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OZET

Amag¢: Amacimiz, yas tip yasa bagli makula dejenerasyonu (YBMD) olan ve
olmayan hastalarda serum ve vitreusta anjiyogenez biyobelirteglerinin (apelin, apelin
reseptorii, vaskiiler endotelyal biiyiime faktorii (VEGF-A), vaskiiler endotelyal
biiyiime faktorii reseptorii (VEGFR-2)/ Fetal karaciger kinaz-1 (Flk-1) diizeylerini ve
intravitreal anti-VEGF tedavisinin bu belirtegler {izerine olan etkisini incelemektir.
Calismamizin YBMD tedavisinde kullanilabilecek yeni molekiillerin gelistirilmesi

i¢cin Oncii olacagini diisiinmekteyiz.

Gere¢ ve Yontem: Klinik arastirmamiz prospektif ve girisimsel olarak
tasarlandi. Yas tip YBMD tanis1 alan ve daha once hi¢ intravitreal anti-VEGF
enjeksiyonu yapilmamis veya en son yapilan enjeksiyonun iizerinden 4 ay ge¢mis olan
(yikama-wash out periyodu) submakuler hemoraji gelismesi nedeniyle ameliyat
endikasyonu koydugumuz 19 hasta ile YBMD’si bulunmayan ancak retinal patoloji
(makuler delik, epiretinal membran) ve/veya katarakt nedeniyle ameliyat endikasyonu
koydugumuz 17 kontrol hastasi ¢aligmaya dahil edildi. Hastalardan tam kan, rutin
biyokimya kanlar1 ve ameliyathane ortaminda vitreus sivist1 toplandi. Ornekler ¢alisma
giiniine kadar biyokimya laboratuvarinda -80°C sicaklikta saklandi. Alinan kan ve
vitreus orneklerinde anjiyogenez biyobelirtegleri (apelin, apelin reseptorii, VEGF-A,
VEGFR-2/FIk1) ELISA yontemi ile analiz edildi.

Bulgular: Gruplar arasinda yas ve cinsiyet agisindan anlamli farklilik
goriilmedi (p=0.088, p=0.955). Hasta grubu ile kontrol grubu arasinda serum apelin
diizeyi agisindan anlamli fark tespit edilmedi (p=0.531), ancak hasta grubunun vitreus
apelin diizeyi, kontrol grubundan anlaml derecede yiiksekti (p=0.03). Hasta grubu ile
kontrol grubu arasinda serum apelin reseptorii ve vitreus apelin reseptorii diizeyi
acisindan anlamli fark goriilmedi (p=0.271, p=0.802). Hasta grubundaki serum VEGF-
A diizeyi, kontrol grubuna gore yiiksek olarak bulundu, ancak aradaki fark istatistiksel
olarak anlamli degildi (p=0.346). Hasta grubunun vitreus VEGF-A diizeyi, kontrol
grubundan anlamli sekilde yiiksek bulundu (p=0.028). Hasta grubu ile kontrol grubu
arasinda serum VEGFR-2 diizeyi ve vitreus VEGFR-2 diizeyi acisindan anlaml fark
goriilmedi (p=0.639, p=0.452). Serum ve vitreusta apelin ve VEGF-A diizeyleri



arasinda korelasyon bulunamadi. Hasta grubunda intravitreal bevacizumab
enjeksiyonu sonrasi serum apelin ve VEGF-A diizeyi enjeksiyon 6ncesi diizeye gore
anlaml derecede diisiik bulundu (p=0.041, p=0.017). Enjeksiyon 6ncesi ve sonrasi
serum apelin reseptor diizeyi ve VEGFR-2 diizeyi a¢isindan anlamli fark goriilmedi
(p=0,496, p=0,427).

Sonug: Yas tip YBMD ve kontrol grubu arasinda serum apelin ve VEGF-A diizeyleri
acisindan anlamli farklilik olmayip vitreus diizeyleri agisindan anlamli fark olmast,
sitokinlerin otokrin etkinligini ve apelinin VEGF-A’nin yan1 sira anjiyogenezde rol
alabilecegini diisiindiirmektedir. Calismamizda serum ve vitreusta apelin ve VEGF-A
diizeyleri arasinda korelasyon bulunmamasi, apelinin VEGF’ten bagimsiz hareket
edebilecegini desteklemektedir. Intravitreal bevacizumab enjeksiyonu sonrasi serum
apelin ve VEGF-A’nin anlamli derecede diisiik bulunmasi intravitreal enjeksiyonun
sistemik etkinligini ve apelin ile VEGF-A’nin anti-VEGF tedaviden ayni sekilde
etkilendiklerini gostermektedir. Calismamiz yas tip YBMD hastalarinda vitreusta
apelin diizeyine bakilan ilk ¢alisma olmasi nedeniyle 6n plana ¢gikmaktadir. Daha genis
poplilasyonla yapilacak c¢aligmalarla anjiyogenez biyobelirteglerine bakilmasinin

YBMD tedavisinde yeni yaklasimlara oncii olacagini diisiinmekteyiz.

Anahtar Kelimeler: Vitreus, Anjiyogenez, Apelin, Apelin reseptor, VEGF, Yasa
Bagli Makula Dejenerasyonu



ABSTRACT

Purpose: To investigate the levels of angiogenesis biomarkers (apelin, apelin
receptor, VEGF-A, VEGFR-2/FIk-1) in serum and vitreous of patients with and
without age-related macular degeneration (AMD), and to assess the impact of
intravitreal anti-VEGF treatment on these markers. We believe that our study will pave

the way for novel molecules in the treatment of AMD.

Materials and Methods: Our study was prospective and interventional.
Nineteen patients diagnosed with neovascular AMD, who had not previously received
intravitreal anti-VEGF injections or had a wash-out period of at least 4 months since the
last injection, and who had submacular hemorrhage requiring surgery were included.
Additionally, 17 control patients without AMD but with other retinal pathologies
(macular hole, epiretinal membrane) and/or cataract requiring surgery were enrolled in
the study. Blood samples and vitreous fluid were collected from the patients. Samples
were stored at -80°C in the biochemistry laboratory until the day of analysis.
Angiogenesis biomarkers (Apelin, Apelin receptor, VEGF-A, VEGFR-2/FIk1) in blood

and vitreous samples were analyzed using the ELISA method.

Results: There were no significant differences in age and gender between the
groups (p=0.088, p=0.955). No significant difference was found in serum apelin levels
between the patient and control groups (p=0.531). However, the vitreous apelin level
in the patient group was significantly higher than that in the control group (p=0.03).
There were no significant differences in serum apelin receptor level and vitreous apelin
receptor level between the patient and control groups (p=0.271, p=0.802). While the
serum VEGF-A level in the patient group was higher than that in the control group,
the difference was not statistically different (p=0.346). The vitreous VEGF-A level in
the patient group was significantly higher than that in the control group (p=0.028).
There were no significant differences in serum VEGFR-2 level and vitreous VEGFR-
2 level between the patient and control groups (p=0.639, p=0.452). No correlation was
found between apelin and VEGF-A levels in both serum and vitreous. After intravitreal
bevacizumab injection, serum apelin level and VEGF-A level were significantly lower

compared to pre-injection levels in the patient group (p=0.041, p=0.017). There were

Xi



no significant differences in serum apelin receptor and VEGFR-2 levels between pre
and post-injection (p=0.496, p=0.427).

Conclusion: There was no significant difference in serum apelin and VEGF-
A levels between neovascular AMD and the control group; however, the significant
difference in vitreous levels suggests the potential autocrine activity of cytokines and
the role of apelin in angiogenesis, in addition to VEGF-A. The lack of correlation
between serum and vitreous levels of apelin and VEGF-A in our study supports the
idea that apelin may act independently of VEGF. The significant decrease in serum
apelin and VEGF-A levels after intravitreal anti-VEGF injection indicates the systemic
effectiveness of intravitreal injection and that both VEGF-A and apelin are similarly
affected by anti-VEGF treatment. Our study stands out as the first investigate the
vitreous apelin levels in patients with neovascular AMD. We believe that further
studies on angiogenesis biomarkers in a larger cohort will contribute to the

development of novel treatments in the management of AMD.

Keywords: Vitreous, Angiogenesis, Apelin, Apelin receptor, VEGF, Age-Related
Macular Degeneration
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1. GIRIS VE AMAC

Gelismis lilkelerde 65 yas ve iizerinde gorme kaybinin 6nemli nedenlerinden
biri yasa bagli makula dejenerasyonudur (1). Yasa bagli makula dejenerasyonu
(YBMD) genetik, ¢evresel, dejeneratif, progresif ve multifaktoriyel bir hastaliktir.
Yagla birlikte veya YBMD hastalarinda retinada drusen adi verilen hiicre dist
birikimler gozlenir (2). Retinada hiicre dis1 birimlerin artisi ile retina pigment epiteli
(RPE), fotoreseptor tabakasi, bruch membran1 ve koryokapillariste yapisal
bozukluklar meydana gelir. Olusan bu durum sitokin salinimina, kan retina bariyeri

bozulmasina ve anjiyogeneze neden olarak YBMD gelisimine yol agmaktadir.

YBMD nin su an i¢in kesin bir tedavisi yoktur. Giiniimiizde tedavi amaci esas
olarak hastaligin progresyonunun yavaslatilmasidir. Kuru tip YBMD tedavisinde
antioksidandan zengin beslenme ve mikroniitrisyon denenmektedir. Yas tip YBMD
patogenezinde anjiyogenezden sorumlu vaskiiler endotelyal biiylime faktorii (VEGF)
Oonemli bir yere sahiptir ve altin standart tedavi su an i¢in intravitreal anti-VEGF
enjeksiyonudur. Tedavi yanit1 hastadan hastaya degisiklik gosterebilmektedir. Bazi
hastalarda az sayida anti-VEGF enjeksiyonlar1 yeterli olabilirken, bazi hastalar ise
intravitreal anti-VEGF tedavisine yanitsizdir. Bu durum bizi yeni tedavi yollarimi

aragtirmaya yoneltmektedir.

Apelin peptit yapida bir adipokin olup endojen ligand olarak G protein bagimli
bir reseptor olan apelin reseptorii (APJ)’ne baglanarak etki gostermektedir. Apelin-
APJ sistemi, insan viicudunun c¢esitli doku ve hiicrelerinde mevcut olup sivi
homeostazisi, kardiyovaskiiler =~ fonksiyon regiilasyonu, sirkadyen ritmin
diizenlenmesi, hiicre proliferasyonu, fizyolojik ve patolojik anjiyogenez gibi gesitli
olaylarda rol almaktadir (3, 4). Yapilan ¢alismalarda apelin-APJ sisteminin YBMD
patogenezinde anjiyogeneze katkida bulunabilecegi ve bunun VEGF sisteminden
bagimsiz olarak gergeklestigi gosterilmistir (5). Bu sonu¢ YBMD’de yeni tedaviler
icin umut olmustur. Ancak bu calismalar ¢ok siirlidir. Bu konuda daha genis

popiilasyonla ¢aligsmaya ihtiyag vardir.



