaltarak hücre 
canlılığını artırdığı, ranibizumab ve bevacizumabın ise apoptozisi artırarak canlılığı azalttığı gözlenmiştir.
Anahtar Kelimeler: Anti-VEGF, hücre kültürü, senesens, retina pigment epitel hücresi

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.
Keywords: Anti-VEGF, cell culture, senescence, retinal pigment epithelial cell
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Giriş

Vasküler endotelyal büyüme faktörü A’nın (VEGF-A), 
anjiyogenezin ana mediyatörü olduğu ve retinanın vasküler 
hastalıklarında vasküler geçirgenliğin artması ile ilişkili olduğu 
iyi bilinmektedir.1,2,3,4 VEGF’nin inhibisyonu, deneysel ve klinik 
çalışmaların odak noktası olmuştur. Farklı anti-VEGF ajanların 
intravitreal uygulamasının farklı nedenler ortaya çıkan maküla 
ödemi tedavisindeki etkinliği iyi bilinmektedir.5 Bu ilaçlar 
intravitreal uygulandığında karmaşık bir etki mekanizmasına 
sahiptir ve çeşitli VEGF tiplerini bloke edilmesi, yeni oluşan 
kan damarı duvarlarının geçirgenliğini azaltılması ve retina 
tabakalarında ödemin azaltılmasını içerir. Son yıllarda, anti-
VEGF ilaçlarının farklı hücre kültürleri üzerindeki in vitro etkisi 
gösterilmiştir.6,7,8,9,10,11 Amacımız, anti-VEGF ilaçların in vitro 
bir model olan retinal pigment epiteli (RPE) hücre kültüründe 
canlılık, apoptoz, proliferasyon ve senesans üzerindeki etkilerini 
araştırmaktı.

Bu çalışmada, RPE hücre kültüründe aflibercept (0,5 mg/
mL), bevacizumab (0,3125) ve ranibizumab (0,125 mg/mL) 
tedavilerinin proliferatif ve sitotoksik etkilerinin karşılaştırılması 
amacıyla kontrol grubu ve ilaç uygulaması yapılan kültürlerde 
72 saat sonunda canlılık, apoptozis, proliferasyon ve senesense 
değerlendirildi. 

Gereç ve Yöntem

Hayvanlar 
Gözler, ağırlıkları 1,5 ila 2,2 kg arasında değişen 4 Yeni 

Zelanda beyaz tavşanından elde edildi. Hayvan bakımı ve cerrahi 
girişimler için Erciyes Üniversitesi Etik Kurulu’ndan onay alındı 
(TTU-2015-5996). Tavşanlar yüksek doz ketamin/ksilazin 
enjeksiyonu ile sakrifiye edildi. Gözle, enüklasyon işleminden 
sonra penisilin/streptomisin (GIBCO, 15140-0122) eklenmiş 
Ca2+ ve Mg2+ içermeyen fosfat tamponlu salin (PBS) içine alındı.

Tavşan Retinal Pigment Epitelinin İzolasyonu ve Kültürü
Tavşan RPE hücreleri, Chang ve ark.12 tarafından tarif 

edildiği gibi izole edildi ve saklandı. Gözler %2 dispaz ile 15 
dakika inkübe ettikten sonra, limbustan 3 mm uzaklıkta bir 
insizyon yapıldı ve insizyona dairesel olarak devam edildi. Kornea 
ve lens çıkartıldıktan sonra, arka segmentte 4 radyal insizyon 
yapıldı ve bu kısım %10 fetal sığır serumu eklenmiş Dulbecco’s 
Modified Eagle’s besiyeri/Ham’s F12 ortamında 2 saat süreyle 
inkübe edildi. Son olarak, RPE hücreleri, mikropipetlerle nöral 
retina ve koroid dokusundan bir tabaka olarak ayrıldı ve bir 
steromikroskop altında (Olympus BX51, Japonya) incelendi. 
Çalışma için 3. pasaj hücreleri kullanıldı ve ilaç uygulamaları 
hücreler ekildikten 24 saat sonra yapıldı.

