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TESEKKUR

Bu c¢alismanin gerceklestirilmesinde tiim bilgi ve tecriibesiyle bana yol
gosteren tez damsmanim Prof. Dr. Faruk OZTURK’e, ¢alismanin histolojik ve
immiinohistokimyasal analizlerindeki degerli katkilarindan o&tiirii  Prof. Dr.
Sevda MUFTUOGLU ve Dr. Serkan TURELI’ye, gosterdigi dzveri ve titizligi
icin Dr. Ecz. Burcu UNER’e, calismanin istatistiksel analizler asamasinda
yardimer olan Esra ARSLANOGLU’na, engin bilgi ve tecriibeleriyle uzmanlik
egitimimde emegi gecen tiim saygideger hocalarima, beraber ¢alismaktan mutluluk
duydugum tiim calisma arkadaslarima, bu tez calismasi ile noktaladigim uzmanlik
egitimimde emegi gecen tiim Hacettepe GOz Hastaliklar1 ailesine, her zaman

yanimda olan aileme tesekkiirlerimi sunarim.

Bu calismay1 gergeklestirmem icin destekte bulunan Hacettepe Univeristesi

Bilimsel Arastirmalar ve Proje Birimine (BAP) tesekkiir ederim.
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OZET

Arslan E., Post-Travmatik Proliferatif Vitreoretinopati Uzerine Tirozin Kinaz
inhibitorii Nintedanib’in Etkisi, Hacettepe Universitesi Tip Fakiiltesi, Goz
Hastaliklar1 Uzmanhk Tezi, Ankara, 2022.

Proliferatif vitreoretinopati (PVR), regmatojen retina dekolmani cerrahisi
basarisizliginin en yaygin nedenidir ve okiiler travmanin ciddi bir komplikasyonudur.
Vitreus boslugu ile retina ylizeyinin her iki tarafinda hiicresel membranlarin biiyiimesi
ve kontraksiyonu ile karakterizedir. Giiniimiizde PVR i¢in kabul edilen standart tedavi
cerrahidir. Ancak cerrahi tekniklerdeki gelismelere ragmen anatomik ve gorsel
sonuglar tatmin edici degildir. Bunun yani sira PVR’nin tedavisi ve onlenmesi i¢in

kanitlanmig bir farmakolojik ajan bulunmamaktadir.

Calismamizda tavsan gozlerinde olusturulan PVR modeli iizerinde intravitreal
nintedanibin PVR olusumunu engelledigi klinik gozlem, histolojik inceleme ve
immiinohistokimyasal yontemler ile gosterilmesi amaclanmistir. Bu amagla 12 adet
tavsan kontrol ve nintedanib olarak iki gruba ayrilmistir. Genel anestezi altinda her
tavsanin bir goziine 23G igne yardimi ile delinme yaralanmasina neden olacak sekilde
retinas1 hasarlanmis ve hemen iizerine dispaz soliisyonu enjekte edilmistir. PVR
modelinin olusturulmasinin ardindan kontrol grubuna ait deneklerin midvitreusuna
fosfat tamponlu salin (PBS), nintenib grubuna ait olanlara %0,5’lik lipozomal
nintedanib enjeksiyonu yapilmistir. Deneklere dort hafta boyunca haftalik fundus
muayenesi yapilmig ve dordiincii haftanin sonunda gozler eniiklee edilerek histolojik
ve immiinohistokimyasal olarak incelenmistir. PVR modeli olusturulmamis 2 adet
tavsanin her iki goziine % 0,5’lik nintedanib enjekte edilmesinin ardindan; 1, 7, 14 ve
35. giinlerde vitreus o6rnekleri alinarak HPLC yo6ntemi ile vitreustaki ilag diizeyi tayin
edilmistir. Caligmanin sonunda nintedanib uygulanan grupta belirlenen PVR evreleri
diisiik bulunsa da, kontrol grubuna kiyasla aralarinda anlamli farklilik saptanmamistir
(p=0,108). Histolojik incelemelerde ise epiretinal membran olusumlarinin nintedanib
uygulanan grupta belirgin bir toksik etki gdzlenmeden daha az meydana geldigi
gbzlenmistir. Bunun yami sira immiinohistokimyasal incelemelerde nintedanib
uygulanan grupta kontrol grubuna gore kolajen-1 ekspresyonu i¢in dlgiilen intensite
ve CTCF (Diizeltilmis Total Hiicre Floresansi) degerleri anlamli diisiik bulunmustur

(p=0,004, p=0,004). CTCF/alan degeri ise sinirda anlamli sayilabilecek diizeyde
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nintedanib grubunda daha diisiik saptanmistir (p=0,065). Nintedanib yiiklii lipozom
formiilasyonlarinin ise ilk 7 giinde yaklasik yarisim1 vitreus kismma verdigi ama
tamammi salmasinin 25 giinden daha wuzun siirdigi tespit edilmistir. Bu
bulgulara gore nintedanibin belirgin bir yan etki gézlenmeden PVR olusumunu
engelleyebildigi gosterilmistir. Bu c¢alisma nintedanibin PVR  tedavisi  ve

proflaksisinde kullanilabilecek potansiyel bir ilag oldugunu gostermektedir.

Anahtar Kelimeler: Proliferatif vitreoretinopati, Nintedanib, Lipozomal

Nintedanib

Destekleyen Kuruluslar: Hacettepe Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri (BAP)
Koordinasyon Birimi THD-2021-19176



ABSTRACT

Arslan E., The Effect of Tyrosine Kinase Inhibitor Nintedanib on Post-Traumatic
Proliferative Vitreoretinopathy, Hacettepe University Faculty of Medicine,

Thesis in Ophthalmology, Ankara, 2022.

Proliferative vitreoretinopathy (PVR) is the most common cause of
rhegmatogenous retinal detachment surgery failure and is a serious complication of
ocular trauma. It is characterized by growth and contraction of cellular membranes on
both sides of the vitreous cavity and the retinal surface. Currently, the accepted
standard treatment for PVR is surgery. However, despite the advances in surgical
techniques, anatomical and visual results are unsatisfactory. In addition, there is no

proven pharmacological agent for the treatment and prevention of PVR.

In our study, it was aimed to demonstrate that intravitreal nintedanib prevents
PVR formation on the PVR model induced in rabbit eyes by clinical observation,
histological examination and immunohistochemistry. For this purpose, 12 rabbits were
divided into two groups as control and nintedanib. Under general anesthesia, one eye
of each rabbit was injured with a 23G needle, causing a puncture injury, and dispase
solution was injected just above it. After the induction of the PVR animal model,
phosphate buffered saline (PBS) was injected into the midvitreus of the rabbits in
control group and 0.5% liposomal nintedanib was injected into the midvitreus of the
rabbits in nintenib group. The rabbits were examined weekly for four weeks, and at
the end of fourth week, the eyes were enucleated for histological and
immunohistochemical assessment. After injecting 0.5% nintedanib into both eyes of 2
rabbits whose PVR model was not induced; Vitreous samples were taken on the 1st,
7th, 14th and 35th days and the drug level in the vitreous was determined by HPLC
method. As a result, although the PVR stages determined in nintedanib group
were low, there was no significant difference between nintedanib and control
group (p=0,108). In histological evaluation, it was observed that epiretinal
membrane formations were less common in nintedanib treated group, without any
significant toxic effect. Additionally, immunohistochemistry revealed that the
intensity and CTCF (Corrected Total Cell Fluorescence) values measured for

collagen-1 expression were found significantly lower in nintedanib group compared
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to the control group (p=0,004, p=0,004). The CTCF/area value was lower in
nintedanib group, which could be considered borderline significant (p=0,065). It
was determined that nintedanib loaded liposome formulation gave about half of
them to the vitreous part in the first 7 days, but it took longer than 25 days to release
all of them. According to these findings, it was shown that nintedanib could prevent
PVR formation without any significant side effects. This study shows that
nintedanib is a potential drug that can be used in the treatment and prophylaxis of

PVR.

Keywords: Proliferative vitreoretinopathy, Nintedanib, Liposomal Nintedanib

Supported by: Hacettepe University Scientific Research Projects (BAP)
Coordination Unit THD-2021-19176
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1. GIRIS VE AMAC

Proliferatif vitreoretinopati (PVR), regmatojen retina dekolman1i (RRD)
cerrahisi basarisizliginin en yaygin nedenidir ve okiiler travmanin ciddi bir
komplikasyonudur. Vitreus boslugu ile retina yiizeyinin her iki tarafinda hiicresel
membranlarin biiyiimesi ve kontraksiyonu ile karakterizedir. Bu membranlarin
kontraksiyonu, retinanin yeniden ayrilmasina ve regmatojen bir dekolmanin
traksiyonel bir dekolmana doniismesine neden olabilir (1-4). Tiim retina dekolmani
vakalarinda PVR insidansinin %S5 ila %10 arasinda oldugu tahmin edilmektedir (5,6).
Son 25 yilda vitreoretinal cerrahi tekniklerdeki gelismelere ragmen, yapilan prospektif
calismalarda PVR insidans1 biiyiik oOlgiide degismeden kalmistir. Hiicresel
proliferasyonu 6nlemek i¢in adjuvan tedavilerin kullanilmasi, cerrahi sonrasi PVR'nin

veya niikslerin 6nlenmesi i¢in umut vadetmektedir (7).

PVR'nin 6ncelikle inflamatuar, retina ve retina pigment epiteli (RPE) hiicreleri
tarafindan yonlendirilen anormal bir yara iyilesme yaniti oldugu diistiniilmektedir.
PVR patogenezini anlamaya yonelik son c¢alismalar, hastaliga katkida bulunan
hiicresel olaylar1 bloke etmek icin birka¢ yeni terapdtik hedefin belirlenmesine
yardimc1 olmustur. Sitokinler ve biiyiime faktorleri, PVR patogenezinde ana oyuncular

olarak kabul edilir (4,8).

PVR olusumunun 6nlenmesi veya tedavisi i¢in birgok anti-proliferatif ve anti-
neoplastik ajan ile c¢alisma yapilmustir. 5-fluorourasil (5-FU), fibroblast
proliferasyonunu engelleyen bir antimetabolittir ve PVR tedavisi i¢in en ¢ok test edilen
bilesiklerden biri olmustur. 5-FU, hayvan modellerinde faydali sonuglar gostermesine

karsin insanlarda 6nemli yan etkileri sebebiyle olumsuz sonuglar vermistir (8).

Nintedanib (BIBF1120), 2014 yilinda FDA tarafindan Idiopatik Pulmoner
Fibrozis (IPF) tedavisinde onaylanan ilk tirozin kinaz inhibitoriidiir (9). Platelet
kaynakli biiylime faktorii (PDGF) reseptorii-a ve -, fibroblast biiyiime faktorii (FGF)
reseptorii-1-3 ve vaskiiler endotelyal biiylime faktorii (VEGF) reseptorii-1-3'd
hedefleyen kii¢lik molekiillii bir tirozin kinaz inhibitoriidiir. Ayrica Src ailesi kinaz

lenfosite 6zgii tirozin protein kinazi (Lck), koloni uyarict faktor (CSF)-1 reseptoriinii



ve medyan inhibitdr konsantrasyon (IC50) degerleri <100 nM olan diger 20 kinazi
inhibe eder (10).

Nintedanib ile retinal hiicre kiiltiirleri ve deney hayvanlar1 {izerinde yeni
yapilmig bir takim ¢alismalar mevcuttur. Nintedanibin retina endotel hiicreleri veya
uzun stireli kiiltive edilmis ARPE-19 hiicreleri (0limsiliz retina pigment epiteli
hiicreleri) tarafindan olusturulan VEGF-A165 ile indiiklenen bariyer bozukluklarini
tamamen geri dondiirdiigii gosterilmistir (11). Insan RPE hiicrelerinden hazirlanan
nekrotik hiicre lizatinin, RPE hiicrelerinden VEGF salimini 6nemli 6l¢iide arttirdigini
ve bu etkinin, nintedanib tarafindan zayiflatildig1 tespit edilmistir. Ayrica nintedanibin
yasa bagli makiila dejenerasyonu modeli olusturulmus farelerde koroidal
neovaskiilarizasyon gelisimini hafiflettigi de gézlemlenmistir (12). Nintedanibin oral
veya intravitreal uygulanmasiyla ratlarda olusturulmus iskemik retinal vazo-
obliterasyon (VO) modelinde vazo-obliterasyonu arttirmadigi, neovaskiilarizasyon
(NV) modelinde normal retinal vaskiilarizasyonu hizlandirdigi, preretinal NV’u giiclii
sekilde azaltti1 gdsterilmistir (13). Yine IPF tedavisinde 2014 yilinda FDA tarafindan
onaylanan diger antifibrotik ajan olan Pirfenidon ile yapilmis ¢alismada tavsanlarda
olugturulmus post-travmatik PVR modeli iizerine intravitreal Pirfenidon

uygulamasinin PVR olusumunu engelledigi gosterilmistir (14).

Bu caligmamizda travma sonrast PVR olusumu iizerine intravitreal yolla
uygulanan  multikinaz  inhibitdrii  nintedanibin  etkilerinin  incelenmesi
amaclanmaktadir. Nintedanibin PVR olusumunu daha spesifik yolaklar iizerinden
inhibe edebileceginin klinik degerlendirme ve derecelendirme, histolojik ve

immiinohistokimyasal incelemeler ile gosterilmesi hedeflenmistir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Retinanin Anatomik ve Histolojik Yapisi

Retina, embriyolojik olarak 6n beynin bir ¢ikintisi olan optik vezikiilden kdken
alir. Kalinligi bulundugu lokalizasyona gore degisiklik gosterir. Optik sinir
yakinindaki papillomakiiler demette en kalin (0.23 mm), foveola (0.10 mm) ve ora
serratada (0.11 mm) en incedir. Anatomik olarak santral retina (makiila) ve periferik
retina olmak iizere iki kisimda incelenebilir. Makiila yaklasik 5.5 mm c¢apindadir ve
optik sinir basi ile temporal vaskiiler arkadlar arasinda yer alir. Periferik retinada tek
sira ganglion hiicre tabakas1 bulunurken, makiilada iki veya daha fazla ganglion hiicre
tabakasi bulunur. Makiila topografik olarak umbo, foveola, fovea, parafovea ve
perifovea boliimlerinden olusur. Foveal avaskiiler bélgenin konumu yaklasik olarak
foveola ile aynidir. Merkezden perifere dogru gidildikce rod ve kon fotoreseptorlerinin

yogunlugu azalir (15).

Retina, norosensoriyel (duyusal) retina ve RPE olmak {lizere iki kisimda
incelenir. Norosensoriyel retinanin en dig tabakasi ile RPE arasinda potansiyel bir
bosluk bulunur (subretinal bosluk) ve retina dekolmaninda goézlenen ayrilma bu

diizlemdedir (15).

2.1.1. Norosensoriyel Retina

Norosensdriyel retina, optik kabin i¢ tabakasindan gelisen ince, seffaf bir
yapidir. Noronal, glial ve wvaskiiler elemanlardan olusur. Noronal elemanlar;
Ozellesmis noroepitelyal hiicreler rod ve konlar, horizontal, bipolar, amakrin ve
ganglion hiicrelerdir. Glial elemanlar; Miiller hiicreleri, fibroz ve protoplazmik
astrositler ile mikroglialardir. Miiller hiicrelerin niikleuslar1 i¢ niikleer tabakada
bulunur. Diger glial elemanlar ile birlikte retinaya yapisal destek saglanmasi ve
retinanin beslenmesinden sorumludur. Ayrica i¢ kan-retina bariyerine katkida
bulunurlar. Vaskiiler elemanlar ise serebral kan damarlarina benzerlik gosteren retinal
arter ve venlerdir. I¢ kan-retina bariyeri tek katl, penceresiz endotelyal hiicreler

tarafindan olusturulur. Retina damarlar1 koroid damarlarinin aksine dikotom dallanma



gosterir. Ayrica retina arterleri diger arterlerle kesismez; benzer durum retina

venlerinde de mevcuttur (15,16).

Norosensoriyel retina sirastyla igten disa dogru su tabakalardan olusur (Sekil 2.1):

I¢ limitan membran

e  Sinir lifi tabakasi

e  Ganglion hiicre tabakasi
e ¢ pleksiform tabaka

e ¢ niikleer tabaka

e Dis pleksiform tabaka

e Dis niikleer tabaka

e Dis limitan membran

e Fotoreseptor tabakasi

Sinir lifi tabakasi — //—r— —_—————— . g limitan membran

Aksonlar

Gangllon hticre tabakasi —

ic pleksiform tabaka — Ganglion hicreleri

ic nikleer tabaka — Miiller hiicreleri

Bipolar hiicreler

Amakrin hiicreler

Dis pleksiform tabaka —
23 Horizontal hiicreler

Rod
Kon

Dig niikleer tabaka =

Dis limitan membran —

Pigment hiicreleri

I

Fotoreseptér tabakas) —

Retina pigment epiteli —
l_ Koroid

Sekil 2.1. Retinanin histolojik yapisi.



Retinanin vaskiiler beslenmesi i¢in i¢ retina ve dis retinanin kaynaklari
farklidir. Dis pleksiform tabaka ile baslayan dis retina tabakalarinin oksijen ihtiyaci
koroid dolasimindan saglanir. I¢ retina tabakalar1 ise oftalmik arterin bir dali olan
santral retinal arterden saglanir. Yaklasik %18-32 oraninda goriilen, siliyer dolasimdan
koken alan silioretinal arter de i¢ retinanin bir kismini1 besler. Retinadaki veniiller

arteriyolleri izler ve santral retinal veni olusturarak optik sinirden gdzii terkederler

(15).

2.1.2. Retina Pigment Epiteli

Retina pigment epiteli, optik kabin dis tabakasindan koken alan tek
katli hegzagonal pigmentli hiicrelerdir. Siliyer cisim ve irisin pigment epiteli ile
devamlilik gosterir. RPE hiicreleri makiilada perifere gore daha uzun ve daha
yogundur. RPE hiicreleri arasindaki siki baglantilar, koryokapillaristen difiizyona
karst bir bariyer gorevi goriir ve dis kan-retina bariyerini olusturur. Isig1 absorbe

eden melanozomlara sahiptir (16).

