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SIMGE VE KISALTMALAR

ABB : Annexin binding buffer

ARPE : A human retina pigment epithelium cell line
ATCC : American type culture collection
ATR : All trans retinol

cDNA : Komplementer deoksiriboniikleik asit
CHP : Cis-hidroksiprolin

DMAH : Diislik molekdil agirlikli heparin
DMSO : Dimetil siilfoksit

DNA : Deoksiriboniikleik asit

ECM : Ekstraseliiler matriks

EDTA : Etilendiamin tetraasetikasit

EGF : Epidermal growth factor

ELM : External limiting membran

EMT : Epithelial mesenchymal transition
FAZ : Foveal avaskiiler zon

FGF : Fibroblast growth factor

FU : Fluorourasil

FUR : Fluouridine

GH : Growth hormone

IGF : Insulin like growth factor
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GIRIS VE AMAC

Proliferatif vitreoretinopati (PVR), proliferasyon potansiyeli olan hiicrelerin retina yiizeyi
ve vitreusta ¢ogalarak, retinal traksiyon ve dekolmana yol agtiklar1 klinik bir sendromdur.
Genellikle uzun siiren retina dekolmani (RD) veya dekolman cerrahisi sonrasinda ve nadir
olarak okiiler travma sonrast, tiveit, viral retinitler, proliferatif diabetik retinopati gibi kan retina
bariyeri (KRB)’nin bozuldugu durumlarda da ortaya c¢ikabilir. Postoperatif donemde niiks
dekolmanlarin 6nde gelen sebebidir (1). PVR olusumunda temel mekanizma hiicre i¢i ve
disindaki uyarici faktorler arasindaki dengenin bozulmasi; enflamasyon, hiicre proliferasyonu
ve bunun sonucunda gelisen fibrozistir. Bu mekanizmay1 asil olusturan retina pigment epitel
hiicresi (RPE) olsa da; makrofaj, fibroblast ve mikroglial hiicreler ile transforme edici biiylime
faktorii-beta (TGF-8), fibroblast biiyiime faktorii (FGF) ve epidermal biiyltime faktorii (EGF)
gibi molekiiller rol oynar. TGF-B’nin B2 izoformu vitreusta bulunur. PVR’1i gozlerde vitreusta
3 kat yiiksek oldugu gosterilmistir (2). RPE hiicrelerinin mezenkimal fibroblastik hiicrelere
doniismesinde ve RPE hiicrelerinde farkli yolaklar yoluyla tip I kollajen sentezini indiikleyerek

fibrozise neden olmada anahtar rol oynar (3, 4).

Retina dekolmanina cevap olarak hem RPE’nin, hem de glial hiicrelerin degisime
ugradigl, transfer ve prolifere olduklari gosterilmistir (5). Vitreus icindeki bu transfer,
proliferasyon ve farklilasma biiyiik 6l¢iide vitreusta bulunan biiyiime faktorleri ve sitokinlerden
etkilenir (6). TGF-82 tarafindan uyarilan epitelyal-mezenkimal ge¢is (EMT) bu siiregteki en
onemli olaydir (3, 4). Alfa diiz kas aktin (a-SMA), fibronektin, vimentin, N-kaderin, matriks
metalloproteinazlarin (MMP) artan ekspresyonu ve transforme edilmis RPE hiicrelerinde E-

kaderin, okludin ve klaudin ekspresyonunun azalmasi mezenkimal doniisiimiin kanitidir (7).
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Ek olarak, Snail, Twist ve ZEB-1 gibi mezenkimal transformasyona dahil olan transkripsiyon

faktorlerinin TGF-P2 ile indiiksiyonu bu kanit1 desteklemektedir (8).

Proliferatif vitreoretinopati tedavisi i¢in giinlimiizde primer tedavi cerrahi olarak goriilse
de farkli tibbi tedavi alternatifleri arastirilmaktadir ancak etkinligi kesin kanitlanmis bir bilgi
bulunmamaktadir. Anti-inflamatuar ajanlardan olan kortikosteroidler PVR tedavisinde ilk
kullanilan ilaglardir (9). Diger deneysel tedavi ¢aligmalarinda kullanilan ilaglar; 5-fluorourasil
(10), daunorubisin (11), retinoik asit (12), etoposid (12), takrolimus (12) ve c¢esitli
antioksidanlart igerir. Flavonoidler, ¢esitli yenilebilir bitkilerde yaygin olarak bulunan
polifenollerdir ve hem in vivo hem de in vitro sistemlerde antioksidan, antiinflamatuar ve
antitimor aktivitelerine sahip olduklar1 gésterilmistir (13). Bu 6zellikler digerlerinin yant sira,
hiicre dongiisiinii inhibe etme, oksidatif stresi azaltma, apoptozu indiikleme gibi etkilerinden

kaynaklanir (14).

Tiim flavonoidler arasinda apigenin (4',5,7-trihidroksiflavon), bitkiler aleminde en yaygin
olarak bulunanlardan ve en c¢ok calisilan fenoliklerden biridir. Asteraceae'ye ait bitkiler, bu
bilesigin ana kaynaklaridir (14). Apigenin, farkli siklin bagimli kinazlarin ekspresyonunu
modiile ederek, G1/S-faz1 veya G2/M faz1 dahil olmak tizere farkli proliferasyon evrelerinde
hiicre dongiistiniin durmasini indiikler (15-17). Apigeninin, serbest radikal temizleme gibi
oksidatif strese kars1 savunma stratejisi olan adezyon molekiillerinin ekspresyonunu azalttigina
inanilmaktadir (18). Rui Chen ve arkadaslarinin yaptig1 bir ¢aligmada, apigeninin insan retinal
mikrovaskiiler endotel hiicre kiiltiiriinde interlokin-1beta (IL-1p) kaynakli olusan E-kaderin
membran gecirgenlik artisin1 bloke ettigi ortaya konulmustur (19). EMT'de RPE morfolojik
ozelliklerini kaybeder ve mezenkimal benzeri sekil ve fenotip kazanir (20). Fenotipik
degisiklikler zonula okludens-1 (ZO-1) ve E-kaderin gibi epitel belirteclerinin azalmis
ekspresyonu ve o-SMA, vimentin ve fibronektin gibi mezenkimal belirteglerin artmis
ekspresyonunu igerir (21). TGF-B2, PVR'li hastalarda vitreus, subretinal siv1 ve proliferatif
membranlarda yogun artis gosterir (22) ve skarlasmada etkin bir rol oynadig1 bilinmektedir. Bu
arastirmada TGF-B2 aracili gelisen EMT’yi1 diizenleyen Snail, ZEB1, Twist ve NF-«xB ile
vimentin, fibronektin, E-kaderin, N-kaderin ve a-SMA ekspresyon diizeyleri Polymerase Chain
Reaction (PCR) veya Western blot teknigi ile analiz edildi. Onerilen bu ¢aligmanm amaci,
regmatojen retina dekolman (RRD) cerrahisi sonrasi sik karsilagilan PVR hastali§inda apigenin
uygulamasinin EMT engelleyici etkinliginin in vitro ortamda incelenmesi ve PVR tedavisinde

kullanilabilirliginin tespit edilmesidir.



GENEL BILGILER
RETINA ANATOMISi VE HISTOLOJISi

Retina goz kiiresinin en i¢ tabakasini olusturan ve néroektodermden gelisen bir dokudur.
Anatomik olarak santral retina (posterior) ve periferik retina (anterior) olarak iki kisimda
incelenebilir. Anterior ve posterior retina ayrimi ekvatorun lokalizasyonuna gore veya vorteks
venlerinin skleraya girig yerine gore de yapilabilir. Ancak anatomik ekvator vorteks venlerinin

skleraya girdigi bolgenin iki disk ¢ap1 dniinde yer almaktadir.

Histolojik olarak retina, sensdriyal retina ve RPE olmak {izere iki boliime ayrilir.
Sensdriyal retina, altta RPE'ye optik sinir ve ora serrata (retinanin periferik kenar) tarafindan
sikica baghdir. Ancak bu baglantinin disinda, sensoriyal retina ve RPE arasinda genellikle
subretinal ad1 verilen potansiyel bir bosluk bulunur. Retina dekolmani, sensdriyal retinanin RPE
tabakasindan ayrilmas1 durumunu ifade eder. Sensdriyal retina perifere dogru gidildikce incelir.
Ora serratada 0,1 mm, ekvatorda 0,2 mm, optik sinir yakinda 0,56 mm’dir. Ayrica makula
merkezinde de incedir (0,1 mm). Sensoriyal retina ora serratada pigmentsiz siliyer cisim epiteli

olarak, RPE ise pigmentli siliyer cisim epiteli olarak devam eder (23).

Histolojik olarak retina igten disa 10 ayr1 kat olarak incelenir (Sekil 1) (24).
1-I¢ limitan membran (retinay1 vitreustan ayiran glial hiicre lifleri)
2-Optik sinir lifleri kat1 (iiglincli ndron aksonlart)

3-Ganglion hiicreleri kat1 (iiglincii néron ganglion hiicrelerinin niikleuslarr)



4-I¢ pleksiform kat (Bipolar ve amakrin hiicre aksonlari ile ganglion hiicrelerinin dendritlerini

ve bunlarin sinapslarini igerir)

5-I¢ niikleer kat (bipolar hiicreler, Miiller hiicreler, amakrin ve horizontal hiicrelerin

niikleuslart)

6-Di1s pleksiform kat (Fotoreseptdrlerin sinaptik cisimleri ile horizontal ve bipolar hiicreler aras1

sinapslari igerir)
7-Dis niikleer kat (birinci ndronun yani koni ve basillerin hiicre niikleuslarr)

8-D1g limitan membran (glial hiicre uzantilarinca olusturulan ve aralarindan koni ve basillerin

gectigi tabaka)
9-Koni ve basiller (fotoreseptorler)

10-Retina pigment epiteli (Noral retina ile koroid arasinda bulunur)
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Sekil 1. Retinanin histolojik kesiti (24)



Retina Pigment Epiteli

Hegzagonal hiicrelerden olusan tek katli bir tabakadir ve periferde siliyer cismin
pigmentli epitel tabakasi olarak devam eder. RPE hiicreleri tepe kisimlarinda hem zonula
okludens, hem de zonula adherens ile birbirlerine sikica baglanmistir ve dig KRB’yi olusturur.
Bununla birlikte fotoreseptorlerin dis segmentlerinin fagosite edilmesi, vitamin A
metabolizmasi, 151k emilimi, su ve iyonlar1 aktif bir sekilde subretinal bosluktan disariya
pompalanarak subretinal bolgenin devamli kurulugunun saglanmasi ve 1s1 degisiminin

saglanmasi1 RPE’nin diger gorevleridir (24).

Retina pigment epitel hiicreleri, cesitli sebeplerle KRB bozuldugunda vitreus bosluguna
gecerek patolojik bir sekilde cogalir. Bu ¢ogalma sonucunda kontraktil membran yapilar
olusur. Bu yapilar, gekme kuvveti uygular ve retinada traksiyonel (fibrotik) retinal dekolmanin

gelismesine neden olabilir. Bu nedenle PVR patogenezinde 6nemli rol oynarlar (25).
Norosensoryal Retina

1- Fotoreseptorler

2- Bipolar hiicreler

3- Ganglion hiicreleri

4- Amakrin ve horizontal hiicreler
1-Fotoreseptorler:

Koni ve basiller sinir sisteminin son organi gibi olup, retinanin 1s18a duyarli hiicreleridir.
I¢ ve dis segmentleri bulunur. D1 segmentin etrafi mukopolisakkarit matriks ile cevrilidir ve
RPE ile temas halindedir. Fotoreseptorlerin dis segmentleri ile RPE arasinda hicbir hiicresel
baglanti1 bulunmaz (25). Basiller karanlik gérmeden sorumludur; caplar1 2—5 pm, boylari ise
100-120 pm’dir. Foveada hi¢ bulunmazlar ve sayilar1 perifere dogru hizla artar. Koniler ise

renkli ve keskin gérmeden sorumludur; boylar1 65-75 um, kalinliklar1 5-8 pm’dir (26).
2-Bipolar hiicreler:

Bu hiicreler radyal yerlesimli olup; dendritleri koni ve basiller ile dis pleksiform tabakada,
aksonlar1 ise amakrin ve ganglion hiicreleri ile i¢ pleksiform tabakada sinaps yapar. Bipolar
hiicreler yatay veya fotoreseptor hiicrelerinden gelen sinyalleri dogrudan veya dolayli (amakrin

hiicreler ile) olarak ganglion hiicrelerine iletir (26).
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3-Ganglion hiicreleri:

Gorme yollarinin 2.néronlaridir ve retinanin i¢ kisminda bulunurlar. Makulaya dogru
gidildik¢e ganglion tabaka sayis1 artar, foveaya dogru tekrar azalir ve foveada ise tamamen
kaybolur. Gangliyon hiicreleri multipolar hiicrelerdir, dendritleri bipolar hiicre aksonlar1 ve
amakrin hiicreler ile sinaps yapar. Ganglion hiicrelerinin aksonlar1 sinir lifi tabakasini ve

devaminda optik siniri olustururlar (26).
4-Amakrin ve horizontal hiicreler:

Horizontal hiicreler koni ve basillerin terminal genislemelerinin yakininda bulunan
multipolar hiicrelerdir. Cok sayida kisa ve bir adet uzun uzantilar1 bulunur ve bunlar retina
ylizeyine paralel uzanir. Amakrin hiicreler genellikle aksonsuzdur, yogun sitoplazmaya ve

parcali niikleusa sahiptirler (26).

Norosensdriyel tabaka ile RPE arasinda anatomik olarak sadece ora serrata ve peripapiller
bolgede yapisiklik vardir. Aralarindaki kalan bosluk subretinal alan olarak adlandirilir ve bu

alan klinik olarak retina dekolmanina yol agmasi bakimindan 6nemlidir (27).

Miiller hiicreleri retinanin destek yapisini olusturmakta olup dis limitan membrandan
(ELM) i¢ limitan membrana (ILM) uzanirlar (28). Diger glial hiicreler olan; astrositler,
mikroglialar ve oligodendrositler ile birlikte retinanin destek ve beslenmesinde gorev alirlar
(25). PVR durumunda Miiller hiicreleri asir1 ¢ogalip anormal davranarak dis ve i¢ limitan
membranin i¢inden gegebilirler. Bu durum ise epiretinal ve subretinal membran olusumuna
sebep olabilir (28). ILM, optik disk dahil tiim retina yiizeyini kaplayan ve Miiller hiicrelerinin
ayaks1 cikintilar1 tarafindan olusturulan bir bazal membrandir. Yapisi optik disk ve fovea
tizerinde, damarlarin ylizeyinde ve vitreus tabaninda degiskenlik gosterir. Bu noktalarda
ILM'nin vitreusa bakan yiizii genellikle diizdiir, sinir liflerine bakan kismai ise piiriizliidiir. Gunn
noktalar1 ise ILM'nin bu noktalarda kalinlastig1 bolgelerdir. Bu noktalarda vitreus adezyonu

siktir (29).

Retina bolgeleri 3 boliimde incelenebilir;
Makula (Santral retina)

Makula, g6z retinasmin arka kutbunda iist ve alt temporal vaskiiler arklarla
sinirlandirilmis ve optik sinirin temporal ve bir miktar inferiorunda bulunan kritik bir anatomik
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bolgedir. "Makula lutea" olarak bilinen sar1 nokta, bu bdlgede bulunan lutein ve zeaksantin adli
pigmentlerle belirginlesir. Bu pigmentler, makuladaki kromatik aberasyonlar1 dnleyerek renk
dogrulugunu artirmanin yani sira antioksidan Ozelliklere sahiptir (30). Makula mikroskop
altinda incelendiginde periferik retinadan ayirt edilmesini saglayan iki katmanli bir ganglion
hiicre tabakasina sahiptir. Ayrica makulanin ¢api, temporal vaskiiler arklar sinir olarak kabul
edildiginde 5,5 mm'dir (31). Umbo, foveola, fovea, parafovea ve perifovea makulay1

olusturmaktadir (25).

Fovea: Cap1 yaklasik 1,5 mm'dir ve i¢ niikleer tabakada bulunan ikinci ve tiglincii
noronlar disa itilerek 22 derecelik konkavite olusturulmustur. Fovea bolgesinde i¢ pleksiform,
gangliyon hiicre tabakasi ve sinir lifi tabakas1 bulunmamaktadir. Ayrica, santral 0,57 mm'lik
alandaki bolge sadece kon hiicrelerinden olusmaktadir. ILM kalinlig1 ve vitreus yapisikligina

bagl traksiyon, 0zellikle foveada en fazla hissedilmektedir (25).

Foveola: Fovea tabani yalnizca konilerden olusan bir alandir ve ¢ap1 0,35 mm, kalinlig1
ise 0,15 mm'dir. Bu bélge, kapiller yap: icermemektedir. i¢ niikleer tabakada bulunan

kapillerler, 250-600 mm genisligindeki avaskiiler zonu halka seklinde gevreler (25).

Umbo: Foveolanin merkezi olup koni dansitesinin yiiksek olmasi ile en keskin gérmenin

olusturuldugu bolgedir. 0,15-0,20 mm ¢apindadir (25).

Parafovea: Fovea'y1 ¢cevreleyen bolge 0,5 mm genisligindedir ve i¢ niikleer ile gangliyon
hiicre tabakalarinda belirgin bir artis gosterir. Bu genis zon igerisinde retina normal mimari

yapisini siirdiirtir (25).
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Fovea
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Sekil 2. Makulanin anatomik yapisi (32)

Ora Serrata

Ora serrata, retinanin 6n ucunu olusturan bir sinirdir ve periferik retina ile siliyer cisim
arasinda bulunur. Nazalde limbusa yaklasik 5 mm, temporalde ise 7 mm mesafededir. Ora
serrata, duyusal retinanin ¢ok katli yapisindan aniden pigmentsiz siliyer epitele gecis yaptigi
bir bolgedir (33). Klinik agidan 6nemi, vitreus tabaninin ora serratanin 1,5 mm O6niine ve 2-3
mm arkasina uzanmasidir. Vitreus ¢ekintisi genellikle vitreus tabaninin arka kenarinda

meydana gelir ve bu bolgede retinal yirtilmalara neden olabilir (34).
Periferik Retina

Bu bolgede, temel olarak basil hiicreleri olarak adlandirilan fotoreseptorler bulunur.
Koniler, merkezi retinadakilere gére daha kalindir ve ganglion hiicreleri de burada daha genis

ve tek katli bir yapiya sahiptir (25).