VEGF-A’ya karşı geliştirilmiş olan bir insan monoklonal 
antikorunun bir parçası olan ve VEGF-A ve izoformlarına 
(VEGF110, VEGF121 ve VEGF165) seçici olarak bağlanan 
ranibizumab (Lucentis, Novartis, İsviçre) 0,125 mg/
mL konsantrasyonda uygulandı. Çeşitli göz hastalıklarının 
tedavisinde endikasyon dışı kullanılan, VEGF’ye karşı bir 
monoklonal antikor olan Bevacizumab (Avastin, Genetech/

Roche, ABD), hücre kültürlerine 0,3125 mg/mL konsantrasyonda 
eklendi. Dolaşımdaki VEGF (alt tipleri VEGF-A ve VEGF-B) ve 
plasental büyüme faktörüne (PGF) bağlanan bir füzyon proteini 
olan Aflibercept (Eylea, Bayer Health Care, Almanya), 0,5 mg/
mL konsantrasyonda kullanıldı. 

İmmünohistokimyasal Boyama
İmmünofloresan boyama için, RPE hücreleri %0,4 

paraformaldehid içeren PBS ile fikse edildi ve %0,4 Triton 
X-100 ile permeabilize edildi. Blokasyon için sığır serum 
albümini (10 mg/mL) kullanıldı. Hücreler, bir gece boyunca 
primer antikorla (zonula occludens protein 1 [ZO-1] invitrogen, 
330100 ve sitokeratin 18 chemicon, MAB3234) inkübe edildi. 
İşaretlenen hücreler, sekonder antikorlar ile 1 saat süre ile inkübe 
edildi. İnkübasyonlardan sonra hücreler her yıkama 5 dakika 
olacak şekilde 3-5 kez PBS ile yıkandı ve floresan mikroskop 
(Olympus BX51, Japonya) altında değerlendirildi.

MTT Proliferasyon Analizi
3-(4,5-dimetiltiyazol-2-yl) -2,5-difeniltetrazolyum bromür 

(MTT) analizi, hücrelerin metabolik aktivitesini değerlendirmek 
için kullanılan kabul gören bir yöntemdir ve hücre canlılığının 
ölçülmesi için yararlı olabilir. RPE hücrelerinin metabolik 
aktivitesini değerlendirmek için daha önce bildirilen yöntem ile 
MTT analizi yapıldı.13 Besi ortamı uzaklaştırıldı, hücreler PBS 
ile yıkandı, her kuyucua 1000 mikrolitre (uL) MTT çözeltisi 
ilave edildi ve hücreler 1 saat süre ile 37 °C’de inkübe edildi. 
Formazan kristalleri DMSO (1000 uL/kuyucuk) eklenerek 
çözüldü. Bir tarama spektrofotometresi (Promega Glomax 
MultiDetection System Plate okuyucu, ABD) ile 560 nm’de 
absorbsiyon değerlendirildi. Deneyler 3 tekrarlı olarak yapıldı. 
Aynı pasajın tedavi uygulanmayan RPE hücreleri kontrol olarak 
kullanıldı.

Senesansla İlişkili β-galaktosidaz Aktivitesi
Senesansla ilişkili (SA) β-galaktosidaz aktivitesi olan RPE 

hücrelerinin yüzdesi, daha önce Dimri ve ark.14 tarafından 
bildirilen yöntem ile saptandı. Kısaca, tedavi alan RPE hücreleri 
PBS ile iki kez yıkandı ve oda sıcaklığında 4 dakika süre ile %2 
formaldehit ve %0,2 glutaraldehit içeren PBS (pH 6,0) ile fikse 
edildi. Hücreler daha sonra iki kez PBS ile yıkandı ve 8 saat 
boyunca 37 °C’de taze hazırlanan SA-Gal boyama çözeltisi ile 
karanlıkta inkübe edildi. Son olarak, SA-Gal boyama çözeltisi 
uzaklaştırıldı, hücreler PBS ile yıkandı ve hücrelerde mavimsi 
renk gelişimi ışık mikroskobu ile değerlendirildi. 