Bu ¢alismadaki amacimiz, yas tip YBMD olan hastalarda hastaligin gelisimine
neden oldugunu disiindiigiimiiz apelin, apelin reseptor, VEGF-A ve VEGFR-2/ Fetal
karaciger kinaz 1 (Flk-1) molekiillerinin serum ve vitreus sivisinda diizeylerini
incelemek, bu molekiillerin hastalik gelisiminde rol oynayip oynamadigi konusunda

veriler saptamaktir.



2. GENEL BILGILER

2.1. YASA BAGLI MAKULA DEJENERASYONU (YBMD)

Yasa bagli makula dejenerasyonu (YBMD), retinanin makula bolgesini
etkileyen santral gérme kaybina yol acan ilerleyici, dejeneratif bir hastaliktir (6).
YBMD kuru tip (non-neovaskiiler, non-eksudatif) ve yas tip (neovaskiiler, eksudatif)
olmak tiizere 2 ana grupta smiflandirilir. Yas tip YBMD %10-20’lik bir oranda
olmasina ragmen agresif bir yapida olmasi ve daha hizli ilerlemesi nedeni ile legal

gorme kaybinin %90’1indan sorumlu olan esas formdur (7).

2.1.1. YBMD Epidemiyoloji

2020’de 50 yas ve tizerindeki kisilerde korliigiin 6nde gelen nedenleri arasinda
katarakt, glokom, diizeltilmemis refraktif hata, YBMD ve diyabetik retinopati oldugu
goriilmiistiir (8). 2020 yilinda YBMD prevalansinin 196 milyon oldugu ve 2040
yilinda ise bu sayinin 288 milyona yiikselecegi ve en ¢ok da 113 milyon ile Asya

irkinda goriilecegi tahmin edilmektedir (9).

2.1.2. YBMD Risk Faktorleri

Demografik risk faktorleri: Ileri yas, etnisite (beyaz 1rk), kadin cinsiyet, aile

Oykiisii

Cevresel risk faktorleri: Sigara kullanimi, fiziksel aktivite azligi, UV

maruziyeti

Sistemik risk faktorleri: Viicut kitle indeksinin yiiksek olmasi, hipertansiyon,

diyabet, hipertiroidi, Alzheimer, Parkinson

Genetik faktorler: CFH, ARMS2/HTRA1 geni (10)



2.1.3. YBMD Siniflandirmasi

AREDS c¢alismasindaki fundus gorintiisiine géore YBMD simiflandirmasi

Tablo 1’de verilmistir.

Tablo 1. YBMD smiflandirmas: (AREDS ¢alismasi)

YBMD EVRESIi BULGULAR

YBMD yok Drusen yok

Yasa bagli olagan degisiklikler Kiigiik boyutlarda drusen varligi (<63um)

Erken evre YBMD Orta boyutlarda drusen varligr (>63-<125 pum)
Orta evre YBMD Biiyiik boyutlarda drusen varligi (>125 pm)
Ileri evre YBMD Neovaskiiler YBMD veya Cografik atrofi

Erken YBMD Orta YBMD Geg YBMD(CA) GegYBMD
(N-YBMD)

Sekil 1. YBMD evrelerini gosteren sematik gosterim (11)

Ileri evre YBMD, neovaskiiler YBMD (N-YBMD) veya cografik atrofi (CA)
olmak tizere iki farkli formdadir. CA, makuladaki RPE, fotoreseptor ve koryokapillaris
kaybir ile tanimlanir. N-YBMD ise koroidal neovaskiilarizasyon (KNV), sivi ve

hemoraji s1zintisi ile karakterizedir.



2.1.4. YBMD Patogenezi

Matula

Fotoreseptdr

Korgokapillacis

Sekil 2. Fundus ve makulanin anatomisi.
Kisaltmalar: RPE: Retina Pigment Epiteli; BM: Bruch Membrani (Cizim: Dr. Eda ARIK)

Gozde fotoreseptor ve gliya hiicrelerinin bulundugu retina tabakasi, gelen
fotonlar1 elektriksel ve kimyasal sinyallere g¢evirerek noronal yolla beyne iletip
gormemizi saglamaktadir (12). Retinanin santralinde yer alan makula ise
fotoreseptorlerin en yogun oldugu bodlge olup en yiiksek gérme keskinligini saglayan

tabakadir.
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Sekil 3. Kuru tip YBMD ve yas tip YBMD patogenezini gosteren sema (A) Normal
makula (B) Kuru tip YBMD’de drusen, retikiiler drusen, Bruch membran
kalinlagsmasi, RPE hiicre hipertrofisi ve atrofisi (C) Yas tip YBMD’de
intraretinal ve subretinal hemoraji, intraretinal sivi, makulanin kalinlasmasi
ve elevasyonu, koroidal neovaskiilarizasyon (KNV) (Cizim: Dr. Eda ARIK)

YBMD, retinanin makula bdolgesini etkileyen RPE, fotoreseptor, bruch
membrani ve koryokapillarisi etkileyen bir hastaliktir (13). Fotoreseptdrler, retinada
bulunan noéron hiicreleridir ve fototransdiiksiyon ile dis ortamdan gelen fotonlar
noronal uyariya cevirirler (14). Rod (gubuk) ve konlar (basil) olmak tizere iki ¢esit
fotoreseptor mevcuttur. RPE, tek katli hekzagonal hiicrelerden olusan bir epitelyal
hiicre tabakasidir. Fotoreseptorler ile koroid arasinda yer alir. Retinanin
beslenmesinde, iyon, su ve metabolik iriinlerin tasinmasinda, fotoreseptor dis
segmentinin fagositozunda, VEGF, fibroblast biiytime faktorii (FGF), trombosit
kaynakli biiyime faktorii (PDGF), pigment epitelyum kokenli faktor (PEDF) gibi
faktorlerin salgilanmasinda rol oynar. Bruch membrani, RPE ile koroid arasinda
yerlesmis 2-4 mikron kalinliginda ince bir bag dokudur. Biyomolekiillerin, gesitli
minerallerin RPE ve koroid arasinda taginmasini diizenler. Normal fizyolojik siire¢ ve

KNV gibi patolojik siiregler i¢in bariyer gorevi gormektedir. Koryokapillaris, koroidin



i¢ kisminda bulunan ve metabolik ihtiyaglar1 karsilayan damar yatagidir. Kan retina
bariyeri i¢ ve dis olmak iizere iki tanedir. I¢ kan retina bariyeri, retinal endotelyal
hiicreler arasindaki baglantilardan olusurken, dis kan retina bariyeri RPE hiicreleri

arasindaki siki baglantilardan olusur (15).

Normal yaslanmanin bir sonucu olarak reaktif oksijen radikallerinin birikimi,
fotoreseptdr, RPE, bruch membrani ve koryokapillaris diizeyinde degisiklikler
meydana getirir (16). RPE hiicrelerinde lipofuscin ad1 verilen lipoprotein yapida atik
materyal birikmeye Dbaslar. Lipofuscinin esas kaynagi gorsel siklusun
par¢alananmayan yan triinleridir. Koryokapillaris ise biriken bu atik materyalin
gbzden uzaklastirilmasini saglar. Lipofuscin birikimi, hiicre hasarina neden olarak
RPE disfonksiyonuna neden olur. Bunun sonucunda RPE ile bruch membranmin ig¢
kollajen tabakasi arasinda drusen adi verilen hiicre disi, lipidden zengin birikimler
birikir ve kuru tip YBMD gelisir. Drusen olusumu kompleman kaskadini aktive eder.
Bu durum Kkoryokapillariste endotel hiicre Olimiine ve koryokapillaris
dejenerasyonuna neden olur. Koryokapillaris kayb1 daha fazla oksidatif hasara yol
acarak fotoreseptor olimiine neden olur. RPE disfonksiyonu ayni zamanda bruch
membraninda da disfonksiyona yol agar. Bu da VEGF ve PDGF artisina neden olarak
kan retina bariyerinin bozulmasina ve RPE altinda 6nceden KNV adi verilen artik
makuler neovaskiilarizasyon (MNV) olarak adlandirilan yas tip YBMD’ye neden olan
anormal koroidal damarlarin biiyiimesine yol agar (17, 18). Olusan bu yeni damarlar
frajildir. Damar duvarindan sizint1 sonucu 6deme ve submakuler hemorajiye sebep
olabilir. Bu durum makulada diskiform skar birakarak geri doniisiimsiiz merkezi
gorme kaybina neden olabilir. N-YBMD terminolojisi ¢alisma grubu konsensusu,
2019 yilinda YBMD’de KNV terimini MNV olarak raporlamistir (18). Bu rapora gore
N-YBMD tip 1, 2, 3 MNV seklinde smiflandirilmustir. Eskiden gizli (okiilt) KNV
olarak bilinen tip 1 MNVde, koryokapillaristen g¢ikan patolojik damarlar bruch
membranindan RPE alt1 bosluga dogru biiyiimektedir. Eskiden klasik KNV olarak
bilinen tip 2 MNV’de ise yeni damarlar RPE ile norosensoriyel retina arasina
uzanmaktadir. Eskiden retinal anjiyomatoz proliferasyon (RAP) olarak bilinen tip 3
MNV’de, patolojik damarlar intraretinal derin kapiller pleksustan geliserek asagida
RPE’ye dogru biiyiimektedir.