Bir fetiisiin gozii 4 ila 6 milyon RPE hiicresi igerir. Goziin yiizey alani yasla
birlikte 6nemli 6l¢iide artmasina ragmen, RPE hiicrelerinin sayisindaki artis nispeten
kiigiiktiir. Normal yetiskin gdziiniin RPE'nde mitotik figiirler goriilmez (15).

RPE’nin gorevleri:

e A vitamini metabolizmasi

e Dis kan-retina bariyerinin olusturulmasi

e Is181n absorpsiyonu

e Fotoreseptdr dis segment fagositozu

e Bruch membrani bazal laminasinin olusumu

e Dis segmentleri ¢evreleyen mukopolisakkarit matriksinin tiretimi
e Retina adezyonunun korunmasi

e Molekiillerin RPE i¢ine ve disina aktif taginmasi

e Subretinal boslugun korunmasi



e Yara dokusunun iyilesmesi ve skar olusumu
e Viziiel pigmentin yenilenmesi ve geri doniistimii

RPE hiicreleri PVR patogenezinde onemli role sahiptir. Matiir RPE
hiicreleri, fizyolojik kosullarda mitotik aktivite géstermez; ancak nérosensoriyel
retina hasara ugradiginda epitelyal-mezenkimal doniisim (EMD) gecirerek

¢ogalmaya baslar (17,18).

2.2. Vitreus Anatomisi ve Fizyopatolojisi

Vitreus esas olarak %99’u sudan olusan, bunun yani sira kolajen ve hyaluronik
asit (hyaliironan) de igeren; g6z hacminin %80'ini kaplayan seffaf bir jeldir. Hacmi
yaklagik 4.0 ml’dir. Vitreus, kor (santral) ve kortikal (periferal) vitreus olmak iizere 2
ana topografik alana ayrilir. Vitreus korteksi, kor vitreusu ¢evreleyen ve daha yiiksek
bir kolajen konsantrasyonuna sahip olan ince bir tabakadir (100-300 um). On
vitreusun retrolental girintisine patellar fossa denir. Wieger ligamenti
(hyaloideokapsiiler ligament), vitreusun lens arka kapsiiliine tutundugu halka seklinde
(1-2 mm genisliginde ve 8-9 mm capinda) bolgedir. Arka lens kapsiiliiniin periferi ile
Wieger ligamenti tarafindan smirlanan anterior kortikal jel arasindaki potansiyel
bosluga Berger boslugu denir. Primer vitreus kalintis1 olan Cloquet kanali bu
bosluktan ¢ikar ve kor vitreus boyunca arkaya dogru ilerler. Cloquet kanali, arkada
Martegiani alan1 olarak bilinen optik diskin 6niinde huni seklinde bir bolgeye agilir.
Premakiiler bursa (prekortikal vitreus cebi) vitreus jelinin belirgin bir likefaksiyon

alamidir (Sekil 2.2) (16).



Berger boslugu

Vitreus tabani Wieger ligamenti

Cloquet kanali

Ora serrata

Premakiler bursa

Fovea

Martegiani alani

Sekil 2.2. Vitreus anatomisi.

Vitreus jeli hidratli hyaliironik asit molekiilleri ile ayrilan kolajen fibrillerinden
olusur. Vitreus kolajenleri, hiyalin kikirdak kolajenleri ile yakindan iliskilidir.
Vitreusta bulunan baglica kolajen Tip II’dir, bunun yani sira Tip V/XI ve Tip IX da
bulunur (19). Ozellikle vitreus tabaninda ve kortikal vitreusta kolajen lifleri yogundur.
Vitreus retinaya en siki sekilde vitreus tabaninda tutunur. Ayrica lens arka kapsiiliiniin
periferine, retina damarlarina, optik sinir basi1 kenarina ve perimakiiler bolgeye de
sikica tutunma gosterir. Vitreus, fibronektin ve laminin adhezyon molekiilleri
aracilifiyla i¢ limitan membrana (ILM) baglanir. Periferik vitreustaki yogun kolajen
lifleri, arka kutbun {izerinde arka hyaloid olarak da bilinen kortikal vitreusu olusturur.

Vitreoretinal arayiiz, arka hyaloidin kollajen lifleri ile ILM arasinda bulunur (20).

Vitreusun 2 ana yapisal bilesen olan kolajen ve hyaliironik aside ek olarak,
kolajen olmayan birkag¢ yapisal protein ve glikoprotein de tanimlanmistir. Bunlar
kondroitin siilfat (versican), optisin, VIT1 ve fibrillindir. insan vitreusu ayrica
hiyaliironidaz ve en az bir adet matriks metalloproteinaz (MMP-2 veya jelatinaz) da
igerir, bu da vitreus yapisal makromolekiillerin devrinin (turn-over) meydana

gelebilecegini destekler  (15). Kondroitin siilfat da hyaliironik asit gibi bir



glukozaminoglikandir, ancak hyaliironik asidin aksine siilfat bulundurmaz. Kondroitin
siilfat, vitreusun ultrayapisinin korunmasinda bagimsiz bir rol oynar. Versican,
vitreusta kondroitin siilfatin baskin seklidir ve vitreus jeli olusumuna katildigi

bildirilmistir (21).

Normal fizyolojik kosullar altinda, vitreus boslugunda ¢ok az hiicre bulunur.
Tanimlanan baskin hiicre tipi hiyalositlerdir. Bu hiicreler en yiiksek konsantrasyona
vitreus tabaninda ve arka kortikal vitreusta ulasir. Hiyalositler fagositik 6zelliklere
sahiptir, antijenleri isler ve bdylece vitreus boslugu icindeki immiinolojik yaniti

diizenlerler (22).

Insan vitreus jeli, yaklasik 40 yasindan itibaren kademeli olarak likefaksiyona
ugrar, boylece tipik olarak 80-90 yaslarinda vitreusun yarisindan fazlasi siv1 hale gelir.
Likefaksiyon siirecinde ince (12-15 nm) kolajen fibrillerinin daha kiigiik parcalara
ayrilmasi kritik bir adimdir. Plazminojen gibi bazi proteolitik enzimler, artan yasla
birlikte yiiksek vitreus konsantrasyonlarina ulasabilir. Ayrica artan yagla birlikte,
kortikal vitreus jeli ve ILM arasinda uzanan vitreoretinal araylizdeki adezyonda
zayiflamalar olusur. Bu siiregler sonunda 50 yasindan biiyiik bireylerin yaklagik
%350'sinde posterior vitreus dekolmani (PVD) olusur (23). PVD, kortikal vitreus
jelinin ILM'dan vitreus tabaninin arka sinirina kadar ayrilmasidir; o bolgedeki vitreus
ve retina arasindaki gii¢lii adezyon nedeniyle bu ayrilma vitreus tabanina uzanmaz.
Ancak bu cekinti yirtikli retina dekolmani, epiretinal membranlar ve makula

deliklerinin olusumuna sebebiyet verebilir (24).

Vitreus, oksidatif hasara kars1 koruma saglayan ytiksek askorbat seviyelerine
sahiptir. Mevcut askorbat oksijene baglanarak ¢evreleyen hiicreler tarafindan alinan
dehidroaskorbat olusturur. Vitrektomi geciren gozlerde, oksijen miktari temizleme
kapasitesini asar, bu durum lenste oksidatif stres yaratan reaktif bilesiklerin tiretimine

yol agarak katarakt olusumunu hizlandirir (25).

2.3. Proliferatif Vitreoretinopati

Proliferatif vitreoretinopati (PVR), regmatojen retina dekolmani (RRD)

cerrahisi basarisizliginin en yaygin nedenidir ve okiiler travmanin ciddi bir



komplikasyonudur. PVR terimi 1983 yilinda ilk kez Retina Cemiyeti Terminoloji
Komitesi tarafindan kullanilmistir (1). Anormal bir yara iyilesme yaniti olan PVR,
vitreus boslugu ile retina yiizeyinin her iki tarafinda hiicresel membranlarin biiylimesi
ve kontraksiyonu ile karakterizedir. Bu zarlarin kontraksiyonu sonucu makiiler
biiziisme (makiiler pucker), yeni retina yirtiklari, tekrarlayan retina dekolmanlari ve

okiiler hipotoni olusabilir (1-4).

PVR, tedavi edilen RRD vakalarinin %5-10"unda goriiliir. Vitreoretinal cerrahi
teknolojisindeki gelismelere ragmen degismeyen bir durum olan nihai cerrahi

basarisizligin temel nedenini olusturur (5-7).
PVR Risk Faktorleri; (3-5,8,26,27)
e (Cok sayida ve dev retinal yirtiklar
e Biiyiik RD
e Vitreus hemorajisi
e Operasyon oncesi PVR mevcudiyeti
o Afaki
e Uzamis inflamasyona bagli hipotoni
e Enfeksiyoz retinit
e Koroid dekolmani
e Uzun siireli inflamasyon veya iiveit
e Vitrektomi
e  Asiri kriyopeksi kullanimi1
e Agsiri endolazer kullanimi
e Tekrarlayan cerrahi prosediirler
e Hava veya kiikiirt heksafloriir (SFs) kullanim1
e Vitreusta yiiksek protein seviyeleri

e Sigara kullanimu (tek degistirilebilir risk faktorii) (28)
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2.3.1. Proliferatif Vitreoretinopati Patogenezi

PVR, multifaktoriyel bir siirectir. Doku yaralanmasmi takiben olusan;
inflamasyon, proliferasyon ve skar modiilasyonunu igeren dinamik bir yara iyilesme
sirecine benzerlik gosterir. Bu siire¢ yeniden sekillenme ve doku onarimi ile normal
okiiler yara iyilesmesi seklinde ilerleyebilecegi gibi, heniiz mekanizmasi tam

anlasilamamis olarak anormal sekilde de ilerleyebilir (3,5,8,18).

Temel olay retina yirtiginin olusmasidir. Hasara yanit olarak retinal glial
aktivasyon olusur ve PVR gelisiminde merkezi bir rol oynar (7). RPE hiicreleri yirtik
alanindan preretinal alana ve vitreusa go¢ ederler. Bunu glial hiicre proliferasyonu,
epiretinal ve subretinal bosluklara yayilim izler, ekstraseliiler matriks olusturulur. Bu
hiicreler, kontraksiyon elemanlarina sahip olduklar1 ve kolajen biriktirdikleri igin
miyofibroblast ozellikleri kazanirlar. Ayrica retina yiizeyinde fibrotik membran
olusumuna sebep olarak retinanin tekrar ayrilmasina yol agarlar. Dis retina iskemik
hale gelir ve retinal fotoreseptorler apoptozise ugrar. PVR'nin hiicresel kokenleri kritik
olmasina karsin, patogenezinde ekstraseliiler ortam da belirleyici bir rol oynamaktadir
(29,30). PVR membranlarinda bulunan eckstraseliiler matriksin ana bileseni olan

baslica kolajen tipi kolajen Tip I’dir (31,32).

2.3.2. Proliferatif Vitreoretinopatide Hiicresel Elemanlar ve Biiyiime

Faktorleri

Anormal bir yara iyilesme yanit1 olarak kabul edilen PVR’de sitokinler ve
bliylime faktorleri, patogenezde ana oyunculardir (4,8,18). PVR’de retinal hasari
takiben 2 temel olay meydana gelir; kan-retina bariyerinin bozulmasi ve inflamasyon.
RRD, kan-retina bariyerinde bozulmaya neden olarak hiicre gogiini ve
proliferasyonunu tetikler. Kan-retina bariyerinin bozulmasi vitreus boslugunda
kemotaktik ve mitojenik aktivitede artisa yol acar. Bu durum sistemik dolagimdan hem
sitokinlerin hem de biiylime faktorlerinin akis1 ile meydana gelir (33). PVR
hastalarmin vitreus sivisinda ve epiretinal membranlarinda makrofajlar, CD4+ ve

CD8+ T lenfositler, B lenfositler, major doku uyumluluk sinif II (MHC II) pozitif
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hiicreler dahil olmak iizere bir¢ok inflamatuar hiicre tanimlanmistir. Bunun yani1 sira

immiinoglobulin ve kompleman birikintileri de saptanmistir (4,34).

RPE hiicreleri, PVR'nin gelismesinde kilit bir unsurdur. Epiretinal
membranlarda en ¢ok bulunan hiicreler RPE hiicreleridir (35,36). Bunun yani sira
Miiller/glial hiicreler ve fibroblastlar da membranlarin igeriginde bulunur. RPE
hiicreleri fotoreseptorlerle temasi kaybettikten sonra meydana gelen degisiklikler,
PVR'nin baslamasi i¢in tetikleyici mekanizma kabul edilebilir (5,34). Gelisimin
baslarinda postmitotik hale gelen ve fotoreseptorleri desteklemek igin 6zel roller
tistlenen tek katli RPE hiicreleri; kolajen, fibronektin, trombospondin ve diger
matriks proteinlerini iceren gecici bir ekstraseliiler matriks icinde farklilagsmamis
hiicreler olusturur. Ardindan preretinal alana ve vitreusa go¢ eder. RPE hiicrelerinin
gbcll ve cogalmasinda inflamatuar hiicreler tarafindan salgilanan sinyaller, temas
kaybi, fotoreseptorlerden gelen sinyaller ve vitreusta bulunan faktorlere yanit dahil
olmak tizere farkli sinyallerin rol oynadigi gosterilmistir (8). Bruch membranindan
ayrilarak epitel morfolojilerini kaybedip ndral retinadaki bir yirtik yoluyla vitreusa
gd¢ eden RPE hiicreleri, noral retinanin yiizeyinde epiretinal membran olusumuna
katilirlar. Epiretinal membranlar, yara iyilesmesine benzer sekilde biiytir ve kasilir,
bu da daha fazla retina dekolmanina ve gérme kaybina neden olur (17). Bu siireg,
epitelyal-mezenkimal doniistim (EMD) olarak adlandirilir, PDGF (Platelet Kaynakli
Biiytime Faktorii) ve TGF- B (Dontstiiriicii Biiyiime Faktorii f) gibi vitreustaki
ajanlar tarafindan yonlendirilir. EMD, polarize bir epitel hiicresinin alttaki bazal
membrandan ve komsu hiicrelerden ayrilarak epitel 6zelliklerini kaybederken;
gelismis goc kapasitesi, istilacilik, apoptoza direng ve ekstraseliiler matriks
bilesenlerinin {iretimini igeren bir mezenkimal hiicre fenotipi kazanmasidir.
Boylelikle PVR'de, RPE hiicreleri ¢ogalan ve go¢ etme yetenegi kazanan fibroblast
benzeri hiicreler haline gelirler (17,37,38).

Miiller/glial hiicreleri de epiretinal membranlarda bulunur (35). Retina
dekolmani hem fotoreseptér dejenerasyonunu hem de Miiller/glial hiicrelerinin
cogalmasini tetikler. Retinanin hizli sekilde yeniden yatistirilmasi bu degisikliklerin
bazilarimi durdurup tersine g¢evirse de, noral retinada glial skar olusumunun gorsel

fonksiyondaki bozulmanin parcasi oldugu diisiiniilmektedir (30,39).
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Biiyiime faktorleri ve sitokinler/kemokinler, bozulmus kan-retina bariyeri
yoluyla ve immiin hiicreler ile retina ve vitreusun lokal hiicreleri arasindaki etkilesim
yoluyla vitreus bosluguna girer. En 6nemlilerinden bazilar1 platelet kaynakli biiyiime
faktorii (PDGF), hepatosit biliylime faktorii (HGF), vaskiiler endotelyal biiyiime
faktorii (VEGF), epidermal biiyiime faktorii (EGF), graniilosit-koloni uyarict faktor
(G-CSF), asidik ve bazik fibroblastik biiyiime faktorii (aFGF ve bFGF), insiilin
benzeri biiylime faktorii 1, bag dokusu biiyiime faktorii, doniistiiriicii biiyiime faktorii
o (TGF-a), doniistiiriicli biiylime faktorii f (TGF-p), tiimdr nekroz faktorii o (TNF)
-a), interferon B (IFN-), interferon y (IFN-y), interlokin 1 (IL-1), interlokin 1 B (IL-
1B), interlokin 6 (IL-6), interlokin 8 (IL-8), interlokin 10 (IL-10) ve CC motifli
kemokin ligand1 3, 4 ve 5 (CCL3, CCL4 ve CCL5) gibi kemokinlerdir. Bu biiylime
faktorlerinin ve sitokinlerin bir¢cogu, RPE ve glial hiicrelerin uyarilmasiyla

iliskilendirilmistir (36,40—45).

PDGF ve reseptorii (PDGFR) patogenezde ana oyunculardir ve yeni terapotik
hedefler olarak daha fazla dikkat g¢ekmektedir. PDGF dimerik yapiya sahip,
kemoatraktan, mitojen ve RPE hiicreleri i¢in hiicresel kasilmanin aracisi olarak gorev
yapan bir biiyiime faktoriidiir. PDGF reseptorleri PDGFR-aa, PDGF-B ve PDGFR-
af} olusturarak homodimerize veya heterodimerize olabilen iki gen tarafindan kodlanir
(46). Epiretinal membran Orneklerinde hem a hem de B formlar1 tanimlanmistir.
Bununla birlikte PDGFR-a daha kolay aktive edilir ve PVR'yi indiiklemede daha
etkilidir (47). PVR'li gozlerde PDGFR-o’nin daha yiiksek oranda aktive oldugu
gosterilmistir (48).

TGF-B, PVR patogenezinde rol oynadigi diisiiniilen bir bagka biiylime
faktoriidiir ve fibrozis olusumundaki gorevi bilinmektedir. Primat gozlerinin arka
segmentinde baskin form olan TGF-B2 ile RPE hiicreleri, fibroblastlar, trombositler ve
makrofajlar tarafindan salgilandigi bulunan giiclii bir kemoatraktandir (49). RPE
hiicrelerinin  mezenkimal fibroblastik hiicrelere doniistiiriilmesinde ve RPE
hiicrelerinde farkli yollardan Tip I kolajen sentezinin indiiklenmesinde ve fibrozise
neden olmasinda 6nemli bir rol oynar (32). PDGF'ye benzer sekilde, PVR'li hastalarin
vitreusunda TGF-B seviyeleri daha yiiksek bulunmustur. Spesifik olarak, arka
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segmentteki baskin TGF-B izoformu olan TGF-B2 konsantrasyonu, PVR'nin siddeti ile
onemli Olctide iliskilidir (50,51).

