T.C.

TRAKYA UNIVERSITESI
TIP FAKULTESI
GOZ HASTALIKLARI
ANABILIM DALI

Tez Yt')neticic"i )
Dog. Dr. Hande GUCLU

IN VITRO YASA BAGLI MAKULA DEJENERASYONU
MODELINDE BEVACIZUMAB ve miRNA-184"UN
ANJIYOGENEZ YOLAGINDA ETKINLIGININ
KARSILASTIRILMASI VE anjiyomiRNA-155’IN
BIiYOMARKER OZELLIGININ ARASTIRILMASI

(Uzmanhk Tezi)

Dr. Merve SAMBEL AYKUTLU

EDIRNE-2020



TESEKKUR

Asistanlik egitimimde emegi gecen, tez
siirecimde yardimlarin1 ve destegini esirgemeyen
¢ok degerli danmigman hocam Dog¢. Dr. Hande
GUCLU’ye, asistam olmaktan gurur duydugum ve
her daim 6rnek aldigim saygideger hocam Prof.Dr.
Vuslat GURLU’ye ve diger saygideger hocalarim
Dog. Dr. S. Altan OZAL ve Dr. Ogretim Uyesi
Riiveyde GARIP’e, tez ¢alismamin laboratuvar
kismin1 yoneten ve bana her zaman yardimci olan
Tibbi Biyoloji Anabilim Dal1 6gretim tiyesi Prof. Dr.
Oguzhan DOGANLAR’a, projemizi destekleyen
Trakya Universitesi Bilimsel Arastirma Birimi
Bagkanlifi'ma (proje no: TUBAP 2019/181), bu
stirecte sabirla yanimda olan sevgili esime, beni bu
giinlere getiren canim aileme, mesai arkadaslarima
ve tim goz hastaliklar1 c¢alisanlarina tesekkiir

ederim.



ICINDEKILER

GIRIS VE AMAC ... 1
GENEL BILGILER..........ooooooiioiooooooeeecoeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e 3
NORMAL RETINAL MIMARI .........cocooiiiiiecieeeceeeee et 3
YASA BAGLI MAKULA DEJENERASYONUNDA PREVALANS .........ccccovu... 4
YASLANMA SURECT VE RETINA .......ccooooviiiiiiieeceeee et 4
YASA BAGLI MAKULA DEJENERASYONUNUN PATOFIZYOLOJISI............ 5
RISK FAKORLERI .......cocoooiiiiiiieoeeeeeeeeeee ettt 7
YASA BAGLI MAKULA DEJENERASYONUNDA SINIFLANDIRMA ............... 9
YASA BAGLI MAKULA DEJENERASYONUNDA KLINiK.........cccccoovvvirninnnnn. 10
NON-NEOVASKULER YASA BAGLI MAKULA DEJENERASYONU .............. 11
NEOVASKULER YASA BAGLI MAKULA DEJENERASYONU ...........c..cc........ 12
TANI YONTEMLERI ........coooiiiiioeeeeeeeeeeeoeeeeeeeeee et 14
GUNCEL TEDAVI YAKLASIMLARLI .......c.cocooviiiiiitiieeeee e, 15
TEDAVI YAKLASIMI OLARAK MiKroRNA ........c.cccoooiiiiieieeeeeeeeseeeere e, 18
YASA BAGLI MAKULA DEJENERASYONU PATOGENEZI iLE iLiSKiLi
ONEMLI HUCRE ICI SINYAL YOLAKLARI ...........cccooovoitiviniieeeeesesees e 19
GEREC VE YONTEMLER ..........ccooiovimiiimiiecooeeeceeeeeeeoeeeeeeeeeees s 22
BULGULAR ... e en e, 31
TARTISMA ...t ee e 53
SONUCGLAR .......oosiooeeeeoeeeee et 65
(0.2 3 Ao 67
SUMMOARY .ottt ettt sttt en e 69



SIMGE VE KISALTMALAR

AKT : Protein kinaz B

APAF1 : Apoptotil proteaz aktive edici faktor 1
AREDS : The Age Related Eye Disease Study
ARMS?2 : Age related maculopathy susceptibility
ARPE :ahuman retina pigment epiteli hiicre hattt
ATCC : American Type Culture Collection
BAX : BCL-2 ile iliskili X protein

BCL-2 : B hiicreli lenfoma 2

BLD : Bazal laminer deposit

CASP  : Kaspaz

CAT : Katalaz

CATT : Comparison of Age-Related Macular Degeneration Treatments Trials
CDK - Siklin bagiml kinaz

cDNA  : Komplementer Deoksiriboniikleik asit
CFB : Kompleman faktor B

CFH : Kompleman faktor H

DFX : Deferoksamin mesilat tuzu

DMEM : Dulbecco's Modified Eagle's medium
DMSO : Dimetil siilfoksit

DNA : Deoksiriboniikleik asit

EGFR : Epidermal biiyiime faktor reseptorii
EXO1l : Ekzoniikleaz I
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MAPK
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PBS
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: Foveal avaskiiler zon

: Fetal s1g1r serumu

: Fundus floresein anjiyografi

: Fundus otofloresans

: Gliseraldehit 3-fosfat dehidrojeneaz
: Glutatyon sentetaz

: Glutatyon S-transferaz Mu 1

: Hidrojen peroksit

- Hipoksi ile indiiklenen faktor 1a
- Hipoksi ile indiiklenen faktor 1B
: Is1 sok proteini 60

: Is1 sok proteini 70

: Indosiyanin yesili anjiyografisi

: Koroidal neovaskiilarizasyon

: Mitojenle aktiflestirilen protein kinaz
> miligram

- MiIRNA

: mikro Riboniikleik asit

- mililitre

: MutL homolog 1

: Matriks metalloproteinaz

: mesajc1 Riboniikleik asit

: mammalian target of rapamycin
: Nei benzer DNA gilikozilaz

: nanometre

: mikrolitre

: mikrometre

: mikromolar

: Oksijenle indiiklenen retinopati
: Optik kohorens tomografi

: Optik kohorens tomografi- Anjiyografi
: Phosphate buffered saline

: Polimeraz zincir reaksiyonu
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TNF-a
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VEGFR
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: Pigment epitel dekolmani

: Pigment epitel tiirevi faktor

: Fosfoinizotid 3-kinaz

: Plasental bliylime faktorii

: pikomol

. Riboniikleik asit

- Reaktif oksijen tiirleri

- Retina pigment epiteli

- Superoksit dismutaz 1

: Superoksit dismutaz 2

: Doku metalloproteinaz inhibitorii

: Timor nekroz faktor- a

: Tiimor nekroz faktor ile iliskili apoptozu indiikleyen ligand
: Tripsin-Etilendiamin tetraasetikasit

: Vaskiiler endotelyel biiylime faktorii

: Vaskiiler endotelyel biiylime faktorii reseptorii
: Yasa bagli makula dejenerasyonu

. Alfa

: Beta



GIRIS VE AMAC

Yasa bagli makula dejenerasyonu (YBMD), 55 yas iizeri kisiler arasinda goérme
bozuklugunun ve kérliigiin 6nde gelen nedenlerinden biridir. ileri evre YBMD; atrofik (kuru)
tip ve eksudatif (yas) tip olmak iizere iki kategoriye ayrilir (1). Kuru tip YBMD hastalarinda
gorme kaybi, retina pigment epiteli hiicrelerinin ve fotoreseptorlerin cografik atrofisi ile
iliskilidir  (2). Ekstdatif veya yas tip YBMD'de retinanin tahribati, koroid
neovaskiilarizasyonu (KNV) olarak adlandirilan koroidden retinaya anormal kan damarlarinin
isgalinden kaynaklanir (3). Vaskiiler endotelyal biiyiime faktorii (VEGF), anjiyogenezde
anahtar diizenleyici olup (4), yas tip YBMD patogenezinde kritik bir role sahiptir (5). Bu
sebeple intravitreal antianjiyojenik tedavi (anti-VEGF ajanlarin dogrudan vitreye
enjeksiyonu) giiniimiizde neovaskiiler yasa bagli makula dejenerasyonu igin birincil tedavidir.
Bevacizumab, anti-kanser ila¢ olarak iiretilmis intravenéz uygulanan monoklonal bir antikor
olup, yas tip YBMD’de intravitreal enjeksiyon seklinde off-label olarak oldukg¢a sik
kullanilmaktadir (6). Ancak anti-VEGF tedavinin aylik intravitreal enjeksiyon gerektirmesi;
endoftalmi, retina dekolmani ve lens hasar riskini arttirmaktadir, ayrica yas tip YBMD i¢in
kiiratif olmadigi gibi maliyeti de yiiksektir (7,8). Retina pigment epiteli hiicre kiiltiirtinde anti-
VEGF ajanlarin toksik etkilerinin arastirildigi bir ¢alismada, Bevacizumab’in klinik kullanim
dozunda mitokondrial membran potansiyelini azalttig1 ve bu durumun da apoptoz gostergesi
olabilecegi one siiriilmiistiir (9). Ayrica anti-VEGF ajanlar sistemik olarak uygulandiginda
tromboembolik olaylar ve 6liim dahil ciddi yan etkiler ortaya ¢iktigi goriilmiistiir. YBMD’da
bozulmus kan-retina bariyeri sebebiyle bu ajanlar intravitreal olarak uygulansa dahi sistemik

dolasima gegerek ciddi yan etkilere yol agabilecegi on goriilmektedir (10).



mikroRNA (miRNA)’lar posttrankripsiyonel gen ekspresyonunu negatif olarak
diizenleyen, kodlayici olmayan kiiciik RNA (riboniikleik asit)’lardir (11,12). 1993'teki
kesiflerinden bu yana miRNA'larin; patolojik anjiyogenez, oksidatif stres ve inflamasyon gibi
sayisiz hastalik siirecinin patogenezine katkida bulundugu gosterilmistir (13,14). YBMD’ye
iliskin olarak, miRNA’lar son zamanlarda terapdtik arastirmalarin odagi haline gelmistir. in
vivo ve in vitro c¢alismalarla birkag miRNA’nin YBMD patogeneziyle dogrudan iligkisi
oldugu gosterilmistir (15). Yapilan bir ¢alisma miR-184’{in anjiyogenez ve enflamasyonda
onemli bir hiicre i¢i sinyal yolagi olan Wnt yolagiin negatif diizenleyicisi oldugunu ortaya
koymustur. Wnt sinyal yolaginin VEGF ile iligkili olarak neovaskiilarizayonu arttirdigi
bilinmektedir (16). miR-155 ise anjiyogenez ve inflamasyonda rol oynanadigi diistiniilen bir
miRNA’dir (17).

Bu caligmada; in vitro galigilabilecek YBMD hiicre kiiltiir modeli olusturularak,
Bevacizumab ve miR-184’{in antianjiyojenik etkilerinin kiyaslanmasi amaglanmistir. Ayrica
anjiyogenez yolagindaki etki mekanizmalarin1 kiyaslayabilmek amaciyla 6nemli hiicresel
sinyal mekanizmalar1 arastirilmistir. anjiyomiR oldugu diisiiniilen miR-155’in degisim paterni
incelenerek tedaviye aliman cevap agisindan biyomarker olabilme potansiyeli ortaya

konmustur.



GENEL BIiLGILER

NORMAL RETINAL MIMARI

Makiila; arka kutupta yer alan, superior ve inferior temporal arklarla ¢evrelenmis,
yaklasik 5,5 mm capinda, histolojik olarak ksantofil pigmenti iceren ve birden ¢ok gangliyon
hiicre tabakasinin mevcut oldugu retina bolgesidir. Anatomik olarak optik disk merkezinin 4
mm temporalinde, 0,8 mm inferiorunda yerlesmistir.

Fovea; makula merkezindeki i¢ retina yiizeyinde yer alan bir ¢okiintii olarak
tanimlanir. Cap1 yaklasik 1,5 mm boyutlarindadir, yani bir optik disk ¢apina tekabiil ettigi
kabul edilir.

Foveola; foveanin merkezi zeminini olusturur ve 0,35 mm’lik ¢apa sahiptir. Bu
boliimde gangliyon hiicresi bulunmamaktadir ve tim kalinhigim1 yalnizca konlar ve
niikleuslar1 olusturur. Yaklasik 0,5 mm ¢apinda oldugu diisiiniilen foveal avaskiiler zonun
icinde yer alir.

Umbo; fovealanin tam merkezindeki 0,13 mm kalinh@indaki ¢okiintiidiir.
Oftalmoskopide fovealar rofleye tekabiil eder.

Parafovea; foveay:1 halka seklinde cevreleyen 0,5 mm genisliginde, gangliyon hiicre
tabakasinin, i¢ niikleer tabakanin ve Henle’nin dis pleksiform tabakasinin en kalin oldugu
alandir.

Perifovea; parafoveayr 1,5 mm genisliginde dairesel olarak ¢evreleyen makula bolgesi
periferik zonudur (18,19).

Retina icten (vitreus tarafindan), disa dogru (koroid tarafina) su tabakalardan olusur:

e I¢ limitan membran

o Sinir lifi tabakasi



¢ Gangliyon hiicre tabakasi

e i¢ pleksiform tabaka

e i¢ niikleer tabaka

e Dis pleksiform tabaka

¢ Di1s niikleer tabaka

¢ Dis limitan membran

e Fotoreseptor hiicre tabakasi

Sonug olarak makiila; retinanin merkezinde en ¢ok fotoreseptor yogunluguna sahip

olan, kisinin ince ayrintilar1 gérmesini, okumasini, kisilerin yiizlerini tanimasini saglayan
yiiksek ¢oziniirlikli gorme keskinliginden sorumlu alanidir. Fotoreseptor hiicre tabakasinin
posteriorunda retina pigment epiteli (RPE) tabakasi mevcuttur. RPE kan-retina bariyerini
olusturmasinin yani sira, fotoreseptor dis segment fagositozu, besin transportu, sitokin {iretimi
gibi Onemli gorevler de {stlenmistir. RPE posteriorunda ise retinanin 1/3°lik dis
katmanlarinin beslenmesini saglayan koroid tabakasi yer almaktadir. RPE ve koroidi yari

gecirgen bir bariyer olan Bruch membrani ayirmaktadir (18,19).

YASA BAGLI MAKULA DEJENERASYONUNDA PREVALANS

Yasa bagli makula dejenerasyonu diinya ¢apindaki tiim korliiklerin yaklagik %8,7'sini
olusturur ve gelismis tilkelerde 6zellikle 60 yas istii kisilerde korliiglin en yaygin nedenidir.
Yasli niifusun artmasinin sonucu olarak prevalansinda da artis beklenmektedir. 2040 yilinda
yasa bagli makula dejenerasyonunun herhangi bir subtipinden etkilenenlerin sayisinin 288
milyon kisiye ulasmas1 beklenmektedir (20,21). ileri evre YBMD prevalansi 80 yas civarinda
%10’a kadar ¢ikabilmektedir. Ileri evre YBMD prevelans1 70 yasinda %1,4 iken 80 yasinda
%S5,6’ya, 90 yasinda ise %20’ye ylikselmektedir (22).

YASLANMA SURECI VE RETINA

Dis retina, retina pigment epiteli, Bruch membran1 ve koryokapilleriste yaslanma
siirecinden kaynaklanan cesitli degisimler ortaya ¢ikar. Bu degisimler arasinda; fotoreseptor
sayist ve yogunligunda azalma, RPE hiperpigmentasyonu, lipofuskin graniillerinin olusumu,
RPE’de artik maddelerin birikmesi, plazma membrani ile RPE bazal membrani arasinda bazal
laminer depositlerin (BLD) olusmasi, retina dis katlarinin beslenmesini etkileyen koroidal
damarlardaki degisiklikler vardir. Bu degisklikler YBMD’ye 6zgii degildir ve genellikle de
klinik olarak tespit edilemezler (18).



Yaglanmayla birlikte retina pigment epiteli ve Bruch membrani1 arasinda fokal,
asestiler, polimorf depositler meydana gelir. Drusen olarak adlandirilan bu birikintiler hem
makulada hem de periferik retinada yerlesim gosterebilirler. Funduskopik muayenede soluk
sarims1 lezyonlar olarak gozlenirler. YBMD evrelendirmesi ile ilgili ¢alismalarda drusenler
boyutlarina gore kategorize edilmistir. Bu smiflandirmaya gore; <63 pum capinda olanlar
kiigiik, 63-124 um arasinda olanlar orta, >125 pm capinda olan drusenler biiyiik drusen olarak
isimlendirilmistir. Oftalmoskopik muayenede kabaca biiyiikk drusenin ¢ap1 optik disk
kenarindaki major retinal venin kalinligina esittir. Bunun disinda drusenler yumusak ve sert
olarak da siniflandirilmistir. Sert drusenler ufak ve sinirlar1 belirgindir, yumusak drusenler ise

sinirlart belirsiz, genellikle biiyiiktiirler ve birlesme egilimi gosterebilirler (23,24).

YASA BAGLI MAKULA DEJENERASYONUNUN PATOFiZYOLOJiSI

Yasa bagli makula dejenerasyonunun patofizyolojisi tam olarak anlasilamamasina
ragmen yapilan birgok ¢alisma altta yatan mekanizmalar hakkinda ipuglari vermektedir. Genel
olarak YBMD’nin metabolik, fonksiyonel, genetik ve g¢evresel faktorlerin kompleks
etkilesimi sonucu ortaya ¢iktigina inanilmaktadir (25).

Fotoreseptorler ve RPE hiicreleri postmitotik hiicrelerdir ve normal kosullar altinda
cogalmazlar. Lipofuskin, RPE hiicreleri, kardiyak miyositler ve néronlar gibi postmitotik
hiicreler i¢in yaslanma belirtecidir (26). Yasla birlikte RPE hiicrelerinde lipofuskin ve diger
atik trtinlerin birikiminde ‘fizyolojik’ bir artis olur. Lipofuskin doymamis yag asitlerinin
oksidasyonu neticesinde olusur, mitokondri ve lizozomun yaslanmayla birlikte hasarlandigini
gosteren bir semptom niteligindedir. Sonug olarak oksidatif stres lipofuskin birikimini tesvik
eder (27).

RPE melanozomlari retinay1 151k hasarindan korumak icin gelen 1s1k 1s1nlarin1 absorbe
eder. RPE hiicreleri fotoreseptor dis segmentine, gorsel islevi siirdiirmek igin gerekli olan
besin maddelerini saglar. Ayrica fotoreseptor dis segment fagositozu yaparak atiklari
uzaklastirmada islev gortir. RPE fonksiyonlari lipofuskin benzeri ¢esitli olusumlar neticesinde
zayiflamaktadir (28,29).

Retina, enerji ihtiyacinin fazla olmasi ve artmis metabolik hiz sebebiyle oksidatif hasar
acisindan risk altindadir. Yaslanmayla birlikte oksidatif yiik artar, antioksidan sistemler
zayiflar ve reaktif oksijen tiirleri iiretimi artar. Oksidatif stres zamanla birikir ve kronik

oksidatif strese bagli hiicre i¢i fizyoloji diizensizlesir (30).



RPE hiicreleri normalde koryokapilleris tarafindan uzaklastirilan; lipofuskin ve
fotoreseptor dis segment fagositozu sonucu olusan iirlinler gibi c¢esitli attk maddeler
salgilamaktadir. RPE disfonksiyonu ilerledikge Bruch membranindaki gegirgenlik degisir ve
RPE ile Bruch membrani arasinda ‘drusen’ olarak adlandirilan igeriginde lipit, polisakkarit,
glikozaminoglikan, protein barindiran ekstraseliiler depositlere yol agar. Drusenler Bruch
membraninda bir bariyer olusturarak, metabolitlerin diflizyonunu bozar ve boylece RPE’ nin
koroidden beslenmesine engel olusturur (31-33). Boylece drusen olusumu, RPE
disfonksiyonunu tetikler ve RPE kaybina ve bunun sonucunda da fotoreseptor hiicre 6liimiine
yol agar (34).

Drusen; kolesterol, karbonhidratlar, ¢inko, apolipoproteinlerin dahil oldugu en az 129
farkli protein igeren nétral lipitlerden olusur. Drusen igeriginde amiloid-B, immunglobulin
hafif zinciri, faktor X, C5 ve C5b gibi inflamasyonda rol oynayan proteinler barindirir (35).
Boylece inflamasyon ve kompleman sisteminin disregiilasyonu YBMD patogenezine katkida
bulunur (36).

Yetiskin retina, tiim insan dokularinin birim agirligi basina diisen en yiiksek oksijen
tiiketimine sahip ndral bir dokudur. Koroid ve retinal damarlar olmak tizere iki farkli vaskiiler
sistem tarafindan dolasimi saglanir. Retinal damarlar dis pleksiform tabakaya kadar
ilerleyerek retinanin i¢ iigte ikisine oksijen ve besin saglar. Retinanin dis ticte birlik kismi1 ise
fizyolojik olarak tamamen avaskiilerdir ve gerekli oksijen ve besin maddelerini koroidal
dolagimdan diflizyon yoluyla saglar (37,38).

Normal sartlarda kan damarlarini ¢evreleyen endotel hiicreleri neovaskiiler uyaranlara
kars1 direnglidir ve retinal damarlarda ihmal edilebilir diizeyde endotel hiicre proliferasyonu
gerceklesmektedir. Ciinkii bu hiicreler pro-anjiyojenik (6rnegin; VEGF) ve anti-anjiyojenik
(6rnegin; Pigment epitel tlirevi faktor, PEDF) faktorlerin arasindaki dengeden dolay1 nispeten
sessizdirler. Ancak dengenin pro-anjiyojenik faktorlerin lehine kaymasi sonucu koroidal
neovaskiilarizasyon dahil olmak {iizere anjiyojenik siire¢ baglamaktadir. Neovaskiilarizasyon
gercekte cok sayida uyarici ve inhibe edici faktoriin etkilesimi sonucu ortaya ¢ikan karmagik
bir siirectir. Retinanin neovaskiiler siirecinde KNV gelisimine benzer sekilde hipoksi veya
iskemi; VEGF, integrin ve proteinazlar gibi biiylime faktorlerini aktive etmek igin giiclii bir
uyaridir. Bununla birlikte, retinal ve koroidal neovaskiilarizasyona yol agan yollardaki birgok
benzerlige ragmen, bu iki anjiyogenez tiirii arasinda bazi 6énemli farkliliklar vardir. Giincel
goriise gore; KNV olusum ve gelisim silirecinde immun yanit ve lokal inflamasyon, pro-

anjiyojenik mekanizmalarin gelisimini tesvik eden baslica faktorlerdir (37-40).



