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ÖZET 

 

Çalışmamızın amacı, oksijen endükte retinopati (OER) in vivo fare modelinde, Apigenin’in 

intravitreal ve intraperitoneal farklı dozlarda retinal endotelyal hücre proliferasyonu, retina 

morfolojisi ve apoptoz üzerindeki etkilerinin incelenmesidir. 

Toplam 50 adet yeni doğan C57BL/6J ırkı fare çalışmaya dahil edilmiştir. Otuz beş adet fare, 

anneleriyle birlikte postnatal 7. güne kadar oda ortamında yaşadıktan sonra, postnatal 7-12. 

günler arasında %75   2 oksijene tabi tutulmuştur ve postnatal 12. günde tekrar oda ortamına 

(%21 oksijen) alınarak enjeksiyon uygulamaları yapılmıştır. Postnatal 17. gün fareler enüklee 

edilmiştir ve preretinal neovaskülarizasyonun kantitatif analizi, apoptotik hücre ölümü ve 

morfolojik yapı incelenmesi yapılmıştır. Analizler için her biri 5 fareden oluşan 10 grup 

oluşturulmuştur. Grup-A oksijene tabi tutulmamış, işlem görmemiş; Grup-B oksijene tabi 

tutulmadan 1 µl intravitreal steril dimetil sülfoksit (DMSO) solüsyon enjeksiyonu 

uygulanmış; Grup-C oksijene tabi tutulmuş, işlem görmemiş; Grup-D oksijene tabi tutulmuş, 

1µl intravitreal steril DMSO solüsyon enjeksiyonu uygulanmış; Grup-E ve -F sırasıyla oksijen 

sonrası 10 µg/ml ve 20 µg/ml intravitreal Apigenin enjeksiyonu uygulanmış; Grup-G ve -H 

sırasıyla oksijen sonrası 10 mg/kg ve 20 mg/kg intraperitoneal Apigenin enjeksiyonu 

uygulanmış; Grup-I oksijene tabi tutulmadan 3 µl intraperitoneal steril DMSO solüsyon 

enjeksiyonu uygulanmış; Grup-J oksijene tabi tutularak, 3 µl intraperitoneal steril DMSO 

solüsyon enjeksiyonu uygulanmış grupları temsil etmektedir. 

Kontrol grupları kendi aralarında karşılaştırıldığında, oksijene tabi tutulan gruplarda endotel 

hücre çekirdeği ve atipik mitokondri sayısında anlamlı artış saptanırken (p<0,0001), apoptotik 

hücre sayısında farklılık izlenmemiştir. Grup-C ile karşılaştırıldığında, Grup-E, -F, -G ve -

H’de endotelyal hücre çekirdeği, atipik mitokondri ve apoptotik hücre sayısında istatistiksel 

olarak anlamlı azalma olduğu izlenmiştir (tümü için p<0,0001). Işık mikroskopisi ile 

bakıldığında Apigenin gruplarında kistik dejenerasyon veya hücre kaybı tespit edilmemiştir. 

Sonuç olarak Apigenin, neovaskülarizasyon, mitokondriyal dismorfoloji ve apoptotik 

aktiviteyi baskılamakta, oküler neovasküler hastalıkların tedavisinde umut vaat etmektedir.  

Anahtar kelimeler: Apigenin, Apoptozis, Flavonoid, Neovaskülarizasyon, Prematüre 

retinopatisi 
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ABSTRACT 

Effects of Intravitreal and Intraperitoneal Apigenin Injection on Retinal Endothelial 

Cell Proliferation, Retinal Morphology and Apoptotic Cell Death in an Oxygen Induced 

Retinopathy In Vivo Mouse Model 

The aim of our study was to investigate the effects of different concentrations of Apigenin on 

retinal endothelial cell proliferation, retinal morphological structure and apoptotic cell death 

in an in vivo oxygen-induced retinopathy (OIR) mouse model. 

A total of 50 newborn C57BL/6J mice were included in the study. Thirty-five mice, with their 

mothers, were exposed to 75 ± 2 % oxygen between postnatal 7-12th days and the injections 

were held on postnatal 12th day after they were taken back to room air (21% oxygen). On 

postnatal 17th day, mice were enucleated and quantitative analysis of preretinal 

neovascularization, apoptotic cell death and morphological structure analyses were 

performed. For the analyses, 10 groups, each consisting of 5 mice were organised.  The 

groups were represented as: Group-A without any oxygen exposure or injections; Group-B 

injected with 1 µl intravitreal sterile dimethyl sulfoxide (DMSO) solution without oxygen 

exposure; Group-C oxygen exposed but not treated; Group-D injected with intravitreal 1 µl 

sterile DMSO solution after oxygen exposure; Group-E and -F treated with 10 µg/ml and 20 

µg/ml intravitreal Apigenin respectively after oxygen exposure; Group-G and-H treated with 

10 mg/kg and 20mg/kg intraperitoneal Apigenin respectively after oxygen exposure; Group-I 

injected with 3 µl intraperitoneal sterile DMSO solution without oxygen exposure; Group-J 

injected with 3 µl intraperitoneal sterile DMSO solution after oxygen exposure. 

When the control groups were compared, a significant increase in endothelial cell and atypical 

mitochondrion counts were detected in the oxygen exposed groups (p<0,0001), while no 

significant difference was noted in apoptotic cell counts. When compared with Group-C, 

statistically significant decrease in endothelial cell, atypical mitochondrion and apoptotic cell 

counts of Group-E, -F, -G and -H were observed (p<0,0001 for all).  None of the groups with 

Apigenin injections revealed cystic degeneration nor cell loss under light microscopy. 

In conclusion, Apigenin supresses the neovascularisation, mitochondrial dysmorphology and 

apoptosis and is promising for the treatment of ocular neovascular diseases.   

Key words: Apigenin, Apoptosis, Flavonoid, Neovascularisation, Retinopathy of prematurity 

http://www.dict.cc/englisch-deutsch/analyses.html
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1. GİRİŞ 

Embriyonal yaşamda vaskülogenez ve anjiogenez mekanizmaları ile vasküler sistemler 

gelişmektedir. Erişkin dönemde ise gelişim tamamlandıktan sonra vaskülogenez ve endotel 

hücre proliferasyonu durmaktadır. Ancak bazı patolojik süreçlerde anormal endotel hücre 

proliferasyonu ve neovaskülarizasyon izlenmekte, kornea, iris, optik disk, retina yapıları 

etkilenebilmektedir. Patolojik neovaskülarizasyon sonucu oluşan damarlar kırılgan yapıda 

olup sızıntı, hemoraji, eksudasyon ve fibrozise neden olarak görme azalması ile 

sonuçlanabilmektedir (1). 

Retinal vasküler hastalıklar, tüm yaş gruplarını ilgilendiren görme kaybının majör 

nedenlerindendir (2). Patolojik oküler neovaskülarizasyon, başta diyabetik retinopati 

(DRP), retinal ven tıkanıklıkları, prematüre retinopatisi (PR), yaşa bağlı maküla 

dejenerasyonu (YBMD) olmak üzere daha birçok hastalıkta önemli bir görme kaybı ve 

körlük nedenidir (3, 4). 

Neovasküler oküler hastalıklarda güncel medikal tedavide sıklıkla anti-vasküler endotelyal 

büyüme faktörü (VEGF) etkili ajanlar kullanılmaktadır. Ancak, çalışmalar patogenezde 

VEGF dışında birçok immun mediatörün rol oynadığını göstermektedir (5). Sato ve 

arkadaşlarının çalışmasında PR olgularında 27 sitokinin vitreustaki seviyesi incelenmiş ve 

interlökin (IL) -6, IL-7, IL-10, IL-15, eotaksin, fibroblast büyüme faktörü (FGF), 

granülosit koloni stimülan faktör, granülosit-makrofaj koloni stimülan faktör, interferon-γ-

indüklenebilir protein-10, siklooksijenaz gibi faktörlerin seviyeleri yüksek bulunmuştur. 

Bu mediatörlerin preretinal neovaskülarizasyonun gelişmesine katkıda bulunduğu 

gösterilmiştir (6).  

Apigenin, (4’, 5, 7,-trihidroksiflavon) meyve ve sebzelerde yaygın olarak bulunan bir 

flavonoiddir (7). Literatürde daha önce Apigenin’in anti-oksidatif, anti-tümöral, anti-

inflamatuar aktivitelerinin olduğu gösterilmiştir (8-10). Daha önce in vitro çalışmalarda 

Apigenin’in, endotel hücre proliferasyonu ve migrasyonunu engellediği gösterilmiştir (11). 

İnsan retina pigment epiteli (RPE) hücrelerinden uyarılmış VEGF salınımının, Apigenin ile 

azaldığı gösterilmiştir (12). Bir diğer çalışmada ise Apigenin’in PR patogenezinde önemli 

yer tutan hipoksi ile indüklenebilen faktör-1 (HIF-1) ve VEGF genlerinin ekspresyonunu 

azalttığı izlenmiştir (13). Apigenin’in daha önce hayvan modelinde laser ile indüklenen 

koroidal neovaskülarizasyonu intraperitoneal uygulama ile azalttığı gösterilmiştir (7). 
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Çeşitli oküler neovasküler hastalıklarda vasküler yatak ve dokuda yayılım tarzı farklılık 

göstermekle beraber, patolojik düzeyde oluşan damarsal yapılar tüm oküler neovasküler 

hastalıklarda benzer özellikleri taşımaktadır (14, 15). Bu sebeple 1994 yılında Smith ve 

arkadaşları tarafından oluşturulan oksijen endükte retinopati (OER) fare modeli 

kullanılarak başta PR olmak üzere retinal vasküler hastalıklarda etkin ve güvenli olabilecek 

tedavi yöntemleri araştırmak mümkündür (16).  

Çalışmamızda hedefimiz, OER in vivo fare modelinde, C57BL/6J ırkı fare kullanarak, 

Apigenin’in intravitreal ve intraperitoneal farklı dozlarda uygulandığında retinal endotelyal 

hücre proliferasyonu, retina morfolojisi ve apoptoz üzerindeki etkilerini araştırmaktır. 
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2. GENEL BİLGİLER 

2.1. Normal ve Patolojik Oküler Vaskülarizasyon 

Embriyogenez sırasında endotel hücreleri mezodermal adacıklardan farklılaşır ve yeni 

damar oluşumu için çoğalır (17, 18). Normal damar oluşumu vaskülogenez ve anjiogenez 

mekanizmaları aracılığıyla mümkün olmaktadır. Vaskülogenez, anjioblast adı verilen 

endotelyal prekürsör hücrelerin farklılaşmasıyla de novo olarak yeni damar oluşumu iken, 

anjiogenez ise var olan damarlardan tomurcuklanma ile yeni kapiller gelişimini 

tanımlamaktadır (1, 17). 

Normal retinal vasküler gelişim sürecinde, öncelikle vaskülogenez ile vasküler prekürsör 

hücreler tarafından ana vasküler pleksus oluşmakta, daha sonra gelişmekte olan retinanın 

artan metabolik ihtiyaçları doğrultusunda anjiogenez ile vasküler ağ genişlemektedir (19). 

Retinal damar oluşumunda oksijenin rolü olduğu bilinmektedir. Rosen ve arkadaşları in 

vitro olarak endotel hücre proliferasyonunun ortamdaki oksijen yoğunluğu ile ters orantılı 

olduğunu göstermişlerdir (20). Gelişen nöronların metabolik ihtiyaçlarının yarattığı 

fizyolojik hipoksinin, normal retinal vaskülarizasyonda önemli bir faktör olduğu ortaya 

konulmuştur (21). Hipoksi sonucu glial hücrelerden başta VEGF olmak üzere pro-

anjiojenik mediatörlerin salınımı ile endotel hücre göçü, farklılaşması ve çoğalması 

uyarılmaktadır (22). Hiperoksik durumda ise anti-anjiojenik faktörler salınarak, pro-

anjiojenik faktörler azalmaktadır (21). Böylelikle anjiogenez bir denge içinde 

tutulmaktadır. 

Vasküler sistem gelişimi tamamlandıktan sonra vaskülogenez gerilemekle birlikte, 

anjiogenez yara iyileşmesi, doku tamiri gibi durumlarda erişkin dönemde de varlığını 

sürdürebilmektedir (23). 

Fizyolojik rollerinin yanı sıra, anjiogenez patolojik süreçlerde de ortaya çıkmaktadır. 

Patolojik anjiogenez birçoğu tanımlanmış pro-anjiojenik ve anti-anjiojenik mediatörler 

arasında dengenin bozulması sonucu ortaya çıkmaktadır (15, 23, 24). Oküler dokularda 

anormal anjiogenez tüm yaş gruplarında önemli körlük nedeni oluşturan oküler 

neovasküler hastalıkların temelini oluşturur (25). Çocukluk döneminde PR, erişkin 

dönemde DRP ve ileri yaşta YBMD bu hastalıkların en önemlileri arasındadır (26-30). 
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Yeni oluşan damarlar kornea, retina, koroid, iris ve optik disk gibi tüm oküler dokuları 

etkileyebilmekte, bu damarlarda normal damar duvarında mevcut olan sıkı bağlantıların 

yokluğu nedeniyle sızıntı ve kırılgan yapı nedeniyle hemorajiler oluşabilmektedir (1).  

Oküler anjiogenez, yara iyileşmesine benzer şekilde inflamasyon ve miyofibroblast 

formasyonu ile birlikte görülmektedir. Bu sebeple, hastalık sürecinde transforme edici 

büyüme faktörü (TGF) -β1 ve bağ doku büyüme faktörü (CTGF) gibi pro-fibrotik 

mediatörlerin artışıyla anjiojenik fazı takip eden fibrotik faz görülebilmekte ve sonuçta 

fibrozis, traksiyonel retina dekolmanı tablolarına neden olarak kalıcı görme kaybına yol 

açabilmektedir (31, 32). 

Oküler anjiogenez ile ilişkili patolojilerde, anjiogenez muhtemelen nöronal 

metabolizmadan kaynaklı lokal doku hipoksisi, inflamasyon ve oksidatif stres ile 

tetiklenmektedir. Neovaskülarizasyonun başlıca sorumlusu olarak değerlendirilen VEGF 

salınımının, RPE, astrosit, Müller hücresi, endotel hücresi, ganglion hücresi olmak üzere 

en az beş farklı retinal hücre tipi tarafından gerçekleştirildiği gösterilmiştir (23). 