Apoptozisin Saptanması
Hücresel yaşamsal indekslerin analiz edildiği aynı kültürlerde 

apoptoz düzeyi belirlendi. Apoptotik hücreler, Muse™ Annexin 
V&Dead Cell Kiti (MCH100105) ile üretici tarafından önerilen 
protokol kullanılarak saptandı. Hücreler ilk önce PBS ile yıkandı 
ve daha sonra 10 dakika tripsin uygulaması ile yüzeyden kaldırıldı 
ve tekrar PBS içinde süspanse edildi. Son olarak, hücreler 
santrifüje edildi (1400 rpm, 5 dakika) ve propidiumiyodür (1 
ug/mL) içinde yeniden süspanse edildi. Apoptoz seviyesi, pre-G1 
fazdaki apoptotik hücrelerin sayısı akış sitometresi ile (Millipore 
Muse® Cell Analyzer, Almanya) ile ölçülerek saptandı.
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İstatistiksel Analiz 
İstatistiksel analizler Windows için SPSS sürüm 22,0 

(Chicago, IL, ABD) kullanılarak yapıldı. Betimsel veriler ortalama 
ve standart deviasyon, ve yüzde olarak bildirildi. Bulgular tek 
yönlü ANOVA kullanılarak analiz edildi. P değerlerinin 0,05’ten 
küçük olması anlamlı kabul edildi. Deneyler 3 tekrarlı olarak 
yapıldı. 

Bulgular

Retinal Pigment Epitel Hücre Morfolojisinin 
Değerlendirilmesi

RPE hücrelerinin aflibercept (0,5 mg/mL), bevacizumab 
(0,3125 mg/mL) ve ranibizumab (0,125 mg/mL) eklenmesinden 
72 saat sonra ve kontrol kültürlerinde, hücrelerin faz kontrast 
görünümü karşılaştırıldığında, RPE hücrelerinde hiçbir 
tedavi grubunda morfolojik değişiklik gözlenmedi ve altıgen 
morfolojinin korunduğu görüldü (Şekil 1).

Sitokeratin 18 ve Zonula Occludens Protein 1 İfadesi
İmmünohistositokimya kesitlerinde RPE tabakalarında 

intermediate protein sitokeratin 18 (Şekil 2A) ve sıkı bağlantı 
proteini ZO-1 (Şekil 2B) ekspresyonu olduğu görüldü. 

Anti-Vasküler Endotelyal Büyüme Faktörü Ajanlarının 
Hücre Canlılığı Üzerine Etkisi

Üç anti-VEGF ilacının 72 saatte sitotoksik etkilere neden 
olup olmadığını değerlendirmeye çalıştık. RPE hücre kültürleri 
%90 yoğunluğa ulaşana kadar beklendi ve sitotoksisite MTT 
analizi ile değerlendirildi. Aflibercept ile tedavi edilen kültürde 
kontrol ile kıyaslandığında hücrelerin canlılığının anlamlı 
düzeyde arttığı görüldü (p=0,002) (Şekil 3A). Bevacizumab ve 
ranibizumab ile tedavi edilen gruplarda ise kontrole göre hücre 
canlılığının anlamlı düzeyde azaldığı bulundu (sırasıyla p=0,003 
ve p=0,0001) (Şekil 3A).

Retinal Pigment Epitel Hücrelerinin Proliferasyonu ve 
Apoptozu

Kontrol hücreleri ile karşılaştırıldığında 72 saat aflibercept 
(0,5 mg/mL), bevacizumab (0,3125 mg/mL) ve ranibizumab 
(0,125 mg/mL) inkübasyonu hücre proliferasyonunu önemli 
ölçüde etkilemedi (Şekil 3B).