Yas tip YBMD gelisiminde 6nemli bir rol oynayan anjiyogenez, VEGF ailesi
ve reseptorleri, plasental biiyiime faktorii (PIGF), anjiyopoetin-Tie reseptorleri, PDGF,
PEDF, matriks metalloproteinazlar (MMP), transforming biiyiime faktorii- B (TGF-3)
ve reseptorleri, hipoksi indiiklenebilir faktér-1 (HIF-1) gibi faktorlerle
diizenlenmektedir. (19, 20, 21). VEGF, embriyonik dénemde oncii hiicrelerden kan
damarlarinin olusmasinda (vaskiilogenez), mevcut damarlardan yeni kan damarlariin
olusumunda (anjiyogenez) ve lenf damarlarinin olusmasinda (lenfanjiyogenez) rol
oynamaktadir (22). VEGF-A, VEGF-B, VEGF-C, VEGF-D, VEGF-E (Orf-VEGF) ve
plasental biiytime faktorii (PIGF) VEGF ailesini olusturmaktadir (23). VEGF-A,
endotel hiicre yiizeyinde reseptorii olan VEGFR-1 ve VEGFR-2’ye baglanarak
fizyolojik ve patolojik anjiyogenezde rol oynar. VEGFR-2, VEGF-A ile uyarilan
vaskiiler gecirgenlik artigina neden olan esas anjiyojenik reseptordiir (24). VEGFR-1

endojen VEGF-A’nin inhibisyonu ile iligkilidir (25). VEGFR-3 ise VEGF-C ve

VEGF-D tarafindan uyarilir ve lenfatik endotelyal hiicre gelisiminde rol oynar (22).
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Sekil 4. VEGF-A ve reseptorleri VEGFR-1 ve VEGFR-2 (Cizim: Dr. Eda ARIK)
PI3K: Fosfotidilinositol 3kinaz, Akt/PKB: AGC kinazlarinin bir iiyesi (protein kinaz B)



VEGF endotelyal hiicrelerin  ¢ogalmasinda, migrasyonunda, vaskiiler
gecirgenlik artisinda ve tiip formasyonu olusturmasinda uyarici bir etkiye sahiptir (26).
Fetal donemde VEGF, RPE tarafindan iretilerek koryokapillarisin olusumunu
saglamaktadir (27). Endotel hiicre proliferasyonu saglikli bir sekilde gelisimde
gereklidir. Fakat VEGF, hiicreler aras1 adezyon molekiilii (ICAM-1), vaskiiler hiicre
adezyon molekilii 1 (VCAM-1) ifadesini artirarak 16kosit ¢ekimini, endotel hiicre
adezyonunu ve enflamasyonu artirir (28, 29). Enflamasyon artisi ve anormal
proliferasyon patolojik anjiyogeneze ve neovaskiilarizasyona neden olup yas tip
YBMD, prematiire retinopatisi (ROP), diyabetik retinopati ve santral retinal ven

okliizyonu gibi hastaliklara neden olmaktadir (30).

KNV gelisiminde rol oynayan VEGF, PDGF gibi faktorler, hayvan modelleri
kullanilarak yapilan deneylerde arastirilmistir. Ak6z ve vitreustaki sitokin seviyeleri
arasinda korelasyon gosterilmis olup, serum ile akézdeki sitokin diizeyleri arasinda
korelasyon gozlenmemistir (31). KNV gelisiminde kompleman sistemi ve
anjiyopoetin-tirozin kinaz (Ang-Tie) yolaginin da etkili oldugu bulunmustur.
Kompleman sistemi dogal bagisiklik sisteminin bir parcasi olup asir1 veya diizensiz
aktivasyon sonrasi otoimmiin reaksiyon ve enflamasyona neden olabilir (32). Yapilan
bazi ¢alismalarda kuru tip ve yas tip YBMD patogenezinde kompleman sisteminin ve
ozellikle de alternatif yolagin asir1 aktivasyonunun etkili olabilecegi gosterilmistir
(33). Kompleman sisteminin disregiilasyonu ve membran atak kompleksi KNV
gelisimine katkida bulunur. Ang-Tie yolag ise vaskiiler gegirgenlik, anjiyogenez ve
enflamasyondan sorumludur (34). Perisitlerde iiretilen anjiyopoetin-1, endotel
hiicresinde bulunan Tie-2 reseptdriine baglanarak vaskiiler sizinti ve anormal
vaskiilarizasyonu Onlerken,  anjiyopoetin-2 Tie-2’ye baglandiginda vaskiiler

stabilizasyon bozulur ve anormal damarlanma gelisir (35).

Retinadaki vaskiilarizasyon ayni zamanda retinadaki oksijen seviyeleri
tarafindan da kontrol edilir (36). Astrositler oksijen seviyesini algilayip hipoksi
durumunda VEGEF salgilarlar. Azalmis oksijen diizeyi, hipoksi indiiklenebilir faktor-
la (HIF-1lo) seviyesinin artisina neden olmaktadir. HIF-1a tarafindan indiiklenen
VEGF retinal vaskiiler gelisimde gereklidir. Iskemik retinopati olan hastalarm vitreus
stvisinda VEGF seviyeleri yiiksek bulunmustur. Iskemik retinopati olan fare

modelinde retinal fotoreseptorlerde VEGF diizeyi ve bunun sonucunda



neovaskiilarizasyon artmistir. VEGF antagonistleri hayvan modellerinde iris ve
retinadaki neovaskiilarizasyonu kismen inhibe etmektedir. Hipoksi sonucu ile artan

VEGF yolagininin bulunmasi yeni tedaviler konusunda umut vermistir.

2.1.4.1. Submakuler hemoraji

Submakuler hemoraji (SMH), yas tip YBMD’nin komplikasyonlarindan biri
olup RPE ve noérosensoriyel retina arasindaki hemorajiyi ifade etmektedir (37). SMH,
RPE altinda da olabilmektedir. SMH ani agrisi1z gérme kaybi ve santral skotoma neden

olmaktadir.

Subretinal hemoraji retina i¢in toksiktir. SMH, 24 saat i¢inde geri doniigsiiz
retina hasarina ve 7 giin sonunda fotoreseptdrlerin tamamen OGliimiine neden
olmaktadir (38). SMH, retinanin beslenmesinin bozulmasi, atik {riinlerin
temizlenmesinin  engellenmesi, demirin fotoreseptorlere toksisitesi  (fenton
reaksiyonu), kontrakte fibrinin fotoreseptorlerde traksiyon olusturmasi yoluyla goze
hasar vermektedir. SMH tedavisinde su an i¢in standart bir tedavi yontemi yoktur (18).
Pars plana vitrektomi (PPV) ile subretinal koagiile hemorajinin ¢ikarilmasi, PPV ile
subretinal doku plazminojen aktivatorii (tPA) enjeksiyonu ve intravitreal gaz
enjeksiyonu, intravitreal tPA ile pnomatik yer degistirme, verteporfirin ile fotodinamik

tedavi yapilmasi ve intravitreal anti VEGF enjeksiyonu tedavi segenekleri arasindadir.

2.1.5. YBMD Semptomlar

YBMD erken evrede asemptomatik olabilir. Hastalar ilerleyen donemlerde
bulanik gérme, egri gérme (metamorfopsi) ve kontrast azalmasindan sikayetci olabilir.
Yas tip YBMD’ye sekonder SMH gelistiginde hastalar ani, agrisiz santral gormede
azalma ve skotom ile gelebilir. Hastalara amsler grid testi verilerek metamorfopsi ve

skotom varliginin erken tespit edilmesi saglanabilir (39).
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Sekil 5. A. Normal gérme. B. YBMD hastalarinda metamorfopsi. C. YBMD
hastalarinda santral skotom tarifinin simiilasyonu olan gorsel

Sekil 6. Amsler grid test kart1 (https://www.aao.org/eye-health/diseases/amd-
macular-degeneration#diagnosis)
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Sekil 7. YBMD hastasinda Amsler grid testi sonucu (https://www.aao.org/eye-
health/diseases/amd-macular-degeneration#diagnosis)

2.1.6. YBMD Klinik Bulgular ve Tam

YBMD tanisinda tam bir géz muayenesini takiben dilate fundus muayenesi
yapilmalidir. Muayenede drusen, RPE’de pigment degisikligi, cografik atrofi,
submakuler hemoraji, sert eksuda, skar ve fibrozis gibi YBMD lezyonlar1 tespit
edilebilir. Bunun yani sira tanida ve hastaligin yonetiminde multimodal goriintiileme
onemli bir yer tutar (40). Fundus florosein anjiyografi (FFA), YBMD tanisinda
koroidal neovaskiilarizasyonu gdstermede altin standart bir tekniktir. Indosiyanin
yesili anjiyografi (ISYA) ise, FFA ile benzer teknikte bir ydntem olup koroidal
dolasimin gosterilmesinde ve okiilt KNV nin tespitinde daha etkin bir gériintiilemedir.
Optik koherens tomografi (OKT), non-invazif bir yontem olup retinanin tim
katmanlarini detayli olarak gosteren bir goriintilleme yontemidir. YBMD tiplerini ve
evresini belirlemede, bu sayede hastalarin takip ve tedavi yonetiminde 6nemli bir rol
almaktadir. Optik koherens tomografi anjiyografi (OKTA) ise yeni bir goriintiileme
sistemi olup non-invazif olarak retinal ve koroidal vaskiiler dolagimin
goriintiilenmesini  saglar. Yas tip YBMD’de KNV’de goériilen mikrovaskiiler
degisiklikleri gosterir ve KNV’ nin daha erken tespit edilmesinde fayda saglar.
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A B C

Sekil 8. YBMD hastalarinin fundus fotografi goriintiileri A. Kuru tip YBMD B.
Cografik Atrofi C. Yas tip YBMD (submakuler hemoraji)

Sekil 9. YBMD hastalarmin OKT goriintiileri A. Kuru tip YBMD B. Cografik atrofi
C. Yas tip YBMD (submakuler hemoraji)
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2.1.7. YBMD Tedavi

Gilinimiizde yas tip YBMD tedavisinde intravitreal anti-VEGF ajanlar altin
standart tedavidir. Ancak bu tedavide temel amag lezyonlar1 geriletmek, hastaligin
progresyonunu yavaglatmaktir ve tam bir iyilesme saglanamaz. Bu sinifta Tirkiye’de
onayli olarak Ranibizumab (Lucentis, Genentech Inc.), Bevacizumab (Avastin,
Genentech Inc., Altuzan, Roche Inc.) ve Aflibercept (Eylea, Regeneron
Pharmaceuticals, Inc.) bulunmaktadir. Yas tip YBMD tedavisinde Amerika Birlesik
Devletleri Gida ve Ilag Dairesi (FDA) tarafindan 2004 yilinda onaylanan ilk anti-
VEGEF ilag, VEGF165’e baglanan pegaptanib sodyumdur (Bausch & Lomb) (41).
Ancak su anda mevcut diger anti-VEGF’lere gore etkinligi daha diisiik oldugu i¢in
arttk yas tip YBMD tedavisinde onerilmemektedir. Ranibizumab (Lucentis®,
Novartis, Basel, Isvigre; Genentech, Giiney San Francisco, CA, ABD) VEGF-A'nin
¢oklu izoformlarina baglanan tamamen insanlastirilmig bir monoklonal antikor
fragmanmidir (42). Bevacizumab (Avastin, Genentech Inc.) insanlastirilmas,
rekombinant bir monoklonal antikor olup VEGF’in tiim izoformlarin1 baglamaktadir
(43). Metastatik kolon kanseri ve diger kanser tiirlerinin tedavisi igin gelistirmis, FDA
ve Avrupa Ilag Ajansi (EMA) tarafindan onaylanmistir (44). Aflibercept (Eylea,
Regeneron Pharmaceuticals, Inc.) VEGF trap olarak da bilinen FDA tarafindan 2011
yilinda onaylanan VEGFR-1 ve VEGFR-2’nin fragmanlarini iceren bir fiizyon
proteinidir. VEGF-A, VEGF-B ve PIGF’e baglanir (45). Giiniimiizde ikinci nesil anti-
VEGF’ler olarak adlandirilan faricimab, brolucizumab ve aflibercept 8 mg ABD’de
onaylanmis, Avrupa ve iilkemizde onay beklemekte olan yeni ilaglardir. Faricimab
(F. Hoffmann-La Roche Ltd, Basel, Switzerland) bispesifik immunoglobiilin G
monoklonal antikoru olup VEGF-A ve Anjiyopoetin-2’ye bagimsiz olarak baglanarak
onlar1 nétralize eder (46). Brolucizumab (Beovu, Novartis International AG) Basel,
Isvigre VEGF-A’nin tiim izoformlarini bloke eden tek zincirli antikor fragmani olarak
2019 yilinda FDA tarafindan onaylanmistir (47). Ancak okliizif vaskiilite neden

olabilecegi goriilmiistiir (48).