RIiSK FAKTORLERI

Yas

fleri yas; YBMD insidansi ve prevalansinda keskin artislarla iliskilidir ve
progresyonunda en 6nemli risk faktorlerinden biridir (6). YBMD 50 yas alt1 kisilerde nadir
goriilmektedir. Ancak 75 yas ustii kisilerde YBMD goriilme olasiligit 65-74 yas arasindaki
kisilere kiyasla 3 kattan fazla artis géstermektedir (24,41).

Etnisite

Yasa bagli makula dejenerasyonu beyaz irkta siyah irka gére daha sik goriilmektedir
(42). Hispanik ve Cinlilerde YBMD prevelansi beyaz irka gore daha diisiik ancak siyah irka
gore ise daha yiiksek saptanmustir (43).

Aile OyKkiisii

Aile oykiisii pozitif olan bireyler YBMD acisindan artmis risk altindadir. Etkilenen
bireylerin kardesleri YBMD agisindan genel popiilasyondan 3 ila 6 kat daha fazla risk
tasimaktadirlar (44).

Genetik Faktorler

2005 yilinda Insan Genom Projesinden elde edilen DNA sekans verileri kullanilarak
kromozom 1 (1q31) iizerinde tespit edilen Kompleman Faktér H (CFH) genindeki bir
polimorfizmin (Tyr402His) beyaz irkta YBMD riskini dnemli dlgiide arttirdigt farki caligma
gruplar tarafindan bildirilmistir. Bu ¢alismalarda Tyr402His polimorfizminin bir kopyasi
bulunmas1 durumunda riskin 2,1 ila 4,6 oraninda arttig, iki kopyasinin bulunmasi durumunda
ise riskin 3,3 ila 7,4 oraninda artig gésterdigi ortaya konmustur (45-47). CFH kompleman
sisteminin  major inhibitoriidiir, drusenle birliktelik  gostermekte ve makulada
sentezlenmektedir (48). Ayrica Kompleman Faktor B (CFB) ve C2 genlerinde tespit edilen
baz1 polimorfizimlerinde YBMD risk artisi ile iligkili oldugu gosterilmistir. CFH, CFB ve C2
genlerindeki polimorfizimler birlikte ele alinacak olursa YBMD hastalarinin yaklasik %75’ini
olusturabilecegi diisliniilmektedir (49). Bu durum kompleman sisteminin  YBMD
patogenezinde dnemli bir faktdr oldugunu ortaya koymaktadir. Yine farkli bir gen olan Age-
related maculopathy susceptibility 2 (ARMS2 geni ve ya diger adiyla LOC387715) geni
kromozom 10 da lokalize olup bu genin Ala69Ser polimorfizmi YBMD gelisiminde CFH’tan



bagimsiz bir risk faktorii olarak tanimlanmistir (50). Hem CFH hem ARMS2 allelleri
homozigot olan kisilerde ise YBMD riski dramatik bir artis gostermektedir (51,52).

Beslenme Aliskanhgi

Son yapilan arastirmalar beslenme aliskanligi ile YBMD riski ve progresyonu arasinda
iliski olabilecegini 6ne siirmiislerdir. Bu ¢alismalara gore; meyve ve yesil yaprakli sebzeler
gibi yararli besinler biiyilik drusen insidansin1 azaltmakta, yag ve sekerden zengin besinler ise
biiyiik drusen insidansin1 arttirmaktadir (53,54). Ozellikle "Akdeniz tarzi beslenme
aligkanliginin" yani sebze, meyve, balik ve zeytinyagindan zengin diyetin YBMD’ye karsi
koruyucu olabilecegi bildirilmistir (55). Artmig C-reaktif protein diizeyi YBMD risk artisiyla
iliskilidir (56). Spesifik lipit tiirleriyle yapilan ¢alismalar, 6zellikle kat1 yag tiketiminin artmis
YBMD riski ile birliktelik gosterdigini one siirmiislerdir (57). Ayrica makuler keratonoidler
ve vitamin alimmin YBMD ile iligkisi mevcuttur. Buna gore igeriginde lutein ve zeaksantin
barindiran koyu yesil sebzelerin ve sari/turuncu renkli meyvelerin tiiketiminin YBMD’ye

kars1 koruyucu olabilecegi diistiniilmektedir (58).

Sigara

Sigara igmek en 6nemli degistirilebilir risk faktoriidiir. 40 yildan fazladir sigara icen
bireylerde YBMD gelisme olasilig1 ayn1 yas grubunda sigara igmeyen bireylere gore 2-4 Kkat
daha fazladir (59,60). Sigara; oksidatif stresi arttirmak, anjiyogenezi indiiklemek, koroid
dolasimini bozmak ve kompleman sistemi dahil olmak iizere immun sistemi aktive etmek gibi
cesitli mekanizmalarla YBMD patogenezinde rol oynamaktadir (61-63). CFH geninde Y402H
alleli homozigot olan bireylerde sigara icmenin YBMD riski lizerinde c¢arpimsal bir etkisi
vardir. Bu baglamda genetik riskin agiklanmasinin sigara birakmak igin motivasyon
olusturabilecegi One siirlilmiistiir. Dahas1 sigarayr birakmak YBMD riskini azaltmaktir,

sigarayi biraktiktan 20 y1l sonra ise YBMD riski sigara igmeyenlerle esitlenmektedir (64,65).

Giines Isig1

Yasa bagli makula dejenerayonu ile gilines 1s18ina maruziyet arasindaki iliskiyi
inceleyen caligmalarin sonuglart celisgkilidir. Glines 15181 maruziyeti olan ileri evre YBMD’li
hastalarla yapilan bir ¢calismada iris rengi, sa¢ rengi ve gilines 1s18ina maruziyetin anlamli bir
etkisi olmadig1 ortaya konmustur (66). Baska calismalarda ise yiiksek enerjili gériiniir 15181n

YBMD i¢in risk faktorii olabilecegi one siirtilmiistiir (67,68).



Cinsiyet
Bliyiikk toplum temelli c¢alismalarda kadinlarin YBMD’ye yakalanma olasiliginin
erkeklerden daha fazla olabilecegi ifade edilmistir (24,69).

Katarakt Cerrahisi
Iki biiyiik popiilasyon temelli kohort calismalarindan elde edilen longitudinal verilerin
birlesik analizi sonucu edinilen bilgiler dogrultusunda katarakt cerrahisinin ileri evre YBMD

(6zellikle de neovaskiiler tip YBMD) gelisim riskini arttirdig1 6ne siiriilmiistiir (70).

Diger risk faktorleri

Yasa bagli makula dejenerasyonu igin Onerilen diger risk faktorleri arasinda
hiperlipidemi (71), hipermetropi (72), abdominal obesite (6zellikle erkeklerde) (73),
kardiyovaskiiler hastaliklar (20), hormonal durum (74), B ve D vitamin diizeyi (75,76), alkol
kullanimu (77), yiiksek C reaktif protein diizeyi (78) mevcuttur.

YASA BAGLI MAKULA DEJENERASYONUNDA SINIFLANDIRMA

Hem klinik degerlendirmeleri hem de arastirmalari standardize etmek amaciyla
YBMD’yi tanimlamak igin gesitli siniflandirma sistemleri kullanilmaktadir. Geleneksel olarak
YBMD kuru tip ve yas tip olarak iki ana gruba ayrilmis olsa da evrensel olarak kabul edilmis
bir fikir birligi yoktur.

The Age-Related Eye Disease Study (AREDS) galismasina gére YBMD; drusen,
atrofi ve neovaskiilarizasyon durumuna gore smiflandirilmistir. Bu c¢alismaya gore kiigiik
drusen <63 pm, orta drusen 64-124 pum arasinda, biiyiik drusen ise >125 pum boyutlarinda
olarak tanimlanmistir. Bu bilgilere gore AREDS siniflandirmasi:

(1) YBMD yok: 5’ten az kiigiik drusen varlig1

(2) Erken evre YBMD: yaygin kii¢iik drusen veya bir adet orta drusen varligi veya
pigmet epitel anomalileri

(3) Orta evre YBMD: yaygin orta drusen, en az bir biiyiik drusen, makula santralini
tutmayan cografik atrofi

(4) 1dleri evre YBMD: santrali tutan cografik atrofi veya koroidal
neovaskiilarizasyonun olmasidir. Ileri evre non-neovaskiiler YBMD (kuru tip, atrofik tip, non-

eksiidatif tip) drusen ve makula santraline uzanan cografik atrofi ile karakterizedir.



Neovaskiiler YBMD (yas tip, eksudatif tip) koroidal neovaskiilarizasyon ve buna sekonder
olusan komplikasyonlari ile karakterizedir (2,18).

AREDS c¢alismasinin verileri kullanilarak hastalarin ileri evre YBMD’ye ilerleme
riskini  degerlendiren; biiyik drusen varligt ve pigment epitel degisikliklerinin
kombinasyonuna dayanan bir risk 6l¢egi de gelistirilmistir. Bu skorlama sistemine gore goz
basina maksimum 2 puan, hasta basina maksimum 4 puan verilmektedir. Her bir goz i¢in 1
veya daha fazla biiyiik drusen varligi 1 puan, YBMD’ye bagl pigment epitel degisikliklerinin
olmast 1 puan niteligindedir. Oftalmoskopik degerlendirmeye gore iki gdziin risk puanlar
toplanarak 0 ila 4 arasinda 5 basamakli bir risk skoru elde edilir. Bu skorlama neticesinde en
az bir gozde 5 yilda 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 oranlar1 diger risk faktdrlerinin

(sigara igmek, genetik yatkinlik vb.) varligina veya yokluguna gore modifiye edilebilir (79).

YASA BAGLI MAKULA DEJENERASYONUNDA KLIiNiK

Erken evre YBMD’de gorme kaybi hafiftir ve siklikla asemptomatiktir. Bununla
birlikte bulanik gérme, gorsel skotomlar, azalmis kontrast duyarliligi, karanlik uyumunda
azalma, Ozellikle kiiciik yazilar1 okurken parlak 151k veya biiylite¢ ihtiyact olmasi gibi
belirtiler ortaya ¢ikabilir. Atrofik tip YBMD de gérme kaybi genellikle aylar veya yillar
icinde gelisir. Santral veya parasantral skotomlarla birlikte kademeli olarak gelisen sinsi bir
stirectir (80). Tersine neovaskiiler YBMD’li hastalarda subretinal kanama veya koroid
neovaskiilarizasyonuna sekonder sivi birikimi sonucu giinler ile haftalar arasinda ani, derin
gorme kaybi olabilir (18,81). Neovaskiiler tip YBMD, genel YBMD prevalansinin %10-
15’lik bir kismini temsil etse de YBMD’ye bagli olusan ciddi gérme kaybi veya yasal
korliigiin (gorme keskinligi 20/200 veya daha kotii) %80’inden fazlasini olusturmaktadir (81).
YBMD semptomlari siklikla degiskenlik gostermektedir, bu nedenle diger goz kapatilarak her
gozden ayr1 ayri gorme keskinligi degerlendirilmeli ve Amsler 1zgara testinde distorsiyon
varligr kontrol edilmelidir. Amsler izgara testi sayesinde kisinin merkezi gorme alani
hakkinda fikir sahibi olunur. Amsler 1zgara testinde skotomlar ve gorsel distorsiyonlar; 1zgara
cizgilerinin kirikli veya dalgali goriilmesi veya ¢izgilerin eksik goriilmesi, devamlilik
gostermemesi seklinde kendini gosterebilir. Hastalar genellikle gorme fonksiyonlarindaki bu
kiiciik degisimlerin farkinda degildir, bu sebeple yapilan periyodik muayeneler 6nem
kazanmaktadir. Ciinkii erken teshis ve tedavi daha iyi gorsel sonuglarla iliskilidir (18,82). Ileri

evre YBMD’li ¢cogu kisi tamamen kor olmamasina ragmen, gorsel kayip yasam kalitelerini
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onemli Ol¢lide azaltmaktadir. Hastaliga bagli sadece bir goz etkilenmis olsa bile hastalarin
ticte birinde sakatlik ve klinik olarak belirgin depresyon ile iligkilidir (83,84). Bir ¢alismaya
gore; bir géziinde ileri evre YBMD gelisen bir kiside diger goziinde ileri evre YBMD gelisme
olasilig1 5 yil i¢inde %43 olarak rapor edilmistir (2). Neovaskiiler YBMD sebebiyle tek tarafli
gorme kaybi olan bir kisi i¢in her iki gozde de yasal korliik gelisme riski 5 yillik bir siire¢ icin
yaklasik %12 kadardir (85).

NON-NEOVASKULER YASA BAGLI MAKULA DEJENERASYONU

Kuru tip YBMD’nin en erken asamasi bazal laminer depositlerin Bruch membrani
seviyesinde birikmesidir. Bazal laminer depositler fosfolipit vezikiilller ve elektron dens
graniillerden olusur ve Bruch membraninin i¢ kollajen katmaninda depolanirlar. Bu durumun
klinige yansimasi oftalmoskopik olarak; makuler reflenin kaybi, pigment dispersiyonu ve
pigment kiimelenmesi seklindedir. RPE tabakasinda dejenerasyon devam ettikge, YBMD’nin
karakteristik Ozellikleri olan drusen ve retinal incelme klinik olarak manifest hale gelmeye
baslar (18,86-88).

1) Drusen: RPE bazal membrani ile Bruch membrani arasinda lokalize birikimlerdir.
Uzun zamandir YBMD klinigi ile iliskili oldugu bilinmektedir. Drusen klinik olarak; sert
drusen, yumusak veya graniiler drusen ve yaygin veya konfluent drusen olarak ayrilabilir
(33).

2) Sert Drusen: RPE disfonksiyonun lokalize bir alanini temsil ettigi diistintilmektedir.
Normalde 63 pm’den daha kiigiiktiir. Yapilan ¢aligmalar ileri evre YBMD riskini artirmadigi
yoniindedir (24). Beaver Dam c¢alismasinda 43 yas istii deneklerin %95,5’inde makuler
drusen varligi tespit edilmistir (89).

3) Yumusak Drusen: Genellikle sinirlart belirgin olmayan boyut ve sekil agisindan
degisken olma 0zelligine sahip drusenlerdir. Tipik olarak 63 pm’den daha biiyiiktiirler ve
birlesme egilimi gosterirler. Beaver Dam ¢aligmasinda yagla birlikte sayilarinin arttigi
gosterilmistir (24,89). Bu tip drusen RPE’nin ser6z dekolmanina yol agabilmektedir ve KNV
gelisim riskini arttirdigi diigiiniilmektedir (18,33).

4) Konfluent Drusen: Iki veya daha fazla yumusak drusenin temas etmesi ya da
birlesmesi durumunda bu sekilde adlandirilir. Konfluent drusenler daha yaygin RPE
disfonksiyonu ile iligkilidir (33).
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5) Retina Pigment Epitel Degisiklikleri: Noneksudatif YBMD’nin 6zelliklerindedir.
RPE degisiklikleri arasinda hipopigmentasyon, hiperpigmentasyon, RPE sayisinda azalma ve
atrofi sayilabilir. Bu degisiklerin varligit KNV gelisim riskini arttirmaktadir (18,86).

6) Cografik Atrofi: Noneksudatif YBMD’nin son evresidir (90). RPE atrofi alanlari
aralikli ise non-cografik atrofi eger bitisik ise cografik atrofi olarak adlandirilir ve altta yatan
koryokapilleris atrofisi ile birliktedir (18,91). Atrofi alaninda RPE hiicrelerinin yaklasik
%90’inda kayip ve kan damarlarinin yogunlugunda azalma oldugu gosterilmistir (92).
Cografik atrofide gorme kaybi degiskendir ¢linkii fiksasyon alani genis atrofi alanlarina
ragmen korunabilmektedir. Cografik atrofi YBMD’ye bagl yasal korliiklerin %12 ila %21’ini
olusturmaktadir (41,93).

NEOVASKULER YASA BAGLI MAKULA DEJENERASYONU
Neovaskiiler YBMD; pigment epitel dekolmani (PED), pigment epitel yirtigs,

diskiform skar, koroidal neovaskiilarizasyon gibi bulgular1 igermektedir (94).

Pigment Epitel Dekolmam (PED)

Bruch membrani- RPE kompleksinin biitiinliigiiniin bozulmas1 sonucu gelisen
eksudatif YBMD’yi non eksudatif tipinden ayiran bulgudur. PED’ler klinik goriiniimi ve
anjiyografik ozelliklerine gore gruplara ayrilir. Foveal bolgeyi iceren PED’lerde gorsel
prognoz kotiidiir (18,95).

Drusenoid PED: multiple, biiyiik, konfluent drusenlerden olusan genellikle sig ve
sinirlart diizensiz olan ayrica diskiform skara ilerleme olasiligi en diisiik olan PED’lerdir.
Anjiyografik olarak erken fazda zayif floresans gosterirler ve diger PED’lerden farkli olarak

gec fazda floserans artis1 géstermezler (95).

Seréoz PED: RPE’nin keskin smirli kubbe seklindeki elevasyonlaridir. Seréz PED
icinde bulunan s1v1 berrak, bulanik veya lipit yiikli olabilir. Anjiyografik olarak, erken fazda
sinirlart diizgiin olacak sekilde hizla boyanir, ge¢ fazda ise boyanma devam eder ancak sizinti

gostermez (96).

Hemorajik ve vaskiiler PED: tiim hemorajik PED’lerin zemininde KNV olmasi ve

tim vaskiiler PED’lere de KNV eslik etmesi sebebiyle birbirleriyle yakin iligki igindedirler,
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ancak anjiyografik ozellikleri birbirlerinden oldukg¢a farklidir. Anjiyografide; hemorajik
PED’de kanamanin KNV membraninin iizerini 6rtmesi sebebiyle membran maskelenirken,
vaskiiler PED’de KNV membrani degerlendirilebilir durumdadir.

Pigment epitel dekolmanlar1 4 farkli sekilde sonuglanabilir: persistan PED, spontan
diizlesen PED, RPE yirtigi veya KNV (95,97). Spontan diizlesen PED’lerin genellikle
cografik atrofiye yol a¢tig1 bildirilmektedir (98,99). PED’lerin en agir komplikasyonlarindan
biri olan RPE yirtig1 ise dekole RPE ile yatistk RPE’nin birlesim simirindan gergeklesir.
Yirtigin kenar1 eleve RPE’nin altinda retrakte olarak yirtiga paralel bir kat olusturur. Bruch
membrant ve koryokapillaristen subretinal alana kanama meydana gelir ancak, KNV
genellikle eslik eden bir bulgu degildir. RPE yirtiginin etyolojisi tam olarak bilinmemektedir
ancak kronik PED’lerin zayif atrofik kenaralarinin bu duruma zemin olusturabilecegi veya
RPE altindaki fibrovaskiiler skar dokusunun kontraksiyonu sebebiyle olusabilecegi One
stirilmustiir (99). PED’in en yaygin komplikasyonu ise KNV olusumudur. Drusenoid PED
harig tiim tipler KNV olusumu ile iliskilidirler (95).

Koroidal Neovaskiilarizasyon

Bruch membraninda olusan bir defekt ve koryokapilleristen kaynaklanan yeni
kapillerlerin RPE’ye dogru ilerlemesi ile olusur. Neovaskiilarizasyon RPE alt1 alanda sinirh
kaldiysa Tip 1 KNV olarak adlandirilir. Buradaki yeni kapillerler siklikla kanama yapar veya
klinikte karsimiza ser6z PED olarak ¢ikan ser6z eksuda fiiretir. KNV eger RPE’yi asarak
subretinal alana ulasirsa Tip 2 KNV olarak adlandirilir. Bu tip KNV’de ser6z eksudasyon
retinal dokulara girerek kistoid makuler 6dem olusumuna neden olabilir. Tip 3 KNV ise son
yillarda tanimlanmis olup retinal anyiyomatdz proliferasyon olarak da adlandirilir. Yeni
damarlar nérosensoryel retinada olugmakta olup koryoretinal anastomozlar ile karakterizedir
(18).

KNV ayrica fundus floresein anjiyografi (FFA) bulgularina gore klasik ve okiilt KNV

olarak ayrilmaktadir.

Klasik KNV: FFA’nin erken fazindan itibaren ‘dantel’ paterninde dolum gdsteren
membran seklinde olup ilerleyen fazlarda hiperfloresans: artar, lezyon genisler ve siziniti
meydana gelir. Foveal avaskiiler zon (FAZ)’ a olan uzakliga gére de ayrim yapilmistir: FAZ
merkezine uzaklik 200 pm veya daha fazlaysa ekstrafoveal, FAZ merkezinden uzaklig1 1-199

um arasindaysa jukstafoveal, FAZ merkezinde ise subfoveal olarak adlandirilir (18).
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Gizli KNV: 1Iki sekilde bulgu vermektedir: Fibrovaskiiler PED; erken ddénemde
baslayan ge¢ donemde artis gosteren graniiler tarzda hiperfloresans verir ve ge¢ donemde
sizintt olusturur. Kaynagi belirsiz sizintt ise FFA’nin ge¢ doneminde sinirlart belirsiz

hiperfloresans seklinde goriiliir (18).

Diskiform Skar: Eksudatif YBMD’nin 6zellikle de hemorajik formunun son evre
lezyonudur. Gass, hemorajinin ¢o6ziilmesiyle fibroz metaplazi ve pigment epitel
proliferasyonunun tetiklendigini 6ne siirmiistiir. Diskiform skar alaninda retina fonksiyonunu
kaybetmistir. Anjiyografik olarak diskiform skar erken fazda boyanma gosterirken ge¢ fazda

minimal sizdirir (18,100).

TANI YONTEMLERI

Optik Kohorens Tomografi ve Optik Kohorens Tomogragi Anjiyografi

Optik Kohorens Tomografi (OKT) kizilotesine yakin dalga boyunda 151tk ve
interferometrik analiz kullanan non-invaziv bir goriintiileme yontemidir. Retina
mikromimarisinin yiiksek ¢6ziiniirliiklii, in vivo, Kkesitsel veya hacimsel vizualizasyonuna
olanak tanir (101). OKT YBMD ile ilgili mikroyapisal degisikliklerin daha iyi anlasilmasini
saglamistir. Ornegin; drusen RPE seviyesinde eleve alan olarak goriilmektedir, cografik
atrofide RPE ve fotoreseptor tabakalarindaki atrofi izlenebilmektedir. Ayrica OKT subretinal
veya intraretinal hemoraji ve siviy1 belirlemek i¢in de yol gostericidir, buna goére siyah bosluk
ve elevasyonlar sivi lehine yorumlanabilir. OKT ayrica FFA siipheli oldugunda bulgular
yorumlamak i¢in ve tedavi yanitin1 degerlendirmek i¢in de kullanilir. OKT teknolojisi 1995
yilinda oftalmolojiye dahil olusundan bu yana hizla ilerlemistir. Bu konudaki giincel en yeni
ilerleme OKT anjiyografi (OKT-A)’dir. OKT-A yiiksek ¢oziiniirliiklii, in vivo, non invaziv
olarak kan damarlarinin {i¢ boyutlu gériintiilenmesini saglar. Boylece retina ve koroidin farkli
katmanlarindaki normal ve patolojik damar yapilarinin kalitatif ve kantitatif analizini saglar.
Hem eksudatif hem de non eksudatif tip YBMD i¢in degerlidir. Bu yontem sayesinde

hastaliklarin ayirici tanisi ve tedavi izlemi kolaylagmistir (102).