2.3.3. Proliferatif Vitreoretinopati Stmflandirilmasi

PVR icin ilk yaygin olarak taninan siniflandirma sistemi, Retina Cemiyeti
Terminoloji Komitesi tarafindan 1983 yilinda yaymlanmistir (Tablo 2.1) (1). Bu
siniflandirmanin en biiylik eksikliklerinden biri 6n ve arka PVR arasinda ayrim
yapilmamasidir. S6z konusu eksiklikleri gidermek i¢in, Silikon Caligma Grubu
tarafindan yeni bir siniflandirma semasi Onerilmistir (Tablo 2.2)  (52). Bu
simiflandirmada A ve B dereceleri ayni kalirken, farkli olarak C ve D dereceleri P
(posterior form) ve A (anterior form) ile degistirilmistir. P ve A dereceleri, kasilma
tirleri ile ayrica detaylandirilarak, PVR'nin yayillimi saat kadrani cinsinden

derecelendirilmistir (52).

Tablo 2.1. Retina Cemiyeti Terminoloji Komitesi Siniflamas1 (1983) (1)

Derece Klinik Bulgular

A Vitreus bulamklig, vitreusta pigment kiimeleri

B I¢ retina yiizeyinde kirigiklik ve sertlesme, retinal yirtik kenarinda kivrilma, retina
damarlarinda kivrim artigi

C Tam kalinlikta sabit retina katlantilar:

C-1 1 kadranda

C-2 2 kadranda

C-3 3 kadranda

D Dort kadranda sabit retina katlantilar

D-1 Genis huni sekilli

D-2 Dar huni sekilli

D-3 Optik diskin goriilemedigi kapali huni sekilli
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Tablo 2.2. Silikon Calisma Grubu Siniflamasi (52)

Derece Klinik Bulgular

A Vitreus bulanikligi, vitreusta pigment kiimeleri

B I¢ retina yiizeyinde kirisiklik ve sertlesme, retinal yirtik kenarinda kivrilma, retina
damarlarinda kivrim artisi

P Starfold ve/veya arka retinada yaygin kontraksiyon ve/veya arka retinada subretinal
membranlar

P1 1 kadranda (1-3 saat)

P2 2 kadranda (4-6 saat)

P3 3 kadranda (7-9 saat)

P4 4 kadranda (10-12 saat)

A On retinada gevresel ve/veya dikey (perpendikiiler) ve/veya 6n traksiyon

Al 1 kadranda (1-3 saat)

A2 2 kadranda (4-6 saat)

A3 3 kadranda (7-9 saat)

A4 4 kadranda (10-12 saat)

Tablo 2.3. Retina Cemiyeti Terminoloji Komitesi Siniflamasi (1991) (53)

Derece Klinik Bulgular

A Vitreus bulanikligi, vitreusta pigment kiimeleri

B I¢ retina yiizeyinde kirigiklik ve sertlesme, retinal yirtik kenarinda kivrilma,
retina damarlarinda kivrim artigi

CP1-P12 Tam kalinlikta sabit retina katlantilar1 veya ekvatorun gerisinde yerlesmis
subretinal bantlar

Tip 1 (fokal) Vitreus tabaninin arkasinda starfold

Tip 2 (diffiiz) Vitreus tabaninin arkasinda birbirine bitisik starfold, optik disk goriilemez

Tip 3 (subretinal) Reti.na ?lt}n(}a Proliferasyon, diske yakin halkasal bant, lineer bantlar, giive
yemis goriiniimiinde tabakalar

CA1-A12

Tip 1 (cepe cevre) Vitreus tabaninin arka kenarinda i¢ce dogru retina kontraksiyonu, retinanin

Tip 2 (anterior)

Tam kalinlikta sabit retina katlantilar1 veya ekvatorun oniinde yerlesmis
subretinal bantlar, kondanse vitreus bantlari

santrale ¢ekilmesi, periferik retinada gerginlik, arka retinada 1sinsal katlantilar

Vitreus tabanindaki retinada 6ne kontraksiyon, siliyer cisim dekolmani ve
episiliyer membran, iris retraksiyonu
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Smiflandirma semas1 Retina Dernegi Terminoloji Komitesi tarafindan 1991
yilinda giincellenmistir. Yeni siniflandirmada, artan siddetin 3 derecesi tanimlanmis
ve proliferasyonun 6n ve arka konumlari vurgulanmistir. A ve B dereceleri ayni
kalirken, D ¢ikarilmigtir. C ise proliferasyonun yeri, kasilma tiirleri ve saat kadrani
cinsinden yayilimin daha ayrintili bir tanimin1 igerecek sekilde degistirilmistir (Tablo
2.3) (53). Bununla birlikte, bu smiflandirmanin karmasikli§i nedeniyle nadiren
klinik pratikte kullanilmaktadir. PVR hakkinda yeni bilgileri iceren ve terapdtik
ajanlar i¢in yeni potansiyel hedeflere isaret eden revize edilmis bir siniflandirma

tiretmenin faydali olabilecegi diigiiniilmektedir (54).

2.3.4. Proliferatif Vitreoretinopatide Tedavi
2.3.4.1. Cerrahi Tedavi

PVR i¢in cerrahi miidahale birincil tedavi secenegidir (4,8). Bu prosediirlerin
ana hedefleri arasinda retina yirtiklarinin  onarimi, traksiyon kuvvetlerinin
hafifletilmesi, retinanin stabilizasyonu ve niiksiin azaltilmasi yer alir. Hafif ve orta
dereceli vakalar genellikle geleneksel cerrahi ile tedavi edilir. Ancak daha ileri vakalar
skleral ¢okertme, vitrektomi, membran soyma, perflorokarbon sivilarinin kullanima,
retinotomiler ve silikon yagi/gaz ile tamponad: igeren teknik olarak zor ameliyatlar
gerektirir. Cerrahi sonrasi anatomik basar1 vakalarin siddetine gore %60-80 arasinda
bildirilmektedir; ancak anatomik olarak basarili cerrahi gecirdigi diisliniilen hastalarin
sadece %40-80'inde fonksiyonel basar1 (gérme keskinligi 5/200 veya daha iyi)
saglanabilmektedir (4,8,55).

PVR i¢in ideal cerrahi zamanlamasi tartismalidir. Cerrahinin neden oldugu
kontrollii travma hiicresel proliferasyonu uyarabileceginden, klinik aktivite
belirtilerinin varliginin cerrahi miidahaleyi birka¢ hafta geciktirmenin bir gostergesi
olabilecegi one siiriilmektedir. PVR'de epiretinal proliferasyonun tamamen gelismesi
ortalama 6-12 hafta siirer. Operasyonu geciktirmek membran soyulmasini
kolaylastirmakta ve zarlarin daha eksiksiz bir sekilde ¢ikarilmasini saglamaktadir.
Ameliyat1 erteleme karari, makulanin durumu ve daha fazla erteleme ile gorsel

iyilesme potansiyeli lizerindeki etkileri ile dengelenmelidir. Bununla birlikte bu
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goriislerin klinik bulgularla ne 6lgiide iliskili oldugunu aydinlatmak i¢in daha fazla

calismaya ihtiyac vardir (55).

Siddetli PVR’li retina dekolmani vakalarinda primer skleral ¢okertme
cerrahisi ile anatomik basar1 orant %34-47'dir (4,55). PVR igin yiiksek riskli
hastalarda pars plana vitrektomi (PPV) ve skleral ¢okertme uygulanmasi, tek basina
PPV ile karsilastirildiginda 6nemli 6lgiide daha yiiksek anatomik basar1 oranlar ile
iliskilendirilmistir (56). Tamponad secenekleri arasinda ise perfloropropan (CsFs) ve
silikon yagi sonuglarinin benzer oldugu, ayrica her iki tamponadin da kiikiirt

heksafloriir’e (SFs) listiin olduklart saptanmistir (57,58).

Goriinen tiim membranlarin diseksiyonuna ragmen, bazi durumlarda retinanin
kontraksiyonuna ve kisalmasina yol agan intraretinal fibrozis nedeniyle yeniden
yatistirilmast miimkiin olmayabilir. Bu gibi durumlarda retinotomi (gevsetici insizyon)
veya retinektomi diisiiniilmelidir. Bu insizyonlar, retinanin kisaldigi bdlgelerde,
genellikle kasilmis dokunun arkasinda cevresel sekilde yapilir. Kanama nedeniyle
daha fazla inflamasyon gelisme olasiligin1 azaltmak i¢in retinektomi/retinotominin
kenarina titiz sekilde hemostazin saglanmasi Onerilir. Retina traksiyonu tamamen
rahatlatildiktan sonra, retinektomi/retinotominin ve yirtiklarin kenarlarina endolazer

uygulanmasinin ardindan sivi-hava degisimi yapilir (59).

PVR, vitreoretinal cerrahideki ilerlemelere ragmen ydnetimi zor bir problem
olmaya devam etmektedir. Hiicresel cogalmayir oOnlemek icin ek tedavilerin
kullanilmasi, cerrahi sonrast PVR'nin veya niikslerin Onlenmesi i¢in umut

vadetmektedir (7).

2.3.4.2. Medikal Tedavi

Gilinlimiizde PVR'nin tedavisi veya Onlenmesi ic¢in kanitlanmis bir
farmakolojik ajan yoktur. Farmakolojik miidahaleler ¢cogunlukla inflamasyonu, hiicre
proliferasyonunu ve fibrozisi baskilamaya yoneliktir. Incelenmekte olan birgok
antiinflamatuar, antiproliferatif, antineoplastik, bilylimeyi 6nleyici ve antioksidan ajan

ilgili patolojilerden bir veya daha fazlasini hedefler (4,8).
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Kortikosteroidler PVR icin test edilen ilk ajanlardir. Deneysel hayvan
modellerinde intravitreal triamsinolon asetonid veya topikal ve sistemik
kortikosteroidlerin bir miktar etkili bulunduklari gosterilmesine ragmen, hastalar
tizerinde yapilan klinik deneylerde gozlenen yanitlar zayiftir (4,8,60). Standart cerrahi
tedavi ve silikon yagi tamponadi ile yapilan PVR tedavisine ek olarak yavas salinimli
0,7 mg deksametazon intravitreal implantin (Ozurdex; Allergan Inc., Irvine, CA)
etkinliginin  arastirildigt  bir  prospektif calismada, deksametazon implant
uygulanmayan grupla karsilastirildiginda anatomik veya fonksiyonel basarida fark

olmadig1 gozlenmistir (61).

PVR proflaksisi veya tedavisi i¢in incelenen antioksidan, antiinflamatuvar,
antiproliferatif ve antineoplastik ajanlar arasinda 5-florourasil (5-FU), daunorubisin,
taksol, kolsisin, retinoik asit, ribozimler, vinkristin, sisplatin, adriamisin, etopsid,
takrolimus, mitomisin C, N-asetilsistein, okreotid, glukozamin, dekorin, hiperisin ve
daktomisin gibi bilesikler yer alir. Tiim bu bilesikleri i¢inde 5-FU, PVR tedavisi i¢in
en ¢ok test edilen bilesiklerden biri olmustur (4,8).

5-FU, DNA sentezini ve fibroblast proliferasyonunu engelleyen bir
antimetabolittir. Timidin olusumunu engelleyerek DNA sentezine etki eder. Filtran
glokom cerrahisinde skar olusumunu azaltmak ic¢in siklikla kullanilir. 5-FU, PVR
olusturulmus hayvan modellerinde faydali sonuglar géstermesine ragmen insanlarda
onemli yan etkileri nedeniyle yeterli sonuclar vermemistir (8,62). Insanlar {izerinde
yakin zamanda yapilan randomize kontrollii calismalarda 5-FU ve vitrektomi sonrasi
fibronektin ve biiyiime faktorlerine baglanarak postoperatif fibrini azaltan diisiik
molekiiler agirlikli heparin (DMAH), plasebo ile karsilastirmistir. 5-FU ve DMAH ile
adjuvan tedavi uygulanan grupta postoperatif PVR insidansinda ve tekrarlayan
ameliyat oranlarinda anlamli bir azalma bulunurken, gorme keskinligi ve
komplikasyon oranlar1 agisindan anlamli farklilhik saptanmamistir (63). Diger
calismada ise kombine 5-FU ve DMAH'in PVR i¢in uygulanan vitreoretinal
cerrahinin bagart oranin1 6nemli dl¢iide etkilemedigi goriilmiistir (64). Baska bir
calismada ise tedavi ve plasebo gruplarinda PVR insidansi istatistiksel olarak anlamli
bulunmamistir (65). Sonuglarin tutarsizliglr nedeniyle daha fazla veri elde edilene

kadar, 5-FU ile DMAH kullanimima iliskin gelecekteki aragtirmalarin yalnizca
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postoperatif dnemli 6l¢iide retina skar1 gelistirmesi muhtemel olan RD hastalarinda

yapilmasi 6nerilmektedir. (66).

Daunorubisin, hiicre dongiisiinden bagimsiz bir sekilde DNA ve RNA
sentezini inhibe eden bir topoizomeraz inhibitoriidiir. Daunorubisin Calisma Grubu
tarafindan PVR'li gozlerde vitrektomi sirasinda hiicre ¢ogalmasini ve hiicre gogiinii
durduran bir antrasiklin grubu antibiyotik olan daunorubisinin giivenligini ve
etkinligini arastirilmistir. Daunorubisin kullaniminin retina cerrahisi gegiren PVR
hastalarinda yeniden ameliyat oraninda kii¢tlik bir azalma ile sonuglandig1 goriilmiis, 1
yilda gérme keskinligi ve yeniden baglanma oraninda fark saptanmamistir (67).
Cogalan hiicrelerdeki niikleer antijeni hedefleyen DNA-RNA kimerik ribozimleri,
preklinik ¢aligmalarda umut vadetmesine ragmen PVR icin ¢ok merkezli klinik

calismalarda anatomik veya gorsel fayda sagladigi gosterilememistir (68,69).

Taksol ve kolsisin hiicrelerin gogiinii ve ¢ogalmasini azaltabilen, mikrotiibiil
olusumunu stabilize etme ve engelleme islevi goren ajanlardir. Bu ajanlarin preklinik
calismalarda basarili oldugu bulunmustur (70-72). Ancak farkli etiyolojiye sahip
PVR'si olan hastalara verilen diisiik doz oral kolsisinin (1.2 mg/giin) klinik

sonuglarinin kontrol grubu ile arasinda anlamli fark bulunmamistir (73).

Anti-VEGF ajanlarinin, dolayli olarak PDGFR aktivasyonunun inhibisyonu
yoluyla deneysel PVR modellerini inhibe etmede etkili oldugu gosterilmistir (74).
Fakat yapilan klinik ¢aligmalarda vitrektomi sonrasi intravitreal bevacizumab alan ve
almayan gruplar arasinda gérme keskinligi ve anatomik basar1 agisindan anlamli fark

gozlenmemistir (75,76).

Retinoik asit, in vitro olarak RPE hiicrelerinin biiyiimesinin durdurulmasini
tesvik eder. Vitrektomi geciren PVR hastalarinda oral retinoik asit kullanimina iliskin
35 hastay1 iceren prospektif randomize bir klinik ¢aligma, oral retinoik asit ile tedavi
edilen hastalarda retina dekolmani ve makiiler pucker olusumunu 6nemli Slgiide
azalttigin1 ve gérmede iyilesme oldugunu gostermistir (77). Yakin zamanda yapilan
bir ¢aligma izotretinoinin, yiiksek PVR riski olan primer RRD'li hastalarda PVR

kaynakli yeniden ayrilma riskini azaltmada olumlu etkiye sahip olabilecegini; ancak
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yerlesik PVR'ye sahip rekiirren RRD vakalarinda olumlu etkisinin olmadigini

gostermektedir (78).

Metotreksat bir folat antagonistidir. Metotreksatin hiicre proliferasyonunu
inhibe ederek ve diizenlenmis hiicre 0liimiinii indiikleyerek in vitro PVR modelini
inhibe ettigi gosterilmistir (79). PVR hastalariin vitrektomi sirasinda intravitreal
metotreksat inflizyonu ile tedavi edildiginde daha diisiik PVR insidansina sahip
oldugunu bir bagka retrospektif ¢alismada saptanmistir (80). Yeni yapilan diger bir
calismada metotreksatin PVR riski yiiksek hastalarda ve PVR riski olmayan
hastalarda, metotreksatsiz PPV'ye kiyasla daha iyi fonksiyonel sonuglar verdigi; ancak

yerlesik PVR'si olan vakalarda ayni basariya ulagilamadigi saptanmistir (81).

Mitomisin-C giiniimiizde antiproliferatif etkileri nedeniyle cerrahi bagari
oranlarini artirmak i¢in okiiler cerrahide (trabekiilektomi, pterjiyum eksizyonu vb.
gibi) kullanilan bir anti-neoplastik ajandir. Yapilan bir calismada mitomisin-C
emdirilmis siingerler ile lokalize intraokiiler Mitomisin-C uygulamasinin travma
sonrast PVR oranini ve buna bagli komplikasyonlar1 azaltmada potansiyel bir roli
oldugu saptanmistir (82). Yakin zamanda yapilmis bir baska c¢alismada; vitreoretinal
cerrahide “mitomisin-C sandvi¢ teknigi” ile gecici intraokiiler uygulamanin, PVR'li
veya yliksek PVR gelisme riski olan siddetli travmatik RD olgularinda iyi anatomik
ve gorsel sonuglar verdigi gosterilmistir. Ayrica mitomisin-C uygulamasinin

vitreoretinal cerrahi sonrasi daha fazla PVR gelisimini engelledigi goriilmiistiir (83).

PVR'nin 6nlenmesi ve tedavisi i¢in g¢esitli tibbi ajanlar1 arastiran randomize
caligmalar heniiz klinik yaklagimi yonlendirememektedir (84). Simdiye kadar PVR
tedavisi i¢in herhangi bir farmakolojik ajan bulunamamuistir, ancak profilaksi i¢in umut

verici yaklagimlar mevcuttur (85).