Hastalarin bazilarmin intravitreal anti-VEGF ajanlara yaniti zayif veya hig
yoktur ya da bu yanit zamanla azalmaktadir. Bu durum VEGF bagimsiz proanjiyojenik
mekanizmalar oldugunu diisiindiirmektedir. Bir anti-VEGF’e yanitsizlik durumunda

bagka bir anti-VEGF ajana gegilebilmektedir. Ayrica intravitreal anti-VEGF
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tedavisinin hipertansiyon ve tromboembolik olaylar (geg¢ici iskemik atak,
serebrovaskiiler olay, miyokard enfarktiisii) gibi sistemik yan etkileri olabilmektedir
(49). Anti-VEGF tedavisine diren¢ mekanizmalarin1 anlamak ve alternatif tedavi

arastirmak icin genis ¢apli aragtirmalara ihtiyag vardir.

2.2. APELIN

Insan geninde G protein bagimli reseptdr olan apelin reseptérii (APJ), O’Dowd
ve arkadaglar tarafindan 1993 yilinda tanimlanmig ve bu reseptoriin anjiyotensin 2 tip
1 reseptorii (AT-1) ile benzer oldugu goriilmiistiir (50). Ancak ligandi bulunamayan
APJ, 1998 yilia kadar yetim bir reseptor olarak kalmistir. Tatemoto ve arkadaglari
sigir mide 6zsuyunda bulduklar1 apelinin endojen ligand olarak G protein bagimli
reseptdr olan APJ’ye baglandigim gostermistir (51). Insanlarda APLN geni, X
kromozomunun uzun kolunda (Xg25-q26.1) yer alir ve apelin proteinini kodlar (52).
Apelin molekiilii peptit yapida bir adipokin olup, 77 aminoasit igeren preproprotein
seklinde sentezlenmektedir ve enzimatik reaksiyonla apelin 13, 17, 36 gibi biyolojik

olarak daha aktif formlarina ayrilmaktadir (53).
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Sekil 10. Apelin aminoasit dizilimleri. a. Apelin 13, b. p(Glu) apelin-13, c. Apelin-17,
d. Apelin 36. Gri renkli olanlar tiim apelin formlarinda aynmi olan
aminoasitleri, agik gri renkli olanlar prepropeptit dizisinden farkli olan
amino asitleri gostermektedir. (Cizim: Dr. Eda ARIK)
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Apelin-APJ sistemi viicutta kalp, bobrek, beyin, akciger, mide, bagirsak,
iskelet kasi gibi gesitli organlarda yer almaktadir (54, 55, 56). Bu sistem sivi
homeostazisi, kardiyovaskiiler ~ fonksiyon regiilasyonu, sirkadyen ritmin
diizenlenmesi, hiicre proliferasyonu ve anjiyogenez gibi olaylarda gorev almaktadir
(3, 4). Apelin-APJ sistemine patogenezinde retinal anjiyogenezin rol oynadigi
diyabetik retinopati, santral retinal ven tikaniklig1, prematiire retinopatisi (ROP) gibi
retinal hastaliklarda bakilmis olup YBMD ile ilgili ¢alismalar sinirlidir. Apelin-APJ
sisteminin retinal hiicreler tizerindeki etkisi heniiz netlesmemistir ve bu konuda daha

¢ok calismaya ihtiyag vardir.

Apelin-APJ sistemi damar endotel hiicrelerinde eksprese edilir. Apelin, APJ’ye
baglanarak endotel hiicre proliferasyonu ve migrasyonu ile vaskiiler tiip olusumunu
indiikleyerek anjiyogenezi uyarir (57). Retinal endotelyal hiicrelerin anormal
proliferasyonu ise patolojik anjiyogeneze ve retinopatiye neden olur. Apelin ve APJ
MRNA, koroid-retina endotel hiicrelerinde (RF/6A) bulunur. insan umblikal ven
endotel hiicrelerinde (HUVEC) apelin mRNA bulunurken, APJ mRNA yok denecek
kadar azdir. Apelinin, RF/6A hiicrelerinde migrasyon, proliferasyon ve kapiller tiip
formasyonu olusumunu uyardigi, umblikal ven endotel hiicrelerinde ise uyaramadigi
goriilmiistiir. Bu durum apelinin in vitro anjiyogenezi APJ reseptorii araciligiyla
stimiile ettigini gostermektedir. VEGF ise, migrasyon, proliferasyon ve kapiller tiip
olusumunu hem Kkoroid-retina endotel hiicreleri hem de umblikal ven endotel
hiicrelerinde  uyarmaktadir.  Apelin, umblikal ven endotel hiicrelerinin

proliferasyonunu sadece VEGF varliginda arttirabilmistir.

Apelin, endotel hiicrelerindeki Tie-2 tirozin kinaz reseptorii aktive oldugunda
APJ reseptoriine baglanarak vaskiiler damar ¢apinin diizenlenmesinde rol oynayarak
anjiyogenez sirasinda oksijen ve besin talebine cevap verir (58). Ayn1 zamanda VEGF-

VEGFR ve Angl-Tie2 sistemi de kan damari1 ¢apini diizenlemektedir.

Apelin-APJ sistemi, VEGF ve fibroblast bitylime faktorii-2 (FGF-2) ile birlikte
retinal vaskiilogenezde gereklidir (59). Vaskiilogenezde fizyolojik hipoksi sonrasi
artan VEGF, apelin-APJ sistemini indiiklemektedir. Apelin eksikliginde, retinal
vaskiilarizasyonun erken postnatal dénemde geciktigi histolojik,

immiinohistokimyasal caligmalar ve gercek zamanli polimeraz zincir reaksiyonu
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(PCR) ile gosterilmistir. Ancak postnatal 2. haftada bu gecikme esitlenmistir. Apelin
eksikliginde VEGF ve FGF-2’ye olan anjiyojenik yanit azalmis olup apelin tedavisiyle
kismen geri gelmistir. Ancak, apelinin anjiyogenezi tek basina indiikleyemedigi

gosterilmistir.

Apelin-APJ sistemi fosfotidilinositol 3 kinaz (PI3K)-Akt yoluyla endotel hiicre
proliferasyonunu uyararak retinal anjiyogenezi uyarir (30). BMP9/BMP10-Aktivin
reseptorii benzeri kinaz 1(ALKZ1) sistemi apelin ekspresyonunu inhibe ederek retinal
damar yogunlugunu azaltir. Apelin-APJ sistemi miR-139-5p’yi uyararak endotelyal
CXCR4 ekspresyonunu diigiiriir bunun sonucunda retinal anjiyogenez uyarilir.
Apelinin  azalmas1 PI3K-Akt sinyalini inhibe ederek endotelyal hiicre
proliferasyonunu azaltir. PISK-Akt sinyalinin baskilanmasi Smad3 fosforilasyonuna
neden olur ve bu da monosit kemotaktik protein 1(MCP-1)’i artirarak yeni olusan
damarlarin ¢evresinde perisit kiimelenmesini artirir. Sonugta patolojik retinal

anjiyogenezi azaltir (Sekil 11).
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Sekil 11. Apelin-APJ sistemi

PI13K: Fosfotidilinositol 3kinaz, Akt: AGC kinazlarinin bir iiyesi (protein kinaz B) MCP-1: Monosit
kemoatraktan protein-1, BMP9/10: Kemik morfogenetik proteini 9/10, ALK 1 Aktivin reseptorii benzeri
kinaz 1, CXCR4: CXC kemokin reseptorii 4 (30)
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YBMD patogenezinden sorumlu KNV tedavisinde apelin-APJ sisteminin rol
oynayabilecegi diisiiniilmektedir. Farelerde lazerle KNV olusturularak yapilan bir
calisgmada, APJ’nin se¢ici antagonisti olan bir antimalaryal ila¢ olan amodiaquin
denenmis ve intravitreal amodiaquinin hem VEGF hem de apelin ile indiiklenen KNV
lezyon hacmini azaltarak gii¢lii anti-anjiyojenik 6zellik gosterdigi ve toksik olmadigi
gosterilmistir. Bu ¢alisma KNV tedavisinde apelin-APJ sisteminin inhibisyonunun tek
basina veya anti-VEGF ile kombine kullanilabilecegi ile ilgili ¢aligmalara oncii

olmustur (60).
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3. GEREC VE YONTEM

Saghk Bilimleri Universitesi Giilhane Tip Fakiiltesi Etik Kurulunun
29.12.2020 tarih ve 2020-517 karar sayisi ile ¢caligma onay1 alindiktan sonra fakiiltenin
Goz Hastaliklar1 Klinigi’nde Subat 2021 — Nisan 2023 yillar1 arasinda yas tip YBMD
olup submakuler hemoraji gelisen hasta grubu ve YBMD’si bulunmayan kontrol grubu

hastalar ¢alismaya alind.

3.1. KLINiK MUAYENE YONTEMi

Hastalara detayli bir oftalmolojik muayene (Snellen ile en iyi diizeltilmis

gorme keskinligi, biyomikroskopi, fundus muayenesi) ve multimodal goriintiileme

(OKT, FFA, OKTA) yapild.

3.2. CALISMA GRUPLARININ OLUSTURULMASI

Yeni tan1 almis yas tip YBMD hastalarinda ya da yas tip YBMD tanis1 olup
intravitreal anti-VEGF enjeksiyonu ile tedavi goren ve son 4 aydir intravitreal
enjeksiyon olmayan hastalarda gelisen SMH + katarakt nedeniyle ameliyat ettigimiz
19 olgu ¢alismaya dahil edildi. YBMD’si olmayip epiretinal membran (ERM) veya
makuler delik + katarakt tanis1 alip, opere edilen 17 olgu kontrol grubunu olusturmak

lizere calismaya alindi.