Kontrol grubuna göre bevacizumab (0,3125 mg/mL) ve 
ranibizumab (0,125 mg/mL) ile tedavi edilen kültürlerde 
apoptoz oranları anlamlı düzeyde daha yüksekti (sırasıyla 
p=0,001 ve p=0,0001). Aflibercept ile tedavi edilen hücrelerde 
apoptozis kontrol grubuna göre istatistiksel olarak anlamlı 
düzeyde azalmıştı (p=0,001) (Şekil 3C).

Senesansla İlişkili β-galaktosidaz Aktivitesi
Hücre yaşlanması üzerine etkileri değerlendirildiğinde 72 

saatte üç anti-VEGF ilaç arasında istatistiksel olarak anlamlı bir 
fark bulunmadı (p>0,05) (Şekil 3D).

Şekil 1. Üç anti-vasküler endotelyal büyüme faktörü ilaç uygulaması ve kontrol 
grubuna ait faz-kontrast mikroskobik görüntülerin karşılaştırılması: Yetmiş iki saat 
sonunda ilaç tedavileri retinal pigment epiteli (RPE) hücre kültüründe herhangi 
bir morfolojik değişikliğe neden olmadı ve RPE hücreleri altıgen görünümlerini 
korudular (A) kontrol grubu, B) aflibercept (0,5 mg/mL), (C) bevacizumab (0,3125 
mg/mL) ve (D) ranibizumab (0,125 mg/mL) 

Şekil 2. Retinal pigment epiteli kültürünün immünositokimya boyaması, 
sitokeratin 18 (A) ve sıkı bağlantı proteini zonula occludens protein 1 (B) 
ekspresyonunu göstermektedir

Şekil 3. Aflibercept (0,5 mg/mL), bevacizumab (0,3125 mg/mL) ve ranibizumab 
(0,125 mg/mL) eklenmesinden 72 saat sonra hücre canlılığı (A), hücre proliferasyonu 
(B), apoptoz (C) ve senesense (D) düzeylerini gösteren çubuk grafikler. A) Kontrol 
grubuna kıyasla bevacizumab ve ranibizumab hücre canlılığını azaltırken 
aflibercept artırdı; B) Anti-vasküler endotelyal büyüme faktörü (VEGF) ilaçların 
hiçbiri, hücre proliferasyonu üzerinde anlamlı bir negatif etki göstermedi; C) 
Kontrol grubuna göre bevacizumab ve ranibizumab apoptozu artırırken, aflibercept 
anlamlı düzeyde azlattı; D) Anti-VEGF ilaçların hiçbiri senesense üzerine anlamlı 
bir etki göstermedi
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Tartışma

Çalışmamız literatürde in vitro RPE hücrelerinde anti-
VEGF ilaçların senesense üzerine etkilerinin değerlendirildiği 
ve bu ajanların senesense üzerine anlamlı bir etkiye sahip 
olmadığını gösteren ilk çalışmadır. Ayrıca, RPE morfolojisi ve 
proliferasyonunun, retina hastalıklarında en sık kullanılan anti-
VEGF ajanlardan etkilenmediğini gösterdik. Ancak, aflibercept 
hücre canlılığını artırdı ve apoptozu azalttı; bevacizumab ve 
ranibizumab ise bunun tersi şekilde etki gösterdi. 