RETINA KAN DOLASIMI

Retinanin dis plexiform katina kadar uzanan kismin1 koriokapillaris ile koroidal dolagim,
i¢c bolgesini ise santral retinal arter ve dallar1 besler. Santral retinal arter, oftalmik arterin ilk
dalidir ve lamina kribrozay1 gegerken damar duvari kalinligimin yari yariya azaldigi goriiliir.
Retina i¢inde list ve alt major dallardan baslayarak temporal ve nazal dallanmalar gozlenir ve

bunlar arterioldiir. Retina kapillerleri ¢oklu arterioler baglanti igerdigi i¢in bir besleyici damarin
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kapanmasi durumunda kapiller dolasim kesilmez. Retina kapillerleri, sinir lifleri katinda
ylizeyel ag ve i¢ niikleer katta intraretinal ag olusturarak birbiriyle iligkilidir. Retina venleri
genellikle arterleri takip eder ve santral retinal ven de arterin girdigi yerden optik siniri terk

eder (35).

VITREUS ANATOMISI VE HISTOLOJIiSi

Vitreus glob hacminin biiyiik bir kismini, yaklasik olarak 4/5’ini kaplar. Vitreusun agirlig
yaklagik 4 gramdir. Refraktif indeksi ise 1,334'tlir. Bu 6zellikleri sayesinde vitreus 300-1600
nm arasindaki dalga boylarindaki 11k demetlerini gecirir; bu aralik genellikle goriiniir 15181n
%90'1n1 igerir (36). Vitreusun pH degeri 7,50'dir. Vitreusun biiyiik ¢ogunlugu (%99) su igerir;
geri kalan kisim ise hyaliironik asit, kollajen ve iyonlardan olusur. Genglerde vitreusun %80'i

jel, %20's1 s1v1 yapidadir. Ancak yaslandikga vitreusun sivi hacmi %50'ye kadar ulasabilir (27).

Vitreus ile retina arasindaki siirekli baglantilar genellikle vitre tabani ve optik sinir
basinda son derece saglamdir. Bununla birlikte bu baglantilar g6z icinde lensin arkasindaki
hyaloid fossa periferinde, pars plana silier epiteli yiizeyinde, retina damarlar1 ve makula

diizleminde daha zayif olma egilimindedir (37).

Vitreus cisminin dig kismina kortikal vitreus adi verilmekte olup, bu katmanin kalinlig
yaklagik 100 pm'dir (Sekil 3) (34). Kortikal vitreus, vitreusun lense ve retinaya komsu olan dis
bolgesini ifade eder (25). On hyaloid yiiz veya membran, kortikal vitreusun ora serrata
oniindeki kismin1 temsil eder ve buradan ora serrataya dogru uzanir. On hyaloid arka periferik
lens yiizeyine Wiegert ligamentleri araciligiyla sikica yapisiktir. Lensin arka yiizeyi ile 6n
hyaloid yiizii arasindaki bosluga Berger alani denir. Arka kortikal vitreus, ILM ile birlesir ve
arka hyaloid membrani olusturur. Bu arka hyaloid, optik sinire yapismaz ve aralarindaki
potansiyel bosluk Martegiani alan1 olarak adlandirilir (34). Zamanla ve yasla, optik sinirin
cevresindeki siki baglantilar zayiflayabilir ve optik sinirden ayrilabilir. Bu duruma posterior
vitreus dekolmani (PVD) denir. Tamamen ayrilan bu halka seklindeki vitreusa ise "Weiss

halkas1" ad1 verilir (36).

Vitreusun merkezi bolgesi santral vitreus olarak adlandirilir ve bu bolge daha diisiik
yogunlukta yapiya sahiptir. Icinde daha az kolajen fibril bulunur. Fetal dénemde, lensten optik
sinir basina dogru uzanan hyaloid kanal (Cloquet kanali) i¢indeki hyaloid arter, dogumdan

hemen sonra kaybolur ancak bu kanal yasam boyunca varligini stirdiiriir. Ara sira, arterin lensin
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arka yiiziine yapisik bir giidiik ucu vitreusta dalgalanabilir. Bu yapisma noktasina "Mittendorf

lekesi" denir ve oftalmoskopide siyah bir leke olarak gézlemlenebilir (25).

Vitreusun iki temel islevi bulunmaktadir. Birincisi, géze gelen kuvvetleri emerek cevre
dokulara dagitmak; ikincisi ise goz i¢in seffaf bir ortam saglamaktir. Vitreusun fiziksel yapisi,

jel kivaminda olan hidrate hyaliironik asit molekiilleri ve kollajenden olugsmaktadir (38).

Vitreus i¢indeki KRB ve kan-akodz bariyerin bozulmasi, ¢evreye fibrin ve mitojenlerin
salinimina neden olarak patolojik olaylarin baglamasina sebep olabilir. Bu durum anormal yara
iyilesmesi siirecine yol agabilir ve traksiyonel membranlar ile PVR gibi patolojik durumlarin
gelisimine katkida bulunabilir. Normal vitreus 6zellikleri membran olusumunu genellikle
engeller. Vitreus i¢inde bulunan inhibitor faktdrlerin, endotel hiicreleri, miyofibril hiicreleri ve
fibroblastlarin asir1 ¢ogalmasini dnledigi bilinmektedir. Bunlardan biri olan FGF baglayan
protein, normal vitreusta FGF'yi antagonize ederek fonksiyon gordiigii gosterilmistir. Kisacast

PVR'nin gelisimi i¢in normal vitreusun degisiklige ugramasi gerekir (38).

On hyaioid membran

Perpapiler
vitreoretinal yaprgidik

Sekil 3. Vitreus anatomisi (34)

PROLIFERATIF VITREORETINOPATI (PVR)

Proliferatif vitreoretinopati subretinal bosluk, retina ylizeyi ve vitreus igine hiicre gogii ve

proliferasyonu ile karakterizedir. Bu durum retinanin her iki yiizeyinde membran olusumuyla
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sonuclanan asir1 ve anormal bir yara iyilesmesini temsil eder. Genellikle uzun siiren RD ve
dekolman cerrahisi sonrasinda ortaya ¢ikar. Kollajen tiretimi ve kollajendz membranlardaki
hiicre aracili kontraksiyon, RD’nin ve buna bagli gérme kaybinin nedenidir. Hiicre
proliferasyonu ise retinada olusan hasar, KRB’deki bozulma ve diizenleyici biiytime faktorleri
arasindaki etkilesimle iligkilidir. PVR'nin etkili bir sekilde tedavi edilebilmesi i¢in bu hastaligin

olusum siirecinin iyi anlasilmas1 gereklidir (39).
PVR patogenezi 5 evrede incelenebilir:
Evre 1: Vitreoretinal yapilarin biitiinliigiiniin bozulmasi

Klinik olarak anlamli bir PVR'nin olusabilmesi i¢in, tam kat bir retinal yirtik ve vitreus
bosluguna RPE hiicrelerinin salinimi1 gerekmektedir (33). Zira ILM hiicresel migrasyonu
engeller. Ancak retinal yirtik meydana geldiginde, retinanin biitiinliigli bozuldugu i¢in ¢iplak
kalan RPE hiicreleri, hem aktif migrasyon hem de intraokiiler s1tvi migrasyonu yoluyla vitreus
bosluguna girer. Bu nedenle, ILM ve KRB iizerinde meydana gelen hasarin, PVR'nin
patogenezinde kritik bir ilk adim olabilecegi One siiriilmiistiir (33, 40, 41). Ayrica, ILM'nin

tahrip olmasi, astrositlerin i¢ retinal yilizeyde birikmesine neden olur (42).
Evre 2: Hiicre migrasyonu

Vitreoretinal yapilarin biitiinliigii bozuldugunda ve dolayisiyla KRB zarar gordiigiinde
serumdaki fibronektin, platalet kaynakli biiytime faktorii (PDGF), TGF-8, IL-1, IL-6, IL-8,
FGF gibi bircok sitokin vitreusa geger. Bu faktorler arasinda 6zellikle fibronektin, RPE
hiicreleri icin kemotaktik etkiye sahip olup, RPE hiicre migrasyonunu tesvik eder (43, 44).

Ayrica, fibronektin hiicresel yapilanmada énemli rol oynayan bir faktordiir (44).
Evre 3: Hiicre proliferasyonu

Normal kosullarda, RPE hiicreleri ve glial hiicreler dinlenme fazinda bulunur ve aktif
olarak ¢ogalmazlar. Ancak termal veya mekanik bir hasara yanit olarak, bu hiicreler ve
fibroblastik elemanlar hizla ¢ogalarak kontraktil ve opak membranlarin olusumuna neden

olurlar (40).

RPE hiicreleri ve glial hiicrelerin ¢cogalmasinda 6nemli bir rol oynayan baslica faktorler
PDGF, TGF-B (en 6nemli) ve FGF'dir. PDGF, bu bolgedeki bag dokusu makrofajlar1 ve
KRB’nin bozulmasina bagl olarak serumdan kaynaklanmaktadir (45). TGF-B'nin kaynagi RPE

hiicreleridir. PVR'li gozlerden alinan vitreus sivilarinda, normal gozlerden alinan 6rneklerle
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karsilastirildiginda TGF-8 diizeyinin ii¢ kat daha yiiksek oldugu tespit edilmistir. TGF-B'nin
yara iyilesmesinde fibrozisi uyardigi, oOzellikle RPE hiicreleri aracilifiyla kollajen ve

fibronektin sentezini tesvik ettigi belirtilmektedir (46).
Evre 4: Hiicre doniisiimii ve kontraksiyonu (membran kontraksiyonu)

RPE hiicreleri ¢cogaldiktan sonra fibroblastlara dontistirler. Bu doniistimiin sorumlusu,
RPE hiicrelerinin ekstraselliiler matriks bilesenleriyle (6zellikle kollajen ve bazi durumlarda
fibrin) temas etmesidir. RPE hiicrelerinden tiireyen bu fibroblastlar, ayak benzeri uzantilara

sahiptir ve ¢evrelerindeki kollajene tutunarak kontraksiyona sebep olurlar.

Bu siiregte sinirli sayida RPE hiicresi vitreus jelini kontrakte edebilir ve traksiyonel
kuvvet uygulayabilir. RPE hiicrelerinin kontraksiyonunun retinaya ve vitreusa etkisinin nedeni,
ekstraseliiler adeziv glikoprotein olan fibronektin varligina baghdir. Bu protein, bag doku ile

hiicreler arasinda bir koprii gérevi gorerek bu etkiyi ortaya ¢ikarir (44).
Evre 5: PVR membranlarinin stabilizasyonu

Retina pigment epitel hiicrelerinden tlireyen fibroblastlar ve bdlgedeki bag doku
makrofajlari, ekstraselliiler matriksi ve skar dokusunu sentezlerler. Bu skar dokusu yeni olusan
membranlar olarak belirginlesir ve viicudun diger bolgelerindeki skar dokusu ile benzerlik
gosterir. Kollajen gibi fibr6z yap1 proteinleri, laminin, fibronektin, vitronektin, tenaskin gibi

adeziv glikoproteinler ve proteoglikanlari igerir.

Preretinal membranlarin immiinohistokimyasal incelemesinde, tip I, II, III ve IV kollajen
tiplerine rastlanmistir (47, 48). Kollajen PVR membraniin temel yap1 tasin1 olusturur (43).
Ayrica, kollajen PVR membranlarinin olgunlagmasini, membran iskeletinin stabilizasyonunu
ve gerilme direncini saglamakla kalmaz, ayn1 zamanda RPE hiicre migrasyonu ve metaplazisini

de tesvik edebilir (49).

Fibronektin hiicresel yapisma, migrasyonu tesvik etme ve hiicre iskelet proteinlerinin
sentezini baslatma yetenegine sahiptir. Bunun yani sira, fibronektin mekanik olarak hiicreler

aras1 matriksin stabilizasyonunda rol oynar (50).

PROLIFERATIF VITREOPATI’NIN SINIFLANDIRILMASI

Proliferatif vitreoretinopati siniflandirmasinda, temel rol oynayan en 6nemli faktorler

lokalizasyon ve epiretinal veya subretinal proliferasyonun yayginhgidir. ilk PVR
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simiflandirmast 1983 yilinda Amerika Retina Birimi Terminoloji Komitesi tarafindan
yapilmistir (Tablo 1) ve giiniimiizde baz1 eksikliklere ragmen pratik olmasi nedeniyle genis bir
kullanima sahiptir (51). Ancak smiflandirmada retina yirtiklarinin konumu ve sayisi,
vitreoretinal traksiyonun lokalizasyonu, vitreus tabaninin kontraksiyon derecesi gibi dnemli
faktorlerin g6z ardi edildigi belirtilmistir, 6zellikle 6n PVR dikkate alinmamistir. Bu yiizden
siiflandirma Silikon Calisma Grubu (SCG) tarafindan PVR'nin anterior (6n) ve posterior
(arka) formlarim igerecek sekilde revize edilmistir. SCG'nin siniflandirmasinda, retinal huni
sekli goz ardi edilmis ve bunun yerine {i¢ farkli proliferasyon tipi olan yaygin, fokal ve
subretinal proliferasyonlar tanimlanmistir. Ayrica orijinal siniflandirmadaki A ve B evreleri

degistirilmemistir (Tablo 2 ve 3) (52-55).

Evre A veya minimal PVR'de, vitreus i¢cinde pigment birikimi nedeniyle karakterize
edilen pigmentli hiicre proliferasyonu mevcuttur. Bu durumu bir¢ok hastada tanimak zordur.
Evre B veya orta derecede PVR'de, retina yiizeyinde kirisikliklar olusur ve retina yirtiklarinin
kenarlar1 biikiiliir veya diizensiz hale gelir (Sekil 4). Evre C'de, tam kalinlikta sabit retinal
katlantilar meydana gelirken; Evre D'de bu sabit retinal katlantilar dort kadran1 da kaplar.
flerleyen asamalarda, fundus goriintiisii kapali huni seklini alir ve optik sinir bas

gozlemlenemez (54, 55).
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Tablo 1. Retina Cemiyeti Terminoloji Komitesi’ne gore PVR siniflandirmasi

PVR EVRESI BULGULAR
A Vitreus bulaniklig1 ve pigment kiimelenmesi
B Retina yiizeyinde kirigiklik, sertlesme
Yirtik kenarinin kivrilmasi
Retina damarlarinda tortuosite
C Tam kalinlikta sabit retinal katlanti
C1: bir kadranda
C2: iki kadranda
C3: li¢ kadranda
D Dort kadranda sabit retinal katlanti

D1: genis huni
D2: dar huni
D3: kapal1 huni (optik sinir bas1 goriilemez)
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Tablo 2. Silikon Calisma Grubu’na gore PVR simiflandirmasi

Evre Yayihim Klinik Ozellikler

A Vitreus bulanikligi (haze)
Vitreusta pigment kiimeleri (clump)

Inferior retinada pigment gruplar1 (cluster)

B Dis retinal ytlizeyde kirisiklik
Retinal yirtik kenarinda kivrilma
Retinada rijidite (stiffness)
Damarlarda kivrim artigi

Vitreus hareketlerinde azalma

CP* | Pl: 1 kadran (1-3 saat) | Ekvatorun gerisinde yerlesmis;
P2: 2 kadran (4-6 saat) | Fokal, diffiiz ya da sirkiimferensiyal tam
kat katlantilar

Subretinal bantlar

caxx P33 kadran (7-9 saat) = Ekvatorun oniinde yerlesmis;

P4: 4 kadran (10-12 saat) Fokal, diffiiz ya da sirkiimferensiyal tam
kat katlantilar
Subretinal bantlar

Bantlarla birlikte vitreus kondansasyonu

CP*: Evre C, Posterior, CA**: Evre C, Anterior
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Tablo 3. Silikon Calisma Grubu’na gore PVR evrelendirmesi

Tipi | Tutulum Yerlesim | Klinik

Tip1 | Fokal Posterior | Vitreus tabaninin arkasinda yildiz seklinde
Katlantilar

Tip2 | Diffiiz Posterior | Vitreus tabaninin arkasinda birbiriyle devamlilik
gosteren yildiz seklinde katlantilar

Tip3 | Subretinal Posterior/ | Retina altinda proliferasyon

Anterior Disk yakininda halka seklinde bantlar

Glive yenigi goriinlimiinde tabakalar

Tip4 | Cevresel Anterior Arka vitreus tabani boyunca kontraksiyonla
beraber retinanin santrale ¢ekilmesi
Periferal retinada gerginlik
Arka retinada radyal katlantilar

Tip5 | One Cekilme Anterior Proliferatif doku nedeniyle vitreusun 6ne

¢ekilmesi
Silier prosesler gerilmis yada membranla
ortiilmiis olabilir.

ris retraksiyonu bulunabilir.
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Sekil 4. Evre B PVR (W) i¢ retinal yiizeyde kirisiklik, (B) diizensiz kenarlarla birlikte

retinal yirtiklar, (V) retinal damarlarda tortuosite (56).

Silikon Caligma Grubu siiflandirilmasinda Evre D ¢ikarilmis, Evre C'ye ise PVR'nin
yerlestigi yeri belirtmek iizere anterior ve posterior ayrimi eklenmistir. Bunun disinda
yayginligini belirtmek {izere de kadranlar yerine saatler (saat 1-12) kullanilmistir (Tablo 2) (53).
Evre C PVR smiflamasi igerdigi kontraksiyon, biiziismenin tipine gore yapilabilir. Posterior
PVR 3 tip kontraksiyonla karakterizedir. Tip 1 ya da fokal kontraksiyonda tek ya da birden fazla
fokal retinal kontraksiyona neden olan odaklar mevcuttur. Her merkezden retinal katlantilar
radyal tarzda uzanir (39, 54). Diffiiz posterior kontraksiyon (tip 2) ise birbiriyle devamlilik
gosteren retinal katlantilar ve bunlarin neden oldugu yaygin posterior retinal kontraksiyonla
karakterizedir. Posterior sirkumferensiyal kontraksiyon radyal tarzda ora serrataya dogru

uzanarak huni seklinde bir yapiya neden olur (39).

Tip 3 veya subretinal kontraksiyon, anterior ya da posteriorda yerlesebilir ve subretinal
PVR ile karakterize olup ¢esitli formlara biirlinebilir. Disk etrafinda dairesel biiziigme yani
'napkin ring' veya 'pegete halkasi' olarak adlandirilan bir gorsel 6zellik ortaya ¢ikar. Bununla
birlikte, subretinal dokularin neden oldugu bir bagka belirgin 6zellik de 'clothes line' olarak

bilinen ¢izgisel katlantilardir (39).
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Sekil 5. PVR’nin anterior ve posterior komponentleri, (1) anteroposterior traksiyon;
vitreus tabaninin posterior kenarinin anteriora yer degistirmesi, (2) irisin posteriora
retraksiyonu, (A) vitreus tabaninin anteriora sirkumferensiyel traksiyonu, (3) vitreus
tabaninin posterior kenarmin halka olusturmasi, (4) retinamin radial foldlari, (5)
proliferatif vitreus membranlarinin sebep oldugu anterior perpendikiiler traksiyon, (R)

huni seklinde retina dekolmani, (T) retinal yirtik (56).