2.4. Nintedanib

Nintedanib (BIBF1120), 2014 yilinda FDA tarafindan Idiopatik Pulmoner
Fibrozis (IPF) tedavisinde onaylanan ilk tirozin kinaz inhibitoriidiir  (9).
Gergeklestirilen klinik c¢aligmalar (TOMMOROW, INPULSIS-1, INPULSIS-2),

nintedanib ile tedavinin hastaliin ilerlemesini yavaglatma etkinligini zorlu vital
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kapasitedeki (FVC) yillik diisiisti onemli dlgiide azaltarak gosterdigini dogrulamistir.
IPF tedavisi igin oral yolla, giinde iki kez 150 mg dozunda kullanimi nerilmektedir
(86). En sik bildirilen yan etkiler arasinda, diyare, mide bulantisi ve kusma, abdominal
agri, istahta azalma, viicut agirliginda azalma ve hepatik enzimlerde yiikselme
bulunur. Nintedanib'in etki mekanizmasi nedeniyle, artan kanama riski yaratabilecegi
belirtilmistir. INPULSIS calismalarinda, kanamaya bagl yan etki gozlenen hastalarin
ylizdesi, nintedanib alanlarda biraz daha ytliksek bulunmustur. Ancak bunlar genellikle
kiigiik burun kanamalar1 veya kiiciik yaralanmalarla birlikte artan morluklar seklinde

bildirilmis olup, ciddi kanama insidansinin ¢ok diisiik oldugu gézlenmistir (86).

Nintedanib PDGF reseptorii-a ve -p, FGF reseptorii-1-3 ve VEGF reseptorii-
1-3"ti hedefleyen kiiciik molekiillii bir multikinaz inhibitdriidiir. Ayrica Src ailesi kinaz
lenfosite 6zgii tirozin protein kinazi (Lck), koloni uyarict faktor (CSF)-1 reseptoriinii
(CSF1R) ve medyan inhibitor konsantrasyon (IC50) degerleri <100 nM olan diger 20
kinaz1 inhibe eder. Ikameli bir oksindol tiirevi olan BIBF 1120, VEGFR-2'nin ATP
rekabetci inhibitorlerini ve diger proanjiyogenik reseptdr tirozin kinazlarim
tanimlamak i¢in tasarlanmig bir kimyasal Onciil optimizasyon programinda
tanimlanmistir  (10,87). Bu bilesik VEGF reseptorleri (VEGFR), FGF reseptorleri
(FGFR) ve PDGEF reseptorleri (PDGFR) iizerindeki giiglii ve spesifik inhibisyonuna
ek olarak diger insan kinazlari ile diisiik capraz reaktivitesi nedeniyle se¢ilmistir (87).
Hedef kinazlarin ATP baglanma yerlerini isgal ederek ve aktivasyonlarini dnleyerek
rekabetci bir inhibitor gorevi gorilir. Anjiyogeneze katkida bulunan ti¢ hiicre tipinde
(endotelyal hiicreler, perisitler ve diiz kas hiicreleri) protein kinaz sinyal yollarim
inhibe ederek hiicre proliferasyonu ve apoptozis inhibisyonunu saglar  (88).
Nintedanibin farmakolojik profilinin 6nemli bir 6zelligi, hedef kinaz inhibisyonunun
dikkat ¢ekici sekilde siirdiiriilebilme stiresidir. VEGFR-2'nin in vitro inhibisyonunun,
sadece 1 saat boyunca nintedanibe maruz birakilan VEGFR-2 ile transfekte edilmis
NIH3T3 hiicrelerinde en az 32 saat siirdiiriilebildigi saptanmistir. Bu durum yavas

reseptOr ayrisma kinetigini diisiindiirmektedir (10).

Saglikli bireylerden alinan farmakokinetik verileri, nintedanibin oral
uygulamay1 takiben hizla emildigini, maksimum plazma konsantrasyonuna (Cmax)

ulasma medyan siiresinin 1,3 saat ve terminal yarilanma dmriiniin 13,7 saat oldugunu
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gostermektedir (89). Nintedanib intravendz uygulanmasindan sonra periferik dokulara
yaygin dagilim gosterir ve yiiksek bir dagilim hacmine sahiptir (1050 L). Sicanlarda
nintedanibin santral sinir sistemi disindaki periferik dokulara hizli ve homojen bir
sekilde dagildig1 gosterilmistir. Bu durum nintedanibin kan-beyin bariyerini
gecemedigini disiindiirmektedir. Nintedanib plazma proteinlerine %97.8 oraninda

baglanir. Alblimin ana baglayici proteindir (88).

Nintedanib hidrolitik ester bdliinmesi yoluyla metabolize edilir, daha sonra
glukuronidasyona ugrayan ve fecgesle atilan serbest asit parcasinin olusumuyla
sonuglanir. Ozellikle sitokrom P450 enzimleri tarafindan metabolize edilen ilaclarla
etkilesim icin diisiik bir potansiyele sahiptir. P glikoprotein inhibitorleri veya

indiikleyicileri olan ilaglarin birlikte uygulanmasi farmakokinetigi etkileyebilir. (88).

Nintedanibin yar1 6mrii, bevacizumab, sunitinib ve sorafenib dahil olmak
tizere diger antianjiyogenik ajanlardan belirgin sekilde daha kisadir (90). In vitro
gozlemlendigi gibi, nispeten kisa yarilanma omrii ve maruziyetten uzun siire sonra
hedef kinazlarin siirekli inhibisyonu, nintedanib farmakolojisinin uygun bir

giivenlik/etkinlik profili saglayabilecegini gostermektedir (10).
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Sekil 2.4. Nintedanibin kimyasal yapisi
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2.5. Deneysel PVR Modelleri

2.5.1. in Vitro

RPE hiicreleri ve fibroblastlar, PVR patogenezinde rol oynayan 6nemli hiicre
tipleridir. Insan PVR membranlarindan tiiretilen birincil kiiltiirler, in vitro modeller
olarak yaygin kullanilmaktadir. {lag arastirmalari icin hiicrelerin kullanilmasinin bariz
bir avantaj1, uygulanabilirligi ve kontrol edilebilirligidir. Bununla birlikte farkli hiicre
tiplerinin belirli ilaglara duyarlilig1 oldukca degisken olabilir ve bu degiskenlik, ilag

etkinliginin degerlendirilmesinde zorluklara yol agabilir (91).

2.5.2.in Vivo

Ilk gelistirilen PVR modelleri, PVR'yi baslatmak igin siklikla dermal
fibroblastlar enjekte edilmesini igermekteydi. Daha sonrasinda PVR stimiilasyonu i¢in
kornea, koroid ve konjonktival fibroblastlar, RPE hiicreleri ve makrofajlar gibi diger
hiicre tipleri de kullanilmigtir. Hiicre enjeksiyon modelleri yaygin olarak
kullanilmaktadir. Basit hiicre enjeksiyon modellerinin 6nemli avantaji, minimal
invaziv olusudur. Buna ek olarak, PVR olusumunu arttirmak i¢in belirli biiyiime
faktorleri ve trombositler de ayni1 anda enjekte edilebilir. Farkli hiicre tiirlerinin
enjeksiyonuna ek olarak, diger manipiilasyonlar (trombositten zengin plazma/kan
enjeksiyonu ve cerrahi manipiilasyon gibi) sinerjistik olabileceginden siklikla
kullanilmaktadir  (92). Retinotomi, kriyopeksi, dispaz enjeksiyonu ve skleral
hasarlama gibi cerrahi manipiilasyonlar retina hasarim1 ve kan-retina bariyerinin

yikimini taklit etmek i¢in uygulanabilmektedir.

Farkli hayvan tiirlerinin kendilerine 06zgli artilar1 ve eksileri
bulunmaktadir. Tavsan modelleri oftalmolojik arastirmalar icin yaygin olarak
kullanilmaktadir. Genis vitreus hacimleri nedeniyle lens ve retina hasar1 riskinin
daha az olusu ile manipiilasyon kolaylig1 en biiylik avantajidir. Ancak tavsanlarin
kan damarlar1 ve sinir lifi dagilimi basta olmak {izere retina yapisi insan
retinasindan  farklidir. Bu durum patolojik ve immiinohistokimyasal

incelemelerde kisitlamalara neden olmaktadir (91).
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Literatiirde yer alan baslica in vivo PVR modelleri sunlardir; (91)

e Otolog dermal fibroblast hiicre enjeksiyonu

e Yapay travma uygulanmasi

¢ Homolog dermal/korneal/koroidal/konjonktival fibroblast enjeksiyonu
e Homolog RPE hiicre enjeksiyonu

e  Aktive makrofaj enjeksiyonu

e (Coklu cerrahi manipiilasyonlar (pars plana lensektomi, sklerotomi,

vitrektomi, retinotomi vs.)
e Gaz kompresyonu + homolog RPE hiicresi/fibroblast enjeksiyonu
e Dispaz enjeksiyonu
e Plateletten zengin plazma enjeksiyonu

Bu modeller tek basina kullanilabilecegi gibi kombinasyonlar1 da

uygulanabilmektedir.
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3. GEREC VE YONTEM

Calisma Hacettepe Universitesi Deney Hayvanlart Uygulama ve Arastirma
Merkezi (HUDHAM), Hacettepe Universitesi Tip Fakiiltesi Histoloji ve Embriyoloji
Anabilim Dali ve Yeditepe Universitesi Eczacilik Fakiiltesi Farmasotik Teknoloji
Anabilim Dali’nda gergeklestirilmistir. Hacettepe Universitesi Hayvan Deneyleri
Yerel Etik Kurulundan 25/11/2020 tarihli 2020/54 kayit numarasi ile onay alinmistir.
Bu calismadaki tiim hayvan deneyi uygulamalari, Oftalmik ve Gorme
Aragtirmalarinda Hayvanlarin Kullanimina Iliskin ARVO (The Association for
Research in Vision and Ophthalmology) Beyani hiikiimlerine uygun olarak

gerceklestirilmistir.

3.1. Lipozom I¢erikli %0,5 Nintedanib Soliisyonunun Hazirlanmasi

%0,5 Nintedanib (MedChemExpress, ABD) iceren lipozomlarin
hazirlanmasinda dehidrasyon-rehidratasyon yontemi kullanilmistir (93). Yumurta
fosfatidilkolin (Sigma Aldrich, Almanya), 1:3 molar oranli kolesterol (Sigma Aldrich,
Almanya) ve nintedanib (5 mg/ml) ilave edilerek metanol:kloroform (2:1) i¢inde
¢oziindiiriilmiistiir. Balon joje igerisinde bulunan bu ¢6zeltinin, diisiik basing altinda
buharlastirilmasi ve lipit filmin balon jojenin cam yiizeyi etrafinda homojen bir sekilde
yapismasi i¢in rota evaporatdre (Heidolph, Almanya) baglanmistir. Coziiciiniin
ucurulmasindan sonra lipit film, fosfat tamponlu bir salin (PBS) (0.1 mmol / L, pH
7.4) eklenerek 10 dakika ultrasonik banyoda (Isolab, Almanya) bekletilmistir. Daha
sonra hazirlanan nintedanib yiiklii lipozomlar, laminar akis kabininde (Biobase, ABD)
UV 15181 altinda steril 0,22 um polikarbonat filtre (Millipore Co., Billerica, MA, ABD)
ile filtre edilerek 1,5 mL viallere (Agilent, ABD) doldurulmustur. Kullanima kadar +4

derecede iklimleme kabininde (Binder, Almanya) muhafaza edilmistir.

3.2. Deney Modelinin Olusturulmasi

Deney modelini olusturmak iizere Tarim ve Orman Bakanlig1 deneysel amagh
hayvan lretim ve tedarik ruhsatina sahip yetistiriciden 14 adet, yaklasgik 2 kg

agirliginda, her iki cinsiyetten, beyaz Yeni Zelanda tavsanlari temin edildi. Calisma



25

siiresince denekler uygun beslenme ve barinma kosullar1 saglanarak HUDHAM'de

muhafaza edildi.

Deneklerin tamami uygulama oncesi merkezde 1 haftalik aklimatizasyon
stiresini tamamladi. Ardindan genel anestezi saglanmasi1 amaci ile intramuskuler yolla
35 mg/kg ketamin (Keta-control %10, Doga llag, Tiirkiye) ve Smg/kg ksilazin
(Basilazin %2, Bavet, Tiirkiye) uygulandi. 12 adet tavsanin rasgele belirlenen bir
gbziine tropikamid (Tropamid %0.5, Bilim Ilag, Tiirkiye) damlatilarak pupiller
dilatasyon saglandi. Deneye dahil edilen tavsanlarin gorme fonksiyonlari
etkileneceginden her denegin bir gdziine uygulama yapildi. Uygulamanin hemen
oncesinde proprakain (Alcain %0.5, Alcon, Belg¢ika) ile lokal anestezinin de
saglanmasindan sonra denegin gdziine blefarosta yerlestirildi. Indirekt oftalmoskop ve
20D lens ile tiim deneklere fundus muayenesi yapildi ve anatomik olarak normal
yaptya sahip olduklar1 dogrulandi. Ardindan uygulama yapilacak alandaki konjonktiva
% 5 povidon iyot ile silindi. Yaklasik saat 11 hizasinda, supraorbital kaslarin
yakininda, limbusun yaklagik 5 mm gerisinden 23G igne yerlestirildi (Sekil 3.1).

Islem sirasinda lense ve diger ¢evre dokulara temas etmemeye 6zen gosterildi.

Sekil 3.1. Deneyin uygulanisi

A) 23G ignenin yerlestirilmesi; B) Hasarlanan bolgenin sematik gosterimi.

Indirekt oftalmoskop esliginde igne 45 ° ag1ile 12.5 mm derinlige kadar vitreus
bosluguna dogru nazikge ilerletildi. Daha sonra retinaya dogru egilerek, keskin ucla

delinme yaralanmasina neden olacak sekilde retinaya dokunulup vitreus hemorajisinin
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olustuguna emin olundu (Sekil 3.2). Bu esnada igne hafif¢e geri cekilerek 0.1 ml
vitreus aspirasyonu yapildi. Hasarlanan bolgenin hemen iizerine enjektor kismi
degistirilerek 0,05 U/0,1 ml dispaz ¢ozeltisi (Boehringer Mannheim, ABD) enjekte
edildi. Daha once yapilmis ¢alismalarda kabul edilebilir diizeyde vitreus bulanikligi
ve katarakt olusumuna sebebiyet veren dozun 0,05-0,07 U olarak tespit edilmesi
sebebiyle uygulama bu dozda yapilmistir (94,95). ignenin yavasca geri gekilmesi
esnasinda enjektor kismi degistirilerek midvitreusa gelindiginde, deneklerin rasgele
belirlendigi gruba gore enjeksiyon yapildi. Rasgele belirlenen 6 tavsanin
midvitreusuna 0.1 ml %0,5’lik nintedanib enjekte edildi. Kontrol grubu olarak
belirlenen diger 6 adet tavsanin midvitreusuna ise 0.1 ml fosfat tamponlu salin (PBS)
enjekte edildi. Enjeksiyonlardan hemen sonra uygulama yapilan géze Tobramisin
(Tobrased %0.3, Bilim ilag, Tiirkiye) damlatildi. Tavsanlar enjekte edilen maddenin
ozelligine gore; PBS enjekte edilerek kontrol grubuna dahil olanlar K1, K2, K3, K4,
K5, K6 olarak numaralandirildi. Ilag verilen gruptakiler ise N1, N2, N3, N4, N5, N6

olarak numaralandirildi.

Denekler dordiincii haftanin sonunda yiiksek doz ketamin ve ksilazin ile

Otenazi edilerek uygulama yapilan gozleri eniiklee edildi. Eniiklee edilen gozler

formaldehit soliisyonu i¢inde fikse edildi.

Sekil 3.2. Normal tavsan fundusu ve uygulama sonrasi

A) Tavsan fundusunun meranjiyotik yapist ve optik disk; B) Uygulamadan hemen sonra gézlenen hemoraji
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3.3. Oftalmolojik Muayene

Deney modelinin olusturulmasindan sonra deneklere 4 hafta boyunca haftalik
genel anestezi altinda fundus muayenesi yapildi ve goriintiiler akill telefon yardimi ile
kaydedildi. Fundus bulgular1 Fastenberg skalasina gore derecelendirildi (96).
Dordiincii haftanin sonunda portatif slit lamba (SL-15, Kowa, Japonya) ile 6n segment
muayenesi de yapildi. Denekler korneal 6dem, iiveit ve lens opasitesine yonelik

muayene edildi.

Tablo 3.1. Deneysel PVR icin Fastenberg Siniflamas1 (96)

Evre Ozellikleri

Evre 0 | Degisiklik yok, normal retina

Evre 1 Intravitreal membran

Evre 2 Fokal traksiyon; lokalize vaskiiler degisiklikler; hiperemi; tikaniklik;
vre
dilatasyon; vaskiiler elevasyon

Evre 3 Mediiller rayda lokalize dekolman

Genis retina dekolmani; total mediiller ray dekolmani; peripapiller

Evre 4 retina dekolmani

Evre 5 Total retina dekolmani; retinal foldlar ve delikler

3.4. Vitreus Orneklerinin Alinmasi

PVR modeli olusturulmamis 2 adet tavsanin her iki goziine genel anestezi
altinda 0,1 ml % 0,5’lik nintedanib enjekte edilmesinin ardindan; 1, 7, 14 ve 35.
giinlerde vitreus 6rnekleri alindi. Her gézden belirlenen zaman araliklarinin birinde
yluksek basingli sivi kromotografisi (HPLC) i¢in 6rnek alindi ve 6rnekler +4 derecede
saklandi. Daha sonrasinda denekler 6tenazi edilerek gozleri eniiklee edildi ve ilacin
normal retinaya olan etkilerinin histolojik olarak olarak incelenmesi i¢in formaldehit

sollisyonunda muhafaza edildi.
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3.5. Nintedanibin HPLC Analiz Prosesi
3.5.1. HPLC Analizi

Yiiksek basingli stvi kromotografisi (HPLC), Agilent 1100 serisine ait G1311A
QUATPUMP model pompa, G1379A gaz giderici ve G1315A model UV absorbans
dedektoriinden olusmaktadir. HPLC igin bir Zorbax Agilent Eclipse XDB-C18 kolon
(250 x 3.0 mm, i¢ ¢apa gore uzunluk, 5 pm partikiil boyutu, Agilent Technologies inc.,
ABD) kullanilacaktir. Mobil faz, 20 mmol potasyum fosfat tamponu (pH 3.0) /
asetonitril (7:3) karigimindan olusmaktadir. Mobil faz akisi izokrotik yontem
kullanilarak yapildi, 35° C'de 0.6 ml / dak'lik bir akis hizinda gergeklestirildi.
Nintedanibe ait dalga boyu 390 nm'lik UV absorbans saptamasiyla izlendi (97). Ornek
enjeksiyon hacmi 10 pL ve toplam ¢alisma siiresi 14 dakikadir. Kromatogramlar, bir
cevrimi¢i bilgisayar araciligiyla ve Agilent Chemstatiton yazilimi (Agilent

Technologies, Inc., CA, ABD) kullanilarak entegre edilip ve islendi.