Vazoproliferatif oküler hastalıkların tedavisinde kullanılan 
çeşitli terapötik ajanlar intravitreal enjeksiyon yöntemi ile 
yaygın olarak uygulanmaktadır.15 İntravitreal olarak uygulanan 
mevcut anti-VEGF ilaçlar arasında, ranibizumab, aflibercept ile 
endikasyon dışı olarak bevacizumab yer almaktadır. Aflibercept 
ile diğer anti-VEGF ajanları arasındaki en önemli fonksiyonel 
fark, VEGF-A izoformlarına ek olarak VEGF-B, PGF1 ve 
PGF-2’yi bloke etmesidir. Bildiğimiz kadarıyla literatürde 
ranibizumab, aflibercept ve bevacizumab’ın güvenilirliği 
ve etkinliğini değerlendiren sınırlı sayıda in vitro çalışma 
bulunmaktadır. Bu çalışmada afliberseptin apoptozu azalttığı ve 
hücre canlılığını artırdığı bulundu. Aksine, RPE kültürlerinde 
ranibizumab ve bevacizumabın apoptozu arttırdığı ve hücre 
canlılığını azalttığı gözlenmiştir. Retina pigment epitelinden 
kaynaklanan VEGF, koryokapiller damarların desteklenmesi 
için hayati önemi olan bir aracıdır. Bazı klinik çalışmalarda, 
subfoveal koroid kalınlığı ile RPE atrofisi progresyonu arasında 
bir korelasyon olduğu gösterilmiştir. Bu, anti-VEGF tedavisi 
sırasında kan akımının azalmasının RPE atrofisini arttırabileceğini 
düşündürmektedir.16,17 _ENREF_16_ENREF_17 Ayrıca, anti-
VEGF ilaçların yan etkilerinin araştırıldığı deneysel çalışmaların 
çoğunun koryokapillarisi içeren RPE hücre tabakası üzerinde 
gerçekleştirildiğini fark ettik. Çalışmamız izole RPE hücre 
serisi üzerinde gerçekleştirilmiştir ve anti-VEGF ilaçların RPE 
üzerindeki doğrudan toksik etkilerini gösterebilir. Yeni doğan 
tavşanlar ile yapılan bir çalışmada, Cam ve ark.18 enjeksiyondan 
3 hafta sonra, tüm anti-VEGF ilaçlar ile elde edilen serum 
anti-VEGF konsantrasyonlarının düşük olduğunu ve dokuda 
apoptotik TUNEL (TdT-mediated dUTP-digoxigenin nick 
end labeling) pozitif hücrelerin yüzdesi olarak ifade edilen 
apoptotik indekse göre düşük düzeyde apoptozun indüklendiğini 
bildirmiştir. Malik ve ark.19 ayrıca insan RPE hücrelerinde 
çeşitli anti-VEGF ilaç konsantrasyonlarının güvenlik profillerini 
incelemiştir. Ranibizumab ve afliberceptin mitokondriyal 
toksisite veya hücre ölümüne neden olmadığını, bevacizumab ve 
afliberceptin düşük düzeyde mitokondriyal toksisite gösterdiğini 
ancak klinik dozlarda anlamlı hücre ölümüne neden olmadığını 
bildirmişlerdir. Ancak çalışmamızda, uygulanan tüm ilaçların 
hücre canlılığında anlamlı farka neden olduğu bulundu. Malik 
ve ark.19 kültür ortamına, klinik doz olarak kabul ettikleri 
konsantrasyonlarda anti-VEGF ilaçları ekleyerek, intravitreal 
enjekte edilen ilaç miktarının 4 mL insan vitreusunda eşit olarak 
dağıldığını varsaymışlar ve dozları buna göre değiştirmişlerdir. 
Çalışmamızda böyle bir değişiklik yapılmamıştır, bu bizim 
çalışmamızın kısıtlı olduğu bir yönüdür ve çelişen sonuçlarımızı 
açıklayabilir. 