Calismaya alinan hastalar ile goriisiiliip hastalik ve ameliyat hakkinda ayrintili

bilgi verildi ve onam belgesi alindu.

Submakuler hemorajisi olan 19 hastaya pars plana vitrektomi, subretinal tPA
enjeksiyonu ve sivi-hava degisimi, takiben hava-%14 C3F8 gaz degisimi yapildi
(Sekil 12). Peroperatif olarak 0,5 mg intravitreal bevacizumab (Altuzan) enjeksiyonu

yapild1 (Sekil 13). Operasyon sonrasi hastalara 5 giin yiiziistii pozisyon verildi.
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Sekil 13. Intravitreal anti-VEGF enjeksiyonu uygulamasi
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Kontrol grubundaki 17 hastadan ERM tanis1 olanlara pars plana vitrektomi
sonrast ERM ve i¢ limitan membran (ILM) soyulmasi ameliyati, makuler delik olan

hastalara pars plana vitrektomi sonrasi ILM soyulmasi ameliyati yapildi.

Calisma ve kontrol grubunda preoperatif katarakt tanisi alanlara, kombine
cerrahi (PPV+FAKO+GIL) uyguland.

3.2.1. Cahismaya Dahil Edilme Kriterleri
e 50 yas ve iizerinde olanlar
e Hasta grubunda, yas tip YBMD olup submakuler hemoraji gelisenler

e En az 6 ay izlemi olan hastalar

3.2.2. Calismadan Cikarilma Kriterleri
e 6 aydan kisa siireli izlenenler

e 4 ay oOncesine kadar herhangi intravitreal anti-VEGF ajan ile tedavi

uygulanmis olanlar

e Retinal vaskiiler hastalik (retinal arter tikanikligi, retinal ven tikanikligi,
diyabetik retinopati) 6ykiisii olanlar

e Otoimmiin hastalig1 olanlar

e Glokomu olanlar

e Okiiler travma hikayesi olanlar

e Uveit hikayesi olanlar

o Dejeneratif miyopisi olanlar

¢ Retina izlenmesini bozacak korneal opasitesi ya da matiir katarakti olanlar

e Vitre i¢i hemorajisi bulunanlar
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3.3. ORNEKLERIN ELDE EDILMESI

3.3.1. Serum Orneginin Elde Edilmesi

Ameliyat sabahi en az 8 saat acligi takiben kan ornekleri antekiibital venden
kirmiz1 kapakli tiipe alindi. Ornekler biyokimya ana bilim dali laboratuarinda 4000
rpm (devirde) 10 dakika santrifiijlenerek serum kisimlar1 ependorf tiiplere aktarildi.
Barkodla etiketleme yapildi. Ornekler calisilacak tarihe kadar -80° C'lik dolapta
muhafaza edildi.

Submakuler hemorajisi olan 19 hastaya pars plana vitrektomi sonrasi 41 G ile
subretinal tPA enjeksiyonu ve %14 C3F8 gaz enjeksiyonu yapildi. Sonrasinda 0,5 mg
intravitreal bevacizumab enjeksiyonu yapildi. 1 ay sonraki kontrol muayenesinde 19
hastanin 15’inden tekrar kan alinarak o6rnekler ayni sekilde calisilacak tarihe kadar -
80° C'lik dolapta muhafaza edildi. Kalan 4 kisiden ulagim ve saglik problemi nedeniyle

kontrol numunesi alinamadi.

3.3.2. Vitreus Sivist Orneginin Elde Edilmesi

Vitreus sivis1 6rnegi alma islemi ameliyathanede gergeklestirildi. Hastalarin
goziine lokal anestezik damla olan proparakain HCI damlatildi. %10’luk povidon iyot
ile gbz kapaklar1 ve kirpikler temizlendikten sonra 22 G igne ucu olan enjektor ile
retrobulber anestezi yapildi. Daha sonra tekrar %10°luk povidon iyot ile goz kapaklari
ve kirpikler temizlendi. Hastanin géziine steril Ortii yapistirilarak steril spekulum
takildi. Goze topikal proparakain HCl damlatildiktan sonra %5’lik povidon iyot
damlatilip 3 dakika beklendi ve daha sonra dengeli tuz soliisyonu (BSS) ile yikandi. 3
adet 25 G trokar ile pars plana vitrektomi igin goze girildi. Infiizyon hatti, alt
temporaldeki trokara goze sivi gelmemesi icin kapatilarak yerlestirildi. Steril
okiitomun aspirasyon ucuna 5 ml’lik enjektor takildi ve okiitom iist temporaldeki
trokara yerlestirildi. Okiitom c¢alistirilarak yaklasik 0,5 ml vitreus 6rnegi enjektore
cekilerek alindi (Sekil 14). Ornek disariya alindiktan sonra infiizyon hatti agilarak goze
sivi girisi sagland1 ve okiitom kendi aspirasyon hattina baglanarak ameliyata devam
edildi. Vitreus 6rnegi disar1 alindiktan sonra steril ependorf tiipiine aktarilarak hastanin
bilgilerini igeren barkod yapistirildi ve biyokimya boliimiinde bulunan -80° C’deki
derin dondurucuya muhafaza edilmek tizere gotiiriildii. Ameliyatlarin tamaminda

herhangi bir komplikasyon gozlenmedi.
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Sekil 14. Pars plana vitrektomi oncesi steril okiitom ile vitreus 6rnegi alinmasi

3.4. ELISA YONTEMIYLE ORNEKLERIN CALISILMASI

Serum ve vitreus orneklerinin bulundugu ependorf tiiplerinin ELISA (enzyme-
linked immunosorbent assay) testi yapilmaya baslamadan once -80° C’deki derin
dondurucudan c¢ikarilip oda sicakligina getirilerek ¢oziinmesi saglandi (Sekil 15).
ELISA kiti de aynmi sekilde oda sicakligina getirilerek bekletildi ve reaktiflerin
kullanima hazir olmasi saglandi. ELISA kiti olarak ELK Biotechnology markasinin
olgim kiti (CA, ABD) kullanildi. ELISA kitinin iginden ¢ikan protokole gore

parametreler analiz edildi.
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Sekil 15. Hasta grubu ve kontrol grubunun serum ve vitreus 6rneklerinin ependorf
tiiplerinde saklanmasi

ELISA Kkitinin i¢inden ¢ikan standart ¢ozeltileri seyreltilerek plakalardaki
kuyucuklara konularak hazirlandi. Devaminda plakalardaki kuyucuklara serum ve
vitreus 6rneklerinden Human APLN (Apelin) kiti i¢in 50 ul, Human APLNR (Apelin
reseptor), Human VEGF-A, Human VEGFR-2 kiti i¢in 100 pl pipetaj yapilarak

ornekler konuldu.
Human Apelin kiti i¢in;

50 ul konjuge biyotin eklendi, 37°C’de 60 dakika inkiibasyon, 3 kez yikama,
100 pl streptavidin eklendi, 37°C’de 60 dakika inkiibasyon, 5 kez yikama, 90 pl Tetra
metil benzidin (TMB) substrat soliisyonu eklendi, 37°C’de 20 dakika inkiibasyon, 50
ul stop soliisyonu eklendi ve 30 dk i¢inde uygun dalga boyunda (450 nm) okunmak
iizere ELISA okuyucuya ulastirildi.
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Apelin Reseptor, VEGF-A, VEGFR-2 /FIk-1 kiti i¢in;

37°C’de 80 dakika inkiibasyon, 3 kez yikama, 100 ul biyotin antikoru eklendi,
37°C’de 50 dakika inkiibasyon, 3 kez yikama, 100 pl streptavidin eklendi, 37°C’de 50
dakika inkiibasyon, 5 kez yikama, 90 pul TMB substrat soliisyonu eklendi, 37°C’de 20
dakika inkiibasyon, 50 ul stop soliisyonu eklendi ve 30 dk igerisinde uygun dalga
boyunda (450 nm) okunmak tizere ELISA okuyucuya ulastirildi. Hasta ve kontrol
grubunun serum ve vitreus sivilarinda Apelin, Apelin reseptdr, VEGF-A, VEGFR-

2/FIk-1 diizeyleri ¢calisilmisgtir.

Performans verisi olarak analitik saptama alt sinir1 (sensitivite), 6l¢lim araligi
ve standart sapma ifadesi olan varyasyon katsayisi degerlendirilmistir. Kullanilan
kitlerin performans kriterleri dl¢ililen parametreler igin yeterli ve uygun bulunmustur

(Tablo 2).

Tablo 2. Temin edilen ELISA kitlerinin performans verileri.

Intraassay | Interassay
Analit Olciim arahg Sensitivite | varyasyon | varyasyon

katsayisi katsayisi
Apelin 25-1600 pg/ml 8.25 pg/ml <%8 <% 10
Apelin Reseptor | 15.63-1000 pg/ml 6.5 pg/ml <%8 <% 10
VEGF-A 15.63-1000 pg/ml 6.2 pg/ml <%8 <% 10
VEGFR-2 0.63-40 ng/mi 0.236 ng/ml <%38 <% 10

Kontrol ve hasta gruplarinin serum ve vitreus Orneklerinin ELISA plaka
gortiniimleri Sekil 16°da ve spektrofotometrik 6l¢iim i¢in stop soliisyonu eklendikten
sonraki renklenmis hali Sekil 17°de gosterilmistir. Analizler Sekil 18’de gosterilen
Biotek Epoch Microplate Spectrophotometer okuyucu cihazi kullanilarak 450 nm

dalga boyunda spektrofotometrik 6l¢lim ile gerceklestirilmistir.
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Sekil 16. Hasta ve kontrol grubu 6rneklerinin ELISA plaka goriiniimleri

Sekil 17. Hasta ve kontrol grubu orneklerinin stop soliisyonu eklendikten sonraki
ELISA plaka goriiniimleri

26



Sekil 18. Biotek Epoch Microplate Spectrophotometer ELISA okuyucu cihazina
plakanin yerlestirilmesi

Analizler gerceklestikten sonra ELISA cihazina bagl bilgisayar ekranindaki
veriler kaydedildi. ELISA kitinde sunulan standartlardan elde edilen dalga boylari
kullanilarak kalibrasyon grafigi ¢izildi ve kalibrasyon formiilii hesaplandi. Bu formiil
kullanilarak absorbans cinsinden okunan hasta verilerinden konsantrasyon degerleri

hesaplandi.

Human APLN, Human APLNR, Human VEGF-A degerleri pikogram/mililitre
(pg/ml); Human VEGFR-2 degeri nanogram/mililitre (ng/ml) cinsinden dl¢iilmiistiir.