İlk defa 1948 yılında iskemik retinopatilerde, iskemik retinadan neovaskülarizasyondan 

sorumlu anjiojenik faktör salınımı olduğu öne sürülmüştür ve bu tarihten itibaren bu 

faktörleri tanımlamaya yönelik çalışmalar hız kazanmıştır (33). 

Hastalıkların anlaşılması ve tedavi yöntemlerinin geliştirilmesinde hayvan modellerinin 

geliştirilmesi oldukça önemli yer tutmuştur. Oksijen endükte iskemik retinopati fare 

modeli, bu modellerin en faydalısı olarak öne çıkmıştır (16). Oksijen endükte iskemik 

retinopati fare modelinde spesifik bir VEGF antagonistinin retinal neovaskülarizasyonu 

baskıladığının gösterilmesi ile ilk defa VEGF’nin retinal neovaskülarizasyonu uyardığı net 

olarak gösterilmiştir. Çalışmalarda ayrıca VEGF’nin normal retinal gelişim için gerekli 

olduğu, yüksek oksijen konsantrasyonlarının VEGF’nin baskılanması, yeni damar 

oluşumunun gerilemesi ve böylece perfüze olmayan iskemik retina alanlarının ortaya 

çıkmasına sebep olduğu gösterilmiştir (34, 35). Hiperoksik ortam sonrası tekrar oda 

oksijenine geçilmesi ise iskemik alanlarda hipoksiye neden olmakta ve bu alanlardan 

artmış VEGF salınımı ile retinal neovaskülarizasyon gelişimi ortaya çıkmaktadır (36, 37). 

Yine bu modelde iskemik retinadan salınan HIF-1α düzeyleri ile VEGF düzeylerinin doğru 

orantılı olduğu gösterilmiştir (38). 
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Takiben ilerleyen dönemde, HIF-1 ilişkili faktörler olan plasental büyüme faktörü (PlGF), 

platelet kökenli büyüme faktörü (PDGF), stromal kökenli büyüme faktörünün, ayrıca TGF, 

epidermal büyüme faktörü (EGF), tümör nekroz faktörü (TNF) -α, insülin benzeri büyüme 

faktörü (IGF), vasküler endotelyal-kadherin, IL’lerin ve FGF ailesinin iskemik retinada 

neovaskülarizasyona katkı sağladığı gösterilmiştir (23, 39-42). 

Oküler neovasküler hastalıkların anlaşılması ve tedavisinde kullanılabilecek anjiogenez 

kaskadını farklı basamaklarda inhibe eden moleküllere yönelik arayışlar devam etmektedir 

(14, 24, 43). 

2.2. Anjiogenezde Etkili Mediatörler 

Anjiogenez, anjiogenetik ve anjiostatik faktörlerin arasındaki dengenin anjiogenetik 

faktörler lehine bozulması ile ortaya çıkmaktadır (17, 44). Yakın dönemde yapılan 

çalışmalar anjiogenezin başta VEGF ailesi olmak üzere TGF, EGF, PDGF, FGF ailesi, 

TNF-α, IGF, vasküler endotelial kadherin, IL’ler, integrinler, prostaglandinler, eritropoetin 

(EPO) ve diğer büyüme faktörleri tarafından uyarıldığını göstermiştir. Endojen anjiostatik 

düzenleyiciler ise trombospondin, anjiostatin, endostatin, pigment epitelinden derive faktör 

(PEDF), çeşitli kemokinler, IL’ler, TGF-β olarak sıralanabilmektedir (45, 46). 

2.2.1. Vasküler Endotelyal Büyüme Faktörü  

Vasküler büyüme faktörleri; PlGF, VEGF-A, VEGF-B, VEGF-C, VEGF-D ve viral VEGF 

homoloğu VEGF-E den oluşan bir protein ailesidir (47-50). 

Vasküler endotelyal büyüme faktörü-A, anjiogenezin temel düzenleyici ajanıdır ve endotel 

hücre göçü, proliferasyonu, damarsal geçirgenlik artışından sorumludur (51). Vasküler 

endotelyal büyüme faktörü-B’nin düşük anjiojenik aktivite gösterdiği, VEGF-C’nin ise 

özellikle retinal anjiogenezde önemli rolü olduğu ve VEGF-A azalmasında kompansatuar 

olarak arttığı gösterilmiştir (52, 53). Vasküler endotelyal büyüme faktörü-D’nin rolü ise 

henüz net olarak aydınlatılamamıştır. Plasental büyüme faktörünün, VEGF ile 

heterodimerler oluşturarak neovaskülarizasyona katkı sağladığı hayvan modellerinde 

gösterilmiştir (54, 55). 

2.2.2. Anjiopoetinler/Tie 2 

Tie-2, endotel hücreleri üzerinde bulunan, damarsal ağların gelişimi ve remodeling süreci 

için önemli olan bir tirozin kinaz reseptörüdür. Anjiopoetin (Ang) ailesi ise bu 
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reseptörlerin ligandıdır. Bu ailenin en çok araştırılan iki üyesinden Ang-1 aktivatör, Ang-2 

ise inhibitör etkiye sahiptir (56). 

Hayvan modellerinde Ang-1’in anormal anjiogenezi durdurduğu, Ang-2’nin ise pro-

inflamatuar sitokinlere bağlı olarak salındığı ve vasküler endotel stabilizasyonunu 

bozduğu, oküler neovaskülarizasyona katkı sağladığı gösterilmiştir (57-60). 

2.2.3. Hipoksi ile İndüklenebilir Faktör-1  

Hipoksi ile indüklenebilir faktör, hipoksik şartlarda indüklenen HIF-1α ve yapısal olarak 

eksprese olan HIF-1β alt gruplarından oluşan heterodimer protein yapıda bir transkripsiyon 

faktörüdür. Hipoksi ile indüklenebilir faktör-1 heterodimeri, hipoksi cevap elemanları 

aracılığı ile transkripsiyonel aktiviteyi uyarır. Hipoksi ile indüklenebilir faktör-1β normal 

koşullar altında hücrelerde bulunmakta iken, HIF-1α ise normal koşullarda 

saptanamamakta, hipoksik koşullarda artmaktadır (61). Hipoksik koşullar altında, HIF 

prolil hidroksilazları inaktive olur, böylece HIF-1α artar ve hipoksi cevap genlerinin 

transkripsiyonu artar (62).  

Özellikle DRP, retinal ven oklüzyonu (RVO), PR gibi retinal iskemi ile seyreden 

hastalıklarda hipoksi anahtar faktördür. Bu hastalıklarda ortaya çıkan hipoksi sonucunda 

HIF-1 artışına bağlı olarak VEGF, PDGF, PlGF, Ang-2 ve bu aracıların reseptörleri olan 

vasküler endotelyal büyüme faktörü reseptörü (VEGFR) -1/2, kemokin reseptör tip 4, 

PDGF-β, Tie-2 artışı, bunun sonucunda neovaskülarizasyon izlenmektedir (63-66). Bu yol 

ile öncelikle vasküler endotel hücre aktivasyonu, takiben bazal membran degradasyonu, 

endotel hücre proliferasyonu ve göçü, tüp formasyonu, uzaması ve matürasyonu ile oküler 

neovaskülarizasyon gelişmektedir (37, 67, 68). Anjiopoetin-2, reseptörüne bağlanarak 

bazal membran yıkımını sağlamakta böylece VEGF’ye cevabı arttırmakta, takiben VEGF 

aracılığıyla endotel hücre proliferasyonu ve göçü olmakta, PDGF-β aracılığı ile 

matürasyon sağlanmaktadır (69-71). Fotoreseptör ve RPE hücrelerinde oksidatif strese 

bağlı olarak, YBMD gibi neovaskülarizasyonla seyreden hastalıklarda HIF-1 artışı olduğu 

izlenmiştir.  

2.2.4. Alternatif Kompleman Yolu 

Çeşitli çalışmalarda kompleman faktörü H, B ve D’nin YBMD neovaskülarizasyon 

riskinde artışa neden olduğu gösterilmiştir (72-74). Kompleman faktörleri C3a ve C5a’nın 

ise hayvan modellerinde neovaskülarizasyonla ilişkili olduğu gösterilmiştir (75, 76). 
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Matriks metalloproteinaz (MMP) aktivasyonu ile alternatif kompleman yolunun 

aktivasyonu ile VEGF düzeylerinde artış olduğu gösterilmiştir (77). 

2.3. Oküler Neovasküler Hastalıklar 

2.3.1. Korneal Neovaskülarizasyon 

Kornea normalde avasküler bir yapı olmasına karşın belli koşullar altında limbal vasküler 

pleksustan kaynaklanan kapiller damarların oluşumu ile vaskülarize olabilmektedir (1). 

Genel popülasyonda korneal vaskülarizasyon insidansını gösteren yeterli çalışma olmasa 

da 1996 yılında yapılan bir çalışmada genel oftalmoloji kliniğine başvuran hastaların 

yaklaşık %4’ünde korneal neovaskülarizasyon izlendiği gösterilmiştir. Korneal 

vaskülarizasyon; yüzeyel vaskülarizasyon, vasküler pannus ve derin stromal 

vaskülarizasyon olmak üzere farklı paternlerde ortaya çıkabilmektedir (1). Bu durum, 

enfeksiyonlar, uzamış kontakt lens kullanımına bağlı hipoksi, travma, alkali yanıklar, 

immunolojik ve dejeneratif hastalıklarla ilişkili olarak ortaya çıkmakta, görme düzeyinde 

ciddi azalmaya sebep olabilmektedir. 

2.3.2. İris Neovaskülarizasyonu 

İris neovaskülarizasyonu (NVİ) başta diyabet ve RVO olmak üzere çeşitli oküler ve 

sistemik hastalıklara sekonder olarak ortaya çıkmaktadır. Proliferatif DRP mevcut 

hastaların %2.3-2.5’inde, santral retinal ven oklüzyonu (SRVO) olan hastalar %20’sinde, 

iskemik SRVO mevcut hastaların ise %45-80’inde NVİ oluşmaktadır (78-80). Diğer NVİ 

nedenlerinden bazıları ise oküler iskemik sendrom, vaskülitler, karotikokavernöz fistül, 

PR, üveit, retina dekolmanı, Coats hastalığı, göz içi cerrahisi, travma, orak hücreli anemi, 

retinoblastom, melanom olarak belirtilmektedir. Neovaskülarizasyon çoğunlukla retinal 

hipoksi, iskemi ve buna sekonder salınımı artan anjiojenik ajanlar ile uyarılmaktadır (78). 

Yeni damar oluşumları iris ön yüzeyi ve ön kamara açısında ortaya çıkmaktadır. 

Neovasküler yapılar öncelikle iris kökü yakınında ve pupil marjininde bulunan kapiller 

yataklardan köken alarak iris stroması içinde gelişmekte ve takiben iris ön yüzünde pupil 

kenarı ve açıda damar yumakları şeklinde ortaya çıkmaktadır. Normal iris damarlarının 

aksine bu yapılar oldukça kırılgan olup floressein sızıntısına neden olabilmektedir. Uzun 

süre belirti vermeden sessiz kalabilse de fibröz doku gelişiminin eşlik etmesi ve açının 

işgali ile ikincil neovasküler glokoma neden olarak şiddetli ağrı ve görme kaybına neden 

olabilmektedir. İris neovaskülarizasyonu enükleasyon için önemli bir endikasyon 
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oluşturmaktadır ve çeşitli serilerde enükleasyon yapılan gözlerin %12-15’inde NVİ olduğu 

gösterilmiştir (1). 

2.3.3. Retinal Neovasküler Hastalıklar 

Retina dual bir vasküler sisteme sahiptir: dış 1/3’ü koroidden, iç 2/3’ü ise santral retinal 

arter tarafından beslenmektedir. Embriyolojik süreçte koroidal damarların oluşumu erken 

dönemde RPE’den VEGF-A üretiminde artış ile gelişmektedir (81). İç tabakalar ise erken 

embriyolojik dönemde hiyaloid sistem ile beslenmektedir. Oküler gelişimin geç döneminde 

hiyaloid sistem gerilemekte, gelişmekte olan nöronların metabolik ihtiyacı artmakta, retina 

hipoksik hale gelmekte ve yeni damar oluşumu böylece uyarılmaktadır (23). Retinal 

vasküler yapıların oluşumu 14. gestasyonel haftada prekürsör anjioblastların 

farklılaşmasıyla başlamaktadır. Primordial damarların gelişimi sonrası retinal anjiogenez 

optik sinir başında yüzeyel olarak başlamakta, bu merkezi noktadan iç retina yüzeyi 

boyunca radiyal olarak devam etmektedir. Derin vasküler pleksus ise yüzeyel arterlerden 

tomurcuklanma ile kapiller ağın derin retinal tabakalara doğru ilerlemesi ile oluşur. Retinal 

anjiogenez oksijen ihtiyacı ile yakından ilişkilidir. Yüksek oksijen konsantrasyonu, hipoksi 

ile indüklenen VEGF üretimini baskılar ve yeni damar oluşumu azalır (15, 19, 82, 83). 

Böylece koroid gelişimi 3. gestasyonel ayda tamamlanırken, retina damarlarının gelişimi 

ise nazal retinada 36. hafta, temporal retinada ise 40-42. haftaya kadar devam 

edebilmektedir (82). 

Lokal doku hipoksisi, inflamasyon ve oksidatif stres gibi durumlar bu normal gelişim 

süreci dışında retinal anjiogeneze neden olabilmektedir. Vasküler endotelyal büyüme 

faktörü bu süreçte temel rolü oynamaktadır ve in vitro çalışmalar hipoksi durumunda artan 

VEGF düzeylerinden özellikle Müller hücreleri ve astrositlerin sorumlu olduğunu 

göstermektedir (19, 84, 85). Retinada neovasküler hastalıklar retinal damarlardan köken 

alarak preretinal veya koroidden köken alarak subretinal anjiogenezis nedeniyle ortaya 

çıkmaktadır (23). 

Preretinal anjiogenez, kapiller nonperfüzyon ve lokal iskemi ile seyreden, iskemik 

retinopatiler olarak değerlendirilen RVO, DRP, PR gibi hastalıklarda ortak bir sonuç 

olarak gelişmektedir. İskemik retina alanlarından salınımı artan anjiojenik faktörler, vitreus 

kavitesinde fibrovasküler membranların oluşumu ve buna bağlı komplikasyonlara neden 

olmaktadır.  
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Subretinal anjiogenez ise RPE, Bruch membranı ve koroidi etkileyen patolojiler sonucu 

ortaya çıkar. İnflamasyon, hipoksi, oksidatif stres ile birlikte Bruch membranı 

bütünlüğünde bozulmaya bağlı bir yara iyileşmesi cevabı olarak ortaya çıkmaktadır. 