3.5.2. Nintedanib'in Stok Soliisyonlar1 Hazirlanarak Kalibrasyonunun

Yapilmasi

Standart stok c¢ozeltisi (1 mg / ml) nintedanib deiyonize su igerisinde
¢Oziindiiriilerek hazirlandi ve sirasiyla 0.25, 0.5, 1, 2, 4 ve 8 ng / ml konsantrasyonlara
seyreltildi. Kalibrasyon ¢ozeltileri deiyonize su ile seyreltilerek standart nintedanib
sollisyonlart (12.5, 25, 50, 100, 200 ve 400 ng / ml) hazirlandi. Validasyonda
kullanilan kalibrasyon c¢ozeltileri, nintedanib uygulamasi olmaksizin tavsanlardan
toplanan vitreus sivilar1 kullanilarak standart soliisyonlarla aymi sekilde hazirlandi.
Vitreus sivisinin ekstraksiyonu HPLC metodunda yer alan mobil faz (20 mmol
fostat tamponu (pH 3.0) / asetonitril (7: 3)) kullanilarak yapildi. Nintedanibin mobil
faz igerisinde 8000ng / ml konsantrasyonda ¢dzeltisi hazirlandiktan sonra, ¢ozeltiden
500 pl almip fosforik asit i¢erisinde ¢oziildii. Bu ¢ozeltiye, 500 ul asetonitril ilave
edildikten sonra 30 saniye boyunca vorteksle karistirildi. Son islem olarak azot gazi
altinda ugurulup deiyonize suda ¢oziindiiriilmesiyle gerceklesti (98). Tiim ¢ozeltiler

kullanimdan once +4 ° C'de saklandi.
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3.5.3. HPLC Analizine Ornek Hazirlama

Vitreus 6rneginin (80 pl) ekstraksiyonu, Boliim 3.5.2°de agiklanan sekilde
yapildiktan sonra Siipernatant, 0.22 um'lik bir filtreden (Millipore Co., Billerica, MA,
ABD) gecirilerek, HPLC sistemine enjekte edildi.

3.6 Doku Orneklerinin incelenmesi
3.6.1. Goz Kiiresi Hematoksilen ve Eozin Boyama

Entiklee edilen tavsan gozleri %10 tamponlu formaldehitte fiksasyon sonrasi
Doku Takip Cihaz1 (Leica TP1020, Leica Microsystems, Almanya) ile takibi
yapildiktan sonra parafine gomiildii. Kizakli Mikrotom (Leica SM2000R, Leica
Microsystems, Almanya) ile 5 pm kalinliginda kesitler alinip, rodajli lamlara alindi.
Ksilende deparafinize edilen preperatlar dereceli alkollerden gecirilerek rehidrate
edildi. Ardindan Hematoksilen-Eozin boyama teknigine uygun bir sekilde once 8
dakika Mayer’s hematoksilende bekletilip, akarsuda yikandi. Sonrasinda 1 dakika
eozin boyasi ile boyanip, dereceli alkollerde dehidrate edildikten sonra kapatildi ve
aydinlik alan mikroskobunda (Leica DM6000 B, Leica Microsystems, Almanya)

incelendi.

3.6.2. Goz Kiiresi Trikrom Boyama

Eniiklee edilen tavsan gozleri %10 tamponlu formaldehitte fiksasyon sonrasi
Doku Takip Cihaz1 (Leica TP1020, Leica Microsystems, Almanya) ile takibi
yapildiktan sonra parafine goémiildii. Kizakli Mikrotom (Leica SM2000R, Leica
Microsystems, Almanya) ile 5 pm kalinliginda kesitler alinip, rodajli lamlara alindu.
Ardindan Azan trikrom set (BO 04-001802, Bio-optica, Italya) ile boyamas: yapild.
Aydinlik alan mikroskobunda (Leica DM6000 B, Leica Microsystems, Almanya)

incelendi.
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3.6.3. Goz Retinasinda Iimmiinfloresan Isaretleme

Tavsan gozleri eniiklee edildikten sonra %10 fosfat tampon %4 fenol iceren
formaldehitte fiksasyonu yapildi. Fiksasyon sonrasi kasetlenen dokular Doku Takip
Cihaz1 (Leica TP1020, Leica Microsystems, Almanya) ile takibi yapildiktan sonra
gomiilmeye hazir hale getirildi. Takip sonrasi parafine gomiilen dokulardan Kizakli
Mikrotom (Leica SM2000R, Leica Microsystems, Almanya) ile 5 um kalinliginda
kesitler alinip, HistoBond®+ lamlara alindi. Ardindan kolajen-1’1 gdstermek i¢in
kolajen-1 monoklonal (MA1-26771, Thermo, ABD) ve sekonder antikor Alexa flour
488 (A-11001, Thermo, ABD) kullanilarak indirekt immunfloresan teknigi ile
isaretlendi. Bunun igin preperatlar ksilende deparafinize edildikten sonra dereceli
alkollerden gecirilerek rehidrate edildi ve sitrat tamponda antijen geri cagirma yapildi.
Endojen peroksidaz aktivitesi bloklandi. PBS ile yikandiktan sonra kolajen-1
monoklonal antikoru ile bir gece boyunca inkiibe edildi. Ardindan kesitler her biri 5
dakika olmak iizere 3 kere yikandi ve Alexa Flour 488 ile inkiibe edildi. Ardindan
kesitler tekrar yikanip DAPI ile boyandiktan sonra kapatildi ve floresan mikroskobu
(Leica DM6000 B, Leica Microsystems, Almanya) ile fotograflandi. Ardindan
kolajen-1 yogunlugu belirlenmesi i¢in ImageJ goriintii analiz programi (National
Institutes of Health, ABD) ile fotograflar acilarak, floresan 1s1ma intensitesi
belirlendi. Olgiilen intensitelerin yar1 niceliksel (semi-kantitatif) olarak belirlenmesi

i¢in her 6l¢iim 3 kez tekrarlandi.

3.7. istatistiksel Analiz

Arastirma %095 giiven diizeyinde 2 grup literatiirde onerilen etki biiyiikliikleri
igerisinden genis diizey etki biiytikliiglinde (d=1.80, Cohen,J) en az 12 genisliginde (6
ilag ve 6 kontrol) &rneklemler secildiginde %80 giic elde edilmistir (Orneklem

genisligi GPower 3.1 versiyonu programi kullanilarak hesaplanmuistir).

Verilerin istatiksel degerlendirilmesinde SPSS (Statistical Package Social
Sciences) 22.0 istatistik paket programi kullanilmigtir. Nicel veriler aritmetik ortalama
(%), standart sapma (SS), medyan (ortanca), birinci ¢eyreklik ve iicilincii ¢eyreklik

degerleri ile degerlendirilirken nitel verileri say1 ve ylizdeler ile degerlendirilmistir.
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Nicel verilerin normal dagilima uygunlugunu degerlendirmek amaciyla Shapiro Wilk
testi uygulanmustir. Bu test sonucunda iki bagimsiz grup karsilastirmalarinda, normal
dagilim gostermeyen verilerde Mann Whitney-U testi kullanilmistir. Nitel verilerin
karsilastirilmasinda Fisher Exact test kullanilmustir. Tki nicel veri arasindaki iliski ve
seviyesinin belirlenmesi i¢in Spearman korelasyon analizi uygulanmistir. Biitiin
istatistiksel analizlerde onemlilik seviyesi olarak p<0,05 olarak kabul edilmistir. P

degeri 0,05-0,1 arasi1 ise sinirda anlamli olarak kabul edilmistir.
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4. BULGULAR

Calismaya dahil edilen 14 adet tavsan haftalik oftalmolojik muayeneden
gecirilmis ve sorumlu veteriner tarafindan sistemik agidan da takibi yapilmustir.
Tavsanlarin herhangi birinde sistemik toksisite bulgusu gézlenmemistir ve tamami
calismaya dahil edilebilmistir. Ayrica deneklerde anesteziye bagli bir komplikasyon

gelisimi de gézlenmemistir.

4.1. Oftalmolojik Muayene Bulgulari

Dort hafta boyunca haftalik genel anestezi altinda oftalmolojik muayeneye tabi
tutulan 12 adet tavsanin fundus goriintiileri 20D mercek ve akilli telefon araciligr ile
kaydedildi. Fastenberg siniflamasina goére kontrol (K) ve ilag (N) gruplarinin
evreleri Tablo 4.1°de 6zetlenmistir. Deneklerin birgogunda 2-3 hafta icinde retina

dekolmani bulgular1 gézlenmeye baslamistir.

Tablo 4.1. Deneklerin haftalara gore Fastenberg Siniflamasi evreleri:

Denek No 1.Hafta 2.Hafta 3.Hafta 4.Hafta
K1 1 2 4 5
K2 1 2
K3 1 2 2 4
K4 1 3 3 4
K5 1 1 3 5
K6 1 4 4 5
N1 0 0 1 1
N2 1 1 2 1
N3 1 3 3 5
N4 0 1 1 1
N5 1 3 3 4
N6 0 1 1 1




33

Nintedanib tedavisi uygulanan ve kontrol grubunda bulunan deneklerin
bulunduklar1 evre agisindan karsilastirma sonuclarina tablo 4.2’de yer verilmistir.
Nintedanib tedavisi uygulanan deneklerin %66,7’si (n:4) evre 1, %16,7’si (n:1) evre 4
ve %16,7’si (n:1) ise evre 5’tir. Kontrol grubunda bulunan deneklerin ise %16,7’si
(n:1) evre 2, %33,3’l (n:2) evre 4 ve %50’si (n:3) ise evre 5’tir. Uygulanan Fisher
Exact test sonucuna gore, gruplar arasinda deneklerin evresi agisindan istatistiksel

olarak anlamli bir farklilik bulunmamaktadir (x2:6,333 p:0,108)

Tablo 4.2. Kontrol grubu ve Nintedanib uygulanan gruplarda evre dagilimi

Nintedanib (n:6) Kontrol Grubu (n:6) x%/p
Evre 1 4 (66,7%) -
Evre 2 - 1 (16,7%)
6,333/0,108
Evre 4 1 (16,7%) 2 (33,3%)
Evre 5 1 (16,7%) 3 (50,0%)

Kategorik veriler say1 (yiizde) ile degerlendirilmistir. X?:khi kare degeri

Doérdiincii haftada gerceklestirilen 6n segment muayenesinde 12 tavsanda
kapak 6demi, konjonktivit, kornea 6demi, 6n kamarada reaksiyon gibi inflamatuvar
degisiklikler gézlenmedi. Muhtemel lens travmasina bagli sadece N5 ve K1 numarali
deneklerde fundus muayenesine engel olmayacak katarakt olusumu gézlendi. Katarakt
olusumu, yogun fibrozis, total dekolman gibi ortam opasiteleri nedeniyle klinik
degerlendirmenin optimal olarak yapilamadigi durumlarda; eniiklee edilen gozler
korneanin tam ortasindan optik diske uzanan vertikal planda ikiye ayrilarak,

mikroskop altinda yapilan anatomik degerlendirme ile klinik evreler dogrulanda.
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Sekil 4.1. Tavsanlarda 6n segment bulgulari

A) Normal tavsan 6n segmenti (Denek numarasi N1); B) Retina dekolmani ve lens arka yiizeyine
yapisik fibrotik membranlar (Denek numarasi N3).

Sekil 4.2. Tavsanlarin fundus goriintiileri

A) Total retina dekolmani, disk ok (1) ile gosterilmektedir (Denek numarasi K1, Evre 5); B) Fokal
traksiyon ve intravitreal membran olusumlari, retinada gliotik degisiklikler (Denek numarasi K2, Evre
2).
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Sekil 4.2 devami. Tavsanlarin fundus goriintiileri

C) Traksiyon olusturan membran (1) ve genis dekolman sahasi (Denek numarasi K4, Evre 4); D)
Intravitreal membran, vitreus opasiteleri ve retinada gliotik degisiklikler (Denek numarasi N1, Evre 1);
E) Diskten uzanim gosteren ve traksiyon olusturmayan membran ok (1) ile gosterilmekte (Denek
numarasit N2, Evre 1); F) Ok (1) ile gosterilen intravitreal membran ve retinada gliotik degisiklikler
(Denek numarast N6, Evre 1).
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4.2. Histolojik Inceleme

Sekil 4.3. Fiksasyon sonrasi kontrol (K) grubuna ait ve Nintedanib (N) uygulanan
gozlerin optik sinirden gegecek sekilde vertikal diizlemde alinmis kesitlerinin
gross anatomisi (N4 numarali gézde eniikleasyon sirasinda perforasyon gelistigi
icin vitreus kaybi olusmus, olusan sekil bozuklugu artefakt olarak
degerlendirilmistir.)
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4.2.1. Trikorom Boyamada Histolojik Bulgular

Kornea ve sklera, kontrol (PBS uygulanan) ve deney grubunda (Nintedanib
uygulanan) normal tiim histolojik tabakalar1 ve hiicreleri ile izlendi. Preperatlarda lens
fibrilleri ile lens biitiinliiglinlin parcalanmis olarak gdzlenmesi doku takibine bagl
artefakt olarak degerlendirildi. Kontrol grubunun bazilarinda iris ile lens arasinda
vaskiiler bir doku varligi gozlendi, lensin subliiksasyon ile baglantili olabilecegi
diisiiniildii. Deney grubunda ise sadece bir hayvanda benzer histolojik yapilanma
belirlenirken, diger hayvanlarda bu bolgede artmig vaskiiler doku 6zelligi izlenmedi.
Kontrol dokularinda hastalik modeli olusturulmast igin giris yapilan bolgede
kanama/trombiis goriiniimii ile uyumlu alanlar gézlendi. Gz kiiresinin posterior kismi
incelendiginde koryokapiller tabakanin deney grubunda kontrol grubuna oranla ¢ok
daha ince oldugu dikkati c¢ekti. Gruplar arasindaki bu farkin kontrol grubunda
venlerdeki dilatasyon sonucu olusan O6demden ve deney grubunda uygulanan
nintedanibin potansiyel 6dem azaltici etkisinden kaynaklanabilecegi diisiiniildii.
Hastalik modelinde gbzlenmesi beklenen epiretinal membranla uyumlu olarak, kontrol
dokusunda retina ve siliyer cisim Onilinde lense dogru uzanan fibrotik membran
olusumlar1 gozlendi (Sekil 4.4 ve Sekil 4.5). Nintedanib uygulamasi yapilan grupta
fibrotik membranlarin retina oniinde azaldig, iris 6niinde ise bulunmadigi saptandi

(Sekil 4.6 ve Sekil 4.7).
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Sekil 4.4. Kontrol grubuna ait denekte retina (3%) 6niinde yerlesim gosteren fibroz

bant (=), Masson trikrom, 40x magnifikasyon (Denek numarasi K4).

Sekil 4.5. Kontrol grubuna ait denekte retina (%) oniinde yerlesim gosteren fibroz

bant (=), Masson trikrom, 40x magnifikasyon (Denek numarasi K5).
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Sekil 4.6. Nintedanib grubuna ait denekte retina 6niinde fibroz bant (epiretinal
membran) izlenmedi, retina altinda incelmis koryokapiller tabaka, Masson trikrom,

40x magnifikasyon (Denek numarasi N2).

500

Sekil 4.7. Nintedanib grubuna ait retina 6niinde fibroz bant (epiretinal membran)
izlenmedi, retina altinda incelmis koryokapiller tabaka, Masson trikrom, 100x

magnifikasyon (Denek numarasi N4)
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Nintedanib tedavisi uygulanan (n=6) ve kontrol grubunda bulunan (n=6)

deneklerin Olciilen intensite diizeyleri, diizeltilmis total hiicre floresanst (CTCF),

CTCF/alan o6l¢iimleri ve dordiincii hafta sonundaki Fastenberg siniflamasi evreleri

Tablo 4.3’de gosterilmistir.

Tablo 4.3. Kontrol ve Nintedanib uygulanan grubun Immiinohistokimyasal

bulgular1 ve Fastenberg Siniflamasi evresi

Fastenberg ) Diizeltilmis
Numarasi|  gorePVR. | Intenste | Floresanss | CTCF/Aln
evreleri (CTCF)
K1 5 2217447094 2215888740 12,79747377
K2 2 513582057,7 483344772,6 2,942849274
K3 4 672673946,5 669758187,5 4,134651588
K4 4 773559949,2 695231160,2 3,910680261
K5 5 758800117 757997534 3,777790197
K6 5 1915042550 1911617803 15,07080416
N1 1 97859980,9 97859980,9 0,569331766
N2 1 335493139,5 107140570,9 0,687831444
N3 5 237821709,1 2324316823 2,371740059
N4 1 326999421,2 326999421,2 3,149715732
N5 4 356153206,9 3512389837 3,430750016
N6 1 570438609,6 553243153,7 5,533893553

Nintedanib tedavisi uygulanan ve kontrol grubunda bulunan deneklerin dlgiilen
intensite diizeyleri agisindan karsilagtirma sonuglarina Tablo 4.4’de yer verilmistir.
Sonuglara gore, nintedanib uygulanan deneklerin 6l¢iilen intensite diizeyi ortalamasi
320.794.344,53 + 155.184.570,43 iken, medyan1 331.246.280,35 (Q1:237.821.709,10-
Q3:356.153.206,90)diir. Kontrol grubundaki deneklerin Olglilem intensite diizeyi
ortalamas1 ise 1.141.850.952,40 + 728.278.432,86 iken, medyan1 766.180.033,10
(Q1:672.673.946,50- Q3:1.915.042.550,00)’dur. Uygulanan Mann Whitney-U test
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sonucuna gore, nintedanib uygulanan deneklerin Olgililen intensite diizeyi kontrol

grubuna oranla istatistiksel olarak anlamli diizeyde daha diisiiktiir (t p:0,004).