Retinanin 6n kisminda meydana gelen ¢ekme olay1 tip 3, 4 ve 5 olarak siniflandirilmistir.
Bu smiflama kontraksiyonun vektoryel yoniine dayanmaktadir. Her tip primer vektoryel
kuvvetin yan1 siwra diger vektorlerin kombinasyonuyla belirli karakteristik oOrnekleri

igcermektedir (39).

Tip 4 veya sirkumferansiyal kontraksiyon, retinanin 6n kisminda diffiiz bir cekme ile
ortaya ¢ikar. Bu durumda retinada posterior hyaloidin yapisma yeri hizasinda sirkumferansiyal
tarzda diizensiz katlanmalar meydana gelir. Ayn1 zamanda membranin posterior kisminda optik
diske dogru uzanan radyal retinal katlantilar bulunur. Ek olarak gelisen baska traksiyon, retina
ylizeyine dik olarak baslar ve vitreusun merkezine dogru uzanarak anterior retinanin vitreus
tabanina ¢ekilmesine neden olur. Tip 4 PVR'de anterior retina genellikle diizlesmis ve ice
cekilmis bir durumdayken, posterior retinada radyal katlantilar belirgin hale gelir. SCG'nin
yaptig1 siniflama i¢inde bulunan ve tip 4 kategorisine uyan bir diger PVR tiirli "perpendikiiler
kontraksiyon" olarak adlandirilmaktadir. Bu durumda arka hyaloidin vitreus tabaninin arka
kenarina uyguladig1 c¢ekinti nedeniyle retinada diiz sirkiimferensiyal bir katlanma meydana
gelir. Bu tip PVR'de de anterior retina diizlesir ve ice c¢ekilirken, posterior retinada radyal
katlanmalar gézlemlenir. Bu PVR sekli vitrektomi ameliyatlarindan sonra da ortaya cikabilir.
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Buradaki neden posterior hyaloidin tam olarak ¢ikarilmamasi neticesinde periferik uglarinin

halka seklinde kontrakte olmasidir (39, 54).

Vitreus tabaninin arka kenar1 yerlesim bakimindan farklilik gosterebilir. Bu yerlesim yeri
PVR durumundaki prognozu etkiler. Eger posterior hyaloid ora serrataya yakin bir sekilde arka
yerlesim gosteriyorsa bu durumda olusan membranlarin temizlenmesi zor olabilir ve bu nedenle
ameliyat sonrasinda tekrarlamalara neden olabilir. Ayrica posterior yerlesimden dolay1 skleral

cokertme ile yeterli gevseme elde etmek zor olabilir (39).

Tip 5 kontraksiyon retinanin 6ne dogru yer degistirmesi olarak adlandirilir. Bu durum
genellikle vitrektomi sonrasinda veya penetran yaralanmalarin ardindan ortaya ¢ikar, bazen
uzun siireli retina dekolmanlarinda da goriilebilir. Retinanin 6ne dogru kaymasi vitreus
tabaninin kontraksiyonu ile meydana gelir. Bu durumun temelinde vitrektomi sirasinda tam
olarak temizlenememis vitreus yiizeyinde yerlesen ve hiicrelerin ¢ogalmasiyla olusan bir
kontraksiyon bulunur. Posterior vitreus tabani anterior yapisma noktasina dogru dekole edilmis
retinayla birlesir. Proliferatif dokunun silyer cisim proseslerine yapismasi ve arkaya dogru

¢ekilmesi durumunda hipotoni gozlenebilir (39, 54).

Sekil 6. Evre C Tip 5 kontraksiyon (1) vitreus tabaninin anteriora yer degistirmesi, (P)
proliferatif dokunun vitreus tabaninin posterior kenarimm anteriora cekmesi ve silyer
cismin pars plikatas1 ve irisin posterior yiizeyi ile birlesmesi, (T) anterior fold, (F)

sirkumferensiyal fold (56).
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PROLIFERATIF VITREORETINOPATI’NIN KLINiK OZELLIKLERI VE RiSK
FAKTORLERI

Proliferatif vitreoretinopati tespit edilen gozlerde, en sik rastlanan etiyolojik faktor
genellikle gegmiste gecirilmis RRD cerrahisidir. Bu cerrahi miidahale, prolifere olan hiicrelerin
vitreusa yayilmasina ve KRB’nin bozulmasina neden olarak PVR olusumunu kolaylastirabilir
(57). Ayrica postoperatif koroid dekolmani, asir1 kriyopeksi ve lazer fotokoagiilasyon gibi

cerrahi prosediirler de benzer mekanizmalarla PVR gelisimine sebep olabilir (46).

Dekolman PVR olusumunda kritik bir risk faktoriidiir. Ameliyat oncesi risk faktorleri
arasinda dev yirtik, genis veya ¢ok sayida yirtik, afaki, preoperatif koroid dekolmaninin varligi,
vitreus hemorajisi gelisen RRD veya traksiyonel retina dekolmani (TRD), tekrarlayan veya
kronik posterior liveitli gozlerdeki RD'ler yer almaktadir (5, 52, 58). Postoperatif PVR
olusumunu etkileyen risk faktorleri arasinda preoperatif PVR derecesi, ameliyat sirasinda veya
sonrasinda vitreus hemorajisi, yogun kriyoterapi, diatermi veya fotokoagiilasyon uygulamalari,
tekrarlayan cerrahi miidahaleler, subretinal s1vi drenaj1 sirasinda sivi kaybi, tespit edilemeyip
kapatilamayan retinal yirtiklar, steril hava veya SF6 kullanimi1 ve postoperatif koroid dekolmant
yer almaktadir. PVR ile iliskili intraoperatif faktorler arasinda steril hava enjeksiyonu PVR riski
acisindan tartigmalidir. Ayrica tiim retinal yirtiklarin cerrahi basariyla kapatilmasina ragmen
postoperatif PVR gelisiminin tamamen onlenebilecegi garantisi olmadig1 ve olusum siirecinin

devam edebilecegi 6nemli bir noktadir (5, 52, 58).

Proliferatif vitreoretinopatinin risk faktorleri anlagilmali ve bu nedenle yiiksek riskli
hastalarin preoperatif olarak tanimlanarak en uygun retinal dekolman cerrahisi secilmelidir.
Ayn1 zamanda, bu gozlerde postoperatift PVR'yi Onlemeye yonelik etkisi kanitlanmig

farmakolojik tedavilerin kullanilmasi da biiytlik bir 6neme sahiptir.

BUYUME FAKTORLERI VE PROLIFERATIF VITREORETINOPATI

Biiyiime faktorleri, hiicresel islevleri jukstakrin, parakrin ve otokrin mekanizmalarla
diizenler. Bir hiicreyi etkileyebilmek i¢in biliylime faktorlerine reseptdr sahip olup olmalari
onemlidir. Reseptdre baglanma sonucunda hiicre i¢inde 6zgiin bir tepki olusturan bir dizi sinyal
meydana gelir. Bu etki genellikle tirozin kinaz veya G proteini ile eslesen transmembran

glikoproteinlerin uyarilmasiyla saglanir. Ilgili reseptdrlere baglanan biiyiime faktorleri
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deoksiriboniikleik asitin (DNA) sentez fazini uyarir ve ardindan hiicre ¢ogalmasi gergeklesir

(59).

Biiylime faktorlerinin PVR patogenezinde tiim asamalarda diizenleyici rolleri oldugu
diisiiniilmektedir. KRB bozulduktan sonra vitreus igerigi degisir ve serum komponentleri bu
degisime eklenir. Serum ve PVR gelisen gozlerin vitreusu RPE hiicreleri igin ¢ekici bir
kemoatraktandir. PVR gelisen gozlerin vitreusunda TGF, FGF, EGF, Insiilin Benzeri Biiyliime
Faktorii-1 (IGF-1) gibi biiyiime faktorleri yiliksek diizeyde bulunmaktadir. Ayrica, PVR
membranlarinda PDGF, FGF, EGF, IGF-1 seviyeleri de yiiksek diizeyde tespit edilmistir (39).

Epidermal growth faktor (EGF): 53 amino asitten olusan bir molekiildiir. Bu molekiil
bir¢cok dokuda yaygin olarak bulunur ve 6zellikle trombosit degraniilasyonu sirasinda salinir.
EGF'ye ait reseptorler ¢ogu hiicre tipinde bulunur. Bu reseptorlerin en yiiksek yogunlugu
genellikle epitel hiicrelerinde goriilse de endotel hiicreleri, fibroblastlar ve diiz kas hiicreleri
gibi diger hiicre tiplerinde de mevcuttur. EGF reseptorii, 175,000 dalton agirliginda bir
membran glikoproteini olup bu reseptérde EGF'nin yiiksek ve diisiik afinite ile baglandigi
bolgeler bulunmaktadir. EGF'nin reseptore baglanmasi, tirozin kinazin aktive olmasina neden
olur. Bu aktivasyon, fibronektin, hyaluronik asit gibi ekstraseliiler matriks molekiillerinin
salgilanmasini tetikler ve kontakt inhibisyonunun olmadig1 hiicrelerde DNA sentezini uyararak

cogalmaya yol agar (60).

Fibroblast Growth Faktor (FGF): FGF ailesi ortalama 18 kilodalton agirligindadir ve
20'den fazla heparine baglanabilen bir protein grubudur. Bu aile bircok dokuda c¢ogalma,
farklilagsma, gog, ekstraseliiler matriks (ECM) depolanmasi ve anjiogenez gibi olaylari
diizenleyen bir rol oynar. Bu proteinler pargalanmadan korunmak i¢in diisiik afiniteli heparan
stilfat proteoglikanlarina baglanir. Yiiksek afiniteli tirozin kinaz reseptorleri ile hiicre yiizeyinde
etkilesime girerler. Asidik ve bazik FGF epitel, endotel ve stroma hiicrelerinde mitojenik etki
gosterir. PVR patogenezinde diger biiyiime faktorleri ile birlikte 6zellikle b-FGF'nin 6nemli bir
rol oynadig1 belirtilmektedir (61, 62).

Transforming Growth Faktor-p (TGF-8): Trombositler, makrofajlar, lenfositler,
kemik, bobrek gibi farkli dokulardan izole edilen TGF-8 ailesi iiyeleri olan TGF-B1, TGF-32
ve TGF-B3 yaklasik 25 kilodalton agirliginda polipeptidlerdir. Bu polipeptidler 6zellikle
trombositlerin alfa graniillerinde yogun miktarda bulunur ve hasar goren bdlgelere
degraniilasyon yoluyla salinir. Ayn1 zamanda makrofajlar tarafindan kendi iiretimini otokrin
yolla diizenleyerek etkilesime girerler. TGF- ayrica monositleri uyararak biiyiime faktorleri
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olan FGF, PDGF, Tiimor Nekroz Faktor-a (TNF-a), IL-1 gibi faktorlerin salinimini saglar. Ayni
zamanda TGF- makrofajlar i¢cin kemotaktiktir; fibroblast kemotaksisini ve proliferasyonunu
tesvik eder. Bu molekiil ayn1 zamanda kollajen sentezini en giiglii sekilde uyarici olarak bilinir
ve kollajenazi aktive eden diger faktorlerin etkisini azaltir. TGF-8 fibroblastlar araciligiyla

fibronektin ve proteoglikan sentezini uyarirken, keratinositlerde fibronektin sentezini tesvik

eder (63-65).

Platelet Derived Growth Faktor (PDGF): 35,000 dalton agirligindaki bir glikoprotein
olup iki distilfit bagiyla baglanmis dimer yapisina sahiptir. A ve B olarak adlandirilan bu tiniteler
%356 oraninda benzerlik gosterir. AA, AB ve BB olarak ifade edilen faktoriin her ii¢ formunun
biyolojik aktiviteleri temelde benzerdir; ancak B iinitesi mitojenik aktivitesi biraz daha gii¢lii
olabilir. Tiimdrler, endotel hiicreler, makrofajlar, diiz kas hiicreleri ve trombositler gibi ¢esitli
hiicreler PDGF benzeri biiyiime faktorlerini salgilayabilirler. PDGF, endotel hiicreleri ve
fibroblastlarin gd¢ilinii uyarir ve ayni zamanda fibroblastlarin TGF-B'ya verdigi ¢ogalma
cevabini artirir. Fibronektin varliginda PDGF-AA ve -BB epitel hiicrelerinin kemotaksisini

tesvik eder (59, 63, 65, 66).

Insiilin Like Growth Faktor-1 (IGF-1): IGF-1, 70 aminoasitten olusan ve 7649 dalton
agirhiginda bir polipeptid zinciridir. Bu polipeptid spesifik reseptorler araciligiyla hedef hiicre
ylizeyinde etki gosterir. IGF-1'in salinimi1 biiylime hormonu (GH) tarafindan karaciger ve
perifer dokulardan gerceklestirilir. Ancak doku hasarina cevap olarak IGF-1'in lokal salinimi da
mevcuttur. Bu lokal salinim dogrudan veya EGF, FGF, PDGF gibi diger biiyiime faktorlerinin
aktivasyonu araciligryla gerceklesebilir (67, 68).

PROLIFERATIF VITREORETINOPATI’NIN CERRAHI TEDAVISi

Proliferatif vitreoretinopatide cerrahi tedavinin hedefi retinal dekolman cerrahisiyle
benzer sekilde retinal yirtiklarin onarimi ve traksiyonlarin hafifletilmesidir. Skleral ¢okertme,
epiretinal membranlarin soyulmasi, vitreus tabaninin temizlenmesi ve subretinal membranlarin
kesilmesi veya cikarilmasi gibi cerrahi prosediirler uygulanir. Ileri evre PVR'li gozlerde
intravitreal gaz veya silikon yagi kullanilarak tamponad ve retinotomi veya retinektomiler gibi

prosediirler de gerekebilir (69).

Genellikle hafif ve orta derecedeki PVR'li olgularda yirtigin bulunmasi ve skleral
cokertme ile basarili bir tedavi elde edilebilir. Grade B, C1 ve hatta C2 PVR'li gézlerde skleral
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cokertme retinay1 stabilize etmek icin yeterli olabilir (70, 71). Ancak ciddi PVR'li (evre C ve
iistli) gozlerde vitrektomi, membranektomi ve intraokiiler tamponad gibi daha kapsamli cerrahi
prosediirlerin kullanilmasi gerekebilir. Biitiin bu miidahalelere ragmen retina yatistirilamazsa
bu durumun temel nedeni ya membranlarin tam olarak temizlenememis olmasi ya da retinada
bir kisalmanin mevcut olmasi olabilir. Bu durumlarla basa ¢ikmak i¢in gevsetici retinotomi ve
retinektomiler gibi cerrahi yaklagimlar uygulanabilir. Retina hala yatistirilamiyorsa, daha az
agresif diger cerrahi tekniklere ragmen basarili bir sonu¢ alinamamissa, bu cerrahi tekniklere

basvurulmalidir (72).

Agir PVR ile komplike RRD olgularinin tedavisinde kullanilan retinotomi ve retinektomi
islemlerinden retinotomi; retinada kiiclik bir delik olusturularak yapilan bir kesilme islemi,
retinektomi ise; retinanin kesilerek ¢ikarilmasidir. Retinotomi, subretinal sivi drenaji igin
retinada olusturulan kii¢iik bir delik aracilifiyla gerceklestirilir ve amaci masif retinal
traksiyonu rahatlatmaktir. Retinektomi ise, retinal flebin sinirli eksizyonundan periferik fibrotik
retinanin tamamen c¢ikarilmasimna kadar degisebilen bir islemdir. Son yillarda, pars plana
vitrektomi (PPV) prosediirii, RRD tedavisinde giderek artan siklikla tercih edilmektedir. Ancak
evre C PVR olgular1 ve anterior retinal kisaltma gerektiren durumlarda retinotomi ve

retinektomi (R/R) islemleri daha yaygin bir kullanim kazanmistir (73).

Sonug olarak, tiim bu tedavi yontemleri dikkate alinsa ve uygulansa da PVR'li gozlerde
en 1yi sartlarda bile basar1 oranlar1 genellikle ytliksek degildir. Basariy1 olumsuz etkileyen en
oncelikli faktor, niiks PVR'dir. Yapilan ¢alismalarda genellikle %60-80 arasinda anatomik
basar1 oranlar1 bildirilmistir. Ancak gorsel basar1 oranlar1 ¢ok daha diisiiktiir (74). Dolayisiyla
bu durumdaki olgularda PVR'yi tedavi etmenin yani sira PVR gelisimini 6nlemek de 6nemlidir.
Bu konuda calisilan farmakolojik ajanlar, heniiz rutin klinik kullanima ge¢memis olsa da,

gelecekte umut vaat etmektedir.

PROLIFERATIF VITREORETINOPATI’DE FARMOKOLOJIK TEDAVi
A. Antienflamatuar Ajanlar

Kortikosteroidler: Kortikosteroidler, deneysel hayvan modellerinde vitreoretinal
fibrozisi engelleyebilen ilk ajanlardir. Temel etkileri inflamatuar cevabi azaltmak ve bu sayede
kronik retinal hastaliklar1 stabilize etmektir. Ayrica kortikosteroidler enflamatuar mediator

gecisini azaltabilir. TNF-a ve IL-1 ekspresyonunu diisiirebilir ve T-lenfosit proliferasyonunu
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engelleyebilir. Erken dénemde PVR'ye uygulandiginda kortikosteroidler retinal dekolman
gelisimini Onleyebilirler. Vitrektomi sonrasinda yapilan triamsinolon enjeksiyonunun kontrol
grubuyla kiyaslandiginda postoperatif enflamasyonun azaltilmasi, goérme keskinliginin
artirilmasi, daha net ve iyilestirilmis bir fundus goriintiisiinlin saglanmasi ve postoperatif KRB

stabilizasyonunun desteklenmesinde etkin oldugu gortilmiistiir (75-79).

Intravitreal kortikosteroid uygulamalariin PVR olusumunu engelleyebilecegi diisiiniilse
de, triamsinolon asetonid ve diger kortikosteroidlerle yapilan klinik caligmalarda beklenen
sonuglar elde edilememistir. Bu durumun nedeni kortikosteroidlerin anti-enflamatuar etkilerini
klinik hastalik baglamadan 6nce yani enflamasyonun erken donemlerinde gostermeleri olarak

belirtilmistir.

Deneysel PVR modelinde triamsinolon ile bir antimetabolit olan daunomisinin
intravitreal olarak bir arada kullanilmasi bu iki ilacin etkilesimiyle proliferatif ve enflamatuar
siireclerin bastirildigini ve  PVR'min 0Onlendigini gostermistir (80). Ayrica tavsanlarda
endodiatermi ile uyarilan PVR iizerinde 5-Fluorourasil (5-FU) ile kombine edilen

triamsinolonun anlamli bir sekilde azaltici etkisi oldugu da belirtilmistir (81).
B. Antiproliferatif Ajanlar

5- Fluorourasil (5-FU): Proliferatif vitreoretinopatinin medikal tedavisi {izerine en ¢ok
calisilan maddelerden biri olan 5-FU, bir pirimidin analogu olan antimetabolitler grubundadir.
Hiicre iginde aktif bir metaboliti 5-fluouridine (5-FUR) doniisiip RNA ve DNA sentezini
engelleyerek c¢alismaktadir. Hayvan modellerinde 5-FU’nun PVR oranini azaltmada etkili

oldugu gosterilmistir (82-84).