Koroidal neovaskülarizasyon, RPE-Bruch membranı arasında ya da RPE ile nörosensoriyal 

retina arasında yerleşebilmektedir. İlerleyen dönemde neovaskülarizasyon atrofik bir alan 

bırakarak gerileyebilmekte veya fibrotik skar oluşumuna neden olabilmektedir (23).  

2.4. Prematüre Retinopatisi  

2.4.1. Prematüre Retinopatisi Patogenezi 

Prematüre retinopatisi ilk defa 1942 yılında Terry tarafından tanımlandığından beri 

patogenezinin anlaşılmasında birçok gelişme olmasına rağmen hala özellikle gelişmiş ve 

gelişmekte olan ülkelerde çocukluk çağındaki körlüklerin önemli bir nedenidir (86, 87). 

Prematüre retinopatisi, anjiogenezin devamlılığını sağlayan fizyolojik koşulların 

bozulmasıyla ortaya çıkar (88). Prematüre infantların retina vaskülarizasyonu 

tamamlanmamıştır ve gestasyonel yaş ile orantılı periferik avasküler bir retinal zon 

mevcuttur (89, 90).  

Prematüre retinopatisi, vazo-obliteratif faz ve vazo-proliferatif faz olmak üzere birbirini 

takip eden iki fazdan oluşmaktadır (91). İlk basamak olan vazo-obliteratif faz, doğumda 

başlar ve postmenstrüel 30-32. haftaya kadar devam eder. Prematüre infantlarda in utero 

devam etmesi gereken vasküler gelişim yavaşlamaktadır ve gelişmiş damarlarda gerileme 

görülmektedir. Ekstrauterin ortamdaki rölatif hiperoksi ve prematürelere verilen destek 

oksijen tedavisi bu süreçten sorumlu tutulmaktadır (90). İntrauterin koşullarda kanda %70 

olan oksijen satürasyonu ekstrauterin ortamda %100 olmaktadır. İntrauterin koşullarda 

arteriyel oksijen basıncı 30 mmHg iken, ekstrauterin ortamda bu düzey 60-100 mmHg 

arasında değişmektedir. Artan oksijen düzeyleri ile hipoksi bağımlı anjiojenik faktörler 

azalmakta, damar gelişimi gerilemekte, daha önceden oluşmuş damarlarda ise 

konstriksiyon ve retraksiyon olmaktadır (91, 92). 

İkinci basamak olan vazo-proliferatif faz ise postmenstrüel 32-34. haftalarda başlamaktadır 

ve karakteristik özelliği hipoksi ile indüklenen neovaskülarizasyondur. Prematüre 

retinopatisinin bu fazı, diğer proliferatif iskemik retinopatilere benzerlik göstermektedir 

(90). Bu fazda; infantın gelişimi devam ettikçe, vaskülarizasyonu tamamlanmamış retina 

alanları gittikçe metabolik olarak daha aktif hale gelmektedir, vazo-obliteratif fazda hasar 
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görmüş damarlar retinada artan oksijen ihtiyacını karşılayamamakta ve bu durum doku 

hipoksisine neden olmaktadır. Bu hipoksiye ikincil olarak ise daha önce baskılanan 

HIF’lerin artışı olmakta ve bu durum avasküler-vasküler retina sınırında yeni damar 

oluşumuna yol açmaktadır (92). Zamanla damarların bu patolojik gelişimi retinadan 

vitreusa uzanan fibröz skarlara, retina dekolmanı ve potansiyel olarak körlüğe yol 

açabilmektedir.  

Prematüre retinopatisini anlamak için kedi, köpek, rat ve farelerde OER hayvan modelleri 

geliştirilmiştir. Bu modeller arasından fare OER modeli, retinal neovaskülarizasyonun ve 

özellikle PR’nin ikinci fazının tekrarlanabilir, ölçülebilir, güvenilir ve ucuz bir modeli 

olması dolayısıyla en popüleri olmuştur. Fare modelini uygun kılan birçok etken vardır. 

Öncelikle, fare retinasının normal gelişimi doğum sonrası 2 hafta içinde olmakta ve 

vasküler gelişimin tüm aşamalarının gözlemlenmesine izin vermektedir. Yeni doğan 

farenin retinal damarlarının gelişim aşaması, prematüre infantların 4-5. gestasyonel 

aylardaki gelişimleri ile uyumludur. Vasküler gelişim insandakine benzer şekilde yüzeyel 

tabakayı oluşturan prekürsör hücrelerle başlamakta, daha sonra derin tabaka oluşmaktadır 

(16). Bu modelde fareler postnatal 7-12. gün arası %75 oksijene maruz bırakılmaktadır. 

Farelerin hiperoksiye maruz kaldıkları bu dönemde, PR’nin ilk fazını taklit eder şekilde 

damarlarda gerileme, normal radiyal damar gelişiminde yavaşlama görülmektedir. Daha 

sonra fareler oda ortamına alınmakta, nonperfüze retina alanları böylece hipoksik 

kalmakta, anjiojenik faktörler salınmakta ve retinal neovaskülarizasyon ortaya çıkmaktadır. 

Oksijen endükte retinopati modelinin bu neovasküler fazı hem PR’nin ikinci fazına hem de 

diğer proliferatif retinopatilere benzerlik göstermektedir (90).  

Hipoksi İle İndüklenebilir Faktörler Ve Prematüre Retinopatisi Gelişimi 

Vasküler Endotelyal Büyüme Faktörü  

Vasküler endotelyal büyüme faktörü salınımı primer olarak HIF-1 ile kontrol edilmektedir. 

Fare OER modelinde, hiperoksi durumunda 6 saat sonrasında hem VEGF mesajcı 

ribonükleik asit (mRNA) hem de VEGF proteininin azaldığı gösterilmiştir. Vasküler 

endotelyal büyüme faktörü azalmasına bağlı olarak da damar gelişimi yavaşlamakta ve 

oluşmuş damarlar gerilemektedir. Eksojen olarak VEGF ve VEGFR-1 spesifik ligand 

PlGF-1 verildiğinde vazo-obliterasyonun engellenebildiği böylece VEGF’in PR’nin 1. 

fazında önemli rol oynadığı gösterilmiştir. Oda koşullarına dönen farelerde 6-12 saat sonra 
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VEGF düzeylerinin arttığı ve neovaskülarizasyon başlayana kadar korunduğu 

gösterilmiştir (35, 37, 93).  

Eritropoetin  

Fetal karaciğerden salgılanan bir hormon olan EPO kemik iliğinde eritropoezi arttırmakta, 

vasküler hücrelerde apoptozu inhibe etmekte, anjiogenez regülasyonunda görev almaktadır 

(94). Eritropoetin ekspresyonu HIF-1 ile kontrol edilmektedir.  

Fare modelinde retina damarlarında EPO proteini ve reseptörünün varlığı gösterilmiştir. 

Hiperoksik koşullarda EPO mRNA ekspresyonu azalmakta, PR’nin ikinci fazında ise 

artmaktadır (95). 

Maternal Kökenli Faktörler Ve Prematüre Retinopatisi Gelişimi 

İnsülin Benzeri Büyüme Faktörü-1  

Normal anjiogenez için büyüme hormonu ve effektörü IGF-1 gereklidir (96). İnsülin 

benzeri büyüme faktörü-1 defekti olan farelerde normal damar gelişiminin olmadığı 

gösterilmiştir (97).  

Oksijen endükte retinopati fare modelinde, eksojen IGF-1 reseptör antagonisti verildiğinde 

retina neovaskülarizasyonunda azalma olduğu gösterilmiş, IGF-1 düzeyindeki azalmanın 

endotel hücre proliferasyonu için gerekli olan VEGF aracılı mitojen aktiveli protein kinaz 

(MAPK) yolu aktivasyonu ve Akt/Protein kinaz B yolunu baskıladığı gösterilmiştir. 

Vasküler endotelyal büyüme faktörünün endotel hücreleri üzerinde etkili olabilmesi için 

IGF-1 gerekmektedir (98). 

Preterm infantta düşük düzeydeki IGF-1, infant gelişimi sürecinde endojen üretim ile 

artmakta, böylece VEGF ilişkili neovaskülarizasyon ortaya çıkmaktadır (88). İnsülin 

benzeri büyüme faktörü-1 ayrıca normal vasküler gelişim için gereklidir. Çalışmalarda PR 

gelişimi öncesi pretermlere IGF-1 desteği yapılmasının PR gelişimini engelleyebildiği ve 

normal vaskülarizasyonu uyardığı, ancak PR’nin proliferatif fazında verildiğinde ise 

neovaskülarizasyonu arttırdığı gösterilmiştir (24, 98).  

Omega-3 Çoklu Doymamış Yağ Asitleri  

Anneden bebeğe özellikle 3. trimesterde çoklu doymamış yağ asitlerinin transferi olduğu 

için yenidoğan pretermlerde genellikle bu faktörün eksikliği söz konusudur (99, 100). 
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Omega-3 ve -6 yağ asitleri arasındaki denge retinada nöronal ve vasküler hücre canlılığı 

için büyük önem taşımaktadır (101-103). 

Oksijen ile indüklenen retinopati fare modelinde omega-3 yağ asidi desteği anti-VEGF 

tedaviye benzer etki göstermektedir (92). 

2.4.2. Prematüre Retinopatisi Sınıflandırma ve Tedavisi 

Hastalığın son sınıflandırılması 1984 yılında kabul edilen ve 1987 yılında geliştirilen 

“International Classification of Retinopathy of Prematurity (ICROP)” temel alınarak 

yapılmaktadır. 2005 yılında uluslararası sınıflandırmanın güncellenmiş şekli 

yayınlanmıştır. Uluslararası sınıflandırma sistemine göre hastalığın şiddetini 4 etken 

belirler (104). 

 Hastalığın retinada yerleşimi; zonlarla ifade edilir. 

 Retina tutulumunun yaygınlığı; saat kadranı olarak ifade edilir. 

 Hastalığın vasküler proliferasyon derecesi; evre olarak ifade edilir. 

 Retina arka kutup damarlarında tortuosite ve dilatasyon varlığı (plus 

hastalık). 

Zon Tanımı 

Zon I: Merkezi optik disk olan, yarıçapı disk-maküla mesafesinin 2 katı olan dairesel 

alandır.  

Zon II: Zon I sınırından başlayan, nazalde ora serrataya temporalde anatomik ekvatora 

uzanan dairesel alandır.  

Zon III: Temporalde ora serratada sonlanan yarımay şeklindeki alandır. (Şekil 2.4.2.1.) 
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Şekil 2.4.2.1. : Prematüre retinopatisi değerlendirilmesinde retinal zonlar 

Prematüre retinopatisi değerlendirilmesinde kullanılan zonlar ve saat kadranlarının şematik görünümü 

izlenmektedir. 

 

Evreleme 

Evre 1 (Demarkasyon hattı): Öndeki avasküler retina ile arkadaki vasküler retinayı ayıran 

ince beyaz bir çizgi ile karakterizedir. 

Evre 2 (Ridge): Demarkasyon hattının yükseklik, genişlik ve hacim kazanmasıyla 

karakterizedir. 

Evre 3 (Ekstraretinal fibrovasküler proliferasyon): Ridge posteriorundan uzanan 

fibrovasküler dokunun vitreusa doğru ilerlemesi ile karakterizedir. Vitreusa uzanan 

ekstraretinal fibrovasküler dokunun yaygınlığına göre bu evre hafif, orta ve şiddetli olmak 

üzere üçe ayrılır. 

Evre 4 (Kısmi retina dekolmanı):  

Evre 4A: Ekstrafoveal  

Evre 4B: Foveal 

Evre 5 (Total retina dekolmanı): Retina dekolmanı sıklıkla traksiyona bağlı olmakla 

birlikte eksudatif olabilmektedir ve sıklıkla huni (açık huni/kapalı huni) şeklindedir. 
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Plus Hastalık: Arka kutup damarlarında arterlerde tortuosite artışı ve venlerde dilatasyon 

olması, vitreus hemorajisi ve bulanıklığı, iris damarlarında genişleme ve kıvrımlanma 

artışı, pupil dilatasyonunda azalma (rijid pupil) plus hastalık olarak ifade edilir. Herhangi 

bir evrede plus hastalığı görülebilir. Evrenin yanına + veya – işareti konularak gösterilir. 

Plus hastalık mevcudiyetinde PR progresyonu hızlı olur. 

Pre-plus Hastalık: Posterior polde plus hastalık kriterlerine göre yetersiz fakat normalden   

daha fazla arteryel tortuosite artışı ve venöz dilatasyon olması.  

Agresif Posterior PR: Nadir görülen hızlı ilerleyen ciddi bir durumdur, klasik evreleri 

geçirmez. Tedavisiz bırakıldığında kısa sürede Evre 5’e ilerler.  

Tedavi endikasyonu ve tedavinin sonuçları değerlendirilirken göz önünde bulundurulmakta 

olan kriterler “Cryotherapy for Retinopathy of Prematurity” (CRYO-ROP) ve “Early 

Treatment for Retinopathy of Prematurity” (ETROP) çalışmalarında tanımlanmıştır. 

Treshold (Eşik) Hastalık (Tedavi evresi): Zon 1 veya Zon 2’de, plus hastalık varlığında 

ardışık 5 saat kadranı veya ardışık olmayan 8 saat kadranı boyunca Evre 3 hastalık 

görülmesi eşik hastalık olarak ifade edilmektedir. Eşik hastalık tespit edilen bebekler 72 

saat içinde periferik ablatif tedaviye alınmalıdırlar. 

Pre-treshold (eşik öncesi) hastalık: 

Pre-treshold Sınıflaması: ETROP çalışmasına göre tedavi kriterleri yeniden belirlenmiş, 

buna göre hastalar 2 gruba ayrılmıştır. 