Fundus Floresin Anjiografi
Koroidal neovaskiilarizasyondan siliphelenildiginde altin standart tan1 yontemi olarak

kullanilir. Floresein denilen sar1 renkli bir boya maddesi intravendz olarak enjekte edilerek,
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ardistk ¢ekilen fundus fotograflar1 sayesinde retina ve koroidin kan akiminin
degerlendirilmesini saglayan invaziv bir tekniktir. FFA neovaskiiler kompleksin paterninin
(klasik, okiilt, mikst), konumunun (subfoveal, jukstafoveal, ekstrafoveal), sinirlarinin ve

kompozisyonunun belirlenmesine yardimei olur (102).

Indosiyanin Yesili Anjiyografisi

Indosiyanin yesili anjiyografisinde (ISYA) floreseinden farkli 6zelliklere sahip bir
boya maddesi intravendz olarak uygulanir. Boya karakteristigi sayesinde ISYA koroidin
FFA’ya gore daha iyi goriintiilenmesini miimkiin kilmaktadir. Bu nedenle okiilt KNV gibi
daha derin yerlesimli KNV formlarimi ve retinal anjiyomatéz proliferasyon, polipoidal

koroidal vaskiilopati gibi lezyonlarin ayirici tanisinda yararlidir (101,102).

Fundus Otofloresansi

RPE’deki molekiillerden o6zellikle de lipofuskinden wuyarilan 1s18in  emisyonu
prensibine dayanan, non-invaziv, tekrarlanabilir yeni bir goriintiileme teknigidir. Fundus
otofloresans (FOF) goriintiileme, modifiye edilmis fundus kameralari veya tarayici lazer
oftalmoskoplarla kaydedilebilmektedir. FOF RPE’nin topografik yapisini ve sagligini
degerlendirme ve izlemede onemli bir arag haline gelmistir. Ozellikle cografik atrofinin
izleminde 6nem kazanmistir. RPE’de lokalize lipofuskinin artmasi hiperotofloresans, aksine

lipofuskin azalmasi veya yoklugu ise hipootofloresans ile iliskilidir (101-103).

GUNCEL TEDAVI YAKLASIMLARI

Vitamin ve Antioksidan Besin Destegi

Makuler keratonoidler ve vitamin aliminin YBMD ile iligkisi oldugu diisiiniilmektedir.
Buna gore iceriginde lutein ve zeaksantin barindiran koyu yesil sebzelerin ve sari/turuncu
renkli meyvelerin tiiketiminin YBMD’ye kars1 koruyucu olabilecegi diistiniilmektedir (58).
YBMD’li 3640 hastay1 igeren AREDS c¢alismasinda; C vitamini (500 mg), E vitamini (400
IU), beta karoten (15 mg), ¢inko oksit (80 mg) ve bakir (2 mg) iceren giinliikk antioksidan
takviyesinin orta evre YBMD’den ileri evre YBMD ye ilerleme oranini plasebo grubuna gore
5 yilda %25 azalttigi, orta derecede gérme kaybi oraninda da %19’luk azalma sagladigi
gosterilmistir (2). Bununla birlikte bazi g¢alismalar bu takviyenin her hasta i¢in uygun

olmayabilecegini ornegin sigara icen bireylerde beta karotenin akciger kanseri relatif riskini
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%17 oraninda arttirdigini ileri siirmiistiir (104). AREDS-2 formulasyonuna gore ise lutein ve
zeaksantin beta karotenin yerini almis, ¢inko miktar1 azaltilmis ve omega 3 yag asidi takviyesi

eklenmistir (105).

Laser Fotokoagiilasyon

1980’lerde yapilan bir calismada, ekstrafoveal veya jukstafoveal kiigiik klasik KNV
lezyonlarina uygulanan laser fotokoagiilasyonun olumlu sonuglar gosterdigi ancak subfoveal
KNV lezyonlarina uygulandiginda kotii gorsel sonuglara yol agtigi bildirilmistir (106,107). Bu
tedavinin kendisi kalic1 gorme kaybina yol acan retinal skar olusumuna sebep oldugundan,
yalnizca makula merkezinden 200 pm’den uzakta bulunan KNV lezyonlar1 i¢in nadiren tercih

edilmektedir.

Fotodinamik Tedavi

Fotodinamik tedavide vertoporfirin adi verilen bir boya maddesi intravendz yolla
uygulanir. Vertporfirin daha ¢ok yeni olusan kan damarlarinda birikme egilimindedir ve 689
nm lazer 1s1m1 sayesinde aktive edilir. Bu sayde koroidal neovaskiiller membranda termal
olmayan kemotoksik reaksiyon sonucu tromboz olusturarak antianjiyojenik etki gosterir.
Diger tedavi yontemlerine oranla gorsel kazanimi ve etkinligi daha disiiktlir, ancak

neovaskiiler YBMD’de gérme kaybini sinirladigi gosterilmistir (6,108).

Anti-VEGF Tedavi

Vaskiiler endotelyel biiyiime faktoriinin KNV patogenezinde kilit rol oynadigi
anlasilmasi itibariyle anti-VEGF ajanlar neovaskiiler YBMD tedavisinde ilk siray1 almistir.

- Pegaptanib sodyum (Macugen, OSI Pharmaceuticals); Amerika Gida ve Ila¢ Dairesi
tarafindan YBMD’de kullanilmak iizere ilk onaylanan intravitreal anti-VEGF ilagtir, mesajc1
RNA aptameridir. Pegaptanib ile gorme keskinligi kazaniminin sinirli olmasi sebebiyle ilag
artik yaygin olarak kullanilmamaktadir (109).

-Ranibizumab (Lucentis, Genentech); humanize monoklonal antikor fragmani olup
tim VEGF isoformlarini inhibe etmektdir. 2006 yilinda yapilan faz 3 c¢aligmasina gore, 0,5
mg Ranibizumab ile tedavi edien neovaskiiler YBMD’li hastalarin %90’inda 2 yillik takipte
15 harften daha az kayip oldugu, kontrol grubunda ise bu oranin %52,9 oldugu bildirilmistir.
Ek olarak tedavi alan grubun %33,3’iinde 15 veya daha fazla harf kazanimi oldugu, kontrol

grubunda ise bu oranin sadece %3,8 diizeyinde oldugu bildirilmistir (110). Boylece
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Ranibizumab ile yapilan klinik ¢aligmalar gorsel stabilizasyona ek olarak ilk defa gérme
kazanimi elde edilebilecegini ortaya koymustur (110,111).

-Bevacizumab (Avastin, Genentech); tim VEGF isoformlarina baglanan monoklonal
antikordur, sistemik maligniteler ic¢in gelistirilmis ve bu endikasyonla onay almistir.
Ranibizumab’in mevcudiyetine ragmen ABD’de 2008 yilinda yapilan tiim intravitreal
enjeksiyonlarin %58’ini Bevacizumab olusturmustur. Bu durum, sigortasiz hastalarin daha
ucuz alternatif ilac1 kabul etmeleri, goriiniiste benzer etkinlige sahip olmalari, Ranibizumab
(enjeksiyon basma 1593 ABDS$) ve Bevacizumab (42 ABDS$) arasindaki biiylik fiyat
farkindan kaynaklanmistir (112). CATT (Comparison of Age-Related Macular Degeneration
Treatments Trials) calismasinda aylik yapilan Bevacizumab ve ranibizumab’in esdeger
etkinlige sahip oldugu, gorsel sonuglarda ¢ok az farklilik oldugu 6ne stirtilmiistiir (113).

-Aflibercept (Eylea, Bayer); VEGF-A, VEGF-B ve Plasental biiylime faktori
(PIGF)’ye baglanabilen, yiliksek afiniteli bir flizyon proteinidir. VEGF’e baglanma afinitesi
diger anti-VEGF ilaclara oranla daha yiiksektir, bdylece tedavi siiresi uzar ve enjeksiyon
siklig1 azalir. Yapilan ¢alismalar dort hafta araliklarla yapilan yiikleme dozu tamamlandiktan
sonra iki ayda bir yapilan aflibercept enjeksiyonunun aylik yapilan ranibizumab enjeksiyonu
ile bir yillik periodda benzer etkinlige sahip oldugu yoniindedir (114,115).

Intravitreal enjeksiyonlar, topikal veya subkonjuktival anestezi ile aseptik kosullarda
uygulanmaktadir. Nadir olarak, endoftalmi, retina dekolmani, géz i¢i kanamalar, g6z ici
basing artis1 gibi komplikasyonlar meydana gelmektedir. Hastaligin seyri boyunca sik
enjeksiyon gerektirmesi bu gibi riskleri arttirmaktadir (6).

Intravitreal enjeksiyonlar tedaviyi goze lokalize ettiginden sistemik yan etkilerin az
olacag diisiiniilmiistiir. Ancak Bevacizumab ve ranibizumabin okiiler enjeksiyondan sonra
sistemik dolagima gectigi saptanmigtir. Bevacizumab’in enjeksiyondan sonra en az 28 giin
boyunca plazma VEGF seviyesini baskiladigi gosterilmistir, Ranibizumabla boyle bir etki
ortaya konmamistir. Sistemik yari dmiirleri ise Bevacizumab’m 6 giin, Ranibizumab’in ise 0,5
giin olarak saptanmistir (116-118). Teorik olarak VEGF seviyesinin sistemik inhibisyonu
vaskiiler olay riskini arttirmaktadir. Anti-VEGF ilaglarin giivenlik profilini belirlemek
amaciyla bircok ¢alisma yapilmaktadir. Anti-VEGF tedaviye baslamadan Once
kardiyovaskiiler hastaliklar ve inme agisindan hastalarin dikkatlice sorgulanmasi
onerilmektedir (119).

Bunlardan bagka transpupiller termoterapi, radyasyon tedavisi, intravitreal

triamsinolone ve fotodinamik tedavi ile kombinasyonu, makula translokasyonu, submakuler
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cerrahi ve pnomotik yer degistirme, gen tedavisi gibi yaklasimlar gelistirilmistir ve bunlar

gibi daha bir¢ok tedavi yaklasimi da gelistirilmeye ¢alisilmaktadir.

TEDAVI YAKLASIMI OLARAK mikroRNA

mikroRNA’lar; posttrankripsiyonel gen ekspresyonunu negatif olarak diizenleyen, 19-
24 niikleotid uzunlugunda, kiigiik, kodlayict olmayan RNA’lardir (11,12). miRNA’lar RNA
Polimeraz Il veya III tarafindan primer transkripte kopyalanir (pri-miRNA). Cekirdekte
lokalize olan RNaz III tipi bir endoniikleaz olan Drosha pri-miRNA’y1 pre-miRNA’ya ¢evirir.
Pre-miRNA daha sonra Dicer tarafindan miRNA/miRNA kompleksine c¢evrilecegi
sitoplazmaya tasinir. Son olarak kompleksin bir zinciri, sekansa 6zgii posttranskripsiyonel gen
represyonuna kilavuzluk eden miRNA kaynakli susturma kompleksi i¢ine dahil edilir. Tipik
olarak, miRNA’nin 5’ ucuna yakin yaklasik 6 ila 7 niikleotidli kisa bir dizi hedef mRNA
(mesajc1 Riboniikleik asit)’lardaki 3’ ucundaki dizi(ler)e baglanir ve translasyonu baskilar
veya hedef mRNA’nin degradasyonunu indiikler. Insanlarda 1000°den fazla miRNA
tanimlanmistir ve protein kodlayan genlerin iigte birinden fazlasini hedef aldigi tahmin
edilmektedir. Bir miRNA, birden fazla mRNA'y1 hedefleyebilir ve bir mRNA, genoma yine
bir baska posttranskripsiyonel gen diizenleme katmani ekleyerek, birden fazla miRNA
tarafindan hedeflenebilir. 1993'teki kesiflerinden bu yana miRNA'larin; patolojik anjiyogenez,
oksidatif stres ve inflamasyon gibi sayisiz hastalik siirecinin patogenezine katkida bulundugu
gosterilmistir (13,14). YBMD patogeneziyle iligkili olabilecek c¢esitli miRNA’lar ileri
stiriilmiistiir. Calismamiz kapsaminda ise miR-184 ve miR-155 incelenmistir.

miR-184; koromozomun 15¢25.1 bolgesine yerlesmis, kodlanmayan, evrimsel olarak
korunmus bir oligoniikleotidir. Olgun miR-184, 22 niikleotid igerir, doku ve gelisim
asamasina Ozgii ekspresyon paternleri gostermektedir (120,121). miR-184 fare beyni, fare
kornea epiteli, zebra balig1 lensi, insan retina pigment epitelinde artmis miktarlarda tespit
edilmis olup norolojik gelisim, apoptoz ve hiicre farklilasmasinda rol oynamaktadir (122-
124). Onceki calismalarda YBMD’li donérlerden elde edilen RPE tabakasinda miR-184
ekspresyonunda azalma tespit edilmistir (122). Ancak YBMD patogenezi ile ilgisi tam olarak
aydinlatilamamugtir.

miR-155, hematopoez, bagisiklik, inflamasyon, viral enfeksiyonlar, kanser ve
kardiyovaskiiler hastaliklar dahil olmak iizere ¢esitli fizyolojik ve patolojik siireglerde rol
oynayan ¢ok islevli bir miRNA'dir (125). miR-155 kromozom 21 {izerinde bulunan B-hiicresi

entegrasyon kiimesinden kopyalanan, kodlamayan bir RNA eksonunun i¢inde haritalanir ve
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islenir (126). miR-155"in hem inflamasyonda hem de anjiyogenezde rol oynamasi, miR-155"1

YBMD’deki terapotik arastirmalar igin ilgi ¢ekici hale getirmistir (17).

YASA BAGLI MAKULA DEJENERASYONU PATOGENEZI iLE ILiSKiLi
ONEMLI HUCRE iCi SINYAL YOLAKLARI

Anjiyogenez Yolagi

YBMD'de koroid ve retina kan akisinin azaldigina dair giderek artan kanitlar
mevcuttur (127). Bu nedenle, hipoksinin YBMD’nin progresyonu ile iligkili oldugu
diistiniilmektedir. Hipoksi anjiyogenez kaskadini baslatan ana faktorlerdendir. Hipoksinin
sonucu olarak hipoksi ile indiiklenen faktor-1 (HIF-1) iiretimi aktive olur, bunun sonucunda
da anjiyogenezde anahtar diizenleyici olan VEGF basta olmak iizere ¢esitli biiyiime
faktorlerinin, integrin ve proteinazlarin {iretimi tetiklenir (128).

Anjiyogenezdeki 6nemli adimlardan biri aktive olmus endotel hiicrelerinin kapiller
bazal membrana ve ekstraseliiler matrikse migrasyonu ve invazyonudur. Bu invazif siirecte
ise spesifik hiicre dis1 proteinazlar 6nemli gorevler istlenirler. Anjiyogenezin aktif fazi
proteinazlara ait gen ekspresyonunda artisla iliskilidir. Matriks metalloproteinaz (MMP) ailesi
ise bu grubun tiyelerindendir (40).

Anjiyogenezdeki alternatif yolaklardan biri de fosfoinizotid 3-kinaz (PI3K)
sinyalizasyonu ile baglayan protein kinaz B (AKT) / mammalian target of rapamycin (mTOR)
yolagidir (129). Hipoksi HIF1-a {iretimini arttiran en 6nemli faktor olsa da epidermal biiyiime
faktor reseptorii (EGFR) aktivasyonu ve PI3K yolagi aktivasyonu HIF1-a artisina katkida
bulunurlar (130). EGFR, bir transmembran glikoproteini ve reseptor tirozin kinazidir. EGFR
aktivasyonu, proliferasyonun artmasi ve hiicre sagkalimi ile ilgili bir dizi islemle sonuglanan
hiicre i¢i sinyalizasyonu tetikler (131). EGFR, PI3K yolaginin aktivasyonu neticesinde HIF-la
upregiilasyonu ile VEGF ekspresyonunu artirabilmektedir (130). Ayrica EGFR’nin PI3K’dan
bagimsiz olarak mitojenle aktiflestirilen protein kinaz (MAPK) sinyalizayonunu vasitasiyla

VEGEF seviyesine etkisi oldugu ortaya konmustur (132).

Antioksidan Sistem, DNA Hasar Tamir Mekanizmasi ve Is1 Sok Protein Ailesi
Retina, yiiksek enerji ihtiyaci ve artmis metabolik hiz sebebiyle oksidatif hasar
acisindan oldukea risk altindadir (30). Retina; lokal olarak artmig oksijen yogunlugu, ¢oklu

doymamis yag asidi miktarinin fazla olmasi (6zellikle fotoreseptor dis segmentinde), siirekli
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151ga maruz kalma, fotoreseptdr dis segment fagositozu sonucu ortaya serbest radikallere
direkt maruz kalmas1 gibi nedenlerle oksidatif hasara oldukga yatkindir (133).

Hiicreler yasam siireleri boyunca endojen veya eksojen c¢esitli reaktif oksijen tiirlerine

(ROS) maruz kalirlar. ROS tiirleri arasinda superoksit (OZ'-), peroksil (ROO), hidroksil (OH)

radikali ve tekli oksijen (102) sayilabilir (134). Mitokondriyal solunum, B-oksidasyon,

sitokrom p450 metabolizmas1 gibi metabolik veya biyokimyasal siiregler neticesinde
hiicrelerde siirekli ROS iiretimi s6z konusudur (135). Ayrica ultraviyole 1sinlari, ilaglarin
metabolizmast sonucu olusan iiriinler, gama 1sinlari, inflamasyon gibi faktorler eksojen ROS
olusumuna sebep olur (136). Hiicreler; ROS iiriinlerinin yarattigi hasara kars1 koymak ve bu
hasar1 siirlandirmak icin ¢esitli savunma mekanizmalar1 gelistirmislerdir. Bu savunma
mekanizmalart superoksit dismutaz (SOD), katalaz (CAT), glutatyon peroksidaz gibi
enzimatik yollar1 ya da vitamin E, C, beta karoten, glutatyon gibi enzimatik olmayan
mekanizmalar1 kapsar (137).

Superoksit radikaller SOD ile elimine edilir. Iki superoksit radikali ve 2 protonun SOD
katalizorliigiinde reaksiyona girmesi neticesinde oksijen ve daha zayif bir ROS olan hidrojen
peroksit elde edilir. Hidrojen peroksit ise CAT enzimi sayesinde su ve oksijene doniistiiriiliir.
Insan dokularinda 3 farkli SOD tiirii tespit edilmistir. Bunlardan en énemli ikisi SOD1 (CuZn-
SOD) sitoplazmik, SOD2 (Mn-SOD) ise mitokondriyaldir (137).

Reaktif oksijen tiirlerinin iiretimi antioksidan sistem kapasitesini astifinda oksidatif
stres ortaya ¢ikar ve buna baglh olarak da protein, DNA ve lipitler gibi makromolekiillerde
hasar gerceklesir. Oksidatif stres sonucu gelisen DNA hasarinda DNA tamir genleri artis
gosterirler (138).

Is1 sok proteinleri (HSP) ‘saperonlar’ olarak da adlandirilan protein ailesinin bir
parcasidir. HSP’ler proteinlerin katlanmasi, taginmasi ve proteoliz mekanizmalan ile ilgili
gorevler iistlenirler. Hasarli DNA komponentleri katlanmamis ya da yanlis katlanmis protein
cevabi tetikler, bu durum ise molekiiler saperonlar tarafindan diizenlenmeye caligilir.
HSP’ler ‘stres genleri’ olarak bilinir ve seliiller toksisitenin biyobelirteci olarak
diistiniilebilirler (139-141).

Hiicre Siklus Diizenleyicileri, Intrinsik ve Ekstrinsik Apoptoz Yolaklar

Hiicre siklus inhibitorleri olarak adlandirilan p21©** (siklin bagimli kinaz inhibitor 1)
ve p27KP! (siklin bagimli kinaz inhibitér 1B) ; siklin bagimli kinazlar (CDK) olarak
adlandirilan hiicre siklusunu yoneten protein kinazlari inhibe ederek etki gosterirler. Yani
CIP/KIP ailesi hiicre siklusunu negatif yonde diizenlerler. DNA hasar1 varliginda hiicrenin
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kaderini belirleyebilirler. Ornegin DNA hasar1 meydana geldiginde p53 (tiimdr supresdr gen)
seviyesi artarak hiicrede p21 translasyonunu arttirir, p21 ise hasarli hiicreyi G1 fazinda
durdurur, eger hasar onarilabilirse hiicre bir sonraki faza gegebilir, onarilamaz ise durum
apoptozla sonuglanir (142,143).

Eger DNA hasar1 onarillamayacak seviyedeyse hiicre, programli hiicre 6liimii olarak
bilinen apoptoza siiriiklenecekir. p53; hiicrede DNA hasar1 olusmasi durumunda hiicre
siklusunu G1 fazinda durdurmaktadir ve boylece hiicreye DNA tamiri i¢in vakit tanimaktadir.
Eger hasar onarilamayacak asamadaysa proapoptotik proteinler olan BCL-2 ile iligkili X
protein (BAX), apoptotik proteaz aktive edici faktor 1 (APAF-1), Fas yapimini arttirr,
antiapoptotik proteinler olan B hiicreli lenfoma-2 (BCL-2), BCL-xL yapimini ise baskilayarak
apoptozu indiikler (144).

Apoptoz yolaginda BCL-2 ailesine ait proteinlerin dengesi hiicrenin apoptoza
egilimini belirler. BCL-2 ailesine ait BCL-2, BCL-xL antiapoptotik proteinleri olustururken;
BAX, Bid, PUMA, NOXA proapoptotik proteinlerdir (145).

Hiicre i¢i sinyaller neticesinde apoptotik uyar1 alindiginda proapoptotik bir protein
olan Bid, BCL-2’yi inaktive ederek, BAX ve Bak’1 aktiflestirir. BAX ve Bak ise mitokondri
membraninda por gelisimine neden olarak sitozole Ca**, sitokrom c gibi faktorlerin salinimini
tetikler. Sitokrom ¢, APAF-1 ve ATP’nin birlikteligi ile sitozolde Apoptozom denilen bir
kompleks olusturur. Apoptozom da bir dizi reaksiyonla kaspazlari aktiflestirirek apoptoz
basamaklarini gergeklestirilmesine katki saglar (145,146).