Tablo 4.4. Kontrol grubu ve Nintedanib uygulanan grubun 6l¢iilen intensite diizeyi

acgisindan karsilastirilmasi

Gruplar

Olgiilen Test
intensi . . i
tensite Nintedanib (n:6) Kontrol Grubu (n:6) stip
X:I:SS 320.794.344,53 +£ 155.184.570,43 1.141.850.952,40 + 2.722
728.278.432,86 4
Med (Ql- 331.246.280,35 (237.821.709,10- 766.180.033,10 (672.673.946,50-
Q3) 356.153.206,90) 1.915.042.550,00) 0,004

e e i st Aoy (bl Sk k- Qe

Nintedanib tedavisi uygulanan ve kontrol grubunda bulunan deneklerin CTCF
diizeyleri acisindan karsilastirma sonuglarina Tablo 4.5°te yer verilmistir. Sonuclara gore,
nintedanib uygulanan deneklerin CTCF diizeyi ortalamas1 278.152.298,78+171.606.170,68
iken, medyanm1 279.715.551,75 (Q1:107.140.570,90- Q3:351.238.983,70)’diir. Kontrol
grubundaki deneklerin CTCF diizeyi ortalamast ise 1.122.306.366,22+741.231.526,78 iken,
medyani1 726.614.347,10 (Q1:669.758.187,50- Q3:1.911.617.803,00) dur. Uygulanan Mann
Whitney-U test sonucuna gore, Nintedanib uygulanan deneklerin CTCF diizeyi kontrol
grubuna oranla istatistiksel olarak anlaml diizeyde daha diisiiktiir (¢ p:0,004).

Tablo 4.5. Kontrol grubu ve Nintedanib uygulanan grubun CTCF diizeyi ac¢isindan

karsilastirilmast
Diizeltilmis Total Gruplar Test
hiicre floresansi . . ist/p
(CTCF) Nintedanib (n:6) Kontrol Grubu (n:6)
X4SS 278.152.298,78 + 1.122.306.366,22 + 2722
171.606.170,68 741.231.526,78 ’
Med 279.715.551,75 726.614.347,10 0,004
e — . . N . . N
(Ql Q3) (107.140.570,90- (669.758.187,50-
351.238.983,70) 1.911.617.803,00)

Siirekli veriler X: Aritmetik Ortalama, SS: Standart Sapma ve medyan (Q1.birinci ceyreklik-
Qs.igiincii geyreklik) ile degerlendirilmistir. Test ist: standartlastirilmis test istatistigi



42

Nintedanib tedavisi uygulanan ve kontrol grubunda bulunan deneklerin
CTCF/alan diizeyleri acisindan karsilastirma sonuglarina Tablo 4.6’da yer
verilmistir. Sonuglara gore, nintedanib uygulanan deneklerin CTCF/alan diizeyi
ortalamas1 2,62 + 1,87 iken, medyani1 2,76 (Q1:0,69- Q3:3,43)’diir. Kontrol grubundaki
deneklerin CTCF/alan diizeyi ortalamasi ise 7,11 £ 5,35 iken, medyani 4,02 (Q1:3,78-
Q3:12,80)’dir. Uygulanan Mann whitney-U test sonucuna gore, nintedanib uygulanan
deneklerin CTCF/alan diizeyi her ne kadar kontrol grubuna oranla daha diisiik

bulunsa da istatistiksel olarak sinirda anlamli farklilik bulunmaktadir (¢t p:0,065).

Tablo 4.6. Kontrol grubu ve Nintedanib uygulanan grubun CTCF/alan diizeyi

acisindan karsilastirilmasi

CTCF/Alan Gruplar Test ist/p
Nintedanib (n:6) Kontrol Grubu (n:6)
X+SS 2,62 + 1,87 7,11 +5,35 -1,922
0,065
Med (Q1-Q3) 2,76 (0,69-3,43) 4,02 (3,78-12,80)

Siirekli veriler X: Aritmetik Ortalama, SS: Standart Sapma ve medyan (Q.birinci geyreklik- Qsiigiincii
ceyreklik) ile degerlendirilmistir. Test ist: standartlastirilmis test istatistigi

Kontrol grubu ve nintedanib uygulanan gruplarin evreleri ile 6l¢iilen intensite,
CTCF ve CTCF/alan arasindaki korelasyon analizi sonuclarmma Tablo 4.7°de yer
verilmistir. Sonuglara gore; nintedanib uygulanan deneklerde evre ile Olgiilen intensite
(r:-0,101 p:0,848), CTCF (r:0,135 p:0,798), CTCF/alan (r:0,135 p:0,798) arasinda
istatistiksel olarak anlamli bir iliski bulunmamaktadir. Kontrol grubundaki deneklerde
evre ile CTCF/alan (r:0,67 p:0,192) arasinda istatistiksel olarak anlamli bir iligki
bulunmazken, evre ile CTCF arasinda pozitif yonlii yiiksek derecede istatistiksel
olarak anlamli iliski vardir (r:0,926 p:0,008). Kontrol grubunda evresi yiiksek olan
deneklerin CTCF diizeyleri de yliksek bulunmustur. Ayrica kontrol grubunda (r:-0,772
p:0,072) deneklerin evreleri ile dlgiilen intensite degerleri arasinda istatistiksel olarak

sinirda anlamli bir iliski bulunmaktadir
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Tablo 4.7. Kontrol grubu ve Nintedanib uygulanan grubun Fastenberg evreleri ile

Olgiilen intensite, CTCF ve CTCF/alan arasindaki korelasyon analizi sonuglar

Intensite CTCF CTCF/Alan
Nintedanib  Evre r -0,101 0,135 0,135
p 0,848 0,798 0,798
Kontrol r 0,772 0,926 0,67
Grubu
p 0,072 0,008 0,192

r: Spearman korelasyon katsayisi

Kontrol grubu ve nintedanib uygulanan gruplarin 6l¢giilen intensite diizeyleri
ile CTCF ve CTCF/alan arasindaki korelasyon analizi sonuglarina Tablo 4.8’de yer
verilmigtir. Sonuglara gore, nintedanib uygulanan deneklerde oOlgiilen intensite
diizeyleri ile hem CTCF (1:0,829 p:0,042) hem de CTCF/alan (r:0,829 p:0,042)
arasinda pozitif yonlii istatistiksel olarak anlamli bir iliski bulunmaktadir. Nintedanib
uygulanan deneklerde 6l¢iilen intensite diizeyleri yiliksek olan deneklerin hem CTCF
diizeyi hem de CTCF/alan diizeyleri yliksek bulunmustur. Kontrol grubu deneklerde
Ol¢iilen intensite diizeyleri ile CTCF (1:0,943 p:0,005) diizeyleri arasinda pozitif
yonli istatistiksel olarak anlamli bir iligki bulunmaktadir. Kontrol grubu deneklerde
Olcililen intensite diizeyleri ile CTCF/alan (1:0,771 p:0,072) diizeyleri arasinda

istatistiksel olarak sinirda anlamli bir iligki bulunmaktadir.
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Tablo 4.8. Kontrol grubu ve Nintedanib uygulanan gruplarin 6l¢iilen intensite

diizeyleri ile CTCF ve CTCF/alan arasindaki korelasyon analizi sonuglar1

CTCF CTCF/Alan
Nintedanib Olgiilen r 0,829 0,829
Intensite
p 0,042 0,042
Kontrol Grubu r 0,943 0,771
p 0,005 0,072

r:spearman korelasyon katsayisi

Sekil 4.8. PVR modeli olusturulmus gozlerde Kolajen-1 ekspresyonunun gosterilmesi igin

immiinohistokimyasal boyama: A)Denek numarasi K5; B)Denek numarasi N2.
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4.3. HPLC Metodu ile Vitreustan Ila¢ Diizeyi Tayini

PVR modeli olusturulmamis iki adet tavsanin her iki goziine nintedanib
enjeksiyonu sonrasi belirli zaman araliklarinda alinan vitreus orneklerinden elde
edilen bulgular Sekil 4.9’da gosterilmistir. Nintedanib  yiiklii Lipozom
formiilasyonlarinin ilk 7 giinde yaklagik yarisini vitreus kismimna verdigi ama
tamamini salmasinin 25 giinden daha uzun siirdiigli tespit edildi. Salim kinetikleri
acisindan degerlendirilecek olursa birinci derece kinetige uygun salim yaptigi (12,
0,9993) ve difiizyon yoluyla igerigini vitreus kismina verdigi tespit edildi. Bunun
yani sira permeabilite katsayist 113,12 cm/giin olarak ve aki degeri (flux) 423,18
mcg/cm?/giin olarak tespit edildi (Permeabilite katsayis1 hesaplanirken teget agisi

tayini yontemi ve aki degeri hesaplanirken ise korelasyon katsayist kullanilmistir).
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Vitreustaki Nintedanib konsantrasyonu
(% enjekte edilen doz)
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Sekil 4.9. Enjeksiyon sonrasi gilinlere gore vitreustaki Nintedanib diizeyi
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5. TARTISMA

PVR, regmatojen retina dekolmani cerrahisi basarisizlifinin en yaygin
nedenidir ve okiiler travmanin ciddi bir komplikasyonudur (3,4). Giiniimiizde PVR
icin kabul edilen standart tedavi cerrahidir. Ancak vitreoretinal cerrahi tekniklerindeki
gelismelere ragmen anatomik ve gorsel sonuglar tatmin edici degildir. PVR hala ciddi
gorme kaybinin yaygin bir nedeni olmaya devam etmektedir. PVR'nin ilerlemesini

onlemek veya durdurmak i¢in yeni terapotik stratejiler gerekmektedir (8).

PVR'nin patogenezi heniiz tam olarak anlasilmig olmasa da, bir¢ok biiyliime
faktorii ve sitokin ana oyuncular olarak kabul edilmektedir (8,45). Bu biiylime
faktorleri ve sitokinler, daha fazla mediyator salgilanmasim tetikleyen, inflamatuar
reaksiyonu giiclendiren ve sonunda proliferatif membranlarin olusumuna yol agan
sinyal molekiilleri olarak islev gormektedir. Inflamatuar aracilarin tanimlanmasi, PVR
tedavisi i¢in yeni ve etkili terapdtik hedefler saglamaktadir (45). Bu hedeflere yonelik
bircok antiinflamatuar, antiproliferatif, antineoplastik, biiyiimeyi Onleyici ve
antioksidan ajan; PVR tedavisi ve proflaksisi i¢in hem preklinik hem klinik
calismalarla test edilmistir. Ancak giiniimiizde PVR’ nin tedavisi ve dnlenmesi i¢in

kanitlanmis bir farmakolojik ajan bulunmamaktadir (4).

Literatirde deneysel PVR modelini olusturmak i¢in bir¢ok yoOntem
tanimlanmigtir. Tavsan modelleri genis vitreus hacimleri ve lens/retina i¢in daha az
hasar riski ile manipiilasyon kolaylig1 saglamas1 bakimindan oftalmolojik ¢aligmalar
icin avantaj saglamaktadir. Ancak tavsan retinas1 meranjiyotik yapisi nedeniyle kan
damarlar1 ve sinir lifi dagilimi agisindan insanlardan farklidir. Bu durum patolojik ve
immiinohistokimyasal incelemelerde cesitli kisithiliklara sebep olmaktadir. Farkli
modeller i¢in degisken bir zaman siireci olmasina ragmen, hayvan modellerinde
PVR'nin ilerlemesi genellikle insanlara gore ¢ok daha hizlidir. Temel modelde
PVR'nin olagan gelisimi, membranlar ve bantlar goriildiigiinde oldukc¢a erken baslar.
Retina dekolmani giinler i¢inde ortaya ¢ikabilir ve ¢ogu modelde 4 haftada tam bir
PVR gelisimine ilerlemektedir (91). Bizim ¢aligmamizda da dekolman belirtileri 2-3
hafta i¢inde goOriilmeye baslamistir ve deney 4 hafta tamamlandiginda

sonlandirilmistir.
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Ik gelistirilen PVR modellerinde siklikla PVR olusumunu baslatmak icin
otolog dermal fibroblast enjeksiyonlar1 kullanilmistir (99,100). Bunun yani sira
homolog dermal, korneal, koroidal ve konjonktival fibroblastlar, RPE hiicreleri ve
makrofajlar gibi diger hiicre tipleri de kullanilmistir (96,101). Hiicre enjeksiyon
modellerinin en biiyiik avantaji minimal invaziv oluslaridir. Ancak insan PVR
patogenezinde dermal, konjonktival, korneal fibroblastlar yer almamaktadir. Kiiltiire
edilmis RPE ve makrofaj hiicre enjeksiyonlari insanda goriilen PVR modelini daha iyi
taklit etse de, yliksek teknoloji laboratuvar sartlar1 gerektirmeleri ve yiiksek maliyetli

oluglar1 nedeniyle bizim ¢aligmamizda tercih edilmemistir (91).

Yapay travma modelleri pars planadan yapilan skleral insizyon ve diger
manipiilasyonlar1 (gaz kompresyon, vitrektomi, kriyoterapi, retinotomi vb.) da igerir
(102—104). Bunun yan1 sira igne ile arka kutupta penetran goz travmasi uygulanarak
olusturulmus PVR modelleri de mevcuttur (14,105). Bu cerrahi manipiilasyonlar
sonrasi plateletten zengin plazma, otolog kan, ferr6z demir ve hiicre enjeksiyonlari ile

sinerjistik etki olusturabilmek miimkiindiir (91).

Dispaz Bacillus polymyxa’dan elde edilen, deneysel caligsmalarda hiicre
toplama ve doku ayristirilmasinda kullanilan bir nétral proteazdir. Bazal membranin
yapisinda bulunan Tip IV kolajen ve fibronektini selektif olarak yikar (106). PVR
indiiksiyonu i¢in intravitreal olarak uygulandiginda retinal glial hiicrelerin ve
devamliligi bozulan RPE hiicrelerinin vitreus ve subretinal bosluga dogru gogiinii
uyarir. Insanlardaki PVR modelini animsatacak sekilde, dispaz modelinde kiiltiire
edilmis hiicre enjeksiyonu modellerinin aksine endojen hiicre ve faktorler yer alir.
Vitreus bulanikligi, katarakt olusumu ve zonulolizis gibi yan etkileri olan dispaz ile
kabul edilebilir diizeyde bu yan etkileri olusturarak PVR indiiksiyonunu
gergeklestirebilen en etkili dozun 0,05 U-0,07 U oldugu Frenzel ve ark. tarafindan
yapilan ¢alismada gosterilmistir. Ayrica tek basina uygulanan dispaz enjeksiyonunun,
kasith olusturulan retinal yirtik olmadan da PVR olusumunu baslatabilecegi
gosterilmistir (94). Maliyeti ucuz ve kolay ulasilabilir bir enzim olan dispazin katarakt
ve zonulolizis yan etkilerinin bir toksik reaksiyonla iligkili olmadigi, bu proliferatif
degisikliklerin PVR patogenezi ile de iliskili olabilecegi Kralinger ve ark. tarafindan

yapilan ¢aligmada ortaya konulmustur. Ayrica enjeksiyon yonteminin degistirilerek bu
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yan etkilerin onlenip 6nlenemeyecegine yonelik daha fazla arastirma gerektigi de ifade
edilmistir (95). Bizim ¢alismamizda tiim bu yontemlerin avantajlar1 ve dezavantajlari
g6z Oniinde bulundurularak yapay travma ile kombine edilmis, etkili oldugu gosterilen
minimum dispaz enjeksiyonu modeli kullanilmistir. PVR patogenezinde retina yirtig1
olusumu temel olay oldugu i¢in (7), bu iki modelin kombinasyonunun insan PVR

modelini daha iyi yansitabilecegi diistiniilmiistiir.

Lipozomlar, fosfolipid ile hazirlanan bir veya daha fazla kompartmandan
olusan vezikiiler nanotastyici sistemlerdir (107). Lipozomlar sayesinde, hidrofilik
ilaglar sulu i¢ fazda tasinirken, hidrofobik ilaglar da membranlarin igerisinde
tagiabilmektedir. Bu formiilasyonlar “rezervuar tipi” tasiyic1 gorevi goriirler ve bu
sayede goziin arka segmentinde kullanimlari i¢in ideal hale gelen tasiyici sistemler
arasinda degerlendirilmektedirler. Sentetik pirimidin analogu 5-FU, lipozomlar i¢inde
kapsiillenen ilk bilesiktir (108,109). Ilaglarm lipozomal dagitimmin avantajlart
sunlardir: 1) dozlama sikli§inin azalmasi potansiyeli, 2) toksisitenin azalmasiyla
sonuclanan pik konsantrasyonlarin azalmasi, 3) daha yliksek terapdtik indeks ve
saglikli dokuya toksisitenin azalmasiyla sonuglanan istenen dokuya spesifik
hedefleme ve 4) monontikleer fagositik sistemi pasif olarak hedefleme yetenegi (110).
Lipozomlar o&zellikle bagisiklik sisteminin fagositlerini etkileyen hastaliklarin
tedavisinde etkilidir, ¢iinkii lipozomlar onlar1 yabanci istilacilar olarak taniyan
fagositlerde birikir. Bu sebeple daha dnceki arastirmalarda RPE hiicrelerinin fagositik
oldugunun ve lipozomlarin retikiiloendotelyal sistem hiicreleri tarafindan fagosite
edildiginin gosterilmesi tlizerine, PVR’yi tedavi etmek i¢in lipozom kapsiillii ilaglarin
kullanim1 akla gelmistir (111). Lipozomal doksorubisin ile yapilan bir ¢alismada,
okiiler dokuda lipozomal doksorubisinin basit doksorubisine kiyasla daha diisiik
toksisiteye ve daha uzun etki siiresine sahip oldugu gosterilmistir. Ek olarak, lipozomal
doksorubisinin deneysel PVR'de retinal glial yanit1 azalttigi saptanmistir (112). Bizim
calismamizda ortalama 236.6 nm boyutunda lipozomlara yiiklenmis %0,5’lik
nintedanib soliisyonu kullanilmis olup; bu yontemle ilacin yar1 dmriinlin uzatilarak
tekrarlayan enjeksiyonlara gereksinimi azaltmak, ilacin saglikli dokulara toksisitesini
azaltmak amaclanmistir. Deneyde ayrica bir grup taysana bos (ilagsiz) lipozom
uygulamasi yapilmamistir. Ciinkii daha 6nce yapilmis bir¢ok calismada bos lipozom

uygulamasi yapilan gozler ile kontrol grubu arasinda; uygulanan Elektroretinografi
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(ERG) tetkikleri agisindan ve histolojik olarak farklilik saptanmamistir. Ayrica bos

lipozom enjekte edilen grupta herhangi bir yan etki gézlenmemistir (113—115).