A-Tip 1 (yüksek riskli pre-treshold): 

Zon 1: Plus hastalığın bulunduğu herhangi bir evre veya plus hastalığın eşlik etmediği Evre 

3 

Zon 2: Plus hastalıkla birlikte olan Evre 2 veya Evre 3  

B- Tip 2 (düşük riskli hastalık): 

Zon 1: Plus hastalığın eşlik etmediği Evre 1 veya Evre 2 

Zon 2: Plus hastalığın olmadığı Evre 3 

“Early Treatment for Retinopathy of Prematurity” çalışması verilerine göre Tip 1 PR’de 

ablatif tedavi önerilmekte, Tip 2 PR’de ise “bekle ve gör” yaklaşımı önerilmekte, Tip 1 ya 

da eşik PR’ye ilerleme durumunda ablatif tedavi önerilmektedir.   
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Eşik hastalık durumunda damarlanmamış ön retinaya ablatif tedavi önerilmektedir. Güncel 

olarak bu hastalarda kriyoterapiye karşılık laser fotokoagülasyon daha sık tercih 

edilmektedir.  

Henüz nispeten yeni bir tedavi olması ve geniş serili yeterli çalışmanın olmaması nedeniyle 

anti-VEGF tedaviler genellikle ilk tercih olarak kullanılmamaktadır. Ancak yapılan 

çalışmalar tek enjeksiyon ile sistemik ve oküler yan etki izlenmeden olumlu cevaplar 

alındığını göstermektedir (105, 106). “Bevacizumab Eliminates the Angiogenic Threat of 

Retinopathy of Prematurity” (BEAT-ROP) çalışması, Bevacizumab enjeksiyonu ve 

konvansiyonel laser fotokoagülasyon ile ablasyon tedavisini karşılaştırmış, Zon 1 Evre 3+ 

PR’li hastalarda Bevacizumab’ın daha etkin olduğunu göstermiştir. Ayrıca, Bevacizumab 

tedavisinden sonra retinal damarların vaskülarizasyonun kesildiği noktadan daha ileriye 

gittiği fakat perifer retinanın tam vaskülarize olmadığı görülmüştür. Bevacizumab 

monoterapisinin laser fotokoagülasyonun yan etkileri olan görme alanı kaybı ve miyopi 

indüklenmesi gibi durumlardan kaçınmayı sağladığı bildirilmiştir. Ancak; anti-VEGF 

tedavinin fibröz membranlar üzerinde olumsuz etki göstererek kontraksiyona ve retina 

dekolmanına neden olabileceği gösterilmiştir ve güvenilirlik ve etkinliği konusunda daha 

ileri çalışmalara ihtiyaç duyulduğu belirtilmiştir (106). 

Prematüre retinopatisinde seröz, traksiyonel ve ileri olgularda geç komplikasyon olarak 

regmatojen retina dekolmanı gelişebilmektedir. Evre 4 ve 5 hastalarda retinanın 

yatışmasını sağlamak için skleral çökertme ve vitrektomi cerrahi seçenekler olarak 

kullanılabilmektedir (107). 

2.5. Güncel Anti-Anjiojenik Tedaviler 

2.5.1. Anti-Vasküler Endotelyal Büyüme Faktörü Etkili Ajanlar 

Ranibizumab, Aflibersept ve Pegaptanib intraoküler kullanım için onay almış, 

Bevacizumab onaylı olmasa da yaygın olarak kullanılan anti-VEGF ajanlardır (24). Birçok 

ajan üzerinde çalışmalar devam etmektedir (33). 

MP0112, yaş tip YBMD ve diyabetik maküler ödemde etkinliği araştırılmakta olan, 

VEGF’ye bağlanarak etki gösteren bir designed ankyrin repeat protein (DARPin)’dir 

(108). 
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Conbersept, VEGFR-1 ve VEGFR-2 için domain içeren bir insan füzyon proteinidir. Faz 1 

çalışmalarda tek enjeksiyon ile koroidal neovaskülarizasyon alanında azalma olduğu 

izlenmiştir (109, 110). 

Pegaptanib (Macugen) 

(Macugen; Eyetech Pharmaceuticals Inc, New York ve Pfizer Inc, New York, ABD) 

Pegaptanib, polietilen glikol zinciri bağlanmış bir ribonükleik asit (RNA) oligonükleotid 

ligandıdır (24). Patolojik neovaskülarizasyondan birincil olarak sorumlu olduğu düşünülen 

VEGF164 izomerine bağlanarak VEGF’nin reseptörüne bağlanmasını engeller ve böylece 

neovaskülarizasyonu inhibe eder (111). Subfoveal neovasküler YBMD için 2004 yılında 

Amerikan Gıda ve İlaç Dairesi (FDA) onayı almıştır.  

Ranibizumab (Lucentis) 

(Lucentis; Genentech Inc, South San Francisco, CA, ABD)  

Ranibizumab, intraoküler uygulama için üretilmiş, tüm VEGF izoformlarını hedef alan bir 

humanize antikor fragmanıdır (112). İlk defa 2006 yılında yaş tip YBMD’de kullanılmak 

üzere FDA onayı almıştır ve bu tarihten beri çok çeşitli oküler neovasküler hastalıklarda 

tedavi ajanı olarak kullanılmaktadır (24).  

Bevacizumab (Avastin) 

(Avastin; Genentech Inc, South San Francisco, CA, ABD)  

Bevacizumab, VEGF-A’nın tüm izoformlarına karşı etkili bir humanize monoklonal 

antikordur. Bevacizumab, metastatik kolon kanserinde intravenöz kullanılmak üzere 

geliştirilmiş ve bu endikasyonla FDA onayı almıştır. İntravitreal Bevacizumab 

uygulamasının şiddetli PR gelişimini azalttığı ve kan damarlarının perifere büyümesini 

sağladığı gösterilmiştir (113). Endikasyon dışı olarak özellikle Ranibizumab ve Aflibersept 

gibi diğer anti-VEGF ajanlar yaygınlaşmadan önce sıklıkla oküler neovasküler 

hastalıkların tedavisinde kullanılmıştır (24). 

Aflibersept (Eylea) 

(Eylea; Bayer HealthCare, Almanya)  
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İnsan immünglobülin (Ig) G1’in kristalize olabilen parçası (Fc) ile VEGF reseptörleri olan 

VEGFR-1 ve VEGFR-2’nin Ig domain’lerinden oluşan bir reseptör füzyon protenidir 

(114). Plasental büyüme faktörü ve tüm VEGF-A izoformlarını inhibe etmektedir. 2011 

yılında FDA onayı almıştır (24). 

2.5.2. Ruboxistaurin Mesilat 

Protein kinaz-C’nin selektif inhibitörüdür. Oral kullanım ile diyabetik hastalarda güvenli 

bir şekilde görme kaybı riskini azalttığı gösterilmiştir (115).  

2.5.3. Multi-Reseptör Tirozin Kinaz İnhibitörleri 

Tirozin kinaz reseptörleri arasında neovaskülarizasyonda etkin rol alan VEGFR-1, 

VEGFR-2, PDGFR gibi reseptör aileleri vardır. Çeşitli çalışmalarda hayvan deneylerinde 

intravitreal ve oral uygulanan tirozin kinaz inhibitörlerinin, damar proliferasyonunu 

azalttığı, laser ile indüklenen koroidal neovaskülarizasyon gelişimini azalttığı 

gösterilmiştir. Bu moleküller üzerinde klinik çalışmalar devam etmektedir (116-118). 

2.5.4. Alternatif Kompleman Yolu İnhibitörleri 

Oküler neovasküler hastalıkların patogenezinde inflamatuar mediatörlerin artışı önemli rol 

oynamaktadır (119). Kompleman yolunun birçok elemanını hedef alan ajanlar ile YBMD 

hastaları üzerinde klinik çalışmalar devam etmektedir (120). Fare koroidal 

neovaskülarizasyon modelinde kompleman yolu inhibisyonu ile VEGF üretiminin ve 

anjiogenezin baskılandığı gösterilmiştir (121, 122).  

2.5.5. İntegrin Antagonistleri 

İntegrinler endotel hücre canlılığını, proliferasyonunu ve göçünü düzenleyen adhezyon 

molekülleridir (123). İntegrin α5β1 antagonistleri anjiogenezde önemli bir basamak olan 

fibronektinle tutunmayı engeller (124). Bu amaçla JSM6427 ve Volociximab olmak üzere 

iki α5β1 antagonisti araştırılmaktadır (125, 126).  

2.5.6. Gen Terapisi 

Anti-anjiojenik proteinlerin gen transferinin tekrarlayan intraoküler enjeksiyonlara karşı 

alternatif bir tedavi yöntemi olabileceği düşünülmektedir (127). Gen terapisi ile amaç, tek 

bir enjeksiyon ile vektörün aktarılması ve takip eden süreçte bu vektör aracılığıyla anti-

anjiojenik proteinlerin sürekli salınımıdır (119).  
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Özellikle viral vektörler kullanılarak yapılan çalışmalar oküler gen terapisinde gelecek vaat 

etmektedir. Bu alanda small interfering RNA’ları da içeren birçok ajan araştırılmaktadır 

(65). Sirna-027; VEGF-1 reseptörüne karşı bir small interfering RNA’dır. Gen düzeyinde 

VEGF-1 reseptörü sentezini inhibe etmektedir. Faz 2 klinik çalışmaları devam etmektedir 

(24). 

2.5.7. Sonepcizumab 

Bir anti-sfingozin-1-fosfat monoklonal antikorudur, anti-VEGF ajanlara cevapsız YBMD 

hastalarında faz-2 çalışmaları devam etmektedir (120).  

2.5.8. Triamsinolon Asetat 

Anti-inflamatuar ve anjiostatik etkiye sahip bir sentetik steroiddir. Oksijen endükte 

retinopati fare modelinde neovaskülarizasyonu baskıladığı gösterilmiştir (128). Katarakt ve 

glokom gelişimi önemli komplikasyonlarıdır.   

2.5.9. Deksametazon (Ozurdex) 

(Ozurdex; Allergan Inc, CA, ABD) 

Retinal ven oklüzyonu, DRP ve üveite sekonder maküler ödemde endikasyon almış 

intravitreal depo steroid implantıdır (129).  

Steroid ajanların kullanılmasında en büyük sorunlar, non-spesifik olmaları ve katarakt, 

glokom gibi önemli yan etkilere neden olmalarıdır (130). 

2.5.10. Fovista 

(Fovista; Ophthotech, ABD) 

Bir PDGF-B aptameridir ve neovasküler perisitlerin yapısını bozarak koroidal 

neovaskülarizasyonda regresyon sağlamaktadır (131). 

 

2.5.11. Anti-Hipoksi ile İndüklenebilir Faktör Etkili Ajanlar 

Vasküler endotelyal büyüme faktörü, PDGF-B, stromal hücre derive faktör-1, EPO gibi 

birçok pro-anjiojenik faktörü aktive eden HIF sinyal yolunun blokajının, tüm bu faktörlerin 

baskılanmasına ve böylece oküler neovaskülarizasyonun engellenmesine yardımcı 

olabileceği düşünülmektedir. Hayvan oküler neovaskülarizasyon modellerinde başarılı 
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olarak test edilmiş anti-HIF ajanları kardiyak glikozidler, antrasiklinler, YC-1 ve Honokiol 

bu alanda umut vaat eden ajanlardır (114).  

2.6. Apigenin 

Flavonoidler, günlük diyette en fazla miktarda bulunan polifenollerdir (132). 

Flavonoidlerin tümü bir benzen halkası (A), buna bağlı 6 elemanlı bir halka (C) ve bu 

halkanın ikinci pozisyonunda bir fenil halkası (B) içerir (133). Flavonoidler, B ve C 

halkalarının yerleşimi ile C halkasındaki doygunluk ve hidroksilasyon derecesine göre 

flavonoller, flavonlar, flavanonlar, flavan-3-ol, izoflavonlar ve antosiyanidinler olmak 

üzere 6 alt gruba ayrılır (134). 

Flavonoidlerin, anjiogenezin hedef hücresi olan endotel hücresi üzerindeki etkileri ilk defa 

Fotsis ve arkadaşları tarafından 1997 yılında yapılan bir çalışma ile ortaya konulmuştur. 

Bu çalışmada farklı flavonoidler incelenmiş ve bizim çalışmamızda araştırdığımız 

Apigenin dahil olmak üzere birçoğunun endotel hücre proliferasyonu ve migrasyonu ile in 

vitro anjiogenez üzerinde inhibe edici etkiye sahip olduğu gösterilmiştir (133). 

Apigenin (4’,5,7-trihidroksiflavon), maydanoz, kereviz, soğan, portakal, çay başta olmak 

üzere birçok meyve ve sebzede yaygın olarak bulunan flavon grubuna dahil besinsel bir 

flavonoiddir (Şekil 2.4.1.) (135-137). Yapılan çalışmalarda belirgin toksisitesinin olmadığı 

ve normal hücreler üzerinde belirgin etkisinin olmadığı gösterilmiştir (138, 139). Daha 

önceki çalışmalarda, Apigenin’in anti-oksidan, anti-mutajenik, anti-karsinojenik, anti-

inflamatuar özellikleri olduğu gösterilmiştir (137). Farklı çalışmalarda Apigenin’in farklı 

etki mekanizmaları ile anti-anjiojenik özellik gösterdiği kanıtlanmıştır (7, 61, 132, 133, 

140-145). 

Fotsis ve arkadaşları, Apigenin’in endotel hücre proliferasyonu ve VEGF/FGF aracılığı ile 

in vitro anjiogenezin potent bir inhibitörü olduğunu göstermişlerdir (133). Fibroblast 

büyüme faktörü ve VEGF’nin, endotelyal hücrelerden MMP ve ürokinaz tipi plasminojen 

aktivatörlerinin (uPA) salınımını arttırdığı, böylece damar duvarında bazal membran 

degradasyonuna neden olduğu, neovaskülarizasyonu tetiklediği bilinmektedir. Kim ve 

arkadaşlarının yaptığı çalışmada, Apigenin’in, hem endojen anjiogenez inhibitörleri olan 

doku metalloproteinaz inhibitörü-1 ve plazminojen aktivatör inhibitörü-1 regülasyonu, hem 

de VEGF ile stimüle olan MMP ve uPA aktivasyonunun engellenmesi ile anti-anjiojenik 

etkiye sahip olduğu gösterilmiştir (132). Bir diğer çalışmada, Apigenin’in anjiogenezde 
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görev alan FGF reseptörünü protein kinaz C inhibisyonu ile engellediği gösterilmiştir 

(146). 

Çalışmalarda Apigenin’in endotel hücrelerinde ve akciğer, prostat, over kanserlerinde 

hipoksi ile indüklenen bir transkripsiyon faktörü olan HIF-1α inhibisyonu aracılığı ile 

anjiogenezi baskıladığı gösterilmiştir (61, 140-142). 