Kaspazlar (CASP), serin protezlardir ve hedef proteindeki aspartik asitten sonraki
peptid bagini hedef alirlar. Hiicre iginde inaktiftirler ancak proteolitik olarak birbirlerini
aktiflestirirler. Boylece yaklasik 100’den fazla proteini pargalayarak apoptoza neden olurlar
(146). Kaspazlar intrinsik (mitokondriyal) mekanizmalarin yani sira ekstrinsik yolla da aktive
edilebilirler. Hiicre yiizeyindeki 6lim reseptorlerine (Fas, TNFR, DRS5), 6lim sinyallerinin
(FasL, TNF-alfa, TRAIL) baglanmas ile reseptdrde yapisal bir degisiklik meydana gelir, bu
durum da bir dizi reaksiyonu aktiflestirerek ekstrinsik yolu olusturur (146,147).

Canlilarda hiicre 6liimii iki mekanizma ile gergeklesir bunlar; apoptoz ve nekrozdur.
Apoptoz, programlanmis, fizyolojik hiicre 6liimii iken, nekroz patolojik hiicre Sliimiinii

olusturur (148).
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GEREC VE YONTEMLER

Calisma Trakya Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Biyoloji Anabilim Dali’nda bulunan
Hiicre Kiiltiiri, Molekiiler Genetik ve Goriintiileme laboratuvarlarinda yiiriitiildii. Calismada
insan goz retinal pigment epitel ARPE-19 (ATCC® CRL-2302™) hiicre hatt1 kullanildi.

Calisma kapsaminda kullanilan cihazlarin adi, markasi ve menseileri Tablo 1’de verilmistir.

Tablo 1. Calisma kapsaminda kullanilan cihazlarin adi, markasi ve mensei

Cihaz Markasi1 Modeli ve Ulkesi
Biyogiivenlik Kabini Heraeus, Almanya
Karbondioksitli inkiibator Heraeus, Almanya

Santrifiij Centurion Scientific, Ingiltere
Invert Mikroskop Nikon- Eclipse Ts100, Japonya
Otomatik Pipet Seti Gilson, ABD

Dijital Pipetor Thermo Scientific, ABD

Mikroplate Okuyucu

Thermo Fisher Scientific-Multiskan™ GO, ABD

Sogutmal santrifiij

Hettich- Micro 200R, Almanya

Santrifiij Hettich-Micro 200R, Almanya
Nanodrop OPTIZEN-NanoQ, Kore
PCR Cihaz Applied Biosystems-ProFlex, ABD

Real-Time PCR Cihaz1

Applied Biosystems-StepOnePlus, ABD

Real-Time PCR Cihaz1

Applied Biosystems-7500, ABD

Gelismis Vorteks Karistirica

WIiSD-WiseMix, Ingiltere

Analitik Terazi

AND-HR 250 AZ

Doku Homojenizatorii

QIAGEN, Almanya

Karnistiric1 Blok

Bioer Technology, Cin

4°C Buzdolab:

VESTEL, Tiirkiye

-20°C Derin Dondurucu

VESTEL, Tiirkiye

-80°C Derin Dondurucu

WISD, Ingiltere

Ultra Saf Su Cihaz1

TKA, Almanya

Distile Su Cihazi

TKA, Almanya

Tali Goriintii Tabanh Sitometre

Invitrogen, ABD

Trinokiiler Floresan Isik Mikroskobu

Carl Zeiss-AXI0, Almanya
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Hiicrelerin Kiiltiirii ve Saklanmasi

Calismada kullanilan insan goz retinal pigment epitel ARPE-19 (ATCC® CRL-
2302™) hiicre hattt1 ‘‘American Type Culture Collection’ (ATCC)’den temin edilmistir.
Hiicre pasaji1 ve kiiltiire edilmesinde kullanilan besi ortami; Dulbecco’s Modified of Eagle’s
Medium (DMEM), Ham’s F-12, %7 Fetal Sigir Serumu (FBS), 2mM Glutamin, %1
Penisilin/Streptomisin gibi medyumlar ve ilave destekleyici faktorler ile olusturulmustur.
Hiicreler steril inkiibatorlerde 37°C sicaklik ve % 5 CO2 kosullarinda yetistirildi. Calismalarin
tamaminda ARPE-19 hiicre hatlarinin 5. pasajlarindan baslandi ve ¢aligma en fazla 15.
pasajda sonlandirildi. Kiiltiire alinan bu hiicre serisinden ileri kullanimlar1 i¢in stoklar
hazirlandi. (DMSO (Dimetil siilfoksit) medyumlu kryotiiplerde kisa siireli saklama i¢in -80 °C

de, uzun siireli saklama i¢in s1v1 azot i¢inde -150 °C de depolandt.).

Hiicrelerin Pasajlanmasi

Hiicre pasajinin ilk agsamasinda, 75 cm?’lik flasklarda tabana tutunmus olan hiicrelerin
besiyeri dokiiliip uzaklastirildi, 75 cm?’lik flaska 6 ml PBS (phosphate buffered saline)
konularak yikama yapildi ve PBS serolojik pipetle ¢ekilerek uzaklagtirildi. Ardindan 6 ml (25
cm?’lik flaska 3 ml) Tripsin-EDTA (Etilendiamin tetraasetikasit) konuldu ve 37°C’de %5
CO2 igeren etiivde yaklasik 5 dakika bekletildi. Hiicrelerin tabandan kalkmasi saglandi.
Pipetle dikkatli bir sekilde, tripsinli hiicreler toplanarak 15 ml’lik falkon tiiplerine aktarildi.
ARPE-19 hiicre hatti 1250 rpm’de 1,5 dakika santriflij edildi. Santrifiij edilen hiicrelerin,
stipernatant1 pipetle dikkatli bir sekilde uzaklastirildi. Falkon tiiptin dibinde bulunan hiicre
peletinin tizerine 10 ml besiyeri konuldu ve iyice Kkaristirildi. Karigim, steril bir pipet
yardimiyla aliarak 75 cm?’lik flaska konuldu. Invert mikroskopta hiicre yogunluguna bakild:
ve kontrol edildi. 37°C’de %5 CO2 igeren inkiibatorde kiiltiire alindi.

MOLEKULLERIN UYGULANMASI VE DOZ TESPIiTIi (MTT TESTI)

Tert butil Hidrojen Peroksit Stok ve Uygulama Solusyonlarimin Belirlenmesi

Tert butil Hidrojen Peroksit (%30’luk) Sigma Aldrich firmasindan temin edilmistir. 10
ml ‘sinde 10 mM olacak sekilde 15 ml’lik falkon tiiplerde tiim uygulamalarin hemen
oncesinde olacak sekilde etkinligini kaybetmemesi adina taze olarak hazirlandi. Hazirlama
asamasinda ¢oziicii olarak ticari su kullanildi. Hazirlanan karisim iyice vortekslendi. 10

mM’lik Tert butil Hidrojen Peroksit (H202)’nin seyreltilmesi i¢in 10 adet 1,5 ml’lik ependorf
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hazirlandi. Ilk ependorfa 10 mM’lik H202’den 1 ml konuldu. Diger kalan 9 ependorfun her
birinde ¢oziicii madde 100 pl kadar artirilirken H202 100 ul azaltilarak dozlar hazirlandi.
Ependorf tiiplerde hazirlanan bu karisimlardan igerisinde 180 pl besi yeri bulunan
kuyucuklara 20 pl konularak 10 kat seyrelmesi saglandi. Bu sekilde H202’in 1000 uM, 900
uM, 800 puM, 700 uM, 600 puM, 500 uM, 400 uM, 300 uM, 200 uM, 100 uM’ lik dozlari
kullanildi. Uygulama 24, 48 ve 72. saatlik siireler ile 6 tekerriir olarak yapildi. Kalan
kuyucuklara 20 pl ticari su uygulandi. Madde uygulamasi yapilan plakalar 37°C’de %5 CO2
iceren inkiibatore kaldirildi (149).

Deferoksamin Mesilat Tuzu Stok Soliisyonunun Hazirlanmasi
Deferoksamin mesilat tuzu (DFX), 5 ml’sinde 10 mM olacak sekilde 15ml’lik
falkonda hazirlanip -20°C’de muhafaza edildi.

Bevacizumab Stok ve Uygulama Solusyonlarinin Belirlenmesi
Bevacizumab flakon seklinde temin edildi. YBMD tanisiyla klinikte intravitreal

uygulanim dozu olan 1,25 mg/0,05 ml/4ml dozunda ARPE-19 hiicrelerine uygulandi.

ICs0 Dozlarmin Belirlenmesi (MTT Testi)

Yapilan ¢aligmada, retina pigment epiteli hiicre serisi olan ARPE-19 hiicrelerine
Hidrojen Peroksit uygulandi. Invert mikroskopta, ARPE-19 hiicre hatlarinin 75c¢cm*’lik
flasklarin tabanini kapladigr gézlemlendi. 75 cm?’lik flasklardaki hiicrelerin, besiyeri dokiiliip
uzaklastirildi, PBS ile yikanip, serolojik pipet ile PBS uzaklastirildi. Hiicrelerin tabandan
kalkmasini saglamak i¢in 6 ml Tripsin-EDTA steril bir pipet yardimiyla flasklara konuldu ve
37°C’de %5 CO2 igeren inkiibatorde 5 dakika bekletildi. invert mikroskopta hiicrelerin
tabandan tamamen kalkip kalkmadigi kontrol edildi. Tabandan tamamen kalkan hiicreler, 15
ml’ lik falkon tiiplere steril bir pipet yardimiyla aktarildi. ARPE-19 hiicre hatt1 1250 rpm’de
1,5 dakika santrifiij edildi. Santrifiij edilen hiicrelerin, siipernatant1 pipetle dikkatli bir sekilde
uzaklastirildi. Santrifiij sonrasinda falkon tiipiin dibinde hiicre peleti elde edildi. 96 kuyucuklu
plaka icin, 20 ml besiyeri ve hiicre peleti karisimi hazirlandi ve iyice karistirildi. Falkon tiipte
hazirlanan karisim her seferinde karigtirildi ve steril bir kiivete az az dokiildii. Coklu pipet
yardimuiyla hiicrelerin homojen dagilmasini saglamak i¢in, her defasinda pipetaj yapilarak 96
kuyucuklu plakalarin her kuyucuguna 180 pl hiicre ekimi yapildi. Hiicre ekimi yapilan
plakalar 37°C’de %5 CO2 igeren inkiibatorde 16 saat inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon
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sonrasinda invert mikroskopta hiicrelerin tabana tutunup tutunmadigi ve homojen bir yayilim
gosterip gostermedigi kontrol edildi. Hidrojen Peroksit’in her bir konsantrasyonu, 10
kuyucuga 6 tekerriir edecek sekilde 96 kuyucuklu plakada diizenlendi. Homojen dagilim
gosteren hiicrelerin her kuyucuguna, 20 pl madde uygulamasi yapildi. Uygulama yapilan
plakalar 24, 48 ve 72 saat 37°C’de %5 CO2 inkiibatdrde inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon
sonrasi hiicre sagkalim (viyabilite) analizleri icin MTT testi yapildi. MTT testi i¢in 5 mg/ml
dozunda “Yellow tetrazolium MTT (3-(4,5-dimethylthiazolyl-2)-2,5-diphenyltetrazolium
bromide)” test soliisyonu hazirlandi. 96 kuyucuklu plakanin her bir kuyucuguna 20 pl MTT
sollisyonu pipetlendi. Daha sonra plakalar 4 saat 37°C’de %5 CO2 igeren inkiibatorde
inkiibasyona birakild1. Inkiibasyon sonrasinda 96 kuyucuklu plakalarin her bir kuyucugundaki
besiyeri dokiilerek uzaklastirildi. Her bir kuyucuga 200 ul ultra piire DMSO pipetlendi, 1 saat,
enzimatik boyanin DMSO tarafindan ¢6ziinmesi i¢in beklenildi ve plakalar Multiskan GO
mikroplaka okuyucu ile 492 nm dalga boyunda spektrofotometrik olarak okundu. Kontrol
grubundan elde edilen deger % 100 canlilik olarak alindi ve karsilastirmali hiicre sag kalim-

o6liim orani seklinde tespit edildi (149).

Yasa Bagh Makula Dejenerasyonu Modeli ve Uygulamalar

Yapilan c¢alismada kullanilan tedavi yontemlerinin etkisinin daha net ortaya
koyulabilmesi i¢in giiglii semptomlarla seyreden bir YBMD modeli olusturulmasi hedeflendi.
Bu amacla YBMD patofizyolojisinde onemli olan oksidatif stres ve hipoksi mekanizmalari
birlikte indiiklendi. Bu sebeple uygulanacak ajanlarin dozlart MTT ve Tali Sitometri
sonuglarina gore belirlendi Bu kapsamda 75 cm?’lik flasklara ekilen ve % 80 konfliient olan
hiicrelere 24 saat siire ile 50 pM hipoksi indiikleyici ajan tuzu DFX, ayn1 zamanda 500 uM
oksidatif stres indiikleyicisi tert butil Hidrojen peroksit uygulamas: yapilarak YBMD modeli
olusturuldu. ARPE-19 hiicrelerine yapilacak uygulamalar kapsaminda c¢alisma gruplari

asagidaki sekilde olusturuldu:

1- Kontrol: Sadece tasit madde uygulandi.

2- YBMD: Bu grupta 50 uM DFX + 500 uM tert buil Hidrojen peroksit uygulanarak
YBMD modeli olusturuldu.

3- YBMD+ Bevacizumab: Bu grupta belirtildigi sekilde YBMD modeli olusturulduktan
6 saat sonra 1,25 mg/0,05 ml/4ml dozunda Bevacizumab uygulandi.
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4- YBMD+miR-184 mimik: Bu grupta belirtildigi sekilde YBMD modeli
olusturulduktan 6 saat sonra 200 pmol miR-184 mimik uygulamasi yapildi.

5- YBMD+dejenere miR-184 mimik: Bu grupta belirtildigi sekilde YBMD modeli
olusturulduktan 6 saat sonra 200 pmol dejenere miR-184 mimik uygulamasi yapildi.

TALi SITOMETRE CALISMALARI

Projede kontrol ve deney gruplarinda kullanilacak Bevacizumab ve miRNA-184’iin
apoptotik etkileri Tali® Image Cytometer (Life Technologies, USA) ile belirlenmistir. TALI
sitometre ile apoptoz tayin ¢alismasi i¢in 25 cm?’lik flasklara 3 ml besiyeriyle hiicre ekimi
yapildi. 37°C’de %5 CO2 igeren inkiibatorde kiiltiire alindi. Hiicrelerin ¢ogalma durumuna
bakildi. Madde uygulamasi yapildi. inkiibasyon siiresi sonunda 25 cm?’lik flasklardan besiyeri
uzaklastirildi. 25 cm?’lik flasklara 3 ml Tripsin EDTA eklendi. 37°C’de %5 CO2 igeren
etiivde yaklasik 5 dakika bekletildi. Hiicrelerin tabandan kalkmasi saglandi. Pipetle dikkatli
bir sekilde, tripsinli hiicreler toplanarak 15 ml’lik falkonlara aktarildi. Hiicreler, 1250 rpm’de
1,5 dakika 24°C’de santrifiij edildi. Santrifiij islemi sonunda silipernatant tamamen ¢ekilerek
uzaklagtirildi ve dipte bulunan hiicre peleti analiz i¢in kullanildi. Tali® Apoptosis Assay Kit
Annexin V Alexa Fluor® 488 ve propidyum iyodid (Life tecnologies) kullanilarak kit
protokoliine gegildi.

1)Ependorfun dibinde bulunan hiicre peletinin iizerine 100 pl 1X Annexin binding
buffer (ABB) konuldu.

2) 1X Annexin binding buffer’in her 100 ul’si i¢in 5 pl Annexin V AlexaFluor® 488
(Component A) konuldu ve vortekslendi.

3) 25°C’de, karanlikta 20 dakika inkiibasyona birakildi.

4) Inkiibasyondan sonra 1500 rpm’de 2 dakika santrifiij edildi.

5) Santrifiij edildikten sonra siipernatant uzaklastirildi.

6) Ependorfun dibinde bulunan hiicre peletinin {izerine 100 pl 1X Annexin Binding
Buffer (ABB) eklenerek vortekslendi.

7) Ependorflara, her 100 ul 1X Annexin binding buffer i¢in 1 ul TALI® Propidium
Iodide (PI, component B) soliisyonu eklendi.

8) 25°C’de, karanlikta 1-5 dakika inkiibasyona birakildi.

9) Inkiibasyon sonrasinda ependorfun icerisindeki karisimdan 25 pl alinarak TALI

slaytlarina konuldu ve TALI apoptoz analiz program ile okundu.
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MOLEKULER FLORESAN GORUNTULEME

Projede, apoptoz indiiksiyonu sonrasi olusan niikleer morfoloji degisiklikleri ve
apoptotik yapilar NucBlue® Live ReadyProbes® Reagent (Thermo Scientific, USA) ile
izlendi, caspase bagimli apoptoz sinyalinin belirlenmesinde CellEvent™ Caspase-3/7 Green
Detection molekiiler problar (Thermo Scientific, USA) kullanilarak Caspase3/7 ekspresyonu
gozlendi, kullanilan ajanlarin indiikledigi genel oksidatif stres CM-H>DCFDA (Thermo
Scientific, USA) spesifik boyasi ile belirlendi. Bu kapsamda 24 kuyucuklu plakalar 5 gruba
ayrilacak sekilde ekildi ve hiicreler 37 °C de 5% CO: kosullarinda inkubasyona birakildi. Bir
sonraki giin uygulama gruplarinda maddeler, kontrol gruplarinda tasit ¢ozeltiler uygulandi.
Uygulamadan 24 saat sonra hiicreler 5 uM CellEvent™ Caspase-3/7 Green Detection
Reagent, 4 damla NucBlue® Live ReadyProbes® Reagent (Thermo Scientific ready probe
protokolii), ve 10 uM CM-H2DCFDA ile isaretlendi ve 30dakika 37°C’de 5% CO:
kosullarinda inkube edildi. Bu siire sonunda plakalar Zeiss Axio Vert.Al floresan mikroskop
ile 20-40x biiyiitmede NucBlue® icin DAPI, caspase3/7 ve CM-H;DCFDA icin FITC filtre
kullanilarak incelendi. Her bir boyama deneyi canli hiicreler tizerinde yapildi ve incelemelerin
stiresi icinde yapilabilmesi i¢in deneyler birer giin arayla kuruldu. Her bir plakadan ¢ok sayida

fotograf ¢ekildi ve her deneme 2 defa tekrar edildi (150).

GEN EKSPRESYON CALISMALARI

Kontrol ve deney gruplarinda toksite olusumu ve toksisiteye yol alan molekiiler
mekanizmalar qRT-PCR ile gen ekspresyonlart belirlenerek arastirildi. Olusturulan dizilerde
Bevacizumab ve miRNA-184’{in antianjiyojenik etkileri ile dogrudan veya dolayli sorumlu

olan yolaklardaki 6nemli genler incelendi.

RNA ve mikroRNA izolasyonu

Hiicre hatlarindan total RNA izolasyonunda Total RNA PureLink® RNA Mini Kit
(Life Sciences, USA) kullanildi ve RNA’lar kit protokoliine gore izole edildi. Bu islemde kit
igerisinde hazir olarak verilen lysis buffer + %1°lik 2-merkaptoetanol kullanilarak hiicreler
lizis edildi. Daha sonra 6zel kolonlardan gecirilerek kolona tutturulan RNA’lar kit icerisinde
sunulan yikama soliisyonu ile yikanarak diger bilesiklerden temizlendi. Sonra saf su ile
ependorf tiip icerisine toplandi. Kiiltiire hiicrelerden izole edilen RNA miktarlar1 nanodrop ile
belirlendi ve tim RNA miktarlari DNA (Deoksiriboniikleik asit) , RNA free ultra saf su
(Sigma, USA) ile esitlendi. Esitlenen toplam RNA’lardan High Capacity cDNA Reverse
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Transcription Kit (Applied Biosystems) kullanilarak PCR sartlar1 1. basamak: 25°C, 10 dk; 2.
basamak: 37 °C, 120 dk; 3. basamak: 85 °C, 5 dk olacak sekilde programlandi ve cDNA
(komplementer DNA) sentezi yapildi. Elde edilen ¢cDNA’lar daha sonraki analizlerde
kullanilmak iizere -20 C’de saklandi. miRNAlar i¢in ise TagMan™ Advanced miRNA cDNA
Synthesis Kit (Thermo, USA) kullanildi ve spesifik ¢cDNA sentezi kit protokoliine gore
yapildi.