3.5. ISTATISTIKSEL ANALIZ

Analizler SPSS (Statistical Package for Social Sciences; SPSS Inc., Chicago,
IL) 22 paket programinda degerlendirilmistir. Caligmada tanimlayici veriler kategorik
verilerde n, % degerleri, siirekli verilerde ise ortalamatstandart sapma (Ort+SS) ve
ortanca interquartile range (IQR) (25-75 persantil degerleri) degerleri ile
gosterilmistir. Gruplar aras1 kategorik degiskenlerin karsilastirilmasinda ki-kare
analizi (Pearson Kki-kare) uygulanmistir. Siirekli degiskenlerin normal dagilima
uygunlugu  Shapiro  Wilk testi ile degerlendirilmistir. Ikili  gruplarm
karsilagtirilmasinda normal dagilim gosteren degiskenlerde student t testi, normal

dagilim gostermeyen degiskenlerde Mann Whitney U-testi kullanilmistir. Tekrarh

27



Olctimlerin karsilastirilmasi icin Wilcoxon analizi uygulanmstir. Siirekli degiskenlerin
birbiriyle iliskisinin incelenmesinde Spearman korelasyon testinden yararlanilmastir.

Analizlerde istatistiksel anlamlilik diizeyi p<0.05 olarak kabul edilmistir.

Bu arastirma Saglik Bilimleri Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri

Miidiirliigii’niin 2020/037 proje numarasi ile desteklenmistir.
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4. BULGULAR

4.1, HASTA VE KONTROL GRUPLARININ DEMOGRAFIK
BULGULARI

Calismaya 19 hasta ve 17 kontrol olmak tizere toplam 36 kisi dahil edildi. Hasta
grubunda bulunanlarin %57.9’u erkek ve %42.1°1 kadin iken, kontrol grubunda
bulunanlarin %58.8’1 erkek ve %41.2°si ise kadindi. Gruplar arasinda cinsiyet
acisindan anlamli farklilik goriilmedi (p=0.955). Hasta grubunda bulunanlarin yas
ortalamas1 77.5£8.5 yil iken kontrol grubunda bulunanlarin yas ortalamasi 72.8+7.4

yild1 ve gruplar arasinda yas a¢isindan anlaml fark goriilmedi (p=0.088).

Tablo 3. Hasta ve kontrol grubunun demografik 6zelliklerinin karsilagtirilmasi

Hasta (n=19) Kontrol (n=17)
p degeri
Say1 % Say1 %
Erkek 11 57.9 10 58.8
Cinsiyet 0.955"
Kadin 8 42.1 7 41.2
Yas, ort+SS 77.5£8.5 72.8+7.4 0.088™

"Ki-kare analizi, **Student t testi

42. HASTA VE KONTROL GRUPLARININ SERUM VE
VITREUSTAKI ANJIYOGENEZ BiYOBELIRTECLERININ
BULGULARI

4.2.1. Apelin

Hasta grubunda bulunanlarin serum apelin diizeyi 1481.7 (1382.9-1537.4)
pg/ml, kontrol grubunda bulunanlarin serum apelin diizeyi 1499.3 (1434.4-1555.3)

pg/ml bulunmus olup iki grup arasinda anlaml fark goriillmemistir (p=0.531).

Hasta grubunda bulunanlarin vitreus apelin diizeyi 555.1 (151.6-634.3) pg/ml,
kontrol grubunda bulunanlarin vitreus apelin diizeyi 183.5 (100.0-253.4) pg/ml olup

gruplar arasinda anlamli fark mevcuttur (p=0.03).
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Vitreus apelin degeri hasta grubunda kontrol grubuna gore anlamli sekilde
yiiksek bulunmustur (Tablo 4, Grafik 1).

Tablo 4. Hasta ve kontrol grubunun apelin diizeylerinin karsilastiriimasi

Hasta (n=19)! Kontrol (n=17)* p degeri’

Serum apelin diizeyi

1481.7 (1382.9-1537.4) | 1499.3 (1434.4-1555.3) | 0.531
(pg/ml)

Vitreus apelin diizeyi
(pg/ml)

!Ortanca (IQR)
“Mann Whitney U testi

555.1 (151.6-634.3) 183.5 (100.0-253.4) 0.03

1200,00

1000,00
p=0.03

800,00

600,007

400,00

Vitreus Apelin Diiizeyi (pg/ml)

200,007

| [
Hasta Eontrol

Grafik 1. Gruplarn vitreus apelin diizeylerinin karsilagtirilmasi

30



4.2.2. Apelin Reseptorii

Hasta grubunda bulunanlarin serum apelin reseptor diizeyi 142.1 (109.9-179.0)
pg/ml, kontrol grubunda bulunanlarin serum apelin reseptor diizeyi 111.8 (81.4-154.0)

pg/ml bulunmus olup iki grup arasinda anlamli fark gériilmemistir (p=0.271).

Hasta grubunda bulunanlarin vitreus apelin reseptor diizeyi 155.1 (134.4-
248.4) pg/ml, kontrol grubunda bulunanlarin vitreus apelin reseptor diizeyi 148.7

(118.2-234.7) pg/ml olup iki grup arasinda anlamli fark goriilmemistir (p=0.802).

Serum ve vitreus apelin reseptor diizeyi agisindan hasta ve kontrol grubu

arasinda anlamli bir fark gériilmemistir (Tablo 5).

Tablo 5. Hasta ve kontrol grubunun apelin reseptor diizeylerinin karsilastiriimasi

Hasta (n=19)! Kontrol (n=17)* p degeri”

Serum apelin reseptor

diizeyi (pg/ml) 142.1 (109.9-179.0) 111.8 (81.4-154.0) 0.271

Vitreus apelin reseptor

diizeyi (pg/ml) 155.1 (134.4-248.4) | 148.7 (118.2-234.7) 0.802

!Ortanca (IQR)
“Mann Whitney U testi

4.2.3. VEGF-A

Hasta grubu serum VEGF-A diizeyi 122.9 (88.4-149.9) pg/ml, kontrol grubu
serum VEGF-A diizeyi 110.5 (47.7-157.1) pg/ml olup gruplar arasinda istatistiksel
olarak anlamli fark goriillmemistir (p=0.346).

Hasta grubu vitreus VEGF-A diizeyi 200.1 (74.8-251.5) pg/ml, kontrol grubu
vitreus VEGF-A diizeyi 96.2 (40.0-166.1) pg/ml’ne gore yiiksek olup gruplar arasinda
istatistiksel olarak anlamli fark mevcuttur (p=0,028).
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Vitreus VEGF-A degeri hasta grubunda kontrol grubuna gore anlamli sekilde
yiiksek bulunmustur (Tablo 6, Grafik 2).

Tablo 6. Hasta ve kontrol grubunun VEGF-A diizeylerinin karsilagtirilmasi

Hasta (n=19)!

Kontrol (n=17)*

p degeri”

(pg/ml)

Serum VEGF-A diizeyi

122.9 (88.4-149.9)

110.5 (47.7-157.1)

0.346

(pg/ml)

Vitreus VEGF-A diizeyi

200.1 (74.8-251.5)

96.2 (40.0-166.1)

0.028

!Ortanca (IQR)

“Mann Whitney U testi

500,00

400,00

Vitreus VEGF-A Diizeyi (pg/ml)

300,00+

200,00+

100,00

00—

p=0.28

|
Hasta

|
Kontrol

Grafik 2. Gruplarin vitreus VEGF-A diizeylerinin karsilastiriimasi
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4.2.4. VEGFR-2

Hasta grubunda bulunanlarin serum VEGFR-2 diizeyi 10.3 (2.7-14.2) ng/ml,
kontrol grubunda bulunanlarin serum VEGFR-2 diizeyi 10.3 (3.2-12.0) ng/ml

bulunmus olup iki grup arasinda anlamli fark gériilmemistir (p=0.639).

Hasta grubunda bulunanlarin vitreus VEGFR-2 diizeyi 7.0 (2.6-12.3) ng/ml,
kontrol grubunda bulunanlarin vitreus VEGFR-2 diizeyi 5.4 (3.3-7.4) ng/ml bulunmus

olup iki grup arasinda anlamli fark bulunamamistir (p=0.452).

Serum ve vitreus VEGFR-2 degeri agisindan hasta ve kontrol grubu arasinda

anlamli bir fark goriilmemistir (Tablo 7).

Tablo 7. Hasta ve kontrol grubunun VEGFR-2 diizeylerinin karsilastirilmasi

Hasta (n=19)! Kontrol (n=17)* p degeri’
Serum VEGFR-2 diizeyi 10.3 (2.7-14.2) 10.3 (3.2-12.0) 0.639
(ng/ml)
Vitreus VEGFR-2 diizeyi 7.0 (2.6-12.3) 5.4 (3.3-7.4) 0.452
(ng/ml)

!Ortanca (IQR)
“Mann Whitney U testi

4.3. INTRAVITREAL ANTIi-VEGF ONCESi VE SONRASI
PARAMETRELER

Hasta grubundaki 15 kisinin intravitreal anti-VEGF enjeksiyonu Oncesi ve

sonrasi serum apelin, apelin reseptorii, VEGF-A, VEGFR-2 diizeyine bakilmistir.

Serum apelin diizeyi, intravitreal anti-VEGF enjeksiyonu oOncesi 1471.6
(1299.2-1537.4) pg/ml iken, intravitreal anti-VEGF enjeksiyonu sonrasi 1340.6
(1213.1-1474.1) pg/ml olup, serum apelin diizeyi tedavi oncesi diizeye gore anlamli
sekilde diisiik bulunmustur (p=0.041) (Tablo 8).
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Serum apelin reseptorii diizeyi, intravitreal anti-VEGF enjeksiyonu 6ncesi
142.1 (109.9-179.0) pg/ml iken, intravitreal anti-VEGF enjeksiyonu sonras1 115.1
(89.0-195.7) pg/ml olup, serum apelin reseptorii diizeyi tedavi Oncesi diizeye gore

diisiik bulunmus olup bu fark istatistiksel olarak anlamli degildir (p=0.496) (Tablo 8).

Serum VEGF-A diizeyi intravitreal anti-VEGF enjeksiyonu oncesi 125.0
(106.2-163.1) pg/ml iken, intravitreal anti-VEGF enjeksiyonu sonrasi 75.3 (47.2-
129.5) pg/ml olup, serum VEGF-A diizeyi tedavi oncesi diizeye gore anlamli sekilde
diisiik bulunmustur (p=0.017) (Tablo 8).

Serum VEGFR-2 diizeyi, intravitreal anti-VEGF enjeksiyonu oncesi 4.5 (2.5-
14.1) ng/ml iken, intravitreal anti-VEGF enjeksiyonu sonras1 12.5 (4.7-13.3) ng/ml
olup, serum VEGFR-2 diizeyinde tedavi 6ncesi ve sonrasi anlamli fark bulunamamistir

(p=0.427) (Tablo 8).