Osada ve arkadaşları, Apigenin’in insan umblikal arter endotel hücre (HUAEC) ve Hep3B 

hücrelerinde, şaperon proteini, ısı şok proteini 90 (Hsp90)’nın HIF-1α’ya bağlanmasını 

bozarak HIF-1α degradasyonuna neden olduğunu ve böylece hipoksi ile indüklenen VEGF 

mRNA ve EPO mRNA ekspresyonunu baskıladığını, göstermişlerdir (61).  

Liu ve arkadaşları, Apigenin’in anjiogenez ve VEGF ekspresyonunda aracılık eden Akt 

sinyal yolunu inhibe ettiğini, hem in vitro hem in vivo VEGF ve HIF-1α ekspresyonunu 

azalttığını ve bu sırada kültür hücrelerinde apoptoza neden olmadığını göstermişlerdir 

(142). 

İnflamasyon ve anjiogenez arasında yakın ilişki olduğu bilinmektedir (147, 148). Retinal 

neovaskülarizasyonla seyreden hastalıklarda inflamasyon patogenezde oldukça önemli bir 

yer tutmaktadır. İnterlökin-1β, IL-6, TGF-β, PDGF’nin VEGF aracılı anjiogenezde önemli 

desteği olduğu bilinmektedir (149, 150). İnflamasyon sürecinin endotel hücrelerini 

uyararak anjiogenezi stimüle ettiği bilinmektedir (151). İnflamasyonda görev alan 

multifonksiyonel bir sitokin olan IL-6’nın doku iyileşmesi sürecinde vaskülarizasyonu 

desteklediği, anjiogenezde oldukça önemli bir rol oynadığı gösterilmiştir (152). İnterlökin-

6 bu etkisini Janus kinaz/ transkripsiyon sinyal iletim ve aktivatörleri (JAK/STAT) 

kaskadının aktivasyonu, böylece STAT-3 aktivasyonu ve bunun sonucunda VEGF 

ekspresyonunun artışı ile sağlamaktadır (153, 154). Lamy ve arkadaşları yaptıkları bir 

çalışmada, Apigenin’in IL-6Rα gen ekspresyonunu azalttığı, JAK/STAT-3 ve MAPK 

sinyal yolaklarını bozduğu ve böylece IL-6’nın potent bir inhibitörü olduğu göstermiştir. 

Apigenin’in bu etkisinin, insan vasküler endotelyal hücre kültüründe migrasyon, 

proliferasyonu ve farklılaşmayı belirgin olarak azalttığını belirtmişlerdir. Yine bu 

çalışmada, Apigenin’in, IL-6’nın inhibisyonu ile endotel hücre tomurcuklanması ve 

migrasyonunda önemli rol oynayan MMP-2 salınımında azalmaya neden olduğu 

belirtilmiştir (143).  



21 
 

Mirzoeva ve arkadaşlarının yaptıkları çalışmada, Apigenin’in TGF-β tarafından uyarılan 

SMAD-2 ve SMAD-3 proteinlerinin aktivasyonunu inhibe ettiği ve ayrıca Sarkom ilişkili 

kinaz/Fokal adezyon kinaz/Akt yolunu etkilediği, böylece VEGF inhibisyonu sağladığı 

gösterilmiştir (144). 

Lamy ve arkadaşları, Apigenin’in, in vivo olarak FGF-2 ve VEGF ile indüklenen 

anjiogenezi baskıladığını göstermişlerdir. Ayrıca, HIF-1α ekspresyonunu arttırdığı bilinen 

PDGF reseptörü PDGFR-β aktivitesini inhibe ettiğini ve böylece vasküler düz kas 

hücrelerinin göçü, invazyonu ve VEGF ekspresyonunu azaltarak anjiogenezi etkilediğini 

kanıtlamışlardır (145). 

Zou ve arkadaşları, Apigenin’in insan umblikal ven endotel hücre ve koroidal endotel 

hücre kültürlerinde, endotel hücrelerinin proliferasyon ve göçünü azalttığını göstermiştir. 

Ayrıca, laser ile indüklenen koroidal neovaskülarizasyon rat modelinde 4 hafta boyunca 15 

ve 30 mg/kg intraperitoneal Apigenin enjeksiyonunun koroidal neovaskülarizasyon 

gelişimini kontrol grubuna göre sırasıyla %84.5 ve %83.6 oranında azalttığı gösterilmiştir 

(7).  

Zou ve arkadaşlarının bir başka çalışmasında Apigenin’in oküler kan akımını arttırdığı ve 

iskemik hasara uğramış rat gözlerinde 10 mg/kg intraperitoneal dozda verildiğinde 

elektroretinografide b dalgasında iyileşme sağladığı gösterilmiştir (155). 

Literatürdeki bu bilgilerden yola çıkarak biz çalışmamızda, Apigenin’in kanıtlanmış anti-

anjiojenik etkisinden iskemik retinal neovasküler hastalıkların tedavisinde 

faydalanılabileceğine dair hipotezimizi araştırmayı amaçladık. Bu amaçla, Smith ve 

arkadaşları tarafından geliştirilmiş in vivo OER fare modelinde intravitreal ve 

intraperitoneal Apigenin enjeksiyonunun retina morfolojisine, neovaskülarizasyona ve 

apoptozise etkisini inceledik (16). 

 

 
 

Şekil 2.6.1. : Apigenin’in kimyasal yapısı 
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3. GEREÇ ve YÖNTEM 

3.1. Hayvan Deneyi Protokolü 

Tüm deneyler Başkent Üniversitesi Araştırma Kurulu Hayvan Hakları komitesinin onayı 

ve Etik Kurul onayı alındıktan sonra gerçekleştirildi (Proje No: DA15/19, Onay Tarihi:  

15/06/2015). Deneyler Smith ve arkadaşlarının 1994 yılında geliştirdikleri in vivo OIR fare 

modelinde C57BL/6J fare kullanılarak gerçekleştirildi (16). Yeni doğan C57BL/6J ırkı 

fareler anneleriyle birlikte postnatal 7. güne kadar oda ortamında yaşadıktan sonra, 

anneleriyle birlikte postnatal 7-12. günler arasında %75   2 oksijene tabi tutuldu. Postnatal 

12. günde fareler tekrar oda ortamına (%21 oksijen) alındı. Aynı gün fareler tartılarak, 

ketamin hidroklorür (40mg/kg) ve Xylazine hidroklorür (5mg/ml) intraperitoneal 

enjeksiyonu ile derin anestezi yapıldı. İntravitreal ve intraperitoneal enjeksiyonlar için, 

maydonozdan derive edilmiş ticari Apigenin tozu (Sigma Aldrich) literatürde önerildiği 

gibi dimetil sülfoksit (DMSO) içinde çözülerek elde edilen solüsyonlar kullanıldı.  

Çalışmamızda kullanılan C57BL/6J farenin vücut ağırlığı enjeksiyon döneminde yaklaşık 

5-7 gr ve glob hacmi 5.3 µl olarak verilmektedir. Çalışmaya postnatal 17. gün 6.3-7.5 gr 

aralığında olan fareler dahil edilmiştir (156). 

Literatürde C57BL/6J fareler için Apigenin’in intraoküler ve intravitreal enjeksiyon 

uygulanmasına dair çalışmalar mevcut değildir. Chen ve arkadaşlarının yaptıkları 

çalışmada RPE hücre kültüründe 0.01, 0.1, 1, 5, 10, 50 ve 100 µM dozda kullanılan 

Apigenin’in doza bağımlı olarak VEGF sekresyonunu azalttığı, ancak 100 µM doza 

çıkıldığında nekroza neden olduğu gösterilmiştir. Zou ve arkadaşlarının çalışmasında ise 

insan umblikal ven endotel hücre kültürü ve koroidal hücre kültüründe, 1, 3 ve 10 µg/ml 

kullanılan Apigenin’in, 3 ve 10 µg/ml dozlarda istatistiksel olarak anlamlı düzeyde endotel 

hücresi proliferasyonunu engellediği gösterilmiştir. Biz çalışmamızda intravitreal 

enjeksiyon dozu olarak 10 µg/ml ve 20 µg/ml kullandık.   

Apigenin intraperitoneal uygulaması için, literatürde farelerde yapılan bir çalışma 

olmamasına karşın, Zou ve arkadaşları tarafından laser ile indüklenen koroidal 

neovaskülarizasyon rat modelinde intraperitoneal enjeksiyon dozları 5, 15 ve 30 mg/kg 

olarak verilmektedir ve 5 mg/kg doz uygulandığında yeterli etkinlik sağlanamazken, 15 ve 

30 mg/kg dozlarda belirgin anti-anjiojenik etki izlenmiştir. Biz çalışmamızda 

intraperitoneal dozlarımızı 10 mg/kg ve 20 mg/kg olarak belirledik.   
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Analizlerimiz için fareler 10 grupta incelendi:  

Grup-A: Negatif kontrol grubu, oksijene tabi tutulmamış ve işlem görmemiş  

Grup-B: Kontrol grubu, 1 µl intravitreal steril DMSO solüsyon enjeksiyonu, 

oksijene tabi tutulmamış    

Grup-C: Kontrol grubu, oksijene tabi tutulmuş, işlem görmemiş  

Grup-D: Kontrol grubu, 1 µl intravitreal steril DMSO solüsyon enjeksiyonu, 

oksijene tabi tutulmuş  

Grup-E: 10 µg/ml Apigenin intravitreal enjeksiyonu, oksijene tabi tutulmuş 

Grup-F: 20 µg/ml Apigenin intravitreal enjeksiyonu, oksijene tabi tutulmuş 

Grup-G: 10 mg/kg Apigenin intraperitoneal enjeksiyonu, oksijene tabi tutulmuş   

Grup-H: 20 mg/kg Apigenin intraperitoneal enjeksiyonu, oksijene tabi tutulmuş   

Grup-I: Kontrol grubu, 3 µl intraperitoneal steril DMSO solüsyon enjeksiyonu, 

oksijene tabi tutulmamış 

Grup-J: Kontrol grubu, 3 µl intraperitoneal steril DMSO solüsyon enjeksiyonu, 

oksijene tabi tutulmuş 

İntravitreal enjeksiyonlar uygulanırken, 1 µl intravitreal Apigenin enjeksiyonu farenin bir 

gözüne 32 gauge iğne ve Hamilton şırıngası ile stereoskopik mikroskop altında 

korneoskleral bölgede saat 6 hizasından enjekte edildi. Otuz beş adet C57BL/6J fare 

postnatal 7-12. günler arasında %75 2 oksijene tabi tutuldu. On ikinci gün 5 farenin sağ 

gözüne (Grup-D, n=5 göz) 1 µl intravitreal steril DMSO, 5 farenin sağ gözüne 10 µg/ml 

intravitreal Apigenin (IVA) (Grup-E, n=5 göz), 5 farenin sağ gözüne 20 µg/ml (Grup-F, 

n=5 göz) IVA, 5 fareye 10 mg/kg intraperitoneal Apigenin (IPA) (Grup-G, n=5) ve 5 

fareye 20 mg/kg IPA (Grup-H, n=5), 5 fareye 3 µl intraperitoneal DMSO solüsyon (Grup-

J, kontrol grubu, n=5) enjekte edildi. Beş tane yaş uyumlu işlem görmemiş, oda ortamında 

tutulmuş fare (Grup-A, n= 5 göz) negatif kontrol grubunu oluşturdu. Kontrol grubunda oda 

ortamında tutulmuş 5 farenin sağ gözüne 1 µl intravitreal steril DMSO (Grup-B, n=5 göz), 

5 fareye 3 µl intraperitoneal DMSO solüsyonu (Grup-I, kontrol grubu, n=5) enjeksiyonu 

yapıldı.  
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Fareler postnatal 12-17. günlerinde oda ortamında tutuldu ve postnatal 17. gün 

intraperitoneal ketamin hidroklorür (100 mg/kg) ve Xylazine hidroklorür (5 mg/ml) 

enjeksiyonunu takiben sakrifiye edildi ve gözler enüklee edildi. Enüklee edilmiş gözlerde 

histolojik/morfolojik inceleme ışık mikroskopi ve ultrastrüktürel inceleme elektron 

mikroskopi (her grupta 3 göz) ile gerçekleştirildi. Apoptotik aktivite, terminal 

deoksinükleotidil transferaz deoksi-UTP nick end labeling (TUNEL) yöntemi ile incelendi. 

Bu TUNEL çalışması, ışık mikroskopi için hazırlanmış olan parafin kesitlerinin 3. kesiti 

kullanılarak yapıldı (her grupta 3 göz).  

3.2. Işık Mikroskopik İnceleme 

Işık mikroskop incelemesi için gözler enükleasyon sonrası %4 paraformaldehid 

çözeltisinde en az 24 saat bekletildikten sonra parafin bloklara alındı. Parafin bloklardan 4 

µm kalınlığında optik sinire paralel olacak şekilde sagittal düzlemde retinal kesitler alındı. 

Optik sinirden sonra ikinci veya üçüncü kesitler incelemeler için kullanıldı. Kesitlere, 

retinal neovaskülarizasyonun kantitatif analizi ve morfolojik inceleme için periodic acid-

schiff (PAS) ve hematoksilen eosin (HE) boyama uygulandı. Neovaskülarizasyon internal 

limitan membran (ILM)’ın vitreus tarafındaki endotelyal hücre proliferasyonunun bir 

kesitteki sayımı ile kantifiye edildi.  

Morfolojik incelemede retinanın çeşitli katmanları kistik dejenerasyon, hücre kaybı ve 

nükleer tabaka incelmesi açısından değerlendirildi.  

Kesitler ışık mikroskopi (OLYMPUS BX51, Germany) kullanılarak analiz edildi.  

Retinal neovaskülarizasyonun değerlendirilmesinde sonuçlar endotelyal hücre çekirdek 

sayısı ortalaması   standart deviasyon (SD) olarak verildi. 

3.3. Elektron Mikroskopik İnceleme 

Elektron mikroskopi incelemesi için retinal doku %2,5 gluteraldehit içeren fosfat tampon 

çözeltisinde 2-3 saat bekletildikten sonra %1 osmium tetraoksit (OsO4) içinde fikse edildi. 