Çalışmamızda, anti-VEGF ilaçlarının 72 saatte RPE 
hücrelerinin senesense veya proliferasyonu üzerinde hiçbir etkisi 
izlenmedi. Hücresel senesense, oksidatif stres, DNA hasarı, 
onkojen aktivitesi ve uygun olmayan kültür koşulları gibi çeşitli 
stres faktörlerine tepki olarak normal hücreler tarafından aktive 
edilen bir programdır.20,21_ENREF_20_ENREF_21 genellikle, 
hücreler senesense girdiklerinde, önemli morfolojik değişiklikler 
meydana gelir. Hücreler yayılır ve düzleşir; bunu genellikle, 
senesense ilişkili β-galaktosidaz aktivitesinin artması izler.14 
Bildiğimiz kadarıyla, literatürde anti-VEGF ilaçların senesense 
üzerine etkilerini değerlendiren bir çalışma bulunmamaktadır. 
Sonuçlarımız 72 saatte çalışmada kullanılan anti-VEGF ilaçların 
RPE hücrelerinde senesense etki etmediğini gösterdi. Yakın 
zamanda, Zhuge ve ark.22 tarafından yapılan bir çalışmada etkin 
bir serbest radikal toplayıcı ve antioksidan olan fullerenolün, 
antioksidan etkisi aracılığı ile RPE hücrelerini oksidatif stres 
kaynaklı senesenseten koruyabileceği bildirmiştir. Fullerenolün 
koruyucu etkisinin, yaşa bağlı maküla dejenerasyonu (AMD) 
gibi oksidatif stres ile ilişkili retina hastalıklarında yeni 
tedavi stratejilerinin geliştirilmesinde çok önemli olduğunu 
ileri sürmüşlerdir. Ayrıca, Kernt ve ark.23 oksidatif streste, 
optik sinir başı astrosit (ONHA) hücrelerinde, yapısal olarak 
ubikinon (koenzim Q10) ile ilişkili bir benzokinon türevi olan 
idebenonun antiapoptotik ve sitoprotektif etkilerini araştırmıştır. 
İdebenonun in vitro ONHA kültürlerinde senesense, oksidatif 
stres ve apoptotik hücre ölümünü azalttığını bildirmişlerdir. 
Çalışmamızın kısıtlılıklarından biri, ilaçların hücrelerin daha 
önceden oksidatif strese maruz kaldığı RPE hücrelerinde 
senesense değişikliklerinin görüldüğü AMD gibi endike hastalık 
durumlarında değil, sağlıklı retinalarda değerlendirilmiş 
olmasıdır. Bu nedenle, oksidatif strese bağlı koşullarda ilaçların 
senesense etkileri hakkında bilgiye sahip değiliz. 

Yakın zamanla Spitzer ve ark.8 bevacizumab, pegaptanib 
ve ranibizumabın farklı oküler hücrelerde antiproliferatif 
ve sitotoksik etkilerini karşılaştırmıştır. Koroidal epitel 
hücrelerine uygulandığında, aralarındaki fark istatistiksel olarak 
anlamlı olmasa da, hücre proliferasyonunda bevacizumab ve 
pegaptanib ile sırasıyla %38,2 ve %35,1 oranında azalma 
görülürken ranibizumab ile %44,1 oranında azalma izlenmiştir. 
Bevacizumab, pegaptanib ve ranibizumabın koroidal endoteliyel 
hücre proliferasyonunu önemli ölçüde baskıladığını bildirmişler 
ve mevcut belirlenen dozlarda kullanıldığında, ilaçların 
hiçbirinin endoteliyel hücre proliferasyonunun inhibisyonu 
açısından diğerlerinden daha üstün olmadığı sonucuna 
varmışlardır. Çalışmamızda, ilaç uygulanan gruplar ile kontrol 
grubu arasında RPE hücre serisinin proliferasyon hızı açısından 
bir fark görülmedi.

Bir başka çalışmada, insan umbilikal ven endotelyal 
hücrelerinde (HUVEC) ranibizumab, pegaptanib ve 
bevacizumabın intravitreal doz aralığında etkileri 
karşılaştırılmıştır.10 Sonuçlar, ranibizumab ve bevacizumabın, 
RPE hücrelerinde elde ettiğimiz sonuçlarımıza benzer şekilde, 
HUVEC hücrelerinde apoptozu önemli ölçüde artırdığını 
göstermiştir. Bu ilaçların, pegaptanib hariç, klinik olarak 
kullanılan dozları, kullanılan tüm konsantrasyonlarda sitotoksik 
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etki göstermeden hücre proliferasyonunu önemli ölçüde 
azaltmıştır. Ayrıca, VEGF reseptörü-2’nin aktif formunun 
ekspresyonu, bevacizumab, ranibizumab ve pegaptanib ile 
inkübasyondan sonra kontrol değerlerinin sırasıyla %66, %78 
ve %86’sına azalmıştır.