Tablo 8. Hasta grubunda serum anjiyogenez belirtecleri diizeyinin intravitreal anti-
VEGF enjeksiyonu oncesi ve sonrasi karsilastirilmasi

Oncesi(n=15)" Sonrasi(n=15)* p degeri”
Apelin (pg/ml) 1471.6 (1299.2-1537.4) | 1340.6 (1213.1-1474.1) | 0.041
Apelin reseptorii (pg/ml) | 142.1 (109.9-179.0) | 115.1 (89.0-195.7) 0.496
VEGF-A (pg/mL) 125.0 (106.2-163.1) 75.3 (47.2-129.5) 0.017
VEGFR-2 (ng/mL) 45 (2.5-14.1) 12.5 (4.7-13.3) 0.427

!Ortanca (IQR)
"Wilcoxon analizi
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4.4. TUM PARAMETRELERIN KORELASYONU

Yas tip YBMD hastalarinda yapilan korelasyon analizinde serum VEGF-A

diizeyindeki artig ile serum VEGFR-2 diizeyindeki diisiis arasinda anlamli iligki

saptanmustir (negatif korelasyon). Vitreus apelin diizeyi ile vitreus VEGFR-2 ve

vitreus apelin reseptorii arasinda negatif korelasyon goriilmiistiir.

Tablo 9. Yas tip YBMD hastalarinda korelasyon analizi

Ya Serum Vitreus | Serum | Vitreus | Serum Vitreus iereul?;
| VEGF-A | VEGF-A | Apelin | Apelin | VEGFR-2 | VEGFR-2 | €N
reseptoru
-,072
Serum VEGF-A
770
-,072 ,116
Vitreus VEGF-A
770 ,637
-,129 -,427 ,240
Serum Apelin
,598 ,068 ,323
,169 -414 -,037 ,025
Vitreus Apelin
,490 ,078 ,881 ,918
,056 -,557 -,108 ,320 ,176
Serum VEGFR-2
,819 ,013 ,660 ,181 470
,048 ,258 -,079 ,242 -,526 ,046
Vitreus VEGFR-2
,844 ,286 , 748 ,318 ,021 ,853
Serum Apelin ,009 -,307 ,031 ,232 -,114 113 -,091
reseptorti 970 201 ,901 340 | 642 646 710
Vitreus Apelin ,097 ,263 181 -,117 -577 -,134 ,207 ,002
reseptorul ,694 276 459 634 | 010 584 ,395 ,994
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5. TARTISMA

Calismamiz, bildigimiz kadariyla YBMD hastalarinda vitreusta apelin
diizeyine bakilan ilk ¢alismadir. Apelin ve YBMD ile ilgili yapilan ¢alismalar ¢ok
sinirlidir. Daha c¢ok diyabetik retinopati, retinal ven tikanikli§i ve prematiire
retinopatisi hastalarinda c¢alismalar mevcuttur. Calismamizda, patofizyolojisinde
enflamatuar siireglerin rol oynadigi iiveit, otoimmiin hastaliklar, retinal vaskiiler
hastaliklar, glokom ve dejeneratif miyopisi olan hastalar, sitokin diizeylerini
etkileyebilmeleri nedeniyle calisma dis1 birakilmistir. Calismamizin en Onemli
bulgusu, vitreus apelin diizeyinin yas tip YBMD grubunda kontrol grubuna gore
anlamli derecede yiliksek bulunmasi ve serum apelin diizeyinin intravitreal
bevacizumab enjeksiyonu sonrasi anlamli derecede azalmasidir. Enjeksiyon sonrasi
vitreus degerlerine bakma olanagi olmadigindan vitreustaki degisim hakkinda bilgi

edinilememistir.

Hara ve arkadaslari apelin-APJ sisteminin KNV gelisiminde etkili olup
olmadigini arastirmak i¢in farelerde lazer fotokoagiilasyonla KNV olusturmuslardir.
KNV gelisen farelerde, RPE’de apelin ve APJ ekspresyonunun arttigini ve apelin ile
APJ mRNA’nin artis derecesinin, VEGF ve VEGFR-2’ye gore daha fazla oldugunu
gostermislerdir (5). Aymi ¢aligmada, apelin eksik ve APJ eksik farelerde KNV
lezyonlarinin VEGF artigina ragmen azaldigi saptanmistir. Bu iki durumu apelin-APJ
sisteminin anjiyogenezde ve KNV gelisiminde rol alabilecegi ve bunu VEGF
sisteminden bagimsiz gerceklestirdigi seklinde yorumlamislardir. Benzer sekilde
Kasai ve arkadaslari, apelin-APJ inhibisyonunun, anjiyogenezi inhibe ettigini ve
apelin eksikligi olan farelerde retinal hipoksi nedenli VEGF artisina ragmen
anjiyogenezin inhibe oldugunu gostermislerdir (61). Calismamizda vitreus apelin
diizeyinin yas tip YBMD hastalarinda kontrol grubuna gore anlamli derecede yiiksek
bulunmasi ve vitreus apelin reseptdr diizeyinin istatistiksel olarak anlamli olmasa da
kontrol grubuna gore yiiksek olmasi apelin-APJ sisteminin anjiyogenezde rol
alabilecegini gostermektedir. Calismamizda, vitreus apelin ve VEGF-A diizeyleri
arasinda korelasyon olmamasi bize apelin-APJ sisteminin VEGF sisteminden

bagimsiz olabilecegini diisiindiirmektedir.
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Calismamizda iki grup arasinda serumda bakilan apelin diizeylerinde anlaml
fark bulunamamustir. Serum apelin reseptorii hasta grubunda kontrol grubuna gore
yiiksek olup istatistiksel olarak anlamli degildi. Apelinin hasta grubunda kontrol
grubuna gore vitreusta anlamli diizeyde yiiksek olup serumda anlamli bir fark tespit
edilememesi ise, molekiillerin sistemik dolasimdan ziyade lokal olarak vitreusta daha
yiiksek oldugunu gostermektedir. Serum apelin ve VEGF-A diizeyleri arasinda
korelasyon olmamasi apelin-APJ sisteminin VEGF sisteminden bagimsiz
olabilecegini diisiindiirmektedir. Vural ve arkadaslari ise, YBMD hastalarinda,
apelinin biyolojik olarak aktif tiirevi olan apelin 13 molekiiliiniin serumda kontrol
grubuna gore istatistiksel olarak anlamli derecede yiiksek oldugunu ancak serum
VEGEF diizeyinin iki grup arasinda farkli olmadigini bildirmislerdir (62). Serum apelin
13 ve VEGF diizeyleri arasinda korelasyon olmadigini gostererek apelin-APJ
sisteminin VEGF sisteminden bagimsiz olabilecegi sonucuna ulagmislardir. Aym
calismada, hasta grubunda yas tip ve kuru tip YBMD alt tipleri arasinda serum apelin
13 diizeyleri arasinda anlamli fark bulamamislardir ve bu durumu apelinin sadece
KNV gelisiminde degil, YBMD patogenezinde yer alabilecegi seklinde

yorumlamiglardir.

Apelin-APJ sisteminin diyabetik retinopatide retinal anjiyogenezde rol
oynadigt ve bunu VEGF bagimsiz olarak gerceklestirdigi sonucuna ulasilan
calismalardan Du ve arkadaslarinin yaptig1 ¢alismada, hastalar proliferatif diyabetik
retinopati (PDR), non proliferatif diyabetik retinopati (NPDR) ve tip 2 diyabetes
mellitusu olup diyabetik retinopatisi (T2DM) olmayan seklinde 3 gruba ayrilmigtir. Bu
calismada serum apelin 13 seviyesi, PDR grubunda T2DM’ye gore anlamli derecede
daha yiiksek bulunmus ancak NPDR ile T2DM arasinda serum apelin 13 diizeyleri
acisindan anlamli fark bulunmamistir (63). Diger ¢alisma ise, Tao ve arkadaslarinin
PDR hastalar1 ve kontrol hastalarinda plazma ve vitreusta apelin ve VEGF diizeylerine
baktig1 ¢alismadir. Vitreus ve plazma VEGF diizeyi PDR grubunda kontrol grubuna
gore istatistiksel olarak anlamli derecede yiiksek bulunmustur (64). Ayni ¢alismada
vitreus apelin diizeyini PDR grubunda kontrol grubuna gore anlamli derecede yiiksek
bulup plazma apelin diizeyinde ise iki grup arasinda fark bulamamislardir. Apelinin
lokal olarak goz ici sivida artisinin nedenini retinal vaskiiler endotelyal hiicrelerinin

otokrin fonksiyon olarak lokal apelin iiretmesiyle iligkili olarak distinmiislerdir.
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Serum ve vitreusta apelin ve VEGF arasinda iliski bulunamamistir. Bu ¢alismada,
intravitreal hemorajinin (IVH) apelin konsantrasyonunda etkili olup olmadigini
anlamak i¢in PDR olup IVH’si olan hastalar ile PDR olup IVH’si olmayan hastalara
bakilmis, vitreus apelin konsantrasyonlarmin iki grup arasinda anlamli fark

gostermedigini bulmuglardir.

Calismamizda bakilan diger bir parametre ise VEGF-A diizeyidir. Vitreus
VEGF-A diizeyi, hasta grubunda kontrol grubuna goére anlamli derecede yiiksek
bulundu. Serum VEGF-A diizeyi ise, hasta grubunda kontrol grubuna gore yiiksek
olup istatistiksel olarak anlamli bulunamadi. Calismamizda serum VEGF-A ve vitreus
VEGF-A arasinda korelasyon bulunamadi. Vural ve arkadaslarinin yaptig1 calismada
calismamiza benzer sekilde serum VEGF diizeyinde YBMD ve kontrol grubu arasinda
anlaml fark goriillmemistir (62). Sharma ve arkadaslarinin yaptig1 ¢calismada ise, yas
tip YBMD hastalarinda kontrol grubuna gore serum VEGF diizeyleri anlamli derecede
yiiksek bulunmustur (20). Aynmi ¢alismada, yas tip ve kuru tip YBMD hastalarinda
serum VEGF diizeylerinde anlamli fark bulamamuslar ve bu durumu VEGF’in sadece
yas tip YBMD degil kuru tip YBMD patogenezinde de etkili oldugu seklinde

yorumlamiglardir.

