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SİMGE VE KISALTMALAR 

 

AKT : Protein kinaz B 

APAF1 : Apoptotil proteaz aktive edici faktör 1 

AREDS : The Age Related Eye Disease Study 

ARMS2 : Age related maculopathy susceptibility 

ARPE : a human retina pigment epiteli hücre hattı 

ATCC : American Type Culture Collection 

BAX : BCL-2 ile ilişkili X protein 

BCL-2 : B hücreli lenfoma 2 

BLD : Bazal laminer deposit 

CASP : Kaspaz 

CAT : Katalaz 

CATT : Comparison of Age-Related Macular Degeneration Treatments Trials 

CDK : Siklin bağımlı kinaz 

cDNA : Komplementer Deoksiribonükleik asit 

CFB : Kompleman faktör B 

CFH : Kompleman faktör H 

DFX : Deferoksamin mesilat tuzu 

DMEM : Dulbecco's Modified Eagle's medium 

DMSO : Dimetil sülfoksit 

DNA : Deoksiribonükleik asit 

EGFR : Epidermal büyüme faktör reseptörü 

EXO1 : Ekzonükleaz 1 
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FAZ : Foveal avasküler zon 

FBS : Fetal sığır serumu 

FFA : Fundus floresein anjiyografi 

FOF : Fundus otofloresans 

GAPDH : Gliseraldehit 3-fosfat dehidrojeneaz 

GS : Glutatyon sentetaz 

GSTM1 : Glutatyon S-transferaz Mu 1 

H2O2 : Hidrojen peroksit 

HIF-1α : Hipoksi ile indüklenen faktör 1α 

HIF-1β : Hipoksi ile indüklenen faktör 1β 

HSP60 : Isı şok proteini 60 

HSP70 : Isı şok proteini 70 

ISYA : İndosiyanin yeşili anjiyografisi 

KNV : Koroidal neovaskülarizasyon 

MAPK : Mitojenle aktifleştirilen protein kinaz 

Mg : miligram 

miR : miRNA 

miRNA : mikro Ribonükleik asit 

ml : mililitre 

MLH1 : MutL homolog 1 

MMP : Matriks metalloproteinaz 

mRNA : mesajcı Ribonükleik asit 

mTOR : mammalian target of rapamycin 

NEIL : Nei benzer DNA gilikozilaz 

Nm : nanometre 

µL : mikrolitre 

µm : mikrometre 

µM : mikromolar 

OIR : Oksijenle indüklenen retinopati 

OKT : Optik kohorens tomografi 

OKT-A : Optik kohorens tomografi- Anjiyografi 

PBS : Phosphate buffered saline 

PCR : Polimeraz zincir reaksiyonu 
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PED : Pigment epitel dekolmanı 

PEDF : Pigment epitel türevi faktör 

PI3K : Fosfoinizotid 3-kinaz 

PIGF : Plasental büyüme faktörü 

pmol : pikomol 

RNA : Ribonükleik asit 

ROS : Reaktif oksijen türleri 

RPE : Retina pigment epiteli 

SOD1 : Superoksit dismutaz 1 

SOD2 : Superoksit dismutaz 2 

TIMP : Doku metalloproteinaz inhibitörü 

TNF-α : Tümör nekroz faktör- α 

TRAIL : Tümör nekroz faktör ile ilişkili apoptozu indükleyen ligand 

Tripsin-EDTA : Tripsin-Etilendiamin tetraasetikasit 

VEGF : Vasküler endotelyel büyüme faktörü 

VEGFR : Vasküler endotelyel büyüme faktörü reseptörü 

YBMD : Yaşa bağlı makula dejenerasyonu 

α : Alfa 

β : Beta 
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GİRİŞ VE AMAÇ 

 

Yaşa bağlı makula dejenerasyonu (YBMD), 55 yaş üzeri kişiler arasında görme 

bozukluğunun ve körlüğün önde gelen nedenlerinden biridir. İleri evre YBMD; atrofik (kuru) 

tip ve eksudatif (yaş) tip olmak üzere iki kategoriye ayrılır (1). Kuru tip YBMD hastalarında 

görme kaybı, retina pigment epiteli hücrelerinin ve fotoreseptörlerin coğrafik atrofisi ile 

ilişkilidir (2). Eksüdatif veya yaş tip YBMD'de retinanın tahribatı, koroid 

neovaskülarizasyonu (KNV) olarak adlandırılan koroidden retinaya anormal kan damarlarının 

işgalinden kaynaklanır (3). Vasküler endotelyal büyüme faktörü (VEGF), anjiyogenezde 

anahtar düzenleyici olup (4), yaş tip YBMD patogenezinde kritik bir role sahiptir (5). Bu 

sebeple intravitreal antianjiyojenik tedavi (anti-VEGF ajanların doğrudan vitreye 

enjeksiyonu) günümüzde neovasküler yaşa bağlı makula dejenerasyonu için birincil tedavidir. 

Bevacizumab, anti-kanser ilaç olarak üretilmiş intravenöz uygulanan monoklonal bir antikor 

olup, yaş tip YBMD’de intravitreal enjeksiyon şeklinde off-label olarak oldukça sık 

kullanılmaktadır (6). Ancak anti-VEGF tedavinin aylık intravitreal enjeksiyon gerektirmesi; 

endoftalmi, retina dekolmanı ve lens hasarı riskini arttırmaktadır, ayrıca yaş tip YBMD için 

küratif olmadığı gibi maliyeti de yüksektir (7,8). Retina pigment epiteli hücre kültüründe anti-

VEGF ajanların toksik etkilerinin araştırıldığı bir çalışmada, Bevacizumab’ın klinik kullanım 

dozunda mitokondrial membran potansiyelini azalttığı ve bu durumun da apoptoz göstergesi 

olabileceği öne sürülmüştür (9). Ayrıca anti-VEGF ajanlar sistemik olarak uygulandığında 

tromboembolik olaylar ve ölüm dahil ciddi yan etkiler ortaya çıktığı görülmüştür.  YBMD’da 

bozulmuş kan-retina bariyeri sebebiyle bu ajanlar intravitreal olarak uygulansa dahi sistemik 

dolaşıma geçerek ciddi yan etkilere yol açabileceği ön görülmektedir (10). 
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mikroRNA (miRNA)’lar posttrankripsiyonel gen ekspresyonunu negatif olarak 

düzenleyen, kodlayıcı olmayan küçük RNA (ribonükleik asit)’lardır (11,12). 1993'teki 

keşiflerinden bu yana miRNA'ların; patolojik anjiyogenez, oksidatif stres ve inflamasyon gibi 

sayısız hastalık sürecinin patogenezine katkıda bulunduğu gösterilmiştir (13,14). YBMD’ye 

ilişkin olarak, miRNA’lar son zamanlarda terapötik araştırmaların odağı haline gelmiştir. İn 

vivo ve in vitro çalışmalarla birkaç miRNA’nın YBMD patogeneziyle doğrudan ilişkisi 

olduğu gösterilmiştir (15). Yapılan bir çalışma miR-184’ün anjiyogenez ve enflamasyonda 

önemli bir hücre içi sinyal yolağı olan Wnt yolağının negatif düzenleyicisi olduğunu ortaya 

koymuştur. Wnt sinyal yolağının VEGF ile ilişkili olarak neovaskülarizayonu arttırdığı 

bilinmektedir (16). miR-155 ise anjiyogenez ve inflamasyonda rol oynanadığı düşünülen bir 

miRNA’dır (17). 

Bu çalışmada; in vitro çalışılabilecek YBMD hücre kültür modeli oluşturularak, 

Bevacizumab ve miR-184’ün antianjiyojenik etkilerinin kıyaslanması amaçlanmıştır. Ayrıca 

anjiyogenez yolağındaki etki mekanizmalarını kıyaslayabilmek amacıyla önemli hücresel 

sinyal mekanizmaları araştırılmıştır. anjiyomiR olduğu düşünülen miR-155’in değişim paterni 

incelenerek tedaviye alınan cevap açısından biyomarker olabilme potansiyeli ortaya 

konmuştur. 
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GENEL BİLGİLER 

 

NORMAL RETİNAL MİMARİ 

Maküla; arka kutupta yer alan, superior ve inferior temporal arklarla çevrelenmiş, 

yaklaşık 5,5 mm çapında, histolojik olarak ksantofil pigmenti içeren ve birden çok gangliyon 

hücre tabakasının mevcut olduğu retina bölgesidir. Anatomik olarak optik disk merkezinin 4 

mm temporalinde, 0,8 mm inferiorunda yerleşmiştir. 

Fovea; makula merkezindeki iç retina yüzeyinde yer alan bir çöküntü olarak 

tanımlanır. Çapı yaklaşık 1,5 mm boyutlarındadır, yani bir optik disk çapına tekabül ettiği 

kabul edilir. 

Foveola; foveanın merkezi zeminini oluşturur ve 0,35 mm’lik çapa sahiptir. Bu 

bölümde gangliyon hücresi bulunmamaktadır ve tüm kalınlığını yalnızca konlar ve 

nükleusları oluşturur. Yaklaşık 0,5 mm çapında olduğu düşünülen foveal avasküler zonun 

içinde yer alır. 

Umbo; fovealanın tam merkezindeki 0,13 mm kalınlığındaki çöküntüdür. 

Oftalmoskopide fovealar röfleye tekabül eder. 

Parafovea; foveayı halka şeklinde çevreleyen 0,5 mm genişliğinde, gangliyon hücre 

tabakasının, iç nükleer tabakanın ve Henle’nin dış pleksiform tabakasının en kalın olduğu 

alandır. 

Perifovea; parafoveayı 1,5 mm genişliğinde dairesel olarak çevreleyen makula bölgesi 

periferik zonudur (18,19). 

Retina içten (vitreus tarafından), dışa doğru (koroid tarafına) şu tabakalardan oluşur: 

 İç limitan membran 

 Sinir lifi tabakası 
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 Gangliyon hücre tabakası 

 İç pleksiform tabaka 

 İç nükleer tabaka 

 Dış pleksiform tabaka 

 Dış nükleer tabaka 

 Dış limitan membran 

 Fotoreseptör hücre tabakası 

Sonuç olarak maküla; retinanın merkezinde en çok fotoreseptör yoğunluğuna sahip 

olan, kişinin ince ayrıntıları görmesini, okumasını, kişilerin yüzlerini tanımasını sağlayan 

yüksek çözünürlüklü görme keskinliğinden sorumlu alanıdır. Fotoreseptör hücre tabakasının 

posteriorunda retina pigment epiteli (RPE) tabakası mevcuttur. RPE kan-retina bariyerini 

oluşturmasının yanı sıra, fotoreseptör dış segment fagositozu, besin transportu, sitokin üretimi 

gibi önemli görevler de üstlenmiştir. RPE posteriorunda ise retinanın 1/3’lük dış 

katmanlarının beslenmesini sağlayan koroid tabakası yer almaktadır. RPE ve koroidi yarı 

geçirgen bir bariyer olan Bruch membranı ayırmaktadır (18,19). 

 

YAŞA BAĞLI MAKULA DEJENERASYONUNDA PREVALANS 

Yaşa bağlı makula dejenerasyonu dünya çapındaki tüm körlüklerin yaklaşık %8,7'sini 

oluşturur ve gelişmiş ülkelerde özellikle 60 yaş üstü kişilerde körlüğün en yaygın nedenidir.  

Yaşlı nüfusun artmasının sonucu olarak prevalansında da artış beklenmektedir. 2040 yılında 

yaşa bağlı makula dejenerasyonunun herhangi bir subtipinden etkilenenlerin sayısının 288 

milyon kişiye ulaşması beklenmektedir (20,21). İleri evre YBMD prevalansı 80 yaş civarında 

%10’a kadar çıkabilmektedir. İleri evre YBMD prevelansı 70 yaşında %1,4 iken 80 yaşında 

%5,6’ya, 90 yaşında ise %20’ye yükselmektedir (22). 

 

YAŞLANMA SÜRECİ VE RETİNA 

Dış retina, retina pigment epiteli, Bruch membranı ve koryokapilleriste yaşlanma 

sürecinden kaynaklanan çeşitli değişimler ortaya çıkar. Bu değişimler arasında; fotoreseptör 

sayısı ve yoğunlığunda azalma, RPE hiperpigmentasyonu, lipofuskin granüllerinin oluşumu, 

RPE’de artık maddelerin birikmesi, plazma membranı ile RPE bazal membranı arasında bazal 

laminer depositlerin (BLD) oluşması, retina dış katlarının beslenmesini etkileyen koroidal 

damarlardaki değişiklikler vardır. Bu değişklikler YBMD’ye özgü değildir ve genellikle de 

klinik olarak tespit edilemezler (18). 
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Yaşlanmayla birlikte retina pigment epiteli ve Bruch membranı arasında fokal, 

asesüler, polimorf depositler meydana gelir. Drusen olarak adlandırılan bu birikintiler hem 

makulada hem de periferik retinada yerleşim gösterebilirler. Funduskopik muayenede soluk 

sarımsı lezyonlar olarak gözlenirler. YBMD evrelendirmesi ile ilgili çalışmalarda drusenler 

boyutlarına göre kategorize edilmiştir. Bu sınıflandırmaya göre; <63 μm çapında olanlar 

küçük, 63-124 μm arasında olanlar orta, ≥125 μm çapında olan drusenler büyük drusen olarak 

isimlendirilmiştir. Oftalmoskopik muayenede kabaca büyük drusenin çapı optik disk 

kenarındaki major retinal venin kalınlığına eşittir. Bunun dışında drusenler yumuşak ve sert 

olarak da sınıflandırılmıştır. Sert drusenler ufak ve sınırları belirgindir, yumuşak drusenler ise 

sınırları belirsiz, genellikle büyüktürler ve birleşme eğilimi gösterebilirler (23,24). 

 

YAŞA BAĞLI MAKULA DEJENERASYONUNUN PATOFİZYOLOJİSİ 

Yaşa bağlı makula dejenerasyonunun patofizyolojisi tam olarak anlaşılamamasına 

rağmen yapılan birçok çalışma altta yatan mekanizmalar hakkında ipuçları vermektedir. Genel 

olarak YBMD’nin metabolik, fonksiyonel, genetik ve çevresel faktörlerin kompleks 

etkileşimi sonucu ortaya çıktığına inanılmaktadır (25). 

Fotoreseptörler ve RPE hücreleri postmitotik hücrelerdir ve normal koşullar altında 

çoğalmazlar. Lipofuskin, RPE hücreleri, kardiyak miyositler ve nöronlar gibi postmitotik 

hücreler için yaşlanma belirtecidir (26). Yaşla birlikte RPE hücrelerinde lipofuskin ve diğer 

atık ürünlerin birikiminde ‘fizyolojik’ bir artış olur. Lipofuskin doymamış yağ asitlerinin 

oksidasyonu neticesinde oluşur,  mitokondri ve lizozomun yaşlanmayla birlikte hasarlandığını 

gösteren bir semptom niteliğindedir. Sonuç olarak oksidatif stres lipofuskin birikimini teşvik 

eder (27). 

RPE melanozomları retinayı ışık hasarından korumak için gelen ışık ışınlarını absorbe 

eder. RPE hücreleri fotoreseptör dış segmentine, görsel işlevi sürdürmek için gerekli olan 

besin maddelerini sağlar. Ayrıca fotoreseptör dış segment fagositozu yaparak atıkları 

uzaklaştırmada işlev görür. RPE fonksiyonları lipofuskin benzeri çeşitli oluşumlar neticesinde 

zayıflamaktadır (28,29). 

Retina, enerji ihtiyacının fazla olması ve artmış metabolik hız sebebiyle oksidatif hasar 

açısından risk altındadır. Yaşlanmayla birlikte oksidatif yük artar, antioksidan sistemler 

zayıflar ve reaktif oksijen türleri üretimi artar. Oksidatif stres zamanla birikir ve kronik 

oksidatif strese bağlı hücre içi fizyoloji düzensizleşir (30). 
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RPE hücreleri normalde koryokapilleris tarafından uzaklaştırılan; lipofuskin ve 

fotoreseptör dış segment fagositozu sonucu oluşan ürünler gibi çeşitli atık maddeler 

salgılamaktadır. RPE disfonksiyonu ilerledikçe Bruch membranındaki geçirgenlik değişir ve 

RPE ile Bruch membranı arasında ‘drusen’ olarak adlandırılan içeriğinde lipit, polisakkarit, 

glikozaminoglikan, protein barındıran ekstraselüler depositlere yol açar. Drusenler Bruch 

membranında bir bariyer oluşturarak, metabolitlerin difüzyonunu bozar ve böylece RPE’nin 

koroidden beslenmesine engel oluşturur (31-33). Böylece drusen oluşumu, RPE 

disfonksiyonunu tetikler ve  RPE kaybına ve bunun sonucunda da fotoreseptör hücre ölümüne 

yol açar (34). 

Drusen; kolesterol, karbonhidratlar, çinko, apolipoproteinlerin dahil olduğu en az 129 

farklı protein içeren nötral lipitlerden oluşur. Drusen içeriğinde amiloid-B, immunglobulin 

hafif zinciri, faktör X, C5 ve C5b gibi inflamasyonda rol oynayan proteinler barındırır (35). 

Böylece inflamasyon ve kompleman sisteminin disregülasyonu YBMD patogenezine katkıda 

bulunur (36). 

Yetişkin retina, tüm insan dokularının birim ağırlığı başına düşen en yüksek oksijen 

tüketimine sahip nöral bir dokudur. Koroid ve retinal damarlar olmak üzere iki farklı vasküler 

sistem tarafından dolaşımı sağlanır. Retinal damarlar dış pleksiform tabakaya kadar 

ilerleyerek retinanın iç üçte ikisine oksijen ve besin sağlar. Retinanın dış üçte birlik kısmı ise 

fizyolojik olarak tamamen avaskülerdir ve gerekli oksijen ve besin maddelerini koroidal 

dolaşımdan difüzyon yoluyla sağlar (37,38). 

Normal şartlarda kan damarlarını çevreleyen endotel hücreleri neovasküler uyaranlara 

karşı dirençlidir ve retinal damarlarda ihmal edilebilir düzeyde endotel hücre proliferasyonu 

gerçekleşmektedir. Çünkü bu hücreler pro-anjiyojenik (örneğin; VEGF) ve anti-anjiyojenik 

(örneğin; Pigment epitel türevi faktör,  PEDF) faktörlerin arasındaki dengeden dolayı nispeten 

sessizdirler. Ancak dengenin pro-anjiyojenik faktörlerin lehine kayması sonucu koroidal 

neovaskülarizasyon dahil olmak üzere anjiyojenik süreç başlamaktadır. Neovaskülarizasyon 

gerçekte çok sayıda uyarıcı ve inhibe edici faktörün etkileşimi sonucu ortaya çıkan karmaşık 

bir süreçtir. Retinanın neovasküler sürecinde KNV gelişimine benzer şekilde hipoksi veya 

iskemi; VEGF, integrin ve proteinazlar gibi büyüme faktörlerini aktive etmek için güçlü bir 

uyarıdır. Bununla birlikte, retinal ve koroidal neovaskülarizasyona yol açan yollardaki birçok 

benzerliğe rağmen, bu iki anjiyogenez türü arasında bazı önemli farklılıklar vardır. Güncel 

görüşe göre; KNV oluşum ve gelişim sürecinde immun yanıt ve lokal inflamasyon, pro-

anjiyojenik mekanizmaların gelişimini teşvik eden başlıca faktörlerdir (37-40). 
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RİSK FAKTÖRLERİ 

 

Yaş 

İleri yaş; YBMD insidansı ve prevalansında keskin artışlarla ilişkilidir ve 

progresyonunda en önemli risk faktörlerinden biridir (6). YBMD 50 yaş altı kişilerde nadir 

görülmektedir. Ancak 75 yaş üstü kişilerde YBMD görülme olasılığı 65-74 yaş arasındaki 

kişilere kıyasla 3 kattan fazla artış göstermektedir (24,41). 

 

Etnisite 

Yaşa bağlı makula dejenerasyonu beyaz ırkta siyah ırka göre daha sık görülmektedir  

(42). Hispanik ve Çinlilerde YBMD prevelansı beyaz ırka göre daha düşük ancak siyah ırka 

göre ise daha yüksek saptanmıştır (43). 

 

Aile Öyküsü 

Aile öyküsü pozitif olan bireyler YBMD açısından artmış risk altındadır. Etkilenen 

bireylerin kardeşleri YBMD açısından genel popülasyondan 3 ila 6 kat daha fazla risk 

taşımaktadırlar (44). 

 

Genetik Faktörler 

2005 yılında İnsan Genom Projesinden elde edilen DNA sekans verileri kullanılarak 

kromozom 1 (1q31) üzerinde tespit edilen Kompleman Faktör H (CFH) genindeki bir 

polimorfizmin (Tyr402His) beyaz ırkta YBMD riskini önemli ölçüde arttırdığı farkı çalışma 

grupları tarafından bildirilmiştir. Bu çalışmalarda Tyr402His polimorfizminin bir kopyası 

bulunması durumunda riskin 2,1 ila 4,6 oranında arttığı, iki kopyasının bulunması durumunda 

ise riskin 3,3 ila 7,4 oranında artış gösterdiği ortaya konmuştur (45-47). CFH kompleman 

sisteminin majör inhibitörüdür, drusenle birliktelik göstermekte ve makulada 

sentezlenmektedir (48). Ayrıca Kompleman Faktör B (CFB) ve C2 genlerinde tespit edilen 

bazı polimorfizimlerinde YBMD risk artışı ile ilişkili olduğu gösterilmiştir. CFH, CFB ve C2 

genlerindeki polimorfizimler birlikte ele alınacak olursa YBMD hastalarının yaklaşık %75’ini 

oluşturabileceği düşünülmektedir (49). Bu durum kompleman sisteminin YBMD 

patogenezinde önemli bir faktör olduğunu ortaya koymaktadır. Yine farklı bir gen olan Age-

related maculopathy susceptibility 2 (ARMS2 geni ve ya diğer adıyla LOC387715) geni 

kromozom 10 da lokalize olup bu genin Ala69Ser polimorfizmi YBMD gelişiminde CFH’tan 
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bağımsız bir risk faktörü olarak tanımlanmıştır (50). Hem CFH hem ARMS2 allelleri 

homozigot olan kişilerde ise YBMD riski dramatik bir artış göstermektedir (51,52). 

 

Beslenme Alışkanlığı 

Son yapılan araştırmalar beslenme alışkanlığı ile YBMD riski ve progresyonu arasında 

ilişki olabileceğini öne sürmüşlerdir. Bu çalışmalara göre; meyve ve yeşil yapraklı sebzeler 

gibi yararlı besinler büyük drusen insidansını azaltmakta, yağ ve şekerden zengin besinler ise 

büyük drusen insidansını arttırmaktadır (53,54). Özellikle "Akdeniz tarzı beslenme 

alışkanlığının" yani sebze, meyve, balık ve zeytinyağından zengin diyetin YBMD’ye karşı 

koruyucu olabileceği bildirilmiştir (55). Artmış C-reaktif protein düzeyi YBMD risk artışıyla 

ilişkilidir (56). Spesifik lipit türleriyle yapılan çalışmalar, özellikle katı yağ tüketiminin artmış 

YBMD riski ile birliktelik gösterdiğini öne sürmüşlerdir (57). Ayrıca makuler keratonoidler 

ve vitamin alımının YBMD ile ilişkisi mevcuttur. Buna göre içeriğinde lutein ve zeaksantin 

barındıran koyu yeşil sebzelerin ve sarı/turuncu renkli meyvelerin tüketiminin YBMD’ye 

karşı koruyucu olabileceği düşünülmektedir (58). 

 

Sigara 

Sigara içmek en önemli değiştirilebilir risk faktörüdür. 40 yıldan fazladır sigara içen 

bireylerde YBMD gelişme olasılığı aynı yaş grubunda sigara içmeyen bireylere göre 2-4 kat 

daha fazladır (59,60). Sigara; oksidatif stresi arttırmak, anjiyogenezi indüklemek, koroid 

dolaşımını bozmak ve kompleman sistemi dahil olmak üzere immun sistemi aktive etmek gibi 

çeşitli mekanizmalarla YBMD patogenezinde rol oynamaktadır (61-63). CFH geninde Y402H 

alleli homozigot olan bireylerde sigara içmenin YBMD riski üzerinde çarpımsal bir etkisi 

vardır. Bu bağlamda genetik riskin açıklanmasının sigara bırakmak için motivasyon 

oluşturabileceği öne sürülmüştür. Dahası sigarayı bırakmak YBMD riskini azaltmaktır, 

sigarayı bıraktıktan 20 yıl sonra ise YBMD riski sigara içmeyenlerle eşitlenmektedir (64,65). 

 

Güneş Işığı 

Yaşa bağlı makula dejenerayonu ile güneş ışığına maruziyet arasındaki ilişkiyi 

inceleyen çalışmaların sonuçları çelişkilidir. Güneş ışığı maruziyeti olan ileri evre YBMD’li 

hastalarla yapılan bir çalışmada iris rengi, saç rengi ve güneş ışığına maruziyetin anlamlı bir 

etkisi olmadığı ortaya konmuştur (66). Başka çalışmalarda ise yüksek enerjili görünür ışığın 

YBMD için risk faktörü olabileceği öne sürülmüştür (67,68). 
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Cinsiyet 

Büyük toplum temelli çalışmalarda kadınların YBMD’ye yakalanma olasılığının 

erkeklerden daha fazla olabileceği ifade edilmiştir (24,69). 

 

Katarakt Cerrahisi 

İki büyük popülasyon temelli kohort çalışmalarından elde edilen longitudinal verilerin 

birleşik analizi sonucu edinilen bilgiler doğrultusunda katarakt cerrahisinin ileri evre YBMD 

(özellikle de neovasküler tip YBMD) gelişim riskini arttırdığı öne sürülmüştür (70). 

 

Diğer risk faktörleri 

Yaşa bağlı makula dejenerasyonu için önerilen diğer risk faktörleri arasında 

hiperlipidemi (71), hipermetropi (72), abdominal obesite (özellikle erkeklerde) (73), 

kardiyovasküler hastalıklar (20), hormonal durum (74), B ve D vitamin düzeyi (75,76), alkol 

kullanımı (77), yüksek C reaktif protein düzeyi (78)  mevcuttur. 

 

YAŞA BAĞLI MAKULA DEJENERASYONUNDA SINIFLANDIRMA 

Hem klinik değerlendirmeleri hem de araştırmaları standardize etmek amacıyla 

YBMD’yi tanımlamak için çeşitli sınıflandırma sistemleri kullanılmaktadır. Geleneksel olarak 

YBMD kuru tip ve yaş tip olarak iki ana gruba ayrılmış olsa da evrensel olarak kabul edilmiş 

bir fikir birliği yoktur. 

The Age-Related Eye Disease Study (AREDS) çalışmasına göre YBMD; drusen, 

atrofi ve neovaskülarizasyon durumuna göre sınıflandırılmıştır. Bu çalışmaya göre küçük 

drusen <63 μm, orta drusen 64-124 μm arasında, büyük drusen ise ≥125 μm boyutlarında 

olarak tanımlanmıştır. Bu bilgilere göre AREDS sınıflandırması: 

(1) YBMD yok: 5’ten az küçük drusen varlığı 

(2) Erken evre YBMD: yaygın küçük drusen veya bir adet orta drusen varlığı veya 

pigmet epitel anomalileri 

(3) Orta evre YBMD: yaygın orta drusen, en az bir büyük drusen, makula santralini 

tutmayan coğrafik atrofi 

(4) İleri evre YBMD: santrali tutan coğrafik atrofi veya koroidal 

neovaskülarizasyonun olmasıdır. İleri evre non-neovasküler YBMD (kuru tip, atrofik tip, non-

eksüdatif tip) drusen ve makula santraline uzanan coğrafik atrofi ile karakterizedir. 
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Neovasküler YBMD (yaş tip, eksudatif tip) koroidal neovaskülarizasyon ve buna sekonder 

oluşan komplikasyonları ile karakterizedir (2,18). 

AREDS çalışmasının verileri kullanılarak hastaların ileri evre YBMD’ye ilerleme 

riskini değerlendiren; büyük drusen varlığı ve pigment epitel değişikliklerinin 

kombinasyonuna dayanan bir risk ölçeği de geliştirilmiştir. Bu skorlama sistemine göre göz 

başına maksimum 2 puan, hasta başına maksimum 4 puan verilmektedir. Her bir göz için 1 

veya daha fazla büyük drusen varlığı 1 puan, YBMD’ye bağlı pigment epitel değişikliklerinin 

olması 1 puan niteliğindedir. Oftalmoskopik değerlendirmeye göre iki gözün risk puanları 

toplanarak 0 ila 4 arasında 5 basamaklı bir risk skoru elde edilir. Bu skorlama neticesinde en 

az bir gözde 5 yılda ileri evre YBMD’ye ilerleme riski; puan 0 ise %0,5, puan 1 ise %3, puan 

2 ise %12, puan 3 ise %25, puan 4 ise %50’dir. Tahmini risk oranları diğer risk faktörlerinin 

(sigara içmek, genetik yatkınlık vb.) varlığına veya yokluğuna göre modifiye edilebilir (79). 

 

YAŞA BAĞLI MAKULA DEJENERASYONUNDA KLİNİK 

Erken evre YBMD’de görme kaybı hafiftir ve sıklıkla asemptomatiktir. Bununla 

birlikte bulanık görme, görsel skotomlar, azalmış kontrast duyarlılığı, karanlık uyumunda 

azalma, özellikle küçük yazıları okurken parlak ışık veya büyüteç ihtiyacı olması gibi 

belirtiler ortaya çıkabilir. Atrofik tip YBMD de görme kaybı genellikle aylar veya yıllar 

içinde gelişir. Santral veya parasantral skotomlarla birlikte kademeli olarak gelişen sinsi bir 

süreçtir (80). Tersine neovasküler YBMD’li hastalarda subretinal kanama veya koroid 

neovaskülarizasyonuna sekonder sıvı birikimi sonucu günler ile haftalar arasında ani, derin 

görme kaybı olabilir (18,81). Neovasküler tip YBMD, genel YBMD prevalansının %10-

15’lik bir kısmını temsil etse de YBMD’ye bağlı oluşan ciddi görme kaybı veya yasal 

körlüğün (görme keskinliği 20/200 veya daha kötü) %80’inden fazlasını oluşturmaktadır (81). 

YBMD semptomları sıklıkla değişkenlik göstermektedir, bu nedenle diğer göz kapatılarak her 

gözden ayrı ayrı görme keskinliği değerlendirilmeli ve Amsler ızgara testinde distorsiyon 

varlığı kontrol edilmelidir. Amsler ızgara testi sayesinde kişinin merkezi görme alanı 

hakkında fikir sahibi olunur. Amsler ızgara testinde skotomlar ve görsel distorsiyonlar; ızgara 

çizgilerinin kırıklı veya dalgalı görülmesi veya çizgilerin eksik görülmesi, devamlılık 

göstermemesi şeklinde kendini gösterebilir. Hastalar genellikle görme fonksiyonlarındaki bu 

küçük değişimlerin farkında değildir, bu sebeple yapılan periyodik muayeneler önem 

kazanmaktadır. Çünkü erken teşhis ve tedavi daha iyi görsel sonuçlarla ilişkilidir (18,82). İleri 

evre YBMD’li çoğu kişi tamamen kör olmamasına rağmen, görsel kayıp yaşam kalitelerini 
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önemli ölçüde azaltmaktadır. Hastalığa bağlı sadece bir göz etkilenmiş olsa bile hastaların 

üçte birinde sakatlık ve klinik olarak belirgin depresyon ile ilişkilidir (83,84). Bir çalışmaya 

göre; bir gözünde ileri evre YBMD gelişen bir kişide diğer gözünde ileri evre YBMD gelişme 

olasılığı 5 yıl içinde %43 olarak rapor edilmiştir (2). Neovasküler YBMD sebebiyle tek taraflı 

görme kaybı olan bir kişi için her iki gözde de yasal körlük gelişme riski 5 yıllık bir süreç için 

yaklaşık %12 kadardır (85). 

 

NON-NEOVASKÜLER YAŞA BAĞLI MAKULA DEJENERASYONU 

Kuru tip YBMD’nin en erken aşaması bazal laminer depositlerin Bruch membranı 

seviyesinde birikmesidir. Bazal laminer depositler fosfolipit vezikülller ve elektron dens 

granüllerden oluşur ve Bruch membranının iç kollajen katmanında depolanırlar. Bu durumun 

kliniğe yansıması oftalmoskopik olarak; makuler reflenin kaybı, pigment dispersiyonu ve 

pigment kümelenmesi şeklindedir. RPE tabakasında dejenerasyon devam ettikçe, YBMD’nin 

karakteristik özellikleri olan drusen ve retinal incelme klinik olarak manifest hale gelmeye 

başlar (18,86-88). 

1) Drusen: RPE bazal membranı ile Bruch membranı arasında lokalize birikimlerdir. 

Uzun zamandır YBMD kliniği ile ilişkili olduğu bilinmektedir. Drusen klinik olarak; sert 

drusen, yumuşak veya granüler drusen ve yaygın veya konfluent drusen olarak ayrılabilir 

(33). 

2) Sert Drusen: RPE disfonksiyonun lokalize bir alanını temsil ettiği düşünülmektedir. 

Normalde 63 μm’den daha küçüktür. Yapılan çalışmalar ileri evre YBMD riskini artırmadığı 

yönündedir (24). Beaver Dam çalışmasında 43 yaş üstü deneklerin %95,5’inde makuler 

drusen varlığı tespit edilmiştir (89). 

3) Yumuşak Drusen: Genellikle sınırları belirgin olmayan boyut ve şekil açısından 

değişken olma özelliğine sahip drusenlerdir. Tipik olarak 63 μm’den daha büyüktürler ve 

birleşme eğilimi gösterirler. Beaver Dam çalışmasında yaşla birlikte sayılarının arttığı 

gösterilmiştir (24,89). Bu tip drusen RPE’nin seröz dekolmanına yol açabilmektedir ve KNV 

gelişim riskini arttırdığı düşünülmektedir (18,33). 

4) Konfluent Drusen: İki veya daha fazla yumuşak drusenin temas etmesi ya da 

birleşmesi durumunda bu şekilde adlandırılır. Konfluent drusenler daha yaygın RPE 

disfonksiyonu ile ilişkilidir (33). 
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5) Retina Pigment Epitel Değişiklikleri: Noneksudatif YBMD’nin özelliklerindedir. 

RPE değişiklikleri arasında hipopigmentasyon, hiperpigmentasyon, RPE sayısında azalma ve 

atrofi sayılabilir. Bu değişiklerin varlığı KNV gelişim riskini arttırmaktadır (18,86). 

6) Coğrafik Atrofi: Noneksudatif YBMD’nin son evresidir (90). RPE atrofi alanları 

aralıklı ise non-coğrafik atrofi eğer bitişik ise coğrafik atrofi olarak adlandırılır ve altta yatan 

koryokapilleris atrofisi ile birliktedir (18,91). Atrofi alanında RPE hücrelerinin yaklaşık 

%90’ında kayıp ve kan damarlarının yoğunluğunda azalma olduğu gösterilmiştir (92). 

Coğrafik atrofide görme kaybı değişkendir çünkü fiksasyon alanı geniş atrofi alanlarına 

rağmen korunabilmektedir. Coğrafik atrofi YBMD’ye bağlı yasal körlüklerin %12 ila %21’ini 

oluşturmaktadır (41,93). 

 

NEOVASKÜLER YAŞA BAĞLI MAKULA DEJENERASYONU 

Neovasküler YBMD; pigment epitel dekolmanı (PED), pigment epitel yırtığı, 

diskiform skar, koroidal neovaskülarizasyon gibi bulguları içermektedir (94). 

 

Pigment Epitel Dekolmanı (PED) 

Bruch membranı- RPE kompleksinin bütünlüğünün bozulması sonucu gelişen 

eksudatif YBMD’yi non eksudatif tipinden ayıran bulgudur. PED’ler klinik görünümü ve 

anjiyografik özelliklerine göre gruplara ayrılır. Foveal bölgeyi içeren PED’lerde görsel 

prognoz kötüdür (18,95). 

 

Drusenoid PED: multiple, büyük, konfluent drusenlerden oluşan genellikle sığ ve 

sınırları düzensiz olan ayrıca diskiform skara ilerleme olasılığı en düşük olan PED’lerdir. 

Anjiyografik olarak erken fazda zayıf floresans gösterirler ve diğer PED’lerden farklı olarak 

geç fazda floserans artışı göstermezler (95). 

 

Seröz PED: RPE’nin keskin sınırlı kubbe şeklindeki elevasyonlarıdır. Seröz PED 

içinde bulunan sıvı berrak, bulanık veya lipit yüklü olabilir. Anjiyografik olarak, erken fazda 

sınırları düzgün olacak şekilde hızla boyanır, geç fazda ise boyanma devam eder ancak sızıntı 

göstermez (96). 

 

Hemorajik ve vasküler PED: tüm hemorajik PED’lerin zemininde KNV olması ve 

tüm vasküler PED’lere de KNV eşlik etmesi sebebiyle birbirleriyle yakın ilişki içindedirler, 
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ancak anjiyografik özellikleri birbirlerinden oldukça farklıdır. Anjiyografide; hemorajik 

PED’de kanamanın KNV membranının üzerini örtmesi sebebiyle membran maskelenirken, 

vasküler PED’de KNV membranı değerlendirilebilir durumdadır. 

Pigment epitel dekolmanları 4 farklı şekilde sonuçlanabilir: persistan PED, spontan 

düzleşen PED, RPE yırtığı veya KNV (95,97).  Spontan düzleşen PED’lerin genellikle 

coğrafik atrofiye yol açtığı bildirilmektedir (98,99). PED’lerin en ağır komplikasyonlarından 

biri olan RPE yırtığı ise dekole RPE ile yatışık RPE’nin birleşim sınırından gerçekleşir. 

Yırtığın kenarı eleve RPE’nin altında retrakte olarak yırtığa paralel bir kat oluşturur. Bruch 

membranı ve koryokapillaristen subretinal alana kanama meydana gelir ancak, KNV 

genellikle eşlik eden bir bulgu değildir. RPE yırtığının etyolojisi tam olarak bilinmemektedir 

ancak kronik PED’lerin zayıf atrofik kenaralarının bu duruma zemin oluşturabileceği veya 

RPE altındaki fibrovasküler skar dokusunun kontraksiyonu sebebiyle oluşabileceği öne 

sürülmüştür (99). PED’in en yaygın komplikasyonu ise KNV oluşumudur. Drusenoid PED 

hariç tüm tipler KNV oluşumu ile ilişkilidirler (95). 

 

Koroidal Neovaskülarizasyon 

Bruch membranında oluşan bir defekt ve koryokapilleristen kaynaklanan yeni 

kapillerlerin RPE’ye doğru ilerlemesi ile oluşur. Neovaskülarizasyon RPE altı alanda sınırlı 

kaldıysa Tip 1 KNV olarak adlandırılır. Buradaki yeni kapillerler sıklıkla kanama yapar veya 

klinikte karşımıza seröz PED olarak çıkan seröz eksuda üretir. KNV eğer RPE’yi aşarak 

subretinal alana ulaşırsa Tip 2 KNV olarak adlandırılır. Bu tip KNV’de seröz eksudasyon 

retinal dokulara girerek kistoid makuler ödem oluşumuna neden olabilir. Tip 3 KNV ise son 

yıllarda tanımlanmış olup retinal anyiyomatöz proliferasyon olarak da adlandırılır. Yeni 

damarlar nörosensöryel retinada oluşmakta olup koryoretinal anastomozlar ile karakterizedir 

(18). 

KNV ayrıca fundus floresein anjiyografi (FFA) bulgularına göre klasik ve okült KNV 

olarak ayrılmaktadır. 

 

Klasik KNV: FFA’nın erken fazından itibaren ‘dantel’ paterninde dolum gösteren 

membran şeklinde olup ilerleyen fazlarda hiperfloresansı artar, lezyon genişler ve sızınıtı 

meydana gelir. Foveal avasküler zon (FAZ)’ a olan uzaklığa göre de ayrım yapılmıştır: FAZ 

merkezine uzaklık 200 μm veya daha fazlaysa ekstrafoveal, FAZ merkezinden uzaklığı 1-199 

μm arasındaysa jukstafoveal, FAZ merkezinde ise subfoveal olarak adlandırılır (18). 
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Gizli KNV: İki şekilde bulgu vermektedir: Fibrovasküler PED; erken dönemde 

başlayan geç dönemde artış gösteren granüler tarzda hiperfloresans verir ve geç dönemde 

sızıntı oluşturur. Kaynağı belirsiz sızıntı ise FFA’nın geç döneminde sınırları belirsiz 

hiperfloresans şeklinde görülür (18). 

 

Diskiform Skar: Eksudatif YBMD’nin özellikle de hemorajik formunun son evre 

lezyonudur. Gass, hemorajinin çözülmesiyle fibröz metaplazi ve pigment epitel 

proliferasyonunun tetiklendiğini öne sürmüştür. Diskiform skar alanında retina fonksiyonunu 

kaybetmiştir. Anjiyografik olarak diskiform skar erken fazda boyanma gösterirken geç fazda 

minimal sızdırır (18,100). 

 

TANI YÖNTEMLERİ 

 

Optik Kohorens Tomografi ve Optik Kohorens Tomogragi Anjiyografi 

Optik Kohorens Tomografi (OKT) kızılötesine yakın dalga boyunda ışık ve 

interferometrik analiz kullanan non-invaziv  bir görüntüleme yöntemidir. Retina 

mikromimarisinin yüksek çözünürlüklü, in vivo, kesitsel veya hacimsel vizualizasyonuna 

olanak tanır (101). OKT YBMD ile ilgili mikroyapısal değişikliklerin daha iyi anlaşılmasını 

sağlamıştır. Örneğin; drusen RPE seviyesinde eleve alan olarak görülmektedir, coğrafik 

atrofide RPE ve fotoreseptör tabakalarındaki atrofi izlenebilmektedir. Ayrıca OKT subretinal 

veya intraretinal hemoraji ve sıvıyı belirlemek için de yol göstericidir, buna göre siyah boşluk 

ve elevasyonlar sıvı lehine yorumlanabilir. OKT ayrıca FFA şüpheli olduğunda bulguları 

yorumlamak için ve tedavi yanıtını değerlendirmek için de kullanılır. OKT teknolojisi 1995 

yılında oftalmolojiye dahil oluşundan bu yana hızla ilerlemiştir. Bu konudaki güncel en yeni 

ilerleme OKT anjiyografi (OKT-A)’dır. OKT-A yüksek çözünürlüklü, in vivo, non invaziv 

olarak kan damarlarının üç boyutlu görüntülenmesini sağlar. Böylece retina ve koroidin farklı 

katmanlarındaki normal ve patolojik damar yapılarının kalitatif ve kantitatif analizini sağlar. 

Hem eksudatif hem de non eksudatif tip YBMD için değerlidir. Bu yöntem sayesinde 

hastalıkların ayırıcı tanısı ve tedavi izlemi kolaylaşmıştır (102). 

 

Fundus Floresin Anjiografi 

Koroidal neovaskülarizasyondan şüphelenildiğinde altın standart tanı yöntemi olarak 

kullanılır. Floresein denilen sarı renkli bir boya maddesi intravenöz olarak enjekte edilerek, 
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ardışık çekilen fundus fotoğrafları sayesinde retina ve koroidin kan akımının 

değerlendirilmesini sağlayan invaziv bir tekniktir. FFA neovasküler kompleksin paterninin 

(klasik, okült, mikst), konumunun (subfoveal, jukstafoveal, ekstrafoveal), sınırlarının ve 

kompozisyonunun belirlenmesine yardımcı olur (102). 

 

Indosiyanin Yeşili Anjiyografisi 

İndosiyanin yeşili anjiyografisinde (İSYA) floreseinden farklı özelliklere sahip bir 

boya maddesi intravenöz olarak uygulanır. Boya karakteristiği sayesinde İSYA koroidin 

FFA’ya göre daha iyi görüntülenmesini mümkün kılmaktadır. Bu nedenle okült KNV gibi 

daha derin yerleşimli KNV formlarını ve retinal anjiyomatöz proliferasyon, polipoidal 

koroidal vaskülopati gibi lezyonların ayırıcı tanısında yararlıdır (101,102). 

 

Fundus Otofloresansı 

RPE’deki moleküllerden özellikle de lipofuskinden uyarılan ışığın emisyonu 

prensibine dayanan, non-invaziv, tekrarlanabilir yeni bir görüntüleme tekniğidir. Fundus 

otofloresans (FOF) görüntüleme, modifiye edilmiş fundus kameraları veya tarayıcı lazer 

oftalmoskoplarla kaydedilebilmektedir. FOF RPE’nin topografik yapısını ve sağlığını 

değerlendirme ve izlemede önemli bir araç haline gelmiştir. Özellikle coğrafik atrofinin 

izleminde önem kazanmıştır. RPE’de lokalize lipofuskinin artması hiperotofloresans, aksine 

lipofuskin azalması veya yokluğu ise hipootofloresans ile ilişkilidir (101-103). 

 

GÜNCEL TEDAVİ YAKLAŞIMLARI 

 

Vitamin ve Antioksidan Besin Desteği 

Makuler keratonoidler ve vitamin alımının YBMD ile ilişkisi olduğu düşünülmektedir. 

Buna göre içeriğinde lutein ve zeaksantin barındıran koyu yeşil sebzelerin ve sarı/turuncu 

renkli meyvelerin tüketiminin YBMD’ye karşı koruyucu olabileceği düşünülmektedir (58). 

YBMD’li 3640 hastayı içeren AREDS çalışmasında; C vitamini (500 mg), E vitamini (400 

IU), beta karoten (15 mg), çinko oksit (80 mg) ve bakır (2 mg) içeren günlük antioksidan 

takviyesinin orta evre YBMD’den ileri evre YBMD’ye ilerleme oranını plasebo grubuna göre 

5 yılda %25 azalttığı, orta derecede görme kaybı oranında da %19’luk azalma sağladığı 

gösterilmiştir (2). Bununla birlikte bazı çalışmalar bu takviyenin her hasta için uygun 

olmayabileceğini örneğin sigara içen bireylerde beta karotenin akciğer kanseri relatif riskini 
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%17 oranında arttırdığını ileri sürmüştür (104). AREDS-2 formulasyonuna göre ise lutein ve 

zeaksantin beta karotenin yerini almış, çinko miktarı azaltılmış ve omega 3 yağ asidi takviyesi 

eklenmiştir (105). 

 

Laser Fotokoagülasyon 

1980’lerde yapılan bir çalışmada, ekstrafoveal veya jukstafoveal küçük klasik KNV 

lezyonlarına uygulanan laser fotokoagülasyonun olumlu sonuçlar gösterdiği ancak subfoveal 

KNV lezyonlarına uygulandığında kötü görsel sonuçlara yol açtığı bildirilmiştir (106,107). Bu 

tedavinin kendisi kalıcı görme kaybına yol açan retinal skar oluşumuna sebep olduğundan, 

yalnızca makula merkezinden 200 µm’den uzakta bulunan KNV lezyonları için nadiren tercih 

edilmektedir. 

 

Fotodinamik Tedavi 

Fotodinamik tedavide vertoporfirin adı verilen bir boya maddesi intravenöz yolla 

uygulanır. Vertporfirin daha çok yeni oluşan kan damarlarında birikme eğilimindedir ve 689 

nm lazer ışını sayesinde aktive edilir. Bu sayde koroidal neovasküler membranda termal 

olmayan kemotoksik reaksiyon sonucu tromboz oluşturarak antianjiyojenik etki gösterir. 

Diğer tedavi yöntemlerine oranla görsel kazanımı ve etkinliği daha düşüktür, ancak 

neovasküler YBMD’de görme kaybını sınırladığı gösterilmiştir (6,108). 

 

Anti-VEGF Tedavi 

Vasküler endotelyel büyüme faktörünün KNV patogenezinde kilit rol oynadığı 

anlaşılması itibariyle anti-VEGF ajanlar neovasküler YBMD tedavisinde ilk sırayı almıştır. 

- Pegaptanib sodyum (Macugen, OSI Pharmaceuticals); Amerika Gıda ve İlaç Dairesi 

tarafından YBMD’de kullanılmak üzere ilk onaylanan intravitreal anti-VEGF ilaçtır, mesajcı 

RNA aptameridir. Pegaptanib ile görme keskinliği kazanımının sınırlı olması sebebiyle ilaç 

artık yaygın olarak kullanılmamaktadır (109). 

-Ranibizumab (Lucentis, Genentech); humanize monoklonal antikor fragmanı olup 

tüm VEGF isoformlarını inhibe etmektdir. 2006 yılında yapılan faz 3 çalışmasına göre, 0,5 

mg Ranibizumab ile tedavi edien neovasküler YBMD’li hastaların %90’ında 2 yıllık takipte 

15 harften daha az kayıp olduğu, kontrol grubunda ise bu oranın %52,9 olduğu bildirilmiştir. 

Ek olarak tedavi alan grubun %33,3’ünde 15 veya daha fazla harf kazanımı olduğu, kontrol 

grubunda ise bu oranın sadece %3,8 düzeyinde olduğu bildirilmiştir (110). Böylece 
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Ranibizumab ile yapılan klinik çalışmalar görsel stabilizasyona ek olarak ilk defa görme 

kazanımı elde edilebileceğini ortaya koymuştur (110,111). 

-Bevacizumab (Avastin, Genentech); tüm VEGF isoformlarına bağlanan monoklonal 

antikordur, sistemik maligniteler için geliştirilmiş ve bu endikasyonla onay almıştır. 

Ranibizumab’ın mevcudiyetine rağmen ABD’de 2008 yılında yapılan tüm intravitreal 

enjeksiyonların %58’ini Bevacizumab oluşturmuştur. Bu durum, sigortasız hastaların daha 

ucuz alternatif ilacı kabul etmeleri, görünüşte benzer etkinliğe sahip olmaları, Ranibizumab 

(enjeksiyon başına 1593 ABD$) ve Bevacizumab (42 ABD$) arasındaki büyük fiyat 

farkından kaynaklanmıştır (112). CATT (Comparison of Age-Related Macular Degeneration 

Treatments Trials) çalışmasında aylık yapılan Bevacizumab ve ranibizumab’ın eşdeğer 

etkinliğe sahip olduğu, görsel sonuçlarda çok az farklılık olduğu öne sürülmüştür (113). 

-Aflibercept (Eylea, Bayer); VEGF-A, VEGF-B ve Plasental büyüme faktörü 

(PIGF)’ye bağlanabilen, yüksek afiniteli bir füzyon proteinidir. VEGF’e bağlanma afinitesi 

diğer anti-VEGF ilaçlara oranla daha yüksektir, böylece tedavi süresi uzar ve enjeksiyon 

sıklığı azalır. Yapılan çalışmalar dört hafta aralıklarla yapılan yükleme dozu tamamlandıktan 

sonra iki ayda bir yapılan aflibercept enjeksiyonunun aylık yapılan ranibizumab enjeksiyonu 

ile bir yıllık periodda benzer etkinliğe sahip olduğu yönündedir (114,115). 

İntravitreal enjeksiyonlar, topikal veya subkonjuktival anestezi ile aseptik koşullarda 

uygulanmaktadır. Nadir olarak, endoftalmi, retina dekolmanı, göz içi kanamalar, göz içi 

basınç artışı gibi komplikasyonlar meydana gelmektedir. Hastalığın seyri boyunca sık 

enjeksiyon gerektirmesi bu gibi riskleri arttırmaktadır (6). 

İntravitreal enjeksiyonlar tedaviyi göze lokalize ettiğinden sistemik yan etkilerin az 

olacağı düşünülmüştür. Ancak Bevacizumab ve ranibizumabın oküler enjeksiyondan sonra 

sistemik dolaşıma geçtiği saptanmıştır. Bevacizumab’ın enjeksiyondan sonra en az 28 gün 

boyunca plazma VEGF seviyesini baskıladığı gösterilmiştir, Ranibizumabla böyle bir etki 

ortaya konmamıştır. Sistemik yarı ömürleri ise Bevacizumab’ın 6 gün, Ranibizumab’ın ise 0,5 

gün olarak saptanmıştır (116-118). Teorik olarak VEGF seviyesinin sistemik inhibisyonu 

vasküler olay riskini arttırmaktadır. Anti-VEGF ilaçların güvenlik profilini belirlemek 

amacıyla birçok çalışma yapılmaktadır. Anti-VEGF tedaviye başlamadan önce 

kardiyovasküler hastalıklar ve inme açısından hastaların dikkatlice sorgulanması 

önerilmektedir (119). 

Bunlardan başka transpupiller termoterapi, radyasyon tedavisi, intravitreal 

triamsinolone ve fotodinamik tedavi ile kombinasyonu, makula translokasyonu, submakuler 
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cerrahi ve pnömotik yer değiştirme, gen tedavisi gibi yaklaşımlar geliştirilmiştir ve bunlar 

gibi daha birçok tedavi yaklaşımı da geliştirilmeye çalışılmaktadır. 

 

TEDAVİ YAKLAŞIMI OLARAK mikroRNA 

mikroRNA’lar; posttrankripsiyonel gen ekspresyonunu negatif olarak düzenleyen, 19-

24 nükleotid uzunluğunda, küçük, kodlayıcı olmayan RNA’lardır (11,12). miRNA’lar RNA 

Polimeraz II veya III tarafından primer transkripte kopyalanır (pri-miRNA). Çekirdekte 

lokalize olan RNaz III tipi bir endonükleaz olan Drosha pri-miRNA’yı pre-miRNA’ya çevirir. 

Pre-miRNA daha sonra Dicer tarafından miRNA/miRNA kompleksine çevrileceği 

sitoplazmaya taşınır. Son olarak kompleksin bir zinciri, sekansa özgü posttranskripsiyonel gen 

represyonuna kılavuzluk eden miRNA kaynaklı susturma kompleksi içine dahil edilir. Tipik 

olarak, miRNA’nın 5’ ucuna yakın yaklaşık 6 ila 7 nükleotidli kısa bir dizi hedef mRNA 

(mesajcı Ribonükleik asit)’lardaki 3’ ucundaki dizi(ler)e bağlanır ve translasyonu baskılar 

veya hedef mRNA’nın degradasyonunu indükler. İnsanlarda 1000’den fazla miRNA 

tanımlanmıştır ve protein kodlayan genlerin üçte birinden fazlasını hedef aldığı tahmin 

edilmektedir. Bir miRNA, birden fazla mRNA'yı hedefleyebilir ve bir mRNA, genoma yine 

bir başka posttranskripsiyonel gen düzenleme katmanı ekleyerek, birden fazla miRNA 

tarafından hedeflenebilir. 1993'teki keşiflerinden bu yana miRNA'ların; patolojik anjiyogenez, 

oksidatif stres ve inflamasyon gibi sayısız hastalık sürecinin patogenezine katkıda bulunduğu 

gösterilmiştir (13,14). YBMD patogeneziyle ilişkili olabilecek çeşitli miRNA’lar ileri 

sürülmüştür. Çalışmamız kapsamında ise miR-184 ve miR-155 incelenmiştir. 

miR-184; koromozomun 15q25.1 bölgesine yerleşmiş, kodlanmayan, evrimsel olarak 

korunmuş bir oligonükleotidir. Olgun miR-184, 22 nükleotid içerir, doku ve gelişim 

aşamasına özgü ekspresyon paternleri göstermektedir (120,121). miR-184 fare beyni, fare 

kornea epiteli, zebra balığı lensi, insan retina pigment epitelinde artmış miktarlarda tespit 

edilmiş olup nörolojik gelişim, apoptoz ve hücre farklılaşmasında rol oynamaktadır (122-

124). Önceki çalışmalarda YBMD’li donörlerden elde edilen RPE tabakasında miR-184 

ekspresyonunda azalma tespit edilmiştir (122). Ancak YBMD patogenezi ile ilgisi tam olarak 

aydınlatılamamıştır. 

miR-155, hematopoez, bağışıklık, inflamasyon, viral enfeksiyonlar, kanser ve 

kardiyovasküler hastalıklar dahil olmak üzere çeşitli fizyolojik ve patolojik süreçlerde rol 

oynayan çok işlevli bir miRNA'dır (125). miR-155 kromozom 21 üzerinde bulunan B-hücresi 

entegrasyon kümesinden kopyalanan, kodlamayan bir RNA eksonunun içinde haritalanır ve 
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işlenir (126). miR-155’in hem inflamasyonda hem de anjiyogenezde rol oynaması, miR-155’i 

YBMD’deki terapötik araştırmalar için ilgi çekici hale getirmiştir (17). 

 

 

YAŞA BAĞLI MAKULA DEJENERASYONU PATOGENEZİ İLE İLİŞKİLİ 

ÖNEMLİ HÜCRE İÇİ SİNYAL YOLAKLARI 

Anjiyogenez Yolağı 

YBMD'de koroid ve retina kan akışının azaldığına dair giderek artan kanıtlar 

mevcuttur (127).  Bu nedenle, hipoksinin YBMD’nin progresyonu ile ilişkili olduğu 

düşünülmektedir. Hipoksi anjiyogenez kaskadını başlatan ana faktörlerdendir. Hipoksinin 

sonucu olarak hipoksi ile indüklenen faktör-1  (HIF-1) üretimi aktive olur, bunun sonucunda 

da anjiyogenezde anahtar düzenleyici olan VEGF başta olmak üzere çeşitli büyüme 

faktörlerinin, integrin ve proteinazların üretimi tetiklenir (128). 

Anjiyogenezdeki önemli adımlardan biri aktive olmuş endotel hücrelerinin kapiller 

bazal membrana ve ekstraselüler matrikse migrasyonu ve invazyonudur. Bu invazif süreçte 

ise spesifik hücre dışı proteinazlar önemli görevler üstlenirler. Anjiyogenezin aktif fazı 

proteinazlara ait gen ekspresyonunda artışla ilişkilidir. Matriks metalloproteinaz (MMP) ailesi 

ise bu grubun üyelerindendir (40). 

Anjiyogenezdeki alternatif yolaklardan biri de fosfoinizotid 3-kinaz (PI3K) 

sinyalizasyonu ile başlayan protein kinaz B (AKT) / mammalian target of rapamycin (mTOR) 

yolağıdır (129). Hipoksi HIF1-α üretimini arttıran en önemli faktör olsa da epidermal büyüme 

faktör reseptörü (EGFR) aktivasyonu ve PI3K yolağı aktivasyonu HIF1-α artışına katkıda 

bulunurlar (130). EGFR, bir transmembran glikoproteini ve reseptör tirozin kinazıdır. EGFR 

aktivasyonu, proliferasyonun artması ve hücre sağkalımı ile ilgili bir dizi işlemle sonuçlanan 

hücre içi sinyalizasyonu tetikler (131). EGFR, PI3K yolağının aktivasyonu neticesinde HIF-lα 

upregülasyonu ile VEGF ekspresyonunu artırabilmektedir (130).  Ayrıca EGFR’nin PI3K’dan 

bağımsız olarak mitojenle aktifleştirilen protein kinaz (MAPK) sinyalizayonunu vasıtasıyla 

VEGF seviyesine etkisi olduğu ortaya konmuştur (132). 

 

Antioksidan Sistem, DNA Hasar Tamir Mekanizması ve Isı Şok Protein Ailesi 

Retina, yüksek enerji ihtiyacı ve artmış metabolik hız sebebiyle oksidatif hasar 

açısından oldukça risk altındadır (30). Retina; lokal olarak artmış oksijen yoğunluğu, çoklu 

doymamış yağ asidi miktarının fazla olması (özellikle fotoreseptör dış segmentinde), sürekli 
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ışığa maruz kalma, fotoreseptör dış segment fagositozu sonucu ortaya serbest radikallere 

direkt maruz kalması gibi nedenlerle oksidatif hasara oldukça yatkındır (133).  

Hücreler yaşam süreleri boyunca endojen veya eksojen çeşitli reaktif oksijen türlerine 

(ROS) maruz kalırlar. ROS türleri arasında superoksit (O
2

.-
), peroksil (ROO

.
), hidroksil (OH

.
)  

radikali ve tekli oksijen (
1
O

2
)  sayılabilir (134). Mitokondriyal solunum, β-oksidasyon, 

sitokrom p450 metabolizması gibi metabolik veya biyokimyasal süreçler neticesinde 

hücrelerde sürekli ROS üretimi söz konusudur (135). Ayrıca ultraviyole ışınları, ilaçların 

metabolizması sonucu oluşan ürünler, gama ışınları, inflamasyon gibi faktörler eksojen ROS 

oluşumuna sebep olur (136). Hücreler; ROS ürünlerinin yarattığı hasara karşı koymak ve bu 

hasarı sınırlandırmak için çeşitli savunma mekanizmaları geliştirmişlerdir. Bu savunma 

mekanizmaları superoksit dismutaz (SOD), katalaz (CAT), glutatyon peroksidaz gibi 

enzimatik yolları ya da vitamin E, C, beta karoten, glutatyon gibi enzimatik olmayan 

mekanizmaları kapsar (137). 

Superoksit radikaller SOD ile elimine edilir. Iki superoksit radikali ve 2 protonun SOD 

katalizörlüğünde reaksiyona girmesi neticesinde oksijen ve daha zayıf bir ROS olan hidrojen 

peroksit elde edilir. Hidrojen peroksit ise CAT enzimi sayesinde su ve oksijene dönüştürülür. 

İnsan dokularında 3 farklı SOD türü tespit edilmiştir. Bunlardan en önemli ikisi SOD1 (CuZn-

SOD) sitoplazmik, SOD2 (Mn-SOD) ise mitokondriyaldir (137). 

Reaktif oksijen türlerinin üretimi antioksidan sistem kapasitesini aştığında oksidatif 

stres ortaya çıkar ve buna bağlı olarak da protein, DNA ve lipitler gibi makromoleküllerde 

hasar gerçekleşir. Oksidatif stres sonucu gelişen DNA hasarında DNA tamir genleri artış 

gösterirler (138). 

Isı şok proteinleri (HSP) ‘şaperonlar’ olarak da adlandırılan protein ailesinin bir 

parçasıdır. HSP’ler proteinlerin katlanması, taşınması ve proteoliz mekanizmaları ile ilgili 

görevler üstlenirler. Hasarlı DNA komponentleri katlanmamış ya da yanlış katlanmış protein 

cevabını tetikler, bu durum ise moleküler şaperonlar tarafından düzenlenmeye çalışılır. 

HSP’ler ‘stres genleri’ olarak bilinir ve selüler toksisitenin biyobelirteci olarak 

düşünülebilirler (139-141).  

Hücre Siklus Düzenleyicileri, İntrinsik ve Ekstrinsik Apoptoz Yolakları 

Hücre siklus inhibitörleri olarak adlandırılan p21Cip1 (siklin bağımlı kinaz inhibitör 1)  

ve p27Kip1 (siklin bağımlı kinaz inhibitör 1β)  ; siklin bağımlı kinazlar (CDK) olarak 

adlandırılan hücre siklusunu yöneten protein kinazları inhibe ederek etki gösterirler. Yani 

CIP/KIP ailesi hücre siklusunu negatif yönde düzenlerler. DNA hasarı varlığında hücrenin 
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kaderini belirleyebilirler. Örneğin DNA hasarı meydana geldiğinde p53 (tümör supresör gen) 

seviyesi artarak hücrede p21 translasyonunu arttırır, p21 ise hasarlı hücreyi G1 fazında 

durdurur, eğer hasar onarılabilirse hücre bir sonraki faza geçebilir, onarılamaz ise durum 

apoptozla sonuçlanır (142,143). 

Eğer DNA hasarı onarılamayacak seviyedeyse hücre, programlı hücre ölümü olarak 

bilinen apoptoza sürüklenecekir. p53; hücrede DNA hasarı oluşması durumunda hücre 

siklusunu G1 fazında durdurmaktadır ve böylece hücreye DNA tamiri için vakit tanımaktadır. 

Eğer hasar onarılamayacak aşamadaysa proapoptotik proteinler olan BCL-2 ile ilişkili X 

protein (BAX), apoptotik proteaz aktive edici faktör 1 (APAF-1), Fas yapımını arttırır, 

antiapoptotik proteinler olan B hücreli lenfoma-2 (BCL-2), BCL-xL yapımını ise baskılayarak 

apoptozu indükler (144). 

Apoptoz yolağında BCL-2 ailesine ait proteinlerin dengesi hücrenin apoptoza 

eğilimini belirler. BCL-2 ailesine ait BCL-2, BCL-xL antiapoptotik proteinleri oluştururken; 

BAX, Bid, PUMA, NOXA proapoptotik proteinlerdir (145).   

Hücre içi sinyaller neticesinde apoptotik uyarı alındığında proapoptotik bir protein 

olan Bid, BCL-2’yi inaktive ederek, BAX ve Bak’ı aktifleştirir. BAX ve Bak ise mitokondri 

membranında por gelişimine neden olarak sitozole Ca++, sitokrom c gibi faktörlerin salınımını 

tetikler. Sitokrom c, APAF-1 ve ATP’nin birlikteliği ile sitozolde Apoptozom denilen bir 

kompleks oluşturur. Apoptozom da bir dizi reaksiyonla kaspazları aktifleştirirek apoptoz 

basamaklarını gerçekleştirilmesine katkı sağlar (145,146). 

Kaspazlar (CASP), serin protezlardır ve hedef proteindeki aspartik asitten sonraki 

peptid bağını hedef alırlar. Hücre içinde inaktiftirler ancak proteolitik olarak birbirlerini 

aktifleştirirler. Böylece yaklaşık 100’den fazla proteini parçalayarak apoptoza neden olurlar 

(146). Kaspazlar intrinsik (mitokondriyal) mekanizmaların yanı sıra ekstrinsik yolla da aktive 

edilebilirler. Hücre yüzeyindeki ölüm reseptörlerine (Fas, TNFR, DR5), ölüm sinyallerinin 

(FasL, TNF-alfa, TRAİL) bağlanması ile reseptörde yapısal bir değişiklik meydana gelir, bu 

durum da bir dizi reaksiyonu aktifleştirerek ekstrinsik yolu oluşturur (146,147). 

Canlılarda hücre ölümü iki mekanizma ile gerçekleşir bunlar; apoptoz ve nekrozdur. 

Apoptoz, programlanmış, fizyolojik hücre ölümü iken, nekroz patolojik hücre ölümünü 

oluşturur (148). 
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GEREÇ VE YÖNTEMLER 

  

Çalışma Trakya Üniversitesi Tıp Fakültesi Tıbbi Biyoloji Anabilim Dalı’nda bulunan 

Hücre Kültürü, Moleküler Genetik ve Görüntüleme laboratuvarlarında yürütüldü. Çalışmada 

insan göz retinal pigment epitel ARPE-19 (ATCC® CRL-2302™) hücre hattı kullanıldı. 

Çalışma kapsamında kullanılan cihazların adı, markası ve menşeileri Tablo 1’de verilmiştir. 

 
 

Tablo 1. Çalışma kapsamında kullanılan cihazların adı, markası ve menşei 

Cihaz Markası Modeli ve Ülkesi 

Biyogüvenlik Kabini Heraeus, Almanya 

Karbondioksitli İnkübatör Heraeus, Almanya 

Santrifüj Centurion Scientific, İngiltere 

İnvert Mikroskop Nikon- Eclipse Ts100, Japonya 

Otomatik Pipet Seti Gilson, ABD 

Dijital Pipetör Thermo Scientific, ABD 

Mikroplate Okuyucu Thermo Fisher Scientific-Multiskan™ GO, ABD 

Soğutmalı santrifüj  Hettich- Micro 200R, Almanya 

Santrifüj Hettich-Micro 200R, Almanya 

Nanodrop OPTİZEN-NanoQ, Kore 

PCR Cihazı Applied Biosystems-ProFlex, ABD 

Real-Time PCR Cihazı Applied Biosystems-StepOnePlus, ABD 

Real-Time PCR Cihazı Applied Biosystems-7500, ABD 

Gelişmiş Vorteks Karıştırıcı WİSD-WiseMix, İngiltere 

Analitik Terazi AND-HR 250 AZ 

Doku Homojenizatörü QIAGEN, Almanya 

Karıştırıcı Blok Bioer Technology, Çin 

4°C Buzdolabı VESTEL, Türkiye 

-20°C Derin Dondurucu VESTEL, Türkiye 

-80°C Derin Dondurucu WİSD, İngiltere 

Ultra Saf Su Cihazı TKA, Almanya 

Distile Su Cihazı TKA, Almanya 

Tali Görüntü Tabanlı Sitometre İnvitrogen, ABD 

Trinoküler Floresan Işık Mikroskobu Carl Zeıss-AXİO, Almanya 
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Hücrelerin Kültürü ve Saklanması 

 Çalışmada kullanılan insan göz retinal pigment epitel ARPE-19 (ATCC® CRL-

2302™) hücre hattı ‘‘American Type Culture Collection’’ (ATCC)’den temin edilmiştir. 

Hücre pasajı ve kültüre edilmesinde kullanılan besi ortamı; Dulbecco’s Modified of Eagle’s 

Medium (DMEM), Ham’s F-12, %7 Fetal Sığır Serumu (FBS), 2mM Glutamin, %1 

Penisilin/Streptomisin gibi medyumlar ve ilave destekleyici faktörler ile oluşturulmuştur. 

Hücreler steril inkübatörlerde 37°C sıcaklık ve % 5 CO2 koşullarında yetiştirildi. Çalışmaların 

tamamında ARPE-19 hücre hatlarının 5. pasajlarından başlandı ve çalışma en fazla 15. 

pasajda sonlandırıldı. Kültüre alınan bu hücre serisinden ileri kullanımları için stokları 

hazırlandı. (DMSO (Dimetil sülfoksit) medyumlu kryotüplerde kısa süreli saklama için -80 °C 

de, uzun süreli saklama için sıvı azot içinde -150 °C de depolandı.). 

 

Hücrelerin Pasajlanması 

Hücre pasajının ilk aşamasında, 75 cm²’lik flasklarda tabana tutunmuş olan hücrelerin 

besiyeri dökülüp uzaklaştırıldı, 75 cm²’lik flaska 6 ml PBS (phosphate buffered saline) 

konularak yıkama yapıldı ve PBS serolojik pipetle çekilerek uzaklaştırıldı. Ardından 6 ml (25 

cm²’lik flaska 3 ml) Tripsin-EDTA (Etilendiamin tetraasetikasit) konuldu ve 37°C’de %5 

CO2 içeren etüvde yaklaşık 5 dakika bekletildi. Hücrelerin tabandan kalkması sağlandı. 

Pipetle dikkatli bir şekilde, tripsinli hücreler toplanarak 15 ml’lik falkon tüplerine aktarıldı. 

ARPE-19 hücre hattı 1250 rpm’de 1,5 dakika santrifüj edildi. Santrifüj edilen hücrelerin, 

süpernatantı pipetle dikkatli bir şekilde uzaklaştırıldı. Falkon tüpün dibinde bulunan hücre 

peletinin üzerine 10 ml besiyeri konuldu ve iyice karıştırıldı. Karışım, steril bir pipet 

yardımıyla alınarak 75 cm²’lik flaska konuldu. İnvert mikroskopta hücre yoğunluğuna bakıldı 

ve kontrol edildi. 37°C’de %5 CO2 içeren inkübatörde kültüre alındı. 

 

MOLEKÜLLERİN UYGULANMASI VE DOZ TESPİTİ (MTT TESTİ) 

 

Tert butil Hidrojen Peroksit Stok ve Uygulama Solusyonlarının Belirlenmesi 

Tert butil Hidrojen Peroksit (%30’luk) Sigma Aldrich firmasından temin edilmiştir. 10 

ml ‘sinde 10 mM olacak şekilde 15 ml’lik falkon tüplerde tüm uygulamaların hemen 

öncesinde olacak şekilde etkinliğini kaybetmemesi adına taze olarak hazırlandı.  Hazırlama 

aşamasında çözücü olarak ticari su kullanıldı. Hazırlanan karışım iyice vortekslendi. 10 

mM’lık Tert butil Hidrojen Peroksit (H2O2)’nin seyreltilmesi için 10 adet 1,5 ml’lik ependorf 
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hazırlandı. İlk ependorfa 10 mM’lık H2O2’den 1 ml konuldu. Diğer kalan 9 ependorfun her 

birinde çözücü madde 100 μl kadar artırılırken H2O2 100 μl azaltılarak dozlar hazırlandı. 

Ependorf tüplerde hazırlanan bu karışımlardan içerisinde 180 μl besi yeri bulunan 

kuyucuklara 20 μl konularak 10 kat seyrelmesi sağlandı. Bu şekilde H2O2’in 1000 μM, 900 

μM, 800 μM, 700 μM, 600 μM, 500 μM, 400 μM, 300 μM, 200 μM, 100 μM’ lık dozları 

kullanıldı. Uygulama 24, 48 ve 72. saatlik süreler ile 6 tekerrür olarak yapıldı. Kalan 

kuyucuklara 20 μl ticari su uygulandı. Madde uygulaması yapılan plakalar 37°C’de %5 CO2 

içeren inkübatöre kaldırıldı (149). 

 

Deferoksamin Mesilat Tuzu Stok Solüsyonunun Hazırlanması 

Deferoksamin mesilat tuzu (DFX), 5 ml’sinde 10 mM olacak şekilde 15ml’lik 

falkonda hazırlanıp -20°C’de muhafaza edildi. 

 

Bevacizumab Stok ve Uygulama Solusyonlarının Belirlenmesi 

Bevacizumab flakon şeklinde temin edildi. YBMD tanısıyla klinikte intravitreal 

uygulanım dozu olan 1,25 mg/0,05 ml/4ml dozunda ARPE-19 hücrelerine uygulandı. 

 

IC50 Dozlarının Belirlenmesi (MTT Testi)  

Yapılan çalışmada, retina pigment epiteli hücre serisi olan ARPE-19 hücrelerine 

Hidrojen Peroksit uygulandı. İnvert mikroskopta, ARPE-19 hücre hatlarının 75cm²’lik 

flaskların tabanını kapladığı gözlemlendi. 75 cm²’lik flasklardaki hücrelerin, besiyeri dökülüp 

uzaklaştırıldı, PBS ile yıkanıp, serolojik pipet ile PBS uzaklaştırıldı. Hücrelerin tabandan 

kalkmasını sağlamak için 6 ml Tripsin-EDTA steril bir pipet yardımıyla flasklara konuldu ve 

37°C’de %5 CO2 içeren inkübatörde 5 dakika bekletildi. İnvert mikroskopta hücrelerin 

tabandan tamamen kalkıp kalkmadığı kontrol edildi. Tabandan tamamen kalkan hücreler, 15 

ml’ lik falkon tüplere steril bir pipet yardımıyla aktarıldı. ARPE-19 hücre hattı 1250 rpm’de 

1,5 dakika santrifüj edildi. Santrifüj edilen hücrelerin, süpernatantı pipetle dikkatli bir şekilde 

uzaklaştırıldı. Santrifüj sonrasında falkon tüpün dibinde hücre peleti elde edildi. 96 kuyucuklu 

plaka için, 20 ml besiyeri ve hücre peleti karışımı hazırlandı ve iyice karıştırıldı. Falkon tüpte 

hazırlanan karışım her seferinde karıştırıldı ve steril bir küvete az az döküldü. Çoklu pipet 

yardımıyla hücrelerin homojen dağılmasını sağlamak için, her defasında pipetaj yapılarak 96 

kuyucuklu plakaların her kuyucuğuna 180 μl hücre ekimi yapıldı. Hücre ekimi yapılan 

plakalar 37°C’de %5 CO2 içeren inkübatörde 16 saat inkübasyona bırakıldı. İnkübasyon 
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sonrasında invert mikroskopta hücrelerin tabana tutunup tutunmadığı ve homojen bir yayılım 

gösterip göstermediği kontrol edildi. Hidrojen Peroksit’in her bir konsantrasyonu, 10 

kuyucuğa 6 tekerrür edecek şekilde 96 kuyucuklu plakada düzenlendi. Homojen dağılım 

gösteren hücrelerin her kuyucuğuna, 20 μl madde uygulaması yapıldı. Uygulama yapılan 

plakalar 24, 48 ve 72 saat 37°C’de %5 CO2 inkübatörde inkübasyona bırakıldı. İnkübasyon 

sonrası hücre sağkalım (viyabilite) analizleri için MTT testi yapıldı. MTT testi için 5 mg/ml 

dozunda “Yellow tetrazolium MTT (3-(4,5-dimethylthiazolyl-2)-2,5-diphenyltetrazolium 

bromide)” test solüsyonu hazırlandı. 96 kuyucuklu plakanın her bir kuyucuğuna 20 μl MTT 

solüsyonu pipetlendi. Daha sonra plakalar 4 saat 37°C’de %5 CO2 içeren inkübatörde 

inkübasyona bırakıldı. İnkübasyon sonrasında 96 kuyucuklu plakaların her bir kuyucuğundaki  

besiyeri dökülerek uzaklaştırıldı. Her bir kuyucuğa 200 μl ultra püre DMSO pipetlendi, 1 saat, 

enzimatik boyanın DMSO tarafından çözünmesi için beklenildi ve plakalar Multiskan GO 

mikroplaka okuyucu ile 492 nm dalga boyunda spektrofotometrik olarak okundu. Kontrol 

grubundan elde edilen değer % 100 canlılık olarak alındı ve karşılaştırmalı hücre sağ kalım-

ölüm oranı şeklinde tespit edildi (149). 

 

Yaşa Bağlı Makula Dejenerasyonu Modeli ve Uygulamalar  

Yapılan çalışmada kullanılan tedavi yöntemlerinin etkisinin daha net ortaya 

koyulabilmesi için güçlü semptomlarla seyreden bir YBMD modeli oluşturulması hedeflendi. 

Bu amaçla YBMD patofizyolojisinde önemli olan oksidatif stres ve hipoksi mekanizmaları 

birlikte indüklendi. Bu sebeple uygulanacak ajanların dozları MTT ve Tali Sitometri 

sonuçlarına göre belirlendi Bu kapsamda 75 cm²’lik  flasklara ekilen ve % 80 konflüent olan 

hücrelere 24 saat süre ile 50 μM hipoksi indükleyici ajan tuzu DFX, aynı zamanda 500 μM 

oksidatif stres indükleyicisi tert butil Hidrojen peroksit uygulaması yapılarak YBMD modeli 

oluşturuldu. ARPE-19 hücrelerine yapılacak uygulamalar kapsamında çalışma grupları 

aşağıdaki şekilde oluşturuldu: 

 

1- Kontrol: Sadece taşıt madde uygulandı. 

2- YBMD: Bu grupta 50 μM DFX + 500 μM tert buil Hidrojen peroksit uygulanarak 

YBMD modeli oluşturuldu. 

3- YBMD+ Bevacizumab: Bu grupta belirtildiği şekilde YBMD modeli oluşturulduktan 

6 saat sonra 1,25 mg/0,05 ml/4ml dozunda Bevacizumab uygulandı. 
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4- YBMD+miR-184 mimik: Bu grupta belirtildiği şekilde YBMD modeli 

oluşturulduktan 6 saat sonra 200 pmol miR-184 mimik uygulaması yapıldı. 

5- YBMD+dejenere miR-184 mimik: Bu grupta belirtildiği şekilde YBMD modeli 

oluşturulduktan 6 saat sonra 200 pmol dejenere miR-184 mimik uygulaması yapıldı. 

 

TALİ SİTOMETRE ÇALIŞMALARI 

 Projede kontrol ve deney gruplarında kullanılacak Bevacizumab ve miRNA-184’ün 

apoptotik etkileri Tali® Image Cytometer (Life Technologies, USA) ile belirlenmiştir. TALİ 

sitometre ile apoptoz tayin çalışması için 25 cm²’lik flasklara 3 ml besiyeriyle hücre ekimi 

yapıldı. 37°C’de %5 CO2 içeren inkübatörde kültüre alındı. Hücrelerin çoğalma durumuna 

bakıldı. Madde uygulaması yapıldı. İnkübasyon süresi sonunda 25 cm²’lik flasklardan besiyeri 

uzaklaştırıldı. 25 cm²’lik flasklara 3 ml Tripsin EDTA eklendi. 37°C’de %5 CO2 içeren 

etüvde yaklaşık 5 dakika bekletildi. Hücrelerin tabandan kalkması sağlandı. Pipetle dikkatli 

bir şekilde, tripsinli hücreler toplanarak 15 ml’lik falkonlara aktarıldı. Hücreler, 1250 rpm’de 

1,5 dakika 24°C’de santrifüj edildi. Santrifüj işlemi sonunda süpernatant tamamen çekilerek 

uzaklaştırıldı ve dipte bulunan hücre peleti analiz için kullanıldı. Tali® Apoptosis Assay Kit 

Annexin V Alexa Fluor® 488 ve propidyum iyodid (Life tecnologies) kullanılarak kit 

protokolüne geçildi. 

1)Ependorfun dibinde bulunan hücre peletinin üzerine 100 µl 1X Annexin binding 

buffer (ABB) konuldu. 

2) 1X Annexin binding buffer’ın her 100 µl’si için 5 μl Annexin V AlexaFluor® 488 

(Component A) konuldu ve vortekslendi.  

3) 25°C’de, karanlıkta 20 dakika inkübasyona bırakıldı.  

4) İnkübasyondan sonra 1500 rpm’de 2 dakika santrifüj edildi.  

5) Santrifüj edildikten sonra süpernatant uzaklaştırıldı.  

6) Ependorfun dibinde bulunan hücre peletinin üzerine 100 µl 1X Annexin Binding 

Buffer (ABB) eklenerek vortekslendi.  

7) Ependorflara, her 100 µl 1X Annexin binding buffer için 1 μl TALİ® Propidium 

Iodide (PI, component B) solüsyonu eklendi.  

8) 25°C’de, karanlıkta 1-5 dakika inkübasyona bırakıldı.  

9) İnkübasyon sonrasında ependorfun içerisindeki karışımdan 25 µl alınarak TALİ 

slaytlarına konuldu ve TALİ apoptoz analiz programı ile okundu. 
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MOLEKÜLER FLORESAN GÖRÜNTÜLEME 

Projede, apoptoz indüksiyonu sonrası oluşan nükleer morfoloji değişiklikleri ve 

apoptotik yapılar NucBlue® Live ReadyProbes® Reagent  (Thermo Scientific, USA) ile 

izlendi, caspase bağımlı apoptoz sinyalinin belirlenmesinde CellEvent™ Caspase-3/7 Green 

Detection moleküler problar (Thermo Scientific, USA) kullanılarak Caspase3/7 ekspresyonu 

gözlendi, kullanılan ajanların indüklediği genel oksidatif stres CM-H2DCFDA (Thermo 

Scientific, USA) spesifik boyası ile belirlendi. Bu kapsamda 24 kuyucuklu plakalar 5 gruba 

ayrılacak şekilde ekildi ve hücreler 37 °C de 5% CO2 koşullarında inkubasyona bırakıldı. Bir 

sonraki gün uygulama gruplarında maddeler, kontrol gruplarında taşıt çözeltiler uygulandı. 

Uygulamadan 24 saat sonra hücreler 5 µM CellEvent™ Caspase-3/7 Green Detection 

Reagent, 4 damla  NucBlue® Live ReadyProbes® Reagent (Thermo Scientific ready probe 

protokolü), ve 10 µM CM-H2DCFDA ile işaretlendi ve  30 dakika 37 °C’de 5% CO2 

koşullarında inkube edildi. Bu süre sonunda plakalar Zeiss Axio Vert.A1 floresan mikroskop 

ile 20-40x büyütmede NucBlue® için DAPI, caspase3/7 ve CM-H2DCFDA için FITC filtre 

kullanılarak incelendi. Her bir boyama deneyi canlı hücreler üzerinde yapıldı ve incelemelerin 

süresi içinde yapılabilmesi için deneyler birer gün arayla kuruldu. Her bir plakadan çok sayıda 

fotoğraf çekildi ve her deneme 2 defa tekrar edildi (150). 

 

GEN EKSPRESYON ÇALIŞMALARI 

Kontrol ve deney gruplarında toksite oluşumu ve toksisiteye yol alan moleküler 

mekanizmalar qRT-PCR ile gen ekspresyonları belirlenerek araştırıldı. Oluşturulan dizilerde 

Bevacizumab ve miRNA-184’ün antianjiyojenik etkileri ile doğrudan veya dolaylı sorumlu 

olan yolaklardaki önemli genler incelendi. 

 

RNA ve mikroRNA İzolasyonu 

Hücre hatlarından total RNA izolasyonunda Total RNA PureLink® RNA Mini Kit 

(Life Sciences, USA) kullanıldı ve RNA’lar kit protokolüne göre izole edildi. Bu işlemde kit 

içerisinde hazır olarak verilen lysis buffer + %1’lik 2-merkaptoetanol kullanılarak hücreler 

lizis edildi. Daha sonra özel kolonlardan geçirilerek kolona tutturulan RNA’lar kit içerisinde 

sunulan yıkama solüsyonu ile yıkanarak diğer bileşiklerden temizlendi. Sonra saf su ile 

ependorf tüp içerisine toplandı. Kültüre hücrelerden izole edilen RNA miktarları nanodrop ile 

belirlendi ve tüm RNA miktarları DNA (Deoksiribonükleik asit) , RNA free ultra saf su 

(Sigma, USA) ile eşitlendi. Eşitlenen toplam RNA’lardan High Capacity cDNA Reverse 
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Transcription Kit (Applied Biosystems) kullanılarak PCR şartları 1. basamak: 25°C, 10 dk; 2. 

basamak:  37 °C, 120 dk; 3. basamak: 85 °C, 5 dk olacak şekilde programlandı ve cDNA 

(komplementer DNA) sentezi yapıldı. Elde edilen cDNA’lar daha sonraki analizlerde 

kullanılmak üzere -20 C’de saklandı. miRNAlar için ise TaqMan™ Advanced miRNA cDNA 

Synthesis Kit (Thermo, USA) kullanıldı ve spesifik cDNA sentezi kit protokolüne göre 

yapıldı. 

 

Real Time PCR (qRT-PCR) Çalışmaları 

Retina pigment epiteli hücre serisi olan ARPE-19 hücre hatlarında kontrol ve deneme 

gruplarında; Antioksidan sistem genleri: SOD1, SOD2, CAT, glutatyon sentetaz (GS), 

Glutatyon S-Transferaz Mu 1 (GSTM1), DNA hasar genleri: Nei like DNA glikozilaz 

(NEIL), MutL homolog 1 (MLH1), ekzonükleaz 1 (EXO1); Isı şok proteinleri: HSP60, 

HSP70, İçsel ve dışsal apoptoz yolağı: tümor nekroz factor- α (TNF-α), Tümor nekroz faktör 

ile ilişkili apoptoz indükleyici ligand (TRAİL), PI3K, AKT, mTOR, P53, P21Chip1, P27Kip1, 

BAX, BCL2, APAF 1, CASP3 (kaspaz 3), CASP8 (kaspaz 8), Anjiyogenez yolağı: EGFR, 

VEGF, vasküler endotelyel büyüme faktörü reseptörü (VEGFR), hipoksi ile indüklenen factor 

1-α (HIF1-α), hipoksi ile indüklenen factor 1-β (HIF1-β), matriks metalloproteinaz 3 

(MMP3), matriks metalloproteinaz 9 (MMP9); miRNA regülasyonu için: mir-184, miR-155 

genlerini ve miRNA’larını içerecek şekilde oluşturuldu. Bu cDNA’lar qPCR’da SYBR Green 

qPCR Mastermix protokolüne uygun olarak Abi 7500 (Thermo Scientific, USA) real time 

PCR da 96 kuyucuklu plakalarda spesifik primerleri ile çoğaltıldı. Çoğaltma işlemi esnasında 

elde edilen piklere ait Ct değerleri gen ekspresyonların belirlenmesinde kullanıldı ve ∆∆Ct 

metodu ile hesaplandı. Kalibrasyon ve düzeltme faktörü olarak Gliseraldehit 3-fosfat 

dehidrojeneaz (GAPDH), 18 S, β-aktin miRNA’lar içinse spesifik kontrol primerleri 

kullanıldı. Kullanılan pimer listesi Tablo 2’de verilmiştir. 
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Tablo 2: qRT- PCR reaksiyonu için kullanılan primer dizileri 

Gen Adı 
 

Baz Dizisi  (5′–3′) F:R 

HIF1α Hipoksi ile indüklenen faktör 1α 
GAAAGGCAAGTCCAGAGGT 

AGGAGGATCACCCTCTTCG 

HIF1β Hipoksi ile indüklenen faktör 1β 
CAAGCCCCTTGAGAAGTCAG 

GAGGGGCTAGGCCACTATTC 

VEGF  Vasküler endotelyal büyüme faktörü 
GGAGGGCAGAATCATCACG 

CAAGGCCCACAGGGATTTTCT 

VEGFR Vasküler endotelyal büyüme faktörü reseptörü 
GAACATTTGGGAAATCTCTTGC 

CGGAAGAACAATGTAGTCTTTGC 

MMP-3 Matriks metalloproteinaz-3 
GGTCTCTTTCACTCAGCCAACAC 

CAGGCGGAACCGAGTCAGG 

MMP-9 Matriks metalloproteinaz-9 
TACCCTATGTACCGCTTCAC 

GAACAAATACAGCTGGTTCC 

EGFR Epidermal büyüme faktör reseptörü 
GCCAAGGCACGAGTAACAAGC 

AGGGCAATGAGGACATAACC 

P13K Fosfoinizotid 3-kinaz 
ATGCCTGCTCTGTAGTGGTGG 

CATTGAGGGAGTCGTTGTGC 

AKT Protein kinaz B 
TTGTCATGGAGTACGCCAACG 

ACAGCCCGAAGTCTGTGATCTT 

mTOR Mammalian target of rapamycin 
GGCCGACTCAGTAGCAT 

CGGGCACTCTGCTCTTT 

CuZn-SOD Süperoksit dismutaz 1 
GGTGGGCCAAAGGATGAAGAG 

CCACAAGCCAAACGACTTCC 

Mn-SOD Süperoksit dismutaz 2, mitokondriyal 
GGAAGCCATCAAACGTGACTT 

CCCGTTCCTTATTGAAACCAAGC 

CAT Katalaz 
TGGAGCTGGTAACCCAGTAGG 

CCTTTGCCTTGGAGTATTTGGTA 

GS Glutatyon sentetaz 
TGGGACCAGCAAGTAAAACC 

TCGCGAATGTAGAACTCGTG 

GSTM1 Glutatyon  S-transferaz Mu 1 
CTGCCCTACTTGATTGATGGG 

CTGGATTGTAGCAGATCATGC 

NEIL Nei benzeri DNA Glikozilaz 
ATGCTTGGCACCTGTTAAAG 

CCTTCAGAGGAGTATTACC 

MLH1 MutL homolog 1 
CTTGGCTCTTCTGGCGCC 

GAGCGCAAGGCTTTATAGACAATG 

EXO1 Ekzonükleaz 1 (EXO1),  
AACTAGCCAAAGGTGAACCTACT 

TGTGATATTGATAGACCGGGTGA 

HSP60 Isı şok 60kDa protein 1; mitokondriyal protein 
GTGTAGACCTTTTAGCCGATGC 

GTGCCAGTACAGTAGCAGTGG 

HSP70 Isı şok 70kDa protein 
CAAGGTGCGCGTATGCTAC 

GCTCATTGATGATCCGCAACAC 

P53 Tümör süpresör gen P53 
GAGGTTGGCTCTGACTGTACC 

TCCGTCCCAGTAGATTACCAC 

P21Chip1 Siklin Bağımlı Kinaz Inhibitör 1A 
TGTCCGTCAGAACCCATGC 

AAAGTCGAAGTTCCATCGCTC 

P27kip1 Siklin Bağımlı Kinaz Inhibitör 1B 
CCGGCTAACTCTGAGGACAC 

TGGATCCAAGGCTCTAGGTG 

BAX BCL2- ile ilişkili X protein 
CCCGAGAGGTCTTTTTCCGAG 

CCAGCCCATGATGGTTCTGAT 

BCL2 B hücreli lenfoma 2 
GGTGGGGTCATGTGTGTGG 

CGGTTCAGGTACTCAGTCATCC 

APAF1 Apoptotik proteaz aktive edici faktör1 
GATATGGAATGTCTCAGATGGCC 

GGTCTGTGAGGACTCCCCA 

CASP3 Kaspaz 3 
CATGGAAGCGAATCAATGGAC 

CTGTACCAGACCGAGATGTCA 

TNF-α Tümör nekroz faktör -α 
AGGCGCTCCCCAAGAAGACA 

TCCTTGGCAAAACTGCACCT 

TRAİL Tümör nekroz faktör ile ilişkili apoptozu indükleyen ligand 
ATGGCTATGATGGAGTCCAG 

TTGTCCTGCATCTGCTTCAGC 

CASP8 Kaspaz 8 
AGAGTCTGTGCCCAAATCAAC 

GCTGCTTCTCTCTTTGCTGAA 

PCR koşulları: 50 °C’de 2 dakika ve 95 °C’de 10 dakika 1 döngü, ardından 15 saniye boyunca 95 °C’de 40 

döngü denatürasyon, 60 °C’de 1 dakika primer eşleşmesi ve uzaması 
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İSTATİSTİKSEL ANALİZ 

Projede, Tali ile belirlenen hücre sayıları ve qRT- PCR  çalışmalarında ∆∆Ct metodu 

ile elde edilen ekspresyon değerlerinin ortalamaları arasındaki fark tek yönlü ANOVA ile 

belirlendi ve ortalamaların girdiği gruplar çalışma verilerin durumuna göre Tukey ya da 

Duncan testi ile saptandı. Parametrelerin birbiriyle ilişkileri Pearson korelasyon testi ile 

hesaplandı. Proje kapsamında elde edilen tüm değerler, ayrıca bu değerlerin birbirlerine 

oranları başlıca bileşen analizine (Princible Component Analyses, PCA) tabi tutuldu. Burada 

eigen vektörler ve faktör loading değerleri belirlendi, ayrıca bu ışınların etkisi altında 

hücrelerin 3 boyutlu koordinat ekseninde dağılımları ortaya konuldu. Çalışmada istatistik 

analizler XL-STAT demo (Addinsoft, ABD) ve SPSS 20, Üniversite Lisanslı ( IBM, ABD) 

programları ile yapıldı, p ≤ 0,05 olarak değerlendirildi. 
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BULGULAR 

 

ARPE-19 HÜCRE HATLARINDA MOLEKÜLLERİN IC50 DOZLARININ 

BELİRLENMESİ (MTT TESTİ) 
 

Tert butil Hidrojen Peroksit (H2O2 ) 

 ARPE-19 hücre hattında 100-1000 μM doz aralıklarında değişen 10 farklı 

konsantrasyonda tert butil Hidrojen Peroksit 24 saat uygulanmıştır. Çalışma kapsamında 24 

saatlik H2O2 uygulaması sonucu belirlenen yüzde canlılık değerleri kullanılarak, her bir doz 

için kontrole kıyasla oluşan ölüm oranları belirlendi. Bu oranlar kullanılarak probit analizi 

yapıldı ve H2O2’in ARPE hücre hattı üzerinde 24 saatlik uygulama sonrası IC50 değeri 763 

μM olarak saptandı (Şekil 1). 

  

 
Veriler ortalama±std.sap. n=6. Farklı harf ile gösterilen ortalamalar istatistik olarak farklıdır, tekyönlü-

ANOVA, Tukey HSD test, p≤0,05. IC50 değeri probit analizi ile saptanmıştır. 
 

Şekil 1. ARPE 19 hücre serilerinde 100-1000 uM aralığında 10 farklı 

konsantrasyonda H2O2 uygulamasından 24 saat sonra MTT testi ile 

belirlenen kontrole kıyasla relatif hücre canlılığı.  
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ARPE-19 hücre hattında 100-1000 μM doz aralıklarında değişen 10 farklı 

konsantrasyonda tert butil Hidrojen Peroksit 48 saat uygulanmıştır. Çalışma kapsamında 48 

saatlik H2O2 uygulaması sonucu belirlenen yüzde canlılık değerleri kullanılarak, her bir doz 

için kontrole kıyasla oluşan ölüm oranları belirlendi. Bu oranlar kullanılarak probit analizi 

yapıldı ve H2O2’in ARPE hücre hattı üzerinde 48 saatlik uygulama sonrası IC50 değeri 665 

μM olarak saptandı (Şekil 2). 

 

 

Veriler ortalama±std.sap. n=6. Farklı harf ile gösterilen ortalamalar istatistik olarak farklıdır, tekyönlü-

ANOVA, Tukey HSD test, p≤0,05. IC50 değeri probit analizi ile saptanmıştır. 
 

Şekil 2. ARPE 19 hücre serilerinde 100-1000 uM aralığında 10 farklı 

konsantrasyonda H2O2 uygulamasından 48 saat sonra MTT testi ile 

belirlenen kontrole kıyasla relatif hücre canlılığı.  

 

ARPE-19 hücre hattında 100-1000 μM doz aralıklarında değişen 10 farklı 

konsantrasyonda tert butil Hidrojen Peroksit 72 saat uygulanmıştır. Çalışma kapsamında 72 

saatlik H2O2 uygulaması sonucu belirlenen yüzde canlılık değerleri kullanılarak, her bir doz 

için kontrole kıyasla oluşan ölüm oranları belirlendi. Bu oranlar kullanılarak probit analizi 

yapıldı ve H2O2’in ARPE-19 hücre hattı üzerinde 72 saatlik uygulama sonrası IC50 değeri 

527,6 μM olarak saptandı (Şekil 3). 
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Veriler ortalama±std.sap. n=6. Farklı harf ile gösterilen ortalamalar istatistik olarak farklıdır, tekyönlü-

ANOVA, Tukey HSD test, p≤0,05. IC50 değeri probit analizi ile saptanmıştır. 
 

Şekil 3. ARPE 19 hücre serilerinde 100-1000 uM aralığında 10 farklı 

konsantrasyonda H2O2 uygulamasından 72 saat sonra MTT testi ile 

belirlenen kontrole kıyasla relatif hücre canlılığı.  

 

Deferoksamin Mesilat Tuzu (DFX) 

 Hipoksi ve oksidatif stres mekanizmaları indüklenerek güçlü bir YBMD modeli 

oluşturulması hedeflenmiştir. Bu sebeple hipoksi indükleyici ajan olarak Deferoksamin 

Mesilat Tuzu kullanılmıştır. Yapılan MTT çalışmaları ile H2O2’nin 24, 48 ve 72. saatlerde 

IC50 değerleri belirlenmiştir. DFX ve H2O2’nin birlikte farklı konsantrasyonlarda tatbik 

edilmesi sonucu 50 μM DFX+ 500 μM H2O2 dozunun 24 saatlik sürede hücrelerde 

%49,66’lık bir canlılık oluşturduğu Tali Sitometre ile saptanmıştır. Böylece optimal dozun 50 

μM DFX+ 500 μM H2O2 olduğuna ve optimal sürenin 24 saat olduğuna karar verilmiş ve 

sonraki tüm uygulamalar bu şekilde gerçekleştirilmiştir (Şekil 4) (Tablo 3). 
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Şekil 4. ARPE-19 hücre hattında Kontrol, pozitif Kontrol (DFX), DFX+ 4 farklı 

konsantrasyonda H2O2 uygulanan gruplarda 24 ve 48 saat inkübasyon 

sonrası hücre canlılığına ait MTT testi 
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Tablo 3. Tali Sitometri sonuçlarına göre hücre canlılık oranları 

                                                                                            %hücre 

Canlı 

Kontrol 80,16±1,94 

YBMD 49,6667±2,42 

YBMD-BV 60,8333±1,16 

YBMD-DJN 42,0000±1,41 

YBMD-miR184 59,6667±2,50 

YBMD: Yaşa bağlı makula dejenerasyonu grubu, YBMD-BV: YBMD+Bevacizumab, YBMD-

DJN:YBMD+dejenere miRNA-184, YBMD-miR-184: YBMD+miRNA-184. 

 

 

GEN EKSPRESYON ANALİZLERİ 

 

Anjiyogenez Yolağı 

 Çalışmamızda oluşturulan konrol ve deney gruplarında, anjiyogenez yolağıyla ilişkili 

HIF1-α, HIF1-β, VEGF, VEGFR, MMP3, MMP9 gen ekspresyonları analiz edildi. Gruplar 

arasında relatif gen ekspresyon değerleri Şekil 5’de verilmiştir. 
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Tüm veriler β-aktin mRNA seviyesi ile normalize edilmiştir. Farklı harfler gruplar arasında anlamlı bir 

fark olduğunu gösteririr. (Tekyönlü-ANOVA, Tukey HSD test, p≤0,05) (ortalama±std.sap.) HIF1-α: 

hipoksi ile indüklenen factor 1-α, HIF1-β: hipoksi ile indüklenen factor 1-β, VEGF: vasküker 

endotelyel büyüme faktörü, VEGFR: vasküler endotelyel büyüme faktörü reseptörü, MMP3: matriks 

metalloproteinaz 3, MMP9: matriks metalloproteinaz 9, YBMD: Yaşa Bağlı Makula Dejenerasyonu. 
 

Şekil 5. Kontrol, YBMD, YBMD+BV, YBMD+DJN-miR+ YBMD+miR-184 

grupları arasında anjiyogenez yolağı genlerinin qRT- PCR 

çalışmalarında belirlenen relatif gen ekspresyon değerleri.  

 

Çalışmamızda HIF-1α için gruplar arasında yapılan tek yönlü ANOVA analizi 

istatistiksel olarak anlamlı bulunmuştur (p< 0,001). HIF1-α düzeyi  kontrol grubuna göre 2,9 

kat anlamlı artış ile en yüksek YBMD-DJN-miR grubunda gözlenmiştir. En düşük düzey ise 
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YBMD-miR-184 grubunda tespit edilmiş olup kontrol grubuna göre 0,6 kat değerde olduğu 

bulunmuştur. Bununla birlikte YBMD ve YBMD-BV grubunda HIF1α düzeyi kontrol 

grubuna göre sırasıyla 1,9 ve 2 kat artış göstermiş olup aynı grubu paylaşmışlardır. 

 HIF1-β için gruplar arasında yapılan tek yönlü ANOVA analizi istatistiksel olarak 

anlamlı bulunmuştur (p< 0,001). YBMD-miR-184 ve YBMD-DJN-miR grubu kontrol 

grubuna göre sırasıyla 0,8, 1,2 seviyesinde tespit edilmiş ve kontrol grubu ile aynı grupta yer 

almışlardır. YBMD ve YBMD-BV grupları ise kontrol grubuna göre sırasıyla 1,7 ve 1,6 kat 

artış göstererek iki grup birlikte aynı grubu paylaşmışlardır.  

 VEGF için gruplar arasında yapılan tek yönlü ANOVA analizi istatistiksel olarak 

anlamlı bulunmuştur (p< 0,001). VEGF düzeyi açısından grupları incelediğimizde YBMD, 

YBMD-BV, YBMD-DJN-miR gruplarında dramatik bir artış olduğu gözlenmiştir. YBMD 

grubunda VEGF düzeyi kontrol grubuna göre 14 kat artış göstererek en yüksek değeri 

oluşturmuştur. YBMD-BV ve YBMD-DJN-miR grupları kontrol grubuna göre sırasıyla 9,8 

ve 10,4 kat artış göstererek aynı grubu paylaşmışlardır. YBMD-miR-184 grubunda ise VEGF 

düzeyi kontrol grubuna göre yalnızca 2,2 kat artış göstermiştir. 

 VEGFR gen ekspresyonu analizinde gruplar arasında yapılan tek yönlü ANOVA 

analizi istatistiksel olarak anlamlı saptanmamıştır (p=0,221).  

Çalışma kapsamında MMP3 incelendiğinde gruplar arasında yapılan tek yönlü 

ANOVA analizi istatistiksel olarak anlamlı bulunmuştur (p< 0,001). YBMD ve YBMD-DJN-

miR grupları kontrol grubuna göre sırasıyla 3,2 ve 3 kat artış göstererek en fazla artış gösteren 

grubu paylaşmışlardır. YBMD-BV ve YBMD-miR-184 grubu ise kontrol grubuna göre 

sırasıyla 2,9 ve 1,4 kat artış göstermiş olup farklı gruplarda yer almışlardır. Böylece kontrol 

grubundan sonra MMP3 gen ekspresyonunun en düşük olduğu grup YBMD-miR-184 grubu 

olarak tespit edilmiştir. 

Çalışmamızda MMP9 gen ekspresyonu analizinde gruplar arasında yapılan tek yönlü 

ANOVA analizi istatistiksel olarak anlamlı saptanmıştır (p= 0,001). Relatif gen ekspresyon 

değerleri YBMD-BV ve YBMD-miR-184 gruplarında kontrol grubuna göre sırasıyla 1,2 ve 

1,6 kat artış göstermiştir ve aynı grupta yer almışlardır. YBMD-DJN-miR grubu kontrol 

grubuna göre 2,4 kat artış göstermiştir. YBMD grubu ise kontol grubuna göre 3 kat artış 

göstererek en fazla artan grubu oluşturmuştur. 

Anjiyogenez yolağında yer alan ve çalışmamızda incelenen diğer genler; EGFR, PI3K, 

AKT, mTOR’dur. Bu genlere ait gruplar arasında relatif gen ekspresyon değerleri Şekil 6’da 

verilmiştir. 
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EGFR için gruplar arasında yapılan tek yönlü ANOVA analizi istatistiksel olarak 

anlamlı bulunmuştur (p< 0,001). Çalışmamızda EGFR değeri YBMD ve YBMD-BV 

grubunda kontrol grubuna göre sırasıyla 3,8 ve 3,3 kat artmıştır ve birlikte en fazla artan 

grubu oluşturmuşlardır. YBMD-DJN-miR grubu ise kontrol grubuna göre 3 kat artış 

göstermiştir. YBMD-miR-184 grubu ise 1,8 kat artış ile diğerlerine göre daha düşük grubu 

temsil etmiştir. 

Çalışmamızda PI3K incelendiğinde gruplar arasında yapılan tek yönlü ANOVA 

analizi istatistiksel olarak anlamlı bulunmuştur (p< 0,001). Gruplar arasında relatif gen 

ekspresyon değerleri YBMD, YBMD-BV, YBMD-DJN-miR gruplarında kontrol grubuna 

göre sırasıyla 2,3, 2,1, 1,6 kat artış göstererek aynı grupta yer almışlardır. YBMD-miR-184 

ise kontrol grubuna göre 0,9 kat değerinde olup kontrol grubu ile aynı grupta yer almıştır. 

AKT gen ifadesi incelendiğinde gruplar arasında yapılan tek yönlü ANOVA analizi 

istatistiksel olarak anlamlı bulunmuştur (p< 0,001). YBMD, YBMD-BV, YBMD-DJN-miR 

grupları kontrol grubuna göre sırasıyla 1,4, 1,2, 1,4 kat artış göstermiştir ve hepsi aynı grupta 

yer almıştır. YBMD-miR-184 ise kontrol grubuna göre 0,6 kat değerinde saptanmıştır. 

mTOR gen ifadesi incelendiğinde gruplar arasında yapılan tek yönlü ANOVA analizi 

istatistiksel olarak anlamlı bulunmuştur (p= 0,015). YBMD grubu kontrol grubuna göre 1,6 

kat artış göstermiştir. YBMD-BV, YBMD-DJN-miR, YBMD-miR-184 grupları kontrol 

grubuna göre sırasıyla 1,6, 1,3 ve 1 kat artış göstererek aynı grupta yer almışlardır (Şekil 6). 
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Tüm veriler β-aktin mRNA seviyesi ile normalize edilmiştir. Farklı harfler gruplar arasında anlamlı bir 

fark olduğunu gösteririr. (Tekyönlü-ANOVA, Tukey HSD test, p≤0,05) (ortalama±std.sap.) EGF-R: 

Epidermal büyüme faktörü reseptörü, PI3K: Fosfoinizotid 3-kinaz, AKT: Protein kinaz B, mTOR: 

Mammalian target of rapamycin, YBMD: Yaşa Bağlı Makula Dejenerasyonu. 

 

Şekil 6. Kontrol, YBMD, YBMD+BV, YBMD+DJN-miR+ YBMD+miR-184 

grupları arasında anjiyogenez yolağı genlerinin qRT- PCR 

çalışmalarında belirlenen relatif gen ekspresyon değerleri.  

 

Antioksidan Sistem, DNA Hasar Tamir Mekanizması ve Isı Şok Protein Ailesi 

Arasındaki İlişki 

  

  

 Çalışmamızda oluşturulan kontrol ve deney gruplarında antioksidan mekanizmalara ait 

SOD1, SOD2, CAT, GS, GSTM1 gen ekspresyonları analiz edildi. Gruplar arasında relatif 

gen ekspresyon değerleri Şekil 7A’da verilmiştir. Bunun dışında kullanılan ajanların 
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indüklediği genel oksidatif stres CM-H2DCFDA (Thermo Scientific, USA) spesifik boyası ile 

belirlendi ve aynı zamanda apoptoz indüksiyonu sonrası oluşan nükleer morfoloji 

değişiklikleri ve apoptotik yapılar NucBlue® Live ReadyProbes® Reagent  (Thermo 

Scientific, USA) ile izlendi. Bu analizlere ait görüntüler Şekil 7B’de sergilenmiştir. 

 Superoksit Dismutaz 1 gen ifadesi incelendiğinde gruplar arasında yapılan tek yönlü 

ANOVA analizi istatistiksel olarak anlamlı bulunmuştur (p< 0,001). YBMD-BV, YBMD-

DJN-miR ve YBMD-miR-184 grupları kontrol grubuna göre sırasıyla 1,9, 2,3, 1,1 kat artış 

göstermiştir ve hepsi aynı grupta yer almıştır. YBMD grubunda  ise kontrol grubuna göre 4,5 

kat düzeyinde anlamlı bir artış saptanmıştır. 

 Superoksit Dismutaz 2 gen ifadesi incelendiğinde gruplar arasında yapılan tek yönlü 

ANOVA analizi istatistiksel olarak anlamlı bulunmuştur (p< 0,001). YBMD-BV ve YBMD-

miR-184 gruplarının ikisi de kontrol grubuna göre 1,7 kat artış göstermiş ve aynı grupta yer 

almışlardır. YBMD ve YBMD-DJN-miR grupları ise kontrol grubuna göre sırasıyla 2,6 ve 2,3 

kat artış göstermişler ve aynı grubu paylaşmışlardır. 
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Tüm veriler β-aktin mRNA seviyesi ile normalize edilmiştir. Farklı harfler gruplar arasında anlamlı bir 

fark olduğunu gösteririr. (Tekyönlü-ANOVA, Tukey HSD test, p≤0,05) (ortalama±std.sap.) SOD1: 

CuZn-Superoksit Dismutaz, SOD2: Mn-Superoksit Dismutaz, CAT: Katalaz, GS: Glutatyon Sentetaz, 

GSTM1: glutatyon S-transferaz mu 1, NEIL: Nei like DNA glikozilaz, MLH1: MutL homolog 1, 

EXO1. 

 

Şekil 7. (A) Kontrol, YBMD, YBMD+BV, YBMD+DJN-miR+ YBMD+miR-184 

grupları arasında antioksidan ve DNA tamir genlerinin qRT- PCR 

çalışmalarında belirlenen relatif gen ekspresyon değerleri. (B) Oksidatif 

stres markerı CM-H2DCFDA boyası ile boyanan hücrelerden elde edilen 

görüntüler ve mavi renkli olarak da NucBlue® canlı hücre boyamasına 

ait görüntüler mevcuttur. Apoptotik hücreler apoptoz için tipik olan 

nükleer morfolojik değişiklikler sergilemektedir.: Ekzonükleaz 1, 

YBMD: Yaşa Bağlı Makula Dejenerasyonu. 
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Çalışma kapsamında CAT gen ifadesi incelendiğinde gruplar arasında yapılan tek 

yönlü ANOVA analizi istatistiksel olarak anlamlı bulunmuştur (p= 0,002). YBMD ve 

YBMD-DJN-miR grupları kontrol grubuna göre ikisi de 1,5 kat artış göstererek en fazla artış 

gösteren grubu paylaşmışlardır. YBMD-BV grubu ise kontrol grubuna göre 1,3 kat artış 

göstermiş olup kontrol grubu ile aynı grubu paylaşmışlardır. YBMD-miR-184 grubunda ise 

CAT gen ekspresyonu kontrol grubuna göre anlamlı olarak azalmış bulunmuştur (0,8 kat). 

Böylece kontrol grubundan sonra CAT gen ekspresyonunun en düşük olduğu grup YBMD-

miR-184 grubu olarak tespit edilmiştir. 

Glutatyon sentetaz gen ifadesi incelendiğinde gruplar arasında yapılan tek yönlü 

ANOVA analizi istatistiksel olarak anlamlı bulunmuştur (p= 0,007). YBMD ve YBMD-DJN-

miR grupları kontrol grubuna göre sırasıyla 3,1, 2,9 kat artış göstermiş ve aynı grupta yer 

almışlardır. YBMD-BV, YBMD-miR-184 grupları kontrol grubuna göre sırasıyla 2,3, 2,5 kat 

artış göstererek aynı grupta yer almışlardır. 

Glutatyon S-transferaz mu 1 gen ifadesi incelendiğinde gruplar arasında yapılan tek 

yönlü ANOVA analizi istatistiksel olarak anlamlı bulunmuştur (p= 0,02). YBMD grubu 

kontrol grubuna göre 3,2 kat anlamlı artış göstermiş en yüksek değerdeki grubu 

oluşturmuştur. YBMD-BV, YBMD-DJN-miR, YBMD-miR-184 grupları kontrol grubuna 

göre sırasıyla 2,2, 2,1, 2,7 kat artış göstererek aynı grubu paylaşmışlardır. 

Çalışmamızda oluşturulan kontrol ve deney gruplarında DNA tamir genleri olan 

NEIL, MLH1, EXO1’in gen ekspresyonları analiz edildi. Gruplar arasında relatif gen 

ekspresyon değerleri Şekil 7’de verilmiştir. 

Nei like DNA glikozilaz gen ifadesi incelendiğinde gruplar arasında yapılan tek yönlü 

ANOVA analizi istatistiksel olarak anlamlı bulunmuştur (p< 0,001). YBMD, YBMD-DJN-

miR ve YBMD-miR-184 grupları kontrol grubuna göre sırasıyla 2,9, 2,9 ve 2,5 kat artış 

göstermiş ve aynı grupta yer almışlardır. YBMD-BV grubu ise kontrol grubuna göre yalnızca 

1,9 kat artış göstermiştir. 

Çalışma kapsamında MLH1 gen ifadesi incelendiğinde gruplar arasında yapılan tek 

yönlü ANOVA analizi istatistiksel olarak anlamlı bulunmuştur (p< 0,001). YBMD grubu 

kontrol grubuna göre 3,7 kat artış göstererek en fazla artış gösteren grubu oluşturmuştur. 

YBMD-DJN-miR grubu ise kontrol grubuna göre 2,4 kat artış göstererek YBMD grubunu 

izlemiştir. YBMD-BV grubu kontrol grubuna göre 2 kat artış göstermiştir. YBMD-miR-184 

grubunun ise MLH1 gen ekspresyonu kontrol grubuna göre 1,1 kat artış gösterek kontrol 

grubu ile aynı grubu paylaşmıştır. 
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Ekzonükleaz 1 gen ifadesi incelendiğinde gruplar arasında yapılan tek yönlü ANOVA 

analizi istatistiksel olarak anlamlı bulunmuştur (p< 0,001). YBMD ve YBMD-DJN-miR 

grupları kontrol grubuna göre sırasıyla 2,2, 2,1 kat artış göstermiş ve aynı grupta yer 

almışlardır. YBMD-BV, YBMD-miR-184 grupları kontrol grubuna göre sırasıyla 1, 0,5 kat 

değerinde saptanarak kontrol grubuyla aynı grubu paylaşmışlardır  

Çalışmamız kapsamında kontrol ve deney gruplarında HSP ailesine ait HSP60 ve 

HSP70’in gen ekspresyonları incelenmiş ve gruplar arasındaki relatif gen ekspresyon 

değerleri Şekil 8’de verilmiştir. 

Isı şok proteini 60 gen ifadesi incelendiğinde gruplar arasında yapılan tek yönlü 

ANOVA analizi istatistiksel olarak anlamlı bulunmuştur (p=0,006). YBMD ve YBMD-DJN-

miR grupları kontrol grubuna göre sırasıyla 4, 3,3 kat artış göstermiş ve aynı grupta yer 

almışlardır. YBMD-BV, YBMD-miR-184 grupları kontrol grubuna göre sırasıyla 2, 2,4 kat 

artış göstererek aynı grubu paylaşmışlardır. 

Isı şok proteini 70 gen ifadesi incelendiğinde gruplar arasında yapılan tek yönlü 

ANOVA analizi istatistiksel olarak anlamlı bulunmuştur (p<0,001). YBMD ve YBMD-DJN-

miR grubu kontrol grubuna göre sırasıyla 3,6, 3,4 kat artış göstermiş ve aynı grupta yer 

almışlardır. YBMD-BV grubu kontrol grubuna göre 2,5 kat artış göstermiştir. YBMD-miR-

184 grubu ise kontrol grubuna göre 1,1 kat artış göstererek kontrol grubu ile aynı grubu 

paylaşmıştır. 
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Tüm veriler β-aktin mRNA seviyesi ile normalize edilmiştir. Farklı harfler gruplar arasında anlamlı bir fark 

olduğunu gösteririr. (Tekyönlü-ANOVA, Tukey HSD test, p≤0,05) (ortalama±std.sap.) HSP60: ısı şok proteini 

60, HSP70: ısı şok proteini 70, p21Cip1: Siklin bağımlı kinaz inhibitör 1, p27Kip1: Siklin bağımlı kinaz inhibitör 

1β, YBMD: Yaşa Bağlı Makula Dejenerasyonu. 

 

Şekil 8. Kontrol, YBMD, YBMD+BV, YBMD+DJN-miR+ YBMD+miR-184 grupları 

arasında ısı şok proteinleri ve hücre siklus inhibitör genlerinin qRT- PCR 

çalışmalarında belirlenen relatif gen ekspresyon değerleri.  

 

p21Cip1 gen ifadesi incelendiğinde gruplar arasında yapılan tek yönlü ANOVA analizi 

istatistiksel olarak anlamlı bulunmuştur (p<0,001). YBMD ve YBMD-BV grupları kontrol 

grubuna göre sırasıyla 14,6, 14,4 kat anlamlı artış göstermiş ve aynı grupta yer almışlardır. 

YBMD-DJN-miR grubu kontrol grubuna göre 9,4 kat artış göstermiştir. YBMD-miR-184 

grubu ise kontrol grubuna göre 5,6 kat artış göstermiştir. 

p27Kip1 gen ifadesi incelendiğinde gruplar arasında yapılan tek yönlü ANOVA analizi 

istatistiksel olarak anlamlı bulunmuştur (p=0,011). YBMD grubu kontrol grubuna göre 2,3 kat 
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anlamlı artış göstermiştir. YBMD-BV, YBMD-DJN-miR ve YBMD-miR-184  grupları  

kontrol grubuna göre sırasıyla 2,9, 2,7, 2,6  kat artış göstermiştir ve hepsi aynı grupta yer 

almıştır. 

Çalışma kapsamında ekstrinsik ve intrinsik (mitokondriyal) apoptoz yolağı genleri 

çalışılmıştır. Bu genler: p53, BCL-2, Bax, APAF-1, CASP 3, TNF-α, TRAIL, CASP 8 

genleridir. Çalışılan genler için gruplar arasında relatif gen ekspresyon değerleri Şekil 9A’da 

verilmiştir. Kaspaz 3 ve 7, hem intristik hem de exstrinsik apoptotik ölüm sürecinde büyük rol 

oynayan sistein aspartik proteazlardır. Apoptozun indüksiyonunu daha iyi analiz edebilmek 

için, CellEvent™ Caspase-3/7 Green Detection moleküler prob ile hücrelerin boyanması 

yardımıyla nükleer mikro ortamda meydana gelen kaspaz-3/7 aktivasyonu floresan mikroskop 

ile değerlendirilebilmektedir. Bu analize ait görüntüler Şekil 9B’de sergilenmiştir. 

Çalışmamız kapsamında p53 gen ifadesi incelendiğinde gruplar arasında yapılan tek 

yönlü ANOVA analizi istatistiksel olarak anlamlı bulunmuştur (p<0,001). YBMD grubu 

kontrol grubuna göre 2,5 kat artış göstermiş ve en yüksek artış gösteren grubu oluşturmuştur. 

YBMD-DJN-miR grubu kontol grubuna göre 2,2 kat artış göstermiştir. YBMD-BV grubu  

kontrol grubuna göre yalnızca 1,5 kat artış göstermiştir. YBMD-miR-184 grubu ise kontrol 

grubu ile aynı seviyede kalmış herhangi bir artış göstermemiştir. 
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Tüm veriler β-aktin mRNA seviyesi ile normalize edilmiştir. Farklı harfler gruplar arasında anlamlı bir fark 

olduğunu gösteririr. (Tekyönlü-ANOVA, Tukey HSD test, p≤0,05) (ortalama±std.sap.) p53: tümör süpresör gen, 

BCL-2: B hücreli lenfoma-2, BAX: BCL-2 ilişkili X protein, APAF-1: Apoptotik proteaz aktive edici faktör 1, 

CASP3: Kaspaz 3, TNF-α: tümör nekroz faktör-α, TRAIL: TNF ile ilişkili apoptozu indükleyen ligand, 

CASP8: Kaspaz 8, YBMD: Yaşa Bağlı Makula Dejenerasyonu. 
 

Şekil 9. (A) Kontrol, YBMD, YBMD+BV, YBMD+DJN-miR+ YBMD+miR-184 grupları 

arasında apoptoz yolağına ait genlerin qRT- PCR çalışmalarında belirlenen 

relatif gen ekspresyon değerleri. (B) CellEvent™ Caspase-3/7 Green Detection 

moleküler prob ile boyanan grupların kaspaz 3/7 ekspresyonları yeşil renk ile 

ifade edilmektedir.  
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 B hücreli Lenfoma-2 gen ifadesi incelendiğinde gruplar arasında yapılan tek yönlü 

ANOVA analizi istatistiksel olarak anlamlı bulunmuştur (p<0,001). YBMD-miR-184 grubu 

ise kontrol grubuna göre 2 kat anlamlı artış göstermiştir YBMD, YBMD-BV, YBMD-DJN-

miR grupları kontrol grubuna göre sırasıyla 0,8, 1,1, 0,9 değerinde saptanmış ve kontrol grubu 

ile aynı grubu paylaşmışlardır.  

Çalışma kapsamında BAX gen ifadesi incelendiğinde gruplar arasında yapılan tek 

yönlü ANOVA analizi istatistiksel olarak anlamlı bulunmuştur (p=0,002). YBMD, YBMD-

DJN-miR grupları kontrol grubuna göre sırasıyla 3,1, 2,6 kat artış göstermiş ve aynı grubu 

oluşturmuşlardır. YBMD-BV ve YBMD-miR-184 grupları ise kontrol grubuna göre sırasıyla 

2 ve 1,9 kat artış göstermiştirler ve aynı grubu paylaşmışlardır. 

Apoptotik proteaz aktive edici faktör 1 gen ifadesi incelendiğinde gruplar arasında 

yapılan tek yönlü ANOVA analizi istatistiksel olarak anlamlı bulunmuştur (p=0,002). YBMD 

grubu kontrol grubuna göre 4,2 kat anlamlı artış göstermiştir. YBMD-DJN-miR, YBMD-

miR-184, YBMD-BV grupları kontrol grubuna göre sırasıyla 2,8, 2,5, 2,1 kat artış göstererek 

hepsi farklı gruplar oluşturmuşlardır. 

Kaspaz 3 gen ifadesi incelendiğinde gruplar arasında yapılan tek yönlü ANOVA 

analizi istatistiksel olarak anlamlı bulunmuştur (p<0,001). YBMD ve YBMD-DJN-miR 

grupları kontrol grubuna göre sırasıyla 4,1, 3,8 kat anlamlı artış göstermişler ve aynı grupta 

yer almışlardır. YBMD-BV ve YBMD-miR-184 grupları kontrol grubuna göre sırasıyla 1,9 

ve 1,1 kat artış göstererek kontrol grubu ile aynı grupta yer almışlardır. 

Tümör nekroz faktör- α gen ifadesi incelendiğinde gruplar arasında yapılan tek yönlü 

ANOVA analizi istatistiksel olarak anlamlı bulunmuştur (p<0,001). YBMD-miR-184 grubu 

kontrol grubuna göre 4,1 kat anlamlı artış göstermiş ve en fazla artış gösteren grubu 

oluşturmuştur. YBMD-DJN-miR grubu kontrol grubuna göre 2,4 kat artış göstermiştir. 

YBMD ve YBMD-BV grupları ise kontrol grubuna göre sırasıyla 2,1 ve 1,9 kat artış gösterek 

aynı grupta yer almışlardır. 

TNF ile ilişkili apoptozu indükleyen ligand gen ifadesi incelendiğinde gruplar arasında 

yapılan tek yönlü ANOVA analizi istatistiksel olarak anlamlı bulunmuştur (p<0,001). 

YBMD-DJN-miR grubu kontrol grubuna göre 1,3 kat anlamlı artış göstermiş ve en fazla artış 

gösteren grubu oluşturmuştur. YBMD ve YBMD-BV grupları ise kontrol grubuna göre 

sırasıyla 1 ve 1,1 kat artış gösterek aynı grupta yer almışlardır. YBMD-miR-184 grubu ise 

kontrol grubuna göre 0,5 kat anlamlı azalma göstermiştir. 
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Kaspaz 8 gen ifadesi incelendiğinde gruplar arasında yapılan tek yönlü ANOVA 

analizi istatistiksel olarak anlamlı bulunmuştur (p<0,001). YBMD ve YBMD-DJN-miR 

grupları kontrol grubuna göre sırasıyla 2,9 ve 2,8 kat anlamlı artış göstermiş ve en fazla artış 

gösteren grubu oluşturmuşlardır. YBMD-BV ve YBMD-miR-184 grupları ise kontrol 

grubuna göre sırasıyla 1,7 ve 1,4 kat artış gösterek kontrol grubu ile aynı grupta yer 

almışlardır. 

 

miR-184 ve miR-155 Arasındaki İlişki 

YBMD’ye ilişkin olarak, miRNA’lar son zamanlarda terapötik araştırmaların odağı 

haline gelmiştir. Çalışma kapsamında miR-184’ün tedavi edici etkisi araştırılmıştır. Klinikte 

kullanım onayı olan Bevacizumab etken maddeli ilaçla miR-184’ün; anjiyogenez, antioksidan 

savunma sistemleri, ısı şok proteinleri, hücre siklus düzenleyicileri, DNA tamiri ve intrinsik 

ve ekstrinsik apoptoz yolağına ait gen ekspresyonları açısından karşılaştırması yapılmıştır. 

Çalışmamızda bunlara ek olarak biyomarker olabileceğini düşündüğümüz miR-155 ile tedavi 

amacıyla kullandığımız miR-184’ün gen ekspresyonları ve birbirlerine göre gen ekspresyon 

paternleri de incelenmiştir. İki miRNA arasındaki ilişkiyi yansıtan grafik Şekil 10’da 

sunulmuştur.  

Bu verilere göre miR-184 gen ekspresyonu incelendiğinde gruplar arasında yapılan tek 

yönlü ANOVA analizi istatistiksel olarak anlamlı bulunmuştur (p<0,001). YBMD, YBMD-

BV, YBMD-DJN-miR grupları kontrol grubuna göre sırasıyla 4,3, 3,6 ve 1,8 kat artış 

göstererek kontrol grubu ile aynı grubu oluşturmuşlardır. YBMD-miR-184 grubuna ise tedavi 

olarak miR-184 uygulandığından değerlendirmeye alınmamıştır.  

mikroRNA-155 gen ekspresyon düzeyi incelendiğinde gruplar arasında yapılan tek 

yönlü ANOVA analizi istatistiksel olarak anlamlı bulunmuştur (p<0,001). YBMD, YBMD-

BV, YBMD-DJN-miR grupları kontrol grubuna göre sırasıyla 10, 11, 10,2 kat artış göstererek 

aynı grubu oluşturmuşlardır. YBMD-miR-184 grubu ise kontrol grubuna göre 0,3 kat 

değerinde olup anlamlı olarak azalma göstermesi dikkat çekicidir. 

 

 

 

 



49 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Tüm veriler β-aktin mRNA seviyesi ile normalize edilmiştir. Farklı harfler gruplar arasında anlamlı bir fark 

olduğunu gösteririr. (Tekyönlü-ANOVA, Tukey HSD test, p≤0,05) (ortalama±std.sap.) YBMD: Yaşa Bağlı 

Makula Dejenerasyonu. 

 

Şekil 10. Kontrol, YBMD, YBMD+BV, YBMD+DJN-miR, YBMD+miR-184 grupları 

arasında miR-184 ve miR-155 mikroRNA’larına ait genlerin qRT- PCR 

çalışmalarında belirlenen relatif gen ekspresyon değerleri.  
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Çalışmamız kapsamında anjiyogenez yolağıyla ilgili çalışılan genlerle miR-184 ve 

miR-155 arasındaki ilişki Pearson Korelasyon analizi ile değerlendirilmiştir. Bu analize ait 

bulgular Tablo 4’te sunulmuştur. 

 

Tablo 4. Anjiyogenez yolağında görevli genler ile miR-184 ve miR-155 arasındaki 

korelasyon Tablosu. 

Anyiogenez yolağı genleri miR-184 miR-155 

HIF-1α 
r= -0,448* 

p= 0,025 

r= 0,736* 

p<0,001 

HIF-1β 
r= -0,259 

p= 0,211 
r= 0,756** 

p< 0,001 

VEGF 
r= -0,125 

p= 0,550 
r= 0,736** 

p< 0,001 

VEGFR 
r= 0,078 

p= 0,712 
r= 0,462* 

p< 0,020 

MMP3 
r= -0,099 

p= 0,638 
r= 0,701** 

p= 0,001 

MMP9 
r= 0,135 

p= 0,520 
r= 0,417* 

p= 0,038 

EGFR 
r= -0,059 

p= 0,780 
r= 0,663** 

p< 0,001 

PI3K 
r= -0,152 

p= 0,468 
r= 0,619** 

p= 0,001 

AKT 
r= -0,415* 

p= 0,039 

r= 0,528** 

p= 0,007 

mTOR 
r= -0,164 

p= 0,433 
r= 0,565** 

p= 0,003 
Pearson korelasyon katsayısı ile iki değişkenli korelasyon testi; p≤ 0,05 ve p≤0,001  

*Korelasyon 0,05 düzeyinde anlamlıdır (2-tailed) 

**Korelasyon 0,01 düzeyinde anlamlıdır (2-tailed) 

 

Tabloda miR-184’ün anjiyogenez yolağındaki HIF-1α (r= -0,448*) ve AKT (r= -

0,415*) genleri ile anlamlı olarak negatif korelasyon içinde olduğu miR-155’in ise 

anjiyogenez yolağındaki tüm genler ile anlamlı olarak pozitif korelasyon içinde olduğu 

görülmektedir.  

 

TALİ GÖRÜNTÜ TABANLI SİTOMETRİ ANALİZİ 

 Güçlü bir YBMD modeli oluşturmak için uygulanan DFX ve H2O2‘nin oluşturduğu 

sitotoksisiteyi ve tedavi amaçlı verilen Bevacizumab ve miRNA-184’ün apoptoz üzerindeki 

etkilerini değerlendirmek için TALİ görüntü tabanlı sitometri analizi yapılmıştır. MTT testi 

ile sadece canlı ve ölü hücre oranları belirlenirken TALİ yöntemiyle hücrelerin ölüm 
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sebebinin apoptoz kaynaklı olup olmadığı da değerlendirilebilmektedir. Annexin V-Alexa 

Fluor® 488 ve Propidium Iodide ile Tali® Apoptosis Test Kiti kullanılarak boyanan hücre 

popülasyonunda, ölü veya geç apoptotik hücreler, kırmızı veya sarı, apoptotik hücreler yeşil 

floresan vermektedir.  

 Çalışmamıza ait TALİ görüntü tabanlı sitometri analizine ait grafik Şekil 11’de 

gösterilmiştir.  

Çalışmamızda 50 μM DFX+ 500 μM H2O2 uygulanması sonucu oluşturulan YBMD 

grubunda %49,6 canlılık oranı elde edilmiştir. YBMD-BV ve YBMD-miR-184 gruplarında 

canlılık oranları sırasıyla %60,8, %59,6 oranındadır. Bu durumda YBMD-BV ve YBMD-

miR-184 grupları olan tedavi gruplarının YBMD grubuna göre uygulanan tedavi ajanları 

sayesinde %10 kadar bir oranda canlılık oranını arttırdıkları görülmektedir.  

Çalışmamız kapsamında Tali görüntü tabanlı sitometri analizine göre ölü hücre oranı 

%41,1 oranıyla en fazla YBMD-DJN-miR grubunda gözlenmiştir. YBMD grubunda ölü hücre 

oranı %35,1 düzeyindedir. YBMD-BV ve YBMD-miR-184 grupları incelendiğinde ölü hücre 

oranı sırasıyla %27,8 ve %26 saptanmıştır ve ikisi aynı grupta yer almışlardır 

 Apoptoz oranına bakıldığında YBMD ve YBMD-miR-184 gruplarında apoptotik 

hücre oranı sırasıyla %15 ve %14,1 olarak saptanmış ve aynı grubu oluşturmuşlardır. YBMD-

BV grubunda ise bu oran %11,8 olarak saptanmıştır. Dolayısıyla YBMD-miR-184 grubunda 

YBMD-BV grubuna göre hücre ölümünün daha çok apoptoz kaynaklı olduğu gözlenmektedir.  
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Veriler ortalama±std.sap. n=6. Farklı harf ile gösterilen ortalamalar istatistiksel olarak anlamlıdır, tekyönlü-

ANOVA, Tukey HSD test, p≤0,05. 

 

Şekil 11. TALİ görüntü tabanlı sitometre analizinde Anneksin V / Propidyum iyodür ile 

boyanmış ARPE-19 hücre hattına ait canlı, ölü ve apoptotik hücrelerin 

gruplara göre dağılım grafiği.  
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TARTIŞMA 

 

YBMD' nin moleküler temelinin tam olarak aydınlatılamamasına rağmen; oksidatif 

stres, inflamasyon ve anjiyogenezin YBMD patogenezinde kritik rol oynadığı 

varsayılmaktadır (151).  YBMD risk faktörleri arasında, yaş, sigara kullanımı, yağdan zengin 

diyet ve yüksek beden kitle indeksi gibi vücutta kronik stres yaratan nedenler sayılabilir 

(6,20,54,57,59,60). Doğumdan itibaren değişmeyen retina pigment epiteli hücrelerinin maruz 

kaldığı bu stres etkenleri ve bu etkenlerin yarattığı inflamasyon göz önüne alındığında 

patogenezi açıkladığı düşünülebilir. Benzer şekilde insan retina pigment epitel hücrelerinin 

kronik oksidatif strese maruz bırakıldığı hücre kültürü modelinde drusen-ilişkili protein 

ekspresyonunda artış olduğu gösterilmiştir (152). Aynı şekilde YBMD’nin bilinen iki özelliği 

olan inflamasyon ve neovaskülarizasyon; oksijenle-indüklenen retinopati (OIR) oluşturulan 

fare modellerinde oldukça sık çalışılmaktadır (153). Çalışmamızda ise YBMD patogenezinde 

ciddi yer kaplayan hipoksi ve oksidatif stres mekanizmalarından yararlanılarak in vitro bir 

YBMD modeli oluşturulmuştur. Bu amaçla hipoksi indükleyici ajan olarak deferoksamin 

mesilat tuzu (DFX), oksidatif stres indükleyici ajan olarak da tert butil Hidrojen peroksit  

(H2O2) kullanılmıştır. 

Vasküler endotelyal büyüme faktörü, anjiyogenezde anahtar düzenleyicidir (4), ileri 

evre neovasküler tip YBMD patogenezinde kritik bir rol oynamaktadır (5). Bu sebeple 

intravitreal antianjiyojenik tedavi (anti-VEGF ajanların doğrudan vitreye enjeksiyonu) 

günümüzde neovasküler yaşa bağlı makula dejenerasyonu için birincil tedavi olarak 

uygulanmaktadır. Bu kapsamda çalışmamızda anjiyogenez yolağına ait gen ekspresyonları 

çalışılmıştır. HIF-1α’nın bu yolağın en başında bulunduğu ve hipoksi ile indüklendiği 

bilinmektedir (128). HIF-1α gen ekspresyonlarına bakıldığında YBMD, YBMD-BV 



54 

gruplarında kontrol grubuna göre anlamlı artış olduğu (sırasıyla 1,9 ve 2 kat), YBMD-miR-

184 grubunda ise kontrol grubuna göre anlamlı azalma olduğu görülmektedir (0,6 kat). Bu 

durumda anti-VEGF ajan olarak klinikte kullanılan Bevacizumab’ın HIF-1α üzerinden etki 

göstermediği ancak miR-184’ün HIF-1α gen ekspresyonunu baskılayarak antianjiyojenik etki 

gösterdiği görülmektedir. HIF-1β açısından değerlendirildiğinde benzer şekilde YBMD ve 

YBMD-BV gruplarında kontrol grubuna göre anlamlı artış olduğu (sırasıyla 1,7 ve 1,6 kat ) 

ancak YBMD-miR-184 grubunda ise anlamlı azalma olduğu görülmektedir (0,8 kat). Bu 

durumda uygulanan miR-184’ün HIF1α ve β’yı birlike baskıladığı Bevacizumab’ın ise HIF1 

üzerinde herhangi bir etkisi olmadığı sonucu çıkarılmıştır. Bevacizumab 146 kDa ağırlığında 

VEGF-A’nın tüm isoformlarına bağlanabilen rekombinant monoklonal humanize murin 

antikorudur (154). Deneyimizde VEGF gen ekspresyonu düzeyi de çalışılmış olup 

beklenildiği üzere YBMD grubunda VEGF düzeyi kontrol grubuna göre 14 kat anlamlı bir 

artış göstermiştir. YBMD-BV grubuna bakıldığında bu artışın 9,8 kat olduğu, YBMD-miR-

184 grubunda ise yalnızca 2,2 kat artış olduğu görülmüştür. miR-184’ün HIF1-α ve β gen 

ekspresyonunu baskılaması üzerinden VEGF seviyesini düşürdüğü görülmektedir. Burada 

Bevacizumab’ın VEGF seviyesine olan etkisinin miR-184’e oranla çok daha düşük olması 

dikkat çekicidir. VEGFR-2 (vasküler endotelyel büyüme faktör reseptörü-2) VEGF’in 

anjiyojenik etkilerini ortaya çıkaran ana reseptördür bununla birlikte VEGFR-1’in işlevi halen 

tartışmalı olup VEGF’in VEGFR-2’ye bağlanmasını engelleyen bir tuzak reseptörü olduğu 

yönünde görüşler mevcuttur (4). Çalışmamızda VEGFR-1 gen ekspresyonunda gruplar 

arasında anlamlı bir farklılık saptanmaması bu durumla açıklanabilir.  

Anjiyogenez yolağındaki önemli adımlardan biri de matriks metalloproteinazlar olarak 

bilinen çinko ve kalsiyum bağımlı proteaz ailesinin hücre dışı matriks ve bazal membranı 

parçalayarak gerçekleştirdiği remodelling aşamasıdır (155,156). MMP’lerin hem koroidal 

hem de retinal neovaskülarizasyon gelişimi ile ilgili olduğuna inanılmaktadır. TIMP-3 (MMP-

3 doku inhibitörü) genindeki bir mutasyon neticesinde nadir görülen subretinal 

neovaskülarizasyon ile seyreden ailesel bir makuler distrofi tanımlanmıştır (157). Çalışma 

kapsamında anjiyogenez yolağıyla ilgili MMP-3 ve MMP-9 gen ekspresyonları da 

incelenmiştir. MMP-3 gen ekspresyon düzeyi incelendiğinde beklenildiği üzere YBMD ve 

YBMD-DJN-miR gruplarında kontrol grubuna göre sırasıyla 3,2 ve 3 kat artış görülerek en 

fazka eksprese edilen gruplar olduğu, YBMD-BV grubunda bu artışın kontrol grubuna göre 

2,9 kat olduğu, YBMD-miR-184 grubunda ise yalnızca 1,4 kat olduğu izlenmektedir. MMP-3 

gen ekspresyonu YBMD grubuna göre YBMD-BV grubunda anlamlı olarak azalmış, ancak 
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YBMD-miR-184 grubundaki azalma oranının daha fazla olduğu saptanmıştır. MMP-9 gen 

ekspresyonları incelendiğinde YBMD grubu kontrol grubuna göre 3 kat artış göstererek en 

fazla artan grubu oluşturmuştur. YBMD-BV ve YBMD-miR-184 grubu ise kontrol grubuna 

göre sırasıyla 1,2 ve 1,6 kat artış göstererek aynı grupta yer almışlardır. Buradan yola çıkarak 

Bevacizumab ve miR-184’ün anjiyogenez yolağında MMP-3 ve MMP-9 gen ekspresyonunu 

baskıladığı ancak miR-184’ün MMP-3’ü baskılamada daha başarılı olduğu, MMP-9 açısından 

ikisinin de benzer etkiler oluşturduğu sonucu çıkarılmıştır. MMP’lerin KNV üzerine etkileri 

çeşitli hayvan modelleri ile de çalışılmıştır. Bir araştırmada MMP-2 gen ekspresyonu 

olmayan, MMP-9 gen ekspresyonu olmayan ve hem MMP-2 hem MMP-9 gen ekspresyonu 

olmayan fare grupları oluşturulmuş, bu farelerde ve vahşi tip farelerde Argon laser 

kullanılarak Bruch membranında rüptür meydana getirilerek KNV oluşumu indüklenmiştir. 

Sonrasında hepsi birbiriyle ve vahşi tip fare grubuyla kıyaslanmıştır. MMP-9 ve MMP-2 gen 

ekspresyonunun birlikte olmadığı fare grubunda KNV insidans ve şiddetinin diğer gruplara 

göre oldukça az olduğu, azalan neovaskülarizasyona fibrinojen/fibrin birikiminin eşlik ettiği 

gözlenmiştir. Ayrıca vahşi tip, KNV oluşturulmuş farelerde adenoviral vektör aracılığıyla 

endojen MMP inhibitörü olan TIMP- 1 ve 2 ekspresyonunun arttırılması ile ya da dışarıdan 

günlük sentetik MMP inhibitörünün (Ro 26-2853) enjeksiyonu ile patolojik anjiyogenez 

reaksiyonunun önemli ölçüde azaldığı gözlenmiştir. Bu bulgular anjiyogenez yolağında 

MMP-2 ve MMP-9’un birlikte rol aldığını ve MMP’lerin seçici inhibisyonu ile KNV 

tedavisinde yeni bir strateji geliştirilebileceğini ortaya koymuştur (158).  

 Epidermal büyüme faktörü reseptörü bir transmembran reseptör tirozin kinazıdır 

(131). EGFR / PI3K / AKT / mTOR yolağının aktivasyonu HIF-1α protein seviyesini 

arttırarak VEGF ekspresyonunu arttırabilmektedir (130). Ayrıca EGFR’nin PI3K’dan 

bağımsız olarak mitojenle aktifleştirilen protein kinaz (MAPK) sinyalizayonunu kullanarak da 

VEGF seviyesine etkisi olduğu gösterilmiştir (132). Çalışmamızdaki EGFR gen ekspresyon 

değerlerine bakıldığında YBMD ve YBMD-BV gruplarının kontrol grubuna göre sırasıyla 3,8 

ve 3,3 kat artış göstererek en fazla artan grubu oluşturdukları, YBMD-miR-184 grubunun ise 

kontrol grubuna göre 1,8 kat artış gösterdiği ve böylece EGFR gen ekspresyonunu 

baskılamada miR-184’ün Bevacizumab’a göre anlamlı olarak başarılı olduğu gösterilmiştir. 

 PI3K / AKT / mTOR sinyal yolu, anjiyogenezi inhibe etmek için alternatif bir hedeftir 

(129). PI3K ailesi üyeleri, hücre büyümesi, metabolizma, hayatta kalma ve anjiyogenez dahil 

olmak üzere sayısız kritik ve temel hücresel süreci düzenlerler (159). Onkoloji alanında 

geliştirilen anti-anjiyojenik tedaviler, geniş spektrumlu PI3K inhibitörlerinin keşfinden 
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izoform selektif PI3K inhibitörlerinin geliştirilmesine doğru ilerlemiştir (160). Aynı 

stratejinin oküler neovasküler hastalıklarda da kullanılabileceği düşünülmüştür. mTOR 

inhibitörleri olan Palomid 529 (Paloma Pharmaceuticals, Inc.) ve Sirolimus (MacuSight, Inc.) 

bu sebeple YBMD’li hastalar üzerinde denenmektedir (161,162). Ayrıca oküler neovasküler 

hastalıklarda uygulanmak üzere PI3K / AKT / mTOR sinyal yolağı için geliştirilen ilaçların 

ve bunların kombinasyonlarının uygulandığı in vivo çalışmalar da dizayn edilmiştir 

(129,163). Çalışmamızda PI3K’nın gruplar arasında relatif gen ekspresyonları incelendiğinde 

YBMD ve YBMD-BV gruplarının kontrol grubuna göre sırasıyla 2,3 ve 2,1 kat artış 

göstererek aynı grubu oluşturduğu, YBMD-miR-184 grubunda ise değerin 0,8 kat olduğu 

gösterilmiştir. Devamında AKT gen ekspresyonunda da benzer etkinin görüldüğü YBMD ve 

YBMD-BV gruplarında kontrol grubuna göre artışın sırasıyla 1,4 ve 1,2 kat olduğu, YBMD-

miR-184 grubunda ise kontrol grubuna 0,6 kat değerinde olduğu bulunmuştur. mTOR gen 

ifadesi incelendiğinde ise YBMD-BV ve YBMD-miR-184 gruplarında kontrol grubuna göre 

sırasıyla 1,6 ve 1 kat artış görüldüğü yalnızca mTOR ifadesinde tedavi grupları arasında 

anlamlı bir fark olmadığı gözlenmiştir. PI3K / AKT / mTOR yolağındaki aktivasyonun HIF-

1α protein seviyesinin artışına neden olduğu ancak muhtemel mekanizmanın HIF-1α gen 

ekspresyonunu arttırmadan translasyonunu arttırarak gerçekleştiği yönünde bilgiler mevcuttur 

(130). Deneyimizde YBMD-miR-184 grubunda HIF-1α gen ekspresyonunun düşük olduğu 

gösterilmiştir. Bu bilgiden yola çıkarak miR-184’ün hem PI3K / AKT / mTOR yolağı 

üzerinden hem de bu yolaktan bağımsız olarak HIF-1α gen ekspresyonunu baskılaması 

üzerinden güçlü anti-anjiyojenik etkileri olduğu söylenebilir. Bevacizumab’ın PI3K / AKT / 

mTOR yolağındaki gen ekspresyonlarını baskılamada ise etkisiz olduğu görülmektedir. 

 Yaşam süreleri boyunca hücreler endojen veya eksojen olarak çeşitli reaktif oksijen 

türlerine maruz kalmaktadırlar (164). Retina, yüksek enerji ihtiyacı ve artmış metabolik hız 

sebebiyle oksidatif hasar açısından oldukça risk altındadır (30). Antioksidanlar ile oksidanlar 

arasındaki denge oksidanlar lehine kaydığında oksidatif stres ortaya çıkar. Bu durum lipitler, 

proteinler, nükleik asitler dahil olmak üzere çok sayıda hücresel bileşenin hasarına sebep olan 

patolojik bir durumdur. Yaşlanmanın ROS kaynaklı hasar birikiminin bir sonucu olduğuna 

dair görüşler mevcuttur (165). Deneysel çalışmalar bu tezi kanıtlar nitelikte olup oksidatif 

stresin yaşlanma sürecini hızlandırabileceğini ve YBMD’nin de dahil olduğu yaşa bağlı 

dejeneratif hastalıklar ile ilişkili birçok hastalığın patogenezinde rol oynayabileceğini öne 

sürmektedirler (166). Hücreler ise ROS’a bağlı oluşan hasara karşı kendini korumak ve bu 

hasarı hafifletmek için savunma mekanizmaları geliştirmişlerdir. Bu savunma mekanizmaları 
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enzimatik veya enzimatik olmayan mekanizmalar olarak ayrılır. Enzimatik yolu SOD1, 

SOD2, CAT, glutatyon peroksidaz oluştururken enzimatik olmayan yolu ise E vitamini, C 

vitamini, beta karoten, glutatyon gibi çeşitli vitamin ve mineraller oluşturur. 

 Yaşa bağlı makula dejenerasyonunun erken evrelerinden itibaren profilaksi amacıyla 

kullanılan antioksidan vitamin ve minerallerden oluşan besin takviyesinin hastalığın ileri 

evrelere progresyonunu azalttığı bilinmektedir. AREDS çalışmasında günlük antioksidan 

takviyesinin orta evre YBMD’den ileri evre YBMD’ye ilerleme oranını plasebo grubuna göre 

5 yılda %25 azalttığı, orta derecede görme kaybı oranında da %19’luk azalma sağladığı 

gösterilmiştir (2). Devam çalışması olan AREDS 2’ye göre düzenlenen güncel 

formülasyonda; vitamin C (500 mg), vitamin E (400 IU), çinko (80 mg), bakır (2 mg), Lutein 

(10 mg), zeaksantin (2 mg) bulunmaktadır (105). YBMD patogenezini aydınlatmak için hücre 

kültür ortamında veya hayvan modellerinde oksidatif strese karşı enzimatik antioksidan 

mekanizmaların verdiği yanıtı araştıran çalışmalar da tasarlanmıştır. Yapılan bir çalışmada 

insan donörlerden elde edilen göz dokuları AREDS YBMD sınıflandırma sistemine benzer 

olarak 4 kategoriye ayrılmış, bu dokulardan elde edilen RPE homojenatlarından Western 

immunblotting ile protein ekspresyonları ölçülmüştür. Buna göre SOD1, SOD2 ve CAT gibi 

antioksidan enzimlerin, özellikle orta evre YBMD’ye tekabül eden grupta oksidatif strese 

cevap olarak anlamlı olarak arttığını göstermişlerdir (167). Bizim çalışmamızda SOD1 gen 

ifadesi incelendiğinde YBMD grubu kontrol grubuna göre 4,5 kat artış göstererek oksidatif 

stresin varlığını ortaya koymuştur. YBMD-BV ve YBMD-miR-184 grupları ise sırasıyla 1,9 

ve 1,1 kat artış göstererek aynı grubu paylaşmışlardır. SOD2 gen ifadesinde de en fazla artış 

gösteren grup kontrol grubuna göre 2,6 kat artışla YBMD grubu olmuştur. YBMD-BV ve 

YBMD-miR-184 grupları ise kontrol grubuna göre ikisi de 1,7 kat artış göstermiştir. CAT gen 

ifadesi incelendiğinde yine en fazla artış gösteren grup kontrol grubuna göre 1,5 kat artış ile 

YBMD grubu olurken, YBMD-BV grubu kontrol grubuna göre 1,3 kat artış göstermiştir. 

YBMD-DJN-miR-184 grubu ise kontrol grubuna göre 0,8 kat değerinde olup azalma 

eğilimindedir.  

 Glutatyon yolağı ise antioksidan görevine ek olarak toksik mikroçevrede 

detoksifikasyon özelliği de gösterir. Bu nedenle bu tarz durumlarda diğer antioksidan 

enzimlere göre daha fazla artış göstermesi beklenir (168). Çalışmamızda GS ve GSTM1 gen 

ekspresyonları değerlendirildiğinde YBMD grubunun her ikisinde de sırasıyla 3,1 ve 3,2 kat 

artış göstererek beklenildiği üzere en fazla artan grup olmuştur. YBMD-BV ve YBMD-miR-

184 grupları ise GS ve GSTM1 gen ifadesinde benzer artış oranları oluşturmaları nedeniyle 
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birlikte aynı grubu oluşturmuşlardır. Genel olarak antioksidan mekanizmaların gen 

ekspresyon durumlarına bakıldığında YBMD grubunda antioksidan enzimlerin hepsinde 

kontrol grubuna göre anlamlı bir artış olduğu görülmektedir. Bu durum oksidatif stres 

mekanizmasının sağlanabildiği güçlü bir YBMD modeli oluşturduğumuzu kanıtlamaktadır. 

Diğer yandan YBMD-BV ve YBMD-miR-184 gruplarının oksidatif stresi YBMD grubuna 

göre benzer oranda azalttığı görülmektedir. Ancak bu gruplarda da kontrol grubuna göre 

anlamlı artış olması ortamda halen oksidatif stresin olduğunu ve bu durumda bu ilaçların etki 

mekanizmasının oksidatif stresi baskılamak üzerinden ilerlemediğini göstermektedir.  

 Oluşan ROS miktarı antioksidan sistem kapasitesini aştığında oksidatif stres aşikar 

hale gelmeye başlar. Bu aşamada protein, DNA, lipitler gibi çeşitli makromoleküllerde hasar 

meydana gelir. Ortaya çıkan DNA hasarı sonucunda da DNA tamir genlerinin ekspresyonu 

artmaktadır (138).  Çalışmamızda DNA tamir genlerinden NEIL, MLH1 ve EXO1 gen 

ekspresyonları incelenmiştir. YBMD-BV ve YBMD-miR-184 grupları incelendiğinde DNA 

tamir genleri üzerinde benzer etkiler oluşturduğu, bu parametreler açısından iki molekülün 

benzerlik gösterdiği görülmektedir. 

 Oksidatif stres artışına verilen hücresel yanıt antioksidan enzimlerin ekspresyonunun 

arttırılması şeklindedir ve bu enzimler serbest radikallerin detoksifikasyonu veya ortadan 

kaldırılmasını sağlayarak birinci savunma hattını oluştururlar. Antioksidan enzimler başarısız 

olduğunda reaktif oksijen türleri proteinlere zarar vererek proteinlerin yanlış katlanmalarına, 

fonksiyonlarını kaybetmelerine ve agrege olmalarına yol açar. RPE gibi postmitotik 

bölünmeyen hücrelerde protein turnoverı oldukça önemlidir. Oksidatif strese bağlı oluşan 

protein hasarında ısı şok proteinleri olarak adlandırılan moleküler şaperonlar veya ubiquitin-

proteazom yolağı devreye girerek hasarlı proteinlerin yeniden katlanmasına veya 

degredasyonuna aracılık ederler (169). Bunlarda ikinci savunma hattını oluşturmaktadırlar. 

Kısacası HSP’ler stres genleri olarak bilinirler ve toksik koşullara artan gen ekspresyonu ile 

cevap verirler (139-141). Çalışmamızda ise HSP60 ve HSP70’in gen ifadeleri incelenmiştir. 

Buna göre YBMD grubu incelendiğinde HSP60 ve HSP70 için kontrol grubuna göre sırasıyla 

4 ve 3,6 kat artış göstererek iki gen ifadesinde de en çok artan grubu oluşturmuştur. HSP60 

gen ifadesinde YBMD-BV ve YBMD-miR-184 grupları konrol grubuna göre sırasıyla 2, 2,4 

kat artış göstererek aynı grubu oluşturmuşlardır. HSP-70 gen ifadesinde ise YBMD-BV grubu 

kontrol grubuna göre 2,5 kat artış göstermiştir. YBMD-miR-184 grubu ise kontrol grubuna 

göre 1,1 kat artış göstererek kontrol grubu ile aynı grupta yer almıştır. Bu bulgulara göre 

YBMD grubunda oluşturulan oksidatif stres sebebiyle HSP60 ve HSP70 gen ekspresyonunun 
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arttığı gözlenmektedir. Bevacizumab ve miR-184’ün HSP60 üzerindeki etkileri benzerken, 

özellikle HSP70 ekspresyonunun miR-184 grubunda daha az olduğu ve buradan yola çıkarak 

oksidatif stres seviyesinin Bevacizumab grubuna göre miR-184 grubunda daha az olduğu 

gözlenmektedir. Ancak doku kesitlerinde yaşlanmaya bağlı olarak ısı şok protein yanıtında 

azalma olduğu yönünde bulgular mevcuttur (170). Yapılan bir çalışmada insan donörlerden 

elde edilen göz dokuları YBMD sınıflandırma sistemine benzer olarak 4 kategoriye ayrılmış, 

bu dokulardan elde edilen RPE homojenatlarından Western immunblotting ile protein 

ekspresyonları değerlendirilmiş ve HSP60 ve HSP70 ekspresyonlarında YBMD evreleri 

arasında bir değişim saptanmamıştır (167).  YBMD’li insan donörlerden elde edilen dokularla 

yapılan benzer şekilde dizayn edilmiş bir başka çalışmada ise YBMD’nin erken evrelerinde 

HSP60 ve HSP70 ekspresyonu azalmış olarak bulunmuştur (171). Bu durum yaşlanmış 

RPE’nin oksidatif hasara uygun ısı şok proteini yanıtı oluşturamadığını göstermektedir. 

Yaşlanmış RPE’ye tezat olarak insan retina pigment epiteli hücre hattı ARPE-19’ da yapılan 

çalışmalarda oksidatif strese yanıt olarak HSP70, HSP40 gibi çeşitli ısı şok proteinlerinde 

artış olduğu gösterilmiştir (172). Bizim çalışmamız da bu bilgilerle uyumludur. Yaşlanmayan 

RPE hücre hatlarının (ARPE) oksidatif strese yanıt kabiliyeti göz önüne alındığında eksojen 

verilen rekombinant HSP70’in yeni bir terapötik strateji olabileceği hipotezinden yola 

çıkılarak HSP70’in in vitro ortamda sitoprotektif etkileri değerlendirilmiştir. HSP70’in hücre 

canlılığını arttırıp inflamasyonu azaltarak hücreleri oksidatif hasara karşı koruyucu olduğu 

gösterilmiştir (170).  

 p21Cip1 ve p27Kip1’in dahil olduğu CIP/KIP ailesi birçok aktif siklin/siklin bağımlı 

kinaz kompleksini bağlar ve inhibe eder. Bu şekilde hücre siklusunu negatif yönde düzenlerler 

ve DNA hasarı varlığında hücrenin kaderini tayin ederler. İçlerinden en iyi p21Cip1’in 

fonksiyonu anlaşılmıştır. DNA hasarı varlığında tümör supresör gen olan p53’ün seviyesi 

artarak p21’in translasyonunu arttırır, p21 ise hücreyi G1 fazlında durdurur, eğer hasar 

onarılabilirse hücre bir sonraki faza geçer ancak eğer hasar onarılamaz ise hücreyi apoptoza 

götürecek süreci başlatır (142,143). Çalışmamızda p27Kip1 gen ekspresyonları incelendiğinde 

YBMD-BV ve YBMD-miR-184 grupları arasındaki artış oranı birbirine benzer olarak 

saptanmıştır. p21Cip1 gen ekspresyonları incelendiğinde YBMD ve YBMD-BV grupları 

kontrol grubuna göre sırasıyla 14,6 ve 14,4 kat artış göstererek en fazla artan grubu 

oluşturmuşlardır. YBMD miR-184 grubunda ise kontrol grubuna göre 5,6 kat artış 

görülmüştür. Çalışmamızda YBMD grubunda oluşan p21 gen ekspresyonu artışı oksidatif 

strese bağlı hücre döngüsünde duraklama geliştiğini göstermektedir. Bevacizumab 
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uygulamasının bu etkiyi geri döndürmediği ancak miR-184 uygulamasıyla etkinin anlamlı 

olarak geri döndüğü izlenmektedir.  ARPE-19 hücre kültüründe Bevacizumab’ın hücre 

döngüsü regülasyonuna etkisinin araştırıldığı bir çalışmada hücrelere 48 saat boyunca 2,5 

mg/ml Bevacizumab uygulanmış ve G1/S fazında görevli hücre siklusuna ait proteinler akım 

sitometrisi ile analiz edilmiştir. Siklin bağımlı kinaz 4 ve 6’nın ve siklin D ve E’nin 

ekspresyonlarının azaldığı ve p21, p27, p16 ve p53’ün protein seviyelerinin arttığı 

bildirimiştir (173). Bu kapsamda çalışmamızın verileri ile benzerlik göstermektedir. 

 Hücrede oluşan DNA hasarı onarılamayacak düzeyde ise apoptoz ya da nekroptoz 

gerçekleşecektir. Bu kapsamda Bevacizumab’ın ve miR-184’ün hücreler üzerindeki apoptotik 

etkilerini değerlendirmek amacıyla intrinsik ve ekstrinsik apoptoz yolağında görevli 

proteinlere ait gen ekspresyonları da incelenmiştir. Tümör süpresör gen olarak bilinen p53’ün 

DNA hasarı varlığında hücre siklusunu G1 fazında durdurduğu ve onarım olmadığı takdirde 

intrinsik apoptoz yolağını başlattığı bilinmektedir (144). p53 gen ekspresyonu incelendiğinde 

YBMD grubunun kontrol grubuna göre 2,5 kat artarak en çok artan grubu dolayısıyla 

apoptoza en yatkın grubu oluşturduğu, YBMD-BV grubundaki artışın kontrol grubuna göre 

1,5 kat olduğu YBMD-miR-184 grubunda ise kontrol grubuna göre herhangi bir değişim 

oluşmadığı yani miR-184’ün YBMD grubunda oluşan p53 gen ekspresyonunu baskılama 

yeteğinin Bevacizumab grubuna göre daha başarılı olduğu görülmektedir. 

 BCL-2 ailesine ait proapototik proteinler olan Bid, BAX, PUMA, NOXA ile 

antiapoptotik proteinler olan BCL-2 ve BCL-xL gibi proteinler bir denge halindedir. Hücrede 

bir hasar meydana geldiğinde ortaya çıkan apoptoz sinyali bu proteinler arasındaki dengeyi 

bozarak intrinsik kaskadı başlatır. Proapototik protein olan Bid, BCL-2’yi inaktive eder, buna 

karşılık BAX ve Bak’ı aktifleştirir. BAX ve Bak ise mitokondri zarında por oluşumuna sebep 

olurlar ve mitokondri membran potansiyelinin değişimine yol açarlar. Bu sayede sitoplazmaya 

Ca
++ ve sitokrom c gibi moleküllerin geçişi gerçekleşir. Bu moleküller APAF-1 ile birleşerek 

apoptozumu meydana getirir ve kaspas 3 ve 9’un aktive olduğu apoptozu gerçekleştiren 

birçok enzimi aktifleştirir (145,146). YBMD grubu intrinsik yolak genleri çerçevesinde 

incelendiğinde antiapoptotik olan BCL-2’nin gen ekspresyonu kontrol grubuna göre 0,8 kat 

değerinde azaltıp proapototik olan BAX’ın gen ekspresyon düzeyi kontrol grubuna göre 3,1 

kat arttırmıştır. APAF-1 ekspresyonu kontrol grubuna göre 4,2 kat, CASP3 ekspresyonu ise 

kontrol grubuna 4,1 kat artış göstermiştir. Bu durumda YBMD grubunda intrinsik apoptoz 

yolağının aktif olduğu görülmektedir. Tali görüntü tabanlı sitometri analizi ile de bu durum 

doğrulanmış olup apoptoza bağlı hücre ölüm oranı %15 bulunmuştur. YBMD-BV grubu 
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incelendiğinde BCL-2 oranının kontrol grubuna göre 1,1 kat değerinde olduğunu, kontrol 

grubuna göre BAX gen ekspresyonunu 2 kat arttırdığı, APAF1 gen ekspresyonunu 2,1 kat 

arttırdığı, CASP3 gen ekspresyonunu ise 1,9 kat arttırdığı gözlemlenmektedir. Bu kapsamda 

YBMD-miR-184 grubu incelendiğinde kontrol grubuna göre BCL-2 gen ekspresyonunu 2 kat 

arttırdığını, BAX gen ekspresyonunu 1,9 kat arttırdığını, APAF-1 gen ekspresyonunu 2,5 kat 

arttırdığını, CASP3 gen ekspresyonunu ise 1,1 kat arttırdığı izlenmektedir. Bu oranlara 

bakıldığında tedavi grupları olan YBMD-BV ve YBMD-miR-184 gruplarının intrinsik 

apoptoz yolağında benzer etkiler oluşturduğu görülmektedir. Yalnızca YBMD-miR-184 

grubunun BCL-2 gen ekpreyon düzeyini diğer gruplara oranla anlamlı bir şekilde arttırması 

dikkat çekicidir. BCL-2 bilindiği üzere antiapoptotik bir proteindir, hücredeki BCL-2/BAX 

oranının hücre kaderi üzerinde belirleyici olduğu bilinmektedir (145). Anti-VEGF ilaçların 

(Bevacizumab, Ranibizumab, Aflibercept) ARPE-19 hücre hatlarında güvenlik profillerinin 

araştırıldığı bir çalışmada Bevacizumab’ın klinik kullanım dozunun 1x, 2x ve 10x dozlarında 

mitokondri membran potansiyelini azaltarak erken apoptoza yol açtığına dair kanıtlar 

sunulmuştur (9). ARPE-19 hücre hattında oksidatif stres altında Bevacizumab’ın BCL-2 gen 

ekspresyonu ve apoptoz üzerine etkilerinin araştırıldığı bir çalışmada düşük ve orta seviyedeki 

oksidatif stres altında Bevacizumab dozu arttıkça BCL-2 gen ekspresyonunun azaldığı ancak 

çok yüksek dozlardaki Bevacizumab (2,67 mg/mL) ile apoptozun gerçekleştiğini 

göstermişlerdir. Bu nedenle Bevacizumab’ın tekrarlayan intravitreal enjeksiyonlar neticesinde 

RPE hücrelerinin canlılığı üzerinde etkisinin olabileceğini öne sürmüşlerdir (174). Yine 

ARPE-19 hücreleri kullanılarak yapılan bir çalışmada sırasıyla 1 hafta ve 2 hafta süreyle 

Bevacizumab’la inkübe edilen doz grupları ve aynı sürede inkübe edilen kontrol grupları 

oluşturulmuş ve sonuç olarak Bevacizumab’ın ARPE-19 hücre morfolojisini değiştirdiğini, 

proapoptotik genler olan p53 ve BAX’ın ekspresyonunu arttırdığını, antiapoptotik gen olan 

BCL-2’nin ise ekspresyonunu azalttığını göstermişlerdir (175). 

 Ekstrinsik apoptoz yolağı ise hücre yüzeyinde yerleşmiş ölüm reseptörleri (Fas, 

TNFR, DR5) üzerinden gerçekleşir. Ölüm sinyallerinin (FasL, TNF-α, TRAIL) bu 

reseptörlere bağlanması ile hücre içerisinde bir dizi yolak aktifleşir ve prokaspaz 8’i CASP8’e 

çevirir. CASP8 ise doğrudan veya dolaylı olarak CASP3’ü aktive eder (146,147). Bu 

kapsamda çalışmamızda TNF-α, TRAIL ve CASP8 gen ifadeleri incelenmiştir. TNF-α gen 

ekspresyonu incelendiğinde YBMD ve YBMD-BV grupları kontrol grubuna göre sırasıyla 2,1 

ve 1,9 kat artış göstermişlerdir. YBMD-miR-184 grubunda ise kontrol grubuna göre 4,1 kat 

olmak üzere anlamlı bir artış dikkati çekmektedir. TRAIL gen ifadesi incelendiğinde YBMD 
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ve YBMD-BV grubu kontrol grubuna göre sırasıyla 1 ve 1,1 kat artış göstermiş, YBMD-miR-

184 grubu ise 0,5 kat azalma göstemiştir. CASP8 gen ifadesinde ise YBMD grubu kontrol 

grubuna göre 2,9 kat artarak en fazla artan grubu oluşturmuş, YBMD-BV ve YBMD-miR-184 

grupları ise kontrol grubuna göre sırasıyla 1,7 ve 1,1 kat artarak aynı grubu oluşturmuşlardır. 

CASP3 hem intrinsik hem de ekstrinsik yolakta mevcut olup bahsedildiği üzere YBMD-BV 

ve YBMD-miR-184 grubu arasında gen ekspresyonu açısından fark saptanmamıştır. Bu 

bilgilerin neticesinde ekstrinsik apoptoz yolağı üzerinde Bevacizumab’ın ve miR-184’ün 

benzer etkiler gösterdiği görülmektedir. Ancak TNF-α gen ifadesinde miR-184 uygulanan 

grupta anlamlı artış görülmesi dikkat çekicidir. Ancak apoptozun ilerleyen basamaklarında 

yer alan CASP8 ve CASP3 gen ekspresyonlarında benzer tutarlılıkta artış görülmemesi miR-

184’ün TNF-α üzerinden apoptoza sebep olduğu çıkarımından uzaklaştırmaktadır.  

 Yaşa bağlı makula dejenerasyonuna ilişkin olarak, miRNA’lar son zamanlarda 

terapötik araştırmaların odağı haline gelmiştir. İn vivo ve in vitro çalışmalarla birkaç 

miRNA’nın YBMD patogeneziyle doğrudan ilişkisi olduğu gösterilmiştir (15). YBMD 

modellerinde disregüle olduğu gösterilen miRNA’lar, YBMD’deki miRNA işlevini anlamada 

ipuçları sunmaktadır. miRNA-184’ün YBMD donörlerinden izole edilen insan retina pigment 

hücre kültüründe ve OIR fare modelinde downregüle olduğu gösterilmiştir (122,176).  Başka 

bir çalışma miR-184’ün anjiyogenez ve enflamasyonda önemli bir hücre içi sinyal yolağı olan 

Wnt yolağının negatif düzenleyicisi olduğunu ortaya koymuştur. Wnt sinyal yolağının VEGF 

ile ilişkili olarak neovaskülarizayonu arttırdığı bilinmektedir (16). Sütürle indüklenen korneal 

neovaskülarizasyon oluşturulmuş sıçan modelinde topikal olarak uygulanan miR-184’ün 

neovaskülarizasyonu azaltıcı etkisinin gösterilmesi bu bulguları desteklemektedir (17,177). 

Fotoreseptör stabilitesi için önemli role sahip olan fagositoz işlevinin miR-184 inhibisyonuyla 

azaldığının gösterilmesi, miR-184’ün YBMD patogenezinde önemini ortaya koyan diğer bir 

durumdur (122). Çalışmamız kapsamında bu bulgulardan yola çıkarak tedavi edici etkisi 

olduğunu düşündüğümüz miR-184 ile halihazırda tedavi protokolü olarak hastalara 

intravitreal enjeksiyon halinde uygulanmakta olan Bevacizumab’ın anjiyogenez yolağı 

üzerindeki etkileri incelenmiştir. Çalışmamızda miR-184 ile tedavi edilen grupta HIF-1α ve 

VEGF gen ekspresyon seviyelerinin YBMD grubuna göre anlamlı olarak düşük saptanması, 

miR-184’ün anjiyogenezi baskıladığı şeklindeki hipotezimizi desteklemiş ve bulgular 

itibariyle de literatürle de uyumlu bulunmuştur (16,177). Çalışmamızda miR-184 ile 

anjiyogenez yolağında görevli genler arasındaki ilişki Pearson Korelasyon analizi ile ortaya 

konmuştur. miR-184’ün HIF-1α, HIF-1β, VEGF, MMP-3, EGFR, PI3K, AKT ve mTOR gen 
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ifadeleri ile negatif korelasyonda olduğu görülmektedir. Bunlardan HIF-1α (r= -0,448*, 

p=0,025) ve AKT (r= -0,415*, p=0,039) ile miR-184 arasındaki negatif korelasyon 

istatistiksel olarak anlamlı bulunmuştur. İnsan trabeküler ağ hücre kültürü modelinde miR-

184’ün HIF-1α gen ekspresyonunu baskılayarak trabeküler ağ hücrelerini kronik oksidatif 

stresin indüklediği sitotoksisite ve apoptozdon koruduğu gösterilmiştir (178). miR-184’ün 

korneal neovaskülarizasyon üzerindeki etkisinin araştırıldığı bir çalışmada miR-184’ün 

proanjiyojenik faktörleri hedef alarak VEGF ekspresyonunu azalttığı, ayrıca AKT 

fosforilasyonunu zayıflatarak AKT sinyalizasyonunu azalttığı ve bu sayede antianjiyojenik 

etkilerini ortaya çıkarttığı belirtilmiştir (179). Bu bilgiler ışığında çalışmamız literatürle 

uyumludur (178,179). 

 miR-155’in hem inflamasyon hem de anjiyogenezde rol oynadığı düşünülmektedir 

(17). Çalışma kapsamında anjiyogenez yolağındaki görevli genlerin ekspresyonları ile miR-

155 arasındaki ilişki Pearson Korelasyon analizi ile incelenmiştir. Tablo 4’de de görüldüğü 

üzere bu yolakta görevli tüm genler ile miR-155 arasında istatistiksel olarak anlamlı pozitif 

korelasyon saptanmıştır. Bu durum miR-155’in anjiyogeneze katkı sağladığını 

göstermektedir. Ayrıca miR-155’in relatif gen ekspresyon düzeyi incelendiğinde YBMD 

grubunda 10 kat artış görülmesi bu kanıyı desteklemektedir. Pluripotent kök hücreler ile 

yapılan bir çalışmada VEGF’in miR-155 ekspresyonunu uyardığı ve miR-155’nin endotel 

hücrelerinin matürasyonuna katkıda bulunarak anjiyogenezi teşvik ettiği bildirilmiştir (180). 

İn vitro ve in vivo olarak miR-155’in anjiyojenik etkilerinin araştırıldığı bir çalışmada miR-

155’in inhibisyonu ile retinal neovaskülarizasyonun azaldığı gözlenmiştir. Bu etkinin miR-

155’in inhibisyonu ile PI3K/AKT yolağının etkinliğinin azalması sonucu gerçekleştiği öne 

sürülmüştür (181).  Çalışmamızda miR-155 ile PI3K (r= 0,619**,p= 0,001), AKT 

(r=0,528**,p= 0,007) arasında güçlü pozitif korelasyon olması bu kanıyı desteklemektedir. 

İlginç olarak, oküler Chlamydia Trachomatis çalışan bir grup klinik inflamasyon derecesi ile 

korele olarak miR-155 artarken, miR-184’ün azaldığını göstermişlerdir (182). YBMD 

patogenezinde inflamasyon önemli bir yer tuttuğundan bu negatif korelasyonun biyomarker 

olabilme özelliği de araştırılmak istenmiştir. Çalışmamızda miR-155’in gen ifadesi 

incelendiğinde miR-155’in YBMD grubunda kontrol grubuna göre 10 kat artış gösterdiği 

ancak YBMD-miR-184 grubunda kontrol grubuna göre ancak 0,3 kat oranında eksprese 

edildiği gözlenmiştir. Bu durum miR-184 ile miR-155 arasındaki ters orantıyı ortaya 

koymakta olup hipotezimizle uyumlu bulunmuştur. Bu ters orantı tanı koyma ve tedaviye 
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yanıtı değerlendirme açısından miR-155’in iyi bir monitorizasyon sağlayabileceğini 

düşündürmüştür. 
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SONUÇLAR 

 

ARPE-19 hücre kültür hattında miR-184 ile Bevacizumab’ın anjiyogenez, antioksidan 

savunma sistemleri, ısı şok proteinleri, hücre siklus düzenleyicileri, DNA tamiri ve intrinsik 

ve ekstrinsik apoptoz yolağına ait gen ekspresyonları üzerine etkileri araştırılmıştır. 

Çalışmamızda bunlara ek olarak biyomarker olabileceğini düşündüğümüz miR-155 ile tedavi 

amacıyla kullandığımız miR-184’ün birbirlerine göre gen ekspresyon paternleri incelenmiştir. 

Ayrıca anjiyogenez yolağına ait genlerin miR-184 ve miR-155 ile korelasyon durumu ortaya 

konmuştur. Tüm bunların neticesinde çalışmamızda aşağıdaki sonuçlar elde edilmiştir: 

1. miR-184’ün HIF1-α ve β gen ekspresyonunu baskılaması üzerinden VEGF 

seviyesini düşürdüğü, Bevacizumab’ın HIF1α ve HIF1β üzerinde etkisi olmadığı 

gözlemlenmiştir. Bevacizumab’ın asıl etkisini VEGF üzerinden gerçekleştirdiği bilinmekte 

olup VEGF seviyesine olan etkisinin miR-184’e oranla çok daha düşük olması dikkat 

çekicidir. 

2. miR-184’ün PI3K / AKT yolağında gen ekspresyonlarını anlamlı olarak azalttığı ve 

bu sayade hem bu yolak aracılığıyla hem de bu yolaktan bağımsız bir şekilde HIF-1α gen 

ekspresyonunu baskılayarak güçlü anti-anjiyojenik etkileri olduğu düşünülmüştür. 

Bevacizumab’ın PI3K / AKT / mTOR yolağındaki gen ekspresyonlarını baskılamada ise 

etkisiz olduğu saptanmıştır. 

3.  Çalışmamızda YBMD grubunda oluşan p21 gen ekspresyonu artışı oksidatif strese 

bağlı hücre döngüsünde duraklama geliştiğini göstermekte olup Bevacizumab uygulamasının 

bu etkiyi geri döndürmediği ancak miR-184 uygulamasıyla etkinin anlamlı olarak geri 

döndüğü izlenmiştir. Benzer şekilde miR-184’ün YBMD grubunda oluşan p53 gen 
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ekspresyonunu baskılama yeteğinin Bevacizumab grubuna göre daha başarılı olduğu 

saptanmıştır. 

4. İntrinsik ve ekstrinsik apoptoz yolağında miR-184 ile Bevacizumab’ın etkilerinin 

benzer olduğu gözlenmiştir. Ancak TALİ görüntü tabanlı sitometri analizinde miR-184 

grubunda apoptoz kaynaklı hücre ölümünün Bevacizumab grubuna göre istatistiksel olarak 

anlamlıkla daha fazla olduğu, nekroza bağlı hücre ölümünün ise istatiksel olarak anlamlı fark 

olmasa da Bevacizumab grubunda fazla olduğu ortaya konmuştur. 

5. Çalışmamızda miR-184’ün HIF-1α ve AKT ile istatistiksel olarak anlamlı bir 

şekilde negatif korelasyonda olması saptadığımız antianjiyojenik etki mekanizmasını 

desteklemiştir. 

6.  Anjiyogenez yolağında görevli tüm genler ile miR-155 arasında istatistiksel olarak 

anlamlı pozitif korelasyon saptanması miR-155’in anjiyogeneze katkı sağladığını 

göstermiştir. 

7. miR-184 ve miR-155’in ters orantılı olarak eksprese edildiği gösterilmiş ve bu 

durum tanı koyma ve tedaviye yanıtı değerlendirme açısından miR-155’in iyi bir 

monitorizasyon sağlayabileceğini düşündürmüştür. 
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ÖZET 

 

Bu çalışma ileri evre neovasküler YBMD’de yeni bir terapötik strateji olacağını 

düşündüğümüz miRNA-184 ile klinikte kullanım endikasyonu olan ve anti-VEGF etkisi iyi 

bilinen Bevacizumabın antianjiyojenik etkilerini kıyaslamak amacıyla tasarlanmıştır. Ayrıca 

çalışmamızda miR-184’ün anjiyogenez yolağı üzerindeki etkileri ve anjyogenezi indüklediği 

düşünülen miR-155’in biyomarker olabilme özelliği araştırılmıştır. 

Bu amaçla hipoksi ve oksidatif stres oluşturularak ARPE-19 hücre hatlarında in vitro 

bir YBMD modeli oluşturuldu. Hücrelerin canlılık analizi MTT testi ile yapıldı. Kullanılan 

miR-184 ve Bevacizumab’ın apoptotik etkileri TALİ görüntü tabanlı sitometri analizi ile 

değerlendirildi. Apoptoz indüksiyonu sonrası oluşan nükleer morfoloji değişiklikleri ve 

apoptotik yapılar moleküler flöresan görüntüleme teknikleri ile değerlendrildi. miR-184 ve 

Bevacizumab’ın anjiyogenez yolağı, antioksidan sistem, DNA tamir genleri, ısı şok 

proteinleri, hücre siklus düzenleyicileri, intrinsik ve ekstrinsik apoptoz yolağı genlerinin 

ekspresyonları üzerindeki etkileri qRT-PCR ile değerlendirildi. İstatistiksel analizde tek yönlü 

ANOVA testi, Tukey testi ve Pearson Korelasyon analizi kullanıldı. 

Çalışmamızda miR-184’ün HIF-1α ve HIF-1β’yı baskılayarak antianjiyojenik etki 

gösterdiği, Bevacizumab’ın ise bu gen üzerinden etki göstermediği ortaya konmuştur. Ayrıca 

miR-184’ün VEGF gen ekspresyonunu YBMD ve YBMD-BV gruplarına göre anlamlı ölçüde 

azalttığı gösterilmiştir. Anjiyogenezde etkili olduğu düşünülen PI3K/AKT/mTOR yolağı 

üzerinde miR-184’ün Bevacizumaba göre anlamlı olarak daha etkili olduğu gösterilmiştir. 

Pearson korelasyon analizi ile miR-184 ile HIF-1α (r= -0,448, p=0,025) ve AKT (r= -0,415, 

p=0,039) genleri arasında negatif korelasyon olduğu ortaya konularak bu bulgular 

desteklenmiştir. Bevacizumab ve miR-184’ün antioksidan sistem, DNA tamir genleri, ısı şok 
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preoteinleri, intrinsik ve ekstrinsik apoptoz yolağında görevli genlerin ekspresyonları 

üzerindeki etkileri benzer saptanmış olup,  ilaçların güvenlik profillerinin de benzer olduğu 

gösterilmiştir. MiR-155 ile anjiyogenez yolunda incelenen tüm genler istatistiksel olarak 

anlamlı pozitif korelasyon gösterdi. MiR-155 gen ekspresyon seviyesi incelendiğinde, 

YBMD-miR-184 grubunun miR-155’in en az eksprese edildiği grup olduğu bulundu ve miR-

184 ve miR-155 arasındaki ters etkileşim gösterildi. 

Sonuç olarak çalışmamızda miR-184’ün antianjiyojenik etkisi olduğu ve bu etkisini 

hangi yolaklar aracılığıyla gerçekleştirdiği gösterilmiştir. Bevacizumab gibi klinik karşılığı 

olan bir ilaçla kıyaslayamamıza rağmen miR-184’ten alınan anlamlı sonuçlar miR-184’ün 

yeni bir terapötik hedef olarak sunulması olasılığının yüksek olduğunu ortaya koymuştur. 

Çeşitli yolaklara ait mekanizmaların çalışılması YBMD’ye dair patogenezi anlamamıza da 

katkıda bulunmuştur. miR-184 ile miR-155 arasındaki ters etkileşim tanı koyma ve tedaviye 

alınan cevap açısından miR-155’in biyomarker olabilme potansiyelini de ortaya koymaktadır.  

 

Anahtar kelimler: Yaşa bağlı makula dejenerasyonu, ARPE, anjiyojenez, miR-184, 

miR-155, Bevacizumab 
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COMPARISON OF THE EFFECTIVENESS OF BEVACIZUMAB AND 

miRNA-184 IN THE ANGIOGENESIS PATHWAY OF THE IN VITRO 

AGE RELATED MACULA DEGENERATION MODEL AND THE 

INVESTIGATION OF THE BIOMARKER FEATURE OF              

angiomiRNA-155 

 

SUMMARY 

 

This study was designed to compare the anti-angiogenic effects of miRNA-184 which 

we think will be a new therapeutic strategy in advanced neovascular AMD and Bevacizumab 

whose anti-VEGF effect is well known and indicated for clinical use. In addition, the effects 

of miR-184 on angiogenesis pathway and the biomarker feature of miR-155, which is thought 

to induce angiogenesis, were investigated. 

For this purpose, hypoxia and oxidative stress were constituted in ARPE-19 cell lines 

to establish an in vitro model of AMD. The viability analysis of the cells was done by MTT 

test. The apoptotic effects of miR-184 and Bevacizumab were evaluated by TALI image 

based cytometry analysis. Nuclear morphology changes and apoptotic structures formed after 

apoptosis induction were evaluated by molecular fluorescent imaging techniques. The effects 

of miR-184 and Bevacizumab on angiogenesis pathway, antioxidant system, DNA repair 

genes, heat shock proteins, cell cycle regulators, expression of the intrinsic and extrinsic 

apoptosis pathway genes were evaluated by qRT-PCR. One way ANOVA test, Tukey test and 

Pearson Correlation analysis were used in statistical analysis. 



70 

In our study, we found that miR-184 shows antiangiogenic effects by suppressing 

HIF-1α and HIF-1β and Bevacizumab does not act on this gene. In addition, miR-184 has 

been shown to significantly reduce VEGF gene expression compared to the AMD and AMD-

BV groups. MiR-184 has been shown to be significantly more effective than Bevacizumab on 

the PI3K / AKT / mTOR pathway, which is thought to be effective in angiogenesis. These 

findings were supported by suggesting a negative correlation between miR-184 and HIF-1α (r 

= -0,448, p = 0,025) and AKT (r = -0,415, p = 0,039) genes by Pearson correlation analysis. 

The effects of Bevacizumab and miR-184 on the antioxidant system, DNA repair genes, heat 

shock preoteins, expressions of genes involved in the intrinsic and extrinsic apoptosis 

pathways have been found similar, and also the safety profiles of the drugs have been shown 

to be similar. All the genes studied in the path of angiogenesis with miR-155 showed a 

statistically significant positive correlation. When the miR-155 gene expression level was 

examined, the AMD-miR-184 group was found the miR-155 least expressed group and the 

inverse interaction between miR-184 and 155 was shown. 

As a result, it was shown in our study that miR-184 has antiangiogenic effect and 

through which pathways it performs this effect. Although we could not compare with a 

clinically equivalent drug like Bevacizumab, significant results from miR-184 revealed that 

miR-184 is likely to be presented as a new therapeutic target. Studying the mechanisms of 

various pathways also contributed to our understanding of the pathogenesis of AMD. The 

inverse interaction between miR-184 and miR-155 also reveals the potential of miR-155 to 

become a biomarker in terms of diagnosis and response to treatment. 

 

Key words: Age related macular degeneration, ARPE, angiogenesis, miR-184, miR-

155, Bevacizumab 
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