Schnichels ve ark.11 çeşitli oküler hücrelerde (ARPE19, 
RGC-5 ve 661W) aflibercept, bevacizumab ve ranibizumabın 
sitotoksisite ve antiproliferatif aktivitesini değerlendirmiş ve 
afliberceptin araştırılan tüm konsantrasyon ve hücre serilerinde 
hücre morfolojisinde değişikliğe neden olmadığı, apoptozu 
indüklemediği ve hücre canlılığında kalıcı azalmaya sebep 
olmadığı sonucuna varmışlardır. Ek olarak, afliberceptin, bazı 
VEGF ile ilişkili faktörlerin düşük düzeyde up-regülasyonuna 
ya da down-regülasyonuna neden olduğunu ancak ortaya 
çıkan değişikliklerin bevacizumab ve ranibizumab ile 
karşılaştırıldığında anlamlı olmadığını bildirmişlerdir. 
Çalışmalarında kullandıkları ARPE19 hücre serisi insan 
RPE’den üretilmiştir, oysa bizim kullandığımız seri tavşan 
kaynaklıdır. VEGF-Trap

R1R2 (aflibercept), tamamen insan 
sekansından oluşur ve insan VEGF izoformlarını bağlamak 
için tasarlanmıştır.24 Holash ve ark.,24 tamamen insan sekansına 
uyumlu olarak tasarlanmasına rağmen, VEGF-TrapR1R2’nin 
test edilen tüm VEGF türlerini insandan tavuğa kadar tüm 
VEGF’leri bağladığını bildirmiş ancak çalışmalarında sadece 
fare, sıçan ve insanlarda elde edilen sonuçlara yer vermiştir. 
Bizim çalışmamız ile Schnichels ve ark.’nın11 çalışmasında elde 
edilen çelişkili sonuçlar, çalışmalarda kullanılan farklı kökenden 
hücre serilerinin gösterdiği değişik yanıtlara bağlı olabilir. 

AMD’li çoğu göz uzun süreli anti-VEGF tedavisi 
gerektirmektedir ve oküler homeostaz için çok önemli olan 
VEGF’nin sürekli nötralizasyonunun yan etkilere yol açabileceği 
bilinmektedir.25 

Çalışmanın Kısıtlılıkları
Çalışmamızın kısıtlamalarından biri, anti-VEGF ilaçların 

en sık olarak 3 aylık yükleme dozunu takiben aylık tekrarlayan 
enjeksiyonlar yapılması ya da gerektikçe uygulanması gibi 
tekrar tekrar kullanılmasıdır. Aksine, çalışmamız sadece bir 
enjeksiyondan sonra ortaya çıkacak sonuçları temsil etmektedir 
ve gerçek hayatta olduğu gibi tekrarlanan enjeksiyonların 
etkilerini gösteren boylamsal çalışmalara ihtiyaç vardır.

Sonuç 
Sonuç olarak, çalışmamızda, anti-VEGF ilaçların RPE 

hücrelerinde senesense ve proliferasyonu üzerine etkili olmadığı 
görüldü. Afliberceptin apoptozu azalttığı ve hücre canlılığını 
artırdığı bulundu. Aksine, ranibizumab ve bevacizumabın 
apoptozu arttırdığı ve RPE hücre canlılığını azalttığı gözlendi. 
Literatürde anti-VEGF ilaçların senesense üzerine etkilerini 
değerlendiren bir çalışma bulunmamaktadır. Çalışmamızın bu 
bağlamda gelecekteki araştırmalara yön vereceğine inanıyoruz. 
İn vitro bulgularımızı doğrulamak için deneysel ve preklinik 
çalışmalara ihtiyaç vardır.
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