Ciddi PVR'li hastalarda, cerrahi sonrasi tek doz 10 mg 5-FU'nun iyi1 bir sekilde tolere
edildigi ve tek yan etkinin uzun siire devam eden kornea 6demi oldugu gozlemlenmistir (85).
Bagka bir c¢alismada, 5-FU'ya 30 dakika maruz kalan RPE hiicrelerinde hiicresel
proliferasyonun kesintiye ugradigi goriilmiistir (86). Ayrica, ciddi PVR'li 22 hastada
intravitreal ve subkonjonktival 5-FU'nun minimal yan etkilerle yaklasik %60 oraninda

anatomik basar1 sagladig bildirilmistir (87).

5-FU'nun yan etkileri, kullanimini sinirlayan 6nemli nedenlerden biridir. Yapilan
caligmalarda, bu yan etkilerin korneal ve elektroretinografik degisikliklere, retinada
ultrastriiktiirel diizeyde serbest veya endoplazmik retikulumla iligskilendirilen ribozomlarin bir

hafta sonra kaybolmas1 seklinde ortaya ¢iktig1 gosterilmistir (88).
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Daunomisin (Daunorubisin): Bir antrasiklin antibiotik olarak bilinen kemoterapi
ilacidir ve 6zellikle akut 16semi gibi kanser tiirlerinin tedavisinde kullanilir. Bu ilag¢ hiicre
siklusundan bagimsiz olarak etki gosterir; yani belirli bir hiicre evresine dzgii degildir. In vitro
deneylerde 10 dakikalik bir uygulama siiresinde 7,5 pg/ml konsantrasyonunda fibroblast ve

RPE hiicrelerinin ¢ogalmasini engelledigi goriilmiistiir (89).

Daunomisin deneysel PVR tedavisinde en yiiksek potansiyele sahip olan ancak giivenli
doz aralig1 en dar olan ilaglardan biridir. Tavsanlarda yapilan ¢alismalarda, intravitreal (goz
icine) 9 nmol daunomisinin RD insidansin1 %50 azalttig1 gézlemlenmistir. Ancak bu dozda
fotoreseptor dis segmentlerinde degisikliklerin ortaya ¢iktig1 daha yiiksek dozlarda (30 nmol ve

lizeri) ise retinal toksisitenin meydana geldigi rapor edilmistir (89, 90).

Insanlar {izerinde gerceklestirilen bir galismada ilk vitrektomi operasyonunu takiben
daunomisin inflizyonu uygulanan bireylerin %73'iinde retinanin 18 ay sonra stabil oldugu
bildirilmistir. Cerrahi uygulanan grup ile karsilastirildiginda cerrahiye ek olarak daunomisin
infiizyonu yapilan bireylerde reoperasyon oraninin bir yil i¢inde daha diisiikk oldugu

gbzlemlenmistir (sirastyla %46'ya karsi %35) (11).

All- Trans- Retinol (atR): Vitamin A'nin lipofilik bir tlirevidir ve fotoreseptor yolunun
bir metaboliti olan all-transretinoik asit (all-tRA) ile 13-cis-retinoik asit (cis-RA), hayvan
modellerinde gozlemlenen bir ¢alismada RPE hiicre proliferasyonunu etkili bir sekilde inhibe

etmis ve belirgin sitotoksisiteye neden olmamuistir (91).

Bagka bir calismada, vitreoretinal cerrahi sonrasinda dort ay boyunca giinde 2 kez 40 mg
oral 13-cis-RA verilen hastalarda, sadece cerrahi uygulananlara kiyasla daha yiiksek basari
oranlar1 rapor edilmistir. Tavsanlar {izerinde yapilan bir ¢aligmada, tavsanlara silikon yagi
icinde verilen all-tRA, PVR gelisim riskini anlamli bir sekilde azalttifi ve polimer kapl
mikrosferler i¢inde iki aya kadar RD onleyici etkisinin devam ettigi gosterilmistir. Ancak, bu
sonuglarin PVR tedavisinde kullanilabilirligini kesinlestirmek i¢in genis kapsamli deneysel ve

klinik calismalarin yapilmasi gereklidir (92-94).

Mitomisin C (MMC): Mitomisin C DNA capraz baglar olusturarak DNA sentezini
engelleyen antiproliferatif bir ilactir. Bu ilag hiicre siklusunu S ve G2/M fazlarinda durdurarak
caligir ve yiiksek dozlarda apoptotik hiicre dliimiinii tetikleyebilir. insan RPE hiicrelerinde doza

bagli antiproliferatif etkisi oldugu gdzlemlenmistir. Tavsanlarda 1 mg dozunda nontoksik
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olmasma ragmen ilacin retinal toksisite riski yliksektir, ¢linkii daha yiiksek dozlar hiicre

canlilig1 iizerinde belirgin etkilere neden olabilir (95).

Taksol: Taksol mikrotiibiil stabilizatorii bir bilesik olup deneysel PVR modellerinde
yapilan deneylerde TRD iizerinde azaltici etkiler gostermistir. Ayrica baska bir deneysel PVR
modelinde intravitreal olarak fibroblastlarla ayni anda verildiginde {i¢ giin arayla yapilan
enjeksiyona kiyasla PVR'yi daha etkili bir sekilde dnleyebildigi tespit edilmistir. Ancak yiiksek

dozlarda kullanilmasi optik ndropati riski tasiyan bir dezavantaj olusturmaktadir (95, 96).

Diger antimetabolitler: Tiotepa, vinkristin, bleomisin, metotreksat gibi ajanlar kanser
tedavisinde denenmis olmalarina ragmen genis ¢apli bir kullanim alan1 bulamamislardir. Bu
durum, bu ilaglarin ya etkinlik yetersizligi, toksisiteleri veya yetersiz veri bulunmasi gibi

nedenlerle klinik basar1 elde edememis olmalarindan kaynaklanmaktadir (97).
C. Ekstraselliiler Matriks Uretim ve Kontraksiyonunu Onleyen Ajanlar

Cis-hidroksiprolin (CHP): Cis-Hydroxyproline, bir prolin analogu olarak PVR olusumu
sirasinda migrasyon ve proliferasyonda rol oynayan hiicre adezyon molekiillerini engelleyerek
etki gosterir. Deneysel tavsan modelinde intravitreal CHP uygulamasinin retinal RD oraninda

%48'lik bir azalmaya neden oldugu gosterilmistir (95, 98).

Kolsisin: Kolsisin, bitkisel bir alkaloid olarak bilinir ve antifibrotik ile antienflamatuar
ozelliklere sahiptir. In vitro ¢aligmalarda kolsisinin hiicre proliferasyonunu, migrasyonunu ve
kontraksiyonunu engelledigi gosterilmistir. Deneysel PVR modelinde yapilan ¢aligmalarda oral

kolsisinin tavsanlarda niiks oranini %74'ten %30'a indirdigi goriilmiistiir (99, 100).

Matriks metalloproteinazlar (MMP): MMP'ler ECM’nin yeniden sekillenmesinden
sorumlu bir enzim grubunu temsil eder. Intravitreal MMP-2 ve MMP-9 seviyelerindeki artis
postoperatif PVR gelisimiyle iligkilidir (101). MMP'leri inhibe eden sentetik bir ajan olan
prinomastat (AG3340), tavsanlarda dispaz modeli ve posterior penetran goz travmasi
modelinde intravitreal enjeksiyonla PVR gelisimini onemli Ol¢lide azaltmistir. Ancak, bu

etkinin insanlarda klinik ¢caligmalarla degerlendirilmedigi belirtilmektedir (102, 103).
D. Hiicrelerin Ekstraseliiler Matrikse ve Kollajene Baglanmasimi Etkileyen Ilaclar

Hiicreler ile ECM bilesenleri 06zellikle kollajenle olan etkilesimde hiicre bazal
membranlari seviyesinde ger¢eklesmektedir. Bu membranlar hiicrelerin morfolojisi, tutunmasi,

permeabilitesi, migratuvar ve kontraktil 6zelliklerini diizenleme konusunda kritik bir rol oynar.
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Fibronektin 6zellikle hiicre-kollajen baglanmasinda kilit bir rol oynar ve ayni zamanda heparin,
laminin ve integrinlerle 6zellesmis baglanma noktalarina sahiptir. Fibronektine kars1 yapilan
miidahaleler 6zellikle integrinlere baglanmay1 engelleyen veya diger molekiillerle baglanma
bolgelerini bloke eden maddeler, hiicre morfolojisi, migrasyon ve kollajen kontraksiyonunu

etkileyebilir (97).

Diisiik Molekiil Agirhkh Heparin (DMAH): Vitrektomi cerrahisi sonrasinda KRB'nin
yikilmasi fibrin olusumuna yol acar ve bu fibrin PVR i¢in bir ¢at1 gorevi goriir. Diklofenak
sodyum (DMAH), hiicre migrasyonu ve proliferasyonunu tesvik eden fibrin olusumunu
engeller. Yapilan bir klinik ¢alisma DMAH'nin hem hematolojik sorunlara neden olma
olasiligim1 azalttigin1 hem de vitrektomi sonrasi fibrin olusumunu 6nledigini gostermistir. 5
IU/ml inflizyon dozunda heparinin toksik etki olusturmadigi rapor edilmistir (104). Postoperatif
fibrin olusumunu Onlemek i¢in intravitreal heparin infiizyonu kullanilabilir; ancak, bu
uygulama intraoperatif hemoraji insidansini artirabilir. insanlarda yapilan bir ¢calisma 5-FU ile
DMAH kombinasyonunun, kontrol grubuna kiyasla postoperatif PVR insidansini %26.4'ten
%12.6'ya diistirebildigini gostermistir (105).

PROLIFERATIF VITREORETINOPATI’DE GEN TEDAVIiSi

Yiriitiilen arastirmalar RPE hiicrelerinde MYC geni tarafindan tetiklenen mitojenik
yolun aktif oldugunu goéstermektedir. Ayrica, MYC gen ekspresyonunu engellemek icin C-
MYC antisense oligoniikleotidi (c-myc-AS-ODN) kullanmanin RPE hiicre proliferasyonunu
etkili bir sekilde onleyebildigi ortaya konmustur (106). Baska bir ¢alismada riboniikleotid
rediiktaz enzimi olmayan bir HSV1 virilis klonu iretilmis, bu klonla hiicre kiiltlirtindeki
proliferatif RPE hiicreleri enfekte edilmis ve 36 saat i¢inde enfekte RPE hiicrelerinin %72'sinin

oldiigi belirlenmistir (107).

PROLIFERATIF VITREORETINOPATI MEDIKAL TEDAVISINDE DENENMIS
DIGER AJANLAR

Proliferatif vitreoretinopati patogenezinin ¢esitli asamalarina etki eden yukarida
bahsedilen farmakolojik ajanlarin yani sira antidepresan ozellik gosteren hiperisin, RPE
hiicrelerine doza bagl etki gosteren askorbik asit, fibrinolitik etkili doku plazminojen

aktivatorii, radyoterapi, kalsiyum antagonistlerinden nilvadipin, genleri ve proteinleri hasara
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ugratarak proliferasyonu baskilayan hipertermi, IL-4 ve interferon gama ile mitojenik etkileri
azalttig1 gosterilen PDGF antagonisti trapidil, tripanosidial etkili suramin gibi ¢esitli tedavi
yontemleri de arastirilmistir. Ancak yapilan in vivo ve in vitro c¢aligmalarda denenen bu

tedavilerin etkinligi heniiz kesinlestirilememistir (108, 109).

Proliferatif vitreoretinopati'nin medikal tedavisinde ana amag reproliferasyonu onleyerek
bir nevi profilaksi saglayarak iyilesmeyi tesvik etmek ve fonksiyonlari korumaktir (110). Ancak
hastaligin medikal tedavisinde kullanilan ilaglarin g6z igine etkili doza ulasma konusundaki
zorluklar ve goz i¢i dokulara potansiyel toksisiteler gibi sorunlar heniiz tam olarak
cozlimlenememistir. Antiproliferatif ajanlar, bolinme yetenegine sahip olmayan hiicrelere,
ornegin RPE, fotoreseptor ve ganglion hiicreleri gibi hiicrelere ¢ok az etkili olabilirler. Ancak
bu ilaglarin PVR'de medikal tedavinin en 6nemli sorunlarindan biri, retina ve diger goz igi

dokulara potansiyel toksisiteleridir (111).

Bu caligmada bu bulgulardan hareketle PVR tedavisinde, dogal bir flavonoid olan ve daha
once antiproliferatif etkileri kanitlanan apigenin uygulamasinin etkilerinin in vitro olarak ortaya

konulmasi amag¢lanmastir.

APIGENIN

Apigenin (4',5,7-trihidroksiflavon), bitkiler aleminde yaygin olarak bulunan ve en ¢ok
calisilan flavonoidlerden biridir. Asteraceae'ye ait bitkiler Ornegin Artemisia, Achillea,
Matricaria ve Tanacetum cinsleri bu bilesigin ana kaynaklaridir (14). Antiproliferatif, anti-

inflamatuar, antioksidan ve anti-tiimor etkileri olup glikosile edilmis olarak bulunur (112).

Apigenin farkli siklin bagimh kinazlarin ve diger bazi genlerin ekspresyonunu modiile
ederek G1/S-faz1 veya G2/M fazi dahil olmak iizere farkli proliferasyon evrelerinde hiicre
dongiistiniin durmasini indiikler (15, 16, 113). Apigenin ayrica {i¢ ana mitojenle; hiicre disi
sinyalle diizenlenen kinaz (ERK), c-Jun N-terminal kinazlar (JNK) ve insan hicre kiltiri
modellerinde p38 ile aktive olan, protein kinaz (MAPK) yolundaki sinyal molekdlleri ile

etkileserek metastaz ve anjiyogenezin inhibisyonunu indiikledigi rapor edilmistir (114).

Sloley ve arkadaglar1 insan noronlarinda ve astrogliada bulunan amin-
oksidorediiktazlarin bir enzim ailesi olan monoamin oksidazlarinin (MAQ'lar) apigenin
tarafindan in vitro inhibisyonunu bildirmislerdir. Bu sonuca gore diizenlenmemis MAO

aktivitesi bir dizi psikiyatrik ve ndrolojik bozukluktan ve bunlarin apigenin gibi inhibitérlerinin
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yoklugundan kaynakli olabilir, bdylece apigenin kullanimi aydinlatilarak Alzheimer ve
Parkinson hastaligi tedavi edebilir (115). Apigenin'in alloksanla tedavi edilen farelere
uygulanmasi1 sonucu katalaz (CAT), siiperoksit dismutaz (SOD) ve glutatyon (GSH) gibi
hiicresel antioksidanlarin aktivitesini artirmasi bu nutrasdtik bilesigin hepatoprotektif roliinii de

ortaya koymustur (116).

Apigenin molekiiliiniin antiproliferatif 6zelliklerini agiga ¢ikarmak i¢in yapilan bir
calismada, insan iiveal melanom hiicresinde subtoksik apigenin diizeylerinin ERK1/2 ve
PI3K/Akt yollarinin inhibe edilmesi yoluyla tiveal melanom hiicreleri tarafindan VEGF'nin
ekspresyonunu ve salgilanmasini 6nledigi belirlenmistir (117). Chen ve arkadaslar1 apigeninin
de i¢inde oldugu cesitli flavanoidleri igeren bir ¢alismada RPE hiicrelerinde apigenin doz
bagiml olarak VEGF sekresyonunu, hiicre proliferasyonu ve migrasyonunu azalttigini tespit
etmislerdir. Yine ayni ¢aligmada, apigenin insan retinal mikrovaskiiler endotel hiicre kiiltiiriinde
IL-1B kaynakli olusan E-kaderin membran gegirgenlik artisint bloke ettigi de ortaya
konulmustur (19). ARPE-19 hiicrelerinde tert-butil hidroperoksit (t-BHP) ile olusturulan
oksidatif hasarin apigenin tarafindan Nrf2 siRNA yolagi inhibe edilerek Onlendigi rapor
edilmistir (118).

PVR etiyopatogenezini olusturan basamaklar ve PVR gelisiminde ana rol oynayan RPE
hiicre proliferasyonu diisiildiigiinde, apigenin PVR gelisimini 6nlemede umut verici bir molekiil

olma 6zelligi tagimaktadir.
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GEREC VE YONTEMLER

Bu calisma Trakya Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Biyoloji Anabilim Dali Hiicre
Kiiltiirti, Molekiiler Genetik ve Goriintiilleme laboratuvarlarinda gergeklestirildi. Calismada
insan goz retinal pigment epitel (ARPE-19) (ATCC® CRL-2302TM, Manassas, ABD) hiicre

hatt1 kullanilarak in vitro PVR modeli olusturuldu.