Real Time PCR (qRT-PCR) Cahsmalari

Retina pigment epiteli hiicre serisi olan ARPE-19 hiicre hatlarinda kontrol ve deneme
gruplarinda; 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 (MLHI), ekzoniikleaz 1 (EXOT1); Is1 sok proteinleri: HSP60,
HSP70, Igsel ve dissal apoptoz yolag:: tiimor nekroz factor- a (TNF-a), Tiimor nekroz faktor
ile iliskili apoptoz indiikleyici ligand (TRAIL), PI3K, AKT, mTOR, P53, P21¢hpt p27KipL
BAX, BCL2, APAF 1, CASP3 (kaspaz 3), CASP8 (kaspaz 8), Anjiyogenez yolagi: EGFR,
VEGF, vaskiiler endotelyel biiyliime faktorii reseptorii (VEGFR), hipoksi ile indiiklenen factor
1-a (HIF1-a), hipoksi ile indiiklenen factor 1-f (HIF1-B), matriks metalloproteinaz 3
(MMP3), matriks metalloproteinaz 9 (MMP9); miRNA regiilasyonu i¢in: mir-184, miR-155
genlerini ve miRNA’larini igerecek sekilde olusturuldu. Bu ¢cDNA’lar gPCR’da SYBR Green
gPCR Mastermix protokoliine uygun olarak Abi 7500 (Thermo Scientific, USA) real time
PCR da 96 kuyucuklu plakalarda spesifik primerleri ile ¢ogaltildi. Cogaltma islemi esnasinda
elde edilen piklere ait Ct degerleri gen ekspresyonlarin belirlenmesinde kullanildi ve AACt
metodu ile hesaplandi. Kalibrasyon ve diizeltme faktorii olarak Gliseraldehit 3-fosfat
dehidrojeneaz (GAPDH), 18 S, pB-aktin miRNA’lar iginse spesifik kontrol primerleri

kullanildi. Kullanilan pimer listesi Tablo 2’de verilmistir.
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Tablo 2: gRT- PCR reaksiyonu i¢in kullanilan primer dizileri

Gen Ad1 Baz Dizisi (5'-3') F:R

HIFla Hipoksi ile indiiklenen faktor lo ig‘éﬁggi’?‘é‘ﬁgggﬁ‘gﬁ%@-
HIF1p Hipoksi ile indiiklenen faktor 1p pveneslicocoanditas
VEGF Vaskiiler endotelyal biiylime faktorii giﬁggggéfé:g gé\;???ECT
VEGFR Vaskiiler endotelyal biiylime faktdrii reseptorii géé;ﬁg;;%iiﬁg’?;%?%ﬁ?@r% c
MMP-3 Matriks metalloproteinaz-3 giggg%g:géggﬁé?ggéém‘c
MMP-9 Matriks metalloproteinaz-9 g’:i%iﬂ#f@:ggfg chfgc
EGFR Epidermal biiyiime faktor reseptorii S e
P13K Fosfoinizotid 3-kinaz é‘;?gg;gggi?%’g%%ﬁ%%G
A
mTOR Mammalian target of rapamycin gggggﬁgg?&gﬁgﬁf
CuZn-SOD Siiperoksit dismutaz 1 83;22282%2@;2#596
Mn-SOD Siiperoksit dismutaz 2, mitokondriyal Sgééffg?ﬁ%ﬁéii;%@ilz c
S e
GS Glutatyon sentetaz Eggéﬁgﬁggﬁgﬁléfé‘&%c
GSTM1 Glutatyon S-transferaz Mu 1 gggiﬁég;&%ﬁg}%&i%%
NEIL Nei benzeri DNA Glikozilaz P ST T ARG
MLH1 Mutl. homolog 1 G AGCOCAAGGCTTT ATAGACAATG
EXO1 Ekzoniikleaz 1 (EXO1), e
HSP60 Is1 sok 60kDa protein 1; mitokondriyal protein ggg’éi@%ﬁg;gﬁi%%%%ﬁg%c
P27 Chipt Siklin Bagimli Kinaz Inhibitér 1A ;%CGQI%TGCAA:AGG%I\Q%%%?I:%%TC
p27kipL Siklin Bagimli Kinaz Inhibitor 1B L aaASeAcAS
BAX BCL2- ile iliskili X protein vy ed PR g
APAF1 Apoptotik proteaz aktive edici faktorl gé¥é¥g?gﬁg§;€.¥g’é‘gé;eecc
oS cAnCeae
TNF-a Tiimor nekroz faktor -o VIt rsgeca
TRAIL Tiimor nekroz faktor ile iliskili apoptozu indiikleyen ligand ¢;§$§J¢£§:§CG1%A§L%%AG(§
CASP8 Kaspaz 8 AGAGTCTGTGCCCAAATCAAC

GCTGCTTCTCTCTTTGCTGAA

PCR kosullari: 50 °C’de 2 dakika ve 95 °C’de 10 dakika 1 dongii, ardindan 15 saniye boyunca 95 °C’de 40

dongii denatiirasyon, 60 °C’de 1 dakika primer eslesmesi ve uzamasi
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ISTATISTIKSEL ANALIZ

Projede, Tali ile belirlenen hiicre sayilar1 ve qRT- PCR c¢aligmalarinda AACt metodu
ile elde edilen ekspresyon degerlerinin ortalamalart arasindaki fark tek yonli ANOVA ile
belirlendi ve ortalamalarin girdigi gruplar calisma verilerin durumuna gore Tukey ya da
Duncan testi ile saptandi. Parametrelerin birbiriyle iligkileri Pearson korelasyon testi ile
hesaplandi. Proje kapsaminda elde edilen tiim degerler, ayrica bu degerlerin birbirlerine
oranlar1 baslica bilesen analizine (Princible Component Analyses, PCA) tabi tutuldu. Burada
eigen vektorler ve faktor loading degerleri belirlendi, ayrica bu isinlarin etkisi altinda
hiicrelerin 3 boyutlu koordinat ekseninde dagilimlari ortaya konuldu. Caligmada istatistik
analizler XL-STAT demo (Addinsoft, ABD) ve SPSS 20, Universite Lisanshi ( IBM, ABD)
programlart ile yapildi, p < 0,05 olarak degerlendirildi.
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BULGULAR

ARPE-19 HUCRE HATLARINDA MOLEKULLERIN ICso DOZLARININ
BELIRLENMESI (MTT TESTI)

Tert butil Hidrojen Peroksit (H202)
ARPE-19 hiicre hattinda 100-1000 puM doz araliklarinda degisen 10 farkh

konsantrasyonda tert butil Hidrojen Peroksit 24 saat uygulanmistir. Calisma kapsaminda 24
saatlik H202 uygulamasi sonucu belirlenen yiizde canlilik degerleri kullanilarak, her bir doz
icin kontrole kiyasla olusan 6liim oranlar1 belirlendi. Bu oranlar kullanilarak probit analizi
yapildi ve H202’in ARPE hiicre hatt1 lizerinde 24 saatlik uygulama sonrasi ICsp degeri 763
uM olarak saptandi (Sekil 1).
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Veriler ortalama+std.sap. n=6. Farkli harf ile gosterilen ortalamalar istatistik olarak farklidir, tekyonlii-
ANOVA, Tukey HSD test, p<0,05. ICso degeri probit analizi ile saptanmugtir.

Sekil 1. ARPE 19 hiicre serilerinde 100-1000 uM arahginda 10 farkh
konsantrasyonda H20:2 uygulamasindan 24 saat sonra MTT testi ile
belirlenen kontrole kiyasla relatif hiicre canlihgi.

31



ARPE-19 hiicre hattinda 100-1000 pM doz araliklarinda degisen 10 farkh
konsantrasyonda tert butil Hidrojen Peroksit 48 saat uygulanmistir. Calisma kapsaminda 48
saatlik H202 uygulamasi sonucu belirlenen yiizde canlilik degerleri kullanilarak, her bir doz
icin kontrole kiyasla olusan 6liim oranlar1 belirlendi. Bu oranlar kullanilarak probit analizi
yapildi ve H2O2’in ARPE hiicre hatt1 lizerinde 48 saatlik uygulama sonras1 ICsp degeri 665
uM olarak saptandi (Sekil 2).
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Veriler ortalama+std.sap. n=6. Farkli harf ile gosterilen ortalamalar istatistik olarak farklidir, tekydnlii-
ANOVA, Tukey HSD test, p<0,05. ICso degeri probit analizi ile saptanmustir.

Sekil 2. ARPE 19 hiicre serilerinde 100-1000 uM aralhginda 10 farkh
konsantrasyonda H20: uygulamasindan 48 saat sonra MTT testi ile
belirlenen kontrole kiyasla relatif hiicre canlihig.

ARPE-19 hiicre hattinda 100-1000 pM doz araliklarinda degisen 10 farkli
konsantrasyonda tert butil Hidrojen Peroksit 72 saat uygulanmistir. Calisma kapsaminda 72
saatlik H202 uygulamasi sonucu belirlenen yiizde canlilik degerleri kullanilarak, her bir doz
icin kontrole kiyasla olusan 6liim oranlar1 belirlendi. Bu oranlar kullanilarak probit analizi

yapildi ve H202’in ARPE-19 hiicre hatt1 iizerinde 72 saatlik uygulama sonrasi ICso degeri
527,6 uM olarak saptandi (Sekil 3).
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Veriler ortalama+std.sap. n=6. Farkli harf ile gdsterilen ortalamalar istatistik olarak farklidir, tekyonlii-
ANOVA, Tukey HSD test, p<0,05. ICso degeri probit analizi ile saptanmistir.

Sekil 3. ARPE 19 hiicre serilerinde 100-1000 uM arahginda 10 farkh
konsantrasyonda H20: uygulamasindan 72 saat sonra MTT testi ile
belirlenen kontrole kiyasla relatif hiicre canlhihig.

Deferoksamin Mesilat Tuzu (DFX)

Hipoksi ve oksidatif stres mekanizmalari indiiklenerek giiclii bir YBMD modeli
olusturulmasi hedeflenmistir. Bu sebeple hipoksi indiikleyici ajan olarak Deferoksamin
Mesilat Tuzu kullanilmistir. Yapilan MTT c¢alismalari ile H202’nin 24, 48 ve 72. saatlerde
ICso degerleri belirlenmistir. DFX ve H2O2’nin birlikte farkli konsantrasyonlarda tatbik
edilmesi sonucu 50 pM DFX+ 500 pM H202 dozunun 24 saatlik siirede hiicrelerde
%49,66’l1ik bir canlilik olusturdugu Tali Sitometre ile saptanmistir. Boylece optimal dozun 50
pM DFX+ 500 uM H20: olduguna ve optimal siirenin 24 saat olduguna karar verilmis ve
sonraki tiim uygulamalar bu sekilde gerceklestirilmistir (Sekil 4) (Tablo 3).
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Sekil 4. ARPE-19 hiicre hattinda Kontrol, pozitif Kontrol (DFX), DFX+ 4 farkh
konsantrasyonda H202 uygulanan gruplarda 24 ve 48 saat inkiibasyon
sonrasi hiicre canhihigina ait MTT testi
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Tablo 3. Tali Sitometri sonuclarina gore hiicre canlihik oranlari

%hiicre
Kontrol 80,16+1,94
YBMD 49,6667+2,42
Canh YBMD-BV 60,8333+1,16
YBMD-DJN 42,0000+1,41
YBMD-miR184 59,6667+2,50

YBMD: Yasa bagli makula dejenerasyonu grubu, YBMD-BV: YBMD+Bevacizumab, YBMD-
DJN:YBMD-+dejenere miRNA-184, YBMD-miR-184: YBMD+miRNA-184.

GEN EKSPRESYON ANALIZLERI

Anjiyogenez Yolagi
Calismamizda olusturulan konrol ve deney gruplarinda, anjiyogenez yolagiyla iliskili
HIF1-a, HIF1-B, VEGF, VEGFR, MMP3, MMP9 gen ckspresyonlari analiz edildi. Gruplar

arasinda relatif gen ekspresyon degerleri Sekil 5’de verilmistir.
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Tiim veriler B-aktin MRNA seviyesi ile normalize edilmistir. Farkli harfler gruplar arasinda anlamli bir
fark oldugunu gosteririr. (Tekyonlii-ANOVA, Tukey HSD test, p<0,05) (ortalamaz+std.sap.) HIF1-a:
hipoksi ile indiiklenen factor 1-o, HIF1-B: hipoksi ile indiiklenen factor 1-B, VEGF: wvaskiiker
endotelyel bilylime faktorii, VEGFR: vaskiiler endotelyel biiylime faktorii reseptorii, MMP3: matriks
metalloproteinaz 3, MMP9: matriks metalloproteinaz 9, YBMD: Yasa Bagli Makula Dejenerasyonu.

Sekil 5. Kontrol, YBMD, YBMD+BV, YBMD+DJN-miR+ YBMD+miR-184
gruplar1 arasinda anjiyogenez yolag1 genlerinin qRT- PCR
calismalarinda belirlenen relatif gen ekspresyon degerleri.

Calismamizda HIF-1a i¢in gruplar arasinda yapilan tek yonlii ANOVA analizi
istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (p< 0,001). HIF1-a diizeyi kontrol grubuna gére 2,9
kat anlaml artig ile en yiiksek YBMD-DJN-miR grubunda gbézlenmistir. En diisiik diizey ise
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YBMD-miR-184 grubunda tespit edilmis olup kontrol grubuna goére 0,6 kat degerde oldugu
bulunmustur. Bununla birlikte YBMD ve YBMD-BV grubunda HIFla diizeyi kontrol
grubuna gore sirastyla 1,9 ve 2 kat artis géstermis olup ayni grubu paylagmiglardir.

HIF1-B icin gruplar arasinda yapilan tek yonli ANOVA analizi istatistiksel olarak
anlamli bulunmustur (p< 0,001). YBMD-miR-184 ve YBMD-DJN-miR grubu kontrol
grubuna gore sirasiyla 0,8, 1,2 seviyesinde tespit edilmis ve kontrol grubu ile aynm1 grupta yer
almiglardir. YBMD ve YBMD-BV gruplari ise kontrol grubuna gore sirasiyla 1,7 ve 1,6 kat
artig gostererek iki grup birlikte ayni grubu paylagmislardir.

VEGF i¢in gruplar arasinda yapilan tek yonli ANOVA analizi istatistiksel olarak
anlamli bulunmustur (p< 0,001). VEGF diizeyi agisindan gruplari inceledigimizde YBMD,
YBMD-BV, YBMD-DJN-miR gruplarinda dramatik bir artis oldugu gozlenmistir. YBMD
grubunda VEGF diizeyi kontrol grubuna goére 14 kat artis gostererek en yliksek degeri
olusturmustur. YBMD-BV ve YBMD-DJN-miR gruplari kontrol grubuna gore sirasiyla 9,8
ve 10,4 kat artis gostererek ayni1 grubu paylasmiglardir. YBMD-miR-184 grubunda ise VEGF
diizeyi kontrol grubuna gore yalnizca 2,2 kat artis gostermistir.

VEGFR gen ekspresyonu analizinde gruplar arasinda yapilan tek yonli ANOVA
analizi istatistiksel olarak anlamli saptanmamustir (p=0,221).

Calisma kapsaminda MMP3 incelendiginde gruplar arasinda yapilan tek yonlii
ANOVA analizi istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (p< 0,001). YBMD ve YBMD-DJN-
miR gruplar1 kontrol grubuna gore sirasiyla 3,2 ve 3 kat artis gostererek en fazla artis gosteren
grubu paylasmiglardir. YBMD-BV ve YBMD-miR-184 grubu ise kontrol grubuna gore
sirasiyla 2,9 ve 1,4 kat artis gostermis olup farkli gruplarda yer almislardir. Boylece kontrol
grubundan sonra MMP3 gen ekspresyonunun en diisiikk oldugu grup YBMD-miR-184 grubu
olarak tespit edilmistir.

Calismamizda MMP9 gen ekspresyonu analizinde gruplar arasinda yapilan tek yonlii
ANOVA analizi istatistiksel olarak anlamli saptanmistir (p= 0,001). Relatif gen ekspresyon
degerleri YBMD-BV ve YBMD-mIiR-184 gruplarinda kontrol grubuna goére sirasiyla 1,2 ve
1,6 kat artis gostermistir ve aynt grupta yer almislardir. YBMD-DJN-miR grubu kontrol
grubuna gore 2,4 kat artig gostermistir. YBMD grubu ise kontol grubuna gore 3 kat artis
gostererek en fazla artan grubu olusturmustur.

Anjiyogenez yolaginda yer alan ve ¢aligmamizda incelenen diger genler; EGFR, PI3K,
AKT, mTOR’dur. Bu genlere ait gruplar arasinda relatif gen ekspresyon degerleri Sekil 6’da

verilmistir.
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EGFR i¢in gruplar arasinda yapilan tek yonlii ANOVA analizi istatistiksel olarak
anlamli bulunmustur (p< 0,001). Calismamizda EGFR degeri YBMD ve YBMD-BV
grubunda kontrol grubuna gore sirasiyla 3,8 ve 3,3 kat artmistir ve birlikte en fazla artan
grubu olusturmuslardir. YBMD-DJN-miR grubu ise kontrol grubuna gore 3 kat artis
gostermistir. YBMD-miR-184 grubu ise 1,8 kat artis ile digerlerine gore daha diisiik grubu
temsil etmistir.

Calismamizda PI3K incelendiginde gruplar arasinda yapilan tek yonli ANOVA
analizi istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (p< 0,001). Gruplar arasinda relatif gen
ekspresyon degerleri YBMD, YBMD-BV, YBMD-DJN-miR gruplarinda kontrol grubuna
gore sirasiyla 2,3, 2,1, 1,6 kat artis gostererek ayni grupta yer almislardir. YBMD-miR-184
ise kontrol grubuna goére 0,9 kat degerinde olup kontrol grubu ile ayn1 grupta yer almistir.

AKT gen ifadesi incelendiginde gruplar arasinda yapilan tek yonlii ANOVA analizi
istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (p< 0,001). YBMD, YBMD-BV, YBMD-DJN-miR
gruplar1 kontrol grubuna gore sirasiyla 1,4, 1,2, 1,4 kat artis gostermistir ve hepsi ayni1 grupta
yer almistir. YBMD-miR-184 ise kontrol grubuna gore 0,6 kat degerinde saptanmustir.

mTOR gen ifadesi incelendiginde gruplar arasinda yapilan tek yonlii ANOVA analizi
istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (p= 0,015). YBMD grubu kontrol grubuna gore 1,6
kat artis gostermistir. YBMD-BV, YBMD-DIN-miR, YBMD-miR-184 gruplar1 kontrol
grubuna gore sirastyla 1,6, 1,3 ve 1 kat artig gostererek ayni grupta yer almislardir (Sekil 6).
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Tim veriler B-aktin mRNA seviyesi ile normalize edilmistir. Farkli harfler gruplar arasinda anlamli bir
fark oldugunu gosteririr. (Tekyonli-ANOVA, Tukey HSD test, p<0,05) (ortalamatstd.sap.) EGF-R:
Epidermal biiylime faktorii reseptorii, PI3K: Fosfoinizotid 3-kinaz, AKT: Protein kinaz B, mTOR:
Mammalian target of rapamycin, YBMD: Yasa Bagli Makula Dejenerasyonu.

Sekil 6. Kontrol, YBMD, YBMD+BV, YBMD+DJN-miR+ YBMD+miR-184
gruplar1 arasinda anjiyogenez yolagi genlerinin qRT- PCR
calismalarinda belirlenen relatif gen ekspresyon degerleri.

Antioksidan Sistem, DNA Hasar Tamir Mekanizmasi ve Is1 Sok Protein Ailesi

Arasindaki Tliski

Calismamizda olusturulan kontrol ve deney gruplarinda antioksidan mekanizmalara ait
SOD1, SOD2, CAT, GS, GSTML1 gen ekspresyonlari analiz edildi. Gruplar arasinda relatif

gen ekspresyon degerleri Sekil 7A’da verilmistir. Bunun disinda kullanilan ajanlarin
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indiikledigi genel oksidatif stres CM-H2DCFDA (Thermo Scientific, USA) spesifik boyasi ile
belirlendi ve aym zamanda apoptoz indiiksiyonu sonrasi olusan niikleer morfoloji
degisiklikleri ve apoptotik yapilar NucBlue® Live ReadyProbes® Reagent (Thermo
Scientific, USA) ile izlendi. Bu analizlere ait goriintiiler Sekil 7B’de sergilenmistir.

Superoksit Dismutaz 1 gen ifadesi incelendiginde gruplar arasinda yapilan tek yonlii
ANOVA analizi istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (p< 0,001). YBMD-BV, YBMD-
DJN-miR ve YBMD-mIiR-184 gruplar1 kontrol grubuna gore sirasiyla 1,9, 2,3, 1,1 kat artis
gostermistir ve hepsi ayni grupta yer almistir. YBMD grubunda ise kontrol grubuna gore 4,5
kat diizeyinde anlamli bir artig saptanmustir.

Superoksit Dismutaz 2 gen ifadesi incelendiginde gruplar arasinda yapilan tek yonlii
ANOVA analizi istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (p< 0,001). YBMD-BV ve YBMD-
miR-184 gruplarinin ikisi de kontrol grubuna gore 1,7 kat artis gostermis ve ayni grupta yer
almiglardir. YBMD ve YBMD-DJN-miR gruplari ise kontrol grubuna gore sirasiyla 2,6 ve 2,3

kat artis gostermisler ve ayn1 grubu paylasmislardir.
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Tim veriler f-aktin mRNA seviyesi ile normalize edilmistir. Farkli harfler gruplar arasinda anlamli bir
fark oldugunu gosteririr. (Tekyonli-ANOVA, Tukey HSD test, p<0,05) (ortalamastd.sap.) SOD1:
CuZn-Superoksit Dismutaz, SOD2: Mn-Superoksit Dismutaz, CAT: Katalaz, GS: Glutatyon Sentetaz,
GSTML1: glutatyon S-transferaz mu 1, NEIL: Nei like DNA glikozilaz, MLH1: MutL homolog 1,
EXOL.

Sekil 7. (A) Kontrol, YBMD, YBMD+BV, YBMD+DJN-miR+ YBMD+miR-184
gruplar1 arasinda antioksidan ve DNA tamir genlerinin qRT- PCR
calismalarinda belirlenen relatif gen ekspresyon degerleri. (B) Oksidatif
stres marker1 CM-H2DCFDA boyasi ile boyanan hiicrelerden elde edilen
goriintiiler ve mavi renkli olarak da NucBlue® canl hiicre boyamasina
ait goriintiiler mevcuttur. Apoptotik hiicreler apoptoz i¢in tipik olan
niikleer morfolojik degisiklikler sergilemektedir.: Ekzoniikleaz 1,
YBMD: Yasa Bagh Makula Dejenerasyonu.
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Calisma kapsaminda CAT gen ifadesi incelendiginde gruplar arasinda yapilan tek
yonlii ANOVA analizi istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (p= 0,002). YBMD ve
YBMD-DJN-miR gruplar1 kontrol grubuna gore ikisi de 1,5 kat artig gostererek en fazla artis
gosteren grubu paylasmiglardir. YBMD-BV grubu ise kontrol grubuna gore 1,3 kat artis
gostermis olup kontrol grubu ile ayni grubu paylasmislardir. YBMD-miR-184 grubunda ise
CAT gen ekspresyonu kontrol grubuna gore anlamli olarak azalmis bulunmustur (0,8 Kat).
Boylece kontrol grubundan sonra CAT gen ekspresyonunun en diisiikk oldugu grup YBMD-
miR-184 grubu olarak tespit edilmistir.

Glutatyon sentetaz gen ifadesi incelendiginde gruplar arasinda yapilan tek yonlii
ANOVA analizi istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (p= 0,007). YBMD ve YBMD-DJN-
miR gruplar1 Kontrol grubuna gore sirasiyla 3,1, 2,9 kat artis géstermis ve ayni grupta yer
almiglardir. YBMD-BV, YBMD-miR-184 gruplar1 kontrol grubuna gore sirasiyla 2,3, 2,5 kat
artis gostererek ayni grupta yer almislardir.