Calismamizdaki histolojik kesitlerin birgogunda retina dekolmani goériilmeyen
gbzlerde de retinal ayrilmanin oldugu gézlenmistir. Bu durum daha 6nce Nassar ve
ark. tarafindan PVR modeli olusturulmus gozlerde fiksatif 6zelliklerinin kiyaslandigi
bir calismada, formaldehit soliisyonunun yiiksek osmolariteye sahip olmasina bagh
gelisen artefakt olarak aciklanmistir (116). Ancak gercek retina dekolmanini dejenere
fotoreseptorler ve subretinal sivinin mevcudiyeti ile artefakta bagli retina
ayrilmasindan histolojik olarak ayirt etmek miimkiindiir. Gross patolojiye dayali
olarak degerlendirilen PVR evreleme yontemlerinin fiksatif se¢iminden 6nemli dlgiide

etkilendigi gosterilmistir (116).

PVR membranlarindaki ekstraseliiler matriksin ana bileseni Tip I kolajendir
(31,32). Rekiirren RD, travma, inflamatuar siiregler ve diyabet gibi farkl etyolojilere
bagl gelisen proliferatif membranlarda, kolajen tip I ve III ve fibronektin her zaman
ekstraseliiler matriksin diizenli bilesenleri olarak immiinofloresan teknigi ile
gosterilmistir  (31). Bu sebeple bizim ¢alismamizda gerceklestirilen
immiinohistokimyasal analizlerde PVR membranlarindaki kolajen-1 intensitesinin

saptanmasi amaciyla kolajen-1 monoklonal antikoru ile isaretleme yapilmistir.

Giiniimiizde IPF tedavisi i¢in kullanilan nintedanib ile yapilmis bir takim in
vivo ve in vitro oftalmolojik ¢alismalar mevcuttur. Rivera ve ark. tarafindan yapilmis
bir c¢alismada yeni dogmus ratlarda oksijenle indiiklenen retinopati modeli
olusturulmus ve nintedanib intravitreal veya oral yolla uygulanmistir. Oksijenle
indiiklenmis retinopatinin erken evrelerinde enjekte edildiginde, preretinal NV’u
inhibe ettigi ve uzun vadeli fonksiyonel hasar1 onlemek i¢in gerekli olan
normal vaskiilarizasyonu hizlandirdig1 gosterilmistir. Yiiksek oksijen maruziyeti
ile  olusturulmus vazo-obliterasyon (VO) modelinde ise intravitreal
nintedanibin VO’u arttirmadigr gosterilmistir. Tim bu sonuglar g6z Onilinde
bulundurularak bu ¢alismada, nintedanibin iskemik retinopatilerin tedavisi i¢in

anti-VEGF terapilerine alternatif olabilecegi one siiriilmiistiir (13).
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Huu ve ark. tarafindan yapilan bir baska calismada lazer ile indiiklenmis
koroidal NV modeli olusturulmus ratlarda, ultraviyole ile salinimi tetiklenen tasiyicilar
icine yliklenmis nintedanibin intravitreal uygulanmasi ile koroidal NV’ nun azaldig:

gosterilmistir (117).

Hatano ve ark. tarafindan insan RPE hiicrelerinden hazirlanan nekrotik hiicre
lizatinin, RPE hiicrelerinden VEGF salimini1 6nemli 6l¢iide arttirdigini ve bu etkinin,
nintedanib tarafindan zayiflatildig: tespit edilmistir. Ayrica nintedanibin yasa baglh
makiila dejenerasyonu modeli olusturulmus farelerde koroidal neovaskiilarizasyon

gelisimini hafiflettigi de gdzlemlenmistir (12).

Lin ve ark. tarafindan yapilan g¢alismada nintedanibin insan tenon
fibroblastlarinin TGF-B etkisiyle farklilagsmasini 6nledigi ve doz bagimli olarak
fibroblastlarin proliferasyon ve migrasyonunu baskiladig1 saptanmistir. Nintedanibin
insan tenon fibroblastlar1 lizerinde giiglii antifibrotik etkilere sahip oldugu ve
subkonjonktival fibroz i¢in potansiyel bir terapdtik ajan olarak kullanilabilecegi 6ne

stiriilmiistiir (118).

Nintedanib gibi IPF tedavisinde FDA onay1 almis bir diger kinaz inhibitdrii
olan pirfenidon ile Khanum ve ark. tarafindan yapilan calismada; intravitreal
uygunlanan pirfenidonun tavsanlarda olusturulmus post-travmatik PVR modelinde
PVR formasyonunu engelledigi klinik degerlendirme, gross histoloji, histopatoloji ve
immiinohistokimya yoluyla gosterilmistir. IL-6, TNF-a ve TGF-f diizeylerinde ise
pirfenidon uygulanan grupta PBS uygulanan gruba gore anlamli bir azalma oldugu
saptanmistir. Pirfenidonun intravitreal enjeksiyonu sonrasinda herhangi bir yan etki
gostermemis, herhangi bir anormal klinik belirti, ERG’de 6nemli bir degisiklik ve

retina histolojisinde degisiklik gdzlenmemistir (14).

Bizim ¢aligmamizda nintedanib uygulanan grupta kolajen-1’e yonelik 6l¢iilen
intensite ve CTCF degerleri kontrol grubuna gore anlamli diisiik bulunmustur
(swrastyla p:0,004 ve p:0,004). CTCF/alan degerlerinde her ne kadar nintedanib
uygulanan grup kontrol grubuna gore daha diisiik saptansa da istatistiksel olarak
sinirda anlamlilik mevcuttur (p:0,065). Her iki grubun klinik evreleri arasinda da

anlaml farklilik saptanmamustir (p:0,108). Bu durum her gruba diisen denek sayisinin
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az olmasindan kaynaklanmig olabilir. Ayrica histolojik incelemede nintedanib
uygulanan grupta retina 6niinde daha az fibrotik membran olusumunun gozlenmesi de
immunfloresans oOl¢iimleri ile tutarlilik gostermektedir. Deneklerin Fastenberg
evrelerinin nintedanib uygulanan grupta Olgiilen intensite, CTCF ve CTCF/alan
degerleri ile arasinda arasinda korelasyon saptanmamistir. Benzer sekilde kontrol
grubunda da evre ile CTCF/alan degerleri arasinda korelasyon gozlenmezken, bu
grupta evre ve CTCF degerlerinin pozitif yonde yiiksek korelasyon gosterdigi
saptanmistir (p:0,008). Ayrica kontrol grubundaki deneklerin evreleri ile Slciilen
intensite arasinda istatistiksel olarak sinirda anlamli bir iligki bulunmaktadir (p:0,072).
Nintedanib grubundaki evre ile bu parametreler arasinda anlamli farklilik
saptanmazken kontrol grubunda anlamli farklilik saptanmasinin, muhtemelen
intravitreal nintedanib uygulamasiyla olagan siirecin sekteye ugratilmasi sebebiyle

oldugu diistiniilmiistiir.

Calismamizda ilag uygulanan grupta 6 tavsanin 2’sinde oftalmolojik
muayenede RD olusumu (Evre 3 ve iizeri) gozlenmistir. Buna karsilik kontrol
grubundaki 6 tavsanin 5’inde RD olusumu gézlenmistir (Evre 3 ve iizeri). Bunun
sebebi ¢aligmamizda nintedanibin farkli konsantrasyonlarinin uygulanarak bir doz
calismas1 yapilmamis olmasi ve her gruba miimkiin olabilecek az sayida denegin dahil
edilmesi olabilir. Farkli konsantrasyonlarda nintedanibin fibrotik membran olusumuna
ve bundan kaynaklanan RD olusumuna etkisinin incelenmesi i¢in ileri ¢aligmalara

ihtiyag vardir.

Literatiirde herhangi bir PVR modeli iizerinde nintedanibin etkisinin
gosterildigi bir calisma bulunmamaktadir. Bizim c¢alismamiz bir tirozin kinaz
inhibitorii olan nintedanibin PVR modeli lizerinde denendigi ilk calismadir. Ayni
sekilde lipozom iginde kapsiillenmis nintedanibin intravitreal uygulanmasi ile ilgili de
simdiye dek yapilmis calisma bulunmamaktadir. Calismamizda olusturulan PVR
modeli lizerinde nintedanibin PVR formasyonunu engelledigi klinik gézlem, histolojik
inceleme ve immiinohistokimyasal yontemler ile gosterilmeye caligilmigtir. Elde
edilen birgok veri arasinda istatistiksel anlamlilik saptansa da calismamizda bir takim
kisithiliklar mevcuttur. Bunlar; denek sayisimin az tutulmasi, ilacin farkh

konsantrasyonlarinin denenmemesi, retinal toksisitenin yalnizca histolojik olarak
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degerlendirilmesi, deneklere ERG uygulanmamasi, deney modeli iizerinde ilagsiz
(bos) lipozom uygulanan ayrica bir grubun yer almamasi, HPLC ile vitreustaki ilag
diizeyinin tespiti i¢in her zaman araliginda yalnizca bir denekten 6rnek alinmasidir.
Calismamizda nintedanibin PVR modeli iizerinde ilk kez denendigi goz Oniinde
bulundurulacak olursa, farkli PVR modellerinde ve farkli konsantrasyonlarda
etkilerini inceleyen gelecek c¢alismalar ile PVR tedavisi ve proflaksisi i¢in umut

vadedebilecegini diisiinmekteyiz.
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6. SONUCLAR

Calismamizda tavsan gozlerinde olusturulmus PVR modeli iizerinde
intravitreal nintedanibin  etkisi  klinik goézlem, histolojik inceleme ve
immiinohistokimyasal yoOntemler ile incelenmistir. Nintedanib uygulanan grupta
oftalmolojik muayene ile belirlenen Fastenberg evreleri her ne kadar daha diisiik
goziikse de, kontrol grubuna kiyasla aralarinda anlamli farklilik saptanmamustir.
Histolojik incelemelerde ise epiretinal membran olugumlarinin nintedanib uygulanan
grupta belirgin bir toksik etki gozlenmeden daha az meydana geldigi gozlenmistir.
Bunun yam sira immiinohistokimyasal incelemelerde nintedanib uygulanan grupta
kontrol grubuna gore kolajen-1 ekspresyonu i¢in dlgiilen intensite ve CTCF degerleri
anlamli diistik bulunmustur. CTCF/alan degeri ise sinirda anlamli sayilabilecek
diizeyde nintedanib  grubunda  diisiiktiir.  Nintedanib  yiikli  lipozom
formiilasyonlarinin ise ilk 7 giinde yaklasik yarisini vitreus kismina verdigi ama

tamamini salmasinin 25 giinden daha uzun siirdiigii tespit edilmistir.

Calismamizda nintedanibin belirgin bir yan etki gézlenmeden deneysel PVR
modeli tlizerinde PVR olusumunu engelleyebildigi gosterilmistir. Bu ¢alisma
nintedanibin PVR tedavisi ve proflaksisinde kullanilabilecek potansiyel bir ilag
oldugunu gostermektedir. Nintedanibin giivenlilik ve etkililigini goésteren daha

kapsamli ¢aligmalara ihtiyag vardir.



10.

11.

54

7. KAYNAKLAR

Hilton G, Machemer R, Michels R, ef al. The classification of retinal detachment
with proliferative vitreoretinopathy. Ophthalmology 1983;90:121-5.

Ryan SJ. The pathophysiology of proliferative vitreoretinopathy in its management.
American Journal of Ophthalmology 1985;100:188-93.

Pastor JC. Proliferative vitreoretinopathy: An overview. Survey of Ophthalmology
1998;43:3—-18.

Idrees S, Sridhar J, Kuriyan AE. Proliferative vitreoretinopathy: A review.
International Ophthalmology Clinics 2019;59:221-40.

Pastor JC, De La Rua ER, Martin F. Proliferative vitreoretinopathy: Risk factors and
pathobiology. Progress in Retinal and Eye Research 2002;21:127-44.

Asaria RHY, Charteris DG. Proliferative vitreoretinopathy: Developments in
pathogenesis and treatment. Comprehensive Ophthalmology Update 2006;7:179-85.

Charteris DG, Sethi C, Lewis G FS, Lewis GP, Fisher SK. Proliferative
vitreoretinopathy - Developments in adjunctive treatment and retinal pathology. Eye
2002;16:369-74.

Sadaka A, Giuliari GP. Proliferative vitreoretinopathy: Current and emerging
treatments. Clinical Ophthalmology 2012;6:1325-33.

Fala L. Ofev (Nintedanib): First Tyrosine Kinase Inhibitor Approved for the
Treatment of Patients with Idiopathic Pulmonary Fibrosis. American health & drug
benefits 2015;8:101-4.

Hilberg F, Roth GJ, Krssak M, et al. BIBF 1120: Triple angiokinase inhibitor with
sustained receptor blockade and good antitumor efficacy. Cancer Research
2008;68:4774-82.

Deissler HL, Stutzer JN, Lang GEGK, ef al. VEGF receptor 2 inhibitor nintedanib
completely reverts VEGF-A165-induced disturbances of barriers formed by retinal

endothelial cells or long-term cultivated ARPE-19 cells. Experimental Eye Research
2020;194:108004.



12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

21.

22.

23.

55

Hatano M, Tokuda K, Kobayashi Y, ef al. Inhibitory effect of nintedanib on VEGF
secretion in retinal pigment epithelial cells induced by exposure to a necrotic cell
lysate. PLoS ONE 2019;14:1-17.

Rivera JC, Noueihed B, Omri S, ef al. BIBF1120 (Vargatef) Inhibits Preretinal
Neovascularization and Enhances Normal Vascularization in a Model of

Vasoproliferative Retinopathy. Investigative Ophthalmology and Visual Science
2015;56:7897-907.

Khanum BNMK, Guha R, Sur VP, et al. Pirfenidone inhibits post-traumatic
proliferative vitreoretinopathy. Eye 2017;31:1317-28.

AAO. Section 02: Fundamentals and Principles of Ophthalmology. In: Basic and
Clinical Science Course. American Academy of Ophthalmology 2019. 119-43.

AAO. Section 12: Retina and Vitreous. In: Basic and Clinical Science Course.
American Academy of Ophthalmology 2019. 29—47.

Chiba C. The retinal pigment epithelium: An important player of retinal disorders
and regeneration. Experimental Eye Research 2014;123:107-14.

Pastor JC, Rojas J, Pastor-Idoate S, et al. Proliferative vitreoretinopathy: A new
concept of disease pathogenesis and practical consequences. Progress in Retinal and
Eye Research 2016;51:125-55.

Bishop PN. Structural macromolecules and supramolecular organisation of the
vitreous gel. Progress in Retinal and Eye Research 2000;19:323—44.

Le Goff MM, Bishop PN. Adult vitreous structure and postnatal changes. Eye
2008;22:1214-22.

Theocharis D, Skandalis S, Noulas A, ef al. Hyaluronan and chondroitin sulfate
proteoglycans in the supramolecular organization of the mammalian vitreous body.
Connective Tissue Research 2008;49:124-8.

Sakamoto T, Ishibashi T. Hyalocytes: Essential cells of the vitreous cavity in
vitreoretinal pathophysiology? Retina 2011;31:222-8.

Bishop PN, Holmes DF, Kadler KE, ef al. Age-related changes on the surface of
vitreous collagen fibrils. Investigative Ophthalmology and Visual Science
2004;45:1041-6.



24.

25.

26.

27.

28.

29.

30.

31

32.

33.

34.

35.

56

Fincham GS, James S, Spickett C, et al. Posterior Vitreous Detachment and the
Posterior Hyaloid Membrane. Ophthalmology 2018;125:227-36.

Shui Y-B, Holekamp NM, Kramer BC, et al. The Gel State of the Vitreous and
Ascorbate-Dependent Oxygen Consumption: Relationship to the Etiology of
Nuclear Cataracts. Archives of ophthalmology 2009;127:475.

Nagasaki H, Shinagawa K, Mochizuki M. Risk factors for proliferative
vitreoretinopathy. Progress in Retinal and Eye Research 1998;17:77-98.

Kon CH, Asaria RHY, Occleston NL, et al Risk factors for proliferative
vitreoretinopathy after primary vitrectomy: A prospective study. British Journal of
Ophthalmology 2000;84:506—11.

Eliott D, Stryjewski TP, Andreoli MT, ef al. Smoking is a risk factor for proliferative
vitreoretinopathy after traumatic retinal detachment. Retina 2017;37:1229-35.

Campochiaro PA, Bryan JA, Conway BP, et al. Intravitreal Chemotactic and
Mitogenic Activity: Implication of Blood-Retinal Barrier Breakdown. Archives of
Ophthalmology 1986;104:1685-7.

Sethi CS, Lewis GP, Fisher SK, et al. Glial remodeling and neural plasticity in human
retinal detachment with proliferative vitreoretinopathy. Investigative Ophthalmology
and Visual Science 2005;46:329-42.

Scheiffarth OF, Kampik A, Giinther H, ef al. Proteins of the extracellular matrix in
vitreoretinal membranes. Graefe’s Archive for Clinical and Experimental
Ophthalmology 1988;226:357-61.

Kimoto K, Nakatsuka K, Matsuo N, ef al. p38 MAPK mediates the expression of
type I collagen induced by TGF-32 in human retinal pigment epithelial cells ARPE-
19. Investigative Ophthalmology and Visual Science 2004;45:2431-7.

Campochiaro PA. Pathogenic mechanisms in proliferative vitreoretinopathy.
Archives of Ophthalmology 1997;115:237-41.

Charteris DG. Proliferative vitreoretinopathy: Pathobiology, surgical management,
and adjunctive treatment. British Journal of Ophthalmology 1995;79:953—60.

Baudouin C, Fredj-Reygrobellet D, Brignole F, et al. Growth factors in vitreous and
subretinal fluid cells from patients with proliferative vitreoretinopathy. Ophthalmic
Research 1993;25:52-9.



36.

37.

38.

39.

40.