Alkolle seri olarak muamele edilerek dehidrate edildi. Propilen oksite geçtikten sonra 

örnekler Araldit CY 212, 2-dodesenil süksinik anhidrit, benzildimethil amin, 

dedibutilpitalat içinde bekletildi. Semi-ince kesitler toluidin mavisi ile boyanarak ışık 

mikroskobu ile incelendi. Ultra-ince kesit alınarak, uranil asetat ve lead sitrat ile boyanarak 

LEO 90 EM transmisyon elektron mikroskobu ile incelendi. 
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3.4. Terminal Deoksinükleotidil Transferaz Aracılı Deoksi-UTP Nick End Labeling 

Tekniği 

Gözler enükleasyon sonrası %4 paraformaldehit çözeltisinde en az 24 saat bekletildikten 

sonra parafin bloklara alındı. Parafin bloklardan 4 µm kalınlığında optik sinire paralel 

olacak şekilde sagittal düzlemde retinal kesitler alındı. Optik diskten sonra ikinci veya 

üçüncü kesit incelemeler için HE ile boyandı. Her gözden bir kesit analiz edildi. Terminal 

deoksinükleotidil transferaz aracılı deoksi-UTP nick end labeling (TUNEL) çalışması “In 

Situ Cell Death Detection Kit, AP, ROCHE Diagnostics GmbH, Mannheim” ile 

gerçekleştirildi. Apoptotik TUNEL pozitif hücreler her kesit üzerinde randomize seçilmiş 

alanlarda 100x büyütme (immersiyon yağı) ile tarandı. Apoptotik TUNEL pozitif hücreler 

10 randomize seçilmiş alanda sayıldı.  

Tüm biyomikroskopik ve elektron mikroskopik incelemeler iki bağımsız araştırmacı 

tarafından çift kör olarak gerçekleştirildi. 

3.5. İstatistiksel Analiz 

İstatistiksel analizler için IBM
R 

SPSS
R 

Statistics 17.0 (SPSS Inc, Chicago IL, USA) 

kullanıldı. Gruplar arası analizler tek yönlü varyans analizi (ANOVA) ile yapıldı, anlamlı 

değerlerde (p<0.05) post-hoc analiz yapıldı ve gruplar aralarında karşılaştırıldı. 

Gruplardaki hayvan sayısı literatürde yapılmış ön çalışmalarda verilen önerilere göre 

belirlendi. 
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4. BULGULAR 

4.1. İn vivo Oksijen Endükte Retinopati Fare Modelinde İntravitreal Apigenin 

Enjeksiyonunun Farklı Konsantrasyonlarda Retinal Endotelyal Hücre 

Proliferasyonuna Etkisi 

Hiperoksi endükte neovaskülarizasyon gelişimi retinal parafin kesitlerinde ILM’nin vitreus 

tarafındaki endotelyal hücre çekirdeklerinin sayımıyla kantifiye edildi (Şekil 4.1.1.). 

Negatif kontrol grubu (Grup-A) ve intravitreal DMSO uygulanan kontrol grubunda (Grup-

B) retinal ILM’nin vitreus tarafında endotel hücre çekirdeği gözlenmedi (Şekil 4.1.2.). 

Grup-A ve Grup-B karşılaştırıldığında endotel hücre çekirdeği sayısında istatistiksel 

anlamlı fark bulunmadı (p=1.00).  

Oksijene tabi tutulmuş, işlem görmemiş (Grup-C) ve oksijene tabi tutulmuş, intravitreal 

DMSO uygulanmış kontrol gruplarında (Grup-D) retinal ILM’nin vitreus tarafında 

sırasıyla 24.33±3.8 ve 22.67±2.7 endotel hücre çekirdeği gözlendi (Şekil 4.1.2.). Grup-C 

ve -D karşılaştırıldığında endotel hücre çekirdeği sayısında istatistiksel anlamlı fark 

bulunmadı (p=0.20). 

Grup-A ve -C karşılaştırıldığında endotel hücre çekirdeği sayısında istatistiksel anlamlı 

fark bulundu (p<0.0001). Grup-B ve -D karşılaştırıldığında endotel hücre çekirdeği 

sayısında istatistiksel anlamlı fark bulundu (p<0.0001). 

Oksijene tabi tutulmuş, 10 µg/ml intravitreal Apigenin uygulanmış grupta (Grup-E) ve 

oksijene tabi tutulmuş, 20 µg/ml intravitreal Apigenin uygulanmış grupta (Grup-F) retinal 

ILM’nin vitreus tarafında sırasıyla 14.67±1.86 ve 5.17±0.75 endotelyal hücre çekirdeği 

gözlendi (Şekil 4.1.2.). Grup-E ve -F karşılaştırıldığında endotel hücre çekirdeği sayısında 

istatistiksel anlamlı fark izlendi (p<0.0001). 

Grup-C ile karşılaştırıldığında, Grup-E ve -F’de endotelyal hücre çekirdeği sayısında her 

iki grupta istatistiksel olarak anlamlı azalma olduğu izlendi (her iki karşılaştırma için 

p<0.0001). Grup-C ile karşılaştırıldığında, Grup-E’de endotelyal hücre çekirdeği sayısının 

%39.71 ve Grup-F’de %78.76 oranında azaldığı tespit edildi. 

Oksijene tabi tutulmuş, 10 mg/kg intraperitoneal Apigenin uygulanmış grupta (Grup-G) 

15.50±2.25; oksijene tabi tutulmuş, 20 mg/kg intraperitoneal Apigenin uygulanmış grupta 

(Grup-H) ise 4.83±2.22 endotel hücre çekirdeği izlendi (Şekil 4.1.2.). Grup-G ve -H 
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karşılaştırıldığında iki grup arasında endotel hücre çekirdeği sayısında istatistiksel anlamlı 

farklılık olduğu izlendi (p<0.0001).  

Grup-C ile karşılaştırıldığında, Grup-G ve -H’de endotelyal hücre çekirdeği sayısında her 

iki grupta istatistiksel olarak anlamlı azalma olduğu izlenmiştir (her iki karşılaştırma için 

p<0.0001). Grup-C ile karşılaştırıldığında, Grup-G’de endotelyal hücre çekirdeği sayısının 

%36.30, Grup-H’de ise %80.15 oranında azaldığı gözlendi. 

Grup-I, Grup-A ve Grup-B’de endotelyal hücre çekirdeği sayısı karşılaştırıldığında gruplar 

arasında istatistiksel anlamlı fark tespit edilmedi (p=0.90). 

Grup-J, Grup-C ve Grup-D’de endotelyal hüce çekirdeği sayısı karşılaştırıldığında gruplar 

arasında istatistiksel anlamlı fark tespit edilmedi (p=0.90)  

 

 

Şekil 4.1.1. : Işık mikroskopi kesitleri   

A. Oda ortamında tutulmuş, işlem görmemiş (Grup-A) C57BL/6J fare retinasının ışık mikroskopi kesitleri 

görülmektedir. B. Postnatal 7-12. günler arasında hiperoksiye tabi tutulan işlem görmemiş kontrol grubunda 

ILM iç yüzünde endotel hücreleri görülmektedir. C. Postnatal 7-12. günler arasında hiperoksiye tabi tutulan, 

intravitreal 10 µg/ml Apigenin uygulanmış (Grup-E) C57BL/6J fare retinasının ışık mikroskopi kesitleri 

görülmektedir (PAS & HE, 20x). 
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Şekil 4.1.2. : Grup-A-H’de ışık mikroskopi ile neovaskülarizasyonun kantitatif analizi 

Neovaskülarizasyon internal limitan membranın vitreusa bakan yüzeyindeki vasküler hücre çekirdeklerinin 

sayımıyla kantifiye edilmiştir ve diyagramda gruplarda vasküler hücre çekirdeklerinin sayısının değeri 

ortalama olarak verilmiştir. 

 

4.2. Işık Mikroskopi ile Morfolojik Analiz 

Retina katmanlarının morfolojik analizinde negatif kontrol grubunda, intravitreal ve 

intraperitoneal DMSO uygulanan gruplarda ve Apigenin gruplarında kistik dejenerasyon 

veya hücre kaybı tespit edilmedi (Bkz. Şekil 4.1.1). 

4.3. Elektron Mikroskopi ile Ultrastrüktürel Analiz 

Elektron mikroskopik incelemede utrastrüktürel morfolojik değişiklikler ile özellikle iç ve 

dış fotoreseptör bölgesindeki mitokondriler değerlendirildi. Mitokondriyal dismorfolojiyi 

kantifiye edebilmek için atipik mitokondriler belirlendi. Yoğun litik-benekli matriks ve 

kristalizis içeren mitokondriler “atipik mitokondri” olarak değerlendirmeye alındı. Tüm 
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gruplarda 6000x büyütme ile seçilmiş bir görüş alanında bulunan atipik mitokondri sayısı 

belirlendi (Şekil 4.3.1.).  

Negatif kontrol grubunda (Grup-A) ve Grup-B’de mitokondriler dahil, belirgin morfolojik 

değişiklik saptanmadı. Oksijene tabi tutulmuş kontrol grupları olan Grup-C ve -D’de 

fotoreseptör iç segmentinde bulunan mitokondrilerde yoğun kesiflik içeren litik-benekli 

matriks ve kristalizis şeklinde ultrastrüktürel mitokondriyal değişiklikler saptandı. Grup-

C’de 11.83±1.47, Grup-D’de ise 13.00±0.89 atipik mitokondri sayıldı (Şekil 4.3.2.). İki 

grup karşılaştırıldığında atipik mitokondri sayısında istatistiksel anlamlı fark bulunmadı 

(p=0.11). 

Grup-A ve -C karşılaştırıldığında atipik mitokondri sayısının Grup-C’de istatistiksel 

anlamlı olarak daha fazla olduğu izlendi (p<0.0001). Grup-B ve -D karşılaştırıldığında 

atipik mitokondri sayısının Grup-D’de istatistiksel anlamlı olarak daha fazla olduğu izlendi 

(p<0.0001). 

Oksijene tabi tutularak düşük doz intravitreal Apigenin uygulanan Grup-E ve oksijene tabi 

tutularak yüksek doz intravitreal Apigenin uygulanan Grup-F’de sırasıyla 2.50±1.05 ve 

6.33±1.21 atipik mitokondri sayıldı (Şekil 4.3.2.). Grup-E ve -F karşılaştırıldığında atipik 

mitokondri sayısında istatistiksel anlamlı fark olduğu izlendi (p<0.0001). 

Grup-C ile karşılaştırıldığında, Grup-E ve -F’de atipik mitokondri sayısında her iki grupta 

istatistiksel olarak anlamlı azalma olduğu izlendi (her iki karşılaştırma için p<0.0001). 

Grup-D ile karşılaştırıldığında, Grup-E ve -F’de atipik mitokondri sayısında her iki grup 

karşılaştırmasında istatistiksel olarak anlamlı azalma olduğu izlendi (her iki karşılaştırma 

için p<0.0001). Grup-C ile karşılaştırıldığında, Grup-E’de atipik mitokondri sayısının % 

78.87 ve Grup-F’de % 46.75 oranında azaldığı tespit edildi. 

Oksijene tabi tutularak düşük doz intraperitoneal Apigenin uygulanan Grup-G’de 

2.67±0.82, oksijene tabi tutularak yüksek doz intraperitoneal Apigenin uygulanan Grup-

H’de ise 6.67±1.86 atipik mitokondri saptandı (Şekil 4.3.2.). Grup-G ve -H 

karşılaştırıldığında iki grup arasında istatistiksel anlamlı fark olduğu izlendi (p<0.0001).  

Grup-C ile karşılaştırıldığında, Grup-G ve -H’de atipik mitokondri sayısında her iki grup 

ile karşılaştırmada istatistiksel olarak anlamlı azalma olduğu izlendi (her iki karşılaştırma 

için p<0.0001).   
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Grup-I, Grup-A ve Grup-B’de atipik mitokondri sayısı karşılaştırıldığında gruplar arasında 

istatistiksel anlamlı fark tespit edilmedi (p=0.90). 

Grup-J, Grup-C ve Grup-D’de atipik mitokondri sayısı karşılaştırıldığında gruplar arasında 

istatistiksel anlamlı fark tespit edilmedi (p=0.90).  

 

Şekil 4.3.1. : Elektron mikroskopi kesitleri   

A. Fotoreseptör iç segment bölümünde irregüler mitokondri, litik matriks, elektron dens madde içeren atipik 

mitokondrilerin (beyaz ok) izlendiği, hiperoksi maruziyeti sonrası işlem görmemiş Grup-C’ye ait elektron 

mikroskopi kesiti görülmektedir. B. Mitokondrilerde tipik çift membranlı tübüler transvers düzenli 

mitokondrial kristaların (beyaz ok) izlendiği, hiperoksi maruziyeti sonrası Apigenin enjeksiyonu yapılan 

Grup-E’ye ait elektron mikroskopi kesiti görülmektedir (6000x). 
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Şekil 4.3.2. : Grup-A-H’de elektron mikroskopi ile atipik mitokondrilerin kantitatif 

analizi 

Elektron mikroskopi ile ultrastrüktürel mitokondriyal değişiklikler değerlendirilmiş ve diyagramda 

gruplardaki atipik mitokondri sayıları ortalama olarak verilmiştir.  

 

4.4. TUNEL Tekniği ile Apoptozis Analizi 

Negatif kontrol grubunda (Grup-A) ve Grup-B’de dış nükleer tabakada ve iç nükleer 

tabakada benzer düzeyde apoptotik TUNEL pozitif hücre tespit edildi. Gruplar arasında 

istatistiksel anlamlı farklılık görülmedi (p=0.78).  

Grup-C ve -D’de dış nükleer tabakada ve iç nükleer tabakada benzer düzeyde apoptotik 

TUNEL pozitif hücre tespit edildi. Gruplar arasında istatistiksel anlamlı farklılık görülmedi 

(p=0.70). Grup-A ve -C karşılaştırıldığında apoptotik TUNEL pozitif hücre sayısı arasında 
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istatistiksel anlamlı fark izlenmedi (p=0.16). Grup-B ve -D karşılaştırıldığında apoptotik 

TUNEL pozitif hücre sayısında anlamlı fark olmadığı izlendi (p=0.58). 

Oksijene tabi tutularak düşük doz intravitreal Apigenin uygulanan Grup-E ve oksijene tabi 

tutularak yüksek doz intravitreal Apigenin uygulanan Grup-F’de sırasıyla 0.33±0.52 ve 

0.17±0.41 apoptotik TUNEL pozitif hücre sayıldı (Şekil 4.4.1.). Grup-E ve -F 

karşılaştırıldığında apoptotik TUNEL pozitif hücre sayısında istatistiksel anlamlı fark 

olmadığı izlendi (p=0.74). 