Glutatyon S-transferaz mu 1 gen ifadesi incelendiginde gruplar arasinda yapilan tek
yonlii. ANOVA analizi istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (p= 0,02). YBMD grubu
kontrol grubuna goére 3,2 kat anlamli artis gostermis en yiiksek degerdeki grubu
olusturmustur. YBMD-BV, YBMD-DJN-miR, YBMD-miR-184 gruplar1 kontrol grubuna
gore sirastyla 2,2, 2,1, 2,7 kat artis gostererek ayni grubu paylasmislardir.

Calismamizda olusturulan kontrol ve deney gruplarinda DNA tamir genleri olan
NEIL, MLHI, EXOIl’in gen ekspresyonlar1 analiz edildi. Gruplar arasinda relatif gen
ekspresyon degerleri Sekil 7°de verilmistir.

Nei like DNA glikozilaz gen ifadesi incelendiginde gruplar arasinda yapilan tek yonli
ANOVA analizi istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (p< 0,001). YBMD, YBMD-DJN-
miR ve YBMD-miR-184 gruplar1 kontrol grubuna gore sirasiyla 2,9, 2,9 ve 2,5 kat artis
gostermis ve ayni grupta yer almislardir. YBMD-BV grubu ise kontrol grubuna gore yalnizca
1,9 kat artig gostermistir.

Calisma kapsaminda MLH1 gen ifadesi incelendiginde gruplar arasinda yapilan tek
yonlii. ANOVA analizi istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (p< 0,001). YBMD grubu
kontrol grubuna gore 3,7 kat artig gostererek en fazla artis gosteren grubu olusturmustur.
YBMD-DJN-miR grubu ise kontrol grubuna gore 2,4 kat artig gostererek YBMD grubunu
izlemistir. YBMD-BV grubu kontrol grubuna goére 2 kat artis gostermistir. YBMD-miR-184
grubunun ise MLH1 gen ekspresyonu kontrol grubuna gore 1,1 kat artis gosterek kontrol

grubu ile ayni grubu paylasmstir.
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Ekzoniikleaz 1 gen ifadesi incelendiginde gruplar arasinda yapilan tek yonli ANOVA
analizi istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (p< 0,001). YBMD ve YBMD-DJN-miR
gruplar1 kKontrol grubuna gore sirasiyla 2,2, 2,1 kat artis gostermis ve ayni grupta yer
almiglardir. YBMD-BV, YBMD-mIiR-184 gruplar1 kontrol grubuna gore sirasiyla 1, 0,5 kat
degerinde saptanarak kontrol grubuyla ayni grubu paylagsmislardir

Calismamiz kapsaminda kontrol ve deney gruplarinda HSP ailesine ait HSP60 ve
HSP70’in gen ekspresyonlari incelenmis ve gruplar arasindaki relatif gen ekspresyon
degerleri Sekil 8’de verilmistir.

Is1 sok proteini 60 gen ifadesi incelendiginde gruplar arasinda yapilan tek yonli
ANOVA analizi istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (p=0,006). YBMD ve YBMD-DJN-
miR gruplar1 kontrol grubuna gore sirasiyla 4, 3,3 kat artis gostermis ve ayni grupta yer
almiglardir. YBMD-BV, YBMD-mIiR-184 gruplar1 kontrol grubuna gore sirasiyla 2, 2,4 kat
artis gostererek ayn1 grubu paylasmislardir.

Is1 sok proteini 70 gen ifadesi incelendiginde gruplar arasinda yapilan tek yonlii
ANOVA analizi istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (p<0,001). YBMD ve YBMD-DJN-
miR grubu kontrol grubuna goére sirasiyla 3,6, 3,4 kat artis géstermis ve ayni grupta yer
almiglardir. YBMD-BV grubu kontrol grubuna gére 2,5 kat artis gostermistir. YBMD-miR-
184 grubu ise kontrol grubuna goére 1,1 kat artis gostererek kontrol grubu ile ayni grubu

paylagmistir.
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Tiim veriler B-aktin mRNA seviyesi ile normalize edilmistir. Farkli harfler gruplar arasinda anlamli bir fark
oldugunu gosteririr. (Tekyonli-ANOVA, Tukey HSD test, p<0,05) (ortalamaztstd.sap.) HSP60: 1s1 sok proteini
60, HSP70: 1s1 s0k proteini 70, p21°PL: Siklin bagiml kinaz inhibitér 1, p27XP!: Siklin bagimli kinaz inhibitdr
1B, YBMD: Yasa Bagli Makula Dejenerasyonu.

Sekil 8. Kontrol, YBMD, YBMD+BV, YBMD+DJN-miR+ YBMD+miR-184 gruplari
arasinda 1s1 sok proteinleri ve hiicre siklus inhibitor genlerinin qRT- PCR
calismalarinda belirlenen relatif gen ekspresyon degerleri.

p21©P gen ifadesi incelendiginde gruplar arasinda yapilan tek yonlii ANOVA analizi
istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (p<0,001). YBMD ve YBMD-BV gruplari kontrol
grubuna gore sirasiyla 14,6, 14,4 kat anlamli artis gdstermis ve ayni grupta yer almislardir.
YBMD-DJN-miR grubu kontrol grubuna gore 9,4 kat artis gdstermistir. YBMD-miR-184
grubu ise kontrol grubuna gore 5,6 kat artig gostermistir.

p27KiP gen ifadesi incelendiginde gruplar arasinda yapilan tek yonlii ANOVA analizi
istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (p=0,011). YBMD grubu kontrol grubuna goére 2,3 kat
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anlamli artis gostermistir. YBMD-BV, YBMD-DIJN-miR ve YBMD-miR-184 gruplari
kontrol grubuna gore sirasiyla 2,9, 2,7, 2,6 Kkat artis gostermistir ve hepsi ayn1 grupta yer
almistir.

Calisma kapsaminda ekstrinsik ve intrinsik (mitokondriyal) apoptoz yolagi genleri
calistlmistir. Bu genler: p53, BCL-2, Bax, APAF-1, CASP 3, TNF-a, TRAIL, CASP 8
genleridir. Calisilan genler igin gruplar arasinda relatif gen ekspresyon degerleri Sekil 9A’da
verilmistir. Kaspaz 3 ve 7, hem intristik hem de exstrinsik apoptotik 6liim siirecinde biiyiik rol
oynayan sistein aspartik proteazlardir. Apoptozun indiiksiyonunu daha iyi analiz edebilmek
igin, CellEvent™ Caspase-3/7 Green Detection molekiiler prob ile hiicrelerin boyanmasi
yardimiyla niikleer mikro ortamda meydana gelen kaspaz-3/7 aktivasyonu floresan mikroskop
ile degerlendirilebilmektedir. Bu analize ait goriintiiler Sekil 9B’de sergilenmistir.

Calismamiz kapsaminda p53 gen ifadesi incelendiginde gruplar arasinda yapilan tek
yonlii ANOVA analizi istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (p<0,001). YBMD grubu
kontrol grubuna gore 2,5 kat artis gostermis ve en yliksek artis gosteren grubu olusturmustur.
YBMD-DJN-miR grubu kontol grubuna gore 2,2 kat artis gdstermistir. YBMD-BV grubu
kontrol grubuna gore yalnizca 1,5 kat artis gostermistir. YBMD-miR-184 grubu ise kontrol

grubu ile ayn1 seviyede kalmis herhangi bir artis gostermemistir.
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Tim veriler f-aktin mRNA seviyesi ile normalize edilmistir. Farkli harfler gruplar arasinda anlamli bir fark
oldugunu gosteririr. (Tekyonli-ANOVA, Tukey HSD test, p<0,05) (ortalamaz+std.sap.) p53: tiimor siipresor gen,
BCL-2: B hiicreli lenfoma-2, BAX: BCL-2 iligkili X protein, APAF-1: Apoptotik proteaz aktive edici faktor 1,
CASP3: Kaspaz 3, TNF-a: tiimor nekroz faktdr-a, TRAIL: TNF ile iliskili apoptozu indiikleyen ligand,
CASPS8: Kaspaz 8, YBMD: Yasa Bagli Makula Dejenerasyonu.

Sekil 9. (A) Kontrol, YBMD, YBMD+BV, YBMD+DJN-miR+ YBMD+miR-184 gruplari
arasinda apoptoz yolagina ait genlerin qRT- PCR ¢aliymalarinda belirlenen
relatif gen ekspresyon degerleri. (B) CellEvent™ Caspase-3/7 Green Detection

molekiiler prob ile boyanan gruplarin kaspaz 3/7 ekspresyonlar: yesil renk ile
ifade edilmektedir.
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B hiicreli Lenfoma-2 gen ifadesi incelendiginde gruplar arasinda yapilan tek yonli
ANOVA analizi istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (p<0,001). YBMD-miR-184 grubu
ise kontrol grubuna gore 2 kat anlaml artig gostermistir YBMD, YBMD-BV, YBMD-DJN-
miR gruplar1 kontrol grubuna gore sirasiyla 0,8, 1,1, 0,9 degerinde saptanmis ve kontrol grubu
ile ayn1 grubu paylasmislardir.

Calisma kapsaminda BAX gen ifadesi incelendiginde gruplar arasinda yapilan tek
yonliic ANOVA analizi istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (p=0,002). YBMD, YBMD-
DJN-miR gruplart kontrol grubuna gore sirasiyla 3,1, 2,6 kat artig gdstermis ve ayni grubu
olusturmuslardir. YBMD-BV ve YBMD-miR-184 gruplar1 ise kontrol grubuna gore sirasiyla
2 ve 1,9 kat artis gostermistirler ve ayni grubu paylasmislardir.

Apoptotik proteaz aktive edici faktor 1 gen ifadesi incelendiginde gruplar arasinda
yapilan tek yonlii ANOVA analizi istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (p=0,002). YBMD
grubu kontrol grubuna gore 4,2 kat anlamli artis gostermistir. YBMD-DJN-miR, YBMD-
miR-184, YBMD-BV gruplar1 kontrol grubuna gore sirasiyla 2,8, 2,5, 2,1 kat artis gostererek
hepsi farkli gruplar olugturmuglardir.

Kaspaz 3 gen ifadesi incelendiginde gruplar arasinda yapilan tek yonli ANOVA
analizi istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (p<0,001). YBMD ve YBMD-DJN-miR
gruplar1 kontrol grubuna gore sirasiyla 4,1, 3,8 kat anlamli artig gostermisler ve ayni1 grupta
yer almiglardir. YBMD-BV ve YBMD-miR-184 gruplari kontrol grubuna goére sirasiyla 1,9
ve 1,1 kat artig gostererek kontrol grubu ile ayn1 grupta yer almislardir.

Tiimdr nekroz faktor- o gen ifadesi incelendiginde gruplar arasinda yapilan tek yonlii
ANOVA analizi istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (p<0,001). YBMD-miR-184 grubu
kontrol grubuna gore 4,1 kat anlamli artis gostermis ve en fazla artis gosteren grubu
olusturmustur. YBMD-DJN-miR grubu kontrol grubuna gore 2,4 kat artig gostermistir.
YBMD ve YBMD-BV gruplari ise kontrol grubuna gore sirasiyla 2,1 ve 1,9 kat artig gosterek
ayni grupta yer almislardir.

TNF ile iligkili apoptozu indiikleyen ligand gen ifadesi incelendiginde gruplar arasinda
yapilan tek yonli ANOVA analizi istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (p<0,001).
YBMD-DJN-miR grubu kontrol grubuna gore 1,3 kat anlaml1 artis gdstermis ve en fazla artis
gosteren grubu olusturmustur. YBMD ve YBMD-BV gruplart ise kontrol grubuna gore
sirastyla 1 ve 1,1 kat artig gosterek ayni grupta yer almislardir. YBMD-miR-184 grubu ise

kontrol grubuna gore 0,5 kat anlaml1 azalma gdstermistir.
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Kaspaz 8 gen ifadesi incelendiginde gruplar arasinda yapilan tek yonli ANOVA
analizi istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (p<0,001). YBMD ve YBMD-DJN-miR
gruplar1 kontrol grubuna gore sirastyla 2,9 ve 2,8 kat anlaml artis gostermis ve en fazla artig
gosteren grubu olusturmuslardir. YBMD-BV ve YBMD-miR-184 gruplart ise kontrol
grubuna gore sirasiyla 1,7 ve 1,4 kat artis gosterek kontrol grubu ile aynmi grupta yer

almislardir.

miR-184 ve miR-155 Arasindaki Iliski

YBMD’ye iligkin olarak, miRNA’lar son zamanlarda terapotik arastirmalarin odagi
haline gelmistir. Calisma kapsaminda miR-184’{in tedavi edici etkisi arastirilmistir. Klinikte
kullanim onay1 olan Bevacizumab etken maddeli ilagla miR-184{in; anjiyogenez, antioksidan
savunma sistemleri, 1s1 sok proteinleri, hiicre siklus diizenleyicileri, DNA tamiri ve intrinsik
ve ekstrinsik apoptoz yolagina ait gen ekspresyonlari agisindan karsilagtirmasi yapilmistir.
Calismamizda bunlara ek olarak biyomarker olabilecegini diisiindiigiimiiz miR-155 ile tedavi
amaciyla kullandigimiz miR-184’iin gen ekspresyonlar1 ve birbirlerine gére gen ekspresyon
paternleri de incelenmistir. Iki miRNA arasindaki iliskiyi yansitan grafik Sekil 10’da
sunulmustur.

Bu verilere gére miR-184 gen ekspresyonu incelendiginde gruplar arasinda yapilan tek
yonlii ANOVA analizi istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (p<0,001). YBMD, YBMD-
BV, YBMD-DJN-miR gruplar1 kontrol grubuna gore sirasiyla 4,3, 3,6 ve 1,8 kat artis
gostererek kontrol grubu ile ayni grubu olusturmuglardir. YBMD-miR-184 grubuna ise tedavi
olarak miR-184 uygulandigindan degerlendirmeye alinmamistir.

mikroRNA-155 gen ekspresyon diizeyi incelendiginde gruplar arasinda yapilan tek
yonlii ANOVA analizi istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (p<0,001). YBMD, YBMD-
BV, YBMD-DJN-miR gruplart kontrol grubuna gore sirastyla 10, 11, 10,2 kat artig gostererek
aynt grubu olusturmuslardir. YBMD-miR-184 grubu ise kontrol grubuna goére 0,3 kat

degerinde olup anlamli olarak azalma gostermesi dikkat ¢ekicidir.
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Tiim veriler B-aktin mRNA seviyesi ile normalize edilmistir. Farkli harfler gruplar arasinda anlamli bir fark
oldugunu gosteririr. (Tekyonli-ANOVA, Tukey HSD test, p<0,05) (ortalama+std.sap.) YBMD: Yasa Bagl
Makula Dejenerasyonu.

Sekil 10. Kontrol, YBMD, YBMD+BV, YBMD+DJN-miR, YBMD+miR-184 gruplar:
arasinda miR-184 ve miR-155 mikroRNA’larina ait genlerin gRT- PCR
calismalarinda belirlenen relatif gen ekspresyon degerleri.
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Calismamiz kapsaminda anjiyogenez yolagiyla ilgili calisilan genlerle miR-184 ve

miR-155 arasindaki iliski Pearson Korelasyon analizi ile degerlendirilmistir. Bu analize ait

bulgular Tablo 4’te sunulmustur.

Tablo 4. Anjiyogenez yolaginda gorevli genler ile miR-184 ve miR-155 arasindaki

korelasyon Tablosu.

Anyiogenez yolag: genleri miR-184 miR-155
| o
~om | o
i
o | oer
~om | o
o | o
—dm | o
PIK o= 065 =001
AKT pe00s | 'p=oo0r
mTOR o 0433 =000

Pearson korelasyon katsayisi ile iki degiskenli korelasyon testi; p< 0,05 ve p<0,001
*Korelasyon 0,05 diizeyinde anlamlidir (2-tailed)
**Korelasyon 0,01 diizeyinde anlamlidir (2-tailed)

Tabloda miR-184’lin anjiyogenez yolagindaki HIF-1a (r= -0,448*) ve AKT (r= -
0,415*) genleri ile anlamli olarak negatif korelasyon icinde oldugu miR-155’in ise
anjiyogenez yolagindaki tiim genler ile anlamli olarak pozitif korelasyon icinde oldugu

gorilmektedir.

TALI GORUNTU TABANLI SITOMETRI ANALIZI

Giiglii bir YBMD modeli olusturmak i¢in uygulanan DFX ve H2O2‘nin olusturdugu
sitotoksisiteyi ve tedavi amagli verilen Bevacizumab ve miRNA-184’iin apoptoz iizerindeki
etkilerini degerlendirmek igin TALI goriintii tabanli sitometri analizi yapilmistir. MTT testi

ile sadece canli ve &lii hiicre oranlari belirlenirken TALI yontemiyle hiicrelerin 6liim
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sebebinin apoptoz kaynakli olup olmadigi da degerlendirilebilmektedir. Annexin V-Alexa
Fluor® 488 ve Propidium lodide ile Tali® Apoptosis Test Kiti kullanilarak boyanan hiicre
poplilasyonunda, 6lii veya gec apoptotik hiicreler, kirmizi veya sari, apoptotik hiicreler yesil
floresan vermektedir.

Calismamiza ait TALI goriintii tabanli sitometri analizine ait grafik Sekil 11°de
gosterilmistir.

Calismamizda 50 uM DFX+ 500 uM H202 uygulanmasi sonucu olusturulan YBMD
grubunda %49,6 canlilik orani elde edilmistir. YBMD-BV ve YBMD-miR-184 gruplarinda
canlilik oranlan sirasiyla %60,8, %59,6 oranindadir. Bu durumda YBMD-BV ve YBMD-
miR-184 gruplar1 olan tedavi gruplarinin YBMD grubuna gére uygulanan tedavi ajanlari
sayesinde %10 kadar bir oranda canlilik oranin arttirdiklart gériilmektedir.

Calismamiz kapsaminda Tali goriintii tabanli sitometri analizine gore 6li hiicre orant
%41,1 oraniyla en fazla YBMD-DJN-miR grubunda gézlenmistir. YBMD grubunda 6lii hiicre
orani %35,1 diizeyindedir. YBMD-BV ve YBMD-miR-184 gruplar1 incelendiginde 6lii hiicre
orani sirastyla %27,8 ve %26 saptanmistir ve ikisi ayn1 grupta yer almislardir

Apoptoz oranma bakildiginda YBMD ve YBMD-miR-184 gruplarinda apoptotik
hiicre orani sirastyla %15 ve %14,1 olarak saptanmis ve ayni grubu olusturmuslardir. YBMD-
BV grubunda ise bu oran %11,8 olarak saptanmistir. Dolayisiyla YBMD-miR-184 grubunda
YBMD-BYV grubuna gore hiicre 6liimiiniin daha ¢ok apoptoz kaynakli oldugu gézlenmektedir.
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Veriler ortalama+std.sap. n=6. Farkli harf ile gosterilen ortalamalar istatistiksel olarak anlamlidir, tekyonli-
ANOVA, Tukey HSD test, p<0,05.

Sekil 11. TALI goriintii tabanh sitometre analizinde Anneksin V / Propidyum iyodiir ile
boyanmis ARPE-19 hiicre hattina ait canl, o6lii ve apoptotik hiicrelerin
gruplara gore dagilim grafigi.
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TARTISMA

YBMD' nin molekiiler temelinin tam olarak aydinlatilamamasina ragmen; oksidatif
stres, inflamasyon ve anjiyogenezin YBMD patogenezinde kritik rol oynadigi
varsayllmaktadir (151). YBMD risk faktorleri arasinda, yas, sigara kullanimi, yagdan zengin
diyet ve yiiksek beden kitle indeksi gibi viicutta kronik stres yaratan nedenler sayilabilir
(6,20,54,57,59,60). Dogumdan itibaren degismeyen retina pigment epiteli hiicrelerinin maruz
kaldig1 bu stres etkenleri ve bu etkenlerin yarattigi inflamasyon g6z oniline alindiginda
patogenezi agikladigi diisiiniilebilir. Benzer sekilde insan retina pigment epitel hiicrelerinin
kronik oksidatif strese maruz birakildigi hiicre kiiltiiri modelinde drusen-iligkili protein
ekspresyonunda artis oldugu gosterilmistir (152). Ayn1 sekilde YBMD’nin bilinen iki 6zelligi
olan inflamasyon ve neovaskiilarizasyon; oksijenle-indiiklenen retinopati (OIR) olusturulan
fare modellerinde oldukga sik ¢alisilmaktadir (153). Calismamizda ise YBMD patogenezinde
ciddi yer kaplayan hipoksi ve oksidatif stres mekanizmalarindan yararlanilarak in vitro bir
YBMD modeli olusturulmustur. Bu amagla hipoksi indiikleyici ajan olarak deferoksamin
mesilat tuzu (DFX), oksidatif stres indiikleyici ajan olarak da tert butil Hidrojen peroksit
(H202) kullanilmustir.

Vaskiiler endotelyal biiyiime faktorii, anjiyogenezde anahtar diizenleyicidir (4), ileri
evre neovaskiiler tip YBMD patogenezinde kritik bir rol oynamaktadir (5). Bu sebeple
intravitreal antianjiyojenik tedavi (anti-VEGF ajanlarin dogrudan vitreye enjeksiyonu)
giinimiizde neovaskiiler yasa bagli makula dejenerasyonu i¢in birincil tedavi olarak
uygulanmaktadir. Bu kapsamda calismamizda anjiyogenez yolagina ait gen ekspresyonlari
calisgilmistir. HIF-1a’nin bu yolagin en basinda bulundugu ve hipoksi ile indiiklendigi
bilinmektedir (128). HIF-1a gen ekspresyonlarina bakildiginda YBMD, YBMD-BV
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gruplarinda kontrol grubuna gére anlaml artis oldugu (sirasiyla 1,9 ve 2 kat), YBMD-miR-
184 grubunda ise kontrol grubuna gére anlamli azalma oldugu goériilmektedir (0,6 kat). Bu
durumda anti-VEGF ajan olarak klinikte kullanilan Bevacizumab’in HIF-1a iizerinden etki
gostermedigi ancak miR-184’iin HIF-1a gen ekspresyonunu baskilayarak antianjiyojenik etki
gosterdigi gortilmektedir. HIF-1B agisindan degerlendirildiginde benzer sekilde YBMD ve
YBMD-BV gruplarinda kontrol grubuna gore anlamli artis oldugu (sirasiyla 1,7 ve 1,6 kat )
ancak YBMD-miR-184 grubunda ise anlamli azalma oldugu goriilmektedir (0,8 kat). Bu
durumda uygulanan miR-184’tin HIF1a ve B’y1 birlike baskiladigi Bevacizumab’in ise HIF1
tizerinde herhangi bir etkisi olmadig1 sonucu ¢ikarilmistir. Bevacizumab 146 kDa agirliginda
VEGF-A’nin tiim isoformlarina baglanabilen rekombinant monoklonal humanize murin
antikorudur (154). Deneyimizde VEGF gen ekspresyonu diizeyi de c¢alisilmis olup
beklenildigi iizere YBMD grubunda VEGF diizeyi kontrol grubuna gore 14 kat anlamli bir
artis gostermistir. YBMD-BV grubuna bakildiginda bu artisin 9,8 kat oldugu, YBMD-miR-
184 grubunda ise yalnizca 2,2 kat artis oldugu goriilmiistiir. miR-184"tin HIF1-a ve B gen
ekspresyonunu baskilamasi iizerinden VEGF seviyesini disiirdiigi goriilmektedir. Burada
Bevacizumab’in VEGF seviyesine olan etkisinin miR-184’¢ oranla ¢ok daha diisiik olmasi
dikkat c¢ekicidir. VEGFR-2 (vaskiiler endotelyel biiyiime faktér reseptorii-2) VEGF’in
anjiyojenik etkilerini ortaya ¢ikaran ana reseptordiir bununla birlikte VEGFR-1’1n islevi halen
tartismali olup VEGF’in VEGFR-2’ye baglanmasini engelleyen bir tuzak reseptorii oldugu
yoniinde goriisler mevcuttur (4). Calismamizda VEGFR-1 gen ekspresyonunda gruplar
arasinda anlaml bir farklilik saptanmamasi bu durumla agiklanabilir.