Calismamizda serum ve vitreusta VEGFR-2 diizeyi hasta ve kontrol grubu
arasinda anlamli degildi. Yas tip YBMD hastalarinda yapilan bir ¢alismada,
calismamizdakine benzer sekilde serum VEGF-A ve VEGFR-2 diizeylerinde kontrol
grubuna gore anlamli fark bulunmamistir (65). Ancak Sharma ve Liu’nun yaptigi
calismalarda bu durumun aksine yas tip YBMD hastalarinda kontrol grubuna gore
VEGFR-2 diizeyi yiiksek bulunmustur (66, 67). Sharma ve arkadaslar1 artan VEGFR-
2 diizeyinin retinadaki hipoksi nedeni ile oldugunu diistinmiiglerdir. Liu ve arkadaslar
ise anjiyogenezde rol oynadigini diisiindiigii sCD146’nin VEGF ve VEGFR-2
ekspresyonunu artirdigini gdstermistir (67). Ornek ve arkadaslar1 yas tip ve kuru tip
YBMD hastalarinda serum VEGFR-2 diizeyinin daha diisiik oldugunu bildirmisler ve
bu durumun VEGF’in VEGFR-2’ye baglanarak VEGF reseptor kompleksleri

olusturmasindan kaynaklanabilecegi seklinde yorumlamiglardir (68).
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Zhang ve arkadaslarinin prematiire retinopati (ROP) olan hastalarda yaptigi
calismada, ROP membranlarinda apelin mRNA, HIF-1la mRNA ve VEGF mRNA
diizeyleri idiopatik gruba gore anlamli olarak daha yiiksek bulunmustur. Ancak, apelin
mRNA ile VEGF mRNA arasinda anlamli bir iliski bulunamamustir (69). Bu ¢alisma
apelinin retinal vaskiilarizasyon gelisiminde HIF-1 a ile iliskili fakat VEGF bagimsiz
oldugunu gostermistir. Yapilan bir baska calismada ROP modeli olusturulan bir
calismada hipoksi kosullarinda apelin ve APJ mRNA diizeylerinin arttig1 ve patolojik

anjiyogenez gelisiminde apelin-APJ sisteminin rol oynadigi gosterilmistir (70).

Feng ve arkadaslarinin yaptig1 ¢alismada, ROP’lu bebeklerdeki plazma apelin
diizeyi ROP plmayan bebeklere gore daha yiiksek bulunmustur (p=0.01) (71). Plazma
apelin diizeyinin fazlalig1 daha ileri ROP evresiyle iligkili bulunmustur. Plazma VEGF
diizeyi ise ROP’lu bebeklerde olmayanlara gore daha diisiik bulunmustur (p=0.01). Bu
calismanin aksine Zhang ve arkadaslarinin yaptig1 ¢alismada, ROP grubunda apelin
13 seviyeleri kontrol grubuna gore diisiik olup VEGF seviyeleri daha yiiksek
bulunmustur (72).

Apelin ve VEGF arasinda iliski olduguna dair ¢alismalar da vardir. In vitro
yapilan bir ¢alismada apelin 13°lin, VEGF seviyelerini artirip neovaskiilarizasyonu
arttirabilecegi ve ikisinin sinerjist etki ile birbirini etkiledigi ileri siiriilmiistiir (73).
Hara ve arkadaslarinin umblikal kord hiicrelerinde in vitro olarak yaptig1 ¢aligmada
ise VEGF ekspresyonu apelin tarafindan etkilenmemistir (5). VEGF ise, umblikal kord
hiicrelerindeki apelin ve APJ ekspresyonunu 24 saat icinde anlamli olarak artirmigtir
(p=0.006, p=0.035). Bu galismalarin aksine farelerde yapilan hiperoksit retinopatisi
modelinde, apelin reseptor antagonisti olan ML221’in VEGF ve VEGFR-2
seviyelerini etkilemeden anjiyogenezi inhibe ettigi gosterilmistir (74). Ayrica, apelin
reseptorlerinin anormal damarlarda normale gore daha yiiksek oranda eksprese
edildigi goriilmiis, apelin reseptdr antagonistlerinin segici olarak patolojik retinal
anjiyogenezi Onledigi ve bunun ileride tedavi amaciyla kullanilabilecegini

distindirmiistiir.
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Calismamizda 15 hastada intravitreal bevacizumab enjeksiyonu Oncesi ve
sonras1 serum parametreleri karsilastirildi. Serum apelin ve VEGF-A degerinin
enjeksiyon dncesine gore anlamli bir sekilde azalmis oldugu goriildii. Bu durum bize
lokal tedavinin sistemik diizeyleri etkileyebilecegini ve intravitreal anti-VEGF
enjeksiyonunun apelin diizeyine etki edebilmesinin, apelin ve VEGF arasinda iliski
olabilecegini diisiindiirmektedir. Sharma ve arkadaslarinin yaptig1 ¢alismada, YBMD
hastalarinda intravitreal bevacizumab tedavisi sonrasi serum VEGF diizeyi azalmis
olup, bu fark anlamli bulunamamistir (20). Calismamizda serum apelin reseptorii ve
VEGFR-2 diizeyleri enjeksiyon 6ncesine gore istatistiksel olarak anlamli bir farklilikta

bulunmadi.

Avery ve arkadasglarinin PDR hastalarinda intravitreal bevacizumab
enjeksiyonu ile ilgili yaptiklar1 bir calismada bilateral PDR hastalarinin bazilarinda
yalnizca  bir  goze intravitreal anti-VEGF  enjeksiyonu  yapildiginda,
neovaskiilarizasyonun her iki gézde de geriledigini ve intravitreal bevacizumab
enjeksiyonun plazma VEGF diizeyini ciddi olarak azalttigini1 gostermislerdir (75). Bu
durum, bevacizumabin sistemik etkinligini gostermektedir. Zhao ve arkadaslarinin
Rhesus maymunlarinda lazer fotokoagiilasyonla santral ven tikanikligi modeli
olusturdugu c¢alismada ise, immunohistokimyasal olarak bakilan VEGF ve apelin
diizeyi normal gozlerden daha yiiksek bulunmus olup, intravitreal bevacizumab
enjeksiyonu sonrast VEGF diizeyinin diislisii kadar olmasa da apelin diizeyinin de
azaldigimmi  gostermislerdir (76). Calisma apelin diizeyinin anti-VEGF ile
azalabilecegini ancak bu azalmanin VEGF ile paralel olmadigini géstermektedir. Bunu
apelinin  VEGF disinda bagimsiz bir yolakla etki edebilecegi seklinde

yorumlamislardir.

Qian ve arkadaslarinin PDR olan hastalarda yaptigi ¢alismada, vitreus ve
plazma VEGF diizeyi preoperatif intravitreal bevacizumab enjeksiyonu yapilan grupta
enjeksiyon yapilmayan gruba gore anlamli derecede diisiikk izlenmistir (77). Ayni
calismada vitreus ve plazma apelin diizeyi iki grup arasinda anlamli fark
gostermemistir. Bu durumu intravitreal bevacizumab enjeksiyonunun apelin diizeyine
etkisi olmayabilecegi ve apelinin PDR’de VEGF ile dogrudan bir iliski i¢inde
olmayabilecegi seklinde yorumlamislardir. Ayni calismada iki grupta fibrovaskiiler

membran drneklerinde immunohistokimyasal olarak apelin boyanmasina bakilmistir.
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Intravitreal bevacizumab enjeksiyonu olmayan grupta apelin yogun bir sekilde
boyanirken, enjeksiyon olan grupta daha az boyanmistir. Bu durumu PDR’de
fibrovaskiiler membran gelisiminde apelinin VEGF’ten bagimsiz olarak etkili

olabilecegi seklinde yorumlamislardir.

Calismamizda 6rneklem sayisinin azligr ¢alismanin kisitliklari arasinda yer
almaktadir. Klinigimizde yas tip YBMD ile takipli hastalar diizenli olarak kontrollere
ve tedavilerine gelmektedirler. Bu nedenle submakuler hemoraji gelisen hasta sayisi
beklentimizin altinda kalmis, ¢alisma grubu daha ¢ok dis merkezlerden refere edilen
hastalardan olusmustur. Hasta ve kontrol grubunda serum VEGF ve apelin diizeyleri
arasinda istatistiksel olarak anlamli fark olabilecegini gostermek i¢in daha genis
poplilasyonla ve daha uzun siireli ¢aligmalara ihtiyag olabilir. Bir baska kisitlilik, yas
tip YBMD hastalarindan tedavi sonrasi vitreus 0rnegini etik nedenlerle alamamis
olmamizdir. Submakuler hemoraji hastalarindaki sitokin diizeyi, yas tip YBMD
hastalarindan farkli olabilir. Diger bir kisitlilik ise sitokin seviyelerinin birgok faktore
bagli olarak degisebilmesidir. Caligmamizda hastalarin viicut kitle indeksi, insiilin
direnci, sigara ve alkol tiiketimi degerlendirilmemistir. Apelin serum diizeyinin obez
ve insiilin direnci yiiksek olanlarda daha yiiksek oldugu gosterilmistir (78). Yine
sitokin diizeylerini etkileyen astim, kalp yetmezligi, arteriyoskleroz, bobrek yetmezligi
ve serebrovaskiiler olay dykiisii dislama kriterlerimiz i¢inde degildi. Bir bagka faktor
ise, goz igi sitokinlerin saklanmasi ve Olglimii sirasindaki degiskenlerin sitokin
diizeylerini etkileyebilmesidir. -80°C’de saklama siiresi, analiz oncesi ideal saklama

stiresi Ve g0z ici sivilar i¢in ideal test yontemi belirlenmeli ve standardize edilmelidir.
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6. SONUCLAR

Anjiyogenez, YBMD patofizyolojisinde 6nemli bir yere sahiptir. Yas tip
YBMD hastalarinda vitreus apelin ve VEGF-A diizeylerinin kontrol grubuna gore
istatistiksel olarak anlamli derecede yiiksek bulunmasi apelinin VEGF-A ile
anjiyogenezde rol alabilecegini diisiindiirmektedir. Apelin ve VEGF-A’nn iki grup
arasinda vitreusta yiiksek olup, serumda anlamli farkli olmamasi ise retinal vaskiiler
endotelyal hiicrelerinin otokrin etkinligini géstermektedir. Calismamizda serum ve
vitreusta apelin ve VEGF-A diizeyleri arasinda korelasyon bulunamamasi, apelinin
VEGF-A’dan bagimsiz olarak etki edebilecegini desteklemektedir. Intravitreal
bevacizumab enjeksiyonu sonrast serum VEGF-A ve apelinin anlamli derecede diisiik
bulunmas: lokal tedavinin sistemik etkinligini ve VEGF ile apelinin iligki i¢inde
olabilecegini diisiindiirmektedir. Apelin-APJ sistemi, YBMD tedavisinde intravitreal
anti-VEGF tedavisine yetersiz yanit veren KNV gelisimini inhibe etmek i¢in
potansiyel bir terapdtik hedef olabilir. Bu konuyla ilgili daha genis popiilasyonla

calismalar ve hayvan deneyleri gerekmektedir.
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