Grup-C ile karşılaştırıldığında, Grup-E ve -F’de apoptotik TUNEL pozitif hücre sayısında 

anlamlı azalma olduğu izlendi (her iki karşılaştırma için p<0.0001) (Şekil 4.4.2.). Grup-D 

ile karşılaştırıldığında, Grup-E ve -F’de apoptotik hücre sayısında anlamlı azalma olduğu 

izlendi (her iki karşılaştırma için p<0.0001). 

Oksijene tabi tutularak düşük doz intraperitoneal Apigenin uygulanan Grup-G’de 

0.83±0.75, oksijene tabi tutularak yüksek doz intraperitoneal Apigenin uygulanan Grup-

H’de ise 0.67±0.82 apoptotik TUNEL pozitif hücre saptandı (Şekil 4.4.1.). Grup-G ve -H 

karşılaştırıldığında iki grup arasında istatistiksel anlamlı farklılık olmadığı izlendi 

(p=0.74). 

Grup-C ile karşılaştırıldığında, Grup-G ve -H’de apoptotik TUNEL pozitif hücre sayısında 

istatistiksel anlamlı azalma olduğu izlendi (p<0.0001). 

İntravitreal ve intraperitoneal Apigenin uygulanan gruplar olan Grup-E ve -G, Grup-E ve -

H, Grup-F ve-G, Grup-F ve -H kendi aralarında karşılaştırıldığında, hiçbir grup arasında 

istatistiksel anlamlı farklılık izlenmedi (sırasıyla p=0.31; p=0.50; p=0.18; p=0.31).  

Grup-I, Grup-A ve Grup-B’de apoptotik TUNEL-pozitif hücre sayısı karşılaştırıldığında 

gruplar arasında istatistiksel anlamlı fark tespit edilmedi (p=0.90). 

Grup-J, Grup-C ve Grup-D’de apoptotik TUNEL-pozitif hücre sayısı karşılaştırıldığında 

gruplar arasında istatistiksel anlamlı fark tespit edilmedi (p=0.90)  
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Şekil 4.4.1. : Grup-A-H’de apoptotik hücrelerin kantitatif analizi 

TUNEL tekniği ile apoptotik aktivite analizi gerçekleştirilmiş ve diyagramda gruplardaki apoptotik hücre 

sayıları ortalama olarak verilmiştir.  
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Şekil 4.4.2. :  TUNEL tekniği ile apoptotik hücrelerin analizi 

A. Postnatal hiperoksi maruziyeti sonrası işlem görmemiş Grup-C fare retinasında TUNEL tekniği ile iç ve 

dış nükleer tabakada koyu renkli olarak görülen yoğun apoptotik hücreler izlenmektedir. B. Oksijene tabi 

tutulan ve intravitreal Apigenin enjeksiyonu yapılan Grup-E fare retinasında apoptotik TUNEL pozitif hücre 

sayısının belirgin olarak daha az olduğu izlenmektedir (TUNEL, 100x). 
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5. TARTIŞMA  

Çalışmamızda OER fare modelinde C57BL/6J ırkı fare kullanarak intravitreal ve 

intraperitoneal uygulanan Apigenin’in, retinal endotelyal hücre proliferasyonuna, retinal 

morfolojik yapıya ve apoptozise olan etkisi incelendi. 

İntravitreal uygulanan düşük ve yüksek doz Apigenin’in, doza bağlı olarak retinal 

endotelyal hücre sayısını sırasıyla %37.71 ve %78.76 oranında azalttığı saptandı. Sistemik 

etkisi değerlendirilmek üzere düşük ve yüksek doz intraperitoneal uygulanan Apigenin’in 

doza bağlı olarak endotelyal hücre sayısını sırasıyla %36.30 ve %80.15 oranında azalttığı 

saptandı. Önceki benzer çalışmalarda retinal endotelyal hücre proliferasyonunun 

baskılanma oranı 0.625 µg intravitreal Bevacizumab (IVB) ile %67, 20 µg intravitreal 

triamsinolon (IVTA) ile %92, 1.25 µg IVB ile %93, 2.5 µg IVB ile %97 ve 40 µg IVTA ile 

%95 olarak saptanmıştır (113, 128). Bulgularımız Apigenin’in retinal endotelyal hücreler 

üzerinde anti-anjiojenik etkiye sahip olduğunu göstermektedir. 

Literatürde, daha önce çeşitli çalışmalarda Apigenin’in anti-anjiojenik özellikleri olduğu in 

vitro ve in vivo olarak gösterilmiştir (7, 11, 13, 140-145). Neovaskülarizasyon; RVO, 

DRP, YBMD, PR başta olmak üzere her yaş grubunu ilgilendiren çok sayıda çeşitli oküler 

patolojilerde önemli rol oynamaktadır (1). Bu sebeple patolojik oküler neovaskülarizasyon 

üzerinde sıklıkla çalışılmaktadır ve bu durum anjiogenez sürecinde altta yatan pro-

anjiojenik faktörlerin anlaşılmasına büyük katkı sağlamıştır. Özellikle retinal ve korneal 

neovasküler hastalıklarda hipoksi ve iskemi ile tetiklenen bir transkripsiyon faktörü olan 

HIF-1 ve VEGF, PDGF, PGF başta olmak üzere birçok mediatörün temel rolü oynadığı 

bilinmektedir (65).  

Anjiyogenezi ve apoptozu tetikleyen önemli faktörlerden biri de inflamatuar süreç ve bu 

süreçte üretilen çeşitli sitokinlerdir. İnflamasyon sürecinin endotel hücrelerini uyararak 

anjiogenezi stimüle ettiği bilinmektedir (151). Apigenin’in çeşitli mekanizmalar üzerinden 

anti-inflamatuar etkiler gösterdiği bilinmektedir (143, 144). Mirzoeva ve arkadaşlarının 

yaptıkları çalışmada, Apigenin’in TGF-β tarafından uyarılan SMAD-2 ve SMAD-3 

proteinlerinin aktivasyonunun inhibisyonu ve Sarkom ilişkili kinaz/Fokal adezyon 

kinaz/Akt yolunu etkilemesi ile VEGF inhibisyonuna neden olduğu gösterilmiştir (144). 

Sato ve arkadaşlarının çalışmasında PR olgularında 27 sitokinin vitreustaki seviyesi 

incelenmiş ve IL-6, IL-7, IL-10, IL-15, eotaksin, FGF, granülosit-koloni stimülan faktör, 

granülosit-makrofaj koloni stimülan faktör, interferon-γ-indüklenebilir protein-10, 



36 
 

siklooksijenaz gibi faktörlerin seviyeleri yüksek bulunmuştur. Bu mediatörlerin preretinal 

neovaskülarizasyonun gelişmesine katkıda bulunduğu gösterilmiştir (6). Prematüre 

retinopatisi Faz-II gelişiminde inflamatuvar mediatörler önemli rol oynamaktadır. 

Prematüre retinopatisi gelişen gözlerde postnatal 0-3. günde sistemik IL-6 ve C-reaktif 

protein seviyelerinin yüksek, nörotrofin-4 ve IL-17 seviyelerinin düşük seyrettiği, postnatal 

7-21. gün IL-18 seviyelerinin yüksek olduğu görülmüştür (157). İnflamasyonda görev alan 

multifonksiyonel bir sitokin olan IL-6’nın doku iyileşmesi sürecinde vaskülarizasyonu 

desteklediği, anjiogenezde oldukça önemli bir rol oynadığı gösterilmiştir (152). Lamy ve 

arkadaşları yaptıkları çalışmada Apigenin’in potent bir IL-6 inhibitörü olduğunu ve 

böylece vasküler endotelyal hücre kültüründe migrasyon, proliferasyonu ve farklılaşmayı 

belirgin olarak azalttığını belirtmişlerdir (143). Çalışmamızda OER in vivo fare modelinde 

Apigenin uygulanması ile elde ettiğimiz verilere dayanarak prematüre bebeklerde sistemik 

veya intraoküler Apigenin tedavisinin antiinflamatuar ve/veya antiproliferatif etkili 

olabileceğini düşünmekteyiz.  

Melstrom ve arkadaşları, insan pankreas kanser hücreleri üzerinde yaptıkları çalışmada 

Apigenin’in, HIF-1α ve VEGF’nin hem transkripsiyon hem de translasyon aşamasında 

hipoksi aracılı up-regülasyonunu engellediğini göstermişlerdir (13). Liu ve arkadaşları ise 

akciğer kanseri hücrelerinde Apigenin’in benzer şekilde HIF-1α ve VEGF 

transkripsiyonunu engellediğini göstermişlerdir (142). Chen ve arkadaşlarının besinsel 

flavonodilerin insan RPE kültür hücrelerine etkisini inceledikleri araştırmada Apigenin’in 

doza bağımlı olarak VEGF salınımını azalttığı gösterilmiştir (12). Lamy ve arkadaşlarının 

çalışmasında Apigenin’in, PDGFR-β aktivitesi inhibisyonu aracılığıyla düz kas hücresi 

migrasyonu, invazyonu ve VEGF sekresyonunu azalttığı izlenmiştir (145). Fang ve 

arkadaşları, Apigenin’in HIF-1 ve VEGF ekspresyonunun inhibisyonu aracılığıyla tümör 

anjiogenezini azalttığını göstermişlerdir (141). Mirzoeva ve arkadaşları ise, Apigenin’in 

TGF-β aracılı VEGF salınımını azalttığını ortaya koymuşlardır (144). Zou ve arkadaşları 

ise, Apigenin’in hem insan umblikal ven endotel hücre kültürü hem de koroidal endotel 

hücre kültürü üzerinde proliferasyon ve migrasyonu engelleyici etkilerinin olduğunu 

göstermişlerdir (7). Ayrıca, laser ile indüklenen koroidal neovaskülarizasyon rat modelinde 

intraperitoneal Apigenin enjeksiyonunun koroidal neovaskülarizasyon gelişimini kontrol 

grubuna göre belirgin oranda azalttığı gösterilmiştir (7). Çalışmamızda gösterdiğimiz 

Apigenin’in anti-anjiojenik etkisinin literatürdeki çalışmalar ışığında başta HIF-1α olmak 
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üzere VEGF salınımını etkileyen sinyal yolakları ve anti-inflamatuar etkiler aracılığıyla 

ortaya çıktığını düşünmekteyiz.  

Çalışmamızda pigmente dokuya sahip olan C57BL/6J fare ırkında OER modelinde 10 

μg/ml ve 20 μg intravitreal ile 10 mg/kg ve 20 mg/kg intraperitoneal uyguladığımız 

Apigenin’in, ışık mikroskopik incelemede retina katmanlarında histolojik kesitlerde 

belirgin değişikliğe neden olmadığı tespit edilmiştir. Literatürde yapılan çalışmalarda 

Apigenin’in belirgin toksisitesinin olmadığı ve normal hücreler üzerinde belirgin etkisinin 

olmadığı gösterilmiştir (138, 139). Çalışmamızdaki bulgularımız bu verilerle uyumludur. 

Literatürde henüz yeterli sayıda oküler veya intravitreal Apigenin uygulaması ile in vivo 

ve/veya in vitro çalışmalar mevcut değildir. Bu sebeple etkin doz ve yan etki profili analizi 

için prospektif intravitreal Apigenin uygulamasını içeren farmakokinetiğe yönelik 

çalışmalar ile dozların incelenmesi gerekmektedir.  

Oksijen endükte retinopati modelinde hiperoksi deprivasyonu dokuda relatif hipoksiye 

neden olmakta ve oluşan hipoksi mitokondrilerde şişme, krista fragmantasyonu, matriks 

kondansasyonu, iç/dış membran ayrılmasına neden olmaktadır (158). Mitokondrilerin iç 

yapısı, fizyolojik aktiviteleri gereği hipoksi, hiperoksi, tedavi amaçlı kullanılan ajanlar gibi 

stres sinyallerine cevap olarak değişkenlik gösterir (159). Oluşan stres seviyesi 

mitokondride morfolojik ve fonksiyonel değişikliği belirlemektedir. Oluşan değişiklikler 

hücrenin kurtulmasına veya apoptozise neden olur (160). Çalışmamızda hiperoksi 

durumuna maruz bırakılmayan negatif kontrol grubu (Grup-A) ve hiperoksiye maruz 

bırakılmayarak yalnızca intravitreal DMSO uygulanan grupta (Grup-B) morfolojik 

değişiklik izlenmemiştir. Literatürle uyumlu olarak OER grubunu oluşturan kontrol 

grubunda (Grup-C) ise elektron mikroskopik ultrastrüktürel morfolojik incelemede 

fotoreseptör iç segmentinde bulunan mitokondrilerde yoğun kesiflik içeren litik-benekli 

matriks ve kristalizis şeklinde ultrastrüktürel mitokondriyal değişiklikler saptanmıştır. 

Benzer değişiklikler OER oluşturulan ve yalnızca intravitreal DMSO uygulanan kontrol 

grubunda da izlenmekte olup iki grup arasında istatistiksel anlamlı fark izlenmemiştir. 

Hiperoksiye maruz kalan grupta tespit edilen bulgular C57BL/6J ırkı farenin retinal 

hiperoksi maruziyeti ile indüklenen mitokondriyal vulnerabilitesi olduğunu, DMSO 

uygulamasının ise mitokondriler üzerinde bağımsız olarak ek olumsuz etki yapmadığını 

göstermektedir.  
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Daha önceki bölümlerde bahsedildiği gibi, oküler neovaskülarizasyon oluşumunda 

birbiriyle iç içe geçmiş birçok mekanizma bulunmaktadır. Bu mekanizmaların önemli bir 

basamağını oksidatif strese bağlı mediatörlerin hücrenin çeşitli yapıları üzerinde yarattığı 

hasar oluşturmaktadır. Çalışmamızda düşük doz ve yüksek doz intravitreal ve 

intraperitoneal Apigenin uygulanan gruplarda, oksijene tabi tutularak Apigenin 

uygulanmayan kontrol gruplarına göre istatistiksel olarak anlamlı düzeyde atipik 

mitokondri sayılarında azalma olduğu izlenmiştir. Bu durum, Apigenin’in mitokondriler 

üzerinde sitoprotektif etkisinin olduğunu düşündürmektedir. Çalışmamızda Apigenin 

uygulanan gruplarda oksijene tabi tutulan kontrol gruplarına göre mitokondriyal 

değişikliklerin daha az yoğunlukta izlenmesinin, Apigenin’in mitokondriler üzerindeki 

oksidatif strese karşı koruyucu etkisini in vivo olarak göstermesi açısından literatüre katkı 

sunacağını düşünmekteyiz. Apigenin uygulanan gruplar kendi içlerinde karşılaştırıldığında, 

yüksek doz intravitreal ve intraperitoneal Apigenin uygulanan gruplarda düşük doz 

Apigenin uygulanan gruplara göre anlamlı olarak daha yüksek atipik mitokondri oranları 

olduğu izlenmiştir. Bu durumun, Apigenin’in düşük doz ve yüksek dozda sitoprotektif 

etkinliğinin olduğu; ancak yüksek dozlarda bu etkinliğin azaldığı olarak 

yorumlanabileceğini düşünmekteyiz.  