41.

42.

43.

44,

45.

46.

47.

57

Cui JZ, Chiu A, Maberley D, et al. Stage specificity of novel growth factor expression
during development of proliferative vitreoretinopathy. Eye 2007;21:200-8.

Kalluri R, Weinberg RA. The basics of epithelial-mesenchymal transition. Journal
of Clinical Investigation 2009;119:1420-8.

Chen Z, Shao Y, Li X. The roles of signaling pathways in epithelial-to-mesenchymal
transition of PVR. Molecular Vision 2015;21:706—10.

Lewis GP, Charteris DG, Sethi CS, et al. The ability of rapid retinal reattachment to
stop or reverse the cellular and molecular events initiated by detachment.
Investigative Ophthalmology and Visual Science 2002;43:2412-20.

Limb GA, Alam A, Earley O, et al. Distribution of cytokine proteins within epiretinal
membranes in proliferative vitreoretinopathy. Current Eye Research 1994;13:791-8.

Andrews A, Balciunaite E, Leong FL, et al. Platelet-derived growth factor plays a
key role in proliferative vitreoretinopathy. /nvestigative Ophthalmology and Visual
Science 1999;40:2683-9.

Hinton DR, He S, Jin ML, ef al. Novel growth factors involved in the pathogenesis
of proliferative vitreoretinopathy. Eye 2002;16:422-8.

Dieudonné SC, La Heij EC, Diederen RMH, et al. Balance of vascular endothelial
growth factor and pigment epithelial growth factor prior to development of
proliferative vitreoretinopathy. Ophthalmic Research 2007;39:148-54.

Lei H, Velez G, Hovland P, et al. Growth factors outside the PDGF family drive
experimental PVR. [Investigative Ophthalmology and Visual Science
2009;50:3394-403.

Dai Y, Dai C, Sun T. Inflammatory mediators of proliferative vitreoretinopathy:
hypothesis and review. International Ophthalmology 2020;40:1587-601.

Heldin CH, Westermark B. Platelet-derived growth factor: Mechanism of action and
possible in vivo function. Molecular Biology of the Cell 1990;1:555-66.

Cui JZ, Lei H, Samad A, et al. PDGF receptors are activated in human epiretinal
membranes. Experimental Eye Research 2009;88:438—44.



48.

49.

50.

51

52.

53.

54.

55.

56.

57.

58.

58

Lei H, Rhéaume MA, Velez G, et al. Expression of PDGFRa is a Determinant of the
PVR potential of ARPE19 cells. Investigative Ophthalmology and Visual Science
2011;52:5016-21.

Pfeffer BA, Flanders KC, Guérin CJ, ef al. Transforming growth factor beta 2 is the
predominant isoform in the neural retina, retinal pigment epithelium-choroid and
vitreous of the monkey eye. Experimental Eye Research 1994;59:323-33.

Connor TB, Roberts AB, Sporn MB, ef al. Correlation of fibrosis and transforming
growth factor-p type 2 levels in the eye. Journal of Clinical Investigation
1989;83:1661-6.

Kita T, Hata Y, Arita R, et al. Role of TGF-f in proliferative vitreoretinal diseases
and ROCK as a therapeutic target. Proceedings of the National Academy of Sciences
of the United States of America 2008;105:17504-9.

Lean JS, Stern WH, Irvine AR, et al. Classification of Proliferative Vitreoretinopathy
Used in the Silicone Study. Ophthalmology 1989;96:765-71.

Machemer R, Aaberg TM, Freeman HM, ef al. An updated classification of retinal

detachment with proliferative vitreoretinopathy. American  Journal —of
Ophthalmology 1991;112:159-65.

Di Lauro S, Kadhim MR, Charteris DG, et al. Classifications for Proliferative
Vitreoretinopathy (PVR): An Analysis of Their Use in Publications over the Last 15
Years. Journal of Ophthalmology 2016;2016.

Coffee RE, Jiang L, Rahman SA. Proliferative vitreoretinopathy: Advances in
surgical management. International Ophthalmology Clinics 2014;54:91-109.

Storey P, Alshareef R, Khuthaila M, ef al. Pars plana vitrectomy and scleral buckle
versus pars plana vitrectomy alone for patients with rhegmatogenous retinal
detachment at high risk for proliferative vitreoretinopathy. Retina 2014;34:1945-51.

Silicone Study Group. Vitrectomy with Silicone Oil or Sulfur Hexafluoride Gas in
Eyes with Severe Proliferative Vitreoretinopathy: Results of a Randomized Clinical
Trial: Silicone Study Report 1. Archives of Ophthalmology 1992;110:770-9.

Schwartz SG, Flynn HW, Wang X, et al. Tamponade in surgery for retinal
detachment associated with proliferative vitreoretinopathy. Cochrane Database of
Systematic Reviews 2020;2020.



59.

60.

6l.

62.

63.

64.

65.

66.

67.

68.

69.

59

Williamson TH, Gupta B. Planned delayed relaxing retinotomy for proliferative
vitreoretinopathy. Ophthalmic Surgery Lasers and Imaging 2010;41:31-4.

Pastor JC, Rodriguez E, Marcos MA, et al. Combined pharmacologic therapy in a
rabbit model of proliferative vitreoretinopathy (PVR). Ophthalmic Research
2000;32:25-9.

Banerjee PJ, Quartilho A, Bunce C, et al. Slow-Release Dexamethasone in
Proliferative Vitreoretinopathy: A Prospective, Randomized Controlled Clinical
Trial. Ophthalmology 2017;124:757-67.

Moysidis SN, Thanos A, Vavvas DG. Mechanisms of inflammation in proliferative
vitreoretinopathy: From bench to bedside. Mediators of Inflammation 2012;2012:11.

Asaria RHY, Kon CH, Bunce C, et al. Adjuvant 5-fluorouracil and heparin prevents
proliferative vitreoretinopathy: Results from a randomized, double-blind, controlled
clinical trial. Ophthalmology 2001;108:1179-83.

Charteris DG, Aylward GW, Wong D, et al. A randomized controlled trial of
combined 5-fluorouracil and low-molecular-weight heparin in management of
established proliferative vitreoretinopathy. Ophthalmology 2004;111:2240-5.

Wickham L, Bunce C, Wong D, ef al. Randomized Controlled Trial of Combined 5-
Fluorouracil and Low-Molecular-Weight Heparin in the Management of Unselected
Rhegmatogenous Retinal Detachments Undergoing Primary Vitrectomy.
Ophthalmology 2007;114:698—704.

Sundaram V, Barsam A, Virgili G. Intravitreal low molecular weight heparin and 5-
Fluorouracil for the prevention of proliferative vitreoretinopathy following retinal
reattachment surgery. Cochrane Database of Systematic Reviews 2013;2013.

Wiedemann P, Hilgers RD, Bauer P, ef al. Adjunctive daunorubicin in the treatment
of proliferative vitreoretinopathy: Results of a multicenter clinical trial. American
Journal of Ophthalmology 1998;126:550-9.

Mandava N, Blackburn P, Paul DB, et al. Ribozyme to proliferating cell nuclear
antigen to treat proliferative vitreoretinopathy. Investigative Ophthalmology and
Visual Science 2002;43:3338-48.

Schiff WM, Hwang JC, Ober MD, et al. Safety and efficacy assessment of chimeric
ribozyme to proliferating cell nuclear antigen to prevent recurrence of proliferative
vitreoretinopathy. Archives of Ophthalmology 2007;125:1161-7.



70.

71.

72.

73.

74.

75.

76.

71.

78.

79.

80.

60

Van Bockxmeer FM, Martin CE, Thompson DE, ef al. Taxol for the treatment of
proliferative vitreoretinopathy. Investigative Ophthalmology and Visual Science
1985;26:1140-7.

Daniels SA, Coonley KG, Yoshizumi MO. Taxol treatment of experimental
proliferative vitreoretinopathy. Graefe’s Archive for Clinical and Experimental
Ophthalmology 1990;228:513-6.

Lemor M, de Bustros S, Glaser BM. Low-Dose Colchicine Inhibits Astrocyte,
Fibroblast, and Retinal Pigment Epithelial Cell Migration and Proliferation. Archives
of Ophthalmology 1986;104:1223-5.

Berman DH, Gombos GM. Proliferative vitreoretinopathy: does oral low-dose
colchicine have an inhibitory effect? A controlled study in humans. Ophthalmic
surgery 1989;20:268-72.

Pennock S, Kim D, Mukai S, ef al. Ranibizumab is a potential prophylaxis for
proliferative vitreoretinopathy, a nonangiogenic blinding disease. American Journal
of Pathology 2013;182:1659-70.

Ghasemi Falavarjani K, Hashemi M, Modarres M, et al. Intrasilicone oil injection of
bevacizumab at the end of retinal reattachment surgery for severe proliferative
vitreoretinopathy. Eye (Basingstoke) 2014;28:576-80.

Tousi A, Hasanpour H, Soheilian M. Intravitreal injection of bevacizumab in primary
vitrectomy to decrease the rate of retinal redetachment: A randomized pilot study.
Journal of Ophthalmic and Vision Research 2016;11:271-6.

Chang YC, Hu DN, Wu WC. Effect of Oral 13-Cis-Retinoic Acid Treatment on
Postoperative Clinical Outcome of Eyes With Proliferative Vitreoretinopathy.
American Journal of Ophthalmology 2008;146:440—6.

London NJS, Kaiser RS, Khan MA, et al. Determining the effect of low-dose
isotretinoin on proliferative vitreoretinopathy: The DELIVER trial. British Journal
of Ophthalmology 2019;103:1306—13.

Amarnani D, Machuca-Parra Al, Wong LL, ef al. Effect of methotrexate on an in
vitro patient-derived model of proliferative vitreoretinopathy. Investigative
Ophthalmology and Visual Science 2017;58:3940-9.

Sadaka A, Sisk RA, Osher JM, et al. Intravitreal methotrexate infusion for
proliferative vitreoretinopathy. Clinical Ophthalmology 2016;10:1811-7.



81.

82.

83.

84.

85.

86.

87.

88.

89.

90.

91

61

El Baha S, Leila M, Amr A, et al. Anatomical and Functional Outcomes of
Vitrectomy with/without Intravitreal Methotrexate Infusion for Management of
Proliferative Vitreoretinopathy Secondary to Rhegmatogenous Retinal Detachment.
Journal of Ophthalmology 2021;2021.

Assi A, Khoueir Z, Helou C, et al. Intraocular application of Mitomycin C to prevent
proliferative vitreoretinopathy in perforating and severe intraocular foreign body
injuries. Eye 2019;33:1261-70.

Giirelik G, Siil S, Uggiil AY. Intraocular mitomycin C use in the treatment and
prophylaxis of proliferative vitreoretinopathy in severe traumatic retinal
detachments. European Journal of Ophthalmology 2021;31:3284-93.

Khan MA, Brady CJ, Kaiser RS. Clinical management of proliferative
vitreoretinopathy: An update. Retina 2015;35:165-75.

Schaub F, Abdullatif AM, Fauser S. Proliferative vitreoretinopathy prophylaxis:
Mission (im)possible. Ophthalmologe 2021;118:3-9.

Martusewicz-Boros M, Gorska K. Nintedanib — efficacy, safety and practical
aspects of treatment for patients with idiopathic pulmonary fibrosis. Advances in
Respiratory Medicine 2020;88:599—607.

Roth GJ, Heckel A, Colbatzky F, et al. Design, synthesis, and evaluation of
indolinones as triple angiokinase inhibitors and the discovery of a highly specific 6-
methoxycarbonyl-substituted indolinone (BIBF 1120). Journal of Medicinal
Chemistry 2009;52:4466-80.

Wind S, Schmid U, Freiwald M, et al Clinical Pharmacokinetics and
Pharmacodynamics of Nintedanib. Clinical Pharmacokinetics 2019;58:1131-47.

Stopfer P, Rathgen K, Bischoff D, et al. Pharmacokinetics and metabolism of BIBF
1120 after oral dosing to healthy male volunteers. Xenobiotica 2011;41:297-311.

Reck M, Heigener D, Reinmuth N. Nintedanib for the treatment of patients with
advanced non-small-cell lung cancer. Expert Review of Clinical Pharmacology
2014;7:579-90.

Hou H, Nudleman E, Weinreb RN. Animal Models of Proliferative
Vitreoretinopathy and Their Use in Pharmaceutical Investigations. Ophthalmic
Research 2018;60:195-204.



92.

93.

9.

95.

96.

97.

98.

99.

100.

101.

102.

62

Khoroshilova-Maslova 1P, Leparskaya NL, Nabieva MM, et al. Experimental
Modeling of Proliferative Vitreoretinopathy. An Experimental Morphological Study.
Bulletin of Experimental Biology and Medicine 2015;159:100-2.

Honda M, Asai T, Umemoto T, ef al. Suppression of choroidal neovascularization
by intravitreal injection of liposomal SUS5416. Archives of Ophthalmology
2011;129:317-21.

Frenzel EM, Neely KA, Walsh AW, ef al. A new model of proliferative
vitreoretinopathy. Investigative Ophthalmology and Visual Science 1998;39:2157-64.

Kralinger MT, Kieselbach GF, Voigt M, ef al. Experimental model for proliferative
vitreoretinopathy by intravitreal dispase: Limited by zonulolysis and cataract.
Ophthalmologica 2006;220:211-6.

Fastenberg DM, Diddie KR, Dorey K, et al. The role of cellular proliferation in an
experimental model of massive periretinal proliferation. American Journal of
Ophthalmology 1982;93:565-72.

Reddy Bethi M, Purnachand D, Veerareddy A, et al. Development and validation of
a simple and sensitive stability indicating RP-HPLC assay method for determination
of Nintedanib and stress degradation studies. Journal of Chemical and
Pharmaceutical Research 2015;7:774-82.

Sousa F, Cruz A, Fonte P, ef al. A new paradigm for antiangiogenic therapy through
controlled release of bevacizumab from PLGA nanoparticles. Scientific Reports
2017;7.

Algvere P, Kock E. Experimental fibroplasia in the rabbit vitreous - Retinal
detachment induced by autologous fibroblasts. Albrecht von Graefes Archiv fiir
Klinische und Experimentelle Ophthalmologie 1976;199:215-22.

Sugita G, Tano Y, Machemer R, et al. Intravitreal autotransplantation of fibroblasts.
American Journal of Ophthalmology 1980;89:121-30.

Wiedemann P, Sorgente N, Ryan SJ. Proliferative vitreoretinopathy: The rabbit cell
injection model for screening of antiproliferative drugs. Journal of Pharmacological
Methods 1984;12:69-78.

Cardillo JA, Farah ME, Mitre J, ef al. An intravitreal biodegradable sustained release
naproxen and 5-fluorouracil system for the treatment of experimental post-traumatic
proliferative vitreoretinopathy. The British Journal of Ophthalmology 2004;88:1201.



103.

104.

105.

106.

107.

108.

109.

110.

111.

112.

113.

114.

63

Nassar K, Liike J, Liikke M, et al. The novel use of decorin in prevention of the
development of proliferative vitreoretinopathy (PVR). Graefe’s Archive for Clinical
and Experimental Ophthalmology 2011;249:1649—60.

Chen XF, DuM, Wang XH, et al. Effect of etanercept on post-traumatic proliferative
vitreoretinopathy. International Journal of Ophthalmology 2019;12:731-8.

Greene W, Burke T, Bramblett G, et al. Detection of Retinal Fibrosis in a Rabbit
Model of Penetrating Eye Injury. Military Medicine 2020;185:443-7.

Stenn KS, Link R, Moellmann G, ef al. Dispase, a neutral protease from Bacillus
polymyxa, is a powerful fibronectinase and type IV collagenase. Journal of
Investigative Dermatology 1989;93:287-90.

Guidetti B, Azema J, Malet-Martino M, et al. Delivery Systems for the Treatment of
Proliferative Vitreoretinopathy: Materials, Devices and Colloidal Carriers. Current
Drug Delivery 2008;5:7-19.

Joondeph BC, Peyman GA, Khoobehi B YB. Liposome-encapsulated 5-fluorouracil in
the treatment of proliferative vitreoretinopathy. Ophthalmic surgery 1988;19:252—6.

Fishman P, Peyman GA, Hendricks R, et al. Liposome-encapsulated3H-5FU in
rabbits. International Ophthalmology 1989;13:361-5.

Ebrahim S, Peyman GA, Lee PJ. Applications of liposomes in ophthalmology.
Survey of Ophthalmology 2005;50:167-82.

Patel HM. Serum opsonins and liposomes: their interaction and opsonophagocytosis.
Critical Reviews™ in Therapeutic Drug Carrier Systems 1992;9:39-90.

Kuo HK, Chen YH, Wu PC, et al. Attenuated glial reaction in experimental
proliferative vitreoretinopathy treated with liposomal doxorubicin. Investigative
ophthalmology & visual science 2012;53:3167-74.

Gariano RF, Assil KK, Wiley CA, Munguia D, Weinreb RN FW. Retinal toxicity of
the antimetabolite 5-fluorouridine 5’-monophosphate administered intravitreally
using multivesicular liposomes. Retina 1994;14:75-80.

Hui YN, Liang HC, Cai YS, et al. Corticosteroids and daunomycin in the prevention
of experimental proliferative vitreoretionopathy induced by macrophages. Graefe’s
Archive for Clinical and Experimental Ophthalmology 1993;231:109-14.



115.

116.

117.

118.

64

Shinohara K, Tanaka M, Sakuma T, et al. Efficacy of daunorubicin encapsulated in
liposome for the treatment of proliferative vitreoretinopathy. Ophthalmic Surgery
Lasers and Imaging 2003;34:299-305.

Nassar K, Liike J, Liike M, et al. Effect of different fixative solutions on eyes with
experimental proliferative vitreoretinopathy. International Journal of Experimental
Pathology 2015;96:103-10.

Huu VAN, Luo J, Zhu J, et al. Light-responsive nanoparticle depot to control release
of a small molecule angiogenesis inhibitor in the posterior segment of the eye.
Journal of Controlled Release 2015;200:71-7.

Xianchai Lin, Jiamin Wen, Rongjiao Liu, Wuyou Gao, Bo Qu MY. Nintedanib
inhibits TGF-B-induced myofibroblast transdifferentiation in human Tenon’s
fibroblasts. Molecular Vision 2018;24:789-800.