Anjiyogenez yolagindaki 6nemli adimlardan biri de matriks metalloproteinazlar olarak
bilinen ¢inko ve kalsiyum bagimli proteaz ailesinin hiicre dis1 matriks ve bazal membrani
pargalayarak gerceklestirdigi remodelling asamasidir (155,156). MMP’lerin hem koroidal
hem de retinal neovaskiilarizasyon gelisimi ile ilgili olduguna inanilmaktadir. TIMP-3 (MMP-
3 doku inhibitorii) genindeki bir mutasyon neticesinde nadir goriilen subretinal
neovaskiilarizasyon ile seyreden ailesel bir makuler distrofi tanimlanmistir (157). Calisma
kapsaminda anjiyogenez yolagiyla ilgili MMP-3 ve MMP-9 gen ekspresyonlari da
incelenmistir. MMP-3 gen ekspresyon diizeyi incelendiginde beklenildigi iizere YBMD ve
YBMD-DJN-miR gruplarinda kontrol grubuna gore sirasiyla 3,2 ve 3 kat artig goriilerek en
fazka eksprese edilen gruplar oldugu, YBMD-BV grubunda bu artisin kontrol grubuna gore
2,9 kat oldugu, YBMD-miR-184 grubunda ise yalnizca 1,4 kat oldugu izlenmektedir. MMP-3
gen ekspresyonu YBMD grubuna gére YBMD-BV grubunda anlamli olarak azalmis, ancak
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YBMD-miR-184 grubundaki azalma oraninin daha fazla oldugu saptanmistir. MMP-9 gen
ekspresyonlari incelendiginde YBMD grubu kontrol grubuna gore 3 kat artis gostererek en
fazla artan grubu olusturmustur. YBMD-BV ve YBMD-miR-184 grubu ise kontrol grubuna
gore sirastyla 1,2 ve 1,6 kat artis gostererek ayni grupta yer almiglardir. Buradan yola ¢ikarak
Bevacizumab ve miR-184’ilin anjiyogenez yolaginda MMP-3 ve MMP-9 gen ekspresyonunu
baskiladig1 ancak miR-184’iin MMP-3’ii baskilamada daha basarili oldugu, MMP-9 a¢isindan
ikisinin de benzer etkiler olusturdugu sonucu ¢ikarilmistir. MMP’lerin KNV {izerine etkileri
cesitli hayvan modelleri ile de calisilmistir. Bir aragtirmada MMP-2 gen ekspresyonu
olmayan, MMP-9 gen ekspresyonu olmayan ve hem MMP-2 hem MMP-9 gen ekspresyonu
olmayan fare gruplari olusturulmus, bu farelerde ve vahsi tip farelerde Argon laser
kullanilarak Bruch membraninda riiptiir meydana getirilerek KNV olusumu indiiklenmistir.
Sonrasinda hepsi birbiriyle ve vahsi tip fare grubuyla kiyaslanmistir. MMP-9 ve MMP-2 gen
ekspresyonunun birlikte olmadig1 fare grubunda KNV insidans ve siddetinin diger gruplara
gore oldukca az oldugu, azalan neovaskiilarizasyona fibrinojen/fibrin birikiminin eslik ettigi
gozlenmigtir. Ayrica vahsi tip, KNV olusturulmus farelerde adenoviral vektor araciligiyla
endojen MMP inhibitorii olan TIMP- 1 ve 2 ekspresyonunun arttirilmasi ile ya da disaridan
giinlik sentetik MMP inhibitoriinin (Ro 26-2853) enjeksiyonu ile patolojik anjiyogenez
reaksiyonunun onemli Ol¢iide azaldigi gozlenmistir. Bu bulgular anjiyogenez yolaginda
MMP-2 ve MMP-9’un birlikte rol aldigint ve MMP’lerin segici inhibisyonu ile KNV
tedavisinde yeni bir strateji gelistirilebilecegini ortaya koymustur (158).

Epidermal biiylime faktorii reseptorii bir transmembran reseptor tirozin kinazidir
(131). EGFR / PI3K / AKT / mTOR yolaginin aktivasyonu HIF-lo protein seviyesini
arttirarak  VEGF ekspresyonunu arttirabilmektedir (130). Ayrica EGFR’nin PI3K’dan
bagimsiz olarak mitojenle aktiflestirilen protein kinaz (MAPK) sinyalizayonunu kullanarak da
VEGEF seviyesine etkisi oldugu gosterilmistir (132). Calismamizdaki EGFR gen ekspresyon
degerlerine bakildiginda YBMD ve YBMD-BV gruplarinin kontrol grubuna gore sirasiyla 3,8
ve 3,3 kat artis gostererek en fazla artan grubu olusturduklari, YBMD-miR-184 grubunun ise
kontrol grubuna gore 1,8 kat artis gosterdigi ve boylece EGFR gen ekspresyonunu
baskilamada miR-184’{in Bevacizumab’a gore anlamli olarak basarili oldugu gosterilmistir.

PI3K / AKT / mTOR sinyal yolu, anjiyogenezi inhibe etmek i¢in alternatif bir hedeftir
(129). PI3K ailesi tiyeleri, hiicre biiyiimesi, metabolizma, hayatta kalma ve anjiyogenez dahil
olmak tizere sayisiz kritik ve temel hiicresel siireci diizenlerler (159). Onkoloji alaninda

gelistirilen anti-anjiyojenik tedaviler, genis spektrumlu PI3K inhibitorlerinin kesfinden
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izoform selektif PI3K inhibitérlerinin gelistirilmesine dogru ilerlemistir (160). Aym
stratejinin okiiler neovaskiiler hastaliklarda da kullanilabilecegi disiiniilmiistiir. mMTOR
inhibitorleri olan Palomid 529 (Paloma Pharmaceuticals, Inc.) ve Sirolimus (MacuSight, Inc.)
bu sebeple YBMD’li hastalar iizerinde denenmektedir (161,162). Ayrica okiiler neovaskiiler
hastaliklarda uygulanmak {izere PI3K / AKT / mTOR sinyal yolagi icin gelistirilen ilaglarin
ve bunlarin kombinasyonlarmin uygulandigi in vivo ¢alismalar da dizayn edilmistir
(129,163). Calismamizda PI3K’nin gruplar arasinda relatif gen ekspresyonlari incelendiginde
YBMD ve YBMD-BV gruplariin kontrol grubuna gore sirasiyla 2,3 ve 2,1 kat artis
gostererek ayni grubu olusturdugu, YBMD-mIiR-184 grubunda ise degerin 0,8 kat oldugu
gosterilmistir. Devaminda AKT gen ekspresyonunda da benzer etkinin goriildigiic YBMD ve
YBMD-BV gruplarinda kontrol grubuna gore artisin sirasiyla 1,4 ve 1,2 kat oldugu, YBMD-
miR-184 grubunda ise kontrol grubuna 0,6 kat degerinde oldugu bulunmustur. mTOR gen
ifadesi incelendiginde ise YBMD-BV ve YBMD-miR-184 gruplarinda kontrol grubuna gére
sirasiyla 1,6 ve 1 kat artig goriildiigli yalmizca mTOR ifadesinde tedavi gruplari arasinda
anlamli bir fark olmadig1 gozlenmistir. PI3K / AKT / mTOR yolagindaki aktivasyonun HIF-
lo protein seviyesinin artisina neden oldugu ancak muhtemel mekanizmanin HIF-1a gen
ekspresyonunu arttirmadan translasyonunu arttirarak gerceklestigi yoniinde bilgiler mevcuttur
(130). Deneyimizde YBMD-miR-184 grubunda HIF-1a gen ekspresyonunun diisiik oldugu
gosterilmistir. Bu bilgiden yola ¢ikarak miR-184’tin hem PI3K / AKT / mTOR yolagi
tizerinden hem de bu yolaktan bagimsiz olarak HIF-la gen ekspresyonunu baskilamasi
tizerinden gii¢lii anti-anjiyojenik etkileri oldugu sdylenebilir. Bevacizumab’in PI3K / AKT /
mTOR yolagindaki gen ekspresyonlarini baskilamada ise etkisiz oldugu goriilmektedir.
Yasam siireleri boyunca hiicreler endojen veya eksojen olarak cesitli reaktif oksijen
tiirlerine maruz kalmaktadirlar (164). Retina, yiiksek enerji ihtiyaci ve artmis metabolik hiz
sebebiyle oksidatif hasar agisindan oldukga risk altindadir (30). Antioksidanlar ile oksidanlar
arasindaki denge oksidanlar lehine kaydiginda oksidatif stres ortaya ¢ikar. Bu durum lipitler,
proteinler, niikleik asitler dahil olmak tizere cok sayida hiicresel bilesenin hasarina sebep olan
patolojik bir durumdur. Yaslanmanin ROS kaynakli hasar birikiminin bir sonucu olduguna
dair goriisler mevcuttur (165). Deneysel ¢aligmalar bu tezi kanitlar nitelikte olup oksidatif
stresin yaslanma siirecini hizlandirabilecegini ve YBMD’nin de dahil oldugu yasa bagh
dejeneratif hastaliklar ile iliskili birgok hastaligin patogenezinde rol oynayabilecegini 6ne
stirmektedirler (166). Hiicreler ise ROS’a bagli olusan hasara kars1 kendini korumak ve bu

hasar1 hafifletmek i¢in savunma mekanizmalar gelistirmislerdir. Bu savunma mekanizmalar1
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enzimatik veya enzimatik olmayan mekanizmalar olarak ayrilir. Enzimatik yolu SOD1,
SOD2, CAT, glutatyon peroksidaz olustururken enzimatik olmayan yolu ise E vitamini, C
vitamini, beta karoten, glutatyon gibi ¢esitli vitamin ve mineraller olusturur.

Yasa bagli makula dejenerasyonunun erken evrelerinden itibaren profilaksi amaciyla
kullanilan antioksidan vitamin ve minerallerden olusan besin takviyesinin hastaligin ileri
evrelere progresyonunu azalttigi bilinmektedir. AREDS c¢alismasinda giinliik antioksidan
takviyesinin orta evre YBMD’den ileri evre YBMD ye ilerleme oranini plasebo grubuna gore
5 yilda %25 azalttigi, orta derecede gorme kaybi oraninda da %19’luk azalma sagladigi
gosterilmistir  (2). Devam ¢alismast olan AREDS 2’ye goére diizenlenen giincel
formiilasyonda; vitamin C (500 mg), vitamin E (400 IU), ¢inko (80 mg), bakir (2 mg), Lutein
(10 mg), zeaksantin (2 mg) bulunmaktadir (105). YBMD patogenezini aydinlatmak i¢in hiicre
kiiltiir ortaminda veya hayvan modellerinde oksidatif strese karsi enzimatik antioksidan
mekanizmalarin verdigi yaniti aragtiran ¢aligmalar da tasarlanmistir. Yapilan bir ¢alismada
insan dondrlerden elde edilen goz dokular1t AREDS YBMD simniflandirma sistemine benzer
olarak 4 kategoriye ayrilmis, bu dokulardan elde edilen RPE homojenatlarindan Western
immunblotting ile protein ekspresyonlari 6l¢iilmiistiir. Buna gére SOD1, SOD2 ve CAT gibi
antioksidan enzimlerin, 6zellikle orta evre YBMD’ye tekabiil eden grupta oksidatif strese
cevap olarak anlamli olarak arttigin1 gostermislerdir (167). Bizim ¢alismamizda SOD1 gen
ifadesi incelendiginde YBMD grubu kontrol grubuna gore 4,5 kat artis gostererek oksidatif
stresin varligini ortaya koymustur. YBMD-BV ve YBMD-miR-184 gruplar ise sirasiyla 1,9
ve 1,1 kat artig gdstererek ayn1 grubu paylagsmiglardir. SOD2 gen ifadesinde de en fazla artig
gosteren grup kontrol grubuna gore 2,6 kat artisla YBMD grubu olmustur. YBMD-BV ve
YBMD-miR-184 gruplari ise kontrol grubuna gore ikisi de 1,7 kat artis gostermistir. CAT gen
ifadesi incelendiginde yine en fazla artis gosteren grup kontrol grubuna gore 1,5 kat artis ile
YBMD grubu olurken, YBMD-BV grubu kontrol grubuna gore 1,3 kat artis gostermistir.
YBMD-DJN-miR-184 grubu ise kontrol grubuna gore 0,8 kat degerinde olup azalma
egilimindedir.

Glutatyon yolagi ise antioksidan gorevine ek olarak toksik mikrocevrede
detoksifikasyon o0zelligi de gosterir. Bu nedenle bu tarz durumlarda diger antioksidan
enzimlere gore daha fazla artis gostermesi beklenir (168). Calismamizda GS ve GSTML1 gen
ekspresyonlar1 degerlendirildiginde YBMD grubunun her ikisinde de sirasiyla 3,1 ve 3,2 kat
artis gostererek beklenildigi tizere en fazla artan grup olmustur. YBMD-BV ve YBMD-miR-

184 gruplar1 ise GS ve GSTMI1 gen ifadesinde benzer artis oranlar1 olusturmalar1 nedeniyle
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birlikte aynmi grubu olusturmuslardir. Genel olarak antioksidan mekanizmalarin gen
ekspresyon durumlarina bakildiginda YBMD grubunda antioksidan enzimlerin hepsinde
kontrol grubuna goére anlamli bir artis oldugu goriilmektedir. Bu durum oksidatif stres
mekanizmasinin saglanabildigi giicli bir YBMD modeli olusturdugumuzu kanitlamaktadir.
Diger yandan YBMD-BV ve YBMD-miR-184 gruplarinin oksidatif stresi YBMD grubuna
gore benzer oranda azalttigi goriilmektedir. Ancak bu gruplarda da kontrol grubuna gore
anlaml1 artis olmasi ortamda halen oksidatif stresin oldugunu ve bu durumda bu ilaglarin etki
mekanizmasinin oksidatif stresi baskilamak tizerinden ilerlemedigini gostermektedir.

Olusan ROS miktar1 antioksidan sistem kapasitesini astiginda oksidatif stres asikar
hale gelmeye baslar. Bu asamada protein, DNA, lipitler gibi ¢esitli makromolekiillerde hasar
meydana gelir. Ortaya ¢ikan DNA hasar1 sonucunda da DNA tamir genlerinin ekspresyonu
artmaktadir (138). Caligmamizda DNA tamir genlerinden NEIL, MLH1 ve EXO1 gen
ekspresyonlari incelenmistir. YBMD-BV ve YBMD-miR-184 gruplari incelendiginde DNA
tamir genleri iizerinde benzer etkiler olusturdugu, bu parametreler acisindan iki molekiiliin
benzerlik gosterdigi goriilmektedir.

Oksidatif stres artigina verilen hiicresel yanit antioksidan enzimlerin ekspresyonunun
arttirilmasi1 seklindedir ve bu enzimler serbest radikallerin detoksifikasyonu veya ortadan
kaldirilmasini saglayarak birinci savunma hattini olustururlar. Antioksidan enzimler basarisiz
oldugunda reaktif oksijen tiirleri proteinlere zarar vererek proteinlerin yanlis katlanmalarina,
fonksiyonlarin1 kaybetmelerine ve agrege olmalarma yol acar. RPE gibi postmitotik
boliinmeyen hiicrelerde protein turnoveri olduk¢a onemlidir. Oksidatif strese bagli olusan
protein hasarinda 1s1 sok proteinleri olarak adlandirilan molekiiler saperonlar veya ubiquitin-
proteazom yolag1 devreye girerek hasarli proteinlerin yeniden katlanmasina veya
degredasyonuna aracilik ederler (169). Bunlarda ikinci savunma hattin1 olusturmaktadirlar.
Kisacasit HSP’ler stres genleri olarak bilinirler ve toksik kosullara artan gen ekspresyonu ile
cevap verirler (139-141). Calismamizda ise HSP60 ve HSP70’in gen ifadeleri incelenmistir.
Buna gore YBMD grubu incelendiginde HSP60 ve HSP70 i¢in kontrol grubuna gore sirasiyla
4 ve 3,6 kat artig gostererek iki gen ifadesinde de en ¢ok artan grubu olusturmustur. HSP60
gen ifadesinde YBMD-BV ve YBMD-miR-184 gruplar1 konrol grubuna gore sirasiyla 2, 2,4
kat artig gostererek ayni grubu olusturmuslardir. HSP-70 gen ifadesinde ise YBMD-BV grubu
kontrol grubuna gore 2,5 kat artis gostermistir. YBMD-miR-184 grubu ise kontrol grubuna
gore 1,1 kat artig gostererek kontrol grubu ile ayni grupta yer almistir. Bu bulgulara gore
YBMD grubunda olusturulan oksidatif stres sebebiyle HSP60 ve HSP70 gen ekspresyonunun
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artig1 gozlenmektedir. Bevacizumab ve miR-184’iin HSP60 iizerindeki etkileri benzerken,
Ozellikle HSP70 ekspresyonunun miR-184 grubunda daha az oldugu ve buradan yola ¢ikarak
oksidatif stres seviyesinin Bevacizumab grubuna gore miR-184 grubunda daha az oldugu
gozlenmektedir. Ancak doku kesitlerinde yaslanmaya bagl olarak 1s1 sok protein yanitinda
azalma oldugu yoniinde bulgular mevcuttur (170). Yapilan bir ¢alismada insan donorlerden
elde edilen goz dokular1 YBMD siniflandirma sistemine benzer olarak 4 kategoriye ayrilmus,
bu dokulardan elde edilen RPE homojenatlarindan Western immunblotting ile protein
ekspresyonlar1 degerlendirilmis ve HSP60 ve HSP70 ekspresyonlarinda YBMD evreleri
arasinda bir degisim saptanmamustir (167). YBMD’li insan donérlerden elde edilen dokularla
yapilan benzer sekilde dizayn edilmis bir baska ¢alismada ise YBMD’nin erken evrelerinde
HSP60 ve HSP70 ekspresyonu azalmis olarak bulunmustur (171). Bu durum yaslanmis
RPE’nin oksidatif hasara uygun 1s1 sok proteini yaniti olusturamadigini gostermektedir.
Yaslanmis RPE’ye tezat olarak insan retina pigment epiteli hiicre hatti ARPE-19” da yapilan
calismalarda oksidatif strese yanit olarak HSP70, HSP40 gibi cesitli 1s1 sok proteinlerinde
artis oldugu gosterilmistir (172). Bizim ¢alismamiz da bu bilgilerle uyumludur. Yaslanmayan
RPE hiicre hatlarinin (ARPE) oksidatif strese yanit kabiliyeti géz oniline alindiginda eksojen
verilen rekombinant HSP70’in yeni bir terapdtik strateji olabilecegi hipotezinden yola
¢ikilarak HSP70’in in vitro ortamda sitoprotektif etkileri degerlendirilmistir. HSP70’in hiicre
canliligint arttirtp inflamasyonu azaltarak hiicreleri oksidatif hasara karsi koruyucu oldugu
gosterilmistir (170).

p21CPL ve p27KiPlin dahil oldugu CIP/KIP ailesi birgok aktif siklin/siklin bagimli
kinaz kompleksini baglar ve inhibe eder. Bu sekilde hiicre siklusunu negatif yonde diizenlerler
ve DNA hasar1 varhiginda hiicrenin kaderini tayin ederler. Iglerinden en iyi p21¢*V’in
fonksiyonu anlagilmistir. DNA hasar1 varliginda timor supresor gen olan p53°lin seviyesi
artarak p21’in translasyonunu arttirir, p21 ise hiicreyi G1 fazlinda durdurur, eger hasar
onarilabilirse hiicre bir sonraki faza gecer ancak eger hasar onarilamaz ise hiicreyi apoptoza
gotiirecek siireci baglatir (142,143). Calismamizda p27X'P! gen ekspresyonlar incelendiginde
YBMD-BV ve YBMD-miR-184 gruplari arasindaki artig orani birbirine benzer olarak
saptanmustir. p21°P1 gen ekspresyonlari incelendiginde YBMD ve YBMD-BV gruplari
kontrol grubuna gore sirasiyla 14,6 ve 14,4 kat artis gostererek en fazla artan grubu
olusturmusglardir. YBMD miR-184 grubunda ise kontrol grubuna gore 5,6 kat artis
goriilmistir. Calismamizda YBMD grubunda olusan p21 gen ekspresyonu artisi oksidatif

strese bagli hiicre donglisiinde duraklama gelistigini gostermektedir. Bevacizumab
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uygulamasimin bu etkiyi geri dondiirmedigi ancak miR-184 uygulamasiyla etkinin anlamli
olarak geri dondugii izlenmektedir. ARPE-19 hiicre kiltiiriinde Bevacizumab’in hiicre
dongiisii regiilasyonuna etkisinin arastirildigi bir ¢alismada hiicrelere 48 saat boyunca 2,5
mg/ml Bevacizumab uygulanmis ve G1/S fazinda gorevli hiicre siklusuna ait proteinler akim
sitometrisi ile analiz edilmistir. Siklin bagimli kinaz 4 ve 6’nin ve siklin D ve E’nin
ekspresyonlarinin azaldigi ve p21, p27, pl6 ve p53’lin protein seviyelerinin arttig
bildirimistir (173). Bu kapsamda c¢alismamizin verileri ile benzerlik gostermektedir.