Apigenin’in önceki çalışmalarda biyolojik aktiviteleri arasında anti-inflamatuar, anti-

oksidan, anti-apoptotik, anti-karsinojenik, anti-mutajenik etkileri olduğu literatürde çeşitli 

çalışmalarla gösterilmiştir (137). Çalışmamızda Apigenin uygulanan gruplarda anti-

proliferatif etkilerin yanı sıra, elektron mikroskopide mitokondrilerin oksijene tabi tutulan 

diğer gruplara göre daha az hasarlandığı tespit edilmiştir. Bunun yanı sıra apoptotik 

hareket Apigenin uyguladığımız grupta daha düşük saptanmıştır. Bu bulgular Apigenin’in 

anti-oksidatif etkilerini ve bunun sonucu olarak gelişen anti-apoptotik ve sitoprotektif 

etkilerini destekler niteliktedir. 

Çalışmamızda apoptotik hücre ölümünü incelemek için TUNEL çalışması uygulanmıştır. 

Tüm kontrol gruplarında benzer düzeyde apoptozis görülmüştür. Düşük ve yüksek doz, 

intravitreal ve intraperitoneal Apigenin uygulanan tüm gruplarda kontrol gruplarına kıyasla 

apoptozis oranlarında anlamlı azalma olduğu görülmüştür. Düşük ve yüksek doz Apigenin 

uygulamaları arasında apoptozisin benzer oranda azaldığı izlenmiştir. İntravitreal ve 

intraperitoneal Apigenin uygulamaları arasında apoptozisin benzer oranda azaldığı 

izlenmiştir. Daha önceki benzer bir çalışmada Bevacizumab ile atipik mitokondrilerde artış 

saptanırken apoptotik aktivitenin ise anlamlı farklılık göstermediği belirtilmiş ve 
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Bevacizumab’ın bu sebeple geri dönüşümsüz hasara yol açmadığı belirtilmiştir (113). 

Bizim çalışmamızda ise Apigenin hem mitokondriyal atipiyi azaltmakta hem de tüm 

gruplarda kontrollere göre apoptotik aktiviteyi belirgin olarak azaltmaktadır. Apigenin’in 

anti-oksidatif ve anti-inflamatuar etkilerinin çeşitli mekanizmalarla hücresel ve 

mitokondriyal stresi azaltarak dismorfolojik bulguların önüne geçtiğini düşünmekteyiz. 

Bulgularımız Apigenin’in oksidatif yollardan ve mitokondriyal yollardan uyarılan 

apoptozis üzerindeki inhibe edici etkisini doğrulamaktadır. 

Apoptozis programlı hücre ölümüdür (161). Apoptozis normal hücre döngüsü, immün 

sistemin normal fonksiyonu, hormon ilişkili atrofi, embriyonik gelişim ve kimyasal aracılı 

hücre ölümünün önemli bir bileşenidir (162). Çalışmamızda negatif kontrol grubunda ve 

oksijene maruz bırakılmayan kontrol gruplarında TUNEL çalışması ile fizyolojik apoptozis 

gözlemlenmiştir. Uygunsuz apoptozis nörodejeneratif hastalıklar, iskemik hasar, otoimmün 

bozukluklar ve kanserlerde rol oynar (162). Apoptozisin iki temel mekanizması vardır; 

ekstrensek-reseptör aracılı yol ve intrensek-mitokondriyal yol (163). Ekstrensek yol Fas ve 

TNF reseptörleri aktivasyonu ile gerçekleşir. Bu yolda kaspazlar (kaspaz 8 ve 3) aracılık 

etmektedir. İntrensek yol ise mitokondriyal membran potansiyeli ve mitokondriyal 

membran geçirgenliğinde değişiklik ile sitokrom c ve apoptozis indükleyen faktörlerin 

sitoplazmaya salınımı, bunun sonucunda kaspaz 9 ve 3 aktivasyonu ile gerçekleşmektedir 

(164). Apoptozis genotoksik ajanların etkisiyle yaratılan ağır deoksiribonükleik asit (DNA) 

hasarına yanıt olarak p53’ün indüksiyonuyla da başlatılabilir. Bu durumda indüklenen p53, 

bir proapoptotik B hücreli lenfoma (Bcl)–2 ailesi üyesi olan Bax, Fas ve DR5 gibi hücre 

yüzey ölüm reseptörlerinin indüksiyonuna yol açarak apoptozisi başlatır (165). Apoptozis 

büyüme faktörlerinin ortamdan eksilmesiyle de başlatılabilir. Ayrıca bir proapoptotik Bcl–

2 ailesi üyesi olan Bad’ın fosforillenememesi sonucu aktifleşmesi ve böylece 

mitokondriden apoptozisi başlatıcı bir faktör olan sitokrom c’nin sitoplazmaya 

salıverilmesi yoluyla da gerçekleşebilir. Apoptozisi başlatan bir başka neden ise, sitotoksik 

T lenfositlerinden salıverilen granzim B’lerin hedef hücrede kaspaz sistemini 

aktifleştirmesidir (166, 167). 

Literatürde Apigenin’in apoptozis ile ilişkisi hakkında çelişkili sonuçlar mevcuttur. Bir 

kısım çalışmada Apigenin’in apoptozisi arttırdığı savunulurken bir kısım çalışmada ise 

aksine apoptozisi engellediği belirtilmektedir (142, 164, 168-174).  
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Liu ve arkadaşları tarafından Apigenin’in in vitro akciğer tümör hücresi kültüründe 

apoptozise neden olmadığı gösterilmiştir (142). Ancak aynı çalışmada in vivo olarak 

farelere akciğer tümörü hücresi ile birlikte uygulanan Apigenin’in ise, bu tümör 

hücrelerinde TUNEL tekniği ile tespit edilen apoptozisi arttırdığı gösterilmiştir. Bu 

durumu Liu ve arkadaşları Apigenin’in in vivo ortamda anjiogenezi baskılaması ile ilişkili 

olarak yorumlamıştır. Seo ve arkadaşları insan meme kanseri hücre kültüründe Apigenin’in 

ekstrensek yol ile apoptozisi indüklediğini, intrensek yol üzerinde ise etkisiz olduğunu 

göstermişlerdir (164). Seo ve arkadaşları bir başka çalışmada ise Apigenin’in kaspaz 8 

aracılığıyla apoptozisi arttırdığını göstermişlerdir (168). Lim ve arkadaşları ise 

koryokarsinoma hücre kültüründe Apigenin’in doza bağımlı olarak apoptozisi arttırdığı ve 

mitokondri membran potansiyelini baskıladığını göstermiştir (169). Shukla ve arkadaşları 

prostat kanseri hücreleri üzerinde Apigenin’in Bax aktivasyonu ve Bcl-2 düzeyinde azalma 

ile birlikte apoptozisi arttırdığını göstermişlerdir (170). Liao ve arkadaşları ise Apigenin’in 

fare makrofaj hücrelerinde apoptozisi arttırdığını göstermişlerdir (171). 

Qin ve arkadaşları insan umblikal ven endotelyal hücre ve insan aortik endotelyal hücre 

kültürleri üzerinde yaptıkları çalışmada, Apigenin’in Bax ekspresyonu ve kaspaz 3 

aktivitesini azaltarak apoptozisi azalttığını göstermişlerdir (172). Kim ve arkadaşları 

Apigenin’in proteozom inhibitörlerini inhibe ederek Bcl-2 düzeylerinde artış, Bax ve p53 

düzeylerinde azalma, mitokondriyal membran potansiyelinin kaybını engellenmesi, 

sitokrom c ve kaspaz 8, 9 ve 3 aktivasyonunun engellenmesine neden olarak nöronal hücre 

apoptozisini azalttığını göstermişlerdir (173). Balez ve arkadaşları ise çalışmalarında 

Apigenin’in potent anti-inflamatuar özelliğinin yanında nöronlar üzerinde kaspaz aracılı 

apoptozisi belirgin şekilde azalttığını kanıtlamışlardır (174). 

Apigenin’in çeşitli dokular üzerinde apoptozis üzerine etkisini araştıran bahsi geçen 

çalışmaların yanında oküler dokular üzerinde etkisini araştıran güncel çalışmalar 

mevcuttur. Xu ve arkadaşları 2016 yılında yayınladıkları çalışmalarında, Apigenin’in insan 

RPE üzerindeki etkilerini incelemişlerdir. Bunun için tert-butil hidroperoksit ile muamele 

edilerek oksidatif hasar oluşturulmuş insan RPE hücresi kültürü kullanmışlardır. Oksidatif 

hasar oluşturulan hücreleri Apigenin ile inkübasyona bırakmışlardır. Bunun sonucunda 800 

µM’e kadar Apigenin konsantrasyonu uygulanan hücrelerde, Apigenin’in hücre canlılığını 

azaltmadığını ve toksik etki göstermediğini, oksidatif hasara uğratılan gruplarda canlılık 

oranlarını arttırdığını, akım-sitometri testi ile tespit edilen apoptoziste belirgin düzeyde 

azalmaya yol açtığını göstermişlerdir. Böylelikle Apigenin’in hücreleri oksidatif hasara 



41 
 

bağlı apoptozisten koruduğunu ortaya koymuşlardır (175). Chen ve arkadaşlarının yine 

insan RPE hücre kültürü üzerinde yaptıkları bir çalışmada ise çeşitli polifenollerin etkileri 

incelenmiştir. Bu çalışmada Apigenin’in anti-VEGF etkisi olması ile birlikte yüksek 

dozlarda (100 µM üzerinde) toksik etki göstererek hücre ölümünde artışa neden olduğu; 

ancak etkin ve toksik doz aralığının geniş olduğu belirtilmiştir (12). Fu ve arkadaşları rat 

retinal gangliyon hücreleri üzerinde Apigenin’in doza bağımlı olarak akım sitometri ile 

belirlenen apoptozisi azalttığını göstermişlerdir. Yine bu çalışmada Apigenin’in TNF-α ile 

indüklenen apoptozisi kaspaz bağımlı apoptotik yolun inhibisyonu ve nükleer faktör-kappa 

B aktivasyonu aracılığıyla engellediği gösterilmiştir (176). 

Biz çalışmamızda Apigenin dozlarımızı belirlerken literatürde toksik olduğu belirtilen 

dozlardan daha düşük dozlarda kullandık. Chen ve arkadaşlarının çalışmasında hücre 

kültüründe toksik doz olarak belirlenen 100 µM Apigenin 27 µg/ml doza denk gelmektedir 

(12). Bu sebeple intravitreal yüksek dozumuzu belirlerken üst doz olarak 20 µg/ml 

kullandık. Çalışmamızda, bu dozda in vivo koşullarda toksik etki görülmediğini ve 

apoptozisin anlamlı olarak baskılandığını saptadık. İntraperitoneal dozlarımızı ise daha 

önce ratlar ile yapılmış intraperitoneal dozları temel alarak hesapladık ve hem düşük doz 

hem yüksek doz uygulamada anlamlı anti-VEGF etki elde edilmesi ile birlikte, apoptozis 

oranlarında da anlamlı azalma olduğunu gözlemledik (7). 
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6. SONUÇ 

Yaptığımız çalışmanın sonucunda C57BL/6J OIR in vivo fare modelinde intravitreal ve 

intraperitoneal yolla uygulanan Apigenin’in vasküler endotel üzerine anti-proliferatif etkili 

olduğunu gözlemledik. Çalışmamızda kullandığımız düşük ve yüksek doz uygulamalar 

arasında anti-proliferatif etki açısından anlamlı farklılık olduğu izlendi ve böylece 

Apigenin’in anti-proliferatif etkisinin doza bağımlı olduğu görüldü. Işık mikroskobu ile 

yapılan incelemelerde Apigenin enjekte edilmiş olan gözlerde retina katmanlarının 

morfolojik analizinde hücresel düzeyde toksik etkisinin olmadığı gözlendi. Oksijene tabi 

tutularak intravitreal ve intraperitoneal, düşük ve yüksek doz Apigenin uygulanan 

gruplarda ise kontrol gruplarına göre belirgin olarak atipik mitokondri sayısının azaldığı 

görüldü. Böylece Apigenin’in mitokondriler üzerinde koruyucu etkileri olduğu saptandı. 

Apoptozisin intravitreal ve intraperitoneal, düşük ve yüksek doz Apigenin uygulanan 

gruplarda kontrol gruplarına göre belirgin olarak baskılandığı izlendi.  

Literatürde Apigenin’in anti-anjiojenik özelliklerini vurgulayan çok sayıda çalışma olsa da 

ilk kez çalışmamızda Apigenin’in in vivo koşullarda lokal ve sistemik uygulamalarının 

retinal endotel hücreleri üzerindeki etkisi gösterilmiştir. Apigenin elde ettiğimiz sonuçlara 

göre OER fare modelinde neovaskülarizasyonu doza bağımlı olarak baskılamaktadır. 

Ayrıca lokal ve sistemik uygulamalarda Apigenin sitoprotektif etki göstermekte, hiperoksi 

deprivasyonuna bağlı mitokondriyal hasarı ve apoptozisi baskılamaktadır.  

Sonuç olarak, Apigenin retinal endotel hücreleri üzerinde anti-anjiojenik ve sitoprotektif 

özellikleri olması nedeniyle retinal vasküler hastalıkların gelecekteki tedavisi açısından 

umut vaat edicidir. İlaç etkisi, doz etkisi ve farmakokinetik analizleri içeren prospektif 

randomize kliniğe yönelik deneysel çalışmalar gerekmektedir. 
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