HUCRE KULTURU VE SAKLANMASI

ARPE-19 retina pigment epitel hiicreleri %10 f6tal sigir serumunda (GIBCO, Paisley,
UK) ve antibiyotik (100 U/ml penisilin ve 100 pg/ml streptomisin) bulunduran DMEM/F12
(50/50 mix, 1x, Multicell, Kanada) komple s1v1 besi ortaminda tabana yapisarak steril ortamda
cogaltildi. Hiicreler, 37°C 1s1, %5 CO: ve %95 hava bulunduran inkiibatorlerde pasajlanip
analizler i¢in kullanildi. Tedavi uygulamalar1 i¢in kullanilacak hiicre sayisi, hemositometrede
tripan mavisi ile boyanarak belirlendi. Hiicreler, besi kabinin ylizey alanina uygun bir sekilde
ekildi. Hiicre kiiltiiri ¢aligmalarinda, her bir 6rnek en az ii¢ kez tekrarland1 ve toplamda ii¢
tekrardan olusan deneyler gergeklestirildi. Sonuglarin tutarliligini saglamak i¢in hiicrelerin 3-

10 aras1 pasajlar1 kullanildi.
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Tablo 4. Calisma kapsaminda kullanmilan cihazlarin adi, modeli, markasi ve mensei

CiHAZ

MARKASI VE MODELI

Biyogiivenlik Kabini

Karbondioksitli Inkiibator

Santrifiij Centurion Scientific

Invert Mikroskop
Otomatik Pipet Seti
Dijital Pipetor
Mikroplate Okuyucu

Sogutmali santrifiij
Santrifiij

Nanodrop

PCR Cihazi

Real-Time PCR Cihazi
Real-Time PCR Cihazi
Gelismis Vorteks Karistirict
Analitik Terazi

Doku Homojenizatorii
Karistirici Blok

4 °C Buzdolab1

-20 °C Derin Dondurucu
-80 °C Derin Dondurucu
Ultra Saf Su Cihazi
Distile Su Cihazi

Trinokiiler Floresan Isik Mikroskobu

Heraeus, Almanya

Heraeus, Almanya

Ingiltere

Nikon- Eclipse TS100, Japonya
Gilson, ABD

Thermo Scientific, ABD

Thermo Fisher Scientific-MultiskanTM
GO, ABD

Hettich- Micro 200R, Almanya
Hettich- Micro 200R, Almanya
OPTIZEN-NanoQ, Kore

Applied Biosystems-ProFlex, ABD
Applied Biosystems-StepOnePlus, ABD
Applied Biosystems-7500, ABD
WISD-WiseMix, Ingiltere
AND-HR 250 AZ

QIAGEN, Almanya

Bioer Technology, Cin

VESTEL, Tiirkiye

VESTEL, Tiirkiye

WISD, Ingiltere

TKA, Almanya

TKA, Almanya

Carl Zeiss-Axio, Almanya
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HUCRELERIN PASAJLANMASI

Hiicre pasajinin ilk asamasinda, 75 cm?’lik flasklarin tabanina tutunan hiicrelerin
besiyerleri uzaklastirildi, 6 ml PBS (phosphate buffered saline) iceren bu flasklarda yikama
yapild1 ve serolojik pipet yardimiyla geri c¢ekildi. Sonrasinda flasklara 6 ml Tripsin-EDTA
(Etilendiamin tetraasetikasit) konuldu ve 37°C’de %5 CO: igeren etiivde yaklasik 5 dakika
bekletildi. Boylece hiicrelerin tabandan kalkmasi saglandi. Pipetle 6zenli bir sekilde, tripsinli
hiicreler topland1 ve 15 ml’lik falkon tiliplerine aktarildi. ARPE-19 hiicreleri 150 rpm’de 5
dakika santrifiij edildi. Sonrasinda siipernatan pipet yardimi ile uzaklastirildi. Hiicre kiiltiirii
hazirlig1 i¢in once falkon tiipiindeki hiicre peleti 10 ml besiyeri eklenerek siispanse edildi ve
ardindan bu siispanse edilmis hiicre besiyeri, steril bir pipet kullanilarak 75 cm?'lik kiiltiir
flasketine transfer edildi. Hiicre yogunlugu invert mikroskop altinda kontrol edildikten sonra,

uygun kosullari saglamak tizere %5 CO: igeren 37°C'lik steril bir inkiibatorde kiiltiire alindi.

HUCRE CANLILIGININ BELIiRLENMESI

TGF-B2 ve apigeninin sitotoksisitesi MTT testi ile belirlendi. ARPE-19 hiicresi, 96
kuyucuklu plakalarda (Sunub, Shangai, Cin) kuyucuk basma 20 x 10* hiicre olacak sekilde
ekildi ve tabana tutunmasi i¢in bir gece inkiibasyonu saglandi. Hiicrelerin aglik kosullarina
maruz birakilmasi amaciyla besiyeri serumsuz bir ortamla degistirildi ve inkiibasyon siireci 24
saat daha devam etti. Tlim analizlerde homojen sonugclar elde etmek i¢in benzer uygulamalar
yapildi ve deneylerin giivenilirligini artirmak amaciyla tiim ¢aligmalar {i¢ kez tekrarlandi. Daha
sonra hiicreler, sirasiyla 2.5 ng/ml, 5 ng/ml ve 10 ng/ml TGF-B2 olacak sekilde farkli
konsantrasyonlarda TGF-B2 ile 48 saat inkiibe edildi.

Devaminda hiicreler serum igermeyen ortamda 48 saat apigenin ile muamele edildi.
Apigeninin sitotoksisitesinin belirlenmesi i¢in konsantrasyonu 0,78 uM, 1,56 uM, 3,12 uM,
6,25 uM, 12,5 uM, 25 uM, 50 uM ve 100 uM olarak calisildi. Hiicre canlilig1 degerlendirildi.
Inkiibasyondan sonra hiicrelerin yer aldig1 kuyucuklarin ortami taze ortam ile degistirildi ve
tizerine 50 pul MTT cozeltisi (3-(4,5-dimetiltiyazol-2-il1)-2,5-difenil tetrazolyum bromdir)
(Across Organics, New Jersey, ABD) eklendi. Ug¢ saat inkiibasyonun ardindan ortam
uzaklagtirilarak formazan kristallerini ¢6zmek i¢in kuyucuklara 100 pl DMSO eklendi.
Absorbans 570 nm dalga boyunda bir mikroplaka okuyucu (Multiskan GO, Thermo Scientific,

Thermo Fisher Scientific, Vantaa, Finlandiya) kullanilarak 6l¢iildii.
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PROLIFERATIF VITREORETINOPATI MODELININ OLUSTURULMASI VE
UYGULAMALAR

Calismamizda, apigeninin PVR olusum mekanizmalarina etkisini gosterebilmek i¢in
oncelikle deneysel PVR modeli olusturulmasi hedeflendi. Bu amagla ARPE-19 hiicrelerinde
EMT ve proliferasyon TGF-f2 ile indiiklendi. Bu sebeple uygulanacak TGF-B2 dozu MTT testi
ile belirlendi. Ardindan ARPE-19 hiicreleri 48 saat boyunca 10 ng/ml TGF-B2 ile muamele
edildi. ARPE-19 hiicrelerine yapilacak uygulamalar i¢in PVR modeli 10 ng/ml TGF-B2 ile
olusturulurken MTT ile belirlenen tedavi yaniti i¢in izlenecek apigenin dozu ise sitotoksik etki
yaratmayan en yliksek doz olan 1,56 uM olarak belirlendi. 10 ng/ml TGF-B2 ve 1,56 uM

apigenin ARPE-19 hiicreleri iizerine olan etkisi degerlendirildi.

APOPTOZUN DEGERLENDIRILMESI

ARPE-19 hiicreleri gece boyunca 1 x 10° hiicre/25 cm?'lik flasklarda (Nest, Jiangsu, Cin)
plakalandi. Ardindan 24 saat siiresince serumsuz inkiibasyona tabi tutularak hiicreler serumdan
arindirildi. Daha sonra hiicreler 48 saat boyunca 10 ng/ml TGF-B2, 1,56 uM apigenin ve 10
ng/ml TGF-B2 + 1,56 uM apigenin kombinasyonuna maruz birakildi. Devaminda hiicreler
tripsinize edilip PBS ile yikandi ve anneksin V baglama tamponunda yeniden siispanse edildi.
10 ng/ml TGF-B2, 1,56 uM apigenin ve 10 ng/ml TGF-B2 + 1,56 uM apigenin kombinasyonuna
maruz kalan hiicreler daha sonra tekrar yikandi, yeniden siispanse edildi. Tiim deneyler 3 tekrar
halinde calisildi, ortalama degerler belirlenerek ¢alismaya devam edildi. Inkiibasyon siiresinin
ardindan hiicreler Hoechst 33342 boya soliisyonu (Sigma Aldrich) ile boyand: ve ardindan
goriintiileri bir floresan mikroskobu (ZEISS, Axio Vert A.1, Almanya) ile 340 x 510 nm'de 40

x'de alind1.

RT-qPCR ile mRNA IFADESININ ANALIZI

Doz yanit deneylerinden elde edilen verilere dayanarak, hiicre proliferasyonunda toksik
olmayan apigenin (1,56 uM) ve en diisiik TGF-B2 konsantrasyonu (10 ng/ml) ve bunlarin
kombinasyonu secildi. Hiicreler, farmakolojik ajanlar ve/veya bunlarin kombinasyonlari ile 48
saat boyunca serumdan yoksun ortamda inkiibe edildi. Daha sonra ticari bir kit (Bio Basic, NY,
ABD) kullanilarak toplam saf RNA 6rnekleri ekstrakte edildi. Tamamlayic1 DNA (cDNA), her

biri bir ters transkripsiyon kiti (Applied Biosystems, Vilnius, Litvanya) kullanilarak 1 pg
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RNA'dan sentezlendi. EMT’yi gostermek icin mezenkimal belirtecler olan fibronektin,
vimentin ve N-kaderin, transkripsiyon faktdrlerinden Snail, Twist ve ZEBI,
metalloproteinazlardan MMP-1, MMP-2, MMP-7"nin mRNA ekspresyonunu belirlemek i¢in
yine RT-qPCR (Applied Biosystems, Foster City, CA, ABD) kullanildi1 (Tablo 5). PCR
deneyinde, tipik bir reaksiyon dongiisii 95°C'de 5 dakikada 1 dongi, ardindan 40 dongii
boyunca 95°C'de 15 saniye denatiirasyon, 60°C'de 1 dakika primer eslesme ve uzama
icermekteydi. Hedeflerin kantifikasyonu, nispi kantifikasyon i¢in 2AACt yontemi kullanilarak
hesaplandi. Amplifikasyon i¢in kullanilan primerler PZR Biotech (Ankara, Tirkiye) tarafindan
sentezlendi. Deneyler ii¢ kez yapild1 ve tiim reaksiyonlar {i¢ kopya halinde gergeklestirildi.

GAPDH ifade seviyeleri dahili referans olarak kullanildi.

HUCRE GOCUNUN DEGERLENDIRILMESI

Apigenin uygulamasinin, TGF-f2 ile olusturulan hiicre gocii aktivitesi tizerindeki etkisi,
yara iyilestirme deneyi ile degerlendirildi. RPE hiicreleri, yaklagik % 80-90 oraninda yiiksek
yogunlukta 24 kuyulu bir plaka lizerine yerlestirildi. 16 saatlik inkiibasyonun ardindan hiicreler,
serumsuz ortamda yalnizca gogii degerlendirmek icin 24 saat a¢ birakildi. Daha sonra
kuyucuklarda 200 pl pipet uglariyla yara olusturuldu ve PBS ile yikandi. Bundan sonra hiicreler,
serumsuz ortamda 48 saat 10 ng/ml TGF-B2, 1,56 uM apigenin ve her iki ajanin kombinasyonu
ile isleme tabi tutuldu. Yara aralig1 mikroskop altinda 6zel bir program kullanilarak 6l¢iildii.

(ZEISS, Axio Vert A.1, Almanya).
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Tablo 5. qPCR analizlerinde kullanilan primerlerin dizileri

Genler Primer sekanslari

N-kaderin F: 5> GTTTGACTATGAAGGCAGTGG-3’
R: 5 TCAGTCATCACCTCCACCAT-3’

E-kaderin F: 5'-TTGACGCCGAGAGCTACAC-3'
R: 5'-GTCGACCGGTGCAATCTT-3'

Vimentin F: 5'-AATGACCGCTTCGCCAAC-3'
R: 5'-CCGCATCTCCTCCTCGTAG-3'

Fibronektin F: 5’- AAGACCATACCCGCCGAAT G-3°
R: 5’>-GGCATTTGGATTGAGTCCC G-3°

MMP1 F:5ACAGCCCAGTACTTATTCCCTTTG-3’
R: 5’>-GGGCTTGAAGCTGCTTACGA-3’

MMP2 F 5’ TCTCCTGACATTGACCTTGGC-3’
R 5 CAAGGTGCTGGCTGAGTAGATC-3’

MMP7 F: 5'-“TGAGCTACAGTGGGAACAGG-3'
R: 5'-TCATCGAAGTGAGCATCTCC-3'
Snail F: 5’-CAACCCACTCAGATGTCAA-3’
R 5’-CATAGTTAGTCACACCTCGT-3’
Twist F: 5’-GGGAGTCCGCAGTCTTAC-3’
R: 5’-CCTGTCTCGCTTTCTCTTT-3’
ZEB1 F: 5’-AGTGTTTGTGATTGTGTTTGA-3"
R: 5’>-GATGAAGGCGGGTTAGAG-3’

a-SMA F 5-CCGACCGAATGCAGAAGGA-3’
R 5-ACAGAGTATTTGCGCTCCGAA-3’

GAPDH F: 5'-TTGGTATCGTGGAAGGACTCA-3'
R: 5'-TGTCATCATATTTGGCAGGTTT-3'
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PROTEIN EKSPRESYON ANALIZi

ARPE-19 hiicreleri, hiicre lizizi i¢in kullanilan PMSF iceren tampon ve proteaz inhibitor
kokteyli ile islenerek homojenatlar elde edildi. Hiicreler, 1,56 uM apigenin, 10 ng/ml TGF-B2
ve 10 ng/ml TGF-B2 ile 1,56 uM apigenin kombinasyonu ile 48 saat boyunca inkiibe edildikten
sonra ¢ikarildi. Poliakrilamid jel (NuPAGE® Bis-Tris) (Novex, CA, ABD) kullanilarak ayrilan
50 pg protein numunesi, PVDF membranlarma (Invitrogen, Kiryat, Israil) transfer edildi. Bloke
edici soliisyon (Novex, CA, ABD) ile bloke edilen membranlar, gece boyunca 4 °C'de E-
kaderin, vimentin, a-SMA, NF-xB ve B-aktine karst birincil antikorlarla inkiibe edildi.
Poliakrilamid jel iizerinden transfer edilen protein numuneleri, oda sicakliginda anti-tavsan
veya anti-fare IgG ile kemiliiminesans Western blot substrat kiti (Novex, CA, ABD)
kullanilarak inkiibe edildi. Ardindan goriintiileme sistemi (Bio-Rad ChemiDoc MP Sistemi,
Carlsbad, CA) ile bantlarin kantifikasyonu gergeklestirildi. Elde edilen sonuglar, f-aktin'e kars1
diizeltilerek yiikleme kontrolii yapildi.

ISTATISTIKSEL ANALIZ

Calismamizda elde edilen veriler, SPSS 19 programi kullanilarak analiz edildi. Gruplar
arasindaki farkliliklart belirlemek i¢in varyans analizi (ANOVA) uygulandi ve ardindan
Duncan'in ¢oklu karsilastirma testi ile detayli inceleme yapildi. Elde edilen sonuglar, ortalama
+ standart sapma (SD) seklinde ifade edildi. Istatistiksel anlamlilig1 degerlendirmek igin P
<0,05 diizeyi kullanildi ve bu degerin altinda bulunan sonuglar istatistiksel olarak anlamli kabul

edildi.
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BULGULAR
TGF-p2 iLE INDUKLENEN RPE HUCRESINE APIGENININ ETKIiSi

Ik olarak, konsantrasyon ve inkiibasyon siiresine bagli olarak, apigeninin (4',5,7-
trthidroksiflavon) (Sekil 7) RPE hiicre sagkalimi {izerindeki etkisini belirledik. Sekil 8'de
gosterildigi gibi 1,56 pM'ye kadar apigenin 48 saatlik uygulama sirasinda hiicre hayatta kalmasi
tizerinde 6nemli bir sitotoksik etkiye sahip degildi. Bu nedenle ¢alismada, hiicrelere toksik

olmayan 1,56 uM konsantrasyonda apigeninin 48 saat uygulanmasina karar verilmistir (Tablo

6).

TGF-B2 konsantrasyonu 10 ng/ml olarak uygulandiginda, ARPE-19 hiicrelerinde %24
oraninda hiicre proliferasyonuna sebep oldu. Ayn1 TGF-B2 dozunda hiicre morfolojisinde de
gozle goriilir degisiklikler (Sekil 9) oldugu tespit edildi. Bu sebeple TGF-B2’nin

konsantrasyonu 10 ng/ml olarak belirlenmistir (Tablo 7).

Belirtilen 10 ng/ml TGF-B2 konsantrasyon uygulanmasinin neden oldugu hiicresel
cogalmanin ve morfolojik degisikliklerin, 1,56 uM apigeninin 48 saat inkiibasyonu ile kontrol

diizeyine diisiiriildiigi goriilmiustiir (Sekil 10) (Tablo 8).
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oH o Apigenin

Sekil 7: Apigeninin molekiiler formiilii (4',5,7-trihidroksiflavon)

Tablo 6. Apigenin ARPE-19 hiicrelerine sitotoksisitenin degerlendirilmesi

. 3 0 0,78 1,56 3,12 6,25 12,5 25 50 100
Apigenin
M uM M M uM uM uM T uM
48 saat 100 104 98 90 90 87 83 80 6

* P <0,05, tedavisiz kontrol grubuna gore.

Tablo 7. TGF-B2’nin ARPE-19 hiicre toksisitesinin degerlendirilmesi

TGF-B2 dozu
0,0 ng/ml 2,5 ng/ml 5,0 ng/ml 10,0 ng/ml
(ng/ml)
ARPE-19
100 118,768 122,305 120,502*

hiicre yogunlugu

* P <0,05, tedavisiz kontrol grubuna gore.

Tablo 8. 10 ng/ml TGF-B2 ve 1,56 pM apigeninin ARPE-19 hiicrelerine etkisi

10 ng/ml 1,56 uM
Tedavisiz A+B*
TGF-B2 (A) Apigenin (B)
ARPE-19
100 124 97 99

hiicre yogunlugu

*A+B: 10 ng/ml TGF-B2 ve 1,56 pM apigenin kombinasyonu
** P <0,05; apigenin + TGF-f2 kombinasyonu, TGF-f2'ye kars1
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Sekil 8. Apigenin tedavisinin 48. saatte farkli konsantrasyonlardaki hiicre sagkalima etkisi.
Etkinlik, hiicrelerin farkli konsantrasyonlardaki apigenine 48 saat maruz kalmasini takiben
yapilan MTT canlilik testi ile belirlendi. Sonuglar, li¢ bagimsiz deneyin ortalama degerleri +

SD olarak belirlendi.

*P <0,05; TGF-B2, tedavisiz kontrol grubuna karsi.

*
Untreated TGF-p2 Apigenin TGF-p2 +
Apigenin

140

120

100

80

60

40

20

Relative cell survival (% of untreated)

Sekil 9. 10 ng/ml TGF-B2, 1,56 uM apigenin ve bunlarin kombinasyonlar1 hiicrelere 48 saat
boyunca uygulandi. Sonrasinda her iki durumda da, hiicrelerin canliligin MTT deneyi

kullanilarak belirlendi.

*P <0,05; TGF-B2, tedavisiz kontrol grubuna karsi.
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APIGENIN, TGF-p2 ARACILI HUCRESEL MORFOLOJi DEGiSiMIiNi ONLER

Proliferatif vitreoretinopati sirasinda, RPE hiicreleri fibroblast benzeri hiicrelere doniisiir
ve bu doniisiimde TGF-B2 6nemli bir rol oynar. ARPE-19 hiicreleri, TGF-B2 ile etkilesime
girdiklerinde epitelyal-mezenkimal gegis fenotipi goOsteren bir doniisiim gecirirler. Bu
calismada, bu doniisiimiin morfolojik degisikliklerle birlikte, igsi hiicrelerin ortaya ¢ikmastyla
karakterize edildigi bulunmustur. Apigenin tedavisi, TGF-B2 ile tetiklenen fibrotik aktivitenin
tersine cevrilebilecegini gostermektedir. Apigenin uygulamasi sonrasinda fibrotik fenotiplerin
siddetinde bir azalma oldugu ve tek tek igsi bir yap1 kazanan hiicrelerin daha dairesel bir sekle

geri dondiigii gozlemlenmistir (Sekil 10).

APIGENIN iLE TETIKLENEN HUCRE OLUM MEKANIZMALARI

Apigenin tedavisinin antiproliferatif etkisinde apoptozun rolii olup olmadigi niikleer

boyama ile arastirildi.

Hoechst boyamasi, belirli bir mikroskobik alandaki goriintiide TGF-B2 ile tedavi edilen
hiicrelerde ¢ok az apoptotik hiicre bulundugunu gosterdi. Diger taraftan, apigenin ile tedavi
edilen hiicrelerde apoptoz oraninin TGF-B2 uygulanan gruba gore daha yiiksek oldugunu
belirledik (Sekil 10). Bu duruma ek olarak, apoptotik hiicrelerin sayisi, TGF-B2 ile birlikte
apigenin uygulanan hiicrelerde agik¢a diger iki gruptan daha yiiksekti (Sekil 10).
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Sekil 10. Apigenin TGF-B2 uygulanan hiicrelerde apoptotik ve apoptotik olmayan hiicre
Oliimiine neden olur. 24 saatlik serumsuz ortamda hiicreler a¢ birakildiktan sonra, 48 saat
boyunca 10 ng/ml TGF-B2, 1,56 uM apigenin ve bunlarin kombinasyonu ile muamele edildi.
Benzer uygulamalar yapildiktan sonra hiicreler Hoechst DNA boyasi ile boyandi ve floresan
mikroskobu altinda goriintiilendi.
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TGF-p2 ILE INDUKLENEN HUCRE GOCUNDE APIiGENIN
UYGULAMASININ MOLEKULER DUZEYDE ETKIiSi VE MEKANIZMASI

Retina pigment epiteli hiicrelerinde TGF-f2 ile indiiklenen EMT, PVR'nin patogenezi
sirasindaki en 6nemli olaydir. Bu nedenle bu calismada apigenin uygulamasinin TGF-B2'ye
maruz kalan RPE hiicrelerinin go¢ii iizerindeki etkinligi degerlendirildi. Yara iyilesmesi deneyi
i¢in, hiicreler serumdan 24 saat yoksun birakildi ve serumsuz ortamda 48 saat boyunca 10 ng/ml
TGF-B2, 1,56 uM apigenin veya 10 ng/ml TGF-B2 + 1,56 uM apigenin olmak iizere her ikisine
maruz birakildi (Tablo 9). TGF-f2, kontrol hiicrelerine kiyasla 6dnemli 6lglide hiicre gocii
gerceklestirdi (Sekil 11A, 11B). Bununla birlikte, yara boslugunu kapatmada tedavi edilmeyen
ve apigenin ile tedavi edilen hiicreler arasinda higbir fark yoktu (Sekil 11A, 11B). Ote yandan,
TGF-B2'nin apigenin ile kombine uygulanmasi, hiicre gd¢iinii kontrol seviyesi diizeyine kadar

azaltt1 (Sekil 11A, 11B).

TGF-B2'nin aracilik ettii EMT sirasinda, RPE hiicrelerinin morfolojisi degisir, gog
ederler ve MMP seviyeleri artar. Bu nedenle, hiicre dis1 matris tarafindan olusturulan engelleri
kirarak hiicre gociinii destekleyen MMP'lerin mRNA ekspresyonu degerlendirildi. Caligmada,
TGF-B2’nin MMP-1, MMP-2 ve MMP-7'nin mRNA ekspresyonunu sirasiyla 36, 47 ve 1 kat
olmak iizere 6nemli dl¢iide uyarildig: gosterildi (Sekil 12). Tersine, apigenin tedavisi ile MMP-
1 ekspresyonu %30, MMP-2 ve MMP-7 mRNA ekspresyonu ise %50 oraninda azaldi ve
sonuglar istatiksel olarak anlamliydi (Sekil 12) (Tablo 10).
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Tablo 9. TGF-B2 ve apigeninin uygulamasimin yara iyilesme deneyi/hiicre gocii iizerine

etkisi
10 ng/ml TGF-2 1,56 pM Apigenin
Yara iyilesmesi ~ Tedavisiz A+B*
(A) (B)
0. saat
100 100 100 100
hiicre yogunlugu
48. saat
65 14%* 50 67 **

hiicre yogunlugu

*A+B: 10 ng/ml TGF-B2 ve 1,56 uM apigenin kombinasyonu
** P<0,05; TGF-B2, tedavisiz kontrol grubuna karsi
*#% P <0,01; TGF-B2 + apigenin kombinasyonu, TGF-f2'ye kars1

Tablo 10. TGF-$2 ve apigenin MMP’ler iuizerine etkisinin qRT-qPCR ile belirlenmesi

TGF-p2 Apigenin
Tedavisiz A+B*
A) (B)

MMP-1

1 36,6 0,8 24,6
MMP-2

1 47,4 1 21,6
MMP-7 1 1,1 1,2 0,6

*A+B: 10 ng/ml TGF-B2 ve 1,56 uM Apigenin kombinasyonu
** P <0,05; TGF-B2, tedavisiz kontrol grubuna karsi
*#% P <0,01; TGF-B2+apigenin kombinasyonu, TGF-B2'ye kars1
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Apigenin

igenin

TGF-B,
+ Ap

Sekil 11A. Apigenin, TGF-PB2 ile indiiklenen hiicre gd¢iinii baskilar. Ilk RPE hiicreleri 24 saat
seruma ag birakildi; daha sonra birlesen tek tabakali hiicreler 200 pl pipet ucu ile ¢izildi ve daha

sonra 48 saat boyunca 10 ng/ml TGF-$2, 1,56 uM apigenin ve her ikisi ile muamele edildi.
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Sekil 11B. Sonunda, yara arasindaki bosluk mikroskopi altinda 6l¢iildii ve grafik ¢izildi.
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Sekil 12 ( A, B, C ). Hiicrelere benzer uygulamalar yapildiktan sonra MMP-1, MMP-2 ve
MMP-7 ‘nin mRNA ekspresyonunu belirlemek i¢cin RT-qPCR gerceklestirildi.

* P <0,05; TGF-P2, tedavisiz kontrol grubuna karsi.

# P <0,01, TGF-B2+apigenin kombinasyonu, TGF-2'ye kars1
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APIGENININ TRANSKRIPSIYON FAKTORLERINE VE HUCRE YAPISMA
MOLEKULLERINE ETKIiNLiGiNIN DEGERLENDIRILMESI

Epitelyal mezenkimal gecis; Snail, Twist ve ZEB1 dahil olmak iizere c¢esitli
transkripsiyon faktorleri tarafindan tetiklenir ve diizenlenir. Bu ¢alismada, TGF-B2 Snail ve
ZEB1'in mRNA ekspresyonunu sirastyla 1,1 ve 2,6 kat arttirildig1 gosterildi. Bununla birlikte,
apigenin tedavisi Snail ve ZEB1 ekspresyonlarini sirastyla %64 ve %70 oraninda baskiladigi
gosterildi. TGF-B2 Twist’in mRNA ekspresyonunu degistirmedi fakat apigenin ile tedavi

edilmesi ekspresyonu %55 oraninda inhibe etti.

Mezenkimal belirteclerden fibronektin, N-kaderin ve vimentinin TGF-B2 uygulanan

ARPE-19 hiicrelerinde mRNA ekspresyonun sirastyla 3,2, 4,1 ve 4,4 kat arttig1 goriildii.

TGF-B2 ile birlikte apigenin uygulanmasi sonrasinda mezenkimal belirteglerden
fibronektin, N-kaderin ve vimentin ekspresyonu sirastyla %35, %19 ve %25 oraninda azaldig1

gosterildi (Tablo 11).
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Tablo 11. TGF-B2 ve apigeninin transkripsiyon faktorleri ve hiicre yapisma molekiillerine

etkisinin RT-q-PCR ile belirlenmesi

Tedavisiz 10 ng/ml TGF-p2 1,56 nM Apigenin A+B*

(A) (B)
Snail 1 1,1%* 0,5 0,44
Twist 1 0,9%* 0,9 0,45
ZEBI 1 2,6%* 1,0 1,8%%
Fibronektin 1 3,2%* 1,0 2, 1%
Vimentin 1 4,4%%* 1,0 3,3k
N-kaderin 1 4,1%* 1,0 3,30k

*A+B: 10 ng/ml TGF-B2 ve 1,56 uM Apigenin kombinasyonu
** P <0,05; TGF-B2, tedavisiz kontrol grubuna kars1
a3 P <0,01; TGF-P2+apigenin kombinasyonu, TGF-B2'ye kars1
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Sekil 12.Apigenin, transkripsiyon faktorlerini ve epitelyal-mezenkimal transformasyon
belirteglerini diizenler. Serumdan yoksun retina pigment epitel hiicreleri, 24 saat tedavi
edilmeden birakildi. Sonrasinda 48 saat boyunca 10 ng/ml TGF-2, 1,56 uM apigenin ve her
iki kombinasyon ile tedavi edildi. Daha sonra, transkripsiyon faktorlerinin mRNA
ekspresyonu Snail, Twist ve ZEB1; fibronektin, vimentin ve N-kaderin RT- q-PCR ydntemi
ile degerlendirildi.

* P <0,05; TGF-B2, tedavisiz kontrol grubuna karst.

# P <0,01, TGF-B2+apigenin kombinasyonu, TGF-p2'ye karsi.
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TGF-p2 UYGULANAN HUCRELERIN APIGENIN ILE TEDAVISINDE
PROTEIN EKSPRESYONUN ANALIZI

Apigenin tedavisinin TGF-2 ile indiiklenen EMT'de O6nemli bir rol oynayip
oynamadigint belirlemek icin ZEB1, E-kaderin, vimentin, a-SMA ve NF-kB'nin protein
ekspresyon seviyeleri belirlendi. Serumdan yoksun RPE hiicreleri, 24 saat tedavi edilmeden
birakildi. Sonrasinda 48 saat boyunca 10 ng/ml TGF-B2, 1,56 uM apigenin ve her iki
kombinasyon ile tedavi edildi. Daha sonra ZEB1, E-kaderin, vimentin, a-SMA ve NF-kB'nin

protein ekspresyon seviyeleri Western blot yontemi ile belirlendi.

TGF-B2 uygulamasi sonrasinda, ZEB1 (Sekil 13A), vimentin ($ekil 13B) ve a-SMA
(Sekil 13C) protein ekspresyonunun, tedavi edilmeyen kontrollere kiyasla sirasiyla yaklagik
%60, %30 ve %340 oraninda tetiklenirken, E-kaderin (Sekil 13D) ve NF-kB (Sekil 13E)
ekspresyonunun sirasiyla yaklasik %20 ve %40 oraninda azaldigi goriildii. Apigenin
uygulamas1 sonrasinda ise, TGF-B2 ile up regiile edilmis ZEB1, vimentin ve o-SMA
ekspresyonunun sirastyla %43, %41 ve %47 oraninda inhibe oldugu saptandi. Apigenin ve
TGF-B2 kombinasyon halinde NF-kB ekspresyonunu ise %10 oraninda down regiile etti. E-
kaderin protein ekspresyonu ise apigenin tedavisi ile %60 oraninda artarak EMT nin tersine

cevrilebilirligini gosterdi (Tablo 12).

50



Tablo 12. TGF-B2 ve apigenin protein ekspresyona etkilerinin Western-blot ile

gosterilmesi
10 ng/ml TGF-$2 1,56 nM Apigenin A+B*
Tedavisiz
A) (B)
ZEB1
100 160** 130%** 9Q#**
E-kaderin
100 80** 60** 130%**
Vimentin
100 130%** 105%* S5HHE
a-SMA
100 440%* 140%* 23 %%
NF-kB
100 60** 70 S5Q#H*

*A+B: 10 ng/ml TGF-B2 ve 1,56 uM Apigenin kombinasyonu

** P <0,05; TGF-B2, tedavisiz kontrol grubuna karsi

*#% P <0,01; TGF-B2+apigenin kombinasyonu, TGF-B2'ye kars1
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Sekil 13 (A, B, C, D, E ). Apigenin, TGF-B2 ile indiiklenen EMT'de protein ekspresyonlarini
diizenler. Serumdan yoksun retina pigment epitel hiicreleri, 24 saat tedavi edilmeden birakildi.
Sonrasinda 48 saat boyunca 10 ng/ml TGF-B2, 1,56 uM apigenin ve her iki kombinasyon ile
tedavi edildi. Daha sonra, ZEB1, E-kaderin, vimentin, a-SMA ve NF-kB'nin protein ekspresyon

seviyeleri Western-blot ile belirlendi.

*P<0,05; tedavisiz kontrol grubuna kars1
#P<0,01, TGF-B2+apigenin kombinasyonu, TGF-B2'ye kars1

54



TARTISMA

Proliferatif vitreoretinopati, goz i¢inde retina ile vitreus arasindaki iligskide ortaya ¢ikan
bir hastaliktir. PVR, genellikle g6z travmasi, retina dekolmani veya goz cerrahisi gibi durumlar
sonrasinda gelisir. Bu durumda, g6z i¢indeki hiicresel aktivite anormal bir sekilde artar ve skar
dokusu olusur. PVR'nin temel patolojik siireci, vitreus kavitesinde bulunan cesitli faktorlerin
etkisi altinda gergeklesir. Bu faktorler arasinda fibronektin gibi ekstraseliiler matriks proteinleri
ve ¢esitli bilytime faktorleri bulunur. Biiytime faktorleri PVR’nin patogenezindeki hiicrelerin
kemotaksis, proliferasyon, kontraksiyon ve ekstraseliiler matriks olusumunda temel rol
almaktadir. Retina yirtigindan sonra KRB nin yikilmasiyla vitreusa serum komponentlerinden
fibronektin, inflamatuar sitokinler, kompleman ve biiyiime faktorleri sizmaktadir. PVR gelisen
gozlerin vitreusundan ve subretinal sivilarindan aspire edilen hiicrelerde TGF-B, FGF, EGF ve
IGF-1; PVR’de gelisen ERM’lerde ise PDGF, FGF, EGF ve IGF-1 seviyeleri yiiksek olarak
tespit edilmistir (25, 39). Morfolojik degisiklikler ve goc¢ten sorumlu en Snemli biiylime

faktoriiniin TGF-B2 oldugu bilinmektedir (119).

Vitreoretinal cerrahi teknolojilerindeki hizli ilerlemelere ragmen PVR halen retinal
dekolmanin niiksetmesine neden olan en 6nemli komplikasyondur. PVR'nin tedavisi i¢in
genellikle birden fazla cerrahi miidahale gerekebilir ve sonuglar genellikle gorsel keskinlik
acisindan tatmin edici olmayabilir. Primer RD cerrahi sonuglarinin agiklandigi son serilerde,
PVR insidans1 %5,1 ile %11,7 arasinda degismektedir. Bu sonuglar, PVR'nin cerrahi
tedavisinde teknik acidan ilerleme kaydedilmesine ragmen, gérme fonksiyonunun daha iyi hale

getirilmesi gerektigini gostermektedir (120, 121).
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Silikon ¢aligma grubunun ikinci raporunda, daha 6nce PPV gecirmis ve silikon yagi
kullanilan gozlerde %61 oraninda anatomik basari elde edildigi bildirilmistir (122). Ayni
sekilde, SCG’nin iiglincii raporunda, daha 6nce gaz ile tamponlanmis vitrektomize edilmis
gozlerde %67 oraninda total retinal yatisiklik elde edildigi belirtilmistir (123). Bunedenle, PVR
ve dolayistyla RRD'lerdeki niikslerin 6nlenmesinde, en modern cerrahi tekniklerin bile yetersiz
kaldigt ve PVR'nin olusumunu engellemek i¢in ek ila¢ tedavilerine ihtiya¢ duyuldugu
distiniilmektedir (124). Arastirmalar, cerrahi tekniklerin gelistirilmesi yam1 sira PVR
gelisiminin engellenmesi iizerine odaklanmaktadir. Ancak su anda etkili bir profilaktik tedavi
yontemi bulunmamaktadir. Bugiine kadar kullanilan farmakolojik ajanlardan bazilar1 PVR'yi

onlemede basarili olmus olsa da, toksik etkileri nedeniyle kullanimlari sinirl kalmigtir (125).

Proliferatif vitreoretinopati lizerine yapilan arastirmalarin ¢ogu, laboratuvar ortaminda
hiicre kiiltiirleri veya hayvan deneyleri seklinde gerceklestirilmistir. Klinik ¢calismalarin sayisi
olduk¢a azdir. Hayvan deneylerinde, bir ilacin etkinligini degerlendirebilmek igin oncelikle
deneysel bir PVR modeli olusturmak gerekmektedir. Bu ¢alismalarda, ilacin PVR gelisimini
engelleyip engellemedigini degerlendirmek i¢in kontrol gruplartyla karsilagtirmalar

yapilmaktadir (125).

Hayvanlarda PVR olusturmak i¢in iki ana yontem kullanilmaktadr. ilk yéntem, Ophir ve
Blumenkarz tarafindan tanimlanan ve kiiltiire edilmis dermal fibroblastlarin vitreusa enjekte
edilmesini iceren bir modeldir (84). Digeri ise cerrahi miidahale gerektiren ve Iverson
tarafindan tanimlanan bir modeldir. Bu modelde, deneklere lensektomi ve kor vitrektomi yapilir
ve ardindan endodiatermi ile retinada hasar olusturulur (126). Bir¢ok arastirmaci genellikle
insanlardaki PVR gelisimini daha iyi yansitabilmek ig¢in bu modelleri modifiye ederek
kullanmaktadirlar (125). Chandler ve ekibi ile Tano ve ekibi, tavsanlarda PVR modellerinde
intravitreal triamsinolonun retinal dekolman oranimi %77-90'dan %13-56'ya diisiirdiiglinii
bildirmislerdir (75, 77-79). Ayrica tavsanlarda yapilan bir ¢alismada, 5-FU enjeksiyonunun
uygulandig1 vakalarda intravitreal 5-FU'nun retinal dekolman insidansin1 %74'ten %32'ye

diistirdligii gosterilmistir (87, 127).

Klinik olarak, Acar ve ekibinin, PVR C2 ile komplike psddofakik retinal dekolmanlarda
intraoperatif triamsinolon asetonid (TA) kullanilan ve kullanilmayan gozlerde postoperatif
basarty1 karsilastirdiklar1 bir ¢alisma bulunmaktadir. Intraoperatif TA kullanilan grupta,
kullanilmayan gruba kiyasla postoperatif rekiirrens oraninin istatistiksel olarak anlamli bir fark

gostermese de, daha diisiik oldugu belirlenmistir (%12,5'e karsilik %22, p>0,05) (97). Bagka
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bir klinik ¢alismada, evre C ve iistii PVR'li gézlere uygulanan vitrektomi sirasinda inflizyon
stvilarina DMAH ve 5-FU kombinasyonu eklenmistir. Sonuglar, 5-FU ve DMAH infiizyon
sivist eklenmis hastalarda rekiirren retinal dekolman ve evre C PVR'li hastalarda kontrol
grubuna gore istatistiksel olarak anlamli etkileri oldugunu gostermislerdir (%94'e karsilik %53,

p=0,005) (128).

Son yillarda yapilan ¢alismalar, RPE hiicre kiiltiirleri lizerinde gergeklestirilmekte ve
PVR patogenezinin c¢esitli asamalarindaki etkinligi degerlendirmektedir. Wang ve ekibi,
crocetinin ARPE-19 hiicre kiiltiirlerinde yalnizca crocetin veya crocetin ve TGF-B2 ile kombine
uygulandiginda proliferasyon, migrasyon ve TGF-B2 bagimli EMT iizerinde inhibe edici etkiler
gozlemlemistir (129). Lin ve ekibi, deneysel PVR modelinde fisetin molekiiliiniin EGF
tarafindan indiiklenen hiicre migrasyonunu inhibe ettigini bulmustur (130). ARPE-19 hiicre
kiiltiirleriyle yapilan bir baska ¢aligmada, resveratroliin TGF-f2 bagimli EMT'yi inhibe ettigi
ve bu nedenle PVR'yi 6nlemede kullanilabilecegi sonucuna varilmistir (131). Ayrica Kai Wang
ve arkadaslari, demethoxycurcumin (DMC) adli bir curcuminoidin ARPE-19 hiicrelerinde
STAT-3 yoluyla hiicre migrasyonunu ve MMP-2 ekspresyonunu inhibe ettigini bulmuslardir
(132).

Dogal bitki 6zleri veya kiigiik sentetik molekiilleri glinlimiizde antitimor 6zellikleri
bakimindan odak noktasidir. Flavonoidler, ¢esitli yenilebilir bitkilerde yaygin olarak bulunan
polifenollerdir ve hem in vivo hem de in vitro sistemlerde antioksidan, antiinflamatuar ve
antitimor aktivitelerine sahip olduklar1 gdsterilmistir (13). Tiim flavonoidler arasinda apigenin
(4°5,7-trihidroksiflavon), bitkiler aleminde en yaygin olarak bulunanlardan ve en ¢ok ¢alisilan
fenoliklerden biridir. Asteraceae’ye ait bitkiler, 6rnegin Artemisia, Achillea, Matricaria ve
Tanacetum cinsleri bu bilesigin ana kaynaklaridir (14). Genel olarak flavonoidler, antioksidan
ozellikleriyle bilinirler ve literatiirdeki ¢ok sayida rapor apigeninin antioksidan 6zelliklerini
bildirmistir (133). Ek olarak antihiperglisemik (134), antienflamatuar (135) ve (miyokardiyal
iskemide) antiapoptotik (136) etkiler bildirilmistir. Tiim bunlar g6z Oniine alindiginda biz de
apigeninin, PVR patogenezine olan molekiiler etkisini ve olas1 koruyuculugunu aragtirmak

istedik.

Bu calismada, in vitro olarak ARPE-19 hiicrelerinde TGF-B2 ile indiiklenen bir deneysel
PVR modeli olusturulmast ve apigeninin TGF-B2 ile indiiklenen RPE hiicrelerinde

proliferasyon ve EMT iizerindeki molekiiler etkilerin arastirilmasi amaglanmaistir.
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Hiicre mitoz sirasinda iki es hiicreye boliindiiglinde, bir dizi evresel asama gercgeklesir.
Interfaz ad1 verilen bu dénemde hiicre G1, S ve G2 fazlarindan olusur. G1 evresinde hiicre
bliyiir ve organel sayisi artar. S evresinde kromozomlar ve sentrozomlar eslenir. G2 evresinde
ise boliinme i¢in gerekli enzimler, proteinler ve enerji sentezlenir (137). Apigenin molekiiliiniin
oral squamdz hiicreli karsinom kaynakli hiicre dizisi (SCC-25) {lizerindeki etkisinin arastirildigt
bir ¢alismada, apigenin tedavisinin SCC-25 hiicrelerinde hem G0/G1 hem de G2/M kontrol
noktalarinda hiicre dongiisii durmasi sonucu apoptozu indiikledigi saptanmistir. Ayrica yine
aym caligmada apigenin siklin D1 ve siklin E ekspresyonlarin1 inhibe ettigi ve CDK1'in
inaktivasyonuna neden oldugu ortaya ¢ikarilmistir (16). Bagka bir ¢calismada apigenin insan
kolon kanseri HT-29 hiicrelerinin biiyiimesini doza bagli olarak G2/M fazinda indiiklenen hiicre
dongiisiiniin durmasi sonucu inhibe ettigi saptanmig; G2/M fazinin durmasi, CDK1 ve siklin
B1'in down regiilasyonu ve p21'in up regiilasyonu ile iliskilendirilmistir (113). Apigeninin bir
diger 6nemli etkisi de normal hiicrelerde tiimor baskilayici pS3 geninin stabilitesini artirmasidir
(138). Apigenin'in, p53 proteininin etkilerini degistirerek kanserin dnlenmesinde 6nemli bir rol
oynayabilecegi tahmin edilmektedir. p53-mutant kanser hiicrelerinin apigenine maruz
birakilmasi, iki p5S3-mutant kanser hiicre hattinda (HT-29 ve MG63) biiylime inhibisyonu ve
G2/M fazinin durmasiyla sonuglandigi bir ¢aligmada gosterildigi gibi hiicre biiylimesinin

inhibisyonu ve hiicre dongiisiinlin degismesiyle sonuglanir (15).

Proliferatif vitreoretinopati tedavisinde RPE hiicre proliferasyonunu 6nlemek icin hiicre
dongiisiiniin baskilanmasinin yani sira apoptozun indiiksiyonuna da ihtiyag¢ vardir. Apoptozu
indiikleyen ajanlarin, PVR tedavisinde RPE hiicrelerinde etkili oldugu gosterilmistir. Chen ve
ekibi plumbaginin, PVR'de RPE hiicrelerindeki dongiiyli durdurma ve apoptoz oranini
azaltmasimi islemlerini p38 MAPK ve PI3K/AKT/mTOR sinyal yollar1 araciligiyla
gergeklestirdigini bulmustur (139). Ote yandan, Zhou ve meslektaslar1 kurkuminin, in vitro
RPE hiicrelerindeki proliferasyonu ve EMT'y1 onemli olc¢lide engelledigini gostermistir.
Kurkuminin RPE hiicrelerindeki AKT, MAPK ve TGF-f yollarini baskilayarak proliferasyonu
ve EMT'yi etkiledigi gosterilmistir. Ayrica, bu flavonoidin hiicre dongiisiinii durdurarak G2

kontrol noktasini aktive ettigi belirlenmistir (140).

Apigenin tedavisinin farkli kanser hiicrelerinde apoptozun farkli yolaklarini indiikleyerek
antiproliferatif aktivite gosterdigi bildirilmistir (141). Bir ¢alisma, HeLa hiicre ¢izgileri
tizerindeki apigenin tedavisinin, p21/WAF1 proteininin aktivitesini O6nemli 0lgiide
artirabildigini bildirmistir. Bu proteinin transkripsiyonel diizenlenmesi p53'e baglidir. Apigenin

ayrica Fas/APO-1 ve kaspaz-3 proteinlerinin aktivitesini de arttirir ve her iki protein de
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dogrudan apoptozla baglantilidir. Bu ¢alismanin sonuglart apigeninin rahim agzi kanserini
Onleyici bir ajan olarak gorev yapabilecegini gostermistir (142). Baska bir ¢caligmada, apigenin
ile tedavi edilen insan akciger kanseri H460 hiicre dizileri, proapoptotik aktiviteyi kontrol
etmek icin farkli zamanlarda morfolojik olarak analiz edildi. Sonuglar, apigeninin
mitokondriyal bagimli yolun membran potansiyelini azaltarak akciger kanserinde ROS
ekspresyonunu  ve kalsiyum  birikimini artirarak H460 hiicrelerinde  apoptozu
destekleyebilecegini gosterdi (143). Apigenin tedavisinin, anaplastik tiroid kanseri hiicrelerinde
apoptoza neden olan fosforile EGFR tirozin kinaz ve diger MAPK ve bunlarin niikleer substrati
c-myc diizeylerini azalttigi gosterilmistir (144). Calismamizda hiicrelerde apoptozu
degerlendirmek icin Hoechst DNA boyasi kullandik. Sonugclar, apigenin + TGF-B2 ile tedavi
edilen hiicrelerde apoptotik hiicrelerin diger gruplardan belirgin sekilde daha yiiksek oldugunu
gosterdi. Bu bulgular, apigeninin RPE hiicrelerinde apoptozu artirarak antiproliferatif etkilerini

ortaya koydugunu dogruladi.

Proliferatif vitreoretinopati gelisimindeki 6nemli bir adim, epitel hiicrelerin mezenkimal
hiicrelere doniisiim stireci olan EMT'dir. Bu siiregte, normalde polarize epitel hiicreleri ¢esitli
molekiiler ve biyokimyasal degisikliklerle mezenkimal bir fenotipe gecer. TGF-2 ise bu
stirecte belirleyici bir rol oynar. TGF-fB2'nin etkisi altinda, hiicreler arasi baglantilar ve hiicre
polaritesi degisir, bu da PVR'nin fibrotik ve ¢cekme egilimli bir duruma gecisine katkida
bulunabilir (131, 145). E-kaderin, epitel dokularda hiicre-hiicre yapigsmasini diizenleyen ve
kalsiyum bagimli hiicre yapisma molekiillerini kontrol eden bir molekiildiir (146). Ozellikle
hiicre-hiicre temas bolgelerinde lokalize olan E-kaderin, hiicre hareketliligini azaltarak hiicre-
hiicre baglantisina etki eder (147). EMT siireci, apigenin tedavisi ile kayda deger tersine
cevrilmistir. Apigenin ile muamele edilen RPE hiicrelerinde mezenkimal formasyonda kayip
tespit edilmistir. Apigenin tedavisi ile E-kaderin gibi epitelyal belirtecleri arttig1 ve N-kaderin,
vimentin ve fibronektin gibi mezenkimal belirtecleri azaldigi bulunmustur. Bizim ¢aligmamizda
RT-gPCR ile yapilan analizlerde TGF-B2 ile indiiklenen ARPE-19 hiicrelerinde mezenkimal
belirte¢lerden N-kaderin, fibronektin ve vimentinin mRNA ekspresyonunu sirasiyla 4,1, 3,2 ve
4,4 kat artarken, apigenin TGF-B2 ile birlikte uygulanmasi ise N-kaderin, fibronektin ve
vimentin ekspresyonunu sirastyla %19, %35 ve %25 oraninda azaltmistir. Western blot
yontemiyle baktigimiz TGF-B2 ile muamele edilmis ARPE-19 hiicrelerinde ZEB1, vimentin ve
a-SMA protein ekspresyonu ise tedavi edilmeyen kontrollere kiyasla sirasiyla yaklasik %60,
%30 ve %340 oraninda tetiklenmistir. NF-kB ve E-kaderin ekspresyonu ise sirasiyla %20 ve
%40 oraninda azalmistir. Apigenin tedavisi ile, TGF-B2 ile uyarilan ZEB1, vimentin ve a-SMA
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ekspresyonunun sirasiyla %43, %41 ve %47 oraninda inhibe oldugu gosterildi. Apigenin ve
TGF-B2 kombinasyon halinde NF-kB ekspresyonunu ise %10 oraninda down regiile etti. E-
kaderin ekspresyonu ise tedavi ile %60 oraninda artarak EMT’nin tersine g¢evrilebilirligi
yoniinde aydinlatic1 olmustur. TGF-B1 ile uyarilmis nazal fibroblastlarda a-SMA, fibronektin
ve tip I kollajen ekspresyon seviyelerinin onemli Olglide arttigi fakat apigeninin a-SMA,
fibronektin ve tip I kollajen ekspresyonlarini inhibe ettigi daha once gosterilmistir (148).
Hepatik yildizs1 hiicreler (HSCs) en giiglii fibrojenik efektor hiicrelerdir ve aym1 zamanda
karaciger fibrozu sirasinda baslangi¢ siireci olarak kabul edilirler. CCl-4 ve BDL'min
indiikledigi karaciger fibrozis modellerinde apigenin uygulamasinin karaciger koruyucu
etkisini gdstermeyi amaglayan bir calismada ECM birikiminin, a-SMA ve kollajen 1 gibi birgok
fibrojenik faktoriin salgilanmasini tesvik eden HSCs'lerin aktivasyonunun apigenin tarafindan
inhibe edildigi gosterilmistir (149). Apigenin epitel ve mezenkimal belirte¢ seviyeleri
tizerindeki etkilerini belirlemek amaciyla hepatoselliiler karsinom hiicre hatlarinin (Bel-7402
ve PLC) kullanildig1 baska bir ¢alismada 24 saat boyunca farkli dozlarda apigenin ile tedavi
edilen hiicrelerde yanit olarak vimentin ve N-kaderin seviyeleri azalirken E-kaderin ve klaudin-
3 seviyeleri artmistir (150). Bu veriler agikca, apigeninin EMT siireclerini engelleyebilecegini

gostermektedir. Yiirittiiglimiiz bu ¢alismadaki veriler de ge¢cmis ¢aligsmalar ile benzer yondedir.

Kronik inflamasyon, tiimor tarafindan salgilanan inflamatuar sitokinler ve timor mikro
cevresindeki tiimorle iligkili hiicreler tarafindan olusturulur. inflamatuar sitokin sinyali,
Smad'ler, STAT3 ve NF-«xB gibi ana transkripsiyon faktorlerinin aktivasyonuna yol agan sinyal
yollarin1 baglatir. Dahasi, ayni inflamatuar tepkiler Snail, Twist ve ZEB1 gibi EMT'yi
indiikleyen transkripsiyon faktor ailelerini ve EMT'yi diizenlemek i¢in karmasik birbirine bagh
pozitif ve negatif geri besleme dongiileri yoluyla DNA ve histon degistirici enzimler ve
mikroRNA'lar dahil olmak iizere epigenetik diizenleyicileri de aktive eder (151). Smad, hiicre
gelisimi ve biiyiimesini diizenleyen 6nemli bir ailedir ve TGF-J siiper ailesinin reseptorleri i¢in
ana sinyal dontistiirticiileridirler (152, 153). Twist, gelisimsel bir transkripsiyon faktoriidiir ve
yapilan aragtirmalar Twist'in kanserin ilerlemesine ve kotii prognoza yol acabilecegini
gostermektedir, ¢linkli embriyonik transkripsiyon faktorlerini yeniden aktive eder (154). ZEB1
ise IL2 gen ekspresyonunu baskilayan bir transkripsiyon faktoriidiir ve E-kaderini down-regiile
ederek meme ve diger karsinomlarda EMT yi indiikleyebilir (155). Ayrica, ZEB1'in devre dis1
birakilmasi, heterojenliklerini ve plastisitelerini sinirlamak i¢in hiicreleri homojen bir epitelyal
duruma kilitleyerek pankreas tiimor hiicrelerinin kok ve kolonizasyon yetenegini 6nemli 6l¢iide

azaltir (156). Bu faktorler, hiicrelerin farklilagmas1 ve doniisiimii iizerinde énemli bir etkiye
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sahiptir ve kanser gibi hastaliklarin ilerlemesinde rol oynayabilirler. Tiim bunlara ek olarak,
calismamizda, TGF-B2 Snail ve ZEBI'in mRNA ekspresyonunu sirasiyla 1,1 ve 2,6 kat up
regule olmustur. Bununla birlikte, apigenin ile kombine tedavi edilen grupta, Snail ve ZEB1
ekspresyonlarini sirasiyla %64 ve %70 oraninda azaldigir gosterilmistir. TGF-f2 Twist’in
mRNA ekspresyonunu degistirmedi fakat apigenin ile tedavi edilmesi ekspresyonu %55
oraninda azaltti. Sonuglarimiz, eski caligmalarla uyumludur ve apigenin transkripsiyon

faktorlerini hedefleyerek RPE hiicrelerinin EMT'sini baskilayabildigini gostermektedir.

Matriks metalloproteinazlar (MMP), yapisindaki gesitli proteinleri pargalayarak hiicre
dis1 matrisin (ECM) parcalanmasindan sorumlu olan ¢inkoya bagimli endoproteazlarin bir
ailesidir. MMP'ler, hiicre proliferasyonu ve gocli de dahil olmak iizere genis bir siireg
yelpazesini tesvik eder ve hiicre apoptozunda, anjiyogenezde, doku rejenerasyonunda ve
immiin yanitta rol oynayabilir (157). Baz1 kanserlerde MMP'ler, EMT sirasinda degisiklikleri
tetiklemek ve istila ve metastaz davranislar1 yoluyla EMT'yi kolaylastirmaya yardime1 olmak
icin timoér mikro ortami i¢inde islev goriir (158). Bir kurkuminoid olan demetoksi
kurkumin (DMC), anti-inflamatuar ve anti-timor Ozelliklere sahiptir. Bir calismada STAT-
3 sinyal yolunun down regiilasyonu yoluyla DMC'nin RPE hiicre gocii ve MMP-2 ekspresyonu
tizerindeki inhibitor etkisi kanitlanmistir (132). Fisetin’in EGF'nin indiikledigi RPE
hiicrelerinin gogiine yol a¢tig1 molekiiler mekanizmanin degerlendirildigi bir ¢calismada MMP-
9 proteinlerinin protein kinaz B (AKT) diizenlemesini modiile ederek ve Spl transkripsiyon
faktorlerinin ekspresyonunu azaltarak hiicre goclinii inhibe ettigi gosterilmistir (130).
Skutellarinin, bleomisinin neden oldugu pulmoner fibrozda hem in vitro hem de in vivo olarak
NF-kB/NLRP3 yoluyla EMT siirecini diizenleyip diizenlemedigini arastirdik. Bleomisinin
neden oldugu pulmoner fibrozda skutellarin adli flavonaidin EMT {izerindeki diizenleyici
rolliniin incelendigi bir ¢alismada skutellarinin fibronektin, vimentin, E-kaderin, N-kaderin,
MMP-2, MMP-9 ve Snail gibi EMT ile iliskili gen ekspresyonunu in vivo ve in vitro
diizenledigi ortaya cikarilmigtir. Ayrica bleomisinin MMP-2 ve MMP-9 aktivitesini arttirdigi,
skutellarinin ise bu degisiklikleri doza bagli olarak tersine c¢evirdigi gosterilmistir
(159). Hipoksi ile indiiklenebilir faktéor 2a (Hif-2a) transkripsiyon faktorii, osteoartrit
patogenezinin bilinen bir ana diizenleyicisidir ve hipoksiye duyarli elementlere (CGTG)
spesifik baglanma yoluyla MMP-3, MMP-13, COX-2 ve diger katabolik faktorlerin
ekspresyonunu arttirir. Cirsium japonicum var. maackii (CJM) ekstrakt1 ve bilesenlerinden biri
olan apigeninin osteoartrite etkisinin incelendigi ¢alismada up regiilasyonu azalttig1 tespit

edilmistir (160). MMP-9'un yumurtalik kanseri hiicrelerinde PI3K-AKT yolaklar1 yoluyla
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fibronektin tarafindan aktive edilebildigi rapor edilmistir (161). Insan yumurtalik kanseri
hiicrelerinde hem MMP-2 hem de MMP-9'un artan ekspresyonu metastaz potansiyeli ve
hastaligin kotii prognozu ile iligkilidir. Apigenin tedavisinin, tiimor dokularindaki MMP-9 ve
p-AKT ekspresyon seviyelerini biiyiik Ol¢lide azalttigi gosterilmistir (162). Bu sonuglar,
MMP'lerin inhibisyonunun, apigenin tarafindan engellenen hiicre gogiinde bir rol
oynayabilecegini gostermektedir. Bizim ¢alismamizda TGF-f2’nin MMP-1, MMP-2 ve MMP-
7'un mRNA ekspresyonunu sirasiyla 36, 47 ve 1 kat olmak iizere dnemli 6l¢lide indiikledigi
gosterildi. Tersine, apigenin tedavisi ile MMP-1 ekspresyonu %30, MMP-2 ve MMP-7 mRNA

ekspresyonu ise %50 azalmstir.

Niikleer faktor kappa B transkripsiyon faktorleri ailesi, iltihaplanma, bagisiklik ve stres
yanitlar1, onkogenez, hiicre gocii ve anjiyogenezde dnemli bir rol oynar (163). Latent durumda,
NF-«kB'ler, inhibitor proteinleri tarafindan sitozolde tutulur. Serbest NF-xB dimerleri daha sonra
cekirdege yer degistirir ve burada IL-8, MCP-1 ve IL-6 gibi bir dizi proinflamatuar hedef geni
aktive ederler (164). NF-«xB, hiicrelerde invaziv bir fenotipi hem tesvik edecek hem de
stirdlirecek sekilde etki eder ve EMT'nin temel bir aracisi olarak islev goriir (165). Apigenin
deneysel insan hepatoseliiler karsinom (HCC) hiicre hatlarinda in vitro ve in vivo go¢ ve
metastaz tlizerindeki etkilerinin arastirildigi bir ¢aligmada PLC ve Bel-7402 insan HCC
hiicrelerinin g¢ogalmasini, gogilinli ve istilasin1 doza bagli olarak inhibe ettigi ayn1 zamanda
Snail ve NF-xB ekspresyonunu azaltarak, EMT seviyelerindeki artis1 tersine ¢evirdigi tespit

edilmistir (150). STAT ailesi proteinleri, 6zellikle STAT3 NF-kB sinyallemesi ile yakindan
iliskilidir (166-168). Kanser hiicrelerinde yapilan calismalar, STAT3 ve NF-kB arasindaki

dogrudan etkilesimlerin inflamasyona katkida bulundugunu goéstermistir (169). Apigenin, kolit
ile 1iliskili kolon kanseri tiimor dokularinda STAT3 fosforilasyonunu azaltarak NF-«xB
aktivasyonunu inhibe etmistir (170). Oleik asit (OA), iltihaplanma ve oksidasyonun ana
tetikleyicisi olarak kabul edilir ve bu serbest yag asidine duyarlilik, cilt hastalifinin
patogenezinde hayati bir rol oynar. OA ile cilt hasar1 olusturulan fare modelinde apigenin NF-
kB ekspresyonunu azaltmis olup cilt hasarina kars1 koruyucu takviye olabilecegi yoniinde katki
saglamistir (171). TGF-B1 ile uyarilmis nazal fibroblastlarda apigeninin MAPK'nin (p38, JNK)
fosforilasyonunu inhibe ederek ve NF-kB'nin aktivasyonunu baskilayarak ECM {iretimini
inhibe ettigi gosterilmistir (148). Bizim sonuglarimizda da bunlara paralellik gostererek,
apigenin ve TGF-f2 kombinasyon halinde NF-kB ekspresyonunu %10 oraninda down regiile
etmistir. Apigenin NF-kB'nin aktivitesini down regiile ederek EMT'yi ve RPE hiicrelerinin
gdciinii zayiflatabilecegini gdstermistir.
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Proliferatif vitreoretinopati tedavisi i¢in giiniimiizde primer tedavi cerrahi olarak goriilse
de en iyi sartlarda bile basar1 oranlar1 genellikle yiiksek degildir. Basariy1 olumsuz etkileyen en
oncelikli faktér, nilks PVR'dir. Bu yiizden PVR'min gelisimini tersine c¢evirecek veya
postoperatif PVR'yi nlemeye yonelik tibbi ajanlarin gelistirilmesine ihtiyac vardir. Ozellikle
son yillarda, PVR'nin molekiiler gelisim asamalarini hedefleyen bir¢ok ¢esitli ajanin etkileri
arastirilmistir. Calismalarda denenen ajanlarin ¢ogu, retinal toksisite ile ilgili endigeler ve
intraokiiler farmakokinetik hakkinda bilgi eksikligi nedeniyle klinik uygulamada rutin olarak
kullanilmamaktadir. Bununla birlikte, bu yonde arastirmalar devam etmektedir. Ciddi PVR'li
hastalarda, cerrahi sonrasi tek doz 10 mg 5-FU'nun iyi bir sekilde tolere edildigi ve tek yan
etkinin uzun slire devam eden kornea 6demi oldugu gdzlemlenmistir (85). Daunomisin
deneysel PVR tedavisinde en yliksek potansiyele sahip olan ancak giivenli doz aralig1 en dar
olan ilaglardan biridir. Tavsanlarda yapilan calismalarda, intravitreal (goz igine) 9 nmol
daunomisinin RD insidansin1 %50 azalttigi gézlemlenmistir. Ancak bu dozda fotoreseptor dis
segmentlerinde degisikliklerin ortaya ¢iktig1 daha yiiksek dozlarda (30 nmol ve tizeri) ise retinal
toksisitenin meydana geldigi rapor edilmistir (89, 90). Bir deneysel PVR modelinde taksol’un
intravitreal olarak fibroblastlarla ayni anda verildiginde {i¢ giin arayla yapilan enjeksiyona
kiyasla PVR'yi daha etkili bir sekilde onleyebildigi tespit edilmistir. Ancak yiliksek dozlarda

kullanilmas1 optik noropati riski tasiyan bir dezavantaj olusturmaktadir (95, 96).

Proliferatif vitreoretinopati'nin patogenezi iizerinde belirleyici rol oynayan ana etmenler
RPE hiicrelerinin proliferasyonu ve EMT'dir. Dolayisiyla, PVR tedavisinde etkin olabilmesi
icin bir ajanin, RPE hiicrelerinin asir1 ¢ogalmasini ve mezenkimal doniisiim gegirmesini
engellemesi gerekmektedir. Bu deneysel PVR modeli apigenin tedavisinin etkisini gosteren ilk
calismadir. Sonug olarak, diisiik apigenin konsantrasyonunun hem RPE proliferasyonunu hem
de mezenkimal doniisiimii azaltarak PVR tedavisinde umut verici bir ajan olabilecegi
diisiiniilebilir. Ote yandan, bu sonuglarin in vivo deneysel bir ortamda test edilmesi gerekir.
Gelecekte, RPE hiicre go¢ii ve gogalmasini engelleyen farmakolojik tedavilerin gelistirilmesi,
PVR tedavisinde cerrahi miidahalelerin basarisin1 artirabilir ve hastalarin gorsel sonuglarini

tyilestirebilir.
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SONUCLAR

ARPE-19 hiicre hattinda deneysel olarak proliferatif vitreoretinopati modeli kurularak
apigeninin tedavi edici etkisi arastirilmistir. Bu amagla ARPE-19 hiicreleri 6ncelikle TGF-2
ile muamele edilerek proliferatif vitreoretinopatinin en 6nemli adimi olan epitelyal-mezenkimal
transformasyon gelisimi olusturulmus ve ardindan apigenin muamelesi ile olan degisiklikler
gozlenmistir. Bu amagla, apoptoz, epitelyal belirteglerden E-kaderin, mezenkimal
belirte¢lerden ise MMP-1, MMP-2, MMP-7, fibronektin, N-kaderin ve vimentin ekspresyon
diizeyleri RT-qPCR yontemi ile tespit edilmistir. E-kaderin, ZEB1, vimentin, a-SMA ve NF-xB
protein ekspresyon diizeyleri ise western blot ile belirlendi. Tiim bunlarin neticesinde

calismamizda elde edilen sonuglar asagida belirtilmistir:

1. ARPE-19 hiicre serisiyle olusturulan deneysel modelde, 10 ng/ml TGF-B2 ile indiiklenme
sonrasinda hiicre morfolojisinde énemli bir degisiklik olarak migrasyon daha 6n planda

olmak tizere %24 hiicre proliferasyonu oldugu gosterilmistir.

2. Apigenin tedavisinin, antiproliferatif etkisindeki mekanizmalar arastirildiginda apigeninin
apoptotik ve nekrotik hiicre 6liimlerine neden oldugu ortaya konulmustur. Apigenin + TGF-
B2 ile muamele edilen hiicrelerdeki apoptotik hiicrelerin yiizdesinin diger gruplardan

istatiksel olarak anlaml1 diizeyde yiiksek oldugu dogrulanmastir.
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. Apigenin uygulamasi, TGF-B2'ye maruz kalan RPE hiicrelerinin gog¢iinii inhibe etmektedir.
Hiicre gocii yara iyilesme deneyi ile degerlendirilmis olup yara kapatmada, TGF-f2 ve

apigenin birlikte uygulanmasi, hiicre gociinii kontrol seviyesine indirmistir.

. TGF-B2'nin aracilik ettigi EMT sirasinda RPE hiicrelerinin morfolojisi degisir, migre olur
ve bu silirecte MMP diizeyleri artmaktadir. mRNA ekspresyonu ile degerlendirilen MMP-1,
MMP-2, MMP-7 seviyelerinin apigenin tedavisi sonrasinda istatiksel olarak anlamli

diizeyde azaldig1 gosterilmistir.

. EMT goriilen ARPE-19 hiicreleri apigenin ile tedavi edildiginde transkripsiyon

faktorlerinden Snail, Twist ve ZEB1’in ekspresyonunun azaldigi kanitlanmistur.

. Mezenkimal belirteglerden fibronektin, N-kaderin ve vimentinin TGF-B2 ile indiiklenen

ekspresyonunun apigenin tedavisi ile istatistiksel olarak azaldigi tespit edilmistir.

. Epitelyal belirteclerden E-kaderinin TGF-B2 ile azalan ekspresyonunun apigenin tedavisi
ile istatistiksel olarak artt181; transkripsiyon faktorlerinden NF-«xB ve fibrojenik faktorlerden
a-SMA protein ekspresyonlarinin ise apigenin tedavisi ile azaldigt Western-Blot ile
gosterilmisti. ZEB1 ve vimentin qt-PCR ekspresyon sonuglart Western-Blot ile

desteklenerek apigenin tedavisi ile azaldig: tespit edilmigtir.

. Apigenin uygulamasimin TGF-B2 ile indiikklenen EMT siirecini engelleyerek PVR

gelisiminde koruyucu olabilecegi sonucuna varilmaistir.
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OZET

Proliferatif vitreoretinopati subretinal bosluk, retina yiizeyi ve vitreus i¢ine hiicre gogii ve
proliferasyonu ile karakterizedir. Hiicre proliferasyonu ise retinada olusan hasar, kan-retina
bariyerindeki bozulma ve diizenleyici biiytime faktorleri arasindaki etkilesimle iliskilidir. Bu
durum retinanin her iki ylizeyinde membran olusumuyla sonuglanan asir1 ve anormal bir yara
tyilesmesini temsil eder. Genellikle uzun siiren retina dekolmani ve dekolman cerrahisi
sonrasinda ortaya ¢ikar. Su anda proliferatif vitreoretinopatinin tek tedavisi cerrahidir ve
gelismesini 6nlemede veya hastaligin tedavisinde etkili bir farmakolojik ajan bulunmamaktadir.
Proliferatif vitreoretinopatinin etkili bir sekilde tedavi edilebilmesi i¢in bu hastaligin olusum
siirecinin 1yi anlasilmas1 gereklidir. Apigenin ¢esitli bitkilerde bulunan antioksidatif,
antiinflamatuar, antimutajenik, antiproliferatif ve antineoplastik o6zellikleri olan bir
flavonoiddir. Transforming growth faktor-B2’nin neden oldugu hiicre proliferasyonu ve gogii

tizerindeki etkinligi bilinmemektedir.

Bu ¢alismada, apigenin retina pigment epitel hiicre ¢ogalmasi ve epitelyal-mezenkimal
transformasyon lizerindeki potansiyel etkisi arastirildi. Bu amagcla hiicrelerin canlilik analizi
MTT testi ile yapildi. Kullanilacak uygun dozlar belirlendikten sonra serumdan ag¢ birakilmig
ARPE-19 hiicreleri, tek basina 10 ng/ml transforming growth faktor-B2 ile muamele edildi ve
48 saat 1,56 uM apigenin ile tedavi edildi. mRNA ve protein ekspresyonlari, sirastyla RT-qPCR
ve Western blot ile degerlendirildi. Apoptoz, hoechst DNA boyama yontemi ile tespit edildi.

Tedavinin hiicre gogii tizerindeki etkisi, yara iyilestirme deneyi ile degerlendirildi. Caligmanin
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istatiksel analizinde gruplar arasindaki farkliliklar icin varyans analizi ve ardindan ¢oklu

karsilastirmalar i¢in de Duncan'in ¢oklu karsilastirma testi kullanildi.

Calismamizda, apigenin apoptozu indiikleyerek TGF-B2 ile indiiklenen retina pigment
epitel hiicre proliferasyonunu inhibe ettigi gosterildi. Mezenkimal belirteglerden fibronektin,
N-kaderin ve vimentinin mRNA ekspresyonlarinin TGF-B2 ile up regiile oldugu, apigenin
tedavisiyle ise onemli 6l¢iide down regiile edildigi ortaya konuldu. Apigenin uygulamasi, TGF-
B2 tarafindan indiiklenen transkripsiyon faktorleri Twist, Snail ve ZEB1'in ekspresyonunu
down regiile ederek TGF-B2'nin olusturdugu etkileri nemli dlgiide baskiladi. Ayrica, apigenin
matriks metalloproteinaz 1, 2 ve 7'nin ekspresyonunu 6nemli dl¢iide inhibe ettigi sonucuna
varildi. Western blot ile gosterildigi lizere apigenin tedavisi NF-kB ve a-SMA sinyalini de
baskilamigstir. Epitelyal belirteclerden E-kaderin’in ekspresyonunun ise TGF-B2 ile down regiile

edilirken, apigenin ile muamele edildikten sonra ekspresyonunun up regiile edildigi gosterildi.

Bu sonugclar, apigenin, proliferasyonu ve retina pigment epitel hiicrelerinin fibroblast
benzeri hiicrelerine doniligmesini inhibe edebilecegini gdstermektedir. Bu nedenle apigenin,
proliferatif vitreoretinopatinin tedavisinde potansiyel bir terapdtik degeri olabilecegini

diisiinmekteyiz.

Anahtar kelimler: Apigenin, Proliferatif vitreoretinopati, Epitelyal-mezenkimal

transformasyon, Retina pigment epitel hiicresi
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INVESTIGATION OF THE USE OF APIGENIN, A NATURAL
MOLECULE, IN THE TREATMENT OF PROLIFERATIVE
VITREORETINOPATHY IN AN IN VITRO MODEL

SUMMARY

Proliferative vitreoretinopathy is characterized by cell migration and proliferation into the
subretinal space, retinal surface and vitreous. Cell proliferation is associated with damage to
the retina, disruption of the blood-retinal barrier, and the interaction between regulatory growth
factors. This condition represents excessive and abnormal wound healing resulting in
membrane formation on both surfaces of the retina. It usually occurs after prolonged retinal
detachment and detachment surgery. Currently, the only treatment for proliferative
vitreoretinopathy is surgery, and there are no pharmacological agents effective in preventing its
development or treating the disease. In order to effectively treat proliferative vitreoretinopathy,
it is necessary to understand the process of formation of this disease.
Apigenin is a flavonoid with antioxidative, anti-inflammatory, antimutagenic, antiproliferative
and antineoplastic properties found in various plants. Its effectiveness on cell proliferation and

migration caused by transforming growth factor-B2 is unknown.

In this study, the potential effect of apigenin on retinal pigment epithelial cell proliferation
and epithelial-mesenchymal transformation was investigated. For this purpose, viability
analysis of the cells was performed with the MTT test. After determining the appropriate doses
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to use, serum-starved ARPE-19 cells were treated with 10 ng / ml Transforming growth factor-
2 alone, then co-treated with 1,56 uM apigenin for 48 hours. mRNA and protein expressions
were evaluated by RT-qPCR and Western blot, respectively. Apoptosis was detected by image-
based cytometry. The effect of treatment on cell migration was evaluated by the wound healing
experiment. In the statistical analysis of the study, analysis of variance was used for the
differences between the groups, followed by Duncan's multiple comparison test for multiple

comparisons.

In this study, it has been shown that apigenin inhibits transforming growth factor-p2-
induced (TGF- B2) retinal pigment epithelial cell proliferation by inducing apoptosis. It has
been revealed that the mRNA expressions of fibronectin, N-cadherin and vimentin, which are
mesenchymal markers, are up-regulated by TGF-B2 and significantly down-regulated by
apigenin treatment. Apigenin application significantly suppressed the effects of TGF-2 by
down-regulating the expression of the transcription factors Twist, Snail and ZEB1 induced by
Transforming growth factor-B2. It was also concluded that apigenin significantly inhibited the
expression of Matrix metalloproteinasel, 2 and 7. Apigenin treatment also suppressed NF-kB
and o-SMA signaling, as shown by Western blotting. While the expressions of E-cadherin,
which are epithelial markers, are down-regulated by TGF-B2, it has been shown that their

expressions are up-regulated after treatment with apigenin.

These results indicate that apigenin may inhibit the proliferation and differentiation of
retinal pigment epithelial cells into fibroblast-like cells. Therefore, we think that apigenin may

have potential therapeutic value in the treatment of proliferative vitreoretinopathy.

Key words: Apigenin, Proliferative vitreoretinopathy, Epithelial-mesenchymal

transformation, Retinal pigment epithelial cell
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