Hiicrede olusan DNA hasar1 onarilamayacak diizeyde ise apoptoz ya da nekroptoz
gerceklesecektir. Bu kapsamda Bevacizumab’in ve miR-184"{in hiicreler {izerindeki apoptotik
etkilerini degerlendirmek amaciyla intrinsik ve ekstrinsik apoptoz yolaginda gorevli
proteinlere ait gen ekspresyonlari da incelenmistir. Tiimdr siipresor gen olarak bilinen p53’iin
DNA hasar1 varliginda hiicre siklusunu G1 fazinda durdurdugu ve onarim olmadig: takdirde
intrinsik apoptoz yolagini baslattig1 bilinmektedir (144). p53 gen ekspresyonu incelendiginde
YBMD grubunun kontrol grubuna gore 2,5 kat artarak en ¢ok artan grubu dolayisiyla
apoptoza en yatkin grubu olusturdugu, YBMD-BV grubundaki artisin kontrol grubuna goére
1,5 kat oldugu YBMD-miR-184 grubunda ise kontrol grubuna gore herhangi bir degisim
olusmadigi yani miR-184’tin YBMD grubunda olusan p53 gen ekspresyonunu baskilama
yeteginin Bevacizumab grubuna gore daha basarili oldugu goriilmektedir.

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. Hiicrede
bir hasar meydana geldiginde ortaya ¢ikan apoptoz sinyali bu proteinler arasindaki dengeyi
bozarak intrinsik kaskadi baglatir. Proapototik protein olan Bid, BCL-2’yi inaktive eder, buna
karsilik BAX ve Bak’1 aktiflestirir. BAX ve Bak ise mitokondri zarinda por olusumuna sebep
olurlar ve mitokondri membran potansiyelinin degisimine yol agarlar. Bu sayede sitoplazmaya
Ca"" ve sitokrom ¢ gibi molekiillerin gegisi gergeklesir. Bu molekiiller APAF-1 ile birleserek
apoptozumu meydana getirir ve kaspas 3 ve 9’un aktive oldugu apoptozu gerceklestiren
birgok enzimi aktiflestirir (145,146). YBMD grubu intrinsik yolak genleri gergevesinde
incelendiginde antiapoptotik olan BCL-2’nin gen ekspresyonu kontrol grubuna gore 0,8 kat
degerinde azaltip proapototik olan BAX 1 gen ekspresyon diizeyi kontrol grubuna gore 3,1
kat arttirmigtir. APAF-1 ekspresyonu kontrol grubuna gore 4,2 kat, CASP3 ekspresyonu ise
kontrol grubuna 4,1 kat artis gostermistir. Bu durumda YBMD grubunda intrinsik apoptoz
yolaginin aktif oldugu goriilmektedir. Tali goriintli tabanl sitometri analizi ile de bu durum

dogrulanmis olup apoptoza bagli hiicre 6lim orant %15 bulunmustur. YBMD-BV grubu
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incelendiginde BCL-2 oraninin kontrol grubuna gore 1,1 kat degerinde oldugunu, kontrol
grubuna gére BAX gen ekspresyonunu 2 kat arttirdigi, APAF1 gen ekspresyonunu 2,1 kat
arttirdigr, CASP3 gen ekspresyonunu ise 1,9 kat arttirdig1 gézlemlenmektedir. Bu kapsamda
YBMD-miR-184 grubu incelendiginde kontrol grubuna gére BCL-2 gen ekspresyonunu 2 kat
arttirdigini, BAX gen ekspresyonunu 1,9 kat arttirdigini, APAF-1 gen ekspresyonunu 2,5 kat
arttirdigini, CASP3 gen ekspresyonunu ise 1,1 kat arttirdigi izlenmektedir. Bu oranlara
bakildiginda tedavi gruplari olan YBMD-BV ve YBMD-miR-184 gruplarin intrinsik
apoptoz yolaginda benzer etkiler olusturdugu goriilmektedir. Yalnizca YBMD-miR-184
grubunun BCL-2 gen ekpreyon diizeyini diger gruplara oranla anlamli bir sekilde arttirmasi
dikkat cekicidir. BCL-2 bilindigi tizere antiapoptotik bir proteindir, hiicredeki BCL-2/BAX
oraninin hiicre kaderi tizerinde belirleyici oldugu bilinmektedir (145). Anti-VEGF ilaglarin
(Bevacizumab, Ranibizumab, Aflibercept) ARPE-19 hiicre hatlarinda giivenlik profillerinin
arastirildigi bir ¢alismada Bevacizumab’in klinik kullanim dozunun 1x, 2x ve 10x dozlarinda
mitokondri membran potansiyelini azaltarak erken apoptoza yol actifina dair kanitlar
sunulmustur (9). ARPE-19 hiicre hattinda oksidatif stres altinda Bevacizumab’in BCL-2 gen
ekspresyonu ve apoptoz iizerine etkilerinin arastirildig1 bir ¢aligmada diisiik ve orta seviyedeki
oksidatif stres altinda Bevacizumab dozu arttikgca BCL-2 gen ekspresyonunun azaldigi ancak
cok yiiksek dozlardaki Bevacizumab (2,67 mg/mL) ile apoptozun gergeklestigini
gostermislerdir. Bu nedenle Bevacizumab’in tekrarlayan intravitreal enjeksiyonlar neticesinde
RPE hiicrelerinin canliligi iizerinde etkisinin olabilecegini 6ne siirmiislerdir (174). Yine
ARPE-19 hiicreleri kullanilarak yapilan bir ¢alismada sirasiyla 1 hafta ve 2 hafta siireyle
Bevacizumab’la inkiibe edilen doz gruplar1 ve aym siirede inkiibe edilen kontrol gruplar
olusturulmus ve sonug olarak Bevacizumab’in ARPE-19 hiicre morfolojisini degistirdigini,
proapoptotik genler olan p53 ve BAX’in ekspresyonunu arttirdigini, antiapoptotik gen olan
BCL-2’nin ise ekspresyonunu azalttigini1 géstermislerdir (175).

Ekstrinsik apoptoz yolagi ise hiicre yiizeyinde yerlesmis Oliim reseptorleri (Fas,
TNFR, DRS5) iizerinden gerceklesir. Oliim sinyallerinin (FasL, TNF-a, TRAIL) bu
reseptorlere baglanmasi ile hiicre icerisinde bir dizi yolak aktiflesir ve prokaspaz 8’1 CASP8’e
cevirir. CASP8 ise dogrudan veya dolayli olarak CASP3’ii aktive eder (146,147). Bu
kapsamda ¢alismamizda TNF-a, TRAIL ve CASP8 gen ifadeleri incelenmistir. TNF-o gen
ekspresyonu incelendiginde YBMD ve YBMD-BV gruplar1 kontrol grubuna gore sirasiyla 2,1
ve 1,9 kat artig gostermislerdir. YBMD-miR-184 grubunda ise kontrol grubuna gore 4,1 kat
olmak tizere anlamli bir artis dikkati ¢cekmektedir. TRAIL gen ifadesi incelendiginde YBMD
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ve YBMD-BYV grubu kontrol grubuna gore sirasiyla 1 ve 1,1 kat artis géstermis, YBMD-miR-
184 grubu ise 0,5 kat azalma gostemistir. CASP8 gen ifadesinde ise YBMD grubu kontrol
grubuna gore 2,9 kat artarak en fazla artan grubu olusturmus, YBMD-BV ve YBMD-miR-184
gruplari ise Kontrol grubuna gore sirasiyla 1,7 ve 1,1 kat artarak ayni grubu olusturmuslardir.
CASP3 hem intrinsik hem de ekstrinsik yolakta mevcut olup bahsedildigi tizere YBMD-BV
ve YBMD-miR-184 grubu arasinda gen ekspresyonu agisindan fark saptanmamistir. Bu
bilgilerin neticesinde ekstrinsik apoptoz yolagi iizerinde Bevacizumab’in ve miR-184’ilin
benzer etkiler gosterdigi goriilmektedir. Ancak TNF-o gen ifadesinde miR-184 uygulanan
grupta anlamli artig goriilmesi dikkat ¢ekicidir. Ancak apoptozun ilerleyen basamaklarinda
yer alan CASP8 ve CASP3 gen ekspresyonlarinda benzer tutarlilikta artig goriilmemesi miR-
184’tin TNF-a {lizerinden apoptoza sebep oldugu ¢ikarimindan uzaklagtirmaktadir.

Yasa bagli makula dejenerasyonuna iliskin olarak, miRNA’lar son zamanlarda
terapotik arastirmalarin odagi haline gelmistir. In vivo ve in vitro ¢aligmalarla birkag
miRNA’nin YBMD patogeneziyle dogrudan iliskisi oldugu gosterilmistir (15). YBMD
modellerinde disregiile oldugu gosterilen miRNA’lar, YBMD’deki miRNA islevini anlamada
ipuglart sunmaktadir. miRNA-184"tin YBMD dondrlerinden izole edilen insan retina pigment
hiicre kiiltiirinde ve OIR fare modelinde downregiile oldugu gosterilmistir (122,176). Bagka
bir ¢calisma miR-184’1in anjiyogenez ve enflamasyonda dnemli bir hiicre i¢i sinyal yolagi olan
Wnt yolagiin negatif diizenleyicisi oldugunu ortaya koymustur. Wnt sinyal yolaginin VEGF
ile iligkili olarak neovaskiilarizayonu arttirdigi bilinmektedir (16). Siitiirle indiiklenen korneal
neovaskiilarizasyon olusturulmus sigcan modelinde topikal olarak uygulanan miR-184’{in
neovaskiilarizasyonu azaltic1 etkisinin gosterilmesi bu bulgular1 desteklemektedir (17,177).
Fotoreseptor stabilitesi igin dnemli role sahip olan fagositoz islevinin miR-184 inhibisyonuyla
azaldiginin gosterilmesi, miR-184’iin YBMD patogenezinde onemini ortaya koyan diger bir
durumdur (122). Calismamiz kapsaminda bu bulgulardan yola ¢ikarak tedavi edici etkisi
oldugunu disiindiigiimiiz miR-184 ile halihazirda tedavi protokolii olarak hastalara
intravitreal enjeksiyon halinde uygulanmakta olan Bevacizumab’in anjiyogenez yolagi
tizerindeki etkileri incelenmistir. Calismamizda miR-184 ile tedavi edilen grupta HIF-1a ve
VEGF gen ekspresyon seviyelerinin YBMD grubuna gore anlaml olarak diisiik saptanmast,
mMiR-184’tin anjiyogenezi baskiladigi seklindeki hipotezimizi desteklemis ve bulgular
itibariyle de literatiirle de uyumlu bulunmustur (16,177). Calismamizda miR-184 ile
anjiyogenez yolaginda gorevli genler arasindaki iliski Pearson Korelasyon analizi ile ortaya
konmustur. miR-184’tin HIF-1a, HIF-1p, VEGF, MMP-3, EGFR, PI3K, AKT ve mTOR gen
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ifadeleri ile negatif korelasyonda oldugu goriilmektedir. Bunlardan HIF-la (r= -0,448%*,
p=0,025) ve AKT (r= -0,415*, p=0,039) ile miR-184 arasindaki negatif korelasyon
istatistiksel olarak anlamli bulunmustur. Insan trabekiiler ag hiicre kiiltiirii modelinde miR-
184’tin HIF-1a gen ekspresyonunu baskilayarak trabekiiler ag hiicrelerini kronik oksidatif
stresin indiikledigi sitotoksisite ve apoptozdon korudugu gosterilmistir (178). miR-184’{in
korneal neovaskiilarizasyon tizerindeki etkisinin arastirildigi bir ¢alismada miR-184’{in
proanjiyojenik faktorleri hedef alarak VEGF ekspresyonunu azalttigi, ayrica AKT
fosforilasyonunu zayiflatarak AKT sinyalizasyonunu azalttigi ve bu sayede antianjiyojenik
etkilerini ortaya ¢ikarttigi belirtilmistir (179). Bu bilgiler 1s1¢inda c¢alismamiz literatiirle
uyumludur (178,179).

mMIiR-155’in hem inflamasyon hem de anjiyogenezde rol oynadigi diigiiniilmektedir
(17). Calisma kapsaminda anjiyogenez yolagindaki gorevli genlerin ekspresyonlari ile miR-
155 arasindaki iligski Pearson Korelasyon analizi ile incelenmistir. Tablo 4’de de goriildigi
tizere bu yolakta gorevli tiim genler ile MiR-155 arasinda istatistiksel olarak anlamli pozitif
korelasyon saptanmistir. Bu durum miR-155’in  anjiyogeneze katki sagladigim
gostermektedir. Ayrica miR-155"in relatif gen ekspresyon diizeyi incelendiginde YBMD
grubunda 10 kat artis goriillmesi bu kaniy1 desteklemektedir. Pluripotent kok hiicreler ile
yapilan bir ¢aligmada VEGF’in miR-155 ekspresyonunu uyardigi ve miR-155’nin endotel
hiicrelerinin matiirasyonuna katkida bulunarak anjiyogenezi tesvik ettigi bildirilmistir (180).
In vitro ve in vivo olarak miR-155"in anjiyojenik etkilerinin arastirildigi bir ¢alismada miR-
155’in inhibisyonu ile retinal neovaskiilarizasyonun azaldigi gozlenmistir. Bu etkinin miR-
155’in inhibisyonu ile PI3K/AKT yolaginin etkinliinin azalmasi sonucu gerceklestigi one
stirilmistir (181). Calismamizda miR-155 ile PI3K (r= 0,619**p= 0,001), AKT
(r=0,528** p= 0,007) arasinda giiglii pozitif korelasyon olmasi bu kaniy1 desteklemektedir.
Ilging olarak, okiiler Chlamydia Trachomatis ¢alisan bir grup klinik inflamasyon derecesi ile
korele olarak miR-155 artarken, miR-184’{in azaldigimi gostermislerdir (182). YBMD
patogenezinde inflamasyon 6nemli bir yer tuttugundan bu negatif korelasyonun biyomarker
olabilme o6zelligi de arastirllmak istenmistir. Calismamizda miR-155’in gen ifadesi
incelendiginde miR-155’in YBMD grubunda kontrol grubuna gore 10 kat artis gosterdigi
ancak YBMD-miR-184 grubunda kontrol grubuna gore ancak 0,3 kat oraninda eksprese
edildigi gozlenmistir. Bu durum miR-184 ile miR-155 arasindaki ters orantiyr ortaya

koymakta olup hipotezimizle uyumlu bulunmustur. Bu ters oranti tan1 koyma ve tedaviye
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yaniti degerlendirme acisindan miR-155in 1iyi bir monitorizasyon saglayabilecegini

diistindiirmiistiir.
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SONUCLAR

ARPE-19 hiicre kiiltiir hattinda miR-184 ile Bevacizumab’in anjiyogenez, antioksidan
savunma sistemleri, 1s1 sok proteinleri, hiicre siklus diizenleyicileri, DNA tamiri ve intrinsik
ve ekstrinsik apoptoz yolagina ait gen ekspresyonlari {izerine etkileri arastirilmistir.
Calismamizda bunlara ek olarak biyomarker olabilecegini diigiindiigiimiiz miR-155 ile tedavi
amactyla kullandigimiz miR-184’iin birbirlerine gore gen ekspresyon paternleri incelenmistir.
Ayrica anjiyogenez yolagina ait genlerin miR-184 ve miR-155 ile korelasyon durumu ortaya
konmustur. Tiim bunlarin neticesinde ¢alismamizda asagidaki sonuglar elde edilmistir:

1. miR-184’in HIFl-a ve B gen ekspresyonunu baskilamasi iizerinden VEGF
seviyesini diistirdiigii, Bevacizumab’m HIFlo ve HIFIP iizerinde etkisi olmadigi
gozlemlenmistir. Bevacizumab’in asil etkisini VEGF tizerinden gergeklestirdigi bilinmekte
olup VEGF seviyesine olan etkisinin miR-184’¢ oranla ¢ok daha diisiik olmasi dikkat
¢ekicidir.

2. miR-184’tin PI3K / AKT yolaginda gen ekspresyonlarini anlamli olarak azalttig1 ve
bu sayade hem bu yolak araciligiyla hem de bu yolaktan bagimsiz bir sekilde HIF-1a gen
ekspresyonunu baskilayarak gii¢lii anti-anjiyojenik etkileri oldugu distinilmistiir.
Bevacizumab’in PI3K / AKT / mTOR yolagindaki gen ekspresyonlarini baskilamada ise
etkisiz oldugu saptanmustir.

3. Calismamizda YBMD grubunda olusan p21 gen ekspresyonu artis1 oksidatif strese
bagl hiicre dongiisiinde duraklama gelistigini géstermekte olup Bevacizumab uygulamasinin
bu etkiyi geri dondiirmedigi ancak miR-184 uygulamasiyla etkinin anlamli olarak geri

dondiigii izlenmistir. Benzer sekilde miR-184’tin YBMD grubunda olusan p53 gen
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ekspresyonunu baskilama yeteginin Bevacizumab grubuna goére daha basarili oldugu
saptanmistir.

4. Intrinsik ve ekstrinsik apoptoz yolaginda miR-184 ile Bevacizumab’m etkilerinin
benzer oldugu gozlenmistir. Ancak TALI goriintii tabanli sitometri analizinde miR-184
grubunda apoptoz kaynakli hiicre 6liimiiniin Bevacizumab grubuna gore istatistiksel olarak
anlamlikla daha fazla oldugu, nekroza bagli hiicre 6liimiiniin ise istatiksel olarak anlamli fark
olmasa da Bevacizumab grubunda fazla oldugu ortaya konmustur.

5. Calismamizda miR-184’iin HIF-la ve AKT ile istatistiksel olarak anlamli bir
sekilde negatif korelasyonda olmasi saptadigimiz antianjiyojenik etki mekanizmasini
desteklemistir.

6. Anjiyogenez yolaginda gorevli tiim genler ile miR-155 arasinda istatistiksel olarak
anlamlt pozitif korelasyon saptanmast mIR-155’in anjiyogeneze katki sagladigini
gostermistir.

7. miR-184 ve miR-155’in ters orantili olarak eksprese edildigi gosterilmis ve bu
durum tam1 koyma ve tedaviye yaniti degerlendirme agisindan miR-155"in iyi bir

monitorizasyon saglayabilecegini diisiindiirmiistiir.
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OZET

Bu calisma ileri evre neovaskiiler YBMD’de yeni bir terapdtik strateji olacagini
diistindigiimiiz miRNA-184 ile klinikte kullanim endikasyonu olan ve anti-VEGF etkisi iyi
bilinen Bevacizumabin antianjiyojenik etkilerini kiyaslamak amaciyla tasarlanmistir. Ayrica
caligmamizda miR-184’{in anjiyogenez yolag lizerindeki etkileri ve anjyogenezi indiikledigi
diisiiniilen miR-155in biyomarker olabilme 6zelligi arastirilmistir.

Bu amagla hipoksi ve oksidatif stres olusturularak ARPE-19 hiicre hatlarinda in vitro
bir YBMD modeli olusturuldu. Hiicrelerin canlilik analizi MTT testi ile yapildi. Kullanilan
miR-184 ve Bevacizumab’in apoptotik etkileri TALI goriintii tabanli sitometri analizi ile
degerlendirildi. Apoptoz indiiksiyonu sonrasit olusan niikleer morfoloji degisiklikleri ve
apoptotik yapilar molekiiler floresan goriintiileme teknikleri ile degerlendrildi. miR-184 ve
Bevacizumab’in anjiyogenez yolagi, antioksidan sistem, DNA tamir genleri, 1s1 sok
proteinleri, hiicre siklus diizenleyicileri, intrinsik ve ekstrinsik apoptoz yolagi genlerinin
ekspresyonlari iizerindeki etkileri RT-PCR ile degerlendirildi. Istatistiksel analizde tek yonlii
ANOVA testi, Tukey testi ve Pearson Korelasyon analizi kullanildi.

Caligmamizda miR-184’tin HIF-lo. ve HIF-1B’y1 baskilayarak antianjiyojenik etki
gosterdigi, Bevacizumab’in ise bu gen iizerinden etki gostermedigi ortaya konmustur. Ayrica
miR-184’tin VEGF gen ekspresyonunu YBMD ve YBMD-BV gruplarina gore anlamli 6lgiide
azalttig1 gosterilmistir. Anjiyogenezde etkili oldugu diisiiniilen PI3K/AKT/mTOR yolag
tizerinde miR-184’iin Bevacizumaba gore anlamli olarak daha etkili oldugu gosterilmistir.
Pearson korelasyon analizi ile miR-184 ile HIF-1a (r= -0,448, p=0,025) ve AKT (r=-0,415,
p=0,039) genleri arasinda negatif korelasyon oldugu ortaya konularak bu bulgular

desteklenmistir. Bevacizumab ve miR-184’1in antioksidan sistem, DNA tamir genleri, 1s1 sok
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preoteinleri, intrinsik ve ekstrinsik apoptoz yolaginda gorevli genlerin ekspresyonlari
tizerindeki etkileri benzer saptanmis olup, ilaclarin giivenlik profillerinin de benzer oldugu
gosterilmistir. MiR-155 ile anjiyogenez yolunda incelenen tim genler istatistiksel olarak
anlamli pozitif korelasyon gosterdi. MiR-155 gen ekspresyon seviyesi incelendiginde,
YBMD-miR-184 grubunun miR-155in en az eksprese edildigi grup oldugu bulundu ve miR-
184 ve miR-155 arasindaki ters etkilesim gosterildi.

Sonug olarak calismamizda miR-184’{in antianjiyojenik etkisi oldugu ve bu etkisini
hangi yolaklar araciligiyla gergeklestirdigi gosterilmistir. Bevacizumab gibi klinik karsiligi
olan bir ilagla kiyaslayamamiza ragmen miR-184’ten alinan anlamli sonu¢lar miR-184’{in
yeni bir terapdtik hedef olarak sunulmasi olasiliginin yiiksek oldugunu ortaya koymustur.
Cesitli yolaklara ait mekanizmalarin ¢alisilmast YBMD’ye dair patogenezi anlamamiza da
katkida bulunmustur. miR-184 ile miR-155 arasindaki ters etkilesim tan1 koyma ve tedaviye

alian cevap agisindan miR-155’in biyomarker olabilme potansiyelini de ortaya koymaktadir.

Anahtar kelimler: Yasa baglh makula dejenerasyonu, ARPE, anjiyojenez, miR-184,
miR-155, Bevacizumab
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COMPARISON OF THE EFFECTIVENESS OF BEVACIZUMAB AND
mMiRNA-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.
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In our study, we found that miR-184 shows antiangiogenic effects by suppressing
HIF-1a and HIF-1p 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-